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Einleitung

1 EINLEITUNG

Typ 1 Diabetes mellitus ist eine chronische, multifaktorielle Autoimmunerkrankung. Sie
resultiert aus einer Zerstdérung der pankreatischen p-Zellen durch das korpereigene Im-
munsystem. Dabei wird zunachst eine Infiltration der Langerhans’schen Inseln mit mono-
nuklearen Zellen beobachtet, woran sich eine selektive Zerstorung der insulinproduzieren-
den B-Zellen anschlie3t. Diese Zerstorung kann sich Uber einen langen Zeitraum hinzie-
hen, bis letztendlich ein absoluter Insulinmangel vorliegt und es zur klinischen Manifestati-
on des Typ 1 Diabetes kommt. Die Entstehung von Typ 1 Diabetes beruht zu einem gro-
Ren Teil auf genetischer Pradisposition. Da die genetische Veranlagung aber nicht in je-
dem Fall zur Entwicklung von Typ 1 Diabetes fuhrt, wird vermutet, dass zusatzliche Auslo-
ser das Krankheitsgeschehen in Gang setzen. Verschiedene Umweltfaktoren wie Virusin-
fektionen oder Ernahrungsbedingungen werden diskutiert. Autoantikdrper gegen Inselanti-

gene sind ein charakteristisches Merkmal der praklinischen Phase von Typ 1 Diabetes.

Autoantikorper und autoreaktive Immunzellen, die im Typ 1 Diabetes gegen Inselantigene
gerichtet sind, werden durch Zytokine reguliert. Verschiedene Studien im Tiermodell deu-
ten darauf hin, dass beim Typ 1 Diabetes T-Helfer 1 (Th1)-Zellen pathogen und T-Helfer 2
(Th2)-Zellen protektiv wirken konnen. Interferon-y (IFN-y) ist das vorrangige Zytokin von
Th1-Zellen und Interleukin-4 (IL-4) von Th2-Zellen. Im Tiermodell wurde ermittelt, dass die
Verabreichung von Zytokinen, die das Th1-Zellwachstum férdern, die Entwicklung von Au-
toimmundiabetes begunstigt, wahrend die Gabe von Zytokinen, die Th2-Zellen stimulieren,
vor Diabetes schutzt. Daruber hinaus werden eine Reihe von anderen Faktoren als Ursa-
che fur die Entwicklung der Autoimmunitat beim Typ 1 Diabetes diskutiert wie die Vermin-
derung der Antigenprasentation, eine Modulation von dendritischen Zellen (DC), die Un-
terdrickung von regulatorischen T-Lymphozyten oder B-Lymphozyten und die von ihnen

produzierten Antikorper.

In NOD (nonobese diabetic) Mausen, einem Tiermodell, das spontan autoimmunen Diabe-
tes entwickelt, kann durch verschiedenartige Interventionen die Diabetesmanifestation
verzogert oder sogar verhindert werden. Bisher konnte jedoch kein Faktor eindeutig
identifiziert werden, der die Erkrankung triggert bzw. vor der Erkrankung schutzt. Vor allem
sehr frihzeitig im Leben ansetzende Interventionen sind fur einen Schutz vor der Entwick-
lung von Autoimmundiabetes wirksam. Eine erfolgreiche Verschiebung der zellularen
Immunreaktivitat weg vom Th1- hin zum Th2-Phanotyp scheint zur Pravention und

Behandlung von autoimmunem Diabetes sehr vielversprechend zu sein.
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In der vorliegenden Arbeit sollen im Tiermodell und beim Menschen verschiedene Thera-
pieansatze zur Verhinderung von Autoimmundiabetes und in einem Fall zum Erhalt der
B-Zellrestfunktion bei Personen mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes untersucht werden.
Die Therapieansatze bestehen aus immunmodulatorischen (Immunisierungen, Antikorper-
transfer), nutritiven (Gluten, Gliadin) und pharmakologischen Ansatzen (Mucin, Histamin-
Rezeptor-Antagonisten, Vitamin D3) und werden vor allem in der frihen Phase der Krank-

heitsentstehung getestet.

Es ist bekannt, dass durch Immunisierung mit Insulin Diabetes bei NOD Mausen verhin-
dert werden kann. Ziel der ersten Therapiestudie ist es zu testen, ob Insulinimmunisierun-
gen bei trachtigen Muttertieren nicht nur die Muttertiere selbst, sondern auch ihre Nach-
kommen vor Diabetes schitzen und ob der transplazentare Transfer von Insulinautoanti-
korpern die Entwicklung von Autoimmundiabetes bei den Nachkommen beeinflusst. In ei-
nem ahnlichen zweiten Ansatz soll analysiert werden, ob auch beim Menschen der Trans-
fer von mutterlichen Insulinantikérpern und Inselautoantikérpern wahrend der Schwanger-
schaft das Risiko der Kinder eigene Autoimmunitat und Typ 1 Diabetes zu entwickeln er-
hoht.

In einem dritten Studienteil sollen NOD Mause oral mit Mucin Typ 1 (MUC1) Uber das
Trinkwasser behandelt werden. Es soll untersucht werden, ob sich auf diese Weise ein
Prozess initiieren lasst, der durch Generierung von toleranten und regulatorischen dendri-
tischen Zellen im darmassoziierten Immunsystem die T-Zellproliferation unterdrickt und in
einer Th2-Dominanz und einem Schutz vor der Entwicklung von Diabetes mundet. Als
vierter Therapieansatz soll durch glutenfreie Erndhrung im NOD Mausmodell die Aus-
schaltung einer Noxe und dadurch eine bereits beschriebene Verschiebung des immuno-
logischen Gleichgewichts hin zum Th2-Phanotyp erreicht werden. Der Mechanismus die-
ser Verschiebung ist bisher ungeklart. Es soll untersucht werden, ob dieser Effekt durch
die Gabe von Gliadin aufhebbar ist. Im Rahmen der flnften Therapiestudie sollen NOD
Mause oral Uber das Trinkwasser mit einer Histamin-1-Rezeptor-antagonistischen phar-
makologischen Substanz behandelt werden. Untersuchungen sprechen dafur, dass durch
Ligation von Histamin an Histamin-1-Rezeptoren (H1R) andere Zytokin- und Antikdrper-

antworten ausgel6st werden als durch Ligation an Histamin-2-Rezeptoren (H2R).

Als sechster und letzter Therapieansatz soll der Einfluss der aktiven Vitamin Ds-Form,
dem Calcitriol, bei erwachsenen Personen mit neu manifestietem Typ 1 Diabetes unter-

sucht werden. Uber Calcitriol wird berichtet, dass es durch eine reduzierte Antigenprasen-

10
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tation und durch Induktion von toleranten dendritischen und regulatorischen T-Zellen
schitzend auf Typ 1 Diabetes wirken kann.

Insgesamt soll die Arbeit im Tiermodell und beim Menschen neue innovative Therapien
zur Pravention des autoimmunen (Typ 1) Diabetes erforschen und gleichzeitig zum besse-

ren Verstandnis seiner Pathogenese beitragen.
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1.1  Allgemeine Grundlagen des Typ 1 Diabetes

Diabetes mellitus wird atiologisch in drei gro3e Klassen unterteilt: Typ 1 Diabetes, Typ 2
Diabetes und andere Diabetesformen (Expert Comittee 1997). Die Bereitschaft flr die
Entwicklung von Typ 1 Diabetes ist erblich. Kinder von Mittern oder Vatern mit Typ 1 Dia-
betes haben ein Risiko von funf Prozent selbst an Typ 1 Diabetes zu erkranken. Die Typ 1
Diabetes-Pravalenz in der deutschen Bevolkerung liegt bei etwa 0,3%. Die genetische
Pradisposition fur Typ 1 Diabetes ist polygen; mindestens achtzehn verschiedene mit Typ
1 Diabetes assoziierte Genorte wurden bisher identifiziert (Davies 1994). Der Genort, der
am starksten mit Typ 1 Diabetes assoziiert ist, kodiert die HLA Klasse II-Molekule, die im
Immunsystem fur die Prasentation von Antigen gegenuber CD4+ T-Zellen verantwortlich
sind. Kinder von Eltern mit Typ 1 Diabetes, die einen der risikoreichen HLA-Genotypen
tragen, haben ein kumulatives Risiko von zwanzig Prozent bereits innerhalb der ersten
funf Lebensjahre Inselautoimmunitat zu entwickeln, Kinder von Eltern mit Typ 1 Diabetes
ohne Risikogenotyp allerdings nur von etwa drei Prozent (Ziegler 1999, Walter 2003). Bei
eineiigen Zwillingen liegt fur Typ 1 Diabetes eine gemittelte Konkordanzrate von vierzig
Prozent vor (Barnett 1981, Olmos 1988). Folglich wird davon ausgegangen, dass auf der
Basis einer genetischen Pradisposition die autoimmune Reaktion vermutlich durch exoge-
ne Faktoren ausgelost wird. Eine ganze Reihe von Umweltfaktoren wird als Ausloser fur
Typ 1 Diabetes diskutiert (FUchtenbusch 1995). Die Ergebnisse aus verschiedenen Stu-
dien sind allerdings kontrovers. Wahrscheinlich gibt es mehrere mdgliche Trigger fur die
Entwicklung von Typ 1 Diabetes. Ein kirzlich als Ausloser identifizierter Faktor ist die Zu-
fuhr von glutenhaltiger Nahrung im Sauglingsalter unter drei Lebensmonaten, wenn die
Kinder den HLA DR3/DR4-DQ8-Risikogenotyp fur Typ 1 Diabetes tragen (Ziegler 2003).
Der anschlielRende Krankheitsverlauf gliedert sich in mehrere Stufen (Ziegler 1994). Zu-
nachst wandern Immunzellen in die Inseln des Pankreas ein (Bottazzo 1985). Bei der
nachfolgenden autoimmunen Zerstérung der p-Zellen, die sich tber einen langen Zeitraum
hinziehen kann, werden unter anderem Antikérper gegen Inselantigene freigesetzt. Der
B-Zellverlust fuhrt zu einer gestorten Insulinsekretion (Soeldner 1965), aber erst wenn bis
zu 80% der insulinproduzierenden p-Zellen zerstort sind (Foulis 1986), wird Typ 1 Diabe-

tes klinisch manifest.

Die klinische Manifestation von Typ 1 Diabetes auliert sich unter anderem in einer Hy-
perglykamie, die zur Ausscheidung von erhdhten Glukosemengen im Urin flhrt (Glukosu-
rie). Durch die bei Insulinmangel gesteigerte Lipolyse werden Ketonkorper gebildet und
ausgeschieden (Ketoazidose). Wenn nicht rechtzeitig therapeutisch Insulin verabreicht

12
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wird, kann ein diabetisches Koma auftreten. Typ 1 Diabetes ist heutzutage gut behandel-
bar und fur die Betroffenen ist eine weitgehend normale Lebensfiuhrung mdglich. Ver-
schiedene Insulinarten und deren Verabreichungsmdglichkeiten sichern in der Regel eine
gute Stoffwechseleinstellung, die das Auftreten von Akutkomplikationen minimiert. Trotz-
dem kommt es haufig immer noch zu diabetischen Folgeerkrankungen, besonders an Au-
gen, Nieren und Nerven. Deswegen wird angestrebt den Ausbruch der Krankheit durch

geeignete Pravention und Intervention in der pradiabetischen Phase zu verhindern.

1.1.1 T-Zellen im Typ 1 Diabetes

Die pankreatischen Inseln einer Person mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes zeigen ei-
ne chronische Entzindung und eine Infiltration mit mononuklearen, inflammatorischen Zel-
len. Dieser Zustand wird ,Insulitis® genannt (Gepts 1981). Vor allem T-Zellen und
Makrophagen infiltrieren die Inseln (Hanninen 1992), seltener werden B-Zellen und naturli-

che Killerzellen gefunden (Bottazzo 1985).

Im Immungeschehen des autoimmunen Diabetes wurden T-Zellen als zentrale Aggressor-
zellen erkannt. Es wird vermutet, dass CD4+ T-Zellen die mafgeblichen Effektorzellen bei
der Zerstérung der pankreatischen B-Zellen sind (Haskins 1990, O’Reilly 1991, Thivolet
1991). CD4+ T-Zellen werden anhand der Zytokine, die sie ausschitten, in zwei Unter-
gruppen eingeteilt: Th1-Zellen schatten IFN-y aus, wahrend Th2-Zellen IL-4 und IL-10 pro-
duzieren. Ebenfalls wurde eine Vielzahl von anderen Zelltypen gefunden, die in der Lage
sind Th1- und Th2-Zytokine zu produzieren, wie CD8+ T-Zellen, Monozyten, natlrliche
Killerzellen, B-Zellen, Mastzellen, eosinophile und basophile Zellen. Th1- und Th2-Zellen
sind wichtige Gegenspieler in der Immunregulation und kénnen einander Uber die Aus-
schittung von Zytokinen beeinflussen. Th1-Zytokine vermindern die Th2-Immunitat und
Th2-Zytokine die Th1-Immunitat. Die Th1-Immunantwort ist eine zellvermittelte Immunitat
und geht mit inflammatorischen T-Helferzellen einher, die infizierte Makrophagen zur Ver-
nichtung intrazellularer Pathogene aktivieren. Die mit einer Th2-Immunantwort einherge-
henden T-Helferzellen regen eine humoral vermittelte Immunitat an, indem sie spezifische
B-Zellen zur Antikorperproduktion stimulieren, und agieren in dieser Form gegen extrazel-
lulare Pathogene (Scott P 1993, Paul 1994).

Verschiedene Studienergebnisse aus dem Tiermodell deuten darauf hin, dass beim auto-
immunen Diabetes Th1-Zellen dominieren und die Entstehung der Krankheit ausldosen

oder verstarken. Den Th2-Zellen wird dagegen ein vorbeugender Einfluss zugeschrieben
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(Tian 1997). So begunstigt die Verabreichung von Th1-Zellwachstum fordernden Zytoki-
nen die Entwicklung von Autoimmundiabetes (Rabinovitch 1994), wahrend die Gabe von
Th2-Zellwachstum férdernden Zytokinen NOD Mause vor Diabetes schitzt (Rapoport
1993, Pennline 1994). Weiterhin wird Diabetes sehr effizient durch Transfer von Th1-
Zellen ubertragen. Allerdings gibt es auch kontroverse Ergebnisse, die keine schutzende
Wirkung von Th2-Zellen aufzeigen (Katz 1995) und es konnten Th1-Zellen etabliert wer-
den, welche die Ubertragung von Diabetes in Transferversuchen unterdriicken (Akhtar
1995).

1.1.2 B-Zellen im Typ 1 Diabetes und mit Typ 1 Diabetes assoziierte Antigene

Antikorper sind Iosliche Rezeptorproteine der B-Lymphozyten. Sie spielen eine zentrale
Rolle im Typ 1 Diabetes. Bereits viele Jahre vor der Manifestation von Typ 1 Diabetes tre-
ten bei betroffenen Personen Inselautoantikdrper im vendsen und kapillaren Blut auf (Roll
1997). Diese Inselautoantikorper sind ein sehr spezifisches Merkmal fur Typ 1 Diabetes
(Atkinson 2001) und kdonnen mit sensitiven und international standardisierten Testmetho-
den nachgewiesen werden. Derzeit gibt es vier Inselautoantikorper, die fur die Diagnostik
und Pradiktion von Typ 1 Diabetes etabliert sind. Das sind Autoantikorper, die gegen zy-
toplasmatische Inselzellantigene (ICA), Insulin (IAA), Glutamatdecarboxylase (GADA) und
gegen die Protein-Tyrosinphosphatase 1A-2 (IA-2A) gerichtet sind. Aufgrund der hohen
pradiktiven Aussagekraft der IAA, GADA und IA-2A sind diese Autoantigene wohl am
engsten mit der Entwicklung von Typ 1 Diabetes verknupft. Titer und Anzahl der Antikor-
per korrelieren mit dem Risiko Typ 1 Diabetes zu entwickeln und machen sie dadurch zu
einem wichtigen Instrument fur die Pradiktion und Differentialdiagnostik (Verge 1996,
Bingley 1997, Kulmala 1998, Ziegler 1999, Maclaren 1999).

Insulin ist das einzige B-zellspezifische Antigen im Typ 1 Diabetes. IAA, die gegen endo-
genes Insulin gerichtet sind, wurden bereits 1983 bei unbehandelten Personen mit Typ 1
Diabetes entdeckt (Palmer 1983). Ihre Messung erfolgt im Radioliganden-Bindungsassay
(RBA; Palmer 1983, Vardi 1987). IAA korrelieren invers mit dem Manifestationsalter (Vardi
1988) und sie sind bei einem Groldteil von Hochrisiko-Kindern die ersten detektierbaren
Antikorper. Folglich sind sie ein wichtiges Hilfsmittel flr die Friherkennung des Typ 1 Dia-
betes bei Kleinkindern (Ziegler 1993).

Antikorper gegen Glutamatdecarboxylase (GAD) und IA-2 werden ebenfalls in RBA detek-
tiert (Grubin 1994, Gianani 1995). GADA treten auch bei neurologischen Erkrankungen

14



Einleitung

wie dem Stiffman- und dem polyendokrinen Syndrom auf (Solimena 1990, Seildler 1994),
dagegen sind IA-2A sehr spezifisch fur Typ 1 Diabetes (Bonifacio 1998a). GAD katalysiert
als Enzym die Umsetzung von Glutaminsaure zu GABA, einem Neurotransmitter im zent-
ralen und peripheren Nervensystem (Baekkeskov 1990). Das Molekul wird im Zytoplasma
synthetisiert und kommt auf3er im Nervensystem auch in pankreatischen Inseln, in Epithel-
zellen des Eileiters und in Spermienvorstufen vor (Ellis 1996). Die Protein-Tyrosinphos-
phatase IA-2 wurde bei der Trypsin-Proteolyse eines 64 kD Proteins aus dem Lysat von
Inselmembranen entdeckt und in weiteren Studien als Diabetes-assoziiertes Antigen iden-
tifiziert (Christie 1990, Rabin 1992, Christie 1993, Lan 1994, Rabin 1994). |A-2 ist als
transmembranes Protein in der Membran von sekretorischen Vesikeln lokalisiert (Lan
1994, Rabin 1994) und wird in allen endokrinen Zellen und im Nervengewebe gebildet
(Solimena 1996, Wasmeier 1996). I1A-2A reagieren nur gegen den intrazellularen Teil des

Molekils (Lampasona 1996).

Messungen von IgG-spezifischen Antikorpersubklassen sind mit RBA durchflhrbar und
ermoglichen genauere Charakterisierungen von Antikorperantworten auf Autoantigene und
exogene Antigene. Bei humanen Antikdrpern werden die IgG-spezifischen Antikdrpersub-
klassen IgG1, 1gG2, IgG3 und IgG4 unterschieden. Untersuchungen humaner IgG-Anti-
korpersubklassen zeigen, dass IAA und Insulinantikorper (IA) gegen verabreichtes Insulin
von den Subklassen IgG1 und 1gG4 dominiert werden (Fuchtenbusch 2000). GADA und

IA-2A sind zumeist der Subklasse IgG1 zuzurechnen (Bonifacio 1999).

1.1.3 Kooperation von T- und B-Zellen in der Pathogenese von Typ 1 Diabetes

Eine bedeutsame Rolle spielen B-Zellen in der Prozessierung und Prasentation von T-Zell-
antigenen. Antikdrper binden Antigene und konnen als Zelloberflachenrezeptoren auf
B-Zellen, Monozyten und dendritischen Zellen zur Erleichterung oder Verstarkung der An-
tigenprasentation an T-Zellen beitragen (Manca 1988, Lin 1991, Watts 1993, Simitsek
1995). Als Folge kdnnten Antikdrper eine Rolle in der Pathogenese von Autoimmunkrank-
heiten spielen (Noorchashm 1997). Im Typ 1 Diabetes ging man lange davon aus, dass
Autoantikérper nur ein Nebeneffekt der Immunreaktion sind und lediglich eine Rolle als
Marker fur das Krankheitsgeschehen spielen. So beeinflusste eine Blockierung der B-Zell-
funktionen die Entwicklung von Autoimmundiabetes in experimentellen Modellen nicht
(Bendelac 1988) und bei Personen mit Typ 1 Diabetes zeigte der Entzug von Immunglobu-

linen nur geringe Auswirkungen auf den Verlauf der Erkrankung (Ludvigsson 1983, Seidel
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1998). Diese Beobachtungen legten nahe, dass Autoantikorper alleine nicht ausreichend

fur die Entwicklung von Typ 1 Diabetes sind.

Kontrovers zeigen neuere Studien, dass NOD Mause ohne B-Zellrepertoire nur wenig In-
sulitis und eine markant verringerte Diabetes-Inzidenz aufweisen. Das lasst schlussfol-
gern, dass B-Zellen und vielleicht auch Antikorper eine Rolle in der Pathogenese vom Au-
toimmundiabetes spielen (Forsgren 1991, Serreze 1996, Noorchashm 1997, Silveira
2002). Diese Annahme wird aktuell durch eine Studie im NOD Mausmodell verstarkt, die
durch die Eliminierung von Immunglobulinen wahrend der Schwangerschaft eine markante

Verringerung der Diabetes-Inzidenz bei den Nachkommen zeigen konnte (Greeley 2002).

Ein zusatzliches Wechselspiel haben B- und T-Zellen bei der Differenzierung von CD4+
T-Zellen in die Subklassen Th1 und Th2. Diese Entwicklung wird unter anderem durch
Zytokine gesteuert, die von B-Zellen ausgeschuttet werden. Beispielsweise ist IL-12 ein
wichtiges Zytokin fur die Entwicklung von Th1-Zellen (Scott P 1993).

1.1.4 Ansatze zum Eingriff in die Pathogenese des Typ 1 Diabetes

Verschiedene Autoren haben in den letzten Jahren beschrieben, dass bei Autoimmun-
krankheiten, die mit chronischen Entzindungen einhergehen, Th1-Zellen pathogen und
Th2-Zellen protektiv wirken sollen. Somit scheint eine erfolgreiche Verschiebung weg von
einer Th1- hin zu einer Th2-dominierten Immunantwort zur Pravention und Behandlung
von Krankheiten wie Diabetes mellitus, multipler Sklerose und rheumatoider Arthritis sehr
vielversprechend zu sein (Lafaille 1998). Schon lange wird im NOD Modell versucht die
Diabetesmanifestation durch antigenspezifische Therapien zu verzdgern oder ihr sogar

vorzubeugen.

Studien am Menschen und in Tiermodellen ergaben, dass Umwelteinflisse das Risiko au-
toimmunen Diabetes zu entwickeln beeinflussen. Daher kénnte die Modifizierung der Ex-
position zur Umwelt ein moglicher Weg sein Autoimmunitat und Typ 1 Diabetes zu verzo-
gern oder ihnen vorzubeugen (Knip 1999, Atkinson 2001). Nahrungsantigene gehdren zu
den ersten Umweltfaktoren, denen ein Korper begegnet und die die Entwicklung von Typ 1
Diabetes beeinflussen konnten. Es wurde berichtet, dass Nahrungserganzungen mit al-
pha-omega-3 (n 3) Fettsauren und Vitamin D3 mit reduzierter Diabetes-Inzidenz assoziiert
sind (Linn 1989, Mathieu 1994, The Eurodiab Substudy 2 Study Group 1999, Stene 2000,
Hypponen 2001). FUr Nahrungsproteine wie Kuhmilchproteine oder Weizenproteine wird

diskutiert, ob sie fir Menschen diabetogen sein kdnnten (Kimpimaki 2001, Norris 2002).
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Nahrungsmodifikationen konnten ebenfalls die Diabetes-Inzidenz in Tiermodellen veran-
dern (Hoorfar 1993, Funda 1999, Reddy 2001, Beales 2002).

Autoimmunitat zu Inselantigenen wurde bereits sehr frihzeitig im Leben nachgewiesen
(Rewers 1996, Ziegler 1999, Komulainen 1999). Als Diabetesschutz scheinen Modulatio-
nen vor Beginn der Inselautoimmunitat sinnvoll zu sein und diese mussen folglich sehr
frihzeitig im Leben ansetzen. Die frihe Sauglingsphase und der Zeitraum direkt nach der
Entwbhnung scheinen wichtig zu sein. In diesem Zeitraum konnte der kritische Zeitpunkt
liegen, an dem Proteine oder Peptide die gastrointestinale Barriere durchschreiten kénn-
ten, um einen Prozess, der in der Zerstorung der B-Zellen mindet, zu initiieren (Scott
1988). Im NOD Modell wurde gezeigt, dass durch andauernde Intervention mit untoxi-
schen Substanzen ein Schutz vor Autoimmundiabetes erreicht werden kann, wenn die

Intervention frihzeitig im Leben beginnt (Bach 1994a).

1.1.5 Die NOD Maus, ein Tiermodell fiir Typ 1 Diabetes

Makino (1980) entdeckte bei dem Versuch einen Mausestamm zu generieren, in dem alle
Tiere Katarakt entwickeln, zufallig eine weibliche Maus, die spontan klinische Symptome
von autoimmunem Diabetes zeigte. Inre Nachkommen wurden per Inzucht weiter vermehrt
und nach Diabetes und Fruchtbarkeit selektiert, woraus die diabetische NOD Maus mit
spontan auftretendem Autoimmundiabetes etabliert wurde. Bei NOD Mausen liegt ein auf-
falliger geschlechtsspezifischer Unterschied bei der Diabetesentwicklung vor: die kumula-
tive Diabetesinzidenz bis zur dreilligsten Lebenswoche betragt achtzig Prozent bei den
weiblichen, aber weniger als zwanzig Prozent bei den mannlichen Tieren. Die spontane
Diabetesentwicklung ist der beim Menschen ahnlich und das Auftreten von Insulitis wurde
nachgewiesen (Makino 1980). Bei den meisten NOD Mausen beginnt die Zerstorung der
pankreatischen Inseln kurz nach der Geburt. Sie scheint aus einem autoimmunen Prozess
zu resultieren, da auch die Mause Diabetes-assoziierte Antikdrper produzieren (Atkinson
1988, Reddy 1988, Serreze 1988, Ziegler 1989). Die Ahnlichkeit zum humanen Typ 1 Dia-
betes wird durch die Erkenntnis gestutzt, dass genau wie beim Menschen auch bei NOD
Mausen der Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC), bei den Mausen H29" genannt, als
Hauptrisikokomponente fur Autoimmundiabetes nachgewiesen wurde. Zusatzlich wurde
aufgeklart, dass die MHC-Klasse-II-I-AB-Kette dieselbe diabetogene Aminosauresequenz

tragt, wie das mit hochstem Diabetesrisiko assoziiert humane DQ*0302-Allel.
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Bei NOD Mausen sind genau wie bei Menschen IAA vor Manifestation der Erkrankung
detektierbar. Allerdings ist Insulin das bisher einzig bekannte Inselantigen fur Diabetes-
assoziierte Autoantikdrper im NOD Mausmodell (Yu 2000). Das Auftreten und die Verlaufe
von IAA in NOD Mausen sind mit Verlaufen derselben Autoantikorper bei pradiabetischen
Kindern vergleichbar: IAA bei NOD Mausen sind haufig schon im Alter zwischen acht und
sechzehn Lebenswochen detektierbar und ihr Auftreten ist stark mit einer spateren Diabe-
tesentwicklung assoziiert (Yu 2000, Abiru 2001). Analysen der IgG-spezifischen Antikor-
persubklassen sind bei murinen Antikdrpern ebenso maoglich, wie bereits fur die humanen
Antikérper angesprochen. Auch im Mausmodell ist dadurch eine genauere Charakterisie-
rung der Antikorperantworten auf Autoantigene und verabreichte Antigene moglich. Bei
Mausen werden die IgG-spezifischen Antikdrpersubklassen IgG1, 1IgG2a, 1gG2b und 1gG3
unterschieden. Eigene Arbeiten ergaben, dass IAA in unbehandelten NOD Mausen vor-
wiegend aus den Subklassen IgG1 und IgG2b bestehen (Koczwara 2003), welche mit dem
Zytokin IL-4 und der Th2-Immunitat assoziiert sind. Internationale Workshops zur Charak-
terisierung von Autoantikdrpern im NOD Modell zeigten, dass Autoantikdrper gegen die im
humanen Typ 1 Diabetes auftretenden Autoantigene GAD und IA-2 in unbehandelten
NOD Mausen nur sehr unspezifisch nachweisbar sind (Bonifacio 2001). Dartber hinaus
wurde kirzlich bewiesen, dass GAD kein wichtiges Diabetes-assoziiertes Autoantigen in
NOD Mausen darstellt (Jaeckel 2003).

Durch eine zum humanen Typ 1 Diabetes parallel verlaufende Pathogenese stellen NOD
Mause ein exzellentes Tiermodell fir Studien des Immungeschehens im Autoimmundiabe-
tes dar (Kikutani 1992, Bach 1994b, Tisch 1996, Delovitch 1997) und werden fur Untersu-
chungen zur Pathogenese, Therapie und Pravention der Erkrankung genutzt. Ein weiteres
etabliertes Nagetiermodell flr spontan auftretenden Autoimmundiabetes ist das Modell der
BioBreeding Ratte (BB Ratte), welches weniger haufig verwendet wird. Die Vorteile des
NOD Modells sind ein besser aufgeklartes Genom, eine groRere Vielzahl an vorhandenen
monoklonalen Reagenzien fur Untersuchungen des Immunsystems und geringere Hal-
tungskosten (Atkinson 1999). Allerdings gibt es auch NOD Maus spezifische Charakteristi-
ken, die dieses Modell vom Menschen und dessen Risiko fur Typ 1 Diabetes unterschei-
den. Dazu zahlen die Taubheit der NOD Mause (Atkinson 1997), das Fehlen von C5-
Plasmaproteinen des Koplementsystems (Baxter 1993), das Fehlen eines murinen Homo-
logs zum HLA-DR-Molekul auf antigenprasentierenden Zellen (Hattori 1986) und Abwei-
chungen in der Art der Insulitis (Miyazaki 1985). Bei allen Untersuchungen im NOD Modell

muss beachtet werden, dass der Stamm so starker Inzucht unterliegt, dass er eigentlich
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ebenso gewertet werden sollte wie eine einzige Fallstudie im Menschen (Atkinson 1999).
Bevor aus dem NOD Modell gezogene Ergebnisse auf den Menschen Ubertragen werden,
sollte vorab angestrebt werden maoglichst viele andere Tiermodelle auf dieselbe Wirkung

Zu untersuchen.

1.2. Stand der Forschung als Grundlage dieser Arbeit

1.2.1 Einfluss von Antikorperubertragungen wahrend der Schwangerschaft von
Miittern mit Inselzell-Autoimmunitat oder Typ 1 Diabetes auf das Autoimmundiabe-

tesrisiko der Nachkommen

Inselantikérper sind ein Marker flr die Entwicklung von autoimmunem Diabetes beim
Menschen und in der NOD Maus. Alle IgG-Antikdrpersubklassen kdénnen wahrend der
Schwangerschaft die Plazenta frei passieren, wobei der transplazentare Transfer von IgG-
Antikdrpern und deren Subklassen mit zunehmender Schwangerschaftsdauer linear an-
steigt (Pitcher-Wilmott 1980). Es wurde gezeigt, dass Inselantikbrper wahrend der
Schwangerschaft Uber die Plazenta von Antikdrper-positiven Muttern auf ihre Babys Uber-
tragen werden. Folglich korrelieren die Inselantikbrpermengen im Nabelschnurblut von
Kindern von Muttern mit Typ 1 Diabetes sehr stark mit den Antikdrpermengen im mutterli-
chen Blut (Ziegler 1993, Roll 1996). Diese mutterlich Gbertragenen Antikdrper werden Ubli-
cherweise innerhalb des ersten Lebensjahres des Kindes undetektierbar (Hamalainen
2000, Naserke 2001).

Der Einfluss dieser Ubertragenen Antikorper auf die Entwicklung von eigener Inselautoim-
munitat und Typ 1 Diabetes bei den Nachkommen ist bisher ungeklart. Im NOD Mausmo-
dell wurde kurzlich sehr eindrucksvoll gezeigt, dass die Unterdrickung des mdutterlichen
Immunglobulin-Transfers die spontane Entwicklung von Autoimmundiabetes bei den
Nachkommen verhindert (Greeley 2002). In dieser Studie wurden drei verschiedene An-
satze untersucht. Im ersten Experiment wurden NOD Muttertiere ohne B-Zellrepertoire
eingesetzt. Diese Muttertiere ohne B-Zellen als Antikérperproduzenten hatten folglich
uberhaupt keine Immunglobuline und damit auch keine Inselantikorper, die sie auf ihre
Nachkommen hatten transferieren konnen. Im zweiten Ansatz wurden Immunglobulin-
transgene NOD Muttertiere verwendet, die wohl B-Lymphozyten besalien, welche aller-
dings so manipuliert waren, dass sie nur Antikorper gegen Huhnereilysozym (HEL) und

keine autoreaktiven Antikdrper bilden und transferieren konnten. Im dritten Ansatz wurden
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NOD Embryonen in scheinschwangere Muttertiere eines nicht autoimmunen Mausestam-
mes mit normalem B-Zellrepertoire implantiert. Die Embryonen besallen ein unverander-
tes Immunsystem und den NOD spezifischen genetischen Hintergrund, bekamen aber von
ihren Leihmuttern nur die Ublichen, nicht autoimmunen Antikorper Ubertragen. In allen drei
Ansatzen war die Diabetes-Inzidenz der NOD Nachkommen im Vergleich zu Kontrolltieren
stark verringert. Diese Untersuchungen legten die Schlussfolgerung nahe, dass humorale
Faktoren, einschliellich Immunglobuline und Autoantikorper, die wahrend der Schwanger-
schaft vorhanden sind, eine wichtige Rolle in der Pathogenese der -Zellzerstdérung spie-
len kdnnten (Greeley 2002, von Herrath 2002). Gegen diese These spricht die Tatsache,
dass Kinder von Vatern mit Typ1 Diabetes haufiger selbst an Diabetes erkranken als Kin-
der von Muttern mit Typ 1 Diabetes (Warram 1984, Bleich 1993, Pociot 1993).

1.2.2 Immunisierungen mit Insulin und davon ausgehende protektive Auswirkun-

gen auf die Entwicklung von autoimmunem Diabetes im NOD Mausmodell

Bereits zahlreiche Studien wurden durchgefuhrt, bei denen das Diabetes-assoziierte In-
selantigen Insulin oder Peptidfragmente des Insulins an NOD Mause verabreicht wurden.
Woadchentliche orale Gaben (Zhang 1991) und tagliche subkutane Injektionen (Atkinson
1990) von Insulin fUhrten ebenso zu einer signifikanten Verringerung der Diabetes-
Inzidenz wie eigene Untersuchungen, die den Effekt von wochentlichen Injektionen aus
Insulin kombiniert mit Inkomplettem Freund’'schem Adjuvanz (IFA) oder dem flr den
Gebrauch am Menschen zugelassenen Adjuvanz Montanide ISA 720 analysierten
(Koczwara 2003). Verschiedene T-Zelltests zeigten, dass diese schitzenden Effekte tat-
sachlich mit einer Verschiebung des Immunsystems, weg vom der Th1- und hin zum eher
protektiven Th2-Phanotyp, einhergehen. Die durch die Immunisierungen verabreichten
Stoffe scheinen eine Th2-Antwort der B-zellspezifischen T-Zellen zu induzieren und auf

diese Weise als potente Antigene zur Toleranzinduktion zu wirken.

1.2.3 Mucine und deren Einfluss auf das Immunsystem

Mucine sind Glycoproteine mit vielen, vor allem O-glycosiedisch verknupften, Saccharid-
seitenketten und sehr hohen Molekulargewichten. Mucine koénnen in eine Gruppe der
klassisch sekretorischen Mucine und in eine Gruppe der membranassoziierten Mucine
aufgeteilt werden. Die sekretorischen Mucine sind Bestandteil des Mucus und kommen als

Schutz- und Gleitsubstanz im respiratorischen, verdauenden und reproduktiven System
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vor. Sie werden von Zellen im Epithel ausgeschieden, verbleiben an der apikalen Oberfla-
che und bilden dort ein Mucusgel. Die membranassoziierten Mucine sind Uber hydrophobe
Transmembrandomanen mit der Plasmamembran verbunden und bilden keine oligomeren
Komplexe aus. Bisher wurden sechs verschiedene Gene fir Mucine isoliert und kloniert.
Das Mucin Typ 1 (MUC1) gehort zu den membranassoziierten Mucinen und ist auf der
Apikalseite von fast allen sekretorischen Epithelzellen vorhanden. Das MUC1 Protein be-
inhaltet eine zwanzig Aminosauresauren umfassende Sequenz, die repetitiv bis zu 125
mal wiederholt wird. Etwa die Halfte aller Amiosauren im Protein sind Serin und Threonin,
welche mit den Kohlenhydratseitenketten verbunden sind (Gendler 1987, Gendler 1990,
Ligtenberg 1990, Lan 1990, Lancester 1990).

Viele humane Karzinome schuitten groRe Mengen an MUC1 aus. Dazu zahlen Brust-, Co-
lon-, Eierstock- Pankreas-, Lungen-, Magen-, Prostata- und Darmtumore (Zaretsky 1990,
Devine 1992, Gendler 1995). Untersuchungen in Mausen ohne MUC1 zeigten ein wesent-
lich verringertes Mammakarzinomwachstum im Vergleich zu Wiltypmausen, was auf eine
wichtige Rolle von MUC1 im Tumorwachstum schlie3en lasst (Spicer 1995). Grundsatzlich
ist das Immunsystem in der Lage Antigene, die von Tumoren ausgeschuttet werden, zu
erkennen und eine Immunantwort zu generieren, die den Wirtsorganismus schutzt, indem
es den Tumor zerstort (Boon 1997, Timmerman 1999, Rosenberg 2001). Maligne Tumore
konnen allerdings Toleranz ausldsen: sie wachsen folglich ungehemmt und téten den
Wirtsorganismus. Verschiedene Mechanismen kdonnen diese Toleranzinduktion erklaren,
unter anderem das Vorliegen einer gestorten Prasentation von Tumor-assoziierten Antige-
nen an T-Zellen. Eine immunregulatorische Rolle von MUC1, das von Tumoren ausge-
schieden wird, wird ebenfalls vermutet. Verstarkungen der Synthese und Verschiebungen
in den Mengen der gebundenen Kohlenhydratketten werden als Ursache fir den Einfluss
von MUC1 auf die Proliferation von Tumorzellen verantwortlich gemacht: MUC1 kann die
T-Zellproliferation als Antwort auf den Antigenkontakt unterdriucken (Agrawal 1998a). In
einer neuen unpublizierten Untersuchung konnte gezeigt werden, dass das die Mikroum-
gebung von Tumoren, die das von den Tumoren ausgeschiedene Mucin beinhaltet, die
Differenzierung und Ausreifung von dendritischen Zellen (DC) beeinflusst und daraus eine
tolerante und regulatorische Form der DC als antigenprasentierende Zellen resultiert
(mundliche Auskunft von Herrn Dr. Piemonti; San Raffaele Institut, Mailand). Sowohl in
vitro als auch in vivo konnte nachgewiesen werden, dass im Mikromilieu um Tumoren her-
um eine dominante Th2-Immunitat vorliegt und dass diese Dominanz von MUC1 ausgeldst

wird.
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Uber eine Rolle von MUC1 als Suppressor des Immunsystems wurde bereits zuvor berich-
tet, als fur Krebspatienten in vivo nachgewiesen wurde, dass eine erhohte Ausscheidung
von MUC1 flr verschiedene Krebsarten eine schlechtere Prognose verursacht (Agrawal
1998b). In einem Mausmodell mit Asthma wurde gezeigt, dass eine durch Th2-Zellen aus-
geloste Luftwegsentzindung die Mucusproduktion Uber einen IL-13-vermittelten Weg in-
duziert (Cohn 2002). Folglich férdert MUC1 die Ausbildung einer Th2-Immunitat und im
Wechselspiel regen Th2-Zellen die Mucinbildung an. Bisher gibt es keine beschriebenen

Studien zum Einsatz von Mucin als therapeutisches Agens bei Autoimmunerkrankungen.

1.2.4 Die Rolle von Gluten bei den Autoimmunerkrankungen Typ 1 Diabetes und
Zoliakie

Zdliakie ist eine Autoimmunerkrankung, die sehr oft gemeinsam mit anderen Autoimmun-
krankheiten und so auch mit Typ 1 Diabetes auftritt. Die Zoliakie-Pravalenz liegt ebenso
wie die Typ 1 Diabetes-Pravalenz in Deutschland bei 0,3% (Dieterich 1997). Allerdings
haben etwa funf Prozent der Personen mit Typ 1 Diabetes ebenfalls eine Zodliakie und um-
gekehrt (Collin 1994a, Cronin 1997, Not 2001). Kinder von Eltern mit Typ 1 Diabetes sind
eine Risikogruppe fir Typ 1 Diabetes, in der ebenfalls eine erhdéhte Zdliakie-Pravalenz
beobachtet wurde (Hummel 2000). Beide Erkrankungen sind mit dem Vorhandensein ei-
nes identischen genetischen Faktors assoziiert und in beiden Erkrankungen wurden zellu-
lare und humorale Stérungen des Immunsystems beobachtet und als gemeinsame Pa-
thomechanismen diskutiert (Hummel 1996, Schuppan 2000, Atkinson 2001). Auf der
T-Zellebene wird in beiden Erkrankungen ein gestortes immunologisches Gleichgewicht,
einhergehend mit einer Th1-Dominanz, mit der Entwicklung der Autoimmunitat in Verbin-
dung gebracht (Haskins 1996, Scott 1997, Schuppan 2000, Flohe 2003). Auch bei der
Zdliakie scheinen B-Zellen in den Autoimmunprozess involviert zu sein, da hier spezifische
Autoantikorper gegen Endomysium, Gewebetransglutaminase C und den Glutenbestand-
teil Gliadin auftreten (Dieterich 1997). Neben diesen Parallelen bei der Autoimmunitat ma-
nifestieren beide Erkrankungen sehr frih im Kindes- oder Jugendalter. Das lasst vermu-
ten, dass Faktoren, die sehr frih im Leben auf den Organismus einwirken, verantwortlich
fur einen Defekt im Immunsystem sind. Diese Annahme stutzen neueste Untersuchungen,
die fur Kinder mit einem Diabetes-Hochrisikogenotyp ein funffach erhdhtes Risiko fur die
Entwicklung von Diabetes-assoziierter Autoimmunitat zeigen, wenn die Kinder bereits sehr

frihzeitig im Sauglingsalter mit glutenhaltiger Nahrung ernahrt wurden (Ziegler 2003).
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Vor allem pflanzliche Proteine aus Weizen und der Sojabohne werden als diabetogen dis-
kutiert (Scott 1988, Hoorfar 1993, Scott 1997, Flohe 2003). Als Ausloser der Zdliakie wur-
de das im Getreide enthaltene Klebereiweild Gluten identifiziert (Lundin 1993, van de Wal
1998). Auch fur andere Autoimmunerkrankungen und Typ 1 Diabetes wird Gluten als mog-
licher Ausloser oder Verstarker des Autoimmunprozesses diskutiert (Pocecco 1995, Boni-
facio 1998b). Osborne beschrieb bereits 1907, dass der Eiweil3kleber Gluten keinen ein-
heitlichen EiweilRkorper darstellt, sondern aus den Eiweil3stoffen Gliadin und Glutenin zu-
sammengesetzt ist. Gliadin ist in wassrigem Alkohol und in Sauren I6slich, Glutenin dage-
gen in schwachem Alkali. Das Institut flir Getreidewirtschaft in Detmold beschreibt den
Glutengehalt von Weizen mit 27-28% (mundliche Auskunft von Herrn Dr. Madry). Der Gli-
adinanteil des Glutens wurde mit 41,6% und der Gluteninanteil mit 58,4% beschrieben
(Osborne 1907). Der diabetogene Nahrungsfaktor scheint im Chloroform-Methanol-Extrakt
von Nagetiernahrung enthalten zu sein (Coleman 1990) und sowohl a- als auch y-Gliadin,
die als immunreaktive Proteine der Zdliakie gelten, kdnnen durch Chloroform-Methanol-

Extraktion aus Weizenendosperm isoliert werden (Rocher 1995).

Epidemiologische Untersuchungen weisen auf einen Zusammenhang der Glutenexpositi-
on und Diabetesentstehung hin: bei gemeinsamem Auftreten von Zdliakie und anderen
Autoimmunerkrankungen wird Zoliakie meist nach dem Auftreten der anderen Krankheit,
also auch erst nach Typ 1 Diabetes, diagnostiziert und mit glutenfreier Ernahrung behan-
delt (Collin 1994b, Corazza 1995, Lepore 1996, Cronin 1997). Die Pravalenz anderer Au-
toimmunkrankheiten ist vor allem bei Personen mit klinisch silenter Zdliakie erhoht, die
lange Zeit nicht diagnostiziert wird (Ventura 1999). Andere Studien berichten sogar Gber
eine Abnahme von Autoantikbrpern nach Diagnose der Zoliakie und eine Abnahme von

Inselautoantikdrpern durch glutenfreie Ernahrung (Wortsman 1994, Ventura 2000).

Zusatzlich gibt es Ergebnisse im Tiermodell, die durch eine glutenfreie Ernahrung der Tie-
re eine signifikante Verringerung der Diabetes-Inzidenz im Vergleich zu Kontrolltieren er-
reichen (Funda 1999). Neueste Untersuchungen zeigen unterstiitzend, dass nach einer
weizenreichen Nahrung im NOD Modell eine Verschiebung des intestinalen Zytokingleich-
gewichts hin zum Th1-Typ erfolgt. Das lasst eine Modulation des darmassoziierten Im-
munsystems als Beitrag zur Diabetesentwicklung vermuten (Flohe 2003). Diese Beobach-
tungen im Tiermodell sowie die Ergebnisse der epidemiologischen Untersuchungen zum
gemeinsamen Vorkommen von Zoliakie und Typ 1 Diabetes beim Menschen lassen einen
praventiven Effekt von glutenfreier Ernahrung im Hinblick auf die Entwicklung von Auto-

immundiabetes schlussfolgern.
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Angelehnt an die genannten Futterungsversuche (Funda 1999) wurden in unserer Arbeits-
gruppe im Institut fur Diabetesforschung in Minchen ebenfalls Futterungsstudien im NOD
Mausmodell durchgeflihrt. In einem ersten Schritt wurde glutenfreie Nahrung mit Zusatzen
von Vitamin D (siehe 1.2.6) und Fischdl und Variationen davon eingesetzt, wobei sich die
glutenfreie Komponente der Futtervariationen als Diabetes-protektiv herausstellte (Schmid
2004). Im nachsten Schritt wurden drei verschiedene Studienansatze durchgefuhrt um den
Zeitpunkt zu ermitteln, an dem der Einsatz von glutenfreier Nahrung die grofdte protektive
Wirkung auf die Diabetesentwicklung bei den Mause hat. In einer Gruppe wurden NOD
Mause, deren Elterntiere glutenhaltige Nahrung erhalten hatten, nach der Entwéhnung von
der Mutter vom Anfang der vierten Lebenswoche bis zum Lebensende glutenfrei ernahrt.
Eine zweite Tiergruppe wurde im Zeitfenster nach der Entwdhnung bis zu Beginn der
zehnten Lebenswoche glutenfrei ernahrt. Die Mause einer dritten Gruppe wurden lebens-
lang glutenfrei ernahrt, und auch schon deren Elterntiere wahrend Schwangerschaft und
Stillzeit. Die Diabetes-Inzidenzen dieser drei Untersuchungsgruppen betrugen mit zwei-
unddreildig Lebenswochen 42%, 36% und 51%. Sie waren signifikant verringert im Ver-
gleich zu lebenslang mit glutenhaltigem Standardfutter ernahrten NOD Mausen, von de-
nen 83% Diabetes entwickelten (Schmid 2004). Schlussfolgernd wird ein kritischer Zeit-
raum nach der EntwOhnung bis zur zehnten Lebenswoche vermutet. Dieses Ergebnis
passt zur These, dass anscheinend die Periode direkt nach der Entwohnung wichtig fur

die Initiierung eines Prozesses ist, der die p-Zellzerstdrung auslost (Scott 1988).

1.2.5 Histamin, Histamin-1-Rezeptoren und Histamin-2-Rezeptoren und deren Ein-

fluss auf das Immunsystem

Histamin (B-Imidazolylethylamin) ist ein gut bekanntes biogenes Amin. Es ist in vielen ver-
schiedenen physiologischen und patophysiologischen Prozessen involviert. Bisher sind
multiple regulatorische Funktionen von Histamin im Verdauungs-, zentralen Nerven- und
Immunsystem bekannt, welche die Regulation von Immunantworten, vor allem bei allergi-
schen Reaktionen, einschlielien (Leurs 1995). Auch die Immunantwort, die wahrend Ent-
zundungsreaktionen ablauft, kann durch Histamin beeinflusst werden (Roszkowski 1977,
Beer 1987, Vannier 1993, Banu 1999).

Die vielfaltigen Effekte von Histamin werden durch vier verschiedene Typen von Trans-
membranrezeptoren vermittelt, die an G-Protein gekoppelt sind (Yamashita 1991, Gantz
1992, Lovenberg 1999, Nakamura 2000). Histamin-1-Rezeptoren (H1R) und Histamin-2-
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Rezeptoren (H2R) werden auf verschiedenen Zelltypen expressioniert, so auch auf T- und
B-Lymphozyten (Leurs 1995). Neueste Untersuchungen haben eine dominante Expressi-
on von H1R auf Oberflachen von Th1- und von H2R auf Oberflaichen von Th2-Zellen
nachgewiesen (Jutel 2001, Pedotti 2003). H1R sind hauptsachlich in allergische Reaktio-
nen, die vaskulare Permeabilitat und die Kontraktion glatter Muskulatur im Respirations-
und Gastrointestinaltrakt involviert. Das primare H1R-Signal wird durch eine Calcium-
abhangige Aktivierung von Phospholipase C vermittelt, die zur Generierung von Inositol-
1,4,5-Triphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) fuhrt. Ein Anstieg der zytosolischen
Ca?*-Spiegel ist die Folge (Hill 1991, Leurs 1995). H2R haben regulatorische Aufgaben bei
der Zellproliferation, der Magensauresekretion, der Relaxation der glatten Atemwegs- und
Gefalmuskulatur und bei Immunantworten. Sie sind an zwei Systeme gekoppelt: an das
Adenylatcyklase- und an das Phosphoinositidesystem (Hill 1991). Die Ligation von Hista-
min an H2R |8st vorrangig die Bildung des second-Messengers cAMP aus (Roszkowski
1977, Plaut 1983, Beer 1987). Das Vorkommen von H3R und H4R ist geringer als das von
H1R und H2R und ihre Funktionen sind noch nicht vollstandig bekannt. Sie sollen hier

nicht weiter betrachtet werden.

H1R-Antagonisten hemmen alle H1R-Wirkungen, wahrend sie gegenitber H2R-Effekten
wirkungslos sind. H1R-Antagonisten haben anticholinerge, sedative und lokalanastheti-
sche Wirkungen auf das periphere Nervensystem und Serotonin-antagonistische Neben-
wirkungen (Baroody 2000). Histamin ist im Gehirn GUber H1R in viele verschiedene physio-
logische Funktionen involviert, dazu zahlen die Regulation des Schlaf-Wach-Zyklus, das
Wiedererkennen und die Erinnerung. Entsprechend sind Nebenwirkungen von H1R-
Antagonisten Schlafrigkeit und Erkennungsstdérungen (Tashiro 2002). Die wichtigste the-
rapeutische Funktion von H2R-Antagonisten ist die Hemmung der histaminvermittelten
Salzsaureproduktion in der Magenschleimhaut. Folglich haben H2R-Antagonisten klini-
sche Bedeutung bei der Behandlung von Magengeschwuren (Barocelli 2003). Durch tagli-
che Behandlung mit H2R-Antagonisten kann Tumorwachstum durch Veranderung der lo-
kalen Zytokinexpression unterdriickt werden. Neuere Versuche zeigen, dass die endogene
Histaminsynthese in Tumorgewebe Uber H2R die lokale Tumorimmunitat unterdruckt, was

zur Forderung des Tumorwachstums fuhrt (Takhashi 2002).

Eine Studie in einem Mausmodell mit zerstorten H1R ergab, dass bei diesen Tieren nach
Stimulation mit Histamin die IFN-y-Sekretion vermindert und die Sekretion der Th2-
assoziierten Zytokine IL-4 und IL-13 verstarkt ist. Dagegen sind bei Mausen mit zerstorten

H2R sowohl Th1- als auch Th2-typische Zytokine im Vergleich zu Wiltypmausen verstarkt.
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Zusatzlich zeigen Mause ohne H1R im Vergleich zu Mausen ohne H2R verstarkte Antikor-
perreaktionen mit Anstiegen der Subklasssenantikorper IgE, 1gG1, 1IgG2b und 1gG3 und es
wurde keine Verminderung der Subklasse IgG2a bei den Mausen ohne H2R beobachtet.
Die Schlussfolgerung dieser Studie war, dass Histamin T-Zell- und Antikérperantworten
durch unterschiedliche Expressionen von H1R und H2R regulieren kann und Histamin
folglich einen regulatorischen Mechanismus bei der Kontrolle von entzindlichen Reaktio-
nen darstellt (Jutel 2001). Die Untersuchung lasst den Umkehrschluss zu, dass Histamin
Th1-typische Antworten durch Auslésung von H1R verstarkt, wogegen sowohl Th1- als
auch Th2-Immunitat negativ von biochemischen Signalen reguliert werden, die durch die
Histaminbindung an H2R ausgelost werden. Die Stimulation mit Histamin verstarkt die
IFN-y-Produktion und die Proliferation von Th1-Zellen und inhibiert die Proliferation von
Th2-Zellen und deren IL-4-Produktion (Jutel 2001, Schneider 2002). Widerspruchlich zu
diesen Thesen gibt es Annahmen, dass Histamin die Entwicklung von Th2-Zellen unter-
stitzt und Immunantworten vom Th1-Phanotyp vermindert (Hart 2002). Ebenso soll es die
IFN-y-Produktion von Th1-Zellen vermindern und keinen Effekt auf die Zytokinausschut-
tung von Th2-Zellen haben (Lagier 1997). Diese gegensatzlichen Aussagen lassen regula-
torische Funktionen von Histamin in verschiedene Richtungen vermuten, die beispielswei-

se konzentrationsabhangig sein konnten und weitere Untersuchungen erfordern.

Es gibt einen beschriebenen Interventionsversuch mit dem H1R-Antagonisten Ketotifen
uber drei Monate bei neun pradiabetischen erwachsenen Personen, um deren B-Zellfunk-
tion zu erhalten. Diese Intervention in einer sehr spaten Phase der Krankheitsentwicklung
war nicht mit einem Schutz vor der Diabetesmanifestation verbunden (Bohmer 1994). Zu-
satzlich konnten erhohte Histamingehalte im Plasma bei Personen mit Typ 1 und Typ 2

Diabetes nachgewiesen werden (Gill 1989).

1.2.6 Einfluss von Vitamin D auf das Immunsystem und bekannte Wirkungen von

Vitamin D auf die Entwicklung von Typ 1 Diabetes

Die biologisch aktivste Form vom Vitamin D ist das Calcitriol (= 1a,25-(OH);D3 = 1a,25-
Dihydroxycholecalciferol). Die klassischen Calcitriolfunktionen beinhalten die Aufrechter-
haltung der Calciumspiegel im Serum innerhalb der Norm und die Regulation der Kno-
chenumbildung (DelLuca 1984). Calcitriol ist ebenso fur den intrazellularen Stoffwechsel in
einer Vielzahl von Geweben von Bedeutung. Hierbei bindet Calcitriol an den zytosolischen
Vitamin D-Rezeptor (VDR).
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Der VDR ist ein Mitglied der Nuklearrezeptoren-Superfamilie, die transkriptionelle Regula-
toren sind (DeLuca 1984, MacDonald 1999). Dartber hinaus existieren membrangebun-
dene VDR ohne genomische Wirkung. VDR wurden mittlerweile in mehr als dreil3ig ver-
schiedenen Geweben nachgewiesen, dazu zahlen in pankreatische B-Zellen, Monozyten
und aktivierte T-Zellen. Folglich modulieren ligandenaktivierte VDR die Expression von
vielen verschiedenen Genen, auch solche flir die Produktion von Zytokinen. Auf diese
Weise ist Calcitriol in die Regulation des zellularen Stoffwechsels involviert (DelLuca
2001). Bereits zweiundzwanzig einzigartige nichtfunktionelle VDR-Varianten wurden be-
schrieben, die meist zu seltenen Syndromen fluhren (Pike 1997). Fir einige T-Zell-
vermittelte Autoimmunkrankheiten, einschlieBlich Typ 1 Diabetes, wurden Assoziationen
zu spezifischen VDR-Genpolymorphismen nachgewiesen. Sowohl das Risiko fur Typ 1 als
auch das fur Typ 2 Diabetes werden durch den Genotyp des VDR an der BmslI-
Restriktionsstelle beeinflusst, wobei der Genotyp BB mit einem erhohten Risiko im Ver-
gleich zu den Genotypen Bb und bb einhergeht (Chang 2000, Ortlepp 2001). Diese Asso-
ziationen wurden allerdings uneinheitlich fur verschiedenen Populationen beschrieben
(McDermott 1997, Hauache 1998, Pani 2000, Chang 2000). Erst klrzlich wurde von einer
Korrelation zwischen einem VDR-Genpolimorphismus und einer schnell manifestierenden
Typ 1 Diabetesform berichtet (Motohashi 2003).

Zu den vielen nicht calcamischen Funktionen von Vitamin D zdhlen die Induktion der Diffe-
renzierung von peripharen Blutmonocyten, antiproliferative Effekte und eine Rolle als not-
wendiger Faktor fur die Insulinsekretion. Es ist bekannt, dass durch Ligation von Vitamin D
an VDR die Aktivierungen von T-Zellen unterdrickt werden kann. Zudem ist Calcitriol ein
starker Modulator des Immunsystems (Holick 1995). Calcitriol kann seine Immuneffekte
und damit auch eine Modulation von Typ 1 Diabetes auf zwei Ebenen vermitteln: einer-
seits auf der Ebene der T-Lymphozyten durch Verschiebungen der Zytokinprofile weg vom
Th1- und hin zum Th2-Typ und durch eine Verminderung der in vitro Proliferation von hu-
manen T-Lymphozyten (Saggese 1989). Andererseits auf der Ebene der antigenprasentie-
renden Zellen durch eine reduzierte Antigenprasentation, die durch die Reduktion von
Th1-unterstutzenden Zytokinen und kostimulatorischen Molekulen vermittelt wird. DC in-
duzieren nicht nur, sondern modulieren auch die T-Zellaktivierung. Calcitriol induziert DC
von einem toleranten Phanotyp, der durch eine verminderte Expression von kostimulatori-
schen Molekllen, eine geringe IL-12- und verstarkte IL-10-Sekretion charakterisiert ist. Die

Behandlung mit Calcitriol scheint zusatzlich die Menge an regulatorischen Zellen zu erho-
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hen (Adorini 2003). Dagegen scheint Vitamin D nicht direkt an B-Lymphozyten agieren zu

konnen, da diese kaum messbare Mengen an VDR tragen (Veldman 2000).

Ergebnisse einer multizentrischen Fallkontrollstudie beim Menschen zeigen, dass eine
héhere Vitamin D-Supplementierung im ersten Lebensjahr mit einem verminderten Diabe-
tesrisiko verbunden ist (The Eurodiab Study 2 Study Group 1999). In einer norwegischen
Studie wurde festgestellt, dass die Einnahme von Lebertran wahrend der Schwanger-
schaft und von Vitamin D-Supplementen wahrend des ersten Lebensjahres des Kindes
das Diabetesrisiko des Kindes signifikant verringert (Stene 2000). In einer finnischen Stu-
die wurde die Diabeteshaufigkeit dreillig Jahre nach der Geburt erfasst und zur Ra-
chitsprophylaxe im Sauglingsalter in Beziehung gesetzt. Hierbei hatten Personen mit einer
regularen Rachitisprophylaxe im Vergleich zu denen, die als Saugling kein Vitamin D be-
kamen, ein stark reduziertes Risiko fur Typ 1 Diabetes. Dagegen erhdhte eine Rachitis im

Sauglingsalter das Diabetesrisiko um das Dreifache (Hypponen 2001).

Im NOD Mausmodell konnte durch eine Supplementierung mit Calcitriol sowohl im Pank-
reas als auch im peripheren Immunsystem eine Verschiebung hin zu einer Th2-dominier-
ten Immunantwort gegen Autoantigene des Pankreas induziert werden (Overbergh 2000).
Diese durch Calcitriol ausgeléste Veranderung der Immunantwort wird flr eine reduzierte
Insulitis- und Diabetes-Inzidenz im NOD Modell verantwortlich gemacht (Mathieu 1992,
Mathieu 1994). Bei NOD Mausen konnte durch die Behandlung mit einem Analog von
Calcitriol die DC-Reifung, eine verminderte IL-12- und IFN-y-Produktion, eine verminderte
Insulitis mit verminderter Th1-Zellinfiltration und Diabetesprotektion gezeigt werden (Gre-
gori 2002). In unserer eigenen Arbeitsgruppe wurden ebenfalls Versuche mit Vitamin D-
Supplementierungen im NOD Modell durchgefuhrt. Ziel dieser Untersuchungen war es ein
Agens zu finden, das in unschadlichen Mengen bereits sehr frih im Leben eingesetzt wer-
den kann um der Entwicklung von Autoimmundiabetes vorzubeugen. NOD Mausen wurde
folglich Cholecalciferol in Mengen pro kg Kérpergewicht gefuttert, die fur Sauglinge akzep-
tabel waren. Diese Versuche zeigen keine Verminderung der Diabetes-Inzidenz bei den
behandelten Mausen (Schmid 2004). Dagegen wurden die vorher beschriebenen Versu-

che, die mit Protektion einher gingen, mit sehr hohen Mengen von Calcitriol durchgefuhrt.
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1.3 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Durchfihrung von innovativen immunsuppressiven Therapien um
im Tiermodell der NOD Maus die Entwicklung von Autoimmundiabetes zu verhindern bzw.
beim Menschen die residuale Insulinreserve und p-Zellrestfunktion zu erhalten. Um dieses
Ziel zu erreichen werden immunmodulatorische, nutritive und pharmakologische Thera-
pieansatze getestet. Es sollen subkutane Immunisierungen mit -Zellantigenen, Analysen
des Einflusses von transplazentar Ubertragenen Insel(auto)antikérpern, Verabreichungen
von Mucin Typ 1 und Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten Uber das tagliche Trinkwasser,
glutenfreie Nahrungsmodifikationen, unter anderem mit Gliadinzusatz, und eine Supple-
mentierung mit Calcitriol (1o,25-Vitamin D3) durchgefuhrt werden. Alle Therapien werden
in randomisierten kontrollierten Studienansatzen getestet. Die Studienendpunkte der Un-
tersuchungen sind die Manifestation von Autoimmundiabetes und der Erhalt der p-Zell-
reserve, reflektiert durch die Messungen der verbliebenen C-Peptidmengen im Rahmen
der Studie bei Personen mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes. Dartiber hinaus dient die
Entwicklung von Inselautoantikorpern als zusatzlicher Endpunkt bei den untersuchten Kin-
dern zur Analyse des Einflusses von transplazentar Ubertragenen Insel(auto)antikorpern.
Sekundare Endpunkte der durchgefihrten Studien sind Surrogatparameter, die durch die
Therapien erreichte Veranderungen in der Immunantwort aufzeigen kdnnen. Dazu zahlen
die Messungen von Insulin(auto)antikérpern zu definierten Studienzeitpunkten bei allen
Therapieansatzen, von Anti-Gliadin-Antikorpern, von Anti-Tetanus-Toxoid-Antikorpern und

die Detektion der Zytokinausschuttungen von murinen Milzzellen mittels Elispot-Methodik.

Durch diese Therapien sollen folgende spezielle Fragen geklart werden:

1. Kann die Immunisierung von Muttertieren mit Insulin Autoimmundiabetes bei den

Nachkommen im NOD Mausmodell verhindern?

2. FUhrt der Transfer von mutterlichen Insel(auto)antikdrpern zu einem erhéhten Dia-

betesrisiko bei den Kindern von Muttern mit Typ 1 Diabetes?

3. Kann die Gabe von Mucin Typ 1 oder die Gabe von Histamin-1-Rezeptor-

Antagonisten Autoimmundiabetes im NOD Mausmodell verhindern?

4. Kann eine glutenfreie Ernahrung NOD Mause vor Diabetes schitzen und ist dieser

Effekt durch die Gabe von Gliadin reversibel?
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5. Welches ist der Zeitpunkt, an dem die Glutenzufuhr Einfluss auf die Pathogenese

von Autoimmundiabetes im NOD Mausmodell nimmt?

6. Ist durch eine permanente Aufnahme von H1R-Antagonisten tatsachlich eine Ver-

schiebung des immunologischen Gleichgewichts hin zum Th2-Phanotyp mdglich?

7. Kann die aktive Vitamin Ds-Form in einer tolerablen, nicht-toxischen Dosis eine
Wirkung auf das humorale Immunsystem ausuben und kann dadurch die p-Zellrest-

funktion erhalten werden?
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2 MATERIAL UND METHODEN

21 Untersuchungsgruppen und Behandlungsprotokolle
2.1.1 Untersuchungen im NOD Mausekollektiv

Fiar alle im Folgenden beschriebenen Versuche im NOD Mausmodell wurden weibliche
Tiere aus eigener Zucht des Instituts flr Diabetesforschung in Minchen benutzt. Die ur-
sprunglichen Zuchtpaare stammten von Taconics. Fur alle Tierexperimente wurden die
Prinzipien fur die Versorgung von Tieren (NIH Publikation Nr. 85-23, Uberarbeitet 1985)
und die nationalen Tierschutzgesetze befolgt. Die Immunisierungsstudie wurde durch die

Regierung von Oberbayern genehmigt (Lizenz-Nummer: 209.1/211-2531-51/02).

Insgesamt wurden 286 weibliche NOD Mause in die im Rahmen dieser Arbeit untersuch-
ten Versuchs- und Kontrollgruppen eingeschlossen. Bei der Verteilung in die Untersu-
chungsgruppen wurde das ,litter-matching" Prinzip angewendet, nach dem die Nachkom-
men eines Wurfes in mdglichst viele verschiedene Untersuchungsgruppen aufgeteilt wer-
den. Dieses Prinzip wird angewendet um den genetischen Hintergrund der Gruppen ahn-
lich zu halten. So kdnnen mogliche Effekte auf die Behandlung zurickgefuhrt werden und

sind nicht von Besonderheiten eines Wurfes und dessen Genetik abhangig.

Sechsundvierzig NOD Weibchen wurden als Muttertiere in den Untersuchungsteil einge-
schlossen, der die Ubertragbarkeit des durch Insulinimmunisierungen bei den Muttertieren
induzierten Diabetesschutzes auf deren weibliche Nachkommen prufen und zusatzlich die
Auswirkungen des mutterlichen Insulin(auto)antikdrper-Transfers auf die Risiken der
Nachkommen fur Autoimmunitat und Diabetes analysieren soll. Die Muttertiere wurden auf
sieben Untersuchungsgruppen aufgeteilt. In die Analysen der Auswirkungen von MUC1
auf die Entstehung von Autoimmundiabetes wurden funfunddrei3ig Mause eingeschlossen
und auf drei Untersuchungsgruppen verteilt. Neunundvierzig Tiere wurden in die Untersu-
chung des diabetogenen Einflusses des Ernahrungsbestandteils Gluten eingeschlossen
und auf vier Untersuchungsgruppen aufgeteilt. Fir den Studienteil, der den Einfluss von
H1R-Antagonisten auf die Diabetesentwicklung analysiert, wurden zweiundvierzig NOD
Mause in vier Untersuchungsgruppen beobachtet. Fur die permanent geflhrte Kontroll-
gruppe, die als Spiegel fur die Diabetes-Inzidenz und die I(A)A-Pravalenz in der verwende-

ten NOD Kolonie dient, wurden im Rahmen dieser Studien 114 Tiere nachverfolgt (Tab. 1).
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Tab. 1: 311 weibliche NOD Mause wurden im Alter von drei Lebenswochen auf vier The-

rapiestudien und eine Kontrollgruppe aufgeteilt

Untersuchungsgruppe n= Therapie

1 Insulinimmunisierungen vor bzw. wahrend der Trachtigkeit (n = 46)
1A 9 Insulin vor
1B 8 Insulin wahrend
1C 4 Glucagon vor
1D 4 Glucagon wahrend
1E 4 NaCl vor
1F 4 NaCl wahrend
1G 13 unbehandelt

2 Gabe von Mucin uber das Trinkwasser (n = 35)
2A 11 Mucin Typ 1 (MUC1)
2B 11 Mucin Typ 3 (MUC3)
2C 13 unbehandelt

3 Glutenmodifikationen in der Ernahrung (n = 49)
3A 12 glutenfrei 6.-12. Lebenswoche
3B 12 glutenfrei 4.-10. Lebenswoche
3C 12 glutenfrei+Gliadin 4.-10. Lebenswoche
3D 13 unbehandelt

4 Gabe von Histamin-Rezeptor-Antagonisten Uber das Trinkwasser (n = 42)
4A 11 Histamin-1-Rezeptor(H1R)-Antagonist
4B 10 Histamin-2-Rezeptor(H2R)-Antagonist
4C 11 nur mit DT immunisiert (siehe 2.1.1.4)
4D 10 unbehandelt

5 Unbehandelte permanente Kontrollgruppe der NOD Kolonie

114 unbehandelt
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2111 Diabetesprotektion durch Immunisierungen mit Insulin und Auswirkun-

gen auf die Nachkommen

Die NOD Weibchen der Versuchsgruppe 1A (n = 9) wurden im Alter von vier, flinf, sechs
und sieben Lebenswochen subkutan mit Insulin plus Inkomplettes Freund sches Adjuvanz
(IFA; Sigma-Aldrich Chemie GmbH) immunisiert. Die Tiere der Gruppe 1B (n = 8) wurden
mit den gleichen Insulin- und IFA-Mengen zur ersten, zweiten und dritten Woche der
Trachtigkeit behandelt. Zur Kontrolle, ob sich positive Effekte tatsachlich aus den Immuni-
sierungen mit Insulin plus IFA ergeben, wurde zusatzlich mit einem Kontrollantigen bzw.
Natriumchlorid (NaCl) plus IFA immunisiert, ebenfalls vor bzw. wahrend der Trachtigkeit.
In Gruppe 1C (n = 4) wurde Glucagon plus IFA vor und in Gruppe 1D (n = 4) wahrend der
Trachtigkeit immunisiert. In Gruppe 1E (n = 4) wurde NaCl als Vehikel plus IFA vor und in
Gruppe 1F (n = 4) wahrend der Trachtigkeit immunisiert (Abb. 1, Abb. 2, Tab. 2).

Pro Immunisierung wurden den Mausen 30 ul Antigenldsung kombiniert mit 100 ul IFA
injiziert. Fur die Insulin-Immunisierungen wurden den Tieren der Gruppen 1A und 1B je-
weils 3 IE (= 30 pl) humanes Insulin (Insuman® Rapid, 3,47 mg/ml; Aventis) injiziert. Um
bei den Glucagon-Immunisierungen die gleiche Proteinmenge wie beim Insulin zu ver-
wenden, wurde lyophilisiertes Glucagon (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) mit Wasser fur
Injektions-zwecke (steril und pyrogenfrei, B. Braun Melsungen AG) in der Konzentration
3,47 mg/ml gelost und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert. Pro Glucagon-
Immunisierung (Gruppen 1C und 1D) wurden 30 ul Glucagon injiziert. Fur die Immunisie-
rungen mit NaCl (Gruppe 1E und 1F) wurde das gleiche Volumen verwendet und folglich
jeweils 30 ul NaCl (isotone 0,9%ige Natriumchloridlosung, B. Braun Melsungen AG) inji-

ziert.

Die entsprechenden Antigen- und IFA-Mengen pro Immunisierungsgruppe inklusive einem
Bonus fur Misch- und Injektionsverluste werden in ein Glasrohrchen pipettiert. Direkt vor
der Immunisierung wird die Immunisierungslésung durch etwa funfzigfaches Aufziehen
und Ausdricken durch eine dicke Kanule (BD Microlance™ 3, 0,9 x 40 mm; Becton Di-
ckinson GmbH) in eine Glasspritze (Tropfspritze nach Dr. Bohm, Seidel Medipool) emul-
giert und anschlieBend blasenfrei aufgezogen. Die dicke Kantle wird entfernt und durch
eine feinere Kanule (Neolus, 0,55 x 25 mm; Terumo) ersetzt. Durch einen Einstich in die
rechte und einen Einstich in die linke Leistengegend wird den Mausen jeweils die Halfte
der Immunisierungslosung subkutan injiziert. Auf diese Weise wird eine bessere Verteilung

der Immunisierungslésung unter der Haut erreicht.
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Bei allen Muttertieren wurde mit vier Lebenswochen (vor der ersten Immunisierung) die
erste und mit etwa elf Lebenswochen (unmittelbar vor der Entbindung) die zweite Blutab-
nahme durchgeflihrt (siehe 2.1.1.7). Ab der achten Lebenswoche wurden die Weibchen
aller Untersuchungsgruppen mit vier unbehandelten NOD Mannchen aus einem Wurf ver-
paart (Abb. 2). Dadurch sollte der genetische Hintergrund der Nachkommen moglichst

ahnlich gehalten werden.

Fir die Darstellung der naturlichen Diabetes-Inzidenz in der Untersuchungskohorte wurde
von jedem Wurf mindestens ein Weibchen in die unbehandelte Kontrollgruppe 1G (n = 13)
eingeschlossen. Diese Tiere durchliefen das Blutabnahme- und Verpaarungsprotokoll
ebenso wie die Versuchstiere, und deren Nachkommen wurden parallel zu den Nach-
kommen aus den Immunisierungsgruppen behandelt. Achtundzwanzig (61%) der sechs-
undvierzig eingeschlossenen NOD Weibchen warfen 235 Nachkommen, davon waren 113
weiblich und 122 mannlich (Abb. 1).

Die Trennung aller Jungtiere von ihren Muttertieren erfolgte mit vier Lebenswochen. Um
die Untersuchungsgruppe nicht zu grof3 werden zu lassen, wurden nur die weiblichen
Nachkommen engmaschig weiter untersucht. Ihnen wurde mit vier und mit zehn Lebens-
wochen Blut entnommen (siehe 2.1.1.7). In allen gesammelten Blutseren der Mutter- und
Jungtiere wurden mittels Radioliganden-Bindungsassay (RBA) die |gG-spezifischen I1AA
bzw. die durch die Impfungen induzierten Insulinantikdrper (IA) gemessen (siehe 2.2.1).
Nach sechsunddreil3ig Lebenswochen ohne Diabetesmanifestation endete bei allen Mau-

sen dieser Untersuchung der Beobachtungszeitraum (siehe 2.1.1.8).
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Abb. 1: Aufteilung der NOD Muttertiere in die Untersuchungsgruppen im Rahmen der Ana-

lyse der transplazentéaren Ubertragbarkeit von Diabetesprotektion

NOD Méause

Zuchtpaare

n =46
VY VY VY
oruppen [1n][12] [1c] 0] [1e] (] [c]
i h 4 l i i
. vor der wahrend der .
Immunisierungen Trachtigkeit || Trachtigkeit ||<®™®

WIWFIﬁ

Insulin [[Glucagon|f NaCl || Insulin|{Glucagon| NaCl
+ + + + + +
IFA IFA IFA IFA IFA IFA

by

weibliche Nachkommen |n=18| |n=17| |n=15| |n=18| |n=10| |n=10| |n=25|

Tab. 2: Immunisierungslosungen und Behandlungszeitpunkte der NOD Muttertiere fur die

Analyse der transplazentaren Ubertragbarkeit von Diabetesprotektion

? Therapie Zeitpunkte der Immunisierungen
NOD

(n)
1A 9 3 IE Insulin (3,47 mg/ml) + 100ul IFA 4.,5.,6.und 7. Lebenswoche

1B 8 3 IE Insulin (3,47 mg/ml) + 100ul IFA 1., 2. und 3. Woche der Trachtigkeit
1C 4 30ul Glucagon (3,47 mg/ml) + 100ul IFA 4., 5., 6. und 7. Lebenswoche

1D 4 30ul Glucagon (3,47 mg/ml) + 100ul IFA 1., 2. und 3. Woche der Trachtigkeit
1E 4  30ul NaCl + 100ul IFA 4., 5., 6.und 7. Lebenswoche

1F 4 30ul NaCl + 100ul IFA 1., 2. und 3. Woche der Trachtigkeit
1G 13 keine
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Abb. 2: Behandlungsplan der NOD Muttertiere fiir die Analyse der transplazentéren Uber-
tragbarkeit von Diabetesprotektion
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21.1.2 Behandlung mit Mucin uber das Trinkwasser

Um den taglichen Trinkwasserbedarf von weiblichen NOD Mausen der verwendeten Kolo-
nie zu bestimmen, wurde Uber zehn Tage die von den Tieren verbrauchte Leitungswas-
sermenge gemessen und zwar mit Messzylindern taglich zur gleichen Uhrzeit. Das Trink-
wasservolumen wurde in drei Tierkafigen auf 300 ml eingestellt und am nachsten Tag die
verbliebene Menge ermittelt. Die verbrauchte Menge wurde durch die Mauseanzahl im
jeweiligen Kafig geteilt und damit die mittlere Trinkwassermenge pro Maus und pro Tag
berechnet (Tab. 3). Mogliche Wasserverluste durch das Ein- und Aushangen der Trinkfla-

schen in die Kafiggitter sind in den berechneten Mengen enthalten.

Tab. 3: Ermittlung der durchschnittlichen Trinkmenge pro weiblicher NOD Maus pro Tag:

Tiere pro Alter Durchschnittliche Trinkmenge pro Tier und Tag (ml)

Kafig (n) (Wochen) Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5-8 Tag 8-10

3 36 4,7 4,3 5,3 3,0 4,4 4,5
4 6 6,3 6,5 6,3 4,8 6,5 7,1
8 6 6,0 5,9 9,9 4,1 6,0 5,9

= Trinkmenge pro NOD Weibchen (arithmetisches Mittel): 5,4 ml pro Tag

Folglich wurden aufgerundete 6 ml Leitungswasser, Uber normale Trinkwasserflaschen
angeboten, als taglich notwendiges Trinkwasservolumen fir weibliche NOD Mause unse-
rer Kolonie geschlussfolgert und als Grundlage fur Berechnungen von Wirkstoffkonzentra-

tionen, die Uber das Trinkwasser verabreicht werden sollten, genutzt.

Nach der Entwdéhnung von den Muttertieren mit drei Lebenswochen wurden drei Untersu-
chungsgruppen mit weiblichen NOD Mausen besetzt. In Gruppe 2A (n = 11) wurden die
Tiere fur dreillig Tage nach der Entwohnung (vierte bis etwas mehr als siebte Lebenswo-
che) taglich mit 6 mg Mucin 1 (MUC1, Mucin Typ I, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und in
Gruppe 2B (n = 11) mit 6 mg Mucin 3 (MUC3, Mucin Typ III, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) behandelt. Von dem Bedarf von 6 ml Trinkwasser pro Tag ausgehend, wurden die
Mucine in der Konzentration 1 mg/ml in Leitungswasser gelost und verabreicht (Abb. 3). In

einer dritten Gruppe 2C (n = 13) wurden unbehandelte Kontrolltiere nachverfolgt.
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In dieser Studie erfolgte in allen drei Gruppen eine Blutabnahme bei zehn Lebenswochen
und eine weitere bei Diabetesmanifestation bzw. am Versuchsende (siehe 2.1.1.7 und
2.1.1.8). In diesen Blutproben wurden die murinen IAA mittels RBA gemessen (siehe
2.2.1). Darliber hinaus wurden die Tiere nicht behandelt und die maximale Nachbeobach-
tungszeit betrug sechsunddreil3ig Lebenswochen.

Abb. 3: Behandlungsplan fur weibliche NOD Mause im Rahmen der Mucintherapie

—_

2. Blutabnahme

und Exitus
3 4 5 6 7 10 36 Alter (Wochen)
i i i — i i 7 i >
Geburt der Versuchsende
Mause

6 mg MUCA1
bzw. MUC3
pro Tag
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2113 Glutenfreie Nahrung uiber verschiedene Zeitraume und glutenfreie Nah-

rung mit dem Zusatz von Gliadin

In enger Kooperation mit Herrn Dr. Madry von der Gesellschaft flr Tierernahrung Altromin
war es moglich durch Modifikationen der Standardnahrung Altromin 1324 fir Ratten und
Mause gewunschte Eigenschaften verschiedener Nahrungen zu erreichen. Glutenfreies
Futter wurde hergestellt, indem alle glutenhaltigen Inhaltsstoffe (Weizen- und Gersten-
komponenten) durch Maisstarke als Kohlenhydratquelle und Gefligelfleischmehl als
Proteinquelle ersetzt wurden. Eine glutenfreie Nahrung plus Gliadinzusatz wurde herge-
stellt, indem der glutenfreien Nahrung 40 g Gliadin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) pro kg
Futter zugemischt und fur den Nahrstoffausgleich dafur 3,7% Maisstarke und 0,3%
Geflugelfleischmehl entzogen wurden. Grundlage fur den 4%igen Gliadinzusatz war die
Information vom Institut flr Getreidewirtschaft in Detmold (mindliche Auskunft von Herrn
Dr. Madry), dass Weizen einen Glutengehalt von 27-28% hat. Der Gliadinanteil des Glu-
tens wurde mit 41,6% beschrieben (Osborne 1907). Daraus wurde der Gliadingehalt im
Weizen mit 11,7% kalkuliert. Die Standardnahrung Altromin 1324 enthalt 32%
Weizenanteil (mlndliche Auskunft von Herrn Dr. Madry). Damit lie® sich der Gliadingehalt
im Standardfutter 1324 mit 3,7% Gliadin ableiten. Schlussfolgernd wurde ein glutenfreies
Futter mit gerundeten 4% Gliadinzusatz hergestellt. Allgemeines Ziel aller Futtervarianten
waren moglichst vergleichbare Nahrstoffgehalte (Tab. 4). Alle Futtervarianten standen den

Mausen ad libitum zur Verfigung.

Tab. 4: Nahrstoffzusammensetzungen der verwendeten Mausenahrungen:

Futter glutenfrei glutenfrei plus Standard
4% Gliadin

Energie (kcal/kg) 3151 3005 2474

Protein (g/kg) 187 185 186

Kohlenhydrate (g/kg) 511 478 371

Fett (g/kg) 39 39 38
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Diese Studie gliedert sich in vier Untersuchungsgruppen mit drei Wochen alten weiblichen
NOD Mausen. Alle Muttertiere dieser Versuchsmause wurden wahrend Verpaarung,
Trachtigkeit und Stillzeit mit Standardnahrung gefuttert. Die Mause in Gruppe 3A (n = 12)
bekamen nach der Entwdéhnung zwei weitere Wochen die Standardnahrung (vierte und
funfte Lebenswoche) und anschlielfend fur sechs Wochen (sechste bis Anfang zwdlfte
Lebenswoche) glutenfreies Futter. In Gruppe 3B (n = 12) wurde das glutenfreie Futter fur
sechs Wochen im Zeitraum direkt nach der Entwohnung (vierte bis Anfang zehnte Le-
benswoche) verabreicht. Im gleichen Zeitintervall wurden die Mause der Gruppe 3C (n =
12) mit glutenfreiem Futter plus 4% Gliadinzusatz gefittert. Uber die genannten Zeitrdume
hinaus bekamen alle Tiere Standardnahrung angeboten. Als unbehandelte Kontrollgruppe
diente die Gruppe 3D (n = 13), die lebenslang Standardnahrung bekam (Abb. 4).

Den Mausen wurde mit zehn Lebenswochen Blut entnommen (siehe 2.1.1.7) und der
Untersuchungszeitraum war auf zweiunddrei3ig Lebenswochen begrenzt. Bei Exitus, am
Versuchsende oder bei vorzeitiger Diabetesmanifestation, wurde zusatzlich Blut gesam-
melt (siehe 2.1.1.8, Abb. 4). In den Blutproben bei zehn Lebenswochen wurden die IAA-
Titer mittels RBA gemessen (siehe 2.2.1) und in den Proben bei zehn Lebenswochen und
bei Exitus Anti-Gliadinantikérper mit einem ELISA-Verfahren detektiert (siehe 2.2.4).

Abb. 4: Behandlungsplan der weiblichen NOD Mause fur die Untersuchungen des Einflus-

ses glutenfreier Nahrung und glutenfreier Nahrung plus Gliadin auf Autoimmundiabetes

1. 2. Blutabnahme
l und Versuchsende
Gruppe Nahrung Geburt der
der Mause 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 2
Eltern I i i = i : I i i 1 = /;/ >
Alter
3A | Standard | glutenfrei Standard (Wochen)
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3B | Standard | > glutenfrei > Standard

3C | Standard | >glutenfrei+4% Gliadin Standard

!

3D | Standard | Standard
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2114 Therapie mit Histamin-1- und Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten uber

das Trinkwasser

FiUr diesen Therapieansatz wurden der H1R-Antagonist Doxylamin (Doxylamine Succina-
te, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und der H2R-Antagonist Ranitidin (Ranitidine Hydro-

chloride, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) verwendet.

Weibliche NOD Mause wurden im Alter von drei Lebenswochen auf vier Untersuchungs-
gruppen aufgeteilt. Die Tiere der Gruppe 4A (n = 11) wurden mit 10 mg Doxylamin behan-
delt und die Tiere der Gruppe 4B (n =10) mit 10 mg Ranitidin pro Tag. Die Substanzen
wurden in der Konzentration 10 mg / 6 ml Leitungswasser (siehe 2.1.1.2) geldst und den
Mausen lebenslang verabreicht. Zusatzlich gab es zwei Gruppen, die keine Wirkstoffe zu-
gefuhrt bekamen: 4C (n = 11) und 4D (n = 10, Abb. 5).

Um neben den autoimmunen IAA einen zusatzlichen Marker fur die Analyse der Immun-
antwort nach HR-Blockierung zu induzieren wurden alle Tiere der Gruppen 4A, 4B und 4C
mit zehn und vierzehn Lebenswochen mit einem Diphtherie-Tetanus-Toxoid subkutan im-
munisiert (Abb. 5). Das an Aluminiumhydroxid adsorbierte Diphtherie-Tetanus-Toxoid (DT-
Impfstoff Mérieux fur Kinder; Aventis Pasteur MSD) wurde 1:22,5 mit NaCl (B. Braun Mel-
sungen AG) verdunnt, wie bereits beschrieben (Koczwara 2003). 125 ul dieser Verdin-
nung wurden den Mausen pro Immunisierung subkutan injiziert, zur besseren Verteilung
durch zwei Einstiche in die Leistengegend. Auf diese Weise wurden jeweils 0,45 IE Teta-
nus-Toxoid und 0,34 |E Diphtherie-Toxoid verabreicht.

Allen Mausen wurde bei zehn und bei sechzehn Lebenswochen Blut abgenommen (siehe
2.1.1.7). Sie wurden zweiunddreilig Wochen nachverfolgt und bei vorzeitiger Diabetes-
manifestation oder am Versuchsende getotet (siehe 2.1.1.8, Abb. 5). Antikorper (siehe
2.2.1) und deren Subklassen (siehe 2.2.2) gegen das Autoantigen Insulin wurden nur in
den bei zehn Lebenswochen gesammelten Blutproben mittels RBA gemessen. In den
Proben bei zehn Lebenswochen (vor der ersten Immunisierung) und bei sechzehn Le-
benswochen (nach den Immunisierungen) wurden die induzierten Antikdrpersubklassen
gegen Tetanus-Toxoid mittels ELISA (siehe 2.2.5) detektiert. In diesem Projekt wurden die
bei Exitus gesammelten und in flussigem Stickstoff gelagerten Milzzellen genutzt (siehe
2.1.1.8) um die Zytokinantworten der Zellen nach Tetanus-Toxoid-Stimulation mit Elispot-

Tests zu analysieren (siehe 2.2.6).
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Abb. 5: Behandlungsplan fur weibliche NOD Mause mit Histaminrezeptoren-Antagonisten
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2115 Unbehandelte weibliche Mause zur Darstellung der natiirlichen Diabe-

tes-Inzidenz und Insulinautoantikorper-Pravalenz in der verwendeten NOD Kolonie

Um Veranderungen in der Diabetesentwicklung, unter anderem beruhend auf der standi-
gen Inzucht in der benutzten, relativ kleinen NOD Kolonie zu erkennen und gegebenen-
falls eingreifen zu kdnnen, wird aus jedem Wurf ausnahmslos ein Weibchen in eine stan-
dig laufende Kontrollgruppe eingeschlossen. Diese Tiere bleiben lebenslang unbehandelt.
Ihnen wird bei zehn Lebenswochen Blut abgenommen (siehe 2.1.1.7) und ihre Beobach-
tungszeit betragt sechsundfiinfzig Lebenswochen (siehe 2.1.1.8). Diese Tiergruppe repra-
sentiert die naturliche Diabetes-Inzidenz und |IAA-Pravalenz der NOD Kolonie, die fur alle
Untersuchungen dieser Arbeit benutzt wurde. Ihre Daten dienen als Kontrolle fur samtliche
Interventionsgruppen. Daher wurden die |IAA dieser Tiere im Rahmen dieser Arbeit ge-
messen und deren Diabetes-Inzidenz und Antikorper-Pravalenz bei zehn Lebenswochen

und bei Exitus fur den Zeitraum der hier durchgefuhrten Untersuchungen kalkuliert.

21.1.6 Behandlung und Nachverfolgung der weiblichen NOD Mause in allen
Behandlungs- und Kontrollgruppen

Ab der zehnten Lebenswoche wurden alle NOD Mause der Kolonie, sowohl in den Unter-

suchungsgruppen als auch in der standigen Kontrollgruppe, dreimal wochentlich mit Glu-
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cosemessstreifen (Gluketur Test, Boehringer Mannheim) auf Glucoseausscheidung im
Urin kontrolliert. Zwei aufeinander folgend positive Messergebnisse wurden als Diagnose
eines manifesten Diabetes definiert. Alle Tiere wurden entweder bei manifestem Diabetes
oder am Ende des jeweiligen Untersuchungszeitraums getotet und deren Milz, Pankreas
und Blut enthommen (2.1.1.8). Mit einem Glucometer Elite (Bayer Diagnostics GmbH)
wurden Blutzuckermessungen durchgefuhrt um das Vorliegen einer diabetischen Stoff-
wechsellage zusatzlich zu bestatigen bzw. auszuschlieRen. Die Pankreata der Mause
wurden histologisch in Paraffin fixiert und spater mit Haemotoxylin und Eosin gefarbt. In
Schnitten davon sind in weiterfihrenden Untersuchungen Stadien der Insulitis auswertbar.
Aus den Milzen wurden die Zellen separiert und fur zukunftige Bestimmungen der Zyto-
kinprofile in flussigem Stickstoff gelagert (2.1.1.8).

21.1.7 Durchfiihrung von Blutabnahmen an lebenden Mausen

Die betreffende NOD Maus wird direkt vor der Blutabnahme in einem Behalter mit Diethy-
lether (Fischar) betaubt. Mit Hilfe von Schmelzpunktbestimmungsrohrchen (& 0,8 mm;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH) wird die Augenvene (Plexus venorum retroorbitalis) der
Tiere punktiert und etwa 300 ul Mauseblut abgenommen. Das Blut wird fir zehn Minuten
bei 9000 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert (Centrifuge 5415 C, Eppendorf).
Anschlie3end wird das Serum abpipettiert und bei —20°C aufbewahrt.

21.1.8 Exitus bei Diabetesmanifestation oder am Versuchsende mit Blut- und

Organentnahme und Herstellung von Einzelzellpraparationen aus den NOD Milzen

Die betreffende NOD Maus wird in einer Schachtel mit Trockeneis getotet. Der Mausekor-
per wird mit 80%igem Ethanol abgespult und auf dem Rucken liegend auf ein Korkbrett
fixiert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgen in einer Sterilbank (LaminAir® HBB 2472, He-
raeus), wobei ausschliel3lich mit sterilem Material gearbeitet wird. Die aullere Haut wird
mit einer Schere abprapariert, so dass die Bauchmuskulatur frei liegt. Mit einer feinen
Schere wird die Bauchhohle eroffnet und der Darm zur rechten Seite gelegt. Aus der frei-
gelegten Vena Cava wird mit einer Insulinspritze (Terumo) das Blut abgenommen. Der
Darm wird auf die linke Seite verlagert und unter der hochgeklappten Leber erscheinen
Pankreas und Milz. Da die beiden Organe eng miteinander verbunden sind, werden sie
gemeinsam mit einer Pinzette ergriffen und aus den umgebenden Geweben herausgelost.

Das Pankreas wird von der Milz abgetrennt, in eine Einbettkassette (universal; Lan-
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genbrinck) eingeklemmt und in 4%ige Formaldehydlosung (neutral gepuffert; Fa. SAV)
gegeben. Spater werden die Pankreata in die Pathologie im Krankenhaus Munchen-
Schwabing Uberfuhrt und dort in Paraffin eingebettet. Auf diese Weise dauerhaft konser-
viert, kdnnen jederzeit Organschnitte angefertigt und daran weitere Untersuchungen

durchgefuhrt werden, die nicht Bestandteil dieser Arbeit sind.

In eine Petrischale (100 x 15 mm, Falcon) werden 3 ml Kulturmedium [RPMI-1640 Medium
(mit Glutamax 1, Invitrogen), 1% Penicillin-Streptomycin-Lésung (10000 U/ml Pen und
10000 pg/ml Strep; Invitrogen), 5% FKS (FCS-Gold, hitzeinaktiviert; PAA Laboratories
GmbH); nach dem Mischen durch 0,2 um Filter sterilfiltriert] vorgelegt. Durch ein feinma-
schiges Zellkultursieb (NetzgroRe 40 um; Sigma-Aldrich Chemie GmbH) wird die entnom-
mene Milz mit Hilfe eines Stempels in das Kulturmedium passiert. Die resultierende Zell-
suspension wird in ein Zentrifugenréhrchen (15 ml; Falcon) tberflhrt. Mit weiteren 3 ml Kul-
turmedium werden Stempel, Sieb und Petrischale nachgewaschen, das Medium zur Zell-
suspension addiert und fur etwa funf Minuten stehen gelassen, damit groRere Gewebe-
fragmente sedimentieren kdnnen. Der Mediumulberstand, in dem die einzelnen Milzzellen
enthalten sind, wird mit einer Pipette in ein neues Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und die
groben Gewebefragmente werden verworfen. Der Uberstand wird sieben Minuten bei 1200
rom zentrifugiert (GPKR Centrifuge, Beckman Coulter).

Das nach der Zentrifugation entstandene Zellpellet wird in 1 ml FKS resuspendiert. In
wassrigen Lésungen eingefrorene Zellen werden durch die Bildung von Eiskristallen zer-
stort. Fugt man der Einfrierlosung 20% DMSO zu und friert die Zellsuspensionen stufen-
weise ein, unterbleibt die Bildung von grof3en Kristallen und die Zellen bleiben erhalten.
DMSO wirkt bei Temperaturen Uber dem Gefrierpunkt aber toxisch auf die Zellen, daher
mussen Zellsuspensionen, die DMSO enthalten, immer sehr kalt gehalten und die folgen-
den Schritte auf Eis durchgefuhrt werden. Der Zellsuspension in FKS wird 1 ml Einfrier-
medium [RPMI-1640 Medium, 1% Pen/Strep-Losung, 20% DMSO (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH)] zugeflgt, die FlUissigkeiten kurz gemischt und jeweils 1 ml in zwei Einfrierréhr-
chen (Cryo-Rohrchen 1,5 ml; Nalge Nunc) verteilt. Uber Nacht werden die Zellen bei
—80°C eingefroren und am nachsten Tag in einen Tank mit flissigem Stickstoff (—196°C)
uberfuhrt. In dieser Form gelagert behalten die Zellen Uber mehrere Jahre ihre Lebensfa-
higkeit.
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2.1.2 Diabetesrisiko bei Kindern von Mittern mit Typ 1 Diabetes in Abhéangigkeit

der transplazentar Gbertragenen Inselantikorper

Fir die Untersuchungen zur Klarung der Frage, ob der Transfer mutterlicher Insel-
(auto)antikorper zu einem erhdhten Diabetesrisiko bei den Kindern von Mattern mit Typ 1
Diabetes fuhrt, konnte auf die vorhandenen Proben des Kollektivs der deutschen
BABYDIAB Studie zugegriffen werden. Diese Studie verfolgt prospektiv Kinder von Vatern
und/oder Muttern mit Typ 1 Diabetes. Beginnend mit der ersten Blutprobe aus der Nabel-
schnur bei Geburt werden von den Kindern bei neun Lebensmonaten, bei zwei, funf, acht
und elf Lebensjahren Blutproben gesammelt und individuelle Umweltfaktoren per Frage-
bogenerhebung erfasst (Ziegler 1999). Die Rekrutierung fur die Studie begann im Juli
1989 und endete im November 2000. Insgesamt 1610 Kinder von mindestens einem ElI-
ternteil mit Typ 1 Diabetes wurden bei ihrer Geburt in die Studie eingeschlossen und ha-
ben am Nachverfolgungstermin zum neunten Lebensmonat teilgenommen. Diese Zahl
beinhaltet 1030 Kinder von Muttern mit Typ 1 Diabetes. Bei 720 von diesen 1030 Kindern
waren Nabelschnurblutproben in ausreichender Menge vorhanden, um im Rahmen dieser
Arbeit die drei Diabetes-assoziierten Antikorper I(A)A (siehe 2.2.1), GADA und |A-2A (sie-
he 2.2.3) zu messen. Bei den ubrigen 290 Kindern war das Volumen des Nabelschnurblu-

tes zu gering fur die Messung aller drei Antikorper.

Abb. 6: Eingeschlossene und auf den Antikorperstatus bei Geburt untersuchte Kinder von
Mattern mit Typ 1 Diabetes aus der BABYDIAB Studie
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In allen wahrend der Nachverfolgungszeit gesammelten Blutproben wurden ebenfalls die
IAA, GADA und IA-2A bestimmt. Die mittlere Nachverfolgungszeit der 720 Kinder bis zum
letzten Nachverfolgungstermin betragt zum Zeitpunkt dieser Studie 6,5 Jahre (0,75 bis
12,5 Jahre) mit einer Gesamtsumme von 9773 Untersuchungsjahren. Bei 602 von den 720
Kindern, bei denen alle drei Antikdrper im Nabelschnurblut messbar waren, wurden Be-
stimmungen der HLA DR- und DQ-Genotypen durchgefuhrt (siehe 2.2.9). Die mdgliche
Diagnose von Typ 1 Diabetes wurde bei den Kindern gemafly den WHO-Kriterien vorge-
nommen. Alle Eltern haben schriftlich ihr Einverstandnis fur die Teilnahme an der
BABYDIAB Studie gegeben und die bayrische Landesarztekammer hat die Studiendurch-
fuhrung gepruft und genehmigt (Nummer 95357).

In diesem Untersuchungsteil wurde neben der Entwicklung von Typ 1 Diabetes auch die
Entwicklung von Inselautoimmunitat wahrend der Nachverfolgungszeit als Studienend-
punkt analysiert. Positive Inselautoantikérper, welche die Kinder gegebenenfalls im Verlauf
ihrer Kindheit entwickeln, wurden definiert als: positive Antikbrpermengen zu mindestens
zwei Inselantigenen (Insulin, GAD oder |IA-2), welche in mindestens zwei aufeinander fol-
genden Blutproben nachweisbar sind. Diese Kinder werden als Kinder mit persistierenden
multiplen Inselautoantikdrpern bezeichnet. Friihere Auswertungen der BABYDIAB Studie
zeigten, dass Antikdrper gegen ein einzelnes Inselautoantigen nicht mit der Entwicklung
von Typ 1 Diabetes assoziiert sind (Ziegler 1999). Daher wurden die Kinder, die nur eine
positive Inselautoantikorperart aufwiesen, als Antikorper-negativ eingestuft. Das Alter der
Inselautoantikdrper-Positivitat wurde definiert als: Alter bei der ersten Blutprobe, die mit
einem positiven Befund einhergeht. Alle Antikorper-negativen Kinder gehen mit dem Alter
bei ihrer letzten Nachverfolgungsuntersuchung in die Analysen ein, die zum Zeitpunkt der

Auswertung vorliegt.

2.1.3 Orale Supplementierung mit Calcitriol iber neun Monate bei erwachsenen

Personen mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes

Seit Januar 2001 wird eine offene kontrollierte Pilotstudie mit Calcitriol bei Personen mit
neu manifestiertem Typ 1 Diabetes am Institut fir Diabetesforschung in Minchen durchge-
fuhrt. Personen im Alter von siebzehn bis einschliel8lich neununddrei’ig Jahren mit neu
manifestiertem Typ 1 Diabetes mellitus kommen fur die Studie in Betracht. Fur den Stu-
dieneinschluss muss mindestens einer der Diabetes-assoziierten Antikdrper positiv nach-

weisbar sein um sicher zu stellen, dass nur Personen mit Autoimmundiabetes behandelt
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werden. Ferner muss ein Tetanus-Impfschutz vorliegen. Ausschlusskriterien sind Schwan-
gerschaft oder Schwangerschaftswunsch, schwere oder chronische Erkrankungen, Unver-
traglichkeit gegen Tetanus-Toxoid, Erkrankungen der Nieren (Nierensteine) oder Neben-
schilddrisen (Hyper- und Hypoparatthyreodismus) bzw. des Calcium-Stoffwechsels, Herz-
rhythmusstorungen und psychiatrische Erkrankungen. Als Abbruchkriterien der Studie gel-
ten eine Unvertraglichkeit der Calcitriol-Einnahme und jegliche unerwinschte Nebenwir-
kungen sowie eine Schwangerschaft. In die Studie sollen insgesamt sechsundzwanzig

behandelte und dreizehn Kontrollpersonen (Verhaltnis 2:1) eingeschlossen werden.

Die Behandlung besteht aus einer taglichen oralen Einnahme von 0,25 ug Calcitriol (Ro-
caltrol, Hoffmann-La Roche AG) Uber einen Zeitraum von neun Monaten. Folgend schlief3t
sich eine Nachbeobachtungszeit von weiteren neun Monaten an. Der Diabetes aller ein-
geschlossenen Personen wird mit einer intensiven Insulintherapie (ICT) mit dem Ziel einer
einheitlich guten, normnahen Blutzuckereinstellung behandelt. Im achtzehn Monate an-
dauernden Studienzeitraum werden elf Visiten mit den Studienpersonen durchgefihrt. Zu
allen elf Terminen werden bei den mit Calcitriol behandelten Personen Safety-Parameter
bestimmt (siehe 2.2.8). Falls die Normwerte dieser Parameter nicht eingehalten werden
sollten, wird die Calcitriol-Zufuhr gesenkt oder beendet. Ergdnzend werden Nierensono-
graphien bei Studieneinschluss, nach neun und achtzehn Monaten durchgefihrt um Ver-
anderungen an den Nieren vollstandig ausschliefen zu konnen. In der Kontrollgruppe
werden diese Safety-Parameter nicht gemessen. In beiden Studiengruppen wird parallel
Blut fur die Messung von Diabetes-assozierten Antikorpern (ICA, IAA, GADA und IA-2A),
der C-Peptidausschuittung, der HbAc-Werte, flr Elispot-Analysen und eine DNA-Bestim-
mung abgenommen (Tab. 5 und 6). Allen Personen wird bei sechs Monaten nach Stu-
dieneinschluss eine Tetanus-Auffrischung (Tetanol® pur, 40 IE Tetanus-Toxoid/0,5 ml,
Chiron Behring GmbH&Co) geimpft. Durch diese Impfung wird das Immunsystem der Stu-
dienpersonen mit Tetanus-Toxoid (TT) als Antigen konfrontiert. Folglich werden Antikdrper
und reaktive T-Lymphozyten gegen TT gebildet. Durch diese Impfung wird eine spatere
Analyse der Zytokinausschuttungen von peripheren Blutlymphozyten mit Elispot-Methoden
moglich, da diese Lymphozyten bei einer Stimulation mit TT das Antigen erkennen und

darauf mit Zytokinausschuttungen reagieren.

Als Zielkriterien und Erfolgsparameter der Studie dienen einerseits die C-Peptidmengen
am Studienende, der tagliche Insulinbedarf pro kg Kérpergewicht (KG), die Diabetesein-
stellung, reprasentiert durch die HbAc-Werte und das Einhalten der Safety-Parameter,

andererseits aber auch der Nachweis eines immunologischen Effektes von Calcitriol, der

47



Material und Methoden

auf der Ebene der Diabetes-assoziierten Antikorper, der Antikdrpersubklassen und durch
Messungen der Zytokinprofile als Antwort auf die Tetanus-Impfungen nachgewiesen wer-

den soll.

Tab. 5: Studienzeitplan fur die mit Calcitriol behandelte Gruppe:

10
12

Untersuchungszeitpunkt

1 2 4 5
nach X Studienmonaten 4

1 2

~N~
o o
—
o -

Diabetes-assozierte Antikdrper (Serum)
1, 25 Vitamin D (Serum)

Osteocalcin (Serum)

Calcium (Plasma)

Alkalische Phosphatase (Plasma)
Phosphat (Plasma)

Creatinin (Plasma)

Parathormon (Plasma)

C-Peptid (0, 30, 60, 90 und 120 Min.)
(Serum)

X X X X X X X X |Ooo
X X X X X X X X |Www
X X X X X X X X oo

X X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X X X X [©©
X X X X X X
X X X X X X X X X

ELISPOT (Heparinblut)
DNA (EDTA-Blut)
HbAc (EDTA-BIlut)

X
X
X
X
X

Calcium (Urin)

Nierensonographie

Kontrolle der Blutzucker-Einstellung
Vitamin D Interventionszeitraum (oral)
Tetanusauffrischung (i. m.) %

X X X | X [X X X
X X | X |X
X X | X |X

Tab. 6: Studienzeitplan fur die Kontrollgruppe:

1 2
2

10 11
12 18

Untersuchungszeitpunkt
nach X Studienmonaten

Diabetes-assozierte Antikérper (Serum)
1, 25 Vitamin D (Serum)

C-Peptid (0, 30, 60, 90 und 120 Min.) >
(Serum)

X X |[OO
N

X X [LWww
N
(6]

X X [O0O®
~
(o]

X X X |[© ©
X
X

ELISPOT (Heparinblut)
DNA (EDTA-BIlut)

X
X
HbAc (EDTA-Blut) «
Kontrolle der Blutzucker-Einstellung X
Tetanusauffrischung (i. m.)

Bisher wurden insgesamt dreiunddreil3ig Personen in diese Studie eingeschlossen. Im
Rahmen dieser Arbeit soll eine Zwischenauswertung durchgeflhrt werden. Zu diesem
Zeitpunkt haben vier behandelte und vier Kontrollpersonen die achtzehn Monate dauernde
Studie vollstandig durchlaufen. Zusatzliche elf behandelte Personen und zwei Kontrollper-
son haben die neunte Visite absolviert. In die Zwischenauswertung sollen die vorliegenden

Proben von allen Personen, die mindestens die neunte Visite absolviert haben (zusammen
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funfzehn behandelte und sechs unbehandelte Personen, Tab. 7), eingeschlossen und de-
ren I(A)A (siehe 2.2.1), die I(A)A-Subklassen (siehe 2.2.2) und C-Peptidmengen (siehe

2.2.7) im RBA gemessen werden. Zusatzlich sollen die vorliegenden Safety-Parameter-

Ergebnisse (siehe 2.2.8), die Daten des jeweiligen Insulinbedarfs und die HbAc-Werte

analysiert werden.

Tab. 7: Im Rahmen der Zwischenauswertung der Calcitriol-Therapie untersuchte Personen

mit ihren studienrelevanten Merkmalen bei Diabetesdiagnose und Studienbeginn

Q Studiendauer bei Diabetesdiagnose bei Studienbeginn
oder bei Auswertung | Symptomdauer Ketoazi- GADA 1A-2A | Alter Diabetes-
) (Monate) (Wochen) dose (Jahre) dauer (Tage)
Mit Calcitriol behandelte Studienpersonen:
1 Q 18 8 nein + - 31,4 8
2 9 9 12 nein + + 24 .4 13
3 9 9 8 ja + - 31,1 11
4 4 9 3 nein + - 30,9 12
5 ¢ 18 2 nein + - 33,6 6
6 @ 18 n.b. ja + - 21,4 8
7 9 9 0 nein + + 26,2 13
8 ¢ 9 n.b. n.b. - + 18,3 n.b.
9 Q 9 4 nein + + 19,2 12
10 9 9 1 nein + + 23,7 10
11 4 9 n.b. n.b. + + 19,8 n.b.
12 & 18 n.b. n.b. + + 35,4 7
13 4 9 2 nein - + 32,6 13
14 9 9 0 nein + - 39,2 12
15 ¢4 9 20 nein + + 17,7 4
Median 3 26,2 11
8¢9 4 mal 18 von 0 bis 20 2ja 13 + 9+ 17,7- 4bis13
74 11 mal 9 10 nein 2 - 6 - 39,2
Unbehandelte Studienkontrollpersonen:
16 4 18 36 nein + - 36,6
17 9 9 3 ja + - 33,6
18 & 18 5 nein + - 38,0
19 4 18 n.b. n.b. + - 35,5
20 & 18 6 nein + - 39,9
21 9 9 n.b. n.b. + + 24,2
Median 55 36,1
29 4 mal 18 von 3 bis 36 1ja 6 + 5- 242 -
443 2mal 9 3nein  0- 1+ 39,9

+ = AntikOrper-positiv, - = Antikdrper-negativ, n.b. = nicht bekannt
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2.2 Beschreibung der angewendeten Messmethoden

2.2.1 Detektion von Insulin(auto)antikorpern in murinen und humanen Seren im

Radioliganden-Bindungsassay

Die Bestimmung der I(A)A basiert auf einem RBA (Williams 1997, Naserke 1998), der flr
Mauseseren modifiziert wurde (Koczwara 2003). Es handelt sich um einen Protein-A/G-
Sepharose-Test, der nur sehr geringe Serummengen bendtigt und dessen Sensitivitat und
Spezifitat in den Workshops diabetischer Tiermodelle 2000 (Bonifacio 2001) und 2002
bestatigt wurden. Alle Testschritte werden auf Eis und mit eiskaltem TBT [50 mM Tris
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 1% Tween (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), pH 8,0]
durchgefuhrt. In jedem Testansatz werden zwei murine Standards mit definierten 1AA-
Mengen und ein IAA-positives und ein IAA-negatives Mauseserum zur Kontrolle der Test-

funktionalitat mitgemessen.

Pro Probe werden jeweils 5 ul unverdinntes murines Serum in vier Rundbodenréhrchen
(Kreuzprobenrohrchen 75/12 mm aus Polystyrol, Peske) pipettiert. Einem Duplikat werden
zur Inhibition je 25 ul humanes ,kaltes” Insulin (8 U/ml, Insuman® Rapid, Aventis) zugege-
ben. Dem zweiten Duplikat werden zum Volumenausgleich je 25 ul TBT zugefugt. Die In-
hibition blockiert alle insulinspezifischen Bindungsstellen und die in diesem Duplikat ge-
messene Radioaktivitat in Zerfallen pro Minute (cpm) reprasentiert die unspezifische Bin-
dung. Jedem Rohrchen wird 1,5 ul '25|_A14 markiertes humanes Insulin (spezifische Aktivi-
tat 360 uCi/ug, zirka 22000 cpm/Rohrchen; Aventis) verdunnt in 25 ul TBT zugefugt. Diese
Ansatze werden fur 72 Stunden bei 4°C inkubiert. Am Vorabend der Weiterbearbeitung
werden 2 mg Protein-A-Sepharose (Amersham Pharmacia) bei 4°C in TBT vorgequollen,
am nachsten Tag pro Réhrchen mit 6 ul Protein-G-Sepharose (Amersham Pharmacia)
gemischt und einmal mit TBT gewaschen. Das Sepharosegemisch (50 ul/Réhrchen) wird
den Roéhrchen zugefugt und wahrend der anschlief3enden einstlindigen Inkubation bei 4°C
auf einem leicht rotierenden Mixer prazipitieren die Antigen-Antikérperkomplexe. Es folgen
sechs Waschschritte mit je 1,8 ml TBT und finf Minuten Zentrifugation bei 4°C und 2100
rpm (CL-GPR Centrifuge, Beckmann Coulter) um das ungebundene '®I-Insulin zu entfer-
nen. Zum Absaugen der Uberstande wird eine Vakuumpumpe (UNO 004 B, Pfeiffer) be-
nutzt. Anschlielend wird die Radioaktivitat der Pellets im Radioaktivitatsmessgerat (y-
counter Cobra II, Canberra Packard) bestimmt. Fur alle Proben werden von jedem Dupli-

kat die arithmetischen Mittel der gemessenen cpm berechnet. Von den Mittelwerten der
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Proben ohne Zugabe von kaltem Insulin wird der Mittelwert derselben Probe mit Zugabe
von kaltem Insulin subtrahiert. Auf diese Weise werden die Messwerte um die unspezifi-
sche Bindung bereinigt. Sie tragen die Einheit ,A com“. Um die in verschiedenen Testan-
satzen bestimmten Messwerte miteinander vergleichbar zu machen werden Indizes nach
folgender Formel berechnet: I(A)A-Index = (A cpm Probe / A cpm Standard) x 100.
Die Grenze fur positive Messwerte liegt bei IAA-Index > 4 und entspricht der 99sten Per-

zentile von Messwerten, die in Seren von BALB/c und C57/B6 Mausen ermittelt wurde.

Die Bestimmung von [(A)A in humanen Seren erfolgt in einem analogen Testverfahren.
Hier liegt die obere Grenze fur Normalwerte bei > 1,5 Testunits pro ml (U/ml) und ent-
spricht der 99sten Perzentile von Messwerten, die in Seren von nicht diabetischen Kon-
trollpersonen ermittelt wurde. Das Testverfahren erreichte 30% Sensitivitat und 98% Spe-
zifitat im ersten internationalen ,Diabetes Autoantibodies Standardization Program Profi-
ciency“ Workshop (DASP). Als Inter-Assay Abweichungskoeffizient wurden 11% ermittelt
(Bingley 2003). Alle Serumproben werden kodiert und sind folglich bei der Antikorpertes-

tung fur die durchfiihrende Person verblindet.

Der RBA wird in allen Schritten ebenso durchgefuhrt wie die beschriebene Messung von
I[(A)A in Mauseseren. Daher werden an dieser Stelle lediglich die Abweichungen im Test-
ablauf aufgezeigt. So werden nur 1,5 mg Protein-A- und 2 ul Protein-G-Sepharose zuge-
geben, da sich diese Mengen flur die Detektion von humanen I(A)A als ausreichend erwie-
sen haben. Die Testergebnisse werden auf eine Standardkurve aus elf Verdinnungen von
einem I(A)A-positiven Humanserum bezogen, die in jedem Testansatz mitgemessen wird.
Sie werden als willkarlich definierte 1(A)A-Units (U) angegeben. Die Grundlage fur die Be-
rechnung der Standardkurve und der individuellen Proben-I(A)A-Units bilden auch hier die
um unspezifische Bindung bereinigten ,A cpm“ = Mittelwert des nicht inhibierten Duplika-

tes (cpm) — Mittelwert des inhibierten Duplikates (cpm) von jeder Probe.

2.2.2 Detektion von Insulin(auto)antikorpersubklassen in murinen und humanen

Seren im Radioliganden-Bindungsassay

Der von Bonifacio (1999) beschriebene |(A)A-Subklassentest wurde fur die Durchfihrung
mit Mauseseren modifiziert (Koczwara 2003). Es wird ein Testverfahren verwendet, das
analog zum RBA flir murine I(A)A ablauft (siehe 2.2.1), allerdings werden lediglich 2,5 pl
Mauseserum pro Rohrchen eingesetzt. Sepharose-Streptavidin-Beads (Streptavidin-

Sepharose 4B, Zymed) werden mit biotinilierten monoklonalen Anti-Maus-Antikdrpern be-
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schichtet: Anti-Maus-IgG1 (A 85-1, 0,5 mg/ml, PharMingen), —IgGZab (Igh-1b, 0,5 mg/ml,
PharMingen), welche die lgG2a-Subklasse von NOD Mausen detektieren, -lgG2b (R 12-3,
0,5 mg/ml, PharMingen), -IgE (R35-118, 0,5 mg/ml, PharMingen) oder zur Bestimmung
von unspezifischen Bindungen mit Anti-humanen-IgE-Antikérpern (0,5 mg/ml, PharMin-
gen). Diese beschichtete Sepharose wird anstelle der Protein-A/G-Sepharosemischung
zur Prazipitation der Antigen-Antikorperkomplexe verwendet. Zur Beschichtung werden
pro Rohrchen 10 ul Sepharose-Beads dreimal mit eiskaltem PBS [50 mM Phosphatpuffer,
150 mM NaCl, pH 7,4] gewaschen. Anschlielend werden jeweils 5 pl der spezifischen
biotinilierten Anti-Subklassenantikdrper hinzugefugt und unter langsamer Rotation bei 4°C
Uber Nacht inkubiert. Uber Biotin-Streptavidinbindungen bilden sich Sepharose-Antikérper-
komplexe. Am folgenden Tag wird die beschichtete Sepharose einmal mit PBS und zwei-
mal mit TBT gewaschen, in TBT resuspendiert und jedem Réhrchen werden 50 pul dieser
Sepharoseldsung zugefugt. Alle folgenden Testschritte entsprechen denen, die in 2.2.1 fir

den Gesamt-I(A)A-Test beschrieben sind.

Fir die Bestimmung der IgG2a-, IgG2b- und IgE-Subklassenantikorper werden die muri-
nen Seren unverdunnt eingesetzt, zur Messung der IgG1-Subklassenantikdrper dagegen
1:10 mit TBT verdinnt, da hier sehr grole Antikbrpermengen zu erwarten sind. Fur jede
Probe wird die unspezifische Bindung, reprasentiert durch die cpm der humanen IgE-
Antikérper, von den cpm der einzelnen Subklassenantikérper subtrahiert. Die resultieren-
den spezifischen Subklassenantikdrpermengen tragen die Einheit ,A cpm®. Die A cpm der
IgG1-1(A)A werden mit zehn multipliziert um sie trotz der zehnfachen Serenverdinnung mit
den Ubrigen Subklassen vergleichbar zu machen. In jedem Test wird eine I(A)A-positive
und eine I(A)A-negative murine Serumprobe zur Kontrolle der Testfunktionalitat mitge-

messen.

Der I(A)A-Subklassentest fur humane Seren wurde bereits 1999 beschrieben (Bonifacio
1999). Er wird analog zum RBA fur murine I(A)A-Subklassen durchgefuhrt. An dieser Stel-
le werden lediglich Abweichungen im Testablauf aufgezeigt. Es werden 5 ul Serum pro
Rohrchen eingesetzt und die Sepharose-Streptavidin-Beads werden mit folgenden biotini-
lierten monoklonalen Anti-humanen-Subklassenantikérpern beschichtet: Anti-human-lgG1
(0,5 mg/ml, PharMingen), -IgG2 (0,5 mg/ml, PharMingen), -IgG3 (0,5 mg/ml, Zymed),
-IgG4 (0,5 mg/ml, PharMingen) und zur Bestimmung von unspezifischen Bindungen mit
Anti-Ratte-IgM-Antikorpern (0,5 mg/ml, PharMingen). Die so beschichtete Sepharose wird
zur Prazipitation der Antigen-Antikdrperkomplexe verwendet. Abweichend zur murinen

Methodik werden allerdings 10 ul der biotinilierten Anti-Subklassenantikérper pro Rohr-
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chen verwendet. Fur alle Subklassen werden die Seren unverdunnt eingesetzt. Fur die
humanen I(A)A-Subklassen wird die von einem ml Serum gebundene Menge an Insulin in
nU/ml nach folgender Formel berechnet:

(subklassenspezifischer IgG-Messwert (cpm) — probenspezifischer Anti-Ratte-lgM-Mess-
wert [com]) / Menge der pro Réhrchen eingesetzten Radioaktivitat (cpm) x 1,159 x 200 x
1000 (Bonifacio 1999). Die Grenze fur positive Messwerte liegt bei > 125 nU/ml.

2.2.3 Detektion von Autoantikorpern gegen GAD und IA-2 in humanen Seren
2.2.3.1 Antigenmarkierung durch Einbau von **S-Methionin

Die im Institut fur Diabetesforschung in Minchen hergestellte cDNA von humanem
GADG5- und humanem IA-2i.c.-Antigen wird mit Hilfe des ,TNT® SP6 Coupled Reticulocy-
te Lysate Kits“ (Promega) in vitro transkribiert und translatiert. Die radioaktive Markierung
erfolgt dabei durch den Einbau von *S-Methionin (Redivue L-[**S]-Methionin; 18,5 MBq,
500 Ci; Amersham Pharmacia). Dem nach Herstellerangaben vorbereiteten Reaktionsmix
werden 6 ul cDNA zugefiugt. Nach der Zugabe von 1 ul RNAsin und 10 ul Nuklease-freiem
Wasser wird der Ansatz fur zwei Stunden bei 30°C im Warmeblock (Thermostat 5320, Ep-
pendorf) inkubiert. Anschlielend wird das Gemisch mit 100 ul TBST [50 mM Tris (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH), 1% Tween (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 150 mM NaCl, pH 7,4]
aufgenommen und das nicht eingebaute freie *>S-Methionin (iber Massengewichtssaulen
(NAP 5 Columns, Sephadex G-25 DNA Grade, Amersham) abgetrennt. 2 ul des aufgerei-
nigten radioaktiv markierten Antigenproteins werden in 2 ml Szintillationsfllssigkeit (Mic-
roscint 40, Packard) pipettiert und die eingebaute Radioaktivitdt mit einem Betazahler
(LKB 1219 Rackbeta Liquid Scintillation Counter) gemessen. Das Antigen wird bei —20°C
gelagert.

2.2.3.2 Detektion von Antikorpern gegen die Autoantigene GAD und IA-2 im

Radioliganden-Bindungsassay

Fir die Bestimmungen der GADA werden die von Grubin (1994) und fir die IA-2A die von
Gianani (1995) beschriebenen analogen RBA verwendet. Alle Testschritte werden auf Eis
und mit eiskaltem TBST durchgefuhrt. Auch diese beiden Testverfahren wurden in den
internationalen ,Diabetes Autoantibodies Standardization Program Proficiency“ Workshops

(DASP) analysiert. Die Ergebnisse sind Sensitivitaten und Spezifitdten von 80% und 94%
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fur die GADA- und 58% und 100% fur die 1A-2A-Bestimmung (Bingley 2003). Alle Mes-

sungen werden mit kodierten und fur den Messenden verblindeten Proben durchgefuhrt.

Von jedem Testserum werden Duplikate bestimmt. Je 2 ul Serum und 25 ul TBST werden
mit 20000 cpm des jeweiligen >°S-markierten Antigens in Deepwell-Platten (Polystyrol,
1 ml/Well, 96 Wells, Beckman Coulter) pipettiert und gut gemischt. Diese Ansatze werden
bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag werden pro Probe 1 mg vorgequollene
Protein-A-Sepharose (Amersham Pharmacia) und 3 ul Protein-G-Sepharose (Amersham
Pharmacia) in 50 ul TBST suspendiert, zu den Proben pipettiert und fur die Antigen-
Antikoérper-Prazipation eine Stunde bei 4°C auf einem Schiuttler (IKA-VIBRAX-VXR, Ba-
chofer) leicht geschittelt. Die Sepharose-Antigen-Antikorperkomplexe werden anschlie-
Rend funfmal mit 800 pl eiskaltem TBST gewaschen. Dafur wird der Puffer mit einem
Mehrkanalspender zugegeben, die Platten finf Minuten bei 4°C und 2100 rpm zentrifugiert
und der Uberstand mit einem Mehrkanalaufsatz (Multiwell Plate Washer/Dispenser Mani-
fol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und einer Vakuumpumpe abgesaugt. Nach dem letzten
Waschgang werden die Pellets in 100 ul TBST resuspendiert und in eine Messplatte (Op-
tiPlate-96, Packard) Uberfihrt. Jeder Probe werden 150 ul Szintillationsflissigkeit (Micros-
cint 40, Packard) zugefugt, die Platte mit einer Folie (TopSeal-A, Packard) verschlossen
und in Alufolie verpackt fur eine halbe Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schuttler
(IKA-VIBRAX-VXR, Bachofer) geschittelt. Anschlieend werden die cpm der gebundenen
Radioaktivitat in einem Platten-Radioaktivitatsmessgerat (Top Count Microplate Scintillati-

on Counter, Packard) bestimmt.

Die Ergebnisse der Messungen werden auf jeweils eine Standardkurve aus neun Verdun-
nungen von GADA- bzw. IA-2A-positiven Humanseren bezogen, die in jedem Testansatz
mitgemessen wird. Die Grenze flur positive Messwerte entspricht fir beide Tests der
99sten Perzentile von Messwerten, die in Seren von nicht diabetischen Kontrollpersonen
ermittelt wurde. Sie liegt bei > 8,5 Testunits/ml bzw. 25 WHO Units/ml fir GADA und > 2,5
Testunits/ml oder 4 WHO Units/ml fur 1A-2A.
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2.2.4 Detektion von IgG1-spezifischen Anti-Gliadin-Antikérpern in murinen Seren
im ELISA

Bei diesem Test erfolgen alle Schritte bei Raumtemperatur. Von den Mauseseren werden
1:200 Verdlinnungen mit PBST [147 mmol/l NaCl, 1,5 mmol/l KCI, 2,7 mmol/l| KH,PO4, 81
mmol/l NasHPOQO4, 0,05% Tween (Sigma-Aldrich Chemie), pH 7,4] hergestellt, einmal ohne
und einmal mit Zusatz von Gliadin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; 20 ug Gliadin/ml). Diese
Serenverdinnungen werden fur eine Stunde inkubiert, wobei in den Proben mit Gliadinzu-
satz alle gliadinspezifischen Antikorper gebunden werden. AnschlieRend werden jeweils
100 ul dieser Serenverdunnungen in Duplikaten auf eine mit Gliadin beschichtete ELISA-
Platte (96 Wells; Euroimmun) pipettiert, abgedeckt und eine Stunde stehen gelassen. Fol-
gend wird die Platte dreimal gewaschen. Dazu werden mit einer Mehrkanalpipette (Ep-
pendorf) jeweils 200 ul PBST eingefullt und anschlieliend aus der Platte herausgekippt.
Nach dem letzten Waschgang wird die Platte auf Zellstoff trocken geklopft. Vom biotinilier-
ten monoklonalen Anti-Maus-Subklassenantikérper 1IgG1 (A 85-1, 0,5 mg/ml, PharMingen)
werden 1:1000 Verdinnungen mit PBST hergestellt, 100 ul der Verdinnung zu jeder Pro-
be zugefugt und fur zwei Stunden inkubiert. Folgend wird die Platte erneut gewaschen. An
Peroxidase konjugiertes Streptavidin (Sav-HRP, PharMingen) wird 1:1000 mit PBST ver-
dinnt, 100 ul der Verdinnung zu jeder Probe zugefiigt und flir eine Stunde inkubiert. Nach
einem erneuten Waschschritt werden je 100 ul Substratlosung (TMB Peroxidase EIA Sub-
strate Kit, Losung A 9:1 mit Losung B gemischt; BIO-RAD) eingefiillt. Die so praparierte
ELISA-Platte wird auf einen Schattler (100 rpm, IKA-VIBRAX-VXR, Bachofer) gestellt. Die
Zugabe von 100 pl 1 N H2SO4 pro Well nach etwa acht Minuten des Substratumsatzes
stoppt die Farbreaktion. Die Optische Dichte (OD) der einzelnen Proben wird bei einer
Wellenlange von 405 nm im ELISA-Messgerat (MR 600 Microplate Reader, Dynatech)

gemessen.

Die Ergebnisse werden um unspezifische Bindungen bereinigt, indem von den Proben-
messwerten ohne Gliadinzusatz die Messwerte derselben Probe mit Gliadinzusatz abge-
zogen werden. Die Ergebnisse werden als ,A OD* angegeben. In jedem Testansatz wird
ein Anti-Gliadinantikorper-positives und ein -negatives Mauseserum zur Kontrolle der Test-

funktionalitat mitgetestet.
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2.2.5 Detektion von Anti-Tetanus-Toxoid-Antikorpersubklassen in murinen Seren
im ELISA

Tetanus-Toxoid (TT) (3500 LF/ml, Chiron Behring GmbH&Co) wird 1:7000 mit PBS [8 g
NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH2POy4, 1,442 g Na;HPO4-2H,0 auf 1 | Aqua Bidest; pH 7,4] auf
0,5 LF/ml verdinnt und 125 ul in jedes Well einer ELISA-Platte (Nunc-Immuno Plate Ma-
xiSorp Surface, 96 Wells, Nalge Nunc) eingefullt. Die Platte wird abgedeckt und Uber
Nacht bei 4°C aufbewahrt, wobei die Plattenoberflache mit TT beschichtet wird ("coating").
Alle folgenden Schritte werden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Am folgenden Tag wird
die Platte gewaschen. Dazu werden mit einer Mehrkanalpipette (Eppendorf) dreimal je-
weils 200 ul PBST [PBS plus 0,05% Tween (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)] eingefullt und
anschlielend aus der Platte herausgekippt. Nach dem letzten Waschgang wird die Platte
auf Zellstoff trocken geklopft. In jedes Well werden 200 ul Blockpuffer [PBS plus 0,1% Ge-
latine (BIO-RAD)] eingeftillt und fur eine Stunde inkubiert. Die Gelatine blockiert unspezifi-
sche Bindungsstellen an der Plattenoberflache. Anschliel’end wird die Platte erneut gewa-
schen. Jeweils 100 ul von 1:100000 (IgG1) und 1:1000 (IgG2a, 1gG2b und IgE) mit PBST
verdunnten Mauseseren werden eingefillt und fur zwei Stunden inkubiert. Die Platte wird
wiederum gewaschen. Biotinilierte monoklonale Anti-Maus-Subklassen-lgG1- (A 85-1, 0,5
mg/ml, PharMingen), 1gG2."- (Igh-16, 0,5 mg/ml, PharMingen) IgG2b- (R 12-3, 0,5 mg/ml,
PharMingen) und IgE-Antikérper (R35-118, 0,5 mg/ml, PharMingen) werden 1:500 mit
PBST verdunnt, 100 ul zu jeder Probe addiert und fur eine Stunde inkubiert. Folgend wird
die Platte erneut gewaschen. An Peroxidase konjugiertes Streptavidin (Sav-HRP, Phar-
Mingen) wird 1:1000 mit PBST verdinnt, 100 ul der Verdunnung zu jeder Probe zugefligt
und fUr eine Stunde inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt werden jeweils 100 pnl
Substratlésung (TMB Peroxidase EIA Substrate Kit, Losung A 9:1 mit Losung B gemischt;
BIO-RAD) eingefillt. Die so praparierte ELISA-Platte wird auf einen Schuttler (100 rpm,
IKA-VIBRAX-VXR, Bachofer) gestellt. Die Zugabe von 100 ul 1 N H,SO,4 pro Well nach
etwa acht Minuten des Substratumsatzes stoppt die Farbreaktion. Die Optische Dichte
(OD) der einzelnen Proben wird bei einer Wellenlange von 405 nm im ELISA-Messgerat

(MR 600 Microplate Reader, Dynatech) gemessen.

Fir die Vergleichbarkeit mit den Ubrigen Subklassen werden die Ergebnisse der IgG1-
Antikérper mit 100 multipliziert und alle Ergebnisse werden als ,OD“ angegeben. In jedem
Testansatz wird ein Anti-TT-Antikorper-positives und ein -negatives Mauseserum zur Kon-

trolle der Testfunktionalitat mitgetestet.

56



Material und Methoden

2.2.6 Bestimmung der Zytokinsekretion von murinen Milzzellen nach Stimulation

mit Tetanus-Toxoid mit Elispot-Tests

Elispot-Kits zur Messung der IL-4- und INF-y-Zytokinausschittung von Mauselymphozyten
werden gekauft (U-CyTech B.V. Diagnostics). Die aus den Mausemilzen gewonnenen und
in flissigem Stickstoff gelagerten Zellproben (siehe 2.1.1.8) von den Gruppen 4A, 4B und
4C aus dem HR-Antagonisten-Projekt wurden fur diese Messungen benutzt. Da die Tiere
aus diesen Gruppen alle mit TT immunisiert wurden, wird die Moglichkeit einer Vorinkubati-
on der Zellen genutzt, bevor sie in den Test eingesetzt werden. Nach der Herausnahme
aus dem flussigen Stickstoff werden die Einfrierrdhrchen mit den Zellen (zwei Réhrchen pro
Maus) im Wasserbad (37°C; Julabo 20B, Julabo) zugig aufgetaut und in 7 ml vorgelegtes
(15 ml Zentrifugenrohrchen, Falcon) Kulturmedium uberfuhrt [RPMI-1640 Medium (mit Glu-
tamax I, Invitrogen), 1% Pen-Strep-Losung (10000 U/ml Pen und 10000 pg/ml Strep; In-
vitrogen), 5% FKS (FCS-Gold, hitzeinaktiviert; PAA Laboratories GmbH); nach dem Mi-
schen durch 0,2 um Filter sterilfiltriert]. Die zwei separat eingefrorenen Zellproben einer
Mausemilz werden vereint. Mit jeweils 1 ml Kulturmedium werden die Einfrierrdhrchen
nachgewaschen und die Zellen flr sieben Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert (GPKR
Centrifuge, Beckman Coulter) um das zelltoxische DMSO auszuwaschen. Die Medium-
uberstande werden abgegossen und die Zellen in 1 ml Kulturmedium resuspendiert. 20 pl
der Zellsuspension werden abgenommen, mit 20 ul Trypanblau (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH) in einem Well einer 96-Wellplatte gemischt und in eine Neubauer-Zahlkammer
(Brand) uberfuhrt. Trypanblau farbt nur tote Zellen an und macht sie dadurch von lebenden
Zellen abgrenzbar. Unter einem Lichtmikroskop (Olympus) werden die lebenden Zellen in
den sechzehn Feldern eines Zahlkammerquadrats ausgezahlt. Die Lebendzellzahl berech-
net sich nach der Formel: Zellen pro ml = Mittel der gezahlten Zellzahl pro Feld x 10*. Fol-
gend werden etwa 4x10° Zellen pro Probe in 1 ml Volumen mit TT (6,6 LF/ml Medium; Sta-
tens Serum Institut) antigenspezifisch stimuliert. Als Positivkontrolle werden 2x10° Zellen
pro Probe mit Concanavalin A (ConA, 2 ug/ml Medium; Amersham Biosciences AB) und als
Negativkontrolle und fir die Detektion von unspezifischen Reaktionen ein dritter Zellteil pro
Probe (4x10° Zellen) mit reinem Kulturmedium vorinkubiert. Alle Zellen werden in einer Zell-
kulturplatte (48 Wells, Flachboden; Falcon) bei 37°C und 5% CO,-Gasdruck fur achtund-
vierzig Stunden stimuliert. 200000 der mit TT und Medium und 2000 der mit ConA
vorstimulierten Zellen werden in die Elispot-Platte Uberflhrt. Alle weiteren Schritte werden

gemal’ den Herstelleranweisungen durchgeflhrt.
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Die entwickelten Spots werden unter einem reversen Lichtmikroskop (Olympus) mit vierfa-
cher VergroRerung ausgezahlt. Die mediane Spotzahl der mit Tetanus stimulierten Zellen
wird berechnet und flir jede Maus um unspezifische Reaktionen bereinigt, indem die medi-

ane Spotzahl des mit Medium behandelten Zellteils subtrahiert wird.

2.2.7 Bestimmung der C-Pepid-Ausschiittung niichtern und nach Stimulation mit

einer Mischmahlzeit

Alle Personen der Calcitriolstudie kommen einen, neun und achtzehn Monate nach
Studieneinschluss ins Krankenhaus Munchen-Schwabing um C-Peptidtests durchflhren
zu lassen. Der Blutzucker soll zu Beginn des Tests bei 140 mg/dl liegen. Die erste Blutab-
nahme erfolgt nichtern um den basalen C-Peptidspiegel zu messen. AnschlieRend be-
kommt der Patient umgehend 360 ml einer als Mischmahlzeit bezeichneten Fllssignah-
rung (Boost High Protein, 49,5 g KH, 9 g Fett, 22,5 g Eiweil} in 360 ml; Mead Johnson
Nutritionals) zum Trinken. Dadurch wird die Insulin- und daran gekoppelt die C-
Peptidsekretion stimuliert. Nach drei3ig, sechzig, neunzig und hundertzwanzig Minuten
wird der Person erneut vendses Blut abgenommen. Nach der letzten Blutabnahme wird
der Blutzuckerspiegel kontrolliert und bei stark erhéhten Werten (> 300 mg/dl) vorsichtig
mit Insulininjektionen korrigiert. Die Blutproben werden umgehend fur zehn Minuten bei
3000 rpm zentrifugiert (GPKR Centrifuge, Beckman Coulter), die Seren abgenommen und
in 300 ul Aliquots bei —20°C gelagert. Durch mehrfaches Auftauen und langere Aufbewah-
rung bei Raumtemperatur wird das C-Peptid in den Seren zerstort. Daher sind die Aliquots
so gewahlt, dass sie fur eine C-Peptidmessung im Duplikat ausreichen und folglich ein

erneutes Einfrieren unnotig wird.

Fir die Messung der C-Peptidspiegel wird ein kauflich erworbener RBA (C-Peptide Double
Antibody, 259 kBq, DPC-Biermann), der mit '®°I-markiertem C-Peptid arbeitet, nach den
Herstellerangaben benutzt. Dabei wird die sensitivere, Uber Nacht dauernde Testvariante
angewendet, bei der 100 ul Serum pro Probenréhrchen eingesetzt werden. Alle Proben
werden im Duplikat und alle sechs Proben eines Patienten pro Testzeitpunkt in einem An-
satz gemessen. In jedem Testansatz werden zwei, dem Testkit zugehoérige Kontrollseren
zur Uberpriifung der Testfunktionalitat und sechs Standardseren mitgetestet. Nach Her-
stellerangaben werden die Messwerte um unspezifische Bindungen bereinigt und die Pro-
benmesswerte bezogen auf die Standardkurve in ng C-Peptid pro ml Serum (ng/ml) be-

rechnet. Aus den jeweils sechs Messwerten pro Patient pro Testzeitpunkt wird mit Hilfe
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der Tai's Formel (Tai 1994) die Flache unter der Kurve der Messwerte (Area under the
Curve = AUC) berechnet. Diese AUC-Werte sind pro Patient im Verlauf und im Vergleich
der Patienten untereinander auswertbar. Zusatzlich sollen die basalen C-Peptidwerte ana-

lysiert werden.

2.2.8 Safety-Parameter der mit Calcitriol behandelten Personen

Die Safety-Parameter wurden so gewahlt, dass die drei fur den Einfluss von Calcitriol sen-
sibelsten Stoffwechselfunktionen sehr engmaschig kontrolliert und jegliche Abweichungen
von der Norm umgehend bemerkt und korrigiert werden konnen. Diese drei Kategorien
sind der Calciumstoffwechsel, der Knochenstoffwechsel und die Nierenfunktionen. Die
Parameter, die zur Uberwachung des Calciumstoffwechsels herangezogen werden, sind
der Parathormonspiegel im Plasma und der Calciumspiegel im Plasma und im Vierund-
zwanzig-Stunden-Urin. Zur Uberwachung des Knochenstoffwechsels dienen die Messun-
gen von Osteocalcin im Serum und von alkalischer Phosphatase und Phosphat im Plas-
ma. Zur Uberwachung der Nierenfunktion wird das Kreatinin im Urin gemessen. Alle diese
Messungen werden durch etablierte und standardisierte Messmethoden im Klinisch-

Chemischen Institut des Krankenhauses Minchen-Schwabing durchgefuhrt.

2.2.9 Typisierung der HLA-Genotypen

Die HLA-DRB1-, HLA-DQA1- und HLA-DQB1-Allelen werden im Labor fir Gewebetypisie-
rung der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen aus Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)-
amplifizierter DNA mittels nicht-radioaktiven sequenzspezifischen Oligonukleotid-Sonden

bestimmt, wie bereits beschrieben (Walter 2003).
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2.3  Statistik

Zur Berechnung der kumulativen Diabetesfrequenzen und den Diabetesrisiken in Assozia-
tion zu den IAA-Titern bei zehn Wochen bei den NOD Mausen bzw. bei Geburt bei den
Kindern der BABYDIAB Studie werden Uberlebensanalysen benutzt. Fiir alle Uberlebens-
analysen im NOD Modell wird als Ereignis die Diabetesmanifestation eingesetzt, also das
Datum der ersten Uringlucose-Ausscheidung. Hazard Ratios fur die Analysen der Kinder
von Mattern mit Typ 1 Diabetes, werden mit Hilfe von Cox’s proportionalem Hazard-Modell
kalkuliert, wobei die Typ 1 Diabetesdauer der Mutter (< 10 oder > 10 Jahre), ein verringer-
tes Geburtsgewicht (< 2700 g) und Frihgeburten (< 36 Wochen) als Covariablen benutzt
werden. Signifikanzen der Antikorperpositivitat und der Diabetesfrequenz im Vergleich
werden mit dem log-rank Test ermittelt. Die Vergleiche der Insulitisscores und Antikorper-
Pravalenzen zwischen den Gruppen im NOD Modell und der C-Peptidmengen und der IA-
Subklassen der Personen der Calcitriolstudie werden mit Hilfe des nicht-parametrischen
Mann-Whitney-U Tests durchgefuhrt. Fir den Vergleich der medianen |A-Titer und der
medianen basalen C-Peptidmengen der Personen der Calcitriolstudie wird der Wilcoxon-
Test verwendet. Der exakte Test nach Fischer wird flr die Berechnung der Unterschiede
in den IA-IgG4-Subklassenpravalenzen im Rahmen der Calcitrioltherapie und bei den Zy-
tokinausschuattungen der mit HR-Antagonisten behandelten NOD Mause durchgefluhrt. Die
Korrelationen der IAA-Titer bei zehn Lebenswochen zum Alter bei Diabetesmanifestation
und der Zytokinsekretionen im NOD Modell werden mit Hilfe des Spearman’s Test ermit-
telt. Als Signifikanzgrenze aller Auswertungen wird P < 0,05 angewendet. Alle statisti-
schen Auswertungen werden mit dem Softwarepaket ,Statistical Package for Social
Science® (SPSS) durchgeflhrt.

60



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 Kumulative Diabetes-Inzidenz und Insulinautoantikorper-Pravalenz bei unbe-

handelten weiblichen NOD-Mausen

Der Zeitraum der in dieser Arbeit durchgefuhrten Projekte erstreckt sich von Juni 2001 bis
Juni 2003. In dieser Zeit wurden 114 weibliche NOD Mause in die laufende Kontrollgruppe
eingeschlossen. Von sechsundsiebzig dieser Tiere wurden im Rahmen dieser Arbeit die
Blutproben bei zehn Lebenswochen und bei funfundfunfzig zusatzlich bei Exitus auf IAA
getestet und ausgewertet. Von allen 114 Mausen war eine Auswertung der Diabetes-

Inzidenz moglich. Diese Ergebnisse dienen als Referenzwerte flr alle behandelten Tier-

gruppen.
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Abb. 7: Kumulatives Diabetesrisiko der unbehandelten weiblichen Mausen aus der verwendeten NOD
Kolonie. Uberlebensanalysen der Diabetesrisiken wurden A) fiir alle bis zum Exitus beobachteten Kontroll-
tiere (n = 114) durchgeflhrt, wobei die Zeitpunkte von zweiunddreiflig und sechsunddreilig Lebenswochen
markiert sind, und B) fir die Mause, bei denen bei zehn Lebenswochen IAA-Messungen durchgefihrt wur-
den (n = 70). Die rote Linie reprasentiert das kumulative Diabetesrisiko bei zweiundflinfzig Lebenswochen
von den Mausen, die bei zehn Lebenswochen IAA-positiv (n = 43) und die griine Linie von den Mausen, die
IAA-negativ (n = 27) waren.

Das Lebensalter, bei dem die ersten Mause der verwendeten NOD Kolonie Autoimmundi-
abetes manifestieren, beginnt ab der zehnten Lebenswoche und setzt sich Uber den ge-
samten Beobachtungszeitraum fort (Abb. 7A). Die grofRte Manifestationshaufigkeit liegt

zwischen der zweiundzwanzigsten und sechsundzwanzigsten Lebenswoche. Bei zwei-
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unddreildig Lebenswochen betragt die kumulative Diabetes-Inzidenz der 114 untersuchten
Kontrolltiere 86%, bei sechsunddreilig Lebenswochen 87% und bei zweiundfunfzig Le-
benswochen 92%. Die Werte bei zweiunddreilig und sechsunddreilig Lebenswochen
stellen die direkten Vergleichszahlen fir die folgenden Werte der Behandlungsgruppen

dar.

Bei zehn Lebenswochen waren 59% und bei Exitus 47% der Kontrolltiere IAA-positiv
(Abb. 8). Das kumulative Diabetesrisiko von IAA-positiven und |IAA-negativen NOD-
Mausen war nicht unterschiedlich (P = 0,2; Abb. 7B).
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Abb. 8: IAA-Ergebnisse von unbehandelten weiblichen Mausen der verwendeten NOD Kolonie. Auf
der x-Achse sind die Messwerte nach ihren Messzeitpunkten bei zehn Lebenswochen und Exitus gruppiert.
Auf der y-Achse sind die dazu gehdrigen IAA-Indizes auf einer logarythmischen Skalierung aufgetragen.
Uber den Messwerten der jeweiligen Gruppen sind die IAA-Préavalenzen in Prozent (%) angegeben. Die
gepunktete Linie entspricht dem Grenzwert fiir Positivitat.
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3.2 Diabetesprotektion durch Inmunisierungen mit Insulin, Ubertragung von miit-

terlichen (Auto)Antikorpern und deren Auswirkungen auf die Nachkommen

3.2.1 Immunisierungen von weiblichen NOD Mausen vor und wahrend der Trach-

tigkeit und Ubertragbarkeit der induzierten Diabetesprotektion auf die Nachkommen

In dieser Untersuchung sollte durch Immunisierungen mit Insulin bei weiblichen NOD
Mausen ein Schutz vor der Entwicklung von Autoimmundiabetes erreicht werden (siehe
1.2.2). Dazu wurden die Mause vor bzw. wahrend einer Trachtigkeit immunisiert und die
Ubertragbarkeit der induzierten Diabetesprotektion auf ihre weiblichen Nachkommen un-
tersucht. Daruber hinaus sollte dieser Untersuchungsansatz dazu dienen, die I(A)A-
Pravalenzen vor der Trachtigkeit und bei der Entbindung der immunisierten Mause zu
messen und in Abhangigkeit dazu die Entwicklung von eigener Autoimmunitat und Diabe-
tes bei deren weiblichen Nachkommen zu analysieren (siehe 1.2.1). Parallele Immunisie-
rungen mit einem Kontrollantigen und einem Vehikel dienen bei diesen Untersuchungen

als Kontrolle.

3.211 Diabetes-Inzidenzen der immunisierten und unbehandelten Muttertiere
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Abb. 10: Kumulatives Diabetesrisiko der NOD Muttertiere. Dargestellt sind die Uberlebensanalysen der
Diabetesrisiken in Abhangigkeit zu den Behandlungsgruppen, wobei die rote Linie die mit Insulin plus IFA (n
= 10), die griine Linie die mit Glucagon plus IFA (n = 6), die orange Linie die mit NaCl plus IFA immunisier-
ten (n = 5) und die blaue Linie die unbehandelten NOD Weibchen (n = 7) reprasentieren.

Die Diabetes-Inzidenzen der immunisierten Muttertiere liegen signifikant unter der Diabe-

tes-Inzidenz der unbehandelten trachtigen Kontrolltiere. Wahrend die Mause der Kontroll-
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gruppe in dieser Untersuchung zu 100% (7/7) Diabetes entwickelten, haben lediglich 40%
(4/10, P = 0,01) der mit Insulin plus IFA, 17% (1/6, P = 0,004) der mit Glucagon plus IFA
und 40% (2/5, P = 0,02) der mit NaCl plus IFA immunisierten Mause Autoimmundiabetes

entwickelt.

3.2.1.2 Diabetes-Inzidenzen der weiblichen Nachkommen abhangig von der

Behandlung ihrer Muttertiere
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Abb. 11: Kumulatives Diabetesrisiko der weiblichen Nachkommen abhéangig von der Behandlung
ihrer Muttertiere vor der Geburt. Die rote Linie reprasentiert die Nachkommen der mit Insulin plus IFA (n =
36), die gruine Linie die Nachkommen der mit Glucagon plus IFA (n = 27), die orange Linie die Nachkommen
der mit NaCl plus IFA (n = 25) immunisierten und die blaue Linie die Nachkommen von unbehandelten (n =

25) Muttertieren.

Die Diabeteshaufigkeit der Nachkommen blieb unbeeinflusst von der Behandlung, d.h.
Immunisierung der Muttertiere wahrend oder vor der Trachtigkeit (Abb. 11). Nachkommen
von unbehandelten Kontrolltieren haben die gleiche kumulative Diabetes-Inzidenz bei
sechsunddreil3ig Lebenswochen (72%) wie Nachkommen der mit Insulin (72%), Glucagon
(82%) oder NaCl (76%) immunisierten Muttertieren (P > 0,05). Das bedeutet, dass die
durch die Immunisierung induzierte Diabetesprotektion bei den Muttertieren nicht auf die

Nachkommen Ubertragen werden konnte.
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3.21.3 Insulin(auto)antikorper-Pravalenzen der immunisierten und unbehan-
delten Muttertiere
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Abb. 12: I(A)A-Ergebnisse der immunisierten und unbehandelten NOD Muttertiere. Auf der x-Achse
sind die vor bzw. wahrend ihrer Trachtigkeit immunisierten NOD Muttertiere, nach ihren Behandlungsgrup-
pen angeordnet, aufgetragen. Die y-Achse zeigt die detektierten I(A)A-Indizes auf einer logarythmischen
Skalierung. Uber den Messwerten der jeweiligen Gruppen sind die I(A)A-Pravalenzen in Prozent (%) und die
Zeitpunkte der I(A)A-Messungen, vor der Trachtigkeit bzw. bei der Entbindung, angegeben. Die gepunktete
Linie entspricht dem Grenzwert fur Positivitat.

Die IAA-Pravalenz der Muttertiere vor Trachtigkeit und Immunisierungsbehandlung betragt
15% (Abb. 12). Bei Entbindung wiesen 80% der mit Insulin plus IFA und 17% der mit Glu-
cagon plus IFA immunisierten Muttertiere Insulinantikorper (1A) auf. Keine der nur mit NaCl

plus IFA immunisierten Mause und keine der unbehandelten Mause hatte IA.
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3.21.4 Diabetes-Inzidenzen der weiblichen Nachkommen abhangig vom

Insulinantikorperstatus ihrer Muttertiere

100 =

80 T o
60 1 .
o

20 o

% haben Diabetes

O‘_-_é'-_-_-_-_-_-
0 5 10 156 20 25 30 35 40

Alter (Wochen)

Abb. 13: Kumulatives Diabetesrisiko der 113 weiblichen Nachkommen abhangig von der I(A)A-
Positivitdt ihrer Muttertiere bei Entbindung. Die rote Linie reprasentiert die Nachkommen von |AA-
positiven (n = 22), die schwarze Linie die Nachkommen von IAA-negativen (n = 55) und die griine Linie die
Nachkommen von |A-positiven Muttertieren (n = 31).

Das Diabetesrisiko ist nicht signifikant unterschiedlich bei Nachkommen, die von Muttertie-
ren mit oder ohne Insulinantikdrper bei Entbindung geboren wurden (Abb. 13). Allerdings
wird ein Trend sichtbar, der fir die Nachkommen von |AA-positiven Muttertieren eine et-
was hohere Rate der Diabetesentwicklung zeigt als fir Nachkommen von I1AA-negativen
Muttertieren (P = 0,1). Die jeweilige kumulative Diabetes-Inzidenz im Alter von sechsund-
dreiBig Lebenswochen liegt bei 82% fir Nachkommen von |AA-positiven, bei 71% fur

Nachkommen von |A-positiven und bei 75% fur Nachkommen von IAA-negativen Mutter-

tieren (P =0,1).
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3.21.5 Insulinautoantikorper-Pravalenzen der Nachkommen

Tab. 8: Behandlungsgruppen der NOD Muttertiere und die resultierende weibliche Nach-

kommenschaft einschliel3lich einer Ergebnistbersicht

Muttertiere weibliche Nachkommen

Immunisierungen vor bzw. |(A)A-pos. vor Ent- © Nach- IAA-pos. bei zehn
wahrend der Trachtigkeit bindung (n (%)) |kommen (n)  Wochen (n (%))

1A Insulin vor 4 (80) 18 9 (50)

1B Insulin wahrend 4 (80) 18 8 (44)

1C Glucagon vor 1(33) 17 7 (41)

1D Glucagon wahrend 0 10 7 (70)

1E NaCl vor 1 (33) 15 7 (47)

1F NaCl wahrend 0 10 3 (30)

1G unbehandelte Kontrollen 2 (29) 25 14 (56)

Insgesamt zeigen 34% aller weiblichen Nachkommen bei vier Lebenswochen und 46% bei

zehn Lebenswochen positive IAA-Titer.

In Tabelle 8 sind die I(A)A-Pravalenzen der Nachkommen in Abhangigkeit zur 1A(A)-
Haufigkeit der Muttertiere vor der Entbindung aufgefuhrt und nach den Behandlungsgrup-
pen der Muttertiere sortiert. Die IAA-Pravalenzen der weiblichen Nachkommen bei zehn
Lebenswochen liegen zwischen 30-70%, ahnlich wie in der unbehandelten Kontrollgruppe.
Einflisse der I(A)A-Mengen bei Geburt auf die Entwicklung von eigenen IAA bei zehn Le-
benswochen sind bei den Nachkommen nicht erkennbar. Dagegen ist der Nachweis der
IAA im Alter von vier Lebenswochen bei den Nachkommen abhangig vom Vorhandensein
von Insulinantikdrpern vor Entbindung (Abb. 14). 90% der weiblichen Nachkommen von
IA-positiven Muttertieren sind bei vier Lebenswochen I(A)A-positiv, was fur eine verbliebe-
ne Menge der mutterlich Ubertragenen IA spricht. Dagegen sind 0% der weiblichen Nach-
kommen von IAA-positiven und 13% der Nachkommen von I1AA-negativen Muttertieren bei

vier Lebenswochen |IAA-positiv.
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weibliche Nachkommen weibliche Nachkommen
bei vier Lebenswochen bei zehn Lebenswochen
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Abb. 14: IAA-Ergebnisse der weiblichen Nachkommen gruppiert nach den I(A)A-Titern ihrer Mutter-
tiere bei Entbindung. Auf der y-Achse sind die gemessenen IAA-Indizes der weiblichen Nachkommen auf
einer logarythmischen Skalierung aufgetragen. Auf der x-Achse sind diese Mause danach gruppiert, ob ihre
Muttertiere vor Geburt IA-positiv, IAA-positiv oder IAA-negativ waren. Uber den Messwerten der jeweiligen
Gruppen sind die |IAA-Pravalenzen in Prozent (%) und die Zeitpunkte der Messungen, bei vier bzw. zehn
Lebenswochen, angegeben. Die gepunktete Linie entspricht dem Grenzwert fiir Positivitat.
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3.2.2 Auswirkungen der Ubertragung von Inselautoantikérpern wihrend der

Schwangerschaft auf das Diabetesrisiko bei Kindern von Miittern mit Typ 1 Diabetes

Fir die Untersuchungen zur Klarung der Frage, ob der Transfer von mutterlichen In-
sel(auto)antikdrpern beim Menschen zu einem erhéhten Diabetesrisiko bei den Kindern
von Muttern mit Typ 1 Diabetes fuhrt (siehe 1.2.1), wurden Kinder von Muttern mit Typ 1
Diabetes aus der deutschen BABYDIAB Studie analysiert. Von 1030 Kindern von Muttern
mit Typ 1 Diabetes waren bei 720 Kindern Messungen von I(A)A, GADA und IA-2A in Na-

belschnurblutproben und in erganzenden Proben im Studienverlauf moglich.

Bei 86% (620/720) dieser Kinder konnten bei Geburt im Nabelschnurblut IA, bei 56%
(401/720) GADA und bei 37% (267/720) 1A-2A nachgewiesen werden; 6,3% (45) hatten
keine Antikorper im Nabelschnurblut, 7,5% (54) hatten nur die Autoantikbrper GADA
und/oder 1A-2A, 58,9% (424) hatten GADA und/oder IA-2A zusammen mit Insulinantikor-
pern IA und 27,2% (196) hatten ausschlieBlich IA (Tab. 9).
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AutoAk NEG: 242 209 148 56 NEG: 242 239 208 75
bei Geburt: POS: 478 432 333 139 POS: 478 476 411 161

Abb. 15: Kumulative Risiken fiir die Entwicklung von persistierenden multiplen Inselautoantikérpern
und Typ 1 Diabetes bei Kindern von Miittern mit Typ 1 Diabetes. Uberlebensanalysen der Risiken sind in
A) fir die Entwicklung von persistierenden multiplen Inselautoantikérpern und in B) fiir Typ 1 Diabetes aufge-
tragen. Die Risiken der Kinder, die bei Geburt Autoantikorper, also GADA und/oder 1A-2A, positiv waren,
werden durch die schwarzen Linien und die der Kinder, die bei Geburt Autoantikbrper-negativ waren, durch
die roten Linien reprasentiert. Die Zahlen unter der x-Achse geben die analysierten Fallzahlen bei Geburt,
zwei, funf und acht Lebensjahren an, wobei die Gruppe der Autoantikdrper-positiven Kinder bei Geburt mit
POS und der Autoantikérper-negativen mit NEG bezeichnet ist.
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Einunddrei3ig von 720 untersuchten Kindern entwickelten eigene persistierende multiple
Inselautoantikorper in ihrer frihen Kindheit und sechzehn von ihnen manifestierten Typ 1
Diabetes. Der Inselautoantikdrper-Status bei Geburt hat signifikante Auswirkungen auf das
Diabetesrisiko der Kinder (Abb. 15, Tab.9). Nachkommen, die Inselautoantikorper, also
GADA und/oder IA-2A, bei Geburt hatten, haben ein signifikant verringertes Risiko fur die
Entwicklung von eigenen multiplen Inselautoantikdrpern (1,3% im Alter von funf Jahren)
und Typ 1 Diabetes (1,1% im Alter von acht Jahren) im Vergleich zu den Nachkommen,
die bei Geburt Inselautoantikdrper-negativ waren (5,3%, P = 0,008 fur die Entwicklung von

multiplen Inselautoantikérpern; 3,0%, P = 0,04 fir die Entwicklung von Diabetes).

Die Risiken fur Kinder mit GADA und/oder |A-2A bei Geburt blieben auch nach einer Be-
richtigung um die mutterliche Diabetesdauer, die Schwangerschaftsdauer und das Ge-
burtsgewicht verringert. Die berichtigte Hazard-Ratio fur die Entwicklung von multiplen In-
selautoantikérpern ist HR = 0,25 (P = 0,007) und fir die Entwicklung von Typ 1 Diabetes
HR = 0,25 (P = 0,02; Tab. 9).
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Abb. 16: Kumulative Risiken fiir die Entwicklung von persistierenden multiplen Inselautoantikérpern
bei Kindern von Miittern mit Typ 1 Diabetes in Abhingigkeit von deren HLA-Genotyp. Uberlebensana-
lysen der Risiken sind fur die Entwicklung von persistierenden multiplen Inselautoantikérpern in A) fur die
Kinder mit und in B) fir die Kinder ohne HLA DR3/DR4-DQ8 Risikogenotyp aufgetragen. Die Risiken der
Kinder, die bei Geburt Autoantikdrper, also GADA und/oder IA-2A, positiv waren, werden durch die schwar-
zen Linien und die der Kinder, die bei Geburt Autoantikdrper-negativ waren, durch die roten Linien reprasen-
tiert. Die Zahlen unter der x-Achse geben die analysierten Fallzahlen bei Geburt, zwei, finf und acht Lebens-
jahren an, wobei die Gruppe der Autoantikérper-positiven Kinder bei Geburt mit POS und die der Autoanti-
korper-negativen mit NEG bezeichnet ist.
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Die Auswirkung des Inselautoantikorper-Status bei Geburt ist am starksten bei den Kin-
dern, die nicht den Hochrisiko-Genotyp HLA DR3/DR4-DQ8 tragen (Abb. 16). Diese haben
ein Risiko von 0,5% fur die Entwicklung von multiplen Inselautoantikérpern im Alter von
funf Jahren, wenn sie bei Geburt Inselautoantikdrper-positiv waren, entgegen dem Risiko
von 3,5% bei den Kindern, die Inselautoantikorper-negativ waren (P = 0,007). Das Risiko
fur die Entwicklung von Typ 1 Diabetes im Alter von acht Lebensjahren liegt bei den Kin-
dern, die nicht den HLA-Risikogenotyp und positive Inselautoantikorper bei Geburt hatten,
bei 0,3% entgegen dem Risiko von 2,4% bei den Kindern ohne Inselautoantikdrper bei
Geburt (P = 0,05). Der Einfluss von Inselautoantikérpern im Nabelschnurblut ist dagegen
unbedeutend bei den Kindern, die den Hochrisikogenotyp HLA DR3/DR4-DQS8 tragen.
Diese haben ein Risiko fur die Entwicklung von multiplen Inselautoantikorpern bei funf Le-
bensjahren von 17,8%, wenn sie Inselautoantikdrper-positiv und von 26,3%, wenn sie In-
selautoantikorper-negativ bei Geburt waren (P = 0,8). Die Risiken dieser Kinder fur die
Entwicklung von Typ 1 Diabetes bei acht Lebensjahren sind 18,4% bei positiven und
15,6% bei negativen Inselautoantikorpern bei Geburt (P = 0,7). Fur die Gruppen der Kin-
der, die IA-positiv oder -negativ im Nabelschnurblut waren, sind keine signifikanten Unter-
schiede im Risiko fur die Entwicklung von multiplen Inselautoantikdrpern oder Typ 1 Dia-

betes nachweisbar (Tab. 9).
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Tab 9: Kumulatives Risiko fur die Entwicklung von multiplen Inselautoantikorpern und Typ

1 Diabetes bei Kindern von Miuttern mit Typ 1 Diabetes in Abhangigkeit zu ihrem

Antikorperstatus bei Geburt

Antikorperstatus (n) Ak-Risiko bei P adjusted P T1D-Risikobei P adjusted P
bei Geburt funf Jahren HR acht Jahren HR

% (SE) % (SE)
1A nicht kal-
positiv 620 3,1(0,7) 0,7 1,4 0,6 2,3(0,7) 0.2 kulierbar 0.9
negativ 100 2,1(1,9) Referenz 0
GADA
positiv 401 1,6 (0,6) 0,1 0,4 0,1 1,3 (0,6) 0,2 0,4 0,1
negativ 319  4,0(1,2) Referenz 2,3(1,0) Referenz
IA-2A
positiv 267 1,3 (0,7) 0,1 0,3 0,1 1,5 (0,9) 0,4 0,6 0,5
negativ 453 3,5(0,9) Referenz 1,9 (0,7) Referenz
GAD oder 1A-2A
positiv 478 1,3 (0,5) > 0,25 ** 1,1 (0,5) * 0,25 *
negativ 242 5,3 (1,6) Referenz 3,0 (1,3) Referenz
* P <0,05
> P <0,01

HR = Hazard Ratios, adjusted um die mutterliche Diabetesdauer, die Schwangerschafts-

dauer und das Geburtsgewicht
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3.3 Auswirkungen von Mucin auf die Entwicklung von Diabetes und Autoimmuni-

tat bei weiblichen NOD Mausen

In diesem Studienteil sollte untersucht werden, ob durch eine orale Behandlung mit Mucin
Typ 1 (MUC1) Uber das tagliche Trinkwasser bei weiblichen NOD Mausen ein Schutz vor
der Entwicklung von Autoimmundiabetes erreicht werden kann, der mit einer Verringerung
der Diabetes-Inzidenz und einer Veranderung der IAA-Mengen bei zehn Lebenswochen

einhergeht (siehe 1.2.3).

3.3.1 Kumulative Diabetes-Inzidenzen der mit Mucin behandelten Mause
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Abb. 17: Kumulative Diabetesrisiken der weiblichen NOD Miusen nach Behandlung mit Mucin. Uber-
lebensanalysen der Diabetesrisiken wurden durchgefiihrt, gruppiert nach den drei verschiedenen Behand-
lungsgruppen dieser Studie. Die griine Linie reprasentiert die fir dreiBig Tage nach der Entwéhnung mit
MUC1 behandelten (n = 11), die rote Linie die mit MUC3 behandelten (n = 11) und die blaue Linie die unbe-
handelten (n = 13) NOD Weibchen. Der Zeitpunkt der gré3ten Abweichung der Diabetesrisiken zwischen
den Gruppen liegt bei zweiundzwanzig Wochen und ist durch eine schwarze gepunktete Linie markiert.

Die kumulative Uberlebensanalyse der drei Untersuchungsgruppen bei sechsunddreiRig
Lebenswochen ergibt Diabetes-Inzidenzen von 91% flur die mit MUC1 behandelten, 82%
fur die mit MUC3 behandelten und 92% fur die unbehandelten NOD Weibchen (Abb. 17).
Es liegen keine signifikanten Unterschiede der Diabeteshaufigkeiten zwischen den drei
Behandlungsgruppen vor (P > 0,05). Allerdings wird eine geringe Zeitverschiebung zwi-
schen der Kontrollgruppe und beiden Behandlungsgruppen sichtbar. Diese Verschiebung
ist bei zweiundzwanzig Lebenswochen am ausgepragtesten, als bereits 77% der Kontroll-
tiere Autoimmundiabetes entwickelt hatten, dagegen erst 55% der mit MUC3 und 48% der

mit MUC1 behandelten Mause.
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3.3.2 Insulinautoantikorper-Pravalenzen der mit Mucin behandelten Mause bei zehn

Lebenswochen und bei Exitus
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Abb. 18: IAA-Ergebnisse der weiblichen NOD Mause nach Behandlung mit Mucin. Auf der x-Achse sind
die Behandlungsgruppen und die Zeitpunkte der IAA-Messungen mit zehn Lebenswochen und bei Exitus
angegeben. Die Mause in Gruppe 2A wurden fur dreilig Tage nach der Entwdhnung mit MUC1 behandelt (n
= 11), die Mause in Gruppe 2B wurden fur dreil3ig Tage nach der Entwéhnung mit MUC3 behandelt (n = 11)
und die Gruppe 2C reprasentiert die unbehandelten NOD Weibchen (n = 13). Die y-Achse zeigt die
detektierten 1AA-Indizes auf einer logarythmischen Skalierung. Die ausgefiillten Punkte zeigen die Mause
an, die Autoimmundiabetes entwickelt haben, und die offenen Punkte die, die keinen Diabetes manifestiert
haben. Uber den Messwerten der jeweiligen Gruppen sind die IAA-Pravalenzen in Prozent (%) angegeben;
die Verbindungslinien markieren signifikante Unterschiede der IAA-Titer zwischen den Gruppen. Die
gepunktete Linie entspricht dem Grenzwert fiir Positivitat.

Bei zehn Lebenswochen, als die Behandlungen mit den jeweiligen Mucin-Typen bereits
abgeschlossen waren, betragt die IAA-Pravalenz in der mit MUC1 behandelten Gruppe
27%, in der mit MUC3 behandelten Gruppe 46% und in der Kontrollgruppe 46% (Abb. 18).
Im weiteren Zeitverlauf steigen die IAA-Pravalenzen in beiden Behandlungsgruppen an.
Bei Exitus wurden in der mit MUC1 behandelten Gruppe bei 90% und in der mit MUC3
behandelten Gruppe bei 55% der Mause positive IAA-Mengen detektiert. Dagegen fiel die
IAA-Pravalenz der Kontrollgruppe auf 31% ab. Der Vergleich der IAA-Titer bei zehn
Lebenswochen und Exitus innerhalb der Gruppen zeigt einen signifikanten Unterschied in
der mit MUC1 behandelten Gruppe (P = 0,02). Zusatzlich liegt bei dem Vergleich der I1AA-
Titer zwischen den Gruppen ein signifikanter Unterschied zwischen der mit MUC1 behan-
delten und der Kontrollgruppe bei Exitus vor (P = 0,03). Es gibt keine Assoziation zwi-

schen den IAA-Mengen der einzelnen Tieren und deren Diabetes-Manifestation.
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3.4 Auswirkungen von glutenfreier Erndhrung und glutenfreier Ernahrung mit
dem Zusatz von Gliadin auf die Entwicklung von Autoimmundiabetes und das

Immunsystem von weiblichen NOD Mausen

Eine glutenfreie Ernahrung reduziert die Diabeteshaufigkeit bei weiblichen NOD Mausen.
Hier sollte untersucht werden, ob ein Zusatz von Gliadin zu der glutenfreien Nahrung den
protektiven Effekt dieser Kost aufhebt und welche Auswirkungen eine glutenfreie Nahrung
und eine Nahrung mit Gliadinzusatz auf die Entwicklung von Insulinautoantikdrpern und

Gliadinantikdrpern bei den NOD Mausen hat (siehe 1.2.4).

3.4.1 Kumulative Diabetes-Inzidenzen der glutenfrei ernahrten Mausegruppen
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Abb. 19: Kumulatives Diabetesrisiko der weiblichen NOD Mause nach glutenfreier Nahrung tiber ver-
schiedene Zeitraume und glutenfreier Nahrung mit dem Zusatz von Gliadin. Uberlebensanalysen der
Diabetesrisiken wurden durchgefiihrt und nach den vier verschiedenen Behandlungsgruppen dieser Studie
gruppiert. Die rote Linie reprasentiert die von der sechsten bis zwélften Lebenswoche glutenfrei (3A, n = 12)
erndhrten NOD Ma&use, die gelbe Linie die von der vierten bis zur zehnten Lebenswoche glutenfrei (3B, n =
12), die schwarze Linie die von der vierten bis zur zehnten Lebenswoche glutenfrei mit Gliadinzusatz (3C, n
= 12) und die blaue Linie die mit Standardnahrung ernahrten unbehandelten (3D, n = 13) NOD Mause.

Die Diabetes-Inzidenz bei zweiunddreilig Lebenswochen in der von der sechsten bis
zwolften Lebenswoche glutenfrei ernahrten Untersuchungsgruppe 3A betragt 67% und in
der von der vierten bis zur zehnten Lebenswoche glutenfrei erndhrten Gruppe 3B 92%
(Abb. 19). In der von der vierten bis zur zehnten Lebenswoche glutenfrei mit Gliadinzusatz
behandelten Gruppe 3C liegt die Diabetes-Inzidenz bei 58% und in der lebenslang mit
Standardnahrung ernahrten Kontrollgruppe 3D bei 92%. Die Diabetes-Inzidenzen aller drei
Untersuchungsgruppen mit veranderter Glutenzufuhr (3A, 3B und 3C) sind signifikant ver-
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ringert im Vergleich zur Kontrollgruppe 3D (3D vs. 3A P =0,01; 3D vs. 3B P = 0,04; 3D vs.
3C P =0,004).

Die medianen Uberlebenszeiten betragen 26,7 Lebenswochen in Gruppe 3A, 27,1 Le-
benswochen in Gruppe 3B, 28,0 Lebenswochen in Gruppe 3C und 21,0 Lebenswoche in

der Kontrollgruppe 3D.

Diese Daten zeigen somit, dass ein Schutz vor Diabetes auch durch eine glutenfreie Nah-
rung mit Gliadinzusatz erreicht werden kann und Gliadin demnach nicht das entscheiden-

de Agens ist, welches mit einem erhdhten Diabetesrisiko assoziiert werden kann.
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3.4.2 Insulinautoantikorper-Pravalenzen der glutenfrei ernahrten Mausegruppen bei

zehn Lebenswochen
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Abb. 20: IAA-Ergebnisse der glutenfrei lGiber verschiedene Zeitraume und glutenfrei mit dem Zusatz
von Gliadin erndhrten weiblichen NOD Mause. Auf der x-Achse sind die Behandlungsgruppen angege-
ben, wobei Gruppe 3A die NOD Mause reprasentiert, die von der sechsten bis zwolften Lebenswoche glu-
tenfrei (n = 12) erndhrten wurden. Gruppe 3B reprasentiert die von der vierten bis zur zehnten Lebenswoche
glutenfrei (n = 12), Gruppe 3C die von der vierten bis zur zehnten Lebenswoche glutenfrei mit Gliadinzusatz
(n = 12) und Gruppe 3D die ausschlielflich mit Standardnahrung erndhrten Mause (n = 13). Die y-Achse
zeigt die IAA-Indizes auf einer logarythmischen Skalierung bei zehn Lebenswochen. Die ausgefullten Punkte
reprasentieren die Mause, die Diabetes entwickelt haben und die offenen Punkte jene, die keinen Diabetes
manifestiert haben. Uber den Messwerten der jeweiligen Gruppen sind die IAA-Préavalenzen in Prozent (%)
angegeben; die Verbindungslinien markieren signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die gepunk-
tete Linie entspricht dem Grenzwert fiir Positivitat.

Die |IAA-Pravalenz bei zehn Lebenswochen liegt bei 50% in der von der sechsten bis
zwolften Lebenswoche glutenfrei ernahrten Gruppe 3A, bei 33% in der von der vierten bis
zur zehnten Lebenswoche glutenfrei ernahrten Gruppe 3B, bei 8% in der von der vierten
bis zur zehnten Lebenswoche glutenfrei mit Gliadinzusatz erndhrten Gruppe 3C und bei
46% in der mit Standardnahrung ernahrten Kontrollgruppe 3D (Abb. 20). Auffallig niedrig
ist die IAA-Haufigkeit in Gruppe 3C. Sie ist signifikant geringer als in Gruppe 3A (P =
0,007) und in der Kontrollgruppe 3D (P = 0,05). In allen vier Gruppen wurden die Tiere, die
spater im Leben Diabetes entwickelten, von denen ohne Diabetes-Manifestation unter-

schieden. Dabei wird sehr markant sichtbar, dass von elf Tieren aus allen Gruppen, die
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nicht an Autoimmundiabetes erkrankten, nur eines (9%) bei zehn Lebenswochen IAA-
positiv war. Dagegen hatten 42% (16/38) der Mause, die wahrend der Nachverfolgung

Diabetes entwickelten, positive IAA-Titer bei zehn Lebenswochen.
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3.4.3 IgG-spezifische Anti-Gliadin-Antikorper-Pravalenzen der glutenfrei ernahrten

Mausegruppen bei zehn Lebenswochen
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Abb. 21: IgG-spezifische Anti-Gliadin-Antikérper-Ergebnisse der glutenfrei liber verschiedene Zeit-
rdume und glutenfrei mit dem Zusatz von Gliadin ernahrten NOD Mause bei zehn Lebenswochen. Auf
der x-Achse sind die Behandlungsgruppen angegeben, wobei Gruppe 3A die NOD Mause reprasentiert, die
von der sechsten bis zwélften Lebenswoche glutenfrei (n = 12) ernahrten wurden. Gruppe 3B reprasentiert
die von der vierten bis zur zehnten Lebenswoche glutenfrei (n = 12), Gruppe 3C die von der vierten bis zur
zehnten Lebenswoche glutenfrei mit Gliadinzusatz (n = 12) und Gruppe 3D die ausschlief3lich mit Standard-
nahrung erndhrten NOD Mause (n = 13). Die y-Achse zeigt die Anti-Gliadin-Ak-Titer in A OD auf einer loga-
rythmischen Skalierung bei zehn Lebenswochen. Die ausgeflllten Punkte représentieren die Mause, die
Diabetes entwickelt haben, und die offenen Punkte jene, die keinen Diabetes manifestiert haben. Uber den
Messwerten der jeweiligen Gruppen sind die Anti-Gliadin-Ak-Pravalenzen in Prozent (%) angegeben. Die
gepunktete Linie entspricht dem Grenzwert fiir Positivitat.

Bei zehn Lebenswochen haben 17% der Mause in der von der sechsten bis zwolften Le-
benswoche glutenfrei ernahrten Gruppe 3A und 8% (1/12) in der von der vierten bis zur
zehnten Lebenswoche glutenfrei ernahrten Gruppe 3B positive 1gG-spezifische Anti-
Gliadin-Ak (Abb. 21). Die Mause der Gruppe 3A hatten bei zehn Lebenswochen vier, die
Mause der Gruppe 3B dagegen bereits sechs glutenfreie Wochen absolviert. In Gruppe,
deren Mause bei zehn Lebenswochen sechs Wochen mit glutenfreiem Futter plus Gliadin-
zusatz durchlaufen hatten, wurde mit 75% erwartungsgemal eine hohe Anti-Gliadin-Ak-
Pravalenz gefunden. In der Kontrollgruppe waren 62% der Mause Anti-Gliadin-Ak-positiv.

Die Anti-Gliadin-Ak bei zehn Lebenswochen waren in den von der vierten zur zehnten
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bzw. sechsten bis zwdlften Lebenswoche glutenfrei ernahrten Gruppen 3A und 3B signifi-
kant niedriger als in der mit glutenfreiem Futter plus Gliadinzusatz ernahrten Gruppe 3C
(3A vs. 3C P =0,02 und 3B vs. 3C P = 0,01). Die Antikorper-Titer in Gruppe 3B waren zu-
satzlich signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Positive oder negative Anti-Gliadin-
Ak bei zehn Lebenswochen waren bei den untersuchten Mausen nicht mit deren |AA-

Titern oder der Manifestation von Autoimmundiabetes assoziiert.
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3.5 Auswirkungen der oralen Zufuhr von HR-Antagonisten auf die Entwicklung

von Autoimmundiabetes und das Immunsystem von weiblichen NOD Mausen

In diesem Untersuchungsteil sollte geprift werden, ob eine Therapie mit Histamin-1-
Rezeptor (H1R)-, bzw. H2R-Antagonisten bei weiblichen NOD Mausen Einfluss auf die
Entwicklung der Immunantwort und die Diabetesentstehung hat. Die Immunantwort wurde
durch Messung der Insulinautoantikorper (IAA) und IAA-Subklassen, sowie der humoralen
und zellularen Reaktivitat auf Tetanus nach einer bei allen Tieren durchgefuhrten Diphte-

rie-tetanus (DT)-Vakkzinierung charakterisiert.

3.5.1 Diabetes-Inzidenzen der oral mit H1IR- und H2R-Antagonisten behandelten

Mause

100 o

% haben Diabetes

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Alter (Wochen)

Abb. 22: Kumulatives Diabetesrisiko der weiblichen NOD Mause nach der Zufuhr von H1R- und H2R-
Antagonisten iiber das Trinkwasser. Uberlebensanalysen der Diabetesrisiken wurden durchgefihrt und
nach den vier Behandlungsgruppen dieser Studie gruppiert. Die rote Linie reprasentiert die mit H1R-
Antagonisten plus DT (n = 11), die grine Linie die mit H2R-Antagonisten plus DT (n = 10), die schwarze
Linie die nur mit DT behandelten (n = 11) und die blaue Linie die unbehandelten Kontrollmause (n = 10).

Die Diabetesentwicklung bei NOD Mausen konnte durch eine Therapie mit H1R-
Antagonisten plus DT signifikant reduziert werden (Abb. 22). Sie liegt bei 36% gegenuber
82% in der unbehandelten Kontrollgruppe (P = 0,01). Eine Therapie mit H2R-Antagonisten
plus DT oder mit DT alleine fuhrte zu keiner signifikanten Reduktion der Diabeteshaufigkeit
(80% und 73%, P > 0,05).
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3.5.2 Insulinautoantikorper-Pravalenzen der oral mit H1R- und H2R-Antagonisten

behandelten Mause bei zehn Lebenswochen
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Abb. 23: IAA-Ergebnisse der oral mit HIR- und H2R-Antagonisten behandelten NOD M&use bei zehn
Lebenswochen und ihre Diabetesentwicklung in Abhdngigkeit zu diesen IAA-Titern. In A) sind die |1AA-
Ergebnisse bei zehn Lebenswochen dargestellt. Auf der x-Achse sind die Behandlungsgruppen angegeben,
wobei Gruppe 4A die NOD Mause reprasentiert, die mit H1R-Antagonisten plus DT (n = 11) behandelt wur-
den, Gruppe 4B reprasentiert die mit H2R-Antagonisten plus DT (n = 10), Gruppe 4C die nur mit DT behan-
delten (n = 11) und Gruppe 4D die unbehandelten Kontrollmause (n = 10). Auf der y-Achse sind die 1AA-
Indizes auf einer logarythmischen Skalierung dargestellt. Die ausgefillten Punkte reprasentieren die Mause,
die Autoimmundiabetes entwickelt haben, und die offenen Punkte die, die keinen Diabetes manifestierten.
Uber den Messwerten sind die IAA-Pravalenzen in Prozent (%) angegeben. Die horizontalen Linien markie-
ren den Median der positiven |AA-Titer von den Mausen der mit dem H1R-Antagobnisten behandelten
Gruppe 4A und der mit dem H2R-Antagonisten behandelten Gruppe 4B. Die gepunktete Linie entspricht
dem Grenzwert fur Positivitat. In B) sind die Diabetes-Inzidenzen von allen Mause dieses Untersuchungsteils
dargestellt, gruppiert nach deren positiven (durchgezogene Linie, n = 17) oder negativen (gestrichelte Linie,
n = 24) IAA-Titern bei zehn Lebenswochen.

NOD Mause, die mit dem H2R-Antagonisten behandelt wurden, zeigen signifikant hdhere
IAA-Titer als die Kontrollgruppen (Median positive IAA-Titer: In der mit dem H1R-
Antagonisten plus DT behandelten Gruppe 4A 9,2, in der mit dem H2R-Antagonisten plus
DT behandelten Gruppe 4B 53,4, in der nur mit DT immunisierten Gruppe 4C 5,1 und in
der unbehandelten Kontrollgruppe 4D 4,9; 4B vs. 4C P = 0,01 und 4B vs. 4D P = 0,03)
(Abb. 23A). Die IAA-Mengen korrelieren nicht mit der spateren Diabetesentwicklung (Abb.
23B). Das kumulative Diabetesrisiko bei zweiunddreil3ig Lebenswochen ist 71% bei den
IAA-negativen und 71% bei den IAA-positiven Mausen (P > 0,05).
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3.5.3 Insulinautoantikorper-Subklassen der oral mit H1R- und H2R-Antagonisten

behandelten Mause bei zehn Lebenswochen
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Abb. 24: IAA-Subklassenergebnisse der oral mit H1R- und H2R-Antagonisten behandelten weiblichen
NOD Mause bei zehn Lebenswochen. Auf der x-Achse sind jeweils die Gruppen der mit H1R- bzw. H2R-
Antagonisten behandelten Mause nebeneinander aufgetragen, wobei Gruppe 4A die mit H1R-Antagonisten
plus DT (n = 11) und Gruppe 4B die mit H2R-Antagonisten plus DT (n = 10) behandelten NOD Mause repra-
sentiert. Zusatzlich sind die zu den Messwerten gehdrigen IAA-Subklassen bei zehn Lebenswochen auf der
x-Achse angegeben. Die y-Achse zeigt die IAA-Subklassentiter in A cpm auf einer logarythmischen Skalie-
rung. Die ausgefillten Punkte markieren die Mause, die Autoimmundiabetes entwickelt haben, und die offe-
nen Punkte jene, die keinen Diabetes manifestierten.

Das |AA-Subklassenprofil unterscheidet sich zwischen den unterschiedlichen Behand-
lungsgruppen nicht (Abb. 24). IgG1 ist die dominante IAA-Subklasse bei den mit H1R- und
H2R-behandelten Gruppen. Entsprechend der Gesamt-lgG-Ak-Ergebnisse sind auch die
IgG1-1AA in der mit H2R-Antagonisten plus DT behandelten Gruppe 4B hdher als in der
mit dem H1R-Antagonisten plus DT behandelten Gruppe 4A (Median A cpm IgG1-I1AA: 4A
35,5 und 4B 200,0). IAA der Subklassen IgG2a und IgG2b waren in beiden Gruppen in
ahnlich geringen Mengen vorhanden und |IAA der Subklasse IgE waren bei keiner der

Mause detektierbar.
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3.5.4 Anti-Tetanus-Toxoid-Subklassen-Antikorper der oral mit H1R- und H2R-

Antagonisten behandelten Mause bei zehn und sechzehn Lebenswochen
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Abb. 25: Anti-TT-Subklassenergebnisse der oral mit H1R- und H2R-Antagonisten behandelten weibli-
chen NOD Mause bei zehn und sechzehn Lebenswochen. Auf der x-Achse sind die Zeitpunkte der Mes-
sungen angegeben, wobei die Ergebnisse bei zehn Lebenswochen, die vor der ersten Immunisierung mit
DT-Impfstoff liegen, fur alle Gruppen gemeinsam dargestellt sind. Gruppe 4A reprasentiert die NOD Mause,
die mit H1R-Antagonisten plus DT (n = 11), Gruppe 4B die mit H2R-Antagonisten plus DT (n = 10), Gruppe
4C die nur mit DT behandelt wurden (n = 11) und Gruppe 4D die unbehandelten NOD Mause (n = 10). Zu-
satzlich sind die zu den Messwerten gehodrigen Anti-TT-Subklassen markiert. Die y-Achse zeigt die detektier-
ten Anti-TT-Subklassentiter als OD auf einer logarythmischen Skalierung. Die gestrichelte Linie entspricht
dem Grenzwert fir Positivitat.

Subkutane Immunisierungen mit DT-Impfstoff bei zehn und vierzehn Lebenswochen fuhr-
ten zu starken Antikorper-Antworten mit sehr hohen Anti-Tetanus-Toxoid-Antikorper(TT-
AK)-Titern bei sechzehn Lebenswochen (Abb. 25). Wie erwartet wurden in der nicht mit DT
immunisierten Gruppe keine Anti-TT-Ak gefunden. In allen drei immunisierten Gruppen
gehorte die dominante Anti-TT-Ak-Menge zur Subklasse 1gG1. IgG2a- und 1gG2b-Anti-TT-
Ak waren in 91% der immunisierten Tiere messbar, allerdings in viel geringeren Mengen
als die Subklasse IgG1. IgE-Anti-TT-Ak waren in keiner behandelten oder unbehandelten
Maus messbar, weder vor noch nach den Immunisierungen. Die Anti-TT-Ak-Subklassen-
antworten in allen drei mit DT immunisierten Gruppen zeigen sehr ahnliche Profile mit fast

identischen medianen Titern (Daten nicht gezeigt).
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3.5.5 IL-4- und IFN-y-Zytokinsekretion von murinen Milzlymphozyten nach Stimula-

tion mit Tetanus-Toxoid

Fur die Bestimmung der Zytokinsekretion nach Tetanus-Toxoid(TT)-Stimulation im Elispot
wurden die praparierten und in flussigem Stickstoff gelagerten murinen Milzzellen verwen-
det (siehe 2.1.1.8).

Tab. 10: Mit TT-stimulierte IFN-y- und IL-4-Ausschuttungen von murinen Milzlymphozyten
nach der Therapie mit H1R- bzw. H2R-Antagonisten

Gruppe Diabetes? IFN-y IL-4
Spots pro 200 000 Zellen
4A ja 26 76
4A ja 16 49
4A ja 180 48
4A nein 1 0
4A nein 111 91
4A nein 0 0
4A nein 0 0
4A nein 48 82
4B ja 64 140
4B ja 2 5
4B ja 1 19
4B ja 0 0
4B nein 0 0
4B nein 0 0
4B ja 0 0
4B ja 0 0
4C ja 5 30
4C ja 87 >300
4C ja 1 23
4C ja 23 65
4C nein 12 116
4C nein 8 8
4C ja 0 0
4C ja 0 0
4C ja 0 0
4C ja 0 0

In keiner der nicht mit DT immunisierten Mause war eine Zytokinantwort nach der TT-
Stimulation erkennbar (Gruppe 4D; Daten nicht gezeigt) (Tab. 10). Nur sechs Zellproben
der mit dem H1R-Antagonisten plus DT behandelten Gruppe 4A beinhalteten Spot-

auslosende Zellen, drei der mit dem H2R-Antagonisten plus DT behandelten Gruppe 4B
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und sechs der nur mit DT behandelten Gruppe 4C. Das Vorhandensein einer Diabeteser-

krankung korreliert nicht mit der Reaktivitat der Zellen auf die Stimulation.

Die IL-4-Mengen korrelieren signifikant mit den IFN-y-Mengen in den jeweiligen Gruppen
(4A: r=0,7, P =0,04; 4B: r = 0,97, P < 0,001; 4C: r = 0,95, P < 0,001) und in allen drei
Gruppen zusammen (r = 0,93, P < 0,001) (Tab. 10). Drei Zellproben von Mausen aus
Gruppe 4A sezernierten dominant IFN-y, die Ubrigen drei IL-4. Im Gegensatz dazu schitte-
ten alle drei reaktiven Zellproben aus Gruppe 4B und finf von sechs Proben der Gruppe
4C dominant das Zytokin IL-4 aus. Eine weitere Probe der Gruppe 4C zeigte dieselbe
Spotanzahl fur IFN-y und IL-4. Die Unterschiede zwischen den Gruppen bezuglich der
dominanten Zytokine waren nicht signifikant (4A vs. 4B P = 0,5, 4A vs. 4C P = 0,2 und 4B
vs. 4C P = 1,0). Weder eine IL-4- noch eine IFN-y-Dominanz noch die Spotmenge ist mit

dem Vorhandensein von Autoimmundiabetes bei den Mausen assoziiert.
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3.6 Auswirkungen der Behandlung mit Calcitriol bei erwachsenen Personen mit

neu manifestiertem Typ 1 Diabetes auf deren 3-Zellreserve und Autoimmunitat

In diesem Untersuchungsabschnitt wurden erwachsene Personen mit neu manifestiertem
Typ 1 Diabetes taglich oral mit 0,25 ug Calcitriol Uber einen Zeitraum von neun Monaten
behandelt. Anhand dieser Personen sollte, vergleichend zu einem unbehandelten Kon-
trollkollektiv, die Frage beantwortet werden, ob Calcitriol als aktive Vitamin Ds-Form in ei-
ner tolerablen, nicht-toxischen Dosis Wirkungen auf das Immunsystem hat und als Folge
davon die p-Zellrestfunktion der Personen erhalten werden kann (siehe 1.2.6). Der Ein-
fluss auf die p-Zellrestfunktion wird durch Verlaufsmessungen von C-Peptid, HbAc und
Insulinbedarf (Insulinmenge pro kg KG) bestimmt. Auswirkungen auf das Immunsystem
sollen an Hand von I(A)A und deren Subklassen analysiert werden. Zusatzliche sollen ver-
schiedene sequentiell gemessene Safety-Parameter ausgewertet werden, die Aussagen

zur Sicherheit der Calcitriol-Einnahme ermdglichen.

3.6.1 Venose C-Peptid-Mengen niuchtern und nach Stimulation mit einer Misch-
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Abb. 26: C-Peptid-Ergebnisse der mit Calcitriol behandelten und der Kontrollpersonen im Studienver-
lauf. Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte und die Anzahl der gemessenen Personen aufgetragen. Auf
der y-Achse sind die C-Peptid-Mengen als Flachen unter den Kurven der Messwerte (AUC) in ng/ml/2 Stun-
den aufgetragen. Die roten Punkte reprasentieren die mit Calcitriol behandelten und die schwarzen Punkte
die unbehandelten Personen.
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In Abbildung 26 sind die Flachen unter den Kurven der C-Peptid-Messwerte (AUC) pro
Patient und Gruppe dargestellt. Die Kurve aus den Mittelwerten dieser AUC von den mit
Calcitriol behandelten Personen liegt zu allen drei betrachteten Zeitpunkten oberhalb der
Kurve der Kontrollpersonen. Dies spricht flr eine insgesamt bessere mittlere Insulinreser-

ve in der Behandlungsgruppe (Abb. 27).
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Abb. 27: C-Peptid-Ergebnisse der mit Calcitriol behandelten und der Kontrollpersonen als Mittelwerte
der AUC und die Mittelwerte der basalen C-Peptid-Mengen. Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte in
Monaten nach Studieneinschluss aufgetragen. Die Behandlung mit Calcitriol erfolgt vom Einschluss bis zum
neunten Studienmonat. Auf der y-Achse sind A) die arithmetischen Mittel der Flachen unter den C-Peptid-
Messwerten in ng/ml/2 Stunden und B) die arithmetischen Mittel der basalen C-Peptid-Werte in ng/ml aufge-
tragen. Die roten Linien reprasentieren die mit Calcitriol behandelten und die schwarzen Linien die unbehan-
delten Personen.

Die arithmetischen Mittelwerte der Flachen unter den C-Peptid-Messwerten betragen beim
ersten Studienmonat 207,2 (+ 119,1 SD) ng/ml/2Stunden in der mit Calcitriol behandelten
und 179,6 (= 100,9 SD) ng/ml/2 Stunden in der Kontrollgruppe (Abb. 27A). Bei neun
Monaten steigt dieser Wert in der Behandlungsgruppe auf 227,9 (+ 144,0 SD) ng/ml/2
Stunden an, fallt hingegen in der Kontrollgruppe auf 159,0 (+ 104,5 SD) ng/ml/2 Stunden
ab (P = 0,3). Zum achtzehnten Monat nach Studieneinschluss hin fallen die Mengen in

beiden Gruppen ab.

Zusatzlich sind die basalen C-Peptid-Mengen vergleichend dargestellt, die in den unstimu-
lierten Blutproben vor der Einnahme der Mischmahlzeit gemessen wurden (Abb. 27B).
Auch hier liegt die Kurve der behandelten Personen zu allen drei Zeitpunkten oberhalb der
Kurve der Kontrollpersonen. Die arithmetischen Mittelwerte der basalen C-Peptid-Mengen

liegen beim ersten Studienmonat bei 0,84 (+ 0,68 SD) ng/ml bei den behandelten und bei
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0,59 (+ 0,39 SD) ng/ml bei den Kontrollpersonen. Diese Werte steigen in der Behand-
lungsgruppe bei neun Monaten nach Studieneinschluss auf 0,91 (+ 0,77 SD) ng/ml an,
dagegen fallen sie in der Kontrollgruppe auf 0,40 (+ 0,25 SD) ng/ml ab (P = 0,1). In den
jeweils nur vier gemessenen Proben bei achtzehn Monaten nach Studieneinschluss fallen
die Mengen in der Behandlungsgruppe auf 0,71 ng/ml ab und bleiben in der Kontrollgrup-
pe mit 0,42 ng/ml konstant.

A Vitamin D behandelte Personen B Kontrollpersonen
600

500 1
400 1
300 1
200
100

1 9 18 1 9 18
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Abb. 28: C-Peptid-Ergebnisse der mit Calcitriol behandelten und der Kontrollpersonen im Studienver-
lauf. Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte in Monaten nach Studieneinschluss markiert. Auf der y-Achse
sind die AUC in ng/ml/2 Stunden aufgetragen. In A) sind die individuellen Verlaufe der mit Calcitriol behan-
delten und in B) die der unbehandelten Personen dargestellt. Die orangen Linien reprasentieren die Perso-
nen, deren C-Peptid-Mengen vom ersten zum neunten Studienmonat ansteigen, und die griinen die Perso-
nen, deren C-Peptid-Mengen vom ersten zum neunten Studienmonat abfallen.

Bei der Analyse der individuellen C-Peptid-Mengen der einzelnen Personen wird ein
uberwiegender Anstieg der Mengen in der mit Calcitriol behandelten Gruppe deutlich. In
dieser steigen die Werte vom ersten zum neunten Studienmonat bei zehn Personen (67 %)
an und bei funf Personen (33%) fallen sie ab (Abb. 28). In der Kontrollgruppe sind diese
Verlaufe dagegen ausgeglichen: bei drei Personen (50%) steigen die C-Peptid-Mengen
vom ersten zum neunten Monat an und bei drei (50%) anderen fallen sie ab. Ein Anstieg
oder Abfall der Werte ist nicht mit der Titerhdhe bei einem oder neun Studienmonaten as-

soziiert.
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3.6.2 Insulin(auto)antikorper-Pravalenzen bei null, drei, neun und achtzehn Mona-

ten nach Studieneinschluss

Bei Studieneinschluss und nach drei, neun und achtzehn Monaten danach wurden I(A)A
gemessen. Laut Studienprotokoll wurden Personen mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes
in die Studie eingeschlossen, deren Therapie mit exogenem Insulin unmittelbar vor Stu-
dieneinschluss begonnen hatte. Vor Studieneinschluss waren bei einer von allen in die
Studie eingeschlossenen Personen positive I(A)A nachweisbar (7% (1/15) in der Behand-

lungs- und 0% (0/6) in der Kontrollgruppe).
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Abb. 29: I(A)A-Ergebnisse der mit Calcitriol behandelten und der Kontrollpersonen im Studienverlauf.
Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte und die Anzahl der gemessenen Personen aufgetragen. Auf der y-
Achse sind die IAA-Titer auf einer logarythmischen Skalierung in Test-Units dargestellt. Die roten Punkte
reprasentieren die mit Calcitriol behandelten und die schwarzen Punkte die unbehandelten Personen. Uber
den Messwerten der Gruppen sind die I(A)A-Pravalenzen in Prozent (%) angegeben. Die gepunktete Linie
entspricht dem Grenzwert fur Positivitdt. Die horizontalen Linien markieren die Mediane der |IAA-Titer der
behandelten und der Kontrollpersonen bei drei und neun Studienmonaten.

Vom Studienbeginn zum dritten Studienmonat steigen die IA-Mengen, bedingt durch die
Therapie mit exogenem Insulin, in beiden Personengruppen signifikant an (Abb. 29). In der
mit Calcitriol behandelten Gruppe sind beim dritten Studienmonat 93% (14/15, P < 0,001)
und in der Kontrollgruppe 83% (5/6, P = 0,004) IA-positiv. Im weiteren Verlauf sind die
Veranderungen der IA-Mengen innerhalb der Gruppen nicht signifikant. Bei neun Stu-
dienmonaten zeigen 87% (13/15) der behandelten und 83% (5/6) der Kontrollpersonen
positive IA-Titer (P = 0,09) und am Studienende, nach achtzehn Monaten, jeweils 50%

(2/4) in beiden Gruppen (P = 0,2). Die medianen IA-Mengen liegen in der mit Calcitriol be-
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handelten Gruppe bei drei Studienmonaten bei 44,4 Units und bei neun Studienmonaten
bei 30,9 Units. Die Kontrollgruppe zeigt bei drei Studienmonaten mediane IA-Titer von
12,6 Units und bei neun Studienmonaten von 12,3 Units (P = 0,6; Abb. 29).

A Vitamin D behandelte Personen B Kontrollpersonen
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Abb. 30: Individuelle Verldufe der I(A)A-Ergebnisse der mit Calcitriol behandelten und der Kontroll-
personen im Studienverlauf. Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte in Monaten im Studienverlauf aufge-
tragen. Auf der y-Achse sind die I(A)A-Titer auf einer logarythmischen Skalierung in Test-Units dargestellt.
Jede Person ist durch eine einzelne Linie reprasentiert. In A) sind die mit Calcitriol behandelten und in B) die
unbehandelten Kontrollpersonen dargestellt. Die gepunktete Linie entspricht dem Grenzwert fir Positivitat.
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3.6.3 Insulin(auto)antikorper-Subklassenverteilungen bei drei, neun und achtzehn

Monaten nach Studieneinschluss

A Vitamin D behandelte Personen
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Abb. 31: I(A)A-Subklassen-Ergebnisse von den mit Calcitriol behandelten und den Kontrollpersonen
im Studienverlauf. Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte in Monaten im Studienverlauf aufgetragen und
die jeweilige I(A)A-Subklassen. Auf der y-Achse sind die I(A)A-Subklassen-Titer mit einer logarythmischen
Skalierung in nU/ml aufgetragen. In A) sind die Messergebnisse der mit Calcitriol behandelten Personen und
in B) die der unbehandelten Kontrollpersonen dargestellt. Die gepunkteten Linien entsprechen dem Grenz-
wert fur Positivitat.

Die 1gG1-I(A)A-Subklasse ist sowohl bei drei als auch bei neun Monaten nach Studienbe-
ginn in beiden Untersuchungsgruppen dominant (100% Pravalenz bei den behandelten
und 80% bei den Kontrollpersonen bei drei und 92% und 100% bei neun Studienmona-
ten), gefolgt von der Subklasse 1gG4 (64% und 20% mit drei und 85% und 40% mit neun
Studienmonaten) (Abb. 31). Nicht bei allen Personen waren 1gG2- und 1gG3-I(A)A nach-

weisbar, teilweise nur mit sehr geringen Titern.
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In beiden Untersuchungsgruppen steigt die 1IgG4-Pravalenz Uber die Zeit betrachtet stetig
an. Drei Monate nach Studieneinschluss betragt die IgG4-Pravalenz in der mit Calcitriol
behandelten Gruppe 64% und in der Kontrollgruppe 20% (P = 0,1) und bei neun Monaten
85% in der behandelten und 40% in der Kontrollgruppe (P = 0,3).

Die medianen IgG4-I(A)A-Titer stiegen vom dritten zum neunten Monat in der Behand-

lungsgruppe von 172 auf 430 nU/ml, in der Kontrollgruppe von 11 auf 106 nU/ml an.

3.6.4 Glycosylierte Himoglobinwerte und Insulinbedarf der mit Calcitriol behandel-

ten und der Kontrollpersonen
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Abb. 32: Erfolgsparameter der Behandlung mit Calcitriol: die Mittelwerte der glycosylierten Himog-
lobinspiegel und der mittlere Insulinbedarf im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Auf der x-
Achse sind die Messzeitpunkte in Monaten nach Studieneinschluss aufgetragen. Auf der y-Achse sind in A)
die arithmetischen Mittel der glycosylierten Hamoglobinspiegel (HbA+¢) in Prozent (%) und in B) die arithme-
tischen Mittel des Insulinbedarfs pro kg KG und Tag dargestellt. Die roten Linien reprasentieren die mit Cal-
citriol behandelten und die schwarzen Linien die unbehandelten Personen.

Es bestand kein Unterschied zwischen dem taglichen Insulinbedarf und der Stoffwechsel-

kontrolle (HbA1c) zwischen der Behandlungs- und der Kontrollgruppe (Abb. 32).
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3.6.5 Engmaschig kontrollierte Safety-Parameter bei den mit Calcitriol behandelten

Personen

Die bei den mit Calcitriol behandelten Personen gemessenen Safety-Parameter liegen fast
ausschlieRlich im Normbereich. Siebenunddreilig Prozent der Personen zeigen erwar-
tungsgemall erhohte Calciumausscheidungen im Vierundzwanzig-Stunden-Urin. Dabei
liegt der hochste Messwert bei 24,4 mmol/24 Stunden (Normbereich: bis 10 mmol/24
Stunden). In diesem Fall wurde die Calcitriol-Zufuhr gesenkt, wobei die 0,25 ug nur jeden
zweiten Tag eingenommen wurden. Fur alle anderen Kontrollparameter lagen die Mess-
werte der mit Calcitriol behandelten Personen im Normbereich (Daten nicht gezeigt). Alle
Ultraschalluntersuchungen zur Vorbeugung von Nephrocalcinosen bei neun und achtzehn
Monaten nach Studieneinschluss ergaben normale Ergebnisse. Es wurden keine durch die
tagliche Calcitriol-Einnahme verursachte Abweichungen in den beobachteten Parametern
gefunden, die einen Abbruch der Calcitriol-Supplementierung bedingt hatten. Das spricht
fur die physiologische Sicherheit der gewahlten Menge und fir den oralen Aufnahmeweg

des Calcitriols.
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4 DISKUSSION

4.1 Einfluss der transplazentaren Insel(auto)antikorperiibertragung von Miuttern

auf das Autoimmundiabetesrisiko ihrer Nachkommen

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Applikation des Inselantigens Insulin die
Diabetesentwicklung im NOD Mausmodell verhindern kann. Wdéchentliche orale Gaben
(Zhang 1991) und tagliche subkutane Injektionen (Atkinson 1990) fihren ebenso zu einer
signifikanten Verringerung der Diabetes-Inzidenz (25% und 8%) wie eigene Untersuchun-
gen mit wochentlichen Insulininjektionen kombiniert mit IFA (17%) bzw. dem Adjuvanz
Montanide ISA 720 (Diabetes-Inzidenz 10%; Koczwara 2003). Verringerte Diabetes-
Inzidenzen wurden ebenfalls nach Immunisierungen mit Plasmid-DNA der Insulin-B-Kette
plus IFA (Coon 1999), einem Peptid der Insulin-B-Kette mit und ohne IFA und dessen
intranasale Verabreichung berichtet (Muir 1995, Daniel 1996). Diese Immunisierungen
scheinen eine Th2-Antwort der p-zellspezifischen T-Zellen zu induzieren und Insulin
scheint als potentes Antigen zur Toleranzinduktion zu wirken. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte untersucht werden, ob solch eine Diabetes-Protektion auch wahrend der Trachtigkeit
hervorgerufen werden kann. Erstmalig konnte nachgewiesen werden, dass Immunisierun-
gen mit Insulin plus IFA vor bzw. wahrend der Trachtigkeit ebenfalls eine signifikante Ver-
ringerung der Diabetes-Inzidenz (40%) bei NOD Muttertieren auslésen. Diese Verringe-
rung bei trachtigen NOD Weibchen ist nicht so stark, wie fir die Voruntersuchungen mit
nicht trachtigen Mausen beschrieben. Der Grund dafur scheint die Reduktion der Insulin-
menge zu sein. Bei den eigenen Voruntersuchungen wurden NOD Weibchen pro Immuni-
sierung mit 5 IE Insulin behandelt (Koczwara 2003) und im Rahmen dieser Arbeit wurden

dagegen, mit Ricksichtnahme auf die Trachtigkeit, nur jeweils 3 IE Insulin injiziert.

Seit langerer Zeit wird vermutet, dass das Adjuvanz IFA allein Diabetes-protektive Wirkun-
gen hervorrufen kann (Hutchings 1998, Liddi 2000). Es gibt Beobachtungen, dass von der
Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH hergestelltes IFA im NOD Modell Diabetes-protektiv
ist, nicht aber das gleiche Adjuvanz von anderen Herstellern. Die Grinde daflr sind unbe-
kannt (mundliche Auskunft von Herrn Dr. Leiter, The Jackson Laboratory). In dieser Arbeit
wurden Kontrolltiere mit IFA plus Glucagon immunisiert, da Glucagon parallel zum Insulin
im Pankreas ausgeschuttet wird und ebenfalls im Korper zirkuliert. Eine dritte Tiergruppe
erhielt IFA plus NaCl. Die Diabetes-Inzidenz der vor bzw. wahrend der Trachtigkeit mit IFA

plus Glucagon immunisierten Muttertiere betragt 17% und die der mit IFA plus NaCl im-
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munisierten 40%. Die Inzidenzen beider Gruppen sind im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren (100%) signifikant verringert. Dieses Ergebnis entspricht den Vorbefunden
bezlglich dem von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH hergestellten IFA und bestarkt
die Vermutung, dass dieses IFA auch ohne Kombination mit einem Protein protektiv auf

die Entwicklung von Autoimmundiabetes im NOD Modell wirken kann.

Es wurde beschrieben, dass intranasale Immunisierungen mit virusahnlichen Partikeln
eines Rotavirus-Stamms bei Mausemuttertieren Antikdrper gegen diese Partikel generie-
ren, die deren Jungtiere vor Rotavirus-induziertem Durchfall schitzen kénnen (Coste
2000). Zusatzlich konnten Immunisierungen mit inaktivem Enterovirus Typ 71 bei Mutter-
mausen deren Nachkommen vor todlichen Virusgaben schitzen (Yu CK 2000). Im Auto-
immundiabetes bzw. bei anderen Autoimmunerkrankungen sind bisher keine Untersu-
chungen beziiglich der Ubertragbarkeit von mitterlichem Schutz vor der Erkrankung auf
die Nachkommen beschrieben worden. In dieser Studie sollte untersucht werden, ob ein
bei den Muttertieren durch die Immunisierungen erreichter Diabetes-Schutz transplazentar
auf deren weibliche Nachkommen Ubertragen werden kann. Unabhangig von den Wirkme-
chanismen, welche die durchgeflhrten Immunisierungen tatsachlich auslésen, konnte kei-
ne Gruppe von Muttertieren, die einen Schutz vor der Entwicklung von Autoimmundiabe-
tes zeigte, diesen transplazentar auf ihre Nachkommen weitergeben. Die Nachkommen
aller Untersuchungsgruppen zeigten eine sehr ahnliche Diabetes-Inzidenz wie die Nach-
kommen von unbehandelten Muttertieren (alle Gruppen etwa 80%). Das lasst vermuten,
dass die schutzenden Faktoren, die von den Immunisierungen ausgehen, die Plazenta
nicht passieren bzw. die Entwicklung von Autoimmundiabetes bei den Nachkommen nicht
beeinflussen kdnnen. Auch dann nicht, wenn die Immunisierungen wahrend der Trachtig-

keit durchgeflihrt werden.

Insulinautoantikérper sind die einzigen bisher identifizierten humoralen Marker, die spezi-
fisch fur Autoimmundiabetes im NOD Modell sind (Bonifacio 2001). Zusatzlich ist bekannt,
dass murine Insulinautoantikérper zum IgG-Isotyp gehoéren (Koczwara 2003) und daher
die Plazenta durchwandern kénnen (Picher-Wilmott 1980). Der Einfluss dieser Ubertrage-
nen Antikérper auf die Entwicklung von Inselautoimmunitat und Diabetes bei den Nach-
kommen ist bisher ungeklart. Sehr eindrucksvoll wurde kurzlich gezeigt, dass die Unter-
drickung von mutterlichem Immunglobulin-Transfer die spontane Entwicklung von Auto-
immundiabetes bei NOD Nachkommen verhindert (Greeley 2002). Im Rahmen dieser Ar-
beit sollte geklart werden, ob der transplazentare Transfer von Insulinautoantikdrpern oder

von durch Immunisierungen induzierten Insulinantikorpern die Entwicklung von Autoim-
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mundiabetes bei den weiblichen NOD Nachkommen beeinflusst. Dazu wurde die Entwick-
lung von Insulinautoantikdrpern und Autoimmundiabetes der Nachkommen in Abhangig-
keit zu ihrem Antikorperstatus bei Geburt ermittelt. Die Insulinautoantikbrpermengen der
Jungtiere bei vier Lebenswochen korrelieren signifikant mit den Inslin(auto)antikorper-
mengen der Muttertiere bei der Entbindung, was dafur spricht, dass es sich dabei um Anti-
korper mutterlicher Herkunft handelt. Bei zehn Lebenswochen ist diese Korrelation nicht
mehr vorhanden. Folglich reprasentieren die Insulinautoantikdrper bei zehn Lebenswo-
chen die von den Nachkommen selbst gebildeten Antikérper. Die kumulative Diabetes-
Inzidenz der Nachkommen von Insulinautoantikdrper-negativen Muttertieren ist 75%, von
Insulinautoantikorper-positiven 82% und von Insulinantikdrper-positiven 71%. Weder das
Vorhandensein von Insulin(auto)antikorpern noch von sehr grol3en Mengen an induzierten
Insulinantikérpern bei Geburt fUhrt zu einer Veranderung der Insulinautoantikérper- und
Diabetesentwicklung bei den weiblichen NOD Nachkommen. Das deutet darauf hin, dass
die Auseinandersetzung des Fetus mit hohen Antikorpertitern gegen exogenes Insulin die
Empfindlichkeit zum Autoantigen nicht beeinflusst. Das Vorhandensein oder die Abwesen-
heit von Insulinautoantikdrpern wahrend der Fetalperiode ist wahrscheinlich nicht der Aus-
|6ser fur die markante Diabetes-Verringerung, die fir Nachkommen von NOD Muttertieren
ohne B-Zellrepertoire (20%), von Immunglobulin-transgenen NOD Muttertieren ohne Insu-
linautoantikorper (20%) und von nicht autoimmunen DBA/2 Muttertieren durch

Embryonentransfer (14%) berichtet wurde (Greeley 2002).

Die BABYDIAB Studie bot die Mdglichkeit im Menschen zu untersuchen, inwieweit die
Konfrontation mit Autoantikdrpern, die gegen endogene Autoantigene (GAD oder IA-2)
oder exogen verabreichtes Autoantigen (Insulin) gerichtet sind, im fetalen Entwicklungs-
stadium das Diabetesrisiko im spateren Leben beeinflussen kann. BABYDIAB ist eine
Studie an Nachkommen von Eltern mit Typ 1 Diabetes und verfolgt Uber eintausend Kin-
der von Muttern mit Typ 1 Diabetes. In unserer eigenen und in anderen Arbeitsgruppen
wurde gezeigt, dass Inselantikdrper im Nabelschnurblut sehr stark mit den Antikdrpermen-
gen bei der Entbindung im mdutterlichen Blut korrelieren. Daraus wurde geschlussfolgert,
dass eine Ubertragung dieser Antikérper durch die Plazenta stattfindet (Ziegler 1993, Roll
1996). In der hier durchgefuhrten Studie wurde die Inselantikorper-Pravalenz im Nabel-
schnurblut von Kindern von Muttern mit Typ 1 Diabetes gemessen und mit der Entwick-
lung von eigener persistierender Inselautoreaktivitat bzw. der Manifestation von Typ 1 Di-

abetes bei den Kindern verglichen. Antikbrper gegen exogen verabreichtes Insulin wurden
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bei 86% und Autoantikdrper gegen GAD und/oder IA-2 bei 66% der Kinder im Nabel-
schnurblut nachgewiesen. Uberraschenderweise konnte fiir die Nachkommen, die bei Ge-
burt Autoantikdrper gegen GAD und/oder IA-2 hatten, ein signifikant verringertes Diabetes-
risiko nachgewiesen werden im Vergleich zu den Kindern, die Autoantikorper-negativ im
Nabelschnurblut waren. Diese Verringerung war auch nach Korrektur um andere Faktoren,
die das Diabetesrisiko beeinflussen (mutterliche Diabetesdauer, Schwangerschaftsdauer
und Geburtsgewicht), signifikant. Dagegen hatte das Vorhandensein von Insu-
lin(auto)antikorpern bei Geburt keinen Einfluss auf das Risiko der Kinder spater im Leben

Autoimmundiabetes oder Diabetes-assoziierte Antikdrper zu entwickeln.

Vorrausgesetzt, dass die im Nabelschnurblut detektierten (Auto)antikdrper die Antikorper-
mengen wahrend der Schwangerschaft reprasentieren, lassen diese Ergebnisse schluss-
folgern, dass die fetale Konfrontation mit Autoantikérpern gegen GAD und/oder IA-2 vor
einer spateren Diabetesentwicklung schutzen konnte. Eine Auseinandersetzung des Fetus
mit Diabetes-spezifischer Autoimmunitat ist nur im Uterus von selbst erkrankten Muttern
moglich. Kinder von Vatern mit Typ 1 Diabetes, die in gesunden, nicht autoimmunen Mut-
tern heranwachsen, haben diese Konfrontation nicht. Das Ergebnis dieser Arbeit wird von
den gesicherten Beobachtungen gestarkt, dass bei Nachkommen von Muttern mit Typ 1
Diabetes ein verringertes Diabetesrisiko (Warram 1984, Bleich 1993, Pociot 1993) und
eine verringerte Entwicklung von eigener Inselautoimmunitat (Yu 1995) im Vergleich zu
Nachkommen von Vatern mit Typ 1 Diabetes vorliegt. Dieser Schutz kénnte durch eine
effiziente Eliminierung von autoreaktiven T-Zellklonen, bedingt durch die antikbrpervermit-
telte Prasentation von Autoantigenen wahrend der fetalen Entwicklung ausgelost werden.
Eine andere mdgliche Erklarung bietet ein beschriebener Mechanismus, der einen Zu-
stand von immunologischer Ignoranz gegen Autoantigene als Resultat einer Antikorper-
vermittelten Blockierung der Prasentation von relevanten Autoantigenpeptiden beschreibt
(Kurts 1999). Interessanterweise ist der Schutz, der aus der fetalen Konfrontation mit Au-
toantikorpern resultiert, bei den Kindern am starksten, die nicht den typischen HLA
DR3/DR4-DQ8-Risikogenotyp fur Typ 1 Diabetes tragen. Das lasst vermuten, dass der

vorliegende Mechanismus wahrscheinlich von speziellen HLA-Typen unabhangig ist.

Dieser Untersuchungsteil zeigt, dass bereits die sehr frihe Lebensphase im Uterus einen
Einfluss auf das Risiko fur die Entwicklung von Autoimmundiabetes und Inselautoimmuni-
tat hat. Die Ergebnisse im NOD Modell sprechen dafir, dass die Konfrontation des Fetus

mit Insulin(auto)antikorpern die Entwicklung von Autoimmundiabetes spater im Leben
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nicht beeinflusst. Die Ergebnisse aus der BABYDIAB Studie sind abweichend und gehen
darlber hinaus. Sie lassen das Fazit zu, dass die fetale Konfrontation mit Autoantikdrpern
sogar vor einer Diabetesentwicklung im spateren Leben der Kinder schitzt. Eine ahnliche
Untersuchung im Kollektiv der amerikanischen DAISY Studie, die ebenfalls Kinder von
Eltern mit Typ 1 Diabetes von Geburt an untersucht, zeigt keinen Einfluss von In-
sel(auto)antikdrpern im Nabelschnurblut auf das Diabetesrisiko. Diese Studie konnte aller-
dings auch keine Verringerung des Diabetesrisikos aufzeigen (Stanley 2003). Die Summe
dieser Ergebnisse schliel3t transplazentar Ubertragene Inselautoantikorper quasi als Ver-
ursacher von Inselautoimmunitat und Diabetes aus. Daher muss angenommen werden,
dass die berichtete reduzierte Diabetes-Inzidenz bei Nachkommen von Mausemuttertieren
ohne IgG-Repertoire (Greeley 2002) von anderen Faktoren ausgelost werden, wie zum
Beispiel dem Entzug von bisher unbekannten Autoantikdrpern oder dem gesamten IgG-

Repertoire an sich.

Ein wichtiger Aspekt fur weiterfuhrende Untersuchungen uber die Auswirkungen von mut-
terlichen Autoantikorpern auf die Nachkommen ist die Aufklarung von unbekannten Diabe-
tes-assoziierten Autoantigenen im NOD Modell. Werden solche Autoantigene entdeckt,
konnten ahnliche Analysen wie in dieser Arbeit mit Autoantikorpern gegen die neuen Au-
toantigene durchgefuhrt werden. Dadurch konnten womaoglich die ursachlichen Faktoren
fur den Einfluss auf das Diabetesrisiko der Nachkommen im IgG-Repertoire der Muttertie-
re identifiziert bzw. die Ergebnisse des BABYDIAB Kollektivs bezlglich des schutzenden
Einflusses von Autoantikbrpern bestatigt werden. Ergadnzende Untersuchungen im
BABYDIAB Kollektiv konnten Antikorpersubklassen- und Epitopanalysen der GADA und
IA-2A sein. Diese Spezifitaten wirden weiteren Aufschluss Uber deren Rolle und Beson-

derheiten bei der Verminderung des Diabetesrisikos der Kinder ermoglichen.
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4.2 Einfluss der oralen Behandlung mit Mucin auf die Entwicklung von Autoim-

mundiabetes und das Immunsystem im NOD Mausmodell

Voruntersuchungen uber die Auswirkung von Mucin Typ 1 auf das Immunsystem lassen
schlussfolgern, dass Mucin Typ 1 den Phanotyp der Immunreaktion hin zum Th2-Typ ver-
schieben konnte (mundliche Auskunft von Herrn Dr. Piemonti). Bisher gibt es keine be-
schriebenen Studien zum Einsatz von Mucin als therapeutisches Agens bei Autoimmuner-
krankungen. Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Studie war es durch die
orale Verabreichung von Mucin Typ 1 die Entwicklung von Autoimmundiabetes bei weibli-
chen NOD Mausen zu verhindern. Der spekulierte Mechanismus, der solch einem Schutz
theoretisch zu Grunde liegt, soll durch eine proinflamatorische Aktivierung von dendriti-
schen Zellen im darmassoziierten Immunsystem erreicht werden, die mit einer Th2-
Dominanz einher geht. Idealerweise solle diese Th2-Dominanz auf das endogene Immun-
system uUbertragen und folgend die pankreatischen Inseln vor einer autoimmunen Zersto-
rung bewahrt werden. In der durchgefuhrten Studie wurden NOD Weibchen fur dreiRig
Tage oral mit Mucin Typ 1 behandelt. Als Kontrolle dazu dienten unbehandelte Mause und
Mause, die im gleichen Zeitraum Mucin Typ 3 bekamen. Mucin Typ 3 hat im Vergleich

zum Mucin Typ 1 nur eine geringe Auswirkung auf das Immunsystem (Zhang S 1998).

Die Auswertung der Diabetes-Inzidenz bei sechsunddreil3ig Lebenswochen zeigt keinen
signifikanten Unterschied zwischen den behandelten und unbehandelten Mausen. Die mit
Mucin Typ 1 behandelte Untersuchungsgruppe zeigte eine signifikante Zunahme der Insu-
linautoantikérper im Verlauf von der zehnten Lebenswoche bis zum Exitus. Dartber hin-
aus waren die Insulinautoantikorpertiter bei Exitus in der Gruppe der mit Mucin Typ 1 be-
handelten Mause im Vergleich zu den mit Mucin Typ 3 und den Kontrollmausen signifikant
erhoht. Die Antikdrperentwicklung der mit Mucin Typ 3 behandelten Mause war erwar-

tungsgemal sehr ahnlich wie bei den unbehandelten Tieren.

Th2-Immunitat geht mit einer gesteigerten Antikorperproduktion einher, daher konnte die
erhohte Insulinautoantikorper-Pravalenz nach der Behandlung mit Mucin Typ 1 theoretisch
fur eine Verstarkung der Th2-Immunitat und damit fir eine Auswirkung von Mucin Typ 1
auf das Immunsystem sprechen. Dieser Effekt war aber anscheinend nicht so stark, dass
er Einfluss auf die Entwicklung von Autoimmundiabetes bei den Mausen nehmen konnte.
Daher sollten in zukinftigen Versuchen andere Applikationswege fur Mucin Typ 1 getestet

werden, die mit starkeren Auswirkungen auf das Immunsystem assoziiert sind.
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4.3 Auswirkungen glutenfreier Nahrung und glutenfreier Nahrung mit Gliadinzu-
satz auf die Entwicklung von Autoimmundiabetes und das Immunsystem im NOD

Mausmodell

Nahrungsmodifikationen kénnen die Diabetes-Inzidenz in Tiermodellen verandern (Hoorfar
1993, Funda 1999, Reddy 2001, Beales 2002), wobei vor allem Proteine aus Weizen und
der Sojabohne als diabetogen diskutiert werden (Scott 1988, Hoorfar 1993, Scott 1997,
Flohe 2003). Das Diabetesrisiko kann durch orale Antigenadministration wahrend der ers-
ten Lebenswoche beeinflusst werden, allerdings wird das Risiko anscheinend von der Er-
nahrung im Zeitraum nach der Entwéhnung starker bestimmt (Scott 2002). Bei NOD Weib-
chen konnte durch lebenslange glutenfreie Ernahrung eine signifikante Verzégerung und
Verringerung der Diabetes-Inzidenz (15%) erreicht werden (Funda 1999). Auch Studien
unserer Arbeitsgruppe erreichten bei NOD Weibchen, die lebenslang bzw. im Zeitraum
nach der Entwdhnung (vierte bis zehnten Lebenswoche) glutenfrei ernahrt wurden,
verringerte Diabetes-Inzidenzen (51% und 36%). Diese gingen mit verringerten Insulinau-
toantikdrper-Pravalenzen und geringerem Ausmal} an Insulitis einher. Diese Beobachtung
spricht flr eine durch glutenfreie Nahrung induzierte Veranderung der Diabetes-
assoziierten Autoimmunitat (Schmid 2004). Kirzlich wurde nachgewiesen, dass im NOD
Modell nach weizenreicher Nahrung eine Verschiebung des intestinalen Zytokingleichge-
wichts hin zum Th1-Typ erfolgt. Das lasst eine Modulation des darmassoziierten Immun-
systems als Beitrag zur Diabetesentwicklung vermuten (Flohe 2003). Der Mechanismus,
der diesem Einfluss auf die Entwicklung von Autoimmundiabetes zu Grunde liegt, ist bis-
her ungeklart. Eine sehr frihzeitige Verabreichung von Gluten konnte zu einer Entzindung
des Darms fuhren und/oder das Immunzellrepertoire verandern. Es kdnnte eine verstarkte
Immunreaktion gegen Gluten selber oder gegen assoziierte Antigene stattfinden, die eine
Ausweitung auf autoreaktive Zellen oder eine Unterdriickung von regulatorischen Zellen
zur Folge hat. Andrerseits konnte die Glutenverabreichung direkt oder indirekt zu Verande-
rungen der pankreatischen B-Zellen fuhren, die im Neugeborenen noch unreif sind. An-
knupfend an diese Ergebnisse und Hypothesen sollte in der vorliegenden Arbeit der exak-
te Zeitraum bestimmt werden, in dem sich die glutenfreie Ernahrung positiv auf die Insel-
autoimmunitat auswirkt. DarUber hinaus sollte analysiert werden, ob die Glutenkomponen-
te Gliadin der Ausloser fur den beobachteten Einfluss von Gluten auf die Diabetesentwick-

lung ist.

Dazu wurden weibliche NOD Mause untersucht. Die Mause in der ersten Gruppe wurden

von der sechsten bis zur zwolften und in der zweiten Gruppe von der vierten bis zur zehn-
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ten Lebenswoche mit glutenfreiem Futter ernahrt. Eine dritte Tiergruppe wurde von der
vierten bis zur zehnten Lebenswoche mit glutenfreiem Futter plus Gliadinzusatz gefuttert.
Die Diabetes-Inzidenzen aller drei Gruppen bei zweiunddreil3ig Lebenswochen sind signi-
fikant verringert im Vergleich zu einer lebenslang mit glutenhaltiger Standardnahrung ge-
futterten Kontrollgruppe (67%, 92%, 58% im Vergleich zu 92%). Bei zwanzig Lebenswo-
chen betragen die Diabetes-Inzidenzen 17%, 0%, 8% im Vergleich zu 38% in der Kontroll-
gruppe und erklaren die Signifikanz der Unterschiede. Die Verringerung der Diabetes-
Inzidenz unter glutenfreier Ernahrung entspricht den Erwartungen und den Vorergebnis-
sen. Schlussfolgernd bleibt festzuhalten, dass auch eine kurzzeitige Ernahrung ohne Glu-
ten fur vier Wochen direkt nach der Entwohnung die Diabetesentwicklung in NOD Mausen
verzogert. Der kritische Zeitraum fur den Einfluss von glutenfreier Nahrung scheint in der
frihen Lebensphase direkt nach der Entwdhnung zu liegen. Die Zugabe der Glutenfraktion
Gliadin kann den positiven Einfluss der glutenfreien Nahrung nicht aufheben. Folglich ist

anscheinend Gliadin nicht die Diabetes-fordernde Substanz im Weizenprotein.

Bei Menschen mit Inselautoantikdrpern konnte durch glutenfreie Ernahrung keine Verrin-
gerung der Autoantikdrpertiter erreicht werden (Hummel 2002). Bei NOD Mausen beginnt
die autoimmune Zerstérung der pankreatischen Inseln kurz nach der Geburt. Bei sechs
Lebenswochen der Mause sind grof3ere Insulinautoantikorpermengen zu erwarten als bei
vier Lebenswochen. In den durchgefuhrten Untersuchungen zeigt bei zehn Lebenswochen
die Mausegruppe, die von der vierten bis zur zehnten Lebenswoche mit glutenfreiem Fut-
ter plus Gliadinzusatz ernahrt wurde, eine signifikant verringerte Insulinautoantikérper-
Pravalenz im Vergleich zu der von der sechsten bis zur zwolften Lebenswoche mit gluten-
freiem Futter ernahrten Gruppe und der Kontrollgruppe. Die von der sechsten bis zur
zwolften Lebenswoche glutenfrei gefutterte Mausegruppe zeigte bei zehn Lebenswochen
eine ahnliche Insulinautoantikorper-Pravalenz wie die Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse
sprechen daflr, dass glutenfreie Ernahrung im Zeitraum von der vierten bis zur sechsten
Lebenswoche Auswirkungen auf die Diabetes-assoziierte Autoimmunitat der NOD Mause
hat. Anscheinend kann glutenfreie Ernahrung in dieser sehr frihen Phase der Diabetes-
entwicklung die Autoimmunitat verlangsamen oder aufhalten, nicht aber in einer spateren

Phase die dann bereits vorhandene Antikorpermengen verringern.

Eine Voruntersuchung beschreibt, dass kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Anti-Gliadinantikdrpern und Autoimmundiabetes vorliegt (Scott 1991). Analysen der Anti-
Gliadinantikérper im Rahmen dieser Studie ergaben bei zehn Lebenswochen signifikant

verringerte Antikorper-Pravalenzen in beiden glutenfrei ernahrten Tiergruppen im Ver-
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gleich zur glutenfrei plus Gliadinzusatz gefutterten Tiergruppe. Die Anti-Gliadinantikorper-
titer in der glutenfrei plus Gliadinzusatz ernahrten Mausegruppe war hoher als bei den mit
Standardfutter erndhrten Tieren. Das kdonnte damit erklart werden, dass Gliadin im Stan-
dardfutter in Vernetzung mit dem Glutenin als gesamter Gluten-EiweilRkorper vorliegt und
nicht in aufgereinigter Form wie bei dem Gliadinzusatz, wodurch die Antikérperbildung er-
leichtert wird. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen und auch in dieser Studie liegt,
entsprecht den Voruntersuchungen (Scott 1991), keine Korrelation zwischen den Anti-

Gliadinantikérpermengen und der Insulinautoantikdrper- und Diabetesentwicklung vor.

Fir Menschen wurde bereits vermutet, dass Gluten kein auslésendes Antigen im Typ 1
Diabetes ist (Hummel 2002) und daruber hinaus soll im Tiermodell ein nicht-Gluten-
Weizenprotein Einflusse auf das Immunsystem und den Autoimmundiabetes haben (Mac-
Farlane 2003). Ein sehr wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist die Beobachtung, dass die
durch glutenfreie Nahrung erreichte Verringerung der Diabetes-Inzidenz nicht durch den
Zusatz der Glutenkomponente Gliadin aufgehoben wird. Folglich sollten zukinftige Unter-
suchungen von glutenmodifizierter Ernahrung auf die Entwicklung von Autoimmundiabetes
die Rolle und die Auswirkungen der gesamten Weizenproteine (nur etwa 80% sind Gliadin
und Glutenin, die Ubrigen sind Globuline und Albumine) oder sogar die gesamten Getrei-
deproteine berucksichtigen. Nachdem als Ergebnis dieser Arbeit Gliadin als Verursacher
der Effekte, welche die Entwicklung von Autoimmundiabetes fordern, unwahrscheinlich ist,

sollte nicht zwangslaufig die Glutenkomponente Glutenin als Ausléser betrachtet werden.
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4.4 Einfluss der oralen Zufuhr von Histamin-Rezeptor-Antagonisten auf die Ent-

wicklung von Autoimmundiabetes und das Immunsystem im NOD Mausmodell

Fir Mause mit zerstorten Histamin-1-Rezeptoren wurde eine verstarkte Produktion des
Th2-Zytokins IL-4 berichtet. Bei Mausen mit zerstorten Histamin-2-Rezeptoren dagegen
wurde sowohl eine verstarkte Sekretion von Th1- als auch von Th2-typischen Zytokinen
gezeigt (Jutel 2001). Diese Beobachtung wurde im Rahmen dieser Arbeit auf das NOD
Mausmodell Ubertragen. Es sollte untersucht werden, ob durch Aufnahme von Histamin-1-
Rezeptor-Antagonisten Uber das Trinkwasser eine Blockierung der Histamin-1-Rezeptoren
erreicht werden kann, die zu einer Verschiebung hin zur Th2-Immunitat fihrt und womaog-

lich mit einer Verringerung der Diabetes-Inzidenz einhergeht.

Bei den oral mit Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten behandelten Mausen wurde tatsach-
lich eine signifikante Verringerung der Diabetes-Inzidenz erreicht. Die in einer Kontroll-
gruppe parallel mit Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten behandelten Mause zeigten eine
ahnliche Diabetes-Inzidenz wie unbehandelte Tiere. Allerdings ergab die Analyse der Insu-
linautoantikdrper-Pravalenzen bei zehn Lebenswochen signifikant gesteigerte Insulinauto-
antikorpertitern bei den mit Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten behandelten Tieren. Anti-
korper sind ein charakteristisches Merkmal von Th2-Immunitat und die verstarkten Insuli-

nautoantikorpertiter konnten Marker fur die erwartete Verstarkung der Th2-Immunitat sein.

Unbehandelte NOD Mause haben ein Insulinautoantikdrpersubklassenprofil, das von der
mit dem Zytokin IL-4 assoziierten Subklasse IgG1 dominiert wird (Koczwara 2003). Die
dieser Studie zugrunde liegende Untersuchung von Mausen mit zerstérten Histamin-1-
bzw. Histamin-2-Rezeptoren berichtet von einem signifikanten Anstieg der Antikorpersub-
klassen und -isotypen IgE, 19G1, 1gG2b und IgG3 bei Mausen ohne Histamin-1-Rezep-
toren im Vergleich zu Mausen ohne Histamin-2-Rezeptoren (Jutel 2001). Es wurde berich-
tet, dass Mause mit zerstorten Histamin-1-Rezeptoren eine Unterdrickung der IFN-y- und
eine Dominanz der IL-4-Zytokinausschuttung zeigen. Dagegen wirden Mause ohne His-
tamin-2-Rezeptoren eine gesteigerte Ausschuttung von beiden Zytokinen zeigen (Jutel
2001). In dieser Arbeit konnten weder auf der Insulinautoantikdrper- noch auf der Anti-
Tetanus-Toxoid-Antikdrpersubklassenebene Unterschiede zwischen den mit Histamin-1-
Rezeptor-Antagonisten und den mit Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten behandelten Mau-
segruppen nachgewiesen werden. Die Insulinautoantikérpersubklassenprofile beider Tier-
gruppen waren IgG1 dominiert und denen von unbehandelten NOD Mausen sehr ahnlich.

Folglich scheint in beiden Tiergruppen eine Th2-Immunitat vorherrschend zu sein, was der
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grundlegenden Annahme der Auswirkungen von Histamin-Rezeptor-Blockade entspricht.
Annliches gilt fir die Analysen der Anti-Tetanus-Toxoid-Antikdrpersubklassen. Allerdings
konnte eine tendenziell starkere IFN-y-Ausschuttung fur die mit Histamin-1-Rezeptoren-
Antagonisten behandelten Mause gezeigt werden. Diese Beobachtung widerspricht den
Voruntersuchungen und dem beobachteten Diabetes-Schutz. Die mit Histamin-2-Rezep-
toren-Antagonisten behandelten Tiere zeigten dagegen eine ahnliche Zytokinausschuttung
wie die Kontrolltiere mit einer leichten IL-4-Dominanz. Uberraschend wenige Zellproben,
besonders von den mit dem Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten Ranitidin behandelten
Mausen, reagierten auf die Tetanus-Toxoid-Stimulierung. Ubereinstimmend mit den Vor-
untersuchungen von Jutel (2001) wurde in dieser Studie bei den Mausen, die mit Hista-
min-1-Rezeptor-Antagonisten behandelt wurden, eine signifikante Verringerung der Diabe-
tes-Inzidenz erreicht. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Antikdrpersubklas-
senanalyse bei der durchgefuhrten Intervention kein Marker ist, der die offensichtlich ver-
ursachten Auswirkungen auf das Immunsystem und die Diabetesentwicklung im NOD Mo-
dell darstellen kann. Die geringe Immunantwort der T-Lymphozyten auf die Tetanus-
Toxoid-Stimulierung lasst die Vermutung zu, dass regulatorische T-Zellen eine Rolle spie-
len kénnten. Diese kdnnten die T-Zellantwort auf die Stimulierung unterdricken. Das wur-
de fur eine induzierende Wirkung von Ranitidin auf regulatorische T-Zellen sprechen, die

die reaktiven T-Zellen in den behandelten Mausen unterdriicken.

Schlussfolgernd widersprechen die Ergebnisse dieser Arbeit den Vorbefunden von Jutel
(2001) nicht bezuglich der Verstarkung von Th2-Immunitat nach Blockierung von Histamin-
1-Rezeptoren. Allerdings sind sie kontrovers zu den Vorergebnissen mit dem Histamin-1-
Rezeptor-Antagonisten Ketotifen. Ketotifen wurde neun pradiabetischen erwachsenen
Personen Uber drei Monate verabreicht um deren B-Zellfunktion zu erhalten. Die Interven-
tion war nicht mit einem Schutz vor der Diabetesmanifestation verbunden (Bohmer 1994).
Dieses gegensatzliche Ergebnis ist einerseits mit dem Ansatz der Intervention zu einem
sehr spaten Zeitpunkt in der Entwicklung von Autoimmundiabetes erklarbar und andrer-
seits mit der sehr kleinen Untersuchungsgruppe. Allerdings konnte auch die Wirkung im
NOD Modell von der Wirkung im Menschen abweichen. Daher sind zukunftige Untersu-
chungen zur Verifizierung des protektiven Einflusses der Histamin-1-Rezeptor-Blockade
auf die Entstehung von Autoimmundiabetes und genauere Analysen des zugrunde liegen-
den Wirkmechanismus im Anschluss an diese Studie sehr viel versprechend. Ebenfalls
scheint ein Einsatz von Histamin-1-Reptor-Antagonisten in groReren Studienkollektiven

gerechtfertigt zu sein.
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4.5 Behandlung mit Calcitriol bei erwachsenen Personen mit neu manifestiertem

Typ 1 Diabetes

Calcitriol hat starke immunmodulatorische Effekte (Holick 1995) und kann die Entwicklung
von Typ 1 Diabetes beeinflussen. Einerseits nimmt Calcitriol Einfluss auf T-Lymphozyten,
indem es ihre in vitro Proliferation verringert (Saggese 1989) und Zytokinprofile verschiebt,
andrerseits reduziert es die Antigenprasentation, vermittelt durch die Reduktion von Th1-
Zytokinen und kostimulatorischen Molekulen. Zusatzlich scheint Calcitriol die Menge an
regulatorischen Zellen zu erhéhen (Adorini 2003). Ergebnisse verschiedener Studien zei-
gen, dass eine Einnahme von Lebertran wahrend der Schwangerschaft (Stene 2000) und
Vitamin D-Supplementen im ersten Lebensjahr zu einem stark reduzierten Diabetesrisiko
fuhren (The Eurodiab Study 2 Study Group 1999, Stene 2000, Hypponen 2001). Diese von
Calcitriol ausgeldsten Veranderungen der Immunantwort gehen mit einer reduzierten Dia-
betes-Inzidenz im NOD Modell einher (Mathieu 1992, Mathieu 1994). Nach Supplementie-
rung mit Calcitriol konnte im NOD Modell eine Verschiebung hin zur Th2-Immunantwort

gegen Autoantigene des Pankreas induziert werden (Overbergh 2000).

In dieser Arbeit wurde eine Pilotstudie ausgewertet, die Personen mit neu manifestiertem
Typ 1 Diabetes mit Calcitriol behandelt um zu untersuchen, ob die aktive Vitamin D3-Form
in einer tolerablen, nicht-toxischen Dosis eine Wirkung auf das humorale Immunsystem
ausuben und ob dadurch ein Erhalt der B-Zellrestfunktion erreicht werden kann. Der Erhalt
der korpereigenen C-Peptidreserve ist mit einem Schutz vor Diabetes-assoziierten Folge-
erkrankungen verbunden (The Diabetes Control and Complications Trial Research Group
1998, Steffes 2003). Aus diesem Grund wurde die Messung der verbleibenden C-Peptid-
spiegel in dieser Untersuchung als einer der Erfolgsparameter der Behandlung mit Cal-
citriol herangezogen. Dabei wurde kein negativer Effekt auf die C-Peptidreserve der be-
handelten Personen sichtbar, was fir die Sicherheit der durchgeflhrten Intervention
spricht. Allerdings ist bei der geringen Fallzahl in diesem Stadium der Analyse kein signifi-
kanter Anstieg der C-Peptidreserven nach den Calcitrioleinnahmen nachweisbar. Ein wich-
tiger Faktor, der Einfluss auf die verbleibende C-Peptidreserve nimmt, ist die Einstellung
des Glucosestoffwechsels. Der Verlauf der monatlich bestimmten HbAc-Werte reprasen-
tiert diese Einstellung und liegt im Mittel in beiden Personengruppen im Normbereich von
< 7,0% (Jorgensen 2002). Ein weiterer Erfolgsparameter dieser Untersuchung ist die be-
notigte Insulinmenge der Personen pro kg Korpergewicht und Tag. Auch diese monatlich

berechneten Werte sind bis zum neunten Studienmonat in beiden Untersuchungsgruppen
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nahezu identisch. Dieser Parameter gibt hier keinen Hinweis auf die Auswirkung der Ein-

nahme von Calcitriol.

Bereits bei drei Monaten haben 64% der mit Calcitriol behandelten Personen 1gG4-1A, da-
gegen nur 20% der Kontrollpersonen. Obwohl beim Menschen die Antikdrpersubklassen
den assoziierten Th-Phanotypen nicht so eindeutig wie bei der Maus zugeordnet werden
konnen, besteht die Annahme, dass IgG4- und IgE-Antikdrper mit dem Th2-Phanotyp ein-
hergehen, da beide durch das Th2-Zytokin IL-4 stimulierbar sind (Lundgren 1989, King
1993). Eine sehr ahnliche Entwicklung der Subklassen ist auch in den hier untersuchten
Personen zu sehen. Bei den unbehandelten Kontrollpersonen ist diese 1gG4-Verstarkung
anscheinend zeitlich etwas spater, allerdings kdnnen zum jetzigen Zeitpunkt keine signifi-
kanten Unterschiede in den IA-Subklassenprofilen und -entwicklungen aufgezeigt werden.
Eine Verstarkung der IgG4-IA bei den mit Calcitriol behandelten Personen als Marker flr
eine ausgepragtere Th2-Immunitat im Vergleich zu den Kontrollen ist sehr vielverspre-
chend. Wenn sich dieser Trend zukunftig bestatigt, wirde er dafur sprechen, dass das
Calcitriol in der verwendeten Dosis einen immunologischen Effekt hat. Diese Entwicklung
und der Einfluss auf den Krankheitsverlauf bleiben im weiteren Studienfortschritt abzuwar-

ten.

Schlussfolgernd lasst sich aus dieser Zwischenauswertung bei neun Studienmonaten kein
Nachweis fur die Verschiebung der Immunlage durch die Einwirkung von Calcitriol aufzei-
gen. Die frihzeitiger und in groReren Mengen nachweisbaren IgG4-IA und der Trend hin
zu groReren C-Peptidmengen nach Calcitriolsupplementierung lassen auf einen zukiinftig
zu verifizierenden Erfolg der Behandlung mit Calcitriol blicken. Sehr wichtig und hier be-
reits sicher feststellbar ist, dass die Supplementierung mit Calcitriol in der gewahlten Form
und Menge ohne negative Auswirkungen auf den Stoffwechsel der behandelten Personen
mdglich ist. Damit kann ein Erfolgsparameter der Studie, der das Einhalten der Safety-
Parameter fordert, bereits jetzt positiv beantwortet werden. Das lasst zukunftige Auswei-
tungen dieses therapeutischen Ansatzes auf groRere Studienpopulationen zu. Alle weite-
ren Effekte der Zufuhr sind in einer Gesamtauswertung mit entsprechend gréfReren Perso-

nenzahlen und nach langeren Nachverfolgungszeiten zu analysieren.
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4.6 Zukunftsaussicht

Insulin-Immunisierungen, die NOD Muttertiere vor der Entwicklung von Autoimmundiabe-
tes schitzen, konnten transplazentar nicht auf die Nachkommen der geschitzten Mutter-
tiere Ubertragen werden. Dagegen flhrten die Untersuchungen im Kollektiv der
BABYDIAB Studie zum Uberraschenden Ergebnis, dass die fetale Auseinandersetzung mit
Autoantikorpern gegen GAD und/oder |A-2 vor der Entwicklung von Inselautoimmunitat
und Typ 1 Diabetes schutzen kann. Wenn sich diese Beobachtung in weiteren Untersu-
chungen bestatigt, ist daraus eine Therapieform ableitbar, die sehr frih in die Entstehung
von Typ 1 Diabetes eingreifen konnte. Humane Anti-GAD- und Anti-IA-2-Antikérper wur-
den bereits isoliert und stehen zur Verfugung (Prof. Dr. Endl, Boehringer Mannheim). Die-
se konnten Frauen vor oder wahrend einer Schwangerschatft injiziert werden, wenn fur das
Kind ein erhohtes Risiko fiir Typ 1 Diabetes besteht. Ahnliche Injektionen werden bereits
zur Rhesus-Prophylaxe durchgefuhrt. Folglich wirde eine Konfrontation des Fetus mit den
GAD- und |A-2-Autoantikérpern induziert, die sich in dieser Arbeit als Diabetes-protektiv
herausgestellt hat. Solch eine Therapieform ware wenig aufwendig und grundsatzlich sind
keine negativen Auswirkungen durch diese Antikdrperverabreichungen zu erwarten. Wenn
diese Therapieform tatsachlich mit schiitzendem Einfluss auf Typ 1 Diabetes einhergehen
wurde, ware eine einfache und elegante Methode gefunden worden um in einer sehr fri-

hen Lebensphase die Entwicklung von Typ 1 Diabetes zu beeinflussen.

Die Ergebnisse des Studienteils, in dem NOD Mause glutenfrei ernahrt wurden, sind be-
reits auf den Menschen Ubertragen worden. Im Institut fir Diabetesforschung in Minchen
wird eine offene kontrollierte Studie durchgefluhrt, die Kinder von Eltern mit Typ 1 Diabetes
einschliel3t, die einen Hochrisikogenotyp fur Diabetes tragen. Diese Kleinkinder bekom-
men wahrend der ersten zwdlf Lebensmonate glutenfreie Nahrung. Die Kontrollgruppe
wird, den deutschen Empfehlungen entsprechend, nur die ersten sechs Lebensmonate
glutenfrei ernahrt. In dieser Studie wird analysierbar sein, ob auch beim Menschen durch
glutenfreie Ernahrung im Zeitraum nach dem Abstillen das Risiko fur die Entwicklung von
Inselautoimmunitat und Typ 1 Diabetes beeinflusst werden kann. Diese Intervention im
ersten Lebensjahr ist flr die betreffenden Familien recht einfach und ohne gréfzeren Auf-
wand durchfuhrbar. Wenn fur diese Therapieform tatsachlich ein positiver Effekt auf die
Diabetesentwicklung nachweisbar wird, ware sogar eine Modulation des Immunsystems
mit einem naturlichen Nahrungsfaktor ohne pharmazeutischen Eingriff erreichbar. Bei die-

ser Therapieform ist mit einer grolen Akzeptanz bei den betroffenen Familien zu rechnen.
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Die Ergebnisse des Studienteils mit der oralen Zufuhr von Histamin-1-Rezeptor-
Anagonisten scheinen besonders viel versprechend als Therapieform fur Typ 1 Diabetes
zu sein. Antihistaminika werden in der Allergieprophylaxe und als Hemmer der Salzsaure-
produktion im Magen bereits vielen Personen verabreicht. Die verwendeten pharmazeuti-
schen Mittel sind gut erforscht und deren Anwendung lange Zeit erprobt. Einerseits scheint
eine retrospektive Erhebung von Diabetes-bezogenen Daten bei Personen, die prophylak-
tisch Antihistaminika einnehmen, vor einer Pilotstudie mit Histamin-1-Rezeptor-
Anagonisten sinnvoll und vielversprechend zu sein. Andrerseits scheint eine Pilotstudie mit
Histamin-1-Rezeptor-Anagonisten beim Menschen nicht mit gro3en ethischen und prakti-
schen Hindernissen verbunden zu sein. Die guten Ergebnisse im NOD Modell rechtferti-
gen eine Ubertragung auf den Menschen und weiterfiihrende Studien mit Histamin-1-

Rezeptor-Anagonisten zur Diabetes-Protektion scheinen sehr viel versprechend zu sein.

Ein grol3er einschrankender Faktor fur den Gebrauch von Calcitriol fir die klinische Im-
muntherapie sind dessen Nebenwirkungen auf den Calcium- und Knochenstoffwechsel. Im
hier analysierten Studiendesign an erwachsenen Personen werden keine negativen Effek-
te durch diese Nebenwirkungen sichtbar. Allerdings ware die Verabreichung von Calcitriol
an Kleinkinder vor der Entwicklung von Inselautoimmunitat die Therapieform, die mit dem
groten positiven Effekt verbunden ware. Die Nebenwirkungen auf den Knochen- und
Calciumstoffwechsel, deren Funktionen gerade bei Kleinkindern maximale Bedeutung ha-
ben, macht solche Interventionen derzeit unmaoglich. Ein Anliegen der Forschung ist es
Calcitriol-Analoga zu entwickeln, die verminderte oder keine calcamische und eine ver-
starkte immunmodulatorische Aktivitat verglichen zum Ausgangsmolekul besitzen (van
Halteren 2002, Zugel 2002, Gregori 2002, Van Etten 2003). Im Widerspruch zu solchen
nicht calcamischen Analoga stehen die Beobachtung, dass die calcamische Wirkung von
Calcitriol fur die Behandlung von Autoimmunkrankheiten notwendig zu sein scheint, und
die Annahme, dass die Unterdrickung von Autoimmunkrankheiten sogar neben der akti-
ven Form von Vitamin D3 eine adaquate oder hohe Calciumzufuhr notwendig macht (De-

Luca 2001). Weitere intensive Forschung auf diesem Gebiet scheint erforderlich zu sein.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Typ 1 Diabetes mellitus ist eine chronische, multifaktorielle Autoimmunerkrankung, die aus
einer Zerstorung der insulinproduzierenden pankreatischen B-Zellen durch das kérperei-
gene Immunsystem resultiert. Verschiedene Studien im Tiermodell deuten darauf hin,
dass bei der Pathogenese T-Helfer-1-Zellen pathogen und T-Helfer-2-Zellen protektiv wir-
ken. Ebenfalls werden die Unterdriickung von regulatorischen T-Lymphozyten, Modulatio-
nen der Antigenprasentation durch Veranderungen der prasentierenden Zelltypen und Ein-
flisse von B-Lymphozyten und die von B-Lymphozyten sezernierten Antikorper als Auslo-

ser der Autoimmunreaktion diskutiert, die zum Typ 1 Diabetes fuhrt.

Das Tiermodell der NOD (nonobese diabetic) Maus entwickelt spontan autoimmunen Dia-
betes, der bezlglich der Genetik und dem Immungeschehen dem humanen Typ 1 Diabe-
tes sehr ahnlich ist. Dieses Modell ist daher geeignet um die Pathogenese und Therapien
der Erkrankung zu untersuchen. Inhalt dieser Arbeit war die Durchfliihrung von sechs ver-
schiedenen innovativen Therapieansatzen mit dem Ziel die Entwicklung von Autoimmun-
diabetes im Tiermodell und beim Menschen zu verhindern. Zu diesen Therapieansatzen
zahlen immunmodulatorische (Immunisierungen, Antikérpertransfer), nutritive (Gluten, Gli-
adin) und pharmakologische Interventionen (Mucin, Histamin-Rezeptor-Antagonisten, Vi-
tamin D3), die vor allem in sehr frGhen Stadien der Krankheitsentstehung ansetzen. Als
Endpunkt der Therapieansatze wurde vorrangig die Manifestation von Autoimmundiabetes
analysiert. In einem Studienteil stellt der C-Peptid-Erhalt den Studienendpunkt dar, da die-
se Intervention bei Personen mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes getestet wurde. Bei
allen Therapiestudien wurden Surrogatparameter als sekundare Marker bestimmt, die
mogliche Veranderungen im Immungeschehen aufzeigen sollen. Dazu zahlen humane
und murine Insel(auto)antikdrper, murine Anti-Gliadin- und Anti-Tetanus-Toxoid-Antikérper

und murine Zytokine.

Durch Insulin-Immunisierung kann bekanntermaf3en die Entstehung von Autoimmundiabe-
tes bei NOD Mausen verhindert werden. NOD Weibchen wurden vor bzw. wahrend einer
Trachtigkeit mit Insulin, Glucagon als Kontrollantigen und Natriumchlorid in Kombination
mit Inkomplettem Freund’schem Adjuvanz immunisiert um zu untersuchen, ob die Mutter-
tiere ihren Diabetes-Schutz transplazentar auf ihre Nachkommen Ubertragen konnen. In
einer ahnlichen Untersuchung wurde beim Menschen gepruft, ob der Transfer von mutter-
lichen Insulinantikdrpern und Insel-Autoantikérpern wahrend der Schwangerschaft das

Diabetesrisiko der Kinder beeinflusst. Dazu wurden Kinder von Muttern mit Typ 1 Diabetes
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aus der deutschen BABYDIAB Studie analysiert. Mucin Typ 1 fungiert als Immunsuppres-
sor und soll im Mikromilieu von Tumoren eine T-Helfer-2-Dominanz auslésen. Folglich
wurden NOD Mause mit Mucin Typ 1 oral Uber das Trinkwasser behandelt. Glutenfreie
Ernahrung ist im NOD Mausmodell bekanntermalRen mit einer Verringerung der Diabetes-
Inzidenz verbunden und der Glutenbestandteil Gliadin ist als immunreaktives Protein der
Autoimmunerkrankung Zoliakie bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte aufgeklart wer-
den, welcher Zeitraum im Leben von NOD Mausen kritisch fur die Auswirkung von gluten-
freier Ernahrung auf die Entwicklung von Autoimmundiabetes ist, und ob Gliadin das dia-
betogene Weizenprotein ist. Es wurde publiziert, dass nach Ligation von Histamin an His-
tamin-1-Rezeptoren andere Zytokin- und AntikGrperantworten resultieren als nach Ligation
an Histamin-2-Rezeptoren. NOD Mause wurden Uber das Trinkwasser oral mit Histamin-
Rezeptor-antagonistischen pharmakologischen Substanzen behandelt, wobei die Behand-
lung mit Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten eine Verschiebung hin zum regulatorischen
Immunphanotyp und Diabetes-protektive Effekte auslosen sollte. Von der aktiven Vitamin
Ds-Form, dem Calcitriol, ist bekannt, dass es durch Reduktion der Antigenprasentation
und Induktion von regulatorischen T-Zellen und toleranten dendritischen Zellen Diabetes-
protektiv wirken kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zwischenauswertung einer Pi-
lotstudie durchgefuhrt, die erwachsene Personen mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes

uber neun Monate taglich oral mit Calcitriol behandelt.

Von vier im NOD Mausmodell durchgeflihrten Studien hatten zwei Therapien Diabetes-
protektive Auswirkungen. Glutenfreie Erndhrung in zwei verschiedenen Zeitfenstern und
glutenfreie Ernahrung mit Gliadinzusatz fuhrten zu signifikant verringerten Diabetes-
Inzidenzen. Der Zeitraum von zwei Lebenswochen direkt nach der Entwéhnung von den
Muttertieren (vierte und finfte Lebenswoche) scheint der kritische Zeitraum zu sein, in
dem glutenfreies Futter schiutzende Auswirkungen auf die Diabetesentwicklung der NOD
Mause hat. Dieser protektive Effekt konnte durch Gliadingaben nicht aufgehoben werden,
was gegen eine immunreaktive Rolle von Gliadin im Autoimmundiabetes spricht. Die Be-
handlung mit Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten fihrte ebenfalls zu einer signifikanten
Verringerung der Diabetes-Inzidenz der NOD Mause. Beim Menschen flhrte die Auswer-
tung der Nabelschnur(auto)antikorper von Kindern von Muttern mit Typ 1 Diabetes zu ei-
nem Uberraschenden Ergebnis. Das Vorhandensein von Autoantikorpern gegen GADA
und/oder IA-2A war im Vergleich zu Kindern ohne Autoantikérper im Nabelschnurblut mit
einer signifikanten Verringerung des Diabetesrisikos und des Risikos fir Inselautoimmuni-

tat korreliert. Die Auseinandersetzung des fetalen Organismus mit Inselautoantikdrpern
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gegen GAD und/oder IA-2 scheint die Kinder vor Typ 1 Diabetes zu schitzen. Das Vor-
handensein von Insulinantikdrpern im Nabelschnurblut war dagegen nicht mit dem Diabe-

tesrisiko der Kinder assoziiert.

Keine Diabetes-protektiven bzw. die p-Zellfunktion erhaltenden Auswirkungen konnten flr
zwei Interventionsstudien im NOD Modell und fir die Calcitriolintervention gefunden wer-
den. So konnte durch Insulin-immunisierungen in Kombination mit Inkomplettem
Freund'schem Adjuvanz im Zeitraum der Trachtigkeit erstmals eine signifikante Verringe-
rung der Diabetes-Inzidenz bei den Muttertieren, nicht aber bei deren Nachkommen er-
reicht werden. Die von Insulin-lmmunisierungen ausgehenden schitzenden Faktoren
scheinen die Plazenta nicht zu durchwandern. Allerdings war die Konfrontation des Fetus
mit Insulin(auto)antikorpern auch nicht mit einem destruktiven Einfluss auf die Entwicklung
von Autoimmundiabetes assoziiert, was frihere Berichte widerlegt. Die orale Therapie mit
Mucin Typ 1 Uber das Trinkwasser konnte die Diabetes-Inzidenz von NOD Mausen nicht
verringern. Bei der durchgefiuihrten Zwischenauswertung der Calcitrioltherapie bei Perso-
nen mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes liegt kein signifikanter Anstieg der C-Peptid-
reserven nach den Calcitrioleinnahmen vor. Allerdings wird auch kein negativer Effekt

deutlich, was flr die Sicherheit der durchgeflhrten Intervention spricht.

Bei den Analysen der verschiedenen Surrogatparameter konnten Veranderungen der
Marker im Rahmen folgender Therapiestudien im NOD Modell und beim Menschen aufge-
zeigt werden. Insulin-Immunisierungen fuhrten zu signifikant erhohten Insulinantikrperti-
tern von NOD Muttertieren bei der Entbindung, welche noch bei vier, aber nicht mehr bei
zehn Lebenswochen im Serum der Nachkommen nachweisbar waren. Folglich scheinen
Insulin-Immunisierungen keinen Einfluss auf die Inselautoimmunitat der Nachkommen zu
nehmen. Die Intervention mit Mucin Typ 1 fUhrte zu signifikant erhdhten Insulinautoanti-
korpertitern am Lebensende. Daher scheint Mucin Typ 1 tatsachlich Auswirkungen auf das
Immunsystem zu haben, die in dieser Studie die Diabetesentwicklung allerdings nicht be-
einflusst. Glutenfreie Ernahrung plus Gliadinzusatz flihrte, den Voruntersuchungen ent-
sprechend, zu signifikant verringerten Insulinautoantikorpertitern bei zehn Lebenswochen.
Die Behandlung der Kontrollmause mit Histamin-2-Antagonisten flhrte zu signifikant er-
héhten Insulinautoantikérpertitern bei zehn Lebenswochen. Das belegt, dass Histamin-

Rezeptor-Antagonisten Einfluss auf das Immunsystem nehmen kénnen.

Keinen Effekt auf die gemessenen Surrogatparameter zeigte die Calcitriolstudie. Es konn-

ten keine signifikanten Verschiebungen der Insulinantikbrpermengen und -subklassenanti-
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korpermengen detektiert werden. Folglich ist in diesem Stadium der Interventionsstudie

kein Einfluss von Calcitriol auf das Immunsystem nachweisbar.

Die Messung der Anti-Gliadinantikdrper bei den Mausen mit veranderter Glutenzufuhr bei
zehn Lebenswochen zeigte signifikant verringerte Antikrpermengen bei den glutenfrei
ernahrten Tieren im Vergleich zu den glutenfrei plus Gliadinzusatz ernahrten Mausen. Das
entspricht den Erwartungen und belegt die Gliadin-Prasenz bzw. -Abwesenheit in den ver-
schiedenen Futtervariationen. Weder durch die gemessenen Insulin- oder Anti-Tetanus-
Toxoid-Subklassenantikérper noch durch die Zytokinausschuttungen der Milzzellen im
Rahmen des Studienteils mit den Histamin-Rezeptor-Antagonisten konnten signifikante
Veranderungen im Immungeschehen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis ist im Hin-
blick auf die durch diese Intervention erreichte Diabetes-Reduktion Uberraschend. Bei den
behandelten Personen der Calcitriolintervention wurden verschiedene Safety-Parameter
gemessen. Die Analyse dieser Parameter zeigt sehr deutlich, dass eine Calcitriolsupple-
mentierung entsprechend dem Studiendesign keine negativen Auswirkungen auf den
Stoffwechsel verursacht. Das lasst zuklnftige Ausweitungen dieser Intervention auf groRe-

re Studienpopulationen zu.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit sind verschiedene Therapieansatze fur zuklnftige An-
wendungen beim Menschen denkbar. Die fetale Konfrontation mit Autoantikdrpern gegen
GAD und/oder IA-2 scheint Kinder vor der Entwicklung von Inselautoimmunitat und Typ 1
Diabetes zu schitzen. Verabreichungen von humanen Anti-GAD- und Anti-IA-2-
Antikérpern durch Injektionen bei schwangeren Frauen wirden solch eine Konfrontation
induzieren. Diese Therapie ware eine wenig aufwendige und elegante Methode um in ei-
ner sehr frihen Lebensphase die Entwicklung von Typ 1 Diabetes zu beeinflussen. Der
Diabetes-protektive Einfluss von glutenfreier Nahrung im Zeitraum nach dem Abstillen wird
bereits bei Kindern getestet: Kinder mit einem hohen Diabetesrisiko werden im ersten Le-
bensjahr glutenfrei ernahrt. Wenn fur diese einfach durchfuhrbare Therapie tatsachlich ein
Diabetes-protektiver Effekt nachweisbar wird, ware eine Modulation des Immunsystems
mit einem naturlichen nutritiven Faktor ohne pharmazeutischen Eingriff mdglich, fur den
eine grolde Akzeptanz zu erwarten ist. Dartber hinaus scheint es sehr wichtig zu sein den
immunreaktiven Faktor ausfindig zu machen, der den diabetogenen Effekt von Getreide
verursacht. Ebenfalls sollte eine zukunftige Verifizierung und Aufklarung der protektiven
Wirkung von Histamin-1-Rezeptor-Blockierungen auf die Entstehung von Autoimmundia-
betes durchgefiihrt werden. Dieser Therapieansatz ist sehr viel versprechend und eine

Ubertragung auf den Menschen scheint gerechtfertigt zu sein.
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