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1. Einleitung

1. Einleitung

Typ 1 Diabetes ist eine chronische, progrediente, multifaktorielle Autoimmuner-
krankung, bei der es zu einer langsamen kontinuierlichen Zerstérung der insulin-
produzierenden B-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas durch kdrpereigene
Immunzellen kommt. Dies flhrt Uber einen gewissen Zeitraum hinweg zu einem
absoluten Insulinmangel im Organismus eines Erkrankten und zur Manifestation
des klinischen Bildes eines Typ 1 Diabetes.

Eine wichtige Grundlage dieser Erkrankung ist die genetische Pradisposition. Hier
wurden bislang Uber 20 Gene beschrieben, denen eine Assoziation zur Entste-
hung des Typ 1 Diabetes zugeschrieben wird. Die Vererbung ist somit polygene-
tisch (Davies 1994 / Nistico 1996 / Pugliese 1997 / Wang 2005 / Todd 2007).
Schnell aber wurde deutlich, dass die genetische Pradisposition alleine nicht aus-
reicht, die Erkrankung hervorzurufen. Dies konnte in den letzten Jahren beispiels-
weise in zahlreichen Zwillingsstudien nachgewiesen werden (Barnett 1981 / Ol-
mos 1988 / Hyttinen 2003 / Redondo 2008). Vielmehr handelt es sich bei der Ent-
stehung der Erkrankung um ein mulitfaktorielles Zusammenspiel aus endogenen,
genetischen und exogenen Umwelteinflissen. Immer mehr in den Fokus der Wis-
senschaft geraten hierbei auch Einflisse noch wahrend der Schwangerschaft so-
wie postnatale und friihkindliche Faktoren (Schmid 2004a / Bonifacio 2008).

In vielen Untersuchungen wurde die Rolle verschiedener Umweltfaktoren in Bezug
auf die Entstehung des Typ 1 Diabetes diskutiert. Hier wurden unter anderem ver-
schiedene Erndhrungsfaktoren, Virusinfektionen, Impfungen und soziokulturelle
Aspekte als mogliche Ausléser aufgefiihrt (Hummel 2000 / Norris 2003 / Honey-
man 2005 / Lammi 2005 / Virtanen 2006 / Hummel 2007c / Rosenbauer 2007b).
Im Zuge der Entstehung des Typ 1 Diabetes ist lange bekannt, dass im Laufe der
Zerstérung der B-Zellen verschiedenartige Autoantikérper gegen antigene Struktu-
ren der B-Zellen des Pankreas im Serum der betroffenen Personen nachweisbar
sind.

Antikdrper sind Immunglobuline (lg), die je nach GréBe und Molekulstruktur in flnf
Klassen eingeteilt sind: IgG, IgM, IgA, IgD und IgE. Den gréBten Anteil der Im-
munglobuline im Blut nimmt IgG ein. Nach einem Antigenkontakt lasst sich IgM in
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der Regel zuerst im Blut nachweisen (Edelmann 1973 / Porter 1973 / Milstein
1986 / Stryer 2007). So wird davon ausgegangen, dass IgM den ersten Kontakt
mit dem jeweiligen Antigen und somit den Beginn einer neuen Immunreaktion
markiert. Spezifische Autoantikdrper, die im Vorfeld einer Diabetes-Manifestation
nachgewiesen werden kénnen, sind unter anderen Antikérper gegen das Hormon
(Pro)Insulin, gegen das Enzym Glutamat-Decarboxylase (GAD65), gegen Tyro-
sinphosphatase-homologes Protein (IA-2) und gegen den Zink-Transporter 8
(ZnT8), wobei Autoantikdrper gegen Insulin im Kindesalter meist die ersten sind,
welche detektiert werden (Ziegler 1999 / Atkinson und Eisenbarth 2001 / Bingley
2001 / Wenzlau 2007). Autoantikérpern wird in den verschiedenen Konstellationen
und abhangig von der Hohe ihrer Titerwerte eine enorme pradiktive Bedeutung in
Bezug auf eine mégliche Manifestation des Typ 1 Diabetes zugeschrieben (Roll
und Ziegler 1997 / Achenbach 2004a / Bonifacio 2004). Gleichzeitig sind sie auch
beweisend flr ein immunologisches Geschehen rund um die Zellzerstérung in der
Bauchspeicheldrise. Es handelt sich hierbei um eine so genannte Insulitis, bei der
es zum Einstrémen von verschiedenen Zellen des Immunsystems in das Pankreas
kommt (Hanninen 1992 / Liblau 1995).

In der vorliegenden Arbeit sollen folgende Fragen behandelt werden:
e Kobnnen bei Kindern, die mit Typ 1 Diabetes assoziierte Autoantikdrper ge-
gen Insulin, GAD und IA-2 aufweisen, auch IgM gegen diese Strukturen de-

tektiert werden?

¢ In welchem klinischen Stadium der Entwicklung eines Typ 1 Diabetes treten
IgM-Autoantikérper auf?

e Gibt es eine initiale Reifung von mit Typ 1 Diabetes assoziierten Autoanti-
kérpern Uber eine Vorstufe IgM zu den reifen IgG?
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren etabliert, um IgM-Autoantikérper zu
detektieren und hiermit festzustellen und auszuwerten, wann diese Antikdrper im
Verlauf auftreten und ob diese den Beginn einer neuen Entwicklung beziehungs-
weise den Ausgangspunkt des mit Typ 1 Diabetes assoziierten Autoimmunpro-
zesses markieren. In der vorliegenden Arbeit wurden Blutproben verwendet, die
im Rahmen der BABYDIAT-Studie von Frau Prof. Dr. Ziegler gesammelt und rou-
tinemaBig von Geburt an auf das Vorhandensein von Diabetes-assoziierten IgG-
Autoantikdrpern getestet wurden. In den Jahren 2000 bis 2006 wurden hierfar
Kinder, die sowohl einen an Typ 1 Diabetes erkrankten Verwandten ersten Grades
hatten und zusatzlich eine HLA-Risikokonstellation aufwiesen, im Abstand von drei
Monaten untersucht und Uberwacht. Flr diese Arbeit wurden Blutproben von ins-
gesamt 40 Kindern ausgewahlt, die bereits mindestens einen positiven IgG-
Autoantikbrper aufwiesen. Mit Hilfe eines quantitativen Radioliganden-
Bindungsassays (RBA) wurden im Rahmen dieser Arbeit die vorhandenen Seren
der ausgewahlten Kinder auf IgM- und 1gG-Autoantikérper gegen Insulin, GAD und
IA-2 getestet, um festzustellen, wann im Zeitverlauf der gesammelten Blutproben
IgM-Autoantikdper auftreten. Ein entsprechender IgM-spezifischer Assay wurde
fir diese Messungen etabliert. Zusatzlich wurden die Blutproben auf die Eptiop-
Spezifitadten von GAD COOH, NH2, GAD67, NASTU und von IA-2A PTP, B-PTP
und JM untersucht, um festzustellen, ob das Auftreten von IgM-GADA bezie-
hungsweise von IgM-IA-2A in Zusammenhang mit dem Auftreten neuer Epitope
steht.

Insgesamt soll die Arbeit zu einem besseren Verstandnis der Pathogenese des
Typ 1 Diabetes beitragen und die immunologischen Mechanismen, die im Vorfeld
der Manifestation im Organismus stattfinden, detaillierter beschreiben, um eventu-
ell in Zukunft schon vor dem Einsetzen eines immunologisch-destruktiven Prozes-
ses und somit vor einer mdglichen Erkrankung therapeutisch intervenieren zu

kdénnen.



2. Grundlagen

2. Grundlagen
2.1. Epidemiologie

Weltweit sind Uber 371 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt (IDF
2012). Der Typ 1 Diabetes macht ca. 5 bis 10 % aller Diabetesfalle aus (Atkinson
2004 / American Diabetes Association 2008). Die Inzidenz in Deutschland liegt
momentan bei etwa 14 / 100 000 pro Jahr. Die Daten sprechen fir einen jahrli-
chen Anstieg der Inzidenz um etwa 3 bis 5 % (Tuomilehto 1999 / Grenn und Pat-
terson 2001; 2006b / Ehehalt 2006). Die héchsten Inzidenzen finden sich auf Sar-
dinien (38,8/100000 pro Jahr) und in Finnland (>40,9/100000 pro Jahr) (Casu
2004). Abzugrenzen ist der Typ 1 Diabetes vom weitaus haufigeren Typ 2 Diabe-
tes, der in ca. 90% der Félle vorliegt und eigentlich bekannt ist als so genannter
JAltersdiabetes®, aber mittlerweile auch bei Kindern und Jugendlichen zunimmt
(Fagot-Campagna 2000 / Lammi 2007 / SEARCH 2004). Der Typ 1 Diabetes wird
weiter unterteilt in den dominierenden Typ 1A, der auf Autoimmunprozesse zu-
rickzuflhren ist, den selteneren Typ 1B (idiopathisch) und den latenten Autoim-
mundiabetes des Erwachsenen (LADA) (Atkinson 2004 / ADA 2008). Die Ein-
schatzung, ob ein Typ 1 oder ein Typ 2 vorliegt, erfolgt nach klinischen Sympto-
men, der Labordiagnostik und der jeweiligen Familienanamnese. Das Vorhanden-
sein von Autoantikérpern ist der Nachweis fir einen Typ 1 Diabetes (Kébberling
und Tillil 1991 / Berger 1992 / Eggstein und Luft 1994 / Martin 1996). Diabetes ist
die haufigste Stoffwechselerkrankung im Kindesalter (Gardner 1997 / Karvonen
2000) und die Inzidenz der Erkrankung bei Kindern unter 15 Jahren steigt kontinu-
ierlich an (Patterson 2009). Die Inzidenzrate ist am héchsten bei den 10- bis 14-
Jahrigen (Dabelea 2007), wobei weltweit ein Anstieg der Neuerkrankungsraten vor
allem bei jungen Kindern unter 4 Jahren beobachtet wird (Patterson 2009). Patter-
son et al. haben von 1989 bis 2003 in 17 europaischen Landern fast 30 000 neue
Typ 1 Diabetes-Félle registriert und Uberwacht und daraus einen Trend fir die
Jahre 2005 bis 2020 erstellt, um eine Vorhersage Uber die zuklnftige Inzidenz in
Europa treffen zu kénnen. Die jahrliche Inzidenz steigt je nach geographischer

Lage und ethnischen Faktoren zwischen 0,6% und 9,3%, wobei der Anstieg in der
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Gruppe der unter 4-Jahrigen durchschnittlich am starksten ausgepragt ist (Patter-
son 2009). Auch Gyurus et al. bestatigten dies mit ihrer Studie. Sie registrierten im
Zeitraum von 1989 bis 2009 alle neu aufgetretenen Typ 1 Diabetes-Falle bei Kin-
dern unter 14 Jahren in Ungarn (Gyurus 2011). Patterson et al. prognostizierten
zudem, dass es, falls sich der Trend weiter fortsetzt, im Zeitraum zwischen 2005
und 2020 zu einer Verdopplung der Inzidenz an Typ 1 Diabetes erkrankter Kinder
unter 15 Jahren kommen wird (Patterson 2009).
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2.2. Genetik

Schon seit einiger Zeit ist bekannt, dass sowohl eine genetische Pradisposition,
als auch von auBen einwirkende Umweltfaktoren die Entstehung eines Typ 1 Dia-
betes beglnstigen, beziehungsweise maoglicherweise ausldésen (Davies 1994 /
Leslie 1994). Die Pathogenese des Typ 1 Diabetes unterliegt somit einem kom-
plexen Zusammenspiel aus Vererbung, Umweltfaktoren und Lebensumstanden.
Dies zeigt sich besonders an der familidren Haufung des Auftretens der Erkran-
kung. Im Rahmen der BABYDIAB-Studie konnte gezeigt werden, dass sich das
Risiko, an Typ 1 Diabetes zu erkranken, signifikant erh6ht, wenn die Eltern und /
oder Geschwister bereits erkrankt sind (Bonifacio 2004). Ferner zeigte sich in an-
deren Untersuchungen, dass Kinder von Vatern, die an Typ 1 Diabetes erkrankt
sind, ein héheres Risiko aufweisen, als Kinder diabetischer Mutter (Warram 1984 /
Ziegler 1999). Bei der Vererbung des Typ 1 Diabetes handelt es sich um eine po-
lygene, genetische Pradisposition, wobei die groBte Bedeutung nach bisherigem
Stand der Wissenschaft dem MHC (major histocompatibility complex) zukommt.
Der MHC tragt die genetische Information fir HLA-Klasse-1-Molekiile (HLA-A, -B,
-C), sowie auch fur HLA-Klasse-2-Molekile (HLA-DR, -DQ, -DP), die nur auf den
immunkompetenten Zellen des Kérpers (Makrophagen, B-Lymphozyten, aktivierte
T-Lymphozyten, Langerhanszellen der Epidermis und Endothelzellen) exprimiert
werden.

Am bedeutendsten flr die Diabetesentstehung sind die humanen Leukozytenanti-
gene der Klasse-2-Moleklle HLA-DQ und HLA-DR auf dem Chromosom 6p21.3
(IDDM1). Es sind jedoch mittlerweile Gber 20 weitere Genloki bekannt, denen eine
Assoziation mit der Entstehung von Typ 1 Diabetes zugeschrieben wird. Hierzu
zahlen unter anderen der IDDM2 Locus auf Chromosom 11p15 (INS Insulinpoly-
morphismus), der IDDM12 Locus auf Chromosom 2g33 (CTLA-4 Gen-
zytotoxisches T-Lymphozytenantigen), PTPN2 auf Chromosom 18p11, CD226 auf
Chromosom 18922, CD25 auf Chromosom 10p15, IFIH1 (MDA5) auf Chromosom
2924, PTPN22 auf Chromosom 1p13 und ferner weitere Gene auf den Chromo-
somen 7q31, 5p13, 12924, 16p13 und 2013 (Davies 1994 / Nistico 1996 / Puglie-
se 1997 / Wang 2005 / Todd 2007). Etwa bei 50% der Erkrankten, die einen Typ 1
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Diabetes in der Kindheit entwickeln, und bei 20 bis 30 % aller Erkrankten wurde
der Genotyp HLA DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*02/DRB1*04-DQA1*0301-
DQB1*0302 (DR3/4) nachgewiesen (Rewers 1996 / Walter 2003). Auch die fol-
genden HLA-Haplotypen sind mit einem erhdhten Risiko assoziiert: DQB1*0201,
DRB1*0401, DQA1*0501, DQB1*0302, DQA1*0301 und DRB1*0301 (Cerna
2008).

Erstaunlich hierbei ist auch, dass es fur Kinder mit einem an Typ 1 Diabetes er-
krankten Verwandten ersten Grades einen erheblichen Unterschied in der Prog-
nose gibt, je nachdem, ob sie den HLA-Risikogenotyp aufweisen oder nicht. Das
Risiko, innerhalb der ersten funf Lebensjahre zu erkranken, liegt bei Kindern mit
Risikogenotyp bei etwa 20%, wahrend es sich bei den anderen Kindern nur auf
etwa 3% belauft (Ziegler 1999 / Walter 2003).

Im Gegensatz dazu konnte aber auch festgestellt werden, dass beispielsweise der
Genotyp DRB1*1601-DQA1*01/DQB1*0602 einen protektiven Effekt im Hinblick
auf die Entstehung eines Typ 1 Diabetes hat und somit einer méglichen Erkran-
kung entgegenwirkt (Kockum 1993 / Eisenbarth 2007).
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2.3. Umweltfaktoren

Schon seit einiger Zeit steht fest, dass es sich bei der Entstehung des Typ 1 Dia-
betes um ein multifaktorielles Geschehen handelt und die genetische Pradispositi-
on allein nicht ausreicht, die Erkrankung hervorzurufen. Wie sich in den letzten
Jahrzehnten in vielen Studien mit eineiigen Zwillingen herausstellte, flhrt eine ge-
netische Veranlagung zwar wahrscheinlich, aber nicht zwangslaufig zum Ausbruch
der Krankheit. Die Konkordanz liegt hier bei etwa 45 bis 60 % (Barnett 1981 / Cas-
tano und Eisenbarth 1990 / Hyttinen 2003 / Redondo 2008). Ferner wurden auch
geographische und jahreszeitliche Unterschiede der Diabetesinzidenz als Beweis
daflr angesehen, dass eine Vielzahl von Umweltfaktoren in der Pathogenese der
Erkrankung eine Rolle zu spielen scheinen (Karvonen 2000 / Neu 2001b / Lammi
2008 / Ostman 2008). In den letzten Jahren wurde in verschiedenen Studien be-
gonnen, sowohl die Einflisse wahrend der Schwangerschaft, als auch periportale,
postnatale und friihkindliche Faktoren zu untersuchen, da sich gezeigt hatte, dass
es bei Kindern, die einen Typ 1 Diabetes entwickeln, schon in den ersten Lebens-
jahren zur Bildung von Inselautoimmunitat kommt (Ziegler 1999 / Barker 2004 /
Hummel 2004).

Schon seit langerem wird auch diskutiert, inwiefern verschiedene Nahrungsbe-
standteile eine Rolle in der Entstehung des Typ 1 Diabetes spielen. Hierzu zahlen
vor allem die frihkindliche Exposition von Kuhmilch, Gluten und Getreide und die
Dauer der Stillzeit. Ergebnisse hierzu sind allerdings kontrovers und flhrten noch
nicht zu eindeutigen Ergebnissen (Virtanen 1991 / Norris 1996 / Hummel 2000 /
Norris 2003 / Ziegler 2003 / Sipetic 2005 / Virtanen 2006 / Hummel 2007¢). Wich-
tig in diesem Zusammenhang sind auch die am Institut fir Diabetesforschung
1989 begonnene BABYDIAB-Studie, die sich mit dem Auftreten von Inselautoim-
munitat im Zusammenhang mit der Einfihrung von gluten- bzw. getreidehaltigen
Nahrungsmitteln bei Kindern beschaftigt und die im Rahmen dieser Arbeit genutz-
te, darauf aufbauende Interventionsstudie BABYDIAT. Im Rahmen dieser Studie
wird versucht herauszufinden, ob durch eine verzégerte Einfihrung von Gluten zur

Nahrung von Sauglingen, die ein erhbhtes genetisches Risiko aufweisen, an Typ 1
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Diabetes zu erkranken, das Risiko, eine Inselautoimmunitat zu entwickeln verrin-
gert werden kann.

Im Gegensatz dazu werden auch einige Nahrungsfaktoren untersucht, die einen
protektiven Effekt auf die Entstehung eines Typ 1 Diabetes haben sollen. Hierun-
ter zahlt man beispielsweise die aktive Form des Vitamin D und Omega-3-
Fettsduren aus Fischél. Hypponen et al. stellten 2001 fest, dass es bei einer tagli-
chen Zugabe von Vitamin D zur Nahrung von Kleinkindern zu einer signifikanten
Verringerung des Diabetesrisikos kommt (Hypponen 2001). Weiterhin stehen frih-
kindliche Impfungen und Virusinfektionen im Verdacht, einen Zusammenhang mit
der Erkrankung Typ 1 Diabetes aufzuweisen. Gegenstand der Forschung waren
unter anderen folgende Viren: Epstein-Barr-Viren, Varizella-Zoster-Viren,
Mumpsviren, Retroviren, Rotaviren, Rételnviren, Coxsackie A und B und auch Cy-
tomegaloviren (Hyoty und Taylor 2002 / Honeyman 2005 / Lammi 2005). Auch hier
liegen jedoch bislang keine richtungsweisenden Ergebnisse vor. Ebenso konnte
fir Impfungen in zahlreichen Studien kein Nachweis eines kausalen Zusammen-
hangs mit dem Auftreten von Inselautoantikbrpern beziehungsweise der Manifes-
tation eines Typ 1 Diabetes erbracht werden (Blom 1991 / Jefferson und Demicheli
1998 / Karvonen 1999 / Hummel 2000 / DeStefano 2001 / Hviid 2004 / Rosenbau-
er 2007b).

Es wird sehr interessant sein zu sehen, ob die 2004 weltweit angelaufene Studie
TEDDY (The Environmental Determinants of Diabetes in the Young) signifikante
Hinweise auf pathogene bzw. protektive Umweltfaktoren liefern kann. TEDDY ist
die groBte Typ 1 Diabetes-Studie weltweit mit finf Zentren in den USA und zahl-
reichen in Europa, die zum Ziel hat, Kinder mit einem erhdhten genetischen Risiko
von Geburt an prospektiv und engmaschig Gber 23 Jahre hinweg zu untersuchen.
Mit diesen Daten soll noch genauer evaluiert werden, inwieweit welcher Umwelt-
faktor den Entstehungsprozess der Erkrankung beglnstigt, beschleunigt oder
womdglich auch verhindert (Teddy Study Group 2008).
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2.4. Krankheitsmanifestation und Krankheitsverlauf

Typ 1 Diabetes ist eine chronische Erkrankung mit bis heute nicht genau geklarter
Pathogenese. Der Autoimmunprozess, welcher zur Manifestation der Erkrankung
fuhrt, ist gekennzeichnet durch eine selektive Zerstérung der B-Zellen der Langer-
hans-Inseln der menschlichen Bauchspeicheldrise. Im gesunden Organismus
produzieren diese Zellen das Hormon Insulin und geben dies ins Blut ab, abhangig
von der jeweiligen Stoffwechselsituation und der Nahrungsaufnahme. Insulin fiihrt
ins Blut freigegeben dazu, die Uber die Nahrung aufgenommene Glucose in die
Zellen des Koérpers zu schleusen, um dort energetisch genutzt zu werden. Dies
bewirkt Insulin Uber die Aktivierung des GLUT-4 Glucose-Transporters, der be-
sonders auf Zellen lokalisiert ist, die einen hohen Energieverbrauch vorweisen,
wie beispielsweise Muskel- oder Fettzellen.

Fehlt dieses Hormon, verbleibt die Glucose im Blut des Organismus und kann vom
Kérper nicht mehr als Energiequelle genutzt werden. Folglich werden im Kérper
verschiedene Mechanismen angestoBBen, Energie auf anderem Wege bereitzustel-
len. Da die Erkrankung den gesamten Stoffwechsel in Mitleidenschaft zieht, gibt
es zahlreiche mdgliche Akutkomplikationen, die durch sie bedingt auftreten kon-
nen. Der akute absolute Insulinmangel fhrt zunéchst zu einer Hyperglykdmie und
zu einer Unterversorgung der Zellen mit Energie. Durch eine dadurch angestoBe-
ne gesteigerte Glykogenolyse und Glukoneogenese aus ketoplastischen Amino-
sauren fallt vermehrt Acetyl-CoA an, welches nicht abgebaut werden kann und so
zur Ketose fihrt (Berger 1992 / Kraft und Reusch 1990 / WHO 1999). Akut kann
es zu einer Ketoazidose mit charakteristischer Kussmaulatmung kommen. Ferner
kann es beim mit Insulin behandelten Diabetiker zu einer Unterzuckerung, einer so
genannten Hypoglykdmie kommen. Hierbei wird das Gehirn mit zu wenig Energie
versorgt, was bei haufigerem Auftreten Langzeitschaden im zentralen Nervensys-
tem zur Folge haben kann. Nicht nur die akut auftretenden Komplikationen des
Typ 1 Diabetes machen diese Erkrankung zu einer den Betroffenen einschran-
kenden Behinderung, sondern vor allem die multiplen Langzeitschaden flihren zu
einer Reduzierung der Lebensqualitat und der Lebenserwartung der erkrankten

Personen. Dabei steht das Auftreten von Spatfolgen in direktem Zusammenhang
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mit der Langzeit-Einstellung des Blutzuckerspiegels (Le Devehat 1997). Aufgrund
des nur unzureichend eingestellten Stoffwechselmilieus eines Diabetikers kommt
es im Laufe der Jahre sowohl zu mikroangiopathischen, als auch zu makroangio-
pathischen und zudem neuropathischen Veranderungen. Defekte der kleineren
und mittleren Gefasse der Glomeruli der Niere (diabetische Nephropathie) und der
Retina des Auges (diabetische Retinopathie) kénnen auftreten. Die haufiger auf-
tretende Arteriosklerose flhrt bei Diabetikern vermehrt zu Myokardinfarkten und
Apoplex-Ereignissen. Die unter dem Begriff diabetische Polyneuropathie zusam-
mengefassten neurologischen Spéatfolgen umfassen eine Vielzahl neurologischer
Ausfallerscheinungen und degenerativer Veranderungen im Nervensystem. Cha-
rakteristisch fiir die Spatschaden des Diabetes ist der so genannte ,Diabetische
Fuss®. Dieser beschreibt eine Kombination aus peripherer Neuropathie und peri-
pherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) und wird zudem getriggert durch
eine schlechtere Wundheilung und eine héhere Infektanfalligkeit bei diabetischer
Stoffwechsellage. Es ist heutzutage jedoch méglich, durch die standige Verbesse-
rung der Moglichkeiten der intensivierten Insulintherapie, die Stoffwechsellage ei-
nes Diabetikers relativ stabil im Normbereich zu halten. Dadurch kénnen die Spat-
folgen hinausgezdgert beziehungsweise sogar verhindert werden und Akutkompli-
kationen, wie die Hypoglykéamie, treten durch die flexible Mahlzeitengestaltung und
die daran angepasste Zufuhr von Insulin seltener auf als noch vor ein paar Jahren.
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2.5. Immunologie

Der Typ 1 Diabetes ist gekennzeichnet durch eine durch Autoimmunitat verursach-
te Destruktion der insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas. Diese Destrukti-
on kann sich Uber einen langen Zeitraum hinziehen und verlauft klinisch asymp-
tomatisch. Es wird davon ausgegangen, dass es auf dem Boden einer geneti-
schen Pradisposition, getriggert durch verschiedene Umweltfaktoren, zu einer
Fehlsteuerung der Immunregulation kommt, die schlieBlich die autoimmune Reak-
tion hervorruft (Fiichtenbusch 1995).

Nach wie vor ist die Pathogenese des Typ 1 Diabetes jedoch nicht vollstandig ge-
klart. Umso wichtiger ist es, den Ablauf der Autoimmunreaktion im Kérper noch
genauer zu erforschen, um in Zukunft eventuell eine Intervention noch vor der
Manifestation der Erkrankung zu ermdglichen. Man geht davon aus, dass es sich
um einen Entzindungsprozess handelt, in den verschiedene Zellen des Immun-
systems involviert sind, hierunter beispielsweise CD4+- und CD8+-T-Zellen und
Makrophagen (Tisch 1996 / Knip 2005 / Gillespie 2006).

Es ist bekannt, dass vor der Manifestation der Erkrankung eine préklinische Phase
auftritt, in der es zu einem langsamen immunologisch bedingten Zerstérungspro-
zess der B-Zellen kommt. Erst wenn Gber 80% der funktionellen B-Zellen zerstort
sind, kommt es zu einem absoluten Insulinmangel im Korper eines Betroffenen
und zu den charakteristischen Symptomen bei Erstmanifestation des Typ 1 Diabe-
tes (Robles 2001 /Achenbach 2007).

2.5.1. T-Lymphozyten und Typ 1 Diabetes

Bei Erstmanifestation zeigen sich im Pankreas der betroffenen Personen eine In-
filtration mit Makrophagen, T-Lymphozyten und B-Lymphozyten und ein chroni-
sches Entziindungsgeschehen, was als Insulitis bezeichnet wird (Gepts 1981 /
Hanninen 1992 / Liblau 1995). Es wird angenommen, dass T-Zellen der Dreh- und
Angelpunkt des immunologischen Geschehens sind. Vor allem den CD4+-Zellen,
die auch als Effektorzellen bezeichnet werden, kommt eine maBgebliche Rolle bei

der Destruktion der pankreatischen Inseln zu (Haskins 1990 / O'Reilly 1991 /
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Thivolet 1991). Seit langerer Zeit bekannt sind die zwei folgenden Unterformen der
CD4+-Zellen: Th1- und die Th2-Zellen. Wahrend erstgenannte unter anderem das
proinflammatorische Interferon-Gamma (IFN-y) und Interleukin 2 (IL-2) ausschit-
ten, sezernieren die Th2-Zellen Interleukin 4 (IL-4) und 10 (IL-10) (Mosmann 1986
/ Abbas 1996). Die beiden Zelltypen fungieren in der Immunabwehr als Gegen-
spieler, wobei den Th1 Zellen eine eher destruktive und den Th2-Zellen eine pro-
tektive Komponente bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes zugerechnet wird
(Scott 1993 / Paul und Seder 1994 / Tisch 1996 / Rabinovitch und Suarez-Pinzon
2007). Es wird davon ausgegangen, dass vor allem ein Ungleichgewicht zwischen
Th1- und Th2-Zellen mit einem Uberwiegen der Th1-Zellen den Autoimmunpro-
zess um die Zerstérung der B-Zellen triggert (Wicker 1986 / Eisenbarth 1996 /
Haskins 1996 / Schuppan 2000).

2.5.2. B-Lymphozyten und Typ 1 Diabetes

B-Lymphozyten wirken im Gegensatz zu T-Lymphozyten nicht selbst zytotoxisch,
sondern ihnen wird im Rahmen des Immunprozesses eine regulatorische und im-
munmodulierende Rolle zugeschrieben. Hierbei wirken sie zusammen mit anderen
Zellen als Antigenprasentierende Zellen und steuern somit die Aktivierung der T-
Lymphozyten (Simitsek 1995). In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass
spontan-autoimmundiabetische non-obese diabetic (NOD)-Mause, denen das B-
Zellrepertoire entzogen wird, weniger Insulitis und eine deutlich niedrigere Diabe-
tes-Inzidenz aufweisen, woraus man schlieBen kénnte, dass B-Zellen und die von
diesen produzierten Antikdrper eine entscheidende Rolle in der Entstehung von
Autoimmundiabetes spielen (Forsgren 1991 / Serreze 1996 / Noorchashm 1997 /
Silveira 2002). Auch die Aktivierung zur Differenzierung der CD4+-Zellen in die
Subklassen Th1 und Th2 erfolgt unter anderem durch Zytokine, die von B-Zellen
sezerniert werden. Hier ware zum Beispiel Interleukin 12 (IL-12) anzufGhren, wel-
ches die Aktivierung zu Th1-Zellen vorantreibt (Scott 1993).
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2.5.3. Antikorper und Autoantikorper beim Typ 1 Diabetes

Immunglobuline sitzen als I6sliche Rezeptoren auf der Zelloberflache von B-
Lymphozyten. Es gibt die Immunglobuline 1gG, IgM, IgD, IgA und IgE, die sich
durch ihre Anzahl konstanter Domanen, durch die Position und Anzahl der Disul-
fidoricken, Anzahl und Lage der Kohlenhydrat-Seitenketten und dem Vorhanden-
sein einer Gelenkregion unterscheiden. IgG ist der haufigste und wichtigste Anti-
kérper im Blut. IgA findet sich vor allem in Sekreten wie Speichel, Tranen und
Bronchialflissigkeit. IgE ist verantwortlich fir allergische Reaktionen und die Ab-
wehr vor Parasiten. Die Funktion von IgD ist bislang nur unzureichend geklart.

IgM tritt als Pentamer, also zusammengesetzt aus finf Monomeren auf und ist
daher die gréBte der unterschiedlichen Immunglobulinformen. Die IgM-Form ist die
Isoform, in der ein Antikbrper meistens als erstes sezerniert wird. Er hat auf Grund
seiner pentameren Struktur sehr viele Bindungsstellen fur Antigene und auch fir
C1q und aktiviert so stark das Komplementsystem (Edelmann 1973 / Porter 1973 /
Milstein 1986 / Janeway 2009).

Schon sehr friih wurde herausgefunden, dass peripheres Blut von an Typ 1 Diabe-
tes erkrankten Patienten IgG-Antikdrper gegen kérpereigene Strukturen des Pan-
kreas enthalt (Botazzo 1974). Im Rahmen der Autoimmunreaktion werden gegen
spezifische Zellstrukturen und Substanzen der B-Zelle der Langerhans-Inseln Au-
toantikdrper gebildet, die somit das Ausmaf der Zellschadigung anzeigen (Achen-
bach 2004). Die verschiedenen Autoantikérper sind oft schon Jahre vor der eigent-
lichen Diabetes-Manifestation im Blut nachweisbar und kénnen somit als natrli-
che Marker fur eine eventuell spater auftretende Erkrankung angesehen werden
(Leslie 1999 / Bonifacio 2004). Deshalb hat sich die kombinierte Autoantikérper-
bestimmung in den letzten Jahren als Methode der Wahl erwiesen, eine individuel-
le Risikoabschéatzung fur Typ 1 Diabetes bei Verwandten von erkrankten Personen
zu treffen.

Die bedeutendsten Autoantikdrper sind die gegen das endogene Hormon Insulin
(IAA), gegen das Enzym Glutamat-Decarboxylase (GADA) und gegen das Thyro-
sinphosphatase-homologe Protein 1A-2 (IA-2A) gerichtet (Baekkeskov 1989 / Lan
1996 / Achenbach 2004). Urspringlich sprach man auch von Inselzell-Antigenen
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(ICA) im Allgemeinen. Diese Bezeichnung umfasst mehrere verschiedene Antige-
ne. Erst vor wenigen Jahren wurden Autoantikdrper gegen den Zinktransporter
ZnT8 zusatzlich als Typ 1 Diabetes assoziiert nachgewiesen (Wenzlau 2007).
Letztgenannter wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht berlcksichtigt.
Meist sind IAA im Kindesalter die ersten Autoantikérper, die sich im Serum detek-
tieren lassen (Karjalainen 1989 / Ziegler 1993 / Ziegler 1999 / Yu 2000). Sie wur-
den erstmals von Palmer et al. 1983 beschrieben und sind bis heute unerlasslich
in der Pradiktion des Typ 1 Diabetes (Palmer 1983). Bei IAA handelt es sich um
Autoantikérper gegen das einzige B-Zell-spezifische Antigen des Typ 1 Diabetes.
Sie richten sich gegen das koérpereigene Insulin, noch bevor es zu einer exogenen
Insulintherapie kommt, und sind je nach Alter der Person bei Erstmanifestation bei
16 bis 69% der Patienten nachweisbar (Wilkin 1990).

GADA richten sich gegen ein Inselzell-Protein mit einem Molekulargewicht von
meist 65kD, es gibt jedoch auch eine Variante des Proteins mit 67kD. Dieses Pro-
tein wurde von Baekkeskov et al. 1982 als GABA-synthetisierendes Enzym Glu-
taminsaure-Decarboxylase (GAD) identifiziert (Baekkeskov 1982). Das Enzym
GAD setzt Glutamat zu GABA um, einem Neurotransmitter sowohl im zentralen
als auch im peripheren Nervensystem (Baekkeskov 1990). GADA persistieren am
langsten und sind auch noch oft im Erwachsenenalter nachweisbar (Atkinson 1993
/ Decochez 2000). GADA sind allerdings nicht sehr spezifisch fir den Typ 1 Diabe-
tes, da sie auch bei etwa 70% der Patienten, die an der seltenen neurologischen
Erkrankung Stiff-man-Syndrom leiden und bei am Polyendokrinen Syndrom Er-
krankten auftreten (Lohmann 2000). GADA kommen auBerdem in Epithelzellen
des Eileiters und in Spermienvorstufen vor (Ellis und Atkinson 1996).

Um die Spezifitat von GADA fir die pradiabetische Diagnostik zu erhéhen, wurden
in den letzten Jahren einzelne Epitope in der Aminosauresequenz des Molekils
genauer untersucht. Es wurde versucht festzustellen, welche Regionen wie das
Risiko fur Typ 1 Diabetes beeinflussen kénnen. Im Fokus der Wissenschaft lagen
hierbei die beiden terminalen Bereiche des Moleklls COOH-GAD und NH2-GAD,
sowie die Isoform GAD67 und das Epitop NASTU (Daw 1995 / Bonifacio 2000).
Sehr spezifisch fir den Typ 1 Diabetes hingegen sind IA-2A (Bonifacio 1998a). Es
handelt sich um Antikérper gegen das Thyrosinphosphatase-homologe Protein |A-
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2 (IA-2A). Auch diese Autoantikérper werden bei etwa 60% der Patienten mit neu
aufgetretenem Diabetes gefunden (Bonifacio 1998). Auch bei IA-2A wurden
Epitop-Spezifitdten gefunden, indem verschiedene Molekilbereiche bezliglich ei-
ner Typ 1 Diabetes-Assoziation untersucht worden sind. Antikdrper-Reaktivitat
zeigte sich gegen die folgenden Molekllabschnitte: gegen die beiden homologen
PTP-Abschnitte der Proteine IA-2 und IA-2B und gegen die juxtamembranéare Re-
gion des IA-2 Proteins (Lan 1994 / Lampasona 1996). Bei Personen, die zusatz-
lich zu anderen Autoantikdrpern IA-2A aufweisen, deutet dies auf einen progressi-
ven Verlauf der Autoimmunitat hin, was zu einer schnellen Destruktion fihrt und
somit auf ein rapides Auftreten der Erkrankung schlieBen lasst (Christie 1994 /
Ziegler 2010).

Das Risiko, an Typ 1 Diabetes zu erkranken, kann variieren, je nachdem, welcher
Autoantikdrper detektiert wird bzw. wie viele der Autoantikdrper vorhanden sind
(Achenbach 2004 / Achenbach 2006 / Achenbach 2009). Entscheidend ist, dass
das Risiko umso héher ist, je mehr verschiedene Autoantikérper eine Person auf-
weist und je héher die gemessenen Titer sind. Wahrend ein Insel-Autoantikbrper
das Risiko nur minimal erhéht und die meisten Personen mit nur einem Autoanti-
kérper nie an Typ 1 Diabetes erkranken, steigt es bei zwei vorhandenen Antikér-
pern kumulativ auf 20%, wahrend die Wahrscheinlichkeit zu erkranken bei drei
oder vier Autoantikdrpern auf 70% erhoht ist (Ziegler 1990 / Roll und Ziegler
1997). Neuere Ergebnisse zeigen auch, dass die Risikoeinschatzungen zum Bei-
spiel durch die Bestimmung von Antikérpersubklassen (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4),
Epitopen und die Herausarbeitung unterschiedlicher Affinitaten in Zukunft noch
detaillierter méglich sein wird (Achenbach 2004 / Schlosser 2005).

Bezlglich des Auftretens von mit dem Typ 1 Diabetes-assoziierten IgM-
Autoantikérpern gibt es bisher nur wenige Verdffentlichungen. Diese liefern zudem
keine richtungsweisenden Ergebnisse beziglich des pradiabetischen Vorkom-
mens von IgM-Autoantikdrpern. IgM-IAA wurden bisher nur in einer Veroéffentli-
chung beschrieben (Achenbach 2004), wahrend IgM-GADA und IgM-IA-2A in eini-
gen Untersuchungen in geringer Anzahl detektiert werden konnten (Petersen 1999
/ Hawa 2000 /Achenbach 2004). In keiner der Untersuchungen konnte allerdings
eine Theorie aufgestellt werden, zu welchem Zeitpunkt IgM-Autoantikdrper auftre-
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ten und welche Rolle sie im Geschehen um den Immunprozess bei der Entste-

hung des Typ 1 Diabetes spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen nun neue sensitive Messverfahren etabliert wer-
den, um zu analysieren, ob es im Verlauf und im Vorfeld der pradiabetischen IgG-
Autoantikdrperpositivitat auch zum Auftreten von IgM-Autoantikdrpern kommt und
welche Rickschlisse daraus flr den Entstehungsprozess des Typ 1 Diabetes ge-

zogen werden kdénnen.
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3.1. Untersuchtes Kollektiv — Die BABYDIAT-Studie

Die fiir die Tests verwendeten Proben stammen aus dem Kollektiv der BABYDIAT-
Studie. Die BABYDIAT-Studie war nicht erfolgreich, was bedeutet sie beeinflusste
das Risiko fur Inselautoimmunitat und Typ 1 Diabetes weder in eine positive noch
negative Richtung (Hummel 2011). Die Ernahrungsintervention untersuchte den
Nutzen einer frihkindlichen Erndhrungspréavention flr die Verhinderung von Insel-
autoimmunitat und Typ 1 Diabetes bei Kindern mit erhéhtem Diabetesrisiko inner-
halb der ersten 3 Lebensjahre und den natirlichen Verlauf der Diabeteserkran-
kung in den folgenden Jahren. Ziel der Intervention war es zu untersuchen, ob
eine verzdégerte Zugabe von Gluten zur Nahrung bei Neugeborenen bis zu einem
Alter von 12 Monaten bei Kindern mit einem hohen genetischen Risiko fir Typ 1
Diabetes das Risiko, eine Inselautoimmunitat zu entwickeln, verringern kann. In
den Jahren 2000 bis 2006 wurden 1168 Kinder oder Geschwister einer an Typ 1
Diabetes erkrankten Person auf das Erflllen der Einschlusskriterien hin unter-
sucht. Von 169 Kindern, die diese Kriterien erflllten, willigten die Eltern von 150 in
die Teilnahme an der Studie ein. Diese 150 Kinder wurden randomisiert auf eine
Kontrollgruppe (n=77) und eine Interventionsgruppe (n=73) aufgeteilt.
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Screening nach HLA-Genotyp im Nabelschnurblut

N=1168
Auswéhlbare Kinder fur Follow-up, Kinder mit Low-risk Genotyp,
Studienteilnahme angeboten aus der Studie ausgeschlossen
N=169 N=999
Einverstandnis zur Teilnahme
N=150
Randomisierte Zuteilung Randomisierte Zuteilung zur Gruppe
zur Kontrollgruppe der spaten Gluten-Exposition
N=77 N=73
Ausgeschieden wahrend Ausgeschieden wahrend
des Follow-ups des Follow-ups
N=14 N=16

Abbildung 1: Entstehung des BABYDIAT-Studienkollektivs (nach Hummel 2011)

Es konnten 150 Kinder in die Studie aufgenommen werden, die sowohl einen an
Typ 1 Diabetes erkrankten erstgradig Verwandten und zusatzlich den HLA Risiko-
genotyp aufwiesen und somit die Einschlusskriterien erflllten. Eine weitere Auf-
nahmemdglichkeit bestand fir Kinder ohne den Risikogenotyp, aber mit zwei er-
krankten erstgradig verwandten Personen. Das maximale Alter der Kinder bei
Aufnahme in die Studie lag bei 2 Monaten.

Die genetischen Risikotypen waren wie folgt festgelegt:
» DR 3/4,DQB1*57non-Asp oder
» DR 4/4,DQB1*57non-Asp oder
» DR 3/3,DQA1*0501,DQB2*02

(Hummel 2011).
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Kinder, die diese Genotypen aufwiesen, wurden selektiert, da von Schenker et al.
1999 festgestellt worden war, dass hier ein 20%-iges Risiko vorliegt, innerhalb der
ersten beiden Lebensjahre an Typ 1 Diabetes zu erkranken (Schenker 1999). Ne-
ben genetischen Untersuchungen wurde versucht, den Einfluss frihkindlicher
Umweltfaktoren sowie erfolgter Impfungen und abgelaufener Infektionen auf die
Entstehung eines Typ 1 Diabetes mit gezielten Fragebdgen und detaillierten Pro-
tokollen zu analysieren, um zusatzlich protektive Faktoren und Risikofaktoren

identifizieren zu kbnnen.
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Abbildung 2: Konzeption der BABYDIAT-Interventionsstudie

In einem randomisierten Ansatz wurden die Kinder in zwei Gruppen eingeteilt. In
der ersten, der Kontrollgruppe, wurde glutenhaltige Nahrung im Alter von 6 Mona-
ten eingefiihrt, was auch den aktuellen nationalen Empfehlungen des Forschungs-
instituts fOr Kinderernahrung in Dortmund entspricht. In der Interventionsgruppe
hingegen durfte die Nahrung der Kleinkinder erst ab einem Alter von 12 Monaten
Gluten enthalten. Die Kinder wurden im Abstand von 3 Monaten bis zu einem Alter
von 3 Jahren regelmaBig untersucht. Im Anschluss wurden jahrliche Kontrollen
durchgeflihrt. Sie wurden neben den regelméaBig durchgefiihrten Follow-up Unter-
suchungen, die eine Stuhl- und Urinprobe, eine Blutentnahme und das Ausfillen
von Fragebdgen und Protokollen zur familiaren Situation, zu demographischen
Umstédnden und zur kérperlichen Entwicklung des Kindes enthielten, auf das Vor-
handensein von Insel-Autoantikdrpern gegen Insulin, GAD, 1A-2 und das Auftreten

eines eventuellen Typ 1 Diabetes untersucht.
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Geburt
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Abbildung 3: Follow-up des BABYDIAT-Studienkollektivs

Die Entwicklung von Inselautoantikérpern wurde im Rahmen der BABYDIAT-
Studie definiert als das in mindestens zwei aufeinander folgenden Proben gemes-
sene positive Ergebnis eines Autoantikérpers. 11 Kinder der Kontrollgruppe und
13 Kinder der Interventionsgruppe entwickelten Inselautoantikérper, wahrend 7
Kinder an Typ 1 Diabetes erkrankten, 4 hiervon waren aus der Interventionsgrup-
pe. Es konnten hier also keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen festgestellt werden. (Autoantikbrper-Risiko im Alter von 3 Jahren: 12 vs.
13 %; P = 0.6). Folglich scheint eine verzdégerte Zugabe von Gluten zur Nahrung
von Kleinkindern die Entwicklung von Insel-Autoantikérpern nicht zu verhindern.

Innerhalb der ersten drei Jahre entwickelten 16 der Kinder Inselautoantikérper, bei
11 von diesen wurden mehr als nur ein Autoantikérper gefunden. Weitere 8 Kinder
entwickelten Autoantikérper erst nach dem 3. Lebensjahr. Anamnestisch konnte
festgestellt werden, dass sich etwa 30% der Familien nicht an die vorgegebenen
Zeiten der Einflhrung von Gluten hielten (Hummel 2011). Fir die Untersuchungen
im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Kinder aus dem Studienkollektiv ausgewahlt,
die mindestens einmalig im Rahmen des Follow-up einen positiven IgG-
Autoantikérper-Titer aufwiesen. Insgesamt waren 40 Kinder in mindestens einem

der Routine-Assays positiv.
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Die im Routine-Assay als positiv getesteten Proben aus den ersten 6 Lebensmo-
naten der Neugeborenen von an Typ 1 Diabetes erkrankten Muttern wurden fir
die Tests nicht berlcksichtigt, da in dieser Zeit durch den so genannten ,Nest-
schutz” noch zirkulierende IgG-Antikérper der Mutter im Blut des Sauglings nach-
gewiesen werden und diese somit nicht als Autoimmunitat des Kindes gewertet
werden kénnen. 23 der Kinder waren weiblich (57,5%) und 17 der untersuchten
Kinder waren mannlich (42,5%). Von den 40 Personen, die in die Untersuchung
eingeschlossen wurden, waren insgesamt 26 Patienten im Routine-IgG-IAA-Assay
positiv gestestet worden (65%). Insgesamt 25 der Personen hatten mindestens
einen positiven 1gG-GADA-Autoantikérperwert (62,5%), wahrend nur 7 der 40

Personen mindestens einmal positiv auf IA-2A-IgG getestet worden sind (17,5%).

Medianes Alter

Anzahl bei Serokonver-
Autoantikérper Kinder Weiblich | Mannlich |sion
IAA positiv 26 15 11 1,91 Jahre
GADA positiv 25 15 9 2,63 Jahre
IA-2A positiv 7 5 2 2,02 Jahre
davon
GADA + IAA positiv 10 5 5
IA-2A + IAA positiv 0 0 0
IAA + GADA + |A-2A positiv 6 5 1

Tabelle 1: IgG-Autoantikorper-Positivitit des Kollektivs der BABYDIAT-Studie in
Abhéngigkeit vom Geschlecht und zusitzlich medianes Alter bei Serokonversion
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Abbildung 4: IgG-Autoantikérper Positivitat des Studienkollektivs

Von den 40 Kindern hatten 16 eine an Typ 1 Diabetes erkrankte Mutter (40%),
wahrend bei 11 Kindern der Vater an einem Typ 1 Diabetes litt (27,5%). Bei 4 Kin-
dern waren sowohl die Mutter als auch der Vater Typ-1-Diabetiker (10%) und bei
jeweils 4 Studienteilnehmern waren entweder der Bruder (10%) oder die Schwes-
ter (10%) an Typ 1 Diabetes erkrankt. Bei einem Kind lag der Typ 1 Diabetes so-
wohl bei der Mutter als auch beim Bruder vor (2,5%).

Verwandtschaftsverhaltnisse

é

‘I:IMutter B Vater OMutter und Vater OBruder B Schwester OMutter und Bruder ‘

Abbildung 5: An Typ 1 Diabetes erkrankte Verwandte ersten Grades des
BABYDIAT-Kollektivs
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Bei 3 der 40 getesteten Kinder (7,5%) kam es im Zeitverlauf der Probensammlung
zur Diabetes-Manifestation: im Alter von 9 Monaten, im Alter von 10,5 Monaten
und beim dritten Kind im Alter von 4 Jahren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 454 Serumproben von 40 Kindern
analysiert. Im medianen Durchschnitt waren pro Person 12 Blutproben verflgbar
(2 bis 18 Blutproben). Die alteste im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Probe
stammt vom 10. Januar 2002. Bei 20 Kindern begannen die Untersuchungen mit
einer Nabelschnurprobe bei Geburt. Das mediane Alter bei spaterem Einschluss in
die Studie lag dagegen bei 0,15 Jahren (entspricht 1 Monat und 24 Tage). Die zu-
letzt durchgeflihrte Untersuchung, welche im Rahmen dieser Arbeit analysiert und
getestet wurde, stammt vom 11. Februar 2009. Das Follow-up konnte bis zu die-
sem Zeitpunkt bei den teilnehmenden Kindern im medianen Durchschnitt 4,08
Jahre lang durchgefihrt werden (0,75 bis 7,17 Jahre).

Die BABYDIAT-Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fa-
kultat der Ludwig-Maximilians-Universitat genehmigt (Nr. 329 / 00).
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3.2. Analytische Methoden

Fir die Analyse der IgM-Inselautoantikérper wurden im Rahmen dieser Arbeit die
bei der Forschergruppe Diabetes damals routinemaBig durchgeflihrten Radiolig-
anden-Bindungsassays flr IAA, GADA und IA-2A verwendet und modifiziert. Es
wurde mit Hilfe einer speziellen Anti-human IgM-Agarose ein Testverfahren etab-
liert, um in einer Serumprobe zeitgleich IgG- und IgM-Autoantikdrper getrennt
voneinander zu messen.

Zusatzlich wurden alle vorhandenen Serumproben der Kinder, welche in mindes-
tens einer Serumprobe IgM-GADA oder IgM-IA-2A positiv waren, auf die vier
GADA-Epitope COOH, NH2, GAD67 und NASTU beziehungsweise die drei IA-2A
Epitope PTP, B-PTP und JM getestet, um zu untersuchen, ob es einen Zusam-
menhang zwischen dem Auftreten von IgM-Autoantikbrpern und Veranderungen
der Epitop-Spezifitat gibt. Die Sensitivitat und Spezifitat der Routine-Assays konn-
ten beim dritten ,Diabetes Autoantibodies Standardization Program Proficiency
Workshop” eindeutig dargelegt werden. Hier zeigten sich Sensitivitaten und Spezi-
fitdten von 70% und 99% fur das |AA-Messverfahren, 86% und 93% flr das
GADA-Messverfahren und 72% und 100% fur das IA-2A-Messverfahren. Weiter-
hin lag der Inter-Assay-Variationskoeffizient bei den Proben mit niedrigen Antikér-
per-Titern bei 11% fir IAA, 18% flir GADA und bei 16% fir IA-2A (Torn 2008).
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3.2.1. Detektion von IgG-Insulin-Autoantikorpern im Radioliganden-

Bindungsassay

Die Bestimmung der IAA basierte auf einem Radioliganden-Bindungsassay an

"®*|_A14-markiertes und unmarkiertes Insulin (Williams 1997, Naserke 1998). Es
handelt sich um einen Protein-A/G-Sepharose-Test, bei dem nur sehr geringe Se-
rummengen bendtigt werden. Dieser wurde im Labor der Forschergruppe Diabe-
tes in Mlinchen routinemaBig fur 1gG-IAA verwendet. Der gesamte Versuchsan-
satz wurde auf Eis und mit eiskaltem TBT-Puffer (50 mM Tris, 1% Tween20, pH 8)
durchgefihrt. Fir jede Probe wurden jeweils 5 pl unverdiinntes humanes Serum in
4 Rundbodenrdhrchen pipettiert. Einem Duplikat wurde je 25 pl humanes unmar-
kiertes Insulin (8 U/ml) zur Inhibition zugegeben. Durch die Inhibition wurden alle
insulinspezifischen Bindungsstellen blockiert und die in diesem Duplikat gemesse-
ne Radioaktivitat in Zerfallen pro Minute (cpm) entspricht der unspezifischen Bin-
dung. Um in den beiden anderen Réhrchen einen Volumenausgleich zu erzielen,
wurden jeweils 25 pl TBT zugefligt. AnschlieBend wurde jedem Réhrchen 1,5 pl

125I-markier’[es Insulin (18000 - 25000 cpm) verdiinnt in 25 pl TBT zugegeben und
der gesamte Ansatz wurde flr 72 Stunden bei 4 °C inkubiert.

Am Vorabend der Weiterbearbeitung wurden fiir jedes Réhrchen 1,5 mg Protein-
A-Sepharose in eiskaltem TBT bei 4°C vorgequollen.

Am Tag darauf wurden dieser Mischung fur jedes Réhrchen 2 pl y-bind-Sepharose
zugegeben und anschlieBend wurde alles dreimal mit TBT zentrifugiert und
ausgewaschen. Dieses Sepharosegemisch, insgesamt eine Menge von 50 pl pro
Réhrchen, wurde den Ro6hrchen zugefigt und im Anschluss folgte eine
einstiindige Inkubation bei 4°C auf einem leicht rotierenden Mixer. Hierbei
prazipitierten die Antigen-Antikérper-Komplexe. Im Anschluss folgten sechs
Waschgéange mit je 1,8 ml TBT pro Rdhrchen und fanf Minuten Zentrifugation bei

4°C und 1400 rpm (= 5009g), um das ungebundene, radioaktive " Insulin zu
entfernen. Die Uberstdnde wurden zwischen den Waschschritten mit einer
Vakuumpumpe abgesaugt.

Im Anschluss wurde die Radioaktivitit der Sepharose-Pellets fir 9 Minuten in
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einem Gammazédhler bestimmt. Fir alle Proben wurden von den jeweiligen
Duplikaten die arithmetischen Mittel aus den gemessenen cpm berechnet. Um die
Messwerte um die unspezifische Bindung zu bereinigen, wurden auch von den
Duplikaten mit Zugabe von kaltem Insulin die Mittelwerte berechnet. Diese
Mittelwerte wurden dann von den Mittelwerten der Proben ohne Zugabe von
kaltem Insulin abgezogen, die anschlieBend mit der Einheit ,Acpm* bezeichnet
wurden.

Alle Ergebnisse wurden auf eine Standardkurve bezogen, welche in jedem Ansatz
mit gemessen wurde. Angegeben wurden diese als willklrlich definierte IAA-Units.
Die Basis fur die Berechnung der IAA-Units der Standardkurve und der Proben
bilden die um die unspezifische Bindung bereinigten Acpm. Die obere Grenze flr
Normalwerte, definiert als 99. Perzentile der gemessenen Antikbrperwerte in einer
Kontrollgruppe mit nicht an Typ 1 Diabetes erkrankten Kindern, betrug 1,5 Units far
IAA. 1,5 Units bilden folglich den Grenzwert fir positive IAA-Titer.
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3.2.2. Methoden zur gleichzeitigen Detektion von IgG- und IgM-Insulin-
Autoantikorpern im Radioliganden-Bindungsassay

Die unter 3.2.1. beschriebene Methode zur IgG-IAA-Routinemessung wurde ent-
sprechend der beschriebenen Methode flr IgA-IAA (Koczwara 2007) fur die Mes-
sung von IgM-1AA weiterentwickelt und modifiziert verwendet. Der Versuchsansatz
erfolgte mit Duplikaten von je 5 ul Serum, die alle mit 25 pl '®I-A14 markiertem
humanem Insulin versetzt und 72 h bei 4°C in Rundbodenrdhrchen inkubiert wur-
den. Fir die folgenden Schritte wurde unter der Verwendung von y-bind-
Sepharose, die IgG bindet, und einer speziellen IgM-Agarose ein Messverfahren
entwickelt, um gezielt IgM-Autoantikérper zu detektieren. In zwei aufeinander fol-
genden Schritten wurden durch die Verwendung von y-bind-Sepharose die 1gG-
spezifischen IAA aus der Serumprobe extrahiert, um im Anschluss unter Verwen-
dung der IgM-Agarose die verbliebenen IgM-spezifischen I1AA zu detektieren.

Zur Optimierung des Messverfahrens wurden im Rahmen dieser Arbeit in mehre-
ren Versuchsansatzen unterschiedliche Mengen der y-bind-Sepharose und der
IgM-Agarose getestet. Die eindeutigsten Ergebnisse ergab der folgende Ver-
suchsverlauf:

Nach der Zugabe von 7 pl y-bind-Sepharose gelést in 75 pyl TBT-Puffer pro Réhr-
chen, wurden diese unter Schitteln bei 4°C fir eine Stunde inkubiert, wodurch die
IgG-Antigen-Antikdrperkomplexe prazipitierten. Nach anschlieBender Zentrifugati-
on, woraufhin die IgG-Antigen-Antikérperkomplexe am Boden der Réhrchen anla-
gen, wurden mit Hilfe von Mikropipettenspitzen sehr behutsam 60 ul des die IgM-
IAA enthaltenden Uberstandes am Oberrand des Réhrcheninhaltes abpipettiert
und in ein neues Rohrchen transferiert. Nach Zusatz von 20 pl anti-human IgM-
Agarose, geldst in 50 ul TBT-Puffer, zu diesen Uberstanden wurde nochmals unter
Schatteln bei 4°C fir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend erfolgten die unter 3.2.1.
beschriebenen Waschschritte fir alle Réhrchen (y-bind-Sepharose und IgM-
Agarose) und die Messung im Gammazéahler. Bei diesem Versuchsverfahren wur-
den die Ergebnisse zur Ergebnisauswertung nicht ins Verhaltnis zu einer Stan-
dardkurve gesetzt. Anstatt dessen wurden bei jedem Versuchsansatz jeweils eine

Positiv- und Negativkontrolle fir IgG- und IgM-Autoantikérper mitgetestet. Durch
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Subtraktion der gemittelten com der Negativkontrollen von den Mittelwerten der

Probenergebnisse ergaben sich die im Weiteren dargestellten Acom. Als Negativ-

kontrolle wurde eine Serumprobe einer nicht an Typ 1 Diabetes erkrankten, ge-

sunden Person verwendet.

Gerate / Materialien

Hersteller

Vakuumpumpe UNO 004B

Pfeiffer Balzers, ABlar

Gamma Counter Cobra Il

Packard, Meriden, CT, USA

CL-GPR Zentrifuge

Beckmann Coulter, Krefeld

IKA-VIBRAX-VXR Orbitalschdittler

Bachofer

Rundbodenréhrchen Kreuzprobenréhrchen
75/12mm aus Polystyrol

Peske, Andling

Ultramikro-Pipettenspitzen, flach, 200pl

Tabelle 2: Gerate fur die IAA-Messungen

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Chemikalien Hersteller
Tris® Base Sigma Aldrich, Deisenhofen
Tween Sigma Aldrich, Deisenhofen

Insuman® Rapid

Aventis, Frankfurt a. M.

TZ5_A14 Insulin

Aventis, Frankfurt a. M.

Protein-A-Sepharose

Amersham, Buckinghamshire, GB

y-bind-Sepharose

Amersham, Buckinghamshire, GB

Anti-human IgM-Agarose

Sigma Aldrich, USA

Tabelle 3: Chemikalien fur die IAA-Messungen
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3.2.3. Detektion von IgG-Autoantikorpern gegen GAD und IA-2 im Radiolig-

anden-Bindungsassay
3.2.3.1. Antigenherstellung

Bei der Forschergruppe Diabetes in Minchen wurde cDNA von humanem GAD65-

und humanem IA-2i.c.-Antigen hergestellt. Mit Hilfe des ,TNT® SP6 Coupled Reti-
culocyte Lysate Kits“ wurde diese cDNA in vitro transkribiert und translatiert. Die

radioaktive Markierung wurde mittels 35S-Methionin vorgenommen. Es wurden 1
g cDNA zur vorbereiteten Reaktionsmischung gegeben. AnschlieBend wurden 1
ul RNAsin und 10 pl nuklease-freies Wasser zugefliigt und der gesamte Ansatz
zwei Stunden im Warmeblock bei 30°C inkubiert. Danach wurde das Gemisch in
100 pl TBST (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 1% Tween20, pH 7,4) geldst. Es folgte

eine Abtrennung des nicht eingebauten 35S-Methionins (iber Massengewichtss&u-
len. Die Antigenmarkierung wurde mit der Messung der eingebauten Radioaktivitat
mit einem Betazdhler abgeschlossen. Hierzu wurden 2 pl des radioaktiv markier-
ten, aufgereinigten Antigenproteins in 2 ml Szintillationsflissigkeit gegeben und
anschlieBend der Messung zugefiihrt. Die Lagerung des Antigens erfolgte bei -
20°C.

3.2.3.2. Versuchsansatz

Bei der Bestimmung von GADA und IA-2A handelt es sich um analoge Radiolig-
anden-Bindungsassayverfahren (Grubin 1994 / Gianani 1995). Diese Messungen
fanden komplett auf Eis und unter Verwendung von eiskaltem TBST-Puffer statt.

Es wurden ebenfalls von jedem Testserum Duplikate angelegt. Zu je 2 pul Serum in
96-Deepwell-Platten wurden 25 pl TBST gegeben. Zu dieser Mischung wurden

25000 cpm des jeweiligen 35S-markier’[en Antigens pipettiert und vermengt. Der
gesamte Ansatz wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Noch am Vorabend der Wei-
terbearbeitung wurden fir jede Messprobe 1 mg Protein-A-Sepharose in eiskaltem

TBST vorgequollen. Am Tag darauf wurden zu dieser Mischung fiir jedes Réhr-
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chen 3 pl y-bind-Sepharose gegeben und anschlieBend in 50 ul TBST pro Well
zentrifugiert und ausgewaschen. Im Anschluss wurde das Sepharose-Gemisch in
die Wells der Platten pipettiert und alles zusammen fiir eine Stunde bei 4°C auf
einem Orbitalschittler leicht geschittelt, um eine Antigen-Antikdrper-Prazipation
zu erreichen. Im Anschluss folgten finf Waschgénge mit je 800 ul eiskaltem TBST
und jeweils funf Minuten Zentrifugation bei 4°C und 1400 rpm (= 500 g), um die
gebundenen Immunprézipitate vom Uberstand zu trennen. Der Puffer wurde mit
einem Mehrkanalspender zugegeben, die Uberstande wurden zwischen den
Waschschritten mit einer Vakuumpumpe und einem Mehrkanalaufsatz abgesaugt.
Auf den letzten Waschgang folgte eine Resuspension der Pellets in 100 pyl TBST
und die Uberfiihrung in eine 96-Well-Messplatte. Jeder Probe wurden 150 pl Szin-
tillationsflissigkeit beigefugt. Die Platten wurden mit einer Folie verschlossen und
in Alufolie verpackt eine halbe Stunde bei Raumtemperatur auf dem Orbitalschitt-
ler geschittelt. AnschlieBend wurden die cpm der in den Pellets gebundenen Ra-
dioaktivitat im Radioaktivitdtsmessgerat flr Platten bestimmt.

Auch in diesem Versuchsansatz wurden die Ergebnisse der Messungen auf eine
Standardkurve aus neun Verdinnungen von GADA- bzw. IA-2A-positiven Human-
seren bezogen, welche in jedem Ansatz mit gemessen wurden. Die obere Grenze
fir Normalwerte, definiert als 99. Perzentile der gemessenen Antikérperwerte in
einer Kontrollgruppe aus nicht an Typ 1 Diabetes erkrankten Kindern, betrug 8,5
Units fir GADA und 2,5 Units fir IA-2A.

Seit 2009 wird bei der Forschergruppe Diabetes, ebenso wie in ausgewahlten
Forschungseinrichtungen weltweit, ein vom beschriebenen Verfahren geringflgig
abweichendes, harmonisiertes Messverfahren zur Detektion von GADA und 1A-2A
verwendet. Dies ermdglicht international vergleichbare, standardisierte Messer-
gebnisse (Bonifacio 2010).

3.2.4. Methoden zur gleichzeitigen Detektion von IgG- und IgM-
Autoantikorpern gegen GAD und IA-2 im Radioliganden-Bindungsassay

Die unter 3.2.3.2. beschriebene Methode zur IgG-Messung wurde fir die Messung
der IgM-GADA bzw. IgM-IA-2A analog zum Messverfahren der IgM-IAA (siehe

3.2.2.) weiterentwickelt und modifiziert. Der Versuchsansatz erfolgte mit Duplika-
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ten von je 2 yl Serum, die alle mit 35S-markier’[em Antigen versetzt und 24h bei
4°C inkubiert wurden. Auch fir GADA und IA-2A wurde unter der Verwendung von
y-bind-Sepharose, die IgG bindet, und einer speziellen IgM-Agarose ein Messver-
fahren entwickelt, um gezielt IgM-Autoantikérper zu detektieren. In zwei aufeinan-
der folgenden Schritten wurden durch die Verwendung von y-bind-Sepharose die
lgG-spezifischen Autoantikbrper aus der Serumprobe extrahiert, um im Anschluss
unter Verwendung der IgM-Agarose die verbliebenen IgM-spezifischen Autoanti-
kérper zu detektieren.

Zur Optimierung des Messverfahrens wurden im Rahmen dieser Arbeit in mehre-
ren Versuchsansatzen unterschiedliche Mengen der y-bind-Sepahrose und der
IgM-Agarose getestet. Die eindeutigsten Ergebnisse ergab der folgende Ver-
suchsverlauf:

Nach der Zugabe von 4 pl y-bind-Sepharose geldst in 75 ul TBST-Puffer pro Well
einer Platte wurden diese unter Schitteln bei 4°C fUr eine Stunde inkubiert,
wodurch die IgG Antigen-Antikdrperkomplexe préazipitierten. Nach einer anschlie-
Benden Zentrifugation, wobei sich IgG-Antigen-Antikérperkomplexe am Boden der
Wells anlagerten, wurden mit Hilfe von Mikropipettenspitzen 60 pl des die IgM-
Autoantikérper enthaltenden Uberstandes am Oberrand abpipettiert und in neue
96-Deepwell-Platten transferiert. Nach Zusatz von 8 pl anti-human IgM-Agarose
geldst in 50 pl TBST-Puffer zu diesen Uberstdnden wurde nochmals unter Schiit-
teln bei 4°C fir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend erfolgten die unter 3.2.3.2.
beschriebenen Waschschritte fir alle Wells der Platten (y-bind-Sepharose und
IgM-Agarose) und die Messung im Szintillationscounter. Auch fir dieses Messver-
fahren wurden die Ergebnisse zur Auswertung nicht ins Verhaltnis zu einer Stan-
dardkurve gesetzt. Anstatt dessen wurden bei jedem Versuchsansatz jeweils eine
Positiv- und Negativkontrolle fir IgG- und IgM-Autoantikdrper mitgetestet. Durch
Subtraktion der gemittelten cpom der Negativkontrollen von den Mittelwerten der
Probenergebnisse ergaben sich die im Weiteren dargestellten Acpm. Als Negativ-
kontrolle wurde eine Serumprobe einer nicht an Typ 1 Diabetes erkrankten, ge-

sunden Person verwendet.
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3.2.5. Detektion der GADA-Epitop-Spezifititen COOH, NH2, GAD67 und
NASTU

Alle Seren von 9 Probanden, welche in mindestens einer Serumprobe IgM-GADA
positiv waren, wurden auf die vier GAD-Epitope COOH, NH2, GAD67 und NASTU
(MID) getestet. Es lagen folgende Konstrukte vor, die fir die Bestimmung der Au-
toantikdrper gegen verschiedene Epitope von GAD verwendet wurden:

GADG671.450 /GADB5445.585-chimére Konstrukte (COOH-terminale GAD65 Epitope;
GAD-COOH), GAD 671.101/GADB65ge-444/GAD 67453.593-chiméare Konstrukte

(mittlere GAD65-Epitope, GAD-MID) und GADG65+.95/GADB7 102-593-chimare Kon-
strukte (NH2-terminale GAD65-Epitope, GAD-NH2).

Zur Bestimmung der Epitop-Spezifitaten der Antikérper gegen GAD wurde gerei-
nigte Plasmid-DNA dieser GAD-Konstrukte durch Quantum Prep Spin Column

Praparation (Bio-Rad, Hercules, CA) hergestellt. Mit Hilfe des ,TNT® SP6 Coupled
Reticulocyte Lysate Kits“ wurde diese cDNA in vitro transkribiert und translatiert.

Die radioaktive Markierung wurde mittels 35S-Me’[hionin vorgenommen. Anschlie-
Bend wurde der Radioliganden-Bindungsassay zur Bestimmung der Antikérper
gegen die Epitope von GAD analog des unter 3.2.3.2. beschriebenen Verfahrens
zur Detektion von IgG-Autoantikérpern GADA und IA-2A durchgefihrt. Auch in
diesem Versuchsansatz wurden alle Ergebnisse der Messungen auf eine Stan-
dardkurve bezogen und als Units angeben. Die Grenzen fir Positivitat der Epitop-
Spezifitaten waren wie folgt festgelegt:

COOH 8 Units, NH2 10 Units, GAD67 12 Units und NASTU 15 Units.

3.2.6. Detektion der I1A-2A-Epitop-Spezifitaten PTP, B-PTP und JM

Alle Seren von 2 Probanden, welche in mindestens einer Serumprobe IgM-IA-2A
positiv waren, wurden auf die drei IA-2-Epitope PTP, B-PTP und JM getestet. Es
lagen folgende Konstrukte vor, die fir die Bestimmung der Autoantikérper gegen
verschiedene Epitope von IA-2 verwendet wurden:
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Das |A-2¢87.979 -Konstrukt (IA2-PTP) zur Bestimmung von Antikérpern gegen die
PTP-Region von |A-2, das |A-2B741-1033 (IA-2B-PTP)-Konstrukt zur Bestimmung von
Antikérpern gegen die PTP-Region von 1A-2B und das |A-2605.682/I1A-2B741-1033-
Konstrukt (IA2-JM) zur Identifikation von Antikérpern, die mit der juxtamembrana-
ren Region (JM) von |A-2 reagieren.

Zur Bestimmung der Epitop-Spezifititen der Antikérper gegen 1A-2 wurde gerei-
nigte Plasmid-DNA dieser |A-2A-Konstrukte durch Quantum Prep Spin Column

Praparation (Bio-Rad, Hercules, CA) hergestellt. Mit Hilfe des ,INT® spP6 Coupled

Reticulocyte Lysate Kits“ wurde diese cDNA in vitro transkribiert und translatiert.

Die radioaktive Markierung wurde mittels *°S-Methionin vorgenommen. Anschlie-
Bend wurde der Radioliganden-Bindungsassay zur Bestimmung der Antikérper
gegen die Epitope von IA-2 analog des unter 3.2.3.2. beschriebenen Verfahrens
zur Detektion von IgG-Autoantikérpern GADA und IA-2A durchgefihrt. Auch in
diesem Versuchsansatz wurden alle Ergebnisse der Messungen auf eine Stan-
dardkurve bezogen und als Units angeben. Die Grenzen fir Positivitat der Epitop-
Spezifitaten waren wie folgt festgelegt:

IA-2 PTP 3 Units, IA-2B8 PTP 3 Units und I1A-2 JM 11 Units.
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Gerate / Materialien

Hersteller

96-Deepwell-Platten, 1 ml/Well aus Poly-
strol,

Beckman Coulter, Krefeld

CL-GPR Zentrifuge

Beckmann Coulter, Krefeld

IKA-VIBRAX-VXR Orbitalschdittler

Bachofer

96-Well-Messplatte Optiplate

Perkin Elmer, Waltham, USA

Ultramikro-Pipettenspitzen, flach, 200ul

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Top Count Microplate Scintillation Counter
(Platten-Radioaktivitatsmessgerat)

Packard

Vakuumpumpe UNO 004B

Pfeiffer Balzers, ABlar

Mehrkanalaufsatz (Multiwell Plate Washer / | Sigma-Aldrich
Dispenser Manifol)

Folie TopSeal-A Packard
Massengewichtssaulen (NAP 5 Columns, Amersham
Sephadex G-25 DNA Grade)

Waérmeblock (Thermostat 5320) Eppendorf
TNT® SP6 Coupled Reticulocyte Lysate Promega

Kits

Betaz&hler LKB 1219 Rackbeta Liquid Scin-
tillation Counter

LKB Rackbeta

Quantum Prep Spin Column Praparation

Bio-Rad, Hercules, CA

Tabelle 4: Gerate fir die GADA/IA-2A-Messungen
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Chemikalien Hersteller
Tris® Base Sigma Aldrich, Deisenhofen
Tween Sigma Aldrich, Deisenhofen

**S-Methionin (Redivue L-("S)-Methionin, | Amersham Pharmacia

18,5 MBg, 500 Ci)

SzintillationsflUssigkeit Microscint 40 Packard

Protein-A-Sepharose Amersham, Buckinghamshire, GB
y-bind-Sepharose Amersham, Buckinghamshire, GB
Anti-human IgM-Agarose Sigma Aldrich, USA

Tabelle 5: Chemikalien fur die GADA/IA-2A—-Messungen

3.2.7. HLA-Genotypisierung

Bei 1162 Kindern wurden im Rahmen der BABYDIAT-Studie die Allele HLA-DRBH1,
HLA-DQA1 und HLA-DgB1 bestimmt. Dies geschah im Labor flir Gewebetypisie-
rung der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen aus Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) amplifizierter DNA mit Hilfe nicht-radioaktiver sequenzspezifischer
Oligonukleotid-Sonden (Walter 2003).

3.2.8. Statistik

Zur Berechnung des Variationskoeffizienten fir die Darstellung der Interassay Va-
rianz (4.1.1.) wurde im Rahmen dieser Arbeit die Standardabweichung durch das
arithmetische Mittel der Messergebnisse der flir die jeweiligen Antikérper verwen-
deten Positiv- und Negativkontrollen geteilt.

Alle statistischen Auswertungen wurden mit Excel, GraphPad Prism und dem Sta-
tistical Package for Social Sciences (SPSS, Chicago, IL) durchgefthrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Etablierung der Methoden zur gleichzeitigen Detektion von IgM- und IgG-
IAA, -GADA und -1A-2A

4.1.1. Interassay-Varianzen anhand von Positiv- und Negativkontrollen

Um die Tests miteinander vergleichbar zu machen und um Ergebnisschwankun-
gen zwischen individuellen Testansatzen zu berechnen, wurden bei jedem IgM-
Messansatz flr die jeweiligen Autoantikérper immer dieselbe Positiv- und Negativ-

kontrolle mit gemessen.
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Abbildung 6: Darstellung der Interassay-Varianzen mittels Positiv- und Negativkon-

trollen
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Abgebildet sind die resultierenden cpm der verwendeten Positiv- und Negativkontrollen fiir
IgG und IgM in den aufeinander folgenden Testans&tzen ohne Bereinigung um die unspe-
zifischen Bindungen.

Die Positivkontrollen erzielten deutlich hdhere Messergebnisse, als die Negativ-
kontrollen (Abbildung 6). Ebenfalls zeigt sich, dass in allen verwendeten Kon-
trollseren 1gG- in hdherer Anzahl detektiert wurden als IgM-Antikérper. Fir die
IAA-Positivkontrolle sind sehr hohe 1gG-IAA-Werte mit einem Median von 8909,0
cpm gemessen worden, wahrend die IgM-IAA-Werte einen 100fach niedrigeren
medianen Wert von 86,9 cpm aufweisen (Tabelle 6). Fir die GADA-
Positivkontrolle war ein medianer IgM-Messwert von 815,2 cpm und fir die |1A-2A-
Positivkontrolle von 110,4 cpm messbar. Folglich waren fiir die GADA- und 1A-2A-
Positivkontrollen deutlich héhere IgM-Werte nachweisbar, als flir die IAA-
Positivkontrolle.

Alle IgM-Negativkontrollen liegen in einem sehr niedrigen Bereich, welcher die
unspezifischen Bindungen widerspiegelt (Tabelle 6).

Diese Messdaten zeigen, dass die Methode Uber eine sehr hohe Spezifitat fir IgG
verfligt, und dass beim Transfer des Uberstands offensichtlich keine IgG-

Autoantikérper unerwlinschterweise mittransferiert wurden.
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Antikorper | 1gG Positiv IgG Negativ IgM Positiv IgM Negativ
(Minimum — Maxi- (Minimum — Maxi- (Minimum — Maxi- (Minimum — Maxi-
mum) mum) mum) mum)

I1AA 8909,0 cpm 51,1 cpm 86,9 cpm 27,5 cpm
(3509,9 - 12517,4) (32,0 - 55,6) (40,8 — 427,0) (20,9 - 33.9)
GADA 1407,0 cpm 49,4 cpm 815,2 cpm 27,9 cpm
(663,9 — 2684,3) (41,5-78,8) (327,2 - 1694,5) (14,3 - 34,6)
1A-2A 1378,4 cpm 72,7 cpm 110,4 cpm 14,8 cpm
(1549,3 - 1207,4) (64,6 —80,8) (102,3 - 118,4) (14,6 - 14,9)

Tabelle 6: Mediane Messergebnisse der Positiv- und Negativkontrollen in den neu
etablierten Messmethoden zur simultanen Messung von IgM- und IgG-IAA, -GADA
und -1A-2A

Aufgelistet sind die medianen, die minimalen und die maximalen Messergebnisse der

Positiv- und Negativkontrollen fur die jeweiligen Autoantikérper.

Sowohl die augenscheinlichen Interassay-Varianzen (Abbildung 6) also auch die
Variationskoeffizienten (Tabelle 7) des neu etablierten Messverfahrens sind so-
wohl fir IAA, GADA, als auch IA-2A sehr gering. Fir IA-2A waren nur 2 Testlaufe
ndtig. Auch hier zeigt sich, dass die Ergebnisse sehr vergleichbar waren.

In den verschiedenen Versuchsansatzen wurden alle Negativseren in einem ahn-
lich niedrigen und sehr vergleichbaren Bereich getestet (Abbildung 6). Diese wur-
den im Rahmen der Versuchsauswertung als unspezifische Antikérperbindung von
den Probenmesswerten subtrahiert, um nur die spezifischen Bindungen als Acpm
darzustellen. Bei den Positivkontrollen ist die Varianz der gemessenen cpm grdBer
und diese korreliert mit der Héhe an Radioaktivitat in den jeweiligen Ansatzen.
Folglich ist insgesamt die Messgenauigkeit der neu etablierten Verfahren sehr gut
und die verschiedenen Ansatze sind vergleichbar.
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Positivkontrollen IAA GADA IA-2A
IgG 0,28 0,49 0,12
IgM 0,86 0,56 0,07

Negativkontrollen

IgG 0,17 0,25 0,11

igM 0,13 0,27 0,01

Tabelle 7: Variationskoeffizienten der mit getesteten Positiv- und Negativkontrollen
fur IgG-1AA, IgM-IAA, IgG-GADA, IgM-GADA, IgG-IA-2A und IgM-1A-2A
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4.1.2. Messung von Nabelschnurseren zur Analyse von IgG-Fehlmessungen

bei der Detektion von IgM-Antikorpern
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Abbildung 7: IgG- und IgM-Autoantikorper in Nabelschnurseren

Die schwarzen Punkte reprasentieren die in verschiedenen Nabelschnurseren gemesse-
nen IgG-Antikérper fir IAA (15 Proben), GADA (14 Proben) und |IA-2A (9 Proben), wah-
rend die blauen Punkte die Messwerte der IgM-Autoantikdrper darstellen. Die y-Achse

zeigt die detektierten Antikérper-Counts auf einer logarythmischen Skalierung.

In Nabelschnurblut sollte grundsatzlich nur plazentagangiges IgG zu finden sein,

denn IgM-Antikdrper werden nicht Uber die Plazenta Ubertragen. Da die kérperei-
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gene IgM-Produktion erst in den ersten Lebensmonaten anlauft, wurden im Rah-
men dieser Arbeit nur Blutseren von Kindern ab einem Alter von 6 Monaten mit
einbezogen (Janeway 2009).

Bei den 15 gemessenen Nabelschnurseren fir IgG-IAA ergab sich ein Median von
5651,9 Acpm (38,3 — 12051,6 Acpm), die 14 getesteten Seren flir IgG-GADA
ergaben einen Median von 1123,1 Acpm (238,5 — 4258,4 Acpm) und 9 auf IgG-IA-
2A untersuchte Proben zeigten einen Median von 1018,0 Acpm (136,0 — 1616,2
Acpm).

Teilweise sind sehr hohe IgG-Werte in Nabelschnurblutproben nachweisbar, wah-
rend die IgM-Werte in einem sehr niedrigen Messbereich liegen. Folglich kommt
es zu keiner relevanten Ubertragung von lgG-Autoantikdrpern im Transferschritt
und es sind keine IgG-Fehlmessungen bei der Detektion von IgM-Antikérpern auf-
zeigbar. Nichtsdestotrotz werden relevante Mengen an unspezifischer Antikérper-
bindung mit medianen Messwerten von 23,8 Acpm fur IAA (3,7 — 48,9 Acpm), 0
Acpm fir GADA (0 — 66,8 Acpm) und 9,1 Acpm fir IA-2A (0 — 22,0 Acpm) nach-
gewiesen (Daten nicht gezeigt)
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4.2. Messergebnisse
4.2.1. Messung der IgG- und IgM-I1AA

4.2.1.1. Darstellung aller getesteten Serumproben
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Abbildung 8: Darstellung der getesteten IgG- und IgM-IAA
Schwarz dargestellt sind IgG-IAA und blaue Punkte demonstrieren die Messergebnisse

der IgM-IAA als Acpm. Es sind 80 Proben von 26 getesteten Kindern dargestellt. Die y-
Achse zeigt linear die cpm bis zu einer Grenze von 500 Acpm. Im rechten oberen Koordi-

natensystem sind die IgM-Messwerte detaillierter bis zu einem Wert von 100 Acpm dar-

gestellt.
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Insgesamt wurden 80 Seren von 26 Kindern auf IgG-IAA und IgM-1AA getestet.

In keinem der getesteten Seren konnten IgM-IAA detektiert werden. Es besteht
hier keine Korrelation zwischen dem Auftreten von IgG-IAA und dem Auftreten von
IgM-IAA. Lediglich bei einem Madchen aus dem Studienkollektiv traten im Alter
von 4,02 Jahren positive Ergebnisse fir IgM-IAA auf. Die Probe war vom 27. No-
vember 2007 und in dieser wurden IgG-IAA, -GADA und -IA-2A detektiert. Es

konnten IgM-Autoantikdrper wie folgt nachgewiesen werden:

IgG IigM
IAA
8982,8 Acpm 181,0 Acpm
GADA
270,9 Acpm 0,0 Acpm
1A-2A
936,9 Acpm 18,6 Acpm

Tabelle 8: Messergebnisse einer IgM-IAA positiven Serumprobe

Es lag hier allerdings eine Typ 1 Diabetes Erstmanifestation am 01. Juli 2007 zu-
grunde. Somit kénnen diese IgM-IAA nicht als Autoantikdrper gegen endogenes
Insulin betrachtet werden, sondern reprasentieren womdglich eine neue Immunre-

aktion gegen das gespritzte exogene Insulin.

Insgesamt zeigte sich bei den Messungen der IgM-1AA, dass sich in keinem der
getesteten Seren IgM-Autoantikérper beziehungsweise eine ausreichende Menge
an IgM-Autoantikérpern befanden, um sie mit den in der vorliegenden Arbeit an-
gewandten Messmethoden detektieren zu kénnen. IgM-IAA konnten ausschlie3-
lich in Positivkontrollen von bereits an Typ 1 Diabetes erkrankten Personen nach-
gewiesen werden, hier allerdings im deutlich positiven Bereich, wie am obigen

Beispiel verdeutlicht wird.
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4.2.1.2. Darstellung aller getesteten Serumproben eines Individuums
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Abbildung 9: IAA-Isotypen im Verlauf bei einem pradiabetischen Individuum

Die x-Achse stellt das Alter in Jahren bis zu einem Alter von 5 Jahren dar. Die untere Gra-
fik zeigt die auf eine Standardkurve bezogenen units des Routine-Assays (schwarze Li-
nie), wahrend die obere Grafik die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Acpm fir IgG
(griine Linie) und IgM (rote Linie) darstellt.

Abbildung 9 ist eine Darstellung der Messwerte eines Individuums des Studienkol-
lektivs Uber die Zeit der Studienteilnahme hinweg. Die Einheiten variieren je nach
Versuchsansatz: Im Routine-Assay wurden die Ergebnisse mit einer Standardkur-
ve verrechnet als units angegeben, wahrend im Rahmen dieser Arbeit in der Kur-

ve die absoluten Acpm angezeigt sind.
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Bei diesem Studienteilnehmer ist es noch nicht zu einer Erkrankung an Typ 1 Dia-
betes gekommen. Es zeigt sich hier, dass die Kurven des Routine-Assays und des
neu etablierten modifizierten Versuchsansatzes sehr &hnlich sind. Dies lasst da-
rauf schlieBen, dass die Abtrennung und der Transfer des Uberstandes das Er-
gebnis fur 1gG-Autoantikdérper nicht verfalscht. Hier wird sehr deutlich, dass IgM-
IAA trotz hoher Messwerte an IgG-IAA gar nicht oder nur in sehr geringen Mengen

detektiert werden kdnnen.
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4.2.2. Messung der IgG- und IgM-GADA

4.2.2.1 Darstellung aller getesteten Serumproben
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Abbildung 10: Darstellung der getesteten IgG- und IgM-GADA

Schwarz dargestellt sind IgG-GADA, blaue Punkte demonstrieren die Messergebnisse der
IgM-GADA. 1gG-GADA sind dargestellt bis zu einem Bereich von 2000 Acpm. IgM-GADA
sind in der rechten oberen Grafik detaillierter in einem Bereich bis 250 Acpm dargestellt.
Ein Wert liegt oberhalb von 250 Acpm (339,1 Acpm).

Es handelt sich um insgesamt 74 gemessene Proben. Die Werte fur die IgM-
GADA variieren zwischen 0 Acom und 339,1 Acom (Median 14,9 Acpm).
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Bei 9 der 24 getesteten Kinder war mindestens eine Probe positiv fur IgM-GADA
(37,5%). Bei keinem der Kinder wurden IgM-Autoantikérper vor dem Auftreten von
IgG gefunden (0%).
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4.2.2.2. Darstellung aller getesteten Serumproben eines Individuums
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Abbildung 11: GADA-Isotypen im Verlauf bei einem pradiabetischen Individuum

Die x-Achse stellt das Alter in Jahren bis zu einem Alter von 5 Jahren dar. Die untere Gra-
fik zeigt die auf eine Standardkurve bezogenen units des Routine-Assays (schwarze Li-
nie), wahrend die obere Grafik die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Acpm fir IgG
(grune Linie) und IgM (rote Linie) darstellt.

Abbildung 11 ist eine Darstellung der Messwerte eines Individuums des Studien-
kollektivs Uber die Zeit der Studienteilnahme hinweg. Es zeigt sich hier, dass die
Kurven des Routine-Assays und die Messwerte fur IgG-GADA des neu etablierten
Messverfahrens sehr parallel verlaufen. Dies I&sst schlussfolgern, dass die Ab-
trennung und der Transfer des Uberstandes auch hier das Ergebnis fiir 1gG-

Autoantikdrper nicht verfalscht.



4. Ergebnisse

Es zeigt sich eine leichte Erhéhung der IgM-GADA im Alter von knapp drei Jahren
auf Werte von 15,0 Acom und 34,3 Acpm. AnschlieBend kommt es wieder zu einer
IgM-GADA Negativitat. Gegen Ende der Darstellung im Alter von knapp finf Jah-
ren kommt es zu einer deutlichen Positivitat der IgM-GADA mit 247,8 Acpm. Wie
hier deutlich zu sehen ist, ist der IgM-Anstieg erst nachweisbar, wenn bereits 1gG
vorhanden sind, also erst im Verlauf der Autoantikdrper-Positivitat. Dies spricht fur
Reimmunisierungsprozesse im Verlauf des praklinischen Diabetes. Ebenfalls wird
sehr deutlich, dass das Auftreten von IgM-GADA nicht zwangslaufig mit hohen
Messwerten an IgG-GADA korreliert (Abbildung 11).
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4.2.2.3. IgM-GADA positive Kinder im Verlauf und korrespondierende GADA-

Epitopmesswerte
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Abbildung 12: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 1
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Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
dar, wahrend die orange Linie die Acpm flr IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (turkis).

In Abbildung 12 zeigt sich, dass IgG, IgM und die Epitop-Spezifitdten GAD-COOH
(griin) und GAD-NASTU (turkis) gleichzeitig im Verlauf ansteigen und auch der
héchste Titerwert zeitgleich erreicht wird. Es kann keine IgM-Positivitat vor einer
lgG-Positivitat festgestellt werden. Die Epitope COOH und NASTU lassen sich
hier im deutlich positiven Bereich bis tUber 800 Units zusammen mit einem Anstieg
der IgM-GADA auf 339,1 Acpm detektieren. GAD-NH2 und GADG67 bleiben in allen

getesteten Seren des Kindes 1 negativ.
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Abbildung 13: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 2

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
dar, wahrend die orange Linie die Acpm fur IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
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stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (trkis).

Von Kind 2 waren nur 2 Proben verfligbar. Hier zeigt sich, dass sowohl IgG- als
auch IgM-GADA im Laufe von 2 Jahren ansteigen. Bei der Auswertung der Epitop-
Spezifitaten bleibt NH2 negativ, GAD67 und NASTU steigen leicht an, wahrend
GAD-COOH erneut deutlich positiv ist. Wie auch bei Kind 1 beschrieben, lassen
sich zusammen mit einer neu auftretenden IgM-Positivitat auch neu festzustellen-
de spezifische Autoantikérper gegen GAD-COOH und GAD-NASTU nachweisen.
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Abbildung 14: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 3

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
dar, wahrend die orange Linie die Acpm fir IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
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stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (trkis).

Bei Kind 3 kann dargestellt werden, dass zuerst IgG-GADA den héchsten Titer-
wert erreichen und IgM-GADA im Verlauf danach positiv werden. Auch hier zeigt
sich kein Reifungsprozess von IgM zu IgG. Festzustellen ist, dass auch bei Kind 3
der Anstieg der IgM-GADA parallel zum Anstieg des Epitops COOH verlauft, was
sich anhand der beiden ahnlichen Kurvenverlaufe von IgM-GADA (Abbildung 14
A, orange Linie) und COOH (Abbildung 14 B, grine Linie) verdeutlichen lasst.
NASTU ist erneut positiv, sinkt allerdings im Verlauf der Serumproben parallel zu
IgG-GADA stark ab. NH2 und GAD67 konnten nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 4

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
dar, wahrend die orange Linie die Acpm fir IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
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stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (trkis).

In Abbildung 15 zeigt sich eine geringe Erhéhung der IgM nach einem hohen Titer
IgG-GADA und im Verlauf bei einem nachfolgenden IgG-Anstieg gleichzeitig eine
deutliche Erhéhung der IgM-GADA. NASTU kann erneut parallel zu IgG-GADA im
deutlich positiven Bereich detektiert werden. Bei COOH kommt es zu einem leich-
ten Anstieg und einem anschlieBenden Absinken in den negativen Bereich. Bei
Kind 4 Iasst sich kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von COOH bzw.
NASTU und einer IgM-GADA-Positivitat darlegen.
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Abbildung 16: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 5

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
dar, wahrend die orange Linie die Acpm fir IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
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stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (trkis).

Bei Kind 5 lagen nur 2 Serumproben zur Analyse vor. In Abbildung 16 zeigt sich
ein Anstieg der IgG-GADA und eine leichte Erhéhung der IgM-GADA im Laufe
eines Jahres. Alle 4 getesteten Epitop-Spezifitdten konnten in der entsprechenden
Serumprobe ebenfalls nachgewiesen werden. Hier konnten somit GADA gegen
multiple Regionen des Molekils gleichzeitig mit IgM-GADA festgestellt werden.
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Abbildung 17: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 6

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
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dar, wahrend die orange Linie die Acpm flr IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (turkis).

Kind 6 stellt eine Besonderheit dar, denn hier wurden in 2 aufeinander folgenden
Blutproben positive Werte fiir IgM-GADA festgestellt, wahrend in beiden Proben
keine 1gG-GADA detektiert werden konnten. Das erste gewonnene Serum liegt
knapp Uber dem Hintergrundlevel des Testansatzes (5,0 Acpm). Das darauf fol-
gende Serum hingegen liegt deutlich im IgM-GADA positiven Bereich (86,6 Acpm).
Die Epitope NH2, GAD67 und auch COOQOH bleiben negativ, wohingegen NASTU
in der zweiten Serumprobe detektiert wurde.
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Abbildung 18: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 7

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
dar, wahrend die orange Linie die Acpm fir IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
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stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (trkis).

Interessanterweise sinken bei Kind 7 die IgG-GADA innerhalb von ein paar Mona-
ten (Alter 3,99 und 4,28 Jahre) klar ab, wahrend IgM-GADA deutlich auf einen
Wert Uber 100 Acpm ansteigen. Alle Epitope bleiben im negativen Bereich unter 5
Units.
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Abbildung 19: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 8

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
dar, wahrend die orange Linie die Acpm fir IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
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stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (trkis).

Es zeigt sich ein zeitgleicher Anstieg der IgM- und IgG-GADA. Wahrend IgG in
den folgenden Proben weiter ansteigt, sinken IgM-GADA wieder und sind im fol-
gend nicht mehr nachweisbar. Bei der Bestimmung der Epitop-Spezifitaten lasst
sich bei Kind 8 folgendes feststellen: COOH und NASTU steigen im Verlauf paral-
lel zu 1IgG-GADA. NH2 und GADG67 lassen sich auch bei Kind 8 nicht nachweisen.
Es lasst sich in diesem Fall kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
IgM-GADA und dem Vorhandensein von Epitop-Spezifitaten darlegen.
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Abbildung 20: IgG-GADA, IgM-GADA und die GADA Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU bei Kind 9

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fur IgG-GADA
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dar, wahrend die orange Linie die Acpm flr IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der GADA-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 4 Graphen
stehen flr die aus derselben Probe gemessenen GADA-Epitope COOH (griin), NH2
(pink), GAD67 (gelb) und NASTU (turkis).

Wie auch bei Kind 7 (Abbildung 18), lasst sich bei Kind 9 ein Anstieg der IgM-
GADA beobachten, nachdem ein IgG-GADA Peak-Wert erreicht wurde und IgG-
GADA bereits wieder absinken. Es zeigt sich erstmals eine leichte Erhéhung von
GAD-NH2-Autoantikérpern, welche parallel zum Kurvenverlauf von 1gG-GADA
verlaufen. COOH, NASTU und GADG67 bleiben im negativen Bereich.

Auch in Abbildung 20 kann keine Korrelation zwischen dem Auftreten von IgM-
GADA und den verschiedenen Epitop-Spezifitdten nachgewiesen werden.

In Zusammenschau aller IgM-GADA-positiven Probanden und der jeweiligen Mes-
sergebnisse flr IgG-GADA, IgM-GADA und fir die Epitope COOH, NH2, GAD67
und NASTU kann festgestellt werden, dass in keinem Fall IgM-GADA auftreten,
bevor es zu einem Anstieg von IgG-GADA kommt. Vielmehr treten IgM-GADA im
Verlauf einer 1gG-Positivitat auf. In 4 von 9 Fallen (44%) kommt es zu einem IgM-
GADA Anstieg im Anschluss an einen IgG-GADA Héchstwert und in 4 von 9 Fal-
len (44%) zeigt sich zeitgleich in derselben Probe eine Positivitat fir IgG- und IgM-
GADA. In einem Fall konnten in 2 Seren positive Werte flr IgM-GADA detektiert
werden, wahrend keine IgG-GADA enthalten waren (Abbildung 17).

Beziiglich des Auftretens der verschiedenen Epitop-Spezifitdten lassen sich fol-
gende Aussagen treffen: In nur einer Serumprobe der IgM-GADA positiven Stu-
dienteilnehmer konnten alle Epitop-Spezifitaten festgestellt werden. Darlber hin-
aus konnten keine GAD67-Autoantikbrper nachgewiesen werden und nur bei ei-
nem Kind kam es auBerdem zu einer leichten Erhéhung der NH2-GADA. COOH
und NASTU konnten hingegen in einigen Seren im deutlich positiven Bereich de-
tektiert werden. Bei 4 Probanden (44%) lasst sich kein Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von Epitop-Spezifitdten und IgM-GADA feststellen. Jedoch wird bei
5 von 9 Kindern (56%) ein COOH-Anstieg parallel zur Erhéhung der IgM-GADA
beobachtet. Bei 5 Kindern (56%) kommt es zu einem parallelen Kurvenverlauf von
NASTU und IgM-GADA.
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4.2.3. Messungen der IgG- und IgM-1A-2A

4.2.3.1. Darstellung aller getesteten Serumproben
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Abbildung 21: Darstellung der getesteten IgG- und IgM 1A-2A

Schwarz dargestellt sind 1gG-IA-2A bis zu einem Bereich von 1000 Acpm. Schwarze
Punkte an dieser Grenze liegen oberhalb 1000 Acpm. Blaue Punkte demonstrieren die
Messergebnisse der IgM-IA-2A. Die rechte obere Grafik zeigt eine detailliertere Ansicht

der IgM-1A-2A bis zu einem Bereich von 250 Acpm.

Dargestellt sind 33 Proben von 6 getesteten Kindern. Insgesamt wiesen 2 der 6

Kinder IgM-1A-2A im Verlauf wie folgt auf:



4. Ergebnisse

4.2.3.2. Darstellung aller getesteten Serumproben eines Individuums
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Abbildung 22: IA-2A-Isotypen im Verlauf bei einem pradiabetischen Individuum
(Kind 10)

Die x-Achse stellt das Alter in Jahren bis zu einem Alter von 5 Jahren dar. Die untere Gra-
fik zeigt die auf eine Standardkurve bezogenen units des Routine-Assays (schwarze Li-
nie), wahrend die obere Grafik die gemessenen Acpm fir IgG (griine Linie) und IgM (rote
Linie) darstellt.

Abbildung 24 ist eine Darstellung der Messwerte eines Individuums des Studien-
kollektivs (Kind 10) Uber die Zeit der Studienteilnahme hinweg. Es zeigt sich hier,
dass die Kurven des Routine-Assays und die Messwerte fir IgG-IA-2A des neu
etablierten Messverfahrens sehr parallel verlaufen. Dies lasst schlussfolgern, dass
die Abtrennung und der Transfer des Uberstandes auch hier das Ergebnis fiir IgG-
Autoantikérper nicht verfalschen.
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Im Alter von ungefahr 2,5 Jahren erfolgt eine leichte Erhéhung der IgM-l1A-2A auf
Werte von 21,4 Acpm und 24,2 Acpm. AnschlieBend kommt es wieder zu einer
IgM-1A-2A-Negativitat. Auch bei der Analyse der IA-2A kommt es zur Detektion
von IgM erst nach einer bereits verifizierten Prasenz von IgG, also wieder erst im
Verlauf der Autoantikérper-Positivitat. Dies spricht fir Reimmunisierungsprozesse

im Verlauf des préaklinischen Diabetes.
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4.2.3.3. IgM-l1A-2A positive Kinder im Verlauf und korrespondierende 1A-2A-

Epitopmesswerte
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Abbildung 23: 1gG-1A-2A, IgM-l1A-2A und die IA-2A Epitope PTP, B-PTP und JM bei
Kind 4

Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der |IA-2A-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fir 1gG-1A-2A
dar, wahrend die orange Linie die Acpm flr IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der IA-2A-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 3 Graphen
stehen flr die aus derselben Probe gemessenen |A-2A-Epitope PTP (tlrkis), B-PTP (ro-
sa) und JM (gelb).
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Abbildung 24: IgG-1A-2A, IgM-1A-2A und die IA-2A Epitope PTP, B-PTP und JM bei
Kind 10
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Die x-Achse stellt das Alter des Kindes in Jahren dar. (A) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der |IA-2A-Acpm. Die blaue Linie stellt die gemessenen Acpm fir 1gG-1A-2A
dar, wahrend die orange Linie die Acpm flr IgM zeigt. (B) Die y-Achse zeigt die gemesse-
nen Werte der IA-2A-Epitope in Units abgeleitet aus einer Standardkurve. Die 3 Graphen
stehen fir die aus derselben Probe gemessenen IA-2A-Epitope PTP (turkis), B-PTP (ro-
sa) und JM (gelb).

In den Abbildungen 22 und 23 sind die Messergebnisse der beiden IgM-IA-2A-
positiven Kinder dargestellt. Kind 4 weist nur leicht erhéhte IgM-1A-2A auf, wohin-
gegen bei Kind 10 deutlich positive IgM-Werte vorliegen. Bei Kind 10 kommt es zu
einem Anstieg der IgM-IA-2A zeitgleich mit einer deutlichen Erhéhung der Epitope
IA-2 PTP und IA-2B8 PTP (Abbildung 23). Bei Kind 4 I&sst sich nur ein geringer An-
stieg des Epitops IA-2 JM feststellen, der ebenfalls zeitgleich mit dem Auftreten
von IgM-1A-2A zu beobachten ist (Abbildung 22).

Die Darstellung der Messergebnisse der beiden IgM-l1A-2A positiven Kinder lasst
erkennen, dass mit dem Auftreten von IgM-IA-2A zeitgleich auch Erhéhungen der

unterschiedlichen IA-2A Epitope festzustellen sind.
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5. Diskussion

Typ 1 Diabetes ist eine progressive, autoimmune Stoffwechselerkrankung. Im Lau-
fe der Entstehung dieser Erkrankung kommt es in der Bauchspeicheldriise zum
Funktionsverlust der insulin-produzierenden B-Zellen der Langerhans-Inseln. Dies
fuhrt letztendlich zu einem absoluten Insulinmangel bei Betroffenen und somit zu
den vielfaltigen Symptomen dieser Stérung.

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass es sich beim Typ 1 Diabetes um eine Auto-
immunkrankheit handelt, bei der sich Immunzellen autoreaktiv gegen kérpereigene
Strukturen des Pankreas richten. Dies lasst sich durch das Detektieren von Auto-
antikdrpern gegen Strukturen der B-Zellen im peripheren Blut nachweisen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob bei Kindern, die mit dem
Typ 1 Diabetes assoziierte 1gG-Autoantikérper gegen Insulin, GAD und |A-2 auf-
weisen, auch IgM-Autoantikdrper gegen diese Strukturen gefunden werden koén-
nen.

Der Fokus lag darauf aufzuzeigen, in welchem klinischen Stadium der Typ 1 Dia-
betes Entstehung IgM-Autoantikérper auftreten. Als zuséatzliche Fragestellung
wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob es - &hnlich wie beispielsweise bei
viralen Infekten - einen initialen Reifungsprozess von IgM zu IgG gibt. Dies wurde
untersucht, indem fiir jedes untersuchte Autoantikdrper-positive Kind die Serum-
probe vor der ersten IgG-positiven Probe auf IgM getestet wurde. Hierflr wurden
etablierte und zu dieser Zeit routinemaBig in der Forschergruppe Diabetes ver-

wendete Radioliganden-Bindungsassays flir IgG-IAA mit radioaktiv markiertem

Jodid ('25-1) und fiir GADA bzw. IA-2A mit radioaktiv markiertem Methionin (*S-
Methionin) in abgewandelter Form zur Detektion von IgM-Autoantikérpern etabliert
und verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurden Blutproben analysiert, die im
Rahmen der BABYDIAT-Studie gesammelt und routinemaBig auf das Vorhanden-
sein von Diabetes-assoziierten IgG-Autoantikérpern getestet wurden.

Insgesamt soll die Arbeit zu einem besseren Verstandnis der im Vorfeld einer Dia-
betes-Erkrankung ablaufenden immunologischen Prozesse im Korper eines Be-
troffenen verhelfen und detaillierter darlegen, worin der Ausgangspunkt fir diese

Autoimmunerkrankung liegen kénnte.
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5.1. Vorkommen und mdgliche Bedeutung von IgM-Autoantikérpern beim
Typ 1 Diabetes

Es gab bisher nur wenige Untersuchungen, bei denen das Auftreten von IgM-
Inselautoantikdrpern getestet wurde. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind
nicht eindeutig und lassen keine klaren Aussagen Uber die Bedeutung von IgM-
IAA, IgM-GADA oder auch IgM-1A-2A zu.

Bodansky et al. waren 1986 die ersten, die gezielt nach IgM-IAA und IgM-ICA ge-
sucht hatten und die Frage formulierten, ob es einen Ubergang von IgM-
Antikdrpern zu den ,reifen“ IgG gibt. Eingebettet war diese Fragestellung in die
Untersuchung, ob die Inselautoimmunitat in Abh&ngigkeit von akuten viralen Infek-
tionen auftritt. Bodansky et al. detektieren damals mit Hilfe eines ,enzyme-linked-
immunoabsorbent assay“ (ELISA) (Dean 1986) IgM-IAA und IgG-IAA in groBer
Zahl. Es wurden sogar mehr Positivitaten far IgM-IAA festgestellt als fir 1gG. Aus
heutiger Sicht ist jedoch eindeutig zu proklamieren, dass Bodansky et al. mit ihrer
Messmethode nicht spezifisch 1gG-IAA bzw. IgM-IAA dargestellt haben kdnnen
(Bodansky 1986), da von Bonifacio et al. 1990 veréffentlicht, dargelegt werden
konnte, dass das verwendete Messverfahren ELISA kein sensitives und spezifi-
sches Verfahren ist, um im Rahmen des Typ 1 Diabetes auftretende Autoantikor-
per zu detektieren (Bonifacio 1990).

Weiterhin wurde 1999 im Rahmen der BABYDIAB-Studie festgestellt, dass es bei
Kindern von Eltern, die an Typ 1 Diabetes erkrankt sind und Autoantikdrper entwi-
ckeln, meist zuerst zu einem Anstieg eines Autoantikbrpers kommt (Bonifacio
1999). Dieser sinkt daraufhin wieder ab, bevor spater im Verlauf vor einer Diabe-
tes-Manifestation meist mehrere Autoantikbrper nachgewiesen werden kénnen.
Dies spricht daflir, dass es innerhalb der pradiabetischen Phase zu Reimmunisie-
rungsprozessen und ferner zu immunologischen Regulationen und Gegenregulati-
onen bei der Reaktion gegen die verschiedenen Antigene kommt. Zusétzlich wur-
de hier auch nach IgM-IAA, -GADA und -1A-2A gesucht. Bonifacio et al. verwende-

ten einen isotypen-spezifischen, biotinylierten, monoklonalen, anti-humanen Anti-
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kérper der Maus, welcher gegen humanes IgM gerichtet war und an Sepharose-
beads gekoppelt im Routine-Assay verwendet wurde. Es zeigte sich jedoch keine
Positivitat fir IgM (Bonifacio 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde anhand der Autoantikérperverlaufskurven flr
GADA und IA-2A gezeigt, dass IgM erst im Verlauf einer IgG-Autoantikdrper-
Positivitat auftreten. Dies spricht ebenfalls dafir, dass es wahrend der Zeit vom
Auftreten des ersten Autoantikbrpers bis hin zur letztendlichen Diabetes-
Manifestation dynamische Immunprozesse ablaufen.

Von Naserke et al. konnte 1999 die héhere Sensitivitait des Protein A/G-
Radioliganden-Bindungsassays zur Detektion von IgG-IAA im Vergleich zum da-
mals konventionellen Verfahren dargelegt werden. Es wurden versuchsweise 14
Samples in einer modifizierten Form des gleichen Messverfahrens auf IgM-IAA
getestet. Hierzu verwendeten auch sie anstatt der herkbmmlichen Sepharose den
speziellen monoklonalen Mausantikérper (PharMingen, San Diego, CA), um spe-
ziell IgM-1AA zu binden. Es konnten mit diesem Versuchsansatz jedoch in keiner
der Proben IgM-IAA nachgewiesen werden. Hier wurde also ebenfalls in einer
dem Routine-Assay ahnlichen Form nach IgM-IAA gesucht. Es zeigte sich jedoch
auch hier keine aus dem Background-Level hervoriretende IgM-IAA Positivitat
(Naserke 1999). Es konnte ferner gezeigt werden, dass IgG-IAA bereits friih nach
der Geburt auftreten und der Protein A/G Radiobindungs-Assay eine hohe Sensiti-
vitat fir diese Messung der IAA aufweist (Naserke 1999).

Auch im Rahmen dieser Arbeit konnten nur bei einem Probanden positive Werte
fir IgM-1AA festgestellt werden. Im Nachhinein musste aber verifiziert werden,
dass bei diesem Kind eine Erkrankung an Diabetes vorlag und diese Werte somit
nicht als pradiabetische Autoimmunitat gewertet werden kénnen, sondern als ge-
gen therapeutisch exogen zugeflhrtes Insulin gerichtete Immunitat angesehen
werden muss.

Petersen et al. untersuchten 1999 Kinder aus der DiMe-Studie (Childhood Diabe-
tes in Finland) nach GADA-Isotypen. Sie verwendeten ebenfalls einen auf Strep-
tavidinbeads gekoppelten monoklonalen Anti-human IgM-Antikérper und stellten
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fest, dass IgM und IgE vor allem bei den ,Nicht-Progressoren®, also bei Kindern,
die im Verlauf der Studie nicht an Typ 1 Diabetes erkrankten, auftraten und folglich
als eine unreife Form der Autoimmunitat interpretiert wurden (Petersen 1999).
Diesen Ergebnissen entgegengesetzt stellten Hoppu et al. hingegen 2004 fest,
dass bei ,Progressoren“ am haufigsten IgG1- und IgM-GADA detektiert werden
kénnen (Hoppu 2004b).

Auch Hawa et al. suchten 2000 mit einem biotinylierten Maus-Antikérper im Radi-
oliganden-Bindungsassay nach IgM-GADA und IgM-IA-2A. Es zeigten sich aller-
dings nur in einem von 15 getesteten Seren IgM-GADA und in keinem der geteste-
ten Seren IgM-1A-2A (Hawa 2000).

Von Achenbach et al. gab es im Jahr 2004 die letzte Veréffentlichung, in der das
Auftreten von IgM-Autoantikérpern beschrieben wurde. Achenbach et al. fanden
IgA- und IgM-Autoantikdrper in 12 bis 17 % von 180 untersuchten Kindern, jeweils
far 1AA, GADA und IA-2A. In diesem Studienaufbau wurde ebenfalls das zuvor
beschriebene Verfahren mit einem biotinylierten Mausantikdrper gekoppelt an
Streptavidin-Sepharosebeads verwendet.

Darlber hinaus gab es auch einige Untersuchungen beziiglich anderer Autoanti-
kérper-Isotypen. Doch auch hier konnten lediglich Tendenzen festgestellt bzw.
Theorien erhoben und keine generellen Aussagen in Hinblick auf die Entstehung
des Typ 1 Diabetes aufgestellt werden. Koczwara et al. untersuchten 2007 Proben
aus dem BABYDIAB-Studienkollektiv auf IgA-IAA, um herauszufinden, ob es zu
einem AnstoB der Autoimmunprozesse beim Typ 1 Diabetes Uber Vorgange in
Schleimhauten kommt, wo IgA hauptséchlich vorkommen. Der Versuchsansatz
war ahnlich konzepiert, wie das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Verfahren fir
IgM-Autoantikérper. Es wurde eine Anti-human-IgA-Agarose (Sigma Aldrich, USA)
aquivalent zur Anti-Human IgM-Agarose verwendet und ebenfalls ein Transfer-
schritt zur Trennung der IgG und IgA durchgefihrt. Es konnte festgestellt werden,
dass einige IAA eventuell nicht auf einen Kontakt mit menschlichem Insulin, son-
dern auf Immunisierungsvorgange in Schleimhauten zurlckzufiihren sind
(Koczwara 2007).
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Ferner untersuchten Hoppu et al. 2006 45 Kinder, welche im Rahmen der DIPP-
Studie (Finnish Type 1 Diabetes Prediction and Prevention Study) eine |A-2A Po-
sitivitat entwickelten. Hoppu et al. kamen zu dem Ergebnis, dass es bei Kindern,
die IgE-IA-2A aufwiesen, weniger haufig zu einer Diabetes-Manifestation kam, als
bei Kindern ohne IgE-IA-2A. Somit kann das Auftreten von IgE-IA-2A mdglicher-
weise als protektiv in Bezug auf den Typ 1 Diabetes angesehen werden (Hoppu
2006).

Zusammenfassend kann aufgezeigt werden, dass bisherige Studien keine rich-
tungsweisenden Ergebnisse bezliglich des Auftretens von IgM-Autoantikdrpern
liefern. IgM-IAA wurden bisher nur in einer Verdéffentlichung beschrieben (Achen-
bach 2004), wahrend IgM-GADA und IgM-lA-2A in einigen Untersuchungen in ge-
ringer Anzahl detektiert werden konnten (Petersen 1999 / Hawa 2000 / Achenbach
2004). In keiner der Veroffentlichungen konnte allerdings eine Theorie aufgestellt
werden, zu welchem Zeitpunkt IgM-Autoantikdrper auftreten und welche Rolle sie
im Geschehen um den Immunprozess bei der Entstehung des Typ 1 Diabetes

spielen.

Ein neuerer Ubersichtsartikel von Elkon et al. weist in Bezug auf IgM-
Autoantikdrper bei Autoimmunerkrankungen allgemein in eine andere Richtung.

Elkon et al. postulieren, dass Autoantikérper in verschiedenen Qualitdten und mit
unterschiedlicher Bedeutung flur das Immunsystem auftreten. Es gibt natlrliche
Antikoérper, die im Kérper nachweisbar sind, ohne dass ein pathologischer Prozess
vorliegt. Diese natirlichen Antikdrper reagieren sowohl auf Fremdorganismen, wie
Bakterien oder Pilze, als auch gegen kérpereigene Antigene und sind somit fur die
Ausbildung und den Haushalt des Immunsystems und das Gleichgewicht von An-
tigenen und Antikérpern verantwortlich. Meist handelt es sich bei diesen so ge-
nannten natdrlichen Antikérpern um IgM-Antikérper. Diese sind niedrig-affine und
polyreaktive Antikérper bzw. Autoantikbrper und bilden den naturlichen Abwehr-
mechanismus des Korpers. Einen pathologischen Prozess stellen nach Elkon et
al. 1IgG dar, welche Uber eine hohe Affinitat verfligen und durch somatische Hy-
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permutation der Immunglobuline entstanden sind. Fir Elkon et al. haben IgM-
Autoantikérper primar keinen Krankheitswert und sind daher singular auftretend
kein Anzeichen flr ein unnatirliches Autoimmungeschehen der Kérpers.
Allerdings stellen Elkon et al. keinen Bezug dazu her, zu welchem Anteil IgM-
Autoantikérper der Ausgangspunkt fir eine mdégliche somatische Hypermutation
und die Entwicklung von hoch-affinen, pathologischen IgG-Autoantikdrpern sind.
Ferner wird keine Aussage zu IgM-Autoantikérpern gemacht, die erst im Verlauf
einer IgG-Autoantikdrper-Positivitat auftreten (Elkon 2008).

FlOgt man diese Erkenntnisse zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, lasst
sich schlussfolgern, dass es beim Typ 1 Diabetes, so wie womdglich auch bei an-
deren Autoimmunerkrankungen, nicht zu einem Reifungsprozess von IgM- zu I1gG-
Autoantikbrpern kommt. Vielmehr lasst sich schlussfolgern, dass IgM-
Autoantikérper, die gegen zahlreiche Autoantigene des Kérpers gerichtet sind,
beim gesunden Individuum vorkommen und an sich keinen Krankheitswert haben,
da sie die naturliche Immunabwehr des Kdérpers bilden. Offen bleibt die Frage, ob
dies auch gilt, wenn bereits zuvor IgG-Autoantikdrper nachgewiesen werden konn-
ten und im Verlauf eines eindeutig pathologischen Geschehens IgM-
Autoantikdrper hinzukommen.

Auch bei anderen Autoimmunerkrankungen hat die Spezifitdt der Autoantikdrper
einen groBen Nutzen in der Diagnostik und Pravention, so beispielsweise die Anti-
CCP-Autoantikérper bei der Rheumatoiden Arthritis. Doch in der Regel wird 1gG-
Autoantikdrpern auch im Rahmen anderer Autoimmunerkrankungen diagnostisch
die gréBte Bedeutung zugeschrieben (Kokkonen 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Kindern, die einen HLA-
Risikogenotyp aufweisen, mindestens einen an Typ 1 Diabetes erkrankten erst-
gradig Verwandten haben und eine Autoantikdrper-Positivitdt entwickeln, IgM-
GADA und IgM-1A-2A, jedoch keine IgM-IAA gefunden werden kénnen. Aus der
folgenden Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit Idsst sich schlieBen,
dass IgM-Autoantikdrper mit dem untersuchten Studienkollektiv nicht priméar, also
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vor der Detektion von IgG-Autoantikérpern, festzustellen sind. Dies bestatigt die
Theorie, dass der urspringliche Autoimmunprozess direkt mit in der Regel hoch-
affinen 1gG-Autoantikdrpern angestoBen wird (Achenbach 2004).

Es kann also hier nicht von einem initialen Reifungsprozess von IgM zu IgG aus-
gegangen werden, sondern vom Auftreten von Reimmunisierungsprozessen im
Verlauf des préklinischen Diabetes. Es kdnnte beispielsweise sein, dass zusatzli-
che Epitope oder noch unbekannte zusatzliche Antigene in das Immungeschehen
mit einbezogen werden und somit eine spater auftretende IgM-Positivitat erklart

werden kann.

Es ergaben sich bei den durchgeflihrten Messungen flr IAA keine IgM-IAA im ge-
testeten Studienkollektiv. Lediglich bei einem Kind wurden positive IgM-IAA fest-
gestellt. Bei diesem Kind aber kam es zu einer Diabetes-Manifestation vor der
entsprechenden Blutprobe. Somit es handelt sich bei den gemessenen IgM-I1AA

wahrscheinlich um Antikérper gegen exogen zugeflhrtes Insulin.

Fir GADA ergaben sich bei 9 von 25 (36%) getesteten Kindern positive IgM-
Autoantikérper. In einer detaillierten Darstellung der Ergebnisse dieser IgM-GADA
positiven Kinder und der zugehdrigen GADA-Epitop-Messungen fiir COOH, NH2,
GAD67 und NASTU bestétigte sich, dass es zu keinem Reifungsschritt Gber IgM
zu IgG kommt. In 4 von 9 Fallen konnten IgM-GADA zeitgleich mit IgG-GADA de-
tektiert werden und in weiteren 4 von 9 Féllen erst im Verlauf der 1gG-GADA-
Positivitat. Bei einem Kind konnten in zwei Proben positive Werte fiir IgM-GADA
festgestellt werden, wahrend in derselben Probe keine IgG-GADA detektiert wur-
den.

Betrachtet man das Auftreten der verschiedenen Epitop-Spezifitdten, wird deutlich,
dass sich bei 4 Probanden (44%) kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von Epitop-Spezifitidten und IgM-GADA feststellen lasst. Wohingegen bei 4 von 9
Kindern (44%) ein gleichzeitiger COOH- und NASTU-Anstieg parallel zur Erho-
hung von IgM-GADA und bei zusétzlich jeweils einem Kind (56%) ein paralleler
Kurvenverlauf von NASTU beziehungsweise von COOH und IgM-GADA beobach-
tet werden kann. In nur einer Serumprobe der IgM-GADA positiven Studienteil-
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nehmer konnten alle Epitop-Spezifitdten festgestellt werden. Darlber hinaus konn-
ten keine GAD67-Autoantikérper nachgewiesen werden und nur bei einem Kind
kam es zu einer leichten Erhéhung der NH2-GADA. Somit bestéatigt die Bestim-
mung der Epitop-Spezifititen die Hypothese, dass IgM-Autoantikdrper pradiabe-
tisch im Verlauf einer IgG-Autoantikérper-Positiviat auftreten und eine Umstruktu-
rierung des Autoimmunprozesses mit Hinzukommen neuer autoantigener Struktu-

ren symbolisieren.

Bei den Messungen fur IgM-1A-2A zeigten sich 2 von 6 Kindern (33%) positiv.
Auch bei den beiden Kindern kam es zu einer IgM-Positivitat im Verlauf. Zudem
konnte bei beiden Kindern zeitgleich mit dem Auftreten von IgM-1A-2A auch eine

Erhéhung der verschiedenen IA-2 Epitope festgestellt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit kann dargelegt werden, dass IgM-Autoantikbrper im
Rahmen des praklinischen Typ 1 Diabetes nur in geringem MaBe detektiert wer-
den kénnen. In 80 getesteten Seren wurden keine IgM-IAA gefunden, was sich
gréBtenteils mit den Ergebnissen der Untersuchungen, bei denen ahnliche Mess-
verfahren verwendet wurden, deckt (Bonifacio 1999 / Naserke 1999). 36% Prozent
der untersuchten Kinder wiesen in mindestens einer Serumprobe IgM-GADA auf
und bei insgesamt 33% der getesteten Kinder konnten mindestens einmal IgM-IA-
2A detektiert werden.

5.2. Evaluation des neu etablierten Messverfahrens

Bei der Betrachtung dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, wie diese zu bewerten
sind und welche Starken und Schwachen die im Rahmen dieser Arbeit etablierte
Methode gegenlber den bisher durchgeflihrten Messverfahren hat.

Eine Besonderheit des im Rahmen dieser Arbeit etablierten Messverfahrens ist die
Verwendung der Anti-human IgM-Agarose zur Bindung von IgM-Autoantikérpern.
Nach einem ersten Schritt, der dem international standardisierten Routine-
Testverfahren flr 1IgG-Autoantikérper entspricht und zur IgG-Autoantikérper Préazi-

pation fithrt, wurde der ungebundene Uberstand des jeweiligen Serumrdhrchens
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bzw. des jeweiligen Wells mit einer langen feinen Pipette vom Oberrand abpipet-
tiert und in ein neues Behaltnis transferiert. In diesem neuen GefaB befanden sich
im Anschluss an diesen Schritt keine IgG-Autoantikérper mehr, was in vorherigen
Untersuchungen nicht ausreichend sichergestellt werden konnte. Hier lieB3 sich
nicht sicher ausschlieBen, dass in Serumproben, die teilweise extrem hohe IgG-
Autoantikérper-Titer aufweisen, bei der Suche nach Isotypen félschlicherweise
auch lgG-cpm mit gemessen wurden.

Mit der Untersuchung von Nabelschnurproben (Abbildung 7) konnte nachgewie-
sen werden, dass es beim Transferschritt nicht zu einer Ubertragung von IgG-
Immunprazipitaten kommt. In Nabelschnurblutproben sollte grundsatzlich nur mat-
terliches 1gG zu finden sein, welches Uber die Plazenta tibertragen wird, und keine
IgM, da die kdrpereigene Produktion des Neugeborenen erst im Laufe einiger Mo-
nate zum AnstoB kommt und IgM kein plazentagangiges Molekul darstellt. Bei den
Messungen zeigten sich bei jeweils 15 (IAA), 14 (GADA) und 9 (IA-2A) der getes-
teten Seren, dass IgG teilweise sehr hohe mediane Titerwerte erreichten: IgG-1AA
5651,9 Acpm, IgG-GADA 1123,1 Acom und IgG-1A-2A 1018,0 Acpm. IgM hinge-
gen wurden im sehr niedrigen Bereich, vergleichbar in etwa mit den in den Ver-
suchsanséatzen mit getesteten Negativseren, zur Bereinigung um die unspezifische
Bindung, detektiert: IgM-IAA 23,8 Acpm, IgM-GADA 0 Acpm und IgM-IA-2A 9,1
Acpm.

Ferner konnten bei einem Kind in zwei aufeinander folgenden Blutproben IgM-
GADA festgestellt werden, wahrend es in beiden fir IgG-GADA negativ war (Ab-
bildung 17). Hiermit Iasst sich zeigen, dass das Messverfahren sensitiv IgM fest-
stellt, wenn keine IgG-Autoantikérper im Serum enthalten sind. Es werden folglich
im oben beschriebenen Transferschritt keine radioaktiv markierten Immunprazipi-
tate Ubertragen.

Im Gegensatz zu vorherigen Studien wurden somit eindeutig keine IgG-
Autoantikdrper-Prazipitate falschlicherweise detektiert, sondern die um die unspe-
zifische Bindung der Negativseren bereinigten IgM-Acpm stellen ausschlieBlich

den Gehalt an IgM-Autoantikérpern in der jeweiligen Serumprobe dar.
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Mit der Gegenulberstellung der bei jedem Versuchsansatz mit getesteten Positiv-
und Negativkontrollen (Abbildung 6) wird deutlich, dass die Messgenauigkeit und
die Vergleichbarkeit der verschiedenen Testansatze miteinander sehr gut sind. Die
Variationskoeffizienten der Messergebnisse, die von der variierenden jeweiligen
Radioaktivitat des Ausgangsmaterials abhangig sind, sind gering (Tabelle 4).

Im Studienkollektiv dieser Arbeit wurden keine IgM-IAA festgestellt. Es konnte
aber anhand eines IgM-positiv getesteten Kindes, welches wahrend des Studien-
verlaufs an Typ 1 Diabetes erkrankte, eindeutig nachgewiesen werden, dass die
neu etablierte Messmethode sensitiv fir IgM-IAA ist (Tabelle 8). Hier traten IgM-
IAA in fur IgM relativ hohen Titermengen von 181,0 Acpm auf, was in zwei weite-
ren Versuchsansatzen mit derselben Serumprobe bestatigt werden konnte. Es
konnte also deutlich gemacht werden, dass sich mit der Methode durchaus IgM-
IAA darstellen lassen. Nicht zu beantworten bleibt jedoch die Frage, ob auch sehr
geringe Mengen IgM-1AA festgestellt werden kénnen oder ob die Bindung an die
Anti-human IgM-Agarose erst bei héheren Mengen von IgM-IAA ein positives Er-
gebnis zeigt. Bislang ist nur in einer Publikation (Achenbach 2004) das Auftreten
von IgM-IAA in geringen Mengen beschrieben. In dieser Publikation wird jedoch
nicht deutlich, in wie vielen Proben genau IgM-IAA detektiert wurden, und es bleibt
fraglich, inwieweit mit der damals verwendeten Methode mit einem biotinylierten
IgM-Mausantikérper gekoppelt an Streptavidinbeads wirklich konkret IgM-IAA ge-

bunden wurden.

Far IgM-GADA und IgM-IA-2A wurden auch schon in friheren Untersuchungen
positive Ergebnisse in geringen Mengen bestatigt. Auch die Ergebnisse dieser
Arbeit bestatigen, dass in einigen Proben IgM-Autoantikbrper nachgewiesen wer-
den kénnen. In dem fur diese Arbeit entwickelten Messverfahren zeigten sich IgM-
GADA und IgM-IA-2A mit allerdings deutlich geringeren Titerhdhen (unter 1000
Acpm) im Vergleich zu IgG-Autoantikérpern im Bereich tber 10000 Acpm.

Ein weiterer wichtiger Faktor, der das generell spérliche Auftreten von IgM-
positiven Proben in dieser Arbeit und auch in friheren Veréffentlichungen erkléaren
kann, ist der zeitliche Abstand der abgenommenen Blutproben. IgM-Antikérper
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sind im Rahmen der Immunreaktion meist in einem sehr kurzen Zeitraum von teil-
weise nur einigen Stunden nachweisbar (Janeway 2009). Bedenkt man, dass die
Blutproben der getesteten Kinder von Geburt an etwa alle drei Monate abgenom-
men wurden, ist dies ein relativ langer Zeitraum, wahrend dessen eventuell kurz-
zeitig IgM nachweisbar sein kdnnten, allerdings im Rahmen dieses Studiende-
signs nicht detektiert werden konnten. Ein méglicher Weg, um dies aufzuklaren,
ware ein kleineres Studienkollektiv auszuwahlen und bei diesem die Abstande der
Blutabnahmen deutlich zu verklrzen. Dies ist allerdings mit einem erheblichen
Aufwand und mit erheblicher Belastung fir die teilnehmenden Familien mit ihren
Kindern und dem an der Studie beteiligten Fachpersonal verbunden und somit nur

sehr schwer durchfuhrbar.

5.3. Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein neues Messverfahren zur Detektion von IgM-
Autoantikdrpern etabliert werden. Es wurde gezeigt, dass der modifizierte Radi-
oliganden-Bindungsassay sehr spezifisch sowohl fiir die Detektion von IgG- als
auch von IgM-Autoantikérper ist. In den Abbildungen 9, 11 und 22 ist deutlich zu
erkennen, dass die Ergebnisse fiir IgG nach der Abtrennung des Uberstandes mit
den Ergebnissen des international standardisierten Routine-Assays (Bonifacio
2010) vergleichbar sind und es zu keiner Verfalschung des Ergebnisses kommt.
Es bleibt die Frage, wie sensitiv IgM mit der Anti-human IgM-Agarose gebunden
werden kénnen und ob auch geringe Mengen IgM-IAA, -GADA oder —IA-2A fir ein
positives Messergebnis ausreichen. Ein Vorteil des Verfahrens ist in jedem Fall die
zuvor dargelegte Gewissheit, dass nicht falschlicherweise IgG-Prazipitate be-
stimmt werden, da diese nachweislich im ersten Schritt des Testansatzes abge-

trennt werden.

Nachdem die Ergebnisse dieser Arbeit darauf schlieBen lassen, dass es zu kei-
nem Reifungsschritt der Autoantikdrper Uber eine Vorstufe IgM zu den reifen Anti-
kérpern IgG kommt, wird in Zukunft wichtig sein, das Augenmerk von Untersu-

chungen auf die Zeit ab Auftreten des ersten IgG-Autoantikérpers bis zur letztend-
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lichen Manifestation des Typ 1 Diabetes zu legen, um noch genauer aufzuklaren,
inwieweit Reimmunisierungsmechanismen, immunmodulierende Prozesse, das
Auftreten von Autoantikdrpersubklassen, —isotypen, Epitop-Spezifitaiten und mul-
tiplen Autoantikérpern das Risiko, tatsachlich zu erkranken, beeinflussen und ver-

andern.
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6. Zusammenfassung und Zukunftsaussicht

Typ 1 Diabetes ist eine multifaktorielle Autoimmunerkrankung, bei der es zu einer
langsamen Zerstérung der insulinproduzierenden B-Zellen der Langerhans-Inseln
der Bauchspeicheldriise und somit schlieBlich zu einem absoluten Mangel an In-
sulin im Korper eines Betroffenen kommt. Bis heute ist die Pathogenese dieser
Erkrankung nicht genau geklart. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Prozess
der Entstehung des Typ 1 Diabetes vor einer Manifestation noch genauer aufzu-

klaren, um somit in Zukunft méglicherweise friher intervenieren zu kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues Messverfahren etabliert. Es wurden die
zu dieser Zeit routinemaBig in der Forschergruppe Diabetes verwendeten Radi-
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oliganden-Bindungsassays fur IgG-IAA mit radioaktiv markiertem Jodid ( und

fir GADA bzw. IA-2A mit radioaktiv markiertem Methionin (- S-Methionin) abge-
wandelt und zur Detektion von IgM-Autoantikdrpern verwendet.

Die untersuchten Blutproben stammten aus dem Kollektiv der BABYDIAT-Studie
von Frau Prof. Dr. Ziegler. Diese wurden im Vorfeld dieser Arbeit routinemaBig auf
das Vorhandensein von Diabetes-assoziierten IgG-Autoantikérpern getestet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

e Es konnte gezeigt werden, dass bei Kindern, die einen HLA-Risikogenotyp
aufweisen und mindestens einen an Typ 1 Diabetes erkrankten erstgradig
Verwandten haben und eine Autoantikdrper-Positivitat entwickeln, IgM-
GADA und IgM-lA-2A, jedoch keine IgM-IAA gefunden werden kdnnen.

e Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass es wahrend der pradiabetischen
Immunprozesse nicht zu einem Reifungsschritt von IgM zu 1IgG kommt, wie
es beispielsweise bei Virusinfekten der Fall ist. Vielmehr kommt es entwe-
der zeitgleich zu einer Erhéhung von IgG- und IgM-Autoantikérpern oder
IgM-Autoantikérper treten erst im Verlauf von einigen Monaten oder sogar
Jahren nach einem erstmals positiv detektierten IgG-Autoantikérper auf.
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e Es kann folglich festgestellt werden, dass es zu keiner initialen Reifung von
mit Typ 1 Diabetes assoziierten Autoantikérpern tber eine Vorstufe IgM zu
den reifen IgG kommt.

Es ergaben sich bei den durchgeflihrten Messungen fur IAA keine IgM-IAA im ge-
testeten Studienkollektiv. Lediglich bei einem Kind wurden positive IgM-1AA fest-
gestellt. Bei diesem Kind allerdings kam es zu einer Diabetes-Manifestation vor
der entsprechenden Blutprobe. Somit handelt es sich bei den gemessenen IgM-
IAA sehr wahrscheinlich um Antikérper gegen therapeutisch exogen zugefiihrtes
Insulin und nicht um Autoantikérper gegen endogenes Insulin.

Fir GADA ergaben sich bei 9 von 25 (36%) getesteten Kindern positive IgM-
Autoantikérper. In einer detaillierten Darstellung der Ergebnisse dieser IgM-GADA
positiven Kinder und der zugehdrigen GADA-Epitop-Messungen fiir COOH, NH2,
GAD67 und NASTU bestétigte sich, dass es zu keinem Reifungsschritt Gber IgM
zu 1gG kommt. In 4 von 9 Fallen (44%) konnten IgM-GADA zeitgleich mit 1gG-
GADA detektiert werden und in weiteren 4 von 9 Fallen (44%) erst im Verlauf der
IgG-GADA-Positivitat. Bei einem Kind konnten in zwei Proben positive Werte fir
IgM-GADA festgestellt werden, wahrend in derselben Probe keine IgG-GADA de-
tektiert wurden. Bei der Bestimmung der verschiedenen Epitop-Spezifitaten wurde
deutlich, dass sich bei 4 Probanden (44%) kein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Epitop-Spezifitaten und IgM-GADA feststellen Iasst. Wohingegen bei
4 von 9 Kindern (44%) ein gleichzeitiger COOH- und NASTU-Anstieg parallel zur
Erhdhung von IgM-GADA und bei zusatzlich jeweils einem Kind (56%) ein paralle-
ler Kurvenverlauf von NASTU beziehungsweise von COOH und IgM-GADA beo-
bachtet werden kann. Somit bestéatigte die Bestimmung der Epitop-Spezifitdten die
Hypothese, dass IgM-Autoantikbrper pradiabetisch im Verlauf einer IgG-
Autoantikdrper-Positiviat auftreten und eine Umstrukturierung des Autoimmunpro-
zesses mit Hinzukommen neuer autoantigener Strukturen reflektieren.

Bei den Messungen fir IgM-1A-2A zeigten sich 2 von 6 Kindern (33%) positiv. Bei
beiden Kindern kam es zu einer IgM-Positivitat im Verlauf der IgG-IA-2A-Positivitat
und es konnte eine Erhéhung der verschiedenen 1A-2 Epitope zeitgleich mit dem
Anstieg der IgM-1A-2A festgestellt werden.
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Bisherige Erkenntnisse beziglich IgM-1AA, IgM-GADA und IgM-IA-2A sind nicht
eindeutig und lieferten daher keine richtungsweisenden Ergebnisse.

Bei IgM Antikdrpern handelt es sich um natirlich vorkommende Antikérper, welche
die unspezifische Immunabwehr des Kérpers bilden. Es wurde diskutiert, ob IgM-
Autoantikérper im Rahmen von Autoimmunerkrankungen einen pathologischen
Prozess markieren oder als natlrliche Autoantikérper ohne Krankheitswert auch

bei gesunden Individuen festzustellen sind.

Insgesamt sollte die Arbeit zu einem besseren Verstandnis der Pathogenese des
Typ 1 Diabetes beitragen. Die immunologischen Vorgange, die im Vorfeld einer
Diabetes-Manifestation ablaufen, konnten in Hinblick auf das Auftreten von IgM-
Autoantikdrperisotypen detaillierter beschrieben werden und es wurde ein Mess-
verfahren entwickelt, um nach nachgewiesener Abtrennung von IgG-
Autoantikérpern IgM-Autoantikdrper zu detektieren. Im Rahmen der Mdglichkeiten
des untersuchten Studienkollektivs konnte nachgewiesen werden, dass es zu kei-
nem Reifungsschritt von IgM- zu IgG-Autoantikdrpern kommt. IgM-Autoantikérper
fir GADA und IA-2A kdnnen im Verlauf nachgewiesen werden. Offen bleibt jedoch
die Frage, was die somatische Hypermutation der Immunglobuline mit der Bildung
hoch-affiner IgG im Vorfeld einer Diabetes-Manifestation anstdBt. In Zukunft wird
es wichtig sein, das Zusammenspiel aus Genetik, Umweltfaktoren, Lebensbedin-
gungen und Sozialfaktoren von Risikopatienten noch genauer zu beschreiben und
zu untersuchen. Sowohl der Typ 1 Diabetes als auch der Typ 2 Diabetes entwi-
ckelten sich in den letzten Jahren und Jahrzehnten zu bedeutsamen Volkskrank-
heiten. Es wird sehr wichtig sein, auslésende Faktoren klar zu definieren und Me-
chanismen zu finden, pradiabetische Prozesse zu beeinflussen, um die rapide

steigende Inzidenz des Diabetes einzudammen.
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