Aus dem
Deutschen Diabetes-Zentrum / Deutsche Diabetes Klinik

an der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf

Direktor: Prof. Dr. med. Werner A. Scherbaum

Die Analyse des Einflusses von IL-18 auf die Insulitis und die

Diabetesentwicklung spontan diabetischer NOD-Miuse

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines

Doktors der Medizin

Der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit

Diisseldorf

vorgelegt von

Andreas Hausmann

2005



Als Inauguraldissertation gedruckt
mit Genehmigung
der Medizinischen Fakultidt der Heinrich-Heine-Universitat

Diisseldorf
gez.: Univ.-Prof. Dr. med. dent. Wolfgang H.-M. Raab

Dekan

Referentin: Priv.-Doz. Dr. Helga Rothe

Korreferent: Prof. Dr. rer. nat. Klaus-Dieter Kroncke



Diese Arbeit ist meinen Eltern gewidmet.

"...man soll sich auf die Beobachtung mehr verlassen als auf die
Vernunftgriinde, auf diese iiberhaupt nur,

wenn sie mit den Erscheinungen in Einklang sind..."

Aristoteles, "Uber die Zeugung der Geschopfe"
Ubersetzung P. Gohlke, Schoningh, Paderborn 1959
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1. Einleitung

1.1 Der Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist eine erbliche chronische Stoffwechselerkrankung, die auf einem

absoluten oder relativen Mangel an Insulin beruht und in deren Folge, zumeist erst nach

lingerer Krankheitsdauer, Schiden an Blutgefiden und Nervensystem auftreten konnen

(Mehnert et al. 1984).

Neben einigen spezifischen Typen, wie sekundédre Endokrinopathien, medikamentdsem

D.m., Gestationsdiabetes, genetischen Defekten der [-Zellfunktion, etc., werden nach

WHO und ADA (American Diabetes Association 1997) im wesentlichen zwei Typen des

Diabetes mellitus unterschieden:

Der Typl D.m., auch als juveniler oder insulinpflichtiger (IDDM) bezeichnet, der
auf eine B-Zell-Destruktion mit nachfolgendem absoluten Insulinmangel
zuriickgeht.

Der Typ 2 D.m., der sich von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit relativem
Insulinmangel bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz
erstreckt.

Die Privalenz manifester Diabetiker in Europa und den USA betrigt ca. 7.5% mit hoheren

Zahlen im Alter. 1/10 der Fille entféllt auf den Typl, 9/10 entsprechend auf den Typ2,

dessen Auftreten mit dem Ausmaf der Ubererniihrung in einer Population zusammenhéngt

(Kolb H. 1990). Die Privalenz des Typ 1 liegt somit etwa bei 0.5-0.75% mit etwa einer

halben Millionen Erkrankten in Deutschland. Fiir beide Diabetes Typen besteht eine

genetische Prédispositon (s.a. 1.3). Eine polygene multifaktorielle Vererbung mit
unterschiedlicher Penetranz der Merkmale wird postuliert. Beim Typ 1 D.m. betrigt das

Erkrankungsrisiko fiir Kinder eines erkrankten Vaters 5%, einer erkrankten Mutter 2.5%.

Sind beide Elternteile erkrankt, liegt das Risiko bei 20%; bei eineiigen Zwillingen

zwischen 30 und 60% (Rossini et al. 1985). Die Erblichkeit beim Typ 2 D.m. ist

ausgeprigter. Kinder eines diabetischen Elternteils erkranken in bis zu 50% der Fille. Das

Risiko bei eineiigen Zwillingen liegt bei nahezu 100%.



Der Typ 2 D.m. entwickelt sich bevorzugt im Rahmen des metabolischen Syndroms, auch
als "Wohlstandssyndrom" bezeichnet, einer Kombination aus stammbetonter Adipositas,
Fettstoffwechselstorung,  Hyperurikdmie, essentieller ~Hypertonie und  gestorter
Glukosetoleranz. Urséchlich findet sich eine Insulinresistenz insulinabhingiger Gewebe,
sodass erhohte Insulinspiegel erforderlich werden. Diese wiederum fordern das
Hungergefiihl und damit auch die Hyperalimentation. Ist die Bildungskapazitit der B-
Zellen fiir das Hormon erschopft, manifestiert sich der Typ 2 D.m.. Erstes therapeutisches
Angriffsziel muss also die Beseitigung der Uberernihrung und Adipositas sein, um durch

sinkende Insulinspiegel wieder die Rezeptordichte zu erhohen.

Die Klinik des manifesten Diabetes mellitus ergibt sich aus der Rolle des Insulin-Hormons:
Das Insulin wird in den B-Zellen, die sich in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas
befinden, gebildet und entsprechend des Blutglukosespiegels in das Blut sezerniert. Insulin
hat zwei wesentliche Wirkmechanismen: Sein Membraneffekt fordert die Aufnahme von
Glukose, Kalium und Aminosduren in Muskel- und Fettzellen. Der Stoffwechseleffekt
fordert die anabolen Prozesse wie Glykogen-, Lipid- und Proteinsynthese und hemmt die
katabolen. Fehlen diese Wirkungen, so kann Glukose nur erschwert in die Zellen gelangen,
die Triglyzeridsynthese ist durch Fehlen des Glycerinphosphats gehemmt und die freien
Fettsdauren werden in der Leber zu Ketonkorpern abgebaut. Diese fithren zur Anhdufung
saurer Valenzen im Blut und zur Einschrinkung der Pufferkapazitit.

Die Entwicklung des Typ 1 D.m. verlauft meist schnell, wihrend sich der Typ 2
schleichend entwickelt und oft erst bei Blutzucker-Bestimmungen im Rahmen von
Routineuntersuchungen auffillt. Unspezifische Allgemeinsymptome sind Miidigkeit und
Leistungsminderung. Besonders beim Typ 2 D.m. kommt es durch Hyperinsulinismus zu
Hypoglykdmien mit HeiBBhunger, Schwitzen und Kopfschmerzen. Durch Hyperglykidmie
entstethen Glukosurie mit osmotischer Diurese; die Symptome sind Polyurie, Durst,
Polydipsie und Gewichtsverlust. Storungen des Wasser- und Elektrolythaushaltes fithren zu
Wadenkrdmpfen und Sehstérungen. Gefiirchtet sind, neben den akuten Komplikationen
wie dem ketoazidotischen (Typ 1) und dem hyperosmolaren (Typ 2) Koma, insbesondere
die Spitschdden des Diabetes mellitus. Dieses sind in erster Linie die Mikro- und die
Makroangiopathie (Rosenstock et al. 1988). Die Diabetes-spezifische Mikroangiopathie
entsteht durch die Glykosylierung von Basalmembranproteinen durch den erhdhten BZ.

Die Folgen sind eine Glomerulosklerose der Niere, eine Retino- und Neuropathie. Die



Makroangiopathie fithrt zu koronarer Herzkrankheit und anderen arterielle
Verschlusskrankheiten.

Entscheidender diagnostischer Test zur Feststellung eines manifesten Diabetes mellitus ist
die Bestimmung der Niichternplasmaglukose, nach einer Periode von acht Stunden ohne
Nahrungsaufnahme. Ein Wert >126mg/dl (=7.0mmol/l) gilt als pathologisch. Auch beim
Nachweis von Glukose im Urin, der meist erst ab Blutglukosespiegeln von 150-180mg/dl,
der so genannten Nierenschwelle, gelingt, liegt in aller Regel ein D. m. vor. Es gibt auch
die physiologische Variante einer reduzierten Nierenschwelle, bei der bei normalen
Blutglukosespiegeln Glukose im Urin nachgewiesen werden kann. Im Einzelfall sollte
beim Nachweis von Glucose im Urin eine entsprechende Kontrolle der Spiegel im Blut

erfolgen.

Die Therapie des manifesten D.m. besteht aus einer Kombination von Diét, korperlicher
Aktivitit (um die Sensitivitit der Muskeln fiir Insulin zu erhohen), Medikamenten (orale
Antidiabetika und Insulin), einer guten Patientenschulung und -fithrung, sowie dem
rechtzeitigen Erkennen und Behandeln von Komplikationen.

Beim Typ 2, dem nicht insulinpflichtigen D.m., erfolgt der Aufbau der Therapie zur
Normalisierung der Blutglukose stufenweise: Didtetische Gewichtsnormalisierung genief3t
Prioritit, es folgen orale Antidiabetika (z.B.: a-Glukosidasehemmer, Fiill- und Quellstoffe,
Metformin, Glitazone, Glinide und Sulfonylharnstoffe) und bei deren Versagen schlielich
die Applikation von Insulin (s.c. oder unter stationdren Bedingungen auch i.v.).

Der Typ 1 D.m. ist bei Manifestation insulinpflichtig. Die Substitution des fehlenden
Hormons, nach dem Untergang der [-Zellen, ist unerlésslich, kann aber nach
verschiedenen Schemata erfolgen. Die intensivierte Therapie nach dem Basis-/Bolus-
Prinzip ist eine der natiirlichen Insulinsekretion gut angendherte Form. Zukiinftige
diabetologische Ziele sind jedoch zum einen die Erkennung und Behandlung der Ursachen,
z.B. durch Aufhalten der B-Zellzerstorung und zum anderen die der Physiologie am ehesten

entsprechende Substitution des fehlenden Insulins.



1.2 DiePathogenese des Typ 1 D.m.

1.2.1 Genetische Pridisposition und Auslosungsfaktoren

Die im Abschnitt /.7 geschilderte familidre Hiufung des IDDM lidsst auf eine genetische
Pradisposition fiir diese Erkrankung schlieBen. Zunidchst wurde eine Hiufung fiir
bestimmte MHCs erkannt (McLaren et al. 1989). Der Major Histocompatibility Complex,
MHC, wurde im Rahmen der Transplantationsforschung zuerst auf Leukozyten entdeckt
und daher auch Human Leucocyte Antigen, HLA, genannt. Es ist ein Glykoprotein auf den
Zellmembranen, das die Erkennung korpereigener und fremder Strukturen ermoglicht,
sowie eine Schliisselrolle im Immungeschehen spielt. Bei nicht-verwandten Menschen sind
diese Strukturen nur sehr selten identisch. Es werden 3 Klassen von MHCs unterschieden,
von denen insbesondere Klasse I und II bedeutsam sind. MHC-Klasse I kommt auf allen
Zellen des Organismus vor. Er dient den Immunzellen zur Erkennung des eigenen
Gewebes, da es interindividuell, wie erwihnt, meist verschieden ist. Zudem prisentiert es
zytotoxischen T-Lymphozyten von Zellen synthetisierte Proteine als Antigene, um diese
auf Schadhaftigkeit, z.B. im Sinne einer Virusinfektion, zu iiberpriifen. MHC-Klasse 1I
kommt in erster Linie auf Antigen Priasentierenden Zellen, APCs, des Immunsystems vor.
Hierzu zdhlen Makrophagen und dendritische Zellen, aber auch B-Lymphozyten. IFNy
kann MHC-Klasse II aber auch in anderen Zellen induzieren und exprimieren. lhre
Aufgabe liegt in der Antigenprisentation und der Interaktion mit den T-Helferzellen. Die
Gene, die den MHC-Komplex beim Menschen kodieren liegen auf Chromosom 6p. Fiir
den Typ 1 D.m. lieB sich eine iiber 90%ige Assoziation mit den MHC-Merkmalen DR3
und/oder DR4 der MHC-Klasse 1II feststellen.

Wie in 1.1 erwihnt, wird eine polygene Vererbung fiir den D.m. vermutet. Eine Reihe von
Genloci auf verschieden Chromosomen konnen mit der Entstehung des IDDM in
Verbindung gebracht werden. Urspriinglich wurde angenommen, dass IL-18 in einer
solchen Region kodiert wird (Rothe 1997). Mittlerweile wurde festgestellt, dass es auf dem
langen Arm von Chromosom 11 (11g22.2-22.3) in enger Verbindung zu DRD2 aber
getrennt von den IDDM loci kodiert wird (Nolan K.F. 1998).

Wie in den folgenden Abschnitten erlidutert wird, ist der Typ 1 D.m. ein Krankheitsbild,
das durch einen immunologischen Vorgang entsteht. Die Infiltration Langerhans’scher
Inseln durch Zellen des Abwehrsystems und die Manifestation des D.m. werden mit

Virusinfektionen in Verbindung gebracht. Infektionen um den Zeitpunkt der Manifestation



beschleunigen diese wahrscheinlich jedoch nur, da die eigentliche Zerstérung der -Zellen
durch Infiltration der Inseln mit Immunzellen schon Jahre vorher stattfindet.
Moglicherweise spielen aber auch in dieser friihen Phase Virusinfektionen,
Nahrungsbestandteile oder Impfungen eine Rolle (Kolb H. et al. 1995).

Trotz der in den letzten Jahren zunehmend erforschten Bedeutung von Umwelt- und
Erndhrungsfaktoren bei der Entstehung und Manifestation des D.m., tritt dieser vermutlich
auch beim Menschen, wie in den beiden hidufig verwendeten und anerkannten

Tiermodellen BB-Ratte und NOD-Maus, spontan auf.

1.2.2 Tiermodelle des Typ 1 D.m.

Da es nur sehr wenige Untersuchungen am Menschen iiber die Entwicklung des IDDM
gibt, waren es in den letzten beiden Jahrzehnten neben in-vitro-Analysen im wesentlichen
Tiermodelle, die zum Verstindnis der Pathogenese beitrugen und die Durchfiihrung von
Experimenten in vivo ermoglichten. Thre Ahnlichkeit mit dem humanen Typ 1 D.m. lisst
Riickschliisse auf dessen Entstehung und Beeinflussbarkeit zu.

Zwei Modelle mit spontan auftretendem IDDM sind die BB-Ratte und die NOD-Maus.
Mitte der 70er Jahre wurde in den BioBreeding Laboratories (daher die Bezeichnung BB)
in Ottawa/Kanada eine spontane akut diabetische Wistar-Ratte entdeckt, die durch Bruder-
Schwester-Kreuzung zu einem spontan diabetischen Tiermodell ingeziichtet wurde. Anders
als bei der NOD-Maus kommt es geschlechtsunabhingig zu einer 60-70%igen
Manifestation des IDDM in Form einer Hyperglykimie und Ketoazidose. Ohne
Insulinzufuhr versterben die Tiere innerhalb weniger Tage.

Die NOD-Maus, fiir Non Obese Diabetes, wurde 1974 in Japan in einem Tiermodell fiir
Katarakte entdeckt und dann als Modell fiir den Typ 1 D.m. etabliert (Makino et al. 1979).
Die Diabetes-Inzidenz der Tiere liegt bei 0% im Alter von 80 Tagen und bei iiber 90% im
Alter von 250 Tagen. Dies gilt nur fiir die weiblichen Miuse, die médnnlichen entwickeln
im gleichen Zeitraum in nur 20% der Fille einen manifesten Diabetes. Dennoch lisst sich
geschlechtsunabhingig bei fast allen Tieren im Alter zwischen 2 und 6 Wochen eine
schwere Insulitis feststellen, die bei den meisten minnlichen Tieren jedoch nicht zur
Zerstorung der Inseln fithrt (Kolb H. 1987). Diese Beobachtung fiihrte zur Entdeckung

zweler unterschiedlicher Formen der Insulitis, die auch bei den weiblichen Tieren



auftreten: Zunidchst kommt es zu einer periinsuldren Infiltration der Inseln, bei der sich
iiberwiegend das Zytokin IL-4 nachweisen ldsst. Trotz deutlicher Priasenz der Immunzellen,
kommt es nicht zu einer Zerstorung der pankreatischen -Zellen. Nach einer bestimmten
Zeit kann diese benigne Insulitis abklingen oder in die zweite Form, die aggressiv-
destruierende, iibergehen. Bei dieser lassen sich IFNyY und induzierbare NO-Synthase,
iNOS, nachweisen. Das Endstadium ist die Zerstorung der B-Zellen und die Manifestation
des Diabetes (Rothe et al. 1994). Der Grund fiir die Umschaltung zwischen den
unterschiedlichen Insulitisformen ist in der Dominanz jeweils unterschiedlicher T-
Helferzell-Subpopulationen zu sehen, auf die in den folgenden Abschnitten ndher
eingegangen wird. Cyclophosphamid scheint storend in dieses Gleichgewicht eingreifen zu
konnen und eine verstiarkte Th1-Reaktion zu bewirken (Harada et al. 1994). Verabreicht
man NOD-Miusen die Substanz als einmalige Gabe, kann die Dauer bis zur Diabetes-
Manifestation verkiirzt werden und der Anteil erkrankter méannlicher Tiere steigt deutlich
an. Die Gabe von Cyclophosphamid kann somit auch zur Synchronisierung des
Diabetesgeschehens in einer Tiergruppe verwendet werden.

Wie eingangs erwihnt, sind beide Tiermodelle dem Verlauf des menschlichen Typ 1 D.m.
sehr dhnlich. Bei beiden findet sich die Infiltration der Langerhans’schen Inseln mit
mononukledren Zellen und die Zerstérung der pankreatischen -Zellen mit Manifestation
des D.m.. Ebenso besteht eine Haufung gewisser MHC-Klasse II-Haplotypen hinsichtlich
der Suszeptibilitit fiir die Erkrankung. Bei der NOD-Maus werden noch mindestens 16
weitere Genloci mit idd Risikogenen fiir die polygene Erblichkeit diskutiert., die nicht im
Bereich MHC-kodierender Genen liegen (Archa-Orbea et al. 1987; Wicker et al. 1995;
Sereeze et al. 1994 ). Wie bereits erwihnt gehort auch idd2 mit seiner Beziehung zum IL-

18 zu dieser Gruppe.

1.2.3 Die Rolle des Immunsystems in der Pathogenese des Typ 1 D.m.

Die Entdeckung der Inseln des Pankreas durch Langerhans datiert bereits in das 19.
Jahrhundert; ihre Bedeutung wurde erst spiter gekldrt. Wihrend der GroBteil des Pankreas
exokrine Funktion hat, also an der Verdauung beteiligte Fermente in den
Gastrointestinaltrakt sezerniert, sind die Inseln endokrin aktiv; sie geben Hormone in das

Blut ab. 60-80% der hormonaktiven Zellen der Langerhans“schen Inseln sind B-Zellen, die



das Insulin produzieren, dessen Bedeutung in /.7 beschrieben wurde. Hinzu kommen «-
Zellen, die das insulin-antagonistische Glukagon bilden, sowie d-Zellen mit Somatostatin
und Zellen, die das Pankreatische Polypeptid PP produzieren.

Beim Typ 1 D.m. fiihrt die Zerstérung der B-Zellen zur Manifestation des Diabetes, jedoch
erst, wenn 90% der Zellen zerstort sind und der verbleibende Rest keine ausreichende
Hormonproduktion mehr gewdhrleisten kann. Das Hauptmanifestationsalter liegt in der
Pubertit, der Zerstorungsprozess scheint aber bereits in den ersten Lebensjahren zu
beginnen (Gepts et al. 1987; Rossini et al. 1985).

Erste Beschreibungen dieses Prozesses durch Meyenburg gehen bereits auf das Jahr 1940
zuriick, mit der Entdeckung mononukledrer Infiltrate in den Langerhans’schen Inseln.
Diese als Insulitis bezeichnete Infiltration der Inseln durch Entziindungszellen wird als
Mechanismus der Zerstorung angesehen. Trotz nachgewiesener moglicher viraler Infektion
in der frithen Kindheit, sowie zum Zeitpunkt der Manifestation (/.2.1), wird die
Pathogenese des Typ 1 D.m. heute als autoimmuner Entziindungsvorgang mit immun-
vermittelter Zerstorung der B-Zellen angesehen (Castano et al. 1990; Rossini et al. 1985).
Der Untergang der B-Zellen ist spezifisch, die anderen hormonproduzierenden Zellen der
Inseln bleiben unberiihrt. Dieses Phdnomen bietet zwei ursdchliche Erkldrungen: Entweder
sind die B-Zellen der Betroffenen so verindert, dass das Immunsystem sie als fremd ansieht
oder das Immunsystem selbst ist verindert, sodass es die normalen B-Zellen angreift.
Inselzelltransplantationen und Lymphozytentransfers in den 80er Jahren legen intakte
B-Zellen bei einem autoreaktiven Immunsystem nahe (Prowse et al. 1986; Koevary al.
1983). Die These des Typ 1 D.m. als Autoimmunerkrankung konnte durch den Nachweis
typischer pathogenetischer Komponenten dieser Erkrankungen untermauert werden, die als
"Autoimmunphidnomene" bezeichnet werden:

Die Ubertragbarkeit der Krankheit auf einen gesunden Organismus durch den Transfer von
Immunzellen eines Erkrankten; die AbstoBung syngener Insellzelltransplantationen die
nicht durch eine host-versus-graft-Reaktion erklart werden kann; die Bildung von
autoreaktiven T-Lymphozyten und Antikérpern; die Beeinflussbarkeit durch
Immunsuppressiva.

Klinisch manifest wird der Diabetes, wenn nur noch 10% an B-Zellen verblieben sind, die

schlieBlich auch noch zerstort werden. Da damit die Antigene verloren gehen, die zur



Autoaggression fiihren, brennt die Immunreaktion aus und zuriick bleiben infiltratfreie
fibrosierte Langerhans “sche Inseln (Kolb H. 1990/1995).

Obwohl Insulin zur Substitution aus Rindern und Schweinen und seit den 80er Jahren auch
als rekombinantes humanes Hormon zur Verfiigung steht, ist der Typ 1 D.m. auch heute
noch eine chronische Erkrankung, mit den folgenschweren in /.1 beschriebene
Komplikationen. Zwar werden die Therapieprotokolle der natiirlichen Inkretion des
Insulins so gut wie moglich angepasst, doch griindet sich die Hoffnung auf eine mogliche
kausale Behandlung im wesentlichen auf die Erforschung der immunologischen
Mechanismen, die dieser Erkrankung zugrunde liegen. Zudem ldsst sich vielleicht auch ein
Einblick in Pathogenese anderer immunogener Prozesse, die in Assoziation mit dem Typ 1

D.m. auftreten, etwa in der Schilddriise und der Nebenniere, gewinnen (Riley et al. 1982).

1.2.4 Humorale und zellulire Immunitit

Wie im vorangegangenen Abschnitt erwihnt, ist die Produktion von Antikdrpern gegen
korpereigene Strukturen ein wesentliches Phidnomen von Autoimmunerkrankungen.

Auch beim manifesten IDDM lassen sich in bis zu 90% der Fille verschiedene Antikorper
nachweisen (Kolb H. et al. 1983): ICA, Inselzellantikorper; IAA, Insulinautoantikorper;
ICSA, Inselzell-Oberflichenantikorper; GADA, Antikorper gegen die Glutamat-
Decarboxylase der B-Zelle; IA-2A, Antikoper gegen die Tyrosinphosphatase IA-2; sowie
PAA, Proinsulinantikorper. /CA und JAA sind bereits Jahre vor Manifestation des Diabetes
nachweisbar und dies besonders hdufig in Gruppen mit genetischem Risiko fiir die
Erkrankung. Auch GADA und PAA sind frithzeitig nachweisbar. Diese Marker werden
heute zur Screening-Untersuchung von Risikogruppen herangezogen (Kuglin et al. 1989;
Roll et al. 1997). Unter Beriicksichtigung des Alters der Patienten und einem 1i.v.-
Glukosetoleranztest lasst sich die Wahrscheinlichkeit einer Manifestation in den nédchsten 5
Jahren beurteilen.

Obwohl es verschiedene Antikorper gegen Strukturen der -Zellen gibt, scheinen sie keine
kausale Bedeutung fiir den autoimmunen Prozess zu haben: Es ist weder moglich, mittels
Serum-Ubertragung auf gesunde Tiere eine Zerstérung der Inseln oder einen Diabetes zu
induzieren, noch konnte die Separation von B-Lymphozyten die aggressive Insulitis und

die Manifestation der Erkrankung in betroffenen Tieren verhindern (Kolb H. et al. 1995).



Pathogenetisch bedeutsamer scheinen die T-Lymphozyten zu sein. In den beiden
Tiermodellen konnte die Ubertragung von T-Helferzellen auf T-Zell-depletierte Miuse
eine Insulitis und einen Diabetes induzieren (Haskins et al. 1990; Miller et al. 1988). Auch
beim Menschen scheint dieser Mechanismus zugrunde zu liegen: Aus dem Blut frisch
manifester Diabetiker konnten T-Lymphozyten isoliert werden, die auf das Autoantigen
ICA 69 mit Zellproliferation reagierten (Roep et al. 1991/1996).

Es gibt eine humorale Komponente der Autoimmunitit im IDDM mit einer Reihe
unterschiedlicher Antikorper. In der Pathogenese der Erkrankung scheint diese eine den
zellularen Vorgidngen untergeordnete Rolle zu spielen. IThre klinische Bedeutung liegt im
Screening von pridisponierten Familien und in der Kalkulation des Risikos. Mit dem

Ausbrennen der Insulitis geht auch ein Riickgang der Antikorpertiter einher.

1.2.5 APCs - Antigen Prisentierende Zellen

Unter der Bezeichnung APC, Antigen Prisentierende Zellen, versteht man neben
Makrophagen und dendritischen Zellen auch B-Lymphozyten. APCs, insbesondere
Makrophagen, sind die ersten Insel-infiltrierenden Zellen, danach folgen T- und schlielich
B-Lymphozyten (Hanenberg et al. 1989; Lee et al. 1989; Ziegler et al. 1992; Jansen et al.
1994). Thnen kommt eine Schliisselfunktion in der Immunantwort zu. Dies konnte durch
den Einsatz von Antikorpern und Makrophagen-toxischem Silika gezeigt werden. Durch
die so bewirkte Elimination der Makrophagen, bleibt die Diabetes-Entwicklung im
Tiermodell aus (Hutchings et al 1989: Oschiliwski et al. 1985; Carlton et al. 1988).

Zum einen bewirkt die Antigenprdsentation mit gleichzeitiger Sezernierung immunregu-
latorischer Lymphokine eine Beeinflussung der T-Lymphozyten und damit eine Steuerung
der Immunantwort von Toleranz bis Aggressivitidt. Zum anderen sind die Makrophagen
maBgeblich am B-Zell-Untergang beteiligt, ihre Ubertragung kann eine Diabetesentstehung

ausldsen.



1.2.5.1 Der Einfluss der APCs auf die T-Lymphozyten

Nach der Bildung im Knochenmark und ihrer Passage durch die Blutzirkulation wandert
ein GroBteil der Makrophagen in das Gewebe. Dort nehmen die Zellen stindig Antigene
ihrer Umgebung auf, prozessieren diese in Zellorganellen wie Lysosomen und prisentieren
die entstandenen kurzen Bruchstiicke in Verbindung mit threm MHC-Klasse II Komplex
auf der Zelloberfliche. Die CD-4 Rezeptoren der T-Helferzellen erkennen diese
Verbindung und treten mit den Makrophagen in Kontakt, wobei eine Reihe
unterschiedlicher Rezeptoren stabilisierende Verbindung eingeht. Neben dem direkten
Zell-Zell-Kontakt zwischen APC und T- Helferzelle sind weitere Signale zur Aktivierung
der T-Helferzellen und der Immunreaktion notwendig. Dies sind zum einen IL-1 und TNFo
(Germann et al. 1990; Weaver et al. 1990). Eine erhohte Expression der beiden Stoffe ist
fiir die Typ 1 D.m. Tiermodelle, die NOD-Maus und die BB-Ratte beschrieben, was eine
abnorme T-Helferzell-Reaktion erkldren konnte (Rothe et al. 1990). Zum anderen sind es
IL-12 und IL-18, der Interferony induzierende Faktor, die eine proinflammatorische
Wirkung besitzen (Manetti et al. 1993; Alfoso et al. 1994; Trembleau et al. 1995;
Okamura et al. 1994), indem sie zur Aktivierung von T-Helferzellen mit einer
Differenzierung zu Thl-Zellen fithren (sieche auch 1.2.6). Neben diesen
proinflammatorischen konnen Makrophagen auch antiinflammatorische Signale abgeben.
Sie tun dies am Ende einer Immunantwort, vielleicht auch anstelle einer aggressiven
Reaktion. Antiinflammatorisch wirken insbesondere IL-10 und TGFp, die beide der
Selbstregulierung der Makrophagen dienen (De Waal et al. 1991; Fiorentino et al. 1991;
Bogdan et al. 1991; Jun et al. 1995).

1.2.5.2 Die Rolle der APCs bei der B-Zell-Zerstorung

Neben der Aktivierung der T-Helferzellen und der damit verbundenen Auslosung einer
Immunantwort, sind die APCs, in erster Linie die Makrophagen, selbst an der Zerstérung
der pankreatischen [-Zellen beteiligt. In vitro sind Makrophagen B-Zell-zytotoxisch
(Appels et al. 1989). Einige Mechanismen dieser Zerstorung sind bereits untersucht. Sie

erfolgt vermutlich durch 16sliche Substanzen, da ein Kontakt der Zellen nicht
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nachgewiesen werden konnte (Kolb-Bachhofen et al. 1989). So sind die beiden im
vorangegangenen Abschnitt beschriebenen Zytokine in hoheren Dosen direkt zytotoxisch:
IL-1 iiber die Bildung freier Radikale und TNFo unter anderem iiber eine Erhohung der
Phagozytoseaktivitit. Potenziert wird die Wirkung der beiden Zytokine durch IFNy
(Mandrup-Poulsen et al. 1986, Pukel et al. 1988). IL-18 hingegen scheint keinen direkten
zytotoxischen Einfluss ausiiben zu kdénnen (Rothe H. 1999).

Als einer der wesentlichen Effektoren der Zytotoxizitit konnte das Stickstoffmonoxid, NO,
identifiziert werden (Kolb H. 1991). NO ist ein in vielen Zellen durch NO-Synthase
hergestelltes Molekiil mit physiologischen Funktionen. In den Makrophagen ist es die
induzierbare NO-Synthase, iNOS, die durch Stimulation verstirkt exprimiert werden kann
und hohe Dosen NO zur Verfiigung stellt (Moncada et al. 1991). Diese sind fiir die
Zytotoxizitdt gegen die B-Zellen verantwortlich (Krioncke et al. 1993; Radons et al. 1994).
Der Mechanismus der Zerstorung beruht auf NO-induzierten Briichen des DNA-Strangs
(Fehsel et al 1993). Nach einem &dhnlichen Prinzip tragen weitere Makrophagenprodukte
zur Schidigung der B-Zellen bei, in erster Linie sind dies Sauerstoffradikale, die DNA-
Schiden verursachen (Horio et al. 1994).

iNOS ist nicht nur durch IL-1 und TNFq, sondern auch durch IFNYy stimulierbar. Im
Tiermodell der NOD-Maus konnte gezeigt werden, dass es die Menge an IFNY ist, die die
induzierte Menge an NO-Synthase bestimmt und damit auch die Fihigkeit der
Makrophagen die B-Zellen zu zerstéren oder nicht (Kolb H. 1992; Spinasl1986/87;
Cetkovic-Cvrlje 1994, Burkart 1996).

1.2.6 T-Lymphozyten und Zytokine

Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten erldutert wurde, kommt den T-
Lymphozyten eine Schliisselfunktion in der Pathogenese des Typ 1 D.m. zu. Auf den
Transfer dieser Zellen gehen auch die ersten Erkenntnisse iiber die zelluldren
immunologischen Prozesse im Tiermodell zuriick. Die Erkrankung erwies sich als
tibertragbar durch den Transfer von T-Lymphozyten erkrankter NOD-Méuse in thymuslose
Tiere. Damit wurde der Zusammenhang der Erkrankung mit einer Reihe von Storungen

dieser Immunzellen entdeckt (Kolb H. et al. 1987).
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Die T-Lymphozyten lassen sich grob in zwei Gruppen unterteilen: CD-8 positive
zytotoxische T-Zellen und CD-4 positive T-Helferzellen. Heute werden insbesondere die
CD-4 positiven T-Helferzellen als wesentlich in der Pathogenese des IDDM angesehen. Es
wurde gezeigt, dass durch ihren Transfer in T-Zell-depletierte Méuse die Erkrankung
ibertragbar ist, nicht aber durch den von CD-8 positiven Zellen (Haskins et al. 1990; Miller
et al. 1988; Thivolet et al. 1991). T-Helferzellen sind mengenmifig die dominierenden
Zellen des Infiltrats bei der Insulitis (Kolb H. et al. 1995). Sie treten mit den APCs in
Kontakt und beide Zellarten nehmen wechselseitig durch die Sezernierung von Zytokinen
Einfluss aufeinander. Wie im Absatz /.2.5.1 bereits erldutert, erfolgt die Aktivierung der T-
Helferzellen durch Interaktion mit dem an MHC-Klasse II Komplex assoziierten Antigen
auf der Oberfliche der APCs. Zusitzlich zu diesem Kontakt ist als Kostimulanz die
Sezernierung von Zytokinen notwendig. Wesentlich zum Verstindnis dieser
Aktivierungsvorginge und den immunologischen Abldufen beigetragen, hat die
Klassifizierung von T-Helferzell-Subpopulationen (Mosmann et al. 1986): Die T-
Helferzellen lassen sich in drei Gruppen einteilen, solche vom Typ 0, ThO, vom Typ 1,
Thlund vom Typ 2, Th2. Unterschieden werden die Zellen unter anderem durch die
Zytokine, die sie sezernieren. ThO-Zellen sind nicht spezifisch und gelten als Vorlaufer der
beiden anderen Typen. Thl-Zellen sezernieren IL-2, TNFa und IFNY; sie scheinen eine
besondere Rolle bei der zellvermittelten Immunitit und der Abwehr intrazelluldrer
Pathogene zu spielen (Cher et al. 1987). Dominierende Zytokine der Th2-Zellen sind IL.-4
und IL-10; diese Zellen scheinen wesentliche Bedeutung fiir die humorale Abwehr zu
haben.

Die unterschiedlichen Zytokine der T-Helferzellen dienen nicht nur der Identifizierung
dieser, sondern bedeuten auch unterschiedliche Wirkungsweisen, mit autokriner
Stimulation und Hemmung der jeweils anderen Subpopulation (Mosmann et al. 1989).

Die Differenzierung in den jeweiligen Typ der T-Helferzelle wird durch Makrophagen
Zytokine beeinflusst, die riickwirkend wiederum durch die Sekretion der T-Zellen
beeinflusst werden. Die Storung des Gleichgewichts zwischen Th1l- und Th2-Zellen wird
heute als wesentlicher pathogenetischer Mechanismus des IDDM angesehen. Der Diabetes
der NOD-Maus scheint das Resultat eines Uberwiegens der Thl-Zellen zu sein
(Rabinovitch et al. 1994). Dies bedeutet, dass die Dominanz der Thl-Zellen und ihrer
Zytokine mit einer aggressiven Intrainsulitis, der Zerstorung der pankreatischen -Zellen

und der Diabetes-Manifestation einhergeht, wihrend die Th2-Zellen bei der nicht-
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destruierenden Periinsulitis dominieren (Rothe et al. 1994, Rabinovitch et al. 1994; Katz et
al. 1995; Healey et al. 1995; Radons et al. 1997).

Erkenntnisse iiber die Wirkungsweisen der unterschiedlichen Zytokine haben einen
Einblick in die komplexen Regelablidufe der Immunantwort gegeben: Die Differenzierung
der ThO- in eine Th1- oder Th2-Zelle hiangt im wesentlichen von der Bindung an die APC
und dem kostimulatorisch-sezernierten Zytokin ab.

IL-12 und IL-18 fiihren zu einer Differenzierung zur Th1-Zelle (Manetti et al. 1993; Alfoso
et al 1994; Trembleau et al. 1995; Okamura et al. 1994). Die potente Th1 fordernde Form
des IL-12 ist ein heterodimeres Molekiil, das IL-12p70, bestehend aus zwei Ketten, p35
und p40. Die p40-Kette ist allerdings auch in der Lage, sich als homodimeres Molekiil zu
formieren und an den T-Helferzell-Rezeptor fiir IL-12 zu binden. Es kommt dann zu einer
Hemmung der IFNYy-Produktion der Thl-Zellen (Mattner et al. 1993; Gillessen et al.
1995).

Auf IL-18, auch als IGIF fiir Interferon Gamma Induzierender Faktor bezeichnet, das eine
dem IL-12 vergleichbare Thl-fordernde Wirkung hat, wird im Abschnitt /.3, "Ziel der
Arbeit", niher eingegangen.

Die Differenzierung zur Thl-Zelle hat, wie oben erwihnt, eine Verschiebung der T-
Helferzell-Balance zur aggressiven Seite zur Folge. Neben IL-2 und TNFa ist dafiir
insbesondere das IFNYy verantwortlich, mit seinem wesentlichen Einfluss auf die Art der
Makrophagenaktivitit:

IFNY aktiviert die Antigenprisentation der Makrophagen und fordert deren Reifung (Allen
et al. 1987). Es fihrt zu einer verstiarkten Expression des TNFa in Makrophagen, der
wiederum die induzierbare NO-Synthase iNOS stimuliert. Das IFN7y der Th1-Zellen fordert
also die Bildung B-Zell-toxischer NO Dosen (Sher et al. 1992; Corbett et al. 1991). Die in
1.2.5.1 erwihnten antiinflammatorischen Makrophagenprodukte II-10 und TGFp, die die
iINOS hemmen, werden durch IFNYy supprimiert (Chomarat et al. 1993). IFNy fordert
zudem autokrin die weitere Differenzierung von Th1-Zellen und hemmt die Bildung von
Th2-Zellen (Mosmann et al. 1991).

Die IFNYy-Produktion der Thl-Zellen ist ein wichtiger Effektor in der immunogenen
Pathogenese des IDDM. Diese Feststellung konnte durch eine Verhinderung der B-Zell-
Zerstorung und der Diabetes-Manifestation durch die Gabe von Antikorpern gegen IFNYy in

vivo untermauert werden (Nicoletti et al. 1990).
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Die Zytokine I1-4 und IL-10 fiihren zu einer Differenzierung zur Th2-Zelle. Insbesondere
IL-10 scheint einen entscheidenden Einfluss zu haben. Wie in 7.2.5.1 erwihnt, dient es der
Autoregulation der Makrophagen, indem es verzogert bei einer Immunantwort freigesetzt
wird (Jun et al. 1995). Es wirkt sich hemmend auf die IL-1-, IL-12- und TNFo-Produktion
der Makrophagen aus (Tripp et al. 1993; D Andrea 1993), unterdriickt deren MHC-Klasse
IT Expression und damit die weitere Antigenprisentation (De Waal et al. 1991). Dies ist
nicht der einzige IFNy-antagonistische Effekt, den es besitzt. Es verhindert die oben
geschilderte autokrine Stimulierung zur weiteren Differenzierung von Thl-Zellen durch
IFNY. Auch die Wirkung von IFNy auf TNFo und die damit verbundene verstirkte
Expression von iNOS wird blockiert (Sher et al. 1992). IL-4 und IL-10 sind zugleich auch
die kennzeichnenden Zytokine der Th2-Zellen und wirken so zuséitzlich auf Makrophagen
und Th1-Zellen.

IL-4 hemmt die IFNy-Produktion der Th1-Zellen und wirkt autokrin stimulierend auf die
weitere Differenzierung von Th2-Zellen (Liew et al. 1989). Es potenziert durch seine
Interaktion mit IL-10 dessen inhibitorischen Effekt auf die weitere Differenzierung von
Thl-Zellen (Powrie et al. 1993). Die besondere Bedeutung des IL-10 im Sinne einer
antiinflammatorischen Substanz konnte durch die Applikation des rekombinanten Zytokins
im Tiermodell unterstiitzt werden. Es verhindert, wie auch die Antikorper gegen IFNY, eine
Inselzellzerstorung und die Diabetes-Manifestation (Pennline et al. 1994).

In dem komplexen Regelwerk der Zytokine zwischen APCs , Thl- und Th2-Zellen, sowie
zwischen T-Helferzell-Subpopulationen, sind IL-10 und IFNYy zwei wichtige Antagonisten.
IFNy steht fiir eine Verschiebung des Gleichgewichts zu den Thl-Zellen, mit einer
aggressiven Insulitis und der Diabetes-Manifestation. IL-10 verschiebt die Balance auf die
Th2-Seite, mit einer nicht-destruierenden Insulitis und antiinflammatorischem Einfluss.
Beide Zytokine haben in ihrer moglichen Beeinflussbarkeit durch IL-18 im Rahmen dieser

Versuche besondere Aufmerksamkeit erhalten.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Im Tiermodell der NOD-Maus, mit einem durch Cyclophosphamid akzelerierten und

synchronisierten Diabetesverlauf, konnte gezeigt werden, dass die Expression des 1L-18-
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Gens frithzeitig im Pankreas und in der Peripherie hochreguliert wird (Rothe et al. 1997/
Rothe, Martin et al. 1997). Es wird von den APCs sezerniert und bewirkt wie IL-12 eine
Differenzierung zur Thl-Zelle (siehe /.2.6) und wird auch als IGIF, Interferon Gamma
Induzierender Faktor, bezeichnet.

IL-18 ist ein Zytokin, das aus einer Kette besteht und strukturelle Ahnlichkeit mit IL-1
besitzt. IL-1 ist nicht nur ein potenter Entziindungsmediator in der Interaktion von APC
und T-Helferzellen, sondern hat auch einen B-Zell-zytotoxischen Effekt, vermutlich wie
TNFa iiber die Stimulierung der iNOS (Bazan et al. 1996; Bergmann L. 1992).

In vitro konnte bereits der Proliferationseffekt des IL-18 auf die Th1-Zellen nachgewiesen
werden (Okamura et al. 1994; Micallef et al. 1996), es hatte dort jedoch keinen direkten
zytotoxischen Effekt. Im MTT-Test, bei dem mittels photometrischer Bestimmung der
Umsetzung des Tetrazoliumsalzes MTT zu seinem Abbauprodukt Formazan die
Funktionsfahigkeit der mitochondrialen Enzyme bestimmt wird, konnte die
mitochondriale Aktivitdt nicht reduziert werden. Auch die NO-Produktion konnte weder
durch alleinige Gabe von IL-18 noch in Kombination mit IL-1 oder TNFo gesteigert

werden.

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt von IL-18 in vivo, im Tiermodell der NOD-Maus, zu

testen. Drei Schwerpunkte wurden dabei gewéhlt:

1.) Die Diabetes Inzidenz
Der Effekt der Applikation von IL-18 auf die klinische Manifestation des IDDM der NOD-

Maus, die das Resultat der destruktiven Insulitis darstellt, wurde untersucht.

2.) Die Histologie der Langerhans ‘schen Inseln

Die aggressive Thl-dominierte Intrainsulitis fithrt zur Zerstorung pankreatischer B-Zellen
und zur Manifestation des IDDM, wihrend die nicht-destruierende Th2-dominierte
Periinsulitis dies nicht bewirkt. Die histologische Beurteilung der Pankreata sollte zeigen,
ob die Behandlung mit IL-18 Einfluss auf das Ausmall und die Art der Infiltration der

Langerhans “schen Inseln nimmt.
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3.) Das Zytokinmuster

Im Abschnitt 1.2.6 wurde auf das komplexe Wechselspiel der unterschiedlichen Zytokine
eingegangen. Das von Makrophagen sezernierte IL-18 fiihrt zur Differenzierung zur Thl-
Zellen. Es wurde untersucht, welchen Einfluss das applizierte IL-18 auf die endogene 1L-18
Produktion (durch Makrophagen), auf die Produktion von IL-12 und auf die Antagonisten
IL-10 und IFNY nimmt und wie es auf einen der wichtigsten Mechanismen der
Makrophagen-Toxizitit, die iNOS, den Marker fiir das Ausmal} der destruktiven Prozesse,
wirkt.

Die Arbeitshypothese ist, dass die Applikation des proinflammatorischen Zytokins IL-18

zu einer Beschleunigung der Diabetes Entwicklung, zu einer aggressiven Intrainsulitis und

zu einer Dominanz der Th 1-Zellen fithren miisste.
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2. Material

2.1 Versuchstiere

Fiir diese Experimente wurden zwei unterschiedliche Mausestimme verwendet:
Diabetes-suszeptible weibliche NOD/Bom-Miuse, die aus dem Bomholtgard Breeding
Centre (Ry, Denmark) im Alter von 9 Wochen bezogen wurden. Deren mittlere Diabetes-
Inzidenz betrdagt 0% im Alter von 80 Tagen und =90% im Alter von 250 Tagen.
Weibliche Balb/cHan Maiuse aus der zentralen Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-

Universitit Diisseldorf (Diisseldorf/Germany), als Kontrolltiere.

2.2 Behandlungsmaterialien

- Standard-Diét der Versuchstiere: Sniff-Diet (Sniff, Soest/Deutschland) und Wasser
"ad libitum".

- Ovalbumin, OVA/Grade VI der Firma Sigma (Deisenhofen/Deutschland)

- Rekombinantes IL-18 (Fujisaki Insititut, Fujisaka/Japan)

2.3 Geriite fiir histologische Methoden

- Frigocut 2800E/ Kryostat; Reichert-Jung/Leica (Nussloch/Deutschland)
- diverse Glasbehilter fiir die HE-Féarbung

- Korktriager zum Einbetten des Gewebes

- Laborlux S/ Mikroskop; Leitz (Wetzlar/Deutschland)

- Objekttrager, SuperFrost Plus; Menzel

2.4 Gerdiite fiir molekularbiologische Methoden

- Beta Shield Devices, Abschirmungen fiir radioaktive Strahlung; Stratagene

(Heidelberg/Deutschland)
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- Contamat, Geigerzihler; FAG (Linkenheim-Hochstetten/Deutschland)
- Direct Screen Instant Camera; Polaroid (Offenbach/Deutschland)
- DNA-Thermocycler, HYBAID OmniGene; MWG-Biotech (Ebersberg/Deutschland)
- Elektophorese-Kammer horizontal; GibcoBRL (Eggenstein/Deutschland), sowie
Spannungsquelle; Pharmacia (Freiburg i. Br/Deutschland.)
- Fujix BAS 1000; Raytest (Straubenhardt/Deutschland):
-Bio-Imaging-Analyser
-Imaging-Plate
-Kassette fiir Imaging-Plate
- Gene-Quant, Photometer/RNA-DNA-Calculator; Pharmacia (Freiburg 1. Br.
/Deutschland)
- IKA-Ultra-Thurrax; Janke & Kunkel (Staufen i.Br. /Deutschland)
- Push-Columns, Reinigungssiulen; Stratagene (Heidelberg/Deutschland)
- UV-Durchsichtgerit TFP-20M; Vilber-Lourmat (Marne la Vallée/France)
- UV-Stratalinker 2400; Stratagene (Heidelberg/Deutschland)

- Warme-Umwilzschrank; Bachofer (Reutlingen/Deutschland)

2.5 Laborgeriite (allgemein)

- Magnetdrehriihrer Poly 15; Buddeberg (Mannheim/Deutschland)
- Mikrowellenofen Lunik 820; Samsung (Schwalbach/Deutschland)
- pH-Meter 27; Knick (Berlin/Deutschland)
- Pipettierhilfen; Eppendorf (Hamburg/Deutschland)
- Thermomixer 5436; Eppendorf (Hamburg/Deutschland)
- Vortex VF 2 IKA; Janke & Kunkel (Staufen i. Br. /Deutschland)
- Waagen: der Firma Sartorius (Gottingen/Deutschland)
-Analytic A200S, Feinwaage
-Laboratory LC4200
- Wasserbad; Kottermann Labortechnik (Uetze/Deutschland)
- Zentrifugen: -GS-15R Zentrifuge; Beckmann (Fullerton/USA)
-Sorvall RC 5 C; DuPont (Miinchen/Deutschland)
-Zentrifuge 5415C; Eppendorf (Hamburg/Deutschland)
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2.6 Verbrauchsmaterial

- Diabur-Test 5000, Harnglukose Teststibchen; Boehringer (Mannheim/Deutschland)

- Eppendorf-Caps, 2,0ml; Eppendorf (Hamburg/Deutschland)

- Falcon-Tubes 15 und 50 ml; Greiner (Solingen/Deutschland)

- Filterpapier 3MM; Whatman (Bad Soden/Deutschland)

- Hybond N, RPN 203 N und Hybond N+, RPN 303B, Nylonmembranen; Amersham
(Piscataway/USA)

- Kapillarpipetten, 20 pl; Hirschmann (Eberstadt/Deutschland)

- Nuc-Trap purification columns, Biogel P60; Stratagene (Heidelberg/Deutschland)

- PCR-Tubes, 0,5 ml; Biozyme (Hessisch Oldendorf/Deutschland)

- Pipetten-Spitzen; Eppendorf (Hamburg) und Abimed (Langenfeld/Deutschland)

- Filme 665EP fiir Direct Screen Instant Camera; Polaroid (Offenbach/Deutschland)

2.7 Chemikalien und molekularbiologische Reagenzien

2.7.1 Chemikalien

- Aceton, Art-Nr: 1.00014; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Ather (Diethylither), Art-Nr: 8810.1; Roth (Karlsruhe/Deutschland)

- Agarose: Qualex Gold, Art-Nr: 850092; AGS GmbH (Heidelberg/Deutschland)

- AluminiumKaliumSulfat-Dodecahydrat, Art-Nr: 1.01047.1; Merck (Darmstadt)

- Bromphenolblau, Art-Nr:15375; Serva (Heidelberg/Deutschland)

- Borsiure, Art-Nr: 5225689; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Chloralhydrat, Art-Nr: 1.02425.05; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Chloroform, Art-Nr: 1.02445; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- DEPC, Diethylpyrocarbonate, Art-Nr: 18835; Serva (Heidelberg/Deutschland)

- DTT, Dithiothreitol, 0,1 M, Art-Nr: 5108053; Gibco (Eggenstein/Deutschland)

- EDTA (Titriplex III), Art-Nr: 8418; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Einbettmedium fiir Gefrierschnitte, Art-Nr: W11676/A; Reichert-Jung
(Nussloch/Deutschland)

- Eosin B/Certistain, Art-Nr: 15934; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Essigsédure, 100%, Art-Nr: 1.00063; Merck (Darmstadt/Deutschland)
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- Ethanol, abs., Art-Nr: 1.00983; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Ethidiumbromid, 1%ige Lsg., Art-Nr: 21251; Serva (Heidelberg/Deutschland)

- Eukitt, Art-Nr: D1125; Kindler (Freiburg/Deutschland)

- Formaldehyd 37%, Art-Nr: F-1635; Sigma (Geisenhofen/Deutschland)

- Formamid (ultrapure), Art-Nr:15515; GibcoBRL (Eggenstein/Deutschland)

- Glyzerin (86%iges Glyzerol), Art-Nr: 7533; Roth (Karlsruhe/Deutschland)

- Guanidinthiocyanat, 99%, Art-Nr: 0017.2; Roth (Karlsruhe/Deutschland)

- Himatoxylin, Art-Nr: 4302; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- HCl, 37%ig, Art-Nr: 1.13386; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Isopentan, Art-Nr: 3927; Roth (Karlsruhe/Deutschland)

- Isopropanol; Art-Nr: 9634; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- B-Mercaptoethanol, Art-Nr: 28625; Serva (Heidelberg/Deutschland)

- Mineralol, Art-Nr: M-8410; Sigma (Geisenhofen/Deutschland)

- Na-citrat, Art-Nr: 71406; Fluka (Buchs/ Switzerland/Deutschland)

- NaCl, Art-Nr: ;Merck (Darmstadt/Deutschland)

- NaOH, Plitzchen, Art-Nr: 6498; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Nariumacetat (-trihydrat), Art-Nr: 1.06267.5; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Natriumjodat, Art-Nr: 1.06525.01; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Natriumphosphat, Art-Nr: 1.06574.1; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Phenol, Art-Nr: A980.1; Roth (Karlsruhe/Deutschland)

- Saccharomyces cerevisiae Ansatz; Dr.Claus Stauder AG (Essen/Deutschland)

- Sarkosyl, N-Lauroylsarcosin-Natrium, Art-Nr: L-9150; Sigma (Geisenhofen/Deutschland)
- SDS, Art-Nr: 20760; Serva (Heidelberg/Deutschland)

- Tris (-Hydroxymethylaminomethan), Art-Nr: 4855; Roth (Karlsruhe/Deutschland)
- Xylencyanol, Art-Nr: 38505; Serva (Heidelberg/Deutschland)

- Xylol, Art-Nr: 1.08681; Merck (Darmstadt/Deutschland)

- Zitronensdure (Monohydrat), Art-Nr: 1.00244.05; Merck (Darmstadt/Deutschland)

2.7.2 Molekularbiologische Reagenzien

2.7.2.1 Alligemeine Reagenzien
- DNA-Ladder (1 Kb Stocklosung), Art-Nr: 15615-016; GibcoBRL (Eggenstein)
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2.7.2.2 Primer:
Genspezifische Oligonukleotid-Primer/Maus; Konzentration: 10-15 pmol/pl
Die Primer mit der Referenz "Rothe" wurden bei der Firma Eurogentec (Seraing/Belgium)
synthetisiert.
- B-Aktin, Referenz: Clontech Laboratories (Palo Alto/USA)
5 Primer-Sequenz: TCA TAG ATG GGC ACA GTG TG
3 Primer-Sequenz: CTA AGG CCA ACC GTG AAA AG
- IFNYy, Referenz: Clontech Laboratories (Palo Alto/USA)
5 Primer-Sequenz: TGC ATC TTG GCT TTG CAG CTC TTC CTC ATG GC
3 Primer-Sequenz: TGG ACC TGT GGG TTG TTG ACC TCA AAC TTG GC
- IL-4, Referenz: Clontech Laboratories (Palo Alto/USA)
5 Primer-Sequenz: ATG GGT CTC AAC CCC CAG CTA GT
3"Primer-Sequenz: GCT CTT TAG GCT TTC CAG GAA GTC
- IL-10, Referenz: Clontech Laboratories (Palo Alto/USA)
5 Primer-Sequenz: ATG CAG GAC TTT AAG GGT TAC TTG GGTT
3"Primer-Sequenz: ATT TCG GAG AGA GGT ACA AAC GAG GTTT
- IL-12p35, Referenz: Rothe, DFI Diisseldorf/Deutschland (Rothe et al. 1997)
5 Primer-Sequenz: GGA ACT ACA CAA GAA CGA GAGTTGC
3"Primer-Sequenz: ATC ACC CTG TTG ATG GTC ACG
- IL-12p40, Referenz: Rothe, DFI Diisseldorf/Deutschland (Rothe et al. 1997)
5 Primer-Sequenz: CCT AAG TGA TCC GCT ACA ATC
3"Primer-Sequenz: CTC TTT GAC AGT GAT GGT CAG
-iNOS, Referenz: Rothe, DFI Diisseldorf/Deutschland (Rothe et al. 1994)
5 Primer-Sequenz: TTG CCC CTG GAA GTT TCT CT
3"Primer-Sequenz: AAA ATC TCT CCA CTG CCC CA

2.7.2.3 Reverse Transcription-PCR
- SuperScript II Rnase H- Reverse Transkriptase-Kit , Art-Nr: 18064-014; Gibco
BRL (Eggenstein/Deutschland):
- SuperScript II (Reverse Transcriptase)
- Sfach First Strand Buffer
-0.1 M DTT
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- 10mM dNTP-Mix (jeweils 10mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP in neutralem pH),
(ANTP-Set (0.1M), Art-Nr: 1277049; Boehringer (Mannheim/Deutschland)

- RNAsin (RNAse-Inhibitor)

- Oligo (dT)

- Tag DNA Polymerase-Kit, Art-Nr: 18038-026; GibcoBRL (Eggenstein/Deutschland)
- Tag DNA Polymerase
- 10fach PCR-Buffer minus Mg
- 50 mM Magnesiumchlorid

2.7.2.4. Reagenzien zur Herstellung des radioaktiven Hybridisierungs-Labels
- Prime-It I Random Primer Labeling Kit, Art-Nr: 300385; Stratagene (Heidelberg):
- Random 9-mer primers (gepufferte wissrige Losung von Random-
Oligodesoxyribonukleotiden, 27 OD Units/ml)
- Sfach dATP-Puffer, wissrige Losung mit jeweils 0.1 mM dCTP, dGTP und dTPP
- Exo(-)-Klenow (5U/ul)
- Stop-Mix (100ul 0.5 M EDTA, pH 8.0)
- [(x—32P]—dATP, Art-Nr: 39010X; ICN-Pharmaceuticals (Irvine/USA) Konzentration:
10mCi/ml

2.8. Losungen und Puffer

- Church’s Buffer (Hybridisierungspuffer)
Iml 0.5 M EDTA
125ml 1 M Natriumphosphat
175ml SDS 20%
- Denaturierungslosung:
1.5 M NaCl
0.5 M NaOH
in Aqua dest.
- DNA-Auftragspuffer, 6-fach:
0.25g Bromphenolblau
30g Glyzerin
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0.25g Xylenzyanol
in 100ml Aqua dest.
- Eosin Losung:
2g Eosin
ad 500ml Ethanol 60%
zum Gebrauch: 1ml 100%ige Essigsdure zusetzen
- GTC-B-Mercaptoethanol:
10ml GTC-Puffer:
100g Guanidinthiozyanat
7ml 0.75 M Natriumzitrat
10.6ml Sarkosyl 20%
mit 17.2ml Aqua dest.
72ul B-Mercaptoethanol
- Hamatoxylin-Losung:
50g Aluminium-Kalium-Sulfat
50g Chloralhydrat
1g Hamatoxylin
0.2g Natriumjodat
1g Zitronensdure-Monohydrat
ad 1000ml Aqua dest.
- kb-Leiter:
40ul DNA-Auftragspuffer
20ul kb-Leiterstockldsung
180ul Aqua dest.
- Neutralisierungs-Losung:
5 M NaCl
1.25 M Tris-HCI
in Aqua dest.
- RNA-Aufnahmepuffer, 10-fach:
165ul Formaldehyd
500ul Formamid
Iml TNAE
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ad 1ml Aqua dest.
- RNA-Auftragspuffer, 7-fach:
0.4g Bromphenolblau
1 mM EDTA
50g Glyzerin
0.4g Xylenzyanol
in 100ml Aqua dest.
- SSC, 20-fach:
3 M NaCl
0.3M Natriumzitrat
in Aqua dest (pH 8.0)
-STE-Puffer:
TE-Puffer (pH 8.0)
150 mM NaCl
- TBE, 5-fach:
26.7g Borsdure
1.9¢ EDTA
60.6g Tris
ad 1000ml Aqua dest.
- TE-Puffer:
1 mM EDTA
10 mM Tris-Hcl
in Aqua dest (pH 8.0)
- TNAE-Puffer, 100-fach:
30 mM EDTA
0.6 M Natriumazetat
1.2 M Tris
in Aqua dest.
- Waschpuffer (nach Hybridisierung)
- 40 mM Natriumphosphat
in SDS 1%
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3. Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Behandlung der Tiere

Die weiblichen NOD-Miuse wurden im Alter von 9 Wochen bezogen (2./) und unter
konventionellen Bedingungen in Kifigen in einer Reinraumanlage unter sterilen
Behandlungsbedingungen mit einer Sniff-Standard-Didt und Wasser ad libitum in der
Tierversuchsanlage der Katholischen Universitit in Leuven/Belgien gehalten. Die
konventionellen Bedingungen entsprechen der Referenz von Pozzilli iiber NOD-Miuse
(Pozzilli et al. 1993). Die Behandlung begann am Tag 70: Einem Teil der Tiere (n=44)
wurden tdglich 0.3ng IL-18 mit 2mg Ovalbumin als Trigerprotein i.p.gegeben, dem
anderen Teil der NOD-Miuse (n=45) wurde ausschlieflich 2mg Ovalbumin i.p.
verabreicht. Die Behandlung erfolgte iiber 4 Wochen. Im gleichen Zeitraum wurden zur
Kontrolle Balb/cHan Miuse mit tdglich mit 0.3ng IL-18 und 2mg Ovalbumin behandelt. In
allen Tiergruppen wurde tiglich eine Untersuchung des Urins auf Glucose mit Teststreifen
vorgenommen. Kam es zu einem positiven Ergebnis, wurde den Tieren Blut entnommen
und dessen Glucosegehalt mittels Hexokinase-Methode bestimmt (Kunst 1984). Tiere
wurden als manifest diabetisch eingestuft, wenn die Bestimmung der Blutglucose Werte
tiber 300mg/dl ergab. Zudem wurden aus den jeweiligen Versuchsgruppen 6
normoglykdmische Tiere vor, sowie 14 und 21 Tage nach Beginn der Behandlung getotet
und weiteren Untersuchungen zugefiihrt.

Die Haltung und Behandlung der Tiere erfolgte gemédf den Richtlinien der NIH publication
No. 85-23, in der revidierten Fassung von 1985.

3.1.2 Totung und Organentnahme

Die Miuse wurden in Allgemeinanisthesie mit einer Uberdosis Ather getétet. Nach
Eroffnung des Situs wurde das Pankreas aus den umgebenden Strukturen freipréapariert und
entnommen. Es folgte eine Halbierung in Léngsrichtung vom Caput zur Cauda fiir die

weitere histologische und molekularbiologische Analyse.
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3.2 Histologische Methoden

3.2.1 Gefrierschnitttechnik

Eine Hilfte des Pankreas wurde unmittelbar nach seiner Entnahme in mit fliissigem
Stickstoff gekiihltem Isopentan tiefgefroren und anschlieBend mit Einbettmedium auf
Korkplatten fiir den Gefrierschnitt fixiert. Die Proben wurden bis zur Weiterbearbeitung
bei -80°C  aufbewahrt.Die histologische Aufarbeitung (Faust et al. 1994) des
pankreatischen Gewebes erfolgte durch die Anfertigung von jeweils 3 etwa 5-10um dicken
Schnitten in Abstinden von ca. 150um. Ziel war es mindestens 20 verschiedene Inseln
eines Tieres zu untersuchen. Die Abstinde von 150um sollten das zweimalige
Anschneiden derselben Insel verhindern. Die Schnitte wurden luftgetrocknet und

anschliefend fiir 10min in Aceton fixiert.

3.2.2 Himatoxylin-Eosin-(HE)-Firbung

Die fixierten Gewebeschnitte wurden zunichst in Kiivetten fiir Objekttrager fiir Smin in
Héamatoxylin gefirbt. AnschlieBend wurde der iiberschiissige Farbstoff, der nicht an der
Blaufdrbung basophiler Zellbestandteile, wie etwa der Nukleinsduren des Kerns, beteiligt
war, unter flieBendem Leitungswasser iiber 10min entfernt. Es folgte die rote
Gegenfiarbung des azidophilen Zytoplasmas mit Eosin fiir 10 sec und eine anschlieBende 5
miniitige Spiilung unter flieBendem Leitungswasser. Die Schnitte wurden in der
aufsteigenden Alkoholreihe, fiir 1min zweimal in 70%igem und dann jeweils einmal in 80,
90 und 96%igem Ethanol entwéssert. Danach erfolgte die zweimalige Immersion in Xylol

fiir 2min und die Aufbringung des Deckglases mittels Eukitt.

3.2.3 Mikroskopieren und Bestimmung der Insulitisgrade

Die Gefrierschnitte wurden lichtmikroskopisch von zwei unabhingigen Untersuchern
beurteilt. Zielsetzung war es, den Grad der Insulitis anhand des Ausmales der Infiltration
der Inseln durch nicht nidher spezifizierte Immunzellen zu bestimmen. Es wurden fiinf
mogliche Inflitrationsgrade definiert: Grad 0: Keine periduktuldren Infiltratzellen und
weniger als 5 periinsuldre Zellen; Grad 1: AusschlieBlich periduktulédre Infiltrate von 2 bis
5 mononukledren Zellen; Grad 2: periduktldare und periinsuldre Infiltrate von mehr als 5

mononukledren Zellen ohne intrainsulidre Infiltration; Grad 3: Intrainsulédre Infiltration von
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weniger als 20% der Inselflache; Grad 4: intrainsuldre Infiltration von mehr als 20% der
Inselfliche.

Aus den bestimmten Insulitisgraden von mindestens 20 Inseln wurde der Mittelwert fiir das
jeweilige Tier, und entsprechend fiir die 6 Tiere umfassenden Behandlungsgruppen,
gebildet. Die Insulitisgrade 0 bis 2 wurden unter dem Oberbegriff Periinsulitis

zusammengefallt, die Grade 3 und 4 unter Intrainsulitis.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolation, Konzentrationsbestimmung und Qualitéitskontrolle

Die Gesamt-RNA wurde aus dem frisch entnommenen Gewebe mittels saurer
Guanidinium-Thiozyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert, die besonders fiir RNase-
reiche Organe wie das Pankreas geeignet ist (Chomczynski et al. 1987, Rothe et al. 1999,
Rothe et al. 1997). Hierbei wurde eine Hilfte des entnommenen Pankreas in einem Morser
mit fliissigem Stickstoff zerstoen, dann in einem 15ml Reaktionsgefall (Falcon-Tube) mit
3ml GTC-B-Mercaptoethanol unter Einsatz von Ultraschall (Ultra-Thurrax-Stab) lysiert.

Im Anschluss wurden 0.6ml Chloroform, 0.3ml 2 M Natriumazetat und 3ml Phenol
zugesetzt. Nach Durchmischung wurde fiir 15min auf Eis inkubiert. Dieser Schritt dient der
Denaturierung und Ausféllung von Zellbestandteilen. Im néachsten Schritt erfolgte durch 20
miniitige Zentrifugation (Beckmann Zentrifuge) bei 10000g und 4°C die Abtrennung der
RNA, die sich in der oberen wissrigen Phase des Zentrifugats befindet (iiber einer
mittleren Phase mit DNA und einer unteren mit Zelldetritus). Die wissrige RNA-Phase
wurde in ein frisches 15ml Reaktionsgefdall (Falcon-Tube) iiberfiihrt. Nach Zugabe eines
dquivalenten Volumens Isopropanol erfolgte die Féllung der RNA durch einstiindige
Inkubation bei -20°C. Durch erneute Zentrifugation mit 10000g bei 4°C fiir 20min
(Beckmann Zentrifuge) wurde die RNA sedimentiert. Nach Verwerfung des Uberstandes
wurde sie in 0.5ml GTC-Puffer resuspendiert und unter Zugabe der gleichen Menge
Isopropanol nochmals zur Fillung fiir eine Stunde bei -20°C  in einem 1.5ml
Reaktionsgefil ~ (Eppendorf)  inkubiert und wie im  vorherbeschriebenen
Sedimentationsschritt zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wurde die
sedimentierte RNA mit 300ul 75%igem DEPC-Ethanol resuspendiert und fiir Smin bei

7500g und 4°C erneut sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Reste des
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Alkohols durch einstiindige Inkubation bei 40°C im Wérmeschrank verdampft. Das
entstandene Pellet wurde nach Zugabe von 200ul DEPC-Wasser durch S5min
Durchmischung im riittelnden, 65°C warmen, Thermoblock wieder in Losung gebracht.
Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bestimmt (s.u.). AnschlieBend wurde die
RNA nach Zugabe von 20ul DTT (10% des Probenvolumens) und 2ul RNasin (1% des
Probevolumens) bei -80°C eingelagert.

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mittels eines speziellen Nukleinsdure-
Photometers (Gene-Quant), das die Absorption im Wellenldngenbereich 260nm und
280nm bestimmt und aus der Extinktion die Konzentration berechnet.

Die Qualitdtskontrolle der RNA-Isolation erfolgte unter zwei Aspekten: Im Rahmen der
photometrischen Konzentrationsbestimmung wurde die Verunreinigung mit Proteinen
durch Bildung des Verhiltnisses der Absorption 260nm:280nm beurteilt. Bei reinen Proben
betridgt dieses Verhiltnis 2. Verunreinigende Proteine konnen die Absorption bei 280nm
erhohen, die Ratio wird somit <2. Als Grenzwert fiir die Reinheit wurde eine Ratio von
>1.8 festgelegt. Die Unversehrtheit der isolierten RNA selbst wurde durch
elektrophoretische Auftrennung begutachtet. Hierzu wurden 1.2%ige TNAE-Agarosegele
mit dem Zusatz von 4% Formaldehyd und 1ul Ethidiumbromid gegossen. Die gewiinschte
Menge Agarose wird im Puffer kurz erwédrmt und anschlieend in eine Gelform gegossen,
an deren Rand ein Kamm eingesetzt wird. Nach Erkalten und Erstarren des Gels kann
dieser entfernt werden und es bleiben die Aussparungen fiir das Auftragen der Proben
zuriick. Es wurden 5ug RNA mit 15ul RNA-Aufnahmepuffer fiir 10min bei 65°C inkubiert
und dann auf Eis gekiihlt. Dieser Schritt dient der Entfaltung der Nukleinsaurestruktur. Es
wurden 2ul RNA-Auftragspuffer zugesetzt und die Probe dann in eben diese Aussparungen
(Slots) des Gels eingebracht. Die Auftrennung erfolgte fiir 80min bei 100V in 1fachem
TNAE-Puffer in einer horizontalen Elektrophoresekammer fiir RNA-Analysen. Die RNA
wandert je nach GroBe mit unterschiedlicher Geschwindigkeit im angelegten
Spannungsfeld und lésst sich so auftrennen (siehe auch 3.3.3). Die Gele wurden im UV-
Licht auf die Unversehrtheit der 18S- und 28S-rRNA-Banden, sowie fehlende mRNA-
Abbauprodukte hin beurteilt.
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3.3.2 Reverse Transkription (RT) und Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain
Reaction (PCR))

Die Kombination der beiden Methoden Reverse Transkription und PCR erméglicht den
Nachweis geringster Mengen mRNA (Kawasaki et al. 1991). Das Prinzip ist zunichst die
Umschreibung der mRNA in cDNA sowie deren anschlieBende Vervielfiltigung.

Die Erstellung einer cDNA aus mRNA mittels Reverser Transkription ist auf unter-
schiedlichen Wegen moglich. Fiir diese Experimente wurde das oligo(dT)-Priming
verwendet. Hierbei wird die gesamte vorhandene mRNA in cDNA umgeschrieben. Die
zugegebenen oligo(dT)-Nukleotide lagern sich komplementidr an das Poly-A-Ende der
mRNA an (Annealing). An diesem Primer beginnt die Reverse Transkriptase nun mit der
weiteren komplementdren Anlagerung von Nukleotiden (dNTPs) (Elongation), bis der
Strang vollstdndig in eine komplementire cDNA umgeschrieben ist. Der Gesamtansatz von
20ul der RT ergibt sich aus folgenden Einzelsubstanzen:

- 2ug RNA (ul entsprechend Konzentration) ad 11.5u1 DEPC-Wasser

- 4.0ul 5fach RT-Puffer

-2.0ul 100mM DTT

- 0.5ul RNasin

- 1.0ul oligo(dT)

- 1.0ul dNTPs

Der Ansatz wurde in ein PCR-Reaktionsgefid3 pipettiert und gemischt, dann fiir Smin bei
65°C inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis abgekiihlt (Entfaltung der RNA-Struktur).
Es folgte die Zugabe von 1l Reverse Transkriptase pro Ansatz und einstiindige Inkubation
bei 42°C im Thermocycler. Nach erfolgter RT wurden die Proben bei 4°C gekiihlt.

Im folgenden Schritt, der PCR, sollte die erstellte cDNA vervielféltigt werden, um sie
einem quantitativen Nachweis zufiihren zu konnen.

Die PCR lauft in sich wiederholenden Zyklen ab, bei denen in einer Anlagerungsphase
(Annealing) 3°- und 5°-Primer an die cDNA angelagert werden. Im nichsten Schritt, der
DNA-Synthese, wird der Matrizenstrang komplementér transkribiert, abschliefend werden
die beiden Stringe in einer Denaturierungsphase wieder voneinander getrennt. Bei diesem
Verfahren steigt die Menge der amplifizierten DNA exponentiell, da sowohl die Matrize,

also die mittels der RT synthetisierte cDNA, als auch der neu erstellte Strang im folgenden
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Zyklus als Schablone zur Verfiigung stehen. Nach etwa 40 solcher Zyklen erreicht die PCR
ein Sittigungsplateau, da die entstehenden Produkte verstirkt mit den Primern um die
Bindungsstellen konkurrieren. Um auszuschliefen, dass dieses Sattigungsplateau in einem
fritheren Zyklus erreicht wird und die gemessenen Konzentrationsunterschiede Artefakte
sind, wurden die Zykluszahlen variiert: fiir B-Aktin (n= 20, 23 und 26) und fiir die iibrigen
Primer (n= 29, 32 und 35). Die spiter bei diesen Variationen gemessenen PSL-Werte
unterschieden sich nicht um mehr als 25%.

Fir die jeweils eingesetzten gen-spezifischen Primer wurden Zyklen unterschiedlicher
Zeitdauer im Thermocycler programmiert. Dies ist erforderlich, da das optimale Annealing
bei den verschiedenen Primern bei unterschiedlichen Temperaturen (iiber jeweils 1min)
erfolgt: Fiir B-Aktin, IFN-y, IL-4 und IL-10 bei 60°C, fiir IL-12 p35 bei 58°C, fiir IL-12p40
bei 55°C und fiir iNOS bei 50°C. Zudem ist die Dauer der Elongationsphase, in der die
Synthese der DNA erfolgt, von der zu transkribierenden Fragmentldnge abhingig, da die
DNA-Polymerase ca. 1kb Nukleotide pro Imin einbauen kann. Die Elongation erfolgte
jeweils bei 72°C, der optimalen Arbeitstemperatur der Tag-Polymerase: Fiir f-Aktin, IFN-
Y, IL-4, IL-10, IL-12p35 und IL-12p40 80s lang, fiir iNOS 90s lang.

Zunachst wurde pro Ansatz folgender PCR-Mix pipettiert:

- 2ul 10fach PCR-Puffer minus Magnesiumchlorid

- 0.625u 50mM Magnesiumchlorid

- 0.5ul 3" Primer

- 0.5ul 5"Primer

- 16.375ul DEPC-Wasser

Diese 20ul wurden in einem PCR-Reaktionsgefial auf Eis mit Syl des RT-Produktes
gemischt und mit 80pl Mineraldl, das die Verdunstung im Gefal3 verhindert, tiberschichtet.
Die Proben wurden dann in den 78°C warmen Thermocycler eingebracht. Dort wurde
jedem Reaktionsgemisch durch Pipettieren durch die Olschicht 1.5ul Tag-Polymerase
zugesetzt. Dieser Vorgang wird als Pseudo-Hot-Start bezeichnet. Der nidchste Schritt war,
wie auch zum Beginn der folgenden Zyklen das Aufheizen des Thermoblocks auf 95°C fiir
Imin zur Denaturierung, danach folgten Annealing und Elongation wie oben beschrieben.
Nach Durchlaufen der Programme der jeweiligen Primer wurden die Proben bei 4°C

gelagert.
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Fiir jeden der Primer wurde die RT-PCR dreimal durchgefiihrt, um die Ergebnisse zu
reproduzieren. Zudem wurde fiir jeden Versuchsansatz ein interner Standard mitbestimmit.
In diesen Versuchen war es das Gen des Proteins P-Aktin, das als sogenanntes
,2Haushaltsgen (Housekeeping Gen) dient: Zum einen ermdoglicht der Nachweis die
Kontrolle, ob die gewiinschte Reaktion abgelaufen ist, zum anderen werden durch Bildung
der Ratio spezifischer Primer:B-Aktin, ermittelt aus den PSL-Werten in demselben

Versuchsansatz, Ergebnisse unterschiedlicher Versuchsansitze miteinander vergleichbar.

3.3.3 DNA-Elektrophorese

Im folgenden wurde das Produkt der RT-PCR elektrophoretisch aufgetrennt. Dies hat zwei
Griinde: Das amplifizierte DNA-Fragment hat eine bestimmte Grofe und wandert,
abhidngig von angelegter Spannung , Puffer und Agarose-Gel-Konzentration, mit einer
bestimmten Geschwindigkeit im Gel. Durch Anfiarbung mit Ethidiumbromid und den
Vergleich mit einem Lingenstandard, der lkb-Leiter, kann unter UV-Licht beurteilt
werden, ob das amplifizierte Fragment der gesuchten Genregion entspricht.

Zudem kann nach elektrophoretischer Auftrennung eine Ubertragung auf Nylonmembran
durchgefiihrt und eine semiquantitative Analyse durch radioaktive Markierung
angeschlossen werden.

Es wurden 2%ige Agarosegele mit einer Konzentration von 0.5fach TBE angefertigt.
Hierzu wurden:

- 1g Agarose

- 45ml Aqua dest.

- 5ml TBE 5fach

kurz in der Mikrowelle bis zum Auflosen der Agarose erhitzt und dann unter stindigem
Riihren bis auf ca. 60°C abgekiihlt. Vor dem Giellen des Gels wurde 1ul Etidiumbromid
zugefiigt. Die Gele wurden mit einem Kamm zur Bildung von Auftragetaschen mit einem
Fassungsvolumen von ca.12pl versehen.

Das gehirtete Gel wurde in eine horizontale Elektrophorese-Kammer mit 0.5 fachen TBE
eingebracht. In einem frischen Reaktionsgefil (Eppendorf) wurden 2ul DNA-
Auftragspuffer mit 10ul des RT-PCR-Produktes gemischt und dann vollstindig in die

Taschen des Gels pipettiert. In jedes Gel wurde zusitzlich in eine Tasche 6ul des
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Lingenstandards (1kb-Leiter) eingebracht. Die Auftrennung erfolgte unter gleichbleibender
Spannung von 110 V iiber 1-1.5h.

Die Gele wurden anschlieBend im UV-Licht analysiert und photographiert.

3.3.4 Southern Blot

Zeigten sich bei Betrachtung des Gels im UV-Licht intakte DNA-Banden im Bereich der
gesuchten Fragmentldngen, so folgte der Transfer der DNA mittels Diffusionsblot auf
Nylonmembranen (Southern Blot).

Die Gele wurden zundchst fiir 30-45min in Denaturierungspuffer (Kapitel 2.8) leicht
geschiittelt. Dieser Schritt dient der Spaltung der doppelstringigen DNA in ihre
Einzelstringe. AnschlieBend erfolgte die Neutralisierung fiir 30-45min in
Neutralisierungspuffer (Kapitel 2.8).

Die Gele wurden dann, ebenso wie das Whatman-Papier und die Hybond-N
Nylonmembran fiir 10min, vor dem Aufbau des Blots, in 10fach SSC eingebracht.

Der Blot-Aufbau erfolgte von unten nach oben wie folgt:

Als Unterlage diente eine Glasplatte auf die 2 in 10fach SSC getrinkte Whatman-
Filterpapiere aufgelegt wurden. Filterpapiere und Nylonmembran wurden exakt auf die
GroBe des Gels zugeschnitten, um ein seitliches Uberlappen, das einen Diffusionstrom am
Gel vorbei zur Folge gehabt hitte, zu vermeiden. Auf das Whatman-Papier folgte das Gel
mit nach unten zeigenden Offnungen der Slots. Luftblasenfrei wurde auf dieses die
Hybond-N Nylonmembran aufgebracht. Es folgten wiederum 2 mit 10fach SSC
befeuchtete Filterpapierstiicke. Darauf wurde ein ca. 15cm hoher Stapel mit
Zellstofftiichern gelegt. Den Abschluss nach oben bildete eine mit etwa 3kg beschwerte
Glasplatte. Der Transfer erfolgte iiber Nacht.

Am folgenden Tag, nach mindestens 12h, erfolgte der Blotabbau. Die Taschen des Gels
wurden auf den Membranen eingezeichnet und entsprechend der aufgetragenen Produkte
beschriftet. Bis auf diese wurden dann die Reste des Blotaufbaus, einschlieBlich der Gele
verworfen. Die Membranen wurden anschlieBend zur Entfernung von Agarose-
Riickstidnden fiir wenige Minuten in 4fach SSC gewaschen, dann auf Whatman-Papier
liegend an der Luft getrocknet. Zur Fixierung der DNA auf der Nylonmembran erfolgte
abschliefend eine Quervernetzung mittels Crosslink-Bestrahlung im UV-Licht mit dem
UV-Stratalinker. Die Blots wurden unter trockenen Bedingungen bei Raumtemperatur

gelagert.
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3.3.5 Southern Hybridisierung

Ziel der Hybridisierung ist die semiquantitative Bestimmung der membrangebundenen
DNA-Mengen. Um diese Messung durchzufiihren, wurden DNA-Fragmente im Rahmen
der Insertisolierung (3.3.5.1) hergestellt, die jeweils spezifisch fiir die einzelnen RT-PCR-
Produkte sind. In einem zweiten Schritt wurde ein komplementidrer DNA-Strang mittels
Random Primed Labeling synthetisiert, in den radioaktives [0-**P]dATP eingebaut wurde.
Die an die Nylonmembran gebundene DNA wurde mit diesem radioaktiven Label
inkubiert, um eine spezifische Bindung an den RT-PCR Produkten herbeizufiihren. Die
Menge der Bindungen und damit auch die Menge der membrangebundenen DNA wurden

durch Analyse im Phospho-Imager quantifiziert.

3.3.5.1 Herstellung eines radioaktiv markierten DNA-Fragments mit zufillig
gewihlten Startern (Random Primed Labeling)

Das zufillige Starten (Random Priming) zur Herstellung von hochspezifischen radioaktiv
markierten DNA-Labeln ist ein etabliertes Verfahren (Feinberg et al.1983 undl984).
Grundlage ist die zufdllige (random) Anlagerung von Hexanukleotiden an
sequenzspezifische DNA-Stiicke, sogenannte Templates. Dieser so entstandene Primer-
Template-Komplex stellt das Substrat fiir das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I
dar. Das Enzym baut Nukleotid-Monophosphate an der freien 3°-OH-Gruppe der Primer an
und synthetisiert so einen neuen DNA-Strang. Radioaktiv wird dieser Strang durch den
Einbau eines radioaktiven Nukleotids; [oc32 P] dATP statt dATP. Das so entstandene DNA-
Stiick, die radioaktive Sonde, kann als Marker fiir die Southern Blot-Hybridisierung
eingesetzt werden. Die Messung der Radioaktivitit ermoglicht Aussagen {iiber die
Haufigkeit des Einbaus der Sonde (Southern et al. 1975, Smith et al. 1980).

Die hierbei verwendeten DNA-Templates entsprechen Fragmenten der DNA-Abschnitte,
die durch die jeweiligen spezifischen Primer flankiert, in der PCR vervielfiltigt wurden.
Mittels Restriktions-Endonukleasen werden solche Fragmente zwischen den Primer-
Bindungsstellen herausgeschnitten. Thre Linge sollte 100 Basen nicht unterschreiten, um
ihre Isolierung nicht zu erschweren. Die fiir diese Versuche verwendeten DNA-Templates
waren bereits synthetisiert und im Labor des DFI verfiigbar. Daher wird die Methode ihrer
Herstellung hier nur skizziert: Mit den spezifischen Primern wird die in Plasmiden
enthaltene DNA der Zellprodukte von Interesse in Mehrfach-PCRs vervielfiltigt. Die so

hergestellten groBleren Mengen an DNA werden dann jeweils sequenzspezifisch mit einer
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oder mehreren Restriktionsendonukleasen gespalten. Die DNA wird gefillt und mittels
Agarose Gelelektrophorese (Kapitel 3.3.3)aufgetrennt. Unter UV-Licht wird gepriift, ob die
Fragmente die erwartete Grofle besitzen. Die DNA-Banden werden dann aus dem Gel
ausgeschnitten und die DNA wird mit speziellen Kits aus der Agarose isoliert. Nach
Féllung und Konzentrationsbestimmung steht sie als Template zur Verfiigung.

Die Herstellung der Labels erfolgte unter Verwendung von [o°P] dATP, mit einer
spezifischen Aktivitdit von 3000Ci/mmol, im wesentlichen gemiss Protokoll des
Stratagene Prime-It 1l Kits. Aufgrund der Erfahrungen unseres Labors wurde die Hélfte der
im Protokoll angegebene Mengen verwendet, da auch mit diesen hohe spezifische Aktivitét
und gute Ergebnisse bei Reduktion der Menge an radioaktivem [0*?P] dATP, erzielt
wurden. Der Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

- 12.5ng DNA (ul-Menge gemiss Konzentration)

- ad 12ul Aqua dest.

- 5ul Random Primer

wurden in einem Reaktionsgefidl (Eppendorf) vermischt und dann im Thermoblock fiir
Smin bei 95°C inkubiert. Das Reaktionsgefdl wurde kurz zentrifugiert um
Kondensniederschlag zu sammeln und auf Eis gestellt.

Anschlieend wurden:

- 5ul 5-fach Puffer fiir dATP

- 2.5ul [0*P] dATP und

- 0.5ul Klenow

hinzugegeben und der Ansatz mit der Pipette durchmischt. Es folgt die Inkubation im
Thermoblock bei 37°C fiir 2-10min. AbschlieBend wurde 1ul Stop-Mix zugefiigt.

Die Generierung des radioaktiven Labels in wenigen Minuten wird durch zwei
Besonderheiten des Kits ermdglicht: Zum einen durch die Verwendung von Nonamer-
Random-Primern, zum anderen durch ein mutiertes Fragment der DNA-Polymerase I, das
3“Exonuklease-defiziente [Exo(-)Klenow].

Die Proben wurden in den Nuc Trap probe purification columns von Stratagene
(Heidelberg) von nicht eingebauten Nukleotiden gereinigt.

Diese Sédulen wurden zunichst mit 70ul STE 4quilibriert und dann iiber ein Reaktionsgefal3
(Eppendorf) eingehdngt. AnschlieBend wurde der Label mit 45ul STE auf ein Volumen

von 70ul aufgefiillt, in die Sédule eingebracht und nach Durchlaufen im Eppendort-
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Reaktionsgefill aufgefangen. AbschlieBend wurden nochmals 70ul STE durch die Sidule
gegeben. Die Aktivitit der Probe wurde durch Aufnahme von 3ul in eine Pipetten-Spitze
mittels des Handmessgeridts Contamat bestimmt. Die erzeugten Proben radioaktiv
markierter DNA-Fragmente standen dann fiir die Hybridisierung der Southern Blots zur

Verfiigung.

3.3.5.2 Hybridisierung der radioaktiv markierten Sonde mit der
membrangebundenen DNA

Das Vorgehen bei der Hybridisierung erfolgte im wesentlichen nach der von Maniatis
beschriebenen Methode (Sombrok, Maniatis 1989). Die komplementiren Stringe der
membrangebundenen DNA und der radioaktiv markierten Fragmente lagern sich spezifisch
aneinander und konnen detektiert werden.

Hierzu werden die Nylonmembranen der Blots iiberlappungsfrei so in 50ml
Reaktionsgefille (Falcon-Tubes) eingebracht, dass sie an der Innenwand anliegen. Die
Membranen werden dann zunéchst vorhybridisiert: Sie werden in den Reaktionsgefden
mit 3ml 65°C warmem Church’s-Puffer (Kapitel 2.8) befeuchtet und fiir 10min im 65°C
warmen Wirme-Umwaélz-Schrank, unter langsamer Rotation um die Lingsachse, inkubiert.
Dieser Schritt dient der Abbindung unspezifischer Bindungsstellen der Nylonmembran.

In der Zeit wihrend der Vorhybridisierung, wird der radioaktive Label fiir 10min bei 95°C
im Wirmeblock inkubiert, um die Doppelstringe der DNA zu trennen, kurz zentrifugiert
und auf Eis gestellt. Dann wird der Gesamtansatz fiir die Hybridisierungslosung hergestellt:
Pro Reaktionsgefil werden 2.5ml 65°C warmen Church’s Puffer in ein gemeinsames
frisches 50ml Reaktionsgefdll gegeben. Der Gesamtansatzmenge (entspricht dem Produkt
aus Anzahl der Falcon-Tubes und 2.5ml) wird dann der radioaktive Label aus dem
Eppendorf- Reaktionsgefdl (Menge ca. 140ul) hinzugemischt. Aus jedem Falcon-Tube mit
Nylonemebran wird die Vorhybridisierungslosung dekantiert und durch 2.5ml
Hybridisierungslosung ersetzt. Die Tubes werden dann wieder in den Wirme-Umwilz-
Schrank eingebracht und iiber Nacht (mind. 12h) bei 65°C, unter langsamer Rotation um
die Lingsachse zur gleichmiBigen Benetzung der Membranen, inkubiert.

An die Hybridisierung schlieen sich mehrere Waschvorginge an, um unspezifisch-

gebundenen Label sowie iiberschiissige Hybridisierungslosung zu entfernen: Zunichst wird
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die Hybridisierungslosung dekantiert, in die Falcon-Tubes 10ml Waschpuffer gegeben,
geschwenkt und ebenfalls dekantiert. Die Membranen werden dann in eine Schale
eingebracht und im Waschpuffer fiir 30-45min bei 65°C leicht geschiittelt. Dieser Schritt
wiederholt sich, bis keine Radioaktivitdt mehr im Puffer nachweisbar ist, in der Regel etwa
zweimal. Die noch feuchten Blots werden in Gefrierbeutel eingeschweifit und anschlieBend

quantifiziert.

3.3.5.3 Quantifizierung der Radioaktivitit mittels Phospho-Imager

Die Quantifizierung der Radioaktivitidt erfolgt mit Hilfe des Fujix-BAS-Bio-Imagers. Das
System verfiigt iiber eine Bildplatte, die dhnlich einem Film zur Aufnahme der
radioaktiven Signale dient. Die Platte wird zunichst in der Scanner-/Extinguisher-Einheit
des Phospho-Imagers geloscht und dann mit den hybridisierten Nylonmembranen in einer
speziellen Kassette, je nach Aktivitidt des Labels zwischen 10min und 1h, belichtet. Die
Platte wird dabei, unter Erreichen einer sehr feinen Auflésung, durch die radioaktive Sonde
zur Eigenemission von Strahlung angeregt. Dieser Vorgang trigt die Bezeichnung Phospho
Stimulated Luminescence, PSL. Der Scanner des Phospho-Imagers, in den die Platte nach
Belichtung eingelegt wird, liest die Strahlung dann pro Minute als counts per minute, cpm,
ab. Die Software des Geridtes ermoglicht mit der automatischen Konturierung um die
Strahlung der Bande, das Beziehen der cpm auf die Fliche und Bandengrée. Es kann
somit ein absoluter Wert fiir die jeweilige Bande bestimmt werden, der mit der anfangs
eingesetzten Menge an mRNA Kkorreliert.

Um die Werte unter einander vergleichbar zu machen und Schwankungen in den einzelnen
Arbeitsschritten und -tagen auszugleichen, wird das Verhiltnis mit einem internen
Standard gebildet. Die zu den jeweiligen mRNA-Proben gehdrenden Messwerte werden
durch die im gleichen Versuch gemessenen Menge an B-Aktin mRNA geteilt. Da dieses
Produkt gleichmiBig im Pankreas exprimiert wird, ermoglicht es methodische
Schwankungen zu eliminieren und die unterschiedlichen Werte in Beziehung zu einander
Zu setzen.

Fiir jeden eingesetzten Primer wurden pro Versuchstier so 3 absolute Messwerte bestimmt,
aus diesen das Verhiltnis mit den zugehorigen B-Aktin-Werten gebildet und danach der
Mittelwert gebildet.
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3.4 Statistische Methoden

Die statistische Analyse der Diabetes-Inzidenz im Tierversuch, sowie des Grads der
Insulitis erfolgte mittels des Chi*-Tests.

Die Mittelwerte der radioaktiven Signale der RT-PCR-Produkte wurden mit Student’s t-
Test bei Normalverteilung und Wilcoxon-Test bei Nicht-Normalverteilung berechnet,
sowie der Rang-Korrelation nach Spearman oder der linearen Regression.

Das Signifikanzniveau wurde auf p <0.05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische Ergebnisse

Das klinische Resultat einer destruktiven Insulitis mit der Zerstorung pankreatischer [3-
Zellen ist die Manifestation eines Diabetes mellitus. Das Ziel dieser Arbeit war den
Einfluss von IL-18 auf diesen pathogenen Mechanismus zu untersuchen. Wie im Absatz
1.3 erldutert, war die Bestimmung des Einflusses von IL-18 auf die Diabetes-Inzidenz in
den einzelnen Tiergruppen als Ausdruck der klinischen Manifestation der Insulitis der erste
Untersuchungsaspekt . Eine Gruppe von 45 NOD Maiusen wurde fiir 4 Wochen, beginnend
am 70. Lebenstag, mit 0.3ng IL 18 + 2mg OVA behandelt. Die andere Gruppe von 44
NOD Maiusen wurde unter gleichen Bedingungen nur mit 2mg OV A behandelt. Als zweite
Kontrollgruppe wurden dreiflig nicht diabetes-suszeptible Balb/c Méuse mit 0.3ng IL 18 +
2mg OVA behandelt. Bei allen Tieren wurden nach Behandlungsbeginn tédglich Tests auf
Uringlukose durchgefiihrt, postive Befunde wurden mit der Blutglukosebestimmung

verifiziert, wobei Spiegel iiber 300mg/dl als diabetisch gewertet wurden (s. Kapitel 3.1.1).

4.1.1 Vergleich der Diabetes-Inzidenz von IL 18 behandelten und unbehandelten
NOD Miusen.

Die Behandlung der NOD Maiuse mit IL-18 fiihrte zu einer verminderten Diabetes
Manifestation (9 von 27) im Vergleich zu den kontroll-behandelten NOD-Méusen (17 von
27). Zudem war unter IL-18 Einfluss ein verzogerter Beginn des Diabetes festzustellen.

Im Beobachtungszeitraum bis zum Tag 200 sind von den 27 mit IL 18 behandelten NOD
Miusen 9 diabetisch geworden. Von den kontroll-behandelten NOD Miusen sind im
gleichen Zeitraum 17 von 26 Tieren diabetisch geworden. (Die Differenz zur
Gesamttierzahl von 45 IL 18 behandelten und 44 unbehandelten NOD-Miuse ergibt sich
durch in 3.1 geschilderte Entnahme von jeweils 6 normoglykdmischen Tieren an den drei
Zeitpunkten 0, 14 und 21 Tage nach Behandlungsstart). Hieraus resultiert eine Diabetes-
Inzidenz von 33.33% fiir die IL-18 behandelten und von 65.38% fiir die kontroll-
behandelten NOD Miuse am Ende des Beobachtungszeitraums. Die Kontrollgruppe der IL-
18 behandelten nicht diabetes-suszeptiblen Balb/c Miuse hat keine Diabetesmanifestation

oder erhohte Blutglucose-Spiegel gezeigt (0 von 30). (Abb. 1)

38



Die Behandlung der NOD Miuse mit IL-18 unterdriickte die Diabetes-Manifestation.
Zusitzlich war ein verzogertes Auftreten der ersten diabetischen Tiere zu beobachten.
Wihrend in der kontroll-behandelten Gruppe innerhalb von Tagen die erste Manifestation

auftrat, trat sie bei der IL 18 behandelten Gruppe mit einer Verzogerung von 3 Wochen

ein. (Abb.1)
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Abb. 1: Diabetes-Inzidenz IL-18 behandelter und kontroll-behandelter NOD-Mcéiusel Prozentualer Anteil
diabetischer Tiere in der NOD-Kontroll Gruppe; IA] 8 behandelte NOD-Mdiuse (p<0,001). Balb/c Mdiuse
nicht abgebildet.

4.2 Histologische Ergebnisse
Die Beurteilung der Histologie und Insulitisgrade sollte Aufschluss iiber den Einfluss von

IL-18 auf das Verhiltnis Peri- versus Intrainsulitis und damit auf die Aggressivitdt der

Infiltration der Langerhansschen Inseln geben. (s. Kapitel 3.2)
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An den Behandlungstagen 0, 14 und 21 wurden jeweils 6 normoglykdmischen Tieren aus
den drei Gruppen (NOD Miuse +/- IL-18 Behandlung; Balb/c Méuse + IL-18-Behandlung)
die Bauchspeicheldriisen entnommen. Eine Hélfte der der Linge nach halbierten Organe
wurde histologischen Untersuchungen zugefiihrt (s. Kapitel 3.2.1-2). Das Ausmal} der
Infiltration der Inseln mit mononukledren Entziindungszellen wurde quantifiziert und als
Insulitisgrade beschrieben. Fiinf Insulitisgrade wurden unterschieden: Grad O zeigt keine
Insulitis, Grad 1 bis 2 werden als Periinsulitis und die Grade 3 und 4 als Intrainsulitis
zusammengefasst (s. Kapitel 3.2.3). Auf die Bedeutung dieser beiden unterschiedlichen
Infiltrationsmuster der Langerhans 'schen Inseln wurde bereits in der Einleitung ausfiihrlich

eingegangen (s. Kapitel 1.2.).

4.2.1 Vergleich des Verhiiltnisses Peri- versus Intrainsulitis der IL-18 behandelten

und unbehandelten NOD Maiuse.

Tabellarischer Vergleich des Verhiltnisses Peri- versus Intrainsulitis der IL-18 behandelten

und kontroll-behandelten NOD Miuse, sowie der IL-18 behandelten Balb/c-Miuse.(Tab. 1)

Versuchstiere Behandlung Tage nach Keine Insulitis ~ Periinsulitis%  Intrainsulitis%

Behandlung (Grad 0) (Grad 1 und 2) (Grad 3 und 4)
BALB/c OVA 0 100 0 0
NOD OVA 0 17 29 54
BALB/c IL-18+OVA 14 100 0 0
NOD OVA 14 3 19 78
NOD IL-18+OVA 14 19 49 32
BALB/c IL-18+OVA 21 100 0 0
NOD OVA 21 9 23 68
NOD IL-18+OVA 21 24 45 31

Tab 1: Einfluss der Behandlung von IL-18 auf die Entwicklung der Insulitis in NOD-Mdusen. Mittlere
Infiltrationsgrade der 11-18 behandelten und kontroll-behandelten NOD-Mciuse: Grad 0: Keine Periinsulitis,
Grad 1: 2-5 mononukledire Zellen;, Grad 2: Mehr als 5 Zellen ohne Intrainsulitis, Grad 3: <20%
intrainsuldre Infiltration; Grad 4: >20% intrainsuldire Infiltration.
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Um die Auswirkung von IL-18 auf die Insulitis prddiabetischer Miuse zu analysieren,
fihrten wir zu den Zeitpunkten O, 14 und 21 der IL-18 Behandlung histologische
Untersuchungen an jeweils 6 Tieren der einzelnen Gruppen durch. Vor der IL-18
Behandlung zeigten die meisten Inseln der NOD-Miuse das Bild einer Intrainsulitis (54%)
mit einem medianen Insulitis-Score von 2,4. An den folgenden Untersuchungszeitpunkten
14 und 21 Tagen war eine deutliche Zunahme der Insulitis in den kontroll-behandelten
normoglykdmischen NOD-Maiusen zu beobachten. Fast alle Inseln zeigten einen
fortgeschrittenen Insulitisgrad mit einer Intrainsulitis (78% und 68%). (Abb. 2)

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den normoglykdmischen IL-18 behandelten NOD-
Mausen kein Fortschreiten der Insulitis im Untersuchungszeitraum. Der Anteil an Inseln
mit Intrainsulitis hat nicht zugenommen (31% und 32%), sondern vielmehr noch deutlich
abgenommen im Vergleich zu den kontroll-behandelten 70 Tage alten NOD-Miusen am
Tag 0 des Untersuchungszeitraums (p< 0.05). (Abb. 2)

Der Insulitisgrad der IL-18 behandelten NOD-Méiuse war an den Tagen 14 (p< 0.005) und
21 (p < 0.05) signifikant niedriger als in der kontroll-behandelten Gruppe. (Abb. 2)

Die mit IL 18 behandelten Balb/c Miuse zeigten keine Infiltration der pankreatischen

Inseln, die den Grad 1 erreichten. Sie sind daher nicht in der Abbildung dargestellt.
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Abb. 2: Analyse der Insulitis zu den jeweiligen igikten der Untersuchung . Die Einzelwerte stelkem d
Durchschnitt-Score von 20-40 untersuchten Langesteien Inseln pro Einzeltier dar:[ ]  steltdén
Mittelwert der Inseln mit Periinsulitis, N fidie mit Intraisnsulitis. Da die balb/c-Mause keinsulitis

zeigten, sind sie nicht dargestellt.
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4.3 mRNA Expression

Die zweite Hilfte der Pankreata, die den Tieren an den Zeitpunkten 0, 14 und 21 Tage nach
Behandlungsstart entnommen wurden, wurde fiir die semiquantitative Bestimmung von
mRNA (s. Kapitel 3.3) beschrieben aufgearbeitet. Im Mittelpunkt unseres Interesses
standen die mRNA Expression von Zytokinen, die spezifisch fiir Thl- und Th2-Zellen
exprimiert werden, von Zytokinen die spezifisch von Makrophagen exprimiert werden,
sowie von iNOS als einem eng mit der B-Zell-Zerstérung verbundenen Parameter.

Die semiquantitative mRNA Bestimmung erfolgte wie oben beschrieben (s. Kapitel 3.3).

4.3.1 Vergleich der Expression der mRNA von Th1 und Th2 Zytokinen in IL-18
behandelten und kontroll-behandelten NOD Méusen.

Im Abschnitt /.2.6 wurde auf die Bedeutung des Konzepts der Dominanz unterschiedlicher
T-Helferzell-Subpopulationen und ihrer Zytokine in der Pathogenese des Typ 1 D.m.

hingewiesen.

4.3.1.1 IFNY mRNA Expression

Kennzeichnendes Zytokin der Th1-Zellen, die die aggressive Intrainsulitis bestimmen, ist
das IFNY.

Die kontroll-behandelten NOD-Miuse zeigten eine verstirkte Expression der mRNA des
Th1-Zytokins IFNy am Tag 21 (p< 0.05). Auch die II-18 behandelten normoglykdmischen
NOD-Miuse zeigten einen signifikanten Anstieg der Expression von IFNYy (p<0.01). Es
zeigte sich kein Unterschied zwischen der IL-18 behandelten und der Kontrollgruppe. IL-
18 zeigte keinen wesentlichen erkennbaren Einfluss auf die IFNY mRNA Expression der

Balb/c Miuse. (Abb.3)
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Abb. .3:RT-PCR Analyse des Thl-Zytokins IFNYin den Pankreata der behandelten und kontroll-behandelten
NOD Mduse an den Tagen 70+ 14 und 70+21.Die Einzelwerte stellen die relative Quantitit des PCR-Signals
von IFNy als PSL-Werte nach Normalisierung mit den jeweiligen [-Aktinwerten der individuellen Mdiuse
dar. Die Hohe des Balkens zeigt den Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Balb/c Mdiuse nicht abgebildet.

4.3.1.2 IL-10 mRNA Expression

Ein kennzeichnendes Zytokin der Th2-Zellen ist IL 10..

Weder 14 noch 21 Tage nach Behandlungsbeginn war ein signifikanter Unterschied in der
Genexpression von IL-10 in der IL-18 behandelten und der kontroll-behandelten Gruppe
der NOD Miuse festzustellen. IL-18 zeigte keinen wesentlichen erkennbaren Einfluss auf

die IL-10 mRNA Expression der Balb/c Mause. (Abb. 4).
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Abb. 4: :RT-PCR Analyse des Th2-Zytokins IL-10 in den Pankreata der behandelten und kontroll-
behandelten NOD Mduse an den Tagen 70+ 14 und 70+21.Die Einzelwerte stellen die relative Quantitdit des
PCR-Signals von IL-10 als PSL-Werte nach Normalisierung mit den jeweiligen p-Aktinwerten der
individuellen Mduse dar. Die Hohe des Balkens zeigt den Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Balb/c Mduse
nicht abgebildet.

4.3.1.3 IL-4 mRNA Expression

Bei der mRNA Expression von IL-4, einem weiteren Th2 spezifischen Zytokin, war 14
Tage nach Behandlungsstart noch kein eindeutiger Unterschied bei den IL-18 behandelten
und kontroll-behandelten NOD-Maiusen zu beobachten. Eine signifikant gesteigerte IL-4
mRNA Expression zeigte sich bei den IL-18 behandelten NOD-Méusen am Tag 21 nach
Behandlungsbeginn im Vergleich zu den kontroll-behandelten NOD-Mausen (p<0.05). IL-
18 zeigte keinen wesentlichen erkennbaren Einfluss auf die IL-4 mRNA Expression der

Balb/c Miuse. (Abb. 5)

45



50,0 -
Y
45,0
°
-5 40,0 - m
77 m °
Q 350 d
< Y
Z 30,0 - ®
oc m
£ 5 °
< 5,0 - [
3 m [
= 20,0 -
2 . *
= 150 - ]
% ™ ° a"
&€ 10,0 - m.
m m
5,0 -
0,0
Q@ Q@
[ IS
— (o] +— 0
c — c ~—
N I N I
(70+14)d (70+21) d

Abb. 5: RT-PCR Analyse des Th2-Zytokins IL-4 in den Pankreata der behandelten und kontrollbehandelten
NOD Miiuse an den Tagen 70+14 und 70421 .Die Einzelwerte stellen die relative Quantitit des PCR-
Signals von IL-4 als PSL-Werte nach Normalisierung mit den jeweiligen B-Aktinwerten der individuellen
Mduse dar. Die Hohe des Balkens zeigt den Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Balb/c Mduse nicht
abgebildet.
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4.3.1.4 Verhiltnis von Th1 und Th2-Zytokin-mRNA Expression

In 4.3.1.1, 4.3.1.2 und 4.3.1.3 sind die jeweiligen mRNA-Expressionen des Th1-Zytokins
IFNY und der Th2-Zytokine IL-10 und IL-4 der unterschiedlich behandelten NOD-Méuse
zu den Zeitpunkten 14 und 21 Tage beschrieben. Ausgenommen der signifikant erhohten
IL-4 Expression bei den IL-18 behandelten NOD-Méusen am Zeitpunkt 21 Tage (4.3.1.3)
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den behandelten und kontroll-behandelten
Gruppen von NOD-Mdiusen.

Der signifikanter Einfluss der IL-18 Behandlung wurde durch die Bildung des
Verhiltnisses zwischen der mRNA Expression des Thl-Zytokins IFNy und der mRNA
Expression des jeweiligen Th2-Zytokins IL-4 bzw. IL-10 in den individuellen NOD-
Mausen sichtbar.

An den Zeitpunkten 14 und 21 Tage nach Behandlungsstart zeigte sich eine signifikante
Erniedrigung im Verhiltnis der mRNA Expression der Zytokine IFNY/IL-10 der
individuellen IL-18 behandelten Tiere. Die kontroll-behandelten NOD-Miuse zeigten im
Gegensatz ein hoheres Verhiltnis der mRNA Expression der Zytokine IFNY/IL-10, im
Sinne einer Th1 gewichteten Reaktion. (14 Tage p< 0.05; 21 Tage p<0.01; p<0.005 unter
Ausschluss der hochsten Messwerte(Ausrei3er)). Fiir die Balb/c Mdiuse zeigte sich kein

erkennbares Muster in der Kalkulation der Ratio. (Abb. 6)

Bereits die mRNA Expression von IL-4 (Abb. 5) zeigte am Zeitpunkt 21 Tage den
signifikanten Einfluss von IL-18 auf die Expression dieses Th2-Zytokins. Die Berechnung
des mRNA Verhiltnisses von IFNY/IL-4 in den Einzeltieren zeigte ebenfalls, dass sich die
Verschiebung zur Th1-Dominanz in den Pankreata der NOD-Maiuse durch die Behandlung
mit [L-18 aufhalten ldsst. (21 Tage p<0.002). Fiir die Balb/c Miuse zeigte sich kein
erkennbares Muster in der Kalkulation der Ratio. (Abb. 7)
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Abb. 6: IFNpR/IL-10 mRNA Expression in den Pankreata der individuellen behandelten und
kontrollbehandelten NOD Mcuse an den Tagen 70+14 und 70+21. Die Einzelwerte stellen die relative
Quantitit der IFNy /IL-10-Ratio der PCR-Signale in den Einzeltieren als PSL-Werte nach Normalisierung
mit den jeweiligen [-Aktinwerten dar. Die Hohe des Balkens zeigt den Mittelwert der jeweiligen Gruppe.
Balb/c Mduse nicht abgebildet.
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Abb. 7: IFNy /IL-4 mRNA Expression in den Pankreata der individuellen behandelten und
kontrollbehandelten NOD Mduse an den Tagen 70+ 14 und 70+21 .Die Einzelwerte stellen die relative
Quantitit der IFNy/IL-4-Ratio der PCR-Signale in den Einzeltieren als PSL-Werte nach Normalisierung mit
den jeweiligen [-Aktinwerten dar. Die Hohe des Balkens zeigt den Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Balb/c
Mduse nicht abgebildet.

4.3.2 Einfluss der IL-18 Behandlung auf die mRNA Expression der Th1-

induzierenden Makrophagen-Zytokine.

Neben dem direkten Kontakt zwischen T-Helferzellen und APCs ist die Sezernierung von
Zytokinen durch letztere entscheidend fiir die Differenzierung zu einer bestimmten
Subpopulation der Th Zellen. IL-12 und IL-18 sind zwei wichtige Zytokine, die zu einer

verstirkten Ausdifferenzierung von Th1-Zellen fiithren (/.2.5.1).
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4.3.2.1 Endogene IL-18 mRNA Expression

Weder an Tag 14 noch an Tag 21 nach Behandlungsbeginn zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der IL-18 mRNA Expression in den IL-18 behandelten NOD-Méiusen. Im
Gegensatz dazu zeigten die kontrollbehandelten NOD-Miuse eine signifikante
Hochregulation dieses Zytokins am Tag 21 (p<0.05). Es zeigte sich zudem ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Expression von IL-18 und dem Auftreten einer Intrainsulitis
(p< 0.01) am Tag 21. IL-18 zeigte keinen wesentlichen erkennbaren Einfluss auf die IL-18
m RNA Expression der Balb/c Méuse. (Abb. 8)
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Abb. 8: IL-18 mRNA Expression in den Pankreata der IL-18 behandelten und kontrollbehandelten NOD
Mdiuse an den Tagen 70+ 14 und 70+21. Die Einzelwerte stellen die relative Quantitit des PCR-Signals von
IL-18 als PSL-Werte nach Normalisierung mit den jeweiligen [-Aktinwerten der individuellen Mduse dar.
Die Hohe des Balkens zeigt den Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Balb/c Mduse nicht abgebildet.
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4.3.2.2 IL-12 mRNA Expression

Als weiteres Thl-induzierendes Zytokin wurde I1-12 untersucht. IL-12 besteht aus den
Untereinheiten p40 und p35. An den Tagen 14 und 21 nach Behandlungsbeginn wurde das
Verhiltnis der IL-12 Untereinheiten IL-12p40 und IL-12p35 in den individuellen Tieren
bestimmt. In den mit IL-18 behandelten Gruppen von NOD-Maiusen zeigte sich keine
Hochregulation des Verhiltnisses von IL-12p40/1L-12p35 mRNA Expression. Bei den
kontroll-behandelten NOD-Maiusen zeigt sich eine signifikante Zunahme des Verhéltnisses
IL-12p40/IL-12p35 am Tag 21 (p<0.05). Die Expression der Thl-induzierenden Zytokine
korrelierte an Tag 21 signifikant in den individuellen Tieren und es zeigte sich ein

signifikanter Zusammenhang mit dem Auftreten von Intrainsulitis (p<0.05).( Abb. 9)
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Abb.9: IL-12p40/IL-12p35 mRNA Expression in den Pankreata der behandelten und kontroll-behandelten
NOD Mduse an den Tagen, 70+0, 70+14 und 70+21. Die Einzelwerte stellen die relative Quantitit des
PCR-Signals von IL-12p40/IL-12p35 als PSL-Werte nach Normalisierung mit den jeweiligen f-Aktinwerten
der individuellen Mduse dar. Die Hohe des Balkens zeigt den Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Balb/c
Mdiuse nicht abgebildet.
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4.3.3 iNOS mRNA Expression

Am Tag 14 und 21 nach Behandlungsbeginn nahm die Expression der iNOS mRNA in der
kontroll-behandelten Gruppe der NOD Maiuse zu, wihrend es bei den mit IL 18
behandelten Tieren an Tag 14 (p<0.005) und Tag 21 (p<0.05) zu einer signifikanten
Reduktion kam. IL-18 zeigte keinen wesentlichen erkennbaren Einfluss auf die iNOS

mRNA Expression der Balb/c Méuse. ( Abb. 10)
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Abb.10: iNOS mRNA Expression in den Pankreata der behandelten und kontrollbehandelten NOD Mdiuse
an den Tagen 70+0, 70+14 und 70+21. Die Einzelwerte stellen die relative Quantitdit des PCR-Signals von
INOS als PSL-Werte nach Normalisierung mit den jeweiligen [-Aktinwerten der individuellen Mduse dar.

Die Hohe des Balkens zeigt den Mittelwert der jeweiligen Gruppe. Balb/c Mduse nicht abgebildet.
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4.3.4 Korrelation von iNOS mRNA Expression mit IFNY/IL-10 und IFNyY/IL-4 mRNA

Expression sowie destruktiver Intrainsulitis

Es zeigte sich, dass kontroll-behandelte NOD-Méiuse mit einem zur Thl-Seite
verschobenen Verhiltnis der mRNA Expression, also mit hohen Werten der Verhiltnisse
IFNY/IL-10 und IFNY/IL-4, eine hohe iINOS mRNA Expression aufweisen.

Die Korrelation zwischen der iNOS mRNA Expression und der Ratio IFNy/IL 10 wurde
mit r=0.83 ( p<0.05) fiir alle Tiere berechnet. Unter Ausschluss der hochsten Werte mit r =
0.77 (p<0.05).

Die Korrelation zwischen der iNOS mRNA Expression und der Ratio aus IFNY/IL-4 ergab
r=0.94 (p<0.01) fiir alle Tiere.

Ferner zeigte sich eine enge Korrelation mit der Hohe der iNOS mRNA Expression und
dem Ausmal} der Intrainsulitis am Tag 21 nach Behandlungsbeginn bei den kontroll-

behandelten NOD-Miusen (p< 0,01).
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5.) Diskussion:

5.1 Der Einfluss von IL-18 auf den Diabetesverlauf der NOD-Maus

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde ein zum
Untersuchungszeitpunkt neues, potentiell proinflammatorisches Zytokin, IL-18, systemisch
in einem Tiermodell des Typ I D.m., der NOD-Maus, verabreicht. Gemal} der in Kapitel
1.3 formulierten Arbeitshypothese erwarteten wir eine Beschleunigung der
Diabetesentwicklung, als klinisches Korrelat einer aggressiveren Intrainsulitis. Damit
einhergehend wire ein zur Thl-Seite verschobenes Gleichgewicht der T-Helferzellen zu
erwarten gewesen.

IL-18 wirkte, entgegen der urspriinglichen Hypothese, in unseren Experimenten

antiinflammatorisch.

5.1.1 Der Einfluss von 1L-18 auf den klinischen Diabetesverlauf der NOD-M:iuse

Die Verabreichung proinflammatorischen Zytokins IL-18 in der pradiabetischen Phase der
diabetes-suszeptiblen NOD-Maus, lief zunichst einen beschleunigten Verlauf der
Erkrankung erwarten. Es zeigte sich jedoch, dass die IL-18 behandelten NOD-Miuse
sowohl einen deutlich verzégerten Beginn des manifesten Diabetes, als auch eine
niedrigere Inzidenz im Vergleich zu den unbehandelten NOD-Méusen aufwiesen.
Urséchlich hierfiir ist eine Gegenregulation des Immunsystems: Statt einer zunehmenden
Thl-Zell dominierten Zerstorung der pankreatischen [-Zellen mit nachfolgender
Diabetesmanifestation persistiert zundchst die Th2-Dominanz in den NOD-Méusen unter
IL-18 Gabe. Ahnliche Effekte sind auch fiir die systemische Gabe von IL-12 und TNF-«
beschrieben (Trembleau S. 1995; O Hara R. 1996; Seino H. 1994; Campbell 1. 1991).
Insbesondere bei der Behandlung mit IL-12 zeigt sich, dass niedrige Dosen die
Diabetesentwicklung unterdriicken konnen, wihrend hohere sie beschleunigen (Trembleau
S. 1995; O Hara R. 1996).

Auch im Modell des Cyclophosphamid-beschleunigten Diabetes bei der NOD-Maus, fiihrte
die Behandlung mit IL-18 zu einer Unterdriickung der Diabetes-Entstehung (Tokui et al.
1998).
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Der hier beobachtete Einfluss scheint also auch unter verdnderten Versuchsbedingungen
reproduzierbar zu sein und nicht ausschlieBlich vom Versuchsprotokoll und der

verwendeten NOD-Maus-Kolonie abhidngig zu sein.

5.1.2 Der Einfluss von IL-18 auf die entziindlichen Verinderungen in den Pankreata
der NOD-M:iuse

Die klinischen Beobachtungen einer verzdgerten bzw. verminderten Diabetesentwicklung
spiegelte sich auch in den histologischen Untersuchungen der Pankreata der Versuchstiere
wieder. Vor der Behandlung mit IL-18 zeigten die meisten pradiabetischen NOD-Méiusen
mehr Inseln mit Intrainsulitis als mit Periinsulitis. Bei den kontrollbehandelten Tieren kam
es an den Zeitpunkten 14 und 21 Tage nochmals zu einer deutlichen Zunahme der von
einer aggressiven Insulitis befallenen Inseln. Im Gegensatz dazu war bei den IL-18
behandelten Miusen keine Zunahme der Inselinfiltration im Verlauf des Experiments zu
beobachten. Es kam vielmehr zu einer Abnahme des Insulitisscores 14 und 21 Tage nach
Behandlungsbeginn im Vergleich zu den 70 Tage alten Miusen.

Der Ubergang von der benignen Periinsulitis zur aggressiv destruktiven Intrainsulitis mit
nachfolgender Diabetesentwicklung ist ein Th1-Zell dominierter Prozess. Somit ist davon
auszugehen, dass die exogene Zufuhr von IL-18 in diesem Experiment den bei der NOD-
Maus natiirlichen Ubergang zur destruktiven Intrainsulitis aufgehalten hat. IL-18 hat das
Gleichgewicht zugunsten der Th2-Zellen verschoben und somit den Thl dominierten
Zerstorungsprozess aufgehalten.

Dieser Effekt nicht auf einen direkten Einfluss von IL-18 auf die pankratischen Zellen

zuriickzufiihren ist, sondern T-Zell vermittelt. s.u. (Rothe H. 1998).

5.1.3 Der Einfluss von IL-18 auf die mRNA Expression immunregulatorischer
Zytokine.

5.1.3.1 Die T-Helferzell-Zytokine IFNYy, IL.-10 und IL-4

Neben den klinischen und histologischen Befunden wurde auch der Einfluss von IL-18 auf
das Zytokinmuster immunregulatorischer Zellen im Rahmen der Insulitis untersucht. Als
Methode hierfir wurde die Bestimmung der Zytokin mRNA Expression im
Gesamtpankreas gewihlt. Die alternative Methode der Isolation von Inseln aus den

Pankreata und der anschlieBenden mRNA Aufarbeitung wiirde durch eine niedrigere
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Ausbeute an Inselzellen bei Tieren mit einer fortgeschrittenen Intrainsulitis und einem
hoheren Verlust an periduktuliren und periinsuliren Leukozyten wéhrend des
Aufbereitungsprozesses zu  Fehlinterpretationen fiihren. Es kidme zu einer
Priparationsbedingten quantitativen Uberbewertung der intrainsulidren Leukozyten.
Vorausgegangene Studien konnten die enge Korrelation zwischen den Zytokin mRNA
Mengen im Gesamtpankreas und den durchschnittlichen Insulitisgraden der Einzeltiere
zeigen (Ding A. 1988). Zudem gibt es eine enge Korrelation zwischen Gesamtpankreas
mRNA und den immunhistochemischen Farbungen der Zytokine in den gleichen Pankreata
( Rothe H.1994).

Nach Aufbereitung der Gesamtpankreas-RNA wurden in einem ersten Schritt der Einfluss
von IL-18 auf das Thl-Zytokin IFNYy untersucht. Sowohl bei den kontrollbehandelten
NOD-Miusen an Tag 21 als auch bei den normoglykédmischen IL-18 behandelten Tieren
zeigte sich ein signifikanter Anstieg der mRNA Expression. Es war folglich kein
Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tieren hinsichtlich dieses Thl-
Zytokins festzustellen.

Ebenso war die Genexpression von IL-10 sowohl bei den IL-18 behandelten als auch bei
den kontroll-behandelten NOD-Miusen an den Tagen 14 und 21 nach Behandlungsbeginn
nicht erkennbar verindert.

Der signifikante Einfluss der IL-18 Behandlung wurde erst durch einen direkten Vergleich
des Thl- (IFNYy) und des Th2-Zytokins (IL-10) in den individuellen Tieren am jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt erkennbar. Die zuvor verwendeten Mittelwerte der jeweils sechs
Tiere umfassenden Gruppen  zeigten diesen Effekt nicht. Die Bestimmung des
Verhiltnisses IFNY/IL-10 in den individuellen Tieren zeigte bei den kontrollbehandelten
NOD-Miusen  einen  deutlichen  Anstieg  dieses  Verhiltnisses an  den
Untersuchungszeitpunkten 14 und 21 Tage, wéhrend er bei den IL-18 behandelten Méusen
ausblieb.

Der zuvor klinisch und histologisch postulierte Wechsel von der benignen Periinsulitis hin
zur aggressiv-destruktiven Thl-dominierten Intrainsulitis lie sich auf der Ebene der
Zytokin-Genexpression bei den individuellen Tiere ebenfalls nachweisen.

Bei der Genexpressionsanalyse eines weiteren Th2-Zytokins, IL-4 , zeigte sich dieser
Effekt bereits im Gruppenvergleich. Bei den IL-18 behandelten NOD-Miusen war ein
deutlicher Anstieg dieses Th2-Zytokins an Tag 21 zu beobachten. Als Konsequenz zeigte

56



sich dieses Resultat auch bei der Berechnung des individuellen IFNvy/IL-4
mRNAVerhiltnisses.

Es konnte also mittels der Analyse eines weiteren T-Helferzell-Zytokins gezeigt werden,
dass die systemische Gabe von IL-18 den Ubergang zur Thl-dominierten Intrainsulitis
verhindert.

Die Analyse der pankreatischen mRNA an den Untersuchungszeitpunkten 0, 14 und 21
Tage zeigte eine deutliche Progression der Entziindungsreaktion mit einer Thl-
Zelldominanz ausgedriickt durch das ansteigende IFNY/IL-10 mRNA und IFNY/IL-4
mRNA Verhiltnis. IL-18 behandelte Tiere zeigten diese Progression jedoch nicht. Daraus
ist zu schlieBen, dass die exogene Gabe von IL-18 den natiirlichen Th1-Shift bei der NOD
Maus verhindern kann und damit die destruktive Insulitis unterdriickt. Diese
Schlussfolgerung geht mit den histologischen Befunden der Insultisgrade einher, die eine

deutlich geringere Intrainsulitis der IL-18 behandelten NOD-Miuse zeigten.

5.1.3.2 Die Zytokine des angeborenen Immunsystems IL-12 und IL-18

Neben der Analyse der T-Helferzell Zytokine wurde in dieser Arbeit der Einfluss der
exogenen IL-18 Applikation auf die mRNA-Expression der Zytokine der angeborenen
Immunitéit IL-12 und IL-18 untersucht. Sowohl fiir IL-12 (Trembleau 1995), als auch fiir
IL-18 (Rothe H. 1997) ist ein der endogene proinflammatorische Einfluss auf die
inselinfiltrierenden Th-Zellen beschrieben. Exogen appliziertes IL-12 zeigte ebenfalls einen
deutlichen proinflammatorischen Effekt (Trembleau 1995). Die Applikation des
Homodimers IL-12(p40)2 dem Antagonisten des proinflammatorischen IL12p40/p35 zeigte
entsprechend eine deutliche Suppression der Diabetsentwicklung und eben auch der
Expression von IL-12 mRNA (Rothe H. 1997).

In dieser Arbeit wurde das Verhiltnis der IL-12p40/IL-12p35 mRNA Expression an den
Untersuchungszeitpunkten 14 und 21 Tage der individuellen Tiere bestimmt. Die Gruppe
der IL-18 behandelten NOD-Miuse zeigte keinen Anstieg dieses Verhiltnisses und
ebenfalls keinen Anstieg der endogenen IL-18 mRNA Expression, wihrend die kontroll-
behandelten NOD-Méuse an Tag 21 einen signifikanten Anstieg zeigten. Exogen
appliziertes IL-18 ist also in der Lage, die endogene Expression des proinflammatorischen

Zytokinverhiltnisses IL-12p40/IL-12p35 und IL-18 herunterzuregulieren.
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Im Gegensatz zu der o.g. Arbeit von Trembleau ist auch fiir die exogene Gabe von IL-12
bereits eine deutliche reduzierte Diabetesinzidenz beobachtet worden, die endogene 1L-12
mRNA Expression wurde jedoch nicht untersucht (O ‘Hara 1996).

Beide proinflammatorischen Zytokine scheinen also unter bestimmten Bedingungen auch

in der Lage zu sein, antiinflammatorisch zu wirken.

Das Herunterregulieren des endogenen Thl-vermittelnden Zytokins IL-18 konnte das
Ergebnis eines Effekts auf die Makrophagen oder eine Konsequenz der verminderten Th1-
Reaktivitit, die wiederum in einem kleineren IFN7Y/IL-10 mRNA Verhiltnis resultiert, sein.
Aufgrund anderer Arbeiten kann angenommen werden, dass dieser Effekt durch eine
Stimulation von Th2-Zell-Zytokinen durch exogen appliziertes IL-18 bei Zellen der
angeborenen Immunitit zustande kommt (Micallef, M.J.T. 1998 34).

Die Expression dieser beiden Zytokine korrelierte signifikant bei den individuellen Tieren.
Ebenfalls korrelierte das Ausmaf} der Intrainsulitis signifikant mit der IL-18 und IL-12-

Expression.

5.1.3.3 Die iNOS-Expression

NO ist einer der Haupteffektoren der -Zellzerstorung. Die vermehrte Expression der
induzierbaren NO-Synthase mit konsekutiv zunehmender NO-Produktion und destruktiver
Intrainsulitis ist ein wesentlicher Pathomechanismus der Inselzellzerstorung. Der enge
Zusammenhang zwischen pankreatischer iINOS mRNA-Expression und destruktiver
Intrainsulitis ist bekannt (Rothe H. 1994, Kolb H. 1996). Die iNOS mRNA Expression
kann durch inflammatorische Zytokine wie IFNYy, IL-1B und TNFa in Makrophagen,
Endothelzellen und B-Zellen induziert werden; Th2-Zytokine wirken hingegen inhibierend
(Ding A.H., 1988, Southern C. 1990, Suschek C. 1993). Ferner ist die iNOS Expression ein
Marker fiir die Makrophagen Aktivierung.

In den Experimenten dieser Arbeit zeigte sich, dass die systemische Applikation von IL-18
zu einer signifikanten Reduktion der iNOS Expression an den Untersuchungszeitpunkten
14 und 21 Tage fiihrte. Die unbehandelten Tiere zeigten im gleichen Zeitraum eine
Zunahme der Expression. Es konnte erneut gezeigt werden, dass eine hohe iNOS
Expression mit einem hohen Grad an Intrainsulitis korrelierte. Zudem lief sich eine enge

Korrelation zwischen iNOS mRNA Expression und dem Anstieg des Verhiltnisses
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IFNY/IL-10 mRNA bzw. IFNY/IL-4 mRNA in den individuellen Tieren feststellen. Dies
bedeutet, dass Tiere mit einer Verschiebung des T-Helferzell Gleichgewichts zur
proinflammatorischen Th1 Zelle auch eine deutlich hohere iNOS Expression als Marker fiir

die destruktive Insulitis zeigten.

5.2 Modulation des autoimmunen Geschehens durch IL-18

Die systemische Applikation von IL-18 fiihrte im klinischen Verlauf, auf histologischer
Ebene und hinsichtlich der mRNA Expression Th1/Th2-relevanter Zytokine zu einer
Unterdriickung des diabetogenen Prozesses bei der NOD-Maus. Bei den hier
durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich erneut, dass eine Verdnderung des
Gleichgewichts zwischen proinflammatorischen Thl-Zellen und nicht aggressiven Th2-
Zellen als ursdchlich fiir diese Beobachtungen anzusehen ist.

Eine ursdchliche Beeinflussung dieses Gleichgewichts durch Zytokine konnte in einer
Reihe von Arbeiten gezeigt werden: Trembleau et. al. und O’Hara et.al. zeigten die
Verschiebung zur Thl-Seite und die Beschleunigung der Diabetesentstehung unter 1L-12-
Gabe; Micallef et al. und Rothe et al. beschreiben bereits die IGIF Wirkung auf Thl-
Zytokine und Tokui et al. beschreiben die Unterdriickung der Diabetesentstehung durch IL-
18 im Cyclophosohamid akzelerierten Diabetes der NOD-Maus; (Trembleau S. 1995,
O’Hara 1996, Micallef M.J. 1996, Rothe H. 1994, Tokui M. 1998). Die Verschiebung
dieses Gleichgewichtes ist der entscheidende immunologische Pathomechanismus der
Zerstorung der pankreatischen Inseln und der Diabetes Manifestation. Da die systemische
Applikation von IL-18 zur Unterdriickung der fortschreitenden Insulitis mit
Betazelluntergang und der Diabetesmanifestation fiihrte, ist zu postulieren, dass die Thl-
Reaktion ebenfalls unterdriickt wurde. Dieses wurde durch die Ergebnisse der mRNA
Analysen bestitigt.

Ein mogliches Gegenargument fiir diese Hypothese wire, dass IL-18 einen direkten
Einfluss auf die pankreatischen Inselzellen unter Beteiligung anderer inflammatorischer
Zytokine und ohne Bedeutung der T-Helferzellaktivitit haben konnte. IL-18 hat jedoch
anscheinend keinen direkten Einfluss auf die Inselzellen (Rothe H. 1999):

IL-1B, TNF-o0 und IFNY sind in der Lage die Freisetzung von NO, dem wesentlichen
Effektor der Betazell-Zerstorung in experimentellen Systemen des Typl D.m. zu induzieren

(Kolb H. 1992). ErwartungsgemiB fithren niedrige Konzentrationen von IL-1B zu
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Freisetzung moderater Mengen an NO und iiben einen stimulatorischen Effekt auf den
Inselzellmetabolismus aus (Spinas G. 1986 und 1987). Werden pankreatische Inseln
hingegen einer Kombination aus IL-10, TNF-a und IFNYy ausgesetzt, kommt es zur Bildung
hoher NO Mengen, deren toxischer Effekt durch eine starke Senkung der respiratorischen
Aktivitat der Inselzellen gezeigt werden konnte (Cetkovic-Cvrilje M. 1994, Burkart V.
1996). Die Zugabe von IL-18 zeigte keinen zusitzlichen Effekt, weder stimulatorisch noch
inhibitorisch, auf die Freisetzung von NO und die durch die anderen Zytokine verursachte
mitochondriale Aktivitidt (Rothe H. 1999).

Diese Ergebnisse legen nah, dass IL-18 keinen direkten Effekt auf pankreatische
Inselzellen hat und auch nicht in der Lage ist, direkt protektiv oder sensibilisierend in

Bezug auf andere Entziindungsmediatoren zu wirken.

Systemisch appliziertes 1L-18 unterdriickt also wahrscheinlich iiber eine Dampfung der
Th1-Reaktivitit die Diabetes Entwicklung in unseren Experimenten. Dariiber hinaus zeigt
die erniedrigte iNOS Expression der IL-18 behandelten NOD-Miuse eine geringere
Aktivierung proinflammatorischer Zellen (Makophagen), mit der Folge einer geringeren
Betazell-Zerstorung und einer geringeren Diabetesinzidenz. IL-18, als ein Zytokin des
angeborenen Immunsystems, zeigte einen immunmodulatorischen Einfluss auf das erlernte

T-Zell abhingige Regulationssystem eines autoimmunen Krankheitsprozesses.

Tokui et al. konnten ebenfalls einen inhibitorischen Effekt auf die Cyclophosphamid
akzelerierte Diabetesentwicklung bei der NOD Maus zeigen (Tokui M. 1998), wihrend
Oikawa et al. zeigten, dass IL-18 auch in der Lage ist, eine Th1-Reaktion auszulésen und
die Diabetes-Inzidenz der NOD-Maus zu erhohen. Im Gegensatz zu den hier
durchgefiihrten Experimenten, bei denen IL-18 in der 10. Entwicklungswoche gegeben
wurde, erfolgte die Applikation in Oikawas Experimenten zu einem viel fritheren
Zeitpunkt, in der 4. Entwicklungswoche der NOD-Miuse. Hier konnte eine mogliche
Ursache fiir die unterschiedlichen Wirkungen liegen oder aber auch in einem
kostimulatorischen Effekt von erhohten IL-12 Spiegeln, CD86 und IFN-induzierbaren
Protein-10 mRNA Spiegeln (Oikawa 2003).

IL-18 scheint wie z.B. IL-12 und andere Zytokine IFNy und TNFa (Campbell 1991) kein
einfacher pro- oder anti- inflammatorischer Spieler des Immunsystems zu sein, sondern in

Abhingigkeit vom Zytokinmilieu, vom Aktivierungsniveau und Zeitpunkt des
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inflammatorischen Geschehens beeinflusst, zu agieren. Diese Hypothese wird von einer
Arbeit von Nakanishi et al aus dem Jahre 2001 gestiitzt. Hier wurden multiple Einfliisse
von IL-18 auf Lymphozyten (insbesondere auch auf T-Helferzellsubpopulationen), die
Rolle bei Infekt- und Tumorabwehr, sowie bei atopischen Reaktionen untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass IL-18 ein Zytokin ist, dass als Teil des angeborenen
Immunsystems sowohl Thl- als auch Th2-dominierte Immunreaktionen steuernd

beeinflusst (Nakanishi 2001).

Es zeigte sich in diesen Experimenten, dass IL-18, ein zunidchst als rein
proinflammatorisch beurteiltes Zytokin, auch die entgegengesetzte Wirkung entfalten kann.
Eine Fiille begleitender Faktoren wie der Zeitpunkt der Applikation, das
Aktivierungsmuster der Th-Zellen sowie die Spiegel anderer steuernder Zytokine scheint
Bedeutung fiir die Art der Reaktion zu haben. Dies fiihrt dazu, dass man zum
gegenwirtigen Zeitpunkt aus dieser Beobachtung keine einfache therapeutische
Konsequenz fiir den Menschen ziehen kann.

Dennoch konnten diese Beobachtungen in Zukunft helfen, Risikopatienten zu definieren,
die einer immunmodulatorischen Therapie unterzogen werden konnten. So zeigt eine
Arbeit einen engen Zusammenhang zwischen Inselzellautoantikérpern und dem Status der
systemischen Immunregulation, insbesondere der Hohe des IL-18 Spiegels (Hanifi-
Moghaddam 2003). Serumspiegel konnten also helfen ein Risikoprofil fiir die Entwicklung
des Diabetes zu entwickeln. Ahnliches zeigt eine Arbeit von Nicoletti et al.: Die IL-18
Serumspiegel sind beim Menschen insbesondere in der Frithphase der Erkrankung erhoht.
Auch dies konnte zusammen mit der Bestimmung von Inselzellautoantikdrpern helfen, bei
Verwandten ersten Grades von Typ 1 Diabetikern ein hohes Risiko fiir die Entwicklung der
Erkrankung in der subklinischen Phase zu erkennen (Nicoletti 2001). Zu diesem Zeitpunkt
konnte beispielsweise ein immunsuppressiver Therapieversuch unternommen werden.
IL-18 konnte auch als Marker eines Testmodels fiir neue immunmodulatorische
Substanzen eingesetzt werden: Rose et al. zeigten, dass sich eine modifizierte gemischte
Lymphozytenkultur als annidhernd physiologisches Testmodel fiir komplexe
Autoimmunerkrankungen, die sowohl das angeborene als auch das erworbene
Immunsystem betreffen, verwendet werden kann. Die Zugabe immunmodulatorischer
Substanzen fiihrte zu einem starken Anstieg von IL-18 und IL-12 Spiegeln. In diesem

System konnten also eine Reihe neuer Substanzen getestet werden (Rose B. 2004).
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Die im Laufe der Zeit gewonnenen Erkenntnisse iiber Autoimmunerkrankungen, wie des
Typl D.m., zeigen ein zunehmend komplexeres Bild der Steuerungsmechanismen des
Immunsystems. An Stelle von rein agonistischen oder antagonistischen Zytokinen finden
sich solche mit komplexen Wechselwirkungen. Die Erkenntnisse iiber diese
Regulationsmechanismen konnten die Entwicklung diagnostischer Methoden und neuer

Substanzen, die gezielt einzelne Elemente der Signalkaskade beeinflussen konnen, fordern.
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6. Zusammenfassung

Der Typ 1 Diabetes mellitus ist eine Autoimmunerkrankung. Durch eine aggressive
Infiltration Langerhans scher Insel kommt es zur selektiven Zerstorung pankreatischer [3-
Zellen mit anschlieBender Diabetes Manifestation. Im Tiermodell der spontandiabetischen
NOD-Maus ist die Expression des proinflammatorischen IL-18 Gens frithzeitig im
Krankheitsverlauf erhoht.

Diese Arbeit untersuchte die Wirkung der exogenen Applikation des proinflammatorischen
Zytokins IL-18 auf den Krankheitsverlauf bei NOD Maiusen gegeniiber kontroll-
behandelten NOD-Miusen und nicht diabetischen Balb/c-Miusen. Die Arbeitshypothese
eines beschleunigten Krankheitsverlaufs wurde widerlegt: IL-18 unterdriickte und
verzogerte die klinische Manifestation des Diabetes der behandelten NOD-Maiuse
gegeniiber den kontroll-behandelten NOD-Maiusen. Histologisch zeigte sich eine deutlich
schwicher ausgeprigte Insulitis. Das Infiltrationsmuster der benigneren, Th2-dominierten
Periinsulitis, {iberwog bei den IL-18-behandelten, das der aggressiven, Thl-dominierten
Intrainsulitis bei den kontroll-behandelten NOD-Maiusen. Die fiir die Erkrankung kausale
T-Helferzell-Balance (Th1/Th2) wurde durch die IL-18 Gabe in Richtung vermehrter nicht
autoaggressiver Th2-Zellen verlagert. Das Verhiltnis des Th1-Zytokins IFNY zu den Th2-
Zytokinen IL-4 und IL-10 nahm unter Behandlung signifikant ab. Die endogene
proinflammatorische IL-18 Expression nahm bei den kontrollbehandelten im Vergleich zu
den IL-18 behandelten Tieren deutlich zu. Das ebenfalls proinflammatorische Zytokin IL-
12 (sowie das Verhiltnisses IL-12p40/IL-12p35) des angeborenen Immunsystems zeigte
auch eine verminderte Expression unter Behandlung. Die induzierbare Synthase des
zytotoxischen Stickstoffmonoxids iNOS ist ein Haupteffektor der B-Zell-Zerstorung. Sie
wird bei der Thl-dominierten aggressiven Intrainsulitis vermehrt exprimiert und
beschleunigt die Erkrankung. Bei den IL-18 behandelten Méusen stieg sie im Gegensatz zu

den kontroll-behandelten Tieren nicht an.

Exogen systemisch appliziertes IL-18, ein potentiell proinflammtorisches Zytokin, hemmt
im Modell der spontandiabetischen NOD-Maus, iiber die Verlagerung der T-Helferzell
Balance zu einer Dominanz der Th2-Zellen, den Autoimmunprozess, der ursichlich fiir die
Entstehung des Typ 1 Diabetes ist. Neben den bisher beschriebenen proinflammatorischen,

kann es somit auch antiinflammatorische Eigenschaften zeigen.
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»Die Analyse des Einflusses von IL-18 auf die Insulitis und die Diabetesentwicklung

spontan diabetischer NOD-Miuse‘‘ vorgelegt von Andreas Hausmann

Der Typ 1 Diabetes mellitus ist eine Autoimmunerkrankung. Durch eine aggressive Infiltration
Langerhans ’scher Insel kommt es zur selektiven Zerstorung pankreatischer [B-Zellen mit
anschlieender Diabetes Manifestation. Im Tiermodell der spontandiabetischen NOD (Non Obese
Diabetes)-Maus ist die Expression des proinflammatorischen IL(Interleukin)-18 Gens frithzeitig im
Krankheitsverlauf erhoht.

Diese Arbeit untersuchte die Wirkung der exogenen Applikation des proinflammatorischen
Zytokins IL-18 auf den Krankheitsverlauf bei NOD Miusen gegeniiber kontroll-behandelten NOD-
Miusen und nicht diabetischen Balb/c-Méusen. Die Arbeitshypothese eines beschleunigten
Krankheitsverlaufs wurde widerlegt: IL-18 unterdriickte und verzogerte die klinische
Manifestation des Diabetes der behandelten NOD-Miuse gegeniiber den kontroll-behandelten
NOD-Maiusen. Histologisch zeigte sich eine deutlich schwicher ausgeprigte Insulitis. Das
Infiltrationsmuster der benigneren, Th2 dominierten Periinsulitis, iiberwog bei den IL-18-
behandelten, das der aggressiven, Thl dominierten Intrainsulitis bei den kontroll-behandelten
NOD-Mausen. Die fiir die Erkrankung kausale T-Helferzell-Balance (Th1/Th2) wurde durch die
IL-18 Gabe in Richtung vermehrter nicht autoaggressiver Th2 Zellen verlagert. Das Verhiltnis des
Thl Zytokins IFN(Interferon) y zu den Th2 Zytokinen IL-4 und IL-10 nahm unter Behandlung
signifikant ab. Die endogene proinflammatorische IL-18 Expression nahm bei den
kontrollbehandelten im Vergleich zu den IL-18 behandelten Tieren deutlich zu. Das ebenfalls
proinflammatorische Zytokin IL-12 (sowie das Verhiltnisses IL-12p40/IL-12p35) des angeborenen
Immunsystems zeigte auch eine verminderte Expression unter Behandlung. Die induzierbare
Synthase des zytotoxischen Stickstoffmonoxids iNOS ist ein Haupteffektor der B-Zell-Zerstorung.
Sie wird bei der Thl dominierten aggressiven Intrainsulitis vermehrt exprimiert und beschleunigt
die Erkrankung. Bei den IL-18 behandelten Miusen stieg sie im Gegensatz zu den kontroll-

behandelten Tieren nicht an.

Exogen systemisch appliziertes IL-18, ein potentiell proinflammatorisches Zytokin, hemmt im
Modell der spontandiabetischen NOD-Maus, iiber die Verlagerung der T-Helferzell Balance zu
einer Dominanz der Th2 Zellen, den Autoimmunprozess, der ursédchlich fiir die Entstehung des
Typ 1 Diabetes ist. Neben den bisher beschriebenen proinflammatorischen, kann es somit auch

antiinflammatorische Eigenschaften zeigen.
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