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| EINLEITUNG

1. AUTOIMMUNERKRANKUNG DIABETESMELLITUSTYP1

Der Diabetes mellitus Typ | (Synonym: insulin dependent diabetes mellitus, IDDM)

z&hlt zu den schwerwiegendsten Stoffwechselerkrankungen mit einer Pravalenz von
circa 0,3 % der mitteleuropaischen Bevolkerung. Die Inzidenzrate ist im Jugendalter
am hochsten. Manner und Frauen erkranken etwa gleich haufig (CLASSEN et al.,
1991).

Der Typ | Diabetes ist gekennzeichnet durch einen Insulinmangel, der als Folge einer
fortlaufenden  Zerstérung der insulinproduzierenden Beta-Zellen in den
Langerhansschen Inseln des Pankreas entsteht. Zum Zeitpunkt der Kklinischen
Manifestation sind nur noch etwa 10 - 20 % der Beta-Zellen vorhanden. Voraus geht
ein Monate bis Jahre dauernder Autoimmunprozel3, der am ehesten durch T-Zellen
vermittelt ist. Dennoch sind die ebenfalls auftretenden Autoantikorper aus zweierlei
Grinden von Bedeutung. Zum einen sind sie moglicherweise gegen das gleiche
Zielantigen gerichtet wie die autoreaktiven T-Zellen. Zum anderen konnen sie
aufgrund ihres Auftretens in der pradiabetischen Phase dazu dienen, gefahrdete
Personen frihzeitig zu identifizieren (HARRISON 1990).

In den ersten Interventionsstudien mit dem Immunsuppressivum Cyclosporin A bei
bereits manifest erkrankten Typ | Diabetikern konnte das Eintreten vollstandiger

Insulinabhangigkeit deutlich hinausgezdgert, aber letztlich nicht verhindert werden

(ASSAN et al., 1990; BOUGNERES et al., 1990). AuRerdem ist diese Therapieform

nicht spezifisch fur den IDDM und es traten zum Teil betrachtliche Nebenwirkungen

auf (FEDERLIN und BECKER, 1990).

Als Alternative zu einer lebenslangen Insulinsubstitution dient letztlich der Ersatz

insulinproduzierenden Beta-Zellen durch eine Pankreas- oder Inseltransplantation
(FEDERLIN et al., 1990; FEDERLIN et al., 1992; FEDERLIN, 1993). Intensive



Bemuhungen gelten weiterhin der Optimierung der Transplantationstechnik um
moglichst langfristige Therapieerfolge, auch bei erweiterter Indikationsstellung, zu
erzielen (BRETZEL et al., 1995; JAEGER et al., 1995).

Nikotinamid, ein Vitamin-B3-Abkdmmling, konnte im Tiermodell NOD-Maus die
Entwicklung eines Diabetes verhindern, wenn es rechtzeitig gegeben wurde
(YAMADA et al.,, 1982). Die vielfaltige Wirkung von Nikotinamid beruht
beispielsweise auf seiner Interaktion bei DNA-Reparaturmechanismen, seiner
Funktion als Sauerstoffradikalfanger und dem Schutz der Beta-Zellen vor einem
Mangel an intrazellularem NAD (Nikotinamid Adenin Dinukleotid) (POCIOT et al.,
1993; GALE 1996).

Angeregt durch eine erfolgversprechende offene Pilotstudie in Neuseeland
(ELLIOTT und CHASE, 1991), wurden zwei plazebokontrollierte, doppelblinde
Interventionsstudien in Deutschland bzw. Europa (DENIS und ENDIT) zur
hochdosierten per os Behandlung von ICA positiven Verwandten |. Grades von Typ
| Diabetikern initiiert. DENIS muf3te wegen Nichtwirksamkeit 3/97 abgebrochen
werden. Die Studie war auf den Nachweis einer starken Wirkung des Nikotinamid
angelegt. ENDIT pruft einen weniger starken Effekt in einem anderen Kollektiv und

wird weitergefuhrt. Die erste Zwischenauswertung wird 6/98 erwartet.

Da jedoch etwa 90 % der zuklnftigen Typ | Diabetiker keine Familienanamnese
bzgl. dieser Erkrankung aufweisen, kommt der Identifizierung von pradiktiven
Markern, die zum Screening grol3er Populationen geeignet sind, grol3te Bedeutung

ZU.

11 GENETIK

Die genetische Suszeptibilitat oder Resistenz, einen Typ | Diabetes zu entwickeln ist
mit verschiedenen HLA (human leucocyte antigen)-Konstellationen auf dem kurzen
Arm von Chromosom 6 assoziiert. Die Vielzahl der beschriebenen HLA-Allele und
-Allelkombinationen (BAISCH et al., 1990; KOCKUM et al., 1993; PUGLIESE et

al., 1995) laldt jedoch erkennen, daf} eine serienmafiige HLA-Genotypisierung alleine



zur ldentifizierung von gefahrdeten Personen nicht geeignet sein kann. Bei der
relativ niedrigen Krankheitspravalenzrate ist der positive pradiktive Wert der HLA-
Konstellation zu gering.

Allerdings wurden bei der Auswahl der Kontrollseren fur die vorliegende
Untersuchung ausschlief3lich HLA DR 3 und 4 negative Personen berlcksichtigt, da
die Exprimierung von HLA DR 3 und/oder 4 bei kaukasischen Typ | Diabetikern mit
95% erheblich Uber dem Prozentsatz von 40% in der Allgemeinbevélkerung liegt
(WOLF et al., 1983).

1.2 ZELLULARE IMMUNITAT

Das Konzept einer Autoimmunpathogenese beim IDDM wurde durch Berichte Uber

spezifisch gegen Beta-Zellen gerichtete Autoimmunphanomene unterstitzt:

1.) Die Beta-Zellen der Langerhansschen Inseln werden von mononuklearen
Zellen infiltriert (GEPTS et al., 1965).

2.) Bereits im praklinischen Stadium lassen sich im peripheren Blut
T-Lymphozyten nachweisen, die in Anwesenheit von Inselzellantigenen
proliferieren (HARRISON et al., 1991).

Der Glutamat Decarboxylase kommt dabei mdglicherweise eine Schllsselrolle in der
Initiierung des Autoimmunprozesses zu, worauf sowohl Untersuchungen bei NOD
Mausen (KAUFMAN et al., 1993) als auch beim humanen Typ | Diabetes
(PANINA-BORDIGNON et al., 1995) hindeuten. Die Durchfiihrung grol3angelegter
T-Zell-Studien wird jedoch durch die aufwendige Untersuchungstechnik erheblich
erschwert. Folglich ist das préklinische Diabetes-Screening auf die Suche nach

humoralen Markern konzentriert.



1.3 INSELZELLANTIKORPER (ICA)

Die Erstbeschreibung von Antikdrpern gegen pankreatische Inselzellen (ICA) bei
Patienten mit insulinpflichtigem Diabetes mellitus und weiteren autoimmunen
Polyendokrinopathien stammt von BOTTAZZO et al. aus dem Jahre 1974. Diese
Antikorper werden bis heute durch einen indirekten Immunfluoreszenztest auf
Kryostatschnitten von menschlichem Pankreasgewebe nachgewiesen. Mittlerweile
sind ICA etablierte pradiktive Marker fur die Entwicklung eines Typ | Diabetes bei
Verwandten |. Grades von IDDM-Patienten (SRIKANTA et al., 1986; JOHNSTON
et al.,.1989; BONIFACIO et al.,, 1990; RILEY et al., 1990), ebenso wie in der
Allgemeinbevdélkerung (BRUINING et al.,, 1987; KARJALAINEN et al., 1990;
BOEHM et al., 1991; LANDIN-OLSSON et al., 1992). Zunachst wurde vermutet,
dal3 deren Zielantigen ein Monosialoglycosid sei (NAYAK et al., 1985; COLMAN
et al., 1988).

Bald darauf wiesen die Ergebnisse mehrerer Studien auf die Heterogenitat der ICA

hin:

1.) Die Analyse humaner monoklonaler ICA der Ig G Klasse (MICA 1-6) eines
neumanifestierten IDDM-Patienten ergab, dal3 ICA teilweise identisch waren
mit 64.000 Mr Antikérpern (RICHTER et al., 1991) und daf} das Zielantigen
dieser MICA die Glutamat Decarboxylase war (RICHTER et al., 1992).

2.) Eine immunhistochemische Untersuchung bei Verwandten I. Grades von Typ |
Diabetikern ergab, dal3 eine Untergruppe der ICA Spezies- und Beta-Zell-
spezifisch ist und nur diese mit einem niedrigeren Diabetesrisiko einhergeht,
verglichen mit unspezifischen ICA (GIANINI et al., 1992).

3.) Ein Immunfluoreszenztest zeigte, dal} ICA positive Seren von Typ |
Diabetikern in zwei Gruppen zu unterteilen waren, da sich entweder ein
selektives, auf Beta-Zellen beschrénktes Farbemuster ergab oder eine Anfarbung
von Alpha- und Beta-Zellen. Hier zeigten allerdings nur die unspezifischen ICA
eine Assoziation mit einer Diabetesentwicklung (GENOVESE et al., 1992;
MARSHALL et al., 1994).



Mehr noch als diese zum Teil widersprichlichen Befunde, war die etwa 81 % ige
Sensitivitat, bei ca. 98 % iger Spezifitait (LANDIN-OLSSON et al., 1989)
ausschlaggebend, dafl3 sehr bald nach zusatzlichen Markern fir die Friiherkennung

eines Typ | Diabetes gesucht wurde.

14 INSULINAUTOANTIKORPER (IAA)

Erste Fallberichte (Uber ein Insulin-Autoimmunsyndrom mit spontaner
Hypoglykamie stammen aus den frihen siebziger Jahren (HIRATA et al., 1970;
HIRATA und ISHIZU, 1972). Patienten, die nicht mit Insulin vorbehandelt worden
waren, zeigten Insulinautoantikrper im Serum und eine pathologische
Glucosetoleranz bzw. einen milden Diabetes. Erst nach mehr als 10 Jahren wurde
dem Zusammenhang zwischen IAA und dem Typ | Diabetes mehr Aufmerksamkeit
geschenkt, nachdem bei neu diagnostizierten (PALMER et al.,, 1983) und bei
Pradiabetikern (ATKINSON et al.,, 1986; DEAN et al., 1986; SRIKANTA et al.,

1986) IAA nachgewiesen wurden.

Zur |AA-Bestimmung werden sowohl Radioimmunoassays als auch ELISAs
eingesetzt. Vergleichsuntersuchungen beider Tests im Rahmen internationaler IAA-
Workshops (KUGLIN et al., 1990) machten die Uberlegenheit der RIAs in Bezug
auf die Diabetespradiktion deutlich. Fir die vorliegende Untersuchung wurde ein

bereits etablierter kompetitiver RIA zur IAA-Bestimmung angewandt.

15 GLUTAMAT DECARBOXYLASE (GAD) - ANTIKORPER

Das Enzym Glutamat Decarboxylase (GAD) katalysiert die Biosynthese von y-
Aminobuttersaure (GABA) aus dem Primarsubstrat Glutamat unter der Mitwirkung
von Pyridoxalphosphat (PLP) als Koenzym. Seit seiner Entdeckung im Gehirn von
Wirbeltieren im Jahre 1950 (ROBERTS und FRANKL) bewiesen zahlreiche

Untersuchungen die sowohl strukturelle als auch funktionelle Heterogenitat dieses



Enzyms (ERLANDER und TOBIN, 1991). Mehrere Autoren erbrachten den
Nachweis von zwei GAD immunoreaktiven Polypeptiden in Gehirnextrakten, die

sich in GrolRe, Ladung und Antigenitat unterscheiden (KAUFMAN et al., 1986;
LEGAY et al., 1986; CHANG und GOTTLIEB, 1988). Dabei handelt es sich bei der
menschlichen Glutamat Decarboxylase zum einen um die GAD67 Isoform mit
einem Molekulargewicht von etwa 67,000 Dalton, deren cDNA einen offenen
Leserahmen von 594 Aminosauren enthalt und zum anderen um GADG65 mit einem
Molekulargewicht von etwa 65,000 Dalton und 585 Aminosauren (BU et al., 1992).
Die Aminosauresequenzen sind zu 65 % identisch und zu 81 % ahnlich. Die gro3ten
Unterschiede finden sich in der NH2-terminalen Region (BU et al., 1992). GAD65
und GAD67 werden von zwei separaten Genen kodiert (ERLANDER er al., 1991).

GABA stellt nicht nur den wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter des
Zentralnervensystem dar. Sie besitzt ebenfalls das Exo- und Endokrinsystem
modulierende, trophische und metabolische Funktionen (ERDO et al., 1990). Den
ersten Hinweis auf das Vorkommen von GABA und seines biosynthetisierenden
Enzyms, der GAD in den Langerhansschen Inseln des Pankreas lieferten OKADA et
al. 1976. Darauffolgende immunhistochemische Studien bewiesen, dal? sowohl
GABA als auch GAD in einer B-Zellpopulation im Zentrum der Inseln kolokalisiert
mit Insulin vorliegen (VINCENT et al., 1983; OKADA, 1986; GARRY, 1986;
SAKAUE et al., 1987). Dabei konnte ein Teil der GABA, der gemeinsam mit Insulin
sezerniert wird, eine Hemmung der Glucagonsekretion im Sinne einer Feedback-
Regulation (RORSMAN et al.,, 1989) vermitteln. DarUberhinaus kann ein
inhibitorischer Effekt auf die Somatostatin-Sezernierung als gesichert betrachtet
werden (ROBBINS et al.,, 1984; SORENSON et al., 1991). Der grof3te Teil der
GABA Immunreaktivitdit bzw. von GAD zeigte eine Kolokalisation mit sog.
Synapsen-ahnlichen Mikrovesikeln (REETZ et al.,, 1991). Eine weitere
Untersuchung im Elektronenmikroskop (CHRISTGAU et al.,, 1992) zeigte, daf}
GADG65 nach einer posttranslationalen Palmitoylierung der NH2-terminalen Region
in der Membran dieser Mikrovesikel verankert ist. Dieser Prozel3 ist wahrscheinlich
reversibel und unterliegt einer noch unbekannten Regulation, da die hydrophile

GADG5 enzymatisch wieder aus der Membran geldst werden kann.



Im Jahre 1982 konnte erstmals bei 8 von 10 neu diagnostizierten diabetischen
Kindern gezeigt werden, dal? deren Seren ein Inselzellprotein mit einem
Molekulargewicht von circa 64 kDa immunpréazipitieren (BAEKKESKOV et al.,
1982). Da diese Antikorper gegen das 64k Inselzellantigen teilweise schon mehr als
7 Jahre vor der klinischen Manifestation nachgewiesen werden konnten, zeichnete
sich bereits deren Bedeutung als pradiktive diagnostische Marker eines Typ |
Diabetes ab (BAEKKESKOV et al., 1987; ATKINSON et al., 1990; SEISSLER et
al., 1992).

BAEKKESKOV und Mitarbeitern gelang es 1990, das 64K Autoantigen als
Glutamat Decarboxylase zu identifizieren. Diese Arbeitshypothese war aus der
Beobachtung entstanden, dal3 der Typ | Diabetes die Autoimmunerkrankung ist, die
mit circa 18 % (6/33) am haufigsten mit dem Stiff-man-Syndrom (SMS) assoziiert
ist, einer seltenen neurologischen Erkrankung, die mit schmerzhaften
Muskelkrampfen einhergeht (SOLIMENA et al., 1990). Etwa 60 % der Serum- und
Liguorproben von SMS-Patienten wiesen Autoantikérper gegen GABAerge
Neuronen auf und konnten selektiv die Beta-Zellen in Kryostatschnitten von
Rattenpankreas immuncytochemisch anfarben (SOLIMENA et al., 1990). 23 %
(10/43) der GAD Antikdrper positiven Patienten hatten einen Typ | Diabetes und
9 % (4/43) eine pathologische Glucose-Toleranz (SOLIMENA und DeCAMILLI,
1991). Die anti-GAD Antikorper bei SMS-Patienten liegen im Vergleich zur
Mehrheit der Typ | Diabetiker meist in héheren Titern vor. Sie sind zwar
vorwiegend gegen lineare Epitope gerichtet, weshalb sie auch nach Denaturierung
im Western Blot zu finden sind (BAEKKESKOV et al., 1990), aber auch gegen
konformationsgebundene Epitope, &hnlich denen beim Typ | Diabetes (DAW 1996).
Mittels vergleichender Immunprazipitation unter Verwendung von 64K Protein aus
Ratteninseln beziehungsweise GAD aus Gehirn gelang der Beweis, dal3 GAD
sowohl in den Nervenzellen als auch in Beta-Zellen das dominante Autoantigen fur
die menschlichen Antikorper darstellt und damit identisch mit dem 64K Protein ist
(BAEKKESKOV et al., 1990).



Es folgte die gentechnische Herstellung der beiden GAD Isoformen GAD65 und
GADG67, die auf Chromosom 10 respektive Chromosom 2 kodiert werden
(ERLANDER et d., 1991; KARLSEN et al., 1991; MICHELSEN et al., 1991; BU et

al., 1992). Aufgrund verschiedener Immunpréazipitationsversuche entstand die
Vermutung, daf} die von BAEKKESKOV als 64 kDa geschatzte GAD das Produkt
des GAD65 Gens und die 65K Form das Produkt des GAD67 Gens sein konnte
(ERLANDER et al., 1991). Es bestehen jedoch spezies- und organspezifische
Unterschiede in der Expression von GAD65 und GAD67 (GIORDA et al., 1991;
KARLSEN et al., 1992; KIM et al.,, 1993), die die Versuchsergebnisse mit
Ratteninseln (MICHELSEN et al., 1991; CHRISTGAU et al., 1991; CHRISTIE et

al., 1992) nicht uneingeschrankt auf den Menschen ubertragen lassen.

Menschliche Inseln exprimieren ausschlie3lich das GAD65 Protein, das sowohl in
membrangebundener als auch in I6slicher Form vorliegen kann (KIM et al., 1993).
Lediglich als Transkriptionsprodukt konnte in Ribonuklease Nachweisassays auch
die GAD67 mRNA in menschlichen Inseln gefunden werden, nicht jedoch in der in
situ Hybridisierung und Immunhistochemie (CRAM et al., 1995), was die

Bedeutung der GADG67 als Zielantigen eher gering erscheinen laft.

GADG65 stellt die wesentliche immunogene Isoform der Glutamat Decarboxylase
beim Typ | Diabetes dar, was von verschiedenen Arbeitsgruppen mit Hilfe von
Prazipitationsexperimenten mit radioaktiv markierten Inseln und rekombinanter
GADG65 und GAD67 gezeigt wurde (HAGOPIAN et al., 1993; VELLOSO et al.,
1993; SEISSLER et al., 1993; LUHDER et al., 1994).



1.6 WEITERE AUTOANTIGENE

Von den zahlreichen Autoantigenen, deren Rolle im Autoimmunprozeld bereits

diskutiert wurde, seien hier nur die bedeutsamsten kurz aufgelistet.

Das 38 kDa Antigen ist ein derzeit nicht naher charakterisierter Bestandteil von
Insulin sezernierenden Granula. Bei neumanifestierten Typ | Diabetikern gelang der
Nachweis von proliferierenden T-Zellen im peripheren Blut (ROEP et al., 1991). 38

kDa Autoantikorper traten zum Diagnosezeitpunkt in 15 % (5/33) der untersuchten
Seren auf, die ebenfalls 64k prazipitierten (DeAlIZPURUA et al., 1992).

Ein weiteres potentielles Zielantigen mit einem Molekulargewicht von 52 kDa stellt
die Carboxypeptidase H dar, die ebenfalls in den sekretorischen Granula vorhanden
ist (AGUILAR-DIOSDADO et al., 1994).

Das 65 kD Heat Shock Protein (JONES et al., 1990) erwies sich als unbedeutend, da
es sich sowohl physiologisch als auch immunkompetitiv vom 64 kD Inselzellantigen
unterschied (ATKINSON et al., 1991).

Das Insulin-Vorlauferhormon Proinsulin wurde aufgrund von T-Zell-Experimenten
als pathogenetisch bedeutsames Antigen in Betracht gezogen (GRIFFIN et al.,
1995).

Antikorper gegen 37 und 40 kDa Antigene indizieren einen rasch fortschreitenden
Krankheitsprozel3 und dementsprechend eine in kurzer Zeit bevorstehende IDDM-
Manifestation (CHRISTIE et al., 1994; BINGLEY et al., 1994). Neuere
Untersuchungen identifizierten das Protein Tyrosin Phosphatase &hnliche IA-2
(Inselzellantigen ICA 512) als deren Zielantigen (BONIFACIO et al., 1995).



1.7 FRAGESTELLUNG

Den genannten Daten zufolge besteht das vorrangige Ziel der IDDM-Forschung in

der Pravention dieser progredient zelldestruktiven Autoimmunerkrankung. Dazu
bedarf es einer mdglichst friihzeitigen Préadiktion, fur die insbesondere der Nachweis
von spezifischen Antikdrpern geeignet ist. Im Vergleich zu den etablierten Markern
ICA und IAA wurde in der vorliegenden Untersuchung der Stellenwert von GAD
Antikdrpern evaluiert, zumal durch die Entwicklung eines Radioimmunoassays
(PETERSEN et al.,, 1994) eine relativ einfach durchzufihrende Methode zur

Verfugung gestellt werden konnte.

Anmerkung:

Zur Vereinfachung werden in der gesamten Arbeit diejenigen GAD Antikérper, die
mittels Immunprazipitationsassay bestimmt wurden, als 64 KD Ak bezeichnet.

Fur die im RIA gemessenen GAD Antikdrper hingegen wird die Bezeichnung 65

KD Ak synonym verwendet.

Die Ziele der vorliegenden Untersuchung waren im Einzelnen:

1.) Etablierung der Methode zur 64 KD Ak-Bestimmung, deren Evaluierung an
Kontrollkollektiven und Methodenvergleich mit dem 65 KD Ak-RIA
(PETERSEN et al., 1994).

2.) Korrelation der beiden neuen Marker zu den bereits bekannten Markern ICA
und IAA

3.) Einfluf3 von Alter, Geschlecht und Zeitverlauf auf GAD Ak, ICA und IAA

4.) Evaluierung der einzelnen Marker und Markerkombinationen bei Pradiabetikern
hinsichtlich deren Pradiktion des IDDM.

-10-



. MATERIAL UND METHODEN

1. UNTERSUCHTE POPULATION
(Familienstudie Giessen - Bad Oeynhausen)

Fur die vorliegende Arbeit wurden vorwiegend Seren verwendet, die im Rahmen
einer 1985 begonnenen prospektiven Familienstudie gesammelt wurden. Diese
Studie wurde von der Medizinischen Kliniki und Poliklinik der Universitéat
Giessen in Zusammenarbeit mit der Diabetesklinik Bad Oeynhausen durchgefuhrt.
Eingeschlossen wurden Familien mit einem insulinpflichtigen Diabetiker als

Indexperson und mindestens einem gesunden Geschwister unter 16 Jahren.

Von den Verwandten |. Grades, d. h. Eltern und Geschwister, wurden in
halbjahrlichen Abstdnden Serumproben gewonnen, die neben der Untersuchung von
organspezifischen Autoantikdrpern gegen Parietalzellen, Nebenniere, Schilddrise
sowie antinuklearen Antikérpern, schwerpunktmafiig auf das Vorhandensein von
ICA und IAA getestet wurden (FEDERLIN et al. 1987, BECKER et al. 1987, 1988,
1989a,b). Letztere sollten dazu beitragen, die Risikogruppe der spéter an einem Typ

| Diabetes Erkrankenden bereits in der préklinischen Phase zu identifizieren.

Zu Beginn dieser Untersuchung umfalite die Studie 881 Verwandte |. Grades von
262 Typ | Diabetikern:

Vater: 223 (25,3 %)
- Eltern: 476

Mitter: 253 (28,7 %)

Bruder: 194 (22,0 %)

- Geschwister: 405
Schwestern: 211 (24,0 %)

Der Gesamtbeobachtungszeitraum betrug 3392 Patientenjahre. Im Durchschnitt

waren es 3,9 Jahre bei einer Spannweite von 0,5 bis 8 Jahren.

-11-



Im folgenden sollen nun die der Familienstudie entstammenden sowie weitere, in der
Medizinischen Poliklinik und aus der Blutbank der Universitat Giessen akquirierte
Serumproben charakterisiert werden. Von den Personen, die in die Familienstudie
eingeschlossen waren, wurden bis zu 3 Serumproben ausgewéhlt: von
Blutentnahmen beim Eintritt in die Studie und nach einem Intervall von 2-3 bzw. 5-6
Jahren.

Samtliche Seren wurden mit dem Einverstandnis der Probanden gewonnen und

unverziglich nach der Blutentnahme bei -20 °C in Gefrierschranken aufbewahrt.

11 PERSONEN MIT ICA POSITIVEN SEREN, OHNE IDDM

34 Personen, von denen mindestens eine der bis dato verfligbaren Serumproben ICA
positiv war, wurden in dieser Gruppe zusammengefal3t. Darunter befanden sich 31
Verwandte |. Grades aus der Giessen-Bad Oeynhausen-Studie, sowie 3 weitere
Personen, die in der Medizinischen Poliklinik Giessen ebenfalls halbjahrlich auf den
Verlauf ihrer ICA-Titerh6he hin untersucht wurden. Ausgewahlt wurden insgesamt
91 Seren dieser Personen, bei denen in 77 % (70/91) ICA nachgewiesen werden
konnten.

Die Zusammensetzung der Personengruppe mit ICA positiven Seren, ohne IDDM,

folgt nun im Einzelnen:

1) 31 Verwandte |. Grades, davon

-6 Vater
-7 Mutter
-10 Brider

-8 Schwestern
2.) 3 weibliche Personen ohne Familienanamnese bzgl. eines Typ |

Diabetes

Beobachtungszeitraum: 140 Patientenjahre, im Durchschnitt 3,5 Jahre pro Person
Alter: 3 - 48 Jahre, Durchschnitt: 24,7 Jahre

Sex Ratio: Manner : Frauen = 0,9
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1.2 TYP | DIABETIKER BEI DIAGNOSESTELLUNG

Untersucht wurden Seren von 12 Typ | Diabetikern bei Diagnosestellung (gemaf der
WHO-Kriterien), wobei sich diese Gruppe aus drei verschiedenen Populationen

zusammensetzte:

1) 7 Verwandte |. Grades, davon
-5 Bruder mit 12, 13, 22, 24 und 26 Jahren

-2 Schwestern mit 16 bzw. 25 Jahren
2) 1 Patientin ohne IDDM-Familienanamnese mit 30 Jahren

3) 4 mannliche Typ | Diabetiker, die bei Manifestation erstmalig

untersucht wurden, im Alter von 22, 24, 29 und 31 Jahren.

Alter bei Diagnose: 12 - 31 Jahre, Durchschnitt 22,8 Jahre.

Sex Ratio: Manner : Frauen = 3,0

1.3 PERSONEN MIT ICA NEGATIVEN SEREN, OHNE IDDM

Diese Gruppe umfal3te 29 Personen ohne IDDM, von denen samtliche bis dato
verfugbaren Serumproben ICA negativ waren. Die Auswahl erfolgte unter
Beriicksichtigung der Ubereinstimmung in Alter und Geschlecht mit der Gruppe der
Personen mit ICA positiven Seren.

Diese Gruppe der Personen mit ICA negativen Seren, ohne IDDM, setzte sich aus

zwei Populationen zusammen:

1) 20 Verwandte |. Grades, davon

-5 Vater
-4 Mutter
-5 Bruder

-6 Schwestern
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2) 9 HLA DR3- und HLA DR4-negative Blutspender, davon
-4 mannliche Personen

-5 weibliche Personen

Bei den Blutspendern der Blutbank Giessen wurden im Hinblick auf eine potentielle
Knochenmarkspende zuséatzlich die HLA-Antigene bestimmt. Von diesen wurden
Probanden ausgewahlt, bei denen keiner der Diabetes-assoziierten genetischen
Marker HLA DR 3 oder HLA DR 4 nachgewiesen werden konnte.

Beobachtungszeitraum: 99 Patientenjahre, Durchschnitt 5,0 Jahre pro Person.
Alter: 3 - 50 Jahre, Durchschnitt: 25,6 Jahre

Sex Ratio: Manner : Frauen = 0,9

14 UBERSICHT DER ANZAHL VON ANTIKORPER-
BESTIMMUNGEN

Die gewonnenen Ergebnisse basieren auf der Bestimmung von ICA, IAA und 65 KD
Ak bei 75 Personen, von denen 56 ebenfalls auf das Vorhandensein von 64 KD Ak
getestet wurden. Tabelle 1 gibt auRerdem eine Aufschlisselung der Anzahl an
Personen, bei denen 1, 2 oder 3 Serumproben untersucht wurden bzw. die

Gesamtanzahl der Proben.

Autoantikorper| Persondn 1 Prope 2 Proben 3 Prgben Probenzahl gesamt
ICA 75 14 10 51 187
IAA 75 10 33 32 149
64 KD Ak 56 15 10 31 128
65 KD Ak 75 14 10 51 187

Tab. 1: Anzahl der Personen und jeweiligen Proben, die auf IDDM-Antikorper
untersucht wurden.
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1.5 UBERSICHT DER KOLLEKTIVE BZW. SERUMPROBEN FUR DIE
DIFFERENZIERTE ERGEBNISAUSWERTUNG

Die Beantwortung der einzelnen Fragestellungen erforderte eine Fokussierung auf

jeweils unterschiedliche Kollektive bzw. ausgewahlte Serumproben einzelner
Personen, Uber die die folgende Auflistung einen Uberblick geben soll. Die
Numerierung wurde aus Grinden der vereinfachten Zuordnung analog zum

Ergebnisteil vorgenommen:

ad 1.2 Evaluierung von 64 KD Ak und 65 KD Ak an zwei Kontrollkollektiven:
a) negative Kontrollgruppe: Personen mit ausschlie3lich ICA negativen Seren
--> Querschnittsuntersuchung der ersten verfiigbaren Serumproben
a) positive Kontrollgruppe: IDDM-Patienten

--> Querschnittsuntersuchung der Serumproben bei Diagnosestellung

ad 1.3 Methodenvergleich mit dem 65 KD Ak-RIA (PETERSEN et al., 1994)
--> Erste verflgbare Serumproben mit Bestimmung von 64 KD Ak und 65
KD Ak

ad 2 Korrelation der neuen Marker zu den bereits bekannten Markern
ICA und IAA
--> Querschnittsuntersuchung der jeweils ersten verfligbaren Serumproben
aller Personen mit Bestimmung von 64 KD Ak oder 65 KD Ak und
ICA oder IAA

ad 3.1 Einflul des Alters auf die einzelnen Marker

--> Querschnittsuntersuchung der jeweils ersten Serumproben aller Personen

ad 3.2 EinfluR des Geschlechts auf die einzelnen Marker

--> Querschnittsuntersuchung der jeweils ersten Serumproben aller Personen

ad 3.3 Einflu3 des Zeitverlaufs auf die einzelnen Marker
--> Langsschnittuntersuchung bei Personen mit zwei oder drei sequentiellen

Serumproben
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ad 4.1 Pravalenz einzelner Marker bei Pradiabetikern
--> Zusammenfassende Beurteilung der jeweiligen préklinischen Seren von

8 IDDM-Patienten bzgl. Antikdrper-Positivitat

ad 4.2 Fruhester Antikdrper-Nachweis bei Pradiabetikern

--> Erste verfugbare Serumprobe von 8 Pradiabetikern

ad 4.3 Zeitverlauf der Marker bei Pradiabetikern
--> Langsschnittuntersuchung von 8 IDDM-Patienten wéahrend préaklinischer

Phase bis einschlief3lich Diagnosestellung

ad 4.4 Zusammenhang zwischen Markerkombinationen bzw. Titerhdhe und
Erkrankungsrisiko:
--> Einteilung der Gesamtpopulation im Hinblick auf Klinik und ICA-

Positivitat bzw. ICA-Negativitat in allen Serumproben

ad 4.4.1 Markerkombinationen
--> Querschnittsuntersuchung der ersten Serumproben mit 64 KD Ak-,
65 KD Ak-, IAA-Bestimmung

ad 4.4.2 Titerhohe
--> Querschnittsuntersuchung der ersten Serumproben mit 65 KD Ak-,

IAA-Bestimmung
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2. ICA - BESTIMMUNG (Testprinzip)

Inselzellantikdrper wurden im Immunologischen Labor der Medizinischen Klinik il

in Giessen durch einen indirekten Immunfluoreszenztest auf Kryostatschnitten von
menschlichem Pankreasgewebe der Blutgruppe 0 bestimmt (BECKER et al. 1988,
1989). Es wurde keine Fixierung verwendet. Die Inkubationszeit mitul25
Patientenserum bzw. positivem oder negativem Kontrollserum betrug 75 Minuten.
Nach dem Waschen mit PBS-Puffer folgte eine 45 minutige Inkubation mit FITC-
markiertem Antiserum gegen humanes IgG, 1 : 20 mit PBS-Puffer verdinnt. Nach
erneutem Waschen mit PBS-Puffer wurden die Schnitte mit Glycerin/PBS-Puffer-
Gemisch 1 : 3 eingedeckelt und am selben Tag von zwei unabhangigen Beobachtern

ohne Kenntnis der Probenidentitat unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt.
Die Hohe der ICA-Titer wurde mit Hilfe des offiziellen JDF (Juvenile Diabetes
Foundation) Standardserums in JDF Einheiten ausgedrickt. Das Detektionslimit

liegt bei 5 JDF Einheiten.

Dieser Assay wird in regelméafRigen Abstanden in proficiency Tests evaluiert. Die
Spezifitat liegt bei 100 %, die Sensitivitat bei 92 %.
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3. IAA - RADIOIMMUNOASSAY (Testprinzip)

Der kompetitive Radioimmunoassay zur Bestimmung von Insulinautoantikérpern
wurde im Immunologischen Labor der Medizinischen Klitlikin Giessen nach
einer Modifikation der Originalbeschreibung (PALMER et al. 1983) durchgefihrt.
Von jedem Serum wurden Quadruplikate mit jeweils 75 pl Serum analysiert. Zwei
von diesen wurden mit einem UberschuR an kaltem, d. h. nicht radioaktiv
markiertem Humaninsulin in Phosphatpuffer eine Stunde vorinkubiert. Anschlie3end
wurden die vier Proben 7 Tage miftJ-Humaninsulin (HOECHST, Frankfurt)
inkubiert. Zur Ausfallung der Immunkomplexe, bestehend aus an Antikdrper
gebundenen®J-Humaninsulin, wurden im ersten Schritt eine 14,3 % ige und als
zweites eine 11 % ige Polyethylenglycol-Lésung verwendet. Die Aktivitat der
Proben wurde 5 Minuten in einem Gamma-Counter gemessen und nach Subtraktion
der Hintergrundstrahlung als spezifische Aktivitat in Prozent der Gesamtaktivitat
ausgedriuckt. Nach Berechnung der tatsachlichen Bindung unter Bertcksichtigung
der Kompetition wurde anhand einer laborinternen Standardkurve der Wert

semiguantitativ in nU/ml gebundenem Insulin angegeben.

Ab einem Schwellenwert von 40 nU/ml galt eine Probe als IAA positiv.

In den regelmaRig durchgefuhrten Qualitatskontrollen liegen sowohl Sensitivitat als
auch Spezifitat bei 100 %.
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4. 64 KD ANTIKORPER - BESTIMMUNG

Zur Bestimmung von 64 KD Antikérpern in menschlichen Seren wurde die
Immunpréazipitationsmethode nach CHRISTIE et al.,, 1990, entsprechend der
Modifikation von SEISSLER et al. 1992, Medizinische Klinik der Universitat Ulm,
durchgefuhrt.

Eine detaillierte Auflistung der verwendeten N&hrmedien, Puffer-Losungen,

Chemikalien sowie Materialien und Gerate befindet sich im Anhangsteil.

41 HUMANE LANGERHANSSCHE INSELN

Die Isolierung humaner Langerhansscher Inseln wurde von der
Inseltransplantationsgruppe der Medizinischen Kilihikunter Leitungvon Herrn

Prof. Dr. R.G. Bretzel gemal der Methode von RICORDI et al., 1988 durchgefihrt.
Als Spendermaterial dienten Pankreata von verstorbenen Organspendern. Fir die
vorliegende Arbeit wurden ausschlief3lich frisch isolierte Inseln verwendet, die nicht

fur eine Transplantation geeignet waren.

Im Anschlu3 an die Isolierung und Reinigung wurden die Inseln unter sterilen
Kautelen in eine mit 10 ml RPMI + 10 % FCS gefillte Zellkulturflasche tberfuhrt

und bis zur Weiterverarbeitung maximal 24 Stunden im-DRubator kultiviert.

4.2 In vitro MARKIERUNG VON INSELZELLPROTEINEN DURCH
INKORPORATION VON *S-METHIONIN

10.000 frisch isolierte Inseln wurden uber Nacht in einer Zellkulturflasche mit 30
ml RPMI + 10 % FCS im C@Brutschrank inkubiert. Danach wurden sie in ein
Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei Raumtemperatur 2 x mit je 30 ml Methionin-

freiem RPMI + 10 % FCS fur 10 Minuten bei 100 x g gewaschen. Das Pellet wurde

-19-



anschlieBend mit 30 ml Methionin-freiem RPMI + 10 % FCS resuspendiert und in
eine Zellkulturflasche tberfiihrt. Es wurden 5 m&B-Methionin hinzugefiigt und
Uber Nacht bei 37° C inkubiert, um eine biosynthetische Markierung der
Inselzellproteine zu erzielen.

Am darauffolgenden Tag wurden die Inseln 2 x mit 30 ml RPMI + 10 % FCS (10
Minuten, 100 x g, Raumtemperatur) und 1 x mit 30 ml TRIS-Puffer gewaschen (10

Minuten, 100 x g, Raumtemperatur).

4.3 ZELL-LYSE

Ab jetzt wurden alle Schritte bei 4° C durchgefuhrt, einschliel3lich Vorkihlung der

Zentrifuge.

Das Pellet wurde mit 4 ml Lyse-Puffer resuspendiert. Nach 30-mindtiger Inkubation
auf Eis wurden die Inseln mittels Ultraschall (50 Watt, 1-Sekunden-Intervall, LOW)
1 Minute homogenisiert.

Es folgte eine Ultrazentrifugation des Homogenisats 30 Minuten bei 36.000 x g. Das
Pellet wurde anschlieBend im Kihlraum 2 Stunden lang regelmafig in 4 ml Triton-

Puffer zur Proteinextraktion resuspendiert.

4.4 IMMUNPRAZIPITATION (BEI 4° C)

Nach einer weiteren Ultrazentrifugation bei 16.000 x g fur 30 Minuten wurde das
unlosliches Material enthaltende Pellet entfernt. Der Uberstand (4 ml), einschlieRlich
des 64 KD Antigens wurde in ein Zentrifugenrohrchen tberfuhrt und zunachst 3
Stunden mit 1 ml Serum eines gesunden, ICA-, IAA- und GAD-Ak-negativen, HLA-
typisierten Probanden (NHS = normales humanes Serum) inkubiert, sowie
anschlielBend mit Protein A-Sepharose (PAS). Diese war durch 2-maliges Waschen
von 3,5 ml PAS mit PBS-Puffer und anschlieBendes Resuspendieren in PBS-Puffer

(Gesamtmenge: 4 ml) vorgereinigt worden. Das Verhéltnis von Zell-Lysat zu NHS
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zu PAS betrug demnach 4 : 1 : 4. Nach 1-stindiger Inkubation auf einem Schiittler
wurde die PAS 5 Minuten bei 1.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand in
Eppendorf-Cups a 100 ul aufgeteilt.

Die Uberstande a 100 pl wurden tiber Nacht mit je 25 pl des zu untersuchenden
Serums préazipitiert. Die entstandenen Immunkomplexe wurden wahrend 2 Stunden
auf einem Schuttler an aufbereitete PAS (Herstellung siehe oben, Zugabe von je 100
pl) gebunden, zunachst 5 x mit Waschpuffer und dann 2 x mit PBS gewaschen.

Zur Entfernung der PAS wurde diese durch Zugabe von je 40 pl Elutionspuffer von
den Proteinen getrennt wahrend einer 45-mindtigen Inkubation auf einem Schuttler
im Inkubator. Nach 2-minitigem Zentrifugieren wurden die Uberstande, die bei 64
KD Antikorper positiven Personen sowohl die radioaktiv markierte GAD als auch

die 64 KD Antikorper enthielten, in neue Eppendorf-Cups Uberfihrt.
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4.5 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)
NACH LAEMMLI, 1970

Die immunprazipitierten Proteine wurden ihrem Molekulargewicht entsprechend
durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu wurden entweder
kommerziell erhaltliche 4 - 15 % SDS-Polyacrylamid-Gradientengele (BIO-RAD)
oder 10 % selbst hergestellte SDS-Polyacrylamidgele verwendet.

1.) Herstellung eines 10 % SDS-Polyacrylamid-Minigels

1.1) Acrylamidldsungen

10 % Trenngel
40 % Acrylamid-Bis-Stammlosung 2,89 ml

1,5M Tris , pH 8,8 1,56 ml
Aqua dest. 1,67 mi
10 % SDS 0,062 ml
10 % APS 0,031 ml
TEMED 0,0021 ml
Sammelgel

40 % Acrylamid-Bis-Stammlosung 0,583 ml
0,5M Tris, pH 6,8 0,625 ml
Aqua dest. 1,230 ml
10 % SDS 0,025 ml
10 % APS 0,025 ml
TEMED 0,0013 ml

1.2) Giel3en des Gels
Zwischen zwei 10 x 8 cm grof3e, durch 1 mm dicke Teflonspacer voneinander

getrennte Glasplatten, die in der Gel-Giel3vorrichtung montiert waren, wurde
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zunachst das Trenngel bis zu einer Hohe von 8 cm blasenfrei eingefillt. Nach dessen
Auspolymerisierung wurde in den freigebliebenen Glasplattenzwischenraum das
Sammelgel eingefillt und ein Teflonkamm mit 10 jeweils 10 mm hohen und 4 mm
breiten Z&hnen eingesetzt. So entstanden 10 Geltaschen, in die nach vollstandiger
Polymerisation am nachsten Tag die Probelésungen aufgetragen werden konnten.
Dazu wurden je 2 Minigele in der Elektrophorese-Vorrichtung plaziert, die mit 1 x

Laufpuffer bis zu einer Hohe von ca. 5 cm gefillt war.

2.) Vorbereitung der Probelésungen

2.1) Molekulargewichtsmarker
- Marker 1 : 20 in Probenpuffer verdiinnen.
- 5 Minuten auf 95° C erhitzen.

- Nach dem Abkuhlen 5 pl pro Geltasche auftragen.

2.2) Zu untersuchende Proben
- Proben a 40 pl mit je 20 pl Probenpuffer versetzen.
- 5 Minuten auf 95° C erhitzen.
- Nach dem Abkuhlen kurz zentrifugieren, falls Préazipitate entstehen und

20 pl vom Uberstand pro Geltasche auftragen.

3.) SDS-PAGE

Anschliel3end wurde die innere Kammer der Elektrophorese-Vorrichtung bis ca. 1

cm Uber den oberen Glasplattenrand mit Laufpuffer aufgefullt.

Die Elektrophorese-Stromstarke betrug 30 Minuten 16 mA, dann 1 Stunde 45 mA.
In dieser Zeit hatte die Bromphenolblaubande des Probenpuffers den unteren Rand
der Gele erreicht und die Auftrennung der Proteine war damit abgeschlossen. Die

Gele wurden aus der Vorrichtung herausgenommen und angefarbt.
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4.6 COOMASSIE - FARBUNG

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine im Gel mit Coomassie-Farbeldésung 30
Minuten unter kontinuierlicher Bewegung angefarbt. Die Nachweisgrenze dieser

Farbemethode liegt bei 0,1 - 2 pg Protein pro Bande.

Coomassie-Farbelésung
100 mg Coomassie Brillant Blue G-250

- in 50 ml Ethanol 95 % unter Rihren l6sen
- 100 ml Phosphorséaure 85 % hinzufligen
-auf 11 mit Aqua dest. auffullen

Farbelosung durch Filterpapier filtrieren.

Anschlie3end wurde das tiefblau gefarbte Gel solange in der mehrmals gewechselten
Coomassie-Entfarbelésung gewaschen bis der Hintergrund Kklar und die

Proteinbanden deutlich sichtbar wurden.

Coomassie-Entfarbelésung
29 % Methanol

3% Essigsaure

in Aqua dest.
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4.7 AUTORADIOGRAPHIE

Nach kurzem Waschen in Aqua dest. wurde das Gel 15 Minuten in 96 % Essigsaure
inkubiert. Dies diente der weitgehenden Verringerung des Wasseranteils, um eine
Ausféallung von PPO zu verhindern. Die Impragnierung in 20 % PPO und 96 %

Essigsaure erfolgte fur 30 Minuten.

Zur Trocknung wurde das Gel auf Filterpapier gelegt, mit Cellophanfolie bedeckt
und 3-4 Stunden bei 80° C unter Vakuum in den Geltrockner gelegt. Danach haftete
das Gel am Filterpapier und wurde mit diesem zusammen in der Dunkelkammer auf
einen Rontgenfilm gelegt und auf diesem befestigt. In einer Rontgenkassette wurde
der Film nun fur 14 Tage bei -80° C in einer Gefriertruhe belichtet. Die

Filmentwicklung erfolgte entsprechend der Herstellervorschrift.

Fur die Auswertung muf3ten zunéchst die geschwérzten Proteinbanden auf dem Film
identifiziert werden. Dazu wurden das getrocknete Gel und der entsprechende
Rontgenfiim  Ubereinandergelegt und die Lokalisation der Standard-
Molekulargewichtsmarker auf letzteren tUbertragen. Auf der Hohe von 64 Kilodalton
wurde anschlieBend von zwei voneinander unabhéngigen Personen, denen die
Identitat der Proben nicht bekannt war, die Menge %3 markierter GAD
semiquantitativ bestimmt. Als Vergleich dienten eine stark positive und eine
negative Probe, die bei jedem Experiment mituntersucht wurden. Das Ergebnis
wurde mit 0-4 bewertet, mit O fur fehlende 64 kD Bande entsprechend einem
negativen Antikorperbefund, 1 fur fraglich, 2 fir leicht, 3 fur deutlich und 4 fr stark

positive Proben.
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4.8 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DESINDIREKTEN 64 KD-
ANTIKORPER-NACHWEISES

Frisch isolierte, stoffwechselaktive humane Inselzellen

- Inkubation in Methionin-freiem Nadhrmedium
+ 353-Methionin

- Metabolische Markierung m#°S-Methionin
- Waschen mit Methionin-haltigem Medium

+ Lysepuffer

- Ultraschall-Zellhomogenisierung

Y
%3 |nselzell-Lysat

- Lysat-Reinigung durch Ultrazentrifugation
und Verwerfen des Uberstandes
Pellet mit gereinigtem *S-Inselzell-Lysat
+ Triton-Puffer

- Ultrazentrifugation zur Sedimentation von geldsten
Membranproteinen

y
Uberstand mit *S-Inselzellproteinen (einschl.**S-64 KD Ag)

+ normales humanes Serum (ohne IDDM-spezifische Antikérper)
+ PAS

- Zentrifugation zur Sedimentation von PAS und evtl.
daran gekoppelten Antigen-Antikdrper-Komplexen

gereinigter Uberstand mit **S-64 KD Ag v A}

-Aliquotieren
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+ 64 KD Ak positives Serum: + 64 KD AK negatives Serum:
mit 64 KD Ak und anderen Ak mit versch. Ak (au3er 64 KD AKk)

+ PAS

- Waschen l - Waschen
Pellet mit Immunkomplexen Pellet mit PAS
A
+ Elutionspuffer + Elutionspuffer
- Zentrifugation - Zentrifugation
Uberstand mit *S-64 KD Agu. 64 KD Ak Uberstand
A
- Gelelektrophorese - Gel-
elektrophorese
Gel mit ®S-64 KD (Ag) - Bande A Gel
- Geltrocknung - Geltrocknung
- Film-Belichtung - Film-Belichtung
Film mit geschwarzter Bande bei 64 KD Film
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5. GAD - RADIOIMMUNOASSAY (Testprinzip)

Antikdrper gegen rekombinante menschliche Glutamat Decarboxylase wurden
freundlicherweise von Mitarbeitern des Hagedorn Research Institute in Gentofte,
Danemark bestimmt. Daflr wurden von den zu untersuchenden Seren, die in Giel3en
gelagert waren, kodierte Aliquots hergestellt. Diese wurden mit Trockeneis verpackt
nach Danemark gesandt. Dort wurde ein quantitativer Immunprazipitations-
Radioligandentest entsprechend der Methodenbeschreibung von PETERSEN et al.
(1994) angewandt, dessen Ergebnisse anschlieRend mitgeteilt und die Kodierung
entschlisselt wurde.

Die Methode wird im Folgenden kurz beschrieben.

5.1 PROTEINEXPRESSION AUSGEHEND VON HUMANER INSEL-
GADes cDNA

Zusammengefasst wurde die humane Insel-gAEDNA aus einem Saugetier-
Expressionsplasmid isoliert und in den KH1i7 vitro Transkriptionsvektor
kloniert. Nach der Vermehrung in Escherichia coli und erneuter Extraktion der
GADgs cDNA folgte derenin vitro Transkription und Translation gemafR den
Herstellervorschriften (PROMEGA, Madison). Kurz zusammengefal3t wurde die
klonierte cDNA durch Zugabe von T7 RNA Polymerase transkribiert. Wahrend der
anschlieBenden Translation der T7 transkribierten RNA-Fragmente in das
gewinschte Protein  wurde Methionin-freiem Kaninchen-Retikulozytenlysat
(PROMEGA, Madison)®S-Methionin (AMERSHAM, UK) zugesetzt. Die dabei
entstandené®S-markierte GAI wurde (iber eine NAP5 Saule (PHARMACIA,
Schweden) eluiert und nach Bestimmung der Immunreaktivitat aliquotiert in Proben

mit je ca. 30.000 cpm.
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5.2 IMMUNPRAZIPITATIONSANALYSE

Uber Nacht wurde dig’S-markierte GAR mit dem zu untersuchenden Serum (im

Verhaltnis 1 : 25) inkubiert. Die Immunkomplexe wurden durch Zugabe von Protein
A-Sepharose isoliert und mit TBST (Tris-buffered saline with Tween) gewaschen
bevor im Szintillationszahler die vom jeweiligen Serum prézipitierte Menge an

GADgs gemessen werden konnte.

In zusatzlichen Kompetitionsanalysen mit  nicht-markierter, gereinigter
rekombinanter humaner Insel-GAD 65 konnte eine lediglich geringe unspezifische
Bindung bei IDDM Patienten nachgewiesen werden (PETERSEN et al., 1994).

Die Ergebnisse wurden als Indexwerte ausgedriickt (Formel zur Berechnung siehe
PETERSEN et al., 1994). Wenn diese Indexwerte tUber dem Durchschnittswert
(+ 2 SD) der Kontrollproben lag, wurde das Serum als 65 KD positiv gewertet. In

der vorliegenden Untersuchung lag der Schwellenwert bei 67.
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6. STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut far

Medizinische Statistik und Dokumentation der JLU Giel3en.

Zur Zusammenhangsprifung zwischen Beobachtungspaaren im nicht parametrischen
Fall wurde derX2-Test fur Kontingenztafemerwendet. Bei einem Erwartungswert

kleiner als 1 bzw. weniger als 80% aller erwarteten Zellh&dufigkeiten groRer als 5
kam in den bezeichneten Fallen d¥ates-Korrektur zur Anwendung. Die

Voraussetzung eines Stichprobenumfangs von mehr als 20 war durchgangig erfullt.

Der Spearmans Rang-Korrelationstest diente als Verfahren zur Prifung der

Abhangigkeit von ordinalskalierten Merkmalen.

Mit Hilfe des nicht parametrischédann-Whitney U-Tests wurden die Mittelwerte

zweier unabhéangiger Stichproben verglichen.

Als Signifikanzniveau zum Ausdruck der zulassigen Irrtumswahrscheinlichkeit (p)
wurdea = 0,05 zugrundegelegt. Dementsprechend wurden die Ergebnisse, aufgrund
deren die Nullhypothese aufgegeben werden mul3te, benannt:

p>.05 nicht signifikant

p <.05 signifikant

p <.001 hoch signifikant.

Anleitung fur die genannten Methoden stammte aus folgender Literatur:

1. Werner J., Biomathematik und Medizinische Statistik, Urban & Schwarzenberg,
Munchen-Wien-Baltimore, 1992

2. Clauf? und Ebner, Statistik Band 1 und 2, Verlag Harri Deutsch, Thun und
Frankfurt am Main, 1989
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I[11. ERGEBNISSE

1. BESTIMMUNG DER 64 KD AK

11 ETABLIERUNG DER METHODE

Zum Nachweis von 64 KD Ak wurde die Immunprazipitationsmethode nach
CHRISTIE et al., 1990 bzw. deren Modifikation von SEISSLER et al., 1992
angewandt. Dazu wurde aus einem radioaktiv markierten Inselzellhomogenisat das
ca. 64 kD grol3e Inselzellprotein Glutamat Decarboxylase von Seren prazipitiert, die
64 KD Ak enthalten. Von diesem Prazipitat konnte das eluierte 64 KD Antigen
autoradiographisch nachgewiesen werden. Eine Bande bei dem Molekulargewicht
von 64 kD entsprach dem radioaktiv markierten 64 KD Antigen und erlaubte einen
Ruckschlul3 auf das Vorhandensein von 64 KD Ak im Serum des untersuchten

Probanden.

Die beiden folgenden Abbildungen enthalten beispielhaft Autoradiogramme mit
jeweils acht Spuren von insgesamt 16 untersuchten Personen. Die Bewertung des
Ergebnisses, sowie die Charakterisierung der untersuchten Personen enthalt die
jeweils anschlieRende Tabelle (Abbildung 1 und Tabelle 2, Abbildung 2 u. Tabelle
3).

Abbildung 1 zeigt das Resultat mit Seren von 3 mannlichen IDDM-Patienten mit
negativer Familienanamnese (Spur 1-3) mit stark bzw. deutlich positiven 64 kD
Banden, wobei in Spur 1 die starkste bei der vorliegenden Arbeit nachgewiesene 64
kD Bande dargestellt ist. Die Spuren 4-8 enthalten Proben von Verwandten von
IDDM-Patienten: eine Diabetikerin mit fraglich positiver 64 kD Bande (Spur 4),
sowie 2 mannliche und 2 weibliche Préadiabetiker (Spur 5-8) mit stark bzw. leicht
positiven 64 kD Banden.

Die Lokalisation der 64 kD Bande wurde jeweils durch einen Pfeil markiert.

-31-



220kD—

116kD——
97 kD ——

64 KD == "=
KD T T e — — — T—
Abb.1:  Autoradiogramm eines SDS-Polyacrylamid-Gradientengels (4-15 %) mit

%S markierten Inselzellproteinen. Darstellung der 64 kD Bande bei
IDDM-Patienten und Pradiabetikern (siehe Tabelle 2).

1 2 3 4 5 6 7 8
Dg. | IDDM IDDM IDDM IDDM  |Pr&-IDDM| Pra-IDDM| Pra-IDDM Pré-IDDM
Sex m m m w w m m w
Alt. 29 31 22 25,5 28 21,5 12,5 23
64 pos.(4) pos.(4) pos.(3) pos.(1) pos.(4) pos.(2) pos.(2) pos.(2)
65 |pos.(1798) negq.(46) pos.(819) pos.(88) pos.(1330) pos.(522) posi(472) pos.(231)
Fam neg. neg. neg. pos. pos. pos pos. pos.
Tab. 2: Ergebnis des 64 KD Ak-Nachweises (fettgedruckt) in Abbildung 1 und

Charakterisierung der acht untersuchten Personen.

Legende:
Dg.: Diagnose
IDDM: Diabetiker bel Diagnosestellung
Pra-IDDM: Pradiabetiker, die zu einem spateren Zeitpunkt IDDM entwickelten
m: mannlich
w: weiblich
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Alt.: Alter in Jahren
64 bzw. 65: 64 bzw. 65 KD Ak
Fam.: Familienanamnese bzgl. IDDM

Abbildung 2 zeigt das Autoradiogramm mit Seren von 2 IDDM-Patienten mit
negativer (Spur 1) bzw. positiver (Spur 4) IDDM-Familienanamnese, wobel nur
letzterer eine leicht positive 64 kD Bande aufwies. Spur 2 und 3 zeigen eine stark
bzw. leicht positive Bande bei gesunden Frauen mit ICA positiven Seren, mit
negativer bzw. positiver IDDM-Familienanamnese. Die vier Kontrollpersonen (Spur

5-8) zeigten keine Bande im Bereich von 64 kD.

220 kD——

116 kD——
97kD—

64 kD =>

ASKO—— —

31kD ——

Abb.2:  Autoradiogramm eines SDS-Polyacrylamid-Gradientengels (4-15 %) mit
%3 markierten Insel zellproteinen. Darstellung der 64 kD Bande bei
einem IDDM-Patienten und zwei gesunden Personen mit ICA positiven
Seren, nicht hingegen bei einem weiteren IDDM-Patienten und vier
Kontrollpersonen (siehe Tabelle 3).
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1 2 3 4 5 6 7 8
Dg. IDDM ICApos. | ICApos. | IDDM | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle
Sex m w w m m w m m
Alt. 24 23 19 24 24 34 24 25
64 neg.(0) pos.(4) pos.(2) pos.(2) neg.(0) neg.(0) neg.(0) neg.(0)
65 | pos.(100) |pos.(1446)|pos.(1247)|pos.(1209)| neg.(-17) | neg.(65) | neg.(38) | neg.(63)
Fam.| neg. pos. neg. pos. neg. neg. neg. neg.

Tab. 3. Ergebnis des 64 KD Ak Nachweises (fettgedruckt) in Abbildung 2 und
Charakterisierung der acht untersuchten Personen.

Legende:

Dg.:

IDDM:

ICA pos.:
Kontrolle:
m:

W:

Alt.:

64 bzw.65:
Fam.:

Diagnose

Diabetiker bel Diagnosestellung
ICA positiv, gesund

HLA DR 3/4 negativ

mannlich

weiblich

Alter in Jahren
64 bzw. 65 KD Ak
Familienanamnese bzgl. IDDM




1.2 EVALUIERUNG AN KONTROLLKOLLEKTIVEN

In der Querschnittsuntersuchung der jeweils ersten verfigbaren Serumproben der
einzelnen Personen fanden sich insgesamt bei 36 % (20/55) 64 KD Ak, bei 35 %
(26/75) 65 KD AKk.

Im negativen Kontrollkollektiv, bestehend aus gesunden Probanden mit
ausschlief3lich ICA negativen Seren, betrug die Pravalenz fir 64 KD Ak 0 % (0/10),
fir 65 KD Ak 7 % (2/29).

Bei den neu erkrankten Typ | Diabetikern, die als positive Kontrollgruppe

herangezogen wurden, konnten in 64 % (7/11) 64 KD Ak und in 83 % (10/12) 65

KD Ak nachgewiesen werden.
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1.3 METHODENVERGLEICH MIT DEM 65 KD AK-RIA
(PETERSEN et al., 1994)

Die beiden Methoden zum Nachweis von Autoantikdrpern gegen Glutamat
Decarboxylase lieferten in 85 % (47/55) der Seren ein Ubereinstimmendes Ergebnis.
53 % (29/55) waren negativ sowohl fiir 64 KD Ak als auch fur 65 KD Ak, 33 %
(18/55) waren in beiden Tests positiv.

Von den 64 KD Ak positiven Seren waren 90 % (18/20) ebenfalls 65 KD Ak positiv.
Umgekehrt konnten in 75 % (18/24) der 65 KD Ak positiven Seren gleichzeitig 64
KD Ak gefunden werden. Unterschiede in den beiden Bestimmungen waren somit
hauptséachlich auf die 25 % der Proben zurickzufihren, die nur im GAD RIA positiv
waren .

Der statistische Zusammenhang zwischen dem Nachweis von 64 KD Ak und 65 KD
Ak war hoch signifikant (X2-Test: Yates-X2 = 24,6 ; K= .58 ; p <.0001).

Tabelle 4 zeigt die absoluten und relativen Haufigkeiten der autoradiographisch
nachgewiesenen 64 KD Ak und der radioimmunologisch bestimmten 65 KD Ak bei

55 Personen.

65 KD Ak
negativ positiv Summe
29 6 35
negativ
52,7 % 10,9 % 63,6 %
64 KD Ak 2 18 20
positiv
3,6 % 32,7 % 36,4 %
31 24 55
Summe
56,4 % 43,6 % 100%
Tab. 4: Kontingenztafel fir 64 und 65 KD Ak in Seren von 55 Personen
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2. KORRELATION DER NEUEN MARKER ZU DEN BEREITS
BEKANNTEN MARKERN ICA UND IAA

21 KORRELATION VON 64 KD AK ZU ICA

In den ersten verflugbaren Serumproben war bei 62 % (34/55) der Seren ein
Ubereinstimmender Nachweis von ICA und 64 KD Ak moglich, der jeweils zur
Halfte bei beiden Autoantikdrpern negativ oder positiv ausfiel (17/34).

Von der Gesamtzahl ICA positiver Seren waren 49 % (17/35) zugleich 64 KD Ak
positiv. Demgegentber waren in 85 % (17/20) der 64 KD Ak positiven Seren auch
ICA nachweisbar.

Der Zusammenhang zwischen dem Nachweis von ICA und 64 KD Ak war statistisch
signifikant (X2-Test: Yates-X2=4,8 ; K=.32; p <.05).

Tabelle 5 zeigt die absoluten und prozentualen Haufigkeiten von ICA und 64 KD Ak

fur 55 untersuchte Personen.

64 KD Ak
negativ positiv Summe
17 3 20
negativ
30,9 % 55% 36,4 %
ICA 18 17 35
positiv
32,7% 30,9 % 63,6 %
35 20 55
Summe
63,6 % 36,4 % 100%

Tab. 5: Kontingenztafel fir ICA und 64 KD Ak in den Seren von 55 Personen
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22 KORRELATION VON 65KD AK ZU ICA

Bei 73 % (55/75) der Serumproben wurde eine Ubereinstimmung im Nachweis von
ICA und 65 KD Ak gefunden. Der Anteil der Seren mit einem positiven Ergebnis in
beiden Tests betrug insgesamt 28 % (21/75). In 45 % (34/75) der Proben konnten
weder ICA noch 65 KD Ak nachgewiesen werden.

Bei den ICA positiven Seren waren in 58 % (21/36) gleichzeitig 65 KD Ak
nachweisbar. Hingegen waren in 81 % (21/26) der 65 KD Ak positiven Seren auch
ICA nachweisbar.

Zwischen den beiden Autoantikérper Nachweismethoden bestand ein statistisch
hoch signifikanter Zusammenhang (X2-Test: Yates-X2= 15,2 ; K= .43 ; p <.001).
Tabelle 6 stellt die absoluten und prozentualen Haufigkeiten von ICA und 65 KD Ak

fur die gesamte untersuchte Population von 75 Personen dar.

65 KD Ak
negativ positiv Summe
34 5 39
negativ
45,3 % 6,7 % 52,0 %
ICA 15 21 36
positiv
20,0 % 28,0 % 48,0 %
49 26 75
Summe
65,3 % 34,7 % 100%

Tab. 6:  Kontingenztafel fir ICA und 65 KD Ak in den Seren von 75 Personen
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2.3 KORRELATION VON 64 KD AK ZU IAA

Beim Vergleich von 64 KD Ak mit IAA zeigte sich in 75 % (41/55) der ersten
Serumproben ein Ubereinstimmendes Ergebnis, wobei 58 % (32/55)
Ubereinstimmend negativ und 16 % (9/55) bei beiden Untersuchungen positiv waren.
Bei den 64 KD Ak positiven Seren konnten in 45 % (9/20) ebenfalls IAA
nachgewiesen werden. Von den IAA positiven Seren erwiesen sich 75 % (9/12)
zugleich 64 KD Ak positiv.

Der Zusammenhang zwischen dem Nachweis von 64 KD Ak und IAA war
statistisch signifikant (X2-Test: Yates-X2=7,9 ; K=.39; p <.01).

In Tabelle 7 sind die absoluten und relativen Haufigkeiten von 64 KD Ak und IAA

bei 55 untersuchten Personen ersichtlich.

IAA
negativ positiv Summe
32 3 35
negativ
58,2 % 55% 63,6 %
64 KD Ak 11 9 20
positiv
20,0 % 16,4 % 36,4 %
43 12 55
Summe
78,2 % 21,8 % 100%

Tab. 7: Kontingenztafel fir 64 KD Ak und IAA in Seren von 55 Personen
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24 KORRELATION VON 65 KD AK ZU IAA

In den ersten verfugbaren Serumproben wurde bei 75 % (56/75) eine
Ubereinstimmung im Nachweis von 65 KD Ak und IAA gefunden. Der mit 61 %
(46/75) groRRere Teil bestand aus Seren, die sowohl 65 KD Ak als auch IAA negativ
waren. Dagegen zeigten nur 13 % (10/75) ubereinstimmend positive Ergebnisse.

38 % (10/26) der 65 KD Ak positiven Seren waren ebenfalls IAA positiv. Bei den
IAA positiven Seren waren in 77 % (10/13) zugleich 65 KD Ak nachweisbar.
Statistisch war der Zusammenhang zwischen dem Nachweis von 65 KD Ak und IAA
hoch signifikant (X2-Test: Yates-X? = 10,2 ; K= .38 ; p <.01).

Tabelle 8 zeigt die absoluten und relativen Haufigkeiten von 65 KD Ak und IAA flr

die gesamte untersuchte Population.

IAA
negativ positiv Summe
46 3 49
negativ
61,3 % 4,0 % 65,3 %
65 KD Ak 16 10 26
positiv
21,3 % 13,3 % 34,7 %
62 13 75
Summe
82,7 % 17,3 % 100%
Tab. 8: Kontingenztafel fir 65 KD Ak und IAA in Seren von 75 Personen
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25 ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG

Wie die folgende Darstellung (Tabelle 9) zeigt, bestand zwischen den 65 KD Ak und
ICA bzw. 64 KD Ak dstatistisch jeweils ein hoch signifikanter Zusammenhang
(Yates-X2-Test). Signifikant waren aul3erdem die Korrelationen zwischen 64 KD Ak

und ICA bzw. IAA, ebenso wie zwischen 65 KD Ak und IAA.

ICA IAA 64 KD Ak
Yates-X2=4.8 Yates-X2=17.9
K=.32 K=.39
64 KD Ak
p<.05 p<.01
n=>55 n=>55
Yates-X2=15.2| Yates-X2=10.2 Yates-X2=24.6
K=.43 K=.38 K =.58
65 KD Ak
p <.001 p <.01 p <.0001
n=75 n=75 n=55
Tab. 9: Ubersicht tiber den Zusammenhang von 64 KD Ak und 65 KD Ak

mit ICA und IAA im Yates-X2-Test (K = Kontingenz-Koeffizient,

p = Irrtumswahrscheinlichkeit, n = Anzahl der ausgewéahlten Falle)
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3. EINFLUSSVON ALTER, GESCHLECHT UND ZEIT-
VERLAUF AUF 64 KD AK, 65 KD AK, ICA UND IAA

31 EINFLUSSDESALTERS

Um eine Abhangigkeit des Autoantikbrper-Nachweises vom Lebensalter zu
Uberprufen, wurden fur jeden der vier Autoantikbrper die Préavalenzraten in den
ersten 5 Lebensdekaden verglichen.

Die relativ gleichformige Verteilung samtlicher untersuchter Personen auf die 5

Lebensdekaden zum Zeitpunkt ihres Einschlusses in die Studie zeigt Abbildung 3.

20
18
16
14
12

Haufigkeit (n)

oN MO

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50

Alter in Jahren

Abb. 3:  Altersverteilung der untersuchten Population auf 5 Lebensdekaden

Die Pravalenz der ICA betrug bei den bis zu 10 jahrigen Personen 50 % (6/12), im
Alter zwischen 11 und 20 Jahren 53 % (10/19), zwischen 21 und 30 Jahren 44 %
(8/18), zwischen 31 und 40 Jahren 45 % (5/11) und bei den 41 bis 50 jahrigen 47 %
(7/15). Somit waren in jeder Altersstufe etwa gleich viele Personen ICA positiv bzw.
negativ (X2-Test: p = n.s.).

Ebenfalls kein signifikanter Unterschied fand sich bei den 64 KD Ak mit 29 % (2/7)
Positiven in der ersten Dekade, 47 % (7/15) in der zweiten, 44 % (7/16) in der
dritten, 14 % (1/7) in der vierten und 30 % (3/10) in der funften Lebensdekade (X2-
Test: p=n.s.).
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Bei den 65 KD Ak konnte eine Préavalenz von 25 % (3/12) bei den bis zu 10 jahrigen
gefunden werden, von 53 % (10/19) zwischen 11 und 20 Jahren, 50 % (9/18)
zwischen 21 und 30 Jahren, 9 % (1/11) zwischen 31 und 40 bzw. 20 % (3/15) bei
den 41 bis 50 jahrigen. Die Unterschiede in den Pravalenzraten zugunsten der
jungeren Personen waren signifikant (X2-Test: X2=9,7 ; K=.34; p <.05).

IAA Positivitdt konnte ausschlie3lich bei Personen unter 28 Jahren nachgewiesen
werden mit 25 % (3/12) bei den bis zu 10 jahrigen, 32 % (6/19) im Alter zwischen
11 und 20 Jahren und 22 % (4/18) zwischen 21 und 30 bzw. 28 Jahren. Dieser
Altersunterschied befand sich knapp unterhalb des Signifikanzniveaus (X2-Test: X2
=8,9; K=.33; p =.06). Bei den IAA bestand hingegen ein eindeutig signifikanter
Unterschied des durchschnittichen Lebensalters der IAA positiven und [AA
negativen Personen (Mann-Whitney U-Test: z = -2.5; p <.05).

Der Vergleich der durchschnittlichen Lebensalter zeigte weder bei den ICA noch bei

64 oder 65 KD Ak einen signifikanten Unterschied (Mann-Whitney U-Test: jeweils
p =n.s.).

Die Pravalenzraten fir ICA, IAA, 64 KD Ak und 65 KD Ak innerhalb der funf
Alterskategorien sind in Abbildung 4 dargestellt.

60

50 - ]
N
£ 40 A
b EICA
2 30 A HIAA
é 064 KD
L 207 065 KD
<

10 - -

0 ; —| ;
0-10 11-20 21-30 31-40 41-50
Alter in Jahren

Abb. 4. Pravalenzraten der Autoantikorper in den ersten 5 Lebensdekaden
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3.2 EINFLUSSDES GESCHLECHTS

Fur die vier Personengruppen mit ICA-, 64 KD Ak-, 65 KD Ak- und IAA-positiven
Seren wurde der prozentuale Anteil der Manner bzw. Frauen in der Gesamt-

population, sowie getrennt fir Verwandte und Nicht-Verwandte bestimmit.

48 % (36/75) der Seren waren ICA positiv. Der Anteil der Manner betrug 56 %
(20/36), der Frauen entsprechend 44 % (16/36). Die geschlechtsspezifische
Verteilung der ICA positiven Seren war bei Verwandten und Nicht-Verwandten
identisch: 56 % (15/27) Manner, entsprechend 44 % (12/27) Frauen bei den
Verwandten und 56 % (5/9) Manner, entsprechend 44 % (4/9) Frauen bei den Nicht-
Verwandten.

64 KD Ak konnten in 36 % (20/55) der Gesamtpopulation, jeweils zur Halfte bei
Méannern und Frauen (10/20) gefunden werden, wobei bei den Verwandten der
Frauenanteil mit 54 % (7/13), hingegen bei den Nicht-Verwandten der Manneranteil
mit 57 % (4/7) etwas hoher lag.

In der Gesamtpopulation besaflen 35 % (26/75) 65 KD Ak positive Seren. 42 %
(11/26) davon waren Méanner, entsprechend 58 % (15/26) Frauen. Auch hier zeigte
sich ein hoherer prozentualer Anteil an Frauen bei den Verwandten mit 61 %
(11/18). Bei den Nicht-Verwandten bestand kein Unterschied (jeweils 4/8).

Von den erstgenannten Antikérpern unterschieden sich die IAA mit 17 % (13/75)
nicht nur durch ihre mehr als 50 % geringere Pravalenz, sondern auch durch einen
durchgéngig deutlich hoheren Manneranteil. In der Gesamtpopulation betrug dieser
69 % (9/13), bei den Verwandten 70 % (7/10) und bei den Nicht-Verwandten 67 %
(213).

Im X2-Test fur Kontingenztafeln ergab der Vergleich von Personen mit Antikorper-
positiven und -negativen Seren weder fir die Gesamtpopulation noch fur Verwandte

oder Nicht-Verwandte einen signifikanten Geschlechtsunterschied (jeweils p = n.s.).



Das folgende Saulendiagramm (Abbildung 5) zeigt - gruppiert nach Antikorpern - in
jeder Saule den jeweiligen prozentualen Anteil der Manner bzw. Frauen mit
Antikérper-positiven Seren in der Gesamtpopulation, bzw. bei den Verwandten und

Nicht-Verwandten.

in M weiblich
E ménnlich

GVN GVN GVN GVN
ICA 64 KD Ak 65KD Ak

Abb.5:  Anteil der Manner bzw. Frauen an der Autoantikdrper-Positivitat
bei der Gesamtpopulation (G), den Verwandten (V) und Nicht-
Verwandten (N)
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3.3 ZEITVERLAUF

Bei den Personen, von denen drei sequentielle Proben fir den jeweiligen
Autoantikorper untersucht wurden, fanden sich folgende unterschiedlich stark
ausgepragte Fluktuationen der Titerverlaufe mit Serokonversion von negativ nach
positiv bzw. umgekehrt oder lediglich intermittierender Positivitat. Zuséatzlich wird

zum Vergleich die Anzahl der Personen mit konstant positivem bzw. negativem

Antikorperbefund aufgefuhrt.

ICA (51 Personen): 17 immer positiv (max. 320 JDF units)
5 von negativ nach positiv (max. 20 JDF units)
2 nur intermittierend nach positiv (5 JDF units)
6 von positiv nach negativ (max. 20 JDF units)

21 immer negativ (0 JDF units)

64 KD Ak (30 P.): 11 immer positiv
1 von leicht positiv nach negativ

18 immer negativ

65 KD Ak (51 P.): 14 immer positiv (max. Index 1780)
4 von negativ nach positiv (max. Index 995)
1 nur intermittierend nach negativ (Index 108)
1 von positiv nach negativ (Index 498)

31 immer negativ (max. Index 66)

IAA (32 Personen): 5 immer positiv (max. 1300 Units)
1 von negativ nach positiv (800 Units)
4 nur intermittierend nach positiv (max. 94 Units)
2 von positiv hach negativ (130 Units)

20 immer negativ (max. 11 Units)
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Daraus wurde eine hohe Persistenz im intraindividuellen Nachweis von 64 KD Ak
egrsichtlich mit 97 % (29/30) an konstant negativen bzw. positiven
Autoantikdrperbefunden. Zu 88 % (45/51) traf dies auch fur die 65 KD Ak zu.
Dagegen waren die Ergebnisse der IAA Bestimmungen nur in 78 % (25/32), ICA in
75 % (38/51) konstant gleichsinnig ausgepragt.

Bei samtlichen Personen, von denen mindestens zwei sequentielle Serumproben
vorlagen, wurde die intraindividuelle Abhangigkeit der Antikdrper-Titer statistisch
Uberpruft. Dabei zeigte sich bei allen vier untersuchten Parametern eine hoch
signifikante Abh&ngigkeit zwischen der ersten und zweiten, sowie der ersten und
dritten Serumuntersuchung. Das hochste Mal3 an Korrelation erzielten in den ersten
beiden Proben die ICA und die 64 KD Ak (R = .94 bzw. R = .95). Im Vergleich von
erster und letzter Probe war der mit Abstand hochste Rangkorrelationskoeffizient

ebenfalls bei den 64 KD Ak zu finden (R = .89).

Die folgenden Tabellen zeigen flur ICA (Tabelle 10), 64 KD Ak (Tabelle 11), 65 KD
Ak (Tabelle 12) und IAA (Tabelle 13) die Abh&ngigkeit von Antikorpertitern, die zu
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt wurden (R = Spearmans Rang-Korrelations-

koeffizient, p = Irrtumswahrscheinlichkeit, n = Anzahl untersuchter Personen).

ICA 2 ICA 3

R=.94 R=.63
ICA1 | p<.001| p<.001
n=>59 n =253

Tab. 10: Spearmans Rang-Korrelation von ICA der ersten Serumprobe (ICA1)
mit ICA der zweiten (ICA 2) bzw. dritten (ICA 3) Verlaufsuntersuchung
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64KD2 | 64KD 3
R=.95 | R=.89
64KD1 | p<.001 | p<.001
n=39 | n=33

Spearmans Rang-Korrelation von 64 KD Ak der ersten Serumprobe
(64 KD 1) mit 64 KD Ak der zweiten (64 KD 2) bzw. dritten (64 KD 3)

Verlaufsuntersuchung

65KD2 | 65KD 3
R=.68 R =.60
65KD1 | p<.001 | p<.01
n=59 n=53

Tab. 12  Spearmans Rang-Korrelation von 65 KD Ak der ersten Serumprobe
(65 KD 1) mit 65 KD Ak der zweiten (65 KD 2) bzw. dritten (65 KD 3)
Verlaufsuntersuchung

IAA 2 IAA 3
R=.70 R=.65
IAA 1 p<.001 | p<.001
n=40 n=34
Tab. 13:  Spearmans Rang-Korrelation von IAA der ersten Serumprobe (IAA 1)

mit IAA der zweiten (IAA 2) bzw. dritten (IAA 3) Verlaufsuntersuchung
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Bel Personen mit sequentiellen Serumproben, in denen sowohl GAD Ak als auch

ICA und/oder IAA gefunden werden konnten, ergaben sich deutliche Unterschiede
zwischen den neuen und den bereits etablierten Markern hinsichtlich der
Reihenfolge, in der die Antikbrper nachweisbar waren.

64 KD Ak und 65 KD Ak wurden bei zwei Personen bereits vier Jahre vor ICA
detektiert. Bei einer weiteren Person fanden sich 65 KD Ak zwei Jahre, 64 KD Ak
sogar vier Jahre vor ICA.

Dem Nachweis von IAA gingen bei drei Personen beide GAD Ak, bei einer weiteren
Person nur 65 KD Ak voraus. Die zeitliche Differenz betrug etwa zwei Jahre.
Insgesamt gelang also der Nachweis von GAD Ak sowohl vor ICA in 7,7 % (3/39)
aller Personen mit ICA positiven Seren, als auch vor 1AA in 23,5 % (4/17) aller
Personen mit IAA positiven Seren.

Hingegen gingen weder ICA noch IAA dem Nachweis der beiden GAD Ak voraus.
Bei der einzigen Person mit einem IAA positiven Serum zwei Jahre vor 65 KD Ak

Positivitat waren zu diesem Zeitpunkt ebenfalls bereits 64 KD Ak nachweisbar.
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4. EVALUIERUNG DER EINZELNEN MARKER UND
MARKER-KOMBINATIONEN BEI PRADIABETIKERN
HINSICHTLICH DEREN PRADIKTION DES IDDM

Die Bedeutung serologischer Marker fir die Pradiktion des IDDM liegt darin, den
préklinischen Krankheitsverlauf moglichst frihzeitig anzuzeigen. Aus diesem Grund
konzentrierte sich die weitere Auswertung der Daten auf die 8 Personen, die

wéhrend des Beobachtungszeitraums tatsachlich einen Typ | Diabetes entwickelten.

4.1 PRAVALENZ EINZELNER MARKER

Wahrend der praklinischen Phase wiesen 5 der 8 untersuchten Personen in allen vier
Antikorper-Tests positive Ergebnisse auf. Dagegen fanden sich bei dem 12 jahrigen
Bruder eines Diabetikers (Patient Nr. 6) ausschlieR3lich ICA und IAA. Eine 16

jahrige Schwester (Patientin Nr. 7) wies ausschlief3lich 65 KD Ak-Positivitat auf.

Daraus errechnete sich fur die préklinische Phase eine Pravalenz von 63 % (5/8) fur
64 KD Ak und jeweils 75 % (6/8) fur ICA, 1AA sowie 65 KD Ak.

Bei Diagnosestellung betrug die ICA-Pravalenz ebenfalls 75 % (6/8). 64 KD Ak und
IAA waren nur noch in 57 % (4/7) bzw. 63 % (5/8) nachweisbar. Hingegen stieg die
Pravalenz der 65 KD Ak auf 88 % (7/8) an.

Die folgende Tabelle 14 gibt zunachst zusammenfassend eine Ubersicht Uber die
klinischen Charakteristika dieser IDDM-Patienten. Der Antikérperstatus wurde -
soweit verfligbar - bei jedem Patienten getrennt dargestellt fur die Proben aus der

pradiabetischen Phase und fur diejenige bei Diagnosestellung.

Eine differenzierte Betrachtung der Reihenfolge des Auftretens einzelner
Antikdrper, deren Pravalenzraten sowie der Zeitverlaufe bei diesen Patienten

schliel3t sich in den Kapiteln 4.2 und 4.3 an.
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Tab. 14: Klinische Charakterisierung von 8 IDDM-Patienten und Ubersicht der Ergebnisse von ICA-, 64 KD Ak-, 65 KD Ak-
und IAA-Bestimmungen in der pradiabetischen Phase (Pra-IDDM) und bei Diagnosestellung (IDDM)

Familien- Patient | Geschlecht Alter ICA ICA 64KD Ak 64KDAk| 65KD Ak 65KD Ak IAA IAA
anamnese Nr. bei Diagnose
bzgl. IDDM (inJahren) | Pra-IDDM IDDM Pra-IDDM IDDM Pra-IDDM IDDM Pra-IDDM IDDM
negativ 1 w 30 + + + + + + + +
" 2 m 24 + + + + + + + +
Geschwister 3 m 22 + + + + + + + +
" 4 m 13 + + + n.u + + + -
" 5 w 25,5 + + + + + + + -
" 6 m 12 + + - - - - + +
" 7 w 16 - - - - + + (-)° +
" 8 m 26 - - - - (-)* + - -
6/8 pos. 6/ 8 pos. 5/8pos. 4/7pes. 6/ 8 pos. 718 pos. 6/8pos. 5/|8 pos.
75% 75% 63% 57% 75% 88% 75% 63%
Legende: m: mannlich + positiv (-) *: negativ 3 Jahre vor Diagnose
w: weiblich - negativ (-)° :negativ 2 Jahre vor Diagnose
n.u.:  nicht untersucht
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4.2 FRUHESTER ANTIKORPER-NACHWEIS

Die ersten verfigbaren Serumproben dieser 8 Patienten stammten durchschnittlich
aus einer Zeit von 37,4 Monaten (Spannweite 8 bis 77 Monate) vor Diagnose.

Die am weitesten zurtickliegende Serumprobe stammte von dem 6 jahrigen Bruder
eines Typ | Diabetikers (Patient Nr. 6). Diese Probe zeigte einen deutlich positiven
ICA- und IAA-Befund bei Negativitat fur 64 und 65 KD Ak.

Der friheste Nachweis von 64 und 65 KD Ak gelang bei einem 20 jahrigen Nicht-
Verwandten (Patient Nr. 2) 47 Monate vor Diagnose, der zugleich ICA und IAA

aufwies.

Die Abbildung 6 zeigt fur die Pradiabetiker (Patient Nr. 1 bis 8) den jeweiligen
Antikodrperstatus zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme. Die Zeit bis zur IDDM-

Manifestation wurde in Monaten angegeben.

Patient Nr. 6 8 2 51 74 3

A 65 KD Ak & Ak e

* 64 KD Ak * > * *

olAA 0 O OO OO

oICA O o 0—O0—0—0 |
%7 69 é;f? ?LZ 27 22L 1ZL8 ‘8 0

Monate vor |IDDM-Diagnose

Abb. 6:  Antikdrperstatus von 8 IDDM-Patienten wahrend der préklinischen

Phase, zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme
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4.3 ZEITVERLAUF

Die Zeitverlaufe der ICA, IAA und GAD Ak sollen nun einzeln dargestellt werden
(Abbildungen 7 bis 14).
Stellvertretend fur die gegen GAD gerichteten Autoantikdrper (GAD Ak) wurden

dazu die quantitativen Daten fir 65 KD Ak verwendet.

Bei der Patientin Nr. 1, deren Autoantikorper-Titerverlauf in Abbildung 7 dargestellt
ist, waren 2 Jahre vor Diagnosestellung bereits vergleichbar hohe Titer wie beli
Manifestation von ICA (320 resp. 320 JDF units) und 65 KD Ak (Index 1330 resp.
1232) nachweisbar. Der IAA-Titer stieg von 130 auf 250 Units bei Diagnose an.

ICA / I1AA Titer 65 KD Ak-Titer
500 2000
0 IDDM
400 ¢ | 1 1500
200 | b— Q —0—ICA
= +1000 | W IAA
200 + // —&— GAD Ak
'/ - 1
100 1 500
0 } } t 0
28 30

Alter in Jahren

Abb. 7: Titerverlauf von ICA, IAA und 65 KD Ak bei Patientin Nr. 1

ohne Familienanamnese bzgl. eines IDDM. Manifestationsalter: 30 Jahre
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Bei dem Patienten Nr. 2, dessen Antikorper-Titerverlauf in Abbildung 8 dargestellt
ist, konnten sowohl 4 und 2 Jahre vor als auch bei Diagnosestellung sehr hohe Titer
von 65 KD Ak (Index 1486, 1370 und 1209) und von IAA (240, 240 und 138 Units)
nachgewiesen werden. ICA waren ebenfalls zu jedem Zeitpunkt positiv, jedoch in
geringerer Titerhéhe (40, 20 und 40 JDF units).

ICA / IAA Titer 65 KD Ak-Titer
500 2000
IDDM
a0 | | 1oov]
+ 1500
300 | A\‘\A —0—ICA
- " + 1000 |—m— IAA
200 —A— GAD AK
100 | 500
0 0
20 22 24

Alter in Jahren

Abb. 8:  Titerverlauf von ICA, IAA und 65 KD Ak bei Patient Nr. 2
ohne Familienanamnese bzgl. eines IDDM. Manifestationsalter: 24

Jahre.



Die hochsten IAA-Titer in der gesamten Population wurden bei dem Patienten Nr. 3
gemessen, dessen Antikorperstatus ein halbes Jahr vor und bei Diagnose in
Abbildung 9 dargestellt ist (500 bzw. 475 Units). Im Vergleich dazu lagen die Titer
von ICA (80 JDF units bei beiden) und 65 KD Ak (Index 522 bzw. 166) im

mittleren Bereich.

ICA / IAA Titer 65 KD Ak-Titer
500 - — 2000
—H
IAA = 1300
IAA = 1000
400 7 1 1500
300 + —O0—ICA
+ 1000 |—m— IAA
200 + —&— GAD Ak
+ 500
100 T ;\\i
0 } 0
215 22

Alter in Jahren

Abb. 9: Titerverlauf von ICA, IAA und 65 KD Ak bei Patient Nr. 3

mit positiver Familienanamnese. Manifestationsalter: 22 Jahre.
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In Abbildung 10 ist der Titerverlauf des Patienten Nr. 4 dargestellt, der ein Jahr

nach Einschluf? in die Familienstudie einen Typ | Diabetes entwickelte und bei den
halbjahrlichen Untersuchungen jeweils etwa konstant hohe Titer von ICA (80, 160
und 80 JDF units) und 65 KD Ak (Index 406, 472 und 274) aufwies. Hingegen
waren die zunachst nachweisbaren IAA (59 Units) ein halbes Jahr spéater, sowie bei

Diagnose nicht mehr nachweisbar (0 Units).

ICA /1AA Titer 65 KD Ak-Titer
500 2000
400 4
00 + 1500
300 | —0—ICA
+ 1000 |—m— IAA

200 +

IDDM
100 + GAQ 1°%

O — . : = i
12 o )
Alter in Jahren

—A— GAD Ak

Abb. 10: Titerverlauf von ICA, IAA und 65 KD Ak bei Patient Nr. 4

mit positiver Familienanamnese. Manifestationsalter: 13 Jahre.
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Bei der Patientin Nr. 5, deren Autoantikorper-Titerverlauf in Abbildung 11 gezeigt
ist, wurden alle drei Autoantikdrper bereits mehr als 2 Jahre vor Diagnose gefunden.
Relativ konstant konnten ICA (80, 160 und 80 JDF units) und 65 KD Ak (Index 231,
204 und 88) nachgewiesen werden. I1AA-Positivitat war lediglich in der Probe 2
Jahre vor Manifestation feststellbar, jedoch nicht mehr bei Diagnose (0, 70 und 0

Units).

ICA / I1AA Titer 65 KD Ak-Titer
500 2000
4007 1 1500
300+ —0—ICA

+— 1000 | —m IAA

200+ —A— GAD Ak
+ 500

100 +

0 +—m—+——F——F————
23 235 24 24.5 25 25.5
Alter in Jahren

Abb. 11: Titerverlauf von ICA, IAA und 65 KD Ak bei Patientin Nr. 5

mit positiver Familienanamnese. Manifestationsalter: 25,5 Jahre.
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Mit 12 Jahren bei IDDM-Manifestation war der Patient Nr. 6, dessen Titerverlauf in
Abbildung 12 dargestellt ist, der jingste Patient in dieser Untersuchung. Er wies
bereits mit 6 und 7,5 Jahren, ebenso wie bei Diagnosestellung hohe Titer von IAA
auf (330, 380 und 200 Units). Auch die ICA-Titer waren jeweils deutlich erhdht
(160, 80 und 160 JDF units). Im Gegensatz dazu war er von den 8 IDDM-Patienten
der einzige, bei dem zu keinem Zeitpunkt 65 KD Ak-Positivitat nachgewiesen

werden konnte (Index 46, 0 und 10, d. h. jeweils unterhalb des Schwellenwertes).

ICA / IAA Titer 65 KD Ak-Titer

500 2000

40T m 1 1500

B S~ IDDM
300 & ~__ - O—ICA
~__ 1+ 1000 |—m—IAA
2007 g —a— GAD AK
1001 O\O/ + 500
0 A o : —h 0

6 7.5 9 10.5 12
Alter in Jahren

Abb. 12: Titerverlauf von ICA, IAA und 65 KD Ak bei Patient Nr. 6

mit positiver Familienanamnese. Manifestationalter: 12 Jahre.
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Abbildung 13 zeigt die Patientin Nr. 7, die in der Untersuchung zwei Jahre vor
IDDM-Manifestation lediglich 65 KD Ak aufwies, ebenso wie bei Diagnose (Index
183 und 77). IAA-Positivitat wurde nur in der Serumprobe bei Diagnose gefunden
(35, d. h. unterhalb des Schwellenwertes, und 165 Units). ICA konnten in keiner der

beiden Serumproben nachgewiesen werden (0 JDF units).

ICA | IAA Titer 65 KD Ak-Titer
500 2000
4001 1 1500

300+ IDDM —O—ICA

+ 1000 |—m—I1AA

200 - —&— GAD AK
1001 + 500
0 e 3 0

14 16
Alter in Jahren

Abb. 13: Titerverlauf von ICA, IAA und 65 KD Ak bei Patientin Nr. 7

mit positiver Familienanamnese. Manifestationsalter: 16 Jahre.
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Bei dem Patienten Nr. 8, dessen Antikorperstatus Uber einen Zeitraum bis zu 6
Jahren vor Diagnose in Abbildung 14 dargestellt ist, konnten weder ICA noch IAA
nachgewiesen werden (jeweils 0 Units). 65 KD Ak-Positivitat fand sich
ausschlieBlich bei Manifestation (Index 37, 37, d. h. beide unterhalb des
Schwellenwertes, und 115), wobei nicht auszuschlie3en ist, daf} die Serokonversion
bereits wahrend der 3 praklinischen, nicht untersuchten Jahre stattgefunden haben

konnte.

ICA / 1AA Titer 65 KD Ak-Titer
500 2000
400 +
+ 1500
300 + —0—ICA

+ 1000 | m IAA
200 +

DDM - —A— GAD Ak
100 + I

/_‘
0 —&— ; = : —=— 0

20 21 22 23 24 25 26
Alter in Jahren

Abb. 14: Titerverlauf von ICA, IAA und 65 KD Ak bei Patient Nr. 8 mit

positiver Familienanamnese. Manifestationsalter: 26 Jahre.
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4.4 ZUSAMMENHANG ZWISCHEN MARKERKOMBINATIONEN
BZW. TITERHOHE UND IDDM-ERKRANKUNGSRISIKO

Zur Zusammenhangprifung zwischen dem Erkrankungsrisiko und den
Pravalenzraten von IAA bzw. 64 und 65 KD Ak wurden ausschliel3lich die ersten
zur Verfugung stehenden Serumproben der einzelnen Personen berucksichtigt.
Es erfolgte eine Einteilung der Population in die drei folgenden Gruppen:
1.) Pradiabetiker, die tatsachlich wahrend des Beobachtungszeitraums manifestierten
2.) alle bis Studienende nicht an IDDM erkrankten Personen mit ICA positiven

Seren
3.) alle bis Studienende nicht an IDDM erkrankten Personen mit ICA negativen

Seren

441 MARKERKOMBINATIONEN

Bei den Pradiabetikern (n = 8) lagen die Autoantikorper-Préavalenzen bei 63 % (5/8)
fur 64 KD Ak, 75 % (6/8) fir 65 KD Ak und 75 % (6/8) fur IAA. In der Gruppe der
Personen mit ICA positiven Seren ohne IDDM (n = 26) waren 38 % (10/26) 64 KD
Ak positiv, 50 % (13/26) 65 KD Ak positiv und lediglich 19 % (5/26) IAA positiv.
Bei den ubrigen Personen ohne IDDM und negativem ICA-Titer (n = 29) betrugen
die Pravalenz fir 64 KD Ak 0 % (0/10), fr 65 KD Ak 7 % (2/29) und fur IAA 0 %
(0/29).

Dabei ergab sich im X2-Test fur 65 KD Ak ein statistisch hoch signifikanter
Zusammenhang zu den drei genannten Gruppen (X2 = 17; K = .44; p < .001). Dies
traf ebenso zu fir IAA (X2 = 18; K = .45; p < .001). Die 64 KD Ak-Pravalenzen
waren signifikant korreliert (X2 = 7; K = .35; p < .01).

-61-



Abbildung 15 zeigt die Pravalenzraten von 64 KD Ak, 65 KD Ak und IAA in den

ersten Serumproben der Gruppen mit unterschiedlichem Erkrankungsrisiko.

L 80 ]

70 A

60 -

50 +

@64KD Ak | — |
40 - W65KDAK | — |
OIAA —
30 - —

20 1

Autoantikorper-Pravalenz in %

10

. —

Pra ICA+ ICA-

Abb. 15: Pravalenz von 64 KD Ak, 65 KD Ak und IAA bei IDDM-Patienten
in der pradiabetischen Phase (Pré), sowie bei Personen ohne IDDM mit
ICA positivem (ICA+)- und ICA negativem (ICA-)-Befund

442 TITERHOHE

Ein Vergleich der durchschnittlichen Indexwerte der 65 KD Ak bel den drei
genannten Risikogruppen zeigte zwischen der Gruppe der Pradiabetiker und den
Personen mit positivem ICA-Befund einen tendentiellen Unterschied (Mann-
Whitney U-Test: z = 1.8; p < .07). Die Personen ohne ICA-Nachweis unterschieden
sich von den Préadiabetikern hoch signifikant (Mann-Whitney U-Test: z = 3.4; p <
.001), von Personen mit positivem ICA-Befund signifikant (Mann-Whitney U-Test:
z=2.4;p<.05).
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Bei Pradiabetikern (n = 8) betrugen die Indexwerte 530 + 201 SEM, bei den
Personen mit ICA positiven Seren (n = 34) 362 + 91 SEM und bei Personen ohne
ICA-Nachweis (n =29) 5 + 15 SEM.

Abbildung 16 zeigt die durchschnittlichen Werte fur 65 KD Ak in den ersten

Serumproben der Gruppen mit unterschiedlichem Erkrankungsrisiko.

[ ] 65KD Ak
1000

800 - P97
<  p<.00L—
E 600 l <05
3 [P
S 400 - 1
3 n=8

200 — n=34

n=29
0 I I T
Pra ICA + ICA -

Abb. 16:  Durchschnittlicher 65 KD Ak Index (+SEM) bei IDDM-Patienten in
der pradiabetischen Phase (Pra), sowie bei Personen ohne IDDM mit
positivem ICA (ICA+)- und negativem ICA (ICA-)-Befund

Bei den IAA unterschieden sich die Pradiabetiker von beiden anderen Gruppen
signifikant (Mann-Whitney U-Test: z = 2.1; p < .05 bzw. z = 2.7; p < .05). Zwischen
Personen mit und ohne ICA-Nachweis bestand kein signifikanter Unterschied

(Mann-Whitney U-Test: z = .1; p = n.s.).
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In der Gruppe der Pradiabetiker (n = 8) betrugen die Titer-Durchschnittswerte 262 +
154 SEM JDF Einheiten, bei Personen mit ICA positiven Seren (n = 34) 81 + 41 und
bei Personen mit ICA negativen Seren 2 + 5 SEM JDF Einheiten.

Abbildung 17 zeigt die durchschnittlichen Werte fir IAA in den ersten Serumproben

der Gruppen mit unterschiedlichem Erkrankungsrisiko.
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Abb. 17:  Durchschnittliche Titerh6he von IAA_(+SEM) bei IDDM-Patienten in
der pradiabetischen Phase (Pra), sowie bei Personen ohne IDDM mit
positivem ICA (ICA+)- und negativem ICA (ICA-)- Befund



V. DISKUSSION

1. METHODEN DER GAD AK-BESTIMMUNG

Zur Bestimmung von 64 KD Ak wurde der Immunprazipitationsassay mit
anschlieender Autoradiographie nach CHRISTIE et al. (1990), entsprechend einer
Modifikation von SEISSLER et al. (1992) durchgefihrt. Dieser urspringlich von
BAEKKESKOV et al. (1982) angewandte, hoch spezifische und sehr sensitive
Immunprézipitationsassay zur Detektion von 64 KD Ak wies einige
Testeigenschaften auf, die seine Anwendbarkeit zu Screening Zwecken erheblich
einschranken.

Dies betraf zunadchst die Verfligbarkeit von vitalen humanen Langerhansschen
Inseln, die von der Transplantationsgruppe der Medizinischen Klihikund
Poliklinik in Giel3en aus Pankreata von Organspendern isoliert wurden. Da die
Organe nur in begrenztem Umfang zur Verfigung standen und primar der
Inseltransplantation dienen sollten, konnten die bendtigten Inseln lediglich bei
fehlender  Verwendbarkeit fir eine  Transplantation zur 64 KD
Antikorperbestimmung bereitgestellt werden. Naturgemald entstanden dadurch oft
sehr lange Latenzen zwischen den einzelnen Testansatzen.

Neben der Vielzahl von konsekutiven Arbeitsschritten und damit potentiellen
Fehlerquellen erforderte das Versuchsprotokoll viel Zeit. Nach der dreitdgigen
Testdurchfihrung war das Ergebnis, bedingt durch die lange Expositionsdauer des
Rontgenfilms, frihestens nach 14 Tagen erhaltlich.

Die Verwendung eines Radionuklids mit hoher spezifischer Aktivitat verursachte
zum einen beachtliche Kosten. Fir den Umgang mit der vor allem zu Testbeginn
hohen Radioaktivitaitsmenge des R-Strahf@shwefel waren zudem entsprechende
Strahlenschutzvorkehrungen erforderlich, die an der Klinik nicht gegeben waren und
somit einen intermittierenden Ortswechsel an das entfernt gelegene Strahlenzentrum

der Universitat GieRen zur Folge hatten.
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Somit konnte der 64 KD Ak-Assay im Rahmen dieser experimentellen
Promotionsarbeit nur an einer limitierten Anzahl von Seren durchgefuihrt werden.
Zur Evaluierung wurden Seren eines negativen und eines positiven
Kontrollkollektivs herangezogen. Deren 64 KD Ak-Pravalenzraten von 0 bzw. 64 %
waren vergleichbar mit den Ergebnissen der Immunprazipitationsversuche von
BAEKKESKOV et al. (1992) mit O versus 80 % und CHRISTIE et al. (1988) mit O

versus 73 %.

Aus den zahlreichen oben genannten Grinden wurde der 64 KD Ak-Assay
anschlieBend nicht in das Routine-Diagnostikprogramm des Immunologischen

Labors Gibernommen.

In Anbetracht der Tatsache, dal3 etwa 90 % aller zukinftig erkrankenden Typ |
Diabetiker nicht mit einem IDDM-Patienten verwandt sind und somit nicht in einer
der Familienstudien erfal3t werden, werden an pradiabetische Marker vielzahlige
Anforderungen gestellt. Neben der Validitat miussen einfache Durchfuhrbarkeit,
Kostengtinstigkeit sowie Reproduzierbarkeit des Tests gewéhrleistet sein um ein
Screening grofRRer Bevolkerungsgruppen zu ermdglichen. Fir Aussagen Uber den
Verlauf der Erkrankung ist zudem die Quantifizierbarkeit von serologischen

Markern bedeutsam.

Von Mitarbeitern des Hagedorn Research Institute in Danemark wurde etwa
zeitgleich mit der vorliegenden Untersuchung ein quantitativer Radioimmunoassay
fur die Bestimmung von 65 KD Ak entwickelt (PETERSEN et al. 1994). Dieser

einfache, reproduzierbare und quantitative Radioligandenassay imponierte durch
seine hohe Sensitivitat und Korrelation mit den Ergebnissen des

Immunprazipitationsassays.
Eine weitere Vereinfachung durch die Entwicklung von ELISAs und enzymatischen

Immunpréaziptiationsassays erscheint allerdings schwierig, da dies bisher

ausschlieBlich auf Kosten der Sensitivitdt gelang, was in den ersten beiden
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internationalen GAD-Antikdrper-Workshops gezeigt wurde (SCHMIDLI et al., 1994
und 1995). Die verringerte Sensitivitat dieser Test beruhte hauptsachlich auf ihrer
Unfahigkeit, auch niedrigtitrige GAD Ak in IDDM-Seren nachzuweisen.
Flissigphasenassays zeigten dartberhinaus bei sehr hohen
Antikdrperkonzentrationen - wie bei der Standardkurve eines SMS-Serums - einen
Signalabfall, der auf einer inkompletten Antigen-Antikérper-Reaktion beruhte, dem
sog. prozone Effekt. Zur Quantifizierung der GAD Ak miufiten bei diesen Tests
sowohl verdiinnte als auch native Serumproben eingesetzt werden.

Western blot und Dot-blot Experimente ergaben eine verminderte Reaktivitat von
GAD Antikorpern in Seren von Typ | Diabetikern (BAEKKESKOV et al., 1990;
TUOMI et al., 1994). Dies konnte mit dem Anteil der spezifisch gegen
Konformationsepitope der Glutamat Decarboxylase gerichteten Antikdrper
zusammenhangen (UJIHARA et al., 1994; DAW und POWERS 1995). Sie verlieren
ihre Bindungsfahigkeit bei einer Proteindenaturierung im Western blot, ebenso wie
bei einer Konformationsanderung durch Immobilisierung auf Nitrocellulosepapier
im Dot-blot. Aufgrund dieser testimmanenten Eigenschaften sind beide Verfahren

fur die GAD-Bestimmung beim IDDM ungeeignet.

Als Goldstandard Methode zur Bestimmung von GAD Ak konnte sich letztlich der

Radioimmunoassay etablieren.
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2. KORRELATION DER GAD AK ZU ICA UND IAA

ICA werden im Rahmen von Interventionsstudien als serologische Indikatoren fur
das Risiko, an einem IDDM zu erkranken, herangezogen. 43 % der Verwandten 1.
Grades mit einem ICA-Titer von 10 JDF Units oder mehr werden innerhalb von 10
Jahren einen IDDM entwickeln. Bei 20 und mehr JDF Units steigt dieses Risiko
sogar auf 53 % an (BINGLEY et al., 1994). Da der Immunfluoreszenz Test bereits
seit Uber 20 Jahren weitverbreitet eingesetzt wird, liegen die meisten Daten zu
diesem etablierten Marker vor, an dem alle weiteren Marker gemessen werden
missen. Der Nachweis von ICA in der vorliegenden Studie erfolgte ebenfalls durch
einen indirekten Immunfluoreszenztest auf Kryostatschnitten von menschlichem
Pankreas-gewebe (BECKER et al., 1988 und 1989a).

Ubereinstimmend mit ATKINSON et al. (1990) und SEISSLER et al. (1992) fand
sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen GAD Ak und ICA.

Da ein Teil der ICA gegen Glutamat Decarboxylase gerichtet ist und somit GAD Ak
zur ICA-Reaktivitat beitragen (ATKINSON et al., 1993; SCHERBAUM 1994), war
der Anteil an Ubereinstimmend positiven Seren erwartungsgemar hoch.
Kompetitions- und Absorptionsstudien mit Seren von IDDM-Patienten zeigten, daf3
ICA-Positivitat ohne Nachweis von GAD Ak Uberwiegend auf ICA512 / 1A-2
Antikdrpern beruht (MYERS et al., 1995; LAN et al., 1996), die hier nicht bestimmt
wurden, wahrscheinlich aber ebenfalls fur die ICA positiven, GAD Ak negativen
Seren verantwortlich sein durften.

Fir die einzelnen GAD Ak positiven, jedoch ICA negativen Seren, konnen
verschiedene Grinde in Betracht gezogen werden. Zum einen konnte postuliert
werden, dall GAD-Antikdrpertiter, die im Immunprazipitationsassay gemessen
werden, unterhalb  der  Detektionsgrenze des  weniger  sensitiven
Immunfluoreszenztests liegen und deshalb keine ICA-Reaktivitat anzeigen konnen
(MYERS et al., 1995). Andererseits sind vermutlich bestimmte GAD-Epitope des
gefalteten Proteins in Pankreasgefrierschnitten fir ICA unzugénglich und tragen
damit ebenfalls zur mangelnden ICA-Bindung bei GAD positiven Seren bei
(AUGSTEIN et al., 1996).
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Autoantikdrper gegen Insulin (IAA) sind ebenfalls stark mit dem Typ | Diabetes
assoziiert. Als Methode zur I[AA-Bestimmung wurde ein kompetitiver
Radioimmunoassay angewandt (PALMER et al., 1983). lhre Korrelation zu GAD
Ak war signifikant, analog der Ergebnisse von ATKINSON et al. (1990) und
SEISSLER et al. (1992). Bei Verwandten von Typ | Diabetikern mit ICA positiven
Seren fihrte der Nachweis von IAA zwar zu einer signifikanten Erhdhung des
kumulativen 10-Jahres-Erkrankungsrisikos auf 84 % (BINGLEY et al., 1994). Die
damit verbundene Sensitivitatsabnahme schrankt jedoch ihren Wert als pradiktiver

Marker fiir den IDDM wieder ein.
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3. EINFLUSSVON ALTER, GESCHLECHT UND
ZEITVERLAUF AUF GAD AK

Beim Vergleich der Antikdrper-Pravalenzraten in den ersten 5 Lebensdekaden, auf
die die 75 untersuchten Personen gemal3 ihres Alters bei der ersten
Serumuntersuchung aufgeteilt wurden, ergab sich ein heterogenes Muster.

Eine signifikant erhéhte Antikdrper-Pravalenz fand sich ausschlie3lich fur die 65
KD Ak in den jungeren Lebensjahren (p < .05). Die Pravalenzraten der ICA lagen
zwischen 45 und 53 % und blieben damit - im Gegensatz zu denen aller anderen
Antikorper - ausgesprochen stabil wahrend der ersten finf Lebensdekaden. Obwohl
IAA in dieser Querschnittsuntersuchung ausschlief3lich bei Personen unter 28 Jahren
nachgewiesen werden konnten, ergab sich statistisch lediglich ein tendentieller
Altersunterschied (p = .06), da die Pravalenzraten auch in den ersten drei
Lebensdekaden mit jeweils weniger als 35 % sehr niedrig lagen.

Zu diesen Ergebnissen konnten in der Literatur keine direkt vergleichbaren Daten
gefunden werden. Vielmehr bezogen sich Alterskorrelationen meist auf das Alter bei
IDDM-Manifestation. Bis zu einem Alter von 30 Jahren bei Diabetesbeginn waren
ICA und GAD Ak deutlich haufiger nachweisbar (62 bzw. 80 %) als bei hoherem
Manifestationsalter (28 bzw. 52 %) (PETERSEN et al., 1994). Bei den IAA war die
Pravalenzrate bei Diabetesbeginn vor der Pubertat deutlich erhéht (VARDI et al.,
1987) und am hochsten bei Patienten, die junger als 5 Jahre alt waren (PALMER et
al., 1983).

Zwischen Mannern und Frauen bestand bei keinem der untersuchten Antikdrper ein
statistisch signifikanter Unterschied bzgl. der Pravalenzen.

Bei den ICA, die in der Querschnittsuntersuchung zu 51 % (20/39) bei Ménnern und
zu 44 % (16/36) bei den Frauen nachgewiesen werden konnten, wurde ein analoges
Ergebnis von LANDIN-OLSSON et al. (1989) beschrieben.

Betrachtet man die gegen GAD gerichteten Antikorper, so tberwog die Antikorper-
Positivitat sowohl der 64 KD Ak, als auch der 65 KD Ak bei den Frauen mit 63 bzw.

42 % im Gegensatz zu den Méannern mit 34 bzw. 28 %.
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Ein umgekehrtes Verhaltnis fand sich bei den IAA mit einem positiven Befund bei
23 % der Manner gegeniber nur 11 % der Frauen. Diese Tendenzen wurden auch in
einer Studie von ZIMMET et al. (1994) beobachtet mit GAD Antikérpern bei 88 %
der Frauen versus 71 % der Manner bzw. IAA bei 82 % der Manner und lediglich 60

% der Frauen.

Diese geringflgigen Unterschiede in der Haufigkeit der verschiedenen Antikérper
bei beiden Geschlechtern, sowie die Tatsache, daf3 Manner und Frauen etwa gleich
haufig an einem IDDM erkranken (CLASSEN et al. 1991), sprechen eher gegen
unterschiedliche pathologische Mechanismen der Krankheitsentstehung bei Mannern

und Frauen.

In den Verlaufsuntersuchungen bei Personen, von denen drei sequentielle Proben
untersucht wurden, zeigte sich die héchste Fluktuationsrate bei den ICA mit 25 %
der Seren, die entweder von negativ nach positiv oder umgekehrt konvertierten bzw.
Seren mit intermittierender ICA-Positivitat. Diese Beobachtung deckt sich
prinzipiell mit denen von SPENCER et al. (1984) und SEISSLER et al. (1992) Gber
fluktuierende ICA-Befunde. Im Vergleich zu den Resultaten der Bevdlkerungsstudie
von SEISSLER wurden allerdings in der vorliegenden Studie wesentlich geringere
Prozentzahlen gefunden, sowohl bei dem Anteil der lediglich intermittierend ICA
positiven Seren mit 4 % versus 33 %, als auch bei den nur zu Beginn ICA positiven
Seren mit 12 % versus 22 %.

Far 1AA wurden mit 22 % etwa vergleichbar héaufig variierende Ergebnisse im
Verlauf festgestellt.

Demgegenuber war die hohe Konstanz von positiven ebenso wie negativen
Befunden bei den gegen GAD gerichteten Antikorpern auffallig. 64 KD Ak
variierten lediglich in 3 %, 65 KD Ak in 12 %. Weitere fur 64 KD und 65 KD Ak
vorliegende Verlaufsuntersuchungen (SEISSLER et al. 1992, LUHDER et al. 1994)

bestétigen diese Tendenz.
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Die statistische Uberpriifung einer Abhangigkeit zwischen den seriellen Antikorper-
untersuchungen zeigte fur die vier gemessenen Antikorper jeweils hohe statistische
Signifikanz.

Aus der Zusammenschau dieser Ergebnisse wird eine hohe Persistenz sowohl der 64
als auch der 65 KD Ak deutlich, im Gegensatz zu den ICA und IAA.
Die unterschiedliche Reihenfolge, in der die Antikérper nachweisbar waren, wird im

nachsten Kapitel diskutiert werden.

-72-



4. EVALUIERUNG VON GAD AK, ICA UND IAA HINSICHTLICH
DEREN PRADIKTION UND PRAVENTION DES IDDM

Bei den acht Pradiabetikern (5 Manner, 3 Frauen, durchschnittliches Alter 18 Jahre
bei der erstmaligen Serumuntersuchung), die bis zum Zeitpunkt der Diagnose ihres
IDDM untersucht wurden (durchschnittlicher Beobachtungszeitraum 37 Monate,
Spannweite 8 - 77 Monate), konnten in 75 % (6/8) ICA, sowie IAA und 65 KD Ak
gemessen werden. Ein Ubereinstimmender Nachweis von 64 KD Ak und 65 KD Ak
gelang bei 5 Pradiabetikern. In dem Serum von Patient Nr. 7, das den niedrigsten
GAD-Indexwert aufwies, lagen 64 KD Ak unter der Nachweisgrenze, so dald deren
Pravalenz bei den Pradiabetikern lediglich 63 % (5/8) betrug.

Die Pravalenz der 65 KD Ak ware moglicherweise noch héher, wenn bei Patient
Nr. 8 weitere Serumuntersuchungen in kirzeren Intervallen durchgefuhrt worden
waren. Da von den drei ausgewahlten Seren 6 und 3 Jahre vor bzw. bei Diagnose
lediglich letzteres 65 KD Ak positiv war, kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 die
Serokonversion noch wahrend der 3 letzten praklinischen Jahre stattfand.

Eine ahnliche Uberlegung betrifft Patientin Nr. 7, deren Serum bei Diagnosestellung
- 2 Jahre nach der letzten préklinischen Untersuchung - erstmals IAA-Positivitat
aufwies.

Nicht zuletzt fir die Detektion von Autoantikdrpern bei derartigen Einzelpersonen,
bei denen eine Serokonversion kurze Zeit vor Diagnosestellung postuliert werden
kann, erscheinen halbjahrliche Intervalle zwischen den einzelnen Folge-
untersuchungen von grof3er Bedeutung um moglicherweise einen absoluten
Insulinmangel durch praventive TherapiemalRnahmen verhindern zu kénnen. Zur
Durchfihrung von Screeninguntersuchungen mit einer derartig hohen Frequenz sind

einfach durchzufihrende, kostengulnstige und sehr sensitive Tests unerlaflich.

ICA und IAA konnten in der vorliegenden Studie bis zu 77 Monate, entsprechend
knapp 6,5 Jahren vor Diagnosestellung nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu

erstrecken sich die Angaben zu ICA in der Literatur Uber eine Spannweite von 30
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Monaten (GORSUCH et a. 1981) bis 8,5 Jahre vor Diagnose (BINGLEY et al.

1994). Bei den IAA reichen die Angaben von BINGLEY et al. (1994) ebenfalls mit

8,5 Jahren am weitesten vor den Diagnosezeitpunkt zuriick bei dem mannlichen
Verwandten eines Typ | Diabetikers, bei dem aber gleichzeitig bereits ICA und GAD
Ak nachgewiesen werden konnten.

64 KD Ak und 65 KD Ak fanden sich in dem hier untersuchten Kollektiv bis zu 47
Monate vor IDDM-Manifestation. Andere Autoren beschrieben GAD Antikorper
sogar 64 bis 122 Monate, also mehr als 10 Jahre vor Manifestation und damit friiher
als die Marker ICA und IAA (KAUFMAN et al. 1992, ATKINSON et al. 1990,
BAEKKESKOV et al. 1987, BINGLEY et al. 1994, LUHDER et al. 1994).

Bei allen untersuchten Personen, in deren Seren zu verschiedenen Zeitpunkten GAD
Ak und ICA bzw. IAA gefunden wurden, gelang der Nachweis von GAD
Antikorpern friher als der von ICA und/oder IAA. Bei Personen mit ICA positiven
Seren wurden GAD Ak in 7,7 % (3/39) zwei bis vier Jahre vor ICA gefunden. Bei
Personen mit IAA positiven Seren konnten GAD Ak in 23,5 % (4/17) etwa zwei

Jahre vor IAA gemessen werden.

Neben der vorliegenden wurde auch bei anderen Studien beobachtet, da3 64 bzw.
65 KD Ak vor ICA und IAA und teilweise sogar bis einschlief3lich des Diagnose-
zeitpunktes als einzige pankreasspezifische Autoantikbrper nachweisbar sind
(BARMEIER et al., 1991). Das Auftreten von GAD Antikérpern wurde
beispielsweise auch von LUHDER et al. (1994) bis zu 46 Monate vor ICA
beschrieben. Somit dirfte es sich um einen Marker handeln, der bereits in sehr
frihen Krankheitsstadien dazu geeignet ist, das Ablaufen eines pankreasspezifischen
Autoimmunprozesses anzuzeigen.

Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von 64 KD Ak und
einer im intravendsen Glucosetoleranztest ersichtlichen progressiven Beta-Zell-
Dysfunktion festgestellt werden, der die Vermutung nahelegen konnte, dal3 64 KD
Ak bessere Marker fir die Krankheitsprogression seien als ICA und IAA
(BARMEIER et al. 1991). Da andererseits aber auch bei einzelnen IDDM-Patienten
mit ICA und/oder IAA positiven Seren zu keinem Zeitpunkt GAD Autoantikorper
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nachgewiesen werden konnten, betragt auch hier die Pradiktion weniger als 100 %.
Mogliche Erklarungen fur den fehlenden Nachweis von GAD Antikorpern wére eine
Uberwiegende T-Zell-Aktivierung ohne spezifische GAD Ak-Produktion oder eine
gegen andere Beta-Zell-Autoantigene gerichtete Immunantwort (ZIMMET et al.
1994).

Keiner der bisher identifizierten immunologischen, aber auch genetischen und
metabolischen Marker konnte bisher alleine einen IDDM sicher prognostizieren. Die
Bedeutung der GAD Autoantikdrper konnte dabei vor allem bei Personen mit
niedrigtitrigen ICA (BINGLEY et al., 1994) und bei ICA/IAA negativen Seren
liegen. Die Untersuchung von BINGLEY et al. (1994) legt dariiber hinaus nahe, daf3
das Risiko fur einen IDDM mit der Anzahl positiver Autoantikérper-Nachweise
steigt, so daf3 in Zukunft Markerkombinationen zur Pradiktion genutzt werden.

Die Folgerung von YU et al. (1994), die er aus den Ergebnissen zweier
verschiedener GAD-Assays ableitete, dal3 die Hohe der GAD-Antikorpertiter eine
inverse Beziehung zum Erkrankungsrisiko definiere, wurde in der vorliegenden
Studie nicht bestatigt. Vielmehr scheinen sowohl hdhertitrige GAD Ak als auch IAA
mit einem erhohten Diabetesrisiko assoziiert zu sein (EISENBARTH et al. 1992,
ZIEGLER et al. 1989).

Der von PETERSEN et al. (1994) publizierte einfache, reproduzierbare und
guantitative Radioligandenassay ermdglicht nun ein Screening groRerer
Populationen und wird deshalb in folgenden prospektiven Studien weitere Aussagen

Uber den wahren pradiktiven Wert dieses Markers erlauben.

Neuere Untersuchungen zeigen, dal3 die Bestimmung von GAD Ak und IA-2
Autoantikorpern die herkbmmliche, aufwendige ICA-Bestimmung ersetzen kénnten
(SEISSLER et al., 1996), mdglicherweise sogar durch deren gleichzeitige Messung
in einem kombinierten Radioimmunoassay (WIEST-LADENBURGER et al., 1997).
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V. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurden zundchst zur Bestimmung von Glutamat
Decarboxylase (GAD) Antikdrpern zwei Methoden miteinander verglichen. Der
ursprungliche Immunpréazipitationsassay mit Autoradiographie von CHRISTIE et al.
(1990) wurde gemal einer Modifikation von SEISSLER et al. (1992) erstmalig in
der Medizinischen Klinik Illund Poliklinik Giel3en etabliert und zur Untersuchung
von insgesamt 128 Seren auf 64 KD Ak herangezogen. Die Bestimmung von 65 KD
Ak, die gegen dasselbe Antigen gerichtet sind, wurde durch die zwischenzeitliche
Entwicklung eines Radioimmunoassays durch PETERSEN et al. (1994) ermdglicht
und bei 187 Seren durchgefihrt.

DarUberhinaus erfolgte die Charakterisierung der GAD Ak im Vergleich zu den
lange bekannten IDDM-Markern ICA und IAA, deren Vorhandensein in den 187
Seren mittels Immunfluoreszenztest, beziehungsweise Radioimmunoassay uUberpruft
wurde. Neben Alters-, Geschlechtsabhangigkeit und Zeitverlauf in sequentiellen
Proben einzelner Personen wurde die Bedeutung der GAD Ak als serologische
Marker der praklinischen Phase untersucht, da eine méglichst frihzeitige und sichere
Pradiktion die Voraussetzung fir eine gezielte praventive Behandlung darstellt.
Dafur wurden zusétzlich Pravalenz und Titerhdhe der Antikorper bei drei Gruppen
mit unterschiedlichem Erkrankungsrisiko verglichen: diagnostisch gesicherte
Pradiabetiker, die im Verlauf der Untersuchung tatsachlich einen IDDM
entwickelten; Personen ohne IDDM mit ICA positiven Seren; Kontrollpersonen mit

ICA negativen Seren.

Die genannten Seren stammten von 75 Personen, die Gberwiegend im Rahmen einer
prospektiven Familienstudie in halbjahrlichen Abstanden klinisch kontrolliert und
serologisch auf das Vorhandensein von ICA und IAA getestet wurden, wobei fur
Verlaufsuntersuchungen der vorliegenden Studie maximal drei Proben pro Person

mit einem Intervall von 2-3 bzw. 5-6 Jahren ausgewahlt wurden. Die
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Zusammensetzung bestand aus 12 Typ | Diabetikern, wovon bel acht ebenfalls
pradiabetische Serumproben vorhanden waren, auRerdem 34 Personen ohne IDDM
mit ICA positiven Seren und 29 Kontrollpersonen mit ausschlief3lich ICA negativen

Seren.

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. In der Kontrollpopulation fanden sich in keinem der untersuchten Seren (0/10)
64 KD Ak. 65 KD Ak wurden in 7 % (2/29) nachgewiesen. Hingegen waren
64 % (7/11) der Seren von Diabetikern bei Manifestation 64 KD Ak positiv und
83 % (10/12) wiesen 65 KD Ak auf.

Die Korrelation zwischen 64 KD Ak und 65 KD Ak war bei der Gesamtzahl der
ersten verfigbaren und mit beiden Tests Uberpriften Seren hoch signifikant
(n = 55; p<.001).

Fur serologische Screeninguntersuchungen auf GAD Ak erwies sich jedoch der
64 KD Ak-Assay als ungeeignet, da die Verfigbarkeit von humanen
Langerhansschen Inseln als Antigenquelle limitiert und die gesamte
Durchfihrung sehr kosten- und zeitintensiv war, nicht zuletzt aufgrund der
Verwendung eines hochaktiven Radionuklids. Zudem lagen die Ergebnisse,
bedingt durch die lange Expositionszeit des Rontgenfilms, erst friilhestens nach
2,5 Wochen vor.

Wesentlich besser eignete sich der 65 KD Ak-Radioimmunoassay, der
inzwischen als Standardmethode etabliert ist. Vorteilhaft sind insbesondere seine
einfache Durchfiihrbarkeit innerhalb von zwei Tagen mit rekombinanter GAD
und geringerer Radioaktivititsmenge, sowie die Quantifizierbarkeit der

Ergebnisse.

2. Beim Vergleich der neuen mit den lange bekannten Markern ICA und IAA zeigte
sich eine hoch signifikante Korrelation von 65 KD Ak mit ICA (p<.001). Der
Zusammenhang zwischen 65 KD Ak und IAA war ebenso wie zwischen 64 KD
Ak und ICA bzw. IAA signifikant (p<.05).

3. Die Pravalenzraten der 64 KD Ak, 65 KD Ak, ICA und IAA waren weder

alters- noch geschlechtsabhangig.
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Die hohen Fluktuationsraten der Antikdrper-Positivitat von ICA mit 25 % (13/51)
und IAA mit 22 % (7/32) gegeniber lediglich 12 % (6/51) bei 65 KD Ak und 3 %
(1/30) bei 64 KD Ak deuteten auf eine tendentiell starkere Persistenz der GAD
Ak. Statistisch zeigte sich jedoch eine hoch signifikante intraindividuelle
Abhangigkeit bei allen vier Parametern (p<.001).

Weder ICA noch IAA konnten in sequentiellen Serumproben vor den beiden
GAD Ak nachgewiesen werden. Hingegen wurden letztere in 7,7 % (3/39) vor
ICA und in 23,5 % (4/17) vor IAA gefunden.

4. Wahrend der praklinischen Phase betrug bei den acht Pradiabetikern die
Pravalenz der 64 KD Ak 63 % (5/8), der 65 KD Ak, ICA und IAA jeweils 75 %
(6/8).

Bei Kategorisierung der Gesamtpopulation nach klinischen Kriterien und ICA-
Befund in Pradiabetiker, gesunde ICA positive und ICA negative
Kontrollpersonen ergab sich ein statistisch hoch signifikanter Zusammenhang
zwischen 65 KD Ak- bzw. IAA-Positivitat und den drei Kategorien (p<.001). Die
Zusammenhangprifung fur 64 KD Ak war signifikant (p<.01). Mit zunehmendem
Erkrankungsrisiko wurde zudem ein Anstieg der Antikorpertiter von 65 KD Ak
und IAA beobachtet.

Aus den genannten Ergebnissen ist abzuleiten, dall GAD Antikérper wertvolle
serologische Marker fur die Identifizierung der pradiabetischen Phase des IDDM
sind, da sie teilweise als einzige Marker des Pradiabetes oder mehrere Jahre vor ICA
und IAA nachgewiesen werden konnten. Sie konnten als Entscheidungshilfe fur
frihzeitige therapeutische Interventionen und damit der potentiellen Verhinderung
des Ausbruchs der Erkrankung dienen.

Der 65 KD Ak-RIA von PETERSEN et al. (1994) eignet sich besser zum Screening
als der Immunprazipitationsassay mit Autoradiographie. Fur die Untersuchung
groRerer Bevolkerungsgruppen allerdings wéare eine weitere Vereinfachung der

Nachweismethode durch die Entwicklung eines ELISAs wiinschenswert.
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VIlI. ANHANG

1. ABKURZUNGEN

64 KD Ak 64 Kilodalton Antikorper (als Synonym fur GAD Antikorper,
die mittels Immunprazipitationsassay bestimmt wurden)

65 KD Ak 65 Kilodalton Antikorper (als Synonym fur GAD Antikorper,
die mittels RIA bestimmt wurden)

cpm counts per minute

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FCS Foetales Kéalberserum

FITC Fluorescein Isothiocyanate

GAD Glutamat Decarboxylase

HLA Human Leucocyte Antigen

IAA Insulinautoantikorper

ICA Inselzellantikbrper

IDDM Insulin Dependent Diabetes Mellitus

JDF Juvenile Diabetes Foundation

Mr Molecular range

n.s. nicht signifikant

NOD Non-obese diabetic

PBS Phosphate buffered saline

RIA Radio Immuno Assay

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SD standard deviation (Standardabweichung)

SMS Stiff-man syndrome
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2. DETAILLIERTE MATERIAL-AUFLISTUNG

21 NAHRMEDIEN

FCS (Foetales Kalberserum) GIBCO BRL, Eggenstein
Met-freies RPMI 1640 Medium BIOCHROM, Berlin
RPMI 1640 Medium GIBCO BRL, Eggenstein

22 PUFFER-LOSUNGEN

Elektrophorese-Laufpuffer (10 x Konzentrat)

109 SDS
3049 Tris
144 ¢ Glycin
ad 1| Aquadest.

Elutionspuffer (pH 6,8)

80 mM Tris
2% SDS
5% M ercaptoethanol

Lysepuffer  (pH 7,4)

20mM Tris

10 % Aprotinin
2mM EDTA
0,2 mM PLP
2mM PM SF
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Probenpuffer fur Elektrophorese

Aqua dest. 3,2 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,0 ml
Glycerol 1,6 ml

10 % (w/v) SDS 1,6 ml
Mercaptoethanol 0,4 ml

0,1 % (w/v) Bromphenolblau0,2 ml

Tris-Puffer  (pH 7,4)

20 mM Tris

10 % Aprotinin
2mM EDTA
0,2 mM PLP
2mM PMSF

150 mM NacCl

Triton-Puffer (pH 7,4)

20 mM Tris

10 % Aprotinin
2mM EDTA

0,2 mM PLP

2mM PMSF

150 mM NaCl

1% Triton X-100

Waschpuffer (pH 7.,4)

20 mM Tris

150 mM NaCl

1% Triton X-100
1% Mercaptoethanol
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2.3 CHEMIKALIEN

Acrylamid-Bis-Stammlésung 40 %
APS (Ammoniumpersulfat)
Aprotinin

Aqua destillata
Bromphenolblau

Coomassie Brillant Blue G-250
EDTA

Essigsaure 100%

Ethanol 95%

Glycerol

Glycin

2-Mercaptoethanol zur Analyse

Methanol
355-Methionin SJ 1015

NaCl
NaOH

Ortho Phosphorsaure 85 % zur Analyse

BIO-RAD, Munchen
BIO-RAD, Miinchen
BAYER, Leverkusen
BRAUN, Melsungen
MERCK, Darmstadt
CERVA, Heidelberg
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
BIO-RAD, Miinchen
MERCK, Darmstadt

AMERSHAM, Braunschweig
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
ISOMERCK, Darmstadt

PBS (Phosphatpuffer-Konzentrat), pH 7,4 + 0,1  Biolog. Arbeits-GmbH, Lich

PLP (Pyridoxal-5"-phosphat)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

PPO (Diphenoloxazol)
Protein A-Sepharose CL 4 B
Salzsaure

SDS (Natriumdodecylsulfat)

MERCK, Darmstadt
SIGMA, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen
PHARMACIA LKB, Freiburg
MERCK, Darmstadt
BIO-RAD, Miunchen

SDS Molecular weight standards (10kD-100kD) BIO-RAD, Minchen
SDS Molecular weight standards (40 kD-200 kD) BIO-RAD, Minchen

TEMED (Tetramethylethylenediamin)

Tris
Triton X-100

BIO-RAD, Miinchen
BIO-RAD, Miinchen
MERCK, Darmstadt
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24  MATERIAL UND GERATE

CO,-Inkubator
Becherglaser

Elektrophorese-Kammer

Elektrophoresegel-Giel3vorrichtung und Zubehor

Eppendorf-Cups
Eppendorf-Zentrifuge
Filterpapier

Geltrockner

Hamilton Spritze

Hyperfilm™

Labsonic

Magnetrthrer

MelRzylinder

Mini-Protean Il Gele

pH-MelRgerat

Pipetten, -spitzen

Prazisionswaage 3707-MP1

RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge
Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine
Schuttler

Tube PP-F

Vakuumpumpe

Vortex
Waage
Zellkulturflasche

Zentrifugenrohrchen

Zentrifuge Modell J-6B

NUAIR, BROWER AG
KALENSEE, GielRen
KEUTZ, Reiskirchen
KEUTZ, Reiskirchen
EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
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