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2. Einleitung

In der pradiabetischen Phase des Typ 1 Diabetes werden Autoantikérper gegen
verschiedene Antigene der Beta-Zelle gebildet (Achenbach 2005). Durch Bestimmen
dieser Autoantikorper und ihrer Charakteristika kdnnen bereits Jahre vor der
Manifestation der Erkrankung Hochrisiko-Kinder identifiziert werden. Seit langerem
bekannt sind Insulin-Autoantikérper (IAA), Autoantikorper gegen die Glutamat-
Decarboxylase (GADA) und gegen die Tyrosin-Phosphatase-homologen Proteine IA-
2 (IA-2A) und 1A-28 (IA-2RA; Achenbach 2007). Das Risiko, an Typ 1 Diabetes zu
erkranken, korreliert dabei mit der Anzahl der gebildeten Autoantikorper. Kinder, die
fur mindestens zwei dieser Autoantikdrper positiv gemessen wurden und ein
genetisches Risiko fur Typ 1 Diabetes haben, entwickeln mit einer
Wahrscheinlichkeit von Uber 60% innerhalb eines Zeitraumes von zehn Jahren
Diabetes (Ziegler 2013).

Bei Patienten mit neumanifestietem Typ 1 Diabetes wurde ein zusatzliches
Autoantigen identifiziert, gegen welches ca. 70% der Probanden Autoantikorper
bilden (Wenzlau 2007): Der Kationen-Efflux-Transporter Zink-Transporter 8 (ZnT8;
Chimienti 2004). Bei einigen Patienten, die nur fur einen der bekannten
Autoantikdrper positiv gemessen wurden, kdnnen nun zusatzlich Autoantikorper
gegen ZnT8 detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass durch Messung dieses
Autoantikdrpers das Risiko, Typ 1 Diabetes zu entwickeln, besser stratifiziert werden
kann. Ferner stellte sich heraus, dass das Epitop, an das die Autoantikérper gegen
ZnT8 hauptsachlich binden, in drei unterschiedlichen Varianten vorliegt. Beeinflusst
wird die Variante von einer einzigen Aminosaure an Position 325, die fur Arginin
(Arg), Trypthophan (Trp) oder Glutamin (GIn) codiert. Zugrunde liegen hierfur
verschiedene polymorphe Varianten des fir ZnT8 kodierenden Gens SLC30AS8
(Wenzlau 2008, Kawasaki 2008). Forschungsergebnisse in Bezug auf Typ 2
Diabetes zeigten, dass das SLC30A8-Gen auch das Risiko beeinflusst, an Typ 2
Diabetes zu erkranken (Scott 2007, Sladek 2007). Weitere Daten beim Typ 1
Diabetes wiederum wiesen darauf hin, dass es den Zeitpunkt der Manifestation
beeinflusst (Gohlke 2008).

Einerseits wurden in der vorliegenden Arbeit die Autoantikérper gegen ZnT8 (ZnT8A)

in einer Kohorte erstgradig verwandter Kinder von Typ 1 Diabetikern gemessen, um



die Bedeutung von ZnT8A als zusatzlichem Marker in der Pathogenese des Typ 1
Diabetes zu untersuchen. Andererseits wurde in den Proben SLC30A8 genotypisiert,
um die Rolle des Polymorphismus in SLC30A8 fur die Vorhersage des Risikos, an
Typ 1 Diabetes zu erkranken, zu evaluieren. Die Kohorte wurde prospektiv von
Geburt an bis zur Adoleszenz verfolgt. Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die bei
Patienten mit Typ 1 Diabetes bereits nachgewiesenen Zusammenhange zwischen
ZnT8A und dem SLC30A8-Genotyp auch bei Autoantikdrper-positiven Kindern
bestatigt werden konnten. Auch konnte ZnT8A als zusatzlicher Marker dazu genutzt
werden, das Diabetes-Risiko bei Autoantikdrper-positiven Kindern zu stratifizieren.
Eine Beziehung zwischen dem SLC30A8-Genotyp und der Progression zu Typ 1

Diabetes bei ZnT8A-positiven Kindern konnte identifiziert werden.



3. Allgemeine Grundlagen des Typ 1 Diabetes

Typ 1 Diabetes ist eine chronische organspezifische autoimmune Erkrankung, die
durch eine selektive Zerstérung der Insulin produzierenden Beta-Zellen der
Langerhans-Inseln im Pankreas hervorgerufen wird. Charakteristisch fur die
Entstehung des Typ 1 Diabetes ist das Auftreten humoraler und zellularer Insel-
Autoimmunitat assoziiert mit einer gestérten Immunregulation bei genetisch
pradisponierten Patienten. Konsequenz dieser Zerstorung ist ein absoluter
Insulinmangel, den die Patienten zeitlebens durch Substitution des Hormons
ausgleichen mussen. Obwohl die Therapie immer weiter optimiert wurde, haben
dennoch viele Patienten an den Folgeerscheinungen zu leiden (Milton 2006). Bislang
ist die Erkrankung weder praventiv vermeidbar noch heilbar.

Die Inzidenz variiert stark in unterschiedlichen Populationen. Am niedrigsten ist sie
mit 0,1/100 000 pro Jahr in China bis hin zu 36,5/100 000 pro Jahr in Finnland
(Karvonen 2000). In Europa wurde gezeigt, dass einerseits das Manifestationsalter
kontinuierlich sinkt und andererseits die Inzidenz bei den jingeren Kindern am
starksten ansteigt. So wird sich die Anzahl der Manifestationen von Typ 1 Diabetes
bei Kleinkindern von 2005 bis 2020 verdoppeln (Patterson 2009). In Deutschland -
die Zahlen stammen aus Baden-Wurttemberg - lag die Inzidenz von 1987 bis 2003
bei 14,1/100 000 pro Jahr und stieg damit um 3,8% an (Ehehalt 2008). Auch diese
Daten beweisen ein sinkendes Manifestationsalter und eine schnellere Zunahme der
Inzidenz in der Gruppe der 0-4 Jahrigen. Die Pravalenz liegt derzeit bei 0,3%, wobei
fast die Halfte aller Patienten die Erkrankung bereits vor dem 20. Lebensjahr
entwickelt (Achenbach 2010).

Zur genaueren Erforschung der Pathogenese wurden in den letzten Jahren grol3e
multizentrische Verlaufsstudien initiiert, z.B. BABYDIAB in Deutschland (Ziegler
1999) oder DAISY in den USA (Rewers 1996). In diesen Studien wurden Personen
mit genetischem und/oder familiarem Risiko flr Typ 1 Diabetes eingeschlossen und
bis zu 20 Jahre nachverfolgt. Auch wurden per Randomisierung der Einfluss von
Umweltfaktoren untersucht, z.B. die Zufuhr glutenhaltiger Nahrung in BABYDIAET
(Hummel 2011) oder der Effekt intranasal applizierten Insulins in DIPP (Nanto-
Salonen 2008). Weitere Studien, z.B. die TEDDY Studie in einigen europaischen
Landern und den USA (TEDDY Study Group 2007), beobachten sowohl Angehorige



von Typ 1 Diabetikern, aber auch Menschen aus der gesunden
Allgemeinbevdlkerung  prospektiv.  und  wollen neben genetischen und
immunologischen Untersuchungen durch genaue Dokumentation von Ernéhrung und
Krankheiten zusatzliche Faktoren in der Pathogenese erforschen.

Dabei stutzt sich die Arbeit zahlreicher Forschergruppen vor allem auf die
Untersuchung der immunologischen Prozesse in der pradiabetischen Phase, speziell
auf die Charakterisierung der auftretenden Autoantikrper gegen Antigene der Beta-
Zelle.

Die genaue Entstehungsursache der Autoimmunkrankheit ist nicht bis zuletzt geklart,
man weil} aber, dass eine genetische Pradisposition den Ablauf einer gestorten
Immunreaktion begunstigt, welche wiederum durch Umweltfaktoren getriggert wird
und schliel3lich zur selektiven Zerstdérung der Beta-Zellen flhrt.

Uber 40 Genloci stehen mit Typ 1 Diabetes in Zusammenhang (Barrett 2009), wobei
den grofBten Einfluss auf die Entstehung der HLA-Genotyp (IDDM1) innehat. In bis zu
50% der Falle kann die familiare Haufung des Auftretens von Typ 1 Diabetes durch
das Vorhandensein bestimmter HLA-Allele erklart werden, wobei manche HLA-Allele
(z.B. HLA DRB1*0301) mit einem erhohten Risiko, andere (z.B. HLA DQB1*0602)
eher mit Protektion vor der Erkrankung einhergehen. Mit dem hdchsten
Diabetesrisiko sind die Genotypen HLA DR3-DQ2/DR4-DQ8 und HLA DR4-
DQ8/DR4-DQ8 vergesellschaftet. Weitere diabetesassoziierte Genotypen sind neben
INS VNTR (IDDM2), welcher in der Promotorregion des Insulingens liegt, auch
andere Gene wie z.B. PTPN22 oder CTLA-4 und MIC-A (Walter 2003).
Untersuchungen an eineiigen Zwillingen zeigen, dass die Diabetes-Konkordanz bei
genetischer Ubereinstimmung je nach follow-up verschieden hoch ist. Bei einem
Verlauf von 3,6 Jahren nach Manifestation bei einem Zwilling liegt sie bei 25%, bei
40 Jahren bei 50% (Redondo 2001) und steigt weiter an, wenn zusatzlich noch
Autoantikdrper-Positivitat bertcksichtigt wird (Redondo 2008). Es liegt nahe, dass
Umweltfaktoren wie z.B. Viruserkrankungen, besonders Infektionen mit Enteroviren
(Stene 2010), Medikamente oder Nahrungsmittel eine Rolle als Trigger spielen.
Kinder der BABYDIAET-Studie, die den Genotyp HLA DR3-DQ2/DR4-DQ8 hatten
und vor dem 4. Lebensmonat glutenhaltige Nahrung bekamen, entwickelten zu 100%
Inselautoantikdrper (Ziegler 2003). Ferner konnte durch Untersuchungen an

Erwachsenen und Kindern mit Typ 1 Diabetes auf Sardinien ein Zusammenhang



zwischen dem Auftreten von Autoantikorpern gegen das Epitop MAP3865c des
Mycobacterium avium paratuberculosis und Autoantikbrpern gegen ZnT8
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es sich um kreuzreaktive
Autoantikdrper aufgrund eines molekularen Mimikry-Mechanismus handelt (Masala
2011 und 2013).

Abhangig vom genetischen Hintergrund und wirkenden Umweltfaktoren beginnt die
pradiabetische Phase mit der Autoimmunreaktion einige Zeit vor der Kklinischen
Manifestation des Diabetes. Durch eine chronische Infiltration der Beta-Zellen mit
mononuklearen Zellen wird eine Entzindungsreaktion, genannt Insulitis,
hervorgerufen, welche die Beta-Zellen selektiv zerstort (Bach 1994). Auf der Seite
der zelluldaren Immunreaktion geschieht dies durch von CD4+ T-Lymphozyten
sezernierten Botenstoffen und durch CD8+ T-Lymphozyten (Ounissi-Benkalha 2008).
Auch far CD8+ T-Zellen ist ZnT8 ein Haupt-Autoantigen (Dang 2011), welches bei
padiatrischen und erwachsenen Patienten mit Typ 1 Diabetes erkannt wird (Enée
2012). Dabei richtet sich die Immunantwort hauptsachlich gegen das ZnT8 (186-194)
Epitop (Scotto 2012). Neben der zelluldren Immunreaktion findet auch eine Uber
Autoantikorper vermittelte humorale Immunantwort gegen multiple Inselzell-
Autoantigene statt, wobei beide Immunreaktionen unabhangig voneinander aktiviert
werden (Hummel 1996). Das Auftreten dieser Autoantikorper ist der fruheste
diagnostische Marker fir Insel-Autoimmunitat, der durch relativ einfache und sehr
zuverlassige Testverfahren gut untersucht werden kann. Metabolische Marker, wie
z.B. eine reduzierte Insulinantwort im intravendsen Glucosetoleranztest (IVGTT) oder
eine gestorte Glukosetoleranz im oralen Glucosetoleranztest (OGTT) lassen sich erst
in einem weiter fortgeschrittenen Stadium der Pathogenese bzw. nach Manifestation
durch klinische Tests nachweisen. Dann hat die Beta-Zell-Masse bis auf 10-20% des
Ausgangvolumens abgenommen (Achenbach 2010). Die Zerstérung der Beta-Zellen
schreitet weiter fort und der Patient ist sein Leben lang auf die Zufuhr von exogenem
Insulin angewiesen, da eine Regeneration der Beta-Zellen zwar bei Mausen
nachgewiesen wurde (Nir 2007), nicht aber beim Menschen (Eisenbarth 2008). Wie
lange es vom ersten Auftreten der Insel-Autoantikdrper bis zur Manifestation der
Erkrankung dauert, ist individuell sehr unterschiedlich. Bei Kindern mit einem
diabetischen Elternteil konnte eine Gruppe mit rapid-progressivem Verlauf

identifiziert werden, die innerhalb von 3 Jahren nach Auftreten des ersten Insel-



Autoantikorpers (=Serokonversion) einen klinisch manifesten Typ 1 Diabetes
entwickelten. Im Gegensatz dazu gab es eine Gruppe, die nach Serokonversion 10
Jahre oder mehr keinen Diabetes entwickelten. Die Gruppe der rapid-progressiven
unterschied sich nur hinsichtlich eines friheren Auftretens von IA-2A und einer
insgesamt hoheren Belastung der fur Diabetes pradisponierenden Allele der Nicht-
HLA-Risiko-Gene (Achenbach 2013). Verschiedene Charakteristika der Insel-
Autoantikorper, z.B. Titer, Epitop-Spezifitat und IgG-Subklasse, sind flr
unterschiedliche Verlaufsformen typisch (Achenbach 2004).

Die besten pradiktiven Marker, um die Pathogenese des Diabetes einzuschatzen,
stellen IAA, GADA und IA-2A/IA-2RA sowie ZnT8A dar (Achenbach 2010). Bis zu
98% der Patienten mit Typ 1 Diabetes und 5-15% der Verwandten von Patienten
weisen einen oder mehrere der Inselzell-Autoantikdrper auf (Schlosser 2002,
Achenbach 2010). Autoantikérper kénnen in jedem Alter gebildet werden. Bei
Kindern der BABYDIAB-Kohorte war die Inzidenz im Alter zwischen 9 Monaten und 2
Jahren am Hochsten (Ziegler 2012) und auch Ergebnisse der multizentrischen
Teddy-Studie zeigen eine frihe Serokonversion (Krischer 2015). In einer Belgischen
Kohorte konnte gezeigt werden, dass bei einer wichtigen Minderheit auch das
Auftreten von Autoantikdrpern nach dem 10. Lebensjahr relevant sein kann
(Vermeulen 2012). Personen aus nicht-diabetischen Familien dagegen weisen eine
um den Faktor 10 verringerte Autoantikdrper-Haufigkeit auf. Das Auftreten eines
Inselzell-Autoantikdrpers allein ist noch nicht gleichzusetzen mit einem erhdhten
Diabetes-Risiko. Erst unter Berlcksichtigung des Alters beim Auftreten des
Autoantikorpers, Art und Anzahl der Autoantikorper und verschiedener Antikdrper-
Charakteristika kbnnen Aussagen Uber das Erkrankungs-Risiko getroffen werden. Es
kdnnen auch einzelne Autoantikdrper auftreten, die im weiteren Verlauf wieder
verschwinden (transiente Autoantikdrper) oder zum Teil jahrelang im Serum
persistieren ohne zu einer Progression zu fihren (meist niedrig-affine Autoantikorper;
Achenbach 2010, Kimpimaki 2002, Ziegler 1999, Hummel 2004). Mit wiederholter
Bestimmung der Autoantikérper und ihrer Charakteristika Anzahl, Titer, IgG-
Subklasse und Epitop-Spezifitat sowie Affinitdt kann bei Personen mit einem
genetischen Risiko das 5-Jahres-Diabetes-Risiko von weniger als 10% bis uber 90%
stratifiziert werden (Achenbach 2004). Das Risiko ist am hochsten bei Kindern, die

multiple Autoantikdrper gebildet haben, und sinkt, je weniger Autoantikérper



vorliegen. Unter denen, die multiple Autoantikdrper haben, erkranken diejenigen
schneller an Diabetes, die in jungerem Alter Autoantikdrper bilden (Hummel 2004
und Ziegler 2012). Verwandte von Patienten mit Typ 1 Diabetes, die 3 Autoantikdrper
aufweisen, haben ein 15-Jahres-Diabetes-Risiko von beinahe 80%, wahrend solche
mit nur einem Autoantikdrper mit einer Wahrscheinlichkeit von knapp 13% erkranken
(Ziegler 2013). Auch wenn Personen multiple Autoantikorper, aber keine familiare
Belastung haben, ist das Diabetes-Risiko erhoht (Schlosser 2002).

Autoantikorper gegen Zink-Transporter 8 (ZnT8A)

Im Jahr 2007 wurde ein neues Beta-Zell-spezifisches Hauptziel-Antigen entdeckt:
Zink-Transporter 8 (ZnT8). Dieser lonen-Transporter wird spezifisch in den Beta-
Zellen des Pankreas exprimiert, wo er in die Membran der sekretorischen Vesikel
integriert ist und dort an der regulierten Sekretion von Insulin teilnimmt (Eisenbarth
2008, Chimienti 2004). ZnT8 (369 Aminosauren) besteht aus sechs
Transmembrandomanen und zwei zytosolischen Endbereichen, einem N-terminalen
(Aminosaure 1-74) und einem C-terminalen (Aminosaure 268-369). Durch ZnT8
gelangen zweifach positiv geladene Zinkionen aus dem Zytosol in die sekretorischen
Vesikel der Beta-Zellen, welche zu den Zellen mit dem groften Zinkgehalt im

gesamten Korper zahlen (Chimienti 2006).
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Abbildung 1: Zink-Transporter 8 (Wenzlau 2007)

Zink ist fur den Zellstoffwechsel sehr wichtig: Es wird bendtigt zur DNA-Replikation,
fur die Aktivitat metabolischer Enzyme und zum Schutz der Zelle vor Schaden durch
Apoptose oder oxidativen Stress. Daruber hinaus ist Zink ein wichtiger Mediator des

Insulinstoffwechsels. Zwei Zn?*-lonen bilden in den sekretorischen Vesikeln der Beta-
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Zelle mit sechs Insulinmolekllen stabile Hexamere, welche in dieser Form
gespeichert und via Exozytose auf externe Stimulation hin sezerniert werden
(Chimienti 2006). Wird Zink auf diesem Weg frei, hat es eine Funktion in der
parakrinen und autokrinen Kommunikation der Zellen, indem es die Aktivitat
benachbarter Alphazellen moduliert, so dass die Glucagon-Sekretion gestoppt wird
(Gyulkhandanyan 2008, Chimienti 2004). Man geht davon aus, dass es zwischen
Zink und Typ 1 und auch Typ 2 Diabetes komplexe Beziehungen gibt, weil auch
Folgeerkrankungen des Diabetes durch oxidativen Stress mitverursacht werden,
wobei Zinkmangel ursachlich beteiligt sein konnte (Chausmer 1998). Unter
Supplementation von Zink bei Typ 2 Diabetikern wurde weniger oxidativer Stress
nachgewiesen (Roussel 2003). Diese und weitere Beobachtungen lassen annehmen,

dass Zink eine Rolle bei der Homdostase des Glucosespiegels spielt (Smidt 2009).

Einen Zusammenhang zwischen diesem lonen-Transporter und Typ 1 Diabetes
untersuchte eine Forschergruppe in Denver, indem sie nach spezifisch in Beta-Zellen
exprimierten Genen suchte. Mittels Microarray-Technologie wurde die mRNA-
Transskription in 79 menschlichen Geweben untersucht. Ergebnis dieses Screenings
waren 300 Gene, die in den Langerhans-Inseln eine vergleichsweise starkere
Expression aufwiesen. Nach Ausschluss von 200 Genen, die starker in Alpha-Zellen
bzw. in Insulinom-Zellen exprimiert wurden, blieben 100 Kandidaten-Gene ubrig,
deren Transskriptions-Frequenz im Pankreas mit der in 49 anderen menschlichen
Geweben verglichen wurde. Anhand eines aus Pankreas-Spezifitat und mRNA-
Transkription gebildeten Index wurden die Kandidaten geordnet. Unter den ersten 68
Kandidaten dieser Liste fanden sich bereits als Autoantigen beim Typ 1 Diabetes
bekannte Proteine wie Insulin, GAD65, IA-2, IA-2(3, IAPP, IGRP und weitere
Molekule, die Ziel der Autoimmunitat sind. Bezlglich Pankreas- und Insel-Spezifitat
sowie der Hohe der Expression in Inselzellen rangierte ZnT8 weit vorne. Haufiger im
menschlichen Pankreas exprimiert werden nur Insulin, GAD2 und IGRP, was darauf
hindeutete, dass ZnT8 ebenfalls ein Autoantigen flr Typ 1 Diabetes ist. Dies konnte
bestatigt werden, indem bei 63% einer Kohorte von neu diagnostizierten Typ 1
Diabetikern Autoantikdrper gegen ZnT8 nachgewiesen wurden. Als Methode diente
ein Radiobindungsassay, bei dem als Antigen ein in vitro-translatiertes Konstrukt aus
COOH und NH; verwendet wurde. Die Sensitivitat war vergleichbar mit der der
Testverfahren fur GADA, IA-2A und IAA. Die Zahl der Personen, die Autoantikorper-
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negativ waren, sank durch ZnT8A von 13 auf 4, wahrend nun 183 statt 160 Personen
mehr als zwei Autoantikdrper bildeten (Wenzlau 2007).

Im Diabetes Antibody Standardization Program (DASP)-Workshop konnte im Jahr
2009 belegt werden, dass ZnT8A deutlich zwischen gesunden und kranken
Individuen unterscheiden konnten und dass Sensitivitdt und Spezifitat des
Radiobindungsassay vergleichbar zu den bereits etablierten Autoantikoérpern ist. Die
Sensitivitat eines Radiobindungsassays, der gleichzeitig Autoantikorper gegen die
beiden haufigsten Varianten von ZnT8A-COOH misst, ist hdher als die anderer
Testmethoden (Lampasona 2011). Molekule, die von Autoantikbrpern beim Typ 1
Diabetes erkannt werden, sind typischerweise auch Ziele flr autoreaktive T-Zellen
(Monti 2009). Deshalb wurden im peripheren Blut von Typ 1 Diabetikern und
entsprechenden Kontrollpersonen IFN-g-produzierende T-Zellen untersucht, die fur
ZnT8 spezifisch sind. Es konnte nachgewiesen werden, dass ZnT8 bei Menschen mit
Typ 1 Diabetes ebenfalls ein Ziel fir krankheitsspezifische, autoreaktive T-Zellen ist
(Dang 2011). Bei Patienten mit Typ 1 Diabetes wurde erforscht, dass der Titer von
ZnT8A bereits im ersten Jahr nach Manifestation signifikant sinkt und auch in den
folgenden 4 Jahren weiter fallt, wohingegen IA-2A und v.a. GADA weniger stark
sinken bzw. konstant bleiben (Vaziri-Sani 2010). Die Bestimmung von ZnT8A in
Intervallen von 3 Monaten nach Manifestation wird fur die Einschatzung des
Absinkens der ZnT8-spezifischen Autoimmunitat als sinnvoll erachtet (Wenzlau
2010).

SLC30A8, das fur ZnT8 kodierende Gen
SLC30A8, welches fur den Zink Transporter 8 kodiert, ist auf Chromosom 8q24.11

lokalisiert. Es ist eines von neun menschlichen Genen, die fir transmembrane

Proteine kodieren, die Zn** aus der Zelle in intrazelluldre Kompartimente
transportieren (Wenzlau 2008). Bereits in Untersuchungen des genetischen
Hintergrundes des Typ 2 Diabetes wurde ein Polymorphismus im Gen von ZnT8
entdeckt, der mit dem Auftreten von Typ 2 Diabetes assoziiert war (Sladek 2007,
Scott 2007). Dieser Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (SNP) rs13266634 kodiert fur
die Aminosaure 325 auf dem COOH-Ende von ZnT8 und zwar entweder fur die
Aminosauren Arg (C), Trp (T) oder GIn (Q). Bislang konnte bei nicht-diabetischen

Verwandten von Typ 2 Diabetikern ein Bezug zwischen dem Haupt-Allel (C-Allel) des
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SNPs zu reduzierter Sekretion von Insulin im IVGTT nachgewiesen werden (Staiger
2007), sowie eine Beeintrachtigung der Konversion von Proinsulin zu Insulin
(Kirchhoff 2008).

Auch beim Typ 1 Diabetes ist der SNP rs13266634 ein Schlusselfaktor fur die
autoimmune Reaktivitat gegen ZnT8, da 2 Epitope durch den Polymorphismus an
Stelle 325 definiert werden. Damit bietet der SNP die bisher einzige polymorphe
Variante eines Antigens, die als Determinante humoraler Autoreaktivitat bekannt ist
(Wenzlau 2008). Die hochste Sensitivitat zeigen ZnT8A der untersuchten Typ 1
Diabetiker fur die Arg-Variante, gefolgt von der Trp-Variante und der GIn-Variante.
Die Autoantikorper binden auch an mehrere Epitope mit bestimmten Mustern, z.B.
haufig an alle 3 Epitope, haufig an Arg allein oder an Trp allein, jedoch selten an Gin
in Verbindung mit Arg oder Trp oder an Gin allein. Werden die Spezifitaten fur die
Epitope mit den zugrundeliegenden Genotypen in Verbindung gebracht, lassen sich
je nach Auspragung verschiedene Beziehungen erkennen. Dabei ist vor allem
entscheidend, welche Allele in homozygoter oder heterozygoter Weise vorliegen:
Autoantikorper gegen die Arg-Form von ZnT8 sind am hochsten bei Personen mit
homozygotem CC-Genotyp, am niedrigsten bei Personen mit TT-Genotyp und liegen
bei heterozygoten Personen dazwischen. Entsprechendes gilt fir Autoantikdrper
gegen die Trp-Form; fur Autoantikorper gegen die GIn-Form zeigten sich keine
signifikanten Variationen des rs13266634 Genotyps (Wenzlau 2008).
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4. Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollen in einer grofden, prospektiv untersuchten Kohorte
Autoantikorper gegen ZnT8 bestimmt werden. Dabei sollen verschiedene
Charakteristika wie Alter des ersten Auftretens von ZnT8A, Zusammenhang mit dem
Auftreten der bereits bekannten Autoantikdrper IAA, GADA und IA-2A und Bindung
an die Varianten von ZnT8 berucksichtigt werden. Weiterhin soll herausgefunden
werden, ob durch Bestimmen der Autoantikérper-Profile das Risiko, Typ 1 Diabetes
zu entwickeln, besser stratifiziert werden kann. Dies soll insbesondere auch durch
Bestimmung des SLC30A8-Genotyps und Analyse der Zusammenhange zwischen
Genotyp und Autoantikdrper-Profil ermittelt werden. Zuletzt soll die Frage
beantwortet werden, ob hierdurch Kinder mit hohem Risiko identifiziert werden
kénnen, die zur weiteren Entschlisselung der Pathogenese untersucht oder in

Interventionsstudien eingeschlossen werden kdnnen.

Spezifische Fragestellungen:

1) Wie hoch ist die Pravalenz des Autoantikorpers gegen ZnT8 in einer Kohorte
pradiabetischer Kinder mit erstgradig Verwandten mit Typ 1 Diabetes? Wann
treten ZnT8A auf, wie ist der Zusammenhang mit dem Auftreten anderer Insel-
Autoantikorper und der Diabetes-Manifestation?

2) Welcher Zusammenhang stellt sich zwischen dem SLC30A8-Genotyp und
dem Auftreten der Autoantikdrper gegen die polymorphen Varianten von ZnT8
dar?

3) Welche Ruckschlisse und Vorhersagen lassen sich dadurch Uber das Risiko
treffen, an Typ 1 Diabetes zu erkranken? Lasst sich das Diabetes-Risiko so

stratifizieren?
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5. Material und Methoden

5.1. Untersuchungsgruppen

Die getesteten Proben stammen von 1633 Kindern, die einen Verwandten ersten
Grades mit Typ 1 Diabetes haben. Sie sind Teilnehmer der prospektiven Studie der
Forschergruppe Diabetes der Technischen Universitat Minchen BABYDIAB. Fur
BABYDIAB wurden von 1989 bis 2000 insgesamt 1650 Kinder ab Geburt
eingeschlossen, die mindestens einen Verwandten mit Typ 1 Diabetes haben. Die
Familien wurden gebeten, Blutproben des Kindes bei Geburt, nach 9 Monaten, 2, 5,
8, 11, 14 und 17 Jahren zu schicken, um verfolgen zu kénnen, ob und wann diese
Kinder Insel-Autoantikérper und schlieRlich Diabetes entwickeln (Ziegler 1999). Alle
Proben wurden auf Autoantikdrper gegen Insulin, GAD, IA-2 und ICA untersucht; aus
der Probe im Alter von 2 Jahren wurde zusatzlich der HLA-Genotyp bestimmt
(Schenker 1999). Falls bei einem Kind ein oder mehrere Autoantikdrper positiv
gemessen wurden, wurde eine Probe innerhalb von 6 Monaten angefordert, um den
Antikdrperstatus zu bestatigen. Danach wurden jahrlich Proben getestet. Bei
Kindern, die Diabetes entwickelten, wurden keine weiteren Proben gesammelt.
Autoantikorper-positive Kinder machten alle 6-12 Monate einen OGTT, um eine
pathologische Glucoseverwertung moglichst frih zu erkennen (Bonifacio 2004). Die
mediane Verlaufszeit lag bei 10,8 Jahren (IQR 8,2-12,8).

Fur die vorliegende Arbeit wurden alle verflUgbaren Proben von 1633 Personen
zusatzlich zu den vorliegenden Markern auf Autoantikdrper gegen ZnT8 untersucht,
wobei die Nachverfolgungszeit entweder mit Manifestation des Diabetes oder mit
einem letzten Kontakt im April 2008 (Studienendpunkt) endete. Die kumulative Drop-
out-rate war bei BABYDIAB 2%, 8%, 17% und 23% im Alter von 2, 5, 8 und 11
Jahren. Im April 2008 hatten 128 Kinder Autoantikorper gegen Insulin, GAD und |A-2
entwickelt, die in mindestens 2 aufeinanderfolgenden Proben positiv gemessen
werden konnten. Darunter waren 69 Kinder, die 2 oder mehr Autoantikorper aus 1AA,
GADA und IA-2A aufwiesen (multiple Autoantikdrper) und 42 Kinder, die Typ 1
Diabetes entwickelt hatten. Alle Familien gaben schriftlich ihre Zustimmung zur
Teilnahme an den Studien. Die BABYDIAB-Studie war von der zustandigen

Ethikkommission genehmigt.
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5.2. Bestimmung der Autoantikorper gegen Insulin, GAD und IA-2

Die Autoantikérper gegen Insulin, GAD und IA-2 wurden in Protein A/G-
Radiobindungsassays bestimmt. IAA wurden unter Verwendung von '?°l-markiertem
Insulin gemessen (Naserke 1998), GADA und IA-2A mittels [**S]-Methionin-
markiertem in vitro-translatiertem/ -transskribietem rekombinantem humanen
GADG5 bzw. IA-2 (Ziegler 1999). Die Grenzen fur Positivitat wurden anhand der 99.
Perzentile eines Kontrollkollektivs festgelegt und betrugen fur IAA 1,5 U (Bonifacio
2004), fur GADA 25 WHO U/ml und fur 1A-2A 4 WHO U/ml. Mit diesen Grenzwerten
hatten die Testverfahren im DASP-Workshop Sensitivitdten und Spezifitaten von
70% und 99% fur IAA, von 86% und 93% fur GADA und von 72% und 100% fur IA-
2A (Tdrn 2008) und 84% und 100% fur multiple Autoantikorper.

5.3. Bestimmung der Autoantikorper gegen ZnT8

Um Testverfahren fur die Bestimmung von ZnT8A zu etablieren wurden die cDNAs,
die mit den Amino-terminalen Domanen (Aminosaure 1-74) und den Carboxyl-
terminalen Domanen (Aminosaure 268-369) der R325-, W325- oder Q325-Varianten
von ZnT8 korrespondieren, mittels RT-PCR von der ganzen RNA menschlicher
pankreatischer Inseln amplifiziert. Gen-spezifische Primer schlossen eine EcoRI
Restriktions-Stelle und, im Falle des Vorwarts-Primers, auch ein kunstliches Start-
Kodon innerhalb des Kontextes einer kanonischen Kozak-Sequenz ein. Die
amplifizierten cDNAs wurden in die EcoRI-Stelle des pTnT Plasmid Vektors
(Promega, Hercules, CA, USA) kloniert. Die Klone, die zur Expression des Proteins
gebraucht wurden, wurden auf ihre korrekte Sequenz und Orientierung hin Gberpruft.
Fir die in vitro-Transskription und -Translation wurde die Plasmid-DNA mit Qiagen
midi-Saulen (Qiagen, Hilden, Deutschland) vorbereitet. Die cDNAs wurden
freundlicherweise von V. Lampasona (San Raffaele Scientific Institute, Mailand,
Italien) zur Verfligung gestellt.

ZnT8A wurden ebenfalls im Protein A-Radiobindungsassay bestimmt. Autoantikorper
gegen den COOH-terminalen Teil von ZnT8 (ZnT8A-COOH) wurden mit COOH-
terminalen (Aminosaure 268-369) Konstrukten der ZnT8-R325- (ZnT8RA),
beziehungsweise -W325- (ZnT8WA) oder -Q325 (ZnT8QA) -Varianten gemessen.
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Autoantikorper gegen den NHj-terminalen Teil von ZnT8 wurden mit einem NHo-
terminalen (Aminosaure 1-74) Konstrukt gemessen.

Von jeder Serumprobe wurden 2 pl im Doppelansatz in 96er deep-well Platten
(Polystyrol, 96 wells, Beckman Coulter) pipettiert. Darauf wurden 25 pl eines
Gemisches mit 25000 cpm des [*°S]-markierten, in vitro-transskribierten/ -
translatierten (TNT® SP6 Quick Coupled Transcription/ Translation System,
Promega, Mannheim, Germany) rekombinanten humanen ZnT8-Konstruktes und
TBST-Puffer (20 mM Tris gepufferte Saline, pH 7,4, 0,15% Tween-20) mit 0,1% BSA
gegeben. Dieser Ansatz mit einer Menge von 27ul wurde kurz bei 500 rpm
zentrifugiert, dann 30 Sekunden bei 1000 rpm auf einem orbital shaker gerittelt, mit
Parafilm (Sigma) abgedeckt und Uber Nacht bei 4° C inkubiert. Am nachsten Tag
wurde 1,5 mg Protein A-Sepharose (Amersham, UK), vorgequollen in 50 ul TBST, in
jedes well pipettiert, die Platten wiederum kurz zentrifugiert und bei 1000 rpm 60
Minuten geruttelt, damit sich Immunkomplexe bilden koénnen. Nach dieser
Inkubationszeit wurden die Platten 5 mal gewaschen: 800ul eiskalter harmonisierter
TBST-Puffer wurde jedem well mit einem Dispensor zugegeben und die Platte 5
Minuten bei 500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, so dass 100ul in
jedem well zurick blieben. Daraufhin wurde die Platte kurz geschuttelt und wieder
mit Puffer versetzt. Nach dem Waschen wurden die Antigen-Antikérper-Komplexe mit
einer Multipipette in eine Messplatte (Optiplate, Packard Instruments, Meriden, CT)
Uberfuhrt, auf der jedem well 150ul Szintillationsflussigkeit (Microscint 40 scintillant,
Packard) zugegeben wurden. Die Platten wurden mit Klebefilm (Topseal)
verschlossen und mit Alufolie gegen Lichteinfall geschutzt, bevor in einem Beta-
counter (Topcount Microplate Scintillation Counter, Packard, Deutschland) die
Radioaktivitat gemessen wurde.

Die Ergebnisse wurden in Units angegeben, die aus Standardkurven abgeleitet
wurden. Diese entstanden, indem bei allen ZnT8-COOH Tests gemischte Seren von
20 Patienten mit neu manifestiertem Diabetes mit gemischten Seren gesunder
Spender verdunnt und mitgetestet wurden. Bei den ZnT8-NH, Tests wurden
Verdunnungen eines Serums eines Patienten mit sehr starker Bindung des NH»-
terminalen Konstruktes mitgemessen. Die Grenzen fur Positivitat wurden im Q-Q-Plot
anhand der 99. Perzentile eines Kontrollkollektivs festgelegt und betrugen fur
ZnT8RA 16 U/ml, fur ZnT8WA 30 U/ml, fir ZnT8QA 60 U/ml und fir ZnT8A NH, 15
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U/ml. Die Grenzwerte fur ZnT8A wurden durch eine Analyse von Q-Q-Plots in einem
getrennten Testansatz mit Seren von 100 Spendern und 415 Patienten mit Typ 1
Diabetes validiert. Die inter-assay Variationskoeffizienten flir Proben mit mittlerem
positivem Antikorpertiter waren 17% (ZnT8RA), 16% (ZnT8WA), 19% (ZnT8QA) und
14% (ZnT8A-NH>).

Fir diese Arbeit wurde ZnT8A-COOH bei allen Kindern zuerst in der letzten
verfugbaren Probe bestimmt (n=1633). Bei Kindern, die Typ 1 Diabetes entwickelten,
wurde die letzte Probe vor der Diagnose und, soweit verfugbar, eine Probe zum
Zeitpunkt der Diagnose gewahlt. ZnT8A-NH, wurde in der letzten verfugbaren Probe
von 574 Kindern gemessen. Darunter befanden sich alle Kinder, die fur ZnT8A-
COOH und/oder einen anderen Insel-Autoantikorper (IAA, GADA, IA-2A) positiv
gemessen wurden. Bei den Kindern, bei denen irgendeine der ZnT8A-Varianten

gemessen wurden, wurden alle verfligbaren Proben des Verlaufs getestet.

5.4. Genotypisierung von SLC30A8

Aus heparinisiertem Blut von 1170 Kindern wurde im standardisierten Verfahren
genomische DNA extrahiert und der Genotypisierung des SNP rs13266634, der fur
die polymorphen Varianten an Position 325 von ZnT8 Arg oder Trp (R325W) kodiert,
im Tagman Assay (assay ID C_357888 10, Applera ltalia, Monza, Italien)
unterzogen, entsprechend der Anweisung des Herstellers mit einem ABI 7000 (ABI
Whaltam, MA). Selektierte Genotypen wurden durch automatisiertes Sequenzieren

auf einem ABI 3130 Sequenzierer (ABI Whaltam) verifiziert.

5.5. Statistik

Mit dem Mann-Whitney U oder dem Kruskal-Wallis H Test wurden die
kontinuierlichen Variablen zwischen den Gruppen verglichen. Mit dem Fischer's
exact Test oder dem Chi-squared Test for trend wurden die Pravalenzen zwischen
den Gruppen verglichen. Mit Hilfe von Life-table-Analysen wurde die kumulative
Haufigkeit von ZnT8A-COOH bei Kindern bestimmt und das Diabetes-Ergebnis bei
Autoantikorper-positiven  Kindern mit verschiedenen kovariaten Kategorien

verglichen. Ein Kind wurde als ZnT8A-COOH-positiv betrachtet, wenn es mindestens
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2 aufeinanderfolgende positive Proben fur Autoantikdrper gegen eine oder mehr der
ZnT8-COOH-Varianten aufwies. Als Ereigniszeitpunkt wurde die erste ZnT8A-
COOH-positive Probe angenommen. Die Analysen berlcksichtigten eine Zensierung
bei Verlusten im follow-up und bei Kindern mit negativem ZnT8A-COOH-Status im
Verlauf das Alter bei der letzten Autoantikdrper-negativen Probe. Fur Berechnung
des Diabetes-Risikos bei Inselautoantikorper-positiven Kindern wurde die Zeit
zwischen der ersten Autoantikorper-positiven Probe und der Diagnose Typ 1
Diabetes bzw. dem letzten Kontakt als Ereigniszeitpunkt flir den Diabetes-Status
definiert. Bei Kindern, bei denen die Life-table-Analyse nur die Untergruppe Kinder
mit ZnT8-COOH bericksichtigte, wurde als Ereigniszeitpunkt die Zeit zwischen der
ersten ZnT8A-COOH-positiven Probe und der Diagnose Diabetes bzw. dem letzten
Kontakt definiert. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mit
dem log rank test bestimmt. Die ,area under the curve“ (AUC) der ZnTRA- und
ZnT8WA-Bindung im Verlauf wurde fur Kinder mit Reaktivitat gegen beide Varianten
mit der Thai's Formel kalkuliert. Die AUC-Kalkulation bertcksichtigte die direkte
(cmp) Bindung der R325 und W325 Varianten, die entsprechend in allen Proben
eines Kindes gemessen wurde. Fur alle Analysen wurden ein p-Wert=0,05 als
signifikant angenommen. Die statistischen Analysen wurden mit dem Statistical
Package for Social Science (SPSS 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgeflhrt.
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6. Ergebnisse

6.1. Pravalenz und Zeitpunkt der Entstehung von ZnT8A, Auftreten anderer

Insel-Autoantikorper

Um die Haufigkeit und das Alter der Entstehung von Autoantikérpern gegen ZnT8 bei
Kindern mit einem erstgradig Verwandten mit Typ 1 Diabetes zu bestimmen,
untersuchten wir 1633 Kinder der BABYDIAB-Studie, die prospektiv von Geburt an
beobachtet wurden. Als Autoantikdrper-positiv galten Personen, die in mindestens 2
Proben Werte Uber dem Grenzwert fur den jeweiligen Autoantikérper erreicht hatten.
War nur eine Serumprobe positiv fur Autoantikdrper, galt die Person bis zur
Bestatigung des Ergebnisses durch eine zweite Probe als Autoantikdrper-negativ.
Anders bei Probanden mit Typ 1 Diabetes: Hier reichte bereits eine positive Probe
aus, um als Autoantikdrper-positiv zu gelten (Bonifacio 2004). Getestet wurden alle
verfugbaren Proben eines Kindes. 58 Kinder aus BABYDIAB bildeten persistierende
Autoantikorper (ZnT8A-COOH) gegen mindestens eines der COOH-terminalen
ZnT8-Konstrukte mit entweder Arg, Trp oder GiIn an Stelle 325. ZnT8A-COOH traten
im medianen Alter von 3,2 Jahren (IQR 2,1-5,4) auf. Ihre kumulative Haufigkeit lag
bei 2,8% (95% CI, 2,0-3,6) im Alter von 5 Jahren, 3,7% (2,7-4,7) im Alter von 8
Jahren und 4,6% (3,3-5,9) im Alter von 11 Jahren (Abbildung 2a).

Unter den 58 ZnT8A-COOH-positiven Kindern waren 50 von 69 (72,5%) Kinder, die
multiple Insel-Autoantikdrper (mindestens zwei von IAA, GADA und IA-2A) entwickelt
hatten, 5 von 59 (8,5%) mit einem einzelnen anderen Autoantikorper (3 Kinder waren
nur far IAA positiv, 2 nur fur GADA) und 3 von 1505 (0,2%) Insel-Autoantikdrper-
negativen Kindern. Die ZnT8A-COOH gingen bei einem Kind der Entwicklung
anderer Autoantikorper voran, bei 24 Kindern erschienen sie zur selben Zeit und bei
30 Kindern nach einem anderen Autoantikorper.

Autoantikorper gegen das NHj-terminale Konstrukt von ZnT8 (ZnT8A-NH;) wurden
bei 20 von 574 (3,5%) Kindern der BABYDIAB-Studie nachgewiesen, wovon 8
(13,8%) Kinder auch ZnT8A-COOH-positiv waren, 2 (2,8%) von 72 ZnT8A-COOH-
negativ aber positiv fir andere Insel-Autoantikorper waren und 10 (2,3%) von 444
negativ fur alle anderen Autoantikdrper waren (p<0,0001). ZnT8A-NH, erschienen

erstmalig im medianen Alter von 6,3 Jahren (IQR 3,6-11,4), also spater als ZnT8A-
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COOH (p=0,01).

a 12 b ZnT8RA

Autoantikorper Haufigkeit (%)
[«2)

0 2 5 8 11 14
Alter (Jahre)
ZnT8A 1633 1495 1330 951 427 86 ZnT8WA ZnT8QA
IAA 1633 1485 1311 943 423 83
GADA 1633 1500 1325 947 421 86
IA-2A 1633 1506 1340 970 443 92
Abbildung 2

Auftreten der Autoantikorper gegen die COOH-terminale Doméane von ZnT8 (ZnT8A-COOH) bei
Kindern mit einem Verwandten ersten Grades mit Typ 1 Diabetes.

a: Life-table-Analyse: Kumulatives Risiko fir die Entwicklung von ZnT8A-COOH, I1AA, GADA und
IA-2A bei 1633 Kindern der BABYDIAB-Studie. Die Zahlen unter der Abszisse stehen fur die
Anzahl der verbliebenen ZnT8A-COOH-negativen Kinder des jeweiligen Alters.

b: Das Mengendiagramm zeigt die Anzahl der ZnT8A-COOH-positiven Kinder, die Autoantikdrper
gegen die ZnT8-Varianten R325 (ZnT8RA), W325 (ZnT8WA) und/oder Q325 (ZnT8QA)

entwickelten.

6.2. Reaktivitat der Autoantikoper gegen die Varianten von ZnT8

Unter den 58 ZnT8A-COOH-positiven Kindern hatten 54 (93,1%) Autoantikorper
gegen die R325-Variante (ZnT8RA), 46 (79,3%) gegen die W325-Variante (ZnT8WA)
und 46 (79,3%) gegen die Q325-Variante (ZnT8QA; Abbildung 2b). Das Screening
fur ZnT8RA und ZnT8WA konnte alle 58 ZnT8A-COOH-positiven Kinder
identifizieren. Die Mehrheit dieser Kinder (67%) bildete Autoantikdrper gegen alle
drei Varianten. Neun Kinder (15,5%) hatten Autoantikorper gegen nur eine einzige
Variante. Insgesamt betrachtet konnten 6 verschiedene Muster der Reaktivitat
beobachtet werden (Abbildung 2b).

Die Reaktivitdt der Autoantikdrper im Verlauf ist bei den Kindern heterogen

(Abbildung 3). Die Halfte der Kinder hatte Autoantikdrper gegen alle Varianten mit
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ahnlicher Dynamik im Verlauf der Zeit (Abbildung 3a). Andere Muster zeigten
signifikant starkere (Abbildung 3b) und/oder fruhere (Abbildung 3c) Bindungen der

Autoantikdrper gegen eine der Varianten. Es gab auch Kinder, die im Verlauf nur

gegen eine einzige Variante Autoantikdrper bildeten (Abbildung 3d).
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Abbildung 3

ZnT8A-COOH im Verlauf. Beispielhafte Kurven werden gezeigt fir Kinder, die Autoantikérper sowohl
gegen die ZnT8-R325-Variante als auch gegen die ZnT8-W325-Variante gebildet haben (a-c), und fir
Kinder, die im Verlauf Autoantikbrper gegen die ZnT8-R325-Variante aber nicht gegen die W325-
Variante haben (d).
durchgezogener Linie zeigen ZnT8WA.

Kreise verbunden mit gestrichelter Linie zeigen ZnT8RA, Dreiecke mit

6.3. Die Epitop-Spezifitit von ZnT8A steht in Zusammenhang mit dem
SLC30A8-Genotyp

Fir die Analyse des Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (SNP) rs13266634 (R325W)

war DNA von 128 Autoantikdrper-positiven Kinder verfugbar, darunter 52 ZnT8A-
COOH-positive und 1042 Insel-Autoantikérper-negative Kinder (Tabelle 1).
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ZnT8A-COOH-positive Kinder

SLC30A8 SNP ZnT8RA-pos ZnT8RA-pos ZnT8RA-neg
rs13266634 ZnT8WA-neg ZnT8WA-pos ZnT8WA-pos
Genotyp
n 11 37 4
CC 31 9 (7) 22 (16) 0
CT 17 2 13 (1) 2 (2)
TT 4 0 2(2) 2(2)

ZnT8A-COOH-negative Kinder

SLC30A8 SNP positiv fir andere Inselzell- | negativ fur andere Inselzell-
rs13266634 Autoantikorper Autoantikdrper
Genotyp

n 76 1042

CC 533 33 (1) 500

CT 485 35 (5) 450

TT 100 8 92

Tabelle 1

Verteilung der SLC30A8 SNP rs13266634-Genotypen bei 52 ZnT8A-COOH-positiven und 1118
ZnT8A-COOH-negativen Kindern. ZnT8A-COOH-positive Kinder wurden nach Autoantikérper-Bindung
gegen die ZnT8-R325- (ZnT8RA) und -W325 (ZnT8WA) -Varianten gruppiert. ZnT8A-COOH-negative
Kinder wurden nach dem Auftreten von anderen Inselzell-Autoantikbrpern (IAA, GADA, 1A-2A
und/oder ZnT8A-NH;) gruppiert. Die Anzahl der Kinder, die Typ 1 Diabetes entwickelten steht in

Klammern.

Der SLC30A8 SNP rs13266634-Genotyp war sehr stark assoziiert mit dem
Bindungsmuster der ZnT8-R325W-Variante, die von den Autoantikorpern gebunden
wurde. Alle Kinder, die in ihrem Verlauf ZnT8RA -positiv und ZnT8WA-negativ waren,
hatten mindestens ein Allel der fur die Arginin-kodierenden R325-Kodon-Variante
CCG (C-Allel), darunter 9 Kinder (82%), die homozygot (CC-Genotyp) waren.

Im Gegensatz dazu hatten alle 4 Kinder, die in ihrem Verlauf ZnT8RA-negativ, aber
ZnT8WA-positiv waren, mindestens ein Allel der flr die Tryptophan-kodierenden
W325-Kodon-Variante TCG (T-Allel), darunter 2 Kinder mit homozygotem (TT-
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Genotyp) Genotyp (p=0,001; Tabelle 1).

Die Verteilung des SLC30A8-Genotyps bei den Kindern, deren ZnT8A-COOH sowohl
an die R325- als auch an die W325-Variante banden, war vergleichbar zur Verteilung
bei Insel-Autoantikdrper-negativen Kindern (p=0,2; Tabelle 1). Interessanterweise
zeigte der SLC30A8-Genotyp Assoziationen zur relativen Autoantikdrper-Bindung
gegen die ZnT8-R325W-Varianten bei diesen Kindern (Abbildung 4).
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Abbildung 4

Der relative Titer der Autoantikérper-Reaktionen gegen die ZnT8-R325- und -W325-Varianten Uber die
Zeit wurde bestimmt durch den SLC30A8 SNP rs16889462-Genotyp bei 37 Kindern, die gegen beide
R325W-Varianten Autoantikdrper entwickelten (p=0,004). Der individuelle Anteil der AUC fir ZnT8RA
geteilt durch die AUC fur ZnT8WA wurde dargestellt in Beziehung zum SLC30A8 SNP rs16889462-
Genotyp (CC, CT oder TT).

Der AUC ZnT8RA/AUC ZnT8WA-Quotient war bei den 22 Kindern, die den CC-
Genotyp aufwiesen, signifikant hoher (medianer Quotient 0,7; IQR 0,3-11,5) als bei
den 13 Kindern mit dem CT-Genotyp (0,3; 0,2-0,4) und den 2 Kindern mit dem TT-
Genotyp (p=0,004).

6.4. Stratifizierung des Diabetes-Risikos bei ZnT8A-COOH-positiven Kindern
34 (59%) der 58 Kinder, die fur ZnT8A-COOH positiv gemessen wurden, 8 (11%) der
73 Kinder, die fur ZnT8A-COOH negativ gemessen wurden aber andere Insel-

Autoantikdrper aufwiesen und keines der 1502 Insel-Autoantikdrper-negativen Kinder

entwickelte Diabetes (p<0,0001). Das kumulative 5-Jahres-Diabetes-Risiko vom
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Auftreten von ZnT8A-COOH lag bei den 58 Kindern bei 48% (95% CI, 34-62). Durch
die zusatzliche Bestimmung von ZnT8A-COOH konnte das Risiko bei Kindern, die
vorher auf der Basis von IAA, GADA und IA-2A als einfach oder mehrfach positiv

klassifiziert wurden, genauer bestimmt werden (p<0,0001, Abbildung 5).
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Abbildung 5

Der ZnT8A-COOH-Status stratifiziert das Diabetes-Risiko bei Insel-Autoantikdrper-positiven Kindern
(p<0,0001). Die kumulative Progression zu Diabetes wurde fir 55 ZnT8A-COOH-positive Kinder
(durchgehende Linie) und fur 73 ZnT8A-COOH-negative aber IAA-, GADA- und/oder IA-2A-positive
Kinder (gepunktete Linie) gezeigt. Die Kinder wurden ab der ersten Autoantikdrper-positiven Probe
verfolgt. Die Zahlen unter der Abszisse bedeuten die Anzahl der verbleibenden Nicht-diabetischen

Kinder im Verlauf.

59 Kindern wiesen nur einen Autoantikdrper (IAA, GADA und IA-2A) auf. Davon
konnte bei 5 Kindern ZnT8A-COOH nachgewiesen werden. Von diesen 5 jetzt als
multipel Autoantikdrper-positiv klassifizierten Kindern entwickelten 3 (60%) im Verlauf
Typ 1 Diabetes. Im Vergleich dazu entwickelten 2 der verbliebenen 54 (4%) ZnT8A-
COOH negativen Kinder Typ 1 Diabetes (p=0,003). Von den 69 Kindern, die vorher
bereits als multipel, d.h. fir mindestens 2 Insel-Autoantikdrper positiv gemessen
wurden, entwickelten 31 der 50 (62%) ZnT8A-COOH-positiven Kinder und 6 der 19
(32%) ZnT8A-COOH-negativen Kinder im Verlauf Typ 1 Diabetes (p=0.03).
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6.5. Stratifizierung des Diabetes-Risikos durch den SLC30A8-Genotyp

Ein weiteres Ergebnis war, dass homozygote Polymorphismen, die fur die ZnT8-
R325 (CC-Genotyp) oder -W325 (TT-Genotyp) -Varianten kodieren, mit einer
Progression zu Diabetes bei Kindern, die ZnT8A-COOH entwickelten, assoziiert
waren. 77% der ZnT8A-COOH-positiven Kinder mit dem CC- oder TT-Genotyp
entwickelten Diabetes, im Vergleich zu 18% der ZnT8A-COOH-positiven Kinder mit
dem CT-Genotyp (p<0,0001; Tabelle 1). Das 5-Jahres-Diabetes-Risiko bei ZnT8A-
COOH-positiven Kindern mit dem homozygoten CC- oder TT-Genotyp lag bei 59%
(95% CI, 42-76) und bei 22% bei ZnT8A-COOH-positiven Kindern, die den
heterozygoten CT-Genotyp trugen (0-44; p=0,01; Abbildung 6).

< 100 -
2
w801
o
(/2]
2 60 -
o
Q0
0
O 40 A
(/7]
o
=
£ 204 g e
3 .......
< 0
0 2 4 6 8 10
Verlauf (Jahre)
n — 35 25 19 9 4 2
......... 17 15 10 5 3 3
Abbildung 6

Der SLC30A8-Genotyp stratifiziert das Risiko fur Typ 1 Diabetes bei ZnT8A-COOH-positiven Kindern.
Die kumulative Progression zu Diabetes wurde fir die 60 ZnT8A-COOH-positiven Kinder gezeigt, bei
denen der SLC30A8-Genotyp bestimmt wurde. Die Kinder wurden nach SLC30A8 SNP rs13266634-
Genotypen gruppiert: Homozygote CC- oder TT-Genotypen (durchgezogene Linie) oder heterozygoter
Genotyp CT (gepunktete Linie). Der Verlauf wurde von der ersten ZnT8A-COOH-positiven Probe aus
kalkuliert. Die Zahlen unter der Abszisse stehen fur die Anzahl der verbleibenden Nicht-diabetischen

Kinder im Verlauf.
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Bei den Kindern, die Autoantikorper gegen alle 3 Varianten aufwiesen, entwickelten

die Kinder mit heterozygotem CT-Genotyp signifikant weniger Diabetes (p=0,0004;

Tabelle 2).
SLC30A8 SNP ZnT8RA+ | ZnT8RA+ | ZnT8RA+ | ZnT8RA+ ZnT8RA- ZnT8RA-
rs13266634 ZnT8QA- | ZnT8QA+ | ZnT8QA+ | ZnT8QA- | ZnT8QA+ | ZnT8QA-
Genotyp ZnT8WA- | ZnT8WA- | ZnT8WA+ | ZnT8WA+ | ZnT8WA+ | ZnT8WA+
CcC 4 (3) 5(4) 19 (13) 3 (3) 0 0
CT 1 1 13 (1) 0 1(1) 1(1)
TT 0 0 2(2) 0 0 2(2)
Tabelle 2

Verteilung des SLC30A8 SNP rs13266634-Genotyps bei 52 ZnT8A-COOH-positiven Kindern, die
geman ihrer Autoantikérper gegen die ZnT8-R325- (Zn8RA), -W325- (ZnT8WA) und -Q325 (ZnT8QA)

-Varianten gruppiert wurden. Die Anzahl der Kinder, die Typ 1 Diabetes entwickelten, steht in

Klammern.

Eine weitere Stratifizierung der ZnT8A-COOH-positiven Kinder auf der Basis der

Reaktivitat gegen die R325W-Varianten resultierte in kleinen Anzahlen und war

deswegen nicht informativ genug, um zu bestimmen, ob der genetische Effekt auf

das Diabetes-Risiko auf einzelne Epitope begrenzt war. Das Diabetes-Risiko wurde

bei Inselzell-Autoantikorper-positiven Kindern, die ZnT8A-COOH-negativ waren,
durch den SLC30A8-Genotyp nicht signifikant stratifiziert (Tabelle 1).
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7. Diskussion

In der Pathogenese des Typ 1 Diabetes spielen Autoantikorper gegen Inselzell-
Antigene der Beta-Zellen des Pankreas wie IAA, GADA und IA-2A eine
entscheidende Rolle. Viele, aber nicht alle Kinder, die diese Autoantikrper
aufweisen, entwickeln einen Typ 1 Diabetes in der Kindheit (Hummel 2004).

Mit der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in der praklinischen Phase des
Diabetes bei Kindern mit einem Verwandten ersten Grades mit Typ 1 Diabetes
Autoantikorper gegen ZnT8 vorkommen. Dieser Zink-Transporter wurde neben den
bereits als Antigen bekannten Molekulen als zusatzliches Haupt-Zielantigen entdeckt
(Wenzlau 2007). Durch Bestimmung der Autoantikdrper gegen ZnT8-COOH konnte
die Immunantwort genauer erfasst und das Diabetes-Risiko bei Autoantikorper-
positiven Kindern genauer stratifiziert werden. Es wird dargelegt, dass der Genotyp
des fur ZnT8 codierenden Gens SLC30A8 dafur verantwortlich ist, gegen welche
polymorphen Varianten von ZnT8-COOH Autoantikorper gebildet werden. Auch
beeinflusst er bei ZnT8A-COOH-positiven Kindern die Rate der Progression zu
Diabetes.

In der vorliegenden Arbeit wird erstmalig Uber die Immunreaktion gegen ZnT8 und
den Zusammenhang mit dem zugrundeliegenden Genotyp in einer groRe Kohorte
von Kindern berichtet, die einen Verwandten ersten Grades mit Typ 1 Diabetes
haben. Zum grolen Teil handelt es sich dabei um gesunde bzw. in der
pradiabetischen Phase befindliche Kinder. Aufgrund der prospektiven Beobachtung
von Geburt an bestand bei allen Kindern, auch bei bereits an Diabetes erkrankten,
die Maoglichkeit, Blutproben aus der pradiabetischen Phase zu untersuchen. In
festgelegten Zeitabstanden wurden Blutproben mit sensitiven Radiobindungsassays
getestet. Durch dieses Vorgehen lieRen sich auch die Zeitpunkte des Auftretens der
Inselzell-Autoantikdrper, der Autoantikorper gegen die ZnT8-Varianten sowie der
Diabetes-Manifestation genau bestimmen. Ein weiterer Vorteil des langen Verlaufs
ist, dass einmal positiv gemessene Proben durch eine zweite Probe bestatigt werden
konnten und Personen mit transient auftretenden Autoantikérpern identifiziert werden
konnten.

Als Einschrankung dieser Studie ist zu betrachten, dass sie nicht populationsbasiert

ist. Die Daten wurden in einer Kohorte mit Menschen, die ein erhohtes Risiko haben,
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erhoben. Im Gegensatz zu den Kohorten der DIPP-Studie (Kimpimaki 2002) und der
DAISY-Studie (Barker 2004) wurde in der BABYDIAB-Kohorte aber auf eine weitere
Selektierung, z.B. anhand des HLA-Genotyps, verzichtet.

Eine weitere mdgliche Limitierung des Studiendesigns liegt darin, dass bei Kindern,
die fur die bisher bekannten Inselzell-Autoantikrper negativ waren, nur die letzte
verfugbare Probe fir Autoantikbrper gegen ZnT8 getestet wurde. Durch diese
Vorgehensweise kdnnten moglicherweise Probanden mit transienten Autoantikorpern
gegen ZnT8 Ubersehen worden sein.

Eine Starke dieser Arbeit ist, dass die Autoantikdrper im gut untersuchten und
bewahrten Radiobindungsassay gemessen wurden. Neuere Experimente bzgl.
anderer Testmethoden zeigen sich teilweise weniger effektiv wie der in dieser Arbeit
durchgefuhrte Test, z.B. ein Testverfahren mit Biolumineszenz (LIPS; Ustinova
2014). Oder sie weisen eine ahnliche Effektivitat auf, bedurfen aber noch weiterer
Evaluationen, z.B. ein Enzym-gekoppelter Ansatz (Kawasaki 2014). Testansatze, in
denen mehrere Autoantikbrper gleichzeitig evaluiert werden konnen, wie ein
dreifacher Radiobindungsassay, der alle drei Varianten von ZnT8 als separate
Konstrukte in einem einzigen Testansatz (Vaziri-Sani 2011) misst, oder ein Multi-
Autoantigen Radiobindungsassay (MAA; Tiberti 2011), scheinen bislang eher fur ein
Screening der Allgemeinbevolkerung geeignet zu sein. Die hochste Sensitivitat wies
im DASP Workshop von 2009 der Radiobindungsassay mit einem Konstrukt aus R
und W auf (Lampasona 2011).

Zur Genotypisierung von SLC30A8 waren von 72% der Kinder aus der getesteten
Kohorte Proben verfligbar. Allerdings konnten von 91% der Probanden, die positiv
fur Autoantikdrper gemessen wurden, die Daten bzgl. des Genotyps erhoben
werden, sodass die Ruckschlisse auf die Beziehung des Genotyps zum Muster der
Immunantwort gegen ZnT8 kaum durch fehlende Daten beeinflusst wurden.

Die Ergebnisse bzgl. des Auftretens der Autoantikbper gegen ZnT8 entsprechen
denen anderer Arbeitsgruppen, die dieselben Autoantikdrper bei Patienten mit Typ 1
Diabetes gemessen haben. Genauso wie von einer Forschergruppe aus den USA
(Wenzlau 2007) kann auch hier gezeigt werden, dass Autoantikorper gegen ZnT8 vor
allem gegen die COOH-terminale Domane gerichtet sind. In geringerem Ausmal
kommen sie auch gegen die NHz-terminale Domane des Zink-Transporters vor. Auch

bei einer Subgruppe von Patienten mit Diabetes konnte gezeigt werden, dass
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ZnT8A-COOH bei ca. 19% vorliegen. Bei dieser Subgruppe (sog. LADA) manifestiert
sich im Erwachsenenalter klinisch zuerst ein Typ 2 Diabetes. Im weiteren Verlauf
sind diese Patienten auf eine Insulin-Therapie angewiesen und GADA kdnnen
nachgewiesen werden (Lampasona 2010 und Kawasaki 2010).

Durch die Untersuchungen dieser Kohorte mit prospektivem Verlauf kdnnen die
bereits vorliegenden Ergebnisse um Daten erweitert werden, wann Autoantikérper
gegen ZnT8 erstmalig auftreten, in welchem zeitlichen Verhaltnis dies zum Auftreten
der anderen Inselzell-Autoantikdrper steht und wie die zeitliche Beziehung zur
Manifestation des Diabetes ist. ZnT8 ist tatsachlich ein friihes Ziel der Autoantikdrper
bei Kindern mit einem Verwandten ersten Grades mit Typ 1 Diabetes. Circa 4% von
1633 Kindern der BABYDIAB-Studie entwickelten ZnT8A-COOH, etwa die Halfte
davon im Alter von 3 Jahren, wobei das friheste Auftreten im Alter von nur 9
Monaten gemessen wurde. Die kumulative Haufigkeit von ZnT8A-COOH im
Kindesalter war in etwa vergleichbar mit der von IA-2A, womit sie niedriger als die
von GADA und IAA war. Im Hinblick auf das zeitliche Verhaltnis zum Auftreten der
anderen Inselzell-Autoantikdrper wird in dieser Arbeit gezeigt, dass ZnT8A-COOH
nur selten den anderen Inselzell-Autoantikorpern vorrausgeht, bei 44% der ZnT8A-
COOH positiven Kinder aber gleichzeitig als erstes mit IAA, GADA und/ oder 1A-2A
auftritt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen amerikanischer (Wenzlau 2008) und
japanischer (Kawasaki 2008) Patienten mit Typ 1 Diabetes treten auch in dieser
Studie bei den ZnT8A-COOH-positiven Kindern als haufigste Autoantikdrper die
gegen die R325-Variante auf (93%), gefolgt von Autoantikérpern gegen die W325-
Variante. Insgesamt zwei Drittel der ZnT8A-COOH-positiven Kinder bildeten
Autoantikdrper gegen beide polymorphen Varianten, weswegen ein Screening flr
Autoantikdrper gegen die beiden Haupt-Varianten von ZnT8 als geeignete Strategie
angesehen wird, ZnT8A-COOH-positive Probanden zu identifizieren. Eine Gruppe
aus Schweden bestatigte, dass Autoantikorper gegen alle 3 Varianten die
diagnostische Sensitivitat beim Typ 1 Diabetes bei Kindern und Heranwachsenden
verbessern (Andersson 2011). Neuere Daten ergaben Hinweise darauf, dass neben
den in dieser Arbeit getesteten COOH-terminalen Epitopen R325 bzw. W325 ein
weiteres C-terminales nicht-polymorphes Epitop existiert, welches die Immunreaktion

ebenfalls beeinflussen konnte (Wenzlau 2011).
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Autoantikorper gegen die COOH-terminale Domane von ZnT8 waren stark mit der
Manifestation von Typ 1 Diabetes vergesellschaftet. Bei fast der Halfte aller Kinder
dieser Kohorte, die ZnT8A-COOH entwickelten, manifestierte sich Typ 1 Diabetes
innerhalb von 5 Jahren nach dem Auftreten dieser Autoantikérper. Bei Probanden
der TrialNet Natural History Study (NHS), ebenfalls eine prospektive Studie, die
Verwandte ersten oder auch zweiten und dritten Grades von Patienten mit Typ 1
Diabetes untersucht, wurden die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt: Die
Autoantikérper gegen ZnT8 identifizierten innerhalb der fur einen Inselzell-
Autoantikdrper positiv gemessenen Probanden eine Gruppe, welche ein hoheres
Risiko fur Diabetes hat (Yu 2012).

Weiterhin konnen Autoantikorper gegen ZnT8-COOH das Risiko bei Kindern, die
bereits vorher als multipel Autoantikdrper-positiv auf der Basis von IAA, GADA
oder/und IA-2A galten, genauer bestimmen. Besonders konnte das Risiko bei
Verwandten von Typ 1 Diabetikern durch kombinierte Testung der Autoantikorper
gegen IA-23 und ZnT8A-COOH stratifiziert werden. Diese beiden Autoantikdrper
gelten als starke Pradiktoren der Manifestation (DeGrijse 2010) und kdénnen sogar
als alleiniges Screening die Mehrheit der Verwandten ersten Grades von Typ 1
Diabetikern identifizieren, die schnell zu Diabetes voranschreiten (Gorus 2013). Auch
bei LADA-Patienten kénnen unter den GADA-positiven durch zusatzliche
Bestimmung von IAA, I1A-2A und ZnT8A-COOH die identifiziert werden, die schneller
zu einem insulinpflichtigen Diabetes voranschreiten (Kawasaki 2010).

Fur Autoantikorper gegen ZnT8-NH; trifft diese Aussage nicht zu: Sie waren oft
transient und die Halfte der ZnT8A-NH, positiven Kinder entwickelten keine anderen
Insel-Autoantikérper. AuRerdem entwickelte keines der ZnT8A-NH,-positiven Kinder
Diabetes; Autoantikorper gegen die NHz-terminale Domane von ZnT8 tragen also
nicht zu einer genaueren Bestimmung des Diabetes-Risikos bei.

Das hohe Diabetes-Risiko, welches mit ZnT8A-COOH in Zusammenhang steht, ist
vergleichbar zu dem, welches bei Kindern, die Autoantikérper gegen IA-2 und
besonders gegen IA-23 entwickelten, gesehen wurde (Achenbach 2008 und Notkins
1998). Alle diese Strukturen, gegen die sich die Immunreaktion richtet, sind COOH-
terminale zytosolische Teilbereiche von Transmembranproteinen, die in
sekretorischen Vesikeln lokalisiert sind. Dieser Zusammenhang scheint auf die grol3e

Relevanz der Autoimmunitdt gegen solche Proteine im Vergleich zu
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Autoimmunreaktionen gegen andere Proteine der Beta-Zelle in der Pathogenese des

Typ 1 Diabetes hinzuweisen.

Aus den USA und Japan liegen bereits Ergebnisse vor, die zeigen, dass im
SLC30A8-Gen an Position aa325 der COOH-terminalen Domane ein
Polymorphismus existiert, der die Autoantikdrper-Reaktionen bei Patienten mit Typ 1
Diabetes beeinflusst (Wenzlau 2008, Kawasaki 2008). Bei Uber 60% der neu
manifestierten Diabetiker wiesen ZnT8A eine Bindung an diese Stelle auf (Wenzlau
2007). In dieser Kohorte pradiabetischer Kinder wurden Daten erhoben, die
entsprechend den Vorergebnissen zeigen, dass sich die Autoantikdrper-Reaktion je
nach zugrundeliegendem Genotyp unterscheidet. So hat die Allel-Haufigkeit des C-
oder T-Allels Einfluss auf die Ausbildung der Autoantikdrper gegen die ZnT8-R325-
oder -W325-Variante. Obwohl es keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf die
SLC30A8-Allel-Haufigkeit zwischen Autoantikodrper-positiven und -negativen Kindern
dieser Kohorte gab, wurde ein starker genetischer Einfluss auf die Ziel-Spezifizierung
von ZnT8A-COOH beobachtet: Die Haufigkeit und die Titer von Autoantikérpern
gegen ZnT8-COOH, die an die R325-Variante, nicht aber an die W325-Variante
banden, war sehr viel hoher bei ZnT8A-COOH-positiven Kindern mit einem
homozygoten SLC30A8-Genotyp, der fur R325 kodiert, als bei Kindern mit
mindestens einem SLC30A8-Allel, das fur W325 kodierte. Entsprechendes gilt auch
fur Autoantikorper, die nur an die W325-Variante banden. Diese wurden bei Kindern
mit homozygoten C-Allelen, die fur R325 kodieren, nicht gefunden. Hiermit kann
durch die vorliegenden Untersuchungen in einer Kohorte pradiabetischer Kinder
bekraftigt werden, dass der Polymorphismus an Stelle aa325 die Schlissel-
Determinante der humoralen Autoreaktivitat gegen ZnT8 ist und dass der SLC30A8-
Genotyp ein mitbestimmender Faktor der Autoantikorper-Spezifitdt in der
praklinischen Phase des Typ 1 Diabetes ist. Diese Ergebnisse bzgl. Beziehung des
rs13266634-Genotyps und den Autoantikdrpern gegen ZnT8R bzw. ZnT8W konnten
in einer Kohorte aus Patienten und gesunden Geschwistern aus Danemark bestatigt
werden. Daruber hinaus konnte eine Korrelation zwischen ZnT8RA und dem
Genotyp HLA DQB1*0302 gefunden werden (Brorsson 2011 und Nielsen 2011). Bei
der Untersuchung schwedischer vs. nicht-schwedischer Patienten mit karzlich
manifestiertem Typ 1 Diabetes wurde festgestellt, dass der CC-Genotyp im Vergleich

zum CT- und TT-Genotyp haufiger bei Nicht-Schweden vorkam, die bei der Diagnose
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junger waren. In beiden Kohorten gab es - vergleichbar mit den Ergebnissen dieser
Studie - Assoziationen zwischen dem CC-Genotyp und ZnT8RA, sowie zwischen
dem CT- und TT-Genotyp und ZnT8WA (Delli 2012).

Zum ersten Mal ergaben Forschungen in Bezug auf den SLC30A8-R325W-Genotyp,
dass es bei ZnT8A-COOH-positiven Kindern, die homozygote Trager des C- oder
des T-Allels sind, eine starke Beziehung zur Entwicklung von Diabetes gibt. Kinder
mit diesen homozygoten CC- oder TT-Genotypen hatten ein deutlich hoheres Risiko,
an Typ 1 Diabetes zu erkranken. Ein wesentlicher Punkt hierbei ist, dass diese
Beziehung unabhangig von der Beziehung der homozygoten Genotypen mit der
Epitop-Spezifitat erkannt wurde. Insgesamt hatten 75% der Kinder, die in dieser
Kohorte Diabetes entwickelten, Autoantikorper gegen ZnT8-COOH gebildet und
waren entweder fur den CC- oder den TT-Genotyp homozygot. Madgliche
Mechanismen, die dieser Beziehung zugrunde liegen kdnnten, sind rein spekulativ.
Auffallend ist, dass die Beziehung nur bei ZnT8A-COOH-positiven Kindern und nicht
bei Insel-Autoantikorper-positiven Kindern, die ZnT8A-COOH-negativ waren,
gesehen wurde. Dies lasst vermuten, dass die Beziehung mit dem Ausmal} der
Autoimmunitat und der Expression verwandter Autoantigene zusammen hangen
konnte. Lasst man den hinter dieser Beobachtung zugrundeliegenden Mechanismus
auller Acht, implizieren die vorliegenden Daten, dass die Genotypisierung des SNP
rs13266634 ein effektiver zweiter Schritt im Screening ZnT8A-COOH-positiver
Probanden im Hinblick auf die genauere Bestimmung des Diabetes-Risikos ist.
Erwahnenswert ist, dass in einer anderen Kohorte eine erhdhte Pravalenz des SNP
rs13266634 C-Allels bei Kindern, die vor dem Altern von 5 Jahren Diabetes
entwickelten, gefunden wurde (Gohlke 2008). Die Ergebnisse dieser Fall-Kontroll-
Studie als auch dieser Arbeit indizieren, dass der SLC30A8-Genotyp das Alter der
Diabetesmanifestation beeinflusst. Sie stimmen aber nicht ganz exakt Uberein, vor
allem weil in der Fall-Kontroll-Studie nur wenige Patienten homozygot beziglich des
seltener vorkommenden T-Allels waren. Dagegen ist in der vorliegenden Arbeit das
Diabetes Risiko bei ZnT8A-COOH-positiven Probanden, die entweder den CC- oder
den TT-Genotyp hatten, hoch. Die Unterschiede sind aber nicht unvereinbar, v.a.
weil sich in den Daten dieser Arbeit zeigt, dass der ZnT8-Autoantikérper-Status
wahrscheinlich relevant im Hinblick auf die genetischen Beziehungen ist, was in der

Fall-Kontroll-Studie nicht gemessen wurde. Deswegen muss in Bezug auf SLC30A8
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der Autoantikorper-Status anhand der Daten genetischer Studien Uberpruft werden.
Eine weitere Methode, um das Risiko genauer zu bestimmen, koénnte die
Untersuchung der Zusammenhange zwischen den bereits bekannten Hoch-Risiko
Genotypen und ZnT8 sein. In der schwedischen Better Diabetes Diagnosis Studie
waren Autoantikorper gegen alle 3 Varianten von ZnT8 assoziiert mit den Genotypen
HLA DQ6,4 und DQ8, wobei ZnT8WA und ZnT8QA negativ assoziiert waren mit HLA
DQ2 (Andersson 2013). Aus Belgien liegen Ergebnisse vor, die zeigen, dass unter
ZnT8A- und IA-2A-positiven Patienten mit dem HLA DQ2- und/oder HLA DQ8-
Genotyp diejenigen durch das zusatzlich zu HLA A*24 (Mbunwe 2013 Diabetes)
vorliegende HLA-Klasse-I-Allel HLA B*18 identifiziert werden, die rasch zu Diabetes
voranschreiten (Mbunwe 2013 Diabetologia). Andere Ergebnisse zeigen, dass
zwischen den klassischen HLA-Regionen sowie den typischen mit Typ 1 Diabetes
verknupften Regionen und ZnT8A keine Assoziationen bestehen. Beziehungen
konnten nach Auswertung einer genomweiten Analyse nur fir FCRL3 und die HLA-
Klasse-I-Region nachgewiesen werden, wobei diese das Risiko fur Typ 1 Diabetes
nicht erhdhten (Howson 2012).
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8. Zusammenfassung

Die praklinische Phase des Typ 1 Diabetes, die der Manifestation der Erkrankung
vorrausgeht, wird durch autoimmune Prozesse gelenkt. Besonders wichtig fur die
Erforschung der Entstehung der Erkrankung sind die Autoantikorper, die spezifisch
gegen die Antigene der Beta-Zellen gebildet werden und diese mit zerstoren.
Zusatzlich zu den bereits bekannten und gut untersuchten Autoantikorpern IAA,
GADA und IA-2A wurde ein weiteres Haupt-Zielantigen entdeckt, der Zink-
Transporter 8. Bei Patienten mit Typ 1 Diabetes konnte bereits nachgewiesen
werden, dass Autoantikdrper gegen ZnT8 haufig gebildet werden. Dartber hinaus
wurde gezeigt, dass vor allem unter Berucksichtigung des Genotyps des SLC30A8-
Gens das Risiko an Typ 1 Diabetes zu erkranken stratifiziert werden kann.

Ziel dieser Arbeit war, in einer grofden prospektiv von Geburt an verfolgten Kohorte
von Kindern, die einen Verwandten ersten Grades mit Typ 1 Diabetes haben, das
Auftreten von Autoantikdrpern gegen Zink-Transporter 8 zu bestimmen. Weiterhin
sollte das Alter des ersten Auftretens von ZnT8 und der Zusammenhang mit dem
Erscheinen der bereits bekannten Inselzell-Autoantikorper sowie die Bindung an die
polymorphen Varianten von ZnT8 untersucht werden. Mithilfe dieser Parameter und
der zusatzlichen Bestimmung des SLC30A8-Genotyps wurde Uberpruft, ob ein
Zusammenhang zwischen Genotyp und Autoantikorper-Profil besteht und ob
dadurch das Risiko, an Diabetes zu erkranken, genauer stratifiziert werden kann.

Alle Proben der vorliegenden Arbeit stammten von 1633 Teilnehmern der
prospektiven BABYDIAB-Studie, bei welcher Kinder mit einem Verwandten ersten
Grades mit Typ 1 Diabetes teilnahmen. Bei einer medianen Verlaufszeit von 10,8
Jahren wurden in festgelegten Abstanden Blutproben neben den bereits bekannten
Antikdrpern |IAA, GADA und IA-2A auch auf ZnT8A untersucht und positive
Ergebnisse durch eine zweite Probe bestatigt. Getestet wurde mittels eines
etablierten und von Sensitivitat und Spezifitat aussagekraftigen
Radiobindungsassays. Die Genotypisierung von SLC30A8 geschah ebenfalls mittels
standardisierter Verfahren.

Bei 58 Kindern der BABYDIAB-Studie wurden persistierende Autoantikdrper gegen
mindestens eine der polymorphen COOH-terminalen Varianten von ZnT8

nachgewiesen. Sie traten im medianen Alter von 3 Jahren auf. 50 der ZnT8A-COOH-
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positiven Kinder hatten multiple Insel-Autoantikdrper gebildet und 5 einen einzelnen
anderen Autoantikdrper. 3 ZnT8A-COOH-positive Kinder wiesen keinen anderen
Autoantikorper auf. ZnT8A traten bei 24 Kindern zur selben Zeit wie andere
Autoantikorper auf, bei 30 Kindern nach einem anderen Autoantikdrper. Bei einem
Kind war ZnT8A der erste aufgetretene Autoantikdrper. 93,1% der ZnT8A-COOH-
positiven Kinder entwickelten ZnT8RA, 79,3% ZnT8WA und 79.3% ZnT8QA, wobei
durch ein Screening fur ZnT8RA und ZnT8WA alle 58 ZnT8A-COOH-positiven
Kinder identifiziert wurden. Die Mehrheit (67%) bildete Autoantikrper gegen alle drei
Varianten, 15,5% hatten Autoantikdrper gegen nur eine Variante. Insgesamt konnten
6 verschiedene Muster der Reaktivitat beobachtet werden.

Die Analyse des SLC30A8 SNP rs13266634-Genotyps zeigte starke Assoziationen
mit dem Bindungsmuster der ZnT8-R325W-Variante, die von den Autoantikdrpern
gebunden wurde. Alle Kinder, die ZnT8RA-positiv und ZnT8WA-negativ waren,
hatten mindestens ein C-Allel. Umgekehrt hatten alle Kinder, die ZnT8WA-positiv und
ZnT8RA-negativ waren, mindestens ein T-Allel.

59% der ZnT8A-COOH-positiven Kinder, 11% der ZnT8A-COOH-negativen aber fur
andere Inselzell-Autoantikdrper positiv gemessenen Kinder und keines der Insel-
Autoantikdrper-negativen Kinder entwickelte im Verlauf Diabetes. Das kumulative 5-
Jahres-Diabetes-Risiko vom Auftreten von ZnT8A-COOH lag bei 48%. Das
zusatzliche Vorhandensein von ZnT8A-COOH  stratifizierte bei den Insel-
Autoantikdrper-positiven Kindern das Risiko, an Diabetes zu erkranken. Auch
homozygote Polymorphismen waren bei den ZnT8A-COOH-positiven Kindern mit
einer Progression zu Diabetes assoziiert: 77% der ZnT8A-COOH-positiven Kinder
mit dem CC- oder dem TT-Genotyp entwickelten Diabetes, im Vergleich zu 18% der
ZnT8A-COOH-positiven Kinder mit dem CT-Genotyp. Das 5-Jahres-Diabetes-Risiko
bei ZnT8A-COOH-positiven homozygoten Kindern lag bei 59%.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Bestimmung der Autoantikdrper gegen
ZnT8-COOH-R325W zusatzlich zu den bereits bekannten Autoantikorpern bei
Personen mit Verwandten mit Typ 1 Diabetes das Risiko, an Diabetes zu erkranken,
genauer stratifizieren kann. Wird zudem noch der SLC30A8 SNP rs13266634-
Genotyp bestimmt, lassen sich unter den ZnT8A-COOH-positiven Kindern diejenigen
mit dem hdochsten Diabetes-Risiko identifizieren. Diese Hochrisiko-Kinder kénnen in

weiterflhrende Studien eingeschlossen werden, beispielsweise Praventions- oder
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Interventionsstudien, damit Typ 1 Diabetes und die damit verbundenen

gesundheitlichen und soziobkonomischen Folgen reduziert werden kénnen.
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