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1 Diabetes mellitus
1.1 Einleitung

Der Diabetes mellitus, dessen Symptome erstmals in dem agyptischen Papyrus Ebers 1550
v. Chr. Erwahnung fanden, ist eine chronische Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels, die
mindestens 5 % der europaischen Bevdlkerung betrifft und niichtern und postprandial zu
Hyperglykédmie und Glukosurie fuhrt. Letzteres verdankt die Krankheit seinen Namen
“durchflieBen mit Honig gesuBt®.

1.2 Einteilung

Vor zehn Jahren wurde von der ADA (American Diabetes Association) (ADA 1997), der
WHO (World Health Organisation) (Alberti & Zimmet 1998) und 2001 von der DDG
(Deutschen Diabetes Gesellschaft) eine Einteilung aufgrund neuerer Erkenntnisse Uber die
Atiologie verdffentlicht (Borg et al. 2003). Die Begriffe IDDM (insulin dependent diabetes
mellitus) und juveniler Typ oder NIDDM (non insulin dependent diabetes mellitus) und
Altersdiabetes sind nicht mehr gebrduchlich, da auch Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2
insulinabhangig sein kénnen (Turner et al. 1997), die Manifestation des ,Altersdiabetes” auch
bei Jlngeren auftreten kann, umgekehrt der Diabetes mellitus Typ 1 auch im
Erwachsenenalter auftritt (Horton et al. 1999) und auch nicht alle immun-mediiert sind
(Seissler et al. 1998).
Es wird unterschieden:
l. Diabetes mellitus Typ 1: B-Zell-Zerstérung, die zum absoluten Insulinmangel fihrt
A. immunologisch vermittelt
B. idiopathisch
1. Diabetes mellitus Typ 2: idiopathische Form des Diabetes mit Insulinresistenz und
relativem Insulinmangel bis hin zum sekretorischen Defekt
1. Andere spezifische Diabetes-Typen:
A. Genetische Defekte der B-Zell-Funktion, z.B.
Chromosom 7, Glukokinase (friiher MODY 2)
Pankreopriver wie nach Pankreatitis bzw. postoperativ
Endokrinopathien, z.B. Morbus Cushing
Medikamentds induziert, z.B. durch Vacor
Infektionen, z.B. CMV
V. Gestationsdiabetes

moow



1.3 Diabetes mellitus Typ 1
1.3.1 Epidemiologie

In Deutschland sind ca. 8% der Bevdlkerung an Diabetes mellitus erkrankt (Mehnert et al.
1998), davon die Mehrzahl an Diabetes mellitus Typ 2 (ca. 90%) und 10% an Diabetes
mellitus Typ 1, dessen Inzidenzrate mindestens 12/100.000 Einwohner betragt (Michaelis et
al. 1993). In Europa schwankt die Inzidenzrate des Diabetes mellitus Typ 1 im Sinne eines
Nord-Sidgefélles zwischen 40,2/100.000 in Finnland und 3,2/100.000 in der Republik von
Mazedonien (EURODIAB ACE Study Group 2000). Da in Sardinien die Inzidenz so hoch
und in Kuwait bzw. Puerto Rico anndhernd so hoch ist wie in Finnland, ist die Theorie des
Nord-Sid-Gradienten (Green et al. 1992; LaPorte et al. 1985) nicht generalisierbar (Muntoni
& Muntoni 1999). Weltweit steigt die Inzidenz des Diabetes mellitus Typ 1 in der Altersklasse
der unter 16-Jahrigen jahrlich um 3% (Onkamo et al. 1999), in Europa um 3-4% (EURODIAB
ACE Study Group 2000; Tuomilehto et al. 1999) an.

1.3.2 Atiologie

Die Ursache des Diabetes mellitus Typ 1 ist nicht génzlich bekannt. Bemerkenswert ist,
dass, wenn ein eineiiger Zwilling am Diabetes mellitus Typ 1 erkrankt, der andere mit einer
Wahrscheinlichkeit von 38% ebenfalls diabetisch wird (Verge et al. 1995). Diese Tatsache
macht deutlich, dass sowohl das Erbmaterial, aber auch andere Einflisse, die
Umweltfaktoren, eine Rolle in der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 spielen.

Es wurden mehrere Genloki identifiziert, die mit erhéhtem Risiko fir die Entwicklung des
Diabetes mellitus Typ 1 und auch mit dessen Protektion korrelieren. Der Erbgang ist keiner
einfachen mendelschen Dominanz oder Rezessivitdt zuzuordnen (Todd 1999). Die
wichtigsten Gene liegen auf dem Chromosom 6p21, IDDM1 genannt (Buzzetti et al. 1998),
und kodieren fir HLA Klasse Il Proteine, die fiir Antigenprozessierung und -prasentation von
T-Lymphozyten zustandig sind. Patienten mit den Haplotypen DR3 und/oder DR4 bzw. DQ2
und/oder DQ8 des HLA-Systems haben das héchste Risiko, an Diabetes mellitus Typ 1 zu
erkranken (Hermann et al. 2001). Die Haplotypen DR2, DR5 und DQ6 sind bei Typ 1
Diabetikern so selten, dass ihnen Protektion zugeschrieben wird (Sanjeevi 2000).

Mittlerweile sind Uber 20 weitere Pradispositionsgene bekannt (Lernmark & Ott 1998), wie
das so genannte IDDM2 an der Insulinregion des Chromosom 11p55 (Bennett & Todd 1996)
oder auf Chromosom 2q33 (=IDDM12) das CTLA-4, das beim Typ-1-Diabetes und Morbus
Basedow eine signifikante Assoziation gezeigt hat (Nistico et al. 1996).

Mdgliche Umweltursachen oder -trigger (Akerblom et al. 2002) fur die Erkrankung sind
Virusinfektionen (Jun & Yoon 2003), Hygieneverhalten, Nahrung und Toxine. Weitere



Faktoren kénnten Impfungen, Stress oder Klima sein, die jedoch kontrovers diskutiert
werden.

Die DAISY (Diabetes Autoimmunity Study in the Young) Studie und die BABYDIAB Studie
finden keinen Effekt der genannten Faktoren auf die Entstehung des Diabetes mellitus Typ 1
(Graves et al. 1999; Hummel et al. 2000; Norris et al. 1996), wahrend finnische Studien das
Gegenteil berichten (Hypponen et al. 1999; Lonnrot et al. 2000; Virtanen et al. 2000).

1.3.3 Pathogenese

Heute wird davon ausgegangen, dass es sich beim Diabetes mellitus Typ 1 um eine
chronische immunmediierte Erkrankung handelt, bei der die B-Zellen selektiv zerstort
werden.

Es wurde vielfach beschrieben, dass Uber die Halfte der Patienten mit frisch manifestem
Diabetes mellitus Typ 1 eine Zellinfiltration in die Langerhans’schen Inseln des Pankreas
aufwiesen (Gepts 1965; Hanninen et al. 1992; ltoh et al. 1993; Bazan & Rodriguez de Turco
1995; Doniach & Morgan 1973), allerdings bei allen Patienten eine Zerstérung der
insulinproduzierenden B-Zellen nachzuweisen war (Atkinson & Eisenbarth 2001). Sind 80-
90% der B-Zellen zerstort, wird der Diabetes mit seinen Symptomen manifest.

Bisher wurden Proben aus Obduktionen (Foulis et al. 1986) und Biopsien von Pradiabetikern
oder neu diagnostizierten Typ 1 Diabetikern (Imagawa et al. 1999; Moriwaki et al. 1999)
untersucht. In diesen findet man eine Infiltration von CD4*T-, CD8"T- und B- Lymphozyten
sowie Makrophagen und dendritische Zellen mit einer Dominanz von CD8'T-Lymphozyten
(Atkinson & Eisenbarth 2001; Imagawa et al. 2001). Im frihen Stadium der Insulitis bei nicht
adipdsen diabetischen Mausen (NOD-Maus) und BioBreeding-Ratten (BB-Ratten) besteht
das entzlindliche Infiltrat hauptsachlich aus Makrophagen (Yoon et al. 1998). Werden
Makrophagen durch Silica, ein selektives Makrophagentoxin, inaktiviert, sind die Tiere vor
Insulitis und Diabetes fast komplett geschitzt (Yoon & Jun 2001), was auf eine wichtige
pathogenetische Funktion der Makrophagen hinweist. Grund dafiir ist méglicherweise, dass
die Makrophagen z.B. mit dem von ihnen sezernierten Interleukin-12 und einer Anderung in
der Immunbalance eine essentielle Rolle in der Differenzierung und Aktivierung der B-
zelltoxischen T-Zellen spielen (Jun et al. 1999b; Jun et al. 1999a). Ohne B-Lymphozyten
entwickelt eine Maus keine Insulitis und keinen Diabetes (Noorchashm et al. 1997; Serreze
et al. 1996). Die im Thymus gereiften T-Lymphozyten teilen sich in verschiedene
Subgruppen ein: Die zytotoxischen T (T¢) -Zellen, die das Oberflachenmembranglykoprotein
CD8 préasentieren, die T-Helfer (Ty) -Zellen, die das Oberflachenmembranglykoprotein CD4
exprimieren und die T-Regulator (Tg) -Zellen. Mduse ohne Thymus sind vor Insulitis
geschutzt (Makino et al. 1986; Ogawa et al. 1985). Einige CD8" zytotoxischen T-Zellklone
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kénnen die insulinproduzierenden B-Zellen ohne Hilfe von CD4 positiven T-Zellen zerstdren
(Wong et al. 1996), aber in den meisten Studien wurde fiir die Ubertragung des Diabetes die
Hilfe der T-Helfer-Zellen (CD4") bendtigt (Bendelac et al. 1987; Christianson et al. 1993;
Nagata & Yoon 1992; Wong et al. 1996). Diese kénnen auch, spezifisch gegen die
Inselzellantigene Insulin (Daniel et al. 1995), Glutamatdecarboxylase (Zekzer et al. 1998)
oder Hitzeschock Protein (HSP) (Elias et al. 1995), die Erkrankung auf gesunde Tiere
Ubertragen. Die CD4 positiven Zellen kénnen aufgrund der durch sie sezernierten Zytokine in
Thi- und Tyo-Zellen eingeteilt werden (Mosmann & Sad 1996). Bei der immun-mediierten
Erkrankung Diabetes mellitus Typ 1 zeigte sich, dass ein Ty-Profil mit den
charakteristischen Zytokinen IL-2, IL-8 oder INF-y mit Destruktion der B-Zellen, ein Tyo-Profil
mit IL-4, oder IL-13 dagegen mit Protektion verbunden ist (Kolb 1997).

1.3.4 Zytokine und Chemokine

Der Begriff ,,Zytokine“ umfasst Proteine mit einem Molekulargewicht unter 30 kDa, die von
Lymphozyten sezerniert werden und Lymphokine heiBen, und solche, die von Monozyten
und Makrophagen sezerniert werden und Monokine heiBBen. Da es aber nicht ausschlieBlich
die angesprochenen Zellarten sind, die diese Substanzen produzieren kénnen, hat man sich
auf den Begriff ,Zytokine“ geeinigt.

Diese und ihre Rezeptoren besitzen eine solch hohe Affinitédt zueinander, dass pikomolare
Konzentrationen (10 bis 10" M) einen biologischen Effekt haben kénnen. Da zusatzlich
die Halbwertszeiten kurz sind (wenige Stunden) wirken Zytokine in den meisten Fallen auf
die sezernierende Zelle selbst (autokrin) oder auf benachbarte Zellen (parakrin). Selten
wirken sie wie Hormone endokrin. Viele immunkompetente Zellen sind in der Lage,
verschiedene Zytokine zu produzieren und diese wiederum wirken, allein oder in
Kombination mit einem oder mehreren anderen Zytokinen, modulatorisch auf verschiedene
Zellen des Immunsystems. Zu den Funktionen der Zytokine zahlen die Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten, die Regulation des Wachstums und
Differenzierung anderer Leukozyten sowie der antigenspezifischen T-Zellimmunantwort und
B-Zell-Stimulation, Vermittlung von Entziindungsreaktionen und Kontrolle der Hamatopoese
durch Differenzierung von Stammzellen im Knochenmark.

Einige, leichtmolekulare Zytokine adressieren G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und
besitzen im Bezug auf Neutrophile, Monozyten oder Lymphozyten chemotaktische
Fahigkeiten (Baggiolini et al. 1997) und gehdren einer Untergruppe der Zytokine an, den
Chemokinen. Diese werden in vier Hauptgruppen eingeteilt, wobei die Zugehdérigkeit zu einer
Gruppe Uber die Position von Cystein — Resten, die flr die tertidre Struktur der Proteine
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unerlasslich sind, definiert sind: C -, CC -, CXC — und CX;C - Chemokine. Die meisten
bekannten Chemokine werden den Gruppen CC und CXC zugeordnet. Sie werden von einer
Vielzahl von Zellen produziert und kénnen durch verschiedenste Stimuli wie andere Zytokine
(z.B. IL-1 oder Tumor-Nekrose-Faktor-alpha), bakterielle Substanzen wie Lipopolysaccharide
(LPS) oder virale Produkte (RNA) induziert werden.

In der Tabelle 1 werden die Zytokine IL-13 und MIF sowie die Chemokine MIP-1a und IL-8
naher beschrieben, die von uns in dieser Arbeit untersucht wurden. Zur Komplettierung der
Daten wurden die Rohdaten des Zytokins TNF-a und dessen Rezeptors TNF-R1 sowie der
Monokine IL-1-RA, IL-18 und IL-1-R1 aus einem déanischen Labor (Prof. Mandrup-Poulsen,
Steno Diabetes Center, DK) zur Verfigung gestellt.

Tab. 1: Eigenschaften von in dieser Arbeit behandelten Zyto- und Chemokinen

Zyto-/Chemokin  produziert von  Zielzelle Aktion Th-Typ
IL-13 T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, B-Zell-Wachstum, Th,
Mastzellen Monozyten, Hemmung der proinflammatorischen
keine T-Zellen Zytokine, Chemokine, Makrophagen
und Th1-Zellen
MIF T-Zellen, antigenprésentierende Hemmung der Makrophagenmigration Thy/Th,
Mukosazellen Zellen Stimulation von Makrophagenaktitvitét
Makrophagen
MIP-1a (CCL;)  Makrophagen Makrophagen/Monozyten, Th1-Zellrekrutierung, Chemotaxis Thy
Eosinophile T-Zellen, dendritische Zellen Induktion proinflammatorischer Zytokine
T-Zellen, Knochenmarkzellen und Chemokine, Granulozytenaktivierung
IL-8 (CXCLS8) den meisten Neutrophile Stimulierung von Neutrophilen (PMN) Thy
Zellen, v.a. von  Basophile Chemotaxis, pleiotrop

Makrophagen,  T-Zellen
nicht v. T-Zellen

1.3.4.1 Interleukin-13

1989 isolierten Brown et al. eine unbekannte cDNA aus T-Helfer1- und 2-Zellen und nannten
sie p600. Nachdem die immunmodulierenden Effekte auf Betazellen und Monozyten
bewiesen waren, wurde der Name Interleukin-13 (IL-13) akzeptiert (Zurawski & de Vries
1994).

Humanes IL-13 ist ein Protein mit einer molekularen Masse von 12 kDa, das aus 132
Aminosduren besteht. Mit murinem IL-13 weist es eine 58%ige, mit humanem IL-4 eine
25%ige Nukleotidsequenzhomologie auf, wobei die dreidimensionale Struktur der beiden
identisch ist (Bamborough et al. 1994; Zurawski et al. 1993) (Abb.1).
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Abb. 1: Tertiarstruktur von IL-13 und IL-4 (nach Cytokines Web)

Es gibt verschiedene IL-13-Isoformen, die in Position 61 entweder ein Glycin oder ein
Aspartat besitzen oder in Position 98 zusatzlich ein Glutaminrest. Das Gen, das IL-13
kodiert, liegt auf dem Chromosom 5931 und zwar im gleichen 3000-kB-Bereich wie die Gene
von IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 und GM-CSF (Morgan et al. 1992; Smirnov et al. 1995). Die mRNA
von IL-13 ist 1280 Nukleotide lang und enthalt vier Kopien von der Folge (A/T)ATTTA(A/T),
welche in den meisten Zytokin-mRNA gefunden wurde, aber eine gewisse Instabilitat zur
Folge hat (GenBank accession no. L06801).

IL-13 wird von CD4" Ty,-Zellen, von Tyo-(Vorlaufer-) und CD8* T-Zellen und in niedrigeren
Konzentrationen von nativen CD45RA"- und Tyi-Zellen produziert (de Vries 1998). Ebenso
kann es von Epstein-Barr-Virustransformierten B-Zelllinien (de Waal et al. 1995; Fior et al.
1994) oder B-Zell-Lymphomen (Emilie et al. 1997) sezerniert werden. Daraus wird
ersichtlich, dass IL-13 zwar mit einer Ty -Immunantwort assoziiert sein kann, jedoch
pleiotrope Funktionen aufweist (Zaccone et al. 1999).

Der IL-13-Rezeptor, der aus zwei Doménen (IL-13Ra1 und IL-13Ra2) besteht (Aman et al.
1996; Gauchat et al. 1997; Miloux et al. 1997), wird auf B-Zellen, Monozyten-Makrophagen,
Basophilen, Mastzellen, Endothelialzellen und einigen Tumorzellen, nicht aber auf T-Zellen
oder Maus-B-Zellen exprimiert (de Waal et al. 1995; Zurawski et al. 1993). Auf jeder Zelle
werden gewdhnlicherweise zwischen 200 und 3000 Rezeptoren gefunden, die IL-13 mit
einer hohen Affinitat (K4 30 pM) binden. Der Rezeptorkomplex funktioniert auch in Teilen als
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IL-4-Rezeptor, wobei spezifisch fur IL-4 ein Rezeptor mit der so genannten yc-Domane ist.
Wenn diese defekt ist, kbnnen beide Interleukine ihre biologischen Effekte tber den IL-13-
Rezeptor mediieren (lzuhara et al. 1996; Matthews et al. 1995; Matthews et al. 1997).

In yc” -Mausen antworteten die Makrophagen mit einer Hochregulation der MHC Il und
Inhibition der NO-Produktion sowohl auf IL-13- als auch auf IL-4-Reize. Bindet IL-13 nun an
den Rezeptor, wird die Janus-Tyrosinkinase 1 (JAK1) und die Tyrosinkinase 2 (TYK2)
aktiviert und es werden mehrere Kaskaden in Bewegung gesetzt, die im Zellkern enden. Dort
kann es die Synthese der proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6, IL-12 und TNF-a sowie
die der Chemokine IL-8 und MIP1- a durch Unterdriickung des nuclear factor (NF-)KB und
der Erhaltung des inhibitory protein KB (IKB)-a hemmen (Lentsch et al. 1997; Muchamuel et
al. 1997; Nicoletti et al. 1997). Diese Eigenschaft ist beim septischen Schock (Baumhofer et
al. 1998; Muchamuel et al. 1997; Nicoletti et al. 1997), bei der Typ Il kollageninduzierten
Arthritis (Bessis et al. 1996) oder bei experimentellen allergischen Enzephalomyelitiden
therapeutisch nitzlich (Cash et al. 1994). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass sowohl IL-
4 (Cameron et al. 1997; Rapoport et al. 1993) als auch IL-13 (Zaccone et al. 1999) Mause
vor Insulitis schutzen und damit den autoimmunen Diabetes mellitus verhindern kénnen. Hier
sind mehrere mdgliche Griinde zu nennen: Die Fahigkeit, durch Unterdriickung der
Produktion und Hochregulierung eines Rezeptorantagonisten (Vannier et al. 1996) den Effekt
des diabetogenen IL-18 zu verhindern (Muchamuel et al. 1997), die Hemmung der NO-
Produktion von Makrophagen (Rabinovitch 1994) und die Unterdrickung der TNF-o-
induzierten Apoptose (Manna & Aggarwal 1998) , die mit fir den B-Zelltod im Diabetes
mellitus Typ 1 verantwortlich ist (Mauricio & Mandrup-Poulsen 1998).

1.3.4.2 Interleukin-8

Interleukin-8 (IL-8) ist ein sehr stabiles Chemokin, dessen Aktivitat in einem pH-Bereich von
2,0-9,0, bei 100°C oder unter milder Oxidation oder Reduktion nicht eingeschrankt ist (Wuyts
et al. 1998). Es kann lediglich durch Kathepsin G, Elastase oder Proteinase 3 bei 37°C
(Padrines et al. 1994; Schroder et al. 1987) oder durch eine Protease aus serésem Sekret
(Ayesh et al. 1993) inaktiviert werden. Die IL-8 cDNA codiert fir ein 99 Aminosduren langes
Vorlauferprotein. Ist die Signalsequenz abgetrennt, hat Interleukin-8 eine Lange von 77
Aminosauren, ein Gewicht von 8 KDa und besitzt vier Cysteinreste in 2 Disulfidbricken (Abb.
2). Das Gen, friher SCYBS, jetzt CXCL8 genannt (Zlotnik & Yoshie 2000), hat eine Lange
von 5,1 kB und liegt auf dem Chromosom 4q12-g21.
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Abb. 2: Tertiarstruktur von IL-8 (nach Cytokines Web)

Es gibt 2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit einem Gewicht von 40 KDa, codiert auf dem
Chromosom 253, die IL-8 mit unterschiedlicher Affinitat binden. Der CXCR2 bindet mit einer
Kd von 0,3-2 nM (CXCR1: Kd= 0,8-4 nM) und benétigt das COOH-a-Helix-Ende des Proteins
(Wuyts et al. 1998). Die Rezeptoren werden in Neutrophilen, CD4* T-Zellen (Moser et al.
1993) und zahlreichen anderen Zellen exprimiert (Norgauer et al. 1996; Schonbeck et al.
1995). Diese Expression kann von Zytokinen reguliert werden. Wahrend eine Behandlung
mit LPS oder TNF-a die Expression inhibiert, kann G-CSF (granolocyte colony stimulating
factor) in Neutrophilen die mRNA beider Rezeptoren vermehren. Auch das Protein selbst
wird durch Zytokine reguliert, indem durch IL-2, IL-13 oder TNF-a die Expression induziert
wird (Van Damme 1994). IL-8 wird durch hohe Glukosekonzentrationen stimuliert und
aktiviert polymorphkernige Neutrophile (PMN) (Zozulinska et al. 1999), die beim Diabetes
aktiviert sind und eine Rolle in der Pathogenese von diabetesbedingten Komplikationen
spielen (Wierusz-Wysocka et al. 1993; Zozulinska et al. 1996). IL-8 kann von fast allen
humanen Zellen produziert werden, jedoch nicht von T-Lymphozyten. Es spielt bei sehr
vielen Erkrankungen eine Rolle wie in der Pathogenese der Psoriasis, rheumatoiden
Arthritis, Asthma, Arteriosklerose (Wuyts et al. 1998) oder Retinopathie (Doganay et al.
2002; Hernandez et al. 2005). Einige Gruppen haben eine erhéhte IL-8-Konzentration bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 im peripheren Blut entdeckt (Glowacka et al. 2002;
Zozulinska et al. 1999). Dabei scheint die Erhéhung der IL-8-Konzentration im Kindesalter
eine Verbindung zum kardiovaskuldren Risiko im Erwachsenenalter zu haben (Lo et al.
2004) und mit dem BMI positiv zu korrelieren (Erbagci et al. 2001).
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1.3.4.3 Macrophage inflammatory protein-1a

Macrophage inflammatory protein-1a (MIP-10) ist ein sdurehaltiges Protein mit einer Lange
von 69 Aminosduren und einer Molekularmasse von 7,8 kDA. Es gibt zwei Varianten: MIP-
ioound MIP-1B, beide auf Chromosom 17q lokalisiert (lrving et al. 1990). Es wurde
beschrieben, dass chromosomale Aberrationen in den Gen-Abschnitten, die fir MIP-1a
kodieren, haufig mit der Neurofibromatose von Recklinghausen und mit der akuten
Promyelozyten-Leukdmie assoziiert sind, wobei man sich zum gegenwartigen Zeitpunkt
allerdings nicht sicher ist, welchen Stellenwert diesem Umstand bei der
Krankheitsentwicklung zukommt. Obwohl diese beiden MIP-Formen unterschiedlich sind,
zeigten Analysen eine hohe Sequenzhomologie auf Proteinbasis von ca. 60% auf (Sherry et
al. 1988). Das entsprechende Gen-Symbol lautet SCYAS, jetzt umbenannt in CCL3 (Zlotnik
& Yoshie 2000). MIP-1a gehért in die Gruppe der CC-Chemokine, welches in der Lage ist an
zwei verschiedene Rezeptoren zu binden: CCR1 und CCR5 (Gao et al. 1993; Raport et al.
1996).

MIP-1a wird von Makrophagen, eosinophilen Zellen, T-Zellen und NK-Zellen sezerniert (Lee
et al. 2000; Martin & Dorf 1991). Zielzellen von MIP-1a sind Monozyten/Makrophagen, T-
Zellen, NK-Zellen, basophile Zellen, dendritische Zellen und Knochenmarkzellen (Fahey, IlI
et al. 1992; Graham et al. 1990; Loetscher et al. 1996). Wie auch bei anderen
immunologischen Botenstoffen, hat die Sezernierung von MIP-1a verschiedene biologische
Wirkungen zur Folge (Pleiotropie). Es wurde gezeigt, dass MIP-1a nicht nur chemotaktisch
auf Monozyten/Makrophagen wirkt, sondern auch als ein Ko-Aktivator dieser Zellen fungiert
und u.a. zusammen mit IFN-y in einer Ty-Zellrekrutierung resultiert (Dorner et al. 2002).
Beide Formen von MIP-1 stimulieren die Produktion von Sauerstoffradikalen in neutrophilen
Granulozyten und die Freigabe von lysosomalen Enzymen (Kapp et al. 1994; Ying et al.
2001). Die Freisetzung von MIP-1akann u.a. von LPS, IFN-y, TNF-o, IL-1 und IL-10
stimuliert und getriggert werden (Guo et al. 1998; McManus et al. 1998), was letztlich zu
einer Ty-Zellrekrutierung fuhrt. Es wurde gezeigt, dass MIP-1o durch eine schnell induzierte
Verédnderung des zytosolischen Calciums, der Freisetzung von Histamin und Sulfido-
Leukotrienen auch als potenter Agonist auf basophile Zellen wirkt (Bischoff et al. 1993; Rot
et al. 1992). Verschiedene Arbeiten dokumentieren die Korrelation einer Uberexpression von
MIP-1a oder deren Rezeptoren mit dem Ausbruch der Krankheit oder der akuten Phase
einer Infektion sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen. Als Beispiel sei hier die
Uberexpression von CCR5 bei Patienten mit multipler Sklerose genannt (Zang et al. 2000),
oder die Tys-Zellantwort, ausgelést durch MIP-1aound andere proinflammatorische
Botenstoffe bei akuter Helicobacter pylori Infektion (Mattapallil et al. 2000). Weiterhin zeigte
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die Uberexpression von CCR1 eine Verstirkung der Effektorphase bei Glomerulonephritis
(Topham et al. 1999).

Die Rolle von MIP-1abei Entstehung und Verlauf vom Diabetes mellitus Typ 1 ist noch
unzureichend untersucht. Studienergebnisse deuten jedoch darauf hin, dasstemporéare
Sekretion von MIP-1a eine wichtige Einflussnahme auf die Manifestation des Diabetes hat.
Die MIP-10/MIP-1B Ratio korreliert mit destruktiver Insulitis und Progression zum manifesten
Diabetes in NOD-Mausen, wohingegen eine erniedrigte intrapankreatische MIP-10/MIP-
1B Ratio in NOR-Mausen (nonobese diabetes-resistant) beobachtet wurde. Gleichzeitig
wurde nachgewiesen, dass eine Behandlung mit IL-4, was einen Diabetes mellitus Typ 1 in
NOD-Méausen mittels Tyo-Zellpolarisierung verhindert, eine Herunterregulierung des MIP-
10 Rezeptors CCR5 in Inselzellen bewirkt (Cameron et al. 2000). Interessant sind auch
Beobachtungen bei frisch manifesten Typ 1 Diabetikern mit erniedrigter Expression Ty;-
assoziierter MIP-10—Rezeptoren (CCR5) auf peripheren Blutmonozyten, nicht jedoch bei
Patienten mit schon langer bestehendem Diabetes (Lohmann et al. 2002). In dieser Studie
zeigten zudem die Patienten mit frisch manifestem Diabetes erhdéhte MIP-1oound -
1B—Spiegel. Eine andere Arbeit macht auf den mdéglichen Entstehungsmechanismus des Typ
| Diabetes in Zusammenhang mit der genetisch determinierten Variation des MIP-

10—Rezeptors aufmerksam (Buhler et al. 2002).

1.3.4.4 Macrophage Migration Inhibition Faktor

Macrophage Migration Inhibition Faktor (MIF) ist ein multifunktionales, I6sliches und meist
extrazellular sezerniertes Protein, das in der Lage ist, die Migration von Makrophagen z.B.
aus Kapillaren zu hemmen. Es wird in der fetalen Nebennierenrinde (Jian & Parker, Jr. 2003)
und in der Adenohypophyse (Arzt et al. 1999; Nishino et al. 1995), v.a. als Monomer (44%),
ein Einfach-Ring von 15-A-Diameter am offenen Ende, das fiir die Bindung von kleinen
Molekilen verantwortlich ist (Sun et al. 1996), aber auch als Dimer (33%) und Trimer (23%)
(Mischke et al. 1998), exprimiert.

Die natlrlichen Substrate von MIF sind unbekannt, aber es sind enzymatische Aktivitaten als
Tautomerase (Rosengren et al. 1996; Taylor et al. 1999; Rosengren et al. 1996) an L-DOPA
(Kleemann et al. 1998; Zhang & Bucala 1999) und HLA-II-Peptiden beschrieben (Potolicchio
et al. 2003). Ein MIF-spezifischer Rezeptor wurde noch nicht gefunden, aber die Interaktion
mit HLA-Il-Peptiden lasst die Uberlegung zu, MIF kénne (ber ein pan-CD91-Rezeptor-
ahnliches Molekul nach intrazellular gelangen (Basu et al. 2001).

Eine weitere enzymatische Aktivitat ist die Funktion als Thiooxidoreduktase. Das molekulare
Reaktionszentrum hat die fir die Thioreduktasefamilie typische Sequenz CXXC (Cys-57-Ala-
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Leu-Cys-60) (Kleemann et al. 1998). Die Sequenz 50-65 wird als ausschlaggebend fiir die
Funktion, z.B. Uber Jab1 (Kleemann et al. 2000), und Aktivitdt von MIF angesehen und
kénnte zu therapeutischen Zwecken genutzt werden (Nguyen et al. 2003).

Ein anderes Enzym dieser Klasse ist die Interferon-y-induzierte lysosomale Thiolreduktase.
Dieses Enzym wird in antigenprésentierenden Zellen exprimiert und katalysiert
Disulfidbriickenreaktionen bei einem niedrigen pH (Phan et al. 2002). Es ist mit HLA-DRw52
(Arunachalam et al. 1998) assoziiert und ist wichtig fir die HLA-Klasse-Il Peptidprasentation.
MIF wird von verschiedenen Zellen produziert, am meisten aber von aktivierten
Makrophagen und Lymphozyten (Lue et al. 2002). Es kann als glukokortikoid-induzierter
Immunmodulator  (Nishihira 2004) proinflammatorisch  fungieren, indem es die
Dexamethason-mediierte Hemmung der Produktion von proinflammatorischen Proteinen, wie
z.B. von TNF-alpha, unterdriickt (Calandra & Bucala 1997), die CD3-T-Zell-Proliferation
beschleunigt (Bacher et al. 1996) und die antiinflammatorische Wirkung von Kortison hemmt
(Calandra et al. 1995). MIF/-M&ause sind resistent gegen den endotoxischen Schock (Bozza
et al. 1999; Calandra et al. 2000). Programmierter Zelltod ist ein wichtiger Faktor in der
Regulation der Immunantwort (Grobmyer et al. 1999; Oberholzer et al. 2001) und ein Fehlen
von MIF wird im Zusammenhang sowohl mit einer defizitdren p53-abhéngigen Apoptose-
Kaskade in Makrophagen (Mitchell et al. 2002) und der genannten Resistenz als auch mit
einer Downregulation des Toll-like-recepors 4 (TLR4) (Roger et al. 2001; Roger et al. 2003)
diskutiert.

So spielt MIF bei entziindlichen Erkrankungen (Bernhagen et al. 1998; Calandra & Bucala
1997), wie bei Lungenerkrankungen (Donnelly et al. 1997; Yamada et al. 2002), beim
septischen Schock (Calandra et al. 2000), bei der chronischen Kolitis (de Jong et al. 2001)
und bei einigen autoimmunen Erkrankungen wie aus dem Formenkreis der rheumatoiden
Arthritiden (Meazza et al. 2002; Onodera et al. 2000) oder der multiplen Sklerose (Nishihira
& Ogata 2001) eine Rolle.

MIF hat des Weiteren Einfluss auf den Glukosestoffwechsel. Es induziert einerseits den
Glukose-Katabolismus im Muskel und andererseits wird die MIF-Expression in
insulinsezernierenden Zellen im Pankreas von der Glukose reguliert, dergestalt, dass bei
einer Erhéhung der MIF-m-RNA die Insulinproduktion steigt (Plaisance et al. 2002; Sakaue
et al. 1999). Bei M&usen wurde beschrieben, dass die MIF-mRNA-Expression in
Lymphozyten aus der Milz wéhrend der Entwicklung eines autoimmunen Diabetes mellitus
erhéht ist (Bojunga et al. 2003) und eine Hemmung der MIF-Aktivitédt eine therapeutische
Mdglichkeit wére (Cvetkovic et al. 2005).
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1.3.5 Klinische Verlaufsphasen des Diabetes mellitus Typ 1

auslésendes Ereignis Manifestation
100% Initialphase
5 abnehmende
< Insulinsekretion
s
€=
T
M Remissionsphase
o | Umwelt Umwelt
Gene Gene /\_\
10 % N \..\
Insulinabhangigkeit
Pradiabetes Diabetes
Mellitus

Abb. 3: Schematischer zeitlicher Verlauf der B-Zellfunktion bei Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 1

Der klinischen Manifestation geht eine monate- bis jahrelange pradiabetische Phase voraus,
wahrend derer die chronische Zerstérung der 3-Zellen voranschreitet, aber noch ausreichend
Insulin vorhanden ist und somit keine klinischen Zeichen erkennbar sind.

Der klinische Verlauf des Diabetes mellitus Typ 1 ist durch mehrere Phasen gekennzeichnet,
die in unterschiedlich klinischer Auspragung auftreten (Abb. 3).

Initialphase:

Die Symptome sind nicht fir den Diabetes mellitus spezifisch und hangen vom Grad des
Insulinmangels und den daraus resultierenden Stérungen im Kohlenhydrat- und
Fettstoffwechsel sowie im Elektrolyt- und Wasserhaushalt ab (Hyperglykédmie, Ketoazidose,
Lipolyse und osmotische Diurese) oder fehlen sogar des Ofteren. Erste Anzeichen sind
Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Abnahme der kérperlichen und geistigen Leistungsfahigkeit
und Gewichtsverlust.

Wenn es durch stirkere Hyperglykdmie zum Uberschreiten der renalen tubuléren
Ruckresorptionskapazitat kommt, ist Glykosurie mit Polyurie und Polydipsie die Folge. Die
diabetische Ketoazidose ist haufig Ursache weiterer eindricklicher klinischer Auffalligkeiten.
Die ersten Anzeichen kdnnen Erbrechen, Dehydratation und Bauchschmerzen sein. Im
fortgeschrittenen Zustand bestehen die Zeichen einer ketoazidotischen, tiefen Atmung
(Kussmaul-Atmung), Azetonfétor und starke abdominelle Beschwerden, die gegen eine
Appendizitis (Pseudoappendizitis diabetica) bzw. Peritonitis (Pseudoperitonitis diabetica)
differentialdiagnostisch abgegrenzt werden missen. Die Bewusstseinsebene kann von
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Bewusstseinseintribungen bis zum Koma (Coma diabeticum) reichen, das vor Einflhrung
der Insulintherapie 1922/23 bei nahezu allen Patienten zum Tode flhrte. Auch heute noch,
wie z.B. im Staat Colorado (USA, 4 Mio. Einwohner) stirbt alle 2 Jahre ein Kind, weil die
Diabetesdiagnose nicht oder verspatet gestellt wurde (Atkinson & Eisenbarth 2001). Die
Todesrate bei Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1 variiert zwischen verschiedenen
Landern und ist gréBtenteils abhangig von der Aufklarung in der Bevdlkerung (Matsushima et
al. 1997; Podar et al. 2000).

Remissionsphase:

Diese Phase (,honeymoon phase®) ist seit Gber 60 Jahren bekannt (Brush 1944) und durch
eine Verbesserung der Stoffwechselsituation im Rahmen einer erfolgreichen Erstbehandlung
und Reduktion des Insulinbedarfs gekennzeichnet. Sie halt unterschiedlich lange an
(Wochen bis Monate), korreliert invers mit dem Ausmaf der Stoffwechselentgleisung bei
Diagnosestellung (Vetter et al. 1980) und kann durch eine immunsuppressive Therapie wie
Cyclosporin A oder aCD3 und normoglykédmische Stoffwechsellage verlangert werden. Auch
ein positiver Effekt von Nikotinamid auf die Dauer der Remissionsphase wurde von einer
Arbeitsgruppe beschrieben (Pozzilli et al. 1996). Der Faktor der Insulinresistenz wird mit dem
Krankheitsverlauf insgesamt und besonders in dieser Phase in Verbindung gebracht
(Greenbaum 2002). Nicht alle Diabetes mellitus Typ 1-Patienten durchlaufen diese
Remissionsphase.

Postremissionphase:

Es kommt wieder zu einem Anstieg und zur Stabilisierung des Insulinbedarfes.

Bei Manifestation im Kindesalter folgt noch die Pubertatsphase, in der durch
Hormonwirkungen der Insulinbedarf teils starken und schwer zu Kkontrollierenden
Schwankungen unterworfen ist. In der Adoleszenzphase stabilisiert sich der Stoffwechsel

wieder.

1.3.6 Diagnostik

Anhand der oben beschriebenen Klinik, Anamnese und Blutzuckermessung wird die
Diagnose eines Diabetes mellitus Typ 1 gestellt. Liegt die Konzentration der Glukose im Blut
zu einem beliebigen Zeitpunkt Gber 200 mg/dl (11,1 mmol/l) oder nuchtern nach
Wiederholungsmessung Uber 126 mg/dl (7,0 mmol/l), so kann die Diagnose Diabetes
mellitus gestellt werden. Ein oraler Glucose-Toleranztest (oGTT) wird nicht zur
Routinediagnostik eines Diabetes mellitus Typ 1 verwendet (ADA 1997). Zu einem typischen
Muster von Laborparametern gehdren weiterhin Glukos- und Azetonurie, metabolische
Azidose, erhdhte Serumosmolaritat, Hyponatriamie und Leukozytose.
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Als diagnostisches Kriterium und besonders fur die Pradiktion eignen sich die, mittlerweile
standardisierten (Lernmark et al. 1991) Messungen von Autoantikérpern, die von B-
Lymphozyten sezerniert werden und einen Marker flr die Zerstérung der B-Zellen darstellen,
namlich ICA (islet cell antibodies) und IA-2A (insulinoma-associated antigen 2), GAD
(glutamic acid decarboxylase)-Antikérper (Hatziagelaki et al. 1999; Leslie et al. 1999) und
IAA (insulin autoantibodies) (Imagawa et al. 1999). In einer Studie wurden diese Antikérper
an knapp 900 zu Diabetes mellitus Typ 1 erstgradig-verwandten Personen gemessen, wobei
sich zeigte dass 98% dieser Personengruppe, die im Verlauf einen Diabetes entwickelten,
mindestens einen der gemessenen Parameter aufwies, bei 80% sogar zwei oder mehr
Antikérper vorgefunden wurden (Verge et al. 1998). Die Antikdrper kénnen haufig schon in
den ersten Lebensmonaten bis —jahren und oft Jahre vor der Manifestation der Erkrankung
nachgewiesen werden (Atkinson & Eisenbarth 2001). Sie scheinen auBerdem assoziiert mit
der systemischen Immunbalance, die durch Zytokinekonzentrationen charakterisiert ist
(Hanifi-Moghaddam et al. 2003). 5-30% der Erwachsenen, bei denen ein Typ 2 Diabetes
diagnostiziert wurde, haben ICA im Blut und damit eine Variante des Diabetes mellitus Typ
1A (Turner et al. 1997; Zimmet et al. 1994), den LADA (latent autoimmune diabetes mellitus
in adults).

1.3.7 Therapie des Diabetes mellitus Typ 1

Das Ziel der Therapie des Diabetes mellitus Typ 1 ist eine méglichst optimale Regulation des
Stoffwechsels, eine verbesserte Lebensqualitédt und Integration im familidren und sozialen
Umfeld und die Verringerung der diabetesbedingten Folgeerkrankungen mit Erhéhung der
Lebenserwartung.

Zur Therapie gehdéren diabetesgerechte Erndhrung (Caputo et al. 1994), kdérperliche Aktivitat
und eine individuell angepasste Insulintherapie. Die beste Imitation der natirlichen
Insulinsekretion bietet die intensivierte Insulintherapie, die durch Einflhrung des
Humaninsulin durch verbesserte Pharmakokinetik (Vajo & Duckworth 2000) mdglich
gemacht wurde. Es wird basales Verzdgerungsinsulin zur Deckung des basalen
Insulinbedarfs und zusatzlich mahlzeitenbezogenes Normalinsulin gegeben. Die
Verflgbarkeit des schnellverfigbaren Insulin tragt zur h&ufigeren Verwendung von
Insulinpumpen bei (Boland et al. 1999; Catargi et al. 2000). Allerdings sind Disziplin und
Motivation die Voraussetzung fur eine solche Therapie.

Essentiell sind weiterhin regelmaBige Kontrollen der Blutglukosekonzentration, des
glykolysierten Hamoglobins und anderer Organsysteme (s. u.) sowie gute Schulung der
Patienten, bei Kindern zusatzlich der Eltern, auch unter dem Aspekt mdoglicher
Komplikationen wie z.B. der Hypoglykamie.
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Heilung kann prinzipiell mit einer Transplantation von Inselzellen (Berney et al. 2001; Shapiro
et al. 2000) oder des Pankreas (Robertson 1999) erzielt werden, wobei hier eine lebenslange
Immunsuppression notwenig ist und dies haufig mit ausgepragten Nebenwirkungen

assoziiert ist.

1.3.8 Folgen und Prognose des Diabetes mellitus Typ 1

Die Komplikationen, Spéatfolgen und Lebenserwartung korrelieren mit der Qualitat der
Stoffwechseleinstellung (Onkamo et al. 1999; The Diabetes Control and Complications Trial
Research Group 1993; The Diabetes Control and Complications Trial 2000). Bei gut
eingestelltem Diabetes treten Folgeerkrankungen wie Polyneuropathie, Retinopathie,
Nephropathie und Angiopathie spater, seltener und in weniger starker Auspragung auf.
Angiopathien sind mit Uber 75% Prozent die haufigste Todesursache fur Patienten mit
Diabetes mellitus. Sie werden in Makro- und Mikroangiopathien unterteilt. Wahrend bei den
Mikroangiopathien spezifische Verdnderungen an den Arteriolen, Venolen und Kapillaren
gefunden werden, handelt es sich bei der Makroangiopathie um nichtspezifische, vorwiegend
arteriosklerotische GefaBschaden, die in einem friheren Alter als bei Nichtdiabetikern
auftreten, eine rasche Progredienz zeigen und das Risiko fir Komplikationen wie
Myokardinfarkt, zerebraler ischamischer Insult oder ischdmische FuBgangran mit
Amputation erhéhen.

Klinische Auspragung und Schwere der GeféBveranderungen sind abhangig von ihrer
Lokalisation (Koronararterien, ZerebralgefaBe, periphere GefaBe) und dem AusmaB der
geschadigten GefaBareale, wobei die kardiovaskulare Beteiligung als Todesursache mit 53%
Uberwiegt (Mehnert et al. 1998).

Diese besondere Anfalligkeit wurde in zahlreichen klinischen und epidemiologischen
Untersuchungen (Stamler et al. 1993), Todesursachenstatistiken (Mehnert et al. 1998) und
Autobiopsiestudien (BELL 1952) in allen Populationen nachgewiesen.

Ursachen und Pathogenese der Angiopathie sind nicht eindeutig geklart, als gemeinsamer
Faktor neben vielen diskutierten Faktoren wird die Glukose angesehen.

Praktisch alle bisher untersuchten Proteine werden von Glukose ohne enzymatische
Vermittlung schon bei relativ kurzen Phasen von Hyperglykdmie durch Bindung an die
e—Aminogruppe von Lysin glykosyliert (Baumgartl & Standl 1996; Mehnert et al. 1998; Vogt
et al. 1982). Das bekannteste Beispiel dafur ist die vermehrte Bildung von HbA1c bei
erhdhter Blutglukosekonzentration.

Aus diesen noch abbaubaren friihen Gykosylierungsprodukten (Amadori-Produkte) kénnen
durch weitere Umlagerung, wie durch Anlagerung eines weiteren Glukosemolekils an die
NH, —Gruppe, oder durch Oxidation und Dehydratation (Brownlee et al. 1988; Miyata et al.
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1997) die nicht mehr reversiblen ,advanced glykosylation end products® (AGE) entstehen
(Brownlee et al. 1988).

Diese kénnen mit weiteren NH, —Gruppen Querverbindungen zwischen extrazellularen
Matrixproteinen eingehen, aber auch zwischen diesen und glykosyliertem Albumin oder
Lipoproteinen. Solche Quervernetzungen fiihren z.B. zu einer Versteifung der
Basalmembranproteine bzw. des Kollagens oder auch zu einer vermehrten Ansammlung und
Fixierung von Lipoproteinen in den subendethelialen GefaBwandabschnitten.

Eine Interaktion mit Makrophagen durch spezifische AGE-Rezeptoren fihrt dabei zu einer
Lymphokinfreisetzung an der GeféaBintima mit endothelialer Schadigung. Daraufhin wird die
Proteinkinase C aktiviert, was sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene zum einen
Veranderungen der Synthese der extrazellularen Matrix als auch Veranderung in der
Freisetzung von endothelialen Faktoren, wie dem Willebrand-Faktor induziert (Aiello et al.
1997; Williams et al. 1997).

Kommt es zu diesen Veranderungen an WiderstandsgefaBen oder Kapillaren, so wird dies
klinisch besonders an Nieren oder Augen aufféllig. Die diabetische Retinopathie ist heute mit
4-8/100000 der funft haufigste Grund einer Erblindung (Klein & Klein 1997). Nach drei bis
vier Jahren entwickeln 19% der Typ 1 Diabetiker eine Retinopathie, nach 20 Jahren
Erkrankung haben die Hélfte aller Patienten eine proliferative Retinopathie (Klein et al.
1984b; Klein et al. 1984a). Frihe Veranderungen der Durchmesser der retinalen GeféBe
sind mit Makrohamaturie und renaler Insuffizienz (Wong et al. 2004) assoziiert. Unbehandelt
kommt es zum Endstadium mit nachfolgender Dialyse oder Nierentransplantation. Die
Therapie muss auch hier intensiv antihyperglykdmisch sein (Feldt-Rasmussen et al. 1991;
The Diabetes Control and Complications (DCCT) Research Group 1995). Zuséatzlich hat sich
eine Proteindiat (Pedrini et al. 1996) sowie eine antihypertensive Therapie (Mogensen 1976)
mit ACE-Hemmern oder Angiotensin II- Blockern (Lewis et al. 1993) als nitzlich erwiesen.
Obwohl heutzutage eine Stoffwechseloptimierung mit Insulin méglich ist, treten trotzdem bei
einem groBen Teil der Patienten Folgeerkrankungen auf, die wahrscheinlich nur mit einer
Pravention des Diabetes mellitus Typ 1 verhindert werden kdnnen.
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1.3.9 Praventionsstudien bei Diabetes mellitus Typ 1

Die Pravention des Diabetes mellitus Typ 1 ist das Ziel zahlreicher, zum Teil groB angelegter
Studien.

Man teilt jene in Primér-, Sekundar- und Tertiatpravention ein.

Die primare Prévention ist zurzeit noch nicht méglich, da die Atiologie noch nicht bis ins
Detail geklart ist und Umweltfaktoren, Viren oder genetische Dispositionen ausgeschaltet
werden mussten.

Die Sekundérpravention beschaftigt sich mit der Identifikation von Hochrisikopatienten und
dem Verzdégern oder Verhindern der Krankheitsmanifestation. Solche Studien sind das
~-American Diabetes Prevention Trial® (DPT-1) (DPT-1 Study Group 2002) oder das
~European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial“ (ENDIT) (Gale 2003), die Insulin bzw.
Nikotinamid einsetzten (Schatz & Bingley 2001). Beiden gingen mehrere viel versprechende
Pilotstudien (Pozzilli et al. 1996; Elliott et al. 1996) bzw. Tierversuche voraus. Der positive
klinische Effekt der jeweiligen Medikamentation konnte sich in den groBen Studien am
Menschen aber leider nicht bestatigen (DPT-1 Study Group 2002; Gale et al. 2004).

Die negativen Ergebnisse dieser Studien haben neben dem Lerneffekt (Philips & Scheen
2002) dazu gefihrt, dass derzeit die Frage im Raum steht, warum der Typ 1 Diabetes nicht
zu verhindern ist, und ob andere Ansatzpunkte und Modelle bendtigt werden (Schatz et al.
20083).

Die Tertiarpravention sucht nach effektiven Behandlungsmethoden einer frisch
manifestierten Erkrankung und Verhinderung einer Progression.

Studien mit Cyclosporin A bei frisch manifestierten Typ 1 Diabetikern zeigten zwar eine
prinzipielle Wirksamkeit des Immunsuppressivums (Canadian-Europian Randomized Control
Trial Group 1988; Feutren et al. 1986), was die Beteiligung des Immunsystems an der
Atiologie des Diabetes mellitus Typ 1 erneut untermauert, die starken unerwiinschten
Wirkungen wie vor allem die Nephrotoxizitdt schrédnken jedoch die therapeutische
Verwendbarkeit stark ein (Parving et al. 1999).

Weitere vielversprechende Ansatzpunkte werden derzeit geprift, wie eine Therapie mit
GADG65 (Agardh et al. 2005) und DiaPep277-hsp60 (Raz et al. 2001), deren Ergebnisse wir
noch erwarten. 2005 wurde beschrieben, dass eine Kurzzeittherapie mit anti-CD3
(ChAglyCDQ) die B-Zellfunktion der behandelten frischen Diabetiker, mit einer Reduktion des
Insulinbedarf gegenlber der Plazebogruppe, fir mindestens 18 Monate schitzt (Keymeulen
et al. 2005).
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1.4 Nikotinamid

Nikotinamid (Niactinamid) (Abb.4) ist ein wasserlésliches Amid der Nikotinsdure, eine
Komponente des Vitamin Bg, und wird gut Uber die Schleimhaute des Magen-Darmtraktes
resorbiert. Nikotinamid wird zu N-methyl-2-pyridon-5-carboxamid abgebaut und Uber Leber
und Niere ausgeschieden (Knip et al. 2000). AuBerdem kann Nikotinamid zum Oxid oxidiert
werden, aber auBer einem vernachlassigbaren Teil durch Bakterien z.B. in der Mundhéhle
(Stratford et al. 1996), nicht weiter zur Nikotinsédure (Gillmor et al. 1999).

@)
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Abb. 4: Strukturformel von Nikotinamid
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Ende der Vierziger Jahre wurde Nikotinamid erstmals erfolgreich genutzt, um die
diabetogene Wirkung von Alloxan bzw. Streptozotoxin (STZ), beide sind B-zelltoxisch,
abzuschwachen bzw. zu verhindern (Lazarow 1947; Lazarow et al. 1950).

1982 verhinderten Yamada und andere bei Mausen die Entstehung des Streptozotoxin-
induzierten Diabetes und reduzierten die Insulitisrate mit einer prophylaktischen Behandlung
einer hohen Dosis von Nikotinamid (Yamada et al. 1982). Diese Beobachtungen wurden von
anderen Gruppen bestatigt (Elliott et al. 1993; Yamamoto et al. 1997).

Weitere Gruppen unternahmen die gleichen Versuche mit BB-Ratten (Hermitte et al. 1989;
Pan et al. 1995; Sarri et al. 1989). Obwohl hier viele Studien keinen signifikanten Effekt von
Nikotinamid im Bezug auf die Verhinderung der Krankheit im Vergleich zu mit Plazebo
behandelten Ratten zeigten, waren doch Trends erkennbar und wurden als 35-45%
Suppression der Diabetesinzidenz gedeutet (Kolb & Burkart 1999).

Auch die Pilotstudien am Menschen waren viel versprechend (Elliott & Chase 1991;
Herskowitz et al. 1989; Manna et al. 1992), so dass das gro3 angelegte ENDIT durchgefihrt
wurde. Bei Patienten mit subklinischer autoimmuner Insulitis hatten andere Studien gezeigt,
dass Nikotinamid die Antwort auf Insulin nach Glucosereiz senkt (Greenbaum et al. 1996;
Lampeter et al. 1998), es bei Normalpersonen jedoch keinen derartigen Einfluss hat (Bingley
et al. 1993; Paul et al. 1993).

Viele Arbeitsgruppen haben den Wirkmechanismus von Nikotinamid untersucht. Es wurde
gezeigt, dass Nikotinamid durch Verbesserung der Mikrozirkulation positiven Einfluss auf die
Tumorbekampfung hat (Hirst et al. 1995; Horsman 1995; Peters et al. 1997; Price et al.
1995; Thomas et al. 1995) und durch neutrophile Chemotaxis anti-inflammatorische Wirkung
(Berk & Lorincz 1986; Miesel et al. 1995) aufweist.
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Es kann vor Sauerstoffradikalen schiitzen, ist aber im Gegensatz zu dem lipophilen

Vitamin E kein potentes Antioxidantium und kann NO nicht abbauen (Andersen et al. 1994;
Burkart et al. 1995).

In niedrigen Dosen wird Nikotinamid als Vitaminpraperat genutzt und aufgrund der
protektiven Wirkung vor Radikalen sogar als lebensverlangernd dargestellt (Guarente 1999).
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Abb. 5: Postulierter Wirkmechanismus von Nikotinamid

Die Beeinflussung der Krankheitsentstehung des Diabetes mellitus Typ 1 durch Nikotinamid
wird dadurch erklart, dass es in der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 zur
autoimmunen Zerstérung der insulinproduzierenden B-Zellen im Pankreas durch
zytotoxische T-Zellen und Makrophagen, unterstiitzt von proinflammatorischen Zytokinen,
kommt. Es entstehen freie Radikale und Stickstoffmonoxid (NO), die die DNS der Zellen
beschadigen. Dies ist ein Signal fur das DNS-Reparatur-Enzym poly(ADP-Ribose)-
Polymerase (PARP), die nukledr in den Zellen verflgbar ist und nach chemischen,
physikalischen oder entziindlichen Reizen vermehrt exprimiert wird (de Murcia et al. 1994;
Gillmor et al. 1999; Satoh & Lindahl 1992). Zur Reparatur benétigt das Enzym Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid (NAD) um ADP-Ribose herzustellen, die ein Baustein der RNS ist. Dies
hat allerdings zur Folge, dass die Konzentration von NAD intrazellular stark abnimmt und
damit eine verfligbare Energiequelle ausfallt, was zum Zelltod fihren kann. Aufgrund der
Carbamoylgruppe am aromatischen Ring ist Nikotinamid ein spezifischer Inhibitor der
poly(ADP-Ribose)-Polymerase.

PARP wiederum spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Diabetes mellitus Typ 1,
wie durch Arbeiten an Wild- und PARP-knockout-Mausen gezeigt wurde. Diese wurden mit
STZ behandelt (Kolb & Burkart 1999), das NO und andere Radikale freisetzt (Kolb & Kréncke
1993; Kroncke et al. 1995; Turk et al. 1993) und zum B-Zelltod und Diabetes fihrt (Like &
Rossini 1976; RAKIETEN et al. 1963; Turk et al. 1993). Der Tod der Zellen wurde sowohl
durch Nekrose als auch durch Apoptose verursacht.
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Die Wildmause entwickelten nach einer hohen Dosis STZ (160mg/kg Koérpergewicht)
innerhalb von 3 Tagen eine akute Hyperglykédmie. Verhindert werden konnte der Diabetes
mit einer hohen Dosis Nikotinamid (500mg/kg Kérpergewicht) 6 Stunden vor STZ-Injektion.
Bei den PARP-knockout-Mausen hatte das STZ, sogar in doppelter Dosis gegeben, keinen
Einfluss auf die Blutzuckerkonzentration. Auch histologisch konnte bei diesen Tieren ein
signifikant héherer Anteil an insulinpositiven Arealen in den Langerhans’schen Inseln gezeigt
werden.

Die Konzentration, um 50% der poly(ADP-Ribose)-Polymerase  mit Nikotinamid zu
inhibieren, betragt beim Menschen 0,1 mmol/l (Banasik et al. 1992; Pociot et al. 1993;
Rankin et al. 1989). Um die (mono)ADP-ribosyl-Transferase (ADPRT) zu hemmen, ist eine
110-fach héhere Konzentration notwenig (Rankin et al. 1989). Konzentrationen von tber 10
mmol/l waren nétig, um mit Nikotinamid die Transkription einiger Gene, die auch fir die NO-
Synthase kodieren, zu beeinflussen (Pellat-Deceunynck et al. 1994). Ab einer Konzentration
von 25 mmol/l wurde eine breitere Hemmung der Genexpression und Proteinsynthese
beobachtet (Hauschildt et al. 1991).

Die im menschlichen Plasma maximal gemessenen Nikotinamid-Konzentrationen liegen nur
bei 0,3-1,1 mmol/l (Petley et al. 1995; Pociot et al. 1993; Stratford et al. 1992).

1.5 Ziele der vorgelegten Arbeit

Die vorliegende Arbeit hatte drei primare Ziele. Im ersten geht es um das eben beschriebene
in dem ENDIT eingesetzte Medikament Nikotinamid. Obwohl es Kklinisch zu keiner
Verzdégerung oder gar Verhinderung der Diabetes-Manifestation gekommen ist, bleibt die
Frage, ob nicht trotzdem das Immunsystem, das hier durch unsere gemessenen Chemo-,
Zyto- und Monokine reprasentiert wird, durch Nikotinamid verandert wird, sich in einer
charakteristischen Art und Weise verschiebt.

Die zweite ist eine wichtige und schon langer beobachtete Frage: Kann man andere
Parameter als die bisher bekannten, wie z.B. Antikérper (wie ICA), bessere Marker, nutzen,
um eine Erhéhung des Manifestationsrisikos zu beschreiben, ja, sogar das Stadium des
Prédiabetes an diesen erkennen?

Der dritte Punkt beschéftigt sich mit dem pradiabetischen Verlauf der Immunparameter. Da
der Diabetes mellitus Typ 1 eine immunmediierte Erkrankung ist, liegt die Vermutung nahe,
dass sich das Immunsystem des Pradiabetiker oder Diabetiker, mit dem Gesunden
verglichen, veréandert, anders verhalt und messbar gemacht werden kann durch unsere

Immmunparameter.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Pipetten

1-Kanal-Pipetten:

8-Kanal-Pipetten:

ELISA reader:

Gefrierschranke:

Kihlschréanke:
Manuelle Plattenwéasche:
PH-Meter:

Ruhrer:

Schittler:
Sterile Arbeitsbank:

Vakuumpumpe:

Vortex-Geréat:

Waagen:
Wasseraufbereitung:

Zeitnehmer:
Zentrifugen:

eppendorf research 1000, 100, 10 ul, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

pipetus-akku, Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt, Deutschland
eppendorf research 300 pl, 100 pl, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Finnpipette 1500 pl, Labsystem, Los Angeles, USA

Titertek Multiskan MCC type 341, Titertek,

Huntsville, USA

Comfort —32°C, Liebherr, Biberach an der Riss, Deutschland
Forma Scientific -86°C Freezer, Marietta, USA

Bosch, Stuttgart, Deutschland

Wash 12, Dunn

pH-Meter 761 Calimatic, Knick, Berlin, Deutschland

RS-9, Klein Feld Labortechnik, Gehrden, Deutschland
IKAMAG RCT, Janke und Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Titramax 100, Heidolph, Chemnitz, Deutschland
HB2572 Lamin Air, Heraeus Instrument, Osterode,
Deutschland

Laboport, KNF, Freiburg, Deutschland

VF2, Janke und Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Sartorius analytic, Sartorius, Géttingen, Deutschland
Milli-Q, Milipore, Molsheim, Frankreich

3-zeilig, Roth, Karlsruhe, Deutschland
Centrifuge 5810, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Centrifuge 5415, Eppendorf, Hamburg, Deutschland



2.1.2 GefaBe

Erlenmeyer Kolben:
Flaschen:

Kanister fir Aqua destillata:

Messbecher:
Messzylinder:

Reservoire:
2.1.3 Einmalmaterialien

Abdeckfolien:

Einmalpipetten:

Eppendorf tubes:
Matrix Réhrchen:
Mikrotiter-Platten:

Roéhrchen:

PCR-Réhrchen:
Pipettenspitzen:

2.1.4 Chemikalien

Dinatriumhydrogenphosphat:
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat:

FCS:

HRP-Konjugat:
Milchpulver:
Natriumcarbonat:

Natriumchlorid:
Natriumbikarbonat:
Natriumbikarbonathydrat:

2000 ml, 1000 ml

1000 ml, 500 ml, 250 mi

10000 ml, Kautex, Bonn, Deutschland

500 ml, 200 ml, 100 ml, 50 mi

2000 ml, 1000 ml, 500ml, 250 ml, 100 ml, 50 ml, 20ml
alle von Schott, Mainz, Deutschland

V-Form, 60 ml, Labsystem, Los Angeles, USA

Sealing tape

Parafilm M, American National Can, Greenwich

25 ml, 10 ml, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

1,5 ml, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

1,4 ml, Matrix, Hudson, USA

F96-Maxisorp Nunc-Imunoplates, Nunc, Wiesbaden,
Deutschland

50 ml, 15 ml, Greiner Bio-one, Solingen, Deutschland
200 pl, Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
1500 pl, Labsystem, Los Angeles, USA

1000 pl, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

300 pl, 100 pl, 20 ul, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Na,HPO,, Merck, Deisenhofen, Deutschland

Na,HPO,*2H,0, Merck, Deisenhofen, Deutschland
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fotales Kélberserum, getestet auf Viren, Mykoplasmen

und Endotoxine, steril gefiltert,
PAA Linz, Osterreich,

ELISA Grade Streptavidin, Biosource, Camarillo, USA

Glucksklee, Nestle, Munchen, Deutschland
NaHCO;, Serva Feinbiochemica, Heidelberg,
Deutschland

NaCl, Merck, Deisenhofen, Deutschland
Na,COs, Merck, Deisenhofen, Deutschland
Na,CO3*H,0, Fluka Chemie, Buchs, Schweiz



Natriumdihydrogenphosphat:
Natriumdihydrogenphosphatdihydrat:
Natronlauge:

Salzsaure:

Schwefelsaure:

Thiomersal:

TMB:

Tween 20:

2.1.5 Lésungen

2.1.5.1 Waschpuffer
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NaH.PO,, Merck, Deisenhofen, Deutschland

NaH,PO,*2H,0, Sigma Aldrich, Laborchemikalien,
Seelze, Deutschland

NaOH, Merck, Deisenhofen, Deutschland

HCI, Merck, Deisenhofen, Deutschland

H.SO4 95% - 97%, Merck, Deisenhofen, Deutschland
CoHgHgO,SNa, Sigma Aldrich Laborchemikalien,
Seelze, Deutschland

TMB Plus gebrauchsfertig, KEM/EN/TEC NS,
Kopenhagen, Danemark

CsgH114026, Merck, Deisenhofen, Deutschland

2.1.5.1.1 0,2 M Phosphate Buffered Saline (PBS)

als Grundlésung (20-fache Konzentration)

32 g Na,HPO,*2H,O

6 g NaH,PO,*2H,O

164 g NaCl

900 ml Aqua destillata

20 Vo] Thiomersal - als Konservierungsmittel hinzu

titrieren auf pH 6,8-6,9

Die Lésung kann bei +4°C bis zu 3 Monate aufbewahrt werden.

Vor Gebrauch missen die nach 12 Stunden entstandenen Kristalle durch ein

Warmebad auf dem Rahrer in Lé6sung gebracht werden.



2.1.5.1.2 0,2 M Phosphate Buffered Saline (PBS)

als Gebrauchslésung (einfache Konzentration)
100 ml PBS (20-fach )
1900 mli Aqua destillata

2.1.5.1.3 0,2 M Phosphate Buffered Saline 0.005%Tween 20 (PBS-Tween)

als Gebrauchslésung (einfache Konzentration)

100 ml PBS (20-fach )
1900 mi Aqua destillata
50 pl Tween 20

Beide Ldsungen kdnnen bei +4°C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.
2.1.5.2 Coating Puffer

2.1.5.2.1 0,1 M Natriumcarbonat pH 9,6 (Coating Puffer 1)

Lésung A

1,24 g Na,CO3;H,O
100 ml Aqua destillata
Lésung B

1,68 g NaHCO;

200 ml Aqua destillata

70 ml von Lésung A mit Lésung B auf pH 9,6 titrieren
Die Lésung kann bei +4°C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.

2.1.5.2.2 0,2 M Natriumphosphat pH 6,5 (Coating Puffer 2)

2,96 g Na,HPO,*2H,O
4,18 g NaH,PO,*2H,0
200 mi Aqua destillata

auf pH 6,5 titrieren
Die Lésung kann bei +4°C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.
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2.1.5.3 Blocker-Lésung
2.1.5.3.1 Blocker-Puffer (CLB)

500 ul Blocker-Reagenz (CLB PeliKine Compact kit)
25 ml Phosphate buffered saline
(1 fache Konzentration)

2.1.5.4 Verdinnungslésungen
2.1.5.4.1 Fotales Kélberserum-10% -PBS (FCS-PBS 10%)

10 mi fétales Kélberserum (FCS)
90 mli Phosphate buffered saline
(1 fache Konzentration)

Diese L6sung wurde auch zum Blocken benutzt.
2.1.5.4.2 Milchpulver-PBS (0,5%)

0,5 g Milchpulver
100 ml Phosphate buffered saline
(1 fache Konzentration)

Die Lésung kann bei -20°C eingefroren und vor Gebrauch wieder aufgetaut

werden.
2.1.5.4.3 Verdinnungslésung von CLB (20%)

60 ml Verdinnungslésung (CLB PeliKine Compact kit)
240 mli Aqua destillata

Die Lésung kann bei +4°C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.

2.1.5.4.4 Stopp-Loésung 1,8 N Schwefelsaure

37 ml HQSO4
363 ml Aqua destillata



32
2.1.6 Antikorper

Macrophage inflammatory protein-1a: Monoklonaler anti-human MIP-1a /CXCL3 Antikérper,
Maus IgGs,, Klon 14215,
0.5 mg/ml, R&D Systems, Minneapolis, USA
Biotinylierter anti-human MIP-1a Antikérper, Ziegen-
IlgG, 0.05 mg/ml, R&D Systems, Minneapolis, USA

Macrophage migration inhibitory factor: Monoklonaler anti-human MIF Antikérper,
Maus IgG;, Clone 12302.2, 0.5 mg/ml,
R&D Systems, Minneapolis, USA
Biotinylierter anti-human MIF Antikérper,
Ziegen-lgG, 0.05 mg/ml, R&D Systems, Minneapolis,
USA

2.1.7 Standards

Macrophage inflammatory protein-1a: R&D Systems, Minneapolis, USA
Macrophage migration inhibitory factor: R&D Systems, Minneapolis, USA

2.1.8 ELISA kits

Interleukin 8: PeliKine Compact human IL-8 ELISA kit, CLB, Amsterdam,
Niederlande

Interleukin 13: PeliKine Compact human IL-13 ELISA kit, CLB, Amsterdam,
Niederlande
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign des European nicotinamide diabetes intervention trial

Das ENDIT (European nicotinamide diabetes intervention trial) [1994-2002] ist eine doppel-
blinde, multizentrische, randomisierte, Plazebo-kontrollierte Studie, die durchgefiihrt wurde
um zu testen, ob eine tagliche orale Gabe von Nikotinamid die Rate des Fortschreitens und
der Entwicklung des Diabetes mellitus Typ 1 bei Verwandten mit erh6htem Risiko senken
kann. Seren von diesen Probanden wurden in der hier vorgelegten Arbeit analysiert.

Beim ENDIT wurde die Annahme zugrunde gelegt, dass Nikotinamid in einer Dosis von
1,29/m? eine Reduktion von 35-40% in der Diabetesprogression innerhalb von 5 Jahren
bewirkt (Nullhypothese), so dass gepruft werden konnte, ob unter Nikotinamideinnahme
weniger Diabetesfélle auftreten als mit einer Plazebobehandlung (Gale 2003).

2.2.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien der Studienteilnehmer fiir ENDIT

Die Einschlusskriterien der Studie beinhalten:

e Verwandtschaft ersten Grades zu einem Typ 1 Diabetiker, dessen Krankheit sich vor
dem 20. Lebensjahr manifestiert hatte.

e Alter zwischen 3 und 60 Jahren (ab 1995 nur noch bis 40 Jahre, weil es sich gezeigt
hat, dass das Inselzellantikdrper (ICA) gekoppelte Risiko bei Verwandten tber 40
Jahre gering ist (Bingley 1996))

e Inselzellantikérper (ICA) von mindestens 5 JDF Einheiten in zwei unabhéngig
durchgefiihrten Tests

¢ Inselzellantikérper (ICA) von mindestens 20 JDF Einheiten in einer Messung

Ausgeschlossen wurden:
e Personen, die mit einem oralen Glucosetoleranztest als Diabetiker diagnostiziert
wurden
e Schwangere Frauen
e Patienten mit chronischen Erkrankungen

e Patienten, die Vitaminpraperate einnahmen, die Nikotinamid enthielten
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2.2.1.2 Durchgefihrte Tests an ENDIT-Teilnehmern

Um auszuschlieBen, dass bei den Studienteilnehmern schon ein Diabetes bestand, bzw. um
eine mogliche Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 1 wahrend der Studie zu
diagnostizieren, wurden ein oraler Glucose Toleranztest (0GTT) und intravendser Glucose
Toleranztest (ivGTT) durchgefihrt (Gale 2003).

1. Oraler Glucose Toleranztest (oGTT):

Es wurden 1,75 g/kg Kérpergewicht bis maximal 75 g Glukose nach mindestens 6 Stunden
Fasten gegeben. Das vendse Blut wurde nach 0 und 120 Minuten entnommen, die
Beurteilung erfolgte nach WHO-Kriterien, das heiBt, dass Teilnehmer, die eine
Glukoseplasmakonzentration nlichtern von Uber 126 mg/dl oder nach 120 Minuten von Uber
200 mg/dl hatten, ausgeschlossen wurden.

2. Intravendser Glucose Toleranztest (ivGTT) und Insulinantwort:

Dieser Test wurde dem ICARUS Protokoll (Bingley et al. 1992) entsprechend durchgefihrt.
Es wurden 0,5 g/kg Kérpergewicht bis maximal 35 g Glukose Uber 3 Minuten infundiert und
Blutproben von -5, 0, 1, 3, 5 und 10 Minuten gewonnen.

Fir die Messung der frihen Insulinantwort (First Phase Insulin Response (FPIR)), also die
Konzentration des C-Peptid im Serum nach Glukosebelastung, wurden die Proben nach 1
und 3 Minuten verwendet. Das C-Peptid ist die Vorstufe des Insulin, wird nach Erhéhung der
Glukosekonzentration im Blut innerhalb einiger Sekunden vom Pankreas sezerniert und stellt
einen aussagekraftigen Parameter dar, mit dem die endogene Insulinsekretion beurteilt
werden kann (Schatz et al. 2004). Eine FPIR unter 10 % der Norm wird als unzureichend

eingestuft.

Ein Teil der Einschlusskriterien bezog sich auf Antikérper im Blut der Probenden:

3. Inselzellantikérper:

Der initiale ICA-Test wurde in lokalen Labors in 10 Landern durchgeflhrt, die anderen und
die Proben, deren Konzentration gleich oder tber 5 JDF Einheiten betrugen, wurden im
zentralen Labor mit einem indirekten Immunofluoreszenztest (Wiliams et al. 2002)
ausgewertet.

4. Glutamatdecarboxylase (GAD), IA-2 Autoantikérper und Insulinautoantikérper (1AA):
Diese Antikérper wurden mit radiobindenden Tests nachgewiesen (Bingley et al. 1997)
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2.2.1.3 Probanden der ENDIT-Studie

Das ICA-Screening wurde bei ungeféhr 30000 erstgradig Verwandten von Typ 1 Diabetikern
durchgefiihrt, von denen 549 als Probanden eingeschlossen wurden (Gale 2003) (Tab. 2),
von denen wiederum 87% 5 Jahre lang beobachtet werden konnten (Bingley & Gale 2006).

Tab. 2: Probanden der ENDIT-Studie

Behandlung Plazebo Nikotinamid
Anzahl 275 274
Entwicklung von Diabetes im Studienverlauf | 77 (=28%) 82 (=30%)
Mannlich: 143 Mannlich: 144
Geschlecht o .
Weiblich: 132 Weiblich: 130
Mutter: 57 Mutter: 47
_ _ Vater: 29 Vater: 34
Verwandtschaft zur diabetischen Person _ _
Kind: 163 Kind: 171

Geschwister: 26 | Geschwister: 22

2.2.1.4 Probandenkollektiv dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit stand uns das Blut von 329 Probanden, die zuféllig von der
Studienleitung in Kopenhagen aus den insgesamt 549 Probanden des ENDIT ausgewahit
wurden, zur Verfigung. Von jedem Probanden besaBen wir bis zu 5 Serumproben, die
innerhalb von 5 Jahren Betreuung wahrend der Studie abgenommen und der Einteilung

t1 - t5 (Tab. 3) zugeordnet wurden.

Tab. 3: Einteilung der Serumproben

t1 | Vor Einnahme der Medikation (Nikotinamid oder Plazebo)

t2 | Ein Jahr nach erster Einnahme

t3 | Zwei Jahre nach erster Einnahme

t4 | Drei bzw. vier Jahre nach erster Einnahme

t5 | Vier bzw. funf Jahre nach erster Einnahme




36

Von 291 Probanden stand uns eine Serumprobe von dem Zeitpunkt des Erstkontaktes, also
von t1, zur Verfligung. Da diese fur die Mehrzahl unserer Analysen notwendig ist, beschreibt
die folgende Tabelle (Tab. 4) nur diese Probanden:

Tab. 4: Probanden dieser Arbeit

Behandlung Plazebo Nikotinamid
Anzahl 143 148
Entwicklung von Diabetes im Studienverlauf | 33 (=23%) | 40 (=27%)
Geschlecht Weiblich | Mannlich
Anzahl 131 160
Entwicklung von Diabetes im Studienverlauf | 25 (=19%) | 48 (=30%)
Alter [Jahre] 3-50 3-50

2.2.2 Aliquotierung und Lagerung der Serumproben

Die Seren wurden wahrend des ENDIT abgenommen und in Kopenhagen (Danemark)
gelagert. Die von dort gelieferten tiefgefrorenen Serumproben wurden in PCR-R&hrchen in
kleine Serummengen aliquotiert und bei -20°C gelagert. Die jeweiligen Serumvolumina fur
die durchzufiihrenden Tests berechneten sich aus den ermittelten optimalen
Verdinnungsfaktoren fir die Messungen der einzelnen Zytokine und Chemokine. Dieser
Arbeitsschritt wurde nach dem Auftauen durchgéngig unter Kuhlung mit Trockeneis
durchgefiihrt, um einen mdéglichen Einfluss von UbermaBiger Erwarmung auf die Stabilitat
der zu messenden Substanzen zu vermeiden.

50-100 pl pro Patient wurden als Reserve in einem getrennten Eppendorf-Réhrchen

aufbewabhrt.
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2.2.3 ELISA-Verfahren
2.2.3.1 Allgemeine Grundlagen

Samtliche Untersuchungen wurden mit dem ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
gemessen, der zu den immunologischen Sandwich-Verfahren gehért. Folgende
Bindungsschritte und Reaktionen laufen dabei ab:

Zuerst wird der erste spezifische Antikérper (capture antibody) auf die Messplatte
aufgetragen und bindet innerhalb der Inkubationszeit fest am Plastik (coating). Nicht
gebundene Antikdrpermolekiile werden anschlieBend ausgewaschen.

Nach der Inkubationszeit werden die Messvertiefungen mit einer proteinreichen
Blockierlésung geflllt, um freie Bindungsstellen am Plattenmaterial mit unspezifischen
EiweiBbindungen zu besetzen (blocking). Wiederum erfolgt nach der Inkubation das
Auswaschen der nicht gebundenen Substanzen.

Die zu untersuchende Substanz wird danach ebenso wie die Standardlésungen mit
definierter Konzentration der jeweils zu messenden Substanz - des Antigens - hinzugefiigt
und Uber eine bestimmte Zeit inkubiert. Dabei binden die Molekulle des Antigens (hier: native
wie rekombinante Zytokine und Chemokine) an die im Uberschuss vorhandenen, auf der
Platte fest verankerten spezifischen Antikérpern. Es schlieBt sich abermals ein
Waschvorgang an.

Der zweite spezifische Antikdrper (detection antibody) wird nun inkubiert und besetzt
nunmehr freie Bindungstellen an den verankerten Molekulen der zu messenden Substanz.
Dieser zweite Antikérper besitzt an seinem freien Ende eine Biotin-gruppe.

Es erfolgt wiederum das Auswaschen nicht gebundener Antikérpermolekdle.

Danach wird Streptavidin-HRP (polyhorse-radish-peroxidase, Meerrettich-Peroxidase)
aufgetragen und es bildet sich eine stabile kovalente Bindung ihres Avidin-Restes mit der
Biotingruppe des gebundenen zweiten Antikdrpers aus.

Freie Peroxidase wird im Anschluss ausgewaschen.

TMB (Tetramethylbenzidin) wird jetzt hinzugefligt und durch die Peroxidase enzymatisch
umgesetzt.

Nach einer vorbestimmten Dauer oder bei Erreichen der gewlnschten Farbintensitat im
Hinblick auf die Standardmessung wird die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 1,8
normaler Schwefelsaure beendet (stoppen).
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2.2.3.2 Arbeitsprotokoll zur Messung von IL- 8, IL- 13, MIP-1a und MIF

Alle gefrorenen Reagenzien werden vor Gebrauch langsam auf Raumtemperatur gebracht.
Vorab werden folgende Lésungen hergestellt:

Waschlésungen:

0,2 M PBS als Grundlésung (20 fache Konzentration)

0,2 M PBS als Gebrauchslésung (einfache Konzentration)

0,2 M PBS-Tween 0,005% als Gebrauchslésung (einfache Konzentration)

Coating Puffer 1 far IL-8, IL-13 und MIP-1a
0,1 M Natriumcarbonat, pH 9,6

Coating Puffer 2 fir MIF:

0,2 M Natriumphosphat, pH 6,5

Blocking Puffer:
Blocking Puffer CLB (2%) fr IL-8 und IL-13
FCS-PBS (10%,) fur MIP-1a und MIF

Verdinnungslésungen:

Assay diluent CLB (20%) fur IL-8 und IL-13
FCS-PBS (10%,) fur MIP-1a und MIF
Milchpulver-PBS (0,5%) fur MIP-1a und MIF

Substratlésung:
TMB-Fertiglésung

Stopplésung:
1,8 N H,SO,

1. Bindung des priméaren Antikorpers:

Im ersten Schritt wird der erste Antikdrper fir eine 96-Loch-Platte hergestellt, indem x pl des
Antikdrpers (stock capture antibody) und y ml des Puffers 1 oder 2 durch vorsichtiges
Schwenken gemischt werden.

100 pl des verdinnten Antikérpers werden dann pro Vertiefung mit einer Multipipette
aufgetragen.
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Die Platte wird mit einer Folie abgedeckt und tber Nacht (ON) bei 4°C, alternativ eine
Stunde bei Raumtemperatur (RT), auf einem Schuttler bei 4000 Umdrehungen pro Minute
inkubiert.

IL-8: x=120, y=12

IL-13: x=120, y=12

MIP-1a: x=48, y=12

MIF: x=24, y=12

2. Waschen:

Im Anschluss an die Inkubation wird die Flissigkeit aus den Vertiefungen aspiriert und mit
mindestens 350 ul PBS (einfache Konzentration, ohne Tween) pro Vertiefung
ausgewaschen. Dieser Vorgang wiederholt sich vier Mal. Danach wird die Messplatte
sorgféltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft, da die Vertiefungen vor jedem
Arbeitsschritt trocken sein missen.

3. Blockierung:

Daraufhin werden 250 ul des Blocking-Puffers pro Vertiefung pipettiert, die Platte mit Folie
abgedeckt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wird die Flissigkeit wieder
jeweils vier Mal aspiriert und mit mindestens 350 pl PBS-Tween (einfache Konzentration) pro
Vertiefung ausgewaschen.

Nach diesem Arbeitsschritt kann die Platte zum spateren Weitergebrauch bei —20°C
eingefroren werden. Sie muss zuvor 15 Minuten trocknen, sehr sorgfaltig mit Folie abgedeckt

und vor dem weiteren Gebrauch langsam wieder aufgetaut werden.

4. Standards und Proben:

Die Erstellung der Standard-Reihen wird in separaten Matrix-Réhrchen vorgenommen.
Standard-Duplikate missen unabhéngig voneinander erstellt werden.

Zuerst werden die Top-Standards (IL-8: 240 pg/ml, IL-13: 125 pg/ml, MIP-1a: 1000pg/ml,
MIF: 5000 pg/ml) vorbereitet und in die jeweils obersten Rdhrchen, die geklhlt werden,
pipettiert. Dann werden diese 7-mal seriell mit der Verdinnungslésung und dem Faktor 1:f
verdunnt (f= IL-8: 2,5, IL-13: 2,5, MIP-1a: 2,5, MIF: 2).

Jede Verdinnungsstufe muss gut mit dem Vortex gemischt werden und flr jede wird eine
neue Pipettenspitze verwendt; die Pipette darf aber nicht gewechselt werden.

Die Serum-Proben werden mit der Multipipette in den oben besprochenen aliquotierten PCR-
Roéhrchen ebenfalls mit der Verdinnungslésung verdinnt (IL-8: 1:5, IL-13: 1:2,1818, MIP-1a:
1:3, MIF: 1:22). Die Positiven Kontrollen werden mdglichst genau wie die Serumproben mit
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der Verdinnungslésung verdinnt. Alle Lésungen sollten kurz auf dem Vortexer gemischt

werden.

Ist alles vorbereitet, werden jeweils 50 ul pro Vertiefung von Standardlésungen, Proben,

positiver Kontrolle, negativer Kontrolle und Blank-Kontrolle gemaB der Abbildung 6 auf die

Messplatte pipettiert. Dieser Arbeitsschritt sollte nicht mehr als 5 Minuten dauern, um

Unterschiede in der Inkubation durch den Faktor Zeit zu minimieren. Die Platte wird dann mit
Folie abgedeckt und Gber Nacht bei +4°C auf dem Schdittler inkubiert.

IL-8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 240.00 ]|240.00 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |leer leer

B 96.00 ]96.00 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
C 38.40 138.40 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
D 15.36 |15.36 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
E 6.14 6.14 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |+ve +ve

F 2.46 2.46 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |-ve -ve

G 0.98 0.98 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |[Probe |Probe |blank |blank
H 0.39 0.39 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |leer leer
IL-13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 125.00 |125.00 |Probe |Probe [Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |leer leer

B 50.00 ]50.00 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
C 20.00 ]20.00 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
D 8.00 8.00 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe [Probe |Probe
E 3.20 3.20 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe J+ve +ve

F 1.28 1.28 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |-ve -ve

G 0.51 0.51 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe [blank [blank
H 0.20 0.20 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |leer leer
MIP-1a |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1000.0 |1000.0 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |leer leer

B 400.00 ]400.00 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
C 160.00 |160.00 |Probe |Probe [|Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
D 64.00 |64.00 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
E 25.60 |]25.60 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |+ve +ve

F 10.24 ]10.24 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |-ve -ve

G 410 410 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe [blank [blank
H 1.64 1.64 Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe [|Probe |Probe |leer leer
MIF 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 5000.0 |5000.0 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |leer leer

B 2500.0 ]2500.0 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
C 1250.0 |1250.0 |Probe |Probe [|Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
D 625.00 |625.00 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe
E 312.50 |312.50 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |+ve +ve

F 156.25 |156.25 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |-ve -ve

G 78.13 |78.13 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |blank [blank
H 39.06 [39.06 |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |Probe |leer leer

Abb. 6: Beschichtung der ELISA-Platte fir IL-8, IL-13, MIP-1a und MIF

A1-H1 und A2-H2: Standard-Verdlnnungsreihen in pg/ml
E11 und E12: Positive Kontrolle (+ve)
F11 und F12: Negative Kontrolle (-ve) (erster Antikorper, geblockt, kein Standard/Serum, nur Verdiinnungslésung, zweiter
Antikdrper, Avidin-Peroxidase, TMB und Stoppldsung)
G11 und G12: Blank Kontrolle (erster Antikdrper, geblockt, kein Standard/Serum, nur Verdlnnungsldsung, kein zweiter
Antikdrper, keine Avidin-Peroxidase, aber TMB und Stoppl6sung)

A11, A12, H11 und H12 aufgrund von Unterschieden in der Bindungsféhigkeit durch die Herstellung der Platte leer lassen!
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5. Waschen:

Mit PBS-Tween (einfache Konzentration) wird in diesem Waschgang jede Vertiefung erst so
verdinnt, dass nichts tberlauft. Dann wird die Flissigkeit aspiriert und mit mindestens 350 pl
PBS-Tween pro Vertiefung auswaschen. Dieser Vorgang wird viermal wiederholt und die
Messplatte sorgféltig auf absorbierendem Papier ausgeklopft.

6. Sekundarer Antikérper:

Danach wird der zweite Antikdrper hergestellt, indem x pl des Antikérpers (detection
antibody) und y ml der Verdinnungslésung durch vorsichtiges Schwenken gemischt werden.
100 pl des verdinnten Antikérpers werden dann pro Vertiefung auBer der Blank-Kontrolle mit
einer Multipipette aufgetragen.

Die Platte wird mit einer Folie abgedeckt und eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) auf
einem Schittler bei 4000 Umdrehungen pro Minute inkubiert.

IL-8: x=120, y=12

IL-13: x=120, y=12

MIP-1a: x=24, y=12

MIF: x=24, y=12

7. Waschen:
Im Anschluss wird die Fllssigkeit aus den Vertiefungen aspiriert und mit mindestens 350 pl
PBS-Tween (einfache Konzentration) pro Vertiefung ausgewaschen. Dieser Vorgang
wiederholt sich vier Mal. Danach wird die Messplatte sorgfaltig auf absorbierendem Papier
ausgeklopft.

8. Enzym-Konjugat-Lésung:

Jetzt wird x pl Streptavidin-PolyHorseRadish-Peroxidase mit y ml der Verdinnungslésung
bzw. 0,5% Michpulver-PBS auf dem Vortex gemischt.

Dann werden 100 pl der Enzym-Konjugat-Lésung pro Vertiefung (auBer Blank-Kontrolle) mit
einer Multikanal-Pipette auftragen. Die Platte wird wiederum mit einer Folie abgedeckt und
30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schttler inkubiert.

IL-8: x=3, y=30

IL-13: x=3, y=30

MIP-1a: x=3, y=12

MIF: x=6, y=12
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9. Waschen:

Im Anschluss wird die Fllssigkeit aus den Vertiefungen aspiriert und mit mindestens 350 pl
PBS-Tween (einfache Konzentration) pro Vertiefung ausgewaschen. Dieser Vorgang muss
sich diesmal sieben Mal wiederholen. Danach wird die Messplatte sorgfaltig auf
absorbierendem Papier ausgeklopft.

10. Substrat-Losung:

Darauf werden 100 pl der kalten TMB-Lésung pro Vertiefung (inklusive Blank-Kontrolle)
pipettiert. Die Messplatte soll ohne Folie bei Raumtemperatur im Dunkeln (Schrank oder
Deckel) auf dem Schiittler inkubieren, wobei die Farbreaktion beobachtet werden muss. Die
Umsetzung kann bis zu 30 Minuten dauern.

11. Stopp-Losung:
Zuletzt werden 100 pl der Stopp-L&sung pro Vertiefung (inklusive Blank-Kontrolle) pipettiert.
Nach funf bis zehn Minuten kann die Platte gelesen werden.

12. Lesen der Platte:

Der ELISA-reader sollte einige Minuten vor Gebrauch eingeschaltet werden, damit dieser die
Betriebstemperatur erreichen und die Software vorbereitet werden kann.

Die Platte wird mit dem Filter von 450 nm (mit Referenz-Filter OD 540 nm) gelesen.

13. Kalkulation der Konzentrationen

Zuerst wird in der Software die Zuordnung auf der Platte festgelegt. Die negative Kontrolle
muss auf 0 pg/ml gesetzt und der Wert der Blank-Kontrolle von allen anderen Werten
subtrahiert werden. Die Standardkurve wird nach der Formel fir ,Vier Parameter” erstellt.

Es sollte immer geprift werden, wie nah die kalkulierten Werte den erwarteten, in den
Computer eingegebenen, kommen, um auf diese Weise die Qualitat der Standardkurve zu
sichern.

Einzelne Standard-Werte kénnen aus der Kalkulation entfernt werden, um diese exakter zu
gestalten, weil die beiden Standardreihen getrennt von einander pipettiert worden sind. Es
mussen jedoch mindestens vier Messpunkte vorhanden sein, um bei einer ,Vier Parameter-

Annadherung eine Standardkurve zu erstellen.

2.2.3.3 Arbeitsprotokoll zur Messung von TNF-a, TNF-R1, IL-1-RA, IL-1B8, IL-1-R1 und
1A2A

Die Analysen wurden freundlicherweise vom Steno Diabetes Center in 2820 Gentofte,
Danemark nach dem zitierten Protokoll durchgefihrt (Schloot et al. 2006).
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2.2.4 Qualitatssicherung
2.2.4.1 falsch positiv kalkulierte Werte

1. Wenn andere Strukturen als die zu messende Substanz, fir die die Antikdrper spezifisch
sind, ein Bindeglied zwischen dem auf der Platte fixierten und dem biotinverbundenen 2.
Antikérper herstellen, so wird das TMB auch an diesen Stellen in der enzymatischen
Farbreaktion umgesetzt und die OD (optische Dichte) erhéht sich.

Dieses Phanomen wird Kreuzreaktivitat genannt und durch sogenannte heterophile
Antikérper (Dietrich et al. 2001; Revelen et al. 2000) oder Rheumafaktoren

verursacht (Abb. 7). Urséachlich hierfiir ist die Tatsache, dass komplexe Proteinmolekile wie
Antikérper mehrere bindungsfahige Oberflacheneigenschaften besitzen.

Farbreaktion Farbreaktion

Fielprotein heterophiler Antikdrper Rheumafaktor

korrektes Signal falzch positives Signal

Abb. 7: Falsch positive Signale durch heterophile Antikérper und Rheumafaktoren, die ein Anlagern des mit Biotin gekoppelten

zweiten Antikdrpers verursachen, welches eine falsche, unspezifische Farbreaktion zur Folge hat.

Ebenso ist es denkbar, dass der zweite Antikérper direkt, d.h. ohne zwischengeschaltetes
Antigen, an den ersten Antikorper bindet.

Es hat sich erwiesen, dass sich durch das Verwenden von FCS (10%) in den
VerdUnnungslésungen (She et al. 1999) und die Inkubation bei 4°C Uber Nacht auf einem
Schdttler dieses Phanomen weitgehend verhindern |asst.

Als Kontrolle empfiehlt es sich, einige Proben mit einem fir die zu messende Substanz
unpassenden zweiten Antikdrper zu messen. Lauft dennoch eine Farbreaktion ab, so werden
die Signale nicht von der zu messenden Substanz verursacht, sondern von heterophilen
Proteinen. Akzeptiert werden kann auch die Lésung durch die Messung der so genannten
negativen Kontrolle, d.h. der reinen Verdinnungslésung. Die resultierende Farbreaktion der
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negativen Kontrolle wird als falsch positiv erkannt und die entsprechende OD der
Konzentration 0 pg/ml zugeordnet.

Dementsprechend werden alle jeweils ermittelten Konzentrationen von Test- und
Standardlésungen korrigiert.

2. Zur Vermeidung des Anlagerns von Proteinen auBer dem ersten Antikérper an der Wand
der Platte dient der Vorgang des Blockens, bei dem durch Inkubation des reinen
Tragermediums (z.B. FCS-PBS 10%) die nach dem Coating noch vorhandenen freien
Bindungsmdglichkeiten am Kunststoff mit niedermolekularen unspezifischen Substanzen
besetzt werden.

3. Bei Zugabe des TMB, das dunkel und kihl gelagert werden muss und nicht blau verfarbt
sein darf, kann dieses mit freien, d.h. nicht an Antikérper-Antigen-Antikdrper-Biotin-Komplexe
gebundenen, Avidin-Peroxidase-Molekulen reagieren.

Um diese im Resultat sehr schwer wiegende Fehlreaktion zu vermeiden, ist vor allem bei
diesem Arbeitsschritt ein sehr grundliches Auswaschen aller nicht gebundenen Substanzen
unerlasslich.

2.2.4.2 falsch negativ kalkulierte Werte

Die meisten Fehler in diesem Bereich entstehen entweder aus falsch berechneten
Antikérperkonzentrationen oder durch eine defekte Struktur der zu messenden Substanz
oder Antikdrper.

Um zu verhindern, dass Protein denaturiert, sollte man eine Serumprobe nicht mehr als drei
mal auftauen und wieder einfrieren, sie nicht langer als funf Sekunden vortexen und
moglichst auf Eis pipettieren (Hanifi-Moghaddam 2003).

Wichtig ist auch die richtige Lagerung von Puffern, Antikérpern, rekombinantem Protein, der
Streptavidin-Peroxidase und des TMB.

Weiterhin wichtig sind eine optimale Pufferzusammensetzung (Coating Puffer, Waschpuffer,
Puffer fir die Streptavidin-Peroxidase) im Hinblick auf pH-Wert und verwendete Salze (z.B.
Phosphat oder Carbonat), eine ausreichend hohe Antikérperkonzentration im Puffer sowie
sorgféltige Auswahl der Inkubationsdaten (Temperatur, Dauer).

Eine Kontrolle Gber die GroBenordnung méglicher Fehler oder Interaktionen wird Gber die
Durchfihrung des ,spiking“ erlangt.

Dabei wird einem Untersuchungsgut (z.B. Serum), das keine messbare Konzentration des
jeweiligen Zytokins enthalt (also ein ,negatives® Medium) eine definierte Menge genau
dieses Zytokins zugesetzt und ermittelt, zu welchem Anteil dieses nun noch nachweisbar
bleibt.
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2.2.4.3 Kontrollen und Statistik

Die Standardkurve wurde in Duplikaten, die Proben in Unikaten gemessen. 10% der Proben
wurden wiederholt mit einer Abweichung unter 20%.

Die durchschnittliche Intra-Assay Variation lag unter 10%, die Inter-Assay Variation unter
11%. Unterschiede in den spiking-Experimenten zwischen erwarteten und gemessenen
Konzentrationen ergaben weniger als 15%.

Die Detektionsgrenzen errechneten sich aus dem Mittelwert der Konzentrationen der
niedrigsten Standards, die positiv waren. Dazu wurde die doppelte Standardabweichung

addiert und das Ergebnis mit der Verdiinnung multipliziert: L= (;c +2s) * f.

L= Detektionslimit

- 1 . —
X = ;z X, » Mittelwert der niedrigsten Standardwerte

x, € R, niedrigste Standardwerte, Einheit: pg/ml

n= Nummer der Platte des jeweiligen Assays

1 -2 .
5= \/n - ;(xn_x) , Streuung des Mittelwerts

f= Verdinnungsfaktor

Damit lagen die Detektionsgrenzen far IL-8 bei 3 pg/ml, fur IL-13 bei 5 pg/ml, far MIP1-a bei
7,5 pg/ml und fir MIF bei 95 pg/ml.

Alle gemessenen Konzentrationen unterhalb dieses Limits wurden auf die Halfte der
Detektionsgrenze gesetzt.

Die Linearitat des Signals der Standardkurve, die eine Voraussetzung fiir die Genauigkeit
der Annaherung der Konzentrationen ist, war zwischen einer OD von 0,05 und 2 gegeben.
Seren, die ein Signal Gber einer OD von 2,0 zeigten, wurden mit einer héheren Verdiinnung
wiederholt gemessen.

Alle 329 Probanden wurden in der statistischen Auswertung berlcksichtigt. Es standen pro
Proband zwischen zwei und finf Serumproben in einem Abstand von mindestens einem Jahr
zur Verfigung, so dass die Anzahl der Datenpunkte von Zeitpunkt zu Zeitpunkt variiert.
Unterschiede zwischen verschiedenen Gruppen, wie z.B. zwischen Diabetikern und Nicht-
Diabetikern, wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test untersucht. Ein p-Wert unter
0,05 wurde als signifikant erachtet. Die Vergleiche der Serumkonzentrationen zwischen den
unterschiedlichen Zeitpunkten (longitudinal) desselben Patienten wurden mit dem Wilcoxon
signed rank Test gemacht. Fir Korrelationen wurde die Spearman Rang Korrelation

verwendet.
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Bei binomial verteilten Daten nutzten wir Fischers exakten Test, bei multinomial verteilten
den Chi-Quadrat-Test.

Um die Anzahl der nétigen statistischen Tests nicht zu erhéhen, wurde der Datensatz nicht
nach Alter und Geschlecht adjustiert.

Fir die statistischen Analysen wurden Excel (Microsoft, Seattle, USA), GraphPad Prism
Version 3,0 und 4,0 fir Windows (GraphPad Software, SanDiego, USA) und SAS 9,1 (SAS
Institut Inc., Cary, NC, USA) genutzt.

Die Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit der Biometrie des DDZ, namentlich Dr.

Strassburger, erstellt.
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3 Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es zu priifen, ob

erstens die Zytokine IL-13 und MIF und die Chemokine IL-8 und MIP1-a sowie IA2A und
TNF-a, TNF-R1, IL-1-RA, IL-13 und IL-1-R1 die spatere Entwicklung eines Diabetes mellitus
Typ 1 vorhersagen kdnnen (Pradiktion), zweitens, ob sich im Verlauf Gber 5 Jahre die Zyto-
und Chemokin sowie die 1A2A-Konzentration in charakteristischer Weise verandern und
drittens, ob es Zusammenhange zwischen genetischer Disposition, Alter, Geschlecht oder
Art der Behandlung mit Zytokinen, Chemokinen oder Antikdrpern gibt.

3.1  Untersuchungen zum Zeitpunkt vor Einnahme von Nikotinamid (pradiktiver
Wert, t1)

3.1.1 Vergleich zwischen der Nikotinamid- und Plazebo-Gruppe

Da alle Probanden beim Eintritt in die Studie unbehandelt waren, war es wichtig darzustellen,
dass sich die Aktivitdt des Immunsystem, objektivierbar gemacht anhand unserer
gemessenen Zyto- und Chemokine, nicht zwischen den Gruppen der spater mit Nikotinamid
oder mit Plazebo Behandelten unterscheidet. Abbildung 8 A vergleicht die unterschiedlich
Behandelten in der Gruppe der Gesunden, wahrend Abbildung 8 B die spateren Diabetiker
vergleicht.

Erwartungsgeman unterschied sich die Gruppe, die spater Plazebo erhielt, nicht von der
Verumgruppe vor der Tabletteneinnahme (Mann-Whitney-Test). Diese Aussage ist
Voraussetzung fur eine korrekte Beurteilung des weiteren Verlaufs der Zyto- und
Chemokinkonzentrationen bei den Studienteilnehmern.
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Abb. 8: Vergleich zwischen den Serumkonzentrationen von MIF, MIP-1a, IL-8 und IL-13 der Probanden, die spéater mit Plazebo
(pla, n=144) bzw. mit Verum (ver, n=148) behandelt wurden zum Zeitpunkt 1, getrennt in Nicht-Diabetiker (n=219, A) und

spatere Diabetiker (n=73, B). Dargestellt sind individuellen Zytokin- bzw. Chemokinkonzentrationen und die Mediane derselben.
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3.1.2 Vergleich zwischen spateren Diabetikern und Nicht-Diabetikern

Die erste Serumentnahme wurde vor der ersten Tablettengabe durchgefiihrt, also vor der
iatrogenen  Beeinflussung des Immunsystems. Damit stand eine objektive
Ausgangsmessung zur Verfligung, die dem natlrlichen Verlauf des Pradiabetes entspricht.
Um einen Parameter fir die Pradiktion nutzen zu kénnen, sollte er bei den verschiedenen
Gruppen unterschiedlich ausfallen. Es konnten mit dem Wilcoxon-Test jedoch keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Serumkonzentrationen der Zytokine,
Chemokine und Monokine derer, die spéater einen Diabetes mellitus Typ 1 entwickelten
(,Progressors®) und derer, die Uber den beobachteten Zeitraum gesund blieben (,non-
Progressors®), nachgewiesen werden (Abb. 9).

1o B 0;g  _P=0450
E A O ]
] A
A
= ] A
= u = A
E 10000-§ £ A Aa
2 L L > 1005 AﬁAAA
el II.... e p A AAA
c p [ ] c AA A
2 ..llll o ﬁAAﬁﬁ Al
® 10004 Nyl ® AAB A Aags
- 3 [ ] E Ap AA
— ] g = AAD e
c (1] c AapdAL
3 " ] ALY A
P ] N 104 A A
5 ] 0ooodo —_— 5 ]
X 1004 O X A
3 A A7A7 A7A VA VA VA V1] [ Y
{1 OO ]
10 1 MIP1a nd MIP1a d
MIF nd MIF d
1000—E c p=0,646 1000—E D p=0,501
] ] o
o)
— — (@]
£ o E OO
D 1004 9 2 1004 o
s 100E O . S 3 o
c c ]
o 2 o800
© © o
© - OO °
— - o) O (X ]
g 3 68893800 ®eee
N & 104 ©00q00 Sege
§ 103 & %7 000c%¥ 000 HTL
¥ ] ¥ 1 0008%¥s600 Seg’
00 00 .....
0008906000 _.:_
CEBBNERNENe
1 1
IL8 nd IL8 d IL13 nd IL13 d

Abb. 9: Vergleich der Serumkonzentrationen von MIF (A), MIP-1a (B), IL-8 (C) und IL-13 (D) zwischen Nicht-Diabetikern (nd,

n=219) und spéateren Diabetikern (d, n=73) zum Zeitpunkt 1. Dargestellt sind die Einzelwerte und Mediane der individuellen
Zytokin- bzw. Chemokinkonzentrationen.
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Nicht graphisch dargestellt sind folgende auswarts bestimmte Zytokine und Monokine, die im
Serum der Probanden, die spater diabetisch werden und derer, die gesund blieben, ebenfalls
keine Unterschiede zeigen (TNF-a (p=0,301), TNF-R1 (p=0,331), IL-1-RA (p=0,120), IL-1B
(p=0,681) und IL-1-R1 (p=0,575)).

Der auswartig bestimmte Antikérper 1A2A dagegen zeigt einen deutlichen signifikanten
Unterschied in dessen Serumkonzentration von Nicht-Diabetikern im Vergleich zu spateren
Diabetikern (Abb. 10).
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Abb 10: Vergleich der Serumkonzentrationen von IA2A zwischen Nicht-Diabetikern und spéteren Diabetikern zum Zeitpunkt 1.
Dargestellt ist zuséatzlich der Median von IA2A. Der obere Grenzwert betrdgt 200 units und ist experimentbedingt.
[Rohdaten: Steno Diabetes Center, DK]

3.2 Longitudinale Verlaufe der Zytokin- und Chemokinspiegel
3.2.1 Zytokine und Chemokine

Bisher noch nicht bekannt waren die Verlaufe von Zyto- und Chemokinkonzentrationen im
Serum in den Jahren vor der Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 1.

Die vier folgenden Kapitel stellen die longitudinalen Verlaufe der Serumkonzentration der vier
ausgewahlten Immunmarker wahrend der funf Beobachtungsjahre dar.

Verglichen werden die Nicht-Diabetiker mit den spateren Diabetikern, da ein Unterschied als
das entscheidene Merkmal eines Surrogatmarkers gewertet werden konnte. Zuséatzlich
werden die unterschiedlich Behandelten verglichen, um eine mdégliche Differenz der Wirkung
von Nikotinamid und Plazebo auf das Immunsystem darzustellen.
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Abb. 11, A-D: Die Graphiken stellen die Serum-MIP-1a-Konzentrationen in pg/ml in Abh&ngigkeit von der Zeit dar.

A= Gesunde, die mit Nikotinamid behandelt wurden (n=115), B= Gesunde, die mit Plazebo behandelt wurden (n=123)

C= spétere Diabetiker, die mit Nikotinamid behandelt wurden (n=47), D= spatere Diabetiker, die mit Plazebo behandelt wurden

(n=36)

Die Darstellung der Daten zeigt, dass die MIP-1a-Spiegel zwar individuell variieren, in der
Gesamtheit jedoch konstant bleiben, die Mehrzahl der Datenpunkte im Bereich vom

Detektionslimit bis 50 pg/ml. Sie besitzen weder optisch noch statistisch Ordnungen oder
fass- bzw. beschreibbare GesetzmaBigkeiten (Abb. 11).

Dabei machte es weder ein Unterschied, ob die Personen mit Nikotinamid oder Plazebo
behandelt wurden oder ob die Personen gesund oder krank waren.
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Abb. 12, A-D: Die Graphiken stellen die Serum-IL-8-Konzentrationen in pg/ml in Abhangigkeit von der Zeit dar.

A= Gesunde, die mit Nikotinamid behandelt wurden (n=116), B= Gesunde, die mit Plazebo behandelt wurden (n=125)

C= spatere Diabetiker, die mit Nikotinamid behandelt wurden (n=47), D= spétere Diabetiker, die mit Plazebo behandelt wurden

(n=36)

Auch die Serumkonzentrationen von

IL-8 verandern sich in

inrer Gesamtheit nicht

systematisch, obwohl es optisch so wirkt, als sei die Konzentration bei den Gesunden, die
mit Nikotinamid behandelt wurden, zum Zeitpunkt 2 erhéht. Statistisch gibt es keine

signifikanten Unterschiede.
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3.2.1.3 IL-13
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Abb. 13, A-D: Die Graphiken stellen die Serum-IL-13-Konzentrationen in pg/ml in Abhangigkeit von der Zeit dar.

A= Gesunde, die mit Nikotinamid behandelt wurden (n=116), B= Gesunde, die mit Plazebo behandelt wurden (n=124)

C= spétere Diabetiker, die mit Nikotinamid behandelt wurden (n=47), D= spatere Diabetiker, die mit Plazebo behandelt wurden
(n=36)

Die IL-13-Serumkonzentrationen scheinen bei den spateren Diabetikern zwar erniedrigt zu
sein, variieren auch individuell, zeigen aber keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Abb. 14, A-D: Die Graphiken stellen die Serum-MIF-Konzentrationen in pg/ml in Abhangigkeit von der Zeit dar.
A= Gesunde, die mit Nikotinamid behandelt wurden (n=122), B= Gesunde, die mit Plazebo behandelt wurden (n=123)
C= spétere Diabetiker, die mit Nikotinamid behandelt wurden (n=47), D= spatere Diabetiker, die mit Plazebo behandelt wurden

(n=36)
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Optisch scheinen die MIF-Serumkonzentrationen zum Zeitpunkt t2, also ein Jahr nach

Tabletteneinnahme, erh6ht, so dass im Folgenden der logitudinale Verlauf im Detail

besprochen wird.
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Abb. 15: Die MIF-Serumkonzentrationen im Verlauf bei allen Nicht-Diabetikern (n=247) Gber 5 Jahre

Der tendentielle Anstieg der MIF-Serumkonzentration bei den Nicht-Diabetikern (Abb. 14,
A+B) ist statistisch nicht signifikant (Abb. 15), der Verlauf stellt sich also konstant dar.
Anders bei den Personen, die spater einen Diabetes entwickelten:
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Abb. 16: Die MIF-Serumkonzentrationen im Verlauf bei allen spateren Diabetikern (n=85) liber 5 Jahre

Ein Jahr nach Tabletteneinnahme (i2) zeigten sie einen signifikanten Anstieg der MIF-
Serumkonzentration (Abb. 16), sowohl im Vergleich zum Zeitpunkt 1 (p=0,0325, Mann-
Whitney-Test) als auch zum Zeitpunkt 3 (p=0,0104, Mann-Whitney-Test). Der Grund fir
diesen Anstieg ist nicht in der unterschiedlichen Behandlung zu finden, da sich die Verum-
von der Plazebogruppe nicht wesentlich unterscheidet (Abb. 17).
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Abb. 17: Die MIF-Serumkonzentrationen bei Personen, die spater Diabetes bekamen, im Verlauf der 5 Jahre, getrennt in die,

die Nikotinamid bekommen haben (A, n=47) und die, die Plazebo bekommen haben (B, n=36).
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3.2.1.5 Der longitudinale Verlauf der Zytokin- und Chemokinspiegel

-synchronisiert vor Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1

Um den Verlauf direkt vor der Diabetes mellitus Typ 1- Manifestation darzustellen, wurden
die Daten auf den Zeitpunkt der Manifestation hin synchronisiert.

Auch in diesen Darstellungen zeigen sich keine optischen und statistischen signifikanten
Veranderungen des Immunmarkerverlaufs, die Spiegel stellen sich vielmehr allesamt stabil
dar (Abb. 18).
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Abb. 18: Verlauf der Markerkonzentrationen, synchronisiert Jahre (a) vor Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1
Dargestellt sind individuellen Zytokin- bzw. Chemokinkonzentrationen und die Mediane derselben.
A=Serumkonzentrationen von MIP-1a im Verlauf vor Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1 bei insgesamt 80 Patienten
B= Serumkonzentrationen von IL-8 im Verlauf vor Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1 bei insgesamt 82 Patienten
C= Serumkonzentrationen von IL-13 im Verlauf vor Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1 bei insgesamt 79 Patienten

D= Serumkonzentrationen von MIF im Verlauf vor Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1 bei insgesamt 83 Patienten

Die optische Erniedrigung der MIF-Serumkonzentration im dritten bis vierten Jahr vor
Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1 ist statistisch nicht signifikant.
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3.2.2 Antikorper

Unterschiede zwischen der Nikotinamid- und der Plazebogruppe finden sich bei den
auswartig bestimmten IA2-Antikérpern (Tab. 5). GemaB dem Fishers exact test findet man
bei denen, die mit Nikotinamid (Verum) behandelt wurden, im Gegensatz zur Plazebogruppe
weniger positive Differenzen (p=0,0036), das heiBt, dass der 1A2A-Spiegel wahrend des
ersten Jahres bei Nikotinamid-Behandelten signifikant haufiger sinkt, wobei die Quantitét,
also das AusmafB der Konzentrationsverringerung keine Rolle spielt.

Tab. 5: Verlauf der IA2A-Serumkonzentrationen im ersten Jahr nach Tabeletteneinnahme von den Probanden, von denen beide
Zeitpunkte zur Verfligung standen. [Rohdaten: Erhebung im Rahmen des ENDIT Trials]
<=: Der Serumspiegel sinkt oder bleibt gleich, >: Der Serumspiegel steigt.

-IA2A- | <= | > |total
Verum |73 |29 ] 102
Plazebo | 50 | 48 | 98

total 123 | 77 | 200

Untersucht man diesen Sachverhalt, indem man die 1A2A-Verlaufe in abfallend, gleich
bleibend und ansteigend klassifiziert (Chi-Square-Test, Tab. 6), so wird zuséatzlich deutlich,
dass der |A2A-Spiegel wahrend des ersten Jahres bei Plazebo-Behandelten steigt
(p=0,009).

Tab. 6: Verlauf der IA2A-Serumkonzentrationen im ersten Jahr nach Tabeletteneinnahme von den Probanden, von denen beide
Zeitpunkte zur Verfligung standen. [Rohdaten: Erhebung im Rahmen des ENDIT Trials]
<: Der Serumspiegel sinkt, =: Der Serumspiegel bleibt gleich, >: Der Serumspiegel steigt.

-IA2A- | < | = | > |total
Verum |37 36|29 | 102
Plazebo | 22 | 28 | 48 | 98

total 59 |64 | 77 | 200

Eine Korrelation zwischen IA2A und den gemessenen Zyto-, Chemo- und Monokinen findet
sich zu keinem Zeitpunkt.

Zum Alter korreliert die 1A2A-Konzentration negativ (r=-0,3798), das heiB3t, je jinger die
Probanden sind, desto héhere IA2A-Konzentrationen sind im Serum zu messen (Spearman,
p<0,0001). Dies qilt fir das Gesamtkollektiv zum Zeitpunkt t1.
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Unterteilt man nun in Diabetiker und Nicht-Diabetiker, zeigt sich, dass die Korrelation nur in
der Gruppe der Nicht-Diabetiker besteht (Spearman, r=-0,2605, p=0,0002), es in der Gruppe
der Diabetiker jedoch keinen Zusammenhang zwischen Alter und |IA2A-Serumkonzentration

nachweisbar ist (p=0,385).

3.3 Sonstige Analysen
3.3.1 Alters- und Geschlechtsverteilung der Diabetesentwicklung

Um zu prifen, ob andere EinflussgréBen wie Alter oder Geschlecht mit einer spéateren
Diabetesentwicklung einhergehen, wurden zum Zeitpunkt t1 diese méglichen EinflussgréBen
zwischen spateren Diabetikern und Nicht-Diabetikern verglichen. Dabei stellte sich heraus,
dass die Probanden, die spater einen Diabetes mellitus Typ 1 entwickeln, junger sind als die
Gesunden (p<0,0001, Mann-Whitney, Abb. 19A). Ebenso scheinen die mannlichen
Probanden jlnger als die weiblichen zu sein (p=0,051, Mann-Whitney, Abb. 19 B).
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Abb. 19 A: Altersunterschied zwischen spateren Diabetikern (n=73) und Nicht-Diabetikern (n=219)
B: Altersunterschied zwischen weiblichen (n=132) und ménnlichen Probanden (n=160)
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3.3.2 Einfluss von Alter und Geschlecht auf Inmunmediatoren

AuBer bei IL-13, dass bei den Nicht-Progressoren negativ (r= -0,185) mit dem Alter
(p=0,0042, Spearman Rang Korrelation) korreliert, findet sich kein Einfluss des Alters auf die
gemessen Zyto-, Chemo- und Monokine.

Alle gemessenen Immunparameter stellten sich unabhéngig von Alter und Geschlecht dar,
auBer MIF, das bei diabetischen Frauen tendentiell héher zu sein scheint als bei den
Méannern, die Diabetes entwickelten (p=0,0511, Mann-Whitney, Abb. 20).
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Abb. 20: Vergleich der MIF-Serumkonzentrationen zwischen diabetischen Frauen (n=25) und Mannern (n=48)



59

3.3.3 Assoziation der Inmunmarker mit der Insulinproduktion

Die folgende Abbildung veranschaulicht, dass die MIF-Serumkonzentration zum Zeitpunkt t1
signifikant héher ist (p=0,0042, Wilcoxon-Test), wenn die Probanden eine niedrige FPIR
(First Phase Insulin Response) haben, das heiBt, nach einem ivGTT eine Insulinproduktion
besitzen, die unter der 10. Perzentile liegt.
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Abb. 21: Vergleich der MIF-Serumkonzentration zwischen spéateren Diabetikern, die nach einem ivGTT eine niedrige friihe
Insulinantwort (FPIR) haben (n=37) und denen, die auf den Glukosereiz mit einer adaquateren Insulinsekretion reagieren
(n=34). [Rohdaten: Erhebung im Rahmen des ENDIT Trials]

Weitere Analysen des von uns bearbeiteten Subkollektivs der ENDIT-Probanden zeigen,
dass die FPIR selbst pradiktiv einzuordnen ist, da eine Diabetes mellitus Typ 1-
Manifestation hoch signifikant haufiger bei den Probanden auftritt, die eine inadaquate
Insulinantwort besitzen (p<0,0001, Fishers exakter Test) (Tab. 7).

Tab. 7: Aufteilung der 90 Probanden mit niedriger und der 189 Probanden mit normaler FPIR in Gesunde und spétere
Diabetiker zum Zeitpunkt t1. [Rohdaten: Erhebung im Rahmen des ENDIT Trials]

Insulinantwort | Nicht-Diabetiker | spatere Diabetiker

niedrig 53 37 90

normal 155 34 189

total 208 71 279
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3.3.4 Assoziation von Krankheit und Inmunmarkern mit genetischer Disposition

Probanden mit dem Allel DQ8 bekommen mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit einen

Diabetes mellitus Typ 1 (p=0,0206, exakter Fisher-Test, Tab. 8), wahrend solche mit einem

DQ6-Allel die Erkrankung signifikant seltener entwickeln (p=0,0013, exakter Fisher-Test, Tab

9)

Tab. 8: Zusammenhang zwischen dem HLA-Allel DQ8 und der Eintwicklung eines Diabetes mellitus Typ 1

-DQ8- Kein DQ8 | DQ8 | Total
Nicht-Diabetiker | 123 117 | 240
Diabetiker 29 51 80
total 152 168 | 320

Tab. 9:

Zusammenhang zwischen dem HLA-Allel DQ6 und der Eintwicklung eines Diabetes mellitus Typ 1

-DQ6-

Kein DQ6

DQ6

Total

Nicht-Diabetiker

203

37

240

Diabetiker

78

2

80

total

281

39

320

[Rohdaten: Erhebung im Rahmen des ENDIT Trials]

Bei Probanden, die das HLA-Allel DQ2 besitzen, scheint IL-13 tendentiell niedriger zu liegen

als bei denen ohne DQ2 (p=0,066, Mann-Whitney-Test, Abb. 22).

Bei allen anderen

untersuchten Parametern wurde eine solche Korrelation nicht gefunden.
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Abb. 22: Vergleich der IL-13-Serumkonzentrationen von Probanden mit und ohne das HLA-Allel DQ2
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4 Diskussion

Autoantikérper wie ICA, GADA, IA2A und IAA haben sich als wertvolle Marker fir ein
mdgliches Manifestationsrisiko des Diabetes mellitus Typ 1 erwiesen (Buczkowska & Chobot
2003; Cesarini et al. 2003; Cosmescu et al. 2004), im ENDIT entwickelten 29 % der
Probanden mit einem hohen ICA-Titer Diabetes mellitus Typ 1 (Bingley & Gale 2006). Mit
dem Autoantikérpernachweis kann jedoch nicht vorausgesagt werden, wann sich die
Erkrankung manifestiert (Decochez et al. 2000; Mrena et al. 1999; Seissler et al. 1998; Verge
et al. 1998).

Ahnlich kann auch die HLA-Genotypisierung zur Abschatzung des Risikos, an Diabetes
mellitus Typ 1 zu erkranken, beitragen (Buzzetti et al. 2004; Cerna et al. 2004), aber sie ist
kein Verlaufsparameter, der sich bei immunologischen Verdnderungen im Kérper
entsprechend a&ndern kann oder anhand derer der Zeitpunkt der Manifestation bestimmt
werden kann.

Daher werden Parameter gesucht, die charakteristisch sind fir ein bestimmtes Stadium der
Krankheitsprogression. Vorstudien haben gezeigt, dass mdglicherweise verschiedene
Zytokine und Chemokine daflr in Frage kommen (Shimada et al. 2001; Nicoletti et al. 2001;
Berman et al. 1996; Winkler et al. 1998; Cavallo et al. 1991; Hussain et al. 1996).

Um geeignete Immunparameter zu identifizieren, sind Studienkollektive notwendig, die tber
ausreichende Patientenzahlen verfligen und bei denen ausreichend lange, das heiBt
mehrere Jahre, Nachuntersuchungen und —beobachtungen zur Verfligung stehen.

Das ENDIT verfigt Uber ein solches Kollektiv, das mit 549 Probanden, die aus 30000
erstgradig mit Diabetes mellitus Typ 1-Patienten Verwandten nach den in Kapitel 2.1
besprochenen Kriterien ausgewahlt wurden, Gber eine ausreichende GréBe und mit
Nachkontrollen bis zu 5 Jahren Uber eine lange Beobachtungszeit verfligt, so dass statistisch
eine groBe Aussagekraft besteht.

Weil Nikotinamid Mause vor dem autoimmunen Diabetes schitzen kann (Kapitel 2.4), auch
beim Menschen Vorstudien erfolgreich gewesen waren (Elliott & Chase 1991; Elliott et al.
1996; Gale 1996), waren die Erwartungen oder Hoffnungen bezlglich des protektiven Effekts
von Nikotinamid hoch. Wé&hrend die Studie noch lief, wurde die ein Jahr vor dem ENDIT
begonnene kleinere Deutsche Nikotinamid Interventionsstudie (DENIS) (Lampeter 1993)
abgebrochen, weil sie zeigte, dass Nikotinamid die Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1
weder verzdégern noch verhindern konnte (Lampeter et al. 1998). Da fir die DENIS nur
Probanden bis zum zwdlften Lebensjahr rekrutiert wurden, fur das ENDIT hingegen bis zum
50. und letztes gréBer angelegt war, entschied man sich, ENDIT fortzufihren.

Leider wurde aber das Ergebnis der DENIS im ENDIT bestatigt (Gale et al. 2004; Reimers et
al. 2005).
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Die Studie hat aber gezeigt, dass so groBe multizentrische, internationale und
interkontinentale, Uber einen langen Zeitraum durchgefiihrte, Studien mdglich und im
Hinblick auf die Pradiktion und Evidence-Based Medicine (EBM) wichtig sind (Philips &
Scheen 2002).

AuBerdem scheint die Frage im Raum zu stehen, ob fir eine Pravention die richtige
Pradiktion existiert, weil das Risiko der Probanden, die wir zurzeit mit unseren Markern
(Autoantikérper wie ICA oder I1A2A) entdecken und flr die Studien auswahlen, schon sehr
hoch, vielleicht schon zu hoch ist (Schatz et al. 2003). Gabe es also sensitivere Marker fir
ein erhéhtes Diabetesrisiko, wéare die pradiabetische Phase noch nicht so fortgeschritten und
es kénnten immunologische Verdnderungen und Zerstérung der B-Zellen in einem Stadium
verhindert werden, die die Manifestation des Diabetes mellitus Typ 1 unwahrscheinlich bzw.
unmdoglich macht.

Die folgende Tabelle (Tab. 10) stellt Ursachen fir das Versagen des Nikotinamids in der
Pradiktion des Diabetes mellitus Typ 1 und mdégliche Lésungsansatze dar:

Tab. 10: Aus dem ENDIT und anderen Praventionsstudien gelernte potentielle Fehler und deren mégliche Lésungen
nach Schatz et al., 2003

Potentielle Fehler Lésungen
- keine Effekte wegen zu spater Behandlung - frihere Behandlung des Pradiabetes
- kurzlebige Vorteile in der Pravention - Vergleich von Pilotstudien, um das optimale

Medikament zu finden; Identifizierung und
Nutzen der langerwirksamen Effekte durch
Reduktion der Nebenwirkungen
- Behandlung von Kindern, die keinen Diabetes | - besser und exaktere Methoden der Pradiktion
entwickeln werden
- potentielle Heterogenitat der Erkrankung - Bessere Definition des Diabetes mellitus Typ
1, die genetische, immunologische und
metabolische Parameter mit einbezieht
- Mause sind zu einfach zu behandeln - Etablieren von héheren Standards und
realistischen Anwendungen; Nutzen von dem
Menschen &hnlicheren Tiermodellen

- Monotherapie ineffektiv - Versuch einer Kombinationstherapie

Obwohl Nikotinamid in der ENDIT-Studie keinen klinischen Effekt zeigte, ist dieses Kollektiv
fir die Arbeit interessant, weil so viele Pradiabetiker tber einen langen Zeitraum bzw. bis zur
Manifestation der Erkrankung beobachtet wurden. So kénnten immunologisch schon
Veranderungen auftreten, die klinisch nicht zur veranderten Krankheitsprogression fuhren
und somit als pradiktiv gelten wirden.
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Weil der Diabetes mellitus Typ 1 ein immunmediierte Erkrankung ist (Atkinson & Eisenbarth
2001; Gale 2001), wollten wir untersuchen, ob sich das Immunsystem in Form unserer
Zytokine und Chemokine also durch die Behandlung mit Nikotinamid verandern kann.

Ziel der Arbeit war herauszufinden, ob wir Zytokine und Chemokine zur Pradiktion nutzen
kdénnen, ob es Immunmarker gibt, die die unterschiedlichen Phasen der Diabetesentwicklung
kennzeichnen und sich im Verlauf vom Pradiabetes bis zur Manifestation der Erkrankung
andern. Letzteres ist eine Frage, die besonders interessiert, weil bisher keine Daten
vorliegen.

In der vorliegenden Arbeit haben wir die Zytokine IL-13 und MIF sowie die Chemokine IL-8
und MIP-1a untersucht. IL-8, MIP-1a und MIF werden von Zellen des angeborenen
Immunsystems sezerniert und haben in Vorstudien mehr Informationen geben kénnen als
die klassischen Zytokine wie INF-gamma oder TNF-alpha (Hanifi-Moghaddam 2003).

IL-13 z&hlt zu den klassischen Tyo- Zytokinen, die potentiell vor Diabetes mellitus Typ 1
schutzen kénnen (Kolb 1997). Es kann bei Mausen eine Insulitis verhindern (Zaccone et al.
1999) und proinflammatorische Zytokine hemmen. IL-13 scheint bei Diabetes mellitus Typ 1-
Risikopatienten mit Autoantikdrpern im Serum erhéht zu sein (Hanifi-Moghaddam 2003).
Dieser Parameter wurde ausgewahlt, um einen Gegenpol zu den Ty;-Markern zu erhalten.
Uber MIF wird beziiglich der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 kontrovers diskutiert.
Bei Mausen wird eine erhdhte MIF-Expression wahrend der Manifestation des autoimmunen
Diabetes mellitus gefunden (Bojunga et al. 2003), wahrend beim Menschen eine
Erniedrigung der MIF-Serumkonzentration erstens mit erhéhter Anzahl von Autoantikérpern
(Hanifi-Moghaddam et al. 2003) und zweitens mit dem Stadium des Pradiabetes korreliert
(Hanifi-Moghaddam 2003).

Von IL-8, das auf vielfaltige Weise proinflammatorisch und diabetogen wirkt, ist berichtet
worden, dass es im Serum von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1, sowohl von neu
diagnostizierten als auch von alteren, erhéht ist (Erbagci et al. 2001; Glowacka et al. 2002;
Harness et al. 2001; Zozulinska et al. 1999).

Wie MIP-1a auf die Entstehung des Diabetes mellitus Typ 1 wirkt oder ob die Sezernierung
dieses Markers eine Folge von Immunveranderungen ist, ist noch nicht ausreichend geklart.
Ist eine Maus nicht in der Lage, MIP-1a zu produzieren, ist sie vor autoimmunem Diabetes
geschitzt (Cameron et al. 2000).

Vorstudien beim Menschen zeigen, dass die MIP-1a-Serumkonzentration bei neu
diagnostizierten, nicht aber bei langjahrigen Diabetikern erhéht ist und die MIP-1a-
Rezeptoren herunterreguliert sind (Lohmann et al. 2002). AuBerdem ist der Serumspiegel
von MIP-1a bei Diabetes mellitus Typ 1-Patienten mit Autoantikbrpern im Serum erhdht
(Hanifi-Moghaddam 2003).
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4.1 Serummarkerkonzentrationen zu Studienbeginn

Der Zeitpunkt t1 ist der des Eintritts der Probanden in die Studie. Die Serumentnahme fand
vor der Tablettengabe statt, vor der Beeinflussung des Immunsystems, aber bei jedem
Probanden zu einem unterschiedlichen Zeitpunkt, das heiBt, in einer unterschiedlichen
Phase des Pradiabetes bzw. bei fehlender Progression zum Diabetes mellitus Typ 1 im
Beobachtungszeitraum, trotz der im Serum vorhandenen Autoantikérper, die
Einschlusskriterium waren. Wir haben hier also einen Querschnitt von Hochrisikopatienten in
Europa vorliegen.

Zu diesem Zeitpunkt unterscheiden sich die Gruppen der mit Verum oder Plazebo
Behandelten in ihrer Serumkonzentration der gemessenen Zytokine, Chemokine und
Monokine nicht voneinander.

Dies ist fur die Aussagekraft der Studie eine unerlassliche Information und bestétigt die
erwartete zufallige Verteilung der Studienteilnehmer.

Zu diesem Zeitpunkt unterscheiden sich die Pradiabetiker in ihren Immunparametern nicht
von denen, die wahrend des Studienzeitraumes gesund blieben. Dies heift flr die Pradiktion
des Diabetes mellitus Typ 1, dass unsere vier - und die in Danemark - gemessenen
Parameter sich nicht dazu eignen, eine Aussage Uber das Stadium des Pradiabetes oder
uber eine Erkrankungswahrscheinlichkeit zu machen, wenn man Personen mit positiven
Autoantikérpern im Serum und Verwandte ersten Grades von Diabetes mellitus Typ 1-
Patienten aus der Bevolkerung untersucht.

Diese Ergebnisse stehen in Diskrepanz zu vorherigen kleineren Untersuchungen.

Erbagci sieht die IL-8 Produktion bei diabetischen im Vergleich zu gesunden Kindern erhéht
und in Korrelation mit dem BMI, das heiBt, abhangig von Fettzellenaktivitat (Erbagci et al.
2001). Eine andere Arbeit hat erhéhte MIP-1a (CCL3)-Serumkonzentrationen bei neu
diagnostizierten Diabetikern gefunden (Lohmann et al. 2002). Auch in Hochrisikopatienten
wurden Unterschiede bezlglich der Chemokinkonzentrationen im Vergleich zu
Normalpersonen demonstriert (Hanifi-Moghaddam et al. 2006).

Die MIF-Serumkonzentration scheint bei den weiblichen Probanden zum Zeitpunkt der
Rekrutierung héher zu liegen als bei den méannlichen Teilnehmern, sodass zu vermuten ist,
dass die MIF-sezernierenden Mukosazellen auch hormonell abhangig sind. AuBerdem kann
Uber Unterschiede in der MIF-Verteilung in Fett, Serum und andere Kompartimente durch die
unetrschiedlichen Anteile von Muskel- und Fettgewebe der Geschlechter diskutiert werden.
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Vergleicht man das Alter der Probanden, die spater diabetisch werden mit denen, die gesund
bleiben, zeigt sich, dass die Pradiabetiker mit einem Median von 11,02 Jahren jlnger als die
Gesunden (Median 19,5 Jahre) sind. Dies bestatigt Vorstudien, die beschreiben, dass der
Diabetes mellitus Typ 1 bei jingerem Manifestationsalter einen aggressiveren Verlauf nimmt.
Allerdings kann retrospektiv nicht gesagt werden, ob die alteren Probanden schon langer
positiv fir die gemessenen Autoantikbrper waren. Probanden Uber einem Alter von 25
Jahren mit Nachweis vom ICA gelten als Personen mit niedrigem Risiko (Bingley & Gale
2006), sodass es fur die Rekrutierung von Probanden fir Praventionsstudien sinnvoll ist, das

Alter > 25 Jahren als Ausschlusskriterium zu nutzen.

Es ist bekannt, dass IA2A ein Marker fur das Manifestationsrisiko des Diabetes mellitus

Typ 1 ist. Dies bestétigt sich, da zum Zeitpunkt 1 im ENDIT-Kollektiv der IA2A-Spiegel bei
denen, die spater den Diabetes mellitus Typ 1 entwickeln, signifikant h6her ist als bei denen,
die gesund bleiben. Bilbao beschrieb, dass IA2A negativ mit dem Alter korreliert, bei
jungeren Probanden also erhéht ist (Bilbao et al. 2000). Die Probanden, die den Diabetes
mellitus Typ 1 entwickeln, sind in diesem Kollektiv im Schnitt ja auch um mehr als 8 Jahre
junger als die Gesunden. Dennoch bestétigt sich die Korrelation nur im Gesamtkollektiv und
bei den Nicht-Diabetikern. In der Gruppe der Diabetiker hat das Alter nachgewiesermaBen
keinen Einfluss auf den |A2A-Spiegel, sodass IA2A hier als wertvoller und zuverlassiger
pradiktiver Marker imponiert.

Interessant ist, dass sich I1A2A aber durch Nikotinamid beeinflussen zu lassen scheint. Bei
denen, die mit diesem Medikament behandelt wurden, sinkt der IA2A-Spiegel im Laufe des
ersten Jahres im Gegensatz zu den mit Plazebo Behandelten signifikant ab. Wenn wir also
davon ausgehen, dass IA2A ein MaB fir ein Manifestationsrisiko ist, was friihere Arbeiten
demonstrierten (Borg et al. 2001; Seissler et al. 1998), ist der Rickschluss zumindest
diskutabel, ob Nikotinamid nicht doch einen praventiven Einfluss haben kdnnte, obwohl
klinisch in dieser Studie kein Effekt zu verzeichnen war, wobei die Fragen nach Dosierung
und Applikationsform sowie Uberwachungszeitraum oder Messbarkeit eines Vorteils

aufkommen und unbeantwortet sind.
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Korrelationen zwischen den in dieser Arbeit behandelten Immunmarkerkonzentrationen und
denen des Autoantikdrpers gegen IA2 bestehen in diesem Kollektiv nicht.

In einer aktuellen Studie konnte allerdings demonstriert werden, dass MIP-1a (CCL3) und
MIP-13 (CCL4) bei Probanden, bei denen im Serum multiple Autoantikérper (ICA, GADA,
IA2A) nachgewiesen wurden und sie daher als Risikopatienten gelten, signifikant erhéht ist
im Vergleich zu den Probanden ohne Autoantikérper. MCP-1 (CCL2) ist im Serum letzterer
hingegen héher (Hanifi-Moghaddam et al. 2006).

Zuvor war gezeigt worden, dass MIF in Risikopatienten mit Autoantikérpern erniedrigt zu sein
scheint (Hanifi-Moghaddam et al. 2003).

Dass dies in unserer Arbeit nicht bestatigt werden konnte, kann zwei Griinde haben.

Erstens kdnnen die Fallzahlen anderer Studien zu niedrig sein, sodass sich deren
Ergebnisse in groBer angelegten Studien relativieren oder die von uns gemessenen
Immunmarker sind nicht die entscheidenden fir die Verbindung zwischen der Detektion
eines Risikos (Autoantikdrper) und der ausfihrenden Proteine (Zytokine/Chemokine), die zu
einer destruierenden Insulitis fuhren.
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4.2 Verlaufsanalysen

329 Probanden mit erhéhtem Risiko fir einen Diabetes mellitus Typ 1 wurden Uber bis zu
finf Jahre beobachtet und MIP-1a, IL-13, MIF und IL-8 sowie TNF-a, TNF-R1, IL-1-RA, IL-18
und IL-1-R1 aus den Serumproben von bis zu flnf verschieden Zeitpunkten analysiert. So
existiert jetzt erstmals ein Verlauf von Immunparametern Uber einen Zeitraum von bis zu finf
Jahren bei einem so groBen Kollektiv. Obwohl Insulin und Nikotinamid keinen klinischen
Effekt auf die Manifestationswahrscheinlichkeit des Diabetes mellitus Typ 1 gehabt haben
(DPT-1 Study Group 2002; Gale et al. 2004), richten wir unser Interesse auf den Verlauf der
Immunparameter bei Hochrisikopatienten bzw. Pradiabetikern um festzustellen, ob der
Diabetesmanifestation eine veranderte Konstellation der Immunparameter voraus geht.

Es zeigt sich, dass es bei IL-8, IL-13 und MIP-1a keine GesetzmaBigkeiten im Verlauf und
keine Kombination der genannten Immunparameter gibt, die charakteristisch fir ein
pradiabetisches oder diabetisches Stadium waren. Das heiBt, dass sich das Immunsystem
nicht charakteristisch auf dem Boden der hier untersuchten sezernierten Zyto- und
Chemokine verandert oder andere Faktoren bei der Freisetzung oder Herunterregulierung
solcher Proteine eine Rolle spielen kénnen, die verhindern, dass wir diese Marker zur
Uberwachung des Krankheitsverlaufs einsetzen kénnen.

Im Verlauf der Serumkonzentrationen von MIF fallt allerdings auf, dass diese zum Zeitpunkt
2, also ein Jahr nach Studieneintritt, bei den spateren Diabetikern signifikant erhéht sind,
wobei die Behandlungsart (Nikotinamid oder Plazebo) keine Rolle spielt. Bei denen, die
gesund bleiben, ist eine leichte Erhéhung zum gleichen Zeitpunkt ebenfalls angedeutet
(p=0,0644).

Uber MIF-Spiegel im pradiabetischen Stadium beim Menschen ist bisher nichts bekannt.

Bei Mausen ist wahrend der Entwicklung des autoimmunen Diabetes mellitus eine erhéhte
Expression von MIF-mRNA (Bojunga et al. 2003) und eine Erhéhung von MIF in Inselzellen
festgestellt worden (Cvetkovic et al. 2005), so dass die Vermutung geduBert werden kann,
dass eine Erhéhung der MIF-Konzentration eine Phase in der Manifestation des Diabetes
mellitus Typ 1, als eine Reaktion des Kérpers auf die immunologischen Veréanderungen,
darstellen kénnte. Grinde kodnnten sein, dass MIF als Aktivator der T-Regulator-Zellen
(Bacher et al. 1996) mit diesen zur Herunterregulierung oder Zerstérung der autoreaktiven T-
Zellen beitragt oder dass MIF, das in Mausen die Zelllyse durch die nattrlichen Killerzellen
hemmt (Apte et al. 1998), als Immunsuppressor die 3-Zellen vor der Zerstérung durch diese

Zellen bewahren will.
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In unserer Arbeit imponiert auch, wie oben beschrieben, dass es Unterschiede in der MIF-
Serumkonzentration bei den Diabetikern zum Studienbeginn gibt. Solche namlich, die im
intravendsen Glukosetoleranztest (ivGTT) eine geringe FPIR, also eine niedrige, inadaquate
Insulinantwort auf einen definierten Glokosereiz hatten, besitzen eine signifikant, im
Vergleich zu denen mit einer normalen Antwort, erh6hte MIF-Serumkonzentration.

Es ist bekannt, dass MIF ein glukoseabhangiger positiver Regulator der Insulinsekretion ist
(Plaisance et al. 2002; Sakaue et al. 1999; Waeber et al. 1997). AuBerdem kann MIF Gber
eine Erhéhung des Fruktose-2,6-Bisphosphats forcierend auf die Glykolyse wirken (Benigni
et al. 2000). So kénnte die Erhéhung der Expression von MIF ein Versuch des Organismus
sein, gegen eine latente oder manifeste Hyperglykdmie anzuarbeiten, indem er diesen
Stimulator der Glykolyse und Insulinsekretion vermehrt bereitstellt. Dieser Vorgang kénnte
ein Zeichen fur die Phase der Diabetes-Manifestation sein, in der das endokrine Pankreas
durch die Zerstérung der B-Zellen so insuffizient geworden ist, dass die Insulinantwort auf
Reiz fast ausbleibt (unter der 10. Perzentile).

Die durchgefuhrten Untersuchungen demonstrieren ebenso, dass die Insulinantwort per se
pradiktiv ist. Demzufolge ist das Risiko eines Antikdrper-positiven Probanden signifikant
erhéht, einen Diabetes mellitus Typ 1 zu entwickeln, wenn die FPIR erniedrigt ist. Ob dieser
Parameter allerdings einen Ersatz zu den Antikérpern darstellen kdnnte, ist fraglich, und er
kann auch nicht dabei helfen, das pradiabetische Stadium eines Untersuchten darzustellen.

4.3 Genetik

Menschen mit dem HLA-Allel DQ2 und DQ8 haben ein héheres Risiko, den Diabetes mellitus
Typ 1 zu entwickeln (Gorus et al. 2003; Hermann et al. 2001; Honeyman et al. 1995), DQ6
dagegen soll vor der Erkrankung schiitzen (Pociot & McDermott 2002; Rayner et al. 2002),
was sich flr die Allele DQ8 und DQ6 in unserer Studie bestatigt.

Nicht signifikant, aber tendenziell scheinen die Personen mit dem Allel DQ2 in unserem
Kollektiv eine geringere IL-13-Serumkonzentration als die ohne dieses Allel zu haben, was
bedeutet, dass erhéhtes genetisches Risiko mit einem geringeren IL-13-Spiegel einherginge.
Bereits frihere Arbeiten zeigen, dass IL-13 vor dem Diabetes mellitus Typ 1 schitzen kénnte
(Kolb 1997; Zaccone et al. 1999). Zusétzliche Arbeiten schreiben dem Zytokin IL-13 eine
Rolle in der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1 zu, so dass man das anti-
flammatorisches Protein moglicherweise bei der Therapie einsetzen kdnnte (Kretowski et al.
2000).
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4.4 Zusammenfassung

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist eine chronische immun-mediierte Erkrankung, bei der
Immunmediatoren wie Zytokine, Chemokine und Monokine eine wichtige Rolle spielen.
Bisher fanden sich keine MaBnahmen, mit denen der Ausbruch dieser haufig mit
schwerwiegenden Folgeerkrankungen einhergehenden Erkrankung verhindert werden
kann.

Im Rahmen der groBen europdischen, prospektiven, longitudinalen, doppelt-blinden
Praventionsstudie ENDIT wurde gezeigt, dass der Diabetes mellitus Typ 1 auch durch die
Einnahme von Nikotinamid nicht verhindert werden kann, wenn es Kindern und Jugendlichen
in der pradiabetischen Phase verabreicht wird. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu
mehreren Vorstudien und Tierexperimenten, die einen therapeutischen Effekt gezeigt hatten.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Einnahme von Nikotinamid
trotz ausbleibenden klinischen Effekts zu Verédnderungen der systemischen Immunantwort
fihrt. Obwohl sich die Antikdrperspiegel im beobachteten Zeitraum veranderten, gab es bei
den analysierten Zytokinen (IL-13 und MIF), Chemokinen (IL-8 und MIP1-a) und bei den in
Danemark gemessenen Parametern (TNF-a, TNF-R1, IL-1-RA, IL-13, IL-1-R1) keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich von Personen mit und ohne Nikotinamidbehandlung.
Im einem weiteren Ansatz konnte gezeigt werden, dass die genannten Immunmediatoren
auch nicht in Bezug auf Pradiktion der spater eintretenden Erkrankung eingesetzt werden
kénnen und erstaunlich stabil im longitudinalen Verlauf sind. Im Gegensatz dazu waren die
Autoantikérper 1A2A wie erwartet pradiktiv und verdnderten sich unter Nikotinamid-
behandlung.

Mdoglicherweise sind andere Immunmediatoren als die hier gemessenen besser mit der
Krankheitsentwicklung assoziiert, wobei die Vermutung nahe liegt, dass nicht einzelne
Marker, sondern Zytokinmuster sich im Laufe der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 1

verandern.
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