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Zusammenfassung

Typ-1-Diabetes (T1D) ist eine der haufigsten chronischen Stoffwechselerkrankungen des
Kindes- und Jugendalters und stellt weltweit eine Erkrankung mit zunehmender Relevanz
dar. In der T1D-Pathogenese kommt es zu einer autoimmunen Zerstdrung Insulin-
sezernierender B-Zellen des Pankreas. Hierbei spielen sowohl autoreaktive T-Zellen als
auch ein Missverhiltnis von regulatorischen und Effektor-T-Zellen, die durch ihre
spezifische Interleukin-2- (IL-2) und Interleukin-7- (IL-7) Rezeptor-Expression
charakterisiert werden, eine wichtige Rolle. Die Expression des IL-2-Rezeptor-a ,,CD25
(Cluster of differentiation 25) ist charakteristisch fiir regulatorische T-Zellen,
wohingegen die Expression des IL-7-Rezeptor-a ,,CD127“ (Cluster of differentiation
127) relevant fiir die Entwicklung und das Uberleben von Effektor-T-Zellen ist. T-Zellen,
die sowohl den IL-2- als auch den IL-7-Rezeptor-a exprimieren, wurden bisher als
antiinflammatorisch wirkende Zellen beschrieben. Zudem konnte der Anteil
doppeltpositiver  CD4+  (Cluster  of  differentiation  4) T-Zellen  zum
Manifestationszeitpunkt mit dem Erhalt der B-Zell-Funktion sowie einer ldngeren
partiellen Remissionsphase in T1D-PatientInnen in Zusammenhang gebracht werden. Ob
die doppeltpositiven CD4+ T-Zellen auch eine Rolle bei Langzeit-T1D-Patientlnnen
spielen und mit einem unterschiedlichen klinischen Verlauf des Diabetes assoziiert sind,
ist bislang unbekannt. Ziel dieser Arbeit war es daher, die IL-2- und IL-7-Rezeptor-
Expression auf CD4+ T-Zellen in zwei voneinander unabhéngigen Kohorten von T1D-
Patientlnnen und gesunden Kontrollen zu charakterisieren und diese mit klinischen
Parametern zu assoziieren. Dazu wurden im Rahmen einer Querschnitts-Kohortenstudie
unserer Arbeitsgruppe ProbandInnen in Kumasi, Ghana und in Diisseldorf rekrutiert.
Anhand der Parameter Alter, Geschlecht und BMI (Body mass index) wurden fiir diese
Arbeit zwei Studienkohorten, bestehend aus je 84 T1D-Patientlnnen und passenden,
gesunden Kontrollen in Kumasi sowie aus je 56 T1D-Patientlnnen und passenden,
gesunden Kontrollen in Diisseldorf ausgewihlt. Es erfolgten die Entnahme von
heparinisiertem Vollblut, eine Isolation peripherer mononukleédrer Zellen (PBMC), eine
ex-vivo-Antikorper-Farbung sowie die anschlieBende durchflusszytometrische
Immunphénotypisierung. Zuletzt wurden die Immunphénotypisierungsdaten mit zuvor
erhobenen klinischen Parametern der ProbandInnen assoziiert. In der Analyse zeigte sich
konsistent in beiden Kohorten eine vermehrte CD127 Expression auf CD4+ T-Zellen von
T1D-Patientlnnen im Vergleich zu Kontrollen. Dabei fiel auf, dass im Vergleich zu
Gesunden in der ghanaischen Kohorte ein groferer Anteil doppeltpositiver
(CD25+/CD127+) T-Zellen, in der deutschen Kohorte dagegen ein groferer Anteil
einfachpositiver (CD25-/CD127+) T-Zellen zu finden war. Dariiber hinaus fanden sich
sowohl zwischen TI1D-Patientlnnen und Kontrollen als auch im Léndervergleich
Unterschiede im Anteil von naiven und Gedéchtnis-T-Zellen, die eine unterschiedliche
CD25/CD127 Expression aufwiesen. Zusétzlich konnten auch auf spezifischen Memory
Subsets in T1D-Patientlnnen im Vergleich zu Kontrollen ein vermehrter Anteil von
doppeltpositiven (Ghana) und einfachpositiven (Deutschland) CD4+ T-Zellen
nachgewiesen werden. Bei Assoziation doppelt- und einfachpositiver T-Zellen mit
klinischen Parametern korrelierten diese in ghanaischen TI1D-Patientlnnen jeweils
entgegengesetzt mit den Parametern Alter, Manifestationsalter, Erkrankungsdauer und
HbAlc, was eine unterschiedliche Funktion beider T-Zellgruppen nahelegt. Die
vorliegende Arbeit dient der Erweiterung des Wissensstandes iiber die IL-2- und IL-7-
Rezeptor-a-Expression auf CD4+ T-Zellen von TI1D-Patientinnen und gesunden
Kontrollen. Diese Informationen konnen hilfreich fiir die Weiterentwicklung von IL-2-
und IL-7-assoziierten Immuntherapien zur kausalen Behandlung des T1D sein.



Abstract

Type 1 diabetes (T1D) is one of the most common chronic metabolic diseases of
childhood and adolescence and is a disease of increasing relevance worldwide. In T1D
pathogenesis, autoimmune destruction of insulin-secreting pancreatic B-cells occurs.
Thereby autoreactive T cells and a mismatch of regulatory and effector T cells,
characterized by their specific Interleukin-2 (IL-2) and Interleukin-7 (IL-7) receptor
expression, play an important role. The expression of the IL-2 receptor a “CD25” (cluster
of differentiation 25) is characteristic for regulatory T cells, whereas the expression of the
IL-7 receptor a “CD127” (cluster of differentiation 127) is relevant for the development
and survival of effector T cells. T cells expressing both, the IL-2 and IL-7 receptor a,
have previously been described as anti-inflammatory cells. In addition, the expression of
double-positive CD4+ (cluster of differentiation 4) T cells at T1D onset has been
associated with the preservation of B-cell function and a longer partial remission phase in
T1D patients. Whether double-positive CD4+ T cells also play a role in long-term T1D
patients and are associated with a different clinical course of diabetes is still unknown.
Therefore, the objective of this work was to characterize the IL-2 and IL-7 receptor
expression on CD4+ T cells in two independent cohorts of T1D patients and healthy
controls and to associate these with clinical parameters. For this purpose, subjects were
recruited in Kumasi, Ghana and Diisseldorf, Germany as a part of a cross-sectional cohort
study conducted by our working group. Based on the parameters of age, gender and BMI
(body mass index), two study cohorts were selected for this work, consisting of 84 T1D
patients and 84 matched healthy controls in Kumasi and 56 T1D patients and 56 matched
healthy controls in Diisseldorf. Thereby heparinized blood was collected, peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were isolated and subsequent flow cytometric
immunophenotyping was performed. Finally the immunophenotyping data were
associated with previously collected clinical parameters. The analysis consistently
showed increased CD127 expression on CD4+ T cells of T1D patients compared to
controls in both cohorts. It was noticeable that, compared to healthy individuals, a larger
proportion of double-positive (CD25+/CD127+) T cells were found in the Ghanaian
cohort, whereas a larger proportion of single-positive (CD25-/CD127+) T cells were
found in the German cohort. Furthermore differences in the proportion of naive and
memory T cells with different CD25/CD127 expression were found between T1D
patients and controls as well as between countries. In addition, an increased proportion of
double-positive (Ghana) and single-positive (Germany) CD4+ T cells was also detected
on specific memory subsets in the comparison between T1D patients and controls. When
double- and single-positive T cells were associated with clinical parameters in Ghanaian
T1D patients, they correlated inversely with the parameters age, age of onset, duration of
disease and HbAlc, suggesting a different function of both T-cell groups. This
dissertation serves to expand the state of knowledge on IL-2 and IL-7 receptor a
expression on CD4+ T cells in T1D patients and healthy controls. This information may
be helpful for the further development of IL-2 and IL-7 associated immunotherapies for
the casual treatment of T1D.
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1 Einleitung

1.1 Typ-1-Diabetes

1.1.1 Epidemiologie

Typ-1-Diabetes (T1D) ist die am weitesten verbreitete Diabetes-Form bei Kindern und
Jugendlichen [1, 2] wund gilt als eine der héaufigsten chronischen
Stoffwechselerkrankungen des Kindes- und Jugendalters. [3-5] Circa 5-10% aller
Diabeteserkrankungen weltweit werden derzeit als T1D klassifiziert. [ 1] Somit sind nach
aktuellem Kenntnisstand circa 7-10% der Weltbevolkerung von Typ-1-Diabetes
betroffen [6] und darunter weltweit circa 1,5 Millionen T1D-Fille im Alter unter 20
Jahren bekannt. [7] Eine T1D-Manifestation im Erwachsenenalter erfolgt in westlichen
Landern seltener als im Kindesalter. [8, 9] Warum manche PatientInnen im Kindesalter
und andere im Erwachsenenalter erkranken, ist jedoch derzeit noch unbekannt. Privalenz
und Inzidenz steigen weltweit, vor allem im Alter unter fiinf Jahren. [10-13] Im Laufe der
letzten Jahre wurde dabei im Kindesalter ein Anstieg der Inzidenz um circa 2,8 bis 3,9%
pro Jahr erfasst. [10-12, 14] Die Relevanz des T1D nimmt also stetig zu, was eine
intensive Auseinandersetzung mit seiner Pathogenese, Privention und Therapie

erforderlich macht.
1.1.2 Unterschiede in Europa und Subsahara-Afrika

Die meisten Erkenntnisse liber den Typ-1-Diabetes beruhen auf Studien aus westlichen
Liandern, die mit dort lebenden ProbandInnen durchgefiihrt wurden. Demgegentiber
liegen aus klinischen oder epidemiologischen Studien zu T1D in Ladndern mit limitierten
Ressourcen bislang nur begrenzte Daten vor. [15-17] Jedoch konnte bereits herausgestellt
werden, dass T1D bei Personen diverser Herkunftslinder auftritt. [1, 2, 18, 19] In
verschiedenen Regionen der Welt sind dabei unterschiedliche Inzidenzen zu verzeichnen.
[4, 10, 12] Karvonen et al. beschrieben zudem eine positive Korrelation der Inzidenz mit
der Entfernung vom Aquator in Richtung Norden, entsprechend eines Nord-Siid-Gefilles.
[4] Auch in Subsahara-Afrika ist T1D eine bedeutende Erkrankung, die mit einer hohen
Morbiditdt und Mortalitdt einhergeht. [16, 20-22]

Ein wesentlicher Unterschied zwischen Patientlnnen aus Subsahara-Afrika und
Patientlnnen aus westlichen Landern ist das Erkrankungsalter. Wéahrend in westlichen

Landern zwei Erkrankungsgipfel zu beobachten sind, wobei der erste zwischen fiinf und
1



neun Jahren und der zweite zwischen zehn und vierzehn Jahren liegt, [2, 12, 14, 23] wird
in Subsahara-Afrika ein deutlich spéteres Manifestationsalter beschrieben, welches bei
durchschnittlich 17 bis 22 Jahren liegt. [21, 24-26] Demnach ist die Inzidenz im
Kindesalter dort vergleichsweise gering. [26-28] Alemu et al. beschreiben im Rahmen
einer Studie in Athiopien eine hohere Inzidenz in urbanen als in lindlichen Regionen.
[27] AuBerdem beobachteten Hussen et al. einen Zusammenhang zwischen dem
Lebensstil und dem T1D-Erkrankungsmuster. Ein eher westlicher Lebensstil war dabei
mit einem eher westlichen Erkrankungsmuster und somit einer fritheren Manifestation
assoziiert. [29] Auch frithe Mangelerndhrung wurde bereits mit der Entstehung eines T1D
in Verbindung gebracht. [15] Ein weiterer erkrankungsbezogener Unterschied zwischen
Léndern in Subsahara-Afrika und westlichen Landern liegt in der Geschlechterverteilung.
In vorausgegangen Studien konnte dabei eine hohere Anzahl ménnlicher Patienten im
Verhiltnis zu weiblichen Patientinnen in Europa erfasst werden. [9, 23, 24, 30-32] Im
Gegensatz dazu wurde durch eine Studie von Seyfarth et al. eine hohere Anzahl
weiblicher Patientinnen im Vergleich zu ménnlichen Patienten in Kumasi, Ghana
beschrieben. [24] Auch Kalk et al. beobachteten eine hohere Anzahl weiblicher
Patientinnen in Siidafrika. [26] Wodurch die globalen Unterschiede innerhalb des T1D

genau hervorgerufen werden, ist jedoch noch nicht vollstandig geklért.

1.2 Pathogenese des T1D

1.2.1 Einfithrung in die T1D-Pathogenese

T1D ist eine progressive Autoimmunerkrankung, die durch die Zerstdérung von Insulin-
sezernierenden B-Zellen des Pankreas durch autoreaktive T-Zellen hervorgerufen wird.
[33-38] In Non-obese diabetes (NOD) Maus-Experimenten konnte gezeigt werden, dass
es kompensatorisch zunéchst zu einer vermehrten Proliferation und Insulinproduktion der
verbleibenden B-Zellen kommt, die der Zellzerstorung jedoch nicht langfristig
entgegenwirken konnen, wodurch eine langsame Abnahme der B-Zell-Masse iiber die
Zeit erfolgt. [39, 40] Erst ab einer Reduktion der B-Zellmasse von circa 80 bis 90% kommt
es zur klinischen Manifestation des T1D, mit hyperglykdmischen Zustdnden und den

Hauptsymptomen Polyurie, Polydipsie und Gewichtsverlust. [41, 42]

Neben autoimmunen Prozessen wurden in der komplexen Pathogenese des T1D auch

klinische Einflussfaktoren, wie zum Beispiel der BMI (body mass index), als dtiologisch



relevant beschrieben. [43, 44] AuBBerdem wird vermutet, dass die Erndhrung sowohl eine

Rolle in der Entstehung als auch dem Voranschreiten des T1D spielt. [45-48]
1.2.2 T-Zellen in der T1D-Pathogenese

In der T1D-Pathogenese geht man von einem Missverhéltnis von proinflammatorischen
Effektor-T-Zellen (Teff) und antiinflammatorischen regulatorischen T-Zellen (Treg) aus.
[49-51] Regulatorische T-Zellen wandern nach ihrer Entwicklung im Thymus in die
Peripherie aus und sind grundsitzlich in der Lage, Teffs zu supprimieren. Dadurch haben
sie eine wesentliche Funktion im immunologischen Gleichgewicht, in der Erhaltung von
Selbsttoleranz und der Prévention von Autoimmunerkrankungen. [52-55] In
vorausgegangen Studien wurde gezeigt, dass eine verminderte Anzahl an Tregs mit der
Entstehung von Autoimmunerkrankungen korreliert. [52, 56, 57] In der T1D-Pathogenese
stehen zudem dysfunktionale Tregs im Vordergrund. [58-62] So zeigten Tregs von T1D-
Patientlnnen zum Beispiel eine reduzierte Féhigkeit zur Suppression von Teffs im
Vergleich zu Tregs von Gesunden. [50, 58, 61, 62] Jailwala et al. beobachteten aulerdem
hohere Apoptose-Raten von Tregs in T1D-PatientInnen im Vergleich zu Kontrollgruppen
sowie hohere Apoptose-Raten von Tregs im Vergleich zu Teffs in T1D-PatientInnen. [50]
Dysfunktionale Tregs und resistente Teffs tragen somit zu einem Ungleichgewicht

zwischen Regulator- und Effektor-Aktivitét bei. [58, 59, 61, 63]

Effektor-T-Zellen haben zentrale Funktionen in der Modulation von Immunantworten
und dem Schutz vor Pathogenen. [64] Autoreaktive Effektor-T-Zellen hingegen, die die
Selektionsmechanismen im Thymus {iberlebt haben, verfiigen iliber eine verdnderte
Effektorfunktion, die Schdden am korpereigenen Gewebe verursachen und die
Entstehung von Autoimmunerkrankungen begiinstigen kann. [65-67] In der T1D-
Pathogenese kommt es zunédchst zu einem Anstieg jener autoreaktiver Teffs, der von einer
parallelen Expansion regulatorischer T-Zellen begleitet wird. Im weiteren Verlauf reicht
die Kapazitit der Tregs nicht mehr aus, die Aktivitit der autoreaktiven Zellen zu
regulieren, sodass die f-Zellzerstorung zunimmt und die Inselzellfunktion des Pankreas

abnimmt. [68, 69]



1.2.3 Klassifizierung naiver und Gedichtnis-T-Zellen

T-Zellen konnen anhand ihrer Oberflichenmarker in naive und Gedéchtnis-T-Zellen
unterteilt werden. Fiir die Klassifizierung dieser Memory Subsets konnen die Marker
CDA45RA (Cluster of differentiation 45RA) und CCR7 (Chemocine receptor T) verwendet
werden. [70, 71] Anhand der Expression dieser Marker lassen sich vier Gruppen
voneinander unterscheiden: CD45RA+/CCR7+ Naive-T-Zellen (Tn), CD45RA-/CCR7+
Zentrale Gedichtniszellen (Tcm), CD45RA+/CCR7- Effektor-Gedéchtniszellen, die
CD45RA re-exprimieren (Temra) sowie CD45RA-/CCR7- Effektor-Gedéchtniszellen
(Tem). [70, 72-74]

CDA45RA ist dabei ein wichtiger Marker fiir Tn, die noch keinen Antigenkontakt hatten.
Hat ein Antigenkontakt stattgefunden, entwickeln sich die Tn zu Effektor- und
Gedichtniszellen weiter. Bereits differenzierte T-Zellen, die CD45RA re-exprimieren,
kennzeichnen Temra. [70, 72, 75, 76] CCR7 ermoglicht die Wanderung von Tn sowie
von antigenprdsentierenden Zellen (APC) in die Lymphknoten, welche dort iiber
Antigenkontakt aktiviert und zur Proliferation angeregt werden kénnen. Wihrenddessen
erfolgen die Differenzierung sowie der Erwerb von Effektor- und Gedichtnisphinotypen.

Dabei wird CCR7 wieder herunterreguliert. [70, 77-81]
1.2.4 Funktion naiver und Gedichtnis-T-Zellen

Im Rahmen des Reifungsprozesses und des Erwerbs von Effektorfunktionen verlieren T-
Zellen ihre Fahigkeit zur Proliferation und Selbsterneuerung. Tn haben dabei das grofite
Teilungs- und Selbsterhaltungspotenzial, gefolgt von Tcm, Tem und zuletzt Temra. Den
hochsten Differenzierungsgrad hingegen zeigen Temra, gefolgt von Tem, Tcm und zuletzt

Tx. [82-86]

Tn (CD45RA+/CCR7+) sind die T-Zellen, die noch nicht mit Antigenen in Kontakt
gekommen sind, ein ausgeprégtes Potenzial zur Proliferation und Selbsterneuerung haben
und in Effektor- und Gedichtniszellen differenzieren konnen. [70, 84, 85, 87] Tcm
(CD45RA-/CCR7+) sind langlebige Geddchtniszellen, die sich selbst erneuern und durch
Antigen-Stimulation kurzlebigere Tem generieren kdnnen. Sie sind demnach weniger
differenziert als Tem und stellen eine funktionelle Zwischenstufe von Tn und Tgm dar.
Tcm produzieren hauptsichlich IL-2 und kénnen hiervon mehr produzieren als Tewm. [70,
75, 82, 83, 88, 89] Zhang et al. beschrieben zudem, dass Tcm in funktionelle
regulatorische T-Zellen differenzieren konnen, die in der Lage sind, die Proliferation von
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Effektor-T-Zellen zu unterdriicken. [90] Tem (CD45RA-/CCR7-) haben eine kiirzere
Uberlebensdauer und ein geringeres proliferatives Potenzial als Tcwm. Sie verfiigen iiber
eine stirkere Abwehr- und Effektorfunktion als Tcm und verlieren ihre Fahigkeit, zu
proliferieren und IL-2 zu produzieren. [70, 72, 82, 83, 85] Temra (CD45RA+/CCR7-)
zeigen &dhnliche Eigenschaften wie Tegm und haben eine stark proinflammatorische
Wirkung, welche auch ohne Antigenstimulus in Kraft treten kann. [75, 91] In
vorausgegangenen Studien wurde bereits beschrieben, dass autoreaktive Effektor- und
Gedichtniszellen eine Rolle in der Entstehung autoimmuner Erkrankungen spielen. [86,

92-94]
1.3 Einfiihrung des Interleukin-2-Rezeptors

1.3.1 Aufbau und Vorkommen

Der Interleukin-2- (IL-2) Rezeptor (Abb. 1) besteht aus einer a-Kette ,,CD25“ (Cluster of
differentiation 25), einer B-Kette ,,CD122% (Cluster of differentiation 122) und aus einer
common cytocine receptor y-Kette ,,CD132% (Cluster of differentiation 132) zur Bindung
des Zytokins IL-2. Zellen kénnen dabei entweder einen dimeren Rezeptor, bestehend aus
B- und y-Kette exprimieren, der eine intermedidre Affinitdt zu IL-2 aufweist, oder einen
trimeren Rezeptor, bestehend aus a-, B- und y-Kette, welcher als hochaffin gegeniiber IL-

2 gilt. [95-101]

In vorausgegangenen Studien wurde beschrieben, dass der hochaffine IL-2-Rezeptor nur
auf Tregs konstitutiv exprimiert wird und somit eine Besonderheit dieser regulatorischen
T-Zellen ist. [55, 56, 96, 102] Die B- und common y-Ketten hingegen werden auch von
anderen Zell-Gruppen und innerhalb anderer Rezeptoren exprimiert. [96, 99, 100]
Weitere Studien zeigten, dass CD25 nicht nur als Marker regulatorischer T-Zellen,
sondern auch als Aktivierungsmarker konventioneller T-Zellen fungiert. [103, 104] Dies
bedeutet, dass CD25 einerseits charakteristisch fiir Tregs ist, jedoch andererseits auch von
konventionellen T-Zellen nach Aktivierung exprimiert werden kann. Eine Analyse der
IL-2-Struktur 14sst vermuten, dass die IL-2-Rezeptor-a-Kette so mit der common y-Kette
interagieren kann, dass eine Komplexbildung von Rezeptoren und dadurch eine erhdhte

Sensitivitit gegentiber IL-2 ermdglicht wird. [95]
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Abb. 1 - Struktur des IL-2-Rezeptors in hochaffiner (Trimer) und méiglig affiner (Dimer) Variante.

Der IL-2-Rezeptor besteht in seiner hochaffinen Variante aus einer a-, B- und common y-Kette und in seiner
miBig affinen Variante nur aus einer - und common y-Kette. Die Abbildung wurde mithilfe von
BioRender.com erstellt.

1.3.2 Funktion und Rolle im T1D

IL-2 ist wichtig fiir die Proliferation von T-Zellen [105] sowie fiir die Entwicklung von
Tregs im Thymus, ihre Erhaltung, Funktion und Stabilisierung. [51, 102, 106-108] Die
T-Zell-Sensitivitdt fiir IL-2 ist dabei abhédngig von der Expression des IL-2-Rezeptors.
[95, 99] Regulatorische T-Zellen sezernieren IL-2 jedoch nicht selbst und sind daher auf
die IL-2-Produktion anderer Zellen angewiesen. [107, 109, 110] IL-2 kann dann {iber die
Interaktion mit dem IL-2-Rezeptor zur Aktivierung von Tregs fiihren und periphere
Immuntoleranz sowie die Erhaltung von Selbsttoleranz gewéhrleisten. [54, 55, 110, 111]
Somit konnen IL-2 sowie der IL-2-Rezeptor iiber die Stimulation und Expansion von
Tregs eine Uberaktivierung des Immunsystems und folglich Autoimmunitiit verhindern.

[54, 56, 112, 113]

Eine hohe CD25-Expression auf Tregs ist dabei entscheidend fiir eine starke
Immunantwort auf IL-2 Stimulation und essentiell fiir die Erhaltung ihrer regulatorischen
Funktion sowie fiir die Suppression autoreaktiver T-Zellen, die die negative Selektion im

Thymus {iberlebt haben. [113, 114]

Im Rahmen vorheriger Studien konnte die zentrale Rolle von IL-2 und dem IL-2-
Rezeptor-a in der Entwicklung von Autoimmunitit gezeigt werden. [102, 112, 115, 116]
In Mausexperimenten fiithrte der Einsatz von Anti-IL-2-Antikdrpern liber eine Reduktion
von Tregs zu unkontrollierter T-Zell-Proliferation und Autoimmunitit. [102, 112, 116]
Zudem konnte in knock-out Méusen mit Defekten in IL-2 oder dem IL-2-Rezeptor ein

frithzeitiger Tod als Folge von autoimmunen Prozessen beschrieben werden. [115, 116]



Auch in Menschen konnen Defekte im IL-2-Rezeptor-a, sowie eine verminderte /
dysfunktionale Aktivitidt von Tregs zu Autoimmunitét fithren. [52, 117, 118] AuBerdem
wurde im Rahmen vorausgegangener Studien eine verminderte IL-2-Produktion, Treg-
Dysfunktion und ein reduziertes IL-2-Signaling in T1D-Patientlnnen gezeigt. Dies
unterstreicht die zentrale Rolle von IL-2-Rezeptordefekten sowie Defekten im

entsprechenden Signalweg fiir die Pathogenese des T1D. [58-61]

Da IL-2 besonders in niedriger Konzentration zu Proliferation von T-Zellen — vor allem
von Tregs — fiihrt, [119] wird in aktuellen Studien der Einsatz von niedrig dosiertem IL-
2 als potenzielle Therapie von Autoimmunerkrankungen untersucht. Dabei konnte neben
dem Anstieg von Tregs [120, 121] bei T1D-Patienntlnnen auch eine Verénderung des
Verhiltnisses von Tregs zu Teffs zu Gunsten der Tregs beobachtet werden. [122] In
weiteren Studien zu niedrigdosiertem IL-2 in der Therapie autoimmuner Erkrankungen
wurden zudem eine Verbesserung der Symptomatik sowie eine Verlangsamung der

Krankheitsprogression beschrieben. [123, 124]
1.4 Einfiihrung des Interleukin-7-Rezeptors

1.4.1 Aufbau und Vorkommen

Der Interleukin-7- (IL-7) Rezeptor (Abb. 2) ist ein Heterodimer, bestehend aus zwei
Polypeptiden: der IL-7-Rezeptor a-Kette ,,CD127* (Cluster of differentiation 127) und
der common y-Kette ,,CD132* (Cluster of differentiation 132), welche zudem einen Teil
des IL-2-, IL-4-, IL-9-, IL-15- und IL-21-Rezeptors darstellt. [125-130] Er wird auf
naiven T-Zellen, einem Teil der Gedichtnis-T-Zellen sowie auf Pra-B-Zellen, Monozyten
und lymphatischen Vorlduferzellen im Knochenmark exprimiert und ist wesentlich fiir

ihre Erhaltung und Funktion. [131-133]

IL-7-Rezeptor
Abb. 2 - Struktur des IL-7-Rezeptors.

Der IL-7-Rezeptor ist ein Heterodimer, bestehend aus a-, und common y- (cy) Kette. Die Abbildung wurde
mithilfe von BioRender.com erstellt.



1.4.2 Funktion und Rolle im T1D

IL-7 spielt eine wesentliche Rolle im Wachstum von Prd-B- und Prd-T-Zellen. Die
Sensitivitét fiir [L-7 ist dabei von der Expression des IL-7-Rezeptors abhingig. [131, 133,
134]

Der IL-7-Rezeptor-a sowie der bei Aktivierung folgende Signalweg sind wichtig fiir die
T-Zell-Erhaltung, -Proliferation, -Differenzierung und die Ausbildung von Effektor- und
Gedichtnis-T-Zellen. [131, 132, 134, 135] In T-Zellen ist die IL-7-Rezeptor-a-Kette stark
reguliert, um eine Dysfunktion des Immunsystems zu verhindern. [136, 137] IL-7 sowie
der IL-7-Rezeptor sind auflerdem relevant fiir die Entstehung autoimmuner und
lymphoproliferativer Erkrankungen. [137-140] Dabei hat IL-7 als Wachstumsfaktor eine
besondere Relevanz in der Entwicklung autoreaktiver Effektor-T-Zellen und Férderung
von Effektor-Aktivitdt. [141-143] Pellegrini et al. zeigten zudem, dass IL-7 einen
inhibitorischen Effekt auf Tregs hat, sodass das Gleichgewicht von regulatorischen und
Effektor-T-Zellen, im Hinblick auf die Forderung von Autoimmunitit, beeinflusst wird.
[51, 142] Seyfarth et al. beschrieben zudem eine hohere IL-7-Sensitivitdt auf CD4+
(Cluster of differentiation 4) T-Zellen von TID-Patientlnnen im Vergleich zu
Kontrollgruppen. Zudem wurde eine hohere Expression der IL-7-Rezeptor-o-Kette auf
CD4+ T-Zellen von Kindern mit T1D im Vergleich zu gesunden Kindern beschrieben.
[144, 145] Des Weiteren bewirkte eine Blockade der IL-7-Rezeptor-a-Kette in NOD-
Tiermodellen eine Pravention und Revision von Diabetes-Neumanifestationen. [146]
Derzeit wird zudem der Einsatz von Anti-IL-7-Rezeptor-Antikdrpern zur Therapie

autoimmuner Erkrankungen erprobt. [147, 148]

1.5 Bedeutung der IL-2- und IL-7-Rezeptor-Expression in
der T1D-Pathogenese

Ein wesentliche Rolle in der T1D-Pathogenese spielt das Missverhéltnis von Effektor-
und regulatorischen T-Zellen, [49-51] die durch ihre spezifische IL-2-Rezeptor- und IL-
7-Rezeptor-Expression charakterisiert werden. [56, 131] IL-2 fordert dabei die Treg-
Entwicklung und Funktion, wihrend IL-7 wesentlich fiir die Entwicklung autoreaktiver
Effektor-T-Zellen ist. [102, 107, 142, 143] IL-2-Rezeptor-a (CD25) und IL-7-Rezeptor-
a (CD127) doppeltpositive T-Zellen exprimieren also Rezeptoren, die entgegengesetzte
Prozesse fordern und deren Relevanz fiir die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen

bekannt ist. [102, 112, 115, 137, 138] Die IL-2-Rezeptor-a- und die IL-7-Rezeptor-a-
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Kette sind daher wihrend der T-Zell-Aktivierung und Reifung stark reguliert. [134, 136]
In vorausgegangenen Studien wurde vermutet, dass doppeltpositive T-Zellen zur
Kontrolle und Reduktion von Inflammation beitragen und in TI1D-Patientlnnen
proinflammatorische Immunantworten in antiinflammatorische Immunantworten
umwandeln konnen. [149, 150] Narsale et al. beschrieben, dass eine erhohte Frequenz
doppeltpositiver CD4+ T-Zellen bei Kindern mit TID mit einer verzogerten
Krankheitsprogression assoziiert ist. Ein hoherer Anteil dieser bei Manifestation
korrelierte mit einem langsameren Verlust der B-Zellfunktion und einer lidngeren
partiellen Remissionsphase. [150, 151] Diese Beobachtungen deuten auf eine potenziell
protektive, antiinflammatorische Funktion der doppeltpositiven T-Zellen hin. Ob diese
jedoch auch bei Langzeit-T1D-Patientlnnen eine Rolle spielen und ob sie mit einem
unterschiedlichen klinischen Verlauf assoziiert sind, ist bislang nicht geklirt. Diese
Beobachtungen unterstreichen die Relevanz der doppeltpositiven T-Zellen als Ziel

weiterer immunologischer Forschung.
1.6 Ziele der Arbeit

Typ-1-Diabetes ist durch die steigende Inzidenz eine Erkrankung mit weltweit
zunehmender Relevanz. Dass die Expression des IL-2- und IL-7-Rezeptors eine Rolle in
der Entstehung autoimmuner Erkrankungen spielt, ist bereits bekannt. Zudem konnte der
Anteil doppeltpositiver CD4+ T-Zellen zum Manifestationszeitpunkt mit dem Erhalt der
B-Zell-Funktion sowie einer ldngeren partiellen Remissionsphase in T1D-Patientlnnen in
Zusammenhang gebracht werden. Ob die doppeltpositiven CD4+ T-Zellen auch eine
Rolle bei Langzeit-T 1 D-PatientInnen spielen und mit einem unterschiedlichen klinischen
Verlauf des Diabetes assoziiert sind, ist bislang unbekannt. Vor diesem Hintergrund war
es Ziel dieser Arbeit, die IL-2-Rezeptor- und IL-7-Rezeptor-Expression auf CD4+ T-
Zellen von T1D-PatientInnen und gesunden Kontrollen zu charakterisieren. Des Weiteren
sollten die Ergebnisse der Immunphénotypisierung mit klinischen Parametern der
ProbandInnen assoziiert werden. Dies sollte anhand von zwei voneinander unabhingigen
Studienkollektiven im Rahmen der STOP-T1D-Studie erfolgen, welche als Querschnitts-
Kohortenstudie parallel in Kumasi, Ghana und Diisseldorf durchgefiihrt wird und sich
mit der Identifikation von immunologischen, genetischen und umweltassoziierten
Faktoren sowie deren Einfluss auf die T1D-Pathogenese beschéftigt. AbschlieBend sollte
ein Vergleich der Ergebnisse beider Kohorten im Hinblick auf Gemeinsamkeiten und

Unterschiede erfolgen.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgeriite und Ausstattung

Tabelle 1 - Laborgeriite/Ausstattung

Laborgerit/Ausstattung

Hersteller

Durchflusszytometer LSRFortessa™

ErgoOne® Mehrkanalpipetten (0,5-10ul;
30-300pl)

ErgoOne® Pipetten (0,1-2,5ul; 0,5-10ul;
2-20u1;20-200u1;100-1000pul1)
Finnpipette F1 Mehrkanalpipette (5-50pul)

Fliissigstickstofftank Biosafe MD
(Weithals)

Kiihlschrank 4°C (Comfort No Frost /
Premium)

Mikroskop CK40
Mr. Frosty Kryo-FEinfriercontainer

Neubauer-Zahlkammer (0,1 x
0,0025mm?)
Pipettierhilfe PIPETBOY acu 2

Research® Pipetten (0,1-2,5ul; 0,5-10ul;
10-100ul; 20-200u1;100-1000u1)
Sicherheitswerkbank Thermo Heraeus
Hera Safe HS18

Ultratiefkiihlschrank -86°C (TSX50086V)

Zentrifuge Eppendorf 5805R

Zentrifuge Rotina 420R
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BD, Heidelberg

Starlab, Hamburg

Starlab, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Manitowoc Ice, Wisconsin

Liebherr, Bulle

OLYMPUS, Hamburg
Nalgene, Langenselbold

Paul Marienfeld GmbH, Lauda-
Konigshofen

Integra Biosciences, Fernwald

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Eppendorf, Hamburg

Hettich, Miilheim an der Ruhr



2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2 - Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Eppendorf Mikrozentrifugen-Réhrchen
(0,5ml, 1ml, 2ml)
FACS-Rohrchen (Sml Polystyren)

FALCON™.R&hrchen (15ml, 50ml)
Handschuhe, Nitril Micro-Touch®
Kryordhrchen (1,8ml)

Pipettenspitzen, steril (10ul, 20ul, 200ul,
1000pul)

Reservoirs steril/unsteril

Rotilabo Serologische Pipetten /
Stripetten, steril (Sml, 10ml, 25ml)
Serologische Pipetten Corning® Costar®
Stripetten®

Vacutainer® Lithium-Heparin-Réhrchen
(6ml)

Vacutainer® Safety-Lok™

(0,8mm, 0,6mm)

Zellkulturplatten, Rundboden (96-Well)
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Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niimbrecht

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Ansell, Miinchen

Thermo Fischer Scientific, Waltham

Starlab, Hamburg

Starlab, Hamburg

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Corning Inc., New York

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Greiner Bio-One, Frickenhausen



2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3 - Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Ampuwa® Aqua dest. Spiillosung
Bacillol® AF Flichendesinfektion
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)
FACS Flow™ Clean Solution

FACS Flow™ Rinse Solution

Fetales Kélberserum (FKS)
Histopaque®-1077 Hybri Max (Ficoll)
Kodan® Tinktur forte

Trypanblau 0,4% Gibco™

Viabilitiatsfarbstoff eFluor® 780

2.1.4 Medien

Tabelle 4 - Medien

Fresenius Kabi, Bad Homburg
BODE Chemie GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham

BD Biosciences, San José

BD Biosciences, San José

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt
Thermo Fisher Scientific, Waltham

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Medium Bestandteile Konzentration Hersteller
Gefrierlosung DMSO 10% Sigma-Aldrich, Taufkirchen
FKS 90% Thermo Fisher Scientific,
Waltham
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 5 - Antikorper fiir ex-vivo Fiarbung

Antikorper Markierung Klon Hersteller
Anti-CD3 AF700 SK7 BioLegend, Fell
Anti-CD4 BV510 OKT4 BioLegend, Fell
Anti-CD5 BV605 L17F2 BioLegend, Fell
Anti-CD8a FITC HIT8a BioLegend, Fell
Anti-CD25 BV421 BC96 BioLegend, Fell
Anti-CD27 PerCP-Cy5.5 M-T271 BioLegend, Fell
Anti-CD45RA APC HI100 BioLegend, Fell
Anti-CD95 BV650 DX2 BioLegend, Fell
Anti-CD127 PE-Cy7 A019D5 BioLegend, Fell
Anti-CD197 PE G043H7 BioLegend, Fell
2.1.6 Software
Tabelle 6 - Software
Software Hersteller
CGM MEDICO KIS CompuGroup Medical Deutschland AG,
Koblenz
EndNote v20 Adept Scientific, Frankfurt
FACSDiva™ v6.0 BD, Heidelberg

FlowJo™ v10.8.1
Graphpad Prism v8.0

Microsoft Excel/PowerPoint/Word
2013

BD Biosciences, San José
GraphPad Software Inc., San Diego

Microsoft Corporation, Redmond
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2.1.7 Spenderzellen

Die Experimente wurden mit peripheren mononukleéren Zellen (PBMC) durchgefiihrt,
die aus Vollblut von Typ-1-Diabetes- (T1D) Patientlnnen und gesunden SpenderInnen
gewonnen wurden. Dieses lag als heparinisiertes Vollblut von Patientlnnen aus der
Kinderklinik des Universitiatsklinikums Diisseldorf, dem Deutschen Diabeteszentrum
(DDZ) in Diisseldorf sowie von MitarbeiterInnen der Kinderklinik vor. Auch im Labor
unserer Kooperationspartnerlnnen im Kumasi Centre for Collaborative Research
(KCCR) wurde heparinisiertes Vollblut von Diabetespatientinnen und gesunden
SpenderInnen aus dem Komfo Anokye Teaching Hospital (KATH) in Kumasi, Ghana
verwendet. Die Blutspende erfolgte ausschlieBlich nach ausfiihrlicher schriftlicher
Aufkldrung. Die erhaltenen Proben wurden innerhalb von zwei Stunden nach Ankunft im

Labor weiterverarbeitet.
2.2 Methoden

2.2.1 ProbandInnenrekrutierung

Die Rekrutierung der Studienteilnehmerlnnen erfolgte im Rahmen der STOP-T1D-
Studie, einer Querschnitts-Kohortenstudie unserer Arbeitsgruppen, an der Kinderklinik
des Universitdtsklinikums Diisseldorf, woran ich beteiligt war, dem DDZ in Diisseldorf,
vor allem durch Herrn Maximilian Huttasch sowie dem KATH in Kumasi, durch
Mitarbeiterlnnen des Teams vor Ort. Dabei wurden T1D-PatientInnen im Kindes- und
Erwachsenenalter sowie gesunde Probandlnnen im gleichen Alter rekrutiert. Die
Kriterien fiir die Auswahl gesunder ProbandInnen waren das Fehlen von Autoimmun-,
Tumor- und akuten oder chronischen Infektionserkrankungen. Nach ausfiihrlicher
schriftlicher Aufkldarung der ProbandInnen sowie der Erziehungsberechtigten wurde die
Einwilligung zur Teilnahme in Form einer Unterschrift bestdtigt. Dabei war in einem
Alter von unter 14 Jahren die Unterschrift der Erziehungsberechtigten ausreichend,
wohingegen bei Kindern iiber 14 Jahren eine Unterschrift der Erziehungsberechtigten
sowie der ProbandInnen eingeholt wurde. Erst nach schriftlicher Einwilligung erfolgte
die sterile Blutentnahme. Fiir diese Arbeit wurden je ProbandIn circa zehn Milliliter
heparinisiertes Vollblut entnommen, welches anschlieend zur Weiterverarbeitung in das

zustdndige Labor gebracht wurde.
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2.2.2 PBMC-Isolation

Die im Folgenden beschriebenen Experimente erfolgten nach bereits etablierten
Protokollen und wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Um zunichst periphere
mononukledre Zellen (PMBC) aus heparinisiertem Vollblut zu isolieren, wurde eine
Dichtezentrifugation angewendet. Dabei wurde das Blutvolumen (ca. 10ml) mit der
gleichen Menge Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (D-PBS) verdiinnt. Anschlieend
wurden 15ml Ficoll (Histopaque®-1007) vorsichtig in ein 50ml-FALCON™-Rghrchen
gegeben, auf das das verdiinnte Blut langsam aufgetragen wurde, um eine Vermischung
der Schichten zu vermeiden. AnschlieBend erfolgte die erste Zentrifugation fiir 30
Minuten bei 1500 rotations per minute (rpm), Raumtemperatur (RT) sowie bei minimaler
Akzeleration und Dezeleration, sodass die PBMCs zwischen Plasma und Ficoll als klar
abgrenzbarer Ring sichtbar wurden. Diese Schicht wurde dann vorsichtig mit einer
Stripette entnommen, zu 10ml kaltem D-PBS (4°C) pipettiert und fiir die weiteren
Schritte auf Eis gehalten. Die PBMC-PBS-Fliissigkeit wurde dann unter Zugabe von
kaltem PBS auf eine Gesamtmenge von 50ml aufgefiillt und erneut zentrifugiert. Die
Zentrifugation erfolgte dabei fiir 20 Minuten bei 1200 rpm, einer Temperatur von 4°C
sowie bei maximaler Akzeleration und Dezeleration. Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand dekantiert und die PBMCs in 1ml D-PBS resuspendiert. AnschlieBend wurden
die gelosten PCMCs mit kaltem PBS auf ein Gesamtvolumen von 10ml gebracht und fiir
12 Minuten bei 1200 rpm, 4°C und maximaler Akzeleration und Dezeleration
zentrifugiert. Zuletzt wurde der Uberstand dekantiert und das entstandene Pellet in 2-3ml
D-PBS, abhingig von der Menge des Blutes beziehungsweise der Grofle des Pellets,

resuspendiert.
2.2.3 Zellzahlbestimmung

Fiir die Zellzahlbestimmung wurden die PBMCs mit einer Trypanblau-Losung (1:10
Trypanblau in D-PBS) im Verhiltnis von 1:40 gemischt und auf eine Neubauer-
Zihlkammer aufgetragen. Vitale Zellen mit intakter Zellwand blieben dadurch farblos,
wiahrend avitale Zellen den Farbstoff aufnahmen und blau gefdrbt erschienen. Nach
mehrfachem Resuspendieren der PBMCs in der Trypanblau-Losung wurden 10ul auf die
vorbereitete Neubauer-Zahlkammer aufgetragen. Die Anzahl der vitalen Zellen wurde
unter dem Lichtmikroskop in allen vier Quadranten der Neubauer-Zahlkammer gezéhlt
und anschlieend auf das Volumen hochgerechnet, um die Zellkonzentration in Zellen

pro Milliliter zu berechnen.
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2.2.4 Kryokonservierung

Nicht unmittelbar benétigte Zellen wurden fiir spatere Analysen in fliissigem Stickstoff
kryokonserviert. Dazu wurden die Zellen nach der Zellzahlbestimmung 5 Minuten bei
1500 rpm, 4°C sowie maximaler Akzeleration und Dezeleration zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und das Pellet in einer vorbereiteten Kryoldsung resuspendiert.
Diese wurde zuvor aus 90% Fetalem Kilberserum (FKS) und 10% Dimethylsulfoxid
(DMSO) vorbereitet. DMSO hat dabei die Funktion, eine Kristallbildung in den Zellen
und um die Zellen herum zu verhindern. Somit kann ein vermehrtes Absterben der Zellen
wiéhrend des Gefrierens verhindert werden. Je Kryo-Rohrchen wurden 1ml Losung
hergestellt und 5-7 x 10° Zellen eingefroren. Die Réhrchen wurden dann umgehend in
einen Kryo-Einfrierkontainer transferiert und in einem -80°C kalten Gefrierschank
aufbewahrt. Nach 24-72 Stunden wurden sie schlieBlich in einen -150°C kalten
Stickstoffbehilter transferiert.

2.2.5 Antikorperfarbung

Die Farbung der Spenderzellen mit spezifischen fluoreszenz-markierten Antikorpern
(AK) dient der Darstellung von Oberflichenmarkern und somit der
Immunphénotypisierung. Fiir die Antikorperfairbung wurde ein Mastermix aus
fluoreszenzmarkierten Antikoérpern in PBS vorbereitet. Je Probe wurden 2x Sul (5ul pro
Duplikat) benétigt, sodass die Menge der vorbereiteten Mastermix-Losung der
Probenanzahl entsprach. Die Zusammensetzung der Sul Mastermix ist der nachfolgenden

Tabelle zu entnehmen. (Tabelle 7)

Tabelle 7 - Mastermix fiir die Firbung der PBMCs

Oberflichenmarker Markierung Menge / Well
CD3 AF700 0,2ul
CDh4 BV510 0,5ul
CD5 BV605 0,2ul
CD8a FITC 0,2ul
CD25 BV421 0,2ul
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Oberflichenmarker Markierung Menge / Well
CD27 PerCP-Cy5.5 0,2pl
CD45RA APC 0,05ul

CD57 PE-Dazzle 594 0,005pl
CD95 BV650 0,1pl

CD127 PE-Cy7 0,2ul

CD197 (CCR7) PE 0,1pl

PBS 3,045ul

Von den zuvor isolierten PBMCs wurden je Studienteilnehmerln zwei Duplikate mit
2x10° Zellen angefirbt. Dabei wurden die Zellen zunichst in zwei Wells einer 96-Well
Rundbodenplatte gesit. Diese wurde anschlieend fiir 5 Minuten bei 1500 rpm, 4°C sowie
bei maximaler Akzeleration und Dezeleration zentrifugiert. Parallel erfolgte die
Vorbereitung des Viabilititsfarbstoffes. Dazu wurde der Via-Farbstoff eFluor 780 (1:100)
genutzt und durch Zugabe von kaltem D-PBS eine Verdiinnung von 1:1000 hergestellt.
Mit der Vitabilitdtsfairbung wurden avitale Zellen gekennzeichnet, sodass sie bei der
anschlieBenden durchflusszytometrischen Analyse von vitalen Zellen unterschieden und
nicht in die Auswertung einbezogen wurden. Der Uberstand in der zentrifugierten Platte
wurde im folgenden Schritt mittels Mehrkanalpipette entfernt. Bei RT wurden dann Spl
Via-PBS-Losung pro Well pipettiert und unter Schaumbildung mittels Mehrkanalpipette
mit den vorhandenen Zellen resuspendiert, um eine gleichméfige Farbung zu erhalten.
AnschlieBend wurde die Platte fiir 15 Minuten im Dunkeln bei RT inkubiert. Nach der
Inkubation folgte die erste Waschung, bei der mit einer Mehrkanalpipette 180ul D-PBS
pro Well hinzugegeben wurden und eine Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 1500 rpm, 4°C
sowie bei maximaler Akzeleration und Dezeleration durchgefiihrt wurde. Die weiteren
Schritte erfolgten auf Eis. Der Uberstand wurde erneut entfernt, Sul des vorbereiteten
Mastermix pro Well hinzugegeben und unter Schaumbildung gut mit den vorhandenen
Zellen resuspendiert. Anschliefend wurde die Platte fiir 30 Minuten im Dunkeln bei 4°C
inkubiert. Fiir die folgende Waschung wurden nochmals 180ul D-PBS pro Well

hinzugeben und die Platte fiir 5 Minuten bei 1500 rpm, 4°C sowie bei maximaler
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Akzeleration und Dezeleration zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend
nochmals entfernt, 180ul D-PBS pro Well hinzugegeben und die Platte fiir 5 Minuten bei
1500 rpm, 4°C sowie bei maximaler Akzeleration und Dezeleration zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand ein letztes Mal abgenommen und pro Well 100ul D-PBS
hinzugegeben. Die gefarbten und in D-PBS gelosten Zellen wurden schlielich in FACS-

Rohrchen transferiert und mithilfe von Durchflusszytometrie analysiert.
2.2.6 Durchflusszytometrische Immunphéinotypisierung

Die Durchflusszytometrie ist eine etablierte Methode, die zur Analyse von
Zellsuspensionen eingesetzt wird. Dabei saugt das Durchflusszytometer die Zellen an und
steuert ihren Fluss so, dass sie nacheinander durch das Durchflusszytometer flieBen und
einzeln mit Lasern bestrahlt werden konnen. Die entstehenden Lichtsignale werden
mithilfe von Detektoren, Messsystem und Amplifikationssystem innerhalb kurzer Zeit in
Informationen umgewandelt, die dann an einen Computer zur Analyse und
Charakterisierung der Zellen weitergegeben werden. Dabei kann iiber das sogenannte
Vorwirtsstreulicht ,.forward scatter“ (FSC), welches abhingig von dem Volumen der
Zelle durch eine flache Brechung des Lichtes entsteht, die Grofe der Zelle bestimmt
werden. Zudem wird die rechtwinklige Streuung des Lichts gemessen, die abhéngig von
der Granularitdt der Zellen und der GroBe des Zellkerns ist. Durch dieses sogenannte
Seitwiértsstreulicht ,,sideward scatter* (SSC) wird somit die Beschaffenheit der Zelle
bestimmt. Ist eine vorherige Inkubation der Zellen mit spezifischen fluoreszenz-
markierten Antikorpern erfolgt, kann zudem eine Analyse der Oberflaichenmarker
stattfinden. Dabei regen die vorhandenen Laser Fluoreszenz-markierte Bestandteile an.
Die emittierten Wellenlédngen der Lichtsignale werden mittels Detektoren erfasst und an
den Computer weitergeleitet. Dabei kann zeitgleich die Expression verschiedener
Molekiile auf der Zelloberfliche gemessen werden. Zur Immunphénotypisierung der
Zellen wurden die oben gelisteten, fluoreszenz-markierten Antikorper eingesetzt. Fiir die
Durchflusszytometrie wurde der LSR Fortessa™ unter Verwendung der Software
FACSDiva v6.0 genutzt. Die beschriebenen Experimente wurden fiir die deutsche
Kohorte grofBtenteils von mir durchgefiihrt. Ergdnzende Daten stammen von weiteren
Gruppenmitgliedern der Arbeitsgruppe Jacobsen. Fiir die ghanaische Kohorte wurden die
Experimente durch das Team des KCCR in Kumasi durchgefiihrt. Die Datenverarbeitung

erfolgte anschlieBend durch mich.
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2.2.7 Auswertung der Oberflichenmarker

Fiir die Auswertung der Oberflichenmarker, die mittels der Software FlowJo™ v10.8.1
erfolgte, wurden einzelne Zellpopulationen durch ein einheitliches Gating (Abgrenzung
einzelner Gruppen) bestimmt. (Abb. 3-4) Dabei wurden die Zellen zunéchst in ihrer Hohe
(FSC-H) gegen ihre Fliache (FSC-A) dargestellt, um Einzelzellen (Singlets) zu markieren
und von aneinanderhaftenden Zellen zu unterscheiden. Danach wurden die Singlets im
Forward Scatter (FSC) gegen den Sideward Scatter (SSC) sortiert, um auf Lymphozyten
zu gaten und Monozyten auszugrenzen. Anders als in der deutschen Kohorte, sind in der
ghanaischen Kohorte Lymphozyten in dieser Darstellung optisch deutlich schwieriger
von Monozyten abzugrenzen, weshalb fiir die ghanaische Kohorte bewusst ein kleineres
Lymphozyten-Gate verwendet wurde. (Abb. 4) Auch zu kleine bzw. avitale Zellen
wurden linksseitig des Gates ausgegrenzt. Die Viabilitatspriifung der Zellen erfolgte
mithilfe des nédchsten Gates. Dabei wurden die Lymphozyten im FSC gegen Via-e780
dargestellt. So wurden nur die Via-negativen, lebenden Zellen fiir die weitere Analyse
herausgefiltert. AnschlieBend wurden die lebenden Zellen weiter gegatet, wobei sie
anhand der Expression von CD8 gegen CD4 sortiert wurden. Doppeltpositive, wie auch
doppeltnegative und einfachpositive Zellen fiir CD8 wurden dabei ausgeschlossen. Die
so ausgewdhlten vitalen CD4+/CD8- T-Zellen stellten die Grundlage fiir alle folgenden
Analysen dar. Diese wurden zunéchst auf die Expression der Oberflichenmarker CD127
gegen CD25 untersucht, auf welchen das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag. Dabei wurde
zudem die mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) fiir die Marker CD25 und CD127
berechnet. Aulerdem wurden die CD4+ T-Zellen auf CD45RA gegen CCR7 (CD197)
gegatet, um naive und Gedichtnis-T-Zellen zu charakterisieren. Dabei konnten vier
verschiedene Populationen voneinander abgegrenzt werden: Naive T-Zellen
(CD45RA+/CCR7+), Effektor-Gedichtniszellen, die CD45RA  re-exprimieren
(CD45RA+/CCR7-), Zentrale Gedéchtniszellen (CD45RA-/CCR7+) sowie Effektor-
Gedichtniszellen (CD45RA-/CCR7-). Diese vier T-Zell-Subsets wurden in einem letzten
Schritt auf die Marker CD127 und CD25 gegatet, um die Expression derer auf den naiven
und Gedéchtnis-Zellen darzustellen. Das Gating sowie die Auswertung der Daten beider
Kohorten erfolgten durch mich, unter Supervision von Frau PD Dr. Julia Seyfarth und

Herrn Prof. Dr. Jacobsen.
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2.2.8 Erfassung klinischer Parameter

Die klinischen Parameter der Studienteilnehmerlnnen, die fir die anschliefenden
Gruppeneinteilungen und Korrelationsanalysen relevant waren, wurden pseudonymisiert
erfasst. Dazu zéhlten die Parameter Geschlecht, Alter bei Rekrutierung, BMI sowie bei
T1D-Patientlnnen zusétzlich Manifestationsalter, Erkrankungsdauer und HbAlc. Diese
dem klinischen

Disseldorf

Daten wurden fiir die deutschen Studienteilnehmerlnnen

Dokumentationssystem CGM MEDICO des Universititsklinikums
entnommen, wie auch aus dem DDZ iibermittelt. Die Daten der ghanaischen
ProbandInnen wurden in Anamnesebdgen dokumentiert und anschlieBend digitalisiert.
Meine Aufgabe bestand dabei in der Erstellung einer einheitlichen Datei zur
Dokumentation sowie in der Erfassung und Dokumentation pseudonymisierter klinischer

Daten der deutschen Kohorte. Die pseudonymisierten klinischen Daten der ghanaischen

Kohorte wurden mir von Mitgliedern des KCCR zur Verfiigung gestellt.
2.2.9. Einteilung der StudienteilnehmerInnen

Die Studienteilnehmerlnnen wurden in zwei Gruppen unterteilt. Zum einen T1D-
PatientInnen mit einer Erkrankungsdauer von mindestens einem Jahr und zum anderen
gesunde Studienteilnehmerlnnen ohne Autoimmun-, Tumor- und akute oder chronische
Infektionserkrankungen. Anhand der Parameter Alter bei Rekrutierung, BMI und
Geschlecht wurden beide Gruppen von Mitgliedern unserer Arbeitsgruppe gematcht, um
so vergleichbare Paare fiir die folgenden Analysen auszuwihlen. Fiir die ghanaische
Kohorte konnten somit 84 T1D-Patientlnnen und 84 gematchte, gesunde Kontrollen
ausgewdhlt werden. Fiir die deutsche Kohorte wurden 56 T1D-Patientlnnen und 56
gesunde Kontrollen ausgewdhlt. (Tabelle 8) Die Immunphéinotypisierungs- sowie die

klinischen Daten beider Kohorten wurden dann fiir die finalen Analysen verwendet.

Tabelle 8 - Charakteristika der Studienkohorten

Eigenschaften Ghanaische Kohorte Deutsche Kohorte
T1D- Gesunde T1D- Gesunde
Patientlnnen Kontrollen Patientlnnen | Kontrollen
Anzahl (n) 84 84 56 56
Geschlecht (w/m) 48/36 48/36 24/32 24/32
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Eigenschaften Ghanaische Kohorte Deutsche Kohorte
T1D- Gesunde T1D- Gesunde

PatientInnen Kontrollen Patientlnnen | Kontrollen
BMI (kg/m?) 22,4 23,1 20,3 19,7
HbA1c (%) 10,4 - 7,7 -
Alter (Jahre) 7-63 6-62 4-65 5-62
Mittelwert 25,80 25,75 19,41 18,80
Median 20,5 21,0 14,65 13,0
Erkrankungsdauer 7,2 - 5,0 -
(Jahre)

In der Tabelle werden die Charakteristika der Studienkohorten angegeben, wobei die Parameter Anzahl
(n), Geschlechterverteilung (m = méinnlich; w = weiblich), BMI (kg/m?), HbAlc (%) sowie Alter (Jahre)

und Erkrankungsdauer (Jahre) beriicksichtigt werden.
2.2.10 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism (Version
8.0). Fiir die Auswertung nicht-parametrischer, unabhédngiger Proben wurden der Mann-
Whitney-U-Test, der Kruskal-Wallis-Test sowie der Dunn’s-Test angewendet.
Korrelations-Analysen von nicht-parametrischen Daten erfolgten mittels Spearman-
Korrelation. Die statistische Analyse erfolgte durch mich, unter Supervision von Frau PD

Dr. Julia Seyfarth.

2.2.11 Aktenzeichen der Ethikvota

Die ProbandInnenrekrutierung sowie entsprechende Experimente, die dieser Arbeit
zugrunde liegen, wurden durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultét
Diisseldorf (Studiennummer: 2019-423-KFogU) sowie durch das Komfo Anokye
Teaching Hospital Institutional Review Board (KATH IRBC CRO1 081 22) genehmigt.
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3 Ergebnisse

3.1 IL-2- und IL-7-Rezeptor-a-Expression auf CD4+ T-Zellen

Die Relevanz der IL-2- und IL-7-Rezeptorexpression in der T1D-Pathogenese ist
bekannt, wobei IL-2 die Treg Entwicklung und Funktion fordert, wahrend IL-7 eine
wesentliche Rolle in der Entwicklung autoreaktiver Effektor-T-Zellen spielt. (1.5) Zudem
deuten vorausgegangene Studien auf einen protektiven, antiinflammatorischen Effekt
doppeltpositiver T-Zellen (CD25+/CD127+) in der T1D-Pathogenese hin. (1.5) Ob sie
jedoch auch bei Langzeit-T1D-PatientInnen eine Rolle spielen und ob sie einen Einfluss
auf den klinischen Verlauf haben, ist derzeit noch unbekannt. Daher wurde in einem
ersten Analyseschritt die Expression beider Rezeptoren auf CD4+ T-Zellen zwischen
Langzeit-T1D-Patientlnnen und gesunden Kontrollen verglichen. Um potenzielle
Unterschiede in der IL-2-Rezeptor-a- (CD25) und IL-7-Rezeptor-a- (CD127) Expression
zwischen TI1D-Patientlnnen und Kontrollen zu betrachten, wurden die
durchflusszytometrisch gemessenen PBMCs auf CD4+ T-Zellen gegatet (2.2.7) und
zunichst die Mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) fiir die Marker CD25 und CD127
kalkuliert. In der Analyse der ghanaischen Kohorte konnte dabei gezeigt werden, dass
sowohl der Marker CD25 (p=0,0301) als auch der Marker CD127 (p=0,0003) stirker in
der T1D-Gruppe ausgeprigt waren als in der Kontrollgruppe. (Abb. 5 A) In der Analyse
der deutschen Kohorte zeigte sich lediglich eine stirkere MFI von CD127 bei T1D-
PatientInnen im Vergleich zur Kontrollgruppe, was statistisch jedoch nur eine Tendenz

(p=0,0858) aufwies. Fiir den Marker CD25 war kein Unterschied ersichtlich. (Abb. 5 B)
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Abb. 5 - Mittlere Fluoreszenzintensitit fiir CD25 und CD127 auf CD4+ T-Zellen

Gezeigt wird die Mittlere Fluoreszenzintensitdt ,MFI* fiir die Marker CD25 und CD127 auf CD4+ T-
Zellen. Diese wurde im Rahmen der Auswertung von Oberflichenmarkern der durchflusszytometrisch
untersuchten Zellen berechnet. Die Daten der ghanaischen Kohorte (rot) werden in den oberen beiden
Graphen (A), die Daten der deutschen Kohorte (blau) in den unteren beiden Graphen (B) dargestellt. Das
linke Violinendiagramm représentiert jeweils die Kontrollgruppe ,,Kontrollen“ (Vierecke, Ghana:
n=84/Deutschland: n=56), das rechte Violinendiagramm die PatientInnengruppe ,,T1D* (Dreiecke, Ghana:
n=84/Deutschland: n=56). Die schwarzen Querbalken kennzeichnen den Median. Zur Berechnung der
statistischen Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Exakte p-Werte sind als
Dezimalzahlen angegeben.
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In einer folgenden Darstellung wurde die CD25 und CD127 Expression (%) auf T-Zellen
von Patientlnnen und gesunden ProbandInnen verglichen. (Abb. 6) Dabei wurden die
CD4+ T-Zellen mithilfe einer einheitlichen Gating-Strategie (2.2.7) anhand ihrer
Oberfldchenexpression in Doppeltpositive (CD25+/CD127+), je CD25 Einfachpositive
(CD25+/CD127-) und CD127 Einfachpositive (CD25-/CD127+) sowie Doppeltnegative
(CD25-/CD127-) unterteilt. In der Analyse der ghanaischen Kohorte (Abb. 6 A) konnte
so ein grofBerer Anteil Doppeltpositiver (p=0,0417) in der T1D-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe gezeigt werden. Zudem war in der T1D-Gruppe ein geringerer Anteil
Doppeltnegativer erkennbar, als in der Kontrollgruppe (p=0,0014). In der Analyse der
CD25/CD127 einfachpositiven T-Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen Patientlnnen und Kontrollen gezeigt werden. In der Analyse der deutschen
Kohorte (Abb. 6 B) war ebenfalls ein geringerer Anteil Doppeltnegativer in der T1D-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen (p=0,0392). AuBerdem zeigte sich
hier ein groBerer Anteil CD127 Einfachpositiver in der T1D-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0,0043). Im Hinblick auf Doppeltpositive und CD25 Einfachpositive
zeigten sich in der deutschen Kohorte keine signifikanten Unterschiede zwischen den

untersuchten Gruppen.

Es zeigte sich also in beiden Kohorten eine vermehrte CD127 Expression auf CD4+ T-
Zellen von T1D-Patientlnnen im Vergleich zu Kontrollen, wobei in PatientInnen der
ghanaischen Kohorte ein groflerer Anteil Doppeltpositiver und in Patientlnnen der
deutschen Kohorte ein groflerer Anteil CD127 Einfachpositiver im Vergleich zu den
Kontrollgruppen zu finden war. (Abb. 5-6)
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Abb. 6 - Anteile von CD25 und CD127 auf CD4+ T-Zellen [%]

Gezeigt werden die Anteile der Oberflichenmarker CD25 und CD127 auf CD4+ T-Zellen (%). Dabei
wurden im Rahmen des Gatings der durchflusszytometrisch gemessenen Zellen vier Gruppen unterteilt:
Doppeltpositive ~ (CD25+CD127+), je einfachpositive (CD25+CD127-/CD25-CD127+) und
doppeltnegative (CD25-CD127-) T-Zellen. Die Daten der ghanaischen Kohorte (rot) werden oberhalb der
Trennlinie (A), die Daten der deutschen Kohorte (blau) unterhalb der Trennlinie (B) dargestellt. Das linke
Violinendiagramm reprisentiert jeweils die Kontrollgruppe ,Kontrollen“ (Vierecke, Ghana:
n=84/Deutschland: n=56), das rechte Violinendiagramm die Patientlnnengruppe ,,T1D* (Dreiecke, Ghana:
n=84/Deutschland: n=56). Die schwarzen Querbalken kennzeichnen den Median. Zur Berechnung der
statistischen Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Exakte p-Werte sind als
Dezimalzahlen angegeben.
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3.2 IL-2- und IL-7-Rezeptor-o-Expression auf naiven und

Gedachtnis-T-Zellen

Ziel der folgenden Analyse war es, zu bestimmen, auf welchen naiven und Gedichtnis-
T-Zellen die genannten Rezeptoren doppeltpositiv oder einfachpositiv exprimiert werden
und ob zwischen den naiven und Gedéchtnis-Zellen Unterschiede in der CD25/CD127

Expression bestehen.

Dazu wurden die CD4+ T-Zellen, mittels eines einheitlichen Gatings (2.2.7) auf die
Oberflichenmarker CCR7 (Chemokine Receptor 7) und CDA45RA (Cluster of
differentiation 45RA), in vier T-Zell-Subsets unterteilt. Erstens CD45RA+/CCR7+ Naive
T-Zellen (Tn); zweitens CD45RA+/CCR7- Effektor-Gedéchtniszellen, die CD45RA re-
exprimieren (Temra); drittens CD45RA-/CCR7+ Zentrale Gedichtniszellen (Tcm) und
viertens CD45RA-/CCR7- Effektor-Gedachtniszellen (Tem). AnschlieBend wurden die
Anteile Doppeltpositiver bzw. CDI127+ Einfachpositiver zwischen naiven und

Gedéchtnis-T-Zellen beider Kohorten verglichen. (Abb. 7)

Dabei konnten stark variierende Anteile Doppeltpositiver bzw. CD127 Einfachpositiver
in naiven und Gedéchtnis-T-Zellen der ProbandInnen beider Kohorten gezeigt werden.
Sowohl in der ghanaischen Kohorte (Abb. 7 A) als auch in der deutschen Kohorte (Abb.
7 B) war der Anteil Doppeltpositiver am hdchsten bei Tcm und Tem (p<0,0001). Der
hochste Anteil CD127 Einfachpositiver zeigte sich in beiden Kohorten bei Tn und Tewm,
der geringste Anteil hingegen bei Temra. (p<0,0001)
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Abb. 7 - Anteile von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ auf naiven und Gedichtnis-T-Zellen [%]

Gezeigt werden die Anteile von Doppeltpositiven (CD25+/CD127+) (links) sowie von Einfachpositiven
(CD25-/CD127+) (rechts) auf CD4+ naiven und Gedachtnis-T-Zellen (%). Im Rahmen der Auswertung der
durchflusszytometrisch gemessenen Zellen wurden naive und Gedachtnis-T-Zellen auf die Marker CD25
und CD127 gegatet. Die Daten der ghanaischen ProbandInnen (rot, n=168) werden oberhalb der Trennlinie
(A), die Daten der deutschen ProbandInnen (blau, n=112) unterhalb der Trennlinie (B) dargestellt. Die
naiven und Gedichtnis-T-Zellen werden wie folgt von links nach rechts dargestellt: CD45RA+CCR7-
Effektor-Gedachtnis-Zellen, die CD45RA re-exprimieren ,,TEMRA®“, CD45RA-CCR7- Effektor-
Gedichtniszellen ,,TEM“, CD45RA+CCR7+ Naive T-Zellen , TN“ CD45RA-CCR7+ Zentrale
Gedichtnis-Zellen ,,TCM®“. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurden der Kruskal-Wallis-
sowie der Dunn’s-Test angewendet. Individuelle p-Werte sind unterhalb der jeweiligen Graphen als
Dezimalzahlen angegeben.
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3.3 Proportionen von naiven und Gedachtnis-T-Zellen in

T1D-PatientInnen und Kontrollen

Um zu priifen, ob die in 3.1 beobachteten Unterschiede in den Anteilen doppeltpositiver
und CD127 einfachpositiver T-Zellen zwischen T1D-Patientlnnen und Kontrollen durch
unterschiedliche Proportionen naiver und Gedéchtnis-T-Zellen erkldrt werden konnten,
die eine unterschiedliche CD25/CD127 Expression aufweisen, (3.2) wurden in einem
folgenden Schritt die Proportionen CD4+ naiver und Gedichtnis-T-Zellen zwischen

T1D-Patientlnnen und gesunden Kontrollen verglichen. (Abb. 8)

In der Analyse der ghanaischen Kohorte (Abb. 8 A) zeigte die PatientInnengruppe eine
signifikant grofere Proportion von Tcm als die Kontrollgruppe (p=0,0030). In der
Analyse der deutschen Kohorte (Abb. 8 B) zeigte sich eine signifikant geringere
Proportion von Temra in T1D-Patientlnnen im Vergleich zu Kontrollen (p=0,0010). Die
Proportionen der weiteren naiven und Gedichtnis-T-Zellen zeigten keine signifikante

Varianz zwischen Patientlnnen und Kontrollen.

A ETN
GHA T1D Kontrollen = TEMRA
TCM
21,05% 22,70% TEM
45,44%
20.28% 24,80%
48,11%
4,23% 0.0030 4,30%
B
T1D Kontrollen

GER

10,919
' 11,639

15,72% 14,43%

2,68% 4,44%

70,70%
¢ 69,50%

0.0010

Abb. 8 - Proportionen von naiven und Gedéchtnis-T-Zellen an CD4+ T-Zellen [%]

Dargestellt werden die Proportionen der zuvor definierten naiven und Gedéichtnis-T-Zellen an CD4+ T-
Zellen (%) in T1D-Patientlnnen und gesunden Kontrollen: CD45RA+CCR7+ Naive T-Zellen ,, TN
(dunkelblau), CD45RA+CCR7- Effektor-Gedéchtniszellen, die CD45RA re-exprimieren ,,TEMRA®
(schwarz), CD45RA-CCR7+ Zentrale Gedéchtniszellen ,,TCM* (griin) und CD45RA-CCR7- Effektor-
Gedichtniszellen ,,TEM* (hellblau). Die Analysen der ghanaischen Kohorte ,,GHA® (A) sind oberhalb der
Trennlinie und die Analysen der deutschen Kohorte ,,GER* (B) unterhalb der Trennlinie dargestellt. Das
jeweils linke Donut-Diagramm reprisentiert die Gruppe der TI1D-Patientlnnen ,, T1D“ (Ghana:
n=84/Deutschland: n=56). Das jeweils linke Donut-Diagramm représentiert die Kontrollgruppe
,Kontrollen* (Ghana: n=84/Deutschland n=56). Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der
Mann-Whitney-U-Test angewendet. Exakte p-Werte sind, wenn signifikant, als Dezimalzahlen angegeben.
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3.4 IL-2- und IL-7-Rezeptor-a-Expression auf naiven und

Gedachtnis-T-Zellen in T1D-PatientInnen und Kontrollen

AnschlieBend wurde untersucht, ob {iiber die unterschiedlichen Memory Subset-
Proportionen hinaus auch innerhalb der einzelnen naiven und Gedéchtnis-T-Zellen
Unterschiede in der CD25/CD127 Expression zwischen TI1D-Patientlnnen und
Kontrollen bestehen. Dazu wurden die Anteile Doppeltpositiver bzw. Einfachpositiver
in naiven und Gedéchtnis-T-Zellen von Patientlnnen und Kontrollen verglichen. Dafiir
wurden die anhand von CD45RA und CCR7 definierten naiven und Gedéchtnis-T-Zellen
abhingig von ihrer CD25 und CD127 Expression in vier Quadranten unterteilt. (2.2.7)

In der Analyse der ghanaischen Kohorte wurde ein signifikant groBerer Anteil von
Doppeltpositiven in Temra von Patientlnnen als in Temra von Kontrollen deutlich
(p=0,0089). In der deutschen Kohorte konnte ein signifikant groBerer Anteil von CD127
Einfachpositiven in Tnx von T1D-Patientlnnen als in Ty von Kontrollen gezeigt werden
(p=0,0033). (Abb. 9) In den iibrigen naiven und Gedéchtnis-T-Zellen zeigten sich in
beiden Kohorten keine signifikanten Unterschiede in den Anteilen Doppelt- bzw.

Einfachpositiver zwischen PatientInnen und Kontrollen. (Anhang, Abb. 14-15)
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Abb. 9 - Anteile von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ in spezifischen Memory Subsets [%o]

Dargestellt werden die Anteile von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ in ausgewéhlten Memory Subsets
(%). Im Rahmen der Auswertung der durchflusszytometrisch gemessenen Zellen wurden die zuvor
definierten naiven und Gedéichtniszellen auf die Marker CD25 und CD127 gegatet. Der linke Graph stellt
den Anteil von CD25+/CD127+ auf CD45RA- CCR7- ,,TEMRA® der ghanaischen Kohorte (rot) dar. Der
rechte Graph stellt den Anteil von CD25-/CD127+ auf CD45RA+ CCR7+ ,,TN“ der deutschen Kohorte
(blau) dar. Das linke Violinendiagramm représentiert jeweils die Kontrollgruppe ,,Kontrollen* (Vierecke,
Ghana: n=84/Deutschland: n=56), das rechte Violinendiagramm die PatientInnengruppe ,,T1D* (Dreiecke,
Ghana: n=84/Deutschland: n=56). Die schwarzen Querbalken kennzeichnen den Median. Zur Berechnung
der statistischen Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Exakte p-Werte sind als
Dezimalzahlen angegeben.
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3.5 Assoziation der IL-2- und IL-7-Rezeptor-o-Expression mit

dem klinischen Phanotyp der ProbandInnen

In vorausgegangenen Studien konnte der klinische Phinotyp von Patientlnnen mit der
Entstehung autoimmuner Erkrankungen, wie dem T1D, assoziiert werden. [43, 44] Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher, die Immunphénotypisierungsdaten der
ProbandInnen mit klinischen Parametern zu assoziieren. Da in den vorherigen Analysen
ein groferer Anteil doppeltpositiver T-Zellen in Patientlnnen der ghanaischen Kohorte
sowie ein groBerer Anteil CD127 einfachpositiver T-Zellen in PatientIlnnen der deutschen
Kohorte gezeigt werden konnte, (3.1) erfolgte zuletzt die Assoziation dieser
Doppeltpositiven und Einfachpositiven mit ausgewéhlten klinischen Parametern der

ProbandInnen.

Fiir die T1D-Gruppen erfolgte die Assoziation mit dem Alter bei Rekrutierung, dem
Manifestationsalter, der Erkrankungsdauer und dem HbAlc. Fiir die Kontrollgruppen
wurde nur der Parameter Alter bei Rekrutierung korreliert. Dabei wurde jeweils der
klinische Parameter (X-Achse) gegen den Anteil der Doppeltpositiven bzw.
Einfachpositiven (%) (Y-Achse) dargestellt.

3.5.1 Alter bei Rekrutierung

Bei der Korrelation Doppeltpositiver mit dem Alter bei Rekrutierung konnte sowohl in
ghanaischen T1D-Patientlnnen (p<0,0001) als auch in deutschen T1D-PatientInnen
(p=0,0108) ein positiver linearer Zusammenhang festgestellt werden. In der ghanaischen
Kohorte zeigte sich zudem auch in der Kontrollgruppe (p=0,0491) ein positiver linearer
Zusammenhang zwischen Doppeltpositiven und dem Alter bei Rekrutierung. (Abb. 10 A,
0

Auflerdem konnte ein negativer linearer Zusammenhang zwischen Einfachpositiven und
dem Alter bei Rekrutierung in ghanaischen T1D-Patientlnnen (p=0,0018) gezeigt
werden. In der ghanaischen Kontrollgruppe sowie in der deutschen Kohorte war kein
signifikanter Zusammenhang zwischen einfachpositiven T-Zellen und dem Alter bei

Rekrutierung nachweisbar. (Abb. 10 B, D)
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Abb. 10 - Korrelation von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ T-Zellen mit dem Alter bei
Rekrutierung.

In den linken Graphen wird das Alter bei Rekrutierung (Jahre) mit der Expression von CD25+/CD127+ auf
CD4+ T-Zellen (%) gegeniibergestellt. In den rechten Graphen erfolgt die Gegeniiberstellung des Alters
bei Rekrutierung (Jahre) mit der Expression von CD25-/CD127+ auf CD4+ T-Zellen (%). Dabei werden
T1D-PatientInnen (Dreiecke) und Kontrollen (Vierecke) der ghanaischen Kohorte ,,GHA® in Rot (A, B)
und der deutschen Kohorte ,,GER“ in Blau (C, D) dargestellt. Rangkorrelationskoeffizient (r) und
Signifikanzwert (p) wurden mittels Spearman-Korrelation kalkuliert und sind unterhalb der Graphen
angegeben. Regressionslinien: T1D = schwarz; Kontrollen = rot (GHA) bzw. blau (GER).

3.5.2 Manifestationsalter

Bei Assoziation des Manifestationsalters mit doppeltpositiven T-Zellen (Abb. 11 A)
zeigte sich in ghanaischen T1D-Patientlnnen ein positiver linearer Zusammenhang
(p<0,0001), wohingegen bei Assoziation mit einfachpositiven T-Zellen (Abb. 11 B) ein
negativer linearer Zusammenhang deutlich wurde (p=0,0163). In der deutschen Kohorte

waren keine signifikanten Unterschiede messbar. (Abb. 11 C, D)
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Abb. 11 - Korrelation von CD25+/CD127+ wund CD25-/CD127+ T-Zellen mit dem

Manifestationsalter.

In den linken Graphen wird das Manifestationsalter (Jahre) mit der Expression von CD25+/CD127+ auf
CD4+ T-Zellen (%) gegeniibergestellt. In den rechten Graphen erfolgt die Gegeniiberstellung des
Manifestationsalters (Jahre) mit der Expression von CD25-/CD127+ auf CD4+ T-Zellen (%). Dabei werden
die T1D-PatientInnen (Dreiecke) der ghanaischen Kohorte ,, GHA® in Rot (A, B) und der deutschen Kohorte
,»GER“ in Blau (C, D) dargestellt. Rangkorrelationskoeffizient (r) und Signifikanzwert (p) wurden mittels
Spearman-Korrelation kalkuliert und sind unterhalb der Graphen angegeben. Die Regressionslinien sind in
schwarz dargestellt.

3.5.3 Erkrankungsdauer

In T1D-PatientInnen der ghanaischen Kohorte (p=0,0077) wie auch in T1D-PatientInnen
der deutschen Kohorte (p=0,0475), konnten positive lineare Zusammenhidnge zwischen

Doppeltpositiven und der Erkrankungsdauer herausgestellt werden. (Abb. 12 A, C)

Zwischen Einfachpositiven und der Erkrankungsdauer zeigte sich in ghanaischen

PatientInnen wiederum ein negativer linearer Zusammenhang (p=0,0415). (Abb. 12 B)
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Abb. 12 - Korrelation von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ T-Zellen mit der Erkrankungsdauer.

In den linken Graphen wird die Erkrankungsdauer (Jahre) mit der Expression von CD25+/CD127+ auf
CD4+ T-Zellen (%) gegeniibergestellt. In den rechten Graphen erfolgt die Gegeniiberstellung der
Erkrankungsdauer (Jahre) mit der Expression von CD25-/CD127+ auf CD4+ T-Zellen (%). Dabei werden
die T1D-PatientInnen (Dreiecke) der ghanaischen Kohorte ,, GHA® in Rot (A, B) und der deutschen Kohorte
,»GER“ in Blau (C, D) dargestellt. Rangkorrelationskoeffizient (r) und Signifikanzwert (p) wurden mittels
Spearman-Korrelation kalkuliert und sind unterhalb der Graphen angegeben. Die Regressionslinien sind in
schwarz dargestellt.

3.5.4 HbAlc

Zuletzt erfolgte die Assoziation doppelt- und einfachpositiver T-Zellen mit dem HbAlc
der T1D-Patientlnnen. (Abb. 13) Dabei zeigte sich in der ghanaischen Kohorte ein
negativer linearer Zusammenhang zwischen Doppeltpositiven und dem HbAlc
(p=0,0136) und ein positiver linearer Zusammenhang zwischen Einfachpositiven und
dem HbAIc (p=0,0006). (Abb. 13 A, B) In der deutschen Kohorte lieBen sich keine
signifikanten Zusammenhénge ermitteln. (Abb. 13 C, D)
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Abb. 13 - Korrelation von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ T-Zellen mit dem HbAlc.

In den linken Graphen wird der HbAlc (%) mit der Expression von CD25+/CD127+ auf CD4+ T-Zellen
(%) gegeniibergestellt. In den rechten Graphen erfolgt die Gegeniiberstellung des HbAlc (%) mit der
Expression von CD25-/CD127+ auf CD4+ T-Zellen (%). Dabei werden die T1D-PatientInnen (Dreiecke)
der ghanaischen Kohorte ,,GHA® in Rot (A, B) und der deutschen Kohorte ,,GER* in Blau (C, D)
dargestellt. Rangkorrelationskoeffizient (r) und Signifikanzwert (p) wurden mittels Spearman-Korrelation
kalkuliert und sind unterhalb der Graphen angegeben. Die Regressionslinien sind in schwarz dargestellt.

3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Mithilfe der oben erlduterten Analysen konnte gezeigt werden, dass sich die Expression
des IL-2- und IL-7-Rezetptor-a in T1D-Patientlnnen und gesunden Kontrollen
unterscheidet. In beiden Kohorten zeigte sich eine vermehrte CD127 Expression auf
CD4+ T-Zellen von T1D-Patientlnnen im Vergleich zu Kontrollen. Dabei wurde ein
groferer Anteil Doppeltpositiver in T1D-PatientInnen der ghanaischen Kohorte sowie ein
groflerer Anteil CD127 Einfachpositiver in T1D-Patientlnnen der deutschen Kohorte im
Vergleich zu Gesunden deutlich. (3.1)

In beiden Studienkohorten waren vor allem bei Tgm und Tcm hohe Anteile
Doppeltpositiver zu erkennen, wohingegen die niedrigsten Anteile Einfachpositiver in
Temra zu finden waren. (3.2) Des Weiteren konnten unterschiedliche Proportionen von

naiven und Gedichtniszellen an der Gesamtzahl der CD4+ T-Zellen bei TI1D-
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Patientlnnen und gesunden Kontrollen gezeigt werden. Dabei wurde eine grofBere
Proportion von Tcwm in T1D-PatientInnen der ghanaischen Kohorte sowie eine geringere
Proportion von Temra in T1D-Patientlnnen der deutschen Kohorte im Vergleich zu den
Kontrollgruppen deutlich. (3.3) AuBerdem zeigten sich auch innerhalb der naiven und
Gedédchtnis-T-Zellen unterschiedliche Anteile von doppelt- und einfachpositiven T-
Zellen in T1D-PatientInnen und Kontrollen. In der ghanaischen Kohorte wurde dabei ein
groflerer Anteil Doppeltpositiver in Temra von Patientlnnen als in Temra von Kontrollen
deutlich. In der deutschen Kohorte zeigte sich ein grof3erer Anteil Einfachpositiver in Tn

von T1D-PatientInnen als in Tn von Kontrollen. (3.4)

AbschlieBend waren im Rahmen der Korrelationsanalysen in der deutschen Kohorte
positive lineare Zusammenhdnge zwischen Doppeltpositiven und dem Alter bei
Rekrutierung und der Erkrankungsdauer von T1D-Patientlnnen ersichtlich. (3.5) In
ghanaischen TI1D-Patientlnnen wurden ebenfalls positive lineare Zusammenhénge
zwischen Doppeltpositiven und den Parametern Alter bei Rekrutierung,
Manifestationsalter und Erkrankungsdauer festgestellt. Zwischen doppeltpositiven T-
Zellen und dem HbAlc zeigte sich jedoch ein negativer linearer Zusammenhang in der
ghanaischen Kohorte. Dahingegen ergab die Assoziation CD127 Einfachpositiver mit
klinischen = Parametern in ghanaischen TI1D-Patientlnnen negative lineare
Zusammenhdnge mit den Parametern Alter bei Rekrutierung, Manifestationsalter und
Erkrankungsdauer sowie einen positiven linearen Zusammenhang mit dem HbAlc der
T1D-Patientlnnen. Doppelt- und einfachpositive T-Zellen korrelierten in ghanaischen
T1D-Patientlnnnen somit jeweils entgegengesetzt mit den untersuchten klinischen

Parametern. (3.5)
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4 Diskussion

Die Relevanz der IL-2-Rezeptor-a-Kette (CD25) und der IL-7-Rezeptor-a-Kette
(CD127) in der Pathogenese des T1D wurde bereits beschrieben. [102, 112, 115, 137,
138] Zudem wurde die Beteiligung autoreaktiver Effektor- und Gedéchtnis-T-Zellen an
der Entstehung autoimmuner Erkrankungen beschrieben. [86, 92-94] Auch der klinische
Phanotyp von T1D-Patientlnnen wurde in vorausgegangenen Studien mit der T1D-
Entstehung sowie seinem Erkrankungsmuster in Verbindung gebracht. [29, 43, 44, 152]
Darauf aufbauend liefern die Ergebnisse dieser Arbeit Einblicke in die Rolle
doppelpositiver T-Zellen in Langzeit-T1D-Patientlnnen sowie Erkenntnisse iiber den
Zusammenhang zwischen Immunphénotyp und klinischem Phinotyp von Patientlnnen

und Kontrollen.
4.1 Diskussion der Ergebnisse

4.1.1 Erhohte Expression der IL-7-Rezeptor-a-Kette in T1D-

PatientInnen

Im Rahmen der Immunphénotypisierung konnten Unterschiede in der Expression der
Oberflaichenmarker CD25 und CDI127 zwischen TI1D-Patientlnnen und gesunden
Kontrollen gezeigt werden. (3.1) Bei der Kalkulation der Mittleren Fluoreszenzintensitét
zeigten sich in der ghanaischen Kohorte sowohl eine stirkere MFI des Markers CD25 als
auch des Markers CD127 in PatientInnen als in Kontrollen. (Abb. 5 A) In der deutschen
Kohorte war lediglich eine stirkere MFI des Markers CD127 in Patientlnnen als in
Kontrollen erkennbar. (Abb. 5 B) Die Analyse der CD25/CD127 Quadranten ergab einen
grofleren Anteil doppeltpositiver (CD25+/CD127+) T-Zellen in T1D-Patientlnnen der
ghanaischen Kohorte sowie einen gréfleren Anteil einfachpositiver (CD25-/CD127+) T-
Zellen in PatientInnen in der deutschen Kohorte. (Abb. 6) Dies deutet darauf hin, dass die
stairkere MFI des Markers CD127 in ghanaischen Patientlnnen (Abb. 5 A) mit dem
Vorkommen doppeltpositiver T-Zellen und somit einer erhohten Expression der 1L-2-
und IL-7-Rezeptor-a-Kette assoziiert ist, wohingegen die stirkere MFI von CD127 in
deutschen Patientlnnen (Abb. 5 B) mit dem Vorkommen einfachpositiver T-Zellen und

somit lediglich einer erh6hten Expression der IL-7-Rezeptor-a-Kette assoziiert ist.

Wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben, konnte auch in anderen Studien eine erhdhte

Expression des IL-7-Rezeptors in T1D-PatientInnen im Vergleich zu Kontrollen gezeigt
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werden. [144, 145] Die Expression der IL-7-Rezeptor-a-Kette wurde bereits mit der
Forderung von autoreaktiver Effektor-Aktivitit in Verbindung gebracht, [142, 143]
weshalb die hohere Expression dieser auf T-Zellen von T1D-Patientlnnen auf erhohte
Effektor-Aktivitit hinweisen konnte. Ein hoheres Vorkommen IL-7-Rezeptor
einfachpositiver T-Zellen konnte demnach das in T1D beschriebene Ungleichgewicht

zwischen regulatorischen und Effektor-T-Zellen fordern. [51]

Dass in T1D-Patientlnnen ein groferer Anteil doppeltpositiver T-Zellen vorliegt, wie in
der Analyse der ghanaischen Kohorte beschrieben, (3.1) kann ebenfalls durch Studien
anderer Forschungsgruppen gestiitzt werden. [150, 151] Doppeltpositive T-Zellen
wurden darin als antiinflammatorisch wirkende Zellen beschrieben, die eine hohe Anzahl
von Typ-2-T-Helferzell-Zytokinen produzieren und so proinflammatorische
Immunantworten in antiinflammatorische Immunantworten umwandeln kénnen. [150,
151] Dariiber hinaus wurden sie als protektiv in Bezug auf die Progression des T1D
eingeschitzt. Es wird angenommen, dass sie zu einem prolongierten B-Zell-Erhalt und
dadurch auch zu einer ldngeren partiellen Remissionsphase beitragen. [149, 151, 153]
Zudem stellten Narsale et. al die Hypothese auf, dass die Ausbildung von
doppeltpositiven T-Zellen das Level der Inflammation im T1D reflektiert. [151] Das
hohere Vorkommen doppeltpositiver, antiinflammatorisch agierender T-Zellen in
ghanaischen T1D-Patientlnnen konnte somit Ausdruck einer gegenregulatorischen
Immunantwort im Kontext des chronischen Entziindungsgeschehens sein. Vor diesem
Hintergrund konnte der geringere Anteil einfachpositiver T-Zellen in der Kontrollgruppe

(Abb. 6 B) auf das Fehlen autoimmuner Inflammation zuriickfiihren sein.

Im Hinblick auf den Léndervergleich ist der Altersunterschied zwischen der deutschen
und ghanaischen Kohorte zu erwdhnen, (Tabelle 8) der diesen beeinflussen konnte.
Angesichts der positiven Korrelation zwischen Alter und Doppeltpositiven in beiden
Kohorten ist somit zu berlicksichtigen, dass die abweichenden Ergebnisse beider
Kohorten durch den Altersunterschied der ProbandInnen beeinflusst worden sein

konnten. (3.5.1)

Zusammenfassend wurde in diesem Analyseschritt in beiden Kohorten eine vermehrte
CD127 Expression auf CD4+ T-Zellen von TI1D-Patientlnnen im Vergleich zu
Kontrollen gezeigt. Dabei fiel auf, dass im Vergleich zu Gesunden in der ghanaischen
Kohorte ein groBerer Anteil Doppeltpositiver, in der deutschen Kohorte dagegen ein

grofBerer Anteil Einfachpositiver zu finden war. Um herauszufinden, auf welchen naiven
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und Gedéchtnis-T-Zellen die genannten Rezeptoren lokalisiert sind, wurde im folgenden
Schritt die Expression der IL-2- und IL-7-Rezeptor-a-Kette auf naiven und Gedéchtnis-
T-Zellen analysiert.

4.1.2 Starke Variation der IL-2- und IL-7-Rezeptor-a-Expression auf

naiven und Gedichtnis-T-Zellen

In 3.2 zeigten sich starke Unterschiede in den Anteilen Doppeltpositiver bzw.
Einfachpositiver in naiven und Gedéichtnis T-Zellen. In beiden Studienkohorten konnte
ein signifikant groerer Anteil Doppeltpositiver in Tcm und Tewm, als in Tn und Temra
gezeigt werden. Zudem waren ein grof3erer Anteil Einfachpositiver bei Tcm und Tn sowie

der geringste Anteil bei Temra zu erkennen. (Abb. 7)

Unterstlitzend zu diesen Analyseergebnissen beschreiben Studien anderer
Forschungsgruppen, dass auf Tcm und Ty eine hohere Expression der IL-7-Rezeptor-a-
Kette besteht. Sie zeigten, dass der IL-7-Rezeptor eher auf naiven T-Zellen und
Vorlduferzellen exprimiert wird und auf enddifferenzierten T-Zellen seltener auftritt.
[131, 133] Kondrack et al. beschrieben dabei, dass das hohe Level der IL-7-Rezeptor-a-
Kette auf CD4+ Gedéchtnis-T-Zellen zu einem lidngeren Uberleben dieser Zellen
beitrage. [132] Auch der hohe Anteil Doppeltpositiver in Tcm und Tem (Abb. 7) konnte
in Studien anderer Forschungsgruppen ebenfalls gezeigt werden. Diese beschrieben, dass
CD25+CD127high (CD25+CD127hi) Zellen zu iiber 95% einen Effektor- und
Gedédchtnisphinotyp haben und eine Mischung aus Tcm und Tewm, vor allem aber Tewm,

darstellen. [149, 150]

Einen weiteren interessante These wird von Simonetta et al. diskutiert. [154] Entgegen
der Annahme, dass Tregs, die unter anderem durch ihre CD25 Expression charakterisiert
werden, [56] nur eine geringe Menge CD127 exprimieren, [104, 155, 156] beschreiben
sie, dass aktivierte Tregs, abhingig von ihrer Lokalisation, eine hohe CD127 Expression
aufweisen konnen. Eine hohe CDI127 Expression wiirde demnach kein
Ausschlusskriterium fiir die Klassifizierung von T-Zellen als Tregs darstellen. [154]
Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass es sich bei den doppeltpositiven T-Zellen auch um
Tregs handeln konnte. Zudem zeigten CD25+ Tregs, die CD127 hoch exprimieren, ein
lingeres Uberleben im Vergleich zu denen, die CD127 gering exprimieren, [154] was
dafiir spricht, dass die CD127 Expression das Treg-Uberleben fordert. Zur Uberpriifung
der Hypothese, dass es sich bei Doppeltpositiven um langlebige Tregs handelt, kdnnte in
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zukiinftigen Experimenten das Signaling dieser doppeltpositiven Zellen untersucht
werden. Bislang konnten jedoch noch keine suppressiven Eigenschaften von

doppeltpositiven T-Zellen im Vergleich zu klassischen Tregs gezeigt werden. [104]

Da CD25 nicht nur als Marker regulatorischer T-Zellen gilt, sondern auch einen
Aktivierungsmarker konventioneller T-Zellen darstellt, [103, 104] kann es sich bei den
Doppeltpositiven jedoch auch um aktivierte konventionelle T-Zellen handeln, was
implizieren wiirde, dass in ghanaischen T1D-PatientInnen eine gesteigerte Aktivierung

von CD4+ T-Zellen im Vergleich zu Kontrollen vorliegt.

Abseits der oben aufgefiihrten Interpretationen bleibt die Frage bestehen, ob die
unterschiedlichen Anteile doppeltpositiver bzw. einfachpositiver T-Zellen in
PatientInnen und Kontrollen (3.1) auf einer unterschiedlichen Verteilung naiver und
Gedéchtnis-T-Zellen beruhen, die eine variierende Expression des IL-2- und IL-7-

Rezeptors aufweisen. (3.2)

Daher wurden in einem folgenden Analyseschritt die Proportionen von naiven und
Gedichtnis-T-Zellen an der Gesamtzahl der CD4+ T-Zellen in T1D-Patientlnnen und

Kontrollen verglichen.

4.1.3 Unterschiedliche Proportionen von naiven und Gedéachtnis-T-

Zellen in T1D-PatientInnen und Kontrollen

Im Vergleich der Proportionen von naiven und Gedéchtnis-T-Zellen an der Gesamtzahl
der CD4+ T-Zellen von T1D-Patientlnnen und Kontrollen zeigten sich unterschiedliche
Proportionen dieser in beiden Kohorten. (3.3) In der ghanaischen Kohorte konnte dabei
eine signifikant grofere Proportion von Tcwm in T1D-Patientlnnen im Vergleich zu
Kontrollen gezeigt werden. (Abb. 8 A) In der deutschen Kohorte zeigte sich hingegen
eine signifikant niedrigere Proportion von Temra in T1D-PatientInnen als in Kontrollen.

(Abb. 8 B)

Dies bedeutet, dass in ghanaischen T1D-Patientlnnen im Vergleich zu Kontrollen eine
grofere Proportion eines Memory Subsets mit hohem Anteil Doppeltpositiver vorliegt,
wohingegen in der deutschen Kohorte in T1D-Patientlnnen im Vergleich zu Kontrollen
eine kleinere Proportion des Memory Subsets mit dem geringsten Anteil Einfachpositiver
vorliegt. Diese Ergebnisse bekréftigen die Hypothese, dass die unterschiedlichen Anteile

von doppeltpositiven bzw. einfachpositiven T-Zellen in Patientlnnen und Kontrollen
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(3.1) auf einer unterschiedlichen Verteilung von naiven und Gedéchtnis-T-Zellen

beruhen konnten.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit beschriecben Matteucci et al. eine
geringere Proportion von Tcm und Tx und hingegen eine groBBere Proportion von Temra
in T1D-PatientInnen als in Kontrollen. [157] Zu beachten ist, dass dabei CD4+/CD26+
T-Zellen untersucht wurden, was methodisch von unserem Vorgehen abweicht. Zudem
wurde eine deutlich éltere Kohorte untersucht, wodurch die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse eingeschrénkt ist.

In einer weiteren Studie zeigte sich — dhnlich zu unseren Befunden — bei PatientInnen mit
T1D-Manifestation (< sechs Monate nach Manifestation) ein hoherer Anteil CD4+ Tn
sowie ein geringerer Anteil CD4+ Tem und Temra im Vergleich zu altersgematchten
Kontrollen. Im Unterschied zu dieser Arbeit wurde zur Klassifikation der Memory
Subsets zusitzlich der Marker CD27 verwendet. Zudem erfolgte die Untersuchung zu
einem fritheren Zeitpunkt nach Manifestation, wihrend die Patientlnnen unserer Studie
seit mindestens einem Jahr erkrankt waren. Der Altersdurchschnitt der analysierten

Kohorte entsprach dem der hier untersuchten ghanaischen Kohorte. [158]

Zusammenfassend konnte in ghanaischen T1D-PatientInnen eine gro3ere Proportion von
Tcem gezeigt werden, die einen hohen Anteil Doppeltpositiver aufweisen. In deutschen
PatientInnen hingegen wurde eine niedrigere Proportion von Temra deutlich, welche den

geringsten Anteil Einfachpositiver aufweisen. (3.2-3.3)

Ob die unterschiedlichen Anteile Doppelt- und Einfachpositiver in T1D-PatientInnen und
Kontrollen lediglich auf unterschiedlichen Proportionen der Memory Subsets beruhen,
oder ob auch innerhalb der naiven und Gedichtnis-T-Zellen erkrankungsassoziierte
Unterschiede in der IL-2- und IL-7-Rezeptor-a-Expression bestehen, wurde im folgenden

Analyseschritt iiberpriift. (3.4)

4.1.4 Spezifische Memory Subsets zeigen eine unterschiedliche IL-2-
und IL-7-Rezeptor-o-Expression in TI1D-Patientinnen und

Kontrollen

Auch in spezifischen naiven und Gedéchtnis-T-Zellen konnten in der Analyse der
CD25/CD127 Expression Unterschiede zwischen T1D-Patientlnnen und Kontrollen

aufgezeigt werden. (3.4) In der ghanaischen Kohorte zeigte sich dabei ein signifikant
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grofBerer Anteil von Doppeltpositiven bei Temra in T1D-PatientInnen als in Kontrollen.
In der deutschen Kohorte war hingegen ein signifikant groBerer Anteil von
Einfachpositiven bei Tn in T1D-PatientInnen als in Kontrollen zu erkennen. (Abb. 9) Dies
bedeutet, dass auch innerhalb einzelner Memory Subsets, die in Patientlnnen und
Kontrollen zu dhnlichen Anteilen vorkommen, erkrankungsspezifische Unterschiede in
der Expression der IL-2- und IL-7-Rezeptor-a-Kette zwischen T1D-Patientlnnen und
Kontrollen bestehen. Die Unterschiede in der CD25/CD127 Expression auf CD4+ T-
Zellen von T1D-Patientlnnen und Kontrollen sind also nicht nur auf unterschiedliche

Proportionen von naiven und Gedachtnis-T-Zellen zuriickzufiihren.

Betrachtet man die Ergebnisse der bereits aufgefiihrten Analysen, sind zwei
erkrankungsspezifische Phédnomene zu beobachten. Zum einen zeigt sich in T1D-
PatientInnen der ghanaischen Kohorte eine grof3ere Proportion von Tcwm, die einen hohen
Anteil Doppeltpositiver aufweisen, bzw. in T1D-PatientInnen der deutschen Kohorte eine
geringere Proportion von Temra, die den geringsten Anteil Einfachpositiver aufweisen.
Zum anderen zeigt sich auch innerhalb spezifischer naiver und Gedéchtnis-T-Zellen, die
in T1D-Patientinnen und Kontrollen zu &dhnlichen Anteilen vorkommen, in T1D-
Patientlnnen ein groBerer Anteil Doppeltpositiver in der ghanaischen Kohorte bzw.
Einfachpositiver in der deutschen Kohorte. Auch hier ist hinsichtlich des
Léandervergleichs erneut auf den Altersunterschied beider Kohorten hinzuweisen, der die

unterschiedlichen Ergebnisse beeinflusst haben konnte.

4.1.5 Der klinische Phéinotyp von T1D-Patientinnen und Kontrollen
korreliert mit der Expression der IL-2- und IL-7-Rezeptor-a-

Kette

In vorherigen Studien wurde die Relevanz des klinischen Phianotyps von Patientlnnen in
der Entstehung autoimmuner Erkrankungen, wie auch in der T1D-Pathogenese deutlich.
[10, 43, 45, 46, 152] Daher erfolgte abschlieBend eine Assoziation des Immunphénotyps
mit dem klinischen Phidnotyp der Probandlnnen. (3.5) Da sich in der
Immunphénotypisierung v.a. unterschiedliche Anteile Doppeltpositiver und CDI127
Einfachpositiver in Patientlnnen und Kontrollen zeigten, lag der Fokus der

Korrelationsanalysen auf jenen doppelt- und einfachpositiven T-Zellen.

Dabei zeigte sich in der ghanaischen Kohorte eine positive Korrelation zwischen

Doppeltpositiven und den Parametern Alter bei Rekrutierung, Manifestationsalter und

43



Erkrankungsdauer von TI1D-Patientlnnen, wohingegen eine negative Korrelation
zwischen Doppeltpositiven und dem HbAlc ersichtlich wurde. Auch in der deutschen
Kohorte zeigte sich eine positive Korrelation zwischen Doppeltpositiven und dem Alter
bei Rekrutierung und der Erkrankungsdauer von T1D-Patientlnnen. Bei Korrelation
Doppeltpositiver mit dem HbAlc konnte in der deutschen Kohorte kein signifikanter
Zusammenhang nachgewiesen werden. Dies konnte der geringen Streubreite der HbAlc-
Werte in der deutschen Kohorte im Vergleich zur ghanaischen Kohorte geschuldet sein.
(Abb. 13) Im Gegensatz dazu ergab sich bei Assoziation der klinischen Parameter mit
Einfachpositiven in ghanaischen T1D-Patientlnnen eine negative Korrelation mit den
Parametern Alter bei Rekrutierung, Manifestationsalter und Erkrankungsdauer sowie eine

positive Korrelation mit dem HbA lc.

Somit verhielten sich in ghanaischen T1D-Patientlnnen T-Zellen, die sowohl die IL-2-
als auch die IL-7-Rezeptor-a-Kette exprimierten, in Bezug auf die klinischen Parameter

jeweils entgegengesetzt zu T-Zellen, die nur die IL-7-Rezeptor-a-Kette exprimierten.

Der positive Zusammenhang zwischen Alter und doppeltpositiven T-Zellen, konnte auch
in einer Studie von Narsale et al. gezeigt werden. Anders als in der vorliegenden Arbeit,
in der die Erkrankungsdauer positiv mit doppeltpositiven T-Zellen korrelierte, zeigte sich

in ihrer Studie nach Manifestation eine Abnahme doppeltpositiver T-Zellen. [151]

Das entgegengesetzte Verhalten Doppelt- und Einfachpositiver in Bezug auf die
klinischen Parameter konnte zudem einen Hinweis auf ihre unterschiedliche Funktion und
Rolle im T1D darstellen sowie die aufgefiihrten Thesen stiitzen, dass Einfachpositive zu
autoreaktiver Effektor-Aktivitdt in Autoimmunerkrankungen beitragen [143, 146] und
Doppeltpositive hingegen als antiinflammatorische Zellen mit protektiver Funktion

fungieren. (4.1.1) [150]
4.2 Limitationen

Limitierende Faktoren dieser Arbeit waren die unterschiedliche Gruppengrof3e beider
Kohorten sowie der Altersunterschied, mit durchschnittlich hoherem Alter der
ghanaischen ProbandInnen im Vergleich zu den deutschen ProbandInnen. Vor allem im
Alter zwischen 30 und 60 Lebensjahren bestand in der deutschen Kohorte eine geringe
ProbandInnenzahl, was zu den unterschiedlichen Ergebnissen beider Kohorten
beigetragen und somit den Landervergleich beeinflusst haben konnte. Auch die geringe
Streubreite des HbA1c in der deutschen Kohorte hatte einen Effekt auf die Aussagekraft
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der Korrelationsanalyse. In zukiinftigen Analysen konnte daher zum Beispiel ein
Matching der ProbandInnen der ghanaischen und deutschen Kohorte erfolgen, um so eine
bessere Aussage liber Gemeinsamkeiten und ldnderspezifische Unterschiede treffen zu
konnen. Zudem war die begrenzte Anzahl an StudienteilnehmerInnen ein limitierender
Faktor dieser Arbeit, wodurch das Matching von PatientInnen und Kontrollen erschwert
wurde und die Aussagekraft der Ergebnisse im Vergleich zu einer grofleren Stichprobe

eingeschrénkt ist.
4.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Arbeit konsistent in beiden Kohorten eine
vermehrte CD127 Expression auf CD4+ T-Zellen von T1D-PatientInnen im Vergleich zu
Kontrollen. Dabei war in der ghanaischen Kohorte ein grof3erer Anteil doppeltpositiver
T-Zellen, in der deutschen Kohorte dagegen ein groferer Anteil CD127 einfachpositiver
T-Zellen in T1D-Patientlnnen als in Kontrollen zu finden. Zusétzlich zeigten sich
zwischen T1D-Patientlnnen und Kontrollen sowie im Léndervergleich unterschiedliche
Proportionen von naiven und Gedéichtnis-T-Zellen, die eine unterschiedliche
CD25/CD127 Expression aufwiesen. Dariiber hinaus konnte auch innerhalb spezifischer
Memory Subsets in T1D-Patientlnnen im Vergleich zu Kontrollen ein vermehrter Anteil
Doppeltpositiver (Ghana) und CD127 Einfachpositiver (Deutschland) nachgewiesen
werden. Bei Assoziation doppelt- und einfachpositiver T-Zellen mit klinischen
Parametern korrelierten diese in ghanaischen T1D-PatientInnen jeweils entgegengesetzt
mit den Parametern Alter bei Rekrutierung, Manifestationsalter, Erkrankungsdauer und
HbAlc, was eine unterschiedliche Funktion und Rolle beider T-Zellgruppen im T1D
nahelegt. Vor dem Hintergrund vorausgegangener Studien sowie der aufgefiihrten
Analysen wurde die Hypothese aufgestellt, dass es sich bei doppeltpositiven T-Zellen um
antiinflammatorische T-Zellen handelt, die eine protektive Funktion haben. Dahingehend
konnten in nachfolgenden Experimenten die suppressiven Eigenschaften der

doppeltpositiven T-Zellen genauer untersucht werden.

Die vorliegende Arbeit dient der Erweiterung des Wissensstandes iiber die IL-2- und IL-
7-Rezeptor-a-Expression auf CD4+ T-Zellen von T1D-Patientlnnen und gesunden
Kontrollen. Diese Informationen konnen hilfreich fiir die Weiterentwicklung von IL-2-

und [L-7-assoziierten Immuntherapien zur kausalen Behandlung des TID sein.
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Abb. 14 - Anteile von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ auf naiven und Gedichtnis-T-Zellen [%]
in der ghanaischen Kohorte.

Gezeigt werden die Anteile von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ auf naiven und Gedéchtnis-T-Zellen
(%) von T1D-PatientInnen und Kontrollen der ghanaischen Kohorte (rot). Im Rahmen der Auswertung der
durchflusszytometrisch gemessenen Zellen wurden die zuvor definierten naiven und Gedachtniszellen auf
die Marker CD25 und CD127 gegatet. Links der Trennlinie werden die Anteile von CD25+/CD127+ und
rechts der Trennlinie die Anteile von CD25-/CD127+ auf CD45RA+CCR7- ,,TEMRA®“, CD45RA+CCR7+
»IN“, CD45RA-CCR7- ,,TEM* und CD45RA-CCR7+ ,,TCM* dargestellt. Das linke Violinendiagramm
reprasentiert jeweils die Kontrollgruppe ,,Kontrollen“ (Vierecke, n=84), das rechte Violinendiagramm die
PatientInnengruppe ,,T1D* (Dreiecke, n=84). Die schwarzen Querbalken kennzeichnen den Median. Zur
Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Exakte p-Werte
sind als Dezimalzahlen angegeben.

57



TEMRA ™ TEMRA ™

0,8608
501 —_ 409 A 100 09572 100+ 0,0033
—_

804
604

404

CD25+ CD1274 [%]
CD25+ CD127+ [%]
CD25- CDA27+ [%]
CD25- CD127+ [%]

204 204

T
Kontrollen TID

TCM TEM M
04982 0,3036

804
60
q
3
L] - 60+
40-

40+
404

20
204
[
o-! o T

T
Kontrollen D Kontrollen TID Kontrallen TID

CD25+ CD127+ [%]
CD25+ CD127+ [%]
CD25- CD127+ [%]
CD25- CD127+ [%]

Abb. 15 - Anteile von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ auf naiven und Gedichtnis-T-Zellen [%]
in der deutschen Kohorte.

Gezeigt werden die Anteile von CD25+/CD127+ und CD25-/CD127+ auf naiven und Gedéchtnis-T-Zellen
(%) von T1D-PatientInnen und Kontrollen der deutschen Kohorte (blau). Im Rahmen der Auswertung der
durchflusszytometrisch gemessenen Zellen wurden die zuvor definierten naiven und Gedéchtniszellen auf
die Marker CD25 und CD127 gegatet. Links der Trennlinie werden die Anteile von CD25+/CD127+ und
rechts der Trennlinie die Anteile von CD25-/CD127+ auf CD45RA+CCR7- ,,TEMRA“, CD45RA+CCR7+
»IN“, CD45RA-CCR7- ,,TEM* und CD45RA-CCR7+ ,,TCM* dargestellt. Das linke Violinendiagramm
reprasentiert jeweils die Kontrollgruppe ,,Kontrollen“ (Vierecke, n=56), das rechte Violinendiagramm die
PatientInnengruppe ,,T1D* (Dreiecke, n=56). Die schwarzen Querbalken kennzeichnen den Median. Zur
Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Exakte p-Werte
sind als Dezimalzahlen angegeben.

58



7 Danksagung

Mein herzlicher Dank gilt Frau PD Dr. med. Julia Seyfarth und Herrn Prof. Dr. rer. nat.
Marc Jacobsen fiir die Aufnahme in die Arbeitsgruppe und die umfassende Betreuung

meiner Arbeit, wihrend und nach meiner Zeit im Labor.

Ich danke Frau PD Dr. rer. nat. Doreen M. FloB fiir das begleitende Engagement als Co-

Betreuerin und die Funktion als Priifungsmitglied fiir die anschlieSende Disputation.

Ich danke Herrn Univ.-Prof. Dr. med. Ertan Mayatepek und allen Arztlnnen und
Kinderkrankenpflegerlnnen der Diabetes-Ambulanz sowie der Station KKO02 fiir ihre

Unterstiitzung meiner Arbeit.

Besonderer Dank gilt ebenfalls allen ehemaligen und aktuellen Mitgliedern der AG
Jacobsen, vor allem Wilfred Aniagyei und Ju-Young Kim, fiir die herzliche, inspirierende

und humorvolle Atmosphére und ihren positiven Einfluss auf meine Arbeit.

Ich danke meiner Familie, meinen Eltern und meinen vier Briiddern, meinem Partner Marc
sowie meinen FreundInnen, vor allem Julia, Lena, Lisa und Marie, die mir stets

unterstitzend und liebevoll zur Seite standen.

Zuletzt danke ich meinem Hebriisch-Lehrer, Herrn Ulrich Berzbach, fiir die motivierende
und inspirierende Begleitung meiner fachlichen und persoénlichen Entwicklung, auch iiber

den Unterricht hinaus.



