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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1  Typ-I-Diabetes mellitus

Beim Typ-I-Diabetes (Synonym: insulinabhangiger Diabetes mellitus, IDDM) handelt es
sich nach gegenwaértiger Vorstellung um eine immunmediierte Erkrankung multifaktorieller
Genese. Pathogenetisch stellt sich die Erkrankung als ein chronisch-progredientes,
immunologisch vermitteltes Leiden dar, deren pathomorphologisches Substrat die
zerstorte Insulin-produzierende Betazelle in den Langerhansschen Inseln des Pankreas
ist (Rossini et al., 1993). Als ursachlich an diesem Prozess beteiligt werden Umwelt- und
polygenetische Faktoren (multifaktorielle Genese, s.0.) angesehen (Castano und
Eisenbarth, 1990).

Anders als der Typ-II-Diabetes (sog. Altersdiabetes) handelt es sich beim Typ-I-Diabetes
um eine eher seltene Erkrankung deren Anteil an den Gesamtdiabetikern bei etwa 10-
15% liegt (Kolb, 1997).

Der Manifestation des Typ-I-Diabetes geht ein oft jahrelanger, chronischer Entziindungs-
prozess der Inseln des Pankreas voraus. Ein absoluter Insulinmangel, durch den sich die
Erkrankung manifestiert, kommt aber meist erst nach einer Zerstérung von mehr als 80 -
90% der Betazellen vor.

Die Patienten stellen sich typischerweise mit den Symptomen Polyurie, Polydipsie,
korperlicher Abgeschlagenheit und Gewichtsabnahme vor. Der Mangel an Insulin fihrt zu
einer Stoffwechselentgleisung, die unbehandelt von letalem Ausgang ist. Der
Stoffwechsel kann durch die lebenslange Substitution von Insulin stabilisiert, wenn auch
nicht vollstandig normalisiert werden, da der natirlich Sekretionsrhythmus von Insulin nur
unvollkommen nachgeahmt werden kann. Infolgedessen kommt es bei vielen Patienten
zu diabetischen Folgeerkrankungen wie massive Arteriosklerose und Arteriolosklerose,
diabetischer Makro- und Mikroangiopathie, um nur einige die Lebenserwartung
verkirzende Schadigungen zu nennen. Speziell die diabetische Mikroangiopathien, zu der
die Retinopathie, Nephropathie und Neuropathie gezahlt werden (Wilson et al., 1991,
Siegenthaler et al., 1987; Herold et al., 1997) sind bisher therapeutisch nur
unzureichend beeinflussbar.

Die kausale Pathogenese des Typ-I-Diabetes ist bis heute nur unzureichend geklart.
Bereits 1940 beschrieb Meyenburg eine Infiltration von Langerhansschen Inseln durch
mononukleére Zellen und pragte den Begriff , Insulitis”. Die Annahme, nach der es sich
dabei um einen Autoimmunprozess mit einer vorwiegend selektiven Zerstérung der

Betazellen des Pankreas handelt (Eisenbarth, 1986), wird untersttitzt durch das
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Vorhandensein von inselzellspezifischen Autoantikérpern (ICA) (Botazzo et al., 1974) die
schon lange vor der Manifestation der Krankheit nachweisbar und im Serum von
Patienten mit frischmanifestem Typ-I-Diabetes bei bis zu 90% der Falle auffindbar sind.
Ebenso kénnen haufig Antikbrper gegen Glutamatdecarboxylase (GAD) und im
Kindesalter auch gegen Insulin (IAA) (Palmer et al., 1983) nachgewiesen werden.

Als weitere Grundlage der Erkrankung konnte eine genetische Pradisposition in der HLA-
D-Region mit den Haplotypen DR3 und / oder DR4 gezeigt werden (Nerup et al., 1987).
Dennoch betragt die Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen nur 30-40% (Zielaseck et
al. 1989), was darauf schliel3en lasst, dass andere Faktoren ebenfalls eine wichtige Rolle
bei der Pathogenese spielen missen. Hierfir wurden virale oder auch bakterielle
Infektionen ebenso wie andere Umweltfaktoren (Kolb, 1997) in Betracht gezogen, so

dass man heute von einer multifaktoriell bedingten Erkrankung sprechen kann.

1.2 Immunologie und Pathomechanismen des Typ-I-Diabetes

Bekannt ist, dass an der jahrelangen, vorwiegend selektiven Zerstérung der Betazellen
des Pankreas Inselzell-Antigen spezifische T-Helfer Lymphozyten beteiligt sind.

Ein tierexperimentelles Modell dieses Prozesses haben Studien an nicht adipdsen
diabetischen Mausen (NOD-Mause) hervorgebracht, das die Vorgénge bei der
Entstehung des Typ-I-Diabetes in verschiedene Phasen einteilt:

1. Die Peri-Insulitis in den ersten 4-10 Wochen nach der Geburt, gekennzeichnet
durch eine Ansammlung von Makrophagen, dendritischen Zellen und B- sowie T-
Lymphozyten.

2. Die Intra-Insulitis mit Infiltration der Langerhansschen Inseln durch die oben
genannten Zellen.

3. Die Manifestation des Diabetes nach Zerstérung von 80 — 90% der gesamten
Beta-zellmasse.

Entscheidender Faktor ist das Erkennen von Betazell-Antigenen in der zweiten Phase
(Wicker et al., 1992), wobei in dieser friihen Phase nur wenige Autoantigene erkannt
werden (Kaufmann et al., 1993; Tisch et al., 1993).

Funktion und Bedeutung von Makrophagen in der Pathogenese des Typ-I-Diabetes
konnten in den achtziger Jahren durch tierexperimentelle Studien n&her untersucht
werden. So konnte zum Beispiel durch die Behandlung mit Silika, einer selektiv
Makrophagen-toxischen Substanz (Zimmermann et al., 1986), die Entstehung des
Diabetes in allen wichtigen diabetischen Tiermodellen verhindert werden (Oschilewski et
al., 1985; Kiesel et al., 1986; Charlton et al., 1988; Oschilewski et al., 1986).
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Makrophagen spielen als multifunktionale Immunzellen eine essentielle Rolle bei
Immunreaktionen durch Produktion verschiedener immunmodulierender Faktoren.
Entscheidend hierfir ist die Fahigkeit der Makrophagen, nach Aktivierung
unterschiedliche Mediatoren, z. B. Zytokine, reaktive Radikale wie Sauerstoffintermediate
und Stickstoffmonoxid zu bilden und die Prasentation von T-Zellantigenen an ihrer
Oberflache.

Die Rolle von Makrophagen als pradominante Immunzellen der Initialphase, die fur die
weitere Infiltration der Langerhansschen Inseln mit T- / B-Lymphozyten und NK-Zellen
verantwortlich sind, konnte in morphologischen Studien im diabetischen Tiermodell
nachgewiesen werden (Kolb et al., 1990; Lee et al., 1988; Hanenberg et al., 1989).
Kolb-Bachofen et al. (1988) beschrieben diese frihe Phase der Makrophagen —

Infiltration 1983 als ,single-cell-insulitis*.

Eine spontane Zytotoxizitat von aktivierten Makrophagen gegentber Inselzellen wurde in
in vitro-Experimenten gezeigt (Appels et al., 1989), vermittelt durch humorale
Sekretionsprodukte und nicht Gber direkte Zell-Zell-Kontakte (Kroncke et al., 1991).
Eine zentrale Rolle bei der Schadigung der Beta-Zellen kommt hier Zytokinen zu,
insbesondere dem inselzelltoxischen Interleukin-1 (IL-1) (Mandrup-Poulsen et al., 1985;
Nerup et al., 1988; Pukel et al., 1988).

Auch der Tumornekrosefaktor o (TNF-a) ist hierbei moglicherweise von Bedeutung.
Untersuchungen zeigen, dass NOD-Mause, die von Geburt an TNF-o in ihren Inselzellen
produzieren, eine aggressivere und frihere Infiltration der Inseln mit Immunzellen

entwickeln (Green et al., 1999).

Von Makrophagen produzierte reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) scheinen ebenfalls
eine Rolle bei der Diabetesentwicklung zu spielen, da sie, wie von Burkart et al. (1992)
gezeigt, in der Lage sind, Inselzellen zu zerstéren. Dafirr spricht ebenfalls die besondere
Anfélligkeit von Inselzellen fir die toxischen Effekte von ROI, da sie nur ein geringes
Radikalfanger-potential aufweisen (Grankvist et al., 1981; Malaisse et al., 1982). Auch
an den toxischen Effekten von IL-1 und TNF-a scheinen ROI beteiligt zu sein, da sie
durch Radikalféanger verhindert werden kénnen (Sumoski et al., 1989). Zudem konnte an
Makrophagen von BB-Ratten eine erhdhte Produktion von ROI nachgewiesen werden
(Brenner et al., 1993).

Ein weiteres Produkt von aktivierten Makrophagen ist das oben schon kurz erwahnte
Stickstoffmonoxid (NO) (Kroncke et al., 1991), das in vitro als dominantes Inseltoxin
identifiziert wurde, da auch die toxische Wirkung des proinflammatorischen IL-1 primar
durch NO vermittelt zu werden scheint (Southern et al., 1990; Corbett et al., 1992).



1 Einleitung

1.3  Hitzeschockproteine

1.3.1 Ubersicht

Bei den Hitzeschockproteinen (hsps) handelt es sich um eine Familie evolutionar
konservierter Proteine mit vielféaltigen physiologischen Funktionen innerhalb der Zelle.
Hierzu gehéren der Schutz in Stresssituationen (Hitze- oder oxidativer Stress) und eine
Rolle beim Proteintransport und der Proteinfaltung (molekulare Chaperone, Ellis et al.,
1989). Interessanterweise findet sich eine vermehrte Expression von
Hitzeschockproteinen auch bei immunmediierten Erkrankungen (Ubersicht: J&attela und
Wissing, 1992).

Hitzeschockproteine wurden erstmals 1962 von Ritossa bei Drosophila melongaster
beschrieben, &hnliche Befunde wurden dann seit 1980 bei Prokaryonten wie E.coli Uber
Eukaryonten wie Hefen bis hin zu menschlichen Zellen erhoben.

Die Klassifikation der Hitzeschockproteine erfolgt normalerweise Uber ihr
Molekulargewicht, zu den Hauptfamilien der Hsps gehéren Hsp110, Hsp90, Hsp70,
Hsp60 und die sogenannten kleinen Hsps (Leung und Gershwin, 1991).

Die folgenden Ausfiihrungen beziehen sich vornehmlich auf die Hitzeschockproteine der

70 kD-Familie, da diese in der folgenden Arbeit genauer untersucht wurden.

1.3.2 Hsp70

Zur hsp70-Familie z&hlt man heute vier verschiedene Hitzeschockproteine mit den
Molekulargewichten 72 kD, 73 kD, 75 kD und 78 kD. Alle Proteine dieser Familie sind in
der Lage, mit hoher Affinitat ATP zu binden und besitzen selbst eine schwache ATPase-
Aktivitat (Rothman, 1989). Einige Mitglieder der hsp70-Familie sind durch Stress
induzierbar, wahrend andere konstitutiv in der Zelle vorhanden sind (L"Jbersicht: Craig,
1985), auRerdem kdnnen die Proteine anhand ihrer Lokalisation in verschiedenen
zellularen Kompartimenten unterschieden werden (Welch und Feramisco, 1985).

Im endoplasmatischen Retikulum findet sich ein weiterer Vertreter der hsp70-Familie, das
GRP78. GRP78 interagiert mit den schweren Ketten der Immunglobuline (Haas und
Wabl, 1983).

In Saugerzellen unterscheidet man ein durch Stress induzierbares hsp72 (=hsp70) von
dem konstitutiv im Zytosol und Nukleus exprimierten hsp73 (=hsc70). Beide Proteine
unterscheiden sich kaum in ihren biochemischen Eigenschaften und besitzen eine
strukturelle Homologie von 95% (Welch, 1992). Hsp72 ist der am starksten induzierbare
Vertreter aller Hitzeschockproteine (Hunt und Morimoto, 1985) und ist wie hsp73 an

vielen Aspekten der Proteinreifung beteiligt.
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Eine wesentliche Funktion von zytosolischem hsp70 besteht in der Beteiligung an der
ATP-abhangigen posttranskriptionellen Translokation von Proteinen aus dem Zytosol in
das endoplasmatische Retikulum und die Mitochondrien (Chirico et al., 1988; Deshaies
et al., 1988).

Weitere Untersuchungen haben eine vorribergehende Komplexbildung von hsp70 mit
neusynthetisierten Proteinen zum Zeitpunkt der Proteinsynthese an den Ribosomen
gezeigt (Beckmann et al., 1990).

Diese Untersuchungen fuhrten zu der Annahme, dass die Hitzeschockproteine der hsp70-
Familie in verschiede Aspekte der Proteinreifung involviert sind und hierbei eine
essentielle Rolle einnehmen (Welch, 1992), woraus sich auch eine mdgliche Erklarung
der vermehrten Expression von hsp70 in zellularen Stresssituationen ergibt: hierdurch
wird der Zelle eine adaquate Reaktion auf physiologische Belastungen erst maglich, wenn
man davon ausgeht, dass das Hauptziel zellularen Stresses neusynthetisierte, bzw. in der
Proteinsynthese befindliche Proteine sind. Hierfur spricht auch die hohe Konzentration
von hsp70 im Nucleus, bzw. Nucleolus hitzegeschockter Zellen (Pelham, 1984,

Velazquez und Lindquist,1984; Welch und Feramisco, 1984)

1.3.3 Regulation der hsp70-Expression

Als auslosende Stressoren der hsp70-Synthese sind u.a. erh6hte Temperaturen
(Lindquist und Craig, 1988), Aminoséureanaloga (Goff und Goldberg, 1987; Kelley
und Schlesinger, 1978), Virusinfektionen (Nevins 1982) und verschiedene
Schwermetalle (Wu et al., 1986) bekannt.

Die schnelle und vortuibergehende Induktion der Synthese von Stressproteinen erfolgt
durch Regulation auf der Transkriptionsebene unter hauptsachlicher Kontrolle eines
konstitutiv exprimierten Hitzeschocktranskriptionsfaktors, kurz HSF1 (Rabindran et al.,
1991). Der HSF1 liegt in SAugerzellen in einer inaktiven Form vor, die nach Einwirkung
eines Stressors durch Anderung der Tertiarstruktur im Zellkern akkumuliert und
phosphaoryliert wird. Nach Bindung des aktivierten HSF1 an regulatorische DNA-Motive im
Bereich der 5’-Enden der hsp-Gene, sogenannte Hitzeschockelemente (Amin et al.,
1988) kommt es zur Initiierung der Transkription der Hitzeschockproteine (Morimoto et
al., 1992; Morimoto 1998).

Davon zu unterscheiden ist die Regulation der Stressgenexpression wahrend des
Zellzyklus und bei Differenzierungs-, bzw. Entwicklungsvorgéngen der Zelle.
Hauptverantwortlich hierflr scheint der HSF2 (Schuetz et al., 1991) zu sein, der nicht
durch Stress, sondern durch Denaturierungsprozesse, assoziiert mit Entwicklung und

Differenzierung, aktiviert wird (Sistonen et al., 1994).
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Die DNA-Bindungsaktivitat eines weiteren Transkriptionsfaktors, des HSF3, muss, ahnlich
wie bei HSF1, induziert werden, erfordert aber andere Aktivierungsmechanismen (Nakai
und Morimoto, 1993).

Zwischen HSF1 und hsp70 wurden auRerdem ATP-abhangige Interaktionen im Sinne

einer negativen Rickkopplung beschrieben (Abravaya et al., 1992).

1.3.4 Hitzeschockproteine, Immunologie und Autoimmunologie

Besondere Aufmerksamkeit verlangt die Rolle der Stressantwort aufgrund ihrer
Verbindungen zur Immunantwort des Organismus.

Es ist bekannt, dass verschiedene Zytokine die Expression und/oder Phosphorylierung
unterschiedlicher Hitzeschockproteine in verschiedenen weif3en Blutzellen beeinflussen
(Ferris et al., 1988, Helquist et al., 1991). So zeigen beispielsweise B-Zellen nach
Aktivierung tber ihren Antigen-Rezeptor eine vermehrte Expression von Stressproteinen
einhergehend mit einer erh6hten Thermotoleranz (Spector et al., 1989).

AuRerdem scheinen insbesondere Mitglieder der hsp70-Familie in die MHC-mediierte
Antigenprésentation eingebunden zu sein, da hsp70-Proteine, wie die MHC-Klasse I- und
Il —.Komplexe, kleine Peptide mit einer Bindungsstelle binden, die der entsprechenden
Bindungsstelle der MHC-Komplexe sehr dhnlich ist (Rippman et al., 1991). Unterstitzt
wird diese Annahme aufl3erdem durch die Lage der die hsp70 kodierenden Gene im
Genlokus der MHC-Komplexe (Ubersicht: Gunther, 1991; Pierce, 1994).

Stressproteine stellen auRerdem selbst Ziele fir die Immunantwort dar. Die Expression
mikrobieller Stressproteine wird nach Ubertragung der Mikroorganismen auf den Wirt
durch Temperaturanderung oder Produkte der Immunzellen des Wirtes induziert. Einige
dieser Stressproteine stellen dann selbst ein wichtiges Ziel sowohl fir B-, als auch fur T-
Zellreaktionen dar.

Aufgrund der evolutionér stark konservierten Aminosaurestruktur der Hitzeschockproteine
kénnte hier ein Mechanismus bestehen, der eine mégliche Rolle der hsps bei der
Entwicklung autoimmunologischer Phanomene erklart:

So reagieren zum Beispiel T-Zellklone von Patienten mit rheumatoider Arthritis mit
mykobakteriellem hsp60 (Res et al., 1988). Aufgrund der hohen Homologie zu humanem
hsp60 kdnnte es im Sinne einer molekularen Mimikry zu einer Kreuzreaktion gegen
humanes hsp und damit zur Uberwindung der Immunantwort kommen.

AulRRerdem ist das Vorkommen autoreaktiver Antikdrper gegen hsps bei Patienten mit
anderen immunologischen Erkrankungen, z.B. systemischem Lupus erythemathodes,
ankylosierender Spondylarthritis und Morbus Crohn beschrieben worden (Ubersicht:

Winfield und Jarjour, 1991). Inwieweit solche autoimmunologischen Phanomene direkt
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mit der Entwicklung der entsprechenden Krankheiten in Zusammenhang stehen, ist

jedoch noch nicht ausreichend untersucht worden.

1.3.5 Hitzeschockproteine und Typ-I-Diabetes

Unterschiedliche Untersuchungen brachten in den 90er Jahren die Hitzeschockproteine in
einen mdglichen pathogenetischen Zusammenhang mit dem Typ-I-Diabetes.

So wurden bei Untersuchungen von NOD-Mausen Autoantikdrper und gegen hsp60
gerichtete, autoimmune T-Zellen gefunden, die mit dem hsp65-Molekil der Mykobakterien
kreuzreagierten (Elias et al., 1995; Birk et al., 1996).

Weitere Analysen identifizierten hierbei als dominantes Epitop ein 24-Aminosduren
(Position 437-460) umfassendes Segment, das Peptid p277, das von einem pathogenen
T-Zellklon der NOD-Mause erkannt wird. Humanes und murines p277 unterscheiden sich
in nur einer Aminosaure und sind kreuzreaktiv.

Interessanterweise kann Vakkzinierung mit dem p277 auch in Mausstammen, die sonst
nicht zur Entwicklung eines Diabetes neigen, eine transiente Hyperglykamie und Insulitis
hervorrufen (Elias et al., 1995).

Auch die Induktion der Entwicklung eines Diabetes bei C57/BI/KsJ-Mausen durch eine
Niedrigdosis Streptozotocin-Behandlung geht mit der Ausbildung von Autoantikdrpern
gegen hsp60 und gegen p277 reaktiven T-Zellklonen einher (Elias et al., 1994).

Andere Untersuchungen konzentrierten sich auf die Rolle des Hitzeschockproteins hsp70
im Zusammenhang mit dem Typ-I-Diabetes.

So zeigten Untersuchungen, dass Interleukin-1 in isolierten Inselzellen des Pankreas der
Maus und der Ratte zu einer Induktion der hsp70-Synthese fihrt (Eizirik et al., 1990;
Welsh et al., 1991).

Eine mogliche protektive Funktion der hsps bei der Insulitis zeigten in vitro-Experimente
an

kultivierten Inselzellen der Ratte: hier erhdhte Hitzeschockbehandlung, und damit die
vermehrte Expression induzierbarer hsps, signifikant die Widerstandsfahigkeit der Zellen
gegen typische Inselzelltoxine wie NO, Sauerstoffradikale und Streptozotocin (Bellmann
et al., 1995). Ergdnzende Untersuchungen konnten spater diesen Effekt eindeutig dem
Hitzeschockprotein hsp70 zuordnen, da durch Transfektion mit dem hsp70-Gen zur
Uberexpression von hsp70 gebrachte RINm5F-Zellen eine ebenso erhohte Resistenz
gegenuber der zytotoxischen Wirkung von NO zeigten, wie Hitzeschock-vorbehandelte,
nicht transfizierte Zellen der gleichen Linie (Bellmann et al., 1996).

Untersuchungen von Inselzellen verschiedener Rattenstamme zeigten schlie3lich eine

eingeschréankte Induzierbarkeit von hsp70 bei diabetes-prone (dp)BB-Ratten im



1 Einleitung

Gegensatz zu diabetes—resistant (dr)BB-Ratten und anderen, ebenfalls nicht-diabetischen
Stammen.

Diese eingeschrankte Induzierbarkeit der Stressantwort geht einher mit einer erhéhten
Vulnerabilitdt der Inselzellen der dpBB-Ratten fir Inselzelltoxine wie NO und
Streptozotocin (Bellmann et al., 1997).

Ein weiteres interessantes Phdnomen zeigen Untersuchungen von Chen et al., (1999):
Hier wurde durch Stimulation mit hsp70 die NO-Produktion in Makrophagen induziert.
Beim Menschen konzentrierten sich vorliegende Studien mit unterschiedlichen
Ergebnissen auf die genetische Variabilitdt von hsp70 im Zusammenhang mit dem Typ-I-
Diabetes:

In Analysen von hsp70-Allelen konnte bei Japanern keine Assoziation mit dem
Vorhandensein eines Typ-I-Diabetes festgestellt werden (Kawaguchi et al., 1993), zwei
weitere Studien (Caplen et al., 1990; Pugliese et al., 1992; Chuang et al., 1996) wiesen

jedoch Unterschiede zwischen Patienten mit Typ-I-Diabetes und Normalpersonen nach.

1.4 Das Th1l/Th2-Modell der T-Helferzellen

Der Begriff T-Helferzellen umfasst alle T-Zellen, die anderen Zellen des Immunsystems
bei der Ausiibung ihrer speziellen Funktionen zur Hilfe kommen. Hierzu zahlen zum
Beispiel die Aktivierung von Makrophagen und deren Konditionierung zum Abtéten
intrazellularer Mikroorganismen, die Bildung zytotoxischer T-Zellen und die Induzierung
der AntikGrperantwort.

Die meisten T-Helferzellen exprimieren an ihrer Oberflaiche den CD4"-Proteinkomplex,
wahrend zytotoxische T-Zellen CD8" positiv sind.

Das Th1/Th2-Modell der T-Helferzellen (Mosmann und Coffman, 1989) basiert auf der
Beobachtung, dass eine antigen-spezifische Aktivierung von CD4"-T-Zellen zwei
scheinbar gegensatzliche biologische Folgen haben kann: die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine (Th1-Phanotyp) oder die Sekretion anti-inflammatorischer
Zytokine (Th2-Phanotyp).

1.4.1 Der Th1-Subtyp

Th1-Zellen (Syn.(pro-)inflammatorisch wirksame T-Helferzellen) férdern die polyklonale,
nicht antigen-spezifische B-Zellantwort, besitzen dartber hinaus selbst zytolytische
Aktivitat und vermégen einen Teil der Immunglobulinproduktion zu supprimieren

(funktionelle T-Suppressor-Zelle). Thl-Zellen sezernieren vor allem die Zytokine
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Interleukin-2, Interferon-y, TNF- sowie GM-CSF. Ausgepragte Entziindungsvorgange, die
auch das Abtdten intrazellularer Erreger ermdglichen, werden vor allem durch die
Aktivierung von Makrophagen induziert.

Auch fihren Th1-Zytokine, wie zum Beispiel Interferon-y zu einer Behinderung von Th2-
Zellen und im Sinne einer positiven Ruckkopplung (IL-2) zu einer positiven Verstarkung

der eigenen Subpopulation.

1.4.2 Der Th2-Subtyp

Th2-Zellen unterstiitzen dagegen sowohl die polyklonale als auch die spezifische B-Zell-
Antwort (,klassische® T-Helferzellen). Die klonale Expansion von Th2-Zellen scheint, im
Gegensatz zu Thl-Zellen, offenbar essentiell von Interleukin-1 abhangig zu sein.
TH2-Zellen bilden vor allem die Zytokine Interleukin-4 und Interleukin-5. Das ebenfalls von
Th2-Zellen gebildete Interleukin-10 behindert die Makrophagenaktivierung und fuhrt damit
zur ausgepragten Immunsuppression, wahrend Interleukin-4 wiederum im Sinne der

positiven Riickkopplung zur Verstarkung der Th2-Subpopulation fihrt.

l Antigene
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Abb. 1: Mégliche Differenzierung von CD4"-T-Helferzellen.
Thx =Vorlauferzelle; Th-0O=Ausgangszelle der T-Helferzelle;

(nach: Immunologie, Thieme, 1997)
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Im folgenden sollen nun die in der Arbeit verwendeten Zytokine Interferon-y, Interleukin-4

und der transforming growth factor-f3 einer n&heren Betrachtung unterzogen werden.

1.4.3 Interferon-y

Interferone sind antivirale Proteine, die erstmals 1957 von Isaacs und Lindemann in
virusinfiziertem Gewebe beschrieben wurden. Man unterscheidet drei verschiedene
Interferonarten, IFN-o, IFN-f und IFN-y, die sich in ihrer Grol3e, Funktion und ihrem
Bildungsort unterscheiden.

IFN-y, frither auch als Typ-ll- oder Immuninterferon bezeichnet, ist ein Protein aus 166
Aminosauren, zu dessen Aktivierung eine Signalsequenz von 23 Aminosauren
abgespalten wird. Es existiert in zwei biologisch aktiven Formen von 20 bzw. 25 kDa, die
sich in ihrer Glykolysierung voneinander unterscheiden. Homologien zu IFN-a oder IFN-f
bestehen nicht. Das humane Gen fur IFN-y wurde auf Chromosom 12 lokalisiert, das
Genprodukt wird sowohl von CD4- als auch CD8-positiven T-Zellen und NK-Zellen nach
Aktivierung durch Antigene und Zytokine wie IL-2 produziert.

Neben der antiviralen Aktivitat haben sich insbesonders fir IFN-y immunmodulatorische
Wirkungen als sehr bedeutsam herausgestellt. IFN-y ist das erste Signal aus
Lymphozyten, das Makrophagen fir sekundare Signale wie TNF-a , IL-1 oder LPS
sensibilisiert, wodurch innerhalb kurzer Zeit ein extrem hoher Anstieg der Immunantwort
erzielt werden kann. Weiterhin erweist sich IFN-y, wie oben bereits erwahnt, durch
Hemmung der IL-4-induzierten Proliferation von B-Lymphozyten als Antagonist fur die
Uberwiegend durch Th2-Lymphozyten gesteuerte 1gG- und IgE-Synthese.

Eine weitere wichtige Rolle von IFN-y ist bei der Entstehung zytotoxischer T-Lymphozyten
beschrieben worden: Durch eine Steigerung der Expression der
Histokompatibilitatsantigene der Klassen | und Il wird die Funktion der T-Helferzellen und
damit die Funktion der Klasse-I-

Antigen erkennenden zytotoxischen T-Zellen reguliert (Pestka et al., 1987).

Vermittelt werden die vielféltigen Moglichkeiten der Wirkung von IFN-y durch ,IFN-y-
stimulated response elements” (ISRE), die Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren im

Bereich der Promotorregion vieler Gene darstellen.

1.4.4 Interleukin-4

Erstmals wurde Interleukin-4 (IL-4) als B-Zell-stimulierender Faktor (BSF-1) beschrieben,
der in der Lage ist, B-Lymphozyten aus der Ruhephase in die Proliferationsphase des

Zellzyklus zu Uberfihren.
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IL-4 ist ein Polypeptid aus 153 Aminoséuren mit einer Signalsequenz von 24
Aminosauren. Der Genort von IL-4 liegt eng benachbart zu den Genen fur GM-CSF, M-
CSF, IL-3 und IL-5 auf Chromosom 5. Die Wirkung von Interleukin-4 wird durch einen
Rezeptor mit einem Molekulargewicht von ca. 60 kD vermittelt.

Far Interleukin-4 sind mittlerweile neben der oben genannten Aktivierung des Zellzyklus
vielfaltige weitere biologische Wirkungen beschrieben, so z. B. die Steigerung der
Expression von MHC-Klasse-ll-Antigenen auf B-Lymphozyten, die Steigerung der
Expression des FcR Il fir IgE und eine Steigerung der Proliferation und 1gG/IgE-Sekretion
vorstimulierter B-Zellen.

Interleukin-4 wird hauptséchlich von den fir B-Lymphozyten wirksamsten T-Helferzellen,
den Th2-Zellen produziert.

Weiter wurde IL-4 beschrieben als Wachstumsfaktor fur T-Lymphozyten und Kostimulator
fur Thymuszellen. AulRerdem hemmt es die IL-2 vermittelte Aktivierung von NK-

Killerzellen und die Produktion von TNF-a, IL-1c und IL-18 durch Makrophagen.

1.4.5 Transforming Growth Factor 3 (TGF-p)

Der Transforming Groth Factor  (TGF-) ist ein in 5 Isoformen (TGF-f1.5) existierendes
Protein, dessen biologisch aktive Form ein Homodimer von 25 kD ist. Die Uberwiegende
Isoform ist das TGF-f;. TGF- ist in verschiedenen Spezies stark konserviert und weist
Sequenzhomologien von > 98% auf. Interessanterweise werden die verschiedenen
Isoformen von TGF-f in Genen kodiert, die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert
sind. Das humane TGF-B;-Gen befindet sich auf Chromosom 19.

TGF-B wird von Thrombozyten, Lymphozyten, Makrophagen, Keratinozyten und
Endothelzellen gebildet und hat vielfaltige sowohl stimulatorische als auch inhibitorische
Einflisse auf die Proliferation und Differenzierung von Zellen.

Die Wirkung von TGF-p wird durch Rezeptoren vermittelt, die an nahezu allen normalen
Zellen zu finden sind, man unterscheidet verschiedene Rezeptortypen mit Molekular-
gewichten von 65-280 kD. Die Affinitat von TGF-p zu seinen Rezeptoren ist hoch.

Im Bereich des Immunsystems dient TGF- wahrscheinlich als negatives Riickkopplungs-
signal, das durch Hemmung der IL-2-Rezeptoren-induzierenden Wirkung von IL-2 die
tiberschiessende klonale Expansion von T-Zellen verhindert und die IL-1-abhangige
Proliferation von Lymphozyten hemmt. Ebenso kann TGF-f die Differenzierung von B-
Lymphozyten in Immunglobulin-produzierende Plasmazellen verhindern und NK-Zellen in

ihrer Funktion behindern.

11
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1.5 Das TH1/Th2-Modell beim Typ-I-Diabetes

Den zahlenmalig grof3ten Anteil an Immunzellen in der Langerhansschen Insel des
Pankreas wahrend der die Betazellen zerstérenden Insulitis bilden die T-Lymphozyten
(Foulis et al., 1991). Eine pathogenetische Bedeutung der gegen Betazellen gerichteten
Autoantikérper erscheint eher unwahrscheinlich, da Ubertragungen von Patientenseren
oder Immunglobulinen auf Mause im Experiment keine Inselschéadigungen verursachen
konnten.

Auch in den gebréuchlichen Tiermodellen, der NOD-Maus, dem Niedrigdosis-
Streptozotocin-Diabetes der Maus und der BB-Ratte sprechen vorliegende Befunde fur
eine primare Beteiligung von Makrophagen und T-Lymphozyten.

Untersuchungen der Zytokin-Sekretionsmuster im Pankreas der BB-Ratte zeigten einen
Beginn der Infiltration von Langerhansschen Inseln mit mononukle&aren Zellen in einem
Alter der Tiere von 70 Tagen, der assoziiert war mit einer vermehrten Produktion von IFN-
v und einer verminderten Expression von TGF-$ (Kolb et al., 1996). Diese Ergebnisse
zeigen eine Verschiebung der TH1/Th2-Balance in Richtung Thl im Anfangsstadium der
Insulitis bei der BB-Ratte.

Die Analyse von Zytokin-Sekretionsmustern an fur Typ-I-Diabetes mellitus diskordanten,
monozygoten, Zwillingen zeigte &hnliche Ergebnisse:

Nach Inkubation von peripheren Blutzellen mit dem Hitzeschockprotein hsp60 ergab sich
kein Unterschied in der Hohe der Th1-Antwort (IFNy), jedoch eine signifikant héhere
Sekretion von Th2-Zytokinen (IL-10) bei den gesunden Zwillingen im Gegensatz zu ihren

erkrankten Geschwistern (Kallmann et al., 1999).

1.6 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst durch eine vergleichende Analyse der
Stressantwort untersucht werden, ob Unterschiede in der basalen Expression oder der
Induzierbarkeit von Hitzeschockproteinen zwischen Diabetikern und gesunden
Kontrollpersonen bestehen, wie es die Ergebnisse von Bellmann et al. 1997 fur BB-
Ratten und nicht-diabetische Rattenstamme gezeigt haben.

AuBRerdem sollte in einem in-vitro Modell ein méglicher immunologischer Einfluss auf die
Stressantwort von Zellen untersucht werden, der eine mogliche Erklarung nicht genetisch

bedingte Unterschiede derselben darstellen kdnnte.
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2.1

211

Material und Methoden

Material und Geréate

Patienten und Kontrollpersonen

2.1.1.1 Patienten mit langermanifestem Typ-I-Diabetes

Untersucht wurden 8 Patienten (4 mannlich, 4 weiblich), die zum Zeitpunkt der

Untersuchung zwischen 47 und 20 Jahre alt waren. Die Diabetesdauer lag zwischen 8

Monaten und 10 Jahren. Alle Patienten dieser Gruppe hatten das DDFI zur

Neueinstellung ihrer Insulintherapie aufgesucht. Die HbAlc-Werte lagen bei 5 von 8

Patienten unter 9%, diabetische Folgeerkrankungen wie Polyneuropathie, Nephropathie

und Retinopathie bestanden bei 4 Patienten.

Dieser Gruppe wurden 8 gesunde Kontrollpersonen (5 mannlich, 3 weiblich) im Alter

zwischen 23 und 46 Jahren zugeordnet. Weil3es Blutbild und Differentialblutbild wurden

bei allen Kontrollpersonen tberpriift und lagen im Bereich der Normalwerte.

Patient |Leukozyten | HbAlc |Aceton |Azidose Folgeerkrankungen | Iddm Grund d.
i.U. (pH<7.35) seit stat.
(Jahre) | Aufenthaltes
| <10 000 8.4% neg nein nein 10 Neueinstellung
1 <10 000 12.7% neg nein ja 5 Neueinstellung
1 <10 000 6:8% neg nein nein <1 Neueinstellung
(8 mon)
v <10 000 7.8% neg nein nein 4 Neueinstellung
\% <10 000 10.1& neg nein ja 5 Neueinstellung
\i <10 000 8.6% neg nein ja 7 Neueinstellung
VI <10 000 9.6% neg nein nein 8 Neueinstellung
VIII <10 000 8.1% neg nein ja 6 Neueinstellung

Tab. 1: Patienten mit langermanifestem Typ-I-Diabetes.

2.1.1.2 Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes

Untersucht wurden 8 Patienten (5 mé&nnlich, 3 weiblich) im Alter zwischen 18 und 36

Jahren, die das DDFI zum Zeitpunkt der Neumanifestation eines Typ-I-Diabetes

aufsuchten.

Bei 2 Patienten fand sich zum Zeitpunkt der Untersuchung eine leichtgradige Leukozytose

bis 12 000/ul. Bei allen lieR sich Aceton im Urin nachweisen, 6 zeigten au3erdem einen

Blut-pH-Wert von <7.35 im Sinne einer Ketoazidose. Die HbAlc-Werte waren bei allen

13




2 Material und Methoden

Patienten bis maximal 12.9% erhght. Bei 5 Patienten konnten ICA-Autoantikorper

nachgewiesen werden, GAD-Antikorper fanden sich in 3 Fallen. Fettwerte und Ubrige

Laborparameter befanden sich bei allen Patienten im Normbereich.

Patient Leukozyten | HbAlc Aceton i.U. | Azidose ICA GAD
(pH<7.35)
| 12000 12.9% pos ja pos neg
11 9900 12.1% pos ja pos neg
I 5100 12.7% pos ja KA. K.A.
v 7300 11.5% pos ja neg neg
\% 11200 10.0% pos ja neg pos
\i 5800 10.9% pos nein pos pos
VI 4700 11.0% pos nein pos neg
VIII 6300 10.8% pos ja pos pos

Tab. 2: Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes

ICA = Inselzellantikérper; GAD = Glutamatdecarboxylase-Antikérper

6 Patienten dieser Gruppe wurden eine Woche nach der Neumanifestation nochmals

untersucht, zu diesem Zeitpunkt fand sich bei einer Patientin weiter eine Leukozytose von

11 400/ul, Zeichen der Ketoazidose und sonstige pathologische Laborparameter fanden

sich bei keinem Patienten mehr.

Auch dieser Gruppe wurden 8 gesunde Kontrollpersonen (5 mannlich, 3 weiblich) im Alter

zwischen 24 und 38 Jahren zugeordnet. Weil3es Blutbild und Differentialblutbild wurden

bei allen Kontrollpersonen tberpriift und lagen im Bereich der Normalwerte. Chronische

oder akute Krankheitshilder bestanden bei den Kontrollpersonen nicht.

2.1.2 Gerate

Blotting Apparatur
Halbmikrokiivetten
Sterilfilter
SDS-Gelapparatur
Warmeschrank
Zentrifuge —15R
Zentrifuge Christ 4400
Zentrifuge Sepatech
Tischzentrifuge 5415 C

Biorad, Minden, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland
Millipore, Eschborn, Deutschland
Biorad, Minden, Deutschland
Binder, Tuttlingen, Deutschland
Beckmann, Fullerton, USA
Hereaeus, Osterode, Deutschland
Hereaeus, Osterode, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, soweit sie nicht im folgenden aufgelistet sind, von Merck
(Darmstadt, Deutschland), Sigma (Deisenhofen, Deutschland) oder Boehringer Mannheim

(Mannheim, Deutschland) bezogen.

Ampicillin Serva, Heidelberg, Deutschland
Ampicillin-Na-Salz ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA
Ficoll 400 Seromed

Fotales Kalberserum (FCS) Gibco, Eggenstein, Deutschland
Glycerin Serva, Heidelberg, Deutschland
Hepes Serva, Heidelberg, Deutschland
Hybond-ECL Amersham, Braunschweig, Deutschland
Penicillin Serva, Heidelberg, Deutschland
Proteinleiter 10 kDa Gibco, Eggenstein, Deutschland
RPMI 1640 Medium Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Streptomycin Serva, Heidelberg, Deutschland
TEMED Biorad, Minden, Deutschland
Trypanblau (0.4& in 0.85% NacCl) Gibco, Eggenstein, Deutschland
Acrylamid ProSieve

214 Sterilisation der Chemikalien und Geréte

Hitzebestéandige Losungen und Glaswaren wurden bei 120° C und 2 bar fir 30 min
autoklaviert. Nicht autoklavierbare Lésungen wurden durch Filter mit der Porengrdf3e 0.2
um sterilfiltriert.

215 Einwegartikel fur die Zellkultur

Kunststoffartikel fur die Zellkultur (Zellkulturschalen, Zentrifugenréhrchen) wurden von

Falcon (Becton Dickinson Labware, New Jersey, USA), Greiner (Solingen, Deutschland)

oder Costar (Cambridge, USA) bezogen.
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2.1.6 Antikdrper

oahsp70 Maus-anti-hsp72, monoklonal StressGen, Victoria B.C., Canada

ahsc70 Ratte-anti-hsp73, monoklonal StressGen, Victoria B.C., Canada

aMaus IgG peroxidasekonjugierter Kaninchen-anti-  Dako, Hamburg, Deutschland
Maus IgG (H+L) Antikorper

aRatte IgG peroxidasekonjugierter Kaninchen-anti-  Dako, Hamburg, Deutschland
Ratte IgG (H+L) Antikorper

2.1.7 Medien fur die Zellkultur

Hank’s balanced Salt Solution (HBSS): Gibco Europa, Eggenstein

RPMI 1640-Medium enthielt Zusatze von:
Ampicillin 25 mg/ml

Penicillin 120 mg/ml

Streptomycin 270 mg/ml

Natriumpyruvat 1mM

10 ml/l nicht-essentielle Aminosduren (100x)
NaHCO; 29/

Hepes 2.38 g/l

Trypsinlésung:

20 mg Trypsin ad. 10 ml 0.9% NacCl, steriffiltriert, Aliqot-Lagerung bei —20°

2.1.8 Stammldsungen und Puffer

APS

1 g Ammoniumpersulfat
ad 10 ml ddH,O
Lagerung bei -20° C

Blotting Puffer
3.03g TRIS
14.41 g Glycin
200 ml Methanol
ad 11 H,0O
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Lower TRIS (4x)
90.85g TRIS

20 ml 10% SDS
ad 500 ml H,O
pH 8.8

PBS

80 g NaCl

2 g KCl

14.4 g Na,HPO,
2.4 g KH,PO,
ad 11ddH,0O

Ponceau S (10X)

2 g Ponceau S

30 g Trichloressigséure
30 g Sulfosalicylsaure
ad 100 ml H,O

Probenpuffer

100 MM TRIS, pH 7.8
4% SDS

0.2% Bromphenolblau
20% Glycerol

2% Mercaptoethanol

Laufpuffer (10x)
30.3g TRIS

144 g Glycin

10 g SDS

pH 8.3

ad 11H,0

TBS

50 ml 3 M NaCl
20ml1 M TRIS, pH 7.6
ad 11ddH,0
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TBS + Tween
10% Tween20
ad 1|ddH,O

Upper TRIS (4x)
30.3g TRIS

20 ml 10% SDS
ad 500 ml ddH,O
pH 6.8

Giemsa-Stammldsung

Azur Il + eosinsaures Azur Il in Methanol:Glycerin 1:1

Giemsa-Gebrauchsldsung
1 ml Giemsa-Stammldsung
20 ml ddH,0O

May-Grinwald-L6sung

eosinsaures Methylenblau in Methanol:Glycerin 2:1

2.2 Methoden

221 Anfertigung und Farbung von Blutausstrichen

Zur Anfertigung von Blutausstrichen wurde ein Tropfen Heparin-Blut mit Hilfe eines
Deckglases auf einem Objekttrager gleichmafiig dinn ausgestrichen und an der Luft
getrocknet.

Gefarbt wurde wie folgt nach Pappenheim:

Die getrockneten Ausstriche wurden mit May-Grinwald-Lésung bedeckt. Nach
dreiminutiger Einwirkzeit wurde die Lésung kurz mit Aqua bidest abgespult und die
Ausstriche anschlieRend 3 min mit Aqua bidest bedeckt stehen gelassen.

Anschlie3end erfolgte eine 15minitige Farbung mit Giemsa-Gebrauchslésung.

Nach nochmaliger Spiilung mit Aqua bidest wurden die Ausstriche an der Luft getrocknet

und konnten dann ausgewertet werden.
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2.2.2 Differenzieren von Blutausstrichen

Zur Differenzierung der Blutausstriche wurden diese unter dem Lichtmikroskop bei
100facher VergréfRerung betrachtet. Hierbei wurden die Praparate in den Bereichen, in
denen die Erythrozyten nebeneinander lagen, maanderférmig durchmustert. Es wurden
jeweils 100 Leukozyten nach Grol3e, Kern-Plasma-Relation, Kernform und —struktur,

Cytoplasmafarbe und —granulierung klassifiziert.

223 Allgemeine Kulturbedingungen

Alle Zellen wurden in Brutschranken (Heraeus, Osterode, Deutschland) bei 37° C, 5%

CO; und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90% kultiviert.

2.2.4 Isolation von mononuklearen Blutzellen

10 ml mit Ammonium-Heparin versetztes Vollblut wurde 1:1 mit HBSS verdinnt und
jeweils 10 ml dieser Losung wurden vorsichtig auf 5 ml Ficollldsung (Seromed)
geschichtet. Anschliel3end wurde 20 min bei 500 g bei 20 °C zentrifugiert. Lymphozyten
und Monozyten befanden sich nun in der Trennschicht zwischen Ficoll und Serum und
konnten mit einer Transferpipette abgenommen und in ein neues Falconréhrchen
Uberfahrt werden. Nun wurde 3 x mit HBSS gewaschen und bei 250 g zentrifugiert.
Zuletzt wurde noch einmal bei 130 g zentrifugiert, das Pellet wurde in 10 ml RPMI

aufgenommen und die Zellen wurden gezahilt.

225 Kultivierung von mononukleéren Blutzellen

Die mononuklearen Blutzellen wurden im RPMI 1640-Medium mit 10% FCS in

Petrischalen liegend unter den in 2.2.3 genannten Bedingungen kultiviert.

2.2.6 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in einer Suspension wurde der Trypanblau-
Ausschlusstest durchgefuhrt, wobei tote Zellen blau gefarbt werden, wahrend vitale Zellen
ungefarbt bleiben. Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension 1:1 mit verdinnter
Trypanblau-Lésung (L6ésung aus 2.1.3, 1:4 verdiinnt mit 0.9% NaCl-L6ésung) gemischt und

die ungefarbten Zellen in der Neubauer Zéahlkammer gezahit. der Mittelwert X aus der
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Zahlung der vier Eckquadrate wurde zur Berechnung der Zellzahl nach folgender Formel

eingesetzt:

Zellen/ml = X x Verdinnungsfaktor x 10000

2.2.7 Behandlung von Zellen mit Hitzeschock

Ziel der Behandlung der Zellen mit Hitzeschock war die Ausldsung eines Stresses, durch
den vermehrt Hitzeschockproteine in den Zellen exprimiert wurden.

Hierzu wurden die mononuklearen Zellen in Petrischalen in einem Warmeschrank fiir 60
min bei 42.5° C inkubiert.

2.2.8 Herstellung von Zellysaten

Die Zellen wurden einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit einem Zellschaber von
der Petrischale geltst. Um eine Induktion von Hitzeschockproteinen auszuschliel3en,
wurden die Zellen in diesem Fall nicht trypsiniert. Nun wurden die Zellen 5 min bei 250 g
und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen, in ein
Eppendorfrohrchen transferiert und 5 min bei 720 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet in Probenpuffer unter Einstellung einer Zellzahl
von 200000/0,01 ml aufgenommen. Dann wurde das Zellysat 5 min bei 95 °C inkubiert,

anschlieBend sofort auf Eis gelegt und dann bei -20 °C tiefgefroren.

2.2.9 Analyse von Zellysaten mittels Western Blot

Diese Methode dient zum immunchemischen Nachweis von Proteinen auf einer
Nitrozellulosemembran (modifiziert nach Laemmli, 1970). Dabei werden Proteine nach
GroRRe Uber ein Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert

und anschlieBend das gesuchte Protein mit einem spezifischen Antikdrper nachgewiesen.

2.2.9.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Der Aufbau der Gelapparatur erfolgte nach Protokollen der Fa. Biorad (Minden,
Deutschland) mit 0.75 mm Abstandhaltern zwischen beiden Glasplatten. Das untere Gel
wurde mit einer Pasteurpipette blasenfrei zwischen die Platten gegossen und 30 min
auspolymerisiert. Dartiber wurde das obere Gel gegossen, ein Kamm zur Aussparung von
Geltaschen eingesteckt und 20 min auspolymerisiert. AnschlieRend wurde der Kamm

vorsichtig herausgezogen, die Geltaschen mit Wasser gespiilt und 0.02 ml der Proben pro
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Tasche aufgetragen. Die Gelapparatur wurde mit Laufpuffer (1x) aufgefullt. Die Laufzeit
betrug 60 min bei 180 V. Durch die unterschiedliche Vernetzung des oberen und des
unteren Gels kommt es zu einer besseren Auftrennung der Proben mit scharferen
Proteinbanden.

Unteres Gel (10%ig) 1.875 ml Lower Tris (4x)

15 mi Acrylamid (pro Sieve 50)
4.05 ml H,O

4 ul TEMED
75 ul APS
Oberes Gel (5%ig) 700 pl Upper Tris (4x)

500 pl Acrylamid (proSieve 50)
3.75 ml H,O

5 ul TEMED

30 ul APS

2.2.9.2 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Das obere Gel wurde vorsichtig entfernt. Das untere Gel wurde von der Glasscheibe
entfernt und 10 min in Blotting Puffer zusammen mit 4 entsprechend grof3en Stiicken
Whatman-Papier und einem entsprechendem Stick Hybond-ECL schittelnd inkubiert.
Der Blot wurde aus 2 Schichten Whatman-Papier, dem Gel, der Hybond-ECL und wieder
2 Schichten Whatman-Papier aufgebaut und in die Blotting-Apparatur (Biorad) gegeben.
Die Apparatur wurde mit Blotting Puffer aufgeflllt, eine Eisbox (Biorad) zugegeben und
bei 4 °C auf einem Magnetriihrer inkubiert. Der Transfer erfolgte bei 100 Volt fir 1 h.
Danach wurde die Membran zur Anfarbung der Proteine 2 min mit Ponceau S inkubiert,
um den Erfolg des Transfers vom Gel auf die Membran zu Uberprifen. Danach wurde

zum Entfarben der Membran dreimal 2 min mit TBS gewaschen.

2.2.9.3 Immunodetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Zum immunzytochemischen Nachweis von filtergebundenen Proteinen wurde die ECL-
Methode (ECL: enhanced chemiluminescence; Whitehead et al, 1979) benutzt

(Amersham, Braunschweig, Deutschland).

Lumineszenz ist definiert als Lichtemission, die aus dem Energieverlust einer Substanz
entsteht, die sich in einem angeregten Zustand befindet. Bei der Chemilumineszenz
erfolgt diese Anregung durch eine chemische Reaktion. Bei der ECL-Methode erfolgt
diese Reaktion durch die von Peroxidase in Anwesenheit von Hydrogenperoxid

katalysierte Oxidation von Luminol. Direkt nach der Oxidation befindet sich Luminol in
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einem angeregten Zustand, der durch Lichtemission der Wellenlange 428 nm abklingt und

durch einen Blaulicht-sensitiven Autoradiographiefilm detektiert werden kann.

Zum Blockieren unspezifischer Antikérperbindungen wurde 30 min mit 5 %
Trockenmilchpulver (in TBS) schiittelnd inkubiert und dann 1 x 15 und 2 x 5 min mit TBS +
Tween gewaschen. Mit dem Primarantikdrper (monoklonaler Antikérper Verdiinnung
1:1000) wurde 1 h schittelnd bei Raumtemperatur inkubiert und dann 3 x 10 min mit TBS
+ Tween gewaschen. Der Sekundarantikorper wurde im Verhéltnis 1: 10 000 in 0,5 %
Trockenmilchpulver in TBS verdiinnt und 30 min schittelnd mit der Membran inkubiert.
Nach dreimaligen Waschen mit TBS + Tween wurde 1-2 min mit den 1: 100 gemischten
Komponenten des Luminol-enthaltenden ECL-Detektionskits (Amersham) inkubiert. Die
Uberschussige Flussigkeit wurde entfernt und die Membran wurde in Frischhaltefolie

gewickelt.

Detektiert wurden die Signale mit Hilfe des Lumi Imager der Firma Boehringer Mannheim

in einem Expositionszeitraum von 10-30 min.

2.3 Statistische Verfahren

Bei der Auswertung der Daten der Patienten mit Typ-I-Diabetes wurden 6-8 Einzelwerte
zu einem Mittelwert zusammengefasst. Die Einzelmesswerte der Experimente zur
Th1/Th2-Stimulation mit IFN-y (4 Messungen), TGF-B (4 Messungen) und IL-4 (3
Messungen) wurden ebenfalls zu Mittelwerten zusammengefasst.

Bei normalverteilten Werten wurden die Gruppenmittelwerte mit dem Student’'s T-Test (t-
hom und T-het Test, zweiseitig) fir unverbundene Stichproben berechnet.

Das Signifikanzniveau wurde auf p< 0.05 festgesetzt, d.h. der Unterschied zwischen einer
Versuchs- und einer Kontrollgruppe wurde als signifikant bezeichnet, wenn die Irrtums-

wahrscheinlichkeit (p) kleiner als 5% war
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3. Ergebnisse

3.1 Expression und Induzierbarkeit von Hitzeschockproteinen beim

langermanifesten Typ-I-Diabetes

Um die Expression der humanen Hitzeschockproteine hsp70 / hsc70 beim
lAngermanifesten (Krankheitsdauer > 8 Monate) Typ-I-Diabetiker zu Gberprifen, wurde
hsp70 / hsc70 aus peripheren mononuklearen Blutzellen bestimmt. Die Zellen wurden
nach der Isolation aus NH4-Heparin-Vollblut fir 60 Minuten bei 42.5°C inkubiert. Nach 6
und 18 h Inkubation bei 37°C wurden die Zellen lysiert und aus dem entstandenen
Zellysat wurde hsp70 / hsc70 mittels Western Blot bestimmt. Eine unbehandelte Kontrolle
wurde ohne vorherigen Hitzeschock 18h bei 37°C inkubiert und anschlie3end auf hsp70 /

hsc70 analysiert.

3.1.1 hsp70-Expression bei langermanifestem Typ-I-Diabetes

350 -
300 -
250 A
2 200 - :
Q Oiddm
E OKontrolle
%) 150 9
e
100 A
50 - 2
— © — ~
— [{e] (o)) (o]
~ ~ ~ ~
0 l_T_l o - — — —

ho h6 h18

Abb. 3.1: Expression von hsp70 in humanen peripheren mononukleéren Blutzellen ohne
Hitzeschockbehandlung (h0), 6 h nach Hitzeschockbehandlung (h6) und 18 h nach Hitzeschockbehandlung
h18); Angegeben sind die Mittelwerte von 8 Bestimmungen bei Patienten mit langermanifestem Typ-I-

Diabetes (iddm) und 8 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (Kontrolle) + SD;

Zeigte sich ohne vorhergehende Hitzeschockbehandlung nur eine sehr geringe
Expression von hsp70, so stieg diese bereits 6 Stunden nach Hitzeschockbehandlung auf

ein Maximum an, das sich nach 18h nahezu unverandert darstellte.
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Ein Unterschied in der Expression von hsp70 zwischen langermanifesten Typ-I-

Diabetikern und gesunden Kontrollpersonen zeigte sich nicht.

3.1.2 Induzierbarkeit von hsp70 bei langermanifestem Typ-I-Diabetes
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Abb.3.2: Induzierbarkeit von hsp70 in humanen peripheren mononukleéren Blutzellen nach
Hitzeschockbehandlung, dargestellt als Verlaufskinetik; Die absoluten Werte der hsp70-Bestimmung 18h nach
Stimulation wurden gleich 100% gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte von 8 Bestimmungen bei Patienten
mit langermanifestem Typ-I-Diabetes (iddm) und 8 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (Kontrolle)
+ SD;

Deutlich zeigt sich hier der schnelle Anstieg der hsp70-Produktion innerhalb der ersten 6
Stunden nach Stimulation. Danach scheint sich die Menge des exprimierten hsp70 auf
dem erreichten Niveau einzupendeln. Beide Gruppen zeigen eine gute und schnelle

Induzierbarkeit der Stressantwort ohne signifikante Unterschiede.

Die nachfolgende Abbildung 3.3 zeigt einen exemplarischen Westernblot fur

dieses Ergebnis:
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----l- --

hO h6 h18 hO h6 hi18

Kontrolle iddm
(Gesund) (Diabetes mellitus)

Abb. 3.3: Abbildung eines ECL-belichteten Filmes. hO= Kontrolle ohne Hitzestress, h6= 6h nach Hitzestress,
h18= 18h nach Hitzestress; iddm= Patient mit Typ-I-Diabetes (Patient VII, s. Tab.1, S.13), Kontrolle= gesunde

Kontrollperson;

3.1.3 hsc70-Expression bei langermanifestem Typ-I-Diabetes
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Abb. 3.4: Expression von hsc70 in humanen peripheren mononukledren Blutzellen ohne
Hitzeschockbehandlung (h0), 6 h nach Hitzeschockbehandlung (h6) und 18 h nach Hitzeschockbehandlung
(h18); Angegeben sind die Mittelwerte von 4 Bestimmungen bei Patienten langermanifestem Typ-I-Diabetes

(iddm) und 7 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (Kontrolle) + SD;

Hsc70 als konstitutiv exprimiertes 70kDa-Hitzeschockprotein zeigte erwartungsgemar
eine vergleichbare Expression in den unterschiedlichen Gruppen. Eine Beeinflussbarkeit
der Expression durch Hitzestress zeigt sich ebenso wenig wie ein Unterschied in der

Expression zwischen Typ-I-Diabetikern und gesunden Kontrollpersonen.
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3.14 Induzierbarkeit von hsc70 bei langermanifestem Typ-I-Diabetes
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Abb.3.5: Induzierbarkeit von hsc70 in humanen peripheren mononuklearen Blutzellen nach
Hitzeschockbehandlung, dargestellt als Verlaufskinetik; Die absoluten Werte der hsc70-Bestimmung 18h nach
Stimulation wurden gleich 100% gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte von 4 Bestimmungen bei Patienten
mit langermanifestem Typ-I-Diabetes (iddm) und 7 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (Kontrolle)
+ SD;

Die obige Abbildung zeigt einen gleichmaRigen Verlauf der hsc70-Expression Uber die
Zeit. Es findet sich kein signifikanter Anstieg der hsc70-Expression in den 18h nach
Stimulation. Die exprimierte Menge von hsc70 entspricht auch nach 18h der bereits
konstitutiv exprimierten, hsc70 stellt sich als nicht durch Hitzestress induzierbares
Hitzeschockprotein dar. Ein signifikanter Unterschied zwischen Typ-I-Diabetikern und
gesunden Kontrollpersonen zeigt sich nicht, der hohe Wert fiir hsc70 bei 0 h in der
Kontrollgruppe ist auf zwei Kontrollpersonen zuriickzufiihren, deren Werte deutlich tber

den durchschnittlichen Werten lagen.
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3.2 Expression und Induzierbarkeit von Hitzeschockproteinen beim

neumanifesten Typ-I-Diabetes

Um die Expression des humanen Hitzeschockproteins hsp70 beim neumanifesten (d.h.
zum Zeitpunkt der Diagnose) Typ-I-Diabetiker zu tiberprifen, wurde hsp70 aus
peripheren mononuklearen Blutzellen bestimmt. Die Zellen wurden nach der Isolation aus
NH,4-Heparin-Vollblut fir 60 Minuten bei 42.5°C inkubiert. Nach 6 und 18 h Inkubation bei
37°C wurden die Zellen lysiert, aus dem entstandenen Zellysat wurde hsp70 mittels
Western Blot bestimmt. Eine unbehandelte Kontrolle wurde ohne vorherigen Hitzeschock
18h bei 37°C inkubiert und anschliel3end auf hsp 70 analysiert.

Auf eine weitere Untersuchung von hsc70 wurde aufgrund der Ergebnisse bei den
langermanifesten Typ-I-Diabetikern verzichtet. Zwei exemplarische Versuche hatten hier

ahnliche Ergebnisse wie unter 3.1.3 und 3.1.4 erbracht.

3.2.1 hsp70-Expression bei neumanifestem Typ-I-Diabetes, Tag O
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Abb. 3.6: Expression von hsp 70 in humanen peripheren mononukleéren Blutzellen chne
Hitzeschockbehandlung (h0), 6 h nach Hitzeschockbehandlung (h6) und 18 h nach Hitzeschockbehandlung
(h18); Angegeben sind die Mittelwerte von 8 Bestimmungen bei Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes

am Tag 0 (iddm) und 8 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (Kontrolle) + SD;
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Der Versuch zeigt eine signifikant niedrigere Expression von hsp70 beim Typ-I-Diabetiker
6 h nach Stimulation, die sich nach 18 h weitestgehend der Expression bei den

Kontrollpersonen angeglichen hat.

3.2.2 Induzierbarkeit von hsp70 bei neumanifestem Typ-I-Diabetes, Tag O
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Abb.3.7: Induzierbarkeit von hsp 70 in humanen peripheren mononukleéren Blutzellen nach Hitzeschock-
behandlung, dargestellt als Verlaufskinetik; Die absoluten Werte der hsp70-Bestimmung 18h nach Stimulation
wurden gleich 100% gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte von 8 Bestimmungen bei Patienten mit
neumanifestem Typ-I-Diabetes am Tag 0 (iddm) und 8 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen
(Kontrolle) + SD;

Deutlich zeigt sich hier der schnelle Anstieg von hsp70 bei den Kontrollpersonen
innerhalb von 6 Stunden auf ein Niveau, welches nach 18 h unverédndert besteht. Bei den
Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes sieht man dagegen einen trdgen Anstieg von
hsp70 in den ersten 6 Stunden nach Stimulation, der sich bis zum Zeitpunkt 18 Stunden
fortsetzt und ein, wie aus Abb. 3.6 ersichtlich, &hnliches Niveau wie bei den

Kontrollpersonen erreicht.

Die nachfolgende Abbildung 3.8 zeigt einen exemplarischen Westernblot fur dieses

Ergebnis.
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Abb. 3.8: Abbildung eines ECL-belichteten Filmes. k= Kontrolle ohne Hitzestress, h6= 6h nach Hitzestress,
h18= 18h nach Hitzestress; iddm=Patient mit Typ-I-Diabetes Tag 0 (Patient Ill, s. Tab.2, S.14), Kontrolle=

gesunde Kontrollperson

Dieser signifikante Unterschied in der Induzierbarkeit von hsp70 zu Beginn der
Erkrankung, der sich, wie oben gezeigt, ca. 7 Monate spater nicht mehr darstellte, gab
Anlass zur Nachuntersuchung eines Teiles des Kollektives der Patienten mit

neumanifestem Typ-I-Diabetes eine Woche nach der ersten Untersuchung.

3.2.3 hsp70-Expression bei neumanifestem Typ-I-Diabetes, Tag 8
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Abb. 3.9: Expression von hsp 70 in humanen peripheren mononukleéren Blutzellen ohne
Hitzeschockbehandlung (h0), 6 h nach Hitzeschockbehandlung (h6) und 18 h nach Hitzeschockbehandlung
(h18); Angegeben sind die Mittelwerte von 6 Bestimmungen bei Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes

am Tag 8 (iddm) und 6 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (Kontrolle) + SD;

Am Tag 7 der Erkrankung zeigt sich eine Normalisierung der Induzierbarkeit von hsp70, d.
h. bereits 6 h nach Hitzeschockbehandlung wird eine Menge von hsp70 exprimiert, die

sich von der 12 h spater exprimierten Menge nicht mehr unterscheidet. Es fallt jedoch auf,
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dass im Vergleich zur Kontrollgruppe die absolute Menge des exprimierten hsp70 um ca.

50% reduziert ist.

3.24 hsp70-Expression bei neumanifestem Typ-I-Diabetes, Tag 0-8
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Abb. 3.10: Expression von hsp70 in humanen peripheren mononukleéren Blutzellen ohne
Hitzeschockbehandlung (k), 6 h nach Hitzeschockbehandlung (h6) und 18 h nach Hitzeschockbehandlung
(h18); Angegeben sind die Mittelwerte von 6 Bestimmungen bei neumanifesten Patienten mit Typ-I-Diabetes
am Tag 8 (iddm8) und 6 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (kontrolle8) + SD, sowie die
Mittelwerte von 8 Bestimmungen bei neumanifesten Patienten am Tag 1 (iddm1) und 8 Bestimmungen bei

gesunden Kontrollpersonen (kontrollel) + SD;

Betrachtet man die Ergebnisse aus 3.2.1 und 3.2.3 wie hier dargestellt im direkten
Vergleich, so zeigt sich im Vergleich mit den zugehdrigen Kontrollpersonen nochmals
deutlich die reduzierte Expression von hsp70 durch die neumanifesten Patienten mit Typ-
I-Diabetes am Tag 0 und Tag 8. AuRerdem fallt auf, dass sich die Kinetik der hsp70-
Expression am Tag 0 von der am Tag 8 (Patienten) ebenfalls unterschiedlich verhalt: Fallt
am Tag 0 besonders der langsame Anstieg auf, so stellt sich am Tag 8 bei einer mit der
Kontrollgruppe vergleichbaren Kinetik die Gesamtmenge des exprimierten

Hitzeschockproteins erniedrigt dar.

Zur weiteren Verdeutlichung zeigt Abbildung 3.11.1-6 auf der nachsten Seite hochmals

die Einzelverlaufe aus der oben genannten Untersuchung.
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Abb. 3.11.1
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Abb. 3.11.3
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Abb. 3.11.4
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Abb. 3.11.1-6: Expression von hsp70 in humanen peripheren mononukleéren Blutzellen ohne
Hitzeschockbehandlung (h0), 6 h nach Hitzeschockbehandlung (h6) und 18 h nach Hitzeschockbehandlung

(h18); Angegeben sind die Einzelverlaufe von 6 Bestimmungen bei Patienten mit neumanifestem Typ-I-

Diabetes am Tag 0 (iddm ) und 6 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (Kontrolle 0), sowie die

Einzelwerte von 6 Bestimmungen derselben Patienten am Tag 8 nach Diabetes-Manifestation (iddm 8) und 6

Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen (Kontrolle 8); (Patienten 1-6 entsprechend rém. I-VI, Tab. 2,

S.14)
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Betrachtet man die Ergebnisse aus 3.2.1 und 3.2.3 wie hier dargestellt im direkten
Vergleich, so zeigt sich im Vergleich mit den zugehérigen Kontrollpersonen nochmals
deutlich die reduzierte Expression von hsp70 durch die Patienten mit neumanifestem Typ-
I-Diabetes am Tag 0 und Tag 8.

3.3 Induzierbarkeit von hsp70 nach Th1/Th2-Stimulation

Um eventuelle Einflisse auf die Induzierbarkeit von hsp70 durch verschiedene
Zytokinmilieus zu untersuchen, wurden Zellen gesunder Kontrollpersonen nach der
gleichen Methode wie oben bereits beschrieben isoliert und kultiviert. Vor dem
Hitzeschock von

42.5° C wurden diese jedoch fur 24 h in Kultur mit je 10 ng/ml IFNy, TGF oder
Interleukin-4 (IL-4) behandelt.

Um die Auswirkungen dieser unterschiedlichen Stimuli zu Gberprifen, wurde diesmal nur
der Wert 6h nach Hitzeschock bestimmt und mit den nicht mit Hitzestress behandelten

Kontrollen verglichen.

3.31 Induzierbarkeit von hsp70 nach Th1-Stimulation
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Abb.3.12: Induzierbarkeit von hsp 70 in humanen peripheren mononukledren Blutzellen nach Stimulation mit
10 ng/ml IFNy fir 24h und nachfolgender Hitzeschockbehandlung, dargestellt als Verlaufskinetik; Hier wurden

an den Werten der hsp70-Bestimmung 6h nach Stimulation geeicht (gleich 100%). Angegeben sind die

Mittelwerte von 5 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen + SD;
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Im Vergleich zur unbehandeltem Kontrolle zeigt sich eine Einschrdnkung der
Induzierbarkeit von hsp70 um circa 42% nach 24stindiger Vorstimulation der Zellen mit
dem TH1-Zytokin IFN-y.

Einen Einfluss auf die basale Expression von hsp70 durch IFN-y besteht nicht, wie die

Werte der nicht hitzegestressten Kontrollen zeigen.

3.3.2 Induzierbarkeit von hsp70 nach Th2-Stimulation
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Abb.3.13: Induzierbarkeit von hsp 70 in humanen peripheren mononukledren Blutzellen nach Stimulation mit
10 ng/ml TGF-B / IL-4 fir 24h und nachfolgender Hitzeschockbehandlung, dargestellt als Verlaufskinetik; Hier
wurden an den Werten der hsp70-Bestimmung 6h nach Stimulation geeicht (gleich 100%). Angegeben sind

die Mittelwerte von 5 Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen + SD;

Vergleicht man die Induzierbarkeit von hsp70 nach Vorstimulation mit dem TH2-Zytokin
IL-4 mit einer unbehandelten Kontrollgruppe, so zeigt sich eine statistisch nicht
signifikante Erhdhung der Induzierbarkeit 6h nach Hitzeschockbehandlung.

Dagegen erhoht Vorbehandlung mit dem TH2-Zytokin TGF-§ im vorliegenden Versuch die

Induzierbarkeit von hsp70 um circa 30%.
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3 Ergebnisse

3.3.3 Induzierbarkeit von hsp70 nach Th1/Th2-Stimulation
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Abb.3.14: Induzierbarkeit von hsp 70 in humanen peripheren mononukledren Blutzellen nach Stimulation mit
10 ng/ml TGFB / IFNy / IL-4 fir 24h und nachfolgender Hitzeschockbehandlung, dargestellt sind hier nur die
Werte 6h nach Hitzeschockbehandlung zum Vergleich der einzelnen Gruppen; Hier wurden an den Werten
der hsp70-Bestimmung 6h nach Stimulation geeicht (gleich 100%). Angegeben sind die Mittelwerte von 5

Bestimmungen bei gesunden Kontrollpersonen + SD;

Betrachtet man nun einzeln die Werte 6h nach Hitzeschockbehandlung aller Gruppen im
Vergleich, so zeigt sich noch einmal verdeutlicht eine erhéhte Induzierbarkeit von hsp70
nach Vorbehandlung mit TGF-B und eine stark erniedrigte Induzierbarkeit von hsp70 nach

Vorbehandlung mit IFN-y im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Abb. 3.14 zeigt einen exemplarischen Westernblot.

hO h6 hO h6é hO h6 hO hé6

Kontrolle tof ifn il-4

Abb. 3.15: Abbildung eines ECL-belichteten Filmes. hO= Kontrolle ohne Hitzestress, h6= 6h nach Hitzestress;
Kontrolle= Kontrolle ohne Vorstimulation mit Zytokinen; tgf, ifn, il-4= 24h Vorstimulation mit 10 ng/ml TGF-a. /

Interferon vy / Interleukin 4;
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4. Diskussion

4.1  Einfuhrung

Grundlage der vorliegenden Untersuchungen bildete die Frage, ob Unterschiede in der
Expression und insbesondere der Induzierbarkeit von hsp70 zwischen Patienten mit Typ-
I-Diabetes und Gesunden bestehen.

Diese Fragestellung ergab sich aus den an verschiedenen Rattenstdmmen
durchgefihrten Untersuchungen, die eine verminderte Induzierbarkeit von hsp70 in
Langerhansschen Inselzellen und eine dadurch erhéhte Vulnerabilitat derselben gegen
Inselzelltoxine aufgezeigt hatten. Hierdurch wird eine mdgliche Rolle von hsp70 in der
Pathogenese des Typ-I-Diabetes nahegelegt.

Bisher nicht untersucht ist jedoch, wie sich die hsp70-Expression bei Patienten mit Typ-I-
Diabetes verhalt und ob Unterschiede zwischen Gesunden und Erkrankten bestehen.
Gezeigt werden konnten in der vorliegenden Arbeit, dass solche Unterschiede der
Expression und Induzierbarkeit von hsp70 bestehen, aber nur zu einem bestimmten
Zeitpunkt des Krankheitsgeschehens nachweisbar sind.

Diese Tatsache veranlasste zu weiteren Untersuchungen, mit dem Ziel, einen méglichen

Erklarungsansatz fir einen solchen, zeitlich begrenzten Unterschied zu finden.

4.2  Unterschied der Induzierbarkeit von hsp70 beim lAngermanifesten

versus neumanifesten Typ-I-Diabetes

Die Induktion von Stressproteinen durch inflammatorischen oder thermischen Stress ist
lange bekannt und stellt einen unspezifischen zellularen Abwehrmechanismus dar
(Welch, 1992; Craig, 1985), der durch die Funktion der Stressproteine als molekulare
Chaperone letztlich das Uberleben der Zelle unter ungiinstigen Bedingungen unterstiitzt.
Studien an Inselzellen von Wistar-Ratten zeigten, dass eine Hitzeschockbehandlung die
Widerstandsfahigkeit der Zellen gegen zytotoxische Effekte von NO, Sauerstoffradikalen
und Streptozotocin drastisch erhéhen kann (Bellmann et al., 1995) Ein hierfir
wesentliches Stressprotein ist das hsp70, wie weitere Untersuchungen an einer RIN-
Zelllinie zeigten: Mit dem hsp70-Gen transfizierte, nun konstitutiv hsp70 exprimierende
RIN-Zellen waren genauso gut gegen NO-induzierte Zellyse geschutzt, wie nicht
transfizierte Zellen der gleichen Linie, die vorher mit einem Hitzeschock behandelt wurden

(Bellmann et al., 1996). Bei Untersuchungen an Inselzellen verschiedener Rattenstamme
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zeigten sich Unterschiede in der Induzierbarkeit einer Stressantwort. Verglichen mit
Wistar-Ratten zeigten BB-Ratten

keine Induktion von hsp70 nach Hitzeschockbehandlung und damit auch keinen
protektiven Effekt derselben gegen eine durch Inselzelltoxine ausgeltste Zellyse
(Bellmann et al., 1997).

Auch in Leber- und Nebennierenzellen von Ratten mit Streptozotocin-induziertem
Diabetes findet sich eine verminderte Stressantwort durch hsp70, verglichen mit

unbehandelten Kontrolltieren (Yamagishi et al., 2001).

Diese Ergebnisse legen eine mogliche pathogenetische Bedeutung von hsp70 beim Typ-
I-Diabetes im Sinne des Fehlens der Induzierbarkeit eines protektiven Faktors nahe und
veranlassten zu einer ersten vergleichenden Untersuchung der Expression und
Induzierbarkeit von Hitzeschockproteinen der hsp70-Familie beim Menschen.

Verglichen wurde zunéchst die Expression und Induzierbarkeit des konstitutiv
exprimierten hsc70 und des indizierbaren hsp70 in peripheren Blutzellen bei Patienten mit
lAnger-manifestem Typ-I-Diabetes und bei gesunden Kontrollpersonen.

Hierbei zeigte sich im Falle des hsc70 eine konstitutive Expression, die sich auch durch
Hitzeschockbehandlung nicht signifikant &nderte und keine Unterschiede zwischen
Erkrankten und Gesunden aufwies.

Im Falle des induzierbaren hsp70 zeigte sich eine ausgepragte Induzierbarkeit des in der
unbehandelten Kontrolle kaum nachweisbaren Proteins durch Hitzeschockbehandlung.
Die Induzierbarkeit von hsp70 bei Patienten mit langermanifestem Typ-I-Diabetes
entsprach der Induzierbarkeit bei den Kontrollpersonen.

Diese Ergebnisse schliel3en eine Stérung im Sinne einer grundsatzlich defizitaren
Stressantwort durch hsp70 aus.

Es ist jedoch bekannt, dass die zum Diabetes flihrende Insulitis in ihrem Verlauf
verschiedene Phasen durchlauft und nach der Manifestation der Krankheit mangels
Substrat zum Erliegen kommt.

Es erschien also denkbar, dass sich die Expression/Induzierbarkeit von hsp70 im Verlauf

der Erkrankung verandert.

Um die Frage zu klaren, ob es wahrend der Ausbildung der Krankheit unter bestimmten
Voraussetzungen zu einem temporaren Defizit der Stressantwort kommt, wurden
Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes am Tage der Diagnosestellung der Krankheit
untersucht.

Hier zeigte sich fur die Expression des konstitutiven hsc70 ein ahnliches Ergebnis wie bei

den langermanifest Erkrankten.
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Die Expression von hsp70 beim neumanifesten Patienten mit Typ-I-Diabetes zeigt 18h
nach Hitzeschockbehandlung einen der gesunden Kontrollpersonen vergleichbaren Wert,
zieht man jedoch die Werte 6h nach Stressbehandlung heran, fallt ein ca. 75% geringere
Expression von hsp70 auf.

Damit ergibt sich ein Unterschied in der Zeitkinetik der Induzierbarkeit von hsp70 bei
neumanifesten Patienten mit Typ-I-Diabetes, im Vergleich zu den gesunden
Kontrollpersonen. Beim neumanifest Erkrankten findet sich ein wesentlich langsamerer
Anstieg der hsp70-Expression bei Stress. Dieser Unterschied scheint sich gemaf der
Ergebnisse aus 3.2.3/ 3.2.4 in den ersten Tagen der Erkrankung noch zu verstarken, in
der Untersuchung 8 Tage nach erstmaliger Diagnose findet sich eine insgesamt
erniedrigte Expression von hso70 beim Patienten mit Typ-I-Diabetes im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen.

Mogliche Mechanismen dieser unterschiedlichen Expression/induzierbarkeit von hsp70
bei neumanifesten Patienten mit Typ-I-Diabetes und Kontrollpersonen einerseits sowie
neumanifesten und langermanifesten Erkrankten andererseits sollen nun im folgenden

diskutiert werden.

4.2.1 Die genetische Ebene

Zwei Untersuchungen der Verteilung der verschiedenen Allele (8,5 und 9,0 kb) des
hsp70-Gens bei Diabetikern und Gesunden zeigten ein signifikant hdufigeres Vorkommen
des 8,5 kb-Typs bei den Diabetikern (Caplen et al., 1990; Pugliese et al., 1992), jedoch
kann diese Assoziation zum Typ-I-Diabetes Uber eine enge Kopplung zum HLA-
Genkomplex erklart werden

In den eingangs bereits erwahnten Untersuchungen von Bellmann et al. (1997) zeigten
sich Unterschiede in der hsp70-Expression nicht nur zwischen BB-Ratten und nicht-
diabetischen Stammen, sondern auch zwischen zwei verschiedenen BB-Rattenstdmmen,
von denen der eine einen Diabetes ausbildet (diabetes-prone), der andere jedoch nicht
(diabetes-resistant).

Diese beiden Stamme sind genetisch mit Ausnahme eines Diabetesrisikogens nahezu
vollkommen identisch (Butler et al., 1983; Jacob et al., 1992).

Es finden sich also Hinweise in der Literatur auf eine magliche Beteiligung von hsp70 in
der Pathogenese des Typ-I-Diabetes im Sinne einer genetisch bedingten Verédnderung
der Stressantwort, insbesondere des hsp70, hin (s.0. Bellmann et al., 1997, Butler et al.,
1983; Jacob et al., 1992).

Da die vorliegenden Untersuchungen an Patienten mit langermanifestem Typ-I-Diabetes

keine Unterschiede in der Expression/Induzierbarkeit von hsp70 im Vergleich mit
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gesunden Kontrollpersonen zeigen,erscheint ein grundsatzliches, genetisch bedingtes
Defizit in der hsp70-Synthese und damit in der Stressantwort bei Patienten mit Typ-I-
Diabetes nicht zu bestehen. Dennoch muss es einflussnehmende Faktoren auf die
Expression/Induzierbarkeit von hsp70 beim Patienten mit Typ-I-Diabetes mellitus geben,
da sich zum Zeitpunkt der Krankheitsmanifestation und im friihen Krankheitsverlauf
Unterschiede in der Expression/Induzierbarkeit von hsp70 zwischen Patienten und

gesunden Kontrollpersonen finden.

422 Die metabolische Ebene

Bei Manifestation des Typ-I-Diabetes bestehen in der Regel ausgepragte metabolische
Stérungen des Kohlenhydrat-, Lipid- und Eiwei3stoffwechsels, sowie daraus resultierende
Stérungen des Saure-Base-Haushaltes.

Im Rahmen der Entgleisung des Kohlenhydratstoffwechsels durch den Insulinmangel
kommt es zu vermehrter Glukoneogenese, die in Kombination mit der verminderten
Glukose-utilisation das Auftreten einer Hyperglykdmie hervorruft. Im Fettstoffwechsel
bewirkt der Insulinmangel eine gesteigerte Lipolyse Uber die Triglyceridsynthese sowie
eine erhohte Produktion von Ketonkdrpern in der Leber mit der Konsequenz einer
zunehmenden Ketoazidose. Der Proteinstoffwechsel fihrt durch eine Zunahme der
Proteolyse und durch das Uberwiegen derselben uiber die Proteinsynthese zu einer
katabolen Stoffwechsellage.

Es ist vorstellbar, dass solche umfangreichen metabolischen Veranderungen sich auch
auf die Expression/Induzierbarkeit von Stressproteinen, wie sie hier beobachtet wurden,
auswirken.

So zeigten beispielsweise Cowley et al. (1995) eine erhéhte Expression von hsp70 in
Markzellen der Niere bei erhohter Plasmaosmolalitat im Sinne eines osmotischen
Stresses.

Bei Transplantation von Inselzellen unter die Nierenkapsel von hyper- und
normoglykdmischen Mausen fanden Sandberg et al. (1995) aber keine Auswirkungen der
Hyperglykamie auf die hsp70-Expression, die in beiden Gruppen 3 Tage nach
Transplantation deutlich geringer als in einer Kontrollgruppe von in vitro kultivierten
Inselzellen war.

Die oben genannten Untersuchungen von Cowley und Sandberg weisen darauf hin, dass
metabolische Ausnahmesituationen im Sinne eines metabolischen Stresses die
Expression von hsp70 verandern kénnen.

Um genauer zu untersuchen, ob es sich bei der verminderten Induzierbarkeit von hsp70

bei neumanifesten Diabetikern am Tage der Diagnosestellung um einen Effekt der
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unzweifelhaft zum Untersuchungszeitpunkt vorliegenden metabolischen Stérung handelt,
wurden ein Teil der Patienten 1 Woche spéter, nach Normalisierung der
Stoffwechselsituation nach-untersucht. Auch zu diesem Zeitpunkt zeigten sich weiterhin
Unterschiede zu der gesunden Kontrollgruppe. Es zeigt sich eine Normalisierung der
Induzierbarkeit des Stressproteins, d. h. bereits 6 h nach Hitzestimulation hat die hsp70-
Expression ihr Maximum erreicht, es féllt jedoch auf, dass dieses Maximum jetzt auch 18h
nach Stimulation um ca. 50% gegeniiber der Kontrollgruppe reduziert ist.

Diese weiterhin bestehenden Unterschiede weisen darauf hin, dass metabolische
Ursachen zumindest nicht allein verantwortlich fur die veranderte
Expression/Induzierbarkeit sein kénnen, da die Verdnderungen nach Normalisierung der

Stoffwechsellage nicht komplett reversibel sind.

4.2.3 Die immunologische Ebene

Der Einfluss immunologischer Faktoren, z.B. von Zytokinen auf die Stressantwort der
Zelle ist bereits Gegenstand verschiedener Untersuchungen gewesen.

In humanen myelocytaren Zellen findet sich nach Stimulation der Zellen mit TNF-o eine
vermehrte Expression von hsp70 mRNA, wogegen Stimulation mit IFN-y keinen Effekt hat
(Fincato et al., 1991).

Untersuchungen von Schett et al. (1998) zeigen eine Erh6hung der Expression von
hsp70 in kultivierten Synovialzelllinien (SFC) nach Stimulation mit IL-1c, IL-6 und TNF-a.
Auch sie wiesen keinen Einfluss von IFN-y auf die hsp70-Expression nach.

Gegenstand beider Untersuchungen war jedoch nur die hsp70-Induktion durch die
Zytokine selbst.

Die hier vorliegenden Daten zeigen keine Induktion von hsp70 durch das Th1-Zytokin
IFN-y, wie auch durch die Th2-Zytokine IL-4 und TGF-3. Demnach kénnen nur die
unmittelbar mit Entziindungsreaktionen verbundenen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF-a eine
Expression von hsp70 direkt bewirken. Die immunregulatorischen Thl, bzw. Th2-Zytokine
IFN-y, IL-4 oder TGF-I3 kbnnen dies nicht. Dafir fand sich eine regulatorische Wirkung auf
die Induzierbarkeit von hsp70: In Gegenwart der Zytokine ergab sich eine erhéhte
Induzierbarkeit von hsp70 nach Hitzestimulation (TGF-B), bzw. eine erniedrigte
Induzierbarkeit (IFN-y). IL-4 zeigte keinen modulierenden Effekt.

Vorstellbar ist, dass in den entsprechenden Zellen direkte hemmende/stimulierende
Wirkungen der Zytokine auf die Regulation der Biosynthese von hsp70 vorliegen. Etwaige
Ziele kénnten hier etwa die Transkriptionsfaktoren HSF1 und HSF2 als Regulatoren der
stressinduzierten Biosynthese von hsp70 sein (Fernandes et al., 1994, Sistonen et al.,
1994).
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Eine andere Mdoglichkeit ist, dass durch Stimulation einzelner Zellen in der Kultur von
diesen weitere Zytokine freigesetzt wurden und erst durch diese Wechselwirkungen und
gegenseitige Beeinflussung der Leukozyten, angestofRen durch das jeweils kiinstlich

zugesetzte Zytokin, die beobachtete Anderung der Stressantwort erfolgt ist.

Diese Beobachtungen zur Beeinflussung der Expression/Induzierbarkeit von hsp70 durch
Th1 und Th2-Zytokine bieten einen mdglichen Erklarungsansatz fur die im ersten Teil der
Arbeit gemachten Beobachtungen zur verminderten Induzierbarkeit von hsp70 beim
Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes einerseits und zur Veranderung der
Stressantwort in der Zeit kurz nach der Manifestation bis hin zur Normalisierung einige

Monate spéter.

4.3  Effekt von Th1/Th2-Zytokinen auf die Expression von hsp70 beim Typ-I-

Diabetes

In Tiermodell der NOD-Maus beobachtet man eine friihe benigne, nicht destruierende
Form der Insulitis, bei der eine Beteiligung von Th2-Zellen dominiert, erkennbar an der
vor-wiegenden Expression von Th2-Zytokinen wie IL-4 und IL- 10. Eine Betazell-
destruktive Insulitis ist im Gegensatz dazu mit der erhéhten Expression von Thl-
Zytokinen assoziiert.

Betrachtet man den nattrlichen Verlauf einer durch Cyclophosphamid-Behandlung
ausgeltsten Diabetesentwicklung bei der NOD-Maus, so findet sich zun&chst eine Th2-
dominierte Peri-Insulitis ohne Zerstdrung der Inselzellen (Rabinovitch, 1994), die nach
Initiierung der Produktion von IL-12 durch Makrophagen in eine Th1l-dominierte,
destruktive Intra-Insulitis mindet, an deren Ende die Ausbildung eines Diabetes steht.

Im Modell der BB-Ratte unterscheidet sich der natirliche Verlauf der Insulitis deutlich, hier
gibt es nur eine sehr gering ausgepragte Peri-Insulitis. Noch bevor sich eine
nachweisbare Insulitis ausgebildet hat findet sich im Vergleich mit Langerhansschen
Inseln anderer, nicht diabetischer Rattenstimme, bereits eine erhdhte Expression von
Th1 und Th2-Zytokinen, IFN-y und IL-10, was das Konzept einer frihen, so genannten
»Single-cell-insulitis* unterstitzt. 20 Tage spater, im Stadium der manifesten Intra-Insulitis,
gekennzeichnet durch die massive Infiltration der Inseln durch mononukleéare Zellen,
findet sich eine Heraufregulation von IFN-y und Herunterregulation von IL-10, also eine
Anderung der TH1/Th2-Balance zu einem Uberwiegen der Th1-Aktivitat. Der Grad der

Insulitis korreliert hierbei interessanterweise nicht mit der Hohe der Hohe der IFN-y-Level,
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sondern mit der Niedrigkeit des IL-10-Levels, hier scheint also das Verhaltnis von Thl zu
Th2-zytokinen mehr Aussagekraft zu haben als die absolute Menge. (Kolb et al., 1996).
Auch bei menschlichen Zellen zeigten Untersuchungen an mit Phytohdmagglutinin
stimulierten Vollblutkulturen von Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes signifikant
héhere Expression der Th1-Zytokine IFN-y und TNF-a im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen bei einer gleich hohen Expression der Th2-Zytokine IL-4 und IL-10
(Kallmann et al., 1997).

Eine weitere Untersuchung schlief3lich vergleicht die T-Zellreaktionsmuster eineiiger
Zwillinge, von denen der eine Geschwisterteil an Typ-I-Diabetes erkrankt ist, der andere
jedoch nicht. Nach Stimulation von Vollblutkulturen mit hsp60, Phytohamagglutinin oder
Staphylokokkenenterotoxin B wurden die Zytokinsekretionsmuster mittels Sandwich-
ELISA bestimmt. Es zeigten sich keine krankheitsassoziierten Unterschiede in der Héhe
der Th1-Zytokinantwort (Analyse von IFN-y und TNF-a), die IL-10-Antwort auf hsp60 war
jedoch ebenso wie die IL-4-Antwort auf Phytohdmagglutinin bei den diabetischen
Zwillingsteilen signifikant geringerer als bei den jeweiligen gesunden Geschwistern
(Kallmann et al., 1999).

4.4  AbschlieRende Betrachtung zur Rolle von hsp70 beim Typ-I-Diabetes

Der Expression von hsp70 scheint, wie aus der gegenwartigen Literatur hervorgeht, eine

Rolle bei der Entwicklung eines Typ-I-Diabetes zuzukommen:

e Hitzeschockbehandlung vermag Inselzellen der Ratte vor der Zerstérung durch
Betazelltoxine wie NO, Sauerstoffradikale und Streptozotocin zu schitzen.
(Bellmann et al., 1995).

o Dieser Effekt ist dem Hitzeschockprotein hsp70 zuzuordnen (Bellmann et al.,
1996). An einer humanen Betazelllinie konnte die entscheidende Rolle von hsp70
bei der Widerstandsfahigkeit gegen das Betazelltoxin NO ebenfalls gezeigt werden
(Burkart und Liu et al., 2000).

e Im Tiermodell der BB-Ratte konnte eine verminderte hsp70-Stressantwort mit der
Konsequenz einer erhdhten Vulnerabilitdt der Inselzellen gegen Betazelltoxine

bewiesen werden (Bellmann et al., 1997).

Eine, vermutlich ursachliche, Beteiligung von Thl-Zellen, bzw. —Zytokinen legen ebenfalls

verschieden Untersuchungen nahe:
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e Versuche an NOD-M&ausen und BB-Ratten konnten zeigen, dass bei der zum
Diabetes fuhrenden Intra-Insulitis in den Inselzellen des Pankreas Th1-Zytokine,
bzw. eine Verschiebung der Th1/Th2-Balance in Richtung Th1l, eine
entscheidende Rolle spielen (Rabinovitch, 1994; Kolb et al., 1996).

e Untersuchungen von Inselzellantigen-spezifischen T-Zellklonen pradiabetischer
NOD-Mause zeigen mit der Produktion von IFN-y eine ausgepragte Thl-Lastigkeit
in ihrem Zytokinsekretionsmuster (Wegmann et al., 1994; Daniel et al., 1995)

e Auch beim Menschen finden sich signifikante, krankheitsassoziierte Unterschiede
in den Zytokinsekretionsmustern im Sinne einer Verschiebung der Th1/Th2-
Balance in Richtung Thl beim Patienten mit Typ-I-Diabetes (Kallmann et al.,
1997). Dass diese Unterschiede nicht genetisch bedingt sind zeigt die

Untersuchung fur Typ-I-Diabetes diskordanter, monozygoter Zwillinge (Kallmann

et al., 1999).

Dies liegt umso néher, als dass in der vorliegenden Arbeit erstmals Unterschiede in der
Expression/Induzierbarkeit von hsp70 bei menschlichen Diabetikern und Gesunden
demonstriert werden konnten. Diese Unterschiede kénnen, wie oben dargelegt, aufgrund
ihrer nur temporéren Nachweisbarkeit und nachweisbarer fehlender Konkordanz bei
Zwillingen nicht ausschlieR3lich genetisch bedingt sein, auch eine metabolische Ursache
erscheint unwahrscheinlich.

Die Tatsache, dass bei Patienten mit Typ-I-Diabetes eine bekannte Verschiebung der
Th1/Th2-Balance in Richtung Thl besteht, und in der Arbeit gezeigt werden konnte, dass
Stimulation peripherer Blutzellen von Gesunden in vitro mit Th1-Zytokinen eine
abgeschwéchte, bzw. Stimulation mit Th2-Zytokinen eine verstarkte Stressantwort
bedingt, legt als Erklarung fur die Befunde eben dieses Phdnomen der Beeinflussung der
Stressantwort der Zelle auch in vivo nahe.

Diese Hypothese wiirde auch den passageren Charakter der Anderung der Stressgen-
expression beim Diabetiker erklaren.

AuBRerdem bietet sie einen Einblick in einen méglichen Pathomechanismus, der den
destruierenden Verlauf der Insulitis naher erklart:

Eine wichtige Rolle bei der Zerstérung der Betazellen wird den aktivierten Sauerstoff-
radikalen, dem Stickstoffmonoxid und den Zytokinen IL-1 und TNF-a zugeschrieben.
Hierbei handelt es sich um Sekretionsprodukte von Makrophagen (Kroncke et al., 1991),
deren Aktivierung IFN-y-abhéngig ist, und deren erhéhter Gehalt in Langerhansschen
Inseln wéhrend der Insulitis in verschiedenen Untersuchungen gezeigt wurde

(Rabinovitch et al., 1994; Kolb et al., 1996). So waren, unter Berlicksichtigung der
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Ergebnisse dieser Arbeit, der Th1/Th2-Imbalance im Verlauf der Insulitis gleich zwei,
einander verstarkende Effekte zuzuschreiben: 1. Die Unterhaltung der Insulitis durch
Makrophagen-Aktivierung und 2. eine Verstarkung der Effektivitéat der Inselzellzerstérung
durch die Schwachung von zelleigenen Abwehrmechanismen der Inselzellen durch
Unterdrickung der Induzierbarkeit und damit der Expression von hsp70.

Hieraus ergabe sich ein regelrechter Circulus vitiosus, der in der vollstandigen Zerstérung
der Betazellen und damit der Manifestation des Diabetes endet.

Kritisch muss hier jedoch angemerkt werden, dass die Ergebnisse der Zwillingsstudie
(Kallmann et al., 1999) auch noch Jahre nach der Manifestation des Typ-I-Diabetes ein
Ungleichgewicht der Th1/Th2-Balance zeigen, dieses ist jedoch mdglicherweise nur zum
Zeitpunkt der floriden Insulitis ausgepragt genug, um Veranderungen im Bereich der
Stressantwort zu verursachen.

Hierfur sprechen Ergebnisse aus einer Untersuchung des Serums von neumanifesten
Diabetikern auf das von Makrophagen produzierte Zytokin IL-18, welches in T-
Lymphozyten die Bildung von IFN-y stimuliert. Hier zeigten sich bei den neumanifesten
Diabetikern und gesunden Kontrollen keine erhéhten Serumlevel von IL-18, wohl aber im
Serum von Verwandten der Patienten, die selbst ein hohes Risiko fir die Ausbildung der

Erkrankung hatten.
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5. Zusammenfassung

Wéhrend der Pathogenese des Typ-I-Diabetes kommt es zu einer Infiltration der
Langerhansschen Inseln des Pankreas mit Immunzellen im Sinne einer progredienten
Insulitis, die mit der Zerstérung der Inselzellen durch toxische Mediatoren der
Immunzellen endet.

Ein natirlicher Abwehrmechanismus gegen eine inflammatorische Attacke ist das
Hitzeschockprotein hsp70.

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst untersucht werden, ob sich, &hnlich wie im
Tiermodell der BB-Ratte, beim Patienten mit Typ-I-Diabetes mellitus eine Einschréankung
dieses Abwehrmechanismus im Sinne einer defizitaren Stressantwort findet.

Hierzu wurden periphere mononukleére Blutzellen von Patienten mit Typ-I-Diabetes

mellitus und Gesunden auf die Induzierbarkeit und Expression von hsp70 untersucht.

Es konnte erstmals beschrieben werden, dass zum Zeitpunkt der Manifestation der
Krankheit und auch 8 Tage spéter, also im kurzfristigen Krankheitsverlauf, eine geringere
Induzierbarkeit, bzw.Expression von hsp70 bei Patienten mit Typ-I-Diabetes im
Gegensatz zu Gesunden besteht. Diese Unterschiede bestehen im weiteren Verlauf der

Erkrankung nicht mehr.

Hierfur, und insbesondere fiir den temporaren Charakter der Verédnderungen, sollte in

weiteren Untersuchungen ein moglicher Erklarungsansatz gefunden werden.

Erstmals wurde gezeigt, dass die Inkubation humaner peripherer mononukleérer
Blutzellen mit Th1 und Th2-Zytokinen eine Anderung der Stressantwort der Zellen nach
Hitzeschockbehandlung bedingt.

Eine Verschiebung der Th1/Th2-Balance in Richtung Thl reduzierte die Induzierbarkeit
von hsp70, wahrend eine Verschiebung in Richtung Th2 einen verstarkenden Effekt auf
die hsp70-Expression hatte.

Diese geanderte Stressantwort durch Zytokinstimulation lasst sich sinnvoll mit den
Ergebnissen der verdnderten Stressantwort der neumanifesten Typ-I-Diabetiker
verknipfen, da ein in vitro dem des neumanifesten Patienten mit Typ-I-Diabetes
nachempfundenes Zytokinmilieu einen &hnlichen Effekt auf die Stressgenexpression

zeigt, wie er beim neumanifesten Patienten beschrieben wurde.
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Expression und Induzierbarkeit des humanen Hitzeschockproteins hsp70 beim Typ-I-Diabetes und ein immunologisches Modell
fur deren Beeinflussung

Zusammenfassung — Abstract

In Saugetierzellen wird durch unterschiedliche Stressoren die Expression von sogenannten
Hitzeschockproteinen induziert. Hierbei handelt es sich um eine unspezifische
Abwehrmafinahme der Zelle, die zum Beispiel im Verlauf von Entziindungsreaktionen zu
beobachten ist.

Wéhrend der Pathogenese des Typ-I-Diabetes mellitus kommt es zu einer progredienten
Infiltration der Langerhansschen Inseln des Pankreas mit Immunzellen im Sinne einer
Insulitis, die mit der Zerstérung der Inselzellen durch toxische Mediatoren der Immunzellen
endet. Ein natirlicher Abwehrmechanismus gegen eine solche inflammatorische Attacke ist
das Hitzeschockprotein hsp70.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sich in der Phase der Erstmanifestation der Krankheit eine
defizitare Stressantwort, die bereits im Tiermodell vorbeschrieben ist, auch in humanen
peripheren Blutlymphozyten von Patienten mit neumanifestem Typ-I-Diabetes findet. Hierfir
wurden Lymphozyten von Patienten mit Typ-I-Diabetes am Tage der Krankheitsmanifest-
ation einem definierten Hitzestress ausgesetzt und anschlieend auf die Expression und

Induzierbarkeit von hsp70 untersucht.

Da die Verdnderungen nur zeitlich begrenzt wahrend der frihen Phase der Krankheit
nachweisbar waren, wurde in weiteren Untersuchungen ein méaglichen Modell fir eine
Beeinflussung der Expression und Induzierbarkeit von hsp70 entworfen.

Bekanntermal3en herrschen in der Phase der Insulitis der Langerhansschen Inseln
unterschiedliche Zytokinmilieus, die in vitro, stark vereinfacht, nachempfunden wurden, und
denen Lymphozyten gesunder Kontrollpersonen ausgesetzt wurden. Nach Hitzeschock-
behandlung fanden sich nun auch hier signifikante Unterschiede in der Induzierbarkeit von
hsp70. Ein Thl-lastiges Zytokinmilieu korrespondierte mit einer geringeren Induzierbarkeit

von hsp70, wahrend ein Th2-lastiges Zytokinmilieu die Induzierbarkeit von hsp70 erhdhte.

Diese geanderte Stressantwort durch Zytokinstimulation I&sst sich sinnvoll mit den
Ergebnissen der ver&nderten Stressantwort der neumanifesten Typ-I-Diabetiker verknipfen,
da ein in vitro dem des neumanifesten Patienten mit Typ-I-Diabetes nachempfundenes
Zytokinmilieu einen &hnlichen Effekt auf die Stressgenexpression zeigt, wie er beim

neumanifesten Patienten beschrieben wurde.

Prof. Dr. H. Kolb, Referent
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