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Einleitung

1. Einleitung

Der Diabetes mellitus stellt in den heutigen Industrielandern eine der haufigsten
endokrinen Erkrankungen dar. Die American Diabetes Association (1997) teilt den
Diabetes mellitus nach atiologischen Gesichtspunkten in 4 groBe Gruppen ein:

Typ1 Diabetes, Typ 2 Diabetes, andere Diabetesformen und Gestationsdiabetes (1).
In Deutschland haben etwa 0,3 % der Bevdlkerung einen Typ 1 Diabetes (74). Die
Zahl der Neuerkrankungen nimmt weltweit stetig zu, so dass man davon ausgeht,
dass die Anzahl der an Typ 1 Diabetes Neuerkrankten im Jahre 2010 um 40 % hdher
liegen wird als vor 10 Jahren (3). Insgesamt ist die Inzidenz in den nérdlichen
Staaten (Finnland 40 pro 100 000 pro Jahr) héher als in den mediterranen Staaten
mit Ausnahme von Sardinien. Am haufigsten sind Kinder, Jugendliche und junge
Erwachsene im Alter zwischen 14 und 20 Jahren betroffen (75). Trotz optimaler
Stoffwechseleinstellung lassen sich die diabetischen Spétfolgen wie kardiovaskulare
Erkrankungen, terminale Niereninsuffizienz, Blindheit und Amputationen oft nicht
vermeiden. Dies flhrt zu erheblichen Einschréankungen in der Lebensqualitat und
Lebenserwartung der Langzeitpatienten. Zudem stellt die Erkrankung eine Belastung
fir das Gesundheitssystem in Milliardenhdhe dar. Dies begriindet die Notwendigkeit
der medizinischen Forschung Interventionstherapien zu entwickeln, die die
Entstehung der Inselzellautoimmunitat und damit den Ausbruch der Erkrankung

verhindern.

Die Erkrankung Typ 1 Diabetes entsteht durch eine chronisch progrediente
Entziindung der pankreatischen Langerhans schen Inseln, die sogenannte Insulitis,
in deren Folge die insulinproduzierenden beta-Zellen (B-Zellen) selektiv zerstort
werden (75). Dieser Prozess verlauft Uber viele Jahre symptomlos. Erst wenn der
Uberwiegende Teil der B-Zellen zerstért ist, und aufgrund des Insulinmangels die
Glukosehomdostase nicht mehr aufrechterhalten werden kann, kommt es zum
klinischen Bild des Typ 1 Diabetes.

Der Begriff Insulitis wurde bereits 1940 von von Meyenberg gepragt. Untersuchungen
von humanem Pankreasgewebe haben gezeigt, dass mit zunehmender Dauer der
Insulitis sowohl die, aus mononukleéren Zellen bestehenden Infiltrate der
Langerhans'schen Inseln, als auch die B-Zellmasse abnehmen (19,34,40). So
vermutet man, dass die B-Zell-Destruktion durch den Insulitisprozess verursacht wird.
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Welche Faktoren den B-Zell-Autoimmunprozess verursachen, ist bisher nicht
eindeutig geklart. Auf der Basis einer genetischen Pradisposition scheinen exogene
Faktoren eine wesentliche Rolle bei der Krankheitsentwicklung zu spielen, da bei
eineiigen Zwillingen eine gemittelte Konkordanzrate von nur 40% vorliegt (10,83).
Der Autoimmunprozess beim Typ 1 Diabetes beginnt meist schon sehr frith im
Leben. Folglich wird vermutet, dass fur den Defekt des Immunsystems und die
Krankheitsentstehung Umweltfaktoren verantwortlich sind, die in den ersten beiden
Lebensjahren einwirken. Deswegen werden vor allem auch frihkindliche
Erndhrungsfaktoren diskutiert. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die
Verabreichung glutenhaltiger Nahrung im Sauglinsalter unter 3 Monaten das Risiko
der Kinder fur das Auftreten von Insulinautoantikérpern (IAA) erhéht, insbesondere
wenn die Kinder den Hochrisikogenotyp HLA DR3/ DR4-DQ8 tragen (81,122). Gluten
wurde bereits vor langerer Zeit als der auslésende Faktor bei der
Autoimmunerkrankung Zéliakie eindeutig identifiziert. Das haufig gemeinsame
Auftreten beider Erkrankungen, sowie weitere Parallelen im Genom und der
Autoimmunitat legen die Vermutung nahe, dass der Nahrungsbestandteil Gluten
ebenfalls Ausldser oder Trigger des Autoimmunsprozesses beim Typ 1 Diabetes sein
kénnte. Diese Annahme konnte durch die Ergebnisse von Fltterungsversuchen im
Tiermodell der NOD Maus bestatigt werden. Durch eine glutenfreie Ernahrung der
NOD Tiere konnte die Diabetesinzidenz im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant
verringert werden (37,97). Diese Befunde lassen sowohl im Tiermodell der NOD
Maus als auch beim Menschen einen préventiven Effekt einer glutenfreien Nahrung
im Hinblick auf die Entstehung des Autoimmundiabetes schlussfolgern.

Die eigentliche Zerstérung der B-Zellen erfolgt durch aktivierte T-Zellen. Hinsichtlich
des Zytokinprofils der beteiligten T-Helfer Zellen werden zwei antagonistische
Immunreaktionstypen unterschieden und als Th1- bzw. Th2- Immunreaktion
bezeichnet (78). Th1- und Th2-Zellen sind wichtige Gegenspieler in der
Immunregulation und kénnen einander Uber die Ausschittung von Zytokinen
beeinflussen. Wird bei Th1- mediierten Erkrankungen die Th2-Immunitat geférdert,
kann somit eine weniger aggressive Krankheitsphase erreicht werden. Umgekehrt
werden Th2-mediierte Erkrankungen durch die Starkung der Th1-Zellen in eine
klinische Remission gebracht. Der Autoimmunprozess beim Typ 1 Diabetes wird
durch Th1-Zellen ausgeldst (56). Jedoch fuhrt nicht jede Entztindung der

Langerhans'schen Inseln zu einer Zerstérung der insulinproduzierenden Zellen.
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Dominieren Th2- Zellen das Infiltrat, befindet sich die Erkrankung in einer latenten
nicht destruktiven Phase. Werden hingegen Th1- Zellen aktiviert, kommt es zur
Destruktion der B-Zellen und einer Progression der Erkrankung. Dies wirde erklaren,
warum es Patienten gibt, die ihr Leben lang spezifische Autoantikbrper aufweisen,
jedoch nie an Typ 1 Diabetes erkranken, da sie méglicherweise im Stadium der
benignen nicht destruktiven Insulitis verbleiben (74). Wesentlich fir den Verlauf der
Erkrankung sind somit endogene oder exogene Faktoren, die eine Th1- bzw. Th2-
Immunitat férdern kdnnen. Neue Therapieanséatze zielen darauf ab, durch eine
Verschiebung der destruktiven Th1- hin zu einer protektiven Th2-Immunantwort den
Insulitisprozess zu inhibieren und damit Typ 1 Diabetes zu verhindern.

Histamin, ein biogenes Amin, ist in zahlreiche physiologische und
pathophysiologische Prozesse involviert. So ist es auch an der Regulation von
Immunantworten, die wahrend allergischen und entzindlichen Reaktionen ablaufen,
beteiligt (9,11,69,96,113). Die verschiedenen Effekte von Histamin werden Uber
unterschiedliche Histaminrezeptoren vermittelt (39,70,80). Eine Studie in einem
Mausmodell mit zerstérten Histamin-1-Rezeptoren (H1R) zeigte, dass bei diesen
Tieren die Sekretion des Th1-spezifischen Zytokins IFN-y nach Stimulation mit
Histamin vermindert und die Sekretion der Th2 assoziierten Zytokine IL-3 und IL-4
verstarkt war. Dagegen waren bei Mausen mit zerstérten Histamin-2-Rezeptoren
(H2R) beide Th1- und Th2-typische Zytokine verstarkt (55). Dies lasst hoffen, dass
durch die Verabreichung eines Histamin-1-Rezeptorantagonisten Einfluss auf das
Immunsystem genommen werden kann und durch eine erfolgreiche Verschiebung
von einer Th1- gewichteten hin zu einer Th2- dominanten Immunantwort die B-Zell-
Autoimmunitat verhindert werden kann.

Zahlreiche Studien wurden bereits durchgefiihrt, bei denen Insulin oder
Peptidfragmente des Insulins am Tiermodell der NOD Maus verabreicht wurden.
Hierdurch konnte eine signifikante Verringerung der Diabetes-Inzidenz erreicht
werden. Ebenfalls konnte unter dieser Therapie eine Reduktion der Insulitis im NOD
Mausmodell erreicht werden. (54). Verschiedene Untersuchungen auf T-Zellebene
belegen, dass dieser protektive Effekt des Insulins auf die Diabetesentwicklung
tatsachlich mit einer Verschiebung des Immunsystems weg von einer Th1- hin zu
einer protektiven Th2-Immunantwort einhergeht (6,59,120).
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Die NOD Maus, das klassische Tiermodell fiir Typ 1 Diabetes, stellt ein exzellentes
Modell dar, verschiedene Therapieansatze zu prifen, bevor die Ergebnisse am
Menschen getestet werden. Die spontane Diabetesentwicklung der NOD Maus ist
der beim Menschen ahnlich und auch eine Insulitis konnte nachgewiesen werden
(72). Die Zerstdrung der pankreatischen Inseln entsteht kurz nach der Geburt und es
werden, wie auch beim humanen Typ 1 Diabetes, als Ausdruck eines
Autoimmungeschehens, diabetesassoziierte Antikérper gefunden (5,92,124).

In der vorliegenden Arbeit soll im Tiermodell der NOD Maus untersucht werden, ob
es durch folgende Therapieansatze mdéglich ist, die Insulitis zu inhibieren und folglich
Autoimmundiabetes zu verhindern.

Im ersten Studienteil wurden NOD Mause mit einer im Glutengehalt modifizierten
Versuchsnahrung erndhrt. Durch die glutenfreie Ernéhrung soll ein protektiver Effekt
auf die B-Zell Autoimmunitat erzielt werden.

In der zweiten Therapiestudie wurden NOD M&use oral mit einem Histamin-1-
Rezeptorblocker behandelt.

In einem letzten Therapieansatz soll geprift werden, ob sich eine Immunisierung
weiblicher NOD Mé&use mit Insulin im Vergleich zu anderen diabetesassoziierten
Antigenen nicht nur auf die Diabetesentwicklung, sondern auch auf die
Insulitisentwicklung positiv auswirkt.

Insgesamt soll die vorliegende Arbeit im Tiermodell der NOD Maus neue innovative
Therapien zur Pravention des autoimmunen Diabetes erforschen. Darlber hinaus
soll die Arbeit als Vorarbeit angesehen werden, um spater diese Erkenntnisse auch

am Menschen zu prufen.
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2. Grundlagen des Typ 1 Diabetes

2.1. Atiologie und Pathogenese

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist eine chronisch progrediente Autoimmunerkrankung
mit multifaktorieller Genese, wobei die auslésenden Faktoren weitestgehend unklar
sind (30). Die Bereitschaft, Typ 1 Diabetes zu entwickeln ist erblich. Die Typ 1
Diabetes Pravalenz in Deutschland betragt etwa 0,3 %. Verwandte ersten Grades
von Typ 1 Diabetikern haben ein 10 fach héheres Erkrankungsrisiko gegenlber der
Normalbevélkerung (123). Das Erkrankungsrisiko fir Geschwister hangt von dem
AusmalfB der HLA-Identitat (Human Leukocyte Antigen) ab: HLA-indentische
Geschwister haben ein 15 -20%iges Erkrankungsrisiko, wahrend HLA-verschiedene
Geschwister kaum ein erhdhtes Risiko haben, an einem Typ 1 Diabetes zu erkranken
(30). Die Suszeptibilitat fir Typ 1 Diabetes ist polygen. Bislang wurden mindestens
18 verschiedene mit Typ 1 Diabetes assoziierte Genorte identifiziert (28). Der Genort,
der am starksten mit Typ 1 Diabetes assoziiert ist, ist das den HLA-Komplex
codierende Gen IDDM1 auf Chromosom 6p. Daneben gibt es noch weitere Genorte,
wie der IDDM2 Locus und der IDDM3 Locus auf Chromosom 15926.

Von groBer Bedeutung flr Typ 1 Diabetes sind vor allem die HLA-Klasse || Merkmale
der DR-DQ-Subregion. In 90% bis 95% der Falle wurden bei Typ 1 Diabetikern HLA-
DRS3 und / oder- DR4 gefunden. In der Normalbevdlkerung wurden diese HLA-
Antigene in weniger als 40% der Félle nachgewiesen (108). Molekulargenetische
Untersuchungen haben ergeben, dass DR-Allele mit bestimmten DQ-Allelen
assoziiert sind. So weisen 95% der Typ 1 Diabetiker mit dem Allel DR4 auch die DQ-
Allele DQB1*0302 auf (123). Bestimmte Genotypen gehen mit einem sehr hohen
Erkrankungsrisiko einher (z.B. DRB1*0302-DQA1*0301/DRB1*0201-DQA1*0501),
andere Haplotypen zeigen dagegen nur eine geringe Assoziation mit Typ 1 Diabetes
oder wirken gar protektiv (DRB1*0602-DQA1*0102) (82).

Die Konkordanzrate fr eineiige Zwillinge liegt beim Typ 1 Diabetes bei 30 bis 50%
(83). Dies deutet darauf hin, dass die genetische Pradisposition allein nicht ausreicht,
um Typ 1 Diabetes zu entwickeln und fir die Initiierung des autoimmunen Prozesses,
der zur B-Zellzerstérung flhrt, exogene Einflisse eine entscheidende Rolle spielen
mussen. Es wird vermutet, dass Umweltfaktoren schon friih im Leben wirksam sein

mussen, wenn sie Ausléser und nicht Modulatoren der Inselentziindung sein sollen,
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da bei Personen, die spater im Leben an Typ 1 Diabetes erkranken, bereits in den
ersten beiden Lebensjahren Insel-Autoantikérper im Blut detektierbar sind (121). Eine
Reihe von Umweltfaktoren wurden als mégliche Trigger des Autoimmunprozesses
diskutiert: Stillgewohnheiten, frihe Exposition gegenliiber Kuhmilch und
glutenhaltiger Nahrung, Infektionen und Impfungen (35). Wahrend einige Studien
einen Zusammenhang sowohl fir die La4nge und Haufigkeit des Stillens bzw. der
Gabe von Kuhmilchproteinen als auch fir bestimmte Impfungen (Mumps, Masern,
Roételn, BCG) mit der Diabetesmanifestation beschrieben haben (18,26,32,51,90),
zeigten die Ergebnisse dreier prospektiver Studien keinen Zusammenhang der
Umweltfaktoren Impfungen, Stillhaufigkeit und Stilldauer mit der Entstehung von
B-Zell-Autoimmunitat (24,42,50,81). Auch virale Einflisse, vor allem das Coxsackie-
Virus, werden mit der Diabetespathogenense in Verbindung gebracht. Es wird
vermutet, dass Ahnlichkeiten zwischen Virusproteinbestandteilen und
Oberflachenstrukturen auf der B-Zelle die autoimmune Reaktion gegen die B-Zelle in
Gang setzen kdnnte. Tatséachlich bestehen Homologien zwischen dem Coxsackie B4
Virus und dem von den B-Zellen exprimierten GAD-Antigen (57). Bislang konnte
jedoch keiner der genannten Faktoren eindeutig mit der Diabetespathogenese in
Zusammenhang gebracht werden. Neue Publikationen berichten von einer
Assoziation zwischen Glutenexposition und Diabetes. So konnte durch eine
glutenfreie Nahrung die Diabetes-Inzidenz im NOD Maus Modell signifikant verringert
werden. Ebenfalls konnte eine Reduzierung der Insulinautoantikdrpertiter und des
Infiltrationsgrades der Inseln bei den glutenfrei erndhrten Tieren beobachtet werden
(97). Kinder mit einem Diabetes-Hochrisikogenotyp hatten ein flinffach erhdhtes
Risiko fur die Entwicklung von diabetesassoziierter Autoimmunitat, wenn sie bereits
im frihen Sauglingsalter mit glutenhaltiger Nahrung ernahrt wurden (81,122).

Pathoanatomisch liegt dem Typ 1 Diabetes eine Zerstérung der pankreatischen
insulinproduzierenden B-Zellen der Langerhans’schen Inseln zugrunde. Die
pankreatischen Inseln eines neu entdeckten Typ 1 Diabetikers zeigen eine
chronische Entziindung und eine Infiltration mit mononukledren Zellen und
inflammatorischen Zellen. Dieser Zustand wird Insulitis genannt (40). Vor allem T-
Zellen und Makrophagen (43), weniger B-Zellen und natirliche Killerzellen bilden das
Infiltrat (7). Bis zur klinischen Manifestation des Typ 1 Diabetes kénnen Monate bis
Jahre vergehen, da geringe Mengen an Insulin zur Aufrechterhaltung der
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Glukosehom@ostase ausreichen. In dieser pradiabetischen Phase sind die B-Zellen
noch in der Lage, ihre metabolische Funktion zu erfiillen. Es lassen sich aber bereits
Autoantikérper gegen verschiedene diabetesassozierte Antigene (Insulin,
Glutamatdecarboxylase, Thyrosinphosphatase 1A-2) im Serum der Patienten
messen, die auf das Vorhandensein einer Insulitis hindeuten. In dieser Phase kommt
es zu einer stetigen Abnahme der B-Zell-Masse. Aber erst wenn 80 bis 90% der
insulinproduzierenden B-Zellen zerstért sind, kommt es zu einer gestoérten
Glukosetoleranz im oralen Glukosetoleranztest und schlieBlich zur klinischen
Manifestation des Typ 1 Diabetes. (Abb. 1).
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Umweltfaktor(en)?

lll

Multiple Inselantikérper

100° | 7 (IAA GADA, IA2A)

OGTT pathologisch

I

Betazell-Masse

A

Verlauf Uber Jahre
Pradisposition Pradiabetes Diabetes

Abb. 1:Dargestellt ist ein hypothetisches Modell zur Diabetesentstehung. Auf der y-Achse ist
die Masse der B-Zellen und auf der x-Achse der zeitliche Verlauf der Diabetesentwicklung
dargestellt. Fur die Diabetesentwicklung ist eine genetische Pradisposition Voraussetzung.
Durch einwirkende exogene Faktoren (hier als Umweltfaktoren dargestellt) wird der
autoimmune Prozess der B-Zellzerstérung verursacht. Diese Phase wird als Prédiabetes
bezeichnet. Bereits ab Beginn der B-Zellzerstérung kénnen Inselzellantikérper wie IAA
(Insulin-Autoantikérper), IA-2A (Anitkérper gegen IA-2) und GADA (Antikérper gegen
Glutamatdecarboxylase) im Serum gemessen werden. Sind nur noch etwa 10% der B-Zellen
intakt, reicht die Insulinmenge nicht mehr aus, um die Glukosehéméostase
aufrechtzuerhalten, und Typ 1 Diabetes wird manifest. Beweis daftr ist ein pathologisch
ausfallender oraler Glukosetoleranztest (OGTT).
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2.2. Die NOD Maus, ein Tiermodell fiir Typ 1 Diabetes

Die ,non obese diabetic* (NOD) Maus ist ein Tiermodell des Typ 1 Diabetes, bei dem
sich spontan Insulinmangel entwickelt. Dieses Modell entstand in den 70er Jahren in
Japan und geht zurlck auf einen Stamm, bei dem alle Tiere Katarakt entwickelten.
Eine weibliche Maus dieses Stammes zeigte spontan klinische Symptome eines
autoimmunen Diabetes. Ihre Nachkommen wurden per Inzucht weiter vermehrt und
nach Diabetes und Fruchtbarkeit selektiert. 1974 entwickelte dann das erste Tier
spontan Diabetes. Aus dem Nachwuchs dieser Maus wurde der als NOD
bezeichnete Stamm weiter geziichtet und als Modell fir den humanen Typ 1
Diabetes weltweit verbreitet (66,72).

Die spontane Diabetesentwicklung bei der NOD Maus ist der dem Menschen ahnlich.
So sind auch bei den NOD Mausen noch vor Diabetesmanifestation
Insulinautoantikdrper detektierbar und auch eine fir den humanen Typ 1 Diabetes
typische Inselentziindung ist nachweisbar (2,72,119). Im Vergleich zum humanen
Typ 1 Diabetes ist Insulin bisher das einzig bekannte Inselantigen fir
diabetesassoziierte Antikérper bei der NOD Maus (119). Zudem haben internationale
Workshops zur Bestimmung von Autoantikérpern im NOD Mausmodell gezeigt, dass
die murinen Autoantikdrper gegen Glutamatdecarboxylase (GAD) und
Thyrosinphosphatase 1A-2 im Vergleich zum humanen Typ 1 Diabetes nur sehr
unspezifisch nachzuweisen sind (15). Dartiber hinaus konnte kirzlich bewiesen
werden, dass GAD kein spezifisches Autoantigen fiir den Autoimmundiabetes im
NOD Mausmodell darstellt (52). Eine Infiltration von mononukledren Leukozyten in
die Langerhans schen Inseln des Pankreas ist bei allen NOD M&ausen ab der 4. bis 6.
Lebenswoche zu beobachten. Die Diabetesentwicklung hingegen ist stark
geschlechtsspezifisch (60). Die kumulative Diabetesinzidenz bis zur 30.
Lebenswoche betragt 80% bei den weiblichen, dagegen nur 10% bei den mannlichen
Tieren.

Durch eine zum humanen Typ 1 Diabetes ahnlich verlaufende Pathogenese stellen
NOD Méause ein exzellentes Tiermodell fir Studien des Immungeschehens beim
Autoimmundiabetes dar und werden fir Untersuchungen zur Pathogenese, Therapie
und Pravention der Erkrankung genutzt.
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2.3. Histologie der Langerhans schen Inseln

Den endokrinen Anteil des Pankreas bilden die Inseln, Inselorgan bzw.
Langerhans'sche Inseln genannt. Sie sind vor allem im Pankreaskérper und
Pankreasschwanz angesiedelt, weniger im Pankreaskopf. Die Inseln sind im
exokrinen Pankreasgewebe, meist in der Nahe von BlutgefaBen verteilt und kénnen
bereits mikroskopisch in der Ubersicht als helle Flecken im dunklen Driisengewebe
erkannt werden. Jede Insel misst etwa 100 bis 500um und besteht aus netzartig
verbundenen Epithelzellstrangen, welche von Kapillaren und Bindegewebe
durchsetzt sind. Beta-Zellen bilden mit 50 bis 80% den Hauptanteil der endokrinen
Drisenzellen. Neben den insulinproduzierenden B-Zellen gibt es noch weitere
Inselzelltypen, welche aber bei der Diabetesentstehung nicht angegriffen werden (4).
Hier sind beispielsweise die glucagonsynthetisierenden A-Zellen, die
somatostatinproduzierenden D-Zellen und die PP-Zellen, welche das pankreatische
Polypeptid produzieren, zu nennen. (62,67,68).

2.4. Untersuchungen zur Insulitis beim Typ 1 Diabetes

Das histopathologische Bild des Pankreas eines Typ 1 Diabetikers zeigt
typischerweise mononukleére Infiltrate in den Langerhans’schen Inseln, genannt
Insulitis. Bei langerer Krankheitsdauer fallt ein nahezu vollstandiges Fehlen der
insulinproduzierenden B-Zellen auf, wohingegen die tbrigen hormonsezernierenden
Zellen erhalten bleiben. Da die B-Zellen den Hauptteil der endokrinen Driisenzellen
ausmachen, erscheinen die Inseln eines Langzeit-Typ 1 Diabetikers abnormal klein
(4).

Im Rahmen von Obduktionen wurde bereits Anfang des 20. Jarhhunderts von einer
lymphozytaren Infiltration der pankreatischen Langerhans Inseln berichtet. Diesem
Befund wurde aber wenig Aufmerksamkeit geschenkt, vielmehr sah man die Insulitis
als ein transientes nicht immer vorkommendes Geschehen an, welches zudem nur
bei Patienten mit einem friihen Ausbruch des Typ 1 Diabetes vorkam.

Erst 1958 durch Lecompte wurde dem Vorkommen der Insulitis im Zusammenhang
mit Typ 1 Diabetes wieder mehr Beachtung geschenkt. 1965 untersuchte Gepts
Pankreasgewebe von Typ 1 Diabetikern, die kurz nach Diagnosestellung verstorben
waren. Es fanden sich peri- und intrainsulare inflammatorische Infiltrate sowie eine
Reduktion der Beta-Zellen. Er konnte beobachten, dass bei Patienten mit langerer
Krankheitsdauer die Infiltrate nicht mehr und kaum noch B-Zellen nachweisbar waren
(40). Diese Beobachtung konnte Foulis, der 1986 ebenfalls Pankreasgewebe von
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Typ 1 Diabetikern untersuchte, bestéatigen. Diese Befunde lieBen vermuten dass die
B-Zell Destruktion von dem Insulitisprozess verursacht wird (34). Untersuchungen
von humanem Pankreasgewebe haben gezeigt, dass das inflammatorische Infiltrat
Uberwiegend aus CD8+ T-Zellen besteht, aber auch CD4+ T-Zellen, B-Lymphozyten,
Makrophagen und natirliche Killerzellen wurden gefunden (4,19).

Auch im NOD Maus Modell wird eine Insulitis beobachtet. Im Alter von 4 bis 6
Wochen infiltrieren mononukleare Zellen die Langerhans schen Inseln des Pankreas.
Im Vergleich zum Menschen besteht das inflammatorische Infiltrat bei der NOD Maus
Uberwiegend aus CD4+-T-Lymphozyten und in geringerer Zahl aus CD8+-Zellen, B-
Lymphozyten und Macrophagen (84). Die Inseln des Pankreas sind vor allem in den
perivaskularen und periduktalen Bereichen angeordnet, so dass sich zu Beginn des
Autoimmunprozesses die Leukozyten am Rand der Inseln ansammeln. Dies wird als
Periinsulitis bezeichnet. Die Leukozytenansammlung beginnt meistens an einem
Inselpol, kann aber auch den gesamten Umfang der Insel umgeben. Da aber die B-
Zellen mehr im Zentrum der Langerans ' schen Inseln liegen, sind sie in diesem
Stadium noch weitgehend ungeschadigt. Erst ab einem Alter von 5-7 Wochen kommt
es bei den weiblichen Tieren zur fortschreitenden Infiltration der Inseln und daraus
resultierenden Zerstérung der B-Zellen. Es wurde beobachtet, dass dieser Prozess
bei den mannlichen Tieren einige Wochen spater auftritt (58).

2.5. Zelluldre Immunmarker des Typ 1 Diabetes

Im NOD Maus Modell konnte beobachtet werden, dass es im Verlauf der Insulitis
zum Einwandern von autoreaktiven Zellen in die pankreatischen Inseln kommt.
Dieses Infiltrat besteht aus mononuklearen Leukozyten, Makrophagen, dendritischen
Zellen und B-Lymphozyten. Die dominierende Zellart bilden jedoch die T-Zellen. Bei
einer Inselentziindung findet man hauptsachlich CD4 und CD8 positive T-Zellen.
Eine Insulitis fuhrt nicht zwangslaufig zur Destruktion der insulinproduzierenden B-
Zellen. Es wird zwischen einer benignen und einer destruktiven Insulitis
unterschieden. Ausschlaggebend hierflir sind die im Infiltrat vorherrschenden T-Zell
Populationen. Den CD4 positiven T-Zellen wird der maBgebliche Effekt am
Zerstérungsprozess der B-Zellen zugeschrieben (45,84,109).

Mosman et al wies 1986 erstmals 2 Subtypen von CD4-Zellen in NOD Mausen nach.
Die beiden Subtypen der CD4-Zellen wurden nach ihrem unterschiedlichen
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Zytokinmuster in Th (T-Helfer) 1- und Th 2-Zellen eingeteilt (77). Th1-Zellen schitten
Interferon y (INF-y), Interleukin-2 (II-2), II-12 und Tumor-Nekrosefaktor-B (TNF-B) aus
und sind an einer zellvermittelten proinflammatorischen Immunreaktion beteiligt. Th2-
Zellen produzieren II-4, 1I-5, 1I-6, 1I-9, 1I-13 und werden einer allergischen IgE
vermittelten Immunantwort mit starker Antikdrperproduktion zugeordnet (78). Th1-
und Th2-Zellen sind wichtige Gegenspieler in der Immunregulation und kénnen
einander Uber ihre Zytokinausschittungen beeinflussen.

Verschiedene Studienergebnisse aus dem Tiermodell deuten darauf hin, dass beim
Typ 1 Diabetes Th1-Zellen dominieren und die Entstehung der Krankheit auslésen
oder verstarken. Dagegen wird den Th2-Zellen ein protektiver Effekt bei der
Krankheitsentstehung zugeschrieben (110). Dominieren also Th2-Zellen und ihr
Sekretionsprodukt Interleukin 4 das Infiltrat, befindet sich die Erkrankung in einer
latenten, nicht destruktiven Phase, welche als benigne Insulitis bezeichnet wird.
Werden hingegen Th1- Zellen mit ihrem Sekretionsprodukt IFN-y aktiviert, kommt es
zur Destruktion der B-Zellen (62).

2.6. Humorale Immunmarker des Typ 1 Diabetes

Neben der pathogenetisch bedeutsamen Aktivierung von T-Zell-Reaktionen kommt
es auch zur Produktion von Autoantikérpern, die bei den betroffenen Personen
bereits Jahre vor der klinischen Manifestation im Serum mittels sensitiven und
international standardisierten Testmethoden gemessen werden kdnnen (13). Obwohl
die Autoantikérper moglicherweise kaum zur B-Zell Destruktion beitragen, ergeben
sich wichtige diagnostische Mdéglichkeiten im Hinblick auf Differentialdiagnose und
Pradiktion des Typ 1 Diabetes. Diese Inselautoantikérper sind sehr spezifisch fir Typ
1 Diabetes (3). Folgende Autoantikdrper kbnnen wahrend der pradiabetischen
Krankheitsphase als Marker genutzt werden: Insulin-Autoantikdrper (IAA),
Inselzellantikdrper (ICA), Glutamatdekarboxylase-Antikérper (GADA) und Antikdrper
gegen die Protein — Thyrosinphosphatasen IA-2 und 1A-28. Aufgrund der hohen
pradiktiven Aussagekraft der IAA, GADA, und IA-2A sind diese Autoantikbrper am
engsten mit der Entwicklung von Typ 1 Diabetes assoziiert. Titer und Anzahl
korrelieren mit dem Risiko, Typ 1 Diabetes zu entwickeln, und machen sie dadurch
zu einem wichtigen Instrument fir die Pradiktion und Differentialdiagnostik
(12,63,71,116).
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ICA wurden bereits 1974 von Doniach und Bottazzo entdeckt (20). Sie sind gegen
verschiedene Antigene aus dem Zytoplasma endokriner Zellen in den
pankreatischen Inseln gerichtet, unter anderem gegen GAD und |IA-2. Die
Bestimmung der ICA erfolgt mittels indirekter Immunfluoreszenz auf Gefrierschnitten
des humanen Pankreas. Der ICA-Test hat als Einzeltest die hdchste Sensitivitat und
Spezifitat bezlglich Diagnostik und Pradiktion eines sich entwickelnden Typ 1
Diabetes. Die Titerhdhe von ICA beeinflusst entscheidend die Héhe des
Diabetesrisikos. So reflektieren hochtitrige ICA (>80JDF-U) ein vielfach héheres
Risiko als niedrig titrige ICA (< 20 JDF-U) (16,21,93). Die Praktikabilitat bei groBen
Fallzahlen ist allerdings durch die mangelnde Verflugbarkeit und schwankende
Qualitat der humanen Pankreasgewebeproben begrenzt.

Insulin ist das bisher einzige B-Zell spezifische humorale Antigen im Typ 1 Diabetes.
Bereits 1983 wurden Insulinautoantikdrper (IAA), die gegen kdrpereigenes Insulin
gerichtet sind, bei unbehandelten Typ 1 Diabetikern entdeckt (85). IAA spielen in der
Diagnostik und Pradiktion des Typ 1 Diabetes eine wichtige Rolle, da sie bei Kindern
oftmals die ersten detektierbaren Antikérper sind und der Entwicklung weiterer
Antikdérper vorausgehen. Das Auftreten der IAA ist mit dem Lebensalter invers
assoziiert. IAA werden bei 20 bis 70% aller neu diagnostizierten Typ 1 Diabetiker
gefunden; bei Kindern unter finf Jahren sogar in 90 bis 100% der Falle (124). Bei
einem gemeinsamen Auftreten von IAA mit Inselzellantikérpern (ICA) oder Antikérper
gegen Glutamatdecarboxylase (GADA) liegt das Risiko, innerhalb der nachsten 5
Jahre an Typ 1 Diabetes zu erkranken, bei 60 bis 80% (94). Mittlerweile kbnnen |IAA
mittels eines neu entwickelten Mikroassay in geringen Serummengen (20ul) mit
hoher Sensitivitat und Spezifitit gemessen werden.

Antikdrper gegen ein 64-kDa-Inselzellprotein wurden erstmals 1982 von Baekkeskov
et al. bei Patienten mit Typ 1 Diabetes beschrieben. 1990 wurde dann das 64-kDa-
Protein als das y-Amino-Buttersaure (GABA) synthetisierende Enzym
Glutamatdecarboxylase (GAD) identifiziert (8). Es wird mit hoher Atkivitat in den B-
Zellen des Pankreas und in bestimmten Zellen des zentralen Nervensystems
nachgewiesen. Es existieren 2 GAD-Isoformen, die jeweils von unterschiedlichen
Genen kodiert werden: GAD 65 und GAD 67. Fir den Typ 1 Diabetes sind aber nur
die GAD 65 Antikdrper entscheidend. Zum Zeitpunkt der klinischen Manifestation
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sind GAD Antikérper bei Typ 1 Diabetikern in 80 bis 90% der Falle nachweisbar
(102). GADA werden aber auch bei neurologischen Erkrankungen, wie dem Stiffman-
und dem polyendokrinen Syndrom in hoher Frequenz gefunden (103,107). Im
Vergleich zu anderen Diabetes-assoziierten Antikdrpern sind GADA sehr sensitive
aber weniger spezifische Marker fiir Typ 1 Diabetes und miissen in Screening-Tests
daher zur Verbesserung der Spezifitat mit anderen Markern kombiniert werden.

Zwei weitere Marker zur Diagnostik und Pravention des Typ 1 Diabetes sind die
Tyrosinphosphatase Antikérper IA-2 und IA-2BA. Sie gehéren zur Familie der
Protein-Tyrosinphosphatasen und sind als transmembrane Proteine in der Membran
von sekretorischen Vesikeln lokalisiert (65,91). IA-2B3 wird vorwiegend in den B-Zellen
des Pankreas exprimiert, wahrend IA-2 in allen endokrinen Zellen und im
Nervengewebe gefunden wird (106,117). Etwa 60% aller neu entdeckten Typ 1
Diabetiker sind |1A-2A positiv. Antikérper gegen |A-2 sind spezifischer als GADA, da
sie praktisch nie bei anderen Erkrankungen vorkommen (76). |IA-2A sind von
besonderer Bedeutung, da sie vor allem mit einer raschen Diabetesentwicklung
verbunden sind. Personen, die neben ICA oder IAA auch I1A-2A aufweisen,
entwickeln sehr viel schneller Diabetes als |IA-2A-negative Personen (22).

Von diesen beim humanen Typ 1 Diabetes gefundenen Antikdrpern sind im
Tiermodell der NOD Maus lediglich die IAA fir die Pradiktion des Autoimmundiabetes
aussagekraftig. Untersuchungen haben gezeigt, dass die IAA-Verlaufe bei der NOD
Maus mit den IAA-Verlaufen pradiabetischer Kinder vergleichbar sind. So waren die
murinen IAA h&ufig schon im Alter von 8 bis 16 Wochen detektierbar und zeigten
eine starke Assoziation mit einer spateren Diabetesentwicklung (119). Im Vergleich
dazu konnte die Bestimmung der beim humanen Typ 1 Diabetes identifizierten
Autoantikérper gegen GAD und 1A-2 bei der NOD Maus als unspezifisch eingestuft
werden (15). Dariiber hinaus konnte kirzlich bewiesen werden, dass GAD kein
spezifisches Autoantigen flir den Autoimmundiabetes im NOD Mausmodell darstellt
(52).
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3. Stand der Forschung als Grundlage dieser Arbeit

3.1 Gluten als moglicher Ausldser der Autoimmunerkrankung Typ 1 Diabetes

Das im Getreide enthaltene KlebereiweiB Gluten ist als Ausldser der
Autoimmunerkrankung Zoliakie eindeutig identifiziert worden. Seit einigen Jahren
wird Gluten auch fir andere Autoimmunerkrankungen, so auch fir Typ 1 Diabetes
als moglicher Ausléser oder Trigger des Autoimmunprozesses diskutiert (17,89).
Diese Vermutung wird durch das haufig gemeinsame Auftreten beider Erkrankungen
sowie durch Parallelen im Genom und der Autoimmunitat bestarkt. Ebenso wurden
bei beiden Erkrankungen zellulare und humorale Stérungen des Immunsystems
beobachtet und als gemeinsame Pathomechanismen diskutiert (3,49,99). Sowohl bei
der Zoliakie als auch beim Typ 1 Diabetes wird auf T-Zellebene ein gestdrtes
Gleichgewicht einhergehend mit einer dominierenden Th1-Immunantwort mit der
Autoimmunitat in Zusammenhang gebracht (33,46,99,101). Auffallig ist zudem, dass
beide Erkrankungen sehr friih im Kindes- und Jugendalter auftreten. So vermutet
man, dass Faktoren, die sehr friih im Leben auf den Organismus einwirken, das
Immunsystem schadigen. Diese Vermutung konnten neueste Untersuchungen
bestéatigen, die fir Kinder mit dem Hochrisikogenotyp HLA DR3/ DR4-DQ8 ein
finffach erhdhtes Risiko, Typ 1 Diabetes zu entwickeln, zeigen, wenn diese Kinder
bereits im Sauglingsalter unter drei Lebensmonaten mit glutenhaltiger Nahrung
erndhrt wurden (81,122).

Waéhrend tierisches Eiwei3, Maisél, Maisstarke und zum Teil auch Milcheiwei3 die
Diabetes-Inzidenz scheinbar nicht beeinflussen, werden vor allem pflanzliche
Proteine aus Weizen, und der Sojabohne als diabetogen eingestuft (47,100).

Nahrungsbestandteile scheinen in der Pathogenese des Autoimmundiabetes eine
Rolle zu spielen. Dies konnte sowohl bei NOD Méausen als auch bei BB-Ratten, die
ebenfalls ein Tiermodell fir den humanen Typ 1 Diabetes darstellen, gezeigt werden.
1999 berichtet Funda von einem Tierexperiment, bei dem er durch eine glutenfreie
Ernahrung weiblicher NOD Mause eine signifikante Verringerung der Diabetes-
Inzidenz im Vergleich zu den Kontrolltieren, welche glutenhaltiges Standardfutter
erhielten, erreichen konnte (37). Diese Beobachtung wurde durch Fltterungsstudien
ebenfalls am Tiermodell der NOD Maus in einer Arbeitsgruppe im Institut fir
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Diabetesforschung in Minchen bestéatigt. Um den Zeitpunkt zu ermitteln, an dem der
Einsatz von glutenfreier Nahrung die gr6Bte protektive Wirkung auf die
Diabetesentstehung hat, wurden drei verschiedene Versuchsreihen durchgefihrt. In
einer Versuchsgruppe wurden die Mause, deren Elterntiere glutenhaltige Nahrung
erhalten hatten, nach der Entwéhnung von der Mutter vom Anfang der vierten
Lebenswoche bis zum Lebensende glutenfrei ernahrt. Eine zweite Gruppe wurde im
Zeitfenster nach der Entwéhnung bis zu Beginn der zehnten Lebenswoche glutenfrei
ernahrt. Die Tiere der dritten Versuchsgruppe, deren Elterntiere bereits wahrend des
Zuchtvorganges, der Trachtigkeit und Stillzeit glutenfrei ernahrt wurden, wurden
lebenslang glutenfrei ernahrt. Die Ergebnisse zeigen signifikant geringere
Diabetesinzidenzen im Vergleich zu den mit der glutenhaltigen Standardnahrung
ernahrten Mausen. Die Diabetesinzidenzen betrugen bei den drei genannten
Versuchsgruppen mit zweiunddreiBig Lebenswochen 42%, 36%, und 51%. Dagegen
entwickelten 83% der Tiere aus der Kontrollgruppe Diabetes (97).Daraus lasst sich
schlieBen, dass der Zeitraum nach der Entwéhnung bis zur zehnten Lebenswoche

fur die Entwicklung des Autoimmunprozesses eine entscheidende Rolle spielt.

Neueste Untersuchungen von Funda konnten den bereits beschriebenen Effekt von
glutenfreier Nahrung auf die Diabetes-Inzidenz im NOD Mausmodell nicht mehr
zeigen. Die von ihm durchgeflihrte Studie sollte beweisen, dass eine friihe Exposition
von Gluten zu einer Erhdhung der Diabeters-Inzidenz bei NOD Mausen fihrt.
Erstaunlicherweise zeigten die Tiere, die mit einer Nahrung geflttert wurden, deren
Glutengehalt im Vergleich zur herkémmlichen Standardnahrung héher war, ebenso
signifikant geringere Diabetes-Inzidenzen wie die Gruppe der glutenfrei ernahrten
Tiere. Die histologische Analyse der Pankreas-Organschnitte ergab aber singifikant
geringere lymphozytére Infiltrationen der Langerhans schen Inseln der glutenfrei
ernahrten nicht diabetischen Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe. Hingegen zeigten
die Mause, welche die im Glutengehalt gesteigerte Versuchsnahrung erhielten, nur
eine geringe, nicht signifikante Reduktion der lymphozyten Infiltration der Inseln (38).
Schlussfolgernd lassen die Ergebnisse dieser Studie vermuten, dass der praventive
Effekt von Gluten im Hinblick auf die Entwicklung von Autoimmundiabetes Uber zwei
Wirkungsmechanismen zu erkléren ist. Zum einen kdnnte Gluten den Diabetes direkt
Uber die Darmschleimhaut positiv beeinflussen oder indirekt durch Ernahrung
induzierte Veranderungen der physiologischen Darmflora. Diese Vermutung wird
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unterstitzt durch neueste Untersuchungen, die eine Zunahme grampositiver
Darmbakterien bei glutenfrei ernahrten NOD M&usen beobachten konnten (44).
Zudem berichtet Flohé Uber eine Verschiebung des intestinalen
Zytokingleichgewichts hin zum Th1-Typ nach weizenreicher Ernahrung (33). Auch
Maurano berichtet Gber Darmerkrankungen und eine Erhéhung entzindlicher
Zytokine der Darmschleimhaut bei NOD Mausen nach weizenreicher Erndhung (73).

3.2. Einfluss von Histamin, Histamin-1- Rezeptorantagonisten und Histamin-2-

Rezeptorantagonisten auf die diabetesassoziierte Autoimmunitat

Histamin ist ein biogenes Amin, welches im menschlichen Organismus vielfaltige
Funktionen besitzt, wobei insbesondere seine Beteiligung an Abwehrreaktionen im
Vordergrund steht. Auf molekularer Ebene vermittelt Histamin seine Funktionen tber
eine Aktivierung der Histamin—Rezeptoren H1, H2, H3 und H4, die zur Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren gehdéren (39,70,80,118). H1R und H2R kommen auf
verschiedenen Zellen vor, so auch auf B- und T-Lymphozyten (69), wobei eine
dominante Expression von H1R auf Th1- und von H2R auf Th2-Zellen beobachtet
wurde (55,88). H1R-Antagonisten blockieren die Wirkung von Histamin tber H1R,
haben aber keinen Einfluss auf die Effekte von Histamin an H2R. Im Verhaltnis zu
den Histamin-1-Rezeptoren (H1R) und Histamin-2-Rezeptoren (H2R) kommen die
Histamin-3- und Histamin-4-Rezeptoren (H3R und H4R) seltener vor. Da zudem ihre
Funktionen noch nicht vollstédndig geklart sind, sollen sie hier nicht naher
beschrieben werden.

Typ 1 Diabetes ist Folge einer gestdrten Immuntoleranz gegentber den
insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas, was zur Zerstérung der Inselzellen
fOhrt. Es wird davon ausgegangen, dass zunachst eine benigne Th2-mediierte
Insulitis vorliegt, welche nach einer Zytokinverschiebung in Richtung Th1 in eine
maligne Insulitis Gbergeht und es folglich zum B-Zell-Tod und Insulinmangel kommt
(61). Autoantikdrper und autoreaktive Entziindungszellen gegen Inselautoantigene
werden durch Th1 spezifische Zytokine, wie beispielsweise Interferon y (INF y),
reguliert.

Eine Studie an NOD Mausen mit zerstérten H1R zeigte, dass diese Tiere nach
Stimulation mit Histamin niedrigere Titer an INF-y hatten und die Titer der Th2
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spezifischen Zytokine Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 13 (IL-13) verstarkt waren.
Bei NOD Mausen mit zerstérten H2R waren dagegen sowohl Th1 als auch Th2
typische Zytokine im Vergleich zu Wildtypmausen erhdht. Schlussfolgernd kann
Histamin T-Zellantworten Gber unterschiedliche Expression von H1R und H2 R
regulieren (55). Umgekehrt I&sst sich durch diese Untersuchung schlussfolgern, dass
durch die Stimulation mit Histamin die INF-y Sekretion und Zellproliferation von Th1-
Zellen verstarkt und die Proliferation von Th2 —Zellen und deren Zytokinproduktion
IL-4 inhibiert wird (55,98). So ware durch die Verabreichung von
Histaminrezeptorantagonisten Uber eine Veranderung der Immunantwort weg vom
destruktiven Th1 hin zum protektiven Th2 Phanotyp ein Aufhalten des

Insulitisprozesses zu erwarten.

In einer Studie am Menschen wurde, zum Erhalt der B-Zellfunktion, neun
pradiabetischen Personen im Erwachsenenalter tiber einen Zeitraum von drei
Monaten der Histamin-1-Rezeptor-Antagonist Ketotifen verabreicht. Ein protektiver
Effekt auf die Diabetesmanifestation in dieser spaten Phase der
Krankheitsentwicklung konnte nicht beobachtet werden (14).

Auf einen méglichen Zusammenhang zwischen der Erkrankung Diabetes mellitus
und der Wirkung von Histamin deuten Untersuchungen hin, bei denen erhéhte
Histamingehalte im Plasma von Typ 1 und Typ 2 Diabetikern nachgewiesen werden
konnten (41).
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3.3 Einfluss von Immunisierungen mit Insulin auf die diabetesassoziierte
Autoimmunitat bei der NOD Maus

Durch die Identifikation von unterschiedlichen Insulitisformen, einer destruktiven Th1-
und einer benignen Th2 —Insulitis, wurde ein neues pathogenenetisches Konzept des
Typ 1 Diabetes entwickelt, aus dem sich neue therapeutische Interventionstherapien
ergeben. So versuchen derzeit weltweit durchgefiihrte Studien bei frisch
manifestierten Erkrankten und bei Angehdérigen von Typ 1 Diabetikern die destruktive
Th1-Insulitis in eine benigne Th2-Insulitis umzuwandeln oder eine B-Zell spezifische
Immuntoleranz zu reaktivieren.

Bereits seit Jahren versucht man im Tiermodell der NOD Maus durch
antigenspezifische Therapien die Diabetesmanifestation zu verzégern oder gar zu
verhindern. Verschiedene Studien berichten erfolgreich tber Therapien mit dem
diabetesassoziierten Autoantigen Insulin. So wurden 1990 erstmals pradiabetische
NOD Mé&use mit subkutanem Schweineinsulin geimpft. Atkinson et al konnten durch
diese Therapie bei weiblichen NOD-Tieren eine Reduktion der Diabetes-Inzidenz von
65% auf 8% erreichen. Durch diese MaBnahme konnte ebenfalls die
Insulitisauspragung verringert werden (6). 1995 konnte Muir et al in einer Studie bei
NOD Mé&usen ebenfalls eine Reduktion der Diabetesinzidenz nach Behandlung mit
subkutanem Insulin zeigen. Die Analyse der Pankreasorganschnitte zeigte, dass das
Ausmaf der Insulitis bei den mit exogenem Insulin behandelten NOD Mausen im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht reduziert war, jedoch die Konzentration von INF-y,
dem spezifischen Zytokin der Th1-Zellen, innerhalb der pankreatischen Inseln der mit
Insulin behandelten NOD M&ausen im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich niedriger
war (79). Ebenso wie subkutane Insulininjektionen flhrten wéchentliche orale
Verabreichungen von Insulin bei den von Zhang et al. untersuchten NOD Tieren zu
einer Reduktion der Diabetes-Inzidenz und verzdégerten Diabetsmanifestation (120).
Intramuskulare Injektionen von Plasmid-DNA, die die Insulin-B-Kette kodiert, mit
Inkompletten Freund schen Adjuvants (IFA) in transgene Mause reduzieren die
Diabetes-Inzidenz ebenfalls (23). Ahnliche positive Effekte erbrachten Injektionen
von Insulin in Kombination mit IFA, einem Peptid der Insulin —B-Kette mit IFA, dem
Peptid alleine und dessen intranasale Verabreichung (27,79).

Neueste Untersuchungen aus China zeigen ebenfalls einen schiitzenden Effekt vor
Diabetes bei NOD Mausen, die mit dem diabetes-assoziierten Autoantigen Insulin
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subkutan immunisiert wurden. Ein Fortschreiten der Inselentziindung konnte durch
diese Therapie nicht aufgehalten werden, obwohl die NOD Mause, welche mit Insulin
behandelt wurden, eine geringgradige Insulitis aufzeigen. Ferner konnten héhere
Titer des Th2 spezifischen Zytokins IL-4 und niedrigere Titer des Th1 typischen
Zytokins INF-y im Serum der Insulin immunisierten NOD Mause im Vergleich zu den
Kontrolltieren gemessen werden. (54). Die bei der Immunisierung verabreichten
Stoffe scheinen regulatorische T-Zellen zu stimulieren und Uber deren Ausschittung
von Zytokinen eine Verschiebung von einer Th1 gewichteten hin zu einer Th 2
dominierten Immunantwort zu induzieren mit der Folge, die Zerstérung der B-Zellen
und damit Typ 1 Diabetes zu verhindern.

Derzeit wird an der Universitat von Florida eine Studie durchgeflhrt, die prifen soll,
inwieweit orales Insulin bei Hochrisikopatienten das Auftreten eines Typ 1 Diabetes
verzdgern oder gar verhindern kann. Es wird vermutet, dass die Verabreichung von
Insulin Gber den Verdauungstrakt eine Art Toleranz induziert und so das
Immunsystem beruhigt (95).

Aufbauend auf die seit Jahren gesammelten Erfahrungen der pradiktiven Wirkung
von Insulinimmunisierungen auf die Diabetesentwicklung im Tiermodell der NOD
Maus wird derzeit eine internationale Primarpraventionsstudie, die Pre-Point Studie
(Primary Oral/intranasal insulin Trial) durchgefiihrt. In dieser ersten Antigen
spezifischen Immuninterventionstudie soll die Mdglichkeit einer Impfung mit Insulin
gegen Typ 1 Diabetes bei Kindern mit einem sehr hohen Diabetesrisiko, welche
selbst aber noch keine diabetesassoziierten Antikdrper entwickelt haben, gepruft
werden. Man erhofft sich durch die Insulinimmunisierung das Immunsystem zu
stimulieren und eine schitzende Immunantwort gegen Insulin zu induzieren.

Dabei wird Insulin oral oder nasal verabreicht. Ziel der Pre-Point Studie ist es, die
geeignete Insulindosis und Darreichungsform zu finden, welche dann in einer
weiterfihrenden Praventionsstudie (Point-Studie) auf ihre Effektivitat bei der

Verhinderung des Autoimmundiabetes getestet wird (86).
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Spezielle Fragestellung

4. Spezielle Fragestellung

Um den Einfluss von Umweltfaktoren auf die Entwicklung der B-Zellautoimmunitéat
naher zu charakterisieren, wurden in der vorliegenden Arbeit die Pankreata von
NOD-Mausen, die unterschiedlichen immunsupressiven Therapien ausgesetzt
waren, histologisch im Hinblick auf den Insulitisgrad (Infiltationsgrad der Inseln)

untersucht und ausgewertet.
Spezifische Fragestellungen:

1) Beeinflusst eine bezliglich des Glutengehaltes modifizierte Nahrung die
Diabetesinszidenz und die Inselzellautoimmunitat bei der NOD Maus?

2) Hat die Verabreichung von Histamin-1-Rezeptorantagonisten bei der NOD
Maus einen pradiktiven Effekt auf die Diabetesinzidenz und die
Inselzellautoimmunitat?

3) Kann durch die Immunisierung von NOD Mausen mit dem

diabetesassoziierten Antigen Insulin die Diabetesinzidenz und die

Inselzellautoimmunitat positiv beeinflusst werden?

21



Material und Methode

5. Tiermaterial, Studiendesign und Methoden zur Untersuchung des
Infiltrationsgrades der Langerhans’schen Inseln und Diabetesentwicklung bei
der NOD Maus unter verschiedenen immunsupressiven Therapien

5.1. Untersuchte Tiere

Um den Einfluss verschiedener immunsupressiver Therapien auf die
Inselentziindung und Diabetesentwicklung im NOD Maus Modell zu analysieren,
wurden die Pankreata von insgesamt 161 weiblichen Tieren im Hinblick auf den
Infiltrationsgrad der Langerhans’schen Inseln lichtmikroskopisch untersucht. Zur
Beurteilung eines geschlechtsspezifischen Unterschiedes bei der Inselentziindung
der NOD Maus wurden zusatzlich die Pankreata von 22 mannlichen Tieren
untersucht. Die in die im Folgenden beschriebenen Versuchsreihen
eingeschlossenen NOD Mause stammen aus einer Zucht des Institus fr
Diabetesforschung in Minchen. Die Zuchtpaare wurden urspringlich von Taconics
bezogen. Fur alle Tierexperimente wurden die Prinzipien fiir die Versorgung von
Tieren (NIH Publikation Nr. 85-23, Uberarbeitet 1985) und die nationalen
Tierschutzgesetze befolgt.

Insgesamt wurden die Pankreata von 161 weiblichen und 22 méannlichen NOD
Mausen im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Dabei erfolgte die Organentnahme der
Tiere entweder zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation oder wenn es zu keiner
Diabetesentwicklung kam, bei Versuchsende bei einem Lebensalter von 32 Wochen.
Die Mause stammten aus verschiedenen Versuchsreihen, die im Folgenden
beschrieben werden. Bei der Verteilung in die Untersuchungsgruppen wurde das
litter-matching Prinzip angewendet, nach dem die Nachkommen eines Wurfes in
mdglichst viele verschiedene Untersuchungsgruppen aufgeteilt werden. Dieses
Verfahren wird angewendet, um den genetischen Hintergrund der Versuchsgruppen
ahnlich zu halten. So kdnnen mégliche Effekte auf die Behandlung zurlickgefiihrt
werden und sind nicht von Besonderheiten eines Wurfes und dessen Genetik
abhangig.

Fir die Analyse eines geschlechtsspezifischen Unterschiedes bei der
Inselentzindung im NOD Mausmodell wurden 18 weibliche und 22 Mé&nnliche Tiere
untersucht. Um den Einfluss des in der Nahrung enthaltenen Glutens auf die
Entwicklung der Inselautoimmunitat und Diabetesmanifestation zu analysieren,
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wurden 69 NOD Weibchen auf 4 Versuchsgruppen aufgeteilt. Um den Einfluss der
glutenfreien Nahrung auf die Insulitis altersunabhangig untersuchen zu kénnen,
wurden zusatzlich 14 Tiere auf 2 Gruppen aufgeteilt und bis zur 12. Lebenswoche
unabhangig davon, ob die Tiere Diabetes entwickelt haben, untersucht. Flr den
Studienteil, der den Einfluss von Histaminrezeptorantagonisten auf die Insulitis und
Diabetesentwicklung analysiert, wurden 34 NOD Mause in vier
Untersuchungsgruppen beobachtet. 23 NOD Weibchen wurden auf den protektiven
Effekt von Insulinimmunisierungen auf die Entwicklung des Autoimmundiabetes in 4

Untersuchungsgruppen beobachtet (Tab. 1).

23



Material und Methode

Tab. 1: 161 weibliche und 22 mannliche NOD Mause wurden im Alter von 3
Lebenswochen auf 5 Therapiestudien aufgeteilt.

Untersuchungsgruppe n= Therapie

1 Einfluss des Geschlechts auf die Autoimmunitéat des Typ 1 Diabetes (n = 40)

1A
1B

18
22

weibliche unbehandelte Tiere

mannliche unbehandelte Tiere

2 Glutenmodifikation in der Ernahrung (n = 68)

2A 12 glutenfrei ab 3. Lebenswoche
2B 11 glutenfrei 3. — 10. Lebenswoche
2C 23 glutenfrei lebenslang

2D 22 unbehandelt

3 Glutenmodifikation in der Erndhrung Exitus mit

12 Lebenswochen n = 14

3A
3B

7
7

glutenfrei
unbehandelt

4 Gabe von Histamin Rezeptorantagonisten Gber

das Trinkwasser (n = 34)

4 A 9 Histamin-1-Rezeptorantagonist
4B 9 Histamin-2-Rezeptorantagonist
4C 8 nur mit DT immunisiert
4D 8 unbehandelt
5 Immunisierung mit diabetesassoziierten Antigenen (n=23)
5A 4 GAD
5B 4 Glucagon
5C 4 Insulin
5D 6 PNMT
5E 5 A 28
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5.2. Studiendesign

5.2.1. Einfluss einer im Glutengehalt modifizierten Nahrung auf die Entwicklung
eines autoimmunen Diabetes bei der NOD Maus

5.2.1.1. Beschreibung des Versuchsaufbaus

Ziel dieses Projektes war es zu prtifen, ob durch eine glutenfreie Ernahrung die
Insulitis und die Diabetesentwicklung im NOD Mausmodell reduziert werden kann.
Die Studie gliedert sich in 4 Versuchsgruppen mit 3 Wochen alten weiblichen NOD
Mausen.

Die Muttertiere der Mause aus 3 Versuchsgruppen wurden wahrend der Verpaarung,
Trachtigkeit und Stillzeit mit der glutenhaltigen Standardnahrung ernahrt. Deren
weibliche Nachkommen wurden nach der Entwéhnung im Alter von 3 Wochen
gleichmaBig auf folgende Versuchsgruppen aufgeteilt: Die Tiere der Gruppe 2 A (n =
12) erhielten nach der Entwéhnung bis zum Versuchsende (32. Lebenswoche) eine
glutenfreie Versuchsnahrung. In Gruppe 2 B (n = 11) wurde das glutenfreie Futter fir
7 Wochen im Zeitraum direkt nach der Entwéhnung (3. bis 10. Lebenswoche)
verabreicht. Im Anschluss erhielten die Tiere bis zum Versuchsende glutenhaltige
Standardnahrung. Die NOD Weibchen der Gruppe 2 D (n = 22) erhielten lebenslang
glutenhaltige Standardnahrung und wurden als unbehandelte Kontrollgruppe geflhrt.
Die Elterntiere einer vierten Versuchsgruppe (Gruppe 2 C, n = 24) erhielten wahrend
des Zuchtvorgangs bereits die glutenfreie Nahrung und deren Nachkommen
bekamen lebenslang glutenfreies Futter angeboten (Abb. 3A).

Der Untersuchungszeitraum war auf zweiunddreiBig Lebenswochen begrenzt. Bei
Versuchsende oder vorzeitiger Diabetesmanifestation wurden die Tiere getdtet und
das Pankreas fur die weitere Untersuchung zur Bestimmung des Infiltrationsgrades
der Langerhans'schen Inseln entnommen (siehe 5.2; 5.3).

Den Tieren wurde zur Bestimmung der Insulinautoantikérper und Gliadin-Antikérper
im Alter von zehn und achtzehn Wochen aus der Augenvene sowie bei Exitus aus
der Vena Cava Blut entnommen. Da die Antikérperbestimmung nicht Bestandteil
dieser Arbeit ist, wird an dieser Stelle nicht ndher darauf eingegangen.

Um den Einfluss der glutenfreien Nahrung auf die Insulitisentwicklung

altersunabhangig untersuchen zu kénnen, wurden in einer weiteren Versuchsreihe
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M&ause analysiert, die alle gleichen Alter waren. Die Elterntiere dieser Mause
erhielten wahrend des Zuchtvorgangs glutenhaltiges Futter. Deren Nachkommen
wurden im Alter von 3 Wochen gleichmaBig auf folgende 2 Versuchsgruppen
aufgeteilt:

Gruppe 3 A (n = 7) erhielt ab dem Zeitraum nach der Entwéhnung (3. bis 12.
Lebenswoche) glutenfreies Futter, wahrend die Tiere der Gruppe 3 B (n = 7) von der
3. bis 12. Lebenswoche weiterhin glutenhaltige Standardnahrung angeboten
bekamen und als unbehandelte Kontrollgruppe gefthrt wurden (Abb.3B)

Der Beobachtungszeitraum war, im Vergleich zum vorherig beschriebenen Projekt,
auf 12 Lebenswochen, unabhéngig davon, ob die Tiere Diabetes entwickelten,
begrenzt.

Den Tieren wurde bei Exitus das Pankreas zur Untersuchung der Insulitis
entnommen. Auch Antikdrpermessungen wurden durchgeflihrt, die hier nicht ndher

beschrieben werden.
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Abb. 3: Behandlungsschema und Gruppeneinteilung der Muttertiere und der
Versuchstiere

A4

Nahrung
Muttertiere Glutenhaltige Glutenfreie
Standardnahrung Versuchsnahrung

A 4

Versuchs-
tiere

Gilutenfrei ab 3.
Lebenswoche
Grp.2A
N=12

Glutenfrei 3. bis
10.
Lebenswoche
Grp.2B

N =11

A4

Glutenhaltige
Nahrung Kontrolle
Grp.2D

N =22

\ 4

Glutenfrei ab 3.
Lebenswoche
Grp.2C

N =23
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Versuchs-
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Grp. 3A
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Glutenfreie Nahrung
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5.2.1.2. Beschreibung der Nahrungszusammensetzung

In enger Kooperation mit der Firma Altromin (Lage, Deutschland) wurde durch
Modifikation der Standardnahrung Altromin 1324 fiir Ratten und Mause die
Versuchsnahrungen konzipiert. Der Weizenanteil der Standardnahrung betragt 32%
(mandliche Auskunft von Herrn Dr. Madry; Gesellschaft far Tiererndhrung Altromin).
Glutenfreies Futter wurde hergestellt, indem alle glutenhaltigen Inhaltsstoffe wie
Weizen, Weizenkleie und Gerste durch Maisstarke als Kohlenhydratquelle ersetzt
wurden. Als EiweiBtrager wurde Gefllgelfleischmehl verwendet. Die Nahrstoffgehalte
der Standardnahrung und der Versuchsnahrung sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tab. 2: Zusammensetzung der Versuchs- und Standardnahrung

glutenfreie Nahrung Standardnahrung
Energie (kcal/kg) 3151 2919
Protein (g/kq) 187 180
Kohlehydrate (g/kg) 511 491
Fett (g/kg) Total 39 39
Weizen% | - 32%
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5.2.2. Einfluss eines Histamin-1- und Histamin-2-Rezeptorantagonisten auf die
diabetesassoziierte Autoimmunitat im NOD Mausmodell

Fir diesen Therapieansatz wurden der Histamin-1-Rezeptorantagonist (H1R-
Antagonist) Doxylamin (Doxylamine Succinate, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und
der Histamin-2-Rezeptorantagonist (H2R-Antagonist) Ranitidin (Ranitidin
Hydrochloride, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) verwendet und den NOD M&usen Gber
das Trinkwasser verabreicht.

Weibliche NOD-Mause wurden nach der Entwdhnung im Alter von 3 Lebenswochen
in 4 Versuchsgruppen aufgeteilt. Die Tiere der ersten Untersuchungsgruppe (Gruppe
4 A; n = 11) erhielten pro Tag und Tier 10 mg Doxylamin in 6 ml Leitungswasser
geldst. Die NOD Weibchen der zweiten Versuchsgruppe (Gruppe 4 B; n = 9) wurden
pro Tag und Tier mit 10 mg Ranitidin in 6 ml Leitungswasser gelést behandelt. Der
jeweilige Wirkstoff wurde den Mausen lebenslang verabreicht. Zusatzlich gab es zwei
Gruppen, die keine Wirkstoffe zugeflhrt bekamen: Gruppe 4 C (n = 11) und Gruppe
4 D (n =10). Um neben den autoimmunen IAA einen zusatzlichen Marker fir die
Analyse der Immunantwort nach Histaminrezeptor-Blockierung zu induzieren, wurden
alle Tiere der Gruppe 4A, 4B und 4C mit zehn und vierzehn Lebenswochen mit
einem Diphterie-Tetanus-Toxoid subkutan immunisiert. Das an Aluminiumhydroxid
adsorbierte Diphterie-Tetanus-Toxoid (DT-Impfstoff Mérieux fir Kinder; Aventis
Pasteur MSD) wurde 1:22,5 mit NaCl (B. Braun Melsungen AG) verdiinnt. Den
Mausen wurden pro Immunisierung 125 ul dieser Verdinnung durch zwei Einstiche
in die Leistengegend injiziert. So wurden jeweils 0,45 |E Tetanus-Toxoid und 0,34 IE
Diphterie-Toxoid verabreicht.

Die Tiere der Gruppe 4 D (n = 8) erhielten Leitungswasser ohne Wirkstoffzusatz und
wurden nicht mit dem Diphterie-Tetanus-Toxoid immunisiert. Sie bilden fiir diese
Versuchsreihe die Kontrollgruppe.
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FUr die Antikérpermessungen gegen das Autoantigen Insulin und Tetanustoxoid
erfolgten bei allen Tieren im Alter von zehn und sechszehn Lebenswochen sowie bei
Exitus Blutabnahmen. Da die Bestimmung der Antikérper nicht Gegenstand dieser
Arbeit ist, wird an dieser Stelle nicht naher darauf eingegangen.

Die NOD Mause wurden zweiunddreiBig Wochen beobachtet und bei vorzeitiger
Diabetesmanifestation oder am Versuchsende getétet. Fiir die Bestimmung des
Infiltrationsrades der Langerhans schen Inseln unter dieser Therapie erfolgte sodann

die Entnahme des Pankreas (siehe 4.2; 4.3).

Abb. 4: Behandlungsplan fir weibliche NOD Mause mit Histaminrezeptoren-

Antagonisten

1. 2. 3. Blutabnahme
und Exitus
3 10 14 16 32 Alter (Wochen)
| | | — # | >
Geburt der Versuchs-
Mause ende

10 mg Doxylamin bzw. Ranitidin / Tag

1. 2. Immunisierung mit DT
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5.2.3. Imnmunisierung von NOD Mausen mit diabetesassoziierten Antigenen und
Kontrollantigenen und deren Einfluss auf die Entwicklung des autoimmunen
Diabetes

Fir die Analyse der protektiven Wirkung von exogenem Insulin auf die Entwicklung
der Inselautoimmunitat bei Typ 1 Diabetes im Vergleich zu anderen
diabeteasassoziierten Antigenen oder Kontrollantigenen wurden 23 weibliche NOD
Mause in 5 Untersuchungsgruppen aufgeteilt und mit den diabetesassoziierten
Antigenen Insulin, Glutamatdecarboxylase (GAD) und Protein-Tyrosinphosphatase
IA-28 (IA-2B) und den Kontrollantigenen Glucagon und Phenolethanolamin-N-Methyl-
Transferase (PNMT) immunisiert. Die Tiere der Gruppe 5 A (n= 4) wurden mit GAD
immunisiert, Gruppe 5 B (n=4) mit Glucagon, Gruppe 5 C (n=4) mit Insulin, Gruppe 5
D (n = 6) mit PNMT und Gruppe 5 E (n = 5) erhielt IA-2B als Antigen.

Die erste Immunisierung erfolgte im Alter von 4 Wochen. Die drei weiteren
Immunisierungen erfolgten im Abstand von jeweils einer Woche in der flnften,
sechsten und siebten Lebenswoche der Tiere. (siehe Abb. 5).

Alle Antigenlésungen wurden bei der Immunisierung in einer Konzentration von 1
ug/ul eingesetzt. Die Stammldsungen der Proteine wurden direkt vor der jeweiligen

Immunisierung mit Aqua ad iniectabilia verdinnt.

Das IA-2B Protein wurde zunachst vorbehandelt, da es in mehreren Loisungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen vorliegt. Alle Lésungen wurden vereinigt und das
Protein gefriergetrocknet. Dazu wurde die Gesamtlésung in einen Rundkolben
gebracht und durch Tauchen in flissigen Stickstoff gefroren. Das IA-28 Protein
wurde so in dem Rundkolben flir circa 6 Stunden an eine Gefriertrocknungsapparatur
(Lyophilisator) angeschlossen. Das Protein wurde mit Aqua ad iniectabilia in der
gebrauchsfertigen Konzentration von 1 pug/ul aufgenommen und bei -20°C
aufbewahrt.

Pro Immunisierung wurde den Mausen jeweils 100 ul Antigenlésung in Kombination
mit 100 ul Inkomplettem Freund schem Adjuvants injiziert. Durch einen Einstich in
die rechte und einen Einstich in die linke Leistengegend wurde den M&usen jeweils
die Halfte der Immunisierungslésung verabreicht. Auf diese Weise wird eine bessere

Verteilung der Immunisierungslésung unter der Haut erzielt.
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Der Untersuchungszeitraum war auf 27 Wochen begrenzt und die Tiere wurden bei
Versuchsende oder vorzeitiger Diabetesentwicklung getétet. Es erfolgte die
Entnahme des Pankreas fur die Untersuchungen des Infiltrationsgrades der
Langerhans'schen Inseln unter dieser Therapie (siehe 4.2; 4.3).

Fur die Antikdrperanalysen wurden vier Blutabnahmen vorgesehen. Die erste wurde
unmittelbar vor der ersten Immunisierung durchgefiihrt. Die zweite und dritte
Blutabnahme erfolgte in der zehnten und sechzehnten Lebenswoche der NOD
Mause. Die letzte Blutabnahme fand am Versuchsende im Alter von 27
Lebenswochen statt. Da die Antikérpermessungen nicht Gegenstand dieser Arbeit

waren, wird an dieser Stelle nicht weiter darauf eingegangen.

Abb.5: Zeitstrahl des NOD Mause Immunisierungsprojekts:

1. bis 4. Immunisierung

Iy

DOB 4567 10 16 27 -

T T T T Alter (Woche;)

1. Blutentnahme 2. Blutentnahme 3. Blutentnahme 4. Blutenthahme

und Versuchsende
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5.2.4. Behandlung und Nachverfolgung der NOD Mause in allen Behandlungs-
und Kontrollgruppen

Im Verlauf aller beschriebener Interventionsstudien wurden die Tiere zur Bestimmung
der Diabetes-Inzidenz ab einem Alter von 10 Wochen 3 mal wdchentlich auf das
Vorliegen einer Glukosurie mit Hilfe von Teststdbchen (Diabur Test 5000, Roche)
getestet. Dabei galten zwei aufeinander folgende Urin-Glukosewerte von > 5,5
mmol/l und als Bestatigung ein Blut-Glukosespiegel (Messgerat: Glucometer Elite,
Bayer, Leverkusen) von > 13,9 mmol/l als positiv fir das Vorliegen eines Diabetes.
Alle Tiere wurden entweder bei manifestem Diabetes oder Ende des jeweiligen
Untersuchungszeitraums getétet und deren Milz, Pankreas und Blut flr weitere
Untersuchungszwecke entnommen (siehe 5.2). Von den Pankreata wurden fir die
Analyse der Stadien der Insulitis, Haematoxylin und Eosin gefarbte Organschnitte
angefertigt (siehe 5.3).

5.3. Exitus bei Diabetesmanifestation oder am Versuchsende mit
Organentnahme

Die NOD Mause der beschriebenen Versuchsreihen werden in einer Schachtel mit
Trockeneis getétet. Der Mausekdrper wird mit 80%igem Ethanol abgespult und auf
dem Riucken liegend auf ein Korkbett fixiert. Die duBere Haut wird mit einer Schere
abpréapariert, so dass die Bauchmuskulatur frei liegt. Mit einer feinen Schere wird nun
die Bauchhdhle eréffnet und der Darm auf die linke Seite verlagert. Unter der
hochgeklappten Leber erscheinen Milz und Pankreas. Da die beiden Organe eng
miteinander verbunden sind, werden sie beide mit einer Pinzette erfasst und
herausgeldst. Das Pankreas wird von der Milz abgetrennt und in Einbettkassetten
(universal; Langenbrinck) eingeklemmt. Das eingebettete Pankreas wird in einer
4%igen Formaldehydlésung (neutral gepuffert; Fa. SAV) bis zur weiteren
Verarbeitung kultiviert. Die Milz wird zur Gewinnung von Milzzellen verwendet. Diese
Zellen werden bei -80° eingefroren. In dieser Form gelagert, behalten die Zellen Gber
mehrer Jahre ihre Lebensfahigkeit und kénnen fir weitere Untersuchungen
herangezogen werden, die nicht Bestandteil dieser Arbeit sind.
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5.4. Anfertigung der murinen Pankreasparaffinschnitte

Die eingebetteten in 4 %iger Formaldehydl6sung gelagerten Pankreata werden in die
Pathologie im Krankenhaus Minchen Schwabing tberfihrt und in Paraffin
eingebettet. Zuvor werden die Pankreata in einer Entwasserungsmaschine
(Hypercenter 2; Shandon GmbH, Frankfurt) Gber Nacht in einer aufsteigenden
Alkoholreihe zur Entfernung der Formaldehydlésung schrittweise gewaschen.
AnschlieBend werden die Pankreata aus ihren Einbettkassetten heraus genommen,
in Schalchen gelegt und von einem Gewebeeinbettsystem (Tissue-Tek Ill; Miles) in
Paraffin eingebettet. Fir eine optimale Schneidetechnik werden die Paraffinblécke
far die Anfertigung der Organschnitte auf einer Kihlplatte (Hetofrig; Danmark)
gekuUhlt. Die gekihlten Organe werden mit Einbettmedium am Schneideblock des
Schlittenmikrotom (Schlittenmikrotom Modell Hn 40; R. Jung AG, Heidelberg)
befestigt. Es werden Schnitte von, je nach Qualitat der Organe, in 2 bis 3 um Dicke
angefertigt. Die Organschnitte werden mit einem Pinsel von der Klinge
(Mikrotomklingen S35; 50 Blades x 10; Barmer; Fa. Seidel) abgenommen und fir
einige Sekunden in ein 40°C warmes Wasserbad (Paraffinstreckbad 1052;
Gesellschaft fir Labortechnick mbH, Burgwedel) gelegt. Die Schnitte werden aus
dem Wasserbad auf einen Objekttrager (SuperFrost 76x26 mm / 3x1 inch; Fa.
Langenbrinck; Emmendingen) gezogen und luftgetrocknet.

FUr die histologische Auswertung werden von jedem Tier in drei verschiedenen
Ebenen, mit jeweils 30 Schnitten Abstand zueinander, je zwei Schnitte pro Ebene
angefertigt. Die mit den Organschnitten behafteten Objekitrdger werden in eigens
daflir vorgesehene Objekttragerstander gestellt und im Farbeautomaten (Varistain
24-6; Shandon GmbH, Frankfurt) mit den Farbstoffen Hamatoxylin und Eosin gefarbt.
AbschlieBend werden vom Eindeckautomaten (Promounter RCM 2000;
Coverslipping Machine) Deckglaschen (Mediate Automaten; 24x55 mm; Fa.
Langenbrinck; Emmendingen) auf die Objekttrager geklebt.
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5.5. Bestimmung des Insulitisgrades

Zur Bestimmung des Insulitisgrades (Infiltrationsgrades) wurden von jedem Tier

mindestens 10 verschiedene Inseln ausgewertet. Bei einigen Tieren war dies

aufgrund der hochgradigen Zerstdrung der Inseln nicht méglich. In diesen Fallen

wurden mindestens 4 verschiedene Inseln ausgewertet oder die Tiere wurden in die

Auswertung nicht mit einbezogen. Bei der mikroskopischen Auswertung der

Pankreata erfolgte die Einstufung der Inseln folgendermafen:

Grad 0 :

Grad 1:

Grad 2:

Grad 3:

Keine Infiltration von Lymphozyten

Periinsulare Infiltration von Lymphozyten

intrainsulare Infiltration von Lymphozyten bis zu 50% der
Inselflache

intrainsulare Infiltration von Lymphozyten in mehr als 50% der
Inselflache
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Abb. 4: Dargestellt ist eine Langerhans sche Insel des Pankreas einer NOD Maus. Die Insel
ist frei von Lymphozyten. Dies entspricht einem Insulitisgrad 0.

Abb. 5: Dargestellt ist eine Langerhans’sche Insel des Pankreas einer NOD Maus. Die
Lymphozyten sind um die Insel herum angeordnet, was als Periinsulitis bezeichnet wird. Dies
entspricht einem Insulitisgrad 1.

36



Material und Methode

Abb. 6: Dargestellt ist eine Langerhans sche Insel des Pankreas einer NOD Maus.

Ausgehend vom GeféBpol infiltrieren die Lymphozyten die Insel. Da weniger als 50% der

Inselfldche von dem entziindlichen Infiltrat ausgefillt sind, spricht man von einem

Insulitisgrad 2.

Abb. 7: Dargestellt ist eine Langerhans sche Insel des Pankreas einer NOD Maus. Die Insel
ist nahezu vollstdandig von dem entziindlichen Infiltrat ausgeftillt. Dies entspricht einem
Insulitisgrad 3.
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Der mittlere Insulitisgrad der einzelnen Tiere wurde errechnet, indem die Anzahl der
Inseln, die einen bestimmten Insulitisgrad aufweisen, mit der entsprechenden Anzahl
multipliziert wurde. Die Ergebnisse flir die verschiedenen Insulitisgrade wurden
addiert. Der mittlere Insulitisgrad ergibt sich, wenn man die sich aus der Addition
ergebenden Summe durch die Gesamtzahl der von diesen Tieren ausgewerteten

Inseln teilt.

4
ZnGn

Mittlerer Insulitisgrad: = mit G = Anzahl der Inseln des Grades n.
>,

n=0
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5.6. Statistik

In Abh&ngigkeit von der Fragestellung erfolgte die Uberpriifung der statistischen
Signifikanzen mit verschiedenen Tests. Die statistischen Daten wurden mit Hilfe des
Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, USA) bzw. des
Programms Prism™ (Version 4.03, GraphPad Software Inc. 2005) ermittelt.

Unterschiede wurden bei einem p-Wert < 0,05 als signifikant eingestuft.

Die Vergleiche der Insulitisgrade zwischen den Versuchsgruppen bei der NOD Maus
erfolgten mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U Tests. Flr die
Berechnung der Diabetesinzidenzen zwischen den Gruppen wurden der x2-Test und
der exacte Test von Fischer angewendet. Fir die Analyse der Insulitisgrade in
Assoziation zur Diabetesentwicklung zwischen den Untersuchungsgruppen bei der
NOD Maus wurden Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier benutzt. Signifikanzen der
Insulitisscores und der Diabetesfrequenz im Vergleich wurden mittels log-rank Test

gepruft.

39



Ergebnisse

6. Ergebnisse

6.1 Insulitishaufigkeit und Diabetesmanifestation in unbehandelten NOD
Mausen unterschiedlichen Geschlechts

Fir die Analyse ob es im Hinblick auf den Infiltrationsgrad der Langerhans schen
Inseln und der Diabetesmanifestation einen geschlechtsspezifischen Unterschied bei
der NOD-Maus gibt, wurden 18 weibliche und 22 mannliche NOD-M&use, die keiner
Behandlung ausgesetzt waren, untersucht. Von den Pankreata dieser Tiere wurden
He-gefarbte Organschnitte angefertigt und mit Hilfe des Lichtmikroskops im Hinblick
auf den Infiltrationsgrad der Langerhans schen Inseln untersucht. Fir die
Auswertung der Inseln wurde ein Insulitisgrad von 0 bis 3 festgelegt. Von jedem Tier
wurden mindestens 10 verschiedene Inseln ausgewertet.

Fir die Bestimmung der Diabetesmanifestation wurden die Tiere tber einen
Beobachtungszeitraum von maximal 38 Wochen ab der 10. Lebenswoche zweimal
wdchentlich mit Glukosemesstreifen auf Glukoseausscheidung im Urin kontrolliert.
Zwei aufeinander folgend positive Messergebnisse wurden als Diagnose eines
manifesten Diabetes definiert.

6.1.1 Insulitishaufigkeit bei unbehandelten NOD Mausen unterschiedlichen
Geschlechts

Der Insulitisgrad der Langerhans'schen Inseln war bei den unbehandelten
mannlichen NOD Mausen im Vergleich zu den weiblichen Tieren signifikant geringer
(p = 0,008). 36,4% (8/22) der mannlichen NOD M&use zeigten einen Insulitisgrad von
0 (keine lymphozytére Infiltration der Inseln), und 50% (11/22) einen Insulitisgrad von
1 (periinsulare Infiltrate) im Vergleich zu 11,1% (2/18) und 55,6% (10/18) der
weiblichen Tiere. 33,6 % (6/18) der weiblichen NOD M&use hatten einen Insulitisgrad
von 2 ( intrainsulare lymphozytéare Infiltration bis 50% der Inselflache) im Vergleich zu
13,6% (3/22) der ménnlichen Tiere (Abb. 1).
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Abb.1: Insulitishaufigkeit unbehandelter NOD Mause unterschiedlichen Geschlechts.
Dargestellt ist die Insulitis-Haufigkeit in Prozent in unbehandelten mannlichen und weiblichen
NOD Mé&usen. Der weiB3e Balkenanteil stellt die Anzahl der Tiere mit einem Insulitisgrad von
0, der dunkel schraffierte Balkenanteil die mit einem Insulitisgrad von 1 und der gekreuzt
schraffierte Balkenanteil die mit einem Insulitisgrad von 2 dar.
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6.1.2 Haufigkeit der Diabetesentwicklung in unbehandelten NOD Mausen

unterschiedlichen Geschlechts

Die Auswertung ergab eine hoch signifikant geringere Diabeteshaufigkeit bei den
mannlichen Tieren im Vergleich zu den weiblichen NOD Mausen(p= 0,0001). Nur 1
von 22 mannlichen Tieren entwickelte im Alter von 24 Wochen einen Diabetes
(4,4%), wahrend bei den weiblichen NOD Mausen wahrend des
Beobachtungszeitraums 14 von 18 Tieren diabetisch wurden (77,8%) (Abb. 2).

100% -

" é %

70% -
60% -
50% -
40% - p= 0,0001

30% -

Diabetes-Haufigkeit (%)

20% -
10% -

0% -

Mannchen Weibchen
n=22 n=18

Abb. 2: Haufigkeit der Diabetesentwicklung in unbehandelten NOD Mausen
unterschiedlichen Geschlechts

Dargestellt ist die Diabetesmanifestation in Prozent bei unbehandelten mannlichen und
weiblichen NOD Mausen. Der dunkel schraffierte Balkenanteil zeigt die Anzahl der Tiere, die
an Diabetes erkrankt sind. Der hell schraffierte Balkenanteil stellt die Anzahl der nicht
diabetischen Tiere da. Es besteht eine hoch signifikant geringere Diabetesh&ufigkeit bei den
mannlichen Tieren im Vergleich zu den weiblichen Tieren.
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6.1.3 Kumulative Diabetesinzidenz in Abhangigkeit des Infiltrationsgrades der
Langerhans schen Inseln bei unbehandelten NOD Mausen unterschiedlichen

Geschlechts

Die Diabetes-Inzidenz der mannlichen NOD Mause mit einem Insulitisgrad < 1 liegt
signifikant unter der Diabetes-Inzidenz der weiblichen Mause mit einem solchen
Insulitisgrad (p = 0,0001). Wahrend 82% (9/18) der weiblichen Tiere Diabetes
entwickelten, haben lediglich 5% (1/22) der mannlichen NOD Mause
Autoimmundiabetes entwickelt. Zudem ist die Diabetes-Inzidenz der ménnlichen
Mause mit einem Insulitisgrad < 1 signifikant niedriger (p = 0,0001) als die Diabetes-
Inzidenz der weiblichen NOD Mause mit einem Insulitisgrad >1.

Es besteht allerdings kein signifikanter Unterschied in der Diabetes-Inzidenz
zwischen weiblichen Mausen mit einem Insulitisgrad < 1 und weiblichen NOD
Mausen mit einem Insulitisgrad > 1 (p = 0,603). Ebenso besteht bei den mannlichen
Tieren keine Assoziation der Diabetes-Inzidenz mit dem Insulitisgrad der
Langerhans'schen Inseln (p = 0,751). Da nur 2 mannliche nicht diabetische Mause
einen Insulitisgrad > 1 hatten, konnten diese nicht in die Graphik (Abb.3) mit

einbezogen werden.
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Abb. 3: Kumulatives Diabetesrisiko in Assoziation zur Insulitis der unbehandelten
NOD Mause in Abhangigkeit zum Geschlecht. Die rote Linie reprasentiert die ménnlichen
Mause mit einem Insulitisgrad <1. Die grtne Linie reprasentiert die weiblichen Mause mit
einem Insulitisgrad > 1 und die blaue Linie die weiblichen M&use mit einem Insulitisgrad < 1.
2 mannliche Mause mit einem Insulitisgrad >1 hatte keinen Diabetes entwickelt und kénnen
aufgrund der geringen Anzahl nicht dargestellt werden.
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6.2 Einfluss einer im Glutengehalt modifizierten Nahrung auf die Entwicklung
eines autoimmunen Diabetes bei der NOD Maus

In diesem Versuchsprojekt sollte untersucht werden, inwieweit eine beziiglich des
Glutengehaltes veranderte Nahrung den Insulitisprozess und die Diabetes-
entwicklung bei der NOD Maus beeinflusst.

Die Mause wurden in 4 Versuchsgruppen aufgeteilt. Gruppe 2 A erhielt ab der 3.
Lebenswoche die glutenfreie Versuchsnahrung. In Gruppe 2 B wurde die glutenfreie
Nahrung von der 3. bis zur 10. Lebenswoche verabreicht, anschlieBend bekamen die
Tiere wieder Standardnahrung angeboten. Die Mause der Gruppe 2 C, deren
Elterntiere bereits glutenfrei erndhrt wurden, erhielten wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes (32 Lebenswochen) glutenfreies Futter. Die Tiere der
Gruppe 2 D wurden lebenslang mit der Standardnahrung gefittert und bilden die
Kontrollgruppe.

Um den Einfluss einer glutenfreien Ernahrung Uber verschiedene Zeitraume auf den
Insulitisprozess und die Diabetesentwicklung bei der NOD Maus zu untersuchen,
wurden zunachst die drei Untersuchungsgruppen 2 A (glutenfrei Erndhrung ab der 3.
Lebenswoche), 2B (glutenfreie Erndhrung von der 3. bis zur 10 Lebenswoche) und
2C (lebenslange glutenfreie Ernahrung) analysiert. Im Hinblick auf den
Infiltrationsgrad der Langerhans'schen Inseln konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Ein Insulitisgrad von 0 und 1 konnte bei den NOD Mause der drei
Versuchsgruppen in dhnlich gleichem MaBe gefunden werden (58,3% (2A) vs 54,5%
(2B) vs 52,2 (2C)). Hinsichtlich der Manifestation eines Diabetes konnte ebenso kein
signifikanter Unterschied festegestellt werden (41,/% (2A) vs 36,4% (2B) vs
47,8%(2C)).

Da bei den drei Gruppen kein Unterschied im Hinblick auf die Insulitisentwicklung
und Diabetesmanifestation besteht, werden die drei Gruppen zusammengefasst
hinsichtlich des Einflusses von Gluten auf die Insulitis- und Diabetesentwicklung mit
der Kontrollgruppe verglichen.
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6.2.1 Einfluss einer beziiglich des Glutengehaltes modifizierten Nahrung auf

die Diabetesinzidenz bei der NOD Maus

Unabhangig davon, ob die Tiere lebenslang glutenfrei ernéhrt wurden, oder nur flr
einen bestimmten Zeitraum glutenfreies Futter angeboten bekamen, konnte durch
eine glutenfreie Ernahrung der NOD M&use eine hoch signifikante Verringerung der
Diabetesinzidenz erzielt werden (p = 0,004).

Nur 43,5% (20/46) der irgendwann glutenfrei erndhrten Mause (Gruppe 2A,B,C)
entwickelten einen Diabetes. Dagegen betrug die Diabeteshaufigkeit in der
Kontrollgruppe (Gruppe 2D) 81,8% (18/22) (Abb. 4).
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Abb. 4: Diabetesinzidenz weiblicher NOD Mause in Bezug auf eine im Glutengehalt
modifizierte Nahrung. Dargestellt ist die Diabeteshaufigkeit in Prozent in weiblichen NOD
Ma&usen in Abh&ngigkeit einer im Glutengehalt modifizierten Versuchsnahrung. Die Mause
wurden in 4 Gruppen eingeteilt. Gruppe 2 D erhielt lebenslang die glutenhaltige
Standardnahrung (Kontrollgruppe). Die Gruppe 2 A, 1B, 1C erhielt ab der 3. Lebenswoche
die glutenfreie Versuchsnahrung (Glutenfrei-Gruppe). Der dunkel schraffierte Balkenanteil
zeigt die Anzahl der Tiere, die an Diabetes erkrankt sind. Der hell schraffierte Balkenanteil
stellt die Anzahl der nicht diabetischen Tiere da.
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6.2.2 Einfluss einer im Glutengehalt modifizierten Nahrung auf die
Insulitishaufigkeit bei der NOD Maus

Unabhangig davon flr welchen Zeitraum den Tieren das glutenfreie Futter
angeboten wurde, konnten durch eine glutenfreie Ernahrung der NOD Mause
signifikant geringere Insulitisgrade der Langerhans schen Inseln erzielt werden (p =
0,015).

54,3 % (25/46) der glutenfrei erndhrten NOD-Mause (Gruppe 2 A, B, C) zeigten
einen Insulitisgrad von 0 (keine lymphozytare Infiltration der Inseln) oder 1 (nur
periinsulare Infiltrate) im Vergleich zu 22,7% (5/22) aus der Kontrollgruppe (Gruppe 2
D). 77,3% der NOD Mause, die lebenslang die glutenhaltige Standardnahrung
erhalten hatten, zeigten einen Insulitisgrad von 2 (intrainsuléare lymphozytare
Infiltration bis 50% der Inselflache) oder 3 (intrainsulare lymphozytare Infiltration >
50% der Inselflache) im Vergleich zu 45,7% der glutenfrei erndhrten NOD Mause
(Abb.5.)
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Abb. 5: Insulitishaufigkeit weiblicher NOD Mause unter dem Einfluss einer im
Glutengehalt modifizierten Nahrung. Dargestellt ist die Insulitishaufigkeit in Prozent in
weiblichen NOD Mausen unter dem Einfluss einer im Glutengehalt modifizierten
Versuchsnahrung. Die Mause wurden in 4 Gruppen eingeteilt. Gruppe 2 D erhielt lebenslang
die glutenhaltige Standardnahrung (Kontrollgruppe). Die Gruppen 2 A, 2B, 2C erhielten ab
der 3. Lebenswoche die glutenfreie Versuchsnahrung (Glutenfrei-Gruppe). Der weiBe
Balkenanteil stellt die Anzahl der Tiere mit einem Infiltrationsgrad von 0 dar. Der diagonal
schraffierte Balkenanteil zeigt die Anzahl der Tiere mit einem Infiltrationsgrad von 1. Der
karierte Balkenanteil stellt die Anzahl der Tiere mit einem Infiltrationsgrad von 2 und 3 dar.
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6.2.3 Kumulative Diabetesinzidenz in Abhangigkeit zum Infiltrationsgrad der
Langerhans schen Inseln der NOD Mause unter dem Einfluss einer im

Glutengehalt modifizierten Nahrung.

Nur 40% (10/25) der glutenfrei erndhrten Mause mit einem Insulitisgrad von 0 und 1
entwickelten Diabetes bis zum Alter von 36 Lebenswochen. Die Diabeteshaufigkeit
liegt dagegen bei 80% (4/5) bei den mit der glutenhaltigen Versuchsnahrung
ernahrten NOD Mausen (p = 0,02) und einem Insulitisgrad von 0 und 1. Bei den
glutenfrei erndhrten NOD M&ausen mit einem Insulitisgrad von 2 und 3 entwickelten
47,6% (11/21) einen Diabetes im Vergleich zu 82,4% (14/17) aus der Kontrollgruppe
(p = 0,003). Die glutenfrei ernahrten NOD M&use mit einem Insulitisgrad von 2 und 3
entwickelten zudem spater Diabetes als die NOD Mause mit einem Insulitisgrad von
2 und 3, welche glutenhaltige Standardnahrung angeboten bekamen (19 versus 11
Lebenswochen). Bei den glutenfrei ernahrten NOD M&use mit einem Insulitsgrad von
0 und 1 konnte ab der 20. Lebenswoche eine Diabetesmanifestation beobachtet
werden. Im Vergleich dazu entwickelten die NOD Mause mit einem Insulitisgrad von
0 und 1, welche die glutenghaltige Standardnahrung erhielten, bereits ab der 18.
Lebenswoche Diabetes. (Abb.6).
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Abb. 6: Kumulatives Diabetesrisiko weiblicher NOD Mause in Abhangigkeit ihres
Insulitisgrades und des Glutengehaltes ihrer Nahrung. Die griin durchgezogene Linie
reprasentiert die glutenfrei ernahrten Mause mit einem Insulitisgrad von 0 und 1 (26/46), die
grin gestrichelte Linie die glutenfrei erndhrten Mause mit einem Insulitisgrad von 2 und 3
(20/46). Die rote Linie reprastentiert die NOD Mause der Kontrollgruppe mit einem
Insulitisgrad von 0 und 1 (5/22), die rot gestrichelte Linie die NOD Mause der Kontrollgruppe
mit einem Insulitisgrad von 2 und 3 (17/22).
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6.2.4 Einfluss einer beziiglich des Glutengehaltes modifizierten Nahrung auf
die Diabetesmanifestation bei weiblichen NOD-Mausen bis zu einem
Lebensalter von 12 Wochen

Um den Verlauf der Insulitisentwicklung bei der NOD Maus unter der im Glutengehalt
modifizierten Nahrung besser vergleichen zu kénnen, wurden zwei weitere
Versuchsgruppen gefihrt und die Mause in einen einheitlichen Alter von 12 Wochen
untersucht. Dabei erhielt Gruppe 3A glutenfreies Futter, wahrend die Tiere der
Gruppe 3B Standardnahrung angeboten bekamen.

Bei einem Lebensalter von 12 Wochen konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen der Diabetesmanifestation der glutenfrei erndhrten Mause und den
Kontrolltieren beobachtet werden (p = 1,00). Lediglich ein Tier (1/7) aus der
Kontrollgruppe hatte mit 12 Wochen bereits Diabetes entwickelt (14,3%). Keines der
glutenfrei erndhrten Tiere hatte mit 12 Wochen Autoimmundiabetes entwickelt

(Abb. 7).
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Abb. 7: Diabeteshaufigkeit weiblicher NOD Mause im Alter von 12 Wochen in Bezug
auf eine im Glutengehalt modifizierte Nahrung. Der dunkel schraffierte Balkenanteil zeigt
die Anzahl der Tiere, die an Diabetes erkrankt sind. Der hell schraffierte Balkenanteil stellt
die Anzahl der nicht diabetischen Tiere da.
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6.2.5 Einfluss einer beziiglich des Glutengehaltes modifizierten Nahrung auf
die Insulitishaufigkeit bei der NOD Maus bei einem Lebensalter von 12 Wochen

Bei einem einheitlichen Lebensalter von 12 Wochen fiel bei den glutenfrei erndhrten
NOD Mausen und den mit der glutenhaltigen Standardnahrung ernahrten Tiere
hinsichtlich des Infiltrationsgrades der Langerhans schen Inseln kein signifikanter
Unterschied auf (p = 0,107).

Graphisch lasst sich aber zeigen, dass in der glutenfrei ernahrten Gruppe deutlich
mehr Tiere (71,4%; 5/7) einen Insulitisgrad von 1 hatten im Vergleich zu den Tieren
aus der Kontrollgruppe (28,6%; 2/7). 57,1% (4/7) der Mause aus der Kontrollgruppe
zeigten hochgradige Infiltrationen des Grades 2 und 3, dagegen nur 14,3 % (1/7) der
glutenfrei ernahrten Tiere (Abb. 8).

Auffallig war zudem, dass bei den glutenfrei ernahrten Mausen deutlich mehr Inseln
im exocrinen Pankreas zu finden waren, als bei den mit der Standardnahrung
erndhrten Mausen. Zwischen 16 und 31 Inseln konnten bei den glutenfrei erndhrten
Mausen ausgewertet werden, dagegen nur zwischen 5 und 14 Inseln bei den
Mausen der Kontrollgruppe. Dies deutet darauf hin, dass unter einer glutenfreien
Erndhrung die Langerhans'schen Inseln des Pankreas langer ungeschadigt sind.
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Abb. 8: Insulitishaufigkeit weiblicher NOD Mause unter dem Einfluss einer im
Glutengehalt modifizierten Nahrung bei einem Lebensalter von 12 Wochen.

Die Mause wurden in 2 Gruppen eingeteilt. Gruppe 3 A erhielt die glutenfreie
Versuchsnahrung, Gruppe 3 B die Standartnahrung. Der weiBe Balkenanteil stellt die Anzahl
der Tiere mit einem Insulitisgrad von 0 dar. Der diagonal schraffierte Balkenanteil zeigt die
Anzahl der Tiere mit einem Insulitisgrad von 1. Der karierte Balkenanteil stellt die Anzahl der
Tiere mit einem Insulitisgrad von 2 und 3 dar.
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6.3. Einfluss eines Histamin 1 und 2 Rezeptorblockers auf die diabetes-

assoziierte Autoimmunitat

In diesem Untersuchungsteil sollte geprtft werden, ob eine Therapie mit Histamin -1-
Rezeptor (H1R)-, bzw. Histamin-2- (H2R)-Antagonisten bei weiblichen NOD Mausen
einen Einfluss auf den Infiltrationsgrad der Langerhans’schen Inseln des Pankreas
und die Diabetesentwicklung hat. Verglichen wurden die Pankreata von 9 Mausen,
denen der H1R-Antagonist Doxylamin (Gruppe 4A), 9 Mausen, denen der H2R-
Antagonist Ranitidin (Gruppe 4B) zugefihrt wurde, mit 8 Mausen, die ausschlieBlich
die Diphterie-Tetanus (DT)-Vakkzinierung (Gruppe 4C) erhalten hatten, und 8
unbehandelten Mausen (Gruppe 4D; Kontrolle).

6.3.1 Insulitishaufigkeit der oral mit Histamin 1 Rezeptor- und Histamin 2
Rezeptorantagonisten behandelten NOD Mause

Um neben den autoimmunen Insulinautoantikbrpern einen zusatzlichen Marker fur
die Analyse der Immunantwort nach Histamin-Rezeptorblockierung zu induzieren,
wurden die NOD Mause der Gruppen 4A, 4B und 4C mit zehn und vierzehn
Lebenswochen mit einem Diphterie-Tetanus-Toxoid (DT) subkutan immunisiert. Die
Tiere der Gruppe 4D erhielten keine DT-Immunisierung. Um den Einfluss einer
Immunisierung mit DT auf die Entwicklung von Inselautoimmunitat und Typ 1
Diabetes bei der NOD Maus zu untersuchen, wurden zunachst die beiden
Untersuchungsgruppen 4C (nur DT immunisiert) und Gruppe 4D (unbehandelt)
analysiert. Sowohl alle NOD Tiere (100%), die nur den DT-Impfstoff verabreicht
bekamen, als auch alle unbehandelten NOD Mause (100%) entwickelten Diabetes.
Auch im Hinblick auf den Infiltrationsgrad der Langerhans schen Inseln konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. 75 % der DT immunisierten NOD
Mause zeigten einen Insulitisgrad von 2 im Vergleich zu 87% der unbehandelten
Tiere. Lediglich 2 Tiere, welche die DT-Vakkzinierung erhielten, hatten einen
Insulitisgrad von 1 (25,0%). Nur ein unbehandeltes Tier (12,5%) zeigte eine massive
lymphozytare Infiltration der Langerhans schen Inseln (Ergebnisse graphisch nicht
dargestellt).

Die Analysen der Insulitisgrade bestatigen die Annahme, dass eine Immunisierung
mit dem Impfstoff DT keinen Einfluss auf die Diabetesentwicklung hat. Da bei den
beiden Gruppen kein Unterschied im Hinblick auf die Insulitisentwicklung
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nachweisbar ist, werden die beiden Gruppen flrr den Vergleich mit den
Interventionsgruppen 4A und 4B als eine Kontrollgruppe zusammengefasst.

Der Infiltrationsgrad der Langerhans’schen Inseln war bei den NOD Mausen, die mit
dem H1R- bzw. H2R-Antagonisten behandelten wurden (Gruppe 4 A; n=9 und 4 B;
n=9), signifikant niedriger (p = 0,006; p = 0,024) im Vergleich zur Kontrollgruppe (n =
16). Bei keinem der untersuchten Tiere konnte ein Insulitisgrad von 0 ausgewertet
werden. Eine periinsulare Infiltration von Immunzellen (Insulitsgrad 1) konnte in
66,7% (6/9) der Tiere mit dem H1R-Antagonisten, in 33,3% (3/9) der Tiere mit dem
H2R-Antagonisten und in 12,5% (2/16) der unbehandelten Kontrollgruppe gefunden
werden. Ein Insulitisgrad von 2 (lymphozytéare Infiltration bis zu 50%) konnte in 33,3%
(3/9) der Tiere der Gruppe 4 A, in 67% (6/9) der Tiere der Gruppe 4 B und in 81,3%
(13/16) bei der Kontrollgruppe bestimmt werden. Nur eine NOD Maus aus der
unbehandelten Kontrollgruppe zeigte eine massive lymphozytére Infiltrationen tber
50% der Inselflache der Langerhans'schen Inseln (Inssulitisgrad 3) (Abb. 9)
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Abb. 9: Insulitishaufigkeit weiblicher NOD Mause nach der Zufuhr von H1R- und H2R-
Antagonisten liber das Trinkwasser. Gruppe 4A erhielt den H1R-Antagonisten (n=9),
Gruppe 4B den H2R-Antagonisten (n=9). Die Mause der Gruppe 4C und 4D(n=16) erhielten
keine Behandlung und bilden die Kontrollgruppe. Der weiBBe Balkenanteil représentiert die
Tiere mit einem Insulitisgrad von 1 (Periinsulitis), der diagonal schraffierte Balkenanteil die
mit einem Insulitisgrad von 2 (lymphozytare Infiltration bis 50%) und der schwarze
Balkenanteil zeigt die eine Maus mit einem Insulitisgrad von 3 (lymphozytare Infiltration
>50%).
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6.3.2 Diabetesinzidenz der oral mit Histamin 1 Rezeptor- und Histamin 2
Rezeptorantagonisten behandelten NOD Mause

Die Diabetesentwicklung bei NOD Mausen konnte durch eine Therapie mit H1R-
Antagonisten signifikant reduziert werden. Sie liegt bei 55,6% gegeniiber 100% in
der unbehandelten Kontrollgruppe (p = 0,002). Eine Therapie mit H2R-Antagonisten
fOhrte hingegen zu keiner signifikanten Reduktion der Diabeteshaufigkeit (77,8% und
100%, p = 0,12) (Abb. 10).

Diabetesinzidenz (%)

H1R-A n=9 Kontrolle n=16 H2R-A n=9

Abb. 10: Diabetesinzidenz der weiblichen NOD Mause nach der Zufuhr von H1R- und
H2R-Antagonisten tber das Trinkwasser. Gruppe 4A erhielt den H1R- Antagonist
Doxylamin, Gruppe 4B den H2R- Antagonisten Ranitidin, Gruppe 4C und 4D wurde als
unbehandelte Kontrollgruppe geftihrt. Der dunkel schraffierte Balkenanteil zeigt die Anzahl
der Tiere, die an Diabetes erkrankt sind. Der hell schraffierte Balkenanteil stellt die Anzahl
der nicht diabetischen Tiere da.
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6.3.3 Diabetesinzidenz in Relation zur Insulitis der oral mit Histamin 1 Rezeptor-
und Histamin 2 Rezeptorantagonisten behandelten NOD Mause

33,3% (2/6) der Mause, die taglich mit 10 mg des H1R-Antagonisten Doxylamin
behandelt wurden und einen Insulitisgrad von 0 und 1 hatten, entwickelten bis zu
einem Alter von 32 Lebenswochen Diabetes. Die Diabeteshaufigkeiten lagen
dagegen bei 80% (4/5) bei den Tieren, die taglich 10 mg des H2R-Antagonisten
erhielten, und bei 100% der Tiere aus der Kontrollgruppe. Lediglich die Diabetes-
inzidenz bei den mit dem H1R-Antagonisten behandelten NOD Mausen war im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren signifikant verringert (p = 0,03).

Die Analysen der Diabetesinzidenz in Abhangigkeit des Infiltrationsgrades bei den
Interventionsgruppen mit einem Infiltrationsgrad von 2 und 3 zeigten keine
signifikanten Unterschiede. 75% (3/4) der mit dem H2R-Antagonisten behandelten
NOD Tiere mit einem Infiltrationsgrad von 2 und 3 und 100 % (14/14) der Tiere aus
der Kontrollgruppe entwickelten Diabetes. Dagegen betragt die Diabeteshaufigkeit
bei den mit dem H1R-Antagonisten behandelten Mausen mit einem Infiltrationsgrad
von 2 und 3 66,6% (2/3).

Zudem konnte eine spatere Diabetesentwicklung bei den mit dem H1R-Antagonisten
behandelten NOD M&usen mit einem Insulitisgrad von 0 und 1 im Vergleich zu den
mit dem H2R-Antagonisten behandelten NOD Mausen und den Tieren der
Kontrollgruppe mit einem Insulitisgrad von 0 und 1 (24 versus 14 und 22) (Abb.11).
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Abb. 11: Kumulatives Diabetesrisiko weiblicher NOD Mause in Abhéangigkeit ihres
Infiltrationsgrades der Langerhans schen Inseln und der Behandlung mit H1R- bzw.
H2R-Antagonisten. Die rot durchgezogene Linie repréasentiert die mit dem H1-R-
Antagonisten behandelten NOD Mause mit einem Insulitisgrad von 0 und 1 (6/9), die rot
gestrichelte Linie die NOD Mause mit einem Insulitisgrad von 2 und 3 (3/9). Die griin
durchgezogene Linie reprasentiert die mit dem H2-R-Antagonisten therapierten NOD Mause
mit einem Insulitisgrad von 0 und 1 (5/9), die griin gestrichelte Linie, die NOD Mause mit
einem Insulitisgrad von 2 und 3 (4/9). Die schwarz durchgezogene Linie zeigt die
unbehandelten Mause mit einem Insulitisgrad von 0 und 1 (2/16), und die schwarz
gestrichelte Linie, die unbehandelten NOD M&use mit einem Insultisgrad von 2 und 3
(14/16).
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6.4 Einfluss einer Immunisierung mit diabetesassoziierten Antigenen auf die

Diabetesentwicklung und die diabetesassoziierte Autoimmunitat

Der Manifestation des Typ 1 Diabetes geht bei der genetisch unveranderten NOD
Maus die Infiltration von Immunzellen in die Langerhans'schen Inseln des Pankreas
voraus. Durch Immunisierungen bzw. orale Verabreichungen des
diabetesassoziierten Antigens Insulin konnte bereits im NOD Maus Modell die
Diabetesentwicklung signifikant verringert werden.

In diesem Studienteil sollte untersucht werden, ob sich eine Immunisierung
weiblicher NOD Mé&use mit Insulin im Vergleich zu anderen diabetesassoziierten
Antigenen nur auf die Diabetesentwicklung auswirkt oder auch die
Insulitisentwicklung dadurch inhibiert werden kann. Diesbeziglich wurden von den
untersuchten Tieren histologische Untersuchungen durchgefihrt. Verglichen wurden
die Pankreata von 4 mit Insulin immunisierten Mausen mit den Pankreata von 4 mit
GAD, 4 mit Glucagon, 6 mit PNMT und 5 mit IA-2B immunisierten Mausen.
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6.4.1 Diabetesinzidenz weiblicher NOD Mause immunisiert mit diabetes-
assoziierten Antigenen

Aufgrund der geringen Anzahl der Versuchstiere zeigt sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Diabetesmanifestation bei den mit Insulin immunisierten
Tieren im Vergleich zu den NOD M&usen, die mit GAD, Glucagon, PNMT und 1A 23
geimpft wurden (p = 0,28). Graphisch zeigt sich aber, dass die mit Insulin
immunisierten Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe weniger Diabetes entwickelten
(25% und 63%) (Abb. 12).

100 -

90 +

80

70

St
N

60 -

50 -
p=0,8

40 -
30 - /

20 ~

Diabetesinzidenz (%)

10 -

Insulin n=4 Kontrolle n=19

Abb. 12: Diabetesinzidenz der weiblichen NOD Mause nach der Immunisierung mit
diabetesassoziierten Antigenen. Die Gruppen 5A (GAD, n= 4), 5B (Glucagon, n=4), 5D
(PNMT, n=6) und 5E (IA 2B, N=5) wurden als Kontrollgruppe zusammengenommen und mit
den mit Insulin immunisierten Mausen (Gruppe 5C, n=4) verglichen. Der dunkel schraffierte
Balkenanteil zeigt die Anzahl der Tiere, die an Diabetes erkrankt sind. Der hell schraffierte
Balkenanteil stellt die Anzahl der nicht diabetischen Tiere dar.
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6.4.2 Insulitis weiblicher NOD Mause immunisiert mit diabetesassoziierten
Antigenen

Aufgrund der geringen Anzahl der Versuchstiere zeigt sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Insulitisentwicklung bei den mit Insulin immunisierten
Tieren im Vergleich zu den NOD M&usen, die mit GAD, Glucagon, PNMT und 1A 23
geimpft wurden (p =0,116). Graphisch zeigt sich aber (Abb. 13), dass 50% der
Mause, die mit Insulin immunisiert wurden, einen Insulitisgrad von 0 bzw. 1 hatten im
Vergleich zur Kontrollgruppe (26,3%). Kein Insulin geimpftes Tier zeigte einen
Infiltrationsgrad von 2 (lymphozytére Infiltration bis 50% der Inselflache), dagegen
47,4% aus der Kontrollgruppe. Eine massive Infiltration der Langerhans'schen Inseln
(lymphozytére Infiltration >50% der Inselflache, Insultisgrad 3) wurde bei keinem der
untersuchten Tiere gefunden.
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Abb. 13: Insulitishaufigkeit weiblicher NOD Mause nach der Imnmunisierung mit
diabetesassoziierten Antigenen. Dargestellt ist die Insulitishaufigkeit in Prozent der
einzelnen Untersuchungsgruppen. Der weiBBe Balkenanteil représentiert die Tiere mit einem
Insulitisgrad von 0, der diagonal schraffierte Balkenanteil die mit einem Insulitisgrad von 1,
der schwarze Balkenanteil die mit einem Insulitisgrad von 2.
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7. Diskussion

7.1. Einfluss des Geschlechts auf die Entwicklung von Inselautoimmunitat und
Autoimmundiabetes im NOD Mausmodell

Die non obese diabetic (NOD) Maus ist ein Tiermodell, welches spontan klinische
Symptome eines Typ 1 Diabetes zeigt. Die spontane Diabetesentwicklung ist der
beim Menschen &hnlich. So sind auch bei NOD Mausen noch vor
Diabetesmanifestation Insulinautoantikérper detektierbar und auch eine fir den
humanen Typ 1 Diabetes typische Insulitis ist nachweisbar (2,72,119). Bei den
meisten NOD M&usen beginnt die Zerstdrung der pankreatischen Inseln kurz nach
der Geburt (36). Eine Infiltration von mononuklearen Leukozyten in die
Langerhans'schen Inseln des Pankreas ist bei allen NOD M&usen ab der vierten bis
sechsten Lebenswoche zu beobachten. Die Diabetesentwicklung ist dagegen stark
geschlechtsspezifisch (60). So betragt die kumulative Diabetesinzidenz bis zur
dreiBigsten Lebenswoche bei den weiblichen NOD Mausen 80%, dagegen nur 10%
bei den mannlichen Tieren (72). Durch eine zum humanen Typ 1 Diabetes &hnlich
verlaufende Pathogenese stellen NOD M&use ein exzellentes Tiermodell fir Studien
des Immungeschehens im Autoimmundiabetes dar. So sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden, ob auch bei den NOD Mausen des Institutes fur
Diabetesforschung in Miinchen-Schwabing ein geschlechtsspezifischer Unterschied
bezlglich Inselautoimmunitat und Autoimmundiabetes besteht. Dazu wurden
achtzehn weibliche und zweiundzwanzig méannliche unbehandelte NOD Mause
untersucht.

Wie erwartet zeigten mannliche NOD Mause eine signifikant geringere Diabetes-
inzidenz verglichen zu den weiblichen Tieren (4,4% versus 77,8%). Zudem konnte
unter den mannlichen Tieren eine signifikant geringere Auspragung der Insulitis
gezeigt werden. Bei 36,4% der mannlichen Tiere konnte ein Insulitisgrad von 0 (keine
lymphozytare Infiltration der Langerhans schen Inseln) und bei 50 % ein Insulitisgrad
von 1 (periinsuldre Infiltration) ausgewertet werden. Dagegen hatten nur 11,1% der
weiblichen Tiere einen Insulitisgrad von 0 und 55,6% einen Insulitisgrad von 1. Eine
mittelgradige Insulitis (lymphozytéare Infiltration bis 50% der Inselflache; Insulitisgrad
von 2) konnte bei 33,6% der weiblichen NOD Mause analysiert werden, dagegen nur
bei 13,6% der mannlichen Tiere. Weder bei den méannlichen noch bei den weiblichen
Tieren konnte eine schwerwiegende Insulitis (lymphozyare Infiltration > 50% der
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Inselflache; Insulitisgrad 3) beobachtet werden. Zudem war das kumulative
Diabetesrisiko bei den mannlichen NOD Mausen mit einem Insulitisgrad von 0 bzw. 1
bei einem Beobachtungszeitraum von 36 Wochen signifikant geringer im Vergleich
zu den weiblichen Tieren mit solch einer geringradigen Insulitis. Dieses betrug bei
den mannlichen NOD Mausen 5%. Im Vergleich dazu betrug das kumulative
Diabetesrisiko bei den weiblichen Tieren 82%.

Die Ergebnisse der zugrunde liegenden Arbeit entsprechen den bestehenden
Vorbefunden. Damit konnte gezeigt werden, dass die Mausezucht am Institut far
Diabetesforschung in Minchen Schwabing ein exzellentes Tiermodell fir die
durchgefihrten Interventionsversuche zum besseren Verstéandnis der
Immunpathogenese des Typ 1 Diabetes darstellt. Da die mannlichen NOD Mause
eine geringgradige Insulitis ausbilden, wurden flr die durchgefihrten Versuche zur
Darstellung der Insulitisentwicklung und Diabetesmanifestation unter verschiedenen
Therapieanséatzen lediglich weibliche NOD M&use untersucht.

7.2. Einfluss einer im Glutengehalt modifizierten Nahrung auf die Entwicklung
von Inselautoimmunitat und Autoimmundiabetes im NOD Mausmodell

Nahrungsmodifiaktionen kdnnen die Diabetesinzidenz verandern (101). Die in
klinischen Studien am haufigsten eingesetzte Nahrungsmodifikation ist die
Elimination des Weizenproteins Gluten aus der Nahrung. Gluten ist als Ausléser der
Autoimmunerkrankung Zoliakie bereits eindeutig identifiziert worden und eine
glutenfreie Erndhrung dieser Patienten stellt die grundlegende Therapie dar.
Aufgrund zahlreicher epidemiologischer Untersuchungsergebnisse
(17,25,31,37,64,114,115) wird seit einigen Jahren diskutiert, dass Gluten auch in der
Pathogenese des Autoimmundiabetes eine Rolle spielt. So sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden, ob durch eine glutenfreie Nahrung der Prozess der
Inselentziindung inhibiert und folglich der Autoimmundiabetes im NOD Mausmodell
verhindert werden kann.

Dazu wurden Organschnitte weiblicher NOD-Mause im Hinblick auf den
Infiltrationsgrad der Langerhans'schen Inseln histologisch untersucht.

Durch eine glutenfreie Ernahrung der Tiere konnte eine signifikant geringere
Auspragung der Insulitis erzielt werden. Dabei spielt es keine Rolle ob den Mausen
lebenslang oder nur fiir einen bestimmten Zeitraum die glutenfrei Nahrung

angeboten wurde. 54,3% der glutenfrei ernahrten NOD-Mause zeigten einen
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Insulitisgrad von 0 (keine lymphozytare Infiltration) oder lediglich 1 (periinsulare
Infiltrate) im Vergleich zu 22,7% der Tiere aus der Kontrollgruppe, welche
glutenhaltiges Standardfutter erhielten. 45,7% der glutenfrei erndhrten NOD Mause
zeigten einen Insulitisgrad von 2 (intrainsuléare lymphozytare Infiltration bis 50% der
Inselflache) oder 3 (lymphozytare Infiltration > 50% der Inselflache) im Vergleich zu
77,3% der Kontrollgruppe. Zudem konnte durch die glutenfreie Erndhrung der Tiere
eine hoch signifikante Verringerung der Diabetesinzidenz erzielt werden. Nur 43,5%
der glutenfrei erndhrten NOD Mause entwickelten Diabetes. Dagegen betrug die
Diabeteshaufigkeit in der Kontrollgruppe 81,8%. Ferner konnte durch eine glutenfreie
Erndhrung der Tiere das kumulative Diabetesrisiko in Abhangigkeit zum
Infiltrationsgrad der Langerhans'schen Inseln signifikant verringert werden. Dieses
betrug bei den glutenfrei ernéhrten Tieren mit einem Insulitisgrad von 0 und 1
wahrend einer Beobachtungszeit von 36 Wochen 40%. Im Vergleich dazu betrug das
kumulative Diabetes-Risiko bei den Tieren mit einem Insulitisgrad von 0 und 1,
welche glutenhaltiges Futter erhielten, 80%. Das kumulative Diabetes-Risiko bei den
glutenfrei ernahrten Tieren mit einem Insulitisgrad von 2 und 3 betrug 47,6%, im
Vergleich zu 82,4% bei den Tieren, welche glutenhaltiges Futter erhielten. Auch
Funda (1999) konnte in seinem Tierexperiment durch eine lebenslange glutenfreie
Ernahrung der NOD Mause eine signifikante Verringerung der Diabetesinzidenz
(15%) erreichen (37). Auch Studien unserer Arbeitsgruppe erreichten bei NOD
Weibchen, die lebenslang bzw. im Zeitraum nach der Entwéhnung (vierte bis zehnte
Lebenswoche) glutenfrei erndhrt wurden, verringerte Diabetesinzidenzen (51% und
36%). Diese gingen mit verringerten Insulinautoantikérper-Prévalenzen einher, was
flr eine durch glutenfreie Nahrung induzierte Veranderung der diabetesassoziierten
Autoimmunitat spricht (97). Ebenso zeigten Untersuchungen bei Kindern ein
signifikant héheres Risiko, Inselautoantikérper zu entwickeln, wenn diese bereits sehr
frih im Sauglingsalter (vor dem 3 Lebensmonat) mit glutenhaltiger Nahrung ernahrt
wurden (122). Andererseits konnte durch eine glutenfreie Erndhrung von Kindern, die
bereits Inselautoantikdrper entwickelt hatten, keine Verringerung der
Autoantikdrpertiter erreicht werden (48).

Um den Verlauf der Insulitisentwicklung unter der im Glutengehalt veranderten
Nahrung besser vergleichen zu kdnnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei
weitere Versuchgruppen gefiihrt und weibliche NOD Mause in einem einheitlichen
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Alter von 12 Wochen untersucht. Dabei erhielten die Mause der einen Gruppe
glutenfreies Futter, wahrend die andere Gruppe glutenhaltiges Standardfutter
angeboten bekam. Sowohl bei der Insulitisentwicklung als auch der
Diabetesmanifestation konnten hinsichtlich der Nahrungsmodifikation keine
signifikanten Unterscheide zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden.
Dennoch konnten bei den glutenfrei erndhrten Tieren deutlich mehr Inseln mit einem
Insulitisgrad von 1 (71,4%) im Vergleich zu der Kontrollgruppe (28,6%) ausgewertet
werden. Ein Insulitisgrad von 2 und 3 konnte in 14,3% der glutenfrei ernahrten Tiere
bestimmt werden, im Vergleich zu 57,1% der Kontrollgruppe. Auffallig war zudem,
dass bei den glutenfrei erndhrten Mausen deutlich mehr Inseln im exokrinen
Pankreas zu finden waren als bei den Tieren, die Standardnahrung angeboten
bekamen. Zwischen 16 und 31 Inseln konnten bei den glutenfrei ernahrten Mausen
ausgewertet werden. Dagegen konnten bei den Tieren der Kontrollgruppe nur
zwischen 5 und 14 Inseln analysiert werden. Dies deutet darauf hin, dass unter der
glutenfreien Nahrung die Langerhans'schen Inseln des Pankreas langer
ungeschadigt bleiben. Diese Beobachtung unterstreicht das Ergebnis einer Studie
junger Erwachsener mit Inselautoantikérpern, deren Insulinausschittung nach
intravendser Glucosezufuhr durch eine glutenfreie Erndhrung verbessert werden
konnte (87). Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass eine glutenfreie Erndhrung
einen protektiven Effekt auf die B-Zellfunktion hat.

Neueste Untersuchungen von Funda am NOD Mausmodell konnten den 1999
beschriebenen protektiven Effekt der glutenfreien Nahrung auf die Diabetesinzidenz
nicht mehr nachweisen. Sowohl eine glutenfreie Nahrung als auch eine, verglichen
zur glutenhaltigen Standardnahrung, im Glutengehalt gesteigerte Nahrung zeigte
eine signifikante Verringerung der Diabetesinzidenz. Erstaunlicherweise konnte aber
nur durch eine glutenfreie Ernahrung der NOD Mause die Auspragung der Insulitis
signifikant verringert werden (38).

Der genaue Mechanismus, wie Nahrungsfaktoren die Entwicklung von
Autoimmundiabetes beeinflussen, ist bisher unklar. Die Ergebnisse dieser Studie
lassen vermuten, dass der praventive Effekt von Gluten im Hinblick auf die
Entwicklung von Autoimmundiabetes Uber zwei Wirkungsmechanismen zu erklaren
ist. Zum einen kénnte Gluten die Entwicklung des Typ 1 Diabetes direkt Gber die
Darmschleimhaut beeinflussen oder indirekt Gber eine Veranderung der

physiologischen Darmflora. So berichten neueste Untersuchungen im NOD Modell
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Uber eine Zunahme grampositiver Darmbakterien unter glutenfreier Nahrung (44).
Zudem wurde nachgewiesen, dass im NOD Mausmodell nach weizenreicher
Nahrung eine Verschiebung des intestinalen Zytokingleichgewichts hin zum Th1-Typ
erfolgt. Das lasst eine Veranderung des darmassoziierten Immunsystems als Beitrag
zur Diabetesentwicklung vermuten (33). Auch Maurano berichtet Uber
Darmerkrankungen und eine Erhéhung entzindlicher Zytokine der Darmschleimhaut
bei NOD Mausen nach weizenreicher Nahrung (73). Andererseits kénnte die
Glutenverabreichung direkt oder indirekt zu Veranderungen der pankreatischen B-

Zelle fuhren.

Die Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass Gluten nicht das treibende Antigen im
Typ 1 Diabetes ist. Es scheint aber den Verlauf einer genetisch pradeterminierten
diabetesassoziierten Autoimmunitat zu modulieren, denn unter einer glutenfreien
Ernahrung konnte die Insulitisentwicklung inhibiert werden. Um den genauen
Wirkungsmechanismus des Glutens in der Entstehung des Autoimmundiabetes
naher zu charakterisieren sind weitere Untersuchungen am NOD Mausmodell
unerlasslich. Vor allem Untersuchungen des Darm-assoziierten Immunsystems sind

fur die Aufklarung der pathogenetischen Mechanismen sinnvoll.
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7.3. Einfluss der oralen Zufuhr von Histamin-1-Rezeptorantagonisten auf die

Entwicklung von Inselautoimmunitat und Autoimmundiabetes

Eine besondere Bedeutung wird bei der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 1 der
Th1/Th2 Zytokinbalance zugemessen, und es wird davon ausgegangen, dass beim
Typ 1 Diabetes die B-Zell Destruktion durch zytotoxische Zellen gegen Autoantigene
ausgeldst wird, welche durch Th1-Zytokine reguliert werden (53).

Bei NOD Mausen, dem klassischen Tiermodell des humanen Typ 1 Diabetes, wurde
beobachtet, das es im Verlauf der Insulitis zum Einwandern von autoreaktiven Zellen
in die endokrinen Inseln des Pankreas kommt, wobei hauptsachlich CD4+ und CD8+
T-Zellen das Inselinfiltrat ausmachen (111,112). CD4+ T-Zellen werden anhand ihres
Zytokinprofils in Th1 und Th2 Zellen eingeteilt (77). Es wird davon ausgegangen,
dass bei der Krankheitsentstehung des Typ 1 Diabetes zunachst eine benigne Th2
gewichtete Insulitis vorliegt, welche nach einer Zytokinverschiebung, vermutlich
durch einen exogenen Faktor ausgeldst, in die maligne Th1 mediierte Insulitis
Ubergeht und zum B-Zell-Tod und Insulinmangel fuhrt (61).

In einer Studie an Mausen mit zerstdrten Histamin -1-Rezeptoren wurde Uber eine
verstarkte Produktion des Th2 spezifischen Zytokin IL-4 berichtet. Dagegen zeigten
Mause mit zerstérten Histamin-2-Rezeptoren sowohl eine verstarkte Sekretion von
Th1- als auch von Th2-typischen Zytokinen (55). Diese Ergebnisse lassen
schlussfolgern, dass durch eine Blockade des Histamin 1 Rezeptors die Th2
Immunitat gestérkt wird und dadurch eine weniger aktive Krankheitsphase erreicht
werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit sollte am NOD Mausmodell untersucht
werden, ob durch die Verabreichung von Histamin-1-Rezeptorantagonisten tber das
Trinkwasser eine Verschiebung der Immunantwort weg von der destruktiven Th1 hin
zur protektiven Th2 Immunitat erreicht werden, und dadurch der Insulitisprozess

inhibiert und die Diabetesinzidenz reduziert werden kann.

Bei den oral mit Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten behandelten NOD Mausen
konnte im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe tatsachlich eine signifikant
geringere Auspragung der Insulitis erreicht werden. Zudem wurde bei den mit dem
Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten behandelten Tieren eine signifikante Reduktion
der Diabetesinzidenz beobachtet. Die Diabetesinzidenz der mit dem Histamin-1-
Rezeptorantagonisten behandelten Mause lag bei 55,6% im Vergleich zu 100% bei
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der Kontrollgruppe. Erstaunlicherweise zeigten die mit dem Histamin-2-
Rezeptorantagonisten behandelten Mause ebenfalls signifikant geringere
Insulitisgrade, obwohl sie eine &hnlich hohe Diabetesinzidenz (77,8%) wie die
unbehandelten Kontrolltiere hatten. Allerdings ergab die Analyse der
Infiltrationsgrade der Einzeltiere einen dominanten Anteil an Inseln mit einem
Insulitisgrad von 1 (ausschlieBlich Periinsulitis) bei den mit dem Histamin-1-Rezeptor-
Antagonisten behandelten Mausen im Vergleich zu den mit dem Histamin-2-
Rezeptor-Antagonisten behandelten Mausen und der Kontrollgruppe (66,7%; 33,3%,
12,5%). Dies unterstreicht den protektiven Effekt der Histamin-1-Rezeptorblockade
auf den Erhalt der B-Zellen.

Die Analyse der Diabetesinzidenz in Relation zur Insulitis bekraftigen den
beschriebenen B-Zell- und Diabetes-Schutz durch Histamin-Rezeptor-Blockade: Die
Mause, die den Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten erhielten und einen Insulitisgrad
von 1 hatten, zeigten eine signifikant geringere Diabetesmanifestation im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe (33,3% vs 100%). Hingegen zeigten die Mause
mit einem Insulitisgrad von 1, welche mit dem Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten
behandelt wurden, eine ahnlich hohe Diabetesinzidenz wie die unbehandelten
Kontrolltiere (80% vs 100%). Zudem konnte eine spéatere Diabetesentwicklung bei
den Mausen mit dem Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten und einer geringen
lymphozytaren Infiltration der Inseln im Vergleich zu den Tieren mit dem Histamin-2-
Rezeptor-Antagonisten und der Kontrollgruppe festgestellt werden (24 vs 14 vs 22
Wochen).

Schlussfolgernd bestéatigen die Ergebnisse dieser Arbeit die Vorbefunde von Jutel
hinsichtlich der Verstarkung von Th2-Immunitat nach Blockierung von Histamin-1-
Rezeptoren. Uber eine Verdnderung der Immunantwort zum protektiven Th2-
Phanotyp kann die Inselentziindung inhibiert und die Diabetesinzidenz reduziert
werden. Allerdings sind die Ergebnisse dieser Arbeit kontrovers zu den
Vorergebnissen eines Interventionsversuches mit dem Histamin-1-
Rezeptorantagonisten Ketotifen am Menschen. Hierbei wurde Ketotifen neun
pradiabetischen Personen im Erwachsenenalter Uber drei Monate verabreicht. Ein
protektiver Effekt des Histamin-1-Rezeptorblockers auf die Diabetesmanifestation

konnte nicht beobachtet werden (14).
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Méoglicherweise ist dieses gegensatzliche Ergebnis zum einen aufgrund des spaten
Beginns der Studie zu einem schon fortgeschrittenen Stadium der
Diabetesentwicklung und zum anderen aufgrund der zu kleinen Versuchsgruppe
erklarbar. Allerdings kdnnte die Wirkung des Histamin-1-Rezeptorblockers im NOD
Mausmodell von der Wirkung beim Menschen abweichen. Daher sind weitere
Untersuchungen Gber den Einfluss von Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten auf die
Entstehung von Inselautoimmunitat und Autoimmundiabetes und den zugrunde

liegenden Wirkmechanismus vor allem beim Menschen sinnvoll.

7.4. Einfluss einer Immunintervention durch exogenens Insulin auf die

Inselautoimmunitat und Autoimmundiabetes im NOD Mausmodell

Bereits seit Jahren versucht man im Tiermodell der NOD Maus durch
antigenspezifische Therapien die Diabetesmanifestation zu verzégern oder gar zu
verhindern. Verschiedene Studien berichten erfolgreich tber Therapien mit dem
diabetesassoziierten Autoantigen Insulin (6,23,27,104,120). Insulin ist das einzige B-
Zell spezifische Antigen, gegen das spezifische Insulinautoantikérper gebildet
werden. Zur klinischen Manifestation des Typ 1 Diabetes kommt es nur, wenn der
GroBteil der insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas zerstért sind. So sollte im
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, ob durch eine Immunintervention mit
Insulin eine Verringerung der Insulitisauspréagung bei der NOD Maus erreicht werden
kann, und folglich die Krankheitsentstehung des Autoimmundiabetes verzdgert oder
verhindert werden kann.

Dazu wurden weibliche NOD Mause untersucht und in finf Gruppen aufgeteilt. Einer
Gruppe wurde intramuskular Insulin verabreicht. Die anderen Gruppen erhielten die
Antigene Glutamatdecarboxylase (GAD) und Protein-Tyrosinphosphatase 1A-283 (IA-
28) bzw. die Kontrollantigene Glucagon und Phenolethanolamin-N-Methyl-
Transferase (PNMT) und wurden als eine Kontrollgruppe zusammen analysiert.
Unter der Immunintervention mit dem diabetesassoziierten Antigen Insulin konnte
eine, wenn auch nicht signifikante Verringerung der Insulitsauspragung erzielt
werden. Bei 50% der mit Insulin immunisierten NOD Mause konnte ein Insulitisgrad
von 0 (keine lymphozytare Infiltration der Langerhans schen Inseln) bzw. 1
(periinsulare Infiltration) analysiert werden. Dagegen zeigten nur 26,3% der Tiere aus
der Kontrollgruppe eine solch geringradige Insulitis. Zudem konnte das
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Diabetesrisiko bei den NOD M&usen, welche Insulin verabreicht bekamen, wenn
auch wiederum nicht signifikant, im Vergleich zur Kontrollgruppe gesenkt werden
(25% versus 63%). Dass die Ergebnisse keinen signifikanten Unterschied zeigten, ist
aufgrund der zu geringen Anzahl der Versuchstiere (4 versus 19) zu erklaren.
Dennoch belegen die Ergebnisse dieser Arbeit beschriebene Vorbefunde. So konnte
Atkinson durch die subkutane Verabreichung von Schweineinsulin pradiabetischer
NOD Mé&use eine Reduktion der Diabetesinzidenz von 65% auf 8% erreichen (6).
Ebenso fuhrte die Immunisierung mit Insulin zu einer Verringerung der
Insulitisauspragung. Atkinson beschreibt zudem einen protektiven Effekt des Insulins
auf den Erhalt der Langerhans’schen Inseln. Unter einer Insulintherapie scheinen die
Inseln in ihrer Morphologie weniger geschadigt zu sein. Auch Shah konnte ahnliche
Befunde beim Menschen erheben. Eine Ruhigstellung der B-Zelle durch eine
unterstitzende maximale Insulintherapie nach Manifestation des Typ 1 Diabetes
scheint den Immunprozess zu verlangsamen und die C-Peptid-Sekretion flur ein Jahr
zu erhalten (104). Eine groBe Interventionsstudie, die DPT-1 Studie (Diabetes
prevention trial-1 Study), welche die Wirksamkeit von subkutanem Insulin bzw. die
orale oder intranasale Verabreichung von Insulin auf die Diabetesentwicklung
getestet hat, konnte zeigen, dass unter einer parenteralen Insulintherapie das
Diabetesrisiko bei Personen mit einem Hochrisikogenotyp nicht gesenkt werden
konnte. Orales Insulin dagegen kann die Manifestation des Typ 1 Diabetes
verzdégern, sogar dann wenn der Immunprozess bereits in Gang gesetzt wurde
(29,105). Der wirkungsvollere Effekt der oralen Insulinverabreichung auf die
Diabetesentwicklung ist vermutlich darin begriindet, dass Uber das darmassoziierte
Immunsystem eine Art Toleranz induziert werden kann und das Immunsystem
beruhigt. Aufbauend auf diese Ergebnisse wird derzeit eine
Primarinterventionsstudie, die Pre-Point Studie durchgefliihrt, welche zum Ziel hat,
durch die Behandlung mit oralem bzw. nasalem Insulin die Bildung von
diabetesassoziierten Antikdrpern bei Kindern mit einem Hochrisikogenotyp, die selbst
aber noch keine diabetesspezifischen Antikdrper gebildet haben, zu verhindern. Mit
der Pre-Point Studie soll die geeignete Dosis und die Art der Verabreichung des
Insulins bestimmt werden. In einer weiterfihrenden Studie, der Point Studie, wird
dann der schitzende Effekt dieser Insulinbehandlung auf die Diabetesentwicklung

untersucht.
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Ebenso wie subkutane Insulininjektionen fihrten wéchentliche orale
Verabreichungen von Insulin bei den von Zhang et al. untersuchten NOD Tieren zu
einer Reduktion der Diabetesinzidenz und verzdégerten Diabetsmanifestation (120).
Intramuskulare Injektionen von Plasmid-DNA, die die Insulin-B-Kette kodiert, mit
Inkompletten Freund schen Adjuvants (IFA) in transgene Mause reduzieren die
Diabetesinzidenz ebenfalls (23). Ahnliche positive Effekte erbrachten Injektionen von
Insulin in Kombination mit IFA, einem Peptid der Insulin —B-Kette mit IFA, dem Peptid

alleine und dessen intranasale Verabreichung (27,79).

Im Vergleich dazu zeigten neueste Untersuchungen aus China kein Aufhalten der
Insulitis bei NOD M&usen durch die subkutane Verabreichung von exogenem Insulin,
wohl aber eine Reduktion der Diabetesmanifestation. Auffallig waren aber héhere
Titer des Th2 spezifischen Zytokins IL-4 und niedrigere Titer des Th1 spezifischen
Zytokins INF-y im Serum der mit Insulin immunisierten NOD Mause (54). Diese
Ergebnisse entsprechen den Vorbefunden von Muir. Auch er konnte keine
Verringerung der Insulitis bei NOD Mausen, welche subkutan Insulin verabreicht
bekamen, feststellen. Es fielen aber ebenfalls geringere Konzentrationen des Th1
spezifischen Interleukins INF-y innerhalb der pankreatischen Inseln im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe auf. Die bei der Immunisierung verabreichten Stoffe
scheinen regulatorische T-zellen zu stimulieren und Uber deren Ausschittung von
Zytokinen eine Verschiebung von einer Th1 gewichteten hin zu einer Th2
dominierten Immunantwort zu induzieren mit der Folge der Zerstérung der B-Zellen
und damit Typ 1 Diabetes zu verhindern. Es ist bekannt dass das friihe Stadium der
Insulitis Th2-dominiert und aus diesem Grund nicht destruktiv ist, und vor bzw. bei
Diabetesmanifestation eine Veranderung des Zytokinprofils von CD4+ Zellen in
Richtung Th1-Immunantwort stattfindet, was zur Zerstérung der B-Zellen fihrt. Somit
kénnte eine Therapie mit exogenem Insulin auf den Erhalt der B-Zelle sehr viel
versprechend sein.

Da die Ergebnisse der zugrunde liegenden Arbeit auf einer zu geringen Fallzahl
basieren, waren, um genauere Aussagen Uber den Effekt von exogenem Insulin auf
die Entwicklung von Inselautoimmunitat und Autoimmundiabetes zu schlussfolgern,

weitere Untersuchungen an einem gréBeren Kollektiv am NOD Mausmodell sinnvoll.
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8. Zusammenfassung

Die pankreatischen Inseln eines Typ 1 Diabetikers zeigen eine chronische
Entziindung und eine Infiltration mit T-Lymphozyten und Makrophagen. Diese
Insulitis ist ein typisches Merkmal des Autoimmundiabetes. Der auslésende Faktor,
der zur Insulitis und Aktivierung des kérpereigenen Immunsystems gegenlber den
insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas fihrt, ist bisher noch nicht eindeutig
bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war deshalb, durch verschiedene Therapieansatze
den Insulitisprozess im NOD (nonobese diabetic) Mausmodell zu inhibieren und
folglich die Entwicklung des autoimmunen Diabetes zu verhindern.

Zu den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Therapieansatzen zahlen nutritive
(Einfluss von Gluten in der Nahrung), pharmakologische (Histamin-Rezeptor-

Antagonisten) und immunmodulatorische (Insulinimmunisierungen) Interventionen.

Im NOD Mausmodell wurde bereits Uber einen Zusammenhang zwischen einer
glutenfreien Nahrung und einer verringerten Diabetesinzidenz berichtet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte geprift werden, ob Gluten auch einen Einfluss auf die
Insulitisentwicklung hat und ob diese mit einer verdnderten Diabetesmanifestation
einhergeht. In einem weiteren pharmakologischen Ansatz sollte gepruft werden ob
durch die Behandlung mit Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten die Diabetesinzidenz
und die Insulitisentwicklung reduzierte werden kann. Es wurde beschrieben, dass
durch die Bindung von Histamin an Histamin-1-Rezeptoren andere Zytokinantworten
resultieren als durch die Bindung an Histamin-2-Rezeptoren. Diesbezlglich wurden
NOD Mé&use oral mit einem Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten bzw. Histamin-2-
Rezeptor-Antagonisten Uber das Trinkwasser behandelt, wobei die Verabreichung
des Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten zu einer Verschiebung der Immunantwort
weg von dem destruktiven Th1- hin zum protektiven Th2-Phanoty fihren sollte. Dies
sollte mit einer Verringerung der Insulitisauspragung einhergehen. Eine weitere
Mdoglichkeit der Intervention stellt eine Immunisierung mit dem diabetesassoziierten
Antigen Insulin dar. Es wurde publiziert, dass durch Immunisierungen mit dem
diabetesassoziierten Antigen Insulin die Entstehung von Autoimmundiabetes im NOD
Mausmodell verhindert werden kann. In einem letzten Therapieansatz wurden NOD
Mause mit Insulin und als Kontrolle mit Glutamatdecarboxylase (GAD), Protein-
Thyrosinphosphatase 1A-28 (IA-2B), Glucagon und Phenolethanolamin-N-
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Methyltransferase (PNMT) immunisiert, um zu untersuchen, ob dadurch die Insulitis

in ihrer Auspragung reduziert werden kann.

Diese Arbeit sollte die Grundlage flir neue Ansatze in der Pravention des Typ 1
Diabetes beim Menschen bilden.

Folgende Ergebnisse konnten erhoben werden:

Von den drei durchgefuhrten Studien zeigten zwei Therapieansatze signifikante
protektive Auswirkungen auf die Insulitisentwicklung und Diabetesmanifestation.

1.) Eine glutenfreie Ernahrung der NOD Mause fiihrte im Vergleich zur glutenhaltigen
Standard-Ern&hrung der Tiere zu einer signifikanten Verringerung der
Insulitisauspragung. 54,3% der glutenfrei ernahrten NOD Mause zeigten eine
geringradige Infiltration der Inseln im Vergleich zu 22,7% der Tiere aus der
Kontrollgruppe. 45,7% der glutenfrei erndhrten NOD Mause zeigten eine maBige bis
massive Infiltration der Langerhans schen Inseln im Vergleich zu 77,3% der
Kontrollgruppe. Zudem konnte durch die glutenfreie Erndhrung der Tiere eine hoch
signifikante Verringerung der Diabetesinzidenz erzielt werden. Nur 43,5% der
glutenfrei ernahrten NOD Mause entwickelten Diabetes. Dagegen betrug die
Diabeteshaufigkeit in der Kontrollgruppe 81,8%. Ferner konnte durch eine glutenfreie
Erndhrung der Tiere das kumulative Diabetesrisiko in Abhangigkeit zum
Infiltrationsgrad der Langerhansinseln signifikant verringert werden. Dieses betrug
bei den glutenfrei erndhrten Tieren mit einem Insulitisgrad von 0 und 1 40% im
Vergleich zu 80% der Kontrollgruppe. Das kumulative Diabetes-Risiko der glutenfrei
erndhrten Tiere mit einem Insulitisgrad von 2 und 3 betrug 47,6%, im Vergleich zu
82,4% der Kontrollgruppe.

Die Analyse der Insulitisentwicklung und Diabetesmanifestation unter dem Einfluss
von Gluten bei NOD Mausen gleichen Alters (12 Wochen) ergab weder fir die
Diabetesmanifestation noch fir die Insulitisentwicklung einen signifikanten
Unterschied. Dies ist am ehesten aufgrund der zu geringen Fallzahl (n=14) zu
erklaren. Denn es zeigte sich unter einer glutenfreien Ernahrung der Tiere ebenfalls
eine deutliche Reduktion der Insulitisauspragung im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Dies bestatigt die Ergebnisse der zuvor beschriebenen Studie. Ferner konnten bei
den glutenfrei ernahrten NOD Mausen deutlich mehr Inseln ausgewertet werden als

bei den mit der glutenhaltigen Standardnahrung ernahrten Tieren. Dies deutet darauf
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hin, dass unter der glutenfreien Nahrung die Langerhans’schen Inseln des Pankreas
langer ungeschadigt bleiben.

2.) Die Verabreichung eines Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten flhrte zu einer
signifikant geringeren Auspragung der Insulitis und signifikanten Reduktion der
Diabetesinzidenz im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (55,6% vs 100%).
Erstaunlicherweise zeigten die mit dem Histamin-2-Rezeptorantagonisten
behandelten NOD Mause ebenfalls signifikant geringere Insulitisgrade, obwohl sie
eine ahnlich hohe Diabetesinzidenz wie die unbehandelten Kontrolltiere hatten
(77,8% vs 100%). Die Analyse der Infiltrationsgrade der Einzeltiere ergab einen
dominanten Anteil an Inseln mit ausschlieBlich periinsularen Infiltraten bei den mit
dem Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten behandelten NOD Mausen im Vergleich zu
den mit dem Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten behandelten Mausen und der
Kontrollgruppe (66,7%; 33,3%, 12,5%). Dies unterstreicht den protektiven Effekt der
Histamin-1-Rezeptorblockade auf den Erhalt der B-Zellen. Zudem konnte das
kumulative Diabetesrisiko in Abhangigkeit zum Infiltrationsgrad der Inseln durch die
Verabreichung des Histamin-1-Rezeptor-Antagonisten signifikant reduziert werden.
NOD Méause mit einer gering gradigen Insulitis entwickelten nur in 33,3 % der Falle
Diabetes im Vergleich zu 100 % der unbehandelten Tiere mit einer gering gradigen
Insulitis. Hingegen zeigten die mit dem Histamin-2-Rezeptor-Antagonisten
behandelten NOD Mé&use mit einer gering gradigen Insulitis &hnlich hohe Diabetes-
Inzidenzen wie die unbehandelten Kontrolltiere (80% vs 100%).

3.) Die Immunisierung mit dem diabetesassoziierten Antigen Insulin fihrte zu keiner
signifikanten Reduzierung der Insulitisentwicklung und der Diabetesmanifestation.
Dennoch ist von einer protektiven Wirkung des Insulins auf die Insulitisentwicklung
auszugehen, da bei 50 % der mit Insulin behandelten NOD Mause keine Infiltration
der Inseln bzw. lediglich periinsulare Infiltrate analysiert werden konnten. Eine solch
geringradige Insulitis ergab sich nur in 26,3% bei der Kontrollgruppe (p = 0,116).
Ferner konnte das Diabetesrisiko unter einer Insulintherapie im Vergleich zur
Kontrollgruppe gesenkt werden (25% versus 63%; p = 0,28).
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Aus den Ergebnissen dieser Arbeit sind verschiedene Therapieansatze flr zuklnftige
Anwendungen beim Menschen denkbar.

Die Méglichkeit eine Pravention des Typ 1 Diabetes durch eine glutenfreie Ernahrung
wird bereits bei Kindern mit einem hohen Diabetes-Risiko innerhalb der BabyDiat —
Studie geprift. Aus vorausgegangenen Studien wei3 man, dass sich bei Kindern das
Diabetesrisiko erhéht, wenn diese vor dem 4. Lebensmonat getreidehaltige
Nahrungsmitten angeboten bekamen. Besonders deutlich zeigte sich der
Risikoanstieg bei genetisch belasteten Kindern. Erndhrung und Darmreife scheinen
demnach eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Typ 1 Diabetes zu
spielen. Deshalb wird in der BabyDiat — Studie versucht durch eine spatere
Zufutterung der Kinder mit getreidehaltiger Kost den Autoimmunprozess der zur
Manifestation des Typ 1 Diabetes flhrt zu verzégern oder gar zu verhindern.

Der genaue Wirkungsmechanismus des Gluten auf die Entwicklung des
Autoimmundiabetes bedarf jedoch weiterer Forschung, da neueste Berichte sogar
von einer protektiven Wirkung einer im Glutengehalt erhéhten Nahrung auf die

Entwicklung des Typ 1 Diabetes ausgehen.

Ferner sollte innerhalb einer prospektiven doppelblinden Studie die protektive
Wirkung von Histmin-1-Rezeptor-Blockierungen auf die Entwicklung des Typ 1
Diabetes untersucht werden. Histamin-Rezeptor-Antagonisten sind seit Jahren
geprifte und in der Medizin eingesetzte Medikamente und finden vor allem in der
Allergologie und Hemmung der Magensaureproduktion ihre Anwendung. Dieser
Therapieansatz ist sehr viel versprechend und eine Anwendung beim Menschen

scheint gerechtfertigt zu sein.

Seit Jahren wird die Wirkung des Hormons Insulin auf die Entwicklung von
Autoimmundiabetes sowohl am Tiermodell der NOD Maus als auch beim Menschen
geprtift. Derzeit wird in den USA eine Studie durchgefiihrt, die bei
Hochrisikopatienten den Effekt von oralem Insulin auf die Entwicklung von
Autoimmundiabetes in einem sehr friihen Erkrankungsstadium untersucht. In der
aktuell durchgefihrten internationalen Primérpreventionsstudie, der Pre-Point Studie,
wird dagegen durch die Behandlung von Kindern, welche ein sehr hohes
Diabetesrisiko haben, mit oralem bzw. nasalem Insulin versucht, die Entwicklung von

diabetesassoziierten Antikdrpern bereits im Vorfeld eines Autoimmundiabetes zu
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verhindern. Mit der Pre-Point Studie soll die am besten geeignete Dosis und
Darreichungsform des Insulins bestimmt werden. In der weiterfihrenden POINT
Studie, wird dann Gber einen langeren Zeitraum der schitzende Effekt dieser
Insulinbehandlung auf die Entwicklung des Autoimmundiabetes untersucht.

Durch die Verabreichung von Insulin Gber den Verdauungstrakt soll eine Art Toleranz
induziert und das Immunsystem beruhigt werden. Sollte dadurch tatséchlich ein
praventiver Effekt auf die Krankheitsentstehung erreicht werden, wéare eine einfache
und elegante Therapieform gefunden, flr die ein hohes MaB an Akzeptanz zu
erwarten ware.
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