Aus dem Institut fiir Klinische Diabetologie des Deutschen Diabetes-Zentrums
-Leibniz-Institut-
an der Heinrich- Heine- Universitat Dusseldorf

Komm. Direktorin: Priv.Doz. Dr. med. Nanette C. Schloot

Assoziation von systemischen Zytokin- und Chemokin-

Spiegeln mit naturlicher und Cyclosporin A-induzierter

Remission bei Typ 1 Diabetes

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

Der Medizinischen Fakultat

der Heinrich - Heine - Universitat Disseldorf

vorgelegt von

Olaf Giovanni De Rosa

2007



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Bernd Nirnberg
Dekan

Referentin: Priv.-Doz. Dr. Schloot

Korreferent: Priv.-Doz. Dr. MacKenzie



Einleitung

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

1.4.1.
1.4.2.

1.5.

1.5.1.
1.5.2.

1.6.
1.7.
1.8.

Inhaltsverzeichnis

Diabetes mellitus

Der Typ 1 Diabetes

Immunologische Grundlage des Typ 1 Diabetes
Bedeutung der Makrophagen beim Typ 1 Diabetes
Bedeutung und Funktion der Zytokine

Interleukin-10 (IL-10)

Interferon-y (IFN-y)

Bedeutung und Funktion der Chemokine

Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1, CCL2)
Macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a, CCL3)
Cyclosporin A

Remission und Insulinresistenz beim Typ 1 Diabetes

Zielsetzung der vorliegenden Studie

Material und Methoden

2.1.

21.1.
21.2.
2.1.3.
21.4.

Materialien

Gerate und Pipetten
Gefalie
Einmalmaterialien
Chemikalien

Losungen

11
12
14
15
17
19
21
22
25
28
35

37
37
38
38
39
40



21.41. Waschpuffer

2.1.4.2. Uberzug-Puffer

2.1.4.3. Verdunnungslésungen

2.1.5. Antikorper

2.1.6. Standards

21.7. Klinische Daten der Studienteilnehmer

2.1.8. Statistische Auswertung

2.2 Methoden

2.21. Allgemeine Grundlagen des ELISA-Verfahrens

2.3. Storfaktoren bei ELISA

2.3.1. Stabilitat von Zytokinen und Chemokinen im Serum

2.3.2. Interferenz mit heterophilen Antikdrpern

2.3.3. Software-Fehler

24. In-House ELISA Protokolle des
Deutschen Diabetes Forschungsinstituts Dusseldorf

2.4.1. MIP-1a

24.2. MCP-1

24.3. IL-10

244, IFN-y

2.5. Serumproben von Patienten mit Typ 1 Diabetes

2.5.1. Aliquotierung und Lagerung

Ergebnisse

3. Etablierung und Optimierung der In-House ELISA fur MCP-1
und MIP-1a

3.1. Ermittlung der optimalen Konditionen

40
41
42
43
44
44
45
46
46
48
48
48
49

50
50
57
65
72
79
80

82
82



3.1.1.

Spiking und Interferenz mit heterophilen Antikdrpern

3.1.2. Stabilitat und Linearitat der Chemokine

3.2. Charakteristika der Studienteilnehmer zu Studienbeginn

3.3. Longitudinaler Verlauf der gemessenen Zyto-/Chemokine

3.3.1. Longitudinaler Verlauf von IL-10

3.3.2. Longitudinaler Verlauf von IFN-y

3.3.3. Longitudinaler Verlauf von MCP-1

3.3.4. Longitudinaler Verlauf von MIP-1a

3.3.5. Zyto- und Chemokin Ratios

3.3.6. TH1/TH2 Zytokin Ratio (IFN-y/IL-10)

3.3.7. TH1-lastige/TH2-lastige Chemokin Ratio (MIP-1a/MCP-1)

3.4. Korrelation von Zyto-/Chemokinen mit klinischen
Patienten-Charakteristika bei Studienbeginn

3.4.1. Korrelation von Zyto-/Chemokinen mit klinischen
Patienten-Charakteristika zum Zeitpunkt 6 und 12 Monate

Diskussion

4, EinfUhrung

4.1. Longitudinaler Verlauf der Zyto-/Chemokine

4.2. Zytokin- und Chemokin Ratios

4.3. Korrelation von Zyto-/Chemokinen mit klinischen Patienten-
Charakteristika

4.4, Schlussfolgerung

86
90
93
94
88
90
08
99
101
101
103

105

106

108
110
113

114
116



Literaturverzeichnis

Danksagung

Zusammenfassung

Lebenslauf

117

143

144

145



Abkiirzungsverzeichnis

American Diabetes Association

Acquired immune deficiency syndrome
Bio-Breeding

Body mass index

Cytomegalie Virus
Desoxiribonucleinsaure (-acid)

Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay
Endogenes Pyrogen

Fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Glutamic acid decarboxylase
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Glukosetoleranztest

Human leukocyte antigen

Insulin Autoantikorper

Insulinoma associated antigen 2 antibody
Inselzellantikorper (islet cell antibodies)
Insulin dependent Diabetes Mellitus
Impaired fasting glycaemia

Interferon

Immunglobulin

Impaired glucose tolerance

Interleukin

Interferon-gamma inducible protein
IFN-y-stimulated response elements
kiloDalton

Lipopolysaccharid



MCP
MHC
MIG
MIP
NIDDM
NK

NO
NOD
oD
RNA
SCYA2
TARC
TCA-3
TMB
TNF
Tween
WHO

Monocyte chemoattractant protein

Major histocompatibility complex

Monokine induced by IFN-gamma
Macrophage inflammatory protein
Non-insulin dependant Diabetes Mellitus
Naturliche Killerzellen

Stickstoffmonoxid

Non obese diabetic (nicht adipds diabetisch)
Optical density (optische Dichte)
Ribonucleinsaure (-acid)

Small inducible cytokine A2

Thymus and Activation-Regulated Chemokine
T-cell activation gene

Tetramethylbenzidin

Tumor Nekrose Faktor
Polyoxyethylsorbitmonolaureat

World Health Organization



Einleitung

1. Diabetes mellitus

Aufgrund der Tatsache, dass viele neue Erkenntnisse und aussagekraftige Daten zum
Diabetes in den vergangenen Jahren intensiver Forschung gewonnen wurden, hat 1996
eine Expertengruppe der WHO (World Health Organization) und 1997 die ADA
(American Diabetes Association) ein Uberarbeitetes Klassifikations- und Diagnosesystem
zum Diabetes vorgeschlagen. 2001 verodffentlichte die DDG (Deutsche Diabetes
Gesellschaft) ein mit den beiden vorher genannten Arbeitsgruppen in weiten Teilen
Ubereinstimmendes System, wobei Begriffe wie ,IDDM® (insulin-dependent diabetes
mellitus) oder ,NIDDM* (non-insulin-dependent diabetes mellitus) nicht mehr verwendet

werden sollten. Bei der Einteilung wird unterschieden:

Typ 1 Diabetes: B-Zell-Zerstorung, die zum absoluten Insulinmangel fihrt
A. immunologisch vermittelt
B. idiopathisch
. Typ 2 Diabetes: idiopathische Form des Diabetes mit Insulinresistenz und
relativem Insulinmangel bis hin zum sekretorischen Defekt
Il Andere spezifische Diabetes-Typen:
A. Genetische Defekte der B-Zell-Funktion, z.B.
Chromosom 7, Glukokinase (friher MODY 2)
Erkrankungen des exokrinen Pankreas, z.B. Pankreatitis
Endokrinopathien, z.B. Morbus Cushing
Medikamentds oder chemisch/toxisch induziert, z.B. durch Vacor (Rattengift)
Infektionen, z.B. CMV

Seltene Formen des immunvermittelten Diabetes, z.B.

nmmoow

Lotiff-Person“-Syndrom

©

Genetische Defekte der Insulinwirkung, z.B. Leprechaunismus

H. Andere, gelegentlich mit Diabetes assoziierte genetische Syndrome, z.B.



Down-Syndrom

V. Gestationsdiabetes

Zusatzlich unterscheidet man verschiedene Stadien des Diabetes mellitus:

e IGT (Impaired Glucose Tolerance)

o |IFG (Impaired Fasting Glycaemia)

e Préadiabetes: Patienten mit einem nicht pathologischen Glukosetoleranztest (GTT), die
aber mit hoher Wahrscheinlichkeit (positive Familienanamnese, Adipositas, positive
Schwangerschaftsanamnese) einen Diabetes entwickeln werden

o Latenter Diabetes: nur unter Extrembedingungen pathologischer GTT

e Subklinischer Diabetes: pathologischer GTT bei normalen Blutzuckerkonzentrationen

e Manifester Diabetes: permanente Hyperglykdmie und Glukosurie

Die wichtigste Anderung der Diagnosekriterien fir einen Diabetes mellitus war die
Herabsetzung des diagnostischen Nuchterngrenzwertes der Plasma-Glukose-
Konzentration von 7.8 mmol/l (140 mg/dl) auf 7.0 mmol/l (126 mg/dl).

1.1. Der Typ 1 Diabetes

Der Typ 1 Diabetes ist durch eine Zerstérung der insulinproduzierenden Zellen (auch
Betazellen genannt) in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas charakterisiert, die
aufgrund von chronisch-progressiven Immunmechanismen selektiv und unwiderruflich
geschadigt werden (Rossini et al., 1991). Diese Tatsache hat zur Folge, dass an Typ 1
Diabetes erkrankte Menschen einen absoluten Insulinmangel aufweisen und deshalb auf
eine lebenslange exogene Insulinzufuhr angewiesen sind. In Deutschland leiden etwa
8% der Bevodlkerung an Diabetes mellitus, wovon der Typ 2 Diabetes (auch als alters-
oder uUbergewichtsbedingter Diabetes bezeichnet) ca. 90% ausmacht, der Typ 1

Diabetes im Gegensatz dazu nur ca. 10% der Gesamtdiabetiker umfasst (Kolb, 1990).



Grundsatzlich kann der Typ 1 Diabetes in jedem Lebensalter auftreten, in der Mehrzahl
der Falle manifestiert er sich jedoch vor dem 35. Lebensjahr, wohingegen der Diabetes
Typ 2 meist nach dem 35. Lebensjahr klinisch auffallig wird (Scherbaum et al., 1999).

Der durch absoluten Insulinmangel gekennzeichnete Typ 1 Diabetes weist typische
Symptome wie Polydipsie, Polyurie, Gewichtsabnahme und Mudigkeit bzw. verminderte
Leistungsfahigkeit auf. Des Weiteren kann sich eine Ketoazidose ausbilden, da der
Insulinmangel eine ungebremste Lipolyse mit einer gesteigerten Ketonkorperproduktion
in Gang setzt. Die Ketoazidose wiederum kann zu Pseudoperitonitis, Kussmaulscher
Atmung und Bewusstseinseintribung bis hin zum ketoazidotischen Koma flhren,
welches einen lebensgefahrlichen  Zustand darstellt und der sofortigen
intensivmedizinischen Behandlung bedarf. Die moderne Insulinbehandlung hat in den
letzten Jahren wesentlich dazu beigetragen, dass betroffene Diabetiker eine erhebliche
Aufwertung ihrer Lebensqualitat und Lebensflihrung erfahren haben. Trotz der standigen
therapeutischen Verbesserungen treten diabetische Spatkomplikationen jedoch immer
noch zu haufig auf. Als diabetische Spatkomplikationen werden die unspezifische
Makroangiopathie (Fruhatherosklerose), die Diabetes-spezifische Mikroangiopathie mit
Pradilektion von Retina und Glomeruli (Retinopathie und Glomerulosklerose) und die
diabetische = Neuropathie, welche durch ein buntes klinisches Bild mit
Abgrenzungsschwierigkeiten zu anderen neurologischen Erkrankungen charakterisiert
ist, bezeichnet (Scherbaum et al., 1999; Siegenthaler et al., 1987; Herold et al., 2001).

Die Ursachen fir die Entstehung des Typ 1 Diabetes sind bis heute nicht hinreichend
geklart worden. Grundlage der Erkrankung sind pradisponierende genetische Faktoren,
die zum Teil identifizierbar sind. Besonders in den letzten zehn Jahren hat man durch
intensive Sequenzierung der Allele des Haupthistokompatibilitdtsantigenkomplexes
(MHC) die facettenreiche genetische Grundlage zum Teil erklart. Die Vorstellungen zur
genetischen und immunpathologischen Atiologie hat man nicht nur am Menschen,
sondern auch aus Untersuchungen an Tiermodellen gewonnen, wie der nicht adipdsen
diabetischen Maus (NOD-M&use) oder der Bio-Breeding Ratte (BB-Ratte) (Mordes et al.,
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1987; Rohane et al., 1993). Den groften Beitrag zum genetischen Krankheitsrisiko liefert
die HLA-D-Region (human leukocyte antigen), insbesondere die zwei Hauptisotypen von
MHC-II-Molekulen HLA DR3 und DR4 beim Menschen, I-A und I-E bei der Maus
(Wicker et al., 1995). Es gibt noch andere Genloci, die verdachtig im Hinblick auf die
Entstehung des Typ 1 Diabetes sind (Wicker et al., 1995; Vyse und Todd, 1996), aber
groldtenteils noch nicht identifiziert wurden (Mein et al.,, 1998). An der
Diabetesentstehung werden neben den genetischen Faktoren auch Inselzell-spezifische
Umwelttoxine, bestimmte Nahrungsbestandteile und Virusinfektionen vermutet (Herrath
et al., 1998; Yoon, 1990 und 1991; Elliott et al., 1984). Bei Hochrisiko-Patienten hat
zudem die Anwesenheit von immunologischen Markern einen pradiktiven Wert. Anhand
des Autoantikdrperstatus kann jedoch nicht vorhergesagt werden, wann eine Diabetes-
Manifestation eintritt. An knapp 900 Patienten mit an zu Typ 1 Diabetes erstgradig-
verwandten Personen wurde ICA (islet cell antibodies), IAA (insulin autoantibodies) und
GAD-Antikorper (glutamic acid decarboxylase) gemessen, wobei sich zeigte dass 98%
dieser Personengruppe, die im Verlauf einen Diabetes entwickelte, mindestens einen der
gemessenen Parameter aufwies, bei 80% sogar zwei oder mehr Antikdrper vorgefunden
wurde (Verge et al., 1996). Allerdings gibt es auch Formen des Typ 1 Diabetes, fur die
es keine immunologische Evidenz gibt. Dies verdeutlicht eine Arbeit bei der afrikanische

Patienten mit Typ 1 Diabetes keine Assoziation mit ICA aufwiesen (McLarty et al., 1990).

1.2. Immunologische Grundlage des Typ 1 Diabetes

Es ist bekannt, dass beim Typ 1 Diabetes eine chronisch progressive Inselentzindung
(Insulitis) von meist jahre- bis jahrzehntelanger Dauer (Pipeleers et al., 1992; Thai et al.,
1993) besteht, die von einer mononuklearen Zellinfiltration in einer durch Insel-Antigen
gerichteten T-Lymphozyten (Amrani et al., 2000) dominierenden Zerstérung der

Betazellen resultiert. Gewebeanalysen post mortem und Biopsiematerialien zeigten

11



zusatzlich, wenn auch in kleinerem Umfang, Insellzellinfiltrate bestehend aus anderen
Lymphozytentypen, Monozyten/Makrophagen und Granulozyten (Hanninen et al., 1992).
Die Bedeutung dieser Zelltypen bei der Entstehung des Diabetes ist jedoch nur
unzureichend erklart. Zahlreiche Studien an Tiermodellen wie der NOD-Maus haben zur
Vorstellung eines Stufenmodells bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes gefuhrt. 1.) Die
ersten Zeichen einer Perivaskulitis konnen schon 15 Tage postnatal beobachtet werden
(Sugihara et al., 1989; Miyazaki et al., 1985). 4-10 Wochen nach der Geburt ist die
Periinsulitis durch Vorkommen von Makrophagen, dendritischen Zellen und B- und T-
Lymphozyten charakterisiert. Diese Zellen wandern zur periductularen Region, bleiben
jedoch in der Peripherie der Inseln. 2.) Zu einem spateren Zeitpunkt infiltrieren die Zellen
in das Innere der Inseln, es kommt zur Intra-Insulitis. Diese Phase ist entscheidend fur
die Erkennung von Inselzell-Antigenen (Wicker et al., 1992), obwohl nur wenige dieser
Antigene so frih erkannt werden (Tisch et al., 1993; Kaufmann et al., 1993). Die beiden
ersten Stufen werden auch als ,Pradiabetes® bezeichnet. 3.) Zur Manifestation des
Diabetes kommt es, wenn 80-90% der Betazellen des Pankreas zerstort sind.
Insellzellregeneration und metabolische Gegenregulation sind dann nicht mehr

ausreichend, weshalb die typischen Symptome des Diabetes zum Vorschein kommen.

1.3. Bedeutung der Makrophagen beim Typ 1 Diabetes

Dieser Zelltypus stammt von den Promonozyten des Knochenmarks ab. Promonozyten
entwickeln sich Uber die Stufe der Blutmonozyten zu reifen Makrophagen, die schliel3lich
in die Gewebe einwandern und dort das sogenannte mononukleédre Phagozytosesystem
bilden.

Makrophagen spielen bei immunologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Dieser
Zelltypus unterliegt einem komplexen System von verschiedenen endogenen und

exogenen Einflussen. Aktivierte Makrophagen produzieren Zytokine und reaktive
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Radikale, aulerdem sind sie in der Lage, T-Zellen Antigene zu prasentieren. Zahlreiche
Untersuchungen am Tiermodell untermauern in signifikanter Weise die wichtige
Beteiligung der Makrophagen an der Entstehung des Diabetes. Es wurde gezeigt, dass
die Inaktivierung von Makrophagen in transgenen NOD-Mausen eine komplette
Pravention des Diabetes zur Folge hatte (Jun et al., 1999). Auch die Behandlung mit
Silika, einem selektiven Makrophagentoxin (Zimmermann et al., 1986), zeigte eine
ausbleibende Manifestation des Typ 1 Diabetes (Oschilewski et al., 1985; Kiesel et al.
1986; Charlton et al., 1988).

In weiteren Studien wurde die zytotoxische Potenz der Makrophagen gegen die Beta-
Zellen dokumentiert (Kroncke et al., 1991; Kasuga et al., 1993). Die durch aktivierte
Makrophagen produzierten Zytokine und freien Sauerstoffradikale schienen eine zentrale
Rolle bei der Schadigung der Insellzellen zu spielen. Zu den fur die Pankreasinseln
toxischen Zytokine zahlen Interleukin-1 (IL-1) (Sjoholm, 1998; Mandrup-Poulsen et al.,
1985; Pukel et al., 1988) und TNF-a, welches die Wirkung von IL-1 potenziert und die
Insulinsekretion noch weiter supprimiert (Metha et al., 1994; Nerup et al.,1988;
Rabinovitch et al., 1989). Auch eine Kombination von TNF-a mit IL-1 oder dem T-Zell-
Zytokin IFN-y zeigte einen zytotoxischen Effekt (Pukel et al., 1988; Soldevila et al.,
1991). Zudem war eine Kombination von TNF-a und IFN-y in der Lage MHC-Klasse-I-
und Klasse-lI-Antigene auf Beta-Zellen zu induzieren (Pujol-Borrel et al., 1988).

Eine weitere zentrale Rolle bei der Diabetesentstehung nimmt Stickstoffmonoxid (NO)
ein, welches ebenfalls von aktivierten Makrophagen sezerniert wird. Die fur Inselzellen
zytotoxische Wirkung von NO wurde in zahlreichen Studien gezeigt (Delaney et al.,
1996; Gurlo et al., 1999; Kroncke et al., 1991). Eine Inhibierung von NO wirkte sich
dagegen zytoprotektiv aus (Sekiya et al.,, 2000). Die erwahnten Befunde der
Auswirkungen der NO-Synthese von Makrophagen zeigten somit eine wichtige Rolle bei
der Entstehung des Typ 1 Diabetes (Kolb et al., 1992).
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1.4. Bedeutung und Funktion der Zytokine im Immunsystem

Zytokine sind Peptide mit niedrigem Molekulargewicht (zumeist zwischen 15 und 25
kDa), die von Zellen des Immunsystems sezerniert werden und als Mediatoren wichtige
biologische Vorgange regulieren. Charakteristisch flr Zytokine sind deren geringe
Konzentration und kurze Halbwertszeit im Serum. Anders als endokrine Hormone
entfalten Zytokine deshalb ihre Wirkung gewdhnlich in parakriner oder sogar autokriner
Art und Weise, d.h. sie wirken auf benachbarte Zellen oder auf die produzierende Zelle
selbst. Die Produktion und Wirkung der Zytokine basiert auf einem komplexen Netzwerk.
Diese Tatsache ist darauf zurickzufuhren, dass immunkompetente Zellen in der Lage
sind verschiedene Zytokine zu produzieren und diese wiederum, allein oder in
Kombination mit einem oder mehreren anderen Zytokinen, modulatorisch auf andere
Zellen des Immunsystems wirken. Zu den Funktionen der Zytokine zahlen: 1.)
Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten, 2.) Regulation des
Wachstums und Differenzierung anderer Leukozyten, 3.) Regulation der
antigenspezifischen T-Zellimmunantwort und B-Zell-Stimulation, 4.) Vermittlung von
Entzindungsreaktionen, 5.) einige Zytokine besitzen chemotaktische Fahigkeiten, 6.)
Kontrolle der Hdmatopoese durch Differenzierung von Stammzellen im Knochenmark.

Die nachfolgenden Ausfuhrungen erlautern die in dieser Arbeit untersuchten Zytokine
genauer. Zum besseren Verstandnis der hier vorgestellten Arbeit sollte zuvor jedoch
etwas naher auf die weiter oben unter Punkt 3 erwahnte Regulation der
antigenspezifischen T-Zellimmunantwort durch Zytokine eingegangen werden. T-Zellen
werden je nach ihrer Differenzierung in CD4-(T-Helferzellen) und CD8-Zellen
(zytotoxische T-Lymphozyten) unterteilt. Ein weiterer Subtyp wird T-Regulatorzelle (T-
reg) genannt, die von enormer Bedeutung flr die Aufrechterhaltung der
immunologischen Toleranz durch Hemmmechanismen ist. Dank verschiedener Arbeiten
von Mossman et al. wird die Gruppe der CD4-Zellen weiter in TH1- und TH2-Zellen

unterteilt, da sich diese in ihrer Zytokinproduktion unterscheiden. Man beobachtet, dass
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TH1-Zellen IFN-y und IL-2 produzieren und TH2-Zellen IL-4 und IL-10 ausschutten
(Mossman et al.,, 1987). Das TH1/TH2-Konzept bildet auch die Grundlage flr die hier
vorgestellte Arbeit. Es sei jedoch auch erwahnt, dass neuere Untersuchungen immer
deutlicher auf die Wichtigkeit einer weiteren Untergruppe von T-Zellen aufmerksam
machen, der IL-17 produzierenden CD4-Zelle oder auch TH17-Zelle genannt, deren
Hauptaufgabe darin besteht, entscheidend in inflammatorischen Reaktionen regulativ
einzugreifen (Harrington et al., 2005, Mangan et al., 2006).

1.4.1. Interleukin-10 (IL-10)

Das pleiotrope humane Zytokin IL-10, welches im Jahre 1990 entdeckt wurde, ist ein
Polypeptid von 18 kDa Molekulargewicht. Im Gegensatz zum murinen IL-10, welches
nahe dem M-Terminus N-glykosyliert ist, enthalt die humane Variante keine
Kohlenhydrate. Zur Entdeckung des IL-10 kam es, da man auf der Suche nach einem
Zytokin von TH2-Zellen war, welches in der Lage war die Proliferation, die
Effektorfunktion und die Entwicklung von TH1-Zellen zu hemmen. Der Zytokinsynthese-
Inhibitorfaktor (CSIF, jetzt IL-10) wurde als solcher identifiziert. Im DNAX Research
Institute, Palo Alto, wurde eine cDNA, die fir murines IL-10 kodiert, isoliert. Mit dieser
Sonde konnte in humaner cDNA durch Kreuzhybridisierung das menschliche IL-10
identifiziert werden. Weiterhin wurde ein Mediator aus murinen B-Zell-Lymphomzellen
isoliert, der die Proliferation von reifen und unreifen murinen Thymozyten in Anwesenheit
von IL-2 und IL-4 verstarkte und die Proliferation muriner Mastzellen in Anwesenheit von
IL-3 oder IL-4 erhdhte (MacNeil et al, 1990; Nakahata et al., 1992). Diese Aktivitat wurde
von rekombinantem IL-10 imitiert. Humanes und murines IL-10 weisen einen hohen Grad
von Nukleotidsequenzhomologie auf (>80%). Die Gene von murinem und humanem
IL-10 sind bei beiden Spezies auf Chromosom 1 lokalisiert (Flad et al., 1997). AulRerdem

zeigt humanes und murines IL-10 eine starke DNA- und Aminosauresequenzhomologie
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mit einem offenen Leserahmen im Epstein-Barr-Virus-Genom, BCRF-1, welches
ahnliche Aktivitaten wie IL-10 zeigt. BCRF-1, auch virales IL-10 genannt, scheint die
Produktion von IFN-y herunterzuregulieren und somit die Persistenz des Virus zu férdern
(Moore et al., 1993).

Humanes IL-10 wird von vielen Zellen gebildet: humane CD4-positive T-Zellen, THO- und
TH2-Zellklone sowie CDB8-positive T-Zellen, Monozyten/Makrophagen, Keratinozyten,
aktivierten B-Zellen, B-Zell-Lymphomen und Zellen von Burkitt-Lymphom-Linien, die mit
EBV-Stammen transformiert wurden. Die Auflistung der verschiedenen Zellen, die
potentiell dazu in der Lage sind IL-10 zu bilden, macht deutlich, dass IL-10
strenggenommen kein TH2 spezifisches Zytokin ist. Aufgrund dieses Umstands ist auch
die biologische Wirkung von IL-10 breit gefachert. Die Hemmung der Produktion von
IFN-y, TNF-a, GM-CSF, und Lymphotoxin durch humanes IL-10 ist sowohl auf Protein-
als auch auf RNA-Ebene nachweisbar. IL-4 und IFN-y sind in der Lage die Produktion
von IL-10 zu hemmen. Humanes IL-10 hemmt auch die von Monozyten/Makrophagen
abhangige Zytokinsynthese (IFN-y und TNF-a) durch humane IL-2 stimulierte NK-Zellen.
AulBerdem reduziert humanes IL-10 in von Monozyten/Makrophagen abhangigen
Systemen nicht nur die Zytokinsynthese, sondern auch die Proliferation humaner
T-Zellen und T-Zellklone (Flad et al., 1997). Die Expression von HLA-DR, -DP und -DQ
humaner Monozyten wird ebenfalls von humanem IL-10 herunterreguliert. Man nimmt
an, dass IL-10 die Produktion oder Funktion membrangebundener kostimulatorischer
Moleklle, die fur die Aktivierung von TH1-Zellen notwendig sind, inhibiert (Van Gool et
al., 1999). Weiterhin hat IL-10 autoregulatorische Aktivitaten, indem es seine eigene
Produktion hemmt. Da es die Produktion des IL-1 Rezeptorantagonisten heraufreguliert,
hat es mit diesem zusammen eine starke antiinflammatorische Wirkung. Auch die
Produktion von NO durch IFN-y aktivierte Makrophagen, die von endogener TNF-
Produktion abhangig ist, wird durch IL-10 inhibiert (Flad et al., 1997). Humanes IL-10 ist

auch in der Lage als Kostimulator fur die Proliferation humaner B-Lymphozyten zu
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wirken (Stimulatoren konnen Staphylococcus aureus Cowan [SAC] oder Anti-IgM-
Antikorper sein), welche dann IgM, IgG und IgA produzieren.

Zusammengefasst erweist sich IL-10 als ein wichtiger Mediator der TH2-Immunantwort.
Dies zeigt sich deutlich, wenn Antagonisten fur IL-10 selektiv eine Steigerung der TH1
Aktivitat hervorrufen, was dann bei Infektionskrankheiten viraler oder bakterieller Genese

von klinischer Bedeutung sein kann.

1.4.2. Interferon-y (IFN-y)

Im Jahre 1957 wurde ein I6slicher Faktor von Lindenmann und Isaacs entdeckt, der aus
virusinfiziertem Gewebe freigesetzt wurde. Dieser Faktor interferierte® mit der
Virusreplikation im nichtinfizierten Gewebe (Lindenmann et al., 1957). In folgenden
Untersuchungen stellte sich zudem heraus, dass das sog. Interferon aus mehreren
Proteinen mit antiviraler Wirkung besteht.

Man unterscheidet drei verschiedene Interferonarten: IFN-a wird von Leukozyten
gebildet, IFN-B wird hauptsachlich von Fibroblasten produziert, und schlief3lich IFN-
v, welches nach Aktivierung von T-Lymphozyten und NK-Zellen durch Antigene,
Mitogene bzw. Zytokine wie IL-2 gebildet wird.

IFN-y, friher auch als Typ Il oder Immuninterferon bezeichnet, wird jedoch sowohl von
CD4- positiven als auch von CD8- positiven T-Zellen produziert. Ein Vorlaufermolekl
von 166 Aminosauren wird synthetisiert, von dem eine Signalsequenz von 23
Aminosauren abgespalten wird. Es gibt zwei biologisch aktive Varianten von 20 bzw. 25
kDa, welche sich in ihrer Glykosilierung voneinander unterscheiden. Das Protein bildet
Dimere oder Tetramere und hat zudem keine Homologie mit IFN-o und IFN-B.Im
Gegensatz zu den beiden anderen Interferonen ist es bei pH 2,0 labil. Das Gen, welches

fur IFN-y kodiert, wurde auf Chromosom 12 lokalisiert.
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Die biologischen Wirkungen von Interferonen sind vielfaltig und konnen
zusammengefasst als antiviral, antiproliferativ. und immunmodulierend bezeichnet
werden. Zahlreiche Proteine, die den Stoffwechsel der Zellen verandern, werden durch
Interferone induziert. Interferone hemmen die Vermehrung fast aller Viren. Hierzu gibt es
zahlreiche Untersuchungen, wobei unterschiedliche Mechanismen aufgedeckt worden
sind (Gyotoku et al., 2002). Beim Herpes-simplex-Virus wirkt Interferon auf die Synthese
friher viral kodierter Proteine des Virus, der sog. f—Proteine (Straub et al., 1986). Beim
SV-40-Virus liegt die Wirkung der Interferone vor der Transkription (Harms et al., 1995).
Retroviren werden auf der Ebene des ,virus budding®, d.h. des Ausschleusens
neugebildeter Virionen, beeinflusst (Canivet et al., 1983). Bei Infektion mit lytischen
RNA-Viren werden die zellularen Enzyme 2°,5-Oligoadenylatsynthetase und dsRNA-
abhangige Proteinkinase gebildet, welche ihrerseits den fur die Proteinbiosynthese
wichtigen eukaryontischen Initiationsfaktor elF-2 inaktiviert und so die Synthese neuer
viraler Proteine verhindert.

Interferone hemmen zudem das Wachstum hamatopoetischer Progenitorzellen, von
Fibroblasten und T- und B-Lymphozyten (Laato et al., 2001, Somasundaram et al.,
2002). Auch koénnen sie die Differenzierung von Zellen einleiten, wie z.B. die
Differenzierung von Makrophagen aus der Promyelozytenlinie HL-60, oder auch Einfluss
nehmen auf die Expression von Onkogenen. Neben den genannten antiviralen
Wirkungen der Interferone hat sich die immunmodulatorische Aktivitat, insbesondere das
T-Lymphozyten-Produkt IFN-y, als besonders bedeutsam herausgestellt. IFN-y steigert
die Bakterizidie und Phagozytose von Monozyten und Makrophagen (Moore et al.,
1985), aber auch ihre akzessorische Funktion als antigenprasentierende Zellen. Letztere
Funktion steht in engem Zusammenhang mit der verstarkten Expression von
Histokompatibilitatsantigenen der Klassen Il und |, da die verstarkte Ausbildung von
Rezeptoren flir IgG wichtig ist flir die Phagozytose von Bakterien, die Aufnahme von
Immunkomplexen und die antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat. Mittlerweile

wurde die IFN-y abhangige Aktivierung von Makrophagen sehr detailliert untersucht. IFN-
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v wirkt als sog. ,Priming“-Signal aus Lymphozyten, das Makrophagen empfanglich macht
fur sog. ,Trigger‘-Signale wie LPS aus Bakterien oder TNF-a und IL-1 (Herriott et al.,
1987). Dieses Zweistufensystem der Makrophagenaktivierung ist eines der
wirkungsvollsten Effektormechanismen der Immunantwort und erzielt kurzfristig (far 10-
15 Stunden) in Makrophagen einen extrem hohen Anstieg der Abwehrfunktion. IFN-
vy hemmt das durch IL-4 induzierte Wachstum von B-Lymphozyten. Dadurch erweist es
sich als von TH1-Lymphozyten produziertes Zytokin als Antagonist fur die durch TH2-
Lymphozyten gesteuerte IgG1- und IgE-Synthese. Die pleiotrope Wirkung von [FN-y
beruht auf der Tatsache, dass viele Gene in ihrer Promotorregion ,IFN-y-stimulated
response elements (ISRE)* enthalten sind, die als Bindungsstellen flr
Transkriptionsfaktoren fungieren (Alcantara et al., 2002). Auch NK-Zellen werden in ihrer
zytotoxischen Effizienz gesteigert, wobei verschiedene Mechanismen dem zugrunde zu
liegen scheinen: zum einen die vermehrte Expression von Erkennungsstrukturen auf NK-
Zellen (Ogasawara et al., 2002), zum anderen die verstarkte Stoffwechselaktivitat und

Bildung zytolytischer Faktoren, u.a. von TNF-a.

1.5. Bedeutung und Funktion der Chemokine im Immunsystem

Aufgrund intensiver Forschung, insbesondere in der letzten Dekade, sind mittlerweile 60

verschiedene Chemokine und 24 verschiedene Chemokin-Rezeptoren bekannt (Bacon

et al., 1998). Chemokine, abgeleitet von chemotaktischen Zytokinen, haben eine
Molekularmasse zwischen 8-10 kDa. Die Chemokine weisen eine zwischen 20-50 %
variierende Sequenzhomologie untereinander auf. Man teilt die Chemokine in vier
Hauptgruppen, wobei die Zugehorigkeit zu einer Gruppe uUber die Position von Cystein —
Resten definiert wird: C -, CC -, CXC - und CX3C-Chemokine. Die meisten bekannten
Chemokine werden den Gruppen CC und CXC zugeordnet.
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Chemokine sind dazu in der Lage als potente chemotaktische Botenstoffe auf
Subpopulationen von Leukozyten wie Neutrophile, Monozyten oder Lymphozyten zu
wirken (Baggiolini et al., 1997). Die Einwanderung der Leukozyten in ein
Entzindungsgebiet wird durch Chemokin-Gradienten gelenkt, die an Molekule der
extrazellularen Matrix fixiert sind (Haptotaxis). Weiterhin greifen Chemokine direkt in die
Adhasionsvorgange am Endothel ein und férdern somit die transendotheliale Migration
der Leukozyten (Schall et al.,, 1994; Imhof et al.; 1995). Die Ausschuttung der
inflammatorischen Chemokine kann u. a. von Lipopolysaccharid (LPS), aber auch von
anderen Stimuli induziert werden (Kolios et al., 1999). Dabei ist jedoch zu beachten,
dass einige Chemokine (MIP-1a, IP-10, MIG, IL-8, MIP-1B3) von IFN-y induziert werden
und sich dadurch chemotaktisch auf Monozyten, Neutrophile und TH1-Lymphozyten
auswirken, andere Chemokine (MCP-1, Eotaxin, TCA-3, TARC, MDC) aber von IL-4 und
IL-13 abhangig sind und somit eine TH2-Zellrekrutierung auslosen (Ward et al., 1998;
Kolios et al., 1999; Baggiolini et al., 1997). Uberdies sind IL-4 und IFN-y dazu in der
Lage sich gegenseitig in ihrer Zytokininduktion zu antagonisieren (Ward et al., 1998;
Luther et al., 2001; Olson et al. 2002). Als Beispiel sei hier die Produktion von IP-10 und
MIG von Makrophagen erwahnt, die durch IFN-yinduziert wird und von IL-4 inhibiert
werden kann (Deng et al., 1994; Farrar et al., 1993).

Damit Chemokine ihre biologische Aktivitdt an immunkompetenten Zellen entfalten
konnen, binden sie an spezifische Rezeptoren. CXC-Chemokine binden an CXCR, CC-
Chemokine jedoch binden an CCR (Zlotnik et al., 2000). Diese Rezeptoren gehdren zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben transmembranen Domanen,
welche auch als Korezeptoren fir verschiedene Viren wie HIV, EBV, HSV und andere
fungieren (Jensen et al., 2003; Birkenbach et al., 1993; Ahuja et al., 1993). In den
folgenden Ausfuhrungen werden nun zwei Chemokine naher erlautert, die auch in dieser

Arbeit untersucht wurden.
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1.5.1. Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1, CCL2)

MCP-1, auch monocyte chemotactic protein-1 genannt, wird auf Chromosom 17 kodiert
(Rollins et al., 1991) und zwar vom sog. JE-Gen, oder SCYA2 (small inducible cytokine
A2) genannt. In einer neueren Klassifikation wurde SCYA2 in CCL2 (CC-Chemokine
Ligand 2) umbenannt (Zlotnik et al., 2000).

MCP-1 wird u.a. von Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, natirlichen Killerzellen,
Endothelzellen und p-Zellen produziert (Tab.ll, S.29) und wirkt mittels seines
spezifischen Rezeptors CCR2 hauptsachlich auf Monozyten, basophile Granulozyten
und T-Zellen (Bischoff et al., 1992; Valente et al.,1992), nicht aber auf neutrophile
Granulozyten. Es wurden jedoch Punktmutationen der Aminosauresequenz von MCP-1
beschrieben, wonach dieses Chemokin dann auch chemotaktisch auf Neutrophile wirkte
(Beall et al., 1992 und 1996). Dabei scheint die unglykosylierte Form von MCP-1
(Molekularmasse von 6-7 kDA) eine potentere chemotaktische Aktivitat zu besitzen als
die 30 kDA glykosylierte Form (Liu et al., 1996). Die Ausschittung von biologisch
aktivem MCP-1 kann durch Stimulation mit PHA (Phytohamagglutinin), LPS
(Lipopolysaccharid), IL-4 und IL-13 in vitro bewirkt werden (Reale et al., 2001; Leonard
et al, 1990; Yoshida et al, 2001). Die vielfaltigen und komplizierten
Regulationsmechanismen, welche die Induktion von Chemokinen und Zytokinen
bewirken, sind aber nicht nur von der Anwesenheit und der Konzentration bestimmter
Botenstoffe abhangig. Neuere Untersuchungen zeigten eine weitere Feinmodulation
durch andere Faktoren, wie z. B. die Anwesenheit und Wirkung von Sauerstoff auf die
MCP-1 Produktion (Reale et al., 2003).

Die biologische Wirkung von MCP-1 ist nicht nur auf die Chemotaxis beschrankt.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass MCP-1 auch eine Rolle in der Differenzierung
von T-Helfer-Zellen spielt und somit dazu beitragt, ob sich die T-Zellen zu TH1- oder
TH2-Zellen wandeln. Als Beispiel sei hier die Wirkung von MCP-1 auf dendritische Zellen

genannt. Dendritische Zellen sind sehr bewegliche antigen-prasentierende Zellen,
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welche via Chemotaxis zum Ort der Infektion zwecks Antigen-Aufnahme wandern, um
von den nicht-lymphoiden Organen uber Lymphknoten bis hin zur Milz zu gelangen (Foti
et al., 1999). MCP-1 scheint nicht nur die Differenzierung von Monozyten zu modulieren,
sondern auch, die Ausschuattung von IL-12 von dendritischen Zellen zu inhibieren und
somit eine Inhibierung der TH1-Differenzierung zu bewirken (Omata et al., 2002).

Da es sich beim Typ 1 Diabetes um eine immun-mediierte Erkrankung handelt, wurde
die Rolle von MCP-1 in vielen Studien, wie u.a. auch in der vorliegenden Untersuchung,
versucht zu charakterisieren. MCP-1 gilt als ein TH2-lastiges Chemokin, was durch eine
vorwiegende TH2-Zellrekrutierung zum Ausdruck kommt. Einerseits wurde gezeigt, dass
in einer Studie mit Diabetikern ein erniedrigter MCP-1 Serumspiegel mit erhdhten Werten
von Autoantikorpern (GAD, IA 2) assoziiert war (Hanifi-Moghaddam et al., 2003),
wohingegen die Uberexpression von MCP-1, ausgeldst durch Hyperglykédmie, gestorte
Glukosetoleranz oder Adipositas mit diabetestypischen Folgekomplikationen wie z.B.
kardiovaskularen Erkrankungen einherging (Takaishi et al., 2003; Piemonti et al., 2003;
Takahashi et al, 2003).

Zusammengefasst machen diese Ausfuhrungen deutlich, dass MCP-1, wie auch viele
andere an der Immunregulation beteiligten Mediatoren, komplizierten und auf

verschiedenen Ebenen voneinander abhangigen Faktoren und Umstanden unterliegen.

1.5.2. Macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a, CCL3)

MIP-1a ist ein saurehaltiges Protein bestehend aus 69 Aminosauren und einer
Molekularmasse von 7,8 kDA. Es gibt zwei Varianten: MIP-1a (CCL3)und MIP-
1B (CCL4), beide auf Chromosom 17 lokalisiert (Irving et al., 1990). Am Rande sei
erwahnt, dass chromosomale Aberrationen in den Gen-Abschnitten, die fur MIP-la
kodieren, haufig mit der Neurofibromatosis von Recklinghausen und mit der akuten

Promyelozyten-Leukamie assoziiert sind, wobei man sich zum gegenwartigen Zeitpunkt

22



allerdings nicht sicher ist, welchen Stellenwert diesem Umstand bei der
Krankheitsentwicklung ~ zukommt.  MIP-1cound  MIP-13  haben eine hohe
Sequenzhomologie auf Proteinbasis von ca. 60% (Sherry et al, 1988). Das
entsprechende Gen-Symbol lautet SCYAS3, jetzt umbenannt in CCL3 (Zlotnik et al.,
2000). MIP-1a wird auch EP (endogenes Pyrogen) genannt, da Studien den Nachweis
der Induktion eines monophasischen Fieberverlaufes erbrachten (Davatelis et al., 1989).
Wie auch MCP-1 gehort MIP-1ain die Gruppe der sog. CC-Chemokine, welches in der
Lage ist an zwei verschiedene Rezeptoren zu binden: CCR1 und CCR5 (Gao et al.,
1993; Raport et al., 1996), wobei an Rezeptor CCR5 nicht nur MIP-1aund MIP-
1B sondern auch das Chemokin RANTES (CCL5) bindet.

MIP-1a. wird von Makrophagen, eosinophilen Zellen, T-Zellen und NK-Zellen sezerniert
(Martin et al., 1991, Lee et al., 2000; Kukita et al., 1997). Zielzellen von MIP-1a sind
Monozyten/Makrophagen, T-Zellen (TH1>TH2), NK-Zellen, basophile Granulozyten,
dendritische Zellen und Knochenmarkzellen (Graham et al., 1990; Fahey et al., 1992;
Loetscher et al., 1996) (Tab.ll, S.29). Wie auch bei anderen immunologischen
Botenstoffen, hat die Sezernierung von MIP-1a verschiedene biologische Wirkungen zur
Folge. Es wurde gezeigt, dass MIP-1anicht nur chemotaktisch auf
Monozyten/Makrophagen wirkt, sondern auch als ein Ko-Aktivator dieser Zellen fungiert,
und dass u.a. zusammen mit IFN-y eine TH1-Zellrekrutierung resultiert (Dorner et al.,
2002). Beide Formen von MIP-1 stimulieren die Produktion von Sauerstoffradikalen in
neutrophilen Granulozyten und die Freigabe von lysosomalen Enzymen (Kapp et al.,
1994; Ying et al., 2001). Die Freisetzung von MIP-1a kann u.a. von LPS, IFN-y, TNF-a,
IL-1 und IL-10 stimuliert und getriggert werden (Guo et al., 1998; McManus et al., 1998),
was letztlich zu einer TH1-Zellrekrutierung fuhrt. Es wurde gezeigt, dass MIP-1a auch als
potenter Agonist auf basophile Granulozyten wirkt durch eine schnell induzierte
Veranderung des zytosolischen Calciums, der Freisetzung von Histamin und Sulfido-
Leukotrienen (Bischoff et al., 1993; Rot et al.,, 1992). Verschiedene Arbeiten

dokumentieren die Korrelation einer Uberexpression von MIP-1a oder deren Rezeptoren
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mit dem Ausbruch der Krankheit oder der akuten Phase einer Infektion sowohl im
Tiermodell als auch beim Menschen. Als Beispiel sei hier die Uberexpression von CCR5
bei Patienten mit multipler Sklerose genannt (Zang et al., 2000), oder die TH1-
Zellantwort ausgeldst durch MIP-1a und anderen proinflammatorischen Botenstoffen bei
akuter Helicobacter pylori Infektion (Mattapallil et al., 2000). Weiterhin zeigte die
Uberexpression von CCR1 eine Verstarkung der Effektorphase bei Glomerulonephritis
(Topham et al., 1999).

Die Rolle von MIP-1a bei Entstehung und Verlauf von Typ 1 Diabetes ist noch
unzureichend untersucht. Studienergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass temporare
Sekretion von MIP-1a eine wichtige Einflussnahme auf die Manifestation des Diabetes
hat (Cameron et al., 2000). MIP-1a/MIP-1B Ratio korreliert mit destruktiver Insulitis und
Progression zum manifesten Diabetes in NOD-Mausen (nonobese diabetic), wohingegen
eine erniedrigte intrapankreatische MIP-1a/MIP-1p Ratio in NOR-Mausen (nonobese
diabetes-resistant) beobachtet wurde, wobei gleichzeitig nachgewiesen wurde, dass eine
Behandlung mit IL-4, was einen Typ 1 Diabetes in NOD-Mausen mittels TH2-
Zellpolarisierung verhindert, eine Herunterregulierung des MIP-1a Rezeptors CCRS in
Inselzellen bewirkt (Cameron et al., 2000). Interessant sind auch Beobachtungen bei
frisch manifesten Patienten mit Typ 1 Diabetes mit erniedrigter Expression TH1-
assoziierter MIP-1a Rezeptoren (CCRS) auf peripheren Blutmonozyten, nicht jedoch bei
Patienten mit schon langer bestehendem Diabetes (Lohmann et al. 2002). In dieser
Studie zeigten zudem die Patienten mit frisch manifestem Diabetes erhéhte MIP-1a und
MIP-1B Spiegel. Ahnliche Untersuchungen bei pradiabetischen Typ1 Diabetes Patienten
zeigten erhohte MIP-1a. Spiegel bei den Personen mit Inselzellautoantikbrpern (Hanifi-
Moghaddam et al., 2006). Eine andere Arbeit machte auf den maoglichen
Entstehungsmechanismus des Typ 1 Diabetes in Zusammenhang mit der genetisch

determinierten Variation des MIP-1a Rezeptors aufmerksam (Buhler et al., 2002).
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1.6. Cyclosporin A

Eine Forschergruppe der Firma Sandoz in Basel war in den 70er Jahren auf der Suche
nach Substanzen zur Behandlung von Pilzinfekten beim Menschen. Die Forscher
vermuteten, dass Bodenpilze chemische Verbindungen produzieren, mit denen sie sich
gegen andere Bodenpilze zur Wehr setzen. Bei Sandoz vermehrte die Forschergruppe
Bodenpilze auf Nahrmedien und testete die daraus gewonnenen Rohextrakte zusammen
mit vielen Tausend anderen Substanzen. Einige aus diesen Proben isolierte Pilzstamme
wurden ausgewahlt, um in verschiedenen Tests auf die Bildung von antibiotischen oder
antifungischen Substanzen untersucht zu werden. Einer davon war Tolypocladium
inflatum. Der Pilz wies zwar keine Wirkung gegen Bakterien auf, hemmte jedoch andere
Pilze in ihrem Wachstum und verursachte bei ihnen eine ganz besondere, spezifische
Art der Verzweigung (Ramifizierung). Es folgte eine aufwendige chemische Analyse der
aktiven Substanz, des Cyclosporins A. Als Antibiotikum war Cyclosporin A nicht
interessant, jedoch stellte sich heraus, dass es die Abwehrreaktion des korpereigenen
Immunsystems unterdrickte (Borel et al., 1995). Eine derartige immunsuppressive
Wirkung ist zum Beispiel erwunscht, wenn Krankheiten vorliegen, bei denen sich das
Immunsystem gegen kérpereigenes Gewebe richtet oder bei Organtransplantationen, bei
denen das Immunsystem normalerweise versucht, das transplantierte "fremde" Organ
abzustollen. Malgeblich an der Entdeckung und weiteren Erforschung der
immunsuppressiven Wirkung von Cyclosporin A waren die Arbeitsgruppen um Borel und
Stahelin in den 70er Jahren, die die experimentelle Plattform entwickelten und im
Tierversuch den immunsuppressiven Nachweis des Cyclosporins A erbrachten (Borel et
al., 1976). Aufgrund seiner spezifischen Wirkung wurde Cyclosporin A im weiteren
Verlauf mit Erfolg in der Transplantationsmedizin eingesetzt, und findet auch Anwendung
bei Psoriasis, glomerularen Krankheiten und Behcet-Uveiitis.

Cyclosporin ist ein Cyclopeptid aus 11 Aminosauren und hat die chemische Formel

Ce2H111N11O42. Es wirkt durch Bindung an Immunophiline (intrazellulare
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Bindungsproteine) und Hemmung von Calcineurin (Schreiber et al., 1992, Fischer et al.,
1989, Tropschug et al., 1990), einer Proteinphosphatase, und damit den Beginn einer
Kaskade, die schlieBlich die Bildung von Interleukin-2, Interleukin-4 und anderer
Genprodukte unterdrickt (Sideras et al., 1988, Kronke et al., 1984), sodass zwar
Fremdantigene erkannt werden, die Immunantwort aber ausbleibt oder zumindest stark
reduziert wird. Dieser Vorgang ist reversibel: unterlasst es ein Transplantierter,
Cyclosporin einzunehmen, l6sen die T-Lymphozyten die Immunantwort gegen das
Transplantat aus und die gefurchtete AbstoRungsreaktion beginnt. Die Wirkung ist
besonders stark in CD4-Lymphozyten. Das Cyclosporinmolekil hat ausgepragte
hydrophobe Eigenschaften, was die Entwicklung eines speziellen
Losungsmittelgemisches zur oralen Einnahme noétig machte. Es ist jedoch gut 16slich in
organischen Losungsmitteln wie Ethanol, Methanol, Aceton, Ether und Fett (Verheyden
et al., 1994, Yee et al., 1991). Nachteile der Behandlung mit Cyclosporin, besonders bei
Langzeittherapie, sind die Nebenwirkungen, wovon im Folgenden nur einige genannt
werden: Erhohung der Serumspiegel von Kreatinin und Harnstoff bis hin zu
Nierenschadigung mit Strukturveranderungen, Anstieg von Bilirubin und Leberenzymen,
erhohtes Risiko fur lymphoproliferative Storungen und maligne Tumoren, Kardiotoxizitat,
Menstruationsstérungen, Hautaffektionen, Muskelschwache, neurologische Stoérungen,
Hypertonie, Hyertrichose, gastrointestinale Symptome (Min et al., 1991, Miach 1986,
Calne et al., 1982).

Mit der Entdeckung des Cyclosporins wurden neue Fragestellungen aufgeworfen, und
die Annahme, dass autoimmune Vorgange eine Zerstorung der insulinproduzierenden
Pankreaszellen einleiten und schliellich Typ 1 Diabetes zur Folge haben, war der
Beginn der Erforschung der Beeinflussbarkeit autoimmuner Prozesse durch
Pharmakotherapie (Rossini et al., 1984, Kolb et al., 1985). Studien am Typ 1 Diabetes
Tiermodell der BB-Ratte zeigten erste Erfolge einer Behandlung mit Cyclosporin, welche
sich in einer Pravention eines Diabetes zeigten (Laupacis et al., 1983). Daraufhin folgten

Pilotstudien an kleinen menschlichen Kollektiven mit frisch manifestem Typ 1 Diabetes,
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wobei sich auch hier der Effekt des Cyclosporins in einer Erhdhung der Remissionsrate
bei den Patienten manifestierte (Assan et al., 1985, Stiller et al., 1984). Kurz darauf fand
eine Studie in Frankreich statt, die mit einer groReren Probandenzahl die Wirkung von
Cyclosporin auf die Remissionsrate bei Patienten mit frisch manifestem Typ 1 Diabetes
dokumentierte. Auch hier zeigte sich eine signifikant erhdhte Remissionsrate (Remission
definiert als: < 0,25 U(Insulin)/kg/d) bei den Patienten, die Uber 9 Monate behandelt
wurden (Feutren et al.,, 1986). Im Jahre 1988 wurde die European-Canadian
Randomized Control Trial Group veroffentlicht, die die Beobachtung einer grolReren
Personengruppe (188 manifeste Typ 1 Diabetes Patienten, die hochstens 6 Wochen vor
Studienbeginn einer Insulintherapie zugefuhrt wurden, und héchstens 14 Wochen vor
Studienbeginn erste typische Diabetes-Symptome zeigten), die mindestens 1 Jahr mit
Cyclosporin behandelt wurden, zum Thema hatte. Auch in dieser Studie bestatigten sich
die Resultate vorangegangener Cyclosporin-Studien. Die Remissionsrate (definiert als:
kein Insulin bendtigt oder Glukagon-stimulierter C-Peptid-Plasmaspiegel >0.6nM), die 6
und 12 Monate nach Studienbeginn ermittelt wurde, wurde durch Cyclosporin erhéht und
eine damit assoziierte Verbesserung der —Zellfunktion beobachtet. Die Remissionsrate
wurde abermals gesteigert, wenn die Probanden weniger als 6 Wochen vor
Studienbeginn erste Diabetes-Symptome zeigten und weniger als 2 Wochen vor
Studienbeginn mit Insulin behandelt wurden (Canadian-European Trial Group, 1988).
Obwohl u. a. gezeigt werden konnte, dass Cyclosporin die pankreatischen Inselzellen
vor zytotoxischen Makrophagen schitzte und zu dessen Funktionserhaltung beitrug
(Burkart et al., 1992), so zeigte sich jedoch in verschiedenen anderen Langzeitstudien,
dass durch die Gabe von Cyclosporin nur eine Verzdgerung, nicht jedoch eine
Pravention oder gar Heilung des Typ 1 Diabetes bewirkt werden konnte (Carel et al.,
1996, De Filippo et al., 1996, Martin et al., 1991). Zusatzlich entwickelten mehrere
Patienten Zeichen einer Nierenschadigung als Nebenwirkung der Cyclosporin A
Behandlung, weshalb der klinische Einsatz von Cylosporin beim Typ 1 Diabetes nicht
mehr zu rechtfertigen war (Schernthaner, 1995, Faulds et al., 1993).
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1.7. Remission und Insulinresistenz beim Typ 1 Diabetes

Unter Remission (lat. Remissio = Nachlassen, Erholung), auch ,Honeymoon-Phase*
genannt, versteht man eine nach dem Erstauftreten eines Diabetes mellitus Typ 1 zu
beobachtende spontane Stoffwechselverbesserung, in der das Pankreas wieder Insulin
produziert, die typischerweise zu einer Verminderung des Insulinbedarfs bis hin zur
volligen Unabhangigkeit exogener Insulinzufuhr fihrt. Die Hoffnung, dass mit Eintreten
der Remission der Typ 1 Diabetes geheilt sein konnte, ist leider trugerisch. Die
Remissionsphase dauert meistens 2-3 Monate an, in seltenen Fallen kann sie auch 2
Jahre oder langer dauern. Nach dieser Zeit versiegt die endogene Insulinproduktion
jedoch und eine exogene Insulinsubstitution wird ndtig, da sonst erhebliche und auch

lebensgefahrliche Stoffwechselentgleisungen drohen (Abb. I).

auslésendes
Ereignis

! "

abnehmende
Insulinsekretion

Manifestation

100 %

Remission

|

N\,

10 %
Insulinlabhéngigkeit

Zeit

Inselizellfunktion

v

Abb.: I: Schema des Krankheitsverlaufes beim Typ 1 Diabetes. Adaptiert von
G.S.Eisenbarth, New England Journal of Medicine (NEJM), 1982
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Bis heute ist es noch nicht gelungen eine gultige und einheitliche Definition des Begriffs
Remission in Zusammenhang mit dem Typ 1 Diabetes zu bilden. Dies liegt daran, dass
die Fulle der vielen verschiedenen Faktoren, die man bei dieser Erkrankung beobachten
kann, Einfluss auf die klinische Erstmanifestation, den weiteren Verlauf, aber auch auf
den pradiabetischen Status haben. Nicht jede Studie untersucht dieselben zahlreichen
Parameter, die der Remission forderlich sind oder einen negativen Einfluss haben und
so eine Progression des Krankheitsverlaufes zur Folge haben. Uberdies sind zum
gegenwartigen Zeitpunkt nicht samtliche Faktoren identifiziert, die die Erkrankung in
Richtung einer Remission lenken kdnnten. Denkbar ware auch eine mdgliche gedachte
optimale Konstellation einiger Faktoren zueinander, die eine komplette und vor allem
langfristige Remission bewirken konnte. Die vielen moglichen Variablen machen
deutlich, warum der Begriff der Remission beim Typ 1 Diabetes in vielen Studien
unterschiedlich bewertet und definiert wird.

Je nach Studie variiert die Zahl der Patienten, die wahrend der Beobachtungszeit in eine
Phase der kompletten, partiellen oder sogar langfristigen Remission gelangen
(Lombardo et al., 2002, Bober et al., 2001, Knip et al., 1982). Eine Erklarung fur die zum
Teil erheblich voneinander abweichende Spannbreite der Remissionsphase ist, wie
weiter oben schon erwahnt, u.a. die Uneinheitlichkeit der Probandengruppen, aber auch
die in jeder Studie verschiedenen Parameter und unterschiedlichen Definitionen der
Remission (Tab.l). Der Grad der Remission wird meist als Kombination von gutem HbA .
(entsprechend einer guten Stoffwechseleinstellung) und dabei geringem oder fehlendem
exogenen Insulinbedarf beschrieben. Auch das messbare C-Peptid als Ausdruck der

endogenen Insulin(rest)produktion wird bei einigen Studien zur Definition hinzugezogen.
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Tabelle I: Beipiele aus publizierten Arbeiten zur Definition von Remission beim Typ 1 Diabetes.

Remissionskriterien Autor

- HbA1c <7.5% Schloot NC et al., 2007 in
- benétigtes Insulin <0.38 U/kg/d Diabet Med.

- Datenerhebung 3-7 Tage und 3-4 Monate nach Diagnosestellung

- normales HbA1c Hramiak IM et al., 1993 in
- kapillare Nuchtern-Blutglukose <7.8 mM Diabetes Care

- keine Insulintherapie fir mind. 14 Tage
- Datenerhebung 3,6,9,12 Monate nach Studienbeginn

- Nichtern-Blutglukose <7.8 mM Vialettes B et al., 1990 in
- Postprandiale Blutglukose <11.1 mM Diabet Med.
- HbA1c <7.5%

- keine bendtigte Insulin- oder orale antidiabetische Therapie
- Datenerhebung 6,9,12 Monate nach Studienbeginn

- normales HbA1c Bonfanti R et al., 1998 in
- benétigtes Insulin <0.3 U/kg/d Acta Diabetol.

- Remissionsdauer mind. 10 Tage
- Datenerhebung 3,6,12 Monate nach Studienbeginn

- benétigtes Insulin <0.5 U/kg/d Muhammad BJ et al., 1999 in

- Datenerhebung 1,3,6,12,18,24 Monate nach Diagnosestellung Arch Dis Child.

- HbA1c <6.5% Scholin A et al., 1999 in

- bendtigtes Insulin <0.4 U/kg/d J Intern Med.

- Remissionsdauer mind. 1 Monat

- stimuliertes Plasma-C-Peptid >0.6 nM Canadian-European Randomized
oder Control Trial Group, 1988 in

- kein benétigtes Insulin mit BZ-Werten innerhalb des Zielbereichs Diabetes

- Datenerhebung 6,12 Monate nach Studienbeginn

In der letzten Zeit wurde zunehmend klar, dass die Rate der Remission oder deren
Ausmald auch von der Insulinresistenz abhangt. In einer Arbeit von Greenbaum wurde
der Faktor der Insulinresistenz von verschiedenen Seiten beleuchtet und in
Zusammenhang gebracht mit dem Krankheitsverlauf und der Remission beim Typ 1
Diabetes (Greenbaum, 2002). Seit dem sich die Hinweise darauf verdichten, dass dem
Diabetes eine immunologische Zerstorung der Inselzellen zu Grunde liegt, haben
Wissenschaftler weltweit ihr Hauptaugenmerk auf die Rolle der versiegenden

Insulinsekretion gelenkt. Der biologische Effekt der Normoglykamie resultiert aber nicht
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nur aus einer intakten, den Bedurfnissen angepassten Insulinsekretion, sondern ist
gleichzeitig abhangig von der peripheren Insulinsensitivitat. Dieser Umstand war schon
frih bekannt, dass namlich die Insulinsensitivitdt sehr wohl einen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf hat (Ginsberg, 1977). Es ist allgemein akzeptiert, dass die periphere
Insulinresistenz ein kritischer Faktor bei der Entstehung des Typ 2 Diabetes ist, jedoch
wird die gestorte Insulinsensitivitat erst in jungster Zeit wieder mit dem Typ 1 Diabetes in
Verbindung gebracht (Leslie et al., 1997). Die These, dass zur Krankheitsentstehung
entweder die Insulinresistenz oder der progrediente (-Zellverlust verantwortlich ist,
versuchte eine Arbeitsgruppe mit einem Probandenkollektiv zu zeigen, die aus
normoglykamischen, ICA+ und erstgradig (zu an Typ 1 Diabetes erkrankten) verwandten
Personen bestand. Hierbei zeigte sich, dass Probanden die mit Nicotinamid behandelt
wurden eine hohere Insulinresistenz und eine erniedrigte Glukose-Toleranz aufwiesen,
wobei eine nochmalige Messung nach Absetzen der Nicotinamid-Gabe eine
Normalisierung der Blut-Glukosewerte offenbarte (Greenbaum et al., 1996). Diese Studie
macht auf die Probleme bei der Interpretation von klinischen Interventionsstudien
aufmerksam. Nicht allein die sinkende Insulinsekretion ist ursachlich fur die klinische
Manifestation des Diabetes, sondern eben auch die, hier durch Nicotinamid-Gabe,
ausgeldste steigende Insulinresistenz, die selbst auch eine Anderung der

Insulinsekretion bewirkt.

Viele Autoren vertreten die Meinung, dass die Phase der Remission die Folge einer
Verbesserung der Insulinsekretion ist, welche sich nach der akuten korpereigenen
Immunantwort einstellt und so eine Reduzierung oder kompletter Wegfall der exogenen
Insulinzufuhr mit relativ normalen Blutzuckerwerten beobachtet werden kann. Dabei
zeigen andere Studien auch einen Zusammenhang zwischen Remission und
Insulinresistenz bzw. effektiverer Insulinsensitivitat. Beispielsweise zeigte eine Arbeit,
dass diejenigen Patienten mit frisch manifestem Typ 1 Diabetes eine verbesserte
Insulinsensitivitat aufwiesen wahrend sie sich in der Remissionsphase befanden,

verglichen mit anderen nicht in Remission befindlichen Diabetikern. Der gemessene
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Glukose-uptake war in dieser Probandengruppe um 40 % hoher als bei den Personen
mit Typ 1 Diabetes, die nicht in eine Phase der Remission kamen. Aufierdem konnte
gezeigt werden, dass die Insulinresistenz wahrend des ersten Jahres nach
Krankheitsbeginn variabler zu sein schien, als bei Individuen, die schon mehrere Jahre
an Diabetes litten. Dazu wurden 53 Patienten in 3 Gruppen eingeteilt: Patienten, die 2-10
Jahre, 11-20 Jahre und mehr als 20 Jahre an Diabetes litten. Hierbei zeigten sich
deutliche Unterschiede zur vergleichenden Diabetikergruppe wahrend des ersten Jahres
nach Krankheitsbeginn. Bei den Langzeit-Diabetikern fand man verminderte C-Peptid-
Level, einen erhdhten Insulinbedarf und erhdohte HBA.-Werte (Yki-Jarvinen et al., 1986
und 1984). Auch andere Studien zeigten signifikante Zusammenhange zwischen Beginn
der Remission und verbesserter Insulinresistenz, wobei interessanterweise auch
demonstriert werden konnte, dass der Verlust der Remission, hin zu einem
insulinabhangigen Status, assoziiert war mit einer Verringerung der Insulinsensitivitat,
oder anders ausgedrickt mit einer Verstarkung der Insulinresistenz (Finegood et al.,
1990, Hramiak et al., 1993). Die genannten Studien sowie auch andere hier nicht
erwahnte Arbeiten kdnnen eine Assoziation von Remission und Insulinresistenz nicht
von der Hand weisen, weshalb sich zwangslaufig die Frage ergibt, worin dieser
Zusammenhang seinen Grund hat. Denkbar ware, dass gerade die akute
Stoffwechselentgleisung ein Grund fur die steigende Insulinresistenz im Sinne einer
stetigen Erschépfung der koérpereigenen gegenregulatorischen Mallhahmen sein konnte.
Man kann vermuten, dass auch andere Faktoren eine Rolle spielen, die vielleicht eine
Erklarung fir den Zusammenhang zwischen Remission und Insulinresistenz liefern.
Méglicherweise ist eine Anderung der Hormonsituation dafiir mitverantwortlich, wobei
nicht nur eine Korrelation zwischen exzessiv gemessenem Wachstumshormon und
verminderter Insulinsensitivitat festgestellt wurde, sondern sich auch ein Rickgang der
Sekretion von Wachstumshormon bei Verbesserung der Stoffwechsellage zeigte
(Acerini et al., 2000, Sharp et al., 1987). Vielleicht kann aber auch die Betrachtung der

Hyperglykamie oder der Hypoinsulinamie dazu beitragen eine Erklarung oder zumindest
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einen Hinweis auf den Einfluss der Insulinresistenz zu liefern. Eine Arbeit konnte
demonstrieren, dass der Insulineffekt bei an Typ 1 Diabetes erkrankten Menschen
niedriger war nach einer 24 stindigen Periode der Hyperglykamie, als nach einer 24
stundigen Periode der Euglykamie (Yki-Jarvinen, 1990). Dies konnte moglicherweise
einen Hinweis auf eine toxische Komponente bei Hyperglykamie sein, welche dann die
Insulinresistenz nach sich zieht oder daran beteiligt ist. Unterstutzt wird diese These
durch eine Arbeit bei der Phlorizin im Tiermodel angewendet wurde (90%ige
pankreatektomierte Ratten). Phlorizin senkt den Blutzuckerspiegel durch Einwirkung auf
Nierentubuli. Nachdem die Ratten einer chronischen Hyperglykamie (4 Wochen)
ausgesetzt waren, zeigte sich bei der mit Phlorizin behandelten Gruppe eine suffiziente
Insulinsekretion (Rossetti et al., 1987). Dies verdeutlicht, dass ein chronisch erhdhter
Blutzuckerspiegel eine ungenugende Insulinsekretion zur Folge haben kann, welche
aber reversibel ist, wenn wieder der Status der Normoglykamie erreicht wird. Zu den
genannten Aspekten gesellt sich noch der Einfluss der exogenen Insulinsubstitution auf
die Insulinresistenz bei Diabetikern hinzu. Dieser Gesichtspunkt sollte in die
Uberlegungen miteinbezogen werden, da in Studien mit Patienten die an einem Typ 1
Diabetes leiden zwangslaufig eine Insulinsubstitution stattfindet, sei es aus
therapeutischen oder aus experimentellen Grinden. Bezogen auf die Insulinresistenz
hat sich gezeigt, dass eine intensivierte Insulintherapie im Vergleich zu einer
konventionellen Therapie dazu fiuhrt, dass Diabetiker der ersten Gruppe eine hoéhere
Insulinsensitivitat aufwiesen, als Probanden die nur die konventionelle Insulintherapie
bekamen, selbst nach einem Erfassungszeitraum von 5 Jahren (Linn et al., 1996). Die
vorstehenden Ausfuhrungen machen auf die Tatsache aufmerksam, dass der
Insulinsensitivitat bzw. Insulinresistenz bei Praventions- und Interventionsstudien zum
Typ 1 Diabetes zu wenig Beachtung geschenkt wurde, da viele Arbeiten den
verbesserten Funktionszustand der Pankreasinseln, und damit auch eine erhdhte
Insulinsekretion, als primaren therapeutischen Effekt ansehen, der als

immunmodulatorische Intervention zur Dampfung der Zerstérung der p-Zellen
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interpretiert wird. Wenn man Interventionsstudien bei Patienten mit Typ 1 Diabetes mit
Cyclosporin A betrachtet, stellt man fest, dass die Remissionsrate im ersten Jahre nach
Cyclosporingabe im Vergleich zu den Kontrollgruppen héher war (European-Canadien
Trial Group, 1988), wobei dieser Unterschied im zweiten Jahr nach der Applikation nicht
mehr beobachtet werden konnte (Bougneres et al., 1990). Besonders interessant war die
Beobachtung, dass Personen, die mit Cyclosporin A behandelt wurden selbst nach 2
Jahren eine bessere Funktion der B-Zellen aufwiesen als vergleichbare Kontrollgruppen
(Assan et al., 1990). Hinzu kamen noch Hinweise, dass der Verlust der Remission bei
mit Cyclosporin behandelten Probanden assoziiert war mit einer gleichzeitigen Erhdhung
der Insulinresistenz (Burcelin et al., 1993). Es wurde dariiber hinaus die Uberlegung
angestellt, dass ein weniger toxisches Behandlungsregime als mit Cyclosporin A
kombiniert mit einer minimal supportiven Insulintherapie bei in Remission befindlichen
Patienten die Phase der Remission merklich verlangert werden konnte und so eine
optimale Insulinsensitivitdt erreicht werden koénnte. Aufgrund der Zusammenhange
zwischen Remission und Insulinresistenz sprach sich Greenbaum in ihrer Arbeit dafur
aus, zumindest eine reprasentative Personengruppe in kiinftigen Interventionsstudien mit
ausreichend validen Tests sowohl die B-Zell-Funktion, als auch die Insulinsensitivitat zu
erfassen, damit auch dem Einfluss der sich eventuell andernden Insulinresistenz
Rechnung getragen wird (Greenbaum, 2001). Weiterhin ist zu Uberlegen die Phase der
Remission scharfer zu definieren, denn die vorstehenden Ausfihrungen machen
deutlich, dass es gerade bei Praventions- und Interventionsstudien sinnvoll ware
vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, um mogliche potentielle Therapiestrategien zu

optimieren.

Letztlich sollte im Zusammenhang mit Insulinresistenz die sogenannte ,Accelerator-
Hypothesis“ (Beschleuniger-Hypothese), die erstmals von T.J. Wilkin formuliert wurde,
erwahnt werden. Diese Hypothese besagt, dass dem Typ 1 und 2 Diabetes dieselbe
Storung in Bezug auf die Insulinresistenz auf dem Boden genetisch bedingter Faktoren
zugrunde liegt (Wilkin, 2001 und 2006). Die These identifiziert 3 Prozesse, die in
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variabler Weise den Verlust von Betazellen beschleunigen: Konstitution, Insulinresistenz
und die darauffolgende Immunantwort. Die Gewichtszunahme verursacht eine Erhéhung
der Insulinresistenz, die wiederum eine Schwachung der Glukosekontrolle nach sich
zieht. Die erhodhte Blutglukose beschleunigt ihrerseits die Apoptose der Betazellen
(Glukotoxizitat), was schlieBlich zu einer Uberschiessenden Immunantwort flhrt. Die hier
genannte Hypothese wird durch eine Arbeit gestutzt, die zeigt, dass uUbergewichtige
Kinder im Vergleich zu Gesunden gleichen Alters eher einen Typ 1 Diabetes entwickeln
(Betts et al., 2005).

1.8. Zielsetzung der vorliegenden Studie

Die Pathogenese des Typ 1 Diabetes ist assoziiert mit der Infiltration mononuklearer
Zellen, was letztlich zur Zerstorung der p-Zellen fuhrt. Auch der Zusammenhang von
Chemo- und Zytokinen in Bezug auf den diabetischen Krankheitsprozess ist in
zahlreichen Studien am Tiermodell dokumentiert. Eine Beobachtung an NOD-Mausen
zeigt, dass sich sowohl TH1- als auch TH2-Zytokin-Spiegel im Serum wahrend des
Krankheitsverlaufes andern und mit Insulitis sowie pankreataren Zytokinen korrelieren
(Schloot et al., 2002). Dieser Zusammenhang leitete zu der Uberlegung, ob man
TH1/TH2 - Zyto-/Chemokin-Spiegel auch als Monitor beim Krankheitsverlauf bei Typ 1
Diabetes heranziehen kdnnte. Eigens fur diese Arbeit wurde eine Messmethode etabliert
(ELISA) und bestehende Messprotokolle optimiert. Ein weiterer Fokus dieser Arbeit
besteht aus dem Versuch Pradiktion von Remission sowie die Auswirkungen
immunosuppressiven Eingreifens beim diabetischen Krankheitsprozess anhand von
Immunparametern zu erlangen, in der vorliegenden Studie also durch die Behandlung
mit Cyclosporin A. Fur die Untersuchungen konnte auf Serumproben von Patienten aus
der Cyclosporin A Studie zurlckgegriffen werden (Canadian-European Randomized

Control Trial Group, 1988). Die schwindende endogene Insulinproduktion wird durch
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exogene Insulinzufuhr kompensiert, was in vielen Fallen mit einer Verbesserung der
endogenen Insulinsekretion und Insulinsensitivitdt einhergeht. Diese Phase wird
Remission oder ,Honeymoon-Phase“ genannt. Immunsuppressive Medikamente wie
Cyclosporin A sind in der Lage diese Phase zu induzieren oder zu verlangern. Hier wird
die These uberprift, ob sich die Serum-Level von Zyto-/Chemokinen wahrend der
Remission oder als Antwort auf eine immunsuppressive Behandlung mit Cyclosporin A
verandern. Des Weiteren wird in dieser Arbeit untersucht, ob sich der naturliche
Verlauf der Immunparameter andert (Placebogruppe) in Abhangigkeit von der
Krankheitsprogression. Hierzu wurden reprasentativ (fir TH1 Zyto-/Chemokine IFN-y und
MIP-1a., fir TH2 Zyto-/Chemokine IL-10 und MCP-1) Botenstoffe im Serum mittels ELISA
untersucht und ausgewertet. Letztlich interessiert auch, ob eine Korrelation zwischen
Zyto-/Chemokinen mit metabolischen und klinischen Patienten-Parametern wie Alter,
BMI oder HbA besteht, um so moglicherweise eine Aussage bezuglich der Pradiktion

zu formulieren.

Tabelle II: Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten Zyto-/Chemokine.

Zyto-/Chemokin produziert von Zielzelle Th-Typ

IFNy T-Zellen, natirlichen Killerzellen natiirliche Killerzellen (Aktivierung), TH1

CD-4-Zellen (zwecks Differenzierung zu TH1

Zellen)
IL-10 T-Zellen, Makrophagen, EBV-transformierte Makrophagen/Monozyten (Supprimierung) TH1/TH2
B-Zellen, CD-4/CD-8 Zellen, Keratinozyten, B-Lymphozyten (Kostimulation)

aktivierte B-Zellen

MIP-10. (CCL3) T-Zellen, Makrophagen, natiirliche Killerzellen, = Makrophagen/Monozyten, T-Zellen (TH1>TH2), TH1
eosinophile Zellen naturliche Killerzellen, basophile Granulozyten,
dendritische Zellen, Knochenmarkzellen

MCP-1 (CCL2) Lymphozyten, Makrophagen/Monozyten, Monozyten, T-Zellen, basophile Granulozyten =~ TH2
natirliche Killerzellen, Endothelzellen, B-Zellen
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Material und Methoden

2. Materialien

2.1.

Acht-Kanal-Pipetten:

Ein-Kanal-Pipetten:

ELISA Fotometer:

Gefrierschranke:

Kuhlschranke:

Magnetruhrer:

Manuelle Plattenwéasche:

PH-Meter:
Schdittler:
Sterile Arbeitsbank:

Uhr:
Vakuumpumpe:
Vortex:

Gerate und Pipetten:

Eppendorf Forschung 300 pl, 100 ul, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Finnpipette 1500 pl, Labsystem, Los Angeles, USA
Eppendorf Forschung 1000, 100, 10 ul, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Pipetus-Akku,
Deutschland
Titertek Multiskan MMC, EFLAB, Finnland

Comfort —32°C, Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland
Forma Scientific —86°C Gefrierschrank, Marietta, USA

Bosch, Stuttgart, Deutschland

RS-9, Klein Feld Labortechnik, Gehrden, Deutschland
IKAMAG RCT, Janke und Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Wasch-12-Kanal, Dunn

pH-Meter 761 Calimatic, Knick, Berlin, Deutschland

Titramax 100, Heidolph, Chemnitz, Deutschland

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,

HB2572 Lamin Air, Heraeus Instrument, Osterode,
Deutschland

3-zeilig, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Laboport, KNF, Freiburg, Deutschland

VF2, IKA Labortechnik,

Deutschland

Janke und Kunkel, Staufen,
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Waagen:
Wasseraufbereitung:

Zentrifugen:

2.1.1. Gefalle

Sartorius analytisch, Sartorius, Gottingen, Deutschland

Milli-Q, Milipore, Molsheim, Frankreich

Zentrifuge CS-15R, Beckmann, Fullerton, USA
Zentrifuge Christ 4400, Heraeus, Osterode, Deutschland

Zentrifuge Sepatech, Heraeus, Osterode, Deutschland

Kanister fur Aqua destillata: 10000 ml, Kautex, Bonn, Deutschland

Messzylinder
Messbecher:
Erlenmeyer Kolben:

Flaschen:

Reservoire:

2.1.2. Einmalmaterialien

Abdeckfolien:

Einmalpipetten:
Eppendorf Rohrchen:
Matrix Rohrchen:
Mikrotiter-Platten:

PCR-Gefalie:

Pipettenspitzen:

2000 ml, 1000 ml, 500ml, 250 ml, 100 ml, 50 ml, 20m|
500 ml, 200 ml, 100 ml, 50 ml

2000 ml, 1000 ml,

1000 ml, 500 ml, 250 ml

alle von Schott, Mainz, Deutschland

V-Form, 60 ml, Labsystem, Los Angeles, USA

Versiegelungsfolie

Parafilm M, American National Can, Greenwich

25 ml, 10 ml, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
1,5 ml, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

1,4 ml, Matrix, Hudson, USA

F96-Maxisorp Nunc-Imunoplatte, Nunc, Wiesbaden,
Deutschland

200 pl, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
1500 pl, Labsystem, Los Angeles, USA

1000 pl, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
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300 pl, 100 pl, 20 pl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

15 und 50 ml-Rohrchen: 50 ml, 15 ml, Greiner Bio-one, Solingen, Deutschland

2.1.3. Chemikalien

Dinatriumhydrogenphosphat: Na;HPO4, Merck, Deisenhofen, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat: Na,HPO4*2H,0, Merck, Deisenhofen,
Deutschland

FCS (Fotales Kalberserum): Virus und Mycoplasma getestet, Endotoxin getestet,
steril gefiltert,
PAA Linz, Osterreich

HRP-Konjugat: ELISA Grade Streptavidin, Biosource, Camarillo, USA
Milchpulver: Glicksklee, Nestle, Miinchen, Deutschland
Natriumbikarbonat: NaCOs, Merck, Deisenhofen, Deutschland
Natriumbikarbonathydrat: Na,CO3*H,0, Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Natriumcarbonat: NaHCOj;, Serva  Feinbiochemica, Heidelberg,

Deutschland
Natriumchlorid: NaCl, Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat: NaH2PO4, Merck, Deisenhofen, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphatdihydrat: NaH,PO4*2H,0, Sigma Aldrich

Laborchemikalien, Seelze, Deutschland

Natronlauge: NaOH, Merck, Deisenhofen, Deutschland

Salzsaure: HCI, Merck, Deisenhofen, Deutschland

Schwefelsaure: H2SO4 95% - 97%, Titrisol 1N, Merck, Darmstadt,
Deutschland

Tetramethylbenzidin (TMB): TMB Plus gebrauchsfertig, KEM/EN/TEC NS,

Kopenhagen, Danemark
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Thiomersal: CoHgHgO,»SNa, Sigma Aldrich Laborchemikalien,

Seelze, Deutschland

Tween 20: CssH114056, Merck, Darmstadt, Deutschland
21.4. Léosungen
21.41. Waschpuffer

0,2 M Phosphat gepufferte Salze (PBS: phosphate buffered saline):

als Grundlésung (zwanzig-fache Konzentration)

32 g Na;HPO4*2H,0

6 g NaH,PO4*2H,0

164 g NaCl

900 ml Aqua destillata

20 Mg Thiomersal (Konservierungsmittel)

Bei Raumtemperatur (18-25°C) wird der pH Uberpriuft und falls nétig auf 6,8 - 6,9 mit
konzentriertem HCI oder NaOH titriert. Danach wird destilliertes Wasser hinzugegeben
bis zu einem Gesamtvolumen von 1 Liter (nach einer zwanzig-fachen Verdinnung wird
der Puffer einen pH von 7,2 - 7,4 haben). Zuletzt figt man 20 pg Thiomersal als
Konservierungsmittel hinzu. Diese hergestellte Vorratslésung kann bis zu drei Monate
bei 2 - 8°C gelagert werden. Bei der Lagerung dieser Losung bei 2 - 8°C koénnen sich
ausfallende Salzkristalle bilden. Bevor man die Vorratslosung zu anderen Ldsungen
weiterverarbeitet, sollte man in diesen Fallen den konzentrierten Puffer moderat bei ca.

37°C aufwarmen, damit sich die gebildeten Kristalle 16sen konnen.
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0,2 M Phosphat gepufferte Salze (PBS: phosphate buffered saline):

als Gebrauchsldésung (einfache Konzentration)
100 ml PBS (zwanzig-fache Konzentration)
1900 ml Aqua destillata

0,2 M Phosphat gepufferte Salze + 0.005%Tween 20 (PBS-Tween):

21.4.2.

als Gebrauchsldésung (einfache Konzentration)
100 ml PBS (zwanzig-fache Konzentration)
1900 ml Aqua destillata

50 Ml Tween 20

PBS-Tween sollte kraftig geschittelt werden, damit sich Tween in der

Lésung gut verteilen kann. Beide Losungen kdnnen bei +4°C bis zu einer

Woche aufbewahrt werden.

Uberzug-Puffer (Coating puffer)

0,1 M Natriumbicarbonathydrat/ Natriumcarbonat pH 9,6 (Uberzug-Puffer 1):

Lésung A
1,24 g N82CO3'H20
100 ml Aqua destillata

Lésung B

1,68 g NaHCO3

200 ml Aqua destillata

Man nimmt 70 ml von Lésung A und fugt Lésung B unter Ruhren solange
hinzu, bis ein pH von 9,6 erreicht wird. Die Losung kann bei 2-8°C bis zu

einer Woche aufbewahrt werden.
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Natriumcarbonat pH 9,6 (Uberzug-Puffer 2):

0,356 g N32003'H20
0,84 ¢ NaHCO3
100 ml Aqua destillata

auf pH 9,6 titrieren.

Die L6sung kann bei +4°C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.

0,2 M Natriumphosphat pH 6,7 (Uberzug-Puffer 3):

296 g Na,HPO4*2H,0
418 ¢ NaH;PO4*2H,0
200 ml Aqua destillata

auf pH 6,5 titrieren.

Die Lésung kann bei +4°C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.

0,2 M Natriumphosphat pH 9,6 (Uberzug-Puffer 4):

296 g NayHPO4*2H,0
418 ¢ NaH2PO4*2H,0
200 ml Aqua destillata

auf pH 9,6 titrieren.

Die Lésung kann bei +4°C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.

21.43. Verdinnungslosungen

10%ig Fotales Kalberserum/PBS (10%ig FCS/PBS):

10 mi Fotales Kalberserum (FCS)
90 mi Phosphat gepufferte Salze (PBS, einfache Konzentration)
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Diese Losung wurde auch zum Blocken benutzt.

0,5%ig Milchpulver/PBS:

05 g Milchpulver
100 ml Phosphat gepufferte Salze (PBS, einfache Konzentration)

Die Lésung kann bei -20°C eingefroren und vor Gebrauch vorsichtig wieder

aufgetaut werden.

Stopp-Losung 1,8 N Schwefelsaure:
37 ml HQSO4
363 ml Aqua destillata

2.1.5. Antikorper

Macrophage inflammatory protein-1a.

- Monoclonaler Anti-humaner MIP-1a/CXCL3 Antikorper (erster Antikorper), Maus 1gGaa,
Klon 14215.41, 0.5 mg/ml (LOT HJ04), Cat# MAB670, R&D Systems, Minneapolis, USA.
- Biotinylierter Anti-humaner MIP-1a Antikorper (zweiter Antikorper), Ziegen IgG,
Polyclonal, Cat# BAF270, 0.05 mg/ml (LOT UUQ3), R&D Systems, Minneapolis, USA.

Monocyte chemotactic protein-1:

- Monoclonaler Anti-humaner MCP-1 Antikorper (erster Antikorper), Maus 1gG,, Klon
23007.111, Cat# MAB679, 0.5 mg/ml (LOT JUO4), R&D Systems, Minneapolis, USA.

- Biotinylierter Anti-humaner MCP-1 Antikorper (zweiter Antikorper), Ziegen IgG
Polyclonal, Cat# BAF279, 0.05 mg/ml (LOT AKY02), R&D Systems, Minneapolis, USA.
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Interferon-y:

— Monoclonaler Anti-humaner IFN-y Antikorper (erster Antikdrper), Maus 1gG1, k, Klon
2G1, Cat# M-700A, 1.03 mg/ml, LOT 018714, Endogen, Woburn, USA.

- Biotinylierter Anti-hnumaner IFN-y Antikorper (zweiter Antikorper), Maus 1gG+ , k, Klon
B133.5, Endogen, Cat# M-701B, 0.5 mg/ml, LOT CA47012, Endogen, Woburn, USA.

Interleukin-10:

- Monoclonaler Anti-humaner IL-10 Antikdrper (erster Antikérper), Ratte IgG4, Klon JES3-
9D7, Cat# 18551D, 0.5 mg/ml, Pharmingen, San Diego, USA.

- Biotinylierter Anti-humaner IL-10 Antikoérper (zweiter Antikorper), Ratte 1gGz, Klon
JES3-12G8, 0.5 mg/ml, 0.5 mg/ml, Cat# 18562D, Pharmingen, San Diego, USA.

2.1.6. Standards

Macrophage inflammatory protein-1a: Cat# 270-LD (LOT CG068061), R&D Systems,
Minneapolis, USA

Monocyte chemotactic protein-1: Cat# 279-MC (LOT EZ140082) R&D Systems,
Minneapolis, USA

Interferon-y: Cat# 19751N, Pharmingen, San Diego, CA,
USA

Interleukin-10: Cat# 19701V, Pharmingen, San Diego, CA, USA

2.1.7. Klinische Daten der Studienteilnehmer
Die klinischen Patientendaten, die in die Auswertung dieser Arbeit eingeflossen sind,

stammen von den Patientenakten der Cyclosporin A Studie (Canadian-European

Randomized Control Trial Group, 1988) und wurden damals bei jedem monatlichen
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Untersuchungstermin bei allen Probanden erhoben und dokumentiert. Zu den hier
verwendeten klinischen Daten zahlen (Tab. XIl a und b, S. 87+88): Geschlecht, BMI, C-
Peptid basal und stimuliert, Gewicht, Alter, HbA4., Insulindosis, Nuchtern-Glukose und

Kreatinin.

2.1.8. Statistische Auswertung

Median und Mittelwert flr die Zytokin- und Chemokin-Spiegel werden fur jede Gruppe
ermittelt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen werden mit dem Kruskal-Wallis-Test
untersucht, gefolgt vom Mann Whitney U Test (zweiseitig). Dabei wird P <0,05 als
signifikant bertcksichtigt. Die Serumspiegel der gemessenen Parameter zu den hier
verwendeten Zeitpunkten (6 Monate, 12 Monate) werden mit den entsprechenden
Werten bei Studienbeginn mittels gepaartem Wilcoxon Test verglichen. Die Korrelation
der benutzten Parameter wird mit Spearman rank correlation evaluiert. Signifikante
Einflisse von Alter und Geschlecht werden mit multivariater linearer Regressions
Analyse ermittelt. Alle hier vorgestellten P- Werte sind fur Alter und Geschlecht
adjustiert.

Fir die statistische Analyse wird folgende Software verwendet: Excel (Microsoft, Seattle,
WA), NCSS 2000 (Number Cruncher Statistical Systems, Keysville, UT), GraphPad
Prism 3.00 fir Windows (GraphPad Software, San Diego, CA), SAS 8.0. Die statistische
Auswertung erfolgte in Kooperation mit Dr. B. Haastert (DDZ, Abteilung flr Biometrie und
Epidemiologie).
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2.2. Methoden

2.2.1. Aligemeine Grundlagen des ELISA-Verfahrens

Samtliche Untersuchungen werden mit ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
gemessen, das zu den immunologischen Sandwich-Verfahren gehdrt. Folgende

Bindungsschritte und Reaktionen laufen dabei ab.

Coating (Uberzug):
Der erste spezifische Antikdrper (capture antibody) wird auf die Messplatte aufgetragen
und bindet innerhalb der Inkubationszeit fest am Plastik. Nicht gebundene

Antikérpermolekiile werden anschliel’end ausgewaschen.

Blocking (Blocken):

Die Messvertiefungen werden mit einer proteinreichen Blockierldsung geflllt, um freie
Bindungsstellen am Plattenmaterial mit unspezifischen Eiweil3bindungen zu besetzen.
Wiederum erfolgt nach der Inkubation das Auswaschen der nicht gebundenen
Substanzen.

Inkubation von Standardlésungen und Proben:

Die zu untersuchende Substanz wird ebenso wie die Standardldsungen mit definierter
Konzentration der jeweils zu messenden Substanz - des Antigens - hinzugeflugt und Uber
eine bestimmte Zeit inkubiert. Dabei binden die Molekile des Antigens (hier: native wie
rekombinante Zytokine und Chemokine) an die im Uberschuss vorhandenen, auf der
Platte fest verankerten spezifischen Antikorper. Es schlief3t sich abermals ein

Waschvorgang an.
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Inkubation des zweiten Antikorpers:

Der zweite spezifische Antikorper (detection antibody) wird inkubiert und besetzt
nunmehr freie Bindungstellen an den verankerten Molekilen der zu messenden
Substanz. Dieser zweite Antikorper besitzt an seinem freien Ende eine Biotingruppe. Es

erfolgt wiederum das Auswaschen nicht gebundener Antikérpermolekdle.

Enzym-Inkubation:

Die hier verwendete Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (Streptavidin-HRP = polyhorse-
radish-peroxidase) wird aufgetragen und bildet eine stabile kovalente Bindung ihres
Avidin-Restes mit der Biotingruppe des gebundenen zweiten Antikorpers. Freie

Peroxidase wird im Anschluss ausgewaschen.

Enzymatische Farbreaktion:
TMB (Tetramethylbenzidin) wird hinzugefigt und durch die Peroxidase enzymatisch

umgesetzt.

Stoppen:
Nach einer vorbestimmten Dauer oder bei Erreichen der gewunschten Farbintensitat im
Hinblick auf die Standardmessung wird die enzymatische Reaktion durch Zugabe von

1,8 normaler Schwefelsdure beendet.
Lesen der Immunoplatte:

Die Messung der bearbeiteten Immunoplatte wird mittels des Fotometers (ELISA-reader)

bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenz-Filter OD 540 nm) vorgenommen.
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2.3. Storfaktoren bei ELISA

2.3.1. Stabilitat von Zytokinen und Chemokinen im Serum

Bei vielen klinischen Studien ist es Ublich, dass Serumproben uber einen langen
Zeitraum gelagert werden und in dieser Zeit mehrfach flr verschiedene Untersuchungen
gebraucht werden. Es ist nicht bekannt, ob die lange Lagerungszeit oder das wiederholte
Auftauen und Einfrieren der gesammelten Proben einen nachteiligen Effekt auf die
Proteinstruktur der Zyto- und Chemokine haben. Im Zuge der internen Qualitatskontrolle
machte unsere Arbeitsgruppe die Beobachtung, dass sich nach wiederholtem (mehr als
dreimaligem) Einfrieren und Auftauen die Proteinstruktur der Zyto- und Chemokine so
verandert, dass derartige Proben fur eine Untersuchung mittels ELISA unbrauchbar
wurden (Tab.lll). Unter der Annahme, dass sich die Langzeitlagerung von Serumproben
nicht als nachteilig erweist, wurden nur Serumproben verwendet, die weniger als drei
mal aufgetaut und wieder eingefroren wurden. Aullerdem wurden Serumproben von der
Studie ausgeschlossen, sobald der Test fur alle zu messenden Parameter negativ
ausfiel, in der Annahme, dass durch eventuell zu haufiges Auftauen und Einfrieren
samtliche Proteinstrukturen flr eine Messung unbrauchbar wurden. Zu erwahnen ist
auch, dass die Chemokin und Zytokin-Spiegel in den getesteten Seren denen in frisch
gewonnenem Serum ahneln. Trotz allem ist natdrlich nicht auszuschlieen, dass die

Langzeitlagerung einen Effekt aufweisen kdnnte.

2.3.2. Interferenz mit heterophilen Antikorpern

Heterophile Antikdrper oder Rheuma-Faktoren sind in der Lage Antikorper multivalent im

Serum zu binden und ein falsch positives Signal in Form einer enzymatischen

Farbreaktion zu erzeugen (Tab.lll, S.43). Wenn man jedoch fotales Kalberserum (FCS)

als Verdunnungslosung zusetzt, kann man dieses Phanomen der unspezifischen
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Kreuzreaktion weitestgehend vermeiden (Revelen et al., 2000). Auch im Serum geloste
Rezeptoren oder Antikorper-tragende Transportproteine konnen im ELISA-Verfahren
interferieren und falsch positive Signale hervorrufen. Diese Bindungen sind jedoch
reversibel und konnen durch Verwendung von passenden Antikorpern mit hoher Affinitat
zum Zielprotein durch Verdrangung geldst werden. Ob sich diese Antikérper, die ihre
hohe Affinitdt unter Beweis stellen missen, daflr eignen, kann man dadurch testen,
dass man eine definierte Menge des Proteins einer Serumprobe hinzufigt (spiking).
Betragt die Rate an zurlickgewonnenem Protein 80% und mehr, sichert dies die
Affinitatsqualitat des spezifischen Antikorpers. Die Bindungsspezifitat des Zielproteins
kann zusatzlich gesteigert werden unter Verwendung von PBS (phosphate buffered
saline) als Verdlinnungslosung, die Herabsetzung der Inkubationstemperatur von
Raumtemperatur auf 4°C und eine Verlangerung der Inkubationszeit (des ersten

Antikérpers) von 1 Stunde auf eine Inkubation tUber Nacht (ca. 16 Stunden).

2.3.3. Software- Fehler

Normalerweise kommen Chemokine und Zytokine nur in sehr geringen Mengen im
Serum vor. Die Berechnung ihrer Konzentration beruht auf der optischen Dichte des
seriell verdunnten Proteins, was letztlich dazu benutzt wird um die Konzentrationskurve,
auch Standardkurve genannt, zu erstellen. Die Verwendung der log-log- Transformation
zur Erstellung der Standardkurve in standardisierten ELISA-Verfahren hat den Nachteil,
dass eine geringe Prazision mit hoher Fehlerquote bei niedrigen Konzentrationen des zu
messenden Proteins beobachtet wird, wenn sie mit bekannten Werten verglichen
werden, obwohl die log-log-Transformation eine hohe Genauigkeit bei Formung der

Standardkurve aufweist (r* >0,97). Dies zeigt, dass allein ein hohes r* kein
ausreichendes Kriterium ist, um eine moglichst genaue Standardkurve zu erhalten,

zumal die Serumkonzentrationen von Zytokinen und Chemokinen sehr gering sind. Es
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wurde gezeigt, dass die Erstellung der Standardkurve durch Verwendung der Funktion

Four-parameter logistic-log die genaueste Methode ist (Plikaytis et al., 1991, Karpinski et

al., 1987)

Tabelle llI: Storfaktoren bei der Durchfiihrung von ELISA, deren Griinde und mdgliche Lésungswege

Fehlertyp Grund

Lésung

Falsch negatives Signal  -Proteinstruktur verandert

-ungenaue Standardkurve

-Rezeptorbindungskapazitat gestort

Falsch positives Signal -heterophile Antikorper

-Rheumafaktoren

-andere bindende Proteine

-Erythrozytenkontamination

-Randeffekt

-ungenaue Standardkurve
Inkonstante Ergebnisse  -breite Variation der Messergebnisse

-verschiedene Antikérper-Chargen

-Pipetierfehler

Auftauen und Einfrieren nicht mehr als drei mal; Vortex <5s;
wahrend des Pipetiervorgangs sollten Serumproben auf Eis
gelegt werden; Einsatz von Protease-Inhibitoren

Benutzung der Funktion four-parameter anstatt log-log
Durchfiihrung des spiking-Vorgangs einschlieRlich der seriellen
Verdinnungsreihe mit dem spiked rekombinanten Antikorper,

Wiedergewinnung sollte >80% betragen

Zugabe von 10%igem FCS zu PBS; Inkubation Uiber Nacht bei
4°C auf dem Schittler; erneute Messung mit unpassenden
(unmatched) Antikdrpern

s. heterophile Antikérper

s. heterophile Antikérper

Zentrifugieren des Serums vor Gebrauch bei 2500 g fiir 20 min
Versiegeln der Mikrotiterplatte um Verdunstung zu vermeiden

Benutzung der Funktion four-parameter anstatt log-log

Inter- und Intra-assay- Variation sollte <10% betragen
Benutzung der passenden Antikdrper-Paare oder Verwendung
der gleichen Kit-nr.

Verwendung von genauen und geeichten Pipetten

24. In-House ELISA Protokolle des Deutschen Diabetes Forschungsinstituts

Diisseldorf
241.

Macrophage inflammatory protein-1-alpha

Vorbemerkungen: Samtliche Arbeitsschritte bei der Durchfihrung von ELISA sollten

ohne Kontamination durchgeflihrt werden,

damit es nicht zu
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Artefakten bei den Ergebnissen kommt. Besonders wichtig ist darauf
zu achten, dass die FCS/PBS-Losung nicht kontaminiert wird, da
diese in fast allen Arbeitsschritten benutzt wird. Milchige Trubung
oder Schlieren beipielsweise lassen darauf schlielfen, dass die
Haltbarkeit der Losung Uberschritten ist oder aber eine
Kontamination stattgefunden hat. Alle gefrorenen Reagenzien

missen vor Gebrauch langsam auf Raumtemperatur gebracht

werden.

Losungen, die vorab hergestellt werden konnen:
Waschlésungen:
e 0,2 M PBS als Grundlosung (zwanzig-fache Konzentration)
e 0,2 M PBS als Gebrauchslésung (einfache Konzentration)

e 0,2 M PBS-Tween 0,005% als Gebrauchslosung (einfache Konzentration)

Uberzug-Puffer 1:
¢ 0,1 M Natriumbicarbonathydrat/Natriumcarbonat pH 9,6

Verdunnungslosungen:

e 10%ig FCS/PBS

o 0,5%ig Milchpulver/PBS
Substratlésung:

e Tetramethylbenzidin (TMB), gebrauchsfertig

Stopplésung:
e 1,8 NHSO,4
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1. Erster Antikorper (1:250 verdunnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:
48 ] Antikorper
12 mi Puffer 1

Antikérper und Puffer sollten durch vorsichtiges Schwenken gemischt werden. Vor
Gebrauch wird jede Messplatte mit dem Namen des verwendeten Zytokins/Chemokins,
dem Datum und dem Namen des Untersuchers beschriftet. Es werden jeweils 100 ul des
verdunnten Antikorpers pro Kuhle der Messplatte mit der Acht-Kanal-Multipipette
aufgetragen. Die Platte wird mit Folie abgedeckt und Uber Nacht bei 4°C, oder alternativ
eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schuttler bei 4000 Umdrehungen pro Minute
inkubiert.

2. Waschen:

Die mit Antikdrper inkubierten Kuhlen werden nach Ablauf der vorgeschriebenen Zeit
aspiriert und mit mindestens 350 uyl PBS (einfache Konzentration, ohne Tween) pro
Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. AnschlieRend wird die
Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft. Vor jedem Arbeitsschritt

mussen die Kuhlen trocken sein.

3. Blocken:

Es werden 200 pl 10%ig FCS/PBS mit der Acht-Kanal-Multipipette pro Kuhle
aufgetragen. Die Messplatte wird mit Folie versiegelt und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die FCS/PBS-Lésung wird anschliessend aspiriert und mit
mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration) pro Kuhle ausgewaschen.

Dieser Vorgang wird viermal wiederholt.

[Nach diesem Arbeitsschritt kann die Platte bei Bedarf bei -20°C eingefroren

werden, um zu einem spateren Zeitpunkt die restlichen Arbeitsschritte
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durchzufuhren. Die Messplatte wird dafur 15 Minuten getrocknet und sorgfaltig mit
Folie abgedeckt. Bevor die restlichen Arbeitsschritte getatigt werden, sollte die

Messplatte vorsichtig aufgetaut werden.]

4. Standards und Proben:

Um die Standard-Verdinnungsreihen vorzubereiten, werden die Stander mit Matrix-
Rohrchen bestuckt. Der Top-Standard (2000 pg/ml) wird mit 10%ig FCS/PBS vorbereitet
und in die jeweils obersten Rohrchen pipettiert. Standard-Duplikate oder -Triplikate
werden unabhangig voneinander erstellt. Man fangt mit dem Top-Standard an und
verdunnt diesen sieben-mal seriell mit 10%ig FCS/PBS um den Faktor 1:2,5 jeweils in
das nachste Rohrchen. Die Verdunnungsreihe reicht danach von 2000 pg/ml (Top-
Standard) bis 3,28 pg/ml (letztes Rohrchen). Jede Verdinnung wird sorgfaltig mit dem
Vortex gemischt. FlUr jeden Verdunnungsvorgang wird eine neue Pipettenspitze
verwendet, wobei die Pipette jedoch nicht gewechselt werden darf. Die serielle
Verdlnnung wird explizit nicht auf der Messplatte erstellt um unnétige Verwechslung zu
vermeiden. Die Serumproben werden 1:3 mit der Acht-Kanal-Multipipette in den
aliquotierten PCR-Rohrchen mit 10%ig FCS/PBS verdunnt. Die positive Kontrolle (wenn
moglich als Duplikat) wird wie die Standardreihe mit 10%ig FCS/PBS 1:2,5 seriell
verdinnt. Samtliche Ldésungen werden kurz mit dem Vortex gemischt. Sobald alle
Proben und Lésungen vorbereitet sind, werden jeweils 50 pl Standardlésungen, Proben,
positive Kontrolle, negative Kontrolle und Leerkontrolle gemaR der Abbildung IV auf die
Messplatte pro Kuhle aufgetragen. Dieser Arbeitsschritt sollte nicht mehr als funf Minuten

dauern.
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MIP-1a|1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2000 ]2000 Pos.Kont |Pos.Kont
B 800 800
C 320 320

1:25 [1:3,5
D 128 128
E 51.2 |51.2
F 20.48 ]20.48
G 8.19 [8.19 Neg.Kont|Neg.Kont
H 3.28 3.28 Leerkont. |Leerkont.
Abb.IV: Darstellung einer Immunoplatte fir die Messung von MIP-1a. Spalte 1+2 beinhalten den Standard

beginnend mit dem Top-Standard (2000 pg/ml) und einer seriellen Verdinnung jeweils um den Faktor

1:2,5. Spalten 3-10 sind flr die Serumproben reserviert. Spalte 11+12 von A-F beinhaltet die positive

Kontrolle mit einer seriellen Verdiinnung ebenfalls um den Faktor 1:2,5. Spalte 11+12 bei Zeile G enthalt

die negative Kontrolle, Zeile H enthalt dagegen die Leerkontrolle (oder auch ,blank® genannt).

Die Leerkontrolle wird folgendermallen bearbeitet: Zunachst wird der erste
Antikorper inkubiert, gefolgt von Waschen mit PBS. Danach wird in die Kuhlen fur
die Leerkontrollen 10%ig FCS/PBS zum Blocken hinzugeflgt. Standard oder
Serum wird fUr die Leerkontrolle nicht verwendet. Ebenfalls wird kein zweiter
Antikorper oder Streptavidin-Peroxidase inkubiert, sondern dafur jeweils nur
10%ig FCS/PBS benutzt. TMB und Stopplésung dagegen werden jedoch bei den
entsprechenden Arbeitsschritten verwendet.

Die negative Kontrolle wird folgendermal3en bearbeitet: Zunachst wird der erste
Antikorper inkubiert, gefolgt von Waschen mit PBS. Danach wird in die Kuhlen fur
die negative Kontrolle 10%ig FCS/PBS zum Blocken hinzugefiigt. Standard oder
Serum wird fur die negative Kontrolle nicht verwendet, sondern nur jeweils 10%ig
FCS/PBS hinzugefugt. Danach folgt die Inkubation mit dem zweiten Antikorper,
der Streptavidin-Peroxidase, der TMB-L6sung und letztlich der Stopplosung.

Die positive Kontrolle wird folgendermalRen bearbeitet: Die vorher in ihrer
Konzentration bekannte Probe wird wie die Standardreihe seriell 1:2,5 verdunnt.

Dabei ist die Konzentration der positiven Probe, von der aus die serielle
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Verdunnung gestartet wird, unerheblich solange sich die Verdinnungsreihe der

positiven Kontrolle im Messbereich der jeweiligen Versuchsanordnung befindet.

Sind alle Kuhlen mit den jeweiligen Inhalten, wie weiter oben gezeigt wurde, bestuckt,
wird die Messplatte mit Versiegelungsfolie abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur

auf dem Schdttler inkubiert.

5. Waschen:

Nachdem die Folie entfernt wurde erfolgt die Flllung der Kuhlen mit PBS-Tween, wobei
darauf geachtet werden sollte, dass nichts Uuberlauft und benachbarte Kuhlen
kontaminiert. Im nachsten Arbeitsschritt werden die gefullten Kuhlen mit der Acht-Kanal-
Multipipette geleert und mit mindestens 350 ul PBS-Tween (einfache Konzentration) pro
Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die

Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

6. Zweiter Antikorper (1:500 verdunnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:

24 Ml Antikorper

12 ml 10%ig FCS/PBS
Antikérper und 10%ig FCS/PBS werden durch vorsichtiges Schwenken gemischt.
Danach werden 100 pl des verdiunnten Antikérpers pro Kuhle (auf3er in die Leerkontrolle)
mit der Acht-Kanal-Multipipette aufgetragen. Die Messplatte wird anschlielend mit Folie

abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert.

7. Waschen:

Nach Entfernen der Folie werden die Kuhlen mit der Acht-Kanal-Multipipette geleert. Nun
werden alle Kuhlen mit mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration)
ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die Messplatte

sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.
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8. Enzym-Konjugat-Lésung (1:4000 verduinnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:

3 Ml Streptavidin-PolyHorseRadish-Peroxidase (S-HRP)

12 mi 0,5%ig Milchpulver/PBS
Diese beiden Zusatze werden sorgfaltig mit dem Vortex gemischt. Danach werden 100 pl
der Enzym-Konjugat-Lésung pro Kuhle (aufRer in die Leerkontrolle) mit der Acht-Kanal-
Multipipette aufgetragen. Die Messplatte wird anschlieRend mit Folie abgedeckt und 1

Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert.

9. Waschen:

Nach Entfernen der Folie werden die Kuhleninhalte mittels der Acht-Kanal-Multipipette
geleert und anschlielfend mit mindestens 350 yl PBS-Tween (einfache Konzentration)
pro Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die

Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

10. Substrat-Lésung:

Im nachsten Arbeitsschritt werden 100 pl der kalten (zuvor auf Eis gestellten) TMB-
Loésung pro Kuhle (inklusive in die Leerkontrolle) aufgetragen. Die geflllte Messplatte
wird dann ohne Folienabdeckung bei Raumtemperatur an einen abgedunkelten Platz
gestellt (z.B. Schrank), wobei die Farbreaktion mehrmals beobachtet werden sollte. Die
Farbumsetzungreaktion kann bis zu 30 Minuten dauern, in den meisten Fallen ist sie

jedoch nach 5-10 Minuten vollendet.

11. Stopp-Losung:
Hat die Farbreaktion die gewlinschte Intensitat erreicht werden 100 ul der Stopp-Losung
pro Kuhle (inklusive in die Leerkontrolle) aufgetragen. Nach 5-10 Minuten kann die

Messplatte im ELISA-Fotometer ausgelesen werden.
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12. Lesen der Platte:
Das Fotometer sollte einige Minuten vor Gebrauch eingeschaltet werden, damit die
Betriebstemperatur erreicht wird. Die Platte wird mit dem 450 nm Filter (Referenz-Filter

540 nm) gelesen.

13. Kalkulation der Konzentrationen

Mittels des zum Fotometer kompatiblen Programms wird die Schablone erstellt. Dabei
werden die Partition bzw. die Gruppen, sowie die Kontrollen und die Standardreihen
gemall der verwendeten Messplatte eingetragen. Die negative Kontrolle wird als
Referenzwert auf 0 pg/ml gesetzt. Der Wert der vom Fotometer gemessenen
Leerkontrolle wird von allen Werten subtrahiert, da die Leerkontrolle theoretisch den
Wert 0 haben musste. Da in einigen Fallen jedoch trotzdem Werte >0 angezeigt werden,
betrachtet man dies als Interferenz und gleicht diese ,Falschmessung“ durch Subtraktion
aus. Die Standardkurve wird nach der Formel fur Vier-Parameter erstellt.

Nun wird gepruft wie nah die kalkulierten Werte den erwarteten Werten fir die
Standardkurve kommen. Auf diese Weise kann die Qualitat der Standardkurve
kontrolliert werden. Einzelne Standard-Messwerte konnen aus der Kalkulation entfernt
werden, damit diese genauer wird. Dies ist moglich, da in der Regel Duplikate der
Standardreihen vorliegen und diese unabhangig voneinander in den einzelnen
Arbeitsschritten bearbeitet wurden. Es sollten jedoch mindestens vier Messpunkte
vorhanden sein, um bei einer Vier-Parameter-Annaherung eine Standardkurve zu
erstellen. Fir MIP1-a gilt in dem verwendeten Messprotokoll eine Erfassungsgrenze

(detection limit) von 8 pg/ml.

2.4.2. Monocyte chemotactic protein -1

Vorbemerkungen: Samtliche Arbeitsschritte bei der Durchfiihrung von ELISA sollten

ohne Kontamination durchgeflihrt werden, damit es nicht zu
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Artefakten bei den Ergebnissen kommt. Besonders wichtig ist darauf
zu achten, dass die FCS/PBS-Losung nicht kontaminiert wird, da
diese in fast allen Arbeitsschritten benutzt wird. Milchige Trubung
oder Schlieren beipielsweise lassen darauf schlielfen, dass die
Haltbarkeit der Losung Uberschritten ist oder aber eine
Kontamination stattgefunden hat. Alle gefrorenen Reagenzien

missen vor Gebrauch langsam auf Raumtemperatur gebracht

werden.

Lésungen, die vorab hergestellt werden konnen:
Waschlosungen:
e 0,2 M PBS als Grundlésung (zwanzig-fache Konzentration)
e 0,2 M PBS als Gebrauchslosung (einfache Konzentration)

e 0,2 M PBS-Tween 0,005% als Gebrauchslosung (einfache Konzentration)

Uberzug-Puffer 1:
¢ 0,1 M Natriumbicarbonathydrat/Natriumcarbonat pH 9,6

Verdunnungslésungen:
e 10%ig FCS/PBS
o 0,5%ig Milchpulver/PBS

Substratlésung:

e Tetramethylbenzidin (TMB), gebrauchsfertig
Stopplésung:

e 1,8 NH,SO,
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1. Erster Antikorper (1:250 verdunnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:
48 ] Antikorper
12 mi Puffer 1

Antikérper und Puffer sollten durch vorsichtiges Schwenken gemischt werden. Vor
Gebrauch wird jede Messplatte mit dem Namen des verwendeten Zytokins/Chemokins,
dem Datum und dem Namen des Untersuchers beschriftet. Es werden jeweils 100 ul des
verdunnten Antikorpers pro Kuhle der Messplatte mit der Acht-Kanal-Multipipette
aufgetragen. Die Platte wird mit Folie abgedeckt und Uber Nacht bei 4°C, oder alternativ
eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schuttler bei 4000 Umdrehungen pro Minute
inkubiert.

2. Waschen:

Die mit Antikdrper inkubierten Kuhlen werden nach Ablauf der vorgeschriebenen Zeit
aspiriert und mit mindestens 350 uyl PBS (einfache Konzentration, ohne Tween) pro
Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. AnschlieRend wird die
Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft. Vor jedem Arbeitsschritt

mussen die Kuhlen trocken sein.

3. Blocken:
Es werden 200 pl 10%ig FCS/PBS mit der Acht-Kanal-Multipipette pro Kuhle
aufgetragen. Die Messplatte wird mit Folie versiegelt und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die FCS/PBS-Lésung wird anschliessend aspiriert und mit
mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration) pro Kuhle ausgewaschen.
Dieser Vorgang wird viermal wiederholt.
[Nach diesem Arbeitsschritt kann die Platte bei Bedarf bei -20°C eingefroren
werden, um zu einem spateren Zeitpunkt die restlichen Arbeitsschritte

durchzufuhren. Die Messplatte wird dafur 15 Minuten getrocknet und sorgfaltig mit
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Folie abgedeckt. Bevor die restlichen Arbeitsschritte getatigt werden, sollte die

Messplatte vorsichtig aufgetaut werden.]

4. Standards und Proben:

Um die Standard-Verdinnungsreihen vorzubereiten, werden die Stander mit Matrix-
Rohrchen bestuckt. Der Top-Standard (2000 pg/ml) wird mit 10%ig FCS/PBS vorbereitet
und in die jeweils obersten Rohrchen pipettiert. Standard-Duplikate oder -Triplikate
werden unabhangig voneinander erstellt. Man fangt mit dem Top-Standard an und
verdunnt diesen sieben-mal seriell mit 10%ig FCS/PBS um den Faktor 1:2,5 jeweils in
das nachste Rohrchen. Die Verdunnungsreihe reicht danach von 2000 pg/ml (Top-
Standard) bis 3,28 pg/ml (letztes Rohrchen). Jede Verdunnung wird sorgfaltig mit dem
Vortex gemischt. FiUr jeden Verdunnungsvorgang wird eine neue Pipettenspitze
verwendet, wobei die Pipette jedoch nicht gewechselt werden darf. Die serielle
Verdlnnung wird explizit nicht auf der Messplatte erstellt um unnétige Verwechslung zu
vermeiden. Die Serumproben werden 1:3 mit der Acht-Kanal-Multipipette in den
aliquotierten PCR-Rohrchen mit 10%ig FCS/PBS verdunnt. Die positive Kontrolle (wenn
moglich als Duplikat) wird wie die Standardreihe mit 10%ig FCS/PBS 1:2,5 seriell
verdinnt. Samtliche Lésungen werden kurz mit dem Vortex gemischt. Sobald alle
Proben und Lésungen vorbereitet sind, werden jeweils 50 pl Standardlésungen, Proben,
positive Kontrolle, negative Kontrolle und Leerkontrolle gemafd der Abbildung V auf die
Messplatte pro Kuhle aufgetragen. Dieser Arbeitsschritt sollte nicht mehr als funf

Minuten dauern.

60



MCP-1 |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2000 ]2000 Pos.Kont |Pos.Kont
B 800 800
C 320 320

1:25 [1:3,5
D 128 128
E 51.2 |51.2
F 20.48 ]20.48
G 8.19 8.19 Neg.Kont|[Neg.Kont
H 3.28 3.28 Leerkont.|Leerkont.
Abb.V: Darstellung einer Immunoplatte fur die Messung von MCP-1. Spalte 1+2 beinhalten den Standard

beginnend mit dem Top-Standard (2000 pg/ml) und einer seriellen Verdiinnung jeweils um den Faktor

1:2,5. Spalten 3-10 sind flr die Serumproben reserviert. Spalte 11+12 von A-F beinhaltet die positive

Kontrolle mit einer seriellen Verdiinnung ebenfalls um den Faktor 1:2,5. Spalte 11+12 bei Zeile G enthalt

die negative Kontrolle, Zeile H enthalt dagegen die Leerkontrolle (oder auch ,blank genannt).

Die Leerkontrolle wird folgendermal3en bearbeitet: Zunachst wird der erste
Antikorper inkubiert, gefolgt von Waschen mit PBS. Danach wird in die Kuhlen fir
die Leerkontrollen 10%ig FCS/PBS zum Blocken hinzugeflgt. Standard oder
Serum wird fur die Leerkontrolle nicht verwendet. Ebenfalls wird kein zweiter
Antikorper oder Streptavidin-Peroxidase inkubiert, sondern dafur jeweils nur
10%ig FCS/PBS benutzt. TMB und Stopplésung dagegen werden jedoch bei den
entsprechenden Arbeitsschritten verwendet.

Die negative Kontrolle wird folgendermalen bearbeitet: Zunachst wird der erste
Antikorper inkubiert, gefolgt von Waschen mit PBS. Danach wird in die Kuhlen fur
die negative Kontrolle 10%ig FCS/PBS zum Blocken hinzugefigt. Standard oder
Serum wird fur die negative Kontrolle nicht verwendet, sondern nur jeweils 10%ig
FCS/PBS hinzugefugt. Danach folgt die Inkubation mit dem zweiten Antikorper,
der Streptavidin-Peroxidase, der TMB-L6sung und letztlich der Stopplosung.

Die positive Kontrolle wird folgendermallen bearbeitet: Die vorher in ihrer
Konzentration bekannte Probe wird wie die Standardreihe seriell 1:2,5 verdunnt.

Dabei ist die Konzentration der positiven Probe, von der aus die serielle
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Verdunnung gestartet wird, unerheblich solange sich die Verdinnungsreihe der

positiven Kontrolle im Messbereich der jeweiligen Versuchsanordnung befindet.

Sind alle Kuhlen mit den jeweiligen Inhalten, wie weiter oben gezeigt wurde, bestuckt,
wird die Messplatte mit Versiegelungsfolie abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur

auf dem Schdttler inkubiert.

5. Waschen:

Nachdem die Folie entfernt wurde erfolgt die Flllung der Kuhlen mit PBS-Tween, wobei
darauf geachtet werden sollte, dass nichts Uuberlauft und benachbarte Kuhlen
kontaminiert. Im nachsten Arbeitsschritt werden die gefullten Kuhlen mit der Acht-Kanal-
Multipipette geleert und mit mindestens 350 ul PBS-Tween (einfache Konzentration) pro
Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die

Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

6. Zweiter Antikorper (1:500 verdunnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:

24 Ml Antikorper

12 ml 10%ig FCS/PBS
Antikérper und 10%ig FCS/PBS werden durch vorsichtiges Schwenken gemischt.
Danach werden 100 pl des verdiunnten Antikérpers pro Kuhle (auf3er in die Leerkontrolle)
mit der Acht-Kanal-Multipipette aufgetragen. Die Messplatte wird anschlielend mit Folie

abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert.

7. Waschen:

Nach Entfernen der Folie werden die Kuhlen mit der Acht-Kanal-Multipipette geleert. Nun
werden alle Kuhlen mit mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration)
ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die Messplatte

sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.
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8. Enzym-Konjugat-Lésung (1:4000 verduinnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:

3 Ml Streptavidin-PolyHorseRadish-Peroxidase (S-HRP)

12 mi 0,5%ig Milchpulver/PBS
Diese beiden Zusatze werden sorgfaltig mit dem Vortex gemischt. Danach werden 100 pl
der Enzym-Konjugat-Lésung pro Kuhle (aufRer in die Leerkontrolle) mit der Acht-Kanal-
Multipipette aufgetragen. Die Messplatte wird anschlieRend mit Folie abgedeckt und 1

Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert.

9. Waschen:

Nach Entfernen der Folie werden die Kuhleninhalte mittels der Acht-Kanal-Multipipette
geleert und anschlielfend mit mindestens 350 yl PBS-Tween (einfache Konzentration)
pro Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die

Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

10. Substrat-Lésung:

Im nachsten Arbeitsschritt werden 100 pl der kalten (zuvor auf Eis gestellten) TMB-
Loésung pro Kuhle (inklusive in die Leerkontrolle) aufgetragen. Die geflllte Messplatte
wird dann ohne Folienabdeckung bei Raumtemperatur an einen abgedunkelten Platz
gestellt (z.B. Schrank), wobei die Farbreaktion mehrmals beobachtet werden sollte. Die
Farbumsetzungreaktion kann bis zu 30 Minuten dauern, in den meisten Fallen ist sie

jedoch nach 5-10 Minuten vollendet.

11. Stopp-Losung:
Hat die Farbreaktion die gewlinschte Intensitat erreicht werden 100 ul der Stopp-Losung
pro Kuhle (inklusive in die Leerkontrolle) aufgetragen. Nach 5-10 Minuten kann die

Messplatte im ELISA-Fotometer ausgelesen werden.
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12. Lesen der Platte:
Das Fotometer sollte einige Minuten vor Gebrauch eingeschaltet werden, damit die
Betriebstemperatur erreicht wird. Die Platte wird mit dem 450 nm Filter (Referenz-Filter

540 nm) gelesen.

13. Kalkulation der Konzentrationen

Mittels des zum Fotometer kompatiblen Programms wird die Schablone erstellt. Dabei
werden die Partition bzw. die Gruppen, sowie die Kontrollen und die Standardreihen
gemall der verwendeten Messplatte eingetragen. Die negative Kontrolle wird als
Referenzwert auf 0 pg/ml gesetzt. Der Wert der vom Fotometer gemessenen
Leerkontrolle wird von allen Werten subtrahiert, da die Leerkontrolle theoretisch den
Wert 0 haben musste. Da in einigen Fallen jedoch trotzdem Werte >0 angezeigt werden,
betrachtet man dies als Interferenz und gleicht diese ,Falschmessung“ durch Subtraktion
aus. Die Standardkurve wird nach der Formel fur Vier-Parameter erstellt.

Nun wird gepruft wie nah die kalkulierten Werte den erwarteten Werten fir die
Standardkurve kommen. Auf diese Weise kann die Qualitat der Standardkurve
kontrolliert werden. Einzelne Standard-Messwerte konnen aus der Kalkulation entfernt
werden, damit diese genauer wird. Dies ist moglich, da in der Regel Duplikate der
Standardreihen vorliegen und diese unabhangig voneinander in den einzelnen
Arbeitsschritten bearbeitet wurden. Es sollten jedoch mindestens vier Messpunkte
vorhanden sein, um bei einer Vier-Parameter-Annaherung eine Standardkurve zu
erstellen. Fur MCP-1 gilt in dem verwendeten Messprotokoll eine Erfassungsgrenze

(detection limit) von 6 pg/ml.
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2.4.3. Interleukin-10

Vorbemerkungen: Samtliche Arbeitsschritte bei der Durchfuhrung von ELISA sollten
ohne Kontamination durchgefihrt werden, damit es nicht zu
Artefakten bei den Ergebnissen kommt. Besonders wichtig ist darauf
zu achten, dass die FCS/PBS-L6sung nicht kontaminiert wird, da
diese in fast allen Arbeitsschritten benutzt wird. Milchige Tribung
oder Schlieren beipielsweise lassen darauf schliellen, dass die
Haltbarkeit der Ldsung Uberschritten ist oder aber eine
Kontamination stattgefunden hat. Alle gefrorenen Reagenzien
mussen vor Gebrauch langsam auf Raumtemperatur gebracht

werden.

Losungen, die vorab hergestellt werden kénnen:
Waschlésungen:
e 0,2 M PBS als Grundlésung (zwanzig-fache Konzentration)
e 0,2 M PBS als Gebrauchslésung (einfache Konzentration)

e 0,2 M PBS-Tween 0,005% als Gebrauchslésung (einfache Konzentration)

Uberzug-Puffer 1:
¢ 0,1 M Natriumbicarbonathydrat/Natriumcarbonat pH 9,6

Verdunnungslésungen:
e 10%ig FCS/PBS
e 0,5%ig Milchpulver/PBS

Substratlosung:

e Tetramethylbenzidin (TMB), gebrauchsfertig
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Stopplosung:
e 1,8 NHySO,

1. Erster Antikorper (1:1000 verduinnt) fiir eine 96-Loch Immunoplatte:
12 Ml Antikorper
12 mi Puffer 1

Antikérper und Puffer sollten durch vorsichtiges Schwenken gemischt werden. Vor
Gebrauch wird jede Messplatte mit dem Namen des verwendeten Zytokins/Chemokins,
dem Datum und dem Namen des Untersuchers beschriftet. Es werden jeweils 100 ul des
verdunnten Antikorpers pro Kuhle der Messplatte mit der Acht-Kanal-Multipipette
aufgetragen. Die Platte wird mit Folie abgedeckt und Uber Nacht bei 4°C, oder alternativ
eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schuttler bei 4000 Umdrehungen pro Minute
inkubiert.

2. Waschen:

Die mit Antikdrper inkubierten Kuhlen werden nach Ablauf der vorgeschriebenen Zeit
aspiriert und mit mindestens 350 pl PBS (einfache Konzentration, ohne Tween) pro
Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. AnschlieRend wird die
Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft. Vor jedem Arbeitsschritt

mussen die Kuhlen trocken sein.

3. Blocken:

Es werden 200 pl 10%ig FCS/PBS mit der Acht-Kanal-Multipipette pro Kuhle
aufgetragen. Die Messplatte wird mit Folie versiegelt und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die FCS/PBS-Losung wird anschliessend aspiriert und mit
mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration) pro Kuhle ausgewaschen.

Dieser Vorgang wird viermal wiederholt.
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[Nach diesem Arbeitsschritt kann die Platte bei Bedarf bei -20°C eingefroren
werden, um zu einem spateren Zeitpunkt die restlichen Arbeitsschritte
durchzufuhren. Die Messplatte wird dafur 15 Minuten getrocknet und sorgfaltig mit
Folie abgedeckt. Bevor die restlichen Arbeitsschritte getatigt werden, sollte die

Messplatte vorsichtig aufgetaut werden.]

4. Standards und Proben:

Um die Standard-Verdlinnungsreihen vorzubereiten, werden die Stander mit Matrix-
Rohrchen bestickt. Der Top-Standard (250 pg/ml) wird mit 10%ig FCS/PBS vorbereitet
und in die jeweils obersten Rohrchen pipettiert. Standard-Duplikate oder -Triplikate
werden unabhangig voneinander erstellt. Man fangt mit dem Top-Standard an und
verdunnt diesen sieben-mal seriell mit 10%ig FCS/PBS um den Faktor 1:2 jeweils in das
nachste Roéhrchen. Die Verdinnungsreihe reicht danach von 250 pg/ml (Top-Standard)
bis 1,95 pg/ml (letztes Rdhrchen). Jede Verdinnung wird sorgfaltig mit dem Vortex
gemischt. FiUr jeden Verdlinnungsvorgang wird eine neue Pipettenspitze verwendet,
wobei die Pipette jedoch nicht gewechselt werden darf. Die serielle Verdinnung wird
explizit nicht auf der Messplatte erstellt um unnoétige Verwechslung zu vermeiden. Die
Serumproben werden 1:2 mit der Acht-Kanal-Multipipette in den aliquotierten PCR-
Roéhrchen mit 10%ig FCS/PBS verdinnt. Die positive Kontrolle (wenn mdglich als
Duplikat) wird wie die Standardreihe mit 10%ig FCS/PBS verdinnt, und zwar einmal
1:10 und einmal 1:20. Samtliche Lésungen werden kurz mit dem Vortex gemischt.
Sobald alle Proben und Lo&sungen vorbereitet sind, werden jeweils 50 pl
Standardldsungen, Proben, positive Kontrolle, negative Kontrolle und Leerkontrolle
gemald der Abbildung VI auf die Messplatte pro Kuhle aufgetragen. Dieser Arbeitsschritt

sollte nicht mehr als finf Minuten dauern.
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IL-10 |7 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 250 250

B 125 125

(o4 625 [62.5

D 31.25 |31.25

E 15.63 |15.63 Neg.Kont[Neg.Kont

F 7.81 7.81 Pos.Kont |Pos.Kont
1:10 1:10

G 3.90 3.90 Pos.Kont |Pos.Kont
1:20 1:20

H 1.95 1.95 Leerkont. [Leerkont.

Abb.VI: Darstellung einer Immunoplatte fir die Messung von IL-10. Spalte 1+2 beinhalten den Standard

beginnend mit dem Top-Standard (250 pg/ml) und einer seriellen Verdinnung jeweils um den Faktor 1:2.

Spalten 3-10 und 11-12 (A-D) sind fir die Serumproben reserviert. Spalte 11+12 E beinhaltet die negative

Kontrolle. Spalte 11+12 F enthalt die positive Kontrolle verdiinnt um den Faktor 1:10. Spalte 11+12 G

enthalt die positive Kontrolle verdiinnt um den Faktor 1:20. Zeile H enthalt dagegen die Leerkontrolle (oder

auch ,blank® genannt).

Die Leerkontrolle wird folgendermal3en bearbeitet: Zunachst wird der erste
Antikorper inkubiert, gefolgt von Waschen mit PBS. Danach wird in die Kuhlen flr
die Leerkontrollen 10%ig FCS/PBS zum Blocken hinzugeflgt. Standard oder
Serum wird fur die Leerkontrolle nicht verwendet. Ebenfalls wird kein zweiter
Antikorper oder Streptavidin-Peroxidase inkubiert, sondern dafur jeweils nur
10%ig FCS/PBS benutzt. TMB und Stopplésung dagegen werden jedoch bei den
entsprechenden Arbeitsschritten verwendet.

Die negative Kontrolle wird folgendermalien bearbeitet: Zunachst wird der erste
Antikorper inkubiert, gefolgt von Waschen mit PBS. Danach wird in die Kuhlen fir
die negative Kontrolle 10%ig FCS/PBS zum Blocken hinzugefigt. Standard oder
Serum wird fur die negative Kontrolle nicht verwendet, sondern nur jeweils 10%ig
FCS/PBS hinzugefugt. Danach folgt die Inkubation mit dem zweiten Antikorper,
der Streptavidin-Peroxidase, der TMB-L6sung und letztlich der Stopplosung.

Die positive Kontrolle wird folgendermallen bearbeitet: Die vorher in ihrer

Konzentration bekannte Probe wird einmal 1:10 und einmal 1:20 mit 10%ig
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FCS/PBS verdunnt (jeweils als Duplikat). Dabei ist die Konzentration der positiven
Probe, von der aus die Verdinnung gestartet wird, unerheblich solange sich die
Verdunnungsreihe der positiven Kontrolle im Messbereich der jeweiligen

Versuchsanordnung befindet.

Sind alle Kuhlen mit den jeweiligen Inhalten, wie weiter oben gezeigt wurde, bestlickt,
wird die Messplatte mit Versiegelungsfolie abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur

auf dem Schttler inkubiert.

5. Waschen:

Nachdem die Folie entfernt wurde erfolgt die Fullung der Kuhlen mit PBS-Tween, wobei
darauf geachtet werden sollte, dass nichts Uberlauft und benachbarte Kuhlen
kontaminiert. Im nachsten Arbeitsschritt werden die gefilliten Kuhlen mit der Acht-Kanal-
Multipipette geleert und mit mindestens 350 ul PBS-Tween (einfache Konzentration) pro
Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die

Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

6. Zweiter Antikorper (1:2000 verdiinnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:

6 Ml Antikorper

12 ml 10%ig FCS/PBS
Antikérper und 10%ig FCS/PBS werden durch vorsichtiges Schwenken gemischt.
Danach werden 100 pl des verdunnten Antikorpers pro Kuhle (auf3er in die Leerkontrolle)
mit der Acht-Kanal-Multipipette aufgetragen. Die Messplatte wird anschlielend mit Folie

abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert.
7. Waschen:

Nach Entfernen der Folie werden die Kuhlen mit der Acht-Kanal-Multipipette geleert. Nun

werden alle Kuhlen mit mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration)
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ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die Messplatte

sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

8. Enzym-Konjugat-Losung (1:4000 verdiinnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:

6 9] Streptavidin-PolyHorseRadish-Peroxidase (S-HRP)

24 mi 0,5%ig Milchpulver/PBS
Diese beiden Zusatze werden sorgfaltig mit dem Vortex gemischt. Danach werden 100 pl
der Enzym-Konjugat-Losung pro Kuhle (aufRer in die Leerkontrolle) mit der Acht-Kanal-
Multipipette aufgetragen. Die Messplatte wird anschlieRend mit Folie abgedeckt und 30
Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert.

9. Waschen:

Nach Entfernen der Folie werden die Kuhleninhalte mittels der Acht-Kanal-Multipipette
geleert und anschlielfend mit mindestens 350 yl PBS-Tween (einfache Konzentration)
pro Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die

Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

10. Substrat-Lésung:

Im nachsten Arbeitsschritt werden 100 pl der kalten (zuvor auf Eis gestellten) TMB-
Lésung pro Kuhle (inklusive in die Leerkontrolle) aufgetragen. Die gefillte Messplatte
wird dann ohne Folienabdeckung bei Raumtemperatur an einen abgedunkelten Platz
gestellt (z.B. Schrank), wobei die Farbreaktion mehrmals beobachtet werden sollte. Die
Farbumsetzungreaktion kann bis zu 30 Minuten dauern, in den meisten Fallen ist sie

jedoch nach 5-10 Minuten vollendet.

70



11. Stopp-Losung:
Hat die Farbreaktion die gewlnschte Intensitat erreicht werden 100 ul der Stopp-LOosung
pro Kuhle (inklusive in die Leerkontrolle) aufgetragen. Nach 5-10 Minuten kann die

Messplatte im ELISA-Fotometer ausgelesen werden.

12. Lesen der Platte:
Das Fotometer sollte einige Minuten vor Gebrauch eingeschaltet werden, damit die
Betriebstemperatur erreicht wird. Die Platte wird mit dem 450 nm Filter (Referenz-Filter

540 nm) gelesen.

13. Kalkulation der Konzentrationen

Mittels des zum Fotometer kompatiblen Programms wird die Schablone erstellt. Dabei
werden die Partition bzw. die Gruppen, sowie die Kontrollen und die Standardreihen
gemall der verwendeten Messplatte eingetragen. Die negative Kontrolle wird als
Referenzwert auf 0 pg/ml gesetzt. Der Wert der vom Fotometer gemessenen
Leerkontrolle wird von allen Werten subtrahiert, da die Leerkontrolle theoretisch den
Wert 0 haben musste. Da in einigen Fallen jedoch trotzdem Werte >0 angezeigt werden,
betrachtet man dies als Interferenz und gleicht diese ,Falschmessung“ durch Subtraktion
aus. Die Standardkurve wird nach der Formel fUr Vier-Parameter erstellt.

Nun wird gepruft wie nah die kalkulierten Werte den erwarteten Werten fir die
Standardkurve kommen. Auf diese Weise kann die Qualitat der Standardkurve
kontrolliert werden. Einzelne Standard-Messwerte konnen aus der Kalkulation entfernt
werden, damit diese genauer wird. Dies ist moglich, da in der Regel Duplikate der
Standardreihen vorliegen und diese unabhangig voneinander in den einzelnen
Arbeitsschritten bearbeitet wurden. Es sollten jedoch mindestens vier Messpunkte
vorhanden sein, um bei einer Vier-Parameter-Annaherung eine Standardkurve zu
erstellen. Fur IL-10 gilt in dem verwendeten Messprotokoll eine Erfassungsgrenze

(detection limit) von 2 pg/ml.
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2.4.4. Interferon-y

Vorbemerkungen:

Samtliche Arbeitsschritte bei der Durchfihrung von ELISA sollten
ohne Kontamination durchgefihrt werden, damit es nicht zu
Artefakten bei den Ergebnissen kommt. Besonders wichtig ist darauf
zu achten, dass die FCS/PBS-Losung nicht kontaminiert wird, da
diese in fast allen Arbeitsschritten benutzt wird. Milchige Trubung
oder Schlieren beipielsweise lassen darauf schliefen, dass die
Haltbarkeit der Losung uberschritten ist oder aber eine
Kontamination stattgefunden hat. Alle gefrorenen Reagenzien
missen vor Gebrauch langsam auf Raumtemperatur gebracht

werden.

Losungen, die vorab hergestellt werden kénnen:

Waschlésungen:

e 0,2 M PBS als Grundlosung (zwanzig-fache Konzentration)

e 0,2 M PBS als Gebrauchslosung (einfache Konzentration)

e 0,2 M PBS-Tween 0,005% als Gebrauchslosung (einfache Konzentration)

Uberzug-Puffer 1:

¢ 0,1 M Natriumbicarbonathydrat/Natriumcarbonat pH 9,6

Verdunnungslésungen:
e 10%ig FCS/PBS
¢ 0,5%ig Milchpulver/PBS

Substratlésung:

e Tetramethylbenzidin (TMB), gebrauchsfertig
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Stopplosung:
e 1,8 NHySO,

1. Erster Antikorper (1:1000 verduinnt) fiir eine 96-Loch Immunoplatte:
12 Ml Antikorper
12 mi Puffer 1

Antikérper und Puffer sollten durch vorsichtiges Schwenken gemischt werden. Vor
Gebrauch wird jede Messplatte mit dem Namen des verwendeten Zytokins/Chemokins,
dem Datum und dem Namen des Untersuchers beschriftet. Es werden jeweils 100 ul des
verdunnten Antikorpers pro Kuhle der Messplatte mit der Acht-Kanal-Multipipette
aufgetragen. Die Platte wird mit Folie abgedeckt und Uber Nacht bei 4°C, oder alternativ
eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schuttler bei 4000 Umdrehungen pro Minute
inkubiert.

2. Waschen:

Die mit Antikdrper inkubierten Kuhlen werden nach Ablauf der vorgeschriebenen Zeit
aspiriert und mit mindestens 350 pl PBS (einfache Konzentration, ohne Tween) pro
Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. AnschlieRend wird die
Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft. Vor jedem Arbeitsschritt

mussen die Kuhlen trocken sein.

3. Blocken:

Es werden 200 pl 10%ig FCS/PBS mit der Acht-Kanal-Multipipette pro Kuhle
aufgetragen. Die Messplatte wird mit Folie versiegelt und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die FCS/PBS-Losung wird anschliessend aspiriert und mit
mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration) pro Kuhle ausgewaschen.

Dieser Vorgang wird viermal wiederholt.
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[Nach diesem Arbeitsschritt kann die Platte bei Bedarf bei -20°C eingefroren
werden, um zu einem spateren Zeitpunkt die restlichen Arbeitsschritte
durchzufuhren. Die Messplatte wird dafur 15 Minuten getrocknet und sorgfaltig mit
Folie abgedeckt. Bevor die restlichen Arbeitsschritte getatigt werden, sollte die

Messplatte vorsichtig aufgetaut werden.]

4. Standards und Proben:

Um die Standard-Verdlinnungsreihen vorzubereiten, werden die Stander mit Matrix-
Rohrchen bestickt. Der Top-Standard (250 pg/ml) wird mit 10%ig FCS/PBS vorbereitet
und in die jeweils obersten Rohrchen pipettiert. Standard-Duplikate oder -Triplikate
werden unabhangig voneinander erstellt. Man fangt mit dem Top-Standard an und
verdunnt diesen sieben-mal seriell mit 10%ig FCS/PBS um den Faktor 1:2 jeweils in das
nachste Roéhrchen. Die Verdinnungsreihe reicht danach von 250 pg/ml (Top-Standard)
bis 1,95 pg/ml (letztes Rdhrchen). Jede Verdinnung wird sorgfaltig mit dem Vortex
gemischt. FiUr jeden Verdlinnungsvorgang wird eine neue Pipettenspitze verwendet,
wobei die Pipette jedoch nicht gewechselt werden darf. Die serielle Verdinnung wird
explizit nicht auf der Messplatte erstellt um unnoétige Verwechslung zu vermeiden. Die
Serumproben werden 1:5 mit der Acht-Kanal-Multipipette in den aliquotierten PCR-
Roéhrchen mit 10%ig FCS/PBS verdinnt. Die positive Kontrolle (wenn mdglich als
Duplikat) wird wie die Standardreihe mit 10%ig FCS/PBS verdinnt, und zwar einmal
1:160 und einmal 1:320. Samtliche Lésungen werden kurz mit dem Vortex gemischt.
Sobald alle Proben und Lo&sungen vorbereitet sind, werden jeweils 50 pl
Standardldsungen, Proben, positive Kontrolle, negative Kontrolle und Leerkontrolle
gemald der Abbildung VIl auf die Messplatte pro Kuhle aufgetragen. Dieser Arbeitsschritt

sollte nicht mehr als finf Minuten dauern.
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IFN-y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 250 250

B 125 125

C 62.5 62.5

D 31.25 |31.25

E 15.63 |15.63 Neg.Kont[Neg.Kont

F 7.81 7.81 Pos.Kont |Pos.Kont
1:160 [1:160

G 3.90 3.90 Pos.Kont [Pos.Kont
1:320 |1:320

H 1.95 1.95 Leerkont. |Leerkont.

Abb.VII: Darstellung einer Immunoplatte fir die Messung von IFN-y. Spalte 1+2 beinhalten den Standard

beginnend mit dem Top-Standard (250 pg/ml) und einer seriellen Verdinnung jeweils um den Faktor 1:2.

Spalten 3-10 und 11-12 (A-D) sind fir die Serumproben reserviert. Spalte 11+12 E beinhaltet die negative

Kontrolle. Spalte 11+12 F enthalt die positive Kontrolle verdiinnt um den Faktor 1:160. Spalte 11+12 G

enthalt die positive Kontrolle verdinnt um den Faktor 1:320. Zeile H enthalt dagegen die Leerkontrolle

(oder auch ,blank® genannt).

Die Leerkontrolle wird folgendermalRen bearbeitet: Zunachst wird der erste
Antikorper inkubiert, gefolgt von Waschen mit PBS. Danach wird in die Kuhlen flr
die Leerkontrollen 10%ig FCS/PBS zum Blocken hinzugeflgt. Standard oder
Serum wird fur die Leerkontrolle nicht verwendet. Ebenfalls wird kein zweiter
Antikorper oder Streptavidin-Peroxidase inkubiert, sondern dafur jeweils nur
10%ig FCS/PBS benutzt. TMB und Stopplésung dagegen werden jedoch bei den
entsprechenden Arbeitsschritten verwendet.

Die negative Kontrolle wird folgendermalien bearbeitet: Zunachst wird der erste
Antikorper inkubiert, gefolgt von Waschen mit PBS. Danach wird in die Kuhlen fir
die negative Kontrolle 10%ig FCS/PBS zum Blocken hinzugefigt. Standard oder
Serum wird fur die negative Kontrolle nicht verwendet, sondern nur jeweils 10%ig
FCS/PBS hinzugefugt. Danach folgt die Inkubation mit dem zweiten Antikorper,
der Streptavidin-Peroxidase, der TMB-L6sung und letztlich der Stopplosung.

Die positive Kontrolle wird folgendermalRen bearbeitet: Die vorher in ihrer

Konzentration bekannte Probe wird einmal 1:160 und einmal 1:320 mit 10%ig
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FCS/PBS verdunnt (jeweils als Duplikat). Dabei ist die Konzentration der positiven
Probe, von der aus die Verdlinnung gestartet wird, unerheblich solange sich die
Verdunnungsreihe der positiven Kontrolle im Messbereich der jeweiligen
Versuchsanordnung befindet.

Sind alle Kuhlen mit den jeweiligen Inhalten, wie weiter oben gezeigt wurde, bestlickt,
wird die Messplatte mit Versiegelungsfolie abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur

auf dem Schittler inkubiert.

5. Waschen:

Nachdem die Folie entfernt wurde erfolgt die Fullung der Kuhlen mit PBS-Tween, wobei
darauf geachtet werden sollte, dass nichts Uberlauft und benachbarte Kuhlen
kontaminiert. Im nachsten Arbeitsschritt werden die gefilliten Kuhlen mit der Acht-Kanal-
Multipipette geleert und mit mindestens 350 ul PBS-Tween (einfache Konzentration) pro
Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die

Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

6. Zweiter Antikorper (1:2000 verdiinnt) fur eine 96-Loch Immunoplatte:

6 Ml Antikorper

12 ml 10%ig FCS/PBS
Antikérper und 10%ig FCS/PBS werden durch vorsichtiges Schwenken gemischt.
Danach werden 100 pl des verdunnten Antikorpers pro Kuhle (auf3er in die Leerkontrolle)
mit der Acht-Kanal-Multipipette aufgetragen. Die Messplatte wird anschlielend mit Folie

abgedeckt und 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert.

76



7. Waschen:

Nach Entfernen der Folie werden die Kuhlen mit der Acht-Kanal-Multipipette geleert. Nun
werden alle Kuhlen mit mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration)
ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die Messplatte

sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

8. Enzym-Konjugat-Losung (1:3000 verdiinnt) fiir eine 96-Loch Immunoplatte:

6 Ml Streptavidin-PolyHorseRadish-Peroxidase (S-HRP)

18 mi 0,5%ig Milchpulver/PBS
Diese beiden Zusatze werden sorgfaltig mit dem Vortex gemischt. Danach werden 100 pl
der Enzym-Konjugat-Losung pro Kuhle (auf3er in die Leerkontrolle) mit der Acht-Kanal-
Multipipette aufgetragen. Die Messplatte wird anschlieRend mit Folie abgedeckt und 30

Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert.

9. Waschen:

Nach Entfernen der Folie werden die Kuhleninhalte mittels der Acht-Kanal-Multipipette
geleert und anschlielfend mit mindestens 350 yl PBS-Tween (einfache Konzentration)
pro Kuhle ausgewaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt. Danach wird die

Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

10. Substrat-Lésung:

Im nachsten Arbeitsschritt werden 100 pl der kalten (zuvor auf Eis gestellten) TMB-
Lésung pro Kuhle (inklusive in die Leerkontrolle) aufgetragen. Die gefullte Messplatte
wird dann ohne Folienabdeckung bei Raumtemperatur an einen abgedunkelten Platz
gestellt (z.B. Schrank), wobei die Farbreaktion mehrmals beobachtet werden sollte. Die
Farbumsetzungreaktion kann bis zu 30 Minuten dauern, in den meisten Fallen ist sie

jedoch nach 5-10 Minuten vollendet.
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11. Stopp-Losung:
Hat die Farbreaktion die gewlnschte Intensitat erreicht werden 100 ul der Stopp-LOosung
pro Kuhle (inklusive in die Leerkontrolle) aufgetragen. Nach 5-10 Minuten kann die

Messplatte im ELISA-Fotometer ausgelesen werden.

12. Lesen der Platte:
Das Fotometer sollte einige Minuten vor Gebrauch eingeschaltet werden, damit die
Betriebstemperatur erreicht wird. Die Platte wird mit dem 450 nm Filter (Referenz-Filter

540 nm) gelesen.

13. Kalkulation der Konzentrationen

Mittels des zum Fotometer kompatiblen Programms wird die Schablone erstellt. Dabei
werden die Partition bzw. die Gruppen, sowie die Kontrollen und die Standardreihen
gemall der verwendeten Messplatte eingetragen. Die negative Kontrolle wird als
Referenzwert auf 0 pg/ml gesetzt. Der Wert der vom Fotometer gemessenen
Leerkontrolle wird von allen Werten subtrahiert, da die Leerkontrolle theoretisch den
Wert 0 haben musste. Da in einigen Fallen jedoch trotzdem Werte >0 angezeigt werden,
betrachtet man dies als Interferenz und gleicht diese ,Falschmessung“ durch Subtraktion
aus. Die Standardkurve wird nach der Formel fUr Vier-Parameter erstellt.

Nun wird gepruft wie nah die kalkulierten Werte den erwarteten Werten fir die
Standardkurve kommen. Auf diese Weise kann die Qualitat der Standardkurve
kontrolliert werden. Einzelne Standard-Messwerte konnen aus der Kalkulation entfernt
werden, damit diese genauer wird. Dies ist moglich, da in der Regel Duplikate der
Standardreihen vorliegen und diese unabhangig voneinander in den einzelnen
Arbeitsschritten bearbeitet wurden. Es sollten jedoch mindestens vier Messpunkte
vorhanden sein, um bei einer Vier-Parameter-Annaherung eine Standardkurve zu
erstellen. Fur IFN-y gilt in dem verwendeten Messprotokoll eine Erfassungsgrenze

(detection limit) von 2 pg/ml.
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2.5. Serumproben von Patienten mit Typ 1 Diabetes

Das in dieser Arbeit verwendete menschliche Serum stammt aus den Bestanden einer
multizentrischen, prospektiven, randomisierten, doppelt blinden Studie aus dem Jahre
1988 (Cycolsporin-Induced Remission of IDDM After Early Intervention - The
Canadian-European Randomized Control Trial Group, veroffentlicht in: Diabetes, Vol. 37,
No.11, November 1988).

Eingeschlossen in diese Studie wurden Patienten von 9-35 Jahren in 2 Zentren und von
16-35 Jahren in 10 weiteren Zentren mit der Diagnose eines ketonurischen Diabetes
mellitus Typ 1. Vorraussetzung fur den Eintritt in die Studie war einerseits, dass der
Zeitraum von der Diagnose bis zum Beginn der Studie nicht mehr als 6 Wochen
betragen durfte, und andererseits nicht mehr als 14 Wochen nach Erscheinen der
klassischen Diabetes-Symptome bis zum Studienbeginn vergehen durften. Diese
Patienten wiesen zum Zeitpunkt der Diagnose einen reproduzierbar erhohten Nuchtern-
Blutzuckerspiegel von >7.8 mM auf, oder zeigten konstant erhdhte postprandiale Blut-
Glukose-Werte von >11.1 mM, kombiniert mit einem ungewollten Gewichtsverlust.
Ausgeschlossen aus dieser Studie wurden Patienten mit Adipositas (>110% des idealen
Korpergewichts fur die <16jahrigen Teilnehmer, >120% des idealen Korpergewichts fur
>16jahrigen Teilnehmer). Weitere Ausschlussgrinde waren eine Familienanamnese mit
gehauftem Auftreten von nicht-insulinabhangigen-Diabetes, ein in der Anamnese
bekanntes hepatisches, renales oder das Knochenmark betreffende Leiden, sonstige
bdsartige Erkrankungen, aktuelle Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus, Zytomegalie-
Virus oder ein signifikant messbarer IgM EBV Antikorper-Titer, andere unkontrollierte
Infektionen, medikamentdse Zufuhr von zytostatischen Agentien, Steroiden, Levamisol
oder Penicillamin, au3erdem das Vorhandensein von AIDS (acquired immune deficiency
syndrome).

In dieser randomisierten Doppelblind-Studie bekamen die Teilnehmer initial eine
Cyclosporin-Dosis von 10 mg/kg taglich oral, aufgeteilt in 12 stiindigem Intervall. Die

Dosen wurden bei Bedarf angepasst, um eine Serumkonzentration des Cyclosporins
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von 100-200 ng/ml (gultig fur teilnehmende kanadische Zentren) und eine
Vollblutkonzentration von 400-800 ng/ml (gultig fur teilnehmende europaische Zentren)
zu gewabhrleisten. Die restlichen Patienten erhielten ein Placebo-Praparat. Den
Studienteilnehmern wurden monatliche Blutproben enthommen, zusatzlich wurden sie
klinisch untersucht und eine aktuelle Anamnese erhoben. Die Blutproben dienten zur
Bestimmung von HbA;., Kreatinin, C-Peptid, ICA, Nuchtern-Glukose und Cyclosporin-
Konzentration. Insgesamt nahmen an dieser multizentrischen Studie 188 Patienten mit
frisch manifestem Diabetes teil, von denen 1 Patient dem follow-up nicht mehr zur
Verfugung stand, 45 Patienten ihre Medikamenteneinnahme vor dem festgesetzten
Beobachtungszeitraum von 12 Monaten unterbrachen und 38 Patienten inkomplette
Daten bezlglich der Studienvariablen aufwiesen. Bei Begutachtung der Serenbestande
zeigte sich, dass nicht von allen Patienten genligend Serum zu den verschiedenen
Zeitpunkten vorhanden war. Bei 71 Patienten fanden sich ausreichende Serummengen
zu Beginn der Studie, 3 Monate, 6 Monate, 9 Monate, 12 Monate und 18 Monate nach
Beginn der Studie. Von diesen 71 Patienten wurden 31 mit Cyclosporin A behandelt, 40
Patienten erhielten ein Placebo. Remission wurde definiert anhand der durchschnittlich
bendtigten Insulindosis von <0.25 U/kg/d und einen durchschnittlich gemessenen HbA -
Titer von <7.5 %. Die genannten Durchschnittswerte wurden aus den gesammelten
Monatsintervall-Daten von Monat 2 bis Monat 12 nach Studienbeginn errechnet. Mit
diesen Kriterien wurden 64,5% (20 von 31 Patienten) aus der Gruppe der Cyclosporin-
behandelten und 37,5% (15 von 40 Patienten) aus der Placebo-Behandelten Gruppe als

sogenannte Remitter identifiziert.

2.5.1. Aliquotierung und Lagerung

Die Serumproben wurden in PCR-R6hrchen zu kleinen (maximal 2ml) Serummengen

aliquotiert. Die jeweiligen Serumvolumina berechneten sich aus den ermittelten
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optimalen Verdunnungsfaktoren fur die Messungen der einzelnen Zytokine und
Chemokine. Dieser Arbeitsschritt wurde durchgangig unter Kuhlung mit Trockeneis
durchgefuhrt, um einen mdoglichen Einfluss von Erwarmung auf die Stabilitat der zu
messenden Substanzen zu vermeiden. Die Proben wurden bei -80°C gelagert. Zur
Reserve wurden die verbliebenen Serummengen in getrennten Eppendorf-Réhrchen
geflllt und ebenfalls bei -80°C aufbewahrt.
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Ergebnisse

3. Etablierung und Optimierung der In-House ELISA Protokolle fiir MCP-1 und
MIP-1a

3.1. Ermittlung der optimalen Konditionen

Zunachst einmal wurde mittels einer Matrix die optimale Verdinnung des ersten und
zweiten Antikorpers, der bestgeeignetste Uberzug-Puffer und das stabilste Enzym-
Konjugat-Verhaltnis flir beide Chemokine bestimmt. Im Folgenden sind die zuerst
verwendeten Konditionen aufgelistet, wobei alle Konditionen (gemall des

chronologischen Ablaufs eines ELISA Protokolls) miteinander kombiniert wurden:

Uberzug-Puffer
¢ Natriumbicarbonathydrat/Natriumcarbonat pH 9,6 (Puffer 1)
¢ Natriumcarbonat pH 9,6 (Puffer 2)
¢ Natriumphosphat pH 6,7 (Puffer 3)
¢ Natriumphosphat pH 9,6 (Puffer 4)

Verdiinnung des 1. Antikorpers

o 1:125
e 1:250
e 1:500
e 1:1000
e 1:2000
e 1:4000
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Verdiinnung des 2. Antikorpers

e 1:500
e 1:1000
e 1:2000

Verdiinnung des Enzym-Konjugats

e 1:2000
e 1:3000
e 1:4000
e 1:6000

Es folgt nun stellvertretend ein Beispiel dieser Versuchsreihe, um zu demonstrieren wie

gearbeitet wurde und in welcher Weise die verschiedenen Konditionen miteinander

kombiniert wurden, wobei es sich in der folgenden Abbildung lla-d (bestehend aus den

unten aufgefuhrten Einzelabbildungen: a) 1. Antikorper, b) Standard, c) 2. Antikorper, d)

Enzym-Konjugat) um eine Messplatte handelt, die gemal® dem weiter oben aufgefuhrten
chronologischen Ablauf der ELISA-Arbeitsschritte (s.S. 39-41) bearbeitet wurde (Abb.lla-

d). Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wird nicht jede Versuchsanordnung hier

dargestellt.

a) 1. Antikorper (Verdinnung in verschiedenen Uberzug-Puffern)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1:500 |1:1000}1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000]1:4000
B 1:500 |1:1000}1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000}1:2000}1:4000] 1:500 J1:1000]1:2000}1:4000
C 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000]1:4000
D 1:500 |1:1000}1:2000}1:4000] 1:500 ]1:1000}1:2000}1:4000] 1:500 ]1:1000]1:2000}1:4000
E 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000
F 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000]1:4000
G 1:500 |1:1000]1:20001:4000] 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000]1:4000
H 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000}1:4000] 1:500 |1:1000]1:2000]1:4000
In Puffer 1 in Puffer 2 in Puffer 3
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b) Standard (jeweils fir MCP-1 und MIP-1a mit Konzentrationsangaben)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 [ 11 [ 12
A 500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml | 500 pg/ml | 500 pg/ml }500 pg/ml }500 pg/ml |500 pg/ml|500 pg/ml |500 pg/ml|500 pg/ml
B Opg/ml |0pg/ml |0pg/ml [Opg/ml [0pg/ml JOpg/ml |Opg/ml |Opg/ml JOpg/ml |Opg/ml |Opg/ml [Opg/ml
C 500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml | 500 pg/ml |500 pg/ml }500 pg/ml }500 pg/ml |500 pg/ml 500 pg/ml 500 pg/ml |500 pg/ml
D Opg/ml |0pg/ml |0pg/ml [Opg/ml [0pg/ml JOpg/ml |Opg/ml |Opg/ml JOpg/ml |Opg/ml |Opg/ml [Opg/ml
E 500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml | 500 pg/ml |500 pg/ml }500 pg/ml }500 pg/ml |500 pg/ml 500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml
F Opg/ml |0pg/ml |0pg/ml [Opg/ml [0pg/ml JOpg/ml |Opg/ml |Opg/ml JOpg/ml |Opg/ml |Opg/ml |Opg/ml
G 500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml |500 pg/ml | 500 pg/ml |500 pg/ml }500 pg/ml }500 pg/ml |500 pg/ml 500 pg/ml 500 pg/ml |500 pg/ml
H Opg/ml |0pg/ml |0pg/ml [Opg/ml [0pg/ml JOpg/ml |Opg/ml |Opg/ml JOpg/ml |Opg/ml |Opg/ml |Opg/ml

1. Antikorper verdiinnt in Puffer 1,
Standard verdiinnt in 10%ig FCS/PBS

1. Antikorper verdiinnt in Puffer 2,
Standard verdiinnt in 10%ig FCS/PBS

c) 2. Antikérper (Verdinnung in 10%ig FCS/PBS)

1. Antikorper verdiinnt in Puffer 3,
Standard verdiinnt in 10%ig FCS/PBS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A [1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 ] 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500
B ]1:500]1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 ] 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500
C |1:500] 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 ] 1:500 ] 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 ] 1:500
D |[1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 ] 1:500 ] 1:500 ] 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500 | 1:500
E ]1:2000]1:2000]1:2000]1:2000J1:2000{1:2000{1:2000{1:2000{1:2000]1:2000}1:2000}1:2000
F [1:2000}1:2000]1:2000]1:2000{1:2000{1:2000{1:2000{1:2000]1:2000]1:2000}1:2000]1:2000
G [1:2000{1:2000{1:2000{1:2000]1:2000]1:2000]1:2000}1:2000f1:2000{1:2000]1:2000]1:2000
H |1:2000}1:2000}1:2000]1:2000]1:2000]1:2000]1:2000}1:2000§1:2000f1:2000]1:2000]1:2000

1. Antikdrper verdiinnt in Puffer 1,

Standard verdiinnt in FCS/PBS,
2. Antikorper verdlnnt in FCS/PBS

1. Antikorper verdiinnt in Puffer 2,

Standard verdiinnt in FCS/PBS,
2. Antikorper verdiinnt in FCS/PBS

1. Antikorper verdiinnt in Puffer 3,

Standard verdiinnt in FCS/PBS
2. Antikorper verdlnnt in FCS/PBS
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d) Enzym- Konjugat (Verdiinnung in 0,5%ig Milchpulver/PBS)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1:2000]1:2000]1:2000{1:2000]1:2000]1:2000{1:2000]1:2000]1:2000}1:2000]1:2000{1:2000

1:2000]1:2000{1:2000{1:2000]1:2000]1:2000]1:2000]1:2000}1:2000J1:2000{1:2000]1:2000

1:6000]1:6000]1:6000{1:6000]1:6000]1:6000]1:6000{1:6000{1:6000]1:6000]1:6000}1:6000

1:6000]1:6000{1:6000{1:6000]1:6000]1:6000]1:6000]1:6000]1:6000{1:6000{1:6000{1:6000

1:2000]1:2000{1:2000{1:2000]1:2000]1:2000]1:2000]1:2000{1:2000}1:2000{1:2000]1:2000

1:2000]1:2000{1:2000{1:2000]1:2000]1:2000]1:2000]1:2000{1:2000}1:2000{1:2000]1:2000

1:6000]1:6000{1:6000{1:6000]1:6000{1:6000]1:6000]1:6000]1:6000{1:6000{1:6000{1:6000

Q| SO (>

1:6000]1:6000{1:6000{1:6000}1:6000}1:6000]1:6000]1:6000}1:6000}1:6000{1:6000{1:6000

Abbildung lla-d: Schematische Darstellung einer Immunoplatte (bestehend aus den 4 vorangegangenen
Einzelabbildungen) mit den nacheinander folgenden Schritten gemaf dem chronologischen ELISA-Ablauf:
Zunachst Besetzen der Vertiefungen der Platte mit 1. Antikdrper, danach Waschen und Blocken, danach
Auftragen des Standards, danach Waschen, danach Inkubation mit dem 2. Antikérper, danach Waschen
und schlieBlich Hinzufiigen von Enzym-Konjugat in den jeweils abgebildeten Verdliinnungen. Letztlich
erfolgen nach Ablauf der Farbreaktion das Beenden mit Stopp-Losung sowie das Lesen der Platte mittels

Fotometer und schlielich die Bearbeitung der Ergebnisse mit dem dazugehdrigen Programm.

Die Ermittlung der optimalen Konditionen fir beide Chemokine (MCP-1 und MIP-1a)
ergab folgende Vorgehensweise:
¢ Verwendung von Natriumbicarbonathydrat/Natriumcarbonat pH 9,6 (Puffer 1) als
Uberzug-Puffer
o 1. Antikorper wird 1:250 verdinnt
o 2. Antikorper wird 1:500 verdinnt
e Enzym-Konjugat wird 1:4000 verdunnt
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3.1.1. Spiking und Interferenz mit heterophilen Antikorpern

Auf die Problematik der Interferenz mit nicht zu analysierenden Substanzen, die falsch-
positive oder falsch-negative Farbsignale auslosen kénnen, wurde schon weiter oben
eingegangen. Die Verwendung von 10%igem FCS/PBS als Verdinnungslésung
vermeidet  weitestgehend  Stdrsignale  von  heterophilen  Antikdrpern  oder
Rheumafaktoren, da FCS-Proteine die heterophilen Antikdrper bereits binden bevor
diese an den ersten Antikorper binden kénnen. Aus diesem Grund wird in allen hier in
dieser Arbeit vorgestellten Experimenten Losungen mit 10%igem FCS/PBS verwendet.

Andere im Serum geloste Strukturen wie Rezeptoren oder Transportproteine kdnnen
ebenfalls im ELISA-Verfahren als Storfaktoren auftreten. Um die Qualitat der hier
verwendeten Antikorper auf deren Spezifitdt und hohe Affinitat zu prifen, wurde das
sogenannte spiking angewendet. Dabei wird pro Chemokin einer Serumprobe im
Vergleich zu einer Verdinnungslésung eine bestimmte Menge des Proteins hinzugefugt
und die Wiedergewinnungsrate errechnet (Tab. IV-VII). Wenn die Wiedergewinnungsrate
zu gering ist, kann davon ausgegangen werden, dass das zu messende Chemokin
unspezifisch in Bezug auf die eingesetzten Antikorper ist, da z.B. Transportproteine eher

an die Antikorper binden und somit die Bindungsstellen besetzen.

Tabelle IV: Wiedergewinnungsrate von rekombinantem MCP-1 aus einer 10%igen FCS-Lésung.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung, da diese Messungen mehrmals (10-mal) durchgefiihrt

wurden.
erwartet [pg/ml] gemessen [pg/ml] Wiedergewinnung [%)]
192,39 + 4,5 168,67 + 6,6 87,7+21
77,82 +9,8 65,23 +4,5 83,8 +3,8
37,53 + 5,1 34,62 +6,8 922+23
25,26 + 6,3 22,58 +5,2 89,4 +272
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Tabelle V: Wiedergewinnungsrate von rekombinantem MCP-1 aus negativen Serumproben. Die
negativen Serumproben enthielten bei zuvor durchgeflihrten Messungen kein MCP-1, d.h. sie wurden
negativ fir MCP-1 getestet. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung, da diese Messungen
mehrmals (10-mal) durchgefiihrt wurden.

erwartet [pg/ml] gemessen [pg/ml)] Wiedergewinnung [%)]
192,39 +4,5 167,55+7,3 87,1+3,3
77,82 +9,8 80,7 +6,2 103,7 + 6,5
37,53 +5,1 36,76 +4,4 97,9+21
25,26 + 6,3 25,87 + 4,1 102,4 + 4,8

Tabelle VI: Wiedergewinnungsrate von rekombinantem MIP-1a aus einer 10%igen FCS-L&sung.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung, da diese Messungen mehrmals (10-mal) durchgefiihrt

wurden.
erwartet [pg/ml] gemessen [pg/ml] Wiedergewinnung [%)]
199,1 + 2,5 207,52 + 8,8 104,2 + 5,6
77,39 +58 66,19 +9,2 85,5 + 3,0
40,89 + 6,9 38,54 +41 94,2 +22
29,93 + 3,1 2512+21 83,9+21

Tabelle VII: Wiedergewinnungsrate von rekombinantem MIP-1a. aus negativen Serumproben. Die
negativen Serumproben enthielten bei zuvor durchgefilhnrten Messungen kein MIP-1a, d.h. sie wurden

negativ fir MIP-1a getestet. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung, da diese Messungen

mehrmals (10-mal) durchgefiihrt wurden.

erwartet [pg/ml] gemessen [pg/ml] Wiedergewinnung [%)]
199,1 +1,9 189,27 + 4,3 95,1+ 3,0
77,39 + 3.4 65,44 + 7,4 84,6 + 3,2
40,89 + 6,7 32,87 + 1,1 80,4+ 1,9
29,93 +5,3 24,92 +23 83,3+24
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Die Wiedergewinnungsrate der zu messenden rekombinanten Chemokine betrug
durchgangig >80%, was eine genugend hohe Spezifitat und Affinitat der Antikorper fur
diese Messmethode darstellt (Tab.IV-VIl). Der Vergleich zwischen der
Wiedergewinnungsrate zum einen aus einer negativen menschlichen Serumprobe und
zum anderen aus einer Verdunnungslésung (10%ig FCS/PBS) wurde vorgenommen,
um eventuelle Interferenzen aufzudecken, die durch die verschiedene Herkunft
(menschliches Serum versus fotales Kalberserum) bedingt sein kénnten. Dies konnte
jedoch, wie weiter oben dargestellt, ausgeschlossen werden, da sich die
Wiedergewinnungsraten ahnelten.

Um der Qualitatssicherung der zu etablierenden Messmethode gerecht zu werden,
wurde nach einem zweiten Antikorper gesucht (unpassender zweiter Antikérper), der
kein positives Signal hervorruft (Tab.VIIl). Werden nun signifikante Werte gemessen,
kénnen die Serumproben mit dem zuvor ermittelten unpassenden zweiten Antikérper auf
mogliche falsch positive Messwerte getestet werden. Das bedeutet, dass eine
(fuir das jeweilige Chemokin zuvor positiv getesteten) Serumprobe in der

Wiederhohlungsmessung mit dem unpassenden zweiten Antikérper negativ sein muss.

Tabelle VIII: Identifizierung eines zweiten Antikérpers (hier TNF-a), der bei Messungen mit MCP-1 bzw.

MIP-1a. kein positives Signal ausldst (unpassender zweiter Antikérper). Alle Werte sind pg/ml.

Probe 1. Antikorper 2. Antikorper

IL-4 IL-10 TNF-o INF+«
10%ig FCS-PBS MCP-1 106,7 8,4 0 171,3
Serum versetzt mit | MCP-1 88,6 0 0 142,8

positiver Kontrolle

10%ig FCS-PBS MIP-1a 10,9 0 0 43

Serum versetzt mit | MIP-1a 0 0 0 0
positiver Kontrolle
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Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl fur MCP-1 als auch fir MIP-1a jeweils TNF-a als
zweiter Antikorper ermittelt wurde, der kein positives Signal auslést. In der Tabelle VIl ist
zu sehen, dass einige Antikdrper ein Signal auslésen, welche man auf unspezifische
Bindungen zurtckfihren kann. Waren die unspezifischen Bindungen an den Kunststoff
der Immunoplatte daflir verantwortlich, dann waren bei beiden Chemokinen ahnliche
Messergebnisse zu erwarten. Aufgrund der unspezifischen Bindungen und den daraus
resultierenden positiven Signalen, kann nur TNF-o fur Wiederholungsmessungen
benutzt werden. TNF-a. wurde daraufhin als unpassender zweiter Antikérper bei

Serumproben der Cyclosporin A-Studie als Wiederholungsmessung eingesetzt. (Tab.IX).

Tabelle IX: Vergleich von Serumproben der Cyclosporin A-Studie mit TNF-a als 2. Antikdrper in der
Wiederholungsmessung jeweils fir MCP-1 und MIP-1a. zum Ausschluss falsch positiver Messwerte. Alle

Werte sind pg/ml.

Probe 1. Antikorper 2. Antikorper
Seren der Cyclosporin- Studie MCP-1 MCP-1 TNF-a
(1.Messung) (Wiederholungsmessung)
217,67 0
236,63 0
286,77 0
268,5 0
276,36 0
322,7
357,9 0
Seren der Cyclosporin- Studie MIP-1a MIP1a TNF-a
(1.Messung) (Wiederholungsmessung)
34,4 0
0
0 0
0 0
0 0
595,3 0
624,9 0
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Hier kann gezeigt werden, dass durch Verwendung von TNF-a als unpassender
zweiter Antikérper falsch positive Signale ausgeschlossen sind, da in den
Wiederholungsmessungen der gleichen Serumproben keine Signale festgestellt wurden.
Auch negative Erstmessungen (s. Tab. IX bei MIP-1a) sind in dieser Auflistung
enthalten, um zu untermauern, dass falsch positive Ergebnisse hier keine Rolle spielen,

da nach negativer Erstmessung auch die Wiederholungsmessung negativ sein muss.

3.1.2. Stabilitat und Linearitat der Chemokine

Aufgrund der Tatsache, dass Serumproben Uber einen langeren Zeitraum gelagert,
wiederholt aufgetaut und wieder eingefroren werden, muss man die Madglichkeit in
Betracht ziehen, dass sich die zu messenden Proteine durch solche Vorgange
irreversibel verandern und fir eine Messung unbrauchbar werden. Um diese mdglichen
Auswirkungen zu testen werden negative Serumproben (1:3 verdinnt mit 10%ig FCS-
PBS-L6sung) mit positiver Kontrolle versetzt und diese unterschiedlichen Bedingungen
ausgesetzt. In der ersten Versuchsreihe werden die vorbereiteten Serumproben bei
—20°C gelagert und vor der ELISA-Messung bis zu 16-mal aufgetaut und wieder
eingefroren (Tab.X).
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Tabelle X: Ergebnisse von Serumproben (Zugabe von positiver Kontrolle) nach wiederholtem

Auftauen und Einfrieren. Alle Werte sind pg/ml.

Anzahl des Auftau-/Einfriervorgangs Negative Serumproben mit
vor ELISA-Messung positiver Kontrolle
MCP-1 MIP-1a
0x 1020, 1 305,1
1x 1003,2 285,4
2x 830,6 268,2
ax 1087,2 291,2
8x 1170,1 279,9
16x 1038,3 298,5

Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, dass sich die Messungen fur die jeweiligen Chemokine
selbst nach 16-maligem Auftau-/Einfriervorgang nicht wesentlich voneinander
unterscheiden. Die Abweichung der Werte fur beide Chemokine bleibt deutlich <10%.
Auch die Messung bei MCP-1 nach 2-maligem und 8-maligem Auftauen/Einfrieren
weicht <20% vom Mittelwert ab. Hieraus kann der Schluss gezogen werden, dass
wiederholtem Auftauen und Einfrieren kein wesentlicher negativer Effekt zuzuschreiben
ist.

In einer zweiten Versuchsreihe wird Uberpruft, wie sich Proteinkonzentrationen verhalten,
wenn man sie verschiedenen Umgebungstemperaturen aussetzt (Tab.Xl). Hierzu
werden dieselben Serumproben der ersten Versuchsreihe benutzt. Ein Teil wird im
Kldhlraum bei 4°C gelagert, ein anderer Teil der Raumtemperatur ausgesetzt. Nach
definierten Zeitpunkten werden die Proben dann bei —20°C eingefroren und zu einem

spateren Zeitpunkt mittels des ELISA-Protokolls gemessen.
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Tabelle XI: Vergleich zwischen identischen Serumproben bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen.
Der linke Teil der Tabelle zeigt Lagerung der Proben bei 4°C und Einfrieren zu definierten Zeitpunkten, der

rechte Tabellenteil zeigt Lagerung bei Raumtemperatur (RT). Alle Werte sind pg/ml.

Lagerung der Proben Negative : Lagerung der Proben Negative
bei 4°C und Serumproben versetzt | bei RT und Serumproben versetzt mit

Einfrieren nach mit positiver Kontrolle I Einfrieren nach positiver Kontrolle
MCP-1 MIP-1a. | MCP-1 MIP-1a

10 min. 992,1 290,8 I 10 min. 985,7 321,5

30 min. 943,1 304,7 I 30 min. 1020, 1 304,3

1 Std. 1022 291,6 I 1 Std. 932,8 292,7

2 Std. 1073,9 283,1 I 2 Std. 1062,9 281,9

4 std. 967,7 276 ! 4 st 1116,4 308,5

8-10 Std. 1120,6 298,9 : 8-10 Std. 1032,5 325,3

24 Std. 1143,4 299,7 } 24 Std. 1136,8 366,1

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass es sich bei MCP-1 und MIP-1a um stabile
Proteine handelt, die sich, wenn man sie verschiedenen auReren Bedingungen aussetzt,
nicht wesentlich in ihrer Struktur andern und so kontinuierlich ahnliche Messwerte
beobachtet werden kénnen. Trotz allem wird jedoch empfohlen darauf zu achten, dass
zu messende Serumproben wahrend des Pipettiervorgangs immer auf Eis gelagert sind
und keine Proben verwendet werden sollten, die mehr als 3-mal aufgetaut und
eingefroren worden sind, um die Madglichkeit stérender Interferenzen so gering wie
maglich zu halten. Dies gilt natlrlich auch fur das Arbeiten mit anderen Zytokinen.

Die Linearitat des Signals fur die Standardkurve wird etabliert fur die Werte der optischen
Dichte zwischen 0,05 und 2,0. Hierzu werden Standardreihen von MCP-1 und MIP-
1a mit einem Top-Standard von 2000 pg/ml hergestellt und diese seriell 1:2,5 verdinnt.
Alle gemessenen Werte weichen nicht mehr als 10% von den theoretischen Werten der
hier verwendeten Standardardreihen (2000 pg/ml Top-Standard, serielle Verdinnung
1:2,5) ab. Des Weiteren ergibt sich auch die Messgrenze (detection level) der jeweiligen

ELISA-Protokolle, die sich aus den Mittelwerten in pg/ml errechnen, die der kleinsten
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gemessenen optischen Dichte bei 450nm fur die serielle Verdinnung der Standardkurve
entspricht und nicht 0 betragt. Die Messgrenze fur MCP-1 ist demnach 6 pg/ml, die fur
MIP-1a 8 pg/ml.

3.2. Charakteristika der Studienteilnehmer zu Studienbeginn

Insgesamt stehen Serumproben von 71 Patienten mit Typ 1 Diabetes zur Verfligung.
Patienten, die (in der Cyclosporin-Vorlauferstudie aus dem Jahre 1988) entweder mit
Placebo oder Cyclosporin A behandelt wurden, teilt man der Gruppe zu, die in
Remission kommt (Remitter) oder nicht (Non-Remitter) (Tab Xlla). Remission wird hier
definiert als bendtigte mittlere Insulindosis von <0,25 U/kg/d und einen mittleren HbA -
Titer von <7,5. Die Placebo-Teilnehmer spiegeln den natirlichen Krankheitsverlauf
wider. Die spateren Remitter weisen tendentiell niedrigere HbA:--Werte auf und
bendtigen zudem ebenfalls tendentiell eine geringere Insulindosis als die Non-Remitter.
Zu Studienbeginn kann jedoch kein signifikanter Unterschied bezlglich der mit in die
Analyse einfliessenden Patientencharakteristika wie Alter, Gewicht, BMI, HbAc,
Insulindosis, C-Peptid basal und stimuliert zwischen den vier Hauptgruppen auf der
einen Seite gefunden werden (Tab Xlla und b), was aber auf der anderen Seite fur ein
gutes und ausreichendes Gruppen-Matching spricht und die zu untersuchenden

Gruppen durch ahnliche Vorraussetzungen vergleichbar macht.
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Tabelle Xlla: Charakteristika der Patienten bei Studienbeginn. Werte sind angegeben als

Mittelwerte + Standardabweichung.

Placebo Cyclosporin A

Non-Remitter Remitter = Non-Remitter Remitter

n 25 15 1 20
miw 6/19 9/6 47 5/15
Body mass Index (BMI) 20,8 +27 20,6 +25 20,6 +3,6 20,6 +2,5
C-Peptid basal 0,21 +0,08 0,25 + 0,14 0,19 + 0,08 0,23 + 0,09
C-Peptid stimuliert 0,36 + 0,17 0,38 +0,17 0,28 +0,14 0,37 +0,17
Gewicht (kg) 63,8+93 65,3 + 10,6 63,3+ 14,5 66,2 + 9,1
Alter (Jahre) 212+572 235+86,3 20,7+86,7 225+6,2
HbA 75+0,34 6,3+0,18 7,7+ 0,50 6,0 + 0,20
Insulindosis (iU/kg/d) 0,40 + 0,17 0,2 + 0,02 0,40 + 0,30 0,19 + 0,02

3.3. Longitudinaler Verlauf der gemessenen Zyto-/Chemokine

Bei Studienbeginn zeigt sich, dass die Serumspiegel von IL-10, IFN-y, MCP-1 und
MIP-1a. sich nicht signifikant zwischen der Placebo-Gruppe und der Cyclosporin-Gruppe
voneinander unterscheiden (Tab XlIb). Auch dieser Umstand weist, wie man bereits bei
Betrachtung der Patientencharakteristika sieht, auf eine gute Vergleichbarkeit zwischen
den Gruppen hin. In den folgenden 4 Abbildungen sind die longitudinalen Verlaufe von
IL-10, IFN-y, MCP-1 und MIP-1a von Studienbeginn bis 18 Monate nach Studienbeginn
fur die einzelnen Gruppen dargestellt (Abb. XllII, IX, X, XI). Um zwei Positionen innerhalb

derselben Gruppe zu vergleichen wird der Paired Wilcoxon ranked Test verwendet.
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Tabelle Xllb: Charakteristika bei Studienbeginn. Im zweiseitigen Mann-Whitney U Test
(P<0,05 signifikant) zeigen sich keine Unterschiede bei Studienbeginn. *Signifikante Einflisse
durch Geschlecht und Alter werden mittels multivariater linearer Regression ermittelt,

wobei das Signifikanzniveau P fir diese Faktoren angepasst wird.

Placebo Cyclosporin A P-Werte

n 40 31

Nuchtern-Glukose 9,98 +9,3 8,80 +4,2 0,40
HbA ¢ 10,60 + 2,34 10,61 +1,77 0,42
Gewicht (kg) 62,6 + 10,7 63,4 +12,4 0,39
Kreatinin 76,75 + 17,16 74,27 + 17,49 0,25
Serum IL-10 (pg/ml) * 22+33 1,56+0,3 0,28
Serum IFN-y (pg/ml) * 26,9+748 29,7 +35,2 0,72
Serum MCP-1 (pg/ml) * 328,6 +212,0 325,8 +125,5 0,20
Serum MIP-1a (pg/ml) * 68,1+ 113,7 61,2+70,9 0,13

3.3.1. Longitudinaler Verlauf von IL-10

Die Serumspiegel von IL-10 sind in fast allen Gruppen relativ stabil. 6 Monate nach
Studienbeginn kann in der Gruppe der Placebo-behandelten Non-Remitter ein im
Vergleich zu Studienbeginn niedrigerer Serumspiegel fur IL-10 nachgewiesen werden
(p<0,04), der sich statistisch signifikant nach 12 Monaten abermals erniedrigt (p<0,03).
Zum Vergleich kann in der Placebo Remitter Gruppe weder bei Zeitpunkt 6 noch 12 ein
Ruckgang der Serumkonzentration von IL-10 nach Studienbeginn gemessen werden.
Die Gruppe der Cyclosporin-behandelten Remitter und Non-Remitter zeigen, aul3er ein
paar individuellen Schwankungen, keine relevante Veranderung des IL-10
Serumspiegels Uber den gesamten beobachteten Zeitraum (Abb. VIII).

Ausgehend von der Annahme, dass IL-10 ein TH2 Zytokin ist, kann die Vermutung
angestellt werden, dass der hier gefundene Abfall des IL-10 Serumspiegels in der
Placebo Non-Remitter Gruppe ursachlich in Zusammenhang mit dem Eintreten oder

Ausbleiben einer Remission steht, da ja die Placebo-behandelten Gruppen den
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naturlichen Krankheitsverlauf widerspiegeln. Die (schutzende) TH2-Antwort kdnnte bei
den Placebo-behandelten Non-Remittern nicht suffizient gewesen sein, so dass die
Remission ausbleibt.

IL-10 - CsA , Remitter IL-10 - CsA, Non Remitter
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Abb. VIII: Individuelle Verlaufe der Serumkonzentration von IL-10 in den verschiedenen Gruppen. Die
Werte eines Patienten sind jeweils durch eine Linie miteinander verbunden. Die Mittelwerte sind durch rote
Kastchen gekennzeichnet. Die Messgrenze (detection level) betragt fir IL-10 2 pg/ml, alle Werte unterhalb
der Messgrenze werden auf 1 pg/ml gesetzt (50% der Messgrenze).
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3.3.2. Longitudinaler Verlauf von IFN-y

Die Serumkonzentration von IFN-y weist bei Vergleich der Gruppen im longitudinalen
Verlauf keine wesentlichen Unterschiede auf. Es zeigen sich sowohl in der Verum- als
auch in der Placebogruppe stabile Werte fur IFN-y Uber die gesamte Studiendauer mit
Ausnahme von wenigen individuellen Schwankungen (Abb.IX). Ableitend aus den
vorliegenden Daten entsteht der Eindruck, dass der Serumspiegel von IFN-y nicht mit

dem Eintreten oder Ausbleiben einer Remission assoziiert ist.

1000 1000

- —————}
— —

I

)
bl
I 44’4
N\

I
I

|
|

ﬁ:
;15
WI

104

i

=

|
|

Serumkorzentration (pg/mi)

0.1 T T T T T T T 0.1

1000 1000

Serumkorzentration (pg/ml)
- 3

Serumkorzentration (pg/ml)
- 5

0.1 T T T T T T T 0.1

Abb. IX: Individuelle Verlaufe der Serumkonzentration von IFN-y in den verschiedenen Gruppen. Die
Werte eines Patienten sind jeweils durch eine Linie miteinander verbunden. Die Mittelwerte sind durch
roteKastchen gekennzeichnet. Die Messgrenze (detection level) betragt fir IFN-y 2 pg/ml, alle Werte

unterhalb der Messgrenze werden auf 1 pg/ml gesetzt (50% der Messgrenze).
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3.3.3. Longitudinaler Verlauf von MCP-1

Bei Messung der Serumspiegel von MCP-1 findet sich, ahnlich wie bei IFN-y, in allen
Gruppen kein signifikanter Abfall oder Erhéhung der Werte im gesamten Studienverlauf.

Auler einigen Ausreil3ern ist in jeder der 4 dargestellten Gruppen ein stabiler MCP-1

Serumspiegel zu sehen (Abb.X).
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Abb. X: Individuelle Verlaufe der Serumkonzentration von MCP-1 in den verschiedenen Gruppen. Die
Werte eines Patienten sind jeweils durch eine Linie miteinander verbunden. Die Mittelwerte sind durch rote

Kastchen gekennzeichnet. Die Messgrenze (detection level) betragt fir MCP-1 6 pg/ml.
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3.3.4. Longitudinaler Verlauf von MIP-1a

In der Placebo Non-Remitter Gruppe kann bei Messung der Serumwerte von MIP-1a
festgestellt werden, dass sich 12 Monate nach Studienbeginn im Vergleich zu den
Ausgangswerten diese sich signifikant verringern (p<0,007), wobei gleichzeitig dieser
Umstand in der Placebo Remitter Gruppe nicht nachweisbar ist (n.s.). Des Weiteren ist
aus Abbildung Xl ersichtlich, dass sich in der Verum Remitter Gruppe die Werte von
MIP-1ac 6 Monate nach Studienbeginn im Vergleich zur Ausgangssituation ebenfalls
verringern (p<0,0001). Dieser Effekt ist in der Verum Non-Remitter Gruppe nicht zu

sehen (n.s.).
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Abb. XI: Individuelle Verlaufe von MIP-1a in den verschiedenen Gruppen. Die Werte eines Patienten sind
jeweils durch eine Linie miteinander verbunden. Die Mittelwerte sind durch rote Késtchengekennzeichnet.
Die Messgrenze (detection level) betragt fir MIP-1a 2 pg/ml, alle Werte unterhalb der Messgrenze werden

auf 4 pg/ml gesetzt (50% der Messgrenze).
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Zusammenfassend wird festgehalten, dass insgesamt die Serumkonzentrationen von IL-
10, IFN-y, MCP-1 und MIP-1a stabil sind, wobei es individuelle Abweichungen gibt. Es

zeigen sich lediglich Veranderungen der Serumspiegel von IL-10 und MIP-1a in der

Placebo Non-Remitter Gruppe sowie von MIP-1a in der Cyclosporin Remitter Gruppe

(Tab. XIlI). Dies bedeutet, dass in den meisten Fallen die Zyto- und Chemokinspiegel

durch das Vorkommen bzw. Ausbleiben einer Remission oder die Behandlung mit

Cyclosporin A nicht signifikant beeinflusst werden.

Tabelle XIII: Ubersicht der Veranderungen der Serumkonzentrationen im zeitlichen Verlauf bei

den berlicksichtigten Gruppen.

Zyto-/Chemokin Level im

Gruppe longitudinalen Verlauf
CsA Remitter IL-10 stabil
IFN-y stabil
MCP-1  stabil
MIP-1o.  Abfall nach 6 Monaten (p<0,0001)
CsA Non-Remitter IL-10 stabil
IFN-y stabil
MCP-1  stabil
MIP-1a. stabil
Placebo Remitter IL-10 stabil
IFN-y stabil
MCP-1  stabil
MIP-1a. stabil
Placebo Non-Remitter | IL-10 Abfall nach 6 und 12 Monaten (p<0,04 und p<0,03)
IFN-y stabil
MCP-1  stabil
MIP-10.  Abfall nach 12 Monaten (p<0,007)
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3.3.5. Zyto- und Chemokin Ratios

Der Immunstatus beschreibt den Zustand der Funktionsfahigkeit eines immunologischen
Systems sowie dessen Fahigkeit zur immunologischen Reaktion. Die Beurteilung der
Funktionsfahigkeit erfolgt u.a. anhand von Lymphozytenzahl, CD4-Zellzahl, TH1/TH2-
Ratio, Hauttests oder Immunglobulinen. Die hier mit in die Analyse einflielende
TH1/TH2-Ratio beschreibt das Verhaltnis von TH1-Zellen zu TH2-Zellen bzw. zu dessen
Produkten. Die Immunbalance zwischen Produkten wie Zyto- und Chemokinen von
TH1/TH2-Zellen ist deswegen so interessant, da sie unabhangig von der absoluten Hohe
des Ausgangswertes sind. In dieser Arbeit werden sowohl eine TH1/TH2 Zytokinbalance
(IFN-y/IL-10) als auch eine TH1-lastige/TH2-lastige Chemokinbalance analysiert, um zu
klaren, ob eher eine TH1 - oder TH2 - Immunantwort stattgefunden hat im Hinblick auf
die allgemeingultige Annahme, dass die Progression des Typ 1 Diabetes TH1-getriggert

ist.

3.3.6. TH1/TH2 Zytokin Ratio (IFN-y/IL-10)

Die numerische Ratio von IFN-y dividiert durch IL-10 Serumspiegel ergibt keine
signifikanten Unterschiede innerhalb einer der 4 unterschiedlichen Gruppen (Abb. XII).
Fasst man jedoch alle vorhandenen Zeitpunkte zusammen und vergleicht die 4 Gruppen
in Hinblick auf deren Ratio, so zeigt sich eine erniedrigte IFN-y/IL-10 Ratio bei Remitter
gegen Non-Remitter in der Placebo Gruppe (p<0,006). Die IFN-y/IL-10 Ratio zeigt eine
signifikante Hochregulation bei Remittern im Vergleich zu Non-Remittern in der
Cyclosporin Gruppe (p<0,005). Weiterhin sind die IFN-y/IL-10 Ratios erhdht in der
Cyclosporin Remitter Gruppe im Vergleich zur Placebo Remitter Gruppe (p<0,0001) und
der Placebo Non-Remitter Gruppe (p<0,0006).
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Abb. XII: Zytokin-Ratio IFN-y/IL-10. Jeder Punkt reprasentiert eine Serumprobe. Die horizontale Linie zeigt

den Median. Die X-Achse zeigt die Ratio, die Y-Achse zeigt verschiedene Untersuchungszeitpunkte in den

einzelnen Patientengruppen.
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3.3.7. TH1-lastige/TH2-lastige Chemokin Ratio (MIP-1a/MCP-1)

Das Verhalten der Immunbalance von TH1/TH2 Zellen wird ebenso fir die hier im Fokus
stehenden Chemokine untersucht, indem die numerische Ratio errechnet wird, welche
aus der Division von MIP-1a. zu MCP-1 Serumspiegel besteht.

In der Cyclosporin A Remitter Gruppe zeigt sich in Monat 6 im Vergleich zum
Ausgangswert eine erniedrigte Ratio fur MIP-1a/MCP-1 (p=0,0245) (Abb. XIlI). Im
Gegensatz dazu beobachtet man einen Anstieg der Ratio in der Cyclosporin A Non-
Remitter Gruppe von Monat 3 im Vergleich zu Monat 12 (p=0,0266). Analog zur
Cyclosporin A Remitter Gruppe findet man in der Placebo Remitter Gruppe ebenfalls
einen Abfall der MIP-1a/MCP-1 Ratio und zwar jeweils im Vergleich zum Ausgangswert
bei den Monaten 3 (p=0,0145), 9 (p=0,408) und 18 (0,0111). Einzig in der Placebo Non-
Remitter Gruppe kann kein signifikanter Unterschied der hier analysierten Ratio
gefunden werden. Letztlich werden alle Zeitpunkte zusammengefasst und die 4
Hauptgruppen auf signifikante Unterschiede bezuglich der MIP-1a/MCP-1 Ratio
untersucht. Wie schon bei der Analyse der IFN-y/IL-10 Ratio kann auch bei Betrachtung
der MIP-1a/MCP-1 Ratio eine signifikante Erniedrigung der Ratio bei Remitter gegen
Non-Remitter in der Placebo Gruppe festgestellt werden (p=0,0449). Weitere
Unterschiede oder analoge Ergebnisse im Vergleich zur IFN-y/IL-10 Ratio bei Vergleich

der Hauptgruppen untereinander finden sich jedoch nicht (Abb. XIII).
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Abb. XIllI: Chemokin-Ratio MIP-1a/MCP-1. Jeder Punkt reprasentiert eine Serumprobe. Die horizontale
Linie zeigt den Median. Die X-Achse zeigt die Ratio, die Y-Achse zeigt verschiedene

Untersuchungszeitpunkte in den einzelnen Patientengruppen.
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3.4. Korrelation von Zyto-/Chemokinen mit klinischen Patienten-Charakteristika

bei Studienbeginn

In der Gesamtgruppe der Patienten zu Studienbeginn zeigt sich eine signifikante
negative Assoziation von Alter mit IFN-y Serumkonzentration (r= -0,2512, p=0,014).
HbA1; und BMI zeigen keine signifikante Assoziation mit IFN-y.

IL-10 ist weder mit HbA4;, Alter oder BMI assoziiert. MCP-1 zeigt einen Trend zur
positiven Assoziation mit Alter (r= 0,217, p=0,069), aber keine Relation mit HbA:. oder
BMI.

MIP-1a zeigt im Gegensatz zu MCP-1, und ahnlich wie IFN-y, einen Trend zur negativen
Assoziation mit Alter (r= -0,230, p=0,055), erscheint jedoch unabhangig von BMI und
HbA+c (Tab. XIV).

Tabelle XIV: Ubersicht der Korrelation von Zyto-/Chemokinen mit klinischen Patienten
Charakteristika bei Studienbeginn. Es zeigt sich lediglich Korrelation im Gesamtkollektiv

(Placebo und Verumgruppe zusammengefasst) fur Alter, nicht jedoch fiir BMI oder HbA ¢

Gesamtgruppe (Placebo und CsA)

IFN-y Negative Assoziation mit Alter (r=-0,2512, p= 0,014)

IL-10 Keine Assoziation mit Alter, BMI, HbA.

MCP-1 Trend zur positiven Assoziation mit Alter (r= 0,217, p= 0,069)
MIP-1oc  Trend zur negativen Assoziation mit Alter (r=-0,230, p= 0,055)
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3.4.1. Korrelation von Zyto-/Chemokinen mit klinischen Patienten-Charakteristika

zum Zeitpunkt 6 und 12 Monate

Zum Zeitpunkt 6 Monate zeigen sich in der Placebo-Gruppe (Remitter und Non-Remitter
kombiniert) keine signifikanten Assoziationen mit Alter, BMI und HbA.. Interessant ist in
diesem Fall jedoch die Untergruppe der Placebo-behandelten Remitter, die, wie schon
bei Studienbeginn beobachtet, eine negative Assoziation von Alter mit IFN-y haben
(r=-0,574, p=0,032).

Zum Zeitpunkt 12 Monate ist dieser Effekt der negativen Assoziation von Alter zu IFN-y
auch in der kombinierten Placebo-Gruppe (Remitter und Non-Remitter) zu erkennen
(r=-0,3575, p=0,0255), wobei die Einzelergebnisse in der Remitter-Gruppe (r= -0,3963,
p=0,1436) und der Non-Remitter Gruppe (r= -0,2775, p=0,1892) nicht das
Signifikanzniveau von p<0,05 erreichen.

Zusatzlich ist IFN-y assoziiert mit BMI (r= 0,4195, p=0,0413) und IL-10 assoziiert mit BMI
(r=0,467, p=0,0216), allerdings nur signifikant in der Gruppe der Non-Remitter (Placebo
und Cyclosporin Gruppe kombiniert). MCP-1 zeigt wie schon zu Studienbeginn bei
Zeitpunkt 12 Monate einen Trend zur positiven Assoziation mit Alter (r=-0,223, p=0,066),
nicht jedoch mit BMI oder HbA.. Bei MIP-1a kann zu Zeitpunkt 6 und 12 Monate nach
Studienbeginn keine Assoziation zu Alter, BMI und HbA . festgestellt werden (Tab. XV).
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Tabelle XV: Ubersicht der Korrelation von Zyto-/Chemokinen mit klinischen Patienten Charakteristika bei

Zeitpunkt 6 und 12 Monate nach Studienbeginn. Dargestellt sind nur die signifikant korrelierenden

Patientencharakteristika.

Placebo Cyclosporin A

Non-Remitter Remitter Non-Remitter

Remitter

IFN-y, nach 6 Monaten

Alter (r=-0,574, p=0,032)

IFN-y, nach 12 Monaten

Alter (r=-0,3575, p=0,0255)

IFN-y, nach 12 Monaten

BMI (r=0,4195, p=0,0413) BMI (r=0,4195, p=0,0413)

IL-10, nach 12 Monaten

BMI (r=0,467, p=0,0216) BMI (r=0,467, p=0,0216)

MCP-1, nach 12 Monaten

Trend zur positiven Assoziation mit Alter (r =0,223, p=0,066)

MIP-1a, nach 6+12 Monaten

Keine Assoziation mit Alter, BMI, HbA+¢
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Diskussion

4. Einfihrung

Die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 ist trotz intensiver Forschung immer noch
weitestgehend unverstanden. Dies liegt nicht zuletzt an den vielen verschiedenen
Ursachen, die dieser Erkrankung zugrunde liegen konnen, sondern ebenso an der
Vielzahl von verschiedenen korpereigenen Stoffen, die in unterschiedlicher Gewichtung
an der Entstehung und Verlauf des Diabetes teilhaben. Zudem ist das korpereigene
Immunsystem in vielfaltiger und komplizierter Art und Weise vernetzt, wobei sich
einzelne immunologische Prozesse Uberschneiden und sich gegenseitig so beeinflussen,
dass absolute Aussagen Uber die Funktion einzelner immunpotenter Stoffe nur bedingt
maglich sind. In diesem Zusammenhang spielen beispielsweise so genannte pleiotrope
Effekte eine Rolle: ein Zyto-/Chemokin kann sich mit unterschiedlicher Affinitat an
verschiedene Rezeptoren binden und so eine immunologische Reaktion auslésen, die
nicht spezifisch fur den Botenstoff ist. Die mannigfaltigen Wechselwirkungen wahrend
immunologischer Prozesse, wie auch beim Diabetes, und die vielen, teils sogar
entgegengesetzten, Aufgaben einzelner Immunkomponenten erschweren die
Beobachtung, Beschreibung und letztlich die Heilung oder vielleicht auch Pravention der
Erkrankung an vielen Fronten.

Die vorliegende Arbeit basiert auf der im Jahre 1988 veroffentlichten Studie European-
Canadian Randomized Control Trial Group. Diese Studie galt als eine Schlusselstudie,
denn die Tatsache, dass durch Manipulation des Immunsystems durch das immun-
supprimierende Cyclosporin A eine Erhdhung der Remissionsrate erzielt werden konnte,
wies auf eine immunologisch vermittelte Krankheitsentwicklung beim Typ 1 Diabetes hin.
Der durch die Steigerung der Remissionsrate bedingte Erfolg wurde jedoch getribt, denn

im Laufe der Studie zeigten sich die nephrotoxischen Nebenwirkungen des Cyclosporins
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bei den Studienteilnehmern immer deutlicher, so dass letztlich entschieden wurde, die
Studie abzubrechen.

In der hier vorgestellten Arbeit werden aus dem genannten Kollektiv die Serumproben
von 71 Patienten identifiziert von denen fir die Analysen genligend Serum zu den
Zeitpunkten 0 (Studienbeginn), 3, 6, 9, 12, 18 Monate zur Verfigung steht. Diese Gruppe
wird abhangig von der urspringlichen Behandlung mit Cyclosporin A sowie das

Vorkommen oder Ausbleiben einer Remission in 4 Untergruppen eingeteilt:

Cyclosporin-behandelt, Remitter
Cyclosporin-behandelt, Non-Remitter

Placebo-behandelt, Remitter

N =

Placebo-behandelt, Non-Remitter

In der vorliegenden Arbeit wird der so genannte ,cut off’, also die Remission, definiert als
eine durchschnittlich benétigte Insulindosis von <0.25 U/kg/d und einen
durchschnittlichen HbA4; von < 7.5.

Cyclosporin A wirkt stark immunsupprimierend auf T-Lymphozyten (Wong et al., 1993).
Die Bindung von Cyclosporin an Calcineurin, welches fur die Transkription des fur IL-2
kodierenden Gens bendtigt wird, hemmt die Produktion von IL-2. Die Suppression der IL-
2 Produktion wiederum beeintrachtigt die frihe Phase der Aktivierung und Proliferation
von T-Helferzellen und zytotoxischen T-Lymphozyten (Ho et al., 1996, Garcia et al.,
2000). Aus diesem Grunde ist es in der hier vorgestellten Arbeit von besonderem
Interesse zu verfolgen, wie Zyto- und Chemokine unter einer Cyclosporin A Therapie
beeinflusst werden. Diese Studie dokumentiert das Verhalten von Zyto-/Chemokin-
Spiegel wahrend einer immunsuppressiven Behandlung mit Cyclosporin A und wahrend
des naturlichen Krankheitsverlaufes (Placebo-behandelte Patienten).

Die Vorgange, die zu einer Remission flihren sind noch wenig verstanden (Greenbaum,

2002). Mogliche Ursachen fur eine Remission basieren auf der Insulinresistenz, der
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Betazell-Ruhe oder aber auf immunologischen Grundlagen. Das Eintreten der Remission
ist natlrlich ein positives Ereignis fur die erkrankten Patienten, doch ware es
wulnschenswert, wenn man diesen Umstand besser einschatzen konnte. Die Pradiktion
von Remission hat in diesem Zusammenhang einen grof3en Stellenwert, denn man
konnte diese Information fur die Planung und Durchfihrung von klinischen Studien
effektiv nutzen. Zudem ware die Pradiktion von Remission generell dem Verstandnis
dieses Ereignisses sehr forderlich und letztlich kdnnte die Pradiktion bei der arztlichen
Beratung von erkrankten Patienten zum Einsatz kommen und so die Diabetes-Therapie
und die Pravention von mdglichen Folgeschaden optimiert werden. Es wurde bereits
gezeigt, dass ein negativer IA-2 Antikorper-Status moglicherweise pradiktiv fur das
Eintreten einer Remission sein kdnnte bei Cyclosporin-behandelten Patienten (Christie et
al, 2002). Hier wird unter anderem geprtft, ob die in dieser Arbeit einbezogenen
Parameter moglicherweise als Monitor flr den Krankheitsverlauf oder sogar als Pradiktor
fir das Eintreten einer Remission herangezogen werden koénnen. Weiterhin wird
Uberprift, ob es einen Zusammenhang zwischen den in dieser Arbeit gemessenen Zyto-
/Chemokinen und Patienten-Parametern wie Alter, HbA; oder BMI gibt. Als klassisches
TH1-Zytokin wird in den vorliegenden Patientenproben IFN-y gemessen, wahrend
reprasentativ als TH2-Zytokin IL-10 gewahlt wurde. Die Messung von Chemokinen wird
ebenfalls in diese Arbeit integriert, um Informationsliicken bezlglich dieser Stoffgruppe
zu fullen. Als TH1-lastiges Chemokin wurde reprasentativ MIP-1a untersucht, MCP-1

dagegen reprasentiert sich als TH2-lastiges Chemokin.

4.1. Longitudinaler Verlauf der Zyto- und Chemokine
Zunachst einmal muss festgehalten werden, dass die naturlich vorkommende Remission

(siehe Gruppe der Placebo-behandelten Remitter) mit stabilen Serumspiegeln von

proinflammatorischen (IFN-y, MIP-1a) und antiinflammatorischen (IL-10, MCP-1)
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Mediatoren Uber den beobachteten Zeitraum von 18 Monaten assoziiert ist. Zusatzlich zu
diesem Befund kommt hinzu, dass bei einigen Non-Remittern ein ebenfalls stabiler Zyto-
und Chemokin-Spiegel beobachtet wird, so dass hieraus geschlossen werden kann,
dass die hier untersuchten Marker sich nicht als Pradiktor fur das Eintreten oder
Ausbleiben einer Remission eignen. Interessant ist jedoch, dass in der Gruppe der Non-
Remitter der Serumspiegel von IL-10 nach 6 und 12 Monaten signifikant fallt. Der
abfallende antiinflammatorische IL-10 Serumspiegel kdénnte somit ursachlich fir das
Ausbleiben einer Remission in Zusammenhang stehen. Dieser Befund steht in Einklang
mit der Beobachtung, dass IL-10 abhangige CD4(+) T-Zellen Interaktionen direkt an der
Wiedererlangung der Funktionsfahigkeit von Betazellen beteiligt sind (Karges et al.,
2006). In der kurz vor Veroffentlichung stehenden DiabMarker-Studie wird zudem
nachgewiesen, dass IL-10 Spiegel bei spateren Non-Remittern im Vergleich zu
Remittern mit Typ 1 Diabetes niedriger sind (Schloot et al., 2007). An dieser Stelle sollte
jedoch daran erinnert werden, dass IL-10 nicht nur antiinflammatorische Impulse setzt,
was schon in vielen vorangehenden Studien dokumentiert wurde. Als Beispiel sei hier
die Produktion von IL-10 durch Inselzellen erwahnt, die die immunmediierte Zerstérung
von Betazellen im NOD-Mausmodel beschleunigt (Wogensen et al., 1994). Neben der
scheinbar zentralen Rolle des IL-10 Serumspiegels in Zusammenhang mit dem Auftreten
einer Remission greift IL-10 ebenso entscheidend in den Immunmechanismus wahrend
der pradiabetischen Phase ein. So kann bei nicht-diabetischen NOD-Mausen ein
kontinuierliches Sinken der IL-10 Produktion bei zunehmendem Alter bis zur Diabetes-
Manifestation gezeigt werden (Schloot et al., 2002). Die Wichtigkeit von IL-10 in der
Pathogenese des Diabetes wird weiter untermauert durch eine Studie, in der
monozygote Zwillinge diskordant fur Typ 1 Diabetes untersucht werden. Hier zeigt sich
eine erhohte IL-10-Antwort auf die Stimulation mit hsp60 bei dem Zwilling mit niedrigem
Risiko zu erkranken (Inselzell-Antikorper-negativ) im Vergleich zu dem dazugehdrigen
diabetischen Zwilling (Kallmann et al., 1999). Auch wenn IL-10 bei Betrachtung der
vorliegenden Studie nicht als Marker fur eine Remission herangezogen werden kann, so
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scheint seine Rolle eine wichtige Bedeutung im diabetischen Krankheitsprozess zu
haben.

Betrachtet man die Cyclosporin-behandelten Individuen, so stellt man, ahnlich wie in den
Placebo Gruppen, relativ stabile Zyto- und Chemokin-Spiegel im longitudinalen Verlauf
fest. Verglichen mit der Gruppe der Placebo-behandelten Remitter zeigen die
Cyclosporin-behandelten Gruppen eher einen Trend zu hdheren IFN-y Spiegeln,
allerdings ohne signifikante Unterschiede. Dieser Trend konnte vielleicht als
Nebeneffekt durch die Inhibition von IL-10 durch die Cyclosporin-Behandlung aufgetreten
sein. Des Weiteren ist MIP-1a signifikant erniedrigt in der Gruppe der Cyclosporin-
behandelten Remitter nach 6 Monaten. Man weil3, dass MIP-1a chemotaktisch auf
Monozyten, CD4+ und CD8+ T-Zellen wirkt (Gu et al., 2000). Ebenfalls ist schon Uber die
Inhibition von MIP-1a Sekretion von T-Zell-Klonen durch Cyclosporin A berichtet worden
(Pette et al., 1997), entsprechend unserer Beobachtung, dass der MIP-1a Spiegel unter
der Cyclosporin-Behandlung sinkt. Andererseits ist es verwunderlich, dass der MIP-1a
Spiegel in der Cyclosporin-behandelten Non-Remitter Gruppe stabil bleibt. Dies mag
jedoch in der Tatsache begrundet liegen, dass keine Remission eingetreten ist und
mutmallich andere immunologisch wirksame Einflisse fur einen stabilen MIP-1a Spiegel
durch Gegenregulation daflr verantwortlich sind. Auf der anderen Seite beobachtet man
einen signifikanten Abfall des MIP-1a. Spiegels in der Gruppe der Placebo-behandelten
Non-Remitter nach 12 Monaten. In einer anderen Arbeit wird eine verringerte Expression
von TH1-assoziierten Chemokinrezeptoren auf peripheren Blut-Lymphozyten bei
Erstdiagnose eines Diabetes im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe gezeigt,
was als Ausdruck fur die Extravasation in das entzindete Pankreasgewebe interpretiert
wird (Lohmann et al., 2002). In dieser Arbeit zeigt sich bei Studienbeginn kein
signifikanter Unterschied der Zyto- und Chemokin Spiegel in den verschiedenen
Gruppen, wobei erwahnt werden muss, dass auch keine gesunde Kontrollgruppe zur
Verflgung steht. Somit kann zwar die Aussage, die in der oben erwahnten Arbeit von

Lohmann et al. getroffen wird, nicht direkt bestatigt werden, der Abfall des MIP-1a
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Spiegels konnte jedoch Ausdruck einer weiteren Extravasationsperiode von TH1-
assoziierten Lymphozyten sein und zudem mitverantwortlich sein fur das Ausbleiben der

Remission in der Placebo-behandelten Non-Remitter Gruppe.

4.2. Zytokin- und Chemokin Ratios

In dieser Studie zeigt sich eine erniedrigte IFN-y/IL-10 Ratio in der Placebo-behandelten
Remitter Gruppe im Vergleich zu den Non-Remittern. Dieser Befund charakterisiert einen
niedrigeren proinflammatorischen Status im Vergleich zu den Non-Remittern und ist
gleichzeitig assoziiert mit Remission. Dieser Umstand wird untermauert durch die
Ergebnisse von Schloot et al., wo ein Trend zu niedrigen IL-10 und IFN-y Spiegeln bei
Patienten mit Typ 1 Diabetes und spaterer Remission zu sehen ist (Schloot et al., 2007).
Interessant in diesem Zusammenhang ist nebenbefundlich, dass ein negativer
Autoantikorper Status ein Pradiktor fur Remission ist (Christie et al., 2002). Ein
erniedrigter proinflammatorischer Status konnte in Kombination mit einem negativen
Autoantikorper Status bei der Remission eine wichtige Rolle spielen. Bei Betrachtung
dieser Befunde scheint die Krankheitsentwicklung, also das Eintreten oder Ausbleiben
einer Remission, schon in einem frihen Stadium zwischen Remittern und Non-Remittern
zu differieren. Eine signifikante Hochregulation der IFN-y/IL-10 Ratio zeigt sich in der
Gruppe der Cyclosporin-behandelten Remitter. Dies mag entweder Ausdruck dafur sein,
dass eine Inhibition von IL-10 durch Cyclosporin mit nachfolgender Gegenregulierung
bzw. Hochregulierung der TH1/TH2 Balance stattfindet, oder aber Cyclosporin hemmend
auf andere Mediatoren wirkt und diese ihrerseits den hemmenden Einfluss auf die IFN-
v/IL-10 Ratio nicht in vollem MalRe ausiben. Ein Hinweis, dass andere inhibierende
Mediatoren eine Rolle spielen konnten, zeigt sich bei Betrachtung der Gruppe der

Cyclosporin-behandelten Non-Remitter, wo Cyclosporin keinen Einfluss zu haben
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scheint. Die Ratio ist namlich in dieser Gruppe auf demselben Niveau wie bei den

Placebo-behandelten Non-Remittern.

4.3. Korrelation von Zyto-/Chemokinen mit klinischen Patienten-Charakteristika

Bei Betrachtung der Ergebnisse in dieser Arbeit sollte zunachst als Kernaussage
festgehalten werden, dass eine Anderung der gemessenen Zyto- und Chemokine in
Assoziation mit dem Alter der Patienten beobachtet wird, und zwar mit einem Trend von
abnehmenden TH1-assoziierten Zyto-/Chemokinen mit dem Alter sowie einem Trend
von zunehmenden TH2-assoziierten Zyto-/Chemokinen mit dem Alter. Bei Studienbeginn
kann in der Gesamtgruppe eine negative Assoziation von Alter mit IFN-y (TH1-assoziiert)
und MIP1-a (TH1-assoziiert) sowie eine positive Assoziation von Alter mit MCP-1 (TH2-
assoziiert) gezeigt werden. Die Anderungen der gemessenen Parameter in Bezug auf
das Alter setzen sich zumindest teilweise bei zunehmender Studiendauer fort und
konnen fur die Gruppe der Placebo-behandelten Remitter nach 6 Monaten bestatigt
werden (negative Assoziation von Alter mit IFN-y), nicht jedoch fur die Gruppe der
Placebo-behandelten Non-Remitter. Ob dieser Umstand durch die relativ geringen
Patientenzahlen erklart werden muss oder eher einer biologischen Bedeutung
gleichkommt, im Sinne einer Dysregulation bei Non-Remittern, kann mit dieser Studie
nicht geklart werden. 12 Monate nach Studienbeginn zeigt sich diese Beobachtung
zusatzlich in der kombinierten Placebo Gruppe (Remitter und Non-Remitter), wobei die
Einzelergebnisse der genannten Untergruppen das Signifikanzniveau nicht erreichen,
was wiederum wahrscheinlich seine Erklarung in den relativ kleinen Patientenzahlen
findet.

Eine mogliche Erklarung fir die hier vorgestellten Anderungen der gemessenen Zyto-
und Chemokine konnte sein, dass mit zunehmendem Alter die Progression von

Krankheiten weniger stark ausgepragt ist. Hinweise flr diesen im Alter niedriger
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werdenden proinflammatorischen Status werden durch Messungen von Zytokinen bei
anderen Kohorten bereits gezeigt (Bruunsgaard et al., 2003 und Roubenoff et al., 1998).
Der in dieser Arbeit gefundene mit dem Alter abnehmende IFN-y Spiegel zeigt sich
ebenfalls bei Untersuchung an Rhesus-Affen (Mascarucci et al., 2001).

Letztlich findet sich bei Zeitpunkt 12 Monate eine positive Korrelation von BMI mit IFN-y
und IL-10, jedoch nur in der Gruppe der Non-Remitter (Placebo- und Cyclosporin-
behandelt). Einerseits konnte dies wiederum als Ergebnisverzerrung durch die kleinen
Fallzahlen interpretiert werden. Interessant ist jedoch andererseits gerade die
Beobachtung, dass dies nur in der Gruppe der Non-Remitter festgestellt wird.
Nebenbefundlich wird in einer Arbeit beispielsweise gezeigt, dass erhohte
Entziindungsparameter, als Ausdruck flr ein gesteigertes proinflammatorisches
Geschehen, pravalent fur eine Insulinresistenz zu sein scheinen (Erhdhung der HbA4¢
Spiegel) durch positive Assoziation mit BMI und eine Verschlechterung der
metabolischen Situation beobachtet wird (Scholin et al., 2004). Bei der Pathophysiologie
des Typ 2 Diabetes weild man, dass die Insulinresistenz zwar im Vordergrund steht, aber
der Krankheitsverlauf entscheidend durch Umwelteinflusse wie fettreiche Erndhrung,
Ubergewicht und Bewegungsmangel verstarkt werden kann. Natirlich kann die
Pathophysiologie der beiden Diabetes-Typen nicht gleichgesetzt werden, aber ein wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigter Zusammenhang von BMI mit dem Ausbleiben einer
Remission beim Typ 1 Diabetes als Ausdruck fir eine ungunstigere metabolische
Situation im Vergleich zu Remittern scheint zumindest mdglich.

In dieser Studie wird keine Korrelation von HbA1; und Zyto-/Chemokinen festgestellt.
Mdgliche Grinde hierfur sind die kleinen Patientenzahlen oder die Korrelation von HbA ¢
mit anderen, hier nicht gemessenen, Immunparametern. Als Beispiel sei hier Adiponectin
(ein Adipozytokin) aufgefuhrt, welches eine positive Korrelation mit HbA:. bei einer

Kohorte von prapubertaren diabetischen Kindern hat (Celi et al., 2006).
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4.4. Schlussfolgerung

Durch diese Arbeit wird gezeigt, dass die systemische Immunantwort (hier reprasentativ
durch die Messung von ausgewahlten Botenstoffen) stabil ist wahrend naturlich
vorkommender Remission bei Patienten mit Typ 1 Diabetes. Die immunologischen
Prozesse scheinen nur geringflgig durch die Krankheitsaktivitat oder die Behandlung mit
dem immun-supprimierenden Medikament Cyclosporin A voneinander abzuweichen.
Keins der gemessenen Parameter stellt sich als eindeutiger Pradiktor fur das Eintreten
einer Remission heraus. Diese Tatsache liegt wahrscheinlich darin begrindet, dass beim
diabetischen Pathomechanismus nicht einzelne Marker, sondern vielmehr Zytokin-
Muster besser dazu geeignet sind, den komplexen Vorgang bei einer immun-mediierten
Krankheit wie dem Diabetes widerzuspiegeln und zu erklaren. Dies sollte durch

unabhangige Studien bestatigt werden.
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Zusammenfassungq

Patienten mit Typ 1 Diabetes entwickeln nach Beginn der Insulintherapie haufig eine Phase der reduzierten
Insulinbediirftigkeit, die als Remission bezeichnet wird. Es ist davon auszugehen, dass die Ursache hierfiir sowohl in
einer verminderten Insulinresistenz als auch in einer voribergehenden Erholung der Insulin-produzierenden p-Zellen
liegt. Letztere werden bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes durch einen immunmediierten Prozess selektiv zerstort.
Immunsuppressive Medikamente wie Cyclosporin A sind in der Lage, die natlrliche Remissionsrate zu steigern, wie
dies in der 1988 veréffentlichten Studie The European-Canadian Randomised Control Trial Group gezeigt wurde.
Entscheidend am Pathomechanismus der Insellzelldestruktion beteiligt sind die immunkompetenten Zellen und deren
Produkte wie Zyto- und Chemokine, die letzlich die Immunreaktion vermitteln.

Ziel dieser Arbeit war es zu prufen, ob aussgewahlte Zytokine und Chemokine mit Remission assoziiert sind und ob
die Zytokinbalance durch die Gabe von Cyclosporin A verandert wird.

Dazu wurden Serumproben von 71 Patienten aus der European-Canadian Randomised Control Trial Group mittels
ELISA auf TH1- und TH2- assoziierte Immunmarker (IFN-y, IL-10, MIP-1a,, MCP-1) zu den Zeitpunkten 0, 3, 6, 9, 12,
18 Monate nach Studienbeginn untersucht.

Bei Betrachtung des gesamten untersuchten Kollektivs waren die systemischen Zyto- und Chemokin-Spiegel tber die
18 Monate dauernde Studiendauer stabil. Weder die TH1- assoziierten Zytokine IFN-y und MIP-1a noch die TH2-
assoziierten Zytokine IL-10 und MCP-1 waren zu Beginn der Studie mit dem spateren Eintritt einer Remission
assoziiert, so dass diesen Immunmediatoren kein pradiktiver Wert zukommt. Auch zum Zeitpunkt der klinischen
Remission zeigten sich keine deutlichen Assoziationen mit den gemessenen Zytokinen.

Die Analyse der Untergruppen (Placebo im Vergleich zu Cyclosporin A behandelten Patienten und Remitter im
Vergleich zu Non-Remittern) zeigte, dass auch hier die Verldufe von IFN-y und MCP-1 stabil waren. Fir IL-10 zeigte
sich jedoch ein Abfall der Serumkonzentration 6 und 12 Monate nach Studienbeginn in der Gruppe der Non-Remitter.
Dies kann als Verlust einer eher protektiven Wirkung des TH2-assoziierten IL-10 gedeutet werden, der bei den
Remittern so nicht zu finden war.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass auch das TH1-lastige Chemokin MIP-10. zum Zeitpunkt 12 Monate bei
den Non-Remittern (Placebo) erniedrigt war, so dass eine gleichsinnige Herunterregulation von sowohl TH1- als auch
von TH2-assoziierten Zytokinen im Serum vorhanden ist. Ob diese Veranderungen auch das lokale Milieu der Insulin-
produzierenden B-Zellen widerspiegeln oder komplementar zu sehen sind, kann mit dieser Studie nicht beantwortet
werden.

Zusatzlich zu den Einzelzytokinanalysen zeigten TH1/TH2 Ratios als Ausdruck der Immunbalance, dass sowohl die
IFN-y/IL-10 Ratio als auch die MIP-1a/ MCP-1 Ratio in der Remittergruppe (Placebo) geringer ausfiel als bei den Non-
Remittern. Diese Beobachtung war in der Cyclosporin A-behandelten Gruppe fir die IFN-y/IL-10 Ratio genau
umgekehrt und fir die MIP-1a/ MCP-1 Ratio nicht nachweisbar. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Cyclosporin
A die Immunbalance beeinflusst.

Die hier durchgefihrten Untersuchungen zeigen, dass zwar Veranderungen von léslichen Zytokinen im peripheren
Blut in Abhangigkeit vom Krankheitsstadium nachweisbar sind, diese jedoch fiir Pradiktion und Prognose einzelner
Patienten nicht geeignet sind. In weiteren Studien sollten daher zusatzliche Immunmediatoren und Zytokinmuster
untersucht werden.

Gesehen und genehmigt

Priv. Doz. Dr. med. Nanette C. Schloot
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Dusseldorf, den 16.08.2007

Olaf Giovanni De Rosa
Stoffelerstr.14

40227 Dusseldorf
07.08.1975

Solingen

deutsch

ledig
romisch-katholisch

Besuch der Grundschule Gottlieb-Heinrich in Solingen
Besuch des Gymnasiums Vogelsang in Solingen
Besuch des Gymnasiums Adlerstrasse in Haan

Abitur

Stadtisches Krankenhaus Solingen

Humanmedizin an der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
Physikum

Erstes Staatsexamen

Zweites Staatsexamen

Praktisches Jahr:

Chirurgie, Innere Medizin und Orthop&die: ev. Krankenhaus Bethesda
Duisburg

Drittes Staatsexamen

Assistenzarzt in der Abteilung fiir Unfallchirurgie und Orthopéadie,
Krankenhaus Benrath, Chefarzt: Priv. Doz. Dr. med. M. Roesgen

Mitglied der Arbeitsgruppe von Fr. Priv. Doz. Dr. med. N.C. Schloot

Olaf Giovanni De Rosa
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