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1. Einfhrung und Fragestellung

1.1. Zentrale Fragestellung und Hypothese

Die aktuellen Schwerpunkte der Pathogeneseforschung zum Typ 1 Diabetes
gelten heute der Charakterisierung der praklinischen Inselautoimmunitat beim
humanen Typ 1 Diabetes sowie im Tiermodell der NOD-Maus. 1989 wurde die
weltweit erste und groésste prospektive Studie zur Atiologie und Pathogenese des
humanen Typ 1 Diabetes, die BABYDIAB-Studie [238], angesiedelt am Institut
fur Diabetesforschung in Mlinchen, begonnen, die von Geburt an die Entwicklung
humoraler Inselautoimmunitat in Relation zu genetischen und Umweltfaktoren bei
Kindern von Eltern mit Typ 1 Diabetes untersucht. Eines der ersten
Hauptergebnisse war, dass Inselautoimmunitat bereits sehr frih in den ersten
beiden Lebensjahren entsteht. Neben der BABYDIAB-Studie haben eine Vielzahl
internationaler Forschungsprojekte in den letzen 10 Jahren dazu beigetragen,
enorme Fortschritte auf dem Weg zu einer differenzierten Immundiagnostik zu
erzielen, um das Auftreten von Inselautoimmunitat in der praklinischen Phase
praziser vorherzusagen, um so die diagnostische Basis fur gezielte
Immuninterventionen zu schaffen. Dabei hat mit der Standardisierung und
Weiterentwicklung von Testverfahren zur Bestimmung von Inselantikérpern
insbesondere die humorale Immundiagnostik an Bedeutung gewonnen. So sind
auch die aktuellsten Projekte auf der humoralen Ebene angesiedelt, um mit
neuen Verfahren wie der Bestimmung von Antikérper- Epitopen, -Affinitaten und
—Subklassen, sowie der Tetrameranalyse die Entwicklung des R-Zell-
Autoimmunprozesses genauer zu charakterisieren. Obgleich der Typ 1 Diabetes
eine T-Zell vermittellte Autoimmunerkrankung darstellt, haben die Versuche zur
Standardiserung von T-Zell-Assays bislang nur wenig Erfolg gezeigt. Dies liegt
u.a. daran, dass sich im peripheren Blut nur wenig inselspezifische T-Zellen
finden und die Stimulationsindizes oftmals nur sehr gering sind. Auch wegen der
aufwendigen Labortechniken sind sie, zumal im Rahmen grosser

Screeninguntersuchungen, nicht geeignet.



Am Modell der NOD-Maus konnten verschiedene Studien zeigen, dass
destruktive Autoimmunitdt durch eine Th1-dominierte, zellulare Immunantwort
gekennzeichnet ist, wobei unklar ist, ob diese relativ spat im Verlauf des
Autoimmunprozesses nach einer latenten Phase nicht-destruktiver Th2-
dominierter Immunantwort entsteht [116] oder spontan und relativ frih mit einer
Immunantwort gegen ein primares Autoantigen beginnt, die sich dann in Form

eines Spreadings gegen weitere Autoantigene ausbreitet [85].

Das Konzept, wonach sich organspezifische Autoimmunerkrankungen aus einer
T-Helferzell-1 (Th1)/T-Helferzell-2 (Th2)-Imbalance entwickeln kdnnen, ging aus
der Beobachtung hervor, dass gegensatzliche, dichotome Immunantworten nach
experimentellen Immunisierungen entstehen konnen, die gleichermassen von
der Helferfunktion von CD4-Lymphozyten abhangig sind. Erst mit der
Entwicklung von Methoden, T-Zell-Linien zu etablieren und Zytokine zu messen,
konnte dieses Konzept entwickelt werden. Mosmann et al. klassifizierte als erster
Maus-CD4-T-Zellklone auf der Basis ihrer Zytokinmuster und fuhrte die Begriffe
der Th1- und Th2-Populationen ein [136]. Th1-Klone produzieren IL-2, IFN-y und
TNF-B3, und Th-2-Zellklone wurden solche genannt, die IL-4, IL-5, IL-6, und IL-13
sezernieren. Auch IL-10 galt zunachst als alleiniges Th2-Zytokin, mittlerweile
weill man aber, dass auch Th1-Zellen IL-10 produzieren kénnen. Dabei wird
heute noch viel zu wenig bedacht, dass die funktionelle Diversitat individueller T-
Helfer-Zellen und ihre Zuordnung zum Th1-, bzw. Th2-Kompartiment fur jedwede
Immunantwort dagegen weitaus variabler ist [3]. Individuelle T-Zellen kdnnen
heterogene und komplexe Zytokinmuster exprimieren, die fur keines der beiden
klassischen Subsets charakteristisch sind, wobei dies insbesondere fur humane
T-Zellen gilt. CD4-Zellen, die sowohl Th1-als auch Th2-Zytokine produzieren,
werden daher auch ThO-Zellen genannt. Sie sind oft insbesondere in der frihen
Phasen einer Immunantwort, vor einer zunehmenden Polarisierung in eine Th1
oder Th2 Richtung, nachweisbar. Aufgrund der heterogenen Zytokinmuster
innerhalb einer Th1- oder Th2-Zellpopulation und der Schwierigkeit, diese zu

quantifizieren, schlagen heute viele Immunologen vor, statt von einer Th1- bzw.



Th2-Antwort zu sprechen, die Begriffe “Th1-like” bzw. “Th2-like® oder “Th1-

dominant®, bzw. “Th2-dominant“ zu verwenden [3,193].

Nunmehr unstrittig ist, dass in der Maus eine polarisierte Th2-Immunitat mit der
Produktion von 1gG1 Antikoérpern, eine Th-1 Antwort dagegen mit der Subklasse
IgG2al/c assoziiert ist. Dies ist in verschiedenen Tiermodellen organspezifischer
Autoimmunitat wie der experimentellen Retinitis [195] oder der Thyreoiditis [229]
gezeigt worden. Auch die Induktion eines Th2-Kompartiments mit der
Generierung von IgG1-Subklassen in der Maus nach Immunisierung mit
Autoantigen ist in verchiedenen Studien gezeigt worden [89,198]. Anders als in
der Maus ist die Zuordnung einer Th1-, bzw. Th-2-dominierten Antwort zu
distinkten  Antikorper-Isotypen und Subklassen-Mustern beim Menschen
schwieriger und deren Bedeutung fur organspezifische Autoimmunerkrankungen
bislang unklar. Th2-Immunitat, insbesondere gegen exogenes Antigen, ist mit
IgG4- und IgE-Antikdrper-Antworten assoziiert, da diese durch IL-4 induziert
werden konnen [112]. Die IgG-Subklassen-Antworten bei Th1-dominierter
Immunitat konnen dagegen mit Uberwiegender IgG1-AK Produktion assoziiert

sein oder aber alle IgG-Subklassen umfassen [221].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die grundsatzlichen Fragen zu
klaren, ob sich die Antikorpersubklassenmuster gegen verschiedene
Inselantigene, altersabhangig, zwischen Mensch und Tiermodell, bei
Manifestation, und nach Immunintervention unterscheiden, und wie sich diese im
Verlauf des Autoimmunprozesses entwickeln.

DarUberhinaus galt es, die Hypothese zu uberprufen, dass sich mit der
Charaktersierung der Antikorper-Subklassen gegen verschiedene Inselantigene
eine madgliche Polarisierung der Immunantwort in Richtung einer putativ
destruktiven Th1-Antwort, bzw. einer protektiven Th2-Antwort beschreiben lasst,
und somit ein Marker fur die Dynamik und die Veranderungen der Immunantwort

gegen Inselantigene wahrend des spontanen Autoimmunprozesses und nach



Immunintervention beim humanen Typ 1 Diabetes und im Tiermodell etabliert

werden kann.

Folgende Einzelprojekte wurden realisiert: Antikorper-Subklassen-Profile gegen
verschiedene Inselantigene wurden im Verlauf der praklinischen, spontanen
Entwicklung von Inselautoimmunitat erstens bei 26 Kindern mit multiplen
Antikérpern des BABYDIAB Kollektivs, (IAA. GADA, IA-2A) und zweitens im
Tiermodell der NOD-Maus (IAA) charakterisiert. Drittens wurde die humorale
Immunantwort auf Subklassenebene gegen exogene (Insulin) und endogene
Antigene (IAA, GADA, IA-2A) unter intensivierter (i.v. plus s.c.) oder
konventioneller (s.c.) Insulintherapie bei 29 Patienten mit neumanifesten Typ 1
Diabetes, viertens nach Immunintervention mit Insulin bei 7 Pratyp 1 Diabetikern
(,Insulinprophylaxe®) und 7 Kontrollpersonen, und flnftens, nach
Immunintervention mit Cyclosporin bei 5 neumanifesten Typ 1 Diabetikern und 5
Kontrollen analysiert. Sechstens wurden verschiedene Immunisierungsprotokolle
mit Insulin in unterschiedlichen Dosen und Adjuvantien (IFA, Diptherie-Tetanus-
Toxoid) in der NOD-Maus verschiedenen Alters getestet und deren Einfluss auf

die Entstehung von Insulinantikérpern (I1A) und deren Subklassen untersucht.

Die Arbeit kann zeigen, dass der relativ zeitgleich auftretende friihe Antikdrper-
Peak bei BABYDIAB-Kindern auf eine spontane, moglicherweise programmierte
Insulitis hinweist, die akut und fulminant oder aber im Sinne eines Spreadings
der Immunantwort chronisch verlaufen kann und dann einer Regulation zu
unterliegen scheint. Akute 3-Zell-Destruktion und Manifestation eines Diabetes
entwickelt sich oft wahrend einer frihen oder nachfolgend IgG1-dominierten
Antikdrper-Peak-Antwort. Die Insulinautoimmunitat ist sowohl beim Menschen als
auch bei der NOD-Maus exzeptionell und schliet im Gegensatz zur
Immunantwort gegen andere Inselantigene ein Th1- und Th2-Kompartiment ein,
wobei letzteres durch Behandlung mit exogenem Insulin verstarkt wird. Die
Induktion von Ig4-AK beim Menschen bzw. von 1gG1-AK bei der NOD sind nicht

mit  einer spontanen  oder durch  Immunintervention induzierten



Diabetesprotektion assoziiert. Als Marker fur R-Zell-Protektion oder Destruktion
scheint die Analyse von Inselantikdrper-Subklassen nach unseren Ergebnissen
im Gegensatz zu anderen Studien, die eine solche Assoziation nahelegen [198],

jedoch nicht geeignet zu sein.

1.2. Spezifische Fragestellungen

Die Fragenkomplexe lassen sich 3 zentralen Bereichen zuordnen:

1. Der natirliche Verlauf der humoraler Inselautoimmunitat bei Kindern von
Eltern mit Typ 1 Diabetes und im Tiermodell der NOD-Maus.

2. Charakterisierung der Immunantwort bei Manifestation und nach Beginn der
Insulinbehandlung.

3. Charakterisierung der Immunantwort nach Immunintervention bei
pradiabetischen Verwandten ersten Grades von Menschen mit Typ 1 Diabetes

und und im Tiermodell der NOD-Maus.

Folgende spezifische Fragen wurden dabei in der vorliegenden Arbeit

untersucht:

- Wie ist der Beginn spontaner Inselautoimmunitat in den ersten Jahren im
BABYDIAB-Kollektiv charakterisiert und welche Antikdrper-Subklassen-Profile
finden sich ?

- Koénnen bei der unbehandelten NOD-Maus Insulinantikbrper-Subklassen
nachgewiesen werden? Welche |AA-Subklasse dominiert zu Beginn der
spontanen Immunantwort der NOD-Maus und verandert sich das Muster der
IAA-Subklassen im Verlauf?

- Sind bestimmte Autoantikérper-Subklassen bei BABYDIAB-Kindern oder der
NOD-Maus mit einem hoéheren Risiko eines Diabetes assoziiert?



Verandert sich unter Behandlung mit Insulin oder Cyclosporin A plus Insulin
bei neumanifesten Typ 1 Diabetikern die humorale Immunantwort auf
Subklassen-Ebene?

Wie verandert die prophylaktische Immunintervention mit Insulin bei
Hochrisikopatienten wahrend der pradiabetischen Phase die humorale
Immunantowrt auf Subklassenebene?

Lasst sich ein ,shift* von einer IgG1- zu einer IgG4-dominierten Immunantwort
nach Immunintervention nachweisen?

Welchen Einfluss haben die unterschiedlichen Immunisierungsprotokolle
bezlglich der Faktoren Alter, Dosis, und Art des Adjuvans auf die

Insulinantikdrper-Subklassenprofile ?



2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Pathogenese des Typ 1 Diabetes

Der Typ 1 Diabetes wird nach dem heutigen Stand der Wissenschaft als eine
chronische Autoimmunerkrankung angesehen, in deren Verlauf sich das
korpereigene Immunsystem in einer oft jahrelangen chronisch-selektiven
Immunreaktion gegen die insulinproduzierenden R-Zellen des endokrinen
Pankreas richtet und diese zerstort [234,78]. Im Tiermodell der NOD-Maus
konnte gezeigt werden, dass es zunachst zum Einwandern von autoreaktiven B-
und T- Lymphozyten und Plasmazellen in die pankreatischen Inseln kommt. Und
spater auch zum Einwandern von dendritischen Zellen und Makrophagen
[82,122,235,34]. Es entsteht eine progrediente Entziindung der Inselzellen, die
sogenannte Insulitis. Im weiteren Verlauf kommt die Insulinproduktion der R3-

Zellen zum Erliegen [72,73].
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Abb. 1 zeigt ein hypothetisches Modell zur Diabetesentstehung. Auf der y-Achse ist die Masse
der -Zellen dargestellt. Die x-Achse kennzeichnet einzelne Phasen in der Entwicklung des Typ-
1-Diabetes. HLA-DR/DQ bedeutet die genetische Prédisposition, die als Voraussetzung fiir die
Diabetesentwicklung angesehen wird. IAA (Insulinautoantikérper), ICA (Inselzellantikérper),
GADA (Glutamat-Decarboxylase-Antikérper) und IA2A (Antikérper gegen IA-2) sind
Autoantikérper, die im Verlauf der Diabetesentstehung messbar werden kbénnen. IVGTT
kennzeichnet den intravenésen Glucosetoleranztest, OGTT den oralen Glucosetoleranztest.
HbAT1c ist eine glykosilierte Form des Hdmoglobin, die einen Blutzuckerlangzeitwert darstellt, der
den mittleren Blutzucker der letzten 3 Monate widerspiegelt. BZ bedeutet den Blutzucker im
venbsen und kapilldren Blut.

Die Abbildung 1 zeigt ein hypothetisches Modell zur Diabetesentstehung. Auf der
y-Achse ist die R-Zell-Masse dargestellt, die im Verlauf durch die
unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Krankheit deutlich abnimmt. Der erste
Abschnitt auf der x-Achse bezeichnet die genetische Pradisposition (verbunden
mit bestimmten HLA-Haplotypen), die als Voraussetzung fur die Entwicklung des
Typ 1 Diabetes angesehen wird. Jedoch entwickeln nicht alle Personen mit
genetischer Pradisposition eine manifeste Erkrankung, es mussen also noch
weitere Ursachen hinzukommen. Unklar ist, welches das initiale Ereignis ist, das
den Autoimmunprozess gegen die pankreatischen R-Zellen in Gang setzt. Es
werden verschiedene Umweltfaktoren als ,exogener Trigger® diskutiert (in Abb. 1
als Umweltfaktoren gekennzeichnet). Welche Relevanz ihnen tatsachlich im
Rahmen der Entwicklung des Typ 1 Diabetes zukommt, ist noch weitgehend
ungeklart [115,139]. In dieser frihen Phase sind die pankreatischen R-Zellen
noch in der Lage, ihre metabolische Funktion zu erflllen, es lassen sich aber
bereits Autoantikdrper (gegen Insulin (IAA), gegen Glutamatdecarboxylase
(GADA), gegen eine Thyrosin-Phosphatase (IA2A), sowie Inselzellantikorper
(ICA); siehe in Abb. 1) im Serum messen, die auf das Vorhandensein einer
Insulitis hinweisen. Man geht davon aus, dass es in dieser Phase zu einer
progredienten Abnahme der R-Zell-Masse kommt. Oft erst viele Jahre spater
kommt es dann bei noch normalen Blutzuckerspiegeln zu einem Verlust der
frihen  Insulinsekretion  (1+3min) im Rahmen eines intravendsen
Glucosetoleranztests (IVGTT). Erst wenn 80-90% der insulinproduzierenden
Zellen zerstort sind, kommt es zu einer gestorten Glucosetoleranz im oralen

Glucosetoleranztest (OGTT) und schlielich zur Diabetesmanifestation,



gekennzeichnet durch die klassischen Zeichen des absoluten Insulinmangels,
wie Mudigkeit und Schwache, Polyurie, Polydypsie [156,56,212,23] und einem
Nuchternblutzucker, der nach WHO-Kriterien tber einem Wert von 7.0 mmol/L
liegt [47]. Nach Beginn der Insulintherapie kommt es in vielen Fallen zu einer
vorubergehenden Remissionsphase mit sinkendem (partielle Remission) oder
vollstandig wegfallendem (totale Remission) Bedarf an exogenem Insulin. Martin
et al untersuchten 1992 95 neu manifestierte Typ 1 Diabetiker im ersten Jahr

nach Diagnosestellung und beobachteten bei 27% eine totale Remission [131].

Die NOD Maus entwickelt eine dem menschlichen Typ 1 Diabetes sehr ahnliche
Form einer Autoimmunerkrankung [207]. Viele Studien des menschlichen Typ 1
Diabetes wurden daher am Tiermodell der NOD Maus durchgefuhrt. Die NOD
Maus zeigt im Alter von 4-6 Wochen ein periduktales und perivaskulares
inflammatorisches Infiltrat in den pankreatischen Inseln (Periinsulitis), im Alter
von 6-8 Wochen folgt die Infiltration der Insel und Zerstérung der B-Zellen
(Insulitis). Ab einem Alter von 3 Monaten entwickeln die Tiere einen manifesten
Typ 1 Diabetes. Die Inzidenz im Alter von 180 Tagen liegt (je nach Kolonie) bei

den weiblichen Tieren bei ca. 80%, bei den mannlichen bei ca. 30% [220].

2.2 Risikofaktoren: Genetik und Umwelt

2.2.1 Genetik - Pradisposition fir den Typ 1 Diabetes

Die Wahrscheinlichkeit an Typ 1 Diabetes zu erkranken liegt in der deutschen
Bevolkerung bei ca. 0,3%. Bei Verwandten ersten Grades von Typ 1 Diabetikern
liegt das Risiko um den Faktor 10 Uber dem der Normalbevolkerung. Dies
scheint vor allem durch bestimmte genetische Risikomerkmale begrindet zu
sein. Ausschlaggebend sind in dieser Beziehung vor allem HLA-Antigene. Das
HLA-System (Human Leucocyte Antigen) ist ein Genprodukt des major

histocompatibility gene complex (MHC), welcher auf dem kurzen Arm des



Chromosom 6 lokalisiert ist. Die MHC Molekulle binden prozessierte Antigene
und machen deren optimale Erkennung durch T-Zellen mdglich. Sie sind ein
wichtiges Regulationssystem fiur die Immunabwehr beim Menschen und
ermoglichen die Unterscheidung von Selbst und Fremd-Antigenen durch die an
der Immunantwort beteiligten Zellen. Diese Genprodukte werden in drei Klassen
eingeteilt: die Klasse | mit den Loci HLA-A, -B, -C wird auf fast allen kernhaltigen
Korperzellen exprimiert und vom T-Zell-Rezeptor der zytotoxischen T-Zellen
erkannt. Die Molekule der Klasse I, mit den Loci HLA-DP, -DR, -DQ finden sich
hingegen nur auf B- und T-Lymphozyten und einigen Monozyten, Makrophagen
und dendritischen Zellen. Sie werden von T-Helferzellen erkannt. Nur Zellen, die
Molekule der Klasse Il exprimieren, kobnnen somit als Antigen prasentierende
Zellen (APC) fungieren. Die Klasse Ill beinhaltet die Komponenten C4, C2, BF
des Komplementsystems. Fast 23% der Typ 1 Diabetiker weisen das sonst sehr
seltene (1,9% der Normalbevdlkerung) Allel BF(F1) auf [159]. Von den Molekulen
der Klasse Il exprimieren die meisten Typ 1 Diabetiker die Antigene HLA-DR3
und HLA-DR4 (DR3+DR4 = 69%)[234,125,202,206]. Ungefahr 30% sind
heterozygot fur HLA-DR3/DR-4 [148,227,18,197]. Die Kombination aus DR3 und
DR4 scheint das hochste Risiko fur Diabetesmanifestation zu beinhalten [197].
Betrachtet man die unterschiedlichen Allele dieser HLA-Antigene, so fallt auf,
dass vor allem die Antigene HLA-DR3-DQB1*0201 und DR4-DQB1*0302 mit
einem erhohten Risiko fiir Typ 1 Diabetes verbunden sind [208]. 90-95% aller
Typ 1 Diabetiker weisen eines oder beide dieser Antigene auf, wahrend der
Prozentsatz unter den Nicht-Diabetikern bei 40-50 liegt [12,208]. Die HLA Allele,

die ein erhohtes Diabetesrisiko beinhalten, werden rezessiv vererbt.

Die HLA Genotypen DQB1*0602 und DQA1*0102 werden mit einem Schutz vor
Diabetes ist assoziiert. Diese Genotypen sind dominant gegeniber den
Risikogenen. Auch wenn Hochrisikogene wie DQB1*0302 oder DQB1*0201
vorhanden sind, scheinen DQB1*0602 das Auftreten von Typ 1 Diabetes zu
verhindern [12]. Todd et al. zeigten 1987, dass eine Resistenz gegenuber dem

Typ 1 Diabetes erheblich mit dem Vorliegen von Aspartat an Position 57 der -
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Kette von HLA-DQ assoziiert ist. Liegt dagegen an Position 57 eine andere
Aminosaure vor (non-Asp), besteht ein erhdhtes Diabetesrisiko. In den Allelen
DR4-DQB1*0302 und DR3-DQB1*0201, welche mit einem erhdhten
Diabetesrisiko verbunden sind (s.o.), fehlt Aspartat an Position 57 der 3-Kette
[208].

Obwohl dem HLA-System die grofdte Rolle in der genetisch bedingten
Pradisposition des Typ 1 Diabetes zukommt, wurden auch andere Gene (Non-
MHC Gene) beschrieben, die mit einem erhohten Krankheitsrisiko assoziiert
sind. Verschiedene Studien weisen eine Assoziation zwischen Typ 1 Diabetes
und dem humanen Insulingen (INS), beziehungsweise den flankierenden 3"-und
5°-Regionen auf dem kurzen Arm des Chromosom 11 auf [15,92]. Bell et al
beschrieben 1984 ein gehauftes Vorkommen des INS-Klasse | Allels bei Typ 1
Diabetikern im Vergleich zur Normalbevdlkerung [15]. Es wird diskutiert, ob die
Anlage zum Typ 1 Diabetes, die durch das INS und dessen flankierende
Regionen vermittelt wird, HLA-DR4-abhangig ist [101]. Andere Studien konnten

allerdings keine Interaktion zwischen INS und HLA-DR4 nachweisen [11].

2.2.2 Umweltfaktoren

Die Konkordanzrate fur eineiige Zwillinge liegt beim Typ 1 Diabetes bei nur 30-
50% [142].Es erkranken also nur in einem Drittel aller Falle beide Zwillinge,
obwohl sie den identischen Genotyp aufweisen. Dies deutet darauf hin, dass in
der Pathogenese des Typ 1 Diabetes noch andere, exogene, Einflisse eine
entscheidende Rolle spielen. Dies wird von folgenden Beobachtungen
unterstitzt: Das relative Risiko an Typ 1 Diabetes zu erkranken ist geographisch
unterschiedlich. So ist beispielsweise die Inzidenz in den skandinavischen
Landern um ein vielfaches hoher, als in Frankreich (Die Inzidenzen je 100.000
Einwohner: Finnland 32, Schweden 25, Frankreich 3,7). Es wurde ein Nord-Sud

Gefalle der Pravalenz beschrieben [120,79], das allerdings von Trucco et al.
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angezweifelt wird. Er konnte zeigen, dass die fur verschiedene Breitengrade von
Ost nach West kalkulierten Inzidenzen keinesfalls kontinuierlich von Sud nach
Nord zunehmen (personliche Mitteilung, IDW-Meeting, Paris 1994). Weiterhin
zeigten Bodansky [25], Elliott [65] und Patrick [146] in Migrationsstudien, dass
unter den Nachkommen von Populationen, die aus Landern mit niedriger
Diabetesinzidenz in Regionen mit hoher Diabetesinzidenz eingewandert waren,
schon in der zweiten Generation deutlich steigende Inzidenzen zu verzeichnen
waren. In der ersten Generation entsprach dagegen die Haufigkeit noch der des
Ursprungslandes. Welche exogenen Einfluisse nun relevant fur die
Diabetesmanifestation sind, ist unklar. Unter anderem wurde die Stilldauer und
die Exposition gegenuber Kuhmilchproteinen als Saugling diskutiert. In mehreren
Studien wurde gezeigt, dass bei einer Stilldauer unter 3 Monaten und einer
Exposition gegenuber Kuhmilch im Alter von weniger als 3 Monaten ein erhohtes
Erkrankungsrisiko vorliegt [99,32,217,75]. Stilldauer und Kuhmilchexposition sind
allerdings miteinander assoziiert, d.h. je kiirzer die Stilldauer, desto friher erfolgt
in der Regel eine Exposition gegenuber Kuhmilch. Der ausschlaggebende Faktor
scheint eher die Kuhmilchexposition zu sein [75]. In einer in England
durchgefuhrten Studie an 184 Kindern fand sich allerdings kein erhohtes Risiko

bei kurzer Stilldauer und friher Kuhmilchexposition [26].

Auch virale Einflusse werden als Trigger fur den Typ 1 Diabetes diskutiert. Fur
sie schien eine saisonale Haufung des Auftretens im Herbst und Winter und ein
erhdhter Antikorpertiter gegen Enteroviren am Zeitpunkt der
Krankheitsmanifestation zu sprechen [196,13,42]. Es gab schon sehr frih
Fallberichte, die vom Auftreten eines Typ 1 Diabetes kurz nach einer
Virusinfektion berichteten [83]. Mittlerweise ist jedoch klar, dass eine akute
Virusinfektion unmittelbar vor Diabetesmanifestation keinen kausalen
Zusammenhang mit der Zerstérung der R-Zellen haben kann, da diese schon
Jahre bis Jahrzehnte vor der klinischen Manifestation ihren Anfang nimmt. Bis
auf die kongenitale Rotelninfektion [135] und die Infektion mit dem

Zytomegalievirus (CMV)[143] gibt es Uber eine ursachliche Beteiligung von Viren
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an der Pathogenese des Typ 1 Diabetes wenig gesicherten Daten. Als moglicher
Pathomechanismus, durch den exogene Faktoren die Autoreaktivitat im Korper
induzieren kdnnten, wird das molekulare Mimikry zwischen fremden und eigenen
Proteinen angesehen [14]. Man geht davon aus, dass korperfremde Proteine wie
Viren oder Nahrungsbestandteile eine Kreuzreaktivitat mit korpereigenen
Antigenen aufweisen und sich in deren Folge die primar xenogene
Immunreaktion in eine autogene umwandelt. Neben Rételn [154,167,135], CMV
[143] und Mumpsviren [90,83], wurden vor allem Coxsackie B4-Viren [74] mit der
Diabetes-Pathogenese in Verbindung gebracht. Tatsachlich findet man
Homologien zwischen dem Coxsackie B4 Virus und dem GAD Antigen [104].
Allerdings konnten Richter et al. eine derartige Kreuzreaktion zumindest auf
humoraler Ebene wiederlegen [160]. Weitere Umweltfaktoren wie
Sonnenexposition, Vitamin-D3-Spiegel [233,71] und der Sozialstatus der Familie
[119,188] wurden ebenfalls als Initiatoren bei der Entwicklung eines manifesten
Diabetes diskutiert. Es mussen aber in allen Fallen noch weitere Studien
durchgefuhrt werden, um deren Bedeutung fur die Pathogenese des Typ 1
Diabetes zu untersuchen. In den meisten Fallen ist die Bewertung der Studien
Uber die Bedeutung exogener Faktoren auf die Pathogenese des Typ 1 Diabetes
nur begrenzt moglich, da ihre Daten in der Regel retrospektiv gewonnen sind.
Die im Juli 2000 veroffentlichten Daten der prospektiven Minchner BABYDIAB
Studie konnte keine Assoziation von Stilldauer, Impfungen oder Virusinfektionen

mit Inselzellautoimmunreaktionen zeigen [95].

2.3 Humorale Immunmarker

Der Prozess der praklinischen R-Zell Destruktion beginnt meist schon Jahre bis
Jahrzehnte vor der klinischen Manifestation der Erkrankung [78,237]. Noch bevor
es in den Langerhansschen Inseln zu einer signifikanten Reduktion der B-Zellen
und konsekutiven Storung der Glukosehamostase kommt, lasst sich die

Autoimmunreaktion anhand von Autoantikdrpern verfolgen. Diese Antikorper
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treten im Blut auf und richten sich gegen verschiedene Inselzellantigene des
Pankreas [191,192,61,237,163]. Ein gemeinsames Auftreten von mehreren
Autoantikdrpern lasst mit groRer Sicherheit die spatere Manifestation der
Krankheit vorhersagen, weswegen bei Risikopatienten (v.a. Verwandte 1.
Grades von Typ 1 Diabetikern) ein kombinierter Antikdrperscreeningtest zur
Pradiktion genutzt werden kann. Folgende Autoantikrper kdnnen wahrend der
pradiabetischen Krankheitsphase als Marker genutzt werden:
Insulinautoantikorper (1AA)[144,213,214,5], Inselzellantikorper (ICA)[29,33,161],
Antikdrper gegen die 65-kDa Glutamat Decarboxylase (GAD)[20,10,108,205] und
gegen eine in der [3-Zelle vorkommende Thyrosin Phosphatase, Islet antigen 2
(IA2)[222,134,30].

2.3.1 Inselzellantikdrper (ICA)

Die Inselzellantikbrper wurden bereits 1974 von Doniach und Bottazzo entdeckt
[33]. ICA sind Immunglobuline der Klasse IgG, die auf humanen Pankreas-
Gefrierschnitten mit verschiedenen Inselzellantigenen, unter anderem mit GAD
und IA2, reagieren. Sie kdnnen mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenzfarbung
nachgewiesen werden. Die ICA-Titer werden in standardisierten JDF Units
(Juvenile Diabetes Foundation) angegeben. Positive ICA (> 5 JDF-U) werden bei
etwa 0,5% der Normalbevolkerung gefunden, bei nicht-diabetischen Verwandten
ersten Grades von Typ 1 Diabetikern bei 3-4%. Bei neu-diagnostizierten
Diabetikern liegt der Prozentsatz dagegen bei 70-80 [37,29,161]. Der ICA-Test
hat als Einzeltest die hochste Sensitivitat und Spezifitat beziglich der Diagnostik
und Pradiktion eines sich entwickelnden Typ 1 Diabetes: Bonifacio et al.
untersuchten bei 719 Verwandten ersten Grades von Typ 1 Diabetikern
prospektiv ICA und beobachteten sie tber einen Zeitraum von bis zu 10,5 Jahren
und ermittelten einen positiven Vorhersagewert des ICA Tests von bis zu 100%
und eine Sensitivitat von bis zu 88% [29]. Die Praktikabilitat bei grof3en
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Fallzahlen ist allerdings durch die mangelnde Verfugbarkeit und schwankende

Qualitat der humanen Pankreasgewebeproben begrenzt.

2.3.2 Insulinautoantikorper (IAA)

Insulinautoantikoérper (IAA) richten sich gegen koérpereigenes Insulin. Sie sind
von den nach exogener Insulintherapie auftretenden Insulinantikdrpern nicht zu
unterscheiden. Sie eignen sich, vor allem in Kombination mit anderen
Antikérpern, als Marker fur die Pradiktion des Typ 1 Diabetes. Die Hohe der IAA
ist mit dem Fortschreiten der Erkrankung hin zur Krankheitsmanifestation
assoziiert. IAAs werden bei 50% aller neu erkrankten Diabetiker gefunden, bei
Kindern unter funf Jahren sogar in 90 bis 100% der Falle [240]. Das Auftreten der
Insulinautoantikérper ist mit dem Lebensalter invers assoziiert. Bei einem
gemeinsamen Auftreten mit ICA oder GADA liegt das Erkrankungsrisiko
innerhalb der nachsten 5 Jahre bei 60-80% [162].

IAA kdnnen mittlerweile in geringen Serummengen (5ul) mit hoher Sensitivitat
und Spezifitat mit Hilfe eines Radioimmunoassay (RIA) bestimmt werden
[139,240]. Sie stellen bis jetzt den einzigen 3-zell spezifischen Antikdrper dar und
scheinen aulerdem oft vor den anderen serologisch messbaren Antikorpern
aufzutreten [107,183]. In einer von Ziegler et al. durchgefuhrten Studie an 51
neu-manifestierten Typ 1 Diabetikern war auf3erdem eine Assoziation der IAA mit
HLA-DR4, nicht allerdings mit HLA-DR3 zu beobachten [239].

2.3.3 Antikorper gegen Glutamat Decarboxylase und IA2 (GADA und I1A2A)
1990 wurde ein 64kD-Antigen, das mit Typ 1 Diabetes assoziiert ist [8], als

Glutamatdecarboxylase (GAD) charakterisiert [10]. Das Enzym GAD ist fur die

Biosynthese des inhibitorischen Neurotransmitters GABA (y-Aminobuttersaure)
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notwendig und wird sowohl im Pankreas, als auch in den GABA-sekretorischen

Neuronen des zentralen Nervensystems exprimiert.

GAD-Antikorper, die mit Hilfe eines Radioimmunoassays bestimmt werden
konnen [8], kommen bei neu-manifestierten Typ 1 Diabetikern mit einer
Haufigkeit von 60-80% vor [180]. Die Pravalenz scheint mit dem Alter der Typ 1
Diabetiker korreliert zu sein, junge Typ 1 Diabetiker weisen seltener GAD-
Antikorper vor, als altere. GAD-Antikorper sind sehr sensitive Marker fur die
Pradiktion des Diabetes [211], sie sind jedoch nicht spezifisch fur die
Erkrankung, sondern kommen auch bei anderen Erkrankungen autoimmunen
Ursprungs vor, zum Beispiel beim Stiffman Syndrom, oder beim autoimmunen
polyendokrinen Syndrom (APS)[190,181].

IA-2 ist eine in der R-Zelle vorkommende Thyrosin-Phosphatase. Antikorper
gegen IA-2 kommen bei 60-80% der neu-manifestierten Typ 1 Diabetiker vor
[30,175] und stellen somit ebenfalls einen sensitiven Marker fur die Pradiktion
des Typ 1 Diabetes dar. Es konnte gezeigt werden, dass Personen, die
zusatzlich zu anderen diabetes-assoziierten Autoantikdrpern auch [A-2A
aufweisen, schneller einen manifesten Diabetes entwickeln, als Personen ohne
IA-2A [45]. GAD und I|A-2 konnen heute auch in einem Kombinationstest
gemessen werden, sogar ein Verfahren mit Kapillarblut liefert zuverlassige
Aussagen [54]. Heutzutage werden fur die bessere Pradiktion und Diagnostik
des Typ 1 Diabetes kombinierte Antikorpertests verwendet. Die Kombination aller
vier Antikdrpertests ergibt die hdochste Sensitivitdt. Fast 100% aller Patienten
unter 30 Jahren haben mindestens einen Autoantikdrper. Nach dem

30.Lebensjahr sind nur noch 40% der Patienten autoantikdrperpositiv [165].
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2.3.4 Weitere diabetesassoziierte Antikorper

Weiteren Antikorpern wurden bisher eine Assoziation mit Typ 1 Diabetes
zugeschrieben. So wurden beim Typ 1 Diabetiker vermehrt AntikGrper gegen das
Heat Shock Protein (HSP) nachgewiesen. Das HSP wurde sogar von manchen
als eines der frihen, oder sogar als das primare Autoantigen in der
Autoimmunreaktion gegen die pankreatischen Inseln diskutiert [63]. 1991
beschrieben dann Castano et al. die Carboxypeptidase H als Autoantigen im
menschlichen Pradiabetes. Die Carboxypeptidase H ist ein 52kD- Antigen,
welches auf Insulin-sezernierenden Granula exprimiert wird [41]. Bei 20% der
Patienten mit Typ 1 Diabetes lassen sich Antikérper gegen Glima 38, ein
neuroendokrines Membranprotein, nachweisen. Auch dieses Protein schien ein
Autoantigen beim Typ 1 Diabetes darzustellen [164]. Weiterhin wurde die Rolle
hinsichtlich der Pathogenese des Typ 1 Diabetes bei bekannten Molekilen
diskutiert. So z.B. bei anti-bovinen Serumalbumin Antikérpern (anti-BSA) [103],
Anti-Insulin-Rezeptor Antikorpern [62], Antikdrpern gegen jun-B [93].

Von diesen beim Typ 1 Diabetes gefundenen Antikérpern konnte allerdings
keiner eine Bedeutung fur die Pradiktion des Diabetes erlangen. Sie sind nicht
spezifisch fur den Typ 1 Diabetes, sondern kommen auch im Rahmen anderer
Autoimmunerkrankungen vor. So kann man zum Beispiel Antikdrper gegen das
HSP auch bei der rheumatoiden Arthritis und dem Systemischen Lupus
erythematodes finden. Die Carboxypeptidase H ist kein inselzellspezifisches
Antigen. Sie ist auch in der bovinen Nebenniere, Hypophyse und Niere
vorhanden [51]. Auch weisen diese weiteren diabetesassoziierten Antikorper im
Vergleich zu den diabetesspezifischen Antikdrpern eine geringe Pravalenz bei

Typ 1 Diabetes mellitus auf.
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2.4 Zellulare Immunmarker

Im Tiermodell des menschliches Typ 1 Diabetes wurde beobachtet, dass es im
Verlauf der Insulitis zum Einwandern von autoreaktiven Zellen in die endokrinen
Inseln des Pankreas kommt. Dieses Infiltrat scheint v.a. aus mononuklaren
Leukozyten, Makrophagen [96], dendritische Zellen [235] und B-Lymphozyten
bestehen. Die B-Lymphozyten haben die Funktion von antigenprasentierenden
und antikorperproduzierenden Zellen und sollen vor allem an der initialen
Induktion der Autoimmunreaktion beteiligt sein [60]. Die dominierende Zellart des
Inselinfiltrats sind allerdings die T-Zellen [209,152,204].

Leukozyten = werden  entsprechend ihrer  Oberflachenmolekule, der
Leukozytendifferenzierungsantigene, seit 1982 in eine sogenannte CD-
Nomenklatur (Cluster of Differentiation) eingeteilt. Bei einer Inselzellentziindung
findet man hauptsachlich CD4- und CDB8-positive Zellen. Die CD4-Zellen
entsprechen dabei im Wesentlichen T-Helfer-Zellen und Naturlichen Killerzellen
(NK). Sie erkennen Antigene, die ihnen in Verbindung mit dem
Oberflachenmolekil der MHC Klasse Il prasentiert werden. CD8-Zellen sind
zytotoxische T-Zellen, sie erkennen Antigene bei Prasentation durch MHC |
exprimierende Zellen. Beide Populationen von T-Zellen sind an der Insulitis, der
Zerstorung der Inselzellen und somit an der Entwicklung des Typ 1 Diabetes
beteiligt [88,194,67]. Verschiedene Studien haben dies durch Transfermodelle
gezeigt, in denen CD4- und CD8-positive T-Zellen von bereits diabetischen NOD
Mausen die Krankheit auf junge, nicht diabetische NOD Mause Ubertragen
konnten [16]. Welche Art von T-Zellen die eigentlichen Effektorzellen darstellen,
ist gegenwartig noch Gegenstand der Diskussion. Einerseits sollte in einer Arbeit
gezeigt werden, dass CD8+ T-Helfer Zellen die eigentlichen Initiatoren der
Autoimmunreaktion darstellen, die dann das Einwandern von CD4+ T-
Helferzellen und Makrophagen erleichtern [215]. Andere Studien kommen jedoch
zu dem Schluss, dass CD4+ T-Helferzellen die dominierende Population im

Rahmen der Inselzelldestruktion ist [218,209]. Haskins et al. konnten durch
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Ubertragene CD4+ Zellen in gesunden NOD Mausen Typ 1 Diabetes hervorrufen,

ohne dass sie CD8+ T-Zellen ebenfalls nachweisen konnten [88,35].

2.4.1 CD4+ T-Zellen

1986 wurden von Mosman et al erstmals 2 Subtypen von CD4-Zellen in NOD
Mausen nachgewiesen. Die beiden Subtypen der CD4-Zellen wurden nach ihren
unterschiedlichen Zytokinmustern in Th1- und Th2-Zellen eingeteilt [136]. Auch
beim Menschen bestehen diese Untergruppen der T-Helfer Zellen mit ahnlichen
Zytokinmustern [52]. Die Th1-Zellen produzieren u.a. Interleukin-2 (1I-2),l-12,
Interferon-y (INF-y), TNF- B und Lymphotoxin (LT) und sind im Wesentlichen an
einer zellvermittelten, entsprechend ihrer Zytokine, proinflammatorischen
Immunreaktion beteiligt. Th2-Zellen sezernieren hauptsachlich 11-4, 1I-5, 1I-6, -9,
[I-13 und werden einer allergischen, IgE dominierten Immunantwort mit starker
Antikérperproduktion und hoher Eosinophilenanzahl zugeordnet [137]. Auch 1I-10
wurde zunachst als Th2 assoziiertes Zytokin angesehen, mittlerweile weiss man
jedoch, dass auch Th1-Zellen dieses Zytokin produzieren kdnnen. Th1- und Th2-
Zellen sind in der Regulation der Immunantwort wichtige Gegenspieler und
beeinflussen sich gegenseitig. So hemmt IFN-y selektiv die Proliferation der Th2
Zellen [210], II-4 und II-10 hingegen unterdricken die Zytokinsynthese der Th1
Zellen [172]. lI-4 induziert auch die Differenzierung von der nativen CDA4-T-
Helfer-Zelle in Richtung Th2, wohingegen die Zytokine INF-y, II-12 und TGF-R
eine Differenzierung zu Th1 induzuieren [166]. Dabei wird heute noch viel zu
wenig bedacht, dass die funktionelle Diversitat individueller T-Helfer-Zellen und
ihre Zuordnung zum Th1-, bzw. Th2-Kompartiment fur jedwede Immunantwort
weit aus variabler ist [3]. Auch andere Zellen des Immunsystems beeinflussen
das Gleichgewicht zwischen Th1 und Th2: Naturliche Killerzellen produzieren
nach Antigenkontakt INF-y und stimulieren somit eine Th1 dominierte

Immunreaktion [49,176], II-4 wird im Rahmen der Insulitis bei NOD Mausen auch
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von Mastzellen, Basophilen und einer Untergruppe von CD3+,CD4+NK
produziert [169].

Man geht heute davon aus, dass vor allem Th1-Zellen durch den Effekt ihrer
proinflammatorischen Zytokine fur die R-Zell Destruktion und damit fur die
Entstehung des Diabetes verantwortlich sind. So begunstigt die Gabe von Th1-
Zell-Wachstum férdernden Zytokinen die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes,
wahrend Gaben von Th2-assoziiertem II-4 und [I-10 NOD Mé&use vor Diabetes
schitzt [152,158].

2.4.2 CD8+ T-Zellen

Auch bei CD8+ T-Zellen kann eine Unterscheidung in Untergruppen getroffen
werden. Die zytotoxischen T-Zellen produzieren vor allem Zytokine, die einer Th1
Antwort zuzuordnen sind. Allerdings bestehen immer mehr Hinweise auf eine
auch bei diesen T-Zellen vorkommende Th2 Antwort [40,182,69]. Die
Differenzierung zu Th1 oder Th2 folgt einem ahnlichen Schema, wie bei den
CD4+ T-Zellen: 1I-12 und INF-y induzieren eine Differenzierung zu Th1, IlI-4 die
zu Th2. Die CD8+ Zellen scheinen vor allem in der initialen Immunreaktion eine
Rolle zu spielen und eine Art Helferfunktion einzunehmen, indem sie CD4+ T-
Lymphozyten aktivieren, die dann die eigentlichen Effektorzellen darstellen [97].
Die im Rahmen der frihen Autoimmunreaktion aktivierten CD8+ T-Lymphozyten
produzieren hohe Konzentrationen an IFN-y, wodurch die CD4+ T-Lymphozyten

ihrerseits zur Produktion von IFN-y und 1I-2 stimuliert werden [111].
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2.4.3 Zuordnung von lgG-Antikérper Subklassen zu einer Thl- bzw. Th2-

Immunantwort

Aktivierte T-Helferzellen schitten Zytokine aus und veranlassen dadurch die B-
Lymphozyten zur Produktion von Antikdrpern (Immunglobulin G). Je nachdem,
welche T-Helferzellen dominieren, werden von den B-Zellen unterschiedliche

Antikorpersubklassen produziert.

Beim Menschen stellt Immunglobulin G etwa 75% des gesamten Serum-
Immunglobulins dar. Es wird nach seiner Konzentration im Serum in 4
Unterklassen geteilt: 1gG1, 1gG2, 1gG3 und IgG4. Dabei entfallt der hochste
Anteil auf IgG1. Die klinische Bedeutung der IgG-Subklassen besteht in ihrer
unterschiedlichen Fahigkeit an die Fc-Rezeptoren von Makrophagen und

neutrophilen Granulozyten zu binden und das Komplementsystem zu aktivieren.

Die Zuordnung von Antikdrpersubklassen zu einer bestimmten, Th1- oder Th2-
dominierten Immunantwort ist schwer zu treffen. Das humane Th2-assoziierte
Zytokin ll-4 scheint eine Produktion von IgG4 und IgE zu induzieren, so dass
IgG4 und IgE als Th2 assoziiert angesehen werden [112]. Die Th1 Antwort beim
Menschen erscheint dagegen inhomogen. Das Th1 assoziierte INF-y induziert
die Produktion von IgG1 und IgG3 [221]. Ng et al. beobachten bei 41
chinesischen Typ 1 Diabetikern, dass die Immunantwort gegen GAD IgG1
dominiert ist und mit der Produktion der Th1 assoziierten Zytokine, TNF-a, IFN-y
und IL-2 assoziiert ist [140]. Die spontane Autoimmunantort gegen GAD- und
IA2-A ist IgG1 dominiert, andere Subklassen sind in der Regel nicht nachweisbar
[31].

Auch in der NOD-Maus ist eine Assoziation von Antikdrpersubklassen mit einer
Th1- bzw. Th2- dominierten Immunantwort zu beobachten. 1987 zeigten
Snapper et al, dass das Th1 assoziierte Zytokin IFN-y in der Maus eine IgG2a
Antikérper-Antwort induziert und gleichzeitig die Produktion von IgG3, IgG1,
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IgG2b und IgE hemmt. [I-4 ist ein Th2-assoziiertes Zytokin. Es induziert die
Produktion von IgG1- und IgE- und hemmt die Produktion IgM-, 1gG3-, IgG2a-
und IgG2b-Antikérpern [189]. Tian et al. konnten bei der Analyse von Zytokinen
und Antikorpersubklassen in der NOD Maus diese Zuordnung bestatigen. Sie
untersuchten die Zytokinproduktion von isolierten T-Lymphozyten der Milz und
bestimmten gleichzeitig die Konzentration von Antikérper-Subklassen im
peripheren Blut. Im Verlauf der spontanen Diabetesentwicklung lies sich eine
Korrelation zwischen der Produktion von IFN-y und der Konzentration von IgG2a-
Antikérpern im peripheren Blut feststellen. In der mit Insulin behandelten Gruppe
dominierten dagegen IgG1 Antikorper im peripheren Blut, sowie 1l-4 und II-5 in
den T-Lymphozyten [200].

Vereinfacht konnte man im Tiermodell IgG2a einer Th1-dominierten, IgG1 einer
Th2-dominierten Immunantwort, beim Menschen dagegen IgG1 einer Th1-
dominierten und IgG4 einer Th2-dominierten Immunantwort zuordnen. Das
streng dichotone Bild der Th1- oder Th2-dominierten Immunantwort wird
allerdings mehr und mehr verlassen. Man geht mittlerweile eher von regulativen
T-Helferzell-Modellen aus, in denen auch ThO und Th3 eine Rolle spielen [232].
Trotzdem konnen bestimmte IgG Antikorpersubklassen als Marker fur das
Vorherrschen einer Th1- bzw. Th2-dominierten Immunantwort genutzt werden.
Sie eignen sich zum Monitoring der Autoimmunreaktion bei Immunintervention
besser, als das jeweilige Zytokinmuster, da sie im peripheren Blut in

ausreichender Konzentration nachweisbar und daher leichter zuganglich sind.

2.5 Die Rolle der Zytokine in der Pathogenese des IDDM

1995 konnten Muir et al in einer Studie bei NOD-Mausen eine Reduktion der

Diabetesinzidenz nach Behandlung mit subkutanem Insulin zeigen (s.1.1.6.4).

Sie verglichen die pankreatischen Infiltrate der behandelten Mause mit denen

einer unbehandelten Kontrollgruppe und stellten fest, dass das Ausmal} der
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Insulitis bei den behandelten NOD Mause im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
reduziert war, allerdings war die Konzentration von IFN-y innerhalb der
pankreatischen Inseln im Gegensatz zur Kontrollgruppe deutlich reduziert war
[138].

In vitro zeigen die Zytokine II-1, TNF-a, TNF-B (=LT), INF-y direkte Zytotoxizitat
gegenuber pankreatischen R-Zellen. Da diese Zytokine neben anderen in den
entzindeten Inseln in hoher Konzentration nachzuweisen sind, werden sie als
Mediatoren in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes angesehen. So fihrt die
transgene Expression von IFN-y in gesunden Mausen zu einer lymphozytaren
Infiltration der Pankreasinseln, zur R-Zell Destruktion und zum manifesten
Diabetes mellitus [173,174]. TNF-o. und IFN-y sind, wie oben bereits ausgefuhrt,

mit einer Th1 dominierten Immunantwort assoziiert.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass sowohl die orale, als auch die
subkutane Gabe von Insulin bei NOD-Mausen den Charakter der Immunantwort
verandern kann. So fuhrte die Immunintervention mit Insulin zu einem ,shift® der
Immunantwort weg von einer Th1 dominierten, destruktiven Insulitis hin zu einer
.protektiven Th2 dominierten Insulitis. Tian et al bestimmten die Anzahl von INF-
y-produzierenden insulinspezifischen Th1-Zellen, bzw. 1I-4 und -5
produzierenden Th2-Zellen vor und nach Behandlung von NOD Mausen mit s.c.
Insulin oder der metabolisch inaktiven B-Kette des Insulin. Die Autoren konnten
zeigen, dass die spontane destruktive Autoimmunreaktion, die zur Zerstorung
der R-Zellen fuhrt, Th1, also INF-y dominiert ist. Die Immunintervention mit Insulin
oder der inaktiven B-Kette des Insulins hatte wenig Einfluss auf die Anzahl der
Th1-Zellen, rief aber eine starke Th2 Antwort hervor, angezeigt durch das

Vorherrschen von |I-4 und II-5 produzierenden T-Lymphozyten [198].
Die Th2 assoziierten Zytokine zeigen in vitro einen anti-inflammatorischen Effekt,
der vor allem durch Hemmung der proinflammatorischen Th1 Zytokine zustande

kommt. So wirken sie protektiv auf die R-Zellen des Pankreas [152]. Katz et al.
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zeigten in Studien an NOD Mausen, dass bei einem Transfer von Th1-und Th2-
Zellen mit identischem T-Zell Rezeptor, zwar beide T-Zell-Populationen die
Pankreasinseln der NOD Mause infiltrieren, jedoch nur die Th1-Zellen einen
manifesten Diabetes hervorrufen [106]. Ein Transfer von Th2-Lymphozyten
zusammen mit Th1-Lymphozyten, scheint jedoch keinen Schutz vor B-Zell

Destruktion zu bedeuten [36].

Diese Beobachtungen zogen unterschiedliche Uberlegungen tiber den moglichen
Krankheitsverlauf des Typ 1 Diabetes in der pradiabetischen Phase nach sich.
Zum einen wurde die Hypothese vertreten, dass eine nicht destruktive, latente
Th2 dominierte Immunantwort wahrend der praklinischen Phase vorherrscht, die
erst spater in eine destruktive Th1 Dominanz ubergeht [116]. Von anderen
Autoren wurde dagegen die These vertreten, dass von Anfang an eine Th1
vermittelte Immunreaktion dominiert [85], die sich erst auf ein Antigen
beschrankt, im weiteren Verlauf jedoch einem ,spreading" unterliegt, also auf
andere Antigene ubergreift. Tian et al publizierten 1997, dass die spontane
Autoimmunantwort bei der NOD Maus primar gegen GAD gerichtet und Th1
dominiert ist. In ihrer Studie weitete sich die primare Immunreaktion, die gegen
ein bestimmtes GAD-Peptid (GADp35) gerichtet war, im Alter von 12 Wochen auf
GADp6 und GADp15 aus. Nach diesem intramolekularen spreading kam es dann
auch zu einem intermolekularen spreading hin zu anderen R-Zell Antigenen.
Auch die durch Immunintervention induzierte Th2 Antwort soll nach Tian et al
einem derartigen spreading unterliegen. Bei Immunisierung mit einem R-Zell
Antigen, also z.B. GADp35, kommt es auch hier zu einem erst intramolekularen,
dann intermolekularen spreading, welches mit einer Diabetesprotektion
verbunden ist [200,201].

Wenn die Immunintervention mit Autoantigenen, z.B. auch die mit Insulin, in der

praklinischen Phase eine Th2 dominierte Immunantwort induziert, hiel3e das,

dass sie entweder eine schon bestehende latente Th2 dominierte Reaktion
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aufrecht erhalt und bewirkt eine Expansion von Th2 Zellen bewirkt, oder aber

einen ,switch" von Th1 zu Th2 induziert.

2.6 Immunintervention

2.6.1 Immunsuppression mit CyclosporinA und Azathioprin

Verschiedene Versuche einer Immunintervention sind bisher beim Menschen
unternommen worden. Die erste groRere Immuninterventionsstudie Uberhaupt
wurde 1988 mit Cyclosporin A durchgefuhrt [66,132,39,151]. Der ,Canadian-
European randomized contol trial“ ist eine randomisierte, doppelt verblindete
Studie, in der Patienten mit neu diagnostiziertem Typ 1 Diabetes (recent onset
Diabetiker) wahrend des 1. Jahres nach Diagnosestellung mit CyA behandelt
wurden, um die Haufigkeit einer insulin-unabhangigen Remissionsphase im
Vergleich zur Placebogruppe zu untersuchen [50]. Zwar war die Anzahl der
Remissionen in der mit CyA behandelten Gruppe unerwartet hoch, und es
konnte eine verbesserte R-Zell Funktion anhand von metabolischen Parametern
(wie nuchternes und stimuliertes C-Peptid und HbA1c) gemessen werden, doch
ging der protektive Effekt bei den meisten Patienten schon in den ersten Wochen

nach Absetzen des CyA wieder verloren.

Auch in der pradiabetischen Phase wurden Versuche der Immunintervention mit
Cyclosporin A unternommen. So wurden 1996 in Paris und Denver 6 ICA positive
Verwandte ersten Grades von Typ 1 Diabetikern mit gestortem oralen
Glucosetoleranztest mit niedrigen CyA Dosen behandelt. Im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe war die Diabetesmanifestation in der mit CyA
behandelten Gruppe deutlich verzdogert [39]. In einer Studie, in der
Hochrisikopersonen in der praklinischen Phase CyA ohne Insulin erhielten,

konnte jedoch keine verbesserte 3-Zell Funktion nachgewiesen werden. Nach 5-
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36 Monaten wiesen alle der 7 behandelten Patienten einen manifesten Typ 1
Diabetes auf [155].

Auch Azathioprin (AZA) wurde bei manifesten Typ 1 Diabetikern zur
Immunsuppression eingesetzt. Der immunmodulierende Effekt besteht hier in
einer unspezifischen Hemmung der T-Zellproliferation. Zwar konnte auch hier
eine verlangerte Remission im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt werden, der
immnsuppressive Effekt scheint aber schwacher ausgepragt zu sein, als bei
CyA, das die Zytotoxizitat von humanen T-Lymphozyten von Typ 1 Diabetikern
gegen Pankreasgewebe in vitro besser unterdriicken kann [94]. Jedoch wurden
CyA unter anderem wegen der erheblichen Langzeit-Nebenwirkungen, vor allem
der Nephrotoxizitat [38], auch in der pradiabetischen Phase nicht weiter zur

Immunsuppression beim Typ 1 Diabetes verwendet.

2.6.2 Weitere nicht-selektive und semi-selektive Immunmodulatoren

Neben den oben beschriebenen nicht-selektiven Immunmodulatoren CyA und
AZA wurden noch anderen Versuche mit nicht-selektiven und semi-selektiven
Immunmodulatoren vor allem im Tiermodell des Typ 1 Diabetes untersucht, z.B.
die Infektion von NOD-Mausen mit Viren, Bakterien oder complete Freund's
adjuvant (CFA) [170,185,141]. Durch Transfer von Lymphozyten diabetischer
NOD-Mause auf junge, pradiabetische NOD-Mause kann die Erkrankung auf die
Empfangertiere Ubertragen werden. Sind die Spendertiere jedoch mit einem
lymphotropen Virus infiziert, scheinen die Lymphozyten die Krankheit nicht mehr
Ubertragen zu kénnen. Shehadeh et al. veroffentlichten 1988 eine Studie, in der
sie pradiabetische NOD Mause mit BCG oder CFA impften. In beiden
Versuchsgruppen lag die Diabetesinzidenz unter der einer unbehandelten
Kontrollgruppe [185]. Durch die Impfung mit Heat shock protein (HSP) [63,64]
wurde das Erreichen einer verminderten Diabetesinzidenz beschrieben. HSP

wurde als ein Antigen in der Autoimmunreaktion beim Typ 1 Diabetes diskutiert.
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Elias et al. impften junge NOD Mause mit HSP und IFA, um eine Immuntoleranz
in den behandelten NOD Ma&usen zu induzieren. Sie stellten eine verstarkte
Reaktivitat der T-Lymphozyten der immunisierten NOD Mause fest. Diese Mause
entwickelten innerhalb der nachsten Tage einen manifesten Typ 1 Diabetes. Die
Erkrankung dieser Tiere war allerdings transient. Sie erholten sich wieder und

wiesen danach eine stark reduzierte Diabetesinzidenz auf [63].

Auch die Gabe von Nicotinamid (NA), ein Vitamin der B Klasse, soll bei der
NOD-Maus einen protektiven Effekt in der Pathogenese des Typ 1 Diabetes
haben. In mit NA behandelten NOD-Mausen wurde eine schwacher ausgepragte
Insulitis und im weiteren Verlauf eine verbesserte Glucosetoleranz beschrieben
[228]. In vitro wirkt NA protektiv auf Inselzellen. Es soll Uber Zwischenschritte die
Genexpression der MHC Klasse || hemmen und erste Schritte der Apoptose
blockieren [114].

In der weltweit ersten prospektiven Immuninterventionsstudie mit NA wurden in
Deutschland 55 Kinder zwischen 3 und 12 Jahren behandelt (Deutsche
Nicotinamid InterventionsStudie = DENIS). Diese Kinder hatten ein oder zwei
Elternteile mit Typ 1 Diabetes. Einschlusskriterium waren mindestens 2
Blutproben mit ICA >= 20 JDF-U im Laufe der letzten 6 Monate, gemessen im
Abstand von mindestens 3 Monaten. Die Diabetesmanifestation bei diesen
Kindern war innerhalb der nachsten 3 Jahre zu erwarten. Sie wurden in zwei
Gruppen randomisiert und doppelt verblindet mit NA oder Placebo behandelt.
Nach einer maximalen Beobachtungsdauer von 3 Jahren konnte in dieser Studie
zwischen beiden Gruppen kein Unterschied in der Diabetesinzidenz oder der
Dauer bis zur Diabetesmanifestation beobachtet werden. Die Studie wurde
daraufhin abgebrochen. Diese Beobachtungen schlieRen zwar nicht aus, dass
die Behandlung mit NA in einem friheren Krankheitsstadium einen protektiven
Effekt haben konnte [151,121,150], legen aber den Schluss nahe, dass die
Behandlung mit NA zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt keinen protektiven

Effekt auf die Entwicklung des Typ 1 Diabetes hat.
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Daraufhin wurde europaweit eine weitere prospektive NA-Interventionsstudie mit
grélkeren Fallzahlen entworfen, deren Einschlusskriterien weiter gefasst sind und
auch Personen mit niedrigerem Diabetesrisiko mit einschlieBen (ENDIT =
european nicotinamide diabetes intervention trial). Uber 40.000 Verwandten
ersten Grades von Typ 1 Diabetikern wurden auf ICA untersucht. Die 552 ICA
positiven (>= 20 JDF-U) Probanden wurden in 2 Gruppen randomisiert und
entweder mit NA oder mit Placebo behandelt. Ergebnisse dieser Studie werden
im Jahre 2003 erwartet [177].

Zu der semi-selektiven Immunintervention zahlt in erster Linie die Gabe von
monoklonalen Antikorpern gegen bestimmte Zellpopulationen. Fur die Gabe von
monoklonalen Antikdrpern gegen CD4-Zellen [187] und gegen CD3, einer
Komponente des T-Zell Rezeptors (TCR)[43], wurde bei NOD Mausen ein
protektiver Effekt, sowohl in der pradiabetischen Phase, als auch bei Gabe nach
Manifestation des Diabetes, beschrieben. Die Gabe von monoklonalen
Antikorpern ist allerdings mit einer T-Zell Aktivierung verbunden. Bei NOD
Mausen fuhrte die Gabe von monoklonalen CD3-Antikdrpern zu Gewichtsverlust,
Teilnahmslosigkeit und einem kranken Gesamteindruck [91]. SchlieRlich wurde in
verschiedenen Arbeiten beschrieben, dass auch mit monoklonalen Antikorpern
gegen Zytokine, die mit einer Th1 Immunantwort assoziiert sind (anti-INF-y, anti-
TNF-a und anti-1-12) bei der NOD Maus eine Protektion erreicht werden konnte
[152].

2.6.3 Selektive Immunintervention
Unter selektiver Immunintervention versteht man die Intervention mit antigen-
spezifischen Immunmodulatoren. Durch Immunisierung mit einem spezifischen

Inselzell-Antigen wird versucht, eine Toleranz des Immunsystems gegenuber

diesem Antigen zu erreichen. Sowohl durch die Gabe von GAD
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[141,109,203,157], als auch von Insulin (s.u.) konnte bei der NOD-Maus eine
deutliche Verzdgerung der R-Zell Destruktion und eine Verminderung der DM-

Inzidenz erreicht werden.

1990 impften Atkinson et al. erstmals pradiabetische junge NOD Mause mit
taglichem subkutanem Schweineinsulin [7]. Die Behandlung begann im Alter von
4 Wochen und wurde bis zum 180. Lebenstag fortgesetzt. Die Diabetesinzidenz
konnte bei den weiblichen Tieren von 65% auf 8% gesenkt werden (eine Woche
nach Ende der taglichen Impfungen). Der protektive Effekt einer solchen
Behandlung konnte darin bestehen, dass die Gabe von exogenem Insulin die
noch intakten R-Zellen vom ,metabolischen Stress“ entlastet (,p-cell rest®).
Metabolisch inaktive [-Zellen exprimieren weniger Antigene an der
Zelloberflache [1] und sind somit weniger empfindlich gegenuber autoreaktiven
T-Zellen [4]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass weniger aktive, also
,suhende", B-Zellen weniger empfindlich gegenuber zytotoxischen Noxen, wie

z.b. gegenuber Streptozotozin [149] und bestimmten Zytokinen sind [145].

Diese These des ,R-cell rest" [110,1,22] kann allerdings nicht der einzige Grund
fur den protektiven Effekt durch Insulin sein. Schon 1991 behandelten Zhang et
al NOD-Mause mit oralen Insulingaben [231]. Diese wurden wahrend der ersten
5 Wochen 2x pro Woche mit 1 mg Schweineinsulin behandelt, daraufhin wurde
die Dosis reduziert und die Behandlung bis zum Alter von einem Jahr fortgesetzt.
Wie bei der Gabe von subkutanem Insulin konnte auch hier eine verringerte
Diabetesinzidenz und eine verzégerte Manifestation nachgewiesen werden. Wie
erwartet hatte jedoch das oral verabreichte Insulin keinen metabolischen Effekt
auf die Stoffwechsellage der Tiere. Ein ,B-cell rest® kann hier also nicht
vorgelegen haben. Wahrscheinlicher ist, dass durch die frihe Gabe des Antigens
eine aktive Immuntoleranz gegenuber diesem Antigen induziert wurde. Diese
These wird durch folgende Beobachtung unterstutzt: die durch prophylaktische
Insulingabe  induzierte  Protektion kann bei NOD-M&usen  durch

Splenozytentransfer auf andere Mause Ubertragen werden [231,17,19]. Von Muir
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et al wurde 1995 weiterhin gezeigt, dass auch durch die s.c.-Impfung mit der
metabolisch unwirksamen B-Kette des Insulin in dem Immunadjuvans IFA
(incomplete  Freund's Adjuvans), eine dem gesamten Insulinmolekl
vergleichbare protektive Wirkung bei NOD Mausen in der pradiabetischen Phase
erzielt werden kann [138]. Selbst bei bereits ausgepragter lymphozytarer
Infiltration der pankreatischen Inseln konnte die tagliche s.c Gabe von Insulin
oder einem metabolisch unwirksamen rekombinanten monomerischen humanem
Insulin-Analogon bei jungen erwachsenen NOD Mausen das Ausbrechen eines
Diabetes verhindern [105].

Auch beim Menschen wurden Versuche der Immunintervention mit Insulin
unternommen. 1989 behandelten Shah et al. 12 neu diagnostizierte Typ 1
Diabetiker 2 Wochen mit einer kontinuierlichen Hoch-Dosis-Insulininfusion. Die
Gruppe erhielt in dieser Zeit 4x soviel Insulin, wie die mit taglicher subkutaner
Insulintherapie behandelten Kontrollgruppe. Nach zwei Wochen wurden beide
Gruppen weiter mit taglicher subkutaner Insulintherapie behandelt. Es konnte
gezeigt werden, dass nach einem Jahr die C-Peptid-Spiegel in der mit Hochdosis
i.v. Therapie behandelten Gruppe deutlich héher waren, als in der Kontrollgruppe
[184].

In einer ahnlichen im Krankenhaus Minchen Schwabing durchgefuhrten Studie,
wurden dagegen widersprechende Ergebnisse erzielt. Die Studie schloss
ebenfalls neu-manifestierte (max. 2 Wochen) Typ 1 Diabetiker ein, die in eine
Gruppe mit Hoch-Dosis-i.v.-Insulin-Therapie und eine Kontrollgruppe mit
intensivierter subkutaner Insulintherapie Uber 2 Wochen randomisiert wurden.
Anschlie®end wurden beide Gruppen ein Jahr lang mit intensivierter s.c.
Insulintherapie behandelt. In beiden Gruppen waren die Plasmawerte fur C-
Peptid in diesem Jahr nicht gesunken. Im Gegensatz zu der von Shah et al.
beschriebenen Studie konnte hier jedoch kein Unterschied in der metabolischen
Aktivitat der [p-Zellen bei Hoch-Dosis-i.v. Therapie im Gegensatz zur

intensivierten Insulintherapie festgestellt werden [178]. Der Hauptunterschied
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zwischen den beiden Studien war, dass die Kontrollgruppe in der Studie von
Shah et al. eine konventionelle Insulintherapie mit 2 subkutanen
Insulininjektionen pro Tag erhalten hat, die HbA1c Werte lagen hier bei 10.8%.
Die Kontrollgruppe in der Munchener Studie hingegen erhielt eine intensivierte
Insulintherapie mit 4 Injektionen pro Tag. Die HbA1c Werte der Kontrollgruppe
lagen in der Munchener Studie bei 6.4%. Eine mdgliche Erklarung fur die
unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien kénnte auch das Alter der
Probanden sein. Die Munchener Studie schloss Erwachsene Typ 1 Diabetiker

mit ein, der Altersdurchschnitt lag hier deutlich Gber der von Shah et al.

In der pradiabetischen Phase wurden beim Menschen bisher 2 prospektive
Immuninterventionsstudien mit Insulin durchgefuhrt. So behandelten Keller et al.
1993 erstmals Verwandte ersten Grades von Typ 1 Diabetikern, die aufgrund
einer verminderten Insulinsekretion in der frihen Phase nach IVGTT (FPI=first
phase insulin) und erhdhten ICA und IAA als Hochrisikopatienten eingestuft
wurden, durch kombinierte intravendse und subkutane Insulingaben [110]. Es
zeigte sich nach ca. 3 Jahren eine verringerte Diabetesinzidenz in der
behandelten gegentber der nicht behandelten Gruppe. Eine ahnliche
prospektive Studie mit Hochrisikopatienten wurde ab 1990 am Schwabinger
Diabetes Forschungsinstitut durchgefihrt: in der SIP (Schwabinger Insulin
Prophylaxis Pilot Trial) Studie wurden 14 Hochrisikopatienten (ICA>=20 JDF-U,
vermindertes FPI) in eine Versuchs- und eine Kontrollgruppe randomisiert. Die
Versuchsgruppe erhielt kontinuierliche intravendse Insulininfusionen Uber 7
Tage, danach wurden sie uber 6 Monate mit taglichen subkutanen
Insulininjektionen behandelt. Die 7-tagigen Insulininfusionen wurden alle 12
Monate wiederholt (siehe 2.1.6). Nach 7 Jahren war in der Kontrollgruppe eine
héhere Diabetesinzidenz als in der behandelten Gruppe zu beobachten. Die
klinische Manifestation war in der mit kombinierter i.v. und s.c. Insulintherapie
behandelten Gruppe im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe verzogert
[68].
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Diese beiden Studien dienten als Wegbereiter fur das DTP-1 Trial (The Diabetes
Prevention Trial-Type 1 Diabetes). In dieser amerikanisch-kanadischen Studie
wurden ab 1994 fast 90000 Verwandte ersten und zweiten Grades von Typ 1
Diabetikern auf ICA untersucht. Ungefahr 3,5% der untersuchten Personen
waren ICA positiv. Sie wurden anhand von genetischen, immunologischen und
metabolischen Parametern in Gruppen mit unterschiedlichem Diabetesrisiko
unterteilt. In der Hochrisikogruppe lag die Wahrscheinlichkeit, in den nachsten 5
Jahren einen manifesten Typ 1 Diabetes zu entwickeln bei >= 50%. In der
Gruppe mit mittlerem Risiko zwischen 25 und 50%, in der Gruppe mit niedrigem
Risiko <25%. Die Hochrisikogruppe bestand aus 339 Probanden zwischen 4 und
45 Jahren, die in eine experimentelle und eine Kontrollgruppe randomisiert
wurden. Die experimentelle Gruppe erhielt zweimal taglich subkutane low-dose
Insulininjektionen. Zusatzlich erfolgten einmal im Jahr 4-tagige kontinuierliche
intravendse low-dose Insulininfusionen. Das Ergebnis dieses ,Insulin Injection
Trials®, welches die Personen der Hochrisikogruppe beinhaltet, wurden nach -
jahriger Beobachtung im Sommer 2001 veroffentlicht. Es bestand kein
Unterschied in der Diabetesinzidenz zwischen der behandelten und der
Kontrollgruppe. Die Injektionen von low-dose Insulin in dieser Studie konnten die
Diabetesmanifestation weder verzégern noch verhindern [147]. In der Gruppe mit
mittlerem Diabetesrisiko werden weiterhin Probanden rekrutiert. Sie werden
ebenfalls in 2 Gruppen randomisiert, wovon die eine Gruppe taglich orales

Insulin, die andere ein Placebo erhalt.

2.7 Unterschiedliche Testverfahren zum Ermitteln von Insulinantikérpern

Insulin(auto)antikorper  (I(A)A) wurden in frGheren Arbeiten mit Hilfe
unterschiedlicher Testmethoden aus dem Serum ermittelt: 1989 entwickelten
Kurtz et al einen Radioimmunoassay (RIA) zum Messen von IAA und IA
[118,113]. Dieser Test benodtigt relativ viel Serum, um die Antikorper in

ausreichend hoher Sensitivitat erfassen zu kbnnen. Er wurde im Laufe der Zeit
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von verschiedenen Beschreibern modifiziert. 1997 entwickelten William et al
einen neuen Mikro-RIA zum Ermitteln der IAA und IA, der nur noch 5 ul Serum
bendtigt und den urspriinglichen Tests vergleichbare Sensitivitat und Spezifitat
aufweist [226].

Eine billige und leicht durchzufihrende Testmethode stellt der ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) dar. Er wurde 1985 erstmals von Wilkin et al
beschrieben [224] und seitdem in vielen Studien zur Bestimmung von
Insulin(auto)antikérpern verwendet. Aufgrund der Ergebnisse von Internationalen
Workshops zum Vergleich der beiden Testmethoden ist die Bestimmung der
I[(A)A mittels ELISA jedoch inzwischen obsolet. Sowohl beim Menschen, als auch
im Tiermodell der NOD-Maus weist der Radioimmunoassay eine hohere
Sensitivitat und Spezifitat beim Ermitteln der I(A)A auf [80,126,28].
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3 KOLLEKTIVE UND METHODEN

3.1 Probanden-Kollektive

3.1.1 BABYDIAB. Beobachtung antikorperpositiver Kinder von Geburt an

Um den natlrlichen Verlauf der humoralen Immunantwort in der pradiabetischen
Phase zu evaluieren, wurde am Institut fur Diabetesforschung in Muinchen
Schwabing die BABYDIAB Studie die weltweit erste prospektive Studie dieser
Art, eingerichtet. Die 1989 begonnene Studie schloss Kinder ein, von denen
mindestens ein Elternteil an Typ 1-, oder an Gestationsdiabetes erkrankt war.
Den Kindern wurde erstmalig bei Geburt aus der Nabelschnur Blut
abgenommen, weitere Blutentnahmen erfolgten im Alter von 9 Monaten, 2, 5 und
8 Jahren. Von 1989 bis zur Auswertung der vorliegenden Studie 1999 waren
2079 Neugeborene in BABYDIAB rekrutiert (1598 Kinder von Elternteilen mit Typ
1 Diabetes und 481 Kinder von Mduttern mit Gestationsdiabetes). Bei 1391
Probanden wurden follow-up Untersuchungen im Alter von 9 Monaten, bei 1019
im Alter von 2 Jahren und 298 im Alter von 5 Jahren vorgenommen. Die
Blutproben der Kinder wurden auf Inselzellantikorper (ICA), Insulinautoantikdrper
(IAA), GAD Antikérper (GADA) und Antikérper gegen IA-2 (IA2-A) untersucht.
Von allen 1391 Kindern, die in die Studie rekrutiert wurden und von denen
mindestens eine Nachuntersuchung im Alter von 9 Monaten vorlag, entwickelten
26 Kinder nach Geburt im Laufe des follow up persistierende Autoantikorper
gegen mehr als ein Antigen. Diesen 26 Kindern wurden weiterhin jahrlich
Blutproben entnommen, und der Antikorperverlauf bis hin zur Manifestation des
Diabetes oder bis zum heutigen Zeitpunkt verfolgt. Im Rahmen dieser Arbeit
testeten wir diese 26 Kinder auf Autoantikdrper- und Autoantikérper-Subklassen
und deren Verlauf hin zur Diabetesmanifestation. Tabelle 3 des Ergebnisteils
zeigt Autoantikorper-Subklassen und —Isotyopen der 26 Kinder und das Alter des
ersten Auftretens von Autoantikdrpern (Median flr das Auftreten der ersten

Antikdrper lag bei einem Alter von 1,4 Jahren, Spanne: 0,5 - 5,4 Jahre). So war



Kind 11 beim ersten Auftreten von Autoantikorpern 2,1 Jahre alt. Bei diesem
Kind 11 waren im Laufe des follow up IAA, GADA und IA-2A nachweisbar (alle
Kinder waren auch ICA-positiv), das Kind entwickelte mit 7,1 Jahren einen
manifesten Typ-1- Diabetes (IDDM).

11 der 26 Kinder, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, entwickelten
bis zum heutigen Zeitpunkt einen manifesten Diabetes (medianes Alter 4,5
Jahre, Spanne:1,3 - 8,5 Jahre), die anderen Kinder werden weiterhin mit
jahrlichen Blutentnahmen nachverfolgt. Bei allen autoantikdrperpositiven Kindern
Uber 3 Jahren wurde jahrlich ein oraler Glukosetoleranztest (OGTT)
durchgefluhrt. Die Diagnose der Diabetesmanifestation wurde nach WHO

Kriterien gestellt.

3.1.2 Patienten mit neumanifestem Typ 1 Diabetes

3.1.2.1 Patienten mit neumanifestem Typ 1 Diabetes unter verschiedenen

Regimen einer Insulinbehandlung

Wir untersuchten hier Seren von 29 Autoantikdrper-positiven Patienten mit
neumanifestem Typ-1-Diabetes prospektiv Uber einen Zeitraum von 18 Monaten
nach Diabetesmanifestation auf Insulin-, GAD- und IA2-Antikdrper-Subklassen.
Die 29 Patienten wurden im Rahmen einer Immuninterventionsstudie stationar
mit Insulin behandelt, 17 Erwachsene in der Ill. Med. Abteilung des
Krankenhaus Munchen Schwabing und 12 Kinder an der Kinder-

Universitatsklinik im Ospedale San Raffaele in Mailand, Italien.

Die 17 erwachsenen neu-manifesten Typ-1-Diabetiker wurden in zwei Gruppen
randomisiert. Die experimentelle Gruppe (n=8, medianes Alter: 29, Spanne 19 -
36 Jahre, HbA1c 10,5 + 2,0%) erhielt Uber 2 Wochen eine hochdosierte

intravenodse Insulininfusion (1,2 + 0,4 U/kg/d), die Kontrollgruppe (n=9, medianes
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Alter: 31, Spanne: 24 — 37 Jahre, HbA1c 12,3 + 3,0%) wurde in der gleichen Zeit
mit subkutanen Insulingaben (0,4 + 0,1 U/kg/d) im Rahmen einer intensivierten
Insulintherapie (4x/Tag) behandelt. Die experimentelle Gruppe erhielt dadurch 3x
soviel Insulin, wie die Kontrollgruppe. Ab der dritten Woche wurden auch die
Patienten der experimentellen Gruppe mit einer intensivierten Insulintherapie (4
s.c. Injektionen pro Tag) eingestellt und in dreimonatigen Abstanden uber den

Zeitraum eines Jahres beobachtet [178].

Die 12 Kinder mit neu-manifestiertem Typ-1-Diabetes teilen sich ebenfalls in 2
Gruppen mit unterschiedlichen Behandlungsschemata auf. Die experimentelle
Gruppe (n=6, Altersmedian=7 Jahre, Spanne: 2-12 Jahre) sind Kinder, die im
Ospedale San Raffaele in Mailand stationar eine hochdosierte kombinierte i.v.
und s.c. Insulintherapie erhielten. Nach eine einwdochiger intravenoser
Insulininfusion wurden sie auf eine intensivierte s.c. Insulintherapie umgestellt
und in 3-monatigen Abstanden Uber ein Jahr beobachtet. Die zweite Gruppe
(n=6, Altersmedian=11 Jahre, Spanne 3-17 Jahre) wurde ausschliesslich mit
subkutanen Insulingaben nach Diabetesmanifestation behandelt. 5 Kinder davon

waren im Rahmen der BABYDIAB-Studie von Geburt an beobachtet worden.

Wir bestimmten die Hohe der Insulinantikbrper (IA) und Insulinantikdrper
Subklassen bei Manifestation (Insulinautoantikérper (IAA)) und zum Zeitpunkt
von 3, 6 und 12 Monaten nach Beginn der Insulintherapie. Die Antikdrper gegen
GAD und 1A2, sowie deren Subklassen wurden bei 14 bzw. 10
antikorperpositiven Patienten bei Diabetesmanifestation, nach einem und 2-3

Jahren nach Behandlungsbeginn bestimmt.

3.1.2.2 Immunintervention mit Cyclosporin A

In einer 1988 publizierten doppelt-verblindeten randomisierten Studie der

Canadian-European randomized control trial group wurde bei 188 Patienten mit
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neu-manifestiertem Typ 1 Diabetes der Effekt einer Immunintervention mit
Cyclosporin A (CyA) auf die Erhaltung der [3-Zell Funktion untersucht [50].
Einschlusskriterium flr die Studie war eine nicht langer als 6 Wochen
durchgefuhrte Insulintherapie. Die Insulindosen der Patienten wurden so
gewahlt, dass die praprandiale Blutglukosewerte nicht Uber 140 mg/dl lagen. Die
Probanden erhielten taglich orales CyA in einer Dosis von ca. 10 mg/kg
Korpergewicht, die Dosis war auf 2 Gaben im Abstand von 12 Stunden verteilt.
Die Behandlung wurde uber 12 Monate fortgefuhrt, wobei die genauen CyA
Dosen an einen aufrecht zu erhaltenden Blut CyA Spiegel von 400-800 ng/ml
angepasst wurden. Auch die Ill. Med. Abteilung des Krankenhaus Minchen
Schwabing nahm an der kanadisch - europaischen Studie teil. 10 Patienten
konnten im Krankenhaus Munchen Schwabing in die Studie mit eingeschlossen
werden. 5 der Patienten (Altersmedian:18 Jahre, Spanne: 17-28 Jahre) wurden
in die experimentelle Gruppe randomisiert, die anderen 5 bildeten die
Kontrollgruppe, sie wurde mit den entsprechenden s.c. Insulindosen zusammen
mit einem Placebo behandelt. Wir bestimmten Insulinantikbrper (IA) und IA-
Subklassen bei Diabetesmanifestation und zu verschiedenen Zeitpunkten bis zu
34 Monaten nach Therapiebeginn (medianes Zeitintervall: 23,4 Monate, Spanne:
17-34 Monate).

3.1.3 Pradiabetische Verwandte 1. Grades von Typ 1 Diabetikern: Die
Schwabinger Insulin Prophylaxe (SIP) Pilot-Studie

Um den Erfolg einer intravenodsen Insulintherapie in der pradiabetischen Phase
von Typ 1 Diabetikern zu untersuchen, wurden von Januar 1989 bis Oktober
1995 am Krankenhaus Minchen Schwabing 1736 Verwandte von Typ 1
Diabetikern auf ICA untersucht. Einschlusskriterien fir die Studie waren positive
ICA (>20 JDF-U, juvenile diabetes foundation units), eine reduzierte
Insulinsekretion in der frGthen Phase des IVGTT (first phase insulin = FPI;

unterhalb der 5. Perzentile der Kontrollpatienten, <65 pU/ml), ein Alter Uber 4
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Jahren und ein normaler oraler Glukosetoleranztest (OGTT). Von 64 ICA
positiven Probanden wiesen 17 einen vermindertes FPI auf und waren alter als 4
Jahre. 14 Probanden, bzw. bei Minderjahrigen deren Erziehungsberechtigte,
stimmten zu, in die Studie aufgenommen zu werden und erfullten gleichzeitig die
Einschlusskriterien. Sie wurden in eine experimentelle und eine Kontrollgruppe
randomisiert. Die experimentelle Gruppe (n=7), erhielt kontinuierliche i.v.
Insulininfusion Uber 7 Tage, gefolgt von taglichen s.c. Insulin Injektionen Uber 6
Monate. Alle 12 Monate wurden die einwochigen intravendsen Insulininfusionen
wiederholt. Die i.v. Behandlung wurden maximal bis zu 5 Jahren nach
Therapiebeginn wiederholt (0,6 — 5 Jahre). Die Nachbeobachtung dieser
Patienten erfolgte bis zu 8,6 Jahre nach Eintritt in die Studie. Die 7 Patienten der
Kontrollgruppe erhielten keine Therapie. Bei ihnen wurde zum gleichen
Zeitpunkt, wie in der Kontrollgruppe Blutproben entnommen, sowie in

regelmassigen Abstanden ein IVGTT durchgeflhrt.

FUnf der mit Insulin behandelten Probanden aus der experimentellen Gruppe
entwickelten im Verlauf der Beobachtung Insulinantikorper und wurden in die hier
vorliegende Studie eingeschlossen (Alter = 4, 4, 6, 13 und 17 Jahre). In der
Kontrollgruppe entwickelten 6 Probanden Antikorper gegen Insulin (Alter = 4, 8,
13, 13, 24 und 55 Jahre). Bei diesen insgesamt 11 |A- oder IAA-positiven
Probanden bestimmten wir Antikdrper und IgG-Subklassen gegen Insulin vor der
Insulingabe und in regelmassigen Abstanden bis hin zu 36 Monaten nach
Therapiebeginn. Bei allen 5 |A-positiven Patienten der experimentellen Gruppe
konnten auch GADA nachgewiesen werden. 4 dieser 5 Probanden waren zudem
auch |A-2-positiv. Wir bestimmten GADA bzw. IA-2A sowie deren Subklassen bei
diesen Patienten bei Diabetesmanifestation, wahrend des ersten Jahres, sowie 3

Jahre nach Beginn der Insulinprophylaxe.
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3.2 Tiermodelle

Die non-obese diabetic mouse (NOD-Maus) stellt in vielerlei Hinsicht ein ideales
Tiermodell des menschlichen Typ-1-Diabetes mellitus dar, da sie viele Merkmale
der Pathogenese des humanen Typ 1 Diabetes aufweist. Die Autoimmunreaktion
in der pradiabetischen Phase ahnelt dem menschlichen Pradiabetes. Die NOD-
Maus entwickelt eine spontane Autoimmunreaktion gegen pankreatische -
Zellen [128,102,133]. Es kommt zu einer entzindlichen Infiltration der endokrinen
Inseln. Schon im Alter von 4-6 Wochen kann bei der NOD Maus ein periduktales
und perivaskulares T-Zell Infiltrat nachgewiesen werden (Periinsulitis). Im Alter
von 6-8 Wochen werden die Pankreasinseln infiltriert (Insulitis) und es folgt eine
selektive Zerstorung der R-Zellen. Wie auch beim Menschen konnen wahrend
der pradiabetischen Phase Autoantikdrper gegen Insulin, nicht jedoch gegen die
R-Zell-Antigene GAD und IA-2 im Serum der NOD-Maus nachgewiesen werden
[240]. Im Alter von 7 Monaten weisen mindestens 70% der weiblichen NOD-
Mause einen manifesten Diabetes auf. Die Inzidenz bei den mannlichen Tieren
liegt bei ca. 40% [220]. Obwohl alle NOD Mause eine Insulitis zeigen, entwickeln
also nicht alle Tiere einen manifesten Diabetes. Die NOD Maus ist ein gutes
Modell, um mdgliche Therapien des Typ 1 Diabetes beim Menschen zu
erforschen. Sowohl in der pradiabetischen Phase, als auch nach
Diabetesmanifestation konnte die Diabetesinzidenz bei der NOD-Maus durch

Immunintervention gesenkt werden (siehe Einleitung).

Die genetische Form unserer Zucht am Institut fur Diabetesforschung in
Muinchen entspricht NOD X C57BL/10. Von dieser Form entwickeln 70% der
weiblichen Tiere innerhalb der ersten 150 Tage einen manifesten Typ 1

Diabetes, bei den mannlichen Tieren liegt die Inzidenz nur bei ca. 30%.
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3.2.1 Unbehandelte NOD Mause

29 unbehandelten NOD Mausen aus unserer Zucht (Gruppe 1a) wurde jeweils
eine Blutprobe enthommen. Die Blutentnahme erfolgt unabhangig von Alter und
Geschlecht der Maus, sowie unabhangig von der Diabetesmanifestation. Die
Gruppe 1a sollte als Kontrollkollektiv dienen, um die Pravalenz und die Titer der
Insulinautoantikorper (IAA) und IAA-Subklassen in unbehandleten NOD-Mausen
zu bestimmen. Das Alter der Mause lag zwischen 2,5 und 38,5 Wochen (siehe
Tabelle 3).

In einer weiteren Gruppe von 17 unbehandelten NOD-Mausen (Gruppe 1b)
wurden jeder Maus mehrere Blutproben entnommen, um den Verlauf der
Insulinautoantikérper und |IAA-Subklassen in der pradiabetischen Phase der

NOD-Maus bestimmen zu kénnen (siehe Tabelle 3).

3.2.2 Immunintervention mit Insulinvaccinierung im Tiermodell der NOD-

Maus

3.2.2.1 Dosierung des Impfstoffes

Um die eine tolerable Dosis von subkutanen DT-Injektionen fur junge NOD-
Mause zu ermitteln, wurden 6 NOD-Mause im Alter von 5 Tagen mit DT
(Diphterie-Tetanus-Adsorbat-Impfstoff fiur Kinder, Chiron-Behring, Marburg) in
unterschiedlichen Konzentrationen geimpft. Zwei (n=2) Mause erhielten 0,05 ml
DT 1/80 in 0,9%NaCl, n=2 0,05 ml DT 1/40 in NaCl und n=2 erhielten 0,05 mI DT
1/20 in NaCl. Die zwei Mause mit der hochstkonzentrierten Dosis Uberlebten die
Impfung nicht.

Neugeborene NOD-Mause wurden daraufhin mit DT 1/20 geimpft, die alteren (>
2 Wochen) mit DT 1/45.
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Die Konzentrationen des IFA legten wir entsprechend fruherer Studien bei 50 %
IFA in sterilem Wasser fest. Jeder Maus wurden pro Impfung 60 ul

Gesamtvolumen injiziert.

In der Konzentration des Insulin richteten wir uns nach der 1990 von Atkinson et
al. veroffentlichten Studie, in der die maximal tolerable Insulindosis bei NOD-
Mausen verschiedenen Alters ermittelt worden war. Sie lag bei NOD-Mausen im
Alter von 4 — 5 Wochen bei 0,25 IE Insulin pro Tag [7]. Die Gruppe der
neugeborenen NOD-Mause (Gruppe 5) erhielten subkutane Injektionen mit 0,1
IE Insulin. In einer Studie von Muir et al. wurden 4 Wochen alte NOD-Mause
allerdings mit hoheren Insulindosen zusammen mit IFA behandelt. Angelehnt an
diese Studie impften wir eine weitere Gruppe von NOD-Mausen (Gruppe 4) mit 4

IE Insulin.

3.2.22 Insulin und Immunstimulans

Neugeborene NOD Mause aus unserer Zucht wurden in verschiedene
Versuchsgruppen eingeteilt, die in unterschiedlichem Alter mit unterschiedlichen
Insulinkonzentrationen und in  Kombination mit 2  verschiedenen
Immunadjunantien geimpft (siehe Tabelle 1). Die Impfung erfolgte subkutan, bei

alteren Mausen (>2 Wochen) inguinal, bei jungeren Mausen uber dem Sternum.

Die Mause der Gruppe 2 wurden nur mit Immunadjuvans behandelt. 10 Mause
erhielten DT, 11 Mause IFA jeweils im Alter von 4, 8, 12 und 24 Wochen. Wie in
Tabelle 1 aufgefuhrt, wurde den Mausen dieser Gruppe Blut im Alter von 10, 14

und 30 Wochen entnommen.
Gruppen 3 und 4 wurden mit Insulin und Adjuvans ab dem Alter von 4 Wochen

behandelt. Dabei unterschieden sich die beiden Gruppen in der Gesamtdosis

des erhaltenen Insulins. Die Gruppe 3 bestand aus Mausen, die mit 4 und 8
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Wochen mit 0,25 IE Insulin (Humaninsulin U40 von Lilly) und Adjuvans geimpft
wurden. Gruppe 4 erhielt 4 |IE Insulin s.c. im Alter von 4, 8, 12 und 24 Wochen
zusammen mit den o.g. Immunadjuvantien. Den Mausen der Gruppe 3 wurden
im Alter von 6, 8, 10, 12 und 14 Wochen, den Mausen der Gruppe 4 im Alter von
10, 14 und 30 Wochen Blutproben entnommen (siehe Tabelle 1).

Gruppe 5 bestand aus neugeborenen NOD-Mausen. Sie erhielten im Alter von 5
Tagen ihre erste Impfung mit der maximal vertraglichen Insulindosis (0,1 IE
Humaninsulin U40 von Lilly). Mit 14 Tagen wurde ihnen dann eine
Boosterimpfung mit der selben Insulindosis injiziert. Diesen Mausen wurde im
Alter von 4, 6, 8, 12 und 16 Wochen Blut enthommen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Gruppen der NOD-Mé&use, die im Rahmen dieser Arbeit auf I(A)A und I(A)A-

Subklassen untersucht wurden. *bedeutet das Alter in Wochen, in denen die Méause subkutane
Insulin-Injektionen erhielten. @ erhielten kein Insulin/Adjuvans.

Gruppe | Anzahl Impfalter * Insulin Adjuvans BE (Wochen)
1a n=30 %) %) %] 2,5-38,5
1b n=17 %) %) %) mind. 3  Blutent-
nahmen im Alter von
5 - 38 Wo.
2a n=10 4,8,12, 24 %] DT 1/45in NaCl | 10, 14, 30
2b n=11 4,8,12, 24 ] 50%iges IFA in| 10, 14, 30
H20
3a n=15 4,8 0,25IE DT 1/45in NaCl |6,8,10,12,14
3b n=13 4,8 0,251E 50%iges IFA in|6,8,10,12,14
H20
4a n=10 4,8,12,24 4 |E DT 1/45in NaCl | 10,14,30
4b n=11 4,8,12,24 4 1E 50%iges IFA in|10,14,30
H20
5a n=11 0.7,2 0,11E DT 1/20in NaCl |4,6,8, 12,16
5b n=7 0.7, 2 0,11E 50%iges IFA in|4,6,8,12,16
H20
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3.2.3 Blutentnahme

Wie in Tabelle 1 aufgefihrt, wurde den Gruppen je nach Impfalter zu
unterschiedlichen Zeitpunkten Blut entnommen. Hierzu wurden die Mause in
Ather betaubt, indem sie fiir ca. 5 — 10 Sekunden in ein geschlossenes GefaR
gesetzt wurden, in dem sich gleichzeitig ein mit Ather getrénkter Wattebausch
befand. Den betaubten Mausen wurden daraufhin mit Hilfe einer Pasteurpipette

ca. 200 pl Blut retrobulbar entnommen.

3.3 Methoden

3.3.1 Analyse der humoralen Immunantwort gegen Insulin

3.3.1.1 Mikro-Radioimmunoassay zum Nachweis von Insulinantikérpern

Wir verwendeten den von William et al 1997 beschriebenen Radioimmunoassay,
bei dem Insulinantikdrper duch Prazipitation der Antigen-Antikérper-Komplexe
durch Protein A-Sepharose nachgewiesen werden [226]. 5ul Serum wurden
zusammen mit 15.000 cpm A14-125J-markiertem humanem Insulin (>2000
Ci/mmol)(Amersham International plc.Little Chalfont, Bucks, UK) in 25 uyl TBT
Puffer (50mM Tris, 1% Tween 20, pH 8,0) in doppeltem Ansatz in deep-well
Microtiter Platten (Beckman Instruments (UK) Ltd, High Wycombe, Bucks, UK)
gegeben. Zu einem weiteren dem ersten entsprechenden Ansatz wurden 8
units/ml nicht-radioaktives Insulin (Huminulin, Lilly, Basingstoke, Hants, UK)
hinzugeflugt. Die Platten wurden bei 500xg kurz zentrifugiert, danach geschdttelt,
um den Inhalt zu vermischen, und flir 72h bei 4°C inkubiert. Die Prazipitation
erfolgte durch die Zugabe von 10 pl Protein A-Sepharose, die vorher in TBT
aufgequollen war (entsprach 2,5 mg trockener Sepharose)(Pharmacia Biotech
AB, Uppsala, Schweden). Nach der Inkubation von 90 min bei 4°C auf einem
Orbital-Schuttler wurden die Proben 5x mit 600 pl eiskaltem TBT-Puffer
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gewaschen. Zwischen den Waschgangen wurden die Platten jeweils 3 min bei
4°C zentrifugiert und der Uberstand (iber den Immunkomplexen abgesaugt. Nach
dem letzten Waschgang wurden zu jeder Probe 100 uyl TBT hinzugegeben und
der Inhalt der wells in 1,2 ml Rundrohrchen Ubertragen. Die Radioaktivitat der
Prazipitate wurde in einem Gamma-Zahler (NE1600, Nuclear Enterprises Ltd,
Reading, Berks, UK) fur 10 min gemessen. Die cpm, die in dem Ansatz mit nicht-
radioaktivem Insulin gemessen wurden, wurden vom anderen Ansatz, zu dem
ausschlieRlich radioaktiv-markiertes Insulin hinzu gegeben worden war,
abgezogen, um die cpm des spezifisch prazipitierten Insulins zu ermitteln. Die
Menge des prazipitierten Insulins wurde im Bezug auf die aktuelle Strahlung des
radioaktiven Insulins (cpm/Unit) errechnet und in Nanounits gebundenes Insulin

pro Milliliter Serum (nU/ml) angegeben.

3.3.1.2 Protein A/G - Sepharose RIA zur Bestimmung der IAA beim
Menschen

FUr die Bestimmung der Insulinantikérper beim Menschen wurde der von
Williams beschriebene Test in etwas abgewandelter Form angewandt. Bei der
Immunprazipitation wurde neben Protein A- auch Protein G- Sepharose
verwendet. Die Inkubation erfolgte mit 20.000 cpm A14-125J-markiertem Insulin
in einem Gesamtvolumen von 60 pl. Durch Zugabe von in 50 pl TBT gequollener
10%iger Protein A - Sepharose und 5%iger Protein G - Sepharose wurden bei
einstindiger Inkubation auf dem Orbital-Schattler die Immunkomplexe bei 4°C
prazipitiert. Nach 4 Waschschritten mit je 1,5 ml eiskaltem TBT, die in
Rundrohrchen erfolgen, wurde die Radioaktivitdt in einem Gamma-Zahler
(COBRA 1l Auto-Gamma Counting System, Packard Instrument Company,
Meriden USA) gemessen. Fur jede Probe wird die Radioaktivitat des spezifisch
prazipitierten Insulin (Acpm) wie beim urspringlichen Mikro-Assay durch Abzug
der unspezifischen Werte aus dem Ansatz mit nicht-radioaktivem Insulin ermittelt
und in Units ausgedruckt. Allen Proben, bei denen sich ein negatives Acpm

ergibt, wurde der Wert 0,0 units zugeordnet. Die Ergebnisse der anderen Proben



wurden anhand einer geometrischen Standardkurve (1:2) aus neun
Verdinnungen eines Positivserums in Negativserum in units umgerechnet. Dem
unverdunnten Positivserum wurden 200 units willkarlich zugeordnet. Die
Untergrenze fur die Positivitat der IAA wurde anhand der Normalverteilung der
Werte eines gesunden Kontroll-Kollektivs errechnet. Werte oberhalb der 99.
Perzentile wurden als positiv definiert. Die Grenze fur Positivitat liegt bei 4,4 units
(99. Perzentile).

3.3.1.3 Radioimmunoassay zur Bestimmung der Insulinantikdrper bei
Mausen

Zur Bestimmung der Insulinantikorper bei Mausen wurde die Testmethodik des
Mikro-Assays nochmals modifiziert. 2,5 yl Serum wurden im doppelten Ansatz
zusammen mit 20.000 A14-125J-markiertem humanen Insulin in 25 uyl TBT-
Puffer 72 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Immunprazipitation erfolgte analog dem
humanen IA-Assay durch Zugabe von in 50 yl TBT gequollener Protein A- und
5%iger Protein-G-Sepharose. Nach einstindiger Inkubation auf dem Orbital-
Schuttler wurden auch hier die prazipierten Immunkomplexe 4x gewaschen, und
die Radioaktivitat in einem Gamma-Zahler ermittelt. Die gemessenen cpm gaben
wir als Acpm durch Abzug des gemessenen Negativserums einer nicht-NOD
Maus an. Aus einer in jedem Ansatz parallel gemessene Standardkurve eines

humanen Positivserums wurde eine Umrechnung in units vorgenommen.

Die Grenze der Positivitat der units im modifizierten MIAA wurde anhand eines
QQ-Diagramms festgelegt. Abbildung 2 zeigt das trendbereinigte QQ-Diagramm
der Insulinautoantikdrper bei unbehandelten NOD-Mausen (Kontrollen). Das QQ-
Diagramm ist eine Methode, mittels der man ohne Kontrollkollektiv einen
positiven Grenzwert aus einem Probandenkollektiv ermitteln kann. Der positive
Grenzwert ist durch den Punkt gekennzeichnet, an dem der beobachtete Wert
von der Normalverteilung abweicht. Die Grenze fur Positivitat konnten wir

anhand unseres NOD-Maus Kontrollkollektivs bei 150 units festlegen.
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Abb. 2 zeigt das trendbereinigte QQ-Diagramm der im Radioimmunoassay gemessenen murinen
Insulinantikérper. Die Grenze der Positivitdt wird duch den Punkt gekennzeichnet, an dem der
beobachtete Wert von der Normalverteilung abweicht. Anhand unseres NOD-Maus Kollektivs

konnten wir diese Grenze bei 150 units festlegen, gekennzeichnet durch die schwarze
senkrechte Linie.
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3.3.2 Bestimmung der IAA-Subklassen mittels Mikro-RIA

Die Bestimmung der Insulin-Antikbrper-Subklassen erforderte eine weitere
Modifikation des Insulin Antikdrper-Assays. Statt der Protein A- und -G-
Sepharose wurde Sepharose 4B Streptavidin zum Ausfallen der Immunkomplexe
verwendet. Die Sepharose wurde vorher mit monoklonalen Antikérpern

beschichtet, die gegen die einzelnen Antikdrper Subklassen gerichtet sind.

3.3.2.1 1AA Subklassen beim Menschen

Zur Charakterisierung der humanen Immunantwort gegen Insulin wurden die
Subklassen 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgM und IgE in den Blutproben bestimmt, in
denen im MIAA Insulinantikorper nachzuweisen waren. Dazu wurden wiederum 5
pl Serum mit 20.000 cpm A14-125J-markiertem Insulin (Hochst, Frankfurt) in 25
pl TBT 72 Stunden bei 4°C inkubiert. Die Beschichtung der Sepharose-Kugeln
erforderte eine Inkubation von 18 Stunden: Sepharose 4B Streptavidin (ZYMED,
San Francisco, USA) wurde 2x in eiskaltem PBS-Puffer (50 mM Phosphatpuffer,
150 mM NaCl, pH 7,4) gewaschen, indem ca. 10 ml Puffer hinzu gegeben
wurden, die Sepharose wurde fur 4 min bei 2400 U/min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Pro Réhrchen mit 10 yl gewaschener Sepharose wurden
10 pl (5 ug) monoklonale Maus-Antikdrper gegeben. Folgende biotinylierte Maus-
Antikérper wurden verwendet (Pharmingen, San Diego, USA):

Anti-human IgG1 biotin labelled cat no 35052D

Anti-human 1gG2 biotin labelled cat no 35072D

Anti-human IgG3 biotin labelled cat no 35082D

Anti-human IgG4 biotin labelled cat no 35092D

Anti-rat IgM biotin labelled cat no 10062D

Mit Hilfe der Anti-Ratten Igm Antikorper ermittelten wir die unspezifisch

gemessenen Bindungen.
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Nach Inkubation Uber 18 Stunden bei 4°C unter langsamer Rotation wurde die
beschichtete Sepharose dann 2x in PBS und 1x in eiskaltem TBT-Puffer
gewaschen, die Rohrchen mit je 1,5 ml eiskaltem Puffer aufgefullt, mit
2400U/min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die beschichteten
Sepharose-Kugeln wurden nach dem letzten Waschgang in TBT resuspendiert
und 50 pl zur Prazipitation in die Ansatzrohrchen gegeben. Das Ausfallen der
Immunkomplexe erfolgte wahrend einer einstundigen Inkubation auf dem Orbital-
Schuttler bei Zimmertemperatur. Die Immunkomplexe wurden 4x wie oben
beschrieben in TBT gewaschen und nach dem letzten Absaugen die
Radioaktivitat in einem Gamma-Zahler (COBRA 1) ermittelt. Fir jede Probe
wurde parallel ein Ansatz mit Anti-Ratten IgM Antikrpern inkubiert, um
unspezifischen Bindungen zu erfassen. Die spezifischen Bindungen (Acpm)
jeder Probe ergaben sich durch die Subtraktion der unspezifischen Bindungen
von den gemessenen cpm der jeweiligen Probe. Die spezifischen Antikérper

Subklassen-Titer wurden entsprechend folgender Formel in mU/ml angegeben:

(IgG Subklassen spezifisch cpm - anti-Ratten cpm) / Radioaktivitat des Insulin

pro Réhrchen anhand von cpm x 1,159 x 200.

Dabei entspricht die Zahl 1,159 der Gesamradioaktivitat, die zu jeden Probe
hinzugegeben wurde. Die Zahl 200 entspricht dem Verdinnungsfaktor. Alle
Blutproben von einer Person wurden gemeinsam in einem Testansatz
gemessen. In diesem Testansatz wurden gleichzeitig alle Subklassen bestimmt.
Fur die Verteilung der Antikorper-Subklassen ergaben sich 2 Populationen: in der
einen ergab sich eine Normalverteilung der Subklassen um 0 (Spanne von —250
bis +250 nU/ml), in der zweiten lagen die Werte Uber +250 nU/ml. Aus diesem

Grund wurde die Grenze der Positivitat bei 250 nU/ml gesetzt.
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3.3.2.2 1AA Subklassen bei der Maus

Die Bestimmung der murinen Insulinantikorper Subklassen erfolgte analog der
Bestimmung der menschlichen Insulin-Antikdrper Subklassen. Unabhangig von
Alter, Geschlecht oder Diabetesmanifestation ermittelten wir IgG1, IgG2a/c und
IgG2b- Insulinantikdrper-Subklassen bei NOD-Mausen in Blutproben mit
positiven I1(A)A im modifizierten MIAA. Statt 5 yl Serum wurden hier 2,5 ul Serum
mit radioaktiv markiertem Insulin inkubiert. 5 ul Sepharose 4B Streptavidin
wurden dann mit 5 ul monoklonalen Anti-Rattenantikdrpern beschichtet.
Folgende biotinylierte Antikérper wurden verwendet (Pharmingen, San Diego,
USA):

Anti-mouse IgG1 biotin labelled cat no 02232D

Anti-mouse IgG2al/c biotin labelled cat no 02012D

Anti-mouse IgG2b biotin labelled cat no 02032D

Anti-mouse IgG3 biotin labelled cat no 02062D

Anti-human IgE biotin labelled cat no 34612D

Mit Hilfe der Anti-human IgE Antikorper ermittelten wir die unspezifischen

Bindungen.

Die spezifischen Bindungen wurden hier als Prozentsatz von der Gesamtmenge
radioaktiven Insulins pro Ansatz (totalcounts) ausgedrucki:
Spezifische Bindung [Prozent] = (cpm der spezifischen IgG-Subklasse) * 100 /

Pro Réhrchen hinzugefligte Radioaktivitat (total counts).

Die Grenze flir Positivitat wurde wiederrum mit Hilfe eines QQ-Diagramms
ermittelt. Die Punkt an dem der beobachtete Wert von der Normalverteilung
abwich, lag hier bei 1% gebundenes Insulin, dementsprechend lag die
Positivitdtsgrenze, gemessen in unserem NOD-Kollektiv bei 1% gebundenes

Insulin.
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Abb. 3 zeigt das trendbereinigte QQ-Diagramm der im Radioimmunoassay gemessenen murinen
Insulinantikérper-Subklassen. Die Grenze der Positivitédt wird durch den Punkt gekennzeichnet,
an dem der beobachtete Wert von der Normalverteilung abweicht. Anhand unseres
Mauskollektivs konnten wir diese Grenze bei 1% gebundenem Insulin festlegen, gekennzeichnet
durch die schwarze senkrechte Linie

3.3.3 Bestimmung der GADA- und IA-2A-Subklassen mit Hilfe eines
Radioimmunoassays

3.3.3.1 Herstellung von 35S-markiertem Antigen

Mit Hilfe des ,TNT SP6 Coupled Reticulocyte Lysate Kits“ wurden die cDNA der
Antigene (GAD und 1A2) in vitro transkribiert und translatiert. Die radioaktive
Markierung erfolgte dabei durch den Einbau von 35S-Methionin. Der
Reaktionsansatz wurde mit 2 ul fir 2 Stunden bei 30°C inkubiert. Danach wurde
die Probe in 100 yl TBST Puffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Tween 20, pH
7,4) aufgenommen und das unverbrauchte  35S-Methionin  auf
Massengewichtssaulen abgetrennt. Ein Aliquot (2 pl) wurde in 2 ml
Szintillationsflissigkeit (Optifluor) gelést und die inkorporierte Radioaktiviat in
einem Beta-Zahler gemessen. Das markierte Antigen wurde portioniert und bei -
20°C gelagert.
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3.3.3.2 Radioimmunoassay

Der oben beschriebene I1A2- und GAD- Antikorper-RIA wurde fur die Bestimmung
der zugehorigen Subklassen in modifizierter Form angewendet. 2 pyl Serum, 1:4
in TBST-Puffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Tween 20, pH 7,4) verdinnt,
wurden mit 25.000 cpm 35S-Methionin-markiertem Antigen (IA-2 oder GAD) in
25 pl TBST bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Das zur Prazipitation der Antigen-
Antikorper-Komplexe  genutzte ~ Sepharose 4B Streptavidin ~ wurde
folgendermalden vorbereitet: 10 pyl Sepharose pro Réhrchen wurden einmal in
eiskaltem PBS -Puffer (50 mM Phosphatpuffer, 150 mM NaCl, pH 7,4)
gewaschen, die Sepharose bei 4°C mit 2400U/min zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt. Durch Inkubation fir 18 Stunden bei 4°C wurde die
gewaschene Sepharose unter langsamer Rotation mit 5 pyl monoklonalen
Antikdrpern pro Rohrchen beschichtet. Nach dreimaligem Waschen der
beschichteten Sepharose (2xPBS, 1xTBST, siehe IAA-Subklassen), wurden die
Sepharose Kugeln in TBST resuspendiert. Das Ausfallen der Antigen-Antikorper-
Komplexe erfolgte durch Zugabe von 50 pl resuspendierter Sepharose bei
einstindiger Inkubation auf dem Orbital-Schuttler bei Zimmertemperatur. Nach 5-
maligem Waschen mit eiskaltem TBST-Puffer, wurden die Antigen-Antikorper-
Komplexe in Filterplatten transferiert, und jede Probe mit 150 pl
Szintillationsflussigkeit 40 min bei 4°C in Dunkelheit auf dem Orbital-Schuttler
inkubiert. Die Radioaktivitat wurde in einem Beta-Zahler ermittelt. Fur jede Probe
massen wir parallel einen Ansatz mit Maus anti-Ratten IgM Antikorper, um die
unspezifischen Bindungen zu ermitteln. Die spezifischen Bindungen (Acpm)
durch Abzug der unspezifischen Bindungen errechnet. Die Grenze der Positivitat
wurde festgelegt durch Bestimmung des Mittelwertes der Acpm plus 3
Standardabweichungen von 44 Kontrollpersonen. Fir GADA lag diese Grenze
bei: 1IgG1 71, 1gG2 47, 1gG3 41, 1gG455, fur 1A-2A: IgG1 47, IgG2 33, IgG3 46,
lgG4 106.
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4. ERGEBNISSE

41 BABYDIAB. Entwicklung der Autoantikdrper-Subklassen gegen

Insulin, GAD und IA-2 in der préadiabetischen Phase beim Menschen

Im Rahmen der BABYDIAB-Studie untersuchten wir 26 Kinder, die im Verlauf der
ersten Lebensjahre persistierende Inselautoantikbrper gegen mehr als ein
Antigen entwickelt haben (siehe unter Probanden 3.1.1, Seite 28) auf
Insulinautoantikorper-Subklassen  mit  Hilfe eines neu  entwickelten
Radioimmunoassays (siehe unter Methoden 3.3.1.2). Gleichzeitig wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit auch GAD- und IA-2- Antikdrper-Subklassen
der Kinder ebenfalls mit Hilfe eines Radioimmunoassays bestimmt.

4.1.1 Starke Inselautoantikdrperproduktion in den ersten Lebensjahren

Die Autoantikorper gegen Insulin, GAD und |A-2 der 26 BABYDIAB-Kinder
zeigten keinen linearen Anstieg im Verlauf der ersten Lebensjahre, sondern
waren starken Schwankungen unterworfen. Bei jedem der Kinder stiegen die
Inselautoantikdrper schon bald nach ihrem erstmaligen Nachweis auf einen
Spitzenwert (,peak titer”) an. In den meisten Fallen fielen sie sofort nach dem
Erreichen dieses "peaks" wieder deutlich ab. In Abb. 4A sind beispielhaft die
Verlaufe der Inselantikdrper von 4 Kindern dargestellt. Jede der 4 Spalten zeigt
die Antikorper-Verlaufe eines Kindes. Kind Nr. 10 ist in Abb. 4 in der ersten
Spalte dargestellt. Zum Zeitpunkt der Geburt (0 auf der x-Achse) wies dieses
Kind keine messbaren Autoantikorper gegen Insulin, GAD oder IA-2 auf (Abb
4A). Im Alter von ca. 2 Jahren kam es zu einem deutlichen Anstieg der GADA
auf einen Spitzenwert, von dem die GADA danach wieder deutlich abfielen.
Dagegen waren im Alter von ca. 3 Jahren IAA auf einen Spitzenwert
angestiegen, fielen jedoch ebenfalls kurz darauf wieder deutlich ab. Im Alter von

ca. 7 Jahren kam es bei diesem Kind (Nr.10) zu einem erneuten starken IAA-
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Anstieg. Zeitgleich mit diesem zweiten |IAA-Anstieg entwickelte das Kind einen
manifesten Typ-1-Diabetes (IDDM). Abb. 4B-D zeigt den Verlauf der
Inselantikdrper-Subklassen, wobei in jedem Fall die Antikorper-Spitzenwerte
hauptsachlich einem Anstieg der IgG1-Antikdrper entsprachen. Bei Kind Nr. 10
entsprach der fruhe Spitzenwert gegen GAD einem Anstieg der IgG1-GADA
(siehe 4C). Auch der Anstieg der IAA war durch den ausschlieBlichen Anstieg
der IgG1-IAA bestimmt (siehe 4B). Diese Ergebnis der IgG1-Dominanz war bei
allen Kindern und fur alle Antikorper-Spezifitaten zu finden.
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Abb. 4 zeigt beispielhaft den Verlauf von Insel-Antikérpern (A) und Inselantikérper-Subklassen
(B-D) bei 4 Kindern der BABYDIAB-Studie. Jede Spalte stellt die Antikérper- und Subklassen
eines Kindes dar. Auf der x-Achse ist das Alter der Kinder in Jahren dargestellt. Die y-Achse in A
entspricht den Inselantikérpern diir GADA (A) und IA-2A (1) in units, fiir IAA (e) in nU/ml. Zeile B
entspricht dem Verlauf der IAA-Subklassen in nU/mli, Zeile C und D dem Verlauf der GADA- und
IA-2A-Subklassen in  Standartabweichungen. IDDM kennzeichnet den Zeitpunkt der
Diabetesmanifestation.
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Bei jedem Kind und bei allen Inselantikdrper-Spezifitaten war ein
Antikérperanstieg hauptsachlich durch einen Anstieg der IgG1-Subklasse
bestimmt. Abbildung 5 zeigt den Zeitpunkt und die Antikdrper-Spezifitat von
IgG1-Antikorper-Spitzenwerte bei allen 26 Kindern der BABYDIAB-Studie, die in
der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Jede Zeile der Abb. 5 entspricht
einem der 26 Kinder. Die schwarze Linie entspricht der Zeit, in der bei diesem
Kind Autoreaktivitat anhand von Inselantikorpern nachgewiesen werden konnte.
Die gestrichelte Linie entspricht der Zeit, in der die Kinder nach der letzen
Antikorper-Detektion nachbeobachtet wurden. Die Dreiecke kennzeichnen IgG1-
Inselantikorper-Spitzenwerte (schwarz fur 1IgG1-I1AA, grau fur 1IgG1-GADA und
weild fir 1gG1-IA-2A). Bei Kind 1 waren also IAA die erste Autoantikdrper-
Spezifitat, die auf einen Spitzenwert ansteieg. Kurze Zeit spater stiegen GADA
und IA-2A gleichzeitig auf einen Spitzenwert, zum gleichen Zeitpunkt entwickelte

das Kind einen manifesten Typ-1-Diabetes (IDDM).

Das Auftreten der Autoantikorper erfolgte meist sequentiell, wobei die
Insulinautoantikorper (IAA) haufig als erstes detektiert wurden. Bei 13/26 Kindern
ging ein IgG1-IAA-Spitzenwert dem Anstieg von anderen
Inselantikérperspezifitaten voraus. Bei zwei Kindern mit sequentiell auftretender
IgG1-Autoantikorper-Produktion konnten parallel zum erstmaligen Auftreten von
lgG1-IAA weitere Inselantikorper nachgewiesen werden. Bei beiden Kindern
fielen die frihen Inselantikdrper wieder ab und es kam erst Monate bis Jahre
spater zu einem erneuten Anstieg von Inselantikdrpern. Bei Kind 11 richtete sich
der fruhe IgG1-Inselantikérper-Anstieg im Alter von 2,1 Jahren gegen Insulin und
GAD. Der erneute Autoantikdrper-Anstieg erfolgte erst mit 7,5 Jahren und war
wieder gegen GAD gerichtet. Im weiteren Verlauf waren bei diesem Kind keine
Inselautoantikdrper mehr nachweisbar (gestrichelte Linie) und es kam ca. ein
Jahr spater ohne einen erneuten Anstieg einer Inselantikbrper-Spezifitat zur
Diabetesmanifestation. Bei Kind Nr. 17 wurde der frihe 1gG1-lIAA-Spitzenwert
vom Anstieg der (IgG1-)IA-2A begleitet. Bei diesem Kind erfolgte der zweite

Inselantikdrperanstieg gegen ein neues Antigen (GAD). Auch diese Antikorper



fielen danach wieder deutlich ab, bis zum heutigen Tag im Alter von 3 Jahren hat

das Kind keinen manifesten Typ-1-Diabetes entwickelt.

Das mediane Alter fur das Auftreten der ersten IgG1-IAA-Spitzenwerte lag bei
2,2 Jahren (Interquartile Spanne = 2 — 2,9 Jahre). Oft folgte auf den frihen
Anstieg der IAA ein Anstieg der anderen Inselantikdrper. In Fall 25, 22 und 19
z.B. lielRen sich GADA als zweite Inselantikérper nachweisen. Bei Nr. 21 und 18
folgte ein synchrones Auftreten von |IA2A und GADA dem ersten IAA Anstieg.
Dagegen waren nur 6 in Fallen (p<0,01) GAD-Antikorper-Spitzenwerte und nur in
3 Fallen (p<0,001) IA2-Antikorper-Spitzenwerte vor dem Auftreten der IAA
nachweisbar. Bei einem Kind (Nr. 10) z.B. wurden nacheinander IgG1-Antikorper
gegen GAD, Insulin und IA2 gemessen. Im einem anderen (Kind Nr.3) folgte den
IgG1-GADA ein simultaner Anstieg von IgG1-1AA und -IA2A.
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Bei zwei Kindern (Nr. 6, Nr. 7) zeigte sich bald nach dem ersten Auftreten von
Antikdrpern eine starke gleichzeitige Antikérperproduktion gegen alle drei
Antigene. Diese 2 Kinder entwickelten parallel zu diesem starken Anstieg aller
Inselantikorper einen manifesten Diabetes. Bei Nr. 6 kam es nach dem Anstieg
aller Antikorper rasch zur Diabetesmanifestation, bei Nr. 7 erst nach dem ersten
"peak". In den meisten Fallen ging der Diabetesmanifestation ein Anstieg von
Antikorpern gegen mindestens ein Autoantigen voraus. Nur bei 2 von 11 Kindern
(8, 9), die bisher einen manifesten Diabetes entwickelten, war kein Anstieg der

Antikodrper vor Diabetesmanifestation nachweisbar.

4.1.2 Verteilung der Inselantikdrper-Subklassen — IgGl als dominante
Subklasse

Bei jedem Kind und fur jede Inselantikdrper-Spezifitat war der Antikdrper-Anstieg
IgG1 dominiert (sieche Abb. 4 B-D). Abb. 4 =zeigt den Verlauf der
Inselautoantikdrper und deren Subklassen IgG1 — IgG4. Es zeigte sich, in Abb. 4
beispielhaft bei 4 Kindern dargestellt, dass bei jeder gemessenen
Inselantikorper-Spezifitat der Verlauf der IgG1-Antikérper parallel zum Verlauf
der Gesamt-IgG verlief. Dabei lag die Hohe der IgG1-Anitkorpertiter deutlich Gber
den anderen gemessenen Antikérper-Subklassen-Titern. Die Titer fur IgG1-1AA
lagen zwischen 184 und 7773 nU/ml, 1gG1-GADA zwischen 5 und 67
Standardabweichungen IgG1-I1A-2A und zwischen 3 und 124
Standardabweichungen. Sowohl bei Insulin- als auch bei Antikdrpern gegen GAD
und |A-2 korrelierte die Hohe der Inselantikorpertiter stark mit der Hohe der
jeweiligen 1gG1-Antikorper-Subklasse. Eine Korrelation mit den anderen

gemessenen Antikdrper-Subklassen, 1gG2, -3, -4, liel} sich nicht erkennen.

Tabelle 2 zeigt Autoantikdrper-Subklassen und Isotypen bei 26 Kindern der
BABYDIAB-Studie, die persistierende Autoantikdrper gegen mehr als ein Antigen

aufwiesen. Es wird das Alter der Kinder aufgezeigt, zu dem Zeitpunkt, an dem
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bei ihnen erstmals Autoreaktivitat anhand von Inselantikdrpern festgestellt
werden konnte. Der Median flr das Auftreten der ersten Inselantikorper lag bei
einem Alter von 1,4 Jahren, Spanne: 0,5 - 5,4 Jahre. So war Kind 11 beim ersten
Auftreten von Autoantikdrpern 2,1 Jahre alt. Bei diesem Kind 11 waren im Laufe
des follow up IAA, GADA und IA-2A nachweisbar (alle Kinder waren auch ICA-
positiv), das Kind entwickelte mit 7,1 Jahren einen manifesten Typ-1- Diabetes
(IDDM). Weiterhin beschreibt Tabelle 3 das Auftreten von Antikérper-Subklassen
gegen Insulin, GAD und IA-2. Wiederrum wird deutlich, dass die Immunreaktion
gegen alle 3 Antigene IgG1 dominiert ist. Vor allem bei der Immunantwort gegen
GAD und IA-2 waren IgG1-Antikorper oft die einzige nachzuweisende Antikorper-

Subklasse.
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Tabelle 2:Autoantikérper-Subklassen und Isotypen bei 26 Kindern der BABYDIAB-Studie, die

persistierende Autoantikérper gegen mehr als ein Antigen aufwiesen.

Kind  Alter Gemessene IgG Subklassen Alter bei

Nr. bei 1. Autoantikorpers=  1AA GADA IA2A Diabetesmanifes
AK* tation, bzw.

letzte Blutprobe

1 0,8 IAA, GADA, IA2A lgG1 1gG1,2,4,IgA  1gG1 1,3 IDDM

2 1,7 1AA, GADA, IA2A lgG1 keine keine 1,8 IDDM

3 0,6 IAA, GADA, IA2A 1gG1,2,3 1gG1,2,3,4,IgE 1gG1 2,2 IDDM

4 0,9 IAA 19G1,2,3,4 2,4 IDDM

5 2,0 1AA, GADA, IA2A lgG1,3 lgG1 lgG1 3,2 IDDM

6 0,8 IAA, GADA, IA2A lgG1,4 1gG1,4 lgG1 3,3 IDDM

7 2,0 1AA, GADA, IA2A lgG1,4 lgG1 lgG1 3,8 IDDM

8 20 1AA 19G1,2,3,4 4,9 IDDM

9 0,9 IAA, GADA, IA2A 1gG1,2,3,4 lgG1 lgG1 5,9 IDDM

10 0,8 IAA, GADA, IA2A 1gG1,2,3,4 lgG1 lgG1 7,1 1DDM

11 2,1 1AA, GADA, IA2A lgG1 keine 1gG1,2,3 8,5 IDDM

12 0,5 IAA, GADA, IA2A 1gG1,3 keine 1gG1,2,3,IgM 1,0

13 1,0 1AA 1gG1,2,3,4 2,0

14 0,8 IAA, GADA 1gG1,4 keine 2,2

15 2,2 1AA, GADA lgG1,4 lgG1 2,4

16 2,4 1AA, GADA IgG1 keine 2,7

17 2,1 1AA, GADA, IA2A 1gG1,2 lgG1, 3,IgE  1gG1,2,3,E 3,0

18 0,9 IAA, GADA, IA2A 1gG1,2,3,4 1gG1,2,4,IgM  1gG1,2 3,2

19 0,8 IAA, GADA lgG1 1gG1,2,3,IgA 3,8

20 2,1 1AA, GADA, IA2A lgG1,4 lgG1 lgG1,3,IgE 4,2

21 2,1 1AA, GADA, IA2A 1gG1,4,2 lgG1,2 1gG1,2,3 4,5

22 1,1 1AA, IA2A lgG1 lgG1 5,6

23 2,1 1AA, GADA, IA2A lgG1,2, 3,4 lgG1 lgG1, IgE 57

24 0,9 IAA, GADA, IA2A lgG1 lgG1,4 lgG1 6,3

25 54 |AA, GADA lgG1 IgG1, IgE, IgA 7,3

26 0,9 IAA, GADA keine IgG1 8,1

+: Alter, in dem das erste Mal Autoantikérper beim Kind nachweisbar waren
##  alle Kinder waren auch ICA-positiv. IDDM: Diabetes-Manifestation, keine: keine Subklassen
oder Isotypen nachweisbar.
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Abb. 6 zeigt die Spitzenwerte der Antikorper-Subklassen 1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4
sowie der Isotypen IgM, IgE, IgG und IgD. Es zeigte sich, dass IgG1 bei jeder
gemessenen Autoantikdrper-Spezifitat die dominierende Subklasse war. Andere

Subklassen liel3en sich nur selten nachweisen.

Eine bemerkenswerte Ausnahme waren die IgG4-IAA. Im Gegensatz zu der
Immunantwort gegen GAD und IA-2 waren bei der Immunantwort gegen Insulin
haufig (bei 13/26 Kindern) neben IgG1-IAA auch IgG4-IAA nachweisbar. Bei 4
Kindern Uberstiegen 1gG4-IAA sogar die Hohe der IgG1-I1AA.

Trotz der deutlichen Dominanz der IgG1-Ak-Subklasse, wies keiner der Kinder
eine ausschlieBliche IgG1 Antwort zu allen drei Antigenen auf. Bei mindestens
einem der gemessenen Inselantikorper waren ausser 1gG1 noch andere
Inselantikérper-Subklassen zu finden. Neben den dominanten IgG1-Ak fand sich
allerdings keine Parallelitat in der Verteilung der anderen Subklassen der
einzelnen Inselantikdrper. Eine Ausnahme stellt der Fall Nr. 4202 dar. Bei
diesem Kind wurden IgG1, 1gG3 und IgE Antikorper gegen GAD gemessen und
gleichzeitig wies es IgG1, 1gG2, 1IgG3 und IgE Antikérper gegen |A2 auf.
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Abb. 6 zeigt Spitzenwerte der Autoantikbrper-Subklassen und -Isotypen gegen Insulin (A), GAD
(B) und IA-2 (C) bei Kindern, der BABYDIAB Studie, die Inselantikbrper zu mehr als einem
Antigen aufwiesen. Die schwarzen Punkte entsprechen Kinder, die bereits einen manifesten Typ
1 Diabetes entwickelt haben, die weiBen Kreise Kinder, die noch keinen Diabetes entwickelt
haben. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fiir Positivitat.

IAA-Subklassen: Auffallend bei der Immunantwort gegen Insulin war, dass der
Anstieg der IgG1-IAA haufig (17/25) verbunden mit oder gefolgt von einem
Anstieg der anderen Antikdrper Subklassen war. Im Vergleich zu den anderen
gemessenen Antikorper-Spezifitaten waren neben IgG1- haufig 1gG4-Antikorper
in der Immunantwort gegen Insulin nachzuweisen (siehe Abb.6). In vier Fallen
(Nr.6, 14, 18, 21) lagen die IgG4-IAA sogar genauso hoch, oder hoher, als die
IgG1-1AA (siehe Abb. 6). IgG4-IAA gegen Insulin blieben bei manchen Kindern
auch nach dem Abfall der IgG1 Antikdrper bestehen, oder traten erst nach deren
Abfall auf (z.B. 6). IgG2-IAA und IgG3-IAA, lieRen sich hauptsachlich parallel zu
den Spitzenwerten der Gesamt-IAA nachweisen. Fir IgG2-IAA konnte bei
manchen Kindern ein ahnlicher Verlauf, wie fur IgG4-IAA beobachtet werden.
Auch sie blieben nach dem Abfall der IgG1-IAA teilweise bestehen, oder traten
erst dann auf. 8 Kinder wiesen in der Immunantwort gegen Insulin ausschlief3lich

IgG1 Antikorper auf.

GADA/IA2A-Subklassen: Im Gegensatz zu der Immunantwort gegen Insulin, war
die Immunantwort gegen GAD und IA2 war stark IgG1 dominiert. Der Anstieg der
Gesamtantikorper, bzw. 1IgG1-Antikdrper war hier war nicht mit einem Anstieg der
anderen Antikorper assoziiert. Nur bei 5 Kindern war eine schwache 1gG4
Antwort gegen GAD nachzuweisen, wahrend eine IgG4 Antwort gegen IA2 bei
keinem der Kinder zu erkennen war. Zwei Falle (NR. 18 und 21), welche eine
extrem starke IgG4-Immunantwort gegen Insulin aufwiesen, hatten parallel
relativ hohe IgG2 Titer gegen GAD und IA2. Nur ein Kind (Nr. 3) wies GAD-
Antikoérper aller gemessenen Subklassen auf, keines der Kinder produzierte alle
Subklassen-Antikorper gegen 1A2. Dagegen wiesen 8 Kinder eine
ausschlieBliche IgG1 Antwort gegen GAD und 9 Kinder eine ausschlieBliche
IgG1-Antwort gegen 1A2 auf.
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4.1.3 Verteilung der Inselantikdrper-Subklassen im Verlauf — kein Wechsel

in der Dominanz

Die Dominanz der IlgG1-Subklassen-Antikorper gegen Insulin, GAD und IA-2 war
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum bei den BABYDIAB Kindern
konstant. Meist war IgG1 die einzige messbare AK-Subklasse, oder die anderen
Subklassen erschienen, wenn die Gesamt- und IgG1- Autoantikorperlevel einen
Spitzenwert erreicht hatten, wobei sie dann in ihrem Titer-Verlauf dem der 1gG1-
Antikorper ahnelten. Meist waren die anderen Subklassen jedoch nicht mehr

nachweisbar, sobald IgG1 Antikorpertiter abfielen.

Tabelle 3 zeigt den Verlauf von Inselantikorper-Subklassen bei Kindern, bei
denen es wahrend des Beobachtungszeitraums noch zum Auftreten von anderen
Antikérper-Subklassen kam. Kind Nr. 13 z.B. wies im Alter von 1 Jahr eine starke
IgG1-Antikdrper-Produktion gegen Insulin auf. Zu diesem Zeitpunkt waren die
anderen |IAA-Subklassen zwar nachweisbar, jedoch waren die Titer deutlich
niedriger, als der der 1gG1-IAA. Im Alter von 1,8 Jahren waren die IgG1-I1AA
deutlich abgefallen, 1IgG2-IAA dagegen weiter angestiegen und bildeten nun die
dominante Subklasse. Mit 2 Jahren waren IgG2-IAA weiterhin die dominante
Subklasse, 1gG1-IAA und IgG4-IAA zu niedrigen Titern nachweisbar, IgG3-I1AA
nicht nachweisbar.

Insgesamt kam es bei 6 Kindern nach dem Auftreten von IgG1-Antikdrper noch
zum Anstieg von anderen Antikdrper-Subklassen. Die Hohe der neu
aufgetretenen Subklasse war dann nicht parallel zur Hohe der IgG1-Titer. Am
bemerkenswertesten war hier das Auftreten der IgG4-1AA nach den IgG1-1AA. In
5 Fallen blieben 1gG4-IAA nachweisbar, nachdem die IgG1-IAA wieder deutlich
abgefallen waren (10, 8, 23, 15, 13).

Ein ahnlicher Shift war in drei Fallen auch fur IgG2-1AA zu beobachten (10, 17,
13). Auch hier waren IgG2-IAA erst nach dem ersten Auftreten von IgG1-IAA
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nachweisbar, blieben jedoch auch nach Abfall der IgG1 Antikdrper bestehen. In
diesen drei Fallen ahnelte die IgG2-IAA Antwort der IgG4-IAA Antwort, wahrend
der Verlauf der IgG3-IAA mit dem Titerverlauf der IgG1-IAA assoziiert war.

Dieser Shift von 1gG1-Ak zu IgG4-Ak konnte jedoch weder fur GADA, noch fur
IA-2A beobachtet werden. Bemerkenswert ist, dass die Verteilung der Antikdrper
Subklassen sowohl gegen GAD als auch gegen IA2 bei allen Kindern konstant
war. Diese Konstanz bestand Uber den gesamten Beobachtungszeitraum und

zeigte eine deutliche Dominanz der IgG1-Autoantikorper.
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Tabelle 3: Autoantikérper-Subklassen bei 6 BABYDIAB-Kindern, bei denen es nach den IgG1-

Antikérpern zum Auftreten von anderen Antikérper-Subklassen kam

IAA GADA IA-2A

Kind Nr. Alter 1gG1 1gG2 19G3 1gG4 IgG1  Andere IgG1  Andere

10 0,8 + - - - - -
1,9 +++ - - + + -
2,4 +++ ++
2,9 ++++ + + + ++ +
3,5 +++ + - + ++ -
5,0 ++ ++ - + ++ ++
6,1 ++ ++ ++ + ++ +++

8 2,0 ++ + + - - -
3,0 + - + + - -
50 + - - + - -

23 21 ++ - + - - -
3,6 +++ - + + + ++
4,6 - - - + - ++
5,7 + - - -

13 1,0 +++ + + + - -
1,8 + ++ - + - -
2,0 + ++ - + - -

15 2,2 + - - - - -
24 - - - - - -
2,7

17 2.1 ++ - - - +++  IgG3 +++
3,0 + + - - ++ ++++ [gG2,3

1AA: -: <250. +:250-1000, ++:1001-2000, +++: 2001-5000, ++++ >5000 nU/ml. GADA und IA-2A:
=<3, +:3-10, ++:10,1-50, +++:50,1-100, ++++>100 Standartabweichungen.



4.1.4 Inselantikérper-Subklassen und Manifestation des Diabetes mellitus

Die Entwicklung eines klinisch manifesten Diabetes war nicht mit dem
Vorhandensein einer bestimmten Inselantikdrper-Subklasse assoziiert. 11 der 26
Kinder entwickelten bisher einen manifesten Diabetes. Meist trat die
Diabetesmanifestation im Rahmen eines Anstiegs der Autoantikdrper-Titer gegen
ein oder mehrere Antigene auf. Finf Kinder entwickelten einen Diabetes, zu
einem Zeitpunkt, als alle gemessenen Inselantikorper auf ihre hochsten Werte
angestiegen waren. Bei diesen Kindern manifestierte sich der Diabetes im Alter
von 1,8, 2,4, 3,2, 3,3 und 3,8 Jahren. Bei 4 weiteren Kindern fielen die Antikdrper
gegen ein oder mehrere Antigene nach einem frihen Spitzenwert in der
pradiabetischen Phase wieder ab, stiegen aber bei Diabtetesmanifestation
erneut an. Dieser erneute Autoantikorperanstieg war bei 2 Kindern gegen andere
Antigene gerichtet, als beim ersten Anstieg: bei Nr. 1 richtete sich der erste
Anstieg gegen Insulin, der zweite gegen GAD und IA-2, bei Nr. 3 richtete sich die
erste Antikorperproduktion gegen GAD, die zweite gegen Insulin und |A-2. Bei
einem Kind (Nr. 11) richteten sich die erneut ansteigenden Autoantikdrper gegen
das selbe Antigen, namlich gegen GAD, nachdem sich die Immunantwort des
ersten Spitzenwertes gegen GAD und Insulin gerichtet hatte. Bei einem weiteren
Kind (10) waren die wieder steigenden Antikérper sowohl gegen das erste
Antigen (GAD und |A-2), als auch zusatzlich noch gegen ein neues Antigen

(Insulin) gerichtet.

Nur bei 2 Patienten (8, 9) manifestierte sich der Typ 1 Diabetes ohne Anstieg der
Autoantikorper. Nach einem fruhen Spitzenwert der Autoantikorper gegen Insulin
bei Nr. 1872 und nacheinander gegen GAD, IA2 und Insulin bei Nr. 9 waren die

Antikdrper bei beiden bis zur Manifestation des Diabetes deutlich abgefallen.
Weder die Titer, oder die Dominanz einer Autoantikorper-Subklasse, noch die

Antikorper-Spezifitat, war mit dem Auftreten eines Typ 1 Diabetes assoziiert. Das

Auftreten von IgG4 Autoantikorpern hatte keinen Schutz vor der Manifestation
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des Typ 1 Diabetes zur Folge. Bei Kind Nr. 6 und Nr. 8 waren die IgG4-1AA sogar
vor Diabetesmanifestation stark angestiegen und wiesen hdhere Werte auf, als
IgG1-IAA. Nr. 10 und Nr. 7 entwickelten Diabetes mit steigenden, und Nr. 4 mit
konstant persistierenden IgG4-IAA. Abb.7 zeigt das kumulative Diabetesrisiko bei
BABYDIAB-Kindern, bei denen IgG4 in der Immunantwort gegen Insulin
nachweisbar waren im Gegensatz zu Kindern, bei denen keine IgG4-1AA

nachzuweisen waren.
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Abb. 7 zeigt das kumulative Diabetesrisiko (y-Achse) der BABYDIAB-Kinder bei Immunreaktivitat
gegen Insulin. I: kennzeichnet eine Insulinantwort, bei der keine 1gG4-IAA nachweisbar waren. I/
kennzeichnet eine Immunantwort mit IgG4-IAA. Auf der x-Achse ist das Alter der Kinder in Jahren
aufgefiihrt. N(I) und N(ll) kennzeichnen die Anzahl der Kinder, die zum entsprechenden Zeitpunkt
noch pro Gruppe beobachtet werden.

Nur die ausschlie3liche IgG1-Immunantwort gegen IA-2 war mit einem erhdhten
Risiko, einen manifesten Typ 1 Diabetes zu entwickeln, assoziiert. Abb. 8A zeigt
das kumulative Risiko bei Kindern, bei denen in der Immunantwort gegen 1A-2

nur IgG1-Antikorper nachzuweisen waren, gegenuber einer Immunantwort gegen
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IA-2, bei denen mehrere Subklassen zu detektieren waren. Das Diabetesrisiko
im Alter von 6 Jahren bei ausschliellicher 1IgG1-IA-2A 70,37% im Vergleich zu
30,77% bei anderen Subklassen, p=0.03). Die ausschlieRliche IgG1-Antwort
gegen GAD oder Insulin war nicht mit einem erhohten Risiko der
Diabetesmanifestation verbunden. Abb. 8B zeigt das kumulative Diabetesrisiko in

der Immunantwort gegen GAD.
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Abb. 8A zeigt das kumulative Diabetesrisiko (y-Achse) der BABYDIAB-Kinder bei Immunreaktion
gegen IA-2A. I: kennzeichnet eine Immunantwort mit IgG1- und/oder anderen IgG-Subklassen
(19G2, 19G3, 1gG4), Il kennzeichnet eine Immunantwort, bei der IgG1-IA-2A die einzigen
nachzuweisenden Subklasse war. Auf der x-Achse ist das Alter in Jahren aufgefiihrt. N(I) und
N(ll) kennzeichnen die Anzahl der Kinder die zum entsprechenden Zeitpunkt noch in der Gruppe
beobachtet werden.
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Abb. 8B
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Abb. 8B zeigt das kumulative Diabetesrisiko (y-Achse) der BABYDIAB-Kindern bei Subklassen-
Antwort gegen GAD. I: kennzeichnet eine Immunantwort mit IgG1- und/oder anderen IgG-
Subklassen (19G2, 1gG3, IgG4), Il kennzeichnet eine Immunantwort, bei der IgG1-IA-2A die
einzigen nachzuweisenden Subklasse war. Auf der x-Achse ist das Alter in Jahren aufgefiihrt.
N(I) und N(ll) kennzeichnen die Anzahl der Kinder die zum entsprechenden Zeitpunkt noch in der
Gruppe beobachtet werden.
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4.2  Entwicklung von Inselantikdrper-Subklassen bei Immunintervention

nach Diabetesmanifestation

4.2.1 Insulinautoantikorper (IAA) bei Diabetesmanifestation

Tabelle 4: Entwicklung der Insulinautoantikbrper-Subklassen bei 17 Erwachsenen mit neu-
manifestem Typ 1 Diabetes, von denen 8 Patienten liber 12 Monate mit i.v. + s.c. und 9 Patienten
tber den gleichen Zeitraum nur mit s.c. Insulingaben als Kontrollen behandelt wurden. Die
fettgedruckte ist die zum jeweiligen Zeitpunkt dominierende Subklasse.

Patient IAA-Subklassen bei DM-

NI Alter bei DM Manifestation Insulingabe | Antikérper nach 12 Monaten Follow up
(Jahre)

E1 22 - i.v. +s.c. IgG1l, 4
E2 36 : iv. +s.c. :
E3 20 - iv. +s.c. 19G1,2, 4
E4 " - i.v. +s.c. IgG1, 4
E5 19 n.b. iv. +s.c. IgG1, 4
E6 29 IgG1 iv. +s.c. IgG1, 2, 3,4
E7 30 B iv. +s.c. B
E8 28 - i.v. +s.c. IgG1, 4
E9 31 - s.c. IgG1, 2, 4
E10 34 - s.C. 19G1,2, 4
E11 31 - s.C. IgG1, 2, 3,4
E12 27 - S.C. -
E13 28 - s.C. 1gG1, 2, 3,4
E14 37 - s.c. 19G1, 2, 3, 4
E15 33 1gG1, 4 s.C. 19G1,2,3,4
E16 31 - s.C. IgG1, 3
E17 24 - s.C. 1gG1

Tabelle 4 zeigt 17 erwachsene von insgesamt 29 autoantikdrper-positiven
Patienten mit neumanifestem Typ-1-Diabetes, die im Rahmen einer
Immuninterventionsstudie stationar mit Insulin behandelt und deren Seren
prospektiv Uber einen Zeitraum von 18 Monaten nach Diabetesmanifestation auf

Insulin-, GAD- und |A2-Antikorper-Subklassen untersucht wurden. Die 17 hier
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aufgefihrten Erwachsene nahmen an einer Immuninterventionsstudie in der IIl.
Med. Abteilung des Krankenhaus Minchen Schwabing teil. Sie wurden in zwei
Gruppen randomisiert. Die experimentelle Gruppe (n=8, medianes Alter: 29,
Spanne 19 - 36 Jahre, HbA1c 10,5 + 2,0%) erhielt Gber 2 Wochen eine
hochdosierte intravendse Insulininfusion (1,2 £ 0,4 U/kg/d), die Kontrollgruppe
(n=9, medianes Alter: 31, Spanne: 24 — 37 Jahre, HbA1c 12,3 + 3,0%) wurde in
der gleichen Zeit mit subkutanen Insulingaben (0,4 * 0,1 U/kg/d) 4x/Tag
behandelt. In der Tabelle ist das Alter der Patienten bei Diabetesmanifestation
aufgefiihrt, sowie die gemessenen Insulin(auto)antikorper-Subklassen bei

Manifestation, bzw. nach einem follow up von 12 Monaten.

Tabelle 5: Entwicklung der Insulinantik6rper-Subklassen bei 12 Kinder mit neu-manifestem Typ 1
Diabetes, von denen 6 Kinder 12 Monate lang mit i.v. + s.c. und 6 Kinder nur mit s.c.
Insulingaben als Kontrollen behandelt wurden. Die fettgedruckte ist die zum jeweiligen Zeitpunkt
dominierende Subklasse.

Patient Nr. Alter bei DM IAA-Subklassen bei Antikdrper nach 12
(Jahre) DM-Manifestation Insulingabe Monaten Follow up

K1 1,2 - i.v. +s.c. 19G1,2,4
K2 4.1 IgG1 i.v. +s.c. 19G1,2,4
K3 2 1gG 1, 2 iv. + s.c. 19G1,2,3,4
K4 9,8 19G 1,4 i.v. +s.c. 19G1,2,4
K5 4,8 1gG 1,4 iv. +s.c. 19G1,2,3,4
K6 11 - i.v. +s.c. 19G1,2,3,4
K7 7,3 1gG 1,4 s.c. IgG 1,4
K8 17 - s.C. 19G1,3,4
K9 14 1gG3 s.C. 19G1,2,3,4
K10 3,15 19G 1,4 s.c. IgG 1, 4
K11 14 IgG1 s.C. 1gG 1,4
K12 2,1 IgG1 s.C. 1gG 1,4

Tabelle 5 zeigt die 12 Kinder mit neu-manifestem Typ-1-Diabetes, die Rahmen
einer Immuninterventionsstudie mit Insulin behandelt wurden. Die experimentelle

Gruppe (n=6, Altersmedian=7 Jahre, Spanne: 2-12 Jahre) erhielt im Ospedale
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San Raffaele in Mailand eine hochdosierte kombinierte i.v. und s.c.
Insulintherapie. Nach eine einwdchiger intravendser Insulininfusion wurden sie
auf eine intensivierte s.c. Insulintherapie umgestellt und in 3-monatigen
Abstanden Uber ein Jahr beobachtet. Als Kontrollen dienten hier 6 Kinder, die
nach Diabetesmanifestation ausschliesslich mit subkutanen Insulingaben
behandelt wurden (n=6, Altersmedian=11 Jahre, Spanne 3-17 Jahre), (n=5
davon waren im Rahmen der BABYDIAB Studie von Geburt an beobachtet
worden, siehe auch Kollektive und Methoden).

Von den insgesamt 29 neu-manifesten Typ-1-Diabetikern, die im Rahmen dieser
Immuninterventionsstudien mit Insulin behandelt wurden, wiesen 12 Patienten
bei Diabetesmanifestation Autoantikbrper gegen Insulin auf. 10 dieser IAA-
positiven Diabetiker gehorten zu der Gruppe der 12 Kinder (mittleres Alter 9
Jahre, Spanne: 2-17 Jahre). Von den 17 Erwachsenen (mittleres Alter: 30 Jahre,
Spanne: 19-37 Jahre) waren dagegen bei Diabetesmanifestation nur 2 IAA-
positiv. Von den gemessenen IAA-Subklassen waren hauptsachlich 1gG1- und
lgG4- IAA nachweisbar. In 10 Fallen waren IgG1 Autoantikérper nachzuweisen,
davon waren 3 Patienten ausschlielich IgG1-IAA, funf Patienten wiesen IgG1-
plus 1gG4- Antikdrper auf, und zwei Patienten hatten IgG1- und IgG2-1AA.
Insgesamt waren die Titer der IgG1 und IgG4 Antikorper, sobald beide
vorhanden waren, in ihrer Hohe ahnlich stark ausgepragt. 19G2-IAA und 1gG3-
IAA  Titer waren deutlich niedriger, meist sogar negativ Dbei

Diabetesmanifestation.
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4.2.2 Insulinantikdrper nach Insulintherapie

12 Monate nach Therapiebeginn wiesen 26 der 29 (89,7%) Patienten Antikdrper
gegen Insulin auf. Ahnlich der spontanen Immunantwort gegen endogenes
Insulin, war die Immunantwort wiederrum hauptsachlich durch die Produktion von
IgG1- und 1gG4-IA bestimmt (siehe Abb. 9). 12 Monate nach Beginn der
Insulintherapie konnten IgG1-IA bei 25 (86,2%) der 29 Patienten gemessen
werden. 23 Patienten hatten I1gG4-IA (79,3%). 19G2- und 1gG3-IA waren in allen
Fallen dagegen deutlich schwacher ausgepragt. Nur bei 16 Patienten (55,1%)
war Uberhaupt eine IgG2 Antwort nachzuweisen, bei 12 Patienten (41,3%) eine
IgG3 Antwort.

Abb. 9
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Abb. 9 zeigt die IgG-IA-Subklassen bei neumanifestierten Typ 1 Diabetikern 12 Monate nach
Beginn der Insulintherapie. A: Kinder, die mit s.c. plus i.v. Insulin behandelt wurden (n=6), A:
Kinder, die nur mit s.c. Insulin behandelt wurden (n=6), e: Erwachsene, die mit s.c. plus i.v.
Insulin behandelt wurden (n=8), o: Erwachsene, die nur mit s.c. Insulin behandelt wurden (n=9).
Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fiir Positivitét, die y-Achse zeigt die Héhe der IA-
Subklassen in mU/ml auf einer logarithmischen Skala.

72



Abb. 9 zeigt 1gG-IA-Subklassen bei neumanifestierten Typ 1 Diabetikern 12
Monaten nach Beginn einer Insulintherapie nach unterschiedlichen Regimen. Die
12 Kinder sind in Abb. 9 durch Dreiecke symbolisiert, die 17 Erwachsenen durch
Kreise. Schwarz entspricht einer Insulintherapie mit s.c. und i.v. Insulin, weil3e
Symbole kennzeichnen Patienten, die nur mit s.c. Insulin behandelt wurden. Es
wird deutlich, dass die Antikdrperproduktion auf exogenes Insulin bei den
Kindern starker ausgepragt war als bei den Erwachsenen (p<0,01). Die Gesamt-
IA in der Gruppe der Kinder lagen bei einem Median von 296 units, die IgG1 bei
einem Median von 15,4 mU/ml, IgG2 bei einem Median von 1 mU/ml und IgG4
bei 9,9 mU/ml, wahrend die entsprechenden Werte bei den Erwachsenen bei 80
units (Gesamt-1A), 2,5 mU/ml (IgG1), 0,2 mU/ml (IgG2), 2,3 mU/ml (IgG4) lagen.
Die Immunreaktion der erwachsenen Patienten von den Kindern unterschied sich
vor allem in der Gruppe, die sowohl mit s.c., als auch mit i.v. Insulin behandelt
wurde. Die Kinder hatten eine relativ ausgepragte Immunantwort gegen Insulin,
unabhangig davon ob sie i.v. plus s.c., oder nur s.c. Insulin erhalten hatten. Bei
den erwachsenen Patienten dagegen lagen die Gesamt-IA- und IgG1-IA-Titer in
der Gruppe, die i.v. plus s.c. Insulin erhielt, deutlich niedriger (Ges.-IAA: p=0,06,
IgG1-I1A: p=0,09), als in der Gruppe, die nur mit s.c. Insulin behandelt wurde. In
der Gruppe, die nur subkutanes Insulin erhielt, konnte kein Unterschied der
Immunantwort gegen Insulin zwischen Erwachsenen und Kindern beobachtet

werden.
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Abb. 10
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Abb. 10 : Korrelationen der Gesamt-IA (A), IgG1-IA (B) und IgG4-IA (C)-Titer nach 12-monatiger
Insulintherapie bei neu-diagnostizierten Typ 1 Diabetikern (n=29). IA und IA-Subklassen in Units
pro ml sind logarithmisch abgebildet. Die schwarzen Punkte kennzeichnen Patienten, die bei
Diabetesmanifestation  IAA-positiv  waren, die weiBen Kreise Patiente, die bei
Diabetesmanifestation IAA-negativ waren.

Abb. 10 zeigt die Korrelationen der I(A)A, IgG1-I(A)A und IgG4-I(A)A. Insgesamt
waren die Gesamt-lIA und die IgG1-, IgG2- und IgG4-IA —Titer positiv mit dem
Alter der Patienten korreliert (p<0,01 fur Gesamt- und 19G1; p<0,03 fur IgG4). Ein
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wesentlicher Befund dass alle Patienten, die schon bei

Diabetesmanifestation Autoantikdrper gegen Insulin aufwiesen (schwarze Kreise

war,

in Abb.10), nach exogener Insulingabe hoéhere Gesamtantikorpertiter gegen
IgG1, 1gG2 und IgG-

(p<0,002), als Patienten, die bei Diabetesmanifestation keine IAA aufwiesen

Insulin sowie hohere IA-Subklassentiter aufwiesen
(weilke Kreise in Abb. 10). Bei allen Patienten war der Verlauf der Gesamt-IA
hauptsachlich durch einen Anstieg der IgG1 Antikorper bestimmt. Abb.11 zeigt
den Verlauf der Gesamt-IA im Vergleich zu den Subklassen 1gG1-1gG4.

Abb. 11
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IgG1-IA  (Mitte),

1gG4-IA (unten) bei 29

neumanifestierten Typ 1 Diabetikern, die mit s.c. plus i.v. Insulin, oder nur mit s.c. Insulin
behandelt wurden. Spalte A und B zeigt 12 Kinder (mittleres Alter 9 Jahre), Spalte C und D 17
Erwachsene (mittleres Alter 30 Jahre). In der oberen Zeile sind Gesamt-IA in units, in der
mittleren und unteren Zeile die 1gG1-IA und IgG4-IA in Prozent gebundenes Insulin dargestellt.
Die horizontale Linie kennzeichnet die Grenze der Positivitat.
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4.2.3 Verlauf der IA-Subklassen nach Insulintherapie

Abb. 11 zeigt den Verlauf der Insulinantikérper, 1IgG1-IA und IgG4-IA bei 29
neumanifestierten Typ 1 Diabetikern, die nach Diabetesmanifestation mit s.c.
plus i.v., oder nur mit s.c. Insulin behandelt wurden. Die Abb.11 verdeutlicht,
dass bei den meisten Patienten (26/29=89,6%) der Titer der Insulinantikdrper im
Verlauf der Immunintervention mit Insulin deutlich anstieg. Die Ausnahme
bildeten 3 Patienten aus der Gruppe der Erwachsenen, die mit s.c. plus i.v.
Insulin behandelt wurden (Abb 11C, oben), bei ihnen war Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum kein Anstieg der IA zu messen. In der Regel ahnelte der
Verlauf der IgG1 Antikérper dem der Gesamt-IgG-IA. Bereits nach 3 Monaten
lagen die IgG1-lIA-Titer bei 24 Patienten (85,7%) hoher als bei
Diabetesmanifestation. Durchschnittich 6 Monate nach Therapiebeginn
(Spanne:3-12 Monate) erreichten die IgG1 Antikorper einen Spitzenwert. Danach
kam es 7 Patienten (26,9%) zu einem deutlichen Abfall der 1gG1-IA, bei 19
Patienten (73%) blieben die IgG1-IA auf einem Plateau relativ konstant. Es
bestand hier ein deutlicher Unterschied zwischen dem Verlauf der IgG1-lIA bei
Kindern und bei Erwachsenen. In der Gruppe der Kinder stabilisierten sich die
IgG1-IA in 11 von 12 Fallen (91,6%) (Abb11A+B, Mitte) auf dem erreichten
Plateau, bei nur einem Kind war ein deutlicher Abfall der IgG1-IA zu beobachten,
aber auch bei diesem Kind stabilisierten sich die 1gG1-IA nach anfanglichem
Abfall auf einem niedrigeren Niveau. In der Gruppe der Erwachsenen kam es bei
42,8% zu einem Abfall der IgG1-IA (Abb 11 C+D, Mitte) und zu einer
Stabilisierung auf einem niedrigeren Niveau, bei den anderen Erwachsenen
stabilisierten sich die 1gG1-IA nach Erreichen eines Spitzenwertes auf diesem

Niveau.

Im Gegensatz dazu zeigten die IgG4-IA (Abb. 11, unten) einen langsamen,
spateren Anstieg. Wahrend 3 Monate nach Therapiebeginn schon bei 85,7% der
Patienten erhohte IgG1-IA aufwiesen (s.o.), waren die 1gG4-IA zu diesem

Zeitpunkt nur bei 13 Patienten (44,8%) gestiegen, wobei in der Gruppe der
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Kinder 7 Patienten (58,3%), in der Gruppe der Erwachsenen 6 Patienten (35,3%)
erhohte IgG4-IA aufwiesen. Auffallend war hierbei wiederrum, dass die Gruppe
der Erwachsenen, die mit sc. plus i.v. Insulin behandelt wurde, eine deutlich
schwachere Immunreaktion gegen Insulin aufwies, als die Gruppe der
Erwachsenen, die nur mit s.c. Insulin behandelt wurde. In der Gruppe der
Erwachsenen, die mit s.c. plus i.v. Insulin behandelt wurden, waren nur bei
einem Patienten (12,5%) IgG4-IA zu messen (Abb.11C, unten). Die IgG4-IA-Titer
nahmen durchschnittlich erst 6 Monate nach Therapiebeginn deutlich zu. Bei 20
Patienten stiegen die IgG4-IA auch nach 12 Monaten noch weiter an. In 11
Fallen waren sie zu diesem Zeitpunkt sogar héher, als die IgG1-IA Titer. Generell
stieg die 1gG4-IA-Antwort bei den Patienten schneller an, die bei
Diabetesmanifestation Insulinautoantikorper aufgewiesen hatten. 10 der 12
Patienten, die vor Therapiebeginn |IAA-positiv waren, wiesen schon 3 Monate
nach Therapiebeginn IgG4-IA auf, wahrend nur 3 der 17 IAA-negativen Patienten
zu diesem Zeitpunkt 1gG4-IA hatten (p=0,001). Bei Uber der Halfte der bei
Diabetesmanifestation |AA-negativen Patienten waren sogar nach 6 Monaten
noch keine 1gG4-IA messbar. Die 1gG2-IA und 1gG3-IA-Antworten waren in der
Regel sehr viel geringer ausgepragt (nicht graphisch dargestellt). IgG2-IA und
IgG3-IA waren nur bei gleichzeitig hochpositiven Gesamt-IgG und I1gG1-
Insulinantikdrper-Titern nachweisbar. lhr Verlauf war dann parallel zu dem der
lgG1-IA.

4.2.4 Humorale Immunantwort gegen Insulin bei Immunintervention mit

Cyclosporin A

Patienten mit neu manifestiertem Typ 1 Diabetes wurden hier neben einer
intensivierten Insulintherapie 12 Monate mit Cyclosporin A behandelt (siehe
Kollektive und Methoden 2.1.5.2). Der Gesamt-lA Verlauf, sowie der Verlauf der
IA-Subklassen wurde mit einer Gruppe von 5 Patienten verglichen, die fur den

gleichen Zeitraum mit Placebo und s.c. Insulin behandelt wurden, sowie mit der
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oben besprochenen Gruppe der Patienten, die kurz nach Diabetesmanifestation

mit s.c. Insulin behandelt wurden (siehe 2.1.5.1).
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Abb.12 zeigt den Verlauf der Insulinantikérper (A) und IA-Subklassen IgG1 (B) und IgG4 (C) bei 5
neumanifestierten Typ 1 Diabetikern, die neben einer intensivierten Insulintherapie wéhrend der
ersten 12 Monate nach Manifestation mit Cyclosporin A behandelt wurden. Der grau unterlegte
Bereich kennzeichnet die Zeit, in der die Patienten mit Cyclosporin A behandelt wurden, die
horizontale Linie kennzeichnet die Grenze fiir Positivitét. Die Hohe der IA- und IA-Subklassen auf
der y-Achse ist logarithmisch dargestellt.
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Abbildung 12 zeigt den Verlauf der IA- und IA-Subklassen bei 5 mit Cyclosporin
A behandelten Patienten. Die 12 Monate, in denen die Patienten CyA erhielten
sind grau unterlegt. Im Gegensatz zu der Gruppe der mit s.c. Insulin behandelten
Patienten (Abb 9, Spalte B und D), stiegen bei keinem der 5 Patienten, die mit
Cyclosporin A behandelt wurden, Gesamt-IA oder IgG1-lIA-Titer innerhalb der
ersten 6 Monate. Die Falle (n=2), die schon bei Diabetesmanifestation
Autoantikérper gegen Insulin  aufwiesen, zeigten keinen  weiteren
Antikorperanstieg, die Falle (n=3), die bei Einschluss in die Studie |IAA-negativ
waren, blieben auch wahrend der Behandlung mit CyA fur die ersten 6 Monate
IA-negativ. Nach 12 Monaten waren die Gesamt-Insulinantikérper-Titer der mit
Insulin plus CyA behandelten Patienten den IA-Titern der nur mit Insulin
behandelten Patienten vergleichbar. Gesamt-IgG konnte bei allen 5 mit CyA
behandelten Patienten nachgewiesen werden, IgG1-IA bei 4 dieser 5 Patienten.
(Median der IA-IgG: 22 units, der IgG1-IA: 3 mU/ml bei CyA behandelten, im
Vergleich zu 54 units und 1,5 mU/ml bei der Placebogruppe bzw. 113 units und 3
mU/ml bei den Erwachsenen, die nur mit s.c. Insulin behandelt wurden). Ein
Patient der CyA Gruppe wies gegen Ende des ersten Jahres auch 1gG2- und
IgG3-IA auf.

Uberraschend war der Befund, dass sich IgG4-IA bei keinem der mit CyA
behandelten Patienten wahrend der ersten 12 Monate nachweisen lieRen. Das
unterschied die experimentelle Gruppe erheblich von der Placebo Gruppe, in der
wahrend des ersten Jahres 4 von 5 Patienten IgG4-Insulinantikbrper
entwickelten (Median 3,1 mU/ml, p<0,02). Nach Absetzen des CyA stiegen die
Insulinantikorper jedoch schlagartig an. Bereits 3 Monate nach Ende der
Behandlung mit CyA (d.h. 15 Monate nach Diabetesmanifestation) stiegen die
Gesamt-1A-Titer der 5 Patienten auf Werte zwischen 74 und 852 units/ml. Die
Werte nahmen auch im weiteren Verlauf noch deutlich zu. Dieser Anstieg der
Gesamt-IgG nach Ende der Immunsuppression war hauptsachlich durch einen
Anstieg der 1gG1-IA bedingt. IgG1-IA wiesen im Vergleich zu anderen

Subklassen die hochsten Werte auf (Median nach 3 Monaten: 11 mU/ml,
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Spanne: 6 — 65 mU/ml). Auch im Laufe der weiteren Beobachtung bis zu einem
Jahr nach Ende der CyA Gaben blieben die IgG1-IA die dominante Subklasse.
IgG4-IA waren ebenfalls bei 4 der 5 Patienten nach 3 Monaten angestiegen
(Median: 0,6 mU/ml, Spanne 0,1 — 2,3 mU/ml). Diese Werte waren allerdings
deutlich niedriger, als die der IgG1-IA und auch als die 1IgG4 Antwort in der
Gruppe der mit Insulin behandelten Vergleichsgruppen. 1gG2- und IgG3-IA
wiesen deutlich niedrige Titer auf und stiegen auch nach Ende der CyA Therapie

nicht weiter an.

4.3 Immunantwort gegen Insulin bei pradiabetischen Verwandten 1.
Grades von Typ 1 Diabetikern

4.3.1 Verlauf der Insulinantikdrper nach Beginn der Insulinprophylaxe

Von 7 Inselantikorper-positiven Verwandten 1. Grades von Typ 1 Diabetikern, die
im Rahmen der SIP Studie mit prophylaktischer Insulintherapie behandelt
wurden (siehe Kollektive und Methoden 2.1.6), entwickelten 5 Probanden
Antikdrper gegen exogenes Insulin. Abb. 13 zeigt den zeitlichen Verlauf der IA-
und IA-Subklassen beispielhaft bei 4 dieser 7 antikérperpositiven Verwandten 1.
Grades von Typ 1 Diabetikern, die vor Diabetesmanifestation prophylaktisch mit
Insulin behandelt wurden. Diese mit Insulin behandelten pradiabetischen
Probanden wiesen alle sehr hohe Insulinantikdrpertiter auf. Die |A-Titer stiegen
im Laufe der 6 monatigen Behandlung mit taglichen subkutanen Insulingaben
stetig an und erreichten am Ende der 6 Monate einen Héhepunkt (55 — 726 units
fur Gesamt — |A). Nach Beendigung der 6-monatigen s.c. Insulin-Therapie
wurden alle 12 Monate 6-tagigen Perioden mit taglichen i.v. Insulininfusionen
gegeben, die alle 12 Monate wiederholt wurden. Die IA fielen nach Ende der s.c.
Insulin-Therapie deutlich ab, und erreichten dann ein Plateau, auf dem sich die

Werte stabilisierten.

80



IA (Units) und IA-

IA (Units) und |A-

B
{ y y J ¥

500
E c 200
5 % 100
2 @ a)
E S 20 — Gesamt-IA
& § 10 --- IgG1-IA
8 < g —-- IgG2-IA
5 = i
7 g % —-- 1gG3-I1A
@ 2095 T e IgG4-1A

= 0.2
0.1
D
Voo vy o
= c 5(D
E 2
o} (_‘@ )
£ 35 ,l’ﬂ‘\ — Gesamt-IA
2 @ %g -—- IgG1-IA
1% 10} ;.‘.-w‘;' m--..........-.................. — :
2 el b SR Diabetes lgG2-IA
3 2 EN i o ¥ —-=1gG3-IA
@ 2 0. Y \‘x.":j:f" ..... IgG4-1A
< 8%

_ ‘0 6 121824 0 3 42 48 54 &0
Zeit [Monate] Zeit [Monate]

Abb. 13 zeigt den zeitlichen Verlauf der IA- und IA-Subklassen bei 4 Probanden, die im Rahmen
der SIP-Studie prophylaktisch mit Insulin behandelt wurden. Die Probanden erhielten 7 Tage i.v.-,
danach fiir 6 Monate téagliche s.c. Insulingaben (gekennzeichnet durch den grau unterlegten
Bereich). Die 7-tagigen i.v. Insulingaben (gekennzeichnet durch die senkrechten Pfeile) wurden
alle 12 Monate wiederholt. Zwei Probanden entwickelten einen manifesten Diabetes (C,D),
gekennzeichnet durch einen Pfeil. IA- und IA-Subklassen auf der y-Achse sind logarithmisch
dargestellt.

4.3.2 Verteilung der IA Subklassen

Wie in Abb. 13 anhand der 4 Beispiele dargestellt, verlief die Hohe der I1gG1-
Insulinantikdrper bei jedem der beobachteten Probanden parallel zur Hoéhe der
Gesamt-IA. Auch waren fur IgG1 Antikorper wiederum die héchsten Werte im
Vergleich zu den anderen gemessenen Subklassen zu beobachten (Median: 38
mU/ml, Spanne: 3.8 — 63 mU/ml). Die Werte fur IgG2-, IgG3- und 1gG4-1A waren

deutlich niedriger, stiegen jedoch auch im Verlauf der 6 monatigen s.c.
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Insulintherapie (in Abb 13 grau unterlegter Bereich) kontinuierlich an. Nach Ende
der subkutanen Insulintherapie fielen die IgG1-IA, entsprechende dem Verlauf
der Gesamt-lA deutlich ab. Auch IgG2 und IgG3 Antikérper sanken schnell
wieder auf sehr niedrige Werte. Die IgG4 Antikorper hingegen stiegen bei 3 der 5
IA+ Probanden auch nach dem Ende der taglichen s.c. Insulintherapie weiter an
(siehe Abb.13). In diesen 3 Fallen wurden die IgG4 Antikdrper im Laufe der
ersten 6 Monate nach Ende der subkutanen Insulintherapie die dominierende
Subklasse. Sie erreichten dann nach 6 Monaten ein Plateau, das deutlich Uber

dem der IgG1 Antikorper lag.

4.3.3 Muster der IA-Antwort unter prophylaktischer Insulintherapie im

Hinblick auf die Diabetesentwicklung

Bei der Entwicklung hin zur Diabetesmanifestation lasst sich keine Konstanz im
Muster der Immunantwort gegen Insulin oder der Verteilung der Subklassen
erkennen. 4 der 7 Probanden, die mit Insulin prophylaktisch behandelt worden
waren, entwickelten bis August 1999 keinen klinisch manifesten Diabetes. Das
entspricht einem Zeitpunkt von 5.3, 6, 6, und 8,6 Jahren nach Beginn der
Insulinbehandlung. Zwei dieser Probanden zeigten Uberhaupt keine
Antikorperproduktion auf die exogenen Insulingaben. Ein Proband, der bis
August 1999 keinen Diabetes entwickelte, zeigte dagegen eine starke
Antikérperproduktion aller Subklassen im Rahmen der taglichen s.c.
Insulingaben. Nach Ende dieser ersten 6 Monate fielen alle IA- Subklassen
deutlich ab (Abb. 13C). 18 Monate nach Ende der s.c Insulintherapie waren
IgG2-IA und IgG3-IA unter die Nachweisgrenze gesunken, die 1gG4-lIA-Titer
waren zu diesem Zeitpunkt hoher, im Vergleich zu IgG1-IA, fielen jedoch im
weiteren Verlauf bis unter die Nachweisgrenze ab. Der vierte bis Nov. 2001
nicht-diabetische Proband wies ebenfalls am Ende der taglichen s.c.
Insulintherapie hohe Werte fur Gesamt-lA und fur alle gemessenen Subklassen

auf. Diese fielen allerdings nach dem Ende der s.c. Behandlung nur wenig und
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haben sich in den ersten 6 Monaten nach Ende der s.c. Behandlung auf relativ
hohe Werte eingependelt. In diesem Fall liegt die Hohe der IgG4 Antwort
ebenfalls Uber der der IgG1 Antwort (siehe Abb 13,B).

Bei den 3 Probanden, die einen klinisch manifesten Diabetes entwickelten, trat
dieser 0,6, 4,1 und 4,2 Jahre nach Beginn der prophylaktischen Insulintherapie
auf. Auch hier war kein konstantes Muster im Verlauf der Antikérper und der
Verteilung der Subklassen zu beobachten. Einer dieser Probanden entwickelte
nach 6 Monaten, also am Ende der taglichen s.c. Insulintherapie einen klinisch
manifesten Diabetes mellitus. Zu diesem Zeitpunkt waren alle Insulinantikorper-
Subklassen hochtitrig nachweisbar (Verlauf nicht graphisch dargestellt). Bei dem
zweiten diabetischen Probanden fielen die IA und deren Subklassen nach dem
Ende der s.c. Insulintherapie kontinuierlich ab. Die einzelnen Subklassen waren
bei Diabetesmanifestation nicht mehr nachweisbar, die Gesamt-IA Konzentration
war noch relativ hoch, fiel jedoch weiterhin ab (siehe Abb.13,C). Der dritte
Proband (Abb. 13D) entwickelte Diabetes zu einem Zeitpunkt, da alle IA-
Subklassen nachweisbar waren. In der Gesamt-IA Konzentration war vor der
Manifestation keine Anderung aufgetreten. 1gG4-IA stiegen bei diesem
Probanden am Ende der s.c. Insulintherapie weiter und waren bereits nach 6

Monaten die dominierende Subklasse.

4.3.3 Muster der IA und deren Subklassen bei 7 unbehandelten Kontrollen

Sieben nicht mit Insulin behandelte ICA-positive Verwandte ersten Grades von
Typ1 Diabetikern dienten in der SIP-Studie als Kontrollen. Bei Eintritt in die
Studie waren von diesen 7 Kontrollen 4 IAA-positiv. Zwei dieser Probanden
entwickelten im Verlauf der Beobachtung eine schwache Autoimmunantwort
gegen Insulin, und einer blieb Uber den gesamten Beobachtungszeitraum IAA
negativ. Alle 7 Kontrollpersonen entwickelten einen klinisch manifesten Diabetes

mellitus zwischen 0,4 und 6,5 Jahren nach Eintritt in die Studie (nach 0.4, 0.4,
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0.7, 2.6, 3.7, 4.2 und 6.5 Jahren). Die Verteilung der IAA Subklassen bis hin zur
Diabetesmanifestation war bei den |IAA-positiven Kontrollen inkonstant. Zwei
wiesen bei Eintritt in die Studie IgG1-IAA und IgG4-I1AA auf, die bis zur
Diabetesmanifestation kontinuierlich fielen. Bei einer Person waren nur IgG1
Antikorper nachweisbar, die Uber den gesamten Beobachtungszeitraum in ihrer
Hohe relativ konstant blieben. Bei einer weiteren Person waren bis hin zur
Diabetesmanifestation 1IgG3-IAA die einzigen Autoantikérper, die auftraten. Von
den beiden Kontrollpersonen, die erst im Laufe des Beobachtungszeitraums |IAA
entwickelten, produzierte eine erst kurz vor Diabetesmanifestation IgG1-1AA, der

andere 1gG4-IAA, ebenfalls kurz vor Diabetesmanifestation.

4.4 GADA und IA2A und deren Subklassen bei Immunintervention mit
Insulin bei neumanifestierten Typ 1 Diabetikern und bei Insulinprophylaxe

bei pradiabetischen Verwandten 1. Grades von Typ 1 Diabetikern

Um den Effekt einer Insulintherapie auf die Verteilung der Subklassen anderer
Inselantikbrper bei neumanifestieten Typ 1 Diabetikern zu evaluieren,
untersuchten wir hier auch die IgG-Subklassen der GAD- und IA2-Antikdrper bei
Diabetesmanifestation und bis zu 41 Monate nach Insulintherapie. Wir
untersuchten den Verlauf der Subklassen bei 14 GADA-positiven (6 Kinder und 8
Erwachsene) und bei 10 IA2A-positiven Patienten (7 Kinder und 3 Erwachsene).
Weder bei Diabetesmanifestation, noch im Verlauf der Beobachtungszeit war
eine typisches Antikdrper-Subklassenmuster auszumachen. Von den 14 GADA+
Patienten wiesen 9 bei Diabetesmanifestation eine Autoimmunantwort auf, die
hauptsachlich durch IgG1-Autoantikdrper bestimmt war. Nach Manifestation
fielen die Gesamt IgG und IgG1 bei 4 dieser 9 Patienten deutlich ab, wobei die
IgG1  Antikdrper im Verlauf dem der Gesamt-GADA ahnelten. Diese
Beobachtung entspricht dem Verlauf der IAA bei unbehandelten BABYDIAB
Kindern. Abb. 14 zeigt den Verlauf der 1gG4-GADA bei 14 GADA+

neumanifestierten Typ 1 Diabetikern, die nach Diabetesmanifestation mit Insulin



behandelt wurden. Bei 3 der primar GADA+ Patienten waren von Anfang an 1gG4
Autoantikdrper gegen GAD primar GADA+ Patienten waren von Anfang an 1gG4-
GADA nachzuweisen (Abb.14A). Im weiteren Verlauf fielen bei diesen 3
Patienten die 1IgG4 unter die Nachweisgrenze. Auch bei diesen 3 1IgG4-GADA+
Patienten sanken die Gesamt-lgG- und IgG1-GADA nach Diabetesmanifestation
deutlich ab. Bei 2 anderen GADA+ Patienten wurden die IgG4 Antikdrper erst im
Verlauf der Beobachtung schwach positiv (Abb. 14A), wahrend IgG1 Antikoérper
schon bei Diabetesmanifestation bestanden und in ihrer Hohe wahrend des

Beobachtungszeitraums relativ konstant bleiben.

Die Autoimmunantwort der |A-2A-positiven Patienten war in allen 10 Fallen
ebenfalls durch die 1|gG1-Subklassem dominiert. Auch hier war das Muster der
Immunantwort im weiteren Verlauf inkonstant. Bei 5 der 10 IA2A-positiven
Patienten fielen Gesamt- und IgG1-GADA nach Diabetesmanifestation ab, bei 4
Patienten blieb die Hohe der Gesamt- und IgG1-IA2A Uber den
Beobachtungszeitraum relativ konstant. Nur bei einer Person war ein Anstieg der
Gesamt- und 1gG1-IA2A zu beobachten. Nur ein Patient wies IgG4-IA2A bei
Diabetesmanifestation auf (Abb.14C). Diese Antikdrper fielen aber im weiteren
Verlauf unter die Nachweisgrenze, wahrend auch IgG1 und Gesamt-IA2A

deutlich abfielen. Keiner der beobachteten Patienten entwickelte IgG4-1A2A.

Bei den Autoantikdrper positiven Verwandten ersten Grades von Typ 1
Diabetikern, die wahrend der pradiabetischen Phase mit Insulin behandelt
wurden, bestand die Immunantwort gegen GAD und IA2 fast ausschlieRlich aus
lgG1-Antikdrpern. Nur ein Proband wies 1gG4-IA2A (Abb.14D) auf, die von
Anfang an bestanden und Uber den gesamten Beobachtungszeitraum konstant
blieben. Bei den Subklassen der GADA waren bis 3 Jahren nach dem Start der
Insulinprophylaxe keine IgG4-GADA messbar (Abb.14B).
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Abb. 14 zeigt der Verlauf von IgG4-GADA (A,B) und IgG4-IA2A (C,D) bei Patienten mit neu
manifestem Diabetes mellitus (A,C) , die mit i.v. plus s.c., oder nur mit s.c. Insulin behandelt
wurden und bei Verwandten ersten Grades von Typ 1 Diabetikern (B,D), die alle 12 Monate mit 7
tdgigen i.v. Insulingaben (Pfeile) und mit 6 monatigen s.c. Insulingaben (grau unterlegt) behandelt
wurden. Die 1gG4-Antikérper Subklassen in Standartabweichungen sind auf der y-Achse
logarithmisch aufgetragen.

4.5 Entwicklung der spontanen humoralen Autoimmunantwort gegen

Insulin bei unbehandelten NOD-Mausen

4.5.1 Verteilung der Insulinautoantikorper

In der vorliegenden Arbeit wurde die spontane humorale Autoimmunantwort
gegen Insulin in der NOD-Maus mit Hilfe eines neuen Radioimmunoassays
untersucht. Zunachst wurde die Pravalenz und HoOhe der IAA und I|AA-
Subklassen in 30 unbehandelten NOD-Mausen bestimmt, denen unabhangig von

Alter, Geschlecht und Diabetesmanifestation je eine Blutprobe entnommen
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wurde (Gruppe 1a). Zum Zeitpunkt der Blutentnahme waren diese Mause
zwischen 2,5 und 31,4 Wochen alt. Abbildung 15 zeigt die Pravalenz und Héhe
der IAA bei unbehandelten NOD-Kontrollmausen der Gruppe 1a. Auf der x-
Achse ist das Alter der NOD-Mause bei Blutentnahme aufgetragen, auf der y-
Achse die Hohe der IAA-Titer in units. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die
Grenze flr Positivitat. Von 30 unbehandelten NOD-Mausen der Gruppe 1a
wiesen 33,3% (n=10) Insulinautoantikérper (IAA) auf. Die IAA-Titer variierten
stark und lagen bei manchen Tieren extrem hoch (173 bis 3026 units, siehe Abb.
15).

Abb.15
20000 -
10000 o
5000 o
4000 =
3000 o O
—. 2000+
2 aD
E
:E 1000 O o
< 500 O
= 400 =
300+ 0
2000 o.. 0o ?____
100 = O o o
a 3
8 @ O O
201 i} @_ i} i} i} i} )
0 5 10 15 20 25 30 35

Alter [Wochen]

Abb. 15 zeigt Prdvalenz und Héhe der IAA bei unbehandelten NOD-Kontrollmdusen der Gruppe
1a. Jeder Kreis kennzeichnet eine Maus. Allen M&dusen wurde unabhéngig von Alter, Geschlecht
und Diabetesmanifestation einmalig Blut entnommen. Auf der y-Achse sind die IAA-Titer in units
logarithmisch angegeben. Die x-Achse zeigt das Alter der Mé&use in Wochen linear. Die
gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fiir Positivitdt der IAA.

Teilt man die Gruppe 1a in Abhangigkeit vom Alter der Mause in 2 Gruppen, eine

von 0 - 13,9 Wochen, eine von 14 - 38 Wochen und betrachtete die IAA getrennt
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nach diesen Altersgruppen, ergab sich fur die Mause < 14 Wochen eine
Pravalenz von 40% (8 IAA+ von n=20). In der Gruppe der > 14 Wochen alten
Mausen ergab sich eine Pravalenz von 20% (2 IAA+ von n=10). Die jungste |IAA-
positive Maus (Nr. 10) dieser Gruppe war 5,6 Wochen alt und wies sehr hohe
IAA-Titer auf (996 units). Allerdings wies auch eine Maus im Alter von 32
Wochen sehr hohe |AA- Titer auf (3026 units).

Weiterhin wurde der Verlauf, die Pravalenz und die Hohe der IAA und IAA-
Subklassen bei 17 unbehandelten NOD-Mausen im Alter von 5 bis 38 Wochen
(Gruppe 1b) ermittelt. Jeder Maus dieser Gruppe wurde in diesem Zeitraum 4x
Blut enthommen. Die Abbildung 16 zeigt die Hohe der IAA-Spitzenwerte bei 17
unbehandelten NOD-Mausen der Gruppe 1b. Auf der y-Achse ist die Hohe der
IAA-Titer in units dargestellt. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fir
Positivitat. Bei 29,4% (n=5) dieser 17 NOD-Mause der Gruppe 1b konnten in
mindestens einer Blutprobe Insulinautoantikorper nachgewiesen werden. Die
Hohe der |AA reichte hier von 165 bis 3644 units. Wiederrum ist bemerkenswert,

dass bei einzelnen Mausen sehr hohe Insulinautoantikérper gefunden wurden.

Abb.16

20000 9
10000 9

5000
4000 >

3000 =

2000 4

1000 = oce

¥ ¢ °
0

IAA/IA [units]

3009

200 = <& \ @)
------ N
8 e

®

S )

2001 S
8

100«

50

Gruppe1b Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5
n=17 n=21 n=28 n=21 n=18

88



Abb. 16 zeigt IAA/IA-Spitzenwerte. Gruppe 1b: unbehandelte NOD-Kontrollméusen. Die Gruppe
2 erhielt Impfungen mit Adjuvans, Gruppe 3 mit Adjuvans und 0,25 IE Insulin, Gruppe 4 mit
Adjuvans und 4 IE Insulin. Die Gruppe 5: neugeborene NOD-Mé&usen, die mit 0,1 IE Insulin und
Adjuvans behandelt wurden. Jeder Maus wurde innerhalb des Beobachtungszeitraums mind. 3x
Blut entnommen. Die Méuse waren bei der ersten Blutentnahme mindestens 4 Wochen, bei der
letzten Blutentnahme héchstens 38 Wochen alt . Bei den Gruppen 2-5 kennzeichnen die leeren
Kreise Mé&use bei denen DT, die schwarzen Punkte Mause, bei denen IFA als Adjuvans genutzt
wurde. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fiir Positivitét der IA-/IAA.Auf der y-Achse
sinf die I(A)A in units logarithmisch dargestellt.

Abb. 17 zeigt den Verlauf der IAA bei 5/17 NOD-Mausen der Gruppe 1b, die
wahrend des Beobachtungszeitraums Autoantikdrper gegen Insulin entwickelten.
n=2 (11,8%) waren bei Erstmanifestation der IAA junger als 14 Wochen. Die 3
anderen (12,6%) waren bei erstmaliger IAA-Manifestation > 14 Wochen. Die
jungste Maus mit positiven I1AA war in dieser Gruppe 5 Wochen alt (IAA= 203
units). Bei 8 Mausen der Gruppe 1b wurde eine spate Blutprobe (> 30 Wochen)
entnommen, von diesen wies keine positive IAA auf. Der Verlauf der IAA variierte
sehr stark. 4/5 Mause, die IAA innerhalb des Beobachtungszeitraums von 4 — 40
Wochen entwickelten, wiesen schon sehr frih (5 — 12 Wochen) IAA auf. In
Abbildung 14 zeigt, dass bei einer Maus (Nr. 813) ein starker und plétzlicher IAA-
Anstieg auf einen Spitzenwert (3644 units) im Alter von 12 Wochen auftrat,
gefolgt von einem deutlichen IAA-Abfall. Kurz darauf stiegen die IAA wieder an
und erreichten einen weiteren Spitzenwert im Alter von 18 Wochen. Die Maus
verstarb bei dieser Blutentnahme, so dass der weitere 1AA-Verlauf nicht mehr zu
bestimmen war. Eine andere Maus (Nr. 378), zeigte ebenfalls einen frihen
starken Autoantikorperanstieg. Die IAA erreichten im Alter von 14 Wochen einen
Spitzenwert, fielen danach wieder ab und waren im Alter von 38 Wochen nicht
mehr nachweisbar. Eine Maus (Nr. 809) wies schon in der ersten Blutprobe im
Alter von 5 Wochen IAA in Hohe von 203 units auf. Die IAA fielen danach ab und

waren im Alter von 10 Wochen nicht mehr nachweisbar.
Nur eine Maus (Nr. 795) entwickelte erst sehr spat messbare IAA. In den beiden
ersten enthommenen Blutproben waren noch keine IAA nachzuweisen, in der

dritten Blutprobe im Alter von 27 Wochen konnten wir schwach positive I1AA (165
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units) messen. Diese Maus war die einzige NOD-Maus aus dieser Gruppe, bei
der wir im Alter > 20 Wochen noch Autoantikérper gegen Insulin nachweisen

konnten (Abb. 17).
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Abb. 17 zeigt den Verlauf der Insulinautoantikérper bei unbehandelten NOD-Mé&usen der Gruppe
1b (n=17), denen im Alter zwischen 4 und 38 Wochen mindestens 3 Blutproben entnommen
wurden. Auf der y-Achse sind die IAA in units logarithmisch dargestellt, die gestrichelte Linie
kennzeichnet die Grenze fiir Positivitdt bei 150 units.

4.5.2 Verteilung der Insulin IgG-Antikdrper-Subklassen bei unbehandelten
NOD-Mausen

Unabhangig von Alter, Geschlecht oder Vorhandensein eines manifesten
Diabetes bestimmten wir IgG-Antikérper-Subklassen gegen Insulin in den
Blutproben, bei denen im Radioimmunoassay Insulinautoantikorper (> 150 units)
nachzuweisen waren. Abb. 16 zeigt IgG-Subklassen der IAA bei |IAA-positiven
NOD-Mausen der Gruppe 1a. Von 10 IAA-positiven NOD-Mausen der Gruppe 1a
wiesen 4 (40%) Autoantikorper der Subklasse IgG1 auf. Nur eine IAA-positive

90



Maus wies im Alter von 12 Wochen Insulinantikdrper der Subklassen IgG2a/c

auf, diese Maus hatte keine messbare IgG1-Antwort gegen Insulin.
Abb.18
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Abb. 18: Darstellung der IAA-Subklassen bei 10 IAA-positiven Méusen der Gruppe 1a
(Kontrollen), denen unabhéngig von Alter, Geschlecht oder Diabetesmanifestation eine Blutprobe
entnommen wurde. Auf der y-Achse ist die Héhe der IgG-Subklassen logarithmisch dargestellt.
Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fiir Positivitdt bei 1% gebundenes Insulin

Abbildung 19 zeigt die Verteilung der 1gG-Subklassen gegen Insulin bei 5/17
IAA-positiven NOD-Mausen der Gruppe 1b, denen mehrere Blutproben im
Verlauf entnommen wurden. Hier sind die IgG-Subklassen der Blutprobe mit dem
héchsten Gesamt-IAA-Titer dargestellt. 2 der 5 IAA-positiven Mause wiesen I1AA
der Subklasse IgG1 auf. Bei beiden Mausen war zu diesem Zeitpunkt eine starke
Gesamt-IAA Produktion vorhanden. Bei einer Maus waren zusatzlich IAA der
Subklasse 1gG2b (Nr. 813) zu messen. Diese Maus hatte zu diesem Zeitpunkt
eine extrem hohe Gesamt- und IgG1-IAA Produktion.

Keine Maus der Gruppe 1b wies Antikorper-Subklassen der Gruppe lgG2al/c

gegen Insulin auf.

Die spontane humorale Immunantwort gegen Insulin in der gesamten Gruppe 1
war 1gG1 dominiert. 6 der 15 (40%) IAA-positiven NOD-Mause der Gruppen 1a
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und 1b wiesen Antikorper der Subklasse IgG1 auf. IgG2b waren in 1 von 5 IAA-
positiven Mausen (20%) nachweisbar. Diese Maus (Nr. 813) zeigte eine fruhe,
starke Gesamt-lgG Produktion, die IgG1 dominiert war. Die Gesamt-IAA und
IAA-Subklassen fielen danach deutlich ab und stiegen im Alter von 18 Wochen
auf einen zweiten Spitzenwert an. Dieser zweite IAA-Anstieg war IgG1- und
IgG2b-IAA dominiert.
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Abb. 19: Darstellung der IAA-Subklassen bei den 5 IAA-positiven NOD-Mé&usen der Gruppe 1b
(Kontrollen). Den Méusen der Gruppe 1b wurden im Verlauf der Studie mind. 3 Blutproben
entnommen. Bei positiven Gesamt-IAA wurden in der Blutprobe IAA-Subklassen bestimmt. Bei
Méusen mit mehreren positiven Blutproben im Verlauf der Beobachtung, wurden die Subklassen
der Blutprobe mit den héchsten Gesamt-IAA abgebildet. Auf der y-Achse ist die Héhe der 1gG-
Subklassen logarithmisch dargestellt. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fir
Positivitét bei 1% gebundenem Insulin.
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4.6 Humorale Immunantwort gegen Insulin nach Immunintervention

In dieser Arbeit wurden (Auto)antikdrper gegen Insulin nach prophylaktischer
Immunintervention bestimmt und mit der Verteilung der IAA bei unbehandelten
NOD-Mausen verglichen. Abb. 16 zeigt |(A)A-Spitzenwerte bei unbehandelten,
bzw. mit Adjuvans allein und Adjuvans plus Insulin behandelten NOD-Mausen.
Gruppe 1b beinhaltet unbehandelte NOD-Mause, Gruppe 2 erhielt Impfungen mit
Adjuvans alleine (IFA oder Diphterie-Tetanus-Toxoid), Gruppe 3 erhielt
Impfungen mit 0,25 IE Insulin und Adjuvans, Gruppe 4 mit 4IE Insulin und
Adjuvans und Gruppe 5 bestand aus neugeborenen NOD-Mausen, die mit 0,11E
Insulin und Adjuvans behandelt wurden. Jeder Punkt kennzeichnet den I(A)A-
Spitzenwert einer Maus. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fur
Positivitat. 29,4% der unbehandelten NOD-M&use der Gruppe 1b (5/17) wiesen
Autoantikorper gegen Insulin auf. In der Gruppe 2 der nur mit Adjuvans
behandelten NOD-Mause waren bei 36,4% (8/25) Mausen |AA nachweisbar, in
der Gruppe 3 61,5% (16/28). In der Hohe der I(A)A-Titer war bei Gruppe 1 — 3
kein Unterschied auszumachen. Die maximal gemessenen |(A)A-Titer lagen in
der Gruppe 1b der unbehandelten NOD-Mause sogar Uber den héchsten Titern
der Gruppe 2 und 3. Der héchste gemessene |(A)A-Titer lag in der Gruppe 1b bei
3644 units, in der Gruppe 2 bei 1120 units, in Gruppe 3 bei 1231 units). Auch in
Gruppe 5 der neugeborenen NOD-Mause unterschied sich die Pravalenz und
Hohe der IA nicht wesentlich von der Gruppe 1b. 9/18 (50%) NOD-Mausen der
Gruppe 5 entwickelten messbare Antikorper gegen Insulin, der hochste

gemessene Antikorper-Spitzenwert dieser Gruppe lag bei 1075 units.

4.6.1 IAA- und IAA-Subklassen bei Immunintervention mit Adjuvans

alleine

21 NOD-Mause dieser Studie wurden mit Injektionen von Immunadjuvans alleine
behandelt. Davon erhielten 10 NOD-Mause (Gruppe 2a) subkutanen Injektionen

von DT (Diphtherie-Tetanus-Toxoid) und 11 (Gruppe 2b) Injektionen von
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Incomplete Freund’s Adjuvans (IFA) (siehe Methoden). 8/21 mit Immun-Adjuvans
behandelten NOD-Mausen (36,4%) wiesen bis zum Alter von ca. 40 Wochen
Insulinautoantikdrper in mindestens einer Blutprobe auf. In der mit DT
behandelten Gruppe wurden bei 3/10 Mausen (27,3%) |IAA gemessen, in der mit
IFA  behandelten Gruppe bei 5/11 Mausen (45,5%). Die HOhe der
Insulinautoantikdrper variierte in der mit Adjuvans behandelten Gruppe stark und
reichte von 151,7 units bis 1120 units in den IAA-positiven NOD-Mausen (Abb.
15).

Abb. 20 zeigt den Verlauf der Insulinautoantikdrper in der Gruppe 2 der mit
Immun-Adjuvans behandelten NOD-Mause. Auch in dieser Gruppe waren die
gemessenen Insulinautoantikorper transient (siehe Abb.18). Oft zeigten die IAA
einen starken und raschen Anstieg auf einen Spitzenwert und fielen danach
wieder unter die Nachweisgrenze. Auffallend war in dieser Gruppe, dass 4/6
Mausen mit deutlicher Autoimmunantwort gegen Insulin einen Spitzenwert bei 14
Wochen aufwiesen. Die Hohe der IAA in diesen Blutproben lag zwischen 177
und 1094 units. Die IAA fielen danach wieder deutlich ab und waren in der
nachsten Blutprobe im Alter von 19 bis 24 Wochen in allen 4 Mausen nicht mehr
nachweisbar. Bei 2 weiteren Mausen aus dieser Gruppe, bei denen I|AA
nachweisbar waren, stiegen die Autoantikorper erst spater und sehr viel
schwacher an. Sie wurden bei der einen Maus erst im Alter von 22 Wochen, bei
der anderen im Alter von 38 Wochen messbar und lagen zwischen 154 und 185

units.
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Abb. 20 zeigt den Verlauf der Insulinautoantikérper bei NOD-Méausen der Gruppe 2 (n=21), die
mit 4 subkutanen Injektionen im Alter von 4, 8, 12 und 24 Wochen mit Immunadjuvans behandelt
wurden. Auf der y-Achse sind die IAA in units logarithmisch dargestellt, die gestrichelte Linie
kennzeichnet die Grenze fir Positivitdt bei 150 units. Die schwarzen Kreise kennzeichnen
Méuse, die mit IFA (n=11), die weilRen Kreise Méuse, die mit DT (n=10) behandelt wurden.

Abb. 21 zeigt die IAA-Subklassen bei mit Adjuvans alleine behandelten NOD-
Mausen (Gruppe 2) mit positiven Gesamt-IAA. Zwei Mause aus der mit Adjuvans
behandelten Gruppe 2 entwickelten messbare IgG-Subklassen gegen Insulin.
Eine Maus war mit DT und eine mit IFA behandelt worden. Beide Mause waren
mit 10 Wochen leicht IAA-positiv, zeigten dann einen starken IAA Anstieg und
erreichten mit 14 Wochen einen Spitzenwert. Dieser starke IAA Anstieg war IgG1
und IgG2b dominiert. Bei einer der beiden Mause lagen die 1gG2b Titer Uber den
IgG1, bei der anderen dominierten IgG1. Bei beiden Mausen fielen die IAA und
IAA-Subklassen im Laufe der Beobachtung wieder deutlich ab und waren in der
folgenden Blutprobe nicht mehr nachweisbar. IgG2a/c war in keiner der mit

Adjuvans behandelten Gruppe messbar.
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Abb. 21: Darstellung der I(A)A- Subklassen bei MI(A)A-positiven NOD-Mé&usen der Gruppen 2 (n
=8 IAA+). Die Méuse der Gruppe 2 erhielten jewiels 4 Impfungen mit Immunadjuvans. Jeder
Maus wurden mindestens 4 Blutproben entnommen. Bei jeder Maus, die innerhalb des
Beobachtungszeitraumes IAA entwickelte, bestimmten wir IAA-IgG-Subklassen. Die Subklassen
der Blutprobe mit der héchsten Gesamt-IAA Konzentration sind hier abgebildet.

Die weillen Kreise kennzeichnen Méuse, bei denen DT als Immunadjuvans verwendet wurde, die
schwarzen Kreise Méause, bei denen IFA als Immunadjuvans verwendet wurde. Die gestrichelte
Linie kennzeichnet die Grenze fiir Positivitét der I(A)A-IgG-Subklassen. Die Hbhe der I(A)A-
Subklassen in Prozent gebundenes Insulin ist logarithmisch dargestellt.

4.6.2 Insulinantikdrper nach Immunintervention mit Insulin

Achtundzwanzig NOD-Mause unserer Studie wurden im Alter von 4 und 8
Wochen mit 0,25 IE Insulin in Kombination mit Immunadjuvans behandelt
(Gruppe 3). Von diesen 28 Mausen erhielten 15 DT und 13 IFA als
Immunadjuvans. 16/28 (61,53%) Mause entwickelten im Verlauf Antikorper
gegen Insulin (57,1% in der Gruppe mit DT, 66,7% in der Gruppe mit IFA) (siehe
Abb. 17). Weitere 21 NOD-Mause wurden im Alter von 4, 8, 12 und 24 Wochen
mit 4 IE subkutanem Insulin in Kombination mit Immunadjuvans behandelt,

davon 10 mit DT und 10 mit IFA). Aus dieser Gruppe (Gruppe 4) entwickelten 19

96



Mause (90%) Insulinantikorper (77,8% in der Gruppe mit DT, 100% in der
Gruppe mit IFA). Die Hohe der IA in Gruppe 4 lag deutlich tGber der in Gruppe 3
(Median= 163,3 units, Spanne: 48,3 — 1230,5 units in Gruppe 3, Median = 792,2
units, Spanne: 116,8 — 11921,1 units).

Der zeitliche Verlauf der Insulinantikérper Uber den  gesamten
Beobachtungszeitraum war vor allem in der Gruppe 3 (0,25 IE Insulin) sehr
inhomogen. Bei Mausen, die bereits kurz nach der ersten Impfung IA
entwickelten, waren diese oft transient und fielen Verlauf wieder unter die
Nachweisgrenze. Bei anderen Mausen zeigten sie erst einen langsamen Anstieg

und wurden zu einem spateren Zeitpunkt nachweisbar.

Abb.22
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Abb. 22 zeigt den Verlauf der Insulinantikérper bei NOD-Mé&usen der Gruppe 3 (n=28), die mit
subkutanen Injektionen von 0,25 IE Insulin und Immunadjuvans behandelt wurden. Im Alter
zwischen 4 und 38 Wochen wurden ihnen mindestens 3 Blutproben entnommen. Auf der y-Achse
sind die IAA in units logarithmisch dargestellt, die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fiir
Positivitét bei 150 units. Die schwarzen Kreise kennzeichnen Mé&use, die mit IFA (n=13), die
weillen Kreise Méuse, die mit DT (n=15) behandelt wurden.
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Wie schon bei den oben beschriebenen Gruppen, war auch in Gruppe 4 (Abb.
23), bei Immunintervention mit 4 IE Insulin und Adjuvans, der Verlauf der
Insulinantikérper variabel und starken Schwankungen unterworfen. So zeigte
eine Maus im Alter von 12 Wochen (erste Blutprobe) extrem hohe IA-Titer
(11921,1 units). Diese fielen danach stark ab, um auf einem deutlich niedrigeren
Niveau (400 — 500 units) relativ stabil zu bleiben. Bei 11 Mausen der Gruppe 4
(55%) war ein friher Antikorperanstieg zu beobachten. In diesen Mausen waren
die IA in der ersten Blutprobe mit 10 Wochen schwach positiv oder negativ, sie
erreichten im Alter von 14 - 15 Wochen einen Spitzenwert (Median: 792 units,
Spanne: 170,7 — 2547 units). Von diesem Spitzenwert aus fielen sie in 6 Mausen
(6/9 = 66,7%) trotz weiterer Impfungen wieder ab und waren in 4 Mausen
(44,4%) in der folgenden Blutprobe im Alter von 22 — 38 Wochen nicht mehr
nachweisbar. In 2 weiteren Mausen stiegen die |A weiter leicht an und erreichten
im Alter von 22 Wochen Werte von 359 und 670 units.
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Abb. 23 zeigt den Verlauf der Insulinantikbrper bei NOD-Mé&usen der Gruppe 4 (n=21), die mit
subkutanen Injektionen von 4 IE Insulin und Immunadjuvans behandelt wurden. Im Alter
zwischen 4 und 38 Wochen wurden ihnen mindestens 3 Blutproben entnommen. Auf der y-Achse
sind die IAA in units logarithmisch dargestellt, die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze fiir
Positivitét bei 150 units. Die schwarzen Kreise kennzeichnen Mé&use, die mit IFA (n=11), die
weillen Kreise Méuse, die mit DT (n=10) behandelt wurden.
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4.6.3 |A-Subklassen bei Immunintervention mit Insulin

In den mit 0,25 IE Insulin plus Adjuvans (Gruppe 3) behandelten NOD-Mausen
war die Immunantwort gegen Insulin 1IgG1-IA dominiert. 6 von 17 |A-positiven
NOD-Mausen wiesen IgG1-IA auf (35,3%). Keine dieser 17 NOD-Mause hatte
Antikérper der Subklasse IgG2a/c. Dagegen war bei keiner von 8 |A-positiven
NOD-Mausen, bei denen IgG2b Antikérper bestimmt wurden, I1gG2b-IA
nachweisbar (siehe Abb. 22A).Auch die Verteilung der IgG-Subklassen in IA-
positiven NOD-Mausen, die mit hoheren Insulindosen (4 IE) plus Adjuvans
behandelt wurden (Gruppe 4) war hauptsachlich IgG1-IA dominiert (siehe Abb.
24B). 14 von 18 IA-positiven NOD-Mausen (77,8%) wiesen IgG1-IA in
mindestens einer Blutprobe im Laufe des Follow-up auf. Die Hohe der IgG1 war
sehr variabel und lag zwischen 1,02 und 20,23 %gebundenes Insulin. In den
Mausen, die in mehreren Blutproben IgG1-lIA gegen Insulin aufwiesen, ahnelte
der Verlauf der IgG1-IA dem der Gesamt-IA.

Betrachtet man die IgG1-IA in der Gruppe 4 abhangig vom Immunadjuvans,
waren 5/8 IA-positiven NOD-Mausen (62,5%), die mit Insulin und DT behandelt
wurden, 1gG1-IA positiv. Von 11 |A-positiven NOD-Mausen, die mit Insulin und
IFA behandelt wurden, weisen 8 Mause (72,7%) IgG1-IA auf. Analog dem
Verlauf der Gesamt-IA lagen in dieser Gruppe auch die IgG1-1A Titer bei mit IFA
behandelten Mause hdher, als bei mit DT behandelten Mausen. Der Median der
IgG1-IA in den mit DT behandelten Mausen lag bei 1,4% gebundenes Insulin
(Spanne: 1,0% — 6,1%), in den mit IFA behandelten bei 4,6% (Spanne: 1,6% —
20,3%). 15,79% der IA-positiven NOD-Mause der Gruppe 4 wiesen IgG2b-IA auf.
Die Hohe lag zwischen 2,8% (DT + Insulin) und 1,4% (IFA + Insulin) gebundenes
Insulin (siehe Abb. 22B). Nur eine Maus der 19 |A-positiven NOD-Mause, bei
denen die Subklassen gegen Insulin gemessen wurden, wies Antikérper der
Subklasse IgG2a/c-IA auf (5,3%). Diese Maus war mit 4 IE Insulin und IFA
behandelt worden. Sie wies im Alter von 10 Wochen bereits schwach positive

Gesamt-IA auf, die Subklassen waren zu diesem Zeitpunkt nicht messbar. Im
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Laufe des Follow-ups stiegen ihre Gesamt-IA weiter an, die IgG1-1A ahnelten im

Verlauf den Gesamt-IA. Mit 14 Wochen zeigte diese Maus allerdings eine starke

IgG2a/c-IA Antwort, die die IgG1-IA Uberstiegen und in dieser Blutprobe die

dominierende Subklasse darstellten. In der darauf folgenden Blutprobe (Alter =

20 Wochen) waren die IgG2a/c-1A dieser Maus wieder unter die Nachweisgrenze

gesunken, die IgG1-IA waren weiter angestiegen und stellten die dominierende

Subklasse dar. Diese Maus zeigte Uber den gesamten Zeitraum keine

messbaren 1gG2b-IA.
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Abb. 24A+B: Darstellung der
I(A)A- Subklassen bei MI(A)A-
positiven NOD-Méausen der
Gruppen 3-4. Gruppe 3 (n =16
IAA+) erhielt je 2 Impfungen
mit Adjuvans und 0,25 IE
Insulin. Abb. 24B: Gruppe 4 (n
= 19 |IAA+) erhielt je 4
Impfungen mit Adjuvans und 4
IE Insulin. Jeder Maus wurden

mind. 4 Blutproben
entnommen. Bei jeder Maus,
die innerhalb des

Beobachtungszeitraumes IAA
entwickelte, bestimmten wir
IAA-IgG-Subklassen. Die
Subklassen der Blutprobe mit
der hoéchsten Gesamt-IAA
Konzentration sind hier
abgebildet.Die weillen Kreise
kennzeichnen Maé&use, bei
denen DT als Immunadjuvans
verwendet wurde, die
schwarzen Kreise Méause, bei
denen IFA als Immunadjuvans
verwendet wurde. Die
gestrichelte Linie
kennzeichnet die Grenze fiir
Positivitdt  der  1(A)A-IgG-
Subklassen.



4.6.4 Verteilung der IA- und IA-Subklassen in neugeborenen NOD-Mausen

In der Gruppe der neugeborenen NOD-Mause, die ab dem 5. Lebenstag mit
subkutanen Insulininjektionen in  Kombination mit IFA oder DT als
Immunadjuvans behandelt wurden, wiesen 9 von 18 (50%) NOD-Mausen
messbare Antikérper gegen Insulin im Laufe des Follow-up auf (siehe Abb. 15
und 23). Eine (14,3%) dieser |A-positiven Mause gehorte zu der Gruppe von 7
neugeborenen NOD-Mausen, die mit 0,1 IE Insulin und IFA behandelt wurden.
Von den 11 mit Insulin und DT behandelten NOD-Mause wiesen 8 Mause
messbare IA auf (72,7%). Im Gegensatz zu den alteren Mausen der Gruppe 4,
die eine starkere Immunantwort auf die Impfung mit Insulin und IFA zeigten, war
die Immunantwort bei Neugeborenen bei der Impfung mit Insulin und DT starker
ausgepragt, als bei der Impfung mit Insulin und IFA.

Die IA-Spitzenwerte der Gruppe 5 lagen im Median bei 298,5 units (Spanne: 210
— 1075 units).

Betrachtet man den Verlauf der IA in der Gruppe der neugeborenen NOD-Mause
(Abb. 25), fallt eine sehr inhomogene Immunantwort auf die exogenen
Insulingaben auf. Bei 4/9 NOD-Mausen, die im Verlauf I(A)A entwickelten, waren
diese schon im Alter von 4 - 6 Wochen nachweisbar (Median: 187 units, Spanne:
165 — 380 units), fielen jedoch danach bei 3/4 wieder unter die Nachweisgrenze,
ohne bis zu einem Alter von 16 Wochen noch einmal anzusteigen. Bei 6/9 NOD-
Mausen, die im Verlauf I(A)A entwickelten, waren I(A)A im Alter von 16 Wochen
nachweisbar (Median: 260 units, Spanne: 175 — 1175 units). Von diesen 6
Mausen wiesen 2 bereits im Alter von 6 und 10 Wochen messbare [(A)A auf.
Diese waren bis zum Alter von 12 Wochen konstant, im Alter von 16 Wochen
jedoch deutlich angestiegen. Bei 3/6 Mausen mit [(A)A im Alter von 16 Wochen,
waren die I(A)A erst kurz davor angestiegen, die Mause wiesen in der Blutprobe

mit 16 Wochen erstmals messbare |(A)A auf. Eine Maus wies ab dem Alter von 9
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Wochen leicht positive IAA auf, die bis zum Alter von 16 Wochen konstant

blieben.

Im Gegensatz zu anderen beschriebenen Gruppen war in der Gruppe der
neugeborenen NOD-Mause also selten ein fruher Antikorperpeak zu finden,
sondern die Antikdrperproduktion schien im Verlauf zuzunehmen. Vor allem im
Alter zwischen 12 und 16 Wochen war bei den NOD-Mausen, die als
Neugeborenen mit Insulin und Adjuvans behandelt worden waren ein I(A)A-

Anstieg messbar.

Nur bei einer Maus der mit Insulin und IFA behandelten neugeborenen NOD-
Mause konnten wir I(A)A nachweisen. Diese Maus zeigte im Alter von 6 Wochen
schwach positive I(A)A (182 units), die danach wieder abfielen und schon in der
darauf folgenden Blutprobe im Alter von 9 Wochen nicht mehr nachweisbar

waren. Abb. 25
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Abb. 25 zeigt den Verlauf der Insulinantikbrper bei neugeborenen NOD-Mé&usen der Gruppe 5
(n=18), die mit subkutanen Injektionen von 0,1 IE Insulin und Immunadjuvans behandelt wurden.
Im Alter zwischen 2 und 16 Wochen wurden ihnen mindestens 3 Blutproben entnommen. Auf der
y-Achse sind die IAA in units logarithmisch dargestellt, die gestrichelte Linie kennzeichnet die
Grenze fiir Positivitdt bei 150 units. Die schwarzen Kreise kennzeichnen Méause, die mit IFA
(n=7), die weillen Kreise Mause, die mit DT (n=11) behandelt wurden.
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Die Verteilung der Subklassen fur die Gruppe der neugeborenen NOD-Mause ist
in Abb. 24 dargestellt. Die Subklassen waren in dieser Gruppe ebenfalls 1gG1
dominiert. Wir bestimmten IgG1, IgG2a/c und IgG2b-I(A)A-Subklassen in 8 von 9
IAA+ NOD-Mausen (aus technischen Grunden konnten die Subklassen in einer
Maus nicht bestimmt werden). 3 von 8 (37,5%) IA-positiven NOD-Mausen wiesen
IA der Subklasse 1gG1 auf (Median: 2,15% geb. Insulin, Spanne: 1,01% — 2,33%
gebundenes Insulin). Von diesen Mausen waren 2 mit Insulin und DT, eine mit
Insulin und IFA behandelt worden. IgG2b-IA war in keiner Mause nachweisbar.
Nur eine Maus zeigte messbare IgG2a/c-IA (Abb. 26). Diese Maus wies zu
diesem Zeitpunkt, im Alter von 16 Wochen, hohe Gesamt-IA (1075 units) auf, die
IgG1-IA dominiert waren (2,33% geb. Insulin). Die IgG2a/c-IA lagen bei 1,88 %
gebundenes Insulin, IgG2b waren in dieser Blutprobe nicht nachweisbar.
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Abb. 26: Darstellung der IAA-IgG-Subklassen bei 8 I(A)A-positiven NOD-Méusen der Gruppe 5.
Gruppe 5: neugeborene NOD-Mé&use, die im Alter von 5 und 14 Tagen mit 0,1 IE Insulin und
Adjuvans behandelt wurden. Jeder Maus wurde im Alter von 4 — 16 Wochen mind. 4x Blut
entnommen. Bei IAA-positiven 8 IAA-positiven NOD-Méusen bestimmten wir die I(A)A-IgG-
Subklassen. Die Subklassen der Blutprobe mit dem hdchsten Gesamt-I(A)A-Titer sind hier
graphisch dargestellt.

Die weillen Kreise kennzeichnen Méuse, bei denen DT als Immunadjuvans verwendet wurde, die
schwarzen Punkte kennzeichnen Mé&use, bei denen IFA als Immunadjuvans verwendet wurde.
Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Grenze flir Positivitét fiir I(A)A-IgG-Subklassen.
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5. DISKUSSION

5.1. BABYDIAB. Entwicklung der Autoimmunantwort in unbehandelten
antikdrper-positiven Kindern

5.1.1 Verlauf der Autoantikdrper in der pradiabetischen Phase

In der praklinischen Phase des Typ 1 Diabetes sind die im Blut messbaren
Inselantikdrper indirekte Marker des Autoimmunprozesses. Schon Jahre vor
Ausbruch der Erkrankung lasst sich hier die Autoreaktivitdt des Immunsystems
verfolgen (siehe 1.1.3). 1976 wurde erstmals das Auftreten von Autoantikérpern
im Blut von pradiabetischen Patienten und Hochrisikopatienten beschrieben.
Auch damals wurden bereits bei einigen Patienten Schwankungen in der Hohe
der Autoantikorpertiter wahrend der praklinischen Phase beobachtet, wahrend
bei anderen Patienten der Verlauf der ICA konstant war [168,98]. Die
Schwankungen in der Hohe der Inselautoantikorper wurden als Schwankungen
der Starke und der Aktivitat der Autoimmunreaktion wahrend der pradiabetischen
Phase interpretiert [116,186](siehe auch 1.2). Handelte es sich dagegen um
einen kontinuierlichen, in seiner Aktivitdt gleichmalRig zunehmenden
Autoimmunprozess, wurde man einen linearen Anstieg der Inselantikdrper in der
pradiabetischen Phase erwarten. So haben manche Forscher einen linearen
Autoimmunprozess beschrieben, in dem die Antikdrper ansteigen, ein gewisses
Level erreichen und auf diesem relativ konstant bleiben sollen, um dann nach

Diabetesmanifestation wieder abzufallen [59].

Die Beobachtung der humoralen Autoimmunantwort in der BABYDIAB Studie
zeigte jedoch, dass die Entwicklung der Autoantikdrper nicht linear erfolgt. Schon
bald nach ihrem ersten Auftreten kam es bei den meisten Kindern zu einem
starken Anstieg der Autoantikorper. Sie erreichten fruhzeitig einen ersten
Spitzenwert (,peak®), um dann meist deutlich wieder abzufallen. Dieser erste

starke Autoantikorperanstieg war 1IgG1 dominiert und in 14/26 Kindern erfolgte
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der Anstieg der Autoantikorper gegen die spezifischen Antigene sequentiell. Es
war ein Uberraschendes Ergebnis, bei einer so groflen Anzahl der Kinder eine
derart frihe Immunantwort zu finden, in der die ersten Antikdrper-Spitzenwerte
schon in einem Alter von zwei bis drei Jahren (Median 2,2 Jahre) gemessen
werden konnten. Diese zeitliche Konstanz war um so interessanter, als sie mit
der physiologischen Reife des Immunsystems eines Neugeborenen
zusammenfallt. Neugeborene Kinder besitzen ein noch nicht vollstandig
ausgereiftes Immunsystem, und entwickeln nach Abfall der von der Mutter
Ubertragenen IgG eine relative Hypogammaglobulinamie [117]. Erst nach
ungefahr einem Lebensjahr ist das Immunsystem zu effektiver
Antikérperproduktionen in der Lage. Das relativ zeitgleiche, homogene Auftreten
der ersten |Inselantikorper lasst eher eine spontan auftretenden
Autoimmunreaktion vermuten, die nicht auf eine erworbene, sondern eher auf
eine genetisch bedingte, fehlerhafte Reifung im Immunsystem zurlckzufihren
ist. Diese fehlerhafte Entwicklung des Immunsystems wirde dann tatsachlich

erst mit der Reifung des Immunstatus erkennbar werden.

Die initiale Immunantwort bei den BABYDIAB Kindern war IgG1 dominiert. Eine
frihe IgM Antwort war gegen keines der 3 gemessenen Autoantigene zu finden.
IgM Antikorper sind in der menschlichen Immunantwort einer frihen Phase bei
erstmaligem Kontakt mit einem fremden Antigen zugeordnet und sind deswegen
Indikatoren fur eine neu aufgetretene Immunreaktion. Das Fehlen der IgM
Antikorpern in der frihen Autoimmunreaktion der BABYDIAB Kinder kdnnte auf
einen zu grofRen Abstand der Serumproben oder die kurze Halbwertzeit der IgM
im Serum zuruckzufuhren sein. Ein Fehlen von IgM sprache gegen eine direkte
Induktion der Autoreaktivitat durch zerstorte 3-Zellen und flr einen primaren
Defekt in der Toleranz des Immunsystems gegenulber bestimmten kdrpereigenen

Antigenen.
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5.1.2 Die Reihenfolge der aufgetretenen Inselantikdrper und Antikorper-
Subklassen-Muster

Im Gegensatz zum Uberwiegend frihen Auftreten der Inselantikbrper in den
ersten beiden Lebensjahren, war eine bestimmte Reihenfolge der auftretenden
Antikorper gegen spezifische Insel-Antigene nicht zu beobachten. Bei manchen
war ein akuter Anstieg aller gemessenen Antikorper gleichzeitig zu beobachten.
Diese Kinder entwickelten schon sehr frih im Leben einen manifesten Diabetes
mellitus. Diese akute Autoreaktivitat weist auf eine ungeregelte, verselbstandigte,
extrem destruktive Autoimmunreaktion hin. Dabei wiesen nur wenige dieser
Kinder den genetischen Hochrisiko-Haplotypen HLA DR B1*03/DR B1*04 auf.

Die meisten Kinder zeigten dagegen eine Autoreaktivitat, die in Wellen auftrat,
mit einem initialen Spitzenwert von Antikdrpern einer bestimmten Spezifitat,
gefolgt von Antikdrpern gegen andere Inselantigene. Im Uberwiegenden Teil der
Falle war die erste Immunreaktion gegen Insulin gerichtet und mit einem starken
Anstieg der IAA verbunden. Weiterhin bestand dieser erste Anstieg meist
hauptsachlich aus IgG1-IAA. Sehr selten waren auch IgG1-GADA die ersten
nachweisbaren Autoantikorper. IgG1 Antikdrper gegen IA-2 traten jedoch immer
erst spater auf (mit Ausnahme der Falle, in denen sie zusammen mit anderen
Antikdrpern auftraten). Dies lasst vermuten, dass es sich bei dem IA-2-Antigen

eher um ein sekundares Ziel der Autoimmunreaktion handelt.

Das primare Ziel der spontanen Autoimmunreaktion scheint meist Insulin zu sein.
In der vorliegenden Arbeit konnten wir, vor allem bei starker Gesamt- und IgG1-
IAA Produktion, auch IgG4- und, schwacher ausgepragt, auch 1gG2- und IgG3-
IAA messen. Bei der Immunantwort gegen GAD und IA2 hingegen waren IgG1
die fast ausschliel3lich produzierte Antikorper-Subklasse. Die Antikorpertiter in
der pradiabetischen Phase zeigten dabei keinen konstanten Verlauf. Bei allen

Kindern, bei denen es wahrend des ersten starken Anitkorperanstiegs nicht zur
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Diabetesmanifestation kam, fielen die Autoantikorper wieder deutlich ab. Diese
stark schwankende Aktivitat der Autoimmunreaktion kdnnte entweder auf eine
wechselnde Auspragung der Antigenexpression bzw. — prasentation hinweisen,
oder aber auf vorhandene Regulationsmechanismen, die in den
Autoimmunprozess eingreifen. Im Rahmen eines Antikorperpeaks war die
Immunreaktion meist war nur gegen eine Antigen-Spezifitdt gerichtet. Spater
auftretende Inselantikérper richteten sich in der Regel gegen andere
Inselantigene, wahrend die Antikorpertiter gegen das erste Inselantigen wieder
abgefallen waren.

Interessanterweise zeigte sich in einem Fall [Nr. 1032], bei dem sich im Verlauf
zweimal ansteigende Antikorpertiter gegen |A-2 nachweisen liessen, dass diese
Antikorper sich gegen unterschiedliche Epitope des Antigens richteten. Diese
Beobachtungen sprechen fur eine induzierte antigenspezifische Regulation des
Immunsystems, welche ein Ubergreifen der Autoreaktivitat zu anderen Antigenen
in einer geradezu infektidsen Art nach sich zieht (,spreading“). Auflierdem
sprechen diese Befunde gegen den Einfluss anderer Regulationsmechanismen,
wie z.B. ein graduelles Entstehen einer Th2-Immunantwort. Dennoch kann nicht
ausgeschlossen werden, dass eine fehlende Kompetenz des Immunsystems
besteht, eine Th2 Antwort zu generieren. Dadurch kénnte eine destruktive
Immunantwort in manchen Fallen exazerbieren und zu einer schnellen

Manifestation des Diabetes fuhren.

5.1.3 IgG-Antikorper-Subklassen und Zuordnung zu einer Thl- und Th2-

Immunantwort

Die NOD Maus entwickelt eine dem menschlichen Typ 1 Diabetes ahnliche Form
der spontanen Autoimmunerkrankung. Bislang gibt es im Wesentlichen zwei
unterschiedliche Konzepte zur Regulation der Immunglobulindominanz im

Verlauf der pradiabetischen Phase:
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Manchen Autoren postulieren eine nicht destruktive, latente Th2 dominierte
Immunantwort wahrend der praklinischen Phase, die erst spater in die

destruktive Th1 dominierte Immunantwort Ubergeht [116].

Andere Autoren gehen davon aus, dall von Anfang an eine Th1 vermittelte
Immunreaktion vorherrschend ist [85], die sich erst auf ein Antigen beschrankt,
im weiteren Verlauf jedoch auch auf andere Antigene Ubergreift. Die R-Zell
Destruktion in der praklinische Phase des Typ1 Diabetes ist durch Th1-
Dominanz charakterisiert. Diese destruktive Autoimmunantwort wird als Th1
dominiert angesehen. Die Diabetesmanifestation fiel bei 9/11 Kindern der
BABYDIAB Studie, die im Verlauf einen manifesten Diabetes mellitus
entwickelten, mit einem Anstieg der Inselantikdrper der Subklasse IgG1
zusammen. Man kann demnach vermuten, dass die IgG1-Inselantikrper bei

diesen Kindern eine destruktive Immunantwort anzeigen.

Wir beobachteten bei den BABYDIAB Kindern auferdem, dass das Muster der
Subklassenverteilung wahrend der frihen Immunreaktion, also wahrend des
ersten starken Antikorperanstiegs in allen Fallen IgG1 dominiert war und somit
dem Subklassenmuster bei Diabetesmanifestation entsprach, welches ebenfalls
IgG1 dominiert war. Diese Beobachtung weist auf einen von Anfang an
destruktive, Th1 dominierte Autoimmunreaktion in der pradiabetischen Phase der
BABYDIAB Kinder hin.

Die am besten belegte Assoziation von Antikérper-Subklassen mit einer Th1-
bzw. Th2-Immunantwort beim Menschen besteht fur die Subklasse 1gG4 und
Th2: Das Th2-Zytokin |l-4 induziert die Produktion von 1gG4-Antikérpern [112],
die Antikdrper der Subklasse 1gG4 scheint daher Th2-assoziiert zu sein. 1gG4
Antikérper konnten wir in dieser Studie vor allem bei der Immunantwort gegen
Insulin beobachten. Fast 50% der BABYDIAB Kinder wiesen 1gG4-IAA auf. In
manchen Fallen folgten die IgG4-IAA dem Verlauf der Gesamt- und IgG1-1AA,

und waren vor allem dann messbar, wenn diese ihren Spitzenwert erreicht
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hatten, in anderen Fallen war der Verlauf der IgG4 jedoch vollig unabhangig vom
Verlauf der Gesamt-IgG. Dieses kdnnte bedeuten, dal} die Entstehung von 1gG4-
IA Subklassen von anderen Faktoren beeinflusst werden, als die Entstehung der
IgG1-IA Subklassen. Bei vier Kindern waren IgG4-IAA von Anfang an die
dominierende Subklasse. Bei diesen Kindern konnte also eine initiale Th2
Antwort vorgelegen haben. Die Beobachtung, dass bei manchen Kindern die
IgG4-IAA erst nach den IgG1-IAA auftraten und auch dann teilweise bestehen
blieben, als 1IgG1-IAA-Titer bereits wieder abgefallen waren, konnte einen ,shift*
von einer initialen Th1 Antwort zu einer Th2 Antwort bedeuten. Allerdings war
weder das Auftreten von IgG4-IAA, noch deren Dominanz Uber IgG1-IAA mit
einer verringerten Diabetesinzidenz, oder einer verzégerten Manifestation

verbunden.

In keinem Fall war das Auftreten von IgG4-IAA von einer IgG4-Antikorper
Produktion gegen GAD oder IA2 gefolgt. Wenn also die IgG4-IAA einer Th2
Antwort bei diesen Kindern entsprechen, dann weist diese Th2 Antwort eine

Antigenspezifitat auf.

Bei den BABYDIAB Kindern traten IAA in der Mehrzahl der Falle als erste
Inselantikérper auf, bei den Subklassen zunachst IgG1-IAA und dann IgG4-IAA.
Antikorper gegen GAD und IA2 waren erst spater detektierbar, hier fehlte die
Produktion von 1gG4 Antikorpern, die Immunantwort gegen GAD und IA2 war
ausschlielich IgG1 dominiert. Geht man davon aus, dass IgG1 Antikorper einer
Th1 Antwort und IgG4 Antikdrper einer Th2 Antwort zuzuordnen sind, wirde das
bedeuten, dass auf eine primare Phase der destruktiven Immunreaktion eine
sekundare regulatorische Immunantwort folgt, also ein "switch" zu einer Th2-
dominierten Immunantwort moglich ist. Bei den darauf folgenden
Immunreaktionen gegen andere Inselantigene bleibt dieser ,shift von der

destruktiven Th1 hin zu einer eher protektiven Th2 Antwort aber aus.
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IgG2 und IgG3 Antikoérper konnten gegen alle drei Antigene gemessen werden,
wiesen jedoch in der Regel sehr niedrige Titer auf. Vor allem 1gG3 war meist nur
dann zu messen, wenn die IgG1 Antikérper auf sehr hohe Werte angestiegen
waren. Der Verlauf der IgG3 Subklassen ahnelt generell dem der IgG1
Antikorper, wahrend die gemessenen IgG2 Antikorper teilweise synchron mit den
IgG4 Ak verliefen. Diese Beobachtung unterscheidet sich von den Ergebnissen
froherer Studien, in denen GADA und GADA-Subklassen bei 34
neudiagnostizierte Typ 1 Diabetiker und 28 Verwandte ersten Grades von Typ 1
Diabetikern mit Hilfe eines ELISA gemessen wurden. In dieser Studie von
Couper et al. konnten 1gG4- und 1gG2-GADA haufig gemessen werden, wenn
IgG1-GADA negativ waren. Bei den neu-diagnostizierten Typ 1 Diabetkern waren
vor allem 1gG1 und 1gG3 messbar, wahrend 1gG2 und IgG4-GADA vor allem bei
Hochrisikopatienten, die keinen manifesten Diabetes mellitus entwickelt haben,
messbar waren [48]. Obwohl diese unterschiedlichen Beobachtungen darin
begrindet sein konnte, dass die Kohorten sich hinsichtlich des Alters
unterscheiden (in der von Couper et al durchgeflihrten Studie lag das Alter der
Pat. deutlich Uber dem der BABYDIAB Kinder), als auch die Methode zur
Ermittlung der Antikérper (ELISA), kdnnte es ebenfalls darauf hindeuten, dass
die Verteilung der Antikérper Subklassen und somit der Charakter der
Immunantwort sich im Laufe des Lebensalters andern konnte, von einer Th1-
dominierten, destruktiven Immunantwort hin zu einer Th2 dominierten
Immunantwort. In unserer Studie konnten wir allerdings keinen Hinweis auf eine
Verlagerung der IgG1 dominierten Immunantwort in Richtung auf ein Auftreten

anderer Subklassen bei hoherem Lebensalter beobachten.

5.1.4 Verteilung der Autoantikdrper bei Diabetesmanifestation
Die meisten Kinder der BABYDIAB Studie entwickelten einen manifesten Typ 1

Diabetes wahrend ihre Antikdrper gegen mindestens ein Autoantigen auf sehr

hohe Werte angestiegen waren. Weder Anderungen im Muster der Verteilung
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der Autoantikdrper Subklassen, noch die Art der dominierenden Subklasse
spielten eine Rolle bei der Entwicklung eines Typ 1 Diabetes. Es ist vor allem
bemerkenswert, dass wir keine verzdgerte Manifestation bei hohen IgG4 Titern
feststellen konnten. Manche Kinder entwickelten einen manifesten Typ 1
Diabetes zeitgleich mit steigenden, oder bereits hochtitrigen 1IgG4-IAA. Auch das
Vorliegen von 1gG2 Antikérpern war nicht mit einer verzdgerten
Diabetesmanifestation verbunden. Die einzige Korrelation mit der Manifestation
des Diabetes, die wir beobachten konnten, war eine signifikant hohere
Diabetesmanifestation bei Kindern, die nur IgG1 Antikérper gegen |A2
aufwiesen. Antikorper gegen dieses Antigen treten erst relativ spat auf. Die, auf
diese eine Subklasse beschrankte, wahrscheinlich Th1 dominierten
Autoimmunreaktion gegen ein sekundares, also spateres Zielantigen, konnte
entweder eine Autoimmunreaktion darstellen, die an Aggressivitat zugenommen
hat, oder einen Verlust der regulatorischen Prozesse bedeuten. In
Zusammenhang mit den oben gemachten Beobachtungen, dass bei frih
auftretenden Insulinautoantikorpern eine im Verlauf viel inhomogenere
Autoimmunreaktion vorliegt, bei der sowohl Antikorper der Subklasse 1gG1, als
auch IgG4-1AA gemessen werden konnte, sprechen unsere Ergebnisse eher flr
eine mit dem Alter zunehmende Aggressivitat der Immunantwort und eine

abnehmende Fahigkeit zu einer protektiven Immunregulation.

Zusammenfassend zeigt die Studie der BABYDIAB Kinder eine sehr aktive und
dynamische Autoimmunreaktion schon in der frihen praklinischen Phase des
Typ 1 Diabetes. Der homogene Zeitpunkt des Auftretens der ersten
Autoantikorper spricht fur eine spontane Entwicklung der Autoreaktivitat, deren
primares Antigen genetisch festgelegt zu sein scheint. Die initiale Immunreaktion
scheint destruktiv zu sein und fuhrt entweder zur baldigen Diabetesmanifestation,
oder setzt sich in eine chronische Autoimmunerkrankung fort, in der latente
Phasen sich mit aktiveren Phasen abwechseln. Dass die humorale

Immunantwort bei Diabetesmanifestation die gleichen Subklassenprofile
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aufweist, wie beim initialen Autoantikdrper-peak, spricht fur eine von Beginn an

bestehende Th1-Dominanz.

5.2 Antikorper-Subklassen-Profile nach Immunintervention

Sowohl bei der Behandlung von neu manifesten Typ 1 Diabetikern, als auch als
prophylaktische Malinahme bei Inselantikérper positiven Verwandten 1. Grades
von Typ 1 Diabetikern in der praklinischen Phase wurde beschrieben, dass eine
intensivierte Insulintherapie die Stoffwechselfunktionen der pankreatischen R-
Zellen verbessert und die autoimmune Zerstérung der pankreatischen [3-Zellen
verlangsamt (siehe Einleitung). Dieses scheint sich zum einen in der
verminderten Aktivitat der R-Zellen (3-cell rest) zu begriunden [110,68]: durch die
herabgesetzte Stoffwechselaktivitat befinden sich die Zellen in einem weniger
aktiven Zustand, exprimieren somit weniger Antigene und sind weniger
angreifbar durch den zerstdrerischen Autoimmunprozess [1,22]. Im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit exogenem Insulin zu einem
veranderten Muster des entzundlichen Infiltrats innerhalb der pankreatischen
Inseln fuhrt [7]. Es konnten mehr [I-4 und weniger INF-y produzierende Zellen
nachgewiesen werden. Diese Tiere wiesen eine verringerte Diabetesinzidenz, als
Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe auf. Der Schutz vor Diabetes kann durch
den Transfer von CD4+ Zellen auf andere Tiere ubertragen werden [179]. So
liegt der Schluss nahe, dass der protektive Effekt der Insulintherapie
hauptsachlich den Th2 assoziierten regulatorischen  CD4+-T-Zellen
zugeschrieben werden kann. Diese These wird aul’erdem noch durch das
Vorherrschen von Th2 assoziierten IgG1 und IgG2b in der humoralen
Immunantwort bei Mausen nach Intervention mit exogenem Insulin unterstutzt.
Wir untersuchten hier Antikrper und Antikérper Subklassen gegen Insulin, um
zu Uberprufen, ob es, wie bei der NOD-Maus, auch bei Menschen im Rahmen
einer intensivierten Insulintherapie zu einer Th2 dominierten Immunantwort

kommt.
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5.2.1 Immunintervention mit Insulin

In frGheren Studien wurde beschrieben, dass beim Menschen die Produktion von
Antikorpern der Subklasse 1gG4 mit einer Th2 Antwort assoziiert ist. Dabei
lassen sich die Zytokine 1I-4 und II-13 beim Menschen im Rahmen einer Th2
Immunantwort nachweisen. In vitro stimulieren diese Zytokine menschliche
Immunzellen zur Produktion von IgG4 Antikorpern [112]. Obwohl wir in dieser
Studie keine Zytokine gemessen haben, scheinen unsere Ergebnisse die
Hypothese zu unterstreichen, dass exogene Insulingaben auch beim Menschen
eine Th2 dominierte Immunantwort induzieren konnen. Anders als bei den
unbehandelten Typ 1 Diabetikern der BABYDIAB Studie folgten hier auf eine
initiale IgG1-IA Dominanz auch 1gG4-IA, die in manchen Fallen die IgG1-IA

Uberstiegen.

Die exogene Gabe von Insulin rief sowohl bei neu manifestierten Typ 1
Diabetikern, als auch bei ICA+ Verwandten 1. Grades von Patienten mit Typ 1
Diabetes eine starke Antikérperproduktion gegen Insulin hervor. Sowohl in der
Gruppe der neu-manifesten Typ 1 Diabetiker, als auch bei den prophylaktisch mit
Insulin behandelten Verwandten 1. Grades war diese Immunreaktion IgG1 und
IgG4 dominiert. In beiden Gruppen war ein frUher starker IgG1-IA Anstieg
kennzeichnend. Die IgG4 Antwort trat im Vergleich dazu verzdgert auf. In der
Gruppe der neu-manifestierten Typ 1 Diabetiker Uberstiegen die 1gG4-IA
teilweise die IgG1-IA und stiegen in der Gruppe der prophylaktisch mit Insulin
behandelten Verwandten ersten Grades in der Regel nachdem IgG1 und
Gesamt-IA wieder gefallen waren. In beiden Gruppen, sowohl bei
prophylaktischer, als auch bei interventioneller Gabe von exogenem Insulin nach
Diabetesmanifestation, induzierte die intensivierte Insulintherapie eine starke
Antikorperproduktion, die sowohl ein Th1-, als auch ein Th2-Kompartiment mit
einschliesst, wobei letzteres durch die Behandlung mit exogenen Insulin verstarkt

zu werden scheint.
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Das Th1 assoziierte INF-y induziert beim Menschen die Produktion von IgG1-
und IgG3- Antikorper-Subklassen [221]. Viele Typ 1 Diabetiker weisen im
Rahmen ihrer spontanen humoralen Autoimmunantwort wahrend der
praklinischen Phase eine frihe Produktion von IgG1 Autoantikérpern auf. Diese
frihen IgG1 Ak steigen in der Regel auf einen Spitzenwert an, von dem sie im
weiteren Krankheitsverlauf wieder abfallen und sich der Hohe der anderen
Antikérper angleichen. Einen ahnlichen Verlauf zeigten auch die |A bei
neumanifestierten Typ 1 Diabetikern nach Beginn einer intensivierter
Insulintherapie. Auch hier stiegen die IgG1-IA in der fruhen Phase deutlich an,
um dann wieder abzusinken oder sich auf einem relativ stabilen Niveau zu
halten. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass auch die spontane Insulin-
Autoimmunitat auf einer dauerhaften oder wiederholten Antigenexposition beruht.
Dieser Autoimmunprozess scheint Anteile einer Th1 und Th2 Antwort zu

beinhalten.

Passend zu den Ergebnissen bei den antikorperpositiven BABYDIAB Kindern
war die Beobachtung, dass die humorale Autoimmunantwort beim Menschen
auch 1gG4 Antikorper beinhaltet, die bei manchen Patienten sogar dominant
gegenuber den anderen Antikdrper Subklassen waren. Bei 50% der Patienten,
die vor Therapiebeginn Insulinautoantikérper aufwiesen, konnten wir zum
Zeitpunkt der Diabetesmanifestation IgG4-IAA nachweisen. Die 1gG4-IA Titer der
spontanen humoralen Autoimmunantwort lagen jedoch deutlich unterhalb der
IgG4-IA-Titer nach exogener Insulinexposition. Auch die Pravalenz der 1gG4-
Insulinautoantikdrper der spontanen Autoimmunantwort gegen Insulin war
deutlich niedriger, als die Pravalenz der 1IgG4-IA nach exogener Insulingabe. Im
Verlauf induzierte die intensivierte Insulinherapie, nach einem fruhen Anstieg von
IgG1-1A, mit Verzégerung hauptsachlich die Produktion von IgG4-1A. Die Gabe
von exogenem Insulin scheint das Verhaltnis der beiden Immunantworten
zueinander zu verschieben und die Dominanz der IgG1-IA wahrend des

Autoimmunprozesses in eine Dominanz der IgG4-IA zu verwandeln.
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Im Hinblick auf die oben genannte Zuordnung von IgG4 zu einer Th2 Antwort
scheint also die Therapie mit exogenem Insulin zu einer Th2 dominierten
Immunantwort zu flhren. Insulin ist allerdings nicht das einzige Autoantigen, das
eine 1gG4-Antwort induziert, wenn es subkutan gegeben wird. Auch Patienten,
die mit Faktor VIII (Protein der Gerinnungskaskade) behandelt wurden,
entwickelten eine IgG1 und IgG4 dominierte Immunantwort gegen Faktor VIII
[70]. Ob diese Art von Immunantwort typisch ist fir die Gabe von korpereigenen

Proteinen ist unklar.

Verschiedene Faktoren scheinen das Muster der Immunantwort gegenuber
exogenem Insulin zu beeinflussen. Interessant war die Beobachtung, dass
Kinder in der Regel eine starker ausgepragte Immunantwort aufwiesen als
Erwachsene. Die Hohe der Insulinantikorpertiter korrelierte positiv mit dem Alter
der Patienten. Weiterhin wiesen diejenigen Patienten eine starkere
Immunantwort auf, bei denen schon vor Beginn der Therapie Autoantikérper
gegen Insulin nachweisbar waren. Diese Beobachtungen legen folgende

Schlisse nahe:

Eine Therapie im Sinne einer Immunmodulation mit exogenen Insulingaben, die
sehr frlh im Leben begonnen wird, kénnte auf ein Immunsystem stolien,
welches, noch wenig differenziert, in der Lage ist, auf die Behandlung mit
exogenen Antigengaben zu reagieren. Damit ware der Effekt, die Immunantwort
zu modulieren und einen shift von einer destruktiven hin zu einer protektiven
Immunreaktion zu induzieren umso grolder, je friher im Leben man mit der
Therapie beginnt. Diese Abhangigkeit vom Alter bzw. der Reife des
Immunsystems wurde auch im Tiermodell der NOD-Maus nachgewiesen. Es
konnte gezeigt werden, dass NOD-Mause, die bereits bei Beginn der
Inselzellentziindung (2-4 Wochen postpartum) eine Immunintervention erhielten,
vor einer Diabetesmanifestation besser geschitzt waren. Bei NOD Mausen mit
schon bestehender und teilweise ausgepragter Insulitis (10 Wochen) war dieser
protektive Effekt nicht mehr nachzuweisen [204,123,124].
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Eine weitere erstaunliche Beobachtung war, dass die humorale Immunantwort
gegen Insulin in der Gruppe der Erwachsenen deutlich schwacher war, die vor
der Behandlung mit subkutanem Insulin auch intravenos Insulin erhalten hatten.
Dagegen war weder bei Kindern, noch bei Erwachsenen, die Insulin
ausschlieBlich subkutan erhielten, dieser Effekt zu beobachten. Diese
Beobachtung zeigt, dass die intraventse Gabe eines Antigens eine Art

Immuntoleranz gegenuber dem verabreichten Antigen vermitteln konnte.

Dazu passt der Befund, dass die jahrlichen i.v. Insulinbehandlungen in der
experimentellen Gruppe der Immunprophylaxestudie keine weitere humorale
Immunantwort gegen Insulin mehr induziert. Bekannt ist, dass die intravendse
Gabe eines Antigens bei T-Zellen eine Immuntoleranz hervor rufen kann, indem
sie diese inaktiviert [98]. In unserer Studie konnte diese Form der Immuntoleranz
auf humoraler Ebene jedoch nur in der Gruppe der beobachtet werden. In der
Gruppe der Kinder war kein Unterschied in der Hohe der humoralen
Immunantwort zwischen s.c. Gabe und Gabe von iv. + s.c. Insulin
auszumachen. Da jedoch fast alle Kinder bei Therapiebeginn IAA aufwiesen,
liegt der Schluss nahe, dass bei voll aktiviertem Autoimmunprozess die
Inaktivierung des Immunsystems mit i.v. Insulingaben im Sinne einer
Immuntoleranz ineffektiv wird. Darauf weist auch die Tatsache hin, dass bei dem
Erwachsenen in der i.v. Gruppe, der schon zu Beginn der Therapie |AA+
aufwies, die Antikorper 3 — 7 mal so hoch waren, wie bei den anderen Patienten
der i.v. Gruppe, die keine IAA zu Beginn der Insulintherapie aufwiesen. Auch
waren alle Falle, bei denen keine Antikorper gegen Insulin nachzuweisen war,

schon bei Eintritt in die Studie IAA-negativ gewesen.

5.2.2 Immunintervention mit Cyclosporin A

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Cyclosporin

A (CyA) bei Patienten mit neu manifestietem Typ 1 Diabetes zu einer erhdhten
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Anzahl an Remissionsphasen gegenuber unbehandelten Vergleichsgruppen
fuhrte [50]. Schon 1985 wurde beschrieben, dass die Pravalenz und die Hohe
der ICA bei neu-diagnostizierten Typ 1 Diabetikern, die mit CyA und subkutanen
Insulingaben behandelt wurden, deutlich schneller fielen, als bei einer
Kontrollgruppe, die nur Insulin erhielten [130]. Der Verlauf der Gesamt-IA in

dieser Studie entsprach im Wesentlichen diesen friiheren Beobachtungen.

12 Monate nach Beginn der Behandlung mit CyA und Insulin hatten alle
Patienten |IA entwickelt, die hoher waren, als bei Eintritt in die Studie. Zu Beginn
der Behandlung lagen IgG1-IA-Titer am hochsten. 4 der 5 Patienten wiesen zu
diesem Zeitpunkt bereits IgG1-IA auf. Die Immunantwort war hauptsachlich
durch IgG1-IA bestimmt. Dagegen war die Produktion von IgG4-IA wahrend der
gesamten Behandlung mit CyA supprimiert. Nach Ende der Immunsuppression
mit CyA kam es zu einem starken Anstieg der humoralen Immunantwort gegen
Insulin, die ebenfalls IgG1-IA dominiert war. Auch IgG4-IA waren 3 Monate nach
Ende der Behandlung bei 4 der 5 Patienten nachzuweisen. Bemerkenswerter
Weise lagen die 1gG4-IA-Titer in der CyA Gruppe jedoch 3 Monate nach der
Behandlung deutlich niedriger, als die 1gG4-IA-Titer der Vergleichsgruppe. Auch
12 Monate nach Ende der CyA-Behandlung, erreichten sie, im Gegensatz zu den
Kontrollen, bei keinem der mit CyA behandelten Patienten die gleichen Titer, wie
lgG1-IA.

Die Behandlung mit CyA hatte also nach Ende der Behandlung keinen
anhaltenden Effekt auf die Hohe der IA-Titer, diese glichen sich sehr schnell
wieder denen der Kontrollgruppe an. Dennoch waren Veranderungen im Muster
der IA-Subklassen zu beobachten. Die 1IgG4 Antwort war auch ein Jahr nach
Ende der Behandlung noch deutlich schwacher ausgepragt, als jene der
Vergleichsgruppen. Bei keinem Probanden lagen die 1gG4-IA Titer im Verlauf
uber den IgG1-lA-Titer.
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5.2.3 GADA- und IA2-A- Subklassen nach Immunintervention mit Insulin

Es wird berichtet, dass die Behandlung mit der metabolisch inaktiven B-Kette des
Insulin bei der NOD Maus eine Th2 Antwort gegen Insulin hervorruft, die auch
auf andere Antigene ubergreift [198]. So konnten Tian et al. nach der
Immunisierung mit der B-Kette des Insulin auch Th2 Immunitat gegen GAD und
HSP nachweisen [200]. In unserer Arbeit konnten wir durch Insulinbehandlung
deutliche Veranderungen im Muster der Subklassenverteilung der
Insulinantikdrper beobachten. Diese bestanden vor allem in einer Induktion der
IgG4-IA Produktion. Im Gegensatz dazu waren im Muster der Subklassen gegen
GAD und IA2 keine Anderungen zu finden. Die Immunantwort gegen GAD und
IA2 bestand fast ausschlielich in der Produktion von IgG1-Subklassen. Bei der
Behandlung der pradiabetischen Verwandten 1. Grades von Typ 1 Diabetikern
konnte bis zu 3 Jahren nach Beginn der taglichen Insulingaben sowohl in der
Gruppe der s.c., als auch in der Gruppe der i.v. plus s.c. Therapie keine
Induktion von 1gG4 Antikorpern beobachtet werden. In der Gruppe der neu
manifestierten Typ 1 Diabetiker, entwickelten von den 14 getesteten GADA-
positiven Patienten nur zwei im Laufe der Behandlung 1IgG4-GADA, deren Titer
jedoch deutlich niedriger, als die 1gG1-GADA-Titer lagen. Keiner der nach
Manifestation behandelten Patienten entwickelte 1IgG4 Antikérper gegen IA2. Im
Gegensatz zur NOD-Maus, bei der ein spreading der Th2 Antwort auf andere
Antigene induziert werden konnte, konnten wir also in unserer Arbeit beim
Menschen kein Ubergreifen ("spreading") der induzierten Th2 Antwort von Insulin
auf andere Antigene beobachten. Dieser Beobachtung kénnte folgende Griinde

haben:

Erstens ist es denkbar, dass die Immunmodulation von einer Th1 zu einer Th2
Antwort nicht auf B-Zell-Ebene nachweisbar ist. Ohne eine Untersuchung der T-
Zell-Antwort in unseren Patienten konnen wir die Induktion einer GAD- oder 1A2-
spezifischen Th2-Antwort nicht ausschlielen. Weiterhin wurde schon friher

beschrieben, dass die Fahigkeit des Immunsystems, die induzierte Th2 Antwort
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auf andere Antigene auszuweiten, mit der Dauer des Autoimmunprozesses
abnimmt [201]. Diese Befunde zeigen, dass moglicherweise nur bei friherer
Intervention mit Insulin eine Induktion einer Th2 Antwort auch gegen andere

Antigene induzierbar ist.

Eine weitere Erklarung ware, dass bei Immunintervention in der NOD-Maus
Insulin  immer zusammen mit einem potenten Th2 induzierenden
Immunstimulans gegeben wurde. Die alleinige Gabe von s.c. oder i.v. Insulin
konnte moglicherweise nicht ausreichend sein, um einen T-Zell-modulatorischen
Effekt zu erzielen, der ausreichend ist, um eine Th2-Antwort auch auf andere

Insel-Antigene auszudehnen.

5.2.4 Bedeutung der Th2 Antwort fir die Manifestation des Typ 1 Diabetes

Im Gegensatz zur spontanen Autoimmunantwort gegen Insulin bei
Pradiabetikern und bei Manifestation fuhrten exogene Insulingaben bei
Diabetesmanifestation nach 12 Monaten meist zu einer Dominanz von IgG4-I1A
Uber die IgG1-IA Produktion, also zu einer Verschiebung des IA-Subklassen-
Musters. Das Vorliegen von IgG4 Antikérpern war jedoch, auch wenn sie die
dominante Subklasse gegenuber IgG1 waren, nicht mit einem Schutz vor
Diabetes assoziiert. Dies konnte darauf hinweisen, dass eine spate
Immunintervention mit Insulin nach Diabetesmanifestation nicht mehr in der Lage

ist die Entwicklung manifesten Diabetes mellitus zu verhindern.

Der protektive Effekt einer prophylaktischen Behandlung mit Insulin war in
unserer Pilot-Studie nicht mit der Hohe der IgG4-Insulinantikérper assoziiert.
Obwohl wir davon ausgehen, dass IgG4-IA als Marker einer Th2 Antwort
geeignet sind, lassen unsere Befunde den Schluss zu, dass die Beobachtung der

humoralen Immunantwort auf Subklassenebene ein nicht ausreichend
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aussagekraftiger Marker fur den Erfolg einer Intervention mit Insulin bei

einzelnen Personen ist.

5.3 Entwicklung der spontanen humoralen Autoimmunantwort gegen

Insulin bei unbehandelten NOD-Mausen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei 30 unbehandelten NOD-Mausen der Gruppe
1a im Alter von 2,5 bis 31,4 Wochen unabhangig von Alter und Geschlecht jeder
Maus je eine Blutprobe entnommen. Bei 10 dieser 30 NOD-Mause (33,3%)
konnten wir Autoantikorper gegen Insulin nachweisen. Aullerdem betrachteten
wir den Verlauf der IAA bei 17 unbehandelten NOD-Mausen der Gruppe 1b,
denen im Alter zwischen 4 und 38 Wochen mindestens 3 Blutproben enthommen
wurden. In dieser Gruppe konnten wir bei 5/17 Mausen (29,4%) IAA in
mindestens einer Blutprobe nachweisen. Zusammen genommen traten also in
den beiden Gruppen der unbehandelten NOD-Mause in ca. 30% messbare

Autoantikdrper gegen Insulin auf.

Betrachtet man die Pravalenz der IAA bei Mausen der Gruppe 1a im Alter von 5
bis 13 Wochen waren in 8/18 (44,4%) |IAA-positiv, im Alter von 15 - 35 Wochen
2/10 (20%) IAA-positiv. In der Gruppe 1b, in der wir den IAA-Verlauf bei
unbehandelten NOD-Mausen betrachteten, waren im Alter von 5 -15 Wochen bei
4/17 Mausen (23%) IAA nachweisbar, im Alter von 15 - 35 Wochen bei 1/17
Mausen (5,9%). Die Hohe der gemessenen Insulinautoantikbrper war sehr
variabel und erreichte vor allem bei den jungeren NOD-Mausen (< 15 Wochen)
zum Teil extrem hohe Werte. Diese Beobachtung stimmt mit Ergebnissen aus
Denver Uberein, die eine sehr heterogene Expression von Insulinautoantikorpern
bei unbehandelten NOD-M&usen beschreiben. Eisenbarth et al. beobachteten
bei unbehandelten NOD-Mausen ebenfalls einen frihen starken IAA-Anstieg und

beschrieben, dass einen IAA-Spitzenwert im Alter von 8 bis 16 Wochen [230].
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Unsere Beobachtungen zeigten also, dass die humorale Autoimmunitat bei der
NOD-Maus schon sehr frih im Leben auftritt, parallel zur Peri-/Insulitis, die bei
NOD-Mausen schon im Alter von 4-6 Wochen nachweisbar ist [207,220]. Es
konnte aulRerdem gezeigt werden, dass nur 30% der unbehandelten NOD-
Mause nachweisbare IAA entwickelten, diese waren allerdings in ihrer Hohe sehr
variabel und erreichten zum Teil sehr hohe Werte. Im Verlauf kam es dann eher
bei zu einem Abfall der IAA-Titer, bei den alteren NOD-Mause waren seltener
IAA nachweisbar, die dann auch in der Regel niedriger lagen, als die |IAA-Titer

der jungeren Mause.

Betrachtet man die Verteilung der Subklassen wahrend dieser frihen IAA-
Produktion, fallt auf, dass die Autoimmunantwort in der unbehandelten NOD-
Maus 1gG1 dominiert war. Bei 15 unbehandelten Mausen der Gruppe 1a und 1b
konnten wir Autoantikdrper gegen Insulin nachweisen. Bei diesen 15 |AA-
positiven NOD-Mausen bestimmten wir die lIgG-Antikdrper-Subklassen gegen
Insulin. 6/15 (40%) IAA+ NOD-Mause konnten 1gG1-IAA nachgewiesen werden,
nur bei 1/15 (7%) Mausen IgG2a/c. Diese Maus war zu diesem Zeitpunkt 12,4
Wochen alt und wies hohe Gesamt-IAA-Titer auf. Sie zeigte keine Th2
assoziierten IgG1- oder IgG2b-I1AA.

Im Tiermodell wurden in friheren Studien zwei Thesen Uber den Verlauf der
Autoimmunantwort wahrend der praklinischen Phase des Typ 1 Diabetes
diskutiert:

Kolb et al. zeigten anhand von Zytokinstudien, dass die praklinische Phase des
Typ 1 Diabetes Th2 dominiert war. Sie bestimmten Th1 und Th2 assoziierte
Zytokine im peripheren Blut von NOD-Mausen und sahen in der praklinischen
Phase eine Dominanz der nicht-destruktiven, Th2 dominierten Immunantwort.
Entsprechend dieser Beobachtungen ware die praklinische Phase von einer
latenten, nicht-destruktiven Th2 assoziierten Immunantwort gepragt, die erst

spater in eine destruktive, Th1 dominierte Immunreaktion Ubergeht [116].

121



Andere Autoren bestimmten ebenfalls Zytokine bei NOD-Mause. Sie beschreiben
jedoch von Anfang an eine Th1 dominierte destruktive Immunantwort [85]. Tian
et al. bestimmten die Zytokinproduktion von antigenspezifischen Milzzellen bei
NOD-Mausen und sahen eine initiale Th1 dominierte Immunantwort, die sich erst
auf ein Antigen beschrankte, im weiteren Verlauf jedoch einem ,spreading”

unterlag, sich also auch auf andere Antigene ausweitete [200, 201].

Uber die Zuordnung von Antikérper-Subklassen zu einer Th1- und Th2
dominierten Immunantwort wurden ebenfalls viele Studien im Tiermodell
durchgefuhrt. Man geht davon aus, dass bestimmte Antikdrper-Subklassen als
indirekte Marker fur die Dominanz einer Th2- oder Th1-Immunreaktion dienen
konnen. So werden 1gG1- und IgG2b-Antikorper in der NOD-Maus als Marker fur
eine Th2 dominierte Immunreaktion angesehen [200,189]. Als Marker fur eine
Th1 assoziierte Autoimmunantwort in der NOD-Maus werden Antikérper der
Subklasse IgG2a/c betrachtet [200,189]. In unserer Studie waren IgG2a/c in der
unbehandelten NOD-Maus bis auf eine Ausnahme nicht messbar. Die spontane
humorale Autoimmunantwort gegen Insulin in der NOD-Maus war hier dominiert

durch ein Th2 assoziiertes IAA-Subklassenmuster.

In dieser Arbeit wurden erstmals IgG-Subklassen gegen Insulin in der NOD-
Maus gemessen. Wir beobachteten auf Subklassenebene eine Th2-Dominanz in
der praklinischen Phase der NOD-Maus, was gut mit den Beobachtungen von
Kolb auf Zytokinebene uUbereinstimmt. Zwar kdnnen wir keine sicheren Aussagen
Uber den Verlauf der IAA-Subklassen machen, unsere Ergebnisse zeigten aber
ein frihes Auftreten von IAA in der NOD-Maus, sowie eine Dominanz der Th2
assoziierten 1gG1-IAA. Dies konnte bedeuten, dass die spontane
Autoimmunreaktion gegen Insulin in der NOD-Maus eine primar nicht-
destruktive, latente Autoimmunreaktion ist, die erst spater in eine destruktive Th1
dominierte Immunreaktion Ubergeht. Dies widerspricht dem bisherigen Konzept

mancher Forscher, wonach in der NOD-Maus zunachst 1gG2alc, also eine Th1
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dominierte Autoimmunantwort, auftritt, die durch Immunintervention in Richtung

einer Th2 Antwort mit Ausbildung von IgG1-IA verschoben werden kann.

5.4 Verschiebung der murinen Immunantwort gegen Insulin nach

Immunintervention

Im Tiermodell der NOD-Maus konnte gezeigt werden, dass durch die
Behandlung von pradiabetischen NOD-Mausen mit Insulin eine reduzierte
Diabetesinzidenz im Vergleich zu nicht behandelten NOD-Mausen hervor
gerufen wird (siehe 1.1.6). Dies kdnnte einerseits an der verminderten Aktivitat
der R-Zellen (B-cell rest) liegen [110,68], wonach durch die herabgesetzte
Stoffwechselaktivitat die R-Zellen weniger Antigene exprimieren und somit
weniger immunogen sind [1,22]. Andererseits konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung mit exogenem Insulin in der NOD-Maus zu einem veranderten
Muster des entziindlichen Infiltrats innerhalb der pankreatischen Inseln fihrt [7].
Es konnten nach Insulingabe mehr 1I-4 und weniger INF-y produzierende Zellen
nachgewiesen werden. Diese Tiere wiesen eine verringerte Diabetesinzidenz
auf, als die Tiere in einer unbehandelten Kontrollgruppe. Der Schutz vor
Diabetes kann durch den Transfer von CD4+ Zellen auf andere Tiere Ubertragen
werden [179]. So liegt der Schluss nahe, dass der protektive Effekt der
Insulintherapie hauptsachlich den Th2 assoziierten CD4+-Regulatorzellen
zugeschrieben werden kann. Diese These wird auf’erdem noch durch das
Vorherrschen von Th2 assoziierten 1gG1 und IgG2b in der humoralen
Immunantwort bei Mausen nach Intervention mit exogenem Insulin unterstitzt.
Auch die alleinige Gabe von verschiedenen Immunadjuvantien wie z.B. BCG
oder CFA als nicht-selektive Immunmodulatoren fiuhrt zu einer Reduktion der
Diabetesinzidenz bei NOD-Mausen (siehe 1.1.6, [170,185,141]). Dabei sollen
Immunstimulantien wie IFA oder BCG eine Immuntoleranz der T-Lymphozyten

hervorrufen [63].
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Ohne die Diabetesinzidenz der Mause zu bestimmen, untersuchten wir hier
Antikdrper und Antikérper Subklassen gegen Insulin bei NOD-Mausen, die mit
Insulin plus Immunadjuvans, bzw. nur mit Immunadjuvans behandelt wurden.
Unser Ziel war es, auf Subklassenebene zu Uberprufen, ob es in der Maus im
Rahmen einer Immunintervention in der pradiabetischen Phase zur Induktion
einer Th2 dominierten Immunantwort kommt. Dabei sollte die Th1 bzw. Th2
Antwort nach Immunintervention mit Immunadjuvans und Immunadjuvans plus

Insulin untersucht werden.

5.4.1 IAA-und IAA-Subklassen nach alleiniger Impfung mit Adjuvans

Sowohl nach Impfung der pradiabetischen NOD-Mause mit IFA, als auch mit DT,
ergab sich kein Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens von
Insulinautoantikorpern im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Auch der
Verlauf der IAA- und I|AA-Subklassen ahnelte dem der unbehandelten
Kontrollgruppe. Es zeigte sich bei den mit Adjuvans behandelten NOD-Mausen

ein friher starker Autoantikorperanstieg, der zeitlich sehr homogen war.

Die IAA stiegen bald nach ihrem ersten Auftreten deutlich an und erreichten im
Alter von 14 Wochen einen Spitzenwert. Die Hohe der IAA bei diesem frihen

Anstieg war sehr variabel.

Auch die Verteilung der Subklassen ahnelte in der mit Adjuvans (DT oder IFA)
behandelten Gruppe der bei unbehandelten NOD-Mausen. Der frihe I|AA-
Anstieg war IgG1 und IgG2b dominiert. Auch die Titerhohe der gemessenen IAA-

Subklassen unterschied sich nicht von der Kontrollgruppe.
In friiheren Studien konnte bei Impfung von NOD-M&usen mit Immunadjuvans

ein protektiver Effekt beobachtet werden. So untersuchten Shehadeh et al. die
Diabetesinzidenz bei NOD-Mausen, die mit BCG oder CFA behandelt worden
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waren und stellten eine verringerte Diabetesinzidenz bei behandelten gegenuber
nicht behandelten Kontrollmausen fest [185]. Aufgrund von histologischer
Untersuchung der Pankreata stellten sie ausserdem fest, dass die
Immunreaktion in den Inseln der behandelten NOD-Mause mit verringerter
Diabetesinzidenz nicht verringert war, der Charakter der Immunreaktion jedoch
einen weniger destruktiven Charakter angenommen hatte. Pozzilli et al. zeigten
in einer Studie eine verringerte Diabetesinzidenz bei NOD-Mausen, die mit
subkutanen Injektion von IFA behandelt worden waren [127]. Sie konnten
ausserdem nachweisen, dass antigenspezifischen Milzzellen (v.a. gegen GAD
und Insulin der mit IFA behandelten NOD-Mausen eine Immunsuppression
gegen die spezifischen Antigene hervorgerufen worden war und auf
Zytokinebene in der behandelten Gruppe ein Th2 assoziiertes Zytokinmuster
vorherrschte, wahrend die unbehandelte Kontrollgruppe ein Th1 assoziiertes

Zytokinmuster aufwies.

Entgegen diesen friheren Beobachtungen konnten wir auf Subklassenebene
keine Veranderung im Subklassenmuster oder in der Titerhdhe durch Impfung
mit Immunadjuvans beobachten. Die Autoimmunreaktion der mit Immunadjuvans
behandelten NOD-Mause zeigte in dieser Studie ebenso wie die der
unbehandelten NOD-Mause eine Th2 Dominanz. Th1 assoziierte IgG2a/c waren

bei keiner Maus in dieser Gruppe messbar.

Die in frGheren Arbeiten beschriebene Protektion durch die Impfung von NOD-
Mausen mit Immunadjuvans konnten wir auf Subklassenebene nicht
nachvollziehen. Da wir jedoch bei unseren Mausen keine Diabetesinzidenzen
bestimmten, konnten wir anhand unserer Ergebnisse keine Aussagen uber einen
eventuellen protektiven Effekt machen, der sich nicht auf Subklassenebene

manifestiert.
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5.4.2 1AA-und IAA-Subklassen nach Impfung mit Insulin und Adjuvans

28 NOD-Mause der Gruppe 3 wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit
0,25 IE Insulin und Adjuvans behandelt (13 IFA und 15 mit DT). Von diesen
Mausen konnten wir bei 16/28 (61%) Antikorper gegen Insulin im Blut
nachweisen. Sowohl die Pravalenz, als auch die Hohe der gemessenen IA
unterschied sich nicht von der Pravalenz und Hohe der IAA bei unbehandelten
oder mit alleinigem Adjuvans behandelten NOD-Mause. Das Auftreten der IA in
der Gruppe 3 war sehr zeitlich sehr inhomogen, auch in dieser Gruppe waren die

IA haufig transient.

21 NOD-Mause der Gruppe 4 wurden mit 4|E Insulin und Adjuvans behandelt (11
mit IFA und 10 mit DT). Von diesen 21 Mausen entwickelten 19/21 (90%) im Blut
messbare Antikorper gegen Insulin. Auch die Hohe der gemessenen IA lag in der
Gruppe 4 deutlich Uber der der Kontrollgruppen. Auch in dieser Gruppe war das
Auftreten der Insulinantikorper war zeitlich inhomogen und die Titerhdhe stark
schwankend. Wie bei den unbehandelten oder mit Adjuvans behandelten NOD-
Mausen bereits beschrieben, war bei den mit 4IE Insulin behandelten haufig ein
frGher peak zu beobachten. Die Antikorper waren haufig transient und fielen nach

dem oft frlhen Spitzenwert wieder ab, teilweise sogar unter die Nachweisgrenze.

Die Verteilung der IgG-Subklassen in der Gruppe 3 und 4 unterschied sich nicht
von der Verteilung bei den unbehandelten oder mit Adjuvans behandelten NOD-
Mausen. Auch in den mit Insulin und Adjuvans behandelten Mausen der Gruppe
3 und 4 bestand die Immunantwort fast ausschlieRlich aus der Produktion von
IgG1 und 1gG2b Antikérpern. In der Regel waren IgG1-IAA die dominierende
Subklasse. Nur bei einer Maus konnten wir Insulinantikérper der Klasse IgG2alc
in einer Blutprobe nachweisen. In dieser Blutprobe lagen die IgG2a/c Gber den
lgG1. In der darauffolgenden Blutprobe waren die IgG2a/c wieder unter die
Nachweisgrenze gesunken, IgG1 dagegen angestiegen und bildeten dann die

dominierende Subklasse.
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Bei der NOD-Maus scheint die Produktion von Antikérpern der Klasse IgG1 und
IgG2b mit einer Th2 Antwort assoziiert zu sein. IgG2a/c werden in der NOD-
Maus als Th1 assoziiert angesehen [200,189]. Unsere Beobachtungen
unterstutzen die These, dass eine vorbestehende spontane Autoimmunantwort in
der praklinischen Phase bei der NOD-Maus durch Immunintervention mit Insulin
aufrecht erhalten wird, aber eine zusatzliche Expansion von Th2 Zellen induziert
wird. Die von uns beobachtete Dominanz und Expansion der Th2 assoziierten
Insulinantikorper-Subklassen stimmt gut mit anderen Studien Uberein, die
zeigten, dass die Immunintervention mit Insulin vor allem Einfluss auf die Th2
Zellen nimmt, sie zur Proliferation anregt und eine Th2 dominierte Immunreaktion
nach sich zieht. So bestimmten Tian et al. die Anzahl von INF-y-produzierenden
insulinspezifischen Th1-Zellen, bzw. 1I-4 und 1I-5 produzierenden Th2-Zellen vor
und nach Behandlung von NOD Mausen mit s.c. Insulin oder der metabolisch
inaktiven B-Kette des Insulin. Die Autoren konnten zeigen, dass die spontane
destruktive Autoimmunreaktion, die zur Zerstérung der R-Zellen fuhrt, Th1, also
INF-y dominiert ist. Die Immunintervention mit Insulin oder der inaktiven B-Kette
des Insulins hatte wenig Einfluss auf die Anzahl der Th1-Zellen, rief aber eine
starke Th2 Antwort hervor, angezeigt durch das Vorherrschen von II-4 und II-5

produzierenden T-Lymphozyten [198].

Der Verlauf der Autoimmunantwort gegen Insulin wahrend der pradiabetischen
Phase und nach Immunintervention scheint bei der NOD-Maus nicht linear,
sondern von stark wechselnder Aktivitat zu sein. Im Gegensatz zu friheren
Thesen herrschte bei unserer Arbeit eine Th2 dominierte Immunantwort bei
unbehandelten NOD-Mausen vor, die durch die Immunintervention mit Insulin

noch verstarkt wurde.

Vor allem die Hohe der IgG1-IA, weniger die Hohe der 1gG2b-IA dhnelten im
Verlauf dem der Gesamt-lIA und stieg nach Insulingabe deutlich an. Als Th2-
assoziierte Antikorper-Subklasse scheinen also vor allem IgG1-IA eine

Expansion der Th2-dominierten Immunantwort zu verdeutlichen und konnten als
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Marker fur eine Th2-dominierte Immunantwort genutzt werden. Die Antikorper-
Subklassen eignen sich zum Monitoring des Erfolges bei Immunintervention
wahrscheinlich besser, als das jeweilige Zytokinmuster, da sie im peripheren Blut
in ausreichender Konzentration nachweisbar und leicht zuganglich sind. Ob die
von uns gemessene Th2 dominierte Immunantwort mit einer Diabetesprotektion
assoziiert ist, und ob die Messung der Subklassen einen ausreichenden Marker
fur eine erfolgreiche Immunintervention darstellen, ist aufgrund unserer

Ergebnisse nicht zu beantworten.

In der vorliegenden Arbeit verglichen wir auch die Immunintervention mit Insulin
und DT mit der Immunintervention mit Insulin und IFA. Es wurde beschrieben,
dass durch die Impfung mit der metabolisch unwirksamen B-Kette des Insulin in
IFA eine dem gesamten Insulinmolekul vergleichbare protektive Wirkung bei
NOD-Mausen in der pradiabetischen Phase erzielt werden kann [164]. Das
Adjuvans hat einen stimulierenden Effekt auf das Immunsystem und erhéht somit
seine Reagibilitat. IFA ist jedoch fur den Menschen infektids und somit in der
Immunintervention beim menschlichen Typ 1 Diabetes nicht einsetzbar. Hier
sollte untersucht werden, ob DT (Diphterie und Tetanustoxoid) dem IFA
vergleichbare Effekte erzielt, und beim Menschen als Immunstimulans verwendet
werden kann. DT wird als Impfstoff bei Kindern eingesetzt, die Impfung von
Kindern mit DT ist von der STIKO empfohlen, so dass die Verwendung von DT
als Immunadjuvans keine zusatzliches Medikament fur die Kinder bedeuten

wiurde.

In der Gruppe der NOD-Mause, die mit 41E Insulin plus Adjuvans behandelt
wurden, war ein deutlicher Unterschied zwischen der Impfung mit IFA und mit DT
auszumachen. Bei der Impfung mit Insulin und IFA wiesen 100% der Mause eine
Antikérperantwort auf Insulin auf, bei der Impfung mit Insulin und DT 78%. Die
Hohe der Antikorper war bei Impfung mit Insulin und IFA deutlich hoher, als bei
der Impfung mit Insulin und DT (Median von 359 units bei den mit DT
behandelten NOD-Mausen, Median von 1197 units bei den mit IFA behandelten
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NOD-Mausen, siehe 3.2). Betrachtet man die Verteilung der Subklassen im
Hinblick auf die unterschiedlichen Immunstimulantien, Iasst sich jedoch kein
Unterschied feststellen. Sowohl bei den mit Insulin und IFA, als auch bei den mit
Insulin und DT geimpften NOD-Mausen, war die Antikorperproduktion IgG1
dominiert. Man konnte also daraus schlieRen, dass die Impfung mit Insulin
zusammen mit DT als Adjuvans einen ahnlichen Effekt auf die Immunreaktion bei
NOD-Mausen in der pradiabetischen Phase hat. Ob auch die Haufigkeit und
Hohe der Antikorperantwort im Rahmen der Immunintervention mit hoherer
Dosierung des DT zu steigern ware, bleibt offen. Hinweis darauf gibt jedoch die
Betrachtung der Gruppe der neugeborenen NOD-Mause. Uberraschenderweise
war dies die einzige Gruppe, in der die Impfung mit Insulin und DT zu einer
deutlich starkeren Antikorperproduktion gefuhrt hat, als die Impfung mit Insulin
und IFA. Hier zeigte nur eine Maus, die mit Insulin und IFA behandelt wurde,
Antikdrper gegen Insulin. Das bessere Ansprechen der neugeborenen NOD-
Mause auf die Impfung mit Insulin und DT kénnte darauf zurtickzufihren sein,
dass die neugeborenen NOD-Mause eine im Verhaltnis zu ihrem Gewicht
grolRere Menge an DT, als an IFA tolerieren. Um den Effekt der
unterschiedlichen Dosierung des DT auf die Antikdrperproduktion im Rahmen
einer Immunintervention mit Insulin beurteilen zu kdénnen, werden allerdings

weiterfihrende Studien nétig sein.

5.4.3 IA- und IA-Subklassen nach Immunintervention bei neugeborenen
NOD-Mausen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erstmals 18 neugeborene NOD-
Mause im Sinne einer Immunintervention mit Insulin und Adjuvans behandelt.
7/18 NOD-Mausen erhielten 0,2 IE Insulin plus IFA im Alter von 5 und 14 Tagen.
11/18 NOD-Mausen erhielten 0,2 IE Insulin plus DT im gleichen Alter.
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Von diesen 18 neugeborenen NOD-Mausen entwickelten 9 Mause im Verlauf
messbare Antikorper gegen Insulin. 4/9 [(A)A+ Mause zeigten schon im Alter von
4 — 6 Wochen positive I(A)A (Median 187 units, Spanne: 165 — 380 units). Bei 3
dieser 4 NOD-Mause, bei denen schon in dieser fruihen Blutprobe [(A)A
nachweisbar waren, fielen die [I(A)A danach jedoch wieder unter die
Nachweisgrenze. Im Alter von 16 Wochen waren bei 6/9 NOD-Mausen dieser
Gruppe [(A)A nachweisbar (Median:
260 units, Spanne: 175 — 1175 units). Davon zeigten 3 Mause in dieser
Blutprobe im Alter von 16 Wochen erstmals positive I(A)A, bei 2 weiteren
Mausen waren schon in friheren Blutproben I(A)A nachzuweisen, es kam jedoch

im Alter zwischen 12 und 16 Wochen zu einem deutlich I(A)A-Anstieg.

Antikorper der Klasse 1gG sind Immunglobuline mit einem spezifischen Gewicht
von 150 kD. Diese Antikorper sind plazentagangig, werden also von der Mutter
auf das Kind Ubertragen. Die Halbwertszeit von IgG im Serum betragt 23 Tage
[86]. Bei 4/9 NOD-Mausen, die im Neugeborenen-Alter mit Immunintervention
behandelt worden waren, konnten wir im Alter von 4 — 6 Wochen IgG gegen
Insulin nachweisen. Bei 3 dieser 4 Mause fielen die I(A)A danach wieder ab und
waren in der darauf folgenden Blutprobe nicht mehr nachweisbar. Die in dieser
frGhen Blutprobe gemessenen I(A)A scheinen also von der Mutter transplazentar
Ubertragene Insulinautoantikorper zu sein, die im weiteren Verlauf vom
Immunsystem des Nachkommen abgebaut wurden. Bis zum Ende des follow-up
mit 16 Wochen konnten wir bei keinem dieser 3 NOD-Mause erneut Antikdrper
gegen Insulin nachweisen, sie scheinen also keine eigene Antikorperproduktion

bis zu diesem Zeitpunkt aufzuweisen.

Bei 5 der 9 NOD-Mause, bei denen nach Immunintervention im Neugeborenen-
Alter im Verlauf [(A)A nachzuweisen waren, war im Alter von 16 Wochen ein
deutlicher Anstieg der I(A)A festzustellen. 3 dieser 5 Mause wiesen sogar
erstmals in dieser Blutprobe I(A)A auf. Diese Antikdrper scheinen also nicht

transplazentar von der Mutter Ubertragene IAA zu sein, sondern auf einer
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eigenen Antikdrperproduktion der jeweiligen NOD-Maus zu beruhen. Der
Anstieg der I(A)A lag relativ homogen bei 16 Wochen und kénnte mit der Reifung

des murinen Immunsystems zusammenhangen.

Betrachtet man die Immunantwort in Zusammenhang mit den verschiedenen
Immunandjuvantien, fallt auf dass 8/9 NOD-Mausen, bei denen nach
Immunintervention im Neugeborenen-Alter [(A)A nachweisbar waren, Insulin
zusammen mit DT erhalten hatten. Nur eine Maus entwickelte [(A)A nach
Immunintervention mit Insulin und IFA. Bei dieser Maus waren I(A)A im Alter von
6 Wochen schwach nachweisbar. Sie fielen daraufhin wieder unter die
Nachweisgrenze, so dass man nach oben genannten Uberlegungen davon
ausgehen konnte, dass diese fruhen [(A)A von der Mutter transplazentar
Ubertragene IAA sind. Somit ware bei keiner der mit Insulin und IFA behandelten
neugeborenen NOD-Mause eine Immunreaktion auf Insulin nachweisbar. Ob es
bei einer hoheren Dosierung des IFA oder des Insulin zu einer messbaren
Immunantwort auf Insulin kommen wirde, musste in spateren Studien untersucht
werden, die Mause schienen allerdings hohere IFA Dosen schlecht zu vertragen.
Die Verteilung der IgG-Subklassen gegen Insulin in der Gruppe der
neugeborenen NOD-Mause mit Immunintervention ahnelte der Verteilung in den
anderen Gruppen. Die Immunantwort war hier ebenfalls IgG1 dominiert. IgG2b
war in keiner Blutprobe nachweisbar. Nur bei einer Maus konnten wir in einer
Blutprobe im Alter von 16 Wochen Antikorper der Subklasse IgG2al/c
nachweisen. Diese Maus wies mit 16 Wochen eine hohe Gesamt-I(A)A
Produktion auf, die 1gG1 (2,33%gebundenes Insulin) dominiert war. 1gG2al/c
waren deutlich schwacher nachweisbar (1,88%gebundenes Insulin). Wie oben
beschrieben, scheint die Produktion von Antikdrpern der Klasse 1IgG1 und IgG2b
bei der NOD-Maus mit einer Th2 Antwort assoziiert zu sein, wahrend IgG2al/c
einer Th1-Antwort zugeordnet werden [200,189]. Bei der Gruppe der
neugeborenen NOD-Mause war die Immunantwort gegen Insulin also in jeder

Maus Th2 dominiert, was zu den oben genannten Beobachtungen einer Th2
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Dominanz bei Immunintervention mit Insulin und Adjuvans in der NOD-Maus

passt.

6 Zusammenfassung

Uber die Dynamik der B-Zellzerstérung im Verlauf des Autoimmunprozesses bei
Typ1 Diabetes bestehen nur unzureichende Kenntnisse. Das klassische Modell
von G.Eisenbarth [59] geht vereinfacht von einem linearen Verlust der R-Zell-
Masse aus, wobei sich dieser Verlust proportional zur Aktivitat des
Autoimmunprozesses verhalt, welche durch das Vorhandensein von
zirkulierenden Inselantikorpern abgeschatzt werden kann. 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. Der Nachweis von CD4-
und CD8-T-Zellen aus Insulitis-Lasionen pradiabetischer und akut diabetischer
NOD-Mause, die selektiv Th1-assozierte Zytokine wie IL1, TNF-B und IFN-y
sezernieren, zeigen, dass eine destruktive Autoimmunitat Th1-dominiert ist.
Erfolgreiche experimentelle Immuninterventionen bei der pradiabetischen NOD-
Maus konnten eine Th-2 Antwort induzieren oder verstarken, angezeigt durch
den vermehrten Nachweis antigenspezifischer CD4-T-Zellen aus Insulitis-
Lasionen, die selektiv Th2-assozierte Zytokine wie IL4, und IL13 sezernierten. In
einer weiteren Studie war eine durch Insulingabe erzielte Protektion mit der

Generierung von IgG1 im Sinne einer Th2-Antwort assoziiert.

Aufgrund dieser Befunde sollte in der vorliegenden Arbeit geklart werden, ob sich
durch Analyse von Inselantikdrper-Subklassen ein indirekter Einblick in die Th1-
/Th2-Balance im Verlauf des Autoimmunprozesses und nach Immunintervention

beim Menschen und im Tiermodell moglich ist.
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Es zeigte sich, dass das Auftreten von Antikdrpern gegen Inselantigene bei
Kindern des BABYDIAB-Kollektivs durch einen frihen (medianes Alter: 2,2
Jahre) IgG1-Anstieg gegen ein einzelnes oder mehrere Inselantigene und in der
Mehrzahl gegen Insulin gerichtet, gepragt war. Bei funf Kindern kam es im Zuge
dieses initialen Antikdrper-Peaks zu einer akuten [R-Zelldestruktion und
Diabetesmanifestation. Bei den Ubrigen Kindern fielen die initial beobachteten
Antikérperanstiege deutlich ab, gefolgt von weiteren Antikérper-Peaks gegen
andere Inselantigene. Diese sequentiellen Titerbewegungen verschiedener
Inselantikdrper zeigen damit eine Ausbreitung der Immunantwort (“spreading®)
an und deuten auf eine Regulation derselben hin. Eine 1gG4-Immunantwort war
nur gegen Insulin nachweisbar, wobei diese bei 4 Kindern gegeniber IgG1
dominant war und bei weiteren funf Kindern erst nach Absinken von IgG1-IA
nachweisbar waren bzw. persistierten. Der Nachweis der 1IgG4 Subklasse war
nicht mit einer Diabetesprotektion assoziiert. Diese Befunde weisen auf eine
frihe und akute destruktive Phase der Inselzell-Autoimmunitat hin, die
moglicherweise  einer  Regulation  unterliegt und sich  bis  zur

Diabetesmanifestation chronisch auszubreiten vermag.

Bei Manifestation des Typ 1 Diabetes fanden sich fur die Insulinautoantikdrper
hauptsachlich IgG1 und, mit etwas niedrigeren Titern, 1gG4. 1gG2 und 1gG3
waren nur vereinzelt nachweisbar. Nach Insulinexposition waren zunachst nur
lgG1-IA nachweisbar, gefolgt von IgG4, die einen kontinuierlichen Anstieg
zeigten und 12 Monate nach Insulintherapie bei 11 Patienten einen hoheren Titer
als IgG1-IA aufwiesen. Die Immunantwort war bei Kindern starker ausgepragt als
bei Erwachsenen sowie starker bei Personen, bei denen initial
Insulinautoantikdrper nachweisbar waren. Vergleichbare |A-Subklassenprofile
zeigten sich auch nach prophylaktischer Insulintherapie bei pradiabetischen
Verwandten ersten Grades. Dabei waren IgG4-IA nicht mit einem Schutz vor der
Entwicklung eines manifesten Diabetes assoziiert. Neumanifeste Patienten, die
mit Cyclosporin behandelt wurden, zeigten eine verzdgerte Entwicklung von IA,

wobei 1gG4-IA Uber die Dauer der 12-monatigen Immunsuppression nicht
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detektierbar waren, um nach Beendigung der CsA-Behandlung, wie auch 1gG1-
IA im Sinne eines Rebounds deutlich anzusteigen. Trotz der Induktion eines
IgG4-assoziierten Th2-Kompartiments der Immunantwort gegen Insulin fand sich
bis 3 Jahre nach Beginn der Insulintherapie bei neumanifesten Patienten und bei
Verwandten kein Shift zu IgG4-antiGAD oder IgG4-anti-IA-2. Die Gabe von
exogenem Insulin l6ste somit kein potentiell Th2-assoziiertes und auf andere

Inselantigene Ubergreifendes Spreading aus.

Bei unbehandelten NOD-Mausen liel3en sich bei 30% der untersuchten 30 Tiere
mit einem neuentwickelten RIA IAA nachweisen. Bei weiteren 17 im Verlauf
untersuchten NOD-Mausen fanden sich ebenso in 30% IAA. IAA waren
Uberwiegend zu einem frihen Zeitpunkt nachweisbar, im Verlauf sehr variabel
und durch ausgepragte intra- und interindivuduelle Titerschwankungen
gekennzeichnet. Bei der Uberwiegenden Mehrzahl der IAA positiven NODs
fanden sich Antikorper-Peaks zwischen der 8. und 16. Woche, gefolgt von einem
Abfall der Titer unter die Nachweisgrenze. Die bei allen IAA positiven NODs
gemessenen Subklassen zeigten bei 40% der Mause 1gG1, aber nur bei jeweils
einer Maus die Subklasse IgG2b, bzw. IgG2a/c. Von 21 NODs, die
ausschliesslich mit Adjuvans (IFA oder DT) immunsiert wurden, entwickelten,
ahnlich dem Spontanverlauf, etwa ein Drittel der Mause IAA. Dagegen nahm die
Haufigkeit induzierter 1A nach Immunisierung neugeborener NODs mit Adjuvans
plus Insulin auf 50% (IFA), bzw. auf 72% (DT) zu. Die Th2- assoziierte Subklasse
IgG1 wurde in 3 von 8 IA-positiven NODs nachgewiesen, dagegen fand sich nur
bei einer Maus die Subklasse IgG2a/c. IgG2b waren bei keiner Maus nach

Immunisierung nachweisbar.

Zusammenfassend zeigen die Befunde, dass die vereinfachende Hypothese,
mittels der Subklassenanalyse von Inselantigenen als eine Art
Surrogatparameter eine polarisierte Th1- bzw. Th2-Antwort prazise abbilden zu
konnen, die mit einer Protektion vor der Entwicklung eines Diabetes im

Spontanverlauf, als auch nach Immunintervention, und dies sowohl beim
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humanen Typ1 Diabetes, als auch im Tiermodell der NOD-Maus, assoziiert ist,

nicht gehalten werden kann.

Dennoch erlauben die Ergebnisse der vorliegenden Subklassenanalysen in
Zusammenschau mit  den Inselantikorper-Titerverlaufen wesentliche
Ruckschliusse auf Verlauf und Dynamik spontaner und induzierte
Inselautoimmunitat. Der relativ zeitgleich auftretende frihe Antikdrper-Peak bei
BABYDIAB-Kindern weist auf eine spontane, moglicherweise programmierte
Insulitis hin, wobei sich ein Diabetes und damit 3-Zell-Destruktion oft wahrend
einer frlhen oder nachfolgenden IgG1-dominierten Antikorper-Peak-Antwort
entwickelte. R-Zelldestruktion bei diesen Kindern ist somit charakterisiert durch
eine IgG1-dominierte Antikdrperantwort. Da die humorale Immunantwort bei
Diabetes-Manifestation das gleiche Subklassenprofil aufweist wie die initialen
Antikdrper-Peaks, kann vermutet werden, dass von Beginn an eine potentielle
Th1-Autoreaktivitat besteht. Die sequentiellen Antikdrper-Peaks weisen auf eine
sehr dynamische und aktive Autoimmunitat wahrend der fruihen Phase hin. Die
Beobachtung, dass bei einigen Kindern persistierende 1gG4-IAA erst nach einem
IgG1-IAA-Peak auftraten, legt nahe, dass IgG1- und IgG4 durch verschiedene
Faktoren induziert werden, und eine Rektrutierung, bzw. ein Switch zu einer Th2-
Immunitat méglich ist. Der Nachweis eines IgG4-Kompartiments ist aber weder
im Verlauf des spontanen Autoimmunprozesses beim Menschen noch bei der
Maus, und ebenso wenig nach Immunintervention im Einzelfall mit einer

Diabetesprotektion assoziiert.

Schliel3lich legt die Parallelitat der Entwicklung &hnlicher Insulinantikorper-
Subklassenprofile im pradiabetischen Spontanverlauf und unter exogener
Insulingabe nach Manifestation nahe, dass die endogene Immunisierung gegen
Insulin durch eine chronische Antigenexposition gekennzeichnet ist. Die
Immunantwort gegen endogenes und exogenes Insulin ist im Vergleich zu
anderen Inselantigenen exzeptionell und umfasst sowohl ein Th1- wie Th2-

Kompartiment, wobei exogenes Insulin die Entwicklung einer Th2-antwort fordert.
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Das bisherige Konzept anderer Forscher, wonach in der NOD-Maus zunachst
spontan Insulinautoantikérper der Klasse IgG2a (gemessen mit ELISA), also eine
Th1-dominierte Antwort auftritt, die durch verschiedene Immuninterventionen in
Richtung einer Th2-Antwort mit Ausbildung von IgG1-IA verandert werden kann
und protektiv ist, kdnnen wir nicht bestatigen. Im Gegenteil sehen wir unter
Verwendung des spezifischeren und sensitiveren RIA von Anfang an und fast
ausschliesslich 1gG1-IA, also eine dominante Th2-Antwort, die nach
Immunisierung mit Insulin und Adjuvans noch deutlich verstarkt wird. Deshalb
vermuten wir, dass der beobachtete Th-2 -shift nach Immunisierung nicht die
Ursache fur eine mogliche Diabetesprotektion ist, sondern lediglich ein

assoziiertes Phanomen darstellt.
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