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Einleitung 1

1 Einleitung 

Der Diabetes mellitus ist eine der häufigsten chronischen Stoffwechselerkrankungen 
mit ständig ansteigender Inzidenz. Heutzutage ist bereits eins von  Kindern betrof-
fen. Bei Erwachsenen geht man sogar von einer noch höheren Inzidenz aus [].

Der Diabetes mellitus ist gekennzeichnet durch einen relativen oder absoluten Mangel 
an sezerniertem Insulin. Definitionsgemäß zeigt sich als Hauptsymptom der erhöhte 
Blutglukosespiegel. Als Folgeerscheinungen des ständig erhöhten Blutglukosespiegels 
finden sich Ketoazidose, Sehstörungen, Polyurie, Gewichtsverlust oder vermehrte In-
fektanfälligkeit. Diese können durch eine exogene Insulin-Applikation weitestgehend 
behoben werden. Wird die mangelhae Regulation der Glukoseaufnahme der Zelle 
nicht behoben, so zeigen sich bei persistierenden hyperglykämischen Stoffwechselzu-
ständen Veränderungen besonders an den Blutgefäßen, die in der Folge zur diabe-
tischen Nephropathie, Polyneuropathie  oder zur diabetischen Retinopathie führen 
können. So ist eine der häufigsten Erblindungsursachen in den zivilisierten Ländern 
die diabetesbedingte Netzhautveränderung. Diese schwerwiegende Folgen führen zu 
einem nicht unerheblichen volkswirtschalichen Schaden. Aufgrund der Kosten der 
Erkrankung, der ständig steigende Inzidenz in der westlichen Welt und dem bis heute 
noch unheilbaren Verlauf der Erkrankung als solche [], gewinnt die Aulärung der 
Ursachen eine besondere Bedeutung. 
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Diabetes mellitus läßt sich in zwei Subtypen unterteilen, den Typ  und Typ  Diabe-
tes.
Der Typ  Diabetes mellitus (TD) beruht auf einem relativen Insulinmangel durch Se-
kretionsstarre verbunden mit peripherer Insulinresistenz. Dies bedeutet, dass entwe-
der die Insulinsekretion vermindert oder die Insulinwirkung an der Zelle herabgesetzt 
ist. In der Pathogenese spielen hier vor allem Adipositas und der Bewegungsmangel 
eine wesentliche Rolle. So erkranken vorwiegend Erwachsene an dieser Form des Di-
abetes mellitus. In der bisher verwendeten Nomenklatur sprach man daher auch vom 
sogenannten „Altersdiabetes“. Aufgrund der zunehmenden Zahl an Adoleszenten, die 
bedingt durch die o.g. Faktoren und begünstigt durch veränderte Ess- und Lebensge-
wohnheiten (Fast-Food, ungenügende Bewegung) schon früh an einem relativen Insu-
linmangel leiden, wurde die Klassifikation angepasst. Man bezeichnet diese Form im 
Rahmen einer ätiopathogenetisch orientierten Einteilung als Typ  Diabetes mellitus. 

Im Gegensatz zu Typ  Diabetes handelt es sich bei Typ  Diabetes mellitus (TD) um 
eine organspezifische Autoimmunerkrankung mit absolutem Insulinmangel. Die Pa-
thogenese ist gekennzeichnet durch eine Infiltration von Lymphozyten, Plasmazellen 
und Makrophagen in das Pankreas [, ]. Im Rahmen dieser Infiltration kommt es 
zu einer Zerstörung der insulinproduzierenden Langerhanś schen β-Zellen []. Die 
Manifestation erfolgt über einen längeren Zeitraum. Aus Untersuchungen an NOD 
(Nonobese diabetic) Mäusen konnte dabei eine Unterteilung der Diabetes-Entwick-
lung in drei Perioden dargelegt werden. 
(i) In der Initiationsphase scha das Zusammenwirken von genetischen Risikofak-
toren und bestimmten Umweltbedingungen die Voraussetzungen für die Diabetes-
entwicklung. Dabei kommt es zu einer Infiltration von T- und B-Lymphozyten sowie 
Makrophagen und Neutrophilen in die Randzone der Langerhanś schen Inseln. Diese 
Phase wird auch als Periinsulitis bezeichnet []. 
(ii) Die zweite Phase wird als prädiabetische Phase bezeichnet und ist durch eine 
vollständige Invasion der Inseln durch pathogene T-Zellen und Makrophagen gekenn-
zeichnet. Da TD-Patienten in dieser Periode noch symptomfrei sind, existieren dazu 
nur wenige Daten aus der Forschung. In Familienstudien und im Rahmen einer groß 
angelegten Schulkinderstudie konnte nachgewiesen werden, dass die Mehrzahl der 
TD-Patienten Autoantikörper gegen verschiedene Inselzellantigene, wie z.B. Insulin, 
produzieren []. Aus diesen Studien und auch aus der kürzlich durchgeführten Karls-
burger Studie [] ging hervor, dass Autoantikörper bereits Monate bis Jahre vor der 
Manifestation im Serum nachweisbar sind. 
(iii) Das Aureten der diabetischen Symptome in der dritten Periode, der diabetischen 
Phase, kommt durch den Verlust von mindestens  der β-Zellmasse im Pankreas 
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zustande []. Bei der Manifestation des TD ist die autoimmune Reaktion gegen ei-
genes Pankreasgewebe fast schon beendet. Derzeit bestehen in diesem Stadium keine 
Heilungsmöglichkeiten. Lediglich durch eine frühe Erkennung des fortschreitenden 
Immunprozesses und Erhalt oder Ersatz von funktionell intakten β-Zellen könnte eine 
wirkungsvolle erapie ermöglicht werden. 
Bei Typ  Diabetes handelt es sich somit um eine multifaktorielle Autoimmunerkran-
kung, die auf dem Zusammenspiel von genetischen und umweltbedingten Faktoren 
beruht. Dabei lassen sich sowohl humorale (wie z.B. Inselzell-Antikörper), als auch 
zelluläre Immunphänomene (z.B. Aktivierung von Lymphozyten und mononukleären 
Zellen im peripheren Blut) nachweisen. 

Genetische Prädisposition
Bei Typ  Diabetes aber auch bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie z.B My-
asthenia Gravis, Rheumatoide Arthritis oder Multiple Sklerose [, ], spielt die 
genetische Prädisposition eine wichtige Rolle []. Etwa  der an TD erkrankten 
Personen weisen eine positive Familienanamnese auf [, ]. Wucherpfennig hat dabei 
ein -iges TD-Risiko bei eineiigen Zwillingen, deren Eltern an TD erkrankt sind, 
beschrieben [].
Zusammen mit dem von Morahan [] bzw. Adorini [] beschriebenem Locus sind 
heute insgesamt  Loci (IDDM 1-18) auf dem menschlichen Genom bekannt, die mit 
der Entwicklung von TD assoziiert zu sein scheinen. Einer der Haupt-Loci ist das 
Insulin-Gen (IDDM2) [, , ] auf Chromosom p. des menschlichen Genoms. 
IDDM2 beinhaltet eine variable Menge an sogenannten „Tandem Repeats“ (VNTR) 
[]. Dabei begünstigt eine geringe Anzahl an VNTR-Repeats (- Repeats) die TD 
Entwicklung, während viele Repeats (>) protektiv wirken [, ]. Die wohl am bes-
ten charakterisierten genetischen Marker für eine TD-Prädisposition sind die Gene 
des sogennanten „Major-Histocompatibility-Complex“ (MHC) auf Chromosom p 
des menschlichen Genoms (IDDM1) [, , , ]. Die Gene des MHC, für dessen 
Erstbeschreibung George Snell, Jean Dausset und Baruj Benacerraf  den Nobelpreis 
erhielten, sind an der Unterscheidung von „Selbst“ (host) und „Fremd“ (gra ) beteiligt 
[] und weisen einen sehr starken Polymorphismus auf. Der MHC umfasst drei ver-
schiedene Klassen. Die Klasse-I Region besteht aus den „Human-Leucocyte-Antigen“ 
(HLA) Genen A, B und C, die auf allen kernhaltigen Körperzellen zu finden sind []. 
In der Klasse-III Region sind unter anderem die Komplementfaktoren zusammenge-
fasst. Es sind aber vor allem die HLA-Klasse-II Gene (HLA-DR, -DQ, -DP), die früher 
auch als „Immuneresponsegene“ beschrieben wurden, die eine wichtige Rolle bei der 
TD-Entwicklung spielen. Während Multiple Sklerose vor allem in Verbindung mit 



Einleitung 4

HLA-DR steht [], ist die TD-Suszeptibilität mit HLA-DR, -DR bzw. HLA-DQ, 
-DQ assoziiert [, ]. Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass HLA-DQ 
(DQB*, DQA*) und HLA-DQ (DQB*, DQA*), die mit HLA-DR 
bzw. -DR gekoppelt vererbt werden, das höchste TD-Risiko aufweisen [, ]. Das 
HLA-DQ Allel wurde als determinierender Faktor für eine TD-Prädisposition oder 
-Resistenz beschrieben [, ].
Aufgrund der ähnlichen Kristallstrukturen der menschlichen HLA-DQ und der ent-
sprechenden Maus MHC-I-Ag Allele wird vermutet, dass Diabetes bei Menschen und 
NOD-Mäusen mit einer vergleichbaren Antigen-Präsentation zusammenhängt []. 
In beiden Allelen zeigt sich ein Fehlen der Asparaginsäure an Position  der B-Kette. 
Dies führt zu einer positiven Ladung der für die Peptidbindung wichtigen Tasche P 
[]. Eine Nicht-Asparaginsäure an Position  des DQ-Alleles wird demzufolge mit 
einem gesteigerten TD-Risiko assoziiert; so konnte z.B. eine Diabetesentwicklung bei 
DQ transgenen Mäusen nicht beobachtet werden. HLA-DQ, welches eine Aspara-
ginsäure an Position  trägt, wirkt daher protektiv []. Das gesteigerte TD-Risiko, 
das durch die Präsenz von HLA-DQ entsteht, kann durch HLA-DR Allele, die meist 
gekoppelt mit DQ vererbt werden, modifiziert werden. Die HLA-DRB*, * 
bzw. * Allele verstärken die TD-Anfälligkeit. Die HLA-DRB*,  und 
 Allele zeigen dagegen einen steigenden Grad an Protektion []. Im transgenen 
Maus-Modell zeigte sich allerdings eine reduzierte Diabetes-Inzidenz bei der Co-Ex-
pression von HLA-DRB* und HLA-DQ im Gegensatz zu einer alleinigen DQ-
Expression []. Es bleibt also noch weitgehend ungeklärt, ob DR- oder DQ-Allele die 
Hauptrolle bei der genetischen Prädisposition spielen. Der Haplotyp HLA-DR/ zu-
sammen mit DQ/ weist jedoch unangefochten das höchste TD-Risiko auf [, ]. 
Dies konnte auch in einem transgenen Maus-Modell nachgewiesen werden [].

Umwelteinflüsse
Neben der genetischen Prädisposition kommen bei der Entwicklung des TD auch 
exogene Faktoren zum Tragen. Zum Beispiel zeigten Olmos bzw. Atkinson in ihren 
Untersuchungen, dass nur bei  von eineiigen Zwillingen beide Geschwister an 
TD erkranken [, ]. Weitere Untersuchungen an eineiigen Zwillingen ergaben eine 
Konkordanz von nur , wenn der erste Zwilling erst im Alter von über  Jahren einen 
TD entwickelte []. Die Ergebnisse dieser beiden Untersuchungen lassen auf einen 
nicht unerheblichen Einfluss von Umweltfaktoren bei der TD-Entstehung schließen. 
So konnte auch Bach eine Korrelation zwischen der geographischen Breite bzw. dem 
Verbrauch von Kuhmilch und dem Diabetes-Risiko einer Bevölkerung feststellen []. 
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Eine der sehr häufig diskutierten esen ist der Einfluß von Virus-Infektionen auf die 
TD Entwicklung. Zum einen konnte aus epidemiologischen Studien nachgewiesen 
werden, dass die Diabetes-Inzidenz nach Virus-Epidemien anstieg [], zum anderen 
fand sich bei neumanifestierten TD-Patienten ein erhöhter Antikörper-Titer gegen Vi-
ren im Serum [, ]. Yin konnte in peripheren mononukleären Zellen (PBMC) von 
frisch manifestierten Patienten ein Vorkommen von Enterovirus RNA im Vergleich zu 
PBMC einer Kontrollgruppe nachweisen []. Ein wichtiger Punkt in diesem Zusam-
menhang ist das sogennante „Molecular Mimicry“. Dieser Begriff wurde ursprünglich 
von George Snell eingeführt und erklärt dieses Phänomen auf der Ebene struktureller 
Antigen-Ähnlichkeiten zwischen infektiösen Agens und der Wirtszelle []. Bedingt 
durch strukturelle Ähnlichkeiten kommt es zur Produktion von Autoantikörpern, die 
eine Auebung der Toleranz bedingen können und so einen Zustand der Autoim-
munität induzieren. Als „Molecular Mimicry“ wird z.B. auch das Vorhandensein von 
Sequenzhomologien zwischen Viren und TD-assoziierten Autoantigenen bezeichnet. 
So sind zwischen dem Autoantigen Glutamatdekarboxylase (GAD) und dem Cox-
sackie-Virus Sequenzhomologien zu finden [, ]. Auch auf dem Tyrosinphosphatase 
(IA-)-Molekül finden sich Sequenzhomologien mit dem Virus-Protein  des Rotavi-
rus [, ]. Die funktionellen Zusammenhänge sind jedoch noch nicht genau geklärt.

Humorale Immunphänomene
Als klassische Marker für eine beginnende Autoimmunreaktion gelten nachweisbare 
Autoantikörper, die über Jahre vor klinischer Manifestation eine Autoimmunerkran-
kung anzeigen [, ]. Obwohl die nachweisbaren humoralen Autoantikörper nicht 
direkt an der Pathogenese der Erkrankung beteiligt sind, kann man beim Typ  Dia-
betes durch den Nachweis dieser Immunphänomene das Erkrankungsrisiko vorher-
sagen. Der Nachweis von Autoantikörpern gegen Inselzellgewebe (ICA) ist assoziiert 
mit einem deutlich erhöhten TD Risiko bei TD-Verwandten ersten Grades [, ] 
und auch bei nach ICA-gescreenten Schulkindern [, ]. Das höchste Risiko an 
TD zu erkranken haben Personen mit multiplen Autoantikörpern gegen β−Zell-Au-
toantigene [, ], wie zum Beispiel der Co-Sekretion von GAD-, IA-- und/oder 
Insulin (IAA)-Antikörpern [, ]. Innerhalb der Diabetespräventionsstudie DPT- 
(Diabetes Prevention Trial-Type ) wurden erstgradige Verwandte von Typ--Diabeti-
kern serologisch untersucht. Dabei wurden nur ICA positive Verwandte, die zusätzlich 
noch positive GAD- und/oder ICA- Antikörpertiter aufwiesen, d.h. ein sehr ho-
hes TD-Risiko haben, in die eigentliche Studie aufgenommen []. In dieser Studie 
konnte die Validität eines autoantikörperbasierten Vorhersagemodells an mehr als 
  untersuchten Personen zweifelsfrei nachgewiesen werden.
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Ein positiver Antikörpertiter bzw. die Funktion der B-Zellen ist jedoch nicht zwingend 
an der TD-Entwicklung beteiligt. Martin et al. konnte dies anhand eines Patienten 
mit X-chromosomaler Agammaglobulinämie, einer Immundefizienz, bei der die B-
Zell Differenzierung unterbrochen wird, nachweisen [].

Zelluläre Immunphänomene:
Bei allen Autoimmunerkrankungen, wie z.B. bei Multipler Sklerose [], Rheumato-
ider Arthritis [], Myasthenia Gravis [] und bei Typ  Diabetes [] handelt es sich 
ohne jeden Zweifel um T-Zell vermittelte Erkrankungen, bei der die T-Zellen gegen 
bestimmte Autoantigene reagieren. Bei TD ist die T-Zell-Reaktion gegen verschie-
dene β-Zell-Autoantigene gerichtet. Als Autoantigen wird ein körpereigenes Antigen 
bezeichnet, welches von sogenannten autoreaktiven T-Lymphozyten als pathogen 
erkannt wird. Von den in Tab.  dargestellten beschriebenen Autoantigenen sind Glu-
tamatdecarboxylase  [, ], Tyrosinphosphatase [, ] und Insulin (I) [, ] 
mit seinen Prohormonen ProInsulin (PI) [, ] und PräProInsulin (PPI) [] am 
besten untersucht.

Tabelle 1: Chronologische Reihenfolge der bei Typ  Diabetes entdeckten Autoantigene.

Autoantigen      Jahr  Autor

Cytoplasmatische Insellzell-Antikörper (ICA)   1974  Bottazzo [27]

64 kD Inselzell-Protein     1982  Baekkeskov [13]

Insulin      1983  Palmer [125]

37/40kD-Proteinfragmente eines 64kD MembranPorteins 1990  Christie [38]

Heat-shock Protein p69     1990  Jones [82]

Glutamatdecarboxylase     1990  Baekkeskov [12]

Carboxypeptidase H     1991  Castano [34]

38kD Inselzell-Protein     1991  Roep [143]

Sulfatide      1993  Buschard [30]

Glukosetransporter     1993  Inman [80]

69 kD Inselzell-Protein (ICA69)    1993  Pietropaolo [132]

Thyrosinphosphatase ICA512    1994  Rabin [136]

Thyrosinphosphatase IA-2     1994  Lan [96]

BSDL (bile salt-dependent lipase)    1999  Panicot [126]

ICA12/SOX13      2000  Kasimiotis [86]

HIP/PAP      2002  Gurr [67]
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Das  identifizierte Enzym Glutamatdecarboxylase  (GAD) [] wird in den 
Langerhanś schen β-Zellen aber vor allem in bestimmten Neuronen des zentralen 
Nervensystems exprimiert, wo es die Synthese des inhibitorischen Neurotransmitters 
Gamma-Aminobuttersäure aus Glutamat katalysiert []. Die Synthese von GAD 
wird durch hohe Blutglukosekonzentrationen in den pankreatischen β-Zellen stimu-
liert [].
Die von Lan  entdeckte Tyrosinphosphatase (IA-) [] wird ebenfalls in den 
Langerhanś schen β-Zellen und in vielen Teilen des zentralen Nervensystems expri-
miert. Die Funktion von IA- ist aber noch weitgehend ungeklärt, da IA- keine enzy-
matische Fähigkeit besitzt [].
Unter den potentiellen Autoantigenen bei TD ist Insulin und seine Prohormone Pro-
Insulin (PI) bzw. PräProInsulin (PPI) das einzige, das ausschließlich auf den β-Zellen 
der Langerhanś schen Inseln exprimiert wird [] und deswegen eine Sonderstellung 
einnimmt. Die biologisch aktive Form des Insulins entsteht durch endoproteolytische 
Spaltung des Proinsulins [] und besteht aus jeweils einer über Disulfidbrücken 
verbundenen A- und B-Kette. Das PräProInsulin-Molekül besitzt neben der Signal-
sequenz am N-terminalen Ende der B-Kette noch das verbindende („connecting“) 
C-Peptid. Das C-Peptid dient im PI-Molekül als Verbindung zwischen A- und B-Ket-
te. Durch die natürliche Prozessierung des Proinsulins sind auf der Oberfläche der 
β-Zellen nur noch kleine Teile (Epitope) des ursprünglichen Moleküls zu finden. Das 
Interesse liegt heute darin, die Epitope zu definieren, die eine Autoimmunreaktion 
auslösen. Während Schloot et al. keine immunodominanten Epitope nachweisen konn-
te [], sind zumindest in diversen Maus-Modellen [, , , , , ] und auch 
im humanen System [, , , , ] bis heute sehr viele verschiedene Epitope des 
PPI-Moleküls beschrieben, die möglicherweise immunodominant zu sein scheinen. 
Sowohl im NOD-Maus Modell als auch im humanen System konnte das Insulin B-
Ketten Peptid B- als immunodominant identifiziert werden [, ]. Bei der NOD-
Maus konnte z.B. durch subkutane Verabreichung dieses Peptides  eine Hemmung der 
Diabetes-Entwicklung erzielt werden []. Das Peptid des Proinsulin C-Peptides C-A 
weist eine sehr hohe Bindungsaffinität an HLA-DRB* auf []. Auch dieses Epi-
top wurde sowohl im transgenen Maus-Modell [] als auch im humanen System als 
immunodominant beschrieben [].
Die autoreaktiven T-Zellen, die gegen Autoantigene reagieren, lassen sich interessan-
terweise nicht nur bei TD-Patienten nachweisen, sondern auch im peripheren Blut von 
gesunden Personen [, ]. Die autoreaktiven T-Zellen dieser gesunden Kontrollperso-
nen besitzen allerdings eine geringere Antigenaffinität []. Eine mögliche Erklärung 
für dieses Phänomen ist, dass die im ymus stattfindende Selektion der T-Zellen dabei 
eine wichtige Rolle spielt. Zum Beispiel wirkt sich der HLA-Haplotyp DR/DQ stark 
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protektiv gegen eine TD-Entwicklung aus. Das Insulin-Gen (IDDM2) ist im ymus 
exprimiert []. Große Mengen an Insulin mRNA gehen mit dem protektiven HLA-
Haplotyp einher. Dies könnte zu einer negativen Selektion von insulinspezifischen 
T-Zellen führen. T-Zellen, die eine hohe Antigenaffinität aufweisen, werden durch die 
negative Selektion aus dem ymus eliminiert.
Obwohl die Ätiologie von Autoimmunerkrankungen noch weitgehend unbekannt ist, 
wird den autoreaktiven T-Zellen eine Vermittlerrolle zugesprochen []. Allerdings 
gibt es zahlreiche Anhaltspunkte dafür, dass T-Zellen auch regulatorische Funktionen 
übernehmen können []. Eine Hypothese für die Entstehung regulierender auto-
reaktiver T-Zellen ist, dass bestimmte Subtypen von antigenpräsentierenden Zellen 
(APC) eine wichtige Rolle bei der Induktion und Modifizierung regulatorischer T-Zel-
len spielen []. Als professionelle APC gelten dabei vor allem die dendritischen Zellen 
(DC). Unreife DC exprimieren geringe Mengen an MHC-Klasse-II und co-stimulato-
rischen Molekülen. Bei der Reifung der dendritischen Zellen werden diese Moleküle 
als Antwort auf einen Stimulus stark hochreguliert [, ]. Damit ist der Grundstein 
für die Aktivierung von Effektor T-Zellen gelegt. Unreife DC, die wenig HLA-Molekü-
le tragen, könnten somit als Wächter der Induktion und des Erhaltens der peripheren 
Toleranz  dienen [, ].
Diese Hypothese stimmt mit den Diskussionen über verschiedene Subklassen von 
regulatorischen T-Zellen überein. Die Entwicklung der regulatorischen CD+CD+ 
T-Zellen aus naiven T-Zellen kann in vitro durch repetitive Stimulation mit allogenen 
unreifen DC und Abwesenheit von immunmodulatorischen Agenzien induziert wer-
den []. Bei den CD+CD+ T-Zellen handelt es sich um naive, offenbar nicht expan-
dierende T-Zellen, die große Mengen an Interleukin  (IL)- aber kein IL-, IL- oder 
IL- sezernieren. Sie proliferieren schwach und reagieren völlig antigenunabhängig. 
Diese IL- produzierenden T-Zellen können direkt die antigenspezifische Prolifera-
tion von T-Helfer  ()-Zellen hemmen; ihre suppressive Wirkung kann allerdings 
durch eine IL- Zugabe aufgehoben werden [].
Eine optimale Aktivierung von naiven CD+ T-Zellen erfordert zwei Signale, die von 
antigenpräsentierenden Zellen übermittelt werden: Erstens, die Erkennung des An-
tigen-MHC-Komplexes durch den T-Zell-Rezeptor (TZR) und zweitens, die Interak-
tion von co-stimulatorischen Molekülen und deren Liganden. Neben den CD/B 
Interaktionen wird derzeit die Funktion einer TNF/TNFR Interaktion diskutiert. 
Ox (CD) ist ein Mitglied der TNFR Familie und spielt bei der Induktion der T-
Zell-Antwort ein große Rolle []. Die Ligation von Ox auf T-Zellen stimuliert in 
vitro sowohl die Proliferation als auch die Zytokinsekretion [, ]. In vivo konnte 
gezeigt werden, dass ein Engagement von Ox das Überleben und die Expansion von 
naiven CD+ T-Zellen und das Überleben von Memory T-Zellen durch Hemmung der 
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peripheren Deletion steigert [, ]. Dendritische Zellen scheinen dabei als einzige 
die Kapazität zu besitzten, naive T-Zellen in vitro und in vivo zu aktivieren, da sie im 
reifen Zustand eine sehr große Zahl an MHC bzw. an co-stimulatorischen Molekülen 
exprimieren [, ]. De Smedt konnte zeigen, dass die Co-Stimulation über Ox die 
T-Zell-Antwort, die durch dendritische Zellen induziert wurde, in vivo steigert [].
Wie bereits ausgeführt, spielen T-Lymphozyten bei der TD-Entwicklung die wich-
tigste Rolle []. Jedoch ist die relative Verteilung, die Bedeutung und die Funktion 
der CD+ bzw. CD+ T-Zellen immer noch unklar [, ]. Beim Typ  Diabetes wird 
vor allem den CD+ -Zellen eine zentrale Rolle in der Pathogenese zugesprochen 
[, ]. Die β-Zell Zerstörung an sich wird meistens mit dem Aktivierungsgrad und 
dem Phänotyp von autoreaktiven -Zellen assoziiert [, ]. -Zellen sind in der 
destruktiven Phase der Intra-Insulitis nachweisbar und werden durch die Sekretion 
von Interferon-γ (IFNγ) [], Tumornekrosefaktor-α (TNFα) oder Interleukin- (IL-) 
definiert [, ]. Im Gegensatz dazu gibt es -Zellen, die im Kontext organspezi-
fischer Autoimmunität eine regulatorische Rolle übernehmen und durch Produktion 
von IL-, IL- oder IL- charakterisiert sind [, ]. Diesen -Zellen bzw. deren 
sezernierten Zytokine konnte im Mausmodell des Diabetes eine eher protektive Wir-
kung zugesprochen werden [, ].

Derzeit gibt es viele Präventionsstudien, die versuchen, schon früh in den Immunpro-
zess einzugreifen. In der ENDIT-Studie (European Nicotinamide Diabetes Interven-
tion Trial) wird eine Behandlung von Risiko-Probanden mit Nicotinamid untersucht 
[]. Die DPT Studie (Diabetes Prevention Trial-Type ) untersuchte eine möglicher-
weise prophylaktische Auswirkung einer oralen oder parenteralen Administration 
von Insulin auf die TD-Entwicklung bei Probanden mit erhöhtem TD-Risiko []. 
Dabei konnte jedoch nach neuesten Erkenntnissen bei Personen mit erhöhtem Risiko 
an TD zu erkranken, keine Verzögerung bzw. Verhinderung  von TD erzielt werden. 
Gegenüber dem Erwartungswert kam es vereinzelt sogar zu einer schnellere Manifes-
tation []. Jedoch kann man aus diesen negativen klinischen Erfahrungen durchaus 
auch positive Schlüsse für zukünige Studien ziehen []. So ist ohne jeden Zweifel für 
die erfolgreiche Entwicklung neuer erapieansätze ein verbessertes Verständnis über 
die Pathogenese von TD zwingend notwendig. Das Ziel der eigenen Untersuchungen 
war es, das Mosaik der Pathogenese des Typ  Diabetes durch weitere Erkenntnisse zur 
zellulären Immunität zu ergänzen.

Wie bereits erwähnt, gibt es in der Literatur kontroverse Berichte hinsichtlich der 
Existenz von immunodominanten Epitopen des Autoantigens Insulin mit seinen Pro-
hormonen Proinsulin und PräProInsulin. Dabei zeigen sich vor allem in der jeweiligen 
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Methodik sehr große Unterschiede. Aufgrund der starken Bindungsaffinität an das 
TD assoziierte HLA-Molekül DRB*, ist das Proinsulinpeptid C-A ein potenti-
elles Epitop, das immunodominant sein könnte. Im transgenen Mausmodell und auch 
im Kurzzeitversuch im humanen System konnte dies schon nachgewiesen werden. Im 
humanen System ist jedoch nur wenig bekannt über die genaue Charakterisierung 
dieses Epitopes.

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die Involvierung der Interaktion von Ox 
und Ox-Ligand an der Aktivierung der autoreaktiven T-Zellen durch professionelle 
Apc maßgeblich beteiligt zu sein scheint. Aus der Literatur ist weiterhin bekannt, dass 
autoreaktive T-Zellen nicht nur in TD-Patienten, sondern auch in gesunden Normal-
personen zu finden sind. Unklar ist bisher noch in welcher Frequenz autoreaktive T-
Zellen in der Peripherie vorkommen. Des weiteren ist unklar, ob sich die autoreaktiven 
T-Zellen von TD-Patienten und Normalpersonen phänotypisch voneinander unter-
scheiden.

In der vorliegenden Studie sollen deshalb insbesondere folgende Fragestellungen bear-
beitet werden:

. Lassen sich epitopspezifische Zellen aus peripheren Blutlymphozyten mit Hilfe 
von PräProInsulin (PPI)-Peptiden, die in der Literatur als immunodominant be-
schrieben wurden, identifizieren und kultivieren?

. Können mit Hilfe von FACS-basierten bzw. immunologischen Analysen spezielle 
Charakteristika dieser spezifischen Zellen festgestellt werden?

. Wenn solche epitopspezifischen Zellen identifiziert werden können, lassen sich 
eventuelle phänotypische Unterschiede dieser T-Zellen zwischen TD-Patienten 
und gesunden Normalpersonen nachweisen? 

. Gibt es dabei  auch Unterschiede in der Frequenz der autoreaktiven T-Zellen zwi-
schen TD-Patienten und Normalpersonen?

. Wenn es phänotypische Unterschiede zwischen autoreaktiven T-Zellen von 
TD-Patienten und gesunden Kontrollpersonen gibt, können dadurch in einem 
Kurzzeitversuch bei TD-Patienten immundominante Epitope des PräProInsulins 
bestimmt werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden und Materialaufbereitung

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden  „gesunde“ Kontrollpersonen (Kollek-
tiv „KP“),  Patienten mit autoimmunem Typ  Diabetes mellitus (Kollektiv „TD“), 
vier Patienten mit Typ  Diabetes mellitus (Kollektiv „TD“) und drei Probanden mit 
positivem Autoantikörper Titer, sogenannte Prä Typ  Diabetes Probanden (Kollektiv 
„Ak+“) untersucht. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universität Ulm 
genehmigt.

2.1.1 Untersuchungsgruppe KP: gesunde Kontrollpersonen 

Insgesamt wurden  Probanden des Studienkollektives „Gesund (KP)“ in die Studie 
aufgenommen. Einschlusskriterien der Untersuchungsgruppe „KP“ waren im  Nor-
malbereich liegende Autoantikörper Titer gegen Inselzellgewebe (ICA), Insulin (IAA), 
Tyrosinphosphatase (IA-A) bzw. Glutamatdecarboxylase  (GADA). Außerdem 
sollten in der Familienanamnese keine TD-Fälle bekannt sein. Um eine möglichst 
repräsentative Kontrollpopulation zu untersuchen, wurden in die Studie nur  Kontroll-
personen mit mindestens einem TD assoziierten HLA-Allel (HLA-DR, -DR, -DQ, 
-DQ) aufgenommen. Das Durchschnittsalter betrug  (±,) Jahre (Tab. ).
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Tabelle 2: Charakteristika (Alter, Diagnose, HLA-Haplotypen und Antikörper-Titer) der 
untersuchten Probanden. nd. = nicht bestimmt, f = weiblich, m = männlich, EM = erstmanifestiert, 
T/D = Typ / Diabetes, KP = Kontrollpersonen, Ak+ = Antikörper positive, + = positiv, - = negativ 

Diagnose
Pro- Ge- Alter HLA- HLA- GADA IA-2A IAA ICA 

band schlecht [Jahre] DRB1 DQB1 [KU/l] [KU/l] [µU/l] [JDFU]

T1D-EM 1 m 25 *0301,0401 *02,0302 + + - +

T1D-EM 2 m 33 *0301,0401 *02,0302 + - - +

T1D-EM 3 f 23 *0301,0404 *02,0302 + + - +

T1D-EM 4 m 10 *0401,0402 *0301,0302 + + - +

T1D-EM 5 m 36 *0301,0401 *02,0302 + - - +

T1D-EM 6 f 32 *0301,0401 *02,0302 + + + +

T1D-EM 7 f 40 *0301,0401 *02,0302 + + - +

T1D-EM 8 f 21 *0401,0401 *0301,0302 nd. nd. nd. nd.

T1D-EM 9 m 40 *0401,0402 *0302,- + + - -

T1D-EM 10 f 22 nd. nd. - - - -

T1D-EM 11 m 48 nd. nd. + - + -

T1D-EM 12 f 28 nd. nd. + - + -

T1D-EM 13 f 19 *3,4 nd. - - - -

T1D-EM 14 m 16 nd. nd. + + + -

T1D-EM 15 m 61 *0401,0404 *0302,- + - + -

T1D-EM 16 m 26 0301,- 02,- + - - +

T1D>1J 17 m 29 *0401,0401 *0302,0301 + + + +

T1D>1J 18 f 37 *0801,1601 *0302,0502 nd. nd. nd. nd.

T1D>1J 19 m 29 *0401,0401 *0302,0301 + + + +

T1D>1J 20 m 41 *0301,0401 *02,0302 - - - -

T1D>1J 21 m 31 *0301,0401 *02,0302 + - + -

T1D>1J 22 f nd. *0301,0401 *02,0302 + - - -

T1D>1J 23 f 27 *0401,0701 *02,0302 + - + -

T1D>1J 24 m 37 *0401,0401 *0302,0302 + + + -

KP 25 m 32 *0401,0301 *0302,0201 - - - -

KP 26 f 44 *0301,0401 *02,0302 - - - -

KP 27 f 27 *0401,1301 *0302,0603 - - - -

KP 28 f 43 *0401,1601 *0502,0302 nd. nd. nd. nd.

KP 29 f 25 *1501,0401 *0302,0602 - - - -

KP 30 f 38 *0401,1301 *0301,0603 - - - -

KP 31 f 42 16,16 *0602 - - - -

KP 32 f 27 *0401 *0301 nd. nd. nd. nd.

KP 33 m 59 *4,1 nd. - - - -

KP 34 f 24 *0408,0701 *0302,0303 - - - -

KP 35 m 29 1501,0403 *0302,0602 - - - -

KP 36 f 30 *0301,0701 *02,02 - - - -

T2D 37 f 69 *1001,1501 *0501,0602 - - - -

T2D 38 f 75 *0801,1301 *0402,0603 - - + -

T2D 39 f 50 *0701,1201 *02,0603 - - - -

T2D 40 m 60 nd. nd. - - - -

Ak+ 41 m 30 *0401,- *0302,- + + + +

Ak+ 42 m 30 *0402,1301 *0302,0603 + + + +

Ak+ 43 f 26 *3,2 nd. - - + -
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2.1.2 Untersuchungsgruppe T1D: Patienten mit Typ 1 Diabetes 

mellitus 

Die Patienten der Untersuchungsgruppe „TD“ (n=) wurden zum Zeitpunkt der 
Untersuchung größtenteils stationär in der Sektion Endokrinologie des Universitäts-
klinikums Ulm behandelt. Die Einschlusskriterien dieser Gruppe waren eine gesi-
cherte Diagnose des Typ  Diabetes mellitus gemäß den Kriterien der World Health 
Organisation (WHO), sowie ein nachgewiesen positiver Autoantikörper-Titer von 
mindestens einem Autoantikörper (ICA, IAA, IA-A, GADA). Diese Gruppe wurde 
nochmals unterteilt. Bei den Patienten mit erst-manifestiertem TD (TD-EM; n=) 
lag die Manifestation zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Studie höchstens einen Mo-
nat zurück. Die andere Gruppe umfasste TD-Patienten (n=), die seit über einem Jahr 
an TD erkrankt waren. Bei den frisch manifestierten TD-Patienten handelte es sich 
um Patienten, die im Rahmen der Erst-Manifestation stationär behandelt wurden. Das 
Material von TD-Patienten > Jahr stammte zum großen Teil aus der Diabetesklinik, 
Bad Mergentheim. Das Durchschnittsalter in dieser Gruppe TD-EM betrug , ±  
Jahre, das der Gruppe (TD)  ± , Jahre (Tab. ).

2.1.3 Untersuchungsgruppe T2D: Patienten mit Typ 2 Diabetes 

mellitus

Die Patienten der Untersuchungsgruppe „TD“ (n=) wurden zum Zeitpunkt der 
Untersuchung ebenfalls stationär in der Sektion Endokrinologie des Universitätskli-
nikums Ulm behandelt. Auch hier war das Einschlusskriterium eine gesicherte TD 
Diagnose gemäß den Kriterien der WHO. Außerdem sollten keine TD-Fälle in der 
Familienanamnese der TD-Patienten vorkommen. Das Durchschnittsalter in dieser 
Gruppe betrug ,±, Jahre (Tab. ).
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2.1.4 Untersuchungsgruppe Ak+: Probanden ohne manifestier-

ten T1D aber positiven Antikörper-Titer

In die Untersuchungsgruppe „Ak+“ konnten drei Probanden (Tab. ) eingeschlossen 
werden. Für die Einschlusskriterien sollte kein manifester TD, aber dennoch ein ers-
tes Anzeichen einer autoimmunen Reaktion, die sogenannte prädiabetische Phase, die 
durch positive Titer der Autoantikörper gekennzeichnet ist, nachweisbar sein. Ein Pro-
band entstammte der Ulmer Schulkinder-Studie [] von  und war  Jahre alt. Die 
beiden anderen Probanden wurden zufällig bei einer Routineuntersuchung entdeckt 
und waren  bzw.  Jahre alt.

2.1.5 Isolierung von mononukleären Zellen des peripheren Blu-

tes (PBMC= Peripheral Blood Mononuclear Cells)

Aus den in Heparin (Heparin-Natrium Braun“Multi“   I.E./ml, Braun Melsun-
gen AG, Melsungen, Deutschland) aufgenommenen Blutproben der Probanden wur-
den Plasma, PBMC und DNA gewonnen. Das Blut wurde dafür zunächst bei  rpm 
zentrifugiert. Die obere Phase (Plasma) wurde abgenommen und für die Antikörper-
bestimmung bei -°C auewahrt. Anschließend wurde das Blut mit Penizillin/Strep-
tomycin-haltigem RPMI Medium (Gibco BRL Life Technologies, Gaithsburg, USA) im 
Verhältnis : versetzt. Das verdünnte Blut wurde vorsichtig über das durch eine Fritte 
getrennte Ficoll-Paque™ Plus (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) 
geschichtet. Aufgrund der unterschiedlichen Dichten der Blutbestandteile ergaben sich 
nach einem Zentrifugationsschritt von  min bei  rpm ohne Bremse vier Schich-
ten: Plasma bzw. Medium, ein PBMC-Ring, Ficoll-Paque™ Plus und ein Blutkuchen 
(Abb. ). Mit einer  ml Pipette konnten nun die PBMC abgeerntet werden. Nach einem 
Waschschritt und Anfärben eines kleinen Aliquotes mit Türkscher Lösung (Merck 
Diagnostica, Darmstadt, Deutschland) wurden die erhaltenen PBMC in einer Neubau-
er Zählkammer (Superiour Laboratory Glassware, Marienfeld, Deutschland) gezählt. 
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die PBMC entweder sofort verwertet oder 
eingefroren. Dabei wurden jeweils  Mio. PBMC in jeweils  ml Einfriermedium ( 
Humanserum (Bio Whittacker, Cambrex Company, Walkersville, Maryland, USA) 
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Abbildung : Lymphozyten-Isolation mittels Ficoll-Paque™ Plus Dichte-Gradientenzentrifugation.

2.1.6 Bestimmung der Zellzahl

Ein  µl Aliquot der isolierten PBMC wurde im Verhältnis : mit Türkscher Lösung 
(Merck Diagnostica, Darmstadt, Deutschland) verdünnt und auf die vorbereitete Zähl-
kammer pipettiert. Türksche Lösung färbt tote Zellen blau-rosa an. Intakte Zellen sind 
kreisrund und leuchten hell. Für die Bestimmung der PBMC Menge wurden alle vier 
großen Eckquadrate (Abb. , blau), die wiederum in  kleinere Quadrate aufgeteilt 
sind, bei -facher Vergrößerung ausgezählt und der Mittelwert der vier erhaltenen 
Ergebnisse gebildet. Die Zellzahl wurde aus der folgenden Gleichung ermittelt:

und  DMSO (Sigma Biosciences, St. Louis, USA)) aufgenommen. Die Aliquote 
wurden in beschrieten Einfrier-Röhrchen (Cryotube™ Vials, NUNC™ Brand Pro-
ducts, Dänemark) bis zum Gebrauch in flüssigem Stickstoff auewahrt.

Mio. Zellen/ml =

Zellzahl (Mittelwert) x Verdünnung (10) x Volumen [ml] x Kammerfaktor (0,01)

Gradienten-
zentrifugation

Überschichten

A B

PBMC-Ring

Fritte

Blutkuchen

Ficoll

Vollblut-Medium
Gemisch (1:1)

Medium
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Abbildung : Schematische Darstellung der Neubauer Zählkammer bei -facher Vergrößerung.

2.1.7 Bestimmung der Autoantikörper-Titer

Zur Bestimmung der Autoantikörper (AAk)-Titer wurde das aus der PBMC-Isolierung 
erhaltene Plasma zunächst durch Zugabe von DADE®-rombin (DADE Behring, 
Marburg, Deutschland) im Verhältnis : in Serum umgewandelt. Innerhalb von 
fünf Stunden unter ständigem Drehen koagulieren dabei die für die AAk-Bestimmung 
störenden Proteine. Nach Zentrifugierung ( min,  rpm) konnte das Serum von 
den störenden Proteinen (Pellet) getrennt werden. 
Die Bestimmung der Serum-Titer von den Autoantikörpern gegen Glutamatdecarb-
oxylase (GADA) und Tyrosinphosphatase (IA-A) erfolgte mittels eines „fluid-phase 
antigen binding Assays“ mit Jod markierten Autoantigenen []. Die Autoantikör-
per-Titer gegen Insulin (IAA) wurden in einem kompetitiven „fluid-phase antigen 
binding Assay“ ermittelt. Die Autoantikörper-Titer gegen IA- und GAD sind als 
Karlsburg Einheiten pro Liter [KU/L] angegeben, die IAA-Titer als µU pro Liter [µU/L] 
[]. Die Bestimmung von ICA erfolgte durch indirekte Immunfluoreszenz an Cryo-
schnitten des humanen Pankreas [] und sind als JDFU Einheiten (Juvenile Diabetes 
Foundation Units) dargestellt. Für die Bestimmung der Schwellenwerte [] für einen 
positiven AAk-Titer wurde gemäß allgemeiner Übereinkun die ste Perzentile des 
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AAk-Titers einer Kontrollgruppe herangezogen []. Die ermittelten Grenzwerte sind 
in Tab.  dargestellt.

Tabelle 3: Grenzwerte für die Bestimmung der Autoantikörper gegen Glutamatdecarboxylase 
(GADA) , Tyrosinphosphatase (IA-A) , Insulin (IAA) und Inselzellgewebe (ICA) [].

 ICA [JDFU]  IAA [µU/l] GADA [KU/l] IA-2A [KU/l]

Grenzwert 20  281,48  3,9  1,85

2.1.8 Bestimmung der HLA (Human Leucocyte Antigen)-Allele

Bei allen Probanden wurde zusätzlich zu dem in Heparin abgenommenem Blut noch 
eine , ml EDTA-Monovette (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) abgenommen. Die 
HLA-Bestimmung aus EDTA-Blut erfolgte über eine PCR mit spezifischen DR- bzw. 
DQ-Primern []. Dabei wurden die HLA-Klasse-II Allele DRB, DRB, DRB, DRB, 
DPB, DQA, DQB und die Klasse-I Allele A und B bestimmt. In Tab.  sind die TD-
assoziierten Klasse-II HLA-Haplotypen der untersuchten Probanden dargestellt.

2.1.9 Antigene 

Sowohl für die Kurzzeit-Tests der verschiedenen Zellsubpopulationen als auch für die 
durchflusszytometrischen Messungen und Generierungen von T-Zell-Linien wur-
den jeweils die gleichen Antigene für die Stimulation verwendet. Das Autoantigen 
(Pro)Insulin (PI, I) wurde von der Firma Eli Lilly & Co (Greenfield, USA) zur Verfü-
gung gestellt. Für die Definierung von Epitopen wurden  überlappende Peptide (H. 
Kalbacher, Med-Nat.wiss. Forschungszentrum der Universität Tübingen, Deutschland) 
des PräProInsulin Moleküls synthetisiert (Tab. ). 
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Tabelle 4: Aminosäure Sequenz, Position und Länge der verwendeten PräProInsulin-Peptide. 
SS = Signalsequenz, B = B-Kette, C = C-Peptid, A = A-Kette, p = Peptid; alle Aminosäuren (AS) der 
Sequenzen werden nach dem internationalen Ein-Buchstaben-Code abgekürzt.

 Nr.  Position Aminosäure-Sequenz  Länge in AS 

 p1  SS1-16   MALWMRLLPLLALLAL  16

 p2  SS5-20  MRLLPLLALLALWGPD  16 

 p3  SS9-24  PLLALLALWGPDPAAA  16 

 p4  SS13-B4  LLALWGPDPAAAFVNQ  16 

 p5  SS17-B8  WGPDPAAAFVNQHLCG  16 

 p6  SS21-B12 PAAAFVNQHLCGSHLV  16 

 p7  B1-16  FVNQHLCGSHLVEALY  16 

 p8  B6-22  LCGSHLVEALYLVCGER  17 

 p9  B11-27  LVEALYLVCGERGFFYT  17 

 p10  B16-32  YLVCGERGFFYTPKTRR  17 

 p11  B20-C4  GERGFFYTPKTRREAED  17 

 p12  B25-C9  FYTPKTRREAEDLQVGQ  17 

 p13  B30-C14  TRREAEDLQVGQVELGG  17 

 p14  C3-19  EDLQVGQVELGGGPGAG  17 

 p15  C8-24  GQVELGGGPGAGSLQPL  17 

 p16  C13-29  GGGPGAGSLQPLALEGS  17 

 p17  C18-A1  AGSLQPLALEGSLQKRG  17

 p18  C23-A6  PLALEGSLQKRGIVEQC  17

 p19  C28-A11  GSLQKRGIVEQCCTSIC  17

 p20  A1-17  GIVEQCCTSICSLYQLE  17

 p21  A5-21  QCCTSICSLYQLENYCN  17

Die Peptide waren - Aminosäuren (AS) lang und überlappten sich jeweils um  
AS, so dass die gesamte Sequenz des PräProInsulins (PPI, Abb. ) abgedeckt war. 
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Abbildung : Schematische Darstellung des PräProInsulin Moleküls. Hellrot: Signal-Sequenz; 
braun: Insulin-B-Kette; blau: Proinsulin-C-Peptid; orange: Insulin-A-Kette; rot: enzymatische 
Schnittstellen; s-s: Disulfidbrücken

Als Positivkontrolle wurde das Superantigen Tetanus Toxoid (Statens Serum Institute, 
Kopenhagen, Dänemark), als Kontrollpeptid ein inverses GAD-Peptid p- mit 
der Sequenz AILRPLAAMGKKVEPFMKF verwendet.
Von PI-Peptid p (C-A) wurden in Kooperation mit Dr. Kalbacher Alanin-Scans 
synthetisiert, wobei jeweils eine Aminosäure dieses Peptides durch ein Alanin sub-
stituiert wurde (Tab. ). Diese Substitution wurde an jeder Stelle des Peptides durch-
geführt, so dass am Ende von dem -mer Ausgangspeptid  verschiedene Peptide 
entstanden. Alle verwendeten Peptide wurden durch HPLC aufgereinigt, so dass eine 
Reinheit von über  erhalten wurde.

NH

COO



Material und Methoden 20

Tabelle 5: Aminosäure Sequenz der verwendeten Alanin  Scan Peptide. Ala = Alaninsubstituiertes 
Peptid, p = Peptid; alle Aminosäuren (AS) der Sequenzen werden nach dem internationalen Ein-
Buchstaben-Code abgekürzt.

Nr.   Sequenz   AS-Position d. Substitution

Ursprungssequenz (p17)  AGSLQPLALEGSLQKRG   -

Ala-p1  AASLQPLALEGSLQKRG   2

Ala-p2  AGALQPLALEGSLQKRG   3

Ala-p3  AGSAQPLALEGSLQKRG   4

Ala-p4  AGSLAPLALEGSLQKRG   5

Ala-p5  AGSLQALALEGSLQKRG   6

Ala-p6  AGSLQPAALEGSLQKRG   7

Ala-p7  AGSLQPLAAEGSLQKRG   8

Ala-p8  AGSLQPLALAGSLQKRG   10

Ala-p9  AGSLQPLALEASLQKRG   11

Ala-p10  AGSLQPLALEGALQKRG   12

Ala-p11  AGSLQPLALEGSAQKRG   13

Ala-p12  AGSLQPLALEGSLAKRG   14

Ala-p13  AGSLQPLALEGSLQARG   15

Ala-p14  AGSLQPLALEGSLQKAG   16

Ala-p15  AGSLQPLALEGSLQKRA   17

2.2 Zellkultur

2.2.1 Austesten des Humanserums

Um einer unspezifischen Stimulation der T-Lymphozyten durch das verwendete Hu-
manserum vorzubeugen, wurde dieses zunächst ausgetestet. Dazu wurde die GAD-
spezifische T-Zell-Linie / [] sowohl mit „unserem“ Humanserum (Bio Whittacker, 
Cambrex Company, Walkersville, Maryland, USA) als auch in einem von Dr. Endl 
bereits ausgetesteten Humanserum (Sigma, Tauirchen, Deutschland) mit GAD 
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( µg/ml) restimuliert (siehe Kapitel ..). In beiden Ansätzen zeigten die Negativ-
kontrollen keinerlei unspezifische Stimulation. Hingegen kam es bei beiden Versuchen 
nach Stimulation mit GAD zu einer deutlichen Proliferation, was durch Aggregati-
onen von Blasten gekennzeichnet war. Aufgrund dieser Vorversuche konnte das Hu-
manserum von Bio Whittacker bedenkenlos in allen Versuchen verwendet werden. 

2.2.2 Selektion verschiedener PBMC-Subpopulationen

Selektion naiver (CD4+CD45RA+) und Memory (CD4+CD45RO+) T-Zellen
Für die Untersuchung der antigenspezifischen Reaktion von PBMC und verschiedenen 
T-Helfer-Subpopulationen musste zunächst eine Selektion der benötigten Subpopu-
lationen erfolgen. Dazu wurden zuerst die CD+ T-Zellen mittels eines CD+ T-Zell-
Isolations-Kit (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) gewonnen. 
Dafür wurden alle CD- Zellen (zytotoxische T-Zellen, Monozyten, Granulozyten, B-
Zellen, rombozyten, frühe Erythrozyten-Precursor-Zellen, NK-Zellen) indirekt mit 
Hapten-modifizierten CD-, CDb-, CD-, CD-, CD- und CD-Antikörpern 
(Miltenyi Biotec) inkubiert. Durch anschließende Zugabe von Anti-Hapten-MicroBe-
ads (Miltenyi Biotec) konnten die CD+ T-Zellen im magnetischen Feld über eine LS 
Säule (Miltenyi Biotec) von den CD- Zellen getrennt werden (negative Selektion). Die 
CD- Zellen blieben aufgrund der MicroBeads in der Säule hängen, während die CD+ 
T-Zellen durch mehrmaliges Spülen mit MACS-Puffer (siehe Anhang) von der Säule 
eluiert werden konnten.
Anschließend wurden die CD+ T-Zellen durch Zugabe von CDRA MicroBeads 
(Miltenyi Biotec) und erneuter Aurennung im magnetischen Feld in CD+CDRA+ 
bzw. CD+CDRA+RO+ doppelpositive und CD+CDRO+ T-Zellen aufgetrennt. Da-
bei wurden die CD+CDRA+ T-Zellen durch Entfernen der Säule aus dem magneti-
schen Feld und Spülen mit MACS-Puffer unter Druck gewonnen (positive Selektion).

Selektion von T-Zellen mit bestimmten T-Zell-Rezeptor Vβ-Familien
Hierzu wurden T-Zellen zunächst mit FITC-markierten Antikörpern gegen die zu 
untersuchenden und kommerziell erhältlichen Vβ-Familien (Serotec, Kidlington, 
Oxford, UK) gefärbt. Jeweils  Mio. T-Zellen wurden dabei mit  µl Anti-Vβ und  µl 
MACS-Puffer (siehe Anhang) resuspendiert und für  min bei +- °C inkubiert. 
Nach einem Waschschritt mit MACS-Puffer wurden die gefärbten T-Zellen mit  µl 
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anti-FITC MicroBeads (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) und 
 µl MACS-Puffer inkubiert. Nach  min Inkubation bei +- °C und einem erneu-
ten Waschschritt wurden die T-Zellen in  µl MACS-Puffer resuspendiert und im 
magnetischen Feld über eine LS Säule (Miltenyi Biotec) getrennt (siehe oben). In der 
positiv selektierten Fraktion waren die Vβ-positiven T-Zellen angereichert, die dann 
für Stimulationsversuche zur Verfügung standen. 

2.2.3 Kurzzeitstimulation

Bei Versuchen nach einmaliger Stimulationsperiode wurden zunächst entweder 
  PBMC oder   autologe bzw. HLA-gematchte, bestrahlte ( Gy) antigen-
präsentierende Zellen (APC) auf  Well Rundbodenplatten (Corning incorporated 
Costar®, New York, USA) verteilt. Anschließend wurden die Zellen (PBMC, APC) mit 
- µg/ml Antigen (PI, I, B-Kette, A-Kette, p-) bzw. nur mit Kulturmedium (siehe 
Anhang) als Negativkontrolle „stimuliert“. Zu den APC wurden anschließend noch 
 -  T-Zellen der verschiedenen Subpopulationen zugegeben (siehe Kapitel 
..). Nach - Tagen Inkubation im Brutschrank (+ °C und  CO₂) wurden die 
Überstände für die Zytokinbestimmung abgenommen. Mit den verbleibenden Zellen 
wurde entweder ein Proliferations-Assay (siehe Kapitel ..) oder ein FACS (Fluore-
scence-Activating Cell Sorter)-Assay (siehe Kapitel ..) durchgeführt.

2.2.4 Methoden der T-Zell-Kultivierung

Die Primärstimulation von PBMC erfolgte zunächst wie die Kurzzeitstimulation (siehe 
Kapitel ..). Am . Tag nach der Primärstimulation wurde zu allen Proben der Wachs-
tumsfaktor Interleukin- ( U/ml rhIL-; Boehringer-Mannheim, Deutschland) da-
zugegeben. Das Kulturmedium wurde alle - Tage gewechselt und mit frischem IL- 
versehen (Expansion). Nach  Tagen konnte das erste Mal restimuliert werden. Dabei 
erfolgte die Generierung von T-Zell-Linien mittels der Split-Well Methode nach Pette 
(Abb. ) [].
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Abbildung : a)  Schematische Darstellung des „Split-Well“-Verfahrens nach Pette [] b) Kriterien 
für die Beurteilung einer richtigen Negativkontrolle bzw. einer spezifischen Proliferation. Dargestellt 
sind hierbei drei verschiedene Vergrößerungen (I-III). Der Pfeil weist jeweils auf stark vergrößerte 
Zellen (Blasten) in einer Proliferationsaggregation bestehend aus vielen aktivierten Zellen hin.

Hierzu wurden die Mikrokulturen, die nach der Primärstimulation eine Proliferation 
zeigten, zunächst vom IL- befreit und anschließend auf zwei Wells aufgeteilt. Ein 
Well wurde mit ungepulsten, bestrahlten APC „stimuliert“ (Negativkontrolle). In das 
andere Well wurden mit Antigen gepulste APC gegeben. Nach  Tagen erfolgte wieder-
um eine Zugabe von  U/ml rhIL-. 
Die Restimulationen erfolgten alle - Tage. Dabei wurden stets nur die Proben resti-
muliert, die nach Antigenstimulation deutlich stärker proliferierten im Vergleich zur 
jeweiligen Negativkontrolle (Abb. b). Bei jeder Restimulation wurde mindestens ein 
Well mit einer Negativkontrolle belegt, um eine ständige Kontrolle der Spezifität der T-
Zell-Linien zu erhalten. Eine Expansion der T-Zellen erfolgte durch IL-2-Zugabe und, 
je nach Zellzahl, Überführen der Zellen in  Well Flachboden-,  Well- bzw.  Well-
Platten (Falcon, Becton Dickinson, Le Pond De Claix, Frankreich). 

a) b)

mit Antigen

Negative Reaktion (keine Proliferation)

Positive Reaktion (Proliferation)

ohne Antigen (Negativkontrolle)

14 Tage Stimulation

3 Tage Stimulation

Reaktion unspezifisch Reaktion unspezifisch

11 Tage Stimulation
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2.2.5 Antigenpräsentierende Zellen (APC)

Als APC wurden entweder autologe PBMC oder HLA-identische dendritische Zellen, 
die uns von Herrn B.O. Roep zur Verfügung gestellt wurden, benutzt. Nach Auauen 
der meist eingefrorenen autologen APC wurde eine Konzentration von  Mio./ml 
eingestellt. Pro Well wurden , Mio. (entspricht  µl) APC eingesetzt. Für die Bela-
dung der APC mit den Antigenen wurden die  µl APC mit den untersuchten Kon-
zentrationen an Antigen für drei Stunden im Brutschrank (+ °C,  CO₂) inkubiert 
(Antigenpuls). Als Negativkontrolle dienten gleichbehandelte APC ohne Antigenpuls. 
Nach diesem Inkubationsschritt wurden die Zellen mit  Gy bestrahlt, um einer 
störenden Proliferation der APC entgegenzuwirken. Anschließend wurde die APC-
Suspension im Verhältnis : mit Kulturmedium (siehe Anhang) verdünnt. Dies sollte 
eine mögliche Autopräsentation der Peptide durch die später hinzugefügten T-Zellen, 
die zu einer Apoptoseinduktion führen könnte, minimieren. Zum Schluss wurden die 
jeweiligen APC zu je  µl (= , Mio. Zellen) auf  Well Rundbodenplatten (Corning 
incorporated Costar®, New York, USA) verteilt. Die Vorbehandlung der dendritischen 
Zellen (DC) erfolgte auf ähnliche Weise. Es wurden lediglich nur   DC auf 
 Well Flachbodeplatten ausplattiert. Die Zugabe der T-Zellen erfolgte sofort, ohne 
die DC davor zu bestrahlen.

2.2.6 Präparation der T-Zellen

Die T-Zellen wurden vor der Restimulation zweimal mit Kulturmedium gewaschen, 
um noch enthaltenes IL- zu eliminieren. Nach dem Waschschritt wurden die Zellen 
gezählt und zu je   Zellen á  µl Kulturmedium auf die Wells verteilt.

2.2.7 Limiting Dilution

Sechs bis sieben Tage nach einer Restimulation konnte eine spezifische T-Zell-Linie 
kloniert werden. Hierzu wurden teilweise HLA-gematchte APC, ohne sie mit Anti-
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gen zu pulsen, in Klonierungsmedium (siehe Anhang) aufgenommen, bestrahlt und 
zu je   Zellen auf  Well Rundbodenplatten (Corning incorporated Costar®, 
New York, USA) verteilt. Die Ablage der T-Zell-Linie zu den APC erfolgte in einer 
seriellen Verdünnung mit Klonierungsmedium von , , , und , Zellen/Well. 
Nach ca.  Tagen (-) konnten in einigen Wells erste Anzeichen von Proliferatio-
nen festgestellt werden. Diese Wells wurden dann nach vollständigem Entfernen des 
Klonierungsmediums mittels des Splitt-Well-Verfahrens [] restimuliert und weiter 
expandiert.

2.3 Charakterisierung von Zellsubpopulationen und T-Zell-
Linien 

2.3.1 Proliferations-Assay

Die Proliferation konnte über die Inkorporation von H-ymidin (Amersham Bi-
osciences Europe GmbH, Freiburg) in die DNA sich teilender Zellen nachgewiesen 
werden. Dazu wurden die mit Antigen für - Tage inkubierten Zellen in einer  Well 
Rundbodenplatte (Corning incorporated Costar®, New York, USA) mit H-ymidin 
im Überschuss ( µCi/Well) versehen und für weitere - h im Brutschrank (+ °C, 
 CO₂) inkubiert. Dabei wurden PBMC zu je   Zellen bzw. T-Zellen zu je 
  plus   APC eingesetzt. Nach - h wurden die Zellen über einen Har-
vester (Packard Bioscience, Niederlande) auf eine Glasfaserfilterplatte (Unifilter®-, 
GF/C®, Packard Bioscience) abgeerntet und - mal mit H₂O bzw. einem finalen Mal 
mit  -igem Ethanol gewaschen. Die in die DNA eingebaute und auf der Filterplatte 
verbleibende Radioaktivität wurde anschließend mit jeweils  µl Szintilationsflüs-
sigkeit (Microscint™, Packard Bioscience) versetzt. Durch die Flüssigkeit wurde das 
H-ymidin angeregt Lichtblitze zu erzeugen, die dann in einem β-Strahlungszähler 
(Top Count™, Packard Bioscience) gemessen werden konnten. Für die Auswertung 
wurde jeweils der Mittelwert der Stimulationsindizes (SI) von Doppelwerten bzw. 
Triplikaten bestimmt. Der SI setzte sich aus dem Verhältnis aus eingebautem H-y-
midin aus dem Ansatz mit Antigen zu ohne Antigen zusammen.
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2.3.2. Zytokinbestimmungen

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) 
Durch den ELISA wurden aus Zellkultur-Überständen die Menge an den nach Stimu-
lation mit Antigenen sezernierten Zytokinen Interferon γ (IFNγ), Tumornekrosefak-
tor α (TNFα), Interleukin (IL)-, IL-, IL-, IL- bestimmt. Dazu wurden zunächst 
Microtestplatten (F Maxisorb-Immunoplate, NUNC™ Brand Products, Dänemark) 
mit  µl des jeweiligen in Tris-HCl (siehe Anhang) aufgenommenen Anti-Zytokin 
Antikörpers ( µg/ml Endkonzentration, Pharmingen, BD Bioscience, Heidelberg, 
Deutschland) belegt. Nach einer zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur (RT) 
wurde mit einer  -igen BSA-Lösung (siehe Anhang) geblockt, um die freien Proteine 
abzusättigen. Nach weiteren zwei Stunden bei RT wurden Zellkulturüberstände zu je 
 µl als Doppelwerte aufgetragen. Für die Ermittlung einer Standardkurve wurde 
jeweils eine Platte mit einer Verdünnungsreihe des jeweiligen Zytokinstandards (Phar-
mingen) als -fach Bestimmung aufgetragen. Nach einer Über-Nacht-Inkubation bei 
+° C wurden die Proben viermal mit Waschpuffer (siehe Anhang) gewaschen und ein 
zweiter biotinylierter Anti-Zytokin Antikörper in  -iger BSA-Lösung aufgenommen 
(,- µg/ml Endkonzentration, Pharmingen) und à  µl aufgetragen. Nach einer ein-
stündigen Inkubation und fünfmaligem Waschen erfolgte die Bindung des Biotins des 
zweiten Antikörpers durch Hinzufügen der in , -iger BSA-Lösung aufgenommenen 
alkalischen Streptavidin-gebundenen Phosphatase (Dianova, Hamburg, Deutschland). 
Nach einer weiteren Stunde Inkubation wurden die Ansätze durch Zugabe von  µl 
des Substrats P-Nitrophenylphosphatin ( mg/ml, Fluka, Buchs, Schweiz) in Ethylendi-
aminpuffer (siehe Anhang) entwickelt, wobei sich eine entsprechend der in den Proben 
bzw. dem Standard enthaltenen Zytokinmenge mehr oder weniger starke Gelbfärbung 
zeigte. Die Entwicklungs-Phase wurde nach  min durch Zugabe von  µl EDTA-
Lösung (siehe Anhang) abgestoppt. Die Messung der Intensität der Färbung konnte 
anschließend mit in einem ELISA-Reader (Spectra Max , MWG-Biotech, Molecular 
devices, München, Deutschland) bei  nm gemessen und mit der Pro-So-Max . 
Soware (Molecular devices) ausgewertet werden. Die Zytokinmengen wurden jeweils 
in pg/ml nach abgezogener Negativkontrolle angegeben.
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Intrazelluläre Färbung von Zytokinen
Hierzu wurden T-Zellen wie unter Kapitel .., für - h in einem Endvolumen 
von  µl mit Antigenen [ µg/ml] stimuliert. Nach dieser Inkubation werden  µl 
Brefeldin A (Sigma, Tauirchen, Deutschland) dazugegeben. Nach weiteren  h Inku-
bation im Brutschrank wurden  µl Medium abgenommen und verworfen. Durch 
Zugabe von  µl  mM EDTA-Lösung (siehe Anhang) wurde die Brefeldin A be-
dingte Reaktion abgebrochen. Anschließend erfolgte eine Überführung der Proben in 
eine  W-Spitzbodenplatte. Nach drei Minuten Zentrifugierung bei  rpm wurde 
der Überstand dekantiert. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils  µl phosphat-
gepufferter Lösung (PBS) und anschließender Zentrifugierung. Anschließend inku-
bierten die Proben für  min mit jeweils  µl -iger Paraformaldehyd (PFA)-Lösung 
(siehe Anhang). Nach Abzentrifugieren wurden die Proben mit einer  -igen BSA-
Lösung geblockt. Nach erneuter Zentrifugierung wurden die Proben mit jeweils  µl 
Cyto-FM Lösung (siehe Anhang) versehen und bei - °C bis zur weiteren Analyse 
eingefroren.
Nach Auauen der Proben erfolgten zunächst zwei Waschschritte mit PBS. Danach 
wurden die Proben für  min im Dunkeln mit einer : mit H₂O verdünnten Perme-
abilisierungslösung (Becton Dickinson (BD), San Jose, Kalifornien, USA) inkubiert. 
Nach zwei Waschschritten erfolgte die FACS-Färbung. Hierzu wurden die Proben für 
 min im Dunkeln bei RT mit einer Ak-Mischung (siehe Tab. ) bzw. einer Isotyp-
kontrolle in  µl FACS-Puffer II (siehe Anhang) inkubiert. Nach dieser Inkubation er-
folgten zwei Waschschritte. Anschließend wurden die Proben in  µl FACS-Puffer II 
aufgenommen, in FACS-Röhrchen überführt und im Durchflusszytometer analysiert.

Tabelle 6: Antikörpermischung verschiedener Ansätze zur intrazellulären Färbung von 
Zytokinen. Mit Ausnahme der APC-konjugierten Antikörper (Pharmingen) stammten alle anderen 
von Becton Dickinson. Ig = Immunglobulin; IFN = Interferon; IL = Interleukin; FITC, PE, PerCP, 
APC = verschiedenfarbig fluoreszierende Konjugate

Ansatz  FITC  PE  PerCP  APC

1   7,5µl IFNγ 5µl CD4  5µl CD3  -

2   5µl CD4  7,5µl Il-4 5µl CD3  5µl Il-10

Isotypkontrolle  5µl IgG2b 5µl IgG1  5µl IgG1  5µl IgG2a
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ELISPOT (Enzyme-Linked Immunospot)
Durch den ELISPOT wurde die Menge der Zellen, die nach Stimulation mit Antige-
nen die Zytokine Interferon γ (IFNγ), und IL- sezernierten bestimmt. Dazu wurden 
zunächst  Well Multiscreen™ Platten (Millipore Corporation, Bedford, USA) mit 
 µl des jeweiligen in steriler PBS-Lösung (siehe Anhang) aufgenommen anti-Zy-
tokin Antikörpers ( µg/ml Endkonzentration, Endogen, Woburn, USA) belegt. Nach 
einer Über-Nacht Inkubation im Brutschrank (+ °C,  CO₂) wurde dreimal mit 
jeweils  µl PBS-Lösung gewaschen, bevor mit einer  -igen sterilen BSA-Lösung 
(siehe Anhang) für eine Stunde bei RT geblockt wurde. Nach erneutem dreimaligen 
Waschen mit PBS wurden die Wells mit Zellen und Antigenen versetzt. Dazu wurden 
pro Well  µl Zellsuspension, bestehend aus   Zellen der Linie SD.c,   
autologen PBMC und einer steigenden Konzentration an Antigen (Peptid C-A), 
auf die Wells verteilt. Als Positivkontrolle wurde Phytohämagglutinin (PHA) in einer 
Endkonzentration von  µg/ml verwendet. Hierbei wurden stets Doppelwerte ange-
setzt. Die anschließende Inkubation im Brutschrank betrug für den Nachweis von 
IFNγ  h und von IL- zwei Tage. Nach dieser Inkubationszeit wurde erneut dreimal 
mit PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Zugabe des zweiten und biotinylierten 
Antikörpers (Endogen, Woburn, USA), der in -iger BSA-Tween-Lösung verdünnt 
und in einer Endkonzentration von  µg/ml und in einem Endvolumen von  µl pro 
Well verteilt wurde. Nach einer weiteren Über-Nacht-Inkubation bei + °C wurden 
die Wells viermal mit jeweils  µl Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurden 
die Proben mit  µl einer Strep-HRP-Lösung versetzt (siehe Anhang). Nach einem 
weiteren Inkubationsschritt (h im Brutschrank) erfolgte nach dreimaligem Waschen 
mit Waschpuffer die Entwicklung durch Zugabe von jeweils  µl Entwicklungslö-
sung (siehe Anhang). Die Entwicklungsdauer betrug bei Bestimmung von IFNγ ca. 
 min, bei IL- ca.  Minuten. Anschließend wurde die Entwicklungslösung unter 
fließendem Wasser abgewaschen. Nach Trocknen der Platten über Nacht im Dunkeln, 
erfolgte die Auswertung in einem ImmunoSpot Gerät und der ImmunoSpot Soware 
(CTL Europe, Reutlingen, Deutschland).

2.3.3 Nachweis der Spezifität von T-Zell-Linien

Nachdem eine T-Zell-Linie ausreichend expandiert war, erfolgte am Ende eines Sti-
mulationszyklus, d.h. nach - Tagen, neben einer erneuten Restimulation eine -tä-
gige Stimulation der „T-Zell-Linien“ mit Antigen gepulsten autologen APC bzw. nur 
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Kulturmedium. Mittels Proliferations-Assay (siehe Kapitel ..) erfolgte der Nachweis 
der Spezifität von generierten T-Zell-Linien. Dabei wurden Doppelwerte bzw. Tripli-
kate angesetzt. Eine weitere Charakterisierung der spezifischen T-Zell-Linien erfolgte 
durch Proliferations-Assays mit verschiedenen Konzentrationen des spezifischen 
Antigens, anderen oder z.T. modifizierten Peptiden (Alanin-Scan). Teilweise wurden 
auch Zellkultur-Überstände für die Bestimmung der sezernierten Zytokinmenge ent-
nommen. 

2.3.4 MHC-Restriktionsanalyse von T-Zell-Linien

Inhibitionstest
Zur Identifizierung der HLA-Allele, die an der Präsentation der Peptide beteiligt sind 
(Restriktionselemente), wurden verschiedene anti-HLA spezifische monoklonale An-
tikörper (MAK) in einem Proliferations-Assay eingesetzt (Tab. ). Durch die MAK-
wurden die jeweiligen Restriktionselemente blockiert. Dadurch wurde die Peptid-Bin-
dung und im folgenden die Proliferation gehemmt. 

Tabelle 7: Bezeichnung und Funktion der anti-HLA spezifischen monoklonalen Antikörper 

Name   Wirkung  Bindung

L243   Anti-DR Antikörper an DRA-Kette, die nicht polymorph ist

SPVL3 bzw.Tü22  Anti-DQ Antikörper an DQA-Kette, die nicht polymorph ist

W32/6   Anti-Klasse-I Antikörper 

Hierzu wurden autologe APC aufgetaut und auf eine Zellzahl von   Mio. Zellen/ml 
eingestellt. Zunächst wurden jeweils  µl, d.h. ,  Mio. Zellen auf eine  Well Rund-
bodenplatte (Corning incorporated Costar®, New York, USA) verteilt. Danach wurden 
 µl der MAK in einer Endkonzentration von  µg/ml sowie eine Negativkontrolle 
( µl Kulturmedium) dazugegeben und für eine halbe Stunde im Brutschrank (+ °C, 
 CO₂) inkubiert. Nach der Zugabe der MAK folgte die dreistündige Inkubation der 
APC mit den Antigenen ( µl, Endkonzentration , µg/ml). Anschließend wurden 
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die APC wiederum bei  Gy bestrahlt, bevor als letztes die Zugabe der T-Zell-Linien 
(  Zellen/Well) erfolgte. Nach drei Tagen Inkubation im Brutschrank (+ °C,  
CO₂) wurde H-ymidin ( µCi/Well) dazugegeben. Nach weiteren - h Inkubation 
wurde der Proliferations-Assay, wie oben beschrieben, durchgeführt. Dabei wurden 
jeweils Triplikate gemessen.

Restriktionsanalyse mit transfizierten Maus-Fibroblasten
Eine genauere Untersuchung der HLA-DR-Restriktion wurde durch die Verwendung 
verschiedener adhärenter Maus-Fibroblasten-Linien (L-Zell-Linien) durchgeführt. 
Dabei wurden Maus-Fibroblasten mit den humanen HLA-Molekülen DRB* 
(L.) [, ] bzw. DRB* (DAP-) [] zusammen mit HLA-DRA* transfi-
ziert. Zu Beginn des Versuches wurden jeweils   L-Zellen pro Linie und Well für 
fünf Stunden in einer  Well Flachbodenplatte (Falcon, Becton Dickinson, Le Pond 
De Claix, Frankreich) mit Antigen ( µg/ml) bzw. Kulturmedium (Negativkontrolle) 
gepulst. Innerhalb dieser fünf Stunden zeigte sich eine Adhärenz der L-Zellen. An-
schließend wurden die mit Antigen beladenen adhärenten L-Zellen mit  Gy in der 
Platte bestrahlt, bevor die T-Zell-Linien (  Zellen/Well) dazugegeben wurden. 
Das Verhältnis von L-Zellen zu T-Zellen lag hier bei :. Nach drei Tagen Stimulation 
im Brutschrank wurden die Überstände für die anschließende Zytokinbestimmung 
(ELISA) abgenommen. Eine positive Antigen-Präsentation konnte zusätzlich durch 
visuell erkennbare Lyse der L-Zellen durch die T-Zellen nachgewiesen werden.

Restriktionsanalyse mit transfizierten B-Zellen
Um eine zusätzliche Bestätigung der Restriktionsmoleküle zu erhalten wurde, der oben 
beschriebene Versuch mit EBV-transformierten B-Zell-Linien (BLS; VMRC, Seattle, 
USA) als APC durchgeführt. Ein Teil der EBV-transformierten B-Zell-Linien wurde 
direkt verwendet (BLS-unbehandelt). Mit dem anderen Teil wurde eine retrovirale 
Transfektion durchgeführt, wobei danach entweder die HLA-Moleküle DRB*, 
DRB* oder DQ auf der Oberfläche exprimiert waren. Dabei galt die Reaktion 
mit der unbehandelten BLS als Negativkontrolle. Im Versuch wurden jeweils   
B-Zellen pro Linie und Well für drei Stunden in einem  ml BlueCab-Röhrchen (Grei-
ner GmbH Frickenhausen, Deutschland) mit Antigen ( µg/ml) bzw. Kulturmedium 
(Negativkontrolle) gepulst. Anschließend wurden die mit Antigen beladenen B-Zellen 
mit  Gy bestrahlt. Die bestrahlten B-Zellen wurden à  µl zu je   Zellen pro 
Well verteilt, bevor  µl T-Zell-Linien (  Zellen/Well) dazugegeben wurden. 
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Nach drei Tagen Stimulation im Brutschrank wurden die Überstände für die anschlie-
ßende Zytokinbestimmung (ELISA) abgenommen. Eine positive Antigen-Präsentation 
konnte zusätzlich durch einen Proliferations-Assay (siehe Kapitel ..) nachgewiesen 
werden.

2.3.5 Peptidbindungsmotiv von T-Zell-Linien 

Für die Bestimmung der Bindungselemente eines Peptides an das MHC-Molekül wur-
den von dem Proinsulin-Peptid C-A (p) Alanin-Scan Peptide verwendet. Hierzu 
wurden T-Zellen einer etablierten Linie  für drei Tage mit den  verschiedenen Ala-
nin-Scan-Peptiden ( µg/ml) bzw. einer Negativkontrolle stimuliert (siehe auch Kapi-
tel ..). Aus den Ergebnissen des anschließenden Proliferations-Assays (siehe Kapitel 
..) konnte dann das Bindungsmotiv bestimmt werden. Zusätzlich wurden vor dem 
Proliferations-Assay Zellkulturüberstände für Zytokinbestimmungen abgenommen.

2.3.6 T-Zell-Rezeptor (TZR)-Analyse

RNA-Isolierung
Die Isolierung von Gesamt-RNA basierte auf der Methode der Guanidinium iocy-
anat Extraktion, wobei das Reagenz RNAzol®BD (Wak-Chemie MedIcal GmbH, Bad 
Soden, Deutschland) verwendet wurde. Mindestens   Mio. Zellen der untersuchten 
T-Zell-Linien und autologen PBMC wurden mit einem ml RNAzol® lysiert. Nachdem 
alle Zellen lysiert waren, erfolgte eine Zugabe von  µl Chloroform (Fluka, Buchs, 
Schweiz). Das entstandene Gemisch wurde für ca.  sec durch wiederholtes vortexen 
in Emulsion gehalten, um einen optimalen Phasenaustausch zu gewährleisten. Nach 
anschließender Zentrifugierung ( min, + °C,   rpm) wurde die oberste der 
drei entstandenen Phasen (wässrige Phase), in der sich die RNA-Fraktion befand, ab-
pipettiert. Die RNA-Fällung erfolgte durch Zugabe von  µl -igem Isopropanol 
(Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und anschließender Zentrifugation ( min, 
+ °C,   rpm). Das erhaltene Pellet wurde abschließend in  ml -igem Ethanol 
(Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland) gewaschen und nach Trocknen des Pellets in 
RNAse-freiem Wasser gelöst.
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Reverse Transkription (cDNA-Synthese)
Für die Umschreibung der RNA in cDNA wurde ein Kit von Perkin Elmer (Weiter-
stadt, Deutschland) verwendet, dessen Reagenzien in Tabelle  dargestellt sind. An-
schließend durchlief der Ansatz ein definiertes Temperaturprofil. Zunächst erfolgte 
die Hybridisierung der Oligo(dT) Primer ( min. bei RT); danach kam die Synthese-
phase ( min bei + °C) und zum Schluss die Denaturierung ( min bei  °C). Die 
cDNA wurde anschließend bis zur Weiterverarbeitung bei - °C auewahrt.

Tabelle 8 : Pippetiertschema für einen Ansatz der reversen Transkription.

Reagenz         Menge

Oligo(dT) Primer (50 µM, Perkin Elmer)      1 µl

10x PCR-Puffer II (Perkin Elmer)       2 µl

MgCl2-Lösung (25 mM, Perkin Elmer)      4 µl

dNTP-Mix (10mM, Amersham Pharmacia, USA)     1 µl

RNAse-Inhibitor (20 U/µl, Perkin Elmer)      1 µl

MuLV (Murine Leukemia Virus) Reverse Transkriptase (50 U/µl, Perkin Elmer)  1 µl

RNA-Lösung (0,03-0,05 µg/µl)       10 µl

RT-PCR (Reverse Transkription-Polymerasechainreaktion)
Mittels einer familienspezifischen RT-PCR konnten die jeweils transkribierten T-Zell-
Rezeptorfamilien bestimmt werden. Als Positivkontrolle wurde ein semi-homologer 
exogener Standard [] zu jedem Versuchsansatz gegeben. Für die Bestimmung der 
TZR Vα- und TZR Vβ-Familien wurde das Primerpanel, das von Manfras [] be-
schrieben wurde, übernommen (Tab. ). 



Material und Methoden 33

Tabelle 9: Bezeichnung und Sequenz der verwendeten Primer für die Bestimmung der T-
Zell-Rezeptor (TZR) α- bzw. β-Familien. TZRAV, TZRBV: ́ -Primer für variable Region der 
α-, β-Familien; TZRAC, TZRBC: fluoreszenzmarkierter ́ -Primer für konstante Region der α-, 
β-Familien; A = Adenosin; T = ymidin; G = Guanosin; C = Cytidin.

TZRAV- Primer Sequenz 5´-3´ TZRBV- Primer Sequenz 5´-3´ 
Familie  Familie 

TZRAV 1 GGCATTAACGGTTTTGAGGCTGGA TZRBV 1 CACAACAGTTCCCTGACTTGCA

TZRAV 2 CAGTGTTCCAGAGGGAGCCATTGT TZRBV 2 ATACGAGCAAGGCGTCGAGAAG

TZRAV 3 CCGGGCAGCAGACACTGCTTCTTA TZRBV 3 TACAGTGTCTCTAGAGAGAAG

TZRAV 4 TTGGTATCGACAGCTTCACTCCCA TZRBV 4 CAACCTGGACAGAGCCTGACA

TZRAV 5 CGGCCACCCTGACCTGCAACTATA TZRBV 5.1 GAGTGAGACACAGAGAAACAAA

TZRAV 6 TCCGCCAACCTTGTCATCTCCGCT TZRBV 5.2 GCCCCAGTTTATCTTTCAGT

TZRAV 7 GCAACATGCTGGCGGAGCACCCAC TZRBV 6 TCAGGTGTGATCCAATTTC

TZRAV 8.1 ATTCGTTCAAATGTGGGCGAAAAG TZRBV 7 CCTGAATGCCCCAACAGCTCTC

TZRAV 8.2 ATTCGTTCAAATATGGACAAAAAG TZRBV 8 TCTGGTACAGACAGACCATGAT

TZRAV 9 CCAGTACTCCAGACAACGCCTGCA TZRBV 9 ACCTAAATCTCCAGACAAAGCT

TZRAV 10 CACTGCGGCCCAGCCTGGTGATAC TZRBV 10 GCTCCAAAAACTCATCCTGTAC

TZRAV 11 CGCTGCTCATCCTCCAGGTGCGGG TZRBV 11 AGAGAAGGGAGATCTTTCCTC

TZRAV 12 TCGTCGGAACTCTTTTGATGAGCA TZRBV 12 GACAGAGGATTTCCTCCTCACT

TZRAV 13 TTCATCAAAACCCTTGGGGACAGA TZRBV 13.1 GACCAAGGAGAAGTCCCCAA

TZRAV 14 CCCAGCAGGCAGATGATTCTCGTT TZRBV 13.2 TGGTGAGGGTACAACTGCCA

TZRAV 15 TTGCAGACACCGAGACTGGGGACT TZRBV 14 GTCTCTCGAAAAGAGAAGAGGAAT

TZRAV 16 TCAACGTTGCTGAAGGGAATCCTC TZRBV 15 CTCGACAGGCACAGGCTAAA

TZRAV 17 TGGGAAAGGCCGTGCATTATTGAT TZRBV 16 AGAGTCTAAACAGGATGAGTCC

TZRAV 18 CAGCACCAATTTCACCTGCAGCTT TZRBV 17 ACTGTGACATCGGCCCAAAA

TZRAV 19 ACACTGGCTGCAACAGCATCCAGG TZRBV 18 TGAGTCAGGAATGCCAAAGGAA

TZRAV 20 TCCCTGTTTATCCCTGCCGACAGA TZRBV 19 CTCAATGCCCCAAGAACGCAC

TZRAV 21 AGCAAAATTCACCATCCCTGAGCG TZRBV 20 CCTCCAGCTGCTCTTCTACTC

TZRAV 22 CCTGAAAGCCACGAAGGCTGATGA TZRBV 21 GATTCACAGTTGCCTAAGGA

TZRAV 23 TGCCTCGCTGGATAAATCATCAGG TZRBV 22 AAGTGATCTTGCGCTGTGTCCCCA

TZRAV 24 CTGGATGCAGACACAAAGCAGAGC TZRBV 23 TCCAGGTCAGGACCCCCAGTT

TZRAV 25 TGGCTACGGTACAAGCCGGACCCT TZRBV 24 CCCAGTTTGGAAAGCCAGTGACCC

TZRAV 26 AGCGCAGCCATGCAGGCATGTACC  

TZRAV 27 AAGCCCGTCTCAGCACCCTCCACA  

TZRAV 28 TGGTTGTGCACGAGCGAGACACTG  

TZRAV 29 GAAGGGTGGAGAACAGATGCGTCG  

TZRAC GTTGCTCCAGGCCGCGGCACTGTT TZRBC TGTGCACCTCCTTCCCATTCA
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Der PCR Ansatz für die Bestimmung einer einzelnen TZR Vα- bzw. TZR Vβ-Familie 
ist in Tab.  dargestellt. 

Tabelle 10: Pippetiertschema für eine RT-PCR ( µl Endvolumen)

Reagenz       Menge

Familienspezifischer 5́ -Primer (1,25 µM, Interactiva, Ulm, Deutschland) 3 µl 

10x PCR-Puffer I mit 15 mM MgCL2 (Perkin Elmer)   2 µl 

dNTP-Mix (2mM, Amersham Pharmacia, USA)   2 µl 

Fluoreszenzmarkierter (FAM, TET, Interactiva) 3`Primer 

(TZR-AC bzw. -BC,10 µM, Interactiva)    0,2 µl 

Exogener Standard [105]      0,2-0,5 µl 

AmpliTaq DNA-Polymerase (50 U/µl, Perkin Elmer)   0,15 µl 

H2O        auf  20 µl auffüllen 

cDNA        0,1-0,2 µl

Beim Ansatz der PCR wurden zunächst die familienspezifischen ́ -Primer à  µl in 
die PCR-Tubes (Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland) vorgelegt, 
bevor anschließend jeweils  µl des Master-Mixes (Tab. ) dazupipettiert wurden. 
Das Gesamtvolumen des anzusetzenden Master-Mixes ergab sich aus der Anzahl 
der zu testenden TZR-Familien ( TZR AV- und  TZR BV- Amplifikationen). Die 
PCR wurde, abhängig von der Annealing-Temperatur der verwendeten TZR AV- bzw. 
TZR BV-Primer, nach einem definierten Schema in einem ermocycler (GeneAmp 
Pcr System  / , Perkin Elmer) durchgeführt (Abb. ). 
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Abbildung : Temperaturprofil einer RT-PCR zur Bestimmung von verschiedenen T-Zell-Rezeptor 
(TZR)-Familien. a) Annealing-Temperaturen der spezifischen TZRAV Primer b) Annealing-
Temperaturen der spezifischen TZRBV Primer.

Acrylamid-Gel für Fragmentlängen- bzw. Sequenzierungsanalyse
Für die Fragmentanalyse der PCR-Produkte wurde ein hochauflösendes denaturieren-
des -iges Polyacrylamid-Gel gegossen. Dazu wurden  g Harnstoff (Gibco BRL, 
Paisley Scotland) in  ml -iger Acrylamidlösung (Bio-Rad),  ml  x TBE-Puffer 
(siehe Anhang) und , ml Aqua ad iniectabilia (Baxter, Unterschleißheim, Deutsch-
land) gelöst, steril filtriert und entgast. Anschließend wurden  µl TEMED (Bio-RAD, 
Hercules, Californien, USA) und  µl -ige APS-Lösung (siehe Anhang) dazuge-
geben. Das Gel war nach sofortigem Gießen in die vorbereitete Kammer innerhalb 
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von zwei Stunden auspolymerisiert und konnte mit den Proben beladen werden. Die 
Lauedingungen:  Stunden bei   Watt in  x TBE-Puffer.

Elektrophoretische Fragmentanalyse
Für die elektrophoretische Fragmentanalyse wurden  µl PCR-Produkt aus der fa-
milienspezifischen RT-PCR mit  µl „Loading buffer“ (siehe Anhang) und , µl Ge-
neScan™- TAMRA™ Längenstandard (Applied Biosystems, Warrington, England) 
versetzt und auf das oben beschriebene Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Die Proben 
wurden durch den FAM- oder TET-gekoppelten ́ -Primer mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff markiert. Dadurch konnte das Laserlicht des Sequenzierers (ABI A Sequencer, 
Applied Biosystems) eine Fluoreszenz der Proben induzieren, die dann entsprechend 
analysiert werden konnten. Das Gel fasste  verschiedene Proben und analysierte in 
einer Geschwindigkeit von  bp pro Stunde. Bei der Fragmentanalyse bestand die 
Möglichkeit,  zwei verschiedene T-Zell-Rezeptor-Repertoire auf einem Gel zu analy-
sieren. Dazu wurden die ́ -Primer der konstanten Region (TZR AC, TZR BC) bei der 
RT-PCR entweder mit einem grün- (TET, Interactiva, Ulm, Deutschland) oder blau- 
(FAM, Interactiva) markierten Fluoreszenzfarbstoff markiert. Trägt man die Proben 
im Abstand von ca.  min auf das Gel auf, erhält man zwei auswertbare T-Zell-Rezep-
tor-Repertoire-Analysen pro Geltasche. 

Reamplifikation der Fragmente durch „Nested“ PCR
Da die erhaltenen Fragmente eine Mischung verschiedener Amplifikate darstellen 
können, wurden die PCR-Produkte nicht direkt sequenziert. Aus diesem Grund be-
hil man sich mit der indirekten Sequenzierung, bei der zunächst Klone generiert 
werden müssen, die nur einen TZR mit einer bestimmten CDR (Complementary 
determining Region) Region tragen. Für eine weitere Verarbeitung müssen die PCR-
Produkte erneut amplifiziert werden. Da sich bei einer weiteren PCR der Templates die 
Menge an Fehlhybridisierungen vergrößern würde, wurde bei der Reamplifikation der 
PCR-Produkte anstatt des vorherigen TZR AC- bzw. TZR BC Primers ein sogenannter 
„nested“ Primer (Cα-np, Cβ-np, Tab. ) eingesetzt. 

Tabelle 11: Name und Sequenz der bei der Reamplifikation verwendeten „nested“ Primer der 
konstanten Region. np = nested Primer; A = Adenosin; T = ymidin; G = Guanosin; C = Cytidin. 

 Primer Sequenz 5´-3´    Primer Sequenz 5´-3´

Cα-np TTGAGAATCAAAATCGGTGAATAG  Cβ-np ATCTCTGCTTCTGATGGCTCA
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Dieser liegt etwas weiter in ́ -Richtung vom TZR AC-bzw. TZR BC-Primer und be-
wirkt, dass die falschen Amplifikate der ersten PCR ausselektiert werden. Für die „nes-
ted“ PCR werden pro Template  µl Ansätze (Tab.) hergestellt. Die PCR durchläu 
- Zyklen nach oben beschriebenem Temperaturprofil.

Tabelle 12: Pippetiertschema für eine Reamplifikation ( µl Endvolumen).

Reagenz       Menge

Familienspezifischer 5́ -Primer (10 µM, Interactiva)   2,5 µl 

10x PCR-Puffer I mit 15 mM MgCL2 (Perkin Elmer, Weiterstadt)  10 µl 

dNTP-Mix (2 mM, Amersham Pharmacia, USA)   10 µl 

3́ Primer Cα-np bzw. Cβ-np (10 µM, Interactiva)   2,5 µl 

AmpliTaq DNA-Polymerase (50 U/µl, Perkin Elmer)   2 µl 

H2O        72 µl 

Template       1 µl

Aufreinigung der PCR Produkte
Die Aufreinigung erfolgte über eine Agarose-Gel-Elektrophorese und Anfärben mit 
Ethidiumbromid (Sigma, Tauirchen, Deutschland). Es wurde eine „low-melting-
point“ Agarose (Gibco BRL, Life Technologies, Paisley, Scotland) mit niedrigem 
Schmelzpunkt verwendet. , mg dieser Agarose wurden mit  ml TAE-Puffer (siehe 
Anhang) versetzt, aufgekocht und unter Rühren und Zugabe von  µl Ethidiumbromid 
(Sigma) etwas abgekühlt, bevor das noch flüssige , -ige Gel in eine Elektrophorese-
Kammer gegossen wurde. Nachdem das Gel polymerisiert war, wurden die aus der 
Reamplifikation erhaltenen PCR-Produkte mit  µl „Loading buffer“ (siehe Anhang) 
versetzt und auf das Gel aufgetragen. Nach ca. einer Stunde Lauf bei - Watt konn-
ten die Banden unter UV-Licht ausgeschnitten werden. Dabei wurde darauf geachtet, 
dass keine Verschleppung der DNA zwischen den Banden erfolgte. Das Gel wurde in 
einem autoklavierten , ml Eppendorf-Gefäß (Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutsch-
land) bei + °C bis zur weiteren Verarbeitung auewahrt.
Die eigentliche Aufreinigung erfolgte mittels des DNA Purification Kits Easy Pure® 
(Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland) nach Anweisungen des 
Herstellers. Das Gel wurde zunächst durch Zugabe einer Salzlösung (SALT, Biozym) 
bei + °C gelöst. Anschließend wurde das BIND-Reagenz (Biozym) hinzugefügt, 
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welches eine größendefinierte Silicamatrix darstellt, die sowohl einsträngige als auch 
doppelsträngige DNA bindet, während DNA-Fragmente, die kleiner als  bp sind, 
nicht gebunden werden. Nach Inkubations-, Zentrifugierungs-, Waschschritten und 
Trocknen des DNA-Pellets in einer Speed-Vac (Bachhofer, Reutlingen, Deutschland) 
wurde die DNA in  µl sterilem Wasser gelöst. Die DNA-Konzentration wurde durch 
Messung der optischen Dichte (OD) bestimmt.

Ligation
Die aufgereinigte DNA wurde in ein pGEM®-T Vektor-System (Promega, Madison, 
USA, Abb. ) kloniert. Diese Plasmid-Vektoren besitzen an beiden Enden einen ́ -y-
midin Ein-Basen-Überhang (Abb. ). 

Abbildung : Auau des pGEM®-T Vektors. lacZ  = lacZ-Promotor, T= T RNA Polymerase 
Promotor, Sp= Sp Polymerase Promotor, Ori = bakterieller Replikationsstart, T = ymidin-
Einbasen-Überhang.

Diese Eigenscha erleichtert die Ligation der PCR-Produkte, da die meisten Polyme-
rasen einen ́ -Adenin-Überhang produzieren. Dadurch, dass der pGEM®-T Vektor 
ein lacZ -́Gen besitzt, ist eine anschließende Blau-Weiß-Selektion, die auf einer Un-
terbrechung des lacZ -́Gens beruht, möglich. Als Positivkontrolle wurde eine Ligation 
mit einem vom Hersteller mitgelieferten Kontroll-Insert durchgeführt. Die Menge an 
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PCR-Produkt, die pro Ansatz ligiert wurde, betrug - ng. Der Ligationsansatz (Tab. 
) wurde über Nacht bei ca.+ °C inkubiert und anschließend bis zur weiteren Verar-
beitung bei - °C auewahrt.

Tabelle 13: Pippetiertschema für eine Ligation ( µl Endvolumen).

Reagenz      Menge

T4 DNA-Ligase 2x Puffer (Promega)    5 µl

pGEM-T Vektor (50 ng/ml, Promega)   1 µl

T4 DNA-Ligase (3 U/µL, Promega)    1 µl

PCR-Produkt      3 µl

Transformation
Für die Transformation wurden LB-Ampicillin-Agarplatten hergestellt. Nachdem die 
in Tab.  dargestellten Bestandteile zusammengemischt waren, wurde die Mischung 
autoklaviert und anschließend unter Rühren etwas abgekühlt. Nach Zugabe von Am-
pizillin ( µg/ml Endkonzentration, Sigma, Tauirchen, Deutschland) wurden die 
Platten (Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gegossen. 

Tabelle 14: Rezeptur für  LB-Ampicillin-Agarplatten.

Reagenz      Menge

NaCl (Baker, Deventer, Holland)    10 g

Trypton (Difco)      10 g

Hefe-Extrakt (Difco)     5 g

Agar (Difco)      20 g

H2O bidest      1 L

Bei der Transformation wurden die ligierten Plasmide in kompetente Bakterien (Epi-
curian Coli® XL-Gold® Kan ultracompetent cells, Stratagene, LA Jolla, USA) einge-
schleust. Pro Ligation wurden  µl der Bakterien auf Eis in  ml PP-Rundboden-Fal-

Mastermix
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con-Röhrchen (Falcon, Becton Dickinson, Le Pond De Claix, Frankreich) pipettiert 
und mit jeweils , µl β-Mercaptoethanol (XL-Gold® β-mercaptoethanol mix, Stra-
tagene) versetzt. Nach Zugabe von jeweils , µl der Ligations-Ansätze und einer -
minütigen Inkubation auf Eis erfolgte die Transformation, in dem man die Bakterien 
einem  Sekunden andauernden „Hitzeschock“ (+ °C) unterzog. Dadurch wurde 
die Membran der Bakterien für die Plasmide durchlässig. Anschließend wurden die 
transformierten Bakterien in  µl SOC-Medium (siehe Anhang) aufgenommen und 
eine Stunde im Schüttelinkubator bei + °C kultiviert. Als Positivkontrolle für die 
Transformation wurde ein Ansatz mit dem Plasmid (pUC) durchgeführt. In der 
Zwischenzeit wurden die Agar-Platten mit  µl IPTG ( mM, Sigma, Tauirchen, 
Deutschland),  µl SOC-Medium und  µl -igem X-Gal (Sigma) beschichtet. Als 
letztes wurden jeweils zwei Platten pro Ansatz mit  µl bzw.  µl der Transformati-
onsreaktionen bestrichen. Die Inkubation der Bakterien erfolgte für - h im Bakte-
rien-Brutschrank. 
Nach dieser Inkubation zeigte sich eine Blau- oder Weiß-Färbung der gewachsenen 
Bakterienkolonien. Die weißen Kolonien waren positiv transformiert, da durch das 
ligierte Insert das LacZ -́Gen der Vektoren unterbrochen wurde und folglich keine 
Verstoffwechselung des Lactose-Analogons X-Gal mehr stattfinden konnte. Im ande-
ren Falle (transformierte Plasmide, die kein Insert tragen) wurde das blaue Reaktions-
produkt sichtbar.

Über-Nacht-Kultivierung der Transformanten
Von jeder eingesetzten Probe wurden acht der erhaltenen weißen Kolonien mit einer 
sterilen ungestopen  µl Pipettenspitze von der Agar-Platte entnommen und zusam-
men mit der Pipettenspitze in  ml ampicillinhaltiges ( µg/ml, Sigma, Tauirchen, 
Deutschland) LB-Medium überführt. Danach erfolgte eine Über-Nacht-Kultivierung 
bei + °C im Schüttelinkubator.

Extraktion der Plasmid DNA aus den Bakterien
Bei der Extraktion der DNA kam der QIAprep  MiniPrep® Kit (Qiagen GmbH., Hil-
den, Deutschland) zum Einsatz. Dabei wurden zunächst die über Nacht angewach-
senen Bakterien abzentrifugiert und von dem LB-Medium getrennt. Anschließend 
erfolgte die Lyse der Bakterien und die Ausfällung der Zellbestandteile durch Zugabe 
von den vom Hersteller mitgeschickten Puffern. Anschließend wurde die erhaltene 
DNA über eine Silikatmembran-tragende Säule (Qiagen) bei hoher Salzkonzentration 
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gebunden und in einem vakuumerzeugenden System (Qiavac® s manifold, Quiagen) 
durch mehrere Waschschritte aufgereinigt. Anschließend wurde die DNA durch Zu-
gabe von  x  µl Wasser von der Säule eluiert. Für die Konzentrationsbestimmung, 
die mittels Messung der optische Dichte (OD: A/A) erfolgte, wurde das Volu-
men ( µl) in einer Speed-Vac auf ca.  µl verringert. Die DNA konnte dann bis zur 
weiteren Verarbeitung bei - °C eingefroren werden.

Sequenzierungs-PCR zur Auereitung der Plasmid-DNA
Bei der Sequenzierungs-PCR kam der ABI PRISM ™ Dye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit (Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland) zum Einsatz. Dieser 
ist speziell auf den ABI  DNA Sequencer (Applied Biosystems, Warrington, USA) 
eingestellt und beinhaltet einen Terminator Premix, bestehend aus vier Dye-Ter-
minatoren, vier Nukleotiden, Tris-HCl-Puffer, MgCl₂, einer thermostabilen sauren 
Phosphatase und der AmpliTaq DNA Polymerase FS. Als Primer wurde ein T-Primer 
(Interactiva, Ulm, Deutschland) verwendet, da der für die Ligation verwendete Vektor 
einen T-Promotor besitzt (Abb. ). Die Bestandteile wurden, wie in Tab.  dargestellt, 
gemischt und nach dem Temperaturprofil in Abb.  amplifiziert. 

Tabelle 15 : Pippetiertschema für eine Sequenzierungs-PCR ( µl Endvolumen)

Reagenz      Menge

Premix (Perkin Elmer)     4 µl 

H2O       3 µl 

T7-Primer (10 µM)     1 µl 

DNA       2 µl

Mastermix
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Abbildung : Temperaturprofil einer PCR zur Sequenzierung bestimmter DNA-Abschnitte.

Elektrophoretische Analyse der Sequenzen
Für die Sequenzierung bedure es noch eines Aufreinigungsschrittes der PCR-Pro-
dukte, um störende Dye-Terminatoren und Salze zu entfernen. Die PCR-Produkte 
(gesamte  µl) wurden in  µl M Natrium-Acetat Lösung (pH  ,, Merck, Darmstadt, 
Deutschland) aufgenommen und mit  µl -igem Ethanol versetzt (Fällung). Nach 
 min Inkubation bei RT und einer -minütigen Zentrifugation bei   rpm wurde 
der Überstand abgesaugt und das Pellet mit -igem Ethanol gewaschen. Nach einer 
erneuten Zentrifugation für  Minuten wurde der Überstand abgesaugt und das Pellet 
in der Speed-Vac vollständig getrocknet. Nach Zugabe von  µl „Loading buffer“ (siehe 
Anhang) wurden die Proben für zwei Minuten bei  °C denaturiert. Nach Abkühlen 
erfolgte der Aurag und Lauf der Proben auf dem oben beschriebenen hochauflösen-
den, denaturierenden Polyacrylamid-Gel. Die Sequenzen wurden durch den ABI  
DNA Sequencer (Applied Biosystems, Warrington, USA) ermittelt und anschließend 
mit Hilfe der Factura™- und Sequence Navigator™-Soware analysiert. Die vollstän-
dige Charakterisierung des auf der T-Zell-Linie exprimierten T-Zell-Rezeptors mit 
allen Segmenten und der hypervariablen CDR-Region (C-J-NDN-V) erfolgte durch 
Vergleich der erhaltenen Sequenz mit Sequenzen der verschiedenen Segmente, die 
aus der Germeline erhalten wurden, und Umschreiben der Nukleosid-Sequenz in die 
Aminosäure-Sequenz.
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Durch den verwendeten Primer wurde die Zugehörigkeit zu den jeweiligen V-Famili-
en (Vα bzw. Vβ) überprü. Dabei kann es zu einem V-nibbling – einem spezifischen, 
durch die terminale Desoxyribunukleotidyl-Transferase bewirkten Verlust von Nukle-
otiden am ́ -Ende der V-Region – kommen. Dieses V-nibbling wurde anhand der Se-
quenzen, die von Arden beschrieben wurde [], ermittelt. Von dieser Transferase wird 
auch das hypervariable N-D-N-Fragment eingefügt. Die J-Familie ist mit der V-Fami-
lie frei kombinierbar. Dabei können am ́ -Ende ebenfalls Nukleotide fehlen (J-nibb-
ling). Die Zugehörigkeit der ermittelten Sequenz zu den publizierten J-Gensegmenten 
erfolgte über die im Internet veröffentlichten Sequenzen auf der Homepage von IMGT 
(http://imgt.cines.fr). Die erhaltene Sequenz wurde dann noch in eine Aminosäurese-
quenz umgeschrieben.
Für die Definition der CDR Region wurden die Kriterien nach Moss und Mugnaini 
[, , ] verwendet. Demnach beginnt die CDR-Region mit derjenigen Amino-
säure im ́ -terminalen Ende der V-Familie, die auf das konservierte Alanin des C-A-X 
Aminosäuremotives folgt. Im Falle der Vβ-Familien handelt es sich bei X meist um 
zwei Serin Reste (C-A-S-S) [, ]. Die Aminosäure, die die CDR Region abschließt, 
befindet sich vor dem konservierten F-G-X-G-T Aminosäuremotiv der beginnenden 
́ -gelegenen J-Region. 

2.3.7 Selektion von Vβ-positiven Zellen 

Der Nachweis der Co-Expression der ermittelten TZR-Vα- bzw. TZR-Vβ-Familien der 
T-Zell-Linien erfolgte indirekt durch Zell-Sortierung (Durchführung siehe Kapitel 
..). Von den erhaltenen TZR-Vβ positiven Zellen wurde anschließend die RNA wie 
oben beschrieben (Kapitel ..) isoliert und eine Fragmentanalyse für alle TZR-Vα-
Familien durchgeführt (Kapitel ..).
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2.3.8 Phänotypisierung der T-Zell-Linien 

Elektronenmikroskopie
Um strukturelle Charakteristika der T-Zell-Linien zu erhalten, erfolgte in Kooperati-
on mit der elektronenmikroskopischen Abteilung der Universität Ulm die Erstellung 
elektronenmikroskopischer Aufnahmen. Hierzu wurden die T-Zell-Linien, wie in Ka-
pitel .. beschrieben, restimuliert. Eineinhalb Stunden nach Zusammenführen der 
T-Zellen und der APC wurden die Zellen in einer Fixierungslösung fixiert. Ein Teil 
der so fixierten Zellen wurde auf einem Objektträger aufgetragen und für die raster-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen präpariert. Die verbliebenen Zellen wurden 
zunächst zentrifugiert, bevor aus dem Pellet  nm dicke Schnitte präpariert wurden. 

Phänotypisierung der T-Zell-Linien mittels Durchflusszytometrie 
Die Phänotypisierung der T-Zell-Linien erfolgte mittels Färbung mit fluoreszenzmar-
kierten monoklonalen Antikörpern gegen T-Zell-Oberflächen-Moleküle und anschlie-
ßender Analyse im Durchflusszytometer. Dazu wurden zunächst , Mio. Zellen in 
einer Vierfach-Färbung mit jeweils  µl der zu untersuchenden Oberflächenmarker 
und  µl FACS-Puffer I (siehe Anhang) versetzt (siehe Kapitel ..). Nach einer In-
kubation von  Minuten wurden die Zellen mit PBS (siehe Anhang) gewaschen, an-
schließend in Cell-Fix-Lösung (Becton Dickinson) aufgenommen und im FACS-Gerät 
analysiert. Die Zellen wurden durch Färbung mit verschiedenen Oberflächenmarkern 
nach obigem Protokoll phänotypisiert. Hierzu kamen die Reaktionsansätze - (Tab. 
) zur Verwendung.
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Tabelle 16: Antikörpermischung zur durchflusszytometrischen Bestimmung von 
Oberflächenmarkern. FITC, PE, PerCP, APC = verschiedenfarbig fluoreszierende Konjugate

Ansatz  FITC  PE  PerCP  APC

1   CD45RA  CD45RO  CD3  CD8

2   CD4   CD80   CD3  -

3   -  CD4   CD3   CD86 

4   CD4  CD154  CD3  -

5   CLA  CD95  CD4   -

6   CD69  CD4   CD3  -

7   CD134  CD4   CD3   CD25 

8   CD8   CD38   CD3   HLA-DR 

2.4 Populationsstudie

2.4.1 Einfluss von co-stimulatorischen Molekülen

Um den Einfluss der Co-Stimulation zu betrachten, wurde eine FACS-Analyse wie 
in Kapitel .. beschrieben durchgeführt. Dabei wurden jeweils in zwei zusätzlichen 
Ansätzten anti-CD Antikörper in einer Konzentration von , µg/ml eingesetzt. 
Verglichen wurde dabei sowohl eine Auswirkung der CD Co-Stimulation auf die 
Negativkontrolle, als auch auf die Positivkontrolle mit Tetanus Toxoid.



Material und Methoden 46

2.4.2 Durchflusszytometrie

Bei der Populationsstudie wurden frische oder aufgetaute PBMC von TD-Patienten, 
TD-Patienten, Ak+ Probanden und gesunden Kontrollpersonen in einer Konzentra-
tion von , Mio. Zellen pro  µl Kulturmedium auf einer  Well Flachbodenplatte 
(Falcon, Le Pond De Claix, Frankreich) verteilt. Die Ansätze wurden über Nacht im 
Brutschrank (+ °C,  CO₂) inkubiert, um eine Reifung der professionellen APC zu 
ermöglichen, die durch Adhärenz der dendritischen Zellen gekennzeichnet ist. Nach 
dieser Vorinkubation wurden die Zellen in Doppelwerten mit den Antigenen Proin-
sulin, Insulin, Insulin-B-Kette bzw. den Peptiden p- (siehe Kapitel ..) in einer 
Konzentration von  µg/ml versetzt. Bei einer zu geringen Menge an zur Verfügung 
stehenden PBMC konnten nur Einzelwerte bestimmt werden. Als Positivkontrolle 
diente Tetanus Toxoid (Statens Serum Institute, Kopenhagen, Dänemark), als Negativ-
kontrolle die „Stimulation“ mit Kulturmedium und als Qualitätskontrolle die Stimu-
lation mit einem Kontrollpeptid (siehe Kapitel ..) Nach einer Inkubationszeit von 
fünf Tagen wurden zunächst die Zell-Kultur-Überstände abgenommen. Anschließend 
wurden die Wells dreimal mit  µl Kulturmedium aufgefüllt, vollständig abgeerntet 
und in FACS-Röhrchen (Falcon, Le Pond De Claix, Frankreich) überführt. Nach ei-
nem Zentrifugierungsschritt ( min bei   rpm) erfolgte die Vierfach-Färbung mit 
jeweils  µl fluoreszenzmarkierter Antikörper-Lösung (Tab. ) gegen die zu untersu-
chenden Oberflächenmoleküle. 

Tabelle 17 : Antikörpermischung zur durchflusszytometrischen Bestimmung von Oberflächen-
markern bei der Populationsstudie. FITC, PE, PerCP, APC = verschiedenfarbig fluoreszierende 
Konjugate

 Reagenz      Menge

 CD134 FITC (Pharmingen)     1,5 µl

 CD45RA RD1 (PE) (Beckman Coulter)    1,5 µl

 CD3 PerCP  (Becton Dickinson)    1,5 µl

 CD25 APC (Pharmingen)     1,5 µl

 PBS + 0,5% BSA      100 µl



Material und Methoden 47

Nach einer Inkubation von   min bei + °C wurden die Proben mit PBS (siehe An-
hang) gewaschen und anschließend zur sofortigen Messung in  -iger BSA-Lösung 
(FACS-Puffer I) aufgenommen. Die Messung und Auswertung erfolgte mit dem 
FACS Calibur™ (Becton Dickinson) und der CellQuest Soware. In den Abbildungen 
ist jeweils der Mittelwert bzw. Einzelwert der Stimulationsindizes (SI) aufgetragen, der 
sich aus dem Verhältnis aus der Expression (in ) „mit Antigen“ zu „ohne Antigen“ 
zusammensetzt. Als positive Expression wurde ein SI ≥  festgelegt. Dabei wurde der 
Quadrant der Negativkontrolle so gelegt, dass ,  der CDRO+-Zellen für Ox 
bzw. CD positiv waren (siehe auch Kapitel ..).
Bei jeder Analyse wurden aufgrund der möglichen Autofluoreszenz und von unspezi-
fischen Bindungen der Antikörper über Fc-Rezeptoren zusätzlich Kontrollfärbungen 
durchgeführt. Dabei wurden PBMC der jeweiligen Probanden nach oben beschrie-
benem Färbeprotokoll mit isotypischen Immunglobulinen (IgG) inkubiert. Der dazu 
verwendete Antikörpermix bestand aus jeweils  µl IgG-FITC, IgG-PE, IgG-PerCP, 
IgGa-APC und  µl   BSA-Lösung. 

2.5. Statistik

In die statistische Auswertung gingen jeweils die Mittelwerte der Einzelmessungen 
ein. Sowohl in der statistischen Analyse des Vergleiches der Ox  bzw. CD  Ex-
pression als auch im Vergleich des Alters zwischen den untersuchten Gruppen wurde 
der Mann-Whitney U-Test für unverbundene Stichproben verwendet. Die statistische 
Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms StatView® Version . (SAS In-
stitute Inc, USA). Das Signifikanzniveau lag bei allen Tests bei   (α = ,).
Die in der graphischen Darstellung verwendeten Box-and-Whiskers-Plots zeigen ne-
ben dem   und   Quantil auch den Median. Die Whiskers stellen das   bzw. 
  Quantil dar.
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3 Ergebnisse

3.1 T-Zell-Linien

3.1.1 Patientendaten

Von einem männlichen TD-Patienten wurden unmittelbar nach Diabetesmanifesta-
tion mittels der Splitt-Well Methode T-Zell-Linien generiert. In Tab.  sind die demo-
graphischen Daten dieses Patienten zusammengefasst. 

Tabelle 18: Demographische Daten des untersuchten TD-Patienten. Cut-off Werte 
der Antikörpertiter: GADA , KU/L; IA-A , KU/L; IAA , µU/L; ICA  JDFU. 
GADA = Antikörper gegen Glutamatdecarboxylase; IA-A = Antikörper gegen Tyrosinphosphatase; 
IAA = Antikörper gegen Insulin; ICA = Antikörper gegen Inselzellgewebe

Alter    HLA-Klasse-II-Allele     HLA-Klasse-I-Allele       Antikörperstatus     
       DRB1   DQB1  DRB4    A    B       GADA  IA-2A  IAA  ICA  
[Jahre]                             [KU/l]  [KU/l]  [µU/l]  [JDFU]

27    *0401,0401 *0301,0302  *01xx   *02,26  *0801,4402     33,65   95,49  6113,32  160
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3.1.2 Zytokinmuster verschiedener Zell-Populationen

Um den Zytokinstatus des Probanden ex vivo zu charakterisieren, wurden drei ver-
schiedene Zellpopulationen (PBMC, CD+CDRA+ und CD+CDRA-) im Kurz-
zeit-Test mit Proinsulin (PI), Insulin (I), Insulin A- und B-Kette und  überlappende 
Peptiden stimuliert (siehe Kapitel ..). Dabei zeigte sich in allen untersuchten Popu-
lationen nach Messung der Zytokine im Überstand eine klare Dominanz des inflamm-
atorischen Zytokins IFNγ (Abb. ). 
Die PBMC wiesen ein breites Epitop-Erkennungsmuster auf (Abb. a). Eine IFNγ 
Sekretion wurde bei den selektierten CD-Populationen nur von wenigen Epitopen 
induziert. CDRO-Memory Zellen erkannten Epitope der PPI-Signalsequenz (Peptid 
p und p) und der Insulin A-Kette (Peptid p und p) (Abb. c). Die CDRA+-
naiv/regulatorischen Zellen reagierten ebenfalls gegen ein Epitop der Insulin A-Kette 
(Peptid p), vor allem aber gegen Peptide der Verbindungssequenz zwischen C-Peptid 
und Insulin A-Kette (Peptid p und p) (Abb. b). Eine IFNγ Sekretion gegen die ge-
samten Antigene Proinsulin, Insulin, A-Kette und B-Kette war kaum nachzuweisen.
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Abbildung : Zytokinmuster verschiedener Subpopulationen. a) periphere Blutlymphozyten 
(PBMC), b) CD+CDRA+ naiv/regulatorische, c) CD+CDRO+ Memory  T-Zellen T-Zellen. 
Dargestellt ist die Zunahme an sezernierten Zytokinen in pg/ml. TNF = Tumornekrosefaktor; 

IFN = Interferon; IL = Interleukin; p = Peptid.
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3.1.3 Etablierungen spezifischer T-Zell-Linien

Für die Generierung von Langzeit T-Zell-Linien wurde die Splitt-Well Methode an-
gewendet. Hierzu wurden jeweils mehrere CD-Microkulturen ausgesät, die mit den 
Antigenen PI und I sowie den Peptiden p, p, p, p, p und p stimuliert wurden,  
getroffen. Nach drei Restimulationsperioden konnten von zwei Zell-Linien, die mit p 
(A-; SD.) bzw. p (C-A; SD) stimuliert wurden, die in Abb.  dargestellten 
Muster gewonnen werden. Abbildung  zeigt das Zytokinmuster bzw. die dazugehöri-
gen Proliferationsdaten der generierten Linien SD. und SD. 

Abbildung : T-Zell-Linien gegen a) Peptid A- (SD.), b) Peptid C-A (SD). Dargestellt 
ist das sezernierte Zytokinprofil (Balken) in pg/ml und das Proliferationsergebnis in „counts per 
minute“ (cpm; Linie) jeweils nach abgezogener Negativkontrolle. TNF = Tumornekrosefaktor; 
IFN = Interferon; IL = Interleukin; p = Peptid.
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Linie SD. präsentierte sich aufgrund ihrer hohen IFNγ Sekretion (hellrot) und der 
Proliferation (lila Linie), die nur nach Stimulation mit Peptid A- (p) induziert 
wurde, als homogene Zellpopulation. Bei Linie SD kam es zu einer dominanten Pro-
liferation gegen Peptid C-A (orange Linie). Allerdings wurde diese Linie auch durch 
andere Peptide zur Proliferation angeregt, was auf eine sehr heterogene Zellpopulati-
on hindeutete. Das Zytokinprofil war hierbei durch eine ausgeprägte IL- Sekretion 
(hellgrün) gekennzeichnet. Eine IFNγ Sekretion konnte in gerninger Menge nur nach 
Stimulation mit Peptid p detektiert werden. 

3.1.4 Nachweis der Spezifität

Dosis-Wirkungs-Analysen der Linie SD32.5
Es hat sich gezeigt, dass Linie SD. nach weiteren Restimulationszyklen mit Peptid 
p (A-) spezifisch für dieses Peptid war. Aus der in Abb.  dargestellten Dosis-
Wirkungskurve geht hervor, dass, wie für eine spezifische Linie zu erwarten, mit stei-
gender Peptid-Konzentration eine erhöhte T-Zell-Reaktivität erzielt wurde. 

Abbildung : Dosis-Wirkungs-Kurve der Linie SD.. Dargestellt ist der Mittelwert der 
Stimulationsindizes (SI), der aus Triplikaten eines Proliferations-Assays bei verschiedenen 
Konzentrationen von Peptid A- (p) bestimmt wurde. Ein SI ≥  wurde als positiv gewertet. 
Schematische Darstellung der EC = effektive Peptidkonzentration für halbmaximale Prolifera-
tion.
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Aus dem sigmoidalen Anstieg lässt sich erkennen, dass ab einer Konzentration von 
 µg/ml eine Sättigung erreicht wurde. Die effektive Peptidkonzentration, bei der 
die halbmaximale Proliferation erreicht wurde (EC), betrug ca.  , µg/ml. Bei einer 
Konzentration von , µg/ml zeigte sich bereits ein Stimulationsindex von über drei 
(SI = ).

Mit steigender Konzentration stieg sowohl die Zahl an IFNγ sezernierenden Zellen als 
auch die Menge an sezernierten IFNγ an. Abbildung a zeigt eine intrazelluläre Fär-
bung nach   h Inkubation mit Peptid A- (p), Abb. b die durch ELISA bestimm-
te Menge an sezernierten Zytokinen nach drei Tagen. Aus Abbildung a geht hervor, 
dass die Anzahl an IFNγ sezernierenden Zellen von ,  in der Negativkontrolle auf 
,  nach Zugabe von  µg/ml Peptid A- anstieg. Wobei ein Stimulationsindex 
von  erzielt wurde. Diese Ergebnisse konnten auch im ELISA bestätigt werden. Eine 
IL- Sekretion konnte weder bei der intrazellulären Färbung noch bei der IL- Be-
stimmung durch ELISA nachgewiesen werden. Nach einer Peptid-Konzentration von 
 µg/ml wurden  der Zellen induziert IL- zu sezernieren. Eine IL- Sekretion war 
im ELISA jedoch nicht nachzuweisen. Im ELISA wurde zusätzlich noch das Zytokin 
IL- bestimmt. Es konnte eine relativ starke mit steigender Konzentration an Peptid 
steigende IL- Sekretion nachgewiesen werden. Insgesamt war die Linie SD. vor 
allem durch die dominante Sekretion der Zytokine IFNγ und IL- charakterisiert.
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Abbildung : Zytokin Sekretion von SD. nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen 
an Peptid A- (p). Dargestellt ist a) die Menge an CD+ IFNγ sezernierenden Zellen, gemessen 
durch intrazelluläre Färbung b) die Zunahme an sezernierten Zytokinen im Zellkulturüberstand in 
pg/ml. TNF = Tumornekrosefaktor; IFN = Interferon; IL = Interleukin; p = Peptid. 

Dosis-Wirkungs-Analysen der Linie SD52
Nach diversen Restimulationszyklen, Klonierungsversuchen und Selektionsversuchen 
konnte aus der heterogenen Linie SD die Spezifität eines Subklons SDc für Peptid 
C-A (p) nachgewiesen werden. Aus der in Abb.  dargestellten Dosis-Wirkungs-
kurve geht hervor, dass mit steigender Peptid-Konzentration eine erhöhte T-Zell-Re-
aktivität erzielt wurde. Aus dem sigmoidal verlaufenden Anstieg lässt sich erkennen, 
dass ab einer Konzentration von  µg/ml bereits eine Sättigung erreicht wurde. Der 
EC-Wert wurde nach einer Konzentration von ca. , µg/ml erreicht. Ab einer Kon-
zentration von  , µg/ml zeigte sich ein positiver Stimulationsindex (SI = ).

0

500

1000

1500

2000

2500

0,1µg/ml p21 1µg/ml p21 5µg/ml p21 10µg/ml p21 50µg/ml p21

10 0 10 1 10 2 10 3 10 4 10 0 10 1 10 2 10 3 10 4

10 0 10 1 10 2 10 3 10 4 10 0 10 1 10 2 10 3 10 4

10 0 10 1 10 2 10 3 10 4

10 0 10 1 10 2 10 3 10 4

10 0 10 1 10 2 10 3 10 41
0

0
1

0
1

1
0

2
1

0
3

1
0

4
1

0
0

1
0

1
1

0
2

1
0

3
1

0
4

IF
N

g-
se

ze
rn

ie
re

nd
e

Ze
lle

n
[n

]

a)

b)

0,11% 0,34% 2,35%

10,50%10,41%8,99%

3,48%
Negativkontrolle

50µg/ml p21

1µg/ml p21

10µg/ml p21

0,1µg/ml p21

5µg/ml p21

0,5µg/ml p21

CD4-positive Zellen [n]

IFNg IL-4 IL-5 IL-10

[pg/ml]



Ergebnisse 55

Abbildung : Dosis-Wirkungs-Kurve von SDc. Dargestellt ist der Mittelwert der Stimulations-
indizes (SI), der aus Doppelwerten eines Proliferations-Assays bei verschiedenen Konzentrationen 
an Peptid C-A (p) bestimmt wurde. Ein SI ≥  wurde als positiv gewertet. Schematische 
darstellung der EC = effektive Peptidkonzentration für halbmaximale Proliferation.

Mit zunehmender Konzentration stieg sowohl die Zahl an IFNγ sezernierenden Zel-
len (ELISPOT) als auch die Menge an sezerniertem IFNγ (ELISA) an. Abbildung a 
stellteinen IFNγ ELISPOT-Assay nach  h Inkubation mit Peptid C-A (p) dar, 
wobei exemplarisch jeweils nur ein Well der analysierten Doppelwerte abgebildet wur-
de. Abbildung b zeigt die durch ELISA nach drei Tagen Stimulation im Überstand 
bestimmte Menge an sezernierten Zytokinen.

Aus den ELISPOT Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass mit steigender Konzent-
ration an eingesetztem Peptid C-A die Anzahl der Spots, die der Anzahl der IFNγ 
sezernierende Zellen entspricht, gestiegen ist. Dabei nahm die Spotzahl im Mittel 
von  bei der Negativkontrolle auf  bei  µg/ml Peptid zu. Diese Anzahl der Spots 
konnte auch durch die mitgetestete Mitogenzugabe ( µg/ml PHA) nicht übertroffen 
werden. Die Phytohämagglutinin (PHA) Stimulation induzierte im Mittel eine Spot-
zahl von  (siehe Abb. A- Anhang). Proportional zur steigenden Konzentration an 
eingesetztem Peptid konnte auch durch den ELISA-Test im Zellkulturüberstand eine 
gesteigerte Menge an sezerniertem IFNγ (- pg/ml) nachgewiesen werden. Im Ge-
gensatz zu IFNγ konnten im ELISPOT keine IL- sezernierenden Zellen nachgewiesen 
werden (siehe Abb. A- Anhang). Im Zellkulturüberstand war durch ELISA jedoch 
eine geringe Menge (- pg/ml) des -Zytokins IL- nachweisbar. Und auch eine 
geringe Menge an IL- Menge konnte bei diesem Klon (SDc) im Überstand detek-
tiert werden (- pg/ml). 
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Abbildung : Zytokin Sekretion von SDc nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen 
an Peptid C-A (p). Dargestellt ist a) die Anzahl an IFNγ sezernierenden Zellen, gemessen durch 
ELISPOT b) die Zunahme an sezernierten Zytokinen im Zellkulturüberstand in pg/ml. TNF = Tu-
mornekrosefaktor; IFN = Interferon; IL = Interleukin.

3.1.5 Natürlich prozessierte Epitope

Durch die Verwendung von autologen APC konnte durch keine Konzentration an 
eingesetztem Proinsulin eine Aktivierung der beiden T-Zell-Linien induziert werden. 
Nachdem HLA-identische dendritische Zellen als APC verwendet wurden, zeigte sich 
jedoch deutlich, dass sowohl Peptid C-A (p) als auch A- (p) durch natürliche 
Prozessierung an der Oberfläche der dendritschen Zellen präsentiert wurden. Die für 
die Aktivierung der Linien benötigte Konzentration an Proinsulin lag jedoch weit über 
der des Peptides. Der EC Wert lag bei Linie SD. bei  µg/ml (Abb. a) und bei 
SDc bei  µg/ml Proinsulin (Abb. b). 
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Abbildung : Stimulationsversuch mit dem gesamten Proinsulin-Molekül. Dargestellt ist der 
Mittelwert der Stimulationsindizes (SI), der aus Triplikaten eines Proliferations-Assays bei 
verschiedenen Konzentrationen an Proinsulin bei a) SD. bzw. b) SDc bestimmt wurde. Ein 
SI ≥  wurde als positiv gewertet. 

3.1.6 Nachweis der Peptidpräsentation

Um nachzuweisen, dass die erzielten Ergebnisse durch eine klassische Signalübertra-
gung des trimolekularen Komplexes, bestehend aus MHC, von antigenpräsentieren-
den Zellen gebundenem Peptid und erkennendem TZR, erzielt wurden, wurde ein 
Proliferations-Assay, wie in Kapitel .. beschrieben, mit irrelevanten (HLA-nicht-
identischen) APC (Tab. ) durchgeführt.
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Tabelle 19: HLA-Haplotyp der verwendeten irrelevanten antigenpräsentierenden Zellen.

Proband   DRB1   DQB1

159A    *0701,1302  *2,0604

Sowohl bei Linie SD. als auch bei SDc konnte auch bei einer Konzentration von 
 µg/ml keine positive Reaktion, die durch einen Stimulationsindex von SI ≥  ge-
kennzeichnet war, festgestellt werden (Abb. ). Dadurch konnte eine Autopräsentation 
durch die T-Zellen der jeweiligen Linien vor allem bei höheren Konzentrationen sicher 
ausgeschlossen werden.

Abbildung : Dosis-Wirkungs-Kurven mit HLA-nichtidentischen antigenpräsentierenden Zellen. 
Dargestellt ist der Mittelwert der Stimulationsindizes (SI) der aus Doppelwerten eines Proliferations-
Assays bei verschiedenen Konzentrationen an a) Peptid A- bei SD. (p) bzw. b) Peptid C-A 
bei SDc (p) bestimmt wurde. Ein SI <  (rote Markierung) weist auf keinerlei Stimulation hin.
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3.1.7 Restriktionsanalyse

Blockierung der Peptidpräsentation durch HLA-Antikörper
Um die Präsentation der Peptide näher zu charakterisieren, wurden monoklonale 
Antikörper gegen HLA-Klasse-I und Klasse-II Moleküle zur potentiellen Blockade 
der Peptidpräsentation in einem Proliferationstest eingesetzt. Bei beiden T-Zell-Linien 
führte die Zugabe des anti-HLA-DR  Antikörpers (L) zu einer eindeutigen Hem-
mung der T-Zell Proliferation. Die Hemmung der Proliferation lag sowohl bei Linie 
SD., als auch bei SDc bei   (Abb. a/b).

Abbildung : Blockierung der Peptidpräsentation durch anti-HLA-Antikörper. a) Pipettierschema 
des Versuchsansatzes. Dargestellt ist der Mittelwert der Stimulationsindizes (SI), der aus 
Doppelwerten eines Proliferations-Assays bei einer  Konzentration von  µg/ml an b) Peptid A- 
(p) bei SD. bzw. c) Peptid C-A bei SDc (p) bestimmt wurde. Dabei wurden verschiedene 
monoklonale Antikörper in dem Proliferations-Assay eingesetzt. Ein SI ≥  wurde als positiv 
gewertet. α-  = anti-HLA; p = Peptid
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Dagegen hemmte weder der anti-HLA-DQ Antikörper (Spvl), noch der anti-HLA-

Klasse-I Antikörper (W/) die Proliferation der Linie SDc nach Stimulation mit 
C-A (p). Bei Linie SD. bewirkte der anti-HLA-Klasse-I Antikörper (W/) 
eine -ige Hemmung, während der anti-HLA-DQ Antikörper (Spvl) keinen Ein-
fluss auf die Proliferation nach Stimulation mit Peptid A- (p) hatte.

Aus den Inhibitionsdaten lässt sich schließen, dass die Peptidpräsentation von Linie 
SDc ausschließlich durch HLA-DR restringiert war. Für Linie SD. war im we-
sentlichen HLA-DR an der Peptidpräsentation beteiligt, allerdings konnte aus diesen 
Ergebnissen eine Beteiligung von HLA-Klasse-I Molekülen nicht sicher ausgeschlossen 
werden.

Spezifische Charakterisierung der HLA-Restriktion
Wegen der Co-Expression von zwei verschiedenen β-Ketten im DR Haplotyp, wur-
den weitere Analysen mit transfizierten Mausfibroblasten (L-Zellen) bzw. EBV-transfi-
zierten B-Zellen durchgeführt (siehe Kapitel ..).
Nach Zugabe der T-Zellen zu den jeweiligen Mausfibroblasten-Linien in Medium blie-
ben die nativ adhärenten L-Zellen adhärent. Bei zusätzlicher Präsenz der jeweiligen 
Peptide zeigte sich, wenn die L-Zellen in der Lage waren, den T-Zellen von SD. 
bzw. SD die jeweiligen Peptide zu präsentieren, eine spezifische Lyse der L-Zellen. 
Exemplarisch für die visuelle Beurteilung ist in Abb.  von SDc in Anwesenheit der 
L. L-Zell Linie (siehe Kapitel ..) eine Mediumkontrolle und ein Ansatz mit Peptid 
C-A (p) dargestellt. 
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Abbildung : Spezifische Lyse von L-Zellen (Mausfibroblasten) durch T-Zellen von SDc nach 
Stimulation mit  µg/ml Peptid C-A (p). Dargestellt ist der Zustand von adhärenten L-Zellen 
nach Inkubation mit Medium bzw. Peptid C-A (p) und den Zellen von SDc.

Diese visuelle Beobachtung korrelierte positiv mit einem Anstieg an sezerniertem 
IFNγ, der aus den Zellkulturüberständen mittels ELISA bestimmt wurde. Aus diesen 
Ergebnissen konnte für die Linie SD. das HLA-DRB* Molekül als Restrikti-
onselement eindeutig identifiziert werden (Abb. ). 

Abbildung : Zunahme der IFNγ Sekretion von SD. nach Stimulation mit  µg/ml Peptid 
A- (p) unter Verwendung von HLA-transfizierten L-Zellen. Dargestellt ist die Menge an 
sezerniertem IFNγ in pg/ml im Zellkulturüberstand. DAP-  = HLA-DRB* tragende L-Zell-
Linie; L. = HLA-DRB* tragende L-Zell-Linie; IFN =  Interferon.
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Eine weitere Bestätigung dieser in vitro Daten ergab eine computersimulierte Analyse 
bezüglich einer hochaffinen Bindungsmöglichkeit verschiedener PPI-Peptide, wie z.B. 
A-, an HLA-DRB*, die in Tabelle  des Kapitels .. beschrieben ist.

Sowohl die visuelle Beobachtung bei SDc als auch die in Abb.  gezeigten Mengen 
an sezerniertem IFNγ erbrachten eine dominante Reaktion unter Verwendung der 
DAP- Linie (DRB*). Jedoch waren auch die Zellen der Linie L. (DRB*) 
in der Lage das Peptid C-A zu präsentieren. Die Verwendung der DAP- Zellen 
als APC zeigte mit einer Menge von  pg/ml jedoch eine stärkere IFNγ Sekretion 
(Abb. ). 

Abbildung 19: Zunahme der IFNγ Sekretion von SDc nach Stimulation mit  µg/ml Peptid 
C-A (p) unter Verwendung von transfizierten L-Zellen. Dargestellt ist die Menge an 
sezerniertem IFNγ  in pg/ml im Zellkulturüberstand. DAP-  = HLA-DRB* tragende L-Zell-
Linie; L. = HLA-DRB* tragende L-Zell-Linie; IFN = Interferon.

Um ein klares Ergebnis zu erlangen, wurde mit Klon SDc unter Verwendung 
von EBV-transfizierten B-Zellen als APC ein Proliferations-Assay durchgeführt 
(siehe Kapitel ..). Auch hier zeigte sich als dominantes Restriktionsmolekül HLA-
DRB*. Durch die Präsentation des Peptides C-A über DRB* wurde ein 
Stimulationsindex (SI) von  erreicht. Das Peptid C-A konnte aber auch in diesem 
Versuch durch HLA-DRB* präsentiert werden (SI = ). In Abbildung  sind die 
Stimulationsindizes als Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen dargestellt.
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Abbildung : Peptidpräsentation durch EBV-transfizierte B-Zell-Linien bei SDc. Dargestellt ist 
der Mittelwert der Stimulationsindizes (SI), der aus Triplikaten eines Proliferations-Assays bei einer  
Konzentration von  µg/ml an Peptid C-A (p) bei SDc bestimmt wurde. Dabei wurden 
verschiedene B-Zell-Linien (BLS) als antigenpräsentierende Zellen in dem Proliferations-Assay 
eingesetzt. Ein SI ≥  wurde als positiv gewertet. 

3.1.8 Epitop Mapping

Untersuchung der Bindungselemente des Peptides A5-21 bei SD32.5
Es hat sich gezeigt, dass bereits durch Peptid p (C-A) bei der A- spezifischen 
Linie SD. ein Stimulationsindex (SI) von  erreicht wurde. Mit dem um  Ami-
nosäuren (AS) überlappenden Peptid p (A-) wurde ein SI von  erreicht. Der SI 
nach Stimulation mit p (A-) war jedoch mit einem Wert von  sieben mal höher 
als der von p (A-). Alle anderen Peptide der Signalsequenz, der B-Kette und des 
C- Peptides konnten keine Aktivierung von SD. induzieren (Abb. ). 
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Abbildung : Crossreaktivitäten von SD.. Dargestellt ist a) der Mittelwert der Stimulationsindizes 
(SI), der aus Doppelwerten eines Proliferations-Assays bestimmt wurde und b) die Zunahme 
an sezernierten Zytokinen im Zellkulturüberstand in pg/ml. Dabei wurden jeweils  µg/ml der 
PPI-Peptide p- eingesetzt. Zusätzlich ist jeweils die Aminosäuresequenz der aktivierenden 
Peptide dargestellt, wobei in rot die, für die Bindung wichtigen Elemente, gekennzeichnet sind. 
IFN : Interferon; IL : Interleukin; p : Peptid; A : Insulin A-Kette; C : C-Peptid.

Die Ergebnisse zeigen, dass zu einer minimalen Aktivierung die Carboxy-terminale 
Sequenz von Peptid p (C-A: QC) benötigt wurden. Die folgenden AS von Peptid 
p (C-A: CTSIC) schienen keine weiteren Bindungselemente zu enthalten, da der 
SI im Vergleich zu p nicht angestiegen ist. Die Sequenz von Peptid p (A-: SLYQ-
LE) enthielt wiederum weitere wichtige Bindungselemente für eine Aktivierung. 
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Die maximale Kapazität die Linie SD. zu aktivieren, dass heißt, die gesamten für 
eine Aktivierung nötigen Bindungselemente, besaß jedoch ausschließlich Peptid A- 
(p). Die Analyse der Zytokine zeigte eine entsprechend den Proliferationsergeb-
nissen zunehmende Sekretion an IFNγ nach Stimulation mit den Peptiden p-, 
obwohl eine IFNγ Sekretion in geringem Maße auch von anderen Peptiden induziert 
werden konnte. Die Stimulation mit p induzierte die stärkste IFNγ Sekretion. Eine 
IL- bzw. IL- Sekretion wurde durch keines der eingesetzten Peptide hervorgerufen 
(Abb. b).

Untersuchung der Bindungselemente des Peptides C18-A1 bei SD52c1
Auf der Grundlage der Stimulationsindizes zeigte sich, dass nur Peptid  (C-A) 
in der Lage war, eine Aktivierung der Linie SDc zu induzieren (Abb. a). Daraus 
ergab sich der Schluss, dass wichtige Bindungselemente für eine Aktivierung in den 
überlappenden Sequenzen fehlen mußten. Eine deutliche Sekretion des dominanten 
Zytokins IFNγ konnte ebenfalls nur durch Peptid p (C-A) induziert werden. (Abb. 
b). Bei diesem Versuch wurden zusätzlich die Zytokine TNFα und IL-5 bestimmt. Es 
zeigte sich eine außerordentlich starke IL- Sekretion, die quantitativ viel höher als die 
IFNγ Sekretion war. TNFα war kaum zu dedektieren.
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Abbildung : Crossreaktivitäten von SDc. Dargestellt ist a) der Mittelwert der Stimulationsindizes 
(SI), der aus Doppelwerten eines Proliferations-Assays bestimmt wurde und b) die Zunahme der 
sezernierten Zytokinen im Zellkulturüberstand in pg/ml. Dabei wurden jeweils  µg/ml der PPI-
Peptide p- eingesetzt. Zusätzlich ist jeweils die Aminosäuresequenz der aktivierenden Peptide 
dargestellt, wobei in rot die, für die Bindung wichtigen Elemente, gekennzeichnet sind. TNF ; 
Tumornekrosefaktor; IFN : Interferon; IL : Interleukin; p : Peptid; A : Insulin A-Kette; C : C-Peptid.

Spezifische Untersuchung der Peptidbindungselemente durch Alanin Scan-Peptide
In Peptid C-A befinden sich Aminosäuren, die an der MHC-Bindung beteiligt sind 
und solche die mit dem TZR interagieren, wobei beide für die T-Zell-Aktivierung not-
wendig sind. 
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Um die Aminosäuren von Peptid C-A, die für eine Aktivierung der Linie SDc 
verantwortlich sind, zu definieren, wurden durch Alanin substituierte Peptide (siehe 
Tab. b Kapitel ..) in den Proliferations-Assay eingesetzt. Die Ergebnisse des Proli-
ferations-Assays bzw. der Zytokinanalyse sind in Abb.  dargestellt.

Abbildung : Definierung der für die Peptid-Bindung wichtigen Positionen. Dargestellt ist 
a) der Mittelwert der Stimulationsindizes (SI), der aus Doppelwerten eines Proliferations-Assays 
bestimmt wurde und b) die Zunahme an sezernierten Zytokinen im Zellkulturüberstand in pg/ ml. 
Dabei wurden jeweils  µg/ml der Alanin substituierten Peptide Ala-p- eingesetzt. TNF = Tu-
mornekrosefaktor; IFN = Interferon; IL = Interleukin.
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Alanin-Substitutionen der amino-terminalen Aminosäure-Positionen  und  (GS), 
den beiden carboxy-terminalen Aminosäuren (RG) und den AS-Positionen  und 
 (SL) wurden bezüglich der Aktivierung von SDc toleriert. Die Substitution an 
AS-Position  und  (LQ) bewirkte eine -ige Reduzierung der Kapazität die Linie 
SDc zu aktivieren. Alle anderen Alanin-Substitutionen führten zu einem beträcht-
lichen oder sogar kompletten Verlust der Aktivierungsfähigkeit. Durch den Austausch 
dieser Aminosäuren durch Alanin wurde sowohl die dominante IFNγ und IL- Sekre-
tion, als auch die geringe IL- und IL- Sekretion gehemmt (Abb. b). Demzufolge 
konnten sieben Aminosäuren des Peptides p mit der Sequenz AGSLQPLALEGSLQ-
KRG als essentiell für eine Aktivierung definiert werden. Zur Bedeutung der Alanine 
in Position  und  können keine Aussagen gemacht werden. Vor allem das Alanin in 
Position  könnte ebenfalls essentiell für die Bindung sein.

3.1.9 T-Zell-Rezeptor (TZR)-Analyse

Bestimmung der TZR-Familien
Nach in Abschnitt .. beschriebenen Kriterien wurden alle Familien des TZR-Re-
pertoires von Linie SD., SDc und von autologen PBMC bestimmt. Abbildung  
zeigt das (CDR) Längenverteilungsprofil der Vβ-Familien von PBMC des untersuch-
ten Patienten. 
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Abbildung : Darstellung der CDR-Längenverteilungsmuster aller  T-Zellrezeptor Vβ-Familien 
bzw. Vβ-Subfamilien der PBMC des untersuchten Patienten. Auf der Abszisse ist die Fragmentlänge 
aufgetragen (ohne Einheit), auf der Ordinate die Signalintensität bzw. Peak-Höhe ohne Einheit.

Es hat sich gezeigt, dass alle  untersuchten Vβ-Familien bzw. Subfamilien vertreten 
waren und dass es sich bei allen um unauffällige CDR-Längenverteilungsmuster, die 
einer Gausś schen Verteilung ähnlich waren, handelte. Das bedeutet, dass aufgrund 
des Fehlens von stark expandierten klonalen Peaks keine Hinweise auf eventuelle TD 
assoziierte Veränderungen im TZR Vβ-Repertoire der PBMC zu finden waren. 

Im Gegensatz zu den PBMC war Linie SD. nur durch den Besitz der TZR Familien 
Vβ und Vα charakterisiert (Abb. a/b), was durch eine dominante Bande gekenn-
zeichnet war. Aus den CDR-Verteilungsmustern geht hervor, dass es sich - wie erwar-
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tet- nicht mehr um eine Normalverteilung handelte, sondern um einen expandierten 
monoklonalen Peak. Auf der Basis dieser molekularen Daten, war Linie SD. als 
monoklonal zu bezeichnen. 

Abbildung : Fragmentanalyse der a) Vβ− und b) Vα−familienspezifischen PCR der cDNA von 
SD.. In der Vβ-spezifischen PCR wurden die Proben mit dem TET-markierten konstanten 
Primer (grün) amplifiziert, in der Vα-spezifischen PCR mit dem FAM-markierten Primer (blau). 
Banden über den roten Banden (GeneScan- TAMRA-Längenstandards) stellen die Bande für 
die Standards dar. 

In Abb.  ist die Fragmentanalyse der zunächst heterogenen Linie SD dargestellt 
(siehe Kapitel ..). Auch aus der Fragmentanalyse hat sich gezeigt, dass diese Linie in 
dieser Phase aus mehreren Subpopulationen bestand, wodurch im Fragmentgel noch 
 von  TZR Vβ-Familien (Vβ ; ; .; ; ; ; ; ;  und ) deutlich vertreten 
waren. Die CDR-Längenverteilungsmuster wiesen keine Gausś sche Verteilung mehr 
auf, waren jedoch auch nicht monoklonal. In Abb.  sind exemplarisch die Vertei-
lungsmuster von Vβ und Vβ dargestellt. 

a) b)

Vβ 14 Vα 4
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Abbildung : Fragmentanalyse der Vβ−familienspezifischen PCR der cDNA von SD und die 
CDR-Verteilungsmuster von Vβ bzw. Vβ. In der Vβ-spezifischen PCR wurden die Proben 
mit dem TET-markierten konstanten Primer (grün) amplifiziert. Banden über den roten Banden 
(GeneScan- TAMRA-Längenstandards) stellen die Bande für die Standards dar. 

Aus den Ergebnissen von Kapitel .. ging hervor, dass an der Aktivierung von Klon 
SDc zwei Restriktionsmoleküle beteiligt sein konnten. Auch aus dem in Abb. a 
dargestellten Fragmentgel geht hervor, dass SDc durch den Besitz von zwei ver-
schiedenen Vβ-Familien gekennzeichnet war. Es hat sich gezeigt, dass die Vβ-Famili-
en Vβ  bzw. Vβ  dominant vertreten sind. In Abb. b ist das Fragmentgel für die 
Bestimmung der Vα-Familien dargestellt. Des weiteren waren die Zellen von SDc 
durch die Vα-Familien Vα  bzw.Vα  gekennzeichnet. Aus den zusätzlich dargestell-
ten Längenverteilungsmustern geht hervor, dass alle dominant amplifizierten Vα-, 
bzw. Vβ-Familien durch einen monoklonalen Peak gekennzeichnet waren. Daher 
konnte nachgewiesen werden, dass es sich um eine homogene Zellpopulation handelte, 
die durch zwei verschiedene T-Zell-Rezeptoren gekennzeichnet war.

Vβ 14

Vβ 22
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Abbildung : Fragmentanalyse der a) Vβ− und b) Vα−familienspezifischen PCR der cDNA von 
SDc. In der Vβ-spezifischen PCR wurden die Proben mit dem TET-markierten (grün) konstanten 
Primer, in der Vα-spezifischen PCR mit dem FAM-markierten (blau) Primer amplifiziert. Banden 
über den roten Banden (GeneScan- TAMRA-Längenstandards) stellen die Bande für die 
Standards dar. Zusätzlich sind die CDR-Längenverteilungsmuster der Amplifikate dargestellt.

Vβ 14

Vβ 22

Vα 14

Vα 11

a)

b)



Ergebnisse 73

Nachweis der Co-Expression von Vβ und Vα
Um die Co-Expression der ermittelten Vβ- und Vα-Familien nachzuweisen, wurden 
die Zellen zunächst nach ihrer Vβ-Familie selektiert (siehe Kapitel ..). Aus diesen 
Zellen wurde dann nach Kriterien, die in Kapitel (..) beschrieben sind, eine fami-
lienspezifische PCR für Vα-Familien durchgeführt. Damit konnte nachgewiesen wer-
den, dass die Vβ selektierten Zellen von SD. ausschließlich durch den Besitz der 
Vα-Familie Vα gekennzeichnet sind. Auf gleiche Weise wurde mit der Subpopulation 
von SDc, die Vβ auf der Oberfläche trägt, verfahren. Aus der Fragmentanalyse er-
gab sich eine Co-Expression von Vβ und Vα. Für die andere Subpopulation konnte 
somit eine Co-Expression von Vβ und Vα ermittelt werden.

Bestimmung der TZR -Sequenz
Die Sequenzierung ergab jeweils mindestens  gut lesbare Sequenzen, von denen 
jeweils alle identisch waren, was einem Klonalitätsgrad von  entspricht. Die 
Sequenzen gehen aus Tabelle  hervor. Es hat sich gezeigt, dass bei allen erhaltenen 
Sequenzen ein Vβ- und Jβ- bzw. Jα-nibbling nachzuweisen war (siehe Kapitel ..).

Tabelle 20a: Spektrum der erhaltenen T-Zell-Rezeptor Sequenzen bei der Analyse von SD..

Zellinie V-Seg- V-nibb- NDN-Region J-nibb- J-Seg- C-Seg- CDR3-Region  
 ment ling  ling ment ment in Aminosäuren

SD32.5 AV4S2  TCTCATCCGCATA 4 AJ23*01 CA VRVSSAYAYYNQGGKLI

SD32.5 BV14S1 5 CCTAGAGCCAA 2 BJ2S3 CB SSPRANTDTQY

Tabelle 20b: Spektrum der erhaltenen T-Zell-Rezeptor Sequenzen bei der Analyse von SDc.

Zellinie V-Seg- V-nibb- NDN-Region J-nibb- J-Seg- C-Seg- CDR3-Region  
 ment ling  ling ment ment in Aminosäuren

SD52c1a AV11S1  ACC 5 AJ42*01 CA VDLWRKPRKSHL

SD52c1a BV14S1 4 GGTCCTCGATTGGG 4 BJ1S5 CB SSWSSIGNQPQH

SD52c1b AV14S2  TCATGAAGCTTAG 3 AJ6*01 CA FMKLRSGGSYIPT

SD52c1b BV22S1P 10 GGTATTGGCTCGG 3 BJ1S1 CB GIGSDTEAF
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3.1.9 Phänotypisierung der Linien

Visuelle Unterschiede
Moss illustrierte in einem kürzlich erschienen Artikel [], dass der Kontakt von T-
Zellen und APC durch eine aktive Bewegung der Rezeptoren über die Membran an 
die Stelle der Signalübertragung, der sogenannten immunologischen Synapse, erfolgt. 
In Abbildung  sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Linie SD. 
dargestellt, die diese Aussage unterstützen.

Abbildung : Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von a) einem einzelnen Lymphozyten 
b) zwei untschiedlichen Lymphozyten und c) einer Aggregation mehrerer Zellen.

a)

b)

c)
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Abbildung a zeigt einen Lymphozyten in typischer Konfiguration. In Abb. b sieht 
man eine veränderte Oberflächenstruktur des vorderen und kleineren Lymphozyten. 
Dies konnte durch eine geringere Anzahl an Oberflächenrezeptoren, die eine spezi-
fische Linie aufweist, erklärt werden. Abbildung c illustriert eine Aggregation von 
Lymphozyten und APC, wobei eine Verschiebung der Oberflächenstrukturen in Rich-
tung immunologischer Synapse angedeutet war (rote Pfeile). 
Die nächste Abbildung zeigt Schnitte durch die T-Zellen von SD.. Auch hier ist so-
wohl ein normaler Lymphozyt (Abb. a) als auch eine mögliche Kontaktstelle zweier 
Lymphozyten abgebildet (Abb. b). Aufgrund des gelappten Zellkernes lässt sich in 
Abb. b eine dendritische Zelle erkennen (untere Zelle), die mit einem Lymphozyten 
in Kontakt getreten ist. 

Abbildung  a-c: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von  nm dicken 
Schnitten durch verschiedene Zellen der Linie SD. bzw. autologen antigenpräsentierenden 
Zellen. Vergrößerungen: a)  fach b)  fach c)   fach 

a)

c)

b)
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Oberflächenmarker
Aufgrund der Beteiligung von autologen APC ist der Anteil an CD+ T-Zellen vor und 
nach  Tagen Stimulation sowohl bei SD. als auch bei SDc gleichgeblieben (Abb. 
a/b). Jedoch kam es bei der Analyse des CD bzw. CD Markers nach  Tagen Sti-
mulation zu einer Verschiebung der Verteilung von CD+ und CD+ Zellen. So wurde 
der Anteil an CD+ -Zellen im gleichen Maße größer wie der Anteil an CD+ zyto-
toxischen Zellen abnahm (Abb. a/b). Die Anzahl an CDRA+ naiv/regulatorischen 
Zellen nahm nach Stimulation ebenfalls ab. Im Gegensatz dazu stieg die Anzahl an 
CDRO+ Memory T-Zellen in der Negativkontrolle nach Stimulation an (Abb. a/b). 
Daher handelte es sich sowohl bei SD. als auch bei SDc um eine CD+CDRO+ 
T-Zell-Linie. Auf Grund der verwendeten autologen APC, hat sich die Expression von 
HLA-DR Molekülen nicht wesentlich erhöht (Abb. a).

Abbildung : Charakterisierung verschiedener Oberflächenmarker bei a) SD. und b) SDc. 
Dargestellt ist der Anteil an exprimierenenden Zellen in Prozent vor und nach Stimulation mit 
 µg/ml a) Peptid A- (p) bzw. b) Peptid C-A (p).
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Abbildung : Charakterisierung von Aktivierungsmarkern bei SD. und SDc. Dargestellt ist 
der Anteil an exprimierenenden Zellen nach Stimulation mit  µg/ml Peptid A- (p) bei SD. 
bzw. Peptid C-A (p) bei SDc. Dargestellt ist der Stimulationsindex (SI), der sich aus dem 
Anteil exprimierender Zellen nach Stimulation mit  µg/ml Peptid A- (p) bzw. Peptid C-A 
(p) dividiert durch den Anteil exprimierender Zellen der Negativkontrolle berechnet. Ein SI ≥  
wurde als positiv gewertet. 

Eine Stimulation der Zell-Linie SD. mit Peptid A- mittels der Peptidpräsentation 
durch APC induzierte die Hochregulierung von CD (SI = ), dem Marker für ak-
tivierte T-Zellen. Eine Zunahme exprimierender Zellen zeigte die Analyse des CD 
(SI = ) Markers, der auf T-Zell-Linien exprimiert ist. Die hochregulierte Expression 
der co-stimulatorischen Moleküle CD, die auf B-Zellen exprimiert, und CD, die 
auf dendritischen Zellen exprimiert werden, weist auf die Hilfe dieser Zellen bei der 
Peptidpräsentation hin. Die Aktivierungsmarker CD und CD werden neben 
CD am stärksten hochreguliert (SI =  bzw. SI = ). Erstaunlicherweise konnte mit 
dem bisher in der Literatur favorisierten Aktivierungsmarker CD [] lediglich eine 
geringe T-Zell Aktivierung nachgewiesen werden (SI = ). Für die Aktivierungsmarker 
CD und CD konnten bei der Analyse von SDc die gleichen Ergebnisse wie bei 
SD. nachgewiesen werden. Nach Inkubation der Zellen von SDc in Anwesenheit 
von autologen APC und dem Peptid C-A (p) zeigte sich ein Stimulationsindex von 
, bei CD bzw. , bei CD. Die Marker CD, CD, CD und CD zeigten 
ebenfalls eine positive Stimulation, jedoch lag der Stimulationsindex weit unter dem 
von CD und CD. Die Stimulation durch C-A von SDc zeigte keine Auswir-
kung auf die Hochregulierung von CD und CD.

Aus der Charakterisierung des Phänotyps von SD. hat sich ergeben, dass alle ein-
gesetzten Aktivierungsmarker, mit Ausnahme von CD, hochreguliert wurden (Abb. 
). 
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3.2 Populationsstudie 

3.2.1 Deskriptive Statistik der Studienpopulationen 

Insgesamt konnten  gesunde Probanden,  Patienten mit einer gesicherten TD-
Diagnose, drei Prädiabetiker mit humoralen Markern (Autoantikörper) für einen 
beginnenden Autoimmunprozess und vier TD-Patienten in die Studie aufgenommen 
werden. Die demographischen Daten sind in Tab.  aufgelistet.

Tabelle 21: Demographische Daten der Studienpopulation Typ     Diabetes (TD)-Patienten 
insgesamt, sowie der einzelnen Gruppen (EM = erstmanifestiert, TD>J = TD länger als ein 
Jahr). Angegeben sind Mittelwert (MW), Standardabweichung (StdAbw.), Median, Maximum 
(Max.), Minimum (Min.) und Interquartilrange (IQR) des . bis . Quartils. Cut-off Werte der 
Antikörpertiter: GADA   , KU/l; IA-A , KU/l; IAA , µU/l; ICA  JDFU.

Parameter Diagnose MW StdAbw. Median Min. Max. IQR

Alter [Jahre] T1D gesamt 30,9 11,1 29 10 61 13,5

 T1D-EM 30 12,9 27 10 61 16,5

 T1D>1J 33 5,3 31 27 41 8

GADA [KU/L] T1D gesamt 32,6 29,97 33,7 0,2 101,4 47,3

 T1D-EM 34,9 34,3 14,95 0,2 101,4 61,2

 T1D>1J 27,8 18,8 33,7 0,2 52,1 25,2

IA-2A [KU/L] T1D gesamt 89,4 175,4 1,3 0,3 559,9 87,2

 T1D-EM 112,5 208,1 1,3 0,3 559,9 73,6

 T1D>1J 40,02 49,5 0,8 0,3 95,5 93,2

IAA [µU/L] T1D gesamt 2540,3 3820,5 251,4 0,7 13717,1 6034,1

 T1D-EM 1033,8 2186,4 226,3 0,7 8170,2 682,5

 T1D>1J 5768,4 4701,3 6113,3 23,4 13717,1 5878,5

ICA [JDFU] T1D gesamt 45,5 62,1 0 0 160 80

 T1D-EM 45,3 56,3 40 0 160 80

 T1D>1J 45,7 78,1 0 0 160 120
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Die Altersspanne in der Untersuchungsgruppe der TD-Patienten war mit  Jahren 
( bis  Jahren) sehr weit. Das Durchschnittsalter betrug , Jahre (±, Jahre). Das 
Verhältnis von weiblichen zu männlichen Probanden zeigte keinen signifikanten Un-
terschied (Abb. ).

Abbildung : Verteilung der Geschlechter insgesamt und in den untersuchten Gruppen. Kontrollen 
(n=) und Typ  Diabetes (TD)-Patienten insgesamt (n=) , sowie in den Untergruppen TD-EM 
(n=; EM = erstmanifestiert) und TD > J (n=; Gruppe von Patienten mit TD über ein Jahr ). Das 
Signifikanzniveau lag bei p < ,.

In der Gruppe der gesunden Probanden (Tab. ) lag das Durchschnittsalter bei 
  Jahren (± , Jahre). Aufgrund des Gesundheitsstatus waren die Antikörpertiter 
der Kontrollpersonen negativ. Die Anzahl der weiblichen Probanden unterschied sich 
nicht signifikant von der männlicher Probanden (Abb. ).

Tabelle 22: Demographische Daten der Gruppe „Kontrollpersonen (KP)“. Angegeben sind 
Mittelwert (MW), Standardabweichung (StdAbw.), Median, Maximum (Max.), Minimum (Min.) 
und Interquartilrange (IQR) des . bis . Quartils. Cut-off Werte der Antikörpertiter: GADA , KU/
l; IA-A , KU/l; IAA , µU/l; ICA  JDFU.

Parameter Diagnose MW StdAbw. Median Min. Max. IQR

Alter KP 35 10,4 29 24 59 15,5

GADA [KU/L] KP 0,24 0,12 0,15 0,15 0,42 0,24

IA-2A [KU/L] KP 0,31 0,09 0,27 0,27 0,52 0,045

IAA [µU/L] KP 37,65 40,13 32,67 -3,91 115,03 49,97

ICA [JDFU] KP 0 0 0 0 0 0
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Sowohl in der Gruppe der Ak+ Probanden, als auch in der Gruppe der TD-Patienten 
konnten nur drei bzw. vier Probanden aufgenommen werden. Daher war eine statis-
tische Auswertung der Verteilung von männlichen und weiblichen Probanden nicht 
sinnvoll. Außerdem gibt es keine Hinweise auf eine Geschlechtsspezifigkeit bei Typ  
Diabetes. In der Gruppe  der Ak+ Probanden zeigten sich erhöhte Antikörpertiter. Die 
TD-Patienten zeigten dagegen wie erwartet keine erhöhten Ak-Titer, da Typ  Diabe-
tes nicht auf einer autoimmunen Grundlage beruht. Auf Grund der geringen Fallzahl 
innerhalb der beiden Gruppen sind in Tab.  die demographischen Daten jedes Pro-
banden aufgeführt.

Tabelle 23: Demographische Daten der Gruppen „Antikörper positive Probanden (Ak+)“ und 
Typ      Diabetes (TD)-Patienten. Angegeben sind die individuellen Daten. Cut-off Werte der 
Antikörpertiter: GADA , KU/l; IA-A , KU/l; IAA , µU/l; ICA  JDFU.

Parameter  Ak+1 Ak+2 Ak+3  T2D-1 T2D-2 T2D-3 T2D-4

Geschlecht  m m w  w  w  w m

Alter   30 30 26  69 75 50 60

GADA [KU/L]  220,4 92,1 0,4  0,2 0,2 0,8 0,2

IA-2A [KU/L]  163,2 163,2 0,3  0,3 0,3 0,4 0,3

IAA [µU/L]  362,6 964,7 7230,4  15,0 34,7 -5,6 171,1

ICA [JDFU]  320 160 0  0 0 0 0

3.2.2 Identifizierung geeigneter Oberflächen-Aktivierungsmar-

ker 

Aus der Phänotypisierung der Zell-Linien ergab sich, dass nach Stimulation der Linien 
mit dem jeweiligen spezifischen Peptid vor allem die Aktivierungsmarker CD und 
auch CD hochreguliert wurden. Die Expression von dem in der Literatur favorisier-
ten Aktivierungsmarker CD lag erstaunlicherweise deutlich unter der von CD 
(Ox). Für die nachfolgenden Untersuchungen wurden aufgrund dieser Experimente 
die Expression der Aktivierungsmarker CD (leichte Kette des IL- Rezeptors) und 
Ox (aktivierte T-Zellen) bei Pbmc oben beschriebener Probandengruppen nach 



Ergebnisse 81

Stimulation näher analysiert. Die angewendete Inkubationszeit wurde aus Kinetikver-
suchen von PBMC nach Stimulation mit verschiedenen GAD Peptiden und Tetanus 
Toxoid übernommen [].

3.2.3 Optimierung des Nachweises antigenspezifischer T-Lym-

phozyten nach in vitro Stimulation

Die Limitation des Nachweises autoreaktiver T-Zellen im peripheren Blut beruht stets 
auf der sehr geringen Frequenz dieser Zellen. Um die Population der autoreaktiven T-
Zellen anzureichern, wurde nur eine Subpopulation, in der die autoreaktiven T-Zellen 
vermutet wurden, analysiert. In Abb.  ist beispielha dargestellt, durch welche Me-
thoden genau diese Population betrachtet werden konnte. 

Abbildung : Auswertungskriterien zur Optimierung des Nachweises antigenspezifischer T-Zellen. 
a) Dot-Plot mit Forward-Side-Scatter (FSC-SSC). In Region R sind alle Lymphozyten eingegrenzt 
b) Histogramm-Plot mit Region R, mit der die CD+ T-Zellen umfasst werden c) Histogramm-Plot 
mit Region R, mit Hilfe derer die CDRA+ T-Zellen eingegrenzt werden können d) Dot-Plot von 
CDRA und CD. Rot = R, Lila = R, Grün = R.
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Im Forward-Sideward-Scatter Plot (Abb. a) wurde zunächst die Region der Lympho-
zyten eingegrenzt (R; rot gefärbt). Somit gingen sehr große Zellen, wie z.B. Makro-
phagen, nicht weiter in die Analyse mit ein. In einem Histogramm-Plot, auf dem die 
Verteilung von CD-positiven Zellen dargestellt war, konnten dann die CD-positiven 
Zellen eingegrenzt werden (Abb. b; R; lila). Wurden nun die Regionen eins und 
zwei verbunden (R*R), so wurden nur die CD+ Lymphozyten analysiert. In Abb. c 
ist ein weiterer Histogramm-Plot dargestellt, der die Verteilung der CDRA+ Zellen 
beschreibt. Die Region R umfasste die CDRA- Zellen, welche den CDRO+ Zellen 
entsprechen. Mit Hilfe dieser Region konnte der Quadrant bei der Auswertung exakt 
so gelegt werden, dass in den unteren Abschnitten ausschließlich CDRA- Zellen 
analysiert wurden. In Abb. d ist dies durch unterschiedliche Farben der Regionen 
dargestellt. Im Quadranten unten rechts befanden sich somit CD+CDRA-CD+, 
im Quadranten unten links CD+CDRA-CD-. In den oberen Abschnitten waren 
CD+CDRA+ T-Zellen dargestellt, die entweder CD (Ox) positiv oder negativ 
sein konnten.

3.2.4 Einfluss der Co-Stimulation durch Zugabe des monoklo-

nalen anti-CD28 Antikörpers auf die Detektion antigenspezifi-

scher T-Zellen 

Der Einsatz co-stimulatorischer Faktoren könnte bei der Untersuchung autoreaktiver 
T-Zellen sinnvoll sein, da diese Zellen aufgrund der anzunehmenden zahlreichen 
Restimulationen in vivo zumindest teilweise anerg sein könnten. Daher wurde der 
Einfluss von anti-CD an Hand der Expression von Ox (CD) und CD nach 
Stimulation mit Tetanus Toxoid untersucht. Nach Untersuchung der PBMC von fünf 
Probanden kam es in keinem Fall zu einer positiven Auswirkung, das heißt zu keiner 
gesteigerten Ox (CD) und CD Expression durch das Einsetzen von CD An-
tikörpern. Bei den untersuchten Probanden  und  wurde die Expression der beiden 
Aktivierungsmarker sogar gesenkt (Abb. a-b). Der Einsatz von CD Antikörpern 
als zusätzliches co-stimulatorisches Signal hatte bei allen dargestellten Fällen keine 
Auswirkung.
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Abbildung : Einfluss von anti-CD Antikörpern auf die T-Zell Stimulation. Dargestellt ist der 
Prozentsatz an a) Ox (CD) bzw. b) CD exprimierenden T-Zellen von  Probanden nach 
Inkubation der PBMC mit Medium (neg. Kontrolle) bzw. Tetanus Toxoid (TT) mit oder ohne anti-
CD Antikörper (α-CD).
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3.2.5 Phänotypisierung antigenspezifischer Zellen

Nach den in Kapitel .. und .. dargelegten Kriterien wurden pro Proband - 
Datensätze erhoben. In Abbildung  ist dargestellt nach welchen Gesichtspunkten die 
Ergebnisse einer FACS-Messung analysiert wurden. Dabei konnten pro Analyse vier 
verschiedene Zellpopulationen, entsprechend der vier Quadranten (UL, UR, LL, LR), 
betrachtet werden.
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Abbildung 35: Exemplarische Darstellung einer durchflusszytometrischen Messung. Dargestellt 
sind die durch Setzen eines Quadranten entstandenen vier Zellpopulationen. LL = lower right, 
LR = lower right, UL = upper le, UR = upper right.

In Abbildung  ist exemplarisch eine Auswertung bezüglich des Aktivierungsmarkers 
Ox (CD) bzw. CD eines Patienten und einer Kontrolle nach Stimulation mit 
dem PPI-Peptid p (B-) und Tetanus Toxoid dargestellt. 
Aus den Abbildungen ist zu erkennen, dass die durch einen Stimulus aktivierten T-
Zellen in der CDRA--Fraktion lagen und zusätzlich nach rechts gewandert waren 
(Quadrant LR). Dabei kam es bei den PBMC des TD-Patienten nach Stimulation mit 
dem PPI-Peptid p im Gegensatz zur Mediumkontrolle (, ) zu einer hochregulier-
ten Ox Expression (, ). Nach Stimulation mit der Positivkontrolle Tetanus Toxo-
id waren sowohl die PBMC des Patienten (, ) als auch der Kontrollperson (, ) 
durch eine hochregulierte Ox (CD) Expression gekennzeichnet (Abb. a). Die 
Auswertung bezüglich des Aktivierungsmarkers CD (Abb. b) stellte sich auf glei-
che Weise dar. Hierbei konnte jedoch eine positive CD Expression nach Stimulation 
mit Peptid p auch bei der Kontrollperson nachgewiesen werden. Für die Negativkon-
trolle und nach Stimulation mit Tetanus Toxoid ergaben sich vergleichbare Werte wie 
für die Analyse des Aktivierungsmarkers Ox (CD).
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Abbildung : Phänotypisierung der antigenspezifischen T-Zellen. Dargestellt ist der Prozentsatz 
an a) Ox (CD) bzw. b) CD exprimierenden T-Zellen eines TD-Patienten und einer 
Kontrollperson nach Inkubation der peripheren Blutlymphozyten mit Medium (Negativkontrolle), 
PPI-Peptid p (B-) und Tetanus Toxoid.
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3.2.6 Gesamtergebnisse: Kontrollpersonen vs. T1D-Patienten

Box-Plots für die Ox40 bzw. CD25 Expression
Die Analyse der Ox (CD) und CD Expression ergab keine signifikanten Un-
terschiede zwischen Kontrollpersonen und TD-Patienten bezüglich der Expression 
von CD (p = ,). Im Gegensatz dazu konnte eine Expression von Ox nur bei den 
analysierten PBMC von TD-Patienten nachgewiesen werden. Der Unterschied zwi-
schen TD-Patienten und Kontrollpersonen bezüglich der Ox Expression war mit 
p < , hochsignifikant. In Abbildung a ist die CD und Ox (CD) Expres-
sion der beiden Gruppen in Form von Box-Plots dargestellt. Eine detaillierte Darstel-
lung aller Stimulationsindizes  findet sich in Tabelle A- und A- des Anhangs. Ein 
Einfluss der Diabetesdauer auf die Ox Expression konnte bei der Untersuchung der 
TD-Subgruppen (TD-EM vs. TD>J) nicht nachgewiesen werden (Abb. b).

Abbildung : Analyse der Ox (CD) und CD Expression der PBMC von a) Kontrollpersonen 
(n=) im Vergleich zu Typ  Diabetes (TD)-Patienten (n=) b) erstmanifestierten TD-Patienten 
(TD-EM; n= ) im Vergleich zu Langzeit-Patienten (TD>J; n=). Signifikanzniveau: p < ,.
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Anzahl der erkannten Peptide
Im Schnitt wurden bezüglich der, durch eine positive Hochregulierung von CD iden-
tifizierten Peptide, mehr als zwei PPI-Peptide sowohl von TD-Patienten als auch von 
Kontrollpersonen erkannt. Bei der Analyse von Ox fand sich eine T-Zellerkennung 
von mehr als zwei PPI-Peptiden nur bei TD-Patienten. Kein PPI-Peptid war jedoch in 
der Lage eine Ox Expression der PBMC von Kontrollpersonen zu induzieren. Ledig-
lich die PBMC einer Kontrollperson ließen sich durch Peptid  und Peptid  zu einer 
positiven Ox Expression stimulieren (Tab. A- des Anhangs). In Abbildung  ist 
der Mittelwert der erkannten Peptide, bestimmt durch die Expression von CD bzw. 
Ox, dargestellt.

Abbildung : Anzahl der erkannten Peptide. Dargestellt ist die mittlere Anzahl an PPI-Peptiden ±   der 
Standardabweichung, die bei PBMC von Kontrollpersonen bzw. Typ  Diabetes (TD)-Patienten 
eine gesteigerte Ox (CD) bzw. CD Expression induziert haben. Signifikanzniveau: p < ,; 
n.s. = nicht signifikant.

Prävalenz
Im Folgenden wurde die Prävalenz, das heißt der Anteil der Probanden, die gegen 
eines oder mehr der  PPI-Peptide bzw. der ganzen Antigene (Proinsulin, Insulin, B-
Kette) reagierten, bestimmt. Es hat sich bei der Analyse der CD Expression gezeigt, 
dass die gesamten Antigene bzw. die PPI-Peptide von   der Kontrollen und TD-
Patienten erkannt werden (Abb. ). 
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Abbildung : Dargestellt ist die Prävalenz, d.h. der Anteil an Probanden, bei der eine positive 
Ox (CD) bzw. CD Expression der T-Zellen nach Stimulation mit den gesamten Antigenen 
(Proinsulin, Insulin, B-Kette) bzw. den  Präproinsulin-Peptiden (p-) induziert wurde.

Bei der Analyse der Ox Expression wurden die gesamten Antigene von   der 
TD-Patienten erkannt, während   der TD-Patienten die PPI-Peptide p- erkann-
ten. Die Prävalenz bei den Kontrollpersonen war sowohl bei den Antigenen ( ) als 
auch bei den PPI-Peptiden ( ) viel geringer (Abb. ).

Frequenz
Bei der Analyse der von den TD-Patienten erkannten Peptide konnte kein immundo-
minantes Epitop identifiziert werden. Es zeigte sich, dass die Insulin B-Kette und das 
B-Ketten Peptid B- (p) am häufigsten von den TD-Patienten erkannt wurden 
(Abb. ). Alle Peptide, außer Peptid  (B-C), wurden von mindestens einem 
TD-Patienten erkannt. In Abbildung  ist die Frequenz der hochregulierten Ox 
Expression nach Stimulation der PBMC mit den Antigenen Proinsulin, Insulin und 
der Insulin-B-Kette, sowie des PPI-Peptides B-, dargestellt.
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Abbildung : Frequenz der von den Typ  Diabetes (TD)-Patienten am häufigsten erkannten 
Stimuli im Vergleich zu der Frequenz bei Kontrollpersonen. Signifikanzniveau: p < ,; n.s. = nicht 
signifikant.

Bindungsmöglichkeiten
Für jede Kombination von HLA-Allelen könnte es theoretisch verschiedene immun-
odominante Epitope des Autoantigens PräProInsulin geben. Für die Untersuchung, 
ob die von den Patienten erkannten Peptide überhaupt von den TD-assoziierten 
HLA-Allelen präsentiert werden können, wurde zum einen in Zusammenarbeit mit 
Prof. Stevanovic (Universität Tübingen) zum andern über die Syfpeithi-Datenbank 
(www.Syfpeithi.de) eine computersimulierte Bindungsanalyse durchgeführt. Da die 
TD-Patienten möglichst Hla-identisch sein sollten, wurden vor allem Patienten 
mit den HLA-Allelen DRB* und DQB* in die Studie aufgenommen (siehe 
Tabelle , Kapitel .). Es zeigte sich, dass die Präsentation, der am häufigsten erkann-
ten Peptide, theoretisch entweder durch HLA-DRB* oder HLA-DQB* 
möglich war. Durch die theoretisch ermittelten Bindungsaffinitäten (Tab. ) ergab 
sich für das am häufigsten erkannten Peptides B- (p;  ) mit der Sequenz 
YLVCGERGFFYTPKTRR und des überlappenden Peptides B-C (p;  ) mit 
der Sequenz GERGFFYTPKTRREAED eine Bindung an HLA-DQB*. Für die 
Peptide SS-B (p), SS-B (p), C- (p) und C-A (p), die von über   
der TD-Patienten erkannt wurden, konnte eine theoretische Präsentation durch das 
HLA-Allel DRB* zugesprochen werden. Eine Beteiligung der TD-assoziierten 
HLA-Klasse-I Allelen A* an der Peptidpräsentation und demzufolge von CD+ 
T-Zellen ist aufgrund der computersimulierten Bindungsaffinitäten aus Tabelle  na-
hezu auszuschließen.
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Tabelle 24: eoretisch ermittelte Bindungsaffinitäten von PräProInsulin Peptiden an die TD-
assoziierten HLA-A*, DRB* Allele. Die Bindungsaffinitäten für DQB* wurden aus 
der Literatur ermittelt [, ,].
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3.2.7 Qualitätskontrollen der Populationsstudie 

Korrelation zwischen CD25 und Ox40
Aus den Analysen der hochregulierten Aktivierungsmarker Ox (CD) und CD 
nach Stimulation mit der Positivkontrolle Tetanus Toxoid, konnte eine stark positive 
Korrelation, mit einem Korrelationskoeffizienten von r = , zwischen den beiden 
Aktivierungsmarker nachgewiesen werden (Abb. ). 

Abbildung : Korrelation zwischen den Aktivierungsmarkern Ox (CD) und CD nach 
Stimulation mit Tetanus Toxoid. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der Stimulationsindizes. 
r = Korrelationskoeffizient; TD = Typ  Diabetes.

Positivkontrolle und Kontrollpeptid
Es hat sich gezeigt, dass bezüglich der Ox Expression keine signifikanten Unter-
schiede zwischen TD-Patienten und Kontrollpersonen nach Stimulation mit dem an-
tisense Kontrollpeptid bzw. der Tetanus Toxoid Positivkontrolle nachzuweisen waren. 
Alle  untersuchten Probanden dieser Gruppen, mit Ausnahme von Proband Nr.  
(siehe Anhang Tab. A-), zeigten eine Ox Hochregulation nach Stimulation mit 
Tetanus Toxoid. Im Gegensatz dazu kam es, wie erwartet, in keiner Gruppe zu einer 
Stimulation durch das antisense Kontrollpeptid. In Abb.  sind die Box-Plots zu die-
sen Ergebnissen dargestellt.
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Abbildung : Ox Expression nach Inkubation mit dem antisense Kontrollpeptid bzw. mit 
Tetanus Toxoid bei Kontrollpersonen im Vergleich zu TD-Patienten. Signifikanzniveau: p < ,; 
TD = Typ  Diabetes; n.s. = nicht signifikant.

Sensitivität und Spezifität
Zur Beurteilung der Sensitivität und Spezifität der Ox (CD) Expression, hinsicht-
lich der Sicherung der Diagnose eines stattfindenden Autoimmunprozesses, wurde die 
Summe aller erhobenen Stimulationsindizes jedes einzelnen Probanden herangezo-
gen. In Abbildung  sind die Mittelwerte der Summen der Gruppen TD und „nicht 
TD“ dargestellt. Als pathologischer Grenzwert wurde der Mittelwert der gesunden 
Probanden (∑ = ,) definiert.
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Abbildung : Im Schnitt bei den Typ  Diabetes-Patienten (TD; n = ) und der Kontrollpopulation 
(n = ) erzielte Summe der Stimulationsindizes   ±  Standardabweichung bei der Analyse von Ox. 
Signifikanzniveau: p < ,.
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Die Analyse der Daten ergab bezüglich des definierten Grenzwertes folgende Vertei-
lung in einer Vierfeldertafel (Abb. ):
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Abbildung : Vierfeldertafel entsprechend des definierten pathologischen Grenzwertes (∑SI  =  ,) 
für eine bestehende Autoimmunreaktion. ∑SI = mittlere Summe der Stimulationsindizes (der 
Kontrollgruppe).

Aufgrund der Ergebnisse der Vierfeldertafel konnte für die Beurteilung des Grenz-
wertes , eine Sensitivität von , und eine Spezifität von , errechnet werden. Um 
diesen Grenzwert als Schwelle zur Identifikation eines Probanden mit einer TD-asso-
ziierten Autoimmunreaktion weiter zu bestätigen, wurde eine ROC-Kurve analysiert.

ROC-Analyse 
Die ROC-Kurve („Receiver Operating Characteristic“) stellt die Sensitivität gegen 
den Komplementärwert der Spezifität dar. So ist eine Bewertung der Vorhersagekra 
durch die Analyse des Zusammenwirkens von Sensitivität und Spezifität möglich. Eine 
Kurve entsprechend einer Winkelhalbierenden von ° entspricht hierbei einem diag-
nostischen Wert ohne Vorhersagekra. Ein Maß für die Vorhersagekra eines Tests ist 
die Fläche unter der Kurve, die mit zunehmender „Bauchigkeit“ der Kurve steigt. Der 
Maximalwert würde  und bei fehlender Vorhersagekra , betragen. Die optimale 
Kombination aus Sensitivität und Spezifität wurde durch Verschieben der Winkelhal-
bierenden bis zum äußersten Schnittpunkt mit der Kurve ermittelt (Abb. ; in der 
Grafik grün aufgetragen). 
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Abbildung : Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurve für den Aktivierungsmarker a) Ox 
bzw. b) CD, die mittels der Summen der Stimulationsindizes bei Typ  Diabetes-Patienten (n = ) 
und der Kontrollpopulation (n = ) bestimmt wurde.

Für die Erstellung einer ROC-Kurve bezüglich der Analyse von Ox bzw. CD, wur-
de die Summe aus allen erhaltenen Datensätzen jedes Probanden, mit Ausnahme von 
Negativkontrolle, Kontrollpeptid und Tetanus Toxoid, in die Analyse aufgenommen. 
Für den Aktivierungsmarker Ox betrug die Fläche unter der Kurve , mit einem 
 -Vertrauensintervall von , bis ,. Im Schnitt ergab sich bei der Kontrollpo-
pulation eine Summe der Stimulationsindizes von ∑ = ,. Die ROC-Analyse lieferte 
einen Schwellenwert von ,. Dieser ermittelte Grenzwert ergab eine um , Punkte 
niedrigere Sensitivität (, ) als bei der Vierfelder-Tafel. Jedoch ergab sich daraus 
eine um  Punkte auf   gestiegenen Spezifität. Eine gesunde Kontrollperson wurde 
damit durch diesen Test zu   als richtig gesund eingestu. Im Schnitt ergab sich für 
die TD-Patienten eine Summe der Stimulationsindizes von ∑ =  (siehe Abb. ). Mit 
einer Summe von ∑ =  konnte ein Patient zu   als krank identifiziert werden. Für 
den Aktivierungsmarker CD konnte keine Aussage getroffen werden, da die Fläche 
unterhalb der ROC-Kurve mit , zu niedrig war.
Damit konnte nachgewiesen werden, dass die Betrachtung der Hochregulierung des 
Aktivierungsmarkers Ox eine gute diagnostische Aussage in der untersuchten 
Gruppe hinsichtlich der Identifizierung autoreaktiver T-Zellen bei Typ  Diabetes hat-
te. 

1 - Spezifität

1,00,75,50,250

Se
ns

iti
vi

tä
t

1,00

,75

,50

,25

0

Fläche unter der Kurve:
a=0,828

Fläche unter der Kurve:
a=0,64

1,00,75,50,250

Ox40 CD25



Ergebnisse 95

Beurteilung der Doppelwerte
Es hat sich gezeigt, dass die Differenzen zwischen den Doppelwerten nicht stark von 
einander abwichen. Bei der Analyse von Ox ergaben sich im Median Differenzen 
der Doppelwerte von ,  (Interquartilrange (IQR) = ,). Wobei eine minimale 
Differenz von , und eine maximale von ,  erzielt wurde. Für die Analyse 
der CD Messungen ergab sich ein Median von , ( IQR = ,) bei einem Minimum 
von ,  und einem Maximum von , . 

3.2.8 Beschreibung der Autoantikörper positiven Probanden 

Die Gruppe der Ak+ Probanden umfasste drei Personen, die nach Identifizierung von 
erhöhten Autoantikörper-Titern ein gesteigertes Risiko besaßen, an TD zu erkranken 
(siehe Tab.  Kapitel .). Der Antikörperstatus von Ak+ Proband  zeigte bei allen 
vier untersuchten Autoantikörpern einen stark über dem Cut-Off liegenden Titer. 
Hinsichtlich der Expression von Ox (CD) konnte eine positive Expression durch 
 Stimuli (Antigen, PPI-Peptide) induziert werden (siehe Tabelle ). Der Proband  
wies ebenfalls einen erhöhten Antikörper Titer von allen untersuchten Autoantikör-
pern auf. Hier konnte nur durch Peptid  (C-) eine Aktivierung der T-Zellen erzielt 
werden. Der Proband  war durch einen sehr hohen Titer von Insulin-Antikörpern 
(IAA) charakterisiert. Die anderen untersuchten Autoantikörper-Titer waren negativ 
(siehe Tab. ). Die T-Zellen dieses Probanden ließen sich durch die Peptide der Verbin-
dungssequenz zwischen C-Peptid und A-Kette (p-) induzieren. Insgesamt konnten 
bei den PBMC aller drei Ak+ Probanden Reaktivitäten gegen die Verbindungssequenz 
von C-Peptid und A-Kette nachgewiesen werden. Die pro Proband berechnete Summe 
der Stimulationsindizes, die aus allen eingesetzten Stimuli, außer der Negativkontrol-
le, des Kontrollpeptides und Tetanus Toxoid, berechnet wurde, ergab für Proband  
∑ = ,, für Proband  ∑ = , und für Proband  ∑ = ,. Bezüglich der ROC-Kurve 
aus Kapitel .. wären die Probanden  und  sicher in die Gruppe der Probanden, 
bei denen eine Autoimmunreaktion abläu, eingeteilt worden. 
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Tabelle 25: Ox (CD) Expression nach Stimulation der peripheren Blutlymphozten von drei 
autoantikörperpositiven (Ak+) Probanden. Dargestellt sind die Mittelwerte der Stimulationsindizes 
(SI). Ein SI ≥  (orange) wurde als positiv gewertet. p = Peptid; TT = Tetanus Toxoid.

Ox40-Expression [SI]    Prädiabetiker     
Antigen    41  42  43

Proinsulin    9,3  1,1  1,4

Insulin    3,6  0,5  1,3

Insulin B-Kette    7,4  1,0  2,4

p1     0,7  0,4  1,3

p2     1,1  0,7  1,3

p3     4,1  0,5  2,1

p4     1,3  0,1  0,1

p5     0,3  0,1  0,1

p6     1,7  0,2  0,2

p7     2,6  0,8  1,5

p8     1,9  0,3  1,9

p9     9,8  0,3  1,9

p10     5,9  1,1  2,3

p11     2,3  0,9  2,3

p12     4,6  0,7  2,3

p13     2,4  1,0  1,5

p14     1,6  0,6  1,9

p15     1,9  0,8  2,0

p16     1,8  3,0  3,0

p17     5,1  0,9  3,8

p18     1,8  1,3  3,0

p19     4,2  0,7  2,4

p20     1,6  0,8  2,5

p21     1,5  1,6  2,5

TT     26,6  15,5  15,5 
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3.2.9 Beschreibung der T2D-Patienten 

Die Gruppe der TD-Patienten umfasste vier Probanden (Nr. -), die keine autoim-
mune Grundlage des Diabetes aufwiesen (siehe Tabelle  Kapitel .). Hinsichtlich der 
Analyse der Ox Expression war kein Stimulus in der Lage die T-Zellen der Proban-
den zu aktivieren (Tab. ). Bezüglich der ROC-Kurve konnten alle Probanden in die 
Gruppe der Probanden, die keine Autoimmunreaktionen aufweisen eingeteilt werden, 
obwohl durch eine längere Insulinbehandlung eine dauerhae „Impfung“ mit einem 
Antigen erfolgte 

Tabelle 26: Ox (CD) Expression nach Stimulation der peripheren Blutlymphozten von den 
vier TD-Probanden. Dargestellt sind die Mittelwerte der Stimulationsindizes (SI). SI ≥  (grün) 
wurde als positiv gewertet. p = Peptid; TT = Tetanus Toxoid

Ox40 Expression [SI]     T2D     
Antigen   37  38  39  40

Proinsulin   0,9  0,6  2,1  1,4

Insulin   0,6  0,6  0,6  0,4

Insulin B-Kette   0,2  1,4  1,6  0,8

p1    1,0  0,6  1,0  0,7

p2    0,2  0,5  0,9  0,6

p3    0,7  0,6  0,8  0,8

p4    0,8  0,7  0,9  1,0

p5    0,8  0,5  0,9  0,5

p6    0,8  0,9  0,6  0,3

p7    0,9  0,6  1,4  0,3

p8    0,6  0,7  0,8  0,4

p9    0,6  0,6  0,6  0,3

p10    0,8  0,6  0,7  0,6

p11    0,4  0,7  2,8  0,6

p12    0,2  0,5  0,8  0,8

p13    1,1  0,5  0,9  0,7

p14    1,0  1,8  0,8  0,6

p15    0,4  0,5  0,5  0,4

p16    0,9  0,5  0,8  0,6

p17    1,0  0,7  0,6  0,3

p18    1,2  0,7  0,6  0,3

p19    0,9  0,5  0,4  0,8

p20    1,0  0,6  0,8  0,5

p21    1,0  0,6  0,5  0,1

TT    0,7  0,7  38,8  10,6 
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4 Diskussion

Organspezifische Autoimmunerkrankungen, wie z.B. Typ  Diabetes, sind gekenn-
zeichnet durch eine T-zelluläre Infiltration der betroffenen Organe, das Aureten 
organspezifischer Autoantikörper, eine genetische Prädisposition und das Aureten 
weiterer organspezifischer Erkrankungen. Klar ist, dass der Phänotyp durch T-Lym-
phozyten übertragen werden kann. Deshalb ist die Identifizierung der autoreaktiven 
Zellen und auch die Aulärung der Mechanismen, die zur Aktivierung dieser Zellen 
führen, für eine frühzeitige Diagnose und somit auch für die Prävention von entschei-
dender Bedeutung sind. 
In der vorliegenden Studie konnten Mechanismen für eine Aktivierung proinsulinspe-
zifischer autoreaktiver T-Zellen anhand einer detaillierten Analyse putativ autoreak-
tiver Zellen auf Ebene von T-Zell-Linien analysiert werden. Zum anderen wurde eine 
Querschnittstudie an definierten Kohorten zur Identifizierung autoreaktiver T-Zellen 
durchgeführt.
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4.1 T-Zell-Linien

4.1.1 Zusammenfassung

Insgesamt konnten zwei HLA-DRB* restringierte T-Zell-Linien, SD. und 
SDc, generiert werden. In Abbildung  ist die Sequenz der beiden identifizierten 
immunogenen Epitope, gegen die die beiden Linien spezifisch reagierten, dagestellt.

Abbildung :  Aminosäuresequenz des Proinsulin Moleküls und die Lage der immunogenen 
Peptide, gegen die die Reaktion der T-Zell-Linien SD. bzw. SDc gerichtet war.

Bei Linie SD. handelte es sich um eine Linie, die spezifisch für das sehr cystein-
haltige Ende der A-Kette (A-) war. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse kann davon 
ausgegangen werden, dass die Linie durch einen eher  Phänotyp gekennzeichnet 
war. Mit der Linie SD. konnte eine insulinspezifische Linie generiert werden, deren 
Spezifität nicht nur durch den stattfindenden Autoimmunprozess, sondern auch durch 
die exogene Insulin-Applikation, die zum Zeitpunkt der Untersuchung drei Monate 
andauerte, induziert sein könnte. 
Im Gegensatz dazu konnten die Zellen der generierten T-Zell-Linie SDc als proinsul-
inspezifisch bezeichnet werden. Dieser Klon war durch ein -Zytokinprofil mit einer 
dominanten IL- und IFNγ Sekretion gekennzeichnet. Das identifizierte immunogene 
Peptid, waren vor allem durch die Beteiligung der Aminosäuren der Verbindungsse-

B-Kette C-Peptid A-Kette
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

QCCTSICSLYQLENYCN

AGSLQPLALEGSLQKRG

aliphatisch schwefelhaltig aromatisch
neutral sauer basisch
Iminosäure

Enzymatische Schnittstelle

Strukturklasse der Aminosäuren:

Peptid 21 (A5-21)

Peptid 17 (C18-A1)

Aminosäuresequenz des Proinsulinmoleküls

SD32.5

SD52c1
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quenz zwischen C-Peptid und A-Kette gekennzeichnet. Die letzten drei Aminosäuren 
des durch die Linie SDc identifizierten immunogenen Proinsulin-Peptides C-A 
AGSLQPLALEGSLQKRG beinhalt die Aminosäuren, die bei der Spaltung des Proin-
sulins in Insulin beteiligt sind. Dabei stellt die letzte Aminosäure – Glycin - die Stelle 
dar, an der die Spaltung durch die Prohormon Convertase II erfolgt []. Die beiden 
Aminosäuren Lysin (K) und Arginin (R) werden in vivo durch die Carboxypeptidase 
H abgespalten []. Die durch Alanin-Scan-Peptide identifizierten Ankerpunkte, die 
für die Aktivierung der Zellen dieser Linie essentiell waren (PLALEGSLQK) existieren 
bei der „normalen“ Prozessierung also nur als ein kurzlebiges Zwischenprodukt in den 
β-Zellen während der Reifung von Insulin (Abb. ). 

Abbildung : Schematische Darstellung der Insulin-Biosynthese und des Zeitpunktes an dem 
die durch die Linien SD. bzw. SDc identifizierten imunogenen Peptide A- bzw. C-A 
entstehen können. braun: Insulin-B-Kette; blau: Proinsulin-C-Peptid; orange: Insulin-A-Kette; rot: 
enzymatische Schnittstellen; S=S: Disulfidbrücken; ER = Endoplasmatisches Retikulum
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Daher bestand kein Zweifel, dass diese T-Zell-Linie eine TD-assoziierte Linie war, 
deren Zellen in vivo bei der Prozessierung des Hormons Insulin geprimed wurden und 
dass die Spezifität dieser Linie nicht durch die exogene Insulin-Applikation induziert 
werden konnte. Außerdem konnte hier die natürliche Prozessierung dieses Peptides 
aus dem Proinsulin-Molekül nachgewiesen werden. 

4.1.2 Zytokinmuster verschiedener Zell-Populationen

Aus den isolierten peripheren Blutlymphozyten eines Patienten wurde zunächst eine 
Zytokinanalyse durchgeführt. Dabei wurden drei verschiedene Zellpopulationen 
(PBMC, CD+CDRA+ und CD+CDRA-) im Kurzzeit-Test mit Proinsulin (PI), 
Insulin (I), Insulin A- und B-Kette und  überlappende Peptiden stimuliert (siehe 
Kapitel ..).
Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation sowohl der PBMC als auch der un-
tersuchten T-Zell-Subpopulationen mit verschiedenen Präproinsulin Präparaten vor 
allem eine -Antwort induzierte, die durch eine klare Dominanz des inflammatori-
schen Zytokins IFNγ charakterisiert war. Die verschiedenen Subpopulationen konn-
ten durch die Peptide der PPI-Signalsequenz (Peptid p und p), der Insulin A-Kette 
(Peptid p und p), vor allem aber gegen Peptide der Verbindungssequenz zwischen 
C-Peptid und Insulin A-Kette (Peptid p und p) aktiviert werden. 
-Zellen sind durch die Produktion von IFNγ gekennzeichnet. Sie vermitteln die 
zellulären inflammatorischen Immunantworten. Im Gegensatz dazu produzieren  
Zellen große Mengen an IL-, IL- und IL- und sind vor allem bei Allergien nach-
weisbar [, ]. So führt eine Disbalance der von - und -Zellen sezernierten 
Zytokine zu einer Ausbildung einer pathogenen Reaktion [, ]. Das Gleichgewicht 
von  zu  hat sich bei den in diesem Versuch untersuchten Zellsubpopulationen 
deutlich in Richtung  verschoben. Daher ist zum Zeitpunkt der Analyse primär 
von einer inflammatorischen Immunantwort auszugehen.
Eine Aktivierung der Zellen der untersuchten Zell-Populationen durch das komplette 
Antigenmolekül (Insulin und Proinsulin) war nicht zu detektieren. Diese Tatsache 
wurde schon von Durinovic-Bell und Ellis beschrieben, die in Proliferationsanalysen 
ebenfalls keine detektierbaren Reaktionen gegen Proinsulin und Insulin in verschiede-
nen T-Zell-Subpopulationen bei TD-Patienten nachweisen konnten [, ]. 
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4.1.3 Etablierung spezifischer T-Zell-Linien

Wie oben bereits dargelegt, konnten zwei epitopspezifische T-Zell-Linien (SD. 
und SDc) generiert werden. Linie SD. war spezifisch gegen ein Epitop, das sich 
am Ende der Insulin A-Kette, A-, befindet. Im Falle der Linie SDc konnte eine 
Spezifität gegen das PPI-Peptid C-A, das am Ende des C-Peptides beginnt und bis 
in die A-Kette reicht, nachgewiesen werden. Auch aus früheren Untersuchungen der 
Memory-T-Zell Antwort gegen überlappende Peptide des Präproinsulins, zeigten ge-
sunde Kinder und Kinder mit nur einem Autoantikörper (geringes TD Risiko) eine 
überwiegende Reaktion gegen diese zwei Epitope []. 
Für die Selektion der Peptide, mit denen die T-Zell-Linien generiert werden sollten, 
wurden die von Geluk beschriebenen Bindungsaffinitäten verschiedener Proinsulin-
peptide [] berücksichtigt. Eine weitere Selektion der für die Generierung von T-
Zell-Linien in Frage kommenden Zellen wurde aus dem oben beschriebenen initialen 
Kurzzeit-Versuch ermittelt. 
Die Charakterisierung von autoreaktiven T-Zellen durch Generierung von T-Zell-Li-
nien wird kontrovers diskutiert. Zum einen können die T-Zellen durch die Langzeit-
Bedingungen in vitro modifiziert werden. Jedoch ist eine genaue Charakterisierung 
dieser T-Zellen, die eine gewisse Menge an gleichartigen Zellen erfordert, ohne diese 
Methode nicht möglich. Die hier angewendete Methode zur Generierung von T-Zell-
Linien basierte auf wiederholten Restimulationszyklen für die Selektion von spezifi-
schen T-Zellen und einer Expansionsphase in der IL- zugeführt wurde. Derzeit gibt 
es mehrere Publikationen, in denen eine Methode zur Charakterisierung von T-Zellen 
angewendet wird, die einen Kompromiss zwischen ex vivo Versuch und Langzeit-
Kulturen darstellen. Hierbei handelt es sich um die Generierung von sogenannten 
Kurzzeit-Linien. Hierbei werden PBMC zunächst für - Tage mit einem Antigen 
stimuliert. Anschließend erfolgt der erste Restimulationsschritt. Jedoch wird im Ge-
gensatz zu der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Vorgehensweise nun sofort 
IL- hinzugefügt []. Dabei ist die Ausbeute an spezifischen T-Zell-Linien sehr hoch. 
In der vorliegenden Studie konnte aber nachgewiesen werden, dass die gleichzeitige 
Anwesenheit von IL- und Antigen vor allem bei der ersten Restimulation zu unspezi-
fischem Wachstum der Linie führen konnte. Außerdem kam es durch eine Restimula-
tion an einem zu frühen Zeitpunkt zu einer Apoptose der T-Zellen, wobei die T-Zell-
Linie verloren ging. Hesse beschreibt hierzu in einer früheren Studie die Avidität eines 
T-Zell-Klons als eine Funktion des Aktivierungszustandes []. Sie konnte nachweisen, 
dass sich die Schwelle für eine Aktivierung und somit auch die Funktionalität der T-
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Zelle in zyklischen Abständen verändert. Dies ist eine Funktion der Zeit nach Anti-
genstimulation. Entsprechend der Literatur wurde in der vorliegenden Studie ebenfalls 
eine Restimulationszeit von  Tagen eingehalten [, ]. 

4.1.4 Spezifität der T-Zell-Linien

Bei beiden Linien zeigte sich ein dosisabhängiger Anstieg der Proliferation und auch 
der Zytokinsekretion. Daher ist von einem zur Signalstärke, d.h. der Konzentration 
des eingestezten Peptides, proportionalen Anstieg auszugehen. Die Affinität der bei-
den Linien zu ihrem stimulierenden Peptid war sehr hoch. Bei Linie SD. konnte 
schon nach Zugabe von , µg/ml Peptid (A-) eine positive Stimulation nachgewie-
sen werden. Es konnte also vermutet werden, dass eine Stimulation auch noch durch 
eine geringere Konzentration an Peptid A- zu einer positiven Aktivierung führen 
würde. Die Linie SDc war weniger affin. Sie zeigte erst bei einer eingesetzten Pep-
tidkonzentration von , µg/ml eine positive Reaktion. Die Konzentration, bei der die 
halbmaximale Proliferation erreicht wurde, war bei beiden Linien jedoch gleich. 
Die in dieser Studie generierten Linien zeichneten sich auch durch ihr spezifisches 
Zytokinprofil aus. Während bei Linie SD. von Anfang an IFNγ das dominante 
Zytokin war, sezernierte SDc vor allem Interleukin (IL)-. Bei SD. zeigte sich 
ebenfalls eine hohe Sekretion von IL-, jedoch war diese quantitativ weitaus geringer 
als die Sekretion von IFNγ. Eine IL- Sekretion konnte bei beiden T-Zell-Linien nicht 
nachgewiesen werden. Im ELISA galt dies auch für IL-. Lediglich bei der intrazellulä-
ren Färbung bei SD. konnte bei einigen T-Zellen eine IL- Sekretion nachgewiesen 
werden. Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, dass es sich bei SD. eher um 
eine -Linie handelt, da IFNγ das dominante Zytokin war. Das Zytokinprofil von 
SDc entspricht eher einem -Profil. Nach den ersten Restimulationen zeigte sich 
bei Linie SD noch ein –Muster mit einer dominanten IL- Sekretion aber kei-
ner nachweisbaren IFNγ-Sekretion. Der Verlust dieses Musters ist vor allem auf die 
Kulturbedingungen zurückzuführen. Dabei wurde durch IL- Zugabe ein -Milieu 
geschaffen. Die meisten in der Literatur beschriebenen diabetogenen T-Zell-Klone sind 
durch einen  oder  Phänotyp gekennzeichnet, wobei die Zytokine IFNγ, TNFα, 
IL- und manchmal auch IL- sezerniert werden [, ]. Für die Entwicklung von 
Immuntherapien wäre es interessant zu versuchen, diese etablierten -Klone in vitro 
in -sezernierende Zellen zu modifizieren. Idealerweise könnten so zerstörerische 
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inflammatorische  Zellen in schützende regulatorische Zellen umgewandelt wer-
den, die dann vielleicht eine Diabetes Entwicklung verhindern könnten.

4.1.5 Natürlich prozessierte Epitope

Eine Prozessierung und Präsentation der Peptide aus dem gesamten Proinsulin-Mole-
kül durch autologe PBMC konnte nicht nachgewiesen werden. Durch die Verwendung 
angereicherter HLA-identischer dendritischer Zellen (DC) als antigenpräsentierende 
Zellen konnte jedoch ein anderes Ergebnis erzielt werden. Dabei zeigte sich, dass so-
wohl das SD. stimulierende Peptid A- als auch das SDc stimulierende Peptid 
C-A- tatsächlich aus dem Proinsulin-Molekül prozessiert werden konnten. Im pe-
ripheren Blut sind dendritische Zellen in einer sehr geringen Frequenz zu finden. Da 
jedoch auch B-Zellen und Makrophagen als professionelle antigenpräsentierende Zel-
len gelten, sollten auch PBMC die beiden Peptide in ausreichender Menge prozessieren 
und präsentieren können. Aus den voliegenden Ergebnissen kann jedoch geschlossen 
werden, dass ausschließlich die dendritischen Zellen, zumindest im Kontext Autoim-
munität, an der Präsentation immunogener Peptide beteiligt sind. Dendritische Zellen 
gelten als Wächter des Immunsystems, die Antigene abfangen und prozessieren, co-
stimulatorische Moleküle für die Lymphozyten Aktivierung tragen, in die lymphati-
schen Organe einwandern und Zytokine sezernieren, um die Immunantwort in Gang 
zu bringen []. In der Literatur gelten sie daher als die potentesten antigenpräsentie-
renden Zellen []. Die Anzahl der Peptid präsentierenden professionellen APC, d.h. 
der dendritischen Zellen, in den peripheren Blutlymphozyten ist somit wahrscheinlich 
viel zu gering. Da auch mehrere Epitope aus dem Proinsulin prozessiert werden, ist 
die Konzentration der für die Aktivierung der Linien benötigten Peptide ebenfalls 
zu gering. Der Mangel an dendritischen Zellen als antigenpräsentierende Zellen im 
peripheren Blut könnte auch die Erklärung dafür sein, dass die durch Proliferations-
Assays gemessenen Reaktivitäten gegen verschiedene Antigene bei vielen Studien nicht 
zu detektieren waren [, , ].
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4.1.6 Restriktionsanalyse 

Inhibition durch anti-HLA-DR und -DQ
Der HLA-Haplotyp des untersuchten Patienten war durch die TD-assoziierten HLA-

Allele DRB* und DQB* (DQ) charakterisiert. Die Untersuchung des Re-
striktionselementes ergab, dass sowohl SD. als auch SDc nicht durch HLA-DQ 
sonderen durch HLA-DR restringiert waren. Für die Diabetessuszeptibiltät ist vor al-
lem die Expression verschiedener HLA-Allele von Bedeutung. Dabei ist der Haplotyp 
HLA-DR/ zusammen mit HLA-DQ/ der mit dem höchsten TD-Risiko [, ]. 
Die stärkste Assoziation wird jedoch durch die Aminosäure-Position  der HLA-DQ 
(DQA*, DQB*) B-Kette determiniert. Eine Asparaginsäure an dieser Positi-
on wirkt protektiv []. Demgegenüber erhöht ein neutraler Aminosäurerest, wie z.B. 
Alanin, Serin oder Valin, das Risiko für Diabetes. Dabei führt dieser neutrale Ami-
nosäurerest zu einer positiven Ladung der für die Peptidbindung wichtigen Tasche P 
[]. Diese Nicht-Asparaginsäure an Position  des DQ-Alleles wird demzufolge mit 
einem gesteigerten TD-Risiko assoziiert. 
Es zeigte sich jedoch, dass keine der etablierten Linien HLA-DQ restringiert war. Dies 
könnte bedeuten, dass HLA-DR das Molekül ist, das an der direkten Epitoppräsen-
tation beteiligt ist. Die HLA-DQ kodierten Moleküle würden somit die Interaktion 
der Effektorzellen mit den zu zerstörenden pankreatischen β-Zellen auf eine andere 
Weise beeinflussen. Dies könnte auch der Grund dafür sein, dass das TD-Risiko für 
das HLA-Allel DR relativ gering ist. Jedoch wird durch eine parallele Expression 
bestimmter DQ-Allele das Risiko in der Art moduliert, dass die TD-Suszeptibilität 
steigt. Demnach ist das Vorhandensein von DRB* zusammen mit DQB* 
bzw. DRB* zusammen mit DQB* erforderlich. 

Spezifische HLA-Restriktion
Bei der detailierten Analyse des Restriktionselementes konnte für die Linie SD. das 
HLA-DRB* Molekül definiert werden. Aufgrund dessen, dass der hier untersuch-
te Patient homozygot für HLA-DRB* war und weil Undlien dieses HLA-Molekül 
als das am stärksten TD-assoziierte HLA-DR-Allel [] definierte, war die identifi-
zierung von HLA-DRB* ein erwartetes Ergebnis. 
Die Analyse des Restriktionselementes von SDc hingegen lieferte uns keine eindeu-
tigen Ergebnisse. Nachdem das HLA-DR-Molekül im Inhibitionstest mit monoklona-
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len Antikörpern gegen HLA-DR, HLA-DQ und HLA-Klasse-I als Restriktionselement 
ermittelt werden konnte, wäre auch hier zu erwarten, dass die Antigenpräsentation des 
HLA-DRB* homozygoten Patienten wie bei der Linie SD. durch DRB* 
erfolgte. In Teilen konnte dies auch nachgewiesen werden, wobei sich eine dominan-
te Peptidpräsentation durch HLA-DRB* zeigte. Dabei konnte eine Aktivierung 
der T-Zellen von SDc mit HLA-DRB*-transfizierten Maus-Fibroblastenlinien 
bzw. EBV-transformierten B-Zell-Linien als antigenpräsentierende Zellen induziert 
werden. Aus den Stimulationsversuchen mit HLA-DRB* transfizierten Maus-
Fibroblastenlinien bzw. EBV-transformierten B-Zell-Linien als antigenpräsentierende 
Zellen, konnte jedoch auch HLA-DRB* als ein mögliches Restrikrionselement der 
Linie SDc definiert werden. Diese zusäzliche B-Kette (HLA-DRB) bildet mit der 
A-Kette ebenfalls ein funktionsfähiges HLA-DR-Heterodimer. Dieses Heterodimer, 
auch HLA-DR genannt, kann in mehrere Subklassen eingeteilt werden. Diese un-
terscheiden sich durch einzelne Aminosäuresubstitutionen. Die Beteiligung des HLA-
DRB* Moleküls an der Präsentation diabetogener Epitope konnte auch schon von 
Huck beschrieben werden [].

4.1.7 Epitop Mapping

SD32.5
Die Suche nach dem kleinsten bindenden Epitop des Peptides A-, das die Linie 
SD. aktiviert, konnte nicht eindeutig festgestellt werden. Aus den Ergebnissen der 
Stimulation mit den  überlappenden Peptiden zeigte sich, dass das Epitop in der 
Überlappungssequenz der Peptide p- beginnt. Eine weitere Eingrenzung war leider 
nicht möglich, da die Synthese von Alanin-Scans aufgrund der vielen Cysteine (C), 
die durch Ausbildung von Disulfidbrücken miteinander eine feste Bindung eingehen 
und so die Konformation des Peptides ändern, fehlschlug. Das von der Linie SD. 
erkannte Peptid A- wurde bisher in der Literatur lediglich von Durinovic-Belló und 
Raju beschrieben [, ]. Eine starke Bindungsaffinität dieses Peptides (A-) mit 
HLA-DRB* konnte jedoch bereits von Geluk nachgewiesen werden [], wobei die 
vorliegenden Ergebnisse dies unterstützen.
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SD52c1 Alanin Scan
Aus den Analysen der bindenden Elemente des Peptides C-A (p) an antigenprä-
sentierende Zellen bzw. den T-Zell-Rezeptor ging hervor, dass die um  Aminosäuren 
überlappenden Peptide C- (p) bzw. C-A (p) nicht in der Lage waren, die 
Zellen von SDc zu aktivieren. Die genaue Definition der für die Bindung wichtigen 
Aminosäuren erfolgte durch die Stimulation mit verschiedenen Alanin-substituierten 
Peptiden von C-A. Dabei wurde der Austausch der Aminosäuren an bestimmten  
Positionen  toleriert, an anderen Positionen bewirkten sie jedoch einen fast vollstän-
digen Abfall des Stimulationspotentials. Auf diese Weise konnten sieben Positionen 
des Peptides C-A als essentielle Kontaktstellen für die TZR- bzw. MHC-Bindung 
definiert werden, wodurch die Sequenz PLALEGSLQK als minimales Epitop identifi-
ziert werden konnte. In der Literatur ist das Epitop C-A schon durch verschiedene 
Autoren als immunodominant beschrieben worden [, ]. Eine genauere Charakte-
risierung dieses Epitopes wurde von Congia anhand des HLA-DR transgenen Maus-
modelles durchgeführt []. Hierbei wurde die, im Vergleich zu der in der vorliegenden 
Arbeit definierten und um die amino-terminale Aminosäure Prolin kürzere, Sequenz 
LALEGSLQK als minimales Epitop definiert. 
Die Spezifität der Peptidbindung an HLA-DRB* basiert auf Interaktionen der 
Seitenketten mit den passenden Aminosäureresten in den Bindungstaschen P, P, 
P, P und P (P=Pocket). Die Reste der übrigen Aminosäuren zeigen nicht in Rich-
tung MHC-Bindungsstelle. Diese Aminosärereste können daher die TZR-Bindung 
bewerkstelligen [, ], wobei sie mit den Bindungstaschen P, P, P, P, P und 
P des T-Zell-Rezeptors interagieren. Die Bindungsmotive, die von Hammer für 
HLA-DRB* beschrieben sind, passen nicht zu Peptid C-A []. Jedoch ergab 
ein Vergleich mit den computersimulierten Bindungsaffinitäten aus der SYPHPEITHI-
Datenbank (www.syphpeithi.de) eine sehr starke Bindungsmöglichkeit des Peptides 
C-A an HLA-DRB*. In Abbildung  ist die Bindung des Peptides C-A an 
HLA-DRB* und den T-Zell-Rezeptor schematisch dargestellt.
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Abbildung : Schematische Darstellung der Interaktionen des trimolekularen Komplexes, 
bestehend aus Human-Leucocyte-Antigen (HLA)-Molekül, T-Zell-Rezeptor und gebundenem 
Peptid C-A. Dabei ist nur ein Ausschnitt der Peptidsequenz dargestellt (QPLALEGSLQKR). 
Die Plazierung der Aminosäuren in die HLA-Bindungstaschen (P = Pocket) erfolgte mithilfe der 
SYPHPEITHI-Datenbank.

Obwohl das kleinste definierte für die Bindung wichtige Epitop vollständig auch im 
überlappenden Peptid p (C-A) vorhanden ist, konnte dennoch keine Stimula-
tion durch dieses Peptid erzielt werden. Eine mögliche Erklärung ist eine durch be-
stimmte Aminosäuren des carboxy-terminalen Endes induzierte Veränderung der 
Peptidkonformation, die dazu führt, dass das Peptid nicht mehr in die Bindungsgrube 
passt. Eine verringerte Bindungsfähigkeit von Peptid p im Gegensatz zu p konnte 
auch durch die computersimulierte Analyse mittels der SYPHPEITHI-Datenbank 
(www.syphpeithi.de) der Bindungsaffinität an HLA-DRB* bestätigt werden.

4.1.8 T-Zell-Rezeptor (TZR)-Analyse

Die Spezifität eines T-Zell-Rezeptors wird durch das Rearrangement einzelner va-
riabler Gensegmente der TZR-A und -B-Kette an die jeweilige konstante Region 
gewährleistet. Diese Spezifität wird durch die hypervariable CDR-Region erhöht, 
die durch Nukleotidsubstitutionen in der Grenzregion zwischen dem variablen und 
dem konstanten Genabschnitt gebildet wird. Der T-Zell-Rezeptor besitzt drei hyper-
variable Regionen (CDR-CDR). Dabei wird von den Regionen CDR und CDR 
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angenommen, dass sie vor allem mit den MHC-Molekülen der antigenpräsentieren-
den Zellen interagieren []. Die CDR Region hingegen, interagiert mit bestimmten 
Peptidelementen des TZR-Liganden []. Unterschiede in der CDR-Sequenz wirken 
sich daher direkt auf die Spezifität jedes T-Zell-Klons aus. Das T-Zell-Rezeptor-Reper-
toire der peripheren Blutlymphozyten wird während der T-Zell-Reifung und durch 
antigenbedingte Anforderungen in der Peripherie gebildet. Aus der Bestimmung der 
Vβ-Familien und Vα-Familien der PBMC des untersuchten Probanden zeigte sich ein 
normales Längenverteilungsmuster in allen untersuchten Familien. Nach mehreren 
Restimulationszyklen konnte eine Veränderung dieses Längenverteilungsmusters von 
einer Gausś schen Verteilung bei den PBMC zu einem monoklonalen Peak bei den se-
lektierten epitopspezifischen T-Zell-Linien nachgewiesen werden. In der vorliegenden 
Arbeit konnte die T-Zell-Rezeptor-Familie Vβ als die Familie charakterisiert werden, 
die sowohl an der Erkennung des Peptides C-A (p) als auch von A- (p) betei-
ligt ist. Die entsprechenden Vα-Familien unterschieden sich jedoch voneinander. Bei 
der Linie SDc zeigte sich ein interessantes Phänomen. So konnte das Peptid C-A 
zusätzlich noch von einer T-Zell-Subpopulation, die die TZR-Familien Vβ und Vα 
trug, erkannt werden.
Dabei war in den Untersuchungen nicht sicher zu klären, ob es sich bei den Vβ tra-
genden T-Zellen um einen selbstständigen T-Zellklon handelte, der tatsächlich auch 
C-A spezifisch war. Die eorie über die klonale Selektion beschreibt, dass Lym-
phozyten nur einen einzigen spezifischen TZR tragen. Hardardottir hat jedoch  
die Existenz von T-Zellen, die zwei funktionelle TZR tragen beschrieben []. Er fand, 
dass beide Tzr an verschiedene Antigene in Verbindung mit bestimmten MHC-Mole-
küle binden []. Aus den vorliegenden Ergebnissen, konnte jedoch eindeutig ausge-
schlossen werden, dass es sich um einen T-Zell-Klon mit zwei verschiedenen TZR han-
delte. Die T-Zellen dieses Sub-Klons (SDcb) ließen sich zwar nach Anreicherung 
durch eine Vβ-MAK-gekoppelte Beadseparation (siehe Kapitel ..) nicht durch das 
Peptid C-A stimulieren. Nach Zugabe von IL- zeigte sich allerdings ein erneutes 
Wachstum. Nach anschließender Fragmentanalyse konnten jedoch neben Vβ auch 
Vβ positive T-Zellen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Diese Beobachtun-
gen lassen auf die Existenz von zwei verschiedene Zelltypen schließen, wobei die Vβ 
positive Zellsubpopulation direkt für die Erkennung des Peptides C-A verantwort-
lich ist. Die Vβ-positive Zellsubpopulation könnte daher eher eine co-regulatorische 
Funktion übernehmen. Die .
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4.1.9 Phänotypisierung der Linien

Aus der Phänotypisierung der Linien mittels durchflusszytometrischer Färbung zeigte 
sich, dass es sich bei beiden Zell-Linien um CD+ -Zellen handelte. Dabei haben die 
in dieser Untersuchung eingesetzten - Aminosäure langen Peptide die Generierung 
von CD+ -Zellen begünstigt. Da es sich um Langzeitkulturen handelte, überraschte 
die Hochregulierung der CDRO Marker für Memory Zellen bei beiden Linien nicht. 
Die Analyse der Aktivierungsmarker ergab für die Linie SD. nach Stimulation mit 
Peptid A- eine gesteigerte Expression aller untersuchten Aktivierungsmarker, mit 
Ausnahme von CD. Bei der Phänotypisierung der Linie SDc zeigte sich ebenfalls 
eine gesteigerte Expression aller Aktivierungsmarker. Jedoch war der Stimulationsin-
dex mit Ausnahme der untersuchten Marker Ox (CD) und CD viel geringer 
als bei SD.. Die Hochregulierung von Aktivierungsmarkern erfährt ihren Peak in 
der Regel schon sehr früh. Bei Linie SDc war dieser Peak für die meisten Marker 
zum Zeitpunkt der Analyse schon überschritten. So wird Ox schon nach h-h 
hochreguliert []. 
Eine mögliche Erklärung für den nach drei Tagen nach Stimulation noch nachweisbar 
hohen Stimulationsindex ist die Expression von Ox durch die nach der Aktivie-
rung einsetzende Expansionsphase. Die gesteigerte CD Expression nach drei Tagen 
ist ebenfalls mit der einsetzenden Proliferation zu erklären. CD ist der Marker für 
die leichte Kette des IL- Rezeptors. Nach Aktivierung von T-Zellen werden die IL- 
Rezeptoren auf der Zelloberfläche vermehrt. Dadurch kann die weitere Zugabe des 
Wachstumsfaktors IL- eine ständige Proliferation der Zellen bewirken.
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4.2 Populationsstudie 

4.2.1 Zusammenfassung

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass potentiell autoreaktive T-Zellen auch im pe-
ripheren Blut von gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen werden können. Dabei 
konnte dies durch eine gesteigerte Expression von CD nach Stimulation mit Epito-
pen des PräProInsulins, die auch bei Kontrollpersonen zu finden war, nachgewiesen 
werden. Die potentiell autoreaktiven T-Zellen unterschieden sich jedoch von den auto-
aggressiven T-Zellen durch die Expression von Ox. Bei den TD-Patienten konnten 
bezüglich der Ox Expression keine „immunodominanten“ Epitope definiert werden. 
Aufgrund der zusätzlichen Untersuchung von drei Ak+ Probanden ist jedoch die Regi-
on der Verbindungssequenz zwischen C-Peptid und A-Kette als ein mögliches Epitop 
zu betrachten, von dem aus die zelluläre Autoimmunreaktion beginnt. Die Region um 
das in der Literatur favorisierte B-Ketten Peptid B- konnte aus den vorliegenden 
Ergebnissen als ein Epitop definiert werden, welches sehr früh nach Einsetzten des 
‘Epitope Spreadings’ erkannt wird. Die Ergebnisse zeigen, dass sich Ox als Paramter 
im Rahmen des Screening TD gefährdeter Probanden mit hoher Sensitivität eignet. 
Weitere Untersuchungen an größeren Kollektiven sollten diese Ergebnisse noch festi-
gen.

4.2.2 Studienpopulationen 

Zur Identifizierung autoreaktiver T-Zellen wurden verschiedene repräsentative Ko-
horten untersucht. Dabei war die Auswahl der untersuchten Probanden mit den in der 
Literatur beschriebenen Probandenkollektiven vergleichbar [, , , ]. Die Unter-
teilung der Probanden hinsichtlich des Krankheitsstatus der untersuchten TD-Patien-
ten unterschied sich jedoch erheblich. So variierten die Kriterien für die Aufnahme in 
die Gruppe der erstmanifestierten TD-Patienten in vielen Studien zwischen  Wochen 
[],  Monaten [] bis hin zu  Monaten [] nach Manifestation. Die Gruppe der TD-
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Patienten, die schon länger an Diabetes erkrankt waren, umfasste meist Probanden 
mit TD länger als  Jahre. Die Grenze für den Einschluss in die Gruppe der TD-EM 
Patienten lag in der vorliegenden Studie bei einem Monat nach Erstmanifestation. Die 
Auswahl der Kontrollpersonen zeigte ebenfalls große Unterschiede. Im Gegensatz zu 
dem Kontrollkollektiv dieser Studie wurde das von Ellis untersuchte Kontrollkollektiv 
z.B. nicht nach HLA-Übereinstimmungen zu dem TD-Kollektiv ausgewählt [].  

4.2.3 Geeignete Oberflächen-Aktivierungsmarker 

Aus den Ergebnissen der Phänotypisierung der T-Zell-Linien hat sich gezeigt, dass die 
Aktivierungsmarker Ox und CD im Gegensatz zu dem in der Literatur favorisier-
ten Aktivierungsmarker CD auch nach drei Tagen Stimulation nachweisbar waren 
[]. Daher wurde in der Populationsstudie die Expression von Ox und CD auf 
T-Zellen bestimmt. In der Einleitung wurde bereits beschrieben, dass für eine optima-
le Aktivierung von naiven CD+ T-Zellen zwei Signale benötigt werden. Dabei ist die 
Erkennung des Antigen-MHC-Komplexes durch den T-Zell-Rezeptor (TZR) wichtig. 
Vor allem aber sind Interaktionen von co-stimulatorischen Molekülen und deren Li-
ganden nötig. Dabei wird derzeit vor allem die Interaktion von Ox (CD) und 
seinem Liganden (OxL) diskutiert [, ]. 
In der Literatur ist beschrieben, dass die Ox Expression transient ist und nach -
h ihren Peak erreicht hat []. Im Gegensatz dazu konnte Endl in mehreren Kinetik-
Versuchen mit PBMC nachweisen, dass in dieser Periode (-h) nur sehr schwache 
Signale erhalten wurden []. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass nicht bei allen 
antigenspezifischen Zellen Ox synchron hochreguliert wird. Eine zweite Möglich-
keit wäre, dass zunächst bei antigenspezifischen Zellen - vor allem im Kontext mit 
Autoimmunerkrankungen - eine Expansion der autoreaktiven T-Zellen erfolgen muss, 
damit das Nachweislimit von Ox erreicht werden kann.
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4.2.4 Nachweis antigenspezifischer T-Lymphozyten nach in vit-

ro Stimulation

Die Analyse der T-Zellen der untersuchten Probanden ergab, dass eine gesteigerte 
Expression von Ox und CD vor allem in der CD+CDRA- Memory-T-Zell Sub-
population zu finden waren. Dies konnte vor allem nach Tetanus Toxoid Stimulation 
bei allen untersuchten Probanden nachgewiesen werden. Dies stimmt mit den von Sal-
lusto beschriebenen Ergebnissen überein, wonach die schon in vivo geprimten Effektor 
T-Zellen in der Memory-T-Zell Population zu finden sind []. Die Frequenz der auto-
reaktiven T-Zellen in der Peripherie ist äußerst gering. Deshalb ist die Identifizierung 
dieser Zellen schwierig. In der vorliegenden Studie wurden die untersuchten PBMC 
daher so eingegrenzt, dass nur die Population untersucht wurde, in der die autoreakti-
ven T-Zellen detektiert werden konnten, d.h. ein Unterschied zwischen autoreaktiven 
und „normalen“ T-Zellen vermutet wurde. Hierzu wurden neben den Antikörpern 
gegen Ox und CD zusätzlich fluoreszenzmarkierte Antikörper gegen CD und 
CDRA verwendet. Durch diese Antikörper war es durch die Definierung bestimm-
ter Regionen möglich, nur die CD+CDRA--Zellen, d.h. die Memory T-Zellen, zu 
betrachten. Obwohl Peterson nachgewiesen hat, dass die T-Zell Reaktivität bei frisch 
manifestierten TD-Patienten nur in der CDRORA doppelpositiven T-Zell Populati-
on zu finden sind [], wurden in der vorliegenden Untersuchung CDRO-Memory 
T-Zellen analysiert. Ein Grund hierfür ist die repetitive Restimulation autoreaktiver 
T-Zellen in vivo bei chronischen Autoimmunerkrankungen in zyklischen Abständen. 
Des weiteren hat Sallusto beschrieben, dass sich die in vivo geprimeten T-Zellen, die bei 
erneuter Stimulation sehr schnell rekrutiert werden können (Effektor-T-Zellen), in der 
CDRO-Memory-Subpopulation zu finden sind []. Die in der vorliegenden Studie 
erzielten Ergebnisse bestätigen dies. Es konnte also festgestellt werden, dass autoreak-
tive T-Zellen in der Subpopulation der ausgereien Gedächtniszellen vorkommen. In 
Tabelle  ist die Expression verschiedener Oberflächenmoleküle dargestellt, die das 
Alter bzw. den Reifegrad von -Zellen darstellen.
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Tabelle 27 : Exprimierte Oberflächenmarker auf T-Helfer ()-Zellen verschiedener 
Reifungsstadien.

 Co-Rezeptor Populationsmarker Homing-      Aktivierungsmarker 
       Molekül        
 CD4 CD8 CD45RA CD45RO L-Selektin CD69 Ox40 CD25

Thymus T-Zellvorläufer + + ++  - +   -  - -

Naive Th-Zellen ++ - ++  - ++   -  - -

Effektor Th-Zellen ++ - +  ++ -   ++  ++ ++

Memory Th-Zellen ++ - -  ++ -   -  - +

Durch die Vorinkubation der untersuchten PBMC ( h in Medium) wurde den profes-
sionellen APC, vor allem den dendritischen Zellen, erlaubt , zu reifen und zu adhärie-
ren []. Da die Aktivierung durch Ox auf der Stärke der Expression des Liganden 
OxL auf den antigenpräsentierenden Zellen beruht [], stieg die Expression von 
Ox nochmals an (Daten nicht gezeigt). Dabei ist die Expression von OxL abhängig 
von dem Aktivierungszustand der APC. Eine weitere Erklärung für die Erhöhung der 
Ox Expression auf T-Zellen nach Vorinkubation der APC hat Jonuleit beschrieben. 
Dabei haben unreife dendritische Zellen sowohl sehr wenig HLA-Klasse-II als auch 
co-stimulatorische Moleküle auf ihrer Oberfläche exprimiert. Diese Zahl steigt jedoch 
bei der Reifung der dendritischen Zellen an [].

4.2.5 Einfluss der Co-Stimulation auf die Detektion antigenspe-

zifischer T-Zellen 

Dass die Interaktion von co-stimulatorischen Molekülen und deren Liganden für die 
Aktivierung von T-Zellen benötigt wird, wurde in anderen Abschnitten schon be-
schrieben. In vielen Publikationen wird daher versucht dieses co-stimulatorische Sig-
nal durch Zugabe von verschiedenen Klonen des anti-CD Antikörpers zu verstärken, 
um eine stärkere T-Zell-Reaktivität nachweisen zu können []. In der vorliegenden 
Studie wurde dies bei fünf TD-Patienten untersucht. Es stellte sich heraus, dass weder 
die Expression von Ox, noch die von CD durch die verstärkte Co-Stimulation, 
erhöht wird. Diese Ergebnisse stimmen mit Ergebnissen von Viglietta überein. Danach 
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war bei TD-Patienten sowohl die Reaktivität von GAD65-reaktiven T-Zellen als auch 
von T-Zellen, die mit Tetanus Toxoid stimuliert wurden, unabhängig von einer CD/
B Co-Stimulation []. Deshalb wurde auf den zusätzlichen Einsatz von CD Anti-
körpern verzichtet. Da die Bedingungen der in vitro Versuche so gut wie möglich die in 
vivo Situation widerspiegeln sollen, ist eine zusätzliche Modifikation der APC/T-Zell-
Interaktion durch eine nicht-physiologische Menge an co-stimulatorischen Molekülen 
oder anderen Zusätzen auch eher kritisch zu diskutieren. 

4.2.6 Gesamtergebnisse der gesunden Kontrollpersonen im 

Vergleich zu T1D-Patienten

CD25
Insgesamt konnte beim Vergleich der T-Zell Reaktivitäten kein signifikanter Unter-
schied bezüglich der Expression von CD zwischen TD-Patienten und Kontrollper-
sonen nachgewiesen werden. Sowohl Patienten als auch Kontrollen reagierten auf die 
Stimuli des PräProInsulin (PPI)-Moleküls. Sowohl bei den TD-Patienten als auch bei 
den Kontrollpersonen wurde durch durchschnittlich drei Stimuli (Antigen oder PPI-
Peptide) eine gesteigerte CD-Expression induziert. Der Nachweis einer zellulären 
Reaktion gegen die eingesetzten Antigene bei gesunden Kontrollpersonen lässt sich 
dadurch erklären, dass auch bei Kontrollpersonen potentiell autoreaktive T-Zellen 
im peripheren Blut nachweisbar sind [, ]. Daher deuten die hier beschriebenen 
Ergebnisse bezüglich der CD Expression darauf hin, dass mit diesem Test potentiell 
autoreaktive T-Zellen identifiziert werden können.

Ox40
Im Gegensatz zu CD zeigen die Analysen des Aktivierungsmarkers Ox andere 
Ergebnisse. So konnte eine hochsignifikant gesteigerte Expression von Ox nach Sti-
mulation bei TD-Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen nachgewiesen werden. 
Dabei waren sowohl die erzielten Stimulationsindizes als auch die Anzahl der erkann-
ten Peptide bei TD-Patienten höher als bei den untersuchten Kontrollpersonen. Es 
konnten demzufolge krankheitsassoziierte autoreaktive T-Zellen bei Typ  Diabetes 
auch im peripheren Blut mittels Ox nachgewiesen werden, obwohl Ox vor allem 



Diskussion 116

auf aktivierten autoantigenspezifischen T-Zellen im entzündeten Gewebe exprimiert 
wird []. Weinberg und Giacomelli konnten allerdings im peripheren Blut von Pa-
tienten mit Rheumatoider Arthritis ebenfalls einen den vorliegenden Ergebnissen 
entsprechenden Prozentsatz an Ox exprimierenden Zellen detektieren [, ]. Im 
Gegensatz zu der doch geringen Menge an Ox exprimierenden Zellen im peripheren 
Blut fand Weinberg bei der Analyse der parallel dazu untersuchten Synovialflüssigkeit 
die  fache Menge an Ox exprimierenden T-Zellen []. Aufgrund der retroperito-
nealen Lage des Pankreas, ist dieser einer direkten Zellentnahme mittels Punktion aus 
dem entzündeten Gewebe jedoch nicht oder nur unter ungleich höherem Komplikati-
onsrisiko zugänglich. Daher kann nur vermutet werden, dass bei einer entsprechenden 
Untersuchung des Pankreasgewebes ähnliche Ergebnisse hinsichtlich der Ox expri-
mierenden Zellzahl zu erwarten sind.
Eine Beteiligung der Ox/OxL Interaktion an der Pathogenese konnte auch noch 
bei anderen Autoimmunerkrankungen und auch bei Gra-vs.-Host-Reaktionen 
nachgewiesen werden [, ]. Dies ist jedoch der erste Hinweis bei Typ  Diabe-
tes, der beschreibt, dass die Interaktionen von Ox/OxL bei der Erkennung des 
Autoantigens Proinsulin und folglich bei der Pathogenese von TD eine wesentliche 
Rolle übernehmen. Die Tatsache, dass Ox auf autoreaktiven T-Zellen von Patienten 
mit unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen nachweisbar sind, macht die Ox/
OxL Interaktion zu einem möglichen Ansatzpunkt für eine Immuntherapie. So 
konnte Weinberg durch eine erapie mit einem Ox Immuntoxin die experimentel-
le autoimmune Encephalomyelitis im Modell mit Lewis Ratten erfolgreich behandeln 
[].

Dominante Epitope
Ein weiterer Ansatz für die Entwicklung einer Immuntherapie wäre die Detektion 
eines immunodominanten Epitopes von Insulin bzw. seinen Prohormonen Proinsu-
lin und Präproinsulin. Dabei könnte die Behandlung von Antikörper positiven (Ak+) 
Probanden, d.h. von Probanden mit erhöhtem TD-Risiko, durch Vakzinierung mit 
immunodominanten Peptiden eine Selbsttoleranz gegen Autoantigene induzieren. In 
Konsequenz könnte so eine Immunreaktion gegen die β-Zellen unterdrückt werden. 
Im NOD Mausmodell konnte dies bereits nachgewiesen werden [, ]. 
Während des Verlaufs dieser Studien hat sich jedoch gezeigt, dass die T-Zellen der un-
tersuchten TD-Patienten gegen unterschiedliche PPI-Peptide reagierten. So wurden 
alle Peptide, außer PPI-Peptide  (B-), von den T-Zellen der Patienten erkannt. 
Die Tatsache, dass in der Gruppe der TD-Patienten kein alleiniges „immundomi-
nantes“ Epitop, sondern sehr viele immunogene Epitope definiert werden konnten, 
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wurde auch schon von anderen Autoren für das Autoantigen GAD65 bestätigt [, ]. 
Hierbei spielt das sogenannte ‘Epitope Spreading’ als charakteristisches Merkmal eines 
progredierenden Autoimmunprozesses bei Typ  Diabetes eine zentrale Rolle [, , 
]. Dabei handelt es sich um eine Ausbreitung einer epitopspezifischen Reaktion auf 
andere Epitope des gleichen Antigens (intramolekular) bzw. auf Epitope eines anderen 
Autoantigens (intermolekular). Von ‘Epitope Spreading’ können sowohl die zellulären 
Reaktionen als auch die humoralen Reaktionen, d.h. die Erkennung durch Antikörper, 
betroffen sein []. Außerdem kann die Reaktion gegen Insulin bzw. Insulin-Peptide 
durch die bei TD lebensnotwendige exogene Insulin-Gabe stark beeinflusst werden. 
Neben der exogenen Insulin-Applikation erklärt das ‘Epitope Spreading’ also die fast 
unmögliche Definierung eines einzigen „immunodominanten“ Epitopes bei TD-Pa-
tienten. Aufgrund dessen ist auch die Vakzinierung mit solchen „immunodominan-
ten“ Selbstpeptiden, wie es schon bei der Behandlung von Multipler Sklerose beim 
Menschen versucht wird, nicht sehr erfolgreich. Eine Vielzahl von Untersuchungen 
legen den Schluss nahe, dass Myelin Basic Protein (MBP) bei Multipler Sklerose ein 
Zielantigen ist []. Durch Applikation von MBP-Peptiden kann diese Reaktion in vie-
len Fällen tatsächlich moduliert werden, wobei die Zerstörung der Myelinscheiden im 
Zentralen Nervensystem inhibiert wird []. Bedingt durch ‘Epitope Spreading’ kann 
dieses erkannte MBP-Epitop jedoch bei den einzelnen MS-Patienten variieren. Dabei 
könnten T-Zellen, die gegen andere Peptide reagieren, aktiviert werden. Daher würde 
trotz Toleranz gegen das eine Epitop die Immunreaktion weiterlaufen. Daraus lässt 
sich schließen, dass die Identifizierung von „immunodominanten“ Epitopen bei TD-
Patienten oder auch bei Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen sehr schwie-
rig ist. Unterstützt wird diese Vermutung durch die große Zahl verschiedener bisher 
publizierter immunodominater Epitope [, , , ]. Im Gegensatz dazu hat sich bei 
den Ak+ Probanden gezeigt, dass deren PBMC durch Peptide im Bereich der Verbin-
dungssequenz zwischen C-Peptid und A-Kette (C-A) stimuliert werden konnten. 
Ein Vergleich mit von Geluk beschriebenen Bindungsaffinitäten zeigt, dass vor allem 
HLA-DR und HLA-DR eine hohe Affinität für Peptid C-A und seine überlap-
penden Peptide aufweist []. Die Ak+ Probanden sind ihrerseits durch den Nachweis 
dieser HLA-Allele charakterisiert. Hieraus lässt sich also schließen, dass es sich bei der 
Region C-A möglicherweise um die Region handelt, die primär von autoreaktiven 
T-Zellen erkannt wird und aufgrund dessen als „immunodominante“ Region zu defi-
nieren ist. Wie oben beschrieben, ist diese Region nur im Proinsulin-Molekül zu finden 
und wird ausschließlich in den Langerhanś schen β-Zellen produziert und nicht, wie 
z.B. Insulin, an die Umgebung abgegeben. Dadurch liegt es nahe, Proinsulin als Target 
für den Beginn der Autoimmunreaktion bei Typ  Diabetes in Betracht zu ziehen. Die 
Arbeiten von Rudy, Dubois-LaForgue und Ellis unterstreichen diese Hypothese, wo-
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durch eine Reaktivität gegen Proinsulin bei „gesunden“ Probanden mit gesteigertem 
Risiko an TD zu erkranken – also bei Ak+ - existiert [, , ]. Eine zelluläre Re-
aktion gegen Proinsulin bei manifesten TD-Patienten konnte jedoch nicht festgestellt 
werden []. Die Expression von Proinsulin im menschlichen ymus übersteigt die 
von Insulin um ein Vierfaches []. Außerdem zeigte Vafiadis, dass VNTR Klasse-III 
Allele mit hohen mRNA-Mengen an Proinsulin im ymus assoziiert sind, während 
die homozygote Anlage für Klasse-I VNTR Allele mit einer geringeren Transkription 
von Proinsulin einhergeht []. Demzufolge könnte die hohe Proinsulin-Expression 
im ymus in Verbindung mit den Klasse-III VNTR Allelen die negative Selektion von 
proinsulinspezifischen T-Zellen fördern. Dies wäre wiederum für die Protektion von 
TD wichtig. All dies definiert Proinsulin und vor allem die Region C-A als einen 
wahrscheinlicheren Kandidaten für ein frühes Autoantigen als Insulin. 

PräProInsulin Regionen 
Am häufigsten wurde die Insulin B-Kette und das B-Ketten Peptid  (B-) von den 
untersuchten TD-Patienten erkannt. Dieses Peptid weist gemeinsame Sequenzen mit 
in der Literatur schon als „immunodominant“ beschriebenen Epitopen auf. Mit dem 
in der Literatur favorisierten Peptid B- hat es  Aminosäuren gemeinsam []. Mit 
einem weiteren beschriebenen „immunodominanten“ Epitop p- (B-C) über-
lappt es mit  AS [, , ]. Nach dem auch die Insulin B-Kette in den vorliegenden 
Versuchen eine Aktivierung der T-Zellen der TD-Patienten auslösen konnte, liegt es 
nahe, dass es sich bei der Region B- tatsächlich um eine Region handelt, die einen 
„immunodominanten“ Charakter hat. Insgesamt hat jedoch nur knapp die Häle der 
untersuchten TD-Patienten eine Reaktion gegen die B-Kette bzw. gegen die Region 
B- (p-p) gezeigt. Die übrigen reagierten gegen andere Epitope. Einer der Ak+ 
Probanden (Nr.) war schon seit mehreren Jahren positiv für alle vier Autoantikörper. 
Die nachgewiesenen T-Zell Reaktionen auf viele Peptide deuten auf eine fortgeschrit-
tene Autoimmunreaktion hin. Es ist davon auszugehen, dass das ‘Epitope Spreading’ 
hier schon begonnen hat. Die Dauer der Antikörperpräsenz bei den anderen Ak+ 
Probanden ist nicht bekannt, da sie zufällig entdeckt wurden. Es ist allerdings davon 
auszugehen, dass die Autoimmunreaktion der T-Zellen der beiden Probanden  und 
 erst begonnen hat.
Bei dem Ak+ Probanden Nr. , der eine ausgebreitete T-Zell Antwort hatte, konnte 
eine zelluläre Reaktion auch gegen die Region B- (p-p) nachgewiesen werden. 
Auch Alleva konnte eine Reaktion gegen B- bei TD-Patienten und Ak+ Proban-
den nachweisen []. Aufgrund dessen und der häufigen Erkennung dieser Region von 
TD-Patienten kann diese Region als eine Region bezeichnet werden, auf die sich die 
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beginnende Autoimmunreaktion sehr früh ausbreitet und die vielleicht, bedingt durch 
die Applikation exogenen Insulins, noch weit nach Manifestation erkannt wird.
Gegen Peptide der A-Kette haben weder die Ak+ Probanden noch die frischmanifes-
tierten TD-Patienten reagiert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass zelluläre Re-
aktionen gegen Peptide der A-Kette nicht an der Pathogenese von TD-beteiligt sind, 
sondern eher ein Produkt der exogenen Insulin-Gabe darstellen. Dies steht jedoch in 
Teilen im Gegensatz zu den von Durinovic-Belló beschriebenen Ergebnissen, wonach 
das Peptid A- als ein „immunodominantes“ Epitop beschrieben wurde []. Jedoch 
bestand die in dieser Studie untersuchte Gruppe von TD-Patienten aus frischmani-
festierten Patienten und Patienten, die schon seit  Monaten an TD erkrankt waren 
[].

4.2.7 Beschreibung der T2D-Patienten 

Bei den TD-Patienten war keines der eingesetzten Antigene in der Lage, die T-Zellen 
zu stimulieren. Dies stimmt mit Ergebnissen von Alleva überein, der ebenfalls keine 
zelluläre Reaktion bei TD-Patienten nachweisen konnte []. Eine Erklärung hierfür ist 
sicherlich, dass bei Typ  Diabetes keine autoimmune Grundlage vorliegt. Deswegen 
sind auch keine autoreaktiven T-Zellen, die eine zelluläre Immunantwort ausführen 
können, im T-Zell Repertoir vorhanden.

4.2.8 Ox40-Expression als Screening-Parameter 

Mit der Durchführung dieses Tests zur Untersuchung von Ox ist es gelungen, die 
zellulären Reaktionen krankheitsassoziierter autoreaktiver T-Zellen bei TD-Patienten 
zu detektieren. Der bisher angewendete Standardversuch zur Detektion der zellulären 
Reaktion war der Proliferations-Assay. Jedoch war die Nachweisensitivität, vor allem 
bei der Untersuchung des Einflusses von Insulin bzw. Proinsulin, äußerst gering [, 
, ]. Um dennoch eine positive Reaktion nachweisen zu können, haben manche 
Autoren die Grenze für eine positive Reaktion stark heruntergesetzt, was zu einer ein-
geschränkten Aussagekra der Untersuchungen führt. In der Literatur wurde meist 



Diskussion 120

ein Stimulationsindex von  als Grenzwert, was dem Mittelwert ± der zweifachen 
Standardabweichung entspricht, definiert [, , ]. Eine positive zelluläre Reaktion 
ist bei Alleva jedoch schon ab einem SI von zwei [], bei Semana sogar schon bei einem 
SI von , definiert []. 
Der hier beschriebene Test konnte als ein hoch sensitiver und relativ spezifischer Test 
identifiziert werden. So konnten in der vorliegenden Studie  der Probanden mit 
einer bestehenden zellulären Immunreaktion bei einer Fehlerquote von  erkannt 
werden. Die Analyse der Spezifität und Sensitivität ist natürlich kritisch zu betrach-
ten, da das untersuchte Kollektiv für eine ROC-Analyse sehr klein ist. Jedoch zeigen 
diese Ergebnisse eine starke Tendenz dahingehend, dass mit diesem Test tatsächlich 
zelluläre Autoimmunreaktionen identifiziert werden können. Um die Spezifität und 
Sensitivität dieses Testes jedoch genau zu bestimmen, muss die Untersuchung an ei-
nem größeren Probandenkollektiv durchgeführt werden. Es hat sich allerdings gezeigt, 
dass dieses System auch bei der Untersuchung von zellulären Reaktionen bei anderen 
Autoantigenen, wie z.B. GAD65 anzuwenden ist [].

4.3 Schlussfolgerung

Im Mosaik der Pathogenese des Typ  Diabetes mellitus gibt es derzeit noch zahlreiche 
ungeklärte Immunphänomene. In der vorliegenden Arbeit konnte mit dem Hinweis 
der Ox Beteiligung an der Krankheitsenstehung ein wesentlicher Baustein in die-
sem lückenhaen Puzzle gefunden werden. Damit ist Ox nicht nur ein Parameter, 
der zur Screeningdiagnostik geeignet ist, sondern vielmehr konnte so auch ein Binde-
glied in der Immunreaktion bei TD zu anderen Autoimmunkrankheiten wie Rheu-
matoider Arthritis oder Multipler Sklerose identifiziert werden.
Desweiteren hat sich in den durchgeführten Untersuchungen gezeigt, dass die Verbin-
dungssequenz zwischen dem C-Peptid und der A-Kette durch eine frühe Beteiligung 
an der TD-Pathogenese eine exponierte Rolle in der Immunreaktion bei dem Typ  
Diabetes mellitus einnimmt.
Die hier vorgestellten Ergebnisse stellen in der Gesamtschau der bisher bekannten 
Immunphänomene ein wesentliches Glied in der Kette der noch zu klärenden Fragen 
dar.
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5 Zusammenfassung

Der Typ  Diabetes mellitus (TD) ist eine der häufigsten Stoffwechselerkrankungen 
mit ständig steigender Inzidenz. Dabei handelt es sich um eine typische organspezifi-
sche Autoimmunerkrankung. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zu einer Infiltra-
tion von Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen in das Pankreas mit selektiver 
Zerstörung der Insulin-produzierenden Langerhanś schen β-Zellen. Die Krankheits-
manifestation durchläu hierbei mehrere Stadien. Ziel sollte es also sein, bereits in 
einem frühen Stadium pathogenetisch relevante Immunprozesse zu identifizieren und 
hier therapeutisch zu intervenieren. Eine wichtige Rolle kommt der Aktivierung von 
autoreaktiven T-Zellen zu. Neben vielen bekannten Autoantigenen, nimmt vor allem 
Insulin und sein Prohormon Proinsulin (PI) als einziges β-Zell spezifisches Autoanti-
gen eine Sonderrolle ein. Daher wäre die Identifizierung proinsulinspezifischer autore-
aktiver T-Zellen zusammen mit der Charakterisierung des trimolekularen Komplexes, 
bestehend aus humanen Leukozytenantigenen (HLA) von antigenpräsentierenden 
Zellen, gebundenem Peptid und erkennendem T-Zell-Rezeptor, für die Identifizierung 
prädiabetischer Patienten und für die Entwicklung einer interventionellen Immunthe-
rapie sehr hilfreich. 
Zur Analyse der molekularen Wechselwirkungen des trimolekularen Komplexes wur-
den in der vorliegenden Studie zwei HLA-DRB* restringierte T-Zell-Linien von 
einem TD-Patienten generiert. Bei der ersten etablierten T-Zell-Linie (SDc) han-
delte es sich um eine proinsulinspezifische T-Zell-Linie. Dabei konnte als minimales 
Epitop, welches die Zellen dieser Linie aktivierte, die Verbindungssequenz zwischen 
C-Peptid und A-Kette nachgewiesen werden. Die letzten drei Aminosäuren des iden-
tifizierten immunogenen Proinsulin-Peptides ADSLQPLALEGSLQKRG beinhalten 
die Aminosäuren, die bei der Spaltung des Proinsulins in Insulin beteiligt sind. Dabei 
stellt die letzte Aminosäure – Glycin - die Stelle dar, an der die Spaltung durch die 
Endopeptidase II erfolgt. Die beiden Aminosäuren Lysin (K) und Arginin (R) werden 
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in vivo durch die Carboxypeptidase H abgespalten. Die gesamte für die Aktivierung 
benötigte Sequenz existiert somit in vivo also nur als ein kurzlebiges Zwischenprodukt 
in den Granula der β-Zellen während der Reifung von Insulin.
Daher besteht kein Zweifel, dass es sich bei dieser T-Zell-Linie um eine TD-assoziierte 
Linie handelte, deren Zellen in vivo bei der Prozessierung des Hormons Insulin gepri-
med wurden. Deswegen können die Zellen dieser Linie auch nicht durch die exogene 
Insulin-Applikation entstanden sein. Unterstützt wird die Identifizierung dieser TD-
assoziierten Linie durch die nachgewiesene natürliche Prozessierung des Peptides C-
A aus dem Proinsulin-Molekül. 
Bei der zweiten etablierten Linie (SD.) war die Spezifität gegen ein Peptid am Ende 
der A-Kette (A-) nachzuweisen. Die Aktivierung der Linie SD. durch dieses Pep-
tid (A-) war von der dominanten Sekretion des T-Helfer ()-Zytokins Interferon 
(IFN) γ begleitet. Die nachgewiesene natürliche Prozessierung dieses Peptides aus dem 
kompletten Proinsulin-Molekül läßt jedoch nicht darauf schließen, dass die Spezifität 
der Linie nicht auch durch die exogene Insulin-Applikation, die zum Zeitpunkt der 
Untersuchung drei Monate andauerte, induziert werden konnte. 
Die Ergebnisse der Populationsstudie zeigten, dass potentiell autoreaktive T-Zellen 
durch die Expression von CD nach Stimulation mit PräProInsulin-Peptiden auch im 
peripheren Blut von gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen werden können. Diese 
potentiell autoreaktiven T-Zellen unterschieden sich jedoch von den autoaggressiven 
T-Zellen durch die zusätzliche Expression von Ox. Bei den TD-Patienten konnten 
bezüglich der Ox Expression keine immunodominanten Epitope definiert werden. 
Jedoch zeigte sich durch die zusätzliche Untersuchung von drei Ak+ Probanden, dass 
die Region der Verbindungssequenz zwischen C-Peptid und A-Kette von den T-Zellen 
aller Ak+ Probanden erkannt wurde. Daher konnte diese Region als Startpunkt der 
zellulären Autoimmunreaktion definiert werden. Im Gegensatz dazu konnte die Re-
gion um das in der Literatur favorisierte B-Ketten Peptid B- aus den vorliegenden 
Ergebnissen als ein Epitop definiert werden, welches sehr früh nach Einsetzten des 
E̔pitope Spreadings̓  erkannt werden muss. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass mit Ox ein sehr spezifischer Im-
munmarker definiert werden konnte, der in der prädiktiven Diagnostik von Typ  Di-
abetes eine Schlüsselrolle einnehmen kann. Durch die Ox Untersuchung und auch 
durch die Generierung von T-Zell-Linien war es möglich, eine immunogene Region 
zu identifizieren. Das weitere Interesse zuküniger Studien sollte daher in der Erfor-
schung dieses Peptides bzw. seiner Funktion liegen, um so vielleicht die Basis für eine 
Immuntherapie, die sich auf die Unterdrückung der initialen Erkennung des Peptides 
C-A durch autoreaktive T-Zellen bezieht, zu schaffen. 
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9 Anhang

9.1 Lösungen

Tabelle A-1: Lösungen für die Zellkultur. s.h. = selbst hergestellt

Reagenz   Zusammensetzung   Firma

PBMC-Isolierungsmedium: RPMI     Gibco

    1 % Penizillin-Streptomycin   Gibco

Kulturmedium:   Iscoves modified Medium IMDM  Gibco

    1 % Penizillin-Streptomycin   Gibco

    7 % Humanserum    Bio Whittacker

40% Humanserum   40 ml 100% Humanserum   Bio Whittaker

    60 ml IMDM Medium   Gibco

20% DMSO   20 ml 100% DMSO    Sigma

    60 ml IMDM Medium   Gibco 

Klonierungsmedium:  44,5 ml Kulturmedium   s.h.

    5 ml TCGF (T cell growth factor)  s.h.

    500 µl rhIL-2 [10 000U/ml]   Roche Diagnostics

PBS:    8 g NaCl     Baker

    0,2 g KCl     Baker

    1,8 g Na2HPO4 x 2H2O   Baker 

    0,24 g KH2PO4    Merck

    1 L H2O bidest
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Tabelle A-2: Lösungen für die Zelltrennung. s.h. = selbst hergestellt

Reagenz   Zusammensetzung   Firma

MACS-Puffer   2 mM EDTA    Sigma

    2,5 g BSA    Serva

    500 ml PBS    s.h.

Tabelle A-3: Lösungen zur ELISA-Messung. s.h. = selbst hergestellt

Reagenz   Zusammensetzung   Firma

Waschpuffer:    4,5 L H2O

    0,5 L 10-fach PBS    s.h.

    2,5 ml Tween 20    Serva

Tris HCl pH 8,9:   6,7 g Tris    Roth GmbH

    8,76 g NaCl    Baker

    200 mg Na Azid    Merck

    1 L H2O

    mit HCl auf pH 8,9 einstellen  Baker

3% BSA:   30 g BSA     Serva

    1 L 1 x PBS    s.h.

    0,5 ml Tween 20    Serva

0,3% BSA:   3 g BSA     Serva

    1 L 1 x PBS    s.h.

EDTA:    186 g EDTA    Roth GmbH

    1 L 1 x PBS    s.h.

    mit NaOH auf pH 8 einstellen  Baker

Diethanolaminpuffer:  97 ml Diethanolamin   Merck

    800 ml H2O

    800 mg MgCl2 x 6 H2O   Merck

    200 mg Na Azid    Merck

    mit HCl auf pH 9,8 einstellen  Baker
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Tabelle A-4: Lösungen für die intrazelluläre Färbung von Zytokinen. s.h. = selbst hergestellt

Reagenz   Zusammensetzung   Firma

4% PFA:   4 g Paraformaldehyd   Merck

    100 ml PBS    s.h.

    > 3ml NaOH    Baker

    mit HCl auf pH 7,5 einstellen   Baker

1% PFA:   10 ml 4% PFA    s.h.

    30 ml PBS    s.h.

1% BSA:   5 g BSA     Serva

    500 ml PBS    s.h.

Cyto-FM:   45 ml 1% BSA    s.h.

    5 ml DMSO    Sigma

20 mM EDTA:   0,74448 g EDTA    Roth GmbH

    100 ml PBS    s.h.

Tabelle A-5: Lösungen für die ELISPOT-Messungen. s.h. = selbst hergestellt :

Reagenz   Zusammensetzung   Firma

0,05% Tween   500 µl Tween 20    Serva

    1 L PBS     s.h.

1% BSA:   10 g BSA     Serva

    1 L PBS     s.h.

1% BSA-Tween:   10 g BSA     Serva

    1 ml Tween 20    Serva

    1 L PBS     s.h.

Strep-HRP-Lösung  6 µl Strep-HRP    DAKO

    8 ml 1% BSA-Tween   s.h.

AEC-Lösung:   100 mg 3  Amino-9  Ethyl Carbazol  Merck

    10 ml DMF    Sigma

AEC-Puffer:   148 ml 0,2 M Essigsäure   Merck

    352 ml 0,2 M Natrium-Acetat  Merck

    1 L H2O bidest 

    auf pH 5 einstellen

Entwicklungslösung:  800 µl AEC-Lösung   s.h.

    24 ml AEC-Puffer    s.h.

    12 µl 30%-iges H2O2   Merck
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Tabelle A-6: Lösungen für durchflusszytometrische Untersuchungen. s.h. = selbst hergestellt

Reagenz   Zusammensetzung   Firma

FACS-Puffer I:   2,5 g BSA    Serva

    500 ml PBS    s.h.

FACS-Puffer II:   2,5 g BSA    Serva

    0,5 g Na Azid    Merck

    500 ml PBS    s.h.

Tabelle A-7: Lösungen für die molekularbiologischen Analysen. s.h. = selbst hergestellt

Reagenz   Zusammensetzung   Firma

70%-iges Ethanol:  35 ml 100%-iges Ethanol   Riedel-de-Haen

    15 ml H2O bidest

50x TAE-Puffer:   242 g Tris-Base    USB

    57,1 ml Essigsäure    Merck

    100 ml 0,5 M EDTA   Roth GmbH

    mit H2O bidest auf 1000ml auffüllen

SOC-Medium:   20 g Trypton    Difco

    5 g Hefeextrakt    Difco

    0,5 g NaCl    Baker

    10 ml 0,25 M KCl    Baker

    5 ml 2 M MgCl2    Sigma

    20 ml 1M Glukose    Sigma

    mit H2O bidest auf 1000ml auffüllen

    mit NaOH auf pH 7 einstellen  Baker

LB-Medium:   10 g Trypton    Difco

    5 g Hefeextrakt    Difco

    5 g NaCl     Baker

    mit H2O bidest auf 1000ml auffüllen

    mit NaOH auf pH 7,5 einstellen  Baker

LB-Agar:    1 L LB-Medium    s.h.

    1,5 g Agar    Difco

    Ampizilin    Sigma
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Tabelle A-8: Lösungen für die Sequenzierung. s.h. = selbst hergestellt

Reagenz   Zusammensetzung   Firma

10 x TBE-Puffer:   108 g Tris Base    USB

    55 g Borsäure    Cabiochem, Merck

    8,3 g Na4EDTA    Roth GmbH

    1L H2O ad iniectabilia    Baxter

10%-ige APS-Lösung:  1,0 g Ammoniumpersulfat   Eastman chemical

    10 ml H2O bidest

6 %-iges Polyacrylamidgel: 30 g Harnstoff    Gibco

    9,0 ml 40%-ige Acrylamid-Lösung  Bio-RAD

    6,0 ml 10 x TBE-Puffer   s.h.

    23,5 ml H2O ad iniectabilia    Baxter

Loading-buffer   50 mg Blue Dextran   Sigma

    1 ml 25 mM EDTA    Sigma

    4 ml Formamid    Sigma
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Negativkontrolle 0,1µg/ml p17 (C18-A1)

Positivkontrolle/PHA

1µg/ml p17 (C18-A1) 10µg/ml p17 (C18-A1)

50µg/ml p17 (C18-A1)

3 10 4

30 31 280 254

412 372 361 375

4

Abbildung A-: Interferon γ Sekretion von SDc nach Stimulation mit verschiedenen 
Konzentrationenen an Peptid C-A bzw. mit  µg/ml Phytohämagglutinin (PHA). Dargestellt 
sind Abbildungen der Wells des ELISPOT-Assays, sowie die computergestützten Angaben der 
ermittelten Spots. Dabei wurden jeweils Doppelwerte bestimmt. 

9.2 Ergebnisse
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Abbildung A-: Interleukin- Sekretion von SDc nach Stimulation mit verschiedenen 
Konzentrationenen an Peptid C-A bzw. mit  µg/ml Phytohämagglutinin (PHA). Dargestellt 
sind Abbildungen der Wells des ELISPOT-Assays, sowie die computergestützten Angaben der 
ermittelten Spots. Dabei wurden jeweils Doppelwerte bestimmt.

Negativkontrolle 0,1µg/ml p17 (C18-A1)

Positivkontrolle/PHA

1µg/ml p17 (C18-A1) 10µg/ml p17 (C18-A1)

50µg/ml p17 (C18-A1)

1 0 1

1 1 0 0

1 2 125 153

1



Anhang 156
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Tabelle A-9: Demographische Daten aller untersucheten Studienpopulationenen. Std.Abw = 
Standardabweichung, IQR = Interquartilrange des . bis . Quartils, Ak+ = Antikörper positive 
(n=), KP =  Kontrollpersonen (n=), TD-EM = erstmanifestierte Typ  Diabetes-Patienten 
(n=), TD>J = Patienten mit TD länger als  Jahr (n=), TD = Typ  Diabetes-Patienten (n=), 
GADA = Antikörper gegen Glutamatdecarboxylase, IA-A = Antikörper gegen Tyrosinphosphatase, 
IAA = Antikörper gegen Insulin, ICA = Antikörper gegen Inselzellgewebe. 



Anhang 157

C
D


-E

xp
re

ss
io

n 
(S

ti
m

ul
at

io
ns

in
de

x)
  [

SI
]

N
r.

Pr
o-

in
su

lin
In

su
lin

In
su

lin
 

B
-K

et
te

p
p

p
p

p
p

p
p

p
p


p


p


p


p


p


p


p


p


p


p


p


Te

ta
nu

s 
To

xo
id

T1D-EM

1
3,

00
0,

89
5,

11
1,

67
2,

78
5,

56
3,

11
2,

78
0,

11
0,

11
0,

67
0,

00
2,

11
1,

22
0,

44
1,

00
0,

22
1,

00
0,

22
1,

11
0,

56
0,

11
0,

22
14
5,
67

2
3,

60
1,

46
1,

11
0,

43
1,

83
1,

66
6,

46
2,

43
0,

57
0,

89
3,

00
1,

37
2,

77
4,

83
0,

46
3,

80
0,

34
2,

43
0,

60
0,

23
0,

17
0,

80
3,

26
6,
94

3
0,

30
0,

30
5,

20
0,

90
1,

40
2,

00
1,

10
2,

00
3,

10
1,

40
0,

60
1,

40
4,

40
0,

50
1,

30
0,

60
1,

10
1,

40
0,

60
1,

50
0,

90
0,

00
1,

50
13
1,
30

4
1,

50
0,

80
7,6

0
1,

80
1,

60
2,

00
12

,1
0

2,
90

2,
10

2,
10

1,
60

0,
40

3,
00

3,
40

2,
60

1,
20

1,
20

3,
00

15
,4

0
5,

00
0,

20
2,

10
3,

00
0,

90
28
,0
0

5
1,

00
0,

63
0,

83
0,

13
0,

04
0,

25
0,

21
0,

50
0,

88
1,

63
0,

04
0,

38
0,

67
0,

00
4,

88
0,

63
0,

67
0,

08
0,

21
0,

33
0,

04
0,

08
0,

04
0,

04
78
,9
6

6
0,

75
0,

81
0,

44
1,

50
0,

69
0,

44
4,

06
0,

88
2,

63
0,

19
2,

69
0,

19
0,

81
0,

00
2,

00
0,

44
0,

56
1,

69
0,

31
0,

63
0,

13
0,

75
0,

31
0,

69
3,
75

7
0,

33
0,

78
2,

06
1,

56
0,

56
0,

67
4,

39
1,

28
0,

22
0,

72
1,

22
1,

78
4,

28
0,

06
0,

50
0,

39
1,

50
0,

33
0,

94
0,

67
0,

06
1,

00
0,

33
2,

00
77
,4
4

8
1,

34
1,

23
1,

28
1,

39
1,

35
1,

16
1,

36
1,

29
1,

36
1,

39
1,

25
1,

61
1,

52
1,

48
1,

18
1,

48
1,

24
1,

23
1,

64
1,

38
1,

47
1,

26
1,

29
7,
20

9
7,6

4
6,

27
5,

55
0,

55
1,

18
1,

45
0,

36
15

,4
5

8,
18

6,
27

3,
09

0,
00

21
,2

7
18

,7
3

0,
64

1,
00

14
,6

4
4,

55
0,

00
6,

91
0,

18
2,

09
0,

91
2,

09
11
4,
27

10
2,

05
1,

16
9,

00
0,

26
2,

53
1,

58
0,

53
1,

26
3,

42
2,

21
8,

79
0,

58
4,

11
2,

32
2,

16
1,

53
1,

58
3,

37
9,

95
9,

95
1,

42
1,

26
0,

11
1,

37
55
,8
4

11
1,

47
0,

79
2,

89
2,

58
1,

21
1,

26
1,

00
2,

74
3,

58
1,

11
1,

58
0,

47
1,

47
0,

89
1,

63
0,

63
1,

84
0,

68
1,

26
0,

58
1,

47
1,

05
0,

32
0,

63
9,
05

12
4,

11
2,

94
5,

72
1,

89
2,

00
5,

39
3,

11
4,

67
4,

33
4,

67
2,

44
1,

39
3,

50
2,

33
2,

89
3,

89
1,

44
1,

17
1,

11
1,

22
2,

56
2,

33
1,

67
2,

44
5,
00

13
11

,2
9

9,
43

21
,8

6
2,

29
7,

86
5,

43
0,

15
0,

06
0,

54
5,

43
1,

71
7,1

4
4,

71
2,

14
8,

43
1,

14
14

,7
1

5,
57

4,
29

5,
71

1,
00

3,
57

2,
71

9,
43

49
,4
3

14
0,

82
1,

76
0,

99
1,

31
1,

65
1,

35
1,

33
1,

27
1,

29
1,

39
0,

92
2,

15
1,

59
1,

64
1,

37
1,

29
1,

53
1,

82
1,

53
1,

57
1,

34
1,

21
1,

24
15
,8
3

15
2,

78
2,

66
5,

71
0,

68
1,

65
1,

35
1,

08
3,

10
1,

10
0,

49
0,

60
0,

51
1,

07
0,

56
0,

66
0,

59
0,

95
1,

10
3,

68
0,

94
0,

55
0,

64
1,

00
1,

10
10
,8
1

16
2,

79
1,

11
10

,3
2

1,
21

0,
58

1,
26

0,
32

6,
11

1,
16

1,
26

1,
16

0,
42

3,
84

2,
42

1,
89

0,
84

1,
68

1,
63

3,
47

0,
89

1,
79

1,
05

3,
37

1,
68

69
,7
9

T1D>1J

17
1,

93
1,

76
6,

24
1,

63
2,

54
0,

44
0,

54
0,

90
0,

88
0,

71
0,

49
1,

22
0,

90
1,

76
0,

41
0,

49
0,

24
0,

66
1,

10
0,

29
1,

44
0,

41
1,

02
0,

07
15
,3
7

18
4,

50
1,

90
4,

30
1,

00
0,

00
1,

30
1,

90
2,

10
1,

10
1,

00
1,

00
1,

80
1,

30
1,

60
1,

60
2,

10
2,

40
0,

80
1,

10
1,

10
3,

00
1,

10
2,

40
1,

30
56
,5
0

19
0,

90
4,

08
1,

53
0,

71
0,

27
0,

16
0,

75
0,

76
1,

18
0,

12
0,

00
0,

00
0,

10
6,

71
 

0,
08

0,
25

0,
35

0,
10

0,
04

0,
35

0,
04

0,
00

0,
00

22
,0
6

20
3,

58
0,

68
3,

25
1,

20
1,

40
1,

28
1,

45
1,

60
2,

65
2,

40
2,

40
1,

88
2,

05
0,

83
2,

13
2,

18
1,

35
1,

05
2,

30
2,

03
1,

68
0,

78
1,

25
1,

00
13
,4
5

21
4,

36
0,

79
5,

11
0,

43
0,

14
0,

50
0,

89
1,

07
0,

43
0,

68
2,

54
0,

54
1,

93
0,

71
3,

14
0,

57
1,

14
0,

54
0,

50
0,

71
0,

46
0,

04
0,

18
1,

68
22
,7
1

22
1,

45
1,

03
0,

95
0,

55
0,

68
0,

80
1,

00
0,

50
1,

60
0,

18
0,

80
0,

08
0,

85
0,

55
0,

40
0,

10
0,

33
0,

25
0,

53
1,

30
0,

18
0,

23
0,

20
0,

45
6,
95

23
0,

86
1,

21
12

,0
0

1,
96

4,
25

5,
14

0,
15

0,
06

0,
54

4,
21

3,
61

2,
29

4,
75

5,
32

0,
14

0,
07

0,
29

2,
82

0,
04

3,
04

3,
82

1,
64

3,
39

0,
71

5,
07

24
0,

86
0,

80
0,

51
0,

86
0,

86
0,

94
0,

57
1,

00
1,

14
0,

71
1,

49
5,

86
0,

66
1,

57
0,

86
1,

14
0,

57
2,

03
1,

57
1,

03
1,

20
1,

89
1,

20
18
,9
7

KP

25
3,

35
0,

35
10

,9
4

3,
00

3,
47

1,
35

1,
53

0,
71

1,
88

3,
76

0,
82

5,
41

4,
71

0,
65

1,
12

2,
35

0,
94

2,
29

2,
82

2,
71

6,
18

3,
06

0,
65

0,
88

51
,4
7

26
1,

20
1,

20
2,

60
1,

70
2,

80
1,

60
2,

20
5,

10
2,

40
1,

90
0,

60
1,

10
2,

50
3,

20
0,

50
0,

60
0,

80
2,

50
2,

60
1,

10
5,

30
1,

00
0,

80
0,

50
83
,5
0

27
0,

53
1,

12
2,

00
2,

76
0,

12
0,

53
1,

12
0,

00
0,

06
1,

18
0,

06
1,

59
0,

12
0,

88
0,

12
0,

06
0,

53
0,

06
1,

18
0,

00
0,

65
0,

41
2,

12
1,

71
39
,3
5

28
2,

90
0,

20
3,

55
0,

70
2,

65
0,

25
0,

85
0,

40
1,

20
0,

55
1,

00
0,

40
1,

95
0,

65
0,

45
0,

30
0,

30
0,

25
0,

60
0,

25
2,

70
0,

55
1,

35
0,

50
26
,7
5

29
1,

26
0,

47
2,

68
0,

74
0,

89
1,

11
0,

47
1,

00
0,

63
0,

74
0,

53
0,

26
1,

05
0,

21
0,

32
0,

53
0,

74
0,

89
0,

32
0,

42
0,

58
0,

42
0,

89
0,

26
6,
89

30
2,

04
0,

63
1,

23
1,

09
0,

41
0,

15
0,

06
0,

54
0,

99
1,

33
0,

52
0,

99
1,

10
1,

34
0,

75
0,

70
0,

97
1,

29
1,

91
0,

77
1,

38
1,

53
1,

67
15
,7
7

31
1,

40
3,

30
5,

00
0,

45
1,

35
3,

70
1,

90
4,

15
2,

65
2,

25
3,

25
2,

00
3,

15
2,

20
2,

30
1,

40
1,

55
0,

95
4,

10
4,

25
2,

15
2,

40
4,

20
2,

05
5,
90

32
2,

75
2,

20
8,

75
1,

25
2,

80
1,

00
0,

15
0,

06
0,

54
1,

25
0,

45
0,

90
1,

15
1,

60
2,

40
0,

70
0,

45
0,

75
4,

35
4,

35
1,

55
5,

20
2,

25
3,

85
12
,4
5

33
3,

47
4,

27
2,

33
9,

13
14

,4
0

1,
80

0,
15

0,
06

0,
54

2,
33

2,
00

1,
47

5,
93

9,
60

1,
67

2,
67

9,
73

5,
93

1,
93

1,
40

10
,3

3
11

,7
3

3,
27

1,
00

37
,7
3

34
0,

88
1,

00
1,

29
0,

67
0,

92
1,

33
0,

15
0,

06
0,

54
0,

92
1,

17
1,

08
1,

33
1,

29
1,

25
2,

21
1,

71
1,

67
1,

08
1,

25
2,

21
0,

63
0,

46
0,

71
7,
96

35
1,

94
0,

38
3,

19
1,

13
0,

88
0,

44
1,

00
0,

50
1,

63
1,

81
1,

13
0,

75
1,

00
1,

56
1,

63
0,

69
1,

13
0,

13
0,

69
0,

94
0,

56
1,

69
1,

50
1,

06
15
,0
0

36
5,

64
1,

03
3,

96
2,

78
1,

04
4,

11
0,

15
0,

06
0,

54
0,

85
1,

51
0,

67
2,

05
1,

30
1,

23
1,

16
2,

82
3,

41
3,

16
1,

56
2,

95
1,

79
2,

26
1,

05
19
,2
1

T2D

37
0,

85
0,

77
0,

85
0,

15
0,

54
0,

62
0,

54
0,

92
0,

31
2,

38
0,

46
1,

15
0,

31
0,

31
0,

54
0,

00
1,

46
0,

85
0,

31
0,

46
0,

69
0,

62
1,

15
0,

38
2,

77
38

0,
79

0,
81

1,
50

0,
60

0,
41

0,
43

0,
12

0,
53

1,
03

0,
66

0,
62

0,
33

0,
59

0,
67

0,
12

0,
33

1,
41

0,
71

0,
31

0,
38

0,
78

0,
31

0,
72

0,
33

1,
14

39
3,

65
1,

35
2,

69
2,

08
1,

46
1,

15
1,

88
1,

96
1,

00
1,

58
0,

88
0,

46
0,

85
2,

73
1,

12
0,

65
1,

46
0,

88
0,

65
0,

08
0,

23
0,

62
0,

77
0,

27
22
,6
9

40
2,

13
0,

47
1,

66
0,

47
1,

02
0,

94
2,

34
0,

43
0,

09
0,

89
0,

38
0,

21
0,

94
0,

72
1,

45
0,

43
1,

15
1,

43
0,

81
0,

09
0,

38
0,

64
0,

21
0,

09
15
,4
5

Ak+

41
4,

62
2,

43
5,

27
0,

39
0,

76
2,

30
1,

00
0,

35
1,

10
1,

73
1,

01
0,

50
2,

14
1,

25
3,

05
1,

81
1,

08
1,

71
1,

07
3,

69
0,

61
2,

87
0,

78
0,

86
18
,6
0

42
1,

08
0,

95
1,

48
0,

38
0,

92
0,

49
0,

15
0,

06
0,

54
1,

08
0,

48
0,

68
1,

14
1,

25
1,

05
1,

44
0,

70
1,

25
1,

37
1,

53
1,

51
0,

83
0,

47
1,

61
2,

98
43

2,
07

0,
57

1,
50

0,
27

1,
17

1,
10

0,
15

0,
06

0,
54

0,
07

0,
77

0,
67

0,
30

0,
67

1,
97

2,
60

0,
77

0,
83

0,
67

1,
13

1,
10

0,
30

0,
67

0,
13

5,
63

Tabelle A-10 : CD Expression nach Stimulation der peripheren Blutlymphozyten aller 
untersuchten Probanden. Dargestellt sind die Mittelwerte der Stimulationsindizes (SI). Ein SI≥ 
(farbig, bzw. fett bei TetanusToxoid) wurde als positiv gewertet. p =Peptid.
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Tabelle A-11: Ox40 (CD) Expression nach Stimulation der peripheren Blutlymphozyten aller 
untersuchten Probanden. Dargestellt sind die Mittelwerte der Stimulationsindizes (SI). Ein SI≥ 
(farbig, bzw. fett bei TetanusToxoid) wurde als positiv gewertet. p =Peptid.
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