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1. Einleitung

1.1. Problemstellung

Typ 1 Diabetes und Zoliakie sind zwei gehauft gemeinsam auftretende
Autoimmunerkrankungen. Wéahrend die Pravalenz des Typ 1 Diabetes und der
Zoliakie in Deutschland jeweils bei ca. 0,3% liegt, haben etwa 5% der Personen
mit Typ 1 Diabetes zusatzlich eine Zdliakie (Cronin, 1997; Not, 2001). Auch bei
Klein-Kindern von Eltern mit Typ 1 Diabetes, eine Diabetes-Risikogruppe, wurde
eine hohere Prévalenz der Zoliakie, vor allem der silenten Form, beobachtet
(Hummel, 2000).

Vermutet wird, dass das gehauft gemeinsame Auftreten von Typ 1 Diabetes und
Zoliakie vor allem durch das HLA-Allel DR3, DQA*0501, DQB*0201 bedingt ist, mit
dem Dbeide Erkrankungen assoziiert sind. Aber auch vergleichbare
pathogenetische Mechanismen werden diskutiert. So werden in der Entstehung
beider Erkrankungen sowohl zellulare als auch humorale Stérungen des
Immunsystems beobachtet (Atkinson, 2001; Schuppan, 2000; Bottazzo, 1985;
Hummel, 1996; Bach, 1994). Auf T-Zell Ebene wird vor allem ein gestortes
Gleichgewicht zwischen Thl- und Th2-Zellen mit dominierender Th1- Antwort mit
der Entwicklung der Anti-B-Zell-Autoimmunitat und der Zdliakie-assoziierten
Autoimmunitat in Verbindung gebracht (Eisenbarth, 1996; Wicker, 1986; Haskins,
1996; Schuppan, 2000). Aber auch B-Zellen scheinen in den Autoimmunprozess
involviert zu sein, da sowohl vor Ausbruch des Typ 1 Diabetes als auch der
Zoliakie Krankheits-assoziierte Antikorper im Blut der Patienten nachweisbar sind.
So ist die Erkrankung des Typ 1 Diabetes bis zu 12 Jahre vor Ausbruch durch das
Auftreten der Antikdrper ICA (Inselzell-Antikérper), IAA (Insulin-Autoantikérper),
GADA (Glutaminsauredecarboxylase-Antikorper) und IA-2A (Antikdrper gegen die
Tyrosinphosphatase 1A2) gekennzeichnet (Ziegler, 1999). Eine hoch spezifische
Autoantikoérperantwort gegen die Gewebe-Transglutaminase (tTGC), das zentrale
Autoantigen der Endomysiumantikdrper, und eine Antikdrperantwort gegen Gliadin
hingegen ist charakteristisch fur die Zdliakie (Dieterich, 1997). Durch das
Vorhandensein dieser Antikorper ist es mdglich, die Erkrankungen Typ 1 Diabetes
und Zoliakie frihzeitig zu diagnostizieren und rechtzeitig zu behandeln. Das
frihzeitige Ergreifen therapeutischer Mafinahmen hat den Vorteil, dass sowohl

Akut- als auch Spatkomplikationen vermieden werden kénnen.
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Neben Parallelen in der Immunantwort ist beiden Erkrankungen die meist sehr

frihe Manifestation schon im Kindes- bzw. Jugendalter gemeinsam. Dies lasst

vermuten, dass Faktoren, die schon sehr friih im Leben auf das Immunsystem

einwirken, verantwortlich fir den Defekt des Immunsystems sind. Als Ausldser der

Zoliakie konnte vor langerer Zeit das in Getreide enthaltene Klebereiweil3

(=Gluten) identifiziert werden. Auch beim Typ 1 Diabetes wird Gluten als méglicher

Trigger des Autoimmunprozesses diskutiert (Bonifacio, 1998).

Trotz der bisher erlangten Erkenntnisse sind viele Fragen im Hinblick auf die

Entstehung und Assoziation der beiden Erkrankungen noch offen. Im einzelnen

sollten durch diese Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

1.

Ist bei Personen mit den Autoimmunerkrankungen Typ 1 Diabetes und Zoliakie
die Immunantwort generell verandert? Oder ist die Immunantwort nur gegen
Krankheitsspezifische, d.h. Insel-Antigene bzw. Zéliakie-assoziierte Antigene,
verandert?

Um diese Frage zu beantworten wurde die Immunantwort gegen Tetanus
Toxoid bei Klein-Kindern von Eltern mit Typ 1 Diabetes untersucht, die im
Rahmen der BABYDIAB-Studie von Geburt an verfolgt wurden. Die
Untersuchung der Immunantwort gegen Impfantigene stellt ein sehr hilfreiches
Modell dar, Immunreaktionen zu charakterisieren, da Impfungen sehr frith im
Leben erfolgen und dadurch eine frihe Herausforderung des Immunsystems
sind. Die TT-Impfung erfolgt gewohnlich gemal’ nationaler Impfempfehlungen
im Alter von 3, 4 und 5 Monaten und als Booster-Impfung im Alter von 18
Monaten, wodurch der Impfstatus in einer grol3en Anzahl von Kindern
vergleichbar ist. Fur diese Untersuchung wurden aus folgenden Grinden die
Kinder der BABYDIAB-Studie als Untersuchungsgruppe gewahlt: im Rahmen
der BABYDIAB-Studie werden Klein-Kinder von Muttern und/oder Vatern mit
Typ 1 Diabetes prospektiv von Geburt an auf das Vorliegen von Insel-
Autoantikérpern und Zoliakie-assoziierte Antikdrper untersucht. Von allen
Kindern werden bei Geburt, im Alter von 9 Monaten und 2, 5, 8 und 11 Jahren
Blutproben gesammelt. Dadurch ist der zeitliche Abstand zwischen
Blutabnahme und TT-Impfung und somit die Immunantwort gegen TT bei allen
Kindern vergleichbar. Um die Frage zu beantworten, ob frihe Inselzell-

Autoimmunitdt oder Zoliakie-assoziierte Autoimmunitat mit einer generell
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veranderten Immunantwort assoziiert ist, wurden alle Kinder der BABYDIAB-
Studie mit beginnender Inselzell-Autoimmunitat im Alter von 9 Monaten (n=15)
und alle Kinder mit beginnender Inselzell-Autoimmunitat im Alter von 2 Jahren
(n=21) sowie alle Kinder mit bioptisch gesicherter Zéliakie (n=8) in die
Untersuchung miteinbezogen. Des weiteren war es mdglich ein
Kontrollkollektiv mit Insel-Autoantikérper negativen BABYDIAB-Kindern (n=73)
zu bilden, das bezlglich des HLA-Diabetes-Risiko Genotyps gematcht war.

. Spielt die Zoliakie bei der mit Langzeit-Typ 1 Diabetes einhergehenden
Komplikation der autonomen Neuropathie eine Rolle? Das heildt, ist die
autonome Neuropathie mitunter eine atypische Form der Zoliakie, die haufiger
bei Personen im Erwachsenenalter beobachtet werden kann, und keine
diabetische Neuropathie?

Fur diese Untersuchung wurde ein Kollektiv von 141 Personen mit Langzeit-
Typ 1 Diabetes gewahlt, das bezuglich des Vorliegens einer autonomen
Neuropathie charakterisiert war. Durch die Bestimmung der Zoliakie-
spezifischen tTGC-Antikorper sollte ermittelt werden, ob Personen mit
Langzeit-Typ 1 Diabetes und autonomer Neuropathie haufiger Zoliakie-
assoziierte Autoimmunmarker aufweisen als Personen mit Langzeit-Typ 1
Diabetes ohne autonome Neuropathie.

. Ist die bei Klein-Kindern von Vatern oder Miuttern mit Typ 1 Diabetes
beobachtete héhere Pravalenz der Zdliakie-assoziierten Antikérper generell bei
Verwandten ersten Grades, also unabhangig vom verwandtschaftlichen
Verhéltnis und vom Alter, beobachtbar? Ist die Pravalenz der Zoliakie-
assoziierten Antikorper bei Personen mit Insel-Autoantikdrpern erhéht?

Diese Fragestellungen sollten durch die Bestimmung der tTGCA bei einem
Kollektiv der Minchner Familienstudie (n=1013) beantwortet werden. Die
Minchner Familienstudie untersucht seit 1989 bei erstgradigen Verwandten
von Personen mit Typ 1 Diabetes das Auftreten von Inselzell-Autoimmunitat.
Sie unterscheidet sich von der BABYDIAB-Studie darin, dass nicht nur bei
Kindern sondern auch bei Eltern und Geschwistern von Personen mit Typ 1
Diabetes Insel-Autoantikdrper untersucht werden. Des weiteren untersucht die
Minchner Familienstudie im Vergleich zur BABYDIAB-Studie Personen nicht
prospektiv von Geburt an, sondern schliel3t Personen jeglichen Alters ein.

. Ist im Tiermodell das in der Nahrung enthaltene Gluten mit einem erhdhten

Risiko verbunden, einen Autoimmundiabetes bzw. Diabetes-assoziierte
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Antikorper zu entwickeln? Spielen die mit der Zoliakie assoziierten Gliadin-
Antikorper bei der Entwicklung des Autoimmundiabetes eine Rolle?

Durch einen Fatterungsversuch bei NOD-Mausen, dem klassischen Tiermodell
fur den autoimmunen Diabetes, sollte der Einfluss einer glutenfreien
Versuchsnahrung auf das Diabetes-Risiko, die Bildung von Insulin-
Autoantikoérpern und Gliadin-Antikérpern untersucht werden. Vergleichend zu
der glutenfreien Erndhrung wurde der praventive Einfluss zweier weiterer
Nahrungsfaktoren, namlich einer Fischol- bzw. Vitamin D3 Supplementierung,

auf die Entwicklung des Autoimmundiabetes bei der NOD-Maus untersucht.

Insgesamt sollte diese Arbeit zu neuen Erkenntnissen in der Pathogenese des Typ
1 Diabetes und der Zodliakie fuhren und dadurch zur Entwicklung eines

Studienkonzeptes zur Primarpravention des Typ 1 Diabetes beitragen.



1.2. Grundlagen

Typ 1 Diabetes und Zdliakie

Typ 1 Diabetes ist eine multifaktorielle Autoimmunerkrankung, die aus der
selektiven Zerstorung der insulinproduzierenden B-Zellen im Pankreas resultiert.
Dabei verlauft die immunologische Zerstérung der (B-Zellen Uber viele Jahre
symptomlos, bis die B-Zellmasse und dementsprechend die Insulinsekretion nicht
mehr ausreicht, die Glukosehomoostase aufrechtzuerhalten. Man weild heute,
dass die Entstehung der Krankheit zu einem grof3en Teil auf genetischer
Determination beruht. Da jedoch die genetische Veranlagung nicht in jedem Fall
zur Entwicklung des Typ 1 Diabetes fuhrt, wird vermutet, dass zusatzliche
Ausléser das Krankheitsgeschehen in Gang setzen. Vor allem Umweltfaktoren wie
virale Infektionen oder Ernahrungsfaktoren werden als Ausléser bzw. Trigger des
Typ 1 Diabetes diskutiert.

Zoliakie ist ebenfalls eine Autoimmunerkrankung, deren Symptome in den
typischen Fallen aus der Zottenatrophie der Dinndarmmucosa resultieren und
sich in Durchféllen, Gewichtsverlust, Malabsorption mit Steatorrhoe und
Vitaminmangelsymptomen manifestiert. Das klinische Spektrum der Zéliakie hat
sich in den letzten Jahrzehnten jedoch verdndert. Aufgrund der verfeinerten
Antikorperdiagnostik werden vermehrt Zdliakieerkrankungen ohne eindeutige
gastrointestinale Symptome festgestellt. Dabei handelt es sich zum Teil um silente
Verlaufsformen oder um atypische Formen der Zdliakie, zu denen unter anderem
neurologische Symptome, wie z.B. periphere Neuropathien, Myopathie und
zerebrale Ataxie zahlen (Hadjivassiliou, 1996; Luostarinen, 1999; Usai, 1997,
Burk, 2001; Polizzi, 2000). Bei der Erkrankung der Zoéliakie wird ein komplexes
Zusammenspiel von genetischen und Umweltfaktoren in der Krankheits-
Entstehung angenommen. Obwohl bei der Zoéliakie der Ausldser der Erkrankung,
das Gluten und verwandte Getreidefraktionen, bekannt ist, sind auch bei dieser

Erkrankung die pathogenetischen Mechanismen noch nicht vollstandig erforscht.

Sowohl fur den Typ 1 Diabetes als auch fir die Zoliakie existieren gute
Behandlungsmdglichkeiten, die trotz einiger Einschrankungen ein weitestgehend
normales Leben ermoglichen und Akutkomplikationen minimieren. Beide

Erkrankungsformen bergen jedoch ein hohes Risiko an Spatkomplikationen.
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Personen mit Typ 1 Diabetes sind bei ungentgender Diabeteseinstellung und
abhangig vom sonstigen Risikoprofil sowohl mikro- als auch makroangiopathie-
und neuropathiegefahrdet. Auch Personen mit nicht behandelter Zéliakie haben
ein hoheres Risiko fir neurologische Erkrankungen. Als Ursache daflr wird unter
anderem ein Vitaminmangel (Vitamin B12, E, D, Folsaure, Pyridoxin) vermutet, da
die nicht behandelte Form der Zdliakie, gekennzeichnet durch Zotten-Atrophie und
Krypten-Hyperplasie der Dinndarmschleimhaut, zu einer mangelnden Resorption
essentieller Nahrstoffe fuhren kann (Cooke, 1984; Luostarinen, 1999). Weitere
Sekundarkomplikationen der nichtbehandelten Zdéliakie sind Eisenmangel-Anamie,
Osteoporose, Wachstumsstorungen sowie ein erhdhtes Malignomrisiko. Eine
neuere Untersuchung zeigte des weiteren, dass Personen mit klinisch silenter
Zoliakie, die Uber lange Zeit nicht erkannt und behandelt wird, eine hoéhere
Pravalenz des Typ 1 Diabetes und anderer Autoimmunerkrankungen aufweisen
(Ventura, 1999).

Pathogenese des Typ 1 Diabetes und der Zéliakie

Bedeutung des HLA-Typs in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes und der
Zoliakie

Die Bereitschaft, einen Typ 1 Diabetes zu entwickeln, ist erblich. So haben Kinder
von Vatern oder Mittern mit Typ 1 Diabetes ein Risiko von ca. 5%, Typ 1 Diabetes
zu entwickeln. Im Vergleich dazu betragt die Pravalenz des Typ 1 Diabetes in der
Normalbevoélkerung etwa 0,3%. Die genetische Pradisposition fur einen Typ 1
Diabetes ist polygen. Mindestens 18 verschiedene Genorte wurden bislang
identifiziert, die mit Typ 1 Diabetes assoziiert sind (Davies, 1994). Das auf
Chromosom 6p liegende, den HLA-Komplex codierende Gen IDDM1 macht ca.
50% der genetischen Determination aus. Weitere pradisponierende Genorte sind
der IDDM2-Locus (Insulingenpolymorphismus) sowie der IDDM3-Locus auf
Chromosom 15q26. Eine HLA-Typisierung bei erwachsenen Personen mit Typ 1
Diabetes zeigte, dass die HLA-Genotypen DR*03/04 (DQB1*57non-Asp) und
DR*04/04 (DQB1*57non-Asp) mit einem sehr hohen Risiko assoziiert sind, an Typ
1 Diabetes zu erkranken. Kinder Typ 1 diabetischer Eltern mit diesen risikoreichen
HLA-Genotypen haben bereits innerhalb der ersten funf Lebensjahre ein

kumulatives Risiko von knapp 20% Insel-Autoantikdrper zu entwickeln. Im



Vergleich dazu entwickeln nur 2,7 Prozent der Kinder ohne diese Genotypen
Insel-Autoantikdrper (Ziegler, 1999).

Die Konkordanzrate fur Zoliakie liegt bei erstgradigen Verwandten von Personen
mit Zoliakie zwischen 8 und 18% und erreicht bei eineiigen Zwillingen 70%
(Schuppan, 2000). Auch die Erkrankung der Zobliakie ist mit verschiedenen
Genorten assoziiert. Die genetische Pradisposition der Zoliakie beruht vorwiegend
auf das Vorhandensein des HLA-DQ2 bzw. HLA-DQ8 Allels. So sind mehr als
95% der Patienten entweder heterozygot DR*03 (DQ2) bzw. DR*05 und DR*Q7
(DQ2) (Sollid, 1989). Neuere Studien zeigen, dass die Zoéliakie auch mit Genen
auf Chromosom 15026 und Chromosom 5q und moglicherweise auch auf 11q
assoziiert ist (Houlston, 1997; Greco, 1998).

Gemeinsame Genorte, die mit den beiden Erkrankungen Typ 1 Diabetes und
Zoliakie assoziiert sind, sind somit HLA-DR3 DQ2 sowie das IDDM3 Gen auf
Chromosom 15qg26.

Bedeutung der T-Zellen in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes und der Zéliakie
Die eigentliche Zerstérung der 3-Zellen scheint das Ergebnis zellularer Ereignisse
zu sein, bei denen T-Zellen die entscheidende Rolle spielen. Diese Annahme
beruht auf Experimente im Tiermodell, die zeigen, dass die Erkrankung des
Diabetes durch T-Zell-Transfer von einem diabetischen auf ein nicht-diabetisches
Tier Ubertragen werden kann (Bendelac, 1987). Anscheinend sind beide T-Zell
Subpopulationen, CD8+ und CD4+ Zellen, fur die Entstehung eines Typ 1
Diabetes notig (Katz, 1993; Serreze, 1994; Wicker, 1986; Wicker, 1994). Die
Zelltransfer-Experimente im Tiermodell zeigten jedoch, dass CD4+ T-Zellen sehr
viel effizienter Diabetes Ubertragen konnen als CD8+ T-Zellen (Haskins, 1990).
Dies fuhrt zu der Annahme, dass CD4+ T-Zellen die mal3geblichen Effektor-Zellen
bei der Zerstorung der Beta-Zellen des Pankreas sind. CD4+ T-Zellen kdnnen auf
Grund der Produktion von Zytokinen nach Antigenstimulation unterschieden
werden. Eine Uberwiegende Produktion der Zytokine IFNy, TNF-a und IL1[3
entspricht einer Th1l-Antwort, die mit der zellularen Immunitat assoziiert ist. Eine
Uberwiegende Produktion von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 ist mit einer Th2-
Immunantwort assoziiert (Mosmann, 1989; De Carli, 1994). Diese Zytokine sind
vor allem in die Ablaufe der humoralen Immunantwort involviert.

Bislang geben vor allem Untersuchungen der non obese diabetic (NOD-) Maus,

das klassische Tiermodell fir den autoimmunen Diabetes, Auskunft Uber die
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Pathogenese des Autoimmundiabetes. In diesem Tiermodell werden zwei
verschiedene Phasen der Insulitis beobachtet. Das frihe Stadium der Insulitis wird
als benigne Insulitis bezeichnet, bei der das Zytokin IL-4 Uberwiegt und die [3-
Zellen intakt bleiben. Als Spéatstadium des Autoimmunprozesses wird eine
destruktive Insulitis vermutet, bei der eine Verdnderung des Zytokinprofils von
CD4+ Zellen in Richtung Thl-Immunantwort festgestellt werden konnte. Es wird
angenommen, dass diese verdnderte Immunantwort zur Zerstérung der 3-Zellen
mit anschlieBender Diabetesmanifestation fihrt (Katz, 1995; Kolb, 1997;
Wegmann, 1994; Shimada, 1996). Aber auch in-vitro Untersuchungen von
menschlichem Zellmaterial geben Hinweis auf ein gestértes Gleichgewicht
zwischen Thl- und Th2-Zellen mit dominierender Th1l- Antwort bei Personen mit
Inselzell-Autoimmunitat (Eisenbarth, 1996; Haskins, 1996).

Auch bei der Zoliakie ist fur die eigentliche Zerstérung der DiUnndarmmucosa ein
Uberwiegen der Thl-Immunitat verantwortlich. Nach einem von Schuppan (2000)
aufgestellten Modell kommt es bei Patienten mit Zoliakie aufgrund eines
Permeabilitatsdefekts der Dunndarmmucosa zu einer vermehrten Gluten-
Aufnahme in die Lamina propria. Durch das Enzym Gewebetransglutaminase C
wird das Protein Gluten in seiner Struktur verandert, wodurch Neoepitope
entstehen. Diese werden unter anderem durch Makrophagen als Antigen
prasentiert. Dadurch stimulierte T-Zellen sezernieren unter anderem das Thl-
Zytokin TNF, wodurch intestinale Fibroblasten zur Freisetzung von Matrix-
Metalloproteinasen angeregt werden, die wiederum zur Zerstérung der
Dunndarmmucosa fuhren (Schuppan, 2000; Pender, 1997).

Nicht ausreichend erforscht ist jedoch, ob die veranderte Immun-Antwort gegen
Diabetes- bzw. Zoliakie-assoziierte Antigene generell, also auch gegen nicht

Krankheits-spezifische Antigene, beobachtet werden kann.

Bedeutung von Umweltfaktoren in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes und der
Zoliakie

Da der Autoimmunprozess beim Typ 1 Diabetes meist schon sehr friih im Leben
beginnt, wird vermutet, dass vor allem Umweltfaktoren, die in den ersten beiden
Lebensjahren einwirken, flr den Defekt des Immunsystems und die Entstehung
des Typ 1 Diabetes verantwortlich sind. Eine Reihe von Umweltfaktoren werden
als mogliche Ausléser bzw. Modulatoren des Autoimmunprozesses diskutiert,

unter anderem Impfungen und Stillgewohnheiten. Wahrend einige
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Fallkontrollstudien einen Zusammenhang sowohl fur die Lange und Haufigkeit des
Stillens bzw. der Gabe von Kuhmilchproteinen als auch fur bestimmte Impfungen
(Masern, Mumps, Roételn, BCG) mit der Diabetesmanifestation beschrieben haben
(Borch-Johnson, 1984; Dahlquist, 1999; Elliott, 1998; Hyo6ty, 1993; Pozzili, 1997),
zeigten die Ergebnisse dreier prospektiver Studien keinen Zusammenhang der
Umweltfaktoren Impfungen, Stillh&ufigkeit und Stilldauer mit der Entstehung von
Autoimmunitat (Hummel, 2000b; Couper, 1999; Graves, 1999; Norris, 1996). Auch
enterovirale Virusinfektionen, vor allem das Coxsackie-Virus, werden mit der
Entstehung der Inselzell-Autoimmunitét in Verbindung gebracht (Roivainen, 1998).
Dabei wird vermutet, dass die Ahnlichkeit von Virus-Protein-Bestandteilen mit
Bestandteilen des in R-Zellen vorkommenden Enzyms GAD zu einer
Kreuzreaktivitat fuhrt, wodurch sich die Immunreaktion gegen Fremdprotein auf
korpereigene Proteine ausweitet (Tian, 1994). Bislang konnte jedoch keiner der
genannten Umweltfaktoren eindeutig als Ausldser oder Beschleuniger des Typ 1
Diabetes identifiziert werden.

Im Gegensatz zum Typ 1 Diabetes ist der auslosende Umweltfaktor der Zdliakie,
namlich das in Getreide vorkommende Protein Gluten, bekannt. Die Zufuhr von
glutenhaltiger Nahrung wird allerdings auch als mdglicher Ausléser bzw. Trigger
des Typ 1 Diabetes und anderer Autoimmunerkrankungen diskutiert (Pocecco,
1995; Bonifacio, 1998). Diese Annahme ist durch ein Tierexperiment begriindet,
das von einer Abnahme der Diabetes-Inzidenz durch glutenfreie Ern&hrung
berichtet (Funda, 1999). Aber auch epidemiologische Untersuchungen weisen auf
einen Zusammenhang der Glutenexposition und Diabetesentstehung hin: bei
gemeinsamem Auftreten der Zdéliakie und anderer Autoimmunerkrankungen wird
die Zoliakie meist nach den anderen Autoimmunerkrankungen, also auch nach
dem Typ 1 Diabetes, diagnostiziert und mit glutenfreier Ernahrung behandelt
(Cronin, 1997; Lepore, 1996; Corazza, 1995; Collin, 1994). Hingegen scheint eine
frihzeitige Diagnose und Behandlung der Zdliakie mit glutenfreier Ernahrung den
Krankheitsverlauf anderer Autoimmunerkrankungen positiv zu beeinflussen. Denn
die Pravalenz anderer Autoimmunerkrankungen ist vor allem bei Personen mit
klinisch silenter Zdliakie, die Uber lange Zeit nicht diagnostiziert wird, erhoht
(Ventura, 1999). Andere Studien berichten sogar Uber eine Abnahme von
Autoantikoérpern durch glutenfreie Erndhrung nach Diagnose der Zdliakie, auch
eine Abnahme von Insel-Autoantikérpern durch glutenfreie Ernahrung konnte
beobachtet werden (Ventura, 2000; Wortsman, 1994).
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Immundiagnostik des Typ 1 Diabetes und der Zdliakie

Aufgrund der Schwierigkeiten von T-Zell Assays spielen sowohl beim Typ 1
Diabetes als auch bei der Zdliakie die von B-Zellen produzierten Antikorper eine
wichtige Rolle in der Friherkennung und Differentialdiagnose. Die Antikorper-
Untersuchungen haben aber auch dazu beigetragen, die Entstehungsphase der
Diabetes-assoziierten Autoimmunitat zu charakterisieren.

Bereits viele Jahre vor Ausbruch des Typ 1 Diabetes, d.h. vor dem Auftreten von
klinischen Symptomen der Hyperglykdmie, treten bei Betroffenen Insel-
Autoantikorper auf. Diese Insel-Autoantikdrper sind sehr spezifisch fir den
Diabetes und koénnen in Venen- oder Kapillarblut mit sensitiven und international
standardisierten Testmethoden gemessen werden. Derzeit gibt es vier Insel-
Autoantikérper, die fur die Diagnostik und Pradiktion des Typ 1 Diabetes bereits
etabliert sind: zytoplasmatische Inselzell-Antikérper (ICA), Insulin-Autoantikdrper
(IAA), Glutamatdecarboxylase-Antikdrper (GADA) und Antikorper gegen die
Tyrosinphosphatase 1A-2 (IA-2A). Dabei handelt es sich bei den Autoantigenen
GAD und IA-2 um Enzyme, die u.a. in den Inselzellen des Pankreas vorkommen.
ICA sind Antikérper, die sich gegen Bestandteile der Inselzellen, unter anderem
also auch gegen GAD und IA-2, richten. Der Nachweis der ICA erfolgt mittels
Immunofluoreszenz auf Gefrierschnitten des humanen Pankreas. Die
wesentlichen Nachteile dieser Bestimmung ist die teilweise schlechte Qualitat der
Pankreasschnitte und die subjektive Auswertung des Tests am Mikroskop. Aus
diesem Grund wird die Bestimmung der ICA meist durch die kombinierte Testung
von |IAA und GADA oder IA-2A, die mittels RIA gemessen werden, ersetzt.
Insel-Autoantikdrper treten bei Personen, die spater im Leben an Typ 1 Diabetes
erkranken, haufig bereits in den ersten beiden Lebensjahren auf. Meistens sind
bei Kindern Antikorper, die sich gegen das korpereigene Insulin richten, die ersten
detektierbaren Antikdrper und gehen der Entwicklung weiterer Antikérper voraus.
Nur in wenigen Fallen sind GADA alleine als erste AntikGrper im Kindesalter
messbar (Ziegler, 1999). Diese Beobachtung spricht daftr, dass Insulin ein
wichtiges, wenn nicht sogar das primare Antigen in der Pathogenese des Typ 1
Diabetes darstellt. Aus diesem Grund sollte die Bestimmung der IAA Bestandteil
des Antikorper-Screenings bei Kindern sein. Eine Ausweitung der IAA-Antwort auf
die Antigene GAD und IA-2 wird bei Kindern, die spater an Typ 1 Diabetes
erkranken, beobachtet. Diese Ausweitung, auch als spreading bezeichnet, scheint

notwendig fir das Fortschreiten der Insulitis zum manifesten Diabetes zu sein,
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denn ausschlie3lich Personen mit mehr als e inem Insel-Autoantikdrper entwickeln
spater Typ 1 Diabetes (Ziegler, 1999). Das am haufigsten beobachtete Schema
des Immun-spreadings ist zunachst eine Antikdrperantwort gegen Insulin, dann
gegen GAD und zuletzt gegen IA-2 (Naserke, 1998b).

Die Bedeutung der Anzahl und des Alters bei Auftreten der Antikorper fur die
Entwicklung des Typ 1 Diabetes wird durch die Ergebnisse der am Institut fur
Diabetesforschung durchgefiihrten prospektiven BABYDIAB-Studie aufgezeigt:
Kinder, die schon ab dem Alter von 9 Monaten mehr als einen persistierenden
Insel-Autoantikdrper aufweisen, haben ein kumulatives Risiko von 100%, bis zum
5. Lebensjahr Typ 1 Diabetes zu entwickeln. Auch Kinder, die ab dem Alter von 2
Jahren persisitierende Antikorper aufweisen, haben ein hohes Typ 1 Diabetes-
Risiko. So entwickelten — per Life-table-Analyse - 27% dieser Kinder bis zum 5.
Lebensjahr Typ 1 Diabetes (Naserke, 2001). Sind hingegen im Alter von 2 Jahren
alle drei Insel-Autoantikérper negativ, war das Diabetesrisiko bis zum zehnten
Lebensjahr nahezu 0 Prozent (Ziegler, 1999).

Die Untersuchung von Antikérpern zum Nachweis oder Ausschluss der Zéliakie
wird schon seit den 60er-Jahren durchgeftihrt. Bislang wurden beim Menschen
Antikorper gegen drei verschiedene Zoliakie-assoziierte Antigene detektiert:
Antikorper der Klassen IgA und IgG gegen das in Getreide enthaltene Gliadin
(AGA), Antikorper der Klasse IgA gegen das Endomysium (EMA), ein feines
Bindegewebsgeflecht der glatten Muskulatur und Antikdrper gegen das Enzym
Gewebe-Transglutaminase C (tTGCA) der Klassen IgA und IgG.

Bis Dieterich (1997) die Gewebe-Transglutaminase C als zentrales, wenn nicht
sogar einziges Zoliakie-assoziiertes Autoantigen des Endomysiums identifiziert
hatten, wurden vor allem IgA Endomysium-Antikdrper als serologische Marker fur
die Zdliakie verwendet. Diese sind den Anti-Gliadin-Antikorpern in ihrer Spezifitat
weit Uberlegen. Der Nachteil des Zdliakiescreenings mit Endomysium-Antikdrpern
liegt in der aufwendigen Durchfihrung des Tests und der schwierigen
Untersucher-abhangigen Auswertung der Testergebnisse, die nur von einem
erfahrenen Labor durchgefiihrt werden sollte (Ladinser, 1994). Die Verfugbarkeit
der humanen rekombinanten tTGC ermdglicht eine einfachere Durchfihrung des
Screenings mittels ELISA oder RIA (Lampasona, 1999; Sardy, 1999; Seissler,
1999a). In mehreren Studien wurde die Krankheits-Spezifitat und -Sensitivitat der
tTGCA untersucht (Seissler, 1999a). Die tTGCA sind dabei in ihrer Sensitivitat und

Spezifitat den Endomysium-Antikorpern uUberlegen. Antikérper der Klasse IgG
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werden in der Zoliakiediagnostik generell als weniger spezifisch eingestuft als
Antikorper der Klasse IgA (Dieterich, 1997), konnten jedoch in einer von unserer
Arbeitsgruppe durchgefiihrten Untersuchung als sehr sensitiv beurteilt werden
(Hummel, 2000a). Da mit der Erkrankung der Zodliakie das Risiko eines
angeborenen IgA-Mangels assoziiert ist (Collin, 1992), sollte generell bei tTGCA-
IgA negativen Risiko-Personen nicht auf die Messung der IgG-spezifischen
Anitkorper gegen tTGC verzichtet werden.

Die Fruherkennung beider Erkrankungen ist sinnvoll, da dadurch Akut- und
Spatkomplikationen vermieden werden kdnnen. Durch die Immundiagnostik ist es
madglich, das Risiko fur eine Erkrankung frih zu erkennen, die betroffenen
Personen auf die Symptome des Diabetes hinzuweisen und krankhafte
Veranderungen der Glucosehomobostase schon im Fruhstadium durch
entsprechende Funktionstests, z.B. durch den oralen Glucosetoleranztest, zu
erkennen. Durch eine sich anschlieBende adaquate Behandlung kann eine
Stoffwechselentgleisung verhindert werden. Eine Antikérper-Testung zur
Friherkennung des Typ 1 Diabetes sollte allerdings vor allem im Kontext von
Studien, die sich z.B. mit der Untersuchung der Pathogenese und Pravention des
Diabetes beschaftigen, erfolgen. Eine individuelle Betreuung und fachkundige
Beratung der belasteten Familien ist dabei entscheidend.

Bei der Zoliakie ist ein Antikérper-Screening von Risiko-Populationen vor allem fur
das Erkennen der silenten, symptomarmen Formen von Bedeutung. Durch die
rechtzeitige Behandlung der Zéliakie mit glutenfreier Nahrung ist es mdglich, den
bereits genannten Spétfolgen einer nicht behandelten Zdliakie vorzubeugen.
Aufgrund des gehéauft gemeinsamen Auftretens der Zoliakie und des Typ 1
Diabetes wird allgemein bei Patienten mit Typ 1 Diabetes ein Screening Zoliakie-
assoziierter Antikorper empfohlen. Da erstgradige Verwandte von Personen mit
Typ 1 Diabetes ein erhthtes Risiko haben, selber an Typ 1 Diabetes zu erkranken,
(Atkinson, 1994; Ziegler, 1999) konnte diese Population auch ein erhohtes
Zoliakie-Risiko haben. Eine erh6hte Pravalenz der Zoliakie-assoziierten Antikdrper
wurde bereits bei Kleinkindern von Vatern und Muittern mit Typ 1 Diabetes
beschrieben (Hummel, 2000). Im Rahmen dieser Arbeit sollte geklart werden, ob
auch altere Personen mit erstgradigen diabetischen Verwandten, unabhangig vom

verwandtschaftlichen Verhéltnis, ein erhdhtes Zoliakie-Risiko aufweisen.
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Pravention des Typ 1 Diabetes

Studien zur Prévention des Typ 1 Diabetes beim Menschen

Weltweit wurden bereits verschiedene Studien zur Sekundar- und
Tertidrpravention des Typ 1 Diabetes durchgefuhrt. Diese Studien haben das Ziel,
bei Personen mit Insel-Autoantikérpern die klinische Manifestation des Typ 1
Diabetes zu verhindern bzw. bei Personen mit bereits manifestem Typ 1 Diabetes
die Schwere des Krankheitsverlaufs, die Menge der noch erhaltenen Rest-
Insulinsekretion und die Stoffwechseleinstellung positiv zu beeinflussen. Einer der
ersten Nachweise einer erfolgreichen Immunintervention am Menschen konnte vor
vielen Jahren mit dem Immunsuppressivum Cyclosporin A erreicht werden (Lipton,
1990; Skyler, 1987). Auf Grund von unerwinschten Nebenwirkungen -
insbesondere der Nephrotoxizitat - hat das Medikament allerdings keinen Platz in
der Standardtherapie des Typ 1 Diabetes gefunden. Andere Malinahmen zur
Sekundar- bzw. Tertiarpravention, wie z.B. die parenterale Gabe von Insulin bei
Inselzell-Antikorper positiven Personen (Schatz, 1996) zeigten keine Wirkung bzw.
sind noch nicht abgeschlossen.

Priméarpraventive Strategien hingegen greifen bereits vor dem Auftreten von
Krankheitsmarkern oder humoralen Immunmarkern ein, d.h. sie wollen die
Entwicklung der Inselzell-Autoimmunitat im frihen Kindesalter und des Typ 1
Diabetes verhindern. Bislang ist es noch nicht gelungen, solche Malinahmen fir
den Menschen zu entwickeln (Rabinovitch, 1998; Schatz, 2000). Weltweit gibt es
nur eine Studie zur Priméarpréavention des Typ 1 Diabetes bei Menschen. In dieser
finnischen Studie wird der Einfluss von Kuhmilch-Eiweil3 auf die Entstehung von

Insel-Autoantikdrpern untersucht (Akerblom, 1999).

Die NOD-Maus als Modell fiir den Typ 1 Diabetes

Im Tiermodell konnte bereits durch unterschiedliche praventive Mal3nahmen, unter
anderem durch die Modulation von Erndhrungsfaktoren, ein Ausbruch des
autoimmunen Diabetes verhindert werden. Das klassische Tiermodell fir
Untersuchungen zur Pathogenese, Therapie und Pravention des Typ 1 Diabetes
ist die non-obese diabetic Maus (NOD-Maus). Vor allem die weiblichen Tiere
dieses Inzucht-Stammes entwickeln mit einer Inzidenz von ca. 80% spontan einen
autoimmunen Diabetes, der in seiner Pathogenese Ahnlichkeit mit dem humanen

Typ 1 Diabetes hat. So sind auch bei den NOD-Mausen meistens vor Ausbruch
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des Diabetes Insulin-Autoantikdrper messbar und die Inselzellen der Pankreas
zeigen die auch fur den humanen Typ 1 Diabetes typische Infiltration mit
Lymphozyten, die als Insulitis bezeichnet wird (Yu, 2000; Abiru, 2001). Die 1AA-
Verlaufe bei der NOD-Maus sind sogar mit den IAA-Verlaufen préadiabetischer
Kinder vergleichbar. So waren die murinen I1AA haufig schon im Alter von 8-16
Wochen detektierbar und zeigten eine starke Assoziation mit einer spateren
Diabetes-Entwicklung (Yu, 2000). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich dazu die Messung von Antikdrpern gegen die beim humanen Typ 1
Diabetes identifizierten Autoantigene GAD und IA-2 bei der NOD-Maus als sehr
unspezifisch eingestuft werden muss (Bonifacio, 2001).

Meistens wurde bei den bisherigen Untersuchungen bei der NOD-Maus
ausschlie3lich der Einfluss einer PraventionsmalRnahme auf die Diabetes-Inzidenz
untersucht. Deshalb war das Ziel dieser Studie, den praventiven Einfluss von
Nahrungsfaktoren auf die Diabetes-Inzidenz und das Autoimmungeschehen bei
der NOD-Maus zu untersuchen und mit Hilfe dieser Ergebnisse Strategien zur

Priméarpravention des Typ 1 Diabetes zu entwickeln.

Prévention des Diabetes durch eine Modulation der Erndhrung

Sowohl bei NOD-Mausen und BB-Ratten, die ebenfalls ein Tiermodell flr den
humanen Typ 1 Diabetes darstellen, konnte gezeigt werden, dass
Nahrungsbestandteile in der Pathogenese des Diabetes eine Rolle spielen. Durch
hydrolisierte Nahrungen auf Casein-Basis konnte die Diabetes-Inzidenz bei den
Tieren verringert werden (Scott, 1990; Coleman, 1990; Elliott, 1988). Vor allem
pflanzliche Proteine aus Weizen bzw. der Sojabohne werden als diabetogen
diskutiert (Scott, 1990; Hoorfar, 1993; Scott, 1988; Scott, 1996). Des weiteren
berichteten Coleman et al. (1990), dass der diabetogene Nahrungsfaktor im
Chloroform-Methanol-Extrakt der Getreidenahrung enthalten ist. Sowohl a- als
auch y-Gliadine, die als immunoreaktive Proteine der Zobliakie charakterisiert
wurden, konnen durch Chloroform-Methanol Extraktion vom Weizen-Endosperm
isoliert werden (Rocher, 1995). Die Vermutung, dass Gliadin als Bestandteil des
Glutens Einfluss auf die Entwicklung des Autoimmundiabetes bei der NOD-Maus
hat, konnte durch die Ergebnisse eines Futterungsversuchs von Funda (1999)
bestatigt werden. Er konnte durch eine glutenfreie Ernahrung der NOD -Tiere eine
signifikante Verringerung der Diabetesinzidenz im Vergleich zu Kontrolltieren

erzielen. Diese Beobachtungen aus Tierversuchen sowie die bereits erwahnten
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Ergebnisse epidemiologischer Untersuchungen zum gemeinsamen Vorkommen
von Zoliakie und Typ 1 Diabetes beim Menschen lassen einen praventiven Effekt
der glutenfreien Ernahrung im Hinblick auf die Entwicklung des Typ 1 Diabetes
vermuten.

Auch andere Nahrungsfaktoren, die immunmodulatorische Wirkungen haben,
wurden bereits im Tiermodell auf ihre praventive Wirkung getestet.

Den in Fisch6l enthaltenen n-3 Fettsauren (Eicosapentaen- und
Docosahexaensaure) wird eine antiinflammatorische Wirkung zugesprochen, die
bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes moglicherweise von Bedeutung ist. Es
konnte gezeigt werden, dass eine tagliche Supplementierung von n-3 Fettsduren
zu einer verminderten Synthese von IL-lalpha, IL-1beta und TNF, zur Zunahme
der Suppressor-T-Zellen und Abnahme der T-Helfer-Zellen sowie zu einer
verminderten Expression von HLA Klasse Il Molekllen auf aktivierten Monozyten
fuhrt (Molvig, 1991; Meydani, 1993; Hughes, 2000). Des weiteren sind
proinflammatorische Prostaglandine, die durch den Umbau der Arachidonsaure
mit Hilfe der vor allem in Makrophagen und Monozyten vorkommenden
Cyclooxygenase Prostaglandin Synthase 2 (PGS,/COX-2) gebildet werden,
Modulatoren der Immunantwort. So beeinflusst PGE2 das Profil der sezernierten
Zytokine von humanen T-Zellen und fordert in vitro die Sekretion von Zytokinen,
die der Th2-Immunantwort zugeordnet werden (Snijdewint, 1993; Hilkens, 1996).
Dies erscheint zuné&chst eher als protektiv im Hinblick auf die Entwicklung eines
Typ 1 Diabetes. Litherland konnte jedoch zeigen, dass Patienten mit Typ 1
Diabetes und Patienten mit Insulin-Autoantikdrpern eine erh6hte Expression der
PGS, in Makrophagen aufweisen, die zu einem Defekt der Antigen-
prasentierenden Zellen und der IL-2 vermittelten Aktivierung der T-Zellen fuhrt
(1999). Durch eine Reduktion der PGS,-Expression in Makrophagen der NOD-
Maus konnte eine signifikant verminderte Diabetesinzidenz erzielt werden
(Litherland, 1999). Eine Verringerung der Inzidenz konnte auch durch eine
Verminderung der aus der Arachidonsaure gebildeten Prostaglandine durch eine
kompetitive Hemmung des Enzymsystem infolge einer Veranderung der
Fettsaurenzusammensetzung erreicht werden.

Ein weiterer Nahrungsbestandteil mit immunmodulatorischer Wirkung ist die aktive
Form des Vitamin D, das 1,25-Dihydroxyvitamin D3. So konnte in vitro die
Proliferation von Effektor T-Zellen und Produktion von IL-2, IFNy und TNFa

gehemmt werden und gleichzeitig die Aktivitat von Supressor-Zellen gesteigert
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werden (Manolagas, 1990; Walters, 1992). Beide Wirkungen sind fur die
Pravention des autoimmunen Zerstorungsprozesses ideal geeignet. Im
Tierversuch bei der NOD-Maus fuhrte eine Behandlung mit 1,25 -Dihydroxyvitamin
D3 zur Verhinderung der Manifestation eines Autoimmundiabetes (Mathieu, 1994).
Dabei konnte beobachtet werden, dass die mit 1,25-Dihydroxyvitamin D3
behandelten Tiere eine normale Aktivitdt der Supressorzellen aufwiesen,
unbehandelte NOD-Mause jedoch kaum eine Aktivitdt der Supressorzellen
zeigten. Diese Immunsupression war nur von kurzer Dauer. Dies bedeutet, dass
eine Verabreichung des Vitamins Uber langere Zeit notwendig ist, um den
Autoimmunprozess zu unterbinden. Der Vorteil liegt jedoch im Vergleich zu
Cyclosporin A, eine weitere immunmodulatorische Substanz mit &hnlich
praventiver Wirkung (Hess, 1983), darin, dass bei der klinischen Anwendung die
Immunsupression bei Auftreten von Infektionen durch Absetzen des Medikaments
sehr schnell gestoppt werden kann.

In anderen Untersuchungen des Tiermodells flhrte eine Behandlung mit 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 zur Reduktion einer lymphozytaren Infiltration der Inseln im
Pankreas (Mathieu, 1992) und zur Hemmung einer Cyclophosphamid-induzierten,
bzw. Dexamethason-induzierten Apoptose (Casteels, 1998). Dartiber hinaus gibt
es auch Untersuchungen im humanen Umfeld, die dafiir sprechen, dass eine
Vitamin D-Prophylaxe bei Kleinkindern zur Reduktion eines Diabetesrisikos fihrt
(The Eurodiab Substudy 2 Study Group, 1999; Hypponen, 2001) und dass
Patienten mit Typ 1 Diabetes erniedrigte 1,25 Vitamin D3-Spiegel aufweisen
(Baumgartel, 1992).

Stene et al. (2000) zeigten in einer retrospektiven Untersuchung beim Menschen,
dass die Einnahme von Vitamin D und n-3 Fettsduren in Form von Lebertran
wahrend der Schwangerschaft mit einem vermindertem Typ 1 Diabetes Risiko der
Nachkommen assoziiert ist. Unklar ist, ob die praventive Wirkung auf Vitamin D

oder Fischol oder die Kombination der beiden Substanzen zurlckzufihren ist.
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2. Studienpopulation und Methodik

2.1. Studienpopulation zur Untersuchung der zellularen und humoralen
Immunitat bei den assoziierten Erkrankungen Typ 1 Diabetes und

Zoliakie

2.1.1. Kinder der BABYDIAB-Studie als Untersuchungsgruppe fir die Analyse der

Immunantwort gegen Tetanus Toxoid (TT)

Das Untersuchungsmaterial fir die Bestimmung der IgG-spezifischen Antikoérper
Subklassen-Antwort gegen TT stammte aus der BABYDIAB Studienpopulation.
BABYDIAB ist eine prospektive Studie, die bei mehr als 1500 Nachkommen von
Mattern oder Vatern mit Typ 1 Diabetes von Geburt an die Bildung von Insel-
Autoantikorpern untersucht. Dieses Kollektiv wurde zur Untersuchung der Anti-TT
Antwort gewahlt, da bei allen Kindern regelméafige Blutabnahmen zu festgelegten
Altersstufen durchgeftihrt werden, ndmlich bei Geburt und im Alter von 9 Monaten,
2, 5, 8 und 11 Jahren. Bei allen Kindern der BABYDIAB-Studie werden aus jeder
vorhandenen Blutprobe Autoantikérper gegen Insulin, GAD, IA-2 und Inselzellen
bestimmt und im Alter von 2 Jahren eine HLA-Typisierung durchgefihrt. Die TT-
Impfung erfolgt ebenfalls bei den meisten Kindern, gemalR der nationalen
Impfempfehlung, zu vorgegebenen Altersstufen, d.h. im Alter von 3, 4, 5 und als
Booster-Impfung im Alter von 18 Monaten. Dadurch sind die zeitlichen Abstande
der Blutabnahme zur TT-Impfung bei den Kindern der BABYDIAB Studie sehr
ahnlich und eine vergleichende Untersuchung der Immunantwort gegen TT
maglich.

Die humorale Immunantwort gegen TT wurde bei allen 15 Kindern der BABYDIAB
Studie untersucht, die im Alter von 9 Monaten persistierende Insel-Autoantikorper
hatten und somit schon vor der TT-Booster-Impfung Inselzell-Autoimmunitat
entwickelt hatten. Des weiteren wurden alle 21 Kinder, die im Alter von 9 Monaten
keine Insel-Autoantikdrper hatten, jedoch im Alter von 2 Jahren persistierende
Insel-Autoantikdrper entwickelten, untersucht (Tab. 1). 16 der Insel-Autoantikdrper
positiven Kinder hatten den Diabetes-Hochrisiko-Genotyp HLA DRB1* 03
DQEB1*0201/DRB1*04 DQEB1*0302 (DR3/4) oder HLA DRB1* 04
DQB1*0302/DRB1*04 DQB1*0302 (DR4/4). Um eine mdgliche HLA-Assoziation

der Immunantwort gegen Impfantigen zu untersuchen, wurde die humorale
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Immunantwort gegen TT zusatzlich bei Insel-Autoantikdrper negativen Kindern mit
(n =42) und ohne (n = 31) diese Genotypen untersucht.

Des weiteren wurde die Antikbrperantwort gegen TT bei allen acht Kindern der
BABYDIAB — Studie gemessen, bei denen die Diagnose einer Zoliakie gestellt
wurde. Zwei der Kinder hatten den Zoliakie -Risikogenotyp DR3/3, DQA1*0501
DEB1*02 (DR 3/3), ein Kind hatte den Diabetes-Risikogenotyp DR 3/4. Funf
Kinder hatten persistierende Zoliakie-assoziierte Autoantikbrper im Alter von zwei
Jahren, drei Kinder enwickelten persistierende Zo6liakie-assoziierte Autoantikorper
im Alter von funf Jahren (Tab. 1). Alle acht Kinder hatten keine Insel-
Autoantikorper.

Die Impfung gegen Tetanus erfolgte bei 7 Kindern (3 Kinder mit Insel-
Autoantikoérpern und 4 Insel-Autoantikérper negative Kinder) zusammen mit der
Impfung gegen Diphtherie im Alter von 3, 4, 5 und 18 Monaten, bei den restlichen
Kindern zu den gleichen Zeitpunkten als DTP Impfung. Antikrper gegen TT
wurden in der 9 Monats- und 2 Jahres-Probe bestimmt. Von 23 Kindern stand
nicht gentigend Serum zur Verfigung, so dass die Bestimmung der Antikdrper in
der 9 Monats-Probe bei 16 Kindern (davon 5 Insel-Autoantikdrper positive Kinder
und 2 Kinder mit Zdéliakie) bzw. in der 2 Jahresprobe bei 7 Kindern (davon 4 Insel -

Autoantikorper positive) nicht moglich war.

Eine Korrelation der Antikdrper-Subklassenantwort gegen TT mit der T-Zellantwort
gegen TT erfolgte bei 31 Kindern der BABYDIAB-Studie. Da die Abnahme von
Blutproben zur Lymphozyten — Isolation aus logistischen Grinden nicht bei allen
Kindern der BABYDIAB-Studie mdglich ist, wurden von 31 Kindern zu einem
spateren Zeitpunkt heparinisierte Blutproben zur Isolation von T-Zellen und
Bestimmung der Anti-TT- Antikdrpersubklassen gesammelt. Alle Personen waren
gegen DTP geimpft. Das mediane Alter des Kollektivs betrug zum Zeitpunkt der
Untersuchung 7,3 Jahre. 24 Kinder hatten zu diesem Zeitpunkt Insel-

Autoantikorper und 7 Kinder hatten einen Typ 1 Diabetes.
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Tab 1: Alter bei Auftreten der Insel- bzw. Zéliakie-Autoantikorper, Antikorperstatus,

Alter bei Diabetes- bzw. Zé6liakiemanifestation, Genotyp und Impfstatus der Kinder

mit Insel-Autoantikdrpern

Erste Erste Gesamte Erste Alter bei  HLA-  Impf-
Auto-Ak Insel-Auto- Insel-Auto- Zoliakie- Manifest. DR-Typ ungen t
positive Antikérper* Antikérper* Antikorper (Jahre)

Probe

1 | 9 Monate IAA IAA, GADA, I1A2A 7,1(DM) 11/16 DT

2 | 9 Monate IAA IAA, GADA 01/03 DTP
3 | 9 Monate IAA IAA, GADA 01/03 DTP
4 | 9 Monate |AA IAA, GADA, 1A2A 04/04 DTP
5 | 9 Monate IAA IAA, GADA, 1A2A 04/04 DTP
6 | 9 Monate IAA IAA, GADA, 1A2A 04/01 DTP
7 | 9 Monate IAA IAA, GADA 04/01 DTP
8 | 9 Monate IAA IAA, GADA NT DTP
9 | 9 Monate IAA IAA, GADA, I1A2A 3,8(DM) 04/04 DTP
10 | 9 Monate IAA IAA, IA2A 03/04 DTP
11 | 9 Monate GADA IAA, GADA, 1A2A 03/04 DTP
12 | 9 Monate IAA, GADA IAA, GADA, 1A2A 1,3(DM) 04/09 DTP
13 | 9 Monate IAA, GADA IAA, GADA, 1A2A 08/08 DTP
14 | 9 Monate IAA, GADA, IA2A |AA, GADA, I1A2A 2,2(DM) 01/03 DTP
15 | 9 Monate IAA, GADA, IA2A |AA, GADA, 1A2A 3,7(DM) 01/04 DTP
16 | 2Jahre IAA IAA, GADA, I1A2A 3,9(bM) 11/12 DTP
17 | 2Jahre IAA IAA, ICA * 4,9 (DM) 01/01 DTP
18 | 2Jahre IAA IAA 04/04 DTP
19 | 2Jahre IAA IAA 15/02 DTP
20 | 2Jahre 1AA IAA, GADA, I1A2A 8,8(DM) 03/04 DT

21 | 2Jahre 1AA IAA, GADA 03/04 DTP
22 | 2Jahre 1AA IAA, GADA, I1A2A 04/01 DTP
23 | 2Jahre 1AA IAA, GADA, I1A2A 3,3(DM) 03/04 DTP
24 | 2Jahre GADA GADA 03/03 DTP
25 | 2Jahre GADA GADA 04/01 DTP
26 | 2Jahre 1AA, GADA IAA, GADA, 1A2A 03/04 DTP
27 | 2Jahre 1AA, GADA IAA, GADA, 1A2A 04/04 DTP
28 | 2Jahre 1AA, GADA IAA, GADA, 1A2A 01/03 DTP
29 | 2Jahre 1AA, GADA IAA, GADA 03/04 DTP
30 | 2Jahre 1AA, GADA IAA, GADA 04/04 DTP
31 | 2Jahre 1AA, 1A2A IAA, GADA, 1A2A 7,3(DM) 04/11 DTP
32 | 2Jahre 1AA, 1A2A IAA, GADA, 1A2A 8,5(DM) 04/04 DT

33 | 2Jahre 1AA, GADA, IA2A  1AA, GADA, 1A2A 03/04 DTP
34 | 2Jahre 1AA, GADA, IA2A  1AA, GADA, 1A2A 04/07 DTP
35 | 2Jahre 1AA, GADA, IA2A  1AA, GADA, 1A2A 4,1 (DM) 04/01 DTP
36 | 2Jahre 1AA, GADA, IA2A  1AA, GADA, 1A2A 1,8(DM) 03/04 DTP
37 | 2Jahre tTG, EMA 2,3(zo6l) 03/13 DTP
38 | 2Jahre tTG, EMA 2,7 (zoly 03/04 DTP
39 | 2Jahre tTG, EMA 5,5 (z6l) 03/03 DTP
40 | 2Jahre tTG, EMA 6,0 (zol) 04/13 DT

41 | 2 Jahre tTG, EMA 3,9(zo6l) 03/15 DTP
42 | 5Jahre tTG, EMA 9,0 (zol) 03/16 DTP
43 | 5Jahre tTG, EMA 9,0 (zol) 03/16 DTP
44 | 5 Jahre tTG, EMA 6,8 (Z6l) 04/13 DTP

*Erste Antikdrper geben den oder die Diabetes-assoziierten Autoantikdrper an, die in der ersten
Autoantikorper positiven Probe detektiert wurden; Gesamte Antikdrper geben die Autoantikdrper
an, die in allen getesteten Proben detektiert werden konnten

t DTP bedeutet Impfung gegen Diphtherie, Tetanus und Pertusis, andere Impfungen sind nicht

aufgelistet

T ICA wird nur angezeigt, wenn GADA oder IA2A nicht detektiert wurden.
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2.1.2. Untersuchungsgruppen fur die Analyse von Zéliakie-assoziierten

Antikorpern

Kontroll-Personen

Zur Berechnung der Normbereiche fur die kombinierte Messung von tTGCA-IgA
und tTGCA-IgG (tTGCA- Combi) und die getrennte Bestimmung von tTGCA-IgA
und tTGCA-IgG wurde ein Kollektiv von gesunden Personen getestet, die keine
erstgradigen Verwandten mit Typ 1 Diabetes bzw. Zéliakie haben und keine
Symptome der Zdliakie zeigen. Insgesamt wurden 230 Personen im mittleren Alter
von 24,4 + 16,2 Jahren (Range: 0,3-57,0 Jahre) mit dem tTGCA-IgA/IgG Combi-
Assay getestet, 239 Personen im mittleren Alter von 23,7 + 16,3 Jahren (Range:
0,3-57,0 Jahre) mit dem tTGCA-IgA Assay und 266 Personen im mittleren Alter
von 24,4 + 16,1 Jahren (Range: 0,3-57,0 Jahre) mit dem tTGCA-IgG Assay

getestet.

Personen mit Langzeit-Typ 1 Diabetes

Um die Pravalenz von Zdliakie-assoziierten Antikdrpern bzw. einer silenten Form
der Zoliakie und deren Assoziation mit der autonomen Neuropathie bei Patienten
mit Langzeit- Typ 1 Diabetes zu untersuchen, wurden Serumproben von 141
Patienten mit Langzeit- Typ 1 Diabetes der Diabetesambulanz des
Krankenhauses Miinchen-Schwabing mit dem kombinierten tTGCA-IgA/IgG Assay
getestet (mediane Dauer der Diabeteserkrankung: 17,1 Jahre; Range: 5,0-54,0
Jahre). Serumproben von Patienten, die im Combi-Assay Werte > 1,7 Units
hatten, wurden einzeln auf tTGCA-IgA und tTGCA-IgG getestet.

Alle Patienten waren von Muhr-Becker auf das Vorliegen einer kardialen
autonomen Neuropathie (KAN) voruntersucht (1998). Zur Beurteilung der
kardialen autonomen Funktion wurden vier EKG-gestltzte Funktionstests sowie
der Orthostase-Test herangezogen. Waren zwei der finf untersuchten
Funktionstests nach den altersentsprechenden Normwerten pathologisch, wurde
die Diagnose der kardialen autonomen Neuropathie gestellt. Dies war bei 58/141
Patienten der Fall. Bei Patienten mit klinischen Symptomen einer diabetischen
Gastroparese (n = 28) wurde zusétzlich die Magenentleerungszeit voruntersucht
(Strian und Haselbeck, 1998). Von den untersuchten Patienten (5 KAN positive

und 11 KAN negative) zeigten 16 eine verzdgerte Magenentleerungszeit.
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Erstgradige Verwandte von Personen mit Typ 1 Diabetes — Die Miinchner
Familienstudie

Im Rahmen der Minchner Familienstudie werden seit 1989 erstgradige Verwandte
von Personen mit Typ 1 Diabetes auf das Vorliegen von Insel-Autoantikdrpern
untersucht. Im Vergleich zur BABYDIAB-Studie, die ausschliel3lich Kinder
diabetischer Eltern von Geburt an untersucht, werden in der Minchner
Familienstudie neben Kindern auch Eltern und Geschwister von Personen mit Typ
1 Diabetes unterschiedlicher Altersklassen untersucht. Durch die Bestimmung der
Zoliakie-Antikorper in diesem Kollektiv konnte deshalb untersucht werden, ob
Zoliakie-assoziierte Antikorper nur im frihen Kindesalter oder auch bei alteren
Verwandten von Personen mit Typ 1 Diabetes detektiert werden kdnnen und ob
das verwandtschaftliche Verhaltnis der untersuchten Person zur Person mit Typ 1
Diabetes einen Einfluss auf die Entwicklung der Zoliakie-assoziierten Antikorper
hat. Das Auftreten von Zoliakie-assoziierten und Diabetes-assoziierten
Autoantikoérpern wurde bei 1013 erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1
Diabetes untersucht. Von den 1013 untersuchten Personen hatten 94 Personen
mindestens einen persistierenden Insel-Autoantikrper. Von den 94 Insel-
Autoantikérper positiven Personen entwickelten 34 im Verlauf der
Nachuntersuchungen eine Typ 1 Diabetes (Tab. 2). Jeweils die letzte verfliigbare
Blutprobe wurde mit dem tTGCA-Combi Assay getestet. Lag der dabei ermittelte
Wert > 1,7 U, wurde aus der entsprechenden Blutprobe getrennt tTGCA-IgA und
tTGCA-IgG bestimmt. Mit tTGCA-IgA positven Personen wurde, soweit méglich,
Kontakt aufgenommen und eine neue Serumprobe zur Untersuchung der tTGCA
angefordert. Aus Proben mit positiven tTGCA-IgA wurden im Labor von Prof.
Stern, Tubingen, EMA (IgA) bestimmt.
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Tab. 2: Durchschnittliches Alter und Verwandtschaftsverhaltnis der untersuchten

Personen zur Person mit Typ 1 Diabetes und Anzahl der Personen mit Diabetes-

assoziierten Antikorpern bzw. Typ 1 Diabetes (T1D).

Geschwister von
Personen mit T1D

Kinder von
Personen mit T1D

Eltern von
Personen mit T1D

Gesamtzahl der
untersuchten
Personen

Alter
(MW =+ SD)
Bereich

Anzahl der Personen
mit Insel-Ak

Anzahl der Insel-Ak+
Pers. mit Progression
zum T1D

622

18,9+11,5
1,0-67,9

32

14

22

123

135+7,5
1,3-37,0

56

17

268

46,9 + 10,7
24,2 -87,8



2.2. Methoden zur Untersuchung der humoralen und zellularen Immunitat

bei den assoziierten Erkrankungen Typ 1 Diabetes und Zdliakie

2.2.1. Analyse der Immunantwort gegen Tetanus Toxoid

2.2.1.1. Bestimmung von Tetanus-Antikorper-lsotypen

Die Tetanus-Isotypen Antikorper werden mittels ELISA unter Verwendung eines
WHO-Standardserums gemessen (NIBSC: code SSI-TE-3; Sesardic, 1993).
Zunéachst werden 125 pl TT per Reagenzgefald (TT 3500 LF/ml, Chiron-Behring,
Marburg, Deutschland) in einer Konzentration von 0,5 LF/ml in PBS (147mM NacCl,
1,5mM KCI, 2,7mM KH,PO,4, 81mM Na,HPO,4 pH 7,4) auf eine ELISA-Platte (Plate
Maxisorb F96, Nunc, Wiesbaden, Deutschland) aufgetragen und tber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann werden die Platten gewaschen (3x, PBS + 0,05%
Tween) und anschlieiend mit PBST + 0,1% Gelatine (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) fur 1h bei Raumtemperatur blockiert (200 pl/Reagenzgefal’). Nach
erneutem Waschen (3x mit PBST) wird das Testserum in einer Verdinnung von
1:800 (fur 1gG1l) und 1:400 (fur 1gG2 und 1gG4) in PBST bzw. das WHO-
Standardserum in einer Verdinnung von 1:1600, 1:6400, 1:25600 und 1:102400
(in PBST) in die ReagenzgefalRe gegeben (100 ul) und fir 2h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem Waschen der Platte (3x mit PBST) werden die
monoklonalen Anti-Isotypen-Antikorper 1gG1, 1gG2, IgG3 und IgG4 (Cat.No.
35052D, 35072D, 35082D, 35092D, Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) in
einer Verdinnung von 1/1000 dazugegeben (100 pl/Reagenzgefald) und fir 2h
inkubiert. Danach werden die Platten 3x mit PBST gewaschen, dann 100
pl/Reagenzgefald Streptavidin-HRP-Konjugat (Pharmingen) in einer Verdinnung
von 1/1000 hinzugeflgt, eine Stunde inkubiert, gewaschen, und Substrat (ABTS,
Sigma A-1888, 100ul) addiert. Nach ca. 8 min wird die Farbreaktion mit 1 N H,SO4
(100 pl) gestoppt und die Platte in einem ELISA-reader (MR 600, Microplate
Reader, Dynatech) bei E405 gelesen. Die optische Dichte (OD) der Probe in nicht
mit Antigen beschichteten Reagenzgefalien (mediane OD = 0,33; range 0,31-
0,35) wird von der OD der Probe in mit Antigen beschichteten Reagenzgefalien
subtrahiert. Die Ergebnisse der IgG1 spezifischen Anti-TT Ergebnisse werden mit
2 multipliziert, da das Serum fur diese Bestimmung im Vergleich zu den anderen
Subklassen zweifach hoher verdinnt wird. Die Ergebnisse zeigten fur alle

Subklassen eine Population mit Normalverteilung und fir die Subklassen IgG1,
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IgG2 und 1gG4 eine zweite Population mit héheren Werten. Die Positivitats-
Grenze wurde durch die jeweils obere Grenze der normalverteilten
Subklassenergebnisse definiert, die fur IgG1 bei 0,3, fur 1gG2 bei 0,25, fir 1gG3
bei 0,15 und fur 1IgG4 bei 0,10 liegt.

2.2.1.2. Bestimmung des Zytokionprofils peripherer Lymphozyten

Aus heparinisiertem, ventésem Vollblut werden zunachst nach Abnahme des
Plasmas die peripheren Blutlymphozyten (PBL) durch
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll isoliert. Das Blut wird hierfiir mit Medium
(RPMI 1640/Glutamax | [Life Technologies, Paisley, GB] + 1% Penicillin,
Streptomycin, Life Technologies + 5% humanes Serum Bio Whittaker, Europe) im
Verhaltnis 1:1 gemischt. Die Uberschichtung des Ficolls (Ficoll -Pagque, Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) mit Blut erfolgt im Verhéltnis 1:2. Nach
Zentrifugation bei 1600 rpm flr 25 min werden die Zellen vom Ficoll abgenommen
zweimal mit Medium gewaschen.

Die Analyse der Zytokinprofils peripherer Lymphozyten erfolgt mittels der Elispot-
Technik in einem Triplet-Ansatz (3 ReagenzgefaRe/Zytokin und Antigen). 3,5x10°
Zellen pro Reagenzgefal? werden in 1 ml Medium (RPMI 1640 + 1% Penicillin,
Streptomycin + 5% humanes Serum) fur 48 h bei 37°C, 5%CO; in einer Platte mit
48 ReagenzgefalRen (Multiwell Tissue Culture Plate, Becton Dickinson, New
Jersey, USA) mit Tetanus Toxoid (TT) (Statens Serum Institut, Denmark) in einer
Konzentration von 7,5 Lf/ml stimuliert. Als Negativ-Kontrolle werden
Reagenzgefal3e mit der gleichen Konzentration von Zellen in Medium mitgeflhrt,
die nicht mit Antigen versetzt werden. Zur Weiterfihrung des Tests wird eine 96-
well Elispot-Platte (U-CyTech, Utrecht, Niederlande) mit einem Zytokin-
spezifischen monoklonalen Antikérper (mAk) (U-CyTech) in einer Konzentration
von 1:100 in PBS (154 mmol/l NaCl, 1,4 mmol/l Phosphat) beschichtet. Die Platte
wird Uber Nacht bei 4°C inkubiert und am néchsten Tag 5 mal mit PBS + 0,05%
Tween 20 (PBST) gewaschen und 1 h bei 37°C mit 200 yl PBS + 1% BSA pro
Reagenzgefald inkubiert (,Post-Coating®). Die Ldsung wird nach Inkubation
verworfen. Nach Inkubation der Zellen werden die nicht-adharenten Zellen aus der
Kultur-Platte entnommen, 5 min bei ZT zentrifugiert (1500 rpm) und in 37°C
warmem Medium (RPMI 1640 + 1% Penicillin, Streptomycin + 2% humanes
Serum) aufgenommen (Zellkonzentration: 10°/100 ul Medium). Die Zellen werden
in die mit dem mAKk beschichtete Platte Gberfhrt (100ul) und 4 h bei 37°C, 5%CO;
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inkubiert. Die von den Zellen produzierten Zytokine binden an den
zytokinspezifischen mAKk. Nach der Inkubation wird die Zellldsung verworfen und
die verbleibenden Zellen durch Zugabe von 200 pl/Reagenzgefald kaltem
deionisiertem Wasser und Inkubation der Platte (15 min) auf schmelzendem Eis
(0°C) lysiert. AnschlieRend wird die Platte 10-mal mit PBST gewaschen. Die
Flachen, an die das sezernierte Zytokin gebunden wurde, werden mit einer
Kombination von biotiniliertem Anti-Zytokin-Detector-Antikérper (U-CyTech,
Konzentration in PBS 1:100, Inkubation 1h bei 37°C, 5%CO ,, anschliel3end Platte
5-mal mit PBST waschen) und Enzym-markiertem Anti-Biotin-Antikorper (U-
CyTech, GABA, Konzentration in PBS 1:50, Inkubation 1h bei 37°C und 5%CO,)
detektiert. Nach der Inkubation wird die Platte erneut 5 -mal mit PBST gewaschen.
Als letzter Schritt wird pro Reagenzgefal3 30 pl einer Substratmischung (U-
CyTech) zugegeben, die vom Enzym umgesetzt wird, und die Platte 10-15 min bei
37°C und 5%CO; inkubiert, wodurch die Anzahl der Zytokinsezernierenden Zellen
sichtbar wird. Die Reaktion wird durch Spilen der Platte mit destilliertem Wasser
gestoppt und der Test mit einem Inversions-Mikroskop (Labovert, Leitz, Wetzlar)
ausgewertet. Die Anzahl der ,Spots* der Kontroll-Reagenzgefal3e, die bei allen
untersuchten Personen <10 / 500 000 Zellen betrug, wird von der Anzahl der

»Spots” in mit TT-stimulierten ReagenzgefalRen abgezogen.

2.2.2. Analyse von Zéliakie-assoziierten Antikdrpern

2.2.2.1. Bestimmung von tissue-Transglutaminase C (tTGC)-Autoantikdrpern

Autoantikoérper gegen die tTGC werden mittels eines Radioliganden-Bindungs-
Assays (RBA) bestimmt. Die Klonierung humaner tTGC erfolgt aus der RNA
humaner Pankreaszellen (Bazzigaluppi E et al., 1999). Die cDNA wird im pGEM-
T-easy Vector (Promega, Madison, W1, USA) unter Kontrolle des SP6 Promotors
kloniert (V. Lampasona, Hospital San Raffaele, Mailand, Italien). Die tTGC wird in
vitro auf Eis mit Hilfe eines kommerziellen Kits (TNT"” SP6 Coupled Reticulocyte
Lysate Kit, Promega) in Anwesenheit radioaktiv markiertem Methionins (**S)
(Amersham, UK) und unter Einsatz von 6 pl cDNA transkribiert und translatiert.
Nach Inkubation des fertigen Ansatzes fur 2 Stunden bei 30°C wird die Probe in
100 pl TBST-Puffer (150 mmol/l NaCl, 1% Tween 20, 50 mmol/l TRIS-HCI, pH 7,4)

aufgenommen. Die Abtrennung von freiem, nicht in das Antigen eingebautem *S-
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Methionin erfolgt Uber Massengewichtssaulen (NAP-5; Pharmacia, Uppsala,

Schweden).

Kombinierte Testung von humanen tTGCA- IgA und IgG

Alle Testschritte werden auf Eis durchgefuhrt. Pro Testserum werden in
Dupliakten jeweils 2 ul des unverdinnten Serums mit 15000 cpm radioaktiv
markierter tTGC in 25 yl TBST in Rundbodenréhrchen angesetzt und tUber Nacht
bei 4°C inkubiert. Zur lIsolation des von Antikérpern gebundenen markierten
Antigens werden 1 mg / Rohrchen Protein-A Sepharose (Pharmacia) in TBST lber
Nacht gequollen, am nachsten Tag 4 ul / Rohrchen Anti-IgA kovalent gebundene
Agarose-beads (Sigma-Aldrich) hinzugegeben, gewaschen und in 50 pl TBST /
R6hrchen gelost zu den Proben gegeben. Nach einer Stunde Inkubation bei 4°C
ruttelnd werden die Proben 4 mal gewaschen (1,8 ml TBST pro Réhrchen, 5 min
Zentrifugation bei 2100 rpm) und das Pellet anschliessend in 2 ml
Szinitillationsfltssigkeit (Optifluor, Canberra Packard, Meriden, CT, USA) geldst.
Die gebundene Radioaktivitat wird in einem Liquid-Szintillationscounter (1219
Rackbeta, Wallac, UK) gemessen, ausgedriickt als gemessene Radioaktivitat in
Zerfallen pro Minute (cpm). Bei jedem Versuchsansatz werden ein tTGCA-
Negativ-Serum und 8 Verdinnungen eines tTGCA-Positiv-Serums zur Erstellung
einer Standardkurve mitgefuhrt, mit deren Hilfe der Antikdrpertiter der Proben (in
Units) berechnet werden kann (Software des Top Count, Packard). Folgende
Verdinnungsstufen des tTGCA-Positiv Serums mit Negativ Serum werden
verwendet: 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048. Den Messwerten
(cpm) des Negativ-Serums werden 0 Units und der 1:16 Verdinnung des Positiv-
Serums 150 Units zugeteilt. Um die Sensitivitdit des kombinierten Assays zu
prifen, wurde aus jeweils einem Serum, das ausschlief3lich tTGCA-IgA positiv ist
und einem Serum das ausschlieBlich tTGCA-IgG positiv ist, eine
Verdinnungsreine mit Negativ-Serum erstellt. Diese Verdinnungen wurden
getrennt flr tTGCA-IgA und tTGCA-1gG getestet und jeweils die Verdinnungsstufe
mit einem am Cut-off liegenden Titer ermittelt. Diese wird bei jedem Combi-Assay

als Qualitatskontrolle mitgetestet.

Einzeltestung von humanen tTGCA- IgA und tTGCA-IgG
Die Einzeltestung der IgA und IgG- Antikdrper gegen tTGC erfolgt nach dem

gleichen Testprinzip wie die kombinierte Testung. Sie unterscheidet sich nur in der
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alleinigen Verwendung von 4 pl / Ro6hrchen Anti-IgA kovalent gebundenen
Agarose-beads geldst in 50 pl TBST / Roéhrchen zur Bindung der Immunkomplexe
bei der Messung der tTGCA-IgA und der alleinigen Verwendung von 1,5 mg /
R6hrchen Uber Nacht gequollener Protein-A Sepharose geldst in 50 pl TBST /
Rohrchen zur Bindung der Immunkomplexe bei der Messung der tTGCA-IgG.

2.2.2.2. Bestimmung von humanen Endomysium-Autoantikdrpern IgA

Die Bestimmung der Endomysium-Antikorer der Klasse IgA erfolgte im Labor von
Prof. Stern, Universitats-Kinderklinik Tubingen mit Hilfe eines kommerziell
erhéltlichen indirekten Immunofluoreszenz-Kits (Euroimmun, Gross Gronau,
Deutschland). Fir die Bestimmung werden Darm-Gewebeschnitte von Primaten
verwendet. Auf Reagenztrager werden jeweils 25 ul mit Phosphatpuffer (pH 7,2)
verdinnte (1:5) Serumproben pipettiert, die mit den Darmgefrierschnitten
beschichteten Objekttrager (BIOCHIPS) in den so entstandenen Tropfen
eingetaucht und 30 Minuten inkubiert. Die Objekttrager werden anschlie3end mit
Phosphatpuffer gewaschen. Die Reagenztrager werden mit je 20 ul Antiserum
(Fluor-lsothiocyanat - markiertes Anti-Human-IgA der Ziege, 1:5 verdinnt mit
PBS-Tween) beschichtet und die Biochips in den so entstandenen Tropfen auf
den Reagenztragern eingetaucht. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wird der
Objekttrager abgespult und mit Phosphatpuffer gewaschen, danach mit Phosphat-
gepuffertem Glycerin (pH 8,4) eingedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop
beurteilt. Bei einem positiven Befund ist das extrazellulare Bindegewebe der
Dunndarmmukosa deutlich grin gefarbt sichtbar. Positive Seren werden mit PBS-
Puffer austitriert und die Endpunkttiter in Units angegeben. Der Grenzwert fur
Positivitat liegt bei 1:5 (Stern, 1996).
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2.3. Tiermaterial und Methoden zur Untersuchung des Einflusses einer
Nahrungsmodulation auf die Entwicklung eines autoimmunen
Diabetes bei der NOD-Maus

2.3.1. Studiendesign

2.3.1.1. Beschreibung der Versuchstiere
Um den Einfluss des Glutens im Vergleich zu anderen Nahrungsfaktoren auf die
Entwicklung des autoimmunen Diabetes bei der NOD-Maus zu untersuchen,
wurden 8 Gruppen mit jeweils 12 weiblichen NOD Tieren gebildet, die mit
unterschiedlichem Futter erndhrt wurden. Die in diese Praventionsstudie
eingeschlossenen NOD Mause stammen aus einer Zucht des Instituts flr
Diabetesforschung, Minchen. Die Elterntiere wurden ursprtinglich von Taconics
(Germantown, NY) bezogen.
Die Erndhrungsmodulation bestand aus einer glutenfreien Erndhrung im Vergleich
zu einer Vitamin D-Supplementierung und einer Supplementierung mit n-3
Fettsauren. Es wurde jeweils ein Futter hergestellt, das hinsichtlich einem der drei
Erndhrungs-Faktoren verandert war, sowie ein Futter, in dem alle drei Faktoren
kombiniert  verandert  wurden. Da sich eine Modifizierung  der
Nahrungszusammensetzung auch auf den Gehalt anderer Nahrstoffe auswirkte,
wurde zu jeder Nahrung eine Kontroll-Nahrung entwickelt, die dem Nahrstoffgehalt
der Versuchsnahrung vergleichbar war (Firma Altromin, Lage, Deutschland).
Die Muttertiere wurden wéahrend der Schwangerschaft und Stillzeit mit dem
kombinierten Futter (glutenfrei + Vitamin D- + Fischolsupplementierung) ernéhrt.
Alle weiblichen Nachkommen, die aus einem Wurf der so behandelten Muttertiere
stammten, wurden im Alter von 21,9 = 2,8 Tagen gleichméafig auf folgende
Untersuchungsgruppen verteilt:

* Glutenfreie Gruppe und Kontrollgruppe

* Fischolgruppe und Kontrollgruppe

* Vitamin D Gruppe und Kontrollgruppe

* Gruppe mit kombiniertem Futter

Zusatzlich wurde eine Gruppe mit weiblichen Nachkommen gebildet, deren
Elterntiere wéahrend des Zuchtvorgangs und die Nachkommen selbst mit der
herkdmmlichen Standard-Nahrung (Glutenhaltig, ohne Vitamin D- und Fischol-
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Supplementierung) erndhrt wurden. Diese Gruppe diente somit als Kontrolle-

Gruppe fur die gesamte Ernahrungsintervention (Abb. 1).

Nahrung ||
Mutter- Kombiniertes Futter (Kombi) Standard
tiere (Glutenfrei + Vitamin D + Fischol) (Kontrolle)
Glutenfrei Fischol Vitamin D Kombi Standard
n=12 n=12 n=12 n=12 n=14
Versuchs-
v i i ' i v i
Glutenfrei Fischol Vitamin D
Kontrolle Kontrolle Kontrolle
n=12 n=12 n=12

Abb. 1: Behandlungsschema und Gruppeneinteilung der Muttertiere und der

Versuchstiere

Da neben der Erndhrung auch von anderen Umweltfaktoren berichtet wird, die
einen signifikanten Einfluss auf die Diabetes-Inzidenz bei NOD-Mausen haben
1993),
(Flussigkeitszufuhr, Sterilitat) gehalten.

(Pozzilli, wurden alle Tiere wunter den gleichen Bedingungen

2.3.1.2. Beschreibung der Nahrungszusammensetzung

Ausgehend von den Empfehlungen des American Institute of Nutrition zur
Zusammensetzung des Futters fur Nagetiere in Laborhaltung (Reeves, 1993)
wurden in Zusammenarbeit mit der Firma Altromin (Lage, Deutschland) die
Versuchsnahrungen konzipiert. Dabei blieb in allen Versuchsnahrungen der Anteil
von Sojaprotein und Milcheiweil3 unverandert, da eine diabetogene Wirkung dieser
Rohstoffe diskutiert wird und ein méglicher praventiver Effekt eines spezifischen

Nahrungsbestandteils sonst nicht eindeutig nachweisbar ware.
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Glutenfreie Nahrung und Kontrollnahrung

Die glutenfreie Nahrung wurde durch Austausch aller glutenhaltigen Rohstoffe
durch Maisstarke als Kohlenhydrattrager hergestellt. Als Eiweil3trdger wurde
Geflugelfleischmehl eingesetzt. Durch den Austausch der Rohstoffe kam es zu
einem hoheren Kohlenhydrat- und damit verbunden Energiegehalt des Futters.
Aus diesem Grund wurde ein Kontrollfutter mit glutenhaltigem Getreide konzipiert,

das dem Nahrstoffgehalt des glutenfreien Futters entspricht.

Nahrung mit Fischél-Supplementierung und Kontrollnahrung

Diese Nahrung wurde durch Zugabe einer Fettsduren-Mischung (Henry Lamotte
GmbH, Bremen, Deutschland) zur Standard-Nahrung produziert, die tberwiegend
n-3 Fettsduren enthélt. Der Gesamtgehalt an n-3 Fettsduren im Futter betrug
dadurch 30609 mg/kg, der Anteil von EPA und DHA 28343 mg/kg und der
Linolensaure-Anteil 2266 mg/kg. Der n-6 Fettsduren-Gehalt war 14907,75 mg/kg
und der Gesamtfettgehalt 135609,1 mg/kg. Das Verhéltnis von n-3 zu n-6
Fettsauren betrug 2:1. Als Kontrollnahrung wurde ein Futter hergestellt, das dem
Fett- und Energiegehalt der Versuchsnahrung entspricht, aber ein n-3 zu n-6

Fettsauren-Verhaltnis von 1:7 hat.

Nahrung mit Vitamin D-Supplementierung und Kontrollnahrung

Die Herstellung der mit Vitamin D3 supplementierten Nahrung erfolgte durch
Zugabe von 2000 I.E./kg Vitamin D3 im Vergleich zu einem Gehalt von 600 I.E./kg
Vitamin D3 der Standardnahrung. Da der Nahrstoffgehalt ansonsten unveréndert

blieb, wurde die normale Standardnahrung als Kontroll-Diat verwendet.

Glutenfreie Nahrung mit Vitamin D- und Fischél Supplementierung

Zur Herstellung dieser Nahrung wurde der glutenfreien Nahrung 2000 I.E./kg
Vitamin D3 zugegeben und der Anteil der n-3 Fettsauren durch Zugabe der
Fettsaurenmischung auf 30468,35 mg/kg erhdht. Das Verhéltnis von n-3 zu n-6

Fettsauren betrug somit 2:1.
Der Nahrstoffgehalt, Vitamin D3 Gehalt sowie die Fettsdurenzusammensetzung ist

in Tab. 3 dargestellt. In Tab. 4 sind die Rohstoffe aufgefuhrt, die zur Herstellung

der Versuchsnahrungen verwendet wurden.
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Alle Nahrungen wurden aus Haltbarkeitsgriinden bei —20° gelagert und in kleinen
Portionen aufgetaut. Um die durchschnittliche tagliche Nahrungs-Aufnahme der
Tiere zu ermitteln, wurde der Verbrauch des Futters pro Kafig zweimal wéchentlich
durch Abwiegen der Ausgangs- und Restmenge bestimmt und durch die Anzahl

der Tiere im Kéfig geteilt.

Tab. 3: Nahrstoffgehalt, Vitamin D - Gehalt und Fettsdurenzusammensetzung der

Versuchs- und Kontrollnahrungen.

Glutenfrei Glutenfrei |Fischol Fischol- Vitamin D Vitamin D | Kombi
Kontrolle Kontrolle Kontrolle
=Standard

Energie 3151 2919 3071 3092 2473 2474 3042

(kcal/kg)

Eiweild 186915 180182 174086 173654 185648 185688 186308

(mg/kg)

Kohlen- 511088 491384 316350 315707 371198 371258 268934

hydrate

(mg/kg)

Fett

(mg/kg)

Gesamt 38925 38603 135609 138477 38220 38231 138271
c 18:2 10962 17688 13062 68297 13382 13382 11862
C 18:3 1525 2432 2266 9391 1834 1834 2125
C 20:4 546 546 1846 546 546 546 1846
C 205 243 243 20843 243 243 243 20843
C 22:6 - - 7500 - - - 7500
n-3:n-6 1:6,5 1:7 2:1 1:7 1:7 1:7 2:1

Vitamin 600 600 600 600 2000 600 2000

D3

(I.LE./kg)
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Tab. 4: Verwendete Rohstoffe fir die Versuchs- und Kontrollnahrungen

Glutenfrei Glutenfrei | Fischol Fischol- Vitamin D Standard | Kombi
Kontrolle Kontrolle

Saccharose - + - - - - -
Casein - + - - - - -
Mais- + - - - - - +
starke
Weizenkleie - - + + + + -
Weizennach- - + + + + + -
mehl
Weizen - + + + + + _
Mais - - + + + + -
Gerste _ _ + + + + _
Geflugel- + + - - - - +
fleischmehl
Sojaschrot + + + + + + +
Fischol - - + - - - +
Cellulose- + + - - - - +
pulver
Fischmehl + + + + + + +
Sojadl + + + + + + +
Milchpulver + + + + + + +
Grinmehl + + + + + + +
Mineral- + + + + + + +
stoffe
Vitamine + + + + + + +
Spuren- + + + + + + +
elemente
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2.3.1.3. Beschreibung des Versuchsablaufs

Zur Bestimmung der Diabetes-Inzidenz wurden die Tiere ab der 10. Lebenswoche
bis zum Alter von 32 Wochen (Versuchsende) dreimal wdchentlich auf das
Vorliegen einer Glukosurie getestet. Blutabnahmen zur Bestimmung der Insulin-
Autoantikérper erfolgten im Alter von 10 und 18 Wochen aus der Augenvene
(Plexus venorum) und bei Diabetesmanifestation bzw. bei Versuchsende wahrend
der Praparation des Tieres aus der Vena cava. Gliadin-Antikdrper der Klasse IgA
und IgG wurden im Alter von 10 Wochen bestimmt. Bei allen Tieren wurde zum
Zeitpunkt der Totung das Pankreas entnommen und zur spateren histologischen
Untersuchung in Bouinscher Lésung (35% Formaldehyd, Krankenhausapotheke

Miinchen-Schwabing) aufbewahrt.

2.3.2. Untersuchungsparameter

2.3.2.1. Bestimmung der Diabetes-Pravalenz durch Nachweis von Uringlukose

Die Messung der Uringlukose erfolgte mit Hilfe von Teststabchen (Diabur Test
5000, Roche). Bei positivem Befund (Uringlukose > 5,5 mmol/l) wurde die
Diagnose des Diabetes durch die Messung der Blutglukose mit dem Messgerat

Glucometer Elite, Bayer, Leverkusen (positiv > 250 mg/dl) bestatigt.

2.3.2.2. Analyse der Inselzell-Autoimmunitat

Bestimmung von murinen Insulin-Autoantikérpern

Die Bestimmung der Insulin-Autoantikdrper (IAA) basiert auf einem Radioliganden-
Bindungs Assay (Williams, 1997; Naserke, 1998), der fur die Bestimmung der
Autoantikérper in Mauseseren modifiziert wurde. Alle Testschritte werden auf Eis
durchgefihrt. Pro Testserum werden in 4 Rundbodenréhrchen jeweils 5 pl des
unverdinnten murinen Serums pipettiert. Ein Duplikat wird mit 25 pl / R6hrchen in
TBT-Puffer (50 mmol/l Tris, 1% Tween 20, pH 8,0) gel6stem, nicht-radioaktiv
markiertem Insulin (H-Insulin 100, Hoechst, Frankfurt, Deutschland) inhibiert, dem
zweiten Duplikat wird ausschlie3lich TBT (25 pl / Réhrchen) zugegeben und somit
nicht inhibiert. AnschlieRend wird allen Rohrchen 22000 cpm *?°l-markiertes
humanes Insulin (Hoechst) in 25 ul TBT zugegeben. Die Ansatze werden flur 72

Stunden bei 4°C inkubiert. Am Vorabend der Weiterbearbeitung werden 2 mg

33



Protein-A-Sepharose pro Probe bei 4 °C in TBT-Puffer vorgequollen, am n&chsten
Tag mit 4 pl Protein-G-Sepharose (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden)
pro Probe gemischt und einmal mit TBT gewaschen. Das Sepharosegemisch (50
pl / Roéhrchen) wird zu den Proben gegeben und wahrend einer einstiindigen
Inkubation bei 4 °C auf einem leicht rotierenden Mixer préazipitieren die Antigen-
Antikérperkomplexe. Es folgen vier Waschschritte mit je 1,8 pl TBT/R6hrchen und
funf Minuten Zentrifugation bei 4 °C und 2100 rpm. Nach dem vierten
Absaugvorgang wird die Radioaktivitat der Prazipitate in einem Gammacounter
(Cobra 1l, Canberra Packard) gemessen. Die Messergebnisse werden
ausgedrickt als gemessene Radioaktivitat in Zerfallen pro Minute (cpm). Die
Werte wurden durch folgende Formel berechnet und als pUnits / ml Serum

ausgedruckt:

(Arithmetisches Mittel der nicht inhibierten Proben [cpm] - arithmetisches Mittel der
inhibierten Proben [cpm]) / Menge der pro Rohrchen eingesetzten Radioaktivitat
[cpm] x 1,159 x 200

Bestimmung von murinen IgG-spezifischen Subklassen-Antikérpern gegen Insulin
Der von Bonifacio (1999) beschriebene Subklassentest wurde fur die
Durchfiihrung mit Mauseseren modifiziert. Es wird ein Testformat verwendet, das
analog zu dem beschriebenen Mikroassay fur murine Insulinantikbrper ablauft.
Sepharose-Streptavidin-Beads (10 pl / Roéhrchen, Zymed, San Francisco, USA)
werden zunédchst 3x mit eiskaltem PBS (50 mmol/l Phosphatpuffer, 150 mmol/l
NaCl, pH 7,4) gewaschen, und daraufhin mit biotinilierten monoklonalen Anti-
Maus- Subklassenantikorpern (5 pl / Réhrchen, Biotin-anti-mouse IgG1l [A85-1],
1gG2a” [Igh-1b], IgG2b [R12-3], Pharmingen) tber Nacht bei 4°C rotierend in PBS
beschichtet. AnschlieRend werden die beschichteten Sepharose-Beads einmal mit
eiskaltem PBS und zweimal mit eiskaltem TBT (50 mmol/l Tris, 1% Tween 20,
pH=8) gewaschen. Die mit biotinilierten monoklonalen Anti-Maus-
Subklassenantikdrpern beschichteten Sepharose-Streptavidin-Beads werden
anstelle der Protein-A/G-Sepharosemischung zur Prazipitation der Antigen-

Antikorperkomplexe verwendet. Zur Bestimmung des Backgrounds wird fur jedes



Test-Serum ein humaner Anti-IgE Antikdrper verwendet (Pharmingen). Fur die
Messung der Subklassentiter werden 2,5 pl der Probenseren unverdinnt
eingesetzt. Die Formel fur die Berechnung der Menge an gebundenem | nsulin pro

ml Mauseserum in mU lautet fur die Subklassenantikorper:

(Subklassenspezifischer IgG-Messwert (cpm) — probenspezifischer anti-Mensch-
IgE-Messwert (cpm) / Menge der pro Réhrchen eingesetzten Radioaktivitat (cpm)
x 1,159 x 400)

2.3.2.3. Bestimmung von Anti-Gliadin Antikdrpern der Klasse IgA und IgG

Murine Antigliadin-Antikdrper der Klasse IgA und IgG werden mittels ELISA
bestimmt. Hierfir werden mit Gliadin beschichtete Reagenzgefal3e (Euroimmun,
Grol3 Gronau) verwendet. Je 100 pl des 1:200 mit PBST (147mM NaCl; 1,5mM
KCI; 2,7mM KH,PO,4 81mM Na,HPO, pH 7,4; 0,05, % Tween) verdlinnten
Testserums und 100 pl PBST als Blindwert werden in Duplikatien in die
Reagenzgefal3e pipettiert und bei Raumtemperatur 60 Minuten inkubiert. Die
ReagenzgefalRe werden anschlieRend entleert und 3 x mit 200 pl PBST
gewaschen. Je 100 pl der monoklonalen Anti-Maus-IgA- [C10-1] bzw. Anti-Maus-
lgG1 [A85-1] Antikdrpers (Pharmingen) werden in einer Verdiinnung von 1/1000
dazugegeben (100 ul/Reagenzgefal’) und fur 2h bei Zimmertemperatur inkubiert.
Danach werden die Platten 3x mit PBST gewaschen, dann 100 pl/Reagenzgefal?
Streptavidin-HRP-Konjugat (Pharmingen) in einer Verdinnung von 1/1000
hinzugeftigt (Pharmingen), eine Stunde inkubiert, gewaschen, und 100 pl Substrat
(ABTS, Sigma A-1888) addiert. Nach ca. 8 min wird die Farbreaktion mit 1 N
H,SO, (100 pl) gestoppt und die Platte in einem ELISA-reader (MR 600,
Microplate Reader, Dynatech) bei E405 gelesen.
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2.4. Statistik
Fur die statistische Auswertung wurde das Statistical Package for Social Sciences
(SPSS Inc., Chicago, USA) verwendet. Unterschiede wurden bei einem p-Wert

<0,05 als signifikant eingestuft.

Analyse der Immunantwort gegen Tetanus Toxoid

Zum Vergleich der Antikdrper-Titer zwischen den Untersuchungsgruppen wurde
der Mann Whitney U Test angewandt. Der Vergleich der Anktikdrper-Titer zu
verschiedenden Zeitpunkten (9 Monate vs 2 Jahre) wurde mit Hilfe des gepaarten
Wilcoxon Tests durchgefuhrt. Die Korrelation zwischen Anti-TT IgG Subklassen-
Titern und Zytokinen (Elispot-Assay) wurde durch den Spearman's nicht-
parametrischen Korrelations-Koeffizienten bestimmt. Fir den Vergleich der
Pravalenz der Antikorper-responder zwischen den Gruppen wurde Fishers exact
test verwendet. Diese Analysen wurden auch in den Untergruppen mit den
Risikogenotypen DR3/4 oder DR 4/4 durchgefthrt.

Analyse der Zoéliakie-assoziierten Antikérper
Normbereiche fir die tTGCA-Assays wurden mittels der 99. Percentile bzw. Uber

den Mittelwert + 3x Standardabweichung berechnet. Die Verteilung der bei den
Kontrollkollektiven ermittelten tTGCA-Titer wurde mit dem nicht-parametrischen
Test nach Kolmogorov-Smirnov auf Normalverteilung getestet. Zum Vergleich der
Antikorper-Titer zwischen den Untersuchungsgruppen wurde der Mann Whitney U
Test angewandt, der Vergleich von Haufigkeiten wurde mit Hilfe des Chi-Quadrat-

Tests durchgefuhrt.

Analyse der Primérprévention des autoimmunen Diabetes bei der NOD-Maus

Die Analyse des kumulativen Diabetes-Risikos und der medianen diabetesfreien
Uberlebenszeit erfolgte durch die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier. Konfidenz-
Intervalle wurden mit folgender Formel berechnet: Kumulatives Diabetesrisiko *
(1,96 x Standardfehler). Die Korrelation der IAA-Titer mit dem Alter der
Diabetesmanifestation sowie der Gesamt IAA-Antwort mit der IgG Subklassen

Antikorperantwort erfolgte durch die lineare Regressionsanalyse.
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3. Ergebnisse

3.1. Analyse der Immunantwort gegen Tetanus Toxoid

Durch die Bestimmung der Immunantwort gegen TT sollte untersucht werden, ob
bei Kindern mit Inselzell- bzw. Zd6liakie-assoziierter Autoimmunitat eine generell
veranderte Immunantwort, also auch gegen das Impfantigen TT, zu beobachten

ist.

3.1.1. Analyse der humoralen Immunantwort gegen Tetanus Toxoid (TT)

1gG-spezifische Subklassen gegen TT

Die Analyse der humoralen Immunantwort gegen TT erfolgte bei 117 Kindern der
BABYDIAB-Studie. Die IgG-spezifische Subklassen-Antwort gegen TT wurde im
Alter von 9 Monaten (nach der initialen TT-Impfung) und im Alter von 2 Jahren
(nach der TT-Booster-Impfung) bestimmt. Im Alter von 9 Monaten hatten 54% der
Kinder positive Anti-TT Antikorpertiter, im Alter von 2 Jahren, also nach der
Booster-Impfung, stieg die Pravalenz auf 74%. Im Alter von 9 Monaten war IgG1
die dominante Anti-TT Subklasse, 1gG2 und IgG4 Anti-TT wurden nur bei wenigen
Kindern und mit niedrigen Titern gemessen. Nach der Booster Impfung zeigten die
Kinder im Alter von 2 Jahren ein verdndertes Subklassenprofil. Die IgG1 Titer
waren nahezu unverandert, die IgG2 Anti-TT Titer stiegen leicht an und die 1gG4
Anti-TT Titer stiegen signifikant an (p<0,001; Abb. 2). IgG3 Anti-TT Antikorper
wurden weder im Alter von 9 Monaten noch im Alter von 2 Jahren detektiert.

Nach der Booster-Impfung, im Alter von 2 Jahren, korrelierten die 1gG2 und IgG4
Anti-TT Titer stark miteinander (r = 0,78; p<0,0001; Abb. 3A), wohingegen die
IgG1 Anti-TT Titer nur geringfligig mit IgG2 Anti-TT (r = 0,45; p<0,001; Abb. 3B)
und mit IgG4 Anti-TT (r = 0,39; p<0,001; Abb. 3C) korrelierten.
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Abb 2: Anti-TT Antikérper Subklassen Titer ausgedrickt als korrigierte optische
Dichte bei Kindern der BABYDIAB Studie im Alter von 9 Monaten und 2 Jahren
nach der DT(P)-Impfung im Alter von 3, 4, 5, und 18 Monaten.
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Abb 3: Korrelation zwischen Anti-TT IgG2 und Anti-TT IgG4 (A), Anti-TT IgG1 und
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der BABYDIAB Studie im Alter von 2 Jahren. Die gestrichelten Linien zeigen die

Grenzwerte fur die Antikorper-Subklassen an.
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Um den Einfluss des HLA-Klasse Il Genotyps auf die Anti-TT Subklassenantwort
zu untersuchen, wurden bei Insel-Autoantikérper negativen Kindern mit und ohne
Diabetes-Risiko HLA-Genotyp die Anti-TT Subklassentiter bestimmt. Es konnte
dabei kein signifikanter Unterschied in der Immunantwort gegen TT beztiglich des

HLA-Klasse Il Genotyps der Kinder festgestellt werden (Tab. 5).

Tab. 5: Anti-TT Antikdrper Subklassen Titer (Median und Bereich) vor (Alter 9
Monate) bzw. nach (Alter 2 Jahre) der TT-Booster-Impfung bei Insel-

Autoantikorper negativen Kindern in Abhangigkeit des HLA-Genotyps.

Anti-TT im Alter von 9 Monaten Anti-TT im Alter von 2 Jahren
Anti-TT Anti-TT Anti-TT Anti-TT Anti-TT Anti-TT
IgG1 1gG2 IgG4 IgG1 1gG2 IgG4
Grenzwerte >0,3 >0,25 >0,1 >0,3 >0,25 >0,1
Diabetes-Risiko-
genotypen *
(n=42)
Median 0,36 0,17 0,05 0,25 0,14 0,27
Bereich 0-2,40 0-0,50 0-0,51 0-2,63 0-1,26 0-1,42
Andere
Genotypen
(n=31)
Median 0,22 0,15 0,04 0,20 0,16 0,33
Bereich 0,01-2,5 0,02-0,77 0-0,79 0-2,59 0-1,54 0-1,31

* Diabetes-Risikogenotypen: HLA DRB1*03 DQB1*0201 / DRB1*04 DQB1*0302 (DR3/4)
oder HLA DRB1*04 DQB1*0302 / DRB1*04 DQB1*0302 (DR4/4)
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1gG-spezifische Subklassen gegen TT in Abhédngigkeit der Inselzell-Autoimmunitét
Um die Abh&ngigkeit der Subklassenantwort gegen TT von der Inselzell-
Autoimmunitat zu untersuchen, wurden die Anti-TT Titer in drei verschiedenen
Gruppen gemessen. Gruppe 1 sind alle Kinder der BABYDIAB-Studie, die bereits
im Alter von 9 Monaten und von da an persistierend Insel-Autoantikérper hatten.
Gruppe 2 sind alle Kinder der BABYDIAB-Studie, die im Alter von 9 Monaten keine
Insel-Autoantikdrper hatten, jedoch ab dem Alter von 2 Jahren persistierend Insel-
Autoantikorper bildeten. Gruppe 3 sind Kinder, die weder im Alter von 9 Monaten
noch im Alter von 2 Jahren Insel-Autoantikdrper hatten, und deshalb als Insel-
Autoantikorper negative Kinder bezeichnet werden.

Im Alter von 9 Monaten war die Anti-TT Antwort bei den Kindern aller drei
Gruppen vorwiegend durch die Subklasse IgG1 dominiert. Es konnte kein Einfluss
der Inselzell-Autoimmunitat auf die IgG Subklassenantwort gegen TT beobachtet
werden (Abb. 4).
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Abb. 4:1gG1, IgG2 und IgG4 Anti-TT Antikdrper (cOD) bei Kindern der BABYDIAB
Studie im Alter von 9 Monaten (bei 13 Kindern, die erstmals im Alter von 9
Monaten und dann persistierend Insel-Ak+ waren, 18 Kindern, die erst ab dem
Alter von 2 Jahren persistierend Insel-Ak+ waren und 63 Kindern, die sowohl im
Alter von 9 Monaten als auch 2 Jahren Insel-Ak- waren). Kinder mit mehreren

Insel-Ak (Insulin, GAD, oder IA-2) sind durch die gefillten Kreise dargestelit.
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Nach der Booster-Impfung (im Alter von 2 Jahren) zeigten jedoch die Kinder, die
schon im Alter von 9 Monaten und von da an persistierend Insel-Autoantikdrper
hatten, eine signifikant niedrigere Anti-TT Antwort (Abb. 5). Vor allem der Anstieg
der 1IgG4 Anti-TT Titer nach der Booster-Impfung konnte bei diesen Kindern nicht
beobachtet werden (Abb. 5C). Der mediane Anti-TT IgG4 Titer (cOD) betrug in der
Gruppe der Kinder mit Insel-Autoantikorper im Alter von 9 Monaten 0,07 und war
somit signifikant niedriger als in der Gruppe der Kinder, die erst im Alter von 2
Jahren Insel-Autoantikorper hatten (mediane cOD 0,34; p<0,01) und der Gruppe
der Insel-Autoantikérper negativen Kinder (mediane cOD 0,31; p=0,02). Des
weiteren wurde in der Gruppe der Kinder mit friher Inselzell-Autoimmunitat eine
schwéchere 1gG2 Anti-TT Antwort detektiert (p<0,001 vs. Kinder mit Insel-AutoAk
im Alter von 2 Jahren und p<0,01 vs. Insel-AutoAk negative Kinder; Abb. 5B).
Auch die IgG1 Anti-TT Titer waren in dieser Gruppe niedrig (Abb. 5A). Insgesamt
hatten nur 2 von 11 (18%) Kindern, die ab dem Alter von 9 Monaten Insel-
Autoantikérper hatten, eine positive IgG4 und/oder 1gG2 Anti-TT Antwort, im
Vergleich zu 18 von 22 (82%) der Kinder mit Insel-Autoantikdrpern ab dem Alter
von 2 Jahren (p<0,001) und 50 von 70 (71%) Insel-Autoantikdrper negativen
Kindern (p<0,01). Von den vier Kindern, die im Alter von 9 Monaten schon multiple
Insel-Autoantikdrper hatten, hatte keines 1gG2 oder IgG4 Anti-TT Antikérper und

nur ein Kind zeigte eine schwache IgG1 Anti-TT Antwort.
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Abb. 5: 1gG1, IgG2 und IgG4 Anti-TT Antikdrper (cOD) bei Kindern der BABYDIAB
Studie im Alter von 2 Jahren (bei 11 Kindern, die erstmals im Alter von 9 Monaten
und dann persistierend Insel-Ak+ waren, 22 Kindern, die ab dem Alter von 2
Jahren persistierend Insel-Ak+ waren und 70 Kindern, die sowohl im Alter von 9
Monaten als auch 2 Jahren Insel-Ak- waren). Kinder mit mehreren Insel-Ak

(Insulin, GAD, oder IA-2) sind durch die geflllten Kreise dargestellt.



Des weiteren sollte untersucht werden, ob die beobachtete verminderte
Immunantwort gegen TT in der Gruppe der Kinder, die seit dem 9. Lebensmonat
persistierende Insel-Autoantikdrper haben, durch den HLA-Klasse Il Genotyp
beeinflusst wird. Dazu wurden die Anti-TT Titer nur von den Kindern der drei
Gruppen verglichen, die den Diabetes-assoziierten HLA-Genotyp DR3/4 bzw.
DR4/4 tragen. Die in Abb. 6 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass auch dann die
Kinder, die schon ab dem 9. Lebensmonat Insel-Autoantikbrper haben, im
Vergleich zu den Kindern, die erst ab dem 2. Lebensjahr Insel-Autoantikdrper oder
gar keine Insel-Autoantikdrper entwickelten, signifikant verringerte 1gG2 (p<0,01;
Abb. 6B) und 1gG4 (p<0,05; Abb. 6C) Anti-TT Antikérper aufweisen. Die
verringerte Anti-TT Immunantwort der Kinder mit sehr friher Inselzell-

Autoimmunitat ist folglich unabhangig vom HLA-Klasse Il Genotyp zu beobachten.
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Abb. 6: 1gG1, IgG2 und IgG4 Anti-TT Antikdrper (cOD) bei Kindern der BABYDIAB
Studie mit dem HLA-Genotyp DR3/4 bzw. DR4/4 im Alter von 2 Jahren (bei 4
Kindern, die erstmals im Alter von 9 Monaten und dann persistierend Insel-Ak+
waren, 9 Kindern, die ab dem Alter von 2 Jahren persistierend Insel-Ak+ waren
und 40 Kindern, die sowohl im Alter von 9 Monaten als auch 2 Jahren Insel-Ak-
waren). Kinder mit mehreren Insel-Ak (Insulin, GAD, oder 1A-2) sind durch die

gefullten Kreise dargestellt.
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IgG-spezifische Subklassenantwort gegen TT in Abhédngigkeit der Zobliakie-

assoziierten Autoimmunitét

Um die Abhangigkeit der Subklassenantwort gegen TT von der Zobliakie-
assoziierten Autoimmunitat zu untersuchen, wurden die Anti-TT Subklassentiter
bei Kindern der BABYDIAB-Studie gemessen, bei denen das Vorliegen einer
Zoliakie bioptisch gesichert war. Alle acht Kinder entwickelten Zéliakie -assoziierte
Antikorper erst nach dem 2. Lebensjahr, also nach der TT-Booster-Impfung.
Sowohl im Alter von 9 Monaten (vor der TT-Booster-Impfung) als auch im Alter
von 2 Jahren (nach der TT-Booster-Impfung) war die Anti-TT Subklassenantwort
der Kinder mit Zéliakie mit der Immunantwort der Insel-Autoantikdrper negativen
Kinder vergleichbar (Tab. 6). Wahrend auch bei Kindern mit Zdliakie die
Immunantwort im Alter von 9 Monaten durch Anti-TT IgG1 dominiert war, zeigten
die Kinder einen Anstieg der Anti-TT IgG2 und Anti-TT IgG4-Titer nach der TT-

Booster-Impfung.

Tab. 6: Anti-TT Antikdrper Subklassen-Titer (Median und Bereich) vor (Alter 9
Monate) bzw. nach (Alter 2 Jahre) der TT-Booster-Impfung bei Kindern mit

Zoliakie im Vergleich zu Insel-Autoantikorper negativen Kindern.

Anti-TT im Alter von 9 Monaten Anti-TT im Alter von 2 Jahren
Anti-TT Anti-TT Anti-TT Anti-TT Anti-TT Anti-TT
IgG1 1gG2 IgG4 IgG1 1gG2 IgG4
Grenzwert >0,3 >0,25 >0,1 >0,3 >0,25 >0,1
Kinder mit
Zdliakie (n=8)
Median 0,29 0,07 0 0,4 0,12 0,55
Bereich 0,11-1,21 0,06-0,11 0-0,09 0,16-2,67 0,04-0,65 0-11
Kinder ohne
Insel-Ak (n=73)
Median 0,23 0,17 0,04 0,25 0,14 0,31
Bereich 0-2,5 0,01-0,77 0-0,79 0-2,63 0-1,54 0-1,42
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3.1.2. Analyse der humoralen und zellul&aren Immunantwort gegen TT

Durch die vergleichende Analyse der zellularen und humoralen Immunantwort
gegen TT sollte untersucht werden, ob die verminderte humorale Anti-TT
Immunantwort nach der Booster-Impfung bei Kindern, die schon ab dem 9.
Lebensmonat persistierend Insel-Autoantikbrper haben, mit einer verminderten
Anti-TT IL-4 Antwort korreliert. Daftir wurde sowohl das Zytokinprofil (IL-4, 1L-13
und IFNy) TT-stimulierter Lymphozyten als auch die Ant-TT IgG-
Subklassenantwort bei 31 Kindern der BABYDIAB-Studie untersucht.

Anti-TT Zytokinprofil

Die Bestimmung des Zytokinprofils erfolgte mittels der ELISpot-Technik. Dabei
zeigten zehn Personen eine relativ hohe IL-4 und IL-13 Antwort gegen TT (9/10
Personen zeigten auch eine IFNyAntwort), 9 Personen hatten eine
ausschlie3liche IFNy Antwort und 12 hatten eine geringe oder gar keine IFNy, IL-4
und IL-13 Antwort gegen TT.

Die IL-4 und IL-13 Antwort der untersuchten Personen korrelierten nur in sehr
geringem Male mit der IFNy Antwort (r = 0,55; p<0,01; Abb. 7A bzw. r = 0,56;
p<0,01; Abb. 7B). Im Vergleich dazu konnte eine starke Korrelation zwischen IL-4
und IL-13 sezernierenden Zellen beobachtet werden (r = 0,8; p<0,0001; Abb. 7C).
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und IL-13 Sekretion (C) der PBL nach TT Stimulation. Die gestrichelte Linie (50
spots/500000 Zellen) stellt die Detektionsgrenze des Assays dar. Personen mit

einer starken IL-4 und IL-13 Antwort sind durch geflllte Kreise dargestellt.
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Korrelation des Anti-TT IgG-Subklassen- und Zytokinprofils

Die IgG4 Anti-TT Titer korrelierten kaum mit der IFNy Antwort (r = 0,1; Abb. 8A).
Im Vergleich dazu korrelierten die 1gG4 Anti-TT Titer signifikant mit der IL-4
Antwort (r = 0,55; p < 0,002; Abb. 8B) und IL-13 Antwort (r = 0,52; p<0,005; Abb.
8C) gegen TT. Die IgG2 Anti-TT Titer korrelierten ebenfalls mit IL-4 (r = 0,61,
p<0,001) und IL-13 (r = 0,47; p<0,01) und nicht mit IFNy (r = 0,1). Dahingegen
korrelierten die IgG1 Anti-TT Titer nicht mit der Zytokinantwort.

Dem entsprechend waren IgG2 und IgG4 Anti-TT Antikorper-Titer signifikant hoher
bei Personen mit starker IL-4 und IL-13 Anti-TT Antwort (Abb. 9B und 9C) als bei
Personen mit ausschlief3licher IFNy Antwort (p<0,05 und p<0,01) oder Personen
mit schwacher oder fehlender Zytokin-Antwort (p<0,05 und p<0,02). Anti-TT
Antikorper waren bei allen 10 Personen nachweisbar, die eine starke IL-4 und IL-
13 Anti-TT Antwort hatten. Im Vergleich dazu hatten nur 11 von 21 Personen mit
schwacher IL-4/IL-13 Anti-TT Antwort detektierbare Anti-TT Antikdrper (p < 0,01).
Bis auf eine Person waren bei allen Personen mit starker IL-4/IL-13 Anti-TT
Antwort Anti-TT 1gG4 Antikoérper nachweisbar, wohingegen nur 10 von 21
Personen mit schwacher IL-4 Anti-TT Antwort IgG4 Anti-TT Antikorper hatten (p <
0,05). Anti-TT 1gG2 Antikorper konnten nur bei Personen mit starker IL-4/IL-13
Anti-TT Antwort detektiert werden (p<0,01 vs. Personen mit schwacher IL-4/IL-13
Anti-TT Antwort).
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Zusammenfassend zeigt die Untersuchung der Immunantwort gegen TT folgende

Ergebnisse:

1. Kinder mit persistierenden Insel-Autoantikdrpern ab dem 9. Lebensmonat
haben eine verringerte humorale Immunantwort gegen TT nach der TT-
Booster-Impfung. Vor allem der bei den Kindern, die erst ab dem 2.
Lebensjahr Insel-Autoantikdrper haben, bzw. bei den Insel-Autoantikorper
negativen Kindern beobachtete Anstieg von Anti-TT IgG2 bzw. Anti-TT
IgG4 nach der Booster-Impfung konnte bei diesen Kindern nicht beobachtet

werden.

2. Es konnte kein Einfluss der Zdliakie-assoziierten Autoimmunitat auf die

humorale Immunantwort gegen TT beobachtet werden.

3. Die vergleichende Untersuchung der zellularen und humoralen
Immunantwort gegen TT zeigte eine starke Korrelation der IL-4 bzw. IL-13,
nicht aber der IFNy Antwort, mit der Anti-TT IgG2 und IgG4-Antwort. Bei
Kindern mit starker IL-4 bzw. IL-13 Immunantwort konnte insgesamt eine
starkere Anti-TT IgG1, 1gG2 und IgG4 Antwort beobachtet werden.
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3.2. Analyse der Zb6liakie-assoziierten Antikorper

3.2.1. Bestimmung der Normbereiche fur die kombinierte und Einzeltestung der
tTGCA

Um die Normbereiche fur die kombinierte und Einzeltestung von tTGCA-IgA und
tTGCA-IgG zu definieren, wurden Seren von Kontrollpersonen kombiniert und
einzeln auf tTGCA-IgA und IgG getestet. In Tab. 7 sind Median, Bereich,
Mittelwert + 3 SD und die 99. Percentile der dabei ermittelten Werte dargestellt.
Die Haufigkeitsverteilungen der durch die Einzel- und kombinierte Messung
erzielten Ergebnisse ist in Abb. 10 A-C dargestellt. Die statistische Analyse ergab,
dass alle drei Stichproben normalverteilt waren. Der Grenzwert fur Positivitat
wurde fur die Einzeltestung von tTGCA-IgA und tTGCA-IgG als 99. Percentile
definiert. Bei der kombinierten Testung wurde anstelle der 99. Percentile (3,6
Units) ein niedrigerer Grenzwert definiert (MW + 3SD; 1,7 Units), um dadurch

madglichst alle tTGCA-IgA oder IgG positiven Personen zu erfassen.

Tab. 7. Median, Bereich, Mittelwert + 3 Standardabweichungen (MW + 3SD) und
99. Percentile der getrennt und kombiniert auf tTGCA-IgA und tTGCA-IgG

untersuchten Kontroll-Seren.

Kombinierte Einzeltestung Einzeltestung
Testung tTGCA-IgA tTGCA-IgG
(n=230) (n=239) (n=266)
Median
(Units) 0 0,1 0
Bereich
(Units) 0-4,9 0-2,9 0-6,6
MW + 3SD 0,2 + 3x0,5 0,3 +3x0,5 0,4 + 3x0,8
(Units) 1,7 1,8 2,8
99. Percentile
(Units) 3,6 2,3 3,2
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Abb. 10: Haufigkeitsverteilung der kombiniert getesteten tTGCA-IgA/IgG-Titer bei
230 untersuchten Kontrollpersonen (A), der einzeln getesteten tTGCA-IgA Titer
bei 239 Kontroll-personen (B) und der einzeln getesteten tTGCA-IgG Titer bei 266

Kontrollpersonen (C).
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Um die Sensitivitat des kombinierten Tests zu prufen, wurde aus jeweils einem
Serum, das ausschlie3lich tTGCA-IgA positiv ist und einem Serum das
ausschlie3lich tTGCA-IgG positiv ist, eine Verdinnungsreihe mit Negativ-Serum
erstellt. Diese Verdinnungen wurden sowohl einzeln als auch kombiniert flr
tTGCA-IgA und tTGCA-IgG getestet (Tab. 8).

Tab 8: tTGCA-Titer der Verdinnungsreihe eines ausschlie3lich tTGCA-IgA
positiven Serums und ausschlieB3lich tTGCA-IgG positiven Serums in der

kombinierten und Einzeltestung.

IgA positives Serum IgG positives Serum
Titer im IgA-  Titer im Combi-| TiterimIgG- Titer im Combi-
Test Test Test Test
Verdinnung | (positiv>2,3 U) (positiv>1,7 U) | (positiv >3,2 U) (positiv>1,7 U)
Unverdunnt 31,2 14,1 150,0 150,0
1:2 11,0 7,6 136,0 72,7
1:4 4,1 3,7 35,4 25,7
1:8 1,7 1,2 14,7 11,4
1:16 0 0,9 6,8 4,5
1:32 0 0,9 2,1 1,4
1:64 0 0,7 0 0,6

Als Qualitatskontrolle wurde in jedem durchgefiihrten Combi-Test fur die IgA-
Sensitivitdt des Combi-Tests die 1:4 Verdinnung des IgA positiven Serums und
fur die 1gG-Sensitivitat des Tests die 1:16 Verdinnung des IgG positiven Serums

mitgetestet.
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3.2.2. Zoliakie-assoziierte Antikorper bei Personen mit Langzeit- Typ 1 Diabetes

mit und ohne kardiale autonome Neuropathie (KAN)

Um einen potentiellen Zusammenhang von Zoliakie-assoziierter Autoimmunitét
und diabetischer Neuropathie zu untersuchen, wurden bei 141 Patienten mit
Langzeit- Typ 1 Diabetes tTGCA-IgA und IgG bestimmt. Alle 141 Patienten waren
auf das Vorliegen einer kardialen autonomen Neuropathie, 28/141 Patienten

waren auf das Vorliegen einer Gastroparese untersucht.

Prévalenz der tTGC-Antikérper

Die Pravalenz der positiven tTGCA-IgA Titer betrug in der Gruppe der 141
untersuchten Personen mit Langzeit-Typ 1 Diabetes 6,4%. Erhthte tTGCA- IgA-
Titer konnten bei 3/56 (5,4%) Patienten mit und bei 6/85 (7,1%) Patienten ohne
kardiale autonome Neuropathie festgestellt werden (Tab. 9). Nur einer der 9
Patienten mit positiven tTGCA-IgA hatte klinische Symptome einer diabetischen
Gastroparese und eine verlangerte Magenentleerungszeit.

Die Pravalenz der tTGCA-IgG aller 141 untersuchten Personen betrug 10,6% und
war deutlich hoher als die tTGCA-IgA Pravalenz des gesamten Kollektivs. Es
konnten bei 4/56 (7,1%) Personen mit und bei 11/85 (12,9%) Personen ohne
kardiale autonome Neuropathie positive tTGCA-IgG Titer detektiert werden
(Tab.9). Positive tTGCA-IgG Titer wurden bei 4/16 (25%) Personen mit
verzogerter Magenentleerungszeit im Vergleich zu 2/12 (16,7%) Personen mit
normaler Magenentleerungszeit festgestellt.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der tTGCA-IgA- bzw. tTGCA-IgG-
Pravalenz zwischen Personen mit Langzeit-Typ 1 Diabetes und kardialer
autonomer Neuropathie bzw. Gastroparese und Personen mit Langzeit-Typ 1
Diabetes ohne kardiale autonome Neuropathie bzw. Gastroparese beobachtet

werden.
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Tab. 9: Zdliakie-assoziierte Antikdrper und Biopsie-Ergebnisse bei 205 Patienten
mit Langzeit-Typ 1 Diabetes mit und ohne kardiale autonome Neuropathie

und/oder diabetische Gastroparese.

Kardiale autonome Neuropathie Gastroparese

Positiv Negativ Positiv Negativ

(n=56) (n=85) (n=16) (n=12)
tTGCA-IgA n=3 n==6 n=1 n=0
positiv 5,4% 7,1% 6,3% 0%
tTGCA-IgG =4 n=11 =4 =2
positiv 7,1% 12,9% 25,0% 16,7%
EMA =2 =3 =1 =0
positiv 3,6% 3,5% 6,3% 0%
Biopsie 1/1 1/1 - -
positiv (n)

Gemeinsames Auftreten von tTGCA-IgA und tTGCA-IgG

Acht von neun tTGCA-IgA positiven Patienten hatten auch positive tTGCA-IgG
Titer. Im Vergleich dazu waren 7/15 tTGCA-IgG positive Patienten tTGCA-IgA
negativ. Um zu Uberprifen, ob bei den Personen mit ausschlie3lich tTGCA-IgG
positiven Titern ein mit der Erkrankung der Zobliakie assoziierter IgA-Mangel
vorliegt, wurde bei diesen 7 Personen der IgA-Titer im Serum bestimmt. Keiner

der ausschlief3lich tTGCA-IgG positiven Patienten hatte einen IgA-Mangel.

Prévalenz der Endomysium-Antikérper der Klasse IgA und Biopsieergebnisse
Endomysium-Antikorper, die bei allen Personen mit positiven tTGCA-IgA oder
positiven tTGCA-IgG bestimmt wurden, konnten bei flinf Personen detektiert
werden.

Bei einem Patienten mit kardialer autonomer Neuropathie und positiven tTGCA-
IgA und EMA wurde eine DUinndarmbiopsie durchgefuhrt und die Diagnose einer
Zoliakie gestellt. Dieser Patient ernahrte sich nach Diagnosestellung glutenfrei und

wurde drei Jahre spater erneut auf das Vorliegen einer kardialen autonomen
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Neuropathie und tTGCA-IgA bzw. IgG untersucht. Die tTGCA Titer waren deutlich
gefallen aber es war keine Verbesserung bezlglich der kardialen autonomen
Neuropathie eingetreten. Des weiteren wurde eine Patientin mit persistierenden
positiven tTGCA-IgA und EMA ohne kardiale autonome Neuropathie biopsiert und

die Diagnose einer Zoliakie gestellt.

3.2.3. Zoliakie-assoziierte AntikOrper bei erstgradigen Verwandten von Personen

mit Typ 1 Diabetes

Ziel dieser Untersuchung war herauszufinden, ob die bei Klein-Kindern von Véatern
oder Mittern mit Typ 1 Diabetes beobachtete hthere Pravalenz der Zdliakie-
assoziierten Antikorper generell bei Verwandten ersten Grades, also unabhangig
vom verwandtschaftlichen Verhaltnis und vom Alter, beobachtbar ist. Ein weiteres
Ziel der tTGCA-Bestimmung bei Personen der Miunchner Familienstudie war zu
untersuchen, ob Personen mit Insel-Autoantikorpern eine hdhere Pravalenz der

tTGCA aufweisen als Personen ohne Insel-Autoantikorper.

Prévalenz von tTGCA-IgA, tTGCA-IgG und IgA-Mangel

Die Pravalenz von tTGCA-IgA >2,3 Units betrug bei 1005 untersuchten
erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1 Diabetes 2,3%, die Pravalenz
der tTGCA-IgG >3,1 Units betrug bei 1013 untersuchten Personen 7,8%.

Acht von 23 Personen hatten positive tTGCA-IgA Titer in Abwesenheit von
tTGCA-IgG. Dabei hatten sieben Personen tTGCA-IgA Titer < 6,0 Units, eine
Person hatte einen tTGCA-IgA Titer von 40,3 Units. Alle acht Personen hatten
keine Endomysium-Antikérper (Tab. 10).

Positive tTGCA-IgG wurden bei 64/79 Personen in Abwesenheit von tTGCA-IgA
detektiert. 46 Personen hatten dabei tTGCA-IgG Titer <10,0 Units, 18 Personen
hatten tTGCA-IgG Titer 210,0 Units. Alle 18 Personen mit tTGCA-IgG =10 Units
und negativen tTGCA-IgA Titern wurden auf das Vorliegen eines IgA-Mangels

untersucht. Bei zwei Personen wurde ein IgA-Mangel diagnostiziert.
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Prévalenz der tTGCA-IgA bei der Nachuntersuchung

Von 13 der 23 Personen mit positiven tTGCA-IgA Titern wurden die tTGCA-
Antikorper in einer zweiten Blutprobe nachuntersucht (Tab. 10). Von den 13
nachuntersuchten Personen hatten 7 Personen bei der Erstuntersuchung tTGCA-
IgA Titer <5,0 Units und 6 Personen tTGCA-IgA Titer >5,0 Units. Bei 5/6 Personen
mit tTGCA-IgA Titern >5,0 Units konnten die positiven tTGCA-IgA Titer bestatigt
werden. Im Vergleich dazu hatte nur eine Person mit einem tTGCA-Titer <5,0
Units persistierende Antikorper, bei 6/7 Personen mit tTGCA-Titern <5,0 Units

waren zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung keine tTGCA detektierbar.

Prévalenz der Endomysium-Antikérper der Klasse IgA

Endomysium-Antikorper wurden bei allen Personen mit positiven tTGCA-IgA
untersucht. 5/23 Personen mit positiven tTGCA-IgA waren auch EMA-positiv. In
Tab. 10 sind die positiven tTGCA-IgA Titer den tTGCA-IgG Titern und EMA-
Ergebnissen gegenibergestellt. Dies macht deutlich, dass EMA vorwiegend bei

Personen mit hohen tTGCA-IgA Titern detektiert werden kénnen.
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Tab. 10: Verwandschaftsverhaltnis zur Person mit Typ 1 Diabetes, Alter, Insel-

Autoantikorper-Status bzw. Progression zum Typ 1 Diabetes, tTGCA-Titer und

EMA-Ergebnisse sowie Ergebnis der Nachuntersuchung von tTGCA-IgA bei

Personen mit positiven tTGCA-IgA Titern.
Grenze fiur Positivitat: tTGCA-IgA = 2,4 Units; tTGCA-IgG = 3,2 Units

Verwandt- Alter Insel-Ak? tTGCA-IgA tTGCA-IgG EMA Nachunter-
schaft" (Jahre) DM Titer (Units) Titer (Units) suchung
tTGCA-IgA
1 |Geschwister 20,1 - 2,7 2,3
2 |Eltern 41,5 - 2,7 7,4
3 |Eltern 87,8 - 2,9 10,0
4 | Eltern 51,6 - 3,2 5,8 -
5 |Geschwister 1,9 IAA, ICA, DM 3,2 3,0
6 |Geschwister 8,7 - 3,4 0 +
7 |Kind 8,8 - 3,4 15,5 -
8 |Geschwister 17,9 - 3,7 15,7 -
9 |Kind 23,7 IAA,GADA,IA2A, DM 3,8 18,9 -
10 | Eltern 53,7 - 3,9 12,3 -
11 | Geschwister 8,5 - 4,1 3,2
12 | Geschwister 10,4 - 4,1 0
13 | Geschwister 21,0 - 4,2 11,1 -
14 | Geschwister 13,8 - 4,5 1,7
15 | Geschwister 1,3 53 0 -
16 | Geschwister 22,1 - 57 0 +
17 | Eltern 57,9 - 9,7 23,9 +
18 | Geschwister 8,9 - 12,0 51 +
19 | Geschwister 10,3 - 40,3 2,6
20 | Geschwister 12,9 - 93,9 10,1 +
21 | Kind 6,6 - 123,4 11,1
22 | Geschwister 35,0 - 139,9 100,7 +
23 | Kind 3,7 IAA,GADA,IA2A 150,0 150,0

1 Verwandtschaftliches Verhaltnis zur Person mit Typ 1 Diabetes

2 ICA wird nur angezeigt, wenn GADA oder IA2A nicht detektiert wurden. Bei beiden Personen mit
Progression zum Typ 1 Diabetes fand die tTGCA-Messung zum Zeitpunkt der Manifestation statt.
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Prédvalenz  der tTGCA in  Abhédngigkeit des Alters und des
Verwandtschaftsverhéltnisses

Die tTGCA-IgA bzw. IgG Pravalenz in Abhangigkeit des Alters der untersuchten
Personen ist in Abb. 11A dargestellt. Die Haufigkeit von positiven tTGCA-IgA und
tTGCA-IgG war hinsichtlich des Alters der untersuchten Personen nicht signifikant
unterschiedlich. Im Alter bis zu 15 Jahre konnten bei 12/339 (3,5%) Personen
tTGCA-IgA und bei 23/345 (6,7%) Personen tTGCA-IgG detektiert werden. Im
Vergleich dazu wurden bei Personen alter als 15 Jahre positive tTGCA-IgA bei
11/642 (1,7%) und positive tTGCA-IgG bei 51/644 Personen (7,9%) gemessen.
Die Haufigkeit der positiven tTGCA war hinsichtlich des
Verwandtschaftsverhéltnisses der untersuchten Personen zur Person mit Typ 1
Diabetes nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 11B). Von den 622 untersuchten
Geschwistern waren 14 (2,2%) tTGCA-IgA und 46 (7,4%) tTGCA-IgG positiv. Die
Anzahl der Kinder von Eltern mit Typ 1 Diabetes mit positiven tTGCA-IgA betrug
4/115 (3,2%) und mit positiven tTGCA-IgG 10/123 (7,9%). Von den 268
untersuchten Eltern von Kindern mit Typ 1 Diabetes hatten 5 (1,9%) positive
tTGCA-IgA und 23 (8,6%) positive tTGCA-IgG.
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Abb. 11: Haufigkeit der positiven tTGCA-IgA bzw. tTGCA-IgG (in %) bei
erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1 Diabetes in Abhangigkeit des
Alters (A) und in Abhé&ngigkeit des verwandtschaftlichen Verhéaltnisses zur Person
mit Typ 1 Diabetes (B).



Prévalenz der tTGCA-IgA und tTGCA-IgG in Abhé&ngigkeit der Inselzell-
Autoimmunitéat

Von den 1013 untersuchten Personen hatten insgesamt 94 (9,3%) persistierende
Insel-Autoantikdrper. Davon hatten 28 Personen einen, 35 Personen zwei und 31
Personen drei persistierende Insel-Autoantikorper. Von den 94 Insel-
Autoantikorper positiven Personen entwickelten 34 Personen im Verlauf der
Nachuntersuchungen einen Typ 1 Diabetes. Der Vergleich der tTGCA-
Antikorpertiter zwischen erstgradigen Verwandten mit Diabetes-assoziierten
Antikorpern und erstgradigen Verwandten ohne Diabetes-assoziierte Antikorper
zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Pravalenz von tTGCA-IgA bzw.
tTGCA-IgG (Tab. 11).

Auch bezuglich der Titerhéhe von tTGCA-IgA bzw. tTGCA-IgG konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen Personen mit und Personen ohne Insel-
Autoantikorper festgestellt werden (Abb. 12 und Abb. 13). Der Median der tTGCA-
IgA Titer betrug in der Gruppe der Insel-Autoantikbrper negativen Personen O
Units (Range: 0-139,9 Units) und in der Gruppe der Insel-Autoantikdrper positiven
Personen 0,2 Units (Range: 0-150,0 Units). Der Median der tTGCA-IgG Titer
betrug sowohl bei den Insel-Autoantikdrper negativen Personen (Range: 0,1-100,7
Units) als auch bei den Insel-Autoantikorper positiven Personen (Range: 0,1-150,0
Units) 0,1 Units.

Tab. 11: Positive tTGCA-IgA und tTGCA-IgG Titer des Gesamtkollektivs und der
Teilkollektive aufgeteilt in Personen mit bzw. ohne persistierende positive Insel-

Autoantikorper

Positive Positive
tTGCA-IgA Titer tTGCA-IgG Titer

Gesamtkollektiv 23/1005 79/1013

(2,3%) (7,8%)
Insel-Autoantikdrper 20/913 73/919
negative Personen (2,2%) (7,9%)
Insel-Autoantikdrper 3/92 6/94
positive Personen (3,2%) (6,4%)
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Abb. 12: Positive tTGCA-IgA Titer bei 20 von 913 Insel-Autoantikdrper negativen
Personen und 3 von 92 Personen mit Insel-Autoantikbrpern. Personen mit

multiplen Insel-Autoantikdrpern sind durch die ausgeflllten Kreise dargestellt.
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Abb. 13: Positive tTGCA-IgG Titer bei 73 von 919 Insel-Autoantikdrper negativen
Personen und 6 von 94 Personen mit Insel-Autoantikbrpern. Personen mit

multiplen Insel-Autoantikdrpern sind durch die ausgeflllten Kreise dargestellt.
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Verteilung der tTGCA-Antikérper in Abhéngigkeit von Art und Anzahl der Insel-
Autoantikérper

Es konnte bei den untersuchten Personen kein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von positiven tTGCA und der Art oder Anzahl von Insel-

Autoantikorpern festgestellt werden (Tab. 12).

Tab. 12: Verteilung der Diabetes-assoziierten und Zoliakie-assoziierten
Autoimmunitat bei 1016 erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1

Diabetes (darunter 34 Personen mit Progression zum Typ 1 Diabetes)

Insel-Autoak Positive Positive
tTGCA-IgA Titer tTGCA-IgG Titer

Keine 23/1005 (2,3%) 79/1013 (7,8%)

Einen Insel-Autoak 1/28 (3,6%) 1/28 (3,6%)
IAA 1/3 0/3
IA-2A 0/2 0/2
GADA 0/23 1/23

Zwei Insel-Autoak 0/34 (0%) 2135 (5,7%)
IAA, GADA 0/24 1/24
IAA, IA-2A 0/2 0/2
IA-2A, GADA 0/8 1/9

Drei Insel-Autoak 2/30 (6,7%) 3/31 (9,7%)

IAA, GADA, IA-2A

Verteilung der tTGCA-Antikérper in Abhdngigkeit der Diabetesmanifestation

Von den Personen mit Diabetes-assoziierten Antikérpern und Progression zum
Typ 1 Diabetes waren 2/33 (6,1%) tTGCA-IgA positivim Vergleich zu 1/59 (1,7%)
Insel-Autoantikdrper positiven Personen ohne Typ 1 Diabetes und 23/1005 (2,3%)
Insel-Autoantikdrper negativen Personen. tTGCA-IgG positiv waren 4/34 (11,8%)
Personen mit Progression zum Typ 1 Diabetes im Vergleich zu 2/60 (3,3%) Insel-
Autoantikorper positiven Personen ohne Typ 1 Diabetes und 79/1013 (7,8%) Insel-

Autoantikoérper negativen Personen. Die positiven tTGCA-Titer wurden hierbei
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jeweils in der Blutprobe zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation bzw. kurze Zeit

nach Diabetesmanifestation gemessen.

Zusammenfassend zeigt die Untersuchung der Z6liakie-assoziierten Antikdrper bei

erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1 Diabetes folgende Ergebnisse:

1. Bei Betrachtung des Gesamt-Kollektivs konnte eine tTGCA-IgA Pravalenz von
2,3% und eine tTGCA-IgG Pravalenz von 7,8% beobachtet werden.

2. Es konnte kein signifikanter Einfluss des Alters oder des verwandtschaftlichen

Verhaltnisses auf die tTGCA-Préavalenz beobachtet werden.

3. Die Ergebnisse zeigen keine erhodhte tTGCA-IgA bzw. IgG Pravalenz bei
Personen mit Insel-Autoantikorpern im Vergleich zu Personen ohne Insel-
Autoantikérpern. Die tTGCA-Pravalenz war nicht abhangig von Art oder Anzahl
der Insel-Autoantikdrper. Insel-AutoantikOrper positive Personen mit
Progression zum Typ 1 Diabetes hatten zum Zeitpunkt der
Diabetesmanifestation tendenziell haufiger positive tTGCA-IgA bzw. tTGCA-
IgG Titer.
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3.3.  Primarpravention des autoimmunen Diabetes bei der NOD-Maus

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob das in der Nahrung
enthaltene Gluten mit einem erh6hten Risiko der NOD-Mé&use verbunden ist, einen
Autoimmundiabetes bzw. Diabetes-assoziierte Antikdrper zu entwickeln.
Vergleichend zu der glutenfreien Ernahrung wurde der praventive Einfluss zweier
weiterer Nahrungsfaktoren, namlich einer Fischdl- bzw. Vitamin D3
Supplementierung, auf die Entwicklung des Autoimmundiabetes bei der NOD-

Maus untersucht.

3.3.1. Analyse der Nahrstoff- und Vitamin-Zufuhr

Durch die Analyse der Nahrstoff- wund Vitamin-Zufuhr der acht
Behandlungsgruppen sollte der Einfluss der unterschiedlichen
Nahrstoffzusammensetzungen der Versuchsnahrungen auf die tagliche N&ahrstoff-
Aufnahme untersucht werden. Dabei sollte insbesondere die Zufuhr der potentiell
praventiv wirksamen Nahrungsbestandteile, Fischol und Vitamin D3, ermittelt
werden. Die durchschnittliche tagliche Aufnahme von N&ahrstoffen und Vitaminen
der NOD-Mause wurde aus dem Nahrungsverbrauch pro Kafig und der Zahl der
Tiere pro Kafig ermittelt (Tab. 13). Die tagliche Energie- und Fettzufuhr war in der
Fischol- und Kombi-(Fischol+Glutenfrei+Vitamin D)-Gruppe bzw. in der mit Sojadl
supplementiertem Futter ernahrten Fischdl-Kontrollgruppe hdher als in den
anderen Gruppen. Bei der Glutenfrei-Gruppe bzw. Glutenfrei-Kontrollgruppe
konnte im Vergleich zu den anderen Gruppen eine hdhere Kohlenhydratzufuhr
und gleichzeitig geringere Eiweil3zufuhr beobachtet werden. Die tagliche Vitamin
D3-Zufuhr betrug in der Vitamin D-Gruppe und der Kombi-Gruppe 6,9 bzw. 7,3 |.E.
im Vergleich zu 2,0 I.E. in der Kontroll-Gruppe. Die tagliche Aufnahme von n-3
Fettsauren betrug in der Fischdl- und in der Kombi-Gruppe 126,8 mg bzw. 110,9
mg im Vergleich zu 32,3 mg in der Fischol-Kontrollgruppe und 6,9 in der mit

Standardnahrung gefutterten Kontroll-Gruppe.
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Tab. 13: Durchschnittliche tagliche Energie-, Nahrstoff- und Vitamin D3 Aufnahme

der NOD-Mause in Abhéngigkeit der zugefuhrten Nahrung.

Gluten-  Gluten- | Fischol Fischol- | VitD VitD Kombi Kontrolle
frei frei Kontr Kontrolle Kontr.

Taglicher 3,18 2,88 4,14 3,35 3,43 3,22 3,64 3,32

Verzehr

(9)

Energie 10,0 8,4 12,7 10,4 8,5 8,0 11,1 8,2

(kcal/kg)

Eiweild 594.,4 518,9 720,7 581,7 636,8 597,9 678,2 616,5

(mg)

Kohlen- 1625,3 1415,2 1309,7 1057,6 1273,2 1195,5 978,9 1232,6

hydrate

(mg)

Fett

(mg)

Gesamt 123,8 111,2 561,4 463,9 131,1 123,1 503,3 126,9
c 18:2 34,9 50,9 54,1 228,8 45,9 43,1 43,2 44,4
C 18:3 4.8 7,0 9,4 31,5 6,3 5,9 7,7 6,1
C 20:4 1,7 1,6 7,6 1,8 1,9 1,8 6,7 1,8
C 205 0,8 0,7 86,3 0,8 0,8 0,8 75,9 0,8
C 22:6 - - 31,1 - - - 27,3 -
n-3:n-6 1:6,5 1:7 2:1 1:7 1:7 1:7 2:1 1:7

Vitamin 1,9 1,7 2,5 2,0 6,9 1,9 7,3 2,0

D3 (l.E.)
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3.3.2. Analyse des Einflusses der Nahrungsmodulation auf die Diabetes-

Entwicklung

Glutenfreie Erndhrung

Durch die Erndhrung der Zuchttiere wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit mit
der Kombination von glutenfreiem Futter mit Fischdl- und Vitamin D3
Supplementierung und die glutenfreie Erndhrung der Nachkommen konnte eine
signifikante Verringerung des kumulativen Diabetes-Risikos erzielt werden. So
betrug das kumulative Diabetes-Risiko in der Glutenfrei-Gruppe bis zum
beobachteten Alter von 32 Wochen 45,5% (Konfidenz-Intervall: 16,1-74,9) im
Vergleich zu 85,7% (Konfidenz-Intervall: 44,4-98,4; p<0,05; Abb. 14, Tab. 14) bei
den mit der Standardnahrung gefltterten Kontroll-Tieren (Kontrolle). Ein glutenfrei
ernahrtes Tier verstarb im Alter von 18 Wochen wahrend der Blutabnahme. Des
weiteren konnte durch diese Behandlung die diabetesfreie Uberlebenszeit bei den
glutenfrei ernahrten Tieren (Median: 31,7 Wochen) im Vergleich zu den mit
Standardnahrung gefitterten Tieren (Kontrolle; Median: 20,7 Wochen, p<0,05)
erhoht werden (Tab. 14). Der Beobachtungszeitraum betrug dabei ebenfalls 32
Wochen.

Die Tiere der Glutenfrei-Kontroll Gruppe, deren Muttertiere zwar wahrend der
Schwangerschaft und Stillzeit mit dem kombinierten Futter ernahrt wurden, die
Nachkommen selber jedoch ein glutenhaltiges Kontroll-Futter erhielten, zeigten im
Vergleich zur Kontrolle kein signifikant verringertes kumulatives Diabetes-Risiko
(kumulatives Diabetes-Risiko von 66,7%, Konfidenz-Intervall: 40,0-93,4; Abb. 14,
Tab. 14). Die mediane diabetesfreie Uberlebenszeit betrug in dieser Gruppe 29,3
Wochen.

In der Gruppe der Tiere, die wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes
zusatzlich zur glutenfreien Nahrung auch héhere Mengen an Fischél und Vitamin
D3 erhielten (Kombi-Gruppe), betrug das kumulative Diabetes-Risiko 71,4%
(Konfidenz-Intervall: 44,4-98,4; diabetesfreie Uberlebenszeit: 21,6 Wochen, Abb.
14, Tab. 14). Durch diese Behandlung konnte im Vergleich zu den mit
Standardnahrung gefltterten Tiere der Kontrollgruppe keine signifikante
Verringerung des kumulativen Diabetes-Risikos und keine signifikante

Verlangerung der diabetesfreien Uberlebenszeit erreicht werden.
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Abb. 14: Diabetesfreie Uberlebensanalyse von 12 glutenfrei ernahrten
Nachkommen (Glutenfrei), 12 mit glutenhaltigem Futter erndhrten Nachkommen
(Glutenfrei-Kontrolle), 12 mit kombiniertem Futter ern&dhrten Nachkommen (Kombi)
und 14 mit Standard-Nahrung gefitterten Kontrolltieren (Kontrolle). Das
kumulative Diabetesrisiko war in der Glutenfrei-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle

signifikant geringer (p<0,05).

72



Fischol

Die Erndhrung der Tiere wahrend Schwangerschaft und Stillzeit mit dem
kombiniertem Futter und nach der Stillzeit mit Fischdl-supplementiertem Futter
(Fischol-Gruppe) hatte im Vergleich zur Kontroll-Gruppe keinen signifikanten
Einfluss auf das kumulative Diabetes-Risiko (70,0%; Konfidenz-Intervall: 42,6-97,4
vs. 85,7%, Abb. 15, Tab. 14). Die mediane diabetesfreie Uberlebenszeit betrug in
der Fischolgruppe 17,6 Wochen im Vergleich zu 20,7 Wochen in der mit
Standardnahrung gefutterten Kontroll-Gruppe. Ein Tier der Fischdlgruppe verstarb
im Alter von 18 Wochen wéahrend der Blutabnahme.

Die Ergebnisse der Fischdl-Gruppe sind vergleichbar mit den Ergebnissen der
Tiere, die mit dem kombinierten Futter ernahrt wurden (Kombi-Gruppe,
kumulatives Diabetes-Risiko: 71,4%, Konfidenz-Intervall: 44,4-98,4; mediane
diabetesfreie Uberlebenszeit: 21,6 Wochen, Abb. 15, Tab. 14). Ein Tier der Kombi-
Gruppe verstarb im Alter von 20 Wochen aus unbekanntem Grund.

Die Tiere, die mit Sojadlhaltigem Futter ernahrt wurden (Fischol-Kontrolle), hatten
im Vergleich zur Fischdl-Gruppe ein tendenziell geringeres kumulatives Diabetes-
Risiko von 58,3% (Konfidenz-Intervall: 30,5-86,1) und eine tendenziell langere

mediane diabetesfreie Uberlebenszeit von 28,9 Wochen.
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Abb. 15: Diabetesfreie Uberlebensanalyse von 12 mit Fischolhaltigem Futter
erndhrten Nachkommen (Fischdl), 12 mit Sojatlhaltigem Futter ernéhrten
Nachkommen (Fischol-Kontrolle), 12 mit kombiniertem Futter ernahrten
Nachkommen (Kombi) und 14 mit Standard-Nahrung gefltterten Kontrolltieren
(Kontrolle).
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Vitamin D3

Die Erndhrung der Nachkommen mit Vitamin D3 supplementiertem Futter (Vitamin
D) zeigt im Vergleich zu den Nachkommen, die eine geringere Konzentration von
Vitamin D3 aufnahmen (Vitamin D Kontrolle), keinen Einfluss auf die Entwicklung
eines autoimmunen Diabetes (kumulatives Diabetes-Risiko: 66,7%, Konfidenz-
Intervall:  40,0-93,4 vs. 66,7%, Konfidenz-Intervall: 40,0-93,4, mediane
Uberlebenszeit: 22,0 vs. 25,0 Wochen, Abb. 16, Tab. 14). Sie ist auch
vergleichbar mit dem kumulativen Diabetes-Risiko der mit kombiniertem Futter

erndhrten Nachkommen (Kombi) und mit den Kontrolltieren (Kontrolle).

Tiere ohne Diabetes (%)

100 T
L Vitamin D-
80 1 lL Kontrolle
60 " _‘
40 L
Vitamin D
Kombi
20 -
O w w w ]
10 20 3 40 Wochen
n=12 8 4 Vitamin D
n=12 10 4 Vitamin D-Kontrolle
n=12 8 3 Kombi
n=14 9 2 Kontrolle

Abb. 16: Diabetesfreie Uberlebensanalyse von 12 mit Vitamin D3
supplementiertem Futter erndhrten Nachkommen (Vitamin D), 12 mit Vitamin D-
Kontroll-Futter erndhrten Nachkommen (Vitamin D Kontrolle), 12 mit kombiniertem
Futter erndhrten Nachkommen (Kombi) und 14 mit Standard-Nahrung geflitterten

Kontrolltieren (Kontrolle).
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Tab. 14: Kumulatives Diabetesrisiko (%) und diabetesfreie Uberlebenszeit

(Median) von NOD-M&ausen wahrend eines Beobachtungszeitraumes von 32

Wochen in Abhangigkeit der zugefihrten Nahrung.

Kumulatives Diabetesrisiko

(bis zum Alter von 32

Diabetesfreie

Uberlebenszeit

Wochen)
% Konfidenz- Median

Intervall (Wochen)

(95%)
Kontrolle 85,7 67,3-100,0 20,7
Glutenfrei 455 16,1-74,9 31,7
Glutenfrei- 66,7 40,0-93.,4 29.3
Kontrolle
Fischol 70,0 42.6-97.4 17,6
Fischol-Kontrolle 58,3 30,5-86,1 28,9
(Sojadl)
Vitamin D 66,7 40,0-93.,4 22.0
Vitamin D 66,7 40,0-93.,4 25,0
Kontrolle
Kombi (VitD+ 71,4 44.4-98 4 21,6

Glutenfrei+Fischol)
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3.3.3. Analyse des Einflusses der Nahrungsmodulation auf die Inselzell-

Autoimmunitat

3.3.3.1. Insulin-Autoantikorper und Diabetes-Entwicklung

Durch die Bestimmung der Insulin-Autoantikérper (IAA) sollte der Einfluss der
Nahrungsmodulation auf die Bildung von Diabetes-assoziierten Autoantikérpern
untersucht werden. Die Bestimmung der IAA erfolgte aus Blutproben, die im Alter
von 10 und 18 Wochen und bei Diabetesmanifestation bzw. Versuchsende (32
Wochen) abgenommen wurden.

In Tab. 15 ist die Anzahl der IAA positiven Tiere je Gruppe in Abhangigkeit des
Zeitpunktes des ersten Auftretens der IAA aufgefihrt. Dabei werden Tiere mit
Diabetes-Progression von Tieren unterschieden, die bis zum Alter von 32 Wochen
keinen Diabetes entwickelten. Bei den Tieren aller Behandlungs-Gruppen konnten
unterschiedliche Antikdrperverlaufe beobachtet werden. Ein Teil der diabetischen
Tiere zeigte bereits im Alter von 10 Wochen positive IAA-Titer. Bis auf die Vitamin
D-Gruppe konnten in allen Behandlungsgruppen auch Tiere mit negativen IAA-
Titern im Alter von 10 Wochen und positiven IAA-Titern im Alter von 18 Wochen
beobachtet werden. Bei wenigen Tieren mit Diabetes-Entwicklung in der Fischol-
Gruppe, Vitamin D-Gruppe und Vitamin D-Kontrollgruppe erreichten die I1AA-Titer
erst zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation positive Werte. In allen Gruppen
konnten Tiere beobachtet werden, die im Verlauf der Untersuchung Diabetes
entwickelten aber zu keinem der gemessenen Zeitpunkte IAA-positiv waren. In
allen Gruppen, die mit verdndertem Futter behandelten wurden, waren im
Vergleich zu der mit Standardnahrung gefutterten Kontrollgruppe auch Tiere mit
positiven IAA-Titern zu beobachten, die bis zum Alter von 32 Wochen keinen
Diabetes entwickelten.

Bei 8/11 (73%) diabetischen mit Standardnahrung ernahrten Kontrolltieren
konnten zu mindestens einem Untersuchungs-Zeitpunkt positive [AA-Titer
nachgewiesen werden. Alle funf Tiere (100%) der Kontroll-Gruppe, die im Alter
von 10 Wochen IAA-positiv waren, entwickelten einen Diabetes. Drei von finf
(60%) IAA-negative Kontroll-Tiere entwickelten einen Diabetes.

Vor allem die Tiere der Glutenfrei-Gruppe und der Fischol-Kontrollgruppe zeigten

im Vergleich zu den mit herkdmmlicher Standardnahrung gefitterten Kontroll-
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Tieren ein verandertes Bild der IAA-Positivitat diabetischer Tiere. Zwar zeigten alle
drei Gruppen eine vergleichbare Haufigkeit der diabetischen Tiere mit positiven
IAA-Titern. So waren insgesamt 80% der diabetischen Tiere der Glutenfrei-
Gruppe, 86% der diabetischen Tiere der Fischdl-Kontrollgruppe und 73% der
diabetischen Tiere der Kontroll-Gruppe IAA-positiv. Die diabetischen Tiere der
Glutenfrei-Gruppe und Fischdl-Kontrollgruppe entwickelten jedoch im Vergleich
zur Kontroll-Gruppe haufiger erst im Alter von 18 Wochen positive IAA-Titer. So
betrug die Anzahl der Mause mit Diabetesentwicklung und positiven IAA-Titern im
Alter von 10 Wochen in der Glutenfrei-Gruppe 20% und in der Fischdl-
Kontrollgruppe 29% im Vergleich zu 46% in der Kontroll-Gruppe. Dagegen
entwickelten 60% der diabetischen Tiere der Glutenfrei-Gruppe und 57% der Tiere
der Fischol-Kontrollgruppe IAA im Alter von 18 Wochen (vs. 27% in der Kontroll-
Gruppe).

Auch die Haufigkeit der Tiere, die im Verlauf der Untersuchung keinen Diabetes
entwickelten und im Alter von 10 Wochen IAA positiv waren, war in der Glutenfrei-
Gruppe verandert. Die Haufigkeit der glutenfrei ernahrten Tiere ohne Diabetes mit
positiven IAA im Alter von 10 Wochen betrug 50% im Vergleich zu 0% in der
Kontrollgruppe.
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Tab. 15: Anzahl der

NOD-Mause mit und ohne Diabetes, die im Alter von 10

Wochen, im Alter von 18 Wochen, bei Diabetesmanifestation oder keine Insulin-

Autoantikorper wahrend des Beobachtungszeitraumes bildeten.

IAA+ im Alter | IAA+ im Alter | Ausschlief3l. Insgesamt Insgesamt
von 10 von 18 IAA+ bei IAA positiv IAA negativ
Wochen Wochen und Diabetes-
IAA- bei 10 | Manifestation
Wochen
Kontrolle
mit Diabetes (n=11) 5 (46%) 3 (27%) 8 (73%) 3 (27%)
ohne Diabetes (n=2) 0 0 0 2 (100%)
Glutenfrei
mit Diabetes (n=5) 1 (20%) 3 (60%) 4 (80%) 1 (20%)
ohne Diabetes (n=6) 3 (50%) 1(17%) 4 (67%) 2 (33%)
Glutenfrei-Kontr.
mit Diabetes (n=8) 4 (50%) 1(12,5%) 5 (62,5%) 3 (37,5%)
ohne Diabetes (n=4) 1 (25%) 2 (50%) 3 (75%) 1 (25%)
Fischol
mit Diabetes (n=8) 5 (62,5%) 1 (12,5%) 1 (12,5%) 7 (87,5%) 1 (12,5%)
ohne Diabetes (n=3) 0 2 (67%) 0 2 (67%) 1 (33%)
Fischol-Kontr.
mit Diabetes (n=7) 2 (29%) 4 (57%) 6 (86%) 1 (14%)
ohne Diabetes (n=5) 1 (20%) 1 (20%) 2 (40%) 3 (60%)
Vitamin D
mit Diabetes (n=8) 4 (50%) 2 (25%) 6 (75%) 2 (25%)
ohne Diabetes (n=4) 2 (50%) 0 2 (50%) 2 (50%)
Vitamin D Kontr.
mit Diabetes (n=8) 2 (25%) 3 (37,5%) 1(12,5%) 6 (75%) 2 (25%)
ohne Diabetes (n=4) 2 (50%) 2 (50%) 0 4 (100%) 0
Kombi
mit Diabetes (n=8) 3 (37,5%) 3 (37,5%) 6 (75%) 2 (25%)
ohne Diabetes (n=3) 0 3 (100%) 3 (100%) 0
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Der zeitliche Verlauf der Insulin-Autoantikdrper und der Titerhohe ist fur die
einzelnen Tiere, geordnet nach Behandlungsgruppen, in Abb. 17 dargestelit.
Unterschiede im Verlauf der IAA-Titer, die auf die jeweils verabreichte Nahrung
zuruckfuhrbar sein kénnten, sind vor allem bei den glutenfrei ernahrten Tieren zu
beobachten. Wahrend die nicht-diabetischen NOD-Mause der mit
Standardnahrung gefitterten Kontroll-Gruppe zu allen gemessenen Zeitpunkten
negative IAA-Titer und die der anderen Gruppen nur schwach positive IAA-Titer
aufweisen, haben zwei glutenfrei ernahrte nicht-diabetische Tiere im Alter von 10
Wochen hoch positive IAA-Titer, die im Verlauf der Untersuchung negativ wurden.
Ein Vergleich der I1AA-Titer zwischen Tieren mit und ohne Diabetesentwicklung
zeigt, dass vergleichbar hohe I1AA-Titer im Alter von 10 Wochen bei den Tieren
anderer Gruppen mit einer Diabetes-Progression in Zusammenhang stehen (Abb.
18). Auch im Alter von 18 Wochen sind im allgemeinen bei Tieren mit

Diabetesentwicklung héhere IAA-Titer messbar als bei nicht-diabetischen Tiere.
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Abb. 17: Verlauf der IAA (uU/ml Serum) aller untersuchten NOD-Mause. Nicht-diabetische

Tiere sind durch gepunktete Linien, diabetische Tiere mit durchgezogenen Linien

dargestellt; nicht diabetische Tiere, die vor Versuchsende verstorben sind, sind durch

gestrichelte Linien dargestellt.
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10 Wochen 18 Wochen
75\100 ] 100
e~
@
9 101 g 10 |
E ®
2 . . .
~ 1 3 % 1
2 .
- [ J [ J
0,1 0,1
diabetisch nicht diabetisch diabetisch nicht diabetisch
Fischél-Kontrolle
10 Wochen 18 Wochen
'€ 100 100
e~
@
n i |
el . .
~ 1 . 1 .
3 : y : .
- ) (1) )
0’1 -0 L 4 2 0’1
. . diabetisch nicht diabetisch diabetisch nicht diabetisch
Vitamin D
10 Wochen 18 Wochen
=100 100
= 00
e~
1) [ I 1]
9 101 . 101
E [ ]
5 ® ... [ d
EJ 1 Ldd P 1 ... :
2 . .
0.1 ® 0,1 ®
diabetisch nicht diabetisch diabetisch nicht diabetisch
Vitamin D Kontrolle
10 Wochen 18 Wochen
~—~100] A
= 100
2
@
9 10] 10/
E : .
=] .
g 1 .=. - 1 ... ®
[ ]
— [ 1)
0,1 0.1 ®
diabetisch nicht diabetisch diabetisch nicht diabetisch

Abb. 18: IAA-Titer bei NOD-Mausen im Alter von 10 und 18 Wochen. Die Ergebnisse sind, nach
Behandlungs-Gruppen geordnet, in Abhangigkeit der Diabetes-Entwicklung wahrend des

32wdchigen Beobachtungszeitraumes dargestellt.
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In Abb. 19A ist die Korrelation der IAA-Titer im Alter von 10 Wochen mit dem Alter
der Diabetes-Manifestation aller Mause der Versuchs- und Kontrollgruppen
dargestellt, die bis zum Alter von 32 Wochen einen Diabetes entwickelten. Hohe
IAA-Titer im Alter von 10 Wochen korrelieren invers mit dem Alter der
Diabetesmanifestation (p<0,01). Diabetische Tiere, die im Alter von 10 Wochen
IAA-Titer >10,0 pU/ml  Serum hatten, entwickelten fast immer einen
Autoimmundiabetes bevor sie das Alter von 16 Wochen erreichten. Im Vergleich
dazu sind in Abb. 19B die IAA-Titer aller Mause im Alter von 10 Wochen
dargestellt, die bis zum Alter von 32 Wochen keinen Diabetes entwickelten. Nur
die zwei glutenfrei ernahrten Tiere ohne Diabetes hatten im Alter von 10 Wochen

IAA-Titer >10,0 pU/ml Serum.

A) NOD-Méause mit Diabetesentwicklung B) Diabetesfreie NOD-M&use
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Abb.19: A) Korrelation der IAA-Titer im Alter von 10 Wochen mit dem Alter der
Diabetes-Manifestation bei NOD-Tieren der Kontroll- und Versuchsgruppen, die
bis zum Alter von 32 Wochen einen Autoimmundiabetes entwickelten. B) IAA-Titer
bei NOD-Tieren der Kontroll- und Versuchsgruppen, die bis zum Alter von 32
Wochen keinen Autoimmundiabetes entwickelten. Die schwarz ausgefullten Kreise

stellen die drei glutenfrei erndhrten Mause mit positiven IAA-Titern dar.



Auch Abb. 20 zeigt, dass Méause, die bereits im Alter von 10 Wochen positive IAA-
Titer aufweisen, eine schnellere Diabetes-Progression und ein hdheres
kumulatives Diabetes-Risiko aufweisen als Tiere, die im Alter von 10 Wochen IAA-
negativ sind. Die Anzahl der Tiere, die im Alter von 10 Wochen positive IAA-Titer
hatten und bis zur 16. Lebenswoche einen Diabetes entwickelten war signifikant
hoher als bei den Tieren, die im Alter von 10 Wochen negative |IAA-Titer hatten
(p<0,001). Das kumulative Diabetesrisiko im Alter von 16 Wochen betrug bei den
Tieren, die im Alter von 10 Wochen IAA-positiv waren 31,4% (Konfidenz-Intervall:
16,0-46,8%) im Vergleich zu 3,2% (Konfidenz-Intervall: 0-7,5%) bei den Tieren,

die im Alter von 10 Wochen IAA-negativ waren.

Tiere ohne Diabetes (%)

100 « :|:

80 L
604
IAA-negativ im Alter von 10 Wochen

40 4

20, IAA-positiv im Alter von 10 Wochen

12 16 20 24 28 32
Alter (Wochen)

n= 63 61 51 36 29 IAA-negativ im Alter von 10 Wochen
n=35 24 19 17 14 IAA-positiv im Alter von 10 Wochen

Abb.20: Diabetesfreie Uberlebensanalyse von 63 NOD-Mé&usen, die im Alter von
10 Wochen IAA-negativ waren und 35 NOD-Mausen, die im Alter von 10 Wochen
IAA-positiv. waren. Im Alter von 16 Wochen war die Anzahl der Tiere ohne
Diabetes signifikant hoher in der Gruppe der Tiere, die im Alter von 10 Wochen

IAA-negativ waren (p<0,001).
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3.3.3.2. Insulin-Autoantikorper Isotypen und Diabetes-Entwicklung

Um die IAA Antwort nédher zu charakterisieren, wurden zuséatzlich die IAA-
Subklassen I1gGl, IgG2a und IgG2b untersucht. Die Ergebnisse der IAA-
Subklassen Titer im Alter von 10 und 18 Wochen sowie bei Versuchende sind in
Abb. 21 A-C fir alle Tiere dargestellt. Bei allen Untersuchungsgruppen war die
Immunantwort zu allen gemessenen Zeitpunkten durch die Subklassen IgG1 und
auch 1gG2b dominiert. Vor allem im Alter von 10 Wochen waren die gemessenen
IgG2a Titer in allen untersuchten Gruppen niedriger. Die Gesamt-IAA Titer
korrelierten fir alle gemessenen Proben stark mit den IgG1 - und IgG2b-Titern der
untersuchten Tiere (r=0,77 bzw. r=0,79; p<0,01).

Um den Anteil einer Subklasse an der Gesamt-IAA Antwort der einzelnen Tiere
deutlicher darzustellen, wurden die Subklassen-Titer als prozentualer Anteil am
Gesamt-IAA Titer ausgedrickt (Abb. 22 A-C). Aufféllig ist dabei erneut die
Glutenfrei-Gruppe. Im Alter von 10 Wochen war der prozentuale Anteil von IgG2a
an der Gesamt-IAA Antwort bei allen glutenfrei erndhrten IAA-positiven Tiere <3%.
Die IAA-Antwort der drei glutenfrei erndhrten nicht-diabetischen Tiere mit positiven
Gesamt-IAA Titern im Alter von 10 Wochen bestand nahezu zu 100% aus einer
lgG1-Antwort.

Bei Betrachtung des prozentualen Anteils von IgG1l, IgG2a bzw. 1gG2b am
Gesamt-IAA Titer ist in allen Gruppen zum Zeitpunkt von 18 Wochen ein
tendenzieller Anstieg des prozentualen IAA-IgG2a Anteils beobachtbar (Abb. 18A,
18B, 18C). Dieser Anstieg war auch in der Glutenfrei-Gruppe beobachtbar,
allerdings nur bei Tieren, die spater Diabetes entwickelten.

Positive IAA und IAA-Subklassentiter wurden zum Zeitpunkt des Versuchsendes
nur bei diabetischen Tieren detektiert. Im Vergleich zum Alter von 10 Wochen
konnten zu diesem Zeitpunkt einige Tiere mit einem sehr hohen prozentualen

IgG2a-Anteil an der Gesamt-IAA Antwort beobachtet werden.
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Abb. 21A: 1gG1, IgG2a und IgG2b (uU/ml Serum) bei allen untersuchten NOD-
Méausen im Alter von 10 Wochen. Nicht-diabetische Tiere sind durch schwarze
Punkte, diabetische Tiere durch nicht ausgeflllte Kreise und aus anderem Grund

verstorbene Tiere durch graue Punkte dargestellt.
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Abb. 21B: 1gG1, IgG2a und IgG2b (uU/ml Serum) bei allen untersuchten NOD-

Mausen im Alter von 18 Wochen. Nicht-diabetische Tiere sind durch schwarze

Punkte, diabetische Tiere durch nicht ausgeftillite Kreise und aus anderem Grund

verstorbene Tiere durch graue Punkte dargestellt.
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Abb. 21C: IgG1, 1gG2a und 1gG2b (uU/ml Serum) bei allen untersuchten NOD-
Méausen bei Diabetesmanifestation bzw. bei Versuchsende. Nicht-diabetische
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Abb. 22A: Prozentualer Anteil von IgG1, IgG2a und IgG2b an der Gesamt I1AA-
Antwort bei NOD-Mausen mit positiven IAA-Titern im Alter von 10 Wochen. Nicht-
diabetische Tiere sind durch schwarze Punkte, diabetische Tiere durch nicht
ausgefullte Kreise dargestellt.
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Abb. 22B: Prozentualer Anteil von IgG1, IgG2a und IgG2b an der Gesamt I1AA-
Antwort bei NOD-Mausen mit positiven IAA-Titern im Alter von 18 Wochen. Nicht-
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diabetische Tiere sind durch schwarze Punkte, diabetische Tiere durch nicht

ausgefullte Kreise dargestellt.
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Abb. 22C: Prozentualer Anteil von IgG1, 1gG2a und IgG2b an der Gesamt I1AA-

Antwort bei NOD-Mausen mit positiven IAA-Titern bei Diabetesmanifestation.
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3.3.4. Analyse des Einflusses der Nahrungsmodulation auf die Bildung von

Gliadin-Antikorpern

Durch die Bestimmung der Gliadin-Antikdrper (IgA und 1gG) sollte untersucht
werden, ob NOD-Mause eine mit dem Mensch vergleichbare Immunantwort gegen
Zoliakie-assoziierte Antigene aufweisen.

Im Alter von 10 Wochen konnten bei keinem der Tiere positive Gliadin-Antikorper
der Klasse IgA detektiert werden. Die Gliadin-Antikorper der Klasse IgG sind in
Abb. 23 dargestellt. Die Tiere der Glutenfrei-Gruppe zeigten nur sehr geringe Anti-
Gliadin-lgG Titer. In allen anderen Gruppen, die mit glutenhaltigem Futter
behandelt wurden, konnten Gliadin-Antikorper-Titer beobachtet werden, die hoher
als die Titer der Glutenfrei-Gruppe waren. Hohe Anti-Gliadin-IgG Titer konnten
sowohl bei diabetischen Tieren als auch bei Tieren detektiert werden, die bis zum

Alter von 32 Wochen keinen Diabetes entwickelten.
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Abb. 23: Anti-Gliadin-lgG Titer (OD) der NOD-Mé&use im Alter von 10 Wochen.
Nicht-diabetische Tiere sind durch schwarze Punkte, diabetische Tiere durch nicht

ausfullte Kreise dargestellt.
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Zusammenfassend zeigt die Nahrungsmodulation bei NOD-Mausen folgende

Ergebnisse:

1. Durch die lebenslange glutenfreie Erndhrung der NOD-M&ause konnte das
kumulative Diabetesrisiko signifikant verringert und die mediane diabetesfreie
Uberlebenszeit signifikant verlangert werden. Dieser Effekt konnte durch eine

Vitamin D3- bzw. Fischoél-Supplementierung nicht erreicht werden.

2. Durch die lebenslange glutenfreie Erndhrung der NOD-Mause war es jedoch
nicht maglich, die Bildung von Insulin-Autoantikdrpern zu verhindern. So hatten
auch glutenfrei ernahrte Mause im Alter von 10 Wochen positive 1AA-Titer.
Diese standen jedoch im Vergleich zu den Tieren anderer Gruppen nicht mit

einer schnellen Diabetes-Progression in Zusammenhang.

3. Die Analyse der IAA-Subklassenantwort zeigte, dass die friihe Immunantwort
gegen Insulin vorwiegend durch die Subklassen IgG1 und zum Teil auch 1gG2b
dominiert ist. Mit zunehmendem Alter der Mause kommt es zu einem
tendenziellen Anstieg des prozentualen Anteils von IgG2a an der Gesamt-1AA-
Antwort. Auffallig war der hohe prozentuale Anteil von IgG1 bei IAA-positiven
Tieren der Glutenfrei-Gruppe, die bis zum Alter von 32 Wochen keinen

Diabetes entwickelten.

4. In allen mit glutenhaltigem Futter behandelten Gruppen konnten Tiere
beobachtet werden, die im Vergleich zur Glutenfrei-Gruppe hohere Gliadin-
Antikorper der Klasse IgG bildeten. Diese waren sowohl bei Tieren mit als auch

bei Tieren ohne Diabetes-Entwicklung detektierbar.
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4. Diskussion

4.1. Analyse der Immunantwort gegen Tetanus Toxoid

Bei den assoziierten Erkrankungen Typ 1 Diabetes und Zoliakie spielen T-Zellen
in der Krankheitsentstehung eine wichtige Rolle. Beim Typ 1 Diabetes konnten
Erkenntnisse Uber eine veranderte zellulare Immunantwort, die zur Zerstérung der
pankreatischen R3-Zellen und anschlie3ender Diabetesmanifestation fihrt, vor
allem durch Tierexperimente gewonnen werden. Dabei wurde ein Dominieren der
IFNy Immunantwort gegen Inselzell-Antigene (Katz, 1995; Liblau, 1995; Pilstrom,
1995) beobachtet, das von einer verminderten Aktivitat regulatorischer
Mechanismen und einer verringerten IL-4 Immunantwort begleitet wird (Gombert,
1996; Cameron, 1998). Unklar ist bislang, ob diese beobachtete Stérung der
Immunantwort gegen Inselzell-Antigene zu einer generell verdnderten
Immunantwort, also auch gegen nicht Inselzell-spezifische Antigene, fihrt. Auf
eine generell verminderte IL-4 Immunantwort bei Menschen mit Typ 1 Diabetes
weist bislang die Beobachtung hin, dass Personen mit Typ 1 Diabetes oder
Inselzell-Autoimmunitat eine geringere Allergie-Pravalenz aufweisen (Douek,
1999; Olesen, 2001). Auch bei Personen mit Zoliakie spielt das von T-Zellen
produzierte Thl-Zytokin TNF eine zentrale Rolle bei der Zerstorung der
Dunndarmmucosa (Schuppan, 2000).

Um zu untersuchen, ob bei Personen mit Diabetes- oder Zoliakie-assoziierter
Autoimmunitat die Immunantwort generell verandert ist, wurde bei 109 Kindern der
BABYDIAB-Studie die Immunantwort gegen das bakterielle Antigen Tetanus
Toxoid mittels Antigen-spezifischer Antikérpersubklassen bestimmt. Antikorper-
Subklassen stellen im Mausmodell bereits eine indirekte Methode zur Bestimmung
des T-Zell Phéanotyps dar, da bei der Maus die Zytokin-abhangige Bildung von
Antikorpersubklassen nachgewiesen werden konnte (Snapper, 1987; Snapper,
1995; Finkelman, 1990). Im Gegensatz dazu ist beim Menschen die
zytokinabhangige Produktion von Antikérpersubklassen bislang noch nicht genau
definiert. Durch Untersuchungen anderer Erkrankungen wird allerdings
angenommen, dass beim Menschen die Bildung von IgG4 und/oder IgE
Antikoérpern durch die Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 gefdrdert wird (Lundgren, 1989;
Ishizaka, 1990; Nusslein, 1991; King, 1993). Um die Zytokinabhangigkeit der

Antikorper-Subklassenbildung zu untersuchen, wurden in einem Kkleineren
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Kollektiv der BABYDIAB-Studie sowohl die Anti-TT Subklassenantwort als auch

das Zytokinprofil TT-stimulierter T-Zellen untersucht.

4.1.1. Humorale Immunantwort gegen Tetanus Toxoid

Unsere Untersuchung zeigte, dass die Antikérper-Antwort gegen TT im Alter von 9
Monaten, also nach der initialen TT-Impfung, generell durch eine Anti-TT IgG1
Antwort charakterisiert ist, und dass im Alter von 2 Jahren, nach der Booster-
Impfung, zusatzlich Anti-TT IgG4 und in geringerem Mal3e auch Anti-TT 1gG2
gebildet werden. Kinder ohne Insel-Autoantikdrper zeigten diese Subklassen-
Antwort  unabhangig von ihrem  HLA-Genotyp. Diese spezifische
Antikorpersubklassen-Antwort wurde bereits mehrfach fur Tetanus Toxoid (Soo,
1989; Ruths, 1991; Devey, 1985) und fur andere Protein-Antigene wie Ovalbumin
(Lim, 1994) und Keyhole limpet hemocyanin (Bird, 1990; Falconer, 1992)
beschrieben.

Die Anti-TT Antwort bei Kindern mit Insel-Autoantikérpern war jedoch abhangig
vom Alter, in dem die Kinder Insel-Autoantikérper entwickelten, und damit
madglicherweise von der bestehenden Inselzell-Autoimmunitat zum Zeitpunkt der
Booster-Impfung. Kinder, die im Alter von 9 Monaten Insel-Autoantikérper
entwickelten, zeigten nach der Booster-Impfung, unabhangig von ihrem HLA-
Genotyp, keine Anti-TT IgG4 und Anti-TT IgG2 Antwort, und hatten entweder
kaum detektierbare TT-Antikdrper oder nur geringe Titer an Anti-TT IgGl. Im
Vergleich dazu zeigten Kinder, die im Alter von 9 Monaten Insel-Autoantikorper
negativ waren, jedoch im Alter von 2 Jahren Insel-Autoantikdrper entwickelten,
keine verédnderte Anti-TT Subklassen-Antwort. Auch die Kinder mit Zdliakie, bei
denen Zoliakie-assoziierte Antikorper ebenfalls erst im bzw. nach dem 2
Lebensjahr detektiert wurden, zeigten keine veranderte Anti-TT Subklassen-
Antwort. Die Immunantwort dieser Kinder war fast immer durch die Bildung von
Anti-TT IgG4 nach der Booster-Impfung gekennzeichnet.

Die verringerte Antikorperantwort bei Kindern mit friher Inselzell-Autoimmunitét
(persistierende Insel-Autoantikérper ab dem 9. Lebensmonat) wurde vor allem fir
IgG2 und IgG4 und nur nach der Booster-Impfung beobachtet. Ursachlich daftr
konnte eine nicht stattfindende Verschiebung der zunéchst IgG1l-dominierenden
Immunantwort zur IgG2- und 1gG4- Immunantwort nach der Booster—Impfung sein.

Denkbar ware aber auch ein Defekt der Produktion von 1gG2 bzw. 1gG4 nach der

96



TT-Booster-Impfung. Unklar ist, ob es sich bei der verringerten 1gG2- und 1gG4-
Antwort um eine angeborene oder eine durch die Inselzell-Autoimmunitat
erworbene Stérung der Immunantwort handelt.

In Zusammenhang mit der verdnderten Subklassenantwort bei Kindern mit friiher
Inselzell-Autoimmunitat steht vermutlich eine veranderte Anti-TT Zytokinantwort
der Kinder. Die zytokinabhangige Bildung von Antikdrper-Subklassen wurde
bereits in verschiedenen Studien untersucht. Kitani (1993) und Punnonen (1994)
zeigten, dass die Bildung der Antikorper-Subklasse IgG4 sehr stark durch die
Zytokine IL-4 und IL-13 angeregt wird. Da bei der Bestimmung der Anti-TT
Antikorper-Subklassen eine starke Korrelation zwischen der Anti-TT IgG2 und
IgG4 Immunantwort beobachtet werden konnte, wird vermutet, dass die gleichen
Faktoren flr die Produktion der beiden Isotypen verantwortlich sind. Fir eine IL-4
abhangige Bildung der Subklassen IgG2 und IgG4 spricht des weiteren, dass nicht
oder nur in geringer Anzahl detektierbare IgG2 und IgG4-Titer bei der Lyme-
Borreliose beobachtet werden, deren Antigen-spezifische Immunantwort
IFNy dominiert ist (Widhe, 1998). Auch Sousa (1998) berichtet von einer
ausschlie3lichen IgG1 Antwort bei der IFNy dominierenden Immunantwort gegen
Tuberkulose und einer 1gG2 Antwort bei der IL-4 dominierenden Immunantwort
gegen Lepra-Erreger. In einer von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten
Untersuchung der Immunantwort gegen das IFNy induzierende Roteln-Virus
wurden vor allem Roteln-spezifische IgG1l und kaum IgG2 und IgG4 Antikérper
detektiert (Schmid, in press). Dies weist ebenfalls darauf hin, dass die Bildung von
IgG4 nicht IFNy vermittelt ist. Des weiteren konnten wir bei dieser Untersuchung,
im Vergleich zur Anti-TT Antwort, keinen Unterschied in der Antikorper-
Subklassen Antwort gegen das Ro6teln-Virus im Hinblick auf die Inselzell-
Autoimmunitat beobachten. Das bedeutet, dass Kinder mit persistierenden Insel-
Autoantikoérpern im Alter von 9 Monaten keine Stérung der IFNy dominierten
Immunantwort gegen das Rotelnvirus aufweisen. All diese Befunde lassen
vermuten, dass es sich bei der beobachteten verdnderten Anti-TT
Subklassenantwort bei Kindern mit friher Inselzell-Autoimmunitat um einen zum
Zeitpunkt der Booster-Impfung bestehenden Defekt der mit IL-4 assoziierten

Antikorper-Antwort gegen das Impfantigen handelt.
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4.1.2. Humorale und zellulare Immunantwort gegen TT

Um die Zytokinabhangigkeit der Anti-TT Subklassenantwort zu prifen,
untersuchten wir die IgG-spezifische Subklassen-Antwort und das Zytokinprofil
von in vitro stimulierten PBL gegen TT. Die Bestimmung des Zytokinprofils erfolgte
dabei mittels der ELISpot-Technik. Die quantitative Analyse von Zytokinen nach in
vitro Stimulation der Zellen ist sehr stark abhangig von der Sensitivitat und
Reliabilitat der angewandten Methode. So spiegelt die Bestimmung der
Zytokinspezifischen mRNA oder der intrazellularen Zytokine nicht unbedingt die
Menge der tatsachlich sezernierten Zytokine wider, die mittels der ELISpot-
Technik erfasst werden kénnen (Mo, 1995; Howell, 1991). Auch die Anwendung
der ELISA-Methode zur Bestimmung des Zytokinprofils scheint weniger sensitiv
als die Methode des ELISpots zu sein (Ewen, 2001; Tanguay, 1994). Ein weiterer
Vorteil der ELISpot-Technik ist die Moglichkeit, antigenspezifische Zellen auch in
geringerer Frequenz zu detektieren (Kabilan, 1990; Alleva, 2001). Dies ist vor
allem fur die Untersuchung von autoreaktiven T-Zellen im humanen Typ 1
Diabetes von Bedeutung, die bisher aufgrund der sehr niedrigen Frequenz Insel-
Antigenspezifischer T-Zellen im peripheren Blut wenig standardisiert ist (Atkinson,
2000). Erste Erfahrungen der Anwendung der Elispot-Methode beim humanen
Diabetes wurden vor allem im Labor von Herrn Dr. B. Roep, Leiden (Niederlande)
gesammelt. Im Rahmen einer Kooperation mit Herrn Dr. B. Roep wurde die
ELISpot-Technik in unserem Labor eingefihrt.

Durch die ELISpot-Technik war es moglich, die Sekretion der Zytokine 1L-13, IL-4
und IFNy TT-stimulierter Zellen des peripheren Blutes zu detektieren. Wie erwartet
konnte eine starke Korrelation der antiinflammatorischen (Th2-) Zytokine IL-13 und
IL-4 durch Stimulation der PBL mit TT beobachtet werden, beide Zytokine
korrelierten jedoch nicht mit IFNy, das der Thl-Immunitat zugeordnet wird. Diese
Untersuchung zeigte aul3erdem, dass die IL-4 und IL-13 Immunantwort gegen TT
stark mit der Anti-TT IgG2 und Anti-TT IgG4 Antwort korreliert, nicht aber die IFNy
Anti-TT-Antwort. Des weiteren konnten bei Personen mit einer starken IL-4 und IL-
13 T-Zellantwort signifikant hohere Anti-TT IgG1, IgG2 und vor allem IgG4 Titer
detektiert werden. Dieses Ergebnis stimmt mit einer bereits berichteten verstarkten
Antikorper-Produktion durch die Zytokine IL-4 und IL-13 und einer von IL-4
abhangigen Produktion von IgG4 uberein (Lundgren, 1989; Ishizaka, 1990;
Nusslein, 1991; King, 1993).
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Insgesamt bestatigen diese Ergebnisse die Vermutung, dass die bei Kindern mit
persistierenden Insel-Autoantikérpern ab dem 9. Lebensmonat verringerte Anti-TT
IgG2 und IgG4 Immunantwort nach der Booster-Impfung durch eine verringerte IL-
4 Antwort der T-Zellen bedingt ist. Dies weist darauf hin, dass bei Kindern mit
friher Inselzell-Autoimmunitat eine generelle Veranderung der Immunantwort zu
beobachten ist, die durch eine Einschrankung der IL-4 vermittelten Immunantwort
gekennzeichnet ist. Diese Ergebnisse zeigen auch, dass die Untersuchung der
Immunantwort gegen Tetanus Toxoid dazu geeignet ist, Stoérungen der
Immunantwort zu detektieren, die durch frihe Inselzell-Autoimmunitat bedingt
sind. Die Bestimmung der Antikdrpersubklassen sowie der T-Zellantwort gegen
Tetanus Toxoid stellt somit einen neuen Immunmarker dar, der bei Personen mit

erhohtem Diabetes-Risiko angewandt werden kann.

4.2. Analyse der Zoliakie-assoziierten Antikdrper

Sowohl beim Typ 1 Diabetes als auch bei der Zoliakie spielen Krankheits-
assoziierte (Auto-) Antikorper eine wichtige Rolle in der Frtuherkennung und
Differentialdiagnose der Erkrankungen. Durch die Bestimmung der sehr sensitiven
und spezifischen tTGC-Antikdrper ist es moglich, Risiko-Populationen auf das
Vorliegen von Zoliakie-assoziierter Autoimmunitat zu screenen. Aufgrund des
gehauft gemeinsamen Auftretens von Typ 1 Diabetes und Zdliakie findet der
tTGCA-Test bei Personen mit Typ 1 Diabetes immer haufiger Anwendung. Der
Test ermoglicht dabei die Diagnose der bei Personen mit Typ 1 Diabetes haufig
auftretenden sogenannten ,silenten”, symptomarmen Verlaufsform der Zdliakie.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Kollektive durch die Bestimmung der
tTGCA auf das Vorliegen Zoliakie-assoziierter Autoimmunitdt gescreent. Die
Bestimmung der tTGCA erfolgte dabei durch einen Radio-Immuno-Assay (RIA).
Untersuchungen zur Sensitivitdt des RIA zeigten, dass zur Bestimmung von
tTGCA die Sensitivitat und Spezifitdt des RIA dem des ELISA iberlegen ist
(Lampasona, 1998; Bazzigaluppi, 1999). Durch die in einem Testansatz
kombinierte Messung von tTGCA-IgA und tTGCA-IgG kann die Sensitivitat der
IgG-Klasse und Spezifitdt der IgA-Klasse verbunden werden. Mit Hilfe des
kombinierten Tests ist es mdglich, auch Personen mit Zdliakie und IgA-Mangel,
eine mit Zoéliakie assoziierte Erkrankung, zu identifizieren. Hinzu kommt, dass

dieser Test einfach in der Durchfihrung und Beurteilung ist. Aus diesen Griinden
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erscheint die kombinierte Bestimmung der tTGCA-IgA und tTGCA-IgG als
geeignete Screening-Methode grof3er Populationen. Der von Bazzigaluppi et al.
(1999) entwickelte Combi-tTGCA Test wurde in Kooperation mit der Mailander
Arbeitsgruppe unter Leitung von Herrn Dr. Ezio Bonifacio in unserem Labor

eingefihrt.

4.2.1. Zoliakie-assoziierte Antikérper bei Personen mit Langzeit-Typ 1 Diabetes

Sowohl bei Patienten mit Typ 1 Diabetes als auch bei Patienten mit Zdliakie ist die
Pravalenz neurologischer Erkrankungen erhoht. Vor allem bei Patienten mit
Langzeit-Typ 1 Diabetes tritt die Neuropathie als Sekundarkomplikation des Typ 1
Diabetes auf. Als Ursache der neurologischen Erkrankungen bei Personen mit
Zoliakie wird unter anderem die ungeniugende Resorption essentieller Nahrstoffe
und ein daraus resultierender Vitaminmangel (Vitamin B12, E, D, Folséaure,
Pyridoxin) vermutet (Cooke, 1984; Luostarinen, 1999). Deshalb ist die Entstehung
neurologischer Erkrankungen vor allem bei Patienten mit silenter Zéliakie, die Uber
lange Zeit nicht behandelt wird, vorstellbar. Ziel der Bestimmung der tTGCA bei
Personen mit Langzeit-Typ 1 Diabetes war zu untersuchen, ob die bei Personen
mit Langzeit-Typ 1 Diabetes auftretende autonome Neuropathie Folge einer
unbehandelten Zdliakie und nicht des Typ 1 Diabetes ist.

Die Pravalenz der IgA spezifischen Antikdrper gegen die tTGC betrug bei
Patienten mit kardialer autonomer Neuropathie 5,4% und 7,1% bei Patienten ohne
kardiale autonome Neuropathie. Die Préavalenz der IgG spezifischen Antikorper
betrug 7,1% bei Patienten mit und 12,9% bei Patienten ohne kardiale autonome
Neuropathie. Diese Zahlen entsprechen der Pravalenz Zoliakie-assoziierter
Antikorper bei Personen mit Typ 1 Diabetes (Cronin 1997, Not 2001, Seissler
1999b). Sie weisen jedoch nicht auf einen Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen einer silenten Zoéliakie und kardialen autonomen Neuropathie hin. Da
auch die tTGCA-Pravalenz bei Patienten mit und ohne diabetische Gastroparese,
eine weitere Form der autonomen Neuropathie, nicht unterschiedlich war, lasst
sich kein Zusammenhang zwischen einer unbehandelten Zdliakie und einer

Gastroparese bei Personen mit Langzeit-Typ 1 Diabetes nachweisen.
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Dennoch ist aufgrund der hoheren Zoéliakie-Pravalenz generell ein Screening der
Zoliakie-assoziierten Antikorper bei Patienten mit Typ 1 Diabetes empfehlenswert.
Das Ziel des Screenings ist dabei der frihzeitige Beginn der diatetischen Therapie
der Zoliakie um sekundare Beschwerden wie Wachstumsretardierung,
Eisenmangelanamie und Osteoporose zu vermeiden und die Entwicklung weiterer

Autoimmunerkrankungen zu verhindern (Ventura, 2000; Wortman, 1994 ).

4.2.2. Zoliakie-assoziierte Antikdrper bei Personen der Minchner Familienstudie

Erstgradige Verwandte von Personen mit Typ 1 Diabetes haben im Vergleich zur
Allgemeinbevoélkerung ein erhdohtes Risiko, selber an Typ 1 Diabetes zu
erkranken. Da die Assoziation des Typ 1 Diabetes und der Zéliakie teilweise auf
genetische Faktoren zurickzufuhren ist, ist anzunehmen, dass erstgradige
Verwandte von Personen mit Typ 1 Diabetes auch ein erhdhtes Zéliakie-Risiko
haben. Eine erhohte Zoliakie-Pravalenz wurde bereits bei Kindern von Eltern mit
Typ 1 Diabetes beobachtet (Hummel, 2000; Williams, 2001), wohingegen Jager
diesen Befund nicht bestatigten konnte (2001).

Ein Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob die Pravalenz Zdliakie-assoziierter
Autoimmunitat bei erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1 Diabetes
vom Verwandtschaftsverhaltnis zur diabetischen Person bzw. vom Alter der
untersuchten Person abhangig ist. Auch das gemeinsame Auftreten von Zdliakie-
assoziierten und Diabetes-assoziierten Auto-Antikdrpern sollte untersucht werden.
Diese Fragestellungen sollten bei einem Kollektiv der Minchner Familienstudie
beantwortet werden, die bei erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1
Diabetes das Auftreten von Inselzell-Autoimmunitat untersucht. Sie unterscheidet
sich von der BABYDIAB-Studie darin, dass nicht nur bei Kindern sondern auch bei
Eltern und Geschwistern von Personen mit Typ 1 Diabetes Insel-Autoantikorper
untersucht werden. Dadurch war dieses Kollektiv fir die oben genannte
Fragestellung gut geeignet.

Fur das Gesamtkollektiv der erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1
Diabetes konnte eine erhthte tTGCA-IgA-Pravalenz von 2,3% und tTGCA-IgG-
Pravalenz von 7,8% ermittelt werden. Endomysium-Antikérper, die nur bei
positivem tTGCA-IgA Befund getestet wurden, konnten bei 5/23 Personen (0,5%
des Gesamtkollektivs) detektiert werden. Im Hinblick auf das Alter und das

Verwandtschaftsverhéltnis der untersuchten Personen zur Person mit Typ 1
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Diabetes wurde kein signifikanter Unterschied der Haufigkeit positiver tTGCA
festgestellt. Auch bei Personen mit Insel-Autoantikdrpern war die Pravalenz der
tTGCA-IgA und tTGCA-IgG nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zu
Personen ohne Insel-Autoantikorper. Insel-Autoantikdrper positive Personen mit
Progression zum Typ 1 Diabetes hatten jedoch zum Zeitpunkt der
Diabetesmanifestation tendenziell haufiger positive tTGCA-IgA bzw. tTGCA-IgG-
Titer als Insel-Autoantikdrper positive Personen ohne Diabetes.

Da bei erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1 Diabetes, unabhangig
vom Alter und vom Verwandtschaftsverhaltnis, vorwiegend die tTGCA-IgG
Pravalenz erhoht ist, ist zu Uberlegen, ob es sich bei diesen Personen um eine
Autoimmunitat gegen Transglutaminase handelt, die nicht mit der typischen Form
der Zoliakie assoziiert ist. Eine Hypothese von Schuppan (2000) ist, dass die
tTGC nicht nur bei der Pathogenese der Zoliakie sondern auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle spielt. Eine Freisetzung der ubiquitar
vorkommenden intrazellularen tTGC wird durch Infektionen, Entziindungen oder
metabolischen Stress getriggert. Das Enzym tTGC kann nicht nur Gliadine in ihrer
Struktur verédndern, sondern auch durch Kreuzreaktivitat bzw. Deamidierung
andere (Auto-) Antigene zu Neoantigenen verandern. Vorstellbar ist dies z.B. flr
Bakterien, Viren, Nahrungsproteine oder kdrpereigene Proteine. Aufgrund der bei
erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1 Diabetes vorhandenen
genetischen Pradisposition fir eine Autoimmunerkrankung, z.B. in Form von HLA-
Molekilen, konnte die Prasentation des Neoantigens durch Antigen-
prasentierende Zellen ermdglicht werden. Es wird angenommen, dass T-Zellen
diese Neoantigene als Fremdantigene erkennen, was zur Zerstérung von Gewebe
oder Auto-Antikorperproduktion fuhrt.

Wie bereits auch in anderen Untersuchungen beobachtet, hat die Inselzell-
Autoimmunitat keinen Einfluss auf die tTGCA-Pravalenz (Williams, 2001; Hummel,
2000; Meloni, 1999), jedoch kdnnen positive tTGCA-IgG besonders haufig zum
Zeitpunkt der Diabetes-Manifestation gemessen werden (Williams, 2001;
Lampasona, 1999). Eine Untersuchung von Lampasona zeigte (1999), dass dabei
tTGCA-IgG haufiger mit HLA DRB1*04 (Diabetes-Risiko-Allel) und weniger mit
dem Zoliakie-Risiko-Allel HLA DRB1*03 korrespondierten. Diese Beobachtung
und die Abwesenheit von tTGCA-IgA und EMA, die sehr spezifisch fur das
Vorliegen einer Zoliakie sind, lasst auch hier vermuten, dass es sich nicht um

einen mit der Zéliakie assoziierten Immunprozess handelt. Vorstellbar wére, dass
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das HLA DRB1*04 Allel wahrend der Zerstorung der 3-Zellen die Prasentation der
in Inselzellen exprimierten tTGC durch Antigen prasentierende Zellen unterstitzt.
tTGCA-IgG in Abwesenheit von tTGCA-IgA bzw. EMA ohne vorliegenden IgA-
Mangel konnten folglich ein generelles Zeichen des autoimmunen
Zerstorungsprozesses der 3-Zellen darstellen.

Um die Bedeutung der tTGCA-IlgG Titer bei Diabetesmanifestation zu
untersuchen, ist eine Nachuntersuchung der Personen mit Progression zum Typ 1
Diabetes vorgesehen. Dabei soll zum einen geklart werden, ob es sich hierbei, wie
bereits von Lampasona (1999) beschrieben, um transiente Antikorper handelt.
Zum anderen soll auch prospektiv untersucht werden, ob die Zoliakie-assoziierte
Autoimmunitat bei Personen mit Inselzellautoimmunitat haufiger erst nach
Manifestation des Typ 1 Diabetes auftritt und ob, so wie von Collin (1989)
berichtet, eine Beziehung zwischen der Diabetesdauer und dem Auftreten einer
Zdliakie besteht.

Die Pravalenz der Endomysium-Antikdrper in der von uns gescreenten Population
ist vergleichbar mit Ergebnissen von Saukkonen (2001) und Jager (2001), die
keinen Unterschied der EMA-Pravalenz bei erstgradigen Verwandten von
Personen mit Typ 1 Diabetes im Vergleich zur Normalbevdlkerung feststellen
konnten. Sie ist allerdings geringer als von Hummel (2000) und kirzlich erst von
Williams (2001) beschrieben. Ein direkter Vergleich mit Ergebnissen anderer
Untersuchungen ist jedoch aufgrund der unterschiedlichen Testmethoden und der
unterschiedlichen Percentilen, die durch die Untersuchung von Kontrollgruppen
als Grenzwert fur die Antikdrperpositivitat verwendet werden, schwierig. Mogliche
Grinde fur die niedrigeren EMA-Pravalenz sollen dennoch diskutiert werden. Zum
einen konnte das von uns ausgewahlte Screeningverfahren, das die Bestimmung
der EMA ausschliel3lich bei Personen mit positiven tTGCA-IgA vorsieht, ursachlich
fur eine geringere Detektion der EMA sein. Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe zeigten, dass etwa 18% der EMA-positiven Personen durch dieses
Screeningverfahren nicht erkannt werden (Pilgram, Dissertation 2000). Durch die
Anwendung der kombinierten Testung von tTGCA-IgA und tTGCA-IgG war es
jedoch moglich, bei zwei tTGCA-IgG-positiven Personen mit negativen tTGCA-IgA
Titern einen IgA-Mangel zu identifizieren.

In der hier beschriebenen Untersuchung wurden auch einige Personen mit
positiven tTGCA-IgA detektiert, die keine Endomysium-Antikdrper aufwiesen.

Verlaufsuntersuchungen an Zoéliakie-Patienten zeigen, dass die mittels Radio-
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Immuno-Assay gemessenen tTGCA-IgA friher detektiert und unter glutenfreier
Erndhrung langer messbar sind als die mittels Immunofluoreszenz gemessenen
EMA (nicht verdffentlichte Daten). Somit zeigen die bei drei Personen
beobachteten persistierenden tTGCA-IgA in Abwesenheit von EMA vermutlich das
Vorliegen einer latenten Zdliakie an, die jedoch nur durch eine Dinndarm -Biopsie
eindeutig diagnostizierbar ist. Eine weitere Beobachtung der Antikérperwerte, vor
allem der EMA, ist bei diesen Personen anzuraten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Untersuchung, dass erstgradige
Verwandte von Personen mit Typ 1 Diabetes unabhangig von ihrem Alter und dem
verwandtschaftlichen Verhéltnis eine erhdhte Pravalenz der tTGCA-IgA und —IgG
aufweisen. Deshalb ist generell ein Screening der tTGCA bei erstgradigen

Verwandten von Personen anzuraten.
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4.3. Priméarpravention des autoimmunen Diabetes bei der NOD-Maus

Das in Getreide enthaltene Gluten ist als Ausloser der Zdliakie bereits bekannt.
Aufgrund einer Reihe von epidemiologischen Untersuchungsergebnissen (Cronin,
1997; Lepore, 1996; Corazza, 1995; Collin, 1994; Ventura, 1999) wird diskutiert,
dass Gluten auch in der Entstehung des Typ 1 Diabetes eine Rolle spielt. Deshalb
sollte untersucht werden, ob durch die Elimination von Gluten aus der Nahrung die
Entstehung von Inselzell-Autoimmunitat und Autoimmundiabetes bei der NOD-
Maus verhindert werden kann. Der Effekt der glutenfreien Erndhrung wurde im
Vergleich zu anderen Nahrungsmodulationen, namlich einer Vitamin D- bzw.

Fischol-Supplementierung untersucht.

4.3.1. Praventive Wirkung der glutenfreien Erndhrung im Vergleich zu anderen
Nahrungsfaktoren auf die Entwicklung eines autoimmunen Diabetes im

Tiermodell

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch die glutenfreie Erndhrung der Tiere ein
signifikante Verringerung des kumulativen Diabetes-Risikos erzielt werden. Dieses
betrug bei den wahrend der Schwangerschaft und dann von Geburt an glutenfrei
erndhrten Tieren wahrend einer Beobachtungszeit von 32 Wochen 45,5%. Im
Vergleich dazu betrug das kumulative Diabetes-Risiko in der Kontrollgruppe, die
Standardfutter wahrend des ganzen Versuchs erhielt (Kontroll-Gruppe) 85,7%.
Dabei konnte eine signifikante Verlangerung der medianen diabetesfreien
Uberlebenszeit von 20,7 Wochen in der Kontrollgruppe auf 31,7 Wochen in der
Gruppe der von Geburt an glutenfrei ernédhrten Tiere beobachtet werden. Auch
Funda (1999) konnte einen ahnlichen Effekt durch die glutenfreie Ernahrung der
Zuchttiere wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit sowie der NOD-Mause ab
dem Zeitpunkt der Geburt beobachten. Im Vergleich dazu zeigten Untersuchungen
von Elliott (1988) und Coleman (1990) an NOD-Mausen keinen wesentlichen
Anstieg der Diabetes-Inzidenz durch eine Zugabe von Gluten zu einer
hydrolisierten Nahrung auf Casein-Basis. Erwdhnenswert ist dabei, dass bei der
Untersuchung von Elliott auch die Kontrolltiere, die mit normalem, nicht
hydrolisiertem getreidehaltigem Futter behandelt wurden, ein sehr niedriges

Diabetes-Risiko von 30% zeigten (das Diabetes-Risiko der Kontrolltiere betrug in
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unserer Untersuchung 85,7%). In der Untersuchung von Coleman wurde die
glutenhaltige Nahrung den Tieren erst ab dem Alter von 4-5 Wochen gefuttert.
Mdglich ist, dass dadurch die ,sensible* Phase verpasst wurde, in der die
Entwicklung des Autoimmundiabetes durch Umwelt- und Ernahrungsfaktoren
beeinflusst wird.

Als eine Kontrolle zu den lebenslang glutenfrei erndhrten Tiere wurde eine Gruppe
von Tieren gebildet, die zwar wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit mit
glutenfreiem Kombifutter, jedoch nach der Stillzeit (Alter der Mause: 3 Wochen)
mit glutenhaltiger Nahrung ernéhrt wurde. Die Tiere dieser Gruppe zeigten kein
signifikant geringeres kumulatives Diabetesrisiko im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
(Tiere, die ab der Zeugung mit glutenhaltigem Futter ernahrt wurden). Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass die glutenfreie Ernahrung der Tiere wahrend
Schwangerschaft und Stillzeit bis zum Alter von 3 Wochen nicht ausreichend ist,
die Entwicklung des autoimmunen Diabetes zu verhindern.

Die Fragen, wie lange die Tiere nach der Geburt glutenfrei ernédhrt werden
missen, um den praventiven Effekt zu erzielen bzw. ob fir die Pravention des
Autoimmundiabetes eine glutenfreie Ernahrung der Muttertiere wahrend der
Schwangerschaft und Stillzeit notwendig ist, konnten durch diese Untersuchung
noch nicht eindeutig beantwortet werden und sind Gegenstand eines geplanten

Nachfolgeprojektes.

Im Vergleich zur glutenfreien Erndhrung zeigte die Behandlung mit Fischol keinen
signifikanten protektiven Einfluss auf die Diabetes-Entwicklung bei der NOD-Maus.
So betrug das kumulative Diabetes-Risiko in der Gruppe der Tiere mit Fischol-
supplementiertem Futter 70,0% im Vergleich zu 85,7% bei den mit Standard-
Nahrung gefitterten Kontrolltieren. Die mediane diabetesfreie Uberlebenszeit war
bei beiden Gruppen vergleichbar (17,6 vs. 20,7 Wochen). Ahnliche Daten wurden
auch durch die lebenslange Behandlung der Tiere mit dem Fischdlhaltigen
kombinierten Futter erzielt (kumulatives Diabetes-Risiko 71,4%; mediane
diabetesfreie Uberlebenszeit: 21,6 Wochen). Linn (1989) berichtet hingegen von
einer Untersuchung des LDSTZ-D-Tiermodells (low-dose of streptozocin-induced
diabetes), bei der durch Fischol-Supplementierung Verdnderungen des
Immunsystems erzielt wurden, die das Ausmal’ der Insulitis verringern konnten.
Das dabei verwendete Futter hatte einen Fischdlgehalt von 20% der

Gesamtenergie. Im Vergleich dazu betrug der prozentuale Anteil des Fischols am
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Gesamtenergiegehalt des Futters bei unserer Untersuchung 8,6% (im Vergleich
zu 0,8% des Kontrollfutters). Die Konzentration der n-3 Fettsauren bzw. der
Quotient von n-3:n-6 Fettsduren ist sicherlich ausschlaggebend fur die
Beeinflussung von Komponenten des Immunsystems. Die von uns verwendete
Konzentration war niedriger als von Linn et al. beschrieben (1989), wenngleich wir
eine Veranderung der n-3:n-6 Fettsaurenzusammensetzung von 1:7 in der
Kontrollgruppe auf 2:1 in den mit Fischdl behandelten Gruppen durchfihrten.
Zugleich muss aber auch bedacht werden, dass der Verschiebung der
Fettsaurenzusammensetzung zu Gunsten der n-3 Fettsduren Grenzen gesetzt
sind, da der Quotient Einfluss auf die neuronale Entwicklung und das
Korpergewicht der Nachkommen hat (Amusquivar, 2000; Wainwright, 1997).

Eine weitere Untersuchung zur praventiven Wirkung von Fischdl auf die
Entwicklung des autoimmunen Diabetes wurde von Hoorfar et al. (1992)
beschrieben. Diese ist allerdings nicht unmittelbar vergleichbar mit unserer
Untersuchung, da die Grundlage der Versuchsnahrung eine hydrolisierte Nahrung
bildete, die schon zuvor im Tiermodell als protektiv im Hinblick auf die Entwicklung
des Diabetes beschrieben wurde (Scott, 1983; Elliott, 1984). Der Anteil der n-3
Fettsauren, bezogen auf das Gewicht der Nahrung, betrug dabei 4,25% (im
Vergleich dazu setzten wir 3% des Gesamtgewichts an n-3 Fettsduren ein). Die
Behandlung der Tiere mit dieser Nahrung fuhrte im Vergleich zur einer
Behandlung der Tiere mit hydrolysierter Nahrung ohne Fischoél-Zusatz nicht zu
einer weiteren Verringerung der Diabetes-Inzidenz.

Eine Ursache fiur die ausbleibende praventive Wirkung der Fischdl-
Supplementierung koénnte die geringe Stabilitdt der n-3 Fettsauren gegen
Oxidation unter Lagerbedingungen sein. Die Stabilitdt von kommerziell
hergestellter Fischélnahrung fur Labortiere wurde von Lytle untersucht (1992).
Dabei fihrte eine 4b5tdgige Lagerung der Fischolhaltigen Nahrung im
Gefrierschrank nach einer viertagigen Lagerung bei Zimmertemperatur nicht zu
einer signifikanten Veranderung der Fettsaurenzusammensetzung. Das von uns
verwendete Futter wurde sofort nach Ankunft in kleinen Portionen bei —20°C
tiefgefroren. Aus diesem Grund vermuten wir, dass das Fischdl unter den

beschriebenen Bedingungen stabil war.

Auch durch die Vitamin D3-Supplementierung war es nicht mdglich, die

Entwicklung des Autoimmundiabetes bei der NOD-Maus signifikant zu
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beeinflussen. Das kumulative Diabetes-Risiko betrug sowohl bei den Vitamin D-
reich erndhrten Mausen als auch bei den Tieren, die nach der Trennung von den
Muttertieren mit der normalen, Vitamin D-armeren Standardnahrung gefuttert
wurden, 66,7%. Das von uns verwendete Futter hatte eine Vitamin D3
Konzentration von 2000 I|.E./kg im Vergleich zu einer Konzentration von 600
I.E./kg des Kontroll-Futters. Die tagliche Zufuhr von Vitamin D3 betrug somit in
unserer Untersuchung bei den Versuchstieren durchschnittlich 6,9 I.E. und bei den
Kontrolltieren 1,9 I.E. Diese Zufuhr war offensichtlich nicht ausreichend, um den
autoimmunen Zerstorungsprozess der (3-Zellen zu verhindern.

Im Vergleich dazu berichtet Mathieu (1994) von einer Senkung der Diabetes-
Inzidenz von 56% in der Kontrollgruppe auf 8% in der Versuchgruppe durch die
Zufuhr von 2000 |.E./kg Futter und einer zusatzlichen intraperitonealen Gabe von
1,25(0OH),D3 in einer Konzentration von 5ug/kg Koérpergewicht jeden zweiten Tag.
Die Behandlung der Tiere mit 1,25 (OH),D3 hatte allerdings eine Kalzdmie und
eine Erhohung des Osteocalcins zur Folge. Teilweise konnte eine Abnahme des
Kalziumgehalts der Knochen um 50% beobachtet werden, die bei einem Tier zu
einer Spontanfraktur des Femur fuhrte.

Unsere Untersuchung hatte als Ziel, die praventive Wirkung von Vitamin D3 in
einer Konzentration zu untersuchen, die nebenwirkungsfrei und dadurch auch auf
den Menschen, vor allem auf Kleinkinder, Ubertragbar ist. Die momentane
Empfehlung der taglichen Vitamin D-Supplementierung zusatzlich zur
Sauglingsernahrung betragt in Deutschland bei reifgeborenen Sauglingen 500 I.E.
Vitamin D3 wahrend des ersten Lebensjahres zur Rachitis-Prophylaxe. Haufig
wird diese Empfehlung auch noch fur das zweite Lebensjahr gegeben. Um
Nebenwirkungen, wie z.B. eine Nephrocalcinose zu vermeiden, sollten nicht mehr
als 1000 I.E. Vitamin D3 té&glich supplementiert werden (Kruse, 1995). Ob mit
dieser vertretbaren Dosis eine Pravention des humanen Typ 1 Diabetes erzielt

werden kann, sollte im Rahmen einer Pilotstudie untersucht werden.

Durch die Kombination der drei Nahrungsfaktoren (glutenfrei, Vitamin D und
Fischol-Supplementierung) war es nicht mdglich, das kumulative Diabetes-Risiko
der Tiere signifikant zu verringern. Dieses betrug 66,7% und war damit etwas
hoher als bei den mit ausschlief3lich glutenfreier Nahrung behandelten Tiere und
vergleichbar mit den ausschlief3lich mit Fischdl oder Vitamin D behandelten

Gruppe sowie der Glutenfrei-Kontroll- und Vitamin D-Kontroll-Gruppe. Erwartet
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hatten wir einen &hnlichen oder sogar starkeren protektiven Einfluss der
kombinierten Diat auf die Entwicklung des autoimmunen Diabetes im Vergleich zur
glutenfrei erndhrten Gruppe. Unklar ist, ob einer der zusétzlichen Faktoren die

praventive Wirkung der glutenfreien Ernahrung vermindert hat.

4.3.2. Praventive Wirkung der glutenfreien Ernahrung im Vergleich zu anderen

Nahrungsfaktoren auf die Inselzell-Autoimmunitat

Dieses Projekt hatte nicht nur als Ziel, den Einfluss einer verdnderten Ernahrung
auf die Entwicklung eines Autoimmundiabetes bei der NOD-Maus zu untersuchen.
Zusatzlich sollte untersucht werden, ob eine Erndhrungsmodulation Einfluss auf
die Inselzell-Autoimmunitat hat. Bei den in dieser Arbeit beschriebenen NOD-
Mausen wurden IAA im Alter von 10 und 18 Wochen und bei Versuchende (32
Wochen) bzw. Diabetes-Manifestation mittels Radioliganden-Bindungs Assay
bestimmt. Im Rahmen eines internationalen Workshops wurde diese Methode zur
Bestimmung von Insulin-Autoantikérpern im Vergleich zur ELISA-Methode als sehr
sensitiv beurteilt (Bonifacio, 2001). Durch die zusatzliche Bestimmung der Insulin -
Autoantikérper Subklassenantwort sollte der Phanotyp der Immunantwort
Uberpruft werden. Die Bestimmung von Antikoérper-Subklassen  zur
Charakterisierung der Immunantwort stellt bei der NOD-Maus bereits eine
etablierte Methode dar, da bei der Maus die Zytokin-abhangige Bildung von
Antikorpersubklassen nachgewiesen werden konnte (Snapper, 1987; Snapper,
1995; Finkelman, 1990).

Insulin-Autoantikérper

In der (mit Standardnahrung ernéhrten) Kontrollgruppe entwickelten 12 von 14
Tieren einen Autoimmundiabetes, von 11 diabetischen Tieren waren Blutproben
fur die 1AA-Bestimmung verflgbar. Alle funf Tiere (100%), die im Alter von 10
Wochen [AA-positiv waren, entwickelten einen Diabetes. Bei 8/11 (73%)
diabetischen Kontrolltieren konnten zu mindestens einem Untersuchungs-
Zeitpunkt positive IAA-Titer nachgewiesen werden. Drei von funf Tieren (60%)
ohne IAA entwickelten einen Diabetes. Abiru (2001) berichtet von &ahnlichen
Ergebnissen bei unbehandelten NOD-Mausen. So hatten die von ihm

untersuchten Tiere, die bis zur achten Lebenswoche IAA entwickelten, ebenfalls
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ein hoheres Risiko (90%), einen Diabetes zu entwickeln. Bei Tieren mit positiven
IAA im Alter von 12 bzw. 16 Wochen betrug das Diabetes-Risiko 70%, und auch
er konnte beobachten, dass ca. 40% der IAA-negativen Tiere einen Diabetes
entwickelten. Im Vergleich zu den Ergebnissen von Abiru (2001) und Yu (2000)
waren sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den Interventionsgruppen nicht alle
Tiere zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation IAA-negativ. Bei vier untersuchten
Tieren (Fischol-Gruppe, Vitamin D-Gruppe, Vitamin D-Kontrollgruppe) waren
positive |1AA-Titer sogar erst zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation
nachweisbar. Diese Beobachtungen widersprechen der Hypothese, dass der
Verlust von IAA zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation mit dem Verlust der (3-
Zellmasse assoziiert ist (Abiru, 2001).

Das geringere kumulative Diabetes-Risiko in der Glutenfrei-Gruppe war nicht mit
geringeren oder negativen IAA-Titern der Tiere dieser Gruppe assoziiert. Die
Gruppe der glutenfrei ernédhrten Tiere zeigte jedoch ein verandertes Ergebnis flr
die IAA-Titer. Im Alter von 10 Wochen waren bei vier NOD-Mausen positive |1AA-
Titer detektierbar. Davon entwickelten drei Mause im Verlauf der Untersuchung
keinen Diabetes. Zwei dieser Mause hatten IAA-Titer >10 pU/ml Serum. Titer in
dieser Hohe wurden insgesamt in allen Gruppen bei 7/98 Mausen gemessen,
wobei die funf mit glutenhaltigem Futter erndhrten Tiere bis zur 16. Lebenswoche
einen Diabetes entwickelten. Bei den drei glutenfrei ernahrten Diabetesfreien Tiere
mit positiven IAA-Titern im Alter von 10 Wochen fielen die IAA-Titer bis zur 18.
Lebenswoche auf negative Werte ab. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass
durch die glutenfreie Erndhrung ein noch unbekannter Mechanismus bei Tieren
trotz hoher IAA-Titer die Manifestation des Diabetes verhindert bzw. verzogert.
Auch bei der Fischol-Kontrollgruppe, der Vitamin D-Gruppe, der Vitamin D-
Kontrollgruppe und der Glutenfrei-Kontrollgruppe konnte im Alter von 10 Wochen
ein bzw. zwei Tiere mit positiven IAA-Titern beobachtet werden, die im Verlauf der
Untersuchung keinen Diabetes entwickelten. Die Titer lagen dabei aber meist nur
leicht Uber dem Grenzwert fur Positivitdt. Es ist anzumerken, dass auch diese

Tiere wahrend den ersten 3 Lebenswochen kein Gluten erhalten hatten.

Insulin-Autoantikérper Isotypen

Durch die Bestimmung von Antikérpersubklassen ist es moéglich, den Phanotyp

der Immunantwort naher zu charakterisieren. Bei NOD-Mausen wird eine
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Produktion von IgG1, IgG2b und IgE dem Th2-Phé&notyp und die Bildung von
IgG2a dem Th1l-Phanotyp zugeordnet. Bislang durchgeftihrte Untersuchungen des
IAA-Subklassenprofils bei NOD-M&ausen zeigten, dass die spontane IAA-Antwort
vorwiegend von den Subklassen IgG1l und IgE dominiert ist (Abiru, 2001;
Koczwara, 2000). Dies weist auf ein Uberwiegen der Th2-Immunantwort hin.
Unterstutzt werden diese Ergebnisse durch Untersuchungen der zellularen
Immunitat in NOD-Mausen, die darauf hindeuten, dass das frihe Stadium der
Insulitis Th2-dominiert und aus diesem Grunde nicht destruktiv ist (Wegmann,
1994; Shimada, 1996). Kurz vor der Diabetesmanifestation konnten Shimada et al.
(1996) eine Veradnderung des Zytokinprofils von CD4+ Zellen in Richtung Thl-
Immunantwort feststellen. Das bisher beobachtete ,Verschwinden® der IAA zum
Zeitpunkt der Diabetes-Manifestation wurde als Ende der Th2-Dominanz gedeutet.
Die Untersuchung der IAA-Subklassen zeigte in allen Gruppen eine starke IgG1
und auch IgG2b-Antwort und nur eine sehr geringe IgG2a-Antwort der IAA-
positiven Tieren im Alter von 10 Wochen und ist dadurch vergleichbar mit den
oben erwahnten Ergebnissen. Es konnte allerdings im Verlauf der Untersuchung
(von der 10. bis zur 18. Woche) in allen Gruppen ein Anstieg des prozentualen
Anteils von 1IgG2a an der Gesamt-IAA-Antwort beobachtet werden. Und nahezu
alle Tiere, die zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation positive IAA-Titer hatten,
zeigten im Vergleich zu vorhergehenden Werten einen Anstieg des prozentualen
IgG2a-Anteils. Dieser Anstieg unterstitzt die Beobachtung der Veranderung des
Zytokinprofils vor oder zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation.

Beim Vergleich des Subklassenprofils der einzelnen Interventions- und Kontroll-
Gruppen ist vor allem im Alter von 10 Wochen ein Unterschied erkennbar. Bei den
IAA-positiven Tieren der Glutenfrei- und der Fischol-Kontrollgruppe ist im Alter von
10 Wochen fast ausschliel3lich IgG1 detektierbar, der Anteil von IgG2a und 1gG2b
liegt unter 3%. Interessanterweise war das kumulative Diabetes-Risiko der
Glutenfrei-Gruppe signifikant und das der Fischolkontroll-Gruppe tendenziell
geringer als bei der Kontroll-Gruppe. Vor allem die drei IAA-positiven Tiere der
Glutenfrei-Gruppe, die keinen Diabetes entwickelten, bildeten nahezu zu 100%
IgG1. Dies deutet auf eine starke Dominanz der ,protektiven Th2-Immunitét bei
diesen Mausen hin.

Durch eine zusétzliche Untersuchung der von Lymphozyten der Milz sezerniterten
Zytokine nach Stimulation mit Insulin kénnte die Immunantwort der untersuchten

Tiere naher charakterisiert werden. Dieses Zell-Material wurde im Rahmen dieser
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Untersuchung gesammelt und eingefroren und steht flr weitere Untersuchungen

zur Verflgung.

4.3.3. Einfluss der Nahrungsmodulation auf die Bildung von Gliadin-Antikdrpern

Gliadine stellen eine Proteinfraktion des Glutens dar und sind bekannte Trigger
der Zoliakie. Bei nahezu jedem unbehandelten Patienten mit Zdliakie lasst sich
eine Immunreaktivitat gegen Gliadin in Form von Gliadin-Antikérpern detektieren.
Auch bei Mausen wurden bereits Gliadin-Antikérper im Zusammenhang mit der
Erforschung der Zoliakie gemessen, jedoch noch nie bei NOD-Mausen (Troncone,
1991; Troncone, 1994; Rossi, 1999).

Da durch eine Elimination von Gluten aus der Nahrung das Diabetes-Risiko
verringert werden konnte, und dadurch Gliadin auch als mdglicher Trigger des
Autoimmundiabetes bei der NOD-Maus vermutet wird, sollte untersucht werden,
ob bei NOD-Mausen generell eine Immunantwort gegen das orale Antigen Gliadin
zu beobachten ist. Zur Bestimmung der Gliadin-Antikorper in der Maus wurde das
beim Menschen bereits etablierte ELISA-Testverfahren angewandt. Wie erwartet
zeigten die glutenfrei ernahrten Tiere nur sehr geringe Gliadin-Antikorper-Titer, die
als negativ zu werten sind. Dagegen konnten in den mit glutenhaltigem Futter
erndhrten Gruppen Tiere mit hohen Gliadin-Antikorper-Titern beobachtet werden.
Dieses Ergebnis zeigt, dass es sich bei dem in Getreide enthaltenen Gliadin um
eine stark immunogene Substanz handelt. Dieser Befund und die Tatsache, dass
Darmmucosa-assoziierte Lymphozyten in Pankreasschnitten von NOD-Mausen
nachgewiesen werden konnten, lasst vermuten, dass das Darm-assoziierte
Immunsystem bei der Entwicklung des Diabetes in der NOD-Maus eine Rolle
spielt (Hanninen, 1996).

Um die Rolle des Gliadins in der Entstehung des Autoimmundiabetes bei der
NOD-Maus nadher zu spezifizieren, sind weitere Untersuchungen geplant. Dabei
soll zum einen der Einfluss des Alters bei Glutenexposition, der Dauer der
Glutenexposition und der Menge des zugefihrten Gliadins auf das Diabetes-
Risiko, die Inselzell-Autoimmunitat und die Bildung von Gliadin-Antikdrpern bei der
NOD-Maus untersucht werden. Aber auch Untersuchungen des Darm-assoziierten
Immunsystems sind fur die Aufklarung der pathogenetischen Mechanismen

unerlasslich.
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4.4. Ausblick: Bedeutung der Ergebnisse fir praventive Strategien beim

Menschen

Auf der Basis der hier erhobenen Ergebnisse und der Ergebnisse der unter der
Leitung von Frau Prof. Dr. Ziegler durchgefiihrten BABYDIAB-Studie wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Pilot-Studie zur Primarpravention des Typ 1 Diabetes
konzipiert und initilert. Ziel dieser Studie ist, bei einem ausgewahlten
Hochrisikokollektiv die Entwicklung von Insel-Autoantikbrpern im frihen
Kindesalter und des Typ 1 Diabetes durch eine Ernahrungsintervention zu
verhindern.

Die Tatsache, dass die Glutenelimination bei der NOD-Maus zur Verzdgerung und
Verringerung des kumulativen Diabetesrisikos fiuihrt, sowie die Ergebnisse
verschiedener epidemiologischer Untersuchungen, die auf Gluten als moglichen
Trigger der beiden Autoimmunerkrankungen Zoéliakie und Typ 1 Diabetes
hinweisen, wurden bei der Konzeption der Interventionsstudie berlcksichtigt. In
die Studie werden Kinder mit einem Elternteil bzw. Geschwister mit Typ 1
Diabetes und den Diabetes-assoziierten HLA Risikogenotypen DR3/4,
DQB1*57non-Asp oder DR4/4, DQB1*57non-Asp sowie Kinder mit dem HLA
Genotyp DR3/3, DQA1*0501, DQB1*02, der mit der Bildung Zoliakie-spezifischer
Antikorper assoziiert ist, eingeschlossen. Bei diesen Kindern wird eine Elimination
von Gluten in der Erndhrung wéhrend der ersten 12 Lebensmonate durchgefihrt.
Im Rahmen dieser Studie soll zum einen der Einfluss dieser
Erndhrungsmodulation auf die Diabetes-assoziierte Autoimmunitdt untersucht
werden. Da diese Arbeit zeigte, dass erstgradige Verwandte von Personen mit
Typ 1 Diabetes eine erhohte Pravalenz Zoéliakie-assoziierter Antikdrper aufweisen,
soll auch der Einfluss der veranderten Erndhrung auf die Entwicklung von Zoliakie-

assoziierter Autoimmunitat untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Die Autoimmun-Erkrankungen Typ 1 Diabetes und Zodliakie sind in ihrer
Pathogenese und auch in den Ursachen, die fur ihr gehauft gemeinsames
Auftreten verantwortlich sind, bis heute noch nicht ausreichend erforscht. Dadurch
besteht bislang keine Mdglichkeit, die Erkrankungen durch Interventions-
Mal3nahmen erfolgreich zu verhindern. Das Ziel dieser Arbeit war deshalb, durch
die Untersuchung der humoralen und zellularen Immunantwort den
Autoimmunprozess des Typ 1 Diabetes und der Zoliakie und insbesondere die
Assoziation der beiden Erkrankungen naher zu charakterisieren.

Zunéachst wurden grundlegende Immunphanomene der initialen Phase des Pra-
Typ 1 Diabetes und der Zdliakie analysiert, indem bei Klein-Kindern von Eltern mit
Typ 1 Diabetes der Einfluss von Inselzell- und Zéliakie-assoziierter Autoimmunitat
auf die humorale und zellulare Immun-Reaktion gegen das nicht
krankheitsspezifische Antigen Tetanus Toxoid, welches routinemalig im
Kleinkindalter geimpft wird, untersucht wurde.

Durch die Messung von Antikdrpern gegen das Zoliakie-assoziierte Antigen
Gewebe-Transglutaminase C wurde untersucht, ob die Zdliakie-assoziierte
Autoimmunitat bei der mit Langzeit-Typ 1 Diabetes einhergehenden Komplikation
der autonomen Neuropathie eine Rolle spielt. Des weiteren wurde die Préavalenz
der Zoliakie-assoziierten Autoimmunitat und deren Einfluss auf die Entwicklung
von Inselzell-Autoimmunitat bei erstgradigen Verwandten von Personen mit Typ 1
Diabetes bestimmt.

Im nachsten Schritt wurde im Tiermodell des Typ 1 Diabetes, der NOD-Maus,
untersucht, welche Rolle das in Getreide enthaltene Gluten im Vergleich zu
anderen Ernahrungsfaktoren bei der Entstehung des autoimmunen Diabetes
spielt. Dabei wurde der Einfluss einer verdnderten Erndhrung sowohl auf das
Diabetes-Risiko als auch auf die Inselzell-Autoimmunitat und die Bildung von
Gliadin-Antikdrpern bestimmt.

Aufbauend auf die Ergebnisse der Arbeit wurden grundsatzlich neue Ansatze zur

Pravention des Typ 1 Diabetes erarbeitet.

Es ergaben sich folgende Befunde:
1.) Zur Klarung der Frage, ob bei Menschen mit Typ 1 Diabetes und Zéliakie die

initiale Immunantwort generell verandert ist, wurde ein Kollektiv prospektiv
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verfolgter Kinder von Eltern mit Typ 1 Diabetes hinsichtlich ihrer humoralen
und zellularen Immunantwort gegen Tetanus Toxoid untersucht. Die Analyse
der Anti-TT Subklassenantwort zeigte, dass die frihe Inselzell-Autoimmunitat
(persistierende Antikdrper ab dem 9. Lebensmonat) die Immunantwort gegen
TT beeinflusst. So hatten Kinder mit friher Inselzell-Autoimmunitat signifikant
geringere Anti-TT 1gG2 und IgG4-Titer nach der Booster-Impfung als Kinder,
die erst ab dem Alter von 2 Jahren persistierende Insel-Autoantikorper oder
Zoliakie-assoziierte Antikdrper entwickelten oder Insel-Autoantikérper negative
Kinder. Durch die vergleichende Analyse der zellularen und humoralen
Immunantwort gegen TT konnte gezeigt werden, dass die verminderte
Subklassenantwort bei Kindern mit friher Inselzell-Autoimmunitat mit einem
veranderten Zytokinprofil Antigenspezifischer T-Zellen zusammenhéangt. Diese
Untersuchung zeigte, dass Personen mit einer starken IL-4 bzw. IL-13
Immunantwort gegen TT signifikant hohere Anti-TT IgG4 Titer aufweisen und
dass die IL-4 Antwort mit der IgG4-Antwort gegen TT korreliert. Folglich kann
man davon ausgehen, dass die verminderte Produktion von Anti-TT IgG4 bel
Kindern mit friher Inselzell-Autoimmunitat durch eine verminderte IL-4
Immunantwort gegen TT bedingt ist. Diese Befunde deuten auf eine durch
frihe Inselzell-Autoimmunitat verursachte generelle Einschrankung der IL-4
vermittelten Immunantwort hin, die sich nicht nur gegen Diabetes-assoziierte
Antigene sondern auch gegen Impfantigene richtet. Die Bestimmung der
Immunantwort gegen TT stellt somit einen neuen Immunmarker dar, der
Auskunft tber eine durch Inselzell-Autoimmunitat bedingte generelle Stérung
der Immunantwort gibt.

2.) Die Untersuchung der Transglutaminase C - Antikorper bei 141 Patienten mit
Langzeit-Typ 1 Diabetes zeigte eine erhdhte Pravalenz der tTGCA-IgA (6,4%)
und tTGCA-IgG (10,6%) in dieser Population verglichen mit Werten, die fur die
Normalbevoélkerung beschrieben werden. Dieses Ergebnis spiegelt das hohe
Zoliakie-Risiko bei Personen mit Typ 1 Diabetes wider. Die Pravalenz der
tTGCA war dabei vergleichbar bei Patienten mit Langzeit-Typ 1 Diabetes und
kardialer autonomer Neuropathie bzw. diabetischer Gastroparese und bei
Patienten mit Langzeit-Typ 1 Diabetes ohne autonome Neuropathie. Es ist
folglich davon auszugehen, dass eine unbehandelte Zdliakie nur sehr selten
die Ursache fir eine autonome Neuropathie bei Patienten mit Typ 1 Diabetes

ist.
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3.) Die Untersuchung der tTGCA bei 1013 erstgradigen Verwandten von Personen
mit Typ 1 Diabetes fihrte zu folgenden neuen Erkenntnissen: erstgradige
Verwandte von Personen mit Typ 1 Diabetes zeigen eine erhdhte Pravalenz
der tTGCA-IgA (2,3%) und der tTGCA-IgG (7,8%), die unabhéangig vom Alter
oder verwandtschaftlichen Verhaltnis der untersuchten Personen zur Person
mit Typ 1 Diabetes beobachtet werden kann. Auch das Vorhandensein von
Insel-Autoantikdrpern hatte keinen Einfluss auf die tTGCA-Pravalenz. Aus
diesem Grund ist generell bei allen erstgradigen Verwandten von Personen mit
Typ 1 Diabetes ein Zdéliakie-Screening empfehlenswert.

4.) Die lebenslange glutenfreie Ernahrung der NOD-M&use fiihrte im Vergleich zur
glutenhaltigen Standard-Ernahrung der Tiere zu einer signifikanten
Verringerung des kumulativen Diabetes-Risikos von 85,7% auf 45,5% und zu
einer signifikanten Verlangerung der medianen diabetesfreien Uberlebenszeit
von 20,7 auf 31,7 Wochen. Die Zugabe von Vitamin D und Fischél zeigte
dagegen in der von uns angewandten Dosierung keinen Einfluss auf die
Entwicklung eines Autoimmundiabetes bei der NOD-Maus.

Das geringere kumulative Diabetes-Risiko der Tiere in der Glutenfrei-Gruppe
war jedoch nicht mit geringeren oder negativen IAA -Titern der Tiere assoziiert.
So konnten auch bei glutenfrei erndhrten Tieren im Alter von 10 Wochen
positive IAA detektiert werden. Im Vergleich zu den Tieren der anderen
Behandlungs- bzw. Kontrollgruppen waren diese jedoch nicht mit einer
schnellen Diabetes-Progression assoziiert. Das bedeutet, dass durch die
glutenfreie Erndhrung ein bislang unbekannter Mechanismus bei Tieren trotz
hoher IAA-Titer die Manifestation des Diabetes verhindert bzw. verzogert.

Die Analyse der IAA-Subklassen zeigte bei den Tieren aller Gruppen ein
Dominieren von Th2 vermittelten 1IgG1 bzw. IgG2b-Antikérpern bei der friihen
Immunantwort gegen Insulin. Besonders auffallig war der hohe prozentuale
IAA-1gG1-Anteil im Alter von 10 Wochen bei den glutenfrei erndhrten Mausen,
die im Verlauf keinen Diabetes entwickelten. Insgesamt konnte bei den
diabetischen Tieren aller Gruppen mit zunehmendem Alter ein Anstieg der
lgG2a Isotypen beobachtet werden, die Zeichen der destruktiven Thl-
Immunantwort sind. Diese Ergebnisse sind konsistent mit Ergebnissen von
Untersuchungen der zellularen Immunitat in NOD-Mausen, die darauf

hindeuten, dass im frlhen Stadium der Insulitis die Th2-Immunitat dominiert
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und vor bzw. bei Diabetesmanifestation eine Verdnderung des Zytokinprofils
von CD4+ Zellen in Richtung Thl-Immunantwort stattfindet.

Bei einem Teil der nicht glutenfrei erndhrten NOD-M&ause wurden Gliadin-
Antikorper der Klasse IgG detektiert, die im Vergleich zu den Titern der
glutenfrei ernahrten Mause deutlich erhéht waren. Dieser Befund zeigt, dass es
sich bei Gliadin um eine stark immunogene Substanz handelt, und weist auf
eine Beteiligung des Darm-assoziierten Immunsystems an der Entstehung des

Autoimmundiabetes bei der NOD-Maus hin.

Die hier erhobenen Ergebnisse bildeten die Basis fur die Entwicklung eines

Studienkonzepts zur Primarpravention des Typ 1 Diabetes beim Menschen. In

dieser Studie werden Kinder von Eltern mit Typ 1 Diabetes, die Trager des

Diabetes-Risikogenotyps DR 3/4 bzw. DR 4/4 oder des Zéliakie-Risikogenotyps

DR 3/3 sind, wahrend des ersten Lebensjahres glutenfrei ernahrt. Dieses

Studienkonzept wurde u.a. aus folgenden Griinden gewahit:

Die Untersuchung der Immunantwort gegen Insel-Autoantigene und
Impfantigene bei Pradiabetikern zeigte, dass eine Stérung der Immunantwort
meist schon sehr frih im Leben auftritt. Deshalb muss eine primarpraventive
InterventionsmalRnahme sehr frih im Leben der Hochrisiko-Kinder stattfinden.
Aufgrund des im Tierversuch erzielten protektiven Effektes der glutenfreien
Erndhrung wird diese Erndhrungsmodulation auch bei Kindern mit hohem
Diabetes-Risiko angewandt.

Da diese Arbeit zeigte, dass erstgradige Verwandte von Personen mit Typ 1
Diabetes eine erhdhte Pravalenz der tTGCA und Zdliakie aufweisen, wird im
Rahmen dieses Projektes der potentiell protektive Effekt der glutenfreien
Erndhrung nicht nur auf die Diabetes-assoziierte sondern auch auf die Zdéliakie-
assoziierte Autoimmunitat untersucht.

Als weiterer Marker zur Bewertung des Erfolges der Ernahrungsintervention

soll bei allen Kindern die Immunantwort gegen TT untersucht werden.
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