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1 Einleitung

Der Typ 1-Diabetes (T1D) ist eine chronische multifaktoriell bedingte Autoimmunerkrankung,
die zur selektiven Zerstérung der insulinproduzierenden Zellen im Pankreas flhrt und so eine
lebenslange Insulintherapie fur die betroffenen Patienten notwendig macht (40). Auch bei
rascher Diagnose und Therapie kdnnen die Folgen der Erkrankung im Lauf der Zeit zu
schwerwiegenden Komplikationen fluhren; als Beispiele seien hier die diabetische
Neuropathie, diabetische Retinopathie oder kardiovaskulare Erkrankungen genannt.

Die Inzidenz des T1D nimmt seit dem Zweiten Weltkrieg in den meisten industrialisierten
Landern zu (42), in Finnland beispielsweise sogar auf das Flnffache (61), so dass die
frihzeitige Diagnostik und Therapie von Patienten bzw. Risikopersonen immer mehr an
Bedeutung gewinnt. Auffallend war schon in der DiaMond-Studie aus dem Jahr 2000 eine
grolde regionale Spannbreite der Inzidenzrate von 0,1/100000 in China und Venezuela bis zu
36,5/100000 in Finnland und 36,8/100000 in Sardinien. In Deutschland lag diese bei ca.
11/100.000 pro Jahr (57). In einer neueren prospektiven Multicenter-Studie wurde im
Zeitraum von 2005 bis 2020 sogar eine Verdopplung der Erkrankungen vor dem 5.
Lebensjahr sowie ein Anstieg um 70% in der Altersgruppe der 5-15-Jahrigen vorhergesagt
(88).

Sicherlich spielen bei der multifaktoriellen Genese auf Grund der genetischen
Pradispositionen einerseits ethnische Unterschiede eine Rolle, andererseits wurde in
Migrationsstudien beschrieben, dass sich die Inzidenz des T1D bei Kindern von
Einwanderern aus Staaten mit niedrigem T1D-Risiko dem des Gastlandes annahert (21).
Somit bleiben zusatzliche exogene Umwelt-Faktoren als Trigger im Fokus der Forschung.
Bislang wurden fir keine der diskutierten derartigen Faktoren, weder Ernahrung (z.B. Gluten,
Kuhmilch oder Stillen) noch verschiedene Virusinfektionen (z.B. Enteroviren oder Roételn)
oder Impfungen eindeutige Beweise fir deren Beteiligung am autoimmunen Prozess
erbracht (54, 83, 84)

Da zum Zeitpunkt der klinischen Krankheitsmanifestation schon bis zu 90% der
insulinproduzierenden Zellen zerstort sein konnen (40), liegt der Augenmerk auf der
frihestmoéglichen Krankheitsdiagnose bereits in der praklinischen Phase, die der
Manifestation jahrelang vorausgehen kann (10). In dieser Phase kann man bereits
Autoimmunitat durch die Messung von Autoantikdrpern im Serum nachweisen, noch bevor
Stérungen in Glucosetoleranztests auftreten, und dadurch Risikopersonen identifizieren, die
als Probanden in Interventionsstudien zur Diabetespravention eingeschlossen werden

konnen.



Die wichtigsten Autoantikorper gegen Inselzellantigene, die als Marker des
Autoimmunprozesses dienen, sind die Autoantikérper gegen Insulin (IAA), die 65-kDa-
Isoform des Enzyms Glutamatdecarboxylase (GADA) und das Protein-Tyrosin-Phosphatase
(PTP)-homologe Antigen IA-2 (IA-2A) (17). Seit Abschluss der vorliegenden Untersuchung
gewannen auch die Autoantikdrper gegen den Zinktransporter ZnT8 an Bedeutung (113).
Risikogruppen bei Verwandten von Typ 1-Diabetikern kénnen durch das Auftreten dieser
Autoantikérper identifiziert werden. Am hdchsten ist dabei das Diabetesrisiko flr diejenigen
Verwandten, die mehr als einen Inselzell-Autoantikérper (16, 64, 73, 110, 116) oder hohe
Inselzell-Autoantikdrper-Titer (14, 22) haben. Dies impliziert, dass die Intensitat der
humoralen Antwort das Stadium der Inselzellzerstérung widerspiegelt. Dabei erreicht das
Auftreten von Autoantikdrpern bei Kindern mit positiver Familienanamnese fir T1D einen
ersten Gipfel um das 1.-2. Lebensjahr (53, 78) und einen zweiten Gipfel um das
Pubertatsalter (94, 117). Es wurde andererseits gezeigt, dass Verwandte mit multiplen
Inselzell-Autoantikdrpern auch viele Jahre lang diabetesfrei bleiben kénnen (43, 64), so dass
fur eine genauere Vorhersage des Diabetesrisikos eine genauere Charakterisierung der
humoralen Immunantwort hilfreich sein kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl die Autoantikdrper GADA, IA-2A und IAA als auch
deren Titer und zusatzlich Subklassen und Epitopspezifitdten in einer groRen prospektiv
verfolgten Kohorte erstgradig Verwandter von Typ 1-Diabetikern untersucht, um qualitative
und quantitative Unterschiede in der Autoimmunantwort aufzeigen und Risikopersonen
identifizieren zu kdnnen, die eine hohere Wahrscheinlichkeit einer Progression zur klinischen
Manifestation des Typ-1-Diabetes haben.

Die GroRe der untersuchten Studienkohorte, der lange Beobachtungszeitraum und die
Komplexitat der Analyse erlauben detaillierte Aussagen uUber die humorale Autoimmunitat
und das assoziierte Diabetesrisiko sowie die Einfihrung von verschiedenen Modellen zur
Stratifizierung des Diabetesrisikos bei erstgradig Verwandten von Typ 1-Diabetikern,
einerseits in Hinblick auf bestmdgliche Risikodiskrimination, andererseits aber auch in
Hinblick auf ékonomische Gesichtspunkte und laborchemische Validitat sowie Moglichkeit

der Verwendung von etablierten und standardisierten Messparametern.



2 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll die humorale Autoimmunantwort gegeniber den
Inselzellantigenen GAD, IA-2 und Insulin bei erstgradig Verwandten von Patienten mit T1D
charakterisiert werden. Die Arbeit soll zum besseren Verstandnis der Pathogenese des T1D
und zur besseren Pradiktion der Erkrankung beitragen sowie durch die Stratifizierung des

Diabetesrisikos die Vorauswahl der Probanden fir kunftige Interventionsstudien erleichtern.
Spezifische Fragestellungen:

1) Wie stellen sich die Pravalenzen einzelner Charakteristika (Autoantikérper, Titer,
Subklassen, Epitopspezifitdten) und die jeweiligen Kombinationen der Charakteristika
dar? Lassen sich dabei Muster erkennen? Gibt es alters-, geschlechts- oder
verwandtschaftsgradabhangige Unterschiede hinsichtlich der Autoantikérper-Profile?
Besteht eine Beziehung zwischen dem Autoantikérper-Profil und den Titern der
einzelnen Charakteristika?

2) Gibt es Abhangigkeiten im Auftreten der Charakteristika und dem assoziierten
Diabetesrisiko? Welche Charakteristika sind unabhangige Pradiktoren? Fihren die
Bestimmung der Epitopspezifitaten von GADA und |A-2A sowie die Bestimmung von
Antikdrper-Subklassen zu einer Verbesserung der Pradiktion des T1D?

3) Lassen sich neue oder verbesserte Modelle fur die Pradiktion und Stratifizierung des
T1D-Risikos erstellen?



3 Grundlagen des Typ-1-Diabetes

Der Typ 1-Diabetes (T1D) ist eine chronische Autoimmunerkrankung, bei der es zu einer
progredienten immunvermittelten Zerstorung der insulinproduzierenden Beta-Zellen der
Langerhans’schen Inselzellen im Pankreas kommt, was als Folge zu einem Insulinmangel
im Organismus flhrt, so dass eine exogene Insulinzufuhr nétig wird (40). Klinische
Leitsymptome wie Polyurie, Polydipsie und Gewichtsabnahme flihren in Verbindung mit
laborchemischen Methoden wie pathologisch erhdhtem Blutglucosespiegel und Nachweis
von Ketonkérpern im Urin bei den betroffenen Patienten meist schon im Kinder- und
Jugendalter zur Diagnose, jedoch kann die Erkrankung auch erst in hdherem Lebensalter
manifest werden (63). Die bisherige Forschung hat gezeigt, dass bereits viele Jahre zuvor
ein klinisch inapparenter Erkrankungsverlauf mit histologisch nachweisbarer Zerstérung von
bis zu 90% der Beta-Zellen stattfindet (41), welcher durch das Auftreten von Inselzell-

Autoantikérpern im peripheren Venen- und Kapillarblut nachweisbar ist (18, 116).

Die Genese des T1D ist multifaktoriell, was bedeutet, dass neben einer genetischen
Pradisposition zusatzliche, bisher noch unbekannte, exogene Faktoren am Auftreten einer

gestorten Immunregulation beteiligt sind.

Hinweise auf ein erhdhtes genetisches Erkrankungsrisiko konnten in Familien mit an T1D
erkrankten Verwandten gezeigt werden. Erstgradig Verwandte haben dabei ein gegeniber
der Normalbevolkerung 10fach erhdhtes Risiko, an T1D zu erkranken (36). Bei
Geschwistern schwankt dabei das Erkrankungsrisiko in Abhangigkeit vom HLA-Typ
zwischen 0,3% und 30% (7, 98). Der HLA-Locus auf Chromosom 6 tragt in etwa zur Halfte
der familidaren T1D-Falle bei (104). Fir einige HLA-Genotypen besteht ein sehr hohes
Risiko, T1D zu entwickeln (z.B. DRB1*0304/DQB1*0302) (66). Dagegen zeigen andere
Allele nur eine geringe Assoziation mit T1D oder wirken gar protektiv (z.B. DQB1*0602)
(85). Ein weiterer wichtiger genetischer Suszeptibilitatsfaktor ist das Insulin-Gen auf
Chromosom 11 (13), zudem wurden mehr als 50 andere mit T1D assoziierte Genloci
entdeckt (12), exemplarisch seien CTLA-4 (107) und PTPN-22 (28, 102) genannt.

Da jedoch eine genetische Pradisposition nicht in jedem Fall zur Entwicklung eines T1D
fuhrt, wie sich an der Diabetes-Konkordanz eineiiger Zwillinge von nur ca. 40% zeigt (65,
93), wird vermutet, dass der Ausbruch der Erkrankung zusatzlich auch von exogenen
Faktoren beeinflusst wird. Bisher diskutierte Faktoren wie Stillen, Erndhrung, virale
Infektionen oder Impfungen konnten jedoch bisher nicht bestatigt werden (54, 83, 84).

Aktuell hat insbesondere die TEDDY-Studie (The Environmental Determinants of Diabetes
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in the Young; www.teddystudy.org) zum Ziel, Umweltfaktoren zu identifizieren, die
Inselautoimmunitat auslésen bzw. férdern kdnnen oder auch vor der Entwicklung eines T1D

schutzen konnen.

Als wertvolle Risikomarker und oft sehr friih messbare Indikatoren des zur Entwicklung
eines T1D fuhrenden Immunprozesses wurden im Lauf der letzten Jahre Autoantikdrper
gegen Insulin (IAA) (87), Glutamatdecarboxylase (GAD) (11), die Protein-Tyrosin-
Phosphatase(PTP)-homologen Proteine IA-2 (ICA 512) (92) und IA-23 (Phogrin) (71)
identifiziert. Es wurde in zahlreichen Studien eine signifikante Assoziation zwischen
Autoantikérper-Positivitdt und dem Risiko, einen T1D zu entwickeln, gezeigt (16, 112, 116).
In neueren Studien gewannen auch die Autoantikérper gegen den Zink-Transporter 8
(ZnT8) an Bedeutung (113). Zahlreiche weitere mdglich Zielantigene wurden in bisherigen
Studien diskutiert, jedoch nicht als valide Pradiktoren identifiziert (2, 8, 31, 33).

Die bereits 1974 entdeckten cytoplasmatischen Inselzellantikérper ICA sind eine heterogene
Gruppe von Antikdrpern, die sich gegen verschiedene Bestandteile endokriner Zellen in den
pankreatischen Inseln, u.a. auch gegen GAD und |A-2, richten (27). Die Pravalenz von ICA
bei Krankheitsmanifestation und in der pradiabetischen Phase betragt 70-90 % (45, 97),
jedoch ist die Bestimmung von ICA aufwandig und stark von der subjektiven Bewertung
durch den Untersucher abhangig und wurde deshalb in grof3 angelegten Screening-
Programmen durch die kombinierte Testung von GADA, 1A-2A und IAA abgeldst (20).

Im Gegensatz zu gegen Inselantigene gerichteten T-Zellen, die im peripheren Blut derzeit
nur mit groRer Schwierigkeit zu bestimmen sind (9), kénnen gegen Inselzellantigene
gerichtete Autoantikbrper im peripheren Blut mit sensitiven und international
standardisierten Methoden gemessen werden und eignen sich dadurch flr die Diagnostik
und Pradiktion des T1D (112).

Es zeigte sich, dass sich die Immunantwort im Verlauf von nur wenigen Inselzellantigenen

auf verschiedene weitere ausdehnt, also ein sogenanntes Antigenspreading erfolgt (29).

Antikorper gegen Insulin (IAA)

Autoantikérper gegen korpereigenes Insulin sind die am langsten bekannten und
wahrscheinlich am genauesten charakterisierten Inselzell-Autoantikérper. Sie wurden
bereits 1983 im Serum von noch nicht mit Insulin behandelten, neu diagnostizierten
Personen mit T1D entdeckt (32). IAA sind bei Kleinkindern haufig die ersten detektierbaren

Antikorper und deshalb ein wichtiges Instrument zur Diabetes-Friiherkennung (108). Die
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Hohe der IAA-Titer hat eine inverse Korrelation mit dem Alter der Betroffenen, bei Patienten
mit einem Manifestationsalter unter 5 Jahren betragt die Pravalenz fast 100% (109); bei

erstgradig Verwandten von Personen mit T1D liegt sie bei 3-7% (62).

Inzwischen kénnen |IAA in Mikroassays mit Serummengen von 20yl sensitiv und spezifisch
nachgewiesen werden (79), nachdem friher bis zu 600upl nétig waren, was v.a. die

Untersuchungen bei Kleinkindern erschwerte.

Die von den Autoantikérpern erkannten Epitope auf dem Insulin-Molekll sind bislang
weniger gut erforscht, scheinen jedoch auf der A-Kette (AS 8-13) und B-Kette (AS 1-3) zu
liegen und sich zu unterscheiden von den Insulinantikérpern, die erst auf Zufuhr von

exogenem Insulin hin gebildet werden (46).

Antikorper gegen Glutaminsauredecarboxylase (GADA) und Epitope (Abbildung 1)

GADA gehdéren zu den weiteren wichtigen Autoantikbrpern beim T1D; GAD
(Glutaminsauredecarboxylase) ist ein an der Bildung von Gamma-Amino-Buttersaure
(GABA) beteiligtes Enzym (11). Es wurden zwei 2 GAD-Isoformen identifiziert mit 70%-iger
Ubereinstimmung in der Aminosauresequenz: GAD 65 mit einem Molekulargewicht von 65
kD und einer Lange von 585 Aminosauren und GAD 67 mit einem Molekulargewicht von 67
kD und einer Lange von 593 AS (58). Etwa 80% der Patienten mit T1D sind zum Zeitpunkt
der klinischen Manifestation GADA-positiv. 6-13% der erstgradig Verwandten von Personen
mit T1D weisen Antikérper gegen GAD auf (16, 23, 111). Abgesehen vom T1D kommen
GAD-Antikorper jedoch auch bei anderen Autoimmunerkrankungen wie dem Stiffman-

Syndrom und dem polyendokrinen Syndrom vor (69, 103, 106).

Es wurden beim T1D verschiedene Epitope auf dem Molekil als primare Ziele der
Immunantwort in der pradiabetischen Phase identifiziert: die mittlere Sequenz (AS 235-442
und AS 96-249) und die c-terminale Domane von GAD 65 (AS 436-585) (37). Erst zeitlich
spater gewinnt der n-terminale Bereich (AS 1-100) an Bedeutung (24). Die Reaktivitat
gegen GAD 67 beruht wohl zum grofien Teil auf einer Kreuzreaktivitdt mit Epitopen, die
sowohl GAD 65 als auch GAD 67 aufweisen (44). Jedoch kann Reaktivitdt gegen GAD 67

auch unabhangig von Reaktivitat gegen GAD 65 existieren.

Bisher konnten Untersuchungen der Epitopreaktivitat keine Differenzierungsmaoglichkeiten
zwischen den verschiedenen mit GADA assoziierten Erkrankungen liefern. Es wird jedoch
angenommen, dass sich die T1D-assoziierte Autoreaktiviat in erster Linie gegen Epitope auf

dem GAD 65 Molekiil richtet, wahrend hingegen beim polyendokrinen Syndrom und beim
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Stiffman-Syndrom haufig beide GAD-Isoformen als Antigene erkannt werden (30, 44).
Insgesamt sind GAD-Antikdrper im Vergleich zu anderen Diabetes-assoziierten Antikdrpern

somit zwar sehr sensitive, aber weniger spezifische Marker zur Pradiktion des T1D.

Antikorper gegen 1A-2 (IA-2A) und 1A-28 (IA-2BA) und Epitope (Abbildung 1)

Die Proteine IA-2 (ICA 512) und I|A-28 (Phogrin) gehéren zur Familie der Protein-
Tyrosinphosphatasen (PTP) und besitzen eine PTPase-ahnliche Domane (68, 71). IA-2 (mit
einem Molekulargewicht von 40 kD) und IA-2 (mit einem Molekulargewicht von 37 kD)
befinden sich als Transmembran-Proteine in sekretorischen Vesikeln neuroendokriner
Zellen wie den B-Zellen der Langerhans’schen Inselzellen und bestehen aus jeweils der
extrazellularen (Aminosaure 1-576), der transmembranaren (AS 577-600) und der
zytoplasmatischen Region (AS 601-979); dabei wird die zytoplasmatische Region weiter
unterteilt in eine juxtamembranare Region (AS 601-682) und eine PTP-Domane (AS 683-
979 fir IA-2 und 683—-1033 firr IA-2R). Die Ubereinstimmung der Aminosauresequenz von
IA-2 und IA-2 liegt in den verschiedenen Regionen zwischen 10% und 80%, am geringsten
ist sie im extrazellularen Bereich. Bis vor kurzem wurde Antikdrper-Reaktivitat nur gegen die
zytoplasmatischen Anteile von IA-2 und IA-2[3 nachgewiesen (59, 67, 86), in einer im Jahr
2010 erschienenen Studie jedoch auch gegen Epitope im extrazellularen Bereich (77). Als
primare Ziele der Autoreaktivitat gegen PTP beim T1D dienen wahrscheinlich die Epitope
auf dem |A-2 Molekil, im speziellen die Aminosauresequenz 795-889. Fir die Reaktivitat
gegen die juxtamembranare (JM-) Domane von IA-2 sind HLA-Typ-abhangig insbesondere
die Sequenzen AS 611-620 (JM 1) und AS 621-630 (JM 2) entscheidend. Antikorper, die IA-
23 erkennen, sind meist gegen gemeinsame Domanen der PTP-Region von IA-2 und 1A-23
gerichtet (kreuzreaktive Antikorper). IA-2[3-selektive Antikorper sind selten und gegen die
PTP-Region von IA-2[3 gerichtet (25).

Im Gegensatz zu GADA sind IA-2A spezifischer fir T1D, da sie kaum bei anderen
Autoimmunerkrankungen auftreten (76). Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass sie im
Vergleich zu GADA und IAA erst zu einem spateren Zeitpunkt in der pradiabetischen Phase
auftreten. Jedoch sind sie mit einer schnelleren Krankheitsprogression assoziiert (34). Bei
etwa 60 % der neu entdeckten Patienten kénnen IA-2A nachgewiesen werden, |A-20A nur
bei 40 % der Typ 1-Diabetiker. 2-4% der erstgradig Verwandten von Personen mit T1D
weisen IA-2-Antikérper auf (62, 70, 101).
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Abbildung 1 Epitopspezifitdten innerhalb der Molekile GAD 65/67 und IA-2/1A-213

Autoantikorper-Subklassen beim T1D

Es wird diskutiert, dass das Antikérper-Subklassenprofil mit dem Zytokinsekretionsmuster in
Zusammenhang steht und hilfreich sein kann, um Aussagen Uber TH1- und TH2-
Immunantworten treffen zu kénnen (105). Die Bestimmung von Immunglobulin-Subklassen
von Autoantikdrpern ist laborchemisch praktikabler als eine Messung von Inselantigen-
spezifischen T-Zellen im peripheren Blut, da diese in nur sehr geringer Konzentration
nachzuweisen sind und dazu keine vergleichbar standardisierten Assays beschrieben sind
(9). An der T-Zell-vermittelten autoimmunen Zerstérung der Inselzellen sind sowohl CD4+-
Helferzellen als auch CD8+-zytotoxische T-Zellen beteiligt (3). Dabei gibt es Hinweise aus
dem Mausmodell, dass die TH1-dominierte inflammatorische T-Zell-lImmunantwort mit
Sekretion von IFNy, TNFa und IL-2 und vermehrter 1IgG2a und IgG3-Antikérper-Synthese
assoziiert ist, die TH2-Antwort hingegen mit I1gG1-, IgG2b- und IgE-AntikGrpern. Beim
Menschen scheint hingegen die IgG1-Antwort mit der TH1-dominierten Immunantwort
assoziiert zu sein, wahrend 1gG4- und IgE-Antikérper wohl eher mit dem TH2-Zytokinmuster
(IL-4 und IL-10) verknupft sind (55, 56, 72, 82).

Studienergebnisse bei T1D-Risikopersonen zeigen, dass die Immunantwort gegen 1A-2 und
GAD meist aus IgG1 besteht, was somit flr eine zytotoxische, TH1-spezifische

Immunantwort spricht (35, 48). Zudem existiert eine Studie von Seissler et al., die eine
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protektive Rolle von IgG4-Subklassen zeigte (100). Bezuglich der IAA fanden sich bei Typ
1-Diabetikern ebenso vorwiegend IgG1-Subklassen (26, 90).

Insgesamt ist die Rolle der spezifischen Autoantikdrper-Subklassen bezlglich der zellularen
Immunantwort gegen Inselzellantigene bis dato nicht im Detail geklart; ebenso weill man

relativ wenig Uber deren pradiktiven Wert.

Erfahrungen aus prospektiven Studien

Fir das Gebiet der Insellzell-Autoantikérper ICA, GADA, IA-2A und IAA bedeutsam sind
unter anderem folgende wichtige Studienkollektive aus den letzten Jahren, an denen
Untersuchungen von Autoantikérpern als Screeningparameter fir die Pradiktion eines T1D
bei Verwandten von Typ 1-Diabetikern durchgefiihrt wurden; exemplarisch wird jeweils eine
wichtige Studie in Klammern genannt. Seren aus den ersten beiden genannten

Studienkollektiven wurden flir die vorliegende Arbeit untersucht:

- Minchner Familienstudie (Institut fir Diabetesforschung in Minchen): seit

1989, erstgradig Antikérper-positive Verwandte von Patienten mit T1D (39)

- die Bart's Oxford Studie (England): seit 1978, Eltern und Geschwister von
Personen mit T1D (43)

- die BABYDIAB-Studie (Institut fur Diabetesforschung in Minchen): seit 1989,
prospektiv, Kinder von Patienten mit T1D (53)

- Gruppe um Eisenbarth (Denver, USA): erstgradig Antikdrper-positive
Verwandte von Patienten mit T1D (110)

- die DPT-1 (Diabetes Prevention Trial) Studie: erst- und zweitgradig

Verwandte von Personen mit T1D (62)
- DiMe-Studie (Finnland): Geschwisterkinder von Personen mit T1D (60)

- Belgian Diabetes Registry: Geschwisterkinder von Personen mit T1D (38)

Aus diesen Studien konnten einige wichtige Erkenntnisse gewonnen werden: IAA zeigten
sich haufig bei Kleinkindern als erste Autoantikérper (53, 60). Die Mehrzahl der Kinder, bei
denen IAA innerhalb der ersten Lebensjahre im Serum nachweisbar sind, entwickelt in der
Folge zusatzliche Autoantikérper (GADA, IA-2A, ICA) und danach gewoéhnlich T1D. Das

Risiko einer Diabetesentwicklung ist noch héher, wenn Kinder bereits vor dem ersten bzw.
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zweiten Lebensjahr multiple Inselautoantikérper entwickeln (53). In der BABYDIAB-Studie
wurde die Antikorperaffinitat als neuer pradiktiver Marker fir Diabetes-relevante IAA (5) und
GADA (74) identifiziert; Kinder mit hochaffinen IAA entwickelten multiple Inselzell-
Autoantikorper. In der DPT-1-Studie konnte die héchste Sensitivitat bzgl. des Risikos, einen
T1D zu entwickeln, durch die kombinierte Testung von GADA und ICA erreicht werden. Auch
in der Bart’'s Oxford Studie flihrten zusatzliche Antikérper neben ICA zu einem signifikant

héheren Erkrankungsrisiko als das Vorhandensein von ICA alleine.

Einschrankend ist grundsatzlich anzumerken, dass der familiare T1D lediglich eine
Minderheit der T1D-Erkrankungen darstellt (ca. 10%) und somit die Gultigkeit der Ergebnisse
wahrscheinlich nicht uneingeschrankt auf die Allgemeinbevdlkerung Ubertragbar ist,
andererseits eine wichtige Rolle flir das Verstandnis der Pathogenese des immunologischen

Prozesses spielt.

Untersuchungen der Epitopspezifitdten von Inselzell-Autoantikbrpern zeigten bisher fir
GADA keine Assoziation mit dem T1D-Risiko. Haufig wurde eine Ausweitung der initialen
gegen mittlere und c-terminale Epitope gerichteten Immunantwort hin zu n-terminalen
Epitopen beobachtet (24).

Auch IA-2A-positive Kinder zeigen intramolekulares Spreading, ein IA-2A-Epitop-Spreading
bei alteren erstgradig Verwandten (80) wurde nur sehr selten beobachtet. Zudem scheint
zum einen die Reaktivitat gegen die juxtamembranare Region von IA-2 mit einem signifikant
erhdhten Diabetesrisiko assoziiert zu sein (49, 80), zum anderen auch gegen IA-2-PTP (75).
Weiter zeigte sich, dass Reaktivitat gegen mehr als ein IA-2-Epitop mit einem erhohten
Erkrankungsrisiko verbunden zu sein scheint (25). Es fanden sich in einer Studie von Miao et
al. auch Hinweise darauf, dass der Nachweis eines IA-2-Epitops (AS 761-964) zwischen IA-
2A-positiven nichtdiabetischen Personen und (pra-)diabetischen Verwandten unterscheiden
kann (75). Jedoch sind Epitope auf dem |A-2-Molekil, die moéglicherweise ein hohes

Erkrankungsrisiko identifizieren kénnen, noch nicht ausreichend evaluiert.

Die Messung der Autoantikérper-Subklassen in der BAYDIAB-Studie machte deutlich, dass
GADA und IA-2A von einer IgG1-Antwort dominiert werden, IAA hingegen von einer
Immunantwort auf die Subklassen IgG1 und IgG4 (26). In einer Studie von Seissler et al.
korrelierte das Auftreten von gegen IA-2A gerichteten mdglicherweise TH-2-assoziierten
IgG4-Antikdrpern mit einer Diabetes-Protektion (100), in der BABYDIAB-Studie jedoch
wiederum nicht. Bei GADA wurde in einem anderen Studienkollektiv von erstgradig

Verwandten eine mdgliche Protektion bei Auftreten von 1gG2 und IgG4 beobachtet (35).

12



Eine finnische Studie zeigte Hinweise fur eine Assoziation von IAA-IgG1 und —IgG3 mit

erhéhtem T1D-Risiko und mdégliche Protektion bei Nichtauftreten von IgG3 (51).

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass eine genaue Einschatzung des T1D-Risikos und
eine exakte Voraussage des Zeitpunktes der Krankheitsmanifestation schwierig bleiben, da
es auch Probanden gibt, die trotz nachweisbarer Inselzell-Autoimmunitat viele Jahre lang
diabetesfrei bleiben. Zudem befinden sich die untersuchten Personen gewdhnlich zum
Zeitpunkt des Einschlusses in Screeningprogramme in unterschiedlichen Stadien der
Krankheitsprogression.

Daher stellt sich die Frage, ob eine detailliertere Charakterisierung der Autoantikorper
einschlieRlich der Bestimmung von Titern, Subklassen und Epitopspezifitaten eine genauere
Vorhersage des T1D ermdéglichen kdnnte. Diese Fragestellung wird hier bearbeitet an Hand
eines einzigartigen Studienkollektivs Autoantikdrper-positiver Verwandter von Typ 1-

Diabetikern aus der Kombination zweier prospektiver Studien mit langer Follow-up-Zeit.
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4 Material und Methoden

4.1 Untersuchungsgruppen

Bei den zwei prospektiven Studien, aus deren Kollektiv die Probanden fir die vorliegende
Arbeit ausgewahlt wurden, handelt es sich zum einen um die Munchner Familienstudie und
zum anderen um die Bart's Oxford Studie, die beide die Entwicklung von Typ 1-Diabetes
(T1D) bei erstgradig Verwandten von Personen mit T1D untersuchen.

Im Rahmen der Minchner Familienstudie, die seit 1989 am Institut fir Diabetesforschung
Minchen durchgefiihrt wird, werden bei nicht-diabetischen Verwandten ersten Grades von
Personen mit T1D Autoantikérper gegen die Inselzellantigene GAD und IA-2 sowie gegen
Insulin untersucht (39). Ahnlich wird bei der Bart's Oxford Studie vorgegangen, bei der seit
1985 die Seren von Eltern und Geschwistern von Patienten mit T1D mit Diabetes-
Manifestation vor dem 21. Lebensjahr auf Inselzell-Autoantikérper GADA, IA-2A und IAA
untersucht werden (43). Ergebnisse Autoantikdrper-positiver Probanden wurden in beiden
Studien durch nochmalige Analyse der gleichen Probe Uberprift und dann jahrliche
Folgeblutabnahmen angefordert. Autontikérper-negative Probanden wurden nach mehreren
Jahren zu einer erneuten Blutabnahme aufgefordert.

Fir die vorliegende Studie wurden nur nichtdiabetische Personen ausgewahlt, deren erste
positive Serumprobe fir mindestens einen Autoantikrper (GADA, 1A-2A, 1AA) wiederholt
positiv getestet worden waren und bei denen eine fir alle Tests nach dem Studienprotokoll

ausreichende Menge Serum vorhanden war.

Insgesamt wurden 180 Verwandte untersucht: 104 Mitglieder der Munchner Familienstudie
und 76 Personen aus der Bart’'s Oxford Studie. Davon waren wie in Tabelle 1 dargestellt 65
Personen Kinder (38 Soéhne, 27 Toéchter) diabetischer Familienmitglieder, 68 waren
Geschwister (32 Bruder, 36 Schwestern) und 47 Eltern (21 Vater, 26 Mutter).

Zusatzlich hatten 136 Verwandte Inselzell-Autoantikérper in ihrer Serumprobe, waren jedoch
entweder negativ in ihren Follow-up-Proben (n=70; keiner entwickelte Diabetes) oder hatten
keine Follow-up-Probe (n=66; 13 entwickelten Diabetes) und wurden daher wie oben
beschrieben nicht in die Studie eingeschlossen.

Die Nachverfolgungszeit der Personen endete entweder mit deren Diabetes-Manifestation,
Einschluss in eine Interventionsstudie oder am Studienendpunkt im Marz 2003. Zu diesem
Zeitpunkt wurde nach einer gegebenenfalls inzwischen eingetretenen Diabetes-Entwicklung
gefragt und eine erneute Blutprobe angefordert.

Die mediane Nachverfolgungszeit von der ersten Probe bis zum letzten Kontakt bzw. bis zur

Diabetesmanifestation betrug 5,9 Jahre (25.-75. Perzentile: 3,8-10,7 Jahre) mit einer
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Gesamtzahl von 1248 Probandenjahren. Das mediane Alter der Personen betrug zum
Untersuchungszeitpunkt 14,5 Jahre (8,3 — 30,3 Jahre). Bis zum Studienendpunkt
entwickelten 59 (32,8%) Verwandte einen T1D mit einer medianen Dauer von der ersten
Probe bis zur Diagnose von 3,6 Jahren (1,3 — 6,1 Jahre). Die Diabetesdiagnose erfolgte
gemall den WHO/ADA-Kriterien (pathologischer oraler Glucose Toleranz Test) (1). Bei
Krankheits-Manifestation betrug das mediane Alter 21,5 Jahre (14,1- 35,3 Jahre). Das
mediane Alter bei erstem Screening unterschied sich nicht signifikant zwischen den
Verwandten, die im Verlauf einen T1D entwickelten (12,5J., interquartile range 8,2-30,4J.),
und denen, die wahrend des Follow-ups diabetesfrei blieben (15,1J., interquartile range 8,3-
31J.; p=0,42).

Beide Studien wurden von den jeweils zustandigen Ethikkommissionen zugelassen.

Tabelle 1 Charakterisierung des untersuchten Kollektivs

Gesamt Miinchen Oxford
Anzahl Verwandter 180 104 76
Anzahl weiblicher / mannlicher Verwandter 89/ 91 51/53 38/38
Kinder / Eltern / Geschw. Von T1D-Patient 65/47/68 65/6/33 0/41/35
Diabetes entwickelt 59 38 21
Follow-up-Zeit* nach dem ersten Screening 5,9 (3,8-10,7) 4,8 (3,0-6,9) 9,2 (5,3-13,0)

Medianes Alter* bei erstem Screening

Medianes Alter* bei T1D-Onset

14,5 (8,3-30,3)

21,5 (14,1-35,3)

10,8 (6,7-17.,5)

15,3 (10,6-25,3)

28,8 (13,5-40,1)

33,6 (13,5-40,1)

* In Jahren (25.-75. Perzentile)
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4.2 Methoden

Zunachst wurden die Proben der Personen im Radioimmunoassay auf Antikorper gegen
GAD, IA-2 und Insulin getestet. Bei positivem Ak-Befund wurden daraufhin die
Epitopspezifitat der Autoantikdrper (GADA, IA-2A) und die Subklassen (IgG1, 1gG2, 1gG3,
IgG4, IgA, IgM, IgE jeweils fir GADA und IA-2A; 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 fur IAA) bestimmt.
Seren mit sehr hohen Antikdrper-Titern wurden mit Puffer titriert, bis ihre Titer innerhalb der
Standardkurve lagen, und das Ergebnis mit dem jeweiligen Verdiinnungsfaktor multipliziert.
Die Grenzen fur Positivitdt wurden anhand der 99. Perzentile eines Kontrollkollektivs
festgelegt und betrugen bei den Probanden der Minchener Familienstudie fir GADA 8,5
units (25 WHO units/ml), fir IA-2A 2,5 units (4 WHO units/ml) und fiir IAA 1,5 units, bei den
Probanden der Bart’'s Oxford-Studie fir GADA 6,5 units, fir IA-2A 1,5 units und fur IAA 0,8
units. Bei Verwendung dieser Grenzwerte fur Positivitdt hatten die Assays im ersten DASP
Proficiency Workshop (15) Sensitivitaten und Spezifitdten von 80% und 94% (GADA), 58%
und 100% (IA-2A), und 30% und 98% (IAA) erreicht.

4.2.1 Radioimmunoassays

4.2.1.1 Bestimmung der Autoantikorper gegen GAD und IA-2

Antigenmarkierung durch Einbau von [*°*S]-Methionin

Autoantikérper gegen GAD65 (GADA) und IA-2 (IA-2A) wurden mit Protein A/G
Radioimmunoassays bestimmt. Als Antigene dienten [**S]-Methionin-markiertes, in vitro
translatiertes rekombinantes humanes GADG65 und IA-2. Zu diesem Zweck wurde cDNA fur
GAD im Vektor pEX9 (Dr. A. Lernmark, Karolinska Hospital, Stockholm, Schweden) und
cDNA fir IA-2 im Vektor pGEM-4Z (Dr. M.R. Christie, King's College, London, UK) kloniert.
Die Antigene wurden jeweils mit Hilfe des ,TNT SP6 Coupled Reticulocyte Lysate Kits*
(Promega) in vitro transkribiert und translatiert; dies erfolgte in Anwesenheit von [**S]-
Methionin (Amersham Pharmacia) zur radioaktiven Markierung. Es wurden 2 ul DNA in den
Reaktionsmix eingesetzt und das Gemisch fur 2 Stunden bei 30°C im Warmeblock inkubiert.
Danach wurde die Probe in 100 ul TBST-Puffer (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 1%Tween 20,
pH 7,4) aufgenommen und nicht eingebautes [**S]-Methionin auf Gelchromatographies&ulen
(Amersham) abgetrennt. 2 ul des Antigenproteins wurden in 2 ml Szintillationsflussigkeit
(Microscint, Packard) pipettiert und die eingebaute Radioaktivitdt mit einem Betazahler
gemessen. Das erhaltene markierte Antigen wurde abschlieRend portioniert und bei —20°C

gelagert.
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Assay zur Detektion der Autoantikorper gegen GADA und IA-2A

Je 2ul Patientenserum wurden jeweils im Doppelansatz in Deep-well-Platten (Polystyrol, 96
wells, Beckman Coulter) pipettiert, Aliquots mit ca. 20 000 cpm des jeweiligen Antigens in 25
ul TBST-Puffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Tween 20, pH 7,4) zugegeben und der
Ansatz (Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurden zur Isolierung der
Immunprazipitate 1,5 mg Protein-A-Sepharose in 50 ul TBST-Puffer zu den Proben pipettiert
und anschlieBend der Ansatz fur eine Stunde bei 4°C auf einem Orbital-Mixer geruttelt.
Danach wurden die Sepharose-Antigen-Antikdrper-Komplexe in den Platten funf Mal mit
eiskaltem TBST-Puffer gewaschen. Dazu wurde 800 pl eiskalter TBST-Puffer mit einem
Mehrkanalspender zugegeben, die Platten funf Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand mit einem Mehrkanalaufsatz bis auf 100 ul abgesaugt. Nach dem Waschen
wurden die Pellets im verbleibenden TBST resuspendiert und in MeRplatten (Optiplate-96,
Packard) Uberfihrt. Jeder Probe wurden 150 ul Szintillationsflissigkeit (Microscint 40;
Packard) hinzugeflgt, die Platten mit Folie versiegelt und mit Alufolie gegen Lichteinfall
geschitzt und daraufhin fir 30 Minuten bei Raumtemperatur erneut auf einem Ruttler
geruttelt. AbschlieRend erfolgte dann die Messung der cpm in einem Szintillationscounter
(Top Counter;Packard). In jedem Assay wurde zusatzlich die aufsteigende
Verdunnungsreihe einer Positivkontrolle gemessen. Anhand einer Standardkurve wurden so

den gemessenen Proben dann units zugeordnet.

4.2.1.2 Bestimmung der Autoantikorper gegen Insulin

Autoantikérper gegen Insulin (IAA) wurden unter Verwendung von 125-l-markiertem Insulin
bestimmt. Alle Schritte des Assays wurden mit eiskaltem TBT-Puffer (50 mM Tris, 1% Tween
20, pH 8) durchgefiihrt. Dazu wurde 5 pl Serum in einem Gesamtvolumen von 55 ul mit
22000 cpm A14-125-1 —markiertem humanem Insulin mit bzw. ohne nicht-markiertes Insulin
(8 units/ml) in Rundbodenréhrchen angesetzt und fir 72 h bei 4°C inkubiert. Um die Antigen-
Antikdrper-Komplexe zu prazipitieren wurde dann vorgequollene 10%iger Protein A- und
5%ige Protein G-Sepharose in 50ul TBT zugegeben und das Gemisch fur eine Stunden bei
4°C auf einem Ruttler inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit jeweils 1,5 ml Puffer wurde
die Radioaktivitdt des Sepharose-Pellets in einem Gamma-Zahler neun Minuten lang
gemessen. Die Differenzen zwischen uninhibiertem und mit nicht-markiertem Insulin (8 U/ml)
inhibiertem Messwert wurden mit den aktuellen Messwerten einer geometrischen
Standardkurve (1:2, 9 Verdunnungen einer Positivkontrolle) ins Verhaltnis gesetzt. Der Wert

der Proben, fiir die sich ein negatives delta cpm ergab, wurde als 0 units definiert.

17



4.2.1.3. Bestimmung der Epitopspezifititen

Bestimmung der Epitopspezifitdt von GADA

Folgende GAD65/67-chimare Konstrukte wurden flr die Bestimmung von Autoantikdrpern
gegen Epitope von GAD verwendet (20): GADgs1.905/GADG7 102503 (N-terminale GADG5-
Epitope, GAD-NH2), GADG71.191/GADB65gs.444/ GADB7 453503 (mittlere GADG5-Epitope, GAD-
MID), GADG671.450/GAD65445.585 (C-terminale GAD65 Epitope; GAD-COOH) und GAD67 (AS
1-593). Der Radioimmunoassay wurde folgendermal3en durchgefiihrt: Fir die Messung der
GADA-Epitopspezifititen wurde gereinigte Plasmid-DNA der GAD-Konstrukte durch
Quantum Prep Spin Column Praparation (Bio-Rad, Hercules, CA) hergestellt, in vitro unter
Verwendung des ,TnT SP6 Coupled Retikulocyte Lysate Kits“ in Anwesenheit von [35S]-
Methionin  (Amersham International, UK) transkribiert und translatiert, und im
Radioimmunoassay verwendet. Der Radioimmunoassay zur Detektion der Antikbrper gegen
Epitope von GAD wurde analog dem bereits beschriebenen Assay zur Analyse der
Immunantwort gegen GAD und IA-2 durchgefihrt. Antikdrper-Reaktivitdt gegen folgende
Epitopspezifitidten von GAD wurde gemal Bonifacio et al. untersucht (24): den mittleren Teil
(GADG65-MID; AS 240-440), den n-terminalen Teil (GAD65-NH2; AS 1-95), den c-terminalen
Teil (GAD65-COOH; AS 440-585) sowie gegen GADG67. Die Ergebnisse wurden als units
anhand einer Standardkurve ermittelt. Diese bestand aus einer Verdinnungsreihe aus der
Probe eines Patienten mit sehr hohen Autoantikérper-Titern bei Stiffman-Syndrom (verdinnt
mit Autoantikérper-negativem Serum), die in jedem Assay mitgemessen wurde. Der obere
Wert von 50 Kontrollseren wurde als Grenze fur Positivitat flr jedes Konstrukt verwendet
(GAD-NH2: 10 units; GAD-MID: 15 units; GAD-COOH: 8 units; GAD-67: 12 units).

Bestimmung der Epitopspezifitat von 1A-2A

Fur die Bestimmung der |A-2A-Epitopspezifitaten wurden folgende chimare Konstrukte
verwendet (25): Das |1A-2¢05.979 -Konstrukt (IA-2ic) zur Bestimmung von IA-2-Autoantikdrpern,
das |A-2¢0s5.682/|A-23741.1033-Konstrukt (IA-2-JM) zur Identifikation von Antikdrpern, die mit der
juxtamembranaren Region (JM) von |A-2 reagieren, das |A-2¢47.979 -Konstrukt (IA-2-PTP) zur
Bestimmung von Antikdrpern gegen die PTP-Region von |IA-2 und das |A-2R741.1033 (IA-213-
PTP)- Konstrukt zur Bestimmung von Antikérpern gegen die PTP-Region von IA-2R. Diese
Konstrukte wurden in den pSP64 polyA (IA-2ic) oder pGEM-T (IA-2-JM, IA-2-PTP, IA-23-
PTP) Klonierungsvektoren (Promega) unter Kontrolle des SP6 Promoters hergestellt. 1A-
2687.979, 1A-2B741.1033 und 1A-2¢05.6820 Wurden aullerdem in den pTRC-His bakteriellen
Expressionsvektor (Invitrogen, San Diego, CAL) kloniert und fur Kompetitionsexperimente

verwendet.
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Auch der Radioimmunoassay zur Bestimmung der Epitopspezifitat von Antikérpern gegen
IA-2 wurde analog zu dem bereits beschriebenen Assay zur Analyse der Immunantwort
gegen GAD und IA-2 durchgefuhrt. Die obere Perzentile von 80 Kontrollseren wurde fur
jedes Konstrukt als Grenzwert fur Positivitat verwendet (11 units fur JM und jeweils 3 units
fur IA-2-PTP und IA-2R3-PTP). Spezifisch gegen die PTP-Regionen von |A-2 und IA-2-
gerichtete Antikorper sowie kreuzreagierende Antikorper gegen die PTP-Doméanen von |A-2
und IA-28 wurden in Kompetitionsversuchen mit unmarkierten Konstrukten im
Radioimmunoassay identifiziert. Fir die Kompetition wurden die Seren der Probanden vor
Zugabe des radioaktiv-markierten Antigens und Durchfliihrung des Assays eine Stunde lang
bei 4°C mit 10 pg rekombinantem Protein oder mit Kontrollpuffer prainkubiert. Anhand der
kombinierten Ergebnisse aus direkten Bindungs- und Kompetitionsversuchen wurden
Reaktionen der Antikérper gegen folgende vier Epitopspezifitaiten bestimmt: die
juxtamembranare Region von IA-2 (IA-2-JM); die PTP-Region von |A-2 (IA-2-PTP) ohne
gleichzeitige Reaktion der Antikérper gegen die PTP-Domane von |A-203; die PTP-Region
von 1A-28 (IA-2B8-PTP) ohne gleichzeitige Reaktion der Antikdrper gegen die PTP-Domane
von IA-2 und kreuzreagierende Antikdrper (X-react) gegen die gleichzeitig in der PTP-

Region von IA-2 und IA-23 vorkommenden Epitope.

Der Nachweis von JM-Spezifitat in einem Serum wurde als positiv festgelegt, wenn die
direkte Bindung einen Wert > 11 units ergab und diese Bindung durch Inhibition mit
rekombinantem 1A-2¢05632 €inen Wert von < 11 units hatte. Positivitat fir die IA-2-PTP-
Spezifitat wurde definiert, wenn nur die Bindung an IA-2-PTP und nicht an 1A-2R-PTP
gemessen wurde oder wenn die Bindung an IA-2-PTP auch bei Inhibition mit unmarkiertem
IA-23-PTP einen Wert > 3 units behielt. IA-23-Spezifitat wurde als positiv beurteilt, wenn nur
Bindung an IA-23-PTP und nicht an I1A-2-PTP gemessen wurde oder wenn die Bindung an
IA-2[3-PTP auch bei Inhibition mit unmarkiertem IA-2-PTP einen Wert > 3 units behielt. |IA-2-
PTP/IA-2B3-PTP Kreuzreaktivitdt wurde dann als nachgewiesen festgelegt, wenn die
Bindung an radioaktives |A-2-PTP zumindest teilweise (>10 % im Vergleich mit
Kontrollpuffer) durch unmarkiertes rekombinantes |IA-2R-PTP inhibiert wurde und zugleich
die Bindung an radioaktives IA-2R-PTP zumindest teilweise (>10%) durch unmarkiertes

rekombinantes |IA-2-PTP inhibiert werden konnte.

4.2.1.4. Analyse der Subklassen der Antikorper

Die Subklassen von IAA, GADA und IA-2A wurden unter Verwendung von folgenden
Subklassen-spezifischen biotinylierten, monoklonalen anti-humanen Antikérpern der Maus
(PharMingen, San Diego, CA) bestimmt: Mouse-anti-human IgG1 (clone G17-1), -IgG2
(clone G18-21), -IgG3 (clone G18-3), -IgG4 (clone JDC-14), -IgA1/IgA2 (clone G20-359), -
IgM (clone G20-127), -IgE (clone G7-26), sowie Mouse-anti-rat IgM (clone G53-238). Die
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Antikorper wurden an Sepharose 4B Streptavidin Beads (Zymed, San Francisco, CA)
gebunden (26).

Zur Messung der IgG Subklassen von IAA wurden 5 ul Serum mit 1159 nU "?*|-markiertem
Insulin (Aventis, Frankfurt, Deutschland; spezifische Aktivitat 360 uCi/ug) in 25 ul 50 mM
Tris und 1% Tween 20 (TBT Puffer) bei 4°C fur 72 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden
je 50ul einer Suspension aus an Sepharosebeads gekoppelten Antikdrpern zugegeben, eine
Stunde bei 4°C rittelnd inkubiert, 5 mal mit eiskaltem TBT-Puffer gewaschen und dann fir
10 Minuten im Gammazahler Cobra 2 (Canberra-Packard) gemessen. Unspezifische
Bindung wurde fir jedes Serum unter Verwendung von monoklonalen Antikdrpern gegen
rat-IgM bestimmt. Die Ergebnisse wurden als nU gebundenes Insulin/ml Serum wie folgt
berechnet: [(IgG-subklassen-spezifische cpm — anti-rat IgM-spezifische cpm)/(totale cpm
pro Réhrchen)] x 1159 x 200. Der Grenzwert fur Positivitat lag flr alle Subklassen bei
150nU/ml.

Zur Bestimmung der Subklassen von GADA und IA-2A wurden zunachst 2 ul Serum mit
25000 cpm [**S]-Methionin-markiertem in vitro transkribiertem und translatiertem Antigen in
25 ul TBST-Puffer (50 mM TRIS, 150 mM NaCl; 1% Tween 20; pH 7,4) GUber Nacht bei 4°C
inkubiert. Danach wurden 50ul an Sepharosebeads gekoppelte Antikdrper zugegeben, eine
Stunde lang bei 4°C rittelnd inkubiert, 5 mal mit eiskaltem TBST-Puffer gewaschen und
anschlielend im TopCount Mikroplatten-Zahler (Canberra-Packard) gemessen. Die
MeRergebnisse wurden als delta cpm (IgG- oder isotypen-spezifische cpm minus anti-rat
IgM cpm) ausgedriickt und in einen folgendermalen berechneten standard deviation score
(SDS) konvertiert: [(IgG-subklassen oder isotypen-spezifische delta cpm minus subklassen-
spezifischer Mittelwert-com der Kontrollen) / subklassenspezifische Standardabweichung
der Kontrollen]. Die Detektionsgrenze flr alle Subklassen und Isotypen lag bei 3 SDS-

Einheiten und wurde von keiner der Kontrollpersonen erreicht.

4.2.2. Statistik

Die Pravalenzen der Autoantikérper-Charakteristika und ihre Assoziationen mit Titern
wurden mit dem y2- Test oder Fisher's Exact Test verglichen. Die Einteilung in Titer-
Kategorien erfolgte dabei flr die Antikorper in Abhangigkeit vom Grenzwert der Positivitat
fur jeden Assay (Kat.1: 3-facher cut-off, Kat. 2: 3- bis 10-facher cut-off, Kat. 3: 10- bis 100-
facher cut-off und Kat.4: iber 100-facher cut-off). Das kumulative Risiko fir die Entwicklung
von T1D wurde fir alle Antikérper-Charakteristika mit Life-Table-Analysen bestimmt.
Konfidenzintervalle (95% CIl) fur das kumulative Risiko wurden aus der

Standardabweichung berechnet. Unterschiede im kumulativen Risiko, T1D zu entwickeln,
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wurden mit dem Wilcoxon (Gehan) Test bestimmt. Wurden mehr als zwei Gruppen
verglichen, wurde der p-Wert mit der Anzahl der durchgefiihrten Vergleiche multipliziert

(Bonferroni-Korrektur).

Time-to-event-Methoden (Life-table-Analyse und proportionales Hazard-Modell nach Cox)
wurden benutzt, um das T1D-Erkrankungsrisiko fur Teilnehmer mit unterschiedlichen
Kategorien der Kovariaten zu vergleichen. Mit Hilfe des proportionalen Hazard-Modells nach
Cox wurden die in der univariaten Analyse als signifikant identifizierten Parameter in eine
multivariate Analyse eingeschlossen, um den unabhangigen Beitrag der Parameter zum
T1D-Risiko bestimmen zu kénnen. Die relativen Risiken wurden durch Einschluss der
untersuchten Kovariate in das Modell und die Interaktion zwischen Zeitverlauf und der
untersuchten Kovariate getestet. Um das beste Modell zu erhalten, wurde der
signifikanteste Parameter zuerst ins Modell eingegeben und nachfolgend die Ubrigen
Marker. Alternativ konnten auch Parameter, die weniger signifikant waren, aber aus
praktischen Gesichtspunkten von groRRer Bedeutung waren, im Modell an erste Stelle
gesetzt werden, um sicherzustellen, dass sie nicht vom Modell ignoriert werden konnten.
Das Modell endete, wenn alle verbleibenden Marker nach Eingabe ins Modell nicht mehr

signifikant waren.

Bei Verwandten, die einen Typ-1-Diabetes entwickelten, wurde die Zeit zwischen erster
Autoantikorper-positiver Probe und Diabetesdiagnose als time-to-event definiert. Die Follow-
up-Zeit bei diabetesfreien Verwandten lief bis zum Zeitpunkt des letzten Kontakts oder
Zeitpunkt des Einschlusses in eine Interventionsstudie. Mit dem Log-rank-Test wurde die

Signifikanz in den verschiedenen Gruppen getestet.
Fur alle Analysen wurde ein p-Wert von < 0,05 als signifikant betrachtet.

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Softwarepaket ,Statistical Package for
Social Sciences” (SPSS, Chicago,IL) durchgeflhrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Auftreten von Inselzell-Autoantikorpern,-Subklassen und
Epitopspezifitaten in der Kohorte der erstgradig Verwandten

5.1.1 Auftreten der Inselzell-Autoantikorper

In den durchgefiuihrten Messungen waren GAD-Autoantikdrper insgesamt bei 149 (82,8%)
der 180 in die Studie eingeschlossenen erstgradig Verwandten von Typ 1-Diabetikern
positiv, IA-2A bei 62 (34,4%) und IAA bei 72 (40,0%) Verwandten.

Allein auftretende Autoantikérper (ohne Nachweis der jeweils anderen beiden) wurden bei
100 Probanden (55,6%) detektiert, im einzelnen waren das allein auftretende GAD-
Autoantikorper bei 72 Probanden (40,0%), alleinige IA-2A bei 9 (5,0%) und alleinige IAA bei
19 (10,6%) Probanden.

Eine Kombination aus zwei vorhandenen Inselzell-Autoantikérpern (ohne Nachweis des
jeweils dritten) trat insgesamt bei 57 Probanden (31,7%) auf, namlich die Kombination aus
GADA und IA-2A bei 27 (15,0%), die Kombination aus GADA und IAA ebenfalls bei 27
(15,0%) und die Kombination aus IAA und IA-2A bei 3 (1,7%) Probanden.

Alle drei Inselzell-Autoantikérper gleichzeitig wurden bei 23 Probanden (12,8%)
nachgewiesen (Tabelle 2).

Die Frequenz von IAA war signifikant niedriger bei GADA-Positiven (34%) als bei GADA-
Negativen (71%; p<0,0001). Fur das gleichzeitige Auftreten von IA-2A mit einem der beiden

anderen Antikdrper fand sich keine signifikante Assoziation.

Tabelle 2 Kombinationen der Inselzell-Autoantikérper

(n=180) Inselzell-Antikorper
Kombination Anzahl Frequenz
GADA 1A-2A T1AA
+ - - 72 40,0%
- + - 9 5,0%
- - + 19 10,6%
+ + - 27 15,0%
+ _ + 27 15,0%
_ + + 3 1,7%
+ + + 23 12,8%
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Bezogen auf das Alter der Verwandten wird in Abbildung 2 gezeigt, dass IAA bei unter
4jahrigen in 80% der Falle und dann mit zunehmendem Lebensalter weniger haufig
auftraten, GADA in etwa gleich haufig (80-90%) in allen Altersgruppen und IA-2A initial nur
bei einem Probanden (10%) aus der jlingsten Altersgruppe auftrat, dann in mittlerem

Lebensalter zunahm und schlieRlich bei Alteren wieder auf 20% abnahm.
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Abbildung 2 Pravalenz der Autoantikdrper in Abhangigkeit vom Alter

5.1.2 Auftreten der Inselzell-Autoantikorper-Subklassen

Wie beschrieben wurden dann die Antikérper-Subklassen in den Seren der 149 GADA-, 62
IA-2A- und 72 IAA-positiven Verwandten bestimmt (Tabelle 3).

Pravalenzen der Inselzell-Autoantikorper-Subklassen

IgG1 war die am haufigsten positive Subklasse fir jeden der drei gemessenen
Autoantikérper mit einer Pravalenz von 63,9-96,6%. IAA-IgG1 (64%) trat dabei signifikant
weniger haufig auf als GADA-IgG1 (97%) oder 1A-2A-1gG1 (94%) (jeweils p<0,0005). Dann
folgten jeweils bei den verschiedenen Antikérpern die 1gG2- und IgG4-Subklassen mit
Pravalenzen von 23,6% bis 40,3% bzw. 26,4% bis 40,3%. 1gG2 war haufiger bei IA-2A
nachzuweisen (40%) im Vergleich zu GADA oder IAA (jeweils 24%; p<0,05). Die Pravalenz
von |gG3 war bei GADA und IA-2A selten (2,0 bzw. 4,8%), bei IAA jedoch &hnlich der von
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IgG2 und IgG4 (31,9%; p<0,0001 vs. GADA oder IA-2A). IgA- und IgM-Autoantikorper
wurden fir GADA und IA-2A in 16,1% und 16,8% bzw. 14,5% und 11,3% der Proben

detektiert, wohingegen IgE-Autoantikérper selten (<2%) waren.

Messung der IgG-Subklassen.

Far IAA erfolgte nur die

Tabelle 3 Ig-Subklassenspezifitaten von GADA, IA-2A und IAA in den Seren der 180 Probanden (n.d.:

nicht durchgefihrt)
IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgA IgE IgM

GADA 144 36 3 50 24 2 25
(n=149) (96.6%) (24.2%) (2.0%) (33.6%) (16.1%) (1.3%) (16.8%)
I1A-2A 58 25 3 25 9 1 7
(n=62) (93.5%) (40.3%) (4.8%) (40.3%) (14.5%) (1.6%) (11.3%)
IAA 46 17 23 19 n.d. n.d. n.d.
n=172) (63.9%) (23.6%) (31.9%) (26.4%)

Titerhohe der Inselzell-Autoantikorper-Subklassen

Die Titerhéhe der IgG-Subklassen ist in Abbildung 3 grafisch flr sadmtliche Personen aus

dem untersuchten Kollektiv dargestellt, die gestrichelten Linien zeigen jeweils den Grenzwert

fur Positivitat. Bei GADA und IA-2A waren die Titer am hochsten flr IgG1 und am niedrigsten

fur 1IgG3, bei den IAA zeigten sich geringere Unterschiede zwischen den IgG-Subklassen.
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Abbildung 3 Autoantikdrper-Subklassen bei 180 Autoantikdrper-positiven erstgradig Verwandten von
Patienten mit Typ-1-Diabetes.
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Kombinationen im Auftreten der Inselzell-Autoantikorper-Subklassen

Eine allein auftretende 1gG-Subklasse in der ersten Serumprobe (ohne gleichzeitigen

Nachweis einer der jeweils drei anderen IgG-Subklassen) wurde zusammengefasst bei 80
der 149 GADA-positiven (53,7%; Tabelle 4), 29 der 62 IA-2A-positiven (46,8%; Tabelle 5)
und 30 der 72 IAA-positiven (41,7%; Tabelle 6) Probanden festgestellt.

Diese war bei GADA in 79 von 80 Fallen (98,8%) die 1gG1-Subklasse und einmal (1,3%)
IgG2, bei IA-2A immer (100%) 1gG1; bei Insulin-Autoantikdrpern dagegen in 19 von 30 Fallen
(63,3%) 19G1, zweimal 1gG2 (6,7%), bei funf Personen (16,7%) 1I9G3 und in 4 Fallen (13,3%)
IgG4.

Bei GADA traten in 69 der 79 Falle des alleinigen Auftretens von IgG1 (ohne weitere IgG-
Subklassen) auch keine IgA-, IgE- und IgM-Subklassen auf, in 5 der 79 Falle zusatzlich IgA,
in 3 der 79 Falle zusatzlich IgM, in einem der 79 Falle zusatzlich IgE und in einem der 79
Falle (6,3%) zusatzlich IgA und IgM. Bei dem einen Probanden mit alleinigem Auftreten von
IgG2 traten keine IgA, IgE- und IgM-Subklassen auf.

Bei |A-2A traten in 27 der 29 Falle des alleinigen Auftretens von IgG1 auch keine IgA-, IgE-
und IgM-Subklassen auf, in 2 der 29 Falle zusatzlich IgA.

Far 1AA erfolgte keine Messung der IgA-, IgE- und IgM-Subklassen.

Mehr als eine IgG-Subklasse konnten bei 65 der 149 GADA-positiven (43,6%; Tabelle 4), 29
der 62 IA-2A-positiven (46,8%; Tabelle 5) und 28 der 72 I1AA-positiven (37,5%; Tabelle 6)

Personen in ihrer Serumprobe nachgewiesen werden.

IgG1 war somit die dominante Subklasse flir jeden der drei Antikbrper. Nur eine GADA-
positive Person (IgG2) und eine IA-2A-positive Person (IgA) wiesen Subklassen auf, ohne
IgG1 zu exprimieren. Dagegen traten bei der Immunantwort gegen Insulin Subklassen
anderer Spezifitdten auch ohne IgG1 auf: 12 Verwandte wiesen subklassen-spezifische
Antikérper ohne IgG1 auf (zwei Personen 1gG2, funf IgG3, vier 1gG4, eine IgG2 und IgG3
gleichzeitig).

Bei 4 der 149 GADA-positiven Verwandten (2,7%), bei 3 der 62 |A-2A-positiven Verwandten
(4,8%) und bei 14 der 72 |1AA-positiven Verwandten (19,4%) konnten weder IgG- noch IgA-,
IgE- oder IgM- Subklassen detektiert werden.

Bei den IA-2A-positiven Personen war das Auftreten von I1gG2 signifikant assoziiert mit dem
Auftreten von 19G4 (84% vs. 11% bei IgG4-negativen; p<0,0001). Bei IAA-positiven war das
Auftreten von IgG2 assoziiert mit IgG1 (83% vs. 55% bei IgG2-negativen; p<0.05) und IgG4
(56% vs. 18% bei IgG2-negativen ; p<0.005).
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Ferner war bei Verwandten, die positiv fir GADA getestet wurden, 1IgG2 mit einer héheren
Pravalenz von 1gG4 (56% vs. 27% bei IgG2-negativen; p<0.005) und IgM (31% vs. 13% bei
IgG2-negativen) assoziiert. Das Auftreten von IgG4 war assoziiert mit héherer Frequenz von
IgM (42% vs. 4% bei IgG2-negativen; p<0.0001) und IgA (36% vs. 6% bei IgG2-negativen;
p<0.0001).

Tabelle 4 Darstellung aller gemessenen Kombinationen der GADA-Subklassen

(n=149) GADA-Antikorper
Subklassen-Kombination Anzahl Frequenz
IgGl  IgG2  IgG3  IgG4 IgA Ig IgM
+ - - - - - + 3 2,0%
+ - - - + - 5 3,4%
+ - + - 1 0,7%
+ - - - - - - 69 46,3%
+ - - - + - + 1 0,7%
+ + + + + - + 2 1,3%
+ + + + + - - 1 0,7%
+ + - - - - - 15 10,1%
+ + - + + - - 1 0,7%
+ + - + + + + 1 0,7%
+ + - + + - + 3 2,0%
+ + - + - - + 5 3,4%
+ + - + - - - 7 4,7%
+ - - + + - - 3 2,0%
+ - - + - - - 17 11,4%
+ - - + - - + 3 2,0%
+ - - + + -+ 7 4,7%
- + - - - - - 1 0,7%
- - - - - - - 4 2,7%
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Tabelle 5 Darstellung aller gemessenen Kombinationen der IA-2A-Subklassen

(n=62) IA-2-Antikorper

Subklassen-Kombination Anzahl Frequenz
IgGl  IgG2 IgG3  IgG4 IgA IgE IgM

J’_

43,5%
3,2%

1,6%
1,6%
1,6%
4,8%

+ o+
+ o+
J’_

1,6%
3,2%
19,4%
4,8%
1,6%

A+ |+ |
+

4,8%
1,6%

R I A d
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Tabelle 6 Darstellung aller gemessenen Kombinationen der IAA-Subklassen

(n=72) Insulin-Antikorper

Subklassen-Kombination Anzahl Frequenz
IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

+ - - -

—_—
o

26,4%

+ + + 6,9%
+ + - 1,4%
+ 5,6%
5,6%
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5.1.3 Auftreten der Inselzell-Autoantikorper-Epitopspezifitaten

Die Epitopspezifitdten wurde bei 149 GADA- und 61 |A-2A-positiven Verwandten bestimmt
(bei einer I1A-2A-positiven Person war kein Serum mehr zur Messung der Epitopspezifitaten

verfugbar).

Pravalenzen der Inselzell-Autoantikdrper-Epitopspezifitiaten (Tabelle 7)

GAD-spezifische Autoantikérper erkannten in der Mehrheit der Falle die c-terminale (GAD-
COOH) und die mittlere Region (GAD-MID) des Molekdls (85,2% bzw 79,9%), wahrend die
n-terminale Region (GAD-NH;) und GAD 67 relativ selten erkannt wurden (29,5% bzw
26,8%).

Autoantikdrper gegen IA-2 waren meist gegen die PTP-Region von IA-2 (70,5%) gerichtet,
seltener gegen die JM-Region (50,8%) und gegen Epitope in der PTP-Region von |A-2 und
IA-203 (kreuzreaktive Autoantikorper: 49,2%). Alleinige Reaktivitat gegen die PTP-Region von
IA-23 ohne gleichzeitige Reaktivitat gegen die PTP-Region von IA-2 trat selten (11,5%) auf.

Tabelle 7 Epitopspezifitdten von GADA und IA-2A in den Seren der 180 Probanden

MID COOH NH2 GAD-67 JM X PTP p-PTP

GADA 127 119 44 40 - -

(n=149)  (85.2%) (79.9%) (29.5%) (26.8%)

1A-2A - - - - 31 30 43 7
(n=61) (50.8%) (49.2%) (70.5%) (11.5%)
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Titerhdhe der Inselzell-Autoantikdrper-Epitopspezifititen

Die Titer der Inselzell-Autoantikdrper-Epitopspezifitaten aller untersuchten Probanden sind in
Abbildung 4 gezeigt, die gestrichelten Linien zeigen dabei den jeweiligen Grenzwert fir
Positivitat. Dabei hatten auch hier - wie bei den Subklassen beschrieben - haufiger
nachgewiesene Epitope hoéhere Titer, d.h. mittlere und c-terminale Regionen bei GAD und

alle aulder der 1A-2B-spezifischen bei IA-2.
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Abbildung 4 Autoantikdrper-Epitopreaktivitaten bei 180 Autoantikérper-positiven erstgradig
Verwandten von Patienten mit Typ-1-Diabetes. Epitopreaktivitdt wurde gemessen bei
GADA- (n=149;A) und IA-2A- (n=61; B) positiven Probanden.

Kombinationen im Auftreten der Inselzell-Autoantikorper-Epitopspezifitdten

Von den 149 GADA-positiven Verwandten (Tabelle 8) hatten 24 (16,1%) lediglich Antikérper
gegen ein einzelnes Epitop; im einzelnen hatten 13 Probanden Antikdrper gegen GADG65-
MID-Epitope (8,7%), 5 gegen GAD65-COOH-Epitope (3,3%) und 6 gegen GADG65-NH2-
Epitope (4,0%).

Bei 10 Personen (6,7%) konnten keine Antikdrper gegen einzelne Epitope nachgewiesen

werden.
115 Personen (77,2%) hatten Antikdrper gegen multiple Epitope des Antigens, darunter 113
(75,8%) Autoantikérper gegen GAD65-MID- und GAD65-COOH-terminale Epitope; dies war

die am haufigsten auftretende Kombination von GAD-Epitopen.

Antikérper gegen GADG67-Epitope kamen nie alleine vor.
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Tabelle 8 Kombinationen von GADA-Epitopen

(n=149) GAD-Antikorper
Epitop-Kombination Anzahl Frequenz
MID COOH NH2 67
+ + + + 24 16,1%
+ + + - 12 8,1%
+ + - + 15 10,1%
+ + - - 62 41,6%
+ - + - 1 0,7%
+ - - - 13 8,7%
- + + + 1 0,7%
- + - - 5 3,3%
- - + - 6 4,0%
- - - - 10 6,7%

Bei 19 der 61 IA-2A-positiven Verwandten (31,1%) traten ausschlieRlich Antikérper gegen

ein einzelnes Epitop auf, dabei bei 9 Personen (14,8%) gegen JM alleine, bei 4 Personen
(6,6%) kreuzreaktive Antikdrper und bei 10 Personen (16,4%) gegen PTP alleine.

Bei 4 Probanden (6,6%) konnte keines der Epitope detektiert werden.

34 (56%) Verwandte hatten Antikérper gegen multiple Epitope und 30 (48%) hatten

kreuzreaktive Antikorper, die an IA-2 und IA-2f3 banden. Die Kombinationen sind in Tabelle 9

dargestellt.

Tabelle 9 Kombinationen von IA-2A-Epitopen (X: kreuzreaktive Antikdrper gegen PTP und 3-PTP)

(n=61) IA-2-Antikorper
Epitopkombination Anzahl Frequenz
IM X PTP B-PTP
+ + + + 4 6,6%
+ + + - 9 14,8%
- + + + 3 4,9%
+ + - - 1 1,6%
+ - + - 8 13,1%
- + + - 9 14,8%
+ - - - 9 14,8%
- + - - 4 6,6%
- - + - 10 16,4%
- - - - 4 6,6%
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5.1.4 Zusammenhang zwischen Inselzell-Autoantikorper-Titer und IgG-

Subklassen und Epitopreaktivitat von Inselzell-Autoantikorpern

Die Titerhdhe wurde bereits in Abbildung 3 und Abbildung 4 dargestellt und fur die
Untersuchung des Zusammenhangs mit der IgG-Subklassen- und Epitopreaktivitat in
Quartilen eingeteilt. Es stellte sich heraus, dass fir jeden Autoantikdrper das Auftreten von
zusatzlichen 1gG-Subklassen neben IgG1 signifikant mit dem Autoantikérper-Titer assoziiert
war (Abbildung 5; p<0,0001 bzw. p<0,002). Ebenso bestand eine signifikante Assoziation
des Autoantikérper-Titers mit dem Auftreten von Autoantikbrpern gegen multiple Epitope
oder |A-2B-Epitope (Abbildung 6; p<0,0001).

Es wurden dabei fiir jeden Autoantikdrper nur positive Proben zur Bestimmung der Quartilen

herangezogen.
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Abbildung 5 Beziehung zwischen Inselzell-Autoantikdrper-Titer und IgG-Subklassen von Inselzell-
Autoantikorpern. Fur jeden Autoantikdrper war die Pravalenz von zusatzlichen IgG-
Subklassen neben IgG1 signifikant assoziiert mit dem Autoantikorper-Titer, welcher
dargestellt ist von der niedrigsten (1.) zur héchsten (4.) Quartile.
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Abbildung 6 Beziehung zwischen Inselzell-Autoantikdrper-Titer und Epitopreaktivitat von Inselzell-
Autoantikdrpern. Fur jeden Autoantikdrper war die Pravalenz von Autoantikérpern gegen
multiple Epitope oder |A-23-Epitope signifikant assoziiert mit dem Autoantikdrper-Titer,
welcher dargestellt ist in von der niedrigsten (1.) zur héchsten (4.) Quartile.
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5.2 Assoziation von Inselzell-Autoantikorper-Charakteristika mit
Typ-1-Diabetes-Risiko: univariate Analyse

59 der 180 Verwandten (32,8%) entwickelten im Verlauf der Studie Typ-1-Diabetes. Das
kumulative 5- und 10-Jahres-Erkrankungsrisiko innerhalb der Gesamtkohorte betrug 21%
(Cl: 14,8-27,2) bzw. 39% (Cl:30,6-47,4).

5.2.1 Alter, Verwandtschaftsgrad, Geschlecht und assoziiertes
Diabetesrisiko

Es zeigte sich, dass weder Verwandtschaftsgrad noch Geschlecht oder Alter bei
Studieneintritt signifikant mit der Entwicklung von T1D assoziiert waren (p=0,26 bzw. p=0,6
bzw. p=0,06; Tabelle 10). Folgende Beobachtungen, die nicht signifikant waren, lassen sich
beschreiben: Kinder und Geschwister von Personen mit T1D hatten mit 47% bzw. 37% ein
etwas hoheres 10-Jahres-Diabetesrisiko als Eltern (31%), und Frauen erkrankten etwas
haufiger als Manner (10-Jahres-Risiko 43% vs. 34%). Auch erkrankten Verwandte, die bei
Studieneintritt unter 15 Jahre alt waren, etwas haufiger als Personen, die Uber 15 Jahre alt
waren (10-Jahres-Risiko 46% vs. 32%).

5.2.2 Autoantikorper-Spezifitat, -Anzahl und -Kombinationen und
assoziiertes Diabetesrisiko

In Bezug auf das Auftreten der drei Inselzell-Autoantikérper war nur das Auftreten von 1A-2A
signifikant mit einem erhéhten Typ-1-Diabetesrisiko assoziiert (Abbildung 7).

Beziglich der Autoantikérper-Anzahl zeigte sich (Tabelle 10), dass Verwandte, die zwei oder
drei positive Antikdrper aufwiesen, ein hoheres kumulatives Risiko hatten, im Verlauf von 10
Jahren an T1D zu erkranken (59% bzw 69%; Cl: 46-76%) als Verwandte mit nur einem
Antikérper (25%; Cl: 14-34%; p<0,001). Das erhohte Erkrankungsrisiko bestand bereits bei
zwei positiven Antikdrpern. Ein dritter positiver Antikérper-Befund erhdhte das Risiko nicht
signifikant. In der univariaten Analyse war dabei insbesondere auffallig, dass die
Kombination von IAA und IA-2A (ohne GADA) sogar ein 100%iges 10-Jahres-
Erkrankungsrisiko zeigte (p<0,001); dies war hoher als bei der Kombination aus allen drei
Autoantikorpern (69%; Cl 54-80%).

Bei Verwandten mit nur einem positiven Autoantikbrper war das Risiko bei alleinigem
Auftreten von IA-2A (47% nach 10 Jahren; Cl 32-62%) signifikant hdher als bei denjenigen
mit GADA (22%; Cl 11-33%) oder IAA (21%; Cl 14-28%) (p=0,05).
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Abbildung 7 Autoantikorper-Spezifitdt und assoziiertes Diabetesrisiko. Das kumulative Diabetesrisiko
bei Verwandten in Abhangigkeit von Autoantikérper-Positivitat fir GADA, IA-2A und
IAA. Die jeweils dick gezeichnete Linie bezieht sich auf die Probanden, die fir den
Autoantikdrper positiv sind.
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Tabelle 10 Typ-1-Diabetesrisiko in Abhangigkeit von Alter, Geschlecht, Verwandtschaftsgrad,
Inselzell-Autoantikdrper-Anzahl und -kombinationen bei Autoantikdrper-positiven
Verwandten - univariate Analyse

Variable Typ-1- 10-Jahres- Relatives P
Diabetes Diabetesrisiko Risiko

(n) (% £ SE) 95% CI)
Alter 0.06
<15 Jahre (n=93) 32 46 +7 1.7 (1.0-2.8)
>15 Jahre (n=287) 27 32+£6 1*
Geschlecht 0.6
Maénnlich (n=91) 28 34+ 6 0.9 (0.5-1.5)
Weiblich (n=89) 31 43+ 6 1*
Verwandtschaft zum Probanden 0.26
Kinder (n=165) 22 47 + 8 1.7 (0.9-3.4) 0.1
Geschwister (n=68) 22 37+7 1.3 (0.7-2.6) 0.41
Eltern (n=47) 15 31+7 1*
Anzahl der Autoantikorper 0.0001
Einer (n=100) 22 25+5 1*
Zwei (n=157) 25 59+9 3.1 (1.7-5.5) <0.001
Drei (n=23) 12 69 +13 4.4 (2.1-9.0) <0.001
Kombinationen von Autoantikorpern 0.0001
GADA allein (n=72) 15 22+ 6 1*
[AA allein (n=19) 3 21 +11 0.8 (0.2-2.7) 0.68
[A2A allein (n=9) 4 47 + 17 3.0 (1.0-9.2) 0.05
GADA, TAA (n=27) 8 52+ 17 2.1 (0.9-5.1) 0.09
GADA, IA2A (n=27) 14 61+12 4.0 (1.9-8.4) <0.001
[IAA, TA2A (n=3) 3 100 13.3 (3.8-47.2) <0.001
GADA, IAA,TA2 (n=23) 12 69 +13 4.8 (2.2-10.4)  <0.001

* als Referenz im Cox’s proportional hazard model benutzt; 100% bei der Kombination IAA/IA-2A
bereits nach 6J. erreicht

5.2.3 Autoantikorper-Titer und assoziiertes Diabetesrisiko

IA-2A-positive Verwandte mit Titern oberhalb der 25.Perzentile (>27 Units) hatten ein
signifikant erhéhtes Diabetesrisiko (79% nach 10 Jahren; Cl: 64-94%) gegenuber denjenigen
mit |A-2A-Titern in der niedrigsten Quartile (20%; CI 1-45%; p=0,002); ebenso hatten IAA-
positive Verwandte mit IAA-Titern oberhalb der 75.Perzentile (>9 Units) ein signifikant
erhdhtes Diabetesrisiko (77% nach 10 Jahren; Cl: 53-99%) gegenuber denjenigen mit IAA-
Titern in den niedrigsten drei Quartilen (37%; Cl: 30-54%; p=0,002).
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Zwischen GADA-Titern und Diabetesrisiko fand sich kein vergleichbarer Zusammenhang
(Abbildung 8, Tabelle 14).
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Abbildung 8 Autoantikdrper-Titer und assoziiertes Diabetesrisiko. Das kumulative Diabetesrisiko bei
Verwandten in Abhangigkeit von Autoantikérper-Titern fir GADA, IA-2A und IAA. Die
Titer fir jeden Antikdrper sind stratifiziert von der niedrigsten (1.) zur héchsten (4.)
Quartile. Fur jeden Autoantikorper wurden nur positive Proben zur Bestimmung der
Quartilen herangezogen.

5.2.4 Autoantikorper-Subklassen und assoziiertes Diabetesrisiko

Bei GADA-positiven Verwandten waren in der Einzelanalyse das Auftreten von IgG2 und
IgG3 signifikant mit einem erhéhten Typ-1-Diabetesrisiko verbunden, bei 1A-2A-positiven
Verwandten das Auftreten von 1gG2 und IgG4 und bei IAA-positiven Verwandten das
Auftreten von 1gG2, 1IgG3 und IgG4. IgA, IgM und IgE waren weder fir GADA noch fur I1A-2A
mit einem erhdhten Diabetesrisiko assoziiert (Abbildung 9).

Im proportionalen Hazard-Modell nach Cox (Tabelle 11 und Tabelle 14) konnte in der Folge
bei den GADA-positiven Verwandten jedoch kein Zusammenhang zwischen IgG-Subklassen
und Typ-1-Diabetesrisiko gefunden werden. Im Gegensatz dazu war bei IA-2A-positiven
Verwandten das Auftreten von 1gG2, IgG3 oder IgG4 signifikant mit einem hdherem
Erkrankungsrisiko assoziiert (100% in 10 Jahren; Cl 85-100%) als ohne diese IgG-
Subklassen (37%; Cl: 18-48%; p=0,0007) und bei IAA-positiven Verwandten ebenso das
Auftreten von 1gG2, 1gG3 oder IgG4 (68% in 10 Jahren; Cl 47-89%) gegenulber IgG2-, IgG3-
und 1gG4-negativen Verwandten (28%; CI 10-46%; p=0,007). Fir keine Subklasse war das

Auftreten mit einer signifikanten Protektion vor der Entwicklung eines T1D assoziiert.
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Abbildung 9 Ig-Subklassen und assoziiertes Diabetesrisiko. Die jeweils dick gezeichnete Linie
bezieht sich auf die Probanden, die flur die Subklasse positiv sind.



Tabelle 11 Kombinationen von IgG-Subklassen der Inselzell-Autoantikérper und assoziiertes T1D-

Risiko

IgG-Subklassenkombination GADA IA-2A IAA

lgG1 1gG2 1gG3 1gG4 | n(T1D) 10-Jahres- | n(T1D) 10- n(T1D) 10-Jahres-
Risiko Jahres- Risiko

Risiko

+ - - - 79 (23) 34% 29 (11) 54% 19 (4) 33%

o+ 4+ 3 (3) 2 (1) ~ 5 (3)~

+ + + - 0 1 (1) 1 (0)

+ + - - 15 (11) 3 (2 4 (2)

+ - + + 0 N 44% 0 >100% 2 4 (3) 67% *

+ + - + 19 (2) 19 (15) 4 (3) >

+ - - + 30 (9) 4 (3) 2 (0)

+ - + - 0 0 7 (2)

- + + + 0 / 0 / 0 )

- - + + 0 0 0

- + + - 0 0 1 (0)

- - + 0 0 0 ” 67%°

- + - - 1 (0) 0 2 (1)

- - + - 0 0 5 (3)

- - - + 0 0 4 (2)7

- - - - 4 (1) 4 (0) 14 (3) 24%

n: Anzahl der fir diese IgG-Subklassenkombination positiven Verwandten (in Klammern die Anzahl

derer, die T1D entwickelten)

—_

funf Probanden auftraten)
P < 0.005 vs. IgG1 allein

w N

P=10.01 vs. IgG1 allein (log rank test)
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5.2.5 Epitopspezifitaiten und assoziiertes Diabetesrisiko

Fir GADA-positive Verwandte bestand in der Einzelanalyse kein signifikanter
Zusammenhang zwischen den einzelnen Epitopspezifitditen und dem Diabetesrisiko. Bei IA-
2A-positiven Verwandten hatten Personen mit |A-23-kreuzreaktiven Autoantikdrpern ein
signifikant erhdhtes Diabetesrisiko (Abbildung 10) mit einem 10-Jahres-Diabetesrisiko von
81% (CI 64-98%) gegentber Personen ohne kreuzreaktive Antikdrper (27%; 8-46%; p<0,05).
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Abbildung 10 Epitopspezifititen und assoziiertes Diabetesrisiko. Die jeweils dick gezeichnete Linie
bezieht sich auf die Probanden, die fir den Marker positiv sind.

Im Cox’s proportional Hazard Modell (Tabelle 12 und Tabelle 14) war bei den |A-2A-positiven
Verwandten das Typ-1-Diabetes-Risiko héher bei denjenigen mit Autoantikdrpern, die zudem
auch IA-2p-Reaktivitat aufwiesen (86% in 10 Jahren; Cl 70-99%) als bei den 1A-23-negativen
Verwandten (38%; Cl 18-58%; p=0,008).

Ferner war das Risiko signifikant héher bei Verwandten mit Autoantikdrpern, die Reaktivitat

gegen multiple 1A-2A-Epitope aufwiesen (75% in 10 Jahren; Cl 57-93%), als bei nur einer
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Epitopreaktivitdat (50%; Cl 26-74%; p<0,05). Zwischen GADA-Epitopreaktivitat und

Diabetesrisiko konnte kein Zusammenhang gefunden werden (Tabelle 13 und Tabelle 14).

Tabelle 12 Kombinationen von IA-2-Epitopspezifitdten der Inselzell-Autoantikbrper und assoziiertes
T1D-Risiko

IA-2-Epitopkombinationen

IA-2B-PTP  1A-2-PTP IA-2-JM n (T1D) 10-Jahres-Risiko '
und/oder X-

react

+ + + 13 (8) 81%
+ + - 12 (10) 100% 2
+ - + 1 (1)

+ - : 4 (3)

- + + 8 (3) 34%

- + - 10 (4) 44%
- - + 9 (2) 41%

: - : 4 (1)

n: Anzahl der fir diese Epitopkombination positiven Verwandten (in Klammern die Anzahl derer, die
T1D entwickelten)

Diabetesrisiko in der Life-table-Analyse (Risiken nur fir Kombinationen gezeigt, die bei mehr als
funf Probanden auftraten)

2 P =0.009 vs. PTP und/oder JM-positive/lA-2—negative Gruppen (log rank test)
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Tabelle 13 Kombinationen von GAD-Epitopspezifitdten der Inselzell-Autoantikdrper und assoziiertes

T1D-Risiko

GAD-Epitopkombinationen
GAD65- GADG65- GAD65- GAD67 |n(T1D 10-Jahres-Risiko '
MID COOH NH2 entwickelt)
+ + + 24 (8) 39%
+ + - 12 (6) 26%
+ + - + 15 (5) 56%
+ + - - 62 (21) 45%
. i " . 1(0)
+ - - - 13 (3) 27%
- + + 1 (0)
- + - - 5 (2) 48%
- - + - 6 (1) 20%
- - - - 10 (3) 33%

n: Anzahl der fur diese Epitopkombination positiven Verwandten (in Klammern die Anzahl derer, die
T1D entwickelten)

' Diabetesrisiko in der Life-table-Analyse (Risiken nur fir Kombinationen gezeigt, die bei mehr als
funf Probanden auftraten)
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Tabelle 14 Typ-1-Diabetesrisiko in Abhangigkeit von Inselzell-Autoantikérper-Titer, IgG-Subklassen
und Epitopreaktivitat bei Autoantikdrper-positiven Verwandten - univariate Analyse; * als
Referenz im Cox’s proportional hazards model benutzt; 100% bei der Kombination IA-2A-
19G2,IgG3 oder 1IgG4 bereits nach 6J. erreicht

Variable Typ-1- 10-Jahres- Relatives P
Diabetes (n)  Diabetesrisiko Risiko
(% = SE) 95% CI)

Autoantikorper-Titer
GADA 0.19
1. Quartile (n=37) 11 35+£9 1*

2. Quartile (n=37) 8 22+9 0.8 (0.3-1.9) 0.55
3. Quartile (n=37) 17 52+9 1.7 (0.8-3.6) 0.18
4. Quartile (n=138) 13 43 +£10 1.6 (0.7-3.6) 0.26
IAA 0.01
1. Quartile (n=18) 6 45 £16 1*

2. Quartile (n=18) 4 30+ 13 0.7 (0.2-2.4) 0.55
3. Quartile (n=18) 4 38+ 17 0.8 (0.2-2.7) 0.68
4. Quartile (n=18) 12 77 £12 3.0 (1.1-8.1) 0.03
IA-2A 0.04
1. Quartile (n=15) 3 20+ 14 1*

2. Quartile (n=15) 9 74 + 15 6.0 (1.6-22.4)  0.008
3. Quartile (n=16) 12 84+ 10 59 (1.7-21.1)  0.006
4. Quartile (n=16) 9 71+ 15 4.8 (1.3-17.9) 0.02
Autoantikorper IgG-Subklassen
GADA 0.36
IgG2, 3 und 4 neg (n=83) 24 35+7 1*

IgG2, 3 oder 4 pos (n=66) 25 43 £7 1.3 (0.7-2.3)
IAA 0.009
IgG2,3und 4 neg (n=33) 7 28+9 1*

IgG2, 3 oder 4 pos (n=39) 19 68 £10 3.2 (1.2-7.6)
IA-2A 0.0001
IgG2,3und 4 neg (n=33) 11 37+ 10 1*

IgG2, 3 oder 4 pos (n=29) 22 100 4.9 (2.2-10.6)
Autoantikorper-Epitope
GADA 0.18
Alleine (n=34) 9 32+9 1*

Multipel (n=115) 40 41+6 1.6 (0.8-3.4)
IA-2A 0.048
Alleine (n=128) 11 50+ 12 1*

Multipel (n=34) 22 75+9 2.1 (1.0-4.3)
IA-2A 0.005
IA-2f negativ (n=32) 11 38+ 10 1*

IA-28 positiv (n=30) 22 86+ 8 2.9 (1.4-6.0)
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5.3 Assoziation von Inselzell-Autoantikorper-Charakteristika mit
Typ-1-Diabetes-Risiko: multivariate Analyse

Nun wurden im nachsten Schritt die Parameter, die sich in der univariaten Analyse (Tabelle
10 und Tabelle 14) als signifikant mit der Entwicklung von Typ-1-Diabetes assoziiert
herausgestellt hatten, in einer multivariaten Analyse in das Cox’s proportional Hazard Modell

eingeschlossen; das waren :

Auftreten multipler Autoantikdrper (zwei oder mehr)

hohe IA-2A-Titer (>25.Perzentile) und hohe IAA-Titer (>75.Perzentile)
IA-2A-Subklassen (IgG2, IgG3 und/oder 1gG4) und IAA-Subklassen (IgG2,lgG3
und/oder IgG4)

Auftreten multipler 1A-2A-Epitope

Auftreten |A-23-reaktiver 1A-2A.

Dabei zeigte sich, dass unabhangig von anderen Charakteristika |IA-2A-Titer oberhalb der
25. Perzentile, IA-2A-1gG2, -IgG3 und/oder —lgG4 sowie IAA-IgG2, -IgG3 und/oder -IgG4
signifikant zum Cox’s proportional Hazard Modell beitrugen. Die Ubrigen Marker, die in der
univariaten Analyse signifikant mit erhdhtem T1Drisiko assoziiert waren (multiple Antikérper,
IAA-Titer oberhalb der 75. Perzentile, multiple IA-2A-Epitope und |A-2B-reaktive IA-2A),
erreichten keine statistische Signifikanz mehr (Tabelle 15).

Da das Testen von IgG-Subklassen gegenwartig teuer und nicht generell etabliert ist, wurde
zusatzlich noch eine multivariate Analyse ohne die IgG-Subklassen-Covariaten durchgefihrt.
In diesem Modell erhéhten |A-2A-Titer oberhalb der 25.Perzentile (relatives T1D-Risiko: 5,1;
Cl 1,1-24,2) und IAA-Titer oberhalb der 75.Perzentile (relatives T1D-Risiko: 2,4; Cl 1,1-5,4)
signifikant das Diabetesrisiko. Jedoch verringerte die Herausnahme der IgG-Subklassen-
Covariaten aus dem Modell andererseits signifikant die Eignung des Cox’s proportional
Hazard Modells (x*18,8; p<0,0001).
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Tabelle 15 Typ-1-Diabetesrisiko bei Autoantikérper-positiven Verwandten — multivariate Analyse

Inselzell-Autoantikorper-Charakteristika, Typ-1- Relatives Risiko P
signifikant in der univariaten Analyse Diabetes (n) (95%Cl)

Zwei oder mehr Antikérper  (n = 80) 37 1.6 (0.6-3.8) 0.32
Hohe IA-2A-Titer (n=47) 30 5.4 (1-29) 0.05
Hohe IAA-Titer (n=18) 12 1.0 (0.4-2.7) 0.97
[A-2A-Subklassen (n=29) 22 3.3(1.4-8.1) 0.008
IAA-Subklassen (n=139) 20 4.6 (1.5-14) 0.007
Multiple IA-2 A-Epitope (n=34) 22 1.2 (0.5-3) 0.70
[A-2[-reaktive [A-2A (n=30) 22 1.1 (0.4-3.2) 0.83
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5.4 Modelle zur Stratifizierung des Typ-1-Diabetes-Risikos auf der
Grundlage von Inselzell-Autoantikérper-Charakteristika

Basierend auf den Ergebnissen der uni- und multivariaten Analyse wurden nun 4 Modelle
erarbeitet und in Hinblick auf die Stratifizierung des Diabetesrisikos in der Kohorte verglichen
(Abbildung 11):

Modell 1 (Tabelle 16) klassifizierte auf der Grundlage der Autoantikbrper-Anzahl die

Verwandten in Gruppen mit einem (A), zwei (B) oder allen drei (C) Autoantikdrpern. Dabei
zeigte sich mit zunehmender Autoantikdrper-Anzahl eine Erhdhung des 5- und 10-Jahres-
Diabetesrisikos. Das 10-Jahres—Erkrankungsrisiko konnte zwischen 25% und 69%

stratifiziert werden.

Tabelle 16: Stratifizierung des Diabetesrisikos in Abhangigkeit von der Autoantikérper-Anzahl
Kategorie A = ein Autoantikérper, Kategorie B = beliebige zwei Autoantikérper, Kategorie
C = alle drei Autoantikorper (IAA, IA-2A, GADA);
N (%) bezogen auf die 59 Verwandten, die insgesamt T1D entwickelten

Risiko-Stratifizierungs- Typ-1-Diabetes Diabetesrisiko
Modell* N (%) 5 Jahre 10 Jahre
% (95% CI) % (95% CI)
Modell 1
Kategorie A (n=100) 22 (37%) 12% (6-18) 25% (15-35)
Kategorie B (n=57) 25 (42%) 30% (18-42) 59% (41-77)
KategorieC  (n=23) 12 (20%) 48% (26-70) 69% (43-95)

In das Modell 2 (Tabelle 17) wurden alle Autoantikérper-Charakteristika, die signifikant zum
proportional Hazard-Modell beitrugen, integriert. Dies waren:

- |A-2A-Titer oberhalb der 25.Perzentile der |A-2-positiven Verwandten

- 1gG2, IgG3- oder IgG4-1A-2A-Subklassen-positive Verwandte

- 1gG2, IgG3 oder IgG4-IAA-Subklassen-positive Verwandte
Die Probanden wurden in Gruppen mit keinem (A), einem (B), zwei (C) oder allen drei (D)

der signifikanten Diabetesrisiko-Covariaten klassifiziert. Dabei zeigte sich mit zunehmender

Zahl der Covariaten eine Erhdhung des 5- und 10-Jahres-Diabetesrisikos und dieses konnte
zwischen 20% und 100% stratifiziert werden, wobei die 100%-Marke bereits nach 6 Jahren
erreicht wurde. Dieses Modell erbrachte die beste Risikodiskrimination zwischen 7% und

89% Diabetesrisiko in 5 Jahren.
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Tabelle 17 Stratifizierung des Diabetesrisikos in Abhangigkeit von der Anwesenheit von
Risikofaktoren:
Kategorie A = keiner, Kategorie B = einer, Kategorie C = zwei, Kategorie D = alle drei der
folgenden Risikofaktoren: hochtitrige IA-2A, Positivitat fir IgG2, 1IgG3- oder IgG4-1A-2A,
und Positivitat fur IgG2-, IgG3- oder IgG4-1AA; 100% in Kategorie D bereits nach 6J.
erreicht;
N (%) bezogen auf die 59 Verwandten, die insgesamt T1D entwickelten

Risiko-Stratifizierungs- Typ-1-Diabetes Diabetesrisiko
Modell* N (%) 5 Jahre 10 Jahre
% (95% CI) % (95% CI)
Modell 2
Kategorie A (n=103) 19 (32%) 7% (2-12) 20% (11-29)
Kategorie B (n=38) 12 (20%) 19% (6-32) 47% (25-69)
Kategorie C  (n=30) 19 (32%) 54% (34-74) 85% (66-100)
KategorieD (n=9) 9 (15%) 89% (68-100) 100%

Das Modell 3 (Tabelle 18) basierte im Gegensatz zum Modell 2 auf der multivariaten
Analyse, die die IgG-Subklassen ausschlof3. Es erfolgte somit eine Klassifikation von
Probanden in solche mit keiner (A), einer (B) oder beiden (C) der verbleibenden signifikanten
Diabetesrisiko-Covariaten:

- IA-2A-Titer oberhalb der 25.Perzentile der Positiven

- |AA-Titer oberhalb der 75. Perzentile der Positiven

Auch in diesem Modell zeigte sich mit zunehmender Zahl der Covariaten eine Erhéhung des

5- und 10-Jahres-Diabetesrisikos. Nach bereits 6 Jahren lag das kumulative
Erkrankungsrisiko der Personen in Kategorie C bei 100%; andererseits lag es in Kategorie A

auch nach 10 Jahren noch bei 23%.

Tabelle 18 Stratifizierung des Diabetesrisikos in Abhangigkeit von JA-2A- und IAA-Titer:
Kategorie A = weder hochtitrige 1A-2A noch hochtitrige 1AA
Kategorie B = hochtitrige IA-2A oder hochtitrige IAA
Kategorie C = hochtitrige IA-2A und hochtitrige IAA
100% in Kategorie C bereits nach 6J. erreicht; N (%) bezogen auf die 59 Verwandten, die
insgesamt T1D entwickelten

Risiko-Stratifizierungs- Typ-1-Diabetes Diabetesrisiko
Modell* N (%) 5 Jahre 10 Jahre
% (95% CI) % (95% CI)
Modell 3
Kategorie A  (n=122) 24 (41%) 8% (3-13) 23% (14-32)
Kategorie B (n=51) 28 (47%) 43% (28-58) 69% (52-86)
Kategorie C  (n=7) 7 (12%) 86% (60-100) 100%
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Das Modell 4 (Tabelle 19) beruhte hingegen auf 1A-2- und IA-23-Autoantikdrper-Messungen

mit einer Klassifikation der Probanden in 1A-2-negative (A), IA-2-positive und zugleich |1A-23-
negative (B) und |A-2B-Autoantikdrper-positive (C). Mit diesem Modell war ebenfalls die
Moglichkeit einer Stratifizierung des 10-Jahres-Diabetesrisikos moglich zwischen 27% der

Personen aus Kategorie A und 86% der in Kategorie C klassifizierten Personen.

Tabelle 19 Stratifizierung des Diabetesrisikos in Abhangigkeit von IA-2A-Epitopen:
Kategorie A = |A-2A negativ
Kategorie B = IA-2A positiv, aber |1A-23-negativ
Kategorie C = |A-2f positiv;
N (%) bezogen auf die 59 Verwandten, die insgesamt T1D entwickelten

Risiko-Stratifizierungs- Typ-1-Diabetes Diabetesrisiko
Modell* N (%) S Jahre 10 Jahre
% (95% CI) % (95% CI)
Modell 4
Kategorie A (n=118) 26 (44%) 11% (5-17) 27% (17-37)
Kategorie B (n=32) 11 (19%) 24% (8-40) 41% (20-62)
Kategorie C  (n=30) 22 (37%) 63% (45-81) 86% (70-100)

Jedes dieser Modelle konnte somit das Diabetesrisiko in der Kohorte stratifizieren (alle
p<0,0001). Die Modelle 2, 3 und 4 stratifizierten das Diabetesrisiko signifikant sowohl bei den
Verwandten, die nur einzelne Autoantikrper besallen, als auch bei denen, die multiple
besalien (Abbildung 12). Die Modelle 2, 3 und 4 konnten Autoantikdrper-positive Verwandte

mit einem 5-Jahres-Diabetesrisiko identifizieren, das Gber 50% lag (Tabelle 17-Tabelle 19).
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Abbildung 11 Das kumulative Diabetesrisiko bei Autoantikdrper-positiven Verwandten, klassifiziert
auf der Basis von Inselzell-Autoantikdrper-Charakteristika. Die Stratifizierung wird
gezeigt fur die ganze Kohorte. Die jeweiligen Kategorien der Modelle sind beschrieben
in Tabelle 16-Tabelle 19.
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A. Einzelne Antikorper

B. Multiple Antikorper
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Abbildung 12 Das kumulative Diabetesrisiko bei Autoantikdrper-positiven Verwandten, klassifiziert
auf der Basis von Inselzell-Autoantikdrper-Charakteristika. Die Stratifizierung wird
gezeigt fur Verwandte mit einzelnen Inselzell-Autoantikdrpern (A) und fir Verwandte
mit zwei oder mehr Inselzell-Autoantikérpern (B). Die jeweiligen Kategorien der
Modelle sind beschrieben in Tabelle 16-Tabelle 19.
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6 Diskussion

Der Typ 1-Diabetes (T1D) ist eine Autoimmunerkrankung, die durch Zerstérung der R-Zellen
der Langerhans’schen Inseln im Pankreas gekennzeichnet ist (40). Zu den wichtigsten und
weitverbreitetsten serologischen Markern, die das Ausmal der R-Zellzerstérung beim Pra-
Typ-1-Diabetes widerspiegeln kdnnen, lange bevor die Erkrankung klinisch manifest wird,
zahlen insbesondere die Autoantikdrper GADA, IA-2A und IAA. Die Bestimmung dieser
Autoantikérper kann daher hilfreich sein fur die Pradiktion des Erkrankungsrisikos erstgradig
Verwandter von Personen mit T1D, und damit beispielsweise die Rekrutierung von Risiko-
Personen flur Praventionsprogramme und Interventionsstudien ermdglichen. Ein grof3er
Vorteil ist die relativ einfache Bestimmung im peripheren Blut mit Hilfe international
standardisierter Methoden (15, 112). Die Zusammenhange zwischen Diabetesrisiko und
Autoantikérper-Charakteristika wie Subklassen- und Epitopreaktivitdt variieren in
verschiedenen Studien und wurden im Verlauf der pradiabetischen Phase bei erstgradig
Verwandten bisher nur selten systematisch untersucht bzw. nur fir einzelne Autoantikorper,
sind aber sowohl flr das Verstandnis der Pathogenese des T1D als auch als zusatzliche
diagnostische Marker von grofdem Interesse.

Die vorliegende Arbeit charakterisiert lber die genannten Autoantikérper hinaus auch deren
Titer, Epitop- und Subklassenspezifitaten in der jeweils ersten Autoantikdrper-positiven
Serumprobe bei erstgradig Verwandten von Typ 1-Diabetikern. Die besonderen Starken
dieser Studie sind dabei nicht nur die genannten umfangreichen Messungen von
Autoantikdrper-Charakteristika, sondern zudem die Grofle der Kohorte der untersuchten
Autoantikérper-positiven Verwandten von Typ 1-Diabetikern aus zwei prospektiven
Studienkollektiven mit langer Follow-up-Zeit. Jeder einzelne Marker wurde dabei in Hinblick
auf seine Fahigkeit, die Krankheitsprogression voraussagen zu kénnen, evaluiert.

Dieses Vorgehen ermdglichte die Identifizierung von Hochrisikopersonen fur die Entwicklung
eines T1D in diesem Kollektiv, und es konnten in einer multivariaten Analyse verschiedene

Modelle zur Risikostratifizierung erarbeitet werden.

Die Ergebnisse zeigten flr Verwandtschaftsgrad, Geschlecht oder Alter (jlinger bzw. alter als
15 Jahre) keine signifikante Assoziation mit dem Risiko fur die Entwicklung eines T1D. Dabei
fand sich zwar ein erhdhtes relatives Risiko fir die Personen unter 15 Jahren, was allerdings
knapp nicht signifikant war (p=0,06). Diese Beobachtung einer hoheren
Erkrankungspravalenz in jingerem Lebensalter bzw. Sinken des Erkrankungsalters wurde
schon in anderen publizierten Verwandtenstudien gemacht (91, 115); die Inzidenz im

jungeren Kindesalter nimmt wohl sogar insgesamt zu und die Progression vom Beginn des
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Immunprozesses bis zum Krankheitsausbruch beschleunigt sich (88). Die Ursachen dafir
sind letztlich noch nicht geklart, mdglicherweise sind als Ursache der steigenden T1D-
Inzidenz bei Kleinkindern unbekannte koérpereigene Mechanismen abgeschwéacht, die
normalerweise bei der autoimmunen Zerstérung der Inselzellen regulierend eingreifen
kénnen (118).

Die Daten der vorliegenden Studie zeigen, dass die Seren der meisten getesteten Personen
Antikdrper-positiv waren fur GAD (83%); IA-2A und IAA traten deutlich seltener auf (34%
bzw. 40%). Haufig (bei 56% der Seren) waren nur Antikdper gegen ein Inselzellantigen
nachweisbar, jedoch gab es andererseits auch Verwandte, die Autoantikdrper gegen alle 3
untersuchten Inselzellantigene hatten (13%). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
anderer Forschergruppen war die IAA-Pravalenz im Kleinkindalter am hdchsten und
korrelierte invers mit dem Alter der untersuchten Personen (109).

IA-2A waren besonders starke Pradiktoren des T1D in der untersuchten Kohorte und waren
wie in anderen Studien (34, 38) auch hochspezifische Risikoindikatoren sogar in
Abwesenheit von Autoantikdrpern gegen GAD oder Insulin mit einem 10-Jahres-
Diabetesrisiko von 47% (p=0,05). Im Gegensatz dazu kénnen GADA auch bei anderen
Erkrankungen gefunden werden und sind in Abwesenheit von IA-2A mit einem relativ
geringen Risiko assoziiert (18, 116).

Interessant war, dass in der vorliegenden Untersuchung die Anzahl und Kombinationen der
Inselzell-Autoantikorper, die in der Studienkohorte gefunden wurden, ahnlich waren wie bei
den Inselzell-Autoantikérper-positiven Verwandten, die in der Diabetes-Prevention-Trial-
1(DPT-1) -Studie identifiziert wurden (62), was ein Hinweis darauf ist, dass die Ergebnisse
keinem Selektionsbias unterlagen.

Wie schon in zahlreichen bisher publizierten Studien (16, 64, 73, 110, 116) konnte auch hier
ein erhdhtes Erkrankungsrisiko fir T1D bei Auftreten von mehr als einem positiven
Autoantikérper gezeigt werden: das 10-Jahres-Diabetesrisiko bei 2 positiven Antikdrpern
betrug 59%, bei drei positiven Antikérpern 69% (jeweils p<0,001). Abweichend zur Studie
von Verge et al. (110) ergab sich in den vorliegenden Daten jedoch bei Positivitat fur alle drei
Autoantikérper keine Assoziation mit einem signifikant erhdéhten Krankheitsrisiko gegentber
Personen, die nur zwei der Autoantikérper aufwiesen. Es zeigte sich hier, dass Verwandte
mit nachgewiesener Kombination aus I1A-2A  und IAA ein 100%-iges 10-
Jahreserkrankungsrisiko hatten (p<0,001), was jedoch wegen der geringen Anzahl der
Probanden (n=3) nicht Uberinterpretiert werden sollte. Bei Positivitat fir alle drei
Autoantikorper blieben somit 31% der Verwandten wahrscheinlich fir mindestens 10 Jahre

diabetesfrei (Tabelle 10). Altere Studien haben in &hnlicher Weise gezeigt, dass einige
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Familienmitglieder mit allen vier Inselzell-Autoantikdrpern (ICA, GADA, IA-2A und IAA) relativ

geschitzt vor Diabetesentwicklung sein kdnnen (43, 64).

Eine weitere wichtige Erkenntnis aus dieser Arbeit war, dass das Ausmafl der humoralen
Immunantwort - wie tUber die Messung von IgG-Subklassen und Epitopreaktivitat bestimmt -
in direktem Bezug zur Hohe des Autoantikorper-Titers stand. In einer Studie von Harrison et
al (47) wurde eine inverse Beziehung zwischen Autoantikorper-Titern und potentiell B-Zell-
destruktiver T-Zell-Antwort vorgeschlagen. Es zeigte sich in den hier gewonnenen Daten,
dass hohe IA-2A-Titer oberhalb der 25. Perzentile (10-Jahres-Diabetesrisiko 79%; p=0,002
gegenuber IA-2A-Titer unterhalb der 25.Perzentile) und hohe IAA-Titer oberhalb der 75.
Perzentile (10-Jahres-Diabetesrisiko 77%; p=0,002 gegenuber |AA-Titer unterhalb der
75.Perzentile) mit dem Risiko, an T1D zu erkranken, korrelierten. Yu et al. hatten in ihrer
Studie eine inverse Korrelation zwischen T1D-Risiko und GADA-Titer beschrieben (114). Fir
GADA-Titer fand sich in dieser Arbeit keine signifikante Assoziation. Obwohl sich bei den
untersuchten Personen mit niedrigen GADA-Titern kein erhdhtes Erkrankungsrisiko fand,
entwickelte keiner der sechs Probanden mit sehr hohen GADA-Titern (in Kategorie 4) T1D.
Somit kénnen diese Ergebnisse nicht die Hypothese belegen, dass eine starke humorale
Immunantwort gegen Autoantigene Hinweis auf eine protektive TH2-Antwort ist.

Dennoch bleibt die Bestimmung der Autoantikorper-Titer ein bedeutender Baustein in der
T1D-Risikoeinschatzung. Fur den hier nicht untersuchten ICA-Titer war friher bereits gezeigt

worden, dass er direkt mit erhdhtem Typ-1-Diabetes-Risiko korreliert (22).

Ubereinstimmend zu vorangegangenen Studien (26, 81) bestanden die Subklassen-
spezifischen Immunantworten bei allen drei untersuchten Inselzell-Autoantikdrpern GADA,
IA-2A und IAA vorwiegend aus IgG1, die zweithaufigsten Subklassen bei GADA und IA-2A
waren IgG2 und IgG4. Life-table-Analysen zeigten, dass zumindest bei GADA und |IA-2A die
IgG1-Messung keinen zusatzlichen Beitrag Uber die Bestimmung der Antikdrper hinaus zu
leisten vermag, sondern lediglich die Gesamtreaktivitat widerspiegelt. 1gG3-Subklassen
wurden nur bei Insulinautoantikdrpern in gleichem Ausmaly wie 1IgG2 und IgG4 beobachtet
und waren mit erhéhtem Erkrankungsrisiko assoziiert (p=0,04); diese Beobachtung deutet in
eine ahnliche Richtung wie die Beschreibung von Hoppu et al. (51), dass niedrige IAA-IgG3-
Antworten eine relative T1D-Protektion reprasentieren. Bei GADA und IA-2A waren IgG3 und
IgE die am seltensten nachzuweisenden Subklassen. Eine von Seissler et al. (100)
beschriebene Protektion bei Auftreten von |A-2-1I9G4 konnte hier nicht bestatigt werden, auch
keine fir IA-2-IgE wie in der finnischen DIPP-Studie beschrieben (50), wobei in letzterer
Studie anders als in dieser Arbeit nur Probanden mit dem HLA-Risikotyp DQB1 ausgewahit

wurden und das Durchschnittsalter junger war, was mdglicherweise den Unterschied
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mitbedingen koénnte. Es fanden sich insgesamt in den gezeigten Daten keine Hinweise auf
assoziierte Diabetes-Protektivitat fur irgendeine der Autoantikdrper-Subklassen. Dieses
Ergebnis deckt sich auch mit der Beobachtung der BABYDIAB-Studie (24).

Demgegentber war bei IA-2A- und IAA-positiven Verwandten das Auftreten von IgG2-, IgG3-
und/oder 1gG4-Subklassen im Cox’s proportional Hazard-Modell und in der multivariaten
Analyse mit einem signifikant héheren Diabetesrisiko assoziiert als das Auftreten keiner
dieser drei IgG-Subklassen (p=0,0001 fir IA-2A; p=0,009 fur IAA), was ahnlich auch in der
finnischen prospektiven DiMe-Studie fur IAA und IA-2A beschrieben wurde (49, 51). |IA-2A-
IgG2 war in der Cox-Regressionsanalyse der starkste Pradiktor unter allen signifikanten
Parametern fir die Entwicklung eines T1D. Da T-Zell-Reaktivitat in der vorliegenden Studie
nicht gemessen wurden, kénnen keine Aussagen Uber eine mogliche Korrelation individueller
Subklassen mit einer TH1- oder TH2-Immunantwort gemacht werden. Petersen et al (89)
beobachteten eine andere Reihenfolge der GADA-Subklassenhaufigkeit bei Patienten mit
Stiff-man-Syndrom (IgG1 > I1gG4 > 1gG2 > IgG3 >IgE > IgM > IgA) als bei erstgradig
Verwandten von Typ 1-Diabetikern mit niedrigem Erkrankungsrisiko (IgG1 > IgM > IgE >
IgG4 > 1gG3 > IgA > 1gG2 ); dies ist mdglicherweise durch die Tatsache zu erklaren, dass
das Auftreten der IgG2- und IgG4-Antworten mit héheren Antikdrper-Titern einhergeht, wie
hier gezeigt werden konnte.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der |A-2A- und IAA-Subklassen fand sich fand sich hier
keine Assoziation einer breiten GADA-Subklassen-Antwort mit dem Erkrankungsrisiko. Dies
ist konkordant mit der Arbeit von Hoppu et al. (52); eine Studie hatte diesbezulglich jedoch
auch differierende Beobachtungen gemacht, dass namlich eine breite, drei bis vier GADA-
lgG-Subklassen umfassende Immunantwort mit erhéhtem Progressionsrisiko assoziiert war
(96), so dass sicher weitere Untersuchungen nétig sind, um die Subklassenimmunantwort

genauer einordnen zu kénnen.

Autoantikérper gegen GAD richteten sich meist gegen die mittlere oder die c-terminale
Region (bei 75,8% der GADA-positiven Verwandten gegen beide gleichzeitig), was die
Ergebnisse friherer Studien bestatigt, dass die mittlere und c-terminale Region die primaren
Ziele der GAD-spezifischen Immunantwort bei T1D sind (24, 95); GAD67 und die n-terminale
Region wurden seltener erkannt. Bezliglich der GAD-Epitope fanden sich wie in einer
friheren finnischen Studie (52) keine Konstellationen, die signifikant mit erhdéhtem
Erkrankungsrisiko assoziiert waren.

Bezlglich der IA-2A-Epitope zeigte sich, dass die Pravalenz von Antikérpern gegen Epitope
in der PTP-Region von |A-2 héher war als die Pravalenz von Antikorpern gegen die JM-
Region oder diejenige von kreuzreaktiven Antikdrpern gegen die PTP-Region von 1A-2 und

IA-2@3. Fur die Verwandten mit nachgewiesener Reaktivitdt gegen multiple IA-2-Epitope

53



bestand in Ubereinstimmung mit der Arbeit von Bonifacio et al. aus dem Jahr 1998 (25) ein
signifikant erhdhtes 10-Jahres-Erkrankungsrisiko (hier 75%); ebenso fur Verwandte mit
kreuzreaktiven Antikdrpern gegen die PTP-Region von IA-2 und IA-23 (86%) (Tabelle 14).
Letztere Beobachtung deckt sich auch mit der Studie von Christie et al (34). Zwar wurde eine
Ausweitung der IA-2A-Reaktivitat auf das |1A-2B-Molekil bereits von Naserke et al. diskutiert
(80), jedoch angenommen, dass diese eher zu einem spateren Zeitpunkt des
Autoimmunprozesses auftritt. In der vorliegenden Untersuchung fanden sich kreuzreaktive
IA-2/IA-23-Antikdrper bei Personen, die einen T1D entwickelten jedoch auch bereits bis zu 7
Jahre vor Krankheitsmanifestation. Da Antikérper-Reaktivitat gegen 1A-2 fast ausschlief3lich
bei IA-2A-positiven Verwandten vorkommt, kénnte die IA-2AB-Bestimmung die Spezifitat der
Krankheitspradiktion erhdhen; diese Annahme wird auch durch die Ergebnisse der
Studie von MacLaren et al. gestltzt (73). In der BABYDIAB-Studie (80) und einer finnischen
Studie, in der jedoch Personen mit genetisch erhdhtem Risiko untersucht wurden (50), hatte
sich abweichend dazu eine starkere Assoziation zwischen dem Auftreten von IA-2-JM-

Epitopen als von kreuzreaktiven Antikérpern mit erhéhtem T1D-Erkrankungsrisiko gezeigt.

Es zeigten sich somit zusammenfassend in der univariaten Analyse folgende Parameter als

signifikant mit einem erhdhtem T1D-Risiko assoziiert: Auftreten multipler Autoantikérper
(zwei oder mehr); |A-2A-Titer oberhalb der 25.Perzentile; |AA-Titer oberhalb der
75.Perzentile; 1gG2-, 1gG3- und/oder 1gG4- Subklassen von IAA und IA-2A; Auftreten
multipler IA-2A-Epitope und Auftreten IA-23-reaktiver 1A-2A.

Nach Einschluss dieser genannten mit erhéhtem T1D-Risiko assoziierten Parameter in die

multivariate _Analyse wurde statistische Signifikanz flr das T1D-Risiko bei den

Autoantikérper-positiven Verwandten fur folgende dieser Parameter erreicht: 1A-2A-Titer
oberhalb der 25.Perzentile sowie IAA-IgG2-, 1IgG3- und/oder IgG4- Subklassen und IA-2A-
IgG2-, IgG3- und/oder IgG4-Subklassen.

In einer zusatzlich durchgeflhrten multivariaten Analyse, in die die teure und noch nicht weit
verbreitete Subklassentestung nicht eingeschlossen wurde, wurde fir das Auftreten von IA-
2A-Titern oberhalb der 25.Perzentile und I1AA-Titern oberhalb der 75.Perzentile statistische

Signifikanz erreicht.

Es stellten sich also in dieser Kohorte zusammenfassend IA-2A- und IAA-IgG-Subklassen
und IA-2A-Epitopreaktivitat als Risikomodifikatoren heraus. Trotz der starken Assoziation
anderer diabetes-assoziierter Charakteristika mit hochtitrigen Autoantikdrpern zeigte die
multivariate Analyse, dass der |A-2A-IgG-Subklassen-Status die Risikoeinschatzung

signifikant verbesserte; dabei war er dem |AA-Titer Uberlegen. Die Ursache dieses
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Phanomens ist unklar. Mdoglicherweise spiegeln diese Charakteristika spezifische
Mechanismen wider, die der Pathogenese des Typ-1-Diabetes zugrundeliegen, oder
verbessern die Genauigkeit der Messung der Autoantikdrper-Titer, welche artifiziell niedrig
erscheinen kénnten, wenn Autoantikbrper an multiple Epitope binden. Somit wird in der
vorliegenden Arbeit die Hypothese unterstutzt, dass hohe AutoantikOrper-Titer primare
Marker des Diabetesrisikos sind, und dass multiple IgG-Subklassen und IA-23-Positivitat als
bestatigende Marker hochtitriger Antworten dienen. Die gefundenen Ergebnisse bestatigen
auch die Hypothese, dass hochtitrige und gegen multiple Ziele gerichtete Autoantikérper-
Antworten eine spate oder aggressive Phase des praklinischen Typ-1-Diabetes

kennzeichnen.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurden durch das Kombinieren verschiedener
Autoantikérper-Charakteristika vier exemplarische Modelle entwickelt, die alle signifikant das
Erkrankungsrisiko bei erstgradig Verwandten von Typ 1-Diabetikern stratifizieren konnten,
aber unterschiedlich Schwerpunkte setzten. Wert gelegt wurde einerseits auf bestmdgliche
Risikodiskrimination, andererseits aber auch auf 6konomische Gesichtspunkte und die
Benutzung etablierter und standardisierter Parameter, die in sensitiven, spezifischen und
konkordanten Assays bestimmt werden kénnen.

Modell 1 beschrankte sich auf die etablierte Bestimmung der drei Autoantikdrper GADA, |A-
2A und IAA, die in vielen Labors etabliert, international standardisiert und relativ wenig
kostenintensiv ist. Dabei zeigte sich, dass mit diesen Methoden immerhin Gruppen mit einem
10-Jahres-Diabetesrisiko zwischen 25% und 69% unterschieden werden konnten.

Dank der Grole der Studienpopulation konnte ferner ein sehr effektives Modell entwickelt
werden (Modell 2), das durch die Messung von verschiedenen Autoantikérper-
Charakteristika (IA-2A-Quantifizierung und Messung der |A-2A- und |IAA-Subklassen) eine
Subgruppe von Verwandten mit einem 89%-igen Diabetesrisiko innerhalb von 5 Jahren und
einer Subgruppe von Verwandten, deren Risiko unter 10% lag, identifizieren konnte. Unter
praktischen Gesichtspunkten ist die Anwendbarkeit eines solchen Modells auf klinische
Studien natdrlich abhangig von der Méglichkeit, diese Charakteristika reproduzierbar messen
zu koénnen. Vorhergehende Studien kamen zum Ergebnis, dass zumindest die
Quantifizierung von IA-2A in den verschiedenen Laboren relativ konkordant ist (15), die
Subklassenbestimmung jedoch teurer und schwieriger zu standardisieren ist und nicht
routinemafig durchgefihrt werden kann.

Trotz grolRer Konfidenzintervalle konnten Modell 2 und das nachfolgend beschriebene Modell
3 sogar eine Gruppe von Hochrisikopersonen in dem untersuchten Kollektiv identifizieren,
die zu 100% innerhalb von 6 Jahren Follow-up-Zeit einen Diabetes entwickelte (Modell 2 und

3). Praktikabler und ohne entscheidenden Informationsverlust ist sicherlich das Modell 3 mit
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einer etwas geringeren 5-Jahres-Risikodiskrimination von 8 bis 86%, das aber allein durch
die Messung von IA-2A- und IAA-Titern ohne die Subklassenbestimmung das Diabetesrisiko
effizient stratifizieren konnte.

Ein weiteres etwas weniger effektives, aber dafir relativ einfaches Modell (Modell 4) basierte
auf der alleinigen IA-2A- und IA-28A-Testung; allein der Nachweis von |A-23-Autoantikérpern
konnte hierbei effektiv eine relativ groRe Gruppe von Probanden mit einem 10-
Jahreserkrankungsrisiko zwischen 27% und 86% identifizieren. Diese Messung ist ebenso
etabliert wie die Messung von IA-2A (4, 19, 99).

Die Modelle zur Risikostratifizierung waren dabei effizient sowohl bei den Verwandten, die
positiv flr nur einen einzigen Autoantikbrper-Marker waren, als auch bei den Verwandten,
die multiple Inselzell-Autoantikérper besalien. Moéglicherweise kdnnten in Zukunft diese
Modelle durch Einschluss weiterer Parameter noch besser zur Stratifizierung des
Diabetesrisikos beitragen. Eine Limitierung der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass die
ZnT8-Antikorper nicht untersucht wurden und somit eventuell andere spezifische Muster, die
eine Relevanz haben kdnnten, nicht gefunden werden konnten. Auch wéare eine weitere
Optimierung denkbar durch die Hinzunahme zusatzlicher metabolischer oder genetischer
Daten, die hier nicht vorlagen und so nicht bertcksichtigt werden konnten. Als weitere
maogliche Einschrankung der Aussagekraft konnte die Komplexitat der Analysen zu falsch-

positiven oder falsch-negativen Zusammenhangen gefuhrt haben.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit zusammenfassend gezeigt werden, dass die
Bestimmung zusatzlicher Inselzell-Autoantikérper-Charakteristika, namlich Autoantikérper-
Titer, -Subklassen, Epitopreaktivitat und/oder Positivitat gegen IA-23  Uber die reine
Messung der Autoantikdrper GADA, IA-2A und IAA hinaus die Stratifizierung des
Diabetesrisikos bei erstgradig Verwandten von Typ 1-Diabetikern verbessern kann, und zwar
bereits mit der Untersuchung einer einzigen Serumprobe. Wie auch in einer weiteren Studie
am gleichen Patientenkollektiv gezeigt, kann sich im Verlauf das Profil der intraindividuellen
Immunantwort verandern, so dass sicherlich jahrliche Kontrolluntersuchungen sinnvoll sind,
um das Risiko des einzelnen neu einschatzen zu kénnen (6). Diese Beobachtungen missen
noch in anderen groRen Kohorten validiert werden, haben jedoch bei Bestatigung das
Potential, das Screening und die Rekrutierung von Probanden fur klinische (Interventions-)
Studien malgeblich zu vereinfachen und zu verbessern. Um die vorgeschlagenen neuen
Modelle weiter zu evaluieren, ware es wunschenswert, wenn diese auch bei erstgradig

Verwandten von Typ 1-Diabetikern aus anderen Studienkollektiven Anwendung fanden.
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7 Zusammenfassung

Der Typ 1-Diabetes (T1D) ist eine Stoffwechselerkrankung multifaktorieller Genese, bei der
es auf der Grundlage einer genetischen Pradisposition im Lauf der Zeit durch vermutlich
zusatzliche exogene Triggerfaktoren zu einer Autoimmuninsulitis kommt, die chronisch
progredient verlauft und letztendlich zu einer Zerstérung der 3-Zellen der Langerhans’schen
Inseln des Pankreas und zu absolutem Insulinmangel flhrt. Da bereits in der pradiabetischen
Phase, die der klinischen Krankheitsmanifestation Jahre voraus gehen kann, Inselzell-
Autoimmunitdt durch die Bestimmung von Inselzell-Autoantikbrpern serologisch
nachgewiesen werden kann, ist die detaillierte Charakterisierung der individuellen
Immunantwort und die Untersuchung deren Assoziation mit dem Erkrankungsrisiko von
entscheidender Bedeutung, um Risikopersonen identifizieren und in zukinftige

Interventionsstudien einschlie3en zu konnen.

In dieser Arbeit wurde eine komplexe Analyse der humoralen Autoimmunantwort bei
erstgradig Verwandten von Typ 1-Diabetikern durchgefiihrt. In den Seren von 180 Inselzell-
Autoantikorper-positiven Personen aus der Bart’'s-Oxford- und der Miinchner Familienstudie,
die zu den weltweit groRten derartigen prospektiv untersuchten Kohorten zahlen, wurden
zum Zeitpunkt der ersten verfigbaren Antikorper-positiven Probe die Diabetes-relevanten
Autoantikorper gegen Insulin (IAA), Glutamat-Decarboxylase (GADA) und |IA-2 (IA-2A) sowie
die jeweiligen Autoantikorper-Titer, -Subklassen (lgG1-4, IgM, IgA, IgE) und -
Epitopspezifitaten bestimmt und in Hinblick auf ihren pradiktiven Wert fir die Entwicklung

eines T1D in uni- und multivariaten Analysen untersucht.

Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede im
Profil der drei Inselzell-Autoantikdrper-Spezifitaten bestehen, und dass auch deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Markern bezlglich des Auftretens bestimmter
Charakteristika und dem damit assoziierten Diabetesrisiko existieren. Ferner konnten
Autoantikérper-Profile identifiziert werden, die mit einer hohen Spezifitdt Rickschlisse auf
die Krankheitsprogression gestatten. Verwandtschaftsbeziehung zum  erkrankten
Familienmitglied, Geschlecht oder Alter zeigten keine signifikante Assoziation mit dem

Erkrankungsrisiko.

Es zeigte sich ein signifikant erhdhtes Diabetesrisiko beim Auftreten multipler Inselzell-
Autoantikorper: das 10-Jahres-Diabetesrisiko bei 2 positiven Antikdrpern betrug 59%, bei

drei positiven Antikérpern 69% (jeweils p<0,001); letzteres brachte gegentiber dem Auftreten
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von zwei Antikdrpern keine zusatzliche signifikante Steigerung des Risikos mit sich. Der
Nachweis von IA-2A war ebenfalls mit einem signifikanten Erkrankungsrisiko assoziiert (47%
in 10 Jahren; p=0,05).

Als ein weiteres Hauptergebnis wurde deutlich, dass eine Assoziation zwischen
Diabetesrisiko und einer intensiven humoralen Autoimmunantwort gegen die Antigene Insulin
und IA-2 besteht, die sowohl hohe Antikérper-Titer von IAA (oberhalb der 75.Perzentile)
und/oder IA-2A (oberhalb der 25.Perzentile) als auch das Auftreten von multiplen IgG-
Subklassen und Antikorper-Reaktivitat gegen multiple 1A-2-Epitope beinhaltet. Insbesondere
die Ausweitung der humoralen Immunantwort auf Epitopregionen, die ebenfalls auf dem IA-
2-homologen Protein 1A-2 vorkommen (lIA-2/1A-2B-kreuzreagierende Autoantikdrper) war
mit einer signifikanten Erhéhung des Diabetesrisikos verbunden; p=0,005). Fir GADA- Titer,
-Epitopspezifitdit oder —Subklassen fand sich keine zusatzliche Assoziation mit dem

Diabetesrisiko.

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden hier vier neue Pradiktionsmodelle
vorgeschlagen, die es ermdoglichten, unter AutoantikOrper-positiven Verwandten das 5-
Jahres-Diabetesrisiko signifikant von <10% bis >85% zu stratifizieren. Dabei wurde
einerseits auf bestmdgliche Risikodiskrimination Wert gelegt, andererseits aber auch auf
O0konomische Gesichtspunkte und die Benutzung etablierter und standardisierter Parameter.
In zwei der Modelle wurden dabei Personen identifiziert, die alle nach 6 Jahren einen
Diabetes entwickelten. Zwei alternative, aber einfacher durchfuhrbaren Modelle, die nur auf
der Autoantikérper-Anzahl alleine oder der Reaktivitat gegen IA-23 beruhten, erreichten auch

eine Stratifizierung des 5-Jahresrisikos zwischen 12% und 48% bzw. 11% und 63%.

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, dass die Bestimmung zusatzlicher
Inselzell-Autoantikdrper-Charakteristika, namlich Autoantikorper-Titer, -Subklassen,
Epitopreaktivitdt und/oder Positivitat gegen IA-23 die Stratifizierung des Diabetesrisikos bei
erstgradig Verwandten von Typ 1-Diabetikern verbessern kann, und zwar bereits mit der
Untersuchung einer einzigen Serumprobe. Damit wurden Ergebnisse erzielt, die flr die
Rekrutierung von Hochrisikopersonen fir Immuninterventionsstudien genutzt werden
kénnen. In Zukunft werden diese sicherlich - auch in Kombination mit hier nicht
bertcksichtigten Parametern wie genetischen Untersuchungen oder metabolischen Daten
sowie neu entdeckten Markern der Inselzellimmunitat - weiter verbessert werden kénnen und
dadurch noch besser zum Verstandnis von Pathogenese und Krankheitsprogression des

T1D beitragen.
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