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1. Einleitung

Typ-1-Diabetes gehort in  Deutschland zu den hiufigsten Autoimmunerkrankungen.
Insbesondere im Kindes- und Jugendalter fithrt der Typ-1-Diabetes die Liste der am
hiufigsten diagnostizierten Stoffwechselerkrankungen an. Die jdhrliche Neuerkrankungsrate
bei den 0 bis 14-Jdhrigen steigt um 2 bis 6 % und hat sich im Vergleich zu den frithen 1990er
Jahren verdoppelt (22 vs. 11 pro 100 000 pro Jahr) (Patterson et al., 2012).

Die Ursachen des Typ-1-Diabetes sind multifaktoriell. Es wird vermutet, dass genetische und
umweltbedingte Faktoren, sowie familidre Préddisposition nicht nur bestimmen, wer an
Inselautoimmunitit und Typ-1-Diabetes erkrankt, sondern auch den Zeitpunkt der Entstehung
von Inselautoimmunitét beeinflussen. Bereits Jahre vor Ausbruch der Erkrankung lassen sich
in der Phase des Priddiabetes, der sogenannten Inselautoimmunitit, Diabetes-spezifische
Inselautoantik6rper im Blut nachweisen. Dieser Prozess kann durch Umweltfaktoren
getriggert werden (Ziegler und Nepom, 2010). Im weiteren Verlauf der Erkrankung nimmt die
B-Zellfunktion ab, welche mit einer verminderten Insulinsekretion nach Glukosebelastung und
einer gestorten Glukosetoleranz einhergeht. Nach Verlust von ca. 80 % der B-Zellmasse geht
der dysglykdmische Zustand schlieBlich in das Stadium des klinisch manifesten Typ-1-
Diabetes iiber (Atkinson und Eisenbarth, 2001).

Der Prozess der Progression von Inselautoimmunitit zum manifesten Typ-1-Diabetes ist
individuell sehr variabel und kann sehr rasch innerhalb weniger Monate stattfinden, oder bis
zu 20 Jahre nach dem ersten Auftreten der Inselautoantikdrper andauern (Ziegler et al., 2013).
Wihrend der Inzidenzgipfel fiir die klinische Manifestation eines Typ-1-Diabetes in der
Pubertit liegt, entsteht Inselautoimmunitét bereits am hiufigsten in der frithen Kindheit (1. bis
2. Lebensjahr) (Ziegler und Nepom, 2010, Ziegler und Bonifacio, 2012).

Ziel der vorliegenden Dissertationsschrift war es, Umweltfaktoren in der Pathogenese der
Inselautoimmunitédt und der Progression zum Typ-1-Diabetes aufzukliren, mit dem Fokus auf
zwei Faktoren: Vitamin D und Insulinresistenz. Fiir Vitamin D existieren bereits einige
Studien, die es als einen wichtigen Faktor fiir die Entstehung von Autoimmunerkrankungen
beschreiben (Kriegel et al., 2011, Borges et al., 2011). Bereits 1991 konnten Baumgartl et al.
zeigen, dass neu manifestierte Typ-1-Diabetespatienten einen signifikant niedrigeren
Vitamin D-Spiegel aufwiesen als gesunde Kontrollpersonen. Dieser Effekt wurde in spiteren
Studien bestidtigt (Pozzilli et al., 2005, Littorin et al., 2006). Vitamin D ist ein potenter
Modulator der erworbenen Immunitdt und ein Mangel wird mit einem hoheren Typ-1-
Diabetesrisiko in Verbindung gebracht (Luong et al., 2005, Baeke et al., 2010). Verschiedene

Supplementationsstudien, bei denen Vitamin D in der Schwangerschaft oder frithen Kindheit
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eingenommen wurde, kamen jedoch zu kontroversen Ergebnissen im Hinblick auf die
protektive Wirkung von Vitamin D auf die Entstehung von Typ-1-Diabetes (EURODIAB-
Study-Group, 1999, Hypponen et al., 2001, Brekke und Ludvigsson, 2007, Marjamaiki et al.,
2010). Neben den immunmodulatorischen Eigenschaften werden Vitamin D auch positive
Effekte auf Insulinsekretion und Insulinresistenz zugesprochen. Dies konnte hauptséchlich in
Studien mit Typ-2-Diabetespatienten (Alvarez und Ashraf, 2010, Mezza et al., 2012), sowie
im Tierversuch untermauert werden (Alvarez und Ashraf, 2010, Norman et al., 1980, Clark et
al., 1981). Jedoch konnte eine Gabe der aktiven Form des Vitamin D (Calcitriol) den
Riickgang der p-Zellfunktion bei neu manifestierten Typ-1-Diabetespatienten nicht
verhindern (Walter et al., 2010, Bizzarri et al., 2010).

Neben Vitamin D sind auch verschiedene, dem Vitamin D-Metabolismus zugeordnete Gene
mit Typ-1-Diabetes assoziiert. So konnte eine aktuelle Studie bestimmte Ausprigungen der
Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism, SNPs) von Vitamin D-
Metabolismus-assoziierten Genen, mit einem erhohten Risiko fiir Typ-1-Diabetes in
Verbindung bringen (Cooper et al., 2011).

Der zweite Umweltfaktor in der Pathogenese der Inselautoimmunitit, iiber den in dieser
Dissertationsschrift aufgeklidrt werden soll, ist die Insulinresistenz. Zu Zeiten des
zunehmenden Ubergewichts im Kindesalter wird auch die Insulinresistenz als ein
Risikofaktor fiir Typ-1-Diabetes diskutiert (Fourlanos et al., 2004). Interessanterweise erreicht
die physiologische Insulinresistenz wihrend der Pubertdt ihren Hohepunkt (Travers et al.,
1995, Moran et al., 1999) und Typ-1-Diabetes manifestiert oft im selben Zeitraum (Atkinson
und Eisenbarth, 2001). Im Typ-1-Diabetes-Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass
Hyperinsulindmie, ein Marker fiir Insulinresistenz, dem Krankheitsausbruch vorausgeht
(Amrani et al., 1998).

Nach wie vor gibt es jedoch kaum Studien, die Insulinsensitivitdt und -resistenz bei Kindern
mit einem erhohten Risiko fiir Typ-1-Diabetes, speziell im Zeitraum der Pubertit, untersucht
haben. Ebenso wenig Daten existieren auch zur Rolle von Vitamin D im Pra-Typ-1-Diabetes
und ob ein priklinischer Mangel den Krankheitsverlauf beeinflusst. Des Weiteren ist erst
wenig iiber den Zusammenhang des Vitamin D-Spiegels im Plasma und der B-Zellfunktion
von Typ-1-Diabetespatienten bekannt. Die Abhingigkeit der [p-Zellfunktion und
Insulinresistenz vom Vitamin D-Status und von bestimmten Vitamin D-Metabolismus-

assoziierten Genen in einer Typ-1-Diabetes-Risikokohorte wurde noch nie untersucht.
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Ziel der vorliegenden Dissertationsschrift war es deshalb, die Faktoren Vitamin D und

Insulinresistenz in der Pathogenese von Inselautoimmunitit und Typ-1-Diabetes anhand

folgender Fragestellungen néher zu untersuchen:

1.

Unterscheiden sich die Pridvalenz eines Vitamin D-Mangels, sowie der Vitamin D-
Status bei prddiabetischen Kindern (Kinder mit mehreren [multiplen] positiven
Inselautoantikorpern) im Vergleich zu neu manifestierten Typ-1-Diabetespatienten

und gesunden Inselautoantikorper-negativen Kindern?

. Beeinflussen Vitamin D-Mangel und Vitamin D-Konzentrationen im Plasma die

Entstehung des Typ-1-Diabetes bei Kindern mit multiplen positiven
Inselautoantikorpern?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen Vitamin D-Status, sowie ausgewihlten
Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und B-Zellfunktion und Insulinresistenz?
Wie entwickelt sich die Insulinresistenz von Kindern mit einem erhdhten Typ-1-
Diabetesrisiko im Kindes- und Jugendalter und gibt es Unterschiede zwischen
Inselautoantikorper-negativen und -positiven Kindern? Welchen Einfluss hat der

Pubertitsbeginn auf die Entwicklung der Insulinresistenz im Kindes- und Jugendalter?

Diese Fragestellungen wurden anhand von unterschiedlichen Kohorten untersucht: Die Typ-

1-Diabetes-Risikokohorte (Inselautoantikdrper-positive und -negative Kinder) setzt sich

zusammen aus den prospektiven Geburtskohorten BABYDIAB und BABYDIAT und der

Teenagerkohorte TEENDIAB. Die neu manifestierten Typ-1-Diabetespatienten entstammen
der bayrischen Diabetesregisterstudie DiMelli. Wihrend die Kohorten BABYDIAB,

BABYDIAT und DiMelli bereits etabliert waren und die eingelagerten Bioproben fiir die

Dissertation zur Verfiigung standen, wurde das TEENDIAB Kollektiv im Rahmen dieser

Dissertation aufgebaut.

Insgesamt soll diese Arbeit zu neuen Erkenntnissen in der Pathogenese des Typ-1-Diabetes

fiihren und Vitamin D-Mangel als auch Insulinresistenz als potentielle Risikofaktoren néher

charakterisieren.
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2. Grundlagen

2.1 Typ-1-Diabetes

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist eine chronische Autoimmunerkrankung, deren Priavention und
vollstindige Heilung bis zum heutigen Zeitpunkt nicht moglich ist. Das Immunsystem richtet
sich im Fall des Typ-1-Diabetes gegen die insulinproduzierenden B-Zellen der Langerhans-
Inseln im Pankreas, was zu einer selektiven und fortschreitenden Zerstorung dieser Zellen
fiihrt (Atkinson und Eisenbarth, 2001). Als Folge des dadurch entstandenen absoluten
Insulinmangels kommt es zur Hyperglykdmie und somit auch zur Ausscheidung von Glukose
im Urin. Durch den gestorten Glukosestoffwechsel kommt es zur Bildung von Ketonk&rpern
aus dem verstirktem Abbau von Fetten, was unbehandelt ohne Insulintherapie zum
ketoazidotischen Koma fithren und todlich enden kann. Erkrankte Personen miissen deshalb
lebenslang exogenes Insulin zufiihren. Trotz guter Therapiemdglichkeiten kann der Typ-1-
Diabetes mikro- und makrovaskuldre Folgeerkrankungen, wie Nieren-, Nerven- und
Augenschiadigungen nach sich ziehen (Mehnert et al., 2003).

Die Erkrankung tritt meist plotzlich auf und ist gekennzeichnet durch Symptome wie
Polyurie, Polydipsie, raschen Gewichtsverlust, Ubelkeit, Erbrechen und trockene Haut
(Mehnert et al., 2003). Die Manifestation kann in jedem Alter erfolgen und wihrend man
frither noch von einem Erkrankungsgipfel in der Pubertidt ausging (Dabelea et al., 2007),
zeigen aktuellere Beobachtungen eine stetige Inzidenz vom 1. bis 15. Lebensjahr (Harjutsalo

et al., 2008).

2.2  Epidemiologie des Typ-1-Diabetes im Kindes- und Jugendalter

Bei Kindern und Jugendlichen konnen 90 % aller Diabetesfille dem Typ-1-Diabetes
zugeordnet werden, hingegen sind nur 5-10 % der erwachsenen Diabetespatienten vom Typ 1
betroffen (Achenbach et al., 2010). Die Hilfte aller Patienten entwickelt die Krankheit vor
dem 20. Lebensjahr, deshalb wurde der Typ-1-Diabetes friither oft als ,,jugendlicher Diabetes
bezeichnet.

Die Neuerkrankungsrate variiert weltweit sehr stark. Besonders hohe Inzidenzraten werden in
wirtschaftlich hoch entwickelten Liandern wie Nordamerika (USA und Kanada, >10/100 000
pro Jahr), Australien (>20/100 000 pro Jahr) und Europa beobachtet, wihrend China eine der
niedrigsten Inzidenzraten weltweit vorweist (<0,1/100 000 pro Jahr) (Soltesz et al., 2007,
The-DIAMOND-Project-Group, 2006).
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Innerhalb Europas besteht ein deutliches Nord-Siid-Gefille. Ergebnisse der von 1989 bis 1998
durchgefiihrten EURODIAB Studie zeigen eine stark erhohte Inzidenzrate in Skandinavien
mit Finnland als Spitzenreiter (>40/100 000 pro Jahr), wihrend vor allem im Mittelmeerraum
die Neuerkrankungen pro Jahr deutlich niedriger liegen (z.B. Griechenland: 7/100 000 pro
Jahr). Die einzige Ausnahme bildet die Insel Sardinien mit einer Inzidenzrate von 38/100 000
pro Jahr (Soltesz et al., 2007).

In Deutschland hat sich die Inzidenz im Kindes- und Jugendalter von 1989 bis 2008 von
11/100 000 pro Jahr auf 22/100 000 pro Jahr in etwa verdoppelt (Patterson et al., 2012). Die
im Rahmen des Diabetes-Inzidenz-Registers Baden-Wiirttemberg (DIARY) gewonnenen
Daten zeigten eine Typ-1-Diabetespriavalenz im Jahr 2006 von 0,126 % bei Kindern unter 15
Jahren mit einem durchschnittlichen jdhrlichen Anstieg von 4,4 %. Das Alter bei Typ-1-
Diabetesmanifestation lag im Median bei 8,0 Jahren. Mathematischen Prognosen zufolge
konnte die Prdvalenz im Jahr 2026 bereits bei 0,265 % liegen und die Kinder wéren bei
Krankheitsausbruch deutlich jiinger (Ehehalt et al., 2012).

Im Gegensatz zu anderen Autoimmunerkrankungen gibt es beim Typ-1-Diabetes keinen
geschlechts-spezifischen Trend (Soltesz et al., 2007), allerdings wurden jahreszeitliche
Schwankungen im Auftreten des Typ-1-Diabetes beobachtet. In Abhingigkeit der
geografischen Region treten Typ-1-Diabetesfélle gehéduft in den Wintermonaten auf, wihrend
in den Sommermonaten die Inzidenzrate vergleichsweise niedrig ist (Moltchanova et al.,

2009).

2.3  Pathogenese des Typ-1-Diabetes

Das klassische Pathogenesemodell (Abb. 1) basierend auf Eisenbarth (1986) unterteilt den
Verlauf in 3 Phasen:
— Genetische bzw. familidre Pradisposition
— Prédiabetes: Entstehung und Progression einer Autoimmunitit gegen die f-Zellen des
Pankreas mit schrittweiser Zerstorung der insulin-produzierenden Zellen
— Klinische Manifestation des Typ-1-Diabetes, einhergehend mit dem vollstindigen

Verlust der verbliebenen -Zellmasse.
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Abb. 1: Pathogenesemodell des Typ-1-Diabetes (modifiziert nach Eisenbarth, 1986).

2.3.1 Genetische Pradisposition

Das Risiko fiir die Normalbevolkerung einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln liegt bei ca.
0,3 %. Studien zeigten, dass dieses Risiko jedoch auf 3 bis 8 % ansteigen kann, wenn ein
Verwandter 1. Grades (Mutter, Vater, Geschwisterkind) bereits von der Krankheit betroffen
ist (Bonifacio et al., 2004). So ist das Risiko fiir ein Kind, dessen Vater an Typ-1-Diabetes
erkrankt ist hoher (5 %), als wenn die Mutter (3 %) betroffen ist. Ist ein Geschwisterkind
erkrankt, steigt das Risiko fiir das nicht-diabetische Kind auf bis zu 8 % an (Ziegler und
Nepom, 2010).

Neben der familidren Pradisposition konnen beim Typ-1-Diabetes auch verschiedene Genloci
zur Risikostratifizierung beitragen. Es sind momentan iiber 50 Genregionen mit dem Typ-1-
Diabetes assoziiert (Pociot et al., 2010). Dabei spielen die humanen Leukozytenantigen
(HLA)-Klasse-II-Gene auf dem Chromosom 6p21 die wichtigste Rolle. Besonders einige
Allele der HLA-DQ und -DR-Gene sind mit einem erhohten Risiko fiir Typ-1-Diabetes
assoziiert. Die stidrkste Assoziation zeigte hier der HLA-Genotyp DR3 (DR3-DQA1%*0501-
DQBI1%0201) | DR4 (DR4-DQA1*0301-DQB1%0302), der laut Untersuchungen bei 39 % der
Typ-1-Diabetespatienten vorlag, die vor dem 20. Lebensjahr erkrankten (Lambert et al.,
2004). Ein weiterer diabetes-assoziierter Genotyp wurde in der Promotorregion des

Insulingens (/NS VNTR) gefunden. So ist z.B. mit dem INS-VNTR-Klasse-I / I-Genotyp ein
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gehduftes Auftreten der Inselautoantikorper gegen Insulin (IAA) assoziiert (Achenbach et al.,
2010). Neben HLA- und INS VNTR-Genen konnen noch weitere Gene, wie z.B. das IFIHI-
Gen (interferon induced with helicase C domain 1, kodiert fiir Interferon-induzierte Helikase,
Funktion: Abwehr von Viren) in den Autoimmunprozess involviert sein (Winkler et al., 2011)

und macht den Typ-1-Diabetes somit zu einer polygenen Erkrankung.

2.3.2 Charakteristik der priadiabetischen Phase und der Einfluss von Umweltfaktoren

Immunologische Prozesse und diagnostische Marker

Am Anfang der pridiabetischen Phase entsteht die Autoimmunreaktion gegen die insulin-
produzierenden B-Zellen des Pankreas und es kommt im Verlauf zu einer Zerstorung und
Entziindung der B-Zellen durch Infiltration von mononukledren Zellen der pankreatischen
Inseln (Insulitis) (Gepts, 1965, Foulis et al., 1986). Nach einem Verlust von ca. 80-90 % der
Gesamt-f-Zellmasse kommt es zur klinischen Manifestation des Typ-1-Diabetes (Achenbach
et al., 2010). Die infiltrierenden Zellen bestehen vor allem aus CD (cluster of differentiation)
4+ und CD8+ T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen (Bach, 1994, Atkinson und Eisenbarth,
2001), wobei im NOD (none-obese diabetic)-Mausmodell gezeigt wurde, dass besonders
CD4+ T-Zellen initial am Entziindungsprozess der B-Zellen beteiligt sind (Haskins und
McDuffie, 1990). Auf Grund unterschiedlicher Zytokinausschiittung werden die CD4+ T-
Zellen in T-Helferzellen Typ 1 (Thl) und Typ 2 (Th2) Zellen eingeteilt. Thl-Zellen
produzieren vor allem pro-inflammatorische Zytokine (Interleukin (IL)-2, Interferon (IFN)-v,
Tumornekrosefaktor (TFN)-a), Th2-Zellen schiitten hauptsidchlich anti-inflammatorische
Zytokine wie IL-4, IL-6 und IL-10 aus (Mosmann et al., 1986, Abbas et al., 1996). Es wird
angenommen, dass bei der Entwicklung von Typ-1-Diabetes ein Ungleichgewicht vorliegt
und die Th1-Antwort dominiert (Castano und Eisenbarth, 1990, Liblau et al., 1995).

Neben diesen autoreaktiven T-Zellen, die diagnostisch zum jetzigen Zeitpunkt jedoch keine
Rolle spielen, gelten Autoantikorper gegen [-Zellantigene als wichtigster diagnostischer
Marker. Antikorper gegen das Hormon Insulin (IAA), gegen das Enzym
Glutamatdecarboxylase (GADA), gegen Tyrosinphosphatase-homologe Proteine TA-2 (IA-
2A) und TA-2B (IA-2BA), sowie gegen die zwei Isoformen des Autoantigens
Zinktransporter 8 (ZnT8RA und ZnT8WA) konnen bereits Jahre vor Ausbruch der
Erkrankung mittels sensitiven, international standardisierten Methoden im vendsen und
kapillaren Blut nachgewiesen werden (Atkinson und Eisenbarth, 2001, Achenbach et al.,
2009). Das Auftreten, die Affinitdt und die Progression der Inselautoantikorper sind jedoch
stark vom Alter abhingig. FErgebnisse der BABYDIAB Studie zeigten, dass
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Inselautoimmunitit (=Vorhandensein von Inselautoantikérpern) einen ersten Inzidenzpeak in
der frithen Kindheit (6. bis 24. Monat) hat und gekennzeichnet ist durch hochaffine, hiufig
gegen Insulin gerichtete Antikorper (Bonifacio et al., 1999) und dem Vorhandensein der
Hochrisikogene HLA DR3/4-DQ8 oder DR4/4-DQS8 (Ziegler und Bonifacio, 2012).
Betroffene Kinder zeigten eine schnelle Progression zu multiplen Autoantikérpern und
erkrankten meist schon vor der Pubertit (Ziegler et al., 1999, Hummel et al., 2004). Die
Ergebnisse deuteten auch auf einen zweiten Inzidenzpeak der Inselautoimmunitdt in der
Pubertit hin, die aber ein unterschiedliches Profil aufwies: keine HLA-Risikogene, niedrig
affine Antikorper, meist gegen Insulin oder GAD gerichtet und keine oder langsame
Progression zu multiplen Antikdrpern (Ziegler und Nepom, 2010).

Generell entscheidend fiir Progression zum Typ-1-Diabetes ist nicht nur das Auftreten von
Inselautoantikorpern sondern auch die Ausweitung von einem auf mehrere Antigene. So stellt
das Vorhandensein eines singuldren bzw. transienten Inselautoantikdrpers in den meisten
Fillen eine harmlose nichtprogressive Inselautoimmunitit dar (Colman et al., 2000, Hummel
et al., 2004). Hingegen steigt das Typ-1-Diabetesrisiko beim Auftreten von multiplen
Inselautoantikorpern enorm an. Neueste Ergebnisse aus prospektiven
Verlaufsbeobachtungsstudien in Risikopopulationen zeigten, dass der GroBteil an Kindern
(84 %), die mehrere Inselautoantikorper im Blut aufwiesen, innerhalb von 15 Jahren nach
dem erstmaligen Nachweis an Typ-1-Diabetes erkrankten (Ziegler et al., 2013).

Weitere diagnostische Mittel im Préadiabetes stellen metabolische Marker dar. Eine
eingeschriankte Insulinantwort auf intravendse Glukosebelastung, oder eine gestorte
Glukosetoleranz im oralen Glukosetoleranztest deuten auf eine fortgeschrittene J3-
Zellzerstorung hin und konnen somit wichtige Marker fiir die Progression des Typ-1-Diabetes
sein (Bingley et al., 2008), jedoch sind diese Parameter in der friihen Phase des

Autoimmunprozesses noch nicht pathologisch verdndert (Achenbach et al., 2010).

Umweltfaktoren

Die unterschiedlichen Verlaufsformen in der priddiabetischen Phase deuten nicht nur auf
unterschiedliche genetische Préadisposition hin, sondern es werden auch die variablen
Umwelteinfliisse in einzelnen Altersgruppen diskutiert (Achenbach et al., 2005).

Ein weiterer deutlicher Hinweis, der den Einfluss von Umweltfaktoren in der Pathogenese des
Typ-1-Diabetes unterstreicht, ist die ,,nur* 50 %ige Konkordanz fiir die Erkrankung bei

eineiigen Zwillingen (Hirschhorn, 2003).
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Die Exposition zu bestimmten Nahrungsbestandteilen spielt bei den Umweltfaktoren eine
entscheidende Rolle. Besonders die Erndhrung in der frithen Kindheit scheint im Hinblick auf
das spitere Auftreten von Inselautoimmunitidt und Typ-1-Diabetes eine Rolle zu spielen. Das
Immunsystem des Kindes wird in den ersten Monaten besonders durch die Muttermilch
geprigt. Laut Empfehlungen der WHO (World Health Organisation) sollen Sduglinge 6
Monate ausschlieBlich gestillt werden. Analysen zeigten jedoch, dass Kinder, bei denen ein
Elternteil Typ-1-Diabetes hatte, kiirzer gestillt wurden, im Vergleich zu Kindern gesunder
Eltern (Schoen et al., 2008) und die empfohlene WHO-Stilldauer wurde in nur 18,8 % der
Familien mit Typ-1-Diabetes Patienten erreicht (Pfliiger et al., 2010). Als Griinde werden
Schwierigkeiten bei der Stoffwechseleinstellung der Miitter und Komplikationen bei der
Geburt aufgefiihrt. Untersuchungen der internationalen TRIGR (7Trial to Reduce IDDM in the
Genetically at Risk) Studie konnten diese Ergebnisse allerdings nicht bestitigen (Sorkio et al.,
2010). Auch hinsichtlich Entwicklung von Inselautoimmunitdt und Typ-1-Diabetes sind die
Ergebnisse kontrovers. Untersuchungen aus prospektiven Studien zeigten keinen
signifikanten Einfluss von Stilldauer auf Inselautoimmunitit (Hummel et al., 2000, Ziegler et
al., 2003, Virtanen et al., 2006). Eine aktuelle Metaanalyse, die Ergebnisse aus 43 weltweiten
Studien zusammenfasst, weist auf einen schwach protektiven Effekt des Stillens hinsichtlich
der Entstehung von Typ-1-Diabetes hin (Cardwell et al., 2012). Als eine mogliche Erkldrung
der schiitzenden Wirkung von Muttermilch wird vermutet, dass somit eine sehr frithe Zufuhr
von kritischen Nahrungsmittelallergenen wie z.B. Kuhmilchproteine oder Gluten vermieden
wird.

Sowohl frithe Einfilhrung (<2. bis 4. Lebensmonat) von Kuhmilch (Gerstein, 1994,
Kimpimiki et al., 2001), als auch von Gluten (Ziegler et al., 2003, Norris et al., 2003) sind
mit einem erhohtem Risiko fiir Inselautoimmunitdt und Typ-1-Diabetes assoziiert. Aktuell
soll in der internationalen TRIGR Studie iiberpriift werden, ob die Gabe von ausschlieBlich
hoch hydrolysierter hypoallergener, im Vergleich zu herkémmlicher Sduglingsmilchnahrung
auf Kuhmilchbasis, die Entwicklung von Inselautoantikorpern unterschiedlich beeinflusst
(TRIGR-Study-Group, 2007). Die Ergebnisse der Pilotstudie lassen einen protektiven Effekt
der hydrolysierten Sduglingsmilch erkennen (Knip et al., 2010).

Auch die frithe Gabe von Friichten, Beeren und Wurzelgemiise wurde sowohl in der
finnischen DIPP (Diabetes Prediction and Prevention) Studie (Virtanen et al., 2006), als auch
in der amerikanischen DAISY (Diabetes Autoimmunity Study in the Young) Studie
(Frederiksen et al., 2013a) mit einem erhohten Typ-1-Diabetesrisiko in Verbindung gebracht.

Die untersuchten Kinder hatten allerdings alle ein genetisch erhohtes Risiko. Die Autoren
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vermuteten, dass enthaltene Giftstoffe und die hohe Energieaufnahme durch Friichte,
oxidativen Stress in den [-Zellen verursacht und somit zur Induzierung der
Inselautoimmunitét fiihren.

Als potentiell wichtigster Erndhrungsfaktor hinsichtlich einer protektiven Wirkung wird das
fettlosliche Vitamin D eingestuft. Sowohl ein Mangel an Vitamin D, als auch unzureichende
Supplementation wihrend Schwangerschaft und Kindheit sind mit einem erhohten Risiko fiir
Typ-1-Diabetes assoziiert (Hypponen et al., 2001, Sgrensen et al., 2012, Gorham et al., 2012).
Vitamin D und dessen Rolle im Autoimmunprozess bildet ein Hauptbestandteil der

vorliegenden Arbeit und wird unter Punkt 2.4 ausfiihrlich beschrieben.

In der Pathogenese des Typ-1-Diabetes wird immer wieder iiber Infektionen als mogliche
Ausloser von Inselautoimmunitit diskutiert. Besonders im Fokus stehen virale Infektionen
mit Enteroviren (z.B. Coxsackie, Echovirus). Die Datenlage ist aber bis heute kontrovers. Im
Gegensatz zur deutschen BABYDIAB (Fiichtenbusch et al., 2001) und amerikanischen
DAISY Studie (Graves et al., 2003), fanden finnische Wissenschaftler einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Inselautoantikorpern und vorausgegangen
Infektionen mit Enteroviren (Laitinen et al., 2013). In der internationalen TEDDY (The
Environmental Determinants of Diabetes in the Young) Studie, die ebenfalls Kinder mit
einem erhohten Risiko fiir Typ-1-Diabetes untersucht, zeigte sich in einer Fall-Kontroll-
Studie kein Einfluss von Virusinfektionen auf einen rapiden Verlauf des Typ-1-Diabetes bei

Kindern mit positiven Inselautoantikérpern (Lee et al., 2013).

Die sogenannte Hygiene-Hypothese, wonach Kontakt zu Viren und Bakterien in der Kindheit
wichtig fiir die Entwicklung des Immunsystems ist und ein sauberes und keimreduziertes
Umfeld als einen méglichen Faktor fiir die steigende Inzidenz des Typ-1-Diabetes annimmt
(Bach und Chatenoud, 2012), konnte jedoch bislang nicht untermauert werden. Der
Hypothese treten vor allem Studien entgegen, die einen signifikanten Zusammenhang von
Infektionen in der frithen Kindheit und dem spéteren Auftreten von Typ-1-Diabetes belegen.
So zeigten Ergebnisse der BABYDIAT Studie, dass besonders Infektionen der oberen
Atemwege im Kindesalter mit einem erhohten Risiko fiir Typ-1-Diabetes assoziiert sind
(Beyerlein et al., 2013).

Neben Infektionen werden auch Impfungen als potentieller Risikofaktor fiir Typ-1-Diabetes
und Inselautoimmunitit in der Literatur genannt. Doch in bisherigen Studien konnte dafiir
kein kausaler Zusammenhang gefunden werden (Hummel et al., 2000, DeStefano et al., 2001,

Hviid et al., 2004).
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Die Rolle von Insulinresistenz in der prddiabetischen Phase

Bislang wird Insulinresistenz und die steigende Inzidenz von Ubergewicht hauptsichlich mit
der Pathogenese des Typ-2-Diabetes in Verbindung gebracht. Es gibt jedoch immer mehr
Studien, die sowohl Ubergewicht als auch Insulinresistenz als potentielle Risikofaktoren fiir
einen Typ-1-Diabetes einstufen (Wilkin, 2001, Fourlanos et al., 2004). Jedoch scheint gerade
im Hinblick auf die Progression zu Typ-1-Diabetes Ubergewicht an sich nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen. So wurde in der BABYDIAB Studie eindeutig gezeigt, dass
der BMI (body mass index) in Inselautoantikdrper-positiven und -negativen Kindern nicht
unterschiedlich war (Winkler et al., 2009). Die Kinder dieser Studie (Winkler et al., 2009),
sowie die untersuchten Teilnehmer anderer Studien (Fourlanos et al., 2004, Xu et al., 2007,
Bingley et al., 2008), bei denen eine erhohte Insulinresistenz mit einem gesteigertem Typ-1-
Diabetesrisiko assoziiert war, waren normalgewichtig. Der Fokus liegt daher momentan auf
einer sinkenden Insulinsensitivitét in Inselautoantikdrper-positiven Personen, besonders wenn
gleichzeitig die B-Zellfunktion abnimmt (Fourlanos et al., 2004, Xu et al., 2007, Bingley et
al., 2008). So wurde in der ENDIT (European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial)
Studie gezeigt, dass das Risiko fiir die Progression zum Typ-1-Diabetes signifikant mit der
Insulinsekretion nach intravendser Glukosebelastung, Anzahl der Inselautoantikdrper und mit
dem 120 min Glukosewert nach oraler Glukosebelastung assoziiert war. Bei Patienten mit
einer verminderten Insulinantwort nach ivGTT (intravenoser Glukosetoleranztest) waren
Insulinresistenz (gemessen durch HOMA-IR), die Anzahl zusitzlicher Inselautoantikorper
und der 120 min Glukosewert unabhingige Marker fiir das Progressions-Risiko (Bingley et
al., 2008).

Im Tiermodell konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine Insulinresistenz dem Ausbruch
eines Typ-1-Diabetes vorausging. Im NOD-Mausmodell trat Hyperinsulindmie vor der
klinischen Manifestation auf (Amrani et al., 1998) und Medikamente gegen Insulinresistenz
konnten erfolgreich die Neuerkrankungsrate senken (Beales und Pozzilli, 2002).

Der Anstieg der Insulinresistenz per se, insbesondere in der Kindheit und wihrend der
Pubertit, gilt als physiologisch (Moran et al., 1999, Jeffery et al., 2012) und wird
hauptsiachlich durch steigende Korperfettmasse und Wachstums-, sowie Sexualhormone
erklart (Cook et al., 1993, Travers et al., 1995, Roemmich et al., 2002). In der Pubertit
erreicht die Insulinresistenz die hochsten Werte und fallt danach wieder ab (Amiel et al.,
1986, Cook et al., 1993, Travers et al., 1995, Moran et al., 1999). Interessanterweise ist in der
Phase der stirksten physiologischen Insulinresistenz auch die Inzidenz des Typ-1-Diabetes

am hochsten, was die Rolle von Insulinresistenz in der Pathogenese des Typ-1-Diabetes
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unterstreicht. Bislang gibt es jedoch noch keine Studie, die den Verlauf der Insulinresistenz

von pridiabetischen Kindern, gesunden Kindern ohne Inselautoimmunitét gegeniiberstellt.

24 Vitamin D

Das fettlosliche Vitamin D nimmt in der Reihe der Vitamine eine Sonderstellung ein, da es
nur bedingt essentiell ist und im Korper endogen gebildet werden kann. Man unterscheidet
das mit der Nahrung zugefiihrte Vitamin D in pflanzliches Vitamin D, (Ergocalciferol) und
tierisches Vitamin Dj3; (Cholecalciferol). Gute Vitamin D-Quellen sind fettreicher Fisch
(Hering, Makrele), aber auch Leber, Eigelb und einige Speisepilze (Souci et al., 2008). Jedoch
kann die empfohlene Zufuhr von 20 pug/Tag iiber die iibliche Erndhrung nur schwer erreicht
werden, so dass sowohl die Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung (DGE), als auch die
Europdische Gesellschaft fiir padiatrische Gastroenterologie, Hepatologie und Erndhrung
(ESPGHAN) eine Supplementation fiir alle empfiehlt, die nicht genug Vitamin D endogen
produzieren (D-A-CH, 2013, Braegger et al., 2013). Zu diesen Risikogruppen gehoren u.a.
gestillte Kinder, die keine zusitzliche adidquate (=400 IU Vitamin D pro Tag)
Supplementation erhalten, Kinder und Jugendliche mit dunkler Hautfarbe, die in nordlichen
Regionen leben, Kinder und Jugendliche mit unzureichender Sonnenexposition und
tibergewichtige Kinder (Braegger et al., 2013). Die neuen Empfehlungen basieren auf
Studien, die zeigten das in Deutschland Erwachsene nur durchschnittlich 3 pg/Tag (MRI,
2008) und Kinder sogar nur ca. 2 pg/Tag Vitamin D mit der Nahrung zu sich nahmen
(Mensink et al., 2007). Es wird vermutet, dass hierzulande ca. 80 bis 90 % des Vitamin D
endogen durch Sonnenlicht in der Haut synthetisiert wird und nur ein kleiner Teil aus der
Nahrung stammt (Holick, 2007).

Vitamin D entsteht in der Haut aus 7-Dehydrocholesterol (7-DHC), welches iiber eine
Zwischenstufe zu Vitamin D3 umgewandelt wird (Abb. 2). Die Syntheserate hingt wesentlich
von der Dauer der UV-B-Exposition, der Hautfarbe, sowie der Beschaffenheit der Epidermis
ab (Holick et al., 1980, Bikle et al., 1986). So produzieren Menschen mit dunkler Hautfarbe
bei gleicher UV-B-Strahlung weniger Vitamin D als Menschen mit heller Haut (Zhang und
Naughton, 2010). Das Vitamin D3 gelangt durch Kopplung an das Vitamin D-bindende
Protein (DBP) in die Leber und wird anschlieBend hydroxyliert, wobei Calcidiol (25(OH)D5)
entsteht (Holick, 2007). Katalysiert wird die Reaktion von einer Cytochrom P450 (CYP)-
abhingigen Hydroxylase. Vitamin Ds; kann im Fettgewebe und der Skelettmuskulatur

gespeichert werden und triagt somit zur Aufrechterhaltung der 25(OH)D3;-Konzentration im
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Blut bei (Holick, 2007). Die Calcidiol-Synthese ist nur unzureichend reguliert, so dass sich
der Wert an Calcidiol im Blut proportional zur Vitamin D-Aufnahme (iiber Nahrung oder
Sonnenexposition) verhilt. Daher gilt die Messung von Calcidiol als zuverléssigster Indikator,
um den Vitamin D-Status des Korpers zu bestimmen (Dusso et al., 2005, Norman, 2008). Im
proximalen Nierentubulus unterliegt Calcidiol erneut einer Hydroxylierung durch die la-
Hydroxylase und es entsteht das biologisch wirksame Calcitriol (1,25(OH),D3). Dieser
Vorgang unterliegt einer genauen Regulation: Calcium und Phosphat hemmen, Parathormon
(PTH) hingegen induziert die Bildung (Holick, 2007). Neben der Niere sind u.a. auch
Makrophagen, Osteoblasten, Monozyten, Makrophagen und Keratinozyten durch Expression
des Gens CYP27BI, welches fiir die la-Hydroxylase kodiert, in der Lage Calcitriol zu
synthetisieren (Bikle et al., 1994, Lehmann et al., 1999). Der Abbau erfolgt in der Niere durch
eine 24-Hydroxylase zur wasserloslichen Calcitrinsidure, die mit dem Urin ausgeschieden

wird (Holick, 2007).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Vitamin D-Metabolismus (modifiziert nach Mathieu
und Badenhoop, 2005).
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2.4.1 Klassische Funktionen

Vitamin D ist maBgebend an der Regulation des Phosphat- und Calciumhaushalts beteiligt.
Auf Gen-Expressionsebene wirkt Calcitriol iiber Bindung an den Vitamin D-Rezeptor (VDR).
Dieser Komplex bindet zusammen mit Retinoidrezeptoren an bestimmte Genabschnitte
(Vitamin D-Response-Elemente, VDRE), um somit die Expression bestimmter Gene zu
hemmen oder zu induzieren (Borges et al., 2011).

Im Darm (Jejunum und Ileum) steigert Calcitriol die Aufnahme von Calcium ins Blut durch
Bindung an membranstindige Rezeptoren, was eine Offnung der Calciumkanile zur Folge
hat. Weiterhin fordern hohe Calcitriol-Konzentrationen die Phosphatabsorption im Darm. In
der Niere fordert Calcitriol die tubuldre Reabsorption von Calcium und Phosphat aus dem
Primdrharn und ermoglicht somit die Remineralisierung des Knochens. In der
Nebenschilddriise hemmt Calcitriol die Freisetzung und Synthese von PTH. Im Knochen kann
Calcitriol sowohl direkt iiber Osteoblasten die Knochenmineralisation fordern, aber auch bei
einem Abfall des Calciumspiegels im Plasma indirekt die Calciumfreisetzung aus dem
Knochen stimulieren (Strohle et al., 2011).

Ein Mangel an Vitamin D kann im Sduglings- und Kleinkindalter zur Rachitis fiihren, die
gekennzeichnet ist durch eine Mineralisierungsstdrung des Knochens mit Deformierungen des
Skeletts, herabgesetzte Muskelkraft, verminderter Muskeltonus und erhohte Infektanfilligkeit
(Holick, 2007). Im Erwachsenenalter kann ein Vitamin D-Mangel Osteomalazie hervorrufen,
einhergehend mit einer Demineralisierung des Knochens, Spontanfrakturen, Schmerzen des
gesamten Skeletts und Myopathien. Eine unzureichende Vitamin D-Versorgung trigt im Alter

auch zur Entstehung von Osteoporose bei (Elmadfa und Leitzmann, 2004).

2.4.2 Genetik des Vitamin D-Metabolismus und Assoziationen mit Typ-1-Diabetes

Der Vitamin D-Status eines Individuums héngt zum einem stark von der UV-B-Exposition ab
(siehe Punkt 2.4), anderseits zeigten verschiedene Studien auch eine Vererbbarkeitsrate von
29 % (Shea et al., 2009) bis 43 % (Hunter et al., 2001). Dies ldsst Riickschliisse zu, dass der
Vitamin D-Status genetisch determiniert sein muss. In einer 2010 durchgefiihrten
genomweiten Assoziationsstudie mit ca. 30 000 Teilnehmern (europdischer Herkunft) waren
4 Genloci aus dem Vitamin D-Metabolismus mit dem Vitamin D-Status assoziiert: GC
rs2282679, DHCR7 rs12785878, CYP2RI rs10741657 und CYP24Al rs6013897; jedoch
wurden keine Loci detektiert, die mit der Hautpigmentierung in Verbindung stehen (Wang et
al., 2010). In einer weiteren Studie konnten die Ergebnisse fiir GC, DHCR7 und CYP2RI
bestitigt werden (Ahn et al., 2010). Cooper et al. (2011) fanden in einer weiteren groBen
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Studie nicht nur Assoziationen mit dem Vitamin D-Status, sondern auch mit Typ-1-Diabetes.
Bei 2600 gesunden Kontrollpersonen hatten Variationen der Gene GC, DHCR7, CYP2R1 und
CYP24A1 einen starken Einfluss auf den Vitamin D-Status und CYP27BI, DHCR7 und

CYP2R]1 waren mit dem Auftreten von Typ-1-Diabetes assoziiert.

Alle bisher genannten Varianten sind in der Nihe oder innerhalb von Genloci lokalisiert, die

in den Vitamin D-Metabolismus involviert sind. Die bislang am héufigsten untersuchten

Vitamin D-Metabolismus-assoziierten Genloci umfassen:

CYP24Al:

CYP27Al:

CYP27BI:

CYP2RI:

Das Gen kodiert fiir eine Cytochrom P450-abhingige 24-Hydroxylase, die an
der Initialisierung des Abbaus und somit an der Inaktivierung von Calcitriol
beteiligt ist. In zwei groBen Assoziationsstudien waren bestimmte SNPs des
Gens mit einem erniedrigten 25(OH)D-Spiegel assoziiert (Wang et al., 2010,
Cooper et al., 2011).

Das Gen kodiert fiir eine Cytochrom P450-abhingige Oxidase (Sterol-26-
Hydroxylase), welche im Vitamin D-Stoffwechsel an der Hydroxylierung von
Vitamin D; zu Calcidiol beteiligt ist, wobei aber in vivo CYP2RI bei diesem
Vorgang die Hauptfunktion iibernimmt (Schuster, 2011). CYP27A1 wird
hauptsichlich in der Leber exprimiert, mit der Funktion dort Cholesterin zu
Gallensduren abzubauen. Bisher konnten Studien noch keine Assoziation mit

dem Vitamin D-Status feststellen (Wang et al., 2010, Ahn et al., 2010).

Die la-Hydroxylase, wofiir dieses Gen kodiert, ist maflgebend an der
Uberfithrung des Vitamin D zu seiner biologisch aktiven Form (Calcitriol)
beteiligt (Schuster, 2011). Varianten des Gens wurden mit verschiedenen
Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht, wie z.B. Typ-1-Diabetes
(Ramos-Lopez et al., 2004a, Cooper et al., 2011), Hashimoto Thyreoiditis und
Morbus Basedow (Pani et al., 2002, Ramos-Lopez et al., 2004b). Was die
Assoziation mit dem Vitamin D-Spiegel angeht, so ist die Datenlage kontrovers.
Einige Studien mit relativ geringen Fallzahlen zeigten, dass verschiedene SNPs
mit 25(OH)D-Konzentrationen assoziiert waren (Orton et al., 2008, Ramos-
Lopez et al., 2008), eine grofle Assoziationsstudie konnte diese Befunde jedoch

nicht bestitigen (Cooper et al., 2011).

Der Genlocus kodiert fiir eine hepatische mikrosomale Hydroxylase, mit der
Hauptaufgabe Vitamin D; zu Calcidiol zu hydroxylieren (Schuster, 2011). Das
Enzym weist die hochste Affinitdt (Shinkyo et al., 2004) und Spezifitit (Cheng
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DHCRY7:

GC:

VDR:

et al., 2003) fiir Vitamin D auf und ein genetischer Defekt im Gen verursacht
eine erblich bedingte Rachitis (Cheng et al., 2004). In verschiedenen Studien
waren SNPs des Gens sowohl mit einem Vitamin D-Mangel (Wang et al., 2010,
Ahn et al., 2010, Cooper et al., 2011) als auch mit Typ-1-Diabetes assoziiert
(Ramos-Lopez et al., 2007, Cooper et al., 2011). In der Studie von Cooper et al.
(2011) waren die Allele der untersuchten SNPs, die mit einem erniedrigten
Vitamin D-Spiegel assoziiert waren, gleichzeitig auch mit einem erhohten Typ-

1-Diabetesrisiko verbunden.

Das Gen ist ein relativ neuer Locus fiir eine Assoziation mit dem Vitamin D-
Spiegel. Es kodiert fiir eine Reduktase, die in den Vitamin D-Metabolismus per
se nur indirekt involviert ist, da das Enzym das Ausgangssubstrat fiir Vitamin D3
(7-Dehydrocholesterol) zu Cholesterin synthetisiert (Waterham und Wanders,
2000). Es wurde gezeigt, dass Mutationen des Gens zu einer gestorten Aktivitit
des Enzyms fithren, mit gleichzeitiger Anreicherung von 7-Dehydrocholesterol
in der Haut und einem niedrigeren Cholesterinspiegel, was zur Erkrankung
,»Smith-Lemli-Opitz-Syndrom* fiihrt (Waterham und Wanders, 2000). DHCR7
wurde erstmals in Studien von Ahn et al. (2010) und Wang et al. (2010) mit dem
Vitamin D-Status in gesunden Personen in Verbindung gebracht, was
Riickschliisse zuldsst, das DHCR7 eine groflere Rolle im Vitamin D-
Metabolismus haben konnte, als bisher vermutet. Cooper et al. (2011) zeigten
neben der Assoziation mit Vitamin D auch einen Zusammenhang mit Typ-1-

Diabetes.

Das GC Gen kodiert fiir das Vitamin D-bindende Protein (DBP, oder auch
group-specific component). Es ist das am meist untersuchte Gen im Hinblick auf
den Vitamin D-Metabolismus. Da das zirkulierende Vitamin D zu 80-90 % an
DBP gebunden ist (Zerwekh, 2008), zeigten verschiedene Studien starke
Assoziationen von Varianten im GC Gen mit 25(OH)D-Spiegeln im Blut
(Sinotte et al., 2009, Wang et al., 2010, Ahn et al., 2010, Cooper et al., 2011).

Uber den intrazelluliren nukleiren Vitamin D-Rezeptor (VDR) kann das
biologisch aktive Calcitriol seine Wirkung ausiiben. Mutationen im VDR Gen
(Taql, Bsml, Apal, Fokl) wurden mit einigen Autoimmunerkrankungen, u.a.
Typ-1-Diabetes, in Verbindung gebracht (Pani et al., 2000, Fassbender et al.,
2002, Wolden-Kirk et al., 2012), da der VDR in nahezu allen Zellen (u.a.
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Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen (DCs), CD4+ und CD8+ T-
Zellen) des Immunsystems exprimiert wird (Wolden-Kirk et al., 2011).
AuBerdem hat man festgestellt, dass der VDR ebenfalls in B-Zellen exprimiert
wird (Clark et al., 1980, Johnson et al., 1994), was die physiologische Rolle von
Vitamin D in der Pathogenese des Typ-1-Diabetes unterstreicht. Jedoch zeigten
aktuelle Assoziationsstudien mit Varianten im VDR Gen hinsichtlich Typ-1-
Diabetes kontroverse Ergebnisse (Kahles et al., 2009, Zhang et al., 2012).

Weiterhin fanden auch Cooper et al. (2011) weder einen Effekt von SNPs des
VDR Gens auf die Vitamin D-Spiegel, noch auf das Typ-1-Diabetesrisiko.

2.4.3 Effekte von Vitamin D auf das Immunsystem

Vitamin D, insbesondere Calcitriol, gilt als potenter Modulator des Immunsystems (Baeke et
al., 2010). Der VDR wird in nahezu allen Zellen des Immunsystem exprimiert (siche Punkt
2.4.2) und aktivierte Makrophagen und DCs sind in der Lage Calcitriol, durch Expression des
CYP27BI1 Gens zu synthetisieren (Hewison et al., 2003). Calcitriol hat sowohl Effekte auf
angeborene als auch auf die erworbene Immunitit. Im Zuge der Infektabwehr fordert es die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen und erhoht deren Fihigkeit zu Chemotaxis
und Phagozytose und fordert die Synthese von antimikrobiell wirksamen Peptiden
(Cathelicidine) (Wolden-Kirk et al., 2011). Es wurde gezeigt, dass in Anwesenheit von
Calcitriol die Reifung von DCs beeinflusst wird, in dem Zellen entstehen, die weniger MHC
(Major Histocompatibility Complex)-Klasse II Molekiile exprimieren (Mathieu und
Badenhoop, 2005). Diese Molekiile sind wiederum notwendig, um eine T-Zellaktivierung und
somit eine Immunaktivierung zu induzieren. Weiterhin war die Proliferation von
autoreaktiven T-Zellen in Anwesenheit von Calcitriol-behandelten DCs erniedrigt (Halteren
et al., 2002). Calcitriol konnte ebenfalls erfolgreich die Produktion von Zytokinen hemmen,
die zu einer T-Zellaktivierung fithren. Besonders die Inhibierung von IL-12 fiihrte zu einer
Verschiebung der Thl zur Th2-Antwort des Immunsystems (D'Ambrosio et al., 1998).
Verstiarkend kann Calcitriol direkt auf T-Zell-Zytokine wirken, in dem es Th1-Zytokine (z.B.
IL-2, IFN-y) inhibiert und die Produktion von Th2-Zytokinen stimuliert (Mathieu und
Badenhoop, 2005) (Abb. 3).
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Abb. 3: Immunmodulatorische Effekte von Calcitriol.
P cell: pankreatische B-Zelle, Ag: Antigen, Mf: Makrophage, Treg: regulatorische T-Zelle,
TCR: T-Zellrezeptor, Tc: zytotoxische T-Zelle. (Quelle: Mathieu und Badenhoop, 2005).

2.4.4 Einfluss von Vitamin D auf B-Zellfunktion und Insulinresistenz

Es existiert eine starke Evidenz, dass ein Vitamin D-Mangel mit einem erhohten Risiko fiir
Typ-2-Diabetes assoziiert ist. In der Literatur gibt es zahlreiche Studien, die zeigten, dass
Menschen mit Typ-2-Diabetes signifikant geringere Vitamin D-Konzentrationen im Blut
aufweisen, als gesunde Kontrollpersonen (Scragg et al., 1995, Baynes et al., 1997, Scragg et
al., 2004). Die Ergebnisse einer Metaanalyse bestitigten die inverse Assoziation zwischen
25(OH)D-Konzentrationen und der Pridvalenz des Typ-2-Diabetes (Pittas et al., 2007).
Unabhéngig vom Typ-2-Diabetes, der immer noch am hiufigsten mit Insulinresistenz und -
Zellfunktion assoziiert wird, wurde in groBen Querschnittsstudien, wie der NHANES
(National Health and Nutrition Examination Survey) 1II Studie (>14 000 Teilnehmer) ein
signifikanter Zusammenhang zwischen einem hohen Vitamin D-Spiegel und erniedrigter
Insulinresistenz gefunden (Chonchol und Scragg, 2007). Eine weitere interessante
Beobachtung war, dass der Blutzucker genau wie auch Vitamin D jahreszeitlichen
Schwankungen unterliegt (Behall et al., 1984, Ishii et al., 2001). Tierstudien und in vitro
Modelle tragen dazu bei, die funktionelle Rolle des Vitamin D in der Glukosehomdostase und
seinen Einfluss auf Insulinsekretion und Insulinsensitivitit zu bekriftigen. So zeigten Tiere,
die einen Vitamin D-Mangel aufwiesen, eine gestorte Insulinsekretion, eine Supplementation
mit Vitamin D konnte diesen Effekt riickgéngig machen (Cade und Norman, 1986, Norman et

al.,, 1980, Clark et al., 1981, Nyomba et al., 1984). Im NOD-Mausmodell fiihrte ein
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Vitamin D-Mangel zu einer gestorten Glukosetoleranz, verminderten Insulinsekretion in vitro
und insgesamt zu einer gesteigerten Krankheitsinzidenz (Giulietti et al., 2004).

Eine mogliche Schliisselstelle in den zugrundeliegenden Mechanismen ist das Vorhandensein
des VDRs in pankreatischen B-Zellen (Johnson et al., 1994). So zeigten Méuse mit einer
Mutation im VDR Gen, was einen dysfunktionalen VDR zur Folge hatte, eine gestorte
Insulinsekretion und eine geringere Glukosetoleranz (Zeitz et al., 2003). Auch in
Humanstudien fand man Assoziationen bestimmter VDR Mutationen mit Niichtern-Glukose
und Insulinresistenz (Oh und Barrett-Connor, 2002, Ortlepp et al., 2003). Weitere Effekte von
Vitamin D konnten auf der Expression von CYP27BI in B-Zellen (Bland et al., 2004) und
dem Vorhandensein des VDREs in der Promotorregion des Insulin Gens beruhen (Maestro et
al., 2003). Weiterhin wird vermutet, dass Vitamin D seinen Einfluss auf Insulinsekretion und
-sensitivitdt iiber intrazelluldres Calcium ausiibt (Alvarez und Ashraf, 2010). Durch einen
Vitamin D-Mangel steigt der PTH-Spiegel an, was einen erhohten Calciumspiegel zur Folge
hat. Erhohtes intrazelluldres Calcium verhindert z.B. die Bindung des Insulins an den
GLUT4-Transporter, wodurch Glukose nicht in die Zelle gelangen kann. Weiterhin benétigen
B-Zellen fiir die Insulinsekretion einen schlagartigen Anstieg des intrazelluldren
Calciumspiegels, dies kann durch eine bereits schon vorhandene hohe Konzentration an

Calcium im Zytosol verhindert werden (Alvarez und Ashraf, 2010).

2.4.5 Vitamin D in der Privention des Typ-1-Diabetes

Der Zusammenhang zwischen Vitamin D-Mangel und dem Risiko fiir Typ-1-Diabetes wird
schon sehr lange diskutiert. Bereits Anfang der 90er Jahre berichteten Baumgartl et al. (1991),
dass bei Patienten mit einem neu manifestierten Typ-1-Diabetes die Vitamin D-Spiegel
signifikant niedriger waren als bei gesunden Kontrollpersonen. Dieser Befund wurde
inzwischen mehrmals von anderen Arbeitsgruppen bestitigt (Pozzilli et al., 2005, Littorin et
al., 20006).

Die bereits unter Punkt 2.4.2 und 2.4.3 beschriebenen genetischen Assoziationen und
immunmodulatorischen Funktionen des Vitamin D bekriftigen seine Rolle in der Pathogenese
des Typ-1-Diabetes. In epidemiologischen Studien wurde sowohl der Mangel an Vitamin D
(Gorham et al., 2012), als auch die unzureichende Zufuhr durch Nahrung und fehlende
Supplementation in der Kindheit mit einem gesteigerten Typ-1-Diabetesrisiko in Verbindung
gebracht (EURODIAB-Study-Group, 1999, Hypponen et al., 2001). In einer Fall-Kontroll-
Studie von Gorham et al. (2012) war die Pravalenz fiir Typ-1-Diabetes am hochsten in der

Gruppe, mit den niedrigsten Vitamin D-Spiegeln vor Diabetesmanifestation. Die finnische



Grundlagen Seite 120

DIPP Studie macht deutlich, welches Potential Vitamin D in der Diabetesprivention haben
konnte: Kinder mit einem hohem genetischen Risiko, die tdglich die empfohlene Dosis von
2000 IU (&50 pg) Vitamin D erhielten, hatten ein bis zu 88 % geringeres Risiko einen Typ-1-
Diabetes zu entwickeln, im Vergleich zu Kindern die keine Supplemente bekamen (Hypponen
et al., 2001). Die Inzidenzrate wurde nochmals signifikant gesenkt, wenn die Kinder >2000
IU erhielten. Dieser Befund ldsst Riickschliisse auf einen dosis-abhingigen Effekt von
Vitamin D zu. Es gibt jedoch auch Studien, die diesen deutlichen Effekt nicht bestitigen
konnten (Simpson et al., 2011). Brekke und Ludvigsson (2007) fanden keinen iiberzeugenden
Zusammenhang zwischen einer Supplementation in der Kindheit und dem Auftreten von
Inselautoantikorpern. Ebenfalls nicht iiberzeugend ist die Datenlage hinsichtlich einer
ausreichenden Vitamin D-Versorgung in der Schwangerschaft. Zwar wurde in einer aktuellen
Studie von Sgrensen et al. (2012) gezeigt, dass fiir Kinder von Miittern, die in der
Schwangerschaft einen niedrigeren Vitamin D-Spiegel hatten, ein erhohtes Typ-1-
Diabetesrisiko bestand, so fehlen jedoch Studien, die dieses Ergebnis bestitigen. In der Studie
von Brekke und Ludvigsson (2007) deutete sich zwar an, dass ein geringeres Risiko fiir das
Auftreten von Inselautoantikorpern in einjdhrigen Kindern vorlag, deren Miitter in der
Schwangerschaft Vitamin D-Supplemente einnahmen. Dieser Effekt war jedoch bereits 2,5
Jahre nach Entbindung verschwunden. In der DIPP Studie war ebenfalls kein Zusammenhang
zwischen Vitamin D-Zufuhr in der Schwangerschaft und spiterem Auftreten von
Inselautoimmunitédt und Typ-1-Diabetes feststellbar (Marjamiki et al., 2010).

Die existierenden Daten lassen vermuten, dass der vielversprechendste Effekt einer
Vitamin D-Supplementation in der Priavention des Typ-1-Diabetes liegt, anstatt in bereits
erkrankten Personen. Eine Supplementation mit Calcitriol bei neu manifestierten Typ-1-
Diabetespatienten hatte keinen Einfluss auf die B-Zellrestfunktion und konnte nicht dazu
beitragen, den Insulinbedarf zu verringern (Pitocco et al., 2006, Bizzarri et al., 2010, Walter et

al., 2010).
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3. Methoden

3.1 Studienpopulationen

Anhand von vier unterschiedlichen Kohorten wurden die Fragestellungen der vorliegenden
Dissertation untersucht: Die Geburtskohorten BABYDIAB und BABYDIAT, die
Teenagerkohorte TEENDIAB, sowie die Kohorte von Kindern und Jugendlichen mit neu
manifestiertem Typ-1-Diabetes der bayerischen Diabetesregisterstudie DiMelli. Wihrend die
Kohorten BABYDIAB, BABYDIAT und DiMelli bereits etabliert waren und die
eingelagerten Bioproben fiir die Dissertation zur Verfiigung standen, wurde die TEENDIAB
Kohorte im Rahmen dieser Dissertation aufgebaut, einschlieBlich aktiver Mitarbeit bei
Rekrutierung, Datenerhebung und Sammlung der Bioproben. Nachfolgend werden die

Studien beschrieben.

3.1.1 BABYDIAB Studie

Die BABYDIAB Studie ist eine deutschlandweite, prospektive Verlaufsbeobachtungsstudie,
die seit 1989 durchgefiihrt wird (Ziegler et al., 1999, Hummel et al., 2004). Zwischen 1989
und 2000 wurden 1650 Nachkommen (810 Miadchen und 840 Jungen) von Miittern und/ oder
Vitern mit Typ-1-Diabetes in die Studie eingeschlossen; diese werden inzwischen iiber einen
Zeitraum von mehr als 20 Lebensjahren nachuntersucht. Ziele der BABYDIAB Studie sind
es, den Zeitpunkt des ersten Auftretens und die Entstehungsphase von Inselautoimmunitit
niher zu charakterisieren, sowie die Evaluation von genetischen Risikomarkern und
Umweltfaktoren, welche die Progression der Erkrankung vom Beginn der Inselautoimmunitét
bis zum Auftreten eines klinisch manifesten Typ-1-Diabetes determinieren. Im Rahmen der
Studie werden bei Geburt, im Alter von 9 Monaten und bei 2, 5, 8, 11, 14, 17 und 20
Lebensjahren Blutproben u.a. zur Bestimmung der Inselautoantikorper gegen Insulin, GAD,
IA-2 und ZnT8 entnommen. Kinder, die Inselautoantikérper entwickeln, werden in kleineren
Intervallen von einem halben bis einem Jahr nachuntersucht. Informationen zu
anthropometrischen Daten, Erndhrung und weiteren Umweltfaktoren werden mit Hilfe von
Fragebogen zu jeder Untersuchung erhoben. Endpunkte der BABYDIAB Studie sind die
Entwicklung von Inselautoimmunitit und Typ-1-Diabetes.

Bei Kindern mit positiven Inselautoantikorpern wird einmal pro Jahr ein oraler
Glukosetoleranztest (0GTT) durchgefiihrt. Weiterhin werden die Studienteilnehmer iiber
Symptome, die bei Manifestation eines Typ-1-Diabetes auftreten geschult und gebeten, das

Auftreten von Diabetes-assoziierten Symptomen zu dokumentieren. Ein Typ-1-Diabetes wird
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nach Kriterien der ADA diagnostiziert (National-Diabetes-Data-Group, 1979, The-Expert-
Committee-on-the-Diagnosis-and-Classification-of-Diabetes-Mellitus, 2003).

Bisher entwickelten 157 Kinder Inselautoantikorper und 64 Kinder einen manifesten Typ-1-
Diabetes.

Die Genehmigung der Studie erfolgte durch die Ethikkommission von Bayern (Bayerische

Landesirztekammer Nr. 95357).

3.1.2 BABYDIAT Studie

Die BABYDIAT Studie ist eine Primirpriventionsstudie —und  prospektive
Verlaufsbeobachtungsstudie, fiir die zwischen 2000 und 2006 deutschlandweit insgesamt
1.168 Neugeborene von Miittern, Vitern und Geschwisterkindern mit Typ-1-Diabetes
rekrutiert wurden. Davon wurden 150 Kinder mit den HLA-Risikogenotypen (DRBI*03-
DQAI*0501-DQB1%0201/ DRBI*04-DQA1%*0301-DQB1%0302; DRBI*04-DQAI1*0301-
DQBI1*0302/ DRBI1*04-DQAI1*0301-DQBI1*0302 oder DRB1*03-DQA1*0501-DQB1%*0201/
DRBI1*03-DQAI1*0501-DQB1*0201) in die Priaventionsstudie, bestehend aus einer
Erndhrungsintervention im ersten Lebensjahr, eingeschlossen (Schmid et al., 2004). Kinder
ohne HLA-Risikogene konnten ohne Erndhrungsintervention an der Studie teilnehmen. Es
stellte sich heraus, dass die Erndhrungsintervention keinen Einfluss auf die Entstehung von
Inselautoimmunitit hatte, sodass die Daten der BABYDIAT Studie fiir die Analyse beziiglich
anderer Umweltfaktoren genutzt werden konnen (Hummel et al., 2011). Alle Kinder der
BABYDIAT Studie werden regelmiBig nachuntersucht. Dabei werden Blut-, Urin- und
Stuhlproben entnommen. Die Nachuntersuchungen finden dabei in der Interventionsgruppe 3-
bis 6-monatlich und in der natiirlichen Verlaufskohorte im Alter von 9 Monaten, 2 Jahren,
und dann alle 3 Jahre statt. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt werden die Blutproben auf
Inselautoantikorper untersucht. Von den 1168 Kindern haben bisher 63 Inselautoantikorper
und 23 einen manifesten Typ-1-Diabetes entwickelt. Die Genehmigung der BABYDIAT-
Studie erfolgte durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Ludwig-
Maximilians-Universitiat Miinchen (Nr. 329/00).

3.1.3 TEENDIAB Studie

Die deutschlandweite, prospektive Verlaufsbeobachtungsstudie TEENDIAB rekrutiert seit
2009 Kinder im Alter zwischen 8 und 12 Jahren (Protokollinderung im September 2012:
Einschlussalter 6 bis 10 Jahre) mit einem erstgradigen Verwandten mit Typ-1-Diabetes

(Ziegler et al., 2012). Insgesamt sollen 1500 Kinder in die Studie eingeschlossen werden. Fiir
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die Rekrutierung von Probanden aus ganz Deutschland werden gezielt Kinderirzte in
Krankenhdusern, = Diabetesambulanzen = und  diabetologischen = Schwerpunktpraxen
angeschrieben und iiber die Studie informiert. Dadurch konnte bislang ein Netzwerk von
mehr als 135 kooperierenden Arzten etabliert werden. Weitere Moglichkeiten der
Rekrutierung ergeben sich aus dem Kontakt zu Selbsthilfegruppen und Diabetesberatern iiber
verschiedene Printmedien, sowie iiber Internet, Radio und Fernsehen. Zu diesem Zweck
wurden Artikel in Fachzeitschriften (Meier-Stiegen und Ziegler, 2011), aber auch in
Laienzeitschriften wie z. B. dem ,Diabetes-Journal* veroffentlicht. Den kooperierenden
Arzten wird Informationsmaterial (Flyer, Poster) fiir ihre Praxis bzw. Ambulanz zur
Verfiigung gestellt. Interessierte Familien, welche auf die Studie aufmerksam werden, konnen
sich telefonisch oder auf der Homepage informieren und das ausfiihrliche
Informationsmaterial und Einverstindniserkldrung fiir Eltern und Kinder anfordern. Nachdem
das Einverstindnis fiir die Studienteilnahme durch die Eltern erteilt wird, werden die Familien
telefonisch kontaktiert und der Termin fiir die Einschlussuntersuchung am Studienzentrum
vereinbart.

Das primire Ziel der TEENDIAB Studie ist die Untersuchung der Frage, ob und ggfs. wie die
Entwicklung von Inselautoimmunitidt wihrend der frithen Pubertit durch genetische und
umweltbedingte Faktoren beeinflusst wird. Es wird vermutet, dass diese Faktoren nicht mit
denen iibereinstimmen, die zur Entwicklung von Inselautoimmunitit wihrend der frithen
Kindheit beitragen. Dazu zihlen neben der Beantwortung der Frage, inwiefern Ubergewicht
und damit verbundene Faktoren die Entwicklung von Inselautoimmunitit und Typ-1-Diabetes
verstirken, u.a. auch die Charakterisierung der phinotypischen Ausprigung der
Inselautoimmunitit im frithen Jugendalter. Endpunkte der Studie stellen die Entwicklung von
Inselautoimmunitit und Typ-1-Diabetes dar. Bei den teilnehmenden Kindern werden bis zum
14. Lebensjahr halbjdhrlich, danach in jahrlichen Abstinden bis zur Vollendung des 18.
Lebensjahres, Blut- und Stuhlproben gesammelt, sowie anthropometrische und sozio-
demografische Daten mittels Fragebogen erhoben. Bei Studieneintritt, sowie im Alter von 14
Jahren werden die Untersuchungen in einem der beiden Studienzentren (Forschergruppe
Diabetes der TU Miinchen und Kinder- und Jugendkrankenhaus auf der Bult in Hannover)
durchgefiihrt. Zu diesen Zeitpunkten wird zusétzlich das Erndhrungsverhalten der Kinder
retrospektiv mit Hilfe eines Erndhrungsinterviews (ausfiihrliche Beschreibung siehe Punkt
3.2) ermittelt. Alle weiteren Nachuntersuchungen iibernimmt der behandelnde Kinder- oder
Hausarzt. Im Verlauf der Studie wird in regelméBigen Abstdnden ein oGTT durchgefiihrt, um

die Funktion der pankreatischen -Zellen zu iiberpriifen. Bei allen Studienteilnehmern werden



Methoden Seite 124

oGTTs bei Studieneintritt, mit 14 Jahren (in einem der beiden Studienzentren) sowie mit 16
und 18 Jahren (beim Haus- oder Kinderarzt bzw. in einem der beiden Studienzentren)
durchgefiihrt. Bei Studienteilnehmern mit persistierend positiven Inselautoantikorpern in zwei
aufeinander folgenden Proben, erfolgen die oGTTs in halbjdhrlichen Abstinden.

Um eine gute Compliance der Studienteilnehmer zu erhalten, wurden verschiedene
MaBnahmen ergriffen, wie z.B. altersgemifle Geschenke fiir die Kinder, das Angebot,
Studienbesuche am Wochenende durchzufiihren, ein jihrlicher Newsletter, mit neuesten
Ergebnissen fiir die teilnehmenden Familien, sowie die Etablierung eines zweiten
Studienzentrums in Hannover, um lange Fahrtwege fiir die Studienteilnehmer zu vermeiden.
Die Genehmigung der TEENDIAB Studie erfolgte durch die Ethikkommissionen der
Technischen Universitit Miinchen (Nr. 2149/08) und der Medizinischen Hochschule
Hannover (Nr. 5644).

3.1.4 DiMelli Studie

Die DiMelli Studie ist ein bayernweites Diabetesregister fiir alle Kinder und junge
Erwachsene unter 20 Jahren, bei denen ein Diabetes nach Kriterien der ADA/WHO
(The-Expert-Committee-on-the-Diagnosis-and-Classification-of-Diabetes-Mellitus, 2003)
diagnostiziert wurde (Thiimer et al., 2010). In die Studie werden Patienten mit allen
Diabetesformen eingeschlossen, bei denen der Diagnosezeitpunkt nicht ldnger als 6 Monate
zuriick liegt und deren Wohnsitz in Bayern ist. Die Teilnehmer werden hauptsédchlich durch
Arzte in Kinderkrankenhzusern und pédiatrischen Schwerpunktpraxen rekrutiert.

Ziel der 2009 gestarteten DiMelli Studie ist es, eine repridsentative Diabeteskohorte in
Deutschland zu etablieren, um Inzidenzen und Trends des autoimmunen und nicht-
autoimmunen Diabetes im Kindes- und jungen Erwachsenenalter zu erfassen, sowie die
Haufigkeit von Typ-1- und Typ-2-Diabetes-assoziierten Genotypen, B-Zellfunktion und den
Lipidmetabolismus zu charakterisieren.

Fiir den Einschluss in die Studie wird dem Patienten einmalig eine Blutprobe entnommen,
sowie Informationen zZu Anthropometrie, Demografie, Krankheitsgeschichte,
Diabetesdiagnose und Medikation mittels Fragebdgen erhoben.

Die Genehmigung der Studie erfolgte durch die Ethikkommission von Bayern (Bayerische

Landesirztekammer Nr. 08043).
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3.1.5 Ubersicht und Charakteristik der Studienpopulationen bezogen auf die

untersuchten Fragestellungen

Analyse der Vitamin D-Spiegel, sowie deren Einfluss auf Erkrankungsprogression, [5-
Zellfunktion und Insulinresistenz

Der Vitamin D-Status (reprédsentiert durch das biologisch inaktive 25(OH)D) wurde in
insgesamt 514 Kindern der Typ-1-Diabetes-Risikokohorte bestimmt. Bei 327 Kindern der
Risikokohorte konnte zusétzlich der Calcitriol-Spiegel bestimmt werden und bei 268 Kindern

standen Daten der Vitamin D-Zufuhr iiber die Nahrung zur Verfiigung (Abb. 4).

T1D-Risikokohorten BABYDIAB, BABYDIAT,
TEENDIAB
Kinder mit mind. 1 erstgradigen Verwandten mit
T1D, regelmaBige Untersuchung auf
Inselautoantikdrper

n=3140/246/126 (gesamt/AK+/AK+ multipel)
25(0OH)D gemessen bei n=514
Calcitriol gemessen bei n=327

Vitamin D-Zufuhr erhoben bei n=268

Bayrisches Diabetesreqister DiMelli:
Kinder <20 Jahren mit einem
neumanifestiertem T1D

n=244 Kinder, die zwischen 2009
und 2011 eingeschlossen wurden

25(0H)D-Status, Vitamin D-
Metabolismus-assoziierte SNPs und -

25(0H)D-Status und das
Erkrankungstrisiko fiir T1D

Zellfunktion (Querschnittsanalyse)

334 Kinder der Risiko-Kohorte; B-
Zellparameter erhoben durch
Nuchtern-Blutentnahmen, sowie
Glukosebelastungstests; erfolgreiche
Genotypisierung bei 308 Kindern

244 Kinder mit einem neu
manifestiertem T1D; B-Zellparameter
erhoben durch Nichtern-
Blutentnahmen; erfolgreiche
Genotypisierung bei 193 Kindern

(Uberlebenszeitanalyse)

108 Kinder mit multiplen AK, 25(OH)D-
Spiegel wurden 12 bis 24 Monate nach
Serokonversion gemessen

53 entwickelten T1D wahrend des
Follow up

Vitamin D-Status und Pravalenz eines

Vitamin D-Mangels
(Querschnittsanalyse)

108 Kinder mit multiplen AK, 25(OH)D-
Spiegel wurden 12 bis 24 Monate nach
Serokonversion gemessen

406 AK- Kinder (darunter 108 Kinder,
mit gleichem Alter, Geschlecht und
Blutentnahmezeitpunkt passend zu den
108 Kindern mit multiplen AK)

Abb. 4: Ubersicht der verwendeten Studienpopulationen zur Analyse der Vitamin D-Spiegel
und deren Einfluss auf Erkrankungsprogression und (-Zellfunktion/Insulinresistenz.
T1D: Typ-1-Diabetes, AK+: Inselautoantikdrper-positiv, AK-: Inselautoantikorper-negativ.

Zur Bestimmung der

Priavalenz

eines Vitamin

D-Mangels

wurden in einer

Querschnittsanalyse 108 Kinder (43 Médchen, 65 Jungen) der Typ-1-Diabetes-Risikokohorte
untersucht, die multiple, d.h. zwei oder mehr persistierende Inselautoantikdrper aufwiesen.
Die Konzentration an 25(OH)D im Plasma wurde einmalig in einer Blutprobe 12 bis 24
Monate nach Serokonversion (=erstes Auftreten von Inselautoantikdrpern) bestimmt.

Zwischen dem Zeitpunkt der Blutprobe und dem Zeitpunkt einer eventuellen Typ-1-
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Diabetesdiagnose mussten mindestens 6 Monate liegen. Zum Vergleich wurden die
25(OH)D-Spiegel in 406 Inselautoantikdrper-negativen Kindern bestimmt. Diese Gruppe
setzte sich zusammen aus 108 Kindern, die passend zu den InselautoantikGrper-positiven
Kindern das gleiche Geschlecht, Alter und die Blutentnahme zum selben Zeitpunkt und in der
gleichen Jahreszeit hatten, sowie an der selben Studie teilnahmen. Bei den restlichen 298
Inselautoantikorper-negativen Kindern (150 Méadchen, 148 Jungen) wurden die Blutproben
zur Vitamin D-Bestimmung groftenteils bei Studieneintritt (Eingangsuntersuchung)
entnommen. Zusétzlich wurden die 25(OH)D-Konzentrationen in 244 (112 Méidchen, 132
Jungen) Kindern mit einem neu manifestierten Typ-1-Diabetes aus der DiMelli Studie
bestimmt, die zwischen Dezember 2009 und Dezember 2011 in die Studie eingeschlossen
wurden. Tab. 1 zeigt die Charakteristik der untersuchten Studienpopulationen.

Zur Einschitzung des Einflusses von Vitamin D-Status auf das Risiko fiir die Typ-1-Diabetes-
Progressionsrate wurden die 108 Kinder mit >2 positiven Inselautoantikdrpern iiber mehrere
Jahre nachuntersucht. Im Laufe der Nachuntersuchungen (Follow up) entwickelten 53 Kinder
einen manifesten Typ-1-Diabetes. Im Median vergingen 5,8 Jahre zwischen dem ersten
Auftreten von Inselautoantikdrpern und dem Ausbruch von Typ-1-Diabetes oder der letzten

Kontaktaufnahme im Rahmen der Studie (Tab. 1).
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Tab. 1: Charakteristik der Studienpopulationen zur Analyse der Priavalenz eines Vitamin D-

Mangels
Kinder mit >2 Inselautoantikdrpern (n=108)
Geschlecht: weiblich, n (%) 43 (39,8)
Kaukasier, n (%) 105 (97,2)
BMI-SDS, Median (IQR) 0,08 (-0,67-0,91)
Alter bei Serokonversion [Jahre], Median (IQR) 2,3(1,8-5,3)
Alter bei 25(OH)D-Messung [Jahre], Median (IQR) 3,9 (2,9-7,0)
Zeitpunkt der Blutentnahme: Mai bis Oktober, n (%) 51 (52,8)
Typ-1-Diabetes entwickelt, n (%) 53 (49,1)
Follow up-Zeit* [Jahre], Median (IQR) 5,8 (3,4-8,6)
Kinder ohne Inselautoantikorper (n=406)
Geschlecht: weiblich, n (%) 194 (47,8)
Kaukasier, n (%) 399 (98,3)
BMI-SDS, Median (IQR) -0,09 (-0,85-0,73)
Alter bei 25(OH)D-Messung [Jahre], Median (IQR) 9,9 (8,3-11,5)
Zeitpunkt der Blutentnahme: Mai bis Oktober, n (%) 244 (60,1)
Kinder mit Typ-1-Diabetes (n=244)
Geschlecht: weiblich, n (%) 112 (45,9)
Kaukasier, n (%) 239 (98,0)
BMI-SDS, Median (IQR) -0,37 (-1,12-0,68)
Diabetes Dauer [Monate], Median (IQR) 0,2 (0,1-0,4)
Alter bei 25(OH)D-Messung [Jahre], Median (IQR) 10,4 (7,3-13,6)
Zeitpunkt der Blutentnahme: Mai bis Oktober, n (%) 110 (45,1)

*Follow up-Zeit vom Zeitpunkt des erstmaligen Auftreten von Inselautoimmunitét bis zur
Manifestation des Typ-1-Diabetes oder letzter Kontakt im Rahmen der Studie
IQR: Interquartilsabstand

Um den Einfluss von Vitamin D auf B-Zellfunktion und Insulinresistenz zu analysieren,
wurden 334 Kinder der Risikokohorte und 244 Kinder mit neu manifestiertem Typ-1-
Diabetes untersucht, bei denen zusitzlich zum 25(OH)D-Gehalt auch metabolische Daten
erhoben wurden (zum gleichen Zeitpunkt). Die Assoziationen zwischen dem biologisch
aktiven Vitamin D-Metabolit Calcitriol und der B-Zellfunktion konnte nur in einer Subgruppe
von 327 Kindern der Risikokohorte untersucht werden.

Die Analyse zur Bestimmung der Assoziationen zwischen Vitamin D, B-Zellfunktion,
Insulinresistenz und Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs konnte wiederum nur bei

308/334 Kindern der Risikokohorte und bei 193/244 der Typ-1-Diabetespatienten
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durchgefiihrt werden, da bei den iibrigen Probanden keine DNA vorlag oder die

Genotypisierung nicht erfolgreich durchgefiihrt werden konnte.

Entwicklung von Insulinresistenz im Kindes- und Jugendalter

Um den Verlauf der Insulinresistenz im Kindes- und Jugendalter bei Kindern mit einem
erhohten Typ-1-Diabetesrisiko zu untersuchen, wurden 1848 Niichtern-Blutproben von
insgesamt 1177 Probanden, die zu verschiedenen Zeitpunkten zwischen dem 5. und 15.
Lebensjahr entnommen wurden, auf Insulin und Glukose hin getestet. Bei 432 Kindern lagen

Informationen zum Pubertétseintritt (Erreichen von Tannerstadium 2) vor (Abb. 5).

T1D-Risikokohorten BABYDIAB und TEENDIAB
Kinder mit mind. 1 erstgradigen Verwandten mit
T1D, regelméaBige Untersuchung auf
Inselautoantikérper, Insulinresistenz (HOMA-IR)
und Pubertatsstadien

n=1177/120 (gesamt/AK+)

Verlauf der Insulinresistenz wahrend der friihen Verlauf der Insulinresistenz bei AK+ und AK-
Kindheit und Pubertét Kindern
1848 Nuchtern-Blutproben zwischen dem 5. und 1533/317 (AK-/AK+) NUchtern-Blutproben von
15. Lebensjahr auf Insulin und Glukose Kindern zwischen dem 5. und 15. Lebensjahr
untersucht, zur Bestimmung des HOMA-IR auf Insulin und Glukose untersucht, zur
(Insulinresistenz) Bestimmung des HOMA-IR (Insulinresistenz)
432 Kinder mit Angaben zu Tannerstadium 2 368/64 (AK-/AK+) Kinder mit Angaben zu
Tannerstadium 2

Abb. 5: Ubersicht der verwendeten Studienpopulationen zur Analyse der Insulinresistenz im
Kindes- und Jugendalter.
T1D: Typ-1-Diabetes, AK+: Inselautoantikdrper-positiv, AK-: Inselautoantikorper-negativ.
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3.2  Datenerhebung
3.2.1 KorpergroBe und -gewicht

In den BABYDIAB und BABYDIAT Studien wurden Daten zu Korpergrofe und -gewicht
der Kinder zu allen Untersuchungszeitpunkten mit Hilfe von Fragebogen erfasst oder aus den
Vorsorgeuntersuchungsheften der Kinder entnommen.

Im Rahmen der Studieneingangsuntersuchung der TEENDIAB Studienteilnehmer wurden
Korpergroe und -gewicht durch geschultes Fachpersonal mit Hilfe geeichter Stadiometer und
Waagen ermittelt.

In der DiMelli Studie wurden Daten zu Groe und Gewicht anhand von Fragebégen erhoben,
welche von Arzten oder geschultem Personal zum Zeitpunkt der klinischen Untersuchung
ausgefiillt wurden.

Aus KorpergroBe und -gewicht wurde der BMI berechnet und als Perzentile (BMI-SDS), die
alters- und geschlechtsspezifisch nach der deutschen Referenzpopulation nach Kromeyer-

Hauschild et al. (2001) korrigiert wurde, dargestellt.

3.2.2 Pubertitsentwicklung

Die Entwicklung der Pubertit wurde in der BABYDIAB Studie ab dem Alter von 8 Jahren
und in der TEENDIAB Studie wihrend der Eingangsuntersuchung mit Hilfe von Fragebogen
erhoben. Die Fragebogen enthielten neben Angaben zu Menarche und Stimmbruch validierte
Zeichnungen zur Entwicklung der Schambehaarung, sowie Brustentwicklung bei den
Miédchen und Entwicklung der ménnlichen Geschlechtsorgane bei den Jungen. Die
Zeichnungen entsprechen der Einteilung gemill der fiinf Tannerstadien (Morris und Udry,
1980), wobei Tannerstadium 1 das priapubertire (kindliche) Stadium und Tannerstadium 5 das
adulte Entwicklungsstadium représentiert. Diese Einteilung wurde ausschlieflich durch die
behandelnden Arzte vorgenommen. Fiir die Analysen wurde jeweils das hohere Stadium aus
Entwicklung der Schambehaarung und der Brustentwicklung bzw. der Geschlechtsorgane
herangezogen (Bsp. Tannerstadium 1 bei Schambehaarung und Tannerstadium 2 bei
Brustentwicklung ergibt ein Gesamt-Tannerstadium von 2). Das Erreichen von

Tannerstadium 2 wurde als Zeitpunkt des Beginns der Pubertét definiert.
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3.2.3 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen im Rahmen der BABYDIAB, BABYDIAT, DiMelli und TEENDIAB
Studien wurden vorzugsweise niichtern, d.h. nach einer Nahrungskarenz von 8 Stunden
durchgefiihrt. Tab. 2 zeigt eine Ubersicht iiber das entnommene Probenmaterial.

Wihrend die Blutentnahmen in der TEENDIAB Studie in einem der beiden Studienzentren
durchgefiihrt wurden und somit eine sofortige Verarbeitung der Blutproben stattfinden
konnte, fanden die Blutentnahmen in der BABYDIAB, BABYDIAT und DiMelli Studie beim
behandelnden Arzt statt. Das Probenmaterial wurde anschlieBend per Express-Kurier iiber
Nacht an das Labor des Instituts fiir Diabetesforschung, Miinchen verschickt. Auf Grund der
Instabilitdt der Blutglukose wurde diese in lokalen Laboren gemessen und der Wert an das

Studienzentrum Miinchen iibermittelt.

Tab. 2: Ubersicht iiber Probenmaterial, Lagerung und Verarbeitung

Probenmaterial Wie gelagert? Welche Parameter? Wo durchgefiihrt?
Serum -80°C TAA, GADA, TIA-2A Institut fiir Diabetesforschung,
und ZnT8A Miinchen (A.-G. Ziegler)
Triglyceride Institut fiir klinische Chemie am
Klinikum rechts der Isar Miinchen
K2-EDTA- o Institut fiir Diabetesforschung,
Plasma -80°C 25(OH)D Miinchen (A.-G. Ziegler)
K2-EDTA- o Institut fiir Diabetesforschung,
Zellpellet -20°C DNA Miinchen (A.-G. Ziegler)
K2-EDTA- Keine HbAlc Institut fiir klinische Chemie am
Vollblut Lagerung Klinikum rechts der Isar Miinchen
Aprotinin/K3- o . . Institut fiir Diabetesforschung,
EDTA-Plasma -80°C Insulin, C-Peptid Miinchen (A.-G. Ziegler)
K2-EDTA- bzw. Keine Blutelukose jeweils lokales Labor des Arztes
Fluorid-Plasma Lagerung g bzw. Klinikums

3.2.4 Glukosetoleranztests

Im Rahmen der Eingangsuntersuchung der TEENDIAB Studie wurden bei den Probanden
Glukosebelastungstests  (intravends oder oral) durchgefithrt. Die Probanden wurden
aufgefordert, sich mindestens drei Tage vor dem Test kohlenhydratreich zu erndhren und 12
Stunden vorher sollte weder Kaffee, Tee, Alkohol oder Tabak konsumiert werden. Auch
wihrend des Tests durften die Teilnehmer nicht essen, rauchen oder kalorien- bzw.
koffeinhaltige Getrinke zu sich nehmen. Beim ivGTT wurde dem Probanden eine 25%ige

Glukoselosung mit einer Gesamtmenge von 0,5 g Glukose pro kg Korpergewicht
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(Maximaldosis: 35 g) {iber eine dreiminiitige square-wave-Infusion mit einem
Schwankungsbereich von ca. 15 s injiziert.

Beim oGTT wurden pro kg Korpergewicht 1,75 g Glukose in Form einer Glukoselosung (75
g/300 ml; 1 g = 4 ml) verabreicht. Die Maximaldosis betrug 75 g Glukose. Diese Losung
sollte vom Probanden innerhalb von drei bis fiinf Minuten getrunken werden und durfte nicht
erbrochen werden.

Die Blutabnahme zur Bestimmung von Glukose sowie zum quantitativen Nachweis von C-
Peptid und Insulin (aus K3-Aprotinin-EDTA-Plasma) erfolgte beim ivGTT zu den
Zeitpunkten -10, -4 (vor Verabreichung der Glukoselosung), 1, 3, 5, 7 und 10 min; sowie
beim oGTT direkt vor Aufnahme der Glukose (0 min), 30, 60, 90 und 120 min spéter. Um
unnotige  Punktionen zu vermeiden, wurde den Probanden ein peripherer

Venenverweilkatheter gelegt.

3.2.5 Vitamin D-Zufuhr

Das Erndhrungsverhalten der TEENDIAB Studienteilnehmer wurde mit Hilfe einer vom
Robert-Koch-Institut entwickelten und validierten (Mensink et al., 2001) Erndhrungssoftware
(Dietary Interview Software for Health Examination Studies, DISHES, Robert-Koch-Institut,
Berlin, Deutschland) erhoben. Die Befragung wurde retrospektiv, im Stil eines Interviews mit
den Probanden durchgefiihrt und bezog sich hauptséchlich auf die iiblichen Essgewohnheiten
der letzten vier Wochen. Durch die Integration des Bundeslebensmittelschliissels (Version
IL.3) in das Programm war eine Auswertung der Makro- und Mikronihrstoffen pro Tag und

Person moglich. Die Vitamin D-Zufuhr wurde in pg/d angegeben.

3.3  Analytik

Die analytische Bestimmung von 25-Hydroxyvitamin D (25(OH)D), sowie Insulin und C-
Peptid wurde im Rahmen dieser Arbeit eigenstindig durchgefiihrt. Alle weiteren Parameter
wurden im Routinelabor des Instituts fiir Diabetesforschung gemessen bzw. von
Kooperationspartnern bestimmt. Die Ergebnisse wurden fiir die vorliegende Arbeit zur

Verfiigung gestellt.
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3.3.1 25-Hydroxyvitamin D (25(OH)D)

25(OH)D wurde bei allen Studienteilnehmern aus Plasmaproben mit Hilfe des 25-
Hydroxyvitamin D Radioimmunoassay Kits (DiaSorin, Stillwater, USA) gemil
Herstellerangaben bestimmt. Das Testprinzip ist schematisch in Abb. 6 dargestellt. Die
Proben wurden lichtgeschiitzt bei -80°C gelagert. Vor dem eigentlichen Testverfahren
erfolgte eine Extraktion von 25(OH)D und anderen hydroxylierten Metaboliten aus Plasma
mit Acetonitril. Dazu wurden in Borosilikatglasrohrchen 50 ul Plasma langsam in Acetonitril
iberfiihrt, um anschlieBend mindestens 10 Sekunden lang zu vortexen. Nach Zentrifugation
(1200 g, 20 min) bei Raumtemperatur wurden doppelte 25 pl-Aliquots pro Probe in neue
Rohrchen iiberfithrt. Zu jedem Réhrchen wurden 1 ml Antiserum und 50 pl mit I'*-
markiertem 25(OH)D-Analogon gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 90 min wurden die
Proben mit 500 ul einer prazipitierenden Losung versetzt. Nach einer weiteren Inkubation (20
min) wurde zu jedem Rohrchen 500 pl Pufferlésung zugegeben, um die nichtspezifische
Bindung zu reduzieren. Nach dem Zentrifugieren aller Probenrohrchen wurden die

Uberstiande dekantiert und die am Rohrchenboden verbliebenen Pellets fiir neun Minuten mit

einem Gammazéhler (Cobra II, Canberra Packard, Meriden, USA) gemessen.

Extraktion mit
 —
@ Acetonitril

Gebundenes Freies Vitamin D im
Vitamin D im Plasma Uberstand O Radioaktiv-markiertes (1125)
25(OH)D-Analogon (, Tracer)

‘ Préazipitierendes Agens

 Vitamin D bindendes Protein

. Hydroxyliertes Vitamin D (25(CH)D)

/( 25(0OH)D spezifischer Antikérper

g

Inkubation .‘i Inkubation

—— ——
;. Zentrifugieren
Zugabe von Zugabe eines Antigen-Antiktrper-Komplex in der festen
Antikérper und prazipitierenden Agens Phase, Uberstand verwerfen,
Tracer anschlieBende Messung im

Gammaszillilationszahler

Abb. 6: Testprinzip des 25(OH)D-Radioimmunoassay Kits von DiaSorin.
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Fir die Berechnung der 25(OH)D-Werte wurden die gemessenen cpm ins Verhiltnis zur
mitgelieferten Standardkurve (Abb. 7) gesetzt. Die Vitamin D-Konzentrationen wurden in
ng/ml angegeben. Der Interassay-Variationskoeffizient des Tests betrug 8,1 % bei einer
mittleren Konzentration von 24,6 + 2,0 ng/ml. Die vom Hersteller angegebene Sensitivitét des

Assays betrdgt <1,5 ng/ml und die Spezifitdt wird in Tab. 3 angegeben.

Tab. 3: Analytische Spezifitit des 25(OH)D-Radioimmunoassay Kits von DiaSorin (lt.

Herstellerangaben)
Steroid Kreuzreaktivitit (%)
Vitamin D, (Ergocalciferol) 0,8
Vitamin D; (Cholecalciferol) 0,8
25(0OH)D, 100
25(0OH)D; 100
24,25(0H),D, 100
24,25(0H),D; 100
25,26(0H),D, 100
25,26(0H),D; 100
1,25(0OH),D, 11
1,25(0OH),D; 11
90
80
70 \
60
g 50
o y= -22,41In(x) + 114,13
g 40 R2 = 0,9955
30
20
10
0 T )
1 10 100
ng/ml

Abb. 7: Beispiel einer Standardkurve des 25(OH)D-Radioimmunoassay Kits.
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3.3.2 Insulin und C-Peptid

Die Bestimmung von Insulin und C-Peptid (Produkt der enzymatischen Umwandlung vom
Proinsulin zum Insulin) erfolgte stets aus Niichtern-Blutproben. Bei Typ-1-Diabetespatienten
wurde auf die Insulinmessung verzichtet und ausschlieBlich C-Peptid bestimmt. Insulin und
C-Peptid wurden in Aprotinin-stabilisiertem EDTA-Plasma mit Hilfe eines automatisierten
Immunoassay-Analyzer (AIA 360; Tosoh, San Francisco, USA) gemessen. Fiir die Messung
wurden 200 ul zu testendes Plasma in ein Gefidl3 (Hitachi-Cup, Tosoh, San Francisco, USA)
pipettiert und in das Gerit eingesetzt. Pro Probe wurde nun je ein spezieller Testbecher
(Tosoh, San Francisco, USA) fiir Insulin und C-Peptid eingesetzt und das Gerit gestartet. Die

Immunreaktion lief direkt im Testbecher nach folgendem Testprinzip ab:

[ | i | " E | | . & - III \ |I
| 3 I| |I 3 | | B 4"\\ f |I e ,;- E | \ |
\ s E f ' o | e | \ = | f
|I j\' M | ke )",\ | P ® | | & & | | @ & |/
Ay | % | i | f |
|| .ll - |I P | > || Mo o f - || o S || - IIII Mo M |
| W W | | % % | | o | B & | | S & |
\amsmigse | ' .| | e . L ) y
Durchstechen des Hinzufligen der Probe Inkubation und Waschschritt, Trennen  Hinzufiigen des Substrats
Aluminiumverschlusses Immunreaktion von gebundenem u. u. Fluoreszenz-
ungebundenem Material Kinetiknachweis
N Immobilisierter Antikérper Antigen inder Probe Enzymsubstrat: 4-

Methylumbelliferyl-Phosphat

£/ Enzym-gekoppelter Antikdrper Fluoreszenzmaterial
"

Abb. 8: Testprinzip des Immunoassay-Analyzer AIA 360 von Tosoh (modifiziert nach Tosoh-
Bioscience).

Im Testbecher befinden sich magnetische Beads, die mit immobilisierten spezifischen
Antikorpern iiberzogen sind und freie enzymgekoppelte Antikorper. Durch Hinzufiigen der
Probe bilden Antigen (Insulin oder C-Peptid) und Antikorper einen Komplex und binden
somit die enzymgekoppelten Antikorper an die Beads. Nach Inkubation und einem
Waschschritt (Waschlosung vom Hersteller) werden die freien enzymgekoppelten Antikorper
entfernt. Durch Zugabe einer Enzymsubstratlosung (vom Hersteller) findet eine enzymatische
Reaktion statt und fluoreszierende Endprodukte entstehen die nun quantitativ bestimmt
werden konnen.

Das Gerit wurde tidglich mit Hersteller- und internen Kontrollen kalibriert. Der Interassay-

Variationskoeffizient betrug beim Insulin-Assay 8,4 % mit einer unteren Detektionsgrenze
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von 0,5 pU/ml. Beim C-Peptid-Assay lag der Interassay-Variationskoeffizient bei 5,1 % mit

einer unteren Detektionsgrenze von 0,2 ng/ml.

3.3.3 DNA-Isolierung und Bestimmung der Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs)

von Vitamin D-Metabolismus-assoziierten Genen

Die DNA-Isolierung wurde im Routinelabor des Instituts fiir Diabetesforschung Miinchen
(A.-G. Ziegler) durchgefiihrt. Fiir die DNA-Priparation aus Vollblut wurde eine
Aussalzungsmethode verwendet. Das EDTA-Blut (ca. 10 ml) wurde nach Abtrennen des
Plasmas in Zentrifugenrohrchen iiberfithrt und anschlieBend mit Erythrozytenlyse-Puffer
(RCLB; 100 mM Tris, 50 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH 7,6) auf 20 ml aufgefiillt. Das
Gemisch musste auf dem Drehrad 5 min lysieren und wurde danach 10 min bei 640 g
zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet wieder in RCLB gelost.
Dieser Waschschritt wurde ca. 7-9 mal wiederholt. AnschlieBend wurde ein weiterer Lyse-
Puffer (NLB; 10 mM Tris, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA) zugegeben und das Rohrchen gut
geschiittelt. Nach dem Zugeben von PSB-Proteinase-K-Losung (PSB: 1,0 % SDS, 2 mM
EDTA; Proteinase K: Sigma Aldrich) und 200 ul 10 %er SDS-Losung (Sigma Aldrich)
musste das Priparat bei 42°C im Wasserbad ca. 18 Stunden inkubieren. Anschlieend wurde
1 ml NaCl (6 M) pro 4 ml DNA-L6sung hinzugegeben. Das Gemisch inkubierte nun 60 min
bei 8°C. Nach Zentrifugation (30 min bei 1100 g) wurde der Uberstand in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen iiberfiithrt und mit 5 ml Isopropanol versetzt. Der DNA-Faden wurde
anschlieend mit einer Impfose aufgenommen und in 80 %en Ethanol zweimal gewaschen.
Nach dem Trocknen (ca. 1 Stunde) wurde entsprechend der DNA-Menge TE-Puffer (1 mM
Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) zugegeben, anschlieBend musste das DNA-Puffer-Gemisch ca.
2 Wochen bei 8°C quellen. Die DNA-Konzentrationsmessung erfolgte mit Hilfe eines
Fotometers (UV-160A, Shimadzu, Kyoto, Japan).

Die SNPs der Vitamin D-Metabolismus-assoziierten Gene (Tab. 4) wurden mit dem
MassARRAY® System unter Verwendung der iPLEX™ Chemie (Sequenom, San Diego,
USA) in der Abteilung fiir Molekulare Epidemiologie, Helmholtz Zentrum Miinchen,
bestimmt. Die isolierte DNA (gelost in TE-Puffer) wurde in eine 96-Well-Mikroplatte
(Thermo-Fast 96 PCR Plate Skirted, ABgene, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
tiberfithrt und mit SNP-spezifisch designten Primern in einer Multiplex-PCR amplifiziert. Die
im folgendem durch allel-abhingige Einzelbasenverlingerung gewonnenen Produkte wurden
mit einem Nanoliter Pipettier-System (SpectroCHIP, SpectroPOINT Spotter; Sequenom, San
Diego, USA) auf einen 384-Element Chip geladen. AnschlieBend wurden die Proben mit
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einem  Matrix-unterstiitzten  Laser-Desorptions/lonisations-Flugzeitmassenspektrometers
(MALDI-TOF, Bruker Daltonik, Leipzig, Deutschland) analysiert. Die Peaks der
resultierenden Massenspektren wurden mit der SpectroTYPER RT 3.4 Software (Sequenom,
San Diego, USA) identifiziert. Um die Vergleichbarkeit zu kontrollieren, wurden 16,3 % der
Proben in Duplikaten genotypisiert, die eine Diskordanzrate von weniger als 0,5 % aufwiesen.
Alle SNPs wurden mit Hilfe von Chi-Quadrat-, oder exaktem Fisher-Test auf Abweichung
vom Hardy-Weinberg-Gesetz getestet.

Die geplante Genotypisierung von VDR rs11568820 (Cdx2) konnte auf Grund technischer

Probleme nicht durchgefiihrt werden.

Tab. 4: Ubersicht iiber die untersuchten SNPs der Vitamin D-Metabolismus-assoziierten

Gene
Minor allele
Gen Funktion SNP (ma'[(?rlierileinor) frequency
) (MAF)*
CYP24A1  Enzym: 24-Hydroxylase; Abbau rs2296241 A/G 0,500
von Calcitriol rs6013897 T>A 0,233
CYP27A1  Enzym: 25-Hydroxylase; rs17470271 A>T 0,268
Hydroxylierung von Vitamin D;
zu 25(OH)D;
CYP27B1  Enzym: la-Hydroxylase; rs10877012 G>T 0,354
Aktivierung von 25(OH)D; zu
Calcitriol
CYP2R1 Enzym: 25-Hydroxylase; rs1993116 C>T 0,337
Hydroxylierung von Vitamin D;
7u 25(OH)D3 rs12794714 G>A 0,351
DHCR7 Enzym: 7-Dehydrocholesterol-  rs4945008 G>A 0,275
Reduktase; Cholesterinsynthese
GC Codiert fiir Vitamin D- rs12512631 T>C 0,357
bindendes Protein; Vitamin D- £$2282679 ASC 0.261
Transport
rs222040 T>C 0,422
VDR Codiert fiir Vitamin D-Rezeptor  rs1544410 G>A 0,438
rs2228570 C>T 0,412
1s7975232 A>C 0,429

*Quelle: Sherry et al. (2001)
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3.3.4 Diabetes-assoziierte Inselautoantikorper

In jeder vorliegenden Blutprobe der Kinder wurden Inselautoantikdrper gegen Insulin, GAD,
IA-2 und ZnT8 gemessen. Die Messungen wurden im Routinelabor des Instituts fiir
Diabetesforschung Miinchen (A.-G. Ziegler) durchgefiihrt und die Ergebnisse fiir die
vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt. Alle Inselautoantikorper wurden mit quantitativen
Radioliganden-Bindungs- (GADA, IA-2A, ZnT8A) bzw. Kompetitionsassays (IAA)
bestimmt, die bereits in der Literatur beschrieben wurden (Ziegler et al., 1999, Achenbach et
al., 2009). Die Inselautoantikorpertiter der Proben wurden anhand einer Standardkurve
ermittelt, die mit Hilfe eines Negativserums und einer Verdiinnungsreihe eines Positivserums
erstellt wurde. Die Grenzen fiir Positivitit wurden anhand der 99. Perzentile von nicht-
diabetischen Kontrollpersonen festgelegt (Torn et al., 2008, Schlosser et al., 2010, Lampasona
etal., 2011).

Der Interassay-Variationskoeffizient bei den Proben mit niedrigen Antikorper-Titern war
11 % fiir IAA, 18 % fiir GADA, 16 % fiir IA-2A , 17 % fiir ZnT8RA und 16 % fiir ZnTEWA.
Kinder wurden als Inselautoantikdrper-positiv bezeichnet, wenn in mindestens zwei

aufeinanderfolgenden Proben ein oder mehrere positive Antikdrpertiter gemessen wurden.

3.3.5 Extern gemessene Parameter

1,25-Dihydroxyvitamin D3 (1,25(0OH);D;3)

Die aktive Form des Vitamin D, 1,25(0OH),D; (Calcitriol) wurde in 327 Serumproben von
Kindern der BABYDIAB/TEENDIAB Studien extern durch ein Auftragslabor (Labor Dr.
Limbach & Kollegen, Heidelberg, Deutschland) mit Hilfe eines Chemilumineszenz-

Immunoassays bestimmt.

HbA Ic und Triglyceride

Die Bestimmung von HbAlc und Triglyceriden erfolgte zentral im Labor des Instituts fiir
klinische Chemie am Klinikum rechts der Isar Miinchen. Beide Parameter wurden in 244
Patientenproben der DiMelli Studie analysiert.

Der HbAlc-Wert wurde in EDTA-Vollblut durch einen automatisierten HPLC-Analyzer
(HLC-723 GHb G7, Tosoh, San Francisco, USA) bestimmt. Die Triglyceride wurden durch
ein kolorimetrisch-enzymatisches Testverfahren in einem Cobas 8000® Analyzer mit dem

¢502 Modul (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) gemessen.
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3.4  Datenmanagement und Statistik

Mit Hilfe von deskriptiven Analysen wurden die Hiufigkeiten fiir die einzelnen
Merkmalsauspragungen  (Geschlecht, Alter, BMI, wusw.) in den untersuchten
Studienpopulationen berechnet. Kontinuierliche Variablen sind als Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (SD) bzw. Standardfehler (SEM), oder als Mediane mit
Interquartilsabstand (IQR, 25.-75. Perzentile) angegeben.

Die Vergleiche der Vitamin D-Konzentrationen zwischen den Monaten, sowie zwischen den
einzelnen Studienpopulationen erfolgte mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-
Tests. Um einen Vitamin D-Mangel abzuschitzen, wurden die 25(OH)D-Konzentrationen in
Anlehnung an die Empfehlungen der Erndhrungskommission der Deutschen Gesellschaft fiir
Kinder- und Jugendmedizin (DGKIJ) (Bohles et al., 2011) und der ESPGHAN-Gesellschaft
(Braegger et al., 2013) in folgende Kategorien eingeteilt: schwerwiegender Mangel (<10
ng/ml), Vitamin D-Mangel (<20 ng/ml), unzureichende Versorgung (20-30 ng/ml) und
optimale Versorgung (>30 ng/ml). Zum Vergleich der Verteilung eines Vitamin D-Mangels
zwischen den Studienpopulationen wurde der y>-Test herangezogen. Zusammenhinge
zwischen Vitamin D-Konzentrationen und verschiedenen Kovariablen (Geschlecht, Alter,
BMI-SDS, Jahreszeit) wurden mit der bivariaten Korrelation nach Spearman-Rho bestimmt.
Um fiir den Einfluss von Storfaktoren (Alter, Jahreszeit, Studientyp) auf den Vitamin Status
zu korrigieren, wurden multivariable Regressionsmodelle berechnet. Die Kategorisierung der
Variablen Studientyp, Geschlecht und Jahreszeit erfolgte stets dichotom.
Uberlebenszeitanalysen (Sterbetafeln und Cox-Regressionsanalysen) wurden verwendet, um
den Einfluss von Vitamin D auf das kumulative Risiko fiir Typ-1-Diabetes zu berechnen und
innerhalb von verschiedenen Vitamin D-Kategorien zu vergleichen. Das Auftreten von Typ-
1-Diabetes wurde als Zielereignis (ja/nein) definiert. Kinder wurden ab der Bestimmung des
Vitamin D-Spiegels (eine Blutprobe 12-24 Monate nach Entwicklung von
Inselautoimmunitit) bis zur Manifestation des Typ-1-Diabetes in die Analyse eingeschlossen.
Bei Kindern, die nicht an Typ-1-Diabetes erkrankten, wurde das Datum des letzten Kontakts
verwendet. Um die Analyse fiir Storfaktoren (Studientyp, Alter, Jahreszeit) zu korrigieren,
wurden adjustierte Hazard Ratios (HR) und entsprechende 95 %ige-Konfidenzintervalle (KI)
in einer multivariablen Cox-Regression berechnet. Vitamin D-Konzentrationen wurden hier
als kontinuierliche sowie als kategoriale Variable (Referenzkategorie: optimale Versorgung)

eingesetzt.
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Zur Ermittlung von B-Zellfunktion und Insulinresistenz wurden verschiedene validierte
Parameter berechnet. Nach Durchfithrung eines i1ivGTTs konnten folgende Parameter
berechnet werden:
— First Phase Insulin Response (FPIR): Summe der Insulinkonzentration von 1 und 3
min nach Glukoseinfusion.
— Fliache unter Kurve (area under the curve, AUC) der C-Peptidkonzentrationen:

berechnet als Integral aller Zeitpunkte eines ivGTTs nach der Formel von Tai (1994).

n

AUC = 1/22 Xi-1(Vi-1 + ¥i)

i=1
Aus dem Ergebnis des oGTTs wurden folgende Parameter abgeleitet:
— AUC der C-Peptidkonzentrationen: berechnet als Integral aller Zeitpunkte eines
0oGTTs nach der Formel von Tai (sieche oben).

— Ein validierter Insulinsensitivitits-Score (ISI) nach Matsuda und DeFronzo (1999).
10000

\/(nﬁchtern Glukose X niichtern Insulin) X
X Glukose X X Insulin

ISI =

Die Insulinresistenz wurde bei nicht-diabetischen Personen gemill dem Homeostasis Model
Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) (Matthews et al., 1985) aus Niichtern-Insulin

und -Glukose berechnet.

Glukose X Insulin
405

HOMA — IR =

Bei Typ-1-Diabetespatienten der DiMelli Kohorte erfolgte die Berechnung eines
Insulinsensitivitédts-Scores nach Dabelea et al. (2011) aus folgenden Variablen: Hiiftumfang,
HbAlc und Triglyceriden (log.IS= 4,64725 — 0,02032*(Hiiftumfang) — 0,09779*(HbAlc) —
0,00235*(Triglyceride)). Der Score wurde kategorisiert: <8,15 = insulinresistent, >8,15
insulinsensitiv.

Der Einfluss von Vitamin D auf B-Zellfunktion und Insulinresistenz wurde mit Hilfe linearer
Regressionsmodelle berechnet. Die [-Zellfunktion- und Insulinresistenz-Parameter gingen
jeweils als abhingige Variable in das Modell ein, Vitamin D-Konzentrationen (als
kontinuierliche und kategoriale Variable) und Kofaktoren (BMI-SDS, Alter, Geschlecht,
Jahreszeit) waren unabhéngige Variablen.

Die Assoziationen zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und 25(OH)D-

Konzentrationen (abhidngige Variable) wurden mit einem linearen Regressionsmodell
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berechnet. Die drei moglichen Auspriagungen der SNPs wurden kategorisiert (02Major-Allel
homozygot /l1£heterozygot /22Minor-Allel homozygot) und gingen als unabhingige
Variablen (plus Kofaktoren) in das Modell ein. Dargestellt wurde jeweils der
Regressionskoeffizient fiir das Minor-Allel. Der Vergleich der 25(OH)D-Konzentrationen
zwischen den verschiedenen Ausprigungen eines SNP erfolgte durch den Mann-Whitney-U-
Test.

Um die Zusammenhinge zwischen B-Zellfunktion bzw. Insulinresistenz und Vitamin D-
Metabolismus-assoziierten SNPs zu analysieren, wurden ebenfalls lineare multivariable
Regressionsmodelle verwendet. Als abhidngige Variablen wurden B-Zellfunktion- bzw.
Insulinresistenz-Parameter verwendet. Durch die Analyse von insgesamt 13 SNPs wurde das
Signifikanzniveau durch Bonferroni-Korrektur fiir multiples Testen auf 0,05/13=0,004

abgesenkt.

Fir alle Berechnungen zur Entwicklung der Insulinresistenz wihrend der Kindheit unter
Punkt 4.7 wurden die HOMA-IR Werte logarithmiert (log;p), um die Werte einer
Normalverteilung anzundhern. Der Vergleich des HOMA-IR zwischen Jungen und Méadchen
bzw. zwischen Inselautoantikorper-positiven und -negativen Kindern wurde mittels 7-test bei
gepaarten Stichproben errechnet. Um fiir Storfaktoren (Studientyp, BMI-SDS) zu korrigieren
wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet. Da eine bestimmte Anzahl an Personen mit
mehreren Messwerten in die Analyse eingingen, wurde eine Sensitivitdtsanalyse mit festen
Effekten fiir jede Person durchgefiihrt.

Um den Zeitpunkt des Beginns der Pubertit zwischen Jungen und Midchen, sowie zwischen
Inselautoantikorper-positiven  und  -negativen Kindern zu  vergleichen, wurden
Uberlebenszeitanalysen angewendet. Fiir die Berechnungen wurden nur die Kinder
beriicksichtigt, bei denen Information iiber Tannerstadium 2 mindestens einmal vorhanden

war.

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit der Software ,,Statistical Package for the Social
Sciences* (SPSS Version 20/21; SPSS, Chicago, USA) fiir Windows, GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA), sowie mit der statistischen Analysesoftware der
Firma SAS (Cary, USA). Fiir alle Analysen (Ausnahme: SNP-Analyse unter Punkt 4.6) lag
das Signifikanzniveau bei 5 %, d.h. ein p-Wert <0,05 wurde in allen Analysen als statistisch

signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der TEENDIAB Studienkohorte und Compliance der

Studienteilnehmer

Die vorliegenden Ergebnisse stammen von Untersuchungen zum Zeitpunkt des
Studieneintritts von insgesamt 334 Kindern der TEENDIAB Studie, die bis Mai 2012 im
Rahmen dieser Dissertation rekrutiert, untersucht und in die Studie eingeschlossen wurden.

Die Kinder der TEENDIAB Studie waren zum Zeitpunkt der Studieneingangsuntersuchung
im Median 10,9 Jahre alt (IQR: 9,5-11,8 Jahre), das Geschlechterverhiltnis war ausgewogen
und 98,5 % der Studienteilnehmer waren kaukasischer Abstammung. Die Hilfte (49,5 %)
aller Kinder befand sich noch im pripubertiren (Tannerstadium 1) Stadium. Die
Studienteilnehmer waren im Durchschnitt normalgewichtig und bei 316 Probanden wurde

erfolgreich ein Glukosetoleranztest durchgefiihrt (Tab. 5).

Tab. 5: Deskriptive Kennzahlen der TEENDIAB Studienpopulation

TEENDIAB Kohorte (n=334)

Geschlecht: weiblich, n (%) 164 (49,1)
Alter [Jahre], Median (IQR) 10,9 (9,5-11,8)
Kaukasier, n (%) 329 (98,5)
BMI-SDS, Median (IQR) -0,10 (-0,85-0,75)
Tannerstadium, %

1 49,5

2,3 und 4 48,0

5 2,5
Familidgrer Typ-1-Diabetes, %

Mutter 35,9

Vater 39,5

Geschwisterkind 21,6

multiplex 3,0
persistierend Inselautoantikorper-positiv, n (%) 26 (8,4)

Glukosetoleranztest (intravends/oral), n 171/145
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Die Compliance der 334 Studienteilnehmer war durch die bereits beschriebenen Maflnahmen
(siehe Punkt 3.1.3) sehr gut und die Drop-out-Rate lag mit 4 % auf einem sehr niedrigen
Niveau. Tab. 6 zeigt den prozentualen Anteil der durchgefiihrten Nachuntersuchungen
(Follow up) der 334 Kinder nach Studieneintritt bis zum jetzigen Zeitpunkt (Stand: August
2013).

Tab. 6: Ubersicht des prozentualen Anteils der durchgefiihrten Nachuntersuchungen (Follow

up)
Follow up (FU) ja (%) nein (%) ausstehend (%)
6-monatiges FU 88,9 11,1 0
12-monatiges FU 85,6 13,2 1,2
18-monatiges FU 79,6 18,3 2,1
24-monatiges FU 65,3 13,8 20,9

Stand: August 2013

4.2 Abhiingigkeit des Vitamin D-Spiegels in den untersuchten Studienpopulationen
4.2.1 Abhingigkeit des 25(OH)D-Spiegels

Fiir die nachfolgend genannten Analysen wurde der 25(OH)D-Gehalt im Plasma von 108
Kindern mit multiplen Inselautoantikdrpern, sowie von 406 InselautoantikOrper-negativen
Kindern bestimmt. Zusétzlich wurden die 25(OH)D-Konzentrationen in 244 Kindern mit
einem neu manifestierten Typ-1-Diabetes aus der DiMelli Studie untersucht (s. Punkt 3.1.5).

In allen 3 untersuchten Populationen hing die Konzentration von 25(OH)D im Plasma stark
vom Alter ab. Mit zunehmendem Alter sank der 25(OH)D-Spiegel signifikant ab (Tab. 7).
Nach Einteilung der Blutabnahmezeitpunkte in Monate mit stirkerer UV-B-Strahlung (Mai
bis Oktober) und schwicherer UV-B-Strahlung (November bis April), zeigte sich eine
erwartungsgemill starke Abhingigkeit des 25(OH)D-Spiegels von der Jahreszeit. Bei
Inselautoantikorper-negativen Kindern und den Typ-1-Diabetespatienten war die
Konzentration in den Sommermonaten signifikant hoher als im Vergleich zu Blutproben, die
in den Wintermonaten entnommen wurden. Nur bei den Inselautoantikorper-positiven
Kindern zeigte sich kein Effekt nach Aufteilung der Jahreszeit in zwei Kategorien (Sommer
und Winter) (Tab. 7). Wurden die gemessenen 25(OH)D-Konzentrationen allerdings pro
Monat aufgetragen, konnte man bei allen drei Studienpopulationen eine mehr oder weniger
starke  jahreszeitliche Variation feststellen. So hatten Kinder mit multiplen

Inselautoantikorpern  signifikant  erniedrigte  25(OH)D-Spiegel im  Vergleich zu
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Inselautoantikorper-negativen Kindern wiéhrend der Monate mit den hochsten UV-B-
Intensitdten (Mai p=0,002; Juni p=0,011; Juli p=0,001; September p=0,005). Kinder mit Typ-
1-Diabetes hingegen hatten fast das ganze Jahr signifikant niedrigere 25(OH)D-Spiegel,
verglichen mit Inselautoantikorper-negativen Kindern (Abb. 9).

In einer Subkohorte der Inselautoantikdrper-negativen Kinder (n=268) konnte als zusétzlicher
Parameter auch die Vitamin D-Zufuhr iiber die Nahrung bestimmt werden. Die
durchschnittliche Zufuhr betrug 2,1 + 1,5 pug/d und korrelierte nicht mit der 25(OH)D-

Konzentration im Plasma (Tab. 7).

70
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25(0OH)D (ng/ml)
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Abb. 9: Vergleich der 25(OH)D-Konzentrationen aufgeteilt nach Monaten in Blutproben der
Inselautoantikorper-negativen (AK-, graue Linie), -positiven (AK+, rote Linie)
Studienteilnehmer und Kinder mit Typ-1-Diabetes (T1D, schwarze Linie). Der SEM (%) ist
jeweils als gepunktete Linie dargestellt. *Signifikante Unterschiede zwischen AK+ und AK-;
1 signifikante Unterschiede zwischen T1D und AK-.
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Tab. 7: Abhédngigkeit des Plasma 25(OH)D-Spiegels in den einzelnen Studienpopulationen

Korrelationskoeffizient

(Spearman-Rho) p-Wert
Kinder mit >2 Inselautoantikérpern (n=108)
Alter -0,302 0,001
Geschlecht -0,010 0,9
BMI-SDS -0,086 0,7
Jahreszeit 0,063 0,5
Typ-1-Diabetes-Kohorte (n=244)
Alter -0,182 0,004
Geschlecht -0,050 0,4
BMI-SDS 0,044 0,5
Jahreszeit 0,440 55x10™"
Kinder ohne Inselautoantikorper (n=406)
Alter -0,159 0,004
Geschlecht 0,136 0,1
BMI-SDS -0,122 0,027
Jahreszeit 0,607 1,62x 107
Vitamin D-Zufuhr mit der Nahrung (Subkohorte, n=268) 0,041 0,5

4.2.2 Abhingigkeit der Calcitriol (1,25(0OH),D3)-Spiegel in der Risikokohorte

Bei 327 Probanden der untersuchten Riskokohorte konnte zusdtzlich zum Vitamin D-Status
(reprisentiert durch 25(OH)D), auch die aktive Form des Vitamin D (Calcitriol) bestimmt
werden. Die durchschnittliche Konzentration von Calcitriol im Serum betrug 36,23 +
11,32 ng/l. Mit zunehmendem Alter der Probanden stiegen die Calcitriol-Konzentrationen
signifikant an (Tab. 8). Es war kein Zusammenhang mit dem Geschlecht, BMI-SDS, dem
25(OH)D-Spiegel, der Vitamin D-Zufuhr aus der Nahrung und dem Zeitpunkt der

Blutentnahme (Sommer vs. Winter) erkennbar.
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Tab. 8: Abhingigkeit der Calcitriol (1,25(OH),D3)-Spiegel in der Risikokohorte

Korrelationskoeffizient

(Spearman-Rho) p-Wert
Alter 0,131 0,018
Geschlecht -0,047 0,4
BMI-SDS 0,036 0,5
Jahreszeit -0,013 0,8
Vitamin D-Zufuhr mit der Nahrung (Subkohorte, n=268) 0,057 04
25(OH)D 0,089 0,1

4.3 Priavalenz von Vitamin D-Mangel und 25(OH)D-Konzentration im Pridiabetes

siehe auch: Raab et al. (2014)

Von 108 Kindern mit multiplen (>2) Inselautoantikdrpern hatten 41 (39,8 %) einen Vitamin
D-Mangel (<20 ng/ml), von denen 13 (12,0 %) sogar einen schwerwiegenden Mangel (<10
ng/ml) aufwiesen. Bei 33 Kindern (30,6 %) wurden unzureichende (20-30 ng/ml) und bei 32
(29,6 %) Kindern ausreichende (>30 ng/ml) Konzentrationen an 25(OH)D festgestellt.

Im Gegensatz dazu, hatten nur 115 von 406 Inselautoantikérper-negativen Kindern (28,3 %)
einen Vitamin D-Mangel, 28 (6,9 %) von ihnen schwerwiegend. Bei 101 (24,9 %) Kindern
lagen die Konzentrationen im unzureichenden Bereich, bei fast der Hilfte aller Kinder
(46,8 %) jedoch im Optimalbereich.

Der hochste Anteil mit einem schwerwiegendem Vitamin D-Mangel befand sich in der
Gruppe der neu manifestierten Typ-1-Diabetespatienten (18 %). Insgesamt wiesen in dieser
Gruppe 125 Kinder (51,2 %) einen Vitamin D-Mangel auf, 70 (28,7 %) waren unzureichend
und nur 49 (20,1 %) waren optimal versorgt (Abb. 10).

Ein Vitamin D-Mangel (<20 ng/ml) trat somit signifikant gehduft in Inselautoantikorper-
positiven Kindern auf, im Vergleich zu Kindern ohne Inselautoantikorper (39,8 % vs. 28,3 %,
p=0,021). Der stirkste Anteil an Kindern mit einem Vitamin D-Mangel befand sich jedoch in
der Gruppe der Typ-1-Diabetespatienten (51,2 %, p=0,048 vs. Inselautoantikérper-positive
Kinder; p=4,65 x 10” vs. Inselautoantikorper-negative Kinder). Auch nach Adjustierung fiir
den Einfluss von Jahreszeit und Alter auf Vitamin D-Konzentrationen im Blut blieben die
Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen (Vergleich der Privalenz eines Vitamin D-

Mangels zwischen Inselautoantikdrper-positiven und -negativen Kindern: p=2,95 x 10”; bzw.
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zwischen Kindern mit Typ-1-Diabetes und Inselautoantikdrper-negativen Kindern: p=3,01 x

10,

60
<10 ng/ml (schwerer Mangel)

507 | m<20 ng/ml (Mangel)
5 40- . =20-30 ng/ml (unzureichend)
2 m>30 ng/ml (optimal)
% 301
[
o
3 201

107

0 s

AK+ T1D

Abb. 10: Priavalenz von schwerwiegendem Vitamin D-Mangel (grau), Mangel (gepunktet),
unzureichendem (gestrichelt) und optimalem (schwarz) Vitamin D-Status in
Inselautoantikorper-positiven (AK+), -negativen (AK-) und Kindern mit Typ-1-Diabetes
(T1D).

Beim Vergleich der 25(OH)D-Konzentrationen im Plasma zeigten sich zwischen allen drei
Gruppen signifikante = Unterschiede. Den hochsten Plasmaspiegel wiesen die
Inselautoantikorper-negativen Kinder auf mit einem Mittelwert von 28,8 ng/ml £ 0,6 ng/ml.
Kinder mit multiplen Inselautoantikdrpern hatten im Vergleich dazu signifikant erniedrigte
Konzentrationen (p=3,40 x 10™), mit einem Mittelwert von 24,0 ng/ml + 1,2 ng/ml. Die
niedrigsten Plasmaspiegel zeigten sich bei den Patienten mit Typ-1-Diabetes, mit einem
Mittelwert von 19,9 ng/ml + 0,6 ng/ml, die sich sowohl von Inselautoantikrper-positiven
(p=0,006) als auch von den -negativen (p=2,68 x 10"'7) Kindern signifikant unterschieden
(Abb. 11). Auch nach Adjustierung fiir die Storgrolen Jahreszeit und Alter blieb der starke
signifikante Unterschied zwischen Inselautoantikorper-positiven und -negativen Kindern
(p=0,001), sowie Typ-1-Diabetespatienten (p=3,01 x 10™'*) bestehen.

In einer Fall-Kontroll-Studie wurden nur die 108 Kinder mit multiplen Inselautoantikérpern
und 108 passend dazu ausgewdhlte Inselautoantikorper-negative Kinder, iibereinstimmend im
Alter, Geschlecht, Studientyp und Zeitpunkt der Blutentnahme, analysiert. Die
Untersuchungen zeigten, dass sich Inselautoantikorper-positive Kinder in den
Sommermonaten (Mai bis Oktober) hinsichtlich 25(OH)D-Spiegel signifikant von den
Kindern ohne Inselautoantikorper unterschieden (p=2,72 x 10'4). Dieser Effekt trat in den

Wintermonaten (November bis April) nicht auf (p=0,2).
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Abb. 11: Vergleich der 25(OH)D-Konzentrationen (schwarze Linie stellt den Mittelwert dar)
zwischen Inselautoantikdrper-negativen (AK-), -positiven (AK+) und Kindern mit Typ-1-
Diabetes (T1D). Die Zahlen unter der x-Achse repridsentieren die Anzahl der Kinder in jeder
Gruppe.

4.4 Einfluss von Vitamin D-Mangel und 25(OH)D-Konzentrationen auf die Typ-1-

Diabetes-Progressionsrate von Kindern mit multiplen Inselautoantikorpern

siehe auch: Raab et al. (2014)

Von 108 Kindern mit multiplen (=2) Inselautoantikdrpern entwickelten 53 im Laufe der
Nachuntersuchungen (Follow up) einen manifesten Typ-1-Diabetes.

Das kumulative Risiko fiir die Entwicklung von Typ-1-Diabetes bei Kindern mit multiplen
Inselautoantikorpern lag 5 und 10 Jahre nach der Bestimmung des 25(OH)D-Spiegels (12-24
Monate nach dem erstmaligen Auftreten von Inselautoimmunitit) bei 37,9 % (95 % KI: 27,8-
48,0) und 57,5 % (95 % KI: 45,3-69,7).

25(0OH)D-Konzentrationen wurden in 3 Kategorien eingeteilt: Vitamin D-Mangel (<20
ng/ml), unzureichende (20-30 ng/ml) und ausreichende Versorgung (>30 ng/ml). Auf eine
vierte Unterteilung in schwerwiegenden Mangel (<10 ng/ml) wurde auf Grund der geringen
Fallzahlen verzichtet. Die Progressionsrate nach 5 und 10 Jahren betrug bei Kindern, die
einen Vitamin D-Mangel hatten 38,3 % (95 % KI: 21,5-55,1) und 51,8 % (95 % KI: 29,3-

74,3). Das kumulative Risiko lag bei Kindern die unzureichend mit Vitamin D versorgt waren
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bei 38,9 % (95 % KI: 20,6-57,2) beim 5-Jahres Follow up und 64,0 % (95 % KI: 43,7-84,3)
beim 10-Jahres Follow up, wihrend das Risiko bei Kindern mit einer ausreichenden Vitamin
D-Versorgung nach 5 Jahren 36,8 % (95 % KI: 19,3-54,3) und nach 10 Jahren 55,4 % (95 %
KI: 35,5-72,3) betrug (Abb. 12). Die Progressionsraten nach 5 und 10 Jahren unterschieden
sich zwischen den Gruppen nicht signifikant (p=0,6). Um fiir den Einfluss von Alter der
Probanden und Studientyp, sowie der jahreszeitlichen Differenzen auf den Vitamin D-Status
zu korrigieren, wurde eine multivariable Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt. Die
Ergebnisse bestitigten, dass sowohl 25(OH)D-Konzentrationen (adjustierte HR: 1,00; 95 %
KI: 0,98-1,03; p=0,7) als kontinuierliche Variable, noch Vitamin D-Mangel (adjustierte HR:
0,68; 95 % KI: 0,35-1,31; p=0,2) als kategoriale Variable im Vergleich zur Referenzkategorie
(optimale Versorgung), keinen Einfluss auf die Progressionsrate von Inselautoimmunitit zum

Typ-1-Diabetes hatten.
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Abb. 12: Kumulatives Risiko fiir die Entwicklung von Typ-1-Diabetes ab dem Zeitpunkt der
Vitamin D-Messung (12-24 Monate nach dem erstmaligen Auftreten von Inselautoimmunitét)
in Abhédngigkeit vom Vitamin D-Status (Mangel: gepunktete Linie, unzureichende
Versorgung: gestrichelte Linie, optimale Versorgung: schwarze Linie). Die Zeit beginnt mit
der Blutprobe, in der Vitamin D gemessen wurde und endet bei Diabetesmanifestation oder
dem letzten Kontakt. Die Zahlen unter der x-Achse repriasentieren die Anzahl der Kinder zu
jedem Nachuntersuchungszeitpunkt. Ein Studienteilnehmer stand fiir die Nachuntersuchungen
nicht mehr zur Verfiigung (Loss to follow up).
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4.5 Einfluss der Vitamin D-Konzentrationen im Blut auf g-Zellfunktion und

Insulinresistenz
4.5.1 Typ-1-Diabetes-Risikokohorte

Bei insgesamt 334 normalgewichtigen (BMI-SDS Median: -0,10; IQR: -0,85-0,75) Kindern
im Alter von 10,9 Jahren (Median, IQR: 9,5-11,8) der Risikopopulation wurden verschiedene
validierte Parameter errechnet, die sowohl [-Zellfunktion, als auch Insulinresistenz
charakterisieren (siehe Punkt 3.4). Als Niichtern-Marker fiir die Insulinsekretion diente die
Konzentration von C-Peptid, da es im Blut deutlich stabiler ist als Insulin. Die Korrelation
von Niichtern-Insulin und -C-Peptid betrug r=0,82 (p=4,47 x 108, die C-Peptid-Menge war
somit direkt proportional zum ausgeschiitteten Insulin. Die durchschnittlichen Werte von
HOMA-IR (1,62; normal: <3), Niichtern-Glukose (89 mg/dl; normal: <100 mg/dl) und
Niichtern-C-Peptid (1,43 ng/ml; normal: 1,1-3,3 ng/ml) lagen im Normbereich (Tab. 9).

Der Insulinsensitivitidtsindex (ISI) korrelierte sehr stark mit dem HOMA-IR (r=-0,88;
p=3,41 x 10™*") und bei der FPIR zeigte sich eine erwartungsgemiiBe Abhingigkeit vom BMI-
SDS (r=0,42; p=1,86 x 10™) (Abb. 13). Bei allen B-Zellfunktionsparametern zeigte sich eine
mifige bis starke Altersabhingigkeit (r=0,32; p=5,44 x 10 fiir HOMA-IR, r=0,15; p=0,05
fiir FPIR, r=-0,40; p=8,63 x 107 fiir ISI, r=0,16; p=0,039 fiir AUC C-Peptid ivGTT, r=0,16;
p=0,039 fiir AUC C-Peptid ivGTT, r=0,37; p=8,0 x 10° fiir AUC C-Peptid oGTT).

Die Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse zeigten eine signifikante Assoziation von
Calcitriol mit den Niichtern-Parametern Glukose und C-Peptid. So hatten Kinder mit
niedrigen Calcitriol-Konzentrationen signifikant weniger C-Peptid im Vergleich zu Kindern
mit hohen Calcitriol-Spiegeln (Tab. 9). Fiir 25(OH)D konnte dieser Effekt nicht bestitigt
werden. Weder Calcitriol noch 25(OH)D-Konzentrationen waren mit Insulinresistenz

(HOMA-IR) und den stimulierten Parametern (nach Glukosebelastung) assoziiert (Tab. 10).
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Abb. 13: Korrelation von Insulinsensitivitit (ISI) mit HOMA-IR (A) und FPIR mit BMI-SDS
(B) in der Typ-1-Diabetes-Risikopopulation.
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Tab. 9: Charakteristik der B-Zellfunktionsparameter in der Risikokohorte

25(OH)D (ng/ml) Calcitriol (ng/l)
Mangel: Unzureichend: Optimal:
total p-Wert* 1. Terzil 2. Terzil 3. Terzil p-Wertt
<20 20-30 >30

Insulinresistenz

HOMA-IR 1,62+1,09 1,69+1,14 1,69 + 0,90 1,55+ 1,15 0,7 1,52 £ 0,88 1,49 + 1,94 1,85+ 1,30 0,2
Niichtern-Parameter

Glukose

89 +7 88 +7 90+8 89 +7 0,7 88 +7 89+7 90 +7 0,1

(mg/dl)

C-Peptid

(ng/ml) 1,43 £0,63 1,49 +0,77 1,45 £ 0,56 1,38 £ 0,58 0,8 1,32 £ 0,54 1,39 + 0,66 1,57 £ 0,68 0,03
Stimulierte -
Zellfunktion

FPIR (mU/ml) 138 £ 82 137 £ 88 152 + 68 134 + 84 0,5 117 £ 60 146 + 88 145 £ 87 0,3

AUCC-Peptid 50, 53 54496 58+ 18 56 + 23 0.5 49 £ 17 58 + 24 59 + 24 0,09

@ivGTT)

é)[égTC)'P eptid 6724051 704£306  660£222 643193 1 689 + 263 662 + 318 665 + 184 0.1

ISI 6,86 £3,40 6,95+3,62 6,87 +£3,33 6,72 £3,23 0,4 6,88 £2,99 7,21 +£3,29 6,55 +4,00 0,7

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen.
*Vergleich zwischen Mangel- und Optimalgruppe, p-Werte adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS, Jahreszeit.
tVergleich zwischen 1. und 3. Terzile, p-Werte adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS.
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Tab. 10: Einfluss von 25(OH)D und Calcitriol auf B-Zellfunktionsparameter und
Insulinresistenz in der Risikokohorte

25(OH)D Calcitriol
Regressions- Regressions-
koeffizient (By* P~V et D oeffizient (B¢ Pt
Insulinresistenz
HOMA-IR 322 0,001 0,9 321 0,008 0,1
Niichtern-Parameter
Glukose (mg/dl) 324 0,044 0,3 322 0,087 0,014
C-Peptid (ng/ml) 324 0,002 0,6 322 0,008 0,003
Stimulierte -
Zellfunktion
FPIR (mU/ml) 171 0,306 0,6 171 0,274 0,7
AUC C-Peptid
(vGTT) 172 0,195 0,2 172 0,227 0,2
AUC C-Peptid
(0GTT) 135 -0,193 0,9 132 -2,674 0,1
ISI 145 -0,014 0,6 143 0,000 1

*adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS und Jahreszeit

4.5.2 Typ-1-Diabetes-Kohorte

Zur Einschiatzung der p-Zellfunktion bei Typ-1-Diabetespatienten wurde die
Insulinsensitivitat mit Hilfe eines validierten Indexes nach Dabelea et al. (2011) (Dabelea-
Score) errechnet (sieche Punkt 3.4). Ein hoher Dabelea-Score (=8,15) steht fiir eine hohe
Insulinsensitivitit. In der Kohorte der 244 neu manifestierten Typ-1-Diabetespatienten waren
die Probanden im Durchschnitt eher insulinsensitiv, mit einem mittleren Score von 8,96 (Tab.
11). Die Insulinsensitivitit korrelierte signifikant mit dem Alter (r=-0,62; p=4,74 x 10'27) und
dem Gewicht (BMI-SDS) (r=-0,23; p=2,81 x 10 der Probanden (Abb. 14), d.h. mit
steigendem Alter und Gewicht nahm die Insulinsensitivitit deutlich ab. Die Werte von
Niichtern-C-Peptid zeigten ebenfalls eine deutliche Abhéngigkeit vom Alter (r=0,37; p=2,87
x 10™) und Gewicht (BMI-SDS) (r=0,41; p=5,96 x 10°'").
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Tab. 11: Niichtern-C-Peptid und Insulinsensitivitit in der Typ-1-Diabetes-Kohorte (n=244)

25(OH)D

Mangel: Unzureichend: Optimal:
total p-Wert
<20 ng/ml 20-30 ng/ml >30 ng/ml

Niichtern-C-Peptid

(ng/ml), MW % SD 0,70£0,99 0,79 +1,13 0,52 £0,40 0,71 £1,14 0,5%
][\)/[it;/e-lf;gcore’ 896 +3,65 8,32+343 9,05 £ 3,90 10,45 +3,43 0,003*
i TS GE0 DEs 15600 S0y
Insulinsensitiv 137(56.1) 62 (49.6) 41 (58,6) 34 (69,4) 0,004+

(Score >8,15), n (%)

*Vergleich zwischen Mangel- und Optimalgruppe (Regressionsanaylse), p-Werte adjustiert fiir Alter,
Geschlecht, BMI-SDS, Jahreszeit
#Vergleich zwischen Mangel- und Optimalgruppe (y*-Test)
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Abb. 14: Korrelation von Insulinsensitivitit (Dabelea-Score) mit Alter (A) und BMI-SDS (B)
in der Typ-1-Diabetes-Kohorte.

Bezogen auf die 25(OH)D-Plasmakonzentrationen, zeigten die Ergebnisse der linearen
Regressionsanalyse eine signifikante Assoziation mit der Insulinsensitivitit. Je hoher der
25(OH)D-Spiegel im Blut der Probanden, desto hoher war die Insulinsensitivitit, unabhingig
von Alter, Geschlecht, BMI-SDS und Zeitpunkt der Blutentnahme (p=0,007) (Abb. 15). In
der Gruppe mit einem Vitamin D-Mangel, waren 50,4 % der Patienten insulinresistent, in der

Gruppe mit einem optimalen Versorgungsstatus waren hingegen nur 30,6 % von einer
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Insulinresistenz betroffen (Tab. 11). Keinen signifikanten Einfluss hatte der 25(OH)D-Spiegel
auf das Niichtern-C-Peptid (Tab. 12).

Tab. 12: Einfluss von 25(OH)D auf Niichtern-C-Peptid und Insulinsensitivitét in Typ-1-

Diabetespatienten
25(OH)D
n Regressionskoeffizient (§)* p-Wert
Niichtern-Parameter
C-Peptid 237 0,002 0,6
Insulinsensitivitét
Dabelea-Score 244 0,056 0,007

*adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS und Jahreszeit

507

p=0,007

25(OH)D (ng/ml)

0 5 10 15 20 25
Insulinsensitivitét (Dabelea-Score)

Abb. 15: Korrelation von 25(OH)D-Konzentrationen mit Insulinsensitivitit (Dabelea-Score)
in der Typ-1-Diabetes-Kohorte.
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4.6 Ausprigung ausgewihlter Vitamin D-Metabolismus-assoziierter SNPs und deren
Einfluss auf die 25(OH)D-Konzentration im Plasma und Parameter der -

Zellfunktion
4.6.1 Vitamin D-Metabolismus-assoziierte SNPs und Plasma 25(OH)D-Konzentrationen

Um den Einfluss von Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs auf die 25(OH)D-
Konzentration im Plasma zu untersuchen, wurden in das multivariable Regressionsmodell
insgesamt 501 Kinder der Risikokohorte (n=308) und mit neu manifestiertem Typ-1-Diabetes
(n=193) eingeschlossen, bei denen Gendaten vorlagen. Dabei waren CYP2RI rs12794714
(B=-2,573; p=0,027) und DHCR7 rs4945008 (p=-2,642; p=0,002) mit einer signifikanten
Erniedrigung des 25(OH)D-Spiegels assoziiert. Nach Korrektur fiir multiples Testen
(Signifikanzniveau p=0,004) blieb nur die Assoziation mit DHCR7 rs4945008 bestehen. Bei
allen weiteren SNPs konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang festgestellt werden
(Tab. 13).

Betrachtet man DHCR7 rs4945008, so lag die mittlere Konzentration bei Probanden mit
einem homozygoten Phinotyp bezogen auf das Minor-Allel (AA, n=42) bei 22,1 £ 12,4 ng/ml
und unterschied sich signifikant von der Gruppe mit dem Phinotyp GG (n=270; 26,4 + 12,7
ng/ml; p=0,04), jedoch nicht von der Gruppe mit dem Phénotyp GA (n=183; 26,1 + 13,4
ng/ml; p=0,09) (Abb. 16).
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Tab. 13: Einfluss von Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs auf die 25(OH)D-
Konzentration (ng/ml)

25(OH)D
Gen (Snlj;;;tlrllfl:ilsor) n Regressionskoeffiflflzgi[*(ﬁ) fiir das Minor- p-Wert
CYP24A1 152296241, A/G 482 -0,686 0,4
rs6013897, T>A 477 -0,532 0,6
CYP27A1 rs17470271, A>T 488 0,532 0,5
CYP27B1 rs10877012, G>T 491 -0,389 0,6
CYP2R1 rs1993116, C>T 498 -0,585 0,6
rs12794714, G>A 468 -2,573 0,027
DHCR?7 rs4945008, G>A 495 -2,642 0,002
GC rs12512631, T>C 501 1,084 0,3
1s2282679, A>C 474 -0,948 0.4
15222040, T>C 501 0,363 0,8
VDR rs1544410, G>A 500 0,210 0,9
rs2228570, C>T 474 0,970 0,2
rs7975232, A>C 457 0,481 0,7

*adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS und Jahreszeit
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Abb. 16: Vergleich der 25(OH)D-Konzentrationen (schwarze Linie stellt den Mittelwert dar)
zwischen den verschiedenen Auspriagungen des SNPs DHCR7 rs4945008. Die Zahlen unter
der x-Achse reprisentieren die Anzahl der Kinder in jeder Gruppe.
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4.6.2 Vitamin D-Metabolismus-assoziierte SNPs und -Zellfunktion

Fiir die Analyse des Zusammenhangs zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs,
25(OH)D-Konzentrationen und p-Zellfunktionsparametern in gesunden Kindern der
Risikokohorte (n=308) und Typ-1-Diabetespatienten (n=193) wurde ebenfalls ein
multivariables lineares Regressionsmodell verwendet, in dem die B-Zellfunktionsparameter
als abhingige Variablen in das Modell eingingen. Um den Effekt der 25(OH)D-
Konzentrationen abzuschidtzen, wurden zwei Modelle berechnet und gegeniibergestellt:
Modell 1 zeigt die Assoziationen der einzelnen SNPs mit der jeweils abhingigen Variable
unter Beriicksichtigung der Storfaktoren Alter, Geschlecht und BMI-SDS; Modell 2
beriicksichtigt alle unter Modell 1 genannten Faktoren, inklusive der 25(OH)D-Konzentration
und der Jahreszeit.

Nach Annahme eines Signifikanzniveaus von p=0,004 (Bonferroni-Korrektur fiir multiples
Testen) zeigten sich in der Risikokohorte fiir VDR rs2228570 schwache Assoziationen mit
Niichtern-C-Peptid (f=-0,171; p=0,006 im Modell 1) (Tab. 16) und der AUC C-Peptid nach
ivGTT (B=-10,569; p=0,003 im Modell 1) (Tab. 18). Pro Minor-Allel war sowohl Niichtern-
C-Peptid als auch die AUC C-Peptid reduziert. Durch Einbeziehung von 25(OH)D in das
Regressionsmodell verstirkte sich der Effekt fiir Niichtern-C-Peptid (=-0,192; p=0,002 im
Modell 2) und blieb gleich fiir AUC C-Peptid im ivGTT (B=-10,504; p=0,003 im Modell 2).
Alle weiteren SNPs zeigten keine statistisch gesicherten Zusammenhidnge mit
Insulinresistenz, Niichtern-Parameter und stimulierter B-Zellfunktion (Tab. 14 bis Tab. 20). In
der Kohorte der Typ-1-Diabetespatienten waren weder Niichtern-C-Peptid (Tab. 21), noch
Insulinsensitivitit (Tab. 22) von den Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs signifikant

beeinflusst.
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Tab. 14: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und Insulinresistenz (HOMA-IR) in der Risikokohorte

Modell 1* Modell 2F
Gen SNP, Allele (major>minor) n Regresg;;;};?;jﬁiﬁg (B) fiir p-Wert Regreszi;snls\}[(i(ile()frfleelr;; () fiir p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 308 -0,007 1 0,040 0,7
rs6013897, T>A 308 -0,104 0,4 -0,107 0,4
CYP27A1 rs17470271, A>T 308 0,026 0,8 -0,010 0,9
CYP27B1 rs10877012, G>T 308 -0,123 0,3 -0,144 0,2
CYP2R1 rs1993116, C>T 308 -0,135 0,4 -0,141 0,4
rs12794714, G>A 308 -0,059 0,7 -0,064 0,7
DHCR7 rs4945008, G>A 308 0,015 0,9 -0,008 1
GC rs12512631, T>C 308 -0,262 0,1 -0,282 0,07
1s2282679, A>C 308 -0,265 0,1 -0,290 0,1
rs222040, T>C 308 -0,106 0,6 -0,069 0,7
VDR rs1544410, G>A 308 -0,041 0,8 -0,058 0,7
rs2228570, C>T 308 -0,245 0,03 -0,292 0,01
1s7975232, A>C 308 -0,120 0,5 -0,142 0,5

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit
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Tab. 15: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und Niichtern-Glukose in der Risikokohorte

Modell 1* Modell 2F
Gen SNP, Allele (major>minor) n Regfriierszig)snls\}[(i(ile()frfleelr;; ® p-Wert Regresg;;;};?;jﬁiﬁg (B) fur p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 308 -0,642 0.4 -0,337 0,7
rs6013897, T>A 308 0,582 0,5 0,669 0,5
CYP27A1 rs17470271, AST 308 0,116 0,9 -0,021 1
CYP27B1 rs10877012, G>T 308 -0,797 0,3 0,886 0,3
CYP2R1 rs1993116, C>T 308 -1,984 0,07 -1,933 0,08
rs12794714, G>A 308 -1,504 0,2 -1,328 0,2
DHCR7 rs4945008, G>A 308 -0,675 0.4 -0,688 0.4
GC rs12512631, T>C 308 -1,927 0,07 -2,153 0,04
1$2282679, A>C 308 1,119 0,3 1,094 0,3
rs222040, T>C 308 -1,837 0,1 -1,765 0,1
VDR rs1544410, G>A 308 1,842 0,1 1,739 0,1
rs2228570, C>T 308 -0,261 0,7 -0,553 0,5
1s7975232, A>C 308 1,792 0,2 1,624 0,2

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit
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Tab. 16: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und Niichtern-C-Peptid in der Risikokohorte

Modell 1* Modell 2%
Gen SNP, Allele (major>minor) Regreszi;snls\}[(i(ile()frfleelr;; (B) fur p-Wert Regres(sji;snls\}[(ionejrfiilelr; (B) fur p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 308 -0,022 0,7 0,001 1
rs6013897, T>A 308 -0,076 0,3 -0,075 0,3
CYP27A1 rs17470271, AST 308 0,009 0,9 -0,005 0,9
CYP27B1 rs10877012, G>T 308 -0,110 0,08 -0,119 0,06
CYP2R1 rs1993116, C>T 308 -0,071 0.4 -0,070 0.4
rs12794714, G>A 308 0,040 0,7 0,044 0,6
DHCR7 rs4945008, G>A 308 -0,033 0,6 -0,039 0,6
GC rs12512631, T>C 308 -0,183 0,03 -0,195 0,02
1$2282679, A>C 308 -0,226 0,02 -0,231 0,02
r$222040, T>C 308 0,077 0,4 0,089 0,4
VDR rs1544410, G>A 308 0,012 0,9 0,003 1
rs2228570, C>T 308 -0,171 0,006 -0,192 0,002
1s7975232, A>C 308 0,106 1 -0,016 0,9

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit
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Tab. 17: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und der FPIR in der Risikokohorte

Modell 1* Modell 2F
Gen SNP, Allele (major>minor) n Regresg;;;};?;jﬁiﬁg (B) fiir p-Wert Regreszi;snls\}[(i(;le()frfleelr;; (B) fiir p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 171 13,473 0.4 19,829 0,3
rs6013897, T>A 171 -22,233 0,2 -20,776 0,2
CYP27A1 rs17470271, AST 171 -8,860 0,5 -11,060 0,4
CYP27B1 rs10877012, G>T 171 -6,891 0,6 -5,813 0,7
CYP2R1 rs1993116, C>T 171 -0,322 1 -2,696 0,9
rs12794714, G>A 171 -1,136 1 -3,464 0,9
DHCR7 rs4945008, G>A 171 -9,399 0,6 -8,586 0,6
GC rs12512631, T>C 171 -15,572 0,5 -16,903 0,4
1$2282679, A>C 171 -19,671 0,4 -14,750 0,5
r$222040, T>C 171 13,576 0,6 10,002 0,7
VDR rs1544410, G>A 171 -19,807 0,4 -18,101 0,4
rs2228570, C>T 171 -33,444 0,02 -33,449 0,02
1s7975232, A>C 171 -22,339 0,4 -21,217 0,4

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit
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Tab. 18: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und der AUC C-Peptid (ivGTT) in der Risikokohorte

Modell 1* Modell 2F
Gen SNP, Allele (major>minor) n Regresg;;;};?;jﬁiﬁg (B) fiir p-Wert Regreszi;snls\}[(i(;le()frfleelr;; (B) fiir p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 172 4,411 0,2 6,738 0,1
rs6013897, T>A 172 -1,757 0,06 -6,760 0,1
CYP27A1 rs17470271, AST 172 0,440 0,9 -0,614 0,9
CYP27B1 rs10877012, G>T 172 -5,790 0,09 -5,037 0,1
CYP2R1 rs1993116, C>T 172 -0,521 0,9 -0,867 0,9
rs12794714, G>A 172 1,948 0,7 1,639 0,7
DHCR7 rs4945008, G>A 172 -3,993 0,3 -3,269 0,4
GC rs12512631, T>C 172 -7,821 0,1 -7,952 0,1
1$2282679, A>C 172 -10,982 0,04 -8,312 0,1
r$222040, T>C 172 7,334 0,2 5,990 0,3
VDR rs1544410, G>A 172 -4,474 0.4 -3,466 0,5
rs2228570, C>T 172 -10,569 0,003 -10,504 0,003
1s7975232, A>C 172 -3,771 0,5 -2,828 0,6

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit



Ergebnisse Seite 163

Tab. 19: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und der AUC C-Peptid (oGTT) in der Risikokohorte

Modell 1* Modell 2F
Gen SNP, Allele (major>minor) n Regresg;;;};?;jﬁiﬁg (B) fiir p-Wert Regreszi;snls\}[(i(;le()frfleelr;; (B) fiir p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 135 -25,684 0,5 -37,566 0,4
rs6013897, T>A 135 -31,369 0,5 -29,727 0,5
CYP27A1 rs17470271, AST 135 -50,125 0,2 -63,914 0,1
CYP27B1 rs10877012, G>T 135 19,720 0,6 8,060 0,8
CYP2R1 rs1993116, C>T 135 -79,851 0,2 -83,452 0,1
rs12794714, G>A 135 -19,054 0,7 -29,256 0,6
DHCR7 rs4945008, G>A 135 -4,118 0,9 -13,519 0,7
GC rs12512631, T>C 135 -17,615 0,7 -2,950 1
1$2282679, A>C 135 -106,004 0,09 -133,594 0,03
r$222040, T>C 135 88,966 0,09 123,493 0,03
VDR rs1544410, G>A 135 8,058 0,9 16,443 0,8
rs2228570, C>T 135 -59,893 0,1 -70,041 0,07
1s7975232, A>C 135 42,081 0,5 51,800 0,4

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit
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Tab. 20: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und der Insulinsensitivitit (ISI) in der Risikokohorte

Modell 1*

Modell 2F

Regressionskoeffizient () fiir

Regressionskoeffizient (p) fiir

Gen SNP, Allele (major>minor) n das Minor-Allel p-Wert das Minor-Allel p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 145 0,224 0,7 0,319 0,5
rs6013897, T>A 145 0,156 0,8 0,164 0,7
CYP27A1 rs17470271, AST 145 0,518 0,3 0,783 0,1
CYP27B1 rs10877012, G>T 145 -0,209 0,7 0,103 0,8
CYP2R1 rs1993116, C>T 145 0,977 0,2 0,918 0,2
rs12794714, G>A 145 1,506 0,045 1,571 0,03
DHCR7 rs4945008, G>A 145 0,083 0,9 0,335 0,5
GC rs12512631, T>C 145 1,145 0,06 1,034 0,08
1$2282679, A>C 145 0,423 0,6 1,155 0,1
r$222040, T>C 145 0,125 0,9 -0,547 0,4
VDR rs1544410, G>A 145 -0,520 0,5 -0,575 0,4
rs2228570, C>T 145 0,549 0,3 0,853 0,08
1s7975232, A>C 145 -0,626 0,4 -0,537 0,5

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit
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Tab. 21: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und Niichtern-C-Peptid bei Typ-1-Diabetespatienten

Modell 1* Modell 2F
Gen SNP, Allele (major>minor) n Regresg;;;};?;jﬁiﬁg (B) fiir p-Wert Regreszi;snls\}[(i(;le()frfleelr;; (B) fiir p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 193 -0,055 0,5 -0,056 0,5
rs6013897, T>A 193 -0,070 0,5 -0,060 0,5
CYP27A1 rs17470271, AST 193 0,096 0,3 0,086 0,3
CYP27B1 rs10877012, G>T 193 -0,022 0,8 -0,026 0,8
CYP2R1 rs1993116, C>T 193 -0,010 0,9 -0,023 0,9
rs12794714, G>A 193 0,101 0,4 0,109 0,4
DHCR7 rs4945008, G>A 193 0,030 0,7 0,040 0,7
GC rs12512631, T>C 193 0,218 0,09 0,214 0,1
1$2282679, A>C 193 0,130 0,3 0,151 0,3
r$222040, T>C 193 0,000 1 -0,018 0,9
VDR rs1544410, G>A 193 -0,244 0,08 -0,241 0,08
rs2228570, C>T 193 -0,069 0.4 -0,071 0,4
1s7975232, A>C 193 -0,114 0,4 -0,130 0,4

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit
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Tab. 22: Zusammenhang zwischen Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und Insulinsensitivitdt (Dabelea-Score) bei Typ-1-

Diabetespatienten
Modell 1* Modell 2}
Gen SNP, Allele (major>minor) n Regreszi;)sn;i[(ﬁle(frfiiﬁreli (B) fur p-Wert Regres?ﬁ;ﬁﬁfgfiﬁg (B) fur p-Wert
CYP24A1 1s2296241, A/G 193 -0,238 0,5 -0,254 04
rs6013897, T>A 193 -0,485 0,2 -0,445 0,2
CYP27A1 rs17470271, AST 193 -0,197 0,6 -0,340 0,3
CYP27BI1 rs10877012, G>T 193 0,380 0,3 0,375 0,3
CYP2R1 rs1993116, C>T 193 0,884 0,1 0,725 0,2
rs12794714, G>A 193 0,433 0,4 0,470 0,4
DHCR7 rs4945008, G>A 193 -0,156 0,7 0,019 1
GC rs12512631, T>C 193 -0,711 0,2 -0,756 0,1
r$2282679, A>C 193 0,651 0,2 0,798 0,1
rs222040, T>C 193 -1,328 0,03 -1,430 0,02
VDR rs1544410, G>A 193 0,278 0,6 0,323 0,6
rs2228570, C>T 193 -0,203 0,6 -0,227 0,5
187975232, A>C 193 -0,003 1 -0,131 0,8

*Modell 1: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, BMI-SDS. tModell 2: adjustiert wie Modell 1 plus 25(OH)D und Jahreszeit
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4.7  Entwicklung von Insulinresistenz im Kindes- und Jugendalter in Abhiingigkeit
von Geschlecht, Pubertiitsstadien und Inselautoantikorperstatus bei Kindern mit

einem erhohten Typ-1-Diabetesrisiko

siehe auch: Raab et al. (2013)

Fiir alle nachfolgend genannten Analysen wurden 1848 Niichtern-Blutproben (1529 von
Kindern der BABYDIAB und 319 von Kindern der TEENDIAB Studie) von insgesamt 1177
Kindern mit einem erhohten Typ-1-Diabetesrisiko in verschiedenen Altersstufen untersucht
(s. Punkt 3.1.5). Von 1177 Kindern waren 120 Inselautoantikdrper-positiv (=1 positive
Inselautoantikdrper) oder entwickelten Inselautoantikdrper wihrend des Follow up.

Bei den Midchen stieg die Insulinresistenz kontinuierlich vom 5. Lebensjahr an und erreichte
im Alter von 13 Jahren mit einem mittleren HOMA-IR von 2,31 (+ 0,20) ihren hochsten
Wert. Der mittlere jahrliche Anstieg betrug 0,09 (95 % KI: 0,08-0,10). Die Jungen erreichten
die hochste Insulinresistenz im Alter von 14 Jahren mit einem mittleren HOMA-IR von 2,24
(£ 0,18). Der Anstieg verlief ebenfalls konstant und betrug im Mittel 0,07 (95 % KI: 0,06-
0,08) pro Jahr (Tab. 23). Nach Erreichen des Insulinresistenzpeaks sank der HOMA-IR in
beiden Geschlechtern wieder ab.

Midchen hatten tendenziell immer etwas hohere HOMA-IR Werte im Verlauf. Im Alter von 8
(»=0,02), 11 (p=2,56 x 10'7), 12 (p=0,001) und 13 Jahren (p=0,006) war der Unterschied
zwischen Médchen und Jungen statistisch signifikant (Abb. 17A). Alle p-Werte wurden fiir
Gewicht (BMI-SDS), Studientyp (TEENDIAB/BABYDIAB) und Messwiederholung
korrigiert.

Der Beginn der Pubertit (reprisentiert durch das Erreichen von Tannerstadium 2) setzte bei
80,4 % aller Kinder im Alter zwischen 10 und 12 Jahren ein. Aus Abb. 17 geht deutlich
hervor, dass der Anstieg der Insulinresistenz bereits mehrere Jahre vor dem Beginn der
Pubertit einsetzte, wenn man beide Ergebnisse zeitlich gegeniiber stellt. Im Alter von 14
Jahren befanden sich bereits 97,5 % (95 % KI: 96,1-98,9) aller Kinder in der Pubertit (Abb.
17B). Das mittlere Alter fiir den Pubertitseintritt war 11,2 Jahre (£ 0,06), wobei sich
Midchen (11,2 £ 0,07 Jahre) und Jungen (11,2 + 0,09 Jahre) nicht signifikant unterschieden.
Im Alter von 13 Jahren, dem Zeitraum mit den hochsten HOMA-IR Werten
(Insulinresistenzpeak), befanden sich 17,4 % (95 % KI: 12,7-22,1) der Miédchen bereits in der
Spitphase der Pubertit (Tannerstadium 4 oder 5). Bei den Jungen berichteten im Alter von 14

Jahren (Insulinresistenzpeak) 64,1 % (95 % KI: 57,2-71,0) Tannerstadium 4 oder 5.
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Tab. 23: HOMA-IR, BMI und BMI-SDS und Anzahl der untersuchten Jungen und Midchen

der BABYDIAB/TEENDIAB Studien in den verschiedenen Altersstufen

Alter (Jahre) . HOMA-IR BMI BMI-SDS
(MW + SEM) (MW = SEM) (MW + SEM)
Jungen
5 0,36 (0,03) 15,77 (0,07) 0,11 (0,04)
6 7 0,49 (0,11) 16,16 (0,28) 0,29 (0,16)
7 15 0,76 (0,13) 16,42 (0,23) 0,24 (0,11)
8 264 0,93 (0,05) 16,51 (0,11) 0,06 (0,05)
9 71 1,05 (0,07) 17,13 (0,25) 0,15 (0,10)
10 53 1,13 (0,07) 17,64 (0,36) 0,08 (0,12)
11 281 1,29 (0,05) 18,41 (0,15) 0,15 (0,05)
12 82 1,42 (0,09) 18,51 (0,29) 0,02 (0,10)
13 33 1,65 (0,19) 19,74 (0,48) 0,16 (0,14)
14 105 2,24 (0,18) 20,93 (0,24) 0,35 (0,06)
15 32 1,65 (0,21) 21,05 (0,40) 0,29 (0,12)
Midchen
5 4 0,42 (0,10) 15,64 (0,07) 0,07 (0,04)
6 9 0,68 (0,16) 15,86 (0,27) 0,06 (0,16)
7 11 0,75 (0,22) 15,83 (0,25) -0,09 (0,13)
8 219 1,02 (0,05) 16,31 (0,12) -0,03 (0,05)
9 85 1,19 (0,09) 17,25 (0,27) 0,15 (0,10)
10 54 1,40 (0,14) 18,20 (0,38) 0,26 (0,12)
11 267 1,70 (0,006) 18,16 (0,16) 0,04 (0,05)
12 70 2,06 (0,18) 18,69 (0,35) 0,01 (0,10)
13 33 2,31 (0,20) 19,25 (0,47) -0,09 (0,15)
14 116 2,12 (0,09) 20,56 (0,23) 0,23 (0,07)
15 35 1,80 (0,19) 21,39 (0,44) 0,28 (0,13)

Die Werte sind als Mittelwert (MW) + Standardfehler (SEM) angegeben.
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Abb. 17: (A) HOMA-IR (MW + SEM) von Midchen (gestrichelte Linie) und Jungen
(schwarze Linie) der BABYDIAB/TEENDIAB Studien. Die Zahlen unter der x-Achse
reprisentieren die Anzahl der Kinder in jeder Altersgruppe. p-Werte wurden adjustiert fiir
Studie, BMI-SDS und Messwiederholung.

(B) Kumulativer Anteil an Méddchen (gestrichelte Linie) und Jungen (schwarze Linie) mit
Tannerstadium 2. Die Zahlen unter der x-Achse repréasentieren die Anzahl der verbliebenen
Kinder je Altersgruppe mit Tannerstadium 1.
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Betrachtet man das Vorhandensein von Inselautoantikorpern in Bezug auf die Entwicklung
und den Verlauf von Insulinresistenz, so unterscheiden sich Inselautoantikdrper-positive
Kinder nicht signifikant von Kindern ohne Inselautoimmunitét.

Der mittlere jahrliche Anstieg des HOMA-IR bei Inselautoantikdrper-positiven und
-negativen Midchen vom 5. bis zum 13. Lebensjahr verlief identisch (0,09; 95 % KI: 0,06-
0,11 vs. 0,09; 95 % KI: 0,07-0,10). Beide Gruppen erreichten den Insulinresistenzpeak im
Alter von 13 Jahren mit einem mittleren HOMA-IR von 2,40 + 0,383 SEM bei
Inselautoantikorper-positiven und 2,26 + 0,23 SEM bei Inselautoantikorper-negativen
Midchen (Abb. 18A). Inselautoantikdrper-positive Méadchen unterschieden sich hinsichtlich
Insulinresistenz zu keinem Zeitpunkt von Midchen ohne Inselautoantikorper. Bei den Jungen
unterschieden sich Inselautoantikorper-positive ebenfalls nicht von Inselautoantikorper-
negativen Kindern. Bis zum 14. Lebensjahr verlief der mittlere jahrliche Anstieg in beiden
Gruppen nicht signifikant unterschiedlich (AK-: 0,07; 95 % KI: 0,06-0,08 vs. AK+: 0,07; 95
% KI: 0,05-0,09) und der HOMA-IR war zu keinem Zeitpunkt zwischen beiden Gruppen
unterschiedlich (Abb. 18B). Ebenfalls keinen Einfluss hatte der Inselautoantikorperstatus auf
den Pubertitsbeginn. So kamen Inselautoantikdrper-positive und negative Méidchen
(Tannerstadium 2: MW 11,2 + 0,25 Jahre vs. 11,1 + 0,07 Jahre), sowie Inselautoantikorper -
positive und negative Jungen (Tannerstadium 2: MW 11,5 £+ 0,26 Jahre vs. 11,1 + 0,12 Jahre)
fast zeitgleich in die Pubertit (Abb. 18C/D).
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5. Diskussion

Der autoimmune Typ-1-Diabetes entsteht meist bereits Jahre vor der klinischen
Manifestation. In dieser Phase des sogenannten Pridiabetes zeigen die Betroffenen noch
keinerlei pathologische Verinderungen des Stoffwechsels, jedoch ist der Autoimmunprozess
bereits fortgeschritten und durch Diabetes-assoziierte Inselautoantikorper im Blut eindeutig
nachweisbar. Eine erst kiirzlich erschienene Arbeit von Ziegler et al. (2013) verdeutlicht die
Wichtigkeit und Validitdt der Inselautoantikorper-Messungen. In der Studie wurden {iiber
10 000 Kinder mit einem erhohten Risiko fiir Typ-1-Diabetes (teilweise genetisch, teilweise
familidr) nachuntersucht. Das Risiko, einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln, lag fiir die Kinder
mit zwei oder mehr positiven Diabetes-Antikorpern 10 Jahre nach dem ersten Nachweis bei
70 %. Nach 15 Jahren geht das Risiko tendenziell bereits gegen 100 %. Das Risiko fiir Kinder
mit nur einem positiven Inselautoantikdrper bzw. Kinder ohne Inselautoimmunitit, lag
hingegen nur bei 15 % bzw. 0,4 %. Aus diesem Grund scheint es umso wichtiger zu sein, die
priadiabetische Phase besser zu charakterisieren und potentielle Einflussfaktoren auf den
Autoimmunprozess ausfindig zu machen und zu untersuchen. Neben genetischer und
familidrer Préadisposition, scheinen es hauptsichlich variable exogene Faktoren zu sein, die
den Prédiabetes beeinflussen und den Verlauf dieser Phase prigen (Atkinson und Eisenbarth,
2001, Achenbach et al., 2005). Besonders im Hinblick auf die Primdrpravention spielt die
Erforschung der Umweltfaktoren eine grofle Rolle, da diese in gewissen Grenzen
beeinflussbar sind.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Rolle von zwei, mit dem Typ-1-Diabetes bereits
assoziierten Risikofaktoren in der Phase des Préddiabetes zu untersuchen und ihren Einfluss
auf die Erkrankungsprogression abzukldren. Die Frage, ob Vitamin D-Status und
Insulinresistenz bereits im Vorfeld einer Typ-1-Diabetesmanifestation Auswirkungen auf
Inselautoimmunitéit und Erkrankungsprogression haben, sollte anhand eines Typ-1-Diabetes-

Risikokollektivs und Kindern mit einer neu manifestierten Erkrankung beantwortet werden.
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5.1 Vitamin D-Status im Priadiabetes und dessen Einfluss auf die Typ-1-Diabetes-

Progressionsrate

Der Vitamin D-Versorgungsstatus einer Person wird am besten durch die Calcidiol-
Konzentration im Blut reprisentiert, da dieser Vitamin D-Metabolit nur unzureichend
reguliert ist und die Konzentration erwiesenermaflen proportional mit der Aufnahme bzw.
Sonnenexposition fillt oder steigt (Dusso et al., 2005, Norman, 2008, Strohle et al., 2011).
Die 25(OH)D-Konzentrationen hidngen von verschiedenen Faktoren ab. Den stédrksten
Einfluss iibt hierbei, auf Grund der natiirlichen Biosynthese des Vitamin D in der Haut, die
Exposition zu UV-B-Strahlung aus. In den nordlichen Breitengraden liegt eine natiirliche
Jahreszeit-bedingte Schwankung der Stirke der UV-B-Strahlung vor und somit auch der
25(OH)D-Konzentrationen (Maxwell, 1994). Dieser Effekt hatte in der vorliegenden Arbeit
sowohl in der Kohorte der gesunden nicht-diabetischen Kinder, als auch bei den Typ-1-
Diabetespatienten ~ den  stidrksten  Einfluss auf die  25(OH)D-Konzentrationen.
Interessanterweise zeigten sich die Differenzen in 25(OH)D-Konzentrationen vorzugsweise in
den Sommermonaten. So hatten die Kinder mit multiplen Inselautoantikérpern und Typ-1-
Diabetespatienten wéhrend der Monate mit der ldngsten Sonnenscheindauer niedrigere
25(OH)D-Spiegel und wiesen generell eine geringere jahreszeitliche Variabilitit auf, im
Vergleich zu Inselautoantikdrper-negativen Kindern. In den Wintermonaten verlor sich dieser
Effekt. Das Ergebnis steht im Einklang mit einer Untersuchung von Baumgartl et al. (1991),
die zeigten, dass Typ-1-Diabetespatienten hauptsédchlich im Sommer niedrigere Vitamin D-
Spiegel hatten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen.

Die jahreszeitliche Schwankung der Vitamin D-Spiegel gilt heutzutage als eindeutig
gesichert. So kann das Wiederfinden von jahreszeitlichen Differenzen in den hier
untersuchten Kohorten als Validitdtsnachweis fiir die 25(OH)D-Messungen gesehen werden.
Weitere neueste Studien, die diesen Effekt ebenfalls zeigten, sind die Arbeiten von Kasahara
et al. (2013), die in iiber 3,4 Mio. Serumproben von US-Amerikanern einen deutlichen
jahreszeitlichen Verlauf der 25(OH)D-Konzentrationen sahen, und die Untersuchung von
2100 deutschen Probanden der EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition) Studie, in der die Jahreszeit allein als stirkster Faktor ca. 14,6 % der Varianz in den
25(OH)D-Konzentrationen erkliren konnte (Kiihn et al.,, 2013). Als eine weitere
Einflussgrofe stellte sich das Alter der Probanden heraus. So zeigte sich in jeder, in dieser
Arbeit untersuchten Studienpopulation, dass mit zunehmendem Alter der Kinder auch die
durchschnittliche 25(OH)D-Konzentration abnahm. Das Ergebnis bestitigt vorherige

Untersuchungen, die sowohl in groen Kohortenstudien mit nicht-diabetischen Kindern wie
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z.B. in DAISY (Simpson et al., 2011), der NHANES Studie (Kumar et al., 2009) und der
deutschen KiGGS (Kinder- und Jugendgesundheitssurveys) Studie (Thierfelder et al., 2007),
aber auch Kindern mit Typ-1-Diabetes (Svoren et al., 2009) eine altersabhéngige Abnahme
der 25(OH)D-Spiegel nachwiesen. Interessanterweise konnte bei Kindern der Risikokohorte,
von denen Daten iiber die iibliche Erndhrung vorhanden waren, kein Zusammenhang
zwischen dem Plasma 25(OH)D-Spiegel und der Aufnahme von Vitamin D iiber die Nahrung
festgestellt werden. Damit steht das Ergebnis im Kontrast zu Untersuchungen in der DAISY
Kohorte, die einen deutlichen Einfluss des Vitamin D aus der Nahrung auf die 25(OH)D-
Plasmakonzentration (f=1,54, p<0,001) zeigten (Simpson et al., 2011). Dieser Effekt konnte
durch die iibliche Supplementierung vieler Nahrungsmittel in den USA hervorgerufen sein.
So enthilt z.B. Milch in den USA bereits ca. 400 IU Vitamin D pro Liter, in Deutschland
hingegen sind solche Produkte bislang nicht erhéltlich. Insgesamt nahmen die 268 Kinder der
BABYDIAB/TEENDIAB Studien mit durchschnittlich 2,1 pg sehr wenig Vitamin D iiber die
Nahrung zu sich und lagen weit unter der empfohlenen Menge von 20 ug/d (D-A-CH, 2013).
Ein Nachteil der verwendeten Erndhrungserhebungsmethode war es, dass keine Angaben zu
eventuell eingenommenen Nahrungsergidnzungsmitteln gemacht werden konnten und mit
Vitaminen angereicherte Lebensmittel nicht beriicksichtigt wurden. Das Ergebnis spiegelt
jedoch auch die reelle Annahme wider, dass nur ca. 10 bis 20 % des endogenen Vitamin D
Pools aus der Nahrung stammt (Holick, 2007) und somit der Einfluss des Nahrungs-
Vitamin D relative klein wire.

Die einzig signifikante Einflussgroe auf das biologisch aktive Calcitriol, welches als
zusitzlicher Parameter in 327 Serumproben der Risikokohorte gemessen wurde, war das
Alter. Es zeigte sich hier eine positive Korrelation. Ansonsten war der Calcitriol-Spiegel
unabhingig von weiteren Faktoren wie Geschlecht, Jahreszeit, 25(OH)D-Konzentration oder
der Vitamin D-Zufuhr aus der Nahrung. In der Literatur existieren bisher keine Angaben zu
Calcitriol-Serumkonzentrationen in gesunden Kindern, die keiner Intervention mit z.B. einem
Calcitriol-Préparat unterliegen. Die Bestimmung von Calcitriol im Blut kann auch nur als eine
Momentaufnahme gesehen werden, da die Calcitriol-Synthese vom Korper streng reguliert
wird (im Gegensatz zu 25(OH)D3) und die Halbwertszeit des zirkulierenden Calcitriols daher
nur sehr kurz ist (12 bis 36 Stunden) (Strohle et al., 2011, Jongen et al., 1987).

Die hochste Privalenz fiir einen Vitamin D-Mangel hatten die Kinder mit einem neu
manifestierten Typ-1-Diabetes. Die Hilfte (51 %) dieser Kinder wiesen einen 25(OH)D-
Spiegel unter 20 ng/ml auf und die mittlere Konzentration lag bei nur 19,9 ng/ml. Dieses

Ergebnis bestitigt zahlreiche Studien aus den USA (Svoren et al., 2009, The et al., 2013), der
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Schweiz (Janner et al., 2010) und Italien (Pozzilli et al., 2005), die alle aufzeigten, dass
Kinder mit Typ-1-Diabetes signifikant hdufiger von einem Vitamin D-Mangel betroffen sind,
als gesunde Kontrollpersonen. Dariiber hinaus stellten Wissenschaftler im Rahmen der
Diabetes Inzidenz Studie in Schweden (DISS) fest, dass Typ-1-Diabetespatienten im
Vergleich zu gesunden Probanden, nicht nur bei Manifestation einen niedrigeren Vitamin D-
Spiegel aufwiesen, sondern sogar noch 8 Jahre danach (Littorin et al., 2006). Es sind
verschiedene Hypothesen in der Literatur beschrieben, um den Vitamin D-Mangel zu
erkldren. Zum einen reagierten Typ-1-Diabetespatienten in einer Studie im Vergleich zu
nicht-diabetischen Kontrollen sensitiver auf ultraviolettes Licht und ihre Hautpigmentierung
war nicht so stark ausgeprigt (Ziegler et al., 1990). Dies konnte zur Folge haben, dass Typ-1-
Diabetespatienten starke Sonnenexposition meiden und somit den niedrigeren Vitamin D-
Spiegel erkldren. Im Tiermodell wurde wiederum die Abnahme des DBP (Vitamin D-
bindendes Protein) in diabetischen Ratten beobachtet (Nyomba et al., 1989), mit der
moglichen Konsequenz, dass die Vorstufen des Vitamin D nicht zu den Zielorganen
transportiert werden konnen, um dort physiologisch aktiviert zu werden. Ein weiterer
denkbarer Grund wire, dass der Vitamin D-Mangel bei Manifestation auch ein Nebeneffekt
der Ketoazidose sein konnte, von der viele neu manifestierte Typ-1-Diabetespatienten
betroffen sind (Huynh et al., 2009).

Am besten mit Vitamin D versorgt, waren die gesunden Kinder ohne Anzeichen von
Inselautoimmunitidt. Von den 406 Inselautoantikorper-negativen Kindern hatten nur 28 %
einen Vitamin D-Mangel. Somit tritt ein Vitamin D-Mangel bei Inselautoantikorper-negativen
Kindern deutlich seltener auf als bei Kindern der KiGGS Studie. In einer Untersuchung mit
iiber 7000 Kindern (ohne Migrationshintergrund) im Alter von 3 bis 17 Jahren hatten 45 %
der Kinder 25(OH)D-Konzentrationen zwischen 10 und 20 ng/ml (Hintzpeter et al., 2008).
Eine mogliche Ursache fiir die Diskrepanz zwischen den Studien, kann die jahreszeitliche
Abhingigkeit der Vitamin D-Spiegel sein. Wie bereits beschrieben liegen die 25(OH)D-
Konzentrationen in den Sommermonaten deutlich hoher als im Winter. Wihrend die
Blutentnahmen bei den Inselautoantikorper-negativen Kindern zu 60 % in den
Sommermonaten stattfanden, erfolgten iiber die Hilfte der Probenentnahmen in der Studie
von Hintzpeter et al. (2008) im Winter.

Eine neue Erkenntnis, die bisher noch nie in der Literatur beschrieben wurde, charakterisiert
den Vitamin D-Status im Priddiabetes. Kinder mit multiplen Inselautoantikopern wiesen
signifikant niedrigere 25(OH)D-Konzentrationen auf, als gesunde Kinder ohne

Inselautoantikérper. Der  starke  Altersunterschied zwischen der Gruppe der
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Inselautoantikorper-negativen (Median: 9,9 Jahre) Kinder und der Gruppe mit multiplen
Inselautoantikérpern (Median: 3,9 Jahre) konnte dieses Ergebnis, trotz statistischer Korrektur
fiir das Alter, abschwichen. Jedoch wurde das Ergebnis durch eine Analyse basierend auf
einer Fall-Kontroll-Studie bestéitigt. Dazu wurde jedem der 108 Kinder mit multiplen
Inselautoantikorpern ein passendes Kind (gleiches Alter, Geschlecht, Blutentnahmezeitpunkt)
ohne Inselautoantikérper zugeordnet und die 25(OH)D-Konzentrationen miteinander
verglichen. Ein weiteres Argument fiir das Resultat, basiert auf der bereits beschriebenen
starken Altersabhédngigkeit der 25(OH)D-Konzentrationen. Demzufolge miissten gerade
jingere Kinder einen hoheren Vitamin D-Spiegel aufweisen. Unsere Analyse zeigt jedoch das
Gegenteil. Es ist anzunehmen, dass das Vorhandensein von Inselautoimmunitét einen noch
starkeren Effekt auf die Vitamin D-Spiegel ausiibt als das Alter. In jedem Fall ldsst dieses
Ergebnis Riickschliisse zu, dass ein Vitamin D-Mangel moglicherweise nicht erst bei
Diabetesmanifestation auftritt, sondern bereits in der priadiabetischen Phase eine Rolle spielt.

Um diese Frage nédher zu untersuchen, wurde der Einfluss eines Vitamin D-Mangels auf die
Typ-1-Diabetes-Progressionsrate analysiert. Dafiir wurden bei 108 Kindern mit multiplen
Inselautoantikorpern die 25(OH)D-Spiegel 12 bis 24 Monate nach Serokonversion bestimmt.
Die Nachuntersuchungszeit betrug bis zu 15 Jahre und innerhalb dieses Zeitraums
entwickelten 53 Kinder einen manifesten Typ-1-Diabetes. Es zeigte sich, dass das Risiko
einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln, unabhingig war vom Vitamin D-Status, gemessen 1 bis
2 Jahre nach dem erstmaligen Auftreten von Inselautoantikorpern. Damit widersprechen diese
Ergebnisse zwei vorausgegangen Arbeiten von Gorham et al. (2012) und Munger et al.
(2013), die in ihren Studien zeigten, dass das Typ-1-Diabetesrisiko besonders hoch war, wenn
die Vitamin D-Spiegel vor Manifestation niedrig waren im Vergleich zu Personen, die hohere
Vitamin D-Konzentrationen aufwiesen. Trotz allem sind diese Studien nur bedingt
vergleichbar mit der vorliegenden Analyse. Da es sich im Militdrpersonen handelte, waren die
Studienteilnehmer erwachsen und zum grofBten Teil médnnlich (>90 %). Weiterhin wurden in
der Studie von Gorham et al. (2012) alle insulinabhingigen Diabetesfélle eingeschlossen,
ohne eine Differenzierung zwischen Typ 1 und Typ 2. Man kann vermuten, dass die Ursachen
die zum Typ-1-Diabetes im Kindes- und Jugendalter fiihren, sich von denen im
Erwachsenenalter unterscheiden, da die vorliegenden Ergebnisse auch eine Untersuchung bei
Kindern in der DAISY Studie bestdtigen. Simpson et al. (2011) fanden keinen
Zusammenhang zwischen der Vitamin D-Aufnahme iiber die Nahrung und der 25(OH)D-
Konzentrationen im Hinblick auf die Entwicklung von Inselautoimmunitit und Typ-1-

Diabetes. Die 25(OH)D-Spiegel in der DAISY Studie wurden, im Gegensatz zur vorliegenden
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Arbeit, im Verlauf mehrmals (longitudinale Analyse) bestimmt. Eine weitere Limitation, der
in dieser Arbeit durchgefiihrten Analyse ist, dass keine Vitamin D-Messung vor
Serokonversion vorlag und somit der Einfluss von Vitamin D auf das Auftreten von
Inselautoimmunitit nicht untersucht werden konnte. Weiterhin wurden, bedingt durch das
Studiendesign (s. Punkt 3.1.5), Kinder die sehr schnell an Typ-1-Diabetes erkrankten
(innerhalb von 24 Monaten nach Serokonversion, sogenannte rapid progressors, S.
Achenbach et al. (2013)), von der Analyse ausgeschlossen.

Trotz einiger Studien, die der Supplementierung mit Vitamin D in den ersten Lebensjahren
eine protektive Rolle in der Pathogenese des Typ-1-Diabetes bescheinigen (Stene et al., 2003,
EURODIAB-Study-Group, 1999, Hypponen et al., 2001), scheint der Vitamin D-Status per se
keinen Einfluss auf die Erkrankungsprogression auszuiiben. Jedoch wurde durch die
vorliegende Analyse eindeutig gezeigt, dass ein Vitamin D-Mangel bereits vor der
Manifestation eines Typ-1-Diabetes vorliegt und somit nicht als Begleiterscheinung einer
Typ-1-Diabetesmanifestation gesehen werden kann. Moglicherweise ist der Vitamin D-

Mangel bereits eine Folge des Autoimmunprozesses.

5.2  Einfluss von Vitamin D, sowie von Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs

auf p-Zellfunktion und Insulinresistenz

5.2.1 Einfluss von Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs auf 25(OH)D-

Konzentrationen im Plasma

Die Variabilitit von 25(OH)D-Konzentrationen zwischen einzelnen Individuen ist teilweise
sehr grof3. In vorausgegangen Studien wurde beschrieben, dass nur ca. ein Viertel der
gefundenen Variabilitdt durch den Zeitpunkt der Messung (Jahreszeit), geografische Lage und
Vitamin D-Zufuhr bestimmt wird (Livshits et al., 1999, Shea et al., 2009). Mittlerweile
existiert eine Vielzahl von Studien, die die Rolle der Genetik im Hinblick auf Vitamin D-
Spiegel im Blut bekréftigen und diesen Faktor als eine weitere Einflussgrofle nennen (Wang
et al.,, 2010, Ahn et al., 2010, Cooper et al., 2011, Levin et al., 2012, Frederiksen et al.,
2013b).

In der kombinierten Analyse von 13, mit dem Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs in
insgesamt 501 Kindern mit einem erhohten Risiko fiir Typ-1-Diabetes bzw. mit manifester
Erkrankung, waren zwei SNPs mit dem 25(OH)D-Status assoziiert. Pro Minor-Allel der SNPs
CYP2RI rsl12794714 und DHCR7 rs4945008 stieg das Risiko fiir erniedrigte 25(OH)D-

Konzentrationen. CYP2RI codiert fiir das Enzym, welches den entscheidenden ersten Schritt
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im Vitamin D-Metabolismus katalysiert und somit direkt die Synthese von Calcidiol steuert.
Diese Behauptung wird gestiitzt durch eine Fallstudie eines Mannes aus Nigeria, der an einer
erblich bedingten Rachitis litt, ausgelost durch eine Punktmutation im CYP2RI Gen (Cheng et
al., 2004). Trotz Verlust der statistischen Signifikanz durch Korrektur fiir multiples Testen,
bestitigt das Ergebnis vorangegangene Studien, die ebenfalls die Erniedrigung der 25(OH)D-
Konzentrationen in Abhingigkeit verschiedener Ausprigungen von CYP2RI rs12794714
beobachteten (Wang et al., 2010, Cooper et al., 2011, Frederiksen et al., 2013b).

Die stirkste und zugleich auch statistische gesicherte Assoziation mit dem Vitamin D-Spiegel
der Kinder, hatte der SNP rs4945008 im Gen DHCR?7 und bestitigt somit die Ergebnisse von
Wang et al. (2010), Cooper et al. (2011) und Frederiksen et al. (2013b). Der jeweils bei
Cooper et al. (2011) und Frederiksen et al. (2013b) verwendete SNP rs/2785878 befindet sich
mit rs4945008 im linkage disequilibrium. DHCR7 kodiert fiir ein Enzym, welches 7-
Dehydrocholesterol zu Cholesterin synthetisiert und somit das Ausgangssubstrat fiir
Vitamin D entfernt. Hohe Konzentrationen an 7-Dehydrocholesterol schiitzen jedoch vor
Vitamin D-Mangel bedingter Rachitis und Osteomalazie (Porter, 2002).

Beide SNPs waren in der Studie von Cooper et al. (2011) mit einem erhohten Risiko fiir Typ-
1-Diabetes verbunden. Frederiksen et al. (2013b) konnte dies in einer aktuellen Untersuchung
innerhalb der amerikanischen DAISY Studie zwar nicht bestitigen, jedoch fand man hier
einen statistisch gesicherten Zusammenhang zwischen DHCR7 und dem Risiko fiir
Inselautoimmunitit. Da DHCR7 sowohl mit dem Vitamin D-Status, als auch mit dem
erhohten Risiko fiir Inselautoimmunitit assoziiert war, vermuteten die Autoren, dass der
Effekt des Gens direkt durch die 25(OH)D-Konzentrationen vermittelt wird (Frederiksen et
al., 2013b).

Interessanterweise bestand zwischen dem Gen CYP27B1 und 25(OH)D-Spiegeln im Plasma
in den untersuchten Kohorten kein Zusammenhang. Dies wird bekriftigt durch Ergebnisse
anderer Studien, die ebenfalls keine Assoziation zwischen dem Gen und dem Vitamin D-
Status fanden (Cooper et al., 2011, Frederiksen et al., 2013b, Thorsen et al., 2013). Uber die
die la-Hydroxylase aktiviert CYP27B1 Calcidiol zu Calcitriol und seine Assoziation mit Typ-
1-Diabetes und Inselautoimmunitit wurde bereits mehrfach bestitigt (Bailey et al., 2007,
Cooper et al., 2011, Frederiksen et al., 2013b). Vermutlich entfaltet das Gen seine Wirkung
hinsichtlich Typ-1-Diabetes nicht durch 25(OH)D-Level, sondern durch Vitamin D-

vermittelte Signalwege in Immunzellen (Essen et al., 2010).
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5.2.2 Typ-1-Diabetes-Risikokohorte

Ein Vitamin D-Mangel wird schon lange als Risikofaktor fiir Glukoseintoleranz in Betracht
gezogen. Es existieren einige Studien, die belegen, dass 25(OH)D-Konzentrationen in Typ-2-
Diabetespatienten signifikant erniedrigt waren, im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrollen
(Pietschmann et al., 1988, Scragg et al., 1995). Weiterhin zeigen zwei kiirzlich verdffentliche
Metaanalysen, dass ein inverser signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vitamin D-
Spiegel im Blut und dem Risiko fiir Typ-2-Diabetes existiert (Khan et al., 2013, Song et al.,
2013). Somit konnte Vitamin D eine Rolle in der Pathogenese des Typ-2-Diabetes spielen,
vermutlich durch eine direkte Wirkung auf Insulinsensitivitit oder B-Zellfunktion, oder
beides. Dafiir gibt es, trotz Kontroversen, einige Hinweise. Ein Vitamin D-Mangel war
beispielsweise mit gestorter Insulinsekretion assoziiert (Boucher et al., 1995), als auch mit
Insulinresistenz (HOMA-IR) und B-Zellfunktion nach oGTT (Kayaniyil et al., 2010). Die
Studien wurden zwar mit nicht-diabetischen Personen durchgefiihrt, diese hatten aber alle ein
stark erhohtes Risiko Typ-2-Diabetes und metabolisches Syndrom zu entwickeln. Da eine
gestorte Glukosetoleranz bereits die Insulinsensitivitit und B-Zellfunktion beeintrichtigen
kann (Rossetti et al., 1990), ist es wichtig den Zusammenhang mit Vitamin D auch in
gesunden Personen mit einer normalen Glukosetoleranz und ohne Typ-2-Diabetesrisiko zu
ermitteln.

Hierfir wurden 334 normalgewichtige Kinder der Typ-1-Diabetes-Risikopopulation
untersucht. Anhand der Untersuchungen zeigte sich, dass die Population im Durchschnitt eine
normale Glukosetoleranz und Insulinsensitivitdt aufzeigte. Im Vergleich zu einer Studie mit
ebenfalls gesunden Kindern und Jugendlichen zwischen 9 und 18 Jahren, lagen die Werte fiir
Insulinresistenz (HOMA-IR) und Insulinsensitivitdt (ISI) auf einem vergleichbaren Niveau
(Heinze et al., 2002). Die frithe Insulinsekretion nach intravendser Glukoseinfusion (FPIR)
lag ebenfalls auf einem sehr guten Niveau. Wenn man einen Grenzwert von ca. 53 mU/ml zu
Grunde legt (Referenzwert basierend auf Lorini und Vanelli (1996)), dann hatten die Kinder
im Durchschnitt mit 183 mU/ml eine sehr gute Insulinsekretion. Eine aktuelle Analyse der
DIPP Studie untersuchte ebenfalls die Insulinsekretion von Kindern mit einem erhohten
Risiko fiir Typ-1-Diabetes (Siljander et al., 2013). Die durchschnittliche FPIR bei den 218
Kindern betrug 36 mU/ml und lag somit weit unter dem Niveau der Risikokohorte in der
vorliegenden Arbeit. Mogliche Griinde, die diesen gravierenden Unterschied erkldren, sind
zum einem der Altersunterschied. Die Kinder in der Arbeit von Siljander et al. (2013) waren
bei der Durchfiihrung des ivGTTs erst ca. 4,5 Jahre alt. Da die FPIR positiv mit dem Alter

korreliert, kann man davon ausgehen, dass idltere Kinder physiologisch bedingt eine hohere
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Insulinsekretion aufzeigen. Ein weiterer Grund fiir die Diskrepanz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, konnte die fortgeschrittene Inselautoimmunitit der Kinder aus der DIPP
Studie sein, da alle 218 Probanden zum Zeitpunkt des ivGTTs bereits persistierende multiple
Inselautoantikorper hatten. Eine erniedrigte FPIR, als ein frither Marker der gestorten
Insulinsekretion, kann bereits in der pradiabetischen Phase ein Rolle spielen (Keskinen et al.,
2002).

Fiir das biologisch aktive Calcitriol zeigten sich positive Korrelationen mit den Niichtern-
Parametern Glukose und C-Peptid, der Vitamin D-Status (25(OH)D) aber hatte keinen
Einfluss auf stimulierte Insulinsekretion und Insulinresistenz. Die vorliegende Arbeit ist die
erste, die den direkten Zusammenhang von Calcitriol-Status im Blut (ohne Supplementation)
und B-Zellfunktion in gesunden normalgewichtigen Kindern, die eine normale
Glukosetoleranz aufweisen, untersucht. Calcitriol, das besonders stark in die Regulation der
pankreatischen B-Zellen involviert ist (Gysemans et al., 2011) wirkt u.a. durch die direkte
Aktivierung der Transkription des Insulinrezeptorgens und erhoht den insulin-vermittelten
Glukosetransport in vitro (Calle et al., 2008). In Tierstudien wurde fiir Calcitriol bereits
nachgewiesen, dass es Hyperglykimie und Hyperinsulindmie im Mausmodell mit
experimentell erzeugtem Ubergewicht verbessert (Kawashima und Castro, 1981). Die
Supplementation mit Calcitriol in den wenigen Humanstudien erzielte bisher jedoch
kontroverse Ergebnisse. Eine Studie mit Patienten, die an Nierenerkrankungen litten und
erniedrigte Konzentrationen an Vitamin D aufwiesen, bekamen 0,5 pg Calcitriol tiglich iiber
den Zeitraum von 3 Wochen. Bei den Teilnehmern konnte eine gesteigerte Glukose-induzierte
Insulinsekretion festgestellt werden (Allegra et al., 1994). Im Gegensatz dazu erzielten
Supplementationsstudien bei Typ-2-Diabetespatienten (Orwoll et al., 1994) oder Mannern mit
einer gestorten Glukosetoleranz (Ljunghall et al., 1987) keine Verbesserung der
Glukosehomdostase und Insulinsekretion.

Im Hinblick auf 25(OH)D gibt es zahlreiche Studien, die sowohl den Einfluss von Vitamin D-
Status, als auch den Effekt einer Supplementation mit Vitamin D; auf B-Zellfunktion und
Insulinresistenz untersucht haben. Ein Vorteil der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Glukosebelastungstests war es, die Insulinsekretion direkt zu bestimmen. Andere Studien, bei
denen keine Glukosetoleranztests durchgefithrt wurden, nutzen oft nur indirekte
Messverfahren, wie die Bestimmung von Niichtern-Glukose, -Insulin und HOMA-
(Chonchol und Scragg, 2007, Hypponen et al., 2008). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen keinen Einfluss des Vitamin D-Status auf HOMA-IR und Parameter der stimulierten

Insulinsekretion (AUC C-Peptid, ISI, FPIR). Damit bestitigen diese Resultate nicht die
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Vorbefunde aus anderen Querschnittsstudien mit einem dhnlichen Studiendesign. So fanden
Chiu et al. (2004) in ihrer Untersuchung mit 126 gesunden erwachsenen Probanden eine
positive Korrelation von 25(OH)D mit der Insulinsensitivitdit und der FPIR nach einem
hyperglykdamischen Clamp-Test. Die Probanden hatten alle eine normale Glukosetoleranz und
waren nicht iibergewichtig. Allerdings waren nur 42 % (n=54) der Probanden kaukasischer
Abstammung und genau diese Gruppe wies auch die hochsten 25(OH)D-Konzentrationen
(Mittelwert: 27,8 ng/ml) auf. Die anderen ethnischen Gruppen (Asiaten, Afro-Amerikaner,
Mexikaner) waren im Durchschnitt eher unzureichend versorgt (Mittelwerte: 18,8 ng/ml bis
20,1 ng/ml), sodass insgesamt in dieser Population tendenziell eine Unterversorgung an
Vitamin D herrschte. Im Gegensatz dazu waren die Kinder der Typ-1-Diabetes-Risikokohorte
im Durchschnitt gut mit Vitamin D versorgt (29,4 ng/ml). Eine weitere Studie zeigte
signifikante Assoziationen des Vitamin D-Status mit ISI und HOMA-IR in 712 Teilnehmern
mit einem erhohten Typ-2-Diabetesrisiko (Kayaniyil et al., 2010). Die Probanden waren
tibergewichtig (BMI>30) und durchschnittlich auch von einer Hypovitaminose (Mittelwert:
22,6 ng/ml) betroffen. Die Daten lassen die Vermutung zu, dass [B-Zellfunktion und
Insulinresistenz nur dann vom 25(OH)D-Status beeinflusst werden, wenn pathologische
Verinderungen vorliegen (z.B. Hypovitaminose, gestorte Glukosetoleranz, Ubergewicht).
Dafiir sprechen auch Ergebnisse einer Metaanalyse, die 15 Supplementationsstudien vereint,
um den Einfluss einer Vitamin D-Supplementation auf Blutglukose, Insulinresistenz und
Progression zu Typ-2-Diabetes zu untersuchen. George et al. (2012) zeigten, dass sowohl
Niichtern-Glukose (p=0,01), als auch Insulinresistenz (p=0,03) durch eine Vitamin D-
Supplementation signifikant gesenkt werden konnte. Dieser Effekt zeigte sich aber nur bei
Probanden mit gestorter Glukosetoleranz. In der Gruppe mit normaler Glukosetoleranz hatte
die Vitamin D-Supplementation keinen Einfluss auf Niichtern-Glukose und Insulinresistenz
(George et al., 2012).

Zusammenfassend betrachtet, hatte der Vitamin D-Status (25(OH)D) bei gesunden Kindern
einer Typ-1-Diabetes-Risikopopulation keinen Einfluss auf B-Zellfunktion und
Insulinresistenz. Priventionsstudien sollten sich daher gezielt an Individuen richten, bei denen

bereits eine gestorte Glukosetoleranz und/oder eine Hypovitaminose vorliegt.

Hinsichtlich der Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem VDR Polymorphismus Fokl (rs2228570) und der
Insulinsekretion. Pro Minor-Allel waren sowohl das Niichtern-C-Peptid als auch die
stimulierte Sekretion (AUC C-Peptid) nach ivGTT erniedrigt. Dieser Befund war unabhéngig
vom Vitamin D-Status und stand somit im Einklang mit dem Ergebnis, dass 25(OH)D-
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Konzentrationen allein weder C-Peptid noch die AUC C-Peptid nach ivGTT beeinflussten (s.
Punkt 4.5.1). Dies lédsst die Vermutung zu, dass der VDR Polymorphismus seinen Effekt nicht
iiber die 25(OH)D-Spiegel im Blut ausiibt. Der VDR gilt als Schliisselstelle fiir den Einfluss
von Vitamin D auf pankreatische B-Zellfunktion, basierend auf dem Vorhandensein des
VDRs in B-Zellen (Johnson et al., 1994). Der Fokl Polymorphismus wurde bereits in einer
Metaanalyse mit einem erhohten Risiko fiir Typ-2-Diabetes in Verbindung gebracht und in
einer Querschnittsstudie waren die Probanden mit einem homozygoten Phinotyp bezogen auf
das Minor-Allel insulinresistenter im Vergleich zu Teilnehmern mit einer heterozygoten
Auspriagung des SNPs (Wang et al., 2012, Schuch et al., 2013).

Ein potentieller Wirkmechanismus des VDR Polymorphismus besteht eventuell via Calcitriol.
Das 1,25(0OH),D; bindet an den VDR um seine biologische Wirkung zu entfalten (Alvarez
und Ashraf, 2010). In der Typ-1-Diabetes-Risikokohorte hatte die Gruppe mit den héchsten
Konzentrationen an Calcitriol auch erhohte Niichtern-C-Peptid Werte (p=0,003) und eine
tendenziell gesteigerte AUC C-Peptid nach ivGTT (p=0,09) (s. Tab. 9). Genau diese zwei
Parameter waren auch mit dem Fokl Polymorphismus assoziiert. Liegt also das Minor-Allel
homozygot vor, konnte der VDR so verindert sein, dass Calcitriol schlechter binden kann,
was somit zu erniedrigter Insulinsekretion (reprédsentiert durch das Abspaltprodukt C-Peptid)
filhren konnte. Weiterfithrende Analysen in einem VDR-knockout Mausmodell wiren notig,

um diese Hypothese zu iiberpriifen.

5.2.3 Typ-1-Diabetespatienten

Typ-1-Diabetes ist charakterisiert durch den fortschreitenden Verlust von B-Zellfunktion und
B-Zellmasse (Atkinson und Eisenbarth, 2001). Dadurch kommt dem Erhalt von endogener [3-
Zellrestfunktion bei neu manifestierten Typ-1-Diabetespatienten eine enorm grofle Bedeutung
zZu.

Das basale C-Peptid-Level, welches als starkster Priadiktor fiir den Abfall von B-Zellfunktion
sowohl bei Kindern (Palmer et al., 2004), als auch Jugendlichen (T6rn et al., 2000) gilt,
betrug bei den 244 untersuchten Typ-1-Diabetespatienten im Mittel 0,70 ng/ml. Dieses
Ergebnis deutet auf eine bestehende B-Zellrestfunktion der diabetischen Kinder hin, da
zwischen Manifestation und Messung durchschnittlich nur 0,2 Monate vergingen. In der grof3
angelegten SEARCH Studie wurden 948 Patienten mit einem autoimmunen Diabetes
prospektiv ab Manifestation untersucht und es wurde festgestellt, dass die B-Zellfunktion pro

Monat um ca. 4 % zuriickgeht (Dabelea et al., 2012).



Diskussion Seite 183

Sowohl Niichtern-C-Peptid als auch der Insulinsensitivitits-Score waren abhidngig vom
Gewicht und Alter der Kinder. Diese Ergebnisse bestitigen Befunde der SEARCH und DPT-
1 Studie, wo ebenfalls Alter und BMI positiv mit dem C-Peptid-Level bei Typ-1-
Diabetespatienten korrelierten (Dabelea et al., 2012, Sosenko et al., 2006). Da weitere
Arbeitsgruppen ebenfalls den Alterseffekt auf C-Peptid-Konzentrationen im Blut
beobachteten (Karjalainen et al., 1989, Bonfanti et al., 1998), konnte dies die Hypothese
bestdtigen, dass in jiingeren Kindern der Erkrankungsverlauf aggressiver abliuft,
einhergehend mit einer physiologisch geringeren B-Zellmasse.

Ein Grofiteil (56,1 %) der untersuchten Kinder war insulinsensitiv, mit einem
Insulinsensitivitits-Score >8,15. Zu diesem Ergebnis kamen auch The et al. (2013), die iiber
1000 Kinder und Jugendliche der SEARCH Studie untersuchten und dort ebenfalls den
Insulinsensitivitits-Score nach Dabelea et al. (2011) anwendeten. Der Prozentsatz der Kinder
mit einem Score >8,15 lag in der Analyse von The et al. (2013) noch sogar hoher (74,1 %).

In der vorliegenden Arbeit waren Kinder mit einem Score <8,15 und somit als insulinresistent
einzustufen, tendenziell dlter, hatten einen hoheren BMI-SDS und geringere Vitamin D-
Konzentrationen im Plasma. Der Vitamin D-Spiegel iibte einen signifikanten Einfluss auf die
Insulinsensitivitdt aus, auch nach Korrektur fiir potentielle Storfaktoren. Damit bestitigen
diese Ergebnisse die Analyse in der SEARCH Studie. The et al. (2013) zeigten, dass ein
vergleichbar groer Anteil der Kinder mit Typ-1-Diabetes (49 %) 25(OH)D-Konzentrationen
<20 ng/ml aufwies und diese Gruppe signifikant haufiger von Insulinresistenz betroffen war
(p<0,001). Der Einfluss von 25(OH)D auf die C-Peptid-Level wurde in der Studie von The et
al. (2013) nicht untersucht.

Der gefundene Zusammenhang zwischen Vitamin D und Insulinresistenz konnte durch
Ubergewicht erklirt werden. Es gibt inzwischen einige Arbeiten, die die Hypothese eines
,Doppeldiabetes* aufstellen, in dem immer mehr Patienten mit einem autoimmunen Diabetes
auch an Ubergewicht und Adipositas leiden (Wilkin, 2001, Libman und Becker, 2003,
Fourlanos et al., 2004). Ubergewicht, als ein klassischer Risikofaktor fiir Insulinresistenz und
moglicherweise auch fiir einen Vitamin D-Mangel (Snijder et al., 2005) konnte den Effekt
erklaren. Allerdings waren nur 18 % der untersuchten Typ-1-Diabetespatienten
iibergewichtig, somit spielt eine vom Ubergewicht verursachte Insulinresistenz
wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle.

Die Anwendung eines errechneten Scores zur Bestimmung der Insulinsensitivitidt hat jedoch
auch Grenzen, da die Messung nur indirekt iiber die Einbeziehung von Hiiftumfang, HbAlc

und Triglyceriden (s. Punkt 3.4) erfolgt. Fiir die direkte Bestimmung der B-Zellfunktion und
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Insulinsekretionsleistung wire die Durchfithrung eines Belastungstests (z.B. Mixed Meal
Tolerance Test) notwendig. Dies konnte jedoch, bedingt durch das Studiendesign der DiMelli

Studie, nicht durchgefiihrt werden.

Betrachtet man den Einfluss von Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs auf Niichtern-
C-Peptid und Insulinsensitivitit, so zeigten sich bei den Kindern mit Typ-1-Diabetes keine
signifikanten Zusammenhiénge. Auf Grund des direkten Einflusses des SNPs rs4945008 im
Gen DHCR?7 auf die 25(OH)D-Konzentrationen im Blut, hitte man ebenfalls eine Assoziation
dieses Polymorphismus mit der Insulinsensitivitit erwarten konnen, da diese durch erhohte
25(OH)D-Konzentrationen positiv beeinflusst wurde. Weiterhin bestétigte sich der Befund
aus der Risikokohorte, dass der VDR Polymorphismus Fokl Effekte auf C-Peptid ausiibt, bei
den Typ-1-Diabetespatienten nicht. Moglicherweise waren die Fallzahlen, um statistisch

gesicherte Zusammenhinge nachzuweisen, zu gering.

Zusammenfassend betrachtet waren bei Typ-1-Diabetespatienten hohere Vitamin D-
Konzentrationen im Blut mit einer hoheren Insulinsensitivitit assoziiert, jedoch ohne Einfluss
von Genen des Vitamin D-Metabolismus. Ausgehend von bis dato publizierten Studien, ist
die Analyse in der vorliegenden Arbeit die erste, die den Einfluss von Vitamin D auf die -
Zellrestfunktion bei Typ-1-Diabetespatienten auch im Kontext der Vitamin D-Metabolismus-
assoziierten Gene untersucht hat. Es sind Folgestudien mit hoheren Fallzahlen notwendig, um

die Ergebnisse zu untermauern.

5.3  Entwicklung von Insulinresistenz im Kindes- und Jugendalter bei Kindern mit

einem erhohten Typ-1-Diabetesrisiko

Der Anstieg der Insulinresistenz in der Kindheit und Jugend wurde bereits mehrfach
beschrieben, hauptsichlich als ein Effekt der Pubertit (Amiel et al., 1986, Cook et al., 1993,
Moran et al., 1999, Jeffery et al., 2012). Bislang war es aber unklar, in welchem Alter der
Anstieg beginnt. Die Ergebnisse der vorliegenden Querschnittsanalyse von 1177 Kindern mit
einem erhohten Typ-1-Diabetesrisiko zeigten einen Kkontinuierlichen Anstieg der
Insulinresistenz vom 5. bis zum 13. Lebensjahr bei den Middchen und vom 5. bis zum 14
Lebensjahr bei den Jungen, unabhingig vom Pubertitseintritt und Antikdrperstatus. Nach dem
Insulinresistenzpeak fiel der HOMA-IR in beiden Geschlechtern wieder ab. Midchen hatten
tendenziell immer etwas hohere HOMA-IR Werte als Jungen. Diese Ergebnisse stiitzen eine

kiirzlich veroffentlichte Arbeit von Jeffery et al. (2012). Die Arbeitsgruppe fand ebenfalls
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einen Anstieg der Insulinresistenz weit vor dem Pubertitsbeginn. Der Anstieg konnte
teilweise durch Fettmasse, Wachstumshormone (IGF-1) und Alter der Probanden erklért
werden, jedoch blieb ca. 50 % der Varianz ungeklirt (Jeffery et al., 2012). Die generell immer
etwas hoheren HOMA-IR Werte der Midchen konnten durch ihre physiologisch hohere
Fettmasse bedingt sein. Die ,,Doppeldiabetes*“-Hypothese konnte ebenfalls eine Rolle spielen.
Immer ofter erkranken auch Kinder und Jugendliche an Typ-2-Diabetes und der GroBteil
davon sind Midchen (Ehtisham und Barrett, 2004)

Zum Zeitpunkt des Insulinresistenzpeaks waren fast alle Kinder bereits in der Pubertit. Es
wird vermutet, dass physiologische Verdanderungen in diesem Zeitraum, wie z.B. steigende
Fettmasse, erhohte Konzentrationen von Wachstums- und Sexualhormonen fiir die hohe
Insulinresistenz verantwortlich sind (Travers et al., 1995, Cook et al., 1993, Roemmich et al.,
2002). Warum aber bereits Jahre vor der Pubertit die Insulinresistenz ansteigt, bleibt
ungeklért. Mogliche Erkldrungen beinhalten die kontinuierliche Zunahme der Fettmasse und
von Wachstumshormonen in etwa dem gleichen Alter. So zeigten Jeffery et al. (2012), dass
parallel zum HOMA-IR auch IGF-1 und Leptin (als Marker fiir Fettmasse) kontinuierlich
stiegen.

Hinsichtlich Pubertitsbeginn unterschieden sich Jungen und Midchen in der vorliegenden
Analyse nicht. Beide Geschlechter berichteten Tanner Stadium 2 (Pubertitsbeginn)
durchschnittlich im Alter von 11,2 Jahren. Damit entspricht dieses Ergebnis nicht der
Erwartung, dass Méddchen auf Grund fritherer hormoneller Aktivierung frither als Jungen in
die Pubertdt kommen (Boyar, 1978). Eine mogliche Erklidrung liegt in der Erhebungsmethode
der Pubertitsstadien. Die Zeichnungen beziehen sich lediglich auf Schambehaarung und
GroBle der Brust bzw. der maéannlichen Geschlechtsorgane. Auf eine palpatorische
Untersuchung des Hodenvolumens wurde mit Augenmerk auf die Compliance der Teilnehmer
verzichtet. Dadurch konnte eine Uberbewertung der minnlichen Pubertitsstadien
stattgefunden haben. Weiterhin wurden die Tannerstadien erst ab dem 8. Lebensjahr erhoben
und es kann nicht gédnzlich ausgeschlossen werden, dass einige Kinder bereits vor diesem
Alter in die Pubertit kamen. Eine Arbeit, die eine andere Methode verwendete, um den
Pubertitsanstieg zu bestimmen, zeigte jedoch dhnliche Ergebnisse. Die Gruppe um Jeffery et
al. (2012) bestimmte dazu die Konzentration des luteinisierenden Hormons (LH) im Verlauf.
Der plotzliche Anstieg des Sexualhormons reprisentiert den ,,endokrinen Pubertitsbeginn®.
Dieser Anstieg erfolgte in Méadchen und Jungen fast zeitgleich (zwischen 9. und 10.
Lebensjahr), verlief bei den Médchen schneller und es wurden insgesamt hohere Werte

gemessen (Jeffery et al., 2012). Die Autoren vermuteten, dass die hormonellen
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Veridnderungen zwischen Jungen und Maéadchen nicht zeitversetzt erfolgen, lediglich das
Tempo der Verdnderungen sei unterschiedlich und somit bei Madchen frither wahrnehmbar.
Jeffery et al. (2012) wiesen aber auch darauf hin, dass LH als Marker fiir den Eintritt in die

Pubertit eine relative neue Methode ist und noch nicht {iberall akzeptiert wird.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Insulinresistenz bereits vor Jahre vor
dem Pubertitsbeginn kontinuierlich anstieg und sich der Verlauf, sowie das Alter bei
Pubertitsbeginn nicht zwischen Inselautoantikorper-positiven und -negativen Kindern

unterschieden.
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6. Zusammenfassung

Typ-1-Diabetes ist eine der hdufigsten chronischen Autoimmunerkrankungen im Kindes- und
Jugendalter. Die Erkrankung verlduft dhnlich wie andere chronische Erkrankungen, in
unterschiedlichen Krankheitsstadien und der eigentlichen Krankheitsmanifestation geht eine
Phase der Inselautoimmunitit voraus, die geprigt ist durch das Vorhandensein spezifischer
Inselautoantikorper gegen bestimmte -Zellantigene der Langerhans-Inseln im Pankreas — der
sogenannte Priddiabetes. Neben einer familidiren und genetischen Pradisposition, werden
verschiedene umweltbedingte Einfliisse mit der Pathogenese des Typ-1-Diabetes in
Verbindung gebracht. Die vorliegende Arbeit stellt zwei dieser Faktoren in den Mittelpunkt:
Vitamin D und Insulinresistenz. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle dieser
Faktoren in der Phase des Pridiabetes zu charakterisieren und deren FEinfluss auf die
Erkrankungsprogression zu untersuchen. Die Fragestellungen wurden anhand von Patienten
mit neu manifestiertem Typ-1-Diabetes (bayrisches Diabetesregister DiMelli) und einer Typ-
1-Diabetes-Risikopopulation, bestehend aus den Geburtskohorten BABYDIAB und
BABYDIAT, sowie der Teenagerkohorte TEENDIAB untersucht. Wihrend die Studien
BABYDIAB, BABYDIAT und DiMelli bereits etabliert waren und die eingelagerten
Bioproben fiir die Dissertation zur Verfiigung standen, wurde das TEENDIAB Kollektiv im

Rahmen dieser Dissertation aufgebaut.

1. Unterscheiden sich die Privalenz eines Vitamin D-Mangels, sowie der Vitamin D-Status
bei pridiabetischen Kindern im Vergleich zu neu manifestierten Typ-1-Diabetespatienten
und gesunden Inselautoantikorper-negativen Kindern?

Um den Vitamin D-Status im Préddiabetes zu analysieren wurden die Plasmagehalte an 25-

Hydroxyvitamin D (25(OH)D), der biologisch inaktiven Form des Vitamin D, von insgesamt

514 Kinder (108 Kinder mit multiplen Inselautoantikdrpern, 406 Kinder ohne Anzeichen von

Inselautoimmunitidt) der Typ-1-Diabetes-Risikopopulation und von 244 Kindern mit neu

manifestiertem Typ-1-Diabetes bestimmt. Die 25(OH)D-Konzentrationen im Plasma

unterlagen groflen jahreszeitlichen Schwankungen, mit den héchsten Werten im Sommer und
den niedrigsten im Winter, und waren negativ mit dem Alter korreliert.

Die hochste Priavalenz fiir einen Vitamin D-Mangel (<20 ng/ml) wiesen die Typ-1-

Diabetespatienten auf. Die mittlere Konzentration an 25(OH)D lag bei 19,9 ng/ml und die

Hiilfte (51 %) aller Kinder wiesen einen Vitamin D-Mangel auf. Inselautoantikdrper-positive

Kinder unterschieden sich von Inselautoantikdrper-negativen Kindern hinsichtlich der
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25(0OH)D-Spiegel (24,0 ng/ml + 1,2 ng/ml vs. 28,8 ng/ml + 0,6 ng/ml, p=3,40 x 10™*) und der
Haufigkeit eines Vitamin D-Mangelzustands (39,8 % vs. 28,3 %, p=0,021). Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass der hidufig beobachtete Vitamin D-Mangel bei Typ-1-
Diabetespatienten sich moglicherweise bereits im Vorfeld (Stadium der Inselautoimmunitét)
der Erkrankung manifestiert und somit keine Folge der Stoffwechselentgleisungen im

Rahmen einer Typ-1-Diabetesmanifestation wire.

2. Beeinflussen Vitamin D-Mangel und Vitamin D-Konzentrationen im Plasma die
Entstehung  des  Typ-1-Diabetes  bei  Kindern  mit  multiplen  positiven
Inselautoantikorpern?

Von 108 Kindern mit multiplen (>2) Inselautoantikdrpern entwickelten 53 im Laufe der

Nachuntersuchungen einen manifesten Typ-1-Diabetes. Das kumulative Risiko fiir die

Entwicklung von Typ-1-Diabetes nach 10 Jahren war gleich zwischen Kindern mit einem

Vitamin D-Mangel und optimalem Versorgungszustand (>30 ng/ml) (51,8 % [95 % KI: 29,3-

74,3] vs. 55,4 % [95 % KI: 35,5-72,3], p=0,8). Der Vitamin D-Status 12 bis 24 Monate nach

Serokonversion (erstmaliges Auftreten von Inselautoantikorpern) hatte somit keinen Einfluss

auf die Erkrankungsprogression bei Kindern mit multiplen Inselautoantikdrpern.

3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen Vitamin D-Status, sowie ausgewdhlten
Vitamin D-Metabolismus-assoziierten SNPs und p-Zellfunktion und Insulinresistenz?

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Zusammenhang zwischen dem Vitamin D-
Spiegel im Blut und Parametern der f-Zellfunktion und Insulinresistenz in Kindern mit einem
erhohten Typ-1-Diabetesrisiko untersucht.

Die 334 Probanden der Risikokohorte waren normgewichtig und wiesen eine normale
Glukosetoleranz und Insulinsekretion nach Glukosebelastungstests auf. Die Ergebnisse
zeigten, dass der Vitamin D-Status (25(OH)D) keinen Einfluss auf Niichtern-Werte, sowie auf
stimulierte Insulinsekretion und Insulinresistenz hatte. Der VDR Polymorphismus Fokl {ibte
einen signifikanten Einfluss auf die Insulinsekretion aus, dies war jedoch unabhingig vom
Vitamin D-Gehalt im Blut, was somit nicht auf einen kausalen Zusammenhang zwischen Gen,
Vitamin D-Gehalt im Blut und Insulinsekretion schlieen lésst.

In der Kohorte der Typ-1-Diabetespatienten war ein Vitamin D-Mangel eng mit hoherer
Insulinresistenz verbunden (p=0,007). Die Niichtern-C-Peptid-Level blieben jedoch vom

Vitamin D-Spiegel unbeeinflusst.
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4. Wie entwickelt sich die Insulinresistenz von Kindern mit einem erhohten Typ-I-
Diabetesrisiko im Kindes- und Jugendalter und gibt es Unterschiede zwischen
Inselautoantikorper-negativen und -positiven Kindern? Welchen Einfluss hat der
Pubertditsbeginn auf die Entwicklung der Insulinresistenz im Kindes- und Jugendalter?

Die Pubertit gilt hinsichtlich der Entstehung von Inselautoimmunitit und Typ-1-Diabetes als

besonders sensible Phase mit hohen Inzidenzraten und ist gleichzeitig der Zeitraum mit den

hochsten physiologischen Insulinresistenzwerten. Die Ergebnisse der Querschnittsanalyse von

1177 Kindern mit einem erhohten Typ-1-Diabetesrisiko zeigten einen kontinuierlichen

Anstieg der Insulinresistenz (HOMA-IR) vom 5. bis zum 13. Lebensjahr bei den Madchen

und vom 5. bis zum 14 Lebensjahr bei den Jungen, unabhingig vom Pubertitseintritt und

Antikorperstatus. Madchen hatten tendenziell immer etwas hohere HOMA-IR Werte als

Jungen. Ein Anstieg der Insulinresistenz konnte bereits Jahre vor Pubertitsbeginn

nachgewiesen werden und unterschied sich nicht zwischen Inselautoantikorper-positiven und

-negativen Kindern.

Besonders in der Phase des Priadiabetes war der Einfluss von Vitamin D und Insulinresistenz
bisher nur unzureichend charakterisiert. Durch das Vorhandensein eines Vitamin D-Mangels
bereits vor Erkrankungsmanifestation, miissen ggfs. Supplementationsempfehlungen
tiberdacht werden und Kinder mit positiven Inselautoantikorpern in die ,,Risikogruppe fiir
Vitamin D-Mangel* mit aufgenommen werden. Um einen direkten Effekt von Vitamin D auf
B-Zellfunktion, Insulinresistenz und Erkrankungsrisiko nachzuweisen, bedarf es allerdings
Interventionsstudien, die sich gezielt an Inselautoantikdrper-positive Probanden richten.

Im Widerspruch zu der Annahme, dass Insulinresistenz ein Risikofaktor fiir
Inselautoimmunitidt ist, konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
physiologisch bedingte Insulinresistenz wihrend der Pubertdt, unabhingig vom

Inselautoantikorperstatus war.
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