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Zusammenfassung (Deutsch)

Der Typ 1 Diabetes ist eine Erkrankung mit einer steigenden Inzidenz und einer
Vielzahl von einhergehenden Komplikationen. Trotz intensiver Forschung ist die
Pathogenese des Typ 1 Diabetes bisher noch nicht in Géanze verstanden. Es
gibt Hinweise darauf, dass Interleukin 7 (IL-7) eine Rolle in der Entstehung des
Typ 1 Diabetes spielen kénnte. Neue Studien zeigen, dass ein mit
Autoimmunitat-assoziierter genetischer Polymorphismus im IL-7 Rezeptor (IL-
7R) Gen die Expression des IL-7R auf Monozyten beeinflusst. Die Rolle von
Interleukin-7 vermittelten Effekten auf Monozyten sowie deren Relevanz fur die
Pathogenese des Typ 1 Diabetes ist jedoch noch unklar und bisher wenig
untersucht. In dieser Arbeit wurden Monozyten von an Typ 1 Diabetes
erkrankten Patienten und gesunden Kontrollen mittels Durchflusszytometrie,
real-time quantitative PCR (qPCR) und t-distributed Stochastic Neighbor-
Embedded (t-SNE) Analyse sowohl ex vivo als auch in vitro unter Verwendung
verschiedener Stimuli untersucht. Stimulation mit LPS fuhrte generell zu einer
héheren IL-7R Expression. Bei Monozyten von an Typ 1 Diabetes erkrankten
Patienten wurde eine niedrigere Expression des IL-7R auf mit IL-7 stimulierten
Monozyten detektiert, wobei dieser Unterschied am deutlichsten bei den nicht-
klassischen/nicht-intermedidren Monozyten nachweisbar war. In Anwesenheit
von Interleukin-7 nahm die Zellzahl sowohl der nicht-klassischen/nicht-
intermediaren als auch der klassischen Monozyten zu, wdhrend Monozyten mit
einem intermedidren Phénotyp zahlenmaBig abnahmen. IL-7 fUuhrte auBerdem
zu phénotypischen Verédnderungen u.a. zu einer Zunahme der CD40
Expression auf Monozyten. Insbesondere bei an T1D erkrankten Patienten ging
die hohe CD40 Expression mit einer geringeren IL-7R Expression auf
Monozyten einher, wéhrend eine positive Korrelation zwischen CD40 und dem
IL-7R bei gesunden Kontrollen zu detektieren war. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass IL-7 Einfluss auf Phanotyp und Funktion von Monozyten
hat und dass sich Monozyten von an T1D erkrankten Patienten von denen
gesunder Kontrollen in ihrer Reaktion auf IL-7 unterscheiden, was Hinweise auf

eine mdgliche Beteiligung bei der Pathogenese des T1D gibt.



Zusammenfassung (Englisch)

Type 1 diabetes is a disease with growing incidence and is associated with a
variety of complications. Despite intensive research, type 1 diabetes
pathogenesis is not yet fully understood. The cytokine interleukin 7 (IL-7) is
thought to play a role in the development of type 1 diabetes. Recent studies
show that an autoimmunity-associated genetic polymorphism within the IL-7
receptor gene (IL7RA) influences the activation-induced IL-7R expression on
monocytes. The role of IL-7 mediated effects on monocytes as well as the
relevance for type 1 diabetes pathogenesis remain unclear and need further
investigation. In this study monocytes from type 1 diabetes patients and healthy
controls were analyzed ex-vivo as well as in-vitro using multi-color flow
cytometry, real-time quantitative PCR (qPCR) and t-distributed Stochastic
Neighbor-Embedded (t-SNE) analysis. IL-7R was generally induced by LPS-
mediated activation of monocytes. After IL-7 stimulation, however, monocytes
from type 1 diabetes patients displayed lower surface IL-7R expression as
compared to healthy controls. This difference was most evident for non-
classical/non-intermediate monocytes. Long-term IL-7 stimulation leads to
increased cell counts of classical and non-classical/non-intermediate monocytes
while cell counts of intermediate monocytes were reduced compared to
unstimulated samples. In addition, IL-7 affected the phenotype of monocytes.
Amongst others CD40 expression was increased on monocytes and monocytes
from type 1 diabetes patients showed inverse correlation between IL-7R and
CD40 expression whereas these markers were positively correlated in

monocytes from controls.

This study could show that monocytes from type 1 diabetes patients differ in
phenotype and response to IL-7 stimulation as compared to healthy controls.
This implicates a possible role for IL-7 mediated monocyte effects in type 1

diabetes pathogenesis.



Abkilirzungsverzeichnis

Ccbh cluster of differentiation

DNA Desoxyribonukleinsaure

HLA Humanes Leukozyten Antigen

IL Interleukin

IL-7R Interleukin-7 Rezeptor

JAK Januskinase

LPS Lipopolysaccharid

MHC major histocompatibility complex

miL-7Ra membranstandiger Interleukin-7 Rezeptor Alpha
NK-Zellen naturliche Killerzellen

NOD non-obese diabetic

PBMCs peripheral blood mononuclear cells

qPCR quantitative polymerase chain reaction
SCID schwere kombinierte Immundefizienz
siL-7Ra I8slicher Interleukin-7 Rezeptor Alpha

SLE systemischer Lupus erythematodes

SNP Einzelnukleotidpolymorphismus

STAT signal transducer and activator of transcription
t-SNE t-distributed Stochastic Neighbor-Embedded
T1D Typ 1 Diabetes

TNF Tumornekrosefaktor

Treg regulatorische T-Zellen

TSLP thymic stromal lymphopoietin
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1 EINLEITUNG

Der Diabetes mellitus ist eine Erkrankung, bei der der Verlust der
Kontrollmechanismen des Blutglukosewertes im Vordergrund steht. Die
Erkrankung lasst sich in 4 Hauptkategorien unterteilen: Typ 1 Diabetes, Typ 2
Diabetes, Gestationsdiabetes sowie weitere Typen von Diabetes, die
verschiedene Ursachen haben kbénnen. Zu letzteren gehoren die
monogenetischen Diabetes Syndrome, Erkrankungen des exokrinen Pankreas
sowie die medikamentds induzierten Diabetesformen. (American Diabetes
Association Professional Practice 2022) Fir diese Arbeit wurden Blutproben
von an Typ 1 Diabetes erkrankten Kindern untersucht, weswegen ich mich im

Folgenden auf den Typ 1 Diabetes beziehen werde.

1.1 Typ 1 Diabetes

Der Typ 1 Diabetes (T1D) gehort zu den haufigsten Autoimmunerkrankungen
im Kindes- und Jugendalter. Es wird angenommen, dass weltweit ungefahr 1,1
Millionen Kinder und junge Erwachsene unter 20 Jahren an T1D erkrankt sind
und in dieser Altersgruppe jahrlich ungefahr 128.900 neue Falle diagnostiziert
werden. (Patterson, Karuranga et al. 2019) Die héchste Inzidenz findet sich
hierbei bei Kindern zwischen dem 10. und 14. Lebensjahr. (Maahs, West et al.
2010) Fur die Altersgruppe unter 14 Jahren wird weltweit von einem jahrlichen
Anstieg der Inzidenz von circa 3% ausgegangen. (Group 2006) Bei
Erstdiagnose der Erkrankung bestehen haufig Hyperglykdmie-assoziierte
Symptome wie Polyurie, Polydipsie sowie Gewichtsverlust. (DiMeglio, Evans-
Molina et al. 2018) Bei ungefahr 40% der Patienten ist eine Ketoazidose bei der
Diagnosestellung festzustellen. (Jensen, Stafford et al. 2021) Die Diagnose
Diabetes mellitus kann Uber verschiedene diagnostische Tests erfolgen. Die
aktuellen Kriterien der American Diabetes Association sind ein
Nuchternglukosewert =126 mg/dl (7,0 mmol/L), ein 2h Glukosewert =200mg/dl

(11,1 mmol/L) beim oralen Glukosetoleranztest, ein HBA1C =6,5% oder ein



Glukosewert von =200mg/dl (11,1 mmol/l) bei gleichzeitigen Symptomen einer
Hyperglykdmie. Bestehen keine eindeutigen Symptome, muss der Test
wiederholt oder ein anderer Test zur Bestatigung durchgefihrt werden.
Hinweise, dass es sich bei der Diabetesform um einen T1D handelt, kdnnen
klinische Parameter wie die oben beschriebenen Krankheitssymptome, ein
niedriger Body Mass Index (<25 kg/m?) oder ein junges Erkrankungsalter (<35
Jahren) in Kombination mit Biomarkern wie zum Beispiel Autoantikbrper geben.
(American Diabetes Association Professional Practice 2022) Fir den Typ 1
Diabetes sind 5 sehr haufige Autoantikbrpertypen beschrieben: Insulin-
Antikdrper, Glutamat-Decarboxylase-Antikérper, Tyrosinphosphatase-
Antikdrper (1A2), Zinktransporter-8-Antikdrper sowie Tetraspanin-7-Antikérper.
(McLaughlin, Richardson et al. 2016) Sowohl beim Typ 1 als auch beim Typ 2
Diabetes kann es aufgrund der immer wieder auftretenden Hyperglykamien zu
zahlreichen Komplikationen kommen. Haufige Komplikationen sind die
diabetische Neuropathie, die diabetische Nephropathie, die diabetische
Retinopathie sowie vaskuldre Komplikationen. (zusammengefasst in
Papatheodorou, Banach et al. 2015) Aufgrund der verminderten oder fehlenden
Insulinproduktion bendtigen an T1D erkrankte Patienten eine lebenslange
Insulinsubstitution. Heutzutage soll die Insulintherapie taglich mit mehreren
Injektionen  eines  schnellwirksamen  Insulinanalogons und  einem
langwirksamen, sogenannten basalen Insulin, oder einer kontinuierlichen
subkutanen Insulin-Infusion durch eine Insulinpumpe durchgefihrt werden.
Zuséatzlich sollen die Patienten in ihrer Erndhrung und in der Anwendung der
Insulintherapie geschult werden. (American Diabetes Association Professional
Practice, Draznin et al. 2022) Die steigende Inzidenz, die héaufigen
Komplikationen sowie die lebenslang notwendige Therapie des T1D
verursachen hohe Kosten. So beliefen sich in einer amerikanischen Studie die
Typ | Diabetes-assoziierten Kosten eines Patienten auf 733 bis 780%$ pro Monat.
(Simeone, Shah et al. 2020)

Dieser kurze Uberblick tber den Typ 1 Diabetes zeigt die Relevanz und
Aktualitat der Erkrankung. Trotz intensiver Forschung in den letzten 100 Jahren,

ist es noch nicht gelungen eine kurative Therapie fur den T1D zu finden.



AuBerdem ist die Pathogenese des T1D noch immer nicht in Géanze
verstanden. (DiMeglio, Evans-Molina et al. 2018) Diese Arbeit versucht zum
besseren Verstandnis der Pathogenese des T1D beizutragen, weswegen ich im

Folgenden genauer auf diese eingehen werde.

Die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes ist nicht monokausal, sondern abhéngig
von einer Vielzahl von verschiedenen Einflussfaktoren, die das Risiko einer
Erkrankung jeweils férdern oder senken kénnen. (zusammengefasst in llonen,

Lempainen et al. 2019)

Studien in monozygoten Zwillingspaaren zeigen, dass die Suszeptibilitat fir den
T1D einem starken genetischen Einfluss unterliegt. (Redondo, Jeffrey et al.
2008) Hierbei haben vor allem verschiedene Polymorphismen in der Human
Leukocyte Antigens (HLA) Region einen starken Einfluss auf die Krankheits-
Suszeptibilitat. (Noble, Valdes et al. 1996) Die starkste Assoziation mit T1D
zeigen die Klasse 2 HLA-Molekule HLA DR und HLA DQ. (Redondo, Steck et
al. 2018) T-Zellen erkennen Uber den T-Zell Rezeptor die von den HLA-
Proteinen auf der Zelloberflache prasentierten Antigene. (Noble 2015) Es wird
vermutet, dass die genetischen Polymorphismen die Peptidbindungsstelle der
HLA Molekule verandern und somit die Prasentation der Antigene gegenuber
den T-Zellen beeinflussen kénnen. (zusammengefasst in Hu, Deutsch et al.
2015) Bei einer Person, die einen Hoch-Risiko HLA Genotyp aufweist, jedoch
keine weiteren Risikofaktoren besitzt, liegt das Risiko fur die Entwicklung eines
T1D bei nur 6 Prozent (Bonifacio and Ziegler 2010), was die Bedeutsamkeit
weiterer Einflussfaktoren unterstreicht. In einer genomweiten Assoziationsstudie
und Meta-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Krankheits-Suszeptibilitat
von Uber 40 verschiedenen Genloci beeinflusst wird. Unter anderem konnte ein
Einfluss des Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) rs6897932 im IL7RA
Genlokus gezeigt werden. (Barrett, Clayton et al. 2009)

Weitere wichtige Einflussfaktoren auf die Entstehung des T1D sind unter
anderem Umweltfaktoren, wie die Erndhrung im Kindes- und Jugendalter (Knip,
Virtanen et al. 2010), das Mikrobiom im Darm (Wen, Ley et al. 2008) oder

verschiedene Virusinfektionen. (zusammengefasst in llonen, Lempainen et al.



2019) Bei den viralen Infektionen gibt es sowohl Hinweise auf eine protektive
(zum Beispiel durch das Cytomegalievirus) (Ekman, Vuorinen et al. 2019) als
auch auf eine risikosteigernde Wirkung (zum Beispiel durch Enteroviren).
(Honkanen, Oikarinen et al. 2017)

Der Typ 1 Diabetes entsteht als Folge einer Zerstbérung der Insulin-
produzierenden B-Zellen des Pankreas durch korpereigene Zellen des
Immunsystems. Zellen des angeborenen und des adaptiven Immunsystems
tragen hierbei Uber verschiedene Mechanismen zur Zerstérung der
Pankreasinselzellen bei. Sowohl bei der Entstehung als auch im weiteren
Verlauf der Erkrankung spielen autoreaktive CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen
eine entscheidende Rolle. (zusammengefasst in Bluestone, Herold et al. 2010)
Bei an Diabetes erkrankten NOD-M&usen war es mdglich, mithilfe eines Anti-
CD3 Antikérper eine Krankheitsremission Uber einen langeren Zeitraum zu
erzielen (Chatenoud, Thervet et al. 1994), was die Relevanz der T-Zellen im
Krankheitsprozess hervorhebt. Die T-Zellen werden in den Lymphknoten des
Pankreas durch die Présentation von B-Zell Antigenen aktiviert und infiltrieren
die Langerhans Inselzellen. (Hoglund, Mintern et al. 1999) Die Infiltration von
Immunzellen in die Inselbereiche des Pankreas bezeichnet man als Insulitis.
(Gepts 1965) Untersuchungen an Pankreata von T1D Patienten konnten
zeigen, dass insbesondere CD8+ T-Zellen, aber auch CD4+ T-Zellen und
CD20+ B-Zellen sowie CD68+ Makrophagen charakteristisch fir die
entziindeten Inselzellen sind. (Willcox, Richardson et al. 2009) Die Schadigung
der B-Zellen fahrt zur Freisetzung von Antigenen, die wiederum zur vermehrten
Aktivierung von T-Zellen fuhrt. (Bluestone, Herold et al. 2010) Wahrend CD4+
T-Zellen und CD8+ T-Zellen also eine Schlisselrolle in der Entstehung des T1D
spielen und Diabetes fordernd wirken, gibt es auch T-Zellen, die protektive
Eigenschaften haben. (Lehuen, Diana et al. 2010) Fir diese sogenannten
regulatorischen T-Zellen konnte im NOD-Modell gezeigt werden, dass sie die
Entstehung eines Diabetes verhindern kdnnen. (Salomon, Lenschow et al.
2000)



Zusatzlich zur Rolle der T-Zellen ist eine Rolle des angeborenen
Immunsystems in der Pathogenese des T1D gut belegt. (zusammengefasst in
Diana, Gahzarian et al. 2011) Bei NOD-Mausen gehéren Makrophagen und
dendritische Zellen bei der Entstehung der Insulitis zu den ersten detektierbaren
Zellen. (Jansen, Homo-Delarche et al. 1994) Weiterhin konnte in Studien mit
NOD-Mausen gezeigt werden, dass die Entstehung eines Diabetes vermieden
werden kann, indem man Makrophagen und T-Zellen an der Infiltration des
Pankreas hindert. (Hutchings, Rosen et al. 1990) Im NOD-Modell wurde
auBerdem gezeigt, dass das Vorhandensein von Makrophagen fir die
Entwicklung von diabetesinduzierenden T-Zellen notwendig ist. (Jun, Yoon et
al. 1999) Die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-1 Beta und
Tumornekrosefaktor werden von Makrophagen nach Aktivierung durch
Interferon Gamma sezerniert und tragen durch eine Verstarkung der
Immunantwort sowie der Expression von reaktiver Sauerstoffspezies zu einer
Zerstérung der insulinproduzierenden Zellen des Pankreas bei. (Lehuen, Diana
et al. 2010)

1.2 Monozyten

In dieser Arbeit wurden sowohl Monozyten von an Typ 1 Diabetes erkrankten
Kindern als auch von gesunden Kontrollpersonen untersucht. Im Folgenden
werde ich die Grundeigenschaften dieser Zellen erlautern und auf ihre

Funktionen eingehen.

Monozyten sind im Blut zirkulierende Immunzellen und werden zu den weiBBen
Blutkdrperchen, den sogenannten Leukozyten gezahlt. Innerhalb der
Leukozyten machen Monozyten einen Anteil von ungefdhr 10% aus und sind
Teil des angeborenen Immmunsystems. Sie sind fahig zur Phagozytose,
Antigenprasentation und Zytokinproduktion und kénnen so wichtige Aufgaben in
der Immunantwort tGbernehmen. Des Weiteren sind sie Vorlauferzellen von

Makrophagen und dendritischen Zellen.



Beim Menschen unterscheidet man verschiedene monozytare Subpopulationen
anhand der Expression der Oberflaichenmarker CD14 und CD16, die sich auch
in ihren Funktionen unterscheiden. (Passlick, Flieger et al. 1989) Monozyten mit
einer hohen CD14 Expression (CD14++CD16-) bezeichnet man als klassische
Monozyten (classical monocytes), Monozyten mit einer hohen Expression von
CD14 und einer Expression von CD16 (CD14++CD16+) als intermediare
Monozyten (intermediate monocytes) und Monozyten mit einer niedrigen
Expression von CD14 und einer hohen Expression von CD16 (CD14+CD16++)
als nicht-klassische/nicht-intermediare Monozyten (non-classical monocytes).
(Ziegler-Heitbrock, Ancuta et al. 2010) CD14 ist ein Glykoprotein mit einer
Masse von 55kDa und dient als Ko-Rezeptor fir Lipopolysaccharid (LPS).
(Wright, Ramos et al. 1990) Als CD16 bezeichnet man den Fc-Gamma-

Rezeptor lll, welcher an die Fc-Region des Immunglobulin G bindet.

1.2.1 Klassische Monozyten

Unter den oben beschriebenen monozytdren Subpopulationen machen
klassische Monozyten einen Anteil von 80-90% aus. Unter normalen
Bedingungen zirkulieren die klassischen Monozyten fur ungefahr einen Tag im
Blut bevor sie in verschiedene Gewebe, unter anderem in das Pankreas
(Calderon, Carrero et al. 2015), einwandern und dort den Pool von
Gewebsmakrophagen auffillen. (Guilliams, Mildner et al. 2018) Klassische
Monozyten kbénnen sich auBBerdem 2zu intermedidaren und nicht-
klassischen/nicht-intermedidren Monozyten entwickeln. (Patel, Zhang et al.
2017) Aufgrund der charakteristischen Genexpression von klassischen
Monozyten wird ihnen eine Rolle bei der Erkennung von Pathogenen, der
Phagozytose sowie der Migration zugeschrieben. (Gren, Rasmussen et al.
2015) Aktivierte klassische Monozyten exprimieren vermehrt pro-
inflammatorische Faktoren, sodass eine pro-inflammatorische Rolle der
klassischen Monozyten angenommen werden kann. (Thiesen, Janciauskiene et

al. 2014)



1.2.2 Intermediare Monozyten

Intermediare Monozyten zirkulieren fur ungefédhr 4 Tage im Blutkreislauf und
sind bei manchen chronischen Erkrankungen, wie zum Beispiel der
rheumatoiden Arthritis erhéht. (Cooper, Martin et al. 2012, Patel, Zhang et al.
2017). Intermedidre Monozyten zeichnen sich durch eine starke MHC-II
Genexpression aus, was auf eine T-Zell stimulierende Funktion hinweisen
kénnte. (Wong, Tai et al. 2011) Des Weiteren zeigen intermediare Monozyten
eine Hochregulation von pro-inflammatorischen Genen und unter den
monozytaren Subpopulationen produzieren sie die gréBte Menge an reaktiven
Sauerstoffspezies. (Zawada, Rogacev et al. 2011) Jedoch konnte auch gezeigt
werden, dass sie nach Stimulation anti-inflammatorisches IL-10 produzieren
(Skrzeczynska-Moncznik, Bzowska et al. 2008), weswegen es weiterer Studien
bedarf, um die Mechanismen der pro- oder anti-inflammatorischen Wirkung

dieser Zellen zu entschlisseln. (Kapellos, Bonaguro et al. 2019)

1.2.3 Nicht-klassische/Nicht-intermediare Monozyten

Mit einer Zirkulationsdauer von ungefédhr 7 Tagen verbleiben die nicht-
klassischen/nicht-intermedidren Monozyten am langsten im Blutkreislauf. (Patel,
Zhang et al. 2017) Mehrere Studien zeigten, dass diese
Monozytensubpopulation im Blut patrouilliert und ihr somit eine Wéachterfunktion
innerhalb des GefaBssystems zuteilwird. (zusammengefasst in Narasimhan,
Marcovecchio et al. 2019) Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass sich die
nicht-klassischen/nicht-intermediaren Monozyten zu wundheilungsférdernden,
alternativ aktivierten Makrophagen differenzieren kdénnen. (Olingy, San
Emeterio et al. 2017) Im Vergleich zu den klassischen und intermediaren
Monozyten produzieren nicht-klassische/nicht-intermediare Monozyten nach
Stimulation geringere Mengen an pro-inflammatorischen Zytokinen (u.a. TNFa,
IL-6, IL-1 Beta). (Boyette, Macedo et al. 2017) Ob alternative Monozyten eine
Rolle bei chronischen Erkrankungen spielen, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht
endgultig geklart (Narasimhan, Marcovecchio et al. 2019) und bedarf weiterer

Forschung.



1.2.4 Monozyten und Autoimmunitat

Es gibt viele Hinweise auf eine Beteiligung von Monozyten bei der Entstehung
von Autoimmunitat. Diese kommen unter anderem von Studien Uber
Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, der multiplen Sklerose oder dem
systemischen Lupus Erythematodes. (zusammengefasst in Narasimhan,
Marcovecchio et al. 2019) Auch zur Rolle der Monozyten beim T1D gibt es
bereits erste verdffentlichte Studien. Bei an T1D erkrankten Patienten konnten
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe hohere Spiegel von auch von
Monozyten produzierten proinflammatorischen Zytokinen im Blut gemessen
werden. (Devaraj, Glaser et al. 2006) Es konnte in mehreren Studien gezeigt
werden, dass die Schwere des T1D mit den im Blut gemessenen TNFa
Spiegeln korreliert und Monozyten groBe Mengen dieses Zytokins produzieren.
(zusammengefasst in Ren, Mou et al. 2017) Klassische Monozyten von an T1D
erkrankten Patienten sekretierten auBerdem proinflammatorische Zytokine wie
IL-1 Beta und IL-6, was zur Entwicklung von autoimmunitatsférdernden, IL-17
produzierenden CD4 T-Zellen flhrt. (Bradshaw, Raddassi et al. 2009) In einer
anderen Studie konnte auf klassischen Monozyten von an T1D erkrankten
Patienten eine héhere Expression der Toll-like Rezeptoren 2 und 4 festgestellt
werden, was als ein weiterer Hinweis auf einen Beitrag dieser Zellen zur
Entstehung von Entziindungsreaktionen gewertet werden kann. (Devaraj, Dasu
et al. 2008) Des Weiteren konnten bei an T1D erkrankten Patienten erhdhte
Mengen von intermediaren Monozyten gefunden werden und eine Assoziation
mit einem negativen Outcome konnte festgestellt werden. (Ren, Mou et al.
2017) Die genauen Mechanismen, die hinter der Beteiligung der Monozyten an
der Pathogenese des T1D stehen sind jedoch aktuell noch immer nicht in

Ganze verstanden und weitere Forschung ist nétig, um diese zu entschllsseln.

1.3 Interleukin-7 und Interleukin-7 Rezeptor

IL-7 ist ein Zytokin mit einer Masse von 25kDa und ist insbesondere fir seine
Rolle in der T-Zell Hombostase bekannt. Es wird primar von

Thymusstromazellen produziert, aber auch in anderen Geweben wie



Lymphknoten, Haut und Darm konnten IL-7 produzierende Zellen
nachgewiesen werden. (zusammengefasst in Kim, Hong et al. 2011) IL-7
vermittelt seine Wirkung durch Bindung an den IL-7R. Dieser Rezeptor wird von
verschiedenen Lymphozytenpopulationen exprimiert, jedoch konnten neuere
Studien zeigen, dass auch Monozyten u.a. nach Aktivierung durch LPS in der
Lage sind, den IL-7R zu exprimieren. (Al-Mossawi, Yager et al. 2019,

Adankwah, Harelimana et al. 2021)

1.3.1 Interleukin-7 und Autoimmunitat

IL-7 spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der T-Zell Homoostase.
Insbesondere naive T-Zellen und T-Gedé&chtniszellen benétigen IL-7 zum
Uberleben. (Schluns, Kieper et al. 2000, Seddon, Tomlinson et al. 2003)
Defekte im IL-7 Signalweg fuhren zur Entwicklung von schweren kombinierten
Immundefekten (SCID). (Puel, Ziegler et al. 1998) Des Weiteren werden auch
eine gesteigerte Expression von IL-7 und des IL-7R mit Erkrankungen des
Immunsystems wie dem T1D, der Multiplen Sklerose und der rheumatoiden
Arthritis in Verbindung gebracht. (zusammengefasst in Barata, Durum et al.
2019) Hohe IL-7 Spiegel fihren bei regulatorischen T-Zellen (Treg) zum Verlust
der Fahigkeit, die Proliferation von naiven T-Zellen nach T-Zell
Rezeptorstimulation durch Allo- oder Autoantigene zu verhindern und kdnnen
so zur Entstehung von autoimmunen T-Zellen beitragen. (Heninger, Theil et al.
2012) Hinweise fur eine Beteiligung von IL-7 bei der Pathogenese des T1D
kommen unter anderem aus Untersuchungen im NOD-Mausmodell: Es konnte
gezeigt werden, dass eine Blockade des IL-7Ra die Entstehung eines Diabetes
verhindern und sogar zu einem Ruckgang bei manifester Erkrankung fihren
kann. (Lee, Logronio et al. 2012) Zusatzlich waren IL-7 Spiegel bei
Neugeborenen erhoht und eine hdéhere Sensitivitat von T-Zellen flr IL-7 kénnte
eine Rolle bei der Entstehung von Inselzellautoimmunitét spielen. (Heninger,
Monti et al. 2013)



1.3.2 Der Interleukin-7 Signalweg

Die Zusammensetzung des IL-7R und dessen Signalweg sind gut untersucht:
Der IL-7R ist ein Heterodimer. Er setzt sich aus dem Interleukin-7 Rezeptor
Alpha (IL-7Ra) und der common y-chain zusammen. (Mazzucchelli and Durum
2007) Der IL-7Ra, oder auch CD127, wird im IL7RA Gen kodiert und kann
sowohl IL-7 als auch thymic stromal lymphopoietin (TSLP) binden. Die common
y-chain, oder auch CD132, wird im [/L2RG kodiert und ist Teil der
Zytokinrezeptoren fiur IL-2, IL-4, IL-9, IL-15 und IL-21. (Barata, Durum et al.
2019) Bindet IL-7 an den IL-7R kommt es zu einer Vernetzung des IL-7Ra und
der common y-chain. Dies fuhrt dazu, dass sich die intrazellular gelegenen
Januskinasen 1 (JAK1) und 3 (JAK3) gegenseitig phosphorylieren, bis sie
letztendlich den IL-7Ra phosphorylieren, wodurch eine Andockstelle fur weitere
Signalmolekile entsteht. (Barata, Durum et al. 2019) Eines dieser
Signalmolekile ist signal transducer and activator of transcription 5 (STAT5),
welches nach Phosphorylierung an der IL-7Ra Kette dimerisiert und dann nach
Translokation in den Zellkern die Transkription verschiedener Gene induziert.
(Barata, Durum et al. 2019) Zusétzlich zur membranstéandigen Form existiert
eine lésliche Form des IL-7R (slL-7Ra) mit der Fahigkeit IL-7 zu binden.
(Goodwin, Friend et al. 1990) Der sIL-7Ra entsteht durch alternatives SpleiBen
und zeichnet sich durch fehlende Sequenzen im Exon 6 des IL7RA Gens aus,
welche fir die Transmembrandoméne des Rezeptors kodieren. (Pleiman,
Gimpel et al. 1991) Die Rolle des slIL-7Ra ist Gegenstand aktueller
Diskussionen. Lundstrom und Kollegen zeigten, dass der sIL-7Ra die
Verflgbarkeit von IL-7 in-vivo erhdht, indem Uberschussiges IL-7 gebunden und
somit die Halbwertszeit von IL-7 erhdht wird. Zusétzlich wird der Verbrauch
Uber den miIL-7Ra vermindert. Daraus resultiert insgesamt eine verlangerte
Exposition der Zellen gegentber IL-7. (Lundstrom, Highfill et al. 2013) Monti
und Kollegen zeigten hingegen, dass der slL-7Ra antagonistisch auf den IL-7
Signalweg wirkt, (Monti, Brigatti et al. 2013) sodass weitere Forschung

vonnoéten ist um die Rolle des slL-7Ra in Ganze zu verstehen.
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1.3.3 Einflisse genetischer Polymorphismen auf den IL-7Ra

Fir den IL-7 Signalweg ist insbesondere der IL-7Ra von Bedeutung, da durch
ihn die nachgeschalteten Signalmokellle rekrutiert werden. (Hong, Luckey et al.
2012) SNPs im IL7R Gen haben einen Einfluss auf die Suszeptibilitdt von
Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose (Gregory, Schmidt et al.
2007), dem systemischen Lupus erythematodes (Wang, Wen et al. 2014) und
dem T1D (Todd, Walker et al. 2007). Einige Studien konnten bei Tragern des T-
Allels des im Exon 6 des IL7R Gens liegenden SNPs rs6897932 einen
protektiven Einfluss auf die Entstehung von Autoimmunerkrankungen zeigen.
(zusammengefasst in Lundtoft, Seyfarth et al. 2020) Gregory und Kollegen
konnten in einer Studie einen Einfluss des rs6897932 auf das alternative
SpleiBen und somit auf die Expression des sIL-7Ra nachweisen. Hierbei zeigte
sich bei Tragern des mit einem erniedrigten Risiko fur Autoimmunerkrankungen
assoziierten T-Allels (rs6897932T) eine nur halb so hohe Wahrscheinlichkeit far
ein Uberspringen des Exons 6 als bei Tragern des mit einem erhéhten Risiko
fir Autoimmunerkrankungen assoziierten C-Allels (rs6897932C). (Gregory,
Schmidt et al. 2007) Bei an T1D erkrankten Patienten wurden jedoch
erniedrigte slL-7Ra Spiegel sowohl bei Tragern des protektiven rs6897932T als
auch bei Tragern eines risiko-assoziierten SNPs im Vergleich zur
Kontrollgruppe gefunden. (Seyfarth, Lundtoft et al. 2018) In dieser Studie
konnte auBerdem keine Korrelation zwischen den IL-7 Spiegeln im Serum und
den sIL-7Ra Spiegeln gefunden werden. (Seyfarth, Lundtoft et al. 2018) Es wird
daher vermutet, dass der SNP-abhangige Einfluss auf die IL-7 Regulation nicht
ausschlieBlich Uber die slL-7Ra Expression stattfindet, sondern auch andere

Mechanismen eine Rolle spielen kénnten. (Lundtoft, Seyfarth et al. 2020)

Ein moéglicher Mechanismus, der die unterschiedlichen Effekte erklaren konnte,
ware ein Einfluss von SNPs auf die Expression des miL-7Ra. (Lundtoft,
Seyfarth et al. 2020) Fir den durch rs6897932T markierten, protektiven
Haplotyp konnte in Experimenten mit Zell-Linien ein positiver Einfluss auf die
Expression des mlL-7Ra gezeigt werden. (Lundtoft, Seyfarth et al. 2019) Bei

Versuchen unserer Arbeitsgruppe mit T-Zellen konnte jedoch kein Einfluss des
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rs6897932T auf die mIL-7Ra Expression festgestellt werden. (Lundtoft, Seyfarth
et al. 2020) Auch eine weitere Studie, die Blutproben von an MS erkrankten
Patienten untersuchte, konnte keinen Einfluss des rs6897932T auf die mIL-7Ra
Expression auf T-Zellen zeigen. (Jager, Schulze et al. 2013) In einer kirzlich
verdffentlichten Studie von Al-Mossawi und Kollegen konnte jedoch gezeigt
werden, dass der rs6897932T einen Einfluss auf die Expression der I6slichen
und membranstandigen Form des IL-7Ra auf Monozyten hat. Der rs6897932T
fihrte zur einer hbéheren mliL-7Ra Expression auf mit LPS stimulierten
Monozyten und gleichzeitig zu einer niedrigeren slL-7Ra Sekretion. In
Ubereinstimmung mit frilheren Studien wurde auch in dieser Studie kein
Einfluss des SNP auf die mIL-7Ra Expression auf T-Zellen gefunden. (Al-
Mossawi, Yager et al. 2019) Diese Studie gibt entscheidende Hinweise auf eine
bedeutende Rolle des durch Monozyten exprimierten bzw. sekretierten IL-7R in
der IL-7 Regulation und bildet die Grundlage daflir, dass in meiner Arbeit
Monozyten mit IL-7 stimuliert und ein besonderes Augenmerk auf die IL-7R

Expression gelegt wurde.

1.4 CD40 und CD40-Ligand

Sowohl CD40 als auch sein Bindungspartner, der CD40-Ligand (CD40L),
werden mit der Entstehung verschiedener Autoimmunerkrankungen in
Verbindung gebracht. CD40 ist ein Oberflachenrezeptor, welcher der Gruppe
der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren zuzuordnen ist. Der Rezeptor wurde 1985
zunéchst auf B-Zellen entdeckt, wird jedoch auch von Monozyten und
dendritischen Zellen exprimiert und ist auf Endothel und Epithelzellen zu finden.
(zusammengefasst in van Kooten and Banchereau 2000) Der CD40-Ligand
(CD40L) bindet an CD40 und vermittelt so Interaktionen zwischen B- und T-
Zellen. (Armitage, Fanslow et al. 1992) Der CD40L wird von einer Vielzahl von
Zellen exprimiert, unter anderem T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und
Makrophagen. (zusammengefasst in Schonbeck and Libby 2001) Die
Interaktion zwischen CD40 auf B-Zellen und CD40L auf T-Zellen st

entscheidend fur die B-Zellreifung und den T-Zell abh&ngigen Klassenwechsel
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der Immunglobuline. (Kawabe, Naka et al. 1994) Die Bindung von CD40L an
CD40 auf Monozyten und dendritischen Zellen fuhrt unter anderem zu einer
verbesserten Uberlebensféahigkeit dieser Zellen sowie zu einer erhdhten

Produktion von Zytokinen und Enzymen. (van Kooten and Banchereau 2000)

Bei Makrophagen fiuhrt der CD40 Signalweg zu pro-inflammatorischen
Signalen, welche die Entstehung von Autoimmunerkrankungen férdern kénnten.
(Karnell, Rieder et al. 2019) Weitere Hinweise auf die Beteiligung des CD40-
CD40L Signalwegs bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen kommen
von der Beobachtung, dass Lymphozyten von an SLE erkrankten Patienten
eine erhdhte CD40L Expression aufweisen, (Desai-Mehta, Lu et al. 1996) und
T-Zellen von an T1D erkrankten Patienten CD40 exprimieren. (Waid, Wagner et
al. 2007) AuBerdem weisen an T1D erkrankte Patienten erhdéhte Spiegel von
I6slichem CD40L auf. (Varo, Vicent et al. 2003) Im NOD-Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass CD40 vermittelte Signale die Entwicklung von Insulitis
und Diabetes beeinflussen. (Vaitaitis, Waid et al. 2017) Die Entstehung eines
Diabetes konnte durch Behandlung mit einem Anti-CD40L Antikérper in der
dritten bis vierten Lebenswoche in NOD-Mausen verhindert werden. (Balasa,
Krahl et al. 1997) Die Applikation des Antikdérpers bei Mausen alter als 9
Wochen konnte die Entstehung des Diabetes nicht verhindern, was auf eine
Rolle des CD40 Signalwegs insbesondere bei der Initiation der Erkrankung

hindeuten kénnte. (Balasa, Krahl et al. 1997)

1.5 CD80 und CD86

Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, spielen T-Zellen eine Schllsselrolle in der
Pathogenese des T1D. Fir die vollstdndige Aktivierung einer T-Zelle ben6tigt
diese zum einen Signale durch Antigenrezeptoren, zum anderen werden
kostimulierende Signale benétigt. CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) sind
Oberflachenrezeptoren, die vor allem auf antigenpréasentierenden Zellen
exprimiert werden und kostimulierende Signale vermitteln. Sie interagieren mit
den auf T-Zellen exprimierten Oberflachenrezeptoren CD28 (Linsley, Brady et
al. 1991) und CTLA-4 (CD152). (Linsley, Brady et al. 1991) Uber CD28 wird die
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Schwelle fur die T-Zell Aktivierung heruntergesetzt und die Aktivierung der T-
Zelle erleichtert. (Viola and Lanzavecchia 1996) CTLA-4 vermittelt Signale mit
einer inhibierenden Wirkung auf den T-Zell Rezeptor und CD28 Signalweg.
(Sharpe and Freeman 2002) Eine Blockade des CTLA-4 Signalwegs fuhrte im
Mausmodell zu einer verstarkten Autoimmunitat. (Perrin, Maldonado et al.
1996)

In Studien mit NOD-Mausen, die einen Mangel an CD80 und CD86 aufweisen,
konnte gezeigt werden, dass diese im Vergleich zu den Kontrollmdusen
schwerere Diabetesverlaufe entwickelten. Zusétzlich konnte ein starker
Ruckgang der regulatorischen T-Zellen festgestellt werden, was eine Rolle von
CD80 und CD86 in der Homdéostase der regulatorischen T-Zellen sowie eine
Beteiligung bei der Entstehung von Autoimmunitat vermuten l&sst. (Salomon,
Lenschow et al. 2000) Eine erhéhte CD80 Genexpression konnte im Blut von
an T1D erkrankten Kindern nachgewiesen werden. (Pruul, Kisand et al. 2013)
Monozyten von an T1D erkrankten Patienten exprimierten nach Stimulation mit
eigener DNA mehr CD80 und HLA DR als die Kontrollgruppe, was auf eine
Uberlegenheit in der Fahigkeit zur Ko-Stimulation und Antigenprésentation

hinweisen kénnte. (Badal, Dayal et al. 2020)

1.6 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es die Regulation des IL-7R auf Monozyten in vitro, sowie
die Interleukin-7 vermittelten Effekte auf Monozytensubpopulationen (d.h. auf
den Phanotyp und das in vitro Uberleben) bei Patienten mit Typ 1 Diabetes und

Kontrollen zu untersuchen.

1.7 Ethikvotum

Fir diese Arbeit liegt ein Ethikvotum mit folgender Referenznummer vor: 2019-
423-KFogU
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3 DISKUSSION

Die hier vorliegende Studie (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) tragt zum
besseren Verstandnis von IL-7 vermittelten Effekten auf Monozyten bei und gibt
Hinweise auf eine mogliche Beteiligung dieser Effekte in der Pathogenese des
T1D. Es konnten sowohl allgemeine Effekte von IL-7 auf Monozyten als auch
spezifische Unterschiede in der Reaktion auf eine IL-7 Stimulation zwischen
Monozyten von gesunden Kontrollen und Monozyten von an T1D erkrankten
Kindern aufgezeigt werden. IL-7 fuhrte zu einer niedrigeren mlL-7Ra
Expression, insbesondere auf Monozyten von an T1D erkrankten Kindern.
Diese wiesen vor allem auf den CD40 und CD86 hochpositiven Zellen eine
verminderte Expression des mlL7Ra auf und unterschieden sich in ihrer

Reaktion auf IL-7 von den gesunden Kontrollen.

3.1 Die Rolle der Monozytensubpopulationen

3.1.1 Monozytensubpopulationen ex-vivo

In der hier vorliegenden Studie (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) konnte
gezeigt werden, dass der Anteil der klassischen Monozyten ex-vivo bei den an
T1D erkrankten Kindern im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht ist,
wahrend der Anteil der intermediaren Monozyten geringer ist.
Interessanterweise beschreiben Ren und Kollegen eine Erhéhung der
intermediaren Monozyten bei an T1D erkrankten Kindern. (Ren, Mou et al.
2017) Dies mag zunéchst im Gegensatz zu dem in der hier vorliegenden Studie
gefundenen erniedrigten Anteil der intermediaren Monozyten stehen, jedoch
wurden in der Studie von Ren und Kollegen sogenannte new onset Patienten
mit kurzer Krankheitsdauer untersucht (Mean: 19,5 Tage) (Ren, Mou et al.
2017), wéahrend in der hier vorliegenden Studie Patienten mit langerer
Krankheitsdauer eingeschlossen wurden (Median: 5,17 Jahre), was die
Vergleichbarkeit erschwert und eine mogliche Erklarung fur die

unterschiedlichen Ergebnisse darstellen kdnnte. Diese Hypothese wird durch
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eine Studie von Oras und Kollegen unterstitzt, in der die Anzahl der CD16
positiven Monozyten vom Alter abhéngig und bei jingeren T1D Patienten (Alter
<11 Jahre) erhoht war. (Oras, Peet et al. 2019) Dartber hinaus konnte in dieser
Studie gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil der CD16 positiven
Monozyten auch von den C-Peptid Spiegeln und dem Vorhandensein einer
Ketoazidose abhéngig ist, was eine weitere Erklarung sein kénnte. (Oras, Peet
et al. 2019) Klassische Monozyten sind bekannt fur ihre starken pro-
inflammatorischen Eigenschaften und sind in der Lage groBe Mengen von pro-
inflammatorischen Zytokinen zu produzieren. (Wong, Tai et al. 2011, Gren,
Rasmussen et al. 2015) In einer friiheren Studie wurde gezeigt, dass klassische
Monozyten von an T1D erkrankten Patienten spontan die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1 Beta und IL-6 sezernieren und somit die
Entwicklung von IL-17 produzierenden CD4 T-Zellen férdern. (Bradshaw,
Raddassi et al. 2009) Die erhdhte Anzahl an klassischen Monozyten in der T1D
Studiengruppe passt demnach zu den bisher beschriebenen pro-
inflammatorischen Eigenschaften dieser Subpopulation und kdénnte den
inflammatorischen Zustand, in dem sich die an T1D erkrankten Kindern

befinden, widerspiegeln. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021)

3.1.2 Einfluss von IL-7 auf die Monozytensubpopulationen und die

IL-7R Expression

In einer kurzlich veréffentlichten Studie von Al-Mossawi et al. konnte gezeigt
werden, dass der IL-7R von Monozyten exprimiert wird. In dieser Studie wurden
Monozyten unter anderem mit LPS stimuliert und es konnte gezeigt werden,
dass der mit Autoimmunitat assoziierte SNP rs6897932 sowohl die Expression
des mIL-7Ra als auch die des slL-7Ra nach LPS-Stimulation beeinflusst. (Al-
Mossawi, Yager et al. 2019) In der hier vorliegenden Studie fihrte die 24-
stindige LPS-Stimulation zu einer deutlichen Zunahme der miL-7Ra
Expression auf Monozyten (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021), womit dieser
Aspekt der Studie von Al-Mossawi repliziert werden konnte. Wéahrend Al-
Mossawi et al. nur CD14+ Monozyten untersuchten (Al-Mossawi, Yager et al.

2019), konnte in meiner Arbeit gezeigt werden, dass auch die CD14++CD16+
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intermediaren und die CD14+CD16++ nicht-klassischen/nicht-intermediéren
Monozyten den miL-7Ra nach LPS Stimulation exprimieren. (unveréffentlichte
Daten) Hierbei muss bemerkt werden, dass sowohl die alleinige in-vitro Kultur
an sich als auch die Stimulation die Expression von CD14 und CD16 von
Monozyten beeinflussten. Auch in einer weiteren von unserer Arbeitsgruppe
durchgefihrten Studie konnten ahnliche Kultureffekte auf die CD14 und CD16
Expression von Monozyten beobachtet werden (Adankwah, Harelimana et al.
2021). Um eine sicherere Aussage uber die mlL-7Ra Expression auf den
verschiedenen Monozytensubpopulationen treffen zu kdénnen, muisste man
demzufolge vorher gesortete Monozyten verwenden. Zusétzlich wurden in der
hier vorliegenden Studie (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Monozyten mit IL-
7 stimuliert und die mIL-7Ra Expression untersucht: Die Stimulation mit IL-7
fihrte bei Betrachtung beider Studiengruppen im Vergleich zur alleinigen in-
vitro Kultivierung zu einer Abnahme der mIL-7Ra Expression auf Monozyten.
Durch den Vergleich von Monozyten von gesunden Kontrollen und von an T1D
erkrankten Kindern konnte in der hier vorliegenden Studie gezeigt werden, dass
sich die mlL-7Ra Expression nach Stimulation mit IL-7 zwischen den
Studiengruppen unterscheidet. Monozyten von an T1D erkrankten Kindern
wiesen hierbei insgesamt eine niedrigere mlL-7Ra Expression auf. Die
Expression des membrandsen IL-7 Rezeptors wurde bei ihnen durch IL-7
Stimulation vermindert, wahrend dieser Effekt bei den gesunden Kontrollen
nicht nachweisbar war. Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass die
Monozyten von an T1D erkrankten Kindern und die Monozyten der gesunden
Kontrollen eine unterschiedliche Reaktion auf IL-7 aufweisen. (Hehenkamp,
Hoffmann et al. 2021) Park und Kollegen konnten in einer Studie
demonstrieren, dass T-Zellen den miIL-7Ra nach IL-7 Stimulation
runterregulieren. (Park, Yu et al. 2004) In neuen, bisher unveréffentlichten
Studien unserer Arbeitsgruppe war die Runterregulation des miL-7Ra nach IL-7
Stimulation bei isolierten Monozytenkulturen nicht zu sehen, sodass die in der
hier vorliegenden Studie gesehene unterschiedliche Reaktion auf IL-7 zwischen
den Studiengruppen zu einem Teil indirekt durch T-Zellen vermittelt sein

kénnte. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021)
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Durch weitere Analysen der mlL-7Ra Expression auf den verschiedenen
monozytaren Subpopulationen konnte in der hier vorliegenden Studie
(Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) gezeigt werden, dass sich die mIL-7Ra
Expression auf diesen zwischen den Studiengruppen unterscheidet: Wahrend
sich nach alleiniger in-vitro Kultur keine Unterschiede in der mlL-7Ra
Expression zwischen den Studiengruppen feststellen lieBen, flihrte die
Stimulation mit IL-7 zu einer niedrigeren mIL-7Ra Expression auf den nicht-
klassischen/nicht-intermedidren Monozyten von an T1D erkrankten Kindern. Bei
gemeinsamer Betrachtung der beiden Studiengruppen nahmen die nicht-
klassischen/nicht-intermedidren Monozyten durch IL-7 Stimulation in ihrer
Anzahl im Vergleich zu den anderen Subpopulationen am deutlichsten zu. Nach
24-stundiger Stimulation mit IL-7 lieB sich nur eine Zunahme der Proportion der
Population der nicht-klassischen/nicht-intermediaren Monozyten beobachten,
wobei bei der 72-stiindigen Stimulation mit IL-7 eine Zunahme der absoluten
Zellzahlen der nicht-klassischen/nicht-intermedidren  und  klassischen
Monozyten sowie eine Abnahme der intermediaren Monozyten beobachtet
werden konnte. Wahrend fur die klassischen Monozyten vor allem pro-
inflammatorische Funktionen angenommen werden, (Wong, Tai et al. 2011,
Gren, Rasmussen et al. 2015) ist die Rolle der nicht-klassischen/nicht-
intermediaren Monozyten weniger eindeutig und wird eher als anti-
inflammatorisch angesehen (Boyette, Macedo et al. 2017). Vor diesem
Hintergrund scheint die Vermehrung der nicht-klassischen/nicht-intermediaren
Monozyten durch IL-7 Stimulation zundchst im Gegensatz zu der
autoimmunitatsférdernden  Wirkung von IL-7 zu stehen. Eine mogliche
Erklarung ist, dass IL-7 eine unterschiedliche Wirkung auf Monozyten und T-
Zellen haben kénnte. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) So konnten Al-
Mossawi et. al zeigen, dass der mit Protektion gegen Autoimmunitat in
Verbindung stehende SNP rs6897932T zu einer héheren miL-7Ra Expression
auf Monozyten fuhrt, die Expression des mlL-7Ra auf T-Zellen jedoch nicht
beeinflusst wird. (Al-Mossawi, Yager et al. 2019). Auch friihere Studien konnten
zeigen, dass dieser SNP die Expression des miIL-7Ra auf T-Zellen nicht

beeinflusst (Jager, Schulze et al. 2013), sodass die Rolle des IL-7R bei der
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Entstehung von Autoimmunitdt Gegenstand aktueller Diskussionen ist.
(Lundtoft, Seyfarth et al. 2020) Dazu passt, dass sich die Proportionen der
Monozyten Subpopulationen ex-vivo und unstimuliert nicht zwischen den
Studiengruppen unterscheiden, nach IL-7 Stimulation jedoch die an T1D
erkrankten Kinder einen signifikant niedrigeren Anteil an nicht-klassischen/nicht-
intermediaren Monozyten besitzen. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Daraus
kann man schlieBen, dass die oben beschriebene niedrigere mlL-7Ra
Expression auf den nicht-klassischen/nicht-intermediaren Monozyten von an
T1D erkrankten Kindern zu einer beeintrachtigten Reaktion auf IL-7 fuhrt und
somit funktionelle Relevanz besitzen kénnte. (Hehenkamp, Hoffmann et al.
2021)

3.2 Einfluss des rs6897932 auf die IL-7R Expression

Wie oben beschrieben beeinflusste in der Studie von Al-Mossawi und Kollegen
der SNP rs6897932 die Expression des mIL-7Ra auf Monozyten nach LPS
Stimulation. (Al-Mossawi, Yager et al. 2019) Ein Einfluss des rs6897932 auf die
miL-7Ra Expression auf Monozyten nach LPS Stimulation konnte in meiner
Arbeit jedoch nicht nachgewiesen werden. (unverdffentlichte Daten) Ein
mogliches Problem hierbei kbnnte die geringe Anzahl an homozygoten Tragern
des protektiven T Allels sein, weswegen hiertber keine sichere Aussage
getroffen werden kann. Jedoch kann zumindest ein Einfluss des
risikoférdernden C Allels aufgrund einer héheren Anzahl an homozygoten
Probanden mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Zusétzlich
zur membranstandigen Variante des IL-7R wird ein l6slicher IL-7R Rezeptor
durch alternatives SpleiBen gebildet. (Pleiman, Gimpel et al. 1991) Der Einfluss
des rs6897932 auf die Sekretion der loslichen Variante des IL-7R ist gut
untersucht und bei Patienten mit T1D, die Trager des protektiven Haplotypen
waren, konnten niedrigere Spiegel des sIL-7Ra im Serum festgestellt werden.
(Seyfarth, Lundtoft et al. 2018) In der hier vorliegenden Studie (Hehenkamp,
Hoffmann et al. 2021) wurden sowohl die mIL-7Ra als auch die slL-7Ra

Expression von Monozyten von gesunden Probanden mittels real-time qPCR

20



untersucht, jedoch konnten keine Hinweise auf eine gesteigerte sIL-7Ra
Expression nach IL-7 Stimulation gefunden werden. Eine verénderte slL-7Ra
Expression nach IL-7 Stimulation und somit auch ein Einfluss des rs6897932
erscheint aus diesem Grund unwahrscheinlich. (Hehenkamp, Hoffmann et al.
2021)

3.3 t-SNE-Analysen identifizieren  Subpopulation  mit

distinktem Phanotyp

Um die Einflisse der veranderten IL-7R Expression weiter zu untersuchen,
wurden in der hier vorliegenden Studie, weitere Oberflachenmarker auf
Monozyten durchflusszytometrisch untersucht und mittels t-distributed
Stochastic Neighbor-Embedded (t-SNE) Analyse charakterisiert. (Hehenkamp,
Hoffmann et al. 2021) Die t-SNE Analyse ist eine Mdglichkeit,
mehrdimensionale Daten (in dieser Arbeit die Expression verschiedener
Oberflachenrezeptoren auf Monozyten) in einem zweidimensionalen Graphen
darzustellen und erleichtert somit die Analyse komplexer Zellphanotypen. Je
naher sich zwei Punkte im Graph sind, desto ahnlicher sind sie sich in der
Expression der untersuchten Marker und kénnen so als abgrenzbare Cluster
dargestellt werden. (van der Maaten 2008) Fur die t-SNE Analysen wurden in
der hier vorliegenden Studie (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Marker fir
den miL-7Ra, CD40, CD80 und CD86 verwendet. Wahrend sich bei der
gemeinsamen Betrachtung beider Studiengruppen fir die 24-stiindige in-vitro
Kultur und die 24-stiindige Stimulation mit LPS jeweils ein Cluster von Zellen
mit einer hohen mlL-7Ra Expression bildete, zeigten sich interessanterweise
nach 24-stiindiger Stimulation mit IL-7 drei eindeutig voneinander abgrenzbare
Zellcluster. Dies deutet daraufhin, dass nach IL-7 Stimulation drei phanotypisch
unterschiedliche Zellpopulationen eine hohe IL-7R Expression aufweisen.
(Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Wahrend LPS zu einer erhéhten CD80 und
einer verminderten CD86 Expression auf Monozyten fuhrte, verminderte IL-7
signifikant die CD80 Expression und zeigte einen Trend zu einer erhéhten

CD86 Expression auf Monozyten. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021)
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Hervorzuheben ist, dass die IL-7 Stimulation einen Einfluss auf die CD40
Expression auf Monozyten hatte, wéhrend eine Stimulation mit LPS zu keiner
signifikanten Veranderung fihrte. Hierbei wurde CD40 auf den untersuchten
Monozyten durch die Stimulation mit IL-7 deutlich hochreguliert. (Hehenkamp,
Hoffmann et al. 2021) Van Roon und Kollegen konnten in einer Studie zeigen,
dass fur die IL-7 abhangige in-vitro Aktivierung und Proliferation von CD14+
Monozyten die gleichzeitige Prasenz von CD4+ T-Zellen vonnéten ist (van
Roon, Verweij et al. 2005), sodass davon auszugehen ist, dass T-Zell-
Monozyten-Interaktionen oder T-Zell Zytokine fur die Hoch- und
Runterregulation der oben beschriebenen Marker eine Rolle spielen.

(Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021)

CD40 ist ein Oberflachenrezeptor, der unter anderem auf Monozyten und
dendritischen Zellen exprimiert wird und gemeinsam mit dem CD40L die
Interaktion zwischen T- und B-Zellen vermittelt. (zusammengefasst in van
Kooten and Banchereau 2000) Hinweise auf eine Beteiligung von CD40 bei der
Entstehung des T1D kommen von Studien mit NOD-Mausen, bei denen CD40
vermittelte Signale zur Entwicklung eines Diabetes notwendig waren und die
Entstehung eines Diabetes durch Blockade mit einem Anti-CD40L Antikdérper
verhindert werden konnte. (Balasa, Krahl et al. 1997) In der hier vorliegenden
Studie zeigten Monozyten von an T1D erkrankten Kindern sowohl ex-vivo als
auch nach in-vitro Kultur mit oder ohne LPS eine niedrigere Expression von
CD40. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Dies kann als kontrovers
angesehen werden, jedoch wurden die diabetogenen Eigenschaften von CD40
positiven Zellen bisher insbesondere fir die T-Zellen gezeigt (Vaitaitis, Waid et
al. 2017), wahrend Uber die Rolle von CD40 positiven Monozyten bei der
Pathogenese des T1D bisher wenig bekannt ist. Nach IL-7 Stimulation lieBen
sich die in der hier vorliegenden Studie (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021)
gefundenen Unterschiede nicht mehr feststellen. Durch Untersuchung der mit
IL-7 stimulierten Monozyten mit einer starken CD40 Expression (CD40high) und
einer niedrigen CD40 Expression (CD40low) wurde deutlich, dass sich die
Monozyten von den gesunden Kontrollen und den an T1D erkrankten Kindern

insbesondere in ihrer mIiL-7Ra Expression auf den CD40high Monozyten

22



unterschieden haben. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Monozyten von an
T1D erkrankten Kindern wiesen hierbei eine niedrigere Expression des mlL-
7Ra auf. Dies steht im Einklang mit den weiter oben beschriebenen
Ergebnissen, dass die nicht-klassischen/nicht-intermediaren Monozyten von an
T1D erkrankten Kindern eine niedrigere IL-7R Expression aufwiesen als die der
gesunden Kontrollen und kann als ein weiterer Hinweis auf eine protektive Rolle
von IL-7 vermittelten Monozytenfunktionen gewertet werden. (Hehenkamp,
Hoffmann et al. 2021) Hier wéare eine Untersuchung der Effekte auf die
monozytaren Subpopulationen sicherlich interessant gewesen. Flr die daflr
bendtigte vorangehende Zellsortierung stand jedoch nicht genltgend
Zellmaterial zur Verfugung, sodass dies Gegenstand zukunftiger Studien sein
kbnnte. Einen weiteren Hinweis flur Unterschiede der Monozyten der
verschiedenen Studiengruppen in der IL-7 Antwort gibt auBerdem die
Korrelation der mIL-7Ra Expression mit der CD40 Expression. Wéahrend diese
bei den Monozyten der gesunden Kontrollen positiv korreliert waren, zeigte sich
bei den Monozyten der an T1D erkrankten Probanden eine negative

Korrelation. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021)

Weiterfihrende  t-SNE-Analysen  der  Monozyten, aufgeteilt  nach
Studiengruppen, lieferten weitere Hinweise auf eine unterschiedliche IL-7
Antwort der Monozyten von an T1D erkrankten Kindern und denen der
gesunden Kontrollen: Bei beiden Studiengruppen konnte nach IL-7 Stimulation
zwischen drei verschiedenen hochpositiven Clustern von CD40high Monozyten
anhand der CD86 Expression (hoch, mittel, niedrig) unterschieden werden.
(Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Wahrend sich bei den Monozyten der
Kontrollen eine hohe mlIL-7Ra Expression auf den CD40high und CD86
hochpositiven Monozyten nachweisen lief3, lieB sich bei den Monozyten der an
T1D erkrankten Kindern keine erhdhte miL-7Ra Expression nachweisen.
(Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Dies deutet darauf hin, dass die Monozyten
mit einer hohen CD40 und CD86 Expression bei an T1D erkrankten Probanden
in ihrer Funktion eingeschrankt sind und eine mogliche Rolle in der
Pathogenese des T1D spielen kénnten. (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021)

Bemerkenswerterweise gibt es viele Hinweise auf eine mdégliche Beteiligung
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von CD40 und CD86 bei der Pathogenese des T1D. (Balasa, Krahl et al. 1997,
Salomon, Lenschow et al. 2000, Vaitaitis, Waid et al. 2017) Dass Monozyten
von an T1D erkrankten Kindern mit einer hohen Expression dieser Marker nach
IL-7 Stimulation eine verminderte mIL-7Ra Expression aufweisen, unterstitzt
die oben vermutete Beteiligung dieser Zellen bei der Pathogenese des T1D und
unterstreicht die Relevanz der Beobachtung. (Hehenkamp, Hoffmann et al.
2021)

3.4 Bedeutung fur neue Therapieansatze

Trotz jahrelanger intensiver Forschung konnte bisher keine kausale Therapie
des T1D gefunden werden. Obwohl sich die Therapie der Erkrankung stetig
weiterentwickelt, leiden Betroffene unter vielfaltigen Komplikationen die unter
anderem die Nieren, das Nervensystem und die Haut betreffen.
(zusammengefasst in Papatheodorou, Banach et al. 2015) Eine kausale
Therapie konnte im besten Fall die Entstehung der Krankheit verhindern bzw.
rickgangig machen und somit diese Komplikationen verhindern. Neue
Erkenntnisse in der Pathogenese des T1D helfen, mégliche Ansatzpunkte fur
zielgerichtete Therapien zu identifizieren und dem Ziel einer kausalen Therapie
nadher zu kommen. In meiner Arbeit konnten Unterschiede zwischen den
Monozyten von an T1D erkrankten Kindern und denen der gesunden Kontrollen
in der Antwort auf eine Stimulation mit IL-7 gezeigt werden. Nach IL-7
Stimulation wiesen Monozyten von an T1D erkrankten Kindern mit einer hohen
Expression von CD40 und CD86 eine niedrige mlL-7Ra Expression auf.
(Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) Der IL-7 Signalweg und mdgliche
therapeutische Ansatzpunkte sind Gegenstand intensiver Forschung und im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Blockade des IL-7R mit einem
Antikérper die Entstehung des Diabetes rickgangig machen konnte. (Lee,
Logronio et al. 2012) Insgesamt fokussieren sich die bisherigen therapeutischen
Ansatze beim IL-7 Signalweg hauptsachlich auf eine Blockade des Rezeptors.
(Markovic and Savvides 2020) Hierbei belaufen sich die Erfolge der

Medikamente, die in den IL-7 Signalweg beim T1D eingreifen jedoch bisher nur
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auf laufende oder abgeschlossene Phase 1 Studien. (Ellis, van Maurik et al.
2019, Herold, Bucktrout et al. 2019, zusammengefasst in Markovic and
Savvides 2020) Zudem fokussieren sich die meisten pharmakologischen
Studien beim T1D auf die T- und B-Zell Antwort und vernachlassigen hierbei die
Effekte auf die angeborene Immunantwort. (Warshauer, Bluestone et al. 2020)
Die in der hier vorliegenden Studie gefundene niedrigere mlL-7Ra Expression
auf Monozyten von an T1D erkrankten Kindern im Vergleich zu der gesunden
Kontrollgruppe (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) kénnte ein Hinweis darauf
sein, dass eine Behandlung mit einem Anti-IL7R AntikGrper nicht nur positiven
Einfluss auf die Entwicklung des T1D nimmt, sondern auch eventuelle
protektive Einflisse des IL-7R auf Monozyten blockieren kann. Um die
Hintergriinde und die verschiedenen Wirkungen des IL-7 Signalwegs und einer
potenziellen Blockade zu verstehen, ist es somit wichtig, diesen in
verschiedenen Krankheiten und weiterfihrenden Studien zu untersuchen.
AuBerdem waéare es von Interesse herauszufinden, ob ein therapeutischer
Ansatz an Zellen des angeborenen Immunsystems eine Mdéglichkeit darstellen

kdnnte.

3.5 Starken und Schwéachen der Arbeit

Nachdem ich die in meiner Arbeit gefundenen Ergebnisse oben bereits
diskutiert habe, méchte ich im Folgenden noch einmal explizit auf die Stéarken
und Schwéachen meiner Arbeit eingehen. Eine Stérke der Arbeit ist die Inklusion
einer groBen Anzahl an Oberflichenmarkern, die zum einen die Unterteilung in
die verschiedenen Monozytensubpopulationen und zum anderen eine genaue
Phéanotypisierung anhand mehrerer Oberflachenmarker (CD40, CD80, CD86,
mIL7Ra) ermoglicht. AuBerdem konnte eine ausreichend groBe Menge an
Probanden untersucht werden, sodass die gefundenen Ergebnisse
aussagekraftig sind. Eine Starke der Arbeit sind sicherlich auch die t-SNE-
Analysen, die geholfen haben, die groBe Menge an Daten anschaulich
darzustellen und zu analysieren. Zu erwahnen ist, dass in der hier vorliegenden

Studie (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) peripheral blood mononuclear cells
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(PBMCs) von gesunden Kontrollen und an T1D erkrankten Kindern als
Zellmaterial verwendet wurden. Die darin enthaltenen Monozyten wurden durch
Gating anhand ihrer Lage im Scatter und der Expression von CD11b, HLADR,
CD14 und CD16 identifiziert. Durch die gemeinsame Kultur mit den anderen
Immunzellsubtypen konnten Interaktionen mit anderen Zellarten und somit
indirekt vermittelte Effekte nicht ausgeschlossen werden, sodass man dies bei
der Interpretation der Ergebnisse beritcksichtigen muss. (Hehenkamp,
Hoffmann et al. 2021) So kénnte es sein, dass sowohl die beobachtete IL-7Ra
als auch die CD40 Expression der Monozyten auf von zum Beispiel T-Zellen
ausgeschitteten Zytokine zuriickzufiihren sind. (Hehenkamp, Hoffmann et al.
2021) Die hohen bendtigten Zellzahlen fir eine Isolation von Monozyten und die
limitierte Anzahl an zur Verfiugung stehenden Proben verhinderten in der hier
vorliegenden Studie die Verwendung von isolierten oder vorher gesorteten
Monozyten. Obwohl in der hier vorliegenden Studie viele Hinweise auf eine
funktionelle Relevanz der gefundenen Ergebnisse aufgezeigt werden konnten,
werden weitere Studien benétigt, um diese zu bestatigen und die genauen

Mechanismen besser zu untersuchen.

3.6 Ausblick

In zuklnftigen Studien soll die funktionelle Relevanz der gefundenen
Ergebnisse fur die Pathogenese des T1D weiter untersucht werden. Hierfur
bieten sich Studien mit Zell-Linien, Tier-basierte Versuche aber auch weitere
Studien mit humanen Monozyten von gesunden Kontrollen und von an T1D
erkrankten Kindern an. Da insbesondere Kultur- und Stimulationseffekte in der
hier vorliegenden Studie (Hehenkamp, Hoffmann et al. 2021) bei der
Untersuchung der monozytdren Subpopulationen nicht ausgeschlossen und
quantifiziert werden konnten, ware es in weiteren Studien von Interesse die
verschiedenen Subpopulationen mithilfe von vorheriger Zellsortierung zu
trennen und separat zu untersuchen. Auch der Einfluss des mit Protektion

gegen Autoimmunitat verbundenen SNP rs6897932 sollte in Studien mit einer
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gréBeren Anzahl von Tragern des protektiven T-Allels untersucht werden, um

mehr Licht auf die der Protektion zugrundeliegenden Mechanismen zu werfen.
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