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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

1. Einleitung und Zielstellung

Eine bestimmte Form der Zuckerkrankheit, der Diabetes mellitus vom Typ 1, wird as
chronische organspezifische Autoimmunerkrankung angesehen, bel  welcher die
insulinproduzierenden (3Zellen in den Langerhans schen Inseln des Pankreas wahrscheinlich
infolge von Effektormechanismen aktivierter Immunzellen zerstért werden. Bisher ist nicht
vollig geklart, wie und durch welche Zellen dieser Prozef3 ausgel6st wird. Ebensowenig gibt es
eine Standardtherapie, die den einmal begonnenen Krankheitsprozef3 aufhalten kann.

Mit verschiedenen experimentellen Krankheitsmodellen werden intensive Untersuchungen zur
Pathogenese der Krankheit durchgefiihrt. Dabei hat sich unter anderem eine zentrale Rolle der
CD4-positiven, thymusabhingigen Helfer-Lymphozyten (CD4" T-Zellen) herausgestellt.
Transgene Tiere, die menschliche Oberflachenmolekile exprimieren, bieten die Moglichkeit,
in solchen Modellen Therapieansétze zu erproben, die auf diese Molekile zielen.

An der Universitdt Leipzig ist eine mehrfach transgene Mauslinie (CD4/DR17-Maus) etabliert
worden, in der das murine CD4-Gen inaktiviert wurde und welche das menschliche CD4-
Molekil (hCD4) auf THelfer-Zellen sowie das menschlichen HLA-DR17, einen mdglichen
Interaktionspartner fir hCD4, auf antigenprasentierenden Zellen exprimiert.

Im Hinblick auf den Einsatz dieser Maudlinie in zukinftigen vorklinischen Studien tber die
therapeutische Wirkung von spezifischen gegen das humane CD4-Molekil gerichteten
Antikdrpern beim Typ 1 Diabetes, sollten in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen

untersucht werden:

Ist in transgenen CD4/DR17-Mausen ein Diabetes mellitus mittels mehrfacher niedriger
Dosen von Streptozotozin (MLD-STZ-Diabetes) induzierbar, der geeignet ist, as Modell fur

den menschlichen Typ 1 Diabetes zu dienen?

Sind die transgenen Molekile hCD4 und DR17 an der Pathogenese eines MLD-STZ-Diabetes
in der CD4/DR17-Maus beteiligt?
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2. Literaturiibersicht
2.1. Der Typ 1 Diabetes. Ein Uberblick

Der Diabetes mellitus ist eine bereits in der Antike bekannte Erkrankung, die schon zu jener
Zeit durch die dabel auftretende vermehrte Urinausscheidung (Polyurie) und den
zuckerhaltigen Urin (Glukosurie) diagnostiziert wurde. Die Bedeutung des Pankreas an der
Regulation des Zuckers im Stoffwechsel wurde jedoch erst Ende des 19. Jahrhunderts erkannt,
nachdem Minkowski ein bereits im 16. Jahrhundert durchgefiihrtes und in Vergessenheit
geratenes Experiment wiederholte. Er zeigte, dass durch Entfernen der Bauchspeicheldriise
bei Tieren ein Diabetes mellitus erzeugt wird (SCHADEWALDT, 1975). Weitere wichtige
Erkenntnisse waren die Entdeckung der Langerhans schen Inseln und deren Funktion als
Bildungsstétte der Hormone Glukagon und Insulin, welche im Zusammenspiel die
Blutglukose regulieren. Eine bestimmte Form des Diabetes mellitus, der insulinabhangige
Diabetes, konnte damit auf einen Insulinmangel zurtckgefuhrt werden. Durch die Insulin
Substitutionstherapie hat sich das Krankheitsbild dieser sonst frihzeitig zum Tode fuhrenden
Stoffwechselstorung  schliefdlich in ein  komplexes chronisches Syndrom gewandelt
(GOTTHARD, 1993).

In der heutigen Forschung steht die Suche nach der Krankheitsursache im Vordergrund.
Aufgrund des histologischen Befundes, dem zufolge bei bestimmten Diabetikern
Leukozytenansammlungen um zerstorte [-Zellen in den Langerhans schen Inseln der
Bauchspeicheldrise (Insulitis) auftreten (VON MEYENBURG, 1940), wird seit den 60er
Jahren des 20. Jahrhunderts vermutet, dass die insulinproduzierenden (3-Zellen von
Immunzellen zerstort werden (Autoimmunerkrankung) (GEPTS, 1965). Typische klinische
Erscheinungen wie Polyurie mit Durst, Leistungsabfall und Gewichtsverlust treten auf, wenn
bereits der grofdte Tell der 3-Zellen zerstért ist (GEPTS u. LECOMPTE, 1981).

Der Diabetes mellitus wird in Krankheitstypen unterteilt. Der insulinabhéngige Diabetes
mellitus vom Typ 1 (Typ 1 Diabetes) ist gekennzeichnet durch den Zusammenbruch der
Blutglukoseregulation, durch Hyperglykdmie, den Mangel an Insulin und dem Vorkommen
von Antikorpern (Ak) gegen Antigene der [3-Zellen der Langerhans schen Inseln des Pankreas
(Inselzell- Autoantikorper). Diese treten schon Jahre vor den ersten klinischen Symptomen auf
und werden als Ausdruck eines langsamen und progressiven Autoimmunprozesses gedeutet.
Nach den aktuellen Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird der Typ 1
Diabetes vom Typ 2 Diabetes, dem Schwangerschaftsdiabetes und weiteren spezifischen
Diabetestypen abgegrenzt. Dazu zdhlen der Diabetes aufgrund genetischer Defekte
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hinsichtlich der Insulinproduktion bzw. -funktion, sowie aufgrund von Traumen,
Endokrinopathien, Infektionen, Chemikalienwirkung und as Begleiterscheinung
verschiedener Syndrome (THE EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 1997). Wahrend beim Typ 1 Diabetes eine
Zerstorung der (3Zellen vorliegt, tritt beim Typ 2 Diabetes Hyperglykdmie as Folge einer
Insulinresistenz auf. Der klassische Typ 1 Diabetes mit vermuteter Autoimmunpathogenese
wird weiterhin abgegrenzt vom Typ 1 Diabetes mit unbekannter Ursache (ohne Inselzell-
Autoantikorper). Der Typ 1 Diabetes betrifft etwa zehn Prozent aller Diabetes mellitus
Patienten (LEHMANN u. SPINAS, 2000). Da sich auch der Typ 2 Diabetes in einen Typ 1
Diabetes entwickeln kann, wurde von WILKIN (2001) die Hypothese gedul3ert, dass beiden
Diabetesformen gemeinsame Pathogenesemechanismen zugrunde liegen konnten.

Auch inder Tiermedizin hat der Diabetes mellitus eine grof3e Bedeutung, da Tiere, die einem
insulinabhangigen Glukosestoffwechsel unterliegen, einen insulinabhéngigen Diabetes
entwickeln konnen (FISCHER, 1994). Fur diesen wird in der veterindrmedizinischen Literatur
der Begriff des Typ 1 Diabetes haufig synonym gebraucht; ob en be Haustieren
diagnostizierter Insulinmangel auf der Zerstorung der (5Zellen durch Immunmechanismen
beruht, wurde aber nur in Einzelfélen nachgegangen. So konnten HAINES u. PENHALE
(1985) durch den Nachweis von Inselzell-Autoantikorper belegen, dass beim Hund ein
Diabetes mellitus mit einer Autoimmunkomponente vorkommt. In einer Studie an Pankreata
von 30 spontandiabetischen Hunden und 5 spontantdiabetischen Katzen lief3en sich jedoch
nur in Pankreasschnitten einer Katze lymphozytére Infiltrationen darstellen (GEPTS u.
TOUSSAINT, 1967). Der insulinabhéngige Diabetes bei Hunden tritt haufiger als sekundérer
Diabetes in Folge einer Pankrestitis auf. Ebenso ist eine vererbbare Form ohne Anzeichen von
Entzindungskomponenten beschrieben worden (KRAMER et al., 1980). Bei Rindern konnte
ein mit einer Insulitis einhergehender Diabetes im Jahre 1964 von Renold, Soeldner und
Steinke durch Immunisierung mit Insulin hervorgerufen werden; ein Experiment, welches von
GREINER et a. (2001) als das erste Tiermodell fur einen immunvermittelten Diabetes
bezeichnet worden ist.

Aus der Assoziation der Erkrankung mit bestimmten auf der Oberflache von Leukozyten
exprimierten  Glykoproteinen, den MHC-Molekilen, die von Genorten des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) der Klasse Il kodiert werden (SHE, 1996), ist
eine zentrale Bedeutung der CD4" T-Zellen fur die Pathogenese des Typ 1 Diabetes
hergeleitet worden (CHOUDHURI u. VERGANI, 1998). Die CD4" T-Zelle wird aktiviert
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durch die MHC-Klasse II-abhéngige Préasentation immunogener Peptide (CRESSWELL,
1994) und unterstiitzt u. a. durch Sezernierung von Zytokinen die Immunantwort. Diese
Zytokine wirken verstérkend auf Funktionen der Makrophagen und sind gleichfalls an der
Aktivierung der B-Lymphozyten und der zytotoxischen thymusabhangigen Lymphozyten
(CD8" T-Zellen) beteiligt. Makrophagen und CD8" T-Zellen sind in der Lage, direkt 3-Zellen
Zu zerstoren (siehe 2.2.).

Bei der Suche nach den Antigenen, die wahrend des Immunprozesses prasentiert werden,
wurde eine Vielzahl von Autoantigenen entdeckt. Gegen solche wird im Verlauf eines Typ 1
Diabetes eine humorale und zelluldre Immunantwort entwickelt (HARRISON et al., 1992).
Aus dieser Gruppe sind vor alem das Insulin (WEGMANN u. EISENBARTH, 2000), die
Glutaminsduredekarboxylase GAD65 (YOON et al., 2000) sowie die Inselzellantigene 1A2
und 1A-28 (LAN et al., 1996) eingehend erforscht worden. Sie erlangten dadurch in der
Diagnostik zunehmend an Bedeutung. Bis heute ist jedoch nicht erwiesen, dass einem dieser
Autoantigene eine essentielle Rolle bel der Ausldsung des Krankheitsprozesses zukommt
(BAEKKESKOV et a., 2000).

Neben den MHC-Genen wurden weitere Gene gefunden, welche die Veranlagung zum
Diabetes bedingen (DAVIES et al., 1994). Bestimmte Gene dieser Gruppe kodieren
wahrscheinlich fir Molekile, die an der Immunregulation beteiligt sind (NERUP et al., 1987).
Die Fehlregulation von Entziindungsmediatoren und Zytokinen trégt aufgrund der besonderen
Empfindlichkeit der (>Zellen zum 3Zell-Untergang bei (NERUP et al., 1994; SCOTT et al.,
1994; SEEWALDT et a., 2000). So snd R-Zellen besonders empfindlich gegentber
Stickstoffoxid (NO), dessen Produktion in den Inseln von Endothelzellen (SUSCHEK et al.,
1994), Makrophagen und mdglicherweise von (3Zellen selbst durch Zytokine hervorgerufen
werden kann (NERUP et a., 1994). Bestimmte Zytokine wirken auch direkt (3Zell-toxisch.
Dies igt fur Interleukin-1R (IL-1f3), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interferong (IFN-g)
beschriecben (DELANEY et a., 1997). Die wachsende Kenntnis Uber typische Zytokin
Sekretionsmuster der T-Zellen fihrte zur Einteilung der CD4" T-Zellen in sogenannte T-
Helfer-1 (Thl) und T-Helfer-2 (Th2) —Zellen (MOSMANN u. SAD, 1996). Thl-Zellen
produzieren u.a. die Zytokine IL-2, IFN-g und TNF-3, wéhrend in Th2-Zelen u.a. die
Produktion von IL-4 und IL-10 dominiert. Die Wirkungen der Thl-Zytokine bestehen vor
adlem in der Unterstitzung einer zelluldren Immunantwort; insbesondere werden
Makrophagen und zytotoxische T-Zellen aktiviert. Th2-Zellen wirken durch ihre Zytokine
dagegen effektiver in der Stimulation einer humoralen Immunantwort und sind in der Lage,



LITERATURUBERSICHT

die zelluldre Immunantwort zu unterdriicken. Das Konzept, nach welchem die Entwicklung
des Typ 1 Diabetes von Thl-Zellen abhangt (LIBLAU et a., 1995), konnte durch
Tierexperimente bestdtigt werden (BRADLEY et al., 1999). Aktuelle Forschungsergebnisse
zeigen jedoch, dass sich ein spontaner Autoimmundiabetes auch unter dem Einfluss von Th2-
Zellen entwickeln kann (SERREZE et al., 2000; PAUZA et d., 2001; SERREZE et al., 2001).
Das Erkrankungsrisiko fur einelige Zwillingsgeschwister von Typ 1
diabetischen Patienten wird aus epidemiologischen Studien auf nur ca. 40% geschétzt
(KUMAR et al., 1993). Dies mag zu einem Teil auf Mutationen einzelner Gene beruhen, die
einen protektiven Einflu® gegentber dem Erkrankungsrisiko austben (KRETOWSKI wu.
KINALSKA, 2000). Auf der anderen Seite weist dies darauf hin, dass bei der Entstehung der
Krankheit aul3er genetische auch exogene Faktoren eine Rolle spielen. In Tiermodellen konnte
ein Einfluld der Fitterungsdidten auf die Diabetesinzidenz gezeigt werden (SCOTT et a.,
1988). Mdaglicherweise zéhlen auch Viruserkrankungen zu den krankheitsausldsenden
Faktoren (YOON, 1991). Ebenso wurde die Beteiligung endogener Genprodukte von
Retroviren, insbesondere Superantigene, an der Pathogenese des Typ 1 Diabetes beschrieben
(CONRAD et dl., 1997).
Zusammenfassend &t sich sagen dass die gegenwartige Forschung den Typ 1 Diabetes as
Folge eines komplexen Krankheitsprozesses darstellt. Dieser entwickelt sich aus dem
Zusammenspiel exogener und endogener Faktoren sowie dem Ausbleiben z. T. noch
unbekannter Regulationsmechanismen zur Suppression autoaggressiver Immunantworten
(FREIESLEBEN DE BLASIO et al., 1999).
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2.2. Autoimmunitat und Bedeutung der T-Zellen beim Typ 1 Diabetes

Im gesunden Organismus besteht eine immunologische Nichtreaktivitét (Toleranz) gegentber
korpereigenen Antigenen. Sie ist die Folge eines mehrstufigen Selektionsprozesses, dem
sowohl das T-Zdl-Rezeptor (TCR)- als auch das B-Zell- Rezeptor-Repertoire unterliegen.
Dieser findet fur T-Zellen im Thymus und fur B-Zellen im Knochenmark statt. Zellen, welche
trotzdem korpereigene Antigene erkennen kdnnen, sind im gesunden Organismus entweder
anergisch, unterstehen einer peripheren Regulation oder Ubernehmen selbst Funktionen as
regulierende Lymphozyten. Der Autoimmunitét kommt im gesunden Organismus aul3erdem
eine Funktion bel der Regeneration von Geweben zu (SCHWARTZ u. COHEN, 2000).

Der Begriff der Autoimmunerkrankung steht fur die pathologische Immunreaktion gegen
korpereigene Antigene. Eine Autoimmunerkrankung entwickelt sich, wenn Toleranz-
induzierende oder —erhaltende Mechanismen versagen (JANEWAY u. TRAVERS, 1997).

Die folgenden Befunde weisen darauf hin, dass es sich beim menschlichen
Typ 1 Diabetes wahrscheinlich um eine Autoimmunerkrankung handelt:

1. Histologische Untersuchungen zeigen die Einwanderung von Lymphozyten und
Makrophagen in die Langerhans schen Inseln (FOULIS et a., 1991).

2. Es sind Inselzell- Autoantikorper nachweisbar (MARNER et al., 1991); dabel werden unter
anderem Epitope des GADG65, des Insulin und des A2 (VERGE et a., 1998) erkannt.

3. Es besteht eine Assoziation zwischen bestimmten MHC-Haplotypen und dem Typ 1
Diabetes beim Menschen (SHE, 1996) sowie dem spontanen Diabetes der Non Obese Diabetic
(NOD)-Maus (SERREZE u. LEITER, 1994).

4. Es sind reaktive T-Zellen gegen Inselzellautoantigene (PEAKMAN et al., 1994),
insbesondere gegen GADG65, vorhanden (LOHMANN et al., 1996).

5. Aus de Transplantationsmedizin sind Féale bekannt, bei welchen durch
Knochenmarktransplantation ein Typ 1 Diabetes tbertragen wurde (LAMPETER et a., 1993).
6. Therapieerfolge mit Immunsuppressiva haben die Beteiligung des Immunsystems an der
Pathogenese des Typ 1 Diabetes bestétigt (WILSON u. EISENBARTH, 1990).

Histologisch kénnen bel Typ 1 diabetischen Patienten Leukozyteninfiltrate
in den Langerhans schen Inseln (Insulitis) nachgewiesen werden. In diesen Insulitiden werden
neben Makrophagen und B-Zellen sowohl CD4" as auch CD8" T-Zellen detektiert. Dies
wurde in Studien sowohl beim menschlichen Typ 1 Diabetes (SHIMADA et al., 1999) als
auch in der NOD-Maus detailliert dargestellt (HAWKINS et al., 1996). Eine Insulitis fuhrt
beim Menschen alerdings nicht zwangdaufig zu einem Typ 1 Diabetes (LAMPETER et al.,
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1994). In der NOD-Maus sind bereits dternative Genloci identifiziert, die zur Auspragung
einer Insulitis bzw. einer Hyperglykdmie beitragen (PROCHAZKA et a., 1987). Das
Auftreten eines Diabetes wird as die Folge einer zerstérenden Insulitis angesehen, die sich
von einer nicht-zerstérenden (benignen) Insulitis unterscheiden lésst (DILTS u. LAFFERTY,
1999). Fir die Zerstérung der - Zellen sind sowohl CD4* (MORA et al., 1999) als auch CD8"
T-Zellen (BALASA et al., 1998) wichtig. Die Unterscheidung einer benignen von einer
zerstérenden Insulitis wurde u.a. aus der Beobachtung abgeleitet, dass sich in mannlichen
NOD-Méusen seltener ein Diabetes entwickelt alsin weiblichen Tieren, obwohl Méause beider
Geschlechter Insulitiden aufweisen (HAWKINS et a., 1996). Androgene scheinen dabei eine
protektive Rolle zu spielen, da eine Kastration bei Mannchen zu einer Steigerung der
Diabetesinzidenz fuhrt (MAKINO et al., 1981). Es konnte gezeigt werden, dass die
geschlechtsspezifische Differenz nicht auf einer grof3eren Resistenz der Inselzellen beruht,
sondern auf unterschiedlichen Eigenschaften der in die Inseln einwandernden Lymphozyten
(ABLAMUNITS et al., 1999) bzw. deren Zytokin-Sekretionsmuster. So ist bei den Weibchen
die TNF-13- und IFN-?-Produktion wahrend der Insulitis grof3er (HIRAI et a., 2000). Eine
besondere Rolle wurde auf3erdem fur den Faktor TNF-a erkannt, welcher von Makrophagen
gebildet wird, und fur das Auftreten einer zerstorenden Insulitis essentiell ist (PAKALA et al.,
1999). Seine transgene Expression in Inselzellen fuhrt jedoch nur zu einer benignen Insulitis
(HIGUCHI et al., 1992). Dem Zytokin IFN-? kommt eine besondere Bedeutung im Rahmen
der Insulitis dadurch zu, dass es die MHC-Klasse I-Expression auf 3-Zellen hervorruft,
wodurch die Zellen von CD8" T-Zellen erkannt werden konnen (KAY et al., 1991). IFN-?
wird vor alem von Thl-Zellen produziert und auf3er seiner direkten 3-Zell-toxischen Wirkung
(SEEWALDT et al., 2000) besteht sein entziindungsfordernder Effekt bei einer Insulitisin der
»aktivierenden* Wirkung auf Makrophagen, die dadurch ihrerseits TNF-a sezernieren. Diese
Zellpopulation scheint essentiell fur die Initiierung eines spontanen Autoimmundiabetes zu
sein, denn sie tritt auf, bevor antigenspezifische Mechanismen stattfinden (LEE et al., 1988).
Weiterhin sind Makrophagen an der Aktivierung der Thl-Zellen und der CD8" T-Zellen
beteiligt (JUN et a., 1999). Durch Zytokine und Mediatoren sind Makrophagen in der Lage 13-
Zellen zu schadigen (SCHWIZER et al., 1984) und durch die Sekretion von Chemokinen
induzieren sie die Expression von Adhasionsmolekilen im Gewebe und locken weitere
Entzindungszellen in die Langerhans'schen Inseln (HUTCHINGS et al., 1990). Die
Ansammlung von Lymphozyten in den Inseln ist daher nicht auf solche beschrankt, die
spezifisch (3Zell- Autoantigene erkennen (FAVEEUW et al., 1995). Auch den dendritischen
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Zellen kommt as antigenprasentierenden Zellen eine besondere Bedeutung zu. Das
Zytokinmuster dieser Zellen ist wahrscheinlich ein Teil der Regulationsmechanismen der
peripheren Toleranz. Bei der NOD-Maus scheinen Reifungsstérungen der dendritischen
Zellen und Makrophagen vorzuliegen, was moglicherweise zum Ausbruch einer
krankmachenden Autoimmunitét beitrégt. Die therapeutische Wirkung von IL-4 beim
spontanen Diabetes der NOD-Maus konnte somit auch durch den Einfluf3 dieses Zytokins auf
die Differenzierung solcher Zellen erklart werden (KING et al., 2001).

Antigenspezifische zelluldre Immunantworten erfordern die Erkennung eines Antigens von
PeptidgrélRe durch den TCR. CD4" und CD8" T-Zellen erkennen bestimmte Peptide erst,
wenn se im Komplex mit MHC-Molekilen présentiert werden. Fir die vollstandige
Aktivierung von CD4" T-Zellen werden zwei synergistische Signale benétigt (JANEWAY u.
TRAVERS, 1997). Das erste Signal ist antigenspezifisch und entsteht durch die Bindung des
TCR der T-Zelle an den Antigen (Peptid-MHC-Komplex auf der antigenprasentierenden
Zelle (APC). Das zweite Signal ist nicht antigenspezifisch. Es wird ausgelost durch die
Bindung von CD28 und CTLA-4 auf T-Zellen mit den B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) -
Molekiilen, die von APC exprimiert werden. Aktivierte CD4" T-Zellen sezernieren IL-2,
welches die CD4" T-Zelle selbst (autokrin) sowie benachbarte CD4" T-Zellen (parakrin) zur
Proliferation und Differenzierung angeregt. Ebenso dent dieser Wachstumsfaktor CD8" T-
Zellen zur Differenzierung in zytotoxische Effektorzellen. Diese |6sen mittels des Perforins
(THOMAS u. KAY, 2000) oder spezieller Fas-/Fas-Ligand-Bindungen den apoptotischen
Z€lltod der 3-Z€llen aus (SU et a., 2000).

Moglicherweise ist die Selektion des T-Zell-Rezeptor-Repertoires fur die Ausdsung der
Krankheit entscheidend. Bei der NOD-Maus ist die Diabetesanféligkeit, die mit den MHC-
Klasse |1-Genen gekoppelt ist, mit einem typischen T-Zell- Rezeptor-Repertoire und einer T-
Zdll- Reaktivitdt gegen ganz bestimmte Epitope des GADG65 verbunden (CHAO et al., 1999).
Die MHC-Haplotypen entscheiden dabei im Rahmen der T-Zellen Selektion im Thymus Uber
das Auftreten oder die Deletion von autoresktiven T-Zellen (SCHMIDT et al., 1997). Die
transgene Expression humaner MHC-Klasse I[1-Molekile, der DR3- und DQ8-Allele, welche
beim Menschen mit dem Diabetesrisiko assoziiert sind, fuhrte in der Maus zur Entwicklung
von Insulitiden und zum Verlust der Toleranz gegentiber GADG65. Die Insulitis war jedoch
nicht mit einer Diabetesentwicklung verbunden (ABRAHAM et a., 2000). Eine zerstérende
Autoimmunitdt entstand jedoch in transgenen Méausen mit dem humanen DQ8-Allel, wenn

gleichzeitig eine transgen induzierte CD80-Expression auf den (3Zellen vorlag (WEN et d.,
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2000). Offensichtlich missen also auf3er den MHC-Klasse |I-Haplotypen zusétzliche
V oraussetzungen gegeben sein, um elne aggressive Autoimmunitét in Gang zu setzen.
MHC-Molekile des Menschen (HLA) sind stark polymorphe Glykoproteine. Sie sind beim
Menschen durch Gene kodiert, die den menschlichen Histokompatibilitdtskomplex (MHC)
bilden. Gewisse HLA-Haufigkeiten, die bei Typ 1 Diabetes-Patienten auftreten, haben
frihzeitig eine Verbindung der Erkrankung zu diesen Genen auf dem Chromosom 6
aufgezeigt. Die HLA-Molekile werden in die Klassen |- (HLA-A, B, C) und II- (HLA-DP,
DQ, DR) Antigene unterteilt. MHC-Klasse I-Molekile bestehen aus einer glykosilierten
Polypeptidkette mit den Doménen a1, a2 und a 3, welche nichtkovalent mit dem Polypeptid
2-Mikroglobulin assoziiert ist. MHC-Klasse Il-Molekile hingegen bestehen aus 2
Glykoproteinen, der a- und der 3-Kette (JANEWAY u. TRAVERS, 1997).

Die mit dem menschlichen Diabetes assoziierten Gene innerhalb des HLA-Klasse 11-Locus
sind eingehend untersucht worden. Auf molekularer Ebene wurde die Bedeutung der DQ-[3-
Kette, an deren Position 57 beim empfanglichen Haplotyp keine Asparaginsaure liegt (nor
Asp 57-DQ-3-Allel), und die Rolle des Arginins an Position 52 der DQ-a-Kette (Arg 52-DQ-
a-Allel) festgestellt. Die genetische Assoziation eines solchen DQ8-Haplotyps mit dem Typ 1
Diabetes erklart auch teilweise die Assoziation mit HLA-DR3 und HLA-DRA4.
Funfundneunzig Prozent der Typ 1 DiabetesPatienten sind aufgrund serologischer
Bestimmungen HLA-DR3 oder —-DR4 Haplotypen; die molekulare Grundlage dieser
Assoziation besteht aber zumindest teillweise in einer genetischen Koppelung (linkage
disequilibrium) mit dem Arg 52-DQ-a-Alld (fir HLA-DR3) bzw. dem nonAsp 57-DQ-3-
Alld (fur HLA-DR4) (FRIDAY et al., 1999).

Der Entwicklung einer Autoimmunerkrankung wirken regulierende T-Zellen entgegen, die
eine Subpopulation der CD4" T-Zellen darstellen (FOWELL u. MASON, 1993;
SAKAGUCHI, 2000; READ u. POWRIE, 2001). Médoglicherweise kommt beim
Zusammenbruch der regulatorischen Mechanismen auch jenen Viren eine besondere Rolle zu,
die gemeinsame Epitope mit Autoantigenen besitzen und dadurch potentiell autoresktive T
Zéllen aktivieren (CHOUDHURI u. VERGANI, 1998).

Bel bestehender genetischer Pradisposition konnen Lymphozyten selbst einen zerstérenden
Autoimmunprozef in Gang setzen; so sind CD4" T-Zellen mit bestimmten transgenen TCR in
der Lage, einen Diabetes hervorzurufen (KURRER et ., 1997). In NOD-Mé&usen gelang dies
auch durch den Transfer bestimmter CD4" (PETERSON u. HASKINS, 1996) bzw. CD8" T-
Zdl-Linien (WONG et a., 1996; GRASER et a., 2000). Ebenso gelingt es mit bestimmten



LITERATURUBERSICHT

CD8" T-Zell-Linien auch in CD4-defizienten M&usen einen Diabetes zu Ubertragen (MORA
et a., 1999). Ba Transferexperimenten mit Lymphozyten aus NOD-Mausen in NOD.scid-
Mausen, denen T-und B-Zellen fehlen, konnen dagegen sowohl CD4" als auch CD4"
gemeinsam mit CD8" T-Zellen den Diabetes tibertragen (ABLAMUNITS et al., 1999). Fir
den Beginn der spontanen Insulitis der NOD-Maus sind CD8* T-Zellen aber notwendig und
diese scheinen in der Lage zu sein, in CD4" T-Zelen ein gegen R-Zellen gerichtetes
zerstérendes Potential zu entfachen (WANG et al., 1996). Demgegeniiber sind CD4" T-Zellen
fUr die Progression der Insulitis essentiell (MORA et al., 1999). Da (3Zellen selbst nicht
MHC-Klasse Il exprimieren, konnen CD4" T-Zellen nur das prasentierte Autoantigen auf
dendritischen Zellen oder Makrophagen erkennen. Eine direkte Wechselwirkung zwischen der
CD4" T-Zéellen und der -Zelle ist somit fur die Zerstérung der 3-Zelle und Entwicklung der
Insulitis nicht notwendig (LO et al., 1993). Die Erkennung des Autoantigens aus den 3-Zellen
bzw. die Aktivierung spezifischer CD4" T-Zellen findet wahrscheinlich in den regionalen
Lymphknoten statt HOGLUND et al., 1999). Die dendritischen Zellen haben zuvor lokal
Autoantigen aufgenommen, um damit in die Lymphknoten zu wandern LUDEWIG et 4.,
1999). Eine direkte zytotoxische Wechselwirkung mit R-Zellen kann von CD4" T-Zellen
dennoch durch die Freisetzung [3-Zell-toxischer Zytokine stattfinden. Ebenso kdnnen Fas-
Ligand-exprimierende CD4" T-Zellen durch Fas-vermittelte Mechanismen fahig sein, -
Zellen direkt zu zerstéren. Auf [3Zellen steigt Fas-Expression unter dem Einfluld von IL-13
und NO (AMRANI et al., 2000; DE MARIA u. TESTI, 1998).

Die beim Typ 1 Diabetes auftretenden Autoantikorper sind fur die Krankheitsaus 6sung
hingegen nicht entscheidend. So rufen maternale Autoantikorper keine Diabeteserkrankung
bei Neugeborenen hervor (HAMALAINEN et a., 2000). Autoantikbrper gegen GADG65
konnen jedoch die Prasentation von GADG5 insofern modulieren, als dass ihre Gegenwart
eine verstarkte T-Zell-Reaktion bewirkt (REIJONEN et al., 2000). T-Zellen konnen in
Transferexperimenten ohne Anwesenheit von B-Zellen einen Diabetes hervorrufen
(ABLAMUNITS et al., 1999), aber B-Zellen scheinen beim spontanen Diabetes der NOD-
Maus fur die Initiierung der Krankheit und insbesondere fur die zelluldre Immunantwort
gegen das Autoantigen GADGE5 eine essentielle Bedeutung zu haben (FALCONE et al., 1998).
Obwohl also in Diabetesmodellen den B-Zellen eine wichtige Rolle (KONDO et al., 2000;
NOORCHASHM et al., 2000) durch ihre Funktion als antigenpréasentierende Zelle (ROTH et
a., 1997) zugewiesen wird, spricht die jingste Beschreibung eines Typ 1 Diabetikers mit
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angeborener B-LymphozytenDefizienz jedoch gegen eine essentielle Beteiligung der B-
Lymphozyten an der Entstehung des Typ 1 Diabetes (MARTIN et a., 2000).

Thl-Zelle

oy . APC
Zytotoxische  zytokine
T-Zelle

Autoantigene

— Z¢elluntergang

Abb. 1: SchematischeDar stellung der |mmunmechanismen, die zur 3-Zell-Zer stérung beitragen

Nach ener R-Zell-Schadigung werden Autoantigene frei, die von APCs prasentiert
werden. Diese aktivieren autoreaktive Thl-Zellen und wirken selbst durch
Zytokinsekretion direkt R-Zdl-schadigend. Thl-Zellen aktivieren autoreaktive
zytotoxische T-Zellen und stimulieren die antigenprésentierende Zelle. Spezifische

zytotoxische T-Zellen erkennen auf der (3Zelle Autoantigen, wodurch weitere (3Z€l-
schadigende Effektor mechanismen ausgel 6st werden.

11
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2.3. Anti-CD4-Ak-Therapie des Typ 1 Diabetes

Der Nachweis einer zentrden Rolle der T-Zellen beim Diabetes hat zur experimentellen
Erprobung von Therapien mit monoklonalen Antikorpern (mAk) gefihrt, welche gegen T-
Z€l- Antigene gerichtet sind.

Mit einer anti-CD8-mAk-Behandlung gelingt es, sowohl den spontanen Diabetes der NOD-
Maus als auch einen STZ-induzierten Diabetes zu unterdriicken (PARISH et al., 1998).

Mit anti-CD4-Ak-Behandlungen erzielte man in verschiedenen Diabetesmodellen ebenfalls
therapeutische Effekte (SHIZURU u. FATHMAN, 1993). Antikdrper gegen das CD4-Mol ekl
konnen mit der funktionellen Wechselwirkung zwischen dem CD4-Korezeptor und dem
MHC-Klasse II-Molekiil interferieren und somit Aktivierung bzw. Stimulierung der CD4" T-
Zellen beeinflussen. Dies erklart die immunsuppressive Wirkung einer anti-CD4-Ak-
Therapie. Die Mechanismen weiterer Effekte einer anti-CD4-Ak-Behandlung, wie zum
Beispiel die Induktion spezifischer Toleranz, sind dagegen unbekannt (QIN et a., 1990). Die
Wirkungsmechanismen gehen tber eine Storung der Korezeptorfunktion hinaus. So kénnen
bei dem gegen das murine CD4-Molekil gerichteten mAK Y TS177.9 modulierende Effekte an
in vitro stimulierten CD4" T-Zellen auch dann beobachtet werden, wenn die Stimulierung
unabhangig von der Funktion des CD4-Molekils als Korezeptor geschieht (LI et al., 1999).
Eine anti-CD4- mAk-Behandlung kann auf3erdem zu einer generellen Reduktion (Depletion)
der CD4" T-Zellen (FACCHINETTI et a., 1992) oder zur Reduktion einzelner CD4" T-Z€ll-
Subpopulationen (Teildepletion) fuhren (HOWIE et al., 1994). Die genauen Zusammenhénge
zwischen den Phanomenen Depletion, Anergie und der Induktion antigenspezifischer
Toleranz mittels anti-CD4-Behandlung sind jedoch bislang nicht genligend dargelegt. In der
Therapie des spontanen Diabetes der NOD-Maus wurden sowohl depletierende (SHIZURU et
al., 1988; CHARLTON u. MANDEL, 1989) as auch nicht-depletierende (PARISH et al.,
1998; PHILLIPS et al., 2000) anti-CD4-mAk eingesetzt. Die Bindung verschiedener anti-
CD4-mAk an unterschiedliche Epitope des CD4-Molekils ist eine Erklarung fir bisher
widerspruchliche Ergebnisse, die mit differenten mAk erzielt wurden, denn die Aktivierung
bestimmter Signaltransduktionsschritte hangt stark von dem vom mAKk erkannten Epitop am
CD4-Molekil ab (BALDARIL et a., 1995). Die Epitopspezifitdt der verwendeten mAKk
entscheidet somit  hochstwahrscheinlich  dartber, ob ein  bestimmter mAKk

Immuntherapeuti sche M echanismen ausl 6st.
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WEell die im normalen Versuchstier wirksamen mAk wegen fehlender Strukturhomologie des
murinen CD4 zum humanen CD4-Molekdl irrelevant fur humane Therapien sind, konnte trotz
erfolgreicher Anwendung von anti-CD4-Ak-Therapien in verschiedenen Tiermodellen bislang
keine anti-CD4-Ak-Therapie am Menschen etabliert werden. Aus diesem Grund ist die
Verwendung einer transgenen Maus mit humanen CD4" T-Zellen, wie die CD4/DR17-Maus,
ein vielversprechender Ansatz fur vorklinische Studien tber anti-CD4-Ak-Therapien (LAUB
et al., 2000).

13
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2.4. Tiermodelle des Typ 1 Diabetes

Tiermodelle dienen seit langem der Erforschung der krankheitsausldsenden Mechanismen
beim Typ 1 Diabetes (WONG u. JANEWAY, 1999). Die Fortschritte der Gentechnik
ermoglichen zunehmend den Einsatz von Tieren mit definierten Gendefekten oder mit
Transgenen, wodurch deren pathogenetische Rolle erforscht werden kann (WONG et dl.,
1999). Eine besondere Bedeutung haben transgene Tiere gewonnen, die bestimmte
menschliche Gene tragen. Mittels solcher humanisierter Tiermodelle sind Ergebnisse zu
erwarten, die im ldealfall Aussagen Uber den Einfluld der zu untersuchenden Molekile beim
Diabetes des Menschen erlauben (TANEJA u. DAVID, 1999).
Der Diabetes mellitus im Tiermodell kann nach seiner Genese in zwel Kategorien eingeteilt
werden, den spontanen und den induzierten Diabetes (KARGES et d., 1995).
Bel Méause- bzw. Rattenstémmen, die spontan einen Diabetes mellitus entwickeln, besteht eine
genetische Veranlagung zur Ausbildung der Krankheit. Die Analyse solcher
diabetespradisponierender Gene liefert wertvolle Erkenntnisse zur Pathogenese der
Erkrankung. Die am meisten verbreiteten Versuchstiermodelle sind hierbei die NOD-Maus
(MAKINO et d., 1980) und die Wistar-BB-Ratte (NAKHOODA et a., 1977). Die NOD-
Maus hat sich as wichtigstes Tiermodell durchgesetzt, weil dieser murine Diabetes dem Typ
1 Diabetes des Menschen sehr dhnelt. Die Gemeinsamkeiten betreffen homologe genetische
Defekte sowie das Auftreten zellularer Autoimmunitdt gegen die gleichen Autoantigene wie z.
B. GAD65 (KAUFMAN et al., 1993), IA2 (MYERS et al., 1998) und Insulin (WEGMANN et
a., 1994).
In Versuchstieren kann ein Diabetes bzw. eine Hyperglykdmie weiterhin durch folgende
experimentelle Manipulationen induziert werden:

Immunisierung, z.B. mit einem bestimmten Peptid des 60kDa Hitzeschockproteins

(ELIASet al., 1995)

Transfer von diabetogenen Zellen (YLINEN et al., 2000)

Chirurgisches Entfernen des Pankreas

Infizierung mit bestimmten Viren, wie dem Enzephalomyocarditis-Virus (BUSCHARD et

al., 1983)

Verabreichung diabetogener Pharmaka, wie den Nitrosamiden Streptozotozin (STZ) und

Chlorozotozin oder dem Amin Alloxan. Mittels STZ wird in Maus und Ratte in zwei

unterschiedlichen Dosierungsmodellen, dem Hoch-Dosis (HD)- und dem Mehrfach

Niedrigdosis (MLD)-STZ Modell, ein Diabetes induziert. Nur das MLD-STZ-Modell

14
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weist eine 3Zell-Zerstérung unter Beteiligung von Immunmechanismen auf und gilt als
ein Modell fur den Typ 1 Diabetes (LIKE u. ROSSINI, 1976). [Anmerkung: wenn nicht
besonders vermerkt, wird in dieser Arbeit der Begriff des STZ-Diabetes synonym mit dem
Begriff MLD-STZ-Diabetes verwendet]
Einschleusung von Transgenen; z.B. bestimmte transgene T-Zell-Rezeptoren (KATZ et
al., 1993)
Wichtige experimentelle Erkenntnisse ergeben sich auch aus der Kombination verschiedener
Ansétze. Dies ist z. B. bel der Beschleunigung oder Verhinderung des NOD-Maus-Diabetes
durch transformierte Gene (SALOMON et al., 2000), durch Immunisierung (RAMIYA et al.,
1997), Zdltransfer (BOITARD et a., 1989) oder Behandlung mit unterschiedlichen

Pharmaka, wie Zyklophosphamid, welches den Diabetesverlauf der NOD-Maus beschleunigt
(CHARLTON et a., 1989), der Fall.
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2.5. Der Streptozotozin-induzierte Diabetes

Der MLD-STZ-Diabetes in der Maus ist das dlteste tierexperimentelle Krankheitsmodell fir
den Typ 1 Diabetes. Gegenuiber Tiermodellen des spontanen Diabetes hat es den Vorteil, dass
es auf verschiedene Mausstamme angewendet werden kann, und ein Diabetes innerhalb eines
engen Zeitfensters induziert wird.

STZ ist ein natdrlich vorkommendes Antibiotikum, das von Streptomyces achromogenes
produziert wird. Seine Struktur ist die eines Nitrosamid-Methyl-Nitroso-Harnstoffes, der an
die C2-Position einer D-Glukose gebunden ist (HERR et al., 1967).

STZ wirkt in vitro zytotoxisch auf [3Zellen, wenn deren Insulinsekretion glukoseabhéngig
reguliert wird. Glukoseunabhdngige Inselzelllinien sind dagegen resistent gegen STZ
(LEDOUX u. WILSON, 1984). Die Glukose innerhalb des STZ-Molekiils vermittelt somit die
(3-Zell-Spezifitét der toxischen Wirkung. SCHNEDL et a. (1994) zeigten eine direkte
Beteiligung des Glukosetransporters 2 (GLUT-2 ), mit dessen Hilfe STZ aktiv in die [(5Zellen
gelangt.

Die zytotoxische Aktivitat von STZ beruht auf der Wirkung seines Nitrosamidanteils, dessen
Spaltprodukte Schaden an der Desoxyribonukleinsaure (DNS) hervorrufen (WILSON u.
LEITER, 1990). Im Rahmen des Reparaturprozesses kommt es zur Aktivierung des Enzyms
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP). Das Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) dient
hierbei as Cosubstrat fir PARP (YAMAMOTO et al., 1981). Die gesteigerte Aktivitdt des
Enzyms und der daraus resultierende NAD-Mangel sind letztlich fur den Inselzelluntergang
verantwortlich. Eine Verabreichung von Nikotinamid (NA) hemmt den toxischen Effekt von
STZ, indem es die Aktivitdt von PARP inhibiert. Mause, denen das Enzym PARP fehlt, und
die von diesen abstammenden Inselzellen sind daher gegentiber den zytotoxischen Effekten
von STZ resistent (BURKART et al., 1999). Die erhohte PARP-AKktivitét als Ursache fur den
(3-Z€ell-Tod ist moglicherweise von modelltUbergreifender Bedeutung fur das Verstandnis des
[3-Zell-Unterganges beim Diabetes, denn ©wohl der spontane (YAMADA et al., 1982) als
auch der mit Zyklophosphamid beschleunigte Diabetes der NOD-Maus kénnen durch NA-
Gabe gehemmt werden (O'BRIEN et al., 2000). Daher wird gegenwaértig u. a. im Rahmen des
European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial klinisch getestet, ob die Applikation von
NA auch beim Menschen das Risiko senkt, an Diabetes zu erkranken (GALE u. BINGLEY,
1994). Die bisherigen Ergebnisse weisen alerdings auf keinen vorbeugenden Effekt bei
Patienten mit besonders hohem Diabetesrisko (LAMPETER et al., 1998).
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LIKE und ROSSINI (1976) zeigten den verzogerten Ausbruch eines Diabetes nach der
Verabreichung von mehreren niedrigen, nicht diabetogenen Dosen von Streptozotozin.
Hierbel treten Infiltrate in Langerhans schen Inseln auf, wie sie beim humanen Typ 1 Diabetes
bekannt sind. Die Zerstérung der 3-Zellen durch eine hohe STZ-Einzeldosis ruft im Gegensatz
dazu keine Insulitis hervor (LIKE u. ROSSINI, 1976).

Obwohl beim MLD-STZ-Modell jeweils subdiabetogene Einzeldosen eingesetzt werden,
verursacht deren kumulative Wirkung auch eine direkte Zerstorung der [3-Zellen
(BONNEVIE-NIELSEN et al., 1981). Nach der STZ-Behandlung treten in [ Zellen weiterhin
funktionelle Storungen auf, wie zum Beispiel eine reduzierte GLUT—2-Synthese. Dieser
Vorgang geht der Insulitis voran (REDDY et al., 1998) und kann ebenso an isolierten
Inselzellen beobachtet werden (WANG u. GLEICHMANN, 1995).

Die beim MLD-STZ auftretende Insulitis bleibt in syngenen Inseln aus, die in MLD-STZ-
diabetische Méause implantiert werden ANDERSSON, 1979). Demgegentber treten in der
NOD-Maus nach syngenen Inseltransplantationen (STEGALL et al., 1996 a) und beim Typ 1
Diabetiker nach allogenen Transplantationen Autoimmunreaktionen auf (STEGALL et a.,
1996 b), die auf T-Zellen zuriickgefihrt werden, welche spezifisch gegen [3-Zell- Autoantigene
reagieren. Bee MLD-STZ-behandelten Tieren treten Insulitiden in syngenen Spenderinseln
jedoch nur dann auf, wenn die Spenderinseln vorher mit STZ behandelt wurden (WEIDE u.
LACY, 1991). Mittels STZ-vorbehandelten Inseln, die vor der MLD-STZ-Behandlung in den
Thymus transplantiert werden, kann auch die Entwicklung eines MLD-STZ-Diabetes
verhindert werden. Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf der Induktion einer
thymusvermittelten Toleranz (HEROLD et al., 1997). Die Befunde unterstiitzen die
Vermutung, dass durch die Wirkung des STZ Neoantigene auf den (3Zellen gebildet werden
(WILSON u. LEITER, 1990). Eine Immunisierung mit STZ induziert eine spezifisch gegen
STZ gerichtete T-Zell- Antwort, die fur die Insulitis beim MLD-STZ-Diabetes von Bedeutung
sein konnte. Die 3Zellen werden hierbel moglicherweise vom STZ hapterartig markiert und
dann von T-Zellen as ,fremd‘ erkannt (KLINKHAMMER et al., 1988). In neueren
Experimenten stellte sich heraus, dass bei dieser STZ-spezifischen Lymphozytenreaktion
CD8" T-Zellen aktiviert werden (CHOQUET-KASTYLEVSKY et a., 2000).

Die Tatsache, dass sich die MLD-STZ-Behandlung auf Mause unterschiedlicher Stdmme
verschiedenartig auswirkt, ist eine mogliche Erklarung fur kontroverse Aussagen Uber die
Bedeutung von Immunzellen fir den MLD-STZ-Diabetes. Nicht alle Mausstamme entwickeln
unter MLD-STZ-Behandlung eine Insulitis und deren Fehlen schliefdt die Entwicklung einer
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Hyperglykamie nicht aus (REDDY et a., 1995). Auch unterscheiden sich Krankheitsschwere
und Grad der Insulitis zwischen unterschiedlichen Mausstammen (WOLF et al., 1984;
HEROLD et a., 1997). Solche Differenzen zeigten sich ebenfalls gegentiber der toxischen
Wirkung von STZ in vitro (CARDINAL et al., 1998) sowie in vivo gegenuber hohen STZ-
Dosen (ROSSINI et al., 1977 b). Jedoch konnte durch Vergleiche verschiedener Mausstdmme
ein Zusammenhang zwischen der Auspragung einer Hyperglyké&mie und einer Insulitis nach
der MLD-STZ-Behandlung sowie der Produktion von den inflammatorischen Zytokinen IL-2,
IL-4, IL-10, IFN-g und TNF-a demonstriert werden (HEROLD et al., 1997; LUKIC et d.,
1998; MULLER u. GLEICHMANN, 2000). Diese Zytokine treten in den Insulitiden vor dem
Auftreten der ersten histologisch detektierbaren L&sionen auf. Von diesen spielt besorders
IFN-g eine pathogenetische Rolle. Es ist verantwortlich fur die verstérkte Expression von
MHC-Klasse |-Molekulen auf den Inselzellen, die nach MLD-STZ-Behandiung zu
beobachten ist (COCKFIELD et al., 1989), und eine IFN-g-Applikation verstarkt die
auftretende 13- Zell- Schadigung (CAMPBELL et al., 1988) T-Zell-abhéngig (VALLERA et a.,
1992). Eine anti- |FN-g Ak-Behandlung unterdriickt den MLD-STZ-Diabetes (HEROLD et al.,
1996).

An der Insulitis im MLD-STZ-Diabetes sind Makrophagen, T- und B-Zellen beteiligt
(IWAKIRI et al., 1990). Die ersten Entzindungszellen im Inselgebiet sind Makrophagen und
neutrophile Granulozyten. Makrophagen sind an der Initiierung einer zytotoxischen MHC-
unabhangigen Antwort beteiligt (IHM et a., 1990; KANTWERK-FUNKE et al., 1991) und
eine Vorbehandlung mit Silika, einem spezifischen Makrophagengift, verhindert einen MLD-
STZ-Diabetes (OSCHILEWSKI et a., 1986). Die Makrophagen sezernieren
Entzindungsmediatoren, die entweder selbst toxisch auf [3Zellen wirken oder die Bildung
anderer toxischer Mediatoren induzieren. Der Ausbruch eines MLD-STZ-Diabetes kann
folglich durch Therapien, die solche Mediatoren als Zielstruktur haben, unterbunden werden.
Zum Beispiel kann mit eéinem IL-1-Rezeptor-Antagonist der ML D-STZ-Diabetes aufgehalten
werden (SANDBERG et d., 1994). Ebenso kann die spezifische Hemmung von
Zyklooxygenase 2 (COX-2) die Hyperglykdmie im MLD-, aber nicht im HD-STZ-Diabetes
verhindern (TABATABAIE et a., 2000). COX-2 ist ein Enzym der Prostaglandinsynthese
und wird im Gewebe durch proinflammatorische Zytokine induziert. Es unterliegt einem
gemeinsamen Regelkreis mit der induzierbaren NO-Synthetase (iINOS). An isolierten Inseln
wurde gezeigt, dass in diesen NO und das Prostaglandin E, produziert wird. Die

zytokininduzierte Uberproduktion von NO durch iNOS wird als einer der pathogenetischen
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Mechanismen der [3-Zell-Zerstbérung beim MLD-STZ-Diabetes angesehen (HALUZIK wu.
NEDVIDKOVA, 2000). Daher bestent in iINOS-defizienten Mausen eine verringerte
Anfalligkeit gegentber dem MLD-STZ-Diabetes (FLODSTROM et al., 1999).

Eine T-Zdl-abhangige, antigenspezifische Immunantwort gegen [3-Zellen wird beim
menschlichen Typ 1 Diabetes als wichtiger Mechanismus der Pathogenese der Erkrankung
angesehen. Im MLD-STZ-Diabetes-Modell fanden daher Untersuchungen mit Mausen ohne
T-Zéellen statt. Diese Studien mit thymuslosen Mausen ergaben widerspriichliche Ergebnisse,
die zum Tell auf die unterschiedlichen Mausstamme bzw. die Heterogenitat unterschiedlicher
BALB/c-Kolonien zurtickgefuhrt werden konnten. Der MLD-STZ-Diabetes ist aber in solchen
Mausstammen T-Zell-abhangig, bel denen eine Insulitis Teill der MLD-STZ-Diabetes
Pathogenese ist (NAKAMURA e 4d., 1984). Ebensowenig entwickelt sich in
thymektomierten und anti-CD4- und anti-CD8-behandelten Mausen ein MLD-STZ-Diabetes
(HEROLD et al., 1987). Mittels der Ubertragung von T-Zellen kann eine Unempfindlichkeit
von athymischen (PAIK et a., 1980) bzw. bestrahlten Mé&usen (PAIK et al., 1982 b)
gegenuiber einer MLD-STZ-Diabetes-Induktion aufgehoben werden. Beim murinen MLD-
STZ-Diabetes liegt aber im Gegensatz zu anderen Modellen keine T-Zell-Antwort gegen
bekannte Insel- Autoantigene vor. Das Auftreten von Inselzell-Autoantikdrpern am Ende der
dritten Woche nach Beginn der STZ-Behandlung beschreibt BUYUKDEVRIM (1994).
Weiterhin werden Autoantikorper gegen Insulin und hsp60 (ELIAS et al., 1994) sowie gegen
Zellkernbestandteile gebildet (HUANG u. TAYLOR, 1981). Ein Effektormechanismus, Uber
den T-Zelen antigenunabhangig zur STZ-Diabetes-Pathogenese beitragen, besteht
moglicherweise in der Stimulierung der Makrophagen (DAY ER-METROZ et al., 1988).
Resultate aus Experimenten, bei welchen mittels des adoptiven Transfers von Milzzellen
ML D-STZ-behandelter Mause eine Hyperglykémie (BUSCHARD u. RY GAARD, 1977) bzw.
eine transente Hyperglykdmie (PAIK et al., 1980) nach einer STZ-Vorbehandlung des
Empfangertiers (KIM u. STEINBERG, 1984) ubertragen wurde, konnten durch andere
Arbeitsgruppen nicht bestétigt werden (BEATTIE et a., 1980; KLINKHAMMER et d.,
1988). KIESEL et a. (1980) beschreibt aber den erfolgreichen Transfer einer Insulitis, die
nicht zum Ausbruch eines Diabetes fuhrt. Dies gelang nur bel thymuslosen Empfangermausen
bestimmter Mausstamme (KIESEL et al., 1981d). In einer anderen Studie war fiur die
Ubertragung der Insulitis eine STZ-Vorbehandlung der Empfangertiere notwendig. Durch

diese findet eine Einwanderung von Makrophagen statt, die Uber die Regulierung von
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Adhasionsmolekilen eine Ansammlung der Ubertragenen Lymphozyten in den Inseln
hervorrufen (KUSTERER et al., 1999).

Es ist schwierig, die komplexe (& Zdll- Zytotoxizitét des STZ von der Immunpathogenese des
MLD-STZ-Diabetes abzugrenzen; auch in Anbetracht der Tatsache, dass das STZ
Immunzellen im Knochenmark funktionell schadigen kann und somit an sich
immunmodulierend wirkt (NICHOLS et al., 1981). Die diabetogene Wirkung von STZ lal
sich aber mit dem Antagonisten 3-O-Methylglukose mildern, ohne die Insulitis zu verhindern,
wohingegen eine Depletion der T-Lymphozyten den Ausbruch des Diabetes wahrend der
Behandlungsdauer und die Bildung einer Insulitis aufhalten konnte. Erst die kombinierte
Therapie beider Ansédtze unterdriickte in diesen Experimenten vollstandig die Wirkungen der
MLD-STZ-Behandlung (ROSSINI et al., 1978). Weiterhin wurde mit der Verabreichung von
gegen Oberflachenantigene der T-Zellen gerichteten Antikdrpern vor der STZ-Behandlung der
ML D-STZ-Diabetes verzogert. Dies gelang mit anti-CD3- (HEROLD et a., 1992; VALLERA
et a., 1992) oder anti-CD8- und anti-CD4-mAKk ebenso wie mit der Gabe von anti-CD4-mAk
alein (KANTWERK et d., 1987; DAYER-METROZ et al., 1988).

Eine Depletion von B-Zellen hat dagegen keinen Einflul® auf den MLD-STZ-Diabetes-V erlauf
(BLUE u. SHIN, 1984). In einem murinen B-Zell-knockout-Mausmodell konnte jedoch
demonstriert werden, dass ihnen beim MLD-STZ-Diabetes dennoch eine Bedeutung als
antigenprasentierende Zelle zukommt (KONDO et al., 2000).

Zusammenfassend &3 sich sagen, dass beim MLD-STZ-Modell (5 Zell-toxische Effekte des
STZ und der sich ansammelnden Entziindungszellen (Makrophagen und T-Lymphozyten)
einen insulinabhangigen Diabetes hervorrufen. Die Untersuchungen der Mechanismen dieses
induzierten Diabetes tragen zu grundlegenden Erkenntnissen Uber den menschlichen Typ 1
Diabetes bei. Der genaue Pathogenesemechanismus ist aber auch beim MLD-STZ-Diabetes
nicht vollsténdig geklart (PAPACCIO et a., 2000).
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Tiere, Materia und Methoden

3.1. Das CD4/DR17-transgene Mausmodell

3.1.1. Beschreibung des CD4/DR17-transgenen Mausmodells

Transgene Tiere, die humane Molekile exprimieren, eignen sich zur Erprobung von
Interventionen, die auf diese Moleklle zielen (siehe 2.3.). Die in dieser Arbeit verwendete
mehrfach-transgene Maudlinie (CD4/DR17-Maus) représentiert ein partiell humanisiertes
Immunsystem. Sie tragt die Gene fir zwel wichtige Molekile des menschlichen
mmunsystems.

Sie exprimiert erstens das menschliche Histokompabilitdtsantigen DR17, eine Splitvariante
des DR3, welches auf den Genen fir die a-Kette DRA 1 und fur die b-Kette DRB 03011
beruht. Zweitens tragt sie das Gen fur den menschlichen CD4-Korezeptor. Drittens ist das
murine CD4-Molekil auf DNS-Ebene inaktiviert worden (CD4-knockout) (LAUB et al.,
1998). Damit stellt die CD4/DR17-Maus ein fortschrittliches humanisiertes Tiermodell zur
Erforschung der Wechselwirkung des CD4- und des MHC-Klasse I1- Molekils dar. Erst die
Exprimierung sowohl eines humanen MHC-Klasse IlI- als auch eines humanen CD4-
Molekiles ermoglicht die optimale Verbindung beider zur CD4" T-Zellen-Aktivierung
notwendigen Molekiile, da ein murines MHC-Klasse II-Molekil weniger gut mit dem
humanen CD4-Molekil interagieren kann, wenngleich eine solche funktionelle
Wechselwirkung vorkommt (VIGNALI et a., 1992). LAUB e d. (2002) konnten zeigen, dass
die menschlichen transgenen Moleklle der CD4/DR17-Maus tatséchlich in die Induktion von
Immunantworten eingebunden sind.

Die CD4/DR17-Maus ist das Produkt sukzessiver Kreuzungen verschiedener
transgener Mausstamme (LAUB et al., 2000): Die CD4-knockout Maudlinie (CD4°) wurde mit
der hCD4-transgenen Maus (KILLEEN et al., 1993) und deren Kreuzungsprodukt mit der
HLA-DR17"-transgenen Maus (DR17") (STRAUSS et al., 1994) gepaart. Die Maus-MHC-
Haplotypen (H2) waren in Tieren der Generation F8 nicht einheitlich. So sind die Tiere
heterozygot beziiglich der Haplotypen H2-K<b>, H2-K<g>, H2-K<s>, H2-D<b> (Auskunft
von Martina Dorsch, Institut fir Versuchstierkunde der Medizinischen Hochschule
Hannover). Die verschiedenen H2-Haplotypen basieren auf den bei der Zucht der CD4/DR17-
Maus verwendeten Mausstammen. Die Maudlinie, die humanes CD4 auf einem murinem
CD4-knockout-Hintergrund exprimiert, tréagt die H2-Haplotypen (in Klammern) der 4
Herkunftsstémme: SIL (H2-K<s>, H2-D<s>), 129/Sv (H2-k<b>, H2-D<b>), C57BL/6J
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(H2-k<b>, H2-D<b>) und DBA/2J (H2-H<d> H2-D<d>). Der HLA-DR17-tragende
Kreuzungspartner basiert auf dem Stamm B10Q (H2-K<g>, H2-D<g>).

Die Verpaarung der mehrfachtransgenen CD4/DR17-Mause fihrte noch in der 8.
Inzuchtgeneration zum Auftreten von Segreganten, denen eines oder zwei der transgenen
Merkmale fehlten. So traten CD4-knockout-Méause mit bzw. ohne DR17-Expression auf.
Ebenso gab es Mause mit hCD4 in einem mur CD4-defizientem Hintergrund, denen jedoch
eine DR17-Expression fehlte.

Die Segreganten dienten dazu, die Rolle der exprimierten bzw. nicht exprimierten transgenen
Molekile im MLD-STZ-Modell zu untersuchen.

3.1.2. Eingesetzte transgene Tiere

Meinen Untersuchungen standen Mause mit folgenden vorhandenen () bzw. fehlenden ()
Merkmalen oder Transgenen zur Verfligung:

hCD4"/murCD4 /DR17" (CD4/DR17),

hCD4 /murCD4 /DR17" (CD4/DR17),

hCD4*/murCD4/DR17 (hCD4)

hCD4 /murCD4/DR17 (CD4")

Die Mause wurden im Tierstall des Institutes fur Versuchstierkunde der Medizinischen
Hochschule Hannover gezlichtet. In den Versuchen wurden 2-15 Monate alte mannliche
Méuse der 5.-8. Inzuchtgeneration benutzt. Es wurden Mannchen gewahlt, da
geschlechtsspezifische Suszeptibilitétsunterschiede gegentber STZ bestehen: Mannliche
Mause sind aufgrund eines hoheren Androgen und niedrigeren Ostrogenspiegels
empfanglicher as weibliche Mause (PAIK et al., 1982 a). Die Tiere aus einem Wurf blieben
in einem K&fig untergebracht und wurden jewells unterschiedlichen Behandlungsgruppen des
jeweiligen Versuches zugeteilt.

Die Tiere wurden konventionell in Standardk&figen zu Gruppen a 46 Tieren gehalten. Die
Ké&fige waren in einem Filterschrank untergebracht, der einen gleichméldigen 12-Stunden

Lichtrhythmus gewahrleistete.

Hinwels zur Genehmigungspflicht der durchgefiihrten Tierversuche

Die dargestellten Tierversuche sind genehmigungspflichtig im Sinne des Tierschutzgesetzes §
8 Absatz 1. Sie wurden im Rahmen des vom Regierungsprasidium Leipzig genehmigten
Tierversuchsvorhabens Aktenzeichen 75-9185.81-1/96 durchgefihrt.



MATERIAL UND METHODEN

3.2. Materialien

3.2.1. Chemikalien, Medien und Medienzuséitze

Ather (Diethylether) Merck
Ammoniumchlorid (NH4Cl) SIGMA
Ampicillin Gibco
Azeton Merck
Bovines Serum-Albumin (BSA) |Seva
DAB-Farbetabl etten SIGMA
Di-Kaliumhydrogenphosphat SIGMA
(K2HPO,)

Dinatriumhydrogenphosphat Merck
(NaHPO,)

D-Glukose Merck
Dimethylsulfoxid (DM SO) Serva
EDTA-NaSaz (Titriplex® I11) Merck
Eisessig SIGMA
Entellan Merck
Eosin Serva
Ethanol (EtOH) Merck
FACS-Lysepuffer Becton Dickinson
Formal dehyd| 6sung Merck
Glyceringelatine, Kaiser's Merck
Hamalaunldsung, Mayers Merck
Heparin Seromed
Kéberserum, fotales (FKS) Gibco
Kaliumbicarbonat (KHCOs) SIGMA
Kaliumchlorid (KCl) Merck
Levamisol SIGMA
Methanol Merck
Naphtol-As-Bi-Phosphat SIGMA
Natriumazid (NaN3) Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck
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Natriumnitrit Merck
Natriumpyruvat Gibco
Natronlauge (NaOH) Merck
Neufuchsin Merck

Non-essential aminoacids 100x Gibco

N,N-Dimethylformamid Merck
Penicillin Gibco
Pikrinséure SIGMA
Propandiol SIGMA
RPMI 1640-Glutamax Gibco
Salzsaure (HCI) Merck

Streptavidin-Biotin-Komplex, DAKO
Peroxidase konjugiert

Streptomycin Gibco
Streptozotozin SIGMA
Tri-Natriumzitrat-Dihydrat Merck
Tris-Base (THAM) Roth
Trizma-Hydrochlorid SIGMA
Trypanblau Merck
Wasserstoffperoxid (H205,) Merck
Xylolersatz, Rotithistol Roth
Zitronensaure Merck

Tabelle 1: Alphabetische Auflistung der verwendeten Chemikalien, Medien und
M edienzusétze und deren Bezugsquellen

Zusammensetzung des Zellkulturmediums RPM110:
RPM11640-Glutamax + Natriumpyruvat [1 mM] + nicht-essentielle Aminosauren 100x [10
ml/l], Ampicillin [25 mg/l], Penicillin [120 mg/I], Streptomycin [270 mg/| ] und 10 % FKS.

3.2.2. Verbrauchsmaterialien

Blutglukosemessstreifen AccuTrend Boehringer Ingelheim
Cell-strainer Falcon

Deckgléser 24x50 mm Roth
Dialyseschlauch Roth
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Einmal- Steril-Filter 0,45 um

Schleicher& Schuell FP 03012

Hamatokritrohrchen

HiTrap Protein-G —Séule

Amersham

Injektionsspritze 1 ml

Becton-Dickinson

Injektionsspritze 10 ml Braun
Knopfkantile

Objekttrager Superfrost Roth
Objekttrager Superfrost/Plus Roth

Tissue Tek, O.C.T. Compound

Digitana Laborbedarf AG

Tubes, Pipettenspitzen, Combitip

Eppendorf

Zellkulturgefér3, miniPerm

Heraeus- I nstruments

Tabelle 2: Alphabetische Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien und deren

Bezugsquellen

3.2.3. Gerate

Blutglukosemel3gerét AccuTrend Sensor

Boehringer Ingelheim

FACScan

Becton-Dickinson

Kryostat CM 3050 Leica

Mikrotom Leica

Spektral photometer Pharmacia Biotech
Waage 770 Kern

Zentrifuge 48S ROTINA
Elektrophorese A pparatur Pharmacia Biotech
Mikroskop mit digitalem Leica
Auswertungsgerat

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Ger étschaften und deren Bezugsquellen
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3.2.4. Antikorper

Antikorper, die bel der immunhistologischen Farbung verwendet wurden

Antigen Klon Spezies/ Koppelung | Herkunft Eingesetzte
Immunglobulin Verdinnung bzw.
(Ig) -Klasse Konzentration
Schweine- polyklona Meerschwein| unmarkiert | DAKO unverdinnt
Insulin N1542
Meerschwein | polyklonal Esel Alkalische Dianova 1:250
1gG Phosphatase | 706.055.148
(AP)
hCD4 EDU-2 Maus biotinyliert | Biosource 1:.20
AH 50419
Antikor per, die bel der durchflul3zytometrischen Analyse verwendet wurden
Antigen Klon Spezies/ Fluoreszenz- | Herkunft Eingesetzte
lg-Klasse Farbstoff Konzentration/
FACS-Rohrchen
bzw. Probe in jeweils
25ul FACS-PBS
mur CD3 145.2G11 Hamster 1gG | R-PE Pharmingen |20 pg/ml
01515A
mur CD4 CT-CD4 RattelgG2a |HTC CALTAG |20 pg/mi
RM2501
hCD4 MT 310 MauslgGl | PE-Cy5 DAKO 20 pg/mi
C7069
mur CD8 53-5.8 RettelgGl | FITC Pharmingen |10 pg/ml
01054D
mur CD25 PC 61 RattelgGl1 | R-PE Pharmingen |4 pg/mi
553866
mur CD69 | H1.2F3 Armenischer | R-PE Pharmingen |2 pg/mi
Hamster 19G 553237
mur CD71 | C2F2 RattelgGl | R-PE Pharmingen (0,4 pg/ml
553267
mur 24.G2 Ratte IgG2b | unmarkiert | Pharmingen |40 pg/ml
CD16/32 553140
Antikorper, die zur in vivo-Behandlung der Mause verwendet wur den
Antigen Klon Spezied Herkunft
lg-Klasse
hCD4 MAX 16H5 |MauslgGl |IKIT-Leipzig
hCD4 MAX 12F6 | MauslgG2a | IKIT-Leipzig
mur CD8 53.6.72 Ratte IKIT-Leipzig
Unbekannt | MOPC 21 MauslgGl | Pharmingen

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Antikorper und deren Bezugsquellen
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3.2.5. Rezepturen

Puffer fur die Affinitatschromatographie mit Protein G
Neutralisationspuffer (1 M Tris-HCI) mit pH9

Tris HCI 157,6 g
aquadest 11

Elutionspuffer (0,1 M Glycin-HCI; 0,075 M NaCl) mit pH 2,7

GlycinrHCI 11,59
NaCl 4,383 g
aquadest 11

Aquilibrierpuffer (0,02 M Na-Phosphat) mit pH 7,0

NaH,POsx H,O 1,132 ¢
NaQHPO4X 2 Hzo 2,1 g
aqua dest 11

Phosphatpuffer (PBS)
Zehnfach konzentrierte Stamml6sung (0,15 M):

NaCl 200 g
KCI 5¢g
NaHPO, 28,759
KH,POs 5 g
Chemikalien in 2,51 Volumen in Wasser auflésen, pH 7,4 einstellen, filtrieren und abfllen.
Zum Herstellen der Gebrauchsdsung werden 50 ml Stammldsung mit 450 ml aqua dest

verdinnt.

Tris-HCI-Puffer (TBS)
Stamml 6sung:

Tris-Base 30,29 g
0,1 N HCI 2125 ml
NaCl 3759

Mit aqua dest wird auf 4,5 | aufgefullt, auf pH 7,5 eingestellt und auf 5 | aufgefillt.
Zur Herstellen der Gebrauchlésung wird die Stammlésung 1:10 mit 0,9 %iger NaCl

Ldsung verdunnt.

FACS-Puffer
Zu 500 ml PBS-Gebrauchs6sung werden 5 ml FKS und 0,5 g Natriumazid gegeben.
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Erythrozyten-Lyse-Puffer

NH4Cl 8,29 g (0,155 mol)
KHCO3; 1g (0,01 mol)
EDTA-Na Saz (Titriplex® I11) 3,72 mg (0,01 mmol)

Einen Liter agua dest. hinzufigen und pH-Wert auf 7,3 einstellen (mittels NaOH bzw.

HCI), dann steril filtrieren oder autoklavieren.

Zitrat-Puffer

Rezept fur eine zehnfache Stammlésung (0,1M):
L6sung A:

Wasserfreie Zitronensaure 9,605 g in 500 ml aqua dest
LGsung B:

Tri-Natriumzitrat-Dihydrat 14,705 g in 500 ml aqua dest
Mit 63 ml der Losung A werden 37 ml der Lésung B gemischt. Der pH 4,2 wird
kontrolliert und gegebenenfalls eingestellt, danach wird die Losung filtriert. Die Losungen
A und B sind im Kihlschrank lagerféhig, die Stammlésung wurde aliquotiert bei —20°C

aufbewahrt. Gebrauchddsung: 5 ml Stammldsung ist mit 45 ml aqua dest zu verdiinnen.

Bouin-Fixations-Losung
Herstellen der geséttigten Pikrinsaurel 6sung:
Pikrinsaure 309
heil3es aqua dest 1000 ml
Losung vor der weiteren Verwendung erkalten lassen (dabel bildet sich Niederschlag).
Ansatz der Bouin-L6sung:

geséttigte Pikrinsaurelésung 15 ml
37%iges Formalin 5ml
Eisessig 1 ml

Trypanblau-Vitalfarbel 6sung

Trypanblau 0,19
PBS 100 mi
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Neu-Fuchsin-Farbel 6sung zur Farbstoff-Entwicklung mit Hilfe der alkalischen Phosphatase
Ansatz fur 250 ml, Losung 1:

NaCl 8,79
TrisHCI 1,59
Tris-Base 4,99
aqua dest 175 ml

Propandiol-L 6sung:

Propandiol 219
aqua dest 1000 ml

In Losung 1 kommen 62,5 ml Propandiol- Losung, der pH wird auf pH 9-9,8 eingestel It
und 100 mg Levamisol werden hinzugegeben.
Na-Nitrit-Ldsung:

Na-Nitrit 50 mg
aqua dest 1250 pl

Nun wird in das gel6ste Na Nitrit 500 pl Neufuchsin und nach 1 min Reaktionszeit
diese Mischung in die Lésung gegeben.
Neufuchsinlésung:

Neufuchsin 5g
2nHCI 100 ml

Schliefdlich kommt geldstes Naphtol- A s-Bi-Phosphat dazul.
Naphtol-A s-Bi-Phosphat —L 6sung:
Naphtol-As-Bi-Phosphat 125 mg
DMF 1500 pl
Der pH-Wert der Farbel6sung wird auf pH 8,8 eingestellt und die Ldsung vor
Gebrauch filtriert.
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3.3. Methoden

3.3.1. STZ-Behandlung

Bei der MLD-STZ-Behandlung erhalten die Méause an finf aufeinander folgenden Tagen
jeweils eine intraperitoneale STZ-Applikation. An jedem der funf Applikationstage werden
die Méause zuvor gewogen und mit dem jewells aktuellen Gewicht wird die zu verabreichende
STZ-Dosis errechnet. Aufgrund der schnellen Zerfallszeit des gel6sten STZ (LEE et al., 1993)
finden die Injektionen innerhalb von 10 min nach dem Auflésen des STZ statt.

Das STZ ist auf einer Feinwaage in Portionen a 30-50 mg aliquotiert und bei —20°C gelagert
worden. Kurz vor der Applikation wird ein Aliquot STZ in der Endkonzentration von 40
pg/ml in Zitratpuffer (3.2.5) gelOst.

3.3.2. Blutglukosebestimmung

Tagliche Blutglukosemessung

Der individuelle Blutglukosewert (BG) jeder Maus it bel allen Versuchen in zwischen 9 und
10.30 Uhr morgens bestimmt worden.

Zur Messung der Blutglukose mittels eines Accu-Trend-Sensor Mef3gerates, wird den Méausen
ein Stuck Haut der Schwanzspitze angeritzt und der heraustretende Blutstropfen mit dem
Accu-Trend Blutglukose-Mef3streifen im nach Herstellervorschrift justierten Blutglukosegerét

aufgenommen. Der Blutglukosewert kann innerhalb einer Minute abgelesen werden.

Der Orale Glukose-Toleranz-Test (OGTT)

Beim OGTT wird die individuelle Fahigkeit des Organismus getestet, nach einer oralen
Aufnahme von Glukose die Blutglukosehomoostase aufrechtzuerhalten. Der Test setzt sich
aus Messungen der Blutglukose zu definierten Zeitpunkten nach der oralen Gabe von Glukose
zusammen

Dazu wird den Tieren achtzehn Stunden vor dem Glukosetoleranztest das Futter entzogen.
Vor Verabreichung der Glukosel6ésung wird der NichternBlutglukosewert bestimmt. Jedem
Tier wird nun ca. 50 mg Glukose eingegeben (Nach: CALCINARO et al., 1997): Eine Maus
bekommt 120 pl aus einer Glukoselésung (2,5 g in 6 ml Leitungswasser) mittels einer 1 ml
Spritze und einer Knopfkantle verabreicht. Hierbei ist es nicht nétig, besonderen Zwang
auszutiben. Das Traufeln der Zuckerlésung auf die Zunge 16st ein Trinkverhalten bei der in
der Hand fixierten Maus aus. Nach exakt 15, 30, 45 und 60 Minuten wird die Blutglukose

gemessen (siehe , Tégliche Blutglukosemessung').
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Um unterschiedliche Tests eines Tieres vergleichen zu kénnen, ist darauf geachtet worden,
dass das einzelne Tier in unterschiedlichen OGTTs die jewells gleiche Menge an
Zuckerlosung erhdlt. Bestimmte Tiere haben die gesamte Menge von 120 pl nicht
eingenommen. In diesen Fallen wurde die tatséchlich getrunkene Menge notiert und diesem

Tier beim néchsten OGTT nur jeweils diese Menge verabreicht.

3.3.3. Tétung der Maus und Organentnahme

Die Mauswird in einer CO,-Kammer betéubt, die Bauchdecke mit Alkohol befeuchtet und die
Felldecke der Bauchseite entfernt. Nach dem Offnen der Brusthohle wird mit einem
Scherenschlag die Herzspitze abgeschnitten und das in die Brusthéhle flief3ende Blut mit einer
1 ml Spritze aufgesogen. Hiernach wird die Bauchhohle ertffnet und Milz und Pankreas

werden mit einer Pinzette werden entnommen.

3.3.4. Praparation von Organen zur histologischen Untersuchung

Das frisch entnommene Organ wird in eine kalte 0,9 %ige NaCFL 6sung gebracht und mittels
feiner Pinzetten von anhdngendem Binde-und Fettgewebe getrennt. Es folgt ein Langsschnitt
des Pankreas in zwel Hdaften, von denen die eine Halfte fixiert (s.u.) und die andere Héfte

eingefroren wird.

Einfrieren und Herstellung von Gefrierschnitten

Die Pankreashélfte wird langs in ein vorher markiertes ,Schiffchen’ aus Aluminiumfolie
gelegt und mit 0,9 %iger NaClLdsung bedeckt. Daraufhin wird das Schiffchen auf fllissigen
Stickstoff gesetzt. Das im Stickstoff schliefdlich untergetauchte eingefrorene Praparat wird
weiter bel -80°C gelagert. Zum Schneiden wird es mit einem Tropfen Tissue-Tek auf die
Objekthalterung des Kryostats angefroren. Die Schnitte werden bei —13°C Objekttemperatur
und mit einer Schnittdicke von 9 pum angefertigt. Die auf Objekttréager aufgenommenen
Schnitte werden bei Raumtemperatur Uber Nacht getrocknet und am folgenden Tag fir 7
Minuten in —20°C kaltes Aceton getaucht. Es folgt eine nochmalige einstiindige Trocknung.
Zur Lagerung werden die Objekttrager in Alufolie eingewickelt und bei —80°C aufbewahrt.

Fixieren und Paraffinieren der Gewebeproben

Die Pankreashélfte wird vor der Fixierung in fnf gleichgrol3e Telle zerschnitten.

a) Die Gewebestiicke werden in kaltes 10 %iges Formalin gelegt. Nach mindestens 24-
stundiger Fixierung werden die Stiicke in einer Entwasserungsreihe (Wasser bis 100 %iger

Ethanol) entwassert.
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b) Die Gewebestiicke werden fur 12 h in die frisch angesetzte Bouin-Fixierlsg. gelegt. Die
Bouin-Lsg. wird danach abgegossen und die Gewebe mehrmals mit Wasser gesplilt, bis
sich keine gelbe Farbe mehr [6st. Dann werden die Proben in 70 %igen Ethanol gelegt.

Die Proben werden weiter entwassert und nach der Einlagerung in einem Ldsungsvermittler

S0 in Paraffin angeordnet, dass mehrere Gewebestlickchen in einer Schnittebene liegen.

Herstellen von Par affinschnitten

Aus den paraffineingebetteten Préparaten werden am Mikrotom 5 pm-dinne Schnitte

hergestellt, die auf Eiwell3glyerin-beschichtete Objekttrager aufgenommen werden und

innerhalb von 48 Stunden bei RT trocknen. Der Entparaffinierung geht eine ca. zweistiindige

Erhitzung auf 55°C voran.

Entpar affinierung von Par affinschnitten

Nach 10-minutiger Lagerung im Xylolersatzldsungsmittel Rothistol, folgt eine absteigende
Alkoholreihe (100 %, 90 %, 80 %, 70 %, 50%iger EtOH, aqua dest.) zur sukzessiven
Bewésserung des Schnittes.

3.3.5. Ubersichtsfarbung higtologischer Schnitte

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Zur Férbung legt man die Paraffinschnitte nach der Entparaffinierung (siehe 3.4.10.5) aus dem
destillierten Wasser fir 8 min in gefiltertes Mayer’ sches Hamatoxylin, um sie hiernach kurz in
katem destilliertem Wasser zu spilen und zur Blauung fir ca. 10 Minuten in warmes
Leitungswasser zu stellen. Es folgt eine Entfarbung fir ca. 30 sin einer wassrigen Lésung aus
70 %igem EtOH und 1 %iger Salzsdure, der sich ein wiederholtes Blauen fir ca. 5 min in
warmem Leitungswasser anschliefdt. Zur Eosin-Gegenféarbung werden die Schnitte fur 15
Sekunden in eine 1 %ige wassrige Eosinlésung getaucht und danach in 96 %igem Alkohol
gespult. Die getrockneten Schnitte werden in Rothistol getaucht und mit Hilfe von Entellan
eingedeckelt. Kryostatschnitte werden nur ca. 1 min in Hamatoxylinlésung gestellt und nach
dem Spulen und Bléuen fur 30 Sekunden in 96 %igen EtOH gehalten, dem einige Tropfen der
1 %igen Eosinlosung beigemischt sind. Es folgt ein kurzes Eintauchen in klaren 96 %igen
EtOH. Danach I&3t man die Schnitte an der Luft trocknen und deckelt schlief3dlich mit Entellan
en(s o.).
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3.3.6. Immunhistol ogische Farbung

Es wurde die indirekte enzymatische Immunfarbung eingesetzt, bel welcher der an en
Antigen spezifisch gebundene Antikorper in einem weiteren Schritt detektiert und durch eine
enzymatische Farbreaktion sichtbar gemacht wird. Als Enzyme wurden die Meerettich
Peroxidase (HRP) und die alkalische Phosphatase (AP) verwendet; die alkalische Phosphatase
war dabel an einen Sekundarantikorper (Esel-anti-Meerschwein) gekoppelt, der gegen den
Primarantikorper (Meerschweinchenanti-Insulin) gerichtet ist. In der Biotin- Avidin-Methode
diente die Peroxidase als Enzym. An den biotinylierten Primarantikorper (Maus-anti-hCD4)
bindet sich hierbel der Peroxidase-gekoppelte Avidin-Biotin-Komplex.
Zur Darstellung wurden Substrate verwendet, die in unmittelbarer Anwesenheit der Enzyme
zu stabilen Farbkomplexen reagieren. Diese waren: Diaminobenzidin (DAB), ein brauner
Farbstoff, der unter Wirkung von Peroxidase ausfélt, und Neufuchsin, das sich unter der
Wirkung der Alkalischen Phosphatase mit Naphtol-As-Bi-Phosphat zu einem stabilen roten
Farbstoff (Fast-red) entwickelt.
3.3.6.1. Immunhistologischer Nachweis von CD4" T-Zellen auf Kryostatschnitten mit der
Biotin-Avidin-Peroxidase Technik
Die aufgetauten und getrockneten Kryostatschnitte werden fir 7 min in —20°C kaltem Aceton
fixiert. Zum Blocken der endogenen Peroxidase werden sie daraufhin fir 15 Minuten in 0,3
%iges HO» in Methanol, zum Blocken unspezifischer Bindungen werden die Schnitte dann
30 min in 10 %igem hitzeinaktivierten Mausserum in TBS inkubiert. Die Inkubation mit dem
biotinylierten anti- hCD4- mAk erfolgt fur 1 h bel RT. Anschlief3end werden die Schnitte (3 x 5
min) in TBS gewaschen. Zur Bindung mit dem Enzym sind die Prgparate 30 Minuten lang mit
einem Tropfen aus Peroxidase-gekoppelten Avidin-BiotinrKomplex (1:500) in TBS
Uberschichtet. Es folgen drel Waschschritte (3 x 5 min in TBS). Das DAB-Farbreagenz wird
auf die Schnitte gegeben und die Farbreaktion nach ca. 5 Minuten durch ein Eintauchen der
Schnitte in TBS gestoppt. Vor der Gegenfarbung in Hamatoxylin (siehe 3.3.5.) fur 30
Sekunden, wird der Schnitt in aqua dest. gesptilt. Nach Beendigung der Farbung erfolgt das
Eindeckeln mit Glyceringelatine.
3.3.6.2. Immunhistologischer Nachweis von insulinhaltigen Zellen auf Paraffinschnitten des
Pankreas mit der indirekten Alkalischen Phosphatase Technik
Nach der Entparaffinierung werden die Schnitte zur Blockierung unspezifischer Bindungen
fur 15 min in 10%iges FKS in TBS getaucht. Es folgt eine Inkubation fur 1 h bei RT mit dem

Primarantikorper. Der Antikorper kann 2zwecks Wiederverwendung mittels Pipette
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abgenommen werden, wonach man die Schnitte 3x5 min in TBS wascht. Die Inkubation mit
AP-gekoppelten Sekundar erfolgt fur 1 Stunde bei RT, worauf ein erneuter Waschschritt
stattfindet (3x5 min in TBS). Die Farbreaktion erfolgt in der Fast-red-Féarbeldsung fur ca. 15
Minuten und wird durch Eintauchen in destilliertes Wasser gestoppt; danach werden die
Schnitte fur ca. 30 Sekunden mit Hamatoxylin gegengefarbt (siehe 3.3.5.). Nach Beendigung
der Farbung werden die trockenen Schnitte mit Hilfe von erwdrmter Glyceringelatine
eingedeckelt.

3.3.7. Durchfluf3zytometrische Messung von Lymphozytenpopulationen und
Aktivierungsmarkern

Das Durchfluldzytometer (FACS) dient der Analyse von Zellpopulationen hinsichtlich ihrer

Lichtstreuung und Fluoreszenzemission.

Lichtstreuung ist die Richtungsanderung eines einfallenden Lichtstrahls. Durch einen kleinen
Partikel, wie eine Zelle, wird der grofte Tell des einfalenden Lichtes in dessen
Vorwaértsrichtung gestreut. Dieses Licht nennt man Vorwértsstreulicht (FSC). Da grof3ere
Zellen das Licht stérker streuen, ist der FSC-Wert in der Durchflul3zytometrie ein Mal3 fur die
Partikel- bzw. ZellgrofRe. Dagenige Streulicht, welches im rechten Winkel zu seiner
Einfalsrichtung auftritt, nennt man Seitwartsstreulicht (SSC). Dieses ist ein Mal3 fur die
Granularitét der Zelle.

Bel der Fluoreszenz handelt es sich um einen lichtemittierenden Prozef3, der durch die
Bestrahlung mit Licht von geeigneter Wellenlange ausgelost wird. Das sogenannte
Emissiondicht kann im FACS-Gerdt gemessen werden. Bestimmte Fluoreszenzfarbstoffe
zeigen typische Emissionen. Sind die Zellen mit solchen Fluoreszenzfarbstoffen, z.B. mit
Hilfe von Antikorpern, markiert, kdnnen sie vom FACS-Geréd analysiert und dargestellt

werden.

In der vorgestellten Arbeit wurde die direkte Immunfluoreszenz angewendet. Mit der
Dreifarbent Analyse wurden jeweils zwel Oberflachenantigene und ein Aktivierungsmarker
gleichzeitig in einer Probe untersucht.

Die Auswertung erfolgte mit dem Auswerteprogramm Cell Quest von Becton-Dickinson.
Folgende Antikorper kamen kombiniert zum Einsatz:

anti-CD8-FITC, anti-CD3-PE, anti- hCD4-PeCy5,

anti-CD8-FITC, anti-CD25-PE, anti- hCD4-PeCy5,

anti-CD8-FITC, anti-CD69-PE, anti- hCD4-PeCy5,
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anti-CD8-FITC, anti-CD71-PE, anti-hCD4-PeCy5,

anti-Ratte 1gG-FITC, anti-CD3-PE, anti-hCD4-PeCy5

Als Negativkontrollen dienten Proben mit fluoresenzmarkierten Antikorpern, welche nicht
gegen Epitope der Lymphozyten gerichtet waren (Kontrollantikdrper). Die Einstellungen der
far die Mehrfachfarben Analyse notwendigen jeweiligen Kompensationen der Fluoreszenzen
(FL) wurden mit folgenden Kombinationen aus Kontrollantikorper und spezifischen
Antikorpern durchgefihrt:

Anti-CD-8FITC, PE markierter Kontrollantikorper, PeCy5- markierter Kontrollantikorper
->Einstellung der Kompensation FL2-FL1 (FITC-Kanal)

FITC-markierter Kontrollantikorper, anti-CD8-PE, PeCy5- markierter Kontrollantikorper
->Einstellung der Kompensation FL 1-FL 2, FL 3 (PeCy5-Kand)-FL2

FITC-markierter Kontrollantikorper, PE- markierter Kontrollantikdrper, anti- hCD4-PeCy5
->Einstellung der Kompensation FL 2-FL 3.

3.3.7.1. Durchfluf3zytometrische Analyse des Blutes

Pro Maus werden unter Ather-Narkose retrobulbar ca. 80 pl Blut mittels Hamatokritrohrchen
entnommen, in einem 500 yl Eppendorf-Tube mit einem Tropfen Heparin-Lésung und 25 pl
anti-CD16/32 vermischt und fir ca. 30 min auf Eis inkubiert. Pro FACS-Rohrchen werden 25
ul des vorbehandelten Blutes mit den vorgelegten Antikdrpern gemischt und ca. 30 min auf
Eis, im Dunkeln inkubiert. Dann wird diese Zellsuspension zentrifugiert (1200 U/min, 5 min,
RT), das Zdlpellet mit jewells 1 ml FACS-Lysepuffer Becton-Dickinson) pro Réhrchen
resuspendiert und fur weitere 10 min inkubiert (RT, im Dunkeln). Die Zellsuspension wird
wieder zentrifugiert (1200 U/min, 5 min) und das Zdlpelet in 4 ml FACS-Puffer
aufgenommen. Dieser Waschschritt wird einmal wiederholt. Schlief3dlich wird das Zellpellet in
100 pl FACS-Puffer aufgenommen und bis zur FACS-Messung unter Lichtabschlul® bei 4°C
aufbewahrt.

3.3.7.2. DurchfluRzytometrische Analyse von Milzzellen

Die aus dem frisch get6teten Tier entnommene Milz wird mittels einer Schere zerkleinert und
mit einem Injektionsspritzen-Stempel und 50 ml RPMI mit 10% FKS (RPMI-10) durch das
Sieb des cell strainer gedriickt. Die erhatene Zellsuspension wird zentrifugiert (1200 U/min,
5 min) und zur Erythrozytenlyse das Zellpellet in 10 ml 4°C-kalten Erythrozyten Lysepuffer
resuspendiert. Nach genau 80 Sekunden werden dazu 40 ml RPMI-10 hinzugegeben. Die
Zellen werden abzentrifugiert (1200 U/min, 5 min) und der Waschschritt einmal wiederholt.
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Die Milzzellen werden in 1 ml RPMI-10 aufgenommen und gezéhlt. Fir die FACS-Férbung
werden 1x10° Zellen/Rohrchen verwendet, die mit dem vorgelegten Antikérpergemisch fiir 30
Minuten auf Eis inkubiert werden und nach einem Waschschritt (FACS-PBS, 1200 U/min, 5
min) in 200 ul FACS-Puffer aufgenommen und gemessen werden.

3.3.8. Zellkulturtechniken

Die Behandlung der Zellen erfolgte an einer sterilen Werkbank unter Verwendung von

sterilen Hilfsmitteln.

Einfrieren und Auftauen der Zellen

Einfrieren

Die Zdlen sind zur Langzeitlagerung eingefroren. Das Gefrierschutzmittel Dimethylsulfoxyd
(DM SO0) verhindert die Kristalisation des intrazellularen Wassers. Zum Einfrieren werden die
Zellen in FKS auf ca 2x10° Zellen/ml/Einfrierréhrchen eingestellt. Der Zellsuspension wird
DMSO (10%) zugesetzt und zunéchst bel -80°C eingefroren, bevor die Rohrchen zwecks
Langzeitlagerung in Tanks mit fllssigem Stickstoff bel —196°C aufbewahrt werden.

Auftauen

Die Zellen werden bei 37°C aufgetaut und moglichst schnell in FKS transferiert. Nach
zweimaigem Waschen mit RPMI1640- Medium werden die Zellen gezéhlt und im

Kulturmedium resuspendiert.

Bestimmung der Zellkonzentration von Einzel zelsuspensionen

Aus der Zellsuspension werden 10 pl entnommen, mit 90 ul Trypanblau gemischt und in eine
Neubauerzéhlkammer pipettiert. Aus der Anzahl der lebendigen Zellen eines Groldguadrates,
bestehend aus jeweils 16 Kleinquadraten, multipliziert mit dem Verdinnungsfaktor 10 und
1x10* ergibt sich die Zellzahl pro ml.

3.3.9. Hybridomzellkultur zur Gewinnung monoklonaler Antikorper

Die verwendete Zelllinie 53.6-72 ist ein Rattenhybridom, welches Antikdrper des Isotyps
lgG2a produziert, die gegen das murine CD8-Molekil gerichtet sind (LEDBETTER u.
HERZENBERG, 1979). Die RattenantikOrper besitzen eine schwache pH-abhéngige
Bindungsfahigkeit gegentber einem as ProteinrG bezeichneten, aus Staphylokken
stammenden Molekil. Mittels Saulen, in denen das Protein-G an ein Tragermaterial gekoppelt

wurde, kdnnen die an das Protein-G bindenden Ak aus dem Kulturmedium gewonnen werden.
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Vorreinigung des fotalen Kéalberserums

Die starke Affinitdt von Rinder-lmmunglobulinen fir das Protein- G macht eine Vorreinigung
des fur die Kultivierung des Hybridoms verwendeten Kalberserums notwendig DARBY,
1993). Dazu werden jeweils 100 ml supplementiertes RPMI, das 20 %ig mit fétalem
Rinderserum versetzt ist, Uber eine 5 ml Protein- G-Saule mit der Durchlaufgeschwindigkeit
von 1 mi/min gebracht. Der Durchlauf wird sterilgefiltert und 1:1 mit RPMI gemischt, um

schliefdlich als Kulturmedium eingesetzt zu werden.

Kultivierung des Hybridoms 53.6.72 in der mini-perm Kultur

Um Kulturiberstand zu erhaten, der reich an den Ak des kultivierten Hybridoms ist, wurde
die mini-perm-Zellkultivierung gewdahit. Bel dieser Methode konnen Zellen in hoher Dichte
kultiviert werden, wodurch sich deren Produkte in hoher Konzentration ansammeln.

Die Kultivierung im mini-perm Kulturgefé® beruht auf der Trennung eines
Versorgungsmodules vom Produktionsmodul mittels einer Dialysemembran. Wéahrend sich
Zellen und Zedlprodukte im Produktionsmodul ansammeln, dstellt das Medium im
Versorgungsmodul die benttigten Nahrstoffe bereit. Das Medium im Versorgungsmodul wird
regelméaldig ausgetauscht und gleichzeitig Zellen und Zellprodukte aus dem Produktionsmodul
entnommen. Damit eine ausreichende Diffusion der Nahrstoffe sichergestellt ist, wird das
Kulturgefald sténdig auf einer speziellen Rollapparatur gerollt.

Bel der Kultivierung der Zellinie 53.6.72 zur Antikdrperproduktion werden 35 ml
Zellsuspension in der Konzentration von 2x10e6 /ml mit Medium (RPMI-Glutamax, 10%
vorgereinigtes  fotales Kaberserum) im  Produktionsmodul — kultiviert.  In  das
Versorgungsmodul kommen 450 ml des Versorgungsmediums (RPMI-Glutamax, 2 mM/l Na
Pyruvat, 0,2 mM/I nicht-essentielle Aminosauren, Gentamycin). Wdchentlich werden aus dem
Produktionsmodul mittels einer 25 ml- Injektionsspritze 20 ml der Zellsuspension enthommen
und durch neues Medium ersetzt. Am selben Tag wird das gesamte Medium aus dem
Versorgungsmodul ausgetauscht. Das mini-perm-Zellkulturgefald wird bei 37°C unter 5%-
CO2-Atmosphére bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 3,5 U/min gerollt.

Reinigung mittels der Affinitatschromatographie

Der Ak wurde mittels einer Protein-G-beladenen Saule isoliert.

Dazu wird der Kulturiberstand durch die Séule gegeben und danach der an die Saule
gebundene Ak mittels einer sauren Elutionddsung aus der Saule gespllt. Wahrend des
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Durchlaufs wird die UV-Extinktion der durch die Saule durchgelaufenen Ldsung bel 278 nm
Wellenldnge kontinuierlich gemessen, um den Teill der Ldsung, der Protein erhdt, zu
erkennen. Vor dem Kulturiiberstand gehen 30 ml des Aquilibrierungspuffer durch die Saule (2
mi/min).

100 ml Kulturiberstand werden bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 0,8 ml/min durch
die Saule geschickt. Zum Entfernen nicht-gebundener Probenbestandteile, werden hiernach 10
ml Aquilibrierungspuffer (0,8 mi/min) durch die Saule gepumpt. Schlieflich wird der Ak von
der Saule mittels 20 ml des sauren Elutionspuffers eluiert (2 ml/min). Der Ak befindet sich in
dem Teil der L6sung, bei welchem die Extinktion ansteigt. Dieses den Ak enthaltende Eluat
wird gesondert aufgenommen und schliefdlich mit dem Neutraisationspuffer auf pH 7,4
eingestellt.

Bestimmung des Antikor per gehaltes des Eluats

Der Antikorpergehalt des Eluats (=G) wird nach photometrischer Bestimmung bel 280 nm der
Probe (100 ul) gegeniber dem Leerwert (neutralisierter Eluatpuffer-Durchlauf vor Ak-
Eluierung) nach folgender Gleichung berechnet:

Absorption x 1,3= G mg/ml.

Dialyse des Antikor pereluats

Das auf pH 7,4 eingestellte Antikorpereluat wird gegen PBS dialysiert. Dazu wird ein
Dialyseschlauch mit dem Eluat gefllt, verschlossen und fur 6 Stunden bei RT in 2 Litern PBS
gelegt, welches halbstiindig erneuert wird.

3.3.10. In vivo-Behandlung mit monoklonalen Antikérpern

Mit Hilfe der CD4/DR17-transgenen Maus kann eine spezifische anti-CD4- mAk-Therapie mit
anti-hCD4-mAKk erprobt werden. Fir die vorgelegten Studien waren zwel verschiedene anti-
hCD4-mAk verfigbar: MAX 16 H 5 und MAX 12 F 6. Die Klone, die zur Erzeugung der
monoklonalen Antikdrper dienten, waren beide mittels Immunisierung von Mausen mit eéinem
hCDA4-transfizierten Maushybridom hergestellt worden (GUSE et a., 1993) und stammen aus
dem Institut fir Klinische Immunologie der Universitét Leipzig. Als depletierender anti-CD8-
mAK diente der Rattenantikdrper des Subisotypes 1gG2a aus dem Klon 53.6.72
(LEDBETTER u. HERZENBERG, 1979).

Die mAK lagen in der Konzentration von 1 mg/ml (bzw. der anti-CD8-mAK in der
Konzentration von 0,5 mg/ml) in PBS vor und wurden jeweils in der Dosis von 15 (bzw. der
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anti-CD8-mAKk in der Dosierung von 7,5) pg/g K.G. intraperitoneal verabreicht. Diese
Dosierung wurde von LAUB (1999; 2002) im Rahmen von Studien zur Toleranzinduktion
ermittelt. Bei dieser Dosis konnte eine Beeinflussung der Antikorperbildung nach
Immunisierung und die Teildepletion der CD4" T-Zellpopulation gezeigt werden.
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4. Ergebnisse

4.1. Voruntersuchungen

4.1.1. Festlegung eines Schwellenwertes fir den Begriff der Hyperglykamie bel CD4/DR17-
Mausen

Waéhrend fur den humanen Typ 1 Diabetes von der WHO strikte Kriterien zur Diagnose der

Krankheit definiert wurden, gibt es fir enen tierexperimentellen Diabetes keine

Standardwerte. Der Begriff Hyperglykémie bei der Spezies Maus wird von verschiedenen

Autoren unterschiedlich gehandhabt. In dieser Arbeit ist der Begriff Hyperglykémie als ein

unter definierten Bedingungen (3.3.2.) gemessener Blutglukosewert = 9,5 mmol/l festgesetzt

worden.

Messungen der Blutglukose gesunder unbehandelter CD4/DR17-Mé&use wurden durchgefihrt,

um zu Uberprifen, ob Schwankungen des Blutglukosewertes bei dieser Mausdlinie auftreten,

die as Hyperglykdmien zu bezeichnen wéren.

Von 4 Mausen wurden Uber 30 Tage lang taglich die Blutglukosewerte zwischen 9 und 10.30

Uhr bestimmt (3.3.2.) (Abb.2).

Blutglukose
[mmol/l]

3

Tag 1 Tag 9 Tag 17 Tag 25

Abb.2: Té&gliche Blutglukosewerte von vier unbehandelten CD4/DR17-Mé&usen Uber einen
Zeitraum von 30 Tagen

Die Blutglukosewerte der vier unbehandelten Méause schwanken im Mef3zeitraum von 30
Tagen um den Mittelwert 5,43 mmol/l. Der Mittelwert der Standardabweichungen betragt
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0,78. Der in dieser Zeitspanne hochste Blutglukosewert einer Maus ist 7,9 mmol/l. Der
niedrigste Blutglukosewert betragt 3,9 mmol/I.

Somit treten unter den festgelegten Messbedingungen in der unbehandelten CD4/DR17-Maus
keine Hyperglykdmien auf, wenn Hyperglykdmie as Blutglukosewert Uber 9,5 mmol/l

definiert wird.

4.1.2. Der Orale Glukose-Toleranz-Test bei unbehandelten CD4/DR17-Méausen

Zid war es, zu prifen, ob der OGTT (3.3.2) bel der CD4/DR17-Maus eine geeignete
Methode darstellt, die individuelle Fahigkeit zur Blutglukoseregulierung nach oraer
Glukosezufuhr reproduzierbar zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurden an 26 unbehandelten
Méusen innerhalb einer Woche jeweils zwei OGTTs durchgefihrt. Von jeder Maus wurde die
Flache unterhalb der Blutglukosekurve errechnet: Diese Flache ergibt sich aus der Summe
ihrer Teilflachen (siehe Abb.3). Jede dieser Teilflachen ist ein Trapez, dessen Flache (A) mit
Hilfe der Trapezformel bestimmt wird: A= [(a+b)/2]x c, wobel ¢ das konstante Zeitintervall
(15 Minuten) ist, fur das der Wert 1 eingesetzt wurde. a und b sind die Blutglukosewerte an

zwei aufeinanderfolgenden Mef3zeitpunkten.

Blutglukose

A= (at+h) /2

a

Zeit

Abb.3: Schematische Darstellung der OGTT-Blutglukosekurve, Berechnung der Flache
unterhalb der Kurve alsdie Summe von Tellflachen (A)

Der Mittelwert aus den Flachen der Blutglukosekurven 26 unbehandelter CD4/DR17-Mause
an zwei unterschiedlichen Tagen ist bestimmt worden. Er betrégt 27,8 Fléacheneinheiten. Die
Standardabweichung ist 4,5. Der Mittelwert der Standardabweichungen zwischen den Flachen

a1
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der Kurven ein und derselben Maus zu unterschiedlichen Zeitpunkten betrégt dagegen nur 1,3.
Dies Werte zeigen, dass beim OGTT individuell unterschiedliche Kurven auftreten und die
Werte der Flachen unterhalb der Blutglukosekurven sich beim jeweiligen Tier mit einer
Schwankungsbreite von durchschnittlich 4,7% reproduzieren lassen. Die Féachenwerte
zwischen verschiedenen Mausen unterscheiden sich dagegen im Durchschnitt um 16%.

In den folgenden Experimenten wurde daher von jeder Maus die individuelle
Flachenverénderung zwischen zwel Mefdtagen (vor und nach Behandlungsbeginn) bestimmit.
Mittelwerte einer Versuchsgruppe wurden aus solchen Einzelwerten der Tiere berechnet
(4.2.2).

4.1.3. Immunhistochemische Bestimmung des I nsulingehaltes von Langerhans schen
Inseln

Eine intakte Langerhans sche Insel kann durch das Mikroskop ohne jegliche Anférbung in
einem histologischen Schnitt des Pankreasgewebes al's typischer Zellverband erkannt werden.
Da funktionsfahige & Zellen der Pankreasinseln Insulin produzieren und speichern, fuhrt eine
immunhistochemische Anférbung des Insulins (3.3.6.2.) zu der Anféarbung der Inselfléche
(siehe Abb.4).

Nach der Behandlung der CD4/DR17-Maus mit STZ (3.3.1.) ist eéine Abnahme der Grof3e der
insulinhaltigen Flache der Inseln zu sehen. Zur Quantifizierung des Insulingehaltes wurde der
prozentuale Anteil der gefarbten Inselflache mit Hilfe eines digitalen Mef3systems bestimmt.
Dabel wurden folgende Farbschwellenwerte eingegeben: Rot 95-180, grin 25-90, blau 35-
105. Nur eindeutig als Inseln zu erkennende Strukturen wurden bewertet, wenn sie mindestens
einen Durchmesser von 50 pum aufwiesen. Dieser Schwellenwert wurde eingefihrt, um nicht
verstreute, stark gefarbte, einzelne 3-Zellen in die Bewertung mitaufzunehmen. Diese kénnten
die Ergebnisse verfalschen, da eventuell vorhandene ungeférbte Einzelzellen nicht als 3-
Zéellen zu erkennen sind.

Von zwei Mausen, einer unbehandelten und einer mit 5x40 mg/kg K.G. STZ-behandelten
Maus (Tag 20), sind in folgender Tabelle exemplarisch samtliche Werte aus funf
verschiedenen Pankreasschnitten dargestellt. Jeder Wert driickt den prozentualen Insulinantell

ener einzelnen Insal aus:;

Anteil insulinhaltiger | Mittelwert | Standardabweichung
ahl Inselflache, Einzelwerte
Anzahl] joq) [%]
bewerteter Inseln
Unbehandelte 8 100, 90, 87, 77, 76, 44, 39, | 69 23
CD4/DR17-Maus 38

42



ERGEBNISSE

Anteil insulinhaltiger | Mittelwert | Standardabweichung
Anzahl Inselfléche, Einzelwerte
28t [og) [%]
bewerteter Inseln
STZ-behandelte 8 63,52,47,40,35,31,24,7 |37 16
CD4/DR17-Maus

Tabelle 5 (erster Teil siehe vorige Seite unten): Prozentuale Anteile der insulinhaltigen Flache
(%) in einzelnen Inseln einer unbehandelten sowie einer STZ-behandelten CD4/DR17-Maus
sowie deren Mittelwerte

Die Mittelwerte des Antells insulinhaltiger Zellen in Pankreasinseln sind ein Mal3 fur den
Insulingehalt. Die duch die STZ-Behandlung initiierte 3-Zell-Zerstérung schlagt sich in
einem geringeren Insulingehalt der Inseln nieder. Neben solchen Inseln, die weniger als zehn
Prozent insulinhaltige Fléche aufweisen, finden sich im Pankreas der STZ-behandelten Mause
auch Inseln mit einem nach wie vor hohen Insulinanteil. Auch bei unbehandelten M&usen
unterscheiden sich die Inseln in ihrem Anteil insulinhaltiger Zellen voneinander; neben Inseln,
die vollsténdig mit Insulin , geflllt* sind, gibt es andere mit einem weniger als halb so grofiem

Antell insulinhaltiger Strukturen.

Abb.4: Immunhistochemische Dar stellung des I nsulins
| (rotgeférbt) in einer intakten Insel; Paraffinschnitt
Fast-red Farbung ohne Gegenfarbung

Abb.5: Immunhistochemische Dar stellung des I nsuins
(rotgefarbt) in einer Insel aus einer STZ-behandelten
| Maus, Paraffinschnitt, Fast-red Farbung ohne
| Gegenférbung

4.1.4. Das Auftreten und die Beurteilung einer I nsulitis

Ein wichtiges Kriterium zur Unterscheidung eines Typ 1 Diabetes von anderen Diabetestypen
ist das Auftreten von Entzindungen in den Inseln (Insulitis). Diese Entziindungen sind

Kennzeichen des krankheitsverursachenden Autoimmungeschehens und haben wahrscheinlich
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auch beim MLD-STZ Diabetes eine pathogenetische Bedeutung. Zur Bewertung der
Entzindungsinfiltrate der Pankreasinseln wurde den Insdlinfiltrationen jeder Insel die
Rangzahl einer ordinden Skala zugeordnet: O=keine Entziindungen (<5 Zellen), I=
Periinsulitis (35 mononukledre Entziindungszellen um die Insel) oder Il=Insulitis (35
mononukledre Entziindungszellen innerhalb der Insel).

In HE-geférbten Pankreas-Paraffinschnitten (3.3.5.) unbehandelter CD4/DR17-Maéause
befinden sich in bzw. um die Inseln keine Ansammlungen mononukledrer Zellen. In
unmittelbarer Geféal3nahe konnen jedoch vereinzelte, mononukledre Zellen zu sehen sein, die
nicht als Ausdruck einer Entztindung anzusehen sind. Im Gegensatz dazu zeigten sich in den
Pankreasschnitten von STZ-behandelten CD4/DR17-Méausen am Tag 20 nach STZ-
Behandlung deutlich Infiltrate um die Inseln, die als Periinsulitiden (1) eingestuft worden sind
(Abb.6), neben Infiltraten, die in die Inseln hineinreichen und as Insulitiden (I1) zu
bezeichnen sind (Abb.7). Infiltrationen unterschiedlichen Grades kamen auf Pankreasschnitten
ein und derselben Maus vor. Ebenso waren im Pankreas behandelter Mause intakte Inseln

ohne Ansammlungen von Entztindungszellen vorzufinden.

Abb.6: Periinsulitis (Insulitis Grad I) in einer
Pankreasinsel aus einer mit 5x40 mg/kg ST Z-
.| behandelten CD4/DR17-Maus (Tag 40 nach
. Beginn der STZ-Behandlung); Paraffinschnitt,
HE-Féarbung

Abb.7: Insulitis (Insulitis Grad I1) in ener
Pankreasinsel aus einer mit 5x40 mg/kg ST Z-
behandelten CD4/DR17-Maus (Tag 40 nach
Beginn der STZ-Behandlung); Par affinschnitt,
" HE-Farbung
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4.1.5. Immunhistochemische Detektion von CD4" Zellen in der Milz

Mit Hilfe der Immunhistologie ist es moglich, Zellpopulationen anhand von Markern zu
differenzieren. Im MLD-STZ-Modell der C57BL/6-Maus sind je nach Entziindungsstadium
Makrophagen und Lymphozyterpopulationen in den Insulitiden dargestellt worden. Zur
Beantwortung der Frage, ob die Expression der Transgene — des humanen CD4 und des
DR17-Molekiils — die Beteiligung der CD4" Zellen an der Insulitis beeinflufdt, wurden hCD4*
Zellen immunhistochemisch in Entziindungsinfiltraten detektiert (siehe 4.3.2.5).

Die Methode (3.3.6.1.) wurde an Kryostatschnitten der Milz etabliert. Weiterhin dienten
Milzschnitte im Rahmen der Detektion von hCD4" Zellen im Pankreas als Positivkontrollen.
Die Anfarbung von hCD4" Zdllen in der Milz einer CD4/DR17-Maus zeigt ein fir die Milz
typisches Verteilungsmuster: CD4" Zellen liegen manschettenférmig um die sogenannten
Keimzentren (Abb.8).

ADbb.8: Immunhistochemische Dar stellung von
¥ hCD4" Zdlen in der Milz (braungefarbt);
~ | Kryostatschnitt  mit  DAB-Farbung und
Hamatoxylin-Gegenfarbung,

4.1.6. Durchfluf3zytometrische Analyse des Blutes von CD4/DR17-M&usen und transgenen
Segreganten

Die CD4/DR17-Maus ist ein Kreuzungsprodukt aus unterschiedlichen transgenen Mausen
(3.1.1.). Bel ihrer Weiterzucht traten Segreganten auf, die in Experimenten eingesetzt wurden,
um die Bedeutung der Transgene fir die STZ-Diabetes-Pathogenese zu erforschen (4.2.).
Dazu musste aber gepriift werden, ob in den CD4-defizienten (CD4") Méausen bzw. in den
CDA4-defizienten Méausen, die das DR17 exprimieren (CD4/DR17), das fehlende CD4-
Molekil alein zum Verlust der CD4" T-Zédlpopulation fiihrt, ohne dass andere Stérungen im
Bild der Lymphozytenpopulationen auftreten.

Hierzu wurden die Zellpopulationen im peripheren Blut von CD4/DR17-Méusen und von
solchen Segreganten bestimmt und miteinander verglichen, die aufgrund von Analysen mit
der PolymerasekettenreaktionMethode, die vom Ingdtitut fir Versuchstierkunde der
Medizinischen Hochschule Hannover ausgefihrt wurden, weder Gene fir das humane noch

fUr das murine CD4-Molekil aufwiesen.
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Die FACS-Analyse (3.3.7.), die die Zellmarker CD4, CD8 und CD3 einbezog, zeigte, dass
sich im peripheren Blut der CD4/DR17- und CD4 -Méuse keine Population von CD3" Zellen
darstellt, die sich nicht gleichzeitig als CD8" Zellen erweisen (Abb.9). Die Zahl der CD3"
Zellen ist bei diesen Tieren im Vergleich zu CD4/DR17-Mé&usen um den Anteil der CD4"
Zellen verringert. Daher sind diese Tiere als Vergleichsgruppe fur Experimente geeignet, die
die Rolle der CD4" Zellen untersuchen.
4.1.7. Aufreinigung eines monoklonalen, gegen das murine CD8-Molekil gerichteten
Antikorpers aus dem Kulturtiberstand des Hybridoms 53.6.72
Fir die anti-CD4-Ak-Behandlungen wurden mAKk-Prdparationen benutzt, die im Institut fir
Klinische Immunologie, Abteillung Biotechnologie fur die zukinftige therapeutische
Verwendung am Menschen hergestellt worden sind. Der anti-CD8-mAKk zur in vivo
Behandlung musste dagegen fir diese Studien erst in ausreichender Menge produziert und
gereinigt werden.
Aus insgesamt 200 ml Hybridom mini-perm-Kulturiberstand wurden 18 ml Eluat mit einer
Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml gewonnen (3.3.9.). Dr. R. Brecht vom Institut for
Klinische Immunologie der Universitét Leipzig, Bereich Biotechnologie, Uberprifte die
Reinheit des Eluats mittels einer Protein-Silberfarbung und einem nachfolgenden Westernbl ot
nach dessen elektrophoretischer Auftrennung. Im Eluat identifizierte er eine einzelne
Proteinbande as Rattenimmunglobulin und wies damit die Reinheit der Préparation nach.
Mittels FACS-Analyse (3.3.7.1.) wurde die Bindungsspezifitét des Eluates ermittelt. Die
Zellen aus dem Mausblut einer CD4/DR17-Maus sowie einer CD4-defizienten Maus, an die
sch die Ak des Eluates hefteten, stellten sich nach Farbung mit einem gegen
Rattenimmunglobulin gerichteten FITC-markierten Antikorper dar. Die Doppelféarbung mit
markierten anti-CD3-Antikorpern zeigt, dass das Eluat an eine CD3" Zell-Population bindet
(Abb.9). Diese Population entspricht in ihrer GroRe der CD8" Zellpopulation, die durch einen
kommerziell erhdltlichen anti-CD8-mAK in einer parallelen Anayse der Blutprobe dargestellt
werden konnte (Abb.10).
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CD4 Maus
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Eluat 53.6.72.+ Anti-rat FITC

Abb.9: FACSDot-Plot-Darstellung der 53.6.72.-markierten, CD3-positiven Zelpopulation
(umrandet); FACSFarbung desBluteseiner CD4-Maus

CD4 Maus

104
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Abb.10: FACSDot-Plot-Dar stellung der CD8- und CD3-doppelpositiven Zellpopulation
(umrandet); FACSFarbung desBluteseiner CD4-Maus
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Blutglukose

4.2. Der MLD-STZ-Diabetes in der CD4/DR17-Maus. Die Diabetogene Wirkung von
STZ in Abhéngigkeit von der applizierten Dosis

Um die Empfindlichkeit der CD4/DR17-Maus gegenuiber der diabetogenen Wirkung von STZ
zu untersuchen, wurden 16 Mause (4 Gruppen) an fiunf aufeinander folgenden Tagen mit
unterschiedlichen Mengen an STZ behandelt:

Gruppel: |[40mg STZ/ kg Korpergewicht | Tag0-4
Gruppe2: |80mg STZ / kg Korpergewicht | Tag 0

40 mg STZ / kg Korpergewicht | Tag 1-4
Gruppe 3: |50 mg STZ / kg Korpergewicht | Tag 0-4
Gruppe 4. |60 mg STZ / kg Korpergewicht | Tag 0-4

Tabelle 6: Behandlungsschema zur Untersuchung einer dosisabhangigen STZ-Wirkung bei der
CD4/DR17-Maus

4.2.1. Entwicklung des Blutglukosespiegels der CD4/DR17-Maus nach STZ-Behandlung

Die Blutglukosespiegel wurden in zweitédgigem Abstand bestimmt. In  jeder
Behandlungsgruppe traten hyperglykamische Blutglukosewerte auf (Abb.11 u. 14). Die
hochsten BG traten bis zum Tag 40 auf. Die BG aler Mause haben sich am Tag 70
weitgehend normalisiert (siehe auch 4.2.3). Die Hohe der mittleren Blutglukosewerte einer
Versuchsgruppe korrelierte mit der Dosis des verabreichten STZ. Keine der Méuse zeigte

wahrend des Versuchsverlaufes Anzeichen von Stérungen des Allgemeinbefindens.

22 -
5x40mg/kg K.G.

—%
—— 5x50mg/kg K.G.
= —o 5x60mglkg K.G.
o
E —o— 1x80 + 4x40mg/kg K.G.
12

0 24 48 70
Zeit [Tag nach erster STZ-Behandlung]

Abb.11: Verlauf der Blutglukosemittelwerte (Messungen im Abstand von jeweils zwel Tagen)
von CD4/DR17-M &usen die mit unter schiedlichen Dosen an STZ behandelt wurden (Gruppen a
4 Mause)
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4.2.2. Zunahme der Flache unterhalb der Blutglukosekurve des OGTT nach STZ-
Behandlung

Beim Oralen GlukoseToleranz-Test misst man die Verénderung des BG nach oraler
Aufnahme von Glukose zu definierten Zeitpunkten und erhd@t mit ener solchen
Blutglukosekurve ein Mal3 fur die Fahigkeit des Organismus zur unmittelbaren
Blutglukosehomtostase. Auf die Aufnahme von Glukose und den Anstieg der Blutglukose
reagiert der gesunde Sdugetierorganismus mit der Ausschittung von Insulin, wodurch der
Blutglukosespiegel wieder sinkt. Beim Typ 1 Diabetes fihrt die Zerstérung von [3Zellen
dazu, dass von weniger 3Zellen Insulin ausgeschittet werden kann. Hat die Zellzerstérung
eine kritische [3-ZelImasse betroffen, manifestiert sich dies in der mangelhaften Regulation des
Blutglukosespiegels.

Eine starke Zerstorung der 3Zellen bzw. der Stérung ihrer Funktionen in Folge der STZ-
Behandlung zeigte sich bel der CD4/DR17-Maus in erhohten Blutglukosewerten (4.2.1).

Ein weiteres Kriterium fur die Beurteilung der funktionellen Schadigung der Pankreasinseln
wird mit der Kurvenflache des OGTT ermittelt (Abb.12). Die Zunahme dieser Fléche ist ein
Zeichen fur die Verminderung der Glukosetoleranz. Dieses Phénomen trat in alen STZ-
behandelten Tieren auf; selbst in Tieren, bei denen bis zu diesem Zeitpunkt keine
Hyperglykdmie gemessen worden war. Mit dem OGTT kann somit eine Stérung der
Blutglukosehdamostase auch dann erkannt werden, wenn sie mit der Bestimmung des normalen

Blutglukosewertes nicht diagnostiziert wird.

24 -
[<8]
(%]
o
< _
2= )
==
o E
W Tag 70
[gvor STZ-Behandlung
O T T T 1
15 30 45 60
Zeit nach Glukosegabe (50 mg)
[min]

Abb.12: Beispid fur den unterschiedlichen Verlauf der OGTT-Blutglukosekurve vor (grau) und
70 Tage nach (schraffiert) Beginn der STZ-Behandlung (5x40 mg/kg K.G.) bei einer CD4/DR17-
Maus
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OGTT-Kurven-Flachenzunahme

[%]

Um die individuellen Zunahmen der Kurvenflache der Versuchstiere zu errechnen und die
Tiere einer Behandlungsgruppe zusammenfassen zu kénnen, wurde der Flachenwert unterhalb
der Blutglukosekurve nach STZ-Behandlung durch den Flachenwert der Kurve vor STZ-
Behandlung dividiert und der erhaltene Wert mit 100 multipliziert. Dadurch erhdit man die
prozentuale Zunahme bzw. Abnahme der Flachen unterhalb der Blutglukosekurve nach STZ-
Behandlung. Es ergeben sich bel einer Flachenzunahme Werte, die Uber 100 liegen, und
Werte unter 100, wenn die zweite Flache kleiner geworden ist. Die Analyse zeigt, dass die
Flache unterhalb der Blutglukosekurve des OGTT mit Erhéhung der STZ-Dosis zunimmt und
somit die Glukosetoleranz sinkt (Abb.13).

250 1 (

I |
1
200
.
150 A T +
100 : : :
5x40 ma/kaK.G. 1x80 5x50 5x60
4x40

Abb.13: Prozentuale Zunahme der Flachen unterhalb der OGTT-Blutglukosekurve von
CD4/DR17-Mé&usen am Tag 70 nach Beginn der Behandlung mit unterschiedlichen Mengen an
STZ

4.2.3. Das Auftreten von Hyperglykdmie in der CD4/DR17-Maus nach der Verabreichung
unterschiedlicher Mengen STZ

Hyperglykdmie wurde as ein auftretender Blutglukosewert von mindestens 9,5 mmol/l
definiert (siehe 4.1.1.). Im vorliegenden Experiment entwickelten nicht alle STZ-behandelten
CD4/DR17-Méuse eine Hyperglykdmie. Auftretende Hyperglykdmien verliefen nicht
irreversibel, sondern waren in einem Zeitraum von 70 Tagen transient (4.2.1.). Obwohl die
Inzidenz des Diabetes in der Kurvenhohe der Darstellung der mittleren Blutglukosewerte zum
Ausdruck kommt (Abb.11), 1&’ sich aus dieser Kurve kein direkter Ruckschlu® auf den
50
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Blutglukoseverlauf einzelner hyperglykamischer oder nicht-hyperglykémischer Tiere ziehen.
Bei Berlcksichtigung des Auftretens der Hyperglykdmie zeigt sich vielmehr, dass die
Entwicklung der hyperglykamischen Blutglukosewerte unterschiedlich ist (Abb.14): Der
Verlauf in den Gruppen 5x50 mg/kg K.G. und 6x50 mg/kg K.G. unterscheidet sich im Grad
der Hyperglykéamie von dem der Behandlungsgruppen 5x40 mg/kg K.G. und 1x80 + 4x40
mg/kg K.G.. Die Verlaufe der Blutglukosewerte der Tiere, die keine Hyperglykdmie
entwickeln, sind in den unterschiedlichen Behandlungsgruppen dagegen nahezu identisch.

—o—5x40mg/kg  K.G.

hyperglykamische Tiere
20 (n=2)
nicht hyperglykéamische
Tiere (n=2)
—»— 1x80,4x40mg/kg  K.G.
hyperglykémische Tiere
(n=2)
nicht hyperglykéamische
10 Tiere (n=2)
—A—5x50mg /kg K.G.
hyperglyk&mische Tiere
(n=2)
nicht hyperglykamische
Tiere (n=2)
—35— 5x60mg/kg K.G.
0 hyperglykdmische Tiere
(n=3)
: TagO 20 40 60 nicht hyperglykamische
Tiere (n=1)

Abb.14: Darstellung des Verlaufes der mittleren Blutglukosewerte (Messungen im Abstand von
jewells zwei Tagen) solcher mit unterschiedlichen STZ-Dosen behandelter CD4/DR17-M duse,
die eine Hyper glykamie entwickelten, und solcher M&use der jeweiligen Behandlungsgruppen,
diekeine Hyper glykadmie entwickelten

4.3. Induktion eines Diabetesin der CD4/DR17-M aus und transgenen Segreganten

In den folgenden Experimenten wurden CD4/DR17-Mause und Segreganten (3.1.2.), denen
eines oder beide Transgene fehlen, sowie CD4-defiziente Mausen eingesetzt, um die
Bedeutung der Transgene in der Pathogenese des STZ-Diabetes der CD4/DR17-Maus zu
untersuchen. Hyperglykémie (4.3.1.; 4.3.2.1.), Verminderung der Glukosetoleranz (4.3.2.2.),
Abnahme des Insulingehalts (4.3.2.3.) und das Auftreten von Insulitiden (4.3.2.4.) nach STZ-
Behandlung wurden erfaldt und die unterschiedlichen Tiergruppen miteinander verglichen. In
den Ansdtzen sind zwei unterschiedliche STZ-Dosierungen eingesetzt worden. Im Abschnitt
4.3.1. sind die Tiere mit 5x40 mg/kg K.G., im Abschnitt 4.3.2. mit 1x80+4x40 mg/kg K.G.

STZ behandelt worden.
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Die Analysen zeigen, dass Hyperglykamie und die Haufigkeit von Insulitiden des Grades Il
in CD4/DR17-Méusen gegeniiber Segreganten erhoht ist.

4.3.1. Vergleich der Blutglukoseverlaufe zwischen CD4/DR17-Mausen und
transgenen Segreganten nach Behandlung mit 5x40 mg/kg K.G. STZ

a) Den Méausen der folgenden zwei Gruppen wurden 5x40 mg/kg K.G. STZ i.p. injiziert:

CD4/DR17 (n=4)
CD4'/DR17 (n=4)

Die Blutglukose wurde bis zum Tag 40 bestimmt.

Im Experiment entwickelten CD4/DR17-Mause eine stérkere Hyperglykdmie als Segreganten
ohne CD4-Molekil (CD4/DR17-Méuse).

In allen behandelten CD4/DR17-Méusen trat eine Hyperglykdmie auf. In drel der vier Mause
traten Blutglukosewerte Uber 20 mmol/l auf. Der héchste gemessene Blutglukosewert betrug in
dieser Gruppe 31,7 mmol/I.

In zwel von vier CD4/DR17-Méusen trat eine Hyperglykamie auf. Der hochste gemessene

Blutglukosewert dieser Gruppe betrug 14,1 mmol/I.

20
Durchgehende Linie:
CD4/DR17-Maus
Blutglukose 10 L ~
[mmol/l] z
e- TzIl.--
Gestrichelte Linien:
CD4/ DR17-Méause
0

3 12 21 Tag 40

Abb.15: Blutglukoseverlaufe von CD4/DR17-Méausen (Mittelwerte von 4 Tieren) und von vier
CD4/DR17-Mé&usen nach MLD-STZ-Behandlung
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b) Den Méusen der folgenden zwei Gruppen wurden 5x40 mg/kg STZ i.p. injiziert:

CD4/DR17 (n=4)
hCD4 (n=4)

Die Blutglukose wurde bis zum Tag 12 bestimmt.

In CD4/DR17-Mé&usen entwickelt sich haufiger eine Hyperglykamie als in Segreganten, die
humanes CD4 exprimieren, denen aber das DR17-Molekil fehlt (hCD4-Méuse). In allen vier
CD4/DR17-Mé&usen und in zwel der vier hCD4-Mausen trat eine ansteigende Hyperglykéamie
bis zum Tag 12 auf. In zwei der vier hCD4 Maéausen trat nur eine transiente, eintagige

Hyperglykéamie am Tag 6 auf.

20 r

Durchgehende Linie:
CD4/DR17-Maus r

10 +
Blutglukose
[mmol/l]
Gestrichelte Linien:
hCD4-Maus
0
2 4 6 8 10

Tag 12

Abb.16: Blutglukoseverlaufe von ML D-ST Z-behandelten CD4/DR17-( Mittelwertevon 4 M duse)
und von hCD4-M dusen (Mittelwerte von jeweils 2 M &usen mit dhnlichen Blutglukosever ldufen)

4.3.2. Vergleich der Diabetesentwicklung zwischen CD4/DR17-Mausen und transgenen
Segreganten nach Behandlung mit 1x80 und 4x40 mg/kg STZ

Es wurden zwel voneinander unabhangige Versuche (A und B) durchgefiihrt:
A) Sechs CD4 -Méause sowie jewells 7 Mause der Gruppen CD4/DR17, CD4/DR17, wurden
1x80 und 4x40 mg/kg STZ i.p. injiziert.

B) Jewells 12 M&usen der folgenden Gruppen wurden 1x80 und 4x40 mg/kg STZ i.p. injiziert:
CD4/DR17, CD4/DR17 und hCDA.
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Die tégliche Blutglukose (4.2.2.1.) sowie der OGTT vor der STZ-Behandlung und am Tag 37
(Versuch A) bzw. 38 (Versuch B) nach Beginn der STZ-Behandlung (4.2.2.2.) wurden
bestimmt. Die Tiere wurden am Tag 40 get6tet. Immunhistochemisch wurde die
Einwanderung von CD4" Zellen dargestellt (4.2.2.5.) und der prozentuale Insulingehalt in
Inseln des Pankreas (4.2.2.3.) ermittelt sowie eine Graduierung der Insulitiden (4.2.2.4.)

vorgenommen.

4.3.2.1. Verlauf der Blutglukose nach STZ-Behandlung in der CD4/DR 17-Maus und
transgenen Segreganten

A) In der Gruppe der CD4/DR17-Méuse wurden alle 7 Tiere Uber einen langeren Verlauf
hyperglykamisch. Demgegentiber entwickelten transgene Segreganten seltener ( CD4°/DR17-
und hCD4-Mause) oder nie (CD4 -Méause) eine mehrtégige Hyperglykdmie (siehe Tabelle 7).

Tiergruppe Entwicklung einer | Keine Entwicklung einer
andauernden langer as 4 Tage
Hyperglykadmie andauernden

Hyperglykamie

CD4/DR17 7 0

hCD4 2 5

CD4’/DR17 3 4

CD4 0 6

Tabelle 7: CD4/DR17-Mause und Segreganten (Tierzahlen), die nach STZ-Behandlung eine
andauernde bzw. keine Uber 4 Tage dauer nde Hyper glykamie entwickelten

Vergleicht man den Verlauf der mittleren Blutglukosespiegel der Tiere aus den
verschiedenen Gruppen, stellt man fest, dass sich zwar die Haufigkeit im Auftreten von
Hyperglykdmien bei den unterschiedlichen Gruppen unterscheidet, die hyperglykamischen
und nicht-hyperglykdmischen Blutglukoseverlaufe bei den unterschiedlichen Tiergruppen
jedoch sehr @hnlich sind (siehe Abb.17 auf der folgenden Seite).
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2

Tag 34

CD4/DR17 hyperglykdmische
Tiere (n=7)

hCD4/hyperglykémische Tiere
(n=2)
Nicht-hyperglykamische Tiere
(n=5)

CD4'/DR17
hyperglykdmische Tiere (n=3)
Nicht-hyperglykéamische Tiere
(n=4)

CDh4
Nicht-hyperglykdmische Tiere
(n=6)

Abb.17: Blutglukoseverlaufe (Mittelwerte) der dauerhaft hyperglykdmischen Tieren einzelner
Behandlungsgruppen und der Tiere, die nicht Uber einen Zeitraum von mehr als vier

aufeinanderfolgenden Tagen hyper glykamisch wurden

B) In der Gruppe der CD4/DR17-Mause wurden 11 von 12 Mausen Uber einen langeren

Zeitraum hyperglykamisch. In der Gruppe der CD4/DR17-Mause bekamen 9 der 12 Mause

eine langanhatende Hyperglykémie. In der Gruppe der hCD4-Mause entwickelten 7 von 12

Méusen eine anhatende Hyperglykamie.

Tiergruppe Entwicklung einer | Keine Entwicklung
andauernden einer langer als 4 Tage
Hyperglykamie andauernden
Hyperglykamie
CD4/DR17 11 1
hCD4 7 5
CD4'/DR17 9 3

Tabelle 8: CD4/DR17-M&use und Segreganten (Tierzahlen), die in einem Experiment nach STZ-
Behandlung eine andauer nde bzw. keine Uber 4 Tage dauerndeHyper glykamie entwickeln



ERGEBNISSE

—_g— CDA4/DR17-hyperglykdmische
Tiere (n=11)
Nicht hyperglykamisches Tier

Blutglukose
[mmol/I]

hCD4 hyperglykémische
Tiere (n=7)

nicht hyperglykémische
Tiere (n=5)

CD4'/DR17- hyperglyk&mische
Tiere (n=9)

Nicht hyperglykdmische Tiere
(n=3)

Tag 40

Abb.18: Mittelwerte der Blutglukosewerte STZ-behandelter CD4/DR17-,
hCD4- und CD4/DR17-M &use

Ebenso wie im Versuch A, @neln sich im Versuch B die mittleren Blutglukoseverlaufe der
Tiere aus den unterschiedlichen Gruppen, wohingegen sich die Tiergruppen in der Haufigkeit
des Auftretens von Hyperglykdmien unterscheiden (siehe Abb.18).

Werden die Ergebnisse aus den Versuchen A und B zusammengefaldt, ergeben sich statistisch
signifikante Unterschiede in der Entwicklung einer langer als vier Tage dauernden
Hyperglykdmie zwischen CD4/DR17-Méusen und den transgenen Segreganten hCD4, CD4"
/DR17 und CD4 (Siehe Tabelle 9)

Tiergruppe Tierzahl mit | Keine Entwicklung| Statistische Analyse
Entwicklung einer | einer langer als 4 Tage| mit Fishers exaktem
andauernden andauernden Test
Hyperglykémie Hyperglykémie

CD4/DR17 18 1 Vergleichsgruppe

hCD4 9 10 Signifikant (p£0,05)

CD4'/DR17 12 7 signifikant

CD4 0 6 sgnifikant

Tabelle 9: /DR17-Mausen und Segreganten (Tierzahlen) aus zwei Experimenten, die nach STZ-
Behandlung eine andauernde bzw. keine tUber 4 Tage dauernde Hyperglykémie entwickeln,
sowie die Resultate der statistischen Analyse



OGTT-Kurven-Flachenzunahme

[%]

OGTT-Kurven-Flachenzunahme

[%]

ERGEBNISSE

4.3.2.2. Auswirkungen der STZ-Behandlung in der CD4/DR17-Maus und transgenen

Segreganten auf die orale Glukosetoleranz

300 -

200 {

100

—t—

—T—

CD4/DR17

100

hCD4 CD4/DR17

CD4’

CD4/DR17

Abb.19+20: Darstdlungen der Mittelwerte der relativen Zunahmen der Flachen (%)
unterhalb der BG-Kurven desOGTT am Tag 37 (Versuch A; Abb.18, oben) bzw. am Tag
38 (Versuch B; Abb.19, unten) nach Beginn der STZ-Behandlung

hCD4

CD4'/DR17

Die Glukosetoleranz sinkt in alen STZ-behandelten Tieren der unterschiedlichen Gruppen,

was sich in einer Verdopplung der Fléche der Blutglukosekurve ausdriickt (Zunahme auf
=200%). Die Fla&chenzunahme ist am stérksten in der Gruppe der STZ-behandelten
CD4/DR17-Méause und am schwéchsten in der Gruppe der STZ-behandelten hCD4-Mause

(siehe Abb.19 und 20).
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4.3.2.3. Auswirkungen der STZ-Behandlung in der CD4/DR17-Maus und transgenen
Segreganten auf den Anteil insulinhaltiger Zellen in Pankreasinseln

Der prozentuale Insulingehalt in Inseln aus Mausen der unterschiedlichen Gruppen
(Mittelwerte) ist in folgender Tabelle dargestellt:

Tiergruppe (in Klammern Tierzahl)

Mittelwerte der Versuche A und B (in
Klammern Standardabweichung)

CD4/DR17 (19) 18% (12)
hCD4 (19) 28% (20)
CD4/DR17 (19) 19% (8)

CD4 (6) 34% (22)
Unbehandelte CD4/DR17-Mause (4 ) 65% (26)

Tabelle 11: Anteile der insulinhaltigen Flache (%) in den Inseln aus STZ-behandelten

CD4/DR17-Méusen und Segreganten aus 2zwel Experimenten sowie aus vier

unbehandeltenCD4/DR17-M dusen

Der Insulingehalt der Inseln STZ-behandelter Tiere ist in alen Gruppen vermindert.

CD4/DR17-Méuse, die Tiergruppe mit der stérksten Inzidenz einer Hyperglykdmie, zeigen

auch den geringsten Insulingehalt der Pankreasinseln.

Neben Inseln mit einem geringen Insulinanteil treten in den Inseln aler untersuchten Méause

auch solche mit einem nach wie vor hohen Insulingehalt auf.

4.3.2.4. Auftreten von Insulitiden in der CD4/DR17-Maus und transgenen Segreganten

nach STZ-Behandlung

In der folgenden Tabelle sind die Entzindungen in Inseln aus Méusen der

unterschiedlichen Gruppen nach Graden eingeteilt:

Erscheinungsbild der Inseln
) Anzahl|__ —
Tiergruppe | pewerteter Insaln | K€Ne Insulitisgrad
Infiltrationen
Versuch A 0 I Il
CD4/DR17 105 54 20 31
hCD4 75 59 7 9
CD4'/DR17 83 64 12 7
CD4 55 52 3 1
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Versuch B
CD4/DR17 110 68 19 23
hCD4 97 50 12 16
CD4'/DR17 63 39 16 8

Tabelle 12: Inseln mit Insulitiden der Grade 01 aus STZ-behandelten CD4/DR17-M ausen
und Segreganten aus zwei Experimenten (A und B)

Insulitiden des Grades |1 treten in transgenen Segreganten weniger haufig auf. In Inseln von

CD4"-Maéusen, die weder CD4 noch DR17 exprimieren, sind am seltensten Infiltrationen zu

sehen (siehe Tabelle 12).
Die Versuche A und B sind in folgender Tabelle zusammengefalit:

Tiergruppe Ohne Insulitis Insulitis Grad | Insulitis Grad 11

CD4/DR17 57% 18% 25%
hCD4 5% 13% 12%

CD4'/DR17 71% 19% 10%
CD4 93% 5% 2%

Tabelle 13: Prozentuale Anteile der Insedln mit Insulitiden der Grade O-1l aus STZ-
behandelten CD4/DR17-M ausen und Segreganten aus den Experimenten A und B

In CD4/DR17-Mausen treten demnach am Tag 40 nach STZ-Behandlung mehr Insulitiden auf

als in transgenen Segreganten. Insgesamt erscheinen in mehr als 40% der Inseln der

CD4/DR17-Méuse Insulitiden. Bei diesen Insulitiden handelt es sich haufiger um schwere

Insulitiden des Grades Il. In transgenen Segreganten Uberwiegen dagegen Insulitiden des

Grades |. Mehr als 70% der Inseln weisen bei den Segreganten keine Infiltrationen auf. In
CD4 -Méause sind sogar Uber 90% der Inseln ohne Infiltrationen (siehe Tabelle 13).

In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 14), in denen nur solche Tiere in der Bewertung der

Insulitis berlicksichtigt worden sind, die eine Hyperglykdmie entwickelten, bleiben die

Unterschiede im Auftreten der Insulitiden zwischen den Tiergruppen erhalten:
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Versuch A+B,

Nur Tiere, welche eine

Erscheinungsbild der Inseln

Ohne Insulitisgrad
Hyperglykdmieentwickelten, Insulitis
die Uber 4 Tage dauerte 5 I T
(vgl. 4.2.1.3.1)
CD4/DR17 5% 18% 25%
hCD4 61% 21% | 16%
CD4'/DR17 2% 21% 7%

Tabelle 14: Prozentuale Anteile der Inseln mit Insulitiden der Grade O, | oder 11 aus
STZ-behandelten CD4/DR17-Mausen und Segreganten aus zwei unterschiedlichen
Experimenten, welche eine liber 4 Tage andauer nde Hyper glykamie entwickelten

4.3.2.5. Immunhistochemischer Nachweis von eingewanderten CD4* Zellenin Inseln

bzw. Insalndhe.

Es sollte untersucht werden, ob bei Tieren, die transgenes humanes CD4 exprimieren, CD4"

Zellen in den Insulitiden auftreten und ob dieses Auftreten von der transgenen Expression

eines humanen MHC-Klasse |1-Molekils abhangt.

In Kryostatschnitten des Pankreas von CD4/DR17-Mause und hCD4-Mausen am Tag 40 nach
der Behandlung mit 1x80 und 4x40 mg/kg konnten in Insulitiden und Periinsulitiden

immunhistochemisch CD4" Zellen nachgewiesen werden (es erfolgte keine Quantifizierung).

Abb.21: Immunhistochemisch dargestellte
CD4" Zdlen (braungefarbt) in der Insulitis
einer hCD4-Maus (DAB  Férbung,

- Hamatoxylin-Gegenféar bung)
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4.4. EinfluR der Verabreichung von Antikor pern, die gegen das hCD4- bzw. CD8-
Molekul gerichtet sind, auf den Verlauf eines MLD-STZ-induzierten Diabetes
in der CD4/DR17-Maus

Die Ausschaltung von potentiell pathogenen CD4" Zellen ist ein moglicher therapeutischer
Ansatz, um das Autoimmungeschehen des Typ 1 Diabetes zu stoppen. Der Einsatz von anti-
CD4-mAKk in humanisierten Tiermodellen stellt eine Méglichkeit dar, die Wirksamkeit solcher
Antikorper praklinisch zu testen. Im vorliegenden Experiment wurden unterschiedliche nicht-
depletierende Antikorper, die gegen das humane CD4-Molekil (MAX12F6 und MAX16H5)
gerichtet sind, sowie ein depletierender anti-(mur) CD8-mAKk (53.6.72) auf ihre Wirkung auf
den Verlauf des STZ-Diabetes in der CD4/DR17-Maus getestet. Als Kontrollantikorper diente
der monoklonale Mausantikorper des Klons MOPC 21 mit unbekannter Spezifitat.

Samtliche Mause wurden mit 5x40 mg/kg K.G. STZ behandelt. Die Antikorperbehandlung
begann am Tag drei der STZ-Verabreichung und wurde téglich an den zwel darauffolgenden
Tagen fortgesetzt. Die welitere Behandlung bis zum Tag 25 erfolgte in dreitégigem Abstand.
Jede Maus erhielt somit insgesamt zehn Injektionen der Antikorperldsung.

Die Antikorperbehandlungen riefen Teildepletionen innerhalb der Lymphozytenpopulationen
hervor, die noch am Tag 45 durch FACS-Analyse des peripheren Blutes und am Tag 48 in
der Milz mefdbar waren (4.4.5.), und beeinflu3ten den klinischen Verlauf des STZ-Diabetes
(44.1.-44.2)) sowie das Auftreten von schweren Insulitiden (4.4.4.). Die anti-CD8-Ak-
Behandlung vermochte es, den STZ-Diabetes wirksamer zu unterdriicken als die Behandlung
mit dem anti-CD4-mAk MAX16H5, wahrend die Behandlung mit MAX12F6 den

Krankheitsverlauf nicht abmilderte, sondern verstarkte.

4.4.1. Verlauf der Blutglukosewerte in STZ- und Antikor per-behandelten CD4/DR17-
Mausen

Sdmtliche STZ-behandelten Tiere wurden hyperglykédmisch. Es kann en stark
hyperglykamischer Verlauf und ein weniger starker hyperglykamischer sowie ein weniger
starker, transienter hyperglykémischer Verlauf differenziert werden.

Beim starken Verlauf traten Werte Uber 20 mmol/l auf, die bis zum Tag 40 nicht
zuriickgingen. Der weniger starke Verlauf zeigte Werte unter 20 mmol/l, bel ebenfals
bestehender Hyperglykdmie am Tag 40. Der transiente Verlauf wies BGs unter 15 mmol/I
auf; am Tag 40 lagen keine Hyperglykdmien mehr vor.
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Die unterschiedlichen Verlaufe sind in folgender Tabelle zusammengefalt:

Behandlung Starke keine starke Hyperglykamie Statistische Analyse mit
. . — - Fishers exaktem Test

Mit folgendem | Hyperglykamie | Hyperglykamie | Transiente (signifikant bei P=0,05)

Antikorper: Hyperglykémie

MAX12F6 4 Signifikant gegentiber
53.6.72-behandelten
Méusen

MAX16H5 2 2 Keine signifikanten
Unterschiede  innerhalb

53.6.72 2 2 dieser Gruppen

MOPC21 3 1

Tabelle 15: CD4/DR17-Mause (Tierzahlen), denen an den Tagen 35 nach Beginn
der STZ-Behandlung und in dreitdgigem Abstand bis zum Tag 25 unterschiedliche
monoklonaler Antikdrper gegen hCD4 (MAX12F6 oder MAX16H5) oder CDS8
(53.6.72) oder gegen ein unbekanntes Epitop (MOPC21) verabreicht wurden und
eine starke Hyperglykamie (<20 mmol/l), eine schwéchere andauer nde (bis Tag 40
bestehend) oder einetransiente Hyper glykamie entwickelten
Moglicherweise aufgrund der geringen Gruppengrof3en sind die bestehenden Unterschiede
statistisch nicht signifikant gegeniber der MOPC21-behandelten Kontrollgruppe. Ein
signifikanter Unterschied besteht jedoch zwischen den Blutglukoseverlaufen der MAX12F6-
und der 53.6.72-behandelten Mause: Von den vier 53.6.72-behandelten Mausen zeigte keine
einen stark hyperglykdmischen Verlauf. Dagegen zeigten ale vier mit MAX12F6-behandelten

Maéuse einen stark hyperglykdmischen Verlauf.

4.4.2. Der Orale Glukose-Toleranz-Test bei STZ-und Antikdr per-behandelten
CD4/DR17-Mausen

Samtliche STZ-behandelten Tiere weisen am Tag 36 nach Beginn der STZ-Behandlung eine

deutliche Zunahme der Flache unter der Blutglukosekurve auf. Die geringste Zunahme ist in

der mit dem anti-CD8-mAk 53.6.72 behandelten Gruppe zu sehen. Die hochste Zunahme

findet in der Gruppe der mit dem anti-CD4-mAk MAX16H5 behandelten Tiere statt (siehe

Abb.22 auf der nachfolgenden Seite).

62



ERGEBNISSE

300%

200%

100%

MAX 12 F 6 MAX 16 H 5 53.6.72 MOPC 21
(Kontrolle)

Abb.22: Flachenzunahme der Blutglukosekurven des OGTT am Tag 36 nach Beginn der MLD-
STZ-Behandlung bei CD4/DR17-Mé&usen, denen an den Tagen 3-5 nach Beginn der STZ-
Behandlung und in dretdgigem Abstand bis zum Tag 25 unterschiedliche monoklonale
Antikorper gegen dashCD4- (MAX12F6 oder MAX16H5) oder gegen das CD8-Molekl (53.6.72)
oder gegen ein unbekanntes Epitop (M OPC21) ver abreicht wurden

4.4.3. Bestimmung des I nsulingehaltesin den Inseln von STZ-und Antikorper-behandelten
CD4/DR17-Mausen

Tiergruppe Mittelwerte (in Klammern
Standardabweichung)

MAX12F6 19% (20)

MAX16H5 31% (17)

53.6.72 24% (12)

MOPC21 (Kontrolle) 19% (8)

CD4/DR17-Méause ohne STZ-Behandlung 65% (26)

Tabelle 16: Mittelwerte der prozentualen Anteile der insulinhaltigen Flache in Inseln von jeweils
4 CD4/DR17-Méusen, denen an den Tagen 3-5 nach Beginn der STZ-Behandlung und in
dreitdgigem Abstand bis zum Tag 25 unter schiedliche monoklonale Antikér per gegen das hCD4-
(MAX12F6 oder MAX16H5) oder gegen das CD8-Molekiil (53.6.72) oder gegen ein unbekanntes
Epitop (MOPC21) verabreicht wurden

Wie in vorherigen Experimenten (4.3.2.3.) lieffen sich in Praparaten der STZ-behandelten
Gruppe neben Inseln mit fast vollstandigem Insulinverlust ebenso Inseln mit einem hohen
Insulingehalt darstellen. Gegentiber Préparaten aus unbehandelten Mausen zeigte sich in Inseln

samtlicher STZ-behandelter Mause ein deutlicher Verlust an Insulin.
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4.4.4. Das Auftreten von I nsulitiden in STZ-und Antikor per-behandelten CD4/DR17-
Mausen

In MAX16H5-behandelten Mausen nimmt die Zahl an Insulitiden des Grades |1 leicht ab. Ein
starker Ruickgang ist hingegen be anti-CD8 (53.6.72)-behandelten Tieren zu sehen,
wohingegen MAX12F6-behandelte Tiere haufiger schwere Insulitiden des Grades Il as
MOPC21 (Kontrollantikorper)-behandelte Tiere aufweisen.

Die Zahlen der beurteilten Inseln sind in Tabelle 17 dargestellt:

Tiergruppe Gezahlte Inseln
Keine Infiltrationen Insulitisgrad
0 I I
MAX 12F 6 20 8 17
MAX 16 H5 42 13 15
53.6.72 38 5 6
MOPC 21 34 6 9

Tabelle 17: Inseln mit Insulitiden der Grade O, | oder Il aus jeweils 4 STZ-behandelten
CD4/DR17-Mé&usen, denen am Tag 35 nach Beginn der MLD-STZ-Behandlung sowie in
dreitagigem Abstand bis zum Tag 25, unterschiedliche monoklonale Antikorper gegen das
hCD4-Molekul (MAX12F6 oder MAX16H5), das CD8-Molekil (53.6.72) oder gegen ein
unbekanntes Epitop (MOPC21) verabreicht wurden

Die Darstellung des prozentualen Anteils von infiltrierten Inseln an der Gesamtzahl
untersuchter Inseln erfolgt in Tabelle 18. Demnach sind in den mit MAX12F6—behandelten
CD4/DR17-Méausen mehr als die Hélfte aller Inseln infiltriert. Insulitiden des Grades Il
kommen etwa doppelt so haufig vor, wie Insulitiden des Grades I. Bei MOPC21 und
MAX16H5-behandelten Mausen sind dagegen weniger als die Halfte der Inseln infiltriert; die
Infiltrate des Grades Il Uberwiegen, wenn auch nicht so deutlich wie bei der MAX12F6—
behandelten Gruppe. MAX16H5-behandelte Mause weisen weniger Infiltrationen als
MOPC21-behandelte M&use auf. Deutlich weniger Infiltrationen, namlich lediglich in etwa
einem Finftel der Inseln, konnten in 53.6.72-behandelten Mausen detektiert werden. Hier

waren Infiltrate der Grade | und 11 in nahezu gleicher Haufigkeit zu sehen.
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Tiergruppe Keine Infiltrationen Insulitisgrad
0 I I
MAX12F6 44% 18% 38%
MOPC21 56% 18% 26%
MAX16H5 61% 19% 21%
53.6.72 78% 10% 12%

Tabelle 18: Prozentuale Anteile der unterschiedlich stark (Grad O-11) infiltrierten Inseln an der
Gesamtzahl der untersuchten Inseln aus jeweils 4 STZ-behandelten CD4/DR17-M&usen , denen
am Tag 3-5 nach Beginn ML D-STZ-Behandlung sowie in dreitagigem Abstand bis zum Tag 25
unter schiedliche monoklonale Antikorper gegen hCD4-Molekul (MAX 12 F 6 oder MAX 16 H 5),
dasCD8-Molekil (53.6.72) oder gegen ein unbekanntes Epitop (M OPC 21) verabreicht wurden

4.4.5. Durchfluf3zytometrische Analyse des Blutes und der Milzen STZ-und Antikorper-
behandelter CD4/DR17-Méause
Mittels FACS-Analyse (3.2.7.) konnte eine durch die jeweilige Antikorperbehandlung
verursachte Depletion oder Teildepletion von T-Zellpopul ationen festgestellt werden.
Die FACS-Analysen des peripheren Blutes fanden an den Tagen 7, 14, 48 und 45 nach Beginn
der STZ-Behandlung statt. Es wurden CD4%, CD8" und CD3" Zdlen mit
fluoreszenzmarkierten mAk dargestellt. Am Ende des Experimentes, am Tag 48, wurden aus
den Milzen der Tiere Einzelzell suspensionen hergestellt und diese ebenfalls auf CD4, CD8 und
CD3-Marker durchfluf3zytometrisch untersucht (3.2.7.2.); dabei dienten zwe génzlich
unbehandelte CD4/DR17-Méause a's zusétzliche Kontrollgruppe.
Die Zdlzahlen wurden mittels Quadrantenanalyse ermittelt. Die Zahlenwerte stellen den
prozentualen Anteil dieser Zellpopulation an der Gesamt-Lymphozytenpopulation dar. Bel
anti-CD4-mAKk-behandelten Mausen wurden CD4-Zellen als CD8-negative, CD3" Zellen
bestimmt. In anti-CD8- mAK-behandelten Mausen wurden die CD8-Zellen as CD4-negative,
CD3" Zellen bestimmt. Durch dieses Vorgehen werden sonst mogliche Kompetitionen
zwischen anti-CD4-Detektionsantikorper und MAX16H5- oder MAX12F6-mAK bzw.
zwischen dem anti- CD8- Detektionsantikorper und dem 53.6.72-mAK vermieden.

4.4.5.1. Durchfluf3zytometrische Analyse des Blutes STZ-und Antikor per-behandel ter
CD4/DR17-Méause

Unter den Antikorperbehandlungen traten Teildepletionen innerhalb der CD4" oder CD8*

Lymphozytenpopulationen auf. Veranderungen der Anteile dieser Lymphozytenpopul ationen
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war im Blut noch am Tag 45 nach STZ-Behandlungs-Beginn sichtbar (20 Tage nach der
letzten Antikorperbehandlung).

Behandlungsgruppe | Vor Behandlungs; Tm7 14 28 45
beginn
CDh4" |cD8" [cDb4" |[cD8" |cD4* |cD8" |cDh4® (cDg8" [cD4" | cD8s*
% %

MAX 12F 6 166 (81 2,9 11,19 |6,7 114 |32 11,7 55 11,0
39 (19 |19 (B2 (1) |6B3) |(1L2) (34 |(@6) |(38)

MAX 16 H5 184 |96 7,3 85 6,9 124 |74 9,8 8,15 10,7
30 [(26) |39 [(28) |[(25 |@7 |11 [(1L8) |40 |(22

53.6.72 203 |92 226 |52 234 2,8 193 |20 23,9 2,6
a5 (14 |(@5 [(@©O6) [(1,4 |@©6) |30 [(O5 |59 |10
MOPC 21 172 114 (189 (99 19,2 126 (163 [133 16,3 11,3

(38) |(30) |(38) [(18 |45 |B0 |(B7) [(25 |(7.8) (35

+= bzw. CD3"u. CD8" *= bzw. CD3"'u. CD4

Tabelle 19: Anteile der CD4" und CD8" Lymphozyten an der Lymphozytenpopulation zu
unter schiedlichen Tagen nach Beginn der STZ-Behandlung (Tag 0) im Blut von je4 CD4/DR17-
Mausen, denen am Tag 3-5 und desweiteren in dreitagigem Abstand bis zum Tag 25
unter schiedliche monoklonale Antikorper gegen das hCD4-(MAX 12 F 6 oder MAX 16 H 5), das
CD8Molekil (53.6.72) oder gegen ein unbekanntes Epitop (MOPC 21) verabreicht wurden;

Werte wurden mittels Quadrantenanalyse nach dur chflu3zytometrischer Messung ermittelt und
stellen Mittelwertedar (in Klammern Standar dabweichung)

4.4.5.2. Durchfluf3zytometrische Analyse der Milzen STZ-und Antikor per-behandelter
CD4/DR17-Méuse

Die Analyse der Milzzellen am Tag 48 ist zeigt, dass Teildepletionen nach wie vor
detektierbar sind; sieist in folgender Tabelle dargestellt:

CD4[%] |CDS8[%] |CD3[%]
MAX 12F6 [10(L,7) |14(3.3) |23(4.9)
MAX 16 H5 |11(1,6) |16(24) |28(6.2)
53.6.72 22(25) |4(09) |28(62)
MOPC 21 17 (43) |16(3.2) |33(7.6)
Kontrolltiere (n=2) [ 23 (2,5) | 18 (7,5) |41 (9,5)

Tabelle 20: Antelle der CD4', CD8 und CD3" Lymphozyten an der
Gesamtlymphozytenpopulation von Milzzellensuspensionen vom Tag 48 nach Beginn der
MLD-STZ-Behandlung (Tag 0) von jeweils 4 CD4/DR17-M ausen, denen am Tag 3-5 und des
weiteren in dreitdgigem Abstand bis zum Tag 25 unter schiedliche monoklonale Antikor per
gegen das hCD4- (MAX 12 F 6 oder MAX 16 H 5), CD8-Molekil (53.6.72) oder gegen ein
unbekanntes Epitop (MOPC 21) verabreicht wurden; Werte (Mittelwerte; in Klammern
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Standardabweichungen) wurden nach  durchfluBzytometrischer  Messung  mittels
Quadrantenanalyse er mittelt

4.5. Einflul3 eines ST Z-induzierten Diabetes auf die Expression von

Aktivierungsmarkern auf Blutlymphozyten

Lymphozyten exprimieren im Verlauf ihrer Aktivierung (2.2.) Proteine auf ihrer
Zelloberflache, die als Aktivierungsmarker bezeichnet werden. Mit der Darstellung dieser
Marker auf den  Blutlymphozyten kann der ,Aktivierungszustand®  dieser
Immunzellpopulationen untersucht werden. Da eine Betelligung der Lymphozyten an der
Pathogenese des STZ-Diabetes aus den vorherigen Studien vermutet werden konnte, sollte mit
der FACS-Analyse der Aktivierungsmarker geklart werden, ob eine Aktivierung von
Blutlymphozyten auftritt.

Mittels einer Dreifarben FACS-Analyse wurden die Aktivierungsmarker CD25, CD69 und
CD71 den CD4" sowie CD8" Zellpopulationen einer Probe aus peripherem Vollblut
zugeordnet. Blutproben von CD4/DR17-Mausen an verschiedenen Zeitpunkten nach STZ-
Behandlung bzw. vor der Behandlung wurden untersucht. Es konnte eine nicht signifikante
Zunahme der Expression von Aktivierungsmarkern auf CD8" Zellpopulationen erfal3t werden.
Die Untersuchung fand an zwolf CD4/DR17-Mé&usen statt, die am Tag O mit 1x 80 und an den
vier darauffolgenden Tagen mit 40 mg/kg K.G. STZ behandelt wurden (siehe 4.2.2.1. B). Von
den 12 Tieren werden 11 Tiere hyperglykémisch. Die FACS-Analyse erfolgte an den Tagen —
3,9, 24 und 34. Aus dem Wert des mittleren Fluoreszenzsignales (MF) des Messbereiches
(Kanal), in dem der markierte Antikérper gegen den jeweiligen Aktivierungsmarker dargestellt
wird, wurde ein Verhatniswert errechnet, der fir das Ausmal? der Expression des Markers auf
der jeweiligen Zelpopulation steht; hierfir ist der Quotient aus der mittleren Fluoreszenz des
zweiten Kanals (der Kanal, in welchem durch PE-Farbung, die Oberflachenmolekile CD25,
CD69 und CD71 dargestellt werden) der jeweils betrachteten Zellpopulation (CD4" bzw.
CD8"Zellen) und der mittleren Fluoreszenz des zweiten Kanals der gesamten Zellpopulation,
die im Lymphozytengate liegt, gebildet worden. Dieser Quotient ist hoher als 1, wenn die
mittlere Fluoreszenz der untersuchten Zellpopulation hoher ist, als die durchschnittliche
Fluoreszenz samtlicher Zellen. Mit dem Wert doelt sich die Expression von
Aktivierungsmarkern bestimmter Zellpopulationen in Bezug zur Gesamtzellpopulation dar.
Die erhaltenen Werte der unterschiedlichen Tiere bzw. unterschiedlichen Ansétze (Zeitpunkte)

kénnen miteinander verglichen werden, ohne dass unspezifische Schwankungen die
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Ergebnisse verfadschen, wenn angenommen wird, dass unspezifische Effekte die Zellen in
ihrer Gesamtheit im gleichen Malie wie die im speziellen betrachtete Zellpopulation betreffen.
In den Diagrammen sind de Mittelwerte der relativen Fluoreszenzen zu unterschiedlichen

Zeitpunkten gegeneinander aufgetragen.

OTag-3
Tag9
[ Tag24
Tag 34

[T T TT

b
4.5
g Tag-3
@ Tag 9
Tag 24
3 T O Tag 34 w' -‘V
1.5 }V T T =TT -
0
CD25 CD69 CD71

Abb.23 u.24: Expression der Aktivierungsmarker auf CD4" Zéelen (oben, Abb.23) und
CD8" Zdlen (unten, Abb.24) des Blutes aus CD4/Dr17-Mé&usen als Verhdltnis der
mittleren Fluoreszenz der CD4" bzw. CD8" Zellen und der mittleren Fluoreszenz der
Gesamtpopulation der Lymphozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach STZ-
Behandlung
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5. Diskussion

Beim murinen MLD-STZ-Diabetes treten mausstammspezifische Unterschiede auf, die
sowohl das Auftreten einer Insulitis (ROSSINI et a., 1977 b), als auch das Auftreten einer
Hyperglykdmie betreffen WOLF et a., 1984). Fir einen neuen Mausstamm muss daher
experimentell gepriift werden, ob sich das MLD-STZ-Modell als Modell fur den Typ 1
Diabetes im betreffenden Mausstamm eignet.

Die Arbeit konnte zeigen, dass die CD4/DR17-Maus suszeptibel gegentber der Induktion
eines Diabetes durch mehrfache Dosen von STZ ist. Eine mitunter transiente Hyperglykémie
(4.2.3.) geht dabei mit dem Verlust an insulinhaltigen Inselzellen (4.3.2.3.) und einer Insulitis
(4.3.2.4)) einher. Damit weist dieser induzierte Diabetes Merkmale auf, die ihn als Modell fur
bestimmte Fragestellungen zum menschlichen Typ 1 Diabetes ausweisen. Da der beschriebene
Diabetes nicht in ein fur die CD4/DR17-Maus todliches Krankheitsgeschehen mindete, sind
an dem Modell auch Effekte von therapeutischen Interventionen zu erwarten, die in schweren

Krankheitsverlaufen keine Wirkungen zeigen wrden.

5.1. Hyperglykdmie bei der STZ-behandelten CD4/DR17-Maus

Nach STZ-Behandlung wurden unterschiedliche Verlaufe von Hyperglykamien beobachtet:
Entweder entwickelte sich innerhalb der ersten 10 Tage nach Beendigung der STZ-
Behandlung eine transiente Hyperglykamie, welche die Werte bis 15 mmol/l nicht Gberschritt,
oder es bildete sich eine Hyperglykédmie mit Werten Gber 20 mmol/l aus, die im weiteren
Verlauf Schwankungen aufwies, der Blutzucker sich in den ersten vierzig Tagen jedoch nicht
normaliserte (4.2.3.; 4.4.1.).

Es zeigte sich, dass die Inzidenz der Hyperglykdmie dosisabhéngig war und dass STZ-
Dosierungen von 5x40 mg/kg K.G. und 1x80 + 4x40 mg/kg K.G. in der Lage waren,
aneinander ahnliche Blutglukoseverlaufe hervorzurufen (4.2.3.). Blutglukoseverldufe und
Inzidenzen von Hyperglykdmien der CD4/DR17-Maus unterschieden sich in
unterschiedlichen Versuchen bei Verwendung gleicher STZ-Dosierungen (4.2.3., 4.4.1., 4.3.1.
und 4.3.2.1.). Hierbei ist die im Laufe dieser Studien vorangegangene Zlchtung der
CD4/DR17-Maus zu bericksichtigen. In den Studien wurden Tiere unterschiedlicher
Inzuchtgenerationen verwendet (3.1.2.). Nach internationalen Richtlinien fir die Zichtung
von Inzuchtmausstammen ist erst nach 20 Generationen von Geschwisterpaarungen eine
genetisch einheitliche Linie zu erwarten (DAVISSON, 1996). Die genetische Inhomogenitét
des zugrundeliegenden CD4/DR17-Mausstammes spiegelte sich im  Auftreten  von
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Segreganten wider, die uns in der Studie dazu dienten, die Bedeutung der transgenen
Molekule fur den MLD-STZ-Diabetes der CD4/DR17-Maus zu bestimmen.

Die Entwicklung der Hyperglykéamie verlief nicht progressiv, sondern - ber einen Zeitraum
von Uber 40 Tagen betrachtet - transient. Es starben keine Versuchstiere an den Folgen der
STZ-Behandlung. Eine Regulationsféahigkeit ging somit nicht vollstdndig verloren. Dies wird
ebenso in den OGTTs deutlich, bel denen innerhalb einer Stunde nach Glukoseverabreichung
der Blutzuckerspiegel auch bei STZ-behandelten Tieren wieder sinkt (4.2.2.).

Beim MLD-STZ-Diabetes bildet sich generell — mausstammabhangig - eine tolerierte
Hyperglykdmie. Dies ist auch Ausdruck einer relativen Resistenz der Spezies Maus gegentiber
einer Hyperglykamie. So schreiben ITO et a. (1999), dass bei einer einzelnen Dosis von 200
mg/kg K.G. Streptozotozin in ICR-Méusen Blutglukosewerte um 45 mmol/l von den M&usen
Uber 9 Wochen lang toleriert werden. Die spontan diabetische NOD-Maus Uberlebt die
auftretende Hyperglykémie fur 3-4 Wochen. Die Normalisierung des Blutzuckerspiegels nach
MLD-STZ-Behandlung ist ebenso beschrieben worden (HARTMANN, 1989) und wurde mit
einer moglichen Neubildung von R-Zelen erklat (FERNANDEZ et a., 1997). Die
mausstammspezifischen Unterschiede in der Antwort auf die MLD-STZ-Behandlung sind in
der wissenschaftlichen Literatur haufig anhand des unterschiedlichen Ausmalles der
Hyperglykdmien dargestellt: Eine MLD-STZ-Behandlung fihrt bei mannlichen CD-1-sowie
C57BL/6-Mausen zu einer Hyperglykdmie mit Werten um 30 mmol/l, ohne dass eine
Normalisierung der Blutglukosewerte eintritt (LIKE et al., 1978). Bei BALB/c-M&usen liegen
offensichtlich aufgrund unterschiedlicher Unterstémme einander gegensétzliche Befunde vor
(WILSON u. LEITER, 1990). So entwickeln BALB/c-Méause in den Studien von
BUYUKDEVRIM (1994) einen MLD-STZ-Diabetes, wohingegen sie bei HEROLD (1997)
as resistent bezeichnet werden, welcher bel C57BL/KsJ-Mausen eine Hyperglykamie bis 20
mmol/l bis zum Tag 19 beschreibt. Auch im Vergleich zu ménnlichen BK-Mause waren
BALB/c-Méause unempfindlich, wogegen BK -Mause nach der Verabreichung von 5x40 mg/kg
K.G. STZ eine schwere, irreversible Hyperglykdmie (30 mmol/l) entwickelten, welche bis
Uber den Tag 100 dokumentiert wurde (ELIAS et a., 1994). Eine bis zum Tag 30 ansteigende
Hyperglykamie bis zu Werten von 25-30 mmol/l konnten WOLF et al. (1984) fir die meisten
untersuchten Stamme (CBA/J, C57BL/10SnJ, C57BL/Ks]), DBA/2J, SIL) feststellen,
wohingegen C3H/An- und C57BL/6JMéuse relativ resistent (Blutglukosewerte bis 10
mmol/l) gegeniiber der MLD-STZ-Diabetes-Induktion waren. Die CD4/DR17-Maus kann
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somit al's vergleichsweise gut suszeptibel gegentiber der Induktion einer Hyperglykamie durch
die MLD-STZ-Behandlung angesehen werden.

5.2. Verlust insulinhaltiger Inselzellen bei der STZ-behandelten CD4/DR17-Maus
Wéhrend eine Hyperglykéamie nicht alein der Ausdruck einer 3Zell- Zerstorung, sondern die
Folge komplexer Stérungen sein kann (Kap. 2.4.), gibt die immunhistochemische
Bestimmung der insulinhaltigen Inselzellen einen direkteren Hinweis auf eine stattgefundene
Zerstorung von 3-Zellen.

Die Resultate zeigen den deutlichen Verlust insulinproduzierender oder insulinspeichernder
Zéellen in Inseln STZ-behandelter CD4/DR17-Mause. Mittels digitaler Auswertung der
immunhistochemischen Farbung der Inseln konnte dieser Verlust an insulinhaltigen Zellen als
eine Abnahme von durchschnittlich 65% auf unter 20% der Inselflache quantifiziert werden
(4.3.2.3.). Die immunhistochemische Darstellung des Insulins ist wegen ihrer Spezifitét und
Empfindlichkeit anderen 3-Zell-spezifischen Féarbetechniken tberlegen (LUCKE et al., 1985).
Die quantitative Bestimmung der [-Zell-Schadigung mittels immunhistologisch
morphologischer Methoden ist in ahnlicher Weise von BURKART et al. (1999) durchgefihrt
worden. In seinen Studien reduzierte sich durch die einmalige Gabe von 160 mg/kg STZ die
Flache der insulinhaltigen Zellen in den Inseln von 70% auf 25%. In der selben Arbeit wies er
mittels biochemischer Nachweisverfahren einen Riickgang des Insulingehaltes von 6 auf 0,3
Hg pro 100 mg Pankreasgewebe nach. Ein vergleichbarer Riickgang des Insulingehaltes nach
MLD-STZ-Behandlung wurde in CD-1-M&usen ermittelt. Sechs Tage nach der letzten STZ-
Injektion der MLD-STZ-Behandlung sind nur noch 20% des urspriinglichen Gehaltes
extrahierbaren Insulins im Pankreasgewebe nachweisbar (LIKE et al., 1978), nach 28 Tage ist
der Insulingehalt auf 15% gegentber der Kontrollgruppe reduziert (WAKIRI et al., 1990).
Der Verlust der insulinhatigen Inselflache bei der CD4/DR17-Maus nach MLD-STZ-
Behandlung entspricht somit den beschriebenen [-Zell-Verlusten, die in anderen

Mausstdmmen zu einer Hyperglykémie fihren.

5.3. Auftreten von I nsulitiden bei STZ-behandelten CD4/DR17-M ausen

Neben Hyperglykamie und Verlust insulinhaltiger Inselzellen ist der MLD-STZ-Diabetes der
CD4/DR17-Maus durch Infiltrationen mononukledrer Zellen in Inseln und Inselndhe
gekennzeichnet. Diese erscheinen sowohl nach der Behandlung mit 5x40 mg/kg als auch nach
der Behandlung mit 1x80 und 4x40 mg/kg STZ. Dabel handelte es sich um Infiltrate in

Inselnéhe (Periinsulitiden) und um Infiltrate in Inseln (Insulitiden). Gleichzeitig waren auf den
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untersuchten Schnitten behandelter M&use intakte Inseln ohne Anzeichen von Infiltrationen zu
sehen (4.1.4.; 4.3.2.4.).

IWAKIRI et a. (1990) beschrieben die chronologische Verdnderung der Insulitis beim MLD-
STZ-Diabetes in der CD1-Maus, die sich von einer Perivaskulitis zu einer Periinsulitis und
schliefdlich Insulitis entwickelt. Somit kénnen Periinsulitiden as Vorstufen zu Insulitiden
angesehen werden. Andererseits handelt es sich bel Periinsulitiden nicht per se um
Fruhstadien einer Insulitis. Vielmehr wird beim Autoimmundiabetes zwischen einer benignen,
nicht-invasiven Insulitisform, die sich nicht aus dem Stadium einer Periinsulitis
herausentwickelt, und einer destruktiven, infiltrativen Insulitis unterschieden (PAKALA et dl.,
1999). Somit ist ein aggressives Autoimmungeschehen vor alem durch das Auftreten von
Insulitiden des Grades 1l gekennzeichnet. Bel der CD4/DR17-Maus treten am Tag 40 in ca
einem Viertel aler Inseln Infiltrationen des Grades Il auf (4.3.2.4.; 4.4.4.). Das Auftreten von
Insulitiden sowie Periinsulitiden zu diesem spédten Zeitpunkt weist darauf hin, dass die
kurzzeitigen direkten toxischen Wirkungen des STZ (LEE et al., 1993) einen chronischen
Entzindungsprozel in Gang gesetzt haben. Da sich der STZ-Diabetes in der CD4/DR17-Maus
Uber den Tag 40 hinaus nicht progressiv entwickelt, sondern sich die Blutglukosewerte bis
zum Tag 70 normalisieren (4.2.1.), ist denkbar, dass sich die Zahl der infiltrierten Inseln am
Tag 40 bereits reduziert hat. Studien Uber den Zeitverlauf des MLD-STZ-Diabetes (LIKE et
a., 1978; IWAKIRI et a., 1990) belegen einen Riickgang der Insulitiden zwischen Tag 28
und Tag 56: In CD-1-Méausen sind demnach 7 Tage nach Beginn der STZ-Behandlung 16%
der Inseln infiltriert, 58% am Tag 28 und nur noch 43% am Tag 56 IWAKIRI et a., 1990).

5.4. Vergleich der STZ-Wirkung bei der CD4/DR17-Maus und transgenen Segreganten

Beim Vergleich zwischen den Segreganten, denen CD4 bzw. DR17 fehlte, und der
CD4/DR17-Maus traten Unterschiede in der Entwicklung hyperglykémischer
Blutglukosespiegel auf: Schwerere diabetische Verlaufe kamen in transgenen Méausen ohne
CD4 bzw. ohne DR17 seltener vor (4.3.2.1.). Ebenso zeigten Unterschiede im Auftreten einer
infiltrierenden Insulitis @.3.2.4.) und hinsichtlich des Insulingehaltes der Inseln (4.3.2.3.),
dass fur die Ausprégung der pathognomonischen Merkmale des Diabetes offensichtlich beide
transgenen Merkmale von Bedeutung sind. Unterschieden in der Inzidenz und im Auftreten
von Insulitiden und Insulingehalt stehen aber nahezu identische hyperglykamische Verlaufe
einzelner Tieren aus allen unterschiedlichen Gruppen gegeniiber (4.3.2.1.). Ebenso fédllt die

unterschiedliche Verteilung der verschiedenen Insulitisgrade nicht mit den unterschiedlichen
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Inzidenzen einer Hyperglykamie zusammen, weil diese gruppenspezifischen Unterschiede bel
den Insulitiden sowohl zwischen hyperglykdmischen als auch zwischen nicht-
hyperglykdmischen Tieren der unterschiedlichen Gruppen bestehen bleiben (4.3.2.4., Tabelle
14). Dies zeigt, dass es keinen einfachen Zusammenhang zwischen dem Ausmal der
Hyperglykdmie, der Insulitis und dem Insulingehalt gibt. Diese paradoxe Beobachtung wird
durch verschiedene Autoren bestétigt. So beschreiben BEATTIE et al. (1980), dass sich trotz
des Fehlens einer Insulitis in athymischen Nacktméusen nach MLD-STZ-Behandlung sowohl
eine Hyperglykdmie als auch ein [3Zell-Verlust zeigen und sich diese Parameter in solchen
von diesen Mausen abstammenden Kreuzungen, die einen Thymus aufweisen und eine
Insulitis entwickeln, nicht unterscheiden. Somit ist beim MLD-STZ-Diabetes zwar eine
Insulitis, nicht aber eine (3Zellschadigung von der Gegenwart funktioneller Lymphozyten
abhangig; dies zeigte auch der Vergleich zwischen C.B17-SCID- und C57BL/6-Mausen (LU
et a., 1998). Ebensowenig ist die Insulitis fir das Ausmal3 der 3Zell-Schadigung in direkter
Weise ausschlaggebend. Dies zeigten PAPACCIO et a. (1992), indem sie durch die
Verabreichung von komplettem Freund schen Adjuvans beim MLD-STZ-Diabetes in
C57BL/6J-Mausen eine Insulitis verhindern konnten, ohne dass hierdurch das Ausmal? der (%
Zdl-Schadigung beeinfluf®t wurde. Daraus ist zu schlief3en, dass die (3-Zell-Schadigung auch
in einem solchen Mausstamm, in dem sich normalerweise eine Insulitis ertwickelt, nicht
direkt von der Insulitis abhangig ist. Nur in bestimmten Stdmmen besteht eine Korrelation
zwischen dem Ausmal? der Insulitis und der Hyperglykéamie (NAKAMURA et a., 1984).

Die Insulitis trégt auch mit Entzindungsfaktoren zur Ausprégung einer Hyperglykamie bei,
ohne dass diese eine irreversible Schadigung der 3Zellen hervorgerufen haben missen.
Gleichzeitig kdnnen funktionsfahige, insulinhaltige Inselzellen eine Restregulation ausiiben.
Mause mit unterschiedlicher (3-Zell-Schadigung und eventuell verschieden ausgepragten
Storungen der 3Zell-Funktionen regulieren ihren Blutglukosespiegel aso durch Inseln mit
vorhandenen Restfunktionen, was heif¥, dass Unterschiede zwischen den Mausen im Ausmal}
der Schadigung oder im Ausmal’? der Entzindungen konpensiert werden konnen, bzw. evtl.
unterschiedliche Fahigkeiten zur Kompensation der Schadigung die klinischen Erscheinungen
beeinflussen.

Die Unterschiede im Auftreten von Hyperglykamien und Insulitiden zwischen den transgenen
Segreganten und der CD4/DR17-Maus implizieren, dass am STZ-Diabetes CD4" Zellen
beteiligt sind. Die humanen CD4-Molekile der transgenen Tiere kénnen dabei aufl3erdem mit

dem humanen MHC-Klasse II-Molekil DR17 besser interagieren als mit murinen MHC-
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Klasse 1I-Molekilen, wie dies durch die Studien von VIGNALI et al. (1992) bestétigt wird.
Die funktionelle Prasens solcher CD4" Zellen wirkt auf das Auftreten von Insulitiden,
wodurch die Hyperglykamie beeinflult werden kann. Das Fehlen von CD4" Zdllen ging nicht
mit einem ganzlichen Ausbleiben von Insulitiden einher; die auftretenden Entziindungen
waren aber im Schweregrad vermindert und in der Mehrzahl Periinsulitiden (4.3.2.4.). Nur in
wenigen Tieren aus der Gruppe der CD4/DR17-Mause kamen Insulitiden des Grades |1 vor.
Das Fehlen beider transgener Merkmale bel der CD4-Maus fuhrte zu einer stérkeren
Beeintrachtigung der Ausbildung der Immunkomponente eines STZ-induzierten Diabetes, ein
Phanomen, das im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen nicht erklart werden kann.
Unterschiedliche Empfindlichkeiten gegeniiber den Wirkungen des STZ kénnen aul3er auf den
Transgenen auch auf genetischen Allelen beruhen, die fir eine unterschiedliche Expression
des GLUT2-Transporterproteins verantwortlich sind (REDDY et a., 1998) oder die
Akkumulation von STZ-Metaboliten in den Inseln beeinflussen, was zu unterschiedlichen
Graden an 3-Zdl-Zerstorung fuhrt CARDINAL et al., 1998). Dies beeinfludt auch das
Auftreten von Insulitiden als eine Folge der 3-Z€ll- Schéadigung.

Zusammengefaldt sind bel der Interpretation der Ergebnisse aus den Experimenten mit
CD4/DR17-Mausen im Vergleich zu unterschiedlichen, transgenen Segreganten verschiedene
Hypothesen mdglich:

1. De genetische Status der Mause ist inhomogen. Mdglicherweise bestehen daher
unterschiedliche Empfindlichkeiten gegenuber den toxischen Wirkungen des STZ oder
hinsichtlich der Regenerations- oder Kompensationsfahigkeiten der [(-Zellen. Diese
unterschiedlichen Suszeptibilitdten der unterschiedlichen Segreganten fuhren zu
verschiedenhaufig auftretenden Entzindungsinfiltraten in  den Inseln. Bei diesen
Entzindungen kann es sich um Entziindungen als Folge von (3-Zell-Nekrosen handeln. Solche
Entziindungen sind nicht abhangig von einer spezifischen Erkennung eines Autoantigens und
treten daher auch in Mausen auf, deren CD4" Zellen fehlen.

2. Das Ausmal? der Insulitiden wird durch das Vorhandensein von funktionellen CD4" Zellen
beeinflud. Ein Fehlen dieser Zellen oder das Fehlen von humanem MHC-Klasse II-
Molekilen in Mausen, die humanes CD4 exprimieren, fuhrt zu einer Abmilderung der
Entziindungsreaktionen. Die Entziindungsreaktionen tragen durch Entziindungsmediatioren
dazu bei, die durch die toxische Wirkung des STZ vorgeschadigten [3-Zellen zu zerstéren.

3. Im Verlauf der STZ-induzierten Schadigung von [>Zellen kommt es zur Prasentation von

Autoantigen bzw. einem durch STZ haptenartig markiertem Autoantigen. CD4" Zellen
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erkennen Uber DR17 présentierte Autoantigene bzw. Neoantigene, wodurch es zur gezielten
Immunresktion gegen Inselzellen kommt. Bei fehlenden CD4" Zdlen kann die
Antigenerkennung nicht stattfinden. Ein Fehlen des MHC-Klasse I1-Molekiils DR17 fuhrt zu
einer mangelhaften Interaktion zwischen MHC-Klasse II-Molekil und transgenem CD4,
aulBerdem zur Prdsentation anderer Epitope und zur Entwicklung eines anderen T-Zell-
Rezeptor-Repertoires. Mdglicherweise werden bestimmte Epitope, die notwendig sind, um
eine gegen (3Zellen gerichtete starke Autoimmunreaktion auszuldsen, nicht présentiert. Diese
Faktoren fuhren schliefflich dazu, dass in Segreganten eine verminderte (3-Zellschadigung
eintritt und sich bel diesen seltener eine Hyperglykamie entwickelt.

Der heterogene Maus-MHC-Klasse Il-Hintergrund der verwendeten CD4/DR17-Maus
erschwert die tierexperimentelle Untermauerung einer solchen Interpretation. Denn neben der
Expression von murinen MHC-Klasse 11-Molekilen kénnen ebenso heterodimere Molekile
gebildet werden, deren a- und b-Ketten von murinen und transgen- humanen Allelen stammen
(STRAUSS et al., 1994). In vergleichbaren Ansdtzen bewirkt erst die Deletion der murinen
MHC-Klasse II-Molekile eine allein vom transgenen MHC-Klasse 11-Molekdl kontrollierte
Auswahl des T Zell- Rezeptor-Repertoires (SONDERSTRUP et a., 1999).

5.5. Beeinflussung des ST Z-induzierten Diabetes der CD4/DR17-Maus mittels anti-CD4-
oder anti-CD8-Antikor per behandlung

Mit einer Antikorperbehandlung drel Tage nach Beginn der Krankheitsinduktion durch STZ-
Behandlung haben wir auf die therapeutische Anwendung von monoklonalen Antikorpern im
Frihstadium eines Diabetes hingezielt. Ein frihes Stadium des Krankheitsverlaufes ist beim
Menschen durch die Untersuchung auf Autoantikorper diagnostizierbar, da diese bereits Jahre
vor den ersten klinischen Manifestationen auftreten kénnen (BINGLEY, 1997).

Die zur Verwendung gekommenen anti-CD4- mAk MAX16H5 und MAX12F6 waren zuvor in
Studien zur Toleranzinduktion zum Einsatz gekommen, wobei sich herausgestellt hatte, dass
es sich um mAKk mit immunmodulatorischem Potential handelt (KOHLER et al., 2001), diein
einem unterschiedlichen Ausmal3 zur Teildepletion von CD4" Zellen fiihren. Auch bei der
anti-CD8-mAk-Behandlung wurde mit der gewahlten Dosierung keine vollstandige Depletion
erzielt (4.4.5.). Mit der Antikorperbehandlung eines MLD-STZ-Diabetes nach Beginn der
STZ-Behandlung unterscheidet sich das Experiment von bisher veroffentlichten Studien, in
denen durch die Vorbehandlung mit depletierenden Antikdrpern eine Rolle der CD4" und
CD8" Zdlen an der Manifestation des MLD-STZ-Diabetes dargestellt werden konnte
(DAYER-METROZ et al., 1989).
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Der Arbeit gingen eigene Experimente voraus, in denen durch die mehrfache Verabreichung
von anti-CD4-mAk an CD4/DR17-Mause, die bereits eine Hyperglykamie entwickelt hatten,
der Verlauf der Hyperglykémie nicht beeinfluld werden konnte. Die Behandlung nach der
dritten Injektion von STZ-Behandlung findet zwar vor dem Auftreten von klinischen Zeichen
statt, dennoch hat das STZ zu diesem Zeitpunkt bereits 3Zellen geschédigt sowie eine
Entziindungsreaktion in den Inseln erzeugt. So reicht die einmalige Gabe von 5 mg/kg STZ
aus, um Makrophagen in das Inselgebiet zu locken und bereits 24 h nach STZ-Verabreichung
kann eine erhthte Adhésion von Lymphozyten in den Inseln beobachtet werden (KUSTERER
et al., 1999). Nach der vierten Injektion kommt es in weiblichen Swiss-Mausen bei einem Teil
der [>Zelen zu einem Verlust an GLUT2. Einige Inseln sind bereits zu diesem Zeitpunkt von
Makrophagen infiltriert, wahrend sich T-Zellen noch nicht angesammelt haben (REDDY et
al., 1998).

Die Effekte der anti-CD4-mAKk-Behandlung mit nicht-depletierenden Antikdrpern beruhen
wahrscheinlich, neben einer moglicherweise selektiven Teildepletion, auf der Blockierung von
Zellverbindungen zwischen antigenspezifischen CD4" Zellen und MHC-Klasse |I-tragenden
APCs (BIDDISON et al., 1984). Die Behandlung mit anti-CD8-mAKk sollte kléaren, ob eine
spate Therapie mit anti-CD8-Ak protektiv auf einen STZ-Diabetes wirkt.

Die dargestellten Versuche haben gezeigt, dass mit einer am Tag 3 einsetzenden anti-CD8—
mAKk-Behandlung therapeutische Effekte beim STZ-Diabetes erzielt werden kdnnen, die mit
einer Verringerung an Insulitiden einhergehen. Dies bestétigt die Rolle der CD8" Zellen als
wichtige Effektorzelle beim STZ-Diabetes. Es ist bekannt, dass STZ die Expression von
MHC-Klasse FMolekilen in Inseln erhoht COCKFIELD et a., 1989). Eine spezifische
Immunantwort gegen STZ steht unter der Kontrolle von MHC-Klasse | (CHOQUET-
KASTYLEVSKY et a., 2000). In Studien Uber die Effekte von Antikérperbehandlungen vor
STZ-Gabe auf die Entwicklung des induzierten Diabetes konnte man durch die Verabreichung
von Antikorpern gegen das CD3-Molekiil, die somit sowohl gegen CD4™ d's auch gegen CD8"
Zellen gerichtet waren, einen STZ-Diabetes verhindern (ROSSINI et a., 1977 g
OSCHILEWSKI et al., 1986). Gegen das CD8-Molekiil gerichtete Antikorper waren effektiv
in der Verhinderung oder Verzogerung eines STZ-Diabetes (HEROLD et al., 1987; DAY ER-
METROZ et d., 1988). Der Antikorper des Klones 53.6.72 konnte einen STZ-Diabetes in
transgenen Mausen verhindern, welche das Aktivierungsmolekil B7-1 selektiv auf Inselzellen
exprimieren; anti-CD4-mAKk hatten dagegen in dem Modell keinen Einfluf3 auf die Diabetes
Entwicklung (HARLAN et a., 1995). Ebensowenig konnten anti-CD4-mAKk in unseren
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Versuchen den STZ-Diabetes-Verlauf signifikant abmildern. Es zeigte sich jedoch, dass die
anti-CD4-mAk MAX16H5 und MAX12F6 unterschiedliche Wirkungen entfalten:

Die Verabreichung von MAX12F6 hatte einen beschleunigenden Effekt auf den diabetischen
Prozeld (4.4.1.). Dies ging einher mit einer erhohten Inzidenz von Insulitiden (4.4.4.). Ein
solcher Effekt einer anti-CD4- mAk-Behandlung auf einen experimentellen Diabetes ist bisher
nicht bekannt (personliche Auskunft von Anne Scott, Cambridge, England), obgleich denkbar
ist, dass es durch eine anti-CD4- mAk-Behandlung auch zur Stérung funktionell protektiver,
regulatorischer CD4" Zellen kommt. Funf bis zehn Prozent der peripheren CD4" Zellen
scheinen solche regulatorischen Funktionen zu tUbernehmen, die der Erhaltung der Toleranz
gegenuber Autoantigenen dienen (SAKAGUCHI, 2000). So verstarkt die Behandlung mit
Zyklophosphamid den STZ-Diabetes, indem wahrscheinlich bestimmte Suppressorzellen
unterdriickt werden KIESEL et al., 1981b). Die Behandlung mit nicht-depletierenden anti-
CD4-Antikorpern scheint dagegen nicht nur autoaggressive Effektorzellen zu beeintréchtigen,
sondern toleranzinduzierende Zellen sogar zu aktivieren (PHILLIPS et a., 2000). Die
Wirkung des MAX12F6- mAk kann somit schwerlich erklart werden. Mdglicherweise handelt
es sich bel der Beschleunigung des Diabetes um einen sekundaren Effekt der anti-CD4- mAKk-
Behandlung. Sollte es durch eine starke immunsuppressive Wirkung des MAX12F6-mAk
beispielsweise zu einer subklinischen Infektion bei den behandelten Tieren gekommen sein,
ist denkbar, dass diese in der Folge den STZ-Diabetes beschleunigt hat. Ebenso kénnen
unbekannte oder bakterielle Verunreinigungen in der Antikorperlosung den STZ-Diabetes
beeinflu® haben, da auch die Verabreichung von bakteriellen Lipopolysacchariden einen
STZ-Diabetes verstarkt (FLECHNER et d., 1984).

Demgegenlber ist der Effekt von MAX16H5 nicht deutlich gegeniber der mit MOPC21
behandelten Gruppe (4.4.1.). Auch in der MOPC21 behandelten Gruppe bildete sich in einer
von vier Mausen keine Hyperglykdmie. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Behandlung mit dem mAk MOPC21, der gegen ein unbekanntes Antigen gerichtet ist, einen
teilprotektiven Effekt hatte. Solche ,unspezifischen* Effekte von Antikorpern sind bei der
Antikorperbehandlung des spontanen Diabetes der NOD-Maus beschrieben worden (TODD et
a., 1977). Das Auftreten von Insulitiden in den mit Antikérpern behandelten Mausen
bestétigt, dass mit dem Behandlungsschema die Immunkomponente des STZ-Diabetes nicht
dauerhaft unterdrickt wurde. Es sind Experimente beschrieben, in denen eine
Antikorperbehandlung das Auftreten von Insulitiden beim MLD-STZ-Diabetes verhindert hat
(HEROLD et al., 1987, DAYER-METROZ et al., 1988). Im NOD-Modell haben SHIZURI et
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al. (1988) gezeigt, dass eine anti-CD4-Ak-Behandlung auch eine bereits bestehende Insulitis
mildern kann. Ebenso wurde im NOD-Modell jedoch dargestellt, dass 80 Tage nach
Beendigung der anti-CD4-Ak-Behandlung Insulitiden im gleichen Ausmald wie in
unbehandelten NOD-Mausen auftraten CHARLTON u. MANDEL, 1989). Nach erfolgter
Depletion korreliert dabel das Auftreten einer Hyperglykamie mit dem Wiederauftauchen von
CD4" Zdlen im Blut (WANG et a., 1987). Da im vorgestellten Experiment die letzte
Antikorperbehandlung bereits drei Wochen vor dem Ende des Experimentes liegt, ist demnach
denkbar, dass ein Teil der Insulitiden erst nach Beendigung der Antikorperbehandlung
aufgetreten ist, da bei einem STZ-Diabetes die Einwanderung von Immunzellen in die Inseln
innerhalb von 21 Tagen stattfindet IWAKIRI et al., 1990).

5.6. Expression von Aktivierungsmarkern auf Lymphozyten STZ-behandelter
CD4/DR17-Méause

T-Zdll- Aktivierung geht mit der Expression bestimmter Markerantigene an der Zelloberflache
einher. Die FACS-Analyse des Blutes von STZ-behandelten CD4/DR17-Mausen sollte solche
funktionellen Verdnderungen von T-Zellen untersuchen. Fir die Anayse wurden
Aktivierungsmarker gewahlt, die in der humanen Diagnostik weit verbreitet sind.

CD25 ist die Bezeichnung fir die a-Kette des IL-2 Rezeptors, der im Rahmen der
Aktivierung von T-Zellen exprimiert wird (SAKAGUCHI et al., 1996). CD69 ist ein bel der
Aktivierung sehr frih auftretendes Molekll, das moglicherweise rezeptorahnliche Funktionen
ausuibt. Sein Ligand ist unbekannt. Bekannt ist, dass Uber CD69 eine intrazelluldre Signalkette
ausgelost wird MARZIO et a., 1999). CD71 ist das Transferrinrezeptormolekil, das im
Laufe der Aktivierung spat exprimiert wird. In vitro fuhrt die Stimulation von menschlichen
T-Lymphozyten mit Phytohdmaglutinin nacheinander zur zeitweisen Expression von CD69
nach 24 und 48 h, CD71 nach 96 h und CD25 mit kontinuierlicher Steigerung der Expression
und einem Maximum nach 120 h auf den Zellen(GIORDANO et al., 1993).

Die Ergebnisse zeigen lediglich geringgradige Verénderungen in der Expression der
Aktivierungsmarker im Laufe des MLD-STZ-Diabetes (4.5.). Die Expression der
Aktivierungsmarker wies in der Studie starke individuelle Unterschiede auf. Nach STZ-
Behandlung tauchten keine neuen diskreten Populationen mit starker Expression von
Aktivierungsmarkern auf; CD4/CD25 doppeltpositive Lymphozyten waren sowohl in
unbehandelten als auch in behandelten Mé&usen detektierbar, wobel es sich dabel
walrscheinlich um eine Population regulatorischer CD4" T-Zellen handelt, bei denen CD25
konstitutiv exprimiert wird (SAKAGUCHI et a., 1996). Ergebnisse von Studien an
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diabetischen Patienten hatten demgegentiber demonstriert, dass bel einem Typ 1 Diabetes
aktivierte T-Lymphozyten auftreten. Vergleichbare Studien an STZ-behandelten Mausen
liegen dagegen bisher nicht vor. GESSL u. WALDHAUSL (1998) zeigten am Menschen, dass
im peripheren Blut sowohl auf CD8" as auch auf CD4" Zellen die Expression von CD69
verstarkt ist. Die Zahl der CD25 exprimierenden T-Zellen war bei frisch diagnostizierten
Diabetikern erhoht (KONTIAINEN et al., 1991; PEAKMAN et al., 1994). Bei diesem Marker
konnten PETERSEN et al. (1999) und QUINIOU-DEBRIE et a. (1985) auch eine
Verdnderung des Verhdtnis der CD4": CD8" zugunsten der CD4" Population zeigen. Bei
NOD-Méausen konnte eine Hochregulation der CD25- und CD69-Molekile auf Lymphozyten
aus den Lymphknoten diabetischer Mause beobachtet werden (GOLDRATH et al., 1995),
wéhrend bel den aus dem Blut isolierten Lymphozyten solche Verdnderungen nicht gefunden
wurden. Trotz der schnelleren Entwicklung des Diabetes beim MLD-STZ-Modell mag auch
hier die Auswirkung der lokalen Entzindung auf die Immunzellen des peripheren Blutes
gering sein oder in einem engen Zeitfenster liegen. Im Verlauf des STZ-Diabetes veranderte
sich die Expression der Aktivierungsmarker nicht einheitlich. Die individuellen Unterschiede
in der Expression dieser Marker zwischen den M&usen wurden stérker, was sich in grof3er
werdenden Standardabweichungen widerspiegelt; es mag dies als ein Hinweis auf die
Aktivierung einzelner T-Zellen des peripheren Blutes beim MLD-STZ-Diabetes in der
CD4/DR17-Maus gewertet werden. Da sich die Mause in der Entwicklung ihrer
Hyperglykamien nicht wesentlich unterschieden, sind diese Verénderungen nicht auf die

Hyperglykamien zurtickzufthren.

5.7. Abschlief3ende Betrachtungen

Obwohl die CD4/DR17-Maus sich zum Zeitpunkt der Versuche noch nicht as Inzuchtstamm
présentierte, liefern die in dieser Arbeit dargestellten Versuche Erkenntnisse Uber die
Verwendbarkeit dieses transgenen Mausmodells, indem sie belegen, dass die Expression der
Transgene innerhalb  komplexer Krankheitsmodelle zu keinen offensichtlichen
Funktionsverlusten der Immunzellen gefiihrt hat, welche die Transgene exprimieren. Die
Experimente weisen teillweise den Charakter von Pilotstudien auf. Der Mangel an
Versuchstieren zur Zeit der Versuche erlaubte es nicht, mit grof3eren Versuchstiergruppen zu
experimentieren. In unterschiedlichen Versuchsguppen auftretende Unterschiede zeigten bis
auf wenige Ausnahmen daher keine statistischen Signifikanzen, wodurch den Ergebnissen

tellweise nur ein phanomenologischer Aussagewert zukommt. Aus der Beschreibung des
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MLD-STZ-Diabetes in den verwendeten transgenen Maudinien lassen sich dennoch
Erkenntnisse Uber die Pathogenese des MLD-STZ-Diabetes ableiten. Man kann schlief3en,
dass den CD4" Zellen keine essentielle Rolle fir den Insulinverlust und fir das generelle
Auftreten einer Insulitis zukommt, dass sie aber fur das Ausmal? der Entziindung entscheidend
sind. Unterschiede in der Haufigkeit von Insulitiden zwischen CD4-defizienten Tieren und
CDA4-defizienten Tieren mit transgenem DR17 (4.3.2.4) wesen weiterhin auf mégliche
Begleiteffekte von Transgenen hin; wobei in diesem Fall nicht ausgeschlossen werden kann,
dass sie auf unbekannte Genabschnitte zuriickzufihren sind, die das DR17-Allel flankieren.
Angesichts der komplexen und bislang nicht vollsténdig verstandenen Immunpathogenese des
menschlichen Diabetes wirde die Aufkldrung solcher Phénomene womdglich auch zum
Verstdndnis des menschlichen Typ 1 Diabetes beitragen. Fur die zukinftige Verwendung der
CD4/DR17-Maus in der Erprobung von therapeutischen Konzepten im MLD-STZ-Diabetes
Moddl ist aufgrund der genetischen Heterogenitdt eine Rickkreuzung auf einen STZ-
sensitiven Inzuchtstamm, wie z.B. die C57BL/6-Maudlinie, wiinschenswert. Dadurch wirden
Kontrolltiere zur Verfigung stehen, die sich von der CD4/DR17-Maus lediglich in der

Expression der Transgene unterscheiden.
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6. Zusammenfassung

Thure Adler

Der Streptozotozin-induzierte Diabetesin der transgenen CD4/DR17-Maus

Aus dem Ingtitut fir Immunologie der V eterindrmedizinischen Fakultét

und dem Ingtitut fur Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin der Medizinischen
Fakultét der Universitdt Leipzig

80 Seiten, 24 Abbildungen, 20 Tabellen, 217 Literaturangaben

Die Verwendung transgener Tiere, die humane Molekile exprimieren, gewinnt zunehmend an
Bedeutung bel der Erforschung der Funktionen solcher Molekile in Krankheitsprozessen und
bei der experimentellen Erprobung neuartiger Therapieverfahren, in denen solche Molekile
die Zielstrukturen darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die CD4/DR17-Maus, welche das humane CD4- und das
DR17-Molekil exprimiert, im MLD-STZ-induzierten Diabetes, einem Tiermodell fir den Typ
1 Diabetes, eingesetzt. Die funktionelle Beteiligung der Transgene wurde durch enen
Vergleich mit Segreganten untersucht, denen die Transgene teillweise fehlen. Als klinische
Parameter sind Blutglukose und Glukosetoleranz erfald worden, histopathologisch wurden
Insulitis und Insulingehalt der Inselzellen bestimmt. Ferner wurde getestet, ob sich durch
Verabreichung von monoklonalen Antikorpern, die gegen das transgene hCD4- oder gegen
das CD8-Molekil gerichtet sind, dieser STZ-induzierte Diabetes beeinflussen 183, Mit Hilfe
der durchflulRzytometrischen Immunfluoreszenzanalyse von Blutzellen wurde zusétzlich
Uberpruft, ob Verdnderungen auf T-Zellen hinsichtlich der Expression der Aktivierungsmarker
CD25, CD69 und CD71 wahrend des STZ-induzierten Diabetes auftreten.

Es wurde gezeigt, dass die CD4/DR17-transgene Maus nach der Behandlung mit mehrfachen
subdiabetogenen Dosen von Streptozotozin eine transiente Hyperglykdmie entwickelt, die mit
einer verringerten Glukosetoleranz sowie Insulitiden und einem Rlckgang des Insulingehaltes
in den Langerhans schen Inseln einhergeht. Vergleiche mit Segreganten zeigen, dass die
Expression beider transgener Merkmale zur maximalen Ausprégung einer schwergradigen
Insulitis beitrégt. Die Anwendung von monoklonalen Antikodrpern gegen das transgene hCD4-
Molekil nach Beginn der STZ-Behandlung hat den Diabetes nicht wirkungsvoll verzdgert.
Dagegen milderte eine Behandlung mit Antikorpern, die gegen das CD8-Molekll gerichtet
sind, den Diabetesverlauf. Wahrend des STZ-Diabetes veranderte sich die Expression von

Aktivierungsmarkern auf Lymphozyten des peripheren Blutes nicht signifikant.
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Die Arbeit belegt, dass die CD4/DR17-Maus suszeptibel gegeniber der Induktion eines
experimentellen Diabetes mit mehrfachen subdiabetogenen Dosen von Streptozotozin ist. Die
transgenen Molekile hCD4 und DR17 sind dabei am Krankheitsproze? beteiligt.



SUMMARY

6.1. Summary

Thure Adler

The streptozotocin-induced diabetes in the transgenic CD4/DR17 mouse

From the Institute of Immunology, Faculty of Veterinary Medicine

and the Institute of Clinical Immunology and Transfusion Medicine, Faculty of Medicine,
University of Leipzig

80 pages, 24 figures, 20 tables, 217 references

Today, transgenic animals that express human molecules are getting important tools in
functional studies and experimental, therapeutical attempts, that target these molecules. In this
study, the CD4/DR17 mouse expressing the human CD4 and the human DR17 molecules and
with a defective murine CD4 gene, was used in the multiple lowdose streptozotocin-induced
(MLD-STZ) diabetes model, a model for type 1 diabetes. The functional involvement of the
transgenic molecules in the development of the MLD-STZ-diabetes was anadysed by
comparing CD4/DR17 mice and segregants that lack one or more of the transgenes. The
described parameters included the measurement of blood glucose levels and oral glucose
tolerance tests, histopathologically grading of insulitis and determination of the content of
insulin in pancreatic islets by immunohistological methods. In addition, the model was used to
test the potential therapeutic effect of the administration of monoclonal antibodies against
hCD4 or CD8. Furthermore, aterations of the expression of the activation markers CD25,
CD69 and CD71 during the experimentally induced diabetes has been measured by FACS
analysis.

The study shows, that CD4/DR17 mice develop a transient hyperglycemia after MLD-STZ
treatment, accompanied by a reduced tolerance to oral glucose, insulitis and the reduction of
the content of insulin in the pancreatic idets. The full incidence of insulitis requires the
expression of both transgenes. The trestment performed with monoclona antibodies against
the transgenic hCD4 after STZ-treatment could rot meliorate the diabetic course, while the
treatment with anti CD8 antibodies moderated the diabetic process. After STZ-treatment the
expression of activation marker of peripheral T-cells did not ater significantly.

Thus, the CD4/DR17 mouse is shown to be susceptible to the induction of experimental
diabetes with MLD-STZ. The transgenic molecules CD4 and DR17 are involved in the

pathogenesis of the disease.
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