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Zusammenfassung

""Antigen-stimulierte Zytokinsekretion bei Typ 1 Diabetes, Typ 2 Diabetes und LADA"

Bei den hier untersuchten Formen des Diabetes mellitus, Typ 1 Diabetes, Typ 2 Diabetes und LADA
als Unterform des Typ 1 Diabetes, wird immunologischen Vorgéngen eine mitwirkende Rolle zuge-
schrieben. Die immunvermittelte Form des Typ 1 Diabetes ist durch eine Reaktivitdt von T-Zellen
gegen B-Zell-Strukturen gekennzeichnet und beim Typ 2 Diabetes ist die subklinische Inflammation
durch erhohte inflammatorische Zytokine charakterisiert.

Die hier vorliegende Arbeit untersucht mit einer in vitro Untersuchung die Antigen- und Mitogen-
stimulierte Zytokinsekretion bei Typ 1 Diabetikern, LADA Diabetikern, Typ 2 Diabetikern und
Kontrollprobanden. Es soll untersucht werden, wie sich die Antigenstimulation auf die Zytokin-
sekretion auswirkt und ob Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen. Weiter soll ein Zusammen-
hang zwischen der Zytokinsekretion und bestimmten anthropometrischen und klinisch-chemischen
Einflussfaktoren untersucht sowie ein Zusammenhang zwischen der stimulierten Zytokinsekretion und
der jeweiligen Zytokinkonzentration im Serum tlberpriift werden.

Hierzu wird im Rahmen einer Vollblutstimulation die Zytokinkonzentration in Vollblutproben nach
Stimulation mit PHA, LPS, GAD und p277 und bei der Leukozytenstimulation der Zytokingehalt von
Zelliiberstinden von ELISPOT-Ansdtzen nach Stimulation mit PMA/Ionomycin, HSP60, p277, GAD
und plA-2 mittels eines multiplex-bead-array-assay-Verfahrens bestimmt.

Eine Funktionsfdhigkeit der Vollblutstimulation zeigte sich anhand einer starken stimulatorischen
Wirkung von LPS bei IL-1f, IL-6, IL-8, TNF-o und IP10 sowie von PHA bei IP10. Die mit dem Typ 1
Diabetes assoziierten Antigene wiesen keine nachweisbare stimulatorische Wirkung auf. Zwischen
einer tatsdchlich nicht vorhandenen stimulatorischen Wirkung der Antigene und einer diesbeziiglich
fehlenden Sensitivitit des Untersuchungsansatzes kann nicht unterschieden werden.

Im Wesentlichen konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Bei der
Vollblutstimulation zeigten die Diabetiker bei IL-1p und IL-6 eine im Vergleich zu den gesunden
Probanden erhohte Ruhesekretion. Fiir die Stimulationsantwort auf LPS wiesen die Typ 2 Diabetiker
im Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern die hdchste Sekretion von IL-6 sowie
tendenziell die Diabetiker insgesamt im Vergleich zu den gesunden Probanden eine geringere
Sekretion von RANTES auf. Die erwartungsgemil3 erhohte Ruhesekretion der Diabetiker fiir IL-1(
und IL-6 sowie die geringere Stimulationsantwort fiir RANTES konnte auf eine geringgradige
unspezifische Grundaktivierung des Immunsystems mit einer abgeschwichten Immunantwort auf
Stimulation im Rahmen der Diabeteserkrankung hinweisen. Bei der Leukozytenstimulation zeigten die
LADA Diabetiker bei einer Stimulation mit PI eine im Vergleich zu den Typ 1 und Typ 2 Diabetikern
geringere Sekretion von MCP-1.

Es wurden nur wenige Zusammenhinge zwischen der Zytokinsekretion und den Einflussfaktoren
aufgezeigt. Bei der Vollblutstimulation zeigte sich bei den Typ 2 Diabetikern und gesunden Probanden
ein positiver Zusammenhang zwischen der Ruhesekretion von IL-6 und den Triglyceriden. Bei den
Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der GAD
stimulierten Sekretion von RANTES und dem C-Peptid aufgezeigt werden, was bedeutet, dass die pro-
inflammatorische Antwort mit noch erhaltener Insulinsekretion assoziiert ist. Ein positiver Zusammen-
hang zwischen der Ruhesekretion und dem Alter zeigte sich bei den Typ 1 Diabetikern fiir IL-1f und
bei den gesunden Probanden fiir IL-6. Die Zusammenhinge zwischen der Zytokinsekretion und Tri-
glyceriden, C-Peptid und Alter kdnnten auf eine bestehende metabolische Interaktion mit dem Immun-
system, eine im Verlauf der Diabeteserkrankung abnehmende Reaktivitit der Immunzellen und eine
im Alter gesteigerte Grundaktivitdt des Immunsystems hinweisen. Ein Zusammenhang zwischen der
Zytokinsekretion bei Leukozytenstimulation und der Zytokinkonzentration im Serum konnte nicht
festgestellt werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit keine stimulatorische Wirkung der Typ 1
Diabetes-assoziierten Antigene nachgewiesen, nur wenige Unterschiede zwischen den untersuchten
Gruppen aufgezeigt und nur in einer geringen Anzahl Zusammenhénge zwischen der Zytokinsekretion
und bestimmten Einflussfaktoren festgestellt werden. Aufgrund der eher geringen Gruppengréfie und
den multiplen statistischen Tests sind die Ergebnisse als explorativ zu werten. Die Ergebnisse sollten
mit einem groBeren Studienkollektiv iiberpriift werden.
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1 Einleitung

1.1 Einfithrung

Die vorliegende Arbeit mit dem Titel "Antigen-stimulierte Zytokinsekretion bei Typ 1
Diabetes, Typ 2 Diabetes und LADA" untersucht die Antigen-stimulierte Zytokinaus-

schiittung in vitro und vergleicht verschiedene Diabetesformen.

1.2 Diabetes mellitus

1.2.1 Definition des Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus stellt eine Gruppe von Stoffwechselerkrankungen dar, welche durch
eine chronische Hyperglykédmie aufgrund einer defizitdren Insulinversorgung charakterisiert
werden [1]. Ursdchlich liegen eine verminderte oder erloschene Insulinsekretion, eine redu-
zierte Insulinwirkung im Sinne einer Insulinresistenz oder eine Kombination beider Zustdnde
vor [1;2]. Infolge der chronischen Hyperglykdmie resultieren Strukturschidigungen und
Funktionsstorungen an unterschiedlichen Organen, wobei insbesondere die Augen, Nieren,

Nerven und Gefidlle zu nennen sind [1].
1.2.2 Einteilung des Diabetes mellitus

Eine Einteilung der Diabeteserkrankungen ist hinsichtlich einer Klassifikation in mehreren
Ausfiihrungen moglich. Geschichtlich gesehen wird eine Orientierung von einer Einteilung
auf Basis der pharmakologischen Behandlungsmethodik durch die National Diabetes Data
Group im Jahre 1979 in Richtung einer Einteilung auf Grundlage der &tiologischen Gesichts-
punkte durch die American Diabetes Association (ADA) und World Health Organisation im
Jahre 1997 erkennbar [1]. Die der spéteren Einteilungsmethodik entsprechenden Formen Typ
1 Diabetes und Typ 2 Diabetes wurden urspriinglich als juveniler oder Insulin-abhéngiger und
adulter oder Insulin-unabhdngiger Diabetes Typ deklariert. Es folgte eine Abwendung von
diesen Einteilungen nach Alter oder notwendiger Pharmakotherapie vor dem Hintergrund,
dass nicht jeder Typ 1 Diabetiker ein juveniles Lebensalter aufweist und dass auch Typ 2
Diabetiker hdufig einer Insulinsubstitution bediirfen [3;4]. Im Nachfolgenden ist die aktuell

giiltige Klassifikation nach der Atiologie in abgeiinderter Form dargestellt.



Klassifikation nach der Atiologie (ADA 1997) [abgeinderte Form nach [4]]

I Typ 1 Diabetes

a) immunologisch
b) idiopathisch

IT Typ 2 Diabetes

III andere Diabetesformen
a) genetische Defekte der B-Zellfunktion
b) genetische Defekte der Insulinwirkung
c¢) Erkrankungen des exokrinen Pankreas
d) Endokrinopathien
¢) medikamentds-induziert
f) infektios-bedingt
g) seltene immunologisch bedingte Formen
h) genetische Syndrome, die gelegentlich mit Diabetes assoziiert sind

IV Gestationsdiabetes

Die dargestellte Klassifikation nach der Atiologie unterscheidet hinsichtlich einer Gruppen-
einteilung zwischen einem Typ 1 Diabetes, einem Typ 2 Diabetes, einem Gestationsdiabetes
und den zu einer Gruppe zusammengefassten anderen Diabetesformen [4].

Der Typ 1 Diabetes zeichnet sich durch eine Zerstorung der B-Zellen des Pankreas mit einem
nachfolgenden absoluten Insulinmangel aus, wobei zwischen einer immunologischen und
einer idiopathischen Form unterschieden wird [3]. Der immunologischen Form des Typ 1
Diabetes ist eine Unterform mit der Bezeichnung LADA zugeordnet [5;6]. Die Bezeichnung
LADA steht als Abkiirzung fiir latent autoimmun diabetes in adults (LADA) und umschreibt
eine Erkrankungsform, die dtiologisch dem Typ 1 Diabetes zuzuordnen ist, allerdings klinisch
mit einem spiteren Manifestationszeitpunkt im Erwachsenenalter und einem sich relativ lang-
sam ausbildenden Insulinmangel mehr Gemeinsamkeiten mit dem Typ 2 Diabetes aufweist
[5;7]. Die Diagnose des LADA erfolgt auf der Grundlage von drei Kriterien, welche sowohl
das Erwachsenenalter bei Diagnosestellung, die Anwesenheit von Typ 1 Diabetes-assoziierten
Auto-Antikorpern als auch die erfolgreiche antihyperglykédmische Therapie ohne Insulin fiir 3
bis 6 Monate nach Diagnose umfassen [7;8]. Die beiden letztgenannten Aspekte stellen
jeweils eine Abgrenzung zum Typ 2 Diabetes beziehungsweise Typ 1 Diabetes dar. Ferner
zeigt der LADA als Abgrenzung zum Typ 2 Diabetes eine Assoziation mit bestimmten human
leukocyte antigen (HLA)-Merkmalen und Typ 1 Diabetes-assoziierten Auto-Antikorpern, eine

reduzierte Insulinsekretion und eine geringere Privalenz des metabolischen Syndroms [7].
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Der Typ 2 Diabetes zeichnet sich durch eine Kombination von verminderter Insulinsekretion
und reduzierter Insulinwirkung im Sinne einer Insulinresistenz mit einem nachfolgenden
relativen Insulinmangel aus [3].

Des Weiteren ist der Gestationsdiabetes als eine erstmalig wihrend einer Schwangerschaft
auftretende beziehungsweise diagnostizierte Kohlenhydratintoleranz definiert [9].

Die Gruppe der anderen Formen der Diabeteserkrankung stellt eine Zusammenfassung von

weiteren seltenen Ursachen des Diabetes mellitus dar [1;4].

1.2.3 Epidemiologie des Diabetes mellitus

Die Epidemiologie des Diabetes mellitus zeigt hinsichtlich der Entwicklung, der topograph-
ischen Haufigkeitsverteilung und der Anteile der verschiedenen Erkrankungsformen an der
Gesamtanzahl an Diabeteserkrankungen mehrere erwdhnenswerte Aspekte auf.

Im Jahr 2011 wurde die Anzahl an Diabetes erkrankten Personen im Alter zwischen 20 und
79 Jahren weltweit auf 366 Millionen geschitzt, wobei davon ausgegangen wird, dass jene
Zahl zum Jahre 2030 auf 552 Millionen ansteigen wird [10]. In diesem Zeitraum wird der
Anstieg der Privalenz mit geschitzten 69% in den Entwicklungslidndern um ein Vielfaches
hoher liegen als in den Industrienationen mit geschitzten 20% [11]. In Deutschland sind im
Jahr 2013 sechs Millionen Menschen mit Diabetes diagnostiziert, wobei mit Riicksicht auf
eine sich zum Teil schleichend entwickelnde Symptomatik eine hohe Dunkelziffer vermutet
werden darf [12].

Die topographische Verteilung der Privalenz der Diabeteserkrankung zeigt sowohl auf
globaler als auch auf nationaler Ebene eine heterogene Verteilung. Laut dem von der Inter-
national Diabetes Federation herausgegebenen Update 2012 der fiinften Edition des Diabetes
Atlas zeigte die weltweite Priavalenz im Durchschnitt einen Wert von 8,3% auf, wobei die
Rate nicht diagnostizierter Félle weltweit durchschnittlich bei circa 50% liegt [13]. In An-
betracht einer Pravalenz von 10,5% in Nord-Amerika, 9,2% in Siid- und Zentral-Amerika,
6,7% in Europa, 10,9% im mittleren Osten und Nord-Afrika, 4,3% in Afrika, 8,7% im Siid-
osten und Asien und 8,0% in der westlichen Pazifikregion zeigt sich eine erhebliche Varia-
bilitdt beziiglich der globalen Verbreitung. In Deutschland zeigen sich bundesweit regionale
Unterschiede bei der Priavalenz der Typ 1 und Typ 2 Diabeteserkrankung [12]. Wiahrend fiir
die Altersgruppe zwischen 45 und 75 Jahren die Region Halle fiir die Diabeteserkrankung
einen Anteil von 12% an der Bevolkerung aufzeigt, betrigt der Anteil an der Bevolkerung fiir
die Region Augsburg nur 5,8%, infolgedessen das Vorhandensein eines Nord-Siid-Gefilles

impliziert wird.



Der Anteil der unterschiedlichen Erkrankungsformen an der Gesamtzahl an Diabeteserkrank-
ungen variiert in einem erheblichen MaBle. Der Anteil des Typ 1 Diabetes betrdgt bis zu 10%
und der Anteil des Typ 2 Diabetes etwa 90%, wihrend die weiteren Formen eine unter-

geordnete Rolle einnehmen [4;14].

1.2.4 Atiologie und Pathogenese des Diabetes mellitus

Die verschiedenen oben dargestellten Formen des Diabetes mellitus unterscheiden sich hin-
sichtlich ihrer zugrunde liegenden Atiologie und Pathogenese erheblich, wobei als gemein-
sames Merkmal eine defizitdre Insulinversorgung mit nachfolgend resultierender Hypergly-
kédmie zu nennen ist [1]. Unter Beriicksichtigung der in dieser Arbeit untersuchten Formen des
Diabetes mellitus werden schwerpunktmifBig der Typ 1 Diabetes, der LADA sowie der Typ 2

Diabetes besprochen.

Der Typ 1 Diabetes zeigt eine fiir diese Form der Diabeteserkrankung charakteristische Zer-
storung der B-Zellen des endokrinen Pankreas und einen nachfolgenden absoluten Insulin-
mangel [14;15]. Es werden beim Typ 1 Diabetes ein Typ la, bei dem die B-Zell-Zerstorung
auf Grundlage einer immunologischen Reaktion stattfindet, und ein Typ 1b unterschieden, bei
dem keine Ursache fiir die B-Zell-Zerstorung ermittelt werden kann, weshalb jener auch als
idiopathisch umschrieben wird [16].

Es wird angenommen, dass fiir die Entstehung des Typ 1 Diabetes sowohl eine durch gene-
tische Faktoren beeinflusste Empfanglichkeit als auch eine Einwirkung von Umweltfaktoren
als Ausloser eine Rolle spielen [17]. Es wurden zwei Chromosomenregionen gefunden, die
mit der Typ 1 Diabeteserkrankung assoziiert sind, im Einzelnen Gene innerhalb der HLA-
Region auf dem Chromosom 6p21.3 und die Insulingenregion auf Chromosom 11p15.5 [18].
Die Gene der angesprochenen HLA-Region codieren Komponenten des major histocompati-
bility complex (MHC)-Klasse-2-Proteinkomplexes, wobei beim Menschen drei Haupttypen
von MHC-Klasse-2-Molekiilen bekannt sind, im Einzelnen HLA-DP, HLA-DR und HLA-DQ
[19]. Die HLA-Haplotypen HLA-DR3 und HLA-DR4 sowie bestimmte HLA-DQ Formen
sollen mit einem hohen Risiko fiir eine Erkrankung und der HLA-Haplotyp HLA-DR2 mit
einer gewissen Protektion einhergehen, wobei insgesamt die Protektionsfaktoren gegentiber
den Risikofaktoren eine Dominanz aufweisen [15]. Bei einem Erkrankungsbeginn in der
frithen Kindheit wird eine Assoziation mit HLA-DR3/4 beobachtet, wihrend sich bei einem
Erkrankungsbeginn in der spiteren Kindheit und im Erwachsenenalter eine Assoziation mit

HLA-DR3 zeigt [2]. Des Weiteren ist die Rate der Konkordanz bei der Typ 1 Diabetes-
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erkrankung bei identischen Zwillingen hoher als bei nicht identischen Zwillingen [20]. Es
zeigt sich, dass bei einem erkrankten Geschwisterteil das Risiko an Typ 1 Diabetes zu
erkranken bei HLA-identischen Geschwistern circa 18% und bei HLA-haploidentischen
Geschwistern circa 6% betragt, wihrend bei HLA-verschiedenen Geschwistern kaum ein
erhohtes Risiko festgestellt werden kann [4]. Beziiglich des Vorhandenseins von Umwelt-
faktoren als Ausloser fiir die Entstehung der Erkrankung werden zahlreiche Mdoglichkeiten
diskutiert, unter anderem eine Infektion mit Enteroviren oder die Aufnahme von bestimmten
Nahrungsmitteln oder bestimmten Toxinen [14;17].

Die Entstehung beziehungsweise Entwicklung des Typ 1 Diabetes erfolgt auf Grundlage einer
Zerstorung der B-Zellen innerhalb der Inseln des endokrinen Pankreas [17]. Dabei wird die
Modellvorstellung vertreten, dass eine pathologische Reaktion des Immunsystems auf zellu-
larer und humoraler Ebene die Grundlage fiir die B-Zell-Zerstérung darstellt [21]. Neben einer
Entziindungsreaktion in den Inseln durch Infiltration mit mononuklearen Immunzellen werden
gegen Antigene der B-Zellen gerichtete Auto-Antikorper gebildet. Die nachweisbaren Auto-
Antikorper, im Einzelnen Inselzell-Auto-Antikorper (ICA), Insulin-Auto-Antikdrper (IAA),
Glutamatdecarboxylase-Auto-Antikdrper (GADA), Protein-Thyrosinphosphatase-IA-2-Auto-
Antikorper (IA-2A) und Zink-Transporter-8-Auto-Antikorper (ZnT8A), zeigen eine Assozia-
tion mit der Wahrscheinlichkeit fiir ein Auftreten der Erkrankung und dem Ausmal ihrer
Progression, scheinen aber keine aktive Rolle in den pathogenetischen Mechanismen innezu-
haben [14;22-24]. Bei einem Erkrankungsbeginn in der frilhen Kindheit konnen mit einer
hohen Frequenz TAA und IA-2A nachgewiesen werden, wiahrend bei einem spateren Erkrank-
ungsbeginn in der spédten Kindheit und dem Erwachsenenalter vermehrt ICA und GADA
nachgewiesen werden [2]. Infolge der kontinuierlichen B-Zell-Zerstorung nimmt die Kapazitét
zur suffizienten Insulinsekretion ab, wobei davon ausgegangen wird, dass bei einer vorliegen-
den Zerstérung von etwa 80-90% der B-Zellen des Pankreas ein Anstieg der Blutzuckerwerte
einsetzt [4;14;25].

Es wird angenommen, dass der LADA als Unterform des Typl Diabetes grundlegend die

gleichen Mechanismen beziiglich der Atiologie und Pathogenese aufweist [5].

Der Typ 2 Diabetes zeichnet sich durch eine Kombination von verminderter Insulinsekretion
und erhohter Insulinresistenz mit einem nachfolgenden relativen Insulinmangel aus [3]. Ur-
sichlich kann vor diesem Hintergrund die Entwicklung auf ein Uberangebot an Nihrstoffen
und einer inaddquaten Reaktion sowohl der B-Zellen des Pankreas und als auch der Fettzellen
zuriickgefiihrt werden [26].

Es wird angenommen, dass unterschiedliche die Empfanglichkeit beeinflussende Gene mit



gewissen Umweltfaktoren interagieren und nachfolgend die Entstehungswahrscheinlichkeit in
einem Individuum mitbestimmen. Es wurden mehr als 40 Genloci gefunden, die eine Asso-
ziation mit der Erkrankung aufweisen, wobei die iberwiegende Anzahl mit einer gestorten f3-
Zellfunktion beziehungsweise Insulinsekretion und die geringere Anzahl mit einer gestorten
Insulinwirkung verbunden sind. Die Wahrscheinlichkeit an Typ 2 Diabetes zu erkranken be-
tragt bei Kindern eines an Typ 2 Diabetes erkrankten Elternteils bis zu 50%, wéhrend das
Risiko bei identischen Zwillingen einen Wert von 100% aufweist [4]. In Bezug auf eine mit-
wirkende Rolle von Umweltfaktoren konnte in unterschiedlichen Studien ein Zusammenhang
zwischen dem Einwirken eines Umweltfaktors und dem Auftreten des Typ 2 Diabetes auf-
gezeigt werden [27;28].

Die Entstehung beziehungsweise Entwicklung des Typ 2 Diabetes erfolgt vor dem Hinter-
grund, dass bei Personen mit einer gewissen Priadisposition eine Aufrechterhaltung der kom-
pensatorischen B-Zell-Antwort als Reaktion auf eine Nahrstoffiibersittigung und Reduktion
der Insulinwirkung nicht moglich ist [26]. Zu den Kompensationsmechanismen gehoren
neben der Expansion der B-Zell-Masse eine gesteigerte Insulinbiosynthese und eine verstarkte
Nahrungsangebot-gesteuerte Insulinsekretion. Pathogenetisch findet dabei die Modellvorstell-
ung Zuspruch, dass es nach einer gewissen Zeit der Kompensation zu einer Dekompensation
in Form einer Dysfunktion und weiterfithrend eines Untergangs der -Zellen kommt. Der ini-
tiale Untergang von nur wenigen [-Zellen fiihrt zu einer vermehrten Belastung und anschlie-
Bendem Untergang der tlibrigen B-Zellen. Im Hinblick auf Kompensationsvorgénge scheinen
vor allem die individuellen Eigenschaften des Fettgewebes und die Lokalisation der Néhr-
stoffspeicherung im Fettgewebe eine entscheidende Rolle zu spielen [29]. In Abhédngigkeit
von den individuellen Eigenschaften des Fettgewebes kommt es ab einer bestimmten Uber-
sattigung des Festgewebes mit Nihrstoffen in Form von Fettsduren zu Entziindungsvorgéngen
und der Ausschiittung von bestimmten Zytokinen wie MCP-1 und TNF-a [30]. Letzteres be-
wirkt iiber die Steigerung der Lipolyse im Fettgewebe mit nachfolgendem Anstieg der freien
Fettsduren im Blut eine Induktion der Insulinresistenz beziehungsweise Reduktion der In-
sulinwirkung am Skelettmuskelgewebe. In diesem Zusammenhang hat sich gezeigt, dass die
Einlagerung von Néhrstoffen im viszeralen Fettgewebe im Vergleich zu einer Einlagerung im
subkutanem Fettgewebe zu einer gesteigerten Insulinresistenz fiihrt [29]. Die Ausbildung
einer Insulinresistenz wird dabei als eine Art Schutzmechanismus interpretiert, der die betroft-
enen Organe vor einer Uberfettung schiitzen soll [26]. Beim Typ 2 Diabetes zeigt sich in
mehreren Gesichtpunkten eine Storung des Fettgewebes, indem vermehrt eine Einlagerung
von Nihrstoffen ins viszerale Fettgewebe stattfindet, die Insulin-vermittelte Lipolyseunter-

driickung reduziert ist und vermehrt inflammatorische Zytokine freigesetzt werden. Wéhrend



die Einlagerung von Fett in Leber und Skelettmuskulatur zu einer Steigerung der Insulin-
resistenz fiihrt, bewirkt die Einlagerung von Fett in die B-Zellen eine Verminderung der In-
sulinsekretion und Dysfunktion der B-Zellen [31]. Die beschriebenen Vorgédnge fiihren nach-
folgend zu einer metabolischen Stressreaktion und Organschidigung, unter anderem der

Leber und Skelettmuskulatur [26].

Die weiteren pathophysiologischen Vorgénge im Rahmen des Typ 1 Diabetes, des LADA und
des Typ 2 Diabetes sind auf eine defizitire Insulinversorgung zuriickzufiihren [1;32]. Ent-
scheidend fiir die Entwicklung und das quantitative Ausmal} dieser Vorgéinge ist die Diskre-
panz zwischen der zur Verfligung stehenden und zur adiquaten metabolischen Regulation
benétigten Menge an Insulin [33].

Das Peptidhormon Insulin besteht aus einer a-Kette mit 21 Aminosduren und einer B-Kette
mit 30 Aminosduren und wird in den B-Zellen der Langerhans-Inseln des endokrinen Pankreas
gebildet [33]. Die physiologische Wirkung von Insulin ist vielféltig und spielt sowohl auf der
Ebene der einzelnen Zelle als auch fiir die Regulation des Gesamtorganismus eine wichtige
Rolle, wobei die Wirkung auf das Fettgewebe, die Skelett- und Herzmuskulatur sowie auf die
Leber aufgrund ihrer Masse und Stoffwechselbedeutung im Vordergrund steht. Insgesamt
bedarf die Wirkung des Insulins auf den Kohlenhydratstoffwechsel hohere Konzentrationen
an Insulin als vergleichsweise auf den Fett- und Proteinstoffwechsel, weshalb bei einem
vorliegenden Insulinmangel die Verdnderungen des Kohlenhydratstoffwechsels im
Vordergrund stehen [32]. Der fiir die Diabeteserkrankung charakteristische Insulinmangel
fiihrt zu einer verminderten Aufnahme von Niahrstoffen wie Glukose, Aminosduren, Fett-
sauren und Elektrolyte vor allem in die Zellen der Skelettmuskulatur und des Fettgewebes.
Des Weiteren fiihrt der Insulinmangel zu einer gesteigerten Glykogenolyse in der Skelett-
muskulatur, einer gesteigerten Lipolyse im Fettgewebe und einer enthemmten Glukoneo-
genese in der Leber. Es resultiert ein Konzentrationsanstieg von Glukose, Fettsduren und
Aminosduren im Blut. Die infolge der Hyperglykdmie auftretende Glukosurie mit osmotischer
Diurese fiihrt zu einem Verlust von Fliissigkeit und Elektrolyten, wéhrend eine {ibermaBig
hohe Konzentration an freien Fettsduren im Blut in Verbindung mit einem starkem
Insulinmangel zu einer Bildung von Ketonkdrpern in der Leber fiihrt, infolgedessen sich eine
metabolische Azidose entwickeln kann [32;33]. Wahrend beim absoluten Insulinmangel eine
Enthemmung der Lipolyse mit nachfolgender Bildung von Ketonkdrpern einsetzt, verhindert
beim relativen Insulinmangel eine verbleibende Mengen an Insulin das Auftreten dieser Vor-
ginge [4]. Eine intrazelluldre Dehydratation, eine Elektrolytverschiebung zwischen dem intra-

zelluldren und extrazelluldren Raum und eine durch extrazelluldren Fliissigkeitsverlust be-



dingte Minderperfusion stellen dabei die Basis fiir organische Funktionsstérungen dar [33].
Im Erkrankungsverlauf kommt es zu Folgeschdden an Gewebestrukturen beziehungsweise
Organen, wobei unterschiedliche pathophysiologische Mechanismen vorliegen und die Aus-
wirkungen der Hyperglykdmie und Hyperlipiddmie im Vordergrund stehen [32;34].

Insgesamt scheint die pathogenetische Grundlage fiir die Entstehung diabetischer Kom-

plikationen nicht vollstindig geklért zu sein.

1.2.5 Klinik des Diabetes mellitus

Im Hinblick auf die anthropometrischen und klinischen Merkmale der Erkrankten sowie der
Progredienz und dem Ausprigungsgrad der klinischen Symptomatik werden Unterschiede
zwischen den hier dargestellten Formen der Diabeteserkrankung, im Einzelnen Typ 1 Dia-

betes, Typ 2 Diabetes und LADA, erkennbar.

Der Typ 1 Diabetes manifestiert sich vorwiegend im Kindes- und Jugendalter, zeigt zumeist
eine rasch fortschreitende Entwicklung zur klinisch manifesten Form und wird unter Um-
stainden anhand der klinischen Symptomatik des diabetischen Komas sichtbar [4]. Im Gegen-
satz dazu weisen der Typ 2 Diabetes und der LADA vorwiegend eine Manifestation im Er-
wachsenenalter auf. Gemeinsam zeigt sich oft eine langsam progrediente Entwicklung der
klinischen Symptomatik, weshalb beide Formen oft anhand der Verdnderungen von klinisch-
chemischen Parametern festgestellt werden. Wéhrend beim Typ 1 Diabetes in der Regel ein
Normalgewicht beobachtet werden kann, zeichnen sich der Typ 2 Diabetes und der LADA in
den meisten Fillen durch das Vorliegen von Ubergewicht aus [4;8;35]. Des Weiteren zeigt
sich bei beiden letztgenannten Formen eine Assoziation mit dem Auftreten des sogenannten
metabolischen Syndroms, wobei beim Typ 2 Diabetes ein groBeres Ausmal} beobachtet wird
[35]. Beziiglich des Vorliegens eines metabolischen Syndroms wurden mehrere Definitionen
auf Basis bestimmter Kriterien entwickelt [36]. Nachfolgend ist die National Cholesterol
Education Programme Adult Treatment Panel III (NCEP AT III) Definition dargestellt.

Im Rahmen der klinischen Symptomatik kénnen neben unspezifischen Allgemeinsymptomen
wie eine verminderte Leistungsfahigkeit und Miidigkeit fiir die Erkrankung charakteristische
Symptome wie Polyurie, Polydipsie und ein Gewichtsverlust beobachtet werden [1;4]. Die
Haufigkeit des Auftretens jener Symptome ist beim Typ 1 Diabetes hoch, wihrend beim Typ
2 Diabetes und beim LADA oft keine Symptomatik registriert werden kann [37]. AuBlerdem

konnen Symptome wie nachtliche Wadenkrampfe und Sehstorungen auftreten [4].



Definition des metabolischen Syndroms (NCEP ATP III Definition)[{ibernommen aus [36]]

Blutglukose niichtern > 100 mg/dl

Blutdruck > 130/85 mmHg

Triglyceride > 150 mg/dl

HDL <40 mg/dl (ménnlich) und < 50 mg/dl (weiblich)
Hiiftumfang > 102 cm (ménnlich) und > 88 cm (weiblich)

(Diagnose eines metabolischen Syndroms, wenn >3 Kriterien erfiillt sind)

Eine Dekompensation beziehungsweise schwerste Verlaufsform innerhalb der klinischen
Symptomatik zeigt sich in der Manifestation des diabetischen Komas, welches sich unter
anderem mit einem Auftreten von Bewusstseinsstorungen und Zeichen der Exsikkose mani-
festiert [4]. Fiir den Typ 1 Diabetes ist das ketoazidotische Koma mit Blutzuckerwerten iiber
350mg/dl und der Ausbildung einer metabolischen Azidose charakteristisch, wiahrend fiir den
Typ 2 Diabetes das hyperosmolare Koma mit Blutzuckerwerten {iber 600mg/dl ohne Aus-
bildung einer metabolischen Azidose kennzeichnend ist. Es zeigen sich klinisch drei unter-
schiedliche Verlaufsformen, indem bei der kardiovaskuldren Form ein Volumenmangel, bei
der renalen Form ein akutes Nierenversagen und bei der pseudoperitonitischen Form des keto-
azidotischen Komas gastrointestinale Symptome und peritoneale Reizerscheinungen im Vor-
dergrund stehen.

Im Rahmen der Erkrankung konnen sich unterschiedliche Folgeerkrankungen entwickeln,
welchen vor dem Hintergrund der weiteren Morbiditdt und Mortalitét eine besondere Bedeu-
tung zukommt [4]. Die sich entwickelnde Angiopathie wird generell in eine Diabetes-unspezi-
fische Makroangiopathie und Diabetes-spezifische Mikroangiopathie eingeteilt. Wéhrend die
Makroangiopathie vornehmlich die groBen arteriellen Gefdlle betrifft und sich klinisch als
koronare Herzkrankheit, periphere arterielle Verschlusskrankheit und arterielle Verschluss-
krankheit der Hirnarterien manifestiert, tritt die Mikroangiopathie klinisch als Nephropathie,
Retinopathie und Neuropathie in Erscheinung. Des Weiteren sind in dieser Hinsicht die diabe-
tische Kardiomyopathie, eine Resistenzminderung mit Neigung zu bakteriellen Infektionen,

Storungen des Fettstoffwechsels und eine Steatohepatose zu nennen.

1.2.6 Diagnostik des Diabetes mellitus

Die Diagnostik der hier dargestellten Formen der Diabeteserkrankung, im Einzelnen Typ 1

Diabetes, Typ 2 Diabetes und LADA, erfolgt unter Anwendung mehrerer Untersuchungs-



verfahren, wobei die quantitative Bestimmung der Blutglukose und des Anteils an glykiertem
Héamoblobin A1 (HbAlc) am Gesamthimoglobin im Vordergrund stehen [4;37]. Dabei stiitzt
sich die Diagnose auf nachfolgend beschriebene Kritieren, wobei bereits die Erflillung eines

Kriteriums zur Feststellung einer Diabeteserkrankung ausreicht.

Kriterien zur Diagnose eines Diabetes mellitus [modifiziert nach [1;4;37]]

- HbAlc>6,5%

- Niichtern-Blutglukose > 126 mg/dl

- OGTT-2h-Blutglukose > 200 mg/dl

- Gelegenheits-Blutglukose > 200 mg/dl in Kombination mit Symptomen des Diabetes

(die Grenzwerte gelten jeweils flir die Bestimmung im vendsen Plasma; Niichternheit definiert als
unterbliebene Nahrungsaufnahme fiir 8h; Symptome des Diabetes: Polydipsie, Polyurie und uner-
klarter Gewichtsverlust; OGTT=oraler Glukosetoleranztest, Blutglukosebestimmung 2h nach oraler
Aufnahme von 75g Glukose; Bestitigung der Ergebnisse der Blutglukosebestimmung mittels zweiter
Messung an einem nachfolgenden Tag; Diagnose eines Diabetes mellitus bei Erfiillung eines

Kriteriums)

Es wird zwischen einem Stadium ohne Hinweis auf eine vorliegende Diabeteserkrankung,
einem Stadium mit abnormer Niichternglukose beziehungsweise beeintrachtigter Glukosetole-
ranz sowie einem Stadium mit vorliegender Diabeteserkrankung unterschieden [4]. Wéhrend
fiir letzteres Stadium die oben beschriebenen Grenzwerte gelten, ist das Stadium mit abnor-
mer Niichternglukose beziehungsweise beeintrachtigter Glukosetoleranz durch den Bereich
100 bis 125mg/dl fiir die Niichtern-Blutglukose respektive 140 bis 199mg/dl fiir den Wert des
oralen Glukosetoleranztests (OGTT) nach 2h festgelegt.

1.2.7 Therapie des Diabetes mellitus

Die Therapie der hier dargestellten Formen der Diabeteserkrankung, im Einzelnen Typ 1
Diabetes, Typ 2 Diabetes und LADA, setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen. Mit
Riicksicht auf die unterschiedlichen pathogenetischen Grundlagen der einzelnen Formen der
Diabeteserkrankung lassen sich Unterschiede hinsichtlich der Anwendung beziehungsweise
Gewichtung der einzelnen Komponenten erkennen. Die Therapiemafnahmen werden mit dem
Ziel angewendet, durch eine Aufrechterhaltung einer normoglykédmischen Stoffwechsellage
sowohl eine Dekompensation zu verhindern als auch das Auftreten diabetischer Spatkompli-

kationen zu verzogern beziehungsweise zu vermeiden.
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Die Therapie des Typ 1 Diabetes umfasst die Komponenten Pharmakotherapie, Erndhrungs-
beratung, Schulung und psychosoziale Betreuung [38]. Beziiglich einer Pharmakotherapie ist
beim Typ 1 Diabetes aufgrund des absoluten Insulinmangels eine Indikation zur Insulin-
therapie gegeben [4]. Als Zielwert wird ein HbAlc-Wert von unter 7,5% angestrebt, wobei
grundlegend hinsichtlich der quantitativen Ausrichtung der Insulinsubstitution ein Kompro-
miss zwischen dem Risiko fiir Hypoglykédmien und einer Risikoreduktion fiir das Auftreten
diabetischer Folgekomplikationen gefunden werden muss [38]. Es finden unterschiedliche
Formen der Insulintherapie Anwendung, indem zwischen einer intensivierten und einer kon-
ventionellen Insulintherapie unterschieden wird [4]. Wihrend bei der intensivierten Insulin-
therapie mit einem adaptiven Verabreichungsschema eine Anpassung der Insulingabe an die
Mabhlzeiten erfolgt, zeichnet sich die konventionelle Insulintherapie mit einem starren Verab-
reichungsschema durch eine Anpassung der Mahlzeiten an die Insulingabe aus. Des Weiteren
besteht die Moglichkeit einer sogenannten Insulinpumpentherapie, bei der eine kontinuier-
liche subkutane Insulininfusion stattfindet. Im Rahmen der Ernédhrungsberatung und Schulung
soll zum einen die Hypoglykdmiegefahr vermindert und zum anderen eine optimale Ab-
stimmung zwischen der Nahrungsaufnahme und Insulinsubstitution ermoglicht werden, wobei
der korrekten Einschidtzung des Kohlenhydratgehaltes der Nahrung eine entscheidende Rolle
zukommt [38].

Die Therapie des Typ 2 Diabetes umfasst die Komponenten Schulung, Erndhrungsberatung,
Steigerung der korperlichen Aktivitdt und Pharmakotherapie [39]. Als Zielsetzung fiir die
quantitative Ausrichtung der einzelnen Komponenten werden Zielgrofen fiir verschiedene
Parameter angegeben. Es sollte ein Blutglukose-Wert niichtern unter 125mg/dl und bis 2h
nach Nahrungsaufnahme unter 199mg/dl, ein HbAlc-Wert zwischen 6,5 bis 7,5%, ein LDL-
Cholesterin-Wert unter 100mg/dl und eine Blutdruckeinstellung von systolisch unter
140mmHg respektive diastolisch um 80mmHg angestrebt werden. Zusitzlich kommt der Kor-
pergewichtsreduktion eine besondere Bedeutung zu, da 80% der Typ 2 Diabetiker ein
Ubergewicht aufweisen [4]. Als Ziele werden bei einem body-mass-index (BMI) zwischen 27
bis 35 eine Gewichtsabnahme von 5% und bei einem Wert {liber 35 eine Gewichtsabnahme
von 10% formuliert [39]. Bei der Therapie des Typ 2 Diabetes erfolgt eine Orientierung an
einem Stufenschema, indem bei ausbleibendem Erfolg beziehungsweise Verfehlen der Ziel-
werte jeweils MaBnahmen der nachfolgenden Stufe Anwendung finden. Die erste Stufe stellt
die sogenannte Basistherapie dar, welche die Grundlage fiir die weiteren Stufen darstellt und
neben SchulungsmafBnahmen und einer Erndhrungsberatung ferner eine Steigerung der

korperlichen Aktivitdt umfasst. Die zweite Stufe beinhaltet eine einfache Pharmakotherapie,
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wobei das Medikament Metformin die erste Wahl darstellt und nur bei Unvertraglichkeit von
Metformin andere Medikamente wie Sulfonylharnstoffe, Gliptine, Glinide, Glukosidase-
hemmer, Glitazone oder Insulinpridparate verwendet werden. Die dritte Stufe umfasst eine
zweifache Pharmakotherapie, indem eine Kombination der oben aufgefiihrten Medikamente
eingesetzt wird. Die vierte Stufe beinhaltet die Mdglichkeiten sowohl einer zusétzlich zu den
oralen Antidiabetika durchgefiihrten Insulintherapie als auch die Anwendung einer kon-

ventionellen oder intensivierten Insulintherapie [4;39].

1.3 Immunsystem

1.3.1 Grundlagen

Das Immunsystem des Menschen stellt ein komplexes System aus Immunorganen, Immun-
zellen und Mediatoren dar und spielt eine zentrale Rolle beim Schutz des Organismus vor
zum Teil pathogenen Fremdstrukturen sowie der Erhaltung seiner Integritit [33;40]. Beim
Aufbau kann zwischen unspezifischen und spezifischen sowie zelluliren und humoralen
Komponenten unterschieden werden [40].

In der nachfolgend dargestellten Tabelle (Tabelle 1) wird eine schematische Ubersicht iiber

die einzelnen Komponenten gegeben.

Tabelle 1: Komponenten des Immunsystems [modifiziert nach [33:40]]

unspezifisch spezifisch

Granulozyten

T Monozyten/Makrophagen T-Lymphozyten
dendritische Zellen B-Lymphozyten
naturliche Killerzellen
Komplementsystem -
humoral Antikorper

unspezifische Resistenzfaktoren

Die auch als angeboren umschriebene unspezifische Komponente des Immunsystems wird auf
zelluldrer Ebene von Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen sowie
natlirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und auf humoraler Ebene vom Komplementsystem und
unspezifischen Resistenzfaktoren vertreten [40]. Der Anteil an der Gesamtzahl an Leukozyten

betrédgt flir die Granulozyten etwa 60% und fiir die Monozyten etwa 4-8% [32].
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Bei den Granulozyten kann zwischen neutrophilen, eosinophilen und basophilen Zellen unter-
schieden werden. Die im Blut zirkulierenden Monozyten differenzieren sich im Gewebe zu
Makrophagen und bilden zusammen mit den dendritischen Zellen als spezialisierte Antigen-
priasentierende Zellen das sogenannte mononukledre phagozytotische System [32;40]. Die
Granulozyten und die Zellen des mononukledren phagozytotischen Systems besitzen zum
Zweck der Eliminierung pathogener Krankheitserreger sowohl die Fahigkeit zur Phagozytose
als auch die Féhigkeit zur Sekretion zytotoxischer Substanzen [32]. Die NK-Zellen zerstoren
Zielzellen ohne Beteiligung von MHC-Molekiilen iiber die Induktion einer Apoptose [32].

Das Komplementsystem wird von kaskadenartig aktivierten Proteinen gebildet und wirkt {iber
eine Zerstorung der Membran pathogener Erreger sowie iiber eine Aktivierung von Immun-
zellen. Die Gruppe der unspezifischen Resistenzfaktoren umfasst Effektormolekiile wie reak-

tive Sauerstoffspezies, proteolytische Enzyme und toxisch-wirkende Substanzen [33].

Die auch als erworben umschriebene spezifische Komponente des Immunsystems wird auf
zelluldrer Ebene von Lymphozyten und auf humoraler Ebene von Antikérpern vertreten [40].
Der Anteil an der Gesamtzahl an Leukozyten betrigt fiir die Lymphozyten insgesamt etwa 25-
40%, wobei zwischen B-Lymphozyten (B-Zellen) mit einem Anteil von etwa 15%, T-Lym-
phozyten (T-Zellen) mit einem Anteil zwischen 70 und 80% und sogenannten Nullzellen
unterschieden wird [32].

Bei den T-Zellen kann wiederum zwischen CD4-positiven T-Zellen und CD8-positiven T-
Zellen differenziert werden. Bei den CD4-positiven T-Helferzellen, die durch Antigen-présen-
tierende Zellen aktiviert werden, konnen T-Helferzellen vom Typ 1 (TH-1 Zellen) mit vor-
wiegend zelluldrem inflammatorischem Effekt, T-Helferzellen vom Typ 2 (TH-2 Zellen) mit
vorwiegend humoralem anti-inflammatorischem Effekt und T-Helferzellen vom Typ 0 unter-
schieden werden. Die Typen 1 und 2 stellen hinsichtlich des Spektrums der verschiedenen
Differenzierungstypen die am weitesten voneinander entfernten Pole auf einer Achse dar. Bei
den CD8-positiven T-Zellen zeigt sich eine Differenzierung in zytotoxische T-Killerzellen
und regulatorische T-Suppressor-Zellen [33;40].

Die B-Zellen bilden im Verlauf eines Reifungsprozesses einen membrangebundenen B-Zell-
Rezeptor mit einer bestimmten Spezifitit fiir eine pathogene Struktur aus [41]. Bei einer Akti-
vierung der Zellen nach Antigenkontakt kommt es zu einer Sekretion von mit dem Rezeptor
identischen 16slichen Immunoglobulinen in Form von Antikdrpern. Nachfolgend zeigt ein
Teil der fiir die pathogene Struktur spezifischen B-Zellen eine Differenzierung zu Plasma-
zellen, welche sich im Knochenmark ansiedeln und fiir das Antigen-spezifische Antikorper

sezernieren [32].
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Die im menschlichen Organismus vorkommenden Antikorper stellen Immunoglobuline dar
und werden von aktivierten B-Zellen gebildet. Die Funktion der Antikérper umfasst neben
einer Neutralisierung von pathogenen Zellstrukturen sowohl eine Aktivierung des Kom-
plementsystems als auch eine Unterstiitzung der Phagozytose von Zellstrukturen durch Op-

sonierung.

Die Steuerung des Immunsystems beziechungsweise die Immunantwort ist das Ergebnis von
Zell-Zell-Interaktionen, die sowohl {iber Rezeptorkontakte als auch Immunmediatoren zu-
stande kommt [40].

Hierbei werden hinsichtlich der Reaktionsmechanismen Unterschiede zwischen der unspezi-
fischen und der spezifischen Komponente erkennbar. Die unspezifische Komponente zeigt
eine unmittelbare Reaktion mit unspezifischer Ausrichtung auf pathogene Einfliisse und es
findet kein Lernvorgang statt [41]. Die Spezifitit der Rezeptoren fiir die Erkennung und
Bindung fremder Strukturen ist genetisch festgelegt und bei allen Zellen eines Typs in glei-
cher Form vorhanden [42]. Im Kontrast dazu zeigt die spezifische Komponente eine
verzogerte Reaktion mit spezifischer Ausrichtung auf pathogene Strukturen und zeichnet sich
durch eine Lernfdhigkeit mit nachfolgender Optimierung der Mechanismen aus [41]. Die
Spezifitit der Rezeptoren ist durch Neuordnung multipler Genelemente mit nachfolgender
klonaler Selektion variabel verdnderbar, weswegen die Zellen eines Typs diverse
unterschiedliche Spezifititen aufweisen konnen [42]. Es =zeigt sich eine vielfiltige
Verkniipfung zwischen den einzelnen Komponenten, indem unter anderem die unspezifische
Komponente eine Grundlage fiir die Initiierung der spezifischen Komponente darstellt und die
spezifische Komponente zum Teil die einzelnen Vertreter der unspezifischen Komponente als
ausfithrendes Organ verwendet [41].

Eine bedeutende Rolle fiir die Funktion des Immunsystems spielen die MHC-Molekiile,
welche in Form eines rund 100 Gene umfassenden Genkomplexes auf Chromosom 6 kodiert
sind [41]. Es wird unterschieden zwischen MHC-Klasse-I-Molekiilen mit den beim Menschen
wichtigen kodierenden Genloci HLA-A, HLA-B und HLA-C und MHC-Klasse-II-Molekiilen
mit den beim Menschen wichtigen kodierenden Genloci HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ.
Die MHC-Klasse-I-Molekiile finden sich auf allen kernhaltigen Zellen, wihrend die MHC-
Klasse-II-Molekiile nur auf Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen nachweisbar
sind. Die MHC-Klasse-I-Molekiile dienen der Présentation von intrazelluldren Strukturen und
werden durch CDS8-positive T-Zellen erkannt [40;41]. Die MHC-Klasse-I1I-Molekiile dienen
der Prisentation von iiberwiegend extrazelluldren Strukturen und werden durch CD4-positive

T-Zellen erkannt [32;40].
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Zudem sind fiir die Funktion des Immunsystems eine Toleranzentwicklung und die Bildung
eines immunologischen Gedichtnisses bedeutsam [32;41]. Diese Toleranzentwicklung wird
gegeniiber korpereigenen Strukturen aufgebaut und verhindert autoreaktive Reaktionen [41].
Von grundlegender Bedeutung ist dabei die Fahigkeit, zwischen eigenen und fremden Struk-
turen zu unterscheiden [40]. Die Toleranz wird zentral durch eine Eliminierung autoreaktiver
Zellen und peripher durch eine Aktivititsunterdriickung autoreaktiver Zellen ermoglicht [41].
Das immunologische Gedéchtnis wird im Verlauf einer Infektion gebildet, indem sich eine
bestimmte Anzahl aktiver Immunzellen zu langlebenden Gedéchtniszellen entwickeln [32].
Bei einem erneuten Kontakt mit der pathogenen Struktur stellen jene Gedichtniszellen die
Basis fiir eine beschleunigte Reaktion dar.

Insgesamt wird die Funktion des Immunsystems durch eine komplexe Verkniipfung der ver-

schiedenen Komponenten in Form eines sich unterstiitzenden Zusammenspiels ermoglicht.

1.3.2 Zytokine

Die Bezeichnung "Zytokine" stellt einen Oberbegriff dar, der zahlreiche Faktoren zusammen-
fasst, die im Rahmen eines komplexen Netzwerkes eine Schliisselrolle in der Regulation des
Immunsystems iibernehmen [40;43]. Die Zytokine iiben eine vermittelnde Funktion zwischen
den Immunzellen einerseits und Immunzellen und Zielzellen andererseits aus und steuern die
Aktivierung und Differenzierung von Zellen. Dabei aktivieren Zytokine als interzellulédre
Botenstoffe in nahezu allen Zellen des menschlichen Organismus intrazelluldre Signalwege,
wenn auch ihre regulierende Wirkung auf verschiedene Typen von Leukozyten am bekann-

testen ist [44].

Die unter der Bezeichnung "Zytokine" zusammengefassten Faktoren weisen beziiglich struk-
tureller und funktioneller Gesichtspunkte gemeinsame Merkmale auf [33].

Im Hinblick auf ihre chemische Struktur stellen sie Polypeptide mit einem Molekulargewicht
zwischen 15 und 25 kDa dar und werden ohne Speicherung unmittelbar nach der Synthese
sezerniert.

Eine Synthese von Zytokinen kann in den meisten Zellen des menschlichen Organismus
durchgefiihrt werden, erfolgt jedoch vorwiegend in den Zellen des Immunsystems [33;43;45].
Die Sekretion von Zytokinen kann sowohl kontinuierlich als auch diskontinuierlich induktiv
erfolgen [40]. Die Entfaltung ihrer Wirkung erfolgt tiber spezifische Rezeptoren in einem
pico- bis nanomolaren Konzentrationsbereich und die Wirkung kann sowohl autokrin als auch

parakrin sowie endokrin systemisch erfolgen.
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Die Zytokine zeigen iiber die Aktivierung von Signalkaskaden ein breites Spektrum an Me-
chanismen der Zellsteuerung, welches neben einer Verdnderung der Genexpression und Stoff-
wechselaktivitit sowohl eine Verdnderung der Proliferation als auch eine Steuerung der
Migration und Apoptose von Zellen umfasst [33]. Es zeigt sich sowohl ein Pleiotropismus,
indem ein Zytokin in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Wirkungen hervorrufen kann,
als auch eine Redundanz, indem unterschiedliche Zytokine die gleiche Wirkung vermitteln
konnen. Die Wirkung von Zytokinen kann unter physiologischen Bedingungen durch drei
Gruppen von Inhibitoren spezifisch vermindert beziehungsweise unterbunden werden, im
Einzelnen sind hier gegen das Zytokin gerichtete Antikorper, Zytokin-Rezeptorantagonisten

sowie l6sliche Zytokinrezeptoren zu nennen [46].

Fiir eine Finteilung der Zytokine in einzelne Gruppen finden sich in der Literatur mehrere
voneinander divergierende Konzepte [33;40;47;48]. Unter anderem wird zwischen den Inter-
leukinen (IL), den Interferonen (IFN), den Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF), den Chemokinen,
den Kolonie-stimulierenden-Faktoren und den nicht einer Gruppe zugewiesenen Zytokinen
unterschieden [47]. Die Chemokine werden anhand des Vorhandenseins einer weiteren
Aminosédure zwischen zwei N-terminal lokalisierten Cystein Aminosduren in zwei Klassen
unterteilt [33]. Dabei wird die Klasse der sogenannten CC-Chemokine ohne weitere Amino-
sdaure von der Klasse der sogenannten CXC-Chemokine mit einer weiteren Aminosdure ab-
gegrenzt. Des Weiteren konnen sogenannte a-Chemokine wie IL-8 und interferon gamma
inducible protein 10 (IP10), welche vermehrt chemotaktisch auf Granulozyten und Lym-
phozyten wirken, und sogenannte B-Chemokine wie monocyte chemoattractant protein 1
(MCP-1), macrophage inflammatory protein 1 alpha (MIP-1a) und regulated on activation,
normal T-cell expressed and secreted (RANTES), welche vermehrt chemotaktisch auf Mono-
zyten und Makrophagen wirken, unterschieden werden [49-51]. Dariiber hinaus werden von
Lymphozyten produzierte Zytokine als Lymphokine und von Monozyten produzierte Zyto-
kine als Monokine bezeichnet [49].

In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 2) ist eine Ubersicht fiir die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Zytokine hinsichtlich der Einteilung zu einer Gruppe, der produzierenden Zellen
und der Rezeptoren dargestellt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird die Ligand-bindende
Untereinheit des Interleukin-1 Rezeptor Typ 1 (IL-1RI) in der Tabelle sowie in den nachfol-
genden Ausfiihrungen als Zytokin aufgefiihrt, wobei es sich hinsichtlich der zugrunde liegen-
den Systematik im engeren Sinne nicht um ein Zytokin handelt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Konzentration der Ligand-bindenden Untereinheit des

Interleukin-1 Rezeptor Typ 1 bestimmit.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die untersuchten Zytokine hinsichtlich der Einteilung zu einer
Gruppe, der produzierenden Zellen und der Rezeptoren [modifiziert nach [40;47,48;52-54]]

Zytokin Gruppe Produzierende Zelle Rezeptor
IL-1a Interleukin | Makrophagen/Epithelzellen/Endothelzellen/B-Zellen/ CD121a
Fibroblasten CD121b
IL-1B8 Interleukin | Makrophagen/Epithelzellen CD121a
CD121b
IL-1RA Interleukin | Monozyten/Makrophagen/neutrophile Granulozyten/Hepato- |CD121a
zyten
IL-1RI* - (Ligand-bindende Untereinheit des IL-1-Rezeptor Typ 1: -
Bindung von IL-1a/IL-1B/IL-1RA; exprimiert auf T-Zellen
[Fibroblasten)
IL-2 Interleukin | T-Zellen CD25
CD122
CD132
IL-4 Interleukin | T-Zellen/Mastzellen CD124
CD132
IL-5 Interleukin | T-Zellen/Mastzellen CD125
IL-6 Interleukin | T-Zellen/Makrophagen/Endothelzellen/Monozyten CD126
CD130
IL-10 Interleukin | T-Zellen/Makrophagen/Monozyten IL-10R
CFR2-4
IL-17 Interleukin | T-Zellen/NK-Zellen CcD217
TNF-a Tumor- Makrophagen/NK-Zellen/T-Zellen/B-Zellen/ p55
Nekrose- | Monozyten/neutrophile Granulozyten/Epithelzellen p75
Faktor CD120a
CD120b
IFN-y Interferon | T-Zellen/NK-Zellen/B-Zellen CD119
IFNGR2
IL-8 Chemokin | Makrophagen/Monozyten/Endothelzellen/Fibroblasten/ CXCR1
(CXCLS8) Keratinozyten CXCR2
IP10 Chemokin | T-Zellen/Monozyten/Endothelzellen/Fibroblasten/ CXCR3
(CXCL10) Keratinozyten
MCP-1 Chemokin | Makrophagen/Monozyten/Fibroblasten/Keratinozyten CCR2
(CCL2)
MIP-1a Chemokin | T-Zellen/Monozyten/Mastzellen/Fibroblasten CCR1
(CCL3) CCR5
RANTES | Chemokin | T-Zellen/Monozyten/Endothelzellen/Thrombozyten CCR1
(CCL5) CCR3
CCR5
Abkurzungen: IL=Interleukin; RA=Rezeptorantagonist; RI=Rezeptor Typ 1; TNF-a=Tumor-Nekrose-
Faktor alpha; IFN-y=Interferon gamma; IP10=interferon gamma inducible protein 10; MCP-1=
monocyte chemoattractant protein 1; MIP-1a=macrophage inflammatory protein 1 alpha; RANTES=
requlated on activation, normal T-cell expressed and secreted; CXCL=CXC-Chemokin-Ligand;
CCL=CC-Chemokin-Ligand; NK=naturliche Killerzellen; T/B-Zellen=T/B-Lymphozyten; * mit Beriick-
sichtigung der dargestellten Systematik kein Zytokin, zum Zwecke der Ubersichtlichkeit aufgefiihrt

IL-1RI zeigt eine dreiteiligen Aufbau mit einem extrazelluldren Ligand-bindenden Anteil mit
319 Aminosduren, einem transmembranen Anteil mit 20 Aminosiduren sowie einem intra-
zellularen Anteil mit 213 Aminoséuren [55;56].

Eine Expression kann auf T-Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Epithelzellen, Keratino-
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zyten und Hepatozyten nachgewiesen sowie eine Bindungsfahigkeit fiir die Liganden IL-1a,
IL-1B und Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1RA) aufgezeigt werden [48;53;57]. Dariiber
hinaus wurden in verschiedenen Untersuchungen ldsliche Formen des Interleukin-1 Rezeptors
sowohl unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen in Korperfliissigkeiten
wie zum Beispiel Synovialfliissigkeit nachgewiesen [58;59]. Die 16slichen Rezeptoren ent-
stehen infolge proteolytischer Vorgédnge und stellen strukturell jeweils den extrazelluliren
Anteil des Rezeptors dar [58]. Der 16sliche Interleukin-1 Rezeptor Typ 1 bindet mit abneh-
mender Affinitdt die Liganden IL-1RA, IL-1a und IL-1pB [59]. Es wird angenommen, dass die
16slichen Rezeptoren als sogenannte Puffer fungieren und die Interleukin-1 Wirkung sowohl
von der Konzentration der Interleukine IL-1a, IL-1p und IL-1RA als auch von der Konzen-
tration der membrangebundenen sowie der 16slichen Rezeptoren beeinflusst wird [58;59].
Ferner weist eine Untersuchung darauf hin, dass die 16slichen Rezeptoren auch an Zellen
binden und als Liganden fungieren kdnnen [60].

Des Weiteren konnen unter funktionellen Gesichtspunkten sogenannte TH-1 Zellen und TH-2
Zellen Zytokine sowie pro-inflammatorische und anti-inflammatorische Zytokine differenziert
werden [61;62]. Eine Zuteilung erfolgt dabei in Abhdngigkeit davon, welcher T-Helferzell
Typ das jeweilige Zytokin produziert beziechungsweise vermehrt produziert und welche Wir-
kung das jeweilige Zytokin vermehrt aufweist. Eine Differenzierung auf Grundlage oben ge-
nannter Kriterien ist dabei nicht immer eindeutig moglich und in Abhéngigkeit der kon-
sultierten Literatur zeigen sich diesbeziiglich Differenzen [63;64].

Die Zytokine IL-2 und IFN-y werden zu den TH-1 Zellen Zytokinen gezihlt, wohingegen die
Zytokine IL-4 und IL-10 den TH-2 Zellen Zytokinen zugeordnet werden [64-66]. Wihrend in
dieser Hinsicht das Zytokin IL-6 beiden T-Helferzell Typen zugeteilt wird, kann beim Zyto-
kin TNF-a im Vergleich beider T-Helferzell Typen eine vermehrte Produktion bei den TH-1
Zellen und eine verminderte Produktion bei den TH-2 Zellen beobachtet werden [64;65]. Bei
einer Fokussierung auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zytokine werden IL-1a,
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-a, IFN-y, MCP-1, MIP-1a, IP10 und RANTES den pro-
inflammatorischen Zytokinen sowie IL-1RA, IL-4, IL-5 und IL-10 den anti-inflammatori-
schen Zytokinen zugeordnet [67-71].

In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 3) ist eine Ubersicht fiir die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Zytokine hinsichtlich ihrer Wirkung und einer moglicherweise bestehenden
Assoziation zur Diabeteserkrankung dargestellt, wobei nicht in allen Féllen eine eindeutige
Aussage moglich ist. Beispielsweise werden bei einzelnen Zytokinen in Abhéngigkeit der

konsultierten Literatur gegensitzliche Wirkungen beschrieben.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die untersuchten Zytokine hinsichtlich ihrer Wirkung und einer
Assoziation zur Diabeteserkrankung [modifiziert nach [40;47;48;50;52]]

Zytokin Wirkung Assoziation mit Diabeteserkrankung

IL-1a Aktivierung und Proliferation von T-Zellen | 3-Zell-zytotoxisch [45;72]
/Makrophagen; Fieberinduktion; Aktivier- | Blut-[c]t bei T1D [73]
ung der Prostaglandinsynthese

IL-1B8 Aktivierung und Proliferation von T-Zellen | 3-Zell-zytotoxisch [45;57;72;74;75]
/Makrophagen; Fieberinduktion; Aktivier- | Blut-[c]t bei T1D [76]
ung der Prostaglandinsynthese Insulitis bei T2D [77]
IL-1RA Antagonist der IL-1 Funktion B-Zell-protektiv [57;74;75;78]
Expression| im Pankreas bei T2D [45]
IL-1RI* I0slicher Rezeptorbestandteil (Antagonist | -
der IL-1 Funktion; IL-1a/B/RA Bindung)
IL-2 Proliferation von T-Zellen Gewebe[c]| B-Zell-protektive/t B-Zell-
destruktive Wirkung bei T1D [Mausmodell]
[79-81]
Blut-[c]t bei T1D [73]
IL-4 Aktivierung und Proliferation von B-Zellen | Protektion vor T1D [Mausmodell] [82-86]

; Hemmung der TH-1 Zellen; Differenzier- | Blut-[c]t bei T1D [73]
ung der TH-2 Zellen; Suppression der IFN

-y-Sekretion
IL-5 Proliferation und Differenzierung von Blut-[c]t bei T1D [73]
eosinophilen Granulozyten
IL-6 Proliferation und Differenzierung von T- Insulitis/Manifestationsverzdgerung bei T1D
Zellen/B-Zellen; Stimulation der Sekretion | [Mausmodell] [87]
von Akute-Phase-Proteinen Blut-[c]t bei T2D [88;89]
IL-10 Differenzierung von B-Zellen; Inhibition Gewebe[c]| B-Zell-protektive/t B-Zell-
der Makrophagenfunktion; Suppression destruktive Wirkung bei T1D [Mausmodell]
der IFN-y-Sekretion [90]
Blut-[c]? bei T1D [73]
IL-17 Induktion der Zytokinproduktion in Fibro- | B-Zell-Zerstérung/Insulitis bei T1D
blasten/Epithelzellen/Endothelzellen [Mausmodell] [91;92]
TNF-a Regulation und Proliferation von T-Zellen/ | 3-Zell-zytotoxisch [72;75]
B-Zellen; Aktivierung von Makrophagen/ | Blut-[c]? bei T1D/T2D [88;89;93]
Granulozyten/Endothelzellen Insulinresistenz bei T2D [94]
IFN-y Aktivierung von Makrophagen/Granulo- B-Zell-zytotoxisch [95;96]
zyten/T-Zellen/NK-Zellen; Hemmung der | Protektion vor T1D [Mausmodell] [97]
TH-2 Zellen; Stimulation der MHC- B-Zell-Zerstérung [Mausmodell] [98]
Expression
IL-8 Chemotaxie von T-Zellen/Granulozyten/ | Blut-[c]t bei T1D/T2D [88;99]
(CXCL8) |Endothelzellen metabolische Dysregulation bei T1D [100]
IP10 Chemotaxie von T-Zellen/NK-Zellen/ B-Zell-Zerstérung [Mausmodell] [101]
(CXCL10) | Endothelzellen B-Zellfunktionsstérung [102]
MCP-1 Chemotaxie von T-Zellen/NK-Zellen/ B-Zell-Zerstérung [Mausmodell] [103]
(CCL2) Granulozyten/Monozyten Blut-[c]t bei T2D [104]
MIP-1a Chemotaxie von T-Zellen/NK-Zellen/ Blut-[c]1 bei T1D [73]
(CCL3) Granulozyten/Makrophagen/Monozyten
RANTES | Chemotaxie von T-Zellen/NK-Zellen/ B-Zell-Zerstérung [Mausmodell] [105;106]

(CCL5) Granulozyten/Makrophagen/Monozyten Blut-[c]t bei T1D/T2D [73;104]

Abkurzungen: IL=Interleukin; RA=Rezeptorantagonist; RI=Rezeptor Typ 1; TNF-a=Tumor-Nekrose-
Faktor alpha; IFN-y=Interferon gamma; IP10=interferon gamma inducible protein 10; MCP-1=
monocyte chemoattractant protein 1; MIP-1a=macrophage inflammatory protein 1 alpha; RANTES=
requlated on activation, normal T-cell expressed and secreted; CXCL=CXC-Chemokin-Ligand;
CCL=CC-Chemokin-Ligand; T1D=Diabetes Typ 1; T2D=Diabetes Typ 2; T/B-Zellen=T/B-Lympho-
zyten; NK=natlrliche Killerzellen; TH-1/2-Zellen=T-Helferzell Typ 1/2; * mit Bertcksichtigung der
dargestellten Systematik kein Zytokin, zum Zwecke der Ubersichtlichkeit aufgefiihrt
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1.3.3 Antigene und Mitogene

Unter der Bezeichnung "Antigen" werden Substanzen zusammengefasst, die spezifisch mit
den einzelnen Komponenten des Immunsystems reagieren [33]. Die Bezeichnung "Mitogen"
umschreibt Substanzen, die unspezifisch eine Zellproliferation stimulieren.

Die im Rahmen einer quantitativen Zytokinbestimmung in Vollblutproben respektive Zell-
tiberstdnden in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellen sind vorangehend im Vollblut
suspendiert beziechungsweise isoliert mit verschiedenen Antigenen und Mitogenen stimuliert
worden. Die Stimulation im Vollblut erfolgte mit den Mitogenen Phytohaemagglutinin und
Lipopolysaccharid und den Antigenen Glutamatdecarboxylase und Peptid p277 sowie dem
sogenannten Control Peptid. Die Stimulation der isolierten Zellen erfolgte mit den kom-
binierten Mitogenen Phorbol-Myristate-Acetat/lonomycin und den Antigenen Hitzeschock-
protein 60, Peptid p277, Glutamatdecarboxylase und Peptid IA-2. Im Nachfolgenden soll eine
Ubersicht iiber die Struktur und Wirkung der verwendeten Antigene und Mitogene gegeben

werden.

Phytohaemagglutinin

Phytohaemagglutinin ist ein Extrakt aus der Pflanze "Phaseolus vulgaris" und stellt eine
Mischung aus verschiedenen Proteinen dar [107;108]. Phytohaemagglutinin ist ein Lektin und
zeigt strukturell den Aufbau eines aus zwei verschiedenen Untereinheiten, im Einzelnen Poly-
peptid PHA-E und Polypeptid PHA-L, zusammengesetzten Tetramers [109]. Die Untereinheit
PHA-E zeigt vorwiegend eine Agglutination von Erythrozyten, wéhrend die Untereinheit
PHA-L vorwiegend eine Stimulation von Lymphozyten bewirkt [110]. Mit der Bezeichnung
"Lektin" wird eine Gruppe von Kohlenhydrat-bindenden Proteinen oder Glykoproteinen zu-
sammengefasst, die eine Fahigkeit zur Agglutination von Zellen und zur Prizipitation von
Kohlenhydrat-Konjugaten aufweisen [111].

In der vorliegenden Arbeit wurde das Phytohaemagglutinin, nachfolgend als PHA bezeichnet,

als Mitogen wegen seiner stimulatorischen Wirkung auf Immunzellen eingesetzt.

Lipopolysaccharid

Lipopolysaccharide stellen einen wichtigen Vertreter von Endotoxinen gram-negativer Bak-
terien dar [33]. Der Aufbau der Lipopolysaccharide zeigt drei unterschiedliche Bestandteile,

wobei zwischen den einzelnen Bakterienspezies Unterschiede bestehen [112]. Neben dem als
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Lipid A bezeichneten Bestandteil, der einen Lipidanteil mit Glukosamin-Molekiilen darstellt,
bestehen zwei weitere Bestandteile in Form eines Kerns aus Oligosacchariden und eine als O-
Antigen bezeichnete Komponente, welche von repetitiven Saccharideinheiten gebildet wird.
Lipopolysaccharide werden im Blut an ein sogenanntes LPS-Bindungsprotein gebunden und
gelangen auf diese Weise zum membrangebundenen CD14-Oberflachenmolekiil von Makro-
phagen [113]. Der Komplex aus Lipopolysaccharid und LPS-Bindungsprotein wird auf den
Toll-like-Rezeptor 4 transferiert und es erfolgt eine Aktivierung mit nachfolgendem Ablauf
von Signalkaskaden. Infolge der Aktivierung zeigen die Zellen eine Ausschiittung von pro-
inflammatorischen Mediatoren wie TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8 und IFN-y [33].

In der vorliegenden Arbeit wurde das Lipopolysaccharid, nachfolgend als LPS bezeichnet, als

Mitogen wegen seiner stimulatorischen Wirkung auf Immunzellen eingesetzt.

Glutamatdecarboxylase

Das Enzym Glutamatdecarboxylase wandelt Glutamat in y-Aminobutyrat um und spielt damit
eine wesentliche Rolle in der Synthese des inhibitorisch wirkenden Neurotransmitters GABA
aus Glutamat [33]. Es sind zwei Isoformen der Glutamatdecarboxylase bekannt, GAD65 und
GADG67 [114]. Die mit GADG65 bezeichnete Form zeigt ein Molekulargewicht von 65kDa und
einen Aufbau mit 585 Aminosiuren, wiahrend die als GAD67 bezeichnete Form durch ein
Molekulargewicht von 67kDa und einen Aufbau mit 594 Aminoséuren charakterisiert ist. Das
GAD 1 Gen befindet sich auf Chromosom 2 und codiert fiir die GAD67 Form, welche im
Zentralnervensystem exprimiert wird [115]. Das GAD 2 Gen befindet sich auf Chromosom 10
und codiert fiir die GAD65 Form, welche sowohl im Zentralnervensystem als auch in B-Zellen
des Pankreas vorzufinden ist. Die B-Zellen der Langerhans-Inseln im Pankreas weisen hohe
Konzentrationen an GABA und Glutamatdecarboxylase auf [116]. Vor diesem Hintergrund ist
die Funktion von GABA bislang ungeklart, wobei die Vorstellung in Richtung einer regulier-
enden Wirkung von GABA auf die Insulinbiosynthese und Insulinsekretion in der Literatur
Zuspruch findet [117]. Die bei Diabetes Typ 1 hdufig nachweisbaren Auto-Antikorper gegen
Glutamatdecarboxylase sind gegen die in den B-Zellen des Pankreas exprimierte GAD65
Form der Glutamatdecarboxylase gerichtet [117;118].

In der vorliegenden Arbeit werden im Labor hergestellte Bestandteile der Glutamatdecar-
boxylase, nachfolgend als GAD bezeichnet, als Antigen vor dem Hintergrund eingesetzt, dass
die mit Diabetes Typ 1 assoziierten Auto-Antikorper unter anderem gegen die GAD65 Form
der Glutamatdecarboxylase gerichtet sind [117;119]. Sowohl bei der Stimulation der Zellen

im Vollblut als auch bei der Stimulation der isolierten Zellen kamen jeweils drei Peptidfrag-
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mente des GAD65 Molekiils zur Anwendung, im Folgenden Peptidfragment 4,7 mit insge-
samt 23 Aminosduren von den Positionen 270 bis 292, Peptidfragment 4,11 mit insgesamt 22
Aminosduren von den Positionen 554 bis 575 und Peptidfragment 3,1 mit insgesamt 18

Aminosauren von den Positionen 335 bis 352.

Peptid p277

Das Peptid p277 ist ein Peptidfragment des Hitzeschockprotein 60 und ist aus 24 Amino-
sduren aufgebaut, welche beim Gesamtmolekiil die Positionen 437 bis 460 einnehmen
[120;121]. Das Peptid p277 wird an MHC-Klasse-1I-Molekiile der Antigen-priasentierenden
Zellen gebunden und in der Form als Antigen vom T-Zell-Rezeptor erkannt [121]. Hinsicht-
lich der Wirkung von Peptid p277 im menschlichen Organismus geht die Vorstellung einer
immunmodulierenden Fahigkeit bei Typ 1 Diabetes in die Richtung, dass sowohl eine Her-
unterregulation der Effektormechanismen der TH-1 Zellen als auch eine Verschiebung der
Zytokinsekretion zu den Zytokinen der TH-2 Zellen induziert werden [122]. Wihrend im
Mausmodell durch die Gabe von Peptid p277 eine Progression der B-Zell-Zerstorung im
Untersuchungszeitraum unterbunden werden konnte, zeigte sich bei Probanden mit Typ 1
Diabetes infolge der Gabe von Peptid p277 kurzfristig eine Erhaltung der Insulinsekretion
[120;123;124]. Im Serum von an Typ 1 Diabetes erkrankten Probanden wurde eine hohe Kon-
zentration von Antikdrpern gefunden, die gegen ein Epitop im Bereich der Aminosduren 435
bis 454 des Hitzeschockprotein 60 gerichtet sind, welches mit einer groen Ausdehnung eine
Uberlappung mit dem Peptid p277 Bereich zeigt [125].

In der vorliegenden Arbeit wird im Labor hergestelltes Peptid p277, nachfolgend als p277
bezeichnet, als Antigen auf der Grundlage eingesetzt, dass in Untersuchungen ein immun-
modulatorischer Effekt von Peptid p277 auf T-Zellen bei Typ 1 Diabetes aufgezeigt werden
konnte [124].

Control Peptid

Das Control Peptid weist im Vergleich zum Peptid p277 eine identische Anzahl an Amino-
sduren auf, besitzt allerdings keine spezifische stimulative Wirkung auf Immunzellen.

In der vorliegenden Arbeit wird das Control Peptid, nachfolgend als ConPep abgekiirzt, vor
dem Hintergrund eingesetzt, zwischen einer spezifischen und nicht spezifischen stimulativen

Wirkung des Peptids p277 unterscheiden zu kdnnen.
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Phorbol-Myristate-Acetat/Ilonomycin

Die Substanzen lonomycin und Phorbol-Myristate-Acetat (PMA) werden als Kombination zur
T-Zell-Rezeptor-unabhidngigen Stimulation von T-Zellen in Form einer gesteigerten Akti-
vierung und Proliferation eingesetzt [126]. Die Wirkung basiert dabei auf eine Aktivierung
von intrazelluldren Effektormolekiilen und einer Steigerung des Calcium-Einstroms in die
Zellen. In einer Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Kombination beider Substan-
zen auf T-Helferzellen einen stimulatorischen Effekt in Form einer vermehrten Zellprolifera-
tion und gesteigerten Zytokinsekretion ausiibt [127]. Ferner konnte bei einer Untersuchung
von T-Zellen im Mausmodell beobachtet werden, dass die Anwendung einer Kombination aus
"Phorbol-Myristate-Acetat" und "lonomycin" zu einer gesteigerten Zytokinsekretion fiihrt und
einen mitogenen Effekt induziert [128].

In der vorliegenden Arbeit wird eine Kombination von "Phorbol-Myristate-Acetat" und
"lonomycin", nachfolgend als PI bezeichnet, als Mitogen aufgrund seiner stimulatorischen

Wirkung auf Immunzellen eingesetzt [129;130].

Hitzeschockprotein 60

Das Hitzeschockprotein 60 ist ein Bestandteil des intrazelluliren Chaperone-Systems und
weist ein Molekulargewicht von 60kDa auf [120;131]. Die als "Chaperone" bezeichneten
Molekiile spielen eine wichtige Rolle hinsichtlich der korrekten Ausbildung der raumlichen
Struktur von Proteinen [132]. Neben einer Unterstiitzung des als "Faltung" umschriebenen
Prozesses zur Ausbildung der rdaumlichen Struktur von Proteinen verhindern sie eine in-
korrekte Faltung und eine nachfolgend zu Funktionsstorungen fiihrende Aggregation von Pro-
teinen. Das Hitzeschockprotein 60 zeichnet sich dabei vorwiegend durch eine Unterstiitzung
der Faltung von Proteinen aus. Es ist vorwiegend intrazelluldr in Mitochondrien lokalisiert,
wird aber auch unter normalen Zustdnden nach extrazellular abgegeben [133]. Infolge einer
Einwirkung von Stressfaktoren in Form von Temperaturerh6hungen, UV-Licht oder einer
Infektion kann die intrazellulire Synthese an Hitzeschockproteinen gesteigert werden [134].
Extrazellular vorliegendes Hitzeschockprotein 60 fungiert als ein Verbindungsglied zwischen
Immunzellen und korpereigenen Geweben [131]. In einer Untersuchung konnte gezeigt
werden, dass das Hitzeschockprotein 60 als Antigen von Zellen des Immunsystems erkannt
wird und eine vermehrte Zytokinsekretion induziert [135]. Dabei stellt das Hitzeschockprotein
60 sowohl fiir den T-Zell-Rezeptor als auch den B-Zell-Rezeptor ein Antigen dar und kann in

Abhéngigkeit der vorliegenden Konzentration, seiner Herkunft und der umgebenden Zellen
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sowohl eine pro-inflammatorische Wirkung als auch eine anti-inflammatorische Wirkung auf-
zeigen [131].

In der vorliegenden Arbeit wird das Hitzeschockprotein 60, nachfolgend als HSP60 bezeich-
net, als Antigen mit Riicksicht darauf eingesetzt, dass in Untersuchungen ein stimulatorischer

Effekt auf Zellen des Immunsystems aufgezeigt werden konnte [136].

Peptid pIA-2

Das Peptid pIA-2 besteht aus zwei Peptidfragmenten, die hinsichtlich des strukturellen Auf-
baus zwei Regionen des Tyrosin Phosphatase-like IA-2 Proteins entsprechen. Das Tyrosin
Phosphatase-like 1A-2 Protein wird auch als Insulinoma-assoziiertes Protein und Inselzell-
Antigen 512 bezeichnet [137-139]. Das Tyrosin Phosphatase-like IA-2 Protein zeigt einen
Autfbau aus insgesamt 979 Aminosduren und ein Molekulargewicht von ungefdhr 105kDa,
wobei sich ein extrazelluldrer Anteil, ein transmembraner Anteil und ein intrazelluldrer Anteil
unterscheiden lassen [140]. Der intrazellulire Anteil zeigt eine Ahnlichkeit zur katalytischen
Region von sogenannten Protein-Tyrosin-Phosphatasen. Fiir das Protein kodierende mRNA
wird vermehrt nur in Geweben des Zentralnervensystems und in Pankreasinseln vorgefunden,
weshalb angenommen wird, dass eine auf die beiden oben genannten Gewebe beschrinkte
Expression vorliegt. Die kodierende Region fiir das Tyrosin Phosphatase-like IA-2 Protein
liegt auf dem Chromosom 2 [141]. In Anbetracht der transmembranen Struktur und des Ex-
pressionsmusters scheint das [A-2 Protein eine Rolle bei der Modulation von endokrinen
Signalen in den Inselzellen zu spielen [142]. Im Hinblich auf die Funktion des Tyrosin
Phosphatase-like IA-2 Proteins konnte in einer Untersuchung gezeigt werden, dass eine Uber-
expression des Proteins zu einer vermehrten Insulinsekretion und eine Ausschaltung des
Proteins zu einer verminderten Anzahl Insulin-enthaltender Vesikel in den B-Zellen fiihrt,
weshalb dem Protein eine wichtige Rolle in der Regulation der Insulinsekretion und der
Vesikelanzahl zugesprochen wird [143]. In einer Untersuchung an Probenmaterial von Typ 1
Diabetikern konnte gezeigt werden, dass die Reaktivitdt der gegen Bestandteile des Proteins
IA-2 gerichteten Auto-Antikdrper auf eine Region begrenzt ist, welche von den Aminosduren
zwischen den Positionen 601 bis 979 gebildet wird [144]. Dieses Gebiet stellt die zyto-
plasmatische Komponente des Proteins dar, wobei als Epitope die Regionen zwischen den
Aminoséduren 605 bis 620, 605 bis 682, 777 bis 937 und 687 bis 979 aufgezeigt wurden. In
einer weiteren Untersuchung wurde bei Typ 1 Diabetikern die Reaktivitidt von T-Zellen auf
das TA-2 Antigen untersucht [137]. Auf Grundlage der Verwendung zweier Peptidfragmente

mit jeweils 20 Aminosduren von den Positionen 831 bis 850 beziehungsweise 841 bis 860
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konnte im Bereich der lberschneidenden Anteile eine fiir die Reaktivitit der T-Zellen
verantwortliche Region des IA-2 Proteins identifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit werden im Labor hergestellte Bestandteile des IA-2 Proteins, nach-
folgend als pIA-2 bezeichnet, als Antigen vor dem Hintergrund eingesetzt, dass in Unter-
suchungen bei Typ 1 Diabetikern eine Reaktivitdt von T-Zellen auf Fragmente des 1A-2-Pro-
teins beobachtet werden konnte [137]. Bei der Stimulation der isolierten Zellen kamen ins-
gesamt zwei Bestandteile des Peptids zur Anwendung, im Einzelnen ein Peptidfragment mit
insgesamt 20 Aminosduren von den Positionen 831 bis 850 und ein Peptidfragment mit

insgesamt 20 Aminosduren von den Positionen 841 bis 860.

1.3.4 Immunologie des Diabetes mellitus

In der vorliegenden Arbeit wird hinsichtlich der zugrunde liegenden Atiologie und Pathoge-
nese der Diabeteserkrankung ein Fokus auf die immunologischen Vorgdnge im Rahmen der
Erkrankungen gelegt. Es wird dazu die Antigen-stimulierte Zytokinsekretion von Zellen des
Immunsystems bei verschiedenen Typen der Diabeteserkrankung untersucht, im Einzelnen
der Typ 1 Diabetes in seiner klassischen Form und der LADA-Form sowie der Typ 2 Dia-
betes. Bei beiden Formen der Diabeteserkrankung, Typ 1 Diabetes und Typ 2 Diabetes, kann
dem Immunsystem respektive immunologischen Reaktionen eine mitwirkende Rolle in der
Pathogenese der Erkrankung zugeschrieben werden, wenn auch mit einer unterschiedlichen

Gewichtung [77;145-149].

Typ 1 Diabetes

Die Entwicklung des Typ 1 Diabetes zeichnet sich beziiglich &tiologischer und pathogene-
tischer Gesichtspunkte durch eine immunologische oder idiopathische B-Zell-Zerstorung mit
nachfolgendem absoluten Insulinmangel aus, bei der hinsichtlich der zugrunde liegenden Ur-
sache eine Interaktion zwischen pradisponierenden genetischen Faktoren und Umweltfaktoren

angenommen wird [14;15].

Fiir die Rolle des Immunsystems bei der Typ 1 Diabeteserkrankung wird angenommen, dass
infolge des Einwirkens von Umweltfaktoren bei Vorliegen einer genetisch determinierten Pré-
disposition eine initiale Schidigung von B-Zellen auftritt und nachfolgend B-Zell-spezifische
Antigene das Immunsystem aktivieren [150]. Die Aktivierung von T-Zellen mit einhergehen-

der Zytokinsekretion fiihrt iiber eine Aktivierung weiterer Immunzellen zu einer Entziin-
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dungsreaktion mit Zerstorung der B-Zellen und Infiltration der Inseln. Eine abnorme Aktivitat
beziehungsweise Reaktivitit von T-Zellen des Immunsystems fiihrt dabei sowohl zu einem
inflammatorischen Geschehen innerhalb der Inseln als auch zu einer Produktion von Anti-
korpern, welche als Auto-Antikorper gegen Epitope der Antigene der B-Zellen gerichtet sind
[14]. Ein Hinweis auf eine direkte Beteiligung der Auto-Antikorper in der Pathogenese der
Erkrankung konnte bisher allerdings nicht aufgezeigt werden und dariiber hinaus konnte eine
Entwicklung des Typ 1 Diabetes bei einem an Agammaglobulindmie erkrankten Patienten
ohne eine Beteiligung von Auto-Antikorpern beobachtet werden [16;151].

Grundlegend bestehen zwei unterschiedliche Modellvorstellungen hinsichtlich der B-Zell-Zer-
storung beim Typ 1 Diabetes im Hinblick auf eine Beteiligung des Immunsystems. Das eine
Modell geht davon aus, dass unter Beteiligung von CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen
eine Zerstorung der B-Zellen in Form einer Nekrose oder einer Apoptose stattfindet, wobei der
letztgenannte Mechanismus vorwiegend zum Tragen kommt [21]. Das andere Modell geht
davon aus, dass eine B-Zell-Zerstorung in Form einer Nekrose oder Apoptose infolge einer
durch CD4-positive T-Helferzellen mittels Zytokinsekretion induzierten Entziindungsreaktion
in den Inselzellen verursacht wird [150]. Morphologisch setzen sich die bei der als Insulitis
umschriebenen Entziindungsreaktion in den Pankreasinseln vorgefundenen Zellinfiltrate vor-
wiegend aus CD8- und CD4-positiven T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen zusammen,
wobei die CD8-positiven T-Zellen eine pridominante Stellung einnehmen [152]. Die Insel-
zellen zeigen im Rahmen der entziindlichen Reaktion eine erhdhte Expression von MHC-
Klasse-I-Molekiilen und von Fas [152;153]. Wichtig erscheint vor diesem Hintergrund die
Beobachtung zu sein, dass bei der Untersuchung von Pankreasbiopsien von an Typ 1 Diabetes
erkrankten Patienten in allen Féllen eine Reduktion der B-Zell-Masse aber nur in einem Teil
der Fille eine Insulitis aufzeigt werden konnte. Diese Beobachtung veranschaulicht, dass ein
B-Zell-Untergang grundsétzlich auch ohne Insulitis auftreten kann.

In Bezug auf die Dynamik des Entziindungsprozesses wird die Vorstellung vertreten, dass
nach einer initialen Schiadigung der B-Zellen mit gleichzeitigem Auftreten der Auto-Anti-
korper eine Progression der destruktiven Vorgéinge infolge der Wirkung einer aggressiveren
Art von T-Zellen und Verschiebung der Immunantwort in Richtung einer pro-inflamma-
torischen Reaktion stattfindet [16]. Dabei spielen sowohl die der Spezifitit der T-Zell-
Reaktivitidt zugrunde liegenden Epitope als auch verschiedene Umgebungsfaktoren in Form
von Zytokinen eine Rolle, indem letztere die funktionelle Ausrichtung der T-Zellen und damit
die qualitative Auspriagung der Immunantwort mitbestimmen [17]. Verschiedene Untersu-
chungen am Mausmodell unterstiitzen die Vorstellung hinsichtlich einer Beeinflussung der

Zerstorungsreaktion durch Antigene und Zytokine und bestétigen die Annahme, dass sowohl
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CD8-positive T-Zellen als auch CD4-positive T-Zellen am destruktiven Prozess beteiligt sind
beziehungsweise eine Rolle iibernehmen [137;154-157].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Beteiligung des Immunsystems inner-
halb der Pathogenese des Typ 1 Diabetes als gesichert gilt, wobei Unklarheiten in Bezug auf
die Entstehung autoimmun-reaktiver Zellen und die zur B-Zell-Zerstérung fithrenden Mecha-

nismen bestehen.

Typ 2 Diabetes

Die Entwicklung des Typ 2 Diabetes zeichnet sich vor dem Hintergrund dtiologischer und
pathogenetischer Gesichtspunkte durch eine defizitire Insulinsekretion und herabgesetzte In-
sulinwirkung mit nachfolgendem relativen Insulinmangel aus, wobei eine Ubersittigung des
Organismus mit Néhrstoffen und eine inaddquate Reaktion sowohl der B-Zellen als auch der
Adipozyten als ursichlich gelten [26;30;158]. Die Reaktion der jeweiligen Zellen wird ferner

durch prédispositionierende genetische Faktoren und Umweltfaktoren beeinflusst.

In Bezug auf die Rolle des Immunsystems bei der Typ 2 Diabeteserkrankung wird ange-
nommen, dass ein andauerndes Uberangebot an Nihrstoffen bei vorliegender Pridisposition
zu einer Entziindungsreaktion im Fettgewebe mit nachfolgender Verdnderung der metabo-
lischen Regulationsvorginge fiihrt [30]. Dabei kommt es in Abhédngigkeit von den indivi-
duellen Eigenschaften der Adipozyten ab einer bestimmten Ubersittigung mit Nihrstoffen zu
Entziindungsvorgidngen und der Ausschiittung von bestimmten Zytokinen wie MCP-1 und
TNF-a. Eine gesteigerte Sekretion von MCP-1 durch die Adipozyten fiihrt nachfolgend zu
einer Infiltration von Makrophagen ins Fettgewebe mit anschlieBender Entziindungsreaktion.
Eine Sekretion von Zytokinen wie TNF-a durch Makrophagen und Adipozyten fiihrt dabei zu
einer Funktionsstorung des Fettgewebes mit gesteigerter Lipolyse und verminderter Trigly-
ceridsynthese, infolgedessen die Konzentration an freien Fettsduren im Blut ansteigt und
nachfolgend eine Steigerung der Insulinresistenz am Skelettmuskel induziert wird. Untersu-
chungen sowohl am Mausmodell als auch am Menschen unterstiitzen die Vorstellung hin-
sichtlich einer Konzentrationssteigerung an inflammatorischen Zytokinen im Fettgewebe und
einer damit einhergehenden Funktionsstorung des Fettgewebes [159-164].

Eine Fragestellung hinsichtlich der Beteiligung des Immunsystems besteht darin, ob eine im
Rahmen der Typ 2 Diabeteserkrankung beobachtete sogenannte subklinische Inflammation
eine Konsequenz der Erkrankung darstellt oder aber einen Beitrag zur Erkrankung leistet

[147;165]. Vor diesem Hintergrund werden grundsitzlich zwei unterschiedliche Modellvor-
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stellungen vertreten [147]. Beide Modellvorstellungen gehen von einer vorliegenden gene-
tischen Pradisposition und Interaktion von Umweltfaktoren aus und zeigen eine Fokussierung
auf zwei Hauptangriffspunkte, im Einzelnen das Vorhandensein einer Insulinresistenz und
einer Funktionsstérung der B-Zellen. Das metabolische Modell geht von einer direkten Beein-
flussung dieser zwei Angriffspunkte durch metabolische Faktoren aus. Im Gegensatz dazu
basiert das immunologische Modell auf der Annahme, dass die Beeinflussung der Angriffs-
punkte {iber eine Verdnderung von inflammatorischen Mediatoren vermittelt wird. Eine Adi-
positas flihrt demnach nur zu einer Entwicklung der Insulinresistenz und nachfolgend der Typ
2 Diabeteserkrankung, wenn eine Infiltration von Makrophagen ins Fettgewebe erfolgt. Die
im Rahmen der Typ 2 Diabeteserkrankung beobachtete subklinische Inflammation gilt gene-
rell als nicht spezifische Folgewirkung von metabolischem Stress. Allerdings wire es denk-
bar, dass eine bei Typ 2 Diabetes beobachtete chronische Inflammation durch Antigene ver-
ursacht wird und durch das Fehlen beziehungsweise nicht ausreichende Wirken von anti-in-
flammatorischen Regelkreisen eine Chronifizierung auftritt. Als Antigene kdmen in diesem
Zusammenhang von gestressten Zellen exprimierte und von zerstorten Zellen freigesetzte
Strukturen in Frage. Es zeigten sich bei Patienten mit Typ 2 Diabetes inflammatorische
Vorginge in den Inseln, charakterisiert durch das Vorhandensein von Immunzellen und pro-
inflammatorischen Zytokinen, und eine damit einhergehende B-Zell-Zerstorung [166].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Beteiligung des Immunsystems inner-
halb der Pathogenese des Typ 2 Diabetes als gesichert gilt, wobei die Frage nicht eindeutig
geklart ist, inwiefern eine vorliegende Inflammation als auslosende Ursache oder als Folge

der Entwicklung der Erkrankung anzusehen ist.

1.4 Untersuchungsansatz

Da bei allen untersuchten Erkrankungsformen der Diabeteserkrankung &tiopathogenetisch
bestimmten Antigenen eine mitwirkende Rolle zugeschrieben wird und Zytokine eine
Schliisselrolle in der Regulation des Immunsystems einnehmen, soll in der vorliegenden Ar-
beit die Antigen-stimulierte Zytokinsekretion von Immunzellen in vitro untersucht werden
[17;43;147;167-170]. Dafiir werden sowohl eine Vollblutstimulation beziehungsweise eine
Stimulation von Immunzellen im Vollblut als auch eine Leukozytenstimulation beziehungs-
weise eine Stimulation von isolierten Immunzellen im Ndhrmedium untersucht.

Als Untersuchungsmaterial werden in dieser Arbeit peripher im Blut zirkulierende Immun-
zellen verwendet, welche im Gegensatz zu den Immunzellen innerhalb der Pankreasinseln

tiber eine vendse Blutabnahme leicht und routinemifBig zugédnglich sind [171]. Zur Verfiigung
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standen zum einen Vollblutproben fiir die Untersuchung der Vollblutstimulation und zum
anderen Zelliiberstinde von enzyme linked immuno spot (ELISPOT)-Ansétzen fiir die Unter-
suchung der Leukozytenstimulation.

Bei den Vollblutproben erfolgte die Stimulation mit verschiedenen Antigenen und Mitogenen
im Vollblut und die Zytokinkonzentration wird im Zentrifugat bestimmt. Bei den Zell-
iiberstdnden erfolgte die Stimulation der isolierten Immunzellen, unter anderem T-Zellen, B-
Zellen und Monozyten, mit verschiedenen Antigenen und Mitogenen im Rahmen des

ELISPOT-Verfahrens und die Zytokinkonzentration wird im Zelliiberstand bestimmt [172].

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Mit der hier vorliegenden Arbeit "Antigen-stimulierte Zytokinsekretion bei Typ 1 Diabetes,
Typ 2 Diabetes und LADA" sollte die Zytokinsekretion in Antigen-stimuliertem Vollblut und
im ELISPOT-Zelliiberstand untersucht sowie Typ 1 Diabetes, Typ 2 Diabetes und LADA

verglichen werden. Folgende Fragestellungen wurden formuliert:

Vollblutstimulation

1) Gibt es bei einer 24stiindigen Stimulation von Zellen im Vollblut mit bestimmten Anti-
genen eine Antigen-reaktive Antwort in Form einer Zytokinausschiittung?

2) Gibt es bei einer 24stiindigen Stimulation von Zellen im Vollblut mit bestimmten Anti-
genen ein Unterschied zwischen Typ 1 Diabetes, Typ 2 Diabetes und LADA beziiglich
Antigen-reaktiver Antworten in Form einer Zytokinausschiittung und ist eine Abhingig-

keit von verschiedenen Einflussfaktoren sichtbar?

Leukozytenstimulation

1) Gibt es bei Zelliiberstinden von ELISPOT-Ansétzen ein Unterschied zwischen den oben
genannten Gruppen beziiglich Antigen-reaktiver Antworten in Form einer Zytokinaus-
schiittung und ist eine Abhédngigkeit von verschiedenen Einflussfaktoren sichtbar?

2) Kann eine Assoziation zwischen der Anzahl sezernierender Zellen im ELISPOT und den
Zytokinkonzentrationen der Zelliiberstinde beobachtet werden?

3) Kann eine Assoziation zwischen den Zytokinkonzentrationen im Serum und den Zyto-

kinkonzentrationen der Zelluberstande beobachtet werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Untersuchungsmaterial

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Untersuchungsmaterial wurde im Rahmen der
Teilnahme an der sogenannten "Action-LADA" Studie am Deutschen Diabetes-Zentrum
(DDZ) zusammengestellt [7;8].

Bei der "Action-LADA" Studie handelt es sich um eine internationale multizentrische Studie
zur immunologischen Charakterisierung des LADA im Vergleich zum Typ 1 Diabetes und
Typ 2 Diabetes sowie gesunden Kontrollprobanden. Eine Untersuchung der zelluldren und
humoralen Immunantwort von LADA Diabetikern erfolgt dabei unter anderem hinsichtlich
einer spezifischen Immunreaktion in Form einer Kurzzeitstimulation mit Diabetes-assoziier-
ten Antigenen und in Bezug auf eine systemische Immunreaktion in Form der Bestimmung
von Zytokinkonzentrationen im Serum. Zusidtzlich werden Auto-Antikorper bestimmt. Als
Ziele wurden eine bessere Unterscheidung des LADA vom Typ 2 Diabetes sowie die Ermitt-
lung von zellspezifischen Ursachen fiir die langsamere Progression des LADA gegeniiber der
klassischen Form des Typ 1 Diabetes formuliert.

Die jeweiligen Probandenkollektive fiir die Vollblutstimulation und Leukozytenstimulation
stellten zwei Teilkollektive der oben genannten Studie dar und entsprachen jeweils zum Teil
den Probandenkollektiven zweier vorangehender Untersuchungen [173;174].

Die "Action-LADA" Studie beziehungsweise die hier vorliegenden Ausfiihrungen wurden
von der Ethikkommission der Heinrich Heine Universitét Diisseldorf genehmigt (Nummer des

Ethikvotums 2279).

Im Nachfolgenden soll eine Ubersicht iiber die jeweilige Zusammenstellung des Probenma-
terials beziehungsweise der Probandenkollektive gegeben und die im Vorfeld dieser Arbeit im
Rahmen der oben genannten vorangehenden Studien durchgefiihrten Verarbeitungsschritte

dargestellt werden.
Untersuchungsmaterial fiir die Vollblutstimulation
Die Rekrutierung der Probanden erfolgte in einem Zeitraum von August bis Dezember 2006

in der Ambulanz des DDZ und in umliegenden allgemeinmedizinischen und internistischen
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Praxen. Die der Auswahl zugrunde liegenden Einschluss- und Ausschlusskriterien sind nach-

folgend in einer Tabelle aufgefiihrt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Auswahlkriterien fiir das Probandenkollektiv der Vollblutstimulation

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Patientenkollektiv (n=33)
- Alter: 18-70 Jahre - akute und chronische Infekte
- Ethnie: Kaukasier - Schwangerschaft
- schriftliche Einwilligung zur Teilnahme - Leukozytose
- anamnestisch bekannte Diabetes- - systemische Immunsuppressiva-Einnahme
erkrankung - konsumierende Erkrankung
- Diabeteserkrankungsdauer seit Diagnose
<5,5 Jahre
Kontrollkollektiv (n=16)
- Alter: 18-70 Jahre - akute und chronische Infekte
- Ethnie: Kaukasier - Schwangerschaft
- schriftliche Einwilligung zur Teilnahme - Leukozytose
- keine anamnestisch bekannte Diabetes- - systemische Immunsuppressiva-Einnahme
erkrankung - konsumierende Erkrankung

Das Kollektiv fiir die Vollblutstimulation setzte sich aus 6 Typ 1 Diabetikern, 22 Typ 2 Dia-
betikern, 5 Typ LADA Diabetikern und 16 Kontrollpersonen zusammen.
Den Probanden wurden vendse Blutproben entnommen und anthropometrische Daten wie Ge-

schlecht, Alter, Diabetesdauer, BMI, Taillen- und Hiiftumfang ermittelt.

Fiir die Durchfiihrung der Vollblutstimulation wurden den niichternen Probanden zwischen
07:00 und 10:00 Uhr morgens mittels Venenpunktion und unter Verwendung des Vacutainer-
Systems Blutproben abgenommen. Niichternheit war so definiert, dass der Proband seit 12h
auBer Wasser keine Nahrung zu sich genommen hatte. Bei auerhalb abgenommenen Proben
wurde darauf geachtet, dass jene bei Raumtemperatur (RT) innerhalb 1h im DDZ eingetroffen
waren und weiterverarbeitet wurden. Bei Nichteinhaltung dieser Voraussetzungen wurden die
Proben verworfen.

Insgesamt wurden fiir die Untersuchung pro Proband 2 Serum-Roéhrchen mit jeweils 8,5ml
Blut und 1 Lithium-Heparin-Réhrchen mit 9ml Blut abgenommen und bei RT innerhalb 1h
nach Abnahme weiterverarbeitet.

Die Serum-Rdhrchen wurden zentrifugiert (10min bei 999xg) und anschlieBend weiter analy-
siert. Es erfolgte sowohl eine Untersuchung verschiedener klinisch-chemischer Parameter als
auch eine Bestimmung der Auto-Antikorper.

Das Lithium-Heparin-R6hrchen wurde nach der Abnahme sechsmalig geschwenkt und der In-

halt anschlieBend in Mengen von je 1ml auf 7 serum separation tube vacutainer (SST-Vacu-
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tainer) verteilt. Die SST-Vacutainer waren vorher mit den Stimulantien PHA, LPS, GAD,
p277 oder ConPep und PBS-Puffer 0,2M (PBS) oder nur mit PBS bestiickt und zur Identifika-

tion mit den Zahlen 1 bis 7 durchnummeriert worden (siche Tabelle 5).

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Stimulantien der SST-Vacutainer bei der Vollblutstimulation

Nr. | Stimulation | Stimulusmenge Stimuluskonzentration Inkubation
1 PBS Oug Opg/ml Oh
2 PBS Oug Opg/ml 24h
3 PHA 1ug 1ug/ml 24h
4 LPS 0,1ug 0,1ug/ml 24h
5 GAD 10ug 10ug/mi 24h
6 p277 10ug 10pg/mi 24h
7 ConPep 10ug 10pg/ml 24h
GAD beinhaltet Peptide des GAD65-Moleklils Beschriftung PBS=Probe ohne Stimulation
-GAD 4,7 23 Aminosauren Positionen 270 bis 292
- GAD 4,11 22 Aminosauren Positionen 554 bis 575
-GAD 3,1 18 Aminosauren Positionen 335 bis 352

Die SST-Vacutainer beinhalten neben Silica-Partikel als Gerinnungs-aktivierende Faktoren
ein Polyestergel, welches wihrend des Zentrifugationsvorgangs den Serumiiberstand von den
korpuskuldren Blutbestandteilen trennt. Der Serumiiberstand sammelt sich bei der Zentrifuga-
tion oberhalb und die korpuskuldren Bestandteile unterhalb des Polyestergels.

Die 7 SST-Vacutainer wurden nach der Befiillung fiir 20min bei RT aufrecht gelagert. Der
SST-Vacutainer mit der Nummer 1 (PBS0) wurde sofort zentrifugiert (20min bei 2000xg) und
bei —20°C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

Die SST-Vacutainer mit den Nummern 2-7 (PBS24,PHA,LPS,GAD,p277,ConPep) wurden
vorerst fiir 24h bei 37°C inkubiert und nachfolgend zentrifugiert (20 min bei 2000xg) und bei
-20°C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen in

diesen Vollblutproben mit dem multiplex-bead-array-assay-Verfahren.

Untersuchungsmaterial fiir die Leukozytenstimulation

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte in einem Zeitraum von 2004 bis 2006 sowohl in der
Ambulanz des DDZ als auch in umliegenden allgemeinmedizinischen und internistischen
Praxen. Die der Auswahl zugrunde liegenden Einschluss- und Ausschlusskriterien sind nach-

folgend in einer Tabelle aufgefiihrt (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Auswahlkriterien fiir das Probandenkollektiv der Leukozytenstimulation

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Patientenkollektiv (n=103)
- Alter: 30-70 Jahre - akute Erkrankung
- schriftliche Einwilligung zur Teilnahme - Schwangerschaft
- anamnestisch bekannte Diabetes- - systemische Immunsuppressiva-Einnahme
erkrankung - konsumierende Erkrankung
- Diabeteserkrankungsdauer seit Diagnose |- Nierenerkrankung (Kreatinin>1,4mg/dl
<10 Jahre /Proteinurie)
Kontrollkollektiv (n=13)
- Alter: 30-70 Jahre - akute Erkrankung
- schriftliche Einwilligung zur Teilnahme - Schwangerschaft
- keine anamnestisch bekannte Diabetes- - systemische Immunsuppressiva-Einnahme
erkrankung - konsumierende Erkrankung
- Nierenerkrankung (Kreatinin>1,4mg/d|
/Proteinurie)

Das Kollektiv fiir die Leukozytenstimulation setzte sich aus 32 Typ 1 Diabetikern, 49 Typ 2
Diabetikern, 22 Typ LADA Diabetikern und 13 Kontrollpersonen zusammen.
Den Probanden wurden vendse Blutproben entnommen und anthropometrische Daten wie Ge-

schlecht, Alter, Diabetesdauer, BMI, Taillen- und Hiiftumfang ermittelt.

Fiir die Durchfiihrung der Leukozytenstimulation wurde den niichternen Probanden morgens
mittels Venenpunktion und unter Verwendung eines Vacutainer-Systems Blutproben abge-
nommen, wobei Niichternheit als eine fiir 12h unterbliebene Nahrungsaufnahme mit einer
Ausnahme von Wasser definiert wurde. Bei aullerhalb abgenommenen Proben wurde darauf
geachtet, dass jene bei RT innerhalb 1h im DDZ eingetroffen waren und weiterverarbeitet
wurden. Bei Nichteinhaltung dieser Voraussetzungen wurden die Proben verworfen.

Es wurden insgesamt pro Proband 2 Serum-Rdéhrchen mit jeweils 8,5ml Blut und 8 Kalium-
EDTA-R6hrchen mit jeweils 9ml Blut abgenommen und innerhalb 1h nach Abnahme bei RT
gemal Protokoll weiterverarbeitet [174].

Die Serumrdhrchen wurden nach der Abnahme zentrifugiert (10min bei 999xg) und danach
bei -20°C gelagert. Es erfolgte eine Bestimmung mehrerer klinisch-chemischer Parameter und
der Auto-Antikorper. Die Bestimmung der Zytokinkonzentration im Serum erfolgte fiir IL-
IRA, IL-6 und TNF-a mittels eines enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) und fiir IL-
8, IL-18 und MCP-1 mittels eines multiplex-bead-array-assay-Verfahrens.

Die Kalium-EDTA-R6hrchen wurden unmittelbar nach der Abnahme sechsmalig geschwenkt
und nachfolgend fiir einen Zeitraum von 24h bei RT gelagert. Danach schloss sich die Weiter-
verarbeitung in Form eines ELISPOT-Verfahrens an, bei dem eine Quantifizierung der Zyto-

kinsekretion anhand der Anzahl an spots beziehungsweise Anzahl sezernierender Zellen er-
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folgt [174;175]. In einem ersten Schritt wurden die Immunzellen isoliert und anschlieend mit
einer Anzahl von 3,5 Millionen Zellen pro Einheit in einer Stimulationsplatte mit den Stimu-
lantien PI, HSP60, p277, GAD oder pIA-2 und Ndhrmedium oder als sogenannte background-
Probe (BG) nur mit Ndhrmedium inkubiert (sieche Tabelle 7).

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Stimulantien beim ELISPOT-Verfahren der Zelliiberstinde

Beschriftung Stimulus Stimulusmenge beim ELISPOT
BG - -
Pl PMA/lonomycin 100pg
HSP60 HSP60 5ng
p277 p277 100ng
GAD GAD 10ng
plA-2 plA-2 100ng
GAD beinhaltet Peptide des GAD65-Moleklils plA-2 beinhaltet Peptide des IA-2-Moleklls
-GAD 4,7 23 Aminosauren Positionen 270 bis 292 - 20 Aminosauren Positionen 831 bis 850
- GAD 4,11 22 Aminosauren Positionen 554 bis 575 - 20 Aminosauren Positionen 841 bis 860
-GAD 3,1 18 Aminosauren Positionen 335 bis 352 Beschriftung BG=Probe ohne Stimulation

Nach einer Inkubationszeit von 40h erfolgte die Trennung der Immunzellen von den Uber-
stainden mittels Zentrifugation. Wihrend die Immunzellen im weiteren ELISPOT-Verfahren
eine Anwendung fanden, wurden die Zelliiberstdnde in vorher beschriftete Gefdl3e transferiert
und bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen in

diesen Zelliiberstandproben mit dem multiplex-bead-array-assay-Verfahren.

2.1.2 Geriite und Pipetten

Gefrierschrank -20°C Liebherr GS3183 Comfort, Liebherr, Bulle, CH
-80°C Forma 90S ULT Freezer, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Heracus HER Afreeze, Heraeus, Hanau, BRD

Kiihlschrank  +4°C Zanker K2F180, Elektrolux, Niirnberg, BRD

Eismaschine Scotsman 80 AF, Scotsman Ice Systems, Vernon
Hills, USA

Wasseraufbereitungs-Anlage MilliQ Anlage, Millipore, Molsheim, FR

Ultraschall-Bad VWR Ultrasonic Cleaner, VWR International,

Darmstadt, BRD
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Waage

Wirbelmixer

Absaug-Anlage

Zentrifuge

Magnetriihrer

Zeitnehmer

Schiittler

Neubauer-Zihlkammer

pH-Meter
ELISA-Gerit

LUMINEX-Gerit

Messpipetten

Dosierpipetten

Analytic A200S, Sartorius, Gottingen, BRD

Cenco #34524-200, Cenco Instrumenten B.V.,
Breda, NL

VF2 Janke und Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen,
BRD

QIAVAG 96 vacuum manifold #19504 + Vacuum
Regulator #19530, Qiagen, Hilden, BRD

Millipore Vacuum Pump XF54 23050, Merck
Millipore, Billerica, USA

Beckman Allegra 21R Centrifuge, Beckman Coulter,
Brea, USA

Eppendorf Zentrifuge 5810, Eppendorf, Hamburg,
BRD

IKAMAG RET 205975, IKA Labortechnik, Staufen,
BRD

Standuhr, Junghans, Schramberg, BRD

Easia Shaker DSG 304M/4, Medgenix Diagnostics,
Ratingen, BRD

Heidolph Titramax 100, Heidolph, Chemnitz, BRD
Neubauer Ziahlkammer Blaubrand #718605, Brand,
Wertheim, BRD

pH-Meter 761 Calimatic, Knick, Berlin, BRD
Multiskan Ascent 96/384 #5111-8300, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA

Bio-Plex 100 suspension array system, BIO-RAD
Laboratories, Hercules, USA

Messpipetten Glas DURAN, Duran Group,
Wertheim, BRD

- 1 ml #2434511

- 5 ml#2434523

- 10 ml #2434529

- 25 ml #2434534

Eppendorf Multipette plus, Eppendorf, Hamburg,
BRD

- Multipette plus #4981.000.019
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2.1.3 Gefille

Aqua destillata Kanister

Messzylinder

Messbecher

Glas-Flaschen

Reservoire

Rohrchen-Gefiale

Amber-Rohrchen

Rotilabo-Cryoboxen

Eppendorf Research, Eppendorf, Hamburg, BRD
1-Kanal

-10- 100ul #3111.000.149

- 10 - 1000ul #3111.000.165

-20- 200ul #3111.000.157

8-Kanal

-10- 100ul #3114.000.131

-30- 300ul #3114.000.158

Eppendorf Easypet, Eppendorf, Hamburg, BRD
- Easypet #4421.000.013

Gilson Pipetman, Gilson, Middleton, USA

-P2 0,2 - 2ul #F144801
- P10 - 10pl #F144802
- P20 2- 20ul #F123600

- P5000 1000 - 5000ul #F123603

10000ml Kanister, Kautex, Bonn, BRD
Messzylinder Glas, Schott, Mainz, BRD

(2000ml, 1000ml, 100ml, 50ml, 10ml)
Messbecher Glas, Schott, Mainz, BRD

(1000ml, 100ml, 50ml)

Glas-Flaschen, Schott, Mainz, BRD

(1000ml, 500ml, 100ml)

Reservoir V-Form 50ml, Corning Incorporated
Costar, Corning, USA

Reservoir V-Form 60ml, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Cellstar 50ml tube, Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
A

Amber Tubes 1,5 ml #710.006, Biozym, Hessisch
Oldendorf, BRD

Rotilabo Cryoboxen, Peter Oechmen GmbH, Essen,
BRD
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Mikroreaktionsgetille

Work-Rack

2.1.4 Verbrauchsmaterialien
Handschuhe
Desinfektionsmittel

LUMINEX-Messplatte

Pipetten-Spitzen

VIVASPIN-Behalter

Sterilfilter

SafeSeal Gefille 1,5ml #2000.3490, Sarstedt,
Niimbrecht, BRD

Multiply Gefédlle 0,2ml #2000.3493, Sarstedt,
Niimbrecht, BRD

SafeLock 1,5 ml #0030.120.086,

Eppendorf, Hamburg, BRD

Work-Rack #739.602, Biozym, Hessisch Oldendorf,
BRD

Gentle Skin, Meditrade, Kiefersfelden, BRD
Bacillol AF 1000ml, Bode Chemie, Hamburg, BRD
Millipore MABVN1250, Merck Millipore, Billerica,
USA

Tip One Tips, USA Scientific, Ocala, USA

- 0,1 - 10ul #S1111-3000

- 2- 20l #S1111-4000

1- 200ul #S1111-1000

1- 300ul #S1111-8000

- 101 - 1000ul #S1111-2020

Eppendorf Pipettenspitze, Eppendorf, Hamburg,
BRD

- 100 - 5000ul #0030.000.978

Eppendorf Combitips Biopur, Eppendorf, Hamburg,
BRD

- 0,1ml #0030.069.404

- 0,5ml #0030.069.420

- 1ml #0030.069.439

- 2,5ml #0030.069.447

- 5ml #0030.069.455

- 10ml #0030.069.463

Vivaspin 500 10kDa 2,2ml #VS101, Sartorius,
Gottingen, BRD

Sterilfilter Nalgene 0,2um, Beyer, Diisseldorf, BRD
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ELISA-Messplatte

Alufolie

2.1.5 Reagenzien

Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat
Kaliumdihydrogenphosphat
Natronlauge

Salzsdure

Diluent RD-5-5

Diluent RD-6-39

Falcon Mikrotest 96 #353072, BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA
Alufolie toppits, Cofresco, Minden, BRD

NaCl, Merck, Darmstadt, BRD
KCl, Merck, Darmstadt, BRD
Na,HPO4 x 2H,0, Merck, Darmstadt, BRD

KH,PO,4, Merck, Darmstadt, BRD

NaOH, Merck, Darmstadt, BRD

HCI Merck, Darmstadt, BRD

RD-5-5 Diluent #895485, RnD Systems,
Minneapolis, USA (LOT:254463)
RD-6-39 Diluent #895824, RnD System:s,
Minneapolis, USA (LOT:257820)

Diluent HPE HPE Dilution Buffer #M1940 (5x konzentriert),
Sanquin, Amsterdam, NL
(LOT:8000097439/8000074161/8000093775)

Tween 20 Tween 20 #817072, Merck, Darmstadt, BRD

Wash Puffer RD WA126 wash buffer #895126 (25x konzentriert)
, RnD Systems, Minneapolis, USA (LOT 252419)

BSA Roth Albumin Fraktion V #8076.2, Roth, Karlsruhe,
BRD (Charge:29679755)

BCA-Kit Pierce BCA-Protein-Kit #23227, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, USA (LOT:JG125020)
EDC-Reagent #161462, Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA

NHS-Reagent #56485, Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA

SA-PE Streptavidin-R-PE #922721, Qiagen, Hilden,
BRD (LOT:130175610)

NaNj; #K503, Roth, Karlsruhe, BRD

EDC-Reagent

NHS-Reagent

Streptavidin-R-PE

Natriumazid
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2.1.6 Losungen

PBS-Puffer 0,2M Phosphat Buffered Saline 0,2M 1000ml

- NaCl 8¢g

- KCl 0,2g

- Na,HPO, x 2H,0 l,4g

- KH,PO4 0,2g

- aqua destillata ad 1000ml

Losung wird mit NaOH/NaCl auf pH=6,8 titriert
HPE-Diluent-Losung HPE-Diluent Gebrauchslosung (1x konzentriert)

- HPE-Diluent (5x[c]) 60ml

- aqua destillata 240ml
Wash Pufter-Losung Wash Puffer Gebrauchslosung (1x konzentriert)

- wash Puffer (25x[c]) 80ml

- aqua destillata 1920ml
Activation-Puffer 0,1M Na,HPO4x 2H,0 250ml pH=6,1

- Na,HPO4 x 2H,0 4,45¢g

- aqua destillata ad 250ml

Losung wird mit HCI auf pH=6,1 titriert
Storage-Puffer PBS 0,2M mit 100% BSA/0,1% Natriumazid

- BSA 200mg

- NaN3 0,2mg

- PBS 0,2M ad 200ml
Wash Puffer mit Tween PBS 0,2M mit 0,25% Tween 20

- Tween 20 250ul

- PBS 0,2M ad 100ml
NHS-Reagent-Losung NHS-Reagent-Losung zur Anwendung bei der bead-

Kopplung [c=50mg/ml]

- NHS 10mg

- activation-Puffer 200ul
EDC-Reagent-Losung EDC-Reagent-Losung zur Anwendung bei der bead-

Kopplung [c=50mg/ml]

-EDC 10mg

- activation-Puffer 200ul
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2.1.7 Rekombinante Proteine

IL-1a

IL-1B

IL-1RA

IL-1RI

IL-2

IL-4

IL-5

IL-6

IL-8

IL-10

IL-17

TNF-a

IFN-y

MCP-1

MIP-1a

IP10

RANTES

IL-1alpha #200-LA, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:AC1607091)

IL-1beta #130-093-897, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908054)

IL-1RA #130-093-900, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908056)

IL-1RI #269-1R, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:NF0508021)

IL-2 #130-093-901, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908057)

IL-4 #204-1L, RnD Systems, Minneapolis, USA

(von AG Herder iibernommen)

IL-5 #130-093-926, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908058)

IL-6 #130-093-928, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908126)

IL-8 #130-093-942, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908061)

IL-10 #130-093-947, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908062)

IL-17 #317-IL, RnD Systems, Minneapolis, USA

(von AG Herder libernommen)

TNFalpha #130-094-022, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908064)

I[FNgamma #130-093-880, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD
(LOT:5080908053)

MCP-1 #279-MC, RnD Systems, Minneapolis, USA

(von AG Herder libernommen)

MIP-1alpha #270-LD, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:CG1207121)

IP10 #266-IP, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:KJ0708071)

RANTES #278-RN, RnD Systems, Minneapolis, USA
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(LOT:DO1407101)

- Losung in PBS mit 0,5% BSA (IL-1p und IL-2: mit 1% BSA); eingestellte [c]=5000pg/pl;
Lagerung bei —80°C

2.1.8 Capture-Antikorper

IL-1a IL-1alpha #MAB200 Clone 4414, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:GX14)

IL-1B IL-1beta #MAB601 Clone 2805, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:GY30)

IL-1RA IL-1RA #MAB280 Clone 10309, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:GZ12)

IL-1RI IL-1RI #MAB269 Clone 35730, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:ZC09)

IL-2 IL-2 #MAB602 Clone 5355, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:HA21)

IL-4 IL-4 #MAB604 Clone 3010, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:HC15)

IL-5 IL-5 #MAB405 CloneTRFKS, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:AHMO04)

IL-6 IL-6 Pelikine Kit #M 191602, Sanquin, Amsterdam, NL
(LOT:8000086089)

IL-8 IL-8 #MAB208 Clone 6217, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:ASJ22)

IL-10 IL-10 Pelikine Kit #M191000, Sanquin, Amsterdam, NL
(LOT:8000086537)

IL-17 IL-17 MAB317 Clone 41809, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:ABLO02)

TNF-a TNFalpha #MAB610 Clone 28401, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:AVRI11)

IFN-y IFNgamma #551221 Clone NIB42, BD Biosciences, Franklin Lakes,
USA (von AG Herder iibernommen)

MCP-1 MCP-1 #MAB679 Clone 23007, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:JU12)
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MIP-1a MIP-1alpha #MAB670 Clone 14215, RnD Systems, Minneapolis,

USA (LOT:HJ06)

IP10 IP10 #MAB266 Clone 33036, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:ADNO02)

RANTES RANTES #MAB678 Clone 21418, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:JA09)

- Losung in PBS; eingestellte [c]=1pg/ul; Kopplung an bead-Korper; Lagerung bei 4°C

2.1.9 Bead-Korper

IL-1a IL-1alpha COOH Bead #171-506-050, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-1B IL-1beta COOH Bead #171-506-046, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-1RA IL-1RA COOH Bead #171-506-011, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-1RI IL-1RI COOH Bead #171-506-063, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

1L-2 IL-2 COOH Bead #171-506-013, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-4 IL-4 COOH Bead #171-506-056, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-5 IL-5 COOH Bead #171-506-024, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-6 IL-6 COOH Bead #171-506-031, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-8 IL-8 COOH Bead #171-506-042, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-10 IL-10 COOH Bead #171-506-037, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IL-17 IL-17 COOH Bead #171-506-058, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

TNF-a TNFalpha COOH Bead #171-506-040, BIO RAD Laboratories,

Hercules, USA (LOT:9704472)
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IFN-y

MCP-1

MIP-1a

IP10

RANTES

IFNgamma COOH Bead #171-506-021, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

MCP-1 COOH Bead #171-506-033, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

MIP-1alpha COOH Bead #171-506-026, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

IP10 COOH Bead #171-506-061, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

RANTES COOH Bead #171-506-028, BIO RAD Laboratories,
Hercules, USA (LOT:9704472)

- Losung in storage Puffer; eingestellte [c]=2,5x10° beads/ml; Lagerung bei 4°C

2.1.10 Detection-Antikorper

IL-1a

IL-1B

IL-1RA

IL-1RI

IL-2

IL-4

IL-5

IL-6

IL-8

IL-10

IL-1alpha #BAF200, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:ZHO04)

IL-1beta #BAF201, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:UB15)

IL-1RA #BAF280, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:XKO06)

IL-1RI #BAF269, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:AUAO03)

IL-2 #BAF202, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:TH16)

IL-4 #BAF204, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:SU07)

IL-5 #BAM6051, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:DKSO03)

IL-6 #BAF206, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:SV17)

IL-8 #BAF208, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:UM11)

IL-10 Pelikine Kit #191004, Sanquin, Amsterdam, NL
(LOT:8000086538/8000067758/8000107391)
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IL-17 IL-17 BAF317, RnD Systems, Minneapolis, USA

(LOT:ACBO05)

TNF-a TNFalpha #BAF210, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:ST19)

IFN-y IFNgamma #554550, BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
(LOT:05736)

MCP-1 MCP-1 #BAF279, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:AKY06)

MIP-1a MIP-1alpha #BAF270, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:UUO08)

IP10 IP10 #BAF266, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:AAP06)

RANTES RANTES #BAF278, RnD Systems, Minneapolis, USA
(LOT:VCO06)

- Losung in PBS mit 0,5% BSA; eingestellte [c]=50pg/ml; Lagerung bei —20°C

2.2 Methoden

2.2.1 Beschreibung des multiplex-bead-array-assay-Verfahrens

In beiden Versuchsansitzen, Vollblutstimulation und Leukozytenstimulation, erfolgte die Be-
stimmung der Zytokinkonzentrationen mit dem multiplex-bead-array-assay-Vertfahren.

Bei der Vollblutstimulation erfolgte die Stimulation der Immunzellen im Vollblut und die
Zytokinkonzentrationen wurden im Zentrifugat gemessen. Bei der Leukozytenstimulation er-
folgte die Stimulation der isolierten Immunzellen im ELISPOT-Verfahren und die Zytokin-

konzentrationen wurden im Zelliiberstand gemessen.

Multiplex-bead-array-assay-V erfahren

Das multiplex-bead-array-assay-Verfahren stellt eine Form von multiplen Immunadsorptions-
verfahren dar, welche dadurch charakterisiert werden, dass Substrate mittels immunolo-
gischen Reaktionen durch Antikorper gebunden werden und es mdglich ist, in einem Mess-
vorgang gleichzeitig multiple Analysen vorzunehmen. Das in dieser Arbeit verwendete Ver-

fahren wird auf der Plattform des Luminex 100 MBAA Systems mit XMAP-Technologie
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durchgefiihrt, welches von der Firma Luminex, Austin, USA, entwickelt und von der Firma
BIO-RAD Laboratories, Hercules, USA in Lizenz als Bio-Plex Suspension Array System ver-
trieben wird.

Die Grundlage fiir die Funktion des Verfahrens wird hauptsdchlich von zwei Komponenten
gebildet, wodurch das Verfahren als Kombination zweier etablierter Messmethoden ange-
sehen werden kann, dem ELISA-Verfahren und der Durchflulzytometrie.

Zum einen wird die zu analysierende Substanz mittels capture-Antikdrpern an bead-Korper
genannte Kiigelchen gebunden, welches im Hinblick auf die Bindung des Analyten der Funk-
tionsweise des ELISA-Verfahrens entspricht.

Die bead-Korper sind rundliche Polysterol-Korper von 5,6um Durchmesser, welche unter
Verwendung von COOH-Gruppen als Anbindungsstellen mit verschiedenen Molekiilen wie
Antikorper bestiickt werden konnen und frei im Medium beweglich sind. Zur Unterscheidung
der einzelnen bead-Korper wird die sogenannte XMAP-Technologie eingesetzt, bei der die
bead-Korper mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen aus dem roten und infraroten Spektralbereich
markiert werden. Durch Variation der Anteile beider Farbstoffe an der Zusammensetzung ist
es moglich, bis zu 100 Gruppen von bead-Korpern zu unterscheiden, wobei eine Lichtexposi-
tion auBlerhalb des Messvorgangs zur Erhaltung der korrekten Funktionsweise vermieden
werden sollte [176;177]. Da jeweils eine Gruppe von bead-Korpern mit einer bestimmten
Sorte von capture-Antikorpern bestlickt werden kann, ist es moglich, bis zu 100 Substanzen
gleichzeitig in einem Messvorgang zu untersuchen. Nachfolgend bindet ein detection-Anti-
korper an die nachzuweisende Substanz, an den wiederum ein dritter Antikdrper mittels
kovalenter Bindung zwischen Biotin und Avidin ansetzt. Dieser dritte AntikOrper trégt einen
Fluoreszenzfarbstoff namens R-Phycoerythrin, welcher spéter bei der Messung zur Fluores-
zenz angeregt wird. Die kombinierte Registrierung von bead-Korper-Gruppe und Fluores-
zenzintensitit ermoglicht die Identifizierung und Quantifizierung einer gebundenen Substanz.
Jede bead-Korper-Gruppe stellt somit einen eigenen immunologischen Untersuchungsansatz
fiir die Bestimmung eines Zytokins dar [178].

Zum anderen wird das zu untersuchende Medium aspiriert und der Funktionsweise der Durch-
fluBzytometrie entsprechend in einer Durchflusskammer auf Basis von Oberflichenmar-
kierungen analysiert.

Flussbedingt ordnen sich die bead-Korper linienformig hintereinander an und werden mittels
zweier Lasersysteme untersucht (sieche Abb.1). Ein Laser mit einer Wellenldnge von 635nm
dient der Identifikation der einzelnen bead-Korper-Gruppen. Dazu werden die zwei Farbstoffe
der bead-Korper zur Fluoreszenz angeregt und mittels zweier Detektoren wird anhand des

Fluoreszenzverhaltens die jeweilige bead-Korper-Gruppe bestimmt. Der zweite Laser mit
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einer Wellenldnge von 532nm dient in Kombination mit einem Detektor der Quantifizierung
der Menge an gebundenem dritten Antikorper [179]. Der Fluoreszenzfarbstoff des dritten
Antikorpers wird zur Fluoreszenz angeregt und die Intensitdt wird registriert. Die Stdrke des
gemessenen Signals korreliert direkt mit der Menge an gebundenem dritten Antikdrper,
welche wiederum direkt mit der Menge an gebundenem detection-Antikérper und somit nach-
zuweisender Substanz korreliert. Voraussetzung fiir die Giiltigkeit der Annahmen ist aller-
dings, dass durch mehrmalige Waschvorginge nicht gebundenes Material vollstindig entfernt
wird. Da die Menge an gebundener Substanz von deren Konzentration im untersuchten Me-
dium direkt abhingt, kann die Substanzkonzentration im Medium unter Verwendung von
standardisierten Proben mit definierter Konzentration berechnet werden.

Die Zusammenstellung der einzelnen Komponenten wurde hinsichtlich der korrekten Funk-
tionsweise im Vorfeld untersucht beziehungsweise angepasst und wiahrend der Durchfiihrung
nicht verdndert, da von einem erheblichen Einfluss jener auf die Messergebnisse berichtet

wird [177].

LASER 635nm LASER 532nm

BEAD-Korper Zytokin R-
(2 Farbstoffe) Phycoerythrin

Identifikation Quantifizierung

AK1=Antikorper 1
AK2=Antikorper 2
AK3=Antikorper 3

Abb.1: Funktionsprinzip des multiplex-bead-array-assay-Verfahrens

Im Vergleich zwischen dem verwendeten multiplex-bead-array-assay-Verfahren und dem
ELISA-Verfahren bestehen mehrere Unterschiede beziiglich der Funktionsweise [178].

Beim multiplex-bead-array-assay-Verfahren ist die Ligand-bindende Substanz in Form des
capture-Antikorpers nicht fest an der Grundplatte gebunden, sondern an bead-Kdorper gekop-
pelt frei im Medium beweglich. Des Weiteren erfolgt die Quantifizierung der nachzuweisen-
den Substanz statt mit einer enzymatisch bedingten Farbreaktion mittels einer auf Fluoreszenz
basierten Farbreaktion. Und in einem Versuchsansatz konnen bis zu 100 verschiedene Sub-

stanzen gleichzeitig untersucht werden.
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Im Vergleich zum ELISA-Verfahren bestehen mehrere nachfolgend angefiihrte Vorteile:

- sowohl die aufgrund der Verwendung von bead-Koérpern bedingte Reaktionsflachen-
vergroferung als auch die Beweglichkeit des capture-Antikorpers fithren zu einem
breiteren messbaren Konzentrationsbereich des multiplex-bead-array-assay-Ver-
fahrens, infolgedessen die Moglichkeit eines Nachweises geringerer Substratmengen
besteht [179];

- in einem Messvorgang konnen bis zu 100 verschiedene Substrate gleichzeitig pro Ver-
suchsansatz in Form einer Messplatte bestimmt werden. Somit ist es mdglich, ganze
Zytokinmuster beziehungsweise Konstellationen von Zytokinen darzustellen;

- durch die Berechnung der Signalstirke anhand des Mittelwertes von multiplen Ein-
heiten einer bead-Gruppe ergibt sich eine hohere Genauigkeit des Verfahrens [177];

- es ergibt sich ein geringerer Zeitaufwand, der beim multiplex-bead-array-assay-Ver-
fahren mit einer Durchfiihrungsdauer von einem Tag im Vergleich zum ELISA-Ver-
fahren mit einer Durchfiihrungsdauer von drei Tagen einen hoheren Probendurchsatz

pro Zeiteinheit ermoglicht.

Nachteilig wirkt sich der Umstand der gemeinsamen Messung mehrerer Substanzen in einem
Versuchsansatz in der Hinsicht aus, dass zum einen die Komplexitit von Kreuzreaktionen ge-
steigert wird und zum anderen es nur erschwert moglich beziehungsweise teils unmoglich ist,
fiir alle nachzuweisenden Substanzen gleichzeitig die optimalen Bedingungen zu finden
[176]. Der letztgenannte Gesichtspunkt hatte auch in dieser Arbeit zur Konsequenz, dass die
Konzentrationsbestimmung einiger Zytokine sowohl bei der Vollblutstimulation als auch bei
der Leukozytenstimulation nicht moglich war und somit die entsprechenden Zytokine nicht

ausgewertet werden konnten.

Unter dem Gesichtspunkt der Vergleichbarkeit beider Verfahren in Bezug auf die Messergeb-
nisse bei der Bestimmung von Zytokinkonzentrationen wird insgesamt von einer guten Uber-

einstimmung in Form hoher Korrelationskoeffizienten berichtet [180].

2.2.2 Protokoll zum Kopplungsverfahren der bead-Korper mit capture-Antikorper

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Durchfiihrung der Messungen mit dem multiplex-
bead-array-assay-Verfahren bead-Korper verwendet, die in einem separaten Verfahren iiber
einen Zeitraum von 3 Tagen mit entsprechenden capture-Antikérpern bestiickt wurden. An-

stelle der Verwendung eines fertigen Sets zur Bestimmung der Zytokinkonzentration, welches
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bereits mit capture-Antikdrpern beladene bead-Korper beinhaltet, wurden hier die bead-
Korper und capture-Antikorper separat erworben. Die einzelnen Zwischenschritte des nach-
folgend beschriebenen Kopplungsvorgangs wurden filir jedes Zytokin separat durchgefiihrt

und somit jeweils eigene Behiltnisse verwendet.

Der erste Tag beinhaltete den Losungsvorgang des capture-Antikorpers und nach Durchfiihr-
ung mehrerer Konzentrierungs- und Waschvorgédngen die Bestimmung der Losungskonzen-
tration unter Verwendung eines optischen Messverfahrens.

Die einzelnen capture-Antikorper wurden in Form eines Trockenpulvers mit Gewichtsangabe
angeliefert und nachfolgend mit PBS als Diluent mit einer Zielkonzentration von 500ug/500ul
gelost. Die capture-Antikorper fiir die Zytokine IL-6, IL-10 und Interferon-y waren von den
Bearbeitungsschritten des ersten Tages ausgenommen, da jene entweder als Fertiglosung mit
bekannter Konzentration angeliefert oder im letzteren Fall bereits fertig gelost von einer
anderen Arbeitsgruppe libernommen wurden.

Nach der Losung der capture-Antikorper folgte ein Schritt zur Konzentrierung mittels Viva-
spin-Konzentrator. Nach dem Anfeuchten des Konzentrators mit 500ul PBS und nachfolgen-
der Zentrifugation (10min bei 10000xg), nach der das Filtrat verworfen wurde, schloss sich
die Befiillung mit 500ul capture-Antikorper-Losung an. Es wurde wiederum zentrifugiert
(10min bei 10000xg) und das Filtrat verworfen. Danach wurde das Konzentrat gewaschen,
indem mit 3x Wiederholung jeweils 500ul PBS eingefiillt, zentrifugiert (10min bei 10000xg)
und das Filtrat verworfen wurde. AnschlieBend wurde der konzentrierte und gewaschene
capture-Antikorper in ein Mikroreaktionsgefall (Eppi-Gefal3) transferiert, der Konzentrator
mit 50ul PBS nachgewaschen und das Gesamtvolumen im Eppi-Gefal mit PBS auf 200ul
eingestellt.

Mittels eines Fertigkits zur Bestimmung der Proteinkonzentration (Pierce BCA-Kit) und
einem Photometer zur optischen Farbintensititsmessung in Losungen (Multiskan Ascent
96/384) wurden die Konzentrationen der hergestellten capture-Antikorper/PBS-Losungen be-
stimmt. Dazu wurden die zu untersuchenden Ldosungen in einem Verhiltnis von 1:5 mit PBS
verdiinnt und mit einer Albumin-Stammlosung wurde eine Standardkurve in Duplikaten her-
gestellt, die in acht Verdiinnungsschritten insgesamt einen Konzentrationsbereich von 1200
pug/ml bis 50 pg/ml umfasste. Sowohl die Standardlosungen als auch die zu untersuchenden
Losungen wurden jeweils mit 10ul pro Messplattenkompartiment, auch well genannt, auf-
getragen. Die jeweilige Verdiinnung wurde bei der spiteren Berechnung beriicksichtigt. Nach
Hinzugabe von 200 ul Mischlosung, die aus einer 50:1 Mischung der Komponenten A und B

des Fertigkits zur Bestimmung der Proteinkonzentration bestand, erfolgte eine Inkubation fiir
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30min bei 37 °C. AnschlieBend erfolgte unter Verwendung des Photometers die Messung der
Farbintensitdten bei einer Wellenldnge von 550nm und nachfolgend die Berechnung der Kon-
zentrationen.

Anhand der gewonnenen Information liel sich mittels Hinzugabe von PBS eine capture-
Antikorper/PBS-Losung mit einer Konzentration von 50ug/50ul herstellen. In der nachfolgen-
den Tabelle sind die gemessenen Konzentrationen, die berechnete Losungsmenge mit 50pg
capture-Antikorper und die hinzugegebene Menge an PBS zur Herstellung einer Gebrauchs-

16sung mit 50pug/50ul capture-Antikorper dargestellt (Tabelle 8).

Tabelle 8: Konzentrationsbestimmung der capture-Antikorper-Losung

Zytokin Konzentration (ug/ml) 50ug = x pl + x pul PBS 0,2M

IL-1a 2548,65 19,62 30,38

IL-18 4695,78 10,65 39,35

IL-1RA 3327,83 15,02 34,98

IL-1RI 2403,35 20,80 29,20

IL-2 2353,97 21,24 28,76

IL-4 4767,01 10,50 39,50

IL-5 3696,76 13,53 36,47

IL-6 - 30,00 20,00

IL-8 2067,18 24,18 25,82

IL-10 - 30,00 20,00

IL-17 2668,30 18,74 31,26

TNF-a 2416,65 20,68 29,32

IFN-y - 21,00 29,00

MCP-1 2571,44 19,44 30,56

MIP-1a 3124,13 16,00 34,00

IP10 2559,57 19,53 30,47
RANTES 2692,52 18,57 31,43
Konzentrationsbestimmung der capture-Antikorper-Lésung: angegeben ist fir jedes Zytokin die ge-
messene Konzentration der capture-Antikérper-Lésung (Konzentration (ug/ml)), die berechnete
Lésungsmenge mit 50ug capture-Antikérper (50ug= x ul) und die hinzugegebene Menge an PBS
um eine fertige Gebrauchslésung mit 50ug capture-Antikorper/50ul Losung herzustellen (+ x ul PBS
0,2M); IL-6, IL-10, IFN-y mit bekannter [c]

Der zweite Tag umfasste die Vorbereitung der bead-Korper und den eigentlichen Kopplungs-
vorgang zwischen capture-Antikorper und bead-Korper.

Die bead-Korper wurden als Stocklsung mit einer Konzentration von 1,25 x 107 beads/ml in
lichtundurchléssigen Behiltnissen geliefert. Zuerst wurden die Behéltnisse mit bead-Korper-
Stockldsung fiir 2min in ein Ultraschallbad gelegt und anschlieBend fiir 30s auf dem Wirbel-
mixer gehalten. Hiernach wurden 250ul bead-Korper-Losung in ein Eppi-Gefdll gegeben,
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welches fiir 10min in Dunkelheit abgestellt wurde. Es folgte mit 3x Wiederholung ein Schritt
zur Konzentrierung der Losung, indem jeweils zentrifugiert (2min bei 12000xg) und 50ul
Fliissigkeitsiiberschuss entfernt wurde. AnschlieBend wurden 80ul activation-Puffer, 10ul
NHS-Reagent-Losung mit einer Konzentration von 50mg NHS-Reagent/ml activation-Putfer
und 10ul EDC-Reagent-Losung mit einer Konzentration von 50mg EDC-Reagent/ml
activation-Puffer hinzugegeben, wobei nach jeder Hinzugabe das Eppi-Gefal3 jeweils fiir 10s
auf dem Wirbelmixer gehalten wurde. Die Eppi-Gefdfle wurden in Dunkelheit fiir 20min auf
dem Schiittler bei 750 U/min gelagert. Es folgte wiederum mit 3x Wiederholung ein Schritt
zur Konzentrierung der Losung, indem jeweils zentrifugiert (2min bei 12000xg) und 50ul
Fliissigkeitsiiberschuss entfernt wurde. Nach Hinzugabe von 200ul PBS wurden die Eppi-
Gefdlle fiir 2min in ein Ultraschallbad gelegt und fiir 30s auf dem Wirbelmixer gehalten. Da-
nach schloss sich der eigentliche Kopplungsvorgang an, indem jeweils 50ul capture-Anti-
korper-Losung zu der Losung in den Eppi-Gefdflien hinzugefiigt wurde und die Eppi-Gefille
in Dunkelheit fiir 24h bei 4°C auf dem Schiittler bei 750 U/min gelagert wurden.

Der dritte Tag setzte sich aus mehreren Waschvorgéngen und der Adjustierung der Losungen
auf eine bestimmte bead-Korper-Anzahl pro Volumen zusammen.

Nach der 24h andauernden Lagerung erfolgte mit 3x Wiederholung ein Schritt zur Konzen-
trierung der Losung, indem jeweils zentrifugiert (2min bei 12000xg) und 50ul Fliissigkeits-
iiberschuss entfernt wurde. Es schloss sich die Hinzugabe von jeweils 250ul Waschpuffer
(PBS mit 0,25% Tween) und nach einem Zeitintervall von 30s auf dem Wirbelmixer eine
Lagerung in Dunkelheit fiir 1h bei RT auf dem Schiittler bei 750 U/min an. Nach einer Zentri-
fugation (2min 12000xg) mit Verwerfen des Fliissigkeitsiiberschusses wurde erneut 250ul
Waschpuffer hinzugegeben, worauthin erneut zentrifugiert (2min 12000xg) und der Fliissig-
keitstiberschuss verworfen wurde. Nach Hinzugabe von 250ul storage-Puffer und einer La-
gerung im Ultraschallbad flir 2min erfolgte eine Inkubation fiir 30min bei RT in Dunkelheit.
Es schloss sich eine Zentrifugation (2min bei 12000xg) mit Verwerfen des Fliissigkeitsiiber-
schusses an, worauthin erneut 250ul storage-Puffer hinzugegeben wurde. Nach Zentrifugieren
(2min bei 12000xg) und Verwerfen des Fliissigkeitsiiberschusses wurde 1000ul storage-
Puffer als Losung zur endgiiltigen Lagerung hinzugefiigt. Darauffolgend wurde die bead-
Korper-Anzahl pro Volumeneinheit der einzelnen Losungen unter Verwendung einer Neu-
bauer-Kammer und eines Mikroskops ermittelt und mittels Hinzugabe oder Entfernung von
Fliissigkeit durch Zentrifugation auf circa 2,5x10° bead-Kérper/ml adjustiert.

Der erfolgreiche Kopplungsvorgang und somit die korrekte Funktionsweise der mit capture-

Antikorper gekoppelten bead-Korper wurde in Form einer Testmessung iiberpriift. Die La-
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gerung der fertigen bead-Korper-Losungen bis zur Verwendung erfolgte in nicht transpa-

renten Gefial3en bei 4°C.

2.2.3 Protokoll zur Messung mit dem multiplex-bead-array-assay-V erfahren

Das multiplex-bead-array-assay-Verfahren wurde sowohl bei den Proben der Vollblutstimu-
lation als auch bei den Proben der Leukozytenstimulation fiir die quantitative Bestimmung der
Zytokinkonzentration verwendet.

Grundlegend waren fiir beide Arten von Proben die durchgefiihrten Arbeitsschritte und be-
nutzten Materialkomponenten gleich, wobei fiir die Verdiinnung der Proben, der Standard-
16sungen und der Kontrollen bei der Messung der Proben der Vollblutstimulation der Diluent
RD-6-39 und bei der Messung der Proben der Leukozytenstimulation der Diluent RD-5-5 ver-
wendet wurde. Fiir die Losungen der bead-Korper, der detection-Antikorper und des Strept-
avidins wurde der Diluent HPE verwendet.

Die nachfolgend aufgefiihrten Arbeitsschritte erfolgten an einem einzelnen Tag. Grundsétz-
lich wurden immer die Konzentrationen von 17 Zytokinen bestimmt, im Einzelnen von IL-1a,
IL-1B, IL-1RA, IL-IRI, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-y, MCP-1,
MIP-1a, IP10 und RANTES. Sowohl die rekombinanten Proteine fiir die Standardldsungen
als auch die bead-Korper und detection-Antikdrper mussten fiir jeden Zytokintyp spezifisch
verwendet werden, weshalb von jeder Komponente 17 verschiedene Sorten beziechungsweise
bei den bead-Korpern Gruppen Benutzung fanden.

Die Versuchsdurchfithrung erfolgte jeweils auf einer speziellen 96-well/-Platte, bei der auf-
grund einer perforierten Bodenstruktur die Mdoglichkeit einer Fliissigkeitsabsaugung mittels
Vakuum gegeben ist.

Ausgehend von einer maximalen Konzentration von 5000pg/ml wurden zur Erstellung der
Standardkurven jeweils 11 Verdiinnungsstufen mit einer 3:1 Verdiinnung in Duplikaten auf-
getragen, sowie zusdtzlich ein Duplikat mit nur Diluent als Leerprobe. AuBBerdem wurden je-
weils drei Kontrollen in Duplikaten aufgetragen, wobei jene 1:4 verdiinnt wurden. Auf jeder
Messplatte wurden jeweils 66 Proben in einfacher Auftragung mit einer 1:4 Verdiinnung ana-
lysiert. Insgesamt umfasste die Versuchsdurchfithrung mehrere Inkubationsphasen, wihrend-
dessen die Messplatte mit Alufolie vor einem Lichteinfluss geschiitzt wurde.

Am Anfang wurden die Aliquots der Standardlosungen, die Kontrollen, Proben und Diluenten
auf Eis sowie die bead-Korper bei einer Temperatur von 4°C in Dunkelheit gelagert.

Die Erstellung der Standardreihe mit 11 Auftragungspunkten in doppelter Auftragung mit 1:3

Verdiinnung erfolgte auf Eis gelagert, indem in einem ersten Schritt jeweils 1ul Stammldsung

51



jedes der 17 Zytokine mit einer Konzentration von 5000pg/ul, insgesamt also 17ul, zu 983ul
Diluent RD-5-5/-6-39 gegeben wurden, wobei der Inhalt der Aliquots mit den Stammldsungen
vor Entnahme fiir 5s auf dem Wirbelmixer durchmischt wurde. Diese zuerst hergestellte
Losung mit einer Konzentration von 5000pg/ml diente als Ausgangpunkt fiir die Herstellung
der weiteren Verdiinnungspunkte, indem jeweils 70ul der zuletzt hergestellten Verdiinnung zu
140ul Diluent RD-5-5/-6-39 in einem neuen Gefdll gegeben wurde. Vor jedem Schritt war
eine Durchmischung der Losung fiir 5s auf dem Wirbelmixer obligat. Nachfolgend entstand
eine Standardreihe mit 11 Auftragungspunkten in 1:3 Verdiinnung, die einen Konzentrations-
bereich von 5000pg/ml bis 0,08pg/ml umfasste. Der letzte Auftragungspunkt stellte die Leer-
probe da und beinhaltete nur Diluent RD-5-5/-6-39.

Die Herstellung der bead-Korper-Losung basierte auf die Vorgaben, dass pro Zytokin in je-
dem well etwa 1000 bead-Korper vorhanden sind, was pro Zytokin eine Menge von 0,4pul
bead-Korper-Losung pro well entspricht, und dass pro well 50ul Volumen aufgetragen wird.
Bei der Berechnung der bendtigten Gesamtmenge wurde die well-Anzahl auf die Zahl 110
festgesetzt, da bedingt durch die verwendete Pipettiertechnik die aufzutragende Losung nicht
restlos verwendet werden konnte. Es wurden jeweils 44ul bead-Korper-Losung jedes Zyto-
kins zu insgesamt 4752ul Diluent HPE hinzugegeben, wobei vor Entnahme die Behélter mit
den bead-Korpern fiir 5s auf dem Wirbelmixer gehalten wurden.

Die Kontrollen wurden fiir 5s auf dem Wirbelmixer gehalten und anschlieBend mit einem
Volumen von 12,5ul mit 37,5ul Diluent RD-5-5/-6-39 vermischt, welches einer Verdiinnung
von 1:4 und einem Gesamtvolumen von 50ul pro well entsprach.

Vor Auftragung der einzelnen Ldésungen auf die Messplatte wurde jene mit 100ul Diluent
HPE pro well mit anschlieBender Absaugung angefeuchtet. Die Auftragung der einzelnen
Losungen war vorher in einem Belegungsschema festgelegt worden, welches nachfolgend in
einer Abbildung dargestellt ist (Abb.2).

Es wurden jeweils 50ul pro well Standardlésung und Kontrolllosung in den ersten 30 wells
aufgetragen. Fiir die Auftragung der Proben in den {ibrigen 66 wells wurde zuerst pro well
37,5ul Diluent RD-5-5/-6-39 vorgelegt. Die einzelnen Proben wurden fiir 5s auf dem Wirbel-
mixer gehalten und sofort danach mit einem Volumen von 12,5ul auf die Messplatte aufge-
tragen. Zusammen mit den bereits vorgelegten 37,5ul Diluent RD-5-5/-6-39 pro well ergab
sich eine 1:4 Verdiinnung mit einem Gesamtvolumen von 50ul pro well.

Daraufhin erfolgte die Hinzugabe der bead-Korper, indem die bead-Korper-Losung fiir 30s
auf dem Wirbelmixer gehalten und anschlieBend mit einem Volumen von 50ul Lésung pro
well aufgetragen wurde. Die Messplatte wurde in Alufolie verpackt und fiir 120min bei RT
auf dem Schiittler bei 750 U/min gelagert.
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Well 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S5 S9 C1 P3 | P11 | P19 | P27 | P35 | P43 | P51 | P59
S1 S5 S9 C1 P4 | P12 | P20 | P28 | P36 | P44 | P52 | P60
S2 S6 | S10 | C2 P5 | P13 | P21 | P29 | P37 | P45 | P53 | P61
S2 S6 | S10 | C2 P6 | P14 | P22 | P30 | P38 | P46 | P54 | P62
S3 S7 | S11 | C3 P7 | P15 | P23 | P31 | P39 | P47 | P55 | P63
S3 S7 | S11 | C3 P8 | P16 | P24 | P32 | P40 | P48 | P56 | P64
S4 S8 B P1 P9 | P17 | P25 | P33 | P41 | P49 | P57 | P65
H S4 S8 B P2 | P10 | P18 | P26 | P34 | P42 | P50 | P58 | P66

mMmm|o|O|m

- $1-S11 und B: Standardreihe mit 1:3 Verdinnungsschritten und Leerprobe

-S1 [c]= 5000,00pg/ml -S7 [c]= 6,80pg/ml
-S2 [c]= 1666,66pg/ml - S8 [c]= 2,28pg/mi
-S3 [c]= 555,50pg/ml -89 [c]= 0,76pg/ml
-S4 [c]= 185,20pg/ml -S10 [c]= 0,25pg/ml
-S5 [c]= 61,70pg/ml - S11 [c]= 0,08pg/ml
- S6 [c]= 20,50pg/ml -B [c]= Opg/ml

- C1 - C3 : Kontrollen mit einer 1:4 Verdinnung
- P1 - P66: Proben mit einer 1:4 Verdinnung

Abb.2: Belegungsplan der Messplatte

Wihrend der Lagerung der Messplatte wurde die detection-Antikorper-Losung vorbereitet.
Fiir die Berechnung wurde festgesetzt, dass pro well 50ul Losung aufgetragen werden und die
Verdiinnung des detection-Antikorpers insgesamt 1:200 mit dem Diluenten HPE betragen
soll. Es wurde jeweils 27,5ul detection-Antikorper-Losung jedes der 17 Zytokine zu insge-
samt 5032,5ul Diluent HPE gegeben und die Gesamtlosung fiir 5s auf dem Wirbelmixer ge-
halten. Die Fliissigkeiten in der Messplatte wurden nach der Lagerung abgesaugt und es
schloss sich ein 2x Waschvorgang an, indem jeweils 150 ul Waschpuffer pro well appliziert
und anschlieBend abgesaugt wurde. Darauthin wurde 50ul detection-Antikorper-Losung pro
well aufgetragen. Anschliefend wurde die Messplatte in Alufolie verpackt und fiir 60min bei
RT auf dem Schiittler bei 750 U/min gelagert.

Wihrend der Lagerung wurde die Streptavidin-Losung vorbereitet, wobei hier fiir jedes Zyto-
kin das gleiche Streptavidin verwendet wurde, da hier die Bindung unspezifisch fiir den Zyto-
kintyp erfolgt. Der Berechnung zur Herstellung der Losung lagen die Vorgaben zugrunde,
dass pro well 50ul Losung aufgetragen werden und insgesamt eine Verdiinnung von 1:250
realisiert werden soll. Das Streptavidin-Behiltnis wurde fiir 5s auf dem Wirbelmixer gehalten
und insgesamt 22ul Streptavidin zu 5478ul Diluent HPE hinzugefiigt. Nach der Lagerung
wurde die Fliissigkeit in der Messplatte abgesaugt und die Messplatte gewaschen, indem
150ul Waschpuffer pro well aufgetragen und anschlieBend abgesaugt wurde, wobei der

Waschvorgang insgesamt 2x ausgefiihrt wurde. Danach wurden 50ul Streptavidin-Losung pro
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well aufgetragen und die Messplatte in Alufolie eingepackt fiir 30min bei RT auf dem Schiitt-
ler bei 750 U/min gelagert.

Nach 30min auf dem Schiittler wurde wiederum die Fliissigkeit in der Messplatte abgesaugt
und es schloss sich ein Waschvorgang in 2x Ausfithrung an, indem 150ul Waschpuffer pro
well aufgetragen und anschliefend abgesaugt wurde. Um fiir den Messvorgang ein aus-
reichendes Messvolumen bereitzustellen, wurde pro well 100ul Diluent HPE aufgetragen und
danach die Messplatte in Alufolie verpackt fiir 2min bei RT auf dem Schiittler bei 750 U/min
gelagert.

Es schloss sich die Messung zur Bestimmung der Zytokinkonzentration in den wells der

Messplatte in Form des multiplex-bead-array-assay-Verfahrens an.

2.2.4 Kalkulation der Messwerte

Bei der Anwendung des multiplex-bead-array-assay-Verfahrens zur Bestimmung der Zyto-
kinkonzentration in den einzelnen Proben erfolgte die Berechnung der Messergebnisse auf
Grundlage zweier Komponenten.

Zum einen wurde anhand der bekannten Konzentration und der detektierten Signalintensitét
von Standardlosungen eine Beziehung zwischen Konzentration und Signalintensitit aufge-
stellt, wobei beziiglich der eingestellten Konzentration der Standardlésungen eine gleichma-
Bige Verteilung liber einen bestimmten Messbereich vorgenommen wurde.

Zum anderen wurde unter Verwendung dieser Informationen eine mathematische Funktion
ermittelt, welche nachfolgend die Berechnung der unbekannten Konzentration der untersuch-
ten Losungen anhand der detektierten Signalintensitdt ermdglicht. Dabei wurde bei jeder
Messung in Form einer Messplatte fiir jedes untersuchte Zytokin eine eigene mathematische
Funktion beziehungsweise Kalibrationskurve ermittelt. Nachfolgend wurde bei der Grund-
auswertung der Messwerte in Form der Uberpriifung verschiedener Kriterien die Voraussetz-
ung dafiir erfiillt, die Messdaten obgleich multipler Messvorgénge mit jeweils eigenen Kali-
brationskurven als eine Kohorte zusammenzufassen beziechungsweise auszuwerten.

Fiir die Berechung der Messwerte wurde vorausgesetzt, dass die detektierte Signalintensitit in
Form der durch die Einwirkung von Laserstrahlung einer bestimmten Wellenldnge hervorge-
rufenen Fluoreszenzintensitit mit der Anzahl an gebundenem Streptavidineinheiten korreliert.
Die Menge an gebundenem Streptavidin ist abhéngig von der Anzahl an gebundenem
detection-Antikorpern und die Anzahl an gebundenem defection-Antikorpern steht wiederum
in einem Zusammenhang mit der Menge an gebundener nachzuweisender Substanz. Des

Weiteren besteht eine Beziehung zwischen der Anzahl an gebundenen Einheiten der nachzu-
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weisenden Substanz und der Gesamtzahl an gelosten Einheiten in der analysierten Probe.
Mehrmalige Waschvorgénge in wiederholter Ausfithrung zur Entfernung nicht gebundenen
Materials bildeten die Grundlage fiir diese Uberlegungen.

Bei Giiltigkeit dieser Annahmen war es moglich, jeder analysierten Probe anhand ihrer
Signalintensitit eine bestimmte Konzentration zuzuordnen. Von allen gemessenen Signal-
intensititen der Messplatte wurde die Intensitit der Leerproben jeweils subtrahiert, da jene
keinen Analyten beinhalteten und ein vorhandenes Signal auf Interferenzen zuriickgefiihrt
wurde.

Anhand der 11 Wertepaare der Standardreihe mit bekannten Konzentrationen und den dazu-
gehorigen detektierten Signalintensitidten wurden einzelne Punkte einer Kalibrationskurve er-
stellt, indem die Signalintensitéit gegen die Konzentration aufgetragen wurde. Unter Verwen-
dung eines Regressionsverfahrens wurde ein Modell in Form einer mathematischen Funktion
ermittelt, welches den Zusammenhang zwischen Konzentration und Signalintensitit unter
Beriicksichtigung der vorgegebenen 11 Wertepaare moglichst genau beschrieb.

Bei den vorliegenden Messungen mit dem multiplex-bead-array-assay-Verfahren zeigten die
Kalibrationskurven bei logarithmierten Werten fiir die Konzentration auf dem x-Achsenab-
schnitt eine sigmoidale Form, weshalb beziiglich der Auswahl einer mathematischen Funktion
zur Beschreibung des Zusammenhangs zwischen Signalintensitidt und Konzentration ein nicht
lineares Modell auswéhlt wurde. Die empfohlene und hier angewandte Methode zur Anpass-
ung des Modells an die vorgegebenen Daten stellen zum einen die sogenannte 4-parameter-
logistic-function und zum anderen die sogenannte 5S-parameter-logistic-function dar [181-
183]. Die 5-parameter-logistic-function zeichnet sich dadurch aus, dass bei ihr im Gegensatz
zur 4-parameter-logistic-function eine Asymmetrie der Datenanordnung beriicksichtigt wird
[181;184]. Beispielhaft ist fiir das Zytokin IL-1p fiir eine Messplatte innerhalb der Messreihe
fiir die Vollblutstimulation die Kalibrationskurve mit dazugehdriger 5-parameter-logistic-
function dargestellt (siche Abb.3).

Verglichen mit der Anwendung eines linearen Regressionsverfahrens weist das hier ange-
wandte nicht lineare Regressionsverfahren einen breiteren Konzentrationsbereich fiir die
Kalkulation unbekannter Probenkonzentrationen auf. Bei Messverfahren mit multiplen unter-
suchten Analyten wird vom Gerétehersteller die Verwendung jener Methode empfohlen, da
sie aufgrund des breiteren Konzentrationsbereichs eine Analyse mehrerer Substanzen in
einem Messansatz mit einer einheitlichen Standardkurvenverdiinnung ermoglicht [182].
Anhand der Kalibrationskurve wurden fiir die einzelnen Probenldsungen anhand ihrer Signal-
intensitdt jeweils Konzentrationen berechnet. Die mathematische Funktion deckte nur einen

bestimmten Signalintensitétsbereich und somit Konzentrationsbereich ab, auBlerhalb dessen
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eine Kalkulation der Funktion und somit eine Berechnung der Konzentration anhand der Sig-
nalintensitét nicht moglich war. Dies fiihrte dazu, dass bei den Messungsvorgingen soge-
nannte out-of-range-Werte angezeigt wurden, die entweder oberhalb oder unterhalb des mess-

baren beziehungsweise kalkulierbaren Bereichs lagen.

10.0

Fluoreszenzintensitat

1.0

0.10 1.00 10.00 100.00 10000 10000.00
Konzentration [pg/ml)

5S-Parameter-Logistic-Function:

y=3,05635+[(36409-3 05635)/(1+([c]/4141,50)1:33557)0.78063]

Abb.3: Kalibrationskurve und 5-Parameter-Logistic-Function fiir 1L-18 (Vollblutstimulation;
Messplatte 4)

2.2.5 Fehlerkontrolle der Messergebnisse

Bei der Bestimmung von Zytokinkonzentrationen in Proben unter Verwendung des multiplex-
bead-array-assay-Verfahrens konnen verschiedene Arten von Fehlern auftreten, welche auf-
grund der Verwendung von multiplen Antikérperkombinationen im Vergleich zum ELISA-
Verfahren vermehrt auftreten [183]. Als Folge konnen neben falsch-positiven und falsch-ne-
gativen auch inkonsistente Ergebnisse resultieren.

Grundsitzlich konnen methodisch unterschiedliche Ansitze zur Fehlerkontrolle unterschieden
werden. Zum einen wird die Fehlervermeidung angestrebt und zum anderen erfolgt eine
Quantifizierung vorhandener beziehungsweise nicht abstellbarer Fehler und nachfolgend eine

Korrektur der Ergebnisse.

Falsch-positive Ergebnisse entstehen im vorliegenden Versuchsaufbau beziehungsweise in der
hier angewandten Nachweismethode dadurch, dass neben der nachzuweisenden Substanz
andere Substanzen oder Vorgédnge ein detektierbares Signal hervorrufen beziehungsweise ver-

starken.
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Zum einen stellt das Phinomen der Verdunstung ein Problem da, wodurch die Konzentration
der Substanz filschlicherweise erhoht wird. Um diese zu vermindern, wurde die Messplatte
zwischen den einzelnen Durchfiihrungsschritten mit einem Deckel verschlossen.

Zum anderen stellen in den Proben vorkommende heterophile Antikorper ein Problem dar,
welche physiologisch in Humanseren vorliegen konnen und durch die Verwendung multipler
Antikorperkombinationen vermehrt zu fehlerhaften Ergebnissen fithren konnen [185;186].
Aufgrund ihrer multivalenten unspezifischen Bindungseigenschaften kdnnen sie bei der vor-
liegenden Versuchsanordnung durch direkte Verbindung von capture-Antikérper und detec-
tion-Antikorper ohne Mitwirken des Analyten ein detektierbares Signal hervorrufen bezie-
hungsweise die zu analysierende Substanz sozusagen simulieren [187]. Es wurden zahlreiche
MalBnahmen angewendet, um diese unspezifischen Bindungsvorginge zu vermeiden oder
zumindest zu reduzieren.

In diesem Kontext wird dem jeweils verwendeten Diluenten eine wichtige Aufgabe zuge-
schrieben, indem er neben einer Minimierung von stérenden Einfliissen und einer Optimie-
rung des Detektionsvorgangs zusétzlich die physiologische Zusammensetzung der analysier-
ten Probe in den Losungen der Standardreihe imitieren soll [188]. Diese Eigenschaft stellt die
Basis fiir eine optimale Signaldetektion und spédtere Interpolation der unbekannten Werte dar.
Durch eine bestimmte Zusammensetzung der Diluenten mit einer Mischung verschiedener
Proteinstrukturen sollen die zu unspezifischen Bindungen fiihrenden Komponenten der unter-
suchten Losungen bezichungsweise ihre Effekte eliminiert werden [186]. Es wurden jeweils
fertige Diluenten verwendet, die beziiglich dieses Aspektes vom Hersteller optimiert und ge-
testet wurden.

Statt einer Verminderung von mdoglichen Storeffekten hatte die Anwendung von sogenannten
Leerkontrollen die Quantifizierung jener zum Ziel, infolgedessen diese bei der Kalkulation
beriicksichtigt werden konnten. Allerdings gilt es hierbei zu beachten, dass eine Beriicksich-
tigung der durch die Probenbestandteile hervorgerufenen Storeffekte nicht moglich ist, da die

Leerkontrollen keine Probenbestandteile beinhalteten.

Falsch-negative Ergebnisse entstehen dadurch, dass trotz Vorhandensein der nachzuweisen-
den Substanz verschiedene Umstinde zu einem Erléschen oder einer Verminderung des de-
tektierbaren Signals fiihren.

Neben der Moglichkeiten einer zu kurzen Inkubationszeit oder einer zu geringen Menge an
benétigten Komponenten spielt eine gestdrte Bindung auf Basis von Strukturverdnderungen
der Substanzen durch mechanische und thermische Einwirkung eine Rolle. Auf Basis der

Uberlegung, dass im Gegensatz zur Langzeitlagerung der Proben und Komponenten bei
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Minustemperaturen wiederholte Auftauprozesse zu Strukturverdnderungen fithren, wurde da-
rauf geachtet, dass die Proben insgesamt nur einmal aufgetaut wurden und die wiederholt
bendtigten Komponenten wie rekombinante Proteine in vorbereitete Verbrauchseinheiten
aufgeteilt vorlagen. Des Weiteren wurde der Empfehlung gefolgt, die Proben nicht langer als
5s auf dem Wirbelmixer zu halten und jene wihrend der Bearbeitung auf Eis zu lagern [189].
Zur Vermeidung beziehungsweise Verminderung der beschriebenen Vorginge wurde der
Versuchsaufbau in mehreren Vorversuchen sowohl beziiglich der Inkubationszeit als auch der

Menge und Handhabung der Komponenten tiberpriift.

Inkonsistente Ergebnisse konnen unter anderem durch ungenaue Pipettiervorgénge und wech-
selnde Eigenschaften der verwendeten Komponenten hervorgerufen werden, wobei mogliche
Pipettierfehler besonders im Bereich niedriger Konzentrationen zu einer stirkeren Variation
fiihren.

Zur Vermeidung wurden in der vorliegenden Arbeit nur geeichte Pipetten verwendet und der
korrekte Vorgang des Pipettierens wurde vor Beginn der Messungen angelernt. Dariiber hin-
aus wurde versucht, mit Komponenten jeweils einer Charge zu arbeiten, welches allerdings in
der vorliegenden Arbeit bedingt durch bestimmte Packungseinheiten von Seiten der Hersteller
nicht immer mdoglich war.

Die Anwendung der Kontrollen diente dem Zweck der Erkennung von Fehlern oder Abweich-
ungen bei den zahlreichen Messvorgidngen, indem immer die vorher in Verbrauchseinheiten
aliquotierte gleiche Probe jeweils auf jeder Messplatte aufgetragen wurde, wodurch eine Va-
riation zwischen den einzelnen Messplatten aufgezeigt beziechungsweise quantifiziert werden

konnte.

2.2.6 Auswertung der Daten

Die Auswertung der Daten umfasste sowohl die anthropometrischen und klinisch-chemischen
Parameter der einzelnen Probanden, im Folgenden als Basisdaten zusammengefasst, als auch
die Messwerte des multiplex-bead-array-assay-Verfahrens, nachfolgend als Messdaten um-
schrieben. Zusétzlich standen Daten aus dem ELISPOT-Verfahren und der Serum-Zytokin-
bestimmung zur Verfiigung, im Folgenden als Elispot-Daten beziehungsweise Serumdaten
umschrieben. Die Auswertung der Daten erfolgte in mehreren Schritten, wobei die unter Ver-
wendung des multiplex-bead-array-assay-Verfahrens ermittelten Messdaten zunéchst einer

Grundauswertung unterzogen wurden.
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Grundauswertung der Messdaten des multiplex-bead-array-assay-V erfahrens

Die Grundauswertung der Messdaten aus dem multiplex-bead-array-assay-Verfahren erfolgte
in mehreren Schritten. Sie sollte auf Basis verschiedener Parameter eine bestimmte Giite des
Messverfahrens gewdhrleisten und bildete nachfolgend die Grundlage fiir die Vorgehens-
weise, die Messdaten mehrerer Verfahrensanwendungen in Form der einzelnen Messplatten

als eine gemeinsame Datenmenge auszuwerten.

Limit-of-detection

Das sogenannte /imit-of-detection (LOD), auch instrumental-detection-limit genannt, stellt die
untere Grenze des Konzentrationsbereichs dar, in dem limitiert durch die zugrunde liegende
Methodik des Messverfahrens eine Konzentrationsbestimmung technisch umsetzbar ist [190].
Es représentiert die geringste Konzentration an nachzuweisender Substanz, die verlésslich an-
hand der Signalintensitit von einer Leerprobe unterschieden werden kann.

Zur Bestimmung des limit-of-detection einer Messplatte wurde der Mittelwert der Fluores-
zenzintensitdten der doppelt aufgetragenen Leerproben mit dem dazugehdrigen zweifachen
Wert der Standardabweichung addiert und anschlieBend anhand der Standardreihe diejenige
Konzentration ermittelt, die eine dementsprechende Fluoreszenzintensitit aufwies. Dabei
wurde jeweils fiir jede Messreihe, Vollblutstimulation oder Leukozytenstimulation, jedes
Zytokin und jede Messplatte getrennt ein Wert berechnet und darauffolgend fiir jede Mess-
reihe und jedes Zytokin getrennt der Median aller Messplatten gebildet. Messwerte unterhalb
des limit-of-detection, maschinell auch als below out-of-range-Werte angegeben, wurden mit
dem halben Wert des /imit-of-detection ersetzt. Die maschinell auch als above out-of-range-
Werte angegebenen Messwerte oberhalb des Konzentrationsbereichs, in dem limitiert durch
die zugrunde liegende Methodik des Messverfahrens eine Konzentrationsbestimmung tech-
nisch umsetzbar ist, wurden durch den anderthalbfachen Betrag des grofiten Wertes aller

Platten einer Stimulation ersetzt.

Limit-of-quantitation

Das sogenannte limit-of-quantitation (LOQ), auch methodical-detection-limit genannt, stellt
die untere Grenze des Konzentrationsbereichs dar, indem fiir die Konzentrationsbestimmung
die Einhaltung bestimmter Giitekriterien gewéhrleistet ist [190]. Die Festlegung geschieht auf

Basis einer subjektiven Erwdgung des Untersuchers, welche Mal3e der Giitekriterien tolerabel
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sind beziehungsweise welche Grenzen beziiglich dieser eingehalten werden sollen. Das /limit-
of-quantitation kann dabei einen gleichgroen oder groeren Wert als das limit-of-detection
aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Festlegung des limit-of-quantitation der Koeffizient der
Variabilitit fiir verschiedene Parameter ermittelt. Der Koeffizient der Variabilitit wurde in
Prozent berechnet, in dem der Quotient aus der absoluten Standardabweichung und dem
Mittelwert mit dem Faktor 100 multipliziert wurde. Die Berechnungen der nachfolgend ge-
nannten Parameter wurden fiir jedes Zytokin einzeln und fiir die beiden Messreihen separat
durchgefiihrt. Zu beachten ist, dass fiir die Berechnung der oben genannten Parameter nur
Messwerte verwendet wurden, die innerhalb des zur Auswertung ausgewihlten Konzentra-
tionsbereichs lagen und somit als reprasentativ fiir diesen galten.

Der Koeffizient der Variabilitdt der Kalibrationskurven (CV-Kal.K.) wurde ermittelt, indem
fiir jeden Konzentrationspunkt der Standardreihe einzeln der Koeffizient der Variabilitat
zwischen den Kalibrationskurven der Messplatten berechnet wurde. Nachfolgend wurde fiir
jedes Zytokin einzeln der maximale Wert ermittelt.

Die intra-assay-Variabilitit (Intra-CV) wurde bestimmt, indem jeweils der Koeffizient der
Variabilitdt der beiden berechneten Konzentrationen der doppelt aufgetragenen Standard-
reihenpunkte auf einer Messplatte ermittelt wurde, wobei von allen verwendeten Standard-
reihenpunkten ein Mittelwert fiir jede Messplatte gebildet wurde. Nachfolgend wurde fiir
jedes Zytokin einzeln der Mittelwert und die Standardabweichung aller Messplatten gebildet.
Die inter-assay -Variabilitit (Inter-CV) wurde bestimmt, indem der Koeffizient der Variabi-
litdt fiir die auf allen Messplatten gemessenen Konzentrationen einer Kontrolle berechnet
wurde. Nachfolgend wurde fiir jedes Zytokin einzeln der Mittelwert mit der Standardab-
weichung aller einbezogenen Kontrollen berechnet. Abhéngig von der Festlegung des limit-
of-quantitation und damit der GroBBe des auswertbaren Konzentrationsbereichs variierten die
oben genannten Parameter. Bei einigen Zytokinen war es aufgrund zu groBBer Abweichungen
nicht moglich, einen Konzentrationsbereich mit entsprechenden Kriterien festzulegen, wes-
halb keine weitere Auswertung dieser Zytokine erfolgte. Alle Werte unterhalb des /imit-of-

quantitation wurden mit dem halben Wert des limit-of-quantitation ersetzt.

Zur Ubersicht sind fiir jedes Zytokin in der nachfolgenden Tabelle das berechnete limit-of-
detection, das festgesetzte limit-of-quantitation sowie die dazugehorigen Parameter wie die
Abweichungen zwischen den Kalibrationskurven der Messplatten, die intra-assay-Variabilitdt

und die inter-assay-Variabilitit dargestellt (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Auswertungsparameter der Messungen

Zytokin LOD LoQ CV-Kal.K. Intra-CV Inter-CV
(pg/ml) (pg/ml) (%) (%) (%)
Vollblutstimulation
IL1a 7,50 61,73 15,8 7,315,4 #
IL-1B 0,25 20,58 18,6 6,614,5 8,010
IL-1RA 24,90 61,73 17,4 11,6144 #
IL-1RI 3,65 6,86 19,2 7,7£3,7 69,316,1
IL-2 39,30 - - - -
IL-4 0,65 - - - -
IL-5 28,30 - - - -
IL-6 2,70 61,73 16,5 11,0854 18,9+12,9
IL-8 0,34 61,73 14,9 8,245,9 36,610
IL-10 1,50 6,86 16,4 9,0+4,4 #
IL-17 0,10 20,58 16,7 7,5+4,4 #
TNF-a 0,10 2,29 23,1 11,3+4,0 21,2+21,1
IFN-y 10,75 - - - -
MCP-1 6,40 - - - -
MIP-1a 94,40 - - - -
IP10 0,65 20,58 13,5 5,844,4 11,549,0
RANTES 9,80 20,58 20,0 7,814,3 8,1£0,4
Leukozytenstimulation
IL-1a 0,20 20,58 12,4 5,0£1,9 #
IL-18 7,60 20,58 25,9 9,0£3,8 #
IL-1RA 2,60 20,58 23,5 12,1+3,2 #
IL-1RI 1,45 2,29 22,2 9,243,9 32,0+0
IL-2 17,50 - - - -
IL-4 11,80 20,58 10,8 7,8+3,1 #
IL-5 22,85 61,73 20,1 12,2+5,8 23,30
IL-6 0,80 61,73 18,0 10,7+4,0 19,210
IL-8 0,45 - - - -
IL-10 2,15 20,58 13,9 7,84£3,6 #
IL-17 0,65 20,58 12,4 4,7+2.8 15,110
TNF-a 0,40 2,29 20,7 9,413,2 18,410
IFN-y 10,85 - - - -
MCP-1 0,60 61,73 7,3 7,5+4,6 16,3+2,8
MIP-1a 13,85 - - - -
IP10 1,50 20,58 11,1 7,8+3,0 10,0£3,8
RANTES 0,50 20,58 7,2 4,5+2.3 16,0+7,8
LOD=limit-of-detection; LOQ=limit-of-quantitation; CV-Kal.K.=Koeffizient der Variabilitdt der
Kalibrationskurven (maximaler Wert); Intra-CV=infra-assay Koeffizient der Variabilitdt (Mittel
wert+St.Abw. aller Messplatten); Inter-CV=inter-assay Koeffizient der Variabilitat (Mittelwert+St.Abw.
aller Kontrollen); - Wert nicht berechnet; # Wert nicht berechenbar

Nachfolgend wurde der Anteil der Messwerte, die auf Basis des /imit-of-quantitation nicht im
auswertbaren Konzentrationsbereich lagen, an der Gesamtanzahl von Messwerten bestimmt.
Dies betraf nur die Messwerte der Stimulationsproben, im Einzelnen bei der Vollblutstimula-
tion PHA, LPS, GAD, p277 und ConPep und bei der Leukozytenstimulation PI, HSP60, p277,
GAD und plA-2.
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Zur Ubersicht ist fiir jedes Zytokin in der nachfolgenden Tabelle die Anzahl an Messwerten

auBlerhalb des ausgewéhlten Konzentrationsbereichs dargestellt (Tabelle 10).

Tabelle 10: Anzahl der Messwerte auflerhalb des festgelegten Konzentrationsbereichs

Vollblutstimulation
Zytokin PHA LPS GAD p277 ConPep
IL-1a - - - - -
IL-18 4,0 2,0 14,3 10,2 10,2
IL-1RA - - - - -
IL-1RI 2,0 2,0 0,0 2,0 0,0
IL-2 - - - - -
IL-4 - - - - -
IL-5 - - - - -
IL-6 4,0 2,0 12,2 8,2 4,0
IL-8 2,0 4,0 0,0 2,0 0,0
IL-10 - - - - -
IL-17 - - - - -
TNF-a 4,0 2,0 18,4 14,3 18,4
IFN-y - - - - -
MCP-1 - - - - -
MIP-1a - - - - -
IP10 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
RANTES 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Leukozytenstimulation

Zytokin Pl HSP60 p277 GAD plA-2
IL-1a - - - - -
IL-1B - - - - -
IL-1RA - - - - -
IL-1RI 2,6 31,9 37,9 37,0 32,8
IL-2 - - - - -
IL-4 - - - - -
IL-5 10,0 50,9 62,1 65,5 60,3
IL-6 6,0 76,7 78,4 70,0 85,3
IL-8 - - - - -
IL-10 - - - - -
IL-17 37,0 100 100 100 100
TNF-a 4,3 69,8 72,4 69,0 79,3
IFN-y - - - - -
MCP-1 1,7 23,3 22,4 23,3 17,2
MIP-1a - - - - -
IP10 1,7 1,7 0,0 0,0 3,4
RANTES 2,6 0,9 0,0 0,0 0,0
Anzahl der Messwerte aulRerhalb des festgelegten Konzentrationsbereichs (Prozent)

Hinsichtlich der GroBBe des Anteils an aufBlerhalb des auswertbaren Konzentrationsbereichs
liegenden Messwerten wurde festgelegt, dass bei einem Anteil bis 30% die Messwerte quanti-

tativ metrisch auf einer Kardinalskala und bei einem Anteil iiber 30% die Messwerte quali-
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tativ kategorial auf einer Ordinalskala in Form von Klassen ausgewertet werden. Bei einem
Anteil bis 50% wurde der Median als Klassengrenze verwendet, wihrend bei einem Anteil
tiber 50% ein Quotient mit dem Betrag 1 als Klassengrenze Anwendung fand. Messwerte
unterhalb oder gleich der Klassengrenze wurden der unteren Klasse, Messwerte oberhalb der
Klassengrenze der oberen Klasse zugewiesen, wobei die Einteilung in Klassen erst nach der
unten beschriebenen Modifikation der Daten erfolgte. Zytokine mit einem zu groflen Anteil an
nicht im auswertbaren Bereich liegenden Messwerten wurden keiner weiteren Auswertung

unterzogen.

Modifikation der Messdaten

Die Messdaten wurden einer Modifikation unterzogen, indem jeweils ein sogenannter Stimu-
lationsindex in Form eines Quotienten gebildet wurde. Auf Grundlage des berechneten Stimu-
lationsindex war es nachfolgend moglich, jeweils den Nettoeffekt der 24stlindigen Stimula-
tion oder 24stiindigen Lagerung ohne Stimulation darzustellen.

Bei der Vollblutstimulation wurden jeweils fiir jeden Probanden die Messwerte der Stimula-
tionsproben durch den Messwert der PBS24-Probe dividiert und der Messwert der PBS24-
Probe durch den Messwert der PBSO-Probe dividiert.

Bei der Leukozytenstimulation wurden fiir jeden Probanden die Messwerte der Stimulations-
proben durch den Messwert der BG-Probe dividiert.

Bei fehlendem Wert fiir die PBS24-Probe oder PBS0-Probe bei der Vollblutstimulation oder
BG-Probe bei der Leukozytenstimulation erfolgte ein Ausschluss aller Messwerte jenes Pro-
banden.

In der nachfolgenden Tabelle sind jeweils die ausgewerteten Zytokine mit der angewandten

Methodik angegeben (Tabelle 11).

Tabelle 11: Ubersicht iiber ausgewertete Zytokine und die angewandte Methodik

Vollblutstimulation Leukozytenstimulation
Auswertung als metrische Variable Auswertung als metrische Variable
IL-1B MCP-1
IL-6 IP10

IL-8 RANTES
TNF-a Auswertung als kategoriale Variable
IP10 IL-1RI
RANTES IL-5
IL-6
TNF-a
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Infolge der Grundauswertung konnte festgelegt werden, dass bei der Vollblutstimulation die
Zytokine IL-1P, IL-6, IL-8, TNF-a, IP10 und RANTES als metrische Variablen auf einem
stetigen Kardinalskalenniveau ausgewertet werden. Hierbei betrug der Intra-CV-Wert im
Mittel 8,5% und der Inter-CV-Wert im Mittel 17,4%, wobei der Koeffizient der Variabilitét
der Kalibrationskurven maximal 23,1% betrug.

Bei der Leukozytenstimulation wurden die Zytokine MCP-1, IP10 und RANTES als metri-
sche Variablen auf einem stetigen Kardinalskalenniveau ausgewertet. Hierbei betrug der
Intra-CV-Wert im Mittel 6,6% und der Inter-CV-Wert im Mittel 14,1%, wobei der CV-Kal.K.
maximal 11,1% betrug. Zusitzlich erfolgte die Auswertung der Zytokine IL-1RI, IL-5, IL-6
und TNF-a auf einem diskreten Ordinalskalenniveau, indem bei IL-1RI der Median und bei
den Zytokinen IL-5, IL-6 und TNF-o der Quotient-Wert mit einem Betrag von 1 als
Klassengrenze verwendet wurden. Der Intra-CV-Wert betrug im Mittel 10,4% und der Inter-
CV-Wert im Mittel 23,2%, wobei der Koeffizient der Variabilitit der Kalibrationskurven

maximal 22,2% betrug.

Statistische Auswertung

Nachdem die Grundauswertung der Messdaten mit dem Resultat, welche Zytokine unter der
Giltigkeit bestimmter Kriterien weiterfiihrend ausgewertet werden konnen, abgeschlossen
war, erfolgte die weitere Auswertung aller vorhandenen Daten. Die vorhandenen Daten konn-
ten jeweils anhand der Gruppenzugehdrigkeit der Probanden, welche als Bestandteil der Ba-

sisdaten vorlagen, in vier Gruppen aufgeteilt werden.

Verteilungsuntersuchung

Zuerst wurden alle verfiigbaren Daten hinsichtlich ihrer Verteilung untersucht, wobei neben
teststatistischen Verfahren in Form des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung zusétzlich
graphische Hilfsmittel in Form von Histogrammen und Q-Q-Plots benutzt wurden.

Eine Datenmenge wurde nur dann als normalverteilt angesehen, wenn neben dem Ergebnis
des Tests auf Normalverteilung auch die Darstellungen der optischen Verfahren eine Normal-
verteilung anzeigten beziehungsweise nahelegten. Die liberwiegende Anzahl an Daten zeigte
keine Normalverteilung, weshalb bei der Beschreibung und der Untersuchung auf Unter-
schiede und Zusammenhéinge der Daten statistische Verfahren gewéhlt wurden, die keine

Normalverteilung voraussetzen.
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Datenbeschreibung

Die Beschreibung der Daten erfolgte bei den Basisdaten in Form von Median und Quartil bei
metrischen Daten und Haufigkeiten bei kategorialen Daten. Die Messdaten wurden unter Ver-
wendung von Median und Interquartilbereich bei metrischen Daten und Héufigkeiten bei

kategorialen Daten beschrieben.

Datenuntersuchung

Die Untersuchung der Daten umfasste neben einer Untersuchung auf Unterschiede eine An-
wendung von Korrelationsverfahren und Regressionsverfahren zur Untersuchung auf Zusam-
menhédnge in Form von Assoziationen beziehungsweise Abhdngigkeiten. Das Signifikanzlevel

wurde mit einem Wert von alpha=0,05 festgelegt.

Bei der Vollblutstimulation wurde ein Stimulationsvergleich fiir alle Gruppen zusammen und
fiir jede Gruppe getrennt sowie ein Gruppenvergleich fiir jeweils jedes Zytokin und jede Sti-
mulation einzeln angewendet, wihrend bei der Leukozytenstimulation ein Gruppenvergleich
fiir jeweils jedes Zytokin und jede Stimulation einzeln durchgefiihrt wurde. Sowohl bei den
Basisdaten als auch den Messdaten wurden die Gruppen- und Stimulationsvergleiche auf sig-
nifikante Unterschiede untersucht.

Bei den Basisdaten wurde bei metrischen Daten der Kruskal-Wallis-Test und bei kategorialen
Daten der Freeman-Halton-Test verwendet. Die Untersuchung der Messdaten umfasste bei
den Stimulationsvergleichen der Vollblutstimulation den Kruskal-Wallis-Test als Globaltest
und bei signifikantem Ergebnis nachfolgend den Dunn-Post-Test zum paarweisen Vergleich
jeweils zweier Stimulationen. Bei den Gruppenvergleichen der Messdaten wurde bei metri-
schen Daten neben dem Kruskal-Wallis-Test als Globaltest der Mann-Whitney-Test fiir paar-
weise Vergleiche jeweils zweier Gruppen und bei kategorialen Daten neben dem Freeman-
Halton-Test als Globaltest der Fisher-Exact-Test fiir paarweise Vergleiche jeweils zweier

Gruppen angewendet.

Nachfolgend wurden die Daten vor Anwendung der Korrelationsverfahren und Regressions-
verfahren vorangehend modifiziert und anschlieBend moglicherweise vorhandene Ausreiller
entfernt. Bei den Basisdaten wurden die Werte fiir Triglyceride und C-Peptid logarithmiert,
wihrend bei den Messdaten alle als metrische Variablen verwendeten Daten logarithmiert

wurden.
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Die Identifikation und Entfernung von Ausreiflern aus den Daten erfolgte anhand der Regel,
dass Werte aulerhalb des Bereichs von 1.Quartil minus 1,5-facher Interquartilbereich bis
3.Quartil plus 1,5-facher Interquartilbereich als Ausreifler angesehen und entfernt werden.
Diese Methodik der Ausreifleridentifizierung wurde verwendet, da sie zum einen eine objek-
tive Standardisierung zur Ausreiflerentfernung darstellt und die groe Menge an Daten eine
graphische Darstellung zur Identifizierung wesentlich erschwerte. Bei den Basisdaten erfolgte
eine Entfernung von Ausreilern nur bei der Anwendung der Korrelationsverfahren, weil bei
der Anwendung der Regressionsverfahren jene nur als Prediktoren beziehungsweise unabhin-
gige Variablen und nicht als Kriterium beziehungsweise abhingige Variablen verwendet

wurden.

Korrelationsuntersuchung

Die Untersuchung der Daten auf Korrelation wurde jeweils fiir jede Gruppe getrennt durchge-
fithrt. Bei der Vollblutstimulation wurden die Gruppen der Typ 1 Diabetiker und LADA Dia-
betiker aufgrund ihrer geringen Probandenanzahl zu einer Gruppe zusammengefiigt.

Bei der Vollblutstimulation wurde auf Korrelationen zwischen den Basisdaten und Messdaten
untersucht, wahrend bei der Leukozytenstimulation auf Korrelationen zwischen den Basis-
daten und Messdaten sowie zwischen den Messdaten und Serumdaten untersucht wurde.

Die Untersuchung auf Korrelationen zwischen den Messdaten und Elispot-Daten wurde nicht
durchgefiihrt, da die entsprechenden Zytokine im Rahmen der Grundauswertung als nicht
auswertbar galten und somit nachfolgend nicht ausgewertet werden konnten.

Als MaB fiir den monotonen Zusammenhang wurde bei der Untersuchung metrischer Daten
als auch metrischer und kategorial-ordinaler Daten der Spearman-Korrelationskoeffizient mit
dazugehorigem p-Wert berechnet, welcher auch bei der Untersuchung metrischer und kate-
gorial-nominaler Daten anstelle der punktbiserialen Korrelation Anwendung fand. Angegeben
wird jeweils der Korrelationskoeffizient mit entsprechenden p-Wert. Bei der Untersuchung
auf Korrelation zwischen kategorial-ordinalen Daten und kategorial-nominalen Daten wurde

der Fisher-Exact-Test auf Assoziation angewendet. Angegeben wird jeweils der p-Wert.

Regressionsuntersuchung

Die Regressionsuntersuchung kann hinsichtlich der Anwendungsziele von Regressionsver-
fahren grundlegend in zwei Komponenten unterteilt werden.

Zum einen sollten die vorher durchgefiihrten Untersuchungen auf Unterschiede zwischen den
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Gruppen in Form zweier Modelle fiir verschiedene Parameter adjustiert werden. Dabei wurde
die Gruppenzugehdrigkeit in Form von Dummy-Variablen kodiert.

Beim sogenannten anthropometrischen Modell wurde fiir die Parameter Geschlecht, Alter,
Diabetesdauer und BMI adjustiert, beim sogenannten klinisch-chemischen Modell fiir die
Parameter Blutglukose, HbA Ic, Triglyceride und C-Peptid. Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit
wurde auf die Vorgehensweise einer schrittweisen Adjustierung verzichtet. Bei signifikantem
globalen Gruppenunterschied erfolgten jeweils paarweise Vergleiche unter Anwendung des
Tukey-Kramer-Post-Hoc-Test mit einer dem jeweiligen Modell entsprechenden Adjustierung.
Angegeben werden jeweils die p-Werte der Typ-3 Effekte.

Zum anderen sollte bei signifikantem Ergebnis der Untersuchung auf Korrelationen eine
Quantifizierung des Zusammenhangs zwischen den Variablen erfolgen und weiterfiihrend bei
signifikantem Regressionskoeffizienten jener fiir bestimmte Parameter jeweils adjustiert wer-
den. Die Quantifizierung der Zusammenhinge erfolgte schrittweise, wobei aufgrund der
grolen Menge an Daten nur fiir jeweils einen einzelnen Parameter wie Geschlecht, Alter,
Diabetesdauer, BMI, Blutglukose, HbAlc, Triglyceride oder C-Peptid adjustiert wurde.
Angegeben werden bei metrischer abhidngiger Variable der B-Regressionskoeffizient mit ent-
sprechendem p-Wert des #-Tests und bei kategorialer abhingiger Variable der Logit-Re-
gressionskoeffizient mit entsprechendem p-Wert des Wald-Tests.

In Abhingigkeit vom Skalenniveau der abhingigen Variable fanden entweder simple oder
multiple lineare Regressionsmodelle bei metrischen Variablen oder logistische Regressions-
modelle bei kategorialen Variablen Anwendung. Bei den angewandten logistischen Regres-
sionsmodellen handelt sich um verallgemeinerte lineare Regressionsmodelle, die anstelle
einer Normalverteilung eine Binomialverteilung und als Verkniipfungsfunktion eine Logit-
Funkion verwenden [191].

Bei den simplen oder multiplen linearen Regressionsmodellen folgte der Berechnung ein dia-
gnostischer Prozess zur Uberpriifung bestimmter Voraussetzungen fiir die korrekte Verwen-
dung und somit Giiltigkeitsannahme der angewandten Modelle. Die Untersuchung der Resi-
duen auf Normalverteilung erfolgte teststatistisch in Form des Shapiro-Wilk-Tests, wihrend
die Untersuchung auf Homoskedastizitit graphisch mittels eines Residuen-Plots erfolgte.
Abweichungen von diesen Voraussetzungen sind separat gekennzeichnet.

Bei der Verwendung des logistischen Regressionsmodells zur Quantifizierung des Zusam-
menhangs sowohl zwischen den Messdaten und Basisdaten als auch zwischen den Messdaten
und Serumdaten konnte in wenigen Fillen infolge einer kompletten oder quasi-kompletten
Datenseparation keine einzigartige Losung des Maximum-Likelihood-Verfahrens ermittelt

werden. In diesen Féllen sind die berechneten Werte gekennzeichnet.
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Fiir die Auswertung wurden die Bio-Plex-Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA),
Microsoft Excel, Microsoft Word (beide Microsoft, Seattle, USA), GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software, San Diego, USA) und SAS 9.1 mit Enterprise Guide 4 (SAS Institute,
Cary, USA) verwendet. Eine beratende Unterstiitzung bei der Datenauswertung erfolgte durch

Herr Dr.Strassburger vom Institut fiir Biometrie und Epidemiologie.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden mit zwei Untersuchungsverfahren die Antigen-stimulierte
Zytokinsekretion untersucht und Typ 1 Diabetiker, Typ 2 Diabetiker, LADA Diabetiker sowie
Kontrollprobanden verglichen. Fiir die Vollblutstimulation und die Leukozytenstimulation
wurden verschiedene Fragestellungen formuliert.

Im Rahmen der Vollblutstimulation sollte untersucht werden, inwiefern bei einer 24stiindigen
Stimulation von Zellen im Vollblut mit bestimmten Mitogenen und Antigenen eine Antigen-
reaktive Antwort in Form einer Zytokinausschiittung beobachtet und diesbeziiglich zwischen
den Gruppen ein Unterschied aufgezeigt werden kann. Dartiber hinaus sollte eine Assoziation
beziehungsweise Abhdngigkeit zwischen den Messwerten und bestimmten anthropometri-
schen und klinisch-chemischen Einflussfaktoren iiberpriift werden.

Im Rahmen der Leukozytenstimulation wurden die oben genannten Gruppen auf Unterschiede
hin untersucht und nachfolgend eine Untersuchung auf Zusammenhénge in Form einer Asso-
ziation beziehungsweise Abhingigkeit zwischen den Messwerten und bestimmten anthropo-
metrischen und klinisch-chemischen Einflussfaktoren durchgefiihrt. Zusitzlich sollte unter-
sucht werden, inwiefern eine Assoziation beziehungsweise Abhédngigkeit zwischen den ge-
messenen Zytokinkonzentrationen in den Zelliiberstinden und der Anzahl Zytokin-sezernie-
render Zellen im ELISPOT respektive zwischen den gemessenen Zytokinkonzentrationen in
den Zelliiberstinden und den Zytokinkonzentrationen im Serum besteht.

Bedingt durch den Umstand, dass bestimmte Zytokine nicht ausgewertet werden konnten,
wurde eine Untersuchung auf Zusammenhénge zwischen den gemessenen Zytokinkonzentra-
tionen der Zelliiberstinde und der Anzahl Zytokin-sezernierender Zellen im ELISPOT nicht
ausgefiihrt.

3.1 Charakterisierung der Probandenkollektive

Fiir die Untersuchung der Vollblutstimulation und der Leukozytenstimulation wurden jeweils

eigene Probandenkollektive zusammengestellt.

3.1.1 Probandenkollektiv der Vollblutstimulation

Fiir die Durchfiihrung der Vollblutstimulation wurden insgesamt 49 Probanden in die Unter-
suchung eingeschlossen, wobei sich die Gesamtzahl aus 6 Typ 1 Diabetiker, 22 Typ 2 Dia-
betiker, 5 LADA Diabetiker und 16 Kontrollprobanden zusammensetzte. In der nachfolgen-
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den Tabelle soll eine Ubersicht iiber das Probandenkollektiv der Vollblutstimulation gegeben
werden (Tabelle 12).

Tabelle 12: Charakteristika des Probandenkollektivs der Vollblutstimulation

Status T1D LADA T2D Kontrollen p-Wert
Anzahl 6 5 22 16 -
Geschlecht 214 312 1111 6/10 0,7525
(ml/f)

Alter 42,74 44,25 48,22 49,99 0.1969
(Jahre) (37,11-47,70) | (43,56-48,50) | (45,35-57,55) | (40,21-53,06) ’
Diabetesdauer 13,83 16,46 12,55 ) 0 9680
(Monate) (8,86-19,26) | (7,76-17,70) | (9,80-27,30) ’

BMI 24,77 26,54 31,37 24,69 <0.0001
(kg/m3) (20,76-26,29) | (26,50-31,25) | (27,88-36,74) | (22,90-26,83) ’
Korpergewicht 76,5 86,0 98,2 69,5 <0.0001
(kg) (65,0-88,0) (82,0-106,0) | (81,0-112,0) (66,5-73,5) ’
KorpergroRe 176,0 180,0 177,0 168,0 02422
(cm) (172,0-182,0) | (172,0-183,0) | (165,0-183,0) | (163,0-175,5) ’
Taillenumfang 83,0 96,0 106,5 79,5 <0.0001
(cm) (69,0-89,0) (89,0-108,0) | (96,5-120,0) (74,5-93,0) ’
Hiiftumfang 101,0 102,0 109,5 98,5 0.0157
(cm) (97,0-109,0) | (101,0-111,0) | (103,0-123,0) | (93,5-105,5) ’
Blutglukose 111,5 105,0 134,5 96,5 0.0002
(mg/dl) (107,0-116,0) | (104,0-155,0) | (121,0-171,0) | (91,5-102,0) ’
HbA1c 6,3 6,3 6,6 5,5 0.0002
(%) (5,9-7,5) (5,7-7,8) (6,0-7,4) (5,4-5,8) ’
Triglyceride 69,0 59,0 209,5 80,5 0.0011
(mg/dl) (56,0-134,0) | (53,0-184,0) | (134,0-285,0) | (64,5-140,0) ’
Cholesterin 184,5 186,0 2145 193,0 01678
(mg/dl) (183,0-192,0) | (184,0-195,0) | (188,0-230,0) | (176,5-221,0) ’

HDL 67,0 54,0 47,5 57,5 0.1202
(mg/dl) (41,0-74,0) (54,0-77,0) (40,0-63,0) (54,0-69,0) ’

LDL 125,5 109,0 140,5 127,0 0.6840
(mg/dl) (109,0-135,0) | (108,0-140,0) | (107,0-161,0) | (109,5-148,0) ’
C-Peptid 0,95 1,07 3,75 1,95 <0.0001
(ng/ml) (0,69-1,60) (0,62-1,80) (2,60-6,00) (1,30-2,45) ’
Werte angegeben als Median (1.Quartil-3.Quartil) oder Haufigkeit; p-Werte stellvertretend fur
Gruppenvergleich: metrische Daten mit Kruskal-Wallis-Test, kategoriale Daten mit Freeman-Halton-
Test; Status: T1D=Typ 1 Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, LADA=LADA Diabetiker, Kontrollen=
Kontrollprobanden; Geschlecht: m=mannlich / f=weiblich
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Die Gruppen wurden statistisch auf Unterschiede hin untersucht, indem bei metrischen Daten
der Kruskal-Wallis-Test und bei kategorialen Daten der Freeman-Halton-Test angewendet
wurde.

Bei den anthropometrischen Parametern wie BMI, Koérpergewicht, Taillenumfang und Hiift-
umfang sowie bei den klinisch-chemischen Parametern wie Blutglukose, HbA 1c, Triglyceride
und C-Peptid zeigten sich Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Gruppe der Typ 2 Dia-
betiker wies beziiglich oben genannter Parameter im Vergleich zu den iibrigen Gruppen er-
hohte Werte auf. Im Hinblick auf die Geschlechterverteilung und den Parametern wie Alter,
Diabetesdauer, Cholesterin, Lipoprotein HDL und Lipoprotein LDL konnte kein Unterschied

zwischen den Gruppen aufgezeigt werden.

3.1.2 Probandenkollektiv der Leukozytenstimulation

Fir die Durchfiihrung der Leukozytenstimulation wurden insgesamt 116 Probanden in die
Untersuchung eingeschlossen, wobei sich die Gesamtzahl aus 32 Typ 1 Diabetiker, 49 Typ 2
Diabetiker, 22 LADA Diabetiker und 13 Kontrollprobanden zusammensetzte. In der nach-
folgenden Tabelle ist eine Ubersicht iiber das Probandenkollektiv der Leukozytenstimulation
dargestellt (Tabelle 13).

Die Gruppen wurden statistisch auf Unterschiede hin untersucht, indem bei metrischen Daten
der Kruskal-Wallis-Test und bei kategorialen Daten der Freeman-Halton-Test Anwendung
fand.

Bei den anthropometrischen Parametern wie Geschlechterverteilung, BMI, Korpergewicht,
Korpergrofle sowie Taillenumfang lief3 sich ein Unterschied zwischen den Gruppen aufzeigen,
wihrend im Hinblick auf Alter, Diabetesdauer und Hiiftumfang kein Unterschied zwischen
den Gruppen sichtbar wurde. Der Unterschied bei der Verteilung der Geschlechter zeigte sich
in der Form, dass bei den Gruppen der Typ 1 Diabetiker und der Typ 2 Diabetiker der Anteil
am minnlichen Geschlecht im Vergleich zu den Gruppen der LADA Diabetiker und der
Kontrollprobanden iiberwiegte. Dariiber hinaus zeigte die Gruppe der Typ 2 Diabetiker im
Vergleich zu den anderen Gruppen jeweils hohere Werte fiir BMI, Korpergewicht und
Taillenumfang, wiahrend die Gruppe der Typ 1 Diabetiker hohere Werte fiir die Korpergrof3e
aufwies.

Bei den klinisch-chemischen Parametern wie Blutglukose, HbAlc, Triglyceride, Lipoprotein
HDL und C-Peptid konnte ein Unterschied zwischen den Gruppen aufgezeigt werden, wohin-
gegen bei den Parametern wie Cholesterin und Lipoprotein LDL kein Unterschied zwischen

den Gruppen sichtbar wurde. Die Gruppe der Typ 2 Diabetiker zeichnete sich im Vergleich
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durch hohere Werte fiir Triglyceride und C-Peptid aus, wihrend die Gruppe der Typ 1 Diabe-

tiker hohere Werte fiir Blutglukose und HbA 1¢ aufwies. Dariiber hinaus zeigte die Gruppe der
LADA-Diabetiker im Vergleich hohere Werte fiir das Lipoprotein HDL.

Tabelle 13: Charakteristika des Probandenkollektivs der Leukozytenstimulation

Status T1D LADA T2D Kontrollen p-Wert
Anzahl 32 22 49 13 -
Geschlecht 23/9 6/16 35/14 4/9 0,0003
(m/f)

Alter 44,48 48,39 48,94 49,01 0.2096
(Jahre) (38,63-50,93) | (41,92-58,70) | (41,95-60,41) | (42,04-54,85) ’
Diabetesdauer 0,87 1,84 1,01 ) 02284
(Jahre) (0,11-1,96) (0,38-2,95) (0,12-2,55) ’

BMI 24,45 26,66 30,25 22,24 <0.0001
(kg/m?) (22,18-28,24) | (24,68-32,14) | (25,93-32,16) | (20,02-24,65) ’
Korpergewicht 78,9 81,5 90,0 68,0 0.0002
(kg) (70,3-90,7) (70,0-87,5) (79,0-100,0) (55,0-70,0) ’
KorpergroRe 177,0 165,5 175,0 166,0 0.0085
(cm) (172,0-184,0) | (162,0-178,0) | (167,0-180,0) | (160,0-182,0) ’
Taillenumfang 92,0 98,5 103,0 81,0 0.0013
(cm) (81,0-103,0) | (89,0-103,0) | (94,0-112,0) (72,5-94,0) ’
Hiftumfang 106,0 103,5 107,0 100,5 0.1396
(cm) (96,0-110,0) | (101,0-118,0) | (101,0-115,0) | (90,5-107,0) ’
Blutglukose 130,0 127,0 123,0 84,0 0.0004
(mg/dl) (98,0-150,0) | (110,0-170,0) | (105,0-157,0) | (78,5-99,0) ’
HbA1c 7,20 6,70 6,50 3,65 <0.0001
(%) (4,75-9,40) (5,50-8,70) (5,20-8,20) (3,45-3,85) ’
Triglyceride 100,0 119,5 168,0 112,0 0.0232
(mg/dl) (78,0-167,0) | (80,0-145,0) | (94,0-234,5) | (66,0-165,0) ’
Cholesterin 197,0 201,5 190,5 195,0 05279
(mg/dl) (159,0-220,0) | (187,0-243,0) | (179,5-219,0) | (186,0-218,0) ’

HDL 38,1 39,4 27,1 33,7 0.0062
(mg/dl) (27,0-48,3) (30,2-47,3) (22,8-33,9) (28,0-46,5) ’

LDL 127,8 150,7 127,6 138,3 0.4632
(mg/dl) (105,2-160,8) | (121,4-173,1) | (112,0-153,4) | (127,0-165,3) ’
C-Peptid 1,35 1,40 2,50 1,80 0.0144
(ng/ml) (0,91-1,90) (0,90-2,90) (1,50-3,35) (1,40-2,70) ’
Werte angegeben als Median (1.Quartil-3.Quartil) oder Haufigkeit; p-Werte stellvertretend fur
Gruppenvergleich: metrische Daten mit Kruskal-Wallis-Test, kategoriale Daten mit Freeman-Halton-
Test; Status: T1D=Typ 1 Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, LADA=LADA Diabetiker, Kontrollen=
Kontrollprobanden; Geschlecht: m=mannlich / f=weiblich
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3.2. Ergebnisse der Vollblutstimulation

3.2.1 Zytokinkonzentration nach Stimulation von Vollblut

Im Rahmen der Vollblutstimulation sollte die Fragestellung untersucht werden, inwiefern bei
einer 24stiindigen Stimulation von Zellen im Vollblut mit bestimmten Antigenen eine Anti-
gen-reaktive Antwort in Form einer Zytokinausschiittung beobachtet werden kann.

Es wurden dafiir sogenannte Stimulationsindizes gebildet, indem bei jedem Probanden fiir
jedes Zytokin und jede Stimulation einzeln der Quotient von der Zytokinkonzentration mit
Stimulation nach 24h und der Zytokinkonzentration ohne Stimulation nach 24h berechnet
wurde.

Die Stimulationsindizes der einzelnen Stimulationen wurden miteinander verglichen, indem
beim Vergleich aller Stimulationen ein Stimulationseffekt beziehungsweise Hemmungseffekt
anhand einer Verdnderung des Quotienten um einen Betrag grofer 0,5 vom Wert 1 als rele-
vant betrachtet wurde.

Dabei wurden die vier Gruppen in einem ersten Schritt als Gesamtgruppe zusammengefasst
betrachtet. Eine statistische Untersuchung auf Unterschiede zwischen den Stimulationen er-
folgte zum einen unter Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich aller Stimula-
tionen und zum anderen unter Anwendung des Dunn-Post-Tests zum paarweisen Vergleich
jeweils zweier Stimulationen. In einem weiteren Schritt wurden die vier Gruppen getrennt
voneinander betrachtet, im Einzelnen Typ 1 Diabetiker, LADA Diabetiker, Typ 2 Diabetiker
und Kontrollprobanden. Eine statistische Untersuchung auf Unterschiede zwischen den Sti-
mulationen erfolgte fiir die einzelnen Gruppen unter Anwendung des Kruskal-Wallis-Tests
zum Vergleich aller Stimulationen.

Fiir die Gesamtgruppe ist in einer nachfolgenden Tabelle zur Ubersicht fiir jedes Zytokin und
fiir jede Stimulation getrennt der Median der Stimulationsindizes mit dem Interquartilbereich
und die p-Werte der Teststatistik fiir die Untersuchung auf Unterschiede zwischen den Stimu-
lationen dargestellt (Tabelle 14). Des Weitern erfolgt in einer Abbildung fiir die Gesamt-
gruppe fiir jedes Zytokin separat eine graphische Darstellung der Stimulationsindizes der ein-
zelnen Stimulationen mit den p-Werten der Teststatistik fiir die Untersuchung auf Unter-
schiede zwischen jeweils zwei Stimulationen (Abb.4).

Fiir die einzelnen Gruppen sind in nachfolgenden Tabellen zur Ubersicht fiir jedes Zytokin
und fiir jede Stimulation getrennt der Median der Stimulationsindizes mit dem Interquartilbe-
reich und die p-Werte der Teststatistik fiir die Untersuchung auf Unterschiede zwischen den

Stimulationen dargestellt (Tabellen 15,16,17,18).
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Gesamtgruppe

Die Gesamtgruppe wies beim Vergleich der Stimulationen anhand der Mediane der Stimula-
tionsindizes bei allen Zytokinen Unterschiede auf (sieche Tabelle 14; Abb.4).

Die Stimulation mit LPS zeigte bei allen Zytokinen mit Ausnahme von RANTES einen er-
hohten und jeweils im Vergleich zu den {ibrigen Stimulationen den hochsten Median auf,
wobei im Vergleich insbesondere bei den Zytokinen IL-1f, IL-6, TNF-a und IP10 vielfach
erhohte Mediane angezeigt wurden. Die Stimulation mit PHA wies bei den Zytokinen TNF-a
und IP10 stirker erhohte Mediane auf.

Bei den fiir jedes Zytokin einzeln durchgefiihrten Vergleichen jeweils zweier Stimulationen
waren unterschiedliche Ergebnisse feststellbar. Bei den Zytokinen IL-1p, IL-6, IL-8 und TNF-
a zeigten sich jeweils Unterschiede zwischen der Stimulation mit LPS mit einem hdheren
Median und den Stimulationen mit PHA, GAD, p277 und dem ConPep. Beim Zytokin IL-8
lag zusitzlich ein weiterer Unterschied zwischen der Stimulation mit dem ConPep mit einem
hoheren Median und der Stimulation mit GAD vor. Beim Zytokin IP10 waren Unterschiede
sowohl zwischen der Stimulation mit LPS und den Stimulationen mit GAD, p277 und dem
ConPep als auch zwischen der Stimulation mit PHA und den Stimulationen mit GAD, p277
und dem ConPep erkennbar, wobei die Stimulationen mit LPS und PHA im Vergleich jeweils
einen hoheren Median aufwiesen. Zusitzlich konnte ein Unterschied zwischen der Stimu-
lation mit GAD mit einem héheren Median und der Stimulation mit dem ConPep mit einem
geringeren Median beobachtet werden. Im Hinblick auf das Zytokin RANTES war kein
Unterschied feststellbar.

Tabelle 14: Ubersicht iiber den Stimulationsvergleich bei Vollblutstimulation fiir die Gesamt-
gruppe

Zytokin PHA LPS GAD p277 ConPep p-Wert

0,98 68,05 0,73 0,99 1,00

IL-1B (1.89) (194,78) (0.76) (1.34) (1.33) | <0,0001
1,00 132,67 1,00 0,99 1,34

IL-6 (2,06) (372.45) (1,40 (1.76) (1558) | <0-0001
0,94 2,89 0,85 0,99 1,02

-8 (0.36) (6.78) (0.44) (0.40) (046) | <0091
1,63 366,75 1,01 1,13 1,00

TNF-a (5.12) (697.64) (2,26) (1.70) (1.21) | <0,0001
8,04 26,18 1,35 0,97 0,99

P10 (27,42) (43.37) (0.67) (0.32) (028) | <0,0001
1,02 1,03 1,02 1,01 1,00

RANTES (0,09) (0.12) (0.08) (0.07) (0.04) | 00393

Werte angegeben als Median (Interquartilbereich) der Stimulationsindizes [Zytokin-[c] mit Stimula-

tion nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; p-Wert stellvertretend fiir Gruppenvergleich

mit Kruskal-Wallis-Test; Gesamtgruppe n=49
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Abb.4: Ubersicht iiber den paarweisen Vergleich der Stimulationen fiir die Gesamtgruppe bei
Vollblutstimulation

Sl: Stimulationsindex [Zytokin-[c] mit Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h];
dargestellt sind individuelle Stimulationsindizes und der Median; [p-Wert] p-Wert Kruskal-Wallis-Test
(globaler Vergleich der Stimulationen); Post-Dunn-Test *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 (multipler
paarweiser Vergleich jeweils zweier Stimulationen)
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Typ 1 Diabetiker

Fiir die Gruppe der Typ 1 Diabetiker zeigte sich mit einer Ausnahme des Zytokins RANTES
bei allen Zytokinen anhand der Mediane der Stimulationsindizes ein Unterschied zwischen
den Stimulationen (siehe Tabelle 15).

Die Stimulation mit LPS wies bei den Zytokinen IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-o und IP10 einen
erhohten Median und jeweils den hochsten Median im Vergleich zu den iibrigen Stimula-
tionen auf, wobei bei den Zytokinen IL-1p, IL-6, TNF-a und IP10 vielfach erh6hte Mediane
festgestellt werden konnten. Die Stimulation mit PHA zeigte beim Zytokin IP10 einen starker
erhohten Median. Die Stimulation mit p277 wies bei den Zytokinen IL-1f und TNF-a erh6hte
Mediane auf, wihrend bei der Stimulation mit dem ConPep beim Zytokin IL-1f ein erhdhter

Median beobachtet werden konnte.

Tabelle 15: Ubersicht iiber den Stimulationsvergleich bei Vollblutstimulation fiir die Typ 1
Diabetiker

Zytokin PHA LPS GAD p277 ConPep p-Wert

1,16 83,75 0,77 1,89 1,87

IL-18 (3.09) (57.86) (0.82) (1.25) (51) | 9009
1,49 32,88 0,56 0,97 0,89

IL-6 2.21) (65.67) (0.67) (0.35) 082 | %0093
0,88 1,54 0,57 1,03 0,95

-8 (0,93) (2.14) (0.45) (0,30) (044) | 20195
0,52 278,01 1,30 1,53 0,62

TNF-a (5.23) (291.24) (1.38) (162) ©oe1) | 90051
4,00 17,02 1,03 0,98 0,90

IP10 (4.63) (15.04) (0.21) (0.19) ©0.17) | 90016
1,05 1,07 1,04 1,01 1,00

RANTES (0.11) (0.08) (0.07) (0.03) ©0.06) | 03381

Werte angegeben als Median (Interquartilbereich) der Stimulationsindizes [Zytokin-[c] mit Stimula-

tion nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; p-Wert stellvertretend fiir Gruppenvergleich

mit Kruskal-Wallis-Test; Typ 1 Diabetiker n=6

LADA Diabetiker

Fiir die Gruppe der LADA Diabetiker zeigte sich beim Zytokin IP10 anhand der Mediane der
Stimulationsindizes ein Unterschied zwischen den Stimulationen (siche Tabelle 16).

Die Stimulation mit LPS wies beim Zytokin IP10 einen erhdhten Median und jeweils den
hochsten Median im Vergleich zu den iibrigen Stimulationen auf. Des Weiteren zeigten die
Stimulationen mit PHA und GAD jeweils einen erhhten Median, wobei die Stimulation mit

PHA eine stirkere Erhohung aufwies.
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Tabelle 16: Ubersicht iiber den Stimulationsvergleich bei Vollblutstimulation fiir die LADA

Diabetiker
Zytokin PHA LPS GAD p277 ConPep p-Wert

0,26 31,19 0,92 0,99 1,05

IL-18 (1.25) (53.67) (0.44) (0.57) (133) | 00592
0,61 46,68 181 0,95 130

IL-6 (0.55) (82.88) (6.24) (0.92) @251) | %0705
1,00 2,89 0,93 0,70 0,54

-8 (0,70) (0.95) (2.75) (1.76) (84) | 93174
127 452,98 6,14 3,31 2,10

TNF-a (2.58) (1042,35) (3.92) (4.68) (130) | 9105
2,98 19.77 179 121 121

P10 (8.10) (49.06) (1.27) (0.34) ©21) | 90051
1,01 1,01 1,01 1,01 1,00

RANTES (0.01) (0.05) (0.05) (0.04) ©o1) | 09741

Werte angegeben als Median (Interquartilbereich) der Stimulationsindizes [Zytokin-[c] mit Stimula-

tion nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; p-Wert stellvertretend fir Gruppenvergleich

mit Kruskal-Wallis-Test; LADA Diabetiker n=5

Typ 2 Diabetiker

Fiir die Gruppe der Typ 2 Diabetiker zeigte sich mit einer Ausnahme des Zytokins RANTES
bei allen Zytokinen anhand der Mediane der Stimulationsindizes ein Unterschied zwischen
den Stimulationen (siche Tabelle 17).

Die Stimulation mit LPS wies bei den Zytokinen IL-1f, IL-6, IL-8, TNF-a und IP10 einen
erhohten Median und jeweils den hochsten Median im Vergleich zu den iibrigen Stimula-

tionen auf. Des Weiteren zeigte die Stimulation mit PHA bei den Zytokinen TNF-a und IP10

starker erhohte Mediane, bei letztgenanntem um ein Vielfaches.

Tabelle 17: Ubersicht iiber den Stimulationsvergleich bei Vollblutstimulation fiir die Typ

Diabetiker
Zytokin PHA LPS GAD p277 ConPep p-Wert

0,84 64,79 0,59 0,87 1,00

IL-1B (2.08) (208,09) (0.76) (1.11) (1.46) | <0.0001
0,98 219,54 1,00 1,01 1,37

IL-6 (2.07) (466.67) (2.16) 2.13) (1.54) | <0,0001
0,94 3,03 0,84 0,90 1,10

L8 (0.86) (6.88) (0.29) (0.:39) (0.46) | 00001
1,56 411,46 1,03 1,07 1,02

TNF-a (4.88) (772.43) 2.12) (1.20) (119) | <0,0001
16,13 29,65 1,34 1,04 0,98

P10 (34.79) (45.45) (0.47) (0.32) (023 | <0.0001
0,99 1,02 1,00 0,98 0,99

RANTES (0.04) (0.06) (0.06) (0.04) (0.04) 0,1561

Werte angegeben als Median (Interquartilbereich) der Stimulationsindizes [Zytokin-[c] mit Stimula-

tion nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; p-Wert stellvertretend fiir Gruppenvergleich

mit Kruskal-Wallis-Test; Typ 2 Diabetiker n=22
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Kontrollprobanden

Fir die Gruppe der Kontrollprobanden zeigte sich mit einer Ausnahme des Zytokins
RANTES bei allen Zytokinen anhand der Mediane der Stimulationsindizes ein Unterschied
zwischen den Stimulationen (siehe Tabelle 18).

Die Stimulation mit LPS wies bei den Zytokinen IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-o und IP10 einen
erhohten Median und jeweils den hochsten Median im Vergleich zu den iibrigen Stimula-
tionen auf, wobei bei den Zytokinen IL-1p, IL-6, TNF-o und IP10 eine stidrkere Erhchung be-
obachtet werden konnte. Die Stimulation mit PHA zeigte bei den Zytokinen TNF-o und IP10

erhohte Mediane auf, bei letztgenanntem in einem stirkeren Ausma@.

Tabelle 18: Ubersicht iiber den Stimulationsvergleich bei Vollblutstimulation fiir die Kontroll-
probanden

Zytokin PHA LPS GAD p277 ConPep p-Wert

0,99 140,29 0,88 0,64 0,93

IL-18 (1.60) (208.03) (0.85) (0.73) ©oeg) | <0.0001
120 120,07 0,99 0,94 144

IL-6 (3.73) (333.60) (1.13) (1.92) (1.50) | <0.0001
0,95 417 0,97 1,03 1,01

IL-8 (1.45) (10,26) (0.48) (0.36) (0.40) 0,0019
177 412,85 1,00 1,01 1,00

TNF-a (6.86) (881.51) (3.54) (2.00) 080y | <0,0001
6,37 30,11 141 0,92 1,06

IP10 (53,41) (58.68) (0.99) (0.34) 035 | <0,0001
114 114 1,04 1,04 1,00

RANTES (0.23) (0.40) (0.12) (0.18) ©012) | %0712

Werte angegeben als Median (Interquartilbereich) der Stimulationsindizes [Zytokin-[c] mit Stimula-

tion nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; p-Wert stellvertretend fiir Gruppenvergleich

mit Kruskal-Wallis-Test; Kontrollprobanden n=16

Zusammenfassend zeigte sich fiir die Gesamtgruppe, dass beziiglich eines Stimulationseffek-
tes bei allen untersuchten Zytokinen auler RANTES ein Unterschied zwischen den Stimula-
tionen festgestellt werden konnte.

Die Stimulation mit LPS bewirkte bei allen Zytokinen auBler RANTES und die Stimulation
mit PHA beim Zytokin IP10 in Relation zu den weiteren Stimulationen eine stirkere Zytokin-
ausschiittung. Zusétzlich konnte bei den Zytokinen IL-8 und IP10 ein Unterschied zwischen
der Stimulation mit GAD und der Stimulation mit ConPep festgestellt werden, indem letztge-
nannte beim Zytokin IL-8 eine hohere Zytokinausschiittung und beim Zytokin IP10 eine ge-
ringere Zytokinausschiittung bewirkte.

Fiir die einzelnen Gruppen zeigte sich insgesamt ein der Gesamtgruppe dhnliches Bild, wobei

abweichend beim Zytokin RANTES kein Unterschied zwischen den Stimulationen und bei
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der Gruppe der LADA Diabetiker nur beim Zytokin IP10 ein Unterschied zwischen den
Stimulationen festgestellt werden konnte.

Die Stimulation mit LPS zeigte bei der Gruppe der LADA Diabetiker beim Zytokin IP10 und
bei den Gruppen der Typ 1 Diabetiker, Typ 2 Diabetiker und Kontrollprobanden bei den
Zytokinen IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a und IP10 einen stimulatorischen Effekt. Die Stimulation
mit PHA wies bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker und der Gruppe der LADA Diabetiker
einen stimulatorischen Effekt beim Zytokin IP10 auf, bei den iibrigen Gruppen zusitzlich
beim Zytokin TNF-a. Die Stimulationen mit GAD zeigte bei der Gruppe der LADA Dia-
betiker beim Zytokin IP10 einen stimulatorischen Effekt. Die Stimulation mit p277 zeigte bei
der Gruppe der Typ 1 Diabetiker sowohl beim Zytokin IL-1f als auch beim Zytokin TNF-a
einen stimulatorischen Effekt. Des Weiteren konnte bei der Stimulation mit dem ConPep bei
der Gruppe der Typ 1 Diabetiker beim Zytokin IL-1f ein stimulatorischer Effekt aufgezeigt

werden.

3.2.2 Vergleich der Gruppen nach Vollblutstimulation

Im Rahmen der Vollblutstimulation sollte die Fragestellung untersucht werden, inwiefern bei
einer 24stiindigen Stimulation von Zellen im Vollblut mit bestimmten Antigenen ein Unter-
schied zwischen den oben genannten Gruppen beziiglich einer Antigen-reaktiven Antwort in
Form einer Zytokinausschiittung beobachtet werden kann.

Es wurden bei jedem Probanden fiir jedes Zytokin und jede Stimulation jeweils Stimulations-
indizes in Form von Quotienten gebildet. Fiir die Stimulationen mit LPS, PHA, GAD, p277
und ConPep wurde der Quotient von der Zytokinkonzentration mit Stimulation nach 24h und
der Zytokinkonzentration ohne Stimulation nach 24h berechnet. Fiir den PBS24-Wert als Mal3
fiir die Ruhesekretion wurde der Quotient von der Zytokinkonzentration ohne Stimulation
nach 24h und der Zytokinkonzentration ohne Stimulation nach Oh bei Versuchsbeginn be-
rechnet.

Die Gruppen wurden im Folgenden unter Anwendung eines nicht adjustierten Modells und
zweier adjustierter Modelle statistisch auf Unterschiede untersucht.

Im Rahmen des unadjustierten Modells erfolgte eine Untersuchung auf Unterschiede in Form
des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich aller vier Gruppen und bei signifikantem Ergebnis
nachfolgend anhand des Mann-Whitney-Tests zum paarweisen Vergleich jeweils zweier
Gruppen.

Im Rahmen der beiden adjustierten Modelle erfolgte eine Untersuchung auf Unterschiede

unter Anwendung eines multiplen linearen Regressionsverfahrens zum Vergleich aller vier

79



Gruppen und bei signifikantem Ergebnis nachfolgend anhand des Tukey-Kramer-Post-Hoc-
Tests zum paarweisen Vergleich jeweils zweier Gruppen. Als adjustierte Modelle fungierten
zum einen das sogenannte anthropometrische Modell, bei dem eine Adjustierung fiir die Ein-
flussfaktoren Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI vorgenommen wurde, und zum an-
deren das sogenannte klinisch-chemische Modell, bei dem eine Adjustierung fiir die Einfluss-
faktoren Blutglukose, HbAlc, Triglyceride und C-Peptid vorgenommen wurde.

In zwei nachfolgenden Tabellen sind die berechneten Mediane der Stimulationsindizes dar-
gestellt. Zusitzlich ist in der letzten Spalte der p-Wert flir den nicht adjustierten Vergleich
aller vier Gruppen angegeben (Tabellen 19,20). In einer Abbildung werden die Ergebnisse des
nicht adjustierten paarweisen Vergleichs jeweils zweier Gruppen dargestellt (Abb.5). Des
Weiteren werden tabellarisch die Ergebnisse des adjustierten Vergleichs aller vier Gruppen in
Form der zwei beschriebenen Modelle mit der Anzahl der jeweils in die Berechnung einbe-
zogenen Probanden angegeben (Tabelle 21). In nachfolgenden Abbildungen erfolgt eine
Darstellung der Ergebnisse des adjustierten paarweisen Vergleichs jeweils zweier Gruppen

(Abb.6,7.8).

Gruppenvergleich ohne Adjustierung

Bei der Untersuchung auf Unterschiede zwischen den Gruppen bei der Antigen-stimulierten
Zytokinausschiittung in Form des nicht adjustierten Modells zeigten sich bei den Zytokinen
IL-1B und RANTES Unterschiede zwischen den Gruppen (siche Tabellen 19,20; Abb.5).
Beim Zytokin IL-1B wiesen die Gruppe der Typ 1 Diabetiker und die Gruppe der LADA
Diabetiker im Vergleich zur Gruppe der Kontrollprobanden hinsichtlich des PBS24 Wertes
jeweils einen hoheren Median auf.

Im Hinblick auf das Zytokin RANTES konnte beim PBS24 Wert ein Unterschied zwischen
der Gruppe der Typ 2 Diabetiker mit einem hoheren Median und der Gruppe der Kontroll-
probanden mit einen niedrigeren Median festgestellt werden. Ferner zeigte sich sowohl bei
der Stimulation mit PHA als auch bei der Stimulation mit LPS ein Unterschied zwischen der
Gruppe der Kontrollprobanden mit einem héheren Median und der Gruppe der LADA Diabe-
tiker beziehungsweise der Gruppe der Typ 2 Diabetiker mit jeweils einem geringeren Median.
Des Weiteren wurde sowohl bei der Stimulation mit GAD als auch bei der Stimulation mit
p277 jeweils ein Unterschied zwischen der Gruppe der Kontrollprobanden mit einem jeweils
hoheren Median und der Gruppe der Typ 2 Diabetiker mit einem jeweils geringeren Median

sichtbar.
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Tabelle 19: Ubersicht iiber den nicht adjustierten Vergleich der Gruppen bei Vollblut-
stimulation (Zytokine IL-1p, IL-6, IL-8)

Stimulation T1D LADA T2D Kontrollen p-Wert
IL-1B
21,26 2048 13,80 8,23
PBS24 (7,13) (7.14) (19.00) (7.06) 0,0374
116 0,26 0,84 0,99
PHA (3.09) (1.25) (2.08) (1.60) 0,6716
83,75 31,19 64,79 140,29
LPS (57.86) (53.67) (208,09) (208.03) | 03088
0.77 0,92 0,59 0,88
GAD (0.:82) (0.44) (0.76) (0,85 | 0799
1,89 0,99 0,87 0,64
p277 (1.25) (0.57) (1.11) (073 | 0o
187 1,05 1,00 0,93
ConPep (1.51) (1.33) (1.46) (0.68) 0.7625
IL-6
137,02 52,84 22.68 117
PBS24 (219.70) (98.04) (32.89) 32:38) | %0707
149 0,61 0.98 1.20
PHA 2.21) (0.55) (2.07) (3.73) 0,4302
32,88 46,68 219,54 120,07
LPS (65.67) (82.88) (466.67) 33360) | %2917
0,56 181 1,00 0,99
GAD (0.67) (6.24) (2.16) (1.13) 0.6727
0.97 0,95 1,01 0,94
p277 (0.35) (0.92) (2.13) (1.92) 0,9664
0,89 130 137 144
ConPep (0.:82) (251) (1.54) (1,50) | 9°194
IL-8
250,79 62,78 77.99 43,40
PBS24 (228.12) (41.31) (329,16) (157,09) | %2676
0,88 1,00 0,94 0,95
PHA (0.93) (0.70) (0.86) (145) | 09494
154 2.89 3,03 417
LPS (2.14) (0.95) (6.88) (10,26) | 8096
0,57 0,93 0,84 0,97
GAD (0.45) (2.75) (0.29) (0.48) 0,2408
1,03 0,70 0,90 103
p277 (0.30) (176) (0.39) (0.36) 0,7552
0,95 0,54 110 1,01
ConPep (0.44) (1:84) (0.46) (040) | 07772
Werte angegeben als Median (Interquartilbereich) der Stimulationsindizes [PBS24: Zytokin-[c] ohne
Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach Oh; PHA,LPS,GAD,p277,ConPep: Zytokin-
[c] mit Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; p-Wert stellvertretend fir
Gruppenvergleich mit Kruskal-Wallis-Test (unadjustiertes Modell); T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA=
LADA Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, Kontrollen= Kontrollprobanden
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Tabelle 20: Ubersicht iiber den nicht adjustierten Vergleich der Gruppen bei

stimulation (Zytokine TNF-a, IP10, RANTES)

Vollblut-

Stimulation T1D LADA T2D Kontrollen p-Wert
TNF-a

9,34 157 1.20 184

PBS24 (8.12) (0.51) (4.87) (5.76) 0,2161
0,52 127 156 177

PHA (5.23) (2.58) (4.88) (6.86) 0,6596
278,01 452,98 411,46 412,85

LPS (291.24) (1042,35) (772.43) 881.51) | 08239
130 6,14 1,03 1,00

GAD (1:38) (3.92) (2.12) (3.54) | 0494
153 3,31 1,07 1,01

p277 (162) (4.68) (1.20) (2.00) 0,4876
0,62 2.10 1,02 1,00

ConPep (0.61) (1.30) (1.19) (0.80) 0,1948

IP10

2,09 148 1,38 181

PBS24 (15.72) (1.08) (3.67) (4.57) 0.8568
4,00 2.98 16.13 6,37

PHA (4.63) (8.10) (34.79) (53,41) 0,4782
17,02 19.77 29,65 30,11

LPS (15.04) (49.06) (45.45) (58.68) 0,4251
103 1,79 134 1.41

GAD (0.21) (1.27) (0.47) (0.99) 01712
0,98 121 1,04 0,92

p277 (0.19) (0.34) (0.32) (0.34) 0,2829
0,90 121 0,98 1,06

ConPep (0.17) (0.21) (0.23) (0.35) 0,3594

RANTES

0,93 0,93 0,97 0,85

PBS24 (0.12) (0.06) (0.06) (0.26) 0,0059
105 1,01 0,99 1,14

PHA (0.11) (0.01) (0.04) (0,3 | %0033
107 1,01 1,02 1,14

LPS (0.08) (0.05) (0.06) (0.40) | 00082
104 1,01 1,00 1,04

GAD (0.07) (0.05) (0.06) (0.12) 0,0412
1,01 1,01 0,98 1,04

p277 (0.03) (0.04) (0.04) (0.18) 0,0233
1,00 1,00 0,99 1,00

ConPep (0.06) (0.01) (0.04) (0.12) 0,9025

Werte angegeben als Median (Interquartilbereich) der Stimulationsindizes [PBS24: Zytokin-[c] ohne

Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach Oh; PHA,LPS,GAD,p277,ConPep: Zytokin-

[c] mit Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; p-Wert stellvertretend fur

Gruppenvergleich mit Kruskal-Wallis-Test (unadjustiertes Modell); T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA=

LADA Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, Kontrollen= Kontrollprobanden
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Abb.5: Ubersicht iiber den nicht adjustierten paarweisen Vergleich der Gruppen bei
Vollblutstimulation

SI: Stimulationsindex [PBS24: Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach
Oh; PHA,LPS,GAD,p277: Zytokin-[c] mit Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h];
dargestellt sind individuelle Stimulationsindizes und der Median; [p-Wert] p-Wert Kruskal-Wallis-Test
(globaler Vergleich der Gruppen); Mann-Whitney-Test *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 (multipler
paarweiser Vergleich jeweils zweier Gruppen); T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA=LADA Diabetiker,
T2D=Typ 2 Diabetiker, Kontrollen=Kontrollprobanden
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Gruppenvergleich mit Adjustierung

Bei der Untersuchung auf Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der Antigen-
stimulierten Zytokinausschiittung in Form der zwei adjustierten Modelle, im Einzelnen das
anthropometrische Modell und das klinisch-chemische Modell, zeigten sich in Abhingigkeit

vom angewandten Modell in unterschiedlichem Malle Unterschiede zwischen den Gruppen.

Anthropometrisches Modell

Beim anthropometrischen Modell zeigten sich Unterschiede beim Zytokin IL-6 in Hinsicht
auf den PBS24-Wert, beim Zytokin IL-8 fiir die Stimulation mit GAD und beim Zytokin
RANTES fiir die Stimulation mit LPS (siche Tabelle 21; Abb.6).

Im Hinblick auf den PBS24-Wert beim Zytokin IL-6 stellte sich ein Unterschied zwischen der
Gruppe der Typ 1 Diabetiker mit einem hdheren Median und der Gruppe der Typ 2 Diabetiker
mit einem geringeren Median dar.

Beim Zytokin RANTES zeigte sich fiir die Stimulation mit LPS ein Unterschied zwischen der
Gruppe der Kontrollprobanden mit einem hdheren Median und der Gruppe der Typ 2 Dia-
betiker mit einem geringeren Median.

Die Untersuchung auf Unterschiede zwischen den Gruppen im Rahmen der Anwendung des
paarweisen Vergleichs jeweils zweier Gruppen liel beim Zytokin IL-8 fiir die Stimulation mit

GAD kein Unterschied zwischen den Gruppen erkennen.

Klinisch-chemisches Modell

Beim klinisch-chemischen Modell stellten sich beim Zytokin IL-1f fiir den PBS24-Wert,
beim Zytokin IL-6 sowohl fiir den PBS24-Wert als auch fiir die Stimulation mit LPS, beim
Zytokin IL-8 fiir die Stimulation mit p277, beim Zytokin TNF-a fiir den PBS24-Wert und
beim Zytokin RANTES fiir den PBS24-Wert sowie fiir die Stimulationen mit PHA und LPS
Unterschiede zwischen den Gruppen dar (siche Tabelle 21; Abb.7,8).

Beim Zytokin IL-1p zeigte sich beim PBS24-Wert ein Unterschied zwischen der Gruppe der
LADA Diabetiker mit einem hoheren Median und der Gruppe der Typ 2 Diabetiker mit einem
geringeren Median.

Fiir den PBS24-Wert beim Zytokin IL-6 wurden Unterschiede zwischen der Gruppe der Typ 1
Diabetiker mit jeweils einem hoheren Median und der Gruppe der Typ 2 Diabetiker bezie-

hungsweise der Gruppe der Kontrollprobanden mit einem geringeren Median sichtbar.
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Tabelle 21: Ubersicht iiber den adjustierten Vergleich der Gruppen bei Vollblutstimulation

. Adjustiertes Modell 1 Adjustiertes Modell 2
Zytokin und
Stimulation Anzahl n p-Wert Anzahl n p-Wert
G| 1 2| 3|4 G| 1 2 3 4
PBS24 45| 5 | 20| 5 | 15| 0,4371 44| 5 | 20| 4 | 15| 0,0260
PHA 49| 6 | 22| 5 |16 | 0,7330 48 | 6 (22| 4 |16 | 0,1774
2 LPS 46 | 6 | 21| 4 | 15| 0,6066 451 6 (21| 3 | 15| 0,1143
:l' GAD 48 | 6 | 22| 4 |16 | 0,8817 47 | 6 [ 22| 3 |16 | 0,6949
p277 47| 6 |20 | 5 | 16| 0,5639 46 | 6 (20| 4 |16 | 0,4107
ConPep 48 | 6 | 21| 5 |16 | 0,7468 47 | 6 [ 21| 4 |16 | 0,5402
PBS24 46 | 6 20| 5 | 15| 0,0163 45| 6 |20 | 4 | 15| <0,0001
PHA 46 | 5 | 21| 5 | 15| 0,7589 451 5 | 21| 4 | 15| 0,3965
©|LPS 48 | 6 | 22| 5 | 15| 0,2466 471 6 | 22| 4 | 15| 0,0107*
= GAD 48 | 6 | 21| 5 |16 | 0,4344 47 | 6 |21 | 4 |16 | 0,8140
p277 44 | 6 |18 | 5 | 15| 0,9430 43 |1 6 (18| 4 | 15| 0,9214
ConPep 45| 6 |18 | 5 |16 | 0,3973 44 | 6 (18| 4 |16 | 0,7875
PBS24 49| 6 | 22| 5 |16 | 0,2340 48 | 6 |22 | 4 |16 | 0,1288
PHA 44| 5 |20 4 | 15| 0,8904 43| 5 (20| 3 |15 | 0,7514
| LPS 49| 6 | 22| 5 |16 | 0,7464 48 | 6 | 22| 4 |16 | 0,2754*
=|GAD 47 | 6 | 22| 3 |16 | 0,0351 47 | 6 [ 22| 3 |16 | 0,0849
p277 38| 5 17| 2 |14 | 0,0808 38| 5 (17| 2 |14 | 0,0377
ConPep 45| 6 | 22| 2 | 15| 0,6835 45| 6 | 22| 2 | 15| 0,8531
PBS24 47 | 6 | 21| 5 | 15| 0,3063 46| 6 | 21| 4 | 15| 0,0239
PHA 49| 6 | 22| 5 |16 | 04154 48 | 6 (22| 4 |16 | 0,0877
E LPS 44| 6 |19 4 | 15| 0,4978 431 6 | 19| 3 | 15| 0,0586
E GAD 48 | 6 | 22| 4 |16 | 0,2562 47 | 6 (22| 3 |16 | 0,3927
p277 46 | 6 |19 5 |16 | 0,2193 451 6 (19| 4 |16 | 0,5253
ConPep 49| 6 | 22| 5 |16 | 0,1926 48 | 6 |22 | 4 |16 | 0,2093
PBS24 48 | 6 | 22| 5 | 15| 0,4799 47 | 6 |22 | 4 | 15| 0,4811*
PHA 48 | 5 | 22| 5 |16 | 0,2095 47 | 5 |22 | 4 |16 | 0,3450
2|LPS 48 | 6 | 22| 5 | 15| 0,1876" 47 | 6 | 22| 4 | 15| 0,2958*
& GAD 47 | 6 | 22| 4 | 15| 0,5517 46 | 6 (22| 3 |15 | 0,5772
p277 42 | 6 |17 | 4 | 15| 0,5517 42 | 6 (17| 4 | 15| 0,5339
ConPep 46 | 6 | 21| 5 | 14| 0,1586 451 6 (21| 4 | 14| 0,2290
PBS24 41| 6 | 20| 5 |10 | 0,3055 40| 6 | 20| 4 | 10| 0,0475
»n | PHA 42 | 5 |22 | 4 | 11 0,2834 41| 5 22| 3 | 1 0,0278
E LPS 43| 6 | 22| 5 |10 | 0,0296 42| 6 | 22| 4 | 10| 0,0093
<z,: GAD 46 | 6 | 21| 5 |14 | 0,0697* 45| 6 | 21| 4 |14 | 0,0680
o p277 42 | 6 |20 5 | 1 0,5548 4116 [20] 4 | 11 0,1885
ConPep 39| 6 |20 4 | 9 0,7205 38| 6 |20 3 9 0,3365
Angegeben ist jeweils die Anzahl der in die Modellberechnung einbezogenen Probanden insgesamt
(G) und fir die einzelnen Gruppen (1=Typ 1 Diabetiker; 2=Typ 2 Diabetiker; 3=LADA Diabetiker;
4=Kontrollprobanden) sowie der p-Wert des Gruppenvergleichs mit einem multiplen linearen
Regressionsmodell [Adjustiertes Modell 1 (anthropometrisches Modell): Adjustierung fir Ge-
schlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI; Adjustiertes Modell 2 (klinisch-chemisches Modell): Ad-
justierung fur Blutglukose, HbA1c, Triglyceride und C-Peptid]; Residuen auf Normalverteilung
untersucht (Shapiro-Wilk-Test), *“Residuen teststatistisch nicht normalverteilt
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Abb.6: Ubersicht iiber den adjustierten paarweisen Vergleich der Gruppen mit dem
anthropometrischen Modell bei Vollblutstimulation

SI: Stimulationsindex [PBS24: Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach
Oh; LPS: Zytokin-[c] mit Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; dargestellt sind
individuelle Stimulationsindizes und der Median; [p-Wert]=p-Wert Adjustiertes Modell 1
(anthropometrisches Modell): multiples lineares Regressionsmodell mit Adjustierung fir Geschlecht,
Alter, Diabetesdauer und BMI; Tukey-Kramer-Post-Hoc-Test mit Adjustierung fir Geschlecht, Alter,
Diabetesdauer und BMI *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001; T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA=LADA
Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, Kontrollen=Kontrollprobanden

Des Weiteren zeigte sich ein Unterschied zwischen der Gruppe der LADA Diabetiker mit
einem hoheren Median und der Gruppe der Typ 2 Diabetiker mit einem im Vergleich ge-
ringeren Median. Fiir die Stimulation mit LPS beim Zytokin IL-6 konnten Unterschiede
zwischen der Gruppe der Typ 2 Diabetiker und der Gruppe der Typ 1 Diabetiker beziehungs-
weise der Gruppe der LADA Diabetiker festgestellt werden, wobei die Gruppe der Typ 2
Diabetiker jeweils im Vergleich einen hoheren Median aufwies.

Beim Zytokin IL-8 zeigten sich fiir die Stimulation mit p277 Unterschiede sowohl zwischen
der Gruppe der Typ 1 Diabetiker mit einem hoheren Median und der Gruppe der LADA Dia-
betiker mit einem im Vergleich geringeren Median als auch zwischen der Gruppe der Kon-
trollprobanden mit einem hoheren Median und der Gruppe der LADA Diabetiker mit einem
im Vergleich geringeren Median.

Hinsichtlich des PBS24-Wertes beim Zytokin TNF-o konnte ein Unterschied zwischen der
Gruppe der Typ 1 Diabetiker mit einem hdheren Median und der Gruppe der Typ 2 Diabetiker
mit einem im Vergleich geringeren Median beobachtet werden.

Beim Zytokin RANTES zeigte sich fiir den PBS24-Wert und die Stimulation mit PHA ein
Unterschied zwischen den Gruppen der Typ 2 Diabetiker und der Kontrollprobanden, wobei
die Gruppe der Typ 2 Diabetiker im Hinblick auf den PBS24-Wert einen hoheren Median und
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die Gruppe der Kontrollprobanden fiir die Stimulation mit PHA einen hoheren Median
aufwiesen. Fiir die Stimulation mit LPS wurden Unterschiede zwischen der Gruppe der Kon-
trollprobanden mit einem hoheren Median und der Gruppe der Typ 2 Diabetiker beziehungs-

weise der Gruppe der LADA Diabetiker mit jeweils einem im Vergleich geringeren Median

sichtbar.
IL-1B PBS24 IL-6 PBS24
10000 10000+ = ok
1000 1000
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;) ——— . ,:: + G . — st
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[p=0,0107] Gruppen [p=0,0377] Gruppen

Abb.7: Ubersicht iiber den adjustierten paarweisen Vergleich der Gruppen mit dem klinisch-
chemischen Modell bei Vollblutstimulation (Zytokine I1L-1p, IL-6, IL-8)

Sl: Stimulationsindex [PBS24: Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach
Oh; LPS,p277: Zytokin-[c] mit Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; dargestellt
sind individuelle Stimulationsindizes und der Median; [p-Wert]=p-Wert Adjustiertes Modell 2 (klinisch-
chemisches Modell): multiples lineares Regressionsmodell mit Adjustierung fir Blutglukose, HbA1c,
Triglyceride und C-Peptid; Tukey-Kramer-Post-Hoc-Test mit Adjustierung fir Blutglukose, HbA1c,
Triglyceride und C-Peptid *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001; T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA= LADA
Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, Kontrollen= Kontrollprobanden
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Abb.8: Ubersicht iiber den adjustierten paarweisen Vergleich der Gruppen mit dem klinisch-
chemischen Modell bei Vollblutstimulation (Zytokine TNF-a, RANTES)

SI: Stimulationsindex [PBS24: Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach
Oh; PHA,LPS: Zytokin-[c] mit Stimulation nach 24h/Zytokin-[c] ohne Stimulation nach 24h]; dargestellt
sind individuelle Stimulationsindizes und der Median; [p-Wert]=p-Wert Adjustiertes Modell 2 (klinisch-
chemisches Modell): multiples lineares Regressionsmodell mit Adjustierung fir Blutglukose, HbA1c,
Triglyceride und C-Peptid; Tukey-Kramer-Post-Hoc-Test mit Adjustierung fir Blutglukose, HbA1c,
Triglyceride und C-Peptid *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001; T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA= LADA
Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, Kontrollen= Kontrollprobanden

Zusammenfassend wurden beim Gruppenvergleich ohne Adjustierung fiir die Typ 1 Diabe-
tiker und die LADA Diabetiker beim Zytokin IL-1 im Vergleich zu den Kontrollprobanden
fiir den PBS24-Wert jeweils erhohte Mediane angezeigt. Beim Zytokin RANTES wurde fiir
die Typ 2 Diabetiker im Vergleich zu den Kontrollprobanden fiir den PBS24-Wert ein er-
hohter Median angezeigt. Des Weiteren wurden beim Zytokin RANTES bei den Kontroll-
probanden fiir die Stimulationen mit PHA, LPS, GAD sowie p277 im Vergleich zu den Typ 2
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Diabetikern respektive fiir die Stimulationen mit PHA und LPS im Vergleich zu den LADA
Diabetikern erhohte Mediane sichtbar.

Unter Beriicksichtigung des Gruppenvergleichs unter Anwendung des anthropometrischen
Modells wiesen die Typ 1 Diabetiker beim Zytokin IL-6 fiir den PBS24-Wert im Vergleich zu
den Typ 2 Diabetikern einen erhohten Median und die Kontrollprobanden beim Zytokin
RANTES fiir die Stimulation mit LPS im Vergleich zu den Typ 2 Diabetikern einen erhdhten
Median auf.

Der Gruppenvergleich unter Anwendung des klinisch-chemischen Modells zeigte fiir den
PBS24-Wert erhohte Mediane bei den Zytokinen IL-1p und IL-6 fiir die LADA Diabetiker im
Vergleich zu den Typ 2 Diabetikern, dariiber hinaus beim Zytokin IL-6 fiir die Typ 1 Diabe-
tiker einen erhohten Median im Vergleich zu den Typ 2 Diabetikern und Kontrollprobanden.
Des Weiteren wiesen beim Zytokin IL-6 fiir die Stimulation mit LPS die Typ 2 Diabetiker im
Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern und den LADA Diabetikern erhohte Mediane auf. Beim
Zytokin IL-8 wurden fiir die Stimulation mit p277 hohere Mediane fiir die Typ 1 Diabetiker
und Kontrollprobanden im Vergleich zu den LADA Diabetikern sichtbar, wihrend beim
Zytokin TNF-a fiir den PBS24 Wert die Typ 1 Diabetiker im Vergleich zu den Typ 2 Diabe-
tikern einen hoheren Median aufzeigten. Ferner wurden beim Zytokin RANTES fiir den
PBS24-Wert bei den Typ 2 Diabetikern im Vergleich zu den Kontrollprobanden, fiir die Sti-
mulation mit PHA bei den Kontrollprobanden im Vergleich zu den Typ 2 Diabetikern sowie
fiir die Stimulation mit LPS bei den Kontrollprobanden im Vergleich zu den LADA Diabe-
tikern und Typ 2 Diabetikern jeweils erhohte Mediane beobachtet.

3.2.3 Zusammenhinge zwischen der Zytokinsekretion und anthropometrischen oder

Kklinisch-chemischen Einflussfaktoren bei Vollblutstimulation

Im Rahmen der Vollblutstimulation sollte die Fragestellung untersucht werden, inwiefern bei
einer 24stiindigen Stimulation von Zellen im Vollblut mit bestimmten Antigenen ein Zusam-
menhang zwischen der Antigen-reaktiven Antwort in Form einer Zytokinausschiittung und
bestimmten anthropometrischen und klinisch-chemischen Einflussfaktoren festgestellt werden
kann.

Nachfolgend wurde die Untersuchung auf Zusammenhénge entsprechend einer Assoziation in
Form einer Korrelationsuntersuchung beziehungsweise entsprechend einer Abhédngigkeit in
Form einer Regressionsuntersuchung durchgefiihrt.

Es wurden bei jedem Probanden fiir jedes Zytokin und jede Stimulation jeweils Stimulations-

indizes in Form von Quotienten gebildet. Fiir die Stimulationen mit LPS, PHA, GAD, p277
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und ConPep wurde der Quotient von der Zytokinkonzentration mit Stimulation nach 24h und
der Zytokinkonzentration ohne Stimulation nach 24h berechnet. Fiir den PBS24-Wert als Maf}
fiir die Ruhesekretion wurde der Quotient von der Zytokinkonzentration ohne Stimulation
nach 24h und der Zytokinkonzentration ohne Stimulation nach Oh bei Versuchsbeginn be-
rechnet.

Unter Beriicksichtigung der geringen Anzahl an Probanden in den Gruppen der Typ 1 Diabe-
tiker und der LADA Diabetiker wurden die beiden Gruppen zusammengefiigt.

Untersuchung auf Assoziationen

Eine Untersuchung auf Assoziationen zwischen den Stimulationsindizes und bestimmten
Einflussfaktoren erfolgte in Form einer Korrelationsanalyse anhand der Berechnung des
Spearman-Korrelationskoeffizienten mit entsprechendem p-Wert. In Analogie zu den fiir die
Adjustierung des Gruppenvergleichs angewandten Modellen stellten zum einen die anthro-
pometrischen Parameter wie Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI sowie zum anderen
die klinisch-chemischen Parameter wie Blutglukose, HbAlc, Triglyceride und C-Peptid je-
weils die in die Untersuchung einbezogenen Einflussfaktoren dar.

Eine Untersuchung auf Assoziationen wurde nur bei den Kombinationen von Zytokin und
Stimulation beziehungsweise PBS24-Wert durchgefiihrt, bei denen ein Unterschied zwischen
den Gruppen aufgezeigt werden konnte (siche Abschnitt 3.2.2).

In den nachfolgenden Tabellen wird eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Korrelations-
untersuchung dargestellt, indem fiir jede Gruppe getrennt die berechneten Korrelationskoeffi-
zienten mit dem entsprechenden p-Wert sowie die Anzahl in die Berechnung einbezogener

Probanden angegeben sind (Tabellen 22,23,24,25,26,27).

Typ 1 Diabetiker und LADA Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker und der LADA Diabetiker wurden bei den Zytokinen
IL-1p und RANTES Assoziationen zwischen den Stimulationsindizes und bestimmten Ein-
flussfaktoren sichtbar (siche Tabellen 22,23).

Beim Zytokin IL-1B zeigte sich beim PBS24-Wert ein positiver Korrelationskoeffizient fiir
das Alter, wihrend beim Zytokin RANTES bei der Stimulation mit PHA ein negativer Korre-
lationskoeffizient fiir das Alter beobachtet werden konnte. Des Weiteren wurden beim
Zytokin RANTES bei der Stimulation mit LPS und GAD fiir das C-Peptid jeweils positive

Korrelationskoeffizienten angezeigt.
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Tabelle 22: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation fiir die Gruppe der Typ 1
Diabetiker und LADA Diabetiker bei Vollblutstimulation (anthropometrische Einflussfaktoren)

Zytokin Stimulation Geschlecht Alter Diabetesdauer BMI
0,11 0,71 0,43 0,14
IL-18 PBS24 (0,7970)[8] | (0,0465)[8] | (0,3374)[7] | (0.7358)I8]
0,17 0,47 0,42 0,20
IL-6 PBS24 (0,6105)[11] | (0.1420)[11] | (0,2291)[10] | (0,5554)[11]
L6 Lps 0,17 20,28 0,22 20,42
(0,6559)[9] | (0.4600)[9] | (0,5755)[9] | (0,2646) 9]
20,10 20,18 20,03 20,41
IL-8 GAD (0,7740)[10] | (0.6272)[10] | (0,9322)[9] | (0,2443)[10]
20,40 0,14 20,48 20,50
IL-8 p277 02177)[11] | (0.6893)[11] | (0,1615)[10] | (0,1173)[11]
0,29 20,05 0,61 20,49
TNF-a PBS24 (0,3893)[11] | (0.8944)[11] | (0,0600)[10] | (0,1252)[11]
20,06 0,37 0,22 20,33
RANTES PBS24 (0,8661)[11] | (0.2589)[11] | (0,5334)[10] | (0,3259)[11]
0,0 20,67 20,57 20,43
RANTES PHA (0,8153)[9] | (0,0499)[9] | (0,1390)[8] | (0,2440) 9]
0,46 20,42 20,36 20,03
RANTES LPS (0,1527)[11] | (0.2006)[11] | (0,3104)[10] | (0,9366)[11]
0,52 20,07 20,15 20,05
RANTES GAD (0,1014)[11] | (0.8317)[11] | (0.6761)[10] | (0,8944)[11]
0,00 20,07 20,22 0,05
RANTES p277 (1,0000)[11] | (0,8317)[11] | (0,5334)[10] | (0,8944) [11]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem p-Wert (') und die Anzahl in die
Berechnung einbezogener Probanden [ ]; Typ 1 und LADA Diabetiker n=11; Geschlecht (m=1/w=2)

Tabelle 23: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation fiir die Gruppe der Typ 1
Diabetiker und LADA Diabetiker bei Vollblutstimulation (klinisch-chemische Einflussfaktoren)

Zytokin Stimulation Blutglukose HbA1c Triglyceride C-Peptid
0,43 0,43 0,25 0,43
IL-1B PBS24 (0,2894)[8] | (0.2829)[8] | (0,5479)[8] | (0,3374)[7]
0,59 0,05 0,56 0,02
IL-6 PBS24 (0,0739)[10] | (0,8834)[11] | (0,0750)[11] | (0,9468) [10]
L6 Lps 20,07 0,28 0,03 20,63
(0,8665)[8] | (0.4700)[9] | (0,9489)[9] | (0,0909)I8]
20,62 0,04 0,58 20,43
IL-8 GAD (0,0769)[9] | (0,9068)[10] | (0,0765)[10] | (0,2520) 9]
g 77 20,62 20,50 0,27 0,01
P (0,0537)[10] | (0.1154)[11] | (0,4149)[11] | (0,9867)[10]
0,15 0,37 0,00 20,55
TNF-a PBS24 (0,6761)[10] | (0,2629)[11] | (1,0000)[11] | (0,0972) [10]
20,49 20,20 0,18 20,57
RANTES PBS24 (0,1497)[10] | (0,5628)[11] | (0,5909)[11] | (0,0844) [10]
20,12 X} 20,14 0,19
RANTES PHA (0,7789)[8] | (0.6669)[9] | (0,7150)[9] | (0,6514) (8]
20,04 20,27 20,16 0,64
RANTES LPS (0,9074)[10] | (0.4231)[11] | (0,6388)[11] | (0,0443)[10]
0,12 0,04 20,04 0,70
RANTES GAD (0,7514)[10] | (0.9151)[11] | (0,9045)[11] | (0,0245)[10]
0,21 20,04 20,47 20,18
RANTES p277 (0,5563)[10] | (0,9045)[11] | (0,1488)[11] | (0,6141)[10]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem p-Wert ( ) und die Anzahl in die
Berechnung einbezogener Probanden [ ]; Typ 1 und LADA Diabetiker n=11
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Tabelle 24: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation fiir die Gruppe der Typ
Diabetiker bei Vollblutstimulation (anthropometrische Einflussfaktoren)

Zytokin Stimulation Geschlecht Alter Diabetesdauer BMI
0,01 20,23 0,17 0,03
IL-18 PBS24 (0,9710)[20] | (0,3306)[20] | (0,4989)[18] | (0,9098)[20]
0,10 20,02 20,13 0,12
IL-6 PBS24 (0,6946) [19] | (0,9431)[19] | (0.6316)[17] | (0,6108)[19]
L6 Lps 20,30 0,08 20,09 20,35
(0,2237)[18] | (0,7664)[18] | (0.7255)[17] | (0,1573) [18]
0,24 20,18 20,39 20,21
IL-8 GAD (0,3180)[20] | (0.4465)[20] | (0,1083)[18] | (0,3765)[20]
e 77 0,52 0,35 0,22 20,11
P (0,0279)[18] | (0,1521)[18] | (0,3949)[17] | (0,6627) [18]
20,21 0,12 0,00 20,23
TNF-a PBS24 (0,3726)[21] | (0.6073)[21] | (0,7096)[19] | (0,3153)[21]
20,04 0,22 20,38 0,25
RANTES PBS24 (0,8757)[19] | (0.3670)[19] | (0,1156)[18] | (0,3037)[19]
0,09 2017 0,12 20,05
RANTES PHA (0,6838)[21] | (0.4714)[21] | (0.6265)[19] | (0,8230)[21]
0,22 20,12 0,21 0,12
RANTES LPS (0,3369)[21] | (0.6099)[21] | (0,3888)[19] | (0,6099)[21]
0,22 20,09 0,55 0,08
RANTES GAD (0,3561)[20] | (0,6958)[20] | (0,0156)[19] | (0,7336)[20]
0,04 20,00 0,40 0,01
RANTES p277 (0,8743)[19] | (0.7157)[19] | (0,1006)[18] | (0,9602)[19]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem p-Wert (') und die Anzahl in die
Berechnung einbezogener Probanden [ ]; Typ 2 Diabetiker n=22; Geschlecht (m=1/w=2)

Tabelle 25: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation fiir die Gruppe der Typ 2
Diabetiker bei Vollblutstimulation (klinisch-chemische Einflussfaktoren)

Zytokin Stimulation Blutglukose HbA1c Triglyceride C-Peptid
0,20 0,28 0,56 0,18
IL-1B PBS24 (0,3921)[20] | (0.2577)[18] | (0,0108)[20] | (0,4470)[20]
20,05 0,36 0,77 20,00
IL-6 PBS24 (0,8526)[19] | (0.1602)[17] | (0,0001)[19] | (0,9857)[19]
L6 Lps 20,03 20,61 20,45 20,05
(0,8997)[18] | (0,0120)[16] | (0,0630)[18] | (0,8416) [18]
20,21 0,03 0,32 0,17
IL-8 GAD (0,3695)[20] | (0,9027)[18] | (0,1852)[19] | (0,4807)[20]
g 77 0,41 0,41 0,28 20,38
P (0,0931)[18] | (0,1130)[16] | (0.2774)[17] | (0,1232) [18]
0,25 0,22 0,42 0,15
TNF-a PBS24 (0,2683) [21] | (0,3726)[19] | (0,0688)[20] | (0,5212) [21]
20,44 20,21 0,43 20,00
RANTES PBS24 (0,0574)[19] | (0.4129)[18] | (0,0746)[18] | (0,9886) [19]
0,20 0,28 20,01 20,05
RANTES PHA (0,3814)[21] | (0.2365)[20] | (0,9749)[20] | (0,8380)[21]
0,23 0,17 20,10 0,08
RANTES LPS (0,3160)[21] | (0.4669)[20] | (0,6865)[20] | (0,7408)[21]
0,29 0,29 0,05 0,09
RANTES GAD (0,2219)[20] | (0,2251)[19] | (0.8529)[19] | (0,7118)[20]
0,33 0,11 0,06 20,03
RANTES p277 (0,1641)[19] | (0,6737)[18] | (0,8103)[18] | (0,8892) [19]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem p-Wert ( ) und die Anzahl in die
Berechnung einbezogener Probanden [ ]; Typ 2 Diabetiker n=22

92




Tabelle 26: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation fiir die Gruppe der Kontroll-

probanden bei Vollblutstimulation (anthropometrische Einflussfaktoren)

Zytokin Stimulation Geschlecht Alter Diabetesdauer BMI
IL-18 PBS24 (0,9-4(5)3’3)2 [14] (0,3-4(9))’2)7[1 4] : (0,6‘;22,71)5[1 3]
IL-6 PBS24 (0,28:’3?3? [16] (0,02521) [16] : (0’1??5’2()) [15]
IL-6 LPS (0,7-5(;’10 )8[1 6] (0,0-8?1,;4 [16] : (0,8-6?9,50)5[1 5]
IL-8 GAD 0.3463) 16] | (02739) 16} : (00687 115
IL-8 p277 (0,0-62’85)0[14] (0,5-3%51)8[14] ; (0.7-4(;’5;)0[13]
TNF-a PBS24 02030 [16] | (0.708) 16 i (0,5848) 15]
RANTES PBS24 (0,8-1%;))7[1 5 | (0,1 géi‘r)’ [15] : (0,54?516? [14]
RANTES  |PHA (0,4}5%3)0[1 6] (0,7-2(())’71)0[1 6] : (0,0-82),54)5[1 5]
RANTES  |LPS (0,2-52’3)1[1 5] (0,6-7%71)2 [15] : (0, 1-7%3)8[1 4]
RANTES  |GAD (0,2-7(:)3’73)1[1 4] (0,286%2) [14] : (0,5;9%51)6[1 3]
RANTES p277 (0,7-23’71)0[1 5] (0,8-1%3)6[1 5] i (0,0-6?93“?)0[1 4]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem p-Wert () und die Anzahl in die
Berechnung einbezogener Probanden [ ]; Kontrollprobanden n=16; Geschlecht (m=1/w=2)

Tabelle 27: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation fiir die Gruppe der Kontroll-

probanden bei Vollblutstimulation (klinisch-chemische Einflussfaktoren)

Zytokin Stimulation Blutglukose HbA1c Triglyceride C-Peptid
0,11 20,27 0,05 -0,01
IL-1B PBS24 (0,7223)[12] | (0.3475)[14] | (0.8752)[14] | (0,9644)[13]
0,25 0,11 0,67 0,33
IL-6 PBS24 (0,3892)[14] | (0.6773)[16] | (0,0047)[16] | (0,2282)[15]
L6 Lps 20,19 20,21 20,28 20,32
(0,5152)[14] | (0.4398)[16] | (0,2996)[16] | (0,2391)[15]
0,26 0,19 20,06 0,58
IL-8 GAD (0,3679)[14] | (0.4704)[16] | (0,8286)[16] | (0,0235)[15]
IL-8 277 0,06 -0,48 -0,03 -0,10
P (0,8364)[13] | (0,0800)[14] | (0,9228)[14] | (0,7304) [14]
20,07 0,25 0,46 0,33
TNF-a PBS24 (0,8101)[14] | (0.3456)[16] | (0,0757)[16] | (0,2363)[15]
20,18 0,01 0,34 20,40
RANTES PBS24 (0,5628) [13] | (0,9848)[15] | (0,2208)[15] | (0,1605)[14]
0,19 0,07 20,24 0,43
RANTES PHA (0,5252)[14] | (0.7889)[16] | (0,3769)[16] | (0,1054)[15]
-0,15 0,04 20,26 0,30
RANTES LPS (0,6327)[13] | (0.8782)[15] | (0,3441)[15] | (0,3056)[14]
0,25 0,35 20,07 0,04
RANTES GAD (0,4257)[12] | (0.2205)[14] | (0,8052)[14] | (0,8934)[13]
0,27 0,18 20,38 0,21
RANTES p277 (0,3703)[13] | (0.5259)[15] | (0,1594)[15] | (0,4680)[14]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem p-Wert ( ) und die Anzahl in die
Berechnung einbezogener Probanden [ ]; Kontrollprobanden n=16
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Typ 2 Diabetiker

Fir die Gruppe der Typ 2 Diabetiker wurden bei den Zytokinen IL-1p, IL-6, IL-8 und
RANTES Assoziationen zwischen den Stimulationsindizes und bestimmten Einflussfaktoren
angezeigt (siehe Tabellen 24,25).

Beim Zytokin IL-1pB zeigte sich beim PBS24-Wert ein positiver Korrelationskoeffizient fiir
die Triglyceride. Beim Zytokin IL-6 zeigte sich einmal beim PBS24-Wert fiir die Triglyceride
ein positiver Korrelationskoeffizient und zum anderen konnte bei der Stimulation mit LPS fiir
das HbAlc ein negativer Korrelationskoeffizient festgestellt werden. Dariiber hinaus konnte
beim Zytokin IL-8 bei der Stimulation mit p277 ein positiver Korrelationskoeffizient fiir das
weibliche Geschlecht beobachtet werden, wihrend beim Zytokin RANTES bei der Stimu-

lation mit GAD ein positiver Korrelationskoeftizient fiir die Diabetesdauer angezeigt wurde.

Kontrollprobanden

Die Gruppe der Kontrollprobanden zeigte Assoziationen zwischen den Stimulationsindizes
und bestimmten Einflussfaktoren bei den Zytokinen IL-6 und IL-8 (siche Tabellen 26,27).

Beim Zytokin IL-6 zeigte sich beim PBS24-Wert ein positiver Korrelationskoeffizient fiir das
Alter und ein positiver Korrelationskoeffizient fiir die Triglyceride. Des Weiteren konnte
beim Zytokin IL-8 bei der Stimulation mit GAD ein positiver Korrelationskoeffizient fiir das

C-Peptid beobachtet werden.

Untersuchung auf Abhingigkeiten

Eine Untersuchung auf Abhéngigkeiten zwischen den Stimulationsindizes und bestimmten
Einflussfaktoren erfolgte in Form einer Regressionsanalyse unter Anwendung eines multiplen
linearen Regressionsverfahrens, um die im Rahmen der Korrelationsanalyse festgestellten As-
soziation zu quantifizieren beziehungsweise nachfolgend fiir bestimmte Einflussfaktoren zu
adjustieren. Es wurde jeweils der Regressionskoeffizient mit dem entsprechenden p-Wert be-
rechnet. In Ubereinstimmung mit den fiir die Adjustierung des Gruppenvergleichs verwende-
ten Modellen stellten zum einen die anthropometrischen Parameter wie Geschlecht, Alter,
Diabetesdauer und BMI sowie zum anderen die klinisch-chemischen Parameter wie Blutglu-
kose, HbAlc, Triglyceride und C-Peptid die zur Adjustierung ausgewéhlten Einflussfaktoren
dar. Es wurde dabei jeweils selektiv fiir einen Einflussfaktor des entsprechenden Modells ad-

justiert.
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Eine Untersuchung auf Abhingigkeiten zwischen den einzelnen Faktoren wurde nur bei den
Kombinationen aus Zytokin und Stimulation beziehungsweise PBS24-Wert durchgefiihrt, bei
denen eine Assoziation mit einem Einflussfaktor beobachtet werden konnte.

In einer nachfolgenden Tabelle wird eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Regressionsunter-
suchung gegeben, indem sowohl die berechneten Regressionskoeffizienten mit dem ent-

sprechenden p-Wert als auch die Anzahl in die Berechnung einbezogener Probanden ange-

geben sind (Tabelle 28).

Typ 1 Diabetiker und LADA Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker und LADA Diabetiker wurden das Zytokin IL-1f mit
dem PBS24-Wert und das Zytokin RANTES mit den Stimulationen PHA, LPS und GAD
weiterfithrend untersucht (siehe Tabelle 28).

Fiir das Zytokin IL-1p zeigte sich beim PBS24-Wert eine geringe positive Anhéngigkeit vom
Alter, welche bei einer jeweiligen Adjustierung fiir das Geschlecht und dem BMI nur sehr
wenig variierte und bei einer Adjustierung fiir die Diabetesdauer nicht nachweisbar war.

Beim Zytokin RANTES stellte sich bei der Stimulation mit PHA eine geringe negative Ab-
héngigkeit vom Alter dar. Bei der Adjustierung fiir die Einflussfaktoren Geschlecht und BMI
zeigte sich keine Verdnderung und bei der Adjustierung fiir die Diabetesdauer war keine Ab-
héngigkeit nachweisbar. Bei der Stimulation mit LPS zeigte sich im Rahmen der Untersu-
chung keine Abhdngigkeit vom C-Peptid. Bei einer Adjustierung fiir Triglyceride konnte eine
geringe positive Abhédngigkeit beobachtet werden. Bei der Stimulation mit GAD zeigte sich
eine geringe positive Abhédngigkeit vom C-Peptid, welche bei einer Adjustierung fiir die Ein-

flussfaktoren Blutglukose, HbAlc und Triglyceride nur eine geringe Verédnderung aufzeigte.

Typ 2 Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 2 Diabetiker wurden das Zytokin IL-1 mit dem PBS24-Wert, das
Zytokin IL-6 mit dem PBS24-Wert und der Stimulation LPS, das Zytokin IL-8 mit der Sti-
mulation p277 sowie das Zytokin RANTES mit der Stimulation GAD weiterfiihrend unter-
sucht (sieche Tabelle 28).

Beim Zytokin IL-1B zeigte sich beim PBS24-Wert eine positive Anhéngigkeit von den
Triglyceriden, welche bei einer Adjustierung fiir die EinflussgroBen Blutglukose und C-Peptid
keine Verdnderungen aufwies. Bei der Adjustierung fiir die EinflussgroBe HbAlc war keine

Abhingigkeit nachweisbar.
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Tabelle 28: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Regression bei Vollblutstimulation

Kriterium Prediktor I R-Koeffizient (p-Wert) [n]
Typ 1 Diabetiker und LADA Diabetiker
Alter 0,025 (0,0157) [8]
i +Geschlecht 0,026 (0,0194) [8]
IL-1p PBS24 +Diabetesdauer 0,009 (00510)  [7]
+BMI 0,031 (0,0137) [8]
Alter - 0,005 (0,0064) [9]
+Geschlecht - 0,005 (0,0120) [9]
RANTES PHA +Diabetesdauer -0,004 (0.0506)  [8]
+BMI - 0,005 (0,0302) [9]
C-Peptid 0,052 (0,0937) [10]
+Blutglukose 0,061 (0,0671) [9]
RANTES LPS +HbA1C 0,045 (0,1676)  [10]
+Triglyceride 0,064 (0,0477) [10]
C-Peptid 0,068 (0,0103) [10]
+Blutglukose 0,073 (0,0133) [9]
RANTES GAD +HbA1c 0,064 (0,0236)*  [10]
+Triglyceride 0,072 (0,0136) [10]
Typ 2 Diabetiker
Triglyceride 1,262 (0,0143) [20]
i +Blutglukose 1,262 (0,0162) [20]
IL-1p PBS24 +HbA1c 1,005 (0,0991)  [18]
+C-Peptid 1,268 (0,0210) [20]
Triglyceride 1,867 (<0,0001) [19]
i +Blutglukose 1,844 (<0,0001) [19]
IL-6 PBS24 +HbATc 1,589 (0,0026)  [17]
+C-Peptid 1,916 (<0,0001) [19]
HbA1c - 0,862 (0,0542) [16]
) +Blutglukose -1,365 (0,0679) [16]
IL-6 LPS +Triglyceride -0,718 (0.1382)  [16]
+C-Peptid -0,878 (0,0610) [16]
Geschlecht 0,301 (0,0604) [18]
i +Alter 0,281 (0,0968) [18]
IL-8 p277 +Diabetesdauer 0,295 01097)  [17]
+BMI 0,301 (0,0693) [18]
Diabetesdauer 0,001 (0,2748)* [19]
+Geschlecht 0,002 (0,1196) [19]
RANTES GAD +Alter 0,001 (02530)  [19]
+BMI 0,001 (0,2847)* [19]
Kontrollprobanden
Alter 0,145 (0,0108) [16]
i +Geschlecht 0,139 (0,0147) [16]
IL-6 PBS24 +Diabetesdauer - - -
+BMI 0,137 (0,0118) [15]
Triglyceride 2,510 (0,0062) [16]
i +Blutglukose 2,726 (0,0077) [14]
IL-6 PBS24 +HbATc 2,756 (0,0068)  [16]
+C-Peptid 2,522 (0,0168) [15]
C-Peptid 0,693 (0,0181) [15]
i +Blutglukose 0,987 (0,0094) [13]
IL-8 GAD +HbATc 0,805 (0,0121)  [15]
+Triglyceride 0,756 (0,0229) [15]
Angeben ist jeweils das Kriterium (=abhangige Variable) und der/die Prediktor/en (=unabhangige
Variable) mit dem entsprechenden [3-Koeffizient (=Regressionskoeffizient) mit dem p-Wert ( ) und
die Anzahl in die Berechnung einbezogener Probanden [ ]; Residuen auf Normalverteilung
untersucht (Shapiro-Wilk-Test), *Residuen teststatistisch nicht normalverteilt; Adjustierung jeweils
selektiv mit einem festen und einem zusétzlichen Prediktor (+); Geschlecht (m=1/w=2)
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Das Zytokin IL-6 wies beim PBS24-Wert eine positive Abhdngigkeit von den Triglyceriden
auf, welche bei einer Adjustierung fiir die Einflussfaktoren Blutglukose und C-Peptid durch
eine geringe Verdnderung und bei einer Adjustierung fiir HbAlc durch eine Verringerung
gekennzeichnet war. Bei der Stimulation mit LPS konnte im Rahmen der Untersuchung mit
und ohne Adjustierung keine Abhingigkeit vom HbA1c nachgewiesen werden.

Beim Zytokin IL-8 zeigte sich bei der Stimulation mit p277 mit und ohne Adjustierung keine
Abhéngigkeit vom Geschlecht und beim Zytokin RANTES war bei der Stimulation mit GAD

mit und ohne Adjustierung keine Abhangigkeit von der Diabetesdauer sichtbar.

Kontrollprobanden

Bei der Gruppe der Kontrollprobanden wurden die Zytokine IL-6 mit dem PBS24-Wert und
IL-8 mit der Stimulation GAD weiterfiihrend untersucht (siche Tabelle 28).

Beim Zytokin IL-6 war beim PBS24-Wert eine positive Abhidngigkeit vom Alter nachweisbar.
Eine nachfolgende Adjustierung fiir die Einflussgroflen Geschlecht, Diabetesdauer und BMI
zeigte keine Verdnderung hinsichtlich des Ausmalles der Abhingigkeit. Des Weiteren zeigte
sich beim PBS24-Wert eine positive Abhingigkeit von den Triglyceriden, wobei im Rahmen
einer Adjustierung fiir die Einflussfaktoren Blutglukose, HbAlc und C-Peptid in quantitativer
Hinsicht im geringen MalR3e eine Steigerung erkennbar wurde.

Beim Zytokin IL-8 war bei der Stimulation mit GAD eine positive Abhingigkeit vom C-Pep-
tid nachweisbar. Eine nachfolgende Adjustierung fiir die EinflussgroBen Geschlecht, Diabe-

tesdauer und BMI zeigte nur geringe Veranderungen.

Zusammenfassend zeigten sich bei den verschiedenen Gruppen in einem unterschiedlichen
MaBe Assoziationen beziehungsweise Abhéngigkeiten zwischen den Stimulationsindizes und
bestimmten Einflussfaktoren.

Bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker und LADA Diabetiker wurde fiir das Zytokin IL-1
beim PBS24-Wert eine positive Assoziation mit beziehungsweise eine geringe positive Ab-
héngigkeit vom Alter sichtbar, wobei letztere bei einer Adjustierung fiir die Diabetesdauer
nicht nachweisbar war. Fiir das Zytokin RANTES zeigte sich bei der Stimulation mit PHA
eine negative Assoziation mit beziehungsweise eine geringe negative Abhédngigkeit vom
Alter, wobei letztere bei einer Adjustierung fiir die Diabetesdauer nicht nachweisbar war. Bei
der Stimulationen mit LPS zeigte sich eine positive Assoziation mit dem C-Peptid. Bei der
Stimulation mit GAD wurde eine positive Assoziation mit beziehungsweise eine geringe posi-

tive und unter Adjustierung bestehen bleibende Abhingigkeit vom C-Peptid aufgezeigt.

97



Bei der Gruppe der Typ 2 Diabetiker wurde flir das Zytokin IL-1p beim PBS24-Wert eine
positive Assoziation mit beziehungsweise eine positive Abhédngigkeit von den Triglyceriden
sichtbar, wobei letztere bei einer Adjustierung fiir HbAlc nicht nachweisbar war. Fiir das
Zytokin IL-6 zeigte sich beim PBS24-Wert eine positive Assoziation mit beziechungsweise
eine positive und unter Adjustierung bestehen bleibende Abhingigkeit von den Triglyceriden.
Fiir die Stimulation mit LPS wurde eine negative Assoziation mit HbAlc aufgezeigt. Des
Weiteren zeigten sich positive Assoziationen fiir das Zytokin IL-8 zwischen der Stimulation
mit p277 und dem weiblichen Geschlecht beziehungsweise fiir das Zytokin RANTES
zwischen der Stimulation mit GAD und der Diabetesdauer.

Fiir die Gruppe der Kontrollprobanden wurde fiir das Zytokin IL-6 beim PBS24-Wert sowohl
eine positive Assoziation mit beziehungsweise geringe positive Abhédngigkeit vom Alter als
auch eine positive Assoziation mit beziehungsweise positive Abhéngigkeit von den Trigly-
ceriden aufgezeigt, wobei die Abhdngigkeiten unter Adjustierung nachweisbar blieben. Fiir
das Zytokin IL-8 mit der Stimulation GAD konnte eine positive Assoziation mit beziehungs-
weise positive und unter Adjustierung bestehen bleibende Abhdngigkeit vom Alter aufgezeigt

werden.

3.3 Ergebnisse der Leukozytenstimulation

3.3.1 Vergleich der Gruppen nach Leukozytenstimulation

Im Rahmen der Leukozytenstimulation sollte die Fragestellung untersucht werden, inwiefern
bei Zelliiberstinden von ELISPOT-Ansétzen ein Unterschied zwischen den oben genannten
Gruppen beziiglich Antigen-reaktiver Antworten in Form einer Zytokinausschiittung be-
obachtet werden kann.

Es wurden bei jedem Probanden fiir jedes Zytokin und jede Stimulation jeweils Stimulations-
indizes in Form von Quotienten gebildet. Fiir die Stimulationen mit PI, HSP60, p277, GAD
und pIA-2 wurde der Quotient von der Zytokinkonzentration mit Stimulation und der Zyto-
kinkonzentration ohne Stimulation berechnet.

Die Gruppen wurden fiir alle Zytokine mit einem nicht adjustierten Modell und bei einer
Auswahl von Zytokinen unter Anwendung zweier adjustierter Modelle statistisch auf Unter-
schiede untersucht. In Abhéingigkeit vom Skalenniveau wurden unterschiedliche Verfahren
verwendet.

Die Zytokine MCP-1, IP10 und RANTES wurden nachfolgend als metrische Daten und die
Zytokine IL-1RI, IL-5, IL-6 und TNF-a als kategoriale Daten in Form von Hiufigkeiten
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ausgewertet. Beim Zytokin IL-1RI wurde die Anzahl an Probanden mit einem Stimulations-
index groBer dem Median in Relation zur Gesamtanzahl an Probanden und bei den Zytokinen
IL-5, IL-6 und TNF-a die Anzahl an Probanden mit einem Stimulationsindex groBer als die
Zahl 1 in Relation zur Gesamtanzahl an Probanden angegeben.

Bei den metrischen Daten erfolgte die Untersuchung unter Anwendung eines nicht adjustier-
ten Modells und zweier adjustierter Modelle.

Im Rahmen eines unadjustierten Modells erfolgte eine Untersuchung auf Unterschiede in
Form des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich aller vier Gruppen und bei signifikantem Er-
gebnis nachfolgend anhand des Mann-Whitney-Tests zum paarweisen Vergleich jeweils zwei-
er Gruppen.

Im Rahmen der beiden adjustierten Modelle erfolgte eine Untersuchung auf Unterschiede
unter Anwendung eines multiplen linearen Regressionsverfahrens zum Vergleich aller vier
Gruppen und bei signifikantem Ergebnis nachfolgend anhand des Tukey-Kramer-Post-Hoc-
Tests zum paarweisen Vergleich jeweils zweier Gruppen. Als adjustierte Modelle fungierten
zum einen das sogenannte anthropometrische Modell, bei dem eine Adjustierung fiir die Ein-
flussfaktoren Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI vorgenommen wurde, und zum an-
deren das sogenannte klinisch-chemische Modell, bei dem eine Adjustierung fiir die Einfluss-
faktoren Blutglukose, HbAlc, Triglyceride und C-Peptid vorgenommen wurde.

Bei den kategorialen Daten erfolgte die Untersuchung fiir das Zytokin IL-1RI unter An-
wendung eines nicht adjustierten Modells und zweier adjustierter Modelle und fiir die Zyto-
kine IL-5, IL-6 und TNF-a unter Anwendung eines nicht adjustierten Modells.

Im Rahmen eines unadjustierten Modells erfolgte eine Untersuchung auf Unterschiede in
Form des Freeman-Halton-Tests zum Vergleich aller vier Gruppen und bei signifikantem Er-
gebnis nachfolgend anhand des Fisher-Exact-Tests zum paarweisen Vergleich jeweils zweier
Gruppen.

Im Rahmen der beiden adjustierten Modelle erfolgt eine Untersuchung auf Unterschiede
zwischen den Gruppen unter Anwendung eines logistischen Regressionsverfahrens. Als ad-
justierte Modelle fungierten zum einen das sogenannte anthropometrische Modell, bei dem
eine Adjustierung fiir die Einflussfaktoren Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI vorge-
nommen wurde, und zum anderen das sogenannte klinisch-chemische Modell, bei dem eine
Adjustierung fiir die Einflussfaktoren Blutglukose, HbAlc, Triglyceride und C-Peptid vorge-
nommen wurde.

In zwei nachfolgenden Tabellen sind fiir die Zytokine MCP-1, IP10 und RANTES die er-
mittelten Mediane der berechneten Stimulationsindizes und fiir die Zytokine IL-1RI, IL-5, IL-

6 und TNF-a die Anzahl an Probanden mit einem Stimulationsindex groBer dem Median
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beziehungsweise grofler als die Zahl 1 in Relation zur Gesamtanzahl an Probanden sowie der
entsprechende p-Wert des nicht adjustierten Vergleichs aller vier Gruppen angegeben
(Tabellen 29,30). In einer Abbildung werden die Ergebnisse des nicht adjustierten Vergleichs
jeweils zweier Gruppen dargestellt (Abb.9). Des Weiteren werden fiir die Zytokine MCP-1,
IP10, RANTES und IL-1RI tabellarisch die Ergebnisse des adjustierten Vergleichs aller vier
Gruppen in Form der zwei beschriebenen Modelle mit der Anzahl der jeweils in die Berech-
nung einbezogenen Probanden angegeben (Tabelle 31). In einer weiteren Abbildung erfolgt
eine Darstellung der Ergebnisse des adjustierten paarweisen Vergleichs jeweils zweier

Gruppen (Abb.10).

Gruppenvergleich ohne Adjustierung

Bei der Untersuchung auf Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der Antigen-
stimulierten Zytokinausschiittung in Form des nicht adjustierten Modells war beim Zytokin
MCP-1 fiir die Stimulation mit PI ein Unterschied zwischen den Gruppen feststellbar (siche
Tabellen 29,30; Abb.9).

Es wurde ein Unterschied zwischen der Gruppe der LADA Diabetiker und der Gruppe der
Typ 1 Diabetiker beziehungsweise Typ 2 Diabetiker sichtbar, indem die Gruppe der LADA

Diabetiker jeweils einen im Vergleich geringeren Median aufzeigte.

Gruppenvergleich mit Adjustierung

Bei der Untersuchung auf Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der Antigen-sti-
mulierten Zytokinausschiittung in Form der zwei adjustierten Modelle zeigten sich in Ab-
héngigkeit vom angewandten Modell Unterschiede zwischen den Gruppen.

Anthropometrisches Modell

Beim anthropometrischen Modell waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen fest-

stellbar (siehe Tabelle 31).

Klinisch-chemisches Modell

Beim klinisch-chemischen Modell wurden beim Zytokin MCP-1 fiir die Stimulationen mit PI

und pIA-2 Unterschiede zwischen den Gruppen angezeigt (siche Tabelle 31, Abb.10).
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Tabelle 29: Ubersicht iiber den nicht adjustierten Vergleich der Gruppen bei Leukozyten-
stimulation (Zytokine MCP-1, IP10, RANTES)

Stimulation T1D LADA T2D Kontrollen p-Wert
MCP-1

6.47 112 7,56 5,70

Pl (24.67) (3.90) (18,02) (7.48) 0,0194
1,00 0,66 1,05 0,88

HSP60 (1.03) (0.95) (2.05) (0.95) 0,0619
116 0,95 1,00 0,91

p277 (3.96) (1.08) (1.13) (1.46) 0,0920
173 113 1,07 0,59

GAD (5.01) (4.10) (1.83) (1.97) 0,3094
2.87 117 2.60 2.27

plA-2 (5.45) (5.90) (14.51) (54.87) 0,1693

IP10

1,77 0,96 143 1,55

Pl (2.82) (1.78) (1.60) (2.19) 0,2452
0,04 0,93 0,97 0,95

HSP60 (0.27) (0.18) (0.25) (0.16) 0.5415
0,96 0,90 0,93 1,00

p277 (0.23) (0.18) (0.27) (0.13) 0.7752
1,02 0,98 1,09 1,04

GAD (0.41) (0.33) (0.26) (0.21) 0,6273
0,54 0,23 0.75 0.77

plA-2 (0.57) (0.65) (0.69) (0.28) 0,0731

RANTES

7.18 6,34 6,16 8,86

Pl (7.40) (3.03) (8.32) (10,32) | 95091
1,08 1,02 117 1,21

HSP60 (0.49) (0.62) (0.28) (042) 0,5160
1,00 1,09 113 1,00

p277 (0.52) (0.68) (0.55) (0.35) 09614
1,01 110 1,01 0,82

GAD (0.43) (052) (0.37) (0,23) | 0296
113 124 110 1,00

plA-2 (0.59) (0.74) (0.60) (0.33) 0,5000

Werte angegeben als Median (Interquartilbereich) der Stimulationsindizes [Zytokin-[c] mit Stimu-

lation/Zytokin-[c] ohne Stimulation]; p-Wert stellvertretend flr Gruppenvergleich mit Kruskal-Wallis-

Test (unadjustiertes Modell); T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA=LADA Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabe-

tiker, Kontrollen=Kontrollprobanden

Beim Zytokin MCP-1 wurde fiir die Stimulation mit PI ein Unterschied zwischen der Gruppe
der Typ 2 Diabetiker mit einem hoheren Median und der Gruppe der LADA Diabetiker mit
einem geringeren Median sichtbar. Des Weiteren zeigte sich beim Zytokin MCP-1 fiir die Sti-
mulation mit pIA-2 ein Unterschied zwischen der Gruppe der Typ 2 Diabetiker mit einem

hoheren Median und der Gruppe der LADA Diabetiker mit einem geringeren Median.
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Tabelle 30: Ubersicht iiber den nicht adjustierten Vergleich der Gruppen bei Leukozyten-
stimulation (Zytokine IL-1RI, IL-5, IL-6, TNF-a)

Stimulation T1D LADA T2D Kontrollen p-Wert
IL-1RI
Pl 22/32 11/22 19/48 6/13 0,0829
HSP60 15/32 12/22 21/48 5/13 0,8019
p277 10/32 10/22 18/48 6/13 0,6892
GAD 13/32 13/22 19/48 3/13 0,2098
plA-2 11/32 12/22 22/48 3/13 0,2342
IL-5
Pl 28/32 22/22 44/49 13/13 0,2742
HSP60 11/32 6/22 17/49 5/13 0,9196
p277 8/32 7/22 12/49 1/13 0,4583
GAD 5/32 7/22 11/49 2/13 0,5320
plA-2 6/32 7122 13/49 5/13 0,5114
IL-6
Pl 29/32 19/22 44/48 13/13 0,6558
HSP60 7/32 3/22 13/48 3/13 0,6963
p277 9/32 3/22 8/48 4/13 0,3737
GAD 10/32 7/22 9/48 3/13 0,5182
plA-2 2/32 2/22 10/48 2/13 0,2658
TNF-a

Pl 31/32 20/22 46/49 13/13 0,7689
HSP60 9/32 2/22 10/49 3/13 0,3851
p277 10/32 3/22 7/49 113 0,1863
GAD 10/32 6/22 10/49 3/13 0,7207
plA-2 6/32 2/22 10/49 2/13 0,7282
Werte angegeben als Haufigkeiten (IL-1RI: Anzahl Stimulationsindizes [Zytokin-[c] mit Stimulation
[Zytokin-[c] ohne Stimulation] > Median / Gesamtanzahl; IL-5, IL-6, TNF-a: Anzahl Stimulations-
indizes [Zytokin-[c] mit Stimulation/Zytokin-[c] ohne Stimulation] > 1 / Gesamtanzahl); p-Wert
stellvertretend fiir Gruppenvergleich mit Freeman-Halton-Test (unadjustiertes Modell); T1D=Typ 1
Diabetiker, LADA=LADA Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, Kontrollen=Kontrollprobanden
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Tabelle 31: Ubersicht iiber den adjustierten Vergleich der Gruppen bei Leukozytenstimulation

Zvtok g Adjustiertes Modell 1 Adjustiertes Modell 2
ytokin un
Stimulation Anzahl n o-Wert Anzahl n o-Wert
G 1 2| 3| 4 G 1 2 3 4
Pl 116|132 |49 | 22 | 13 | 0,1143 109| 31 |47 | 21 | 10 | 0,0147
- HSP60 10530 | 45| 19 | 11 0,1010 100129 |44 |18 | 9 0,1328
% p277 96 | 25|42 |18 | 11 0,1864* 89 |24 |40 |17 | 8 0,2734
= GAD 100129 143|119 | 9 0,1024* 94 | 28 |41 18| 7 0,5138*
plA-2 114|132 149 | 21 | 12 | 0,2045 108 31|47 |20 | 10 | 0,0323
Pl 114|132 148 | 21 | 13 | 0,441 107|131 | 46 | 20 | 10 | 0,2673
- HSP60 10629 |46 | 18 | 13 | 0,9930 99 | 28 | 44 | 17 | 10 | 0,9235
a | p277 97 | 25|42 |17 | 13| 0,8335 9112514016 | 10 | 0,9512
GAD 105|127 | 45|21 |12 | 0,8131 98 | 26 |43 20| 9 0,7976
plA-2 109| 31|46 |19 | 13| 0,1668* 102|130 | 44 | 18 | 10 | 0,1863*
Pl 115|132 148 | 22 | 13 | 0,9201 108 | 31 | 47 | 20 | 10 | 0,6861*
m HSP60 111,130 |48 |20 |13 | 0,6071 104129 |46 | 19 | 10 | 0,6819
'E p277 112|131 |47 |21 |13 | 0,8158 106 31 | 45| 20 | 10 | 0,9831
é GAD 113|131 |48 | 21 | 13 | 0,4446 107|131 | 46 | 20 | 10 | 0,5669
plA-2 113|132 148 |21 | 12| 0,9156 106| 31 |46 | 20| 9 0,5157
Pl 115|132 |48 | 22| 13 | 0,0807 1083146 | 21 | 10 | 0,0853
= HSP60 115|132 |48 | 22| 13 | 0,8147 1083146 | 21 | 10 | 0,9000
3 p277 115|132 |48 | 22| 13 | 0,7678 1083146 | 21 | 10 | 0,8073
— | GAD 115|132 | 48 | 22| 13 | 0,2464 108 (31|46 | 21 | 10 | 0,2905
plA-2 115|132 |48 | 22| 13 | 0,1353 108 (31|46 | 21 | 10 | 0,2562
Angegeben ist jeweils die Anzahl der in die Modellberechnung einbezogenen Probanden insgesamt
(G) und fir die einzelnen Gruppen (1=Typ 1 Diabetiker; 2=Typ 2 Diabetiker; 3=LADA Diabetiker;
4=Kontrollprobanden) sowie der p-Wert (Gruppenvergleich mit Regressionsmodell (MCP-1, IP10
und RANTES: multiples lineares Regressionsmodell [Adjustiertes Modell 1 (anthropometrisches
Modell): Adjustierung fiir Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI; Adjustiertes Modell 2 (klinisch-
chemisches Modell): Adjustierung fir Blutglukose, HbA1c, Triglyceride und C-Peptid]; IL-1RI:
logistisches Regressionsmodell [Adjustiertes Modell 1 (anthropometrisches Modell): Adjustierung fiir
Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI; Adjustiertes Modell 2 (klinisch-chemisches Modell):
Adjustierung fir Blutglukose, HbA1c, Triglyceride und C-Peptid])); Residuen auf Normalverteilung
untersucht (Shapiro-Wilk-Test), “Residuen teststatistisch nicht normalverteilt

Zusammenfassend wiesen beim Gruppenvergleich ohne Adjustierung die Typ 1 Diabetiker
und die Typ 2 Diabetiker beim Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit PI jeweils einen
hoheren Median als die LADA Diabetiker auf.

Hinsichtlich des Gruppenvergleichs unter Anwendung des klinisch-chemischen Modells
wiesen die Typ 2 Diabetiker beim Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit PI und pIA-2 im

Vergleich zu den LADA Diabetikern jeweils einen hoheren Median auf.
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Abb.9: Ubersicht iiber den nicht adjustierten paarweisen Vergleich der Gruppen bei
Leukozytenstimulation

Sl: Stimulationsindex [Zytokin-[c] mit Stimulation/Zytokin-[c] ohne Stimulation]; dargestellt sind indivi-
duelle Stimulationsindizes und der Median; [p-Wert] p-Wert Kruskal-Wallis-Test (globaler Vergleich der
Gruppen); Mann-Whitney-Test *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 (multipler paarweiser Vergleich
jeweils zweier Gruppen); T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA=LADA Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker,
Kontrollen=Kontrollprobanden
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Abb.10: Ubersicht iiber den adjustierten paarweisen Vergleich der Gruppen mit dem klinisch-
chemischen Modell bei Leukozytenstimulation

SI: Stimulationsindex [Zytokin-[c] mit Stimulation/Zytokin-[c] ohne Stimulation]; dargestellt sind indivi-
duelle Stimulationsindizes und der Median; [p-Wert] p-Wert Adjustiertes Modell 2 (klinisch-chemisches
Modell): multiples lineares Regressionsmodell mit Adjustierung fiir Blutglukose, HbA1c, Triglyceride
und C-Peptid; Tukey-Kramer-Post-Hoc-Test mit Adjustierung fur Blutglukose, HbA1c, Triglyceride und
C-Peptid *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001; T1D=Typ 1 Diabetiker, LADA=LADA Diabetiker, T2D=Typ
2 Diabetiker, Kontrollen=Kontrollprobanden
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3.3.2 Zusammenhinge zwischen der Zytokinsekretion und anthropometrischen oder

klinisch-chemischen Einflussfaktoren bei Leukozytenstimulation

Im Rahmen der Leukozytenstimulation sollte die Fragestellung untersucht werden, inwiefern
bei Zelliiberstanden von ELISPOT-Ansédtzen ein Zusammenhang zwischen der Antigen-reak-
tiven Antwort in Form einer Zytokinausschiittung und verschiedenen Einflussfaktoren fest-
gestellt werden kann.

Nachfolgend wurde die Untersuchung auf Zusammenhénge entsprechend einer Assoziation in
Form einer Korrelationsuntersuchung beziehungsweise entsprechend einer Abhéngigkeit in
Form einer Regressionsuntersuchung durchgefiihrt.

Es wurden bei jedem Probanden fiir jedes Zytokin und jede Stimulation jeweils Stimulations-
indizes in Form von Quotienten gebildet. Fiir die Stimulationen mit PI, HSP60, p277, GAD
und plA-2 wird der Quotient von der Zytokinkonzentration mit Stimulation und der Zytokin-
konzentration ohne Stimulation berechnet. Bei den Zytokinen IL-1RI, IL-5, IL-6 und TNF-a
erfolgte jeweils eine Einteilung der Stimulationsindizes anhand eines Zahlenwertes grofer als

der Median beziehungsweise 1 oder nicht in zwei Stimulationsindex-Klassen.

Untersuchung auf Assoziationen

Eine Untersuchung auf Assoziationen zwischen den Stimulationsindizes bei den in Form von
metrischen Daten ausgewerteten Zytokinen beziehungsweise der Stimulationsindex-Klasse
bei den in Form von kategorialen Daten ausgewerteten Zytokinen und bestimmten Einfluss-
faktoren erfolgte in Form einer Korrelationsanalyse anhand der Berechnung des Spearman-
Korrelationskoeffizienten mit entsprechendem p-Wert beziehungsweise anhand des Fisher-
Exact-Test mit entsprechendem p-Wert. Zum einen stellten die anthropometrischen Parameter
Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI sowie zum anderen die klinisch-chemischen Para-
meter Blutglukose, HbAlc, Triglyceride und C-Peptid jeweils die in die Untersuchung ein-
bezogenen Einflussfaktoren dar.

Eine Untersuchung auf Assoziation wurde nur bei den Kombinationen von Zytokin und Sti-
mulation durchgefiihrt, bei denen ein Unterschied zwischen den Gruppen aufgezeigt werden
konnte (siche Abschnitt 3.3.1).

In den nachfolgenden Tabellen wird eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Korrelations-
untersuchung gegeben, indem die berechneten Korrelationskoeffizienten mit dem entspre-
chenden p-Wert sowie die Anzahl an in die Berechnung einbezogenen Probanden angegeben

sind (Tabellen 32,33).
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Tabelle 32: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation bei Leukozytenstimulation

(anthropometrische Einflussfaktoren)

Zytokin Stimulation I Geschlecht Alter Diab.dauer BMI
Typ 1 Diabetiker
- o -0,18 20,12 0,48 0,25
(0,3123)[32] | (0,5239)[32] | (0,0075)[30] | (0,1941)[29]
20,06 0,23 0,00 0,18
MCP-1 PIA-2 (0,7653)[29] | (0,2308)[29] | (0,9867)[27] | (0,3630)[27]
LADA Diabetiker
MCP-1 o1 20,65 0,14 20,12 20,10
(0,0016) [21] | (0,5594)[21] | (0,6178)[21] | (0,6818)[20]
20,32 20,08 20,00 20,00
MCP-1 plA-2 (0,1441)[22] | (07378)[22] | (0,9940)[22] | (0.9866)[21]
Typ 2 Diabetiker
MG o -0,05 -0,07 20,06 20,07
(0,7273)[49] | (0,6392)[49] | (0,6757)[49] | (0,6579)[48]
0,18 20,23 20,10 20,06
MCP-1 plA-2 (0.2210)[49] | (0.1162)[49] | (0,5007)[49] | (0,6942) 48]
Kontrollprobanden
20,31 0,35 - 0,14
MCP-1 Pl (0,3324)[12] | (0,2652) [12] ] (0,6646) [12]
0,40 0,27 - 20,02
MCP-1 plA-2 (0,1746)[13] | (0,3637)[13] ] (0,9432) [13]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem p-Wert (') und die Anzahl in die
Berechnung einbezogener Probanden [ ]; Diab.dauer=Diabetesdauer; Geschlecht (m=1/w=2)

Tabelle 33: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation bei Leukozytenstimulation

(klinisch-chemische Einflussfaktoren)

Zytokin Stimulation I Blutglukose ‘ HbA1c Triglyceride C-Peptid
Typ 1 Diabetiker
MCP-1 PI - 0,05 - 0,41 0,13 - 0,05
(0,8030)[27] | (0,0210)[32] | (0,5013)[31] | (0,8096)[30]
20,29 0,06 0,08 0,12
MCP-1 plA-2 (0,1642) [24] | (0.7424)[29] | (0.6882)[28] | (0,5364)[27]
LADA Diabetiker
MCP1 o 0,49 0,57 0,00 20,13
(0,0231)[21] | (0,0088)[20] | (0,9866)[21] | (0,5625)[21]
0,53 20,09 0,26 0,00
MCP-1 plA-2 (0,0113)[22] | (0.6936)[21] | (0,2453)[22] | (0,9960)[22]
Typ 2 Diabetiker
MCP1 o 0,30 0,03 0,12 20,09
(0,0449) [46] | (0,8394)[47] | (0,4284)[48] | (0,5408)[48]
XE 20,03 0,01 20,10
MCP-1 plA-2 (0,3753) [46] | (0.8294)[47] | (0,9230)[48] | (0,4937)[48]
Kontrollprobanden
— o 0,28 -0,04 0,02 0,22
(0,4339)[10] | (0,9045)[11] | (0,9468)[10] | (0,5183)[11]
20,22 20,16 20,51 20,23
MCP-1 plA-2 (0,5183)[11] | (0.6241)[12] | (0,1088)[11] | (0,4697)[12]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem p-Wert (') und die Anzahl in die
Berechnung einbezogener Probanden [ ]
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Typ 1 Diabetiker

Bei den Typ 1 Diabetikern wurden beim Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit PI Asso-
ziationen zwischen den Stimulationsindizes und bestimmten Einflussfaktoren sichtbar (siche
Tabellen 32,33).

Beim Zytokin MCP-1 zeigte sich fiir die Stimulation mit PI ein positiver Korrelationsko-

effizient fiir die Diabetesdauer und ein negativer Korrelationskoeffizient fiir das HbAlc.

LADA Diabetiker

Bei den LADA Diabetikern wurden beim Zytokin MCP-1 fiir die Stimulationen mit PI und
pIA-2 Assoziationen zwischen den Stimulationsindizes und bestimmten Einflussfaktoren
sichtbar (siehe Tabellen 32,33).

Beim Zytokin MCP-1 konnte fiir die Stimulationen mit PI ein negativer Korrelations-
koeffizient fiir das weibliche Geschlecht und jeweils positive Korrelationskoeffizienten fiir die
Blutglukose und das HbAlc beobachtet werden. Ferner zeigte sich beim Zytokin MCP-1 fiir

die Stimulation mit pIA-2 ein positiver Korrelationskoeffizient fiir die Blutglukose.

Typ 2 Diabetiker

Die Gruppe der Typ 2 Diabetiker wies beim Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit PI eine
Assoziation zwischen den Stimulationsindizes und einem bestimmten Einflussfaktor auf
(siehe Tabellen 32,33).

Beim Zytokin MCP-1 zeigte sich fiir die Stimulation mit PI ein positiver Korrelationsko-

effizient fiir die Blutglukose.

Kontrollprobanden

Bei der Gruppe der Kontrollprobanden wurden keine Assoziationen zwischen den Stimu-

lationsindizes und bestimmten Einflussfaktoren sichtbar (sieche Tabellen 32,33).

Untersuchung auf Abhingigkeiten

Eine Untersuchung auf Abhdngigkeiten zwischen den Stimulationsindizes bei den in Form

von metrischen Daten ausgewerteten Zytokinen beziehungsweise der Stimulationsindex-
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Klasse bei den in Form von kategorialen Daten ausgewerteten Zytokinen und bestimmten
Einflussfaktoren erfolgte in Form einer Regressionsanalyse, um die im Rahmen der Korre-
lationsanalyse festgestellten Assoziation zu quantifizieren beziehungsweise nachfolgend fiir
bestimmte Einflussfaktoren zu adjustieren. Bei den in Form von metrischen Daten ausge-
werteten Zytokinen fand ein multiples lineares Regressionsverfahren und bei den in Form von
kategorialen Daten ausgewerteten Zytokinen ein logistisches Regressionsverfahren Anwen-
dung. Es wurde jeweils der B-Regressionskoeffizient beziehungsweise der LOGIT- Regres-
sionskoeffizient mit dem entsprechenden p-Wert berechnet. In Analogie zu den fiir die Ad-
justierung des Gruppenvergleichs angewandten Modellen stellten zum einen die anthropo-
metrischen Parameter wie Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und BMI sowie zum anderen die
klinisch-chemischen Parameter wie Blutglukose, HbAlc, Triglyceride und C-Peptid die zur
Adjustierung ausgewihlten Einflussfaktoren dar, wobei jeweils selektiv fiir einen Einfluss-
faktor des entsprechenden Modells adjustiert wurde.

Die Untersuchung auf Abhidngigkeiten zwischen den einzelnen Faktoren wurde nur bei den
Kombinationen aus Zytokin und Stimulation durchgefiihrt, bei denen eine Assoziation mit
einem Einflussfaktor beobachtet werden konnte.

In einer Tabellen wird eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Regressionsuntersuchung ge-
geben, indem die berechneten Regressionskoeffizienten mit dem entsprechenden p-Wert so-

wie die Anzahl in die Berechnung einbezogener Probanden angegeben sind (Tabelle 34).

Typ 1 Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker wurde das Zytokin MCP-1 mit der Stimulationen PI
weiterfiithrend untersucht (siche Tabelle 34).

Beim Zytokin MCP-1 zeigte sich fiir die Stimulation mit PI eine positive Anhingigkeit von
der Diabetesdauer, welche bei einer jeweiligen Adjustierung fiir das Geschlecht, das Alter und
den BMI nur gering variierte, und eine negative Anhéngigkeit vom HbAlc, welche bei einer

Adjustierung fiir das C-Peptid nicht nachweisbar war.

LADA Diabetiker

Bei der Gruppe der LADA Diabetiker wurden beim Zytokin MCP-1 die Stimulationen mit PI
und pIA-2 weiterfithrend untersucht (sieche Tabelle 34).
Beim Zytokin MCP-1 konnte fiir die Stimulation mit PI eine negative und quantitativ stirkere

Abhingigkeit vom weiblichen Geschlecht festgestellt werden, welche bei einer Adjustierung
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fiir das Alter, die Diabetesdauer und dem BMI nur gering im Hinblick auf den quantitativen
Zusammenhang variierte. Ferner konnte fiir die Stimulation mit PI eine quantitativ geringe
positive Abhingigkeit von der Blutglukose beobachtet werden, welche bei einer Adjustierung
fiir die Triglyceride und das C-Peptid quantitativ nur gering variierte und bei einer Adjustie-
rung fiir das HbAlc nicht nachweisbar war. Fiir die Stimulation mit pIA-2 zeigte sich eine
quantitativ geringe positive Abhdngigkeit von der Blutglukose, welche bei einer Adjustierung
fiir das HbAlc und das C-Peptid keine Verdnderungen zeigte und bei einer Adjustierung fiir

die Triglyceride nicht feststellbar war.

Tabelle 34: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Regression bei Leukozytenstimulation

Kriterium Prediktor I R-Koeffizient (p-Wert) [n]
Typ 1 Diabetiker
Diabetesdauer 0,753 (0,0060) [30]
) +Geschlecht 0,747 (0,0072) [30]
MCP-1PI +Alter 0,753 (0,0069)  [30]
+BMI 0,696 (0,0113) [28]
HbA1c -0,238 (0,0484) [32]
) +Blutglukose - 0,365 (0,0261) [27]
MCP-1PI +Triglyceride - 0,265 (0,0315)  [31]
+C-Peptid - 0,230 (0,0799) [30]
LADA Diabetiker
Geschlecht -2,639 (0,0013) [21]
) +Alter - 2,852 (0,0009) [21]
MCP-1 Pl +Diabetesdauer -2,698 (0,0017) [21]
+BMI -2,543 (0,0034) [20]
Blutglukose 0,016 (0,0416) [21]
i +HbA1c 0,015 (0,0584) [20]
MCP-1PI +Triglyceride 0,021 (0,0200)  [21]
+C-Peptid 0,019 (0,0199) [21]
HbA1c 0,329 (0,1113) [20]
i +Blutglukose 0,289 (0,1320) [20]
MCP-1 Pl +Triglyceride 0,363 (00936)  [20]
+C-Peptid 0,344 (0,1011) [20]
Blutglukose 0,020 (0,0405) [22]
i B +HbA1c 0,020 (0,0281) [21]
MCP-1 plA-2 +Triglyceride 0,021 (00554)  [22]
+C-Peptid 0,021 (0,0381) [22]
Typ 2 Diabetiker
Blutglukose 0,011 (0,1071) [46]
) +HbA1c 0,011 (0,1976) [44]
MCP-1 Pl +Triglyceride 0,010 (0,1644) [45]
+C-Peptid 0,013 (0,0893)* [45]
Kontrollprobanden
nicht durchgefihrt
Angeben ist jeweils das Kriterium (=abhangige Variable) und der/die Prediktor/en (=unabhangige
Variable) mit dem entsprechenden R-Koeffizient (=Regressionskoeffizient) mit dem p-Wert ( ) der
multiplen linearen Regression und die Anzahl in die Berechnung einbezogener Probanden [ ];
Residuen auf Normalverteilung untersucht (Shapiro-Wilk-Test), * Residuen teststatistisch nicht nor-
malverteilt; Adjustierung jeweils selektiv mit einem festen und einem zusatzlichen Prediktor; Ge-
schlecht (m=1/w=2)
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Typ 2 Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 2 Diabetiker wurde beim Zytokin MCP-1 die Stimulation mit PI
weiterfithrend untersucht (siche Tabelle 34).
Es wurden beim Zytokin MCP-1 die Stimulation mit PI keine Abhéngigkeiten von Einfluss-

faktoren aufgezeigt.

Kontrollprobanden

Bei der Gruppe der Kontrollprobanden wurde keine Untersuchung auf Abhéngigkeiten durch-

gefiihrt, da keine Assoziationen nachweisbar waren.

Zusammenfassend zeigten sich bei den verschiedenen Gruppen in einem unterschiedlichem
MaBe Assoziationen beziehungsweise Abhdngigkeiten zwischen den Stimulationsindizes und
bestimmten Einflussfaktoren.

Bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker wurde fiir das Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit PI
sowohl eine positive Assoziation mit beziehungsweise Abhdngigkeit von der Diabetesdauer
als auch eine negative Assoziation mit beziehungsweise Abhingigkeit vom HbAlc sichtbar,
wobei letztgenannte bei einer Adjustierung fiir das C-Peptid nicht nachweisbar war.

Bei der Gruppe der LADA Diabetiker zeigte sich beim Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation
mit PI eine negative Assoziation mit dem weiblichen Geschlecht sowie jeweils eine positive
Assoziation mit der Blutglukose und dem HbA1c. Weiter wurden eine negative Abhéngigkeit
vom weiblichen Geschlecht und eine positive Abhdngigkeit von der Blutglukose angezeigt,
wobei letztere bei einer Adjustierung fiir HbAlc nicht nachweisbar war. Fiir die Stimulation
mit pIA-2 war eine positive Assoziation mit beziechungsweise Abhingigkeit von der Blutglu-
kose sichtbar, wobei letztere bei einer Adjustierung fiir Triglyceride nicht nachweisbar war.
Bei der Gruppe der Typ 2 Diabetiker wurde fiir das Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit PI

eine positive Assoziation mit der Blutglukose angezeigt.

3.3.3 Zusammenhiinge zwischen der Zytokinsekretion nach Leukozytenstimulation und

der Zytokinkonzentration im Serum

Im Rahmen der Leukozytenstimulation sollte die Fragestellung untersucht werden, inwiefern
ein Zusammenhang entsprechend einer Assoziation beziehungsweise einer Abhdngigkeit

zwischen der Zytokinkonzentration in Zelliiberstinden von ELISPOT-Ansétzen infolge einer
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Antigen-reaktiven Antwort in Form einer Zytokinausschiittung und der Zytokinkonzentration
im Serum beobachtet werden kann.

Nachfolgend wurde die Untersuchung auf Zusammenhénge entsprechend einer Assoziation in
Form einer Korrelationsuntersuchung beziehungsweise entsprechend einer Abhéngigkeit in
Form einer Regressionsuntersuchung durchgefiihrt.

Es wurden bei jedem Proband fiir jedes Zytokin und jede Stimulation jeweils Stimulations-
indizes in Form von Quotienten gebildet. Fiir die Stimulationen mit PI, HSP60, p277, GAD
und pIA-2 wurde der Quotient von der Zytokinkonzentration mit Stimulation und der Zyto-
kinkonzentration ohne Stimulation berechnet. Bei den Zytokinen IL-6 und TNF-a erfolgte
eine Einteilung der Stimulationsindizes anhand eines Zahlenwertes grofer als 1 oder nicht in
zweil Stimulationsindex-Klassen und anschlieBend die Auswertung in Form von kategorialen

Daten.

Untersuchung auf Assoziationen

Eine Untersuchung auf Assoziationen zwischen den Stimulationsindizes beim Zytokin MCP-1
beziehungsweise der Stimulationsindex-Klasse bei den Zytokinen IL-6 und TNF-a der
Zelliiberstinde und der Zytokinkonzentrationen im Serum erfolgte in Form einer Korrela-
tionsanalyse anhand der Berechnung des Spearman-Korrelationskoeffizienten mit entspre-
chendem p-Wert. Bei einzelnen Berechnungen des Spearman-Korrelationskoeffizienten fiir
die kategorialen Daten konnte aufgrund einer bestimmten Datenverteilung kein Ergebnis er-
mittelt werden.

In einer nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Korrelationsuntersuchung dargestellt
(Tabelle 35). Dabei werden die berechneten Korrelationskoeffizienten mit dem entsprechen-

den p-Wert sowie die Anzahl in die Berechnung einbezogener Probanden angegeben.

Typ 1 Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker wurden im Rahmen der Korrelationsuntersuchung keine

Assoziationen angezeigt (siche Tabelle 35).

LADA Diabetiker

Bei der Gruppe der LADA Diabetiker wurden im Rahmen der Korrelationsuntersuchung

keine Assoziationen angezeigt (siche Tabelle 35).
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Tabelle 35: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Korrelation zwischen der Zytokinsekretion bei
Leukozytenstimulation und der Zytokinkonzentration im Serum

. Serumkonzentration
Zelliiberstand
T1D LADA T2D Kontrollen
Zytokin Stimulation MCP-1 Serumkonzentration
Pl 0,30 0,19 -0,12 0,27
(0,1255) [27] (0,4429) [18] (0,4436) [46] (0,4038) [12]
HSP60 0,04 - 0,05 - 0,08 0,07
(0,8666) [23] (0,8421) [18] (0,5974) [44] (0,8317) [11]
0,07 -0,22 -0,12 -0,34
MCP-1 p277 (0,7303)[24] | (0,3900)[18] | (0,4862)[38] | (0,3118)[11]
GAD 0,35 -0,44 -0,35 -0,28
(0,0838) [25] (0,0761) [17] (0,0283) [39] (0,4250) [10]
1A-2 0,21 0,01 0,20 0,18
P (0,3195) [24] (0,9829) [19] (0,1723) [46] (0,5656) [13]
Zytokin Stimulation IL-6 Serumkonzentration
Pl 0,00 - 0,04 -0,17 -
(1,0000) [30] (0,8723) [19] (0,2704) [42] - [13]
HSP60 0,01 0,11 0,00 -0,17
(0,9597) [30] (0,6550) [19] (0,9769) [42] (0,5764) [13]
- 0,04 0,14 0,01 -0,20
IL-6 p277 (0,8193) [30] (0,5649) [19] (0,9719) [42] (0,5108) [13]
GAD 0,12 -0,11 - 0,07 0,59
(0,5212) [30] (0,6429) [19] (0,6594) [42] (0,0352) [13]
IA-2 - 0,05 -0,03 0,02 0,11
P (0,7767) [30] (0,8987) [19] (0,9077) [42] (0,7105) [13]
Zytokin Stimulation TNF-a Serumkonzentration
Pl -0,25 0,17 0,25 -
(0,2115) [26] (0,4645) [20] (0,1146) [40] - [12]
HSP60 -0,11 -0,35 - 0,01 -0,31
(0,5931) [26] (0,1339) [20] (0,9722) [40] (0,3324) [12]
0,06 0,15 -0,22 0,04
TNF-a p277 (0,7735)[26] | (0.5398)[20] | (0,1820)[40] | (0,8928)[12]
GAD 0,12 -0,19 0,10 0,64
(0,5638) [26] (0,4241) [20] (0,5346) [40] (0,0247) [12]
IA-2 -0,13 -0,03 - 0,05 0,22
P (0,5336) [26] (0,9037) [20] (0,7400) [40] (0,4954) [12]
Angegeben ist jeweils der Spearman-Korrelationskoeffizient mit dem entsprechenden p-Wert ( ) und
die Anzahl in die Berechnung einbezogener Probanden [ ] (Gesamtanzahl: Typ 1 Diabetiker n=32;
LADA Diabetiker n=22; Typ 2 Diabetiker n=49; Kontrollprobanden n=13); T1D=Typ 1 Diabetiker,
LADA=LADA Diabetiker, T2D=Typ 2 Diabetiker, Kontrollen=Kontrollprobanden; Korrelationsunter-
suchung auf Assoziationen zwischen den Stimulationsindizes beim Zytokin MCP-1 beziehungs-
weise der Stimulationsindex-Klasse ( Einteilung der Stimulationsindizes anhand eines Zahlenwertes
groler als 1) bei den Zytokinen IL-6 und TNF-a mit den Stimulationen Pl, HSP60, p277, GAD und
plA-2 der Zelliberstande (vertikale Anordnung) und den Serumkonzentrationen der Zytokine MCP-
1, IL-6 und TNF-a bei den einzelnen Gruppen (horizontale Anordnung); “ - “ keine Berechnung
moglich
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Typ 2 Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 2 Diabetiker zeigte sich beim Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit
GAD eine negative Assoziation zwischen den Stimulationsindizes der Zelliiberstande und der

Konzentration des Zytokins MCP-1 im Serum (siehe Tabelle 35).

Kontrollprobanden

Bei der Gruppe der Kontrollprobanden wurden bei den Zytokinen IL-6 und TNF-a fiir die
Stimulation mit GAD jeweils eine positive Assoziation zwischen der Klasse mit Stimulations-
indizes mit einem Zahlenwert grof3er als 1 und der Konzentration des Zytokins IL-6 bezieh-

ungsweise TNF-a im Serum sichtbar (siehe Tabelle 35).

Untersuchung auf Abhingigkeiten

Eine Untersuchung auf Abhéngigkeiten zwischen den Stimulationsindizes beim Zytokin
MCP-1 beziehungsweise der Stimulationsindex-Klasse bei den Zytokinen IL-6 und TNF-a
der Zelliiberstinde und der Zytokinkonzentrationen im Serum erfolgte in Form einer Regres-
sionsanalyse, um die im Rahmen der Korrelationsanalyse festgestellten Assoziation zu quanti-
fizieren beziehungsweise nachfolgend fiir bestimmte Einflussfaktoren zu adjustieren.

Beim Zytokin MCP-1 fand ein multiples lineares Regressionsverfahren und bei den Zytokinen
IL-6 und TNF-a ein logistisches Regressionsverfahren Anwendung. Es wurde der B-Re-
gressionskoeffizient oder LOGIT-Regressionskoeffizient mit dem entsprechenden p-Wert be-
rechnet. Bei einzelnen Berechnungen des logistischen Regressionsverfahrens konnte keine
eindeutige Losung ermittelt werden. Die Parameter Geschlecht, Alter, Diabetesdauer und
BMI stellten die zur Adjustierung ausgewdihlten Einflussfaktoren dar, wobei jeweils selektiv
fiir einen Einflussfaktor adjustiert wurde.

Die Untersuchung auf Abhidngigkeiten zwischen den einzelnen Faktoren wurde nur bei den
Kombinationen aus Zytokin und Stimulation durchgefiihrt, bei denen im Rahmen der Kor-
relationsuntersuchung eine Assoziation beobachtet werden konnte.

In einer nachfolgenden Tabellen ist eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Regressionsunter-
suchung dargestellt (Tabelle 36). Es werden sowohl die berechneten Regressionskoeffizienten
mit dem entsprechenden p-Wert angezeigt, beim Zytokin MCP-1 der B-Koeffizient und bei
den Zytokinen IL-6 und TNF-a der LOGIT-Koeffizient, als auch die Anzahl in die Berech-

nung einbezogener Probanden angegeben.
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Tabelle 36: Ubersicht iiber die Untersuchung auf Regression zwischen der Zytokinsekretion bei

Leukozytenstimulation und der Zytokinkonzentration im Serum

Kriterium

Prediktor

R-Koeffizient (p-Wert)

[n]

Typ 1 Diabetiker

nicht durchgefihrt

LADA Diabetiker

nicht durchgefihrt
Typ 2 Diabetiker
Serum-Konzentration MCP-1 -0,64 (0,0302) [39]
Zelluberstand: +Geschlecht -0,53 (0,0881) [39]
Stimulationsindex | +Alter -0,64 (0,0316) [39]
MCP-1 GAD +Diabetesdauer - 0,67 (0,0245) [39]
+BMI -0,90 (0,0071) [38]
Kontrollprobanden
. . Serum-Konzentration IL-6 2,82 (0,0803) [13]
gﬂ;‘&iﬁ;ﬁ:ﬁn dex | *Geschlecht 23,07 (0,5716)** [13]
+Alter 2,39 (0,1411) [13]
-Klasse .
IL-6 GAD +Diabetesdauer - - -
+BMI 9,66 (0,6131)** [13]
Zelliiberstand: Serum-Konzentration TNF-a 6,86 (0,1282) [12]
Stimulationsir;dex +Geschlecht 111,30 (0,3532)** [12]
+Alter 5,88 (0,2009) [12]
-Klasse .
TNF-a GAD +Diabetesdauer - - -
+BMI 15,91 (0,5796)** [12]

Angeben ist jeweils das Kriterium (=abhangige Variable) und der/die Prediktor/en (=unabhangige
Variable) mit dem entsprechenden R-Koeffizient (=Regressionskoeffizient) [MCP-1] oder LOGIT-
Koeffizient (=Regressionskoeffizient) [IL-6 und TNF-a] mit dem p-Wert ( ) des multiplen linearen
Regressionsverfahrens [MCP-1] oder logistischen Regressionsverfahrens [IL-6 und TNF-a] und die
Anzahl in die Berechnung einbezogener Probanden [ ] (Gesamtanzahl: Typ 2 Diabetiker n=49;
Kontrollprobanden n=13); Residuen auf Normalverteilung untersucht beim multiplen linearen
Regressionsverfahren (Shapiro-Wilk-Test), * Residuen teststatistisch nicht normalverteilt beim multi-
plen linearen Regressionsverfahren; ** keine eindeutige Losungsberechnung beim logistischen Re-
gressionsverfahren maglich; “-“ keine Berechnung durchgefiihrt; Adjustierung jeweils selektiv mit
einem festen Prediktor und einem zusatzlichen Prediktor; Geschlecht (m=1/w=2)

Typ 1 Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker wurde keine Untersuchung auf Abhéingigkeiten durch-

gefiihrt, da keine Assoziationen nachweisbar waren.

LADA Diabetiker

Bei der Gruppe der LADA Diabetiker wurde keine Untersuchung auf Abhingigkeiten durch-

gefiihrt, da keine Assoziationen nachweisbar waren.
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Typ 2 Diabetiker

Bei der Gruppe der Typ 2 Diabetiker wurde das Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit GAD
weiterfithrend untersucht (siche Tabelle 36).

Beim Zytokin MCP-1 zeigte sich fiir die Stimulation mit GAD eine negative Abhédngigkeit
der Stimulationsindizes der Zelliiberstinde von der Zytokinkonzentration im Serum, welche
bei einer Adjustierung fiir das Alter gleich blieb und bei einer Adjustierung fiir die Diabetes-
dauer und dem BMI einen steigenden Wert aufzeigte. Bei einer Adjustierung fiir das Ge-

schlecht war keine Abhédngigkeit mehr nachweisbar.

Kontrollprobanden

Bei der Gruppe der Kontrollprobanden wurden die Zytokine IL-6 und TNF-a fiir die Stimu-
lation mit GAD weiterfiihrend untersucht (siche Tabelle 36).
Es wurden keine Abhdngigkeiten der Stimulationsindex-Klasse der Zelliiberstinde von den

Zytokinkonzentrationen im Serum angezeigt.

Zusammenfassend wurde bei der Gruppe der Typ 2 Diabetiker beim Zytokin MCP-1 fiir die
Stimulation mit GAD sowohl eine negative Assoziation mit beziehungsweise Abhingigkeit
von der MCP-1 Serumkonzentration angezeigt, wobei die Abhdngigkeit bei einer Adjustie-
rung fiir das Geschlecht nicht nachweisbar war.

Fiir die Gruppe der Kontrollprobanden wurde bei den Zytokinen IL-6 und TNF-a fiir die
Stimulation mit GAD eine positive Assoziation zwischen der Klasse mit Stimulationsindizes
mit einem Zahlenwert grofler als 1 und der IL-6 beziehungsweise TNF-a Serumkonzentration

angezeigt.
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4 Diskussion

Der Diabetes mellitus stellt eine Gruppe von Stoffwechselerkrankungen dar, die durch eine
chronische Hyperglykédmie auf Grundlage einer defizitiren Insulinversorgung charakterisiert
werden [1]. Die gesellschaftliche Tragweite des Diabetes mellitus, und damit das Interesse zur
Erforschung der Ursachen, wird dabei an einer Zahl von geschitzt 366 Millionen Diabetikern
weltweit im Jahre 2011 deutlich [10]. Gleichzeitig sind die pathologischen Vorgénge im Rah-
men der verschiedenen Diabetesformen bisher nur teilweise bekannt.

Bei allen in dieser Arbeit untersuchten Formen des Diabetes mellitus, Typ 1 Diabetes, Typ 2
Diabetes und LADA als Unterform des Typ 1 Diabetes, wird dtiopathogenetisch immuno-
logischen Vorgingen eine wichtige Rolle zugeschrieben [15;166].

Die immunvermittelte Form des Typ 1 Diabetes ist durch eine Reaktivitdt von T-Zellen gegen
B-Zell-Strukturen charakterisiert und wird von der Ausbildung von Auto-Antikérpern be-
gleitet [192]. Die zur B-Zell-Zerstorung fithrenden Prozesse sind von groBlem Interesse und
eine Aufkldrung der Mechanismen, die zu einer erhohten autoreaktiven T-Zell-Reaktivitét
fithren, wird fiir das Verstdandnis der Pathogenese als notwendig angesehen [193]. Bei der B-
Zell-Zerstorung spielen sowohl die der Spezifitit der T-Zell-Reaktivitdt zugrunde liegenden
Epitope als auch von Immunzellen ausgeschiittete Zytokine eine Rolle [17;150]. T-Zell-Epi-
tope werden nach einer initialen Schiadigung der B-Zellen als B-Zell-spezifische Antigene fiir
das Immunsystem erreichbar, wobei Zytokine neben der Aktivierung von weiteren Immun-
zellen auch die funktionelle Ausrichtung der T-Zellen und damit die qualitative Auspriagung
der Immunantwort mitbestimmen.

Fiir den Typ 1 Diabetes stellt sich die Frage, wie es zu einem Toleranzverlust der Immun-
zellen und weiterfithrend zu einer nachfolgenden selektiven B-Zell-Zerstorung bei einer iiber
die B-Zellen hinausgehenden Expression der als Antigene fungierenden Strukturen kommt
[194]. Dementsprechend erscheint vor dem Hintergrund einer zellvermittelten B-Zell-Zersto-
rung die Erfassung einer zelluldren Reaktivitdt auf bestimmte Antigene zielfithrender als die
Bestimmung der Konzentration von Antikérpern im Serum [195]. Dabei ist zu beachten, dass
autoreaktive T-Zellen nicht immer fiir den Typ 1 Diabetes spezifisch und die Ziel-Antigene
der autoreaktiven T-Zellen nicht B-Zell-spezifisch sind, auch wenn sie, wie zum Beispiel In-
sulin, von den B-Zellen vornehmlich exprimiert werden [196]. Insgesamt stellt sich beim Typ
1 Diabetes die Frage, wie Immunzellen auf Stimulation mit bestimmten Antigenen oder Mito-
genen reagieren.

Beim Typ 2 Diabetes geht hdufig neben der Insulinresistenz und gestorten Insulinsekretion

auch eine Entziindung des Fettgewebes in Form einer Entziindungsreaktion mit einer ver-
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mehrten Sekretion von inflammatorischen Zytokinen einher [26;30;147]. Zusétzlich wird auch
im Serum eine subklinische Inflammation mit einer systemischen Erhdhung von Zytokinen
beobachtet [165]. Es ist vorstellbar, dass die chronische Inflammation durch von gestressten
B-Zellen exprimierte und von zerstorten B-Zellen freigesetzte Antigene verursacht wird [147].
Des Weiteren werden fiir den beobachteten Untergang der -Zellen in einer spiaten Phase der
Erkrankung unter anderem entziindliche Reaktionen als urséchlich angesehen [26]. Somit
stellt sich auch beim Typ 2 Diabetes die Frage, wie Immunzellen auf Stimulation mit
bestimmten Antigenen oder Mitogenen reagieren.

Die vorliegende Arbeit fokussierte mit der Untersuchung der Antigen-stimulierten Zytokin-
sekretion von Immunzellen auf die zugrunde liegenden immunologischen Vorginge. Zytokine
nehmen eine Schliisselfunktion in der Regulation des Immunsystems ein und bestimmten
Antigenen wird bei allen hier untersuchten Formen der Diabeteserkrankung eine mitwirkende
Rolle zugeschrieben [17;43;147;167-170]. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkennt-
nisse liber die Rolle bestimmter Antigene und Zytokine in der Pathogenese der Diabeteser-
krankung konnten zu einem besseren Verstindnis der in vitro stimulierten Immunantworten
beim Menschen beitragen. Als Ausblick auf die Entwicklung neuer therapeutischer Ansitze
auf Grundlage eines besseren Verstandnisses konnten Tierversuche als richtungsweisend be-
wertet werden, in denen durch 16sliche Antigene eine Toleranz bei autoreaktiven Zellen indu-
ziert werden konnte [197;198].

Die Untersuchung der Immunreaktion von Typ 1 Diabetikern, Typ 2 Diabetikern, LADA Dia-
betikern und Kontrollprobanden in dieser Arbeit erfolgte anhand zweier Ansitze. Im ersten
Ansatz wurde die Zytokinkonzentration in Vollblutproben nach Stimulation mit verschie-
denen Antigenen und Mitogenen bestimmt. Im zweiten Ansatz wurde der Zytokingehalt von
Zelliberstainden aus ELISPOT-Ansdtzen nach Leukozytenstimulation mit verschiedenen
Antigenen und Mitogenen bestimmt. Wihrend die Bedingungen bei der Vollblutstimulation
den physiologischen Bedingungen relativ nahe kommen und damit dem komplexen Zusam-
menspiel verschiedener Zellen Rechnung getragen wird, erfolgte bei den ELISPOT-Ansétzen
die Stimulation isolierter Leukozyten im Néhrmedium. Die gleichzeitige Untersuchung von
Patienten mit Typ 1 Diabetes, LADA Diabetes oder Typ 2 Diabetes und Kontrollprobanden
ermdglichte zum einen den Vergleich der Zytokinsekretion nach Stimulation mit unterschied-
lichen Antigenen und Mitogenen als auch den Vergleich zwischen den Diabetesgruppen und
mit den Kontrollprobanden. Aufgrund der eher geringen Gruppengréf3e und den multiplen sta-
tistischen Tests sind die Ergebnisse als explorativ zu werten.

Fiir die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen in den einzelnen Proben weist das multiplex-

bead-array-assay-Verfahren als Vorteil im Vergleich zum ELISA-Verfahren einen breiteren
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messbaren Konzentrationsbereich auf, infolgedessen jeweils kleinere Substratmengen mit gro-
Ber Genauigkeit analysiert werden konnen [177;179]. Die gleichzeitige Messung multipler
Substrate in einem Messvorgang fiihrt im Vergleich zu einer ELISA-Messung der einzelnen
Substrate zu einem verminderten experimentellen Arbeitsumfang [177]. Als Nachteil der
gleichzeitigen Messung ergibt sich die Schwierigkeit, fiir alle Substrate die optimalen Bedin-
gungen einzustellen, infolgedessen in der vorliegenden Arbeit verschiedene Zytokine nicht
ausgewertet werden konnten.

Im Zusammenhang mit der Auswertung der Messdaten mit multiplen Analysen muss bertick-
sichtigt werden, dass sowohl bei der Untersuchung auf Gruppenunterschiede als auch bei der
Untersuchung auf Zusammenhénge eine Adjustierung flir verschiedene Einflussfaktoren vor-
genommen wurde. Fiir die Untersuchung auf Zusammenhdnge wurde neben einer Korrela-
tionsuntersuchung zusétzlich eine Regressionsuntersuchung durchgefiihrt, bei der vorliegende

Abhéngigkeiten quantitativ dargestellt werden konnten.

Fiir die zweite formulierte Fragestellung im Rahmen der Leukozytenstimulation, ob eine As-
soziation zwischen der Anzahl sezernierender Zellen im ELISPOT und den Zytokinkonzen-
trationen der Zelliiberstinde beobachtet werden kann, liegen keine Ergebnisse vor, weil die

entsprechenden Zytokine nicht ausgewertet werden konnten.

4.1 Vollblutstimulation

4.1.1 Zytokinkonzentration nach Stimulation von Vollblut

Hinsichtlich der ersten Fragestellung, ob bei einer Stimulation mit bestimmten Antigenen im
Vollblut eine Zytokinsekretion aufgezeigt werden kann, zeigte sich eine starke stimulatorische
Wirkung nach Stimulation mit dem Mitogen LPS fiir die Zytokine IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a
und IP10. Die Stimulation mit dem Mitogen PHA fiihrte zu einer erhohten Zytokinkonzen-
tration von IP10, wahrend die Stimulationen mit den Typ 1 Diabetes-assoziierten Antigenen

GAD und p277 im Wesentlichen nicht zu einer messbaren stimulatorischen Wirkung fiihrten.

Die aufgezeigte stimulatorische Wirkung von LPS entspricht der erwarteten Wirkung einer
Positivkontrolle. In mehreren Studien konnte im Rahmen von Vollblutstimulationen ein sti-
mulatorischer Effekt von LPS auf die Sekretion von IL-18, IL-6, IL-8 und TNF-a aufgezeigt
werden [199-203]. In einer weiteren Studie zeigte sich ein stimulatorischer Effekt von LPS

auf die Sekretion von IP10 [204].
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Das Fehlen einer stimulatorischen Wirkung von PHA auf die Sekretion von IL-1p, IL-6, IL-8
und TNF-a steht hingegen im Widerspruch zur erwarteten Wirkung einer Positivkontrolle
sowie zu einer Untersuchung von Gabriel ef al., bei der im Rahmen einer Vollblutstimulation
ein stimulatorischer Effekt von PHA auf die Sekretion von IL-18, IL-6, IL-8 und TNF-a be-
obachtet werden konnte [205]. Ursédchlich fiir die ausbleibende stimulatorische Wirkung
konnte eine zu geringe Stimulusmenge respektive eine zu kurze Stimulationszeit sein. In der
Untersuchung von Gabriel ef al. liegen allerdings beziiglich der Stimulationszeit mit 24h ver-
gleichbare Bedingungen, beziiglich der Stimulusmenge jedoch mit einer Konzentration von
Sug/ml im Vergleich zu der hier verwendeten Konzentration von 0,1pg/ml abweichende Be-
dingungen vor. Eine nachweisbare stimulatorische Wirkung von PHA beim Zytokin IP10
spricht gegen eine verminderte Wirkung des PHA infolge eines Abbaus wihrend der Stimu-
lation, wobei Unterschiede zwischen den jeweiligen Zytokinen hinsichtlich der fiir eine stimu-
latorische Wirkung notwendigen Menge an Stimulus nicht ausgeschlossen werden koénnen.
Ein vorzeitiger Abbau der Zytokine IL-1p, IL-6, IL-8 und TNF-a bei einer Stimulation mit
PHA erscheint unwahrscheinlich, weil jene bei der Stimulation mit LPS nachgewiesen werden
konnten.

In Analogie zur Stimulation mit PHA konnte die nicht nachweisbare stimulatorische Wirkung
der Typ 1 Diabetes-assoziierten Antigene GAD und p277 bei allen Zytokinen mit einer zu
geringen Menge an Stimulus oder einer zu kurzen Stimulationszeit erklart werden. Dagegen
kann sowohl eine nicht vorhandene Funktionsfdhigkeit des Untersuchungsansatzes zum Bei-
spiel in Form einer fehlenden Vitalitit der Immunzellen wéhrend der Stimulation als auch ein
vorzeitiger Abbau der sezernierten Zytokine anhand des positiven Nachweises einer Zytokin-
sekretion nach Stimulation mit LPS ausgeschlossen werden. Im Hinblick auf die Diabeteser-
krankung scheint die nicht vorhandene stimulatorische Wirkung von GAD und p277 be-
merkenswert. Die hdufig mit dem immunvermittelten Typ 1 Diabetes assoziierten Auto-Anti-
korper sind unter anderem gegen das hier untersuchte Antigen GAD gerichtet und fiir das
Antigen p277 konnte bei Typ 1 Diabetikern eine immunmodulierende Wirkung beobachtet
werden, infolgedessen eine stimulatorische Wirkung zumindest bei den Typ 1 Diabetikern
denkbar gewesen wire [206-208]. Die hier nicht vorhandene stimulatorische Wirkung korre-
spondiert allerdings mit dem Umstand, dass keine Evidenz fiir eine aktive Rolle der hiufig
nachweisbaren Auto-Antikorper in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes vorliegt [14;16].
Grundlegend konnte entsprechend einer Verdffentlichung von Koniaras et al. die nicht vor-
handene stimulatorische Wirkung von GAD und p277 darauf zuriickgefiihrt werden, dass in-
folge einer in vivo stattgefundenen Aktivierung der Immunzellen mit den Peptiden nach-

folgend in vitro eine Aktivierung der Immunzellen unterbunden wurde [209]. Als Mecha-
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nismus wird dabei eine in vitro ablaufende Ausschaltung von Zellen mit stimulatorischer
Funktion durch in vivo gebildete Killerzellen angesprochen. Die Mdglichkeit einer Ubertra-
gung dieser Uberlegungen auf die hier vorliegenden Beobachtungen in der Form, dass ein
Kontakt der untersuchten Zellen mit den Antigenen GAD und p277 in vivo zu einem aus-
bleibenden Effekt in vitro fiihrt, bleibt fraglich, auch wenn das Vorkommen der Antigene
GAD und p277 als Fragment von HSP60 im menschlichen Korper diese Moglichkeit stiitzt
[114;122;131;132;210]. Weiterfiihrend sind die bei den Zytokinen IL-8 und IP10 angezeigten
Unterschiede zwischen den Stimulationen mit GAD und ConPep quantitativ minimal ausge-
pragt und scheinen nicht von klinischer Relevanz zu sein.

Bei der Betrachtung der einzelnen Gruppen miissen die geringe Probandenanzahl pro Gruppe
sowie eine starke Streuung der Werte beriicksichtigt und nachfolgend eine vereinzelt ange-
zeigte stimulatorische Wirkung der Typ 1 Diabetes-assoziierten Antigene GAD und p277 nur
bei den Gruppen der Typ 1 Diabetiker und LADA Diabetiker allgemein mit Vorsicht betrach-
tet werden. Zusitzlich muss eine stimulatorische Wirkung von p277 auf die Sekretion von IL-
1B bei den Typ 1 Diabetikern sowie auf die Sekretion von TNF-a bei den LADA Diabetikern
mit Riicksicht auf eine gleichzeitig vorhandene stimulatorische Wirkung vom ConPep als
unspezifisch eingeordnet werden, indem das ConPep bei gleicher Aminosdurenzusammen-
setzung aber einer abweichenden Aminosdurenreihenfolge offensichtlich eine vergleichbare
Wirkung aufwies. Die aufgezeigte stimulatorische Wirkung von GAD auf die Sekretion von
TNF-a, IL-6 und IP10 bei den LADA Diabetikern beziehungsweise von p277 auf die
Sekretion von TNF-a bei den Typ 1 Diabetikern muss des Weiteren im Hinblick auf eine
Untersuchung von Strom et al. kritisch betrachtet werden [174]. In der Untersuchung konnte
kein Unterschied zwischen Typ 1 Diabetikern, Typ 2 Diabetikern, LADA Diabetikern sowie
Kontrollprobanden hinsichtlich einer stimulatorischen Wirkung von p277 fiir die Sekretion
von IFN-y und IL-13 durch T-Zellen aufgezeigt werden. Dariiber hinaus wurde im Gegensatz
zu den hier vorliegenden Beobachtungen fiir Typ 2 Diabetiker und Kontrollprobanden eine im
Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern starkere stimulatorische Wirkung von GAD fiir die Se-
kretion von IFN-y durch T-Zellen festgestellt. Eine Ubertragung dieser Beobachtungen auf die
hier vorliegenden Ergebnisse sollte allerdings unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen
angewandten Stimulationsmethoden, zum einen in der vorliegenden Untersuchung im Voll-
blut und zum anderen in der Untersuchung von Strom ef a/. im Rahmen des ELISPOT-
Verfahrens, und der nur bedingten Vergleichbarkeit der verschiedenen Zytokine unter Vor-
sicht erfolgen.

Die auch fiir eine Stimulation mit den Mitogenen LPS und PHA formal nicht nachweisbare

stimulatorische Wirkung beim Zytokin RANTES liegt in der vorliegenden Arbeit am ehesten
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darin begriindet, dass die iiberwiegende Anzahl an Vollblutproben bei Versuchsbeginn, also
nach Oh, beziehungsweise ohne Stimulation nach 24h bereits sehr hohe Messwerte aufzeigten,
infolgedessen eine mdoglicherweise vorhandene zusitzliche stimulatorische Wirkung nicht
festgestellt werden konnte. Korrespondierend dazu zeigte sich in einer Untersuchung von
Biancotto et al. eine vielfach erhdhte Zytokinkonzentration von RANTES im Serum im Ver-
gleich zu den Zytokinen IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a und IP10, wobei hinsichtlich der ange-
wandten Messmethodik mit einer Probenverdiinnung von 1 zu 4 vergleichbare Bedingungen
vorliegen [211]. Auch in anderen Untersuchungen konnte eine hohe Zytokinkonzentration
von RANTES im Serum im Vergleich zu IP10 und IL-8 beobachtet werden [212;213]. Eine
daraus abgeleitete erhohte Ruhesekretion der Immunzellen fiir RANTES konnte als Ursache
fiir die im Vergleich zu den Zytokinen IL-1p, IL-6, IL-8 und TNF-a vielfach erhohte Zytokin-
konzentration von RANTES im Blutplasma in Frage kommen [73].

Funktionell werden die hier nach Vollblutstimulation mit LPS vermehrt sezernierten Zytokine
IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a und IP10 als pro-inflammatorische Zytokine eher der angeborenen
Komponente des Immunsystems zugeordnet und werden unter anderem durch Makrophagen
und Monozyten sezerniert, welche LPS als Immunzellen vornehmlich erkennen und nach-
folgend die angeborene Komponente des Immunsystems aktivieren [70;113].

Im Hinblick auf den hier vorliegenden Untersuchungsansatz wird grundlegend angenommen,
dass eine erhohte Zytokinkonzentration im Untersuchungsmedium auf eine erhohte Zytokin-
sekretion zuriickgefiihrt werden kann und nicht durch eine Aufldsung der Zellstruktur bedingt

ist, da Zytokine nicht als fertiges Produkt in der Zelle gespeichert werden [33].

4.1.2 Vergleich der Gruppen nach Vollblutstimulation

Bei der zweiten Fragestellung wird thematisiert, ob nach Stimulation mit bestimmten Anti-
genen im Vollblut anhand der Zytokinsekretion ein Unterschied zwischen den Gruppen fest-
gestellt werden kann. Es zeigten sich fiir die Ruhesekretion beziehungsweise fiir die Sekretion
nach Stimulation insgesamt nur bei einer geringen Anzahl der Vergleiche bei einzelnen
Zytokinen Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei der Adjustierung fiir bestimmte Einfluss-
faktoren konnten Verdnderungen beziiglich der teststatistisch angezeigten Unterschiede
beobachtet werden, wobei keine Korrektur fiir multiples Testen angewendet wurde. Sowohl
die in einzelnen Gruppen geringe Probandenanzahl als auch die teilweise erhohte Streuung
der Messwerte sollten dariiber hinaus beriicksichtigt werden. Die fiir das Zytokin RANTES
angezeigten statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen waren quantitativ

nur gering ausgepragt.
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Unter Berticksichtigung einer Adjustierung fiir verschiedene Einflussfaktoren wie Geschlecht,
Alter, Diabetesdauer und BMI beziehungsweise Blutglukose, HbAlec, Triglyceride und C-
Peptid konnte bei den Zytokinen IL-1f, IL-6 und RANTES fiir die Diabetiker eine im Ver-
gleich zu den Kontrollprobanden erhéhte Ruhesekretion beobachtet werden. Umgekehrt zeig-
te sich beim Zytokin RANTES fiir die Stimulationen mit PHA und LPS fiir die Diabetiker
eine im Vergleich zu den Kontrollprobanden geringere Stimulationsantwort. Beim Zytokin
IL-6 wiesen die Typ 2 Diabetiker eine im Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern und LADA
Diabetikern erhohte Stimulationsantwort fiir LPS auf. Ferner konnte beim Zytokin TNF-a fiir
die Typ 1 Diabetiker eine im Vergleich zu den Typ 2 Diabetikern erhohte Ruhesekretion und
beim Zytokin IL-8 fiir die LADA Diabetiker eine im Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern und

Kontrollprobanden geringere Stimulationsantwort auf p277 festgestellt werden.

Ruhesekretion und Einfluss von Adjustierung

Im Hinblick auf die Ruhesekretion konnte anhand der Mediane bei den Zytokinen IL-18, IL-6
und RANTES fiir die Diabetiker eine im Vergleich zu den Kontrollprobanden erhohte Sekre-
tion von Zytokinen durch die Immunzellen beobachtet werden. Anhand der graphischen Dar-
stellung der individuellen Stimulationsindizes und Mediane fiir die einzelnen Gruppen liell
sich bei den Zytokinen IL-1p und IL-6 eine stufenférmige Abschwichung der Ruhesekretion
von den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern iiber die Typ 2 Diabetiker zu den Kon-
trollprobanden erkennen.

Beim Zytokin IL-1p zeigte sich im unadjustierten Vergleich der Mediane, dass Patienten mit
Typ 1 Diabetes oder LADA in Ruhe im Vergleich zu Kontrollprobanden mehr IL-18 aus-
schiitten. Wahrend bei einer Adjustierung fiir anthropometrische Einflussfaktoren kein Unter-
schied fiir IL-1p zwischen den Gruppen angezeigt wurde, ergab die Adjustierung fiir klinisch-
chemische Einflussfaktoren einen Unterschied zwischen den LADA Diabetikern mit einem im
Vergleich hoheren Median und den Typ 2 Diabetikern.

Beim Zytokin IL-6 wurde nur nach Adjustierung fiir bestimmte Einflussfaktoren ein Unter-
schied zwischen den Gruppen angezeigt. Nach einer Adjustierung fiir anthropometrische Ein-
flussfaktoren wiesen Typ 1 Diabetiker einen hoheren Median auf als Typ 2 Diabetiker. Nach
einer Adjustierung fiir klinisch-chemische Einflussfaktoren wiesen Typ 1 Diabetiker einen
hoheren Median auf als Typ 2 Diabetiker und Kontrollprobanden, wihrend die LADA Dia-
betiker einen héheren Median als Typ 2 Diabetiker aufzeigten.

Die bei den Diabetikern insgesamt angezeigte erhohte Ruhesekretion von IL-1pB und IL-6

konnte auf eine gewisse Grundaktivierung des Immunsystems bei Diabetikern hinweisen.
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Dies erscheint vor dem Hintergrund, dass pathogenetisch sowohl beim Typ 1 Diabetes als
auch beim Typ 2 Diabetes dem Immunsystem eine aktive Rolle zugeschrieben wird, nicht un-
erwartet [45;146;214;215]. Beide Zytokine werden den pro-inflammatorischen Zytokinen zu-
geteilt, wobei fiir das Zytokin IL-1B eine B-Zell-zytotoxische Wirkung und eine ursichliche
Rolle fiir den Verlust der -Zellen sowohl bei Typ 1 Diabetes als auch bei Typ 2 Diabetes be-
schrieben wird [45;57;70;72;74]. Auf eine vorliegende Grundaktivierung des Immunsystems
bei Diabetikern weisen auch die Ergebnisse einer Untersuchung von Alexandraki ef al. hin,
indem bei Typ 1 und Typ 2 Diabetikern im Vergleich zu gesunden Probanden eine hohere
Anzahl an IL-1P und IL-6 sezernierenden Zellen nachgewiesen wurde [89]. Dariiber hinaus
konnte die erhohte Ruhesekretion ursdchlich fiir eine erhohte Konzentration der Zytokine im
Serum von Diabetikern sein. Wéhrend fiir das Zytokin IL-6 bei Typ 1 Diabetikern, LADA
Diabetikern und Typ 2 Diabetikern im Vergleich zu gesunden Probanden erhohte Konzen-
trationen im Serum gemessen wurden, konnten beim Zytokin IL-1B abhingig von der kon-
sultierten Literatur zum einen fiir Typ 1 Diabetiker im Vergleich zu gesunden Probanden er-
hohte Konzentrationen im Serum nachgewiesen und zum anderen diesbeziiglich kein Unter-
schied zwischen Typ 1 Diabetikern beziehungsweise Typ 2 Diabetikern und Kontrollpro-
banden aufgezeigt werden [76;89;165;216]. Die Abweichung zwischen den Aussagen der
angefiihrten Untersuchungen konnte moglicherweise auf Unterschiede zwischen den Pro-
banden zuriickzufiihren sein.

Wiéhrend ein nicht nachweisbarer Unterschied zwischen den Typ 1 Diabetikern und den
LADA Diabetikern mit einer vorhandenen immunologischen Ahnlichkeit erklirbar ist, er-
scheint die im Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern verminderte Ruhe-
sekretion der Typ 2 Diabetiker fiir die Zytokine IL-1p und IL-6 im Hinblick auf nachfolgende
Untersuchungsergebnisse unerwartet [5]. In der oben angesprochenen Untersuchung von
Alexandraki et al. wiesen die Typ 2 Diabetiker im Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern eine
hohere Anzahl an IL-1p und IL-6 sezernierenden Zellen in Ruhe sowie eine erhdhte Konzen-
tration von IL-6 im Serum auf, wobei keine Adjustierung fiir die bei den Typ 2 Diabetikern
im Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern erhohten Werte fiir Triglyceride erfolgte, eine Beein-
flussung durch das Fettgewebe somit nicht ausgeschlossen werden kann [89]. Des Weiteren
konnte von Pham et al. fiir Typ 2 Diabetiker im Vergleich zu Typ 1 Diabetikern und LADA
Diabetikern eine erhohte Konzentration von IL-6 im Serum auch nach Adjustierung fiir Ge-
schlecht, Alter, Diabetesdauer sowie BMI und von Ohno et al. fiir Typ 2 Diabetiker im Ver-
gleich zu Typ 1 Diabetikern eine erhdhte Ruhesekretion von IL-1f und IL-6 durch isolierte
Immunzellen iiber 24h aufgezeigt werden [165;217]. Die Méglichkeit einer Ubertragung der

Ergebnisse von isolierten Zellen auf Vollblutstimulation bleibt fraglich.
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Unter Berticksichtigung, dass der subklinischen Inflammation eine mitwirkende Rolle in der
Pathogenese des Typ 2 Diabetes zugeschrieben wird, wiirde allgemein bei den Typ 2 Diabe-
tikern eine zumindest den Typ 1 Diabetikern entsprechende respektive hohere Ruhesekretion
den Erwartungen entsprechen, zumal auch das vermehrte Fettgewebe bei Typ 2 Diabetes zu
erhohten pro-inflammatorischen Zytokinen fiihrt [216;218]. Insbesondere im Hinblick auf die
dem Zytokin IL-6 zugeschriebene Schliisselrolle in der Entwicklung der Insulinresistenz,
welche pathogenetisch neben der Funktionsstorung der B-Zellen als ursédchlich fiir den Typ 2
Diabetes angesehen wird, wiirde bei den Typ 2 Diabetikern eine hohere Ruhesekretion von
IL-6 den Erwartungen entsprechen [31;219].

Interessant erscheint dariiber hinaus, dass der beim Zytokin IL-6 angezeigte Unterschied
zwischen den Typ 1 Diabetikern und den Typ 2 Diabetikern fiir die Ruhesekretion mit einem
im Vergleich bei den Typ 1 Diabetikern hoheren Median nur nach einer Adjustierung fiir die
anthropometrischen oder klinisch-chemischen Einflussfaktoren nachweisbar ist, wobei die
Typ 2 Diabetiker unter anderem sowohl beim BMI als auch bei den Triglyceriden im Ver-
gleich zu den Typ 1 Diabetikern jeweils erhohte Werte aufwiesen. Unter der Annahme, dass
erhohte Werte fiir BMI und Triglyceride mit einer erhdhten Fettgewebsmasse korrespon-
dieren, bestdtigt sich der in der Literatur beschriebene Zusammenhang zwischen einer er-
hohten Fettgewebsmasse und einer gesteigerten Sekretion von IL-6 [218]. Weiterfithrend
konnen diese Ergebnisse dahingehend interpretiert werden, dass die Typ 1 Diabetiker eine
iiber das Fettgewebe hinausgehende erhohte Stimulierbarkeit fiir IL-6 aufweisen, welche als
vermehrte Aktivierbarkeit der angeborenen Immunitét verstanden werden kann.

Beim Zytokin RANTES wurde im unadjustierten Vergleich ein Unterschied zwischen den
Typ 2 Diabetikern mit einem héheren Median und den Kontrollprobanden mit einem im Ver-
gleich geringeren Median angegeben. Wihrend bei einer Adjustierung fiir die anthropo-
metrischen Einflussfaktoren kein Unterschied zwischen den Gruppen angezeigt wurde, konnte
bei einer Adjustierung fiir die klinisch-chemischen Einflussfaktoren dieser Unterschied wie-
derum festgestellt werden.

Anhand der Mediane fiir RANTES ergab sich korrespondierend zu den Zytokinen IL-1p und
IL-6 eine erhdhte Ruhesekretion der Diabetiker im Vergleich zu den gesunden Probanden,
wobei nur fiir die Typ 2 Diabetiker diesbeziiglich ein statistisch signifikanter Unterschied
angezeigt wurde. Insgesamt zeigten die einzelnen Diabetesgruppen dhnliche Werte und der
Unterschied zu den Kontrollprobanden war quantitativ nur gering ausgeprigt. Auffillig war
die im Vergleich zu den Diabetikern vermehrte Streuung der Messwerte bei den Kontrollpro-
banden, wobei diese bei Betrachtung der Abbildungen fiir die Ruhesekretion bei den Zyto-

kinen IL-1B und IL-6 der biologischen Variabilitidt zugeschrieben werden kann. Die im Ver-

124



gleich verminderte Streuung der Messwerte der Diabetiker ist vermutlich darauf zuriick-
zufiihren, dass bei allen Gruppen der Diabetiker mehrere Messwerte auflerhalb des Messbe-
reichs lagen, diese mit einem angepassten Wert ersetzt wurden und somit nachfolgend die
Streuung innerhalb der Gruppe vermindert wurde.

Auch beim Zytokin RANTES konnte eine erhohte Ruhesekretion der Diabetiker auf eine
Grundaktivierung des Immunsystems bei Diabetes hinweisen und ursichlich fiir eine erhohte
Konzentration von RANTES im Blut bei Diabetikern sein. Bei Typ 1 Diabetikern als auch bei
Typ 2 Diabetikern konnten im Vergleich zu gesunden Probanden erhdhte Konzentrationen
von RANTES im Blut nachgewiesen werden [73;104]. Im Hinblick auf seine Wirkung wird
dem Zytokin RANTES unter anderem eine mitwirkende Rolle bei der Proliferation und Akti-
vierung von T-Zellen zugeschrieben [105].

Unter funktionellen Gesichtspunkten zeigt sich, dass die Zytokine IL-1f, IL-6 und RANTES,
bei denen eine im Vergleich zu den Kontrollprobanden erhdhte Ruhesekretion der Diabetiker
nachweisbar war, funktionell eher der angeborenen Immunitit zugeteilt werden [220;221].
Daraus ldsst sich ableiten, dass die beobachtete Grundaktivierung des Immunsystems bei Dia-
betikern eher durch die angeborene Komponente vermittelt wird, wobei starke Verkniipf-

ungen zwischen der angeborenen und erworbenen Komponente bestehen [222].

Stimulierte Zytokinsekretion und Einfluss von Adjustierung

Im Hinblick auf die Zytokinsekretion nach Stimulation zeigte sich anhand der Mediane beim
Zytokin IL-6 bei den Typ 2 Diabetikern im Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern und LADA
Diabetikern eine erhohte Stimulationsantwort auf LPS und beim Zytokin RANTES bei den
Diabetikern im Vergleich zu den Kontrollprobanden eine geringere Stimulationsantwort auf
LPS und PHA.

Beim Zytokin IL-6 wurde fiir die Stimulation mit LPS bei einer Adjustierung fiir klinisch-
chemische Einflussfaktoren ein Unterschied zwischen den Typ 2 Diabetikern mit einem
hoheren Median und den Typ 1 Diabetikern beziehungsweise LADA Diabetikern mit jeweils
einem im Vergleich geringeren Median angegeben.

Dieses Ergebnis steht einmal im Einklang und einmal im Widerspruch zu den Ergebnissen
anderer Untersuchungen. Bei einer Stimulation von isolierten Immunzellen mit LPS iiber
einen Zeitraum von 24h konnte fiir die Sekretion von IL-6 zum einen in der oben angefiihrten
Untersuchung von Ohno et al. fiir Typ 2 Diabetiker im Vergleich zu Typ 1 Diabetikern er-
hohte Werte und zum anderen in einer Untersuchung von Foss-Freitas ef al. fiir Typ 1 Diabe-

tiker im Vergleich zu Typ 2 Diabetikern erhohte Werte beobachtet werden [217;223]. Den
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vorliegenden Ergebnissen entsprechend wiesen in der oben angefiihrten Untersuchung von
Alexandraki ef al. die Typ 2 Diabetiker nach Stimulation mit PMA {iiber 24h im Vergleich zu
den Typ 1 Diabetikern eine hohere Anzahl an IL-6 sezernierenden Zellen auf [89]. Es sollte
allerdings berticksichtigt werden, dass in den angefiihrten Untersuchungen im Gegensatz zu
der hier vorliegenden Stimulation von Zellen im Vollblut jeweils isolierte Zellen stimuliert
wurden und bei letztgenannter Untersuchung mit PMA anstatt mit dem hier verwendeten LPS
stimuliert wurde.

Beim Vergleich der Ergebnisse fiir die Ruhesekretion und die Stimulationsantwort auf LPS
fallt auf, dass die Gruppen der Diabetiker jeweils entgegengesetzte Reaktionen aufzeigten,
welches moglicherweise fiir ein Ungleichgewicht der Immunantwort in vitro spricht. Wahrend
die Typ 1 Diabetiker und LADA Diabetiker im Vergleich zu den Typ 2 Diabetikern eine
hohere Ruhesekretion und eine geringere Stimulationsantwort aufwiesen, zeigten die Typ 2
Diabetiker eine geringere Ruhesekretion und eine hohere Stimulationsantwort. Angemerkt
werden muss, dass diese Unterschiede unter einer Adjustierung fiir die klinisch-chemischen
Einflussfaktoren festgestellt wurden und somit bestehende Unterschiede zwischen den Grup-
pen beziiglich der Werte fiir Blutglukose, HbAlc, Triglyceride und C-Peptid beriicksichtigt
wurden.

Es konnte ein Mechanismus der negativen Riickkopplung vorliegen, indem eine erhdhte
Ruhesekretion nachfolgend eine Abschwéchung der Stimulationsantwort bedingt.

Beim Zytokin RANTES konnte im unadjustierten Vergleich fiir die Stimulationen mit PHA
und LPS ein Unterschied zwischen den Typ 2 Diabetikern beziechungsweise LADA Diabe-
tikern mit einem jeweils geringeren Median als bei den Kontrollprobanden festgestellt wer-
den. Bei einer Adjustierung fiir die anthropometrischen Einflussfaktoren wurde nur fiir die
Stimulation mit LPS ein Unterschied zwischen den Typ 2 Diabetikern mit einem geringeren
Median als bei den Kontrollprobanden angezeigt. Infolge einer Adjustierung fiir die klinisch-
chemischen Einflussfaktoren wurden Unterschiede fiir die Stimulation mit PHA zwischen den
Typ 2 Diabetikern mit einem geringeren Median als bei den Kontrollprobanden sowie fiir die
Stimulation mit LPS zwischen den Typ 2 Diabetikern beziehungsweise LADA Diabetikern
mit jeweils einem geringeren Median als bei den Kontrollprobanden angezeigt.

Sowohl bei der Stimulation mit PHA als auch bei der Stimulation mit LPS wiesen die
Diabetiker eine geringere Stimulationsantwort mit RANTES im Vergleich zu den Kontroll-
probanden auf, wobei die Unterschiede quantitativ allerdings nur gering ausgepréigt waren und
nur der angezeigte Unterschied zwischen den Typ 2 Diabetikern mit einem hdheren Median
und den Kontrollprobanden mit einem im Vergleich geringeren Median fiir die Stimulation

mit LPS bei einer Adjustierung konstant angezeigt wurde. Die auch bei den Stimulationen mit
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PHA und LPS sichtbare erhohte Streuung der Messwerte bei den Kontrollprobanden im
Vergleich zu den Diabetikern kann am ehesten darauf zuriickgefiihrt werden, dass bei allen
Gruppen der Diabetiker mehrere Messwerte aullerhalb des Messbereichs lagen, diese mit
einem angepassten Wert ersetzt wurden und somit die Streuung innerhalb der Gruppe ver-
mindert wurde. Die verminderte Stimulationsantwort der Diabetiker fiir PHA und LPS konnte
durch die erhohte Ruhesekretion in Form einer negativen Riickkopplung bedingt sein und
Ausdruck einer verminderten Reaktionsfdhigkeit des Immunsystems auf einen additionalen
Stimulationsreiz bei vorliegender Diabeteserkrankung hinweisen. Diese Annahme kann fiir
die Ruhesekretion und die Stimulationsantwort auf LPS anhand der dargestellten Mediane
auch auf die Zytokine IL-1B und IL-8 iibertragen werden, mit Ausnahme der oben dar-
gestellten erhdhten Stimulationsantwort bei den Typ 2 Diabetikern auch auf das Zytokin IL-6,
allerdings teststatistisch nur fiir das Zytokin RANTES {iber die angezeigten Unterschiede
hinausgehend formuliert werden.

In klinischer Hinsicht konnte eine verminderte Reaktionsféhigkeit des Immunsystems bei der
Diabeteserkrankung urséchlich respektive mitwirkend bei der im Rahmen einer Diabeteser-

krankung oft beobachteten Infektanfilligkeit sein [4].

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich die untersuchten Gruppen in der Ruhesekretion
unterscheiden konnen, und hierbei die Diabetiker bei den Zytokinen IL-1B, IL-6 und
RANTES eine erhohte Zytokinsekretion aufweisen. Des Weiteren konnen aber auch Unter-
schiede in der stimulierten Zytokinsekretion aufgezeigt werden, indem sowohl beim Zytokin
IL-6 fiir die Typ 2 Diabetiker im Vergleich zu den Typ 1 und LADA Diabetikern eine starkere
als auch beim Zytokin RANTES fiir die Diabetiker im Vergleich zu den Kontrollprobanden
eine verminderte Stimulierbarkeit vorzuliegen scheint. Ob das damit gezeigte Un-
gleichgewicht der Zytokinantwort urséchlich fiir die Diabeteserkrankung oder Diabetesform
ist, kann anhand des hier gewéhlten Untersuchungsansatzes nicht abschliefend geklart wer-

den, da die Ergebnisse assoziiert aber vermutlich nicht kausal einzuordnen sind.

4.1.3 Zusammenhinge zwischen der Zytokinsekretion und anthropometrischen oder

klinisch-chemischen Einflussfaktoren bei Vollblutstimulation

Hinsichtlich der zweiten Fragestellung sollte zusdtzlich untersucht werden, ob ein Zusammen-
hang beziehungsweise eine Abhingigkeit zwischen der Zytokinsekretion bei Vollblutstimu-
lation und bestimmten anthropometrischen sowie klinisch-chemischen Einflussfaktoren be-

steht.
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Es konnten nur in einer geringen Anzahl bei den einzelnen Gruppen Zusammenhinge in Form
von Abhingigkeiten zwischen der Zytokinsekretion und bestimmten Einflussfaktoren be-
obachtet und dariiber hinaus keine alle Gruppen umfassenden GesetzméaBigkeiten festgestellt
werden.

Die explorative und multiple Untersuchung auf Zusammenhinge zwischen der Zytokin-
sekretion und bestimmten anthropometrischen und klinisch-chemischen Einflussfaktoren er-
folgte dabei fiir die Ruhesekretion beziehungsweise die Stimulationsantwort eines Zytokins,
bei der vorangehend Gruppenunterschiede aufgezeigt werden konnten. Insgesamt wurden
teststatistisch bei 264 Korrelationsuntersuchungen 12 Assoziationen und nachfolgend bei 12
Regressionsuntersuchungen 8 Abhidngigkeiten festgestellt, wobei 5 dieser Abhingigkeiten
auch bei einer Adjustierung fiir jeweils verschiedene Einflussfaktoren bestehen blieben. Von
Bedeutung ist dabei, dass die Korrelationsuntersuchung anhand der Berechnung des
Spearman-Korrelationskoeffizienten monotone Assoziationen iiberpriift, wihrend die nach-
folgende Regressionsuntersuchung im Rahmen der angewandten linearen Regressionsmodelle
nur lineare Abhingigkeiten liberpriift [224]. Aufgrund der geringen Probandenanzahl wurden
die Typ 1 Diabetiker und LADA Diabetiker in einer Gruppe zusammengefasst.

Bei den anthropometrischen Einflussfaktoren zeigte sich bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker
und LADA Diabetiker fiir die Ruhesekretion von IL-1f eine positive Abhidngigkeit vom Alter
und fiir die Stimulationsantwort mit RANTES fiir PHA eine negative Abhéngigkeit vom
Alter, welche beide allerdings nach der Adjustierung fiir die Diabetesdauer nicht mehr nach-
weisbar waren. Bei den Kontrollprobanden konnte fiir die Ruhesekretion von IL-6 eine posi-
tive und bei Adjustierung bestehen bleibende Abhingigkeit vom Alter festgestellt werden. Bei
den klinisch-chemischen Einflussfaktoren zeigte sich bei den Typ 2 Diabetikern und Kon-
trollprobanden fiir die Ruhesekretion von IL-6 jeweils eine positive und bei Adjustierung
bestehen bleibende Abhéngigkeit von den Triglyceriden. Bei den Typ 2 Diabetikern konnte
dariiber hinaus fiir die Ruhesekretion von IL-1p eine positive Abhdngigkeit von den Tri-
glyceriden beobachtet werden, welche bei einer Adjustierung fiir HbAlc nicht mehr nach-
weisbar war. Des Weiteren konnte bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker und LADA Diabe-
tiker fiir die Stimulationsantwort mit RANTES fiir GAD sowie bei den Kontrollprobanden fiir
die Stimulationsantwort mit IL-8 fiir GAD jeweils eine positive und bei Adjustierung

bestehen bleibende Abhédngigkeit vom C-Peptid festgestellt werden.

Fiir den anthropometrischen Einflussfaktor Alter wurden in dieser Arbeit eine positive Ab-
hiangigkeit der Ruhesekretion von IL-6 bei den gesunden Probanden sowie eine positive Ab-

hiangigkeit der Ruhesekretion von IL-1B bei den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern
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aufgezeigt, wobei letztgenannte Abhdngigkeit bei einer Adjustierung fiir die Diabetesdauer
hier nicht mehr nachweisbar war. Zusitzlich zeigte sich bei den Typ 1 Diabetikern und LADA
Diabetikern eine negative Abhédngigkeit der Stimulationsantwort mit RANTES fiir PHA vom
Alter, welche infolge einer Adjustierung fiir die Diabetesdauer nicht mehr nachweisbar war.
Bei den tibrigen Gruppen konnte fiir die Ruhesekretion beziehungsweise Stimulationsantwort
bei den jeweiligen Zytokinen kein Zusammenhang mit dem Alter festgestellt werden.

Der Anstieg der Ruhesekretion von IL-6 bei den gesunden Probanden beziehungsweise von
IL-1B bei den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern mit einem hoheren Lebensalter der
Probanden ist in der Hinsicht interessant, dass beide Zytokine den pro-inflammatorischen
Zytokinen zugeordnet werden konnen und im hoheren Lebensalter die Entwicklung einer ge-
ringgradigen Inflammation mit einhergehender Funktionsabnahme des Immunsystems ange-
nommen wird [45;225]. In diesem Kontext konnte die hier aufgezeigte erhdhte Ruhesekretion
der Immunzellen Ausdruck einer im hoheren Lebensalter auftretenden Inflammation sein.
Wihrend im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung isolierte Zellen
von jungen und alten Probanden in einer Untersuchung von Beharka et al. fiir die Ruhe-
sekretion von IL-6 beziehungsweise in einer Untersuchung von Fagiolo et al. fiir die Ruhe-
sekretion von IL-1B jeweils keine Unterschiede aufzeigten, finden sich in der Literatur
unterschiedliche Angaben hinsichtlich der Zytokinkonzentration von IL-6 und IL-1$ im Blut
[226;227]. Es wird sowohl von hoheren Zytokinkonzentrationen von IL-6 im Blut bei élteren
Probanden als auch von vergleichbaren Zytokinkonzentrationen von IL-6 im Blut zwischen
jungen und dlteren Probanden berichtet [227-230]. Als Grund fiir die widerspriichlichen Er-
gebnisse fiir die Zytokinkonzentration von IL-6 im Blut werden unter anderem Unterschiede
zwischen den Untersuchungen in Bezug auf das Lebensalter und den Gesundheitszustand der
Probanden angegeben [231]. Fiir das Zytokin IL-1p wird in Abhédngigkeit der angefiihrten
Untersuchung zum einen von einer erhdhten Zytokinkonzentration von IL-1p im Blut bei
dlteren Probanden im Vergleich zu jlingeren Probanden berichtet und zum anderen ein Zu-
sammenhang zwischen der Zytokinkonzentration von IL-1B im Blut und dem Alter zu-
rickgewiesen [232;233].

Unbeachtet der teils widerspriichlichen Aussagen konnte der aufgezeigte positive Zusammen-
hang zwischen der Ruhesekretion der jeweiligen Zytokine und dem Alter urséchlich sowohl
fiir eine im Alter auftretende geringgradige Inflammation als auch fiir die teils nachweisbare
erhohte Zytokinkonzentration im Blut sein. Weiter konnte der bei den Typ 1 Diabetikern und
LADA Diabetikern angezeigte negative Zusammenhang zwischen der Stimulationsantwort
von RANTES fiir PHA Anzeichen einer Funktionsabnahme des Immunsystems im Alter sein.

Beriicksichtigt werden sollte, dass ein Zusammenhang bei den Zytokinen jeweils nur bei einer
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Probandengruppe aufgezeigt werden konnte, die Anzahl der Probanden in jeder Gruppe nur
gering war und die bei den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern aufgezeigten Abhén-

gigkeiten bei einer Adjustierung fiir die Diabetesdauer nicht mehr nachweisbar waren.

Fiir den klinisch-chemischen Einflussfaktor Triglyceride konnte eine positive und bei einer
Adjustierung fiir Blutglukose, HbAlc oder C-Peptid bestehen bleibende Abhéngigkeit der
Ruhesekretion von IL-6 bei den gesunden Probanden und Typ 2 Diabetikern aufgezeigt wer-
den. Dieser Trend, wenn auch nicht teststatistisch signifikant, wurde auch anhand des Korre-
lationskoeffizienten bei den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern erkennbar. Zusétzlich
zeigte sich bei den Typ 2 Diabetikern eine positive Abhdngigkeit der Ruhesekretion von IL-
1B von den Triglyceriden, welche bei einer Adjustierung fiir HbAlc nicht mehr nachweisbar
war. Bei den iibrigen Gruppen konnte fiir die Ruhesekretion von IL-1B kein Zusammenhang
mit den Triglyceriden festgestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der Konzentration
an Triglyceriden im Blut und der Ruhesekretion von IL-6 und IL-1p bei den Typ 2 Diabe-
tikern beziehungsweise von IL-6 bei den Kontrollprobanden beobachtet werden. Somit stellt
sich nachfolgend die Frage, ob eine erhdhte Konzentration von Triglyceriden im Blut die
Zytokinsekretion durch Immunzellen direkt beeinflusst oder aber die Begleiterscheinung einer
vermehrten Fettgewebsmasse darstellt und eine damit einhergehende Aktivierung des Immun-
systems die Grundlage fiir die erhohte Ruhesekretion bildet [218;234]. Eine durch freie Fett-
sduren vermittelte Erhohung der Konzentration an Triglyceriden im Blut infolge einer Expan-
sion des Fettgewebes und die Beobachtung, dass eine Expansion des Fettgewebes mit einer
Aktivierung des Immunsystems einhergeht, stiitzen die letztgenannte Vorstellung. Gleich-
zeitig konnte eine erhohte Konzentration an freien Fettsduren im Blut selbst als Ursache fiir
die erhohte Ruhesekretion in Frage kommen. Eine Untersuchung von Simon ef al. zeigte, dass
eine Inkubation von Vollblutproben mit freien Fettsduren iiber 24h eine gesteigerte Sekretion
von IL-2 und IL-18 bewirkt [173]. Eine Ubertragung der Ergebnisse von freien Fettsiuren auf
Triglyceride und von den Zytokinen IL-2 und IL-18 auf die hier untersuchten Zytokine IL-18
und IL-6 sollte allerdings mit Riicksicht auf die nur eingeschrinkte Vergleichbarkeit der ver-
schiedenen Formen von Lipiden beziehungsweise der Zytokine kritisch betrachtet werden.
Des Weiteren konnte in einer Untersuchung von Kern et al. eine Korrelation zwischen der
Konzentration von IL-6 und der Konzentration von freien Fettsduren im Blut von Probanden
beobachtet werden [235]. Fiir eine direkte Beeinflussung der Zytokinsekretion von Immun-
zellen durch Triglyceride sprechen die Ergebnisse zweier Untersuchungen von Son et al.

beziehungsweise Persson et al., bei denen in Verbindung mit einer erhdhten Beladung von
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Makrophagen mit Triglyceriden jeweils eine gesteigerte Sekretion von IL-1B und in letzt-
genannter Untersuchung zusitzlich eine verminderte Sekretion von IL-6 festgestellt werden
konnte [236;237]. Eine Verringerung der Sekretion von IL-6 steht allerdings im Widerspruch
zu den Ergebnissen dieser Arbeit.

Die Abhingigkeit der Ruhesekretion von den Triglyceriden konnte moglicherweise auf eine
Form von physiologischem Regulationsmechanismus hinweisen, indem eine Erhéhung der
Triglyceride im Blut iiber die Erhohung der Zytokinsekretion metabolische Regulations-
mechanismen zur Senkung der Konzentration an Lipiden im Blut induziert. Diese Vorstellung
unterstiitzend konnte in einer Untersuchung von Al-Khalili ef al. am Skelettmuskel eine 1L-6
vermittelte Aufnahme von freien Fettsduren aufgezeigt und in einer anderen Untersuchung im
Mausmodell infolge einer IL-6 induzierten gesteigerten Bildung von Lipoproteinen nach-
folgend eine Senkung der Konzentration von Triglyceriden im Blut beobachtet werden
[238;239]. Es wird allgemein davon ausgegangen, dass Zytokine eine tragende Rolle in meta-
bolischen Regulationsvorgingen spielen [240].

Wihrend die geringe Probandenanzahl in den einzelnen Gruppen beriicksichtigt werden sollte
und die Frage einer direkten Beeinflussung der Zytokinsekretion durch Triglyceride nicht ein-
deutig beantwortet werden kann, ist die Feststellung einer auch infolge einer Adjustierung fiir
verschiedene Einflussfaktoren bestehen bleibende Abhédngigkeit der IL-6 Ruhesekretion von
der Konzentration an Triglyceriden im Blut bei den Typ 2 Diabetikern und Kontrollprobanden
auffillig. Zusétzlich sei die bei den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern diesbeziiglich
im Rahmen der Korrelationsuntersuchung sichtbare Tendenz als Hinweis auf ein moglicher-

weise generelleres Phanomen erwihnt.

Fiir den klinisch-chemischen Einflussfaktor C-Peptid konnte nach GAD Stimulation bei den
Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern fiir die Stimulationsantwort von RANTES sowie
bei den Kontrollprobanden fiir die Stimulationsantwort von IL-8 eine positive und bei einer
Adjustierung fiir Blutglukose, HbAlc oder Triglyceride bestehen bleibende Abhéngigkeit auf-
gezeigt werden. Bei den iibrigen Gruppen konnte fiir die Stimulationsantwort von RANTES
beziehungsweise IL-8 nach GAD Stimulation jeweils kein Zusammenhang mit dem C-Peptid
festgestellt werden.

Die Hohe des C-Peptids, das d&quimolar mit Insulin von den B-Zellen ausgeschiittet wird, dient
als Marker der endogenen Insulinsekretion [6;241]. Der positive Zusammenhang zwischen
der Sekretion von RANTES nach GAD Stimulation und dem C-Peptid deutet darauf hin, dass
der Grad der Zerstorung der B-Zellen mit der Stirke der Immunreaktion zusammenhingt. Je

mehr C-Peptid vorhanden ist, desto mehr RANTES wird nach Stimulation mit GAD sezer-
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niert beziehungsweise je mehr funktionierende B-Zellen noch da sind, desto stirker ist die
Immunreaktion. Die GAD-reaktiven Immunzellen werden bei noch vorhandenen B-Zellen
starker aktiviert. Allerdings sollte dabei beriicksichtigt werden, dass der Abfall des C-Peptids
im Krankheitsverlauf des Typ 1 Diabetes quantitativ eine individuelle Variation aufweist und
bei klinischer Manifestation zwischen 80 und 90% der P-Zellen bereits zerstort sind
[4;25;242]. Des Weiteren zeigte eine Untersuchung von Pham et al., dass bei Typ 1 Diabe-
tikern eine positive Korrelation zwischen der Konzentration von C-Peptid und der Kon-
zentration von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und TNF-a im Serum besteht
[243]. In der Arbeit von Pham et al. wurden die Ergebnisse dahingehend interpretiert, dass
eine anhand des C-Peptids feststellbare bessere Funktionsfdhigkeit der B-Zellen mit einer
starkeren inflammatorischen Aktivitit verbunden ist und diese Aktivitit des Immunsystems
durch residuale B-Zellen aufrecht erhalten wird.

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse dieser Untersuchung kénnte die bei den Typ 1 Diabe-
tikern und LADA Diabetikern aufgezeigte erhohte Reaktivitit der Immunzellen fiir GAD in
Form der gesteigerten Sekretion von RANTES bei hoherem C-Peptid Ausdruck einer stér-
keren inflammatorischen Aktivitdt des Immunsystems sein, welche durch residuale B-Zellen
aufrecht erhalten wird. Die Anzahl an residualen B-Zellen konnte demnach das Ausmal} der
inflammatorischen Aktivitdt des Immunsystems bestimmen und diese konnte bei gesteigerter
Reaktivitdt die B-Zellzerstorung vorantreiben. Eine zusdtzlich bei den Typ 1 Diabetikern und
LADA Diabetikern nachweisbare positive Korrelation zwischen der Stimulationsantwort von
RANTES fiir LPS und der Konzentration von C-Peptid im Blut der Probanden stiitzt die Vor-
stellung einer anhand eines hoheren C-Peptids angezeigten gesteigerten Aktivitdt des Immun-
systems, wenngleich mit LPS im Vergleich zum Inselantigen GAD ein nicht Typ 1 Diabetes-
assoziierter Stimulus vorliegt [241;244].

4.2 Leukozytenstimulation

4.2.1 Vergleich der Gruppen nach Leukozytenstimulation

Hinsichtlich der ersten Fragestellung, ob die Antigenstimulation von isolierten Immunzellen
zu unterschiedlichen Konzentrationen an Zytokinen in den verschiedenen Gruppen fiihrt, war
nur in wenigen Vergleichen ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
nachweisbar. Bei einer Adjustierung fiir bestimmte Einflussfaktoren konnten Verdnderungen
beziiglich der teststatistisch angezeigten Unterschiede beobachtet werden, wobei keine Kor-

rektur fiir multiples Testen angewendet wurde. Fiir die Antigene GAD, HSP60, p277 und
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pIA-2 konnte korrespondierend zu den Ergebnissen der Vollblutstimulation im Wesentlichen
keine stimulatorische Wirkung aufgezeigt werden.

Beim Zytokin MCP-1 konnte bei den LADA Diabetikern fiir die Stimulationen mit PI eine im
Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern und Typ 2 Diabetikern sowie fiir die Stimulation mit
pIA-2 eine im Vergleich zu den Typ 2 Diabetikern statistisch signifikant geringere Stimu-
lationsantwort festgestellt werden.

Die Zytokinkonzentration von MCP-1 im Zelliiberstand war nach Stimulation mit PI bei den
LADA Diabetikern deutlich niedriger als bei den Typ 1 Diabetikern und Typ 2 Diabetikern.
Im Vergleich zu den Kontrollprobanden zeigte sich ein numerisch um ein Vielfaches niedri-
gerer Wert, wobei der Unterschied nicht als statistisch signifikant angezeigt wurde.

Die im Vergleich zu den Typ 1 Diabetikern beziehungsweise Typ 2 Diabetikern verminderte
Stimulationsantwort der LADA Diabetiker fiir die Stimulation mit PI ist im Besonderen in
Hinsicht auf den angezeigten Unterschied zwischen den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabe-
tikern interessant. Die in der Literatur beschriebene immunologische Ahnlichkeit zwischen
dem Typ 1 Diabetes und dem LADA wiirde eher fiir eine zwischen den Typ 1 Diabetikern
und LADA Diabetikern vergleichbare Stimulationsantwort sprechen [5]. Allerdings sollte
beriicksichtigt werden, dass der Typ 1 Diabetiker bei Diagnose sogleich Insulinbediirftig ist,
der LADA Diabetiker aber nach Diagnose mindestens 3-6 Monate ohne Insulin gut eingestellt
ist, was darauf hindeutet, dass die endogene Insulinsekretion und die B-Zellmasse beim
LADA Patienten besser und ldnger erhalten ist, was eventuell durch eine verminderte
immunologische Autoreaktivitdt bei LADA erklarbar wire [5;245].

In funktioneller Hinsicht bewirkt das zu den CC-Chemokinen zdhlende MCP-1 bei Inflam-
mation eine Rekrutierung von Monozyten, Gedachtnis-T-Zellen und dendritischen Zellen
[246;247]. Eine Untersuchungen auf MCP-1 im Serum bei Diabetikern zeigte keinen Unter-
schied von LADA und Typ 1 Diabetes [245]. Bei priadiabetischen Personen mit multiplen Typ
1 Diabetes-assoziierten Antikdrpern wiesen allerdings die Personen mit multiplen Antikor-
pern im Vergleich mit Personen ohne Antikorper die niedrigsten MCP-1-Spiegel im Serum
auf [138]. Des Weiteren nahmen bei neu diagnostizierten Typ 1 Diabetikern die MCP-1-
Serumspiegel 6 und 12 Monate nach Diabetesdiagnose ab, sodass eine Assoziation von MCP-
1 und Krankheitsstadium bereits gezeigt wurde [248]. In diesem Zusammenhang ist auch
interessant, dass im fiir den Typ 1 Diabetes eingesetztem Tiermodell der NOD Maus die pan-
kreatische MCP-1 Expression auf Inseln {iber die Generation von tolerogenen CD11c- und
CD11b-positiven dendritischen Zellen einen Diabetes hemmen konnte [246].

Nach Adjustierung fiir anthropometrische Einflussfaktoren fiel der Unterschied zwischen Typ

1 Diabetes und LADA in den hier vorgestellten Daten weg, allerdings blieb er beim Vergleich
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von LADA und Typ 2 Diabetes erhalten. Welche Rolle der MCP-1-Sekretion nach PI-Stimu-
lation zugesprochen werden kann, bedarf weiterer mechanistischer Experimente.

Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen der Leukozytenstimulation konnte im Rah-
men der Vollblutstimulation kein Unterschied zwischen den Typ 1 Diabetikern und LADA
Diabetikern fiir die Stimulation mit LPS und PHA festgestellt werden. Dabei sind die bei der
Vollblutstimulation verwendeten Stimulantien PHA und LPS und der hier bei der Leuko-
zytenstimulation verwendete Stimulus PI in der Form vergleichbar, dass beide in Bezug auf
die Typ 1 Diabetes-assoziierten Antigene unspezifische Stimulantien darstellen und jeweils
die Funktion einer Positivkontrolle iibernehmen [113;126;249]. In Bezug auf vergleichbare
Ergebnisse in der Literatur kann eine Untersuchung von Strom et al. angefiihrt werden, bei
der anhand des ELISPOT-Verfahrens die Stimulationsantworten der Immunzellen von Typ 1
Diabetikern, LADA Diabetikern, Typ 2 Diabetikern und Kontrollprobanden miteinander ver-
glichen wurden [174]. Die hier untersuchten Zelliiberstinde wurden wihrend des ELISPOT-
Verfahrens im Rahmen jener Untersuchung gewonnen beziehungsweise nach Stimulation der
Immunzellen von diesen isoliert, weshalb sowohl die Inkubationszeit als auch die Konzen-
tration der Stimulantien vergleichbar sind. Das Probandenkollektiv der vorliegenden Arbeit
fiir die Leukozytenstimulation stellte dabei ein Teilkollektiv der oben genannten Untersuch-
ung dar. In der Untersuchung von Strom et al. konnte fiir die Sekretion von IL-13 und IFN-y
nach Stimulation mit PI kein Unterschied zwischen den Typ 1 Diabetikern, LADA Diabe-
tikern, Typ 2 Diabetikern und Kontrollprobanden festgestellt werden [174]. Dariiber hinaus
war fiir die Stimulationen mit HSP60, p277, GAD und pIA-2 kein Unterschied zwischen den
oben genannten Gruppen nachweisbar. Bedingt durch die Messung unterschiedlicher Zytokine
erscheint ein Vergleich dieser Ergebnisse mit den vorliegenden Ergebnissen problematisch,
wenngleich sowohl dem Zytokin IFN-y als auch dem Zytokin MCP-1 eine pro-inflam-
matorische Wirkung zugeschrieben wird [70].

Unabhéngig von der Konzentration von MCP-1 im Blut konnte die bei den LADA Diabeti-
kern geringere Stimulationsantwort der Immunzellen auf einen additionalen Stimulus wie PI
korrespondierend zu den Beobachtungen bei der Vollblutstimulation auf eine geringgradige
Grundaktivierung des Immunsystems hinweisen. Eine solche geringgradige Grundaktivierung
konnte Ausdruck einer aktuell ablaufenden autoimmunen Zerstérung der B-Zellen bei den
LADA Diabetikern sein. Von Bedeutung erscheint dabei, dass MCP-1 funktionell die Akti-
vierung und Proliferation von Leukozyten reguliert und ihm in der Pathogenese des Typ 1
Diabetes eine mitwirkende Rolle bei der Infiltration der Inseln zugeschrieben wird [103;250].
Beriicksichtigt werden muss beziiglich des hervorgehobenen Unterschieds zwischen den Typ

1 Diabetikern und LADA Diabetikern, dass der Unterschied zwischen beiden Gruppen bei
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einer Adjustierung sowohl fiir die anthropometrischen als auch klinisch-chemischen Einfluss-
faktoren nicht mehr nachweisbar war.

Des Weiteren wurde fiir das Zytokin MCP-1 fiir die Stimulation mit pIA-2 infolge einer Ad-
justierung fiir die klinisch-chemischen Einflussfaktoren ein Unterschied zwischen den LADA
Diabetikern mit einem geringeren Median und den Typ 2 Diabetikern mit einem im Vergleich
héheren Median angezeigt.

Die Stimulationsantwort der LADA Diabetiker fiir pIA-2 war im Vergleich zu allen weiteren
Gruppen numerisch geringer ausgepragt, wobei teststatistisch nur im Vergleich zu den Typ 2
Diabetikern ein Unterschied angezeigt wurde. Im Gegensatz zur Stimulation mit PI stellt der
Stimulus pIA-2 ein Typ 1 Diabetes-assoziiertes Antigen dar [241]. Den Ausfiihrungen fiir die
Stimulation mit PI entsprechend konnte die geringere Stimulationsantwort der Immunzellen
auf einen additionalen Stimulus wie plA-2 auf eine geringgradige Grundaktivierung des
Immunsystems im Rahmen einer ablaufenden autoimmunen Zerstérung der B-Zellen bei den
LADA Diabetikern hinweisen. Im Hinblick auf vergleichbare Ergebnisse in der Literatur
konnte in der Untersuchung von Strom et al. fiir die Stimulationsantwort von Immunzellen
auf pIA-2 in Form einer Sekretion von IL-13 und IFN-y kein Unterschied zwischen Typ 1
Diabetikern, LADA Diabetikern, Typ 2 Diabetikern und gesunden Probanden aufgezeigt
werden, wobei eine Ubertragung auf das Zytokin MCP-1 nur bedingt mdglich ist [174].

4.2.2 Zusammenhinge zwischen der Zytokinsekretion und anthropometrischen oder

klinisch-chemischen Einflussfaktoren bei Leukozytenstimulation

Fiir die erste Fragestellung sollte zusétzlich untersucht werden, ob ein Zusammenhang bezie-
hungsweise eine Abhidngigkeit zwischen der Zytokinsekretion in den Zelliiberstinden nach
Leukozytenstimulation und bestimmten anthropometrischen sowie klinisch-chemischen Ein-
flussfaktoren besteht.

Es konnten nur in einer geringen Anzahl bei den einzelnen Gruppen Zusammenhinge in Form
von Abhingigkeiten zwischen der Zytokinsekretion und bestimmten Einflussfaktoren be-
obachtet und dabei keine alle Gruppen umfassenden GesetzméBigkeiten festgestellt werden.
Die explorative und multiple Untersuchung auf Zusammenhinge zwischen der Zytokinsekre-
tion und bestimmten anthropometrischen sowie klinisch-chemischen Einflussfaktoren erfolgte
dabei fiir die Stimulationsantwort eines Zytokins, bei der vorangehend Gruppenunterschiede
aufgezeigt worden waren. Es konnten teststatistisch bei 64 Korrelationsuntersuchungen ins-
gesamt 7 Assoziationen und nachfolgend bei 7 Regressionsuntersuchungen insgesamt 5 Ab-

hiangigkeiten festgestellt werden, wobei 2 dieser Abhdngigkeiten auch bei einer Adjustierung

135



fiir jeweils verschiedene Einflussfaktoren bestehen blieben. Dabei sollte beriicksichtigt
werden, dass die Korrelationsuntersuchung anhand der Berechnung des Spearman-Korrela-
tionskoeffizienten monotone Assoziationen iiberpriift, wéhrend die Regressionsuntersuchung
im Rahmen der angewandten linearen Regressionsmodelle nur lineare Abhédngigkeiten {iber-
priift [224].

Bei den anthropometrischen Einflussfaktoren zeigte sich fiir die Stimulationsantwort mit
MCP-1 fiir PI bei der Gruppe der Typ 1 Diabetiker eine positive Abhingigkeit von der Diabe-
tesdauer und bei der Gruppe der LADA Diabetiker eine negative Abhdngigkeit vom Ge-
schlecht. Bei den klinisch-chemischen Einflussfaktoren konnte fiir die Stimulationsantwort
mit MCP-1 fiir PI bei den Typ 1 Diabetikern eine negative Abhéngigkeit vom HbAlc festge-
stellt werden, welche bei einer Adjustierung fiir das C-Peptid nicht mehr nachweisbar war.
Des Weiteren zeigte sich bei der Gruppe der LADA Diabetiker jeweils eine positive Ab-
hingigkeit von der Blutglukose zum einen fiir die Stimulationsantwort mit MCP-1 fiir PI, die
infolge einer Adjustierung fiir HbAlc nicht mehr nachweisbar war, und zum anderen fiir die
Stimulationsantwort mit MCP-1 fiir pIA-2, die infolge einer Adjustierung fiir Triglyceride

nicht mehr nachweisbar war.

Fiir den anthropometrischen Einflussfaktor Diabetesdauer konnte eine positive Abhédngigkeit
der Stimulationsantwort von MCP-1 fiir PI bei den Typ 1 Diabetikern aufgezeigt werden. Bei
den Gruppen der LADA Diabetiker und Typ 2 Diabetiker konnte fiir die Stimulationsantwort
von MCP-1 fiir PI kein Zusammenhang mit der Diabetesdauer festgestellt werden.

Der nachweisbare Zusammenhang zwischen der Erkrankungsdauer und der Reaktivitdt der
Immunzellen bei Typ 1 Diabetikern konnte auf eine Steigerung der Empfindlichkeit der
Immunzellen fiir eine Stimulation mit PI beziehungsweise eine Verringerung der fiir eine Sti-
mulationsantwort notwendigen Stimulusmenge hinweisen. Eine Untersuchung von Standifer
et al. zeigte, dass bei Probanden mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko fiir Typ 1 Diabetes in
der praklinischen Phase im Verlauf eine Aviditdtssteigerung der Immunzellen fiir das Typ 1
Diabetes-assoziierte Antigen GAD beobachtet werden konnte [251]. Bei Probanden mit kli-
nisch manifestem Typ 1 Diabetes konnte dieser Vorgang nicht festgestellt werden. Die Er-
gebnisse der Untersuchung koénnen dabei nur als einen Hinweis auf die prinzipielle Moglich-
keit einer vorliegenden Avidititssteigerung der Immunzellen fiir ein Stimulus gewertet wer-
den, indem zum einen in der hier vorliegenden Untersuchung der Zusammenhang bei Proban-
den mit klinisch manifestem Typ 1 Diabetes aufgezeigt wurde und zum anderen eine Uber-
tragung der Ergebnisse fiir das Typ 1 Diabetes-assoziierte Antigen GAD auf den unspezi-

fischen Stimulus PI nicht mdéglich ist. Dariiber hinaus spricht der in einer Untersuchung von
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Jamali et al. aufgezeigte Anstieg der Konzentration von MCP-1 im Blut mit einer lingeren
Diabetesdauer bei Typ 1 Diabetikern eher gegen eine ursdchliche negative Riickkopplung
zwischen der Konzentration von MCP-1 im Blut und der stimulierten Sekretion von MCP-1
durch Immunzellen [252].

Andere Untersuchungen bei neu diagnostizierten Typ 1 Diabetikern zeigten, dass im Serum
gemessenes MCP-1 von der Diagnose bis zu den Zeitpunkten 6 und 12 Monate abnimmt, so
dass die Datenlage hier uneinheitlich beziiglich Patientengruppe, experimentelles Design und

Diabetesdauer ist [248].

Fiir den anthropometrischen Einflussfaktor Geschlecht konnte eine negative Abhédngigkeit der
Stimulationsantwort von MCP-1 fiir PI bei den LADA Diabetikern aufgezeigt werden, indem
die Auspriagung des weiblichen Geschlechtes im Zusammenhang mit einer geringeren Zyto-
kinsekretion stand. Bei den iibrigen Gruppen konnte fiir die Stimulationsantwort von MCP-1
fiir PI kein Zusammenhang mit dem Geschlecht festgestellt werden.

Der Zusammenhang zwischen dem weiblichen Geschlecht und einer geringeren Reaktivitit
der Immunzellen in Form einer verminderten Sekretion von MCP-1 nach Stimulation mit PI
bei den LADA Diabetikern konnte urséchlich in Form einer Interaktion zwischen dem Im-
munsystem und Geschlechtshormonen erklédrt werden. In der Literatur wird von einer Unter-
driickung der T-Zell-abhidngigen Immunreaktionen durch weibliche Geschlechtshormone be-
richtet [253]. In diesem Kontext konnte eine erhdhte Konzentration von weiblichen Ge-
schlechtshormonen im Blut der weiblichen Probanden die Verbindung zwischen der Auspra-
gung des weiblichen Geschlechtes und der verminderten Stimulationsantwort darstellen.
Allerdings wird in der Literatur gleichzeitig hinsichtlich einer Beeinflussung des Immun-
systems durch Geschlechtshormone von einer sowohl auf zelluldrer als auch humoraler Ebene
starkeren Immunreaktion beim weiblichen Geschlecht berichtet, wobei konkrete Aussagen fiir
die Wirkung auf die Sekretion einzelner Zytokine fehlen beziehungsweise widerspriichlich
sind [254;255]. Beispielhaft kann eine Untersuchung von Verthelyi et al. angefiihrt werden, in
der eine positive Korrelation zwischen der Anzahl IL-4 sezernierender Immunzellen nach
Stimulation mit PHA und der Konzentration von weiblichen Geschlechtshormonen nach-
weisbar war [256].

Dieses Ergebnis und die Annahme einer stirkeren Immunreaktion beim weiblichen Ge-
schlecht sprechen allerdings gegen die hier aufgezeigte verringerte Stimulationsantwort der
Immunzellen von weiblichen Probanden beziehungsweise konnen nicht als Erkldrung fiir

diese herangezogen werden.
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Fiir den klinisch-chemischen Einflussfaktor Blutglukose konnte jeweils eine positive Ab-
héngigkeit der Stimulationsantwort von MCP-1 fiir PI beziehungsweise pIA-2 bei den LADA
Diabetikern aufgezeigt werden, wobei erstgenannte bei einer Adjustierung fiir HbAlc und
letztgenannte bei einer Adjustierung fiir Triglyceride nicht mehr nachweisbar waren. Mit Aus-
nahme der Typ 2 Diabetiker, bei denen fiir die Stimulationsantwort von MCP-1 fiir PI eine
positive Korrelation mit der Blutglukose festgestellt werden konnte, waren bei den {ibrigen
Gruppen jeweils fiir beide Stimulationsantworten keine Zusammenhidnge nachweisbar. Fiir
HbAlc war eine negative Abhédngigkeit der Stimulationsantwort von MCP-1 fiir PI bei den
Typ 1 Diabetikern feststellbar, welche bei einer Adjustierung fiir C-Peptid nicht mehr ange-
zeigt wurde. Wihrend bei den LADA Diabetikern fiir die Stimulationsantwort von MCP-1 fiir
PI eine positive Korrelation mit dem HbA1c angezeigt wurde, war bei den Gruppen der Typ 2
Diabetiker und Kontrollprobanden jeweils kein Zusammenhang zwischen der Stimulations-
antwort von MCP-1 fiir PI und HbA Ic¢ sichtbar.

Der Zusammenhang zwischen der Konzentration an Glukose im Blut der Probanden und der
Stimulationsantwort der Immunzellen fiir PI und pIA-2 in Form einer Sekretion von MCP-1
bei den LADA Diabetikern und die angezeigte Assoziation zwischen der Blutglukose und der
Stimulationsantwort von MCP-1 auf PI bei den Typ 2 Diabetikern deutet auf eine mogliche
Beeinflussung der Immunzellen durch die Blutglukose hin. In der Literatur finden sich fiir
einen Zusammenhang zwischen der stimulierten Zytokinsekretion und der Konzentration an
Glukose teils widerspriichliche Angaben, wobei eine Vergleichbarkeit der verschiedenen
Untersuchungen nur bedingt gegeben ist. In einer Untersuchung von Jain ef al. konnte bei iso-
lierten und mit LPS stimulierten Monozyten eine mit hoheren Konzentrationen an Glukose
steigende Sekretion von MCP-1 beobachtet werden, wiahrend in einer Untersuchung von
Wijsman et al. bei einer Stimulation von Immunzellen im Vollblut mit LPS eine negative
Assoziation zwischen der Blutglukose und der Sekretion von IL-1f, IL-6, IL-10 und TNF-a
aufgezeigt wurde [257;258]. Bei letztgenannter Untersuchung sollte das hohe Mindestalter der
Probanden von 85 Jahren in der Studie beriicksichtigt werden. Des Weiteren wurde in einer
Untersuchung von Stechova et al. bei der Stimulation von isolierten Immunzellen mit PHA,
GAD und pIA-2 ein Zusammenhang zwischen der Konzentration an Glukose und der Zyto-
kinsekretion beobachtet, in dem fiir eine erhohte Konzentration an Glukose bei kurzfristiger
Einwirkung tiber 2h anhand der Sekretion von MCP-1 eine stimulierende Wirkung und bei
langfristiger Einwirkung iiber 72h anhand der Sekretion von IFN-y eine hemmende Wirkung
nachgewiesen werden konnte [259]. Die Beobachtungen zusammenfassend wiirde die Ein-
wirkdauer {iber eine entweder hemmende oder stimulierende Wirkung einer erhdhten Konzen-

tration an Glukose auf die Zytokinsekretion von Immunzellen entscheiden. Unterschiedliche
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Versuchsbedingungen, abweichende Stimulantien sowie nicht vergleichbare Zytokine er-
schweren allerdings eine Ubertragung der angefiihrten Beobachtungen auf die Ergebnisse der
hier vorliegenden Arbeit.

Fiir den Zusammenhang zwischen der Stimulationsantwort von MCP-1 fiir PI und HbAlc bei
den Typ 1 Diabetikern scheint interessant, dass in der oben genannten Untersuchung von
Wijsman et al. fiir die Stimulation von Immunzellen im Vollblut mit LPS im Gegensatz zur
Blutglukose kein Zusammenhang zwischen der Zytokinsekretion und dem HbAIc festgestellt
werden konnte [257].

Der oben dargestellte hemmende Einfluss einer erhohten Konzentration an Glukose auf die
Zytokinsekretion von Immunzellen bei lingerer Einwirkdauer konnte ursédchlich fiir den Zu-
sammenhang zwischen einem hoheren HbAlc-Wert und einer geringeren Stimulationsantwort
von MCP-1 fiir PI bei den Typ 1 Diabetikern in Frage kommen, indem der HbAlc-Wert als
MaB fiir die durchschnittliche Blutglukosekonzentration der vergangenen drei Monate bei er-
hohtem Wert eher die langfristige Einwirkdauer einer erhohten Konzentration an Glukose an-

zeigt [260].

4.2.3 Zusammenhénge zwischen der Zytokinsekretion nach Leukozytenstimulation und

der Zytokinkonzentration im Serum

Hinsichtlich der dritten Fragestellung, ob ein Zusammenhang zwischen der Zytokinsekretion
in den Zelliiberstinden nach Leukozytenstimulation und der Zytokinkonzentration im Serum
der jeweiligen Probanden besteht, konnten im Wesentlichen keine Zusammenhédnge aufge-
zeigt werden. Fiir einzelne Gruppen konnten in geringer Anzahl Zusammenhéinge in Form
von Assoziationen beziehungsweise Abhéngigkeiten beobachtet werden.

Es wurden teststatistisch bei 60 Korrelationsuntersuchungen insgesamt 3 Assoziationen und
nachfolgend bei 3 Regressionsuntersuchungen insgesamt 1 Abhdngigkeit festgestellt. Von Be-
deutung ist auch hier wieder, dass die Korrelationsuntersuchung anhand der Berechnung des
Spearman-Korrelationskoeffizienten monotone Assoziationen iiberpriift, wihrend die Regres-
sionsuntersuchung im Rahmen der angewandten linearen Regressionsmodelle nur lineare
Abhéngigkeiten tiberpriift [224].

Fiir die Gruppe der Typ 2 Diabetiker konnte fiir die Stimulationsantwort mit MCP-1 fiir GAD
eine negative Assoziation mit beziehungsweise eine negative Abhingigkeit von der Konzen-
tration von MCP-1 im Serum aufgezeigt werden, wobei die Abhdngigkeit bei einer Ad-
justierung fiir das Geschlecht nicht mehr nachweisbar war. Fiir die Gruppe der Kontroll-

probanden zeigte sich bei den Zytokinen IL-6 und TNF-a jeweils eine positive Assoziation
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zwischen der Stimulationsantwort fiir GAD und der Konzentration des jeweiligen Zytokins im

Serum.

Der bei den Typ 2 Diabetikern angezeigte Zusammenhang zwischen der Stimulationsantwort
mit MCP-1 fiir GAD und der Konzentration von MCP-1 im Serum in Form einer negativen
Assoziation und Abhéngigkeit konnte auf eine negative Riickkopplung in der Form hin-
weisen, dass eine erhohte Konzentration von MCP-1 im Serum bei einer nachfolgenden Sti-
mulation der Immunzellen mit GAD eine geringere Zytokinsekretion von MCP-1 bewirkt. Mit
Riicksicht darauf, dass die Immunzellen wihrend der Versuchsdurchfiihrung mehrmalige
Waschvorginge durchlaufen und von den Zytokinen im Serum getrennt stimuliert werden,
konnte eine mogliche negative Riickkopplung in vivo erfolgen und in vitro nachwirken. Un-
klar bleibt in diesem Kontext die Frage, weshalb diese negative Assoziation beziechungsweise
negative Abhingigkeit nur bei der Stimulation mit GAD angezeigt wird. Mit Riicksicht dar-
auf, dass es sich bei GAD um ein Typ 1 Diabetes-assoziiertes Antigen handelt, erscheint ins-
gesamt ein Nachweis eines Zusammenhangs zwischen der Stimulationsantwort fiir GAD und
der Konzentration des jeweiligen Zytokins im Serum nur bei den Typ 2 Diabetikern re-
spektive Kontrollprobanden und nicht bei den Typ 1 Diabetikern und LADA Diabetikern un-

erwartet.

4.3 Limitationen

Die vorliegende Arbeit weist sowohl methodisch als auch instrumentell hinsichtlich der tech-
nischen Umsetzung dieses Versuchsansatzes verschiedene Limitationen auf, infolgedessen
eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse vom Studienkollektiv auf die Gesamtbevolkerung be-
eintrachtigt und die Aussagekraft der Erkenntnisse in Hinblick auf eine Allgemeingiiltigkeit
deutlich begrenzt wird. Im Nachfolgenden sollen verschiedene Gesichtspunkte angesprochen
werden.

Fiir das Studienkollektiv stand nur eine begrenzte Anzahl an Probanden zur Verfligung, wobei
insbesondere bei der Vollblutstimulation die relativ geringe Anzahl an Typ 1 Diabetikern und
LADA Diabetikern und bei der Leukozytenstimulation die Anzahl an Kontrollprobanden ins
Gewicht fallen. Aufgrund der geringen Probandenanzahl wurden im Rahmen der Vollblutsti-
mulation bei der Untersuchung auf Zusammenhénge die Gruppen der Typ 1 Diabetiker und
LADA Diabetiker zu einer gemeinsamen Gruppe zusammengefasst.

Sowohl bei der Vollblutstimulation als auch Leukozytenstimulation zeigten sich teils Unter-

schiede zwischen den Gruppen hinsichtlich bestimmter anthropometrischer und klinisch-
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chemischer Einflussfaktoren. Bei der Untersuchung auf Gruppenunterschiede und Zusammen-
hiange wurde diesem Umstand in Form einer Adjustierung fiir ausgewéhlte anthropometrische
und klinisch-chemische Einflussfaktoren Rechnung getragen.

Fiir das Untersuchungsmaterial in Form von peripheren Immunzellen, die mittels vendser
Blutabnahme gewonnen wurden, muss beriicksichtigt werden, dass den direkt an der Ent-
ziindungsreaktion innerhalb der Pankreasinseln beteiligten infiltrierenden T-Zellen eine gro-
Bere Relevanz beziehungsweise Bedeutung als den peripher im Blut zirkulierenden T-Zellen
zugeschrieben wird [196]. Allgemein stellen zum einen die Pankreasinseln als morpholo-
gische Einheit und zum anderen das periphere Blut mit einem korpuskuldren Anteil in Form
von Zellen und einem humoralen Anteil in Form von lslichen Immunmediatoren die fiir eine
Untersuchung zur Verfligung stehenden Schnittstellen dar [171]. Wéhrend die Langerhans-
Inseln entweder nur im Tiermodell oder bei Organspendern einer immunologisch detaillierten
Untersuchung unterzogen werden konnen, ist das periphere Blut mit seinen Bestandteilen
mittels Venenpunktion und nachfolgender Blutabnahme leicht zugénglich, weshalb hier peri-
pher im Blut zirkulierende Immunzellen als Untersuchungsmaterial verwendet wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Immunzellen direkt nach der Blutabnahme stimuliert
und erst nachfolgend bei Minustemperaturen gelagert, um Einschrdnkungen hinsichtlich der
Stimulation nach Lagerung des Probandenmaterials zu vermeiden. Zum Beispiel erwies sich
in einer Studie fiir die Durchfithrung von in vitro Stimulationen hinsichtlich eines Stimula-
tionseffektes ungefrorenes Blut im Vergleich zu gefrorenem Blut als geeigneter [261].
Dariiber hinaus fiel die Antigen-reaktive Antwort von vorher gefrorenen Zellen im Vergleich
zu vorher nicht gefrorenen Zellen geringer aus [262]. Unter Beriicksichtigung der organisa-
torischen Abldufe mit einer Rekrutierung der Probanden iiber einen ldngeren Zeitraum war
eine Lagerung des Probandenmaterials bei Minustemperaturen nach Stimulation nicht ver-
meidbar und brachte den Vorteil mit, dass infolge einer Versuchsdurchfithrung mit dem ge-
samten Probenmaterial in einem kurzen Zeitraum die Variabilitdt zwischen mehreren Mes-
sungen vermindert werden konnte.

Unter Abwigung der jeweiligen Vorteile und Nachteile erfolgte in vorausgehenden Ver-
suchen eine Festlegung der angewandten Probenverdiinnungen und der Inkubationszeiten.
Wihrend beim Verdiinnungsverhéltnis hinsichtlich eines detektierbaren Effektes ein Kom-
promiss zwischen notwendiger und zur Verfligung stehender Substanzmenge gefunden wer-
den musste, beinhaltete die Kompromissfindung bei der Inkubationszeit eine Abwigung
zwischen der fiir einen detektierbaren Effekt notwendigen Zeit und dem mit einer ldngeren
Inkubationszeit steigenden Risiko einer Kontamination. Die Festlegung der Inkubationszeit

von 24h im Rahmen der Vollblutstimulation erfolgte dabei auf Grundlage der Erkenntnisse,
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dass eine Verldngerung der Inkubationszeit den Ablauf hdamolytischer Prozesse begiinstigt
und in der Literatur bei einer Vollblutstimulation kein Unterschied hinsichtlich der Zytokin-
sekretion zwischen einer Inkubationszeit von 24h beziehungsweise 48h aufgezeigt werden
konnte [263;264].

Beim Verbrauchsmaterial konnte aufgrund von bestimmten Verpackungseinheiten sowie einer
jeweils bendtigten Menge die alleinige Verwendung einer Charge nicht bewerkstelligt
werden. Damit einhergehende Abweichungen zwischen den einzelnen Chargen wurden hier
durch eine Anwendung von Kontrollproben kontrolliert.

Beim Untersuchungsverfahren in Form des multiplex-bead-array-assay-Verfahrens wirkt sich
die gleichzeitige beziehungsweise gemeinsame Messung mehrerer Substanzen in einem Ver-
suchsansatz insofern nachteilig aus, als dass die Komplexitidt von Kreuzreaktionen gesteigert
wird und es nicht moglich ist, fiir alle nachzuweisenden Substanzen gleichzeitig die optimalen
Bedingungen zu finden [176]. Dieser Umstand hat zur Konsequenz, dass einige Zytokin-
konzentrationen nicht bestimmtbar waren und somit das entsprechende Zytokin nicht aus-
gewertet werden konnte. Zusétzlich wurden im Gegensatz zur Verwendung von Fertigsets die
einzelnen bead-Korper separat mit flir jeweils ein einzelnes Zytokin spezifische Antikdrper
gekoppelt, infolgedessen eine geringere Messgenauigkeit beobachtet werden konnte.

In diesem Kontext sollte bei der Auswertung der Messergebnisse beriicksichtigt werden, dass
bei der Vollblutstimulation die Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a stirker erhohte Werte fiir die
inter-assay-Variabilitit aufzeigten, wihrend bei der Leukozytenstimulation mit Ausnahme
des Zytokins IP10 sdmtliche Zytokine stirker erhohte Werte fiir die inter-assay-Variabilitét
aufzeigten.

Grundlegend muss der hier vorliegende Untersuchungsansatz hinsichtlich einer Informations-
gewinnung beziiglich der dtiopathogenetischen Rolle des Immunsystems bei der Diabetes-
erkrankung kritisch betrachtet werden. Obgleich mehrerer Fragestellungen und der simultanen
Messung mehrerer Zytokine kénnen in dieser Form nur begrenzte Abschnitte des Gesamt-
prozesses untersucht und somit hinsichtlich des Gesamtkontextes nur in einem begrenzten
MaBe Erkenntnisse gewonnen werden. Weiter scheint vor dem Hintergrund der Komplexitit
des Immunsystems mit zahlreichen Komponenten und vielféltigen Wechselwirkungen eine

Aussage iiber die Beteiligung einzelner Komponenten generell nur eingeschriankt moglich.

4.4 Schlussfolgerungen

Die hier vorliegende Arbeit verfolgte die Zielsetzung, mit einer Untersuchung der Antigen-

stimulierten Zytokinsekretion im Vollblut und in Zelliiberstinden bei Typ 1 Diabetikern,
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LADA Diabetikern, Typ 2 Diabetikern und Kontrollprobanden mehr iiber die Rolle immuno-
logischer Vorginge beziehungsweise speziell einzelner Antigene und Zytokine in der Patho-
genese der Diabeteserkrankung zu erfahren. Dabei lassen sich grundsétzlich folgende Folge-
rungen zusammenfassen.

Eine allgemeine Funktionsfdahigkeit der Vollblutstimulation mit einem Vitalititserhalt der
Immunzellen konnte anhand einer starken stimulatorischen Wirkung der Stimulation mit LPS
bei den Zytokinen IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a und IP10 sowie der Stimulation mit PHA beim
Zytokin IP10 aufgezeigt werden. Davon abweichend zeigten die mit dem Typ 1 Diabetes as-
soziierten Antigene sowohl bei der Vollblutstimulation als auch bei der Stimulation isolierter
Immunzellen im Rahmen der Leukozytenstimulation keine stimulatorische Wirkung auf,
wobei zwischen einer tatsdchlich nicht vorhandenen stimulatorischen Wirkung der Antigene
und einer diesbeziiglich fehlenden Sensitivitit der Untersuchungsansétze nicht unterschieden
werden konnte.

Sowohl bei der Vollblutstimulation als auch bei der Leukozytenstimulation konnten in Anbe-
tracht der Gesamtzahl an untersuchten Zytokinen im Wesentlichen keine Unterschiede
zwischen den Gruppen festgestellt werden, wobei die geringe Probandenanzahl in den ein-
zelnen Gruppen berticksichtigt werden sollte.

Vereinzelt zeigten sich Unterschiede zwischen den Gruppen, indem innerhalb der Vollblut-
stimulation die Diabetiker bei den Zytokinen IL-1P und IL-6 sowie tendenziell beim Zytokin
RANTES eine im Vergleich zu den gesunden Probanden erhohte Ruhesekretion aufwiesen.
Im Vergleich zu den Typ 1 und LADA Diabetikern konnte bei den Typ 2 Diabetikern fiir die
Zytokine IL-1P und IL-6 jeweils eine geringere Ruhesekretion beobachtet werden. Fiir die
Stimulationsantwort auf LPS zeigten die Typ 2 Diabetiker innerhalb aller Diabetiker die
hochste Sekretion von IL-6 sowie tendenziell die Diabetiker insgesamt im Vergleich zu den
gesunden Probanden eine geringere Sekretion von RANTES auf. Diese Beobachtungen fiir
die Zytokine der angeborenen Komponente des Immunsystems konnten auf eine gering-
gradige und unspezifische Grundaktivierung des Immunsystems mit einer abgeschwichten
Immunantwort auf Stimulation im Rahmen der Diabeteserkrankung hinweisen. Ob dem sicht-
baren Ungleichgewicht der Ruhesekretion beziehungsweise der Zytokinantwort bei den Dia-
betikern eine ursidchliche Rolle fiir die unterschiedlichen Formen der Diabeteserkrankung zu-
zuordnen ist, konnte anhand des hier vorliegenden Untersuchungsansatzes nicht beantwortet
werden.

Innerhalb der Leukozytenstimulation zeigten die LADA Diabetiker bei einer Stimulation mit
PI eine im Vergleich zu den Typ 1 und Typ 2 Diabetikern geringere Sekretion von MCP-1. In

diesem Kontext konnte die beim LADA obgleich einer immunologischen Ahnlichkeit mit
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dem Typ 1 Diabetes nicht unmittelbar nach Diagnose bestehende Insulinabhidngigkeit auf eine
verminderte Autoreaktivitidt der Immunzellen mit einer langer erhaltenen B-Zellmasse bezie-
hungsweise Insulinsekretion hindeuten.

Es konnten in Anbetracht der Gesamtzahl der Untersuchungen insgesamt nur vereinzelt Zu-
sammenhdnge zwischen der Zytokinsekretion und bestimmen anthropometrischen und
klinisch-chemischen Einflussfaktoren und diesbeziiglich keine alle Gruppen umfassenden Ge-
setzmédBigkeiten aufgezeigt werden, wobei im Rahmen des explorativen Ansatzes keine Kor-
rektur flir eine multiple Anwendung der teststatistischen Untersuchungsverfahren erfolgte und
auch hier die geringe Probandenanzahl in den einzelnen Gruppen beriicksichtigt werden
sollte.

Im Hinblick auf eine Interaktion zwischen immunologischen Vorgingen und klinisch-che-
mischen Faktoren konnte innerhalb der Vollblutstimulation ein positiver Zusammenhang
zwischen der Ruhesekretion von IL-6 und der Konzentration von Triglyceriden im Blut auf-
gezeigt werden. Bei den Typ 2 Diabetikern und gesunden Probanden zeigte sich jeweils eine
auch unter Adjustierung bestehen bleibende Abhéngigkeit der IL-6 Ruhesekretion von der
Konzentration von Triglyceriden im Blut und bei den Typ 1 Diabetikern und LADA Dia-
betikern konnte eine tendenzielle Assoziation zwischen der Ruhesekretion von IL-6 und der
Konzentration von Triglyceriden im Blut beobachtet werden. Eine Differenzierung zwischen
einer direkten Beeinflussung der Immunzellen durch Triglyceride im Blut oder dem im Rah-
men einer gesteigerten Fettgewebsmasse gleichzeitigem Vorliegen einer vermehrten Inflam-
mation und einer erhdhten Konzentration an Triglyceriden im Blut konnte anhand des vor-
liegenden Untersuchungsansatzes nicht erfolgen.

In der vorliegenden Arbeit konnten im Rahmen der angewandten Untersuchungsansitze nur
wenige Unterschiede zwischen den Diabetikern untereinander beziehungsweise den Diabe-
tikern und gesunden Probanden aufgezeigt werden. Unter Auflerachtlassung einer mdglicher-
weise nicht ausreichenden Sensitivitit des Untersuchungsansatzes unterschieden sich die
Immunzellen der untersuchten Gruppen zumindest hinsichtlich einer Stimulation in vitro im
Wesentlichen nicht beziehungsweise ergab sich weiterfilhrend im Rahmen des hier ange-
wandten Untersuchungsansatzes auf der Ebene der Zytokinsekretion nach Stimulation in vitro
keine Erkldarung fiir die unterschiedliche Auspriagung der untersuchten Diabetesformen. Die
unter Berticksichtigung der Gesamtanzahl an Untersuchungen nur vereinzelt feststellbaren
Zusammenhdnge zwischen der Zytokinsekretion und bestimmten Einflussfaktoren sind
jeweils als Hinweise auf eine moglicherweise bestehende Interaktion zwischen der Zytokin-
sekretion von Immunzellen und bestimmten Einflussfaktoren zu verstehen und sollten mit

einem groBBeren Studienkollektiv {iberpriift werden.
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