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VORWORT

Die vorliegende Habilitationsschrift fafit die Ergebnisse experimenteller und klinischer
Untersuchungen zusammen, in deren Zentrum die Charakterisierung der Antikorper- und
Autoantikorperbildung mit ihren diagnostischen und therapeutischen Implikationen bei
Patienten mit manifestem Diabetes mellitus und Vorstadien, sowie bei Langzeit-Typ 1
Diabetikern vor- bzw. nach Inselzelltransplantation stehen. Ein weiterer Fokus liegt auf der
Fritherkennung der hédufig mit dem Typ 1 Diabetes assoziierten Erkrankungen wie der
Zoliakie und anderen koinzidierenden Autoimmunerkrankungen (sogenannte "Autoimmun

polyglanduldre Syndrome").

Die im Rahmen dieser Habilitation durchgefiihrten experimentellen und klinischen
Untersuchungen wurden im Zeitraum 1993-2003 an der Medizinischen Klinik und Poliklinik
IIT des Zentrums fiir Innere Medizin (Leiter: Prof. Dr. R.G. Bretzel), Justus-Liebig Universitét
in Giessen und in dem an vorgenannter Klinik angegliederten Immunologischen Labor

(Leiter, Bereich Immunendokrinologie/Gastroenterologie: Dr. C. Jaeger) durchgefiihrt.

Die vorgelegte Arbeit stiitzt sich u.a. auf die Tétigkeit folgender Doktoranden der
Humanmedizin, die ich als Leiter der Arbeitsgruppe Immunendokrinologie bei der
Durchfiihrung ihrer Arbeiten betreut habe: Martina Herrmann (Tag der Disputation:
02.06.1999); Jens Allendorfer (Tag der Disputation: 14.02.2000); Anne Kathrin Strodter (Tag
der Disputation: 05.06.2002). Auflerdem fanden in diese Habilitationsschrift die Ergebnisse
von Dr. med. Erifili Hatziagelaki (jetzt: Hellenic National Diabetes Center, Athens
University, Athen, Griechenland) Eingang, die im Zeitraum 1995-1997 ihr "postdoctoral
fellowship" in unserer Arbeitsgruppe absolvierte. Beigetragen zu den hier vorgelegten
Ergebnissen haben der Chemielaborant Michael Stein, die Arzthelferin Sabine Scherer und

die Medizinisch Technischen Assistentinnen Jutta Schmidt, Sabine Schaum und Silke Hecker.

Meine wissenschaftliche Téatigkeit konnte ich in zahlreichen Kooperationen entwickeln. Unter
den externen Kooperationen seien insbesondere Forschungsaufenthalte bei Dr. Thomas
Dyrberg, Abteilung fiir Assayentwicklung, Novo Nordisk, Bagsvaard, Danemark erwihnt.
Weiterhin bestand eine enge Kooperation mit Prof. Petzoldt und Mitarbeitern (Universitét

Bochum, Diabeteszentrum Bad Oeynhausen) im Rahmen der Giessen-Bad Oeynhausen



Familienstudie, deren Koordination ich 1994 iibernommen habe. Im Zuge der internationalen
multizentrischen Studie ENDIT ergaben sich in meiner Funktion als nationaler
Studienkoordinator der deutschen ENDIT-Beteiligung ab 1994 eine enge internationale
Zusammenarbeit mit der Studienleitung in London, spéter Bristol (Prof. Edwin Gale und Dr.
Polly Bingley, Division of Diabetes and Metabolism, University of Bristol, UK) und
zahlreichen Kollegen aus den teilnehmenden europiischen Landern. Auf nationaler Ebene sei
auf die Kooperation mit den angeschlossenen 16 lokalen deutschen ENDIT-Priifdrztezentren
hingewiesen. Dariiberhinaus bestand eine sehr fruchtbare kliniksinterne Kooperation mit der
Arbeitsgruppe Klinische Inselzelltransplantation unter der Leitung von Dr. Mathias Brendel,
sowie eine enge Zusammenarbeit mit Dr. Michael Eckhard, Dr. Erika Méser, Dr. Thomas
Discher, Dr. Mathias Lumpe, Dr. Christine Helfrich, Dr. Christian Georg (alle Medizinische
Klinik und Poliklinik IIT) bei der Rekrutierung und Betreuung der Probanden und Patienten

fiir die verschiedenen Forschungsvorhaben.

Finanziell gefordert wurden die Untersuchungen an den inselzelltransplantierten Patienten
durch eine Projektbeteiligung im Rahmen eines Single Centre Grant der Juvenile Diabetes
Research Foundation International (JDRFI), sowie durch das National Institutes of Diabetes,
Digestive and Kidney Disease (NIDDK, Grant DK 56962) und durch eine Projektférderung
der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG). Die ENDIT-Studiengruppe wird finanziert
durch EU-Mittel (PL92 0957 und PL 95 0771) sowie durch die Juvenile Diabetes Research
Foundation International (Grant 4-2000-943). Die Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie
wurde unterstiitzt durch nicht gebundene Forschungsmittel der Hoechst Pharma Deutschland

AG (Dr. D. Leihener).

Die vorliegende Habilitationsschrift ist in zwei Teile gegliedert. In Teil 1 wird in der
EINLEITUNG in die Thematik eingefiihrt und der gegenwértige Kenntnisstand beziiglich
Autoantikorper und Antikorper bei Diabetes mellitus dargestellt. Hieraus werden dann die
FRAGESTELLUNGEN DER EIGENEN UNTERSUCHUNGEN abgeleitet. Eine Ubersicht
iiber die wichtigsten Ergebnisse mit kurzer Diskussion vor dem Hintergrund der aktualisierten
Literatur (einschlieBlich der, nach Verdffentlichung der eigenen Ergebnisse, neu erschienenen
Publikationen) folgt in der DARSTELLUNG DER EIGENEN ERGEBNISSE UND
DISKUSSION. Die ZUSAMMENFASSUNG UND ABSCHLIEBENDE BETRACHTUNG

skizziert nochmals die Hauptlinien der vorliegenden Habilitationsschrift, gefolgt vom

VI



LITERATURVERZEICHNIS, in dem die Referenzen zu den vorangegangenen Kapiteln
aufgefiihrt sind.

Der Teil 2 umfafit die LISTE DER ANLAGEN mit den der vorliegenden Arbeit zugrunde
liegenden Publikationen. Die Darstellung der Methoden, Einzelheiten der gewonnenen
Ergebnisse und detaillierte Diskussion der einzelnen Teilbereiche sind den jeweiligen

Manuskripten zu entnehmen.
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1 EINLEITUNG

1.1  "Diabetes und Immunologie - eine vielfiltige Beziehung"

Die Beziehungen zwischen Diabetes und Immunologie haben in den letzten hundert Jahren
entscheidend die Therapie des Diabetes beeinflusst und das Verstindnis fir die Erkrankung
gepragt. Wihrend heute bei dieser Thematik vornehmlich die Tatsache assoziiert wird, daf
der Typ 1 Diabetes eine Autoimmunerkrankung darstellt, stand medizinhistorisch die

"Insulinimmunologie" am Anfang.

Bereits vor der ersten Isolierung klinisch verwertbaren Insulins durch Banting und Best im
August des Jahres 1921 (Banting & Best, 1922) gab es zahlreiche Versuche, Insulin zu
extrahieren. Insbesondere der Berliner Internist G. L. Ziilzer isolierte schon ab 1903 ein
wirksames Prdparat, mufite jedoch wegen nicht beherrschbarer allergisch-toxischer
Reaktionen 1909 seine Arbeiten einstellen. Unmittelbar nach der Entdeckung des Insulins
beschrieben Joslin et al. vier Fille von Urticaria unter den weltweit ersten 85 Patienten, die
jemals mit Insulin behandelt worden waren (Joslin et al., 1922). Erst seit den 70-iger Jahren
des letzten Jahrhunderts reduzierten chromatographische Verfahren signifikant die Anzahl der
Immunreaktionen. Im folgenden war dann im wesentlichen die Speziesspezifitdt der Insuline
(Schwein vs. Rind) entscheidend fiir die Hé&ufigkeit der Immunreaktionen. Seit der
gentechnischen Herstellung der Humaninsuline sind Immunreaktionen heute nur noch seltene
Phénomene. Im Einzelfall sind sie jedoch fiir den betroffenen Patienten von grofter
therapeutischer Relevanz und nicht selten die verkannte Ursache einer instabilen
Stoffwechsellage. Die Entwicklung eines Algorithmus zur Differentialdiagnose und Therapie
der heute immer noch relevanten immunologischen Komplikationen unter Insulintherapie ist

Teil der vorliegenden Arbeit.

In der zweiten Halfte des vorigen Jahrhunderts, parallel zum immer rascher voranschreitenden
medizinisch- wissenschaftlichen Fortschritt, entwickelte sich das Thema "Diabetes und
Immunologie" weit iiber die Beziehungen des Insulins zum Immunsystem hinaus. 1965 fand
Gepts eine Infiltration des Pankreas mit mononukledren Zellen bei Patienten mit juvenilem
Diabetes (Gepts et al., 1965). Sechs Jahre spiter folgte die Erstbeschreibung einer gegen das

Pankreas gerichteten zelluldren Immunreaktion bei Patienten mit juvenilem Diabetes mellitus



(Nerup et al., 1971). Einen Meilenstein im Verstdndnis des Typ 1 Diabetes als
Autoimmunerkrankung stellen die Arbeiten von Bottazzo dar mit der Erstbeschreibung der
Inselzell-Antikorper (ICA) im Jahre 1974 (Bottazzo et al., 1974) und der Prigung des
Begriffs der "Insulitis" als morphologisches Korrelat des Autoimmunprozesses beim Typ 1
Diabetes. Bottazzo und Mitarbeiter erhoben diese Befunde bei der Untersuchung der
Bauchspeicheldriise eines 12-Jahrigen Maidchens, welches bei Manifestation eines

insulinabhéngigen Diabetes (IDDM) verstorben war (Bottazzo et al., 1985).

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Mechanismen der Betazell-Zerstorung auch auf
molekularer Ebene charakterisiert werden. So wurden entscheidende Interaktionen zwischen
den Immunzellen und Zytokinen, Induktion pathologischer intrazelluldrer Signalwege und die
Rolle freier Radikale in dem komplexen Netzwerk der Betazell-Zerstorung identifiziert, was
zum sogenannten "Kopenhagener Modell" der Betazell-Zerstorung fithrte mit
Erstbeschreibung 1994 durch Nerup (Nerup et al., 1994). Inzwischen ist dieses Modell, dem
Erkenntnisfortschritt folgend, mehrfach aktualisiert worden, um der wachsenden Komplexitit
Rechnung zu tragen und logische Verkniipfungen zwischen den zunehmend detaillierter
beschriebenen Einzelfaktoren herzustellen (Review in Freiesleben et al., 1999). Wichtige
Arbeiten zu dem Teilaspekt eines verminderten Abwehrpotentials der Betazelle als
pradisponierender Faktor der Betazell-Zerstérung durch proinflammatorische Attacken und
oxidativen Stre8 sowie hieraus resultierend mogliche Ansdtze fiir Betazell protektive

Strategien wurden durch Tiedge und Mitarbeitern erarbeitet (Review in Tiedge et al., 2003).

Waihrend das "Kopenhagener Modell" eher die ablaufenden Mechanismen im Rahmen der
autoimmunen  Betazell-Zerstorung  beschreibt, wendet sich das Konzept des
"Immunologischen Toleranzverlustes vs. Toleranzinduktion" der Frage nach den Ursachen
der Initiierung des Autoimmunprozefes und einer mdglichen therapeutischen
BeeinfluBbarkeit zu. Diese Konzept beschreibt immunologische Toleranz als Abwesenheit
einer Immunreaktion bei fehlender Immunsuppression. Mit wenigen Ausnahmen entwickeln
die meifiten Menschen ein Immunsystem, welches tolerant ist gegeniiber den eigenen
Organsystemen und gegeniiber den Dingen, die sie zu sich nehmen. Bei ca. 1 aus 300
Menschen kommt es jedoch zum Verlust der Toleranz gegen die Betazellen des Pankreas, das
Ergebnis ist der Typ 1 Diabetes. Interferiert man nach eingetretenem Toleranzverlust
therapeutisch, beispielsweise durch Gabe von Cyclosporin mit den T-Zellen als Haupttriger

der Immunrekation, so kann der Krankheitsprozel3 gestoppt werden. Gelénge es jedoch, den



Toleranzverlust selbst zu verhindern, konnte man im Sinne einer Primédrpravention der
Erkrankung vorbeugen. Bei denjenigen Patienten wiederum, die bereits an klinisch
manifestem Typ 1 Diabetes leiden, bestiinde in der Logik dieses Konzeptes eine
erfolgversprechende Strategie in der  Toleranzinduktion  z.B. gegeniiber
Inselzelltransplantaten. Grundprinzipien dieses Modells sind in Abbildung I dargestellt. Eine
Ubersicht gibt die Arbeit des Banting-Preistriigers Aldo A. Rossini anlidBlich der Banting
Lecture 2003 (Rossini, 2004).

The Circle of Tolerance
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Abb. 1: "Circle of Tolerance" (mod. nach Rossini, 2004). Im sich entwickelnden

Immunsystem entsteht auf Basis der genetischen Préadisposition und
Umwelteinfliissen Toleranz. Der Verlust der Toleranz gegeniiber Betazellen fiihrt
zum Typ 1 Diabetes. Interventionsmoglichkeiten bestehen potentiell vor dem
Toleranzverlust (Primérpravention) oder nach eingetretenem Toleranzverlust
(Sekundérprévention). Bei manifester Erkrankung koénnte die Induktion einer

Toleranz z.B. gegen Inselzelltransplantate den Typ 1 Diabetes heilen.

Wie sehr diese Entwicklungen das Verstindnis fiir die Erkrankung Diabetes mellitus
beeinflusst haben wird auch daran erkennbar, daf alleine in den letzten 30 Jahren drei
verschiedene Klassifikationen des Diabetes mellitus entwickelt wurden, um dem

Erkenntnisfortschritt gerecht zu werden.



In den frithen 70-iger Jahren war das Alter das Hauptkriterium zur Klassifikation und fiihrte
zu den heute immer noch umgangssprachlich verwendeten, aber irrefiihrenden Begriffen des
"jugendlichen Diabetes" vs. "Altersdiabetes". Es wurde allerdings rasch klar, daf die
verschiedenen Formen des Diabetes in allen Altersgruppen auftreten konnen, so dafl nun in
einer neuen Klassifikation das klinische Kriterium der '"Insulinbediirftigkeit" zur
Unterscheidung herangezogen wurde. Nach heutigem Versténdnis war auch dieses Kriterium
nicht befriedigend, da es pathogenetische Mechanismen nahelegte, die einer genauen
Uberpriifung nicht standhielten. So begriindet beispielsweise das Kriterium einer fehlenden
Insulinbediirftigkeit nicht den Ausschluf} eines Autoimmunprozesses an den Beta-Zellen des
Pankreas. Dies wird augenfillig bei élteren Patienten mit spéter Manifestation eines Diabetes
mellitus, der durch einen modifizierten Autoimmunprozef ausgelost wird mit nachweisbaren
Autoantikorpern bei Diagnosestellung, klinisch jedoch zunidchst als Typ 2 Diabetes
imponierend und Monate bis Jahre ohne Insulinsubstitution auskommen kann. Dies hatte
zwischenzeitlich zur Pragung des Begriffs "LADA, latent autoimmune diabetes in adults"
gefiihrt, der jedoch inzwischen weitgehend zugunsten eines genaueren Verstdndnisses des
modifizierten Autoimmunprozesses verlassen ist. Die Bedeutung dieser Erkenntnisse wird
auch dadurch deutlich, daB8 in der UKPDS-Studie, an 5102 als Typ 2 Diabetiker klassifizierten
Patienten, in 10-15% Autoantikdrper wie GADA oder ICA gefunden wurden (Turner et al.,
1997). Wenn aus epidemiologischer Sicht bisher das Verhiltnis von Typ 1 Diabetes zu Typ 2
Diabetes mit ca. 1:10 angegeben wurde, so verdoppelt sich der Prozentsatz der Patienten mit
Autoimmundiabetes nun auf mindestens 1:5 durch den Anteil der als Typ 2 Diabetiker
fehlklassifizierten Patienten mit eigentlich autoimmuner Genese. Der Nachweis der
Autoantikorper bildet hier ein wichtiges Kriterium zur korrekten Klassifizierung.
Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit leisten einen Beitrag zur
Charakterisierung dieser Patienten einschlieBlich der Vorhersage einer spéiteren

Insulinbediirftigkeit bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung.

Grundlegend neue Erkenntnisse zu Epidemiologie und Pathogenese der verschiedenen
Diabetesformen und das vertiefte immunologische Verstidndnis fithrten zu der von der
amerikanischen Diabetes-Gesellschaft 1997 eingefiihrten und 2001 von der Deutschen
Diabetes Gesellschaft {ibernommenen Klassifikation, die einer &tiologischen und
pathogenetisch begriindeten Einteilung folgt (Kerner et al., 2001). Es wird derzeit
unterschieden zwischen Diabetes mellitus Typ 1 mit Betazell-Zerstorung und konsekutiv

absolutem Insulinmangel, Diabetes mellitus Typ 2, charakterisiert durch Insulinresistenz und



Insulinmangel in unterschiedlicher Ausprdgung, sowie weiteren Diabetestypen mit bekannter

Ursache und dem Gestationsdiabetes.

Nach der Erstbeschreibung der Inselzell-Antikorper 1974 folgte bereits 1976 die Entdeckung
von Inselzell-Antikorpern in klinisch und phénotypisch noch gesunden Individuen, die erst
spater im Verlauf einen Diabetes entwickelten (Irvine et al., 1976). Diese Erkenntnis einer
moglicherweise langen pradiabetischen Phase vor dem klinisch manifesten Typ 1 Diabetes
mellitus 16ste in den folgenden Jahrzehnten intensive Forschungsbemiihungen und grof3
angelegte Studien aus, die zunidchst eine Untersuchung des natiirlichen Verlaufs des
Prédiabetes zum Ziel hatten und in deren Folge dann Pradiktionsmodelle zur Vorhersage der
Erkrankungswahrscheinlichkeit in Abhédngigkeit von verschiedenen Markern entwickelt
wurden. Das heutige Verstindnis des Pra-Typ 1 Diabetes wird vereinfacht in Abbildung 2
dargestellt.

Die Ursachen fiir die Initiierung der autoimmunologisch verursachten Zerstorung der Beta-
Zellen ist im Detail noch nicht verstanden. Wahrscheinlich treffen noch unbekannte exogene
Faktoren zusammen mit der inzwischen gut definierten genetischen Prédisposition, so daf} der
Autoimmunprozel3 angestoen wird und es zum Toleranzverlust kommt (s.a. Rossini, 2004).
Forschungen der letzten Jahre weisen dem Heat Shock Protein (HSP 70) eine zentrale Rolle in
der frithen Phase des Autoimmunprozefles zu. Das HSP 70 wird aus nekrotischen Zellen
freigesetzt und ist in der Lage, T-Zell-Toleranz in vivo in Autoimmunitét zu konvertieren

(Millar et al., 2003).
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Abb. 2: Pathogenese des Typ 1 Diabetes.

Das "Kopenhagener Modell" (Nerup et al., 1994; Freiesleben et al., 1999) beschreibt
Einzelheiten der ablaufenden pathologischen ProzeBe bei der Betazell-Zerstorung. Uber
wahrscheinlich viele Jahre, bei den spit manifestierenden Typ 1 Diabetikern im
Erwachsenenalter moglicherweise auch episodisch iiber Jahrzehnte, kommt es zur Abnahme
der Betazell-Masse, und damit der endogenen Insulin- Sekretionsreserve. Das endokrine
Pankreas hat eine grofle Funktionsreserve in der Aufrechterhaltung des Glukosestoffwechsels.
Wird jedoch eine kritische Grenze von ca. 20% unterschritten, resultiert die dann auch
klinisch evidente diabetische Stoffwechsellage. Die Patienten werden symptomatisch, hédufig
in der Endphase getriggert iiber einen Infekt, der eine erhohte Insulinsekrektion einfordert, die
von den wenigen verbliebenen Betazellen nicht mehr geleistet werden kann Es resultiert die
Insulinbediirftigkeit. Die Autoantikdrper sind die frithesten Marker der ablaufenden
autoimmunologisch vermittelten Betazell-Zerstérung im Stadium des Prédiabetes, sie sind der
"Rauch des Feuers" (Bottazzo, personliche Mitteilung) und er6ffnen in geradezu modellhafter
Weise die Moglichkeit einer Intervention, im Sinne einer Sekundarpriavention, zu einem sehr
frithen Zeitpunkt, wenn noch eine ausreichende Betazell-Masse vorhanden ist, um einen
ausgeglichenen Stoffwechsel zu gewihrleisten. Verglichen mit den Autoantikorpern werden
die metabolischen Marker im Prédiabetes erst kurz vor Manifestation auffillig, zunéchst der

ivGTT, und dann als letztes der oGTT.



Inzwischen ist bekannt, daB die Autoantikdrper hdufig bereits im Kleinkindesalter
nachweisbar sind, der Autoimmunprozel also sehr friih beginnen kann. Zwei grof3e
prospektive Studien widmen sich verschiedenen Fragestellungen bei Kindern mit erhéhtem
Diabetesrisiko (z.B. Kinder diabetischer Miitter oder Kinder mit bestimmten genetischen
Risikomerkmale), die "Diabetes Autoimmunity Study in the Young (DAISY)" und die
"BABYDIAB-Studie". Zur Frage eines erhohten Diabetesrisikos durch diaplazentare
Ubertragung von Autoantikorpern geben beide Studien Hinweise, daB die diaplazentare
Ubertragung von Autoantikérpern in diesen Konstellationen kein erhohtes Risiko fiir

persistierende Autoimmunitét darstellt (Stanley et al., 2004; Koczwara et al., 2004).

Die frithen Studien zur Charakterisierung des Pra-Typ 1 Diabetes nutzten neben
metabolischen Markern die bis dahin einzig verfiigbaren Inselzell-Antikorper als
immunologische Marker (Tarn et al., 1988; Bonifacio et al., 1990). Nach der Identifizierung
weiterer AntikOrperspezifititen, insbesondere Antikorper gegen die 65 K-Isoform der
Glutamat-Decarboxylase (GADA) (Backkeskov et al., 1990) und Antikdrper gegen den
intracytoplasmatischen Anteil der Tyrosinphosphatase IA-2/ICA512 (Bonifacio et al., 1995;
Payton et al., 1995) standen nun zusitzliche Parameter zur Verfiigung, die genauer
charakterisiert und in Bezug auf ihren pradiktiven Wert einer spéteren Diabetesentwicklung
bereits im Stadium des Pradiabetes definiert werden sollten. Dies hatte die 1985 begonnene
Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie zum Ziel, die bei 882 erstgradigen Verwandten von
Patienten mit Typ 1 Diabetes iiber elf Jahre prospektiv die Diabetesinzidenz und

Antikorperpravalenzen untersucht hat.

Die Ergebnisse dieser Studie, in der neben den diabetesrelevanten Antikdrpern auch ein
erweitertes Antikorperspektrum im Hinblick auf die autoimmunen polyglanduldren Syndrome
II/IIT (APS) und die Zoliakie untersucht wurde, sind zentraler Bestandteil der vorliegenden
Arbeit. Ziel ist es, effiziente Screeningstrategien fiir die Erfassung friiher Stadien des Typ 1
Diabetes und hédufig hiermit assoziierter Erkrankungen zu entwickeln, um préventiv

intervenieren zu konnen.

Ein Beispiel fiir solch eine Intervention beim Typ 1 Diabetes im Stadium des Préidiabetes
(Sekundérprévention) stellt die internationale Multicenter-Studie ENDIT (European
Nicotinamide Diabetes Intervention Trial) dar mit dem Ziel, die spétere Entwicklung des Typ

1 Diabetes zu verzogern oder gar zu verhindern. In den Jahren 1992 - 2002 wurden mehr als



30.000 erstgradige Verwandte auf das Vorhandensein von Autoantikdrpern untersucht und
ggf. in die prospektive plazebo-kontrollierte und doppelblind randomisierte
Interventionsstudie eingeschlossen. Die Ergebnisse dieser Studie, gewonnen in der Funktion
als nationaler Studienkoordinator der deutschen ENDIT-Beteiligung, fliessen ebenfalls in die

vorliegende Arbeit ein.

Besonders evident wird die Beziehung zwischen Diabetes und Immunologie beim
biologischen Ersatz des erkrankten Inselapparates durch Inselzelltransplantation (ITX) als
Therapieprinzip bei Patienten mit Typ 1 Diabetes. Neben den klassischen Mechanismen der
allogenen TransplantatabstoBung geféhrdet zusitzlich der beim Empfanger zugrundeliegende
pathologische AutoimmunprozeB, der priméir das Empféngerpankreas selbst geschadigt hat,
das Uberleben des Inselzelltransplantates. Die prinzipielle Bedeutung dieser "disease
recurrence” konnte in einer eindrucksvollen Untersuchung an eineiigen Zwillingen gezeigt
werden. Das Pankreasspendertransplantat des nicht diabetischen Zwilling wurde vom
Empfénger, dem an Typ 1 Diabetes erkrankten Zwilling, innerhalb weniger Wochen zerstort
(Sibley et al., 1985). Die Effektormechanismen der Betazell-Zerstorung sind vorrangig in dem
komplexen Regelwerk des zelluldren Immunsystems mit den Interaktionen u.a. im Bereich
der Zytokine und Chemokine anzusiedeln. Den Antikorpern als Bestandteil des humoralen
Immunsystems kann jedoch, dhnlich wie beim Typ 1 Diabetes, eine entscheidende Rolle als
Marker des ablaufenden Autoimmunprozesses zukommen. Die Charakterisierung der
Autoantikorper bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern vor- und nach Inselzelltransplantation in
Gegenwart verschiedener Immunsuppressiva stellen in Analogie zu den Untersuchungen im

Prédiabetes einen Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit dar.

Wenn von den vielfiltigen Bezichungen zwischen Diabetes und Immunologie die Rede ist,
sollen abschlieBend noch einige Aspekte nicht unerwéhnt bleiben, wenngleich sie nicht
zentraler Bestandteil der vorliegenden Arbeit sind. Immungenetische Analysen haben seit der
ersten Publikation im Jahre 1973 (Singal & Blajchman, 1973) ganz wesentlich zum
Verstédndnis der Pathogenese dieser Erkrankung und dariiberhinaus der biologischen
Bedeutung des HLA-Komplexes beigetragen. Ein weiterer Aspekt der Wechselbeziehung
zwischen Diabetes und Immunologie ist die gesteigerte Infektbereitschaft des Diabetikers,
insbesondere fiir bakteriell bedingte Erkrankungen oder aber die verlangsamte Heilung nach
Unféllen und Operationen. Dies wird besonders augenfillig beim "diabetischen FuB3-

Syndrom". Interessante Untersuchungen aus jiingster Zeit finden eine Assoziation zwischen



Insulin Resistenz und vermehrter subklinischer Inflammation, erhéhtem CRP, Fibrinogen
sowie erhohten PAI-1-Spiegeln  (Haffner, 2003). Hieraus werden vermehrte
proinflammatorische Prozee in der Pathogenese der Atherosklerose beim Pra-Typ 2
Diabetiker abgeleitet, ein weiteres Beispiel fiir die Wechselbeziehungen zwischen Diabetes

und Immunologie.

Zusammenfassend sei angemerkt, dafl die Immunologie in der Vergangenheit entscheidend
zum Verstdndnis der Erkrankung Diabetes mellitus beigetragen hat und auch zukiinftig
richtungsweisende Erkenntnisse aus dem Wechselspiel zwischen "Diabetes und
Immunologie" erwachsen werden. Die vorliegende Arbeit beleuchtet einen Teilaspekt dieses
Wechselspiels mit Fokus auf die "Bedeutung einer differenzierten Autoantikorper- und

Antikorperanalytik in der Diabetologie".



1.2 Autoantikérper und Antikorper in der Diabetologie

1.2.1 Autoantikérper in der Immundiagnostik des Diabetes mellitus

Unterschieden werden derzeit vier, inzwischen gut charakterisierte
Autoantikorperspezifititen: Die Inselzell-Antikorper (ICA), die Autoantikérper gegen die 65
K-Isoform  der  Glutamatdecarboxylase = (GADA), Autoantikdrper gegen  den
intracytoplasmatischen Teil einer Tyrosinphosphatase IA-2/ICA 512 (anti-IA-2 Ak) und die
Insulin-Auto-Antikorper (IAA). Dariiberhinaus sind noch weitere Antigene und Autoantigene
beschrieben worden, deren Stellenwert jedoch noch nicht abschliefend bewertet werden kann.
Hier seien u.a. nur das IA-28 (Phogrin), das 38 K-Antigen, das 65 K Heat Shock Protein und
die Carboxypeptidase H erwéhnt.

Die Erstbeschreibung der Inselzell-Antikorper (ICA) bei Patienten mit insulinpflichtigem
Diabetes mellitus und weiteren autoimmunen Polyendokrinopathien stammt von Bottazzo
(Bottazzo et al., 1974). Die Datenlage fiir die ICA ist naturgemél sehr gut, da es sich bei den
ICA um den ersten und damit am ldngsten systematisch untersuchten immunologischen
Marker handelt. Diese Antikorper werden bis heute durch indirekte Immunfluoreszenz auf
Kryostatschnitten von humanem Pankreas der Blutgruppe 0 nachgewiesen. Die indirekte
Immunfluoreszenz hat jedoch methodenimmanente Probleme durch die Subjektivitdt in der
Beurteilung, mit der auch nur eine Semiquantifizierung in Titerstufen moglich ist.
Dariiberhinaus ist der Test schlecht fiir Massenuntersuchungen mit hohem Probendurchsatz
anwendbar. Dies stand einer weiten Verbreitung im Wege. So gelang zwar trotz grofler
internationaler Bemiihungen mit internationalen Workshops eine Verbesserung der
Standardisierung, die jedoch nach wie vor unbefriedigend bleibt (Marner et al., 1986;
Bonifacio et al., 1990; Lernmark et al., 1991). Zu diesen methodischen Problemen kommt
hinzu, daB je nach verwendeter Labormethode und Expertise in Kollektiven aus frisch
manifestierten Typ 1 Diabetikern zwar eine gute Spezifitit mit 98% erreichbar ist, die

Sensitivitdt jedoch mit nur ca. 70-80% unbefriedigend bleibt (Landin-Olsson et al., 1989).

Inzwischen wurde erkannt, da3 es sich bei den Inselzell-Antikorpern um eine heterogene
Gruppe von Antikérpern handelt, die gegen unterschiedliche Antigene der Betazelle gerichtet

sind. Vereinfacht gesagt handelt es sich also bei der unter dem Mikroskop erkennbaren



Anférbung der Inseln (ICA) um die globale Erfassung einer polyvalenten humoralen
Immunreaktion gegen verschiedene Antigene der Betazelle ohne genaue Differenzierung der
humoralen Immunantwort auf Antigenebene. Somit ist die ICA-Testung ein natiirlicher AK-
Kombinationstest. Er hat naheliegenderweise jedoch als Einzeltest nach wie vor die hochste
Spezifitit und Sensitivitéit beziiglich Diagnostik und Pradiktion eines sich entwickelnden Typ

1 Diabetes.

Die Differenzierung der humoralen Immunantwort gegen Betazell-Antigene gelingt heute
deutlich genauer durch die Differenzierung in Antikorper gegen die 65 K-Isoform der
Glutamatdecarboxylase (GADA) und Antikérper gegen den intracytoplasmatischen Teil einer
Tyrosinphosphatase 1A-2/ICA512 (anti-IA-2 Ak). Durch die Identifizierung beider
Zielantigene ist es gelungen, zwei zentrale Antigene der Betazelle auf molekularer Ebene zu
charakterisieren, die einen Grofiteil der spezifischen ICA-Farbung ausmachen (Bonifacio et
al., 1995; Atkinson et al., 1993; Richter et al., 1992; Myers et al., 1995). Inzwischen stehen
zuverldssige Assays auf Basis der gentechnisch hergestellten rekombinanten Antigene zur

Verfiigung.

Antikorper gegen ein 64-K-Inselzellprotein wurden 1982 erstmals von Baekkeskov et al.
beschrieben (Baekkeskov et al., 1982). 1990 gelang die Identifizierung des 64 K-Proteins als
GABA-synthetisierendes Enzym Glutamatdecarboxylase (GAD) wiederum durch die
Arbeitsgruppe um Baekkeskov (Baekkeskov et al., 1990). Es existiert neben der 65 K-Isoform
noch eine zweite 67 K-Isoform, die jedoch fiir den humanen Typ 1 Diabetes keine Bedeutung
hat. Die Haupt-Epitopregionen auf dem GAD-Molekiil, die von den Antikorpern erkannt
werden, liegen im Bereich der AS 240-435 und 451-570. GADA finden sich bei ca. 60%
neumanifestierter Typ 1 Diabetiker und sind im Vergleich zu anderen Antikdrpern sehr
sensitive, aber weniger spezifische Marker fiir den Typ 1 Diabetes. Sie miissen deshalb zur
Verbesserung der Spezifitdt mit anderen Markern kombiniert werden (Seissler et al., 1996).

Anti-IA-2-Antikorper binden an transmembrandse Proteine mit der Bezeichnung IA-2 (auch
ICA 512), die zu den Tyrosinphosphatasen gehoren. Die Antikorperbindungsstellen liegen im
intracytoplasmatischen Anteil. Noch vor der molekularen Identifizierung zeitgleich durch
zwei Arbeitsgruppen im Jahre 1995 (Bonifacio et al., 1995; Payton et al., 1995) waren beide
Antigene als 40 K- und 37 K- Protein und diese wiederum als tryptische Spaltprodukte eines
64 K-Proteins bekannt. Anti-IA-2-Ak sind sehr spezifisch fiir den Typ 1 Diabetes und



kommen bei etwa 60% von neumanifestierten Typ 1 Diabetikern vor. Im Pridiabetes sind sie

mit einer raschen Krankheitsprogression assoziiert (Christie et al., 1997).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dal die im Fluoreszenzmikroskop sichtbare ICA-
Farbung durch die Reaktion der Serumantikorper mit verschiedenen B-Zellantigenen
zustande kommt, von denen die beiden zentralen als GAD-65 und Tyrosinphosphatase 1A-
2/ICAS12 identifiziert sind. Da sie jedoch nicht die gesamte ICA-Bindung ausmachen, wird
vermutet, daB weitere, bisher noch unbekannte, ICA-Antigene existieren. Eine Ubersicht {iber

das Verstindnis des "Binnenverhéltnis" der AAK untereinander gibt Abbildung 3.

Das Spektrum der Autoantikérper wird komplettiert durch die Insulin-Auto-Antikérper
(IAA), die eine Sonderstellung einnehmen. Es handelt sich um Antikorper gegen das korper-
eigene Hormon Insulin und nicht um subzelluldre Strukturen der Betazellen oder Membranen.
Die Insulin-Auto-Antikorper treten definitionsgemdl vor exogener Insulingabe auf (s.a.
1.2.2), d.h. die Bestimmung von IAA unter exogener Insulintherapie ist nicht aussagefahig.
Die IAA-Bestimmung gelingt zuverldssig nur in Radioimmunoassays, dies wurde in
zahlreichen workshops bestitigt, die Bestimmung im ELISA ist obsolet (Kuglin et al., 1990).
Die IAA sind hochaffin und erkennen Epitope des Insulinmolekiils, die die Aminosauren 8-13
der Alpha-Kette und 1-3 der Beta-Kette umfassen (Castano et al., 1993). Sie werden bei ca.
20-70% frisch manifestierter Typ 1 Diabetiker gefunden. Die grofle Streuung kommt dadurch
zustande, dafl die Privalenz der IAA umgekehrt proportional dem Alter bei
Diabetesmanifestation ist, am haufigsten sind die IAA bei Kindern unter 5 Jahren (Ziegler et
al., 1991). Der Schwerpunkt der IAA-Bestimmung liegt im Bereich der Diagnostik des Typ 1

Diabetes im Kindesalter und bei der Pradiktion.
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Abb. 3: Die Abbildung zeigt eine native Insel (oben lins), umgeben von exokrinem
Gewebe (HE-Féarbung, Vergr. 400x). Gegeniibergestellt die ICA-Farbung mittels indirekter
Immunfluoreszenz (oben rechts, Vergr. 400x). Darunter eine schematische Darstellung der
ICA-Zusammensetzung aus iiberwiegend GADA und anti-IA-2-Ak sowie einem kleinen

Anteil noch nicht néher charakterisierter weiterer AAK und TAA.

In extrem seltenen Fillen konnen die Insulin-Auto-Antikorper in sehr hohen Titern quantitativ
relevant Insulin binden und zum sogenannten Insulin-Autoimmunsyndrom fiihren mit
spontaner Hypoglykdmie, Hyperinsulindmie und gestorter Glucosetoleranz bis hin zum
manifesten Diabetes. Die Erstbeschreibung erfolgte durch Hirata (Hirata & Ishizu, 1972).
Weitere Fallberichte folgten, u.a. auch an unserer Klinik durch Discher (Discher et al., 1990)
und kiirzlich durch Lohmann (Lohmann et al., 2001).

Die Immundiagnostik auf Basis der vier Autoantikérper (ICA, GADA, anti-IA-2-Ak, IAA)
hat in der klinischen Diabetologie einen etablierten Stellenwert bei der Diabetesmanifestation
mit dem Ziel einer korrekten Klassifizierung und bei der Frithdiagnostik nichtdiabetischer

Risikopopulationen.



Die Autoantikdrpertestung bei Patienten zum Zeitpunkt der Diabetesmanifestation ist
hilfreich zur differentialdiagnostischen Unterscheidung gegeniiber Patienten mit Typ 2
Diabetes, MODY-Diabetes (maturity onset diabetes in young people), hereditdren oder
sekunddren Diabetesformen. Durch die kombinierte Testung mehrerer Autoantikérper im
Vergleich zur Einzeltestung konnen Sensitivitdit und Spezifitit der Immundiagnostik
verbessert werden. Die Kombination aller vier Autoantikorpertests ergibt die hdchste
Sensitivitdt von nahezu 100% bei Patienten unter 30 Jahren, nach dem 30. Lebensjahr ist die
Sensitivitdt deutlich geringer. Vom methodischen Standpunkt aus ist interessant, daf} die
Dreifachbestimmung der vergleichsweise einfach zu bestimmenden definierten
Autoantikorper IAA, GADA und anti-IA-2-Ak der Vierfachbestimmung fast ebenbiirtig ist, in
dieser Altersgruppe die ICA-Bestimmung also verzichtbar erscheint. Andererseits sind im
hoheren Lebensalter neben den GADA die ICA am héaufigsten positiv im Verhéltnis zu den
IAA oder anti-IA-2-Ak. Gerade zur Erfassung der dlteren Typ 1 Diabetiker empfiehlt sich
also die Bestimmung insbesondere der GADA und ICA (mod. nach Ziegler & Scherbaum,
1999).

Hinblick auf eine spatere Insulinabhéngigkeit ist Teil der vorliegenden Arbeit.

Die Charakterisierung insbesondere der GADA in dieser Altersgruppe auch im

Die Friihdiagnostik nichtdiabetischer Risikopopulationen kann erwogen werden bei
Verwandten von Typ 1 Diabetikern, Patienten mit autoimmun polyglanduldren Syndromen,
Patienten mit Zoliakie und Frauen mit Gestationsdiabetes. Tabelle 1 zeigt die Haufigkeit des

Typ 1 Diabetes in den genannten Populationen.

Allgemeinbevdlkerung 0.3%
Risikopopulationen
Verwandte ersten Grades 3-8%
Gestationsdiabetikerinnen 6-10%
Autoimmun polyglanduldres Syndrom I 5%
Autoimmun polyglandulédres Syndrom I1 50%
Zoliakie 5%

Tab. 1: Haufigkeit des Typ 1 Diabetes in verschiedenen Populationen (modifiziert nach

Ziegler & Scherbaum, 1999)




Die Autoantikorperdiagnostik in diesen Populationen hat zum Ziel, moglichst frithzeitig im
Krankheitsprozel einen sich entwickelnden Typ 1 Diabetes zu identifizieren, um ggf.
préaventiv intervenieren zu konnen. Obwohl die bisherigen Studien zur Sekundirprévention
(ENDIT, DENIS, DPT-1) noch keine positiven Ergebnisse in dieser Hinsicht erbracht haben,
erscheint ein Screening unter folgenden Gesichtspunkten sinnvoll: Das Wissen um die
Insulitis schafft zum einen Aufmerksamkeit fiir das Erkennen und die richtige Zuordnung von
Frithsymptomen bei Manifestation der Krankheit als Voraussetzung einer optimalen Therapie
und ermdglicht zum anderen die Erprobung von MaBnahmen zur Pravention des manifesten
Diabetes (mod. nach Ziegler & Scherbaum, 1999). Die Screeningoption bei derzeit "noch"
fehlender Moglichkeit einer wirksamen Pravention wird sehr kontrovers diskutiert. In jedem
Fall ist eine ausfiihrliche Aufkldrung moglicher Kandidaten iiber die verschiedenen Aspekte
der Screeningmafinahme zu fordern, um eine eigenverantwortliche Entscheidung fiir oder

gegen die Autoantikdrperbestimmung zu gewdhrleisten.

Insbesondere in der Risikopopulation der erstgradigen Verwandten von Typ 1 Diabetikern
haben groB3 angelegte Studien wesentliche Informationen iiber die Sensitivitdt, Spezifitdt und
den positiven pradiktiven Wert der Autoantikorperdiagnostik erbracht. Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefithrte Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie an 882
erstgradigen Verwandten von Typ 1 Diabetikern mit prospektiver Beobachtung iiber mehr als
12 Jahre hatte die Charakterisierung der diabetesrelevanten Autoantikdrper in Hinsicht auf
eine spétere Diabetesmanifestation zum Ziel. ICA positive Probanden mit erhdhtem Risiko

fiir die Entwicklung eines Typ 1 Diabetes wurden der Praventionsstudie ENDIT zugefiihrt.

Bisher wenig erforscht ist die Autoantikdrperpravalenz bei Langzeit Typ 1 Diabetikern vor-
und nach Inselzelltransplantation. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Langzeit-Typ
1 Diabetiker systematisch untersucht hinsichtlich der Autoantikdrperpravalenz, moglichen
Zusammenhingen mit residualem C-Peptid, Neuropathie oder definiertem HLA-Status.
Dariiberhinaus wurde der Einflu3 von Immunsuppressiva untersucht und bei
Inselzelltransplantierten Patienten die Autoantikorperverldufe in Korrelation zur Funktion des
Inseltransplantates analysiert, um potentiell unterschiedliche Prognosegruppen zu

identifizieren.



1.2.2 Antikérperbildung gegen exogenes Insulin

Insulin kann im Organismus verschiedene Immunantworten hervorrufen. Entscheidend fiir die
Zuordnung ist, ob bereits eine Exposition gegen exogenes Insulin stattgefunden hat oder

nicht.

Gut definiert ist zum einen die Autoantikorperbildung gegen das korpereigene Hormon ohne
vorherige exogene Insulinexposition bei Patienten im Rahmen des Autoimmunprozefes eines
Typ 1 Diabetes und bei dem sehr seltenen Insulin Autoimmunsyndrom. Dies wurde im
vorherigen Abschnitt genauer behandelt (s.a. 1.2.1). Im Gegensatz hierzu kann es unter
exogener Insulingabe im Rahmen der Insulintherapie zur Bildung von Insulin-Antikorpern
kommen. Dies ist keinesfalls an das Vorhandensein eines Autoimmundiabetes gebunden. Es

konnen alle Patienten betroffen sein, die eine Insulintherapie erhalten.

Uber die Immunogenitit exogen verabreichten Insulins ist viel spekuliert worden.
Physiologischerweise wird das Insulin portalvends sezerniert, die biologisch wirksame Form
im Plasma ist das Monomer. Die subcutane Verabreichung ist unphysiologisch und setzt mit
der Injektion einen, wenn auch kleinen, immunologischen Stimulus. Das subcutane
Hautkompartiment ist reich an Makrophagen und Antigen présentierenden Zellen.
Dariiberhinaus liegt das Insulin dort ldngere Zeit als Polymer vor, z.B. als Hexamer oder
Dimer, wodurch die sterische Konformation mit Présentation der antigenen Determinanten
moglicherweise so verdndert wird, da3 es zur Induktion der Immunreaktion kommt (Airaghi
et al, 2001; Kumar, 1997). Insbesondere die Antikorper-Antigen-Interaktionen sind
konformationsabhéngig, wihrend die zellulire Immunreaktion eher durch lineare Epitope
nach Antigenprozessierung, koexprimiert mit MHC-Produkten wu.a. auf Antigen

préasentierenden Zellen, initiiert wird (Brostoff et al., 1991).

Das klinische Bild der Immunreaktionen unter exogener Insulintherapie hat sich in den letzten
Jahrzehnten gewandelt. Wahrend frither oft schwere Reaktionen durch die Verunreinigungen
in den Prédparationen beobachtet wurden und zudem die verwendeten tierischen Insuline
relativ immunogen waren, hat nach der chromatografischen Aufreinigung der
Insulinpréparationen ab den 70-iger Jahren und letztlich durch die gentechnische Herstellung
des Humaninsulins die Héaufigkeit der Immunreaktionen deutlich abgenommen (Federlin,

1985; Francis et al., 1985; Schernthaner, 1993). Trotzdem beobachtet man auch unter



Verwendung von Humaninsulin in vielen Féllen eine Insulin-Antikorperbildung der Klasse

IgG, aber auch der Klasse IgE (Velcovsky & Federlin K, 1982).

Unterschieden werden zwei verschiedene Mechanismen bei den immunologisch vermittelten
Komplikationen unter Insulintherapie: 1.) Die Bildung von Insulin spezifischen IgE-
Antikérpern, verbunden mit lokalen Hautreaktionen und in Einzelfdllen auch generalisierend
bis zur Anaphylaxie. Es handelt sich um die klassische Insulinallergie vom Typ 1 nach
Coombs und Gell, die im klinischen Erscheinungsbild jedoch immer von einer Reaktion
gegen Inhaltsstoffe bzw. galenische Zusitze wie z.B. Protamin abzugrenzen ist. 2.) Die
Bildung von Insulin spezifischen IgG-Antikérpern, die als neutralisierende Antikorper
metabolisch signifikant Insulin binden bzw. neutralisieren und so zu einer instabilen
Stoffwechsellage beitragen konnen durch die gestorte Insulinkinetik mit Insulin-
Komplexbildung und hiufig verzdgerter Dissoziation (Federlin et al., 1971). In ganz seltenen

Fillen treten beide Mechanismen bei einem Patienten gleichzeitig auf (s.a. 3.5.2).

Waihrend die klassische Insulinallergie heute sehr selten ist, finden sich Insulin spezifische
IgG-Antikorper relativ haufig. In einer Studie an 578 Patienten unter Insulintherapie mit
Humaninsulin wurde nach 2 Jahren Therapie in iiber 50% der Fille eine Bildung von Insulin
spezifischen IgG-Antikorpern beobachtet (Schernthaner, 1993). Schon niedrige Titer von
Insulin spezifischen Antikdrpern gegen humanes rekombinantes Insulin kénnen durch eine
tempordre Neutralisierung des Insulins die Insulinprofile beeinflussen mit signifikanten
metabolischen Konsequenzen wie instabile Stoffwechsellage oder Hypoglykdmien (van

Haeften et al., 1989; Francis et al., 1985).

Es bleibt jedoch festzuhalten, daB nicht in jedem Fall diese Insulin spezifischen IgG-
Antikorper klinisch relevant sind, da das Bindungsverhalten aufgrund unterschiedlicher
Antikorper-Aviditdten verschieden ausgeprigt sein kann und letzlich nur in wenigen Féllen

eine klinisch relevante Insulinbindung mit schweren metabolischen Komplikationen resultiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit haben wir eine Methode zur Differenzierung des
Bindungsverhaltens der Insulin spezifischen Antikorper adaptiert, modifiziert und einen
standardisierten Algorithmus zu Diagnose und Management der heute immer noch relevanten

immunologischen Komplikationen unter Insulintherapie etabliert.



1.3  Antikérper in der Diagnostik hiufiger koinzidenter Erkrankungen

1.3.1 Autoantikérper bei den Autoimmun Polyglanduliren Syndromen (APS)

Autoimmun Polyglanduldre Syndrome (APS) sind durch das gemeinsame Auftreten
verschiedener Autoimmunerkrankungen gekennzeichnet, die vorwiegend endokrine Driisen
betreffen. Urspriinglich klassifiziert durch Neufeld (Neufeld et al., 1980) unterscheidet man
die sehr seltene juvenile Form (APS Typ I, auch APECED-Syndrom), die sich im Kindes-
und Jugendalter zumeist mit einer mukokutanen Candidiasis, dem idiopathischen
Hypoparathyreoidismus und der Nebennierenrindeninsuffizienz manifestiert. Inzwischen
konnte mittels Kopplungsanalysen der Gendefekt auf Chromosom 21 lokalisiert werden, es
handelt sich um eine monogene Erkrankung (Nagamine et al., 1997). Das APS Typ 1 ist nicht

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Hiervon unterschieden wird eine adulte Form (APS Typ II) mit multifaktorieller genetischer
Grundlage (polygene Erkrankung), bei der das gemeinsame Auftreten einer
Autoimmunthyreopathie (z.B. Hashimoto Thyreoiditis), die Nebennierenrindeninsuffizienz
(M. Addison) und der Typ 1 Diabetes vorherrschend sind. Manchmal wird noch ein Typ III
vom Typ Il abgegrenzt, wenn keine Nebennierenrindeninsuffizienz, aber eine atrophe
Autoimmungastritis (ggf. mit Perniciosa) vorliegt. Fiir das APS Typ II ist eine familidre
Héufung bekannt. Die Prdvalenz wird mit 15-45 Erkrankungen pro Million Einwohner
angegeben, Frauen sind 1.6-3mal hédufiger betroffen als Minner. Die assoziierten
Autoimmunopathien manifestieren sich zumeist mit Beginn des zweiten oder dritten
Lebensjahrzehntes, konnen sich aber mit deutlich abfallender Tendenz noch bis ins sechste

Lebensjahrzehnt ausbilden (Forster et al., 1999; Neufeld et al., 1980).

Die autoimmune Genese dieser Erkrankungen wurde auf die Beobachtung zuriickgefiihrt, da3
in den betroffenen Driisen eine lymphozytére Infiltration mit Zerstorung und konsekutivem
Funktionsausfall des Organs gefunden wird, und parallel hierzu organspezifische
Autoantikorper im Serum nachweisbar sind. Dariiberhinaus besteht eine Assoziation mit

definierten HLA DR/DQ Genen (Riley, 1992; Gambelunghe et al., 1999).



Organspezifische Autoantikdrper gegen die verschiedenen endokrinen Driisen bieten nicht nur
Einblicke in die Pathogenese der Erkrankungen und ermdglichen die Diagnose bei
Funktionsstorungen des jeweils geschadigten Organs, sondern konnen auch in
Risikopopulationen, vergleichbar dem Vorgehen beim Typ 1 Diabetes, zur Frithdiagnostik
noch asymptomatischer Patienten herangezogen werden (Rabinowe & Eisenbarth, 1986;

Bigazzi, 1990; Riley, 1992).

Als Risikopopulationen im Hinblick auf ein potentielles Autoimmun Polyglanduldres
Syndrom miissen alle Patienten betrachtet werden, die bereits von einer endokrinen
Autoimmunerkrankung betroffen sind. In Anbetracht der langen Zeitintervalle zwischen dem
Auftreten der verschiedenen Endokrinopathien erscheint es sinnvoll, gezielt und regelmaBig

nach weiteren Immunendokrinopathien zu suchen.

Das Spektrum der fiir die Autoimmun Polyglanduldren Syndrome relevanten Autoantikorper
ist breit. Der Typ 1 Diabetes ist u.a. mit den Autoantikdrpern GADA, anti-IA-2-Ak, IAA und
ICA assoziiert (s.a. 1.2.2). Bei der Hashimoto Thyreoiditis finden sich hdufig Autoantikérper
gegen Thyreoperoxidase und die weniger spezifischen Autoantikorper gegen Thyreoglobulin
(Gilmour et. al., 2000; Petri et al., 1991). Anti-Parietalzell-Ak und Nebennierenrinden-Ak
sind signifikant assoziiert mit dem Auftreten einer atrophen Autoimmungastritis bzw. eines
Morbus Addison (Stewart et al., 1999; Volta et al., 1997; Weetman, 1995; Betterle et al.,
1997; Yu et al., 1999). Diese Liste lieBe sich noch deutlich erweitern, insbesondere bei
differenzierter Betrachtung der jeweiligen molekularen Zielantigene, von denen fortlaufend
neue identifiziert und charakterisiert werden, insbesondere als Komponenten innerhalb des
Zytochrom-P450-Systems (u.a. 17 Alpha-Hydroxylase, 21-Hydroxylase) oder als Enzyme der
Neurotransmittersynthese (u.a. aromatische L-Aminosédure-Decarboxylase, Tryptophan-
Hydroxylase). An dieser Stelle sei jedoch aus Platzgrinden auf die einschldgige und

weiterfiihrende Literatur verwiesen (Ubersicht in Vogel et al., 2002).

Unter Screening-Gesichtspunkten ist es wichtig, eine Indexerkrankung zu definieren, bei
deren Auftreten nach weiteren, hidufig koinzidierenden Erkrankungen, gesucht wird. Als
Indexerkrankung kann sowohl die Hashimoto Thyreoiditis gew#hlt werden, als auch der Typ
1 Diabetes. Beide gehoren zu den haufig vertretenen Entitdten innerhalb des APS Typ 2. Bei
Auftreten eines M. Addison sollte in jedem Fall nach weiteren Autoimmunopathien gesucht

werden, allerdings ist die Prdvalenz des M. Addison so niedrig, dal er sich im Rahmen



groferer Screeningprogramme nicht als Indexerkrankung eignet. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit haben wir den Typ 1 Diabetes als Indexerkrankung definiert, um nach

weiteren Manifestationen eines APS Typ 2 zu suchen.

1.3.2 Antikérperdiagnostik der Zoliakie

Die Zoliakie ist eine Erkrankung des proximalen Diinndarms mit einem Zottenschwund der
Diinndarmschleimhaut, die in der Regel sowohl morphologisch wie auch klinisch auf eine
glutenfreie Diét anspricht. Beim klinischen Vollbild der Zoliakie stehen die Leitsymptome
Gewichtsverlust, Durchfille und ein Blédhbauch als Ausdruck der Malabsorption im
Vordergrund. Folgen dieser Malaborption sind Defizienzen in verschiedenen
Kompartimenten, die sich u.a. als Andmie, Osteoporose oder Wachstumsretardierung dufern
kann. Als Spétfolgen ist eine erhohte Inzidenz fiir Non Hodgkin Lymphome gesichert,
insbesondere fiir das meist spét erkannte und schwer zu therapierende, T-Zell Lymphom des

Diinndarms.

Besonders interessant im Zusammenhang mit den Fragestellungen der vorliegenden Arbeit,
ist die Assoziation der Zoliakie mit dem Diabetes mellitus Typ 1. Eine manifeste Zoliakie
findet sich bei 5% der Typ I Diabetiker, die Prédvalenz Zoliakie assoziierter
Antikorperphdnomene wird von verschiedenen Arbeitsgruppen noch deutlich héher mit ca.
10-15% angegeben. Neueste Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Ziegler mit Ergebnissen
aus der BABYDIAB Studie legen moglicherweise einen kausalen Zusammenhang
frithkindlicher Glutenexposition mit der Entwicklung der Typ 1 Diabetes assoziierten AAK
nahe, die als Surrogatmarker eng mit dem spéteren Auftreten eines Autoimmundiabetes

assoziiert sind (Ziegler et al., 2003).

Das klinische Erscheinungsbild der Zoliakie hat sich im letzten Jahrzehnt gewandelt. Seltener
tritt das Vollbild mit massiven Durchfillen und Gewichtsverlust auf, wesentlicher haufiger
sind die stillen oder oligosymptomatischen Formen, bei denen sich klinisch zwar eine
abgeflachte Mucosa, aber nur gelegentlich eine Andmie, ein Eisenmangel oder eine

Osteopenie findet (Caspary & Stein, 1999).
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Die Primérdiagnostik insbesondere der asymptomatischen oder oligosymptomatischen
Formen hat sich durch die Weiterentwicklung der serologische Antikdrpertestung
grundlegend gewandelt und zu einem neuen Verstdndnis der Erkrankung gefiihrt. Seit
Jahrzehnten wurde die Bestimmung von Gliadin-Ak eingesetzt, die jedoch eine
unbefriedigende Sensitivitét (ca. 65-90%) und Spezifitét (70-95%) mit v6llig unzureichenden

Vorhersagewerten aufweisen.

Tabelle 2 gibt eine Ubersicht iiber die verschiedenen Marker.

Serologischer positiver | negativer
Test Sensitivitit | Spezifitit| prid. Wert| priad. Werte
Endomysium-IgA 85-98 97-100 98-100 80-95
(ind. Immunfl.)
anti-huTransG-IgA 93 99 99 93
(ELISA)
anti-Gliadin-IgG 69-85 73-90 20-95 41-88
(ELISA)
anti-Gliadin-IgA 75-90 82-95 28-100 65-100
(ELISA)

Tab. 2: Testspezifische Charakteristika der verschiedenen Zoliakie-assoziierten Antikdrper

(modifiziert nach Farrell &Kelly, 2002).

Spiter setzten sich die Endomysium-Ak mit hoher Sensitivitét (ca. 95%) und hoher Spezifitit
(100%) und Vorhersagewerten zwischen 90-100% durch. Nachteil der Endomysium-Ak-

Bestimmung ist  jedoch der Nachweis mittels Immunfluoreszenz an

Affendsophagusmuskulatur.

Vergleichbar der Situation bei den Inselzell-Antikérpern (s.a. 1.2.2) gab es intensive
Bemiihungen, das Zielantigen auf molekularer Ebene zu identifizieren, um dann iiber eine
gentechnische rekombinante Herstellung zuverlédssige Assaysysteme zu entwickeln. Der
Berliner Arbeitsgruppe von Dr. W. Dieterich, Prof. Schuppan und Prof. Riecken gelang 1997
die Identifizierung des das Zielantigen der

Enzyms Gewebstransglutaminase als
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Endomysium-Ak (Dieterich et al., 1997). Diese stellen nun den Goldstandard in der
Antikérperdiagnostik der Zoliakie dar.

In der Diagnostik der Zoliakie ist die Biopsie mit der Klassifikation nach MARSH immer
noch der Goldstandard, wird aber insbesondere in den asymptomatischen oder
oligosymptomatischen Stadien durch die neue Serodiagnostik erginzt. Entsprechend dem
sogenannten Eisberg-Konzept (Méki & Collin, 1997) bestdtigen die Antikorper die Diagnose
bei positiver Biopsie (die prinzipiell mehrdeutig sein kann), definieren jedoch auch bei
negativer Biopsie latente Stadien der Zoliakie, deren genauer klinischer Stellenwert
einschlieBlich ihrer Prognose noch nicht abschlieBend beurteilt werden kann. Die Prdvalenz
aller Stadien zusammen wird heute in westlichen Landern mit 1:300 angegeben und liegt

damit dhnlich hoch wie die Pravalenz des Typ 1 Diabetes.

Abbildung 4 gibt eine Ubersicht der verschiedenen Stadien der Zoliakie in Abhéngigkeit vom
Antikorperstatus, dem klinischen Bild und dem Biopsieergebnis, klassifiziert nach MARSH.
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Abb. 4: Eisberg-Modell der Zoliakie, modifiziert nach Méki & Collin, 1997. Dargestellt sind
die verschiedenen Stadien der Zoliakie abhénig vom Ausmal} der Mucosaldsion, dem
Antikorperstatus und dem klinsichen Bild. Die blaue Linie symbolisiert die klinsiche

Wahrnehmungsschwelle der typischen Zoliakie assoziierten Symptome.
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1.4 Methodenkritik der Autoantikorperdiagnostik

Autoantikorper sind Immunglobuline, die gegen korpereigene Antigene (Autoantigene)
gerichtet sind. Unabhéngig von ihrer moglichen pathogenetischen Wirkung (z.B. bei den
TSH-Rezeptor-Ak) kommt einer Vielzahl von Autoantikdrpern eine grofie klinische
Bedeutung in der Frilhdiagnostik, Differentialdiagnostik und Prognostik von

Autoimmunerkrankungen zu.

In den letzten Jahren ist es zu einer fast explosionsartigen Zunahme von
Autoantikorperuntersuchungen gekommen. Dies birgt gewisse Gefahren. Zum einen ist bisher
die Standardisierung der Autoantikdrperbestimmung trotz vielfacher Bemiihungen noch nicht
auf dem Niveau der klinisch-chemischen Parameter, und es gibt kein offizielles
Zulassungsverfahren fiir diagnostische Assaysysteme zur Sicherstellung etablierter
Qualitdtsstandards, vergleichbar z.B. der iiber BfArM regulierten Medikamentenzulassung.
Dies fiihrt dazu, dafl die Qualitét der auf dem Markt verfiigbaren Assays sehr unterschiedlich
ist. Zum anderen sind viele diagnostisch relevante Autoantikorper in ihrer Feinspezifitit
heterogen. Mit unterschiedlichen Assays werden daher hdufig unterschiedliche Untergruppen
von Autoantikorpern erfasst, d.h. die Ergebnisse beziiglich einer bestimmten Spezifitit
konnen je nach eingesetzter Methode differieren. Autoantikorperbefunde bediirfen daher

immer einer besonderen Interpretation.

Zu fordern sind fiir die serologische Diagnostik Tests mit hoher Sensitivitit und Spezifitit
(>95%), woraus sich dann brauchbare positive und negative Vorhersagewerte ableiten lassen.
Bei der Festlegung der sogenannten Normbereiche (hdufig erhoben an Blutspendern, die
sensu strictu nur einer epidemiologischen Stichprobe entsprechen) ist jedoch zu beachten, daf3
Sensitivitdt und Spezifitat invers korrelieren, und daher die Definition dieser Normbereiche
immer einen Kompromif3 darstellen (ggf. Optimierung iiber ROC-Plots), bezogen auf den
individuellen Parameter und seinen geplanten Einsatz. Bei Screeninguntersuchungen ist das
erklérte Ziel, moglichst vollsténdig alle Risikopersonen eines Kollektivs zu erfafen, der Test
wird auf Kosten der Sperzifitidt sehr sensitiv ausgelegt sein unter in Kaufnahme falsch
positiver Ergebnisse. Erst mit einem zweiten Anschlufitest gelingt dann haufig die

erforderliche Verbesserung der Spezifitit. In der gezielten Diagnostik zur Bestétigung eines
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klinischen Erkrankungsverdachts wird man dagegen primér eine hohe Spezifitit fordern (auf

Kosten der Sensitivitét), um das Risiko falsch positiver Resultate zu minimieren.

Ein einfaches Rechenbeispiel soll verdeutlichen, daf3 vor allem bei seltenen Erkrankungen das
Risiko der Fehlinterpretation grof ist. Bei Erkrankungen mit einer Pravalenz von 1:100.000
wird ein sehr guter Test mit einer Spezifitit von 99%, d.h. ein Test, der mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 1:100 falsch positiv ist, hdufig falsch und nur selten richtig positiv
sein. Bei einer Sensitivitdt von 100% und einer ungezielten Anwendung im Rahmen von
"Screening" wire dieser Test nach 100.000 Proben 999mal falsch und nur einmal richtig
positiv. Je mehr andere Parameter jedoch einbezogen werden (z.B. Kombination
verschiedener Antikorperbefunde), desto giinstiger wird die diagnostische Aussageféhigkeit

der Autoantikorperbefunde.

Hinzu kommen in der Autoantikérperbestimmung methodenspezifische Besonderheiten. Es
seien beispielhaft nur einige Aspekte genannt, die fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
verwendeten Parameter von Bedeutung sind. Die indirekte Immunfluoreszenz ist in
besonderem Malle Untersucherabhidngig und stellt oft nur einen Eingangstest als
Screeningverfahren dar, da es Antikorperkombinationen erfait und nicht molekular
identifizierte Autoantigene (z.B. ICA, s.a. 1.2.2). Fiir andere Parameter, wie z.B. die IAA, ist
gezeigt worden, dafl die ELISA-Technologie deutlich schlechter abschneidet als der
kompetitive RIA mit 7 Tagen Inkubation (Kuglin et al., 1990). Fir GADA und anti-IA-2-Ak
gilt, da} die betreffenden Autoantigene z.B. beim klassischen "Coating" auf ELISA-Platten
ihre native sterische Konformation &ndern, und dann als lineare Epitope von den
Autoantikdrpern schlechter erkannt werden, so dal ein deutlicher Verlust an Sensitivitit
droht. Diese Parameter miissen daher in Fliissigphasenassays (meist als RIA) bestimmt

werden.

Bei der Durchfiihrung von Autoantikdrperanalysen und deren Interpretation sollten daher drei

Grundvoraussetzungen erfiillt sein:

1) Die Bestimmungsmethode mufl dem Parameter addquat sein (z.B. keine Bestimmung
von ICA auf Affenpankreas; keine Messung der IAA im ELISA; GADA oder anti-la-
2-Ak in Fliissigphasenassays; nach Moglichkeit Einsatz von hochreinen/rekombinant

hergestellten Autoantigenpréparationen etc.).
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2.) Die verwendeten Assays miissen qualitdtskontrolliert sein in den entscheidenden
Kategorien Sensitivitdt ("krank als krank erkennen"), Spezifitit ("gesund als gesund
erkennen"), Konsistenz ("Rate an Ubereinstimmung bei Doppelbestimmung, intra-
/inter-Assay-Varianz") und  Validitdt  (Testresultat  auBerhalb  der 3.
Standardabweichung vom Goldstandard). Dies setzt Ringversuche voraus mit
internationalen ~ Referenzseren, die jedoch bisher nur fiir wenige
Autoantikdrperspezifititen verfiigbar sind.

3) Die Interpretation der Befunde sollte unter Kenntnis der methodischen Besonderheiten

und unter Einbeziehung des klinischen Kontext erfolgen.

Im folgenden Abschnitt werden einige Aspekte zu den im Rahmen der vorliegenden Arbeit
verwendeten Autoantikorper-Assays skizziert. Genauere Einzelheiten sind den jeweiligen, im

Anhang aufgefiihrten, Publikationen zu entnehmen.

Die Bestimmung der ICA erfolgte im Giessener Labor durch indirekte Immunfluoreszenz auf
humanem Pankreas der Blutgruppe 0 in Doppelbestimmungen mit Titration bis zum Endtiter.
In jedem Ansatz wird eine Positivkontrolle und mehrere Negativkontrollen mitgefiihrt. Die
Positivkontrolle ist abgeglichen gegen ein internationales Referenzserum mit einem Titer von
20 JDFunits (Juvenile Diabetes Foundation Units), zur Verfiigung gestellt durch die
Immunology of Diabetes Society (IDS) und eingesetzt im Immunolgy of Diabetes ICA-
Proficiency Program (IDW). Wihrend der gesamten Zeit der Giessen-Bad Oeynhausen
Familienstudie erfolgte die regelmédfBige Teilnahme an den IDW Workshops (#3/5/7/9/11) zur
Standardisierung der ICA. Die Ergebniss lagen durchgehend bei 95-100% in den Kategorien
Sensitivitdt, Spezifitit, Konsistenz und Validitit. Parallel hierzu wurde im Rahmen der
ENDIT-Studie fiir die Screening und Rekrutierungsphase iiber regelmaflige Ringversuche mit
Aussendung verblindeter Seren innerhalb des ENDIT-Studienverbundes die Qualitét der ICA-

Bestimmung sichergestellt.

Die IAA-Bestimmung erfolgte im kompetitiven RIA mit Inkubation der Proben iiber 7 Tage.
Dieses Assayprinzip gilt als der Goldstandard (Kuglin et al., 1990) und wurde, wie die ICA,
regelmiBig in den IDW-Workshops (#2/4/6) qualititskontrolliert. Die Ergebnisse fiir
Sensitivitdt, Spezifitit, Konsistenz und Validitdt lagen, wie bei der ICA-Bestimmung,
zwischen 95-100%. Neuere Entwicklungen zur IAA-Bestimmung sind Mikroassays (RIA) mit

kurzer Inkubationszeit und geringem Probenvolumen (Naserke et al., 1998), die vergleichbare
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Ergebnisse bringen. Die ersten Ringversuche lassen erwarten, dafl dieses Assayprinzip die

bisherige Bestimmungsmethode ablosen wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur Bestimmung der 64 K Ak zunichst der
urspriinglich durch Christie (Christie et al., 1990) beschriebene Immunprézipitationsassay mit
Autoradiografie etabliert gemdl einer Modifikation durch Seissler (Seissler et al., 1992).
Nach Identifikation der Glutamatdecarboxylase als Zielantigen der 64 K-Ak war dann
zwischenzeitlich ein Radioimmunoassay durch Petersen und Dyrberg (Petersen et al., 1994)
entwickelt worden. Wihrend eines Forschungsaufenthaltes in der vorgenannten Arbeitsgruppe
konnte die Technik durch den Autor adaptiert und im Giessener Labor etabliert werden. Fiir
diesen Assay wird das Antigen rekombinant iiber eine Proteinexpression hergestellt.
Ausgangsmaterial ist cDNA, kodierend fiir humane GAD 65, die iiber eine in vitro
Transkription zu mRNA und nachfolgend durch in vitro Translation in Gegenwart von
radioaktiv markiertem **S-Methionin zu radioaktiv markierter, humaner GAD 65 exprimiert
wird. Patientenserum wird mit der markierten GAD 65 immunprézipitiert (Fiissigphasen-
Assay) und dann an Protein-A-Sepharose adsorbiert, gefolgt von der Quantifizierung im Beta-
Counter. Die anti-IA-2-Ak-Bestimmung folgt dem gleichen Prinzip. In den folgenden Jahren
wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Medipan (Selchow, Deutschland) dieses Testprinzip
in kommerziell verfiigbare Assays fiir die Detektion von GADA und anti-IA-2-Ak nach dem
IRMA-Prinzip umgesetzt. Diese Assays wurden im 1. Diabetes Autoantibody Standardization
Program (DASP, Nachfolge der IDW-Workshops), veranlaBt durch die IDS in
Zusammenarbeit mit den US-Amerikanischen Centres For Disease Control (CDC), evaluiert.
Aufgrund des guten Abschneidens im DASP ist das Giessener Labor seit dem 17.04.2002 als
Referenzlabor und Schulungslabor fiir die Bestimmung von anti-IA-2-Ak und GADA
akreditiert (Dr. C. Jaeger: CDC - 0136).

Zu den Einzelheiten der dariiberhinaus im Rahmen der vorliegenden Untersuchung
angewendeten Assays zur Detektion spezifischer Autoantikérper gegen Thyreoglobulin,
Thyreoperoxidase, Nebennierenrinde, Parietalzellen, Gewebstransglutaminase-A sowie
Gliadin IgG/IgA sei auf die Publikationen im Anhang verwiesen. Dies gilt im Besonderen fiir
die Methodik der Insulin-Ak-Bestimmung (IgG/IgE) mit Analyse des Dissoziationsverhaltens
bei der Entwicklung des Algorithmus zur Abkldrung immunologischer Komplikationen unter

Insulintherapie (s.a. 1.2.1 und 3.4).
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, da3 die hier zur Anwendung gekommenen Testsysteme
den oben beschriebenen, spezifischen Anforderungen bei der Autoantikdrperdetektion
entsprechen. Die erzielten Ergebnisse bieten somit eine valide Grundlage fiir weiterfithrende

Analysen und Interpretationen.
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2 FRAGESTELLUNG DER EIGENEN UNTERSUCHUNGEN

Eine Ubersicht iiber die Fragestellungen der eigenen Untersuchungen gibt Abbildung 5.
Entlang des natiirlichen Verlaufs der Erkrankung sind die fiir Antikorper- und
Autoantikorperanalytik relevanten Themenfelder aufgelistet. Gegeniibergestellt finden sich

die Verweise auf die zugehdrigen Kapitel mit Abhandlung der jeweiligen Fragestellungen.

Pradisposition

Pradiktion:
Typ 1 Diabetes 2.1;2.2
(APS/Zdliakie) 3.1;3.2
Insulitis
Sekundirprivention:
Typ 1 Diabetes 2.1; 3.1
Differentialdiagnose: Manifestation

Typ 1/Typ 2 Diabetes .
bei Manifestation im des Autoimmun- [, 5. 53
Erwachsenenalter diabetes ’

|Inselzelltransplantation:
("Autoimmune Disease

Recurrence'") 24;3.4
Komplikationen 2.5:3.5
der Insulintherapie T

durch Insulin Ak (IgG/E)
Spéatsyndrom/Tod
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2.1 Pridiktion und Privention des Typ 1 Diabetes

Weltweit gesehen liegen die Lénder mit der hochsten Inzidenz an Typ 1 Diabetes innerhalb
Europas. Grofle epidemiologische Studien weisen einen jahrlichen Anstieg der Inzidenz von
3-4% aus (EURODIAB ACE Study Group, 2000). In Finnland beobachtet man eine
Vervierfachung der Prdvalenz, verglichen mit den 50iger Jahren (Tuomilehto et al., 1999).
Nach 20-25 Jahren Krankheitsdauer entwickeln ca. 50% der Typ 1 Diabetiker eine klinisch
manifeste diabetische Nephropathie (Makroalbuminurie), nahezu 100% eine diabetische
Retinopathie und ca. 40-70% eine Neuropathie. Hinzu kommt die ca. 15-fach erhohte
Amputationsrate aufgrund des diabetischen Fuf-Syndroms und die deutlich erhohte
kardiovaskulare Mortalitdt (Bretzel, 2000).

Es liegt daher nahe, Anstrengungen zu unternehmen, den Typ 1 Diabetes im Stadium des
Pridiabetes zu  erfassen  und  Prddiktionsmodelle =~ mit  Blick auf  die
Erkrankungswahrscheinlichkeit zu entwickeln. Auf der Basis einer gesicherten Voraussage
der Erkrankungswahrscheinlichkeit kann dann therapeutisch interveniert werden mit dem Ziel
einer Pravention des Typ 1 Diabetes. Auch der Blick auf die Folgekomplikationen bei
manifestem Typ 1 Diabete mellitus unterstreicht die Notwendigkeit, praventive Strategien im

Sinne einer Primér- oder Sekundarpravention zu entwickeln, die potentiell kurativ sind.

Eine Pradiktion des Typ 1 Diabetes im Stadium des Prédiabetes ist prinzipiell moglich. Sie
bietet sich insbesondere bei erstgradigen Verwandten von Typ 1 Diabetikern an, die bereits
aufgrund des dhnlichen genetischen Hintergrundes ein erhohtes Risiko (ca. 3-8%) fiir die
Entwicklung des Typ 1 Diabetes aufweisen, und damit eine ideale Zielgruppe zur Etablierung
von Prédiktionsmodellen darstellt. Vor Identifikation der GADA und anti-IA-2-Ak wurden
bereits Pradiktionsmodelle auf Basis von ICA und IAA-Messungen beschrieben (Tarn et al.,
1988; Bonifacio et al., 1990; Riley et al., 1990). Diese wurden jedoch meist innerhalb von
Hochrisikokollektiven erarbeitet mit einem hohen Hintergrundrisiko entweder durch
Préselektion fiir ICA-Positivitit oder durch einen grofen Anteil von Verwandten aus
Multiplex-Familien (Familien mit mehr als einem Typ 1 Diabetiker) und iiberwiegender
Rekrutierung von Geschwistern mit hoherem Risiko verglichen mit Eltern. Diese Selektion

der untersuchten Kollektive und die Beschrinkung auf die Marker ICA und ggf. TAA
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erschwerte die Verallgemeinerung der erarbeiteten Pradiktionsmodelle als Grundlage fiir

weiterfithrende Interventionsstudien.

Ziel unserer Untersuchungen im Rahmen der Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie (1985-
1997) war es, in einer prospektiven Studie ein moglichst prézises und differenziertes
Pradiktionsmodell zur Risikostratifizierung noch gesunder Familienangehériger von Patienten
mit Typ 1 Diabetes zu erarbeiten. Im Unterschied zu fritheren Untersuchungen handelt es sich
bei der hier vorgestellten Studienpopulation um ein hinsichtlich der Altersstruktur typisch
internistisches Probandenkollektiv (Eltern, Geschwister und Kinder von Typ 1 Diabetikern,
iiberwiegend aus Simplex Familien) mit relativ niedriger Inzidenz und ohne Vorselektion fiir
ICA-Positivitit im Vergleich zu bisher iiberwiegend untersuchten Hochrisikokollektiven
(ICA-Vorselektion, iiberwiegend Geschwister von Typ 1 Diabetikern, hoher Anteil aus
Multiplex-Familien). Weiterhin sollten neben den bereits etablierten Markern ICA und IAA
jetzt auch die neuen Autoantikérper GADA, anti-IA-2-Ak und verschiedene Kombinationen
aller vier Autoantikdrper auf ihren priadiktiven Wert hinsichtlich spiterer Entwicklung eines

Typ 1 Diabetes untersucht werden. Die erzielten Ergebnisse werden unter 3.1.1 dargestellt.

In einer gesonderten Querschnittsuntersuchung an Seren von 1436 erstgradigen Verwandten
von Typ 1 Diabetikern (Giessen-Bad Oeynhausen Kohorte und ENDIT-Screeningpopulation
s.u.), haben wir zur Untermauerung des Zwei-Schritt-Screeningmodells mit initialer
GADA/anti-IA-2-Ak-Testung die Haufigkeitsverteilungen der AAK nochmals untersucht
unter der Fragestellung, ob eine kombinierte GADA/anti-IA-2-Ak-Testung die initiale
histochemische ICA-Testung beim Screening ersetzen kann. Die Ergebnisse sind unter 3.1.2

dargestellt.

Parallel hierzu wurden erste Versuche hinsichtlich einer Sekunddrpridvention des Typ 1
Diabetes unternommen. Sowohl im Tierversuch als auch in offenen, unkontrollierten
Pilotstudien hatten sich Hinweise fiir eine potentiell erfolgreiche Prévention zum einen durch
parenterale Insulingabe und zum anderen durch orale Verabreichung von Nikotinamid in
hoher Dosis ergeben. Zur Uberpriifung dieser beiden therapeutischen Ansitze wurde in den
USA der DPT-1 (Diabetes Prevention Trial in Type 1 Diabetes) aufgelegt (DPT-Type 1
Diabetes Study Group, 2002) und in Europa die internationale Multicenter-Studie ENDIT
(European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial) initiiert. Beide Studien hatten das Ziel,

die spitere Entwicklung des Typ 1 Diabetes zu verzogern oder gar zu verhindern.
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Im Zuge der ENDIT-Studie wurden in den Jahren 1992 - 2002 in Europa, Kanada und Texas
(insgesamt 20 teilnehmende Nationen) mehr als 30.000 erstgradige Verwandte auf das
Vorhandensein von ICA untersucht und ggf. in die prospektive plazebo-kontrollierte und
doppelblind randomisierte Interventionsstudie ENDIT eingeschlossen. Neben den bereits
innerhalb der Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie identifizierten Hochrisikoprobanden
wurden in Deutschland noch zusitzlich ca. 1200 weitere erstgradige Verwandte hinsichtlich
einer moglichen Eignung fiir ENDIT gescreent und dann ggf. in die Studie aufgenommen.
Die Ergebnisse der ENDIT-Studie, gewonnen in der Funktion als nationaler

Studienkoordinator der deutschen Beteiligung, werden unter 3.1.3 dargestellt.
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2.2 Friihdiagnostik hiufiger koinzidenter Erkrankungen

Das Autoimmun Polyglandulidre Syndrom Typ 2 (APS Typ 2) wird dominiert durch das
gemeinsame Auftreten von Typ 1 Diabetes, Autoimmunthyreoiditis, M. Addison und
gelegentlich auch einer Autoimmungastritis. Es tritt familiér gehduft auf mit einer Pravalenz
von 15-45/Mio. Einwohner. Das APS Typ 2 kann sich inkomplett manifestieren, die
einzelnen Komponenten konnen mit Latenzen von Jahrzehnten klinisch evident werden (s.a.

1.3.1).

Die klinischen Konsequenzen bei Koinzidenz dieser Erkrankungen liegen einerseits in den
negativen Auswirkungen der jeweiligen einzelnen Erkrankung (Hyperglykédmie,
Hypothyreose, Hypocortizismus, Andmie), andererseits jedoch auch in den jeweiligen
Wechselwirkungen wie beispielsweise die instabile Stoffwechsellage ("Brittle Diabetes")
eines Typ 1 Diabetes durch Verlust der Gegenregulation beim M. Addison oder die
Wechselwirkungen bei gleichzeitigem Vorliegen einer latenten Hypothyreose (Ubersicht in
Cooper, 2001). Die Fritherkennung eines APS Typ 2 hat daher naheliegende therapeutische
Konsequenzen. Sie liegen u.a. in einer frithzeitigen isohormonalen Therapie und Vermeidung
von Komplikationen wie Hypothyreose, Addison-Krise oder Instabilitit des koinzidenten Typ
1 Diabetes innerhalb des APS.

Unter Screening-Gesichtspunkten ist es wichtig, eine Indexerkrankung zu definieren, bei
deren Auftreten nach weiteren Erkrankungen aus dem Formenkreis des APS Typ 2 gesucht
wird. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit haben wir den Typ 1 Diabetes als Indexerkrankung
definiert und bei den Teilnehmern der Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie sowohl die
manifest an Typ 1 Diabetes erkrankten Indexpatienten als auch deren erstgradige Verwandte
im Sinne einer Querschnittsuntersuchung auf das, fir das APS Typ 2 relevante
Autoantikorper-Spektrum untersucht. Unser Ziel war es, eine effiziente und rationale
Screeningstrategie zur aktiven Fallfindung moglicher APS Typ 2 bei manifest erkrankten Typ
1 Diabetikern und ihren erstgradigen Verwandten abzuleiten. Der Einschlufl der erstgradigen
Verwandten erfolgte aufgrund der bekannten familidren Héufung des APS Typ 2 bei
Familienangehorigen mit dhnlichem genetischen Hintergrund. (Forster et al.,1999; Neufeld et

al., 1980). Die erzielten Ergebnisse werden unter 3.2.1 dargestellt.
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Im Verlauf der Untersuchungen ergab sich eine Haufung von Schilddriisen-Ak bei den
erstgradigen Verwandten von Typ 1 Diabetikern. In einer anschlieBenden
Léangsschnittuntersuchung haben wir die TSH-Entwicklung bei 427 dieser erstgradigen
Verwandten iiber 7 Jahre nachverfolgt, um die Frage einer moglichen Progression der
Hashimoto Thyreoiditis mit Verschlechterung der Stoffwechsellage zu kléren. Die Ergebnisse

werden unter 3.2.2 dargestellt.

Eine weitere, hdufig mit dem Typ 1 Diabetes koinzidierende Erkrankung ist die Zoliakie (s.a.
1.3.2). Die hohe Koinzidenz der Zdliakie bei Typ 1 Diabetikern wird neben anderen Faktoren
auf einen dhnlichen genetischen Hintergrund beider Erkrankungen zuriickgefiihrt (Cronin et
al., 1997; Corazza & Gasbarrini, 1995; Houlston et al., 1997; Sollid et al., 1989). Die
Wechselwirkungen bei gleichzeitigem Auftreten beider Erkrankungen liegen auf der Hand.
Bei Typ 1 Diabetikern, die zugleich an Zoliakie leiden, ist mit hdufigen Hypoglykdmien,
Durchféllen und instabilem Diabetes zu rechnen. Eine moglichst frithzeitige Diagnose ist
Voraussetzung fiir eine gute Prognose der, durch glutenfreie Diét alleine, erfolgreich

behandelbaren Zoliakie.

Ahnlich wie bei den Autoimmun Polyglanduliren Syndromen liegt daher ein Zoliakie-
Screening auf Basis der gut etablierten Antikorper (anti-transG-IgA, Gliadin IgG/IgA) nahe,
um so eine Frithdiagnose der Zoliakie zu ermdglichen. Die Giessen-Bad Oeynhausen
Familienstudie bietet sich fiir diese Untersuchungen an und ermdglicht es, die Prévalenz der
Zoliakie assoziierten Antikorper bei den manifest erkrankten Typ 1 Diabetikern zu erfassen
und gleichzeitig erstmalig die Héufigkeiten dieser Antikorper bei ihren erstgradigen
Verwandten mit &dhnlichem genetischen Hintergrund zu untersuchen. Darstellung der

Ergebnisse unter 3.2.1.
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2.3 Klassifikation des Diabetes mellitus mit Manifestation im

Erwachsenenalter

Bereits kurz nach der Charakterisierung der GAD 65 Antikorper héuften sich Berichte iiber
eine relativ hohe Privalenz (10-15%) an positiven GADA-Befunde bei Patienten, die klinisch
als Typ 2 Diabetiker imponierten. Der Begriff des LADA (Latent Autoimmune Diabetes in
Adulthood) wurde eingefiihrt (Tuomi et al., 1993; Zimmet et al., 1994). Dieser impliziert eine
autoimmune Genese mit Betazell-Zerstorung als wichtigen Mechanismus in der Pathogenese
einer Subgruppe von Patienten mit Diabetesmanifestation im Erwachsenenalter, die rasch zur
Insulinbediirftigkeit voranschreiten. Die damals giiltige WHO-Klassifikation, die nicht
dtiologisch ausgerichtet war, sondern auf der Differenzierung nach Insulinbediirftigkeit in

IDDM und NIDDM beruhte, verlor durch diese Uberlegungen zunehmend an Trennschirfe.

Seit 1992 werden Seren von Patienten mit Diabetesmanifestation jenseits des 30.
Lebensjahres in unserer Serumbank gesammelt, die zum Zeitpunkt der Manifestation nach der
damals giiltigen WHO-Klassifikation als NIDDM (Typ 2 Diabetiker) zu klassifizieren waren.
Nach der Etablierung des GADA-Assays in unserem Labor 1994 begannen wir eine
systematische Analyse auf GADA und ICA sowohl der vorhandenen, als auch prospektiv
neuer Seren aus dieser Patientengruppe. Ziel war es, die klinischen und immunologischen
Parameter zu erfassen und mit der Dauer bis zum Eintritt einer Insulinbediirftigkeit im Sinne
eines "Sekundérversagen" zu korrelieren, um so Hinweise fiir die vermutete autoimmune
Genese bei sogenannten NIDDM-Patienten (Typ 2 Diabetiker) zu erhalten. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der 1996 durchgefiihrten Zwischenauswertung

unter 3.3.1 vorgestellt.
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2.4 Autoantikorper bei inselzelltransplantierten Patienten mit Typ 1

Diabetes mellitus

Derzeit stellt sich die Indikation zur Inselzelltransplantation (ITX) aufgrund der nach ITX
lebenslang notwendigen Immunsuppression nahezu ausschlieBlich bei Typ 1 Diabetikern mit
chronischer Niereninsuffizienz und Dialysebehandlung, die auf ein Nierentransplantat warten
oder bereits nierentransplantiert sind und aus diesem Grunde ohnehin immunsuppressiv
behandelt werden miissen (Bretzel et al., 2001). Kiirzlich wurde am Transplantationszentrum
in Edmonton (Alberta, Kanada) eine Modifikation des bisherigen
Inselzelltransplantationsverfahrens eingefiihrt, bei dem Typ 1 Diabetiker nach einem
speziellen Protokoll ("Edmonton-Protokoll") transplantiert wurden, die noch keine
Einschrankung der Nierenfunktion aufwiesen (Shapiro et al., 2000). Angeregt durch die
Edmonton-Daten mit bisher unerreichten Raten an Inselzelltransplantatfunktion und
Insulinunabhéngigkeit wurde vor kurzem, finanziert unter dem Dach des neu etablierten
internationalen "Immune Tolerance Network (ITN)", eine internationale Multicenterstudie
aufgelegt (Teilnehmer: Edmonton, Miami, Minneapolis, St. Louis, Boston, Seattle, Giessen,
Genf und Mailand), um die Wirksamkeit und Sicherheit des "Edmonton-Protokoll" zu
iiberpriifen (Ubersicht in Brendel et al., 2003).

Trotz groBer Fortschritte im Bereich der klinischen Inselzelltransplantation bleibt jedoch ein
grundsétzliches Problem bestehen. Die Allotransplantation Langerhansscher Inseln bei
Patienten mit Autoimmundiabetes (Typ 1 Diabetes) bedeutet eine Reexposition des
Empféngerorganismus gegen die urspriinglichen, den Autoimmunprozell auslosenden und
perpetuierenden Autoantigene. Das Schicksal der transplantierten Inselzellen wird demnach
bestimmt durch eine Kombination von unspezifischer Inflammation, spezifischer
Alloreaktivitit und der wiederkehrender Autoimmunitit (Ubersicht in Hering & Ricordi,
1999). Die potentielle Gefdahrdung der transplantierten Inselzellen durch "autoimmune disease
recurrence"” steht im Mittelpunkt der hier vorgestellten Untersuchungen. Sie ist in zahlreichen
Tierversuchen belegt (u.a. Terada et al., 1988; Wang et al., 1988; Stegall et al., 1996; Bartlett
et al., 1995). Einen Meilenstein in der Bearbeitung dieser Fragen im klinischen Setting stellt
die Pankreastransplantation bei eineiigen Zwillingen durch Sutherland und Mitarbeiter dar.
Das Pankreasspendertransplantat des nicht diabetischen Zwilling wurde vom Empfénger, dem

an Typ 1 Diabetes erkrankten Zwilling, innerhalb weniger Wochen zerstort (Sibley et al.,
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1985). Exemplarisch seien einige Arbeiten aus der klinischen Transplantation erwéhnt, die
ebenfalls eine wieder aufgetretene autoimmune Insulitis sowohl nach Pankreastransplantation
(Tyden et al., 1996; Braghi et al., 2000), als auch nach Inselzelltransplantation (Stegall et al.,
1996) gezeigt haben.

Im derzeitigen Setting der Inselzelltransplantation erfolgt die Ubertragung der Inseln zu einem
relativ spdten Zeitpunkt, viele Jahre nach Manifestation des Typ 1 Diabetes. Wéhrend die
immunologische Charakterisierung des Prddiabetes und des Diabetes zum Zeitpunkt der
Manifestation bereits weit vorangekommen ist, existieren nur wenig vergleichbare Daten zur

immunologischen Charakterisierung der Langzeit-Typ 1 Diabetiker.

Autoantikorper stellen im Prédiabetes etablierte Surrogatmarker der gegen die Inseln
gerichteten Autoimmunitét dar. Ziel der hier vorgestellten Arbeiten war es daher, in Analogie
zur Situation im Préadiabetes, die Generierung der Autoantikorper ICA, GADA und anti-IA-2-
Ak bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern vor- und nach Inselzelltransplantation zu untersuchen. Im
speziellen interessierten hierbei die Privalenz der AAK bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern
einschlieflich der Untersuchung moglicher Ursachen fir die Persistenz dieser
Autoimmunphénome sowie die Frage nach dem Einflul einer Immunsuppression auf die
AAK-Bildung. Von besonderem Interesse war dann die Frage, ob den AAK moglicherweise
eine Indikatorfunktion fiir ein verkiirztes Inselzelltransplantatiiberleben zukommt, und sie
daher moglicherweise fiir eine prognostische Stratifizierung herangezogen werden konnen.

Die erzielten Ergebnisse werden unter 3.4.1-3 dargestellt.

36



2.5 Insulin-Antikérper als Ursache von Komplikationen unter

Insulintherapie

Obwohl die immunologischen Komplikationen unter Insulintherapie nach Einfithrung der
Humaninsuline in die Therapie insgesamt selten geworden sind, ist das Spektrum der
moglichen Manifestationen breit. Eindriicklich und direkt richtungsweisend sind allergische
Hautreaktionen unmittelbar nach der Insulininjektion. Diese miissen jedoch differenziert
werden hinsichtlich einer klassischen "Insulinallergie" oder einer allergischen Reaktion gegen
galenische Zusitze wie z.B. Protamin, Cresol etc. Ganz vereinzelt treten auch systemische

Reaktionen im Sinne einer generalisierten Anaphylaxie auf.

In ihrer moglichen Kausalitit vieldeutiger sind die Manifestationen potentieller
immunologischer Komplikationen unter dem Bild der "schlechten BZ-Einstellung mit hohem
HbAlc", der Insulinresistenz, hdufiger ndchtlicher Unterzuckerungen oder unter dem Bild des
hochgradig instabilen, sogenannten "Brittle Diabetes". Hier ist die Differentialdiagnose sehr
umfangreich. Nicht selten jedoch wird eine mogliche immunologische Ursache durch
insulinbindende Antikorper tiberhaupt nicht mehr in die Differentialdiagnose einbezogen und
folgerichtig daher iibersehen. Eine Tatsache, die fiir den betroffenen Patienten von erheblicher

Bedeutung sein kann.

Ein standardisiertes Vorgehen zur Differenzierung der genannten immunologischen
Komplikationen ist essentiell bei der Diagnosefindung und notwendige Voraussetzung vor
Einleitung spezifischer TherapiemaBinahmen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit haben wir
einen Algorithmus zur systematischen Abkldrung dieser immunologischen Komplikationen
entwickelt, ergdnzt um Vorschlige zur Therapie. Dieser Algorithmus wird unter 3.5.1
aufgefiihrt und erldutert. Im nachfolgenden Kapitel (3.5.2) werden die erzielten Ergebnisse
bei vier reprasentativen Patienten mit immunologischen Komplikationen unter Anwendung

dieses Algorithmus dargestellt.

37



3 DARSTELLUNG UND DISKUSSION DER ERGEBNISSE

3.1. Pridiktion und Privention des Typ 1 Diabetes mellitus

Die im folgenden dargestellten Ergebnisse entstammen der ersten Zwischenauswertung
(1997) der Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie, deren Koordination ich ab 1994
iibernommen habe, und der internationalen Multicenter-Studiec ENDIT, fiir die ich als

Nationaler Studienkoordinator der deutschen Beteiligung ebenfalls seit 1994 tdtig bin.

3.1.1 Die Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie

Ab 1985 wurden insgesamt 882 gesunde, erstgradige Familienangehdrige aus 264 Familien
mit mindestens einem bereits an Typ 1 Diabetes erkrankten Mitglied (Index-Patient)
hinsichtlich einer spiteren Diabetesentwicklung in regelméfigen Abstinden prospektiv
untersucht, und Serumproben gewonnen, die zunichst auf ICA und IAA, nach 1994 und
riickwirkend zusétzlich auf GADA und anti-IA-2-Ak untersucht wurden. Bei den Probanden
handelte es sich um 485 Eltern (Alter im Median: 43 Jahre), 382 Geschwister (Alter im
Median: 16 Jahre) und 15 Kinder (Alter im Median: 17 Jahre) von Patienten mit Typ 1
Diabetes. 44 Studienteilnehmer kamen aus Familien mit bereits mehr als einem erkrankten
Mitglied, sogenannten Multiplex Familien im Unterschied zu Simplex Familien mit bisher nur
einem erkrankten Mitglied. Der Beobachtungszeitraum betrug im Median 10.3 Jahre (Spanne
0.9-11.4 Jahre) und bis zur ersten Zwischenauswertung im Oktober 1997 hatten 16 Probanden
einen Typ 1 Diabetes neu entwickelt. Im Rahmen der hier vorgestellten Analyse wurden die

Serumproben verwendet, die bei Studieneintritt von den Probanden entnommen wurden.

Die Haufigkeit fiir ICA, IAA, GADA und anti-IA-2-Ak betrugen 4.9%, 3.3%, 7.6% und
4.0%. Insgesamt waren 103 Probanden (11.6%) positiv fiir mindestens 1 AAK. Unter diesen
Probanden wiesen 53 eine Positivitét fiir genau 1 AAK auf, wihrend 33 Probanden fiir 2
AAK-Spezifititen und 17 Studienteilnehmer fiir 3 oder 4 AAK positiv waren. Bei
kombinierter Analyse aller 4 AAK zusammen fiel auf, da3 die Kombination von GADA und
anti-IA-2-Ak tiber 93% der ICA-positiven Individuen mit ICA-Titern von 20 JDF oder mehr
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erfafite, ein Indiz dafiir, daf} die kombinierte Testung der molekular definierten Autoantigene

die ICA-Testung ohne grofBeren Informationsverlust ersetzen kann (s.a. 3.1.2).

Waihrend des Beobachtungszeitraums von iiber 12 Jahren entwickelten 16 Probanden neu
einen Diabetes mellitus Typ 1. Die Zeit zwischen Studieneintritt bis zur Manifestation betrug
im Median 3.4 Jahre (Spanne: 0.92 - 10.25). Innerhalb dieser Gruppe der neu manifestierten
Patienten betrugen die AAK-Haufigkeiten fiir ICA, IAA, GADA und anti-IA-2Ak 81%, 50%,
81% und 63%. Nur ein Proband war positiv fiir nur 1 AAK, 31% wiesen 2 AAK und 63% 3
oder 4 AAK auf. Auffillig war eine hohere Sensitivitét fiir die Kombination von GADA mit
anti-IA-2-Ak, mit der 94% der spéteren Diabetesfille richtig vorhergesagt werden konnten im
Vergleich zu nur 81% bei alleiniger ICA-Testung. Auch dies unterstreicht die potentielle
Uberlegenheit eines GADA und anti-IA-2-Ak basierten Primir-Screenings.

Besonders von Interesse waren die Zielgroen "Absolutes Erkrankungsrisiko" und "Relatives
Erkrankungsrisiko", die Analyse von "Autoantikdrperkombinationen" und die "Testung eines
Zwei-Schritt-Screening-Modells" mit initaler GADA & anti-IA-2-Ak-Testung, gefolgt von
ICA und IAA-Testung im zweiten Schritt.

Das "Absolute Erkrankungsrisiko" wurde mittels Life Table Analyse nach Kaplan & Meier
abgeschitzt und mittels Log-Rank-Statistik nach Mantel auf signifikante Unterschiede
tiberpriift. Das 5-Jahresrisiko bzw. 10-Jahresrisiko (positiver Vorhersagewert) wurde getrennt

in Abhédngigkeit von verschiedenen Parametern in zunéchst univariater Analyse ermittelt.

Tabelle 3 zeigt das 5-Jahres- bzw. 10-Jahresrisiko in Abhéngigkeit von epidemiologischen
Parametern (Herkunft aus Multiplex vs. Simplex-Familien, sowie Verwandtschaftsverhiltnis
zum Index-Patienten) und in Abhéngigkeit verschiedener AAK-Konstellationen einschlieBlich

des p-Niveaus fiir signifikante Unterschiede.

Tab. 3 Absolutes Erkrankungsrisiko in Abhéngigkeit von familidrer Belastung,
Verwandschaftsgrad sowie verschiedenen Autoantikorperkonstellationen bei
erstgradigen Verwandten von Typ 1 Diabetikern. Daten in Prozent (95%
Konfidenzintervall). Kaplan-Meier-Analyse und Log-Rank-Vergleich.
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Risikofaktor S-Jahres- 10-Jahres- p-Niveau
risiko risiko
Famililire Belastung
Simplex 1.2(0.5-1.9)  [1.6(0.8-2.5)
Multiplex 2.3 (0-0.6) 4.6 (0-10.3) <0.05 vs. Simplex
Verwandschaftsverhéltnis
Elternteil 0.4 (0-1.3) 0.9 (0-2.3)
Geschwister 2.5(0.9-4.0) 2.9 (1.2-4.6) <0.001 vs. Elternteil
Nachkomme 6.7 (0-19.5) 13.3 (0-30.9) <0.001 vs. Elternteil
Gesamte
Studienpopulation
ICA positiv 233 (10.4-36.1) |37.2(17.6-56.8) |<0.001 vs. ICA neg.
ICA <20 JDFu 8.3 (7.0-9.6) 8.3 (7.0-9.6) <0.001 vs. ICA neg.
ICA >20 JDFu 29.0 (12.7-45.3) |38.1(19.4-56.9) [<0.001 vs. ICA neg.
GADA positiv 12.0 (4.0-19.8)  |20.1 (9.3-30.8) |<0.001 vs.GAD neg.
TAA positiv 24.1 (8.2-40.0) 27.6 (11.0-44.1) |<0.001 vs. IAA neg.

anti-IA-2-Ak positiv

25.7 (10.9-40.5)

29.4 (13.6-45.2)

<0.001 vs. IA-2 neg.

1 AK positiv

kein Diabetes

2.1(0-4.3)

<0.05 vs. Ak neg.

2 AKk positiv

18.2(9.1-27.3)

24.6 (11.2-38.0)

<0.001 vs. Ak neg.

3 oder 4 Ak positiv 54.8 (32.7-76.9) |64.3 (41.1-87.5) |<0.001 ns. Ak neg.
Geschwister und
Kinder
ICA positiv 32.1(14.5-49.8) [41.3(21.8-60.8) |<0.001 vs. ICA neg.
ICA >20 JDFu 41.0 (19.9-61.9) |52.2 (30.0-74.5) |<0.001 vs. ICA neg.
GADA positiv 83(7.1-9.5)  |25.6(11.4-39.8) |<0.001 vs. GAD neg
TAA positiv 31.8 (11.9-51.7) |36.3 (15.8-56.9) |<0.001 vs. IAA neg.
anti-IA-2-AKk positiv 40.9 (19.9-61.8) |46.8 (24.9-68.8) |<0.001 vs. IA-2 neg.
1 AK positiv kein Diabetes kein Diabetes
2 AK positiv 20.4 (9.1-31.7)  |31.2(18.4-44.1) |<0.001 vs. Ak neg.
3 oder 4 AK positiv 64.3 (38.7-89.9) |74.0(50.3-98.6) [<0.001 vs. Ak neg.
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Mit Hilfe des Cox Proportional Hazards Model wurde in einem zweiten Schritt in
multivariater Analyse das "Relative Erkrankungsrisiko" ermittelt. Dies hat den Vorteil einer
gleichzeitgen Einbeziehung mehrer Risikofaktoren in die Risikoabschidtzung bei
verschiedensten Risikofaktorkonstellationen und vermittelt einen guten Eindruck iiber

unterschiedliche Gewichtungen der einzelnen Risikofaktoren.

Tabelle 4 listet das relative Erkrankungsrisiko auf.

Risikofaktor relatives Risiko p-Niveau
Modell 1: Gesamte Studienpopulation
familifire Belastung 16.1 (2.5-105.6) <0.01
Geschwister/Kinder 3.8 (1.2-16.3) <0.05
ICA positiv 15.2 (2.8-82.1) <0.01
GADA positiv 9.2 (1.9-44.4) <0.01
TAA positiv 4.9 (1.4-16.4) <0.01
anti-IA-2-AK positiv 43 (1.4-13.5) <0.05
Modell 2: Geschwister/Kinder relatives Risiko p-Niveau
familidre Belastung 18.6 (2.4-142.1) <0.01
ICA positiv 15.6 (2.0-121.1) <0.01
anti-IA-2-AKk positiv 11.4 (2.5-52.3) <0.01
IAA positiv 5.2 (1.5-18.4) <0.05
GADA positiv 4.0 (0.9-17.8) <0.05

Tab.4 Multivariate Analyse des relativen Erkrankungsrisikos in Abhdngigkeit verschiedener
Risikofaktoren. Analyse mittels Cox Proportional Hazards Model. Zur Verdeutlichung
sollen zwei Auswertungsbeispiele angefiihrt werden. Beispiel 1: Ein Proband, der
ICA-positiv ist, hat ein 15.2-fach erhohtes Risiko (Modell 1), verglichen mit einem
ICA-negativen Proband bei sonst gleichen Variablen. Beispiel 2: Ein Geschwister
(Modell 2), der GADA, anit-IA-2-Ak und ICA positiv ist, hat ein 4.0 x 11.4 x 15.6 =
711-fach erhohtes Erkankungsrisiko im Vergleich zu einem AAk-negativen

Geschwister.
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Betrachtet man "Autoantikdrperkombinationen", findet sich als zentrales Ergebnis eine hoch
signifikante  Korrelation (p<0.001) zwischen einer steigenden Anzahl positiver
Autoantikorperbefunde und einem zunehmenden Erkrankungsrisiko. Keiner der
Autoantikorper negativen Probanden entwickelte einen Typ 1 Diabetes. Im Vergleich hierzu
betrug das 10-Jahresrisiko in der Gruppe der Geschwister und Kinder mit 3 oder 4 positiven

Autoantikorperbefunden 74% (95% KI: 50.3-98.6).

Eine Screeningstrategie mit kombinierter Testung auf GADA & anti-IA-2-Ak im ersten
Schritt mit nachfolgender Testung positiver Probanden auf ICA und IAA im 2. Schritt erlaubt
eine Risikoabschitzung bereits im S-Jahreszeitraum von bis zu 67% (95%-KI: 39-90).

Abbildung 6 zeigt die Uberlebenskurven ohne Diabetes in Abhingigkeit von der Anzahl

positiver AAK-Befunde unter Verwendung des Zwei-Schritt-Screening-Modells.
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Abb. 6: Life-Table-Analyse des Diabetesfreien Uberlebens in Abhéngigkeit vom
Autoantikorperstatus bei Screening nach dem Zwei-Schritt-Modell mit inital
kombinierter GADA/anti-IA-2-Ak-Testung und Nachtestung positiver Individuen
auf ICA und IAA. In der Gruppe mit >2 positiven AAK erkranken 3 von 4
Probanden innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von 10 Jahren manifest an
einem Typ 1 Diabetes.
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Zusammenfassend 148t sich folgendes festhalten: Das Erkrankungsrisiko fiir die Entwicklung
eines Typ 1 Diabetes bei erstgradigen Familienangehdrigen betroffener Patienten steigt
signifikant mit der Anzahl der positiven Autoantikorperbefunde (p<0.001). Angehorige aus
Multiplex Familien haben ein signifikant hoheres Erkrankungsrisiko als Familienangehorige
aus Simplex Familien (p<0.05). Eltern haben ein signifikant geringeres Erkrankungsrisiko als
Geschwister und Kinder von Typ 1 Diabetikern (p<0.05). Die vorgeschlagene Screening-
Strategie mit initialer Testung auf GADA und anti-IA-2-Ak mit Nachtestung positiver
Probanden fiir ICA und IAA 16st die methodischen Probleme groBer Testreihen fiir ICA und
TAA, da nur die im ersten Schritt positiven Probanden auf ICA/IAA nachgetestet werden
miissen. Dieses Screening-Modell verbindet eine hohe Sensitivitét (94% der spéter tatsdchlich
erkrankten Individuen wurden erkannt) mit einer S5-Jahres-Risikoabschitzung fiir die
Entwicklung eines Typ 1 Diabetes von bis zu 67%. Es wird damit die Voraussage ermoglicht,
dal3 2 von 3 Probanden innerhalb eines 5-Jahreszeitraums einen Typ 1 Diabetes entwickeln

werden, wenn im Serum 3 oder 4 Autoantikdrper positiv sind.

Die frithen Studien zur Pridiktion des Typ 1 Diabetes (Tarn et al., 1988; Bonifacio et al.,
1990; Riley et al., 1990) basierten auf den zu der damaligen Zeit verfiigbaren ICA und IAA-
Bestimmungen. Die Kohorten bestanden iiberwiegend aus Hochrisikokollektiven mit hohem
Hintergrundrisiko entweder durch Préselektion fiir ICA-Positivitit oder durch einen groBien
Anteil von Verwandten aus Multiplex-Familien und iiberwiegender Rekrutierung von
Geschwistern mit hoherem Risiko verglichen mit Eltern. Einige dieser Kohorten wurden dann
bei Verfiigbarkeit von Seren fiir GADA und anti-IA-2Ak nachuntersucht, wobei sich sehr
hohe Pradiktionsniveaus ergaben. So z.B. in der Bart-Windsor Studie, in der bei Nachtestung
ein 5-Jahresrisiko von 88% bei drei oder mehr positiven AAK gefunden wurde (Bingley et al.,
1994). Eine andere Studie aus Denver vom Barbara Davis Center ergab 100% Pradiktion bei 3
positiven Autoantikdrpern unabhéngig von ICA (Verge et al., 1996). Diese hohen
Pradiktionsniveaus unterliegen dem Bias der Vorselektion der Ausgangskollektive und stellen
somit keine verldBliche Grundlage fiir die Planung prospektiver Priventionsstudien dar.
Sowohl wihrend der DENIS-Studie (Lampeter et al., 1998), als auch in der ENDIT-Studie
(Gale EAM, personliche Mitteilung, Publikation in Vorbereitung) fand sich eine niedrigere
Diabetesinzidenz und ein niedrigeres Pradiktionsniveau als aus den vorgenannten (jedoch

vorselektierten) Pradiktionsstudien zu erwarten gewesen wére.
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Diese eingeschrinkte Beurteilbarkeit der vorgenannten Studien waren der Ausgangspunkt
unserer 1997 durchgefiihrten Zwischenanalyse der Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie,
deren Kohorte nicht fiir ICA-Positivitdt vorselektiert ist und von einem eher niedrigen
Hintergrundrisikos durch niedrigen Anteil an Multiplex-Angehorigen und hohem Anteil an
Eltern von Typ 1 Diabetikern ausgeht. Die von uns gewonnenen Ergebnisse werden bestitigt
u.a. durch die Schwabinger Kohorte, die bei Vorliegen von 3 oder mehr Autoantikdrpern ein
nahezu identisches S5-Jahresrisiko von 64% beschreibt (Roll & Ziegler, 1997), welches

ebenfalls deutlich niedriger liegt im Vergleich zu den vorgenannten 88% vs. 100%.

Eine korrekte Risikoabschétzung ist fiir die Planung und Durchfithrung prospektiver
Préventionsstudien unabdingbar, die Implikationen fiir die Berechnung des Umfangs der
Screeningpopulationen, Abschitzung der Rekrutierungsraten, statistische Annahmen bei der
Definition der HO und HI1-Hypothesen etc. sind naheliegend. Exakte und differenzierte
Riskoabschitzungen der Erkrankungswahrscheinlichkeiten, wie die von uns im Rahmen der
Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie erarbeiteten Pradiktionsmodelle, bieten die

notwendige Voraussetzung fiir zukiinftige Studien zur Pravention des Typ 1 Diabetes.

Ein weiteres zentrales Ergebnis der Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie war der
Nachweis, daf eine Zwei-Schritt-Screening Strategie mit initialer Testung auf GADA und
anti-IA-2-Ak und Nachtestung nur der positiven Probanden fiir ICA und IAA keinen
signifikanten Informationsverlust, sondern tendentiell eine Verbesserung der Sensitivitdt und
des Vorhersagewertes erbringt. Unabhéngig hiervon ermdglicht erst dieses Vorgehen einen
breiten Einsatz dieser Parameter auf Populationsebene bedingt durch die methodischen
Schwierigkeiten insbesondere der ICA-Testung (s.a. 1.2.2 und 1.4). Die Ergebnisse aus der
Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie werden u.a. bestitigt durch zwei vergleichbare
Untersuchungen (Dittler et al., 1998; Seissler et al., 1996). Eine noch differenziertere
Betrachtungsweise gelingt durch zusétzliche Analyse der IgG-Subklassen, durch die ein 5-
Jahres-Prédiktionsniveau von bis zu 89% in bestimmten Konstellationen erreicht werden kann
(Achenbach et al., 2004). Ob dieses Vorgehen in die Routine Eingang finden wird, bleibt

allerdings abzuwarten.

Neben anderen Untersuchungen hat die Evidenz aus den genannten Studien zu den

gleichlautenden "Empfehlungen zum praktischen Vorgehen bei der Untersuchung von
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Risikogruppen zur Friihdiagnostik des Typ 1 Diabetes" gefiihrt (Ziegler & Scherbaum, in
Mehnert Standl Usadel (Hrsg) Diabetologie in Klinik und Praxis, 4. Auflage, 1999).

3.1.2 Vergleich der ICA vs. komb. GADA/anti-IA-2Ak-Testung

Der Ersatz einer initialen ICA-Testung durch kombinierte GADA/anti-IA-2-Ak-Bestimmung
beim Screening von Risikopopulationen ist in vielerlei Hinsicht attraktiv. Hierbei sind
besonders methodische Probleme bei der ICA-Bewertung zu nennen wie die
Untersucherabhéngigkeit, schwierige Standardisierung sowie die Tatsache, dafl die Methode
der indirekten Immunfluoreszenz nicht fiir groe Probenaufkommen geeignet ist (s.a. 1.2.1
und 1.4). Die Entwicklung zuverldssiger Testsysteme auf Basis rekombinanter GAD 65 und
IA-2 hat hier groe Fortschritte gebracht. Hinzu kommt jedoch das grundsitzliche Problem,
daf} bei Manifestation des Typ 1 Diabetes ca. 20-30% der Patienten ICA-negativ sind, und
eine Screeningstrategie, basierend auf initialer ICA-Testung, diese ICA-negativen
Risikoprobanden nicht erfassen wird. Der Stellenwert einer kombinierten GADA/anti-IA-2-
Ak-Testung anstelle einer ICA-Testung soll nachfolgend im direkten Vergleich kritisch

bewertet werden.

Die hier vorgestellte Analyse vergleicht die Pravalenzen von ICA, GADA und anti-IA-2-Ak
in einem groflen Kollektiv erstgradiger Verwandter von Typ 1 Diabetikern. Die Serumproben
der Familienangehorigen von Typ 1 Diabetikern aus der Giessen-Bad Oeynhausen
Familienstudie (n=882) wurden hierzu mit den ca. 600 Serumproben aus dem ENDIT-
Screeningprogramm zusammengefalit, und die ICA, GADA und anti-IA-2-AK-Daten

analysiert. Zunéchst interessierte die Pravalenz in Abhéngigkeit vom Alter.

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht. Auffillig ist, daB bei einer mittleren Haufigkeit der ICA von
6.8% die Privalenz mit steigendem Lebensalter abnimmt. Die GADA zeigen eine Prévalenz
von durchschittlich 9.4% mit einem Héufigkeitsgipfel zwischen dem 20.-40. Lebensjahr. Im
Vergleich hierzu liegt die anti-IA-2-Ak-Privalenz mit im Mittel 3.6% am niedrigsten mit
einem relativen Haufigkeitsgipfel im jugendlichen Alter. Diese Ergebnisse bestitigen

zahlreiche bereits publizierte Daten (Ubersicht in Ziegler & Scherbaum, 1999).
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Alter der Probanden ICA GADA anti-IA-2-Ak
n | % | n | % n %

0-9 (n=267) 30 112 | 22 8.2 14 5.2
10-19 (n=356) 44 124 | 28 7.9 15 4.2
20-29 (n=175) 12 6.8 23 13.1 8 4.6
30-39 (n=230) 4 1.7 32 13.9 7 3.0

> 40 (n=408) 8§ |20 |30 | 74 8 2.0
Gesamt (n=1436) 98 6.8 | 135 | 9.4 52 3.6

Tab. 5 Prévalenz der Autoantikdrper in Abhédngigkeit vom Probandenalter bei n=1436

erstgradigen Verwandten von Patienten mit Typ 1 Diabetes.

Aus der unterschiedlichen Haufigkeitsverteilung der GADA (hohe Privalenz in hoherem
Lebensalter) in Kombination mit anti-IA-2-Ak (hohe Privalenz in jugendlichem Alter)
resultiert jedoch moglicherweise der giinstige synergistische Effekt bei kombiniertem
Screening. Hinzu kommt, daB aus Untersuchungen bei frisch manifestierten Typ 1
Diabetikern bekannt ist, dal die GADA eine hohe Sensitivitdt bei relativ schlechter Spezifitat
aufweisen, die anti-IA-2-Ak jedoch genau umgekehrt eine sehr hohe Spezifitit bei niedrigerer
Sensitivitdt zeigen. Solch eine Kombination ist gerade unter Screening-Gesichtspunkten

sinnvoll (s.a. unter 1.4).

Bei der Analyse der Haufigkeiten fiir ICA, GADA und anti-IA-2-Ak einschlieBlich des
gemeinsamen Auftretens ergab sich folgende Verteilung: Insgesamt 181 Probanden wiesen
mindestens einen der drei AAK auf. Die Seren von 105 Probanden waren fiir genau 1 AAK

positiv, 48 Probanden waren positiv fiir 2 AAK und 28 fiir alle drei AAK.
Abbildung 7 zeigt die Verteilung. Unter den 181 AAK positiven Probanden wiesen nur 25

(14%) ausschlieBlich ICA auf. Bei der genaueren Analyse dieser Probanden fiel auf, daf3 es

sich hierbei um Seren mit niedrig titrigen ICA (5 bzw. 10 JDFu) handelte.
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Abb. 7: Darstellung der Haufigkeiten fiir ICA, GADA und anti-IA-2-Ak sowie gleichzeitiges

Auftreten mehrer AAK bei 181 Probanden mit mindestens einem positiven AAK
(Ausgangaspopulation n=1436 erstgradige Verwandte von Typ 1 Diabetikern). Die
Anzahl der Probanden mit mehrfach positiven AAK-Befunden sind den jeweiligen

Schnittmengen zu entnehmen.

Aus der Literatur ist bekannt, da3 insbesondere die hoch titrigen ICA mit einem hohen
Erkrankungsrisiko assoziiert sind (Bonifacio et al., 1990; Bonifacio et al., 1995; Bingley et
al., 1994). Die Ergebnisse der Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie unterstreichen dies
(s.a. 3.1.1). Dariiberhinaus konnte dort gezeigt werden, daf bei kombinierter GADA/anti-IA-
2-Ak-Testung 93% der ICA mit 20 JDFu oder mehr erkannt wurden im Vergleich zu 62%
der ICA mit nur 5 bzw 10 JDFu (p<0.05).

In einer abschlieBenden Bewertung  bleibt festzuhalten, daB beim Risikoscreening
erstgradiger Verwandter von Typ 1 Diabetikern die initiale ICA-Testung durch eine
kombinierte GADA/anti-IA-2-Ak-Bestimmung ersetzt werden kann. Dieses Vorgehen erfaft
den weit tiberwiegenden Teil der relevanten Zielgruppe (Probanden mit ICA von 20 JDFu
oder mehr) und dariiberhinaus potentiell ICA negative Probanden mit ebenfalls erh6htem
Diabetesrisiko. Durch eine Nachtestung positiver Probanden auf ICA und IAA, wie im

voraufgegangenen Kapitel vorgeschlagen, kann anschlieend der positive pradiktive Wert
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hinsichtlich einer Risikoabschitzung der spéteren Erkrankungswahrscheinlichkeit noch weiter

verbessert werden.

Weiter gestiitzt wird diese Einschidtzung durch vergleichbare Untersuchungen in anderen
Kollektiven (frisch manifestierte IDDM-Patienten, Patienten mit anderen organspezifischen
Erkrankungen einschlieBlich APS-Patienten). Auch hier erscheint die histochemische ICA-
Messung ersetzbar durch eine kombinierte GADA/anti-IA-2-Ak-Testung, die einen GroBteil
der ICA-Reaktivitit ausmacht (Wiest-Ladenburger et al., 1997).

3.1.3 Die ENDIT-Studie

Préaventive MaBnahmen konnen auf verschiedene Verlaufsstadien einer Erkrankung Einflufl
nehmen. Man unterscheidet zwischen Primérpravention, Sekunddrpravention und
Tertidrpravention, dies je nach Stadium der Erkrankung und Beginn der priventiven

Mafnahmen.

Abbildung 8 verdeutlicht die verschiedenen Préventionsstrategien bezogen auf den Typ 1

Diabetes mellitus.

Vor dem Hintergrund der heute bekannten Autoimmungenese des Typ 1 Diabetes mit
Destruktion der Betazellen, zielt die Primérpravention im Sinne eines kurativen Ansatzes auf
die Verhinderung der Initiierung des Autoimmungeschehens. Eine grundsitzliche
Voraussetzung bei allen primérpraventiven MalBnahmen ist die Notwendigkeit,
krankheitsauslosende Ursachen oder Risikofaktoren identifiziert zu haben. Dies ist fiir den
Typ 1 Diabetes noch nicht gewdhrleistet, so dafl die bisherigen Studien mit
primérpraventivem Ansatz ihre Rationale im wesentlichen aus epidemiologisch gefundenen
Assoziationen beziehen. Als aktuelles Beispiel sei auf die aus der BABYDIAB-Studie der
Miinchener Arbeitsgruppe um Frau Prof. Ziegler stammende These einer Assoziation von
frither Glutenexposition mit dem Auftreten von IAA, ICA, GADA und anti-IA-2Ak
verwiesen (Ziegler et al., 2003). Als Konsequenz aus diesen Egebnissen wurde kiirzlich in
Miinchen die BABY-DIAT Studie aufgelegt, die prospektiv der Frage nachgeht, ob eine
Glutenfreie Didt wihrend der ersten Lebensmonate zu einer Reduktion der AAK und

konsekutiv des Auftretens eines Typ 1 Diabetes fiihrt. Definitive Forschritte in der
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Primérpréavention sind wahrscheinlich erst dann zu erwarten, wenn die auslosenden Ursachen

und Risikokonstellationen des Typ 1 Diabetes besser verstanden sind.

Betazell-Aktivitat (%)

Primar- | Sekundérprivention Tertidrpravention
pravention
100 -
ICA
HLA-Typ GADA
Anti-IA-2-Ak
IAA
50 Insulin-Therapie
Ursachen?
- Viren?
- Kuhmilch-
proteine?
- Risiko-
faktoren?
- X? Insulitis Remission
0 A 4
Genetisch Manifestation Zeit (Jahre)
enetische T .
Pradisposition Pradiabetes Diabetes

Abb. 8: Unterschiedliche Strategien zur Prdvention des Typ 1 Diabetes in verschiedenen

Stadien der Erkrankung.

Bei der Sekundérpriavention ist der AutoimmunprozeB bereits etabliert, es ist jedoch noch
nicht zur klinischen Manifestation des Diabetes gekommen. Voraussetzungen fiir eine
erfolgreiche Sekundérprévention sind ein langes priklinische Stadium und akurate Tests zur
Frithdiagnose. Beide Voraussetzungen sind beim Typ 1 Diabetes erfiillt. Das lange
préklinische Stadium kann 10 Jahre und mehr andauern, und die inzwischen etablierten
Pradiktionsmodelle (s.a. 3.1.1) erlauben eine frithzeitige Diagnose des ablaufenden
Autoimmungeschehens. Hierdurch ist eine Selektion von Hochrisikokollektiven moglich, in

denen eine Sekundérpréavention versucht werden kann.

Die beste Evidenz hinsichtlich einer potentiell erfolgreichen Sekundarpriavention lag fiir
Insulin und Nikotinamid vor und stammte aus Tierversuchen, kleinen Pilotstudien sowie
grofen unkontrollierten Untersuchungen. In den USA priift der Diabetes Prevention Trial in
Type 1 Diabetes (DPT-1) die parenterale und orale Applikation von Insulin in AAK positiven

Risikokollektiven. Die Ergebnisse des parenteralen Studienarmes liegen bereits vor, die
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parenterale Insulingabe hat zu keiner signifikanten Reduktion der Diabetesinzidenz gefiihrt

(DPT-Type 1 Diabetes Study Group, 2002). Die Ergebnisse des oralen Studienarmes stehen

noch aus.

European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial

Abb. 9: Ubersichtsdarstellung der teilnehmenden Linder am European Nicotinamide

Diabetes Intervention Trial (ENDIT)

Die ENDIT-Studie (European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial) hat die
Sekundarpravention des Typ 1 Diabetes durch orale Hochdosis-Nikotinamid-Applikation
tberpriift. Die Rationale fiir den Einsatz von Nikotinamid hatte sich aus in vitro-
Untersuchungen, Tiermodellen und Pilotstudien ergeben (Ubersicht in Gale, 1996). Die
Planungen der ENDIT-Studie begannen Anfang der 90-iger Jahre. Es handelt sich um eine
prospektive, doppelblind, plazebokontrollierte und randomisierte Interventionsstudie.
Insgesamt 20 Lénder nahmen teil (4bbildung 9). Sitz der Studienleitung war zunichst
London, spéter Bristol mit Prof. E. Gale und Dr. P. Bingley. In jedem der angeschlossenen
Lénder wurde eine nationale Studienleitung mit einem verantwortlichen Studienkoordinator
etabliert, der auf nationaler Ebene die korrekte Durchfiihrung von ENDIT sicherstellte. In
Deutschland  erfolgte die  Studienkoordination von  Giessen aus (Nationaler

Studienkoordinator: Dr. C. Jaeger) mit 16 nachgeordneten lokalen Priiférztezentren.
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Im Rahmen der ENDIT-Studie wurden mehr als 30.000 erstgradige Verwandte auf AAK
gescreent und bei Eignung entsprechend den vorgegebenen Ein- bzw. AusschluBkriteren in
die Studie eingeschlossen. Abbildung 10 gibt eine Ubersicht iiber den Studienverlauf mit der
Rekrutierungs- und Behandlungsphase.

1991-1993: Planung der Studie A

1993-1998: Screening/ Rekrutierung endit

\j

>30.000
x1.2-3.2% ‘
891
X 62% l
552

1993 1998
1993-2002: Behandlungsphase und Studienende

Abb. 10: Zeitlicher Ablauf der ENDIT-Studie mit Planungsphase, Screening und Recrutierung
sowie anschliefender Behandlungsphase. Die Préavalenz fiir das Einschlufkriterium
ICA-Titer von 20 JDF oder mehr war bei 1,2-3,2% der gescreenten
Familienangehorigen erfiillt (je nach teilnehmendem Land). 62% dieser ICA
positiven Familienangehorigen erfiillten sdmtliche EinschluSkriterien, haben der

Teilnahme zugestimmt und konnten in die Studie aufgenommen werden.

Innerhalb der deutschen ENDIT-Beteiligung wurden der Studie einerseits identifizierte
Hochrisikoprobanden aus der Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie zugefiihrt, die aus
einer Grundgesamtheit von insgesamt 882 untersuchten Familienangehorigen von Typ 1
Diabetikern stammten. Dariiberhinaus wurden de novo ca. 600 weitere erstgradige Verwandte
auf eine mogliche Eignung fiir ENDIT untersucht. Wegen der parallel auf nationaler Ebene

initiierten padiatrischen Studie DENIS (Deutsche Nikotinamid Interventionsstudie) wurden in
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Deutschland geeignete Probanden, die jiinger als 12 Jahre waren, DENIS zugefiihrt, wihrend
iltere Probanden in ENDIT eingeschlossen wurden. Abbildung 11 zeigt den Studienverlauf
der deutschen ENDIT-Beteiligung.

1992-1994: Planung ENDIT
Deutschland (GER) , \

1994-1996: Screening / Rekrutierung GER endit
\/

>1.400 (Familienangehérige)

X2 % *

28 (ICA>20 JDFu)

X 54 % l

14 (randomisierte Probanden)
1995-2001: Behandlungsphase und Studienende

Abb. 11: Zeitlicher Verlauf der deutschen ENDIT-Beteiligung innerhalb des Gesamt-
Studienverbundes. Die Pravalenz fiir das EinschluBkriterium ICA-Titer von 20 JDF
oder mehr war bei 2% der gescreenten Familienangehorigen erfiillt. 54% dieser
ICA positiven Familienangehérigen erfiillten sdmtliche EinschluBkriterien, haben

der Teilnahme zugestimmt und konnten in die Studie aufgenommen werden.

Die DENIS-Studie erbrachte bereits 1998 den ersten Hinweis, dal Nikotinamid in einem
selektierten Hochrisikokollektiv keinen signifikanten Effekt hat (Lampeter et al., 1998).
Eingeschlossen in DENIS waren Geschwister <12 Jahre von Typ 1 Diabetikern, die eine sehr
aggressive Insulitis aufweisen, die Testhypothese lautete auf Reduktion der Inzidenz von
30% auf 6%. Die ENDIT-Studie mit einem anderen Probandenkollektiv, gréBeren
Teilnehmerzahlen und konservativerer Testhypothese (Reduktion der Inzidenz von 40% auf

26%) ist seit 2002 beendet. Die Ergebnisse liegen inzwischen vor, es hat sich auch hier keine
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signifikante Reduktion der Diabetesinzidenz ergeben. Abbildung 12 zeigt den Kurvenverlauf

der Verum vs. Plazebogruppe.
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Abb. 12:Kurvenverlauf der Diabetesinzidenz in der Verum vs. Plazebogruppe. Kein
signifikanter Unterschied
Das Fazit aus den groflen kontrollierten Studien muf daher lauten: Weder durch parenterale
Insulingabe (DPT-1), noch durch Hochdosis Nikotinamid oral (ENDIT, DENIS) kann eine
erfolgreiche Sekundérpravention des Typ 1 Diabetes erreicht werden. Positiv zu bemerken
bleibt, daBl durch ENDIT gezeigt werden konnte, dal die Testung von potentiellen
Interventionsstrategien auf multinationaler Ebene iber grofe Zeitrdume auf hohem
wissenschaftlichen Niveau moglich ist. Dariiberhinaus werden die Nachauswertungen u.a. zu
den verwendeten Pradiktionsmodellen aufgrund der Grofe der Kollektive sehr valide
Ergebnisse erbringen. Hierauf aufbauend wird eine sehr viel genauere und zutreffendere

Planung zukiinftiger Préventionsstudien moglich sein.
Derzeit geht die Tendenz in der Forschung zur Priavention des Typ 1 Diabetes dahin, neue

potentielle Interventionsstrategien zundchst im Sinne einer Tertidrpravention bei

Manifestation des Typ 1 Diabetes zu iiberpriifen. Hier ist der methodische Aufwand zur
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Rekrutierung ausreichender Probandenzahlen und die kiirzere Studiendauer besser geeignet,
mehrere potentielle Strategien gleichzeitig in parallelen Studien zu iiberpriifen. Primérer
Endpunkt aller dieser Studien ist der Erhalt der Betazell-Reserve, gemessen am basalen und
stimulierten =~ C-Peptid.  Sekunddre  Endpunkte umfassen HbAlc, Insulinbedarf,

Niichternblutglukose sowie das zelluldre und humorale Immunmonitoring.

Beispielhaft seien vier derzeit verfolgte Strategien aufgefiihrt, die in dem genannten Setting

einer Tertidrprévention bei frisch mainifestierten Typ 1 Diabetikern untersucht werden:

1) In Belgien, Paris und Miinchen lduft derzeit die Rekrutierung von 80 neumanifesten,
erwachsenen Typ 1 Diabetikern fiir die placebokontrollierte, doppelblinde Phase-II-
Studie mit dem aglykosylierten, nicht mitogenen monoklonalen CD3-Antikérper YTH
12.5 (ChAgly CD3), der iiber 6 Tage intravends gegeben wird. Die Nachbeobachtung
lduft iiber 18 Monate.

2) Zentren in Leipzig und Miinchen beteiligen sich an einer weltweit an 40 Zentren
durchgefiihrten placebokontrollierten Phase-II-Studie, die die subkutane Gabe
unterschiedlicher Dosen des alterierten Peptidliganden APL-NBI-6024 alle 4 Wochen
iiber 24 Monate bei insgesamt 388 adoleszenten und erwachsenen Patienten mit frisch
manifestiertem Typ 1 Diabetes evaluiert.

3) In Miinchen lduft seit November 2000 eine offene, kontrollierte Studie, die
Immunintervention mit tdglich 0.25 Mikrogramm 1,25-Dihdroxy-Vitamin D3 iiber 9
Monate bei 20 frisch manifestierten Typ 1 Diabetikern testet.

4) Das Deutsche Diabetes Forschungsinstitut (DDFI) in Diisseldorf beteiligt sich neben
Zentren in England und Italien an einer europédischen Multizenter Phase-1I-Studie, die
bei GADA positiven spit manifestierten Diabetikern ("LADA") den Effekt einer
subkutanen Gabe des immunmodulatorischen Peptids p277 (DiaPep 277) auf die
Endpunkte stimulierte C-Peptid und Insulinabhéngigkeit im Sinne einer
Sekundérprévention testen. Das Heat-Shock-Protein DiaPep 277 war bereits in einer
israelischen Studie erfolgreich bei frisch manifestierten Typ 1 Diabetikern eingesetzt
worden, die endogene Insulinproduktion lie sich im Gegensatz zu den unbehandelten

Kontrollen iiber den Beobachtungszeitraum von 10 Monaten erhalten.
Gerade das 4. Beispiel zeigt, da eine erfolgreich getestete Intervention im Setting der

Tertiéirpravention (bei klinischer Manifestation des Diabetes) dann umgehend in

AnschluBuntersuchungen auf Wirksamkeit auch im Rahmen einer Sekundérprévention
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getestet werden kann. Dieses Vorgehen wird in Zukunft zeitlich effektiver und unter besserer
Ausnutzung der knappen Ressourcen zu neuen priventiven Strategien auch in der

Sekundéarprivention fiihren.
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3.2 Friihdiagnostik hiufiger koinzidenter Erkrankungen

3.2.1 Organspezifische Autoantikérper und Zoliakie assoziierte Antikorper bei

Patienten mit Typ 1 Diabetes und Verwandten

Fiir die Untersuchung standen die Eingangsproben der teilnehmenden Probanden aus der

Giessen-Bad Oeynhausen Familienstudie zur Verfiigung, die aliquotiert in unserer Serumbank

bei -20 °C gelagert werden. Zu Details der Studienpopulation sei auf 3.1.1 verwiesen. Ergénzt

wurde die Analyse durch Einschluf3 einer Kontrollgruppe (n=150) mit gesunden Probanden,

die eine leere Familienanamnese fiir Typ 1 Diabetes aufwiesen und nach Alter und Geschlecht

der Gruppe der erstgradigen Verwandten vergleichbar waren ("gematchte Kontrollen"). Die

zentralen Ergebnisse zur Prdvalenz, signifikanten Unterschieden und zur Koinzidenz der

organspezifischen Autoantikdrper sowie Zoliakie assoziierten Antikdrper werden im

folgenden zusammengefaBit. Tabelle 6 und Abbildung 13 zeigen die Haufigkeiten der Typ 1

Diabetes und Hashimoto Thyreoiditis (AIT) assoziierten Antikorper.

Typ1D.m. | Erstgr. Verwandte | Ges. Kontrollen
n=197 n=882 n=150

Diabetes AAK

ICA pos. 82.1* 4.9% 1.3

GADA pos. 76.0%* 7.6% 2.6

anti-IA-2-AKk pos. 44.4* 4.0% 0.6

TIAA pos. 37.8% 34 0.6

> 1AAK pos. 93 4% 11.6* 4.0
Schilddriisen-AAk

TPO+/-TG Ak pos. 18.4* 7.8% 32

Tab. 6: Pravalenzen der Typ 1 Diabetes assoziierten AAK und Schilddriisen AAK bei

manifest erkrankten Typ 1 Diabetikern, erstgradigen Verwandten und gesunden

Kontrollen. Daten in Prozent (%), *p<0.05.
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Abb. 13: AAK-Haufigkeiten bei Patienten mit Typ 1 Diabetes, erstgradigen Verwandten und
gesunden Kontrollen. Die Daten sind geordnet nach Krankheitsspezifischen

Antikorpern/Autoantikérpern (*p<0.05).

In Tabelle 7 und Abbildung 13 sind die Haufigkeiten fiir die Zoliakie assoziierten Antikorper,
Nebennnierenrindenantikorper und Magen-Schleimhaut-Ak aufgelistet. Bei den frisch
manifestierten Typ 1 Diabetikern bestitigten sich erwartungsgemil die signifikant hohere
Prévalenz der Zoliakie assoziierten Antikorper (p<0.05), jeder sechste Typ 1 Diabetiker war
positiv fiir diese Ak. Bei den erstgradigen Verwandten dagegen bestand nur ein Trend hin zu
erhohter Antikorperpréivalenz, der jedoch in unserem Kollektiv nicht signifikant war (p>0.05).
Die Privalenz fiir die Nebennierenantikorper und Magen-Schleimhaut Ak unterschied sich
nicht signifikant in allen drei Gruppen und lag insgesamt niedrig. Ein generelles Screening

ohne klinischen Verdacht erscheint nicht sinnvoll.
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Typ 1 Diabetiker | Erstgrad. Verw. Gesunde
n=197 n=882 Kontr. n=150

Zoliakie AAK

Gliadin IgG pos. 10.2* 5.6 3.2

Gliadin IgA pos. 7.6* 2.6 2.0

transG-IgA pos. 9.7* 3.2 2.6

>1 AKk pos. 16.8* 7.3 4.6
Autoimmungastritis

Magenschl.-Ak pos. 5.6 6.0 32
Adrenalitis assoz. Ak

Nebennieren AK pos. 1.0 1.1 0.7

Tab. 7: Prévalenzen der Zoliakie assoziierten AK, Magenschleimhaut-Ak und
Nebennierenrinden-Ak bei manifest erkrankten Typ 1 Diabetikern, erstgradigen

Verwandten und gesunden Kontrollen. Daten in Prozent (%), *p<0.05.

Bei der Untersuchung auf Koinzidenz verschiedener krankheitsspezifischer Ak als Hinweis
fiir ein Clustering dieser Erkrankungen zeigten in der Gruppe der frisch manifestierten
Diabetiker 54/197 (27%) positive Ak-Befunde spezifisch fiir zwei oder mehr der
Erkrankungen AIT, Typ 1 Diabetes und Zéliakie, verglichen mit immerhin noch 28/882 (3%)
bei den erstgradigen Verwandten und 0/150 in der Kontrollgruppe (p<0.05).
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Abbildung 14 zeigt die unterschiedlichen Schnittmengen in den jeweiligen Kollektiven.
Schilddrise Diabetes Zoliakie

Gesunde
Kontrollen

VAV n=150
\

Verwandte

Typ 1
1. Grades Diabetes
p <0.05 n=197
fiir Schnittmengen

Abb. 14:Koinzidenz krankheitspezifischer Antikorper/Autoantikrper bei manifest erkrankten
Typ 1 Diabetikern, erstgradigen Verwandten und gesunden Kontrollen. Signifikante
Haufung von mehrfach positiven Probanden sowohl in der Gruppe der manifest
erkrankten Typ 1 Diabetiker, als auch bei den erstgradigen Verwandten im Vergleich

zu den gesunden Kontrollen (p<0.05).

Die von uns gefundenen Ergebnisse bei den manifest erkrankten Typ 1 Diabetikern bestétigen
die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen sowohl fiir die mit AIT, als auch die mit Zoliakie
assoziierten Antikorperbefunde (Seissler et al., 1999; Holl et al., 1998; Lampasona et al.,
1998), und unterstreichen somit die Validitit der eingesetzten Assays. Der Vorteil der hier
vorgelegten Studie liegt jedoch darin, daB3 erstmalig das gesamte Spektrum der relevanten
organspezifischen AAK (APS Typ 2) und Zéliakie assoziierten Ak in einem Kollektiv unter
EinschluB auch der erstgradigen Verwandten untersucht wurde. So ist in diesem
Zusammenhang die Beobachtung interessant, dal immerhin jeder fiinfzehnte manifest
erkrankte Typ 1 Diabetiker gleichzeitig noch AlT-assoziierte Ak plus Zoliakie relevante

Antikorperphdnomene aufweist. Dies unterstreicht die Notwendigkeit zu gezielten
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Screeningbemiihungen, da diese Patienten neben ihrem Typ 1 Diabetes noch zusitzlich
sowohl von latenter/manifester Hypothyreose, als auch von Malabsorption unterschiedlichen
Ausmalfies betroffen sein konnen. Auch die Arbeitsgemeinschaft Padiatrische Diabetologie
(AGPD) empfiehlt eine Bestimmung der Schilddriisen-Antikorper bei Diabetes-Manifestation
und danach in ein- bis zweijéhrlichen Abstinden (AGPD, 2004).

Nur sehr wenig Daten existieren bisher zu den Antikorperhdufigkeiten bei erstgradigen
Verwandten von Typ 1 Diabetikern. Zentraler Befund unserer Untersuchungen war ein
signifikant erhohtes Niveau an Schilddriisenautoimmunitit auch bei den Familienangehorigen
der Typ 1 Diabetiker. Jeder zwolfte Proband wies AIT assoziierte Ak auf. Dies veranlaf3ite
uns, die basalen TSH-Spiegel in die Analyse mit einzubeziehen und im Verlauf iiber 7 Jahre
nachzuverfolgen (s.a. 3.2.2). Im Gegensatz hierzu fanden wir in unserer Analyse keine
signifikant erhohte Rate an Zoliakie assoziierten Ak. Dieses Ergebnis ist diskrepant zu einer
Untersuchung von Hummel et al (Hummel et al., 2000). Der Unterschied wird
moglicherweise erkldrbar durch die unterschiedlichen Ausgangskollektive mit einem hohen
Prozentsatz von Eltern und Geschwistern in unserer Untersuchung, verglichen mit einem
iberwiegendem Anteil an Kindern diabetischer Eltern in der Miinchener Studie, die aufgrund

erhohter Ak-Prévalenzen zum Screening in dieser Subpopulation rat.

Zusammenfassend lassen die erhobenen Daten im Sinne einer "aktiven Fallfindung",

insbesondere im Rahmen von Spezialsprechstunden (Diabetes-Zentren, Schwerpunktpraxen,

etc.) folgendes Vorgehen sinnvoll erscheinen:

1. Frisch manifestierte Diabetiker sollten auf das gleichzeitige Vorliegen einer
Autoimmunthyreoiditis und/oder Zoliakie untersucht werden.

2. Bei erstgradigen Verwandten von Typ 1 Diabetikern erscheint neben der Suche nach
einem moglichen Préddiabetes zusétzlich ein Screening auf Autoimmunthyeroiditis
sinnvoll. Ohne klinischen Verdacht empfehlen wir jedoch kein generelles Screening

hinsichtlich Zoliakie.

Das vorgeschlagene Procedere ist nichtinvasiv, die Antikorperanalysen konnen aus kleinen
Serumproben durchgefiihrt werden und die Ak-Assays sind fiir ein groes Probenaufkommen
geeignet. So wird die frithzeitige Diagnose bisher nicht erkannter Fille von Autoimmun
Polyglanduldren Syndromen Typ 2 und/oder Zoliakie ermdglicht. Dies wiederum bietet die

Voraussetzung fiir eine effektive Behandlung der drohenden Komplikationen wie
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Hypothyreose, Malabsorptionssyndrome, "Brittle Diabetes" sowie anderer schwerer, mit

diesen Erkrankungen einhergehender, Komplikationen.

3.2.2 TSH-Entwicklung iiber 7 Jahre bei Schilddriisen-Ak positiven erstgradigen
Verwandten von Typ 1 Diabetikern

Der unerwartete Befund signifikant erhohter AIT assoziierter Ak auch bei erstgradigen
Verwandten von Typ 1 Diabetikern veranlaBte uns, in einer Langsschnittuntersuchung das
basale TSH zum Zeitpunkt 0 und nach 7 Jahren zu untersuchen, um eine moglicherweise
bereits vorhandene und potentiell voranschreitende hypothyreote Stoffwechsellage zu

erfassen.

Hierzu untersuchten wir 425 erstgradige Verwandte von Typ 1 Diabetikern (n=199
Geschwister/Kinder, n=226 Eltern). Als Kontrollgruppe schlossen wir n=125 gesunde
Probanden mit einem TSH zwischen 1-3 U/l ein, deren Anamnese fiir
Schilddriisenerkrankungen leer war und die eine nach Alter und Geschlecht vergleichbare

Verteilung aufwiesen ("gematchte Kontrollen").

Es wiesen insgesamt 50 der erstgradigen Verwandten AIT assoziierte Ak auf (11.7%), die
Prévalenz in der Kontrollgruppe betrug nur 3.2% (p<0.05). Die Gegeniiberstellung der
basalen TSH-Konzentrationen zum Studieneintritt zeigt Abbildung 15. Sowohl in der
Subgruppe der Geschwister und Kinder von Typ 1 Diabetikern, als auch bei den Eltern lagen
bereits bei Studieneintritt die basalen TSH-Konzentrationen signifikant hoher mit

Einzelwerten bis 4.5 mU/1.
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Abb.15: Basale Serumkonzentrationen von TSH in Abhédngigkeit vom AK-Status bei
erstgradigen Verwandten von Typ 1 Diabetikern und gesunden Kontrollen.
Signifikant hohere basale TSH-Spiegel bei den Ak-positiven vs. Ak-negativen
Verwandten (vs. Kontrollen) und signifikant hohere TSH-Spiegel bei Ak-positiven

Geschwistern bzw. Kindern vs. Ak-positiven Eltern (p<0.05).

Abbildung 16 zeigt die basalen TSH-Konzentrationen zum Zeitpunkt 0 und nach 7 Jahren. Im
Zeitverlauf nach 7 Jahren zeigten die Ak positiven Probanden einen signifikanten weiteren
Anstieg des basalen TSH sowohl bei den Geschwistern und Kindern als auch bei den Eltern.
Kontrollbestimmungen bei den Ak-positiven Kontrollen (n=4) waren nicht verfiigbar. Im
Vergleich blieb das basale TSH bei den Ak negativen Probanden im Zeitverlauf von 7 Jahren

unverdndert (Daten nicht aufgefiihrt).
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Abb.16: Basale TSH-Konzentration zum Studienbeginn und nach 7 Jahren bei den Ak-
positiven erstgradigen Verwandten von Typ 1 Diabetikern. Signifikanter Anstieg des

basalen TSH im Zeitverlauf (p<0.05).

Zusammenfassend fanden sich AIT assoziierte Ak in ca. 11% in Seren erstgradiger
Verwandter von Typ 1 Diabetikern. Ak positive Probanden wiesen signfikant héhere basale
TSH-Konzentrationen auf als Ak negative. Dariiberhinaus zeigten Ak positive
Familienangehorige im Gegensatz zu Ak negativen einen signifikanten Anstieg der basalen
TSH-Konzentration im Zeitverlauf als Hinweis auf die sich verschlechternde

Stoffwechsellage im Zuge der progredienten Hashimoto Thyreoiditis.

Die klinische Relevanz eines Screenings auf Hashimoto Thyreoiditis leitet sich aus der
moglichen einfachen und kostengiinstigen therapeutischen Konsequenz mit Durchfiihrung
einer isohormonalen Therapie ab. Das Screening mittels Schilddriisenantikdrpern und/oder
basalem TSH hat sich in einer groBen Analyse, dem Wickham Survey mit 2800 Probanden

und Nachbeobachtung iiber 20 Jahre, als effektiv zur friihzeitigen Erfassung spéterer
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manifester Hypothyreosen erwiesen, die meist durch die Hashimoto Thyreoiditis verursacht
werden (Vanderpump et al., 1995). Fiir alleinige SD-Ak-Positivitit wurde eine jdhrliche
Progressionsrate hin zu manifester Hypothyreose von ca. 2.1% ermittelt, bei alleiniger TSH-
Erhéhung lag das Risiko bei 2.6% und bei kombinierter SD-Ak-Positivitit zusammen mit

erhohtem basalen TSH stieg diese Progressionsrate weiter auf 4.3%.

Der von uns beobachtete signifikante TSH-Anstieg iiber den Zeitraum von 7 Jahren bei den
SD-Ak positiven erstgradigen Verwandten von Patienten mit Typ 1 Diabetes ist gut vereinbar
mit diesen vorbeschriebenen Resultaten. Es eroffnet die Perspektive, eine zukiinftig drohende
manifeste Hypothyreose friihzeitig, also noch im Stadium der subklinischen (latenten)
Hypothyreose, zu erfassen. Hierdurch konnten diese Patienten einer spezifischen Therapie
zugefithrt werden mit dem Ziel des Erhalts der euthyreoten Stoffwechsellage bei normalen

TSH-Spiegeln.

In einer 1998 erschienenen Arbeit wurde eine "Number needed to treat-Analyse" fiir Patienten
mit subklinischer (latente) Hypothyreose vorgestellt, die zeigt, daB3 je nach Alter und TSH-
Spiegeln zwischen 4.3-14.3 Patienten behandelt werden miifiten, um einen Progress hin zu
manifester Hypothyreose zu verhindern (Helfand & Refern, 1998). Diese Rate liegt in
vergleichbaren GroBenordnungen, die auch fiir andere praventive Ansdtze in der Medizin
akzeptiert werden, wie z.B. die Statintherapie bei Hypercholesterindmie (Kumana et al.,
1999).

Zu den giinstigen Effekten einer isohormonalen Therapie bereits im Stadium der
subklinischen Hypothyreose und méglicherweise auch im Stadium der Euthyreose sei auf
kiirzlich publizierte Ubersichten verwiesen (Cooper, 2001; Usadel & Schumm-Draeger,
2003).  Grundsétzlich sind  folgende, wesentliche  Gesichtspunkte  bei  der
Therapieentscheidung zu bedenken: Verhinderung eines Ubergangs der subklinischen in die
manifeste Hypothyreose, Einfluss auf Serumlipide und das damit verbundene kardiovaskulére
Risiko, Einfluss auf milde klinische Symptome der subklinischen Hypothyreose
einschlieflich neurologisch/psychiatrischer Abnormalititen und ein potentiell giinstiger

Effekt der isohormonalen Therapie auf den Verlauf der Autoimmunthyreoiditis.

Zusammenfassend erscheint ein breites Screening erstgradig Verwandter von Typ 1

Diabetikern auf Schilddriisenantikorper und ggf. TSH-basal sinnvoll. Orientiert an der
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aktuellen Datenlage in der Literatur sollte dann im Falle positiver Ak-Nachweise und/oder

erhohter basaler TSH-Spiegel eine isohormonale Therapie mit L-Thyroxin erwogen werden.
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3.3 Klassifikation des Diabetes mellitus mit Manifestation im

Erwachsenenalter

3.3.1 Autoantikorperpriivalenz und Prédiktion friihzeitiger Insulinbediirftigkeit bei

Diabetesmanifestation im Erwachsenenalter

Die hier vorgestellte Untersuchung umfafit insgesamt 150 konsekutive Patienten, die in der
Diabetesambulanz der Medizinischen Klinik und Poliklinik IIT vorgestellt wurden, und bei
denen ein NIDDM (nach WHO-Klassifikation) neu diagnostiziert wurde. Einschlukriterium
war ein Lebensalter bei Manifestation von 30 Jahren oder élter. Innerhalb der Kohorte war das
Geschlechterverhéltnis ausgeglichen und die Anzahl der eingeschlossenen Patienten in den
einzelnen Dekaden (30-40, 41-50, 51-60) prozentual gleich verteilt. Ubergewichtig (BMI>27
bei Miannern, BMI>25 bei Frauen, entsprechend Kriterien der National Diabetes Data Group;
Harris, 1995) waren 92 Patienten (61%) des Studienkollektivs. Der primdre Endpunkt einer
Insulinbediirftigkeit, bereits innerhalb der ersten 2 Jahre nach Diagnosestellung, wurde von 22

Patienten (15%) erreicht.

Eine Auflistung der klinischen Kenngréfen in Abhingigkeit vom ICA-Status zeigt Tabelle 8.

Geschlecht Alter bei Diagnose | Ubergewicht | Insulinbediirftigkeit
ménnlich | weiblich |30-40|41-50|51-60| ja nein | <2 Jahre | >2Jahre
ICA + 5 6 4 4 3 8 3 3 8
(n=11)
ICA - 67 72 41 44 54 | 84 55 19 120
(n=139)
72 78 45 48 57 | 92 58 22 128

Tab. 8: Klinische Charakteristika der Studienpopulation in Abhingigkeit vom ICA-Status.

Keine signifikanten Unterschiede.
Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb der untersuchten Parameter

(Geschlecht, Alter bei Diagnosestellung oder Ubergewichtigkeit). ICA-Positivitit war in

unserer Kohorte nicht mit frither Insulinbediirftigkeit assoziiert.
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Bei der Gegeniiberstellung der Parameter in Abhédngigkeit vom GADA-Status fand sich
dagegen eine signifikante Assoziation zwischen GADA-Positivitdt und Insulinbediirftigkeit
bereits innerhalb der ersten 2 Jahre nach Diagnosestellung des NIDDM (*p<0.05). Tabelle 9
gibt eine Ubersicht iiber die Daten. Wie schon bei ICA-Positivitit fand sich ansonsten keine
signifikante Assoziation zwischen positiven GADA und den anderen Parametern (Geschlecht,

Alter bei Diagnosestellung oder Ubergewicht).

Geschlecht Alter bei Ubergewicht | Insulinbediirftigkeit
Diagnose
maénnlich | weiblich| 30- | 41- | 51- | ja nein | <2 Jahre | >2Jahre
40 | 50 | 60
GADA + 4 14 6 3 9 10 8 7* 11*
(n=18)
GADA - 68 64 39 | 45 | 48 | 83 49 15% 117*
(n=132)
72 78 45 | 48 | 57 | 93 57 22 128

Tab. 9: Klinische Charakteristika der Studienpopulation in Abhéngigkeit vom GADA-Status.
Signifikante Assoziation zwischen GADA-Positivitit und Insulinbediirftigkeit bereits

innerhalb der ersten 2 Jahre nach Diagnosestellung des Diabetes (p<0.05).

Interessant war, in Ubereinstimmung mit Ergebnissen anderer Untersucher (Gottsiter et al.,
1994), der Befund, daB Ubergewicht bei Diagnosestellung nicht signifikant mit friiher
Insulinbediirftigkeit (Daten nicht aufgefiihrt) korrelierte, und damit in unserer Untersuchung
keinen eigenstdndigen Pradiktionsfaktor darstellte. Carlsson und Mitarbeiter beschrieben
kiirzlich ebenfalls iibergewichtige "LADA"-Patienten, so dal der Parameter der
Ubergewichtigkeit in der Differenzierung moglicherweise eher nachrangig zu bewerten ist
(Carlsson et al., 2000).

Beim Vergleich der verschiedenen Parameter zur Charakterisierung eines spit
manifestierenden Typ 1 Diabetes nach neuer Klassifikation mit frither Insulinbediirftigkeit
sind sicherlich in erster Linie die GADA von Bedeutung und, mit Einschriankung, die ICA.
Entsprechend einer Nachauswertung der UKPD-Studie, die eine der umfangreichsten
Untersuchungen zu dieser Thematik darstellt, differenziert der klinische Phénotyp mit

erhohtem BMI insbesondere bei dlteren Patienten nicht hinsichtlich einer frithen

67




Insulinbediirftigkeit, hier sind die AAK das entscheidende Kriterium. Bei jlingeren Patienten
ist jedoch ein schlankerer Habitus bei AAK positiven Patienten hadufiger zu beobachten, die
frith insulinbediirftig werden, so daB hier dem klinischen Phénotyp neben den AAK eine

gewisse Bedeutung zukommt (Turner et al., 1997).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, das nach frithen ICA-basierten Befunden aus den 80-
iger Jahren (u.a. Groop et al., 1986; DiMario et al., 1983) erst die breite Verfiigbarkeit der
GADA-Bestimmung mit groangelegten Untersuchungen in den 90-iger Jahren (u.a. Turner
et al., 1997; Niskanen et al., 1995; Zimmet, 1995; Littorin et al., 1999; Schranz et al., 2000)
zu einem neuen Verstindnis des Autoimmundiabetes gefiihrt haben. Es ist nunmehr klar, daf3
der Autoimmundiabetes in jedem Lebensalter auftreten kann und daB8 verschiedene
Verlaufsformen der Betazell-Zerstérung mit zeitlich unterschiedlicher Progression moglich
sind (Seissler et al., 1998; Pozilli & DiMario, 2001; Schernthaner G et al., 2001).

Da nach den genannten Studien ca. 10-15% der klinisch als Typ 2 Diabetiker imponierenden
Patienten dem Typ 1 Diabetes (Immunologisch bedingt) zuzurechnen sind, bedeutet dies
epidemiologisch nahezu eine Verdoppelung der bisher angenommen Privalenz des
Autoimmundiabetes. Dies hat gravierende Auswirkungen hinsichtlich moglicher neuer
Behandlungsstrategien. Eine Diskussion dieser Aspekte ist im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht moglich, es wird auf die einschldgige Literatur verwiesen. Exemplarisch sei unter
Verweis auf 3.1.3 nur erwdhnt, da8 auch fiir die Etablierung neuer Strategien zur Prévention
eines Autoimmundiabetes der spét manifestierende Typ 1 Diabetes eine geeignete Zielgruppe
darstellt. Diese Patienten fallen iiber die diabetische Stoffwechsellage auf und sind dann iiber
AAK-Bestimmung relativ einfach zu identifizieren. Sie weisen haufig noch eine signifikante
Restsekretion auf, die potentiell durch eine geeignete Intervention erhalten werden kann. Erste
erfolgreiche Versuche in diese Richtung sind z.B. mit DiaPep277 bereits unternommen (Raz
et al., 2001). Interventionen, die in diesem Setting erfolgreich sind, kénnen dann in einem
zweiten Schritt in der klassischen Sekundérprdvention hinsichtlich ihrer Wirksamkeit

evaluiert werden, also vor klinischer Manifestation des Diabetes mellitus.

Das vertiefte immunologische Verstéindnis hat folgerichtig Eingang gefunden in die neue,
dtiologisch ausgerichtete Klassifikation des Diabetes mellitus, die von der amerikanischen
Diabetes-Gesellschaft 1997 eingefiihrt und 2001 von der Deutschen Diabetes Gesellschaft

tibernommen wurde (Kerner et al., 2001).
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3.4 Autoantikérper bei inselzelltransplantierten Patienten mit Typ 1

Diabetes mellitus

3.4.1 Autoantikdrper bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern vor ITX

Nimmt man an, dafl die autoimmunologisch vermittelte Zerstérung der Betazellen des
Pankreas beim Typ 1 Diabetes zu einer fortschreitenden Abnahme der Betazellmasse fiihrt, so
wire zu erwarten, dall eine Korrelation zwischen der Intensitit der Autoimmunreaktion und
der Abnahme der Betazellmasse in den Jahren nach Manifestation des Typ 1 Diabetes besteht.
Demnach wire bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern nur noch ein niedriges Niveau an
Autoreaktivitidt zu erwarten, und letztendlich miiiten nach Untergang der Betazellen der
Nachschub an exprimiertem Autoantigen versiegen und die Autoimmunphénome
verschwinden. In der Vergangenheit wurden auch immer wieder Zusammenhinge zwischen
dem Autoantikorperstatus und dem Auftreten bzw. Verlauf von diabetischen
Sekundirkomplikationen vermutet. Von besonderem Interesse ist dabei die diabetische
autonome und periphere Neuropathie, tritt sie doch hdufig sehr frith auf und eines der
Betazell-Autoantigene, die Glutamatdecarboxylase, wird aulerhalb der Betazellen auch in

Neuronen exprimiert (Sorenson et al., 1991).

In der hier vorgestellten Arbeit wurden daher erstmals an einem groBen Kollektiv (Tabelle 10)
von Langzeit-Typ 1 Diabetikern folgende Fragen untersucht: Korreliert die Autoimmunitt
mit einer moglicherweise noch vorhandenen, residualen Betazellfunktion? Besteht ein
Zusammenhang zwischen persistierender Autoimmunitit und autonomer oder peripherer
Neuropathie sowie dem Genotyp, im speziellen den HLA Klasse II-Antigen-Merkmalen des
Patienten? SchlieBlich wurde die Frage nach der Privalenz, Geschlechtseinfliissen und der
Diabetesdauer auf die Persistenz der Autoantikorper gestellt. Die Untersuchungen erfolgten
an 105 Typ 1 Diabetikern mit einer Diabetesdauer von 10-46 Jahren (im Median 21 Jahre).
Als Kontrollkollektive dienten 100 frisch manifestierte Typ 1 Diabetiker und 100
Stoffwechselgesunde.
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Gesunde Kontrollen |  Frisch manifest. Langzeit
(n=100) Typ 1 Diabetiker Typ 1 Diabetiker
(n=105) (n=100)
Alter
Median 33 21 36
Spanne 18-55 13-28 20-60
Geschlecht (M/W) 53/47 56/44 48/57
Diabetesdauer
Median - frisch manifestiert 21
Spanne - frisch manifestiert 10-46
GADA positiv 3% 79% 32%
ICA positiv 1% 82% 20%
anti-IA-2-Ak positiv 1% 72% 24%
>1 AAK positiv - 89% 43%

Tab.10: Klinische Charakteristika der Studienpopulationen und AAK Privalenzen.

Auffillig war insbesondere, dafl auch nach im Median 21 Jahren Diabetesdauer noch in 32%
positive Befunde fiir GADA, in 20% positiver Nachweis von ICA und in 24% Positivitit fiir
anti-IA-2-Ak beoachtet wurde. Zusammen betrachtet war bei immerhin 43% der Langzeit-
Typ 1 Diabetiker noch mindestens 1 AAK nachweisbar. Eine spéiter publizierte longitudinale
Studie zur Privalenz von AAK nach Manifestation des Typ 1 Diabetes iiber einen Zeitraum
von 10 Jahren bestitigt unsere Beobachtungen. Obwohl auch in dieser Untersuchung ein
Abfall der Autoantikérperhdufigkeiten gesehen wurde, waren nach 10 Jahren noch 66% der
Patienten fiir mindestens einen AAK positiv, 42% wiesen sogar zwei oder alle drei AAk auf
(Savola et al., 1998). Insbesondere die GADA-Ak persistieren langer im Vergleich zu ICA
und anti-IA-2-Ak. Unsere Untersuchungen zeigten weiterhin einen signifikant hoheren

Prozentsatz positiver AAK-Befunde bei Frauen im Vergleich zu Méannern (p<0.05).
Die Daten zur Préivalenz zeigen, dal nahezu jeder 2. Langzeit-Typ 1 Diabetiker noch AAK

gegen Inselautoantigene generiert. Entsprechend den eingangs formulierten Thesen gingen

wir nun der Frage nach, ob eine residuale Betazellfunktion, das Auftreten einer Neuropathie

70



oder ein definierter HLA-Status moglicherweise mit dieser persistierenden humoralen

Autoimmunreaktion bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern korreliert.

Eine residuale Betazellfunktion (nach Hendriksen Kriterien, Hendriksen et al., 1977) im Sinne
noch vorhandenen C-Peptids wurde in 23% der Patienten gefunden. Hierbei ist nicht von
einer metabolischen Wirksamkeit auszugehen, sondern die "C-Peptid-Response" wird als
Hinweis fiir residuale Betazellmasse respektive noch vorhandener Autoantigene angesehen.
Die statistische Uberpriifung erbrachte jedoch keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem AAK-Status und einer positiven "C-Peptid-Response" nach Hendriksen. Basierend auf
einem standardisierten Untersuchungsprogramm mit Beriicksichtigung typischer Symptome
und objektivierbarer Funktionstests wurde eine periphere Neuropathie in 79% und eine
autonome Neuropathie in 67% der Langzeit-Typ 1 Diabetiker gefunden. Auch hier ergab sich
kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem AAK-Status und dem Vorhandensein einer
Neuropathie. Hinsichtlich des HLA-Status fand sich die Konstellation HLA-DR 4/X in 47%,
HLA-DR 3/X in 22% und HLA-DR3/DR4 in 23% der Fille. Die Korrelation des AAk-Status
mit spezifischen HLA-Konstellationen zeigte ebenfalls keinen statistisch signifikanten

Zusammenhang.

Bis heute ist die Ursache der persistierenden humoralen Autoimmunphédnomene bei Langzeit-
Typ 1 Diabetikern nicht abschlieBend geklért. Aus der klinischen Diabetologie gab es bisher
keine Hinweise, da3 die persistierenden AAK einen Einflufl auf das klinische Management
einschlieBflich diagnostischer oder therapeutischer Entscheidungen bei Langzeit-Typ 1
Diabetikern haben. Daher riickten diese Fragen auch nicht in den Fokus der bisherigen
Forschung. Besondere Bedeutung gewinnen diese Aspekte jedoch im Zusammenhang mit
einer geplanten Inselzelltransplantation bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern, da sie potentiell als
Hinweis fiir einen fortbestehenden Autoimmunproze gewertet werden miissen. Hierzu wird

unter 3.4.2 und 3.4.3 genaueres ausgefiihrt.

3.4.2 EinfluBl der Immunsuppression auf die Autoantikorperbildung

Die potentielle Bedeutung einer wieder auftretenden autoimmunen Zerstérung transplantierter
Inselzellen ist mehrfach sowohl im Tiermodell als auch in der klinischen Pankreas- und

Inselzelltransplantation gezeigt worden. Nach den ersten Untersuchungen durch Sutherland

und Mitarbeiter war jedoch die vorherrschende Meinung, dal die Immunsuppression, die
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aufgrund der drohenden Allo-AbstoSung verabreicht werden muf, in jedem Fall ausreichen
wiirde, um auch die "autoimmune disease recurrence" zu verhindern (Sibley et al., 1985).
Dies wird inzwischen durch zahlreiche Untersuchungen in Frage gestellt. In Tiermodellen des
spontanen Autoimmundiabetes (NOD-Maus und BB-Ratte) konnte gezeigt werden, daf die
klassischen Immunsuppressiva nicht in der Lage waren, die autoimmune Zerstérung von
syngenen Inselzelltransplantaten zu verhindern (u.a. Terada et al., 1988; Wang et al., 1988;
Stegall et al., 1996; Bartlett et al., 1995). Im klinischen Setting wurde von verschiedenen
Untersuchern sowohl nach humaner Pankreastransplantation als auch Inselzelltransplantation
trotz kombinierter Immunsuppression (Cyclosporin, Azathioprin und Steroide) eine
autoimmun vermittelte Insulitis (histologisch verifiziert) der transplantierten Inseln beoachtet

(Tyden et al., 1996; Stegall et al., 1996).

Die angefiihrten Arbeiten stiitzen die These, dal eine konventionelle Immunsuppression nicht
ausreicht, die Autoreaktivitit zu unterdriicken. Es stellt sich nun die Frage nach dem Einfluf}
der Immunsuppression fiir die Generierung von GADA, ICA und anti-IA-2-Ak, deren
Bedeutung als prognostische Indikatoren vor und nach Inselzelltransplantation im Rahmen

unserer Untersuchungen evaluiert werden soll.

In diesem Zusammenhang ist eine Studie aus den 80-iger Jahren von besonderer Bedeutung,
in der bei 132 frisch manifestierten Typ 1 Diabetikern in einer konrollierten, randomisierten
und plazebokontrollierten Studie Cyclosporin verabreicht wurde unter der Vorstellung,
hiermit die Autoreaktivitit zu supprimieren und die noch vorhandene residuale Betazellmasse
zu erhalten (Canadian European Randomized Control Trial Group, 1988). Die Seren aus
dieser Studie wurden mittlerweile fiir die Autoantikdrper nachanalysiert. Hierbei zeigte sich,
daB die ICA-Bildung nicht blockiert wurde, sondern nur die ICA-Titer tendentiell abnahmen.
Besonders aufféllig war, dal Cyclosporin keinen EinflluB auf die GADA hatte, die in
Prévalenz und Titerhéhe unverdndert blieben (Mandrup-Poulsen et al., 1990; Petersen et al.,
1994; De Filippo et al., 1996).

Unser Ziel war es, diese Ergebnisse bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern zu reproduzieren. Um
einen moglichen Einflufl der Inseltransplantation selbst auf die AAK-Bildung auszuschlieen,
wurden zwei Gruppen von Langzeit Typ 1 Diabetikern gebildet, die dann miteinander
verglichen wurden. Die eine Gruppe bestand aus 30 Langzeit-Typ 1 Diabetikern, die noch

nicht nierentransplantiert waren und daher keine Immunsuppression erhielten. Die zweite
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Gruppe bestand aus 30 nach Alter, Geschlecht und Diabetesdauer "gematchten" Patienten, die

bereits

Immunsuppression, bestehend aus Cyclosporin, Azathioprin und Steroiden, behandelt

nierentransplantiert waren und

wurden. Tabelle 11 zeigt die Ergebnisse.

nachfolgend mit einer

konventionellen

Langzeit-Typ 1 Diabetiker Langzeit-Typ 1 Diabetiker
keine Immunsuppr. (n=30) | immunsupprimiert (n=30)
Alter, Median 41.0 (32-54) 42.0 (33-52)
Geschlecht (M/W) 19/11 22/8
Diabetsdauer, Median 28.5 (17-35) 29.0 (16-41)
GADA positiv 20% 23%
anti-IA-2-AKk positiv 16% 13%
ICA positiv 20% 3%*
>1 AAK positiv 33% 27%

Tab.11: EinfluB} der Immunsuppression auf die AAK-Bildung bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern
(*p<0.05)

Auffillig war, daf in der Gruppe mit klassischer Dreifach-Immunsuppression zwar die ICA
signfikant (p<0.05) geringer nachweisbar waren, jedoch sowohl die GADA, als auch die anti-
IA-2-Ak in nahezu unverdnderter Héaufigkeit und Titerhdhe trotz Immunsuppression
nachweisbar waren. Bei gemeinsamer Betrachtung aller AAK fand sich kein signifikanter

Unterschied zwischen beiden Gruppen fiir das Auftreten von mindestens einem AAK.

Ein Vorteil der oben angefiihrten Analyse ist, dafl es sich um eine Betrachtung der AAK in
Abhingigkeit von Immunsuppression ohne einen moglicherweise modifizierenden Einflufl
einer ITX handelt. Ein Nachteil ist dagegen die Querschnittsuntersuchung, die die
Aussagefahigkeit einschrinkt. In einer Anschlufuntersuchung haben wir daher bei 21
Patienten in einer Léangsschnittuntersuchung vor- und nach ITX mit anschlieBender
klassischer Dreifach-Immunsuppression sowohl die Privalenz, als auch die Titer der AAK
untersucht. Auch hier bestdtigten sich die Befunde, daB insbesondere die GADA und in
geringerem Mafle auch ICA und anti-IA-2-Ak unter Immunsuppression persistieren (Daten

nicht aufgefiihrt, s. Publikationen im Anhang).
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, daB3 eine klassische Immunsuppression nur geringe
Effekte auf die Autoantikdrperbildung hat. Die ersten Hinweise hierfiir stammten aus den
Untersuchungen bei frisch manifestierten Typ 1 Diabetikern und wurden von uns erstmalig
auch bei Langzeit-Typ 1 Diabetiker vor- und nach kombinierter Nieren-
/Inselzelltransplantation  bestdtigt. Inzwischen haben mehrere Forschergruppen nach
Pankreastransplantation &dhnliche Ergebnisse erzielt und publiziert (Braghi et al., 2000;
Esmatjes et al., 1998; Sundkvist et al., 1998).

3.4.3 Autoantikorper in der Risikostratifizierung des Inselzelltransplantat-iiberlebens

In den voraufgegangenen Kapiteln haben wir zeigen konnen, da3 auch bei Langzeit-Typ 1
Diabetikern noch bei jedem zweiten Patienten mindestens ein Autoantikérper (GADA, ICA,
anti-IA-2-Ak) zu finden ist, und dafl eine klassische Immunsuppression, bestehend aus
Cyclosporin, Azathioprin und Steroiden, nur einen gering modifizierenden Einflufl auf die
Generierung dieser AAK hat. Spricht man den AAK eine Markerfunktion fiir den ablaufenden
Autoimmunprozel zu und dies kann als weitgehend gesichert gelten, dann sind mogliche
Korrelationen zwischen definierten AAK-Konstellationen und dem
Inselzelltransplantatiiberleben von besonderer Bedeutung. Untersuchungen hierzu stehen im
Mittelpunkt des folgenden Kapitels und basieren auf dem weltweit grofiten Patientenkollektiv

nach Inselzelltransplantation am Giessener Zentrum.

Insgesamt wurden 56 Patienten (n=37 mit simultaner Nieren und Inselzelltransplantation-SIK;
n=19 mit Inselzell- nach Nierentransplantation-IAK) in die Untersuchung einbezogen, die in
Giessen eine Inselzelltransplantation erhalten haben. Die kumulative Nachbeobachtungszeit in
der SIK-Gruppe betrug 88.3 Jahre, in der IAK-Gruppe 32.5 Jahre. Insgesamt ergibt sich
demnach eine kumulative Gesamt-Nachbeobachtungszeit von mehr als 120 Patientenjahren

nach Inselzelltransplantation.

In allen Fillen wurden vor- und nach ITX Serumproben auf c-Peptid und Autoantikérper
untersucht. Alle Patienten waren vor ITX c-Peptid negativ (<0.02 ng/ml). Von irreversiblem
Inselzelltransplantatverlust wurde ausgegangen, wenn nach einer Phase der c-Peptid-
Positivitdt post-ITX das c-Peptid erneut in zwei aufeinanderfolgenden Bestimmungen negativ
ausfiel (<0.02 ng/ml).
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In Abhéngigkeit vom AAK-Status wurden vier Patientengruppen definiert: Patienten, die vor-
und nach ITX AAK negativ waren (Gruppe 1). Patienten, die nach ITX > 1 AAK verloren
haben (Gruppe 2). Patienten, deren AAK persistierten, die also vor- und nach ITX fiir > 1
AAK positiv waren (Gruppe 3) und Patienten, die nach ITX erstmalig neu > 1 AAK
entwickelten (Gruppe 4).

Entsprechend der Arbeitshypothese, daf3 persistierende oder wiederkehrende Autoreaktivitt
mit verkiirztem Inselzelltransplantatiiberleben assoziiert ist, definierten wir zwei
Hauptgruppen, eine mit postuliertem niedrigen und eine zweite mit postuliertem hohen Risiko
cines friihzeitigen Inselzelltransplantatverlustes. Tabelle 12 gibt eine Ubersicht iiber die
Gruppen und den Anteil der Patienten mit Verlust der Inselzellen wihrend des

Beobachtungszeitraumes.

Inselzelltransplantatverlust

Anzahl (n) %

Niedriges Risiko >1 AAK vor/nach ITX
Gruppe 1 -/- 10/31 31
Gruppe 2 +/- 0/8 0

Hohes Risiko

Gruppe 3 +/+ 5/9 55
Gruppe 4 -/+ 6/8 75
Kumulativ 21/56 37

Tab.12: Stratifizierung der Inselzelltransplantierten Patienten nach unterschiedlichem AAK-
Verlauf in zwei Hauptgruppen mit jeweils 2 Untergruppen. Dargestellt ist auch die
beobachtete Rate an Inselzelltransplantatversagen wéhrend des Beobachtungs-

zeitraumes.
Insgesamt kam es in 37% der Fille zum Verlust des Inselzelltransplantates wihrend des

Beobachtungszeitraumes. Diese "Event rate" ist hinreichend fiir eine detaillierte Analyse des

Inselzelltransplantatiiberlebens in Abhdngigkeit vom AAK-Status und damit Zugehdorigkeit zu
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den vordefinierten Risikogruppen. Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch einige

Ergebnisse auf Basis von Life-Table-Analysen mit Log-Rank-Vergleichen.

Abbildung 17 zeigt die gemeinsame Analyse der SIK und TAK-Patienten (n=56, >120
Patientenjahre nach ITX). Aufgefiihrt ist der Kurvenverlauf fiir kombinierte AAK-Gruppen
entsprechend der Zugehorigkeit zur Patientengruppe mit angenommenen niedrigen Risiko,
verglichen mit der Hochrisiko-Gruppe. Die Patienten, die keinerlei AAK-Phdnomen
aufwiesen und die, die nach ITX AAK verloren haben, also negativ wurden, wiesen ein
signfikant verlidngertes Inselzelltransplantatiiberleben auf, verglichen mit denjenigen
Patienten, die durchgehend AAK positiv waren oder aber nach ITX serokonvertierten und neu

AAK generierten (p=0.0018).
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Abb.17: Kumulatives Inselzelltransplantatiiberleben in Abhédngigkeit vom AAK-Status.
Dargestellt ist der Kurvenverlauf fiir kombinierte AAK-Gruppen entsprechend den
verschiedenen Risikogruppen (-/- und +/- versus +/+ und -/+). Diejenigen Patienten,
die vor- und nach ITX AAk negativ waren oder aber im Verlauf AAK verloren,

wiesen ein signifikant verlangertes Transplantatiiberleben auf (p=0.0018).
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Abbildung 18 zeigt den Kurvenverlauf fiir alle 4 AAK-Gruppen getrennt. Die Patienten, in
deren Serum vor- und nach ITX keine AAK gefunden wurden (-/-), wiesen ein signifikant
verldngertes Transplantatiiberleben auf, verglichen mit durchgehend AAK-positiven (+/+)
Patienten (p=0.041). Der Verlust von AAK-Positivitdt (+/-) im Verlauf war mit einem
signifikant giinstigeren Transplantatiiberleben assoziiert (p=0.014). Im Gegensatz hierzu
wurde das ungiinstigste Ergebnis in der Patientengruppe mit Serokonversion von AAK-

Negativitit zu AAK-Positivitét (-/+) beobachtet (p=0.024).

= Aab status -/+ (n=8)
= Aab status -/- (n=31)
= Aab status +/- (n=8)
Aab status +/+ (n=9)

p =0.014 +/- vs.+/+
0,27 p =0.004 +/- vs. -/+
p=0.024 -/- vs. -+
p=0.041-/- vs.+/+

Cumulative islet graft survival (%)
(=]
Y
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Abb.18: Analoge Darstellung des kumulativen Inselzelltransplantatiiberlebens getrennt fiir
alle vier AAK-Gruppen. Aufgelistet ist auch das Signifikanzniveau der jeweiligen

Log-Rank-Vergleiche.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, daB ein regelmdBiges Monitoring der
Autoantikorper vor- und nach Inselzelltransplantation eine Stratifizierung der Patienten in
signifikant unterschiedliche Prognosegruppen ermoglicht. Die vorgestellten Daten
ermdglichen dariiber hinaus in der Verlaufsbeobachtung bei Veranderungen des AAk-Status
eine Abschidtzung der dann gednderten Prognose. Hieraus konnen potentiell neue,
risikoadaptierte Strategien fiir das Management Inselzelltransplantierter Patienten abgeleitet

werden.
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Die Erstbeschreibung der Zusammenhédnge zwischen den genannten Autoantikdrpern und
dem Inselzelltransplantatiiberleben erfolgte durch uns auf Basis der hier skizzierten
Untersuchungen. Zwischenzeitlich haben verschiedene andere Arbeitsgruppen (fiir Inselzell-
und Pankreastransplantation) die Ergebnisse iiberpriift und bestdtigt. So findet u.a. die
Mailander Gruppe und die Gruppe in Lyon in ihren Kollektiven nahezu identische AAk-
Privalenzen, Koinzidenzen und AAK-Verliufe. In Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen wurde bei Persistenz, Stimulation oder bei Neuauftreten der AAK ein
schlechteres "outcome" seitens der Transplantatfunktion beobachtet (Braghi et al., 2000;

Thivolet et al., 2000; Bosi et al., 2001).

Zusammenfassend schlieen wir aus den vorgestellten Daten, dafl Autoantikorper auch nach
langem Bestehen des Typ 1 Diabetes in einem hohen Prozentsatz persistieren. Klassische
konventionelle Immunsuppressiva haben allenfalls gering modulierenden Einflufl auf die
Autoantikorperbildung, trotz Immunsuppression konnen die Titer ansteigen, oder es kann zu
einem Neuauftreten von AAK (Serokonversion) kommen. Korreliert man die AAK mit dem
Inselzelltranspantatiiberleben, gelingt eine prognostische Stratifizierung der Patienten in
verschiedenen Risikogruppen bzw. Abschétzung der geénderten Prognose bei sich dnderndem
AAK-Status. Zusammen mit der Evidenz aus zahlreichen Tierversuchen und klinischen
Studien unterstiitzen die vorgestellten Daten die These, dall wiederkehrende Autoimmunitét
auch unter konventioneller Immunsuppression vorkommt und zum Verlust des Transplantates

fiihren kann.

Der Beitrag der "wiederkehrenden Autoimmunitit" am Transplantatverlust, also die
Bedeutung innerhalb der verschiedenen Ursachen des Tranplantatversagens einschlieBlich der
unspezifischen Inflammation und der Alloreaktivitit bleibt noch genauer zu untersuchen. Hier
wird das methodische Spektrum erweitert werden miissen, insbesondere um zelluldre Marker
und Zytokin/Chemokin-Untersuchungen auf mRNA- oder Proteinebene mit dem Ziel einer
differenzierten Betrachtung der Allo- und der Autoreaktivitét. Erste erfolgreiche Versuche in
diese Richtung wurden mit Kombinationen von humoralen- und zelluliren Markern
(Reaktivitat von PBMC) in allerdings kleinen Pilotstudien unternommen (Brooks-Worrell et
al., 2000; Roep et al, 1999). In unserer Arbeitsgruppe wird derzeit ein Monitoring auf Basis
verschiedenster Markerkombinationen untersucht. Dies schlieit auf der humoralen Seite
neben den Autoantikdrpern zahlreiche Zytokine und Chemokine ein, ergénzt auf der

zelluldren Seite durch Proliferationsassay im Kompartiment der PBMC und ELISPOT-
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Analysen. Dieser Ansatz ist vielversprechend, es sollte hiermit gelingen, Marker zu
entwickeln, die ein "Immunologisches Monitoring" mit der Option einer Intervention bei
drohendem  Transplantatverlust ermoglichen. Das "metabolische Monitoring" des
Inselzelltransplantates ist hinsichtlich Beurteilung eines drohenden Inselzellverlustes, analog
zur Situation im Pradiabetes (s.a. 2.1 und 3.1.1), nicht sensitiv genug und zeigt erst spit den

dann irreversiblen Transplantatverlust.

Ein differenziertes Monitoring erscheint jedoch nur sinnvoll, wenn immunsuppressive- oder
Toleranz induzierende Strategien entwickelt werden, die in der Lage sind, sowohl die Allo-
als auch die Autoreaktivitit zu unterdricken, um so die Langzeiterfolge der
Inselzelltransplantation als Therapiekonzept zu verbessern. Hier existiert ein breites
Forschungsfeld und gerade in den letzten Jahren wurden innovative und neue Konzepte
entwickelt (Ubersicht in Bretzel, 2003). Ein Beispiel ist das bereits erwihnte "Edmonton-
Protokoll", dessen Vorteile u.a. in einer maBgeschneiderten Immunsuppression liegen. Dieses
Protokoll  ist  Sirolimus basiert und  Steroid-frei, beinhaltet eine initiale
Induktionsimmunsuppression  gegen aktivierte Lymphozyten und niedrig dosierte
Calcineurin-Inhibitoren. Die Erfolgsraten mit diesem Protokoll sind bisher unerreicht

(Shapiro, et. al., 2000).

Zahlreiche neue Techniken werden derzeit préaklinisch in Tiermodellen erprobt. Beispielhaft
seien gentherapeutische Ansdtze erwdhnt zur Verbesserung der "Strefresistenz" und
"Verringerung der Immunogenitdt" der Inselzellen vor Transplantation oder neue
immunsuppressive bzw. immunmodulierende Strategien (u.a. Zhang et al., 2003; Koulmanda
et al., 2003; Guo et al., 2001; Makhlouf et al., 2002; Giannoukakis et al., 1999; Yoon et al.,
1999; Schwartz et al., 1999).

Aus den Synergien der vielen neuen und innovativen Techniken einschlielich der
Stammzell-Therapie, Immunmodulation, Toleranzinduktion und Gentherapie, werden in
naher Zukunft weitere, signifikante Fortschritte bei der klinischen Inselzelltransplantation zu

erwarten sein (Bretzel, 2003).

79



3.5 Insulin-Antikérper als Ursache von Komplikationen unter

Insulintherapie

3.5.1 Algorithmus zu Diagnose und Management immunologischer Komplikationen
unter Insulintherapie

Pathophysiologisch liegt den immunologischen Komplikationen der Insulintherapie mit den
héufigsten Manifestationen als Hautreaktion und instabilem Diabetes eine Insulin spezifische
Antikorperbildung der Klasse IgE u/o IgG zugrunde. Zur Differenzierung schlagen wir ein

standardisiertes Vorgehen nach dem in Abbildung 19 dargestellten Algorithmus vor.

Insulin behandelte Patienten mit Komplikationen
(Hautreaktionen, hohes HbA1c, hdufige Unterzuckerungen, ,,Brittle Diabetes®)

v

Immunologische Diagnostik
Schritt 1 (optional)
Intrakutantestung (Kontrollen, galenische Zusétze, diverse Insuline)
Schritt 2
Quantifizierung der Insulinspezifischen IgG/IgE
Schritt 3

Analyse des Bindungsverhaltens der Insulinspezifischen Antikorper

v

Differentialdiagnose

//\\

Typ 1 Allergie Typ 1 Allergie Insulinspez. Ak Insulinspez. Ak
galen. Zusitze Insulin mit ohne
sign. Bindung sign. Bindung
Therapie: Therapie:
Antigen OAD-Therapie Therapie: Therapie:
Karenz Analoga Analoga Keine
Dese_nsitizat_iqn CSII spezifische
Steroide/Antihist. gef. Steroide
Abb.19: Algorithmus zum  Management immunologischer — Komplikationen  der

Insulintherapie
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Ursache der Hautreaktionen sind zumeist Antikorper der IgE-Klasse, die zu einer klassischen
Sofortreaktion Typ 1 nach Coombs und Gell fiithren. Typ III und Typ IV Reaktionen kdnnen
zwar theoretisch vorkommen, sind im Zeitalter der Humaninsuline jedoch sehr selten
geworden (Federlin, 1985; Schernthaner, 1993). Die Ig-E-Bildung kann gegen das
Insulinmolekiil selber gerichtet sein, in diesem Fall handelt es sich um die "klassische
Insulinallergie”, oder aber sie richtet sich gegen galenische Zusitze. Das klinische
Erscheinungsbild ist meit die Hautreaktion mit Roétung, Juckreiz und Quaddelbildung
unmittelbar nach Injektion. Seltener ist die systemische Anaphylaxie. Da IgE iiberwiegend an
Basophile und Mastzellen gebunden vorliegt und nur in Spuren als Serumprotein zirkuliert, ist
eine relevante, metabolisch wirksame Insulinbindung bei den Antikorpern der IgE-Klasse im

Vergleich zu den IgG-Antikdrpern nachrangig.

Treten bei einem Patienten die geschilderten Hautreaktionen auf, so sollte zundchst eine
Intrakutantestung durchgefithrt werden (Schritt 1 des Algorithmus). Diese umfafit eine
Positiv-Kontrolle (0.01% Histamin), die Negativ-Kontrolle (0.9% NaCl) sowie definierte
Testlosungen mit den relevanten galenischen Zusitzen wie z.B. Protamin, Cresol, Phenol etc.
(Insuman® Testlosungen). Ergénzt wird das Spektrum durch die aktuell dem Patienten
verabreichten Insuline (5 U/ml). Unter therapeutischen Gesichtspunkten sollten auch Analoga
(LysPro, Insulin Aspart, Glargine) und alternative Insuline anderer Hersteller in gleicher
Sitzung getestet werden, zukiinftig auch das neue Verzogerungsinsulin Detemir. Hierdurch
gelingt eine Differenzierung, ob es sich um eine klassische Insulinallergie handelt, oder aber
die Hautreaktion auf einer Allergie gegen einen der galenischen Zusézte beruht. Im Falle
einer positiven Hautreaktion auf Insulin, sollte im Sinne einer internen Kontrolle der Test auf

Insulinspezifisches IgE positiv ausfallen (Schritt 2 des Algorithmus).

Die therapeutische Konsequenz bei einem positiven Hauttest liegt in der Allergenkarenz.
Besteht beispielsweise eine Allergie gegen Protamin, so miissen in der Therapie Protamin-
basierte Verzogerungsinsuline vermieden werden. Liegt eine klassische Insulinallergie vor, so
mufl zunichst tiberpriift werden, ob der Patient zwingend insulinabhénigig ist oder eine
maximale orale Therapie moglicherweise ausreichend ist. Sollten in der Hauttestung die
Analoga negativ getestet sein, kann ein Therapieversuch auf Basis von Analoga versucht
werden. Sowohl fiir LysPro, als auch fiir Insulin Aspart und Glargine konnte gezeigt werden,
daB eine Insulinallergie hiermit erfolgreich behandelbar ist (Naf et al., 2001; Kumar et al.,

1997; Eapen et al., 2000; Airaghi et al., 2001; Moriyama et al., 2001). Sollte eine exogene
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Substitution von Insulin oder Analoga nicht moglich sein, kann probatorisch eine
Desensibilisierung nach Galloway (Galloway & deShazo, 1990) versucht werden, die jedoch
bei ca. 30% der Patienten nicht anhaltend gelingt. Im Falle eines Therapieversagens aller
vorgenannter Optionen kann eine kombinierte Therapie mit Steroiden und Antihistaminika,

begleitend zur Insulinapplikation, erfolgreich sein (Ganz, 1990; Schernthaner, 1993).

Im Gegensatz zur IgE-vermittelten Hautreaktion kann die Bildung hochtitriger und
hochavider insulinspezifischer Antikérper der Klasse IgG iiber eine signifikante
Insulinbindung eine Neutralisierung des Insulin verursachen mit konsekutiv instabiler
Stoffwechsellage des Diabetes unter dem klinischen Bild des "Brittle Diabetes". Je nach
Aviditdit der Antikorper haben die gebildeten Insulin/Antikorperkomplexe ein
unterschiedliches Dissoziationsverhalten, so daf3 die Pharmakokinetik des s.c. applizierten
Insulins nicht mehr zuverldssig vorhergesagt werden kann. Es kann so postprandial aufgrund
der Insulinneutralisierung zur Hyperglykdmie kommen, gefolgt von einer Hypoglykamie im
Intervall bei Dissoziation des Komplexes mit Freisetzung wirksamen Insulins zur Unzeit (van
Haeften et al., 1987; van Haeften et al., 1989; Federlin, 1985; Schernthaner, 1993). Dies kann
wiederum gefolgt sein von reaktiven Hyperglykdmien, das klinisch resultierende Bild ist der
"Brittle Diabetes". Die Hypoglykdmien treten oft nachts bzw. in den frithen Morgenstunden
auf, hier sind moglicherweise auch pH-Verschiebungen neben anderen Faktoren fiir das

Dissoziationsverhalten von Bedeutung.

Im Schritt 2 des Algorithmus folgt daher bei Patienten mit entsprechender Symptomatik die
quantitative Bestimmung des Gesamt-IgG und Gesamt IgE, sowie der insulinspezifischen IgG
und IgE-Antikdrper, wobei letztere einen ev. positiven Hauttest auf Insulin bestdtigen sollten
als Voraussetzung der Diagnose "Insulinallergie". Zahlreiche Arbeitsgruppen haben gezeigt,
dal3 es unter Insulintherapie in mehr als 50% der Patienten zur IgG-Bildung gegen Insulin
kommt. Nur bei ganz wenigen Patienten entstehen jedoch die vorgenannten Komplikationen.
Die quantitative Analyse der Antikorpertiter alleine ist also nicht ausschlaggebend fiir das
AusmaB der Insulinbindung/Neutralisierung. Je nach Aviditdt der multivalenten Antikorper
mit dem multivalenten Insulinmolekiil kann die Bindungsenergie unterschiedlich sein, es
resultiert ein unterschiedliches Bindungsverhalten. Zur Abschéitzung der individuellen
Insulinbindung und Dissoziationskinetik und damit auch zur Abschitzung der klinischen
Relevanz der nachgewiesenen Antikorper fiir den betroffenen Patienten, haben wir den

Algorithmus um Schritt 3 erweitert. Hier wird das Antikorper-Bindungsverhalten und die
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zeitabhdngige Insulin/Ak-Dissoziation in einem ex vivo/in vitro Assay untersucht. Hierbei

125_markiertem

wird das, von endogenem Insulin gereinigte Serum, nach Aligotierung mit J
Humaninsulin inkubiert. Die Probe wird angesduert und Methylcellulose als Insulin-
Adsorbens zugegeben. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0, 20, 60, 90, 120, 240 Minuten)
wird in den Aliquota durch Zentrifugation das adsorbierte freie Insulin vom Ak-gebundenen
Insulin getrennt und beide Fraktionen im Gamma-Counter quantifiziert. Das Verhaltnis beider
Fraktionen vermittelt eine, klinisch gut verwertbare, Abschitzung fiir das Ausmal einer
initialen Insulinbindung und der nachfolgenden Freisetzung durch Dissoziation im Zeitverlauf

bis 4 Stunden (s.a. Publikation im Anhang). Normalerweise betrégt die Bindung ca. 2-3%.

Abbildung 20 zeigt beispielhaft die Auswertung eines Patienten mit hochtitrigen, hoch aviden
Insulin-Ak und konsekutiv hoher Insulinbindung mit verzogerter Freisetzung. Vereinfacht
bedeutet dies einen hohen Anteil (hier ca. 70%) an neutralisertem und damit unwirksamen
Insulin kurz nach der Insulinapplikation mit postprandial resultierender Hyperglykdmie. Mit
Zeitverzogerung tiber Stunden erfolgt dann die Dissoziation des Komplexes, Freisetzung des
Insulin und konsekutiv eine Hypoglykdmie. Hieraus resultiert eine nicht vorhersagbare

Insulinkinetik und klinisch das Bild des "Brittle Diabetes".
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Insulin/Ak - Dissoziation

Patientennr. : 469/01 Eingangsdatum : 06.02.01  Arzt/Station : Dr. Jaeger St. |
Name [ oc-- I

Abnah 0 min 30 min. | 60 min. 90 min. | 120 min. | 240 min.
Normalpatient | Gesamtakt. 55669 53755 50591 51503 52396 50863
freies Insulin Pellet 54060 52284 49293 50231 51087 49631
geb.Insulin Uberstand 1609 1471 1298 1272 1309 1232
Quotient eb/frei Insulin 0,03 0,028 0,026 0,025 0,025 0,024
% geb./Gesamt. | 2,9% 2,7% 2,5% 2,46% 2,4% 2,4%
Patient Gesamtakt. 56379 50580 49388 47113 61808 72092
freies Insulin Pellet 16080 18614 20694 23418 35478 45995
geb. Insulin Uberstand 39319 31966 28694 23699 26330 26097
Quotient geb/frei Insulin 295 1,72 1,39 1,01 0,74 0,57
% geb/Gesamt 1% 63,2% 58,1% 50,3% 42,6% 36,2%
Insulinantikérper mE/ml Beurteilung: Signifikante Titer, hohes Bindungsniveau,

verzdgerte Dissoziation - klinisch relevant!!!

RIND: 0,22 mE/mI

SCHWEIN: 0,28 mE/ml ~

HUMAN: 0,38 mE/ml (r. R
. Jaeger

. ed. C. Jaeger
Medh Klink Tihung Poliiinik
Rodthohi 6, 35392 GieBen

Abb.20: Exemplarische Darstellung der Bindungsanalyse bei einem Patienten mit
hochtitrigen insulinspezifischen 1gG-Ak, hohem Bindungsniveau und verzdgerter

Freisetzung (Originalbefund).

Eine vorhersehbare und definierte Insulinkinetik ist Voraussetzung einer zuverlédssigen und
guten BZ-Einstellung. Ist es bei einem Patienten zur Bildung von hoch aviden,
Insulinspezifischen Antikorpern gekommen, ist diese Insulinkinetik nicht mehr vorhersagbar.
Besonders uniibersichtlich wird die Situation bei Verwendung von Verzogerungsinsulinen, da
hier neben der Ak-bedingten Verzogerung noch die pharmakologische Verzogerung als
zusitzliche Variable der Insulinwirkung hinzukommt. An diesem Punkt setzt der
therapeutische Ansatz mit CSII (kontinuierliche, subkutane Insulininfusion) oder
Insulinpumpentherapie an, bei der nur schnell wirksames Insulin verwandt wird, welches als
individuell adaptierte Basalrate plus Mahlzeitenabhingige Bolusgabe iiber einen s.c.
liegenden Katheter appliziert wird. Durch den Einsatz der Insulinpumpe wird somit eine
Variable (Verzogerungsinsulin) eliminert, und es gelingt eine weitaus bessere Adaptation der
Insulinzufuhr an den individuellen Bedarf des Patienten. Am giinstigsten ist dieser Effekt bei
Verwendung eines der kurzwirksamen Insulinanaloga (LysPro oder Insulin Aspart) in der

Pumpe, da hier potentiell neben der gilinstigen metablischen Wirkung noch eine
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immunologische Wirkung mit Umgehung der Insulinbindung bei fehlender Kreuzreaktivitét
wirksam werden kann, wie schon fiir die klassische "Insulinallergie" gezeigt (s.0.). In der
Literatur ist bisher ein Fall beschrieben, bei dem durch Insulin LysPro via CSII eine
immunologische Insulinresistenz erfolgreich behandelt werden konnte (Lahtela, 1997). In
unserem Zentrum haben wir inzwischen 7 Patienten mit siginifikanter Insulinbindung
aufgrund insulinspez. IgG-Ak mit diesem Regime und gutem Erfolg behandelt (s.a. 3.5.2).
Sollte dies nicht erfolgreich sein, ist in einigen Fallen jedoch auch hier eine ldngerfristige
Steroidtherapie erforderlich mit dem Ziel, die Neubildung der Ak zu supprimieren (Ganz et
al., 1990).

Abschliefend sei noch erwidhnt, daB in Féllen mit positivem Nachweis von
insulinspezifischem IgG (Schritt 2) aber fehlender, signifikanter Insulinbindung (Schritt 3)
nicht zwingend therapeutische Konsequenzen gezogen werden miissen. Hier wird deutlich,
daf nicht der alleinige quantitative Nachweis der Insulinspezifischen Antikorper im Schritt 2
des Algorithmus, sondern erst die Analyse des Bindungsverhaltens (Schritt 3) eine
Abschitzung der klinischen Relevanz der Insulinantikorper ermoglicht und damit die
Grundlage fiir therapeutische Entscheidungen liefert. Somit sollte bei entsprechendem
klinischem Verdacht zunéchst die quantative Analyse (Schritt 2) auf insulinspezifische
Antikorper erfolgen. Bei negativem Ausfall eriibrigt sich die Analyse des Bindungsverhaltens
(Schritt 3), bei positivem Ausfall ist sie jedoch zur Interpretation zwingend erforderlich. Die
Durchfithrung der Hauttestung (Schritt 1) ist optional und kann auf die Patienten mit

dermalen Reaktionen beschrinkt bleiben.

3.5.2 Exemplarische Darstellung der Befunde in vier Kasuistiken

Im Rahmen des hier vorgestellten Algorithmus zu Diagnose und Management
immunologischer Komplikationen unter Insulintherapie ist im Hinblick auf die
Differenzierung der klinischen Relevanz nachgewiesener Insulinspezifischer Antikorper
(Schritt 2) die Analyse des Bindungsverhaltens (Schritt 3) von besonderer Bedeutung.
Abbildung 21 zeigt die individuellen Verldufe der nachfolgend vorgestellten Patienten, die
Interpretation der Befunde erfolgt im Zusammenhang mit der jeweiligen Kasuistik. Ergdnzend
wurden 10 Typ 1 Diabetiker und 10 Typ 2 Diabetiker unter Insulintherapie ohne Therapie-

assoziierte Komplikationen oder allergischer Diathese in der Anamnese und mit gut
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eingestelltem Diabetes (HbAlc <7%) sowie einem Insulin-Tagesbedarf von weniger als 0.6

IU/kg als Kontrollen eingeschlossen.

Abb.21: Insulinbindung in Prozent (%) durch Insulin spezifische IgG-Antikorper und
zeitlicher Verlauf der Dissoziation in Seren von 4 Patienten mit immunologisch
vermittelten Komplikationen unter Insulintherapie. Patient #1 und #4 zeigen eine
hohe initale Bindung mit verzogerter Freisetzung (normal: <3%, n=20 Kontrollen).
Patient #2 weist nur eine geringe Bindung mit schneller Freisetzung auf, Patient #3

zeigt keine signifikante Insulinbindung.

] == Kontrollen == Pat.1 == Pat.2 == Pat3 ™= Pat4

bound / free ratio (%)
g

0 30 60 90 120 240
Zeit (Minuten)

Kasuistik 1:

Es handelt sich um eine 24-jéhrige Patientin mit einem Typ 1 Diabetes seit 7 Jahren,
beginnender Nephropathie, keine Neuropathie oder Retinopathie, schlanker Habitus (169 cm,
60 kg, BMI: 21). Die bisherige Therapie umfafite eine intensivierte Insulintherapie mit
Protaphane, Actrapid und Semilente (Basis/Bolus) seit Diagnosestellung. An relevanten
Begleiterkrankungen besteht eine art. Hypertonie. Die Vorstellung in unserer Diabetes-
Ambulanz erfolgte wegen extrem schwankender BZ-Werte, haufigen Hyperglykdmien und
insbesondere néchtlichen Hypoglykdmien. Das HbAlc lag bei 8.9%, die Patientin war seit

Jahren als noncompliant eingeschétzt worden, der Insulinbedarf lag zeitweilig bei mehr als
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150 1IU/die. Es Dbestanden keine Hautreaktionen. Die Sekretionsanalyse zeigt

erwartungsgemailf keine relevante, verbliebene C-Peptid-Reserve mehr (nii/pp <0.01 ng/ml).

Die immunologische Evaluierung entsprechend dem vorgestellten Algorithmus erbrachte im
Intracutantest erwartungsgemil keine positiven Reaktionen. In Ubereinstimmung mit den
negativen Hautreaktionen wurden auch keine insulinspezifischen IgE-Antikérper beobachtet.
Im Gegensatz hierzu fanden sich jedoch hochtitrige insulinspezifische Antikérper der 1gG-
Klasse bei noch normalem Gesamt-IgG. Die Analyse des Bindungsverhaltens zeigte eine
inital massiv erhohte Insulinbindung mit bis zu 70% und eine verzogerte Freisetzung im
Zeitverlauf  (Abbildung 21). Die Diagnose lautet demnach auf "immunologische

Insulinresistenz", bedingt durch insulinneutralisierende Antikorper der Klasse IgG.

Therapeutisch wurde die Patientin erfolgreich auf Insulinpumpentherapie mit Insulin Aspart
umgestellt. Die Stoffwechsellage ist deutlich stabilisiert, das aktuelle HbAlc liegt bei 6.1%,

die Patientin hat <1/Hypoglykdmie/Monat, bisher war kein Kortison erforderlich.

Kasuistik 2:

Es handelt sich um eine 21-jéhrigen Patientin mit einem Typ 1 Diabetes seit 12 Jahren. Es
besteht eine Nephropathie Stadium III und eine incipiente periphere Neuropathie. An
Begleiterkrankungen findet sich eine Struma diffusa in Euthyreose und eine art. Hypertonie.
AnlaBlich eines Screening auf Vorliegen eines moglichen autoimmun polyendokrinen
Syndroms, welches sich nicht bestdtigte, waren bei dieser Patientin hochtitrige
Insulinspezifische IgG-Ak als Zufallsbefund beschrieben worden. Die Patientin weist keine
Hautreaktionen auf, sie hat unter intensivierter Insulintherapie (Basis/Bolus) eine gute BZ-
Einstellung mit einem HbAlc von 6.9% ohne unklare Hypoglykdmien. In der
Sekretionsanalyse erwartungsgemifl keine residuale Betazellfunktion (c-Peptid nii/pp <0.1

ng/ml).

Die immunologische Evaluierung erbrachte im Intracutantest keine Hautreaktionen. Bei der
Quantifizierung der Antikérper bestitigten sich die deutlich erhohten Titer der
Insulinspezifischen IgG bei negativem Insulinspezifischem IgE-Befund und normalem
Gesamt 1gG/IgE. Abbildung 21 zeigt das Bindungsverhalten der Insulinspezifischen IgG bei
dieser Patientin. Auffdllig ist hier ein relativ niedriges Bindungsniveau mit initial ca. 22%

Bindung und rascher Dissoziation. Dieses Bindungsniveau ist klinisch meist ohne
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signifikanten Einflu auf die Pharmakokinetik, was auch zu dem klinischen Bild dieser
Patientin pafit. Die Diagnose lautet daher auf Insulinspezifische 1gG-Ak ohne signifikante

Bindung, eine spezifische Therapie ist nicht erforderlich.

Kasuistik 3:

Vorgestellt werden die Befunde einer 73-jahrigen Patientin mit einem Typ 2 Diabetes seit 18
Jahren. Bis vor 2 Jahren wurde der Diabetes oral therapiert, dann Umstellung auf Insuman
comp 25 subcutan. An Begleiterkrankungen besteht eine art. Hypertonie, eine koronare
Herzerkankung, intermittierendes Vorhofflimmern, eine asymptomatische Cholecystolithiasis

und eine Struma multinodosa in Euthyreose.

Aktueller Vorstellungsgrund in unserer Diabetes Ambulanz waren schwerste urticarielle
Sofortreaktionen lokal nach s.c. Insulininjektion mit Roétung, Quaddel und Juckreiz.
Konsekutiv war die Stoffwechsellage unzureichend mit einem HbAlc von 8.6%. Die
Sekretionsanalyse zeigt eine verbliebene und stimulierbare endogenen Insulinreserve (c-

Peptid-Werte nii/pp 1.8 ng/ml vs. 3.7 ng/ml).

Der Intrakutantest brachte bereits die Diagnose einer Protaminallergie. Abbildung 22 zeigt
den rechten Unterarm der Patientin mit der Positiv- und Negativ-Kontrolle sowie den
Testlosungen mit den galenischen Zusitzen. Testlosung 8/9 enthalten Protamin und reagieren
positiv. Auf dem anderen Unterarm zeigten alle Protamin-verzogerten Insulinpréparationen
ebenfalls positive Reaktionen, wihrend die schnell wirksamen Insuline und Analoga keine
Reaktion zeigten. Bei der Quantifizierung der Immunglobuline fand sich lediglich ein
erhohtes Gesamt IgE bei normalem Gesamt IgG und negativen Insulinspezifischen IgG- bzw.
IgE-Befunden. Die Bindungsanalyse bestitigte erwartungsgemdfl keine signifikante
Insulinbindung (4bbildung 21). Hier lautet die Diagnose demnach auf Typ 1 Allergie gegen

Protamin mit lokalen Resorptionsstérungen und konsekutiv schlechter BZ-Einstellung.
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| Intracutan-Hauttest ( Insulin )

Name: ISR

Geburtsdatum : I
Arzt/ Station ST

Nr. Sofortreaktion | verzbgert spit
1 NaCl Z ~ =
2 Histamin it P P
3 Test.A 2 -
4 Test.B Z - -
5 Test.C Y - -
6 Test.D & ~ -
7 Test.E 4 - -
8 Test.F. 1+ - -
9 Test.G ++ - -
10 ‘Hochst Ins.Basal + P P
11 Hochst Tns. Rapid o =
12 ‘Hochst Lantus ;) P p
13 Lilly HI Normal Z P ~
14 Lilly HI Basal " 7 - P
15 Lilly Humalog » - -
16 NOVO Protaphan e ~ ~
17 NOVO Actrapid VZ =
18
19

Diagnose: et VA Mrre

Abb.22: Intracutantest: Negativkontrolle (1), Positivkontrolle (2), positive Reaktion auf
Protamin (8, 9), negative Reaktion auf andere galenische Zusitze (3, 4, 5, 6, 7).,

Originalbefund.

Therapeutisch konnte bei erhaltener und stimulierbarer endogener Insulinreserve (s.0.) eine
Riickumstellung auf alleinige orale antidiabetische Therapie erfolgreich durchgefiihrt werden.
Die Einstellung ist befriedigend mit einem HbAlc von 7.6%. Alternativ konnte die Patientin
zukiinftig, falls erforderlich, auch mit schnell wirsamen Insulinen oder Analoga im Sinne
einer prandialen Insulinsubstitution therapiert werden. Ergdnzend hat die Patientin noch einen
Allergicausweis erhalten (Cave: Heparin-Antagonisierung z.B. bei

Herzkatheteruntersuchungen).
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Kasuistik 4:

Es handelt sich um einen 57-jahrigen Patienten mit pankreoprivem Diabetes mellitus infolge
Pyloruserhaltender Duodeno-Teilpankreatektomie wegen Malignomverdacht, der sich am
Resektat nicht bestitigt hatte. Prioperativ zeigte der Patient das Bild eines Typ 2 Diabetes,
postoperativ nun zusétzlich die pankreoprive Komponente. Aktuelle Therapie mit
Berlinsulin30/70, vorher diverse andere Mischinsuline. An relevanten Begleiterkrankungen
findet sich eine exokrine Pankreasinsuffizienz, eine art. Hypertonie und eine Struma

multinodosa in Euthyreose.

Aktuell erfolgte die Vorstellung wegen schwerster Sofortreaktionen nach s.c. Insulininjektion
mit Rotung, Quaddel und Juckreiz. Zusitzlich bestand ein "Brittle Diabetes" mit stark
schwankenden BZ-Werten, hédufigen Entgleisungen mit Hyper- und schweren
Hypoglykdmien. Das HbAlc lag bei 9.3%, der Patient hatte Gewicht abgenommen (von 82 kg
auf 64 kg bei einer Korpergrofie von 170 cm; aktueller BMI: 22). Die Sekretionsanalyse zeigt
eine verbliebene endogene Insulinreserve. Die c-Peptid-Werte liegen jedoch auf einem hohen
Plateau-Level mit bereits nii 4.1 ng/ml und fehlender Stimulierbarkeit auf pp 4.5 ng/ml

(Insulinresistenz, hier immunologisch bedingt durch Insulin-Ak, s.u.).

Die immunologische Evaluierung zeigte im Intrakutantest heftigste Sofortreaktionen auf
samtliche applizierten Insuline, jedoch keine Reaktionen auf die Testlosungen mit den
galenischen Zusidtzen. Bei der Quantifizierung der Antikorper fanden sich extrem erhdhte
Werte sowohl fiir das Insulinspezifische IgE, aber auch fiir das Insulinspezifische 1gG. Auch
das Gesamt IgE war erhoht, und es fand sich im Differentialblutbild eine Eosinophilie. Das
Gesamt IgG war hoch normal. Bei der Analyse des Bindungsverhaltens zeigte sich eine
extrem hohe initiale Bindung mit ca. 70% und verzogerter Dissoziation (Abbildung 21). Die
Diagnose in diesem Fall lautet auf eine Kombination verschiedener immunologischer
Komplikationen mit IgE-vermittelter Sofortreaktion im Sinne einer "klassischen
Insulinallergie" und zusétzlich eine IgG-vermittelte immunologische Insulinresistenz durch
zirkulierende und Insulinneutralisiserende Antikorper. Diese Befunde erkldren das klinische
Bild sowohl der Hautreaktionen als auch den "Brittle Diabetes".

Therapeutisch  versuchten wir zundchst eine Desensibilisierung in aufsteigenden
Konzentrationen nach Galloway und deShazo (Galloway & deShazo, 1990), die jedoch nicht
erfolgreich war. Auf eine i.v. Insulingabe unter der Vorstellung einer "Absittigung" der

Antikorper haben wir in Anbetracht der Anaphylaxiegefahr bei hohem IgE und Eosinophilie
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verzichtet. Da der Patient initial noch eine endogene Funktionsreserve aufwies, haben wir
zunéchst einen Versuch mit maximaler oraler antidiabetischer Therapie unternommen (Glinid,
Biguanid, Sensitizer), um eine exogene Insulinsubstitution hinauszuzdgern. Dies war zunéchst
erfolgreich, nach 4 Monaten trat jedoch eine Erschopfung des Restpankreas auf, die c-Peptid-
Werte fielen auf <0.6 ng/ml ohne Stimulierbarkeit. Die stationire Wiederaufnahme des
Patienten erfolgte in der Ketoazidose, er war nun zwingend auf exogene Insulinsubstiution
angewiesen. Unter Kortisonstofitherapie, ergdnzt um HI1/H2-Blockade gelang dann bei
ausschlieBlicher Therapie mit dem Insulin-Analogon LysPro eine exogene Insulinsubstitution
ohne Hautreaktionen und mit zunehmender Stabilisierung der BZ-Einstellung. Die Reduktion
der Kortisondosis wurde am Niveau der Hautreaktion titriert, im Labor zeigte sich im Verlauf
ein langsamer Abfall der Antikorperkonzentrationen und des Bindungsniveaus. Aktuell ist der
Patient unter diesem Regime mit prandialer LysPro-Therapie in Kombination mit derzeit 12.5
mg Decortin H und HI1/H2-Blockade weitgehend beschwerdefrei, insbesondere ohne

Hautreaktionen. Das HbAlc liegt bei 7.4%, und die Hypoglykémierate ist deutlich gesunken.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dal immunologische Reaktionen gegen Humaninsuline
oder galenische Zusitze seltene Komplikationen darstellen, die im Einzelfall jedoch fiir das
individuelle Management der Patienten sowie fiir deren Prognose von grofiter Bedeutung sein
konnen. In diesem Kapitel wurden exemplarisch vier Kasuistiken von Patienten behandelt, die
mit typischen immunologischen Komplikationen unter Insulintherapie in unserer Diabetes-
Ambulanz vorstellig wurden. Der dargestellte Algorithmus ermdglichte in allen Féllen eine
Differentialdiagnose dieser Komplikationen und eine Abschétzung der klinischen Relevanz
des Problems. Hierdurch werden die verschiedenen immunologisch vermittelten
Komplikationen der Insulintherapie individuell therapierbar. Derzeit planen wir in
Zusammenarbeit mit der Gruppe Diabetes der Arbeitsgemeinschaft Padiatrische
Endokrinologie (APE, Prof. Schonau, Universitit Koln und Prof. Holl, Universitdt Ulm) eine
Deutschlandweite Studie zur klinischen Bedeutung der Insulin-Antikdrper bei Kindern mit

Typ 1 Diabetes.
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4. ZUSAMMENFASSUNG UND ABSCHLIEBENDE
BETRACHTUNG

Die innerhalb der Diabetologie relevanten Themenfelder fiir Antikorper- und
Autoantikorperanalysen listet nochmals Abbildung 23 auf, entlang des natiirlichen Verlaufs
der Erkrankung. Gegeniibergestellt sind die jeweiligen Forschungsprojekte, die der
vorliegenden Arbeit zugrunde liegen. Ein zentrales Anliegen war hierbei die Implementierung
der neuen Autoantikdrperspezifititen GADA sowie anti-IA-2-Ak und ihre Charakterisierung
unter den jeweiligen Fragestellungen zusétzlich zu den bereits bekannten und etablierten

Markern.

Abb. 23: Pradisposition
Pridiktion: Giessen-Bad Oeynhausen FS:
Typ 1 Diabetes Differenzierte Pridiktionsmodelle
(APS/Zéliakie) Typ 1 Diabetes (APS/Zoliakie)
Insulitis
L ENDIT:
Sekundirprivention: Versuch einer Privention
Typ 1 Diabetes des Typ 1 Diabetes
. - _ Manifestation
Differentialdiagnose: . [P
: . AAK identifizieren
Typ 1/Typ 2 Diabetes (Jes Autoimmun- adulte
bei Manifestation im . T ’i Diabetik
Erwachsenenalter d]abetes ¥p tabetiker
Inselzelltransplantation: AAK als Prognoseindikatoren fiir
(" Autoimmune Disease »Autoimmune Disease Recurrence®
Recurrence') bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern
Komplikationen .
der Insulintherapie . Algorithmus .
durch Insulin Ak (IgG/E) zur Diagnose und Therapie
Spatsyndrom/Tod
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Zentrale Voraussetzung fiir die Interpretation der Antikorper- und Autoantikdrperbefunde
sind zuverldssige Nachweismethoden. Fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
verwendeten Methoden wurde dies sichergestellt durch methodische Innovationen und
regelmiBige Uberpriifung der Assays in Ringversuchen mit besonderem Fokus auf die hier
neu etablierten Assays fiir die GADA und anti-IA-2-Ak Bestimmungen. Die Ergebnisse in
den Workshops haben zur Akreditierung des Labors als Referenzlabor durch die
"Immunology of Diabetes Society (IDS)" unter dem Dach der "Centers For Disease Control
(CDC)" gefiihrt (Dr. C. Jaeger: CDC-0136).

Ein Schwerpunkt der Untersuchungen lag im Bereich des Pridiabetes mit der Entwicklung
differenzierter Pradiktionsmodelle als Grundlage priventiver Maflnahmen mit dem Ziel der
Verhinderung oder Verzogerung eines Typ 1 Diabetes. Die WHO Kriterien fiir
Massenscreening mit dem Ziel einer Préadiktion und Priavention umfassen 5 Kriterien (WHO
mass screening recommendations: http://www.who.int.en): 1) Eine frilhe Erkennung der
Erkrankung ist schwierig auf Basis rein klinischer Kriterien. 2) Es muB sich um eine héufige
Erkrankung handeln. 3) Falls nicht erkannt, mufl die Erkrankung zu schweren
Komplikationen fiihren. Diese Kriterien sind fiir den Typ 1 Diabetes sédmtlich erfiillt. Die
Jahre bis Jahrzehnte andauernde Phase des Préidiabetes ist auf Basis klinischer Kriterien nicht
zu erkennen und der Typ 1 Diabetes, mit einer Privalenz von 1:300 (in definierten
Hochrisikokollektiven wie z.B. erstgradige Verwandte von Typ 1 Diabetikern ca. 1:20), fiihrt
nach Manifestation zu schwerwiegenden Komplikationen. Vor diesem Hintergrund kann der
Typ 1 Diabetes als Modellerkrankung fiir die Entwicklung von Screening- und

Préventionsstrategien angesehen werden.

Auf die Qualitit der Screening-Strategie zielt das 4. Kriterium der WHO ab: "Der
Screeningtest muf} eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdt aufweisen". Hier setzt die Giessen-
Bad Oeynhausen Familienstudie an. Es gelang wunter EinschluB der neuen
Autoantikorperspezifititen und nach Etablierung valider Testsysteme eine deutliche
Verbesserung der bestehenden Pradiktionsmodelle. Insbesondere das vorgeschlagene Zwei-
Schritt-Screening-Modell mit initial kombinierter GADA/anti-IA-2-Ak Testung und
Nachtestung positiver Individuen auf ICA/IAA erzielt eine Sensitivitdt von iiber 94% bei
positiven Vorhersagewerten hinsichtlich manifester Erkrankung von bis zu 70% in einem 5-
Jahreszeitraum. Gleichzeitig eroffnet erst dieses methodische Vorgehen die Moglichkeit eines

Massenscreening. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dafl die kombinierte GADA/anti-IA-2-
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Testung, im Gegensatz zur frither verwendeten, ICA-basierten Strategie, sensitiver ist und

methodisch einfacher, zuverldssiger und damit kostengiinstiger durchgefiihrt werden kann.

Das 5. WHO-KTriterium fordert eine wirksame Behandlungsoption. Dies war der Ansatzpunkt
fiir die ENDIT-Studie mit dem Ziel einer Sekundérpréavention des Typ 1 Diabetes im Stadium
des Prddiabetes durch hochdosierte orale Verabreichung von Nikotinamid. Diese
Préventionsstrategie hat sich als nicht erfolgreich erwiesen. Derzeit werden jedoch zahlreiche
alternative Protokolle bei frisch manifestierten Typ 1 Diabetikern evaluiert. Vorausgesetzt,
diese Protokolle sind erfolgreich, konnen diese Strategien auch in der frithen Pravention des

Typ 1 Diabetes eingesetzt werden.

Zusammenfassend sind also die Voraussetzungen fiir ein Massenscreening auf Typ 1 Diabetes
nach WHO-KTriterien noch nicht vollsténdig erfiillt. Die groen Fortschritte bei der Pradiktion
des Typ 1 Diabetes und die vielversprechenden neuen Interventionsstrategien lassen jedoch
erwarten, dal eine Prdvention des Typ 1 Diabetes zukiinftig erreichbar sein wird.
Untersuchungen hierzu sind in Planung oder bereits aufgelegt, erste Ergebnisse werden in
Kiirze verfiigbar sein. Einige dieser Studien werden durch das neu etablierte TrialNet mit Sitz
in den USA koordiniert, einem internationalen Netzwerk fiir die Erforschung neuer Therapien

des Typ 1 Diabetes (Walter M et al., 2003).

Basierend auf den, in der Giessen-Bad Oeynhausen Kohorte, aufgefallenen hohen
Koinzidenzen fiir Erkrankungen aus dem Formenkreis der Autoimmun Polyendokrinen
Syndrome (APS) und der Zoliakie leiten wir erginzend eine Empfehlung zum gezielten
Screening im Sinne einer aktiven Fallfindung ("acitve case finding strategy") bei manifest
erkrankten Typ 1 Diabetikern und ihren erstgradigen Verwandten ab: Manifest erkrankte Typ
1 Diabetiker sollten aufgrund der signifikanten Koinzidenzen auf SD-Antikérper (TPO + TG)
und Zdliakie assoziierte Ak (anti-TransG-IgA + Gliadin) untersucht werden. Auch bei den
erstgradigen Verwandten sollte, ergénzend zum Screening auf Pra-Typ 1 Diabetes und
basierend auf der signifikanten Koinzidenz zusitzlich nach SD-Antikérpern (TPO + TG)
gesucht werden. Dies insbesondere vor dem Hintergrund, dal sowohl fiir die Hashimoto-
Thyreoiditis mit isohormonaler Therapie, als auch fiir die durch Diét alleine behandelbare
Zoliakie, im Unterschied zum Pra-Typ 1 Diabetes, bereits etablierte Therapien zur Verfiigung

stehen.
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Die Autoantikdrperanalyse bei Manifestation eines Diabetes mellitus war Gegenstand
weiterer Untersuchungen. Insbesondere die neu etablierten GADA identifizieren in ca. 10%
der Fille Patienten mit Autoimmundiabetes (Typ 1 Diabetes), die primér klinisch als Typ 2
Diabetiker imponieren, noch nicht insulinpflichtig sind, jedoch rasch zum
"Sekundérversagen" voranschreiten. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den
Befunden anderer Arbeitsgruppen zur Haufigkeit der AAK bei Manifestation des Diabetes
und der Assoziation mit frither Insulinpflichtigkeit. Die neue Klassifikation des Diabetes
mellitus trdgt dem Rechnung, tiber mogliche therapeutische Konsequenzen besteht derzeit
noch kein Konsens. Diese Patienten stellen jedoch eine interessante Zielgruppe fiir
sekundérpraventive Mafinahmen dar, da zum Zeitpunkt der Manifestation meiflt noch eine
signifikante residuale Betazellmasse besteht, deren Erhalt nach Ergebnissen des '"Diabetes
Control and Complications Trial-DCCT" (Steffes et al., 2003) einen giinstigen Effekt auf die
BZ-Einstellung und die Entwicklung des Spétsyndroms hat.

Die Charakterisierung der Autoantikdrperantwort bei Langzeit-Typ 1 Diabetikern und die
Implikationen fiir die Inselzelltransplantation bildeten einen weiteren Schwerpunkt der
voliegenden  Arbeit. So konnte erstmals am  weltweit groften  Kollektiv
inselzelltransplantierter Patienten an einem Zentrum gezeigt werden, daf die Persistenz oder
das Neuauftreten dieser AAK mit verkiirztem Transplantatiiberleben einhergeht, wihrend
Patienten, die negativ bleiben oder AAK im Verlauf verlieren, ein signifikant ldngeres
Transplantatiiberleben aufwiesen. So erlauben die Autoantikdrperverldufe zwar im klinischen
Monitoring keine zeitnahe Intervention im Sinne von "Rescue"-Strategien. Ein regelméBiges
AAK-Monitoring erdffnet jedoch die Moglichkeit einer prognostischen Stratifizierung in
Abhingigkeit vom AAK-Status und damit potentiell die Option einer risikoadaptierten

Immunsuppression.

Interessant sind insbesondere unsere Beobachtungen, da3 die AAK durch die klassischen
Immunsuppressiva offenbar nicht beeinflufit werden. Diese Befunde stiitzen die Hypothese
einer "Disease Recurrence" als relevanten Effektormechanismus beim "immunologischen
Transplantatverlust" unter klassischer Immunsuppression. Konsequenterweise wird nach
neuen immunsuppressiven Protokollen gesucht, die nicht nur nicht diabetogen sind (z.B.
steroidfrei), sondern sowohl die Alloreaktivitit als auch die Autoreaktivitit supprimieren. Das
neu entwickelte, sehr erfolgreiche "Edmonton Protokoll" (Shapiro et al., 2000) verzichtet auf

die klassischen Immunsuppressiva, ist Sirolimus basiert mit niedrig dosiertem Calcineurin-
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Inhibitor (Tacrolimus) unter initialem Einsatz eines Interleukin 2 Rezeptor Antikorper
(Daclizumab). Im Tiermodell der NOD-Maus, dem derzeit besten Modell fiir "Disease
recurrence”, hat dieses Protokoll, und hier insbesondere die Hinzunahme des Daclizumab, zu
einer signifikanten Verldngerung des Inselzelltransplantatiiberlebens gefiihrt (Molano et al.,
2003). Die verbesserte Suppression der "Disease Recurrence" durch dieses neue Protokoll
tragt moglicherweise zu den verbesserten Ergebnissen bei. Die Evaluierung der
Autoantikorpergenerierung unter diesem neuen Protokoll einschlieBlich weiterer humoraler
und zelluldrer Marker ist Gegenstand aktueller Studien mit dem Ziel, AbstoBungsmarker zu
entwickeln und durch ein zeitnahes klinisches Monitoring die Erfolge der

Inselzelltransplantation weiter zu verbessern.

Ein weiteres Projekt hatte zum Ziel, die mit Insulintherapie assoziierten,
antikorpervermittelten Komplikationen genauer zu untersuchen. Diese sind insgesamt zwar
selten, klinisch jedoch oft vieldeutig und im Einzelfall schwierig zu behandeln. Der hier
erarbeitete Algorithmus zur Differentialdiagnose und zum Management der durch
Insulinspezifische Antikorper der Klasse IgE und IgG verursachten Komplikationen erlaubt
die definitive Differentialdiagnose der Komplikationen als Voraussetzung einer erfolgreichen
Therapie. Die Evaluierung einer moglichen Antikorpergenerierung gegen die neu
entwickelten Insulin-Analoga oder gegen inhalierbares Insulin sind Gegenstand aktueller
Studien.

Die vorgestellten Arbeiten zeigen das breite Spektrum einer differenzierten Antikorper- und
Autoantikorperanalytik innerhalb der Diabetologie. Bereits etablierte Indikationen der
Analytik wurden unter Beriicksichtigung der neuen AAK erweitert und genauer
charakterisiert, sowie neue Indikationen, wie beispielsweise der Einsatz der
Autoantikorperbestimmung bei der Inselzelltransplantation, erstmals evaluiert. Somit leistet
die vorliegende Arbeit einen Beitrag zum tieferen Verstindnis und innovativen Einsatz der

Autoantikdrper- und Antikdrperanalytik in der Diabetologie.
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Summary: To determine the value of a combined antibody screen-
ing for prediction of type I diabetes in a low incidence cohort, we
prospectively studied 882 first-degree relatives (485 parents, 382
siblings and 15 offsprings) for up to 11 years who were not preselect-
ed for islet cell antibody (ICA) status. During the observation pe-
riod, 16 individuals developed diabetes. The first serum sample ob-
tained at study entry was analyzed for ICA and antibodies to insu-
lin (IAA), glutamic acid decarboxylase (GADA) and anti-IA-2ic.
A multivariate analysis, according to the Cox proportional hazard
model considering the joint effects of all baseline variables, selected
the four antibodies and the specific family history as significant
risk confounding factors (p < 0.05). Further analysis by Kaplan-
Meier Life-table methods confirmed a significantly increasing risk
of diabetes with the number of autoantibodies present (p < 0.001).
In accordance with the Cox model, relatives with more than one
affected family member (a multiplex pedigree) and siblings and off-
springs vs. parents were at increased risk of IDDM (p < 0.05). In
addition to technical problems, a screening strategy based on initial
ICA testing has the potential of missing ICA negative subjects
among future cases of type I diabetes (19% were ICA negative in

the present study) and we therefore set out to evaluate an alterna-
tive approach using a dual step strategy with a combination of
GADA and anti-IA-2ic for initial screening followed by retesting
of positive individuals for ICA and IAA. The combination of
GADA and anti-IA-2ic for primary screening (step 1) proved to be
more sensitive, identifying 94% of future cases of type I diabetes
compared to 81% using ICA as initial test and this antibody combi-
nation identified 93% of those individuals with ICA of 20 JDF or
more. Retesting of positive individuals for [CA and IAA (step 2)
significantly improved the positive predictive value confering a risk
of diabetes for siblings and offsprings with more than 2 antibodies
within 5 years of 67% (95%CI: 39—90). We conclude that the prog-
nosis of contracting IDDM in relatives is strongly related to the
number of autoantibodies present, but the family history should be
additionally considered for individual risk assessment. The pro-
posed screening strategy could overcome the inherent problems of
the ICA and TAA assays for large-scale screening. In the present
study it allows 5-year risk estimates of up to 67% identifying 94%
of future cases of type I diabetes.

Abbreviations: ICA, islet cell antibodies; IAA, insulin autoantibod-
ies; GADA, autoantibodies to glutamic acid decarboxylase; IA-
2ic, intracytoplasmic domain of tyrosine phosphatase IA-2; JDF,
Juvenile Diabetes Foundation; CI, 95% confidence interval; SD,
standard deviation; vs., versus.

Introduction

First degree relatives of patients with type I diabetes
have an increased risk of developing diabetes them-
selves and various studies in these familiar cases of
diabetes have shown that the presence of diabetes-as-
sociated antibodies, such as islet cell antibodies (ICA)
and insulin autoantibodies (IAA) confer increasing
risk for future development of type I diabetes (Irvine
et al., 1976; Srikanta et al., 1985; Dean et al., 1986).
Until recently, cytoplasmic islet cell antibodies (ICA)
are the most widely used markers to estimate the risk
for type I diabetes (Tarn et al., 1988; Bonifacio et al.,
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1990a; Riley et al., 1990). At recent onset of the dis-
ease approximately 20—30% of the patients are ICA-
negative implicating that a screening strategy based
solely on ICA potentially has the limitation of miss-
ing ICA-negative individuals among future cases of
type I diabetes. In addition the quantification of ICA
detection has proven difficult to standardize despite
improvements resulting from international workshops
(Bonifacio et al.,, 1990b; Lernmark et al., 1991;
Marner et al, 1986; Landin Olsson, 1990). The
identification of GAD 65 (Baekkeskov et al., 1990)
and TA-2/ICAS12 (Bonifacio et al., 1995; Payton et
al., 1995) as major target islet autoantigens, both con-
tributing to the ICA-staining (Bonifacio et al., 1995;
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Atkinson et al., 1993; Richter et al., 1992; Myers et
al., 1995) and the subsequent development of anti-
body assays based on recombinant proteins (Petersen
et al., 1994; Paton et al., 1995) gives the potential to
improve the prediction of type I diabetes by combined
antibody screening. Recent studies in populations,
however preselected for ICA-positivity, have shown
that the presence of multiple antibodies improves pre-
diction (Bingley et al., 1994; Verge et al., 1996). As
an alternative approach initial testing for the combi-
nation of GADA and anti-IA-2ic antibodies has been
suggested to replace the histochemical ICA-test
(Wiest-Ladenburger et al, 1997; Seissler et al., 1996;
Kulmala et al., 1998; Dittler et al., 1998). In the pre-
sent study, in a cohort of 882 relatives including a
high percentage of parents expected to be at a lower
risk, we assessed the predictive value of the specific
family history together with ICA, IAA, GADA, anti-
IA-2ic and different combinations by following them
prospectively and unselected for ICA for up to 11
years. We found that initial screening for GADA and
anti-IA-2ic identifies almost all individuals with ICA
of 20 JDF or more and this antibody combination
proved to be more sensitive identifying future cases of
type I diabetes than primary screening for ICA alone.
Retesting of the GADA and/or anti-IA-2ic antibody
positive individuals for IAA and ICA significantly in-
creased the positive predictive value. This dual step
model allows efficient large-scale screening and pro-
vides a powerful strategy for risk assessment in type
I diabetes.

Subjects, materials and methods

Subjects. The Giessen — Bad Oeynhausen prospective
family study was started in 1985 as a collaboration
between the Third Medical Department of the
Giessen University and the Diabetes Center at Bad
Oeynhausen, University of Bochum (Becker et al.,
1990). Informed consent was obtained from the sub-
jects and their parents, respectively, and the study de-
sign was approved by the University of Giessen insti-
tutional review board. A total of 882 nondiabetic first
degree relatives of 264 patients with type I diabetes
diagnosed before age of 21 were consecutively re-
cruited for this prospective survey.

The relatives studied included 485 parents (227 fa-
thers and 258 mothers, 55% of the population), 382
siblings and 15 offsprings of patients with type I dia-
betes. The gender distribution was balanced with 418
males and 464 females. The age of each relative was
defined as that person’s age at the time of initial test-
ing. Among the parents the median age was 43 years
(range: 22—59 years) and in the group of siblings and
offsprings we found a median age of 16 years (range:
2—-41 years) and 17 years (range: 5—24 years), respec-
tively. Our study population contained 44 nondiabetic
members of families (5% of the sample) in which
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more than one relative had type I diabetes at the time
of the initial testing. The terminus simplex denotes a
family in which the person has a single relative with
type I diabetes, whereas, a multiplex pedigree refers
to a person with two or more such relatives.

The median duration of follow-up was 10.3 years
(range: 0.9—11.4 years) and only subjects of whom
follow-up data was available were included in the
study. The relatives were contacted regularly by tele-
phone or mail to determine whether they had devel-
oped diabetes and as of October 1997 sixteen individ-
uals (3 parents, 2 offsprings and 11 siblings) have pro-
gressed to overt disease after a median follow-up of
3.4 years (range: 0.9—10.3 years).

After March 1995, six of the relatives included in
the present study agreed to participate in the ongoing
European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial
(ENDIT) evaluating the ability of oral nicotinamide
to prevent or delay the onset of diabetes. In the sur-
vival analysis, the follow-up of these individuals was
ended at the time of entry into the trial, although they
were included in the overall analysis of the frequency
of autoantibodies among the relatives.

Human Sera. Serum samples were obtained for
autoantibody detection at study entry and close to
the diagnosis of the index patient in the family. In
subgroups repeated sampling and an IVGTT was per-
formed where possible but according to the design of
the present study we focussed on the autoantibody
analysis arising from the first serum sample drawn at
study entry. All sera were immediately stored in ali-
quots at —20°C in our serum bank before testing.
While the ICA-detection was performed consecutively
during the study when the probands were recruited
the initial serum samples were now retested for
GADA, TAA and anti-IA-2ic antibodies. Only in 21
cases we had to rely on a sequential serum sample,
which was drawn less than one year after study entry
because there was no sufficient volume left from the
initial sample.

Autoantibody assays. Islet cell antibodies (ICA)
were determined by classical immunofluorescence
technique, using 4 pm cryostat sections of freshly
frozen blood group 0 human pancreas as substrate
and a fluorescine conjugated goat anti-human IgG
antibody. Undiluted sera screened positive were then
titred by doubling dilutions. Calibrated standard sera
were included and the end-point titres were converted
to JDF units. The detection limit of the assay is S
JDF units. This assay is regularly evaluated in the In-
ternational Diabetes Workshop series on standardi-
zation of the islet cell antibody assay and over the
years of the study it achieved ratings of 100% for sen-
sitivity and specificity in the 3rd, 7th and 9th serum
exchange.

Insulin autoantibodies (IAA) were determined in a
competitive fluid-phase radiobinding assay. After re-
moval of endogenous insulin with acid-charcoal
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duplicate serum samples were incubated for 7 days at
4°C with !%J-labelled human insulin (Hoechst-
Frankfurt, Germany) in the presence or absence of an
excess of cold insulin. The bound tracer was precipi-
tated with polyethylene glycol, washed and counted.
The specific binding was calculated and IAA levels
were expressed in nU/ml. A subject was considered to
be positive for IAA in case of levels exceeding three
times the standard deviation above the mean of 150
healthy control subjects without a family history of
IDDM. This assay achieved 91% for sensitivity and
100% specificity in the 6th International Diabetes
‘Workshop on IAA.

Antibodies to glutamic acid decarboxylase
(GADA) were detected in a radioligand GAD 65 Ab
assay, using as tracer recombinant, in vitro translated,
human islet 3°S-methionin-labelled GAD 65 accord-
ing to the protocol developed by Petersen et al. (Pe-
tersen et al., 1994). Antibody levels are expressed as
index values: GAD 65 antibody index = (cpm un-
known sample-cpm neg. standard serum) / cpm pos.
standard serum — cpm neg. standard serum. The
c¢DNA encoding for human GAD 65 was generously
donated by Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark.
The cut-off index level for GAD 65 antibody positiv-
ity was determined from 150 healthy volunteers. Sera
with GAD 65 antibody index values above the mean
index plus three times the standard deviation were re-
garded as positive. All samples were tested in tripli-
cate and the index calculated with the mean of tripli-
cates. In the 1st International Diabetes Workshop this
assay performed with 91% specificity and 86% sensi-
tivity.

Autoantibodies to the intracytoplasmic domain to
tyrosine phosphatase like protein IA-2 (anti-IA-2ic)
were measured by Dr. J. Seissler at Leipzig University
as described recently (Seissler et al., 1996). Briefly,
35S-methionin-labelled, human recombinant IA-2ic
was produced by coupled in vitro transcription and
translation. After incubation overnight the immune
complexes were bound on Protein A Sepharose and
bound radioactivity was counted in a liquid scintil-
lation counter. To achieve high specificity the cut off
for antibody positivity was set at mean plus four times
the standard deviation of antibody levels in 100 nor-
mal controls. In the combined autoantibody work-
shop this assay had a diagnostic sensitivity of 73%
and a specificity of 96% for type I diabetes.

Statistical analysis. For the comparison of pro-
portions and correlations between the baseline vari-
ables (the four antibodies, type of relationship, type
of pedigree, age and sex) the data were evaluated
using chi-square statistics, the Mann Whitney U test
and Spearman’s non-parametric correlation analysis
where appropriate. Life-Table methods were used to
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estimate the risk of type I diabetes (Kaplan and
Meier, 1958). Follow-up started from the date of the
initial serum sample tested and ended with the last
contact with the subject, randomisation to ENDIT or
the onset of type I diabetes, whichever came first.
Log-rank statistics were applied to compare survival
curves (Mantel, 1966) and separately the positive pre-
dictive value for each risk factor or combination was
calculated after 5 and 10 years. For multivariate
analysis we used the Cox proportional hazards model
(Cox, 1972) to simultaneously determine the contri-
butions of the baseline variables (potential risk fac-
tors) and different combinations to the prediction of
diabetes. The proportional hazards analysis has the
ability to investigate joint effects and the significance
of different risk factors under consideration and the
magnitude of their effects on the relative risk (hazard
ratio) can be estimated. Results are expressed as pro-
portions (95% confidence interval) or medians
(range) unless otherwise indicated and a p-value of
less than 0.05 was considered significant. The data
analysis has been carried out using SPSS 6.1.3
software.

Results

Overall frequency and co-occurence of autoantibodies.
In our cohort of 882 non-diabetic first-degree rela-
tives of patients with type I diabetes the overall fre-
quencies for ICA, GADA, anti-IA-2ic and IAA were
4.9% (n = 43), 7.6% (n = 67), 4.0% (n = 35) and
3.3% (n = 29), respectively.

Looking at all relatives together 103 (11.6%) indi-
viduals were found to be positive for at least one au-
toantibody. Of these subjects 53 (6% of all relatives)
were positive for only one antibody specificity with
32 of them belonging to the group of parents (21 were
single GADA positive, 8 were single ICA positive,
only one parent was ingle positive for IAA and 2 par-
ents were single anti-IA-2ic positive). Thirty-three
subjects (3.7% of all relatives) had 2 markers and 17
subjects (1.9% of all relatives) were tested positive for
3 or 4 antibodies. Further analyzing these 103 sub-
jects with at least one positive marker we observed
the presence of multiple autoantibodies (= 3) signifi-
cantly (p < 0.05) more frequent in the subgroup of
siblings and offsprings compared to the group of par-
ents, reflecting the increased cumulative risk of type
I diabetes in siblings and offsprings. There was no
significant association of the prevalence of any anti-
body or combination with gender or type of pedigree
(simplex vs. multiplex). In contrast, we observed anti-
IA2ic, TAA and ICA significantly (p < 0.05) more
frequent in younger age groups, whereas, no signifi-
cant difference was found with regard to GADA in
the different age groups.

Analyzing for associations between the four au-
toantibodies we found that combinations between the
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Fig.1 Association between ICA, GADA and anti—IA—2ic antibo-
dies grouped according to levels of ICA. A combined primary scre-
ening for GADA and/or anti—IA—2ic antibodies identified 93% and
62% of individuals with ICA of =20 JDF or <20 IDF, respectively
(» < 0.02).

four antibodies were significantly (p < 0.01) more fre-
quent depending on higher titres of ICA and GADA.
By focussing on ICA, GADA and anti-IA-2ic the
most striking finding was that a combined screening
for GADA and/or anti-IA-2ic identified 28 out of 30
(93%) individuals with ICA of 20 JDF or more and
still 62% (8 out of 13) of subjects with ICA of 5 or
10 JDF (Fig. 1, p < 0.02).

Family members who progressed to type I diabetes.
The characteristics of the 16 family members who de-
veloped type I diabetes during follow-up are shown
in Table 1. The median time to diagnosis was 3.4 ye-
ars (range: 0.9—10.3 years). Among the parents only
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3 out of 485 (0.6%) progressed to type I diabetes dur-
ing the observation period. By contrast, in the group
of siblings and offsprings 13 out of 397 (3.3%) ac-
quired the disease. Looking at the type of pedigree 2
out of 44 (4.5%) members of multiplex families have
developed type I diabetes compared to 14 out of 838
(1.7%) relatives with simplex pedigrees. Among the
sixteen prediabetic relatives 81% had positive results
for ICA and GADA, 50% for IAA and 63% for anti-
IA-2ic and none of the patients was negative for all
antibody specificities. Only one prediabetic relative
was single positive for GADA, 31% (5/16) were
double positive and 63% (10/16) had positive results
for three or more of the autoantibodies. Interestingly,
a combined screening for GADA and anti-IA-2ic was
more sensitive compared to single ICA-testing identi-
fying 94% vs 81% of the future cases of type I dia-
betes, respectively.

Effect of family history and individual autoantibod-
ies on the positive predictive value. The cumulative risk
for the development of type I diabetes in 5 or 10 years
is given in Table 2 classified according to the type of
pedigree and type of relationship to the family mem-
ber with diabetes. In addition, the cumulative risk as-
sociated with each of the four autoantibody specificit-
ies is given for all relatives together and separately for
the group of siblings and offsprings.

As shown in Table 2 multiplex pedigrees have a sig-
nificantly (p < 0.05) increased risk of type I diabetes
compared to relatives with only one diabetic patient
in the family (simplex pedigree) and the cumulative
risk for siblings and offsprings compared to the par-
ents is also considerably increased (p < 0.001). In ad-
dition, each individual autoantibody is associated
with a significant (p < 0.001) increase in the 5 or
10-years cumulative risk and this effect is especially

Table 1 Characteristics of subjects who developed type I diabetes during follow—up

TOR Gender Age at study  Type of ICA (JDF) IAA (nU/ml) GADA (index) anti—-IA-2ic  IDDM free
entry pedigree (units) survival (months)
Parent M 38 sim. 10 - 0.85 - 59
Parent M 38 sim. - - 0.62 - 98
Parent F 47 sim. 10 - 0.62 - 123
Offspring M 7 mul, 80 480 - - 39
Offspring M 20 mul. - - 0.47 67 62
Sibling M 16 sim. - 781 031 21 12
Sibling M 12 sim. 160 - 0.35 15 38
Sibling M 1 sim. 20 250 0.45 - 72
Sibling F 13 sim. 320 140 - 9.8 46
Sibling F 8 sim. 640 2000 0.67 81 11
Sibling F 14 sim. 40 1800 0.72 42 19
Sibling M 12 sim. 20 - 0.85 = 68
Sibling F 7 sim. 320 120 0.52 7.1 14
Sibling M 17 sim. 160 - 0.6 9 18
Sibling F 22 sim. 320 - 0.34 56 42
Sibling M 6 sim. 80 122 - 58 24

TOR, type of relationship to family member with IDDM; simplex (sim.) vs. multiplex (mul.) denotes a family in which the person studied has a
single relative with IDDM vs. a family in which there are two or more such relatives; JDF, Juvenile Diabetes Foundation
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Table2 Risk of type I diabetes stratified for family history and different autoantibodies or combinations in first degree relatives (n =

882) of patients with type I diabetes

Risk by 5 years

Risk by 10 years p-level

Type of pedigree

Simplex 1.2 (0.5-1.9)

Multiplex 2.3 (0-6.8)
Type of relationship

Parent 0.4 (0—1.3)

Sibling 2.5 (0.9-4.0)

Offspring 6.7 (0—19.5)

All relatives

ICA pos. 233 (10.4-36.1)
ICA < 20 JDF 83 (7.0-9.6)
ICA = 20 JDF 29.0 (12.7-45.3)

GADA pos. 12.0 (4.0-19.8)

IAA pos. 24.1 (8.2-40.0)

Anti-IA-2ic pos.

1 antibody pos.

2 antibodies pos.
=3 antibodies pos.

25.7 (10.9-40.5)
no IDDM

18.2 (9.1-27.3)
54.8 (32.7-76.9)

Siblings and offsprings

ICA pos. 32.1 (14.5-49.8)
ICA = 20 JDF 41.0 (19.9-61.9)

GADA pos. 83 (7.1-9.5)

IAA pos. 31.8 (11.9-51.7)

Anti-IA-2ic pos.

1 antibody pos.

2 antibodies pos.
=3 antibodies pos.

40.9 (19.9-61.8)
no IDDM

20.4 (9.1-31.7)

64.3 (38.7-89.9)

1.6 (0.8—2.5)

4.6 (0—10.3) <0.05 vs. simplex
<09 (0-2.3)

29 (1.2-4.6) <0.001 vs. parents
13.3 (0-30.9) <0.001 vs. parents
37.2 (17.6—56.8) <0.001 vs. ICA neg.

8.3 (7.0-9.6) <0.001 vs. ICA neg.
38.1 (19.4—56.9) <0.001 vs. ICA neg.
20.1 (9.3—-30.8) <0.001 vs. GADA neg.
27.6 (11.0—44.1) <0.001 vs. IAA neg.
29.4 (13.6—45.2) <0.001 vs. anti-IA-2ic neg.

2.1 (0-4.3)
24.6 (11.2-38.0)
64.3 (41.1-87.5)

<0.05 vs. antibody neg.
<0.001 vs. antibody neg.
<0.001 vs. antibody neg.

41.3 (21.8—60.8)
52.2 (30.0~74.5)
256 (11.4-39.8)
36.3 (15.8—-56.9)
46.8 (24.9-68.8)
no IDDM
31.2 (18.4—44.1)
74.0 (50.3—98.6)

<0.001 vs. ICA neg.
<0.001 vs. ICA neg.
<0.001 vs. GADA neg.
<0.001 vs. IAA neg.
<0.001 vs. anti-IA-2ic neg.

<0.001 vs. antibody neg.
<0.001 vs. antibody neg.

Data are% (95% CI). Cumulative risk after 5 and 10 years of follow-up, calculated by survival analysis and compared with log-rank stati-

stics.

pronounced in the subgroup of siblings and off-
springs. Quantitative measurement of islet cell anti-
bodies revealed that ICA of 20 JDF or more remain
the best single marker for prediction either in the
whole study population or in the subgroup of siblings
and offsprings (Table 2). We observed no significant
association with gender (data not shown).
Multivariate analysis in the Cox proportional haz-
ards model. As a cross-check for the survival analysis
and to further quantify the effects of the baseline vari-
ables in a multivariate model we performed an analy-
sis according to the Cox proportional hazards model.
A Cox regression procedure that considered all base-
line variables selected type of relationship, type of
pedigree and the individual autoantibodies as signifi-
cant risk confounding factors (p < 0.05). Age was not
significant, probably because of the close correlation
and therefore redundance of the information regard-
ing age and the type of relationship to diabetic pro-
band which has been classified as the group of par-
ents at older age (median: 43 years) or siblings and
offsprings at young age (median: 16 and 17 years).
The gender was also not significant in this model.

A second proportional hazards analysis was per-
formed with only these significant factors to provide
better estimates of effects and significance. Table 3
gives a summary of the results, the estimated relative
risk (hazard ratio) and the level of significance. This
relative risk may be interpreted as the estimated ratio
of hazards (probability of type I diabetes) associated
with a change for each of the risk factors, after con-
trolling for the other factors in the model. Thus, the
risk for type I diabetes is about 9.2 times greater for
relatives who are GADA positive (Model 1: All rela-
tives). In accordance with the observations from the
survival analysis ICA are associated with the highest
relative risk among the four autoantibodies in both
models. Interestingly, GADA contributed a higher
relative risk to the hazard ratio if all relatives includ-
ing the high proportion of parents are considered
(relative risk: 9.2) compared to the subgroup of sib-
lings and offsprings (relative risk: 4.0). Conversely,
anti-IA-2ic made the higher contribution to the risk
ratio in the subgroup of siblings and offsprings (Mo-
del 2) compared to Model 1 (relative risk: 11.3 vs.
4.3). Risk assessment in this multivariate analysis in
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Table 3 Simultaneous evaluation of factors contributing to the relative risk of progression to type I diabetes

Risk factor Relative risk p-level
Model 1: All relatives

Type of pedigree 16.1 (2.5—105.6) <0.01
Siblings/offsprings 3.8 (1.2-16.3) <0.05
ICA 15.2 (2.8-82.1) <0.01
GADA 9.2 (1.9-44.4) <001
IAA 4.9 (1.4-16.4) <0.01
Anti-TA-2ic 4.3 (1.4-13.5) <0.05
Model 2: Siblings/offsprings

Type of pedigree 18.6 (2.4-142.1) <0.01
IcAa 15.6 2.0—121.1) <0.01
Anti-IA-2ic 11.4 (2.5-52.3) <0.01
TIAA 52 (1.5-18.4) <0.05
GADA 4.0 (0.9-17.8) <0.05

Data are relative risk (95%CI), calculated with Cox proportional hazard model. The relative risk (acquiring type I diabetes) provides a
clinical interpretation of the magnitude of the effect associated with each risk factor, adjusted for the other variables in that model. For
example, the relative risk of 15.6 associated with a positive ICA-test in Model 2 indicates, that, other factors held constant, the risk of
development of type I diabetes increases 15.6 times. Reference categories: Relative risk is given for antibody positivity compared with
antibody negativity and regarding type of pedigree the relative risk for a multiplex pedigree is shown compared with a simplex pedigree.
In Model 1 the relative risk for siblings and offsprings is shown compared with parents.

case of presence of multiple risk factors is calculated
by multiplication of the individual risk ratio clearly
indicating that the combination of antibodies is more
predictive than a single autoantibody test. Overall,
the results of the proportional hazards model proved
to agree well with the survival data of the Kaplan-
Meier estimates.

Combining autoantibodies. Considering the whole
antibody panel there was a significant (p < 0.001)
increase in the risk of progression to type I diabetes
among all relatives according to the number of au-
toantibodies tested comparing zero, one, two, three
or more autoantibodies. None of the autoantibody
negative patients developed diabetes and of 53 single
antibody positive individuals only one developed dia-
betes confering a cumulative risk of type I diabetes in
10 years of 2.2% (0—6.3). Of the 33 individuals with
2 autoantibodies 5 acquired diabetes and the 10-years
cumulative risk was 37.3% (23.2—51.4). The group of
17 relatives with 3 or 4 autoantibodies contributed 10
of the 16 cases of type I diabetes in the present study.
The cumulative 10-years-risk of diabetes in this group
was 64.3% (CI: 41.1-87.5) and focussed on siblings
and offsprings the risk was 74.0% (50.3—98.6)
(Table 2).

To further evaluate the feasibility of a screening
strategy based on initial screening only for GADA
and anti-IA-2ic with retesting of positive individuals
for ICA and TAA we reanalyzed the data according
to this dual step model. Figure 2 shows the corre-
sponding Kaplan-Meier estimates based on the whole
study population (Fig. 2A) and for the subgroup of
siblings and offsprings (Fig. 2B). The relatives were
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stratified according to this stepwise approach initially
evaluating only the GADA and anti-IA-2ic status.
Group A refers to GADA and anti-IA-2ic negative
individuals. In those relatives positive for GADA and/
or anti-TAi-2ic the whole panel of autoantibodies was
then considered for calculation. Group B refers to in-
dividuals with 2 antibodies and group C is formed by
subjects with more than 2 autoantibodies. Applying
the proposed screening strategy on our cohort we
found that those individuals who tested positive for
more than 2 autoantibodies had a cumulative risk of
type I diabetes in 5 years of 52.9% (28.7—77.1) if the
whole study population is considered (Figure 2A) and
the risk further increased in the subgroup of siblings
and offsprings with an estimated cumulative risk of
type I diabetes in 5 years of 67.3% (38.7—89.9) (Fig-
ure 2B). This screening strategy offers a considerably
increased positive predictive value compared to the
gold-standard of prediction using ICA = 20 JDF and
combines a higher sensitivity for the identification of
future cases of type I diabetes with a screening format
suitable for large population studies.

Discussion

Until recently strategies for prediction of type I dia-
betes have been based almost exclusively on the detec-
tion of ICA (Dean et al., 1986; Tarn et al., 1988; Bon-
ifacio et al., 1990a; Riley et al., 1990) but additional
screening for other autoantibodies has been suggested
to improve prediciton (Bingley et al, 1994; Verge et
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Fig.2 The IDDM~free survival of first—degree relatives stratified according to the dual step model with initial screening for GADA and
anti—IA—2ic (step 1) followed by scoring for ICA and IAA in those individuals positive for GADA and/or anti—IA—2ic antibodies (step 2).
Group A refers to GADA and anti—IA—2ic negative subjects, group B and C represent the survival curves for individuals who underwent the
whole screening procedure (step 1 and 2) and who are positive for two antibodies (group B) or more than two autoantibodies (group C). (A) Data
for all relatives tested (siblings, offsprings and parents, n=882). (B) Data for the subgroup of siblings and offsprings (n = 397).

al., 1996). However, these study populations were pre-
selected for ICA positive individuals and several co-
horts studied until now consisted mainly of siblings
known to be at the highest risk among the relatives.
This prompted us to evaluate the independent contri-
butions of the specific family history and antibodies
to IAA, GADA, anti-IA-2ic, ICA or combinations to
the prediction of type I diabetes in a large and un-
selected but low incidence cohort of 485 parents, 383
siblings and 15 offsprings of patients with type I diab-
ets followed for progression to diabetes for up to 11
years.

Future screening programs to predict type I dia-
betes in a large population will require high sensitivity

and specificity, a high positive predictive value and
should be based on generally available and reproduc-
ible assay formats suitable for large-scale testing of
sera. The former gold standard of a screening strategy
based only on ICA is hampered by the inherent prob-
lems of the immunohistochemical ICA assay de-
pending on good quality pancreatic tissue and the
need for subjective scoring with difficulties in stand-
ardization and quantification. Moreover, a screening
strategy based on ICA for primary screening poten-
tially excludes ICA negative subjects among future
cases of type I diabetes from the benefit of treatment.
In the Gainesville study 13 of 40 (33%) individuals
who progressed to overt disease during the study per-
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iod were ICA-negative on initial testing (Riley et al.,
1990) and in the Montreal family study, of the 19 sib-
lings who developed diabetes, only 10 (53%) were
ICA positive at the time of the first test (Schiffrin et
al., 1993). Current analysis of the Bart’s-Windsor and
Bart’s-Oxford family studies has shown that 7 of 28
future cases were ICA-negative at entry, and that 4 of
these had no detectable ICA during follow-up (Bin-
gley et al., 1994). In the present study 19% of future
cases were ICA negative on initial testing. By con-
trast, 94% of future cases of type I diabetes were posi-
tively identified by a combined screening for GADA
and anti-IA-2ic demonstrating that this approach po-
tentially is more sensitive than primary screening for
ICA. Furthermore, in 93% of those individuals
known to be at high risk of progression to the disease
indicated by ICA of 20 JDF or more GADA and/or
anti-IA-2ic antibodies were present which is similar
to results that have been reported recently (Seissler et
al., 1996). However, the sensitivity of a screening test
is reciprocally related to its specificity and the positive
predictive value. We therefore set out to develop a
screening strategy by using multiple antibodies that
combines a high sensitivity with a high positive pre-
dictive value and with assay formats suitable for large-
scale screening.

The cumulative incidence rates for type I diabetes
of 0.9% for parents and 2.9% for siblings found in the
present study of 882 first-degree relatives after 10 ye-
ars of follow-up tended to be lower than reported by
others. Deschamps et al. (Deschamps et al., 1992) de-
scribed 4.4% for siblings and 1.1% for parents and
Riley et al (Riley et al., 1990) found 3.5% for siblings.
This can be explained in part by the higher pro-
portion of multiplex pedigrees in both populations
(e.g. 18% in the Gainesville Study, Riley et al., 1990)
compared to our present cohort with only 5% of
multiplex pedigrees, indicating an increased genetic
background risk in the other study populations. As
reported previously (Schiffrin et al., 1993; Riley et al.,
1990; Deschamps et al., 1992), we confirm in the pre-
sent study the increased risk of multiplex pedigrees
compared to simplex pedigrees and the higher risk of
type I diabetes for siblings and offsprings compared
to parents. In this study siblings and offsprings had a
3.8-fold increased risk of diabetes compared to par-
ents as determined by Cox regression analysis. These
observations indicate that the specific family history
confers differential risk and should be considered for
individual risk assessment. We therefore report our
results of the life-table analysis and the proportional
hazards model separately for the whole study popu-
lation and the subgroup of siblings and offsprings.

In the present study the prevalences of the four au-
toantibodies and combinations are lower than re-
ported previously (Bingley et al., 1994; Verge et al.,
1996). Both study populations are preselected for
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ICA. The relatives studied by Verge et al. form a het-
erogenous group with 71 individuals who were ident-
ified to be ICA positive by screening approximately
10.000 relatives of whom the GADA and anti-IA-2ic
status is not included in the analysis. Only the sub-
group of 683 individuals (BDC1 cohort) is unselected
for ICA. Interestingly, comparing our antibody fre-
quencies with those from the BDCI cohort we ob-
served very similar prevalences for GADA, anti-IA-
2ic, IAA and combinations. Conversely, stratifying
our study population for ICA positive individuals we
confirm the higher autoantibody prevalences (data
not shown), which is consistent with the observation
that GADA and anti-IA-2ic antibodies coincide with
ICA (Wiest-Ladenburger et al., 1997; Seissler et al.,
1996). This potential bias influences the calculations
of the positive predictive value, the sensitivity and
specificity which tend to be higher than reported in
our present study.

ICA of 20 JDF or more appeared to be the best
single marker for prediction of later type I diabetes in
the present study confering a 10-years risk of 52% in
siblings and offsprings of patients with IDDM which
is very similar to the results reported by other investi-
gators (Tarn et al., 1988; Bonifacio et al., 1990a; Riley
et al., 1990; Bingley et al., 1994; Bingely et al., 1993).
As shown in the proportional hazard model ICA are
associated with a 15-fold increased relative risk for
progression to type I diabetes either in the the whole
study population or in the subgroup of siblings and
offsprings. By contrast, GADA confers the higher
risk in the whole study population including the high
proportion of parents (55% of the sample), whereas,
anti-IA-2ic antibodies carry the higher risk in the sub-
group of siblings and offsprings. This possibly indi-
cates synergistic effects in a combined strategy with
GADA and anti-IA-2ic for primary screening com-
pared to ICA and is consistent with the hypothesis
that GADA and anti-IA-2ic represent two major
subfractions of ICA (Payton et al., 1995; Atkinson et
al.,, 1993; Richter et al., 1992; Myers et al., 1992;
Wiest-Ladenburger et al., 1997; Seissler et al., 1996).
The multivariate proportional hazard model allows to
estimate joint effects of multiple risk factors by multi-
plication of the individual hazard ratio (relative risk)
clearly demonstrating that a combined screening ap-
proach for multiple antibodies is superior combined
to single tests. The results from the proportional haz-
ard model proved to agree well with the data from
the life-table analysis and we observed a significant
(p < 0.001) increase in the risk of type I diabetes de-
pending on the numbers of autoantibodies present,
which is similar to previous reports (Bingley et al.,
1994; Verge et al., 1996; Christie et al., 1997; Roll et
al., 1994; Bonifacio et al., 1996). In the present study
the estimated 10-years risk for individuals positive for
more than 2 antibodies was 74% (50—99) for siblings
and offsprings.
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Recently, it has been suggested that primary screen-
ing for GADA and anti-IA-2ic antibodies can replace
the ICA-test (Wiest-Ladenburger et al., 1997; Seissler
et al., 1996; Savola et al., 1998; Dittler et al., 1998;
Kulmala et al., 1998). In the present study this ap-
proach was more sensitive than primary ICA-testing,
however, this was on the expense of a lower positive
predictive value and specificity. We therefore devel-
oped a dual step model with retesting of GADA and/
or anti-IA-2ic positive individuals (stepl) for ICA
and TAA (step 2) in order to increase the positive pre-
dictive value. As a feasibility study we applied this
strategy on our cohort and could achieve 5-years risk
estimates for individuals with more than 2 antibodies
in the range of 53% (29—77%) if the whole study
population was considered and 67% (39—90%) for
siblings and offsprings. This screening strategy has
the advantage of semiautomated and well stand-
ardized assay formats for primary screening for
GADA and anti-IA-2ic antibodies, whereas, the la-
bour intensive and difficult ICA and IAA assays have
to be performed only in the significantly reduced
number of individuals with predetermined levels of
GADA and/or anti-IA-2ic antibodies. This dual step
model provides a rapid, simple and effective means to
start screening programs on a large scale. In this study
it proved to be more sensitive than primary screening
for ICA with a positive predictive value that allows
to estimate that 2 out of 3 individuals with more than
2 antibodies will progress to type I diabetes after 5
years of follow up. Interestingly, a recent study has
extended a similar screening approach to risk assess-
ment in the general population (Bingley et al., 1997).

‘We conclude that the prognosis of contracting type
1 diabetes in first-degree relatives is strongly related
to the number of autoantibodies present. However,
the level of prediction in our study tended to be lower
than reported previously probably because the cohort
of the present study was unselected for ICA, has in-
cluded a high number of parents and presents with a
low percentage of multiplex pedigrees. For targeting
of those individuals who might benefit most from
therapy the specific family history must be considered
in addition to the autoantibody status. The proposed
screening strategy based on a dual step model with
primary screening for GADA and anti-IA-2ic anti-
bodies and second line testing of the positive individ-
uals (GADA and/or anti-IA-2ic ) for ICA and IAA
has the potential to overcome the inherent problems
of the ICA and the TAA assays for large-scale screen-
ing and proved to be a powerful approach to identify
subjects at increased risk for type I diabetes as a pre-
requisite for future prevention trials.
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The Combination of Antibodies to GAD-65 and IA-2ic Can Replace
the Islet-Cell Antibody Assay to Identify Subjects at Risk of Type 1
Diabetes Mellitus
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BB First-degree relatives of type 1 diabetic patients are at in-
creased risk of developing diabetes and, until recently, islet cell
antibodies (ICA) have represented the major risk marker used
for identification of individuals at increased risk for subsequent
progression to diabetes. In order to determine the value of an-
tibodies to GAD-65 and 1A-2ic to identify individuals at high risk
for type 1 diabetes mellitus, we measured both autoantibodies
and ICA in 1436 first-degree relatives of patients with type 1
diabetes. In addition, the sera were analyzed for thyroid, adre-
nal and gastric-parietal cell autoantibodies as markers for possi-
ble polyendocrine involvement. GAD-65 Abs were found in 135
out of 1436 (9.4%) first-degree relatives and in 57 of 98
(58.2%) ICA-positive subjects. 1A-2ic were detected in 52 of
1436 (3.6 %) first-degree relatives and in 44 of 98 (44.8%) ICA-
positive relatives. 1A-2ic andfor GAD-65 were detected in 73 of
98 (74.5%) ICA-positive relatives. Interestingly, antibodies to
GAD-65 and/or 1A-2ic were present in 91.2% of individuals with
more than 20 JDF-units. Anti-IA-2ic and GAD-65 were positively
correlated with high levels of ICA. Anti-IA-2ic and GAD-65 were
found in 19% and 48.5% of subjects with ICA levels of 5-
20]DF-u but in 68.8% and 76.5% of individuals with ICA of
40 |DF-u or more, respectively (p <0.001), compared to subjects
with ICA levels less than 5 JDF-u. When autoantibody frequen-
cies among the relatives were analyzed according to relation-
ship to the proband, the offspring and siblings had a higher fre-
quency of ICA and 1A-2ic (p <0.05) than the subgroup of par-
ents. A significant association was observed between |A-2ic
and thyroid antibodies. In addition, higher levels of 1A-2ic were
found in relatives with positive TPO antibodies (p < 0.001); this
correlation was particularly strong in offspring and siblings
(p <0.01). Determination of GAD-65 and IA-2ic antibodies may
be considered as an alternative to primary ICA-screening, en-
abling the screening of large populations.

B Key words: Islet Autoantibodies - Prediction of Type 1 Dia-
betes Mellitus - Family Study

Introduction

Type 1 diabetes mellitus is considered to be a chronic autoim-
mune disease leading to a progressive destruction of p-cells in
the pancreatic islets of Langerhans and to insulin deficiency
[1]. This process is highly selective and, although it appears to
be T-cell mediated [2], a large number of antibodies have been
identified which recognize antigens specific in the context of
type 1 diabetes mellitus.

The knowledge that the disease has, despite its sudden onset, a
latency period [3] has arisen from the detection of diabetes-
related autoantibodies long before clinical diagnosis. Detec-
tion of such autoantibodies during a latency period before clin-
ical onset of the diabetes disease in still non-diabetic individ-
uals can enable the identification of individuals at risk of type
1 diabetes mellitus.

ICA and IAA are the most widely used antibody markers in risk
assessment [4,5]. About 80% of first-degree relatives who de-
velop type 1 diabetes have detectable ICA, and unaffected rela-
tives with ICA are at greatly increased risk of developing the
disease [6]. However, the large scale screening test was limited
because of the technical difficulties, i.e., semiquantitative re-
sults of ICA [7,8] and the cumbersome technique of detecting
IAA has rendered the testing of larger populations impossible.
However, several studies have analyzed the value of other anti-
body markers such as IAA, GAD-65 and antibodies to IA-2ic in
both ICA+ and ICA- in order to improve our ability to predict
diabetes development [9 - 14].

It has been shown that primary screening for IAA of GAD 65-Ab
alone is less predictable and specific than ICA alone [9,15-17].

It is possible through other additional markers, such as anti-
bodies to 37 kDa and 40 kDa, to improve the prediction of type
1 diabetes. But these antibodies are unable to identify all indi-
viduals [13,18]. Recently, several autoantigens involved in type
1 diabetes have been identified, including the 40 kDa antigen
as the intracytoplasmic domain of the tyrosine phosphatase
1A-2 [19,20]. Due to the cloning of the human IA-2ic cDNA, it
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is now possible to use assays suitable for screening of large-
scale populations.

In this study, we determined the value of antibodies to 1A-2ic
and GAD-65 for identification of individuals at risk for type 1
diabetes mellitus, and we compared the prevalence of those
antibodies with the presence of ICA antibodies in a large pop-
ulation of first-degree relatives of patients with type 1 dia-
betes. According to our results, we suggest that the combined
screening for 1A-2ic and GAD-65 antibodies may be considered
as an alternative to the ICA assay being more suitable for
screening large populations.

Materials and Methods

Sera were obtained from 1436 first-degree relatives of patients
with type 1 diabetes (756 women, 680 men), aged between 1~
70 years. The distribution of the relatives was as follows: par-
ents 594 (41.4%), siblings 676 (47.1%) and children 166 (11.6 %).
The median age was as following: 43 yrs for parents, 15 yrs for
siblings and 9 yrs for children.

The relatives were recruited from the Giessen-Bad Oeynhau-
sen family study and Giessen ENDIT screening program. None
were diabetic patients when the first serum sample was
drawn.

The sera analyzed for autoantibodies to ICA, GAD-65 and 1A-
2ic. In addition to these autoantibodies, the sera of all individ-
uals were analyzed for thyroid, adrenal and gastric parietal cell
autoantibodies as a possible indicator for polyendocrine syn-
dromes.

Informed consent was obtained from the subjects or their par-
ents, and the study design was approved by the Justus-Liebig
University ethics committee.

Measurement of ICA

Islet cell antibodies were assessed by indirect immunofluores-
cence using cryostat sections of human blood group 0 pan-
creas as substrate with undiluted patient serum. Results were
converted to Juvenile Diabetes Foundation (JDF) units using
the JDF standard serum. The detection limit of the assay is
5]DF units. This assay is regularly tested in the International
Diabetes Workshop series on standardization of the ICA assay
(Lab ID number 148), and over the years of the study, it
achieved ratings of 100% for sensitivity and specificity in the
3rd, 7th and 9th serum exchange.

Detection of antibodies to GAD

Antibodies to human GAD 65 were determined in a radioli-
gand immunoprecipitation assay as described by Petersen et
al. [21]. Briefly, cDNA encoding for human GAD-65 was trans-
lated with a commercially available system (Promega, USA) in
the presence of [*S]-methionine. The cDNA was generously
donated by Novo Nordisk. Radiolabeled GAD-65 was incubated
overnight at 4°C with 2 pl of serum. The immune complexes
were isolated with protein-A-sepharose (Pharmacia, Germa-
ny) and transferred to a 96-well filtration system. After wash-
ing the immune complexes, the bottom of each well in the fil-
tration units was punched out. Scintillation fluid was added,

then counted in a scintillation counter. Values were expressed
as index values: GAD-65 index=cpm (unknown sample)-
{cpm (negative standard serum)/cpm (positive standard
serum)]- cpm (negative standard serum). Samples with
GAD-65 antibody index values above the mean plus three
times the standard deviation of 100 healthy control subjects
were regarded as positive. The intraassay coefficient of varia-
tion of a median binding serum was 5.0% (n=10), and the in-
terassay coefficient of variation was 10.1% (n=9). This assay
has been evaluated in the International Diabetes Workshop
series on standardization of GADA (ab ID number 148). In the
1st IDW, this assay performed with 91% specificity and 86%
sensitivity.

Detection of antibodies to IA-2ic

Autoantibodies to tyrosine phosphatase such as protein 1A-2
(anti-IA-2) were determined using radiolabeled recombinant
antigens in a 96-well assay format as described recently [22].
Plasmid cDNA coding for the intracytoplasmic domains of hu-
man IA-2 (amino acids 603 - 979) was transcribed/translated
in vitro using a TNT rabbit reticulocyte lysate system (Prome-
ga) with [**S]-methionine (10 mCi/ml, > 1000 Ci/mmol, Amer-
sham, UK} according to the manufacturer’s instructions. Ali-
quots of 10000 cpm [35S]-labeled proteins were incubated
with 5 pul serum in 50 pl buffer A (20 mM Tris, 150 mM Nadl,
pH 7.4 with 0.1% BSA, 5 mM methionine, 5mM benzamidine,
2mM PMSF, 2 mM EDTA, 0.1% trasylol, 0.5% Triton X 100) in
96-well microtiter plates (Greiner, Nuertingen, Germany).
After overnight incubation, immune complexes were bound
on 20 ul Protein A Sepharose and washed extensively with buf-
fer A on 96-well filtration plates (Millipore, Bedford, MA).
Bound radioactivity was determined in a liquid scintillation
counter and antibody levels were expressed in arbitary units
(AU) calculated as follows: U =(cpm [test serum] ~ cpm [nega-
tive standard serum])/(cpm [positive standard serum]-cpm
[negative standard serum])x 100. In each experiment, the
same positive and negative standard sera were included in du-
plicates. To achieve high specificity of antibody detection, the
cut-off for antibody positivity was set as the 99th percentile of
normal controls (3.4 1A-2ic U). The intraassay and interassay
coefficients of variation of the GAD antibody assay were 9.6%
and 13.9%, respecitvely. In the Combined Antibody Workshop,
this assay had a diagnostic sensitivity of 72.5% and a specifici-
ty of 96 % for type 1 diabetes (Lab ID number BV).

Other autoantibodies
Thyroid autoantibodies

(TG and TPO Ab) were determined with a commercially avail-
able enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using re-
combinant human TG or TPO as substrate (Medizintechnik
GmbH, Elias, Freiburg, Germany). A quantity of 10 ul of serum
was incubated for 15 min and, after washing, the second anti-
body was added for another 15 min. After termination of the
reaction, the sample was read at 492 nm in an automated
ELISA reader. Titres of > 100 were considered positive. The
standardization of the TPO Ab assay was carried out against
the WHO standard serum NIBSC 66/387.
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Adrenal autoantibodies and antibodies to gastric parietal
cells (GPC-Ab)

Adrenal autoantibodies and antibodies to gastric parietal cells
(GPC-Ab) were detected by indirect immunofluorescence on
cryostat sections of rat adrenal gland and stomach as sub-
strate.

Statistical analysis

Comparison between groups was done by Mann-Whitney U-
test, Wilcoxon test, Chi-square test with Yates correction
where appropriate. Correlations were calculated according to
Spearman rank correlation coefficient, analysis of variance
(ANOVA) and Kruskal-Wallis analysis by ranks was applied,
and multiple range analysis according to Scheffe's method
was used where appropriate. Elaboration of data was accom-
plished by the Statgraphics Statistical Package. A p-value of
less than 0.05 was considered to be significant.

Results

We studied 1436 first-degree relatives of patients with type 1
diabetes. Among them 98 (6.8 %) subjects were tested positive
for ICA (mean age 15.8 +10.9), 135 (9.4%) for GAD-65 (mean
age 25.7 £ 14.1) and 52 (3.6 %) for IA-2ic antibodies (mean age
20.2 +13.3), respectively. The distribution of the antibodies in
different age groups is illustrated in Table 1. We found that 28
(2.0%) individuals were positive for all three antibodies, 48
(3.3%) had two positive antibodies and 105 (7.3 %) were posi-
tive for only one antibody (ICA or GAD-65 or IA-2ic) (Fig.1).

Table1 Prevalence of autoantibodies (1A-2ic, GAD-65 and ICA) in
first-degree relatives of patients with type 1 diabetes
Subjects ICA GAD-65 1A-2
Age (years) n % n % n %
0-9 (n=267) 30 (11.2) 22 (82) 14 (5.2)
10-19 (n=356) 44 (124) 28 (7.9) 15 (4.2)
20-29 (n=175) 12 (6.8) 23 (13.1) 8 (46)
30-39 (n=230) 4 (17 2 (139 7 (3.0)
240 (n=408) 8 (2.0) 30 (7.4) 8 (2.0
Total (n=1436) 98 (6.8) 135 (9.4) 52 (3.6)
(1=98)
v GAD-65

35)

Fig.1 Combination of 1A-2ic, GAD-65 and
ICA antibodies in first-degree relatives of pa-
tients with type 1 diabetes.

There was no significant association regarding sex in any of
these antibodies. Using the one-way analysis of variance, the
effect of age on ICA, IA-2ic and GAD-65 antibody positivity
was analyzed. According to the results, the aforementioned ef-
fect is statistically significant for ICA (F-ratio=46.7, p<0.001)
and IA-2ic antibodies (F-ratio = 11.8, p < 0.001), i.e., positive an-
tibodies (ICA or 1A-2ic) occurred more frequently in childhood
than in adulthood. This was not observed in GAD-65-positive
individuals (F-ratio = 0.23, p > 0.1). When antibody frequencies
were analyzed according to the different age groups, IA-2ic
and/or GAD-65 were more frequent in younger relatives
(p <0.04) and the same was observed for ICA and/or GAD-65
antibodies concerning the age groups (p < 0.001).

Frequency of autoantibodies according to relationship
to the proband

According to Kruskal-Wallis and ANOVA analysis, there was a
significant association between the ICA and 1A-2ic antibody
positivity and the relationship to the diabetic proband. Higher
antibody positivity was observed in the subgroup of offsprings
and siblings than in that of parents, p < 0.05.

There was no significant association (p > 0.05) between GAD-
65 antibody positivity and the relationship to the diabetic pro-
band (Fig. 2).

Association between the three antibodies

ICA were found to be positively correlated with GAD-65 and
1A-2ic antibodies (r=0.63 and p <0.001, r=0.54 and p <0.001,
respectively), whereas the correlation between GAD-65 and
1A-2ic was lower (r=0.36, p<0.05). [A-2ic were 4detected in
44 (44.8%) and GAD-65 in 57 (58.2%) of 98 ICA positive rela-
tives, respectively.
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Fig.2 Comparison of autoantibody positivity between the
subgroups of Female/Male and Ch/Sib.
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Fig.3 Comparison of 1A-2ic and GAD-65 Abs with ICA Ab level
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A significant association of IA-2ic and GAD-65 antibodies was
found in subjects with ICA levels of 5-20 JDF-u (12 out of 64,
19% and 31 out of 64, 48.5%) respectively (p < 0.001) or with
1CA levels of 40 JDF-u or more (22 out of 34, 65% and 26 out
of 34, 76.5%) respectively (p<0.001), compared to subjects
with ICA levels less than 5 JDF-u (Fig. 3). Combined screening
for the presence of either IA-2ic andfor GAD-65 identified 73
out of 98 (74.5 %) of all ICA positive relatives and 91.2% of indi-
viduals with high ICA level (=40 JDF-u), (Fig. 3).

In the 25 relatives who had 1CA alone (1.7% of the total popu-
lation), ICA levels (38.8 +36.2 JDF-u) were significantly lower
than in sera with one (n=73, 59.8 +48.2 JDF-u, p<0.01) or
two additional markers (n =28, 98.4 +65.9 JDF-u, p <0.001).

Association with other autoantibodies

According to the ANOVA analysis technique, a statistically sig-
nificant correlation was found between 1A-2ic and thyroid (TG
and/or TPO) antibodies.

Further anatysis showed that higher levels of 1A-2ic observed
on those subjects with TPO antibody positivity (p <0.001). A
positive trend, however not significant, was found in the asso-
ciation between ICA and TPO antibodies (p=0.09). The asso-
ciation between islet cell autoantibodies and thyroid Abs was
stronger (p < 0.01) in the subgroup of offsprings and siblings.
Among subjects with islet-autoantibody positivity, 2 (0.7%)
were tested positive for adrenal-AAb and 11 (4%) for GPC.
There was no significant association of any antibody (ICA/
GAD-65/1A-2ic) with adrenal (6 out of 1436, 0.4%) and gastric
parietal-cell antibodies (67 out of 1436, 4.7%).

Discussion

In recent years, interest has focused on predicting type 1 dia-
betes mellitus in first-degree relatives of diabetic patients and
in the general population. The slowness of diabetes develop-
ment allows the detection of immunology abnormalities prior
to diabetes onset. The onset of the disease is becoming increas-
ingly predictable through the detection of associated autoanti-
bodies [23].

Prediction of future type 1 diabetes, however, has been ham-
pered using only the conventional risk markers such as ICA or
1AA. Recent studies suggest that a better predictive value may
be obtained if several markers are combined [24,25].

In this study, antibodies to GAD-65 and IA-2ic were deter-
mined in 1436 first-degree relatives of type 1 diabetic patients,
and we compared these antibodies with ICA, which are the
most widely used antibody marker in risk assessment
[4,5,18,26,27]. Since GAD-65 and IA-2ic antibodies are de-
tected at a high frequency in new onset type 1 diabetic pa-
tients and may precede clinical onset by several years
[24,25,28,29], we addressed their relation to ICA antibodies
in individuals at risk of type 1 diabetes.

Antibodies to GAD-65 were found to be present in 9.4% (135
out of 1436 first-degree relatives), and this prevalence is high-
er in comparison to previous study. However, we have to point
out that our study population was different, as we included a
high proportion of parents (41.4%). Antibodies to GAD-65 were
found to be significantly more frequent in ICA-positive indi-
viduals and correlate positively with higher levels of ICA. These
findings are in agreement with previous reports {21,30-32].
GAD-65 identified 76.5 of all ICA > 40 positive relatives.

Additional analysis of antibodies to 1A-2ic can improve the
prediction of type 1 diabetes in first-degree relatives and in
general population [18]. 1A-2ic antibodies were present in
3.6% of our study population, and this prevalence seems to be
in the same range of the frequencies for ICA and 1AA antibodies
{5.6,9,18,22]. IA-2ic identified 44.8% of all ICA positive indi-
viduals and occurred more frequently in subjects with ICA titer
240 JDF-u (68.8%). The prevalence of 1A-2ic antibodies in ICA-
positive first-degree relatives is not comparable with previous
studies because of our different study population {18,33].

Combined screening for the presence of either GAD-65 and/or
1A-2ic antibodies detected 74.5% of all ICA-positive relatives.
This combined screening test appears to be more affordable
and suitable for large-scale testing of sera, as it overcomes the
technical difficulties usually encountered in the determination
of ICA antibodies. Among the 25 subjects (1.7% of the study
population) who were exclusively ICA-positive, 19 (76 %) indi-
viduals had ICA titer <10JDF-u indicating that only a small
number of subjects at high risk of progressing onto disease on-
set could remain undetectable by the screening of GAD-65 or
1A-2ic antibodies. Conversely, antibodies to GAD-65 andfor
1A-2ic were found to be present in 91.2% of the relatives with
ICA more than 20 ]DF-units. This result confirms, once again,
that the correlations between GAD-65 and/or 1A-2ic and high
titer of ICA antibodies increases the positive predictive value
for the diabetes disease {18,34,35]. Individuals progressing to
type 1 diabetes express two or more of the islet autoantibodies
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[36]. Thus, quantitative analysis of a series of autoantibodies
will be essential for identifying individuals at risk for type 1
diabetes.

Most of the ICA negative but GADA and/or IA-2ic positive rela-
tives had GADA only. The high frequencies of single GADA may
be explained by higher ages included in our study.

The tendency for subjects with ICA in the present and other
studies to be positive for 1A-2ic or GAD-65 is consistent with
the hypothesis that ICA are composed to a degree of antibodies
to these two antigens. This correlation indicates that these an-
tibodies may be useful in predicting the disease onset.

When antibody frequencies were analyzed according to the
relationship to the diabetic proband, the offsprings and sib-
lings had a higher frequency of 1CA and 1A-2ic Abs than parents
(Fig. 2). These findings are in agreement with previous obser-
vations on a preferential occurrence of antibody positivity at
younger ages [37,38].

We observed no correlation between antibodies and gender.
The prevalence of ICA and 1A-2ic was significantly higher in
younger age groups, but GAD-65 Ab were seen with the same
frequencies in all age groups. It is known that the diagnostic
sensitivity and specificity of GAD-65 Ab varies with the age at
disease onset, with the highest sensitivity in older ages [39].

Type 1 diabetes mellitus is well known to be associated with
the development of other autoimmune diseases including thy-
roid autoimmunity, Addison’s disease and pernicious anemia.
Since only limited information was available about the appear-
ance of other organ-specific autoantibodies in subjects at risk
of type 1 diabetes, we analyzed thyroid, adrenal and gastric
parietal cell antibodies in our population. A positive correla-
tion was observed between [A-2ic and thyroid antibodies.
Higher levels of 1A-2ic were observed in subjects with TPO-an-
tibody positivity. A positive trend, however not significant,
was found between ICA and TPO Abs. This positive correlation
between islet autoantibodies and thyroid Abs was stronger in
the subgroup of offspring and siblings. These data suggest that
a subgroup of islet antibody-positive 1st degree relatives of
type 1 diabetes also suffer from a latent or subclinical thyroid
disease. This hypothesis must be confirmed in follow-up stud-
ies.

Combination of markers will probably improve our capability
to predict the disease and screen for those who will go on to
develop clinical type 1 diabetes mellitus, as opposed to those
who display signs of beta-cell specific autoimmunity without
ever overtly presenting with diabetes. However, the risk of dia-
betes is dependent on the type and combination of antibodies
found in the sera of first-degree relatives.

In summary, GAD-65 and IA-2ic antibodies are easily detect-
able in a single combined assay system. This antibody combi-
nation identifies almost all first-degree relatives with ICA of
more than 20 JDF-units, so far considered to be at high risk for
developing type 1 diabetes mellitus. In addition, screening of
thyroid Abs is recommended by those 1st degree relatives pos-
itive for islet-autoantibodies. We conclude that the combina-
tion of GAD-65 and anti-IA-2ic antibodies are potentially the
antibodies of choice for first-line screening.
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Abstract

Aims/hypothesis. To set up a clinical trial to establish
whether nicotinamide can prevent or delay clinical on-
set of Type 1 diabetes.

Method. The European Nicotinamide Diabetes Interven-
tion Trial is a randomised, double-blind, placebo-con-
trolled intervention trial undertaken in 18 European
countries, Canada and the USA. Entry criteria were a
first-degree family history of Type 1 diabetes, age 3—40
years, confirmed islet cell antibody (ICA) levels greater
than or equal to 20 JDF units, and a non-diabetic OGTT;
the study group was further characterised by intravenous
glucose tolerance testing, measurement of antibodies to
GAD, IA-2 and insulin and HLA class II genotyping.
Results. ICA screening was carried out in approximately
30,000 first-degree relatives. A total of 1004 individuals
fulfilled ICA criteria for eligibility, and 552 (288 male)
were randomised to treatment. Of these, 331 were aged
less than 20 years (87% siblings and 13% offspring of
the proband with diabetes) and 221 were 20 years of age

or more (76% parents, 21% siblings and 3% offspring).
Oral glucose tolerance was norimal in 500 and impaired
in 52 (9.4%), and first phase insulin response in the IV-
GTT was below the 10t centile in 34%. Additional islet
autoantibodies were identified in 354 trial entrants. Dia-
betes-associated HLA class II haplotypes were found in
84% of the younger age group and 80% of the older
group. The protective haplotype HLA-DQA1*0102-
DQB1*0602 was found in 10% overall.
Conclusions/interpretation. ENDIT has shown that a
trial of an intervention designed to halt or delay pro-
gression to Type 1 diabetes can be carried out on a
multinational collaborative basis, as and when poten-
tially safe and effective forms of intervention become
available. Primary screening with biochemically de-
fined autoantibodies will substantially reduce the num-
ber of lower risk individuals to be included in future
intervention trials. [Diabetologia (2003) 46:339-346]
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Europe includes countries with the highest incidence
of Type 1 (insulin-dependent) diabetes mellitus in
the world. These rates continue to rise rapidly, and
the EURODIAB TIGER Concerted Action has
shown an annual 3 to 4% increase in the incidence of
childhood diabetes across our continent [1]. In Fin-
land, it is estimated that childhood diabetes is now
four times as common as it was in the 1950s [2].
There is currently no means of preventing or curing
this disorder. Type 1 diabetes can, however, be pre-
dicted by screening for islet autoantibodies, and both
animal and human pilot studies suggest that preven-
tion is possible. The US Diabetes Prevention Trial —
Type 1 (DPT-1) has recently reported experience
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with parenteral insulin therapy in high risk relatives
of an individual with Type 1 diabetes [3]. Here we
show baseline data from a trial of high-dose oral nic-
otinamide, and demonstrate that a candidate preven-
tive measure can be tested successfully on a multina-
tional collaborative basis.

Methods

Study Design. ENDIT is a randomised, double-blind, placebo
controlled trial designed to test whether daily oral administra-
tion of high dose nicotinamide can produce a clinically useful
reduction in the rate of progression to Type 1 diabetes in rela-
tives at increased risk of contracting the disease. The null hy-
pothesis is that nicotinamide at a dose of 1.2 g/m? cannot
achieve a 35 to 40% reduction in the rate of progression to
Type 1 diabetes over a five year period. The study is designed
to have 90% power to detect such a difference at the 5% sig-
nificance level, based on the assumption that non-diabetic
first-degree relatives under the age of 40 with confirmed levels
of islet cell antibodies (ICA) greater than or equal to 20 JDF
units have more than 40% risk of insulin therapy within
5 years. Sample size calculations showed that a minimum of
211 in each group would be needed to achieve this.

Inclusion Criteria. First-degree relatives of patients who devel-
oped Type 1 diabetes before age 20, and who were themselves
aged between 3 and 40 years, were eligible for screening. At
the start of the study, the upper age limit for inclusion was
60 years, but this was lowered in 1995 following a multicentre
analysis which showed that the risk associated with ICA in rel-
atives above age 40 was low [4]. Family members over age 40
who had already been recruited and screened received an ex-
planation of this revised risk estimate but were allowed to pro-
ceed to randomisation if they so wished.

Study organisation. Study co-ordination and data management
were carried out centrally. Participants have been identified via
354 local centres in 20 countries in Europe, Canada and the
USA (Table 1). Participation in each country is organised
through one to two national co-ordinators, who are responsible
for all communications with local centres and for ensuring lo-
cal compliance with the protocol. The protocol was approved
by the research ethics committee or equivalent in each partici-
pating centre, and also by the appropriate national drug regula-
tory authorities. Written informed consent was obtained from
all participants.

Screening. Eligible first-degree relatives were screened for
ICA. A second sample was requested from any relative with
ICA greater than or equal to 5 JDF units on initial testing.
Those with ICA greater than or equal to 20 JDF units in at
least one sample as measured in the central laboratory and with
ICA greater than or equal to 5 JDF units in the other sample
were invited to undergo further evaluation.

Other inclusion criteria. Prior to randomisation a full clinical
assessment was catried out with determination of standard bio-
chemical and haematological safety parameters, oral glucose
tolerance test and intravenous glucose tolerance test. Height
and weight were measured at the outset in all participants, and
Tanner staging carried out on children; an X-ray of the left
wrist was taken to estimate bone age in all children under the
age of 14.

Table 1.

Local Centre Individuals over
20 years old

at randomisation

Individuals under
20 years old
at randomisation

Austria 3 6
Belgium? 2 -
Canada? 39 34
Croatia - 1
Denmark 12 18
Finland? 54 27
France2 16 1
Germany? 10 4
Greece 4 3
Hungary 20 8
Italy? 6 2
Norway 17 19
Poland 43 23
Russia 8 4
Spain? 20 15
Sweden? 9 14
Switzerland 8 3
Turkey 4 6
United Kingdom? 37 29
USA (Texas) 19 4

a Initial ICA testing in local laboratory

Exclusion criteria. Individuals with any chronic disease likely
to affect outcome, toxicity or compliance, women who were
breast feeding, pregnant or of child bearing age and not using
effective contraception, and anyone taking vitamin prepara-
tions containing nicotinamide were excluded from the study.
Those found to have diabetes on oral glucose tolerance testing
were also excluded.

Oral glucose tolerance test (OGTT). Oral glucose (1.75 g/kg
body weight, up to a maximum of 75 g) was administered fol-
lowing an overnight fast. Venous plasma samples collected at 0
and 120 minutes were tested for glucose in the local study cen-
tre laboratory, and diabetes and impaired glucose tolerance
were defined using WHO criteria [5].

Intravenous glucose tolerance test (IVGTT). IVGTTs were car-
ried out according to the ICARUS protocol [6]. A glucose dose
of 0.5 g/kg, up to a maximum of 35 g, was infused over
3 min+15 s, and blood samples collected at =5, 0, 1, 3, 5 and
10 min. First phase insulin response was calculated as the sum
of the insulin levels at +1 and +3 min.

Islet cell antibodies. The initial ICA assay in all or most sam-
ples was carried out in local laboratories in ten countries
(Table 1), and all ICA testing was done in the central laborato-
ry for the remainder. Samples found to have ICA greater than
or equal to 5 JDF units in local laboratories were sent to the
central laboratory for confirmation. All local laboratories par-
ticipated in a sample exchange and workshop programme to
ensure that assay sensitivity was maintained throughout the pe-
riod of screening, but study entry was based solely upon re-
sults from the central laboratory.

ICA determination in the central laboratory was performed
by indirect immunofluorescence [7]. Briefly, sera were incu-
bated on sections of human pancreas for 30 min at room tem-
perature. After washing, bound antibody was revealed using a
sheep anti-human immunoglobulin (GAM) FITC conjugate
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(TBS, Birmingham, UK). The sections were examined in a
blinded fashion under a fluorescence microscope (Leica,
Wetzlar, Germany) by two observers. All samples were initial-
ly assayed at a 1 in 2 dilution and assigned an arbitrary intensi-
ty score from 0 to 7. Samples with an intensity score of 1 or
greater were re-assayed in a quantification assay [8], while
those samples with an intensity score of less than 1 were con-
sidered negative. Five standards and two internal controls were
included in each assay. Overall assay performance was moni-
tored by the inclusion of 3 coded “external” quality control
samples in every 100 samples assayed and the inter assay co-
efficient of variation (CV) of the ICA assay was 51% at 14
IDF units, 35% at 38 JDF units and 22% at 60 JDF units. The
ICA assay achieved 81% sensitivity with 86% specificity in
the First Immunology of Diabetes Society (IDS) Combined
Antibody Workshop [9]. A number of pancreas substrates were
used during the course of the study. To maintain consistency,
each new substrate was evaluated in paralle] with the old sub-
strate by measuring ICA on a panel of 140 samples.

GAD and IA-2,, autoantibodies. Autoantibodies to GAD and
TA-2;, were measured in radiobinding assays in the Division of
Medicine, University of Bristol, UK [10], and considered posi-
tive if above the 97.5t centile of a control population of 2860
schoolchildren. The GAD antibody assay achieved 91% sensi-
tivity with 99% specificity, and the IA-2 antibody assay
achieved 74% sensitivity with 99% specificity in the first Im-
munology of Diabetes Society (IDS) combined antibody work-
shop [9].

Insulin autoantibodies. Samples were assayed for insulin auto-
antibodies in the Division of Medicine, University of Bristol,
UK [11], using a format similar to that used for measuring
GAD and IA-2 antibodies. Immune complexes were isolated
using protein A sepharose. Bound counts for each sample were
calculated after subtraction of background counts, and results
were expressed in arbitrary units derived from a standard
curve. Sera with insulin binding above 0.4 units were tested in
a competition assay in which each sample was incubated with
label in the presence of excess unlabelled insulin (Humulin,
Lilly, Basingstoke, Hants, UK). Specific bound counts were
converted into arbitrary units as described above. Samples as-
sayed for insulin autoantibodies were considered positive if
they had levels above the 97.5% centile of the schoolchildren.
The assay achieved 58% sensitivity with 99% specificity on
the samples included in the First IDS Combined Antibody
‘Workshop [9].

Insulin assay. Plasma insulin was measured in a single labora-
tory at the Steno Diabetes Centre, Gentofte, Denmark using an
enzyme-linked two-site immunoassay [12]. The method uses
two murine monoclonal antibodies that bind to different epi-
topes on the insulin molecule and shows a less than 1% cross-
reactivity with intact human proinsulin. During the course of
the study, kits produced by two manufacturers (ELISA, Dako,
Ely, UK) and (Autodelfia, Wallac Oy, Turku, Finland) were
used for insulin measurement. The kits were based on the same
immunochemistry and detailed method comparison showed re-
sults obtained by both methods to be essentially identical. To
allow comparison of IVGTT results with FPIR centiles ob-
tained in the University of Washington, Seattle and used for
DPT-1, 105 samples spanning the range 0—500 pmol/l were as-
sayed in both laboratories. The regression equation of insulin
concentration measured in Seattle on the insulin concentration
measured in the Steno laboratory was used to derive a correc-
tion factor to standardise the measurement to the Seattle assay
[13].
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HLA genotyping. HLA genotyping was carried out in the Insti-
tute of Transplantation Immunology, National Hospital, Oslo,
Norway. Typing of HLA-DQAL, -DQB1 and -DRB1*04 sub-
types were mainly done using PCR-SSO [14]. A few samples
were also typed for DQA1, DQB1 and/or DRB1*04 subtypes
with an allele specific PCR kit (Olerup SSP Genovision, Oslo,
Norway) and/or with a reverse dot-blot kit (Reli-SSOP, Dynal,
Oslo, Norway).

Results

First-degree relatives were screened from 20 countries
(Table 1). Initial ICA testing on approximately 16 000
samples was carried out in local laboratories and 3402
of these were sent to the central laboratory for confir-
mation of ICA positivity, while samples from a further
13 718 relatives were first tested for ICA in the central
laboratory. Approximately 16% of those tested were
above age 40 when the first screening sample was col-
lected.

A total of 1004 individuals fulfilled the ICA crite-
ria for eligibility of whom 552 were randomised. The
reasons for non-randomisation of the remainder are
shown in Fig. 1.

Nationality is shown in Table 1 and other subject
characteristics are shown in Table 2. Of 552 relatives
randomised, 331 were below age 20 years and 221
aged more than 20. In the younger age group 87%
were siblings of a diabetic proband and 13% were off-
spring. In the older age group 21% were siblings, 76%
were parents and 3% were offspring.

Islet autoantibodies. Overall, 64% of those randomis-
ed had at least one other antibody marker in addition
to ICA, representing 76% of those aged less than 20
and 46% of those above this age.

HLA class II. The diabetes-associated haplotypes
HLA-DQA1*03-DQB1*0302 (DQ8) and/or HLA-
DQA1*0501-DQB1*0201 (DQ2) were found in 84%
of the younger age group and 80% of the older group.
The high-risk DQ2/DQ8 heterozygous genotype was
found in 23% of the younger and 14% of the older
group respectively. The protective HLA-DQA1*0102-
DQB1*0602 (DQ6) was found in 8% of those below
age 20 and 12% of the older group. This haplotype
was associated with ICA alone in 26 individuals, with
one additional antibody in 11, with two additional an-
tibodies in four, and with three additional antibodies
in nine individuals. For technical reasons, genotyping
could not be carried out on 33 samples (21 below age
20).

Oral glucose tolerance. Overall, of 552 individuals
randomised, 52 (9%) had impaired glucose tolerance
(IGT) by WHO criteria in the initial oral glucose tol-
erance test. Those with ICA alone were less likely to
have IGT than those with additional antibodies (4%
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Relatives screened
~30.000

—

Age <40 yr at 1st screening
10 screening in ENDIT lab
Samples received for confirmation

11,466
3,034

3

Age 2 40 yr at 1st screenlng
19 screening in ENDIT lab
Samples received for confirmation

2,252
386

Contirmed eligibility on ICA criteria
1004

Developed
diabetes before
randomisation
52

Refused
164

Unsuitable due to
health or soclal

problems
4

Already taking
nicotinamide
1

Unable to
swallow
tablets
1

4

Reason not
known
130
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because age > 40
9

Randomlsed

g e
4

Fig. 1. Subject disposal

however similar in individuals with an HLA-DQ6
haplotype and those who did not carry the protective
haplotype (27% vs. 34%, %2=1.11, p=0.29). For tech-

vs. 12%, %?=10.5, p=0.001). Of 50 individuals with
DQ6, 10% had IGT compared with 9% in the remain-
der. (x2=0.04, p=0.85).

First phase insulin response. The median (range) first
phase insulin response, measured as 1+3 min insulin
levels in the intravenous glucose tolerance test, was
362 pmol/l (43-1960 pmol/l) in those under age 20
years and 476 pmol/l (8—2666 pmol/l) in the older age
group. Overall, 164 of 487 tested (34%) had FPIR be-
low the equivalent of the 10 centile used as an entry
criterion for the parenteral arm of DPT-1; 100 indi-
viduals in the younger age group (34%) and 64 in the
older age group (33%). Those with ICA alone were
less likely to have an FPIR below the 10t centile than
those with additional antibodies (19% vs. 42%,
%?=26.52, p<0.0001). The frequency of low FPIR was
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nical reasons, including sample haemolysis, FPIR
was not available on 65 individuals (38 below age
20).

Discussion

The prodromal phase preceding the onset of Type 1
diabetes is characterised by progressive beta-cell de-
struction and the appearance of circulating islet auto-
antibody markers, thus providing an opportunity for
intervention to halt or delay the disease process. Pro-
phylaxis of diabetes has been achieved, sometimes
with lasting protection, using a variety of interven-
tions in two animal models of spontaneous autoim-
mune diabetes, the NOD mouse and the BB rat. Early
human studies of immune intervention concentrated
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Table 2. Baseline Characteristics of Trial Entrants

Age below 20 Age above 20
n (%) n (%)
Total Subjects Randomised 331 221
Sex Male 194 (59) 94 (43)
Female 137 (41) 127 (57)
Age <5 yrs 15(5) -
5-9 yrs 113 (34) -
10-14 yrs 124 (37) -
15-19 yrs 79 (24) -
20-24 yrs - 31(14)
25-29 yrs - 20(9)
30-34 yrs - 48 (22)
35-39 yrs - 83 (37)
=40 yrs - 39 (18)
Relationship to Proband Mother - 105 (48)
Father - 63 (28)
Offspring 42 (13) 6(3)
Sibling 289 (87) 47 (21)
Islet Autoantibodies Median ICA 50 JDFu 40 JDFu
GADA 297.5% centile 233 (70) 95 (43)
1A-2A 297.5% centile 181 (55) 50 (23)
TAA 297.5% centile 190 (57) 38(17)
No. of Additional Antibodies None 80 (24) 118 (54)
1 antibody 36 (11) 45 (20)
2 antibodies 77 (23) 36 (16)
3 antibodies 138 (42) 22 (10)
HLA-DQ Genotype No. tested 310 209
DQ2/DQ8 73 24) 28 (14)
DQ8/DQ8 20 (6) 13 (6)
DQ2/DQ2 21(7) 10 (5)
DQ8/X 90 (29) 50 (24)
DQ2/X 41 (13) 44 (21)
DQX/DQX 41 (13) 38 (18)
DQ6/DQ8 5Q2) 703)
DQ6/DQ2 8(3) 15(7)
DQ6/X 10 (3) 4(2)
DQ6/DQ6 1(-) -
Oral glucose tolerance Normal glucose tolerance 296 (89) 204 (92)
Impaired glucose tolerance 35(11) 17 (8)
First phase insulin response No. tested 194

Median (range) (pmmol/1)

293
362 (43-1960) 445 (8-2666)

on the attempt to prolong beta-cell function in recently
diagnosed patients requiring insulin therapy. Prospec-
tive randomised placebo controlled double-blind stud-
ies showed, for example, that Cyclosporin A can pro-
tect beta-cell function to the extent that some 25% of
patients on Cyclosporin were able to control their dia-
betes on diet alone one year after diagnosis, as against
5 to 10% of controls [15, 16]. Unfortunately this bene-
fit does not persist, and the high rate of complications
has limited this approach to therapy. Since the great
majority of beta-cells seem to have been destroyed by
the time of clinical presentation, it seems reasonable
to conclude that earlier intervention, at a stage when

the beta-cell mass is relatively intact, could produce a
more lasting benefit.

Once autoimmunity has been activated, beta cells
are destroyed by a cellular immune response which in-
volves cytotoxic T cells and macrophages and results
in release of proinflammatory cytokines. Impaired in-
sulin secretion and beta-cell damage are thought to re-
sult from generation of nitric oxide and/or oxygen free
radicals within the cell [17]. Single strand DNA dam-
age leads to activation of the DNA repair enzyme
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP). PARP is an
abundant nuclear protein which shuttles onto and re-
pairs DNA strand breaks. In doing so it consumes nic-
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otinamide adenine dinucleotide (NAD), transferring
the dinucleotide moiety of NAD to poly (ADP-ri-
bose). Activation of PARP thus results in depletion of
intracellular NAD levels, resulting in a rapid fall in
available intracellular energy levels. Excessive activa-
tion of PARP and depletion of intracellular NAD
levels are precursors of cell death. Excessive poly
(ADP-ribose) formation due to PARP activation con-
tributes to programmed cell death through energy star-
vation as the result of NAD consumption. The protec-
tive effect of nicotinamide upon murine beta cells is
thought to be mediated by this pathway [18, 19, 20,
21], but it could differ in its effects upon human beta
cells [22]. Previous trials in high risk individuals have
reached conflicting conclusions [23, 24].

Nicotinamide is the amide of nicotinic acid; both
are components of vitamin B3. Although their action
as anti-pellagra vitamins is similar, their metabolic ef-
fects are quite different. In particular, nicotinic acid
has clinical uses as a vasodilator and lipid lowering
agent, and induces insulin resistance. These effects are
not seen to any significant extent with nicotinamide,
and insulin secretion is unaffected [25] although it has
also been reported to induce a milder degree of insulin
resistance [26]. Nicotinamide is water-soluble, and
readily absorbed by mouth. Pharmacokinetic studies
carried out by our group have shown that human me-
tabolism is predominantly by methylation to N-meth-
yl-2-pyridone-5-carboxamide, in which form it is ex-
creted in the urine; oxidation to nicotinamide oxide
also occurs, but there is no direct conversion to
nicotinic acid [27, 28]. At high doses, such as those
used in ENDIT, peak levels of nicotinamide of
0.3-1.0 mmol/l are seen in the circulation; the 50% in-
hibition concentration of nicotinamide for PARP is
about 0.1 mmol/l [29]. The safety profile of high dose
nicotinamide has been reviewed, and the ratio of risk
to benefit would be highly favourable if efficacy can
be shown [30].

First-degree relatives of a child with Type 1 diabe-
tes are at increased risk of progression to the disease,
and are highly motivated to participate in such studies;
it is therefore logical to offer intervention to people in
this category. Although now largely superseded by
measurement of other autoantibodies, ICA for many
years formed the basis of diabetes prediction, and were
used to identify high risk of progression in
ENDIT, as in current US studies of intervention in pre-
type 1 diabetes [3]. Family studies have shown that 2
to 2.5% of siblings and parents of a child with diabetes
have ICA greater than or equal to 20 JDF units, and
that 40% of those aged less than 40 years will progress
to insulin treatment within 5 years of first detection.
This risk is increased if additional autoantibodies to
GAD, IA-2 or insulin are detected [31, 32], or if first
phase insulin secretion is impaired [4].

The US Diabetes Prevention Trial - Type 1 (DPT-1)
started shortly after ENDIT and has screened more

than 70 000 first-degree relatives for ICA. The results
of intervention using parental insulin have recently
been reported [3], and a second trial using oral insulin
is in progress. These studies require very large-scale
participation, and in Europe are most logically done
on a multinational basis. For this reason simple robust
entry criteria were selected for ENDIT, and the
IVGTT was not used as a randomisation criterion. The
parenteral arm of DPT-1 required an FPIR below 10%
of a control population, and 37% of ENDIT partici-
pants would have fallen into this category. Since DPT-1
selected individuals with a low insulin response, it is
not surprising that 33% had evidence of metabolic de-
compensation in the form of impaired glucose toler-
ance, as against 9% of those in ENDIT.

When ENDIT was planned (the study began in
1994), risk assessment by means of autoantibodies
other than ICA had not been validated. Since then it
has been shown that primary screening for autoanti-
bodies against biochemically defined islet antigens
has the potential to provide an enriched sample for
future intervention trials [33]. In the light of present
knowledge we would now have excluded the 198
ENDIT participants who had ICA without other islet
autoantibodies, and we have confirmed a lower rate of
IGT and low FPIR in this group. Other intervention
studies have also excluded patients carrying the
protective haplotype HLA-DQA1*0102-DQB1*0602
(DQ6) [3]. Within ENDIT, however, of 50 individuals
with DQ6, 26 had ICA alone but the remainder had
more than one autoantibody; nine had all four. In addi-
tion the frequency of both low FPIR and IGT in the
subgroup with DQ6 were similar to those in the indi-
viduals who did not carry this haplotype. Further
study will be needed to establish which individuals
with DQ6 should be excluded from future intervention
trials.

The outcome of ENDIT will be announced shortly,
but we have learned several lessons. First, and most
important, we have established that it is feasible to
launch a multinational collaborative intervention trial
involving both Europe and North America. In conse-
quence, promising interventions can now be tested be-
fore the onset of end-stage beta-cell failure. The corol-
lary is, however, that intervention at this stage of the
disease must be undertaken on a continental scale,
which means that only the most promising interven-
tions can be tested in this way. Validated surrogate
end-points for diabetes development would shorten
the time scale of such interventions, but have yet to be
developed. For this reason the current emphasis is up-
on testing interventions which might offer beta-cell
rescue following clinical diagnosis of Type 1 diabetes,
although this carries the risk that interventions of pos-
sible value earlier in the disease pathway might be
discarded because they are ineffective in the latter
stages of the disease [34]. As and when future inter-
ventions become available however, ENDIT has
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shown that high quality, relatively low-budget inter-
ventions before clinical onset can be carried out on a
multinational collaborative basis, as and when poten-
tially safe and effective forms of intervention become
available. It is to be hoped that Europe will be able to
develop funding mechanisms capable of supporting
such long-term ventures.
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European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial (ENDIT):
a randomised controlled trial of intervention before the onset of

type 1 diabetes

European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial (ENDIT) Group*

Summary

Background Results of studies in animals and human beings
suggest that type 1 diabetes is preventable. Nicotinamide
prevents autoimmune diabetes in animal models, possibly
through inhibition of the DNA repair enzyme poly-ADP-ribose
polymerase and prevention of B-cell NAD depletion. We
aimed to assess whether high dose nicotinamide prevents or
delays clinical onset of diabetes in people with a first-degree
family history of type 1 diabetes.

Method We did a randomised double-blind ptacebo-controlled
trial of nicotinamide in 552 relatives with confirmed islet cell
antibody (ICA) levels of 20 Juvenile Diabetes Federation (JOF)
units or more, and a non-diabetic oral glucose tolerance test.
Participants were recruited from 18 European countries,
Canada, and the USA, .and were randomly allocated oral
modified release nicotinamide (1-2 g/m? or placebo for
5 years. Random allocation was done with a pseudorandom
number generator and we used size balanced blocks of four
and stratified by age and national group. Primary outcome
was development of diabetes, as defined by WHO criteria.
Analysis was done on an intention-to-treat basis.

Findings There was no difference in the development of
diabetes between the treatment groups. Of 159 participants
who developed diabetes in the course of the trial, 82 were
taking nicotinamide and 77 were on placebo. The unadjusted
hazard ratio for development of diabetes was 1-07 (95% CI
0-78-1-45; p=0-69), and the hazard ratio adjusted for age-at-
entry, baseline glucose tolerance, and number of islet
autoantibodies detected was 1.01 (0-73-1-38; p=0-97). Of
168 (30-4%) participants who withdrew from the trial, 83
were on placebo. The number of serious adverse events did
not differ between treatment groups. Nicotinamide treatment
did not affect growth in children or firstphase insulin
secretion.

Interpretation Large-scale controlled trials of interventions
designed to prevent the onset of type 1 diabetes are
feasible, but nicotinamide was ineffective at the dose we
used.

Lancet 2004; 363: 925-31
See Commentary page 910

*Members listed at end of paper

Correspondence to: Prof Edwin A M Gale, Diabetes and Metabolism
Medical School Unit, Southmead Hospital, Bristol BS10 5NB, UK
(e-mail: edwin.gale@bristol.ac.uk)

Introduction

Type 1 diabetes might be a preventable disease. Many
successful interventions have been described in the non-
obese diabetic (INOD) mouse.' In human beings, results
of prospective studies in high-risk relatives of people with
diabetes have shown a long latent period between the
first appearance of circulating autoantibodies directed
against antigens derived from pancreatic islets and the
clinical onset of the disease.? Multiple autoantibodies are
present in most newly diagnosed cases at the time of
diagnosis, and their presence is highly predictive of
progression to disease in otherwise healthy first-degree
relatives.” Type 1 diabetes is a serious and currently
incurable disease with a prodrome that offers a long
window of opportunity for screening. Inexpensive
validated methods are available. On this basis, screening
and intervention before the onset of type 1 diabetes
would be justified if there were a cost-effective means of
intervention.

Pretreatment with high dose nicotinamide has been
known for many years to prevent the development of
diabetes in rats treated with streptozotocin. Nicotinamide
also prevents or delays the onset of diabetes in the non-
obese diabetic mouse, and results of in-vitro studies have
shown that it can prevent B-cell damage. Nicotinamide
affords a degree of protection to B cells after the diagnosis
of diabetes in humans* and has been reported to prevent
the development of diabetes in schoolchildren with islet-
cell antibodies (ICA).* The results of small pilot studies
of mnicotinamide in high-risk relatives were also
promising.” As the safety profile in humans seems
favourable,” we aimed to assess whether high dose
nicotinamide could delay or prevent the onset of diabetes
in people at high risk of progression to the disease.

First-degree relatives of a patient with type [ diabetes
provided an accessible and highly motivated population
for such an intervention. Furthermore, the risk of
progression to disease associated with ICA and other
antibody markers has been accurately quantified for this
group of people, with remarkable consensus between
studies throughout the world.*'" However, the logistics of
such a study are daunting, since only a small proportion
of first-degree relatives are at high enough risk of the
disease to justify intervention. Of the 84228 relatives
screened for the Diabetes Prevention Trial—Type 1
(DPT-1), only 339 participants were identified for
inclusion in the trial of parenteral insulin to prevent type
1 diabetes in high risk individuals." A screening exercise
of this size needs the resources of a whole continent, and
therefore, this investigator-led study included partici-
pants from 18 European countries, Canada, and a group
in the USA.

Methods
The protocol and outcome of the screening stages of
ENDIT have been published elsewhere.'
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Participants

We screened first-degree relatives of patients who
developed type 1 diabetes before age 20 years, and who
were themselves aged between 3 and 40 years. The original
upper age limit of 60 years was lowered to 40 years in 1995
after results of a multicentre analysis showed that relatives
older than 40 years with ICA were at low risk of progression
to diabetes.’”We explained this finding to family members
older than 40 years of age who had been screened and
recruited, and they were allowed to remain in the trial and
be included in the randomisation process if they so wished.
We screened more than 30000 eligible relatives for ICA.
Participants were recruited through 354 clinical centres in
18 European countries, Canada, and the USA between
1990 and 1998. We included patients who had an ICA
level of 20 Juvenile Diabetes Federatdon (JDF) units or
more in at least one sample, as measured in the central
laboratory, and an ICA level of 5 JDF units or more in the
other sample. We excluded people who: had a chronic
disease that was likely to affect outcome, toxicity, or
adherence to the protocol; women who were breastfeeding,
pregnant, or of childbearing age and not using effective
contraception; and anyone taking vitamin preparations
containing nicotinamide. Participants who were shown to
have diabetes on oral glucose tolerance testing were also
excluded.

The protocol was approved by the research ethics
committee or equivalent in each participating centre, and
also by the appropriate national drug regulatory authorities.
Written informed consent was obtained from all
participants.

Procedures

Participants were randomly allocated either oral modified
release nicotinamide ' (Ferrosan AC, Copenhagen,
Denmark) at a dose of 1-2 g/m* dailyup to a maximum of
3 g/day or placebo for 5 years in two divided doses. The
randomisation  sequence was generated with a
computerised pseudorandom number generator and had
balanced blocks of size four. Randomisation was stratified
by age (younger and older than age 20 years) and by
national group. Because some national groups recruited
small numbers of participants, we pooled randomisation
for Austria and Switzerland; for Italy, Greece, and Croatia;
and for Belgium and the UK. Randomisation codes for the
appropriate age-group were allocated sequentally by the
national coordinator. All study personnel remained
unaware of the patients’ treatment allocation for the
duration of the study. Study medication was supplied by
the manufacturers to the national coordinating centres
labelled only with the randomisation code. Emergency
unblinding could be done by opening sealed code
envelopes held at each national coordinating centre. The
study monitor checked that these envelopes were intact at
least once a year and at the end of the study.

We reviewed participants at baseline, | month, and
6 months after study entry and every 6 months thereafter.
At each visit we did a clinical examination and recorded
height and weight, adverse events, checked biochemical
and haematological variables, and the number of retumed
tablets. Oral glucose tolerance testing was mandatory at
baseline and 6, 18, 30, 42, 54, and 60 months. An
intravenous glucose tolerance test (IVGTT) was also
mandatory at baseline and whenever possible, was repeated
at 12, 24, 36, 48, and 60 months.

We tried to keep in contact with all participants who had
withdrawn from the study for reasons other than
development of diabetes, to determine their diabetes
status.

Our primary outcome was the development of diabetes,
as defined by WHO criteria. Additional prespecified
outcomes were first-phase insulin release in the
intravenous glucose tolerance test, and growth in children.

Testing procedures and assays

Oral glucose tolerance test (OGTT)

Oral glucose (1-75 g/kg bodyweight, up to a maximum of
75 g) was administered after an overnight fast. We took
venous plasma samples at 0 and 120 min and tested for
glucose in the local study centre laboratory. Diabetes and
impaired glucose tolerance were defined by WHO
criteria."

Intravenous glucose tolerance test

Tests were done in accordance with the Islet Cell
Autoantibody Register Users Study (ICARUS) protocol."
A glucose dose of 0-5 g/kg, up to a maximum of 35 g, was
infused over 3 min (+ or — 15 s), and we took blood
samples at -5, 0, 1, 3, 5, and 10 min. First-phase insulin
response (FPIR) was calculated as the sum of the insulin
concentrations at 1 and 3 min after the end of the infusion.

Islet autoantibodies

Baseline samples from all participants were tested for ICA
and autoantibodies to glutamic acid decarboxylase
(GAD), IA-2, and insulin in the laboratories of the
Division of Medicine, University of Bristol as previously
described.””  Samples were judged positive if
concentrations were at or above the 97-5th percentile of
concentrations in a control population of 2860
schoolchildren.

The ICA assay was shown to have 81% sensitivity with
86% specificity in the First Immunology of Diabetes
Society (IDS) Combined Antibody Workshop; and
radiobinding assays for autoantibodies to GAD, IA-2, and
insulin, had 91% sensitivity with 99% specificity, and
74% sensitivity with 99% specificity, and 58% sensitivity
with 99% specificity , respectively.'®

Insulin assay

Plasma insulin was measured -in one laboratory at the
Steno Diabetes Centre, Gentofte, Denmark in an enzyme-
linked two-site immunoassay.'” To allow for comparison
of intravenous glucose tolerance test results with age-
specific percentiles for FPIR obtained in the University of
Washington, Seattle, USA and used for DPT-1," 105
samples spanning the range 0-500 pmol/L were assayed in
both laboratories. The regression equation of insulin
concentration measured in Seattle on the insulin
concentration measured in the Steno laboratory was used
to derive a correction factor to standardise the
measurement to the Seattle assay.'*

Statistical analysis

We calculated that our target sample size was 528
participants for the study to have 90% power to detect a
40% reduction in the rate of progression to type 1
diabetes over a 5-year period, with a two-tailed
significance of 0-05. We assumed that non-diabetic first-
degree relatives under the age of 40 with confirmed ICA
level of 20 JDF units or more have a 35% risk of insulin
therapy within 5 years. Sample size calculations showed
that a minimum of 211 subjects in each group would be
needed to detect a reduction in progression to diabetes
from 35% to 21%. We estimated that about 20% of
participants  would withdraw during the trial and,
therefore, we aimed to recruit a minimum of 264 people
to each group.
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z 30000 (approx) relatives screened for ICA

1004 eligible on ICA criteria

552 randomised

452 excluded j
52 with diabetes
96 aged =40 years
304 withdrew consent or other
exclusion criteria

276 assigned to placebo

———»[ 1 withdrew consent [

3
275 started placebo

48 discontinued treatment
9 had nonfatal adverse effects
36 because of non-compliance
3 for other reasons
35 lost to follow-up

Y
275 included in analysis
Figure 1: Trial profile

An independent data and safety monitoring committee
reviewed safety data every year. We planned to do an
interim analysis of the primary outcome after half the
participants had completed 3 years of follow-up. The
prespecified rules for stopping the trial were, for efficacy,
a decrease in the incidence of diabetes of more than 50%
with p less than 0-0001 (two sided logrank test) and, for
harm, an increased progression to diabetes with p less
than 0-05. The interim analysis was completed in March,
1999. The original plan was to do the final analysis in
May, 2003, after all participants had completed 5 years of
follow-up. Recruitment to the study, however, took
longer than originally foreseen, and the data and safety
monitoring committee decided that a second interim
analysis should be undertaken in December, 2001,
because, by that time, 484 participants (88%) had either
developed diabetes or had completed 5 years follow-up,
and another 28 peoplé (5%) had withdrawn from the
study and were lost to follow-up. On the basis of results
from the interim analysis, the trial was stopped in May,
2002, because the treatment was deemed futile.
Analysis of other outcomes and of subgroups was then
completed.

Statistical analyses was done by an independent
statistician in accordance with a predefined- plan. All
analyses were by intention-to-treat. Cox proportional
hazards models were used to analyse the time-to-event
outcome, and estimates of both the unadjusted and
adjusted (controlling for the baseline covariates; age,
glucose tolerance and number of antibodies =97-5th
centile) treatment effect was obtained. Results are
reported as number of participants and events for each
treatment group, and hazard ratios (95% CI) and p values
from the Cox model analyses. The treatment effect was
asscssed in a small number of prespecified subgroups
based on sex, age, oral glucose tolerance, number of islet
autoantibodies, and FPIR. Time-to-event curves were
constructed with the Kaplan-Meier method.

276 assigned to nicotinamide
| S

-———»J 1 withdrew consent |

————>{ 1 developed diabetes |
274 started nicotinamide

47 discontinued treatment
10 had non-fatal adverse effects
35 because of non-compliance
2 for other reasons
38 lost to follow-up

. 4
'L274 included in analysis

We calculated SD scores for height and weight using
cross sectional stature and weight reference curves for the
UK." The effect of treatment on height or weight SD
scores and FPIR over time was investigated with a
generalised estimating equation approach, taking into
account the correlation between the repeated

Placebo (n=276) Nicotinamide {n=276)

Started randomised treatment 275 274
Age at randomisation (years)
<5 8 (3%) 7(3%)
5-9 56 (20%) 57 (21%)
10-14 61 (22%) 63 (23%)
15-19 38 (14%) 39 (14%)
20-24 15 (5%) 16 (6%)
25-29 10 (4%) 10 (4%)
30-34 26 (9%) 21 (8%)
35-39 45 (16%) 38 (14%)
=40 16 (6%) 23 (8%)
Male sex 143 (52%) 144 (53%)
Relationship to diabetic relative
Child 26 (9%) 22 (8%)
Sibling 163 (59%) 171 (63%)
Mother 57 (21%) AT (17%)
Father 29 (11%) 34 (12%)
120 min plasma glucose
(mmol/L)
<7-8 247 (90%) 250 (91%)
=78 28 (10%) 24 (9%)
Islet autoantibodies =97-5th
percentile:
ICA anly 108 (39%) 89 (32%)
+1 additional antibody 35 (13%) 48 (17%)
+2 additional antibodies 57 (21%) 54 (20%)
+3 additional antibodies 75 (27%) 85 {31%)
Age-specific FPIR*
Below 10th percentilet 96 (37%) 90 (36%)
=10th percentile 160 (63%) 159 (84%)

Data are number (%). *FPIR missing for 19 participants in placebo group and
25 in nicotinamide group. +10th percentile is equivalent to 430-6 pmol/L
for participants younger than 8 years and 717-5 pmol/L for those older than
8 years, standardised to the Seattle assay.™

Table 1: Partici

baseline

THE LANCET « Vol 363 « March 20, 2004 + www.thelancet.com

927

140



ARTICLES

Placebo Nicotinamide
(n=83 {30%]) (n=85 [31%])
Age at randomisation (years)
<5 2 (2%) 1(1%)
5-9 10 (12%) 9 (11%)
10-14 13 (16%) 18 (21%)
15-19 13 (16%) 18 (21%)
20-24 8 (10%) 7 (8%}
25-29 8 (10%) 3 (4%)
30-34 11 (13%) 12 {14%)
35-39 15 (18%) 10 (12%)
=40 3 {4%) 7 (8%}
Male sex 42 (51) 40 (47)
Glucose at baseline (mmol/L)
<7.8 78 (94%) 2 (96%)
=78 5 (6%) 3 (4%)
Number of antibodies at baseline
=ICA only 41 (49%) 33 (39%)
=41 14 (17%) 19 (22%)
=42 15 (18%) 21 (25%)
=+3 13 (16%) 12 (14%)
Age-specific FPIR at baseline*
=Low (below 10th centile)t 23 (29%) 28 (35%)
=Normal 57 (71%) 51 (65%)

Data are number (% of participants who withdrew from the trial). *Of

44 participants with missing FPIR data, 3 of 19 on placebo and 6 of 25 on
nicotinamide withdrew from study. +10th percentile is equivalent to

430-5 pmol/L for participants younger than 8 years and 717-5 pmol/L for those
older than 8 years, standardised to the Seattle assay.

Table 2: Characteristics of participants who discontinued
treatment or who were lost to follow-up

measurements on individuals. A Gaussian distribution
was assumed for all of the three outcomes (we noted that
FPIR was positively skewed and, therefore, we did a log
transformation) and the identity link was used.
Independent and autoregressive correlation structures
were tested, both producing very similar results. SEs were
calculated with the sandwich estimator.

Role of the funding source

Ferrosan A/C, which at the start of the study was a
wholly-owned subsidiary of Novo-Nordisk, provided all
the trial medication and the randomisation list was
generated by Novo-Nordisk. Neither this company nor
the major sponsors of the study (The European Union
and Juvenile Diabetes Research Foundation) had a role in

Placebo Nicotinamide Hazard ratio P
(n=275) (n=274} (95% CI)
Overall 77 (28%) 82 (30%) 1-07 (0-78-1-45)* 0-69
1-01 (0-70-1-38)t 0-97

Sex

Male 47 (33%) 48 (33%) 0-99 (0-66-1-48)* 0-97

Female 30 (23%) 34 (26%) 1-17 (0-71-1-90)* 0-53
Age at baseline (years)

<20 86 (40%) 64 (39%) 0-98 (0-69-1-39)* 0-91

=20 11 (10%) 18 (17%) 1:42 (0-70-2-90)* 0-33
Glucose intolerance

Normat 60 (24%) 64 (26%) 1.04 (0-73-1-48)* 0-81

Impaired 17 (61%) 18 (75%) 1-56 (0-80-3-03)* 0-19
Antibodies =97-5th
percentile:

ICA only 0 (0%) 3(3%) NA -

ICA with =1

additional antibody 77 (46%) 79 (43%) 0-91 (0-66-1-24)* 0:54
FPIR

Normal (>10th

percentile) 23 (14%) 28 (18%) 123 (0-71-2-13)* 0-47

Low (below 10th

percentile) 50 (52%) 41 (46%) 0-82 (0-55-1-25)* 0-36

Data are n (%) uniess otherwise stated. *Unadjusted model. TAdjusted for
baseline covariates; age, glucose tolerance, and number of antibodies
=97 .5th centile.

Table 3: Hazard ratios for developing diabetes within 5 years
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Years since randomisation

Number at risk

Placebo 275 245 232 209 184 112
Nicotinamide 274 260 232 208 171 97
Figure 2: Kaplan-Meier failure curve

study design, data collection, data analysis, darta
interpretation, or the writing of the report.

Results

Between between June, 1994, and May, 1998, we

enrolled 552 participants. The interval between collection
of samples for ICA positivity and randomisation was less
than 18 months in all but 11 participants, and less than
2 years in all but one who was randomly allocated to
treatment 26 months after ICA positivity was confirmed.
Figure 1 shows the trial profile. Of 552 individuals
randomly allocated to a study group, 549 started their trial
medication.

Participants® baseline characteristics are shown in
table 1.

The primary outcome variable of diabetes status after
5 years of follow-up was established in 447 of
549 participants (87%), including 95 participants who
discontinued treatment before the end of the follow-up
period but who remained in contact with local
investigators. Figure 1 shows the group allocation and
reasons for treatment discontinuation for these 95 people.
Another 73 participants (13%) were lost to follow-up
before completion of the trial (figure 1). Median follow-
up in people lost to follow-up was 3-3 years (IQR
2:3-4-0 years). The distribution of discontinued
weatment and loss to follow-up did not differ across
demographic and risk-factor subgroups (table 2).
Emergency unblinding was done for four participants

The main outcomes of the trial are shown in table 3 and
figure 2. Nicotinamide treatment did not have any
discernible effect on the primary outcome—ie,
progression to diabetes. 159 partcipants developed
diabetes within 5 years of randomisation to treatment,
82 (30%) in the active treatment group and 77 (28%) in
the placebo group. The unadjusted Cox proportional
hazard estimate showed no difference between the
placebo and nicotinamide groups on an intention-to-treat
basis (table 3). Nor did we note any difference between
groups - after adjustment for age at baseline, glucose
concentrations at 2-h glucose in the OGTT, and number
of islet autoantibodies (table 3). We did not adjust the
hazard ratio for FPIR at baseline, because these data were
missing for 19 people in the placebo group and 25 in the
active treatment group.

Data in table 3 show that there was no evidence of a
treatment effect in groups divided on the basis of age, sex,

928

THE LANCET - Vol 363 « March 20, 2004 + wwuw.thelancet.com

141



ARTICLES

@ Nicotinamide
O Placebo

s)

of

@
&
.

Weight (SD score:
<3
Ny

|

=3

)
L

[
=3

)
o o
o @

scores;

T

@-
i
N)

6
Visit

Figure 3: Mean changes in weight and height in participants
younger than 20 years
Vertical bars show 95% CI.

oral tolerance status, antibody status, or first-phase insulin
response. .

Secondary outcomes relating to the effects of treatment
on growth and FPIR were analysed using the generalised
estimating equation. Figure 3 shows the changes in weight
and height during the trial of participants of age less than
20 years at the start of the trial and figure 4 shows changes
in FPIR during the trial for all participants. There were no
differences between groups for any of the secondary
outcomes (height: p=0'71, weight: p=0-64, FPIR:
p=0-81).

Regular safety analyses done throughout the trial
showed no differences between the treatment groups
with respect to adverse events. 35 serious adverse events
were reported in 18 participants in the active treatment
group and 15 in the placebo group, not including
hospital admission at diabetes onset. At every visit, the
two groups did not differ with respect to the number of
adverse events reported, the systems of the body
affected, or the severity of events (data not shown).
Increased concentrations of alanine transaminase,
aspartate  transaminase, or gamma  glutamyl
transpeptidase (more than three times the upper limit of

550 @ Nicotinamide
jary O Placebo
= 500
£
T 450
2
< 400
&
+ 350
= |
300 J T T T T T
1 4 6 8 10 12

Visit
Figure 4: Changes in first-phase insulin response
Data are geometric means and vertical bars show 95% CI.

normal in the local laboratory) were noted in nine
participants during the trial. Of these, five were taking
active treatment group and four were on placebo. Six
women became pregnant during the trial, four in the
nicotinamide group and two in placebo. Trial
medication was stopped as soon as pregnancy was
confirmed. No congenital abnormalities were reported in
the offspring.

Discussion

We have shown that at the doses used, nicotinamide is
ineffective in the prevention of type 1 diabetes. The
proportion of relatives who developed diabetes within
5 years was almost identical in those treated with
nicotinamide and those on placebo, and there was no
suggestion of a treatment effect in any of the subgroups
defined by well established markers of additional risk.
Type 1 diabetes meets every criterion for a disease for
which screening would be justified * save one: we lack an
effective form of intervention. Excellent predictive
markers exist in the form of circulating autoantibodies
directed against a range of islet antigens. These antibodies
can be detected many years before the clinical onset of
type 1 diabetes and they mark a prodromal phase during
which there is progressive B-cell destruction,® thus
providing an opportunity for intervention to halt or delay
the disease process before hyperglycaemia occurs.” Our
study was based on detection of high-titre ICA, a well
validated marker of risk for progression to type 1 diabetes.

Nicotinamide is a component of vitamin B3 that has
been known for many years to offer protection in animal
models of diabetes induced by alloxan or streptozotocin,®
and against spontaneous diabetes in the NOD mouse.* In
type 1 diabetes, § cells are destroyed by a cellular immune
response which involves cytotoxic T cells and
macrophages and results in release of proinflammatory
cytokines. Downstream events include single strand DNA
damage leading to activation of the DNA repair enzyme,
poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), which shuttles
onto and repairs DNA strand breaks. In doing so it
consumes nicotinamide adenine dinucleotide (NAD),
wansferring the dinucleotide moiety of NAD to poly
(ADP-ribose), resulting in a rapid fall in available
intracellular energy levels. Excessive activation of PARP
and depletion of intracellular NAD are precursors of cell
death, and the protective effect of nicotinamide on B cells
is thought to be mediated by inhibition of this pathway.'**
Nicotinamide has been tried in human type 1 diabetes
both at diagnosis and before clinical onset of the disease
with varying results. A meta-analysis of nicotinamide
treatment following diagnosis showed better preservation
of C-peptide secretion at 12 months, although metabolic
control was unaffected,’ and studies in ICA-positive
relatives and in schoolchildren with no family history of
diabetes have been reported to delay or prevent the onset
of diabetes.** Qur review of published work suggested that
nicotinamide at the dose tested could achieve partial
PARP inhibition in humans and its safety profile seemed
good.” We, therefore, set out to assess whether treatment
with nicotinamide at the high doses used in previous
studies could produce a clinically useful reduction in
development of diabetes in relatives of people with type 1
diabetes.

Our findings contrast with results from most earlier
studies in humans,> although they do accord with
findings from a small German trial in young siblings of
patients with type 1 diabetes.” Our study was adequately
powered to detect a 35-45% reduction in the risk of
developing diabetes within 5 years, and the close overlap
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between the treatment groups makes it unlikely that
smaller treatment effects have been overlooked. Despite
the logistical difficulties of running a study in 18
European countries, Canada, and the USA, we were able
to deliver a high gquality study with few protocol
violations. The overall number of participants who failed
to complete the study according to protocol was 31%,
somewhat higher than the 20% we anticiparted, bur we did
exceed our recruitment target and the power of the study
was not greatly affected. Of 168 who discontinued
treatment, 95 remained under follow-up for the duration
of the study, and the primary outcome could therefore be
ascertained in 87% of those randomised. The numbers of
patients from each treatment group and their baseline
characteristics were evenly balanced in those who were
lost to follow-up and the remainder; therefore, these
withdrawals are unlikely to have affected the validity of
our main conclusions. The cumulative risk of progression
to diabetes in our placebo group was lower than we
expected, probably because our risk estimates were based
on observational studies which included all cases, whereas
intervention studies will not include early progressors who
develop diabetes while the screening programme is
underway. Although our own safety review was
reassuring,’ concerns have been raised about the potential
effects of nicotinamide on growth in children® and on
residual insulin secretion.” These concerns were shown to
be unfounded, and no adverse effects of nicotinamide
were identified even at doses 30-50 times higher than the
recommended daily intake.

The failure to confirm findings in animal studies might
be related to the lower dose used in humans, or to the fact
that nicotinamide was given at a much later stage of the
disease process in humans than in rodents. Another
possible explanation relates to species-related differences
in the islets themselves. It has, for example, been shown
that nicotinamide protects isolated human islets against
chemically-induced necrosis, but not against cytokine-
induced apoptosis.”

Although both trials were negative, the enduring lesson
from ENDIT and DPT-1 is that such trials can be done at
all.® The logistics remain daunting, however, especially
when there is a lack of substantial central funding, as was
the case with ENDIT. Europe currently has no effective
funding mechanism to support long-term trials on the
scale of ENDIT, and therefore, this investigator-led study
relied heavily on the motivation of investigators and
participants. Results from both trials re-emphasised that
diabetes can be predicted, and in ENDIT 29% of first-
degree relatives, identified simply on the basis of high
concentrations of ICA, progressed to diabetes within
5 years. Our results also lent support to the assertion that
risk of progression to diabetes increases in proportion to
the number of autoantibody markers present in the
circulation. Because of improved screening strategies,
future trials will require fewer participants, and nearly all
participants selected for inclusion and exposed to
potential risks of intervention will at some stage develop
the disease. High-throughput automated screening
methods will greatly simplify future trials of this type, and
the resulting improvement in screening efficiency would
have enabled two interventions to be tested within the
ENDIT screening population.”

Our work shows the feasibility of large-scale
multinational studies of interventions to delay or prevent
the onset of type 1 diabetes. The limiting factor for these
studies remains the lack of a safe and validated
intervention. In view of the massive investment of time
and energy needed to do trials on this scale, it may be

necessary to test other interventions in people with newly
diagnosed diabetes before trials in non-diabetic people at
high risk of the disease, despite the fact that the
therapeutic effect might differ at different stages of the
disease. An important lesson from DPT-1 and ENDIT is
that both animal studies and small pilot studies in
humans can be very misleading, and international
consensus on the scale, design, and interpretation of
future pilot studies will be needed. The twice daily
dosage schedule in ENDIT was difficult for participants
to sustain over a long study, and simplicity of
administration should be a major consideration in
planning future interventions. The doctor seeing a
patient with new-onset type 1 diabetes has until now
been in the position of a nephrologist unable 1o diagnose
renal failure until his patients require dialysis. Results
from ENDIT and DPT-1 have shown that this era is
coming to an end, and give us hope that type 1 diabetes
will, in time, be a preventable disease.
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Comparative Analysis of Organ-Specific
Avtoantibodies and Celiac Disease-
Associated Antibodies in Type 1 Diabetic
Patients, Their First-Degree Relatives,
and Healthy Control Subjects

CLEMENS JAEGER, MD
EriFiL1 HATZIAGELAKI, MD

RUDIGER PETZOLDT, MD, PHD
REINHARD G. BRETZEL, MD, PHD

OBJECTIVE — In type 1 diabetes the coexistence with other endocrine diseases and organ-
specific autoantibodies has been frequently reported leading to the concept of autoimmune
polyendocrine syndrome (APS). In addition, an association of type 1 diabetes with celiac dis-
ease has been described. These disorders share a similar genetic background, and first-degree
relatives of type 1 diabetic patients may also be affected significantly. Screening for specific anti-
bodies allows early diagnosis of these disorders.

RESEARCH DESIGN AND METHODS — In the present cross-sectional study, we ana-
lyzed sera from 197 recent-onset type 1 diabetic patients at the time of diagnosis, 882 first-degree
relatives, and sera of 150 healthy control subjects for prevalence and co-occurence of the fol-
lowing antibodies (method): insulin autoantibodies (radioimmunoassay); GAD and 1A-2 anti-
bodies (radioligand assay); islet cell antibody, anti-adrenal cortex antibodies, and anti-gastric
parietal cell antibodies (indirect immunofluorescence); anti-thyroglobulin and anti-thyroid per-
oxidase antibodies; and gliadin IgG/A and tissue-transglutaminase IgA (enzyme-linked
immunosorbent assay).

RESULTS — The overall frequency of gastric patietal cell antibodies and adrenal antibodies
did not differ significantly among groups. In contrast, type 1 diabetes-associated antibodies and
thyroid antibodies were significantly more frequent both in recent-onset type 1 diabetic
patients and in the group of first-degree relatives (P < 0.05). The prevalence of gliadin IgG/IgA
and transglutaminase IgA was significantly higher in the group of recent-onset type 1 diabetic
patients (P < 0.05), but the difference between first-degree relatives and control subjects did
not reach statistical significance. Focusing on the coexistence of antibodies, the group of recent-
onset type 1 diabetic patients presented with 27.4% of the subjects testing antibody-positive—
specific for two or more of the envisaged disorders (i.e., type 1 diabetes, autoimmune thy-
roiditis, and celiac disease) compared with 3.1% in the group of first-degree relatives and 0 of
150 in the control population (P < 0.05).

CONCLUSIONS — We conclude that, in an active case-finding strategy, recent-onset type 1
diabetic patients should be routinely screened at least for concomitant autoimmune thyroid dis-
ease and additionally for celiac disease. Screening in their first-degree relatives should include at
aminimum the search for thyroid autoimmunity in addition to screening for pre—type 1 diabetes.

Diabetes Care 24:27-32, 2001
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might be a disease of autoimmune ori-

gin came from the observation that
type 1 diabetes is often associated with
other endocrine autoimmune disorders.
Type 1 diabetes was later added as a third
component to the description of Schmidts
syndrome (1), consisting originally of
autoimmune thyroiditis and adrenalitis.
This overlap of different autoimmune
disorders has led to the concept of auto-
immune polyendocrine syndrome (APS)
with the clinical or subclinical involvement
of several organs in the same subject or
family (2-4). In addition, celiac disease is
significantly associated with type 1 diabetes
(5-8), which is supposed to be the result of
an interplay among genetic, hormonal, and
immunological factors (9-11). Based on the
hypothesis that the frequent coexistence of
these diseases can be explained at least in
part by their similar genetic background, we
addressed the question whether first-degree
relatives of type 1 diabetic patients might be
significantly affected by these disorders.

Circulating autoantibodies are a hall-
mark of clinical or subclinical autoimmune
polyendocrine disease, particularly in APS 11
(i.e., Carpenter’s syndrome, type 1 diabetes,
Hashimoto thyroiditis, adrenalitis) and APS
I (type 1 diabetes, autoimmune thyroid
disease, pernicious anemia). The measure-
ment of specific antibodies allows early
diagnosis of these disorders including pre-
clinical stages of celiac disease. Focusing
on type 1 diabetes as the index diagnosis to
consider screening for potential APS and
celiac disease, we aimed to determine the
significance of the different antibody preva-
lences and levels of coexistence in 882 first-
degree relatives of type 1 diabetic patients.
For conclusive interpretation of the data, we
determined additionally autoantibody
prevalences in 197 recent-onset type 1 dia-
betic patients and in 150 healthy individu-
als, serving as positive versus negative
control subjects, respectively. We screened
our study population for islet cell antibod-

The first evidence that type 1 diabetes
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Table 1—Prevalence of type 1 diabetes— and thyroid disease—associated autoantibodies in
patients with type 1 diabetes at recent onset, first-degree relatives of type 1 diabetic patients, and

healthy control subjects

Recent-onset First-degree  Healthy control
type 1 diabetic patients  relatives subjects

n 197 882 150
Type 1 diabetes—associated antibodies

ICA 82.1* 4.9* 13

Anti-GADA 76.0* 7.6* 26

Anti-1A-2 antibodies 44.4* 4.0* 0.6

1AA 37.8* 34 0.6

=1 antibody* . 93.4* 11.6* 4.0
Thyroid disease—associated antibodies

Anti-TPO TG antibodies 18.4* 7.8* 32

*Significantly different (P < 0.05).

ies (ICA), insulin autoantibodies (IAA),
GAD6S5 antibodies (GADA), anti-IA-2 anti-
bodies, anti-adrenal cortex antibodies, anti-
gastric parietal cell (GPC) antibodies,
anti-thyroglobulin (TG) antibodies, and
anti-thyroid peroxidase (TPO) antibodies.
In addition, screening for celiac disease was
performed by measuring antibodies to
gliadin (IgG/IgA) and IgA autoantibodies to
tissue transglutaminase C (tTGC), the
recently identified target autoantigen of the
endomysial antibodies (12). The data
gained in this analysis are supposed to pro-
vide a rationale for screening programs for
active case-finding strategies in specialized
centers (e.g,, diabetes outpatient clinics).

RESEARCH DESIGN AND
METHODS

Subjects and human sera

The study population consisted of 197
patients at onset of type 1 diabetes, diag-
nosed according to World Health Organi-
zation (WHO) criteria. The median age of
the recent-onset type 1 diabetic patients
was 16 years (range 5-27), and 112 were
men. The study population also included
882 first-degree relatives who were
recruited from the Giessen-Bad Oyen-
hausen prospective family study (13), of
which 485 were parents (median age 43
years, range 22-59), 382 were siblings,
and 15 were offspring of type 1 diabetic
patients (median age 16 years, range
2-41). As a control group, we additionally
analyzed sera from 150 healthy individu-
als without a family history of diabetes
who were age- and sex-matched to the
group of first-degree relatives. The serum
samples were drawn before insulin treat-

ment was instituted in the recent-onset
type 1 diabetic patients, and in the first-
degree relatives, blood was drawn close to
the time of diagnosis of the index patient.
Sera were immediately stored in aliquots
at —20°C in our serum bank before test-
ing. Informed consent was obtained
before blood sampling.

Antibody assays

The type 1 diabetes—associated autoanti-
bodies (i.e., ICA, IAA, and GADA) and the
intracytoplasmic domain of the tyrosine
phosphatase-like protein IA-2 (anti-1A-2)
were measured by standard methods,
established in our laboratory and evalu-
ated in Immunology of Diabetes Society
proficiency tests as described previously
(13). Briefly, ICA were detected by the indi-
rect immunofluorescence technique on
cryostat sections of human pancreas, blood
group O. GADA and anti-IA-2 antibodies
were measured in a fluid phase radioligand
binding assay with human GAD65 or the
tyrosine phosphatase-like protein 1A-2 as
substrate. IAA were determined in a com-
petitive radioimmunoassay. Adrenal cortex
autoantibodies and GPC antibodies were
detected by indirect immunofluorescence
on 4-um cryostat sections of fresh frozen
guinea pig adrenal gland tissue or stomach.
The celiac disease-associated 1gG/IgA
directed to gliadin and IgA targeting tTGC
were evaluated by means of a newly devel-
oped enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) utilizing highly purified tissue
transglutaminase from guinea pig as sub-
strate (Medipan Diagnostica, Selchow, Ger-
many). Thyroid autoantibodies directed to
TG and microsomal antigens (TPO) were
determined in an ELISA based on recom-

binant human TG or TPO. The standard-
ization of the TPO antibodies assay was car-
ried out against the WHO standard serum
NIBSC 66/387 (Medizintechnik; Elias,
Freiburg, Germany).

Statistics

For comparison between groups, x* statis-
tics, Fisher’s exact test, and Mann-Whitney
U test were applied where appropriate. A P
value of <0.05 was considered significant.
The data analysis was carried out using the
SPSS 6.1.3 software.

RESULTS

Prevalence of autoantibodies
The overall frequencies of type 1 diabetes—
and thyroid disease~associated antibodies
in the study population and in the healthy
control subjects are shown in Table 1 and
Fig. 1. Because type I diabetes was chosen
as the index diagnosis in this study, we
naturally observed a significantly higher
frequency of humoral markers of type 1
diabetes-associated autoimmunity in the
group of recent-onset type 1 diabetic
patients and in the group of first-degree
relatives compared with healthy control
subjects (P < 0.05). In addition, there
was a general increase of thyroid autoim-
munity in the recent-onset type 1 diabetic
patients and in the first-degree relatives
compared with healthy control subjects.
The prevalence of anti-TPO = TG anti-
bodies was significantly higher both in
the recent-onset type 1 diabetic patients
and in their first-degree relatives com-
pared with the control group (P < 0.05).
Because it has long been realized that thy-
roid autoimmunity increases with age, we
analyzed the frequencies in the subgroup
of parents compared with siblings and off-
spring. We confirmed significantly higher
prevalences against thyroid antigens in the
older age group (parents) (P < 0.05) (data
not shown). Nevertheless, looking at the
overall frequencies of anti-TPO TG anti-
bodies in the group of first-degree relatives
compared with the age- and sex-matched
control group, we still observed a signifi-
cant increase in thyroid autoimmunity in
the first-degree relatives compared with
the control subjects (P < 0.05). This find-
ing suggests an increased level of thyroid
autoimmunity independent of age in first-
degree relatives of patients with type 1
diabetes.

Table 2 and Fig. 1 show the overall fre-
quency of celiac disease-associated anti-
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Figure 1—Antibody prevalences in type 1 diabetic patients, first-degree relatives, and healthy control
subjects. Data are stratified for disease-specific antibodies (recent-onset type 1 diabetes, autoimmune
thyroid disease, celiac disease, pernicious anemia, and Addison’s disease). In cases in which more than
one antibody specificity is pertinent for the respective disease, the data are shown as positivity for =1
antibody. Signficant differences (P < 0.05) are encoded with an asterisk (*).

bodies, GPC antibodies, and adrenal cortex
antibodies in the study population and in
the control group. We observed a significant
increase in the frequency of anti-gliadin
1gG, anti-gliadin IgA, and anti-transglutam-
inase IgA as potential markers for celiac
disease in the group of recent-onset type 1
diabetic patients (P < 0.05). In addition,
there was a trend for higher prevalences of
celiac disease-associated antibodies in the
group of first-degree relatives compared
with the control group, but this difference
did not reach statistical significance. The
prevalence for GPC antibodies did not dif-
fer significantly between groups; however,
there was a significant increase in GPC anti-
bodies positivity depending on older age in
the group of first-degree relatives (P < 0.05)
(data not shown). Adrenal cortex antibodies
were only detected at very low prevalence
levels and were not significantly different
between groups.

celiac disease). In the healthy control sub-
jects, the overall level of antibody positiv-
ity and titers were low, and we did not
observe any subject with positivity for
more than one disease-specific antibody
(0/150). By contrast, in the group of
patients with recent-onset type 1 diabetes,
a significant (P < 0.05) proportion of
patients was positive for two or more dis-
ease-specific antibodies (54/197, 27.4%).
The level of coexistence for thyroid anti-
bodies~ and/or celiac disease—associated
antibodies was 11.2 and 9.6%, respec-
tively, and 6.6% were triple positive. Inter-
estingly, when looking at the group of
first-degree relatives, we found 27/882

Jaeger and Associates

(3.1%) double or triple positive, also
demonstrating a significant (P < 0.05)
overlap of disease-specific antibodies in
first-degree relatives of type 1 diabetic
patients compared with the control sub-
jects (P < 0.05). Thus, we observed a sig-
nificant clustering of disease-specific
antibodies both in recent-onset type dia-
betic patients (thyroid antibodies and
celiac disease—associated antibodies) and
in their first-degree relatives (thyroid anti-
bodies in addition to type 1 diabetes-asso-
ciated antibodies).

CONCLUSIONS — The clinically
established entity of APS II and III reflect a
significant overlap of different endocrine dis-
orders of autoimmune origin in one subject,
leading to differential therapeutic concepts
(4). Recently, several reports have described
a frequent association of celiac disease and
type 1 diabetes (6,7,14,15), which has obvi-
ous therapeutic implications. A gluten-free
diet may improve the diarthea in some
patients with type 1 diabetes where the rea-
son for diarrhea is underlying celiac disease,
and the diet may improve control of diabetes
by normalizing the nutritional-hormonal
balance (5,16,17). These considerations pro-
vide a strong rationale for screening strate-
gies for the early diagnosis of suspected APS
and/or celiac disease in populations at risk.
In the present study, we have chosen type 1
diabetes as the index diagnosis to consider
screening and have included first-degree rel-
atives because of the suspected genetic pre-
disposition of these disorders.

For screening purposes, detection of
autoantibodies is most efficient to diagnose
preclinical endocrine dysfunction. This is
well established for pre—type 1 diabetes by

Table 2—Prevalence of organ-specific autoantibodies in patients with type 1 diabetes at recent-
onset, first-degree relatives of type 1 diabetic patients, and healthy control subjects

Recent-onset

First-degree Healthy control

C £ antoantibodi type 1 diabetic patients  relatives subjects
o-occurrence of autoantibodies

As shown before, the antibody prevalence 7 197 882 150
study has revealed significant differences ~ Celiac disease-associated antibodies

for three of the five disorders under con- Anti-gliadin IgG 10.2* 5.6 32
sideration (i.e., recent-onset type 1 dia-  Anti-gliadin IgA 7.6* 2.6 20
betes, autoimmune thyroid disease, and ~ Anti-transglutaminase lgA 9.7% 32 26
celiac disease). Figure 2 shows the data =1 antibody® 16.8* 73 46
analysis with regard to co-ocurrence of ~Pernicious anemia-associated antibodies

disease-specific antibodies by focusing on Anti-GPC antibodies 5.6 6.0 32
antibody positivity for two or more of the ~ Adrenalitis-associated antibodies

envisaged disorders (recent-onset type 1 Anti-adrenal antibodies 1.0 1.1 0.7
diabetes, autoimmune thyroid disease, and  *Significandy different (P < 0.05).
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type 1 diabetes
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thyroid disease—
associated antibodies

diabetes-associated antibodies
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celiac disease—
associated antibodies

first-degree relatives
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thyroid disease—
associated antibodies
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X

diabetes-associated antibodies

celiac disease—
associated antibodies
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n=150

thyroid disease—
associated antibodies

£)
=

diabetes-associated antibodies

celiac disease—
associated antibodies

Figure 2—Coexistence of disease-specific antibodies relevant for type 1 diabetes, autoimmune thyroid
disease, and celiac disease in healthy control subjects, type 1 diabetic patients at onset of the disease,
and their first-degree relatives. Significant differences for the proportions of individuals being double or
triple positive both for the group of recent-onset type 1 diabetic patients and for the group of first-degree

relatives compared with control subjects (P < 0.05).

assessment for ICA, JAA, GADA, and anti—
1A-2 antibodies (13,18,19). Moreover,
autoimmune thyroid disease may present
with anti-TPO antibodies and/or anti-TG
antibodies (20,21), and anti-GPC antibod-
ies or anti-adrenal cortex antibodies are
significantly associated with pernicious
anemia or Addisons disease—associated
adrenalitis, respectively (22-26). In celiac
disease, a major breakthrough was the
identification of tTGC as the target antigen
of the endomysial antibodies
(12,15,27,28). The panel of antibodies,
selected for screening in our present study,
therefore included ICA, TAA, GADA, anti—
1A-2, anti-TPO antibodies, anti-TG anti-
bodies, anti-GPC antibodies, and anti-
adrenal cortex antibodies and was

supplemented with anti-gliadin 1gG/IgA
and anti-tTGC antibodies. Because in clin-
ical practice, even in specialized centers, it
is not suitable to screen all individuals for
the whole panel of antibodies, the data
arising from this analysis should provide a
rationale for an active case finding strategy
that is efficient and based on epidemiolog-
ical data.

Focusing on the group of recent-onset
type 1 diabetic patients, we observed
autoantibody frequencies very similar to
previously published data, confirming a
reasonable sensitivity and specificity of the
assay systems used. Signs of autoimmune
thyroid disease were found in one of five
recent-onset type 1 diabetic patients, and
one of six was positive for one or more of

the celiac disease—associated antibodies,
which is well in accordance with recent
observations from other investigators
(8,29,30). Interestingly, 6.6% (1 of 15)
were triple positive for thyroid antibodies
and celiac disease~associated antibodies in
addition to type 1 diabetes-related
autoimmune markers. We conclude from
these high frequencies and levels of coexis-
tence that recent-onset type 1 diabetic
patients should be screened at a minimum
for presence of thyroid antibodies and
celiac disease-associated antibodies to facil-
itate differential and optimal therapy. As
described by others, the prevalences for
anti-GPC antibodies and anti-adrenal cor-
tex antibodies were low (26,31) and did
not differ among groups. A screening for
these antibodies in recent-onset type 1 dia-
betic patients without a certain level of sus-
picion seems not to be justified.

In the group of first-degree relatives of
type 1 diabetic patients, 11.6% were posi-
tive for at least one of the diabetes-associ-
ated autoantibodies. Based on these
antibodies, refined prediction models for
future development of type 1 diabetes are
clinically well established, and several inter-
vention studies are underway aiming to
prevent type 1 diabetes in these individuals
at risk. In contrast, only few data exist in
first-degree relatives of type 1 diabetic
patients comprising the whole panel of
antibodies relevant for APS IV and celiac
disease, which is in the focus of our present
study. In 7.8% of the cases (1 of 13), we
observed signs of anti-thyroid autoimmu-
nity and in 2% (1 of 50) a coexistence of
type 1 diabetes—associated antibodies with
anti-thyroid antibodies. We suggest from
these data that screening in first-degree rel-
atives of patients with type 1 diabetes
should include the search for thyroid
autoimmunity in addition to screening for
pre—type 1 diabetes. Celiac disease~associ-
ated antibodies were not significantly
higher compared with the control group.
Although there was a positive trend with
7.6% positivity for celiac disease—associated
antibodies in the group of first-degree
relatives compared with only 4.6% in the
control group, this difference was not sta-
tistically significant. The rate at which celiac
disease is diagnosed depends on the level of
suspicion for the disease. From our data,
we cannot recommend a general screening
of first-degree relatives for celiac
disease-associated antibodies. Neverthe-
less, a potentially increased risk for celiac
disease at least in the subgroup of children
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from diabetic parents should be consid-
ered because of a recent report that off-
spring of type 1 diabetic parents have a
seven times higher risk to develop tTGC
than healthy control subjects (32). In our
group of first-degree relatives, offspring
were the minority, representing only 1.7%
of the population, while the majority were
siblings and parents of type 1 diabetic
patients. As in the group of recent-onset
type 1 diabetic patients, the overall fre-
quencies for anti-GPC antibodies and anti-
adrenal cortex antibodies were low and not
significantly different from the control
group. Thus, a general screening for anti-
GPC antibodies and anti-adrenal cortex
antibodies in first-degree relatives of type 1
diabetic patients cannot be recommended.

Because of the cross-sectional design of
the present study, we cannot answer the
question related to an optimal time point
for screening or repeated blood sampling.
However, at least for celiac disease, a fol-
low-up study in type 1 diabetic patients has
shown that celiac disease tends to develop
soon after diabetes has occurred. Routine
screening for celiac disease repeatedly dur-
ing the first years after the diagnosis of type
1 diabetes is suggested by the authors (33).

In summary, our data provide evidence
that in an active case finding strategy,
recent-onset type 1 diabetic patients
should be screened routinely for concomi-
tant autoimmune thyroid disease and addi-
tionally for celiac disease. Screening in their
first-degree relatives should include at a
minimum the search for thyroid autoim-
munity in addition to screening for
pre—type 1 diabetes and can be extended
for anti-tTGC antibodies and anti-gliadin
antibodies depending on the level of sus-
picion for celiac disease (e.g., in offspring
of diabetic parents). A general screening for
anti-GPC and anti-adrenal cortex antibod-
ies without clinical suspicion for the dis-
ease appears not to be justified. In case of
autoantibody positivity, further diagnostic
tools should be considered including meta-
bolic testing or jejunal biopsy to verify the
diagnosis. The screening procedure sug-
gested in our present study is noninvasive
by using standardized antibody assays per-
formed on small amounts of serum and is
suitable for large-scale screening, It has the
potential to identify undiagnosed cases of
APS and/or celiac disease, which is essen-
tial to prevent complications such as
hypothyroidism, nutritional deficiencies,
and other severe complications associated
with these disorders.
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Schilddrisenantikérper und basale TSH-Spiegel
bei 425 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern
im Langzeitverlauf Gber sieben Jahre

C. Jaeger, E. Hatziagelaki, R. Petzoldt, R. G. Bretzel

Einleitung

Bei Patienten mit manifestem Typ-1-Diabetes werden serologisch hiufig Anzeichen
einer Hashimoto-Thyroiditis (anti-TPO-Ak und/oder anti-TG-Ak) festgestellt. Die
beschriebenen Haufigkeiten liegen je nach Altersstruktur und Geschlechtsverteilung
zwischen ca. 10-30 % [6, 9, 11, 12, 14]. In einer eigenen Untersuchung an 197 Typ-1-
Diabetikern fanden wir TPO-Ak und/oder TG-Ak in 18,4 % der Fille [7]. Die Kombi-
nation verschiedener Autoimmunerkrankungen mit Manifestation an mindestens zwei
endokrinen Organen hat zur Definition der autoimmunen polyendokrinen Syndrome
gefiihrt, als deren Ursache unter anderem ein gemeinsamer genetischer Hintergrund dis-
kutiert wird [1, 13, 15]. Erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern haben aufgrund
des dhnlichen genetischen Hintergrunds selbst ein erhhtes Risiko fiir die Entwicklung
eines Typ-1-Diabetes [4]. Es stehen jedoch nur wenige Daten zur Verfiigung, um die
Frage beantworten zu konnen, ob Verwandte 1. Grades von Typ-1-Diabetikern nicht
auch ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer Autoimmunthyroiditis Hashimoto
haben. Ziel unserer Untersuchung war daher ein Screening der Serumproben von
425 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern auf anti-TPO und/oder anti-TG-Ak
sowie die Bestimmung des basalen TSH iiber sieben Jahre hinweg unter folgenden
Fragestellungen:

—

. Wie hoch ist die Priavalenz der anti-TPO und/oder anti-TG-Ak in diesem Kollektiv
verglichen mit einer Kontrollgruppe (Querschnittsuntersuchung)?

. Wie hoch liegen die basalen TSH-Spiegel in den Gruppen der Ak-positiven, vergli-
chen mit den Ak-negativen Verwandten und in der Kontrollgruppe (Querschnittsun-
tersuchung)?

. Wie ist die Entwicklung der basalen TSH-Spiegel tiber einen Zeitraum von sieben
Jahren bei den anti-TPO- und/oder anti-TG-Ak-positiven verglichen mit den Ak-
negativen erstgradig Verwandten von Patienten mit Typ-1-Diabetes (Léngsschnittun-
tersuchung)?

[

w
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Probanden und Methoden
Probanden

Die untersuchten Serumproben stammen aus der Giessen/Bad-Oeynhausen-Familien-
studie [8]. In dieser Langzeitstudie wurden in den Jahren 1985 bis 1997 prospektiv erst-
gradig Verwandte von Patienten mit Typ-1-Diabetes auf assoziierte Ak gescreent und
die Inzidenz des Typ-1-Diabetes in dieser Kohorte beobachtet. In die aktuelle Analyse
wurden Serumproben von 425 Verwandten einbezogen, bei denen ein ausreichendes
Probenvolumen fiir die Analyse auf anti-TPO bzw. anti-TG-Ak und die TSH-Bestim-
mung zum Zeitpunkt 0 und nach sieben Jahren Studiendauer verfiigbar waren. Unter
den 425 Probanden waren n = 199 Geschwister bzw. Kinder von Patienten mit Typ-1-
Diabetes, das mittlere Alter betrug 18,4 + 8,6 Jahre, das Geschlechterverhiltnis M/W:
78/121. Dariiberhinaus waren 226 Eltern diabetischer Kinder eingeschlossen, mitt-
leres Alter 42 + 9,4 Jahre, Geschlechtsverteiluing M/W: 95/131. Als Kontrollgruppe
wurden Seren von n = 125 gesunden Freiwilligen untersucht, deren Anamnese fiir
Schilddriisenerkrankungen leer war und die ein basales TSH zwischen 1 mU/l bis
3 mU/1 aufwiesen. Die Alterstruktur und Geschlechtsverteilung der gesunden Kontrol-
len war vergleichbar mit der Alters- bzw. Geschlechtsverteilung der Verwandten, mitt-
leres Alter: 31 + 16,4 Jahre, Geschlechterverhiltnis M/W: 47/78.

Antikorperassays

Anti-TPO-Ak wurden in einem kommerziell verfiigbaren Synelisa (Pharmacia &
Upjohn) bestimmt. Hierbei bindet rekombinante humane Schilddriisenperoxidase, an
den Synelisa-Pins immobilisiert, spezifisch TPO-Antikorper. Der Normalbereich ist
mit < 60 IU/ml angegeben, der Graubereich zwischen 60—100 IU/ml. Fiir die vorlie-
gende Untersuchung wurden nur Seren mit anti-TPO-Konzentrationen >100 IU/ml als
positiv bewertet. Die Kalibrierung des Synelisa-TPO-Ak-Assays ist gegen die inter-
nationale WHO-Referenzpréparation NIBSC 66/386 erfolgt. Intra-Assay-Varianz und
Inter-Assay-Varianz liegen fiir Proben mittlerer Ak-Konzentration bei 4,5 % vs. 6,8 %.

Anti-TG-Ak wurden in einem kommerziell verfligbaren Synelisa (Pharmacia &
Upjohn) bestimmt, Der Synelisa-TG-Ak-Assay ist ein indirekter, nicht kompetitiver
Enzym-Immunoassay zur quantitativen Bestimmung von Thyreoglobulin-Antikérpern,
basierend auf humanem TG als Festphase. Der Normalbereich ist mit <60 TU/ml ange-
geben, der Graubereich zwischen 60-100 TU/ml. Fiir die vorliegende Untersuchung
wurden nur Seren mit anti-TG-Konzentrationen > 100 IU/ml als positiv bewertet. Die
Kalibrierung des Synelisa-TG-Ak-Assays ist gegen die internationale WHO-Referenz-
préparation NIBSC 65/93 erfolgt. Intra-Assay-Varianz und Inter-Assay-Varianz liegen
fiir Proben mittlerer Ak-Konzentration bei 4,4 % vs. 6,7 %.
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TSH-Assay

Die basalen TSH-Spiegel wurden in einem kommerziell verfiigbaren, hoch sensitiven
automatischen Chemoluminescence-System (ACS:180, Bayer) bestimmt. Der Messbe-
reich des ACS:180 ist mit 0,01 mU/1 bis 150 mU/l angegeben, der Erwartungswert bei
Euthyreose liegt zwischen 0,35 bis 5,50 mU/L. Der ACS:180 TSH-Test ist gegen die
2. IRP 80/558 (WHO) kalibriert. Die Intra-Assay-Varianz betrégt fiir Proben niedriger,
mittlerer und hoher TSH-Konzentrationen 4,7 % vs. 3,9 % vs. 4,9 %. Die Wiederfin-
dungsraten nach Verdiinnung liegen im Mittel bei 107 %.

Ergebnisse
Pravalenz der SD-Ak

Insgesamt wiesen 50 der erstgradigen Verwandten SD-Ak (anti-TPO und/oder anti-
TG-Ak) auf (11,7 %). In der Kontrollgruppe (schilddriisengesunde Freiwillige mit
einem basalen TSH zwischen 1-3 mU/1) lag die Pravalenz bei 3,2 %. Die Privalenz der
SD-Ak bei den Verwandten war im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p < 0,01)
erhéht, sowohl in der Gruppe der Geschwister bzw. Kinder mit 12,1 %, als auch bei den
Eltern diabetischer Kinder mit 11,6 %.

Basale TSH-Spiegel vs. Ak-Status

Anti-TPO- und/oder anti-TG-Ak-positive erstgradige Verwandte wiesen signifikant
(p < 0,05) hohere basale TSH-Spiegel auf als Ak-negative Verwandte (Abb. 1). Darii-

5
45 B8 2nti-TPO u/0 anti-TG pos.
4 [ anti-TPO u/o anti-TG neg.
Sas
E .
E 34
2
3 954
i
S 24
5151
5 .
2
£
205

Geschw /Kinder Eltern Kontrollen

Abb. 1: Basale Serumkonzentration von TSH in Abhangigkeit vom Ak-Status bei erstgradig Verwand-
ten von Typ-1-Diabetikern (Geschwister bzw. Kinder: n = 199; Eltern: n = 226) und gesunder Kon-
trofigruppe {n = 125). Signifikant {*p < 0,05) héhere basale TSH-Spiegel bei den Ak-positiven vs.
Ak-negativen vs. gesunder Kontroligruppe und signifikant (*p < 0,05) héhere TSH-Spiegel bei Ak-
positiven Geschwistern bzw. Kindern vs. Ak-positiven Eltern
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berhinaus lagen die basalen TSH-Spiegel SD-Ak-positiver Geschwister bzw. Kinder
mit 3,4 £ 1,1 mU/! signifikant héher als die basalen TSH-Spiegel der Eltern diabeti-
scher Kinder mit 2,5 £ 0,8 mU/l (p < 0,05). Die basalen TSH-Spiegel der SD-Ak-
negativen Verwandten lagen im gleichen Niveau wie die basalen TSH-Spiegel der
Kontrollen (n. s.).

Basale TSH-Spiegel im Zeitverlauf

Die Entwicklung der basalen TSH-Spiegel bei den anti-TPO- und/oder anti-TG-Ak-
positiven erstgradigen Verwandten zeigt Abb. 2. In der Gruppe der Geschwister bzw.
Kinder beobachteten wir einen signifikanten (p < 0,05) Anstieg des basalen TSH von

[ Studienbeginn I8 nach 7 Jahren [ *p<005

TSH-Konzentration im Serum (mU/1)

Geschw./Kinder {n = 24) Eitern (n = 26) Kontrollen {n = 4)

Abb. 2: Basale TSH-Serumkonzentration zum Studienbeginn und nach sieben Jahren bei den Ak-
positiven erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern (Geschwister bzw. Kinder: n = 24, Eltern:
n = 26). Signifikanter (*p < 0.05) Anstieg des basalen TSH im Zeitverlauf

354 [E studienbeginn [ nach 7 Jahren

TSH-Konzentration im Serum (mUy/1)

054

Geschw./Kinder (N = 175} Eltern {n = 200} Kontrollen {n =121}

Abb. 3: Basale Serumkonzentration von TSH zum Studienbeginn und nach sieben Jahren bei den Ak-
negativen erstgradigen Verwandten von Typ-1-Diabetikern (Geschwister bzw. Kinder: n = 175, Eltern:
n = 200). Keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der TSH-Spiegel
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3,4 £ 1,1 mU/l zum Zeitpunkt der ersten Serumprobe auf 4,8 £ 1,3 mU/1 in der Probe
nach sieben Jahren Verlauf. Auch in der Gruppe der Eltern diabetischer Kinder war ein
signifikanter (p < 0.05) Anstieg des basalen TSH iiber die Zeit von 2,5 + 0,8 mU/1 auf
3,8 + 1,1 zu verzeichnen. Die TSH-Spiegel der Ak-negativen erstgradigen Verwandten
zeigten keinen signifikanten Anstieg tiber die Zeit und lagen samtlich im Niveau der
Kontrollgruppe (Abb. 3).

Zusammenfassung

Ein generelles und regelmaBiges Screening der Allgemeinbevélkerung auf Schilddrii-
senantikérper und basales TSH scheint nicht realisierbar. Unter dem Gesichtspunkt
eines praventiven Ansatzes miissen jedoch, je nach verfligharen Ressourcen im jeweili-
gen Gesundheitssystem, rationelle Screeningstrategien gefunden werden, die es erlau-
ben, eine moglichst hohe Zahl zukiinftiger Patienten zu erfassen. Hierbei muss sich
eine rationelle Screeningstrategie sinnvollerweise zundchst auf Risikopopulationen
beschrinken, die eine erhohte Inzidenz fiir die jeweilige Erkrankung aufweisen.

Die vorliegende Untersuchung zeigt erstmalig fiir die erstgradig Verwandten von Pati-
enten mit Typ-1-Diabetes signifikant erh6hte Pravalenzen fiir SD-Antikorper (ca. 11 %
fiir anti-TPO und/oder anti-TG-Ak) mit signifkant erhohten basalen TSH-Spiegeln
im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen und eine progressive Verschlechterung
der Stoffwechsellageim Sinneeiner potentiellen bzw. manifesten Hypothyreose im Lang-
zeitverlauf. Die Pravalenz der SD-Ak in unserer Kontrollgruppe lag mit 3,2 % etwas
niedriger als in der Literatur zuvor beschrieben. Die grofie, populationsbasierte Tromso-
Studie an 2551 Personen in Norwegen hatte Pravalenzen von 6,1 % vs. 2,8 % fur anti-
TPO vs. anti-TG-Ak gezeigt [2]. Der Grund fiir diese niedrigere Ak-Privalenz liegt am
ehesten in unserer Vorauswahl der Kontrollgruppen als anamestisch SD-gesunde Frei-
willige mit einem TSH im engeren Normbereich zwischen 1-3 mU/L. Zudem konnten
genetische und Umgebungsfaktoren (z. B. Erndhrung) zu den unterschiedlichen Priva-
lenzen beigetragen haben.

Die erhéhte Antikorperpriavalenz bei den erstgradig Verwandten deutet darauf hin, dass
diese Personengruppe ein Risikokollektiv fiir eine erhohte Inzidenz von Hashimoto-
Thyroiditis darstellt. Sie sollte als mogliche Zielgruppe in eine Screeningstrategie fur
Hashimoto-Thyroiditis aufgenommen werden.

Die klinische Relevanz eines Screenings auf Hashimoto-Thyroiditis leitet sich aus der
mdglichen einfachen und kostengiinstigen therapeutischen Konsequenz mit Durchfiih-
rung einer isohormonalen Therapie ab. Das Screening mittels Schilddriisenantikérpern
und/oder basalem TSH hat sich in einer grofien Analyse, dem Wickham-Survey mit
2800 Probanden und Nachbeobachtung iiber 20 Jahre hinweg, als effektiv zur friih-
zeitigen Erfassung spaterer manifester Hypothyreosen erwiesen, die meist durch die
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Hashimoto-Thyroiditis verursacht werden [18]. Fiir alleinige SD-Ak-Positivitit wurde
eine jahrliche Progressionsrate hin zu manifester Hypothyreose von ca. 2,1 % ermittelt,
bei alleiniger TSH-Erhohung lag das Risiko bei 2,6 % und bei kombinierter SD-Ak-
Positivitit zusammen mit erhdhtem basalen TSH stieg diese Progressionsrate weiter
auf 4,3 %. Der von uns beobachtete signifikante TSH-Anstieg iiber den Zeitraum
von sieben Jahren bei den SD-Ak-positiven erstgradigen Verwandten von Patienten
mit Typ-1-Diabetes ist gut vereinbar mit diesen zuvor beschriebenen Resultaten. Dies
eroffnet die Perspektive, eine zukiinftig drohende manifeste Hypothyreose frithzeitig,
also noch im Stadium der subklinischen (potentiellen) Hypothyreose, zu erfassen. Hier-
durch kénnten diese Patienten einer spezifischen Therapie zugefiihrt werden mit dem
Ziel des Erhalts der euthyreoten Stoffwechsellage bei normalen TSH-Spiegeln.

In einer kiirzlich erschienenen Arbeit wurde eine ,,Number needed to treat“-Analyse
fiir Patienten mit subklinischer (potentieller) Hypothyreose vorgestellt, die zeigt, dass
je nach Alter und TSH-Spiegeln zwischen 4,3 bis 14,3 Patienten behandelt werden
miiiten, um einen Progress hin zu manifester Hypothyreose zu verhindern [5]. Diese
Rate liegt in vergleichbaren GréBenordnungen, die auch fiir andere priventive Ansitze
in der Medizin akzeptiert werden, wie z. B. die Statintherpie bei Hypercholesterindmie
[10].

Eine detaillierte Darstellung der Nutzen/Risiko-Abwigung einer isohormonalen Thera-
pie bei subklinischer (potentieller) Hypothyreose ist nicht Gegenstand der vorliegenden
Arbeit. Hier darf auf die kiirzlich im New England Journal of Medicine erschienene
Ubersichtsarbeit von S. D. Cooper verwiesen werden, in der der Autor u. a. zu der
SchluBfolgerung kommt, dass eine isohormonale Therapie auch asymptomatischer Per-
sonen mit positiven SD-Ak-Tests sinnvoll ist [3]. Diese Auffassung wird gestiitzt durch
tierexperimentelle und klinische Arbeiten von Schumm-Draeger et al. [16, 17].

Basierend auf den hier erhobenen Daten schlagen wir daher zusammenfassend ein brei-
tes Screening erstgradig Verwandter von Typ-1-Diabetikern auf Schilddriisenantikrper
und ggf. TSH-basal vor. Orientiert an der aktuellen Datenlage in der Literatur sollte
dann im Falle positiver Ak-Nachweise und/oder erhshter basaler TSH-Spiegel eine iso-
hormonale Therapie mit L-Thyroxin erwogen werden.
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Abstract Correct classification of diabetic patients in
adulthood at the time of diagnosis is often difficult. Some
may be initially diagnosed as having non-insulin-depen-
dent diabetes mellitus and be treated with diet and/or oral
hypoglycaemic agents (OHA) but later require insulin
treatment. Islet cell antibodies and antibodies to GAD 65
have been associated with the development of insulin de-
ficiency in this group of patients. In the present study, 150
patients with the initial diagnosis of type 2 diabetes mel-
litus in adulthood (30-60 years) were seen regularly over
aperiod of 5 years in our diabetes outpatient clinic. Though
treatment was started with diet or diet plus OHA, insulin
therapy had to be introduced in a subset of patients. In all
cases, serum obtained at the time of the initial diagnosis
was analysed for islet cell antibodies and GAD 65 antibod-
ies, as well as for thyroid and adrenal autoantibodies as
possible markers for polyendocrine involvement. Islet cell
antibody status, body mass index and the presence of thy-
roid and adrenal autoantibodies showed no significant cor-
relation to subsequent insulin requirement (<2 years after
diagnosis). In contrast, GAD 65 antibodies were signifi-
cantly associated with the occurrence of clinical insulin de-
pendency less than 2 years after the initial diagnosis
(P<0.01), thus identifying a substantial proportion of pa-
tients requiring insulin therapy within the first 2 years
after the diagnosis of type 2 diabetes. Determination of
GAD 65 antibodies in patients with late-onset diabetes may
contribute to their correct classification and adequate treat-
ment.
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Introduction

In patients with late-onset diabetes the classification into
type 1 or type 2 based on the classical symptoms of dia-
betes [1] may be difficult. Type 1 diabetes in adult patients
can be insidious in onset and progress rather slowly. In-
itially, affected patients may be classified as having type 2
diabetes and be treated with diet and/or oral hypoglycaemic
agents (OHA). However, some of these patients subse-
quently require insulin therapy and appear to have a path-
ogenesis similar to that of juvenile-onset cases [2, 3]. It is
important to distinguish whether this is due to secondary
failure of OHA or to the fact that these patients are indeed
type 1 diabetics, initially misdiagnosed as type 2 [4, 5].
The presence of islet cell antibodies (ICA) [6-8] and es-
pecially GAD 65 antibodies in patients with onset of dia-
betes later in life has been considered to have predictive
value for the so-called latent autoimmune diabetes in adults
(LADA) [9, 10].

The purpose of the present study was to investigate
autoimmune markers in patients with late-onset diabetes,
possibly misclassified as type 2 diabetes. Some of these
individuals may suffer from type 1 diabetes, and an auto-
immune reaction may lead to progressive impairment in
beta-cell function. In a retrospective study, we investigated
150 consecutive patients with newly diagnosed type 2
diabetes, aged between 30-60 years, from our outpatient
clinic. The frequency of ICA and autoantibodies to GAD
65 related to body mass index (BMI), and subsequent clin-
ical insulin dependency (<2 years after diagnosis) was
studied in this population. The potential identification of
a substantial proportion of late-onset diabetic patients with
autoimmune beta-cell destruction, indicated by GAD 65
antibodies, could have important implications not just for
the correct classification of the diabetes but, more impor-
tantly, for the clinical management of the patients.
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Materials and methods

In this retrospective study 150 diabetic patients (73 men, 77 wom-
en), aged between 30 and 60 years were evaluated. All patients gave
their informed consent, and the protocol was approved by the Justus
Liebig Univerisity ethics committee. Patients with any infection, liv-
er disease or pregnancy were excluded from our study. The patients
were admitted consecutively to the diabetic unit after hyperglycae-
mia had been diagnosed by their general practitioners. The antibody
status as well as the age and BMI of these patients at the time of di-
agnosis of type 2 diabetes are shown in Tables 1 and 2. Only indi-
viduals with complete data for all parameters were included in the
study. In all cases, serum taken at the time of diagnosis was avail-
able. All of the patients were seen in a 5-year period (1990-1994)
by the same physician in our diabetes outpatient clinic with the in-
itial diagnosis of type 2 diabetes, based on the diagnostic criteria for
non-insulin-dependent diabetes mellitus recommended by WHO. All
patients were initially treated with diet alone or with diet plus OHA.
The decision to commence insulin therapy was based on clinical
grounds. Patient selection occurred prior to the measurement of GAD
65 antibodies and ICA. The decision to start insulin therapy was made
independently of the results. Obesity was defined according to the
National Diabetes Data Group (NDDG) criteria as a BMI in men of
more than 27 and in women of more than 25. In addition to determi-
nation of autoantibodies to GAD 65 and ICA, the sera of all individ-
uals were routinely analysed for thyroid and adrenal autoantibodies
as a possible indicator for polyendocrine syndromes.

Antibodies to human GAD 65 were determined in a radioligand
immunoprecipitation assay as described by Petersen etal. [11]. Brief-
ly, cDNA encoding for human GAD 65 was transcribed and trans-
lated with a commercially available system (Promega, USA) in the
presence of >>S-methionine. The cDNA was generously donated by
Novo Nordisk. Radiolabelled GAD 65 was incubated overnight at
4°C with 2 ml of serum. The immune complexes were isolated with
protein-A-sepharose (Pharmacia, Germany) and transferred to a 96-
well filtration system. After washing of the immune complexes, the
bottom of each well in the filtration units was punched out. Scintil-
lation fluid was added and then was counted in a scintillation coun-
ter. Values were expressed as index values: GAD 65 index=cpm (un-
known sample) — [cpm (negative standard serum)]/cpm (positive
standard serum) — cpm (negative standard serum). Samples with
GAD 65 antibody index values above the mean plus twice the stan-
dard deviation of 100 healthy control subjects were regarded as pos-
itive. The intra-assay coefficient of variation was 5.0% (n=10), and
the inter-assay coefficient of variation was 10.1% (n=9).

Islet cell antibodies were assessed by indirect immunofluores-
cence using cryostat sections of human blood group O pancreas as
substrate with undiluted patient serum. Results were converted to
Juvenile Diabetes Foundation (JDF) units using the JDF standard
serum. The detection limit of the assay is 5 JDF units, but in this
study a positive result was defined as 10 JDF units or more. This as-
say is regularly tested in the IDW proficiency workshop series on
standardization of the ICA assay, and performed with 100% sensi-
tivity and 100% specificity over the 5 years of the study.

E. Hatziagelaki et al.: GAD 65 antibody and islet cell antibodies in adult

Thyroid autoantibodies (TG and TPO Ab) were determined with
a commercially available enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using recombinant human TG or TPO as substrate (Medi-
zintechnik GmbH, Elias, Freiburg, Germany). A quantity of 10 ml
of serum were incubated for 15 min and, after washing, the second
antibody was added for another 15 min. After termination of the
reaction, the sample was read at 492 nm in an automated ELISA
reader. Titres of >100 IU/ml for women and > 60 IU/ml for men were
considered positive.

Adrenal autoantibodies were detected by indirect immunofluo-
rescence on cryostat sections of rat as substrate. The sera were in-
itially diluted 1:10.

Statistical analysis was performed by using Fisher’s exact test
after Yates’ correction in order to determine statistical significance
between group frequencies. The test was two-tailed, and P<0.05 was
chosen as the level of significance.

Results
Islet cell antibodies, thyroid and adrenal autoantibodies

As shown in Table 1, ICA were present in 11 (7.3%) of the
150 patients. No significant influence on the prevalence of
ICA was observed for sex, age at diagnosis, BMI or time
to clinical insulin dependency (Table 2). The prevalence
of thyroid antibodies (e.g. TG and TPO Ab positivity) and
adrenal antibodies was 9% (13 of 150) vs 7% (10 of 150;
Table 1). There was no significant association of thyroid
autoantibody positivity with early insulin dependency,
GAD 65 antibody positivity, ICA positivity or obesity. Ad-
renal antibodies also showed no significant correlation and

Table 1 Antibody (Ab) characteristics of the study population
(diabetic patients with the initial diagnosis of NIDDM, n=150). Thy-
roid Ab positivity (pos.) is defined as TG and TPO-Ab positivity.
ICA Islet cell antibodies, GAD glutamate decarboxylase

Characteristics Number of patients
(%)

Thyroid Ab pos. 13 (9)

Adrenal Ab pos. 10(7)

Thyroid and adrenal Ab pos. 1

ICA pos. 11(7)

GAD 65 Ab pos. 18 (12)

ICA and GAB 65 Ab pos. 2

Table 2 Frequency (n) of islet cell- and GAD 65 antibody-positive patients ( n=150) according to sex, age at diagnosis, body mass index

(BMI) and period of time until clinical insulin dependency occurred

(n) Sex* Age (years) at diagnosis BMI Time to insulin
dependency
(years)**
Male Female 30-40  41-50  51-60 Obese  Nonobese <2 >2
ICA positive 11 5 6 4 4 3 8 3 3 8
ICA negative 139 67 72 41 44 54 84 55 19 120
GAD 65 Ab positive* ** 18 4 14 6 3 9 10 8 7 11
GAD 65 Ab negative 132 68 64 39 45 48 83 49 15 17

*P<0.05; **P<0.01
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Fig.1 Insulin dependency (ID) related to autoantibody positivity
(GAD 65 Ab vs ICA)

were not significantly associated with thyroid antibody
positivity.

GAD 65 antibodies

The frequency of GAD 65 antibody-positive patients
according to age, sex, BMI and ICA status is shown in
Table 2. At the time of diagnosis, GAD 65 antibody posi-
tivity was observed in 18 (12%) of 150 diabetic patients.
No significant association was found between presence or
absence GAD 65 antibodies and age at diagnosis. Obesity
was also not significantly associated with GAD 65 anti-
body positivity. In contrast, a significant association was
observed between GAD 65 antibody positivity and sex:
GAD 65 antibodies were significantly more frequent in fe-
males than in males (P<0.05). In addition, individuals pro-
gressing to clinical insulin dependency within 2 years were
significantly more frequently positive for autoantibodies
to GAD 65 than those with a time to insulin dependency
of more than 2 years (P<0.01). ICA did not show this as-
sociation (Fig. 1, Table 2).

Discussion

It has been demonstrated in previous studies that the pres-
ence of ICA in diabetic patients initially treated with diet
and/or hypoglycaemic agents is a useful predictor for sub-
sequent insulin dependency in a subgroup of adult patients
initially diagnosed as having type 2 diabetes [6, 12-14].
This fraction of diabetic patients tended to have a shorter
duration of diabetes before the introduction of insulin treat-
ment, lower BMI and subsequent deterioration of beta-cell
function [6, 12, 15]. Patients who initially present with type
2 diabetes at diagnosis but subsequently progress to early
insulin dependency appear to have many features of type
1 diabetes, including increased frequency of HLA-DR3
and DR4 [16-19] and other organ-specific autoantibodies
[16].This subgroup of patients has been described as suf-
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fering from a so-called LADA, i.e. latent autoimmune di-
abetes in adults, characterized by GAD 65 antibody posi-
tivity and rapid progression to insulin dependency [10]. In
contrast to previous studies on selected populations, we in-
vestigated unselected and consecutively recruited patients
with the initial diagnosis of non-insulin-dependent dia-
betes mellitus. We demonstrated that GAD 65 antibody
positivity was significantly associated (P<0.01) with rapid
progression to insulin dependency. We found a higher prev-
alence of GAD 65 antibody positivity than in a previous
study [20]. This could be explained by the different age
distribution of patients. In contrast, ICA and BMI showed
no significant association with early insulin dependency in
this population, presenting with the initial diagnosis of type
2 diabetes according to WHO criteria. Furthermore, no re-
lationship between ICA or GAD 65 antibodies and BMI
could be determined. We observed, though, a higher fre-
quency of GAD 65 autoantibodies in females than in males
(P<0.05),but no statistically significant correlation could
be found between sex and early insulin dependency. Other
organ-specific antibodies (TG Ab, TPO Ab and adrenal au-
toantibodies) also appeared to have no significant associ-
ation with early insulin dependency, GAD 65 or ICA anti-
body positivity, or BMI.

The results of the present study of 150 diabetic patients
suggest that the early need for insulin treatment in diabetes
presenting initially as type 2 is not necessarily related to
secondary failure of diet and/or OHA therapy. In a sub-
group of patients, beta-cell autoimmunity may be the most
important factor in progressive deterioration in beta-cell
function. In our hands, therefore, GAD 65 antibodies pro-
vide the best way to predict which patients with apparent
type 2 diabetes mellitus at diagnosis will later need insu-
lin treatment. The presence of GAD 65 antibodies is use-
ful to identify a subgroup of latent type I diabetic patients
within this group of apparent type 2 diabetic patients, re-
inforcing the concept of heterogeneity in type 2 diabetes
19, 10, 21-23].

In conclusion, determination of GAD 65 antibodies in
patients with late-onset diabetes may contribute to the cor-
rect classification and adequate treatment of patients with
onset of diabetes in adulthood.
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Persistent GAD 65 Antibodies in Longstanding IDDM
are not Associated with Residual Beta-Cell Function,
Neuropathy or HLA-DR Status

C. Jaeger?, |. Allenddrfer’, E. Hatziagelaki’, T. Dyrberg?, K. H. Bergis>, K. Federlin’, R. G. Bretzel'

1 Third Medical Department and Paliclinic, Justus Liebig University, Giessen, Germany
2 Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark
3 Diabetes Clinic, Bad Mergentheim, Germany

EEE Persistent humoral autoimmunity to the enzyme glutamic
acid decarboxylase (GAD) has been described in a substantial
proportion of patients with insulin-dependent diabetes mellitus
(IDDM) of long duration. The source of the stimulus for this au-
toimmune reactivity is still unknown. Because the GAD 65 iso-
form is mainly expressed in pancreatic beta-cells and in the ner-
vous system we investigated in the present study of the largest
number of well characterized patients with longstanding IDDM
{n=105; median duration: 21 years; range: 10-46 years) the
presence of autoantibodies to GAD 65 and their relationship to
a residual C-peptide response or peripheral and autonomic neu-
ropathy. Additionally we studied the HLA-DR status relative to
GAD 65 antibodies in 86 out of the 105 individuals. One hun-
dred healthy control subjects and 100 recent onset IDDM pa-
tients were also studied for GAD 65 antibodies. GAD 65
antibodies were detected in a radioligand-binding-assay with
recombinant human GAD 65 and were present in 32% of the
long-term diabetic patients, 82% of the recent onset IDDM pa-
tients and in 3% of the healthy control subjects. A preserved C-
peptide response to i.v. glucagon (Hendriksen criteria) was ob-
served in 23% of the long-term IDDM patients. Autonomic neu-
ropathy and peripheral neuropathy was identified using criteria
based on both symptoms and formal testing giving a frequency
of 67% vs 79%. The HLA specific DR 4/X was observed in 47%
and HLA-DR 3/X in 22% of the long-term IDDM patients. Pa-
tients who were heterozygous for DR3/DR4 were found in 23%
of the cases. GAD 65 antibodies were significantly less frequent
in the long-term IDDM patients compared to recent onset
IDDM (p <0.001), and diabetes duration showed a significant
negative correlation with GAD 65 antibody index levels
{r=0.22, p<0.01). Interestingly, GAD 65 antibodies were not
significantly correlated either with residual beta-cell function
or neuropathy and no particular HLA-DR status was associated
with persistent GAD 65 antibodies. In conclusion neither resid-
ual beta-cell function nor diabetic neuropathy or a certain HLA-
DR specificity are exclusively associated with persistent autoim-
munity directed to GAD 65 in longstanding IDDM. The stimulus
for the persistent humoral immune response and its signifi-
cance for the disease process and its complications remain to
be established.

B Key words: Glutamic Acid Decarboxylase Antibodies - Resi-
dual Beta-Cell Function - Diabetic Neuropathy - Longstanding
IDDM - Humoral Autoimmunity

Introduction

Humoral autoimmunity directed towards islet cell antigens in
insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM) has been studied
extensively during the last decades. The first recognition of
this phenomenon was the identification of islet cell antibodies
(ICA) (1), followed by the definition of a variety of other anti-
gens including insulin autoantibodies (IAA) (2). A major break-
through was the indentification of the former 64 kDa islet cell
antigen as glutamic acid decarboxylase (GAD) (3) representing
one of the major target antigens. If an autoimmune process is
the major factor leading to the gradual reduction of the beta-
cell mass, we would expect to find a correlation between the
rate of decline in beta-cell function and the intensity of the
auotimmune response over the years after diagnosis. Thus, in
long-term IDDM patients, we would expect a low level of
IDDM-specific autoimmunity. The proposed correlation be-
tween humoral autoimmunity and duration of diabetes is well
established for islet cell antibodies (4,5). In contrast the re-
ported prevalences of GAD 65 antibodies in long-term diabetic
patient is unexpectedly high, e.g. 61% in an Asian population
(5) or 63% in Australian IDDM patients (6). The stimulus for
the persistent autoimmunity directed to GAD 65 is still un-
known. The 65 kDa protein is the major isoform expressed in
human pancreatic islets and the nervous tissue (7-10). This
distribution prompted us to look for a link between GAD 65
antibodies and a preserved residual beta cell function or peri-
pheral (PNP) vs. autonomic neuropathy (ANP} in 105 long-
term diabetic patients with a median duration of 21 years
(10-46 years). In order to define a residual beta cell function,
we used the indirect Hendriksen criteria (11), peripheral and
autonomic neuropathy was identified using criteria based on
both symptoms and formal testing. Additionally, we studied
the HLA-DR status relative to GAD 65 antibodies in 86 out of
the 105 individuals. For the detection of GAD 65 antibodies
we have also included in this study 100 healthy controls with
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an age distribution similar to the study population and 100 re-
cent onset diabetic patients.

Materials and Methods
Subjects

One hundred-five long-term diabetic patients were included
in the study. The patients were recruited between 1992 - 1995
undergoing the regular screening program for the Giessen islet
transplantation project. All of the procotols were approved by
the Justus Liebig University ethical committee. Additional se-
rum samples from one hundred healthy volunteers without a
family history of IDDM (median age: 33 years, range: 18-55)
and sera from one hundred recent-onset diabetic patients
(median age: 21, range 13 - 28) were obtained at the time of di-
agnosis for detection of GAD 65 antibodies. The clinical charac-
teristics are shown in Table 1.

Autoantibody assay and HLA typing

GAD 65 antibodies were detected in a radioligand GAD 65 Ab
assay, using a tracer recombinant, in vitro translated, human
islet (3S)-methionin-labelled GAD 65 according to the proto-
col developed by Petersen et al. (12). Antibody levels are ex-
pressed as index values: GAD 65 antibody index =cpm {un-
kown sample] - cpm [neg. standard serum]/cpm [pos. stand-
ard serum] - cpm [neg. standard serum]. The cDNA encoding
for human GAD 65 was generously donated by Novo Nordisk
A/S, Denmark. The intra-assay variation of one medium-bind-
ing GAD 65 antibody-positive serum was 5% (n=10) and the
inter-assay variation was 10.1% (n=9). The cut-off index level
for GAD 65 antibody positivity was determined from 100 heal-
thy control subjects showing an age distribution similar to the
study population. Sera with GAD 65 antibody index values
above the mean index plus two times the standard deviation
were regarded as positive. All samples were tested in triplicate
and the index calculated with the mean of triplicates. This as-
say has been evaluated in the IDW proficiency workshop series
on standardization of GADA performing with 91% specificity
and 86% sensitivity. HLAs were typed in 86 of the 105 individ-
uals selected on the basis of availability for processing capacity
in our Department of Immunchaematology and Blood Bank,
JLU Giessen according to a standardized protocol. There were
no differences in the clinical characteristics between the 86
HLA typed subjects and the remaining 19 individuals, without.
HLA typing was performed by a standard microcytotoxicity
test (13). .

Assessment of residual beta-cell function

We defined the presence of residual beta-cell function depend-
ing on a positive C-peptide response after i. v. injection of 1 mg
of glucagon according to Hendriksen's criteria (11). That is,
1DDM patients, whose increase of serum C-peptide (A C-pep-
tide) during the i.v. glucagon test exceeded a 10.2% increase
(three times value of the intraassay coefficient of variation at
low concentrations of C-peptide) from the mean baseline C-
peptide levels in the long-term IDDM patients, were regarded
as positive for a C-peptide response (CPR). C-peptide levels
were measured baseline and 6 minutes after stimulation fol-
lowing i.v. injection of 1 mg of glucagon. The assay was per-
formed in cases where fasting blood glucose did not exceed
the range of 80-160 mg/dl. The assay used was a sensitive C-
peptide-RIA ('2]) incubated overnight, competition analysis
and PEG-separation (H. Biermann GmbH, Diagnostic Products
Corporation, Bad Nauheim, Germany). The detection limit of
the assay is 0.05 ng/ml, the intra-assay variation at low con-
centrations is 3.4% and the inter-assay variation at low con-
centration is 10.0%.

Assessment of neuropathy (ANP vs PNP)

Autonomic vs. peripheral neuropathy was assessed according
to a standardized protocol performed routinely in our depart-
ment. Briefly, the protocol is based both on symptoms and for-
mal testing as described previously by Ziegler et al. (14). For
autonomic neuropathy (ANP) the following symptoms were
recorded: diabetic diarrhea, vomiting due to gastroparesis,
gustatory sweating, bladder paresis and postural hypotension.
The formal testing for small-fiber ANP included standard car-
diovascular tests of heart rate variability, heart rate increase
on standing at 15, Valsalva ratio and postural systolic blood
pressure decrease on standing (14). The analysis was made on
an automated system integrated with a personal computer.
Autonomic neuropathy was assumed in case of 3 out of 5 posi-
tive tests. Peripheral neuropathy (PNP) was assessed by clini-
cal and neurological examination, including ankle reflexes
and presence of neuropathic foot ulcers together with record-
ing of the vibration sensory thresholds and the thermal sen-
sory thresholds. The results were scored and evaluated for
clinical purposes on a dichotomic basis as ANS and/or PNP pre-
sent or not by comparison with an age-corrected healthy con-
trol population.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS software. Fisher’s
exact test (two-tailed) was used to determine statistical signi-
ficance of differences between group frequencies. Wilcoxon

Table 1 Clinical character-
Parameter recent-onset (DDM long-term IDDM healthy controls istics of the study popula-
patients (n=100) patients (n=105) {n=100) tion: r.0., recent onset.

Age

Median (years) 21 36 33

Range (years) 13-28 20-60 18-55
Duration of Diabetes

Median (years) r.o. 21 -

Range (years) r.o. 10-46 -
Sex {M/F) 56/44 48/57 53/47
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Scores (Rank Sums) were applied where appropriate. The rela-
tionship between GAD 65 antibody index levels and numerical
parameters was evaluated using the Spearman correlation test.
P <0.05 was considered significant.

Results
GAD 65 antibodies in normal controls and in diabetic patients

The prevalence of GAD 65 antibodies in the healthy control
population was 3%, identifying 3 out of 100 healthy subjects,
all with very low GAD 65 antibody index levels, one of them
within the third standard deviation. Among the recent onset
diabetic patients there was a significantly higher prevalence
of GAD 65 antibodies than in patients with longstanding IDDM
(79% and 32% respectively, p <0.001). Index levels of the GAD
65 antibody positive individuals were also signficantly higher
(p<0.001) among the recent-onset diabetic patients com-
pared with long-term |DDM patients (Fig.1).

Relationship between GAD 65 antibodies and diabetes duration

The median duration of diabetes in the group of long-term
IDDM patients was 21 years (range: 10-46 years). In the group
of long-term IDDM patients there was a signficant (r=0.22;
p <0.01) negative correlation between the index levels of GAD
65 antibodies and diabetes duration (Fig. 2). The age at onset
was not significantly associated with persistent GAD 65 anti-
bodies.

GAD 65 antibodies in relation to residual beta-cell function

A positive CPR response following i.v. stimulation with 1 mg of
glucagon was found in 23% of the patients (24/105). The fre-
quency of GAD 65 antibodies in long-term diabetic patients
who were positive for CPR is shown in Table 2. Among the
CPR-positive patients (n = 24), 9 were positive for GAD 65 anti-
bodies, whereas, in the group of CPR-negative patients (n=_81),
25 of the individuals were GAD 65 antibody positive. There
was no significant difference in the distribution of GAD 65 an-
tibodies with regard to residual beta cell function. Further-
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Fig.1 GAD 65 antibody index leveis in healthy controls {n = 100), re-

cent-onset IDDM patients (n=100) and patients with long-term IDDM
(n=105). Significantly different frequencies (p<0.001) and index lev-
els (p<0.001) between recent-onset and long-term IDDM patients.
The dashed line indicates upper limit of normal range of 100 healthy
controls without a family history of IDDM (mean plus two times the
standard deviation).

more the GAD 65 antibody index levels also were not signifi-
cantly different related to positive or negative C-peptide re-
sponse (Table 2).

GAD 65 antibodies in relation to HLA-DR status

In our study population the HLA specificity DR 4/X was ob-
served in 47% and HLA-DR 3/X in 22 %. Patients who were het-
erozygous for DR3/DR4 were found in 23% of the cases. The
frequency of GAD 65 antibodies in patients who were positive
or negative for a certain HLA-DR antigen is shown in Table 2.
GAD 65 antibody positivity and index levels did not differ sig-
nificantly between patients with certain HLA-DR antigens (Ta-
ble 2).

Relationship between GAD 65 antibodies and neuropathy

Autonomic neuropathy was diagnosed in 67% (70/105) of the
long-term diabetic patients and peripheral neuropathy was
observed in 79% (83/105) of the patients. Combined ANP and
PNP was found in 63% (66/105). This high percentage of ANP
and PNP in our study population is due to our patient recruit-
ment and screening procedure for possible islet transplanta-
tion. In the diabetic patients with long-term IDDM, no associa-
tion was found between GAD 65 antibody positivity and the
presence of autonomic and/or peripheral neuropathy (Table 2).

Relationship between residual beta-cell function
and duration of diabetes

According to our definition of residual beta-cell function, we
observed a positive CPR in 23% of the long-term IDDM patients
after a median duration of diabetes of 21 years (range: 10-46
years). Subgrouped into decades after the onset of diabetes, we
observed a positive CPR in 32% of the long-term IDDM patients
within the first ten years after diagnosis, 25% were still CPR-
positive 11-20 years after the onset of disease. In the next
decades we observed a positive C-peptide response according
to the Hendriksen criteria in 20% and 16% of the case, respec-
tively.

GAD 65 antibody index

Duration of Diabetes (years)

Fig.2 Significant negative correlation (r=0.22,p<0.01) between
diabetes duration (years) and GAD 65 antibody index levels. Horizontal
bar represents upper limit of normal range (mean plus two times the
standard deviation of 100 healthy controls without a family history of
IDDM).
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Table 2 Prevalence of GAD 65 antibodies (GAD 65 Ab) in long-term IDDM patients (n = 105) classified according to residual C-peptide response
(CPR) to i.v. glucagon and peripheral (PNP) vs. autonomic (ANP) neuropathy.

CPR Neuropathy
n (%) Responder Nonresponder PNP pos. PNP neg. ANP pos. ANP neg.
Total subjects 105 24 (23) 81(77) 83 (79) 22(21) 70(67) 35(33)
GAD 65 Ab pos. 34(32) 9 25 27 7 25 9
GAD 65 Ab neg. 71(68) 15 56 56 15 45 26

Data are n (%). No significant differences were observed.

Table 3 Prevalence of GAD 65 antibodies in long-term IDDM patients
(n=86) classified according to the HLA-DR phenotype of the patients.

HLA-DR type
n (%) DR3/X  DR4/X DR3/4  DRX/X
Total subjects 86 19(22) 40(47) 20(23) 7(8)
GAD 65 28 (33) 5 13 6 4
Ab pos.
GAD 65 58(67) 14 27 14 3
AB neg.

Data are n (%). X is an HLA-DR antigen other than DR3 or DR4. No significant dif-
ferences were observed.

Discussion

The prevalence of GAD 65 antibodies in an Asian population of
IDDM patients with a disease duration of 3 - 28 years has been
reported to be 61% (5). In Australian IDDM patients with long-
term IDDM, Rowly et al. described GAD 65 antibody positivity
in 63% of the patients (6). To our knowledge, the present study
is the largest reported up to now, and in contrast to the pre-
vious observations, we could not confirm the high GAD 65 an-
tibody prevalences, but found only 32% positive for GAD 65
antibodies after a median duration of 21 years. This difference
is possibly due to the very expanded range of diabetes from
10-46 years in the present study. In support of this theory dia-
betes duration was negatively correlated with GAD 65 anti-
body frequency and index levels, indicating that there is a de-
cline in GAD 65 antibody positivity over time. Interestingly,
Seissler et al. have demonstrated a similar frequency of GAD
65 antibodies (25%, 8/32) in a small group of patients of the
same geographical region (Germany) after a diabetes duration
of more than ten years (15). This possibly indicates that ethnic
differences may also play a role as previously suggested (16).
Since we found the frequency of GAD 65 antibodies to be 82%
in recent onset IDDM patients, it seems unlikely that a low
sensitivity of the assay is the reason for the lower prevalence
of GAD 65 antibodies in our study population of longstanding
IDDM patients.

The relatively high frequency of GAD 65 antibodies in long-
term IDDM patients compared to other autoantibodies, such
as islet cell antibodies, raises the question about the nature
and the source of the inciting stimulus for humoral
autoimmunity directed to GAD 65 in long-term IDDM. The per-
sistent GAD 65 antibody production must rely on a continuous
antigenic stimulation. Beside the nervous system, the 65 kDa
isofom of the enzyme glutamic acid decarboxylase is expres-
sed mainly in the pancreatic islet cells (7 - 10). It is conceivable

that a surviving small number of beta cells can provide the an-
tigenic stimulus to the production of islet specific auto-
antibodies, even in long-term IDDM. Determination of the C-
peptide concentration before and after stimulation with gluca-
gon has been found to reflect beta cell function quantitatively.
Hendrikson et al. described a good correlation between the C-
peptide response to stimulation with glucagon compared to a
standardized meal and defined criteria to assess residual beta-
cell function even in long-term IDDM patients (11). We ob-
served a positive C-peptide response in 23 % of the cases, which
is a lower prevalence than in the previous study by Hendrikson
et al. (11) who found a positive CPR in 42% of the cases after a
mean disease duration of 12 years. Nakanishi et al. described a
positive CPR of 66% after a mean duration of 9 years using
modified criteria (17). Comparing the duration of IDDM in the
former studies with the median duration of 21 years in the
present study, our results appear to be in accordance with the
previous investigations. Most striking, we could not find any
correlation between GAD 65 antibody generation and residual
beta-cell function. In this study GAD 65 antibody frequency
and index levels did not differ significantly in patients with a
positive or negative CPR in the i.v. glucagon test.

Since persistent GAD 65 autoantibodies cannot be explained
by a preserved beta-cell function, we and others have
speculated that persistent autoimmunity to GAD may result
from extra-pancreatic expression of the molecule. GAD is
abundant in nervous structures including ganglia (18), making
it an obvious candidate target of autoaggression in IDDM pa-
tients. The preliminary report by Kaufmann et al. provided an
attractive hypothesis linking autoimmunity directed to GAD
with diabetic neuropathy and a Coxsackie B4 virus infection
(19), but a recent study clearly showed a lack of relationship
between GAD 65 antibodies and autonomic neuropathy (20).
These findings have been confirmed by other investigators
(21,22) and reflect exactly the results of the present study.
Thus, there is no significant difference in frequency or index
levels between the patients with or without ANP and/or PNP.

Because there was no link between persistent GAD 65 autoan-
tibodies and either residual beta-cell function or neuropathy,
we further addressed the question whether persistent autoim-
munity to GAD is associated with certain HLA-DR antigens.
The high frequency of DR3 and/or DR4 haplotypes in our popu-
lation of long-term |DDM patients is in accordance with obser-
vations in other European diabetic populations (23). A recent
study has suggested control of the humoral response on IDDM
by HLA class Il genes. GAD 65 antibodies were less frequent in
DR4 subjects, [CA were not associated with particular HLA DR
or DQ alleles (24). Serjeantson et al. reported similar GAD 65
antibody frequencies in Australian DR3 and DR4 subjects, but
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found a higher prevalence of GAD 65 antibodies in DR3/DR4
subjects than in those with one antigen other than DR3 or
DR4 (25). In the present study of long-term IDDM patients we
could not find any differences in the distribution of certain
HLA DR specificities related to GAD 65 antibody prevalence or
index levels. However, this must be evaluated on the back-
ground of the limited number of subjects typed in the present
study (n =86) subgrouped by a relatively low GAD 65 antibody
prevalence in long-term IDDM patients.

We conclude that there is no correlation between humoral au-
toimmunity to GAD 65 and diabetic neuropathy. Furthermore,
the persistence of GAD 65 antibodies is independent of resid-
ual beta-cell function and expression of specific HLA alleles.
The nature of the stimulus responsible for the persistence of
these autoantibodies in long-term IDDM and its significance
forthenatural history ofthe disease remainsto be characterized.
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Glutamic acid decarboxylase antibodies are more frequent
than islet cell antibodies in islet transplanted IDDM patients
and persist or occur despite immunosuppression

Abstract Pancreatic islet grafts transplanted into patients
with autoimmune diabetes are potentially threatened by
two immune responses, allograft rejection and the recur-
rence of autoimmune insulitis. In the present study we in-
vestigated the humoral autoimmune response directed to
islet autoantigens by studying islet cell antibodies and
glutamic acid decarboxylase (GAD 65) antibodies in
twenty-one insulin-dependent diabetes-mellitus (IDDM)
patients undergoing intraportal islet allotransplantation. Is-
let transplantation was performed according to the follow-
ing recipient categories: Islet after kidney transplantation
(n=10), simultaneous islet and kidney transplantation
(n=6) and islet transplant alone (n=5). GAD 65 antibodies
were detected in a radioligand GAD 65 antibody assay us-
ing recombinant, in vitro translated, human 35S-methionin
labelled GAD 65 as tracer. Islet cell antibodies were deter-
mined by indirect immunofluorescence technique on hu-
man pancreas. In six out of twenty-one patients we ob-
served GAD 65 antibodies before islet transplantation and
the GAD 65 antibodies persisted despite immunosuppres-
sion. In contrast only two subjects were concordantly islet
cell antibody positive and the titre decreased post trans-
plantation. In addition we observed occurrence of GAD 65
antibodies in five subjects that were shown to be antibody
negative before islet transplantation with three of them
subsequently becoming positive for islet cell antibodies.
The remaining ten patients were GAD 65 antibody and is-
let cell antibody negative before islet transplantation and
remained negative thereafter. Interestingly none of the pa-
tients was exclusively positive for islet cell antibodies
without being positive for GAD 65 antibodies. In summa-
ry we have demonstrated in twenty-one islet grafted indi-
viduals that humoral autoimmunity to islet antigens can
persist or occur despite immunosuppression. Islet cell anti-
bodies appear to be less frequent (5 out of 21, 23%) com-
pared to GAD 65 antibodies (11 out of 21, 52%) suggest-
ing that they are more affected by immunosuppressive
therapy. We conclude that GAD 65 antibodies are a useful
tool to further evaluate a possible link between persistent

C. Jaeger (R) - B.J. Hering - E. Hatziagelaki - K. Federlin -
R.G. Bretzel

Third Medical Department and Policlinic,

Rodthohl 6, D-35385 Giessen, Germany

autoimmunity and early or late graft failure after islet
transplantation.

Key words Islet transplantation - Disease recurrence -
GAD 65 antibodies - Islet cell antibodies - Autoimmunity

Abbreviations /DDM Insulin dependent diabetes mellitus -
ICA Tslet cell antibodies - GAD 65 Ab Glutamic acid
decarboxylase antibodies - ITX Islet transplantation - /74
Islet transplant alone - SIK Simultaneous islet and kidney
transplantation - JAK Islet after kidney transplantation

Introduction

Beside allograft rejection transplanted islets can be destroy-
ed by the recurrence of beta cell autoimmunity present in
IDDM patients and turning towards the islet graft after
transplantation. The potential threat of recurrent autoim-
mune insulitis to the islet graft has first been shown in
spontaneously diabetic animals under conditions that ap-
parently exclude allograft rejection [1-4].

In the clinical situation it has also been demonstrated
that recurrent autoimmunity is a risk in twin to twin hu-
man pancreatic grafts unless immunosuppressive therapy
is used [5]. Recent observations have created several lines
of evidence that both in pancreatic transplantation and islet
transplantation recurrent autoimmunity must be consid-
ered as a relevant factor in graft failure [6, 7).

In our own series of clinical islet transplantations we
were able to demonstrate persistence and occurence of hu-
moral autoimmunity in kidney and islet after kidney trans-
planted longterm IDDM patients receiving sustained im-
munosuppressive therapy. Furthermore these data suggest-
ed that the presence of GAD 65 antibodies may adversly
affect islet graft function [8].

At present no markers are available to either identify
individuals at risk for developing recurrent autoimmune
insulitis or monitor after clinical islet transplantation.
Since autoantibodies are well established in the prediabet-
ic period to identify beta-cell directed autoimmunity at an
early stage [9] we investigated in the present study the fre-
quency, levels and time course of islet cell antibodies and

171



46

GAD 65 antibodies in 21 immunosuppressed IDDM pa-
tients before and after intraportal islet transplantation. The
influence of different combinations of immunosuppressive
agents on the humoral autoimmune response due to three
different recipient categories was assessed.

Materials and methods

Subjects in this study were IDDM patients participating in the Gies-
sen islet transplantation project. All of the protocols were approved
by the Justus-Liebig-University ethical committee, all subjects gave
written informed consent before participation. A total of twenty-one
patients were included from three different recipient categories: Islet
after kidney transplantation (IAK, n=10); simultaneous islet and kid-
ney transplantation (SIK, n=6) and IDDM patients receiving an islet
transplant alone (ITA, n=5).

Intraportal islet allografts were transplanted according to the
Giessen protocol as described elsewhere [10]. In the group of pa-
tients receiving combined kidney and islet transplants immunosup-
pression was maintained by triple therapy (cyclosporine-A, steroids
and azathioprine) in combination with an induction immunosuppres-
sion using anti-lymphozyte serum. The same regime was followed in
islet transplanted patients with a previously established kidney graft,
but in some cases without administering azathioprine. Patients of the
ITA group received no posttransplant steroids but combined immun-
osuppression with cyclosporine-A and a monoclonal anti-CD4 anti-

In all cases at least one pretransplant serum sample was available
for detection of islet cell antibodies (ICA) and glutamic acid decar-
boxylase antibodies (GAD 65 Ab) before islet transplantation. We
then analyzed follow-up sera of the twenty-one recipients of intra-
portal islet allografts to investigate the time course of ICA and GAD
65 antibodies after islet transplantation. The median follow up time
was 13 months (1-36) in the IAK group, 6.5 months (2-12) in the
SIK group and 4.5 weeks (1.5-7.5) in the ITA group. The median
duration of diabetes before islet transplantation was 25 years (12~38)
in the IAK group, 22 years (15-38) in the SIK group and 22 years
(14-33) in the patients of the ITA group.

GAD 65 antibodies were detected in a radioligand GAD 65 Ab
assay, using as tracer recombinant, in vitro translated, human islet
(33S)-methionin-labelled GAD 65 according to the protocol devel-
oped by Petersen et al. [11]. Antibody levels are expressed as index
values: GAD 65 antibody index=(cpm [unknown sample]}-cpm [neg.
standard serum])/cpm [pos. standard serum}—cpm [neg. standard se-
rum]. The cDNA encoding for human GAD 65 was generously do-
nated by Novo Nordisk A/S, Denmark. The intra-assay variation of
one medium-binding GAD 65 antibody-positive serum was 5.0%
(n=10) and the inter-assay variation was 10.1% (n=9). The cut-off
index level for GAD 65 antibody positivity was determined from 100
healthy control subjects. Sera with GAD 65 antibody index values
above the mean index plus two times the standard deviation were re-
garded as positive. All samples were tested in triplicate and all sam-
ples of one patient were included in one GAD 65 antibody assay to
avoid interassay variation.

Islet cell antibodies (ICA) were determined by indirect immuno-
fluorescence technique using cryostat sections of human pancreas as
substrate. This assay is regulary tested in the IDW proficiency work-
shop series on standardization of the ICA assay, performing with
100% sensitivity and 100% specificity. Titres have been converted to
Juvenile Diabetes Foundation (JDF) units using a JDF standard ref-
erence serum. The detection limit of the assay is 5 JDF units. We
considered 10 JDF as indicative of ICA positivity in this study. As
for GAD 65 antibodies all samples were tested in triplicate and for
avoidance of interassay variation the serum samples belonging to
one patient were included in one ICA-assay.

Results

The time course of frequency and levels of GAD 65 anti-
bodies are shown in the following figures. In the group of
IDDM patients receiving an islet transplant alone (ITA) all
5 individuals were negative both for GAD 65 antibodies
and ICAs before islet transplantation (Fig. 1). One patient
became transiently positive for GAD 65 antibodies after
islet transplantation (ITA 1), whereas, two individuals con-
verted to permanent GAD 65 antibody positivity and one
of them additionally became positive for ICAs with a max-
imum titre of 40 JDF units (ITA 3).

In the group of SIK patients 4 subjects were negative
for ICAs and GAD 65 Abs before islet transplantation and
remained negative thereafter (Fig. 2). Two individuals
from the SIK group were highly positive for GAD 65 Abs
and concordantly islet cell antibody positive before islet
transplantation. In the one case (SIK 1) the maximum ICA
titre was 10 JDF units, the other patient presented with 40
JDF units (SIK 2). In both cases the posttransplant follow

['-ITA 1 #ITA2 +~ITA3 =ITA4 +ITAS

L
| S

pre 0 2 4

‘GAD 65 Ab Index

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
weeks posttransplantation

Fig. 1 GAD 65 antibody index levels in follow up sera of five
IDDM patients receiving an islet transplant alone (ITA, n=5). Pa-
tients in this group received no posttransplant steroids but combined
immunosuppression with cyclosporine-A and a monoclonal anti-
CD4 antibody. The solid line indicates upper limit of normal range
of 100 healthy controls (mean plus three times the standard devia-
tion)

[SSIK1 +SIK2 ©SIK3 +5IK4 ~SIK5 *SIK6 |

‘GAD 65 Ab Index

pre 0 2 4 6 8 0 12 4
months posttransplantation

Fig. 2 GAD 65 antibody index levels in simultaneously islet and
kidney transplanted IDDM patients (S7K, n=6). In this group of pa-
tients immunosuppression was maintained by triple therapy (cyclo-
sporine-A, steroids and azathioprine) in combination with an induc-
tion immunosuppression using anti-lymphozyte serum. The solid
line represents 3 SD above mean of 100 healthy individuals
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Fig. 3 Time course and levels of GAD 65 antibody index levels in
islet after kidney transplanted IDDM patients (AKX, n=10). All pa-
tients in the IAK group received cyclosporine-A and steroids in com-
bination with an induction immunosuppression by anti-lymphocyte
serum, in some cases azathioprine was used in addition. The hori-
zontal bar represents the upper limit of normal range (mean plus
three times the standard deviation of 100 healthy controls)

up showed persistent GAD 65 Abs, whereas, the ICA titre
decreased and finally the ICAs disappeared.

In the largest group we studied IDDM patients with a
previously established kidney graft receiving islet after
kidney transplantation (IAK). Four patients remained neg-
ative for both GAD 65 antibodies and ICAs throughout the
whole observation period (Fig. 3). In contrast two individ-
uals converted to posttransplant GAD 65 antibody positivi-
ty, both subsequently becoming positive for ICAs (IAK 9
& IAK 10). In the case of IAK 9 the maximum ICA titre
was 20 JDF units and in the case of IAK 10 the ICA titre
reached 10 JDF units. The remaining 4 individuals were
GAD 65 antibody positive before islet transplantation and
showed persistent GAD 65 antibodies, all being negative
for ICAs.

Taken together glutamic acid decarboxylase (GAD 65)
antibodies were observed in 6 out of 21 patients before is-
let transplantation and the GAD 65 antibodies persisted
despite immunosuppression. In contrast, only two subjects
were islet cell antibody positive before islet transplantation
and the titre decreased post transplantation. Both subjects
were from the latter group of GAD 65 antibody positive
patients. In addition posttransplant seroconversion to GAD
65 antibody positivity was observed in five subjects that
were shown to be GAD 65 antibody negative before islet
transplantation. Three of them subsequently became also
positive for islet cell antibodies. The remaining ten pa-
tients were GAD 65 antibody and islet cell antibody nega-
tive before islet transplantation and remained negative
thereafter. None of the patients was exclusively positive
for ICAs without being positive for GAD 65 antibodies.

Discussion

In patients with diseases that are believed to have an-au-
toimmune origin successful transplantation of the target
organ is hampered theoretically by the barriers of recurrent
autoimmunity beside allorejection of transplanted tissue
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from a genetically different individual. The impact of re-
current autoimmunity for IDDM patients treated either by
pancreatic transplantation or islet transplantation has not
yet been fully elucidated.

Since the report of Sibley et al. in 1985 it has been ac-
cepted in the case of identical twin pancreatic transplants
that recurrent autoimmune beta-cell destruction may occur
in patients with insulin dependent diabetes mellitus
(IDDM) unless cyclosporine and azathioprine immunosup-
pression are used [5]. The dogma that immunosuppressive
therapy required to prevent rejection is sufficient to pre-
vent autoimmunity has been disputed for pancreatic trans-
plants by the recent work of Tyden et al. demonstrating se-
lective destruction of beta cells in two IDDM patients after
pancreatic transplantation despite immunosuppression [6].
Interestingly one of these patients was islet cell antibody
and GAD 65 antibody positive.

In human islet transplantation similar data had been
shown for islets transplanted into the subfascial compart-
ment of the forearm muscle. The islets were lost present-
ing with the stigmata of autoimmune insulitis while immu-
nosuppressive therapy was maintained [7].

Taking into account the knowledge that comes from
studies in prediabetic individuals. it is not surprising that
standard immunosuppressive therapy used to prevent allo-
immunity is not sufficient to downregulate autoimmunity.
Only a moderate effect is achievable by cyclosporine in
prediabetic or recent onset IDDM patients [12, 13].

At present one major problem in islet transplantation is
the inability to diagnose islet rejection or recurrent au-
toimmune destruction. As suggested by Eisenbarth both
processes, i.e. alloimmunity plus autoimmunity, may con-
tribute to islet graft failure [14]. Humoral markers, such as
islet cell antibodies or GAD 65 antibodies may help to
identify individuals with a high risk for recurrent autoim-
munity prior to islet transplantation. Furthermore autoanti-
bodies may be useful in posttransplant monitoring of the
immune attack directed to the islet graft.

For humoral autoimmunity studies in recent onset type
I diabetic individuals have shown that cyclosporine did not
decrease the prevalence of GAD 65 antibodies or the GAD
65 antibody index level when administered in newly diag-
nosed IDDM patients [15]. By contrast, islet cell antibod-
ies and insulin autoantibodies are reduced by cyclosporine
[16-18]. We were able to confirm these findings in immu-
nosuppressed kidney grafted and islet after kidney trans-
planted longterm IDDM patients. In a cross-sectional
study of 30 kidney-grafted, long-term IDDM patients and
30 matched, nontransplanted IDDM controls, we observed
a significant decrease in ICA positivity by standard immu-
nosuppressive therapy, but not in frequency of index levels
of GAD 65 antibodies. Furthermore the preliminary data
from the islet after kidney transplanted patients (n=7) sug-
gested that the presence of GAD 65 antibodies may adv-
ersly affect islet graft function [8].

The present longitudinal study was based on twenty-
one islet transplanted individuals thus substantially ex-
tending our previous findings. Here we clearly demon-
strate persistent GAD 65 antibodies in 6 out of 21 islet
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transplanted patients (2/7 from the SIK and 4/10 from the
TAK-group). GAD 65 antibodies were positive before islet
transplantation and remained positive thereafter regardless
of the immunosuppressive agents used. In addition we ob-
served recurrent GAD 65 antibodies in 4 subjects that
were shown to be antibody negative before transplantation
despite maintanance of immunosuppression (3/5 from the
ITA and 2/10 from the IAK-group).

The highest percentage of recurrent GAD 65 antibodies
were found in the ITA-group of IDDM patients, who re-
ceived a monoclonal anti-CD4 antibody in combination
with cyclosporine. Cyclosporine predominantly inhibits T-
cell-dependent immune responses [19, 20], together with a
monoclonal anti-CD4 antibody one would predict that
only minor T-cell reactivity is present in these patients.
The high percentage of autoantibody formation might be
the result of a predominant B-cell reactivity in this group.

It is unclear why there is a difference between islet cell
antibody- and GAD 65 antibody formation depending on
immunosuppressive therapy. In support of our previous da-
ta ICA were less frequent than GAD 65 antibodies. This
finding is consistent with the observations in recent onset
IDDM patients where ICA but not GAD 65 antibodies are
downregulated by cyclosporine [15-17]. Nevertheless, in
the present investigation the study population is heteroge-
nous with regard to the ITA individuals who are non-ur-
emics and did not carry a kidney graft. We can not rule out
the possibility that this might influence antibody forma-
tion.

In summary our findings clearly demonstrate that hu-
moral autoimmunity directed to beta-cell antigens can per-
sist or occur despite sustained immunosuppressive theray
in islet transplanted IDDM patients. Interestingly, none of
the patients was exclusively positive for ICA without be-
ing also positive for GAD 65 antibodies. We conclude that
GAD 65 antibodies are a useful tool to further evaluate a
possible link between persistent autoimmunity and early
or late graft failure after islet transplantation.
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ISLET CELL ANTIBODIES AND GLUTAMIC ACID
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DEPENDENT DIABETES MELLITUS UNDERGOING KIDNEY AND
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The humoral immune response to islet autoantigens,
here defined by the presence of islet cell antibodies
(ICA) and glutamic acid decarboxylase (GAD 65) anti-
bodies, was studied in patients with long-term insulin-
dependent diabetes mellitus (IDDM) receiving
immunosuppressive therapy following kidney and
islet-after-kidney transplantation. In a cross-sectional
study of 30 kidney-grafted, long-term IDDM patients
and 30 matched, nontransplanted IDDM controls, we
observed a significant (P<0.05) decrease in ICA posi-
tivity by standard immunosuppressive therapy, but
not in frequency or index levels of GAD 65 antibodies.
Because of this intriguing finding, we investigated, in
a pilot study on seven islet-after-kidney transplant
recipients, the time course of frequency and levels of
ICAs and GAD 65 antibodies relative to islet graft func-
tion. Stable islet graft function was seen in the pa-
tients with low GAD 65 antibody index levels, whereas
rapid islet graft failure occurred in a patient with high
GAD 65 antibody index levels prior to transplantation.
In addition, GAD 65 autoimmunity reoccurred in one
pretra lant antibody tive patient 2 months af-
ter graft failure was noted. In conclusion, these obser-
vations suggest that p-cell autoimmunity directed to
GAD 65 can persist despite immunosuppressive ther-
apy and may adversely affect islet graft function, pos-
sibly indicating disease recurrence as a major threat
to successful clinical islet transplantation.

Recurrent autoimmune insulitis may contribute to graft
failure after islet transplantation. Recurrence of B-cell auto-
immunity directed to transplanted B-cells was first identified
and characterized in spontaneously diabetic BB rats by Naji
and co-workers (I) and subsequently demonstrated in non-
immunosuppressed patients with insulin-dependent diabetes
mellitus (IDDM*) who had received pancreas grafts from
identical twins (2). In autoimmune diabetic BB rats, it has
been shown that recurrent autoimmune destruction occurs in
transplanted isolated islets even in the presence of cyclospo-
rine, in contrast to uniformly successful vascularized whole-
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ber 12-16, 1995, Stockholm, Sweden.
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* Abbreviations: GAD 65, glutamic acid decarboxylase; IAK, islet
after kidney; ICA, islet cell antibody; IDDM, insulin-dependent dia-
betes mellitus; JDF, Juvenile Diabetes Foundation units.

Bagsvaerd, Denmark

pancreas transplants (3). A more recent correspondence
showed that inclusion of peripancreatic lymph node cells
with the islet graft protects the islets from recurrent auto-
immune destruction, which leads to the conclusion that au-
toimmune diabetic BB rat recipients of whole-pancreas or
islets plus lymph node cell transplants become chimeric for a
donor T-cell population that prevents recurrent autoimmune
diabetes (4). In the last few years, the majority of islet trans-
plantations in humans has been performed simultaneously
with the transplantation of other organs or as islet-after-
kidney (IAK) transplantation in long-term IDDM patients
where immunosuppressive therapy was already present (5).
The aim of this study was to address the question of whether
disease recurrence plays a role in graft failure after clinical
islet transplantation in the presence of immunosuppressive
therapy (IAK). We first looked for evidence of diabetes-asso-
ciated autoimmunity, here defined by the presence of islet
cell antibodies (ICA) and glutamic acid decarboxylase (GAD
65) antibodies, in a cross-sectional study of 30 long-term
IDDM patients receiving immunosuppressive therapy com-
pared with 30 nontransplanted IDDM controls without im-
munosuppression, matched for age, sex, and duration of di-
abetes. The clinical characteristics of both groups are shown
in Table 1. We then examined, in a longitudinal pilot study,
the time course of frequency and levels of ICAs and GAD 65
antibodies using serum follow-up samples of seven individu-
als undergoing IAK transplantation.

Subjects in this study were long-term IDDM patients who
had participated in the Giessen islet transplantation project. All
of the protocols were approved by the Justus Liebig University
ethical committee, and all subjects gave written informed con-
sent before participation. Serum samples of 100 healthy con-
trols were included to determine the cutoff index level for our
GAD 65 antibody assay. GAD 65 antibodies were detected in a

TaBLE 1. Clinical characteristics of 30 IDDM patients undergoing
immunosuppression after kidney transplantation
and 30 matched control IDDM subjects

IDDM patients on Matched,
essive therapy controls
) (@=30) (0=30)
Age (yr) 43+8.8 41+8.6
Sex (M/F) 22/18 19/11
Duration of diabetes 29+7.6 28+7.5
(yr)
Immunosuppressive 30/30 CsA and steroids, None
therapy 12/30 azathioprine in

addition
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radioligand GAD 65 antibody assay, using as tracer recombi-
nant, in-vitro-translated, human islet (35S)-methionine-labeled
GAD 65 according to the protocol developed by Petersen et al.
(6). Antibody levels are expressed as index values:

GAD 65 antibody index = (cpm[unknown sample]
- cpmlnegative standard serum]Vcpml[positive standard serum]
— cpm[negative standard serum]
The ¢DNA encoding for human GAD 65 was generously do-
nated by Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark. The intra-
assay variation of one medium-binding GAD 65 antibody-
positive serum sample was 5.0% (n=10) and the interassay
variation was 10.1% (n=9). The cutoff index level for GAD 65
antibody positivity was determined from 100 healthy control
subjects. Sera with GAD 65 antibody index values above the
mean index plus two times the standard deviation were re-
garded as positive. ICAs were determined by an indirect
immunofluorescence technique using cryostat sections of hu-
man pancreas as substrate. This assay is tested regulary in
the IDW proficiency workshop series on standardization of
the ICA assay, performing with 100% sensitivity and 100%
specificity. The detection limit of the assay is 5 Juvenile
Diabetes Foundation units (JDF). We considered 10 JDF as
indicative of ICA positivity in this study. All samples were
tested in triplicate. The serum samples of the cross-sectional
study and the samples of the longitudinal study were in-
cluded in one antibody assay to avoid interassay variation.
Statistical analysis was performed using Student’s ¢ test.
Fisher’s exact test was applied to determine statistical sig-
nificance of differences between group frequencies, and the
Mann-Whitney U test was used for comparison of GAD 65
antibody index levels using Systat computer software.
P<0.05 was considered significant.

The results of the cross-sectional study are shown in Figure 1.
In the matched, nontransplanted IDDM patients, 6 out of 30
(20%) patients were positive for ICAs, whereas, in the group of
patients undergoing immunosuppression, no ICA-positive indi-
vidual could be identified, demonstrating a significant (P<0.05)
decrease in ICA positivity. In contrast, the frequency of GAD 65
antibodies was not affected by standard immunosuppression

35

30

25 [ P00 —

20

10

Autoantibody positivity in %
&>

matched controls Immunosuppression

FIGURE 1. Prevalence of ICAs and GAD 65 antibodies relative to
immunosuppressive therapy following kidney transplantation in
long-term IDDM patients (n=30 for both groups of patients).
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(30/30 cyclosporine and steroids, 12/30 azathioprine in addi-
tion). Thus, 7 out of 30 (23%) patients were GAD 65 antibody
positive in the group of patients on immunosuppressive therapy
and 6 out of 30 (20%) patients were positive for GAD 65 anti-
bodies among the matched IDDM subjects. The GAD 65 anti-
body index levels were also not significantly different between
the two groups (data not shown). It is known from studies in
patients with recent-onset type I diabetes that cyclosporine
reduces the prevalence and mean titers of ICAs and insulin
autoantibodies (7-9). Our findings are in accordance with this
observation, demonstrating a significant decrease in ICA posi-
tivity by standard immunosuppressive therapy following kid-
ney transplantation in long-term IDDM patients. In this situ-
ation, JAK transplantation is performed. ICAs, therefore, may
not be useful for predicting or monitoring islet graft function in
this recipient category. In contrast, recent observations demon-
strated that cyclosporine did not decrease the prevalence of
GAD 65 antibodies or the GAD 65 antibody index level when
administered in newly diagnosed IDDM patients (10). We were
able to confirm this surprising finding in long-term diabetic
patients: we found no significant decrease in the prevalence or
GAD 65 antibody index levels between the two groups of long-
term IDDM patients with or without immunosuppressive ther-
apy. We speculate that some IDDM-specific autoimmunity can
persist despite immunosuppressive therapy, as indicated by
GAD 65 antibodies.

This raises the question of whether GAD 65 antibody pos-
itivity before and after islet transplantation is more useful in
predicting and monitoring, respectively, islet graft function
than ICAs. To address this question, we investigated the
time course of ICAs and GAD 65 antibodies in seven kidney
graft recipients before and after intraportal IAK transplan-
tation relative to islet graft function. We analyzed follow-up
sera of seven recipients of intraportal islet allografts trans-
planted according to the Giessen protocol and islet transplan-
tation project, as described elsewhere (11). All patients were
pretransplant C-peptide negative and only individuals with
stable graft function at 1 month after transplantation were
included in the study. Graft loss was defined as the first day
of permanent C-peptide negativity (C-peptide < 0.2 ng/ml).
The median follow-up was 14.5 months (range, 2-28 months),
with a cumulative follow-up period of 101 months.

ICAs were negative (<10 JDF) in 6 of 7 individuals before
IAK transplantation. The pretransplant serum of only one
patient (IAK 5) reached exactly the cutoff level of 10 JDF.
During the follow-up period, in only this patient did the ICA
titer exceed the cutoff level of 10 JDF with a maximum of 20
JDF. In all other patients, the ICA titer remained below 10
JDF (data not shown).

GAD 65 antibodies were present in 2 of 7 individuals (25%)
before IAK transplantation. The time course of the GAD 65
antibody index levels before and after IAK transplantation is
shown in Figure 2. In one individual (IAK 3), the GAD 65
antibody index level was higher than in our positive control
(serum derived from a patient with recent-onset type I dia-
betes). In this patient, in whom good graft function was noted
at 1 month after transplantation (basal/Sustacal stimulated
serum C-peptide, 1.1 and 3.3 ng/ml), graft loss occurred dur-
ing the subsequent month. Patient JAK 1 remains GAD 65
antibody negative with good graft function, and has not re-
quired insulin therapy for more than 2 years. Three more
individuals (IAK 2, IAK 4, and IAK 7) were also GAD 65
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FIGURE 2. GAD 65 antibody index level in follow-up sera of seven
IAK transplant r receiving i ppressive therapy.
The solid line (<) indicates the upper limit of normal range of 100
healthy controls (mean plus two times the standard deviation).

antibody negative and showed stable graft function through-
out the investigation period. IAK transplant patient 6 re-
mained C-peptide positive, being GAD 65 antibody positive
but at a very low index level. In this patient, the GAD 65
antibody index levels of the follow-up sera did not go beyond
the third standard deviation of our healthy control popula-
tion. IAK patient 5 was GAD 65 antibody negative before IAK
transplantation and converted to GAD 65 antibody positivity
with an index level of 0.32 after a follow-up period of 15
months, 2 months after graft loss had occurred. Immunosup-
pression was maintained and the kidney continued to func-
tion with unchanged serum creatinine and creatinine clear-
ance. In all patients, donor-specific cross-match was negative
before IAK transplantation. Donor-specific cross-match was
not performed after transplantation; however, the panel re-
active activity (sample size = 60) remained negative in both
patients who lost islet graft function (IAK 3 and IAK 5).

Our data give the first evidence for a possible association of
GAD 65 antibody negativity before transplantation and islet
graft survival. GAD 65 antibody negativity appeared to be as-
sociated with prolonged islet graft function (IAK 1, IAK 2, IAK
4, and IAK 7). However, in the individual with a high index
level of GAD 65 antibodies (IAK 3), rapid graft failure was
observed. The intriguing finding of seroconversion from GAD 65
antibody negativity to positivity (IAK 5) is unexpected and may
indicate reenactment of the p-cell autoimmunity by reimplan-
tation of the antigen in patients undergoing IAK transplanta-
tion. Clinical islet transplantation has been performed in the
Giessen center for several years, but no whole-pancreas trans-
plantation has been done in this center. It would be interesting
to investigate further the proposed link between the presence or
reappearance of autoantibodies and graft failure possibly due to
recurrent autcimmunity in larger numbers, both in clinical
pancreas and islet transplantation. .

In conclusion, we have demonstrated persistent p-cell au-
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toimmunity directed to GAD 65 despite immunosuppressive
therapy in kidney and IAK transplant recipients with long-
term IDDM. In addition, the results of the follow-up study
provide the first evidence of GAD 65 antibodies as possible
indicators of ongoing B-cell autoimmunity directed to grafted
islets in IAK transplantation. Our recent data may suggest
susceptibility of transplanted isolated islets to the immuno-
logic effects of recurrent autoimmunity as a relevant factor in
islet graft failure.
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IA-2 Antibodies Are Only Positive in Association With GAD 65 and
Islet Cell Antibodies in Islet Transplanted Insulin-Dependent Diabetes

Mellitus Patients

C. Jaeger, M.D. Brendel, B.J. Hering, M. Eckhard, K. Federlin, and R.G. Bretzel

E have recently demonstrated that progressive islet

graft failure occurs significantly earlier in GAD 65
antibody and/or islet cell antibody (ICA) positive insulin-
dependent diabetes mellitus (IDDM) recipients of intrahe-
patic islet grafts." Together with previous, histologically
based studies by Tyden et al.> and Stegall et al.> there is
growing evidence for recurrent autoimmunity directed to
transplanted beta cells despite standard immunosuppres-
sive therapy both in clinical pancreas and islet transplanta-
tion.

To identify recurrent autoimmunity the histologic ap-
proach is not widely applicable in the clinical situation, at
least for intrahepatic islet allografts. Therefore, we were
aiming for alternative tools to identify recipients with
IDDM at risk for recurrent autoimmunity. The purpose of
the present study was to investigate the new antibody
specificity IA-2 in 23 islet transplanted IDDM recipients
and address the question of frequency, time course, and
levels of coexistence of the IA-2 antibodies compared to
ICA and GAD 65 antibodies.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Subjects in this study were patients with IDDM participating in the

Giessen islet transplantation project. All of the protocols were
~approved by the Justus-Liebig University ethical cc and all

Table 1. Clinical Characteristics of the study Pupulatmn n=

23 islet-grafted [DDM i and qi y
1AK (n = 12) SIK(n = 11)

Age

Median (y) 405 35

Range 29-54 32-57
Sex

Male/Female 3/8 9/3
DD before ITX

Median (y) 25 23

Range 12-38 15-38
Follow-up post ITX

Median (months) 12 1"

Range 1-50 4-27
Autoantibodies

GAD 65 antibodies 6 5

Islet cell antibodies 2 3

1A-2 antibodies 2 2

Abbreviations: IAK, Istst after kidney transplantation; SIK, simultaneous islet
and kidney ITX, islet

Autoantibodies and Statistics

In all cases at least one pretransplant serum sample was available
for detection of autoantibodies before islet transplantation. All
patients regularly attended the follow-up visits for further moni-
toring of the autoantibodies. ICA were detected by indirect immu-

subjects gave written informed consent before participation. A
total of 23 individuals were included from two different recipient
categories: islet after kidney transplantation (IAK; n = 12) and
simultaneous islet and kidney transplantation (SIK; n = 11). The
clinical characteristics are shown in Table 1.

Islet Transplantation

Intraportal infusion of allogeneic islets was performed in 23

C-peptide negative IDDM patients as described elsewhere.* In the

group of patients receiving combined kidney and islet transplants

was maintained by triple therapy (cyclosporine

A sterolds and azathioprine) in combination with an induction

ion using anti-ly te serum. The same regi-

men was followed in islet [ransplamed patients with a previously
established kidney graft, but in some cases without azathioprine.

© 1998 by Elsevier Science Inc.
655 Avenue of the Americas, New York, NY 10010

Transplantation Proceedings, 30, 659-660 (1998)

nofluc on human pancreas, titres have been converted to
standard JDF units with a detection limit of 5 JDF. GAD 65
antibodies were measured by a radioligand GAD 65 -antibody
binding assay® and IA-2 antibodies were detected in a new ELISA
format by Boehringer Mannheim, Sera with antibody levels above
the mean plus two times the standard deviation of a healthy control
population were regarded as positive. Fisher’s exact test was used
to compare group frequencies on a significance level of P < .05.
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RESULTS
Frequency

IA-2 antibodies were found significantly (P < .05) less
frequently (4 out of 23, 17%) compared to GAD 65
antibodies, which were positive in 11 out of 23 individuals
(47%). Islet cell antibodies were positive in 5 out of 23
(21%) patients (Table 1).

Coexistence

Interestingly, none of the patients was exclusively positive
only for IA-2 antibodies. In 3 out of 4 IA-2 antibody positive
patients (75%), we also observed islet cell antibodies and all
IA-2 positive individuals were additionally GAD 65 anti-
body positive giving a frequency of 3 out of 23 patients
(13%) who were triple positive. Thus, in our study popula-
tion of 23 islet transplanted IDDM patients, IA-2 antibody
positive patients form a subgroup of GAD 65 antibody
positive individuals.

Time Course

Only one patient from the SIK group was IA-2 positive
prior to islet transplantation and remained positive there-
after; the other three were IA-2 Ab negative before islet
transplantation but became positive 7, 8, and 16 months
after transplantation.

DISCUSSION

Beside allograft rejection, transplanted islets can be de-
stroyed by the recurrence of beta cell autoimmunity present
in IDDM patients and turning towards the islet graft after
transplantation. The potential threat of recurrent autoim-
mune insulitis to islet grafts has first been shown in spon-
taneously diabetic animals.®~® Subsequently, recurrent au-
toimmunity despite sustained immunosuppression has been
suggested both in clinical pancreatic and islet transplanta-

JAEGER, BRENDEL, HERING, ET AL

tion.>* Searching for non-invasive tools to potentially iden-
tify individuals at risk for recurrent autoimmunity, we have
previously shown that ICA and GAD 65 antibodies can
persist or occur in immunosuppressed islet transplanted
IDDM patients. In the present study we were able to
demonstrate occurrence and persistence of IA-2 antibodies
in islet transplanted IDDM patients despite immunosup-
pression which is similar to our previous findings for GAD
65 antibodies and ICA. Nevertheless, the frequency of IA-2
antibodies was significantly (P < .05) lower compared to
GAD 65 antibodies. Interestingly, IA-2 antibodies did not
identify additional individuals being negative for the other
antibody specificities. In our study population of 23 islet
grafted IDDM patients IA-2 antibody positive subjects
form a subgroup of also GAD 65 antibody positive individ-
uals with a 75% overlap for additional islet cell antibody
positivity. Further studies are underway to evaluate the
clinical relevance of these antibodies and antibody combi-
nations relative to islet graft function.
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Progressive Islet Graft Failure Occurs Significantly
Earlier in Autoantibody-Positive Than in
Autoantibody-Negative IDDM Recipients of
Intrahepatic Islet Allografts

Clemens Jaeger, Mathias D. Brendel, Bernhard J. Hering, Michael Eckhard, and Reinhard G. Bretzel

Alloimmunity has been uncovered to be a cause of graft
loss representing a major barrier for clinical islet
transplantation, and several studies are designed to
evaluate new strategies for immunosuppression to pre-
vent alloimmunity. In contrast, the significance for
autoimmune destruction of transplanted B-cells has
remained somewhat controversial. Recently, two case
reports based on histological findings have suggested
recurrent autoimmune insulitis despite immunosup-
pressive therapy both in clinical pancreas and in islet
transplantation. In the present study, in 23 islet-
grafted patients with IDDM receiving standard
immunosuppressive therapy, we demonstrate that pro-
gressive impairment of islet graft function occurs sig-
nificantly earlier in those individuals positive for
autoantibodies as a typical stigma of diabetes-associ-
ated autoimmunity that is well established in the pre-
diabetic periods of IDDM. Intraportal infusion of allo-
geneic islets was performed in 23 C-peptide-negative
IDDM patients, according to the clinical transplantation
categories defined as islet after kidney (IAK) or simul-
taneous islet and kidney (SIK). Complete islet graft
failure was defined as the 1st day of permanent C-pep-
tide negativity in the serum (<0.2 ng/ml) and C-peptide
negativity in the urine (<2 pg/dl). The median observa-
tion period following islet transplantation was 12
months (range 1-50) with a cumulative follow-up of
336 months. Islet cell antibodies (ICAs) and GAD65
antibodies were monitored before and regularly after
islet transplantation. Kaplan-Meier survival analysis
and log-rank statistics revealed a significant (P < 0.05)
difference in cumulative islet graft survival depending
on the presence of islet cell and/or GAD65 antibodies.
These results strongly suggest that recurrent autoim-
munity directed to transplanted B-cells contributes to
islet graft failure despite sustained immunosuppres-
sion. For successful clinical islet transplantation in the
future, new immunosuppressive therapies are needed to
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1AK, islet after kidney; ICA, islet cell antibody; ITX, islet transplantation;
JDF, Juvenile Diabetes Foundation; SIK, simultaneous islet and kidney.
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prevent both alloimmunity and autoimmunity. Diabetes
46:1907-1910, 1997

ecently, it has been hypothesized that alloimmu-

nity plus autoimmunity represent principle barri-

ers to successful islet transplantation (1). Two

case reports have suggested recurrent autoim-
mune insulitis in both pancreatic and islet allografts. Tyden
et al. (2) found selective B-cell destruction in two patients who
had rejected their pancreatic grafts despite immunosup-
pression, with one of them generating islet cell antibodies
(ICAs) and GADG65 antibodies after the transplantation. In
accordance, Stegall et al. (3) also demonstrated selective B-
cell destruction with lymphocytic infiltration in immuno-
suppressed islet-transplanted individuals, introducing the
forearm subfascial site that gives the opportunity for
repeated biopsies.

These case reports, based on histological findings, pro-
vide clear evidence of recurrent autoimmune insulitis despite
sustained immunosuppression, and the results are consis-
tent with our own observations of persistence and occur-
rence of autoantibodies in immunosuppressed IDDM
patients who underwent islet transplantation (4). Autoanti-
bodies such as ICAs or GAD65 antibodies are a hallmark of
autoimmune diabetes and early markers for prediction in
the prediabetic period (5). In clinical islet transplantation, mul-
tiple biopsies are not a suitable tool for morphological mon-
itoring of intrahepatic islet grafts. We and others have shown
that islet cell antibodies, and especially GAD65 antibodies, can
persist or occur in pretransplant negative individuals despite
sustained immunosuppression (4). Thus autoantibodies are
obvious candidates for linking possible recurrent autoim-
munity with islet graft function. The aim of the present study
was to investigate the islet graft function in relation to the
autoantibody status in 23 islet-transplanted patients with
IDDM over a cumulative observation period of more than 28
patient-years post-islet transplantation.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Subjects. Participants in this study were patients with IDDM taking part in the
Giessen islet transplantation project. All of the protocols were approved by the
Justus-Liebig University ethics committee, and all subjects gave written informed
consent before participation. A total of 23 patients were included from two recip-
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ISLET GRAFT FAILURE AND AUTOIMMUNITY

ient categories: islet after kidney transplantation (IAK, n = 12) and simultaneous
islet and kidney transplantation (SIK, 7 = 11). The median age at the time of islet
transplantation was 38 years (range 29-58) and the median duration of diabetes
before islet transplantation was 24 years (range 12-38). A total of 12 males and
11 females were transplanted, and the median follow-up period posttransplanta-
tion was 12 months (range 1-50) with a curmulative follow-up of 336 months.
Islet transplantation. Islet allografts were transplanted intraportally according
to the Giessen protocol as described elsewhere (6). All patients were pretransplant
C-peptide negative. In the group of patients receiving combined kidney and islet
1 i ion was mai d by triple therapy (cyclosporine-
A, steroids, azathioprine) in combination with an induction immunosuppression
using antilymphocyte serurm. The same regimen was followed in islet-trans-
planted patients with a previously established kidney graft, but in some cases, with-
out administering azathjoprine. Complete islet graft failure was defined as the 1st
day of permanent C-peptide negativity in the serum (<0.2 ng/ml) and C-peptide
negativity in a 24-h urine collection (<2 pg/dl). The median follow-up period post-
transplantation was 12 months (range 1-50), with a cumulative follow-up of 336
months, giving an observation period post-islet t ion of 28 patient-y
Serum and autoantibodies. In all cases, at least one pretransplant serum sam-
ple was available for assessment of ICAs and GAD65 antibodies before islet trans-
plantation. All patients regularly attended the follow-up visits after the islet trans-
plantation for further monitoring of autoantibodies and evaluation of islet graft func-
tion. GAD65 antibodies were detected in a radioligand GAD65 Ab assay, using
recombinant, in vitro translated, human islet {**SJmethioninlabeled GAD65 as
tracer according to the protocol developed by Peterson et al. (7). Antibody levels
‘were expressed as index values: GAD65 antibody index = (cpm unknown sample
- cpm negative standard serum)/(cpm positive standard serum - cpm negative stan-
dard serum). The cDNA encoding for human GAD65 was generously donated by
Novo Nordisk A/S, Denmark. The cutoff index level for GAD65 antibody positiv-
ity was determined from 100 healthy control subjects. Sera with GAD65 antibody
index values above the mean index plus two times SD were regarded as positive.
This assay has been evaluated in the International Diabetes Workshop (IDW) pro-
ficiency workshop series on standardization of GADA, performing with 91% speci-
ficity and 86% sensitivity. ICAs were by indirect i
technique using cryostat sections of human pancreas as substrate. This assay is reg-
ularly tested in the ENDIT quality control workshops and in the IDW proficiency
‘workshop series on standardization of the islet cell anitbody assay, performing with
100% sensitivity and 100% specificity. Titers have been converted to Juvenile Dia-
betes Foundation (JDF) units using a JDF standard reference serum. The detec-
tion limit of the assay is 5 JDF units.
Statistical analysis. The islet graft survival was analyzed by Kaplan-Meier sur-
vival analysis for data containing censored observations. Because of the high per-
centage of censored observations, we used log-rank statistics to determine sta-
tistically significant differences of islet graft survival relative to the autoantibody
status, and a P value of <0.05 was considered significant. The calculations were
carried out using SPSS 6.1.3 software.

RESULTS

Autoantibodies. Focusing on GADG65 antibodies, we
observed positivity in 11 out of 23 (48%) individuals. Eight
patients were positive for GAD65 antibodies before islet
transplantation, and three subjects seroconverted subse-
quently to transplantation from GAD65 antibody negativity to
positivity. For islet cell antibodies, the prevalence was lower
with 5 out of 23 (21%) patients generating ICAs. Three subjects
were pretransplant positive for ICAs, and only in two cases
did we observe seroconversion afterward.

Looking at both autoantibodies together in our study pop-
ulation, two individuals were double-positive before islet
transplantation, and one patient showed seroconversion for
both antibody specificities after islet transplantation. In two
other cases, we observed pretransplant positivity for one
type of autoantibody with seroconversion of the other speci-
ficity following the islet transplantation. Thus, each of the five
ICA positive individuals was additionally double-positive also
for GAD65 antibodies either before or subsequent to islet
transplantation, with none of the patients being exclusively
positive for ICAs without GAD65 antibodies.

Taken together, we observed generations of autoantibod-
ies either pretransplantation and/or posttransplantation in 11
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out of 23 (48%) IDDM recipients of intrahepatic islet allografts.
The clinical characteristics of the autoantibody positive ver-
sus autoantibody negative individuals did not differ regard-
ing age at the time of islet transplantation (ITX), diabetes dura-
tion before ITX, or the sex distribution (Table 1).

Islet graft survival. According to our definition of complete
islet graft failure, we observed ongoing graft function in 17 out
of 23 (74%) islet-transplanted individuals during the obser-
vation period. Complete islet graft failure was found in 6 out
of 23 (26%) patients after 1, 2, 3, 4, 7 and 10 months, respec-
tively. Interestingly, 5 out of 6 (83%) patients with complete
graft failure belonged to the group of autoantibody-positive
individuals (Table 1).

Kaplan-Meier estimate. Figure 1 shows the cumulative
islet graft survival of the autoantibody positive patients (n =
11) who developed either GAD65 antibodies or both anti-
bodies (GAD65 and ICA) during the observation period, com-
pared with those individuals (n = 12) who did not generate
GADG65 antibodies or ICAs at any time pre— and/or post—islet
transplantation. Log-rank statistics revealed a significant (P
< 0.05) difference of islet graft survival in regard to the
autoantibody status, demonstrating a significantly lower
graft survival in the group of autoantibody-positive IDDM
recipients of intrahepatic islet allografts.

DISCUSSION

Since the landmark paper of Sibley et al. (8) from the Suther-
land group in 1985, it has been accepted that in the case of
identical twin pancreatic transplants, recurrent autoimmune
B-cell destruction may occur in patients with IDDM, unless
cyclosporine and azathioprine immunosuppression are used.
Recently, the dogma that immunosuppressive therapy
required to prevent alloimmunity is sufficient for the pre-
vention of autoimmunity has been disputed for both pancre-
atic and islet transplantation. Two case reports based on his-
tological analysis provided evidence of recurrent autoim-
munity in human allogeneic islet transplantation (3), and a few
months later another report suggested recurrence of autoim-
mune diabetes in recipients of cadaveric pancreatic grafts (2).
In both studies, typical histological signs of autoimmune
insulitis with selective destruction of $-cells and a relative
sparing of a- and 3-cells had occurred despite sustained
immunosuppression.

TABLE 1

Clinical characteristics of 23 IDDM recipients of intrahepatic
islet allografts grouped by islet cell and/or GA65 antibody posi-
tivity versus autoantibody negativity

Autoantibody- Autoantibody-
positive patients negative patients

n 11 12
Age at the time of ITX

Median (years) 39 36

Range 29-58 32-54
Sex (M/F) /4 7
DD before ITX 24 (15-38) 23 (12-38)
Cases of complete

islet graft failure 5 1

islet transplantation.
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FIG. 1. Kaplan-Meier estimate of the cumulative islet graft survival depending on the presence of GAD65 and/or islet cell antibodies. P < 0.05 for
the group of autoantibody positive (n = 11) versus autoantibody negative (n = 12) patients with IDDM receiving an intrahepatic islet allograft.

The histological approach provides strong evidence for
the underlying pathophysiological process but is not widely
applicable in the clinical situation, at least for intrahepatic islet
allografts. Therefore, we aimed for alternative tools to iden-
tify recipients with IDDM at risk for recurrent autoimmu-
nity. Keeping in mind what has been learned from prediabetic
periods of IDDM, the presence of humoral autoimmunity
with generation of different autoantibodies such as ICAs,
GADG65 antibodies, or IA-2 antibodies offers the opportunity
to identify individuals with a high risk for developing IDDM
at a very early stage several years before clinically overt dis-
ease (5). Interestingly, it has been shown in clinical trials of
recent onset of IDDM that GAD65 antibodies are not affected
by immunosuppressive therapy with cyclosporine-A, in con-
trast to significantly reduced ICAs and insulin autoantibodies
(9,10). Recently, we transferred these observations to the
situation of clinical islet transplantation, demonstrating that
GAD®65 antibodies and, to a lesser degree, ICAs can persist
despite sustained immunosuppression or occur in pretrans-
plant autoantibody-negative islet-transplanted IDDM
patients. In addition, we performed a pilot study on seven IAK-
transplanted IDDM patients suggesting that the presence of
GAD65 antibodies may adversely affect islet graft function (4).

The worldwide experience of sustained functional sur-
vival of islet allografts is based on a relatively small, albeit an
increasing, number of cases. The present study included 23
IDDM recipients of intrahepatic islet allografts with a cumu-
lative observation period of 336 months posttransplantation,
thus substantially expanding our previous findings. We have
now been able to confirm our previous observations of per-
sistence and occurrence of autoantibodies despite immuno-
suppression, obtained from seven islet transplanted individ-
uals (4) in the larger cohort of 23 IDDM recipients of intra-
hepatic islet allografts. Furthermore, the present study
indicates that detection of autoantibodies might become a
useful tool to identify individuals in whom progressive islet

DIABETES, VOL. 46, NOVEMBER 1997

graft failure occurs significantly earlier, compared with
autoantibody-negative subjects. In this study five out of six
patients who had suffered complete islet graft failure gener-
ated autoantibodies either before or after islet transplantation.
The individual transplant survival times of our recipient
cohort to date by means of lifetable procedure and log-rank
statistics demonstrate for the first time a statistically signifi-
cant difference (P < 0.05) in islet allograft survival depending
on the presence of autoimmune phenomena, such as GAD65
antibodies and ICAs.

We conclude that the work of Tyden et al. (2) and Stegall
et al. (3), together with the results of our present study, has
created several lines of evidence for recurrent autoimmu-
nity directed to transplanted PB-cells despite standard
immunosuppressive therapy. Detection of autoantibodies
may help to identify the individuals at high risk for recurrent
autoimmunity. Finally, new immunosuppressive strategies
that prevent both alloimmunity and autoimmunity are
needed to ensure successful clinical islet transplantation in
the future.
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Diagnostic Algorithm and Management of
Immune-Mediated Complications Associated

with Subcutaneous Insulin Therapy

C. Jaeger

M. Eckhard
M. D. Brendel
R. G. Bretzel

Abstract

Immune mediated complications associated with subcutaneous
insulin therapy such as insulin neutralizing antibodies and/or
skin reactions are rare conditions since human insulin is in gen-
eral use. Nevertheless, if it occurs, a stepwise diagnostic ap-
proach is essential for differential diagnosis and consecutive
treatment of these complications. Here we suggest a diagnostic
algorithm to deal with e.g. insulin antibody formation of the IgG
and/or IgE type and/or severe skin reactions resulting in poor
metabolic control and often “brittle diabetes” in affected pa-
tients. This diagnostic algorithm includes step 1: Intradermal
skin testing with positive and negative controls, additives and
different insulin preparations; step 2: Quantification of insulin

specific IgG and IgE in the serum, and step 3: Analysis of the time
dependent binding/dissociation curves of the insulin neutraliz-
ing antibodies in an ex vivo/in vitro assay to assess the clinical
significance of these antibodies. Based on 158 insulin treated
control subjects and four patients with typical symptems and
signs representing the spectrum of immune-mediated complica-
tions subsequent to subcutaneous insulin therapy we demon-
strate that the proposed stepwise approach leads to a definite di-
agnosis as a prerequisite for individual and successful therapy.

Key words
Insulin antibodies - insulin allergy - insulin resistance - brittle
diabetes - insulin therapy

Introduction

Refinements of manufacturing technology and finally the intro-
duction of recombinant human insulin for the treatment of dia-
betes has significantly decreased the rate of immunological com-
plications of insulin therapy (Federlin, 1985; Francis et al., 1985;
Schernthaner, 1993). At present the use of insulin entails approx.
88% human recombinant insulin, 10% insulin analogues, and on-
ly 2% bovine and porcine insulin (von Kriegstein and Schatz,
2002). While this is of clear advantage to insulin-treated patients
in general, the remaining low percentage of immune-mediated
complications associated with subcutaneous insulin therapy

should not be underrated and therefore be “underdiagnosed”. In
affected individuals these complications are of great importance
for diabetes management and prognosis. Naturally, such prob-
lems cluster at diabetes centres. At Giessen centre we observed
in several diabetic patients on s.c. insulin therapy and regardless
of the type of diabetes local skin reactions at the injection site
and/or otherwise unexplained poor metabolic control both asso-
ciated with extremely high titres of insulin antibodies. These
clinical observations prompted us to develop a standardized
and rational diagnostic approach to differentiate these immune-
mediated complications (Fig.1). Based on four typical cases rep-
resenting the broad spectrum of immunological complications
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associated with subcutaneous insulin therapy and 158 insulin-
treated control subjects exclusively treated with human insulin
we demonstrate a stepwise diagnostic approach for the differen-
tiation and individual management of these complications.

Subjects and Methods

Subjects

Participants in this study were four consecutive patients with
different types of diabetes mellitus, who were presented to the
Diabetes Outpatient Department at Giessen Centre for routine
clinical evaluation and blood sampling because of unexplained
complications associated with subcutaneous insulin regimens:
Two female patients, 24 and 21 years old, respectively, with type
1 diabetes, a 78-year-old female patient with type 2 diabetes and
a 57-year-old male patient with type 3 c diabetes due to partial
pancreatectomy. For establishing normal ranges of our assay sys-
tems we included sera of 158 diabetic patients on subcutaneous
insulin therapy (human insulin) and without a history of any
treatment related complications or allergic reactions.

Methods

The patients were subjected to extensive clinical evaluation and
routine laboratory testing including fasting/post prandial c-pep-
tide analysis, HbA1c etc. In addition we performed a detailed im-
munological evaluation. All immunological tests were per-
formed in our Immune-Laboratory at Third Medical Department
and Policlinic. The Laboratory was designated a DASP laboratory
by Centers for Disease Control (CDC) and Immuology of Diabetes
Society (IDS) on April 17,2002 (Dr. C. Jaeger: CDC-0136). The im-
munological evaluation included:

1. Intradermal skin testing to assess allergic reactions of the im-
mediate and/or late type. The test panel includes histamine
(1: 0.01%, positive control), sodium chloride (2: 0.9%, negative
control), the Aventis test kit (Insuman® Testl¢sungen) with
additives of insulin preparations and galenic components (3:
NaH2PO4, Gycerol, Phenol, m-Cresol; 4: Glycerol, Phenol, m-
Cresol; 5: Phenol, m-Cresol; 6: Phenol; 7: m-Cresol; 8: Prota-
minsulfat, Phenol, m-Cresol, Glycerol; 9: Protaminsulfat). In
addition we included different insulins (5U/ml) depending
on the individual patient. The test results were recorded sep-
arately after 15 minutes for immediate type of reaction (type
1 allergy) and after 12 hrs and 48 hrs for assessing type 3 vs.
type 4 reactions, respectively. This procedure allows to differ-
entiate insulin specific allergy from an allergy directed to ad-
ditives or galenic components e.g. protamine, phenol, cresol,
etc.

Quantification of insulin specific IgG/E: Insulin specific IgG-lev-
els were determined using radioimmunoelectrophoresis ac-
cording to the Christiansen method (Christiansen, 1973). The
detection limit of this assay is 0.01 mU/ml. The “normal
range” of insulin treated patients was established using sera
of n=158 diabetic patients, exculsively treated with s.c. hu-
man insulin. The mean titre was 0.038 mU/ml (95%-Cl:
0.025-0.052 mU/ml). Data were cross-checked for plausibil-
ity with the comercially available CentAK®-IAA-assay (Medi-
pan, Selchow, Germany), approved in the first DASP workshop
(Lab # 0136). Insulin specific IgE-levels were determined us-

1

Insulin treated patient with symptoms and signs
(e.g. Skin reaction, insulin resistance, ., brittle diabetes*)

|

Immunological evaluation:
Step 1 (optional)
Intradermat skin testing (controls, additives, insulin preparations)
Step 2
Quantitative assessment of insulin specific IgG and IgE antibodies
Step 3

Binding/dissociation analysis of insulin specific antibodies

}

Differential diagnosis

Type 1 Allergy | | Type 1 Allergy Insulin specific Insulin specific
{gE) (gE) 1
Additives Insulin significant binding | | no binding
Therapy: l Therapy: Therapy: Therapy:
Avoidance of QAD-Therapy OAD-Therapy No specific
challenging Ag | | Desensitization | | Insulin analog/CSIT treatment
eventually Steroids

Insulin analog
Steroids/Antihist
Fig.1 Proposed stepwise algorithm for differential diagnosis and

management of different immune-mediated complications associated
with subcutaneous insulin therapy.

ing the CAP-SYSTEM, Pharmacia, Upssala, Sweden (normal:
<0.35KU/l).

Time dependent binding/dissociation analysis: In case of evi-
dence for insulin specific antibodies during step 2 the insulin
binding capacity of these antibodies should be analyzed in or-
der to assess the clinical relevance of this phenomenon. To
differentiate this, we used a modified method according to
Kerp et al. (1966); Dixon (1974) and Kuzuya et al. (1977) in or-
der to detect the insulin binding capacity of these specific
antibodies and the time dependent dissociation of the insu-
linfantibody complexes. Briefly, endogenous insulin was ex-
tracted by preincubation with acid charcoal. Aliquots are then
incubated with ]'?>-labeled recombinant human insulin.
Methyl-cellulose is added serving as free insulin adsorbens
after acidification. Bound/free separation is performed at dif-
ferent time points (0, 30, 60, 90, 120, 240 minutes) by centri-
fugation (pellet/free insulin adsorbed to methyl-cellulose vs.
supernatant/antibody bound insulin) followed by separate
quantification in a gamma well counter. This procedure al-
lows to determine the initial percentage antibody-bound/
neutralized insulin (normal range of initial binding: 4.3%, CI:
2.9-5.7%; n=158 diabetic patients exclusively treated with
s.c. human insulin). Subsequent analysis of the other aliquots
at later time points provide an indication of the time depend-
ent dissociation of the insulin/antibody complexes. Thus, it is
possible to characterize the individual insulin binding ca-
pacity of the antibodies over time in order to qualify the clin-
ical relevance of these antibodies and to monitor the success
of therapeutic strategies.

Lol
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Table 1 Immunological key findings using a stepwise diagnostic approach

Type of diabetes Skin testing Insulin specific antibodies Binding/dissociation analysis
positive reaction 1gG (mUfmi) IgE (KUl initial (%) dissociation
Pat. #1 TypeT Sl 437 e + delayed
Pat. #2 Type 1 - 0.32 - 24 rapid
Pat.#3 Type2 protaminie . S e e %
Pat. #4 Type 3¢ insulin 0.43 86 70 delayed

Normal values {n = 158 diabetic patients exclusively treated with human insulin): insulin specific 1gG: 0.038 mU/ml (95 %-Cl: 0.025 -0.052 mU/ml); IgE < 0.35 KU/I; initial

binding: 4.3% (95%-Ct: 2.9-5.7%)

Results

Patients were evaluated according to the proposed stepwise ap-
proach. For summary of the key findings we refer to Table 1.

Patient #1

A 24-year-old female patient with type 1 diabetes for 7 years. No
diabetic secondary complications, mild hypertension, normal
body weight (169 cm, 60 kg, BMI: 21), no residual insulin secre-
tion (c-peptide fasting/post prandial <0.1 ng/ml), no skin reac-
tions at the injection sites. Intensified insulin therapy with Prota-
phane®, Semilente®, and Actrapid® since the time of diabetes on-
set. Presently, the leading problem is poor metabolic control
(HbAlc 8.9%) due to hyperglycemia, several hospitalizations
with diabetic ketoacidosis, and frequent episodes of predomi-
nantly nocturnal hypoglycemia despite repeated and extensive
patient education. The insulin requirements temporarily reached
more than 150 units a day. The immunological evaluation re-
vealed: 1. Negative skin testing for additives and several insulin
preparations. 2. High titres of insulin specific 1gG (0.37 mU/ml)
but no elevated insulin specific IgE which is in accordance with
the absence of skin reactions. 3. The binding/dissociation anal-
ysis showed a significant initial insulin binding of 68% with de-
layed dissociation over time. Even after 2 hours 40% of the insu-
lin is bound/neutralized (Fig.2). In summary, the diagnosis in
this patient is best decribed as “brittle diabetes” caused by neu-
tralizing insulin specific IgG antibodies with delayed dissocia-
tion.

Patient #2

A 21-year-old female patient with type 1 diabetes for 12 years on
intensified insulin therapy (Insuman basal® and Insuman rapid®
at present). During antibody screening programs for potential
diabetes associated autoimmune disorders this patient was inci-
dentally diagnosed as being insulin antibody positive with signi-
ficant titres but presented with good metabolic control (HbA1c
6.9%) and without any treatment related complications, espe-
cially no dermal reactions or increased rate of hypoglycemia.
The immunological evalutation revealed: 1. Negative skin testing
for additives and different insulin preparations. 2. High titres of
insulin specific 1gG (0.32 mU/ml) in the absence of insulin specif-
icIgE. 3. By contrast, the binding/dissociation analysis showed an
initial insulin binding of only 24% with rapid dissociation over
time. After 2 hours only 4% of the insulin is bound/neutralized
(Fig. 2). In this case, the insulin antibodies are clinically not rele-

80
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time (minutes)

Fig.2 Bound/free ratio in percent (%) of insulin binding 1gG antibod-
ies and dissociation over time assessed in sera of patients with im-
mune-mediated complications associated with s.c. insulin therapy. Pa-
tient #1 and #4 exhibit very high initial insulin binding and subse-
quently delayed dissociation (normal value: 4,3%; 95%-Cl: 2,9-5.7%;
n =158 control sera of diabetic patients exclusively treated with s.c.
human insulin). After 2 hours approximately 40% of insulin is still anti-
body bound/neutralized. By contrast, patient #2 presents with only
moderate initial insulin binding and rapid dissociation. Patient #3
shows no significant insulin binding.

vant and were classified as epiphenomenon. As a consequence,
so far the insulin therapeutic regimen was not changed.

Patient #3

A 78-year-old female patient with type 2 diabetes for 18 years
(172 cm, 69 kg, BMI: 23), oral antidiabetic drug treatment (OAD)
for 16 years, subsequently insulin therapy with Insuman comb
25® twice daily. Hypertenison, mild nephropathy, no signs for
neuropathy or retinopathy. Interestingly, she presented with a
preserved residual insulin secretory capacity (c-peptide fasting/
post prandial 1.8 vs. 3.7 ng/ml). The leading problems were se-
vere local reactions at the injection site, 10- 15 min. after the in-
sulin injection (itching, erythema, and swelling) and consecu-
tively poor metabolic control with HbA1c of 8.6%. The immuno-
logical evaluations revealed: 1. Positive intradermal skin testing
for protamine, negative skin testing for other additives or prot-
amine free insulin preparations (Fig. 3). 2. No elevation of insulin
specific 1gG or IgE. 3. No significant insulin binding in the bind-
ing/dissociation analysis (Fig.2). In this patient, an allergy
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Fig.3 Intradermal
skin testing in patient
#3: Negative control
(1), positive control
(2), positive reaction
directed to prot-
amine (8,9), whereas
other additives test-
ed negative (3-7).
On the other forearm
positive reactions
against all protamine
based formulations
were present with
negative reactions at
all sites with prot-
amine free insulin
preparations (not
shown).

against protamine was diagnosed as the cause of the local skin
reaction with presumably affected insulin absorption. This com-
plications resolved completely by avoidance of the challenging
antigen, i.e. protamine in NPH-insulins.

Patient #4

A 57-year-old male patient with presumed “type 3 ¢ diabetes”
due to partial pancreatectomy because of a pancreatic mass sus-
picous for malignancy (not confirmed on histopathology). He
was presented to our outpatient department with significant loss
of pancreatic exocrine function and weight loss (82— 64kg,
170 cm, BMI: 22) despite enzyme substitution. Interestingly, c-
peptide analysis revealed high plateau levels of fasting c-peptide
(4.1 ng/ml) with no significant post prandial stimulation (4.5 ng/
ml) indicating residual beta cell function but a high “peripheral
insulin demand” even in the fasting situation (here caused by in-
sulin neutralizing 1gG antibodies, see below). The insulin regi-
men had been changed several times, finally Berlinsulin® 30/70
twice daily. At the time of presentation, his leading problem
was a very severe local reaction 10-15 min. at all injection sites
in use with itching, erythema, and swelling. In addition, he pre-
sented with very poor metabolic control (HbA1c 9.3%) due to fre-
quent hyperglycemia. Since the surgery he had already suffered
two hospitalizations because of diabetic ketoacidosis and sev-
eral, again predominantly nocturnal, hypoglycemic episodes.
The immunological evaluations revealed: 1. Positive skin testing
for all types of insulin while intradermal testing for additives was
negative. 2. Quantification of insulin specific antibodies showed
very high titres of insulin specific 1gG (0.43 mU/ml). Additionally,
insulin specific IgE were extremly high (86 KU/ml), which is well
in accordance with the positive dermal reaction. 3. The binding
analysis demonstrated a significant initial binding of appr. 70%
with delayed dissociation over time (Fig. 2). In this patient the di-
agnosis therefore comprises a combination of immunological
complications: IgE mediated classical “insulin allergy” and addi-
tionally insulin neutralizing IgG antibodies both contributing to
the significant problems in the daily management of the diabe-
tes.

Discussion

The immune response to insulin can elicit various reactions. Two
types of antibodies to insulin are well defined. Insulin autoanti-
bodies that appear in insulin-naive subjects through prediabetic
stages of type 1 diabetes. These insulin autoantibodies can be ob-
served very early in life (Ziegler et al., 1999) and are used in algo-
rithms for the prediction of type 1 diabetes (Jaeger et al., 1999). In
the world literature few cases are reported of the “insulin auto-
immune syndrome” caused by insulin autoantibodies in the ab-
sence of prior exposure to exogenous insulin and presenting with
recurrent and severe hypoglycemia, hyperinsulinemia, and im-
paired glucose tolerance (Discher et al., 1990; Lohmann et al.,
2001).

Conversely, insulin antibodies occur in patients who have been
exposed to exogenous insulin treatment. Stimulation of the T-
and B-cells can lead to the production of anti-insulin antibodies
of the IgE and 1gG class, and less frequently of the IgA, 1gM, and
1gD class (Velcovsky and Federlin, 1982; Federlin, 1985: Hobler et
al., 1991; Schernthaner, 1993).

Two different mechanisms are considered to be the cause of im-
mune-mediated complications in insulin treated individuals.
Classically, insulin allergy presenting as type 1 allergy being
mediated by insulin specific IgE antibodies and histamine re-
lease typically associated with severe dermal reactions at the in-
jection site and consecutively deterioration of insulin absorption
and metabolic control. The incidence of classical insulin allergy
has decreased with the use of human recombinant insulin and
is now reported in less than 1% of diabetic patients treated with
insulin (Nagai et al., 1997; Eapen et al., 2000). Classical insulin
allergy has to be separated from an allergy directed to additives,
e.g. protamine. This was the case in our patient #3 but the diag-
nosis could be easily established through skin testing being only
positive for protamine and confirmed by the negative results
with regard to insulin specific IgE and IgG antibodies. This com-
plication could be controlled simply by avoidance of NPH insu-
lins. In view of the sufficient residual insulin secretion in this pa-
tient (c-peptide fast./pp 1.8 vs. 3.7 ng/ml) we restarted her on a
combination of OAD therapy resulting in a good metabolic state
(HbA1c 7.6%). Optionally, it would be possible to set her on pran-
dial insulin therapy with regular insulin or analog if necessary in
the future,

In contrast, generation of IgG antibodies to exogenous insulin is
more frequent compared to insulin allergy even in the era of hu-
man recombinant insulins. The presence of insulin specific 1gG
antibodies is not necessarily associated with classical immuno-
logical insulin resistance of that type, that was observed in the
last century while using impure insulin preparations or bovine/
porcine insulins resulting in insulin requirements of several
thousand units a day (Schernthaner, 1993; Van Haeften et al.,
1987). Even lower levels of insulin specific 1gG antibodies against
human recombinant insulin can influence insulin profiles by
temporarily neutralizing insulin causing significant metabolic
consequences e.g. poor metabolic control and severe hypoglyce-
mia (Van Haeften, 1989). This was the case in our patient #1. The
diagnostic approach revealed high titres of insulin specific 1gG
antibodies (0.37 mU/ml) with very high inital insulin binding
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(68%) and delayed dissociation in the absence of dermal reac-
tions or insulin specific IgE. Pharmacocinetics of insulin is unpre-
dictable in the presence of such antibodies potentially causing
delayed insulin peaks, prolonged duration of activity, increased
risk for hypoglycemia, and varying bioavailibility (Van Haeften,
1989). In order to adjust the insulin delivery to near optimal
steady state conditions, we changed the therapeutic regimen in
this patient and started her on continous subcutaneous insulin
infusion (CSII} using insulin aspart. Potentially, the immune re-
activity against human insulin can be bypassed, at least partially,
by using an analog. This has been shown for generalized insulin
allergy by the use of lispro, insulin aspart, and glargine (Nif et al.,
2002; Kumar, 1997; Eapen et al., 2000; Airaghi et al., 2001; Mor-
iyama et al, 2001). Althoug the main immunogenic insulin epi-
tops remain unchanged in the lispro or insulin aspart molecule,
it has been suggested that these analogs have reduced immuno-
genicity because of the rapid dissociation in monomers (Airaghi
etal, 2001; Kumar, 1997). In our patient the combination of the
beneficial effects of insulin pump therapy together with the use
of an insulin analog (insulin aspart) improved metabolic control
significantly (HbA1c 6.1%) and decreased the rate of hypoglyce-
mic episodes. In the world literature there is only one case report
using lispro in an insulin pump for treatment of immunological
insulin resistance (Lahtela et al., 1997). To our knowledge we re-
port here for the first time successful treatment of metabolic
complications caused by insulin neutralizing IgG-antibodies by
using insulin aspart in combination with continuous subcutane-
ous insulin infusion (CSIl). Meanwhile, we have confirmed the
beneficial effects of this regimen in six other type 1 diabetic pa-
tients presenting with the same phenotype of immunological
complication.

However, an increased titre of insulin specific IgG does not mean
automatically, that these immunoglobulins significantly neutral-
ize insulin. Even significantly elevated antibody titres can be
clinically irrelevant and staged as epiphenomenon in case of
low-avid insulin antibodies and consecutively low insulin bind-
ing capacity. IgG-insulin antibodies of low levels have been re-
ported in approximately half of diabetic patients (n=>578) after
exclusive treatment with human insulin for 2 years (Scherntha-
ner, 1993). We confirmed these findings of low level insulin
specific IgG in our control population of n =158 diabetic patients
who were treated exculsively with s.c. human insulin demon-
strating a mean IgG-level of 0.038 mU/ml (Cl: 0.025-0.052 mU/
ml). To differentiate significant from non significant insulin
binding, the binding/dissociation analysis (step 3 in our diagnos-
tic approach) is essential. Patient #2 represents an example of
significantly increased insulin specific IgG (0.32 mU/ml) that
contribute only to a very low level of insulin binding (24 %) with
rapid dissociation (Fig. 2, patient #2). In view of the stable meta-
bolic control in this patient these antibodies can be staged as
clinically not relevant and are therefore without therapeutic con-
sequence.

The findings in patient #4 represent a very rare case. The diag-
nostic algorithm had confirmed both mechanisms of immuno-
logical complications being present. Classical insulin allergy
with dermal reactions and high titres of insulin specific IgE and
additionally significant titres of insulin binding and neutralizing
1gG antibodies. First, we tried a desensitization protocol accord-

ing to Galloway (Galloway and deShazo, 1990) but the patient
did not respond. Despite partial pancreatectomy there was ini-
tially a residual endogenous insulin secretion. We therefore de-
cided to try a maximum of OAD therapy (Biguanide, Sensitizer,
Glinide) in order to avoid exogenous insulin therapy. This at-
tempt was successful for four months only, then followed by
complete deterioration of the residual insulin secretion (c-pep-
tide decrease from 4.1 ng/ml to < 0.6 ng/ml) and hospitalization
because of ketoacidosis. The patient was now ultimately de-
pendant on exogenous insulin supply. In the literature there is
evidence for a combined therapy using corticosteroids and anti-
histamines in such situations (Ganz et al., 1990). We introduced
corticosteroids (1 mg/kg) in combination with antihistamines
(H1/2-antagonists) and started the patient on prandial therapy
with lispro insulin. The steroid dosage was tapered according to
the level of dermal reaction which was monitored carefully. This
regimen was successful, his present medication comprises
12.5mg Decortin-H in combination with antihistamines and
prandial lispro therapy only. The metabolic situation is stabilized
(HbA1c 7.4%) with a decreased rate of hypoglycemic episodes in
the absence of dermal reactions. During follow-up we observed a
significant decrease of insulin specific IgG and IgE levels.

In summary, we have demonstrated a diagnostic algorithm for
the differential diagnosis as prerequisite for individual manage-
ment of different forms of immune-mediated complications
associated with subcutaneous insulin therapy (Fig.1). An essen-
tial part of this diagnostic approach is the binding/dissociation
analysis (step 3) in case of positive insulin specific IgG (step 2)
giving information about the clinical significance of these anti-
bodies. As shown, the proposed stepwise approach leads to a def-
inite diagnosis providing a basis for differential and adjusted
therapy.
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