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1. EINLEITUNG

1.1 Atiologie des Typ 1-Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus Typ 1 (juveniler Diabetes) ist definiert als ein
Insulinmangelsyndrom, das als Folge eines selektiven Untergangs
insulinproduzierender Beta-Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas auftritt.
Die Privalenz des Typ 1-Diabetes betrigt in Mitteleuropa ca. 0.3 %, wobei beide
Geschlechter gleich hiufig betroffen sind (Kolb et al. 1991). Zugleich stellt der
insulinpflichtige Diabetes mellitus eine der hdufigsten chronischen Erkrankungen im
Kindesalter dar (Scott et al. 1996). Erkenntnisse der letzten Jahre stiitzen die These
einer chronisch progredienten Autoimmunerkrankung mit multifaktorieller Genese,
wobei die auslosenden Faktoren noch weitestgehend unklar sind (Eisenbarth 1986).
Genetische Faktoren spielen in der Atiologie des Diabetes eine pridisponierende
Rolle, da 20 % der Typ 1-Diabetiker eine positive Familienanamnese haben und
mehr als 90 % die HLA-Merkmale DR 3 und / oder DR 4 aufweisen (Palmer et al.
1991). Eine genetische Pridisposition ist zwar Voraussetzung fiir den Typ 1-Diabetes
mellitus, aber aufgrund der Tatsache, daB} sich die Diabetesinzidenz in den letzten
drei Jahrzehnten fast verdreifacht hat (Krolewski et al. 1987) kommen jedoch
wahrscheinlich zusétzliche Faktoren hinzu, die an der Pathogenese ursédchlich
beteiligt sind.

Es wird angenommen, daf} die Erkrankung wahrscheinlich durch Umweltfaktoren
verursacht wird, die in einem genetisch empfinglichen Individuum den destruktiven
ImmunprozeB initiieren (Leslie et al. 1994). Hier wurde vor einigen Jahren einer
viralen Genese groflere Bedeutung beigemessen, insbesondere den Mumps-Viren
(Federlin et al. 1987), Coxsackie B4-Viren (Szopa et al. 1990), Roteln-Viren
(Bodansky et al. 1986) und den Zytomegalie-Viren (Pak et al. 1990). Andere
Arbeitsgruppen konnen diese Ergebnisse nicht bestitigen (Karjalainen et al. 1988,
Foulis et al. 1997), so dal} aufgrund der widerspriichlichen Ergebnisse vermehrt nach
anderen Triggersubstanzen gesucht wird.

In letzter Zeit riicken zunehmend Anderungen der Nahrungsgewohnheiten in den

Vordergrund des Interesses. Eine vermehrte Aufnahme von Lebensmitteln, die sehr



reichhaltig an Proteinen, Kohlenhydraten oder Nitrosaminen sind, konnten das
Risiko, einen Diabetes zu entwickeln, erhohen (Dahlquist et al. 1990). Fast alle
epidemiologischen Studien iiber Erndhrung in Zusammenhang mit Diabetes mellitus
konzentrieren sich aber auf Diéten in der frithen Kindheit, und hier insbesondere auf
die Milch (Ellis et al. 1996). Verstirkt gewinnen nun Untersuchungen von
verschiedenen Bestandteilen der Kuhmilch als moglicher Umweltfaktor beziiglich

der Pathogenese des Typ 1-Diabetes an Bedeutung.

1.2 Genetik des Typ 1-Diabetes mellitus

Die Empfinglichkeit fiir den insulinpflichtigen Diabetes mellitus ist an bestimmte
Gene in der HLA-Region des kurzen Arms von Chromosom 6 gekoppelt.

Die Bedeutung genetischer Faktoren beim Typ 1-Diabetes ergibt sich aus einer
Konkordanzrate von 30-40 % bei eineiigen Zwillingen (Barnett et al. 1981). Das
Erkrankungsrisiko fiir Geschwister eines Typ 1-Diabetikers ist bei HLA-identischen
Geschwistern 15-25 % (Deschamps et al. 1984), wihrend HLA-verschiedene
Geschwister kaum ein erhohtes Risiko haben, an einem Typ 1-Diabetes zu erkranken
(Tarn et al. 1988).

Mitte der 70-ger Jahre wurden zunéchst die HLA-Klasse I-Antigene B8 und B15 mit
dem Diabetes assoziiert (Singal et al. 1973, Nerup et al. 1974). Spitere
Untersuchungen zeigten eine wesentlich stirkere Korrelation des Typ 1-Diabetes mit
dem DR-Locus der HLA-Klasse II-Antigene (Platz et al. 1981). In 90-95 % der Fille
wurden bei Diabetikern HLA-DR3 und- / oder- DR4 gefunden (Wolf et al. 1983). In
der Normalbevolkerung wurden diese HLA-Antigene in weniger als 40 % der Fille
nachgewiesen (Thomson et al. 1989). Eine schwichere positive Assoziation des
insulinpflichtigen Diabetes mellitus mit den HLA-Merkmalen DR1, DR6 und DR8
fanden Awata und Mitarbeiter (Awata et al. 1990).

Im Gegensatz dazu sind das HLA-Antigen DR2 und in geringerem Ausmaf} auch
HLA-DRS nicht bzw. in geringerer Frequenz bei Diabetikern anzutreffen und
scheinen einen Schutz gegeniiber der Erkrankung zu vermitteln (Platz et al. 1981,
Thomson et al. 1988).

Durch weitere Differenzierung der HLA-Region mit Hilfe der

Restriktionsfragmentlingen-Polymorphismen (RFLP) konnte ein weiteres



Kopplungsungleichgewicht zwischen DR- und DQ-Genen in verschiedenen
Arbeitsgruppen festgestellt werden (Owerbach et al. 1984, Festenstein et al. 1986,
Nepom et al. 1986). So weisen iiber 95 % der DR4 positiven Diabetiker die DQ-
Allele DQwS auf, im Vergleich zu nur ca. 55 % der DR4-positiven Kontrollpersonen
(Owerbach et al. 1989). Eine Besonderheit zeigt hier die Abwesenheit einer
bestimmten Aminosdure an Position 57 der DQg-Kette. DQg-Allele ohne
Asparaginsiure in Position 57 kommen vermehrt bei kaukasischen Typ 1-
Diabetikern vor. Dagegen scheint das Vorhandensein dieser Aminoséiure an Position
57 einen protektiven Faktor darzustellen (Todd et al. 1987). Charron geht von einem
erhohten Erkrankungsrisiko aus, wenn die Genotypen DR4, DR3, DR1, DRw16,
DRw13, DQwS, DQw2, DQwS, DW19 oder DQg mit der Aminosdurenfrequenz Ala-
Val-Ser an Position 57 vorhanden sind (Charron 1992).

Die vorgenannten Ergebnisse zeigen, dall eine HLA-assoziierte Priadisposition
besteht, jedoch als eine alleinige genetische Erkldrung fiir die Manifestation des Typ
1-Diabetes nicht ausreicht. Thorsby et al. schlieen eine Beteiligung anderer, bisher
unbekannter Gene nicht aus (Thorsby et al. 1993). Zusitzlich werden nicht MHC-
gekoppelte Gene, wie zum Beispiel das Insulingen und Gene auf Chromosom 11
diskutiert (Eisenbarth 1986, Roep et al. 1991).

Risikopopulationen konnen zwar durch HLA-Typisierungen ermittelt werden. Eine
sichere Aussage iiber die Manifestation 148t sich dagegen nicht treffen, so daf}
genetische Analysen allein in der Diabetesfriiherkennung eher eine untergeordnete
Rolle spielen. Allerdings ist in Kombination mit Diabetes-assoziierten

AutoantikOrpern eine Risikoabschédtzung moglich (Maclaren 1988).



1.3 Immunologische Marker des Typ 1-Diabetes mellitus

1.3.1 Inselzellantikorper (ICA)

Inselzellantikorper (ICA) sind erstmals 1974 von Bottazzo und Mitarbeitern
beschrieben worden (Bottazzo et al. 1974). Zytoplasmatische ICA sind
organspezifische Antikorper der Klasse IgG, die mit allen endokrinen Inselzellen des
Pankreas reagieren und nicht B-Zell spezifisch sind (Ziegler et al. 1990).
Verschiedene Familienstudien zeigen, dal bei 65-85 % der frisch manifestierten Typ
1-Diabetiker (Kolb 1991) sowie bei 1-7 % der Familienangehorigen 1. Grades
(Federlin et al. 1987, Becker et al. 1990) und bei nur etwa 0.5 % der
Kontrollpopulation Inselzellantikdrper nachweisbar sind (Irvine et al. 1977). Im
weiteren Verlauf der Erkrankung sinkt die Priavalenz der ICA-positiven Diabetiker
jedoch auf weniger als 20 % ab. ICA sind bei beiden Geschlechtern gleich hédufig und
unabhingig vom Alter anzutreffen (Lendrum et al. 1976).

Antikorper-positive Personen tragen im Vergleich zu Antikdrper-negativen Personen
ein 50-200 -faches hoheres Risiko, einen Diabetes zu entwickeln, so daf} das
Vorliegen von ICA als ein potentieller Risikofaktor angesehen werden muf (Lipton
etal. 1989).

Mit Hilfe eines indirekten Immunfluoreszenztests gelang Lernmark und Mitarbeitern
der Nachweis von Inselzelloberflichen-Antikorpern (ICSA) (Lernmark et al. 1987).
Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen konnte die Spezifitit der ICSA fiir
B-Zellen nachgewiesen werden (van de Winkel et al. 1982). Bei frisch manifestierten
Diabetikern waren ICSA in bis zu 67 % der Fille nachweisbar, wohingegen nur 2-3
% der Kontrollpersonen ICSA-positiv waren (Freedmann et al. 1979).

Ein Teil der ICA fixiert im indirekten Fluoreszenztest Komplement, sogenannte CF
(complement fixing) -ICA. Es handelt sich dabei offenbar nicht um eine besondere
Variante, da in der Regel nur ICA aus hochtitrigen Patientenseren im Test
Komplement fixieren. Vielmehr ist die Komplementfixierung Ausdruck hoher
zytoplasmatischer ICA-Titer. Bottazzo zeigte 1980 eine Komplementfixierung bei 50
% der ICA-positiven Seren (Bottazzo et al. 1980).

In einer Studie von Johnston und Mitarbeitern an 29 eineiigen Zwillingen, von denen

der eine gesund und der andere an Diabetes mellitus erkrankt war, betrug die
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Sensitivitit fiir [gG-ICA 100 %, fiir CF-ICA 88 % und die Spezifitit lag fiir [gG-ICA
bei 84 % , fiir CF-ICA bei 100 % (Johnston et al. 1989). Der positive
Vorhersagewert fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus betrug fiir IgG-ICA 77
% und fiir CF-ICA 100 %. Auch Karjalainen kam ein Jahr spéter in einer Studie an
finnischen Kindern zu dhnlichen Ergebnissen. Er zeigte jedoch, da3 nur hohe (> 18
JDF Einheiten) und persistierende ICA-Titer, insbesondere wenn sie Komplement-
fixierend waren, einen Diabetes mellitus bei gesunden Kindern voraussagen konnen
(Karjalainen 1990).

Durch die Bemiihungen der letzten Jahre, die ICA-Assays durch internationale
Workshops zu standardisieren (Bottazzo et al. 1986, Bonifacio et al. 1987, Boitard et
al. 1988), und somit die Reproduzierbarkeit, Spezifitit und Sensibilitdt zu erhohen,
sowie mit den Ergebnissen aus zahlreich durchgefiihrten Familien- und
Zwillingsstudien zédhlen Inselzellantikdrper (IgG-ICA und auch CF-ICA) zu
anerkannten Markern der priadiabetischen Phase mit bewiesenem hohem positivem

Vorhersagewert.

1.3.2 Insulinautoantikorper (IAA)

Antikorper gegen Insulin (Insulinautoantikrper, IAA) wurden erstmals 1983 von
Palmer und Mitarbeitern bei frisch manifestierten Typ 1-Diabetikern ohne eine
vorherige Insulintherapie nachgewiesen (Palmer et al. 1983). Die Privalenz bei
Manifestation liegt zwischen 20 - 50 % im Gegensatz zu 0.1 - 5 % bei
Normalpersonen (Kolb 1991). Die zum Teil voneinander abweichenden Ergebnisse
lassen sich im wesentlichen auf die zwei unterschiedlichen Testverfahren zur
Messung von IAA zuriickfiihren. Studien der letzten Jahre, in denen beide
Testmethoden verglichen wurden, zeigten eine Uberlegenheit des RIA (Radio
Immuno Assay) gegeniiber des ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
(Levy-Marshal et al. 1991, Greenbaum et al. 1992). In Familienstudien konnten bei
15 % der Geschwister sowie bei 8 % der Eltern von Typ 1-Diabetikern IAA
nachgewiesen werden (Federlin et al. 1987, Kuglin et al. 1989).

Es werden IAA der Klasse IgM und IgG unterschieden (Dean et al. 1986). IgM-IAA
treten voriibergehend nach einer Reihe von Virusinfektionen auf und sind daher

kaum als krankheitsspezifisch anzusehen (Bodansky et al. 1986).
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Insulinautoantikorper sind invers korreliert zum Alter, d. h. sie wurden in weitaus
hoheren Konzentrationen bei Kindern unter 3 Jahren als bei dlteren Kindern und
Erwachsenen gefunden (Vardi et al. 1988).

Untersuchungen von Eisenbarth und Mitarbeitern zeigten eine Korrelation der IAA-
Titer mit der Progression des Diabetes (Eisenbarth et al. 1992). IAA in Kombination
mit ICA und CF-ICA sind als groBere Risikofaktoren zu werten, einen Typ 1-
Diabetes zu entwickeln, als das Vorhandensein eines einzelnen Antikorpers (Ziegler
et al. 1989, Landin-Olsson et al. 1992). Bei Vorliegen der genetischen
Risikokonstellation beziiglich der HLA-Antigene, insbesondere HLA-DRA4,
entwickeln Verwandte ersten Grades von Diabetikern signifikant hdufiger IAA als

Personen, die diese Merkmale nicht tragen (Kuglin et al. 1989, Ziegler et al. 1991).

1.33 Antikorper gegen das 64 KD-Antigen (GAD)

1982 konnte durch Immunprézipitation erstmals ein Inselzellprotein mit einer
Molekularmasse von 64 KD als priméres Zielantigen pankreatischer Inselzellen
nachgewiesen werden (Baekkeskov et al. 1982). Dieses 64 KD-Autoantigen wurde
1990 von Baekkeskov und Mitarbeitern als das Enzym Glutaminsdure-Decarboxylase
(GAD), welches den Neurotransmitter Y-Aminobuttersdure (GABA) synthetisiert,
identifiziert (Baekkeskov et al. 1990).

Es existieren zwei Isoformen des Enzyms mit der Grofle 65 KD und 67 KD
(Erlander et al. 1991), wobei sich jedoch die Hauptimmunantwort gegen 65 KD
richtet (Hagopian et al. 1993).

Antikorper gegen das 64 KD-Antigen sind sogar schon bis zu acht Jahre vor der
Manifestation eines Diabetes Typ 1 nachzuweisen (Baekkeskov et al. 1987) und bei
frisch manifestierten Diabetikern in 84 % der Fille vorhanden, so daf} sie als ein sehr
frither und niitzlicher priadiktiver Marker hinsichtlich der Entstehung eines Diabetes
mellitus zu werten sind (Atkinson et al. 1990). Vor wenigen Jahren konnten Seilller
und Mitarbeiter in einer ICA-positiven Population eine signifikante Korrelation
zwischen dem Auftreten von 64 KD-Autoantikdrpern, CF-ICA und IAA mit HLA-
DR4 und der Abwesenheit von Asparaginsdure an Position 57 der DQg-Kette zeigen.
Im Gegensatz zu ICA-Antikorpern, deren Konzentration nach Diabetesmanifestation

abnimmt, persistieren 64 KD-Antikorper iiber Jahre (Seifler et al. 1992). Weiterhin
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reflektieren 64 KD-Antikorper die verminderte B-Zell-Funktion besser als ICA oder
IAA und sind daher sehr niitzlich in der Verlaufsbeobachtung und bei der Suche nach

einem latenten Typ 1-Diabetes (Bdrmeier et al. 1991, Tuomi et al. 1993).

1.34 Weitere Autoantikorper

Patienten mit Typ 1-Diabetes weisen im Serum eine Vielzahl von Autoantikdrpern
gegen unterschiedliche Strukturen des Korpers auf. So 1aBt sich hdufig eine
subklinische Autoimmunitit gegen andere endokrine Organe durch eine erhdhte
Privalenz von organspezifischen Autoantikdrpern gegen mikrosomales
Schilddriisenantigen, Thyreoglobulin, Parietalzellen und Nebennierenantigen
beobachten. Daneben sind auch nicht organspezifische Autoantikorper, z. B.
antinukledre Antikorper (ANA), gehiuft nachweisbar (Bottazzo et al. 1978, Betterle
et al. 1984, Federlin et al. 1987, Becker et al. 1991).

14 Tiermodelle des Typ 1-Diabetes mellitus

Ein groBer Teil der Vorstellungen zur Atiologie und Immunpathogenese des Typ 1-
Diabetes stammen aus Untersuchungen an Tiermodellen. Die 1974 erstmals
geziichtete BB-(BioBreeding-) Wistar-Ratte (Bach et al. 1986) sowie die 1980
geziichtete NOD-(non-obese diabetic) Maus (Tocchino 1986) sind Inzuchtstimme,
die einen spontanen Diabetes mellitus entwickeln. Die Tiere zeigen klinische
Symptome und eine Insulitis wie der Mensch (Mansfield et al. 1992) und bilden auch
verschiedene Antikorper wie ICA, IAA und GAD (Pickup et al. 1991). Im Gegensatz
zum Menschen besteht ein Geschlechtsunterschied beziiglich der Diabetesinzidenz
bei den NOD-Maiusen. Die Inzidenz erreicht in einem Alter von 30 Wochen 80 % bei
den weiblichen und 35 % bei den minnlichen Miusen (Makino et al. 1980), wobei
von Kolonie zu Kolonie die Werte variieren (Pozzilli et al. 1993). Die fiir eine
Diabetesentstehung pridisponierenden Gene finden sich innerhalb und auflerhalb der
MHC-Region. Ein diabetogenes Gen der NOD-Maus ist eng mit dem Klasse II-
Haupthistokompatibilitdtskomplex verkniipft. Sowohl die Expression eines [-AB-

Locus (His an Position 56, Ser an Position 57; entsprechend dem menschlichen
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HLA-DQB non-Asp an Position 57) als auch die Abwesenheit von I-E, was dem
humanen DR entspricht (Hattori et al. 1986), sind notwendig, um einen
autoimmunen Diabetes entstehen zu lassen (Kikutani et al. 1992).

Trotz der stark ingeziichteten Linien liegt die Diabetesinzidenz weit unter 100 %.
Umweltfaktoren wie Strel (Carter et al. 1987), Viren (Like et al. 1991), Temperatur
(Williams et al. 1990) und insbesondere Diidten (Elliott et al. 1984, 1988, Coleman et
al. 1990) modulieren das Erkrankungsrisiko und den Erkrankungszeitpunkt. Auch
hier sind in den letzten Jahren verschiedene Nahrungsbestandteile, wie z. B. die

Kuhmilch, Schwerpunkt des Interesses geworden.

1.5 Kuhmilch

1.51 Proteinzusammensetzung der Kuhmilch

Die Proteine der Kuhmilch setzen sich aus Caseinen und Molkenproteinen
zusammen. Der Anteil der Caseine am Gesamt-Proteingehalt der Kuhmilch betrigt
etwa 80 %, der an Molkenproteinen etwa 20 %.

Seit 1952 ist bekannt, dal bei den einzelnen Caseinen genetische Varianten
vorliegen, die sich in der Aminosiuresequenz unterscheiden.

Die Synthese der Milchproteine findet an den Polyribosomen des endoplasmatischen
Retikulums der Milchdriise statt. Eine Ausnahme bilden die aus dem Blut
ibertretenden Serumalbumine und Immunglobuline der Klasse IgG. Die
nachstehende Tabelle zeigt die Charakteristika der einzelnen Eiweille auf (Kielwein
1994), von denen vor allem den -Caseinen hinsichtlich der Diabetes mellitus-

Entstehung eine besondere Bedeutung zuzukommen scheint.

Tab. 1.1: Die Proteinzusammensetzung der Kuhmilch (Daten aus Kielwein 1994,
leicht verdndert)

Protein Anteil (%) |Anzahl Amino- Synthese Genetische
Milchprotein| séduren je mol Varianten

Caseine

a-Casein 47-57 199 Milchdriise 5

B-Casein 25-35 209 Milchdriise 12

k-Casein 8-15 169 Milchdriise 5

Molkenproteine
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B-Lactoglobulin 9.8 162 Milchdriise

o-Lactalbumin 3.7 123 Milchdriise
Serumalbumin 1.2 608 Leber
Immunglobuline 1.8-5.0 Leber / Milchdriise
1.5.2 Genetische Varianten des B-Caseins in der Kuhmilch

Die verschiedenen genetischen Varianten des Caseins lassen sich durch
isoelektrische Fokussierung voneinander trennen (Bovenhuis et al. 1989). Eine
gebriduchliche Methode, die Aminosduresequenzen des 3-Caseins zu analysieren, ist
die PCR (Lindersson et al. 1995). Es sind bisher mehrere Varianten des 3-Caseins
entdeckt worden, wobei laut COGNOSAG Workshop-Report (Larsen et al. 1992) die
Al-, A2-, A3-, A4-, B-, D-, E-, C-, A3M- und die B2-Varianten unterschieden
werden. Ein Jahr spiter identifiziert Lien die A5-Variante und Visser 1995 das B-
Casein F-5P (Lien et al. 1993, Visser et al. 1995).

Die beiden hiufigsten genetischen Varianten des B-Caseins sind die Al- und A2-
Varianten (Van Eenennaam et al. 1991). 3-Casein A1 und A2 unterscheiden sich nur
in einer einzigen Aminosdure an Position 67, wobei A1 Histidin und A2 Prolin

enthilt (Eigel et al. 1984).
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153 Immunologische Bedeutung des Caseins

Polymorphkernige Leukozyten von Neugeborenen haben eine geringere bakterizide
Aktivitdat und Chemotaxis verglichen mit der ihrer Miitter (Mills et al. 1979). Diese
immunologische Liicke wird potentiell durch die Bestandteile der Muttermilch
aufgewogen. Denn neben der erndhrungsphysiologisch wichtigen Rolle stérkt die
Muttermilch auch die Abwehr gegen bakterielle und virale Infektionen. Dafiir sorgt
ein hoher Gehalt an Immunglobulinen, hauptsédchlich IgA (Achi et al. 1992), aber
auch an verschiedenen Enzymen wie Lysozym und Peroxidase und an
eisenbindenden Proteinen wie Laktoferrin und Transferrin (Goldman et al. 1985).
Durch enzymatische Spaltung von Casein im Darm werden biologisch aktive Peptide
(Gly-Leu-Phe und Val-Glu-Pro-Ile-Pro-Tyr) freigesetzt, die die Phagozytoseaktivitit
von kindlichen Makrophagen in vitro steigern (Gattegno et al. 1988). Diese Peptide
vermogen Miuse in vivo gegen die sonst letale Klebsiella pneumoniae-Infektion zu
schiitzen (Parker et al. 1984, Migliore-Samour et al. 1992). Spezifische Bindungen
an immunkompetente Zellen sind fiir die verschiedenen Peptide des Caseins
nachgewiesen worden (Jaziri et al. 1992).

Humanes Casein trigt somit zur Stimulation des Immunsystems bei Neugeborenen
bei und ist durch eine ,,strategisch aktive Zone* mit immunmodulierendem Effekt

gekennzeichnet (Migliore-Samour et al. 1988).

1.6 Antikorper gegen Kuhmilchproteine

IgG-Antikorper gegen Kuhmilchproteine sind schon in geringen Mengen bei Geburt
vorhanden, nehmen dann bei ausschlieSlich mit Muttermilch erndhrten Kindern
kontinuierlich ab und erreichen einen erneuten Anstieg bei Einfiihrung von
Kuhmilchprodukten. Neugeborene, die schon sehr friih (< 1 Monat) tierische
Milchprodukte bekommen, zeigen den hochsten und schnellsten Anstieg von IgG-
Kuhmilchantikdrpern (Taino et al. 1988). Voraussetzung fiir eine lokale
Immunreaktion ist, da3 die Antigen-wirksamen Proteine intakt das Darmepithel,
welches bei Sduglingen und Kleinkindern eine hohere Durchléssigkeit zeigt,
passieren konnen (Ring 1992, Schmidt 1994). Kuhmilchproteinantikorper der

Klassen IgA und IgM sind bei Geburt noch nicht vorhanden, steigen dann aber an,
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wobei das Maximum fiir [gA-Antikorper bei 28 Monaten und das fiir [gM-Antikorper
bei 6 Monaten liegt (Taino et al. 1988).

Auf einen Zusammenhang von Kuhmilchantikérpern und Typ 1-Diabetes weisen
verschiedene Arbeitsgruppen hin. So haben z. B. Savilahti und Mitarbeiter in
mehreren Studien bei frisch manifestierten Diabetikern signifikant hohere
Konzentrationen von IgA- und IgG-Antikorpern gegen Kuhmilch nachgewiesen als
bei Kontrollen (Savilahti et al. 1988, 1993). Auch andere Arbeitsgruppen fanden
IgA-Antikorper erhoht. Die Konzentration dieser Antikorper ist negativ zur Stilldauer
und positiv zum Kuhmilchkonsum korreliert. Der Antikorpertiter war signifikant
assoziiert mit dem Risiko, einen Typ 1-Diabetes zu entwickeln (Dahlquist et al.

1992, Virtanen et al. 1994).

1.6.1 Bovines Serumalbumin (BSA)

Serumkonzentrationen von BSA-Antikorpern in diabetischen Tiermodellen (NOD-
Maus und BB-Ratte) waren signifikant hoher als in Kontrolltieren (Beppu et al. 1987,
Scott et al. 1989). Weiterhin konnte im Tierversuch ein Betazell-Oberfldchenprotein
(p69) aufgezeigt werden, an das die BSA-Antikorper binden. Ein Vergleich der
Primérstruktur von bovinem Serumalbumin mit der DR- und DQ-$-Kette liefen eine
Region der Ubereinstimmung zwischen den Aminosiuren 157-175 der MHC-Klasse
II-Antigene erkennen (Glerum et al. 1989).

Karjalainen und Mitarbeiter fithrten Immuno-Assays und Western-Blots zur
Erfassung von BSA-Antikorpern bei 142 Kindern mit Typ 1-Diabetes durch. Alle
Diabetespatienten hatten erhohte Serumkonzentrationen von IgG-Antikorpern gegen
BSA, jedoch nicht von Antikdrpern gegen andere Milchproteine. Somit konnte hier
von einer spezifischen Immunantwort ausgegangen werden. Die
Antikorperkonzentration sank nach der Diagnosestellung ab und erreichte innerhalb
von 1-2 Jahren Normalspiegel. Ein GroBteil der Antikdrper war gegen ABBOS, eine
bestimmte Sequenz des BSA-Molekiils bestehend aus 17 Aminosduren von Position
152-168, gerichtet. Antikorper gegen dieses Peptid reagierten mit p69 und kdnnten so
an der Entwicklung der Inselzelldysfunktion bei Typ 1-Diabetikern beteiligt sein
(Karjalainen et al. 1992). Auch andere Arbeitsgruppen haben dhnliche signifikante

Ergebnisse bei finnischen, franzosischen und brasilianischen diabetischen Kindern
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gefunden, jedoch nicht mit einer so hohen Frequenz wie Karjalainen (Saukkonen et
al. 1994, Levy-Marchal et al. 1995, Pardini et al. 1996). Krokowski und Mitarbeiter
wiesen auch bei Patienten, deren Typ 1-Diabetes sich erst im Erwachsenenalter
manifestierte, hohere Antikorper-Titer gegen BSA nach, insbesondere wenn die
Patienten HLA-DR3 positiv waren (Krokowski et al. 1995).

Dennoch sind die Daten in der Literatur kontrovers. So konnten Atkinson und
Mitarbeiter keinen Unterschied beziiglich der Privalenz von Antikorpern gegen
bovines Serumalbumin bei Diabetikern und Kontrollpersonen finden (Atkinson et al.
1993). Die Diskrepanzen konnten zum einen auf verschiedenen Nachweismethoden
(ELISA, IFT, RIA) beruhen, wobei jede Assay-Technik eine andere Teilmenge von
BSA-Antikorpern mit einer geringen IgG- oder IgA-Uberlappung nachweist
(Karjalainen et al. 1992). Zum anderen konnten auch Unterschiede von Alter und
Dauer des Diabetes, aber auch die verschiedenen Nationalititen eine Mitursache sein
(Pardini et al. 1996). Die Bedeutsamkeit von BSA-Antikorpern in der

pradiabetischen Phase ist letztendlich noch nicht geklirt.

1.6.2 B-Laktoglobulin

IgG- (Savilahti et al. 1993, Ahmed et al. 1997) und IgA- (Dahlquist et al. 1992)
Antikorper gegen B-Laktoglobulin sind bei Diabetikern im Vergleich zu
Kontrollpersonen in signifikant hoheren Konzentrationen nachzuweisen, wobei die
jiingsten Patientengruppen die hochsten Werte erreichen.

Bei kurzer Stilldauer und friither Einfithrung von Milchprodukten in die
Sauglingsnahrung treten hdufiger und in hoheren Konzentrationen Antikdrper gegen
B3-Laktoglobulin auf, die mit einem erhohten Risiko eines Typ 1-Diabetes assoziiert

sind (Dahlquist et al. 1992).
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1.6.3 Casein

Obwohl Casein den groBten Teil der Milchproteine bildet, sind Casein-Antikorper
bisher kaum untersucht worden. In einer Studie mit je 44 Diabetikern und
Kontrollpersonen wurden unter anderem Antikorper gegen Casein bestimmt. Trotz
hoherer Konzentrationen bei Diabetikern war das Ergebnis statistisch nicht

signifikant (Karjalainen et al. 1992).

1.7 Kuhmilch und Typ 1-Diabetes

1.7.1 Kuhmilchkonsum

Es ist eine enge Assoziation zwischen dem durchschnittlichen jahrlichen
Kuhmilchkonsum pro Person und der jahrlichen Diabetesinzidenz bei Kindern im
Alter von 0-14 Jahren in verschiedenen Landern festgestellt worden. Die Korrelation
zwischen Kuhmilchkonsum und Diabetesinzidenz betrdgt 0.96, was einer linearen
Regression entspricht. Eine Analyse der Daten zeigt, daB3 94 % der geographischen
Varianz der Inzidenz durch den unterschiedlichen Kuhmilchkonsum erklirt werden
kann (Dahl-Jorgensen et al. 1991). Diese Ergebnisse konnten auch durch andere
Arbeitsgruppen bestitigt werden (Scott 1990, Muntoni et al. 1994). So fanden Fava
und Mitarbeiter den gleichen Zusammenhang zwischen Kuhmilchkonsum und
Inzidenz des Typ 1-Diabetes fiir neun verschiedene Regionen innerhalb Italiens
(Fava et al. 1994).

Die Diabetesinzidenz variiert geographisch sehr stark. So betrigt sie in Japan 0.6
Fille pro 100.000 Personen und Jahr bei einem Kuhmilchkonsum von ca. 401/
Person / Jahr, wiahrend Finnland die weltweit hochste Inzidenzrate mit 42.9 Fillen
pro 100.000 Personen und Jahr bei einem Kuhmilchkonsum von ca. 225 1/ Person /

Jahr aufweist (DERI Group 1988, Green et al. 1992, Muntoni et al. 1994).
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Abb. 1.1: Kuhmilchkonsum und Diabetesinzidenz in verschiedenen Lindern
(Daten aus Scott 1990, Dahl-Jorgensen 1991, Muntoni 1994)

1.7.2 Stilldauer

Schon 1984 wurde bei diabetischen Kindern eine kiirzere Stilldauer als bei ihren
gesunden Geschwistern und Kontrollgruppen festgestellt (Borch-Johnsen et al.
1984). Der Anteil bei Typ 1-Diabetikern, die in ihrer Kindheit jemals gestillt worden
sind, liegt um 30 % niedriger als bei gesunden Kontrollen. (Mayer et al. 1988). Ein
Vergleich der Diabetesinzidenz mit der Stilldauer zeigt eine negative Korrelation in
verschiedenen Landern (Scott 1990). Diese Ergebnisse sind in den letzten Jahren
vielfach bestétigt worden. Alle Arbeitsgruppen haben bei Typ 1-Diabetikern eine
frithere Kuhmilchexposition bzw. eine kiirzere Stilldauer im Vergleich zu
Kontrollpersonen festgestellt (Kostraba et al. 1993, Virtanen et al. 1993, Verge et al.
1994). Andererseits liegen auch Untersuchungen vor, die keinen Zusammenhang
finden konnten (Nigro et al. 1985, Bodington et al. 1994).

Eine Meta-Analyse von 13 epidemiologischen Studien, in denen Diabetesinzidenz
und Stilldauer untersucht wurden, zeigte, daf} eine frithe Kuhmilchexposition ein 1.5-
fach hoheres Risiko birgt, spéter an einem Diabetes mellitus zu erkranken (Gerstein

1994).
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Abb. 1.2: Stilldauer und Diabetesinzidenz (Daten aus Scott 1990)

1.7.3 Diit

Tiermodelle, die spontan einen Diabetes mellitus entwickeln, sind niitzliche
Hilfsmittel, diabetogene Nahrungsbestandteile zu identifizieren. Untersuchungen
zeigten, dafl der natiirliche Verlauf und insbesondere die Frequenz des Diabetes in
Tiermodellen durch verschiedene Didten manipuliert werden kénnen (Scott et al.
1996).

So konnte bei BB-Ratten die normale Inzidenz von 50 % auf 15% reduziert werden,
wenn diese mit einer semisynthetischen Diit erndhrt wurden, in der die Proteine
durch L-Aminoséduren ersetzt wurden. Bei einer Supplementierung von Milchpulver
stieg die Diabetesinzidenz dagegen auf 52 % an (Elliott et al. 1984).

Diiten, die hydrolysiertes Casein als einzige Proteinquelle beinhalten, bewirkten eine
drastische Senkung der Diabetesinzidenz. Dies trat aber nur ein, wenn die Diét vor
dem 30. Lebenstag zugefiihrt wurde. Gleichzeitig wurde die Expression der MHC-
Klasse I-Antigene auf den endokrinen Zellen des Pankreas reduziert. Ratten mit
deutlicher Reduktion der Expression entwickelten keine Insulitis und keinen
Diabetes. Andere Nahrungszusitze hingegen konnten die Diabetesinzidenz nicht
beeinflussen (Issa-Chergui et al. 1988, Hoorfar et al. 1991,1992, Li et al. 1995).
Analog der Diit der BB-Ratten wurden entsprechende Ergebnisse bet NOD-Méusen
erzielt. Auch hier lief sich mit hydrolysiertem Casein die Diabetesinzidenz deutlich

verringern bzw. sogar komplett verhindern. Zusétzlich war der Schweregrad der
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Insulitis geringer ausgeprigt bei den Miusen, die an einem Diabetes erkrankt waren
(Coleman et al. 1990, Hoorfar et al. 1993, Hermitte et al. 1995).

Interessanterweise entwickelten Méuse, denen Casein von indischen Kiihen (Bos
indicus) zugefiihrt wurde, keinen Diabetes. Im Gegensatz dazu stieg die
Diabetesinzidenz bei Verwendung von Casein europdischer Kiihe (Bos taurus). Die
zwei genetischen Varianten des B-Caseins (A1 und A2) wurden in vergleichbaren
Untersuchungen getestet, wobei nur die Al-Variante einen Diabetes mellitus
verursachte, wihrend die A2-Variante die Diabetesmanifestation verhinderte (Elliott

1994).
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1.8 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit

Wihrend die Bedeutung von verschiedenen Bestandteilen der Kuhmilch wie z. B.
bovines Serumalbumin oder -Lactoglobulin im Zusammenhang mit der Entstehung
eines Typ 1-Diabetes mellitus schon in zahlreichen Studien analysiert worden ist,
liegen noch keine groBeren Untersuchungen zur Wertigkeit von 3-Casein Al- und
A2-Antikérpern hinsichtlich Atiologie, Privalenz und Pathogenese des Typ 1-
Diabetes mellitus vor.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in dem Nachweis der Titerhdhe und der
Haufigkeitsverteilung von Antikorpern gegen die hiufigsten genetischen Varianten
des B-Caseins, Al und A2, bei Typ 1-Diabetikern sowie deren Geschwistern, Eltern
und gesunden Kontrollpersonen.

Somit sollte nicht nur die Wertigkeit der 3-Casein Al- und A2-Antikorper bei
manifest an Typ 1-Diabetes mellitus erkrankten Personen, sondern auch ihre
Bedeutung in der priadiabetischen Phase von klinisch gesunden Personen, die
aufgrund ihrer positiven Familienanamnese ein erhohtes Erkrankungsrisiko besitzen,
eruiert werden.

Dabei wurde insbesondere die Frage untersucht, wie die Titer der -Casein Al- und
A2-Antikorper in den einzelnen Gruppen mit Alter, Geschlecht, Manifestationsalter,
Diabetesdauer, ICA und IAA korrelieren. Weiterhin wurde eine vergleichende
Darstellung der Antikorpertiter zwischen den verschiedenen Gruppen vorgenommen.
Zusitzlich wurden qualitative Unterschiede der Antikorperbindung gegen die Al-
bzw. A2-Variante des 3-Caseins innerhalb der verschiedenen Gruppen untersucht.
Hierbei wurden Seren der prospektiven Familienstudie GieB3en- / Bad Oeynhausen
verwendet. Die 3-Casein Al- und A2-Antikdrper wurden mittels eines ELISA

gemessen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Familienstudie

2.1.1 Aufbau

Die Grundlage der vorliegenden Arbeit bildeten Serumproben der 1985 begonnenen
Giellen- / Bad Oeynhausen-Studie.

Es handelte sich hierbei um eine prospektive Familienstudie in Zusammenarbeit mit
der Diabetesklinik Bad Oeynhausen und der III. Medizinischen und Poliklinik der
Justus-Liebig-Universitit GieBen zur Erforschung des insulinpflichtigen Diabetes
mellitus. Neben der Untersuchung von organspezifischen Autoantikdrpern gegen
Parietalzellen, Nebenniere, Schilddriise und antinukleidren Antikorpern galt die
Bedeutung vor allem der pankreasspezifischen Autoimmunitét (Federlin et al. 1987,
Becker et al. 1990, 1991).

Die Seren der an der Studie teilnehmenden Diabetiker und Verwandten ersten Grades
wurden in halbjidhrlichen Abstidnden abgenommen. Die Vollblutproben wurden nach
der Entnahme zentrifugiert und in mehreren Aliquots bei - 20 Grad Celsius
konserviert. Zur Bestimmung von Mefwerten wurden jeweils nur geringe Mengen
einer Serumprobe aufgetaut, um die Qualitdt der Proben moglichst wenig zu
beeintrichtigen.

In dieser Arbeit wurden die Seren auf die Anwesenheit von Kuhmilchproteinen

untersucht.

2.1.2 Population

Die Population setzte sich aus jeweils einem Typ 1-Diabetiker als Indexperson,
dessen Eltern sowie mindestens einem Geschwisterteil im Alter unter 16 Jahren
zusammen.

Insgesamt wurden die Seren von 1257 Personen (inklusive Kontrollpersonen, siehe
2.1.3) auf die Anwesenheit von 3-Casein-Antikorpern untersucht. Davon waren 287

Teilnehmer Typ 1-Diabetiker (140 ménnlich, 147 weiblich, Durchschnittsalter 16
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Jahre, SD 6.97), 386 gehorten der Gruppe der Geschwister an (181 ménnlich, 205
weiblich, Durchschnittsalter 16 Jahre, SD 6.58) und 477 Teilnehmer entfielen auf die
Elternteile (223 ménnlich, 254 weiblich, Durchschnittsalter 43 Jahre, SD 6.75).

Die folgende Tabelle zeigt die Altersverteilung innerhalb der einzelnen Gruppen

(Tab. 2.1).

Tab. 2.1: Altersverteilung der Studienteilnehmer und Kontrollpersonen

Alter in Jahren

1-10 | 11-20 | 21-30 | 31-40 |41-50|>50 | Gesamt*
Geschwister | n=| 89 | 204 80 7 380
IDDM n=| 45 214 17 3 6 2 287
Elternteile n= 8 157 | 257 | 51 473
Kontrollen n=| 33 24 14 10 8 8 97

*Die Anzahl der hier aufgefiihrten Personen unterscheidet sich geringfiigig von der
Anzahl der getesteten Personen, da sich bei einigen wenigen (insgesamt 20 von

1257) das Alter nicht ausfindig machen lief3.

213 Kontrollpersonen

Das Kontrollkollektiv wurde aus 107 gesunden Probanden gebildet, die keine
Autoimmunerkrankung und keine positive Familienanamnese eines Typ 1-Diabetes
aufwiesen. Das Durchschnittsalter der Kontrollpersonen betrigt 22 Jahre (SD 18.02)
und liegt somit im Bereich des Durchschnittsalters der Teilnehmer der prospektiven

Familienstudie (27 Jahre).
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2.14 ICA und TAA

Alle in halbjdhrlichen Abstidnden eingehenden Proben der Gieen- / Bad
Oeynhausen-Studie wurden mit der Immunfluoreszenztechnik auf Inselzellantikorper
untersucht (Becker et al. 1988, 1989). Weiterhin wurden Insulinautoantikdrper sowie
Insulinantikorper der Klassen IgM und IgG mit Hilfe der ELISA-Technik bestimmt
(Krduter et al. 1988, 1989, Schmelling et al. 1989).

Die in dieser Arbeit verwendeten Werte fiir [CA und IAA wurden den vorgenannten

Arbeiten entnommen.

2.2 Material

2.2.1 Puffer und Substratlésungen

Coatingpuffer
2.94 g NaHCO3 + 1.59 g Na,CO; in Aqua dest. auflosen

mit 1 mol Salzsdure auf pH 9.5 einstellen

B-Casein Al- und A2-StammlOsung

Antigen in Coatingpuffer in einer Konzentration von 10 pg / ml aufldsen

Waschpuffer
Verdiinnung von 500 ml PBS-Konzentrat auf 5000 ml mit Aqua dest.

Zugabe von 2.5 ml Tween 20 = 0.05 % Losung

Proben

Verdiinnung des Serums 1 : 100 mit Waschpuffer

Zweiter AntikOrper

Verdiinnung des zweiten Antikorpers 1 : 1000 mit Waschpuffer
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Diethanolaminpuffer
97 ml C4H|1NO; + 0.2 g NaN3 + 0.1 g MgCl,*H,0 ad 700 ml cum H,O
Einstellen des pH auf 9.8-9.9 mit 1 mol / 1 Salzsdure; ad 1000 ml cum H,O

Substratpuffer

Substrat C¢H4NNa,OsP*6H,0 in einer Konzentration von 1 mg / ml in

Diethanolaminpuffer auflosen

2.2.2 Chemikalien und Reagenzien

Natriumkarbonat (Na,COs3)

zur Analyse
Best.Nr.: 6392
Fa. Merck

Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO3)

zur Analyse
Best.Nr.: 6329
Fa. Merck

Aqua ad iniectabilia
1000 ml
Fa. B. Braun Melsungen AG

PBS-Phosphatpufferkonzentrat
pH7.4+0.1
Best.Nr.: 3613

Fa. Biologische Arbeitsgemeinschaft GmbH, Lich

Tween 20 Polyaethylenglycolsorbitanmonolaurat

Best.Nr.: 3472

Fa. Caesar & Loretz
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Alkalische Phophatase konjugierter Anti-Human IeG-AntikOrper

v-Ketten-spezifisch, affinititsgereingt, aus Kaninchen
Best.Nr.: 309055008

Fa. Dianova

4-Nitrophenylphosphatdinatriumsalz-Hexahydrat (CsH4NNa,OcP*6H,0)

fiir biochemische Zwecke
Best.Nr.: 6850
Fa. Merck

Diethanolamin (C4H;;NO,)
zur Synthese

Best.Nr.: 803116

Fa. Merck-Schuchardt

Natriumazid (NaNs)

reinst
Best.Nr.: 6688
Fa. Merck

Magnesiumchlorid (MgCl,*6H,0)

zur Analyse
Best.Nr.: 5833
Fa. Merck

Salzsdure (HCI)
1mol/1

I N Losung
Best.Nr.: 9060
Fa. Merck
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Natronlauge (NaOH)
3 N Losung
Best.Nr.: 9913

Fa. Merck

B-Casein A1 und A2

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. R. B. Elliott, Neuseeland

2.2.3 Material und Gerite

pH-Meter

Prizisions-pH-Meter

Fa. Wissenschaftl. Technische Werkstitten

Combitips (Eppendorf)
12.5 ml
Best.Nr. 146947805

Fa. Kalensee

Handdispenser (Eppendorf)

Eppendorf Multipipette
Typ 4780
Best.Nr.: 146947800

Fa. Kalensee

Pipettenspitzen blau
100-1000 pl
Best.Nr.: 210061
Fa. Miiller-ratiolab
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Pipettenspitzen gelb
10-100 pul
Best.Nr.: 210060

Fa. Miiller-ratiolab

Pipettenspitzen weil}
0.5-200 pl

Best.Nr.: 77-898-C2
Fa. Titertek

Mikrotiterplatten 96K

F-Form, erhohter Rand

Best.Nr.: 655101

Fa. Greiner

Rohrchen-Tubes
500 Stck.; 3.5 ml
Best.Nr.: 55484
Fa. Sarstedt

Bechergliser

verschiedene GroB3en

Fa. Braun

Laborriihrer
Typ RM 18
IKA-Werk

Multipipette
2-200 ul; 8 Kanal

Fa. Titertek
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Titertek Multiskan Plus ELISA Reader
Typ 311 AO

Serie 1122-032, EFLAB

Fa. Flow

2.3 ELISA

23.1 Testprinzip

ELISA ist die Abkiirzung fiir Enzyme Linked Immunosorbent Assay. Der hier
angewendete ELISA wird zur Bestimmung von B-Casein Al- und A2-Antikdrpern

eingesetzt.

1. Das Antigen in Coating-Puffer (Bikarbonatpuffer) wird in die Vertiefung der
Mikrotiterplatte gegeben.

2. Nach einer Inkubationszeit hat sich ein Teil an die Plastikoberfldche angelagert.
Das restliche Antigen wird ausgewaschen.

3. Der zu testende Antikorper wird hinzugegeben und bindet an das Antigen.
Ungebundene Proteine werden durch einen erneuten Waschvorgang entfernt.

4. Zugabe eines zweiten Antikorpers, der kovalent an ein Enzym (alkalische
Phosphatase) gebunden ist. Der Antikorper richtet sich gegen den Fc-Anteil des
ersten Antikorpers. Auch hier wird der nicht gebundene Anteil des zweiten
Antikorpers ausgewaschen.

5. Hinzufiigen eines Substrats, das durch den Enzymanteil des zweiten Antikorpers
in ein farbiges Endprodukt umgesetzt wird. Die Farbe veridndert sich proportional
der Reaktionsintensitidt zwischen Enzym und Substrat.

6. Die Menge des Testantikorpers wird iiber eine photometrische Bestimmung des

angefdrbten Enzym-Substrat-Komplexes bei definierter Wellenlidnge gemessen.

Die folgende Abbildung stellt schematisch das Testprinzip des ELISA dar (Abb. 2.1).

ELISA Testprinzip
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1. Beschichtung der Platte mit Antigen
(Antigen-Bindung)

2. Zugabe des Serums (Antikorper-Bindung)

3. Zweiter Antikorper (mit Enzym markiert)

4. Enzym-Substrat-Reaktion (Farbumschlag)

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Testprinzips eines ELISA
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2.3.2 B-Casein A1- und A2-ELISA

Antikorper gegen die beiden hiufigsten genetischen Varianten des B-Caseins wurden
mittels eines von Hermann E. Wasmuth bereits etablierten ELISA im
Immunologischen Labor der Medizinischen Klinik III und Poliklinik bestimmt
(Disputationsarbeit Wasmuth, eingereicht). In der folgenden Beschreibung wird die
angewandte Testmethode dargestellt.

Zum Beschichten der Mikrotiterplatten wird B-Casein A1l bzw. A2 mit einem frisch
zubereiteten Coating-Puffer auf eine Konzentration von 10 pg / ml verdiinnt. Da sich
B-Casein nur sehr schlecht in Aqua dest. auflost, wird es fiir jeden Versuch neu in
Coating-Puffer aufgelost. Die Reihen 1,2,5,6,9 und 10 der Mikrotiterplatten werden
mit je 100 ul der Verdiinnung pro Vertiefung beschichtet. In die Reihen 3,4,7,8,11
und 12 werden je 100 pul Coating-Puffer ohne 3-Casein pro Vertiefung einpipettiert.

AnschlieBend werden die Platten bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert.

Die folgende Abbildung verdeutlicht das Pipettierschema des 3-Casein-ELISA (Abb.
2.2).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Probe 1 Nullwert Probe 11

Probe 2 Std. 1 : 1600 Probe 12

Probe 3 Std. 1 : 800 Probe 13

Probe 4 Std. 1 :400 Probe 14

Probe 5 Std. 1:200 Probe 15

Probe 6 Std. 1: 100 Probe 16

Probe 7 Probe 9 Probe 17
Probe 8 Probe 10 Probe 18
= mit B-Casein A1l- bzw. A2-beschichtete Reihen

T Q| T % B
[

= unbeschichtete Reihen

Abb. 2.2: Pipettierschema des 3-Casein ELISA
Nach Abschiitten der Uberstinde erfolgt ein dreifaches Waschen der Platten mit 200

ul Waschpuffer pro Vertiefung. AnschlieBend werden die zu untersuchenden
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Serumproben (100 ul / well) in einer Verdiinnung von 1:100 in PBS / Tween 20 auf
die Mikrotiterplatte aufgetragen.

Die Serumproben werden in jeweils vier nebeneinander liegenden Wells der Platten
pipettiert, so daB3 spezifische und unspezifische Bindung nebeneinander zu sehen
sind. Es werden jeweils Doppelbestimmungen der spezifischen und der
unspezifischen, d. h. der durch die Affinitdt von Serum an die Mikrotiterplatte
hervorgerufenen Hintergrundbindung, durchgefiihrt. Aus beiden
Doppelbestimmungen wird jeweils der Mittelwert gebildet. Die unspezifische
Hintergrundbindung wird dann von der spezifischen Bindung als absoluter Wert
subtrahiert, um nur die tatsdchlichen Antikorperspiegel im Serum der Probanden zu
beurteilen. Diese werden dann als A Units / ml wiedergegeben.

Nach einer Inkubation der Seren von einer Stunde bei 37°C und darauffolgenden
dreimaligem Waschen mit PBS / Tween 20 werden die AntikOrper mit einem zweiten
Antikorper (mit alkalischer Phosphatase konjugierter anti-human IgG-Antikorper aus
Kaninchen) in einer Verdiinnung von 1:1000 nachgewiesen. Die Inkubationszeit des
zweiten Antikorpers betrdgt ebenfalls eine Stunde bei 37°C.

Vor der abschlieenden Enzymreaktion wird erneut dreimal fiir je 2 Minuten
gewaschen. Es wird zunéchst das Substrat NPD in einer Konzentration von 1 mg / ml
in Substratpuffer hinzugegeben. Der Substratpuffer wird sofort nach Fertigstellung
mit 150 ul / well auf die Platte pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
bei Raumtemperatur und Dunkelheit erfolgt der Stop der Enzymreaktion mit 50 pl 1
molarer Natronlauge.

Abschlieend wird von den einzelnen Vertiefungen der Mikrotiterplatten mit dem

ELISA-Reader bei einer Wellenlidnge von 405 nm die Extinktion gemessen.

Die nachstehende Tabelle zeigt die Arbeitsschritte des B-Casein-ELISA (Abb. 2.2).
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Tab. 2.2.: Arbeitsschritte des B-Casein-ELISA

Arbeitsschritt  (Reagenz Konz. |Menge Zeit Temp.
1. |Coating 3-Casein Al bzw. A2{10 pg / ml |100 pl / well
Reihen 1,2,5,6,9,10
Coating-Puffer 100 pl / well
Reihen 3,4,7,8,11,12
Inkubation lh 37°C
2. | 3 x Waschen PBS / Tween 20 0.05 % 200 pl / well |2 min.  |22°C
3. [Serum PBS / Tween 20 1:100 100 pl / well
Inkubation lh 37°C
4. | 3 x Waschen PBS / Tween 20 0.05 % 200 pl / well |2 min.  |22°C
S. |[Zweiter Antikorper |[PBS / Tween 20 1:1000 (100 pl/ well
Inkubation lh 37°C
|6. | 3 x Waschen PBS / Tween 20 0.05 % 200 pl / well |2 min.  |22°C
7. Enzym Substratpuffer I mg/ml (150 pl/ well
Inkubation 30 min. |22°C
8. [Stop NaOH I mol/1 50 pl / well
9. [Extinktion 405 nm
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2.3.3 Standardkurve

Fiir jedes zu untersuchende Serum wurden Doppelbestimmungen fiir die spezifische
und unspezifische Bindung durchgefiihrt. Aus beiden Doppelbestimmungen wurde
dann jeweils der Mittelwert errechnet. Die unspezifischen Bindungen an die
antigenfreien Vertiefungen der Platte wurden von den spezifischen Ergebnissen der
antigenbeschichteten Vertiefungen subtrahiert, um die endgiiltigen Extinktionswerte
zu erhalten.

Um die Schwankungen der verschiedenen Assays auszugleichen, wurde ein
Verfahren mit einem hochpositiven Standardserum gewihlt. Dieses Serum wurde in
fiinf verschiedenen Konzentrationen auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. Standard 1
= 1:1600, Standard 2 = 1:800, Standard 3 = 1:400, Standard 4 = 1:200 und Standard
5 = 1:100. Zusammen mit einem Nullwert (Standard 0), bei dem kein Serum

pipettiert wird, lieB sich aus den Werten eine Standardkurve zeichnen (Abb. 2.3).

Standardkurve B-Casein-ELISA

2000

1500 +

—— f3-Casein Al-Ak
—m— f3-Casein A2 Ak

(A Units / ml)
w o
S S
S 3

0
Std Std Std Std Std Std
0 1 2 3 4 5
Verdiinnung

bb. 2.3.: Standardkurve der 3-Casein Al- und A2-Antikorper

Die Ergebnisse der nachfolgenden Serumproben wurden dann mit Hilfe des ELISA-
Reader automatisch abgelesen und auf der Standardkurve eingeordnet. Auf jeder
Mikrotiterplatte verblieb somit noch Platz fiir 18 zu untersuchende Serumproben.

Es zeigte sich hierbei, daf sich die Extinktionswerte der Seren ohne Verrechnung mit

der Standardkurve nicht wesentlich von den Werten unterscheiden, die mit der
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Standardkurve verrechnet wurden. Aus diesen Griinden sind die gemessenen Werte
bei der Auswertung der Ergebnisse absolute Werte, die bei 405 nm Wellenlidnge als
Delta Units/ml (A U/ml) mit Hilfe des ELISA-Reader abgelesen wurden.

24 Statistische Methoden

24.1 Statistische Auswertung

Die Erfassung der Daten erfolgte mit EXCEL 5.0. Fiir die statistische Auswertung,
die vom Institut fiir medizinische Informatik (Leiter: Prof. Dr. J. Dudeck) unterstiitzt
wurde, ist SPSS for Windows verwendet worden. Die graphische Darstellung der

Daten erfolgte mit EXCEL 5.0 und mit Harvard Graphics 3.0.

Deskriptive Auswertungen:

Kombinationen von qualitativen Merkmalen lieen sich anhand von Kreuztabellen
darstellen und fiir die quantitativen MeBwerte wurden Mittelwerte und

Standardabweichungen bestimmt.

Vergleichende Auswertungen:

Zusammenhinge zwischen verschiedenen stetigen Parametern wurden mit Hilfe der

linearen Regression, Spearman-Rang-Korrelation und multiplen Regression beurteilt.

Zusammenhinge zwischen qualitativen Merkmalen wurden durch Kontingenztafeln
dargestellt und mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests bewertet.
Unterschiede zwischen den Verwandtschaftsgraden wurden altersbereinigt mit Hilfe

der einfachen Covarianzanalyse getestet.
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24.2 Intra- und Inter-Assay-Variationskoeffizient

Die Parameter zur Prizisionsbestimmung fiir den 3-Casein-ELISA sind in der
folgenden Tabelle aufgefiihrt (Tab. 2.3). Die hier angegebenen Werte, die der
Dissertationsarbeit von Hermann E. Wasmuth entnommen sind, basieren auf je 10
Untersuchungen.

Die Variationsbreite entsprach den fiir einen ELISA {iblichen Schwankungen der

MeBwerte.

Tab. 2.3.: Darstellung der Inter- und Intra-Assay-Variationskoeffizienten der
verwendeten Testsysteme

Inter-Assay-Koeffizient Intra-Assay-Koeffizient

B-Casein A1-ELISA 9.8 % 7.4 %

B-Casein A2-ELISA 10.2 % 8.7 %
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3. ERGEBNISSE

3.1 Deskriptive Statistik

3.1.1 B-Casein A1-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern

3.1.1.1 Alter und Geschlecht

B-Casein Al-Antikorper wurden bei 287 Typ 1-Diabetikern mit Hilfe des ELISA

nachgewiesen. Es besteht ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen

dem Alter der Typ 1-Diabetiker und den Titern der Casein Al-Antikorper (p =
0.001, r = - 0.1881). Je jiinger die Typ 1-Diabetiker sind, desto hoher sind die

Antikorperkonzentrationen. Zur Veranschaulichung beschreibt folgende Tabelle

(Tab. 3.1) und Graphik (Abb. 3.1) den Zusammenhang.

Tab. 3.1 : B-Casein Al-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei
Typ 1-Diabetikern in verschiedenen Altersklassen.

Typ 1-Diabetiker Alter in Jahren

110 1120 21-30 3140 4150 >50

Casein Al =| 1421 1266 1052 940 1218 926

SEM (+-)=| 152 74 352 757 635 600
n= 45 214 17 3 6 2 |

2000

B-Casein A1-Antikorper in versch. Altersklassen

1500 T

)

1000

(A

Casein A1-Ak
U/ml

500

~ ETyp I-Diabetiker
p =0.001 -
1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50

Alter in Jahren

Abb. 3.1 : B-Casein Al-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern in verschiedenen
Altersklassen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM, p = 0.001.
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Die Konzentration der 3-Casein Al-Antikdrper war nicht mit dem Geschlecht der

Patienten assoziiert (p = 0.754).

3.1.1.2 Manifestationsalter

Eine stark ausgeprigte Abhingigkeit lie sich zwischen dem Manifestationsalter
der Typ 1-Diabetiker und der B-Casein Al-Antikdrperkonzentration nachweisen.
Antikorper gegen das Casein Al zeigten sich bei den Diabetikern mit einem
frithen Manifestationsalter in weitaus hoheren Konzentrationen als bei den spiter

Erkrankten (p = 0.006, r = -0.164, Abb. 3.5).

Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit dem
Manifestationsalter

2500 o
%2000 - * . p = 0.006
L a ® o =
= Zis00 - ¢ . . r=-0.164
= = 2
'g 21000 ¢ }? gtoto*t‘o‘, 2
S R —
o 500 + 2 . “:: gz “ .
0 o2 8 23°8 o o o . |
0 10 20 30 40 50

Manifestationsalter in Jahren

Abb. 3.2 : Korrelation der 3-Casein A1-Antikdrper mit dem Manifestationsalter.
Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade, p = 0.006.
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3.1.1.3 Diabetesdauer

Die Diabetesdauer steht in keinem statistisch signifikanten Zusammenhang mit

der B-Casein Al-Antikdrperkonzentration (p = 0.322, r =-0.0599, Abb. 3.3).

Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit der

Diabetesdauer
. 2500
< _ p = 0.322
z 22000 1 “«r = -0.0599
= 51500 .
ERS) =
& 1000 .
500
0! ¢ = 4
0 50 100 150 200 250

Diabetesdauer in Monaten

Abb. 3.3 : Korrelation der 3-Casein A1-Antikérper mit der Diabetesdauer.
Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade, p = 0.322.

3.1.14 ICA und IAA

In dieser Studie konnte kein Zusammenhang zwischen der Konzentration der 8-
Casein Al-Antikorper und dem Krankheitsmarker ICA nachgewiesen werden (p =

0.434,r=0.047, Abb. 3.4).
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Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit ICA

bei Diabetikern

2500

2000 z p=0.434
<MF ~ ; ‘ i r = 0.047 :
E g 1500 . % =
S 500 s

$ ¢ ¢
08%8 ¢ o | * | : : :

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360
ICA (JDF Units)

Abb. 3.4 : Korrelation der 3-Casein A1-Antikdrper mit Inselzellantikorpern (ICA).
Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade, p = 0.434.

Eine Korrelation der Antikdrper mit Insulinautoantikdrpern konnte ebenfalls nicht

dargestellt werden (p = 0.352, r = 0.0586, Abb. 3.5).

Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit IAA

bei Diabetikern
2500
oz
= ,-\2000
2 EISOO
= =
E < 1000
S 500
0
0 500 1000 1500 2000 2500
TAA (U/ml)

Abb. 3.5 : Korrelation der 3-Casein A1-Antikdrper mit Insulinautoantikérpern
(IAA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p =0.352.
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3.1.2 B-Casein A1-Antikorper bei Geschwistern der
Typ 1-Diabetiker
3.1.2.1 Alter und Geschlecht

Bei 380 Geschwistern der Typ 1-Diabetiker wurden B-Casein Al-Antikdrper

getestet. Insgesamt waren AntikOrper gegen das B(-Casein Al in hoch
signifikantem Zusammenhang mit dem Alter korreliert (p < 0.001, r = -0.2725).
Eine Korrelation zwischen der Casein-AntikOrperkonzentration und dem
Geschlecht besteht nicht (p = 0.177). Die folgende Tabelle zeigt die Mittelwerte

der Casein Al-Titer in den jeweiligen Altersklassen (Tab. 3.2 und Abb. 3.6).

Tab. 3.2 : B-Casein Al-Antikdrperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Geschwistern
der Typ 1-Diabetiker in verschiedenen Altersklassen.

Alter in Jahren
1-10 11-20 21-30 31-40
1449 1207 921 1014
104 85 136 414
89 204 80 7

B-Casein A1-Antikorper in versch. Altersklassen

Alter in Jahren

E Geschwister
w1500 I
< _ - p<0.001 I
— 1
< E 1000 T
PR I |
22 500
@]
0 i i
1-10 11-20 21-30 31-40

Abb. 3.6 : B-Casein Al-Antikorper bei Geschwistern der Typ 1-Diabetiker in

verschiedenen Altersklassen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM,
p <0.001.
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3.1.2.2 ICA und TAA

Eine Korrelation der B-Casein Al-Antikorper mit den Krankheitsmarkern ICA
und IAA konnte nicht nachgewiesen werden (p = 0.394, r = 0.0442 fiir ICA (Abb.
3.7) und p =0.907, r = 0.0063 fiir JAA (Abb. 3.8)).

Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit ICA
bei Geschwistern

2500 ¢

M 2000 . p = 0.394 ¢
<= . . o r=0.0442
:1‘ E1500 @ ¢ . 3
<5 : -
2 < 1000 § o
< *
@) 500 § .

0 1 1 1

0 20 40 60 80 100
ICA (JDF Units)

Abb. 3.7 : Korrelation der 3-Casein A1-Antikdrper mit Inselzellantikorpern (ICA).
Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade, p = 0.394.

Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit IAA
bei Geschwistern
2500 ¢
A 2000 . . ¢ P= 0.907
<= * o o TI=0.0063 ¢ .
= £1500 P
=5 1000 ==
£ 21000
0N N~
S 500 . . .
0 L | | A | * |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
TAA (U/ml)

Abb. 3.8 : Korrelation der 3-Casein A1-Antikdrper mit Insulinautoantikérpern
(IAA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p=0.907.
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3.1.3 B-Casein A1-Antikorper bei Eltern der Typ 1-
Diabetiker

3.1.3.1 Alter und Geschlecht

B-Casein Al-Antikdrper wurden bei 473 Eltern der Typ 1-Diabetiker
nachgewiesen. Auch hier konnte eine Altersabhingigkeit der Antikorper gefunden
werden. Es besteht ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Alter der Eltern und der Antikdrperkonzentration gegen die Al-Variante des 8-
Caseins (p =0.014, r =-0.1131, Tab. 3.3 und Abb. 3.9).

Tab. 3.3 : B-Casein Al-Antikdrperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Eltern der
Typ 1-Diabetiker in verschiedenen Altersklassen

Alter in Jahren

21-30 31-40 41-50 >50

Casein Al = 619 710 559 605

SEM (+/-) = 352 94 67 175
8 157 257

B-Casein Al1-Antikorper in versch. Altersklassen

1000 = O Eltern —
_ p=0.014
3 _ 750 T
— 1 T
< § 500 T |
29 1
8 250
0 1 1 1
21-30 31-40 41-50 >50

Alter in Jahren

Abb. 3.9 : B-Casein Al-Antikorper bei Eltern der Typ 1-Diabetiker in
verschiedenen Altersklassen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM,
p=0.014.

Beziiglich des Geschlechts lie sich kein statistisch signifikanter Unterschied der

Casein Al-Antikorper aufzeigen (p = 0.076).
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3.1.3.2 ICA und TAA

Eine Korrelation der B-Casein Al-Antikorper mit den Inselzellantikérpern (ICA)
und den Insulinautoantikérpern (IAA) konnte nicht nachgewiesen werden (p =
0.546, r = 0.028 fiir ICA (Abb. 3.10) und p = 0.712, r = 0.0179 fiir IAA (Abb.
3.11)).

Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit ICA

bei Eltern
2500
5 2000 . p =0.546
- . r=0.028
= E 1500 : .
£ 3 1000 .
N -
S 500 . R
¢ o
0P s . |
0 20 40 60 80

ICA (JDF Units)

Abb. 3.10 : Korrelation der B-Casein Al-Antikorper mit Inselzellantikdrpern
(ICA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p =0.546.

Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit IAA
bei Eltern
2500
N 2000 p=0.712
Tz g o r=00179 R
= E 1500 o .
= D $
24 1000 .
S 500 @ .
0 - i | —e ¢
0 200 400 600 800 1000
TIAA (U/ml)

Abb. 3.11 : Korrelation der B-Casein A1-Antikorper mit Insulinautoantikorpern
(IAA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p=0.712.
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3.14 B-Casein A1-Antikorper bei Kontrollpersonen

3.14.1 Alter und Geschlecht

Bei 97 Kontrollpersonen wurden B-Casein Al-Antikorper bestimmt. Wie bei den
anderen Gruppen besteht auch hier ein statistisch hoch signifikanter
Zusammenhang zwischen der Al-Antikorperkonzentration und dem Alter. Im
folgenden ist graphisch der Abfall der Antikdrperkonzentration mit zunehmendem

Alter dargestellt (p < 0.001, r = -0.402, Tab. 3.4 und Abb. 3.12).

Tab. 3.4 : B-Casein Al-Antikdrperkonzentrationen (Mittelwerte) bei
Kontrollpersonen in verschiedenen Altersklassen.

Alter in Jahren
1-10  11-20 21-30__31-40 41-50 __ >50
1103 973 765 543 645 364
190 213 275 251 476 324
33 24 14 10 8 8

Kontrollpersonen

B-Casein A1-Antikorper in versch. Altersklassen

v 1500 p<0.001 | d Kontrollen r

<| = T T _ -

= 1000 | [ 1

g5 T

55)

533500 — 1 I —
0 1 1 1 1 _ 1 J'

1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50

Alter in Jahren

Abb. 3.12 : B-Casein Al-Antikorper bei Kontrollpersonen in verschiedenen
Altersklassen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM, p < 0.001.

Die Konzentrationen der Antikdrper gegen die Al-Variante des B-Caseins waren

auch hier nicht mit dem Geschlecht der Kontrollpersonen assoziiert (p = 0.401).
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3.1.5 B-Casein A2-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern

3.1.5.1 Alter und Geschlecht

Antikorper gegen die A2-Variante des B-Caseins wurden bei 287 Typ 1-
Diabetikern bestimmt und wiesen einen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen der Antikorperkonzentration und dem Alter auf. Mit zunehmendem
Alter der Diabetiker zeigt sich auch hier der Abfall der B-Casein A2-Antikorper (p
=0.002, r =-0.1844).

Folgende Tabelle (Tab. 3.5) und Graphik (Abb. 3.13) veranschaulicht den

Zusammenhang.

Tab. 3.5 : B-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Typ 1-
Diabetikern in verschiedenen Altersklassen.

Typ 1-Diabetiker Alter in Jahren
110 1120 21-30 3140 41-50 _ >50
Casein A2=| 13M 1220 1023 982 1240 860
SEM (+-)=|__147 72 332 826 625 500
n= 45 214 17 3 6 2

B-Casein A2 Antikorper in versch. Altersklassen

2000 E Typ 1 Diabetiker
Y. p = 0.002 '|'
< 1500
p T
£ 1000
%
&) 500

0 - :

11-20 21-30 31-40 41-50 >50
Alter in Jahren

Abb. 3.13 : B-Casein A2-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern in verschiedenen
Altersklassen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM, p = 0.002.
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Auch bei den B-Caseins A2-Antikdrpern der Diabetiker konnte kein

Zusammenhang mit dem Geschlecht aufgezeigt werden (p = 0.756).

3.1.5.2 Manifestationsalter

Antikorper gegen die A2-Variante des -Caseins lieBen sich bei Diabetikern mit
einem frithen Manifestationsalter in weitaus hoheren Konzentrationen nachweisen
als bei einem spiten Manifestationsalter des Typ 1-Diabetes. Insgesamt lief sich
eine statistisch signifikante Abhingigkeit des Manifestationsalters vom

Antikorpertiter zeigen (p = 0.012, r =- 0.152, Abb. 3.14).

Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit dem
Manifestationsalter

M 'S p = 0.012
:F] . r =-0.152
<
£ :
%]
% —
© L 2

*— |

30 40 50

Manifestationsalter in Jahren

Abb. 3.14 : Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit dem Manifestationsalter.
Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade, p = 0.012.
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3.1.5.3 Diabetesdauer

Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der B-Casein
A2-Antikorperkonzentration und der Diabetesdauer festgestellt werden (p = 0.241,
r=-0.071, Abb. 3.15).

Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit der

Diabetesdauer

2500
M 2000 p=0.241
<= . ee® T = -0.071
9 E 1500 ‘o e e,
= D
§ 51000 ‘0
S 500

L 2
0 * | L J
0 50 100 150 200 250

Diabetesdauer in Monaten

Abb. 3.15 : Korrelation der 3-Casein A2-Antikorper mit der Diabetesdauer.
Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade, p = 0.241.

3.1.54 ICA und TAA

Eine Verbindung zwischen den Inselzellantikorpern (ICA) und den
nachgewiesenen Antikorperkonzentrationen gegen B3-Casein A2 bestand nicht (p=

0.221, r =0.0734, Abb. 3.16).

50



Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit ICA

bei Diabetikern
2500
2 2000 . . p=0.221
<= ; i § r =0.0734
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Abb. 3.16 : Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit Inselzellantikdrpern
(ICA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p=0.221.

Eine Korrelation der Insulinautoantikorper mit den B-Casein A2-AntikOrpern

konnte ebenfalls nicht dargestellt werden (p = 0.225, r = 0.0764, Abb. 3.17).

Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit IAA

bei Diabetikern
2500
<MF :2000
g §1500
.g < 1000
S 500
0

0 500 1000 1500 2000 2500
TAA (U/ml)

Abb. 3.17 : Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit Insulinautoantikorpern
(IAA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p=0.225.
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3.1.6 B-Casein A2-Antikorper bei Geschwistern der
Typ 1-Diabetiker

3.1.6.1 Alter und Geschlecht
B-Casein A2-Antikorper wurden bei 380 Geschwistern der Typ 1-Diabetiker

nachgewiesen. Die Antikorperkonzentration nimmt auch hier mit steigendem
Alter ab. Es besteht ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen den Casein
A2-Antikérpern und dem Alter der Geschwister (p < 0.001, r = - 0.2767). Im
folgenden sind tabellarisch (Tab. 3.6) und graphisch (Abb. 3.18) die Casein A2-
Mittelwerte dargestellt.

Tab. 3.6 : 3-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Geschwistern
der Typ 1-Diabetiker in verschiedenen Altersklassen.

Alter in Jahren
1-10 11-20 21-30 31-40
Casein A2 = 1440 1171 893 1078
SEM (+/-) = 97 82 135 201
n= 89 204 80 7

B-Casein A2-Antikorper in versch. Altersklassen

1500 p < 0.001 E Geschwister

1000 -

(A U/ml)

500 -

Casein A2-Ak

1-10 11-20 21-30 31-40
Alter in Jahren

Abb. 3.18 : B-Casein A2-Antikorper bei Geschwistern der Typ 1-Diabetiker in
verschiedenen Altersklassen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM,
p <0.001.

B-Casein A2-Antikorper der Geschwister waren nicht mit dem Geschlecht

assoziiert (p = 0.177).
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3.1.6.2 ICA und TAA

Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Konzentration der B-Casein A2-
Antikorper und dem Auftreten sowohl von Inselzellantikbrpern (ICA) als auch
von Insulinautoantikorpern (IAA) in den untersuchten Seren nachgewiesen
werden (p = 0.443, r = 0.0398 fiir ICA (Abb. 3.19) und p = 0.842, r = -0.0107 fiir
IAA (Abb. 3.20)).

Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit ICA
bei Geschwistern

2500
p = 0.443
2 2000 $ . s  r=00398
< E1500 ¢ ° .
5 <
5 <1000 B .
2]
S 500 . .
$
0 L : :
0 40 80 120
ICA (IDF Units)

Abb. 3.19 : Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit Inselzellantikdrpern
(ICA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p =0.443.

Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit IAA
bei Geschwistern

2500
¥ = 0.842
= _ 2000 p=0.
) 3 =-0.0107 ¢ ¢
2 E1s00 g MR . U
£ 51000
g T 500 .
Q ‘ ’ | | | :\ | ‘ |

0 I I I I I I

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
TAA (U/ml)

Abb. 3.20 : Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit Insulinautoantikdrpern
(IAA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p=0.842.
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3.1.7 B-Casein A2-Antikorper bei Eltern der Typ 1-
Diabetiker

3.1.7.1 Alter und Geschlecht

Es wurden bei 473 Eltern der Typ 1-Diabetiker B-Casein A2-Antikorper bestimmt.
Eine Korrelation zwischen dem Alter der Eltern und der Antikorperkonzentration
konnte nachgewiesen werden (p = 0.012, r = -0.1153) In der Tabelle 3.7 und
Abbildung 3.21 sind die Mittelwerte der Antikdrperkonzentrationen dargestellt.

Das Geschlecht der Eltern ist nicht mit der A2-Variante des B-Caseins assoziiert.

Tab. 3.7 : B-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Eltern der
Typ 1-Diabetiker in verschiedenen Altersklassen.

Alter in Jahren
21-30 31-40 41-50 >50
615 713 558 618
324 90 65 172
8 157 257 51

B-Casein A2-Antikorper in versch. Altersklassen
1000 ‘
B EIlt
p _p=0.012 e
< _ 750
N —
g
i 5 500 |
R
o) 250 |
0 |
21-30 31-40 41-50
Alter in Jahren

Abb. 3.21 : B-Casein A2-Antikorper bei Eltern der Typ 1-Diabetiker in
verschiedenen Altersklassen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM,
p=0.012.
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3.1.7.2 ICA und TAA

Es konnte kein Zusammenhang  zwischen der B-Casein  A2-
Antikorperkonzentration und dem Auftreten von ICA in den untersuchten Seren

nachgewiesen werden (p = 0.72, r = 0.0166, Abb. 3.22).

Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit ICA
bei Eltern
2500
v 2000 8 o
<~ 1 : A p=0.720
< E 500 r = 0.0166 23
£ = 1000 $
23 e
S 500 o o g .
0 + * |
0 20 40 60 80
ICA (IDF Units)

Abb. 3.22 : Korrelation der B-Casein A2-AntikOrper mit Inselzellantikdrpern
(ICA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p=0.72.

Eine Korrelation der Antikdrper mit Insulinautoantikérpern (IAA) konnte

ebenfalls nicht dargestellt werden (p = 0.724, r = 0.0171, Abb. 3.23).

Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit IAA
bei Eltern
2500 0.724
p=0.
2 2000 r=0.0171
< E1500 & «° O B .
=) »
£ 51000 $
S 500 N .
0P : = ¢ °
0 200 400 600 800 1000

TAA (U/ml)

Abb. 3.23 : Korrelation der B-Casein A2-Antikorper mit Insulinautoantikorpern
(IAA). Angegeben sind Einzelwerte und die Korrelationsgerade,
p=0.724.
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3.1.8 B-Casein A2-Antikorper bei Kontrollpersonen

3.1.8.1 Alter und Geschlecht

Bei 97 Kontrollpersonen wurden B(-Casein A2-Antikdrper bestimmt. Die
Antikorperkonzentration fdllt mit zunehmendem Alter der Kontrollen ab. Es
besteht ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Lebensalter und der
A2-Antikorperkonzentration. Graphisch ist dies in der Tabelle 3.8 und Abbildung
3.24 dargestellt.

Tab. 3.8 : B-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei
Kontrollpersonen in verschiedenen Altersklassen.

Alter in Jahren
110 11-20 21-30__31-40 41-50 _ >50
1207 1135 894 690 764 410
188 226 251 289 432 274
33 24 14 10 8 8

Kontrollpersonen

B-Casein A2-Antikorper in versch. Altersklassen
1500 H Kontrollen

p < 0.001
1000
" I i ‘
0,

1-1 11-20 21-30 31-40 41-50 >50
Alter in Jahren

(A U/ml)

Casein A2-Ak

Abb. 3.24 : 3-Casein A2-Antikorper bei Kontrollpersonen in verschiedenen
Altersklassen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM, p < 0.001.

Auch die Kontrollpersonen wiesen keine Korrelation beziiglich der A2-Antikorper

und ihres Geschlechts auf (p = 0.493).
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3.2 Inferenzstatistik

3.2.1 Vergleichende Darstellung der B-Casein A1l-

Antikorper

3.2.1.1 Typ 1-Diabetiker und ihre Geschwister

Antikorper gegen das B-Casein A1 waren bei Typ 1-Diabetikern statistisch nicht

in hoheren Konzentrationen nachzuweisen als bei ihren Geschwistern (p = 0.14,

Tab. 3.9, Abb. 3.25).

Tab. 3.9: B-Casein Al-Antikdrperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Diabetikern
und ihren Geschwistern.

B-Casein A1-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern
und Geschwistern

1300
= p=0.14
Y~ 1200 T
-
< E
2 2 1000 -
@)

900 - 1

Typ 1- Geschwister
Diabetiker

Abb. 3.25: 3-Casein A1-Antikorper bei Diabetikern und ihren Geschwistern.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.
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Auch in den verschiedenen Altersklassen konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen Diabetikern und ihren Geschwistern nachgewiesen
werden. Abbildung 3.26 verdeutlicht die Antikorperkonzentrationen in den

verschiedenen Altersklassen.

B-Casein A1-Antikorper in versch. Altersklassen

E Diabetiker
2000 B Geschwister
1750 =

= 1500

p—

£
= 1250 -

<1000 1
750 -
500 - :

110 1120 21-30  31-40 4150  >50

Casein A1-Ak

Alter in Jahren

Abb. 3.26: 3-Casein A1-Antikorper in verschiedenen Altersklassen bei
Diabetikern und ihren Geschwistern. Angegeben sind Mittelwerte und
SEM.
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3.2.1.2 Typ 1-Diabetiker und ihre Eltern

Antikorper gegen die Al-Variante des 3-Caseins der Kuhmilch lieBen sich bei Typ
I-Diabetikern im Vergleich zu ihren Eltern in statistisch signifikant hoheren

Konzentrationen nachweisen (p < 0.001, Tab. 3.10, Abb. 3.27).

Tab. 3.10: B-Casein A1-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Diabetikern
und ihren Eltern.

B-Casein A1-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern
und ihren Eltern
1300
22
= p < 0.001
:ﬂ‘ g 1100
£~
2]
@)
700 - %
Typ 1- Eltern
Diabetiker

Abb. 3.27: B-Casein Al-Antikorper bei Diabetikern und ihren Eltern. Angegeben
sind Mittelwerte und SEM.
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3.2.1.3 Typ 1-Diabetiker und Kontrollpersonen

Ein statistisch hoch signifikanter Unterschied beziiglich der B-Casein Al-
Antikorperkonzentration lieB sich zwischen Typ 1-Diabetikern und

Kontrollpersonen nachweisen (p < 0.001, Tab. 3.11, Abb. 3.28).

Tab. 3.11: B-Casein Al-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Diabetikern
und Kontrollpersonen.

Waihrend die Diabetiker hinsichtlich ihres Mittelwertes die hochste Konzentration
gegen [-Casein Al-Antikorper innerhalb der vier untersuchten Gruppen
(Diabetiker, Geschwister, Eltern, Kontrollen) aufwiesen, zeigten sich bei

Kontrollpersonen die niedrigsten Werte (Tab. 3.9, 3.10 und 3.11).

B-Casein A1-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern
und Kontrollpersonen
=< —
< = 1200 p < 0.001
< E 1000
e
2 <
& ~ 800
&)
600 - 1
Typ 1- Kontroll-
Diabetiker personen

Abb. 3.28: 3-Casein Al-Antikorper bei Diabetikern und Kontrollpersonen.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.
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In allen untersuchten Altersklassen lagen die Antikorper gegen die Al-Variante
des B-Caseins bei Typ 1-Diabetikern verglichen mit den Kontrollpersonen in
hoheren Konzentrationen vor (Abb. 3.29). Ein statistisch signifikantes Niveau
innerhalb der Altersklassen lie3 sich aufgrund der groen Schwankungsbreite trotz

tendentiell hoherer Spiegel bei den Diabetikern nicht sichern.

B-Casein A1-Antikorper in versch. Altersklassen

2000 EDiabetiker
1750 - _ H Kontrollen

1500 T
1250 - T
1000 -
750
500 -
250 - 1
1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50

Alter in Jahren

(A U/ml)

Casein A1-Ak

Abb. 3.29: B-Casein Al-Antikorper in verschiedenen Altersklassen bei
Diabetikern und Kontrollpersonen. Angegeben sind Mittelwerte
und SEM.
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3.2.14 Geschwister und ihre Eltern

Wie schon bei den Diabetikern und ihren Eltern lieBen sich auch bei den
Geschwistern, verglichen mit ihren Eltern, B-Casein Al-Antikorper statistisch
signifikant in hoheren Konzentrationen nachweisen (p < 0.001, Tab. 3.12, Abb.
3.30).

Tab. 3.12: B-Casein Al-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei
Geschwistern und ihren Eltern.

B-Casein Al1-Antikorper bei Geschwistern und
Eltern
1200
p < 0.001
2 _ 1100
ﬁ —
g
< 5 1000 -
2<
S~ 900
800 - i
Geschwister Eltern

Abb. 3.30: B-Casein Al-Antikorper bei Geschwistern und ihren Eltern.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.
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3.2.1.5 Geschwister und Kontrollpersonen

Antikorper gegen die Al-Variante des B-Caseins der Kuhmilch lieBen sich bei
Geschwistern der Typ 1-Diabetiker im Vergleich zu Kontrollpersonen statistisch

in hoheren Konzentrationen nachweisen (p < 0.001, Tab. 3.13, Abb. 3.31).

Tab. 3.13: B-Casein Al-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei
Geschwistern und Kontrollpersonen.

B-Casein Al1-Antikorper bei Geschwistern und
Eltern
1200
p < 0.001
S _ 1100
H p—
g
< 5 1000 -
R
S T 900 -
800 - 1
Geschwister Eltern

Abb. 3.31: B-Casein Al-Antikorper bei Geschwistern und Kontrollpersonen.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.

In allen untersuchten Altersklassen waren B-Casein Al-Antikorper in héheren
Konzentrationen bei Geschwistern der Typ 1-Diabetiker verglichen mit
Kontrollpersonen nachzuweisen. Statistisch signifikant war dieser Unterschied in

der Altersklasse 1-10 Jahre (p = 0.01, Abb. 3.32).
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B-Casein A1-Antikorper in versch. Altersklassen
p= 0 01

@ Geschwister
1500 Hl Kontrollen

1250 -
E 1000 -
- 750 -
2 500 - T
T
0 | I

1-1 11-20 21-30 31-40 41-50 >50

Alter in Jahren

Casein A1-Ak

Abb. 3.32: B-Casein Al-Antikorper in verschiedenen Altersklassen bei
Geschwistern und Kontrollpersonen. Angegeben sind Mittelwerte
und SEM. In der Altersklasse 1-10 Jahre war der Unterschied
statistisch signifikant (p = 0.01).

3.2.1.6 Eltern und Kontrollpersonen

B-Casein Al-Antikorper lieBen sich bei den Eltern der Typ 1-Diabetiker nicht
hiufiger und nicht in hoheren Konzentrationen nachweisen als bei
Kontrollpersonen. Insgesamt lie sich kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Untersuchungskollektiven fiir diese Antikorper zeigen

(p =n.s., Tab. 3.14, Abb. 3.33).

Tab. 3.14: 3-Casein Al-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Eltern und
Kontrollpersonen.
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B-Casein A1-Antikorper bei Eltern und
Kontrollpersonen
1000 P> 0 05

<900 | 1
= £ 800 |
g =
g g 700 -
2}
o 600 -

200 Kontroll

Eltern peggoﬁ%n-

Abb. 3.33: B-Casein Al-Antikorper bei Eltern und Kontrollpersonen. Angegeben
sind Mittelwerte und SEM.

Auch in den verschiedenen Altersklassen zeigten Eltern der Typ 1-Diabetiker im
Vergleich zu Kontrollpersonen keinen statistisch signifikanten Unterschied
beziiglich der Casein Al-Antikdrper. Abbildung 3.34  stellt die

Antikorperkonzentrationen in den verschiedenen Altersklassen dar.

B-Casein A1-Antikorper in versch. Altersklassen

1500 @ Eltern
1250 - Hl Kontrollen

1000
750
500
250

0

1-1 11-20 21-30 31-40 41-50 >50
Alter in Jahren

Casein A1-Ak
(A U/ml)

Abb. 3.34: 3-Casein Al-Antikorper in verschiedenen Altersklassen bei Eltern und
Kontrollpersonen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM.
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3.2.2 Vergleichende Darstellung der B-Casein A2-
Antikorper

3.2.2.1 Typ 1-Diabetiker und ihre Geschwister

Typ 1-Diabetiker und ihre Geschwister unterscheiden sich beziiglich der A2-
Variante des B-Caseins nicht. Zwischen den beiden Untersuchungskollektiven lief3
sich wie auch bei der Al-Variante des B-Caseins kein statistisch signifikanter

Unterschied feststellen (p = 0.227, Tab. 3.15, Abb. 3.35).

Tab. 3.15: 3-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Diabetikern
und ihren Geschwistern.

B-Casein A2-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern
und Geschwistern

p=0227

Casein A2-Ak

Typ 1- Geschwister
Diabetiker

Abb. 3.35: B-Casein A2-Antikorper bei Diabetikern und ihren Geschwistern.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.

In keiner untersuchten Altersklasse waren die 3-Casein A2 Antikorper bei Typ 1-
Diabetikern in statistisch signifikant hoheren Konzentrationen nachzuweisen als

bei ihren Geschwistern. Graphisch dargestellt ist dies in Abbildung 3.36.
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B-Casein A2-Antikorper in versch. Altersklassen

2000 H Diabetiker
1750 - T B Geschwister

1500 T-T
’g 1250 -
= 1000
<2 750 -

500 -
250 -
0 1
1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50

Alter in Jahren

——

Casein A2-Ak

Abb. 3.36: 3-Casein A2-Antikorper in verschiedenen Altersklassen bei
Diabetikern und ihren Geschwistern. Angegeben sind Mittelwerte
und SEM.

3.2.2.2 Typ 1-Diabetiker und ihre Eltern

Antikorper gegen die A2-Variante des 3-Caseins der Kuhmilch lieBen sich bei Typ
I-Diabetikern im Vergleich zu ihren Eltern statistisch signifikant in hoheren

Konzentrationen nachweisen (p = 0.015, Tab. 3.16, Abb. 3.37).

Tab. 3.16: 3-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Diabetikern
und ihren Eltern.
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B-Casein A2-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern
und Eltern
1300

ﬁ p =0.015
& Z1100
<« E
£ =
2]
@)

700 - 1

Typ 1- Eltern
Diabetiker

Abb. 3.37: 3-Casein A2-Antikorper bei Diabetikern und ihren Eltern. Angegeben
sind Mittelwerte und SEM.

3.2.2.3 Typ 1-Diabetiker und Kontrollpersonen

Typ 1 Diabetiker im Vergleich zu Kontrollpersonen wiesen im Titer einen
statistisch signifikanten Unterschied gegen das B-Casein A2 der Kuhmilch auf (p
= 0.015, Abb. 3.38). Verglichen mit den Konzentrationen der B-Casein Al-
Antikorper waren die 3-Casein A2-Antikorper bei Diabetikern niedriger, wihrend
sie sich bei den Kontrollpersonen in hoheren Konzentrationen nachweisen lieBen

(Tab. 3.11 und 3.17).

Tab. 3.17: 3-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Diabetikern
und Kontrollpersonen.
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B-Casein A2-Antikorper bei Typ 1-Diabetikern
und Kontrollpersonen

p=0.015

Casein A2-Ak

Typ 1- Kontroll-
Diabetiker personen

Abb. 3.38: B-Casein A2-Antikorper bei Diabetikern und Kontrollpersonen.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.

Auch in den verschiedenen Altersklassen konnten hohere
Antikorperkonzentrationen gegen die A2-Variante des B-Caseins bei Typ 1-
Diabetikern als bei Kontrollpersonen nachgewiesen werden. In jeder einzelnen
Altersklasse zeigten die Diabetiker hohere Konzentrationen als die Kontrollen,
wobei die Differenzen ein statistisch signifikantes Niveau jedoch nicht erreichten.

Der Zusammenhang wird in Abbildung 3.39 gezeigt.

B-Casein A2-Antikorper in versch. Altersklassen

2000 E Diabetiker
1750

_ T Hl Kontrollen

Casein A2-Ak

1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50
Alter in Jahren

Abb. 3.39: B-Casein A2-Antikorper in verschiedenen Altersklassen bei
Diabetikern und Kontrollpersonen. Angegeben sind Mittelwerte
und SEM.
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3.2.24 Geschwister und ihre Eltern

So wie sich Typ 1-Diabetiker von ihren Eltern unterscheiden (Abb. 3.37),
differieren auch die Geschwistern der Typ 1-Diabetiker von ihren Eltern.
Antikorper gegen das B-Casein A2 konnten auch hier in statistisch signifikant
hoheren Konzentrationen bei den Geschwistern demonstriert werden als bei ihren

Eltern (p = 0.015, Tab. 3.18, Abb. 3.40).

Tab. 3.18: B-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei
Geschwistern und ihren Eltern.

B-Casein A2-Antikorper bei Geschwistern und

Eltern

- 1200
=0.015
< 1100 - P
(o\]
< E
= 51000 |
&)
800 - 1
Geschwister Eltern

Abb. 3.40: B-Casein A2-Antikorper bei Geschwistern und ihren Eltern.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.

3.2.2.5 Geschwister und Kontrollpersonen

Antikorper gegen die A2-Variante des B-Caseins lieBen sich bei Geschwistern im
Vergleich zu Kontrollpersonen in hoheren Konzentrationen nachweisen. Dieser

Unterschied zeigte statistische Signifikanz (p = 0.015,Tab. 3.19, Abb. 3.41).
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Tab. 3.19: 3-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei

Geschwistern und Kontrollpersonen.

B-Casein A2-Antikorper bei Geschwistern und

Kontrollpersonen
v 1200
< = 1100 - p=0.015
[\
< g 1000 -
=
3 < 900 -
& 800 -
© 700 - |
| Kontroll-
Geschwister personen

Abb. 3.41: B-Casein A2-Antikorper bei Geschwistern und Kontrollpersonen.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.

In der Abbildung 3.42 sind die B-Casein A2-Antikdrperkonzentrationen in den

verschiedenen Altersklassen dargestellt. Obwohl eine Tendenz zu hoheren

Konzentrationen insbesondere in der Altersklasse 31-40 Jahre zu beobachten war,

erreichten die Differenzen kein statistisch signifikantes Niveau.

B-Casein A2-Antikorper in versch. Altersklassen
2000

B Geschwister ||
i 1500 1 B Kontrollen
2 E T |
= 51000 |
E I
&} 500 l
0- : : : :

1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50
Alter in Jahren

Abb. 3.42: 3-Casein A2-Antikorper in verschiedenen Altersklassen bei
Geschwistern und Kontrollpersonen. Angegeben sind Mittelwerte
und SEM.
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3.2.2.6 Eltern und Kontrollpersonen

Antikorper gegen die A2-Variante des 3-Caseins waren, wie auch schon gegen die
Al-Variante, bei Eltern statistisch nicht in hoheren Konzentrationen

nachzuweisen als bei Kontrollpersonen (p > 0.05, Tab. 3.20, Abb. 3.43).

Tab. 3.20: 3-Casein A2-Antikorperkonzentrationen (Mittelwerte) bei Eltern und
Kontrollpersonen.

B-Casein A2-Antikorper bei Eltern und
Kontrollpersonen

1200 p>0.05
=<
<« —_ n. S.
& = 1000
< E
£ =
2 3 800 -
&

600 - | Kontroll-

Eltern personen

Abb. 3.43: 3-Casein A2-Antikorper bei Eltern und Kontrollpersonen. Angegeben
sind Mittelwerte und SEM.

Auch in den verschiedenen Altersklassen konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen Eltern und Kontrollpersonen nachgewiesen werden.
Abbildung 3.44 verdeutlicht die Antikdrperkonzentrationen in den verschiedenen

Altersklassen.
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B-Casein A2-Antikorper in versch. Altersklassen
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Abb. 3.44: 3-Casein A2-Antikorper in verschiedenen Altersklassen bei Eltern und
Kontrollpersonen. Angegeben sind Mittelwerte und SEM.
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3.2.3 Unterschiedliche Bindung der Seren an die A1- oder
A2-Variante des B-Caseins

Die jeweiligen Hohen der B-Casein Al- und A2-Antikorperkonzentrationen
differierten in allen vier untersuchten Gruppen (Typ 1-Diabetiker, Geschwister,
Eltern und Kontrollpersonen) voneinander.

Deshalb wurden die Mittelwerte der 3-Casein Al-Antikorperkonzentrationen von
den Mittelwerten der B-Casein A2-Antikorperkonzentrationen in den einzelnen
Gruppen subtrahiert.

Sowohl fiir die Diabetiker als auch fiir die Geschwister lieB3 sich eine positive
Differenz ermitteln, d.h. B-Casein Al-Antikdrper waren hier in einer héheren
Konzentration vorhanden als 8-Casein A2-Antikorper. Im Gegensatz dazu wiesen
Eltern und insbesondere die Kontrollpersonen eine negative Differenz auf. Hier
war die Bindung an die B-Casein A2-Variante grofler als an die B-Casein Al-
Variante.

Die minimale negative Differenz der Seren von Eltern zeigt, da} eine bevorzugte
Bindung an die Al- bzw. A2-Variante nicht so deutlich ausgeprégt ist wie bei den
Diabetikern, Geschwistern oder Kontrollpersonen.

Insgesamt war der Unterschied einer priferentiellen Bindung entweder an das B-
Casein Al oder A2 zwischen den vier untersuchten Gruppen statistisch hoch
signifikant (p < 0.001).

In der Abbildung 3.45 ist dieser Zusammenhang graphisch dargestellt.

Differenz der B-Casein A1- und A2-Antikorper
80
g 40 -
s . I
fp 40 Typ 1- Geschwister Eltern K n
g Diabetiker
5 0.001
< .
E -120 p
<«
-160

Abb. 3.45: Differenz der 3-Casein Al- und A2-Antikorper in den verschiedenen
Gruppen. Angegeben sind die Differenzen der Mittelwerte, p < 0.001.
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4. DISKUSSION

4.1 ELISA zum Nachweis von B-Casein-Antikorpern

1971 beschrieben Engvall und Perlmann erstmals eine ELISA-Testmethode zum
Nachweis von IgG (Engvall et al. 1971), die im Laufe der Zeit kontinuierlich
weiterentwickelt wurde und heute eine gingige Methode darstellt, um Antikorper

gegen die verschiedensten Proteine nachzuweisen (Burks et al. 1989).

B-Casein Al- und A2-Antikorper sind zuvor bei Diabetikern jedoch noch nie im
Rahmen einer prospektiven Familienstudie untersucht worden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die B-Casein-Antikorper mit Hilfe eines ELISA
bestimmt.

Hierbei handelt es sich um einen Festphasenassay, bei dem es nach der
Antigenbindung an die Festphase zu einer Bindung der Antikorper an das Antigen
kommt. Vorversuche zu diesem ELISA, der die valide und spezifische
Bestimmung der B-Casein Al- und A2-Antikorper ermdglicht, sind in der
Dissertationsarbeit von Hermann E. Wasmuth beschrieben, wobei die wichtigsten

EinfluBgroBen im folgenden kurz erwihnt werden.

Wichtig fiir die Sperzifitit des Assays erscheint insbesondere die optimale
Antigenkonzentration, die in dieser Studie bei 10 pg Casein / ml lag und so zur
maximalen Bindung der Antikorper fiihrte.

Ein Problem aller Antikorper-Bestimmungen mit einem ELISA stellt die
unspezifische Bindung dar. Diese Problematik wurde schon in anderen
Publikationen erdrtert (Goldman et al. 1978, Reeves 1980). Einige Autoren
fiihrten eine Korrektur der unspezifischen Bindung durch (Goldman et al. 1978),
wihrend andere ihre Ergebnisse ohne Berichtigung belieBen (Reeves 1980). Da die
unspezifische Bindung von Patient zu Patient und selbst auch bei demselben
Patienten variieren kann (Storms et al. 1986), wurden in dieser Arbeit zum einen
Doppelbestimmungen sowohl der spezifischen als auch der unspezifischen

Bindung durchgefiihrt, um groflere Schwankungen in der Antikorperbindung
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rechtzeitig zu bemerken. Zum anderen wurde jede einzelne Serumprobe durch
Subtraktion des arithmetischen Mittelwertes der unspezifischen von der
spezifischen Bindung korrigiert. Das FErgebnis der Antikorperbindung der
jeweiligen Serumprobe wurde dann in A Units / ml wiedergegeben.

Zusitzlich wurde eine hohe Serumverdiinnung (1:100) gewdhlt, um die

unspezifische Bindung moglichst auf ein Minimum zu reduzieren.

Eine weitere EinfluBgroBe stellt die Temperatur dar. Hier zeigten sich die
niedrigsten unspezifischen Bindungen bei einer AuBBentemperatur von 24 - 28 °C,
wohingegen sich die unspezifischen Bindungen bei hohen Auflentemperaturen (35

°C) fast verdoppelten und so das Ablesen der A Units / ml unmdoglich machten.

Die IgG-Spezifitit der Antikorper wurde durch IgG-Prizipitation nachgewiesen.

Durch eine Vorinkubation der Seren mit diabetesrelevanten (BSA, Humaninsulin,
Schweineinsulin) und diabetesirrelevanten Antigenen (HSA, y-Globuline), die die
Antikorperkonzentrationen nicht wesentlich reduzierten, wurde eine mogliche
Kreuzreaktivitit der B-Casein Al- und A2-Antikdrper mit anderen Antigenen

ausgeschlossen.

Fiir den gesamten Test wurden ungefihr 5 - 6 Stunden bendtigt, so dafl das
Verfahren nicht zuletzt wegen seiner einfachen Handhabung gut im
routineméligen Laborbetrieb durchfiihrbar ist. Da der beschriebene ELISA bereits
etabliert und weitestgehend von Storgrolen bereinigt war, konnte er als
Screening-Methode fiir 3-Casein Al- und A2-Antikorper im Immunologischen

Labor der Medizinischen Poliklinik problemlos eingesetzt werden.
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4.2 B-Casein Al- und A2-Antikorper

In dieser Studie wurden erstmals bei Typ 1-Diabetikern und ihren Verwandten
ersten Grades Antikorper gegen die zwei hdufigsten genetischen Varianten des B3-
Caseins systematisch untersucht.

3-Casein Al und A2 unterscheiden sich nur in einer Aminosédure an Position 67.
An der Al-Variante befindet sich die Aminosdure Histidin, die bei der A2-

Variante durch die Aminosdure Prolin ersetzt ist (Eigel et al. 1984).

Aufgrund der selektiven Durchldssigkeit der Darmmukosa fiir tryptische
Fragmente des bovinen B-Caseins in den ersten Lebensmonaten ist eine
Immunisierung des Individuums mit dem Hexapeptid des B-Casein Molekiils,
welches sich an Position 63 - 68 befindet, moglich. Wegen der bekannten
immunologischen Aktivitit wird es auch als ,,immunmodulatorisches Peptid*
bezeichnet (Migliore-Samour et al. 1988). Eine Bindung dieser Hexapeptide an
immunkompetente Zellen wurde bereits dargestellt (Jaziri et al. 1992).

Es kann deshalb prinzipiell von einer Antikorperantwort gegen das B-Casein
ausgegangen werden. Da die beiden B-Casein Varianten Al und A2 in der
Aminosdurebesetzung der Position 67 variieren, besteht die Moglichkeit, dal
dieses ,,ijmmunmodulatorische Peptid“ eine verschieden stark ausgeprigte
Antikorper-Antwort induziert. Deshalb ist es sinnvoll, B-Casein Al- und A2-

Antikorper getrennt voneinander zu bestimmen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal die Immunantwort gegen
die beiden B-Caseine Al und A2 bei Typ 1-Diabetikern, ihren Geschwistern und
Eltern sowie gesunden Kontrollpersonen unterschiedlich ablduft. Desweiteren soll
dadurch die mogliche pathogenetische Rolle der Kuhmilch im Zusammenhang mit

dem insulinpflichtigen Diabetes mellitus ndher beleuchtet werden.
In dieser Studie ist in allen vier Gruppen (Diabetiker, Geschwister, Eltern und

Kontrollpersonen) das Auftreten von B-Casein Al- und A2-Antikorpern

altersabhingig.
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Mit steigendem Lebensalter nahm die B(-Casein Al- und A2-
Antikorperkonzentration ab.

Der Grund fiir diese Altersabhingigkeit ist vermutlich in der generellen kindlichen
Reaktion auf immunologische Stimuli zu suchen. Verschiedene Untersuchungen
belegen, dal die Immunantwort auf unterschiedliche Antigene bei Kindern im
allgemeinen verstéarkt ist (Karjalainen et al. 1986, Mc Evoy et al. 1986). Die
Ergebnisse einer verstirkten kindlichen Immunantwort werden dadurch
unterstiitzt, dal in der Gruppe der Eltern die Altersabhidngigkeit zwar auch

vorhanden, jedoch weitaus geringer ausgeprigt ist.

Die zweite zentrale Aussage dieser Studie ist der unterschiedlich hohe Antikorper-
Titer in den einzelnen Gruppen. In absteigender Reihenfolge pridsentieren sich die
vier untersuchten Gruppen auf folgende Weise: Diabetiker, Geschwister, Eltern
und Kontrollen. Die Typ 1-Diabetiker haben die hochsten B-Casein Al- und A2-
Antikorperkonzentrationen, wihrend bei der Kontrollgruppe die niedrigsten Werte
gemessen wurden.

Die negative Korrelation von B-Casein Al- und A2-Antikdrpern mit dem
Lebensalter der Probanden kann zum Teil die hohere Privalenz dieser Antikorper
bei Diabetikern und Geschwistern im Vergleich zu Eltern und Kontrollpersonen
erkldren, da den beiden erstgenannten Gruppen auch die jiingsten Teilnehmer der
Studie angehoren.

DaB} diese Abhingigkeit aber dennoch einen eigenstidndigen, unabhéingigen Faktor
darstellt und nicht nur durch die Altersabhiingigkeit erklédrt werden kann, 146t sich
aus folgenden Beobachtungen herleiten: Bei gleichem Durchschnittsalter der
Diabetiker und Geschwister liegt die Antikorperkonzentration der Diabetiker
tendentiell hoher, wenn auch nicht statistisch signifikant. Aulerdem weisen auch
Eltern mit einem Durchschnittsalter von 43 Jahren tendentiell hohere (aber
statistisch nicht signifikante) Antikorperkonzentrationen auf als die jlingere
Kontrollgruppe mit einem Durchschnittsalter von 22 Jahren, obwohl bei alleiniger

Altersabhingigkeit ein umgekehrtes Ergebnis erwartet worden wire.

Weiterhin waren die Antikorper in allen Gruppen geschlechtsunabhingig und

weder mit den Krankheitsmarkern ICA noch mit TAA korreliert und somit
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voraussichtlich Resultat einer von diesen Antikorpern unabhingigen

Immunantwort.

Zwischen dem Manifestationsalter der Typ 1-Diabetiker und den beiden
hdufigsten genetischen Varianten des B-Caseins (Casein Al und A2) fand sich
eine Korrelation. Antikorper lieen sich bei den in jiingeren Jahren Erkrankten in
hoheren Konzentrationen nachweisen als bei den édlteren Patienten. Daraus 146t
sich jedoch nicht ableiten, ob dies ein selbstdndiger Faktor ist oder ob es nicht
eher im Zusammenhang mit der bereits beschriebenen Altersabhingigkeit im
Zusammenhang steht. Keine Abhédngigkeit konnte mit der Diabetesdauer gefunden

werden.

Bei einem Vergleich der B-Casein Al- und A2-Antikorper zwischen den
verschiedenen Gruppen, in denen der Einfluf} des Alters durch eine entsprechende
Alterskorrektur in einer Covarianzanalyse aufgehoben wurde, unterschieden sich
Diabetiker von ihren Eltern und Kontrollpersonen hoch signifikant bzw.
signifikant. Ebenso unterschieden sich die Geschwister verglichen mit ihren Eltern
und Kontrollpersonen hoch signifikant bzw. signifikant.

Im Gegensatz dazu war zwischen Diabetikern und ihren Geschwistern sowie
zwischen Eltern und Kontrollpersonen statistisch kein Unterschied beziiglich der

3-Casein A1l- und A2-Antikorperkonzentrationen nachweisbar.

Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle (Tab. 4.1) dargestellt und im

folgenden Text niher erldutert.
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Tab. 4.1: Signifikanzen zwischen den verschiedenen Gruppen
beziiglich der 3-Casein A1l- und A2-Antikorper

Casein A1 | Casein A2
Diabetiker und Geschwister n.s. n.s.
Diabetiker und Eltern p<0.001 | p=0.015
Diabetiker und Kontrollen | p<0.001 | p=0.015
Geschwister und Eltern p<0.001 | p=0.015
Geschwister und Kontrollen p<0.001 | p=0.015
Eltern und Kontrollen n.s. n.s.

Als Erklédrung fiir die anndhernd gleichartige Immunantwort der beiden Gruppen
dient sicherlich der #hnliche genetische Hintergrund, auch wenn Diabetiker
tendentiell hohere Casein Al- und A2-Antikorperkonzentrationen aufweisen als
ihre Geschwister. AuBBerdem ist hier von gleichen Umweltfaktoren beziiglich der
Erndhrung insbesondere mit Kuhmilch, die sich bereits in frither Kindheit auf
beide Gruppen gleichermallen ausgewirkt haben, auszugehen.

Uberdies ist das Ergebnis konform mit dem anderer Familienstudien, in denen
Antikorper (z. B. ICA) bei Diabetikern bestimmt wurden. Es finden sich auch dort
iiberzufillig hédufig erhohte Antikorper bei Geschwistern der Diabetiker im
Vergleich zu Normalpersonen (Becker et al. 1990).

Somit iiberrascht es nicht, da} sich Geschwister und Diabetiker hoch signifikant
von der Kontrollgruppe unterscheiden.

Erstaunlich ist es dagegen, dal es hier trotz des gemeinsamen Genoms
signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe der Diabetiker und ihren Eltern
und der Gruppe der Geschwister und ihren Eltern gibt. Dies konnte an den
unterschiedlichen Erndhrungsgewohnheiten in der Kindheit der Eltern im
Vergleich zur Kindheit der Diabetiker bzw. ihrer Geschwister liegen.

Die niedrigen Antikorpertiter der Normalgruppe sind hochstwahrscheinlich auf ein
im Vergleich zu Diabetikern niedrigeres genetisches Risiko zuriickzufiihren. Das
gegeniiber der Kontrollgruppe geringfiigig erhohte genetische Risiko der
Diabetesentwicklung bei den Eltern kommt in einer tendentiell hoheren
Antikorperkonzentration der Eltern zum Ausdruck, wenngleich dies statistisch

nicht signifikant ist.
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4.3 Unterschiedliche Bindung der Seren an die Al- oder

A2-Variante des 3-Caseins

Interessanterweise lieB sich eine priferentielle Bindung der Seren an die eine oder
die andere Variante des 3-Caseins nachweisen. Hierzu wurden die Mittelwerte der
3-Casein Al-Antikorper von den Mittelwerten der 3-Casein A2-Antikorper in den
einzelnen Gruppen subtrahiert.

Wihrend die Typ 1-Diabetiker und ihre Geschwister einen positiven Wert, d.h.
eine hohere Konzentration an B-Casein Al-Antikdrpern aufwiesen, zeigte sich bei
Eltern und gesunden Kontrollpersonen ein negativer Wert.

Dieser Unterschied einer préferentiellen Bindung zwischen den vier Gruppen an
eine der beiden héufigsten genetischen Varianten des B-Caseins war statistisch
hoch signifikant (p < 0.001).

Es kann davon ausgegangen werden, daf3 in der vorliegenden Studie die Seren der
Diabetiker und Geschwister bevorzugt an die Al-Variante binden, wihrend in den
Seren der Eltern und Kontrollpersonen vermehrt Antikorper gegen die A2-
Variante des B-Caseins nachzuweisen sind.

Diese Beobachtung im Zusammenhang mit dem Diabetes mellitus erscheint aus

verschiedenen Griinden von entscheidender Bedeutung.

Untersuchungen im Tierversuch zeigen, dal durch Hinzuftigen oder Weglassen
von Kuhmilchproteinen die Manifestation des insulinpfichtigen Diabetes mellitus
manipuliert werden kann (Scott et al. 1996).

Ein vollstindiges Entfernen von Casein aus der Nahrung verhindert bei der
ansonsten spontan diabetisch werdenden NOD-Maus das Auftreten der
Erkrankung (Elliott et al. 1984, 1988).

Spezifischere Untersuchungen haben gezeigt, dal bei Gabe von B-Casein Al eine
normale bis sogar iiber dem Durchschnitt liegende Diabetesentwicklung im
Tiermodell stattfindet, wihrend bei Verwendung von B-Casein A2 oder humanem
Casein die Rate praktisch auf O % sinkt (Elliott 1994).

Sowohl Resultate der vorgenannten Studie, in der Méduse nach Gabe von B-Casein

Al einen Diabetes entwickeln, als auch Ergebnisse dieser Arbeit, in der Seren von
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Typ 1-Diabetikern und ihren Geschwistern vermehrt Antikorper gegen die Al-
Variante des B-Caseins aufweisen, deuten moglicherweise darauf hin, dal vor
allem der Al-Variante eine besondere Rolle in Bezug auf die Pathogenese des
Diabetes zuzuschreiben ist.

Dagegen konnte der A2-Variante des B-Caseins, die bei Supplementierung zur
Nahrung die Manifestation des Diabetes im Tiermodell verhindert, und die in
dieser Studie bevorzugt an Seren von gesunden Kontrollpersonen bindet, unter
Umstéinden eine protektive Rolle zukommen.

Es wire mit Sicherheit interessant, 3-Casein Antikorper bei der mit Al bzw. A2
gefiitterten NOD-Maus zu bestimmen, um so einen engeren Zusammenhang
zwischen alimentir zugefiihrten B-Casein und der humoralen Immunantwort der

Maus herzustellen.

Weitere Hinweise auf eine Beteiligung von Kuhmilchbestandteilen an der
Pathogenese des Typ 1-Diabetes mellitus liefern = Beobachtungen
epidemiologischer Art.

Eine starke Korrelation zwischen steigendem Kuhmilchkonsum und der
gleichzeitig steigenden Diabetesinzidenz ist festgestellt worden (Dahl-Jorgensen
etal. 1991).

Uberdies zeigten Migrationsstudien ein Fehlen des Typ 1-Diabetes mellitus in
West Samoa. Wandern jedoch Teile dieser Bevolkerung nach Neuseeland aus,
betrigt die Diabetesinzidenz 10 Fille pro 100.000 Personen und Jahr (Elliott
1994). Interessanterweise gibt es in West Samoa keinerlei Kiihe, so dal auch
hierdurch wieder die Hypothese der Kuhmilch als moglicher Faktor in der
Pathogenese des Diabetes mellitus unterstrichen wird.

Migrationsstudien mit anderen ethnischen Gruppen, z. B. Asiaten, die nach
GroBbritannien emigrieren, spiegeln analoge Ergebnisse wider (Elliott et al. 1989,
Drash 1990, Bodansky et al. 1992, Lipton et al. 1995). So untersuchten Bodansky
und Mitarbeiter 151 Kinder in Grofbritannien, von denen 26 asiatischen
Ursprungs waren. Asiatische Familien zeigten eine ansteigende Diabetesinzidenz
bei den Kindern, die in GroBbritannien geboren waren. Auflerdem verdoppelte
sich die Inzidenz mit 4,4/100.000 pro Jahr von 1978-84 auf 9,1/100.000 pro Jahr

von 1985-90. Diese Inzidenz war nahezu identisch mit der Inzidenz fiir nicht-
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asiatische Kinder in der gleichen Region von GroBbritannien. Die asiatischen
Kinder scheinen hier einem Umweltfaktor ausgesetzt zu sein, zu dem sie vor der
Migration keinen Kontakt hatten.

Eine weitere Studie vom Elliott und Mitarbeitern scheint die in der vorliegenden
Arbeit gefundene differierende Wertigkeit von B-Casein Al- und A2-Antikdrpern
zu stiitzen. So basiert die Erndhrung des Massai-Volkes in Ostafrika hauptsédchlich
auf  Kuhmilchprodukten (Elliott et al. 1995). Jedoch entwickeln
iberraschenderweise entgegen der Annahme, da} ein Zusammenhang zwischen
Kuhmilchkonsum und Diabetes besteht (Dahl-Jorgensen et al. 1991), nur wenige
Personen einen Diabetes. Als Erkldarungsmoglichkeit dient die Tatsache, daf} die
Milch, die von den Massai konsumiert wird, von der Rinderrasse ,,Bos indicus®,
einer Zebu Art, stammt. Die Milch dieser Kuhart enthilt kein B-Casein Al,
sondern fast ausschlieflich die A2-Variante des B-Caseins (Ng-Kwai-Hang et al.
1992).

In den letzten Jahren werden in der westlichen Welt immer héufiger
Milchviehrassen geziichtet, deren Milch weniger Fett und mehr Protein enthilt.
Diese Kiihe produzieren durchschnittlich aber mehr B-Casein Al als die
herkdbmmlichen Herden. Die sog. ,,A2 Kuh“, welche z. B. die vorherrschende
Rasse in Afrika ist, ist aufgrund des hohen Fettgehalts nicht mehr erwiinscht.
Uberdies besteht verstirkt die Tendenz zur Einnutzungsrasse, zu der bei den
Milchrassen unter anderem die Holstein-Friesen Kuh, eine Abstammung vom Bos
taurus, zihlt (Kielwein 1994), deren Milch hauptséachlich die Al-Variante des B-
Caseins enthilt. Die vermehrte geographische Verbreitung dieses Rindertypes in
Europa und parallel dazu der gleichzeitige Anstieg der Diabetesinzidenz
(Sebastiani et al. 1996) konnte einen Zusammenhang bedeuten.

Dies konnte den Anstieg der Diabetesinzidenz in Lindern erklédren, in denen zur
selben Zeit das selektive Ziichten von diesen modernen Milchkiihen begonnen hat.
Im Tierversuch mit NOD-Miusen konnte gezeigt werden, da Casein von der
indischen Kuh (Bos indicus), welches als 10 % -ger Zusatz einer auf Soja
basierenden Kindernahrung (Prosobee) dazugegeben wurde, keinen Diabetes

verursacht. Prosobee alleine ist nicht diabetogen. Auf der anderen Seite wirkt
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Casein von der europdischen Kuh (Bos taurus) als 10 % ger Zusatz zu Prosobee

bei Miusen diabetogen (Elliott 1994).
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4.4 Mogliche pathogenetische Bedeutung von B-Casein
Al

im Zusammenhang mit dem Typ 1-Diabetes mellitus

Fir einen Zusammenhang zwischen der Zufuhr von B-Casein Al und der
Entwicklung eines Typ 1-Diabetes kann folgende Hypothese entwickelt werden:
Bei einem genetisch pradisponierten Menschen kommt es bei vorzeitiger
alimentédrer Casein Al-Aufnahme im frithen Kindesalter zu einer Sensibilisierung
gegen B-Casein. Dies tritt nur bei Al-Caseinen auf, da sich durch das Histidin in
Position 67 eine zusitzliche Cleavage-Stelle ergibt und somit Al-Casein zu
Casomorphinen abgebaut werden kann (Becker 1995, unveriffentlichte Daten,
personliche Mitteilung). Diese Casomorphine dringen durch die beim
Neugeborenen noch nicht suffiziente Darm-Blut-Schranke in die Peyerschen
Plaques und fiithren hier zu einer Sensibilisierung der Lymphozyten.

Nach dieser Sensibilisierung beim genetisch Priadisponierten konnte es nun nach
einer langen Latenzphase im Rahmen eines viralen Infekts oder durch andere
exogene Noxen zu einer Aktivierung der sensibilisierten Lymphozyten kommen
und so zum AnstoBen der fiir die Beta-Zelle letalen Autoimmunkaskade kommen.
Stillen in den ersten 3 Lebensmonaten vermindert zum einen die Zufuhr von B3-
Casein Al (Gerstein 1994), da das immunstimulierende Hexapeptid des humanen
Caseins eine vollig andere Aminosidurenzusammensetzung enthilt als das bovine
Casein (Elliott 1994). Zum anderen fithren immunsuppressive Faktoren im
Colostrum und in der transitorischen Milch zu einer Immuntoleranz im Sinne
einer verbesserten Self- / Non-Self-Diskrimination (Minchewa et al. 1990,

Mandalapu et al. 1995).

Andererseits wére es auch denkbar, dall 3-Casein Antikorper nicht direkt an der
autoimmunen Zerstorung der B-Zellen beteiligt sind. Moglicherweise gibt es
gegen B-Casein gerichtete T-Zell-Rezeptoren, die nach entsprechender
Aktivierung die Zerstorung der Beta-Zellen in den Langerhansschen Inseln des
Pankreas einleiten konnen. Die B-Casein Antikorper wéren dann vielmehr als

Epiphdnomene einer eventuell T-Zell vermittelten Antikdrper-Reaktion zu sehen.
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Es ist durchaus moglich, da Casein-Antikorper nur Marker sind, die die

Sensibilisierung ausdriicken, aber keinen Beitrag zum Immunprozef selbst leisten.

Um jetzt bereits B-Casein-Antikorper als serologische Marker in der priklinischen
Phase des Typ 1-Diabetes mellitus verwenden zu konnen bzw. um zu kléren,
inwiefern B-Casein-Antikorper als priadiktive Marker verwertbar sind, erfordert es
weitere Untersuchungen.

Zum einen ist es wichtig, einen Normalwert im Kindesalter bei gesunden
Kontrollpersonen zu bestimmen. Zusitzlich miilten mit Hilfe einer prospektiven
Familienstudie bei den genetisch priddisponierten Geschwistern von Typ 1-
Diabetikern B-Casein Al- und A2-AntikOrper iiber einen langen Zeitraum
bestimmt werden. Dies ist erforderlich um herauszufinden, ob es bei bestimmten
Antikorpertitern zur Manifestation des insulinpflichtigen Diabetes mellitus
kommt.

Dariiber hinaus erscheint es erstrebenswert, Antikorper gegen die héufigsten
genetischen Varianten des B-Caseins in noch gréeren Probandengruppen sowie
im Tierversuch weiter zu verfolgen. Dies verspricht auBerdem, Einblick zu geben
in die dem Diabetes mellitus zugrunde liegenden Pathomechanismen.

Auch wenn B-Casein vielleicht nur eine additive Rolle in der multifaktoriellen
Genese der chronisch progredienten Autoimmunerkrankung des Typ 1-Diabetes
mellitus spielt, erscheint es doch aufgrund der Beobachtungen der priferentiellen
Bindung der Seren von Diabetikern und ihren Geschwistern an die Al1-Variante in
dieser Studie wichtig zu sehen, ob eine B-Casein Al-freie Erndhrung die

Diabetesinzidenz auch beim Menschen reduzieren kann.

In jedem Falle kann die Beobachtung aber bereits jetzt als Warnhinweis insofern
gelten, als es sinnvoll erscheint, in gefdhrdeten Familien bei Neugeborenen die
Stillzeit moglichst lange auszudehnen und den Beginn des Kuhmilchersatzes zu

verzogern.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Im Zusammenhang mit dem insulinpflichtigen juvenilen Diabetes mellitus Typ 1
gewinnen in den letzten Jahren zunehmend  Anderungen  der
Erndhrungsgewohnheiten an Bedeutung. In zahlreichen Studien wurden
verschiedene Bestandteile der Kuhmilch als moglicher Umweltfaktor beziiglich
der Pathogenese des Typ 1-Diabetes mellitus untersucht.

Fiir das Milchprotein Casein lagen bisher noch keine groferen Untersuchungen
zur Wertigkeit hinsichtlich Atiologie, Privalenz und Pathogenese des Diabetes
mellitus vor.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals in einer so grof} angelegten Studie wie
dieser Antikorper gegen die hdufigsten genetischen Varianten des B-Caseins
bestimmt. Die Grundlage hierzu bildeten Serumproben der Giessen / Bad
Oeynhausen Studie, einer prospektiven Familienstudie. Insgesamt wurden 1257
Seren von 287 Typ 1-Diabetikern, 386 Geschwistern und 477 Elternteilen auf die
Anwesenheit von B-Casein Al- und A2-Antikérpern untersucht. Das
Kontrollkollektiv bestand aus 107 gesunden Probanden, die keine positive
Diabetes-Familienanamnese aufwiesen.

Neben den Unterschieden in der Hohe der AntikOrpertiter wurde auch die
unterschiedliche Bindung der B-Casein-Antikorper an die Al- bzw. A2-Variante
zwischen den vier Gruppen analysiert. Durchgefiihrt wurden die Untersuchungen

mittels eines ELISA.

Eine  wesentliche  Abhingigkeit  bestand  beziiglich der  Casein-
Antikorperkonzentrationen. Die Typ 1-Diabetiker hatten die hochsten B-Casein
Al- und A2-Antikorperkonzentrationen, wihrend bei der Kontrollgruppe die
niedrigsten Werte gemessen wurden. Dazwischen lagen die Geschwister, die
niedrigere Konzentrationen als die Diabetiker, aber hohere als ihre Eltern
aufwiesen.

Es wurde weiterhin eine eindeutige Altersabhingigkeit von B-Casein Al- und A2-
Antikorpern festgestellt. Fiir alle vier untersuchten Gruppen waren hohe Werte
streng mit niedrigem Lebensalter korreliert. Diese Beobachtung war statistisch

hoch signifikant.
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Wihrend keine Korrelation mit der Dauer der Erkrankung demonstriert werden
konnte, war aber die Antikorperhédufigkeit streng signifikant korreliert mit dem
Manifestationsalter. Es zeigten sich hohere Antikorpertiter bei Diabetikern, deren
Erkrankung sich in jiingeren Jahren manifestierte.

Weder Casein Al- noch A2-Antikorper waren mit dem Geschlecht, mit ICA oder
IAA korreliert.

Bei Betrachtung der B-Casein Al- und A2-Antikorper zwischen den
verschiedenen Gruppen unterscheiden sich Diabetiker von ihren Eltern und
Kontrollpersonen hoch signifikant bzw. signifikant. Ebenso unterscheiden sich die
Geschwister verglichen mit ihren Eltern und Kontrollpersonen hoch signifikant
bzw. signifikant.

Im Gegensatz dazu war zwischen Diabetikern und ihren Geschwistern sowie
zwischen Eltern und Kontrollpersonen statistisch kein Unterschied beziiglich der

B3-Casein Al- und A2-Antikorperkonzentrationen nachweisbar.

Bei einem qualitativen Vergleich der B-Casein Al- mit den A2-Antikdrpern
fanden sich bei Typ 1-Diabetikern und ihren Geschwistern vermehrt Al-
Antikorper. Im Gegensatz hierzu waren in den Seren der Eltern und
Kontrollpersonen vermehrt Antikorper gegen die A2-Variante nachzuweisen. Die
priferentielle Bindung der Seren an die eine oder andere Variante des Caseins war

bei einem Vergleich aller vier Gruppen statistisch hoch signifikant (p < 0.001).

In einem ndheren Zusammenhang mit dem insulinpflichtigen Diabetes mellitus
scheint die A1-Variante des B-Caseins zu stehen. Auf der anderen Seite konnte der

A2-Variante eher eine protektive Rolle zugesprochen werden.

Zusammenfassend wurde in dieser Studie der in der Literatur beschriebene
Zusammenhang zwischen Kuhmilch und Diabetes durch Bestimmung der
Antikorper gegen die hédufigsten genetischen Varianten des B-Caseins ndher
untersucht. Es konnte gezeigt werden, daf} 3-Casein Al ein mogliches potentielles

Antigen in der Pathogenese des Diabetes darstellt.
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Weitere Untersuchungen sind jedoch noch notwendig, um die pathogenetischen

Erkldrungsmodelle dieser Studie weiterzuverfolgen bzw. bestétigen zu konnen.

Die Ergebnisse dieser Familienstudie lassen es in der Zusammenschau mit den
Literaturdaten als sinnvoll erscheinen, in Familien mit einer Pridisposition zur
Typ 1-Diabetesentwicklung die Stillzeit bei Neugeborenen moglichst lange

auszudehnen und den Beginn des Kuhmilchersatzes zu verzogern.
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