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1. Einleitung

Schwerpunkte der aktuellen Pathogeneseforschung zum Typ 1 Diabetes (T1D)
gelten heute der Charakterisierung der praklinischen Inselautoimmunitat beim
humanen T1D sowie im Tiermodell der NOD (Non-obese-diabetic)-Maus. 1989
wurde die weltweit erste und groRte prospektive Studie zur Atiologie und
Pathogenese des humanen T1D, die BABYDIAB-Studie unter der Leitung von Prof.
A.-G. Ziegler am Institut fur Diabetesforschung in Minchen begonnen. Diese
untersucht die Entwicklung humoraler Inselautoimmunitat in Relation zu genetischen
und Umweltfaktoren bei Kindern von Eltern mit T1D vom Zeitpunkt der Geburt an
(Roll et al 1996/ Ziegler et al 1999/ Ziegler et al 2003). Eines der ersten
Hauptergebnisse war, dass Inselautoimmunitat bereits sehr frih in den ersten beiden
Lebensjahren entsteht. Neben der BABYDIAB-Studie haben eine Vielzahl weiterer
internationaler Forschungsprojekte in den letzten 10 Jahren enorme Fortschritte auf
dem Weg zu einer differenzierteren Immundiagnostik erzielt um das Auftreten von
Inselautoimmunitat in der praklinischen Phase praziser vorherzusagen und damit die

diagnostische Basis fur gezielte Immuninterventionen zu schaffen.

Der Typ 1 Diabetes (T1D) ist eine erbliche, chronische Stoffwechselerkrankung
multifaktorieller Genese, bei der im Rahmen eines Autoimmunprozesses eine
kontinuierliche selektive Zerstdrung der insulinproduzierenden R-Zellen des
Pankreas durch das korpereigene Immunsystem erfolgt. Das Versiegen der
Insulinproduktion fuhrt letztendlich zu einem absoluten Mangel an Insulin und damit
zur klinischen Manifestation der Erkrankung.

Der Bericht des Expert Comittees zur Diagnose und Klassifikation des Diabetes
mellitus aus dem Jahr 1997 unterscheidet atiologisch 3 Diabetesformen:

Typ 1 Diabetes, Typ 2 Diabetes und andere spezifische Typen wie z.B. genetische
Defekte in der 3-Zellfunktion (friher MODY) oder Gestationsdiabetes.

In Deutschland betragt die Pravalenz fir den T1D aktuell etwa 0,7 Prozent. Die Zahl
der Neuerkrankungen hat in den letzten Jahren weltweit stetig zugenommen
(Michaelis et al 1993/Krolewski et al 1987).



Im Zeitraum von 1993 bis 1994 fand sich beispielsweise in der Region Dusseldorf bei
Kindern und Jugendlichen im Alter unter 15 Jahren eine T1D - Inzidenz von 13,4
/100.000 Einwohner pro Jahr (Giani/ Rosenbauer 1996). In den neuen
Bundeslandern stieg die Inzidenz dabei vor allem in der Altersgruppe von 10 bis 19
Jahren, von 5,6 auf 11,8 Diabetiker pro 100.000 Einwohner pro Jahr (Michaelis et al
1993). Dabei bestehen erhebliche regionale Unterschiede, z. B. zeigte die ESPED-
Studie  (Erfassung  seltener  padiatrischer  Erkrankungen), dass die
Neuerkrankungsrate in landlichen Regionen deutlich niedriger als in urbanen
Gebieten liegt. Im Jahre 1993 und 1994 wurde dabei im Rahmen einer bundesweiten
Untersuchung bei Kindern im Alter unter 5 Jahren eine T1D - Inzidenzrate von 6,6
pro 100.000 Personenjahre ermittelt (Rosenbauer et al 1996). In Finnland, das
weltweit zurzeit die hochste Rate an Neuerkrankungen aufweist, ist sie doppelt so
hoch wie noch vor 30 Jahren (Green et al 1998/ Karvonen et al 2000/ Akerblom et al
1985).

Die rasche weltweite und stetige Zunahme der Erkrankungshaufigkeiten kann dabei
nicht durch eine entsprechend beschleunigte Verbreitung von Suszeptibilititsgenen
erklart werden, sondern legt eine Mitbeteiligung verschiedener Umweltfaktoren an
der Krankheitsentstehung nahe. Von den diskutierten Umweltfaktoren stand in den
letzten Jahren besonders die Bedeutung von Ernahrungsbedingungen, Impfungen
und Infektionen im Mittelpunkt der Diskussion (Viskary H et al 2005/ Viskary et al
2004/ Ziegler et al 2003/ Hummel et al 2002).

Insbesondere enteroviralen Infektionen wird in einer Vielzahl von aktuellen
internationalen Studien eine Triggerfunktion bei der Initierung und Beschleunigung
des Autoimmunprozesses bei der Entstehung des T1D zugeschrieben. Dabei muss
bedacht werden, dass fast samtliche Befunde, die eine Assoziation zwischen
enteroviralen Infektionen und der Entwicklung eines T1D nahe legen, in
skandinavischen Landern - und dort ganz besonders in Finnland - gemacht wurden
und diese Befunde bislang nicht in weiteren Studien aus anderen Landern bestatigt
werden konnten. Umso bedeutsamer war es deshalb fir uns, in der vorliegenden
Arbeit, die Rolle der zur Familie der Enteroviren gehérenden Coxsackieviren im
Zusammenhang mit der Entstehung und Progression der Inselautoimmunitéat im

Rahmen der prospektiven BABYDIAB-Studie zu untersuchen.



Die aktuelle Bedeutung der ,Enterovirus-Hypothese* zeigt sich auch an der im Jahr
2000 begonnenen europaischen, von der EU geforderten INCO-Multizenterstudie,
welche in der nicht-diabetischen Allgemeinbevdlkerung (Neugeborene, Schulkinder
und Schwangere) aus 8 européischen Landern die Pravalenz von Antikdrpern gegen
verschiedene Enteroviren in Relation zur Typl-Diabetes-Pravalenz untersuchte.
Unsere Arbeitsgruppe hatte hier als einziger Vertreter aus Deutschland an dieser
Untersuchung teilgenommen.

Seit 2005 nimmt die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Ziegler als eines von drei
europdaischen Zentren teil an der internationalen TEDDY (Trial to evaluate the
determinants of diabetes in the young)-Studiengruppe, bei der Kinder mit einem
erhohten genetischen Risiko fiir einen Typ 1 Diabetes von Geburt an engmaschig
und prospektiv Uber 23 Jahre untersucht werden. Ziel dieser grofdten Typ 1
Diabetesstudie aller Zeiten ist es, genetische und Umweltfaktoren noch genauer zu
evaluieren um herauszufinden welche Ursachen fir die Entstehung von
Inselautoimmunitat verantwortlich sind und welche Faktoren den Verlauf der
Immunantwort aggravieren oder attenuieren kénnen. Die Rekrutierung von Kindern in

diese Studie lauft von Beginn an sehr erfolgreich.

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel im Rahmen der BABYDIAB-Studie den Einfluss
von Coxsackievirusinfektionen wahrend der Schwangerschaft bzw. der frihen
Kindheit auf die Entstehung von Inselautoimmunitat bei den Nachkommen von Typ 1

Diabetikern zu evaluieren.



1.1 Atiologie und Pathogenese des Typ 1 Diabetes

1.1.1T-Lymphozyten bei Typ 1 Diabetes (T1D)

Der T1D ist eine chronische Erkrankung, bei der es auf der Grundlage einer
genetischen Pradisposition zu einer Autoimmuninsulitis mit konsekutiver Zerstérung
der R-Zellen der Langerhansschen Inseln und absolutem Insulinmangel kommit.
Mdoglicherweise ist dabei die Entstehung der Insulitis Uberwiegend genetisch
determiniert, wobei Umweltfaktoren die weitere Progression entweder beschleunigen
oder aber inhibieren kdnnten.

Uber die Dynamik der R-Zellzerstérung im Verlauf des Autoimmunprozesses bei Typ
1 Diabetes bestehen dabei nur unzureichende Kenntnisse. Das klassische Modell
von G. Eisenbarth geht vereinfacht von einem linearen Verlust der 3-Zell-Masse aus
wobei sich dieser Verlust proportional zur Aktivitat des Autoimmunprozesses verhalt,
welche durch das Vorhandensein von zirkulierenden Insel-Antikdrpern abgeschéatzt
werden kann (Eisenbarth 1986/ Atkinson 2001/ Verge et al 1996).

Andere Modelle vermuten in Analogie zu den Beobachtungen im Tiermodell der
NOD-Maus auch bei der humanen Inselautoimmunitat wahrend der praklinischen
Phase Perioden von latenten und aktiven Phasen der Immunantwort (Kolb 1997/
Shimada et al 1996).

Eine wesentliche pathogenetische Rolle spielen nach heutiger Auffassung
spezifische T-Helferzellen, die Thl- bzw. Th2-Lymphozyten. Sie sind Trager der
zellularen Immunitat bzw. humoralen Immunitét, die als entzindliche Infiltrate bei in-
situ Untersuchungen der Langerhansschen Inseln insbesondere bei Ausbruch der
Diabeteskrankheit nachgewiesen werden kdnnen (Bottazzo et al 1985). Ob die
zellulare Immunantwort relativ spat im Verlauf des Autoimmunprozesses nach einer
latenten Phase nicht-destruktiver Th2-dominierter Immunantwort entsteht (Kolb 1997/
Schloot et al 2002) oder spontan und relativ friith mit einer Immunantwort gegen ein
primares Autoantigen beginnt, die sich dann in Form eines Spreadings gegen weitere

Autoantigene ausbreitet (Tian et al 1998/ Tian et al 1999) ist dabei unklar.



Die beiden Lymphozytenpopulationen beeinflussen sich dabei gegenseitig Gber eine
Ausschuittung von Zytokinen und wirken immunmodulatorisch:

Thl-Zellen fuhren Uber die Ausschittung von spezifischen Mediatoren (z.B.
Interferon vy, Interleukin IL-2,TNF) zu entzindlichen, autodestruktiven Prozessen im
Sinne einer Beschadigung und Zerstdérung der Inselzellen, wahrend die als
Gegenspieler fungierenden Th2-Zellen insbesondere Interleukin 4 und 10
sezernieren und bei Thl-dominierten Autoimmunerkrankungen protektiv wirken
kénnen (Tisch et al 1996/ Scott 1993/ Paul u. Seder 1994).

Die erwdhnten Lymphokine sind beféhigt ihre Produktionsorte jeweils gegenseitig zu

hemmen und scheinen als immunologische Effektormolekile an der Zerstérung der
3-Zellen beteiligt zu sein (Mandrup-Poulsen et al 1986).

Verschiedene Studienergebnisse legen nahe, dafd es beim T1D durch unspezifische
Umweltfaktoren zu einem Ungleichgewicht der T-Helferzellen mit einem Uberwiegen
der Thl-Zellen kommt, die Uber die Ausschittung der genannten Mediatoren die
Zerstorung der insulinproduzierenden 3-Zellen einleiten. Eine erhdhte Th1/Th2-Ratio
fordert, eine erniedrigte Th1l/Th2-Ratio bremst demzufolge dieses Phanomen
(Liblau et al 1995/ Oldstone 1988).

Inzwischen wurden auch The- und Ths-Zellen identifiziert, die ebenso regulatorische
Eigenschaften bei autoimmunen Entziindungsprozessen besitzen. Deshalb wird
heute das etwas zu reduktionistische dichotome Th1-Th2-Modell zunehmend
zugunsten eines allgemeineren Konzeptes verlassen, in dessen Mittelpunkt
immunregulatorische T-Zellen ohne feste Zuordnung zum Th1l- oder Th2-Phanotyp
stehen (Jaeckel et al 2005).

In aktuellen Studien zeigte sich, dass von dem Pankreas benachbarten Lymphknoten
von Typ 1 Diabetikern T-Zellen extrahiert werden konnten, die ein Epitop des
Humaninsulins erkannten (Kent et al 2005). Auch wurde parallel bei NOD-Mausen
ein Epitop des Insulinmolekils neu identifiziert, dass fur die Entstehung eines
autoimmunen Typ 1 Diabetes eine entscheidende Rolle spielt (Nakayama et al
2005).



1.1.2 Insel-Antikérper und Typ 1 Diabetes

Neben der Zerstorung der 3-Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas durch
Thl-Lymphozyten, Naturliche Killerzellen und Makrophagen lasst sich der
Autoimmunprozess  durch  das  Auftreten  spezifischer  Insel-Antikérper
charakterisieren.

Ihnen kommt eine entscheidende Rolle in der Diagnostik, und, da sie oft schon Jahre
vor der klinischen Manifestation im Serum nachweisbar sind, auch in der Pradiktion
des T1D zu (Roll u. Ziegler 1997/ Bonifacio et al 2004).

Die vier bedeutendsten und fur die Pradiktion und Differentialdiagnose aussage-
kraftigsten Antikorper sind gegen Inselzell-Antigene (ICA), Protein-Tyrosin-
phosphatase [A-2 (IA-2A), Glutamatdecarboxylase (GADA) und Insulin (IAA)
gerichtet.

Inselzell-Antikdrper (ICA) wurden erstmals 1974 von Doniach und Bottazzo entdeckt.
Sie reprasentieren Immunglobuline der Klasse IgG, die auf Gefrierschnitten von
humanem Pankreas mit verschiedenen Antigenen der Inselzellen reagieren
(Bottazzo et al 1974). Sie sind bei 50-80% der Typ 1-Diabetiker bei Manifestation der
Erkrankung nachweisbar (Irvine et al 1977).

Insulin-Autoantikorper (IAA) wurden 1983 erstmals von Palmer beschrieben (Palmer
et al 1983) und ihre Bedeutung fir die Pradiktion in zahlreichen Studien bestatigt.
IAA sind 3-zellspezifische humorale Immunmarker, die vor exogener Insulintherapie
auftreten, eine hohe Affinitat fur kérpereigenes Insulin besitzen und altersabhangig
bei 16-69 % der neu diagnostizierten Diabetiker im Serum nachweisbar sind (Wilkin
1990). Sie sind insbesondere bei Kindern, aber nur selten bei Erwachsenen
nachweisbar (Karjalainen et al 1989).

In der 2-Jahres Analyse der deutschen BABYDIAB-Studie konnten IAA bei Kindern
im Alter von 2 Jahren ebenfalls als haufigste Insel-Antikérper bestimmt werden und
fehlten bei nur wenigen Kindern mit bestehender Inselautoimmunitat.

Sie erschienen in der Mehrzahl der Falle bevor andere Autoantikérper im Serum von
Probanden nachweisbar waren (Ziegler et al 1999). Neue Befunde zeigen, dass
insbesondere hoch-affine IAA ein deutlich héheres Risiko anzeigen, an TD1 zu

erkranken als niedrig-affine IAA (Schlosser et al 2005).



60 % der Typ | Diabetiker besitzen zum Zeitpunkt der klinischen Manifestation
Antikdrper gegen das GABA-synthetisierende Enzym Glutamatdecarboxylase
(GADA) (Sei3ler et al 1993). Im Zusammenhang mit T1D wurde von Antikérpern
gegen GAD erstmals von Baekkeskov et al 1982 berichtet (Baekkeskov et al 1982).
Die Funktion des Enzyms GAD besteht in der Umsetzung von Glutaminsdure zu
GABA, einem Neurotransmitter im zentralen und peripheren Nervensystem
(Baekkeskov et al 1990).

Daneben kommt GAD auch in den Inselzellen des Pankreas, in Epithelzellen des
Eileiters und in Spermienvorstufen vor (Ellis u. Atkinson 1996). Gegen GAD
gerichtete Antikdrper sind nicht spezifisch fur den T1D, da sie auch im Rahmen
neurologischer Erkrankungen wie dem Stiffman-Syndrom oder dem polyendokrinen
Syndrom auftreten kdnnen (Solimena et al 1990/ Seil3ler et al 1994).

Antikorper, die gegen das Antigen Protein-Tyrosinphosphatase (I1A-2) gerichtet sind,
das sich als identisch mit dem friiher entdeckten (40 -kDa) Fragment eines 64-kDa
Insel-Antigens herausstellte (Payton et al 1995), spielen heute vor allem bei der
Risikoabschatzung im Rahmen der kombinierten Antikérperbestimmung (siehe
unten) eine Rolle und werden bei 60 % der neu diagnostizierten Diabetiker
nachgewiesen (Bonifacio et al 1998). Personen, die zusatzlich zu anderen
Antikdrpern IA-2A aufweisen, entwickeln schneller eine Diabeteserkrankung als
solche ohne IA-2A. Deshalb gilt der Nachweis dieses Insel-Antikérpers im Serum als
Hinweis auf eine besonders schnell verlaufende Zerstérung der 3-Zellen (Christie et
al 1994).

Aufgrund ihrer Sensitivitdt von etwa 98 % und der damit verbundenen verbesserten
Aussagekraft bezuglich der Risikoabschatzung bei Verwandten erkrankter Personen
stellt die kombinierte Antikérperbestimmung inzwischen die Methode der Wahl zur
Pradiktion und Diagnose des T1D dar. Aktuelle Befunde aus unserer Arbeitsgruppe
zeigen, dass die Pradiktion des Diabetes-Risikos durch Bestimmung und
Stratifizierung von Antikérpersubklassen (IAA-1IgG1/2/3/4) (Achenbach et al 2004)
und der IAA-Affinitaten weiter deutlich verbessert werden kann (Schlosser et al
2005). Wahrend im Kindesalter der gemeinsame Nachweis der Insel-Antikorper IAA
und GAD das Screeningverfahren mit der héchsten Sensitivitat darstellt, hat sich im

Erwachsenenalter die Bestimmung von GAD fir die Diabetespradiktion durchgesetzt.



Das Risiko einen T1D zu entwickeln zeigt eine hohe Korrelation mit den im Serum
nachweisbaren Antikdrpern, sowie mit der Hohe der Antikorpertiter. Dabei zeigen
Personen, die lediglich einen Insel-Ak aufweisen kein erhohtes Erkrankungsrisiko in
den folgenden 5 Jahren, wahrend 2 Antikérper das kumulative Risiko auf 20 %
erhbhen und Personen mit 3 oder 4 Antikérper mit einer 70 %-iger
Wahrscheinlichkeit an T1D erkranken (Roll u. Ziegler 1997/ Ziegler et al 1990).

Es zeigte sich, dal’ die angefiihrten Insel-Antikérper bei Neugeborenen diabetischer
Miutter signifikant haufiger nachweisbar sind als in der Normalbevdlkerung, nicht
dagegen bei Kindern deren Vater an T1D erkrankt ist.

Bei Geburt nachweisbare Insel-Antikrper bei Kindern von Mittern mit T1D
reprasentieren transplazentar erworbene Antikorper. Aktuelle Befunde aus der
BABYDIAB Studie zeigen, dass Kinder von Maittern, die bei Geburt Insel-Ak
aufweisen, ein geringeres Risiko besitzen, an TD1 zu erkranken als Kinder ohne
Insel-Ak (Koczwara et al 2004). Ab dem 6. Lebensmonat sind keine Unterschiede
hinsichtlich der Pravalenz der Antikérper zwischen den Nachkommen diabetischer
Miutter und Vater mehr festzustellen, was auf eine de-novo Produktion des kindlichen
Organismus hindeutet (Ziegler et al 1999).

Im Gegensatz zu T-Lymphozyten wirken B-Zellen und die von ihnen gebildeten
diabetesassoziierten Autoantikdrper selbst nicht zelltoxisch, sondern haben als
Antigen-prasentierende  Zellen (APC) moglicherweise immunmodulatorische
Aufgaben im Sinne einer Steuerung des Aktivierungsgrades spezifischer T-Zellen
und damit einer Regulation der Immunantwort des Korpers (Simitsek et al 1995).
Dies erfolgt mit Hilfe der ausschlielBlich auf immunkompetenten Korperzellen
(z.B.Antigen-prasentierenden Zellen) exprimierten HLA-Klasse II-Molekulen, die nach
Antigenbindung der Antigenprasentation gegentuber CD 4 T-Lymphozyten (T-
Helferzellen) dienen. Auf diesem Weg konnen B-Lymphozyten den Autoimmun-

prozess durch Aktivierung von T-Zellen verstarken oder aber inhibieren.



1.1.3 Genetische Pradisposition des Typ 1 Diabetes

Der T1D ist eine Autoimmunerkrankung, die besonders Personen mit bestimmten
genetischen Risikokonstellationen betrifft (Ziegler u. Eisenbarth 1990 / Ziegler et al
1989/ Ziegler et al 1990/ Walter et al 2003). Etwa 5 % der Verwandten ersten Grades
eines Typ | Diabetikers entwickeln diese Erkrankung, bei eineiigen Zwillingen liegt
die Konkordanzrate bei etwa 30-50 % (Barnett et al 1981).

Die Vererbung erfolgt polygen, wobei dem Major Histocompatibility Complex (MHC),
einer Genregion angesiedelt auf dem Chromosom Nr. 6, die grof3te Bedeutung
zukommt. Der MHC enthalt die genetische Information sowohl fur HLA-Klasse-1-
(HLA-A,B,C)-Moleklle, die auf allen kernhaltigen Korperzellen sowie den
Thrombozyten exprimiert werden, als auch fur HLA-Klasse-2-(HLA-DR,DQ,DP)-
Molekule, die ausschlieBlich auf immunkompetenten Zellen des Koérpers (B-
Lymphozyten, aktivierte T-Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen und
Langerhanszellen der Epidermis) zu finden sind. Bedeutsam fir die Pathogenese
des T1D sind die HLA-Klasse-2 Molekile, da sie der Antigenpréasentation gegentber
CD 4 (Helfer)-T-Lymphozyten dienen und damit die Immunantwort regulieren.
Erstmals aufgezeigt wurde diese Beziehung 1973 von Singal und seinen Mitarbeitern
(Singal u. Blajchman 1973).

Um CD4-Helfer-Lymphozyten zu aktivieren missen sie das spezifische Antigen
sowie HLA-Klasse-2 Molekile, wie zum Beispiel HLA-DR an der Membran der
Antigen-prasentierenden Zelle erkennen. Diese Antigene kdnnen von T-Helferzellen
nur dann erkannt werden, wenn sie gemeinsam mit HLA-Molekllen prasentiert
werden. Verschiedene T-Lymphozyten-Subpopulationen reagieren dabei mit dem-
selben Antigen, wenn dieses in Verbindung mit unterschiedlichen HLA-Molekilen
prasentiert wird.

Dieses Phdnomen wird als HLA-Selbst-Restriktion bezeichnet, da die HLA-Molekile
hemmenden Einfluss auf die Aktivierung von T-Lymphozyten austben (Bruserud et
al 1985).

Die Allele DR 4 und DR 3 werden besonders haufig auf immunkompetenten Zellen
von Typ | Diabetikern nachgewiesen: In 95 % der Félle wird mindestens eines der
beiden Risikoallele exprimiert, bei nicht-diabetischen Normalpersonen aber nur in
etwa 40 %.
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Daher scheinen diese Allele lediglich einen pradisponierenden Faktor, jedoch keine
zwingende Voraussetzung fir die Entstehung eines T1D darzustellen (Cudworth u.
Wolf 1982).

Im Gegensatz dazu wirken HLA DR2- und DR5-Allele durch ihren protektiven
Einfluss einer Diabetesentstehung entgegen und sind somit mit dem
Erkrankungrisiko negativ assoziiert (Thomson 1984/ Ziegler u. Eisenbarth 1990).
Weitere genetische Untersuchungen zeigten, dal3 das Risiko des Auftretens eines
Typ 1 Diabetes insbesondere an das Vorhandensein spezifischer DQ-Allele
gebunden ist, die mit den eingangs erwahnten DR-Allelen eng assoziiert sind. Bei
identischen DR-Allelen entscheidet Uber die Diabetesanfalligkeit des Individuums
ausschlief3lich der vorliegende DQ-Haplotyp: Beispielsweise ist der Haplotyp DR4-
DQB1*302 mit einem erhohten Erkrankungsrisiko assoziiert wahrend die
Kombination DR4-DQB1*301 keine Diabetes-Pradisposition darstellt (Ziegler u.
Stand| 1994).

In diesem Zusammenhang konnte im Rahmen mehrerer Studien gezeigt werden,
dal3 innerhalb der kaukasischen Bevdlkerung das Fehlen der Aminoséaure
Asparaginsaure (Asp) an Position 57 der DQR-Kette mit einer erhéhten Inzidenz fur

Typ | Diabetes einhergeht (ReijonenH et al 1991).
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1.1.4 Umweltfaktoren

Nach heutiger Vorstellung entsteht der T1D durch ein komplexes Zusammenspiel
von genetischer Pradisposition und verschiedenen Umweltfaktoren, welche den der
Erkrankung zugrundeliegenden Autoimmunprozess in seinem Verlauf sowohl
beschleunigen als auch inhibieren kénnen. Fir das Vorliegen exogener Faktoren

sprechen folgende Befunde:

1. Eineiige Zwillinge weisen lediglich eine Konkordanzrate von 30-50 % fir den T1D
auf. Somit kénnen die genannten Risikogene bei vorliegender genetischer ldentitat

nicht alleine fiir die Krankheitsentstehung verantwortlich gemacht werden.

2. Abhangig von der geographischen Lage ergibt sich ein unterschiedliches
Erkrankungsrisiko: Ausgehend von den skandinavischen Landern mit den hdchsten
Neuerkrankungsraten nimmt das relative Risiko im Sinne eines Nord-Sud-Gradienten
ab (Diabetes Epidemiology Research Group 1988). So wurde nérdlich des Aquators
eine Diabetesinzidenz bis zu 35 pro 100.000 ermittelt, wéhrend in L&ndern der
sudlichen Hemisphare die Inzidenz bei Kindern unter 15 Jahren 15 pro 100.000 nicht
Uberschreitet (Karvonen et al 1993). Die einzig bekannte Ausnahme stellt die
Mittelmeerinsel Sardinien dar, bei der aus bisher noch ungeklarten Ursachen tber
Inzidenzen von bis zu 29 pro 100.000 im Jahr 1990 berichtet wurde (Songini et al
1993).

3. Die Inzidenz des T1D nimmt weltweit zu (Krolewski et al 1987/ Giani et al 1996 /
Rosenbauer et al 2002). Dieser deutliche Anstieg der Neuerkrankungsraten um
jahrlich etwa 3 % kann keinesfalls alleine durch eine Frequenzzunahme von HLA-

Risikoallelen erklart werden.

4. Verschiedene Migrationsstudien zeigen, dald die Nachkommen von Einwanderern
aus geographischen Regionen mit geringerer Diabetesinzidenz bereits ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko aufweisen, welches nach einiger Zeit das ihres Einwanderungs-
landes erreicht (Bodansky et al 1992/ Eliott 1992/ Patrick et al 1989).
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5. Ebenso rickt heute die in vielen Landern der westlichen Welt zunehmende
Haufigkeit eines Ubergewichts und damit verbundener Insulinresistenz im
Kindesalter in den Blickpunkt. Die Akzelerator-Hypothese geht davon aus, dass die
Manifestation eines T1D im Kindesalter durch Ubergewicht (Insulinresistenz)
vorverlegt wird. Aktuelle Daten einer Studie aus England bei 94 Kindern mit Typ 1
Diabetes, unterstitzen dieses Konzept (Wilkin et al 2002). Diese Beobachtung muss
bei der Interpretation einer steigenden Inzidenz des T1D im Kindesalter heute sicher

zunehmend bedacht werden.

Eine Vielzahl epidemiologischer Studien, fast ausnahmslos Fallkontrollstudien,
beschrieben eine mehr oder weniger starke Assoziation zwischen Umweltfaktoren
und einem erhohten Risiko, an T1D zu erkranken.

Dabei galt bislang generell, dass fir ein und denselben Umweltfaktor oft
widerspruchliche Befunde publiziert wurden und dass, mit Ausnahme der konnatalen
Roteln- und CMV-Infektion, bis vor kurzem kein Umweltfaktor identifiziert werden
konnte, der fur die Krankheitsentstehung des Typ 1 Diabetes &tiologisch relevant ist.
Allerdings zeigten Studien aus unserer Arbeitsgruppe und aus der DAISY- Gruppe
aus Denver erstmals, dass die Gabe von glutenhaltiger Nahrung vor dem 3.
Lebensmonat (BABYDIAB-Studie) bzw. zwischen dem 3. und 6. Lebensmonat
(DAISY) mit einem erhohten Risiko, Insel-Antikdrper zu entwickeln, assoziiert war
(Ziegler et al 2003/ Norris et al 2003).

» Erndhrungsfaktoren

Nach den Ergebnissen einiger alterer Fallkontrollstudien sollten eine frihkindliche
Kuhmilchexposition und eine verkirzte Stilldauer (< 3 Monate), das Risiko an T1D zu
erkranken, erhohen. Nach Gerstein et al spielte vor allem der Zeitpunkt der
EinfUhrung von Kuhmilchproteinen in die Sauglingsnahrung eine wesentliche Rolle,
da Kinder, denen bereits vor dem 4. Lebensmonat Kuhmilchproteine zugefuttert
worden war, im Verlauf haufiger einen insulinabhangigen Diabetes entwickelten
(Gerstein 1998). Umgekehrt konnte bei Kindern aus Finnland ausschlief3liches Stillen

wahrend der ersten 3-4 Lebensmonate als protektiver Faktor ermittelt werden.
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Im Gegensatz zu diesen zahlreichen Fall-Kontrollstudien konnten prospektive
Studien keine Assoziation zwischen friher Kuhmilchexposition, bzw. kurzer Stilldauer
und einem erhoéhten Typ 1 Diabetes mellitus -Risiko finden, so auch die aktuellen
Publikationen aus der BABYDIAB-, und der DAISY-Studie (Norris et al 2003/ Ziegler
et al 2003).

So zeigte die BABYDIAB-Studie, daf} Kinder Typ 1 diabetischer Miutter, die im
Verlauf der ersten Lebensjahre Insel-Antikorper entwickelten, nicht kirzer gestillt
wurden, oder friher Kuhmilchprodukte in der S&uglingserndhrung erhielten, als
Nachkommen, die keine Insel-Antikdrper entwickelten (Hummel et al 2000).

Dies galt insbesondere auch fur jene BABYDIAB- Kinder, die einen HLA-Genotyp
aufwiesen, der mit einem stark erhéhten Risiko fur Typ 1 Diabetes assoziiert ist.
Diese Ergebnisse stimmen mit den anderen prospektiven Studien aus den U.S.A.
und Australien tberein, die ebenfalls keine Assoziation zwischen der Stilldauer bzw.
der Einfihrung von Kuhmilchproteinen und dem Auftreten von Inselautoimmunitét
nachweisen konnten (Norris et al 1996)/ Couper et al 1999). Dagegen zeigte sich in
einer Studie im BABYDIAB-Kollektiv ein signifikant erhthtes Risiko fur die
Entstehung von Insel-Antikorpern bei Kindern, die bereits in den ersten drei
Lebensmonaten glutenhaltige Nahrungszusatze erhalten hatten (Ziegler et al 2003).
Neben der Stilldauer und der Einfuhrung von Kuhmilchproteinen in die Nahrung
wurden noch weitere Erndhrungsfaktoren und deren moglicher Einfluss auf die
Diabetesentstehung bei Kindern im Rahmen nicht-prospektiver Fall-Kontrollstudien
untersucht.

Wahrend eine Arbeitsgruppe aus Kanada keinen Anhalt flir einen statistisch
signifikanten  Unterschied beziuglich des Konsums von nitrosaminhaltigen
Fleischprodukten zwischen einer Gruppe diabetischer Kinder und einer gesunden
Kontrollgruppe finden konnte (Siemiatycki et al 1987), ermittelten andere Studien
Nahrungsmittel mit einem hohen Nitrosamingehalt (Dahlquist et al 1990) bzw. einem
hohen Protein- oder Kohlenhydratanteil bei Kindern bestimmter Altersgruppen als
Risikofaktor fur Typ 1 Diabetes (Dahlquist et al 1991).
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 Perinatale Determination

Eine Inkompatibilitat im ABO-Blutgruppensystem zwischen mautterlichem und
kindlichem Blut sowie ein hohes Geburtsgewicht wurden in einigen Studien ebenfalls
als pradisponierende Faktoren fur die Entstehung des T1D in Betracht gezogen,
wobei verschiedene Arbeitsgruppen diesbezuiglich zu keinem einheitlichen Ergebnis
kamen (Dahlquist u. Kallen 1992/ Walczak et al 1989/ Metcalfe u. Baum 1992).

* Impfungen in friher Kindheit

Zahlreiche Studien, u.a. die BABYDIAB-Studie, die auch den Einfluss von
Impfvakzinen (BCG, HiB, Tetanus, Pertussis, Diphterie, Masern, Mumps, Roteln,
FSME) auf die Entstehung des T1D untersuchten, kamen zu dem Ergebnis, dass die
gemal der Stiko (Standige Impfkommission am Robert Koch-Institut) durchgeftihrten
Impfprogramme die Diabetesinzidenz der jeweiligen Population nicht erhéhten
(Hummel et al 2000).

Auch ergaben sich keine Hinweise fir die von Shehadeh et al aufgestellte These
nach der BCG-Impfungen im Sinne eines protektiven Faktors einer
Diabeteserkrankung vorbeugen sollen (Shehadeh et al 1994).

Eine in Finnland durchgefiihrte Untersuchung (Juhela et al 1999) verglich das
Ausmal3 der zellularen Immunreaktion gegeniber Coxsackievirus B4 in zweli
Populationen, die sich hinsichtlich der dort praktizierten Polio-Schutzimpfung
unterschieden.

Demzufolge wiesen Kinder, die mit einem attenuierten Polio-Lebendimpfstoff
immunisiert wurden eine starkere, durch T-Lymphozyten vermittelte Immunreaktion
gegenuber Coxsackieviren auf als eine Kontrollgruppe, die mit einer inaktivierten
Poliovakzine behandelt worden war. Innerhalb der Population, deren zellulare
Immunreaktion durch die Gabe des Lebendimpfstoffs verstarkt ausgebildet war,
erkrankten deutlich weniger Kinder an T1D.

Deshalb zogen die Autoren die Mdglichkeit in Betracht, dass diese Impfstrategie als
protektiver Faktor Einfluss auf die Rate der Diabetesneuerkrankungen nehmen
konnte.

Eine Studie aus England (Montgomery et al 2002) untersuchte anhand zweier
britischer Geburtskohorten, die von Geburt an bis zum Alter von 30 Jahren bzw. 42
Jahren beobachtet wurden, ob Infektionen mit Pertussis oder Pertussis-Impfungen

Einfluss auf die Diabetesinzidenz in den beobachteten Kollektiven nahmen.
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Die Autoren kamen hier zu der spekulativen Schlussfolgerung, dass eine
Pertussiserkrankung in der Kindheit einen Risikofaktor bzw. eine Pertussis-Impfung
einen protektiven Faktor hinsichtlich des Risikos an einem T1D zu erkranken,
darstellen. Allerdings konnten diese Befunde bislang in keiner weiteren Studie,

insbesondere in keiner prospektiven Untersuchung, bestatigt werden.

» Sozialer Status der Eltern

Interessanterweise wurde die Hypothese aufgestellt, dass Kinder von Eltern, die
einer hoheren sozialen Schicht angehoren ein hoheres Risiko aufweisen an einem
T1D zu erkranken. So berichtete unter anderem La Porte in einer bereits 1981
erschienenen Studie aus Pittsburgh, dass ein hohes durchschnittliches Einkommen
der Eltern auch mit einer erhéhten Diabetesinzidenz ihrer Nachkommen assoziiert
war (La Porte et al 1981). Diese Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen tberein,
die im Tiermodell bei der Non-obese-diabetic-mouse (NOD-Maus) gemacht wurden.
Dabei handelt es sich um eine von Makino et al im Jahr 1980 entdeckte weibliche
Maus, die spontan klinische Symptome einer Typ 1 Diabetes-Erkrankung
entwickelte. NOD-Mause weisen einen signifikanten geschlechtsspezifischen
Unterschied beziglich der Diabetesinzidenz auf: Diese betrdgt bis zur 30.
Lebenswoche 80 % bei den weiblichen, aber weniger als 20 % bei den mannlichen
Tieren. Die spontane Diabetesentwicklung ist der des Menschen sehr ahnlich; sie ist
gekennzeichnet durch eine autoimmune Insulitis mit konsekutiver Zerstérung der
pankreatischen 3-Zellen (Makino et al 1980/ Serreze et al 1988/ Ziegler et al 1989).
Es zeigte sich, dass NOD-Mause, die unter besseren hygienischen Bedingungen,
also einer pathogenarmeren Umgebung aufwuchsen, ebenfalls eine erhdhte
Erkrankungsrate aufwiesen (Ubersicht bei Fuichtenbusch u. Ziegler 1995). Aus dieser
Beobachtung ergab sich die zuletzt heftig diskutierte Hypothese, dass ein
Immunsystem, welches nur mit wenigen exogenen Krankheitserregern konfrontiert
ist, eine nur eingeschrankte Kontrolle tiber autoreaktive Prozesse erlangt. Ahnliche
Beobachtungen wurden z.B. auch fur den Morbus Crohn und andere chronische

autoimmun-entzindliche Darmerkrankungen gemacht.
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* Virale Infektionen

Eine Vielzahl von Fallberichten, der alteste liegt fast 100 Jahre zurlck (Harris 1899),
beobachtete ein gehéauftes Auftreten eines T1D unmittelbar im Anschluss an
Virusinfektionen beziehungsweise einen Anstieg der Diabetesinzidenz nach
Virusepidemien im Epidemiegebiet (Szopa et al 1993). Mit Ausnahme der auf3erst
seltenen kongenitalen Roételn- (Menser et al 1978) und Zytomegalie-Virus-Infektionen
(Pak et al 1988) existieren beziglich der Rolle von Virusinfektionen bei der
Pathogenese des T1D bisher nur wenig gesicherte Daten. Inzwischen gilt als
erwiesen, dass Kinder, die eine kongenitale Rotelninfektion durchgemacht haben
postpartal ein deutlich erhthtes Risiko (ca. 20 %) besitzen an T1D mellitus zu
erkranken, insbesondere wenn sie gleichzeitig eine genetische Risikokonstellation
aufwiesen (Menser et al 1978). Ebenso wurde fir die konnatale Zytomegalie-Virus-

Infektion ein erhdhtes Risiko fur T1D nachgewiesen (Pak et al 1988).

- Enterovirale Infektionen

Neben diesen ,historischen* Untersuchungen riicken heute insbesondere die Familie
der Enteroviren und speziell deren Untergruppe, die Coxsackieviren in den
Blickpunkt. Sie werden aktuell am haufigsten als Risikofaktor fir einen T1D
diskutiert. Dariberhinaus wurden auch immer wieder Ergebnisse veroffentlicht, die
anderen Viren eine Mitbeteiligung an der Pathogenese des T1D zusprechen, wie z.B.
die Rotaviren. Diese stellen die haufigsten Erreger einer Gastroenteritis im
Kindesalter dar und wurden bei Patienten mit einem genetisch bedingten, erhéhtem
Erkrankungsrisiko fur einen T1D fur die Entwicklung von (-Zell-Autoimmunitat
verantwortlich gemacht (Honeyman et al 2000).

Die oben genannten Umweltfaktoren kdonnten auf verschiedene Weise Einfluss auf
die Pathogenese des T1D nehmen. So geht ein hypothetisches Modell von der
Vorstellung aus, dass Antigene, zum Beispiel Nahrungs- oder Virusbestandteile, das
Verhéltnis der Thl- und Th2-Lymphozytenpopulationen zugunsten der autodestruktiv
wirkenden  Thl-(Helfer-)Zellen  verschieben  kénnten, und somit den
Autoimmunprozess, der schlieBlich zur Zerstérung der R-Zellen fihrt, initiieren
(Rabinovitch 1994).
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Der Pathomechanismus, infolge dessen insbesondere Enteroviren an der
Krankheitsentstehung beteiligt sein kodnnten, ist noch ungeklart. Verschiedene
Studien am Tiermodell der NOD-Maus legen nahe, dass bestimmte Viren einen
Tropismus fur B-Zellen aufweisen und auf diese Weise eine direkte Zelllyse
verursachen kénnten. Andererseits besteht auch die Mdglichkeit, da’ 3-Zellen, die
von Enteroviren befallen sind, im Rahmen einer indirekten, also virusinduzierten,
Immunreaktion zerstort werden (Jenson et al 1980).

Die bei der direkten Zellzerstérung freigesetzten Inselantigene (ICA) kodnnten
wiederum zur Aktivierung ruhender, autoreaktiver T-Lymphozyten fihren und somit
den Autoimmunprozess zusatzlich verstarken (Horwitz et al 1998).

Enteroviren koénnten aber ebenso eine Rolle als sogenannte "innocent bystander"
spielen. Demzufolge produzieren virusinfizierte Zellen als Ausdruck des
stattfindenden Entziindungsvorgangs bestimmte Thl-assoziierte Zytokine, wie z.B.
IL-2, LI-12 und IFN-y und Radikale, die schlie3lich zum Untergang der [3-Zellen
fuhren (Kolb et al 1995).

Bei der NOD-Maus wurde 1992 erstmals eine homologe Sequenz von 10
Aminosauren zwischen GAD 65 und einem Proteinbestandteil von Coxsackievirus
B4 namens p2C identifiziert (Kaufman et al 1992/ Baekkeskov et al 1990). In einer
Studie, in der die Antikdrperreaktivitat gegentiber GAD und synthetisch hergestelltem
P2C-Protein uberprift wurde, konnten kreuzreagierende Antikdrper nachgewiesen
werden (Hou et al 1994). Es wurde deshalb zunachst spekuliert, dass es Uber diese
Kreuzreaktion im Sinne eines "molekularen Mimikry" zu einer verstarkten und
destruktiven Immunantwort gegen GAD-Antigene auf den (-Zellen und so zur
Zerstorung der insulinproduzierenden Zellen kommen konnte.

Deshalb kamen verschiedene Studien zu dem Ergebnis, dass eine gegen GAD
gerichtete Immunantwort eine wesentliche Voraussetzung fir die Induktion und die
Progression der 3-Zell-Autoimmunitat im Tiermodell darstellt (Kaufman et al 1993/
Tisch et al 1993).

Richter et al konnten bei neumanifestierten Typ | Diabetikern allerdings keine
kreuzreagierenden Antikorper gegen das CVB4-pkc2-Protein nachweisen,
weswegen unwahrscheinlich ist, dass beim Menschen ein Molekulares Mimikry
zwischen Coxsackievirus B4 und GAD-65 eine relevante Rolle spielt. (Richter et al
1994).
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DarUberhinaus haben Individuen, die ausschlie3lich gegen GAD gerichtete
Antikdrper entwickeln, kein erhdhtes Risiko an einem T1D mellitus zu erkranken
(Christie et al 1994/ Gianani et al 1992).

Enterovirale Infektionen, die in den meisten Féllen asymptomatisch verlaufen sind
beim Menschen relativ haufig. Enteroviren gehdéren der Familie der Picornaviren an.
Man unterscheidet heute 67 fir den Menschen pathogene Serotypen die fir mehr als
20 Kklinische Syndrome verantwortlich gemacht werden, darunter Erkrankungen wie
die Poliomyelitis, aseptische Meningitiden und Myokarditiden.

Enterovirale Infektionen zeigen eine jahreszeitliche Haufung in den Sommer- und
Herbstmonaten. Nach erfolgter Inokulation erfolgt die Virusreplikation im
lymphatischen Gewebe des Pharynx und des Darms, bevor sich die Viren Uber den
Blutweg oder intrazellular (iber mononukleéare Zellen) im Organismus ausbreiten.
Anschlie3end erreichen sie die verschiedenen Zielorgane (ZNS, Leber, Pankreas,
Myokard, etc.), wo eine zweite Replikationsphase stattfindet (Graves et al 1997).

Als eine der ersten konnten Gamble et al 1969 dber einen mdglichen
Zusammenhang zwischen dem der Gruppe der Enteroviren zugehorigen
Coxsackievirus B4 (CVB4) und T1D berichten. Dabei fanden sich vor allem in der
Gruppe der an T1D erkrankten Kinder unter 2 Jahren erhdhte Antikorpertiter fur
Coxsackieviren im Vergleich zu einer beziglich des Alters gematchten, nicht-
diabetischen Kontrollgruppe (Gamble et al 1969).

Im Jahre 1979 gelang Yoon und seinen Mitarbeitern dann das Anzichten einer
Kultur von Coxsackievirus B4 aus dem Autopsiematerial des Pankreas eines 10
jahrigen Jungen, der an seinem neudiagnostizierten T1D verstorben war (Yoon et al
1979). Aufgrund des cross-sektionalen Designs all dieser epidemiologischer Studien
konnte nicht entschieden werden, ob Pra&-Typ 1 Diabetiker eine erhdhte
Empfanglichkeit flr enterovirale Infektionen besitzen, also enterovirale Infektionen
lediglich ein Epiphdnomen oder aber eine mogliche Ursache fir die Entstehung von
3-Zell-Autoimmunitat darstellen und damit atiologisch relevant sind. Neuere Studien,
die sich vor allem mit der Rolle der Coxsackieviren vom Typ B befassen, berichteten
Uber ein haufigeres Auftreten von enteroviralen Antikdrpern bei Patienten mit neu-
diagnostiziertem T1D (D"Alessio 1992/ Helfland et al 1995/ Hy6ti et al 1995/ Frisk et
al 1992/ Schernthaner et al 1985/ Gamble u. Cumming 1985).
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So fand die finnische, prospektive Studie (DiMe) gehauft erhdhte CV-Antikorpertiter
bei Schwangeren deren Nachwuchs im Verlauf sehr friih (vor dem 3. Lebensjahr)
T1D entwickelte, sowie bei initial gesunden Geschwisterkindern von Typ 1
Diabetikern, die spater ebenfalls erkrankten (Hyo6ti et al 1996).

Auch Dahlquist et al berichteten in einer, auf dem schwedischen Diabetesregister
basierenden Fallkontrollstudie, Uber erhthte enterovirale Antikdrperserumspiegel
(gegen Echo 30/ 9, Coxsackie B5) bei Muttern diabetischer Kinder (Dahlquist et al
1995).

Wahrend diese Ergebnisse mit der Modellvorstellung, dass enterovirale Infektionen
einen akzelerierenden Einfluss auf die klinische Manifestation des T1D ausiben,
Ubereinstimmen, liegen bis heute im Rahmen prospektiver Studien nur wenige und
teils widerspruchliche Daten beziglich der Fragestellung vor, ob enterovirale
Infektionen kausal an der Entstehung der R-Zell-Autoimmunitét beteiligt sind oder
lediglich Sekundarereignisse darstellen, zum Beispiel im Sinne einer erhdhten
Anfalligkeit von 3-Zell-positiven Individuen gegentber enteroviralen Infektionen.

So konnten die Ergebnisse der finnischen DiMe-Studie, in der tber eine Haufung von
enteroviralen Infektionen bei Geschwisterkindern berichtet wurde, die im Verlauf
Inselzell-Antikdrper (ICA) und T1D entwickelten, von der DAISY-Studie aus Denver
nicht bestétigt werden. Graves et al konnten in Serum-/ Speichelproben, bzw.
Rektalabstrichen [3-Zell-positiver Kinder nicht haufiger EV-RNA oder -Antikorper
feststellen als in der Kontrollgruppe ohne nachweisbare R-Zell-Autoimmunitat
(Graves et al 1997).

Da die zahlreichen epidemiologischen Fall-Kontroll-Studien aufgrund ihres Designs
keine kausalen Zusammenhé&nge zwischen EV-Infektionen und Inselautoimmunitéat
aufzeigen konnten sind prospektive Studien erforderlich, um die Rolle von
Umweltfaktoren bei genetisch vorbelasteten Patienten oder Verwandten ersten
Grades zu bewerten.

Um den Einfluss von CV-Infektionen in utero und wahrend der friihen Kindheit auf die
Entwicklung von Inselautoimmunitat beurteilen zu kénnen, wurden CV-Infektionen im
Rahmen einer prospektiven Studie im zeitlichen Zusammenhang mit dem Auftreten
von Inselautoimmunitat bei Nachkommen von Typ 1 Diabetikern innerhalb des
BABYDIAB-Studienkollektivs untersucht.
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Wie grol3 die Herausforderung ist, einzelne Risikofaktoren (Umweltfaktoren) und
deren mdogliche Abhangigkeit bzw. Interaktion mit genetischen Risikokonstellationen
zu identifizieren, die mit einem T1D assoziiert sind, zeigt sich daran, dass sich im
Jahre 2004 alle grossen T1D Forschungszentren weltweit - darunter auch die
BABYDIAB-Gruppe- zusammengeschlossen haben, um TEDDY (The Enviromental
Determinants of Diabetes in the Young) zu starten, eine prospektive Studie von
Geburt an, die tber 200 000 Kinder auf Insel-Ak screenen wird um dann Kinder, die

diese Antikorper aufweisen bis zum 23. Lebensjahr prospektiv zu untersuchen.
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2. Fragestellung

In friheren Fallkontrollstudien wurde Uber ein gehéuftes Vorkommen von Antikorpern
gegen Antigene verschiedener Coxsackieviren bei Patienten mit neudiagnostiziertem
T1D bzw. wahrend der Schwangerschaft bei gesunden Muttern, deren Kinder spater
T1D erkrankten, berichtet (D"Alessio 1992/ Helfland et al 1995/ Frisk et al 1992/
Schernthaner et al 1985/ Gamble u. Cumming 1985).

Unter anderem konnten D”Alessio und seine Mitarbeiter in ihrer retrospektiven Studie
aus dem Jahr 1992 eine erhohte Pravalenz von CVB IgM Antikérpern bei neu
diagnostizierten HLA DR 3 positiven Typ 1 Diabetikern (Alter 0-29 Jahre)
nachweisen, wahrend sich die Pravalenz bei Typ 1 Diabetikern, die dieses Risikoallel
nicht besal3en, statistisch nicht von der (gesunden) Kontrollgruppe unterschied.
Deshalb wurde vermutet, dass Coxsackieviren in der Pathogenese des TD1 eine
Rolle spielen. Ob Coxsackievirusinfektionen jedoch urséchlich an der Initiierung von
3-Zell-Autoimmunitat beteiligt sind oder lediglich deren Entwicklung beschleunigen ist
bislang ungeklart. Ebenso kdnnten die beschriebenen erhéhten CV-Antikérpertiter
bei neumanifestierten Typ 1 Diabetikern auch ein Epiphanomen darstellen, im Sinne
einer allgemein erhthten Anfélligkeit von R-Zell-positiven Individuen gegenuber
verschiedenen Virusinfektionen, darunter Erkrankungen an Coxsackieviren.

Auch denkbar ware, dass Typ 1 Diabetiker aufgrund ihrer HLA-Risikokonstellation
eine besonders stark ausgepragte humorale Immunitat gegeniber Virusinfektionen

aufweisen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher:

1. den Einfluss von Coxsackievirusinfektionen wahrend der Schwangerschaft bei
Muttern mit T1D, Gestationsdiabetes und bei nichtdiabetischen Muttern, deren
Partner an T1D erkrankt war auf die Entstehung von [3-Zell-Autoimmunitat bei
deren Nachkommen zu untersuchen
sowie

2. den Einfluss von Coxsackievirusinfektionen wahrend der ersten Lebensjahre
auf die Entwicklung von Autoimmunitdt bei Kindern der oben genannten

Kollektive zu untersuchen.



22

Zu diesem Zweck wurde, im Rahmen der prospektiven BABYDIAB-Studie, das
Auftreten von Antikdrpern gegen Coxsackieviren parallel zur Entwicklung
diabetesassoziierter Autoantikdrper (GADA, ICA, IAA, 1A-2A) bei Nachkommen von
Eltern mit T1D beziehungsweise Muttern mit Gestationsdiabetes bestimmit.

Im Sinne der Fragestellung wurde dann

1) eine Gruppe von Kindern, bei denen im Verlauf persistierende Insel-Antikdrper
nachgewiesen werden konnten (Versuchsgruppe), mit einer Kontrollgruppe von
Nachkommen, die keine humoralen Insel-Antikorper entwickelten nach den Kritierien
Alter, Wohnort und Diabetestyp der Eltern ,gematched” und beziglich der Pravalenz

von Antikoérpern gegen die Cocksackievirus-Serotypen CVB 3/4/5 verglichen.

2) der zeitliche Zusammenhang von CV-Infektionen und dem Auftreten von Insel-
Antikdrper evaluiert, sowie die Hohe der CV-Antikorpertiter in beiden Gruppen

verglichen.

3) die Haufigkeit des Auftretens von CV-Infektionen wahrend der Schwangerschaft
bei Mittern, deren Nachkommen wahrend der Follow-up Untersuchungen Insel-
Antikdrper entwickelt hatten mit einer Kontrollgruppe von Miuttern verglichen, deren

Kinder im Verlauf frei von humoralen Insel-Antikdrpern blieben.

4) die Pravalenz und Titerhdhe der CV-Antikdrper in Abhangigkeit des HLA-DR-
Haplotyps bestimmt, um zu untersuchen, ob CV-Infektionen mit bestimmten HLA-
DR-Konstellationen assoziiert sind.



23

3. Probanden und Methoden

3.1 Untersuchtes Kollektiv - Konzeption der BABYDIA  B-Studie

Die BABYDIAB-Studie ist eine am Institut flr Diabetesforschung angesiedelte
deutsche Multizenterstudie, die prospektiv vom Zeitpunkt der Geburt an Insel-
autoimmunitat bei Nachkommen diabetischer Eltern evaluiert. Gleichzeitig wird
neben genetischen Untersuchungen der Einfluss frihkindlicher Umweltfaktoren auf
die Krankheitsentstehung analysiert um protektive Faktoren und Risikofaktoren zu
identifizieren.

Dabei werden Kinder diabetischer Eltern bei Geburt erfalt und in festgelegten
Zeitintervallen bei Geburt und im Alter von 9 Monaten, 2, 5, 8 und 11 Jahren
Antikdrper gegen Inselzellen (ICA), Insulin (IAA), Protein-Tyrosinphosphatase (I1A-2A)
und Glutamatdecarboxylase (GADA) untersucht, mit deren Nachweis sich das Risiko
eines zukunftigen T1D prazise voraussagen laRdt. Die Kinder werden regelmafiig bis
zu ihrem 11. Lebensjahr bzw. bis zur Manifestation eines T1D nachuntersucht, wobei
bei jeder Verlaufsuntersuchung neben einer Blutentnahme ein anamnestischer
Fragebogen ausgefullt wird.

Neben der Familienanamnese und Angaben zur korperlichen Entwicklung des
Kindes sind hierbei besonders Informationen Uber durchgemachte Infektions-
krankheiten (z.B. Masern, Mumps, Roételn, Windpocken, etc.), sowie der Impfstatus
von Interesse.

Seit dem Jahr 1989 bis Marz 2001 wurden 2079 Neugeborene in diese Studie
aufgenommen, davon 1598 Kinder bei denen ein Elternteil an T1D erkrankt war und
481 Kinder von Muttern mit Gestationsdiabetes. 1391 der im Rahmen der Studie
getesteten Neugeborenen nahmen an den Untersuchungen im Alter von 9 Monaten,
1019 im Alter von 2 Jahren und 298 an der Kontrolluntersuchung im 5. Lebensjahr
teil. Die kumulative Drop-out Rate im Alter von 2 Jahren lag bei 7,5 %. Bei allen in
die Studie eingeschlossenen Kindern wurde zudem der HLA-Genotyp DR- und DQ-
Locus bestimmt, da Kinder mit einem HLA-DR 3/4 beziehungsweise HLA DR 4/4
DQ*non-Asp57 Genotyp ein etwa 20 %-iges Risiko aufweisen innerhalb der ersten

beiden Lebensjahre an T1D zu erkranken (Schenker et al 1999).
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Bis Marz 2001 wurden bei 28 Kindern persistierende Antikorper gegen eines oder
mehrere Insel-Antigene nachgewiesen. ,Persistierend® wurde definiert als
mindestens zweimaliger positiver Antikbrpernachweis bei zwei voneinander
verschiedenen Follow-up Untersuchungen. Bei 10 Kindern wurde wahrend der
Follow-Up Untersuchungen ein manifester T1D mellitus gemafR den Kriterien der
WHO diagnostiziert.

In der vorliegenden Arbeit wurden somit nur Kinder der BABYDIAB-Studie
berlicksichtigt, die bis Marz 2001 in die laufende Untersuchung eingeschlossen

worden sind.

3.2 BABYDIAB Follow Up

Bei allen, seit 1989 in die BABYDIAB-Studie aufgenommenen Kindern, die bis Marz
2001 im Verlauf Antikérper gegen ein oder mehrere Inselantigene entwickelten
(n=28), wurde mit Hilfe eines Screening-Tests IgG-Antikdrper gegen ein Panel von
Coxsackieviren bestimmt. Dies erfolgte unter Verwendung eines
gruppenspezifischen Antigens, das heterotypische (nicht-serotyp-spezifische)
Antikdrper im Patientenserum bindet.

Im Falle eines positiven Ergebnisses, sowie bei Nachweis von Werten in einem
definierten Grenzbereich wurden zuséatzlich Immunglobuline der Klassen IgM und
IgG gegen die Serotypen CVB3, CVB4 und CVB5 ermittelt und mit denjenigen von
51 Kindern verglichen, die im Rahmen der Follow-up-Untersuchungen keine Insel-
Antikdrper entwickelt hatten.

Da Coxsackievirusinfektionen epidemisch, d.h. sowohl geographisch als auch
saisonal gehauft auftreten und die Wahrscheinlichkeit einer Infektion mit
fortschreitendem Alter zunimmt, wurden Versuchsgruppe (n =28) und Kontrollgruppe
(n =51) nach Geschlecht, Geburtsdatum (Alter) und Geburtsort (regionale Zuordnung
Uber deutsche Postleitzahlen) exakt ,gematched*.

Eine Typisierung der HLA-Antigene war bei 68 der 79 getesteten Patienten
verfuigbar. Das gesamte Kollektiv wurde mindestens bis einschlie3lich der Follow-Up
Untersuchung im zweiten Lebensjahr beobachtet, wobei die mediane
Nachuntersuchungszeit beider Gruppen bei 3,3 Jahren (Range 2,0 bis 8,7 Jahre) lag.
Die mediane Follow-up Zeit fur die Versuchsgruppe betrug 3,6 Jahre, die der

Kontrollgruppe 3,2 Jahre.
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Bei 20 der 28 Kinder (71,4 %), die Antikbrper gegen Inselzellen entwickelt hatten,
war die Mutter Typ 1 Diabetikerin, 1 Kind hatte eine Mutter mit Gestationsdiabetes
(3,7 %) und bei 7 Kindern war der Vater an T1D erkrankt (25 %).

In der Kontrollgruppe hatten 32 Kinder eine Mutter mit T1D (62,7 %), bei 6 Kindern
litt die Mutter an Gestationsdiabetes (11,7 %) und bei 15 Kindern war der Vater Typ 1
Diabetiker (29,4 %).

Jedem Kind der Versuchsgruppe wurde ein nach Geschlecht, Geburtsdatum und
Geburtsort gematchtes Kind der Kontrollgruppe zugewiesen und das Auftreten

enteroviraler Infektionen in beiden Kollektiven verglichen.

Insel-Ak positive Kinder

Insel-Ak negative Kinder

Mutter mit T1D
Gestationsdiabetes
Vater mit T1D

20/28 (71,4 %)
1/28 (3,7 %)
7128 (25 %)

Tabelle 1. Formen und Verteilung des Diabetestyps d
der Follow-Up- Studie

Insel-Ak positive Kinder

32/51 (62,7 %)
6/51 (11,7 %)
15/51 (29,4 %)

er Eltern in

Insel-Ak negative Kinder

Madchen

Jungen

Tabelle 2. Geschlechtsverteilung der BABYDIAB-Kinde

13/28 (46,4 %)
15/28 (53,6 %)

23/51 (45,1 %)
28/51 (54,9 %)

r
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3.3 CV-Infektionen wahrend der Schwangerschaft

Zusatzlich wurde bei 16 Muttern, deren Kinder Insel-Antikérper entwickelt hatten und
von denen Serum bei Entbindung verfigbar war (Altersmedian bei Entbindung: 29,7
Spanne 23,4 - 44 Jahre) zunachst mit einem Screening-Test IgG-Antikorper gegen
ein Panel von Coxsackieviren, sowie serotypenspezifische Antikdrper der Klassen
IgG und IgM gegen CVB3, CVB4 und CVB5 bestimmt.

Die erhobenen Daten wurden dann mit den Ergebnissen einer Kontrollgruppe von
110 Mdattern (Altersmedian bei Entbindung: 30,1 (Spanne 19,3 - 43) Jahre)
verglichen, deren Nachkommen im Laufe der Follow-up Untersuchungen keine Insel-
Antikdrper entwickelten.

Von den 16 Muttern der Versuchsgruppe hatten 14 einen T1D (87,5 %), eine Mutter
war an Gestationsdiabetes erkrankt (6,3 %) und bei einer nicht-diabetischen Mutter
litt der Ehemann an T1D (6,3 %).

Die Kontrollgruppe umfasste 68 Mdutter mit T1D (61,8 %), 37 Mittern mit
Gestationsdiabetes (33,6 %) und 5 Mtter, deren Ehemann an T1D erkrankt war

(4,5 %).

Mutter, deren Kinder im
Verlauf Insel-Ak

entwickelten

Mutter, deren Kinder im
Verlauf keine Insel-Ak

entwickelten

Mutter mit T1D
Gestationsdiabetes
Vater mit T1D

14/16 (87,5 %)
1/16 (6,3 %)
1/16 (6,3 %)

68/110 (61,8 %)
37/110 (33,6 %)
5/110 (4,5 %)

Tabelle 3. Formen und Verteilung des Diabetestypsi  m Mutterkollektiv

Die beiden Gruppen wurden fur das Datum der Serumprobe bei Entbindung (= 21
Tage), den Geburtsort, das Geschlecht und die HLA-Allele der Nachkommen, sowie

fur das matterliche Alter ,gematched".
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Die Festlegung des Geburtsorts erfolgte dabei grundsatzlich anhand der
teiinehmenden Krankenhauszentren. In Féllen bei denen diese Vorgehensweise
nicht moglich war, ermittelten wir benachbarte Regionen durch Uberpriifung der

Postleitzahlen.

3.4 Methoden

3.4.1 Coxsackievirus-Antikérper-Assays

3.4.1.1 CV-Ak-Screening-Test SERION ELISA classic

Als Screening-Test fur Infektionen mit Coxsackieviren wurde ein kommerzieller,
indirekter ELISA-Test (Virion GmbH, Wirzburg) verwendet, der gegen ein Panel von
Coxsackieviren gerichtet ist und bei dem das entsprechende Antigen bereits an die
Platte gebunden vorliegt. Das kommerzielle SERION ELISA classic Testprinzip dient
der klinischen Diagnostik von akuten und chronischen Coxsackievirusinfektionen.

Die Sensitivitat fur den Nachweis verschiedener Coxsackievirus-Serotypen mit
diesem ELISA-Test wurde mit Hilfe eines Neutralisationstests, bei dem eine Platte
jeweils mit den einzelnen CV-Serotypen B1-6 und A9 beschichtet wurde, bestatigt
(Samuelsson et al 1990). Zur Testdurchfihrung wurden jeweils 10 pl Patientenserum
mit PBS-Puffer bei einem pH-Wert von 7,4 auf 1:500 verdinnt und auf die von der
Firma bereitgestellten Mikrotiterplatten pipettiert.

Im Anschluss folgte eine Inkubationsphase von 60 Minuten bei einer Temperatur von
37C. Um die serologische Reaktion sichtbar zu machen, wurden nach dem
Waschen 100 pl einer Loésung von mit alkalischer Phosphatase markierten
Nachweisantikdrpern zugegeben, die gegen humane, an Antigene gebundene
Immunglobuline des Serums gerichtet sind. Vor der Auslosung der Enzym-
Substratreaktion (30 Minuten/ 37°C) mit Hilfe von Para-Nitro-Phenylsulfat, die zur
Entstehung eines gelbgefarbten Endprodukts flhrt, erfolgte eine weitere 30 minutige
Inkubationsphase bei einer Temperatur von 37°C. Die Farbintensitat ist zur Menge
an spezifisch gebundenen Antikérpern proportional und wurde photometrisch
bestimmt. Die Extinktion wurde bei 450 nm gemessen und die ermittelten Werte
anhand einer, vom Hersteller mitgelieferten Standardkurve einer Positivkontrolle, in

Einheiten umgerechnet. Dabei wurden Werte zwischen 80 und 100 Einheiten
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definitionsgemal als grenzwertig definiert, Werte Gber 100 Einheiten wurden definiert
als positives Testergebnis im Sinne einer akuten (Immunglobuline der Klasse IgM)
oder bereits abgelaufenen (Immunglobuline der Klasse 1gG) Infektion mit
Coxsackieviren. Der Intra-Assay Variationsquotient dieses ELISA-Tests lag bei 0,9,

der Inter-Assay Variationsquotient bei 0,85.

3.4.1.2 Sandwich ELISA-Test des Max v. Pettenkofer- Instituts Miinchen

zum Nachweis von Coxsackieviren

Zusatzlich wurden gegen Coxsackievirus-Serotypen CVB3/CVB4 und CVB5
gerichtete Antikorper der Klassen IgM und IgG mit Hilfe eines am Max v. Pettenkofer-
Institut Minchen von Frau Dr. G. Jager entwickelten und in der Routinediagnostik
eingesetzten Sandwich ELISA-Tests bestimmt.

Fur jeden nachgewiesenen CV-Serotyp lag der Intra-Assay Variationskoeffizient
dieses Tests bei 0,96 und der Inter-Assay Variationskoeffizient bei 0,81.

Der Nachweis der spezifischen Serotypen wurde anhand eines Panels von 25
Patientenseren bestétigt, aus denen CVB3, CVB4 und CVBS5 isoliert worden waren.
Zur Testdurchfiihrung wurde zu den rabbit-anti-human-p (Bindung an Antikérper der
IgM-Klasse) bzw. anti-y (Bindung an Antikdrper der IgG-Klasse) (DAKO, Hamburg,
Deutschland) gecoateten Mikrotiterplatten (Verdinnung mit PBS-Puffer auf 1:2000/
pH-Wert 7,4/ 37°C) Patienten- und Kontrollserum hinzugeftigt und tber Nacht im
Kihlschrank inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit einem PBS/Tween 20 (0,05 %)-Gemisch
(Waschpuffer) zur Entfernung des ungebundenen Materials wurden jeweils 5 ul
Serum in der Verdinnung 1:100 mit PBS/ Tween 20 0,05 % zugegeben und fur 2
Stunden bei 37°C inkubiert.

Anschliel3end erfolgte die Inkubation mit Serotyp-spezifischem, auf RITA-Zellen
kultiviertem Antigen (Verdinnung auf 1:4 mit PBS/ Tween 0,05 %) tber Nacht bei
4°C.

Am dritten Tag wird die Mikrotiterplatte dreimal mit PBS/Tween 20 0,05 %
gewaschen und mit monoklonalem mouse-anti-CVB3-, anti-CVB4- oder anti-CVB5
Antikdrper (Chemocon International, Hofheim, Deutschland) in einer Verdiinnung von
1:1000 fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
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Nach erneutem Waschen wird anti-mouse-Konjugat P161, auf 1:1000 verdiinnt
(DAKO, Hamburg, Deutschland), firr eine Stunde bei 37°C zugegeben.

Im Anschluss wurde mit TMB in einer Verdinnung von 1:10 eine Enzym-Substrat-
Reaktion ausgelost und die Extinktion bei 492 nm photometrisch bestimmt und
ausgewertet.

Um die HOhe der einzelnen Extinktionswerte verschiedener Mikrotiterplatten
miteinander vergleichbar zu machen wurde ein Index erstellt, definiert als Quotient
aus Extinktion Serum / Extinktion Positivkontrolle (Mutterstudie) bzw. Extinktion
Serum / Extinktion Negativkontrolle (Kinderstudie). Als positive Befunde, d.h.
Nachweis von Coxsackievirusinfektionen wurden Ergebnisse mit einem Index > 3
gewertet.

Als Obergrenze fir als negativ anzusehende Messwerte wurde eine Extinktionsrate
von E = 0,1 definiert, falls die gemessene Extinktion der Negativkontrolle < 0,05
betrug, und von E = 3,1 x E, fur den Fall, daR? die Extinktion der Negativkontolle einen
Wert > 0,05 ergab. Serum-Extinktionen im Bereich von > 2,1 x E und < 3,1 x E der
Negativkontrolle wurden als grenzwertige Titer angesehen. Samtliche Serumproben
eines Patienten wurden innerhalb desselben Testansatzes untersucht und bewertet.
Alle Coxsackievirusbestimmungen wurden im Labor von Frau Dr. G. Jager (Max von
Pettenkofer-Institut, Minchen), durchgefuhrt.

3.4.1.3 Insel-Antikérper/ Assays und HLA-Bestimmung

Inselzell-Autoantikorper  (ICA) wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz
nachgewiesen und die ermittelten Endpoint-Titer in Juvenile Diabetes Foundation
Units (JDF U) umgerechnet (Christie et al 1997).

GADA und IA-2A wurden mittels Radio-Immuno-Assay (ber Bindung an *S-
Methionin markiertem, rekombinanten Human Antigen bestimmt (Ziegler et al 1999/
Bonifacio et al 1995). Der Nachweis von IAA erfolgte durch Bindung an ***Insulin mit
dem Protein A/G radiobinding assay (Ziegler et al 1999/ Bonifacio et al 1995). Die
obere Grenze fur Normalwerte, definiert als 99. Perzentile der gemessenen
Antikdrperwerte in der Kontrollgruppe der nicht an T1D erkrankten Kinder, betrug 1,5
Units fir IAA, 8,5 Units fir GADA , 2,5 Units fir IA-2 und 5 JDF Units fur ICA.
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Die Typisierung der HLA-Klasse Il Allele erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) und der Dot-Blot-Hybridisierung mit nicht radioaktiven, sequenz-spezifischen
Oligonucleotiden (sequence-specific oligonucleotide typing=SSO) (Nevinny-Stickel et
al 1991).

3.5 Statistik

CV-Antikorper-Titer wurden zwischen den jeweiligen Versuchs- und Kontrollgruppen
mittels des Wilcoxon Rank Tests verglichen. Haufigkeiten wurden mit dem Chi-
Quadrat, bzw. dem Fisher’s Exact Test berechnet.

Im Falle des Vergleichs von Variablen aus mehr als zwei Gruppen wurden die
errechneten P-Werte korrigiert (Bonferroni-Korrektur).

Fur alle durchgefuhrten statistischen Analysen verwendeten wir das Programmpaket
SPSS (Statistical Package For Social Sciences; SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).
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4. Ergebnisse

4.1 Die Infektion mit Coxsackieviren in friher Kind heit war bei Kindern von

Miuttern oder Vatern mit T1D ein seltenes Ereignis

Zwischen den im Nabelschnurblut der Neugeborenen nachgewiesenen Anti-CV-IgG-
Antikdrpern und den entsprechenden Antikorper-Titern im mutterlichen Serum zum
Zeitpunkt der Geburt zeigte sich eine hohe positive Korrelation (r = 0,96, p < 0,001).
Gegen Coxsackieviren gerichtete Antikorper konnten bei 12 (33,3 %) der Insel-
Antikdrper- positiven und bei 10 der Insel-Antikérper-negativen Kinder (32,2 %) im
Follow-up (p = 0,9) bestimmt werden, jedoch bei keinem Kind im Alter von 9

Monaten, was auf eine transplazentare Ubertragung miitterlicher Antikdrper hinweist.

400 -

300 1

200 +

CV-IgG Mutter

100 1

0 100 200

CV-IgG Kind

Graphik 1. Korrelation von CV-lgG-Ak im mitterliche n Serum und im
Nabelschnurblut der Neugeborenen zum Zeitpunkt der Geburt
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CV-IgG-Antikorper wurden erstmalig bei 2 von 28 Kindern (8 %) im Alter von 2
Jahren in der Gruppe der Insel-Ak positiven Individuen nachgewiesen, wahrend in
der Kontrollgruppe der Kinder, die keine Insel-Ak entwickelt hatten, 4 von 39
Individuen (10,8 %) in diesem Alter CV-IgG-Ak gebildet hatten (p = 0,7). (Graph.2).

Im Alter von funf Jahren lieBen sich bei einem Kind (9 %) der Insel-Ak positiven
Kinder CV-lgG-Ak nachweisen. Dagegen zeigten 3 von 20 Kindern (15 %) der
Kontrollgruppe im Alter von 5 Jahren CV-IgG-Ak (p = 0,2). Dabei war keiner der im
Alter von 5 Jahren CV-1gG-Ak positiven Falle identisch mit jenen Kindern, die im Alter
von 2 Jahren diese Antikorper gebildet hatten. Von zwei der vier CV-lgG-Ak-positiven
Kinder der 2 Jahres-Untersuchung in der Kontrollgruppe lag auch eine Serumprobe
im Alter von 5 Jahren vor, die zu diesem Zeitpunkt ein negatives Testergebnis zeigte.
Bei allen Patienten, die im CV-lgG-Ak-Screening positive, bzw. grenzwertige Titer
aufwiesen, wurden zusatzlich Antikorper gegen die Serotypen CVB3, CVB4 und
CVB5 der Klassen IgM und IgG bestimmt. Hier zeigten sich ebenfalls keine
Unterschiede in der Pravalenz der Antikérper zwischen Kindern mit
Inselautoimmunitat und Kindern, die keine Insel-Ak entwickelt hatten. Von den
genannten Serotypen waren Infektionen mit CVB5 im getesteten Kollektiv am
haufigsten nachzuweisen, wobei CVB5-IgM- und -IgG-Ak ausschlie3lich in den 2-

und 5-Jahres-Serumproben auftraten.

Alter BABYDIAB-Nachkommen, die | BABYDIAB-Nachkommen, die|p-Wert
im Verlauf Insel-Ak entwickelt|im Verlauf keine Insel-Ak|(korrig.)
haben entwickelt haben

9 Monate |Median 1,0 U Median 10,5 U 0,4
(Spanne 0-36)U (Spanne 0-66)U

2 Jahre |Median 27 U Median 19U 0,6
(Spanne 0-170)U (Spanne 0-650)U

5Jahre |Median 40 U Median 49,5 U 0,1
(Spanne 0-145)U (Spanne 16-190)U

8 Jahre |Median 35U Median 75U 0,4
(Spanne 15-36)U (Spanne 17-85)U

Tabelle 4. Entwicklung der CV-IgG-Ak Titer bei

negativen Kindern

Inse

I-Ak positiven und
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Wie aus Graphik 2 und Tab. 4 hervorgeht ergaben sich in beiden Gruppen bei allen

Follow-Up Untersuchungen vergleichbare mediane CVB-lIgG-Ak Titer (Units).
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Graphik 2. Vergleich der CV-lgG-Ak-Titer von Kinder  n der BABYDIAB-Studie im
Alter von 9 Monaten, 2, 5 und 8 Jahren, die Insel-A ntikdrper entwickelten ( o)

und Insel-Ak negativen Kindern (o). Die kleinen horizontalen Linien stellen den
Median der Ak-Titer dar, die gestrichelte Linie mar kiert die Obergrenze der
Normalwerte.

Auffallend war in diesem Zusammenhang, dass bereits innerhalb des Bereichs der
als negativ definierten Messwerte 1gG-Antikérper gegen CVB in beiden Gruppen im
Verlauf kontinuierlich zunahmen (9 Monate vs. 2 Jahre: jeweils p < 0,001 und p <0,2;

2 Jahre vs. 5 Jahre: p < 0,03 und p< 0,08).
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Dieses Phdnomen kann als Hinweis auf die fir dieses Alter typische allméhlich
zunehmende Kompetenz der humoralen (B-Zell-vermittelten) Immunitat des
Organismus angesehen werden. In einigen Studien wurde auf eine madgliche
Interferenz zwischen im Alter von 3, 5 und 12-15 Monaten durchgefuhrten Polio-
Schutzimpfungen und der Bestimmung von CVB-Antikbrpern hingewiesen. So
wurden insbesondere kreuzreagierende Antikérper, die sowohl mit Coxsackieviren
als auch Polioviren interagieren, beschrieben.

In unserem Kollektiv waren beim Vergleich der beiden getesteten Gruppen der Insel-
Ak-positiven und Ak-negativen Kinder keine statistisch signifikanten Unterschiede
bezuglich der Impffrequenz nachweisbar. In der Gruppe der Insel-Ak positiven
Nachkommen waren 100 % der Individuen gegen Poliomyelitis geimpft, wahrend bei
den Insel-Ak negativen Kinder in 94,3 % der Féalle ein Impfschutz vorlag (p = 0,86).
Eine Verfalschung der gemessenen Werte durch die Polio-Impfvaczine kann somit

fur das untersuchte Kollektiv ausgeschlossen werden.



4.2

Coxsackievirusinfektionen waren bei Kindern von

mit T1D nicht mit der Entwicklung von Insel-Antikor
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pern assoziiert

Mittern und Vatern

Die zeitliche Abfolge der Entwicklung der Insel-Antikbrper und dem Auftreten von

IgG-Antikorpern gegen Coxsackieviren bei

(Versuchsgruppe) ist in Tabelle 5 dargestellt.

CV-Antikorper

Insel-Antikorper-positiven  Kindern

Inselautoantikdrper

Fall |Alter |CV CB3 CB4 CB5 CB3- CB4- CB5- |[ICA IAA  GADA IA-2A DM
-lgG  -IgG -IgG -IgG IgM IgM IgM Beginn
Fall1 1 - - - + - - (+) B i - i
w 2 - - - + - - - - 32 - -
2.1 - - - + - - - - 243 - -
3 _ +) - (+) _ - - ++ 13.1 - -
3.5 ++ + + + + - + + 10 - -
5 + (+) - + - - - + 7.8 - -
55 (+H + - + - - - - 823 - - 5.5yr
Fall2 1 - - - - - - - - - - -
M 35 (+) + + + + - + - - - -
6.5 - GO - - - - - - 29 -
7.7 - (+) - - - - - - - 84 -
Fall3 0.75 - - - - - - - - - - -
W 25 + - + - + - + - - 67 131
3.5 (+) - ) - - - - - 7.6 - -
Fall4 1 - - - - - - - 109 - -
w 325 + nd. nd. nd. () - + - - - -
425 (+) + (+) + + - + - - 31 -
8 + - - - - - - - - 33 -

Inselzellautoantikdrper > oberer Grenzwert des Normalbereichs werden als Units angefihrt,
fur ICA-Werte gilt: ICA + (> 20 JDF Units), ICA ++ (> 40 JDF Units).
Fur CV-Antikdrperbestimmung gilt: + kennzeichnet Titer > Grenzwert des Normalbereichs,
(+) kennzeichnet grenzwertig erhthte Titer (Borderline Titer).

Negative MeRwerte sind als Linie (-) dargestellt. n.d. = not determined (nicht bestimmt).

Geschlechtszugehdrigkeit: w = weiblich; m = ménnlich

Tabelle 5. Entwicklung von Coxsackievirusantikorper
im BABYDIAB-Kollektiv

n und Insel-Antikorpern

Bei lediglich zwei der 28 Kinder (Falle 1 und 4), die im Follow-Up Inselautoimmunitat

entwickelt hatten waren eindeutig erhdhte CV-Ak Titer und damit abgelaufene

Infektionen nachweisbar. Zwei weitere Individuen (Falle 2 und 3) wiesen grenzwertig

erhohte (Borderline-) Titer fur CV-lgG-Ak auf.



36

Von den vier Kindern, deren Erkrankungsverlauf oben dargestellt ist, entwickelte ein
Madchen (Fall 1) 1gG-Ak gegen den Coxsackievirus Serotyp B5, sowie Borderline
Titer fur IgM-Ak gegen denselben Serotyp im 1. Lebensjahr, bevor schliel3lich mit 2
Jahren erstmals IAA nachweisbar waren.

Im weiteren Verlauf wurden dann bei diesem Kind im Alter von 3,5 Jahren stark
erhohte Werte fir CV-IgG Antikérper und fir CVB3- und CVB5-IgM und IgG-
Antikdrper nachgewiesen, die der Manifestation des Diabetes mellitus mit 5,5 Jahren
vorausgingen.

Die Tatsache, dass im Zeitintervall von 2,5 bis 3 Jahren keine IgM-Ak gegen CVB5
nachweisbar waren, diese jedoch im weiteren Verlauf erneut auftraten, kdonnte als
Indiz fur eine zweite, akute Reinfektion angesehen werden.

Bei einem Jungen (Fall 2), traten im Alter von 3,5 Jahren CVB3-, CVB4-und CVB5-
IgG-Antikorper sowie CVB3- und CVB5-IgM-Antikorper auf, 3 Jahre bevor Antikorper
gegen Glutamatdecarboxylase (GADA) nachgewiesen wurden. Interessanterweise
zeigte der CV-Ak-Nachweis fur CVB4- und CVB5-IgG und CVB5-IgM zu diesem
Zeitpunkt ein negatives Ergebnis. Eine mdgliche Ursache fir den Verlust der
Antikorper der Klasse IgG Uber diesen langen Zeitraum konnte darin bestehen, dass
die Hohe der CV-IgG-Ak-Titer nicht in jedem Fall Uber einen Zeitraum von 3 Jahren
stabil bleibt.

Ein weiteres Madchen (Fall 3) entwickelte mit 2,5 Jahren gleichzeitig mit dem
Auftreten von GADA und IA-2, 1gG-Antikorper gegen CVB3, CVB4 und CVBS5. Ein
Jahr spater waren die beiden Insel-Autoantikérper sowie 1gG-CVB4-Antikérper und
IgM-Antikérper gegen CVB3 und CVB5 nicht mehr nachweisbar wéahrend erstmalig
Insulin-Autoantikorper (IAA) im Serum bestimmt werden konnten.

Das parallele Auftreten von Coxsackievirus-Ak und das eher seltene Ph&nomen
eines nur passageren Nachweises zweier Insel-Antikorper konnte in diesem
Zusammenhang durchaus als Hinweis auf eine madglicherweise bestehende
Kreuzreaktivitat gedeutet werden.

Im letzten aufgefiihrten Fall (4) erschienen bei einem Madchen IAA erstmals im Alter
von einem Jahr und gingen damit eindeutig den erst mit 3 Jahren nachweisbaren
CV-IgG-, CVB3- und CVB5-Antikdrpern voraus.
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Bertcksichtigt man alle oben angefuhrten Einzel-Verlaufe, so ergeben sich keine
Anhaltspunkte fir eine konstante zeitliche Beziehung zwischen dem Auftreten von
Coxsackievirus-Antikorpern und dem Nachweis von Insel-Antikorpern.

In zwei Féllen traten Infektionen mit Coxsackieviren vor der Entstehung von Insel-
Antikérpern auf, wahrend in zwei weiteren Fallen das Auftreten von Insel-
autoimmunitat eher zeitgleich mit dem serologischen Nachweis von Anti-CV-
Antikdrpern zur Darstellung kam.

DarUberhinaus zeigte der ELISA-Screening-Test auf Coxsackieviren wahrend der
Follow-up Untersuchungen lediglich bei einem der 10 Kinder, die schliel3lich einen
manifesten T1D entwickelten, ein positives Ergebnis (Altersmedian flr
Diabetesmanifestation bei 2,2 Jahren, Altersspanne 1,3 bis 8,7 Jahre).

Ein weiteres wichtiges Ergebnis, das eine ursachliche Beziehung zwischen den
erwadhnten Parametern unwahrscheinlich macht, ist die Tatsache, dass sich die
gemessenen mittleren CV-IgG-Antikorpertiter bei diesen 10 Kindern zum Zeitpunkt
der Diabetesmanifestation nicht signifikant von den CV-lgG-Ak-Titern derjenigen

Kinder unterschied, die im Verlauf keinen T1D entwickelten (p = 0,7).
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4.3 Einfluss des HLA-DR Genotyps auf die humorale I  mmunitat gegeniber
Coxsackieviren bei BABYDIAB-Kindern

Inzwischen gilt als erwiesen, dal3 HLA-Klasse Il-Allele die zellulare und eventuell
auch humorale Immunantwort des Kérpers gegentber Coxsackieviren steuern, bzw.
beeinflussen kdnnen. In einer von Schernthaner et al. durchgefihrten Studie aus
dem Jahr 1985 wurde die Bildung von CVB-IgM-Antikérpern im Zusammenhang mit
dem HLA-Genotyp der Probanden untersucht. Hierbei zeigte sich eine positive
Korrelation zwischen dem HLA DR3/4 Genotyp und einer CVB-spezifischen
Immunantwort, wahrend keine Korrelation mit anderen untersuchten HLA-Allelen
bestand. HLA Klasse Il Molekile spielen demnach eine grundlegende Rolle bei der
Aktivierung und Steuerung von T-Lymphozyten im Rahmen einer Immunreaktion.
Dabei kdnnen Antigene von T-Lymphozyten (z.B. T-Helferzellen) lediglich erkannt
werden, wenn sie zusammen mit HLA- Molekulen wie zum Beispiel HLA-DR auf der
Membran Antigen-prasentierender Zellen prasentiert werden (Bruserud et al 1985/
Schernthaner et al 1985).

Aus diesem Grund wurden die im Laufe der Follow-Up Untersuchungen vom 9.
Lebensmonat bis zum Alter von 8 Jahren im Serum der Mitter und ihrer Kinder
gemessenen anti-CV-IgG-Antikdrpertiter unter Berticksichtigung des HLA-DR Typs
miteinander verglichen. Um eine Verfalschung der Ergebnisse im Kinderkollektiv
durch von der Mutter erworbene anti-CV-IgG-Ak zu vermeiden, wurden aus
Nabelschnurblutproben gewonnene Werte bei Untersuchung dieser Fragestellung
nicht bertcksichtigt. Individuen, deren genetische Konstellation einen HLA DR3/4
oder DR 4/4 Haplotyp aufweisen, zeigen sowohl ein erhohtes Risiko flur die
Entwicklung von Insel-Antikoérpern als auch fir die Manifestation eines T1D. Deshalb
wurden die mittleren CV-IgG-Antikorpertiter von Kindern mit diesen T1D- assoziierten
Risikomerkmalen mit den CVB IgG-Ak-Titern verglichen.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezuglich der CV-IgG-Antikorpertiter
zwischen HLA DR 3/4 bzw. DR 4/4 positiven Kindern (n=29, Median 29 Units,
Spanne 0-300 Units) und Kindern, bei denen diese Risikoallele nicht nachgewiesen

werden konnten (n=35, Median 35 Units, Spanne 0-108 Units, korrigiertes p=0,3)
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Graphik 3. CV-IgG-Ak-Titer in Abhangigkeit der HLA DR-Konstellation in der
Kinderstudie. Die kleinen horizontalen Linien stell en den Median der Ak-Titer
dar.

Ein ahnliches Ergebnis ergab sich bei der Uberpriifung im Kollektiv der getesteten
Mutter: Die mittleren anti-CV-IgG-Antikorpertiter der HLA DR 3/4 oder DR 4/4
positiven Versuchsgruppe (n=20, Median 34,5 Units, Spanne 3-108 Units) waren
vergleichbar mit den gemessenen CV-Antikorpertitern in der Kontrollgruppe der
Miutter (n=81, Median 40 Units, Spanne 0-300 Units), die diesen Haplotyp nicht
aufwiesen (korrigiertes p=0,1).
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Graphik 4. CV-IgG-Ak-Titer in Abhéngkeit der HLA DR -Konstellation in der

Mitterstudie. Die kleinen horizontalen Linien stell en den Median der Ak-Titer
dar.
44 Der Einfluss von CV-Infektionen bei Mittern mit T1D oder

Gestationsdiabetes auf die Entwicklung von Inselaut oimmunitat bei

deren Nachkommen

Beim Vergleich der Hohe der CV-lgG-Antikorper-Titer sowie der Haufigkeit des
Auftretens von CV-IgG-Antikérpern in der miutterlichen Blutprobe bei Entbindung
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der Mitter, deren
Kinder Insel-Antikorper entwickelten (Median 35 Units, Spanne 5-108 Units, 6,3 %)
und der Kontrollgruppe, deren Nachkommen keine Insel-Antikdrper bildeten (Median
37,5 Units, Spanne 0-300 Units, p=0,4, 13,6 %, p=0,7). (s. Graphik 5)
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Graphik 5. Mutterliche CV-IgG-Ak-Titer zum Zeitpunk t der Geburt im Vergleich
zwischen Mittern deren Kinder Insel-Antikérper entw ickelten und Muttern mit
Insel-Antikérper negativem Nachwuchs. Die durchgezo gene Linie markiert die
Obergrenze der Normalwerte.

Diejenigen Mutter, bei denen im Screening-Test auf CV-IgG-Ak positive (> 100 Units)
oder grenzwertige (Borderline-) Titer (80-100 Units) ermittelt werden konnten,
wurden im Anschluss zuséatzlich auf Antikdrper gegen die Coxsackievirus-Serotypen
CVB3, CVB4 und CVB5 untersucht. Dabei wies keine der Mutter mit Insel-Antikorper-
positivem Nachwuchs gegen CVB3, CVB4 und CVB5 gerichtete IgG-Antikdrper auf.

Dagegen zeigte sich bei Mittern deren Kinder keine Inselautoimmunitat entwickelt
hatten folgendes Ergebnis: Bei 11/22 (50 %) wurden CVB3-1gG-Antikorper im Serum
nachgewiesen, 6/22 (27,2 %) hatten CVB4-IgG-Antikdrper und 5/22 Mutter (22,7 %)

hatten eine Infektion mit dem Coxsackievirus-Serotyp CVB5 durchgemacht.
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Dabei wiesen 8 Miutter IgG-Antikorper gegen einen der drei getesteten
Coxsackievirus-Serotypen auf, bei 3 Mittern waren IgG-Ak gegen 2 CV-Serotypen
nachweisbar und bei 3 Mduttern fanden sich im Serum IgG-Ak, die gegen alle
untersuchten Coxsackievirus-Serotypen gerichtet waren.

Das gesamte Kollektiv, bestehend aus 126 Miuttern, wurde auf CV-IgM-Antikorper
untersucht, wobei bei 2,4 % aller Patientinnen CV-IgM-Ak aller 3 Serotypen
(CVB3/CVB4/CVB5) besalien, 5,4 % hatten IgM-Ak gegen 2 der 3 getesteten CV-
Serotypen entwickelt und bei 20,6 % fanden sich IgM-Ak, die entweder gegen CVB3,
CVB4 oder CVB5 gerichtet waren.

Dabei stellten CVB5-IgM-Antikérper mit 18,8 % den am haufigsten nachgewiesenen
Serotyp dar.

Aus den gemessenen Antikorpertitern wurden zur besseren Vergleichbarkeit, wie im

Methodenteil beschrieben, Indizes berechnet.
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Wie aus Graphik 6 hervorgeht, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den medianen Werten von CVB3-, CVB4- und CVB5-IgM-Antikorper-Titern im
Vergleich zwischen Mduttern, deren Nachkommen Insel-Antikdrper entwickelt hatten
und Mattern der Kontrollgruppe, bei deren Kindern im Verlauf keine Insel-Antikdrper
nachweisbar waren. Ebenso ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der Pravalenz der CVB3-, CVB4-, und CVB5-IgM-Antikorper, die bei
allen Miuttern getestet wurden. Bei einer von 16 Mduttern mit Insel-Antikorper-
positivem Nachwuchs waren CVB3-IgM-Ak nachweisbar (6,2 %) und bei 7 von 110
Muttern (6,3 %) der Kontrollgruppe (Insel-Ak-negativer Nachwuchs). CVB4-IgM-
Antikdrper waren bei keiner Mutter, deren Nachkommen Insel-Ak entwickelt hatten
nachweisbar, jedoch bei 7 der 110 Mutter der Kontrollgruppe (7,2 %). Bei 2 von 16
Miuttern (12,5 %) der Versuchsgruppe und bei 26 von 110 Muttern der Kontrollgruppe
(23,6 %) konnten CVB5-IgM-Antikdrper im miutterlichen Serum zum Zeitpunkt der

Geburt nachgewiesen werden.

Mutter deren Kinder im Verlauf |Mutter deren Kindern im Verlauf

Insel-Ak entwickelt hatten keine Insel-Ak entwickelt hatten
CVB3- [Index: 0,08 (Spanne 0,03-0,17) |Index: 0,07 (Spanne 0,03-0,34)
IgM Pravalenz: 1/16 (6,2 %) Pravalenz: 7/110 (6,3 %)
CVB4- |Index: 0,08 (Spanne 0,04-0,36) |Index: 0,11 (Spanne 0,03-0,61)
IgM Pravalenz: 0/16 (0 %) Pravalenz: 8/110 (7,2 %)
CVB5- |Index: 0,05 (Spanne 0,04-0,1) |Index: 0,06 (Spanne 0,03-0,45)
IgM Pravalenz: 2/16 (12,5 %) Pravalenz: 26/110 (23,6 %)

Index: Extinktion Serum/ Extinktion Positivkontrolle

Tabelle 6 Vergleich der medianen Antikorpertiter un  d der Pravalenz von CVB3-,
CVB4-, und CVB5-IgM-Ak zwischen Miuttern mit Insel-A  ntikérper positivem
Nachwuchs und Mdatter von Kindern, die keine Inselau toimmunitét
entwickelten.
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Unter Berucksichtigung der spezifischen Diabetesformen, an denen die Mdtter,
beziehungsweise deren Partner erkrankt waren, lassen sich folgende Aussagen
beziglich des Auftretens enteroviraler Infektionen im untersuchten Kollektiv machen:
Die mittleren CV-1gG-Antikorperspiegel unterschieden sich nicht signifikant beim
Vergleich von Mittern mit T1D (n=82, Median 42 Units, Spanne 0-300 Units),
Miuttern mit Gestationsdiabetes (n=38, Median 30 Units, Spanne 5-155 Units) und
gesunden Miuttern, deren Ehemann an T1D erkrankt war (n=6, Median 34 Units,
Spanne 27-39 Units) (p-Werte > 0,2 wurden zum Vergleich zwischen den

verschiedenen Gruppen innerhalb der Gesamtpoulation (n=126) korrigiert).
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der Ak-Titer dar.
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DarlUberhinaus zeigten sich innerhalb der Gruppe von Mittern, deren Kinder Insel-
Antikdrper entwickelt hatten, keine Unterschiede hinsichtlich der mittleren CV-IgG-
Ak-Titer zwischen Muttern mit T1D (Median 37,5 Units, Spanne 7-108 Units), Muttern
mit Gestationsdiabetes, (Median 27 Units, Spanne 5-50 Units) und Mduttern, deren
Ehemann einen T1D hatte (Median 28 Units, Spanne 19-35 Units) (p > 0,5 fur alle
Vergleiche korrigiert).

Betrachtet man die Gruppe der Mitter mit Insel-Ak negativem Nachwuchs ergibt sich
ein ahnliches Bild: Zwischen Miuttern, die an T1D erkrankt waren (Median 43 Units,
Spanne 0-300 U), Mattern mit Gestationsdiabetes (Median 30 Units, Spanne 11-155
Units) und Muttern mit einem Typ 1 Diabetiker als Ehemann (Median 34 Units,
Spanne 28-39 Units) waren keine Unterschiede in Bezug auf die mittleren CV-lgG-Ak

Titer nachweisbar (p > 0,2 korrigiert fur alle Vergleiche).
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5. Diskussion

Die derzeit laufenden prospektiven Studien, die sich mit der Evaluierung von
Umweltfaktoren fur das Risiko eines T1D bei genetisch vorbelasteten Individuen oder
bei Verwandten ersten Grades von Patienten mit T1D beschéaftigen, untersuchen
zwar eine grofRe Anzahl von Personen, jedoch ist die Gesamtzahl derer bei denen
eine persistierende Serokonversion fir Insel-Ak nachweisbar ist heute immer noch
relativ gering (Lonnrot et al 2000/ Graves et al 1997/ Couper et al1999).

Aus diesem Grund wére zunachst das Sammeln einer wesentlich grofReren
Datenmenge zu fordern, um den Einfluss von Virusinfektionen auf die Entwicklung
von Insel-Ak genauer charakterisieren zu kénnen (Hummel u. Ziegler 2001).

Die Vergleichbarkeit der meisten vorliegenden Studien zu Virusinfektionen und
Diabetesrisiko wird zudem von einer Vielzahl moglicher konfundierender Variablen
erschwert, die die Studienergebnisse verfalschen konnen. Darunter fallen
geographische und durch die Jahreszeit bedingte Unterschiede (Vardi et al 1988)
ebenso wie Abweichungen hinsichtlich der beteiligten Coxsackievirus-Serotypen
(Verge et al 1996).

DarUberhinaus durfen auch die Restriktion der Immunantwort gegentber CV-
Infektionen durch den HLA-DR Typ (Wegmann et al 1993), die mdgliche Bildung
heterotyper Antikdrper in bestimmten Altersgruppen oder im Anschluss an Polio-
Schutzimpfungen (Skyler 2003) und, als wichtigster Punkt, unterschiedliche
Vorgehensweisen in Bezug auf Methodik und Matching, nicht unberiicksichtigt

bleiben.

Die erhohte Rate Typ 1-diabetischer Neuerkrankungen unmittelbar im Anschluss an
enterovirale Epidemien (Fohlman u. Friman 1993) wurde bereits vor 40 Jahren
beschrieben und fihrte damals zur dominierenden Vorstellung, dass akute virale
Infektionen Ursache der Erkrankung seien. Da es sich beim T1D jedoch um eine [3-
Zellzerstbrung handelt, die ihren Anfang in vielen Féllen bereits Jahre bzw.
Jahrzehnte vor der klinischen Manifestation nimmt, ist diese Hypothese der direkten

und akuten 3-Zellschadigung wieder verlassen worden.
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Bislang konnten Coxsackievirusinfektionen lediglich im experimentellen Tiermodell
der NOD-Maus als auslosende Ursache bei der Induktion von Inselautoimmunitat
bestétigt werden. Dabei handelt es sich um Mause, deren spontane
Diabetesentwicklung derjenigen des Menschen &hnlich ist und mit der Bildung
diabetesassoziierter  Antikérper im Rahmen eines Autoimmunprozesses
einherzugehen scheint (Atkinson u. Maclaren 1988)/ Horwitz et al 1998/Gerling et al
1991).

Die beiden gangigen, im Tiermodell entwickelten Hypothesen sehen die Rolle der
Coxsackieviren dabei entweder als Initiatoren des sogenannten "molecular mimicry",
bei dem Fremdproteine (z.B. Coxsackieviren) die Bildung von Antikérpern anregen,
die aufgrund einer strukturellen Ahnlichkeit auch gegen kdrpereigenes Gewebe
gerichtet sind (Hou et al 1994) oder aber als ,innocent bystander” (Kolb et al 1995).
Dabei initiieren virusinfizierte Zellen die Ausschittung von Zytokinen, wie z.B.
Interleukin 2 bzw. 12 oder Interferon-y, die im Zusammenspiel mit verschiedenen T-
Lymphozyten-Populationen den Autoimmunprozel3 vorantreiben.

Serreze et al zeigten in einer Studie, dal3 eine vorbestehende Infiltration der Langer-
hansschen Inseln mit autoreaktiven T-Zellen bei NOD-Mausen die Voraussetzung fur
die Diabetesakzeleration darstellt. Im Tiermodell konnten Coxsackievirusinfektionen
die Entstehung eines autoimmunen Diabetes als ,nnocent bystander”
beschleunigen, aber lediglich unter der Vorraussetzung, dass bereits ein bestimmter
kritischer Grenzwert von in der Insulitis nachweisbaren autoreaktiven und R3-Zell-
zerstorenden T-Lymphozyten Uberschritten war. Coxsackieviren spielen demnach im
Tiermodell also keine Rolle als Ausloser der RB-Zell-Autoimmunitat, sondern
unterhalten lediglich eine bereits stattfindende Entziindungsreaktion. Diese
Erkenntnisse legen nahe, dal3 insbesondere der Zeitpunkt einer Infektion mit
Coxsackieviren eine grof3ere Bedeutung zu haben scheint (Serreze et al 2000).
Unsere Daten konnen dieses Erklarungsmodell allerdings nicht stiitzen, da wir bei
bereits Insel-Ak-positiven Kindern, die nach dem Insel-AK-Nachweis eine CV-
Infektion durchmachten, keine Akzeleration einer Diabetesentwicklung beobachten
konnten.

Die Sichtweise, in welcher Weise Umweltfaktoren und speziell CV-Infektionen an der
Entstehung von 3-Zellautoimmunitat und letztendlich bei der Manifestation eines T1D
beteiligt sind und welcher Stellenwert ihnen beigemessen wird, hat sich in den letzten

Jahren deutlich gewandelt:
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In einem Artikel, der neue Erkenntnisse und Strategien hinsichtlich Pathogenese und
Behandlung des insulinabhéngigen Diabetes diskutierte, sind Umweltfaktoren nicht
mehr im Sinne eines vereinfachten mechanischen Modells als singulére Trigger der
Erkrankung, sondern zunehmend als modifizierende EinflussgroRen gesehen
worden (Atkinson u. Eisenbarth 2001).

Entgegen der traditionellen Vorstellung, wonach verschiedene Einzelfaktoren den
Beginn der Autoimmunitat bei Individuen mit genetischen Risikokonstellationen
triggern sollen (Castano u. Eisenbarth 1990/ Atkinson u. MacLaren 1994), geht man
heutzutage, aufgrund neuer Beobachtungen, von einem wesentlich komplexeren
Zusammenspiel der genannten Umweltfaktoren aus. Grundlegend hierfur ist die
Modellvorstellung, wonach der Auspragungsgrad angeborener Veranderungen des
Immunsystems, ein Phdnomen, das auch als ,Immune Dysregulation" bezeichnet
wird, und genetisch bedingter Defekte im Bereich der Zielorgane, dem lebenslangen
Einfluss verschiedenster Umweltfaktoren unterliegt, wie z.B. infektidsen Noxen,
Ernahrungsfaktoren, Umweltgiften und diversen Vakzinen.

Gestutzt wird dieses modernere Modell durch verschiedene Studien, die bei Kindern
mit Uberdurchschnittlich vielen Infekten in den ersten Lebensjahren Uber ein deutlich
vermindertes Erkrankungsrisiko fur einen T1D berichteten (Wasmuth et al 2000).
Demnach kénnten Infektionen also einen altersabhangigen, modifizierenden Einfluss
auf das heranreifende kindliche Immunsystem austben. Die Vorstellung, dass ein
bestimmtes Agens, z.B. in Form einer viralen Erkrankung, organspezifische
Autoimmunitat anst6t, die im Verlauf zur Zerstérung der [(-Zellen der
Langerhansschen Inseln im Pankreas fuhrt, kdnnte eher zugunsten der Sichtweise
aufgegeben werden, dass Umweltfaktoren das Fortschreiten der Erkrankung
wahrend ihrer verschiedenen Stadien sowohl beschleunigen als auch attenuieren
kénnen, je nachdem zu welchem Zeitpunkt und wie haufig die Exposition erfolgte
(Serreze et al 2000). Dies kénnte zumindest teilweise erklaren weshalb die Inzidenz
des T1D in den letzten Jahrzehnten weltweit bei stetig zunehmenden
Hygienestandards eine derart dramatische Steigerung erfuhr (Atkinson u. Eisenbarth
2001).

Vor diesem Hintergrund steht aktuell insbesondere die Klarung eines ursachlichen
Zusammenhangs zwischen Infektionen mit Coxsackieviren und der Entwicklung von

3-Zellautoimmunitat im Mittelpunkt mehrerer internationaler, prospektiver Studien.
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Beim Menschen war die Rolle der Coxsackievirusinfektionen bei der Diabetes-
entstehung bisher vor allem durch epidemiologische Erhebungen im Rahmen von
Fallkontrollstudien untersucht worden, die sich aufgrund ihres Studiendesigns auf
den Nachweis von CV-Antikorpern zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation
beschrankten (Dahlquist et al Diabetes 1995/ Dahlquist et al Diabetologia 1995).
Dagegen existierten bislang nur wenige Studien, die den Einfluss von CV-Infektionen
auf die Entwicklung von Inselautoimmunitat in der pradiabetischen Phase prospektiv
evaluierten (Graves et al 1997/ Lénnrot et al 2000).

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag deshalb auf dem Nachweis abgelaufener
Coxsackievirusinfektionen im letzten Schwangerschaftstrimenon und wahrend der
frihen Kindheit, und zwar jeweils im Alter von 9 Monaten, 2, 5 und 8 Jahren bei
Nachkommen von Miuttern mit T1D bzw. Gestationsdiabetes und Vatern, die an T1D
erkrankt waren. Unter Berucksichtigung der Erkenntnisse neuerer Fall-Kontroll-
Studien, nach denen bestimmten CV-Serotypen (z.B. CVB 3/4/5 und CVA 9) eine
hohere diabetogene Potenz beigemessen wird, erfolgte zunéchst die Bestimmung
von CV-1gG-Antikorpern, unter anderem gegen die Serotypen CVB1-9 und CVA9, mit
Hilfe eines sensitiven kommerziellen ELISA-(Screening-) Tests, der gegen ein Panel
von CV-Serotypen gerichtet war. In einem zweiten Schritt wurden dann alle
mitterlichen Serumproben auf gegen CVB3, CVB4 und CVB5 gerichtete IgM-Ak
untersucht. Diese wurden auch bei denjenigen Kindern bestimmt, die im Screening-
Test in einem Sample erhthte Werte fir CV-IgG-Antikorper aufwiesen. Grund fir
diese selektivere Vorgehensweise in der Kinderstudie war die Tatsache, dass nur
geringe Mengen der Inselzell-Ak positiven Seren als Material zur Verfligung standen.
Da die viramische Phase bei einer Coxsackievirusinfektion eine relativ kurze
Zeitspanne von nur wenigen Tagen bis einigen Wochen umfassen kann und die
Konzeption der BABYDIAB-Studie auf Kontrolluntersuchungen im Alter von 9
Monaten, 2 Jahren, 5 Jahren und 8 Jahren ausgelegt ist, entschieden wir uns
aufgrund der vorgegebenen Zeitabstdnde zwischen den Follow-Up Untersuchungen
und der damit verbundenen relativ geringen Wahrscheinlichkeit Coxsackieviren direkt
im Serum erfassen zu kdnnen gegen die RT-PCR (die unter anderem in aktuellen
prospektiven Studien Finnlands neben den Virus-Antikérperbestimmungen zur

Anwendung kommt) als Methode zum Virusnachweis.
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Aufgrund der unterschiedlichen Methodik ist ein direkter Vergleich im Hinblick auf die
Sensitivitat und die Spezifitat zwischen unserer Studie und den aktuellen
prospektiven Studien aus Finnland (s. unten) nicht moéglich.

Obwohl Hinweise darauf vorliegen, dass CV-Antikorper der Klasse IgG in einigen
Fallen nicht Gber einen groBeren Zeitraum hinweg stabil und damit im Serum
nachweisbar bleiben, sind die Intervalle der Follow-Up Untersuchungen der
BABYDIAB Studie dennoch lberschaubar genug, um abgelaufene Infektionen Uber
den Nachweis von CV-IgG-Antikorpern mit Hilfe der verwendeten ELISA-
Testmethoden in den meisten Fallen zu erfassen (Tracy et al 1995).

Dennoch kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass in einigen Ausnahmefallen
die Mdoglichkeit besteht, dal? CV-Antikdrper der Klasse IgG wegen ihrer geringeren
Stabilitat nach einer Latenz von bis zu 3 Jahren nicht mehr im Serum nachweisbar
sind. Ein mdglicher Erklarungsversuch fur dieses Phanomen begrindet sich auf der
Vorstellung, dass enterovirale Infektionen aus bislang noch unbekannten Ursachen
lediglich zu einer lokalen, mukosaassoziierten Immunitat der Darmschleimhaut
fuhren konnen. Da dieses Phdnomen die Versuchsgruppe und die Kontrollgruppe in
gleichem Malie betrifft und beide Gruppen auch in allen anderen relevanten
Aspekten vergleichbar sind, ist von keiner groBeren Auswirkung auf das
Studienergebnis auszugehen.

Im gesamten Studienkollektiv waren Coxsackievirusinfektionen vergleichsweise
selten nachweisbar, wobei eine deutliche Zunahme der Inzidenz mit héherem
Lebensalter festzustellen war.

Im Kollektiv der Kinderstudie wurden CVB-lIgG-Ak lediglich bei 12 Kindern mit Insel-
Antikérpern (33,3 %) und bei 10 Kindern ohne Inselautoimmunitat (32,3 %)
nachgewiesen.

Im Kollektiv der Mutterstudie waren bei einer von 16 (6,3 %) Muttern mit Insel-Ak
positivem Nachwuchs CV-IgG-Ak nachweisbar, wahrend 15 von 110 (13,6 %)
Muttern deren Kinder keine Insel-Ak entwickelt hatten betroffen war. Nur 2 von 28
Kindern, die im Verlauf der Follow-Up Untersuchungen Insel-Ak entwickelten und
lediglich eines der 10 Kinder, die vor dem 10. Lebensjahr an T1D erkrankten, wies
positive CV-Antikorpertiter im Sinne einer Infektion auf. Es zeigten sich keine
Unterschiede bezuglich der mittleren CV-lgG-Antikorpertiterhbhe und -verteilung
zwischen der Gruppe der Insel-Antikorper positiven Kinder (Versuchsgruppe) und der

Kontollgruppe, die keine Inselautoimmunitat entwickelt hatte.
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Weiterhin liel3 sich kein zeitlich konstanter Zusammenhang zwischen Infektionen mit
Coxsackieviren und dem Auftreten von Insel-Antikérpern erkennen. Die mittleren CV-
IgG-Antikorpertiter stiegen kontinuierlich mit zunehmendem Lebensalter, was als
Ausdruck des graduellen Reifungsprozesses innerhalb des humoralen
Immunsystems betrachtet werden kann.

Schutzimpfungen gegen die Erkrankung Poliomyelitis, die im Alter von 3, 5 und 12-
15 Monaten durchgefuhrt werden stehen im Verdacht die Neubildung heterotoper
Antikérper zu induzieren, die die Fahigkeit zur Kreuzreaktivitat mit Antigen-
bestandteilen von Coxsackieviren besitzen (Juhela et al 1999). Sowohl der Zeitpunkt
zu dem die Poliovakzine an die getesteten Kinder verabreicht wurde, als auch die
kumulative Haufigkeit der Polio-Schutzimpfung unterschieden sich zwischen den
beiden Gruppen nicht signifikant und schlieBen damit den Einfluss der Poliovakzine
als Storgrol3e innerhalb unseres Studienkollektivs aus.

Hinsichtlich der humoralen Immunantwort gegentber Coxsackievirusinfektionen
fanden sich sowohl innerhalb des Miitterkollektivs als auch bei denjenigen Kindern,
die den HLA DR3/4- oder DR4/4-Haplotyp aufwiesen im Vergleich zu Individuen
ohne diese Risikoallele vergleichbare Antikdrper-Pravalenzen und -Titer.

Diese Ergebnisse lassen eine Assoziation zwischen der humoralen Immunantwort
gegen Coxsackieviren und spezifischen HLA-DR-Genotypen, die einen Risikofaktor
fur die Entwicklung von Inselautoimmunitat, bzw. einer Typ 1-Diabeteserkrankung
darstellen, unwahrscheinlich erscheinen. Einige Studien wiesen auf eine mdgliche
Assoziation zwischen dem HLA-DR3-Haplotyp und einer verstarkten zellularen
Immunantwort gegeniber der Familie der Enteroviren und im Speziellen gegeniber
dem PEVKEK-Motiv des Coxsackievirus B4 hin (Schernthaner et al 1985/ Horwitz et
al 1998/ Samuelssen 1990).

Dieser Coxsackievirustyp und das Autoantigen GAD65, welches eine entscheidende
Rolle bei der Diabeteserkrankung spielt, besitzen eine homologe Aminoséaure-
sequenz, das sogenannte PEVKEK-Motiv. Im Rahmen der T-Zellaktivierung scheint
die Préasentation dieser homologen Region durch HLA-Molekile von grol3er
Bedeutung zu sein. Es zeigte sich, dass das PEVKEK-Motiv spezifisch an HLA-DR3
Molekile bindet, die erwiesenermal3en einen pradisponierenden Faktor fur die
Diabetesentstehung darstellen, nicht jedoch an die ebenfalls Typ 1-
diabetesassoziierten Allele HLA-DR1 oder DRA4.
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Somit kénnte dieses als ,Molekulares Mimikry" bezeichnete Phdnomen zumindest
bei Individuen des Haplotyps HLA-DR3 im Zusammenhang mit der
Diabetesentstehung stehen (Vreudgenhill et al 1998).

Auch D’Alessio, der in seiner Fallkontrollstudie Patienten mit neu diagnostiziertem
T1D auf vorausgegangene Infektionen mit Coxsackievirus B untersuchte fand in der
Gruppe der HLA-DR3 positiven Individuen im Vergleich zur Kontrollgruppe, die diese
HLA-Risikoallele nicht aufwies, signifikant erhdhte IgM-Antikdrpertiter (D"Alessio
1992). Im Rahmen des getesteten Patientenkollektivs war die Anzahl der Individuen
mit dem HLA-DR3/3 Haplotyp in dieser Studie jedoch zu gering, um einen
Zusammenhang mit der humoralen Immunitat gegentber Coxsackievirusinfektionen
zu belegen.

Die Ergebnisse unserer Studie stimmen mit &hnlichen Beobachtungen der
prospektiven DAISY-Studie aus Denver Uberein, die sich ebenfalls vom Zeitpunkt der
Geburt an mit dem Einfluss von CV-Infektionen auf Verwandte 1. Grades von Typ 1
Diabetikern beschaftigte. Dabei konnte in Serum, Speichel oder Rektalabstrichen von
Kindern mit Inselautoimmunitat keine hohere Pravalenz von Enterovirus-RNA
nachgewiesen werden als in einer ,gematchten* Kontrollgruppe (Graves et al 1997).
Da innerhalb des von uns getesteten Kollektivs der BABYDIAB-Studie bei zwel
Kindern Coxsackievirusinfektionen der Entwicklung von Insel-Autoantikérpern
vorausgingen, ist zumindest nicht auszuschliessen, dal3 Coxsackieviren in
Einzelfallen Inselautoimmunitat auslésen oder zumindest als Einflussgréf3e an der
Entstehung dieses Phanomens mitbeteiligt sein kdnnten. Dies wirde aber eindeutig
gegen die Modellvorstellung sprechen, wonach Coxsackievirusinfektionen in der
Pathogenese des T1D eine entscheidende Rolle spielten.

Sowohl die erwahnte DAISY-Studie aus Denver (Graves et al 1997) als auch die in
unserer BABYDIAB-Studie gewonnenen Daten kénnen die Ergebnisse der beiden
finnischen prospektiven Studien nicht bestétigen, die den zeitlichen Zusammenhang
zwischen enteroviralen Infektionen und Inselautoimmunitat bei pradiabetischen
Geschwisterkindern (DIME) (Hyoty et al 1995) und bei Kindern mit erhdéhtem
genetischen Risiko fur eine Diabeteserkrankung, im Rahmen einer Kohortensudie
(DIPP) (Lonnrot et al 2000), untersuchten.
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Die DiMe-Study untersuchte prospektiv den zeitlichen Zusammenhang zwischen
enteroviralen Infektionen und der Zunahme der ICA- und IAA-Titer bei 22
Geschwisterkindern von Typ 1 Diabetikern im  Zeitraum vor der
Erkrankungsmanifestation und bei 13 von 110 Geschwisterkindern der
Kontrollgruppe, die im Verlauf nicht an T1D erkrankten. Da die Beobachtung der 22
Kinder erst mit der Diabetesmanifestation ihrer Geschwister begann, bestand im
Gegensatz zur BABYDIAB-Studie dabei jedoch nicht die Mdéglichkeit vom Zeitpunkt
der Geburt an den Beginn bzw. Verlauf des zugrundeliegenden
Autoimmunprozesses aufzuzeigen.

Im Rahmen dieser Studie wurden ansteigende ICA-Titer zeitgleich mit nach-
gewiesenen EV-Infektionen bei 10 von 12 Geschwisterkindern, die spater an
Diabetes erkrankten, bobachet, jedoch waren die Unterschiede zu den Kindern der
Kontrollgruppe nicht statistisch signifikant. Die Tatsache, dall mehr als 60 % der
Geschwisterkinder, die im Verlauf an Diabetes erkrankten bereits zu Beginn der
Follow-Up Untersuchungen hohe ICA-Titer (> 80 JDF Units) aufwiesen, wahrend in
der Kontrollgruppe nur sehr niedrige ICA-Titer auftraten, sprechen gegen die These,
dass EV-Infektionen Inselautoimmunitat ausldosen bzw. die Insulitis im Frihstadium
beschleunigen kdnnen. Stattdessen unterstitzen die Ergebnisse dieser Studie eher
die Vorstellung, nach der EV-Infektionen die Spatphase des
Autoimmunitatsprozesses, kurz vor der endgultigen Zerstérung der 3-Zellen und der
damit verbundenen Diabetesmanifestation, beschleunigen kénnen.

Dies konnte in Studien an NOD-Mausen bestatigt werden, bei denen Infektionen mit
CVBA4 lediglich bei 8 Wochen alten Tieren, nicht jedoch bei 6 Wochen alten NOD-
Mausen die Diabetesprogression beschleunigte. Im Falle einer Infektion mit dem
Serotyp CVB4 scheint also, zumindest im Tiermodell, eine bestimmte Menge an
autoreaktiven T-Lymphozyten in den Inselzellen des Pankreas nétig zu sein, um den
Prozel der 3-Zellzerstorung weiter anzufachen (Serreze et al 2000).

Eine weitere Studie kam zu dem Ergebnis, dass eine CV-Infektion bei
pradiabetischen BDC 2,5 [Barbara Darrs Center / T-Zell-Klon 2,5 (Colorado)]
Mausen, jedoch nicht bei 6-8 Wochen alten NOD-Mausen, zu einer besonders
raschen Diabetesprogression fuhrt. Diese Tiere weisen als Besonderheit eine
veranderte T-Zellen-Population im Sinne eines Uberwiegens von T-Gedachtniszellen

auf, die auf ihrer Oberflache einen diabetogenen T-Zell-Rezeptor (TCR) exprimieren.
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Dieser Rezeptor bindet an ein spezifisches Inselzellantigen, welches keine
Kreuzreaktivitat mit Coxsackievirus B4 zeigt und keine strukturelle Ahnlichkeit zu
GAD 65 besitzt. Nach diesem Modell erfolgt die Induktion der Diabeteserkrankung im
Anschluss an enterovirale Infektionen durch eine sogenannte ,Bystander-
Aktivierung" von T-Gedachtniszellen, entweder bedingt durch Freisetzung
sequestrierter Antigenbestandteile aus geschadigtem Gewebe oder durch
Ausschuittung von Zytokinen ( z. B. Interferon a) im Rahmen einer Immunantwort auf
die Virusinfektion und nicht wie friher angenommen, im Rahmen des als
.Molekulares Mimikry" bezeichneten Phadnomens (Horwitz et al 1998).

Auch nach den Ergebnissen einer zweiten in Finnland durchgefiihrten prospektiven
Studie (DIPP) scheinen Enteroviren eine Rolle als Initiatoren der 3-Zellzerstérung zu
spielen. Bei 57 % der Typ 1-Diabetiker konnten enterovirale Infektionen mit Hilfe von
serologischen Untersuchungen und der Bestimmung von Virus-RNA in einem
Zeitintervall von 6 Monaten vor dem Auftreten von Inselautoimmunitat nachgewiesen
werden, wahrend in der Kontrollgruppe nur 31 % der Individuen betroffen waren
(L6nnrot et al 2000).

Eine ebenfalls im Rahmen der "Finnish Diabetes Prediction and Prevention Study"
(DIPP) durchgefiihrte Studie aus dem Jahr 2001 untersuchte die Hohe enteroviraler
Antikorpertiter bei Insel-Antikérper-positiven Kindern in der pradiabetischen Phase
wahrend der ersten beiden Lebensjahre (Sadharju et al 2001). Das Studienkollektiv
bestand aus einer Gruppe von 21 Kindern, die Insel-Antikdrper entwickelten und
einer Kontrollgruppe von 104 Kindern, die keine Insel-Antikérper entwickelten,
.gematched" fur den Geburtszeitraum, das Geschlecht und den HLA-Genotyp. Die
Insel-Antikdrper-positiven Kinder wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe im Alter von
6 bis 24 Monaten erhdhte 1gG- und IgA-Titer gegen Coxsackievirus B4 auf, wobei
sich ein signifikanter Unterschied lediglich deutlich bei den Jungen zeigte und
vornehmlich bei Individuen mit dem HLA-DQB1*0302/x Genotyp.

Zu bemangeln war allerdings, dass diese Studie bei der Darstellung der Ergebnisse
nicht prazise auf den zeitlichen Zusammenhang zwischen enteroviralen Infektionen
und dem Auftreten von Insel-Antikdrpern im untersuchten Kollektiv einging und somit
unklar bleibt, ob Coxsackievirus B4 im Rahmen einer Infektion, die der Entwicklung
der Inselautoimmunitat vorausging, an der Auslosung der 3-Zellzerstérung beteiligt
war, oder ob eine bereits bestehende Autoimmuninsulitis einer CV-Infektion den Weg

bereitet hat.
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In diesem Fall ware aber auch denkbar, dass Insel-Antikbrper-positive Individuen
eine, im Vergleich zur Normalbevélkerung, hohere Bereitschaft aufweisen an
enteroviralen Infektionen zu erkranken bzw. aufgrund ihrer HLA-Konstellation zu
einer verstarkten Antikdrperbildung gegentber Coxsackieviren neigen.

Aus der Tatsache, dass in der Gruppe der Insel-Antikdrper positiven Individuen in
dieser Studie keine héheren Antikorpertiter gegentber Polioviren gefunden werden
konnten als in der Kontrollgruppe wurde gefolgert, dass eine verstarkte humorale
Immunantwort bei Tragern von HLA-Risiko-Genotypen unwahrscheinlich ist. Jedoch
bleibt zumindest fraglich ob die Immunantwort auf eine inaktivierte Poliovakzine im
Rahmen einer Impfung als Malstab fir die Starke der Antikdrperbildung im
Anschluss an eine Infektion gelten kann.

Dartber hinaus wirde man im Falle einer hdheren Erkrankungshaufigkeit fur
enterovirale Infektionen bei Jungen auch eine, im Vergleich zu Madchen, starker
ansteigende Diabetesinzidenz in Finnland erwarten, tatsachlich gibt es jedoch
diesbeziiglich keinen Anhaltspunkt fir einen geschlechtsspezifischen Unterschied.
Falls sich Coxsackievirusinfektionen bei den Nachkommen im BABYDIAB-Studien-
kollektiv vor oder kurz nach dem Beginn der Inselautoimmunitat ereignet hatten,
wirde man bei der Uberprifung der jeweils letzten Follow-Up Untersuchung einen
positiven Nachweis von IgG-Antikdrpern gegen CV erwarten. Es konnten jedoch
weder bei den 23 der 25 Kinder, die im Verlauf Inselautoimmunitat entwickelten,
noch bei den 10 Kindern, die schliel3lich an einem T1D erkrankten, zum Zeitpunkt
der Manifestation erhdhte CV-IgG-Antikorpertiter nachgewiesen werden.
Zusammenfassend laRt sich deshalb schlussfolgern, dass unsere Studienergebnisse
gegen einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von enteroviralen
Infektionen und der Initiierung von Inselautoimmunitat bei dem Uberwiegenden Teil
der Nachkommen von Mittern mit T1D oder Gestationsdiabetes bzw. Vatern mit T1D
sprechen, obwohl transiente Erhéhungen von CV-Antikoérpertitern zwischen den
Follow-Up Untersuchungen oder Infektionen mit anderen Enteroviren nicht ganzlich
ausgeschlossen werden kdnnen.

Ein internationaler Vergleich der mittleren EV-Antikdrpertiter bei gesunden Kindern
im Alter von einem Jahr, bei Schulkindern im Alter von 10-14 Jahren sowie bei nicht-
diabetischen Schwangeren im ersten Trimenon war Gegenstand einer von H. Hyoti
aus Finnland organisierten europaischen Multizenter-Studie (INCO-Programm), die
1998 begonnen und 2004 beendet wurde (Viskary et al 1998).
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Auch unsere Arbeitsgruppe unter der Leitung von Frau Prof. Ziegler hat an dieser
Studie teilgenommen. Serumproben von Schulkindern aus Finnland, Schweden,
Rul3land, Estland, Litauen, Ungarn und Deutschland wurden mittels EIA (Enzyme
Immunoassay) auf 1gG-Antikérper gegen Coxsackievirus B4, Poliovirus Typ | und
synthetischem enteroviralem Peptid untersucht, um insbesondere zu evaluieren, ob
ein Zusammenhang zwischen der jeweiligen landesspezifischen Inzidenz und
Pravalenz von T1D und der Haufigkeit enteroviraler Infektionen besteht. Dabei
zeigten sich erhebliche Unterschiede in der HOohe der ermittelten Antikdrpertiter
zwischen den verschiedenen Landern, was auf eine variable Ubertragung von
enteroviralen Infektionen zuriickgefihrt wird.

Erstaunlicherweise fanden sich hier teilweise in Landern, die eine hohe Inzidenz fir
T1D aufweisen (wie z.B. Finnland) vergleichsweise niedrige enterovirale
Antikorpertiter, wogegen in Landern, wie z.B. Deutschland (Seren, die von unserem
Zentrum gesammelt wurden), die eine erheblich niedrigere T1D-Pravalenz
aufweisen, deutlich hohere mediane EV-IgG-Ak-Titer bestimmt wurden. Dieses
Phanomen ist nicht vereinbar mit der Vorstellung, wonach hohe Diabetesinzidenzen
zwingend mit haufigeren enterovirale Infektionen innerhalb der Population assoziiert
sind. Diese mittlerweile publizierten Daten stiitzen daher die in der vorliegenden
Arbeit gemachten Beobachtungen (Viskary et al 2004).

Die Untersuchung der im Rahmen unserer Mutterstudie bei Entbindung gewonnenen
Seren zeigte fur die Coxsackievirus-Serotypen CVB3, CVB4 und CVB5 keinerlei
Unterschiede hinsichtlich der Hohe der gemessenen IgM-und IgG-Antikérpertiter
zwischen Mittern, deren Kinder Insel-Antikorper entwickelt hatten und Muttern mit
Insel-Antikdrper negativem Nachwuchs.

Dies laf3t darauf schlie3en, dass eine Infektion mit CVB3, CVB4 und CVB5 wahrend
der Schwangerschaft nicht mit einem erhdhten Risiko fir die Entwicklung von Insel-
autoimmunitat bei den Nachkommen assoziiert ist.

Eine erst kirzlich im Rahmen der finnischen DIPP-Studie durchgefihrte
Untersuchung bei Schwangeren kam zu einem &hnlichen Ergebnis: Die Pravalenz
enteroviraler Infektionen bei Muttern Insel-Antikdrper-positiver Kinder betrug 10 %,
wahrend Matter mit Insel-Antikbrper-negativem Nachwuchs in 16 % der Falle

betroffen waren (Lonnrot et al 2000).
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Dagegen fand eine schwedische Studie bei nicht HLA-DR gematchten Mittern,
deren Kinder vor dem 15. Lebensjahr an T1D erkrankten, gegen Ende der
Schwangerschaft erhohte IgG-Antikdrper-Titer fur Coxsackievirus B5 / Echovirus 9
bzw. 30 im Vergleich zu einer Gruppe von Mittern, deren Kinder nicht an T1D
erkrankten (Dahlquist et al 1995).

In einer weiteren finnischen Studie, die anti-EV (enterovirale)-IgM- und I1gG-
Antikérper am Ende des ersten Trimenons verglich, zeigten sich bei 9,4 % der
Mutter, deren Nachwuchs bereits sehr frith (im Alter von 0-3 Jahren) an "sporadisch
auftretendem" T1D erkrankte, erhbhte EV-1gG-Ak-Titer (insbesondere CVB5- 1gG-Ak-
Titer), wahrend die Pravalenz bei Muttern, deren Kinder nicht erkrankten lediglich 1
% betrug (Hyoty et al 1995).

Die Auswertung der Daten aller Mutter innerhalb des BABYDIAB-Studienkollektivs
zeigte in Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen eine dhnliche Pravalenz von CV-
IgG-Ak und insbesondere von Antikérpern gegen den Serotyp CVB5, jedoch konnte
kein Unterschied zwischen Miuttern Insel-Antikorper positiver und negativer Kinder
nachgewiesen werden.

In erster Linie verantwortlich flr die unterschiedlichen Ergebnisse ist wohl die Tat-
sache, dass im Gegensatz zu der erwahnten schwedischen Studie sowohl die
Entwicklung von Inselautoimmunitat als auch die Diabetesmanifestation bereits sehr
frihe Ereignisse innerhalb des BABYDIAB-Studienkollektivs darstellen.
DarlUberhinaus ist die Konzeption der BABYDIAB-Studie darauf ausgerichtet, den
Erkrankungsverlauf bei Verwandten 1. Grades von Typ 1 Diabetikern zu verfolgen,
die bekanntlich ein erhthtes Risiko fur die Entwicklung von Inselautoimmunitat
aufweisen, wahrend andere Studien sich auch mit den sogenannten sporadischen
Formen der Typ 1 Diabeteserkrankung beschéftigen.

Zusammenfassend sprechen die Befunde der vorliegenden Arbeit gegen die
insbesondere in den skandinavischen Landern populdre Hypothese, wonach
Coxsackievirusinfektionen wahrend der Schwangerschaft fur die Nachkommen in
den frihen Lebensjahren einen Risikofaktor fur die Entstehung von Insel-Antikdrper
und einen T1D darstellen.

Selbstverstandlich gilt es zuklnftig, den Einfluss weiterer Kanditaten-Viren und
anderer bakterielle Infektionen in prospektiven Studien auf die Entstehung von Insel-

autoimmunitat und eines T1D zu evaluieren.
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Hier wird insbesondere die 2004 gestartete weltweite TEDDY-Studie (an der sich
unser Zentrum beteiligt) einen Beitrag leisten. Dabei handelt es sich um eine
prospektive Studie von Geburt an, die Uber 200 000 Kinder auf Insel-Ak screenen
wird um dann Kinder, die diese Antikorper aufweisen bis zum 23. Lebensjahr

prospektiv zu untersuchen.
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6. Zusammenfassung

Der Typ 1 Diabetes (T1D) ist eine erbliche Stoffwechselerkrankung multifaktorieller
Genese bei der es auf der Grundlage einer genetischen Pradisposition zu einer
Autoimmuninsulitis kommt, die chronisch progredient verlauft und letztendlich zu
einer Zerstorung der 3-Zellen des Pankreas und zu absolutem Insulinmangel fuhrt.
Zwar zeigte sich in zahlreichen Fallkontrollstudien ein gehéuftes Vorliegen von
Antikdrpern gegen Enteroviren, insbesondere Coxsackievirus B, bei Patienten mit
neu aufgetretenem Typ 1 Diabetes und wahrend der Schwangerschaft bei Mittern
von Kindern, die im Verlauf an insulinabhangigem Diabetes erkrankten.

Allerdings konnten alle bisherigen prospektiven Studien keinen Hinweis fir einen
kausalen Zusammenhang zwischen enteroviralen Infektionen und der Entwicklung
von Inselautoimmunitat finden. Die deutsche, multizentrische BABYDIAB-Studie
untersucht den zeitlichen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Inselautoantikérpern und genetischen Determinanten sowie Umweltfaktoren bei
Nachkommen von Muttern mit T1D bzw. Gestationsdiabetes oder Vatern mit T1D. Im
Rahmen dieser Doktorarbeit wurde der Einfluss von Coxsackievirusinfektionen
wahrend der Schwangerschaft und frihen Kindheit auf die Entstehung von
Inselautoantikérpern im Kollektiv der BABYDIAB-Studie untersucht.

Hierzu wurde mittels indirekter ELISA-Tests IgG-Antikdrper gegen ein Panel von
Coxsackieviren, sowie 1gG- bzw. IgM-Antikoérper gegen CVB3, CVB4 und CVB 5 bei
28 Kindern, die im Verlauf persistierende Insel-Antikdrper entwickelten im Alter von 9
Monaten, 2, 5 und 8 Jahren getestet und mit 51 Autoantikorper-negativen Kindern
verglichen (Kinderstudie).

AulRerdem wurde die Haufigkeit des Auftretens von Coxsackievirusinfektionen
wahrend der Schwangerschaft bei 16 Mittern, deren Kinder im Verlauf Insel-
Antikorper entwickelten im Vergleich zu 110 Miuttern Insel-Antikbrper-negativer
Kinder untersucht (Mutterstudie).

In  beiden Studien zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich der CV-
Infektionshaufigkeit zwischen Insel-Antikérper-positiven Probanden und Individuen,

die keine Inselautoimmunitat entwickelten.
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Ebenso ergab sich kein Anhalt fur eine feste zeitliche Abfolge von CV-Infektionen
und dem Auftreten von Insel-Antikorpern.

Diese Ergebnisse legen deshalb nahe, dass enterovirale Infektionen im untersuchten
Kollektiv keine ursachliche Bedeutung als auslésender Faktor fur die Entstehung der
Autoimmuninsulitis, die schliel3lich zur Manifestation des TD1 fuhrt, beigemessen
werden kann. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass zumindest in
Einzelfallen Coxsackievirusinfektionen im Zusammenspiel mit anderen Faktoren
(genetische Disposition, verschiedene Umweltfaktoren, etc.) einen akzelerierenden

oder auch hemmenden Einfluss auf Autoimmunprozesse haben kdnnen.
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8. Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AK Antikorper

APC Antigen-prasentierende Zellen

CD Cluster of differentiation

Cl Konfidenzintervall

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
GADA Glutamatdecarboxylase-Antikorper
GDM Gestationsdiabetes

HLA Human leukocyte antigen

IAA Insulinautoantikorper

IA2A Protein-Tyrosinphosphatase 1A-2-Antikorper
ICA Inselzellantikdrper

IFN-y Interferon-y

IL-4, IL-10 Interleukin 4, bzw. 10

LADA latent autoimmune diabetes in the adults
MS Multiple Sklerose

NOD-Maus non obese diabetic-Maus

OGTT oraler Glukosetoleranztest

RIA Radioimmunoassay

Thl-Th2-ZellenT-Helfer 1-, bzw. T-Helfer 2-Zellen

U

Units
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