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Einleitung 1

1.Einleitung

1.1
Allgemeines tber Diabetes mellitus;

Typ-1-Diabetes versus Typ-2-Diabetes

Der Begriff Diabetes mellitus umfasst chronische Stoffwechselkrankheiten mit verminderter
Insulinbildung und/oder Insulinwirkung. Gemeinsames Leitsymptom bei unbehandelten
Patienten ist die chronische Hyperglykdmie (Blutglukosewerte von iiber 110 mg/dl im
niichternen Zustand bzw. 200 mg/dl nach einer Mahlzeit). Die Diabeteshdufigkeit in der
deutschen Bevdlkerung betrdgt mindestens 4 %. Bei schlechter Stoffwechseleinstellung
entwickelt sich bei genetischer Pridisposition ein sogenanntes diabetisches Spatsyndrom, zu
dem diabetische Retinopathie, koronare Herzerkrankung, diabetische Nephro-, Neuro- und

Polyneuropathie sowie einige andere Komplikationen gehoren.

Typ-1-Diabetes mellitus

Trotz der Erkenntnis, dass Typ-1-Diabetes ein Ergebnis der selektiven Zerstérung der
insulinproduzierenden B-Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas ist, sind die
Atiologie und die einzelnen Sequenzen der Pathogenese noch nicht vollstindig aufgeklrt.
Die Erkrankung manifestiert sich am haufigsten im ersten und zweiten Lebensjahrzehnten
und wurde frither hdufig als jugendlicher Typ des Diabetes bezeichnet. Diese Bezeichnung
lieB3 sich aber nicht aufrechterhalten, da diese Form sich auch im spiteren Alter manifestieren
kann.

Das erbliche Risiko an einem Typ-1-Diabetes zu erkranken, kann nach den vorliegenden
Daten als polygenetisch angesehen werden. Die Angaben {iber die Konkordanzraten bei
eineiigen Zwillingen sind nicht ganz einheitlich: so liegen sie nach einigen Untersuchern bei
30-50 % (PALMER & MCULLOH 1991), nach anderen bei 13-33% (BARNETT et al. 1981,
KAPRIO et al. 1992). Nur ein relativ kleiner Anteil (10%) der zum Typ-1-Diabetes genetisch
priadisponierten Individuen entwickelt tiberhaupt das klinische Bild des Typ-1-Diabetes
mellitus (ZIEGLER & HUMMEL 2001).
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Eine gut untersuchte Hauptrisikogruppe sind erstgradige Verwandte von Personen mit Typ-1-
Diabetes. Das Risiko in dieser Gruppe betrigt etwa 5% und ist um den Faktor zehn gegeniiber
der Allgemeinbevolkerung (0,3-0,5%) erhoht (ATKINSON & MACLAREN 1994).

Durch den absoluten Insulinmangel steigen die Glukosewerte im Blut und fiihren zu
typischen klinischen Symptomen wie Durst, groBe Urinmengen, Gewichtsabnahme und

Leistungsschwiche. Die Behandlung der Erkrankung erfolgt obligat mit Insulin.

Typ-2-Diabetes mellitus

Bei Typ-2-Diabetes mellitus handelt es sich um eine Erkrankung, die durch die Kombination
von Insulinresistenz der peripheren Gewebe (Muskelgewebe, Fettgewebe) und gestorter
Insulinsekretion der 3-Zellen des Pankreas entsteht. Die Patienten sind meist dlter als 40 Jahre
und gewohnlich tibergewichtig. Im Anfangsstadium ist Typ-2-Diabetes symptomlos und wird
in der Regel bei einer routineméfBigen Blutuntersuchung festgestellt. Die Entstehung ist
multifaktoriell, die einzelnen Entstehungsmechanismen sind aber noch nicht geklért.
Typ-2-Diabetes kommt hdufig in Kombination mit Hyperlipoproteindmie, arterieller
Hypertonie und Adipositas vor. Diese Syntropie wird als metabolisches Syndrom bezeichnet,
welches mit einem stark erhdhten Risiko fiir eine koronare Herzkrankheit einhergeht.

Die dem metabolischen Syndrom zugrunde liegende pathophysiologische Storung ist
wahrscheinlich eine genetisch determinierte Insulinresistenz, die durch Hyperinsulindmie
zundchst kompensiert wird. Erst im Verlauf von mehreren Jahren manifestiert sich die
diabetische Stoffwechselstérung, oft zusammen mit bereits bestehenden kardiovaskuldren
Komplikationen. Es liegen auch Hinweise auf eine chronische Aktivierung des unspezifischen
Immunsystems als pathogenetische Grundlage des metabolischen Syndroms und der
kardiovaskuldren Erkrankung vor (DUNCAN & SCHMIDT 2001).

Die Therapie hingt vom Stadium und anderen Faktoren ab. Es besteht die Moglichkeit
sowohl der medikamentdsen (orale Antidiabetika, Insulin) als auch der nichtmedikamentdsen
(Bewegung, Diét) Therapie. Bei den meisten Typ-2-Diabetikern kommt es im Verlauf der
Erkrankung zu einer progredienten Erschopfung der B-Zellfunktion mit Insulinmangel und

nachfolgender medikamentdser Insulinpflichtigkeit.

Differentialdiagnose

Das klinische Bild bildet die Grundlage der Differentialdiagnose zwischen Typ-1- und Typ-2-

Diabetes mellitus. Die Abgrenzung kann, insbesondere bei Vorliegen einer Spatmanifestation
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des Typ-1-Diabetes, schwierig sein. In diesem Fall ist die Diagnose mit hoher
Wabhrscheinlichkeit durch Bestimmung von Autoantikdrpern gegen Bestandteile der B-Zellen

moglich, die nur bei Patienten mit Typ-1-Diabetes entstehen.

1.2
Atiopathogenese des Typ-1-Diabetes

Der Typ-1-Diabetes gilt als eine Autoimmunerkrankung, deren pathologisches Korrelat die
Zerstorung der insulinproduzierenden B-Zellen ist (ATKINSON & MACLAREN 1994,
YOON & JUN 2001). Durch die Untersuchungen an beiden Tiermodellen des Typ-1-
Diabetes, der NOD-Maus und der BB-Ratte konnte eine autoimmune Genese der Erkrankung
gestlitzt werden (YOON & JUN 2001).

Ein weiteres wichtiges Argument fiir die autoimmune Genese der Erkrankung ist die
Verlangsamung des Krankheitsverlaufes durch Immunsuppressiva-Gabe oder auch durch den
FEinsatz von spezifischen Antikdrpern (LUDVIGSSON et al. 1983, LESLIE et al. 1985,
VIALETTES et al. 1991, SKYLER et al. 1993, YILMAZ et al. 1993). Die Ursache des Typ-
1-Diabetes mellitus beim Menschen ist bis heute nicht genau bekannt (ATKINSON &
MACLAREN 1994).

Eine Hypothese der Immunpathogenese ist die sogenannte Trigger-Theorie. Auf dem Boden
einer genetischen Disposition wird die autoimmune Reaktion gegen B-Zellen iiber einen oder
mehrere Zusatzfaktoren oder Trigger in Gang gebracht. Zu diesen Triggerfaktoren gehoren
wahrscheinlich auch Umweltfaktoren wie Erndhrung, virale Erkrankungen und andere
Faktoren. Die Trigger-Hypothese wird durch Untersuchungen bei der NOD-Maus und der
BB-Ratte unterstiitzt (LUPPI & TRUCCO 1999, THOMAS & KAY 2000).

Die Inselorganzerstorung fiihrt in einem relativ spaten Stadium zu einer Manifestation des
Typ-1-Diabetes. Aus den Untersuchungen mit der NOD-Maus ist bekannt, dass bis zu 80-
90% der B-Zellmasse zerstort sein miissen, bevor es zu einer klinischen Manifestation der

Erkrankung kommt (DELOVITCH & SING 1997).

An der Pathogenese des Typ-1-Diabetes scheinen B-Zellautoantigene, Makrophagen,
dendritische Zellen und auch B- und T-Lymphozyten beteiligt zu sein. Makrophagen und/oder

dendritische Zellen als Zellen des unspezifischen Immunsystems sind die ersten Immunzellen,
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die die Langerhansschen Inseln infiltrieren und zur sogenannten Insulitis flihren. Die
Makrophagen spielen dabei die entscheidende Rolle in der Entwicklung und Aktivierung der
B-zellspezifischen zytotoxischen T-Zellen (KOLB 1999). Die B-Lymphozyten spielen
wahrscheinlich eine Rolle als antigenprasentierende Zellen (APC-Zellen) (LUPPI &
TRUCCO 1999). Die zytotoxischen T-Zellen sind das Endstiick dieser Zerstdrungskaskade, in
der die aktivierten Makrophagen, die T-Zellen und die von ihnen freigesetzten Zytokine
synergistisch wirken (YOON & JUN 2001). KUKREJA et al. weisen darauf hin, dass auch
ein Zusammenspiel von kleineren T-Zelldefekten moglicherweise zur Autoimmunitdt gegen

insulinproduzierende B-Zellen des Pankreas beitragt (KUKREJA et al. 2002).

Es gibt zunehmend Hinweise auf die Assoziation der Typ-1-Diabetes-Atiopathogenese mit
dem Ungleichgewicht zwischen Thl-und Th2-Immunantwort und einer Fehlsteuerung des
Immunsystems (KATZ et al. 1995, ROEP 1996, ROEP et al. 1996, KUKREJA et al. 2002).
Dabei scheint die Thl-Immunantwort Typ-1-Diabetes zu vermitteln, wiahrend die Th2-
Immunantwort die protektive Rolle zu spielen scheint (ZIEGLER & BONIFACIO 2000). Die
Vermittlung erfolgt dabei durch die spezifischen Zytokine. Diese Assoziation wurde von
RAPOPORT et al. 1993 bei NOD-Méusen nachgewiesen (RAPOPORT et al. 1993).

Bei der NOD-Maus werden zwei verschiedene Phasen der Insulitis beobachtet. Bei der
sogenannten benignen Insulitis iiberwiegen die Th2-Zellen und ihr Sekretionsprodukt
Interleukin-4, die B-Zellen bleiben aber intakt. Im Falle der destruktiven Insulitis dominieren
die Thl-Zellen und spezifische sowie unspezifische inflammatorische Komponenten des
Immunsystems werden aktiviert (KATZ et al. 1995).

KALLMANN et al. wiesen eine erhohte Produktion der Th1-Zytokine IFN-y und TNF-a bei
Patienten mit Typ-1-Diabetes nach. Damit wurde zum ersten Mal die systemische Dominanz
der Thl-Antwort als Ausdruck einer gestiegenen zelluliren Immunantwort gezeigt
(KALLMANN et al. 1997).

Wenn die Rolle der einzelnen Immunsystemkomponenten im Th1/Th2-Gleichgewicht besser
verstanden wiirde, bestiinden auch Ansétze zum Eingreifen in den Immunprozess, der die
Zerstorung der B-Zellen herbeifiihrt (KATZ et al. 1995, KOLB 1997).

Eine neuere Untersuchung von KARLSSON et al. weist eine libermiBige Produktion des
Thl-typischen Zytokins Interferon-y durch die peripheren mononukledren Zellen der Kinder
mit einem hohen Typ-1-Diabetes-Risiko nach. Er interpretiert dieses Ergebnis als eine Thl-
dominierte Immunantwort in der priadiabetischen Phase (KARLSSON et al. 2000).
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Weiterhin konnten im Blut von Patienten mit Typ-1-Diabetes gegen B-Zellen gerichtete
Autoantikorper nachgewiesen werden (BINGLEY et al. 1994, DITTLER et al. 1998).

Die etablierten molekular definierten Typ-1-Diabetes-Marker sind Insulinautoantikdrper
(IAA), Antikorper gegen Glutamatdekarboxylase (GAD) und Tyrosinphosphatase 1A-2. Da
diese vor der klinischen Manifestation der Erkrankung nachweisbar sind, konnen sie zur
Risikoabschédtzung der Erkrankung vor der klinischen Manifestation verwendet werden
(SCHMID & ZIEGLER 2001).

SCHMID & ZIEGLER empfehlen ein Screening zur Fritherkennung bei Verwandten von
Typ-1-Diabetes-Patienten ab dem 2. Lebensjahr mit einer kombinierten Testung der
Antikorper gegen Glutamatdecarboxylase, Tyrosinphosphatase 1A-2 bzw. GAD und Insulin.
Damit wiére eine Diabetespradiktion von 85% moglich. Bei den nichtverwandten
Risikogruppen (z.B. Personen mit Zoliakie und anderen Autoimmunerkrankungen) gibt es
noch keine Screeningempfehlung (SCHMID & ZIEGLER 2001, BINGLEY et al. 2001).

Die pathogenetische Rolle der Autoantikorper gegen Insulin, GAD und [A-2, die sich fiir die
Diagnostik der Erkrankung etabliert haben, ist zurzeit nicht geklart. In diesem
Zusammenhang ist auch unklar, ob die Autoantikérper nur ein Epiphdnomen im Rahmen der
Pathogenese des Typ-1-Diabetes anzeigen, oder ob sie kausal daran beteiligt sind (ZIEGLER
& HUMMEL 2001, YOON & JUN 2001).

Aufschluss iiber diese und viele anderen Fragen konnen die prospektiven Studien bei Typ-1-
Diabetes-Risikokollektiven, wie die seit elf Jahren laufende deutsche BABYDIAB-Studie,
geben.

Bisher sind in Deutschland tiber 1600 Kinder bei ihrer Geburt aufgenommen worden. Alle
haben mindestens ein Elternteil, das an Typ-1-Diabetes erkrankt ist. Im Alter von neun
Monaten sowie von zwei, finf, elf und vierzehn Jahren werden die Kinder routinemifig
untersucht (ZIEGLER & HUMMEL 2001).

Die Studie untersucht prospektiv den Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Inselzellautoimmunitdt und genetischen sowie Umweltfaktoren. Dabei wurde bei den
Nachkommen der Patienten mit Typ-1-Diabetes HLA-Typ-abhédngig ein unterschiedlich
hohes Risiko festgestellt, diabetesassoziierte Antikdrper zu entwickeln. Die Kinder mit den
HLA-Genotypen DR3/4 oder DR4/4 haben bereits vor dem 3. Lebensjahr etwa zehnmal
haufiger positive Inselautoantikorper als Kinder ohne diese Haplotypen.

In einer Folgestudie sollen die festgestellten Hochrisikogenotypen (DR3/4 (DQ B1*57 non-
Asp) und DR 4/4 (DQ B1*57 non-Asp)) engmaschig auf die Entstehung und den Verlauf der
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Inselautoantikorper in den ersten drei Lebensjahren untersucht werden (ZIEGLER &
HUMMEL 2001, SCHENKER et al. 1999).

Mit der Studie soll auch geklart werden, ob Umweltfaktoren, die in den ersten beiden
Lebensjahren einwirken, flir die Dysregulation des Immunsystems und die Entstehung von
Typ-1-Diabetes mellitus  bei genetisch pridisponierten Personen verantwortlich sind
(ZIEGLER & HUMMEL 2001).

Erginzend wurde die BABYDIET-Studie gestartet. Das Ziel dieser Studie ist es, durch
Modifizierung der Erndhrung (u.a. mit glutenfreier Erndhrung) die Initialisierung des
Autoimmunprozesses zu verhindern und damit die Entwicklung des Typ-1-Diabetes in den

ersten zwei Lebensjahren zu vermeiden (ZIEGLER & HUMMEL 2001).

1.3
Epidemiologische Aspekte des Typ-1-Diabetes

Die Pravalenz der Erkrankung in der Bevolkerung ist insgesamt niedrig (<1%). Die Inzidenz
zeigt geographische Unterschiede. In Europa besteht die niedrigste Inzidenz in Mazedonien
(3,2 pro 100.000 und pro Jahr) und die hochste in Finnland (35,3 pro100.000 und pro Jahr).
Weltweit gilt die niedrigste Inzidenz fiir den asiatischen Raum (0,5 pro 100.000 Einwohner
und pro Jahr) und die hochste ebenfalls in Finnland (SERRANO-RIOS et al. 1999,
MUNTONI & MUNTONI 1999).

Insgesamt wird ein Anstieg der Inzidenz des Typ-1-Diabetes weltweit beobachtet. Dieses
zeigt sich sowohl in den Populationen mit einer hohen, als auch mit einer niedrigen Inzidenz.
ONKAMO et al. prognostizieren eine 40% hohere Inzidenz im Jahre 2010 als im Jahre 1998
weltweit (ONKAMO et al. 1999).

Ausserden belegen die Migrationsstudien, dass Menschen die Diabetesinzidenz des
Einwanderungslandes erwerben. Dies ist wiederum ein Argument fiir die Beteiligung der

Umweltfaktoren an der Diabetespathogenese (AKERBLOM & KNIP 1998).
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1.4
Genetische Faktoren bei der Entwicklung des Typ-1-Diabetes

Beim Vergleich der Erkrankungswahrscheinlichkeiten fiir Typ-1-Diabetes von Verwandten
ersten Grades zeigt sich, dass monozygote Zwillinge hdufiger als dizygote Zwillinge, als
HLA-identische Geschwister oder als nicht-HLA-identische Geschwister erkranken
(BARNETT etal. 1981, TILLIL & KOBBERLING 1987, OLMOS et al. 1988).

Die Assoziation des Typ-1-Diabetes mit dem Major Histocompatibilititskomplex (MHC)
kann weiterhin als gesichert angesehen werden. In erster Linie kommen dabei die HLA-
Klasse-2-Antigene (HLA-DR 3, 4) in Betracht (WOLF et al. 1983).

Insgesamt liegen diese HLA-Antigene bei Patienten mit Typ-1-Diabetes mit 95% deutlich
hdufiger als in der Normalbevdlkerung vor. Die stirkste Assoziation besteht mit HLA-DQ-
Antigenen (TODD et al. 1987).

Im Rahmen der bevolkerungsspezifischen Untergruppenanalysen der MHC-Klasse-2-
Antigene konnten sowohl positiv als auch negativ assoziierte HLA-Antigene (sog.
»protektive® Antigene) nachgewiesen werden (OLMOS et al. 1988, OWERBACH &
GABBAY 1996). Klasse-2-HLA-Gene in der HLA-D-Region kodieren die Zell-
Oberflaichenmolekiile, die wiederum Antigene binden und den T-Zellen prasentieren. Sie
scheinen damit eine Rolle in der Pathogenese der Erkrankung zu spielen.

Anhand der Ergebnisse der Zwillingsforschung gehen OLMOS et al. aber auch von einer
wichtigen Rolle der nichtgenetischen Faktoren in der Pathogenese der Erkrankung aus
(OLMOS et al. 1988), so dass zusitzlich Umweltfaktoren an der Atiopathogenese beteiligt
sein miissen (MUNTONI et al. 2000, LUPPI & TRUCCO 1999).

1.5
Tiermodelle des Typ-1-Diabetes

Beim Menschen ist es nur schwer moglich, die praklinische Phase des Typ-1-Diabetes invasiv
(histologische Untersuchungen der Pankreasproben) zu untersuchen. Daher war es von grof3er
Bedeutung, die unterschiedlichen Aspekte der Erkrankung in den Tiermodellen des spontanen

Typ-1-Diabetes mellitus zu erforschen.
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Die beiden Tiermodelle des Typ-1-Diabetes sind die BB(Bio Breeding)-Ratte und die NOD
(non obese diabetic)-Maus (BACH & BOITARD 1987).

Nach der Erstbeschreibung der NOD-Maus durch MAKINO et al. im Jahre 1981 erlangte
dieser Inzuchtstamm eine grosse Bedeutung aufgrund der Eigenschaft, spontan einen
autoimmunen Diabetes zu entwickeln (MAKINO et al. 1981, DELOVITCH & SING 1997,
THOMAS & KAY 2000). Dieses Charakteristikum der NOD-Maus unterliegt einer
komplexen genetischen Kontrolle, die zusétzlich durch Umweltfaktoren moduliert wird.
Wihrend alle Tiere synchron im Alter von drei bis vier Wochen erste Zeichen einer Insulitis
aufweisen, entwickelt sich ein manifester Diabetes nur bei einem Teil der Tiere, und zwar in
einem ganz unterschiedlichen Alter (BACH & MATHIS 1997, DOTTA & EISENBARTH
1989).

Die genetische Pradisposition, einen insulinpflichtigen Diabetes zu entwickeln, wird
hauptsdchlich durch den Histokompatibilitdtskomplex bestimmt (KIKUTANI & MAKINO
1992). Sowohl der Mangel an I-E (homolog dem menschlichen HLA-DR), als auch die
Expression eines bestimmten [-AB-Lokus (His an Position 56, Ser an Position 57; homolog
des menschlichen ,diabetogenen” HLA-DQB-non-Asp an Position 57) sind mit einer

erhohten Erkrankungswahrscheinlichkeit assoziiert (TODD et al. 1987).

Ein weiteres Tiermodell des Typ-1-Diabetes ist die BB (Bio-Breeding) Ratte. Obwohl an der
autoimmunen Auslosung der Krankheit auch in diesem Modell kaum Zweifel bestehen, sind
die genauen Ursachen der selektiven B-Zellzerstorung weiterhin unbekannt (MARLISS 1983).
Analog zur NOD-Maus besteht auch bei der BB-Ratte ein genetischer Hintergrund, einen
autoimmunen Diabetes zu entwickeln (PRUD"HOMME et al. 1985). Besonders pradisponiert
sind MHC Haplotyp RT1u homozygote Ratten (COLLE et al. 1981).

Trotz des identischen genetischen Hintergrundes erkranken nur 30-90 % der Ratten an einem
insulinpflichtigen Diabetes. Auch in diesem Tiermodell konnten Umwelteinfliisse an der
Pathogenese der Erkrankung ursidchlich mitbeteiligt sein (NAJI et al. 1985). Da Viren keinen
gesicherten Effekt auf die Inzidenz des Typ-1-Diabetes der BB-Ratte haben (LIKE 1990),
riickten auch bei der BB-Ratte Nahrungsbestandteile in den Mittelpunkt des Interesses
(SCOTT 1996 b).
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1.6
Umweltfaktoren bei der Pathogenese des Typ-1-Diabetes

Zu den Umweltfaktoren, die die Entstehung und Entwicklung des Typ-1-Diabetes

beeinflussen sollen, gehdren bestimmte Nahrungsbestandteile (Weizen, Soja, Milch),

Infektionen durch Viren sowie ein Einfluss bestimmter toxischer Substanzen wie
Streptozotocin, Nitrosamine, Nitrit und Schwermetalle (LIKE & ROSSINI 1976, KOLB
1987, VIRTANEN et al. 1994, KOSTRABA et al. 1992, PARSLOW et al. 1997,
ECKHARDT et al. 1999).

Nach AKERBLOM & KNIP sind folgende Umweltfaktoren mdglicherweise an der

Immunpathogenese der Erkrankung beteiligt:

a) Nahrungsbestandteile bzw. Erndhrungsfaktoren:

Kuhmilchproteine (Casein, bovines Serumalbumin, B-Lactoglobulin, bovines Insulin)
Gluten, Soja und andere Pflanzenproteine

Fette

Nitrate und Nitrite

Kaffee, Tee

Zinkmangel

Vitamin D-Mangel (EURODIAB-Studie, 2000)

Haufige Aufnahme protein- und kohlenhydratreicher Kost

b) Virale Infektionen:

Mumps
Rubella
Zytomegalie
Enteroviren
Retroviren

Rotavirus (HONEYMAN et al. 2000)

¢) Impf- und Hygienestandards (KOLB & ELLIOT 1994)

d) Toxine:

Alloxan
Streptozotocin

Nitrate, Nitrite
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e) Psychosoziale Faktoren
f) Klima
g) Pré- und perinatale Risikofaktoren (AKERBLOM & KNIP 1999).

1.6.1
Diatetische Beeinflussung der Inzidenz des Typ-1-Diabetes

in den Tiermodellen und beim Menschen

Trotz der erwiesenen genetischen Determinanten in der Pathogenese des Typ-1-Diabetes
mellitus ist eine bestimmte genetische Konstellation nicht ausreichend, um die Erkrankung zu
entwickeln.

Es liegen iiberzeugende Ergebnisse vor die zeigen, dass die Entwicklung des spontanen
Diabetes bei BB-Ratten und NOD-Mausen, die die Tiermodelle des humanen Typ-1-Diabetes
darstellen, zum groflen Teil nahrungsabhingig ist. In erster Linie wurde diese Assoziation von
SCOTT et al. nachgewiesen (SCOTT et al. 1983, 1985, 1988a, 1988b, 1989, 1994, 1996 a,
1996 b, 1997). Auch Untersuchungen anderer Wissenschaftler belegen den Zusammenhang
(ELLIOT & MARTIN 1984, DANEMAN et al. 1987, ISSA-CHERGUI et al. 1988,
ATKINSON et al. 1988, LEFKOWITH et al. 1990, HOORFAR et al. 1991, HOORFAR et al.
1992).

16.11

Milch als diabetogener Nahrungsbestandteil

Kuhmilch bzw. Ersatzmittel auf Kuhmilchbasis stehen seit lingerem im Verdacht, die
Entwicklung von Typ-1-Diabetes und einigen anderen immunsystemvermittelten
Erkrankungen zu begiinstigen. Die Rolle von Milchproteinen wird auch in der Atiologie der
multiplen Sklerose und der rheumatoider Arthritis diskutiert (HANGLOW et al. 1985,
MALOSSE et al. 1992).

Die meisten Studien iiber den Zusammenhang zwischen der Entwicklung von Typ-1-Diabetes
und dem Erndhrungsfaktor Milch beziehen sich beim Menschen auf ein frithes Lebensalter
von etwa sechs Monaten (BORCH-JOHNSEN et al. 1984, KARJALAINEN et al. 1992). Die
Daten wurden zum Grofteil in retrospektiven Fall-Kontroll-Studien oder epidemiologischen

Untersuchungen erhoben (SCOTT 1990, NORRIS & SCOTT 1990).
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BORCH-JOHNSEN et al. zeigten 1984 ertsmals, dass eine negative Assoziation zwischen der
Dauer der Stillzeit und der Diabetesinzidenz besteht (BORCH-JOHNSEN et al. 1984). Auf
der anderen Seite wurde eine positive Assoziation zwischen Kuhmilchproteinaufnahme und
der Diabetesinzidenz festgestellt (SCOTT 1990, DAHL-JORGENSEN et al. 1991, FAVA et
al. 1994).

In der Folge zeigten diverse retrospektive Fall-Kontroll-Studien widerspriichliche Ergebnisse
hinsichtlich der Bedeutung einer frithen Erndhrung mit Kuhmilchprodukten bei genetisch
pradisponierten Individuen (WASMUTH & KOLB 2000).

Zwei Metaanalysen der wichtigen Studien zeigten aber: Kinder, die mit Kuhmilch bis zum
Alter von 3 Monaten erndhrt wurden, wiesen ein erhohtes Diabetesrisiko auf (GERSTEIN

1994, NORRIS & SCOTT 1990).

Gegen alle wichtigen Kuhmilchproteine konnte man bei frisch manifesten Patienten mit Typ-
1-Diabetes Antikorper feststellen ( SAVILAHTI et al. 1988, DI MARIO et al. 1988,
DAHLQUIST et al. 1992, VIRTANEN et al. 1994, KROKOWSKI et al. 1995, ELLIOT et al.
1996, SAUKKONEN et al. 1998), aber nur eine Studie konnte eine hohe Spezifitit der
Antikorper gegen bovines Serumalbumin (BSA) bei Diabetekern nachweisen
(KARJALAINEN et al. 1992). Allerdings wurde dieses Ergebnis spiter von LUHDER et al.
in Frage gestellt (LUHDER et al. 1994).

Es zeigten sich aulerdem erhohte Antikorpertiter gegen Kuhmilchproteine bei Patienten mit
selektivem IgA-Mangel (BUCKLEY & DEES (1969) und Zdliakie (FERGUSON (1977), die
beide mit DQ 2 (A1* 0501, B1* 0201) assoziiert sind (HAMMARSTRON & SMITH 1983,
SAUKKONEN et al. 1996).

Ein moglicher Mechanismus der Beeinflussung durch Kuhmilch ist wie auch bei der
vermuteten viralen Beteiligung (s.0.) eine immunologische Kreuzreaktion (molekulare
Mimikry) zwischen Kuhmilchproteinen und Autoantigenen der B-Zellen. Einige
Sequenzdhnlichkeiten der genannten Strukturen wurden bereits identifiziert (KOLB &
POZZILLI 1999).

Eine andere Hypothese beinhaltet die Kreuzreaktivitit zwischen B-Zellantigenen und
bovinem Insulin aus der Kuhmilch. VAARALA =zeigte, dass Kinder, die frith mit
Ersatznahrung auf Kuhmilchbasis ernidhrt wurden, erhohte Antikorpertiter gegen bovines

Insulin haben (VAARALA et al. 1998, VAARALA et al. 1999).
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In den letzten Jahren wurde die Auswirkung der Kuhmilcherndhrung auf die
Diabetesentwicklung mit Hilfe der beiden Tiermodelle BB-Ratte und NOD-Maus genauer
untersucht. Dabei zeigte sich, dass das Vermeiden von Kuhmilchproteinen in der Nahrung zu
einer niedrigeren, umgekehrt die Zugabe von Kuhmilchproteinen zu einer erhohten
Diabetesinzidenz fiihrt (ELLIOT & MARTIN 1984, SCOTT et al. 1985, ISSA-CHERGUI et
al. 1988, ELLIOT et al. 1988, SCOTT 1996 b).

Diese widerspriichlichen Ergebnisse sowohl in den Untersuchungen bei den Tiermodellen, als
auch beim Menschen, filhren zu der Annahme, dass weitere Faktoren, die die
Diabeteshédufigkeit beeinflussen, nicht beriicksichtigt wurden (KOLB & POZZILLI 1999).

Es besteht aullerdem ein Zusammenhang zwischen Diabeteshaufigkeit und der Stilldauer bzw.
dem Stillen tiberhaupt. Muttermilch enthélt zahlreiche Zytokine und Wachstumsfaktoren, die
eine groBe Rolle in der Ausreifung des darmassoziierten Immunsystems spielen
(SRIVASTAVA et al. 1996). Der Kuhmilch fehlen diese Faktoren in biologisch aktiver Form,
so dass man dies als moglichen beeinflussenden Faktor in Betracht ziehen sollte (KOLB &

POZZILLI 1999).

Da die Ergebnisse der retrospektiven Studien aufgrund vieler Faktoren nicht eindeutig zu
interpretieren sind, sind prospektive Studien notig, die den Zusammenhang zwischen der
Stilldauer und der Erndhrung mit Kuhmilch bzw. Ersatznahrung auf Kuhmilchbasis und der
Diabetesinzidenz sowie dem Erscheinen diabetescharakteristischer Antikorper untersuchen
(HUMMEL et al. 1998, COUPER et al. 1998, HARRISON & HONEYMAN 1999).

In der prospektiven Studie BABYDIAB konnte unabhidngig vom HLA-Genotyp keine
Assoziation zwischen der Stillzeit bzw. dem Stillen allgemein und der Inselautoimmunitét
bzw. manifesten Typ-1-Diabetes bei Kindern diabetischer Miitter gezeigt werden (HUMMEL
et al. 2000).

Die Rolle der Kuhmilchproteine in der Atiopathogenese des Typ-1-Diabetes mellitus ist damit
nicht eindeutig geklért und es liegen noch zusétzliche unbekannte Faktoren vor, die ebenfalls

EinfluB nehmen (WASMUTH & KOLB 2000).
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1.6.1.2

Gluten als diabetogener Nahrungsbestandteil

Neben verschiedenen Kuhmilchproteinen konnte in einem Tiermodell des autoimmunen
Diabetes, der BB-Ratte, das Gluten als weiteres diabetogenes Nahrungsprotein identifiziert
werden (HOORFAR et al. 1992, SCOTT 1996). Dabei zeigte sich, dass die wichtigsten
diabetogenen Nahrungsbestandteile Weizen und Soja sind, wihrend Milchproteine in diesem

Tiermodell eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheinen.

Genauere Untersuchungen zur Bedeutung des Glutens konnten aufdecken, dass durch
diabetogene Nahrungsbestandteile im Tiermodell BB-Ratte das Verhéltnis von Thl- zu Th2-
assoziierten Zytokinen im Pankreas zugunsten der Th-1-Immunantwort verdndert wird. Die
Verabreichung einer Diét auf HC (hydrolysed casein)-Basis wirkte sich diabetesprotektiv aus.
Es kam zu einer geringeren lymphozytéren Infiltration der Inseln und zu einem verdnderten

Zytokinmuster mit dem Uberwiegen der Th2-Immunantwort (SCOTT et al. 1997).

Bei Patienten mit Typ-1-Diabetes scheint die Immunbalance in Richtung Th1-Immunantwort
verschoben zu sein (KALLMANN et al. 1997), so dass eine Assoziation zwischen Gluten und

Typ-1-Diabetes auch in diesem Zusammenhang moglich erscheint.

Auch das Alter bei Beginn der Didt spielt hinsichtlich einer moglichen Diabetogenitit von
Gluten bei der BB-Ratte eine Rolle (besonders empfindlich reagierten die Tiere im Pubertits-
und frithen Erwachsenenalter), und auch der Anteil des Glutens an der Gesamtmenge der
aufgenommenen Proteine im Sinne einer Dosis-Wirkungs-Beziehung (SCOTT et al. 1997).

In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass bei BB-Ratten hohere
Antikorperkonzentrationen gegen Bestandteile des Glutens nachweisbar sind als bei
Kontrolltieren, die keinen spontanen Diabetes entwickeln (SCOTT et al. 1989). Somit kann
sowohl von quantitativen als auch von qualitativen Unterschieden der Immunantwort gegen

Gluten bei den pradisponierten Tieren ausgegangen werden.

Auch bei der NOD-Maus zeigten FUNDA et al., dass eine glutenfreie Erndhrung der Tiere zu
einer geringeren Diabetes-Inzidenz fiihrte als in einer Kontrollgruppe. Der Zeitpunkt der

Diabetes-Manifestation lag bei den glutenfreiernédhrten Tieren spéter und es zeigte sich ein
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geringerer Insulitisgrad in der histopathologischen Untersuchung der Langerhansschen Inseln
(FUNDA et al. 1999).

HOORFAR et al. berichteten, dass Weizenmehl bei NOD-Méiusen unter Didten mit
Einzelproteinquelle die hochste Diabetes-Inzidenz hervorgerufen hat (HOORFAR et al.
1993).

In den beiden Tiermodellen des Typ-1-Diabetes konnte ein diabetogenes Potential der Diédten
auf Weizen- bzw. Sojabasis nachgewiesen werden (SCOTT et al. 1988, SCOTT 1988,
HOORFAR et al. 1991, HOORFAR et al. 1993, SCOTT 1994 und 1995). Die Didten auf
Aminosdurebasis wirkten sich auf die Diabetesentwicklung dagegen protektiv aus (SCOTT et
al. 1988, SCOTT 1988, ELLIOT et al. 1988, SCOTT et al. 1989, HOORFAR et al. 1991,
HOORFAR et al. 1993, SCOTT 1996).

JOHNSON et al. zeigten 1990 in einer Studie mit BALB/c-Miusen, dass die Erndhrung der
Tiere mit Weizen sowohl die Sperzifitit, als auch die Menge der getreidespezifischen
Antikorper im Serum beeinflusst. Das unterstreicht die Bedeutung der oralen Toleranz gegen

Weizenproteine (JOHNSON et al. 1990).

Es gibt insgesamt weniger Untersuchungen beim Menschen zur Assoziation zwischen Gluten
und Typ-1-Diabetes als z.B. zur Assoziation zwischen Kuhmilch und Typ-1-Diabetes. So
konnte demonstriert werden, dass Patienten mit Typ-1-Diabetes im Vergleich zu relevanten
Kontrollpersonen eine gesteigerte zellulire Immunantwort gegen Gluten aufweisen
(KLEMETTT et al. 1998). Insgesamt war diese Immunantwort aber bei beiden Gruppen
niedrig, so dass nach Meinung der Autoren die T-zellvermittelte Immunitdt gegen Gluten
keine wichtige Rolle in der Pathogenese des Typ-1-Diabetes zu spielen scheint. Zusétzlich
sind andere Untersuchungen zur T-zellvermittelten Immunantwort gegen Gluten bei gesunden
Kontrollen z.T. widerspriichlich (JENSEN et al. 1995, GJERTSEN et al. 1994, SIKORA et al.
1976, BAKER et al. 1995).

CATASSI et al. berichteten weiterhin, dass AGA (Anti-Gliadin-Antikérper) bei frisch
manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes ohne villose Atrophie erhdht waren und spiter im
Verlauf der Erkrankung abnahmen (CATASSI et al.).

Um das AusmaB der glutenassoziierten Autoimmunitét bei Patienten mit Typ-1-Diabetes zu
untersuchen, bestimmten LAMPASONA et al. die humorale Immunantwort (IgA- und IgG-

Antikorper) gegen Transglutaminase C in drei Gruppen: frisch manifeste Patienten mit Typ-1-
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Diabetes, Typ-2-Diabetiker und die Kontrollgruppe. Die Transglutaminase C, auch Tissue
Transglutaminase C genannt, ist ein wichtiges Zdliakie-Autoantigen.

In dieser Untersuchung zeigten ca. zehn Prozent der Patienten mit Typ-1-Diabetes eine
zoliakietypische Immunantwort und weitere 30% niedrige Antikorpertiter gegen die
Transglutaminase C. Im Vergleich dazu waren bei nur zwei Prozent der Typ-2-Diabetiker und
einem Prozent der Kontrollpersonen diese Antikdrper nachweisbar. Die Autoren stellen zwei
mogliche FErkldarungen fiir die hohe Privalenz dieser zdliakietypischen Antikorper bei
Patienten mit Typ-1-Diabetes zur Diskussion. Entweder besteht eine Beteiligung der
darmassoziierten Immunitdt bzw. des Darmes an der Pathogenese des Typ-1-Diabetes oder
die Transglutaminase ist ein Autoantigen, das sekundir im Prozess der B-Zellzerstorung

entstanden ist (LAMPASONA et al. 1999).

1.7

ZO0liakie — die glutensensitive Enteropathie

Zoliakie, auch einheimische Sprue oder glutensensitive Enteropathie genannt, wird als
permanente Intoleranz gegen Nahrungsgliadin, die alkohol-16sliche Proteinfraktion des
Glutens, definiert. Sie ruft eine Atrophie der Diinndarmmukosa und eine konsekutive
Malabsorbtion bei Betroffenen hervor. Das schidliche Agens des Glutens bei der Zoliakie ist
das a-Gliadin (MOWAT 2000). Die Zoliakie ist wahrscheinlich das Ergebnis der gestorten
Homoostasemechanismen der oralen Toleranz, die normalerweise die Ausbildung einer
Immunantwort gegen Nahrungsproteine verhindert (JOHNSON et al. 1990, MAKI &
COLLIN 1997, MOWAT & WEINER 1999, MACDONALD et al. 1999, KOLB &
POZZILLI 1999, FEIGHERY 1999).

Der Manifestationszeitpunkt der Erkrankung ist nicht nur auf das Kindesalter beschrinkt,
sondern kann in jedem Alter auftreten. Histologisch liegt das Bild einer villosen Atrophie des
Diinndarmes, einer Hyperplasie der Krypten und einer Lymphozyteninfiltration der Lamina
propria vor. Die Zoliakie-Prévalenz in der Bevolkerung liegt bei etwa 1:500. Dabei zeigen
sich deutliche regionale Unterschiede (FASANO & CATASSI 2001).

Die klassische (typische) Zoliakie manifestiert sich mit Durchfillen, Gewichtsverlust,
Malabsorption mit Steatorrhé und mit klinischen Zeichen von Vitaminmangelsymptomen.
Neben der klassischen Zoliakie werden zunehmend atypische, stumme und latente

Zoliakieformen beobachtet. Bei der atypischen Zdliakie stehen Symptome im Vordergrund,
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die keiner gastrointestinalen Organmanifestation entsprechen. Bei den Patienten bestehen
beispielsweise lediglich rezidivierende Bauchschmerzen, Leistungsschwiche,
Eisenmangelanimie u.a. (ZIMMER 2001). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass sogar
die Mehrheit der durch Serumscreening entdeckten Zoliakie-Fille zur latenten oder
asymptomatischen Form gehoren (CATASSI et al. 1995). Das bestitigen auch die
Untersuchungen von ACERINI et al. 1998.Bei allen drei Unterformen kdnnen die Symptome
ganz fehlen oder zumindest nicht zu jedem Zeitpunkt vorhanden sein.Zu den atypischen bzw.
extraintestinalen Formen im Erwachsenenalter zdhlen Dermatitis herpetiformis Duhring, die
Eisenmangelandmie, Kleinwuchs, Osteoporose, neurologische Stérungen u.a. (FASANO &

CATASSI 2001).

Die zurzeit favorisierte Theorie der Pathogenese der Zoliakie besagt, dass priddisponierte
Personen auf Gluten mit einer abnormen Immunantwort in der Diinndarmmukosa reagieren
und dass diese Reaktion durch lokalaktivierte T-Lymphozyten verursacht wird
(MACDONALD et al. 1999). Demnach wire Zoliakie eine Erkrankung, die durch das
zelluldre Immunsystem vermittelt ist.

Diese Hypothese wird durch eine Reithe von Phdnomenen unterstiitzt. So konnten
glutenspezifische CD4-T-Zellen (auch T-Helfer-Zellen), die y-Interferon produzieren, aus der
Darmmukosa der Zoliakie-Patienten isoliert werden (NILSEN et al. 1995). Zum anderen gibt
es eine enge Assoziation zwischen Zoliakie und bestimmten HLA-Haplotypen, insbesondere
den HLA II-DQ2 und —-DQ8 Antigenen (SOLLID&THORSBY 1993).

Die Funktion der HLA Klasse II-Molekiile ist die Bindung von Peptiden aus komplexen
Proteinen und deren weitere Prasentation an T-Helfer-Zellen. Ein wahrscheinlich wesentlicher
Schritt im Rahmen der Zoliakiepathogenese ist die Pridsentation von bestimmten Epitopen des
Gliadins und damit Aktivierung der T-Helfer-Zellen mit konsekutiver Immunantwort gegen

diese Peptide (MACDONALD et al. 1999).

Die serologischen Tests sind nicht invasiv und bieten somit eine Screeningmoglichkeit fiir
Risikopopulationen. Dazu gehoren erstgradig Verwandte der Zoliakie-Patienten, Typ-1-
Diabetes-Patienten, Menschen mit Down-Syndrom und mit IgA-Mangel-Syndrom (CHIRDO
et al. 1999).

Die zoliakietypischen Antikorper, deren Nachweis zurzeit auch zu diagnostischen Zwecken
genutzt wird, sind: Antigliadin-Antikorper (AGA), Endomysium-IgA-Antikorper (EMA IgA),
Antiretikulin-Antikorper (ARA) und IgG-Tissue-Transglutaminase-Antikorper (IgG-tGCA) (
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HUMMEL et al. 2000). Diese Antikorper konnen auch bei Gesunden nachgewiesen werden.
Ausschlaggebend fiir die Diagnose sind die Antikdrpertitererhohung (GONCZI et al. 1992)
sowie das Vorliegen von klinischen Symptomen wund positiven histologischen
Diinndarmbiopsien (DAVIDSON & BRIDGES 1987, COLE & KAGNOFF 1985). MAKI et
al. betonen, dass weder der Nachweis eines einzelnen zoliakietypischen Antikorpers noch der
verschiedenen Antikorper eine 100 %-ige Pridiktion hinsichtlich der Diagnose haben. Die
Diinndarmbiopsie bleibt nach wie vor der Goldstandard der Zéliakiediagnostik (MAKI et al.
1998).

Eine diagnostische Herausforderung stellt die latente Zoliakie dar, die nur transient
serologisch und/oder bioptisch wegweisende Befunde aufweist (ZIMMER 2001). KEMENY
et al. untersuchten 1986 die Zdliakie-Patienten auf Gliadin-Antikdrper im Erkrankungsverlauf
und konnten eine Expositionsabhéingigkeit der Antikorpertiter nachweisen. Nach der
Glutenrestriktion fielen die Gliadinantikorpertiter ab (KEMENY et al. 1986).

Die Zoliakie-Patienten unterscheiden sich von Gesunden nicht nur durch die spezifischen
Antikorper gegen Gliadin, sondern auch gegen andere Nahrungsantigene wie Ovalbumin und
bovines Casein (KEMENY et al. 1986). Die Autoren erkldren dieses mit einem durch die
gestorte Darmmukosa erhohten Antigentransport und nicht mit einer spezifischen
immunologischen Reaktion auf Gliadin. Bei der Zdliakie konnte entsprechend eine erhdhte
Darmpermeabilitidt nachgewiesen werden (BJARNASON et al. 1985, LAMPASONA et al.
1999).

Die Behandlung der Erkrankung erfolgt mit einer lebenslangen strikten glutenfreien Diét
(keine Produkte aus Weizen, Gerste und Roggen). Durch die Didt werden nicht nur Folgen
der Malabsorption wie Osteoporose und Vitaminmangelsyndrome verhindert, sondern auch
die Spitfolgen mit gehduftem Auftreten von Malignomen (HOLMES et al. 1989,
ASHKENASI & BARATZ 1992).

Unter der Diit tritt gewohnlich eine vollige Symptomfreiheit ein, und es liegt ein regelrechter
histologischer Befund des Diinndarms vor. Da die Diédt zum jetzigen Zeitpunkt die einzige
effektive Therapie darstellt, gibt es weitere Untersuchungen zur Entwicklung neuer
Therapiekonzepte, wie z.B. die Peptidtherapie (MOWAT 2000, ARENTZ-HANSEN et al.
2000, ANDERSON et al. 2000).

Ein anderer Ansatz ist die gentechnologische Herstellung von Weizen, aus dem die toxischen

Gliadinpeptide entfernt wurden (ZIMMER 2001).
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1.8

Assoziation zwischen Typ-1-Diabetes und Zdéliakie

Eine Assoziation zahlreicher Autoimmunerkrankungen wie dem Typ-1-Diabetes mellitus, der
chronischen Thyroiditis oder der atrophischen Gastritis mit der Zoliakie wurde in mehreren
Studien nachgewiesen (LANCASTER-SMITH et al. 1974, KONTIAINEN et al. 1990,
LAMPASONA et al. 1999).

In etwa drei bis fiinf Prozent der Fille treten die Autoimmunthyreoiditis, der Typ-1-Diabetes
mellitus und die rheumatoide Arthritis zusammen mit der Zoliakie auf. In einer groflen Studie
mit 909 Zoliakiepatienten wurde gezeigt, dass die Privalenz von Autoimmunerkrankungen
mit der Dauer der Glutenexposition zunimmt (VENTURA et al. 1999).

Uber die Assoziation zwischen Typ-1-Diabetes und Zoliakie wurde schon 1954 berichtet
(PAYNE 1954, VISAKORPI 1969). Die Zoliakie-Priavalenz bei Diabetes liegt bei Kindern
bei etwa 1-4 % und bei Erwachsenen bei 2-4% (CATASSI et al. 1994, CATASSI et al. 1995,
KOLETZKO et al. 1988, GADD et al. 1992, BARERA et al. 1991, SIGURS et al. 1993, DE
VITIS et al. 1996, SAUKKONEN et al. 1996, MAKI et al. 1984, COLLIN et al. 1989,
SATEGNA-GUIDETTI et al. 1994, VERGE et al. 1994, SJOBERG et al. 1998). Somit liegt
die Héufigkeit der Zoliakie bei Typ-1- Diabetikern um mehr als das 10-fache iiber der der
allgemeinen Bevdlkerung (0,26- 0,38%). Die Erhebung der Daten ist durch zahlreiche
asymptomatische Fille, sowohl in der allgemeinen Bevdlkerung als auch bei Patienten mit
Typ-1-Diabetes erschwert (CATASSI et al. 1994, CATASSI et al. 1995). Aktuell geht man
davon aus, dass etwa 9% der Patienten mit Typ-1-Diabetes Antikorper haben, die fiir die
Zoliakie charakteristisch sind (LAMPASONA et al. 1999, CRONIN & SHANAHAN 1997).
Unklar bleibt, ob eine Glutenrestriktion bei Patienten mit Typ-1-Diabetes, die gleichzeitig an
Zoliakie leiden, die Rate und das Fortschreiten des Diabetes verdndern (CRONIN &
SHANAHAN 1997).

Patienten mit Typ-2-Diabetes zeigen interessanterweise eine dhnliche Zoliakie-Priavalenzrate

wie die allgemeine Bevolkerung (PAGE et al. 1994, WALSH et al. 1978).

In den meisten Fillen tritt Zoliakie nach der Diabetes-Manifestation auf und in einigen Fillen
sogar erst Jahrzehnte spiter (SJOBERG et al. 1998). Die Ergebnisse von SAUKKONEN et al.
zeigen, dass die Serokonversion in Richtung Zdliakie meist kurz nach der Manifestation

stattfindet. Die hochste Privalenz der Zoliakie liegt bei Patienten mit Diabetes im
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Erwachsenenalter mit langer Erkrankungsdauer (4,1% im Vergleich zur Pravalenzrate bei
einer Dauer von 3 Jahren von 2,4% (SAUKKONEN et al. 1996). Aufgrund der relativ hohen
Zoliakie-Pravalenzraten und einigen Komplikationen der Erkrankung (metabolische
Storungen, Andmie, sowie bosartige Diinndarmverdanderungen) wird von einigen Autoren ein
serologisches Screening z.B. mit EMA-AK bzw. IgA-AGA in 1-, 3- und 5-
Jahreskontrolluntersuchungen empfohlen, um eine rechtzeitige Diagnosestellung zu
gewdhrleisten (CRONIN & SHANAHAN 1997, ACERINI et al. 1998). HUMMEL et al.
konnten zeigen, dass ein statistisch signifikanter Anteil der Verwandten von Patienten mit
Typ-1-Diabetes eine zoliakiecharakteristische Autoimmunitit bzw. eine latente Form der
Zoliakie aufweisen. Aus dieser Untersuchung entstand die Empfehlung, ein Zdliakie-
Antikorper-Screening nicht nur bei Patienten mit Typ-1-Diabetes, sondern auch bei deren
erstgradigen Verwandten durchzufiihren (HUMMEL et al. 2000, ZIEGLER & HUMMEL

2001). Zurzeit liegen noch keine Langzeitergebnisse des Screenings vor.

Zum einen erklart der gemeinsame genetische Hintergrund die enge Assoziation beider
Erkrankungen (CATINO et al. 1998, BONIFACIO et al. 1998). Diese sind mit bestimmten
HLA-Regionen assoziiert, v.a. mit den Haplotypen Al, BS, DR3, DRB1*03 und DQ2. Der
DQ 2-Locus und v.a. DQA1*0501/DQB1*0201-Heterodimere sind in {iber 90% der Zoliakie-
Félle in Europa vorhanden (SOLLID et al. 1989, SOLLID & THORSBY 1993).

Eine weitere Erkldrung konnte eine Verbindung zwischen Darmimmunitit,
Darmschleimhautprozessen und Typ-1-Diabetes-Pathogenese iiber eine Storung der oralen
Toleranz bei beiden Erkrankungen sein (LAMPASONA et al. 1999, MAKI & COLLIN 1997,
FEIGHERY 1999, JOHNSON et al. 1990, CRONIN & SHANAHAN 1997, BONIFACIO et
al. 1998). Die Zoliakie zihlt zu den Erkrankungen mit einer gestdrten oralen Toleranz (MAKI
& COLLIN 1997, FEIGHERY 1999, JOHNSON et al. 1990).

Die dritte Moglichkeit ist, dass ein Vorliegen von erhdhten zoliakietypischen Antikorpern bei
Typ-1-Diabetes-Patienten ein sekundédres Phdnomen der autoimmunen B-Zellzerstérung ist

(LAMPASONA et al. 1999).

Die Theorie iiber darmassoziierte Prozesse in der Atiopathogenese des Typ-1-Diabetes
(LAMPASONA et al. 1999) wird in Tiermodellen des Typ-1-Diabetes unterstiitzt, in denen
durch Didtmodifikation die Erkrankungsinzidenz verdndert wird (ELLIOT et al. 1988). Es
gibt auBlerdem Studien, die zeigen, dass eine Erndhrungsumstellung die Inzidenz von

Autoimmunerkrankungen beeinflussen kann (ELLIS & ATKINSON 1996).
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Bei Patienten mit Typ-1-Diabetes konnte zusdtzlich eine erhohte Darmpermeabilitit
nachgewiesen werden (BJARNASON et al. 1985, KUITUNEN et al. 1994).

Aus den immunhistochemischen Untersuchungen von Diinndarmbiopsien der Patienten mit
Typ-1-Diabetes durch SAVILAJTI et al. ist folgendes bekannt: auch beim Fehlen von
histologisch nachweisbaren entziindlichen Veridnderungen der Diinndarmschleimhaut konnen
in den meisten Proben immunhistochemisch Abnormalititen mit Hinweisen auf Sekretion von
Thl-typischen Zytokinen in der Darmschleimhaut nachgewiesen werden. Die Autoren sehen

dies als einen Hinweis auf eine gestorte orale Immuntoleranz (SAVILAHTI et al. 1999).

1.9

Problemstellung

Der Typ-1-Diabetes mellitus ist eine Erkrankung, deren Atiologie unklar ist. Neben einer
bekannten genetischen Pridisposition scheinen Umweltfaktoren wie bakterielle und virale
Erreger, Toxine, hygienische Verhéltnisse und Erndhrung an der Entwicklung der Erkrankung
beteiligt zu sein (BACH et al. 1997, LUPPI & TRUCCO 1999). Vor allem Umweltfaktoren,
die in den ersten beiden Lebensjahren einwirken, sollen fiir eine Dysregulation des
Immunsystems und die Entstehung von Diabetes mitverantwortlich sein (ZIEGLER &
HUMMEL 2001).

Vermutlich ist die genetische Préidisposition fiir die unterschiedliche regionale Inzidenz
verantwortlich, wahrend Umweltfaktoren die Entwicklung der Erkrankung in genetisch
pradisponierten Individuen begiinstigen (MUNTONI et al. 2000).

Ein moglicher Umweltfaktor konnte Gluten sein, da in beiden Tiermodellen des Typ-1-
Diabetes, der NOD-Maus und der BB-Ratte, Gluten als moglicher diabetogener
Nahrungsbestandteil identifiziert wurde (FUNDA et al. 1999, HOORFAR et al. 1992, SCOTT
1996a).

Fiir eine mogliche Assoziation zwischen der Pathogenese des Typ-1-Diabetes und einer

oralen Glutenexposition gibt es theoretisch zwei pathogenetische Mechanismen:

1) Eine immunologische Kreuzreaktivitit zwischen Bestandteilen des Glutens und
Antigenen der 3-Zellen des Pankreas (Molekularmimikry) oder

2) eine Storung der oralen Toleranz gegen Gluten und Dysregulation des Immunsystems mit

Entstehung einer Autoimmunreaktion gegen Bestandteile der 3-Zellen.
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In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die humorale Immunantwort gegen Gluten bei

erwachsenen frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen im

ELISA und Western Blot untersucht.

Das Ziel der Arbeit war es, die mogliche Assoziation zwischen der Pathogenese des Typ-1-

Diabetes mellitus und der oralen Glutenexposition bei Menschen systematisch zu

untersuchen.

Zwei wichtige Hinweise auf diese Assoziation sind:

1)

2)

Diabetogenitit des Glutens in den Tiermodellen des Typ-1-Diabetes (BB-Ratte und
NOD-Maus). HOORFAR et al. zeigten 1993, dass eine Weizen-Mehl-Didt unter den
Monodidten die hochste Diabetes-Inzidenz bei den NOD-Méusen hervorrief (HOORFAR

et al. 1993). Auch in Untersuchungen mit der BB-Ratte wurde die Diabetogenitét des
Glutens nachgewiesen (ELLIOT et al. 1988, SCOTT et al. 1988, SCOTT et al. 1996,
SCOTT et al. 1997);

Epidemiologische Assoziation zwischen Typ-1-Diabetes und der glutensensitiven
Enteropathie (CATASSI et al. 1994, CATASSI et al. 1995, KOLETZKO et al. 1988,
GADD et al. 1992, BARERA et al. 1991, SIGURS et al. 1993, DE VITIS et al. 1996,
SAUKKONEN et al. 1996, MAKI et al. 1984, COLLIN et al. 1989, SATEGNA-
GUIDETTI et al. 1994, VERGE et al. 1994, SJOBERG et al. 1998).

Beim Menschen sind direkte Untersuchungen eines moglichen Zusammenhanges zwischen

der Aufnahme von Nahrungsantigenen und der Pathogenese des Typ-1-Diabetes schwer

moglich. Aufschluss sollen Untersuchungen zum Nachweis der zelluldren und/oder der

humoralen Immunitit gegen Gluten bzw. prospektive Erndhrungsstudien bei genetisch

pradisponierten Kindern geben (BABYDIAB-Studie). Die zelluldre Immunantwort gegen
Weizen-Gluten bei Patienten mit Typ-1-Diabetes und Gesunden wurde von KLEMETTI et
al. 1998 untersucht (KLEMETTI et al. 1998).
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2.
Material und Methoden

2.1

Material

2.1.1

Gerate

Analysenwaage A 200 S, Fa. Sartorius, Gottingen

Brutschrank Cytoperm, Fa. Heraeus, Diisseldorf

ELISA-Reader mit Software (SOFTmax), Fa. MWG-Biotech, Ebersberg,

Molecular Devices,Graefelfing

Grobwaage BP 610, Fa. Sartorius, Gottingen

Labor-pH-Meter Typ 647, Fa. Knick, Berlin

Lumi-Imager mit LumiAnalyst (3.0)-Software, Fa. Boehringer Mannheim, Mannheim

Magnetriihrer mit Heizplatte, Fa. Janke & Kunkel, Staufen

Mini-Protean 2 Cell und Zubehoér, Fa. Bio-Rad, Hercules, California USA

Mini-Protean 2 Multiscreen Apparatur mit Zubehor, Fa. Bio-Rad, Hercules, California, USA

Mini Trans-Blot Transfer Cell und Zubehor, Fa. Bio-Rad, Hercules, California, USA

Nunc-Immunoblot-Wash 12 Gerit, Fa. Nunc, Roskilde, Ddnemark
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Pipetten, Fa. Eppendorf, Hamburg

Powersupply, Modell 1000/500, Fa. Bio-Rad, Hercules, California, USA

Schiittler duomax 2030, Fa. Heidolph, Kelheim

Schiittler Titramax 100 fiir Mikrotiterplatten, Fa. Heidolph, Kelheim

Schiittler Reax 2000 fiir Reaktionsgefa3e, Fa. Heidolph, Kelheim

Thermomixer, Fa. Eppendorf, Hamburg

Wasseraufbereitungssystem Milli-Q UF plus, Fa. Millipore, Molsheim, Frankreich

Zentrifuge Omnifuge 2.0RS, Fa. Heraeus, Diisseldorf

2.1.2

Verbrauchsmaterial

Bechergliser verschiedener Grof3e, Fa. Duran/Schott, Mainz

Chemikalienl6ffel, Fa. Roth, Karlsruhe

Combitips plus 50 ml, Fa. Eppendorf, Hamburg

Einmal-Pipetten, Fa. Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Einmalskalpelle, Fa. Medicon, Tuttlingen

Einmal-Wiegeschalen, Fa. Roth, Karlsruhe
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Elektrische Pipettierhilfe Pipettus-Standard, Fa. Roth, Karlsruhe

ELISA-Mikrotiterplatten, Fa. Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Frischhaltefolie, Fa. Toppits/Melitta, Minden

Handschuhe, Fa. Ansell, Stockholm, Schweden

Kristallspitzen 0,5-20 ul, Fa. Biozym Diagnostik, Hess. Oldenburg

Laborschalen, Fa. Roth, Karlsruhe

Mefzylinder verschiedener Grof3e, Fa. Duran/Schott, Mainz

Nitrozellulosemembran (0,45 um), Fa. Bio-Rad, Hercules, California, USA

Pasteur-Pipetten mit Saugaufsatz, Fa. Hilgenberg/Roth, Karlsruhe

Petrischalen , Fa.Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Pinzette, Fa. Keller/Roth, Karlsruhe

Pipettenspitzen blau und gelb, Fa. Sarstedt, Niirnbrecht

Probenrdhrchen 14ml, Fa.Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Probenréhrchen 50 ml Falcon®, Fa. Becton/Dickinson, Franklin Lakes, N.I. USA

Reagenzglasstinder untersch. Grofe, Fa. Roth, Karlsruhe

Reaktionsgefifle, Fa. Sarstedt, Niirnbrecht und Fa. Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefafistinder, Fa. Roth, Karlsruhe
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Spritzflaschen, Fa. Roth, Karlsruhe

Whattmann Filterpapier, Whattmann Int. Ltd., Maidstone, England

2.1.3

Chemikalien

ABTS (2,2’-Azino-bis-3-Ethylenbenzthiazolin-6-Schwefelsdure)

Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Acrylamid, Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

APS, Fa. Serva, Heidelberg

Bromphenolblau, Fa. Serva, Heidelberg

Carbonat/Bicarbonat Puffer in Kapseln, Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Citronensdure-Monohydrat (C¢HgO7xH,0), Fa. Merck, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4 x 2 H,0), Fa. Merck, Darmstadt

EDTA, Fa. Merck, Darmstadt

Ethanol (C;HsOH), Fa. Merck, Darmstadt

Gelatine, Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Glycerol, Fa. Merck, Darmstadt

Glycin (C,HsNOy), Fa. Serva, Heidelberg
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Harnséure, Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Kaliumchlorid (KCI), Fa. Merck, Darmstadt

Kaliumhydrogenphosphat (KH,POj), Fa. Merck, Darmstadt

2-Mercaptoethanol (C;HeOS), Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Methanol (CH30OH), Fa. Roth, Karlsruhe

Milchpulver, Fa. Gliicksklee, Frankfurt a. M.

Natriumchlorid (NaCl), Fa. Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid (NaOH), Fa. Merck, Darmstadt

N,N’-Methylen-bisacrylamid, Fa. Serva, Heidelberg

Perhydrol (H,0;) 30%, Fa. Merck, Darmstadt

Pharmalyte 3-10, Fa. Pharmacia, USA

PMSEF, Fa. Roth, Karlsruhe

Reagenzwasser (reinst, Widerstand > 18,2 MQ cm),

im Folgenden als Wasser bezeichnet, Laborherstellung

Salzsdure (HC1) 37%, Fa. Merck, Darmstadt

Schwefelsdure (H,SO4), Fa. Merck, Darmstadt

TEMED, Fa. Serva, Heidelberg

Thimerosal, Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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TRIS, Fa. Roth, Karlsruhe

Tween 20, Fa. Merck, Darmstadt

Weizen-Gluten, Ogilvie Mills, Kanada

2.1.4

Puffer und Substratlésungen

2.1.4.1
Puffer und Substratlésungen fur Gluten-ELISA

ABTS-Losung
5,5 mg ABTS

7,0 ul H204 (30%)
ad 10 ml Citratpuffer

Anti-Human-Gesamt IgG vom Kaninchen (HRP), Fa. DAKO, Danemark

Anti-Human-Seren (2. Antikdrper)

Blocking-Puffer (1% Gelatine in PBS)

5 g Gelatine
0,1 g Thimerosal
ad 500 ml PBS-Puffer

Citratpuffer, pH 4.35
0,1 M aus Citrat- Monohydrat
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Coating-Puffer, pH 9.6 bei 25°C
1 Kapsel Carbonat/Bicarbonat Puffer 0,05 M
ad 100 ml Wasser

HRP-Mouse Anti Human IgG 1, Fa. Zymed, California, USA
HRP-Mouse Anti Human IgG 2, Fa. Zymed, California, USA
HRP-Mouse Anti Human IgG 3, Fa. Zymed, California, USA

Lysis-Puffer
27, 0 g Harnsédure

1,0 ml Triton-x-100

1,0 ml Mercaptoethanol
1,0 ml Pharmalyte 3-10
70 mg PMSF

PBS-Waschpuffer pH 7.5; 10-fach konzentriert
40g NaCl

5,8g Na,HPO4x 2 H,O

1,0 g KH,PO4

1,0 g KCI

ad 500 ml Wasser

PBS-Waschpuffer pH 7.5

100 ml des 10-fach konz. Lsg.
0,5 ml Tween 20

ad 11 Wasser

Weizen-Gluten-Extrakt

in Lysis —Puffer, Konzentration 3,1 mg/ml
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2.14.2

Puffer und Substratlésungen fur Gluten-Western-Blot

Losung A
48 ml 1 N HCl

36,3 g Tris
0,23 ml TEMED
ad 100 ml Wasser

Losung B
48 ml 1 N HCl

5,98 g Tris
0,46 ml TEMED
ad 100 ml Wasser

Losung C

20 g Acrylamid
0,26 g Bisacrylamid
ad 100 ml Wasser

APS-Losung

0,05 g Ammoniumpersulfat

ad 0,5 ml Wasser

ProSieve 50 Gel Lésung
Fa. FMC Bio Products, Rockland, Maine, USA

SDS 10%
Fa. Bio Whittaker, Walkersville, Maryland, USA

1 N HCI1

Sammelgel (Zusammensetzung fir zwei Gele)
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1250 pl Losung C

950 pl Losung B

5000 ul Milli Q-Wasser
75 pl 10%-SDS-Losung
75 ul APS

Trenngel (Zusammensetzung fiir zwei Gele)
5000 pl Losung C

2500 pl Losung A

2300 pl Milli Q-Wasser

100 pl 10%-SDS-Losung

100 pul APS

Tris-Losung
Fa. Bio Whittaker, Walkersville, Maryland, USA

PMSF-Losung
0,1742 g PMSF

ad 10 ml Isopropanol

EDTA-L6sung
0,3722 ¢ EDTA

0,1 mg Bromphenol Blau

ad 10 ml Wasser

SLB (Sample Loading Buffer)
1000 pl 10 % SDS

500 pl 1 M Tris

200 pl 100 mM PMSF-Losung
100 pul 100 mM EDTA-Losung
1000 pl Glycerol

500 pl Mercaptoethanol

1700 pul Wasser
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TBS-Puffer, pH 7.5
6,05 g Tris

8,76 g NaCl

ad 1000 ml Wasser

TBS-Waschpuffer mit Tween 20

1 ml Tween 20

ad 1000 ml TBS-Puffer

Running Puffer 10-fach konz.
30,0 g Tris

142,0 g Glycin

100 ml SDS 10%

100 pl 100 mM PMSF

ad 1000ml Wasser

Running Puffer
100 ml der 10-fach konz. Lsg.
ad 1000 ml Wasser

Transfer Puffer 10-fach konz.
30,3 g Tris

144 g Glycin

ad 1000 ml Wasser

Transfer Puffer pH 8.3

100 ml der 10-fach konz. Lsg.
200 ml Methanol

ad 1000 ml Wasser

Blocking Puffer bzw. Verdiinnungspuffer pH 7.5

5, 0 g Milchpulver, Fa. Gliicksklee, Frankfurt a.M.

ad 100 ml TBS-Puffer
Ponceau S-Lsg., Fa. Serva, Heidelberg
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ECL Western blotting reagents (Lsg. 1 und Lsg. 2)

Fa. Amersham Life Science, Braunschweig

Protein- Molekulargewichts-Standards
a) 10 kDa Protein-Leiter
b) Bench Mark Prestained Protein-Leiter
Fa. Gibco BRL Life Technologies GmbH, Eggenstein

BM Chemiluminescence Blotting Substrate (Lsg. A und Lsg. B)

Fa. Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Weizen-Gluten-Extrakt

in Lysis —Puffer, Konzentration 3,1 mg/ml

Detektion und Auswertung

Lumi Imager®, Fa. Boehringer

Anti-Human-Seren (2. AntikOrper):

Anti-Human-Gesamt IgG vom Kaninchen (HRP), Fa. DAKO, Danemark

HRP-Mouse Anti Human IgG;, Fa. Zymed, California, USA

HRP-Mouse Anti Human IgG,, Fa. Zymed, California, USA

HRP-Mouse Anti Human IgGy, Fa. Zymed, California, USA



Material und Methoden 33

2.15

Patienten- und Kontrollseren

In der vorliegenden Arbeit wurden Seren von frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes
und von gesunden Kontrollpersonen auf Serumantikorper gegen Gluten untersucht und
miteinander verglichen.

Die Patienten-Seren stammen aus der Serumbank des Diabetes-Forschungsinstitutes an der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf. Die Seren wurden aus Blutproben gewonnen, die
sofort nach der Diagnosestellung des Typ-1-Diabetes mellitus im Diabetes-Forschungsinstitut
entnommen wurden. Die Proben wurden aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

Die Seren der Kontrollpersonen stammen von Blutspendern des Deutschen Roten Kreuzes,
Zentrale Nordrhein und wurden vom DRK-Zentrum der Serumbank des Diabetes-
Forschungsinstitutes zur Verfligung gestellt. Als Kontrollpersonen dienten gesunde
Blutspender, bei denen nach eigenen Angaben aus einem Fragebogen bekannt war, dass
weder die Verwandten 1. und 2. Grades noch sie selbst an Diabetes mellitus erkrankt waren.
Im Fragebogen wurde zwischen Typ-1- und Typ-2-Diabetes mellitus nicht unterschieden. Die
Serumproben wurden nach der Entnahme ebenfalls aliquotiert und bis zur
Antikorperbestimmung bei —20°C aufbewabhrt.

Zur Untersuchung der Gesamt-IgG-Immunantwort im ELISA wurden 47 (16 weibliche und
31 ménnliche) Seren von Patienten mit einem frisch manifesten Typ-1-Diabetes mellitus und
61 (17 weibliche und 44 minnliche) Seren von Kontrollpersonen in einer Verdiinnung von
1:100 (Tab. 2.1a) untersucht.

Zur Untersuchung der IgG-Subklassen im ELISA wurden 20 (5 weibliche und 15 ménnliche)
Seren von Patienten mit einem frisch manifesten Typ-1-Diabetes mellitus und 20 (9 weibliche
und 11 ménnliche) Seren von Kontrollpersonen in einer Verdiinnung von 1:100 (Tab. 2.1b)
untersucht.

Im Western Blot wurden insgesamt 96 Seren von frisch manifesten Patienten mit Typ-1-
Diabetes (40 weibliche und 56 ménnliche) im Alter von 18 bis 40 Jahre auf Antikorper gegen
die Glutensubfraktionen untersucht. Die Kontrollgruppe bestand aus 72 Seren von gesunden
Personen (31 weibliche und 41 ménnliche) im Alter von 18 bis 40 Jahre (Tab. 2.1c).

Im Weiteren wird die Gruppe der 18- bis 29-jdhrigen als Altersgruppe <30 und die der 30-

bis 40-jdhrigen Personen als Alterseruppe >30 angegeben.
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Geschlecht/Alter | 18-29 Jahre 30-40 Jahre Gesamt
T1D weiblich 10 (23) |6 16
n=47 (35,8) (27,8)
ménnlich 13 18 31
(21,5) (37,3) (30,6)
Kontrollen weiblich 4 13 17
n=61 (23,2) (35,2) (32,4)
ménnlich 15 29 44
(22,7) (32,9) (29,4)

Tab. 2.1a: Alters- und Geschlechtsverteilung der Patienten und Kontrollpersonen zur

Untersuchung der Immunantwort gegen Gesamt-lgG zur Testmethode ELISA (in

Klammern ist das mittlere Alter einer Gruppe in Jahren angegeben, T1D=Patienten mit

Typ-1-Diabetes)

Geschlecht/Alter | 18-29 Jahre 30-40 Jahre Gesamt
T1D weiblich 1 (25) |4 (32,8) |5
n=20 (31,2)
mannlich 9 (25,1) |6 (31,8) | 15
(27,8)
Kontrollen weiblich 4 (25,5) |5 (35,6) |9
n=20 3L1)
mannlich 6 (23,8) |5 (34,6) | 11
(28,7)

Tab. 2.1b: Alters- und Geschlechtsverteilung der Patienten und Kontrollpersonen zur

Untersuchung der Immunantwort gegen 1gG-Subklassen zur Testmethode ELISA (in

Klammern ist das mittlere Alter einer Gruppe in Jahren angegeben, T1D=Patienten mit

Typ-1-Diabetes)
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Geschlecht/Alter | 18-29 Jahre 30-40 Jahre Gesamt
TID weiblich 23 17 40 27)
n=96 (22,2) (33,6)
méinnlich 29 27 56
(23,4) (34,9) (28,9)
Kontrollen weiblich 15 16 31
n=72 (27,3) (35,4) (3L,5)
méinnlich 23 18 41
(26,9) (34,7) (30,3)

Tab. 2.1c: Alters- und Geschlechtsverteilung der untersuchten Patienten und
Kontrollpersonen zur Testmethode Western Blot (in Klammern ist das mittlere Alter

einer Gruppe in Jahren angegeben, T1D=Patienten mit Typ-1-Diabetes)

2.1.6
Weizen-Gluten-Extrakt (WGE)

Gluten setzt sich aus mehreren Proteinen zusammen und macht einen groBlen Teil der
Weizenkleie aus. Die Proteine des Weizens werden in vier Klassen eingeteilt: wasser- bzw.
salzlosliche Albumine und Globuline und wasser- bzw. salzunldsliche Gliadine und
Glutenine. Das in wéssrigen Losungen schlecht losbare Gluten besteht weitgehend aus
Gliadinen und Gluteninen.

Gliadine sind monomere Proteine (Molekulargewicht etwa 30-80 kDa). Sie sind schlecht
16slich in neutralen Puffern, aber gut loslich in wiéssrigen Alkoholen, Laugen- und
Séureldosungen. Anhand der elektrophoretischen Eigenschaften erfolgt die Klassifikation in a-,
B-, v- und ®-Gliadine (SHEWRY et al. 1989).

Die Glutenine sind polymere Molekiile, die aus Untereinheiten mit einem Molekulargewicht
von 11 bis 150 kDa bestehen. Die Untereinheiten sind unter anderem durch Sulfidbriicken
miteinander verkniipft (SKERRIT & UNDERWOOD 1986).

Das Gluten ldsst sich mittels Elektrophorese in einzelne Proteine nach dem Molekulargewicht
auftrennen und anschlieBend mittels Silberfarbung darstellen (s. Abb. 2.1). Im Western Blot
konnen Antikorper gegen die einzelnen Proteinfraktionen des Glutens in den zu

untersuchenden Proben nachgewiesen und quantifiziert werden.
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HMW Glutenin
S| [ 100 kDa
80 kDa
Gliadin
B3 | 60kDa
| 50kDa
w 12 Gliadin
| 40 kDa
LMW Glutenin
and HMW Gliadin
| 30kDa
Globulins
| 20 kDa

Abb. 2.1: Elektrophoretische Auftrennung von Gluten. Die schematische Darstellung
der Ergebnisse der Silberfarbung stammt von Karolina Burghardt (Toxicology
Research Division, Health Canada Ottawa, Canada, 1998). Das Molekulargewicht ist in
kDa angegeben. HMW steht flir Proteine mit einem hohen Molekulargewicht, LMW

steht fUr Proteine mit einem niedrigen Molekulargewicht

Die Abb.2.1 zeigt die Verteilung der einzelnen Subfraktionen des Glutens in Abhéngigkeit
von ihrem Molekulargewicht. Einige Subfraktionen lassen sich in Gruppen zusammenfassen,
wie z.B. die Glutenine, Globuline und Gliadine. Fiir Untersuchungen der humoralen Antwort
gegen Gluten in den Seren von Patienten mit Typ-1-Diabetes und gesunden Kontrollpersonen
war eine 16sliche Gluten-Zubereitung erforderlich. Der Lysis-Puffer wurde aus angegebenen
Bestandteilen zusammengesetzt und unter stindigem Rihren bis maximal 37°erwirmt.
Nachfolgend wurden 31 mg des Weizen-Glutens in Pulverform in zehn Milliliter Puffer unter
vorsichtiger Erwdrmung bis 37°C geldst und fiir 2 Stunden ultrazentrifugiert. Der Uberstand
wurde entnommen, aliquotiert und bei -70°C bis zur Verwendung als Weizen-Gluten-Extrakt
aufbewahrt. Sowohl das Rezept fiir diesen Puffer, als auch das Protokoll des
Losungsverfahrens wurden von Frau Karolina Burghardt und Dr. F.W. Scott aus Ottawa,

Kanada zur Verfiigung gestellt.
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2.2
Methoden

2.2.1
ELISA

2211

Beschreibung des Testprinzips

a)

b)

d)

Der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) ist ein direkter Festphasenassay mit
Kopplung des Antigens an die verwendeten Mikrotiterplatten.

Der zu untersuchende Antikorper bindet nach Zugabe des menschlichen Serums an das an
der Festphase gebundene Antigen. Der nicht gebundene Anteil des Serums wird durch
mehrere Waschvorginge entfernt.

Der Nachweis der gebundenen Antikorper erfolgt durch einen zweiten, mit einem Enzym
(z.B. Meerrettich-Peroxidase) konjugierten Antikorper, welcher gegen den Fc-Anteil
humaner Antikdrper gerichtet ist. Der nicht gebundene Anteil des zweiten Antikorpers
wird durch einen erneuten Waschvorgang entfernt.

Durch die Zugabe eines Substrats (z.B. ABTS) kommt es zu einer Enzym-Substrat-
Reaktion mit dem Enzymanteil des zweiten Antikorpers.

Die Enzym-Substrat-Reaktion bewirkt eine Farbreaktion, deren Intensitét anschlieend

bei einer definierten Wellenldnge mittels Photometrie bestimmt wird.

Das Testprinzip ist in der Abb. 2.2 schematisch dargestellt:



Material und Methoden

38

Beschichten mit Gluten
als Antigen (Ag)

*blﬂﬂk&ﬂ: Abdecken freier Oberfldchen
mit neutralem Protein

Inkubation mit
dem 1. AntikGrper
| (menschliches Serum)

, A

Inkubation mit

dem 2. Antikérper
(Antikdrper gegen den
1. AntikGrper)

Zugabe von Enzymsubstrat
und Farbreaktion

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des ELISA-Prinzips
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2.2.1.2
Gluten -ELISA

Der Gluten-Extrakt (WGE oder Weizen-Gluten-Extrakt) wurde in einer Konzentration von 5
pug/ml im Coating-Puffer verdiinnt und in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (50 pl/
Vertiefung) gegeben. Die Inkubation der mit dem Antigen beschichteten Mikrotiterplatten
erfolgte bei 4° C tiber Nacht (ca.14 Std.).

Nach der Inkubation wurde der Coating-Puffer verworfen und die Vertiefungen der Platten
mit Waschpuffer (PBS/Tween 20) in vier Waschgingen von jeweils zwei Minuten Dauer
gewaschen und anschlieBend mit je 100 ul Blocking-Puffer (Gelatine/Thimerosal, 37°C)
gefiillt. Die Inkubationszeit der Platten betrug eine Stunde bei 37°C. Danach erfolgten erneut
vier Waschgénge (s.0.).

Nach dem jeweiligen Pipettierschema wurden die Vertiefungen mit jeweils 100 pl des Serums
in einer Verdiinnung von 1:100 in PBS/Tween gefiillt.

Die Inkubationszeit der Platten betrug eine Stunde bei 37°C. Weitere vier Waschgénge (s.0.)
folgten, um mdglichst alle Serumbestandteile aus den Vertiefungen der Mikrotiterplatten, die
nicht an das WGE gebunden hatten, zu entfernen.

Anschliefend wurden 100 pl eines mit Peroxidase gekoppelten Anti-Human-Antiserums in
einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS/Tween 20-Puffer in die Vertiefungen gegeben.

Es erfolgte erneut die Inkubation mit einem nachfolgenden Waschvorgang.

Darauthin wurden Vertiefungen der Platten mit je 50 ul ABTS-Losung pro Vertiefung gefiillt
und fiir 10 min abgedeckt inkubiert. Das Stoppen der Enzym-Substrat-Reaktion erfolgte mit
der einmolaren Schwefelsdure-Losung. Die Extinktion der Farbdnderung der einzelnen
Vertiefungen wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm bei einer Referenzwellenlénge von
490 nm im ELISA-Reader gemessen.

Die Messeinheit fiir ELISA-Ergebnisse war die optische Dichte. Die Angabe der Ergebnisse
ist in Delta optische Dichte (Delta OD).

In der Tab. 2.2 ist das Protokoll des Gluten-ELISA dargestellt.
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Konzent | Menge | Zeit Temperatur
ration ul/well
1. Beschichten 5 pg/ml |50 iiber 4°C
und Inkubation Nacht
2. 4x Waschen 0,05% 200 2 min Raumtemperatur
PBS/Tween 20
3. Blocken mit 1% 100 lh 37°C
Gelatine/Thimerosal-
Puffer
4. 4x Waschen 0,05% 200 2 min Raumtemperatur
PBS/Tween 20
5. Serum-Proben 1:100 100 lh 37°C
1.AK-Inkubation
6. 4x Waschen 0,05% 200 2min | Raumtemperatur
PBS/Tween 20
7.2.AK- 1:1000 {100 lh 37°C
Inkubation
8. 4x Waschen 0,05% 200 2min | Raumtemperatur
PBS/Tween 20
9. Enzymreaktion 0,55% |50 10 min | Raumtemperatur
mit Substratpuffer
ABTS, Inkubation
10.Stop mit H, SO4 1M 50 Raumtemperatur
11. Lesen bei 405 nm Raumtemperatur

und 490 nm

Tab. 2.2: ELISA-Versuchsprotokoll
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2.2.1.3
Vorversuche Gluten-ELISA

22131

Antigenkonzentration

Zur Ermittlung der optimalen Gluten-Konzentration fiir die ELISA-Versuche wurden drei
Humanseren verwendet. Die Bestimmung erfolgte anhand drei unterschiedlicher
Konzentrationen des Weizen-Gluten-Extraktes und drei unterschiedlicher Konzentrationen
des 2. Antikorpers. Somit ergaben sich flir jedes Serum neun Proben, die auf Gesamt-IgG-
Antikdrper untersucht wurden.

Bei dem Vergleich der Reaktivititen zeigten sich hinsichtlich der Antigen-Konzentration
keine wesentlichen Unterschiede. Hingegen hatte die Konzentration des 2. Antikorpers einen
deutlichen Effekt (Abb. 2.3). Bei der WGE-Konzentration und bei der Verdiinnung des 2.
Antikorpers wurde der mittlere Bereich gewidhlt: WGE-Konzentration von Spg/ml und

Verdiinnung des 2. Antikdrpers auf 1:1000.

WGE-ELISA-Optimierung —+—Seum A

06

—l— Serum A,

— 2. A1 A0
0.5

—i— Senim A,

/\. 2. A 16000
3'4.__....-1:;;"'_ —w— Serum B,
24K 10500
0.3 " |—— semum B,

J 2 AK AMD00
/ —8— Seum B,
0.2 2. AK 14000

—t— Serum C,

Delta OD

: 2 M 1400
0,15
#f/ A_‘_;A—'—’_"H._’—/ —0— Serum C,
=3 2. A 1AD00
0.0 05 5 50 |—— semmc,
2. Ak 18000

WGE Konzentration [pg/ml]

Abb. 2.3: Vorversuche zur Bestimmung der optimalen Antigenkonzentration
im WGE-ELISA. Es wurden drei Seren verwendet, die mit Serum A, Serum B
und Serum C gekennzeichnet sind. Der 2. Antikdrper (2. AK) wurde in drei
Konzentrationen verwendet: 1:500, 1:1000 und 1:5000 pg/ml



Material und Methoden 42

2.2.1.3.2
Spezifitat der Reaktion gegen Gluten-Extrakt (WGE)

Um zu priifen, ob das Testsystem eine lineare Abhéngigkeit zwischen Antigenkonzentration
und Signal aufweist, wurden zwei Humanseren mit Gluten-Extrakt in sechs verschiedenen
Konzentrationen prainkubiert.

Die Abb. 2.4 zeigt einen fast linearen Anstieg der Reaktivitit gegen WGE bei Abnahme der
WGE-Konzentration in der Prainkubation, was die Spezifitit der nachgewiesenen Antikdrper

bestétigte. Damit war belegt, dass eine Antigen-abhidngige spezifische Antikorperreaktion

vorlag.
WGE-ELISA- Optimierung durch Prainkubation zweier Humanseren
mit Weizen-Gluten-Extrakt
0,5
—
0,45 >——

04 / /.\l
0,35 //
/
Ay d

Delta OD

0.1 —e—#324
0,05 ——#581
0
1000 100 10 1 0,1 0,01

Konzentration (WGE), pg/ml

Abb. 2.4: Vorversuche zum Nachweis der Spezifitat der Reaktion gegen
WGE im ELISA (#324 und #581 stellen die beiden getesteten Seren dar)
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2.2.1.33

Serumverdinnungsreihe

Anhand einer Humanserumverdiinnungsreihe wurde die Spezifitit der nachgewiesenen
Serumreaktivitit gegen WGE ebenfalls bestdtigt. Es zeigte sich ein linearer Verlauf der
Reaktivitdt bei einer WGE-Antigenkonzentration von 5 pg/ml (Abb. 2.5). Damit war das

Testsystem fiir eine vergleichende Bestimmung von Antikdrperaktivititen geeignet.

Verdinnungsreihe im WGE-ELISA

0,7
0,6 Q\
0.5 N
_ \
O 04 N
e \.\
©
A 03

S

071 —

1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/1600
Serumverdinnung

Abb. 2.5: Verdinnungsreihe eines Probenserums im WGE-ELISA; der Verlauf zeigt
die fast lineare Beziehung zwischen der Serumverdinnung und der Reaktivitat im

ELISA in Delta optische Dichte bei gegebener Antigenkonzentration von 5 pg/mi
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2214
Subklassen-ELISA

Die IgG-Antikorperklasse, die in erster Linie hier untersucht wurde, ist eine von fiinf Klassen
der Immunglobuline. Die iibrigen vier Klassen sind die IgA-, IgM-, IgD- und IgE-Antikorper.

Die Immunglobuline der Klasse IgG lassen sich weiterhin in vier Subklassen unterteilen:

IgG 1, 1gG 2, IgG 3 und 1gG 4.

Die Verteilung der einzelnen glutenspezifischen IgG-Antikdrper bei frisch manifesten Typ-1-
Diabetikern wurde im WGE-ELISA untersucht. Die Antigenkonzentration betrug 5 ug/ml, der
2. Antikorper wurde 1:1000 im Puffer verdiinnt.

2.2.2
Western Blot

2221

Beschreibung des Testprinzips

Ein Western Blot dient dem immunhistochemischen Nachweis von Proteinen auf einer
Nitrozellulosemembran (modifiziert n. LAEMMLI 1970).

Zunichst wird ein Proteingemisch mittels der SDS-PAGE-Technik aufgetrennt. Die SDS-
PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ist eine hochauflosende und
haufig eingesetzte analytische Technik zur Trennung komplexer Proteingemische. Man nutzt
die Féhigkeit der Proteine, unabhingig von ihren isoelektrischen Punkten, mit dem
anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) negativ geladene Komplexe zu bilden.
Die von einem Protein gebundene SDS-Menge und damit die Ladung des Protein-SDS-
Komplexes ist der GroBBe des Proteins etwa proportional. Zwischen der Grofle der Protein-
SDS-Komplexe und dem Molekulargewicht der Proteine besteht anndhernd Linearitdt, so dass
Proteine durch Elektrophorese anodisch wandernd in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt
werden.

Der Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine Matrix erfolgt unter Nutzung
eines elektrischen Feldes (das eigentliche Blotting). Unter Blotting versteht man den Prozess
der Uberfithrung von Makromolekiilen aus Trenngelen auf eine immobilisierende Matrix

(z.B. Nitrozellulosemembran, NC-Membran).
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Das Trenngel und die Transfermembran aus Nitrozellulose werden zwischen Filter- bzw.
Schwammtuchlagen und Stiitzrahmen sandwichartig eingelegt und in einen mit Puffer
gefiillten Elektrophoresetank senkrecht zwischen fldchenartig angeordneten Elektroden
eingebracht (Abb. 2.6). AnschlieBend wird die Nitrozellulosemembran durch eine
Proteinlosung ,.geblockt, d.h. die proteinfreien Stellen der Membran binden die Proteine aus
der Losung. Damit erfolgt eine Blockade der Oberfliche fiir die unspezifischen Bindungen
des 1. oder 2. Antikorpers.

e @

4

N

— | =/—Putfer

Schwammtuch
Lochplatte

Gell
Transfer-
membran
Filterpapier

Kathode

Filterpapier

E 3 Gel

Transfermembran

Filterpapier

Anode

Abb. 2.6: Western Blot-Prinzip
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Im Allgemeinen erfolgt der immunhistochemische Nachweis der auf Membranen
tibertragenen Proteine indirekt. Es wird zunéchst ein primirer Antikdrper an die Proteine
gebunden. Nach einem Waschvorgang kann ein markierter (z.B. mit Meerrettich-Peroxidase)
sekunddrer Antikorper, der fiir den primdren Antikorper spezifisch ist, an den primiren

Antikorper binden (Abb. 2.7).

\
— sekundarer Antikorper
mit Markierung

— primdrer Antikorper

Antigen

_ ._{ blockierendes Agens
—Transfermembran

Abb. 2.7: Antigen-Antikorperbindung auf der Transfermembran

(Nitrozellulosemembran) im Western Blot

Der Nachweis der Komplexe aus dem Antigen, dem 1. Antikorper und dem 2. Antikdrper
erfolgt mit Hilfe der Lumineszenz- oder ECL-Methode (ECL: Enhanced Chemiluminescence;
WHITEHEAD 1979). Lumineszenz ist definiert als Lichtemission, die aus dem
Energieverlust einer Substanz entsteht, welche sich in einem angeregten Zustand befindet. Bei
der Chemilumineszenz erfolgt diese Anregung durch eine chemische Reaktion. Bei der in
dieser Untersuchung angewandten ECL-Methode erfolgt diese Reaktion durch die von
Peroxidase in Anwesenheit von Hydrogenperoxid katalysierte Oxidation von Luminol. Direkt
nach der Oxidation befindet sich das Luminol in einem angeregten Zustand, der durch

Lichtemission im Bereich der Wellenldnge 428 nm abklingt und detektiert werden kann.
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2.2.2.2
WGE-Western Blot

Prinzip:

Da es sich bei dem verwendeten Glutenextrakt um ein inhomogenes Proteingemisch handelte,
musste  dieser zur Bestimmung der Antikdrper gegen die Subfraktionen des Glutens
aufgetrennt werden. Dies erfolgte durch elektrophoretische Trennung der Proteine mittels
SDS-Gelelektrophorese oder SDS-PAGE. AnschlieBend wurden die nach Molekulargewicht
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. In einem weiteren Schritt
erfolgte die Inkubation der mit den Glutenproteinen beladenen Membran mit den verdiinnten
Seren. Die gebundenen Antikorper konnten dann in einem weiteren Schritt mit einem
Peroxidase-konjugierten Sekundirantikorper nachgewiesen werden. Die Detektion des
Sekundérantikdrpers erfolgte mittels verstirkter Chemilumineszenz (ECL). SchlieBlich wurde
die Auswertung mittels digitalisierter Quantifizierung des spezifischen Signals mit dem Lumi

Imager® durchgefiihrt.

Die Schritte des in dieser Arbeit angewandten Western Blot-Verfahrens zum Nachweis von
Antikdrpern gegen die Subfraktionen des Glutens werden im Folgenden im Detail

beschrieben:

a) Der Aufbau der Gelapparatur erfolgte nach dem Protokoll der Firma Biorad. Der Abstand
zwischen den beiden Glasplatten der Gelapparatur, somit der Geldicke, betrugen 0,75 mm.
Ein zwolfprozentiges Trenngel wurde mit einer Pipette blasenfrei in den Spalt zwischen den
beiden Glasplatten gegossen und mit Wasser iiberschichtet. Die Polymerisationszeit betrug
45-60 Minuten. Nach dem AbgieBen des Wassers wurde das fiinfprozentige Sammelgel
gegossen. Zum Ausformen von Sammeltaschen (Slots) wurde ein Gelkamm der Dicke 0,75
mm, was der Geldicke entspricht, benutzt. Die Polymerisationszeit betrug etwa 30 Minuten.
Nach dem Polymerisationsvorgang wurde der Gelkamm entfernt und die geformten
Sammeltaschen mit Wasser vorsichtig gespiilt. Das fertige Sammelgel enthielt somit eine
schmale Sammeltasche fiir den 10 kDa Proteinleiter-Marker und eine breite Tasche fiir die

Glutenprobe.
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b) Die Konzentration des gelosten Glutens wurde dann auf 0,33 mg/ml verdiinnt.
AnschlieBend erfolgte eine Erhitzung des Proteingemisches auf 95°C fiir fiinf Minuten. Die
Gelapparatur flir die Proteinelektrophorese (Mini-Protean 2) wurde als nichstes mit dem
Laufpuffer gefiillt. Die Glutenprobe und der Protein-Marker wurden in die dafiir
vorgesehenen Geltaschen gefiillt. Die Protein-Gelelektrophorese erfolgte bei 180V und 109

mA bei einer Dauer von einer Stunde.

¢) Danach wurde das Trenngel mit den Gluten-Proteinen von den Glasscheiben entfernt und
zehn Minuten im Blotting Puffer inkubiert. In jeweils verschiedenen Gefallen wurden vier
Stiicke Filterpapier und ein Stiick Nitrozellulose in passender GrofB3e ebenfalls im Blotting
Puffer zehn Minuten lang inkubiert. Dann wurden die Filterpapiere, die NC-Membran und das
Gel in vorgegebener Reihenfolge in die Mini-Trans-Blot-Apparatur sandwichartig
eingebracht (Abb. 2.6). Der Elektrophorese-Tank wurde mit dem Transfer-Puffer gefiillt. Um
der Hitzeentwicklung bei der Elektrophorese entgegenzuwirken, befand sich am inneren Rand
des Elektrophoresetanks ein Plastikbehidlter mit Eis. Die Transferelektrophorese (Blotting)
erfolgte unter stindigem Riihren mit einem Magnetriihrer bei 100V und 250 mA bei einer

Raumtemperatur von 4°C fiir eine Stunde.

d) Die aus dem Blotting-Sandwich herausgenommene NC-Membran wurde eine Minute lang
im Wasser inkubiert. Um den Erfolg des Transfers der Proteine vom Gel auf die Membran zu
iiberpriifen, wurde die Membran mit Ponceau S zwei Minuten lang eingefarbt. Dann konnte
man die Verteilung der

10 kDa Leiter-Proteine mit einem Kugelschreiber einzeichnen, um spiter die
Molekulargewichte der nachgewiesenen Gluten-Proteine ablesen zu konnen. AuBerdem
konnte die Membran in den Randbereichen genauer zugeschnitten werden. Die Membran
wurde dann zwei Minuten im Wasser und anschlielend in fiinf Waschgéngen von jeweils
zwei Minuten Dauer im TBS-Puffer gewaschen. Der nachfolgende Blockvorgang der NC-
Membran erfolgte unter Schiitteln in einer fiinfprozentigen Milchpulver-TBS-Losung iiber

Nacht (14-18 Stunden) bei 4°C.

e) Die geblockte Nitrozellulose-Membran wurde als ndchstes aus dem Puffer genommen und

in die Multiscreen Apparatur eingespannt (Abb. 2.8).
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Aufsatz mit 20 Probendffnungen
und Probenkammern

Nitrozellulosemembran

Silkonauflage

Plattform

Abb. 2.8: Multiscreen Apparatur fir Western Blot

f) Bei dieser Technik ist von groBBem Vorteil, dass eine Nitrozellulose-Membran fiir mehrere
Serumproben verwendet werden kann ohne dass die Membran vorher in Stiicke geschnitten
werden muss. Eine Einheit der Multiscreen Apparatur enthilt 20 Probenkammern mit einem
Volumen von 500 pl in einer Kammer. Somit konnten auf jeder Membran maximal 20
Probenseren getestet werden. Die in einer flinfprozentigen Milchpulver-TBS-Losung
verdlinnten Probenseren (1. Antikdrper) wurden in die einzelnen Kammern der Multiscreen
Apparatur gegeben und eine Stunde unter Schiitteln bei Zimmertemperatur inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Entfernung der Proben durch die Offnungen der Multiscreen
Apparatur und ein flinffacher Waschvorgang mit 500 pl pro Kammer und jeweils fiinf

Minuten Dauer mit dem TBS-Tween20-Waschpuffer.

g) In die Kammern wurde dann der 2. Antikorper (Anti-Human-Gesamt-IgG bzw. 2.AK fiir
die entsprechenden Subklassen) in einer Verdiinnung von 1:2000 in einer fiinfprozentigen
Milchpulver-TBS-Losung mit jeweils 500 pl pro Kammer appliziert. Die Inkubationszeit

betrug bei Zimmertemperatur unter Schiitteln eine Stunde.
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AnschlieBend erfolgte die Entfernung der Proben durch die Offnungen des Multiscreen
Apparatur und ein flinffacher Waschvorgang mit 500 pul pro Kammer und jeweils fiinf

Minuten Dauer mit dem TBS-Tween20-Waschpuffer.

h) Die Nitrozellulosemembran wurde danach aus der Multiscreen Apparatur
herausgenommen und 30 Minuten lang im TBS-Tween20-Waschpuffer gewaschen. Nach
dem Waschen erfolgte die Inkubation der Membran mit sechs Milliliter luminolhaltiger ECL-
Losung tiber eine Minute lang im Dunkeln. Die Membran wurde aus der Losung genommen,
in eine Lage Frischhaltefolie luftblasenfrei eingewickelt und zwischen zwei Glasscheiben im
Lumi Imager plaziert. Die Chemilumineszenz-aktiven Stellen (Gluten-Proteinbanden, an die
1. AK (Probenserum) und 2. AK (Antiserum) gebunden haben) wurden auf der
Nitrozellulose-Membran mit der ECL-Methode detektiert, auf dem Monitor der Lumi
Imager-Einheit in Originalgro3e dargestellt und als eine unabhédngige Datei gespeichert. Die
Lichtexpositionszeiten der NC-Membran betrugen drei bis zehn Minuten. Die Auswertung
erfolgte mittels digitalisierter Quantifizierung des spezifischen Signals mit der Software des

Lumi Imager® der Firma Boehringer.

2.2.2.3
WGE-Western Blot-VVorversuche

22231
Standardserum

Die eigenen Vorversuche konzentrierten sich auf die Suche nach einem Standardserum,
welches fiir die Auswertung der Ergebnisse des Western Blots notwendig war.

Das Standardserum sollte eine relativ starke Reaktion im Western Blot zeigen und prominente
Banden aufweisen, die iiber mehrere Verdiinnungsschritte darstellbar sind.

Auf der Abbildung 2.9 sind Verdiinnungsreihen von zwei Humanseren dargestellt, die eine
Abnahme der Bandenstérke bei einem Anstieg der Verdiinnung zeigen.

Die Spuren 1 bis 8 zeigen Serum 1 in den Verdiinnungen 1:100, 1:250, 1:500 und 1:1000
jeweils in Doppelbestimmung. Die Spuren 9 bis 18 zeigen Serum 2 in den Verdiinnungen
1:100, 1:250, 1:300, 1:500 und 1:1000 ebenfalls in Doppelbestimmung. Spur 9 ist eine

Negativkontrolle (s.u.) und zeigt keinerlei Reaktion.
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Bei den nachfolgenden Untersuchungen der Patienten- und Kontrollseren wurde auf jeder
Nitrozellulose-Membran das Standardserum 2 in drei Verdiinnungen (1:300, 1:500 und
1:1000) in Doppelbestimmung angewandt. Als Standardbande wurde die Bande bei 43 kDa
gewihlt. Auf die Extinktion dieser Bande wurden alle Ergebnisse kalibriert.

Die optimale Antigenkonzentration fiir Western Blot-Versuche wurde in zahlreichen
Untersuchungen von Dr. F.W. Scott und seinen Mitarbeitern ermittelt und optimiert. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen standen bei der Ermittlung eines eigenen Western Blots

zur Verfligung und wurden hier iibernommen (MACFARLANE et al. 2003).

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

S1 S2

Abb. 2.9: Standardserumverdinnungsreine (S1= Serum 1, S2= Serum 2,
NK=Negativkontrolle)

Die Spuren 1 bis 8 zeigen Serum 1 in den Verdinnungen 1:100, 1:250, 1:500 und 1:1000
in Doppelbestimmung. Die Spuren 9 bis 18 zeigen Serum 2 in den Verdunnungen 1:100,
1:250, 1:300, 1:500 und 1:1000 ebenfalls in Doppelbestimmung. Spur 9 ist eine
Negativkontrolle und zeigt keinerlei Reaktion.
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2.2.2.3.2

Negativkontrolle

Um bei jedem Western Blot die Spezifitit einer Reaktion zu zeigen, wurde immer eine
sogenannte Negativkontrolle (NK) durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente eine
Membranspur, auf der keine Inkubation des Antigens mit dem Humanserum durchgefiihrt
wurde. Stattdessen erfolgte die Inkubation mit dem Puffer, der fiir die Verdiinnung des 1. AK
verwendet wurde.

Das Fehlen einer Reaktion auf der Hohe aller Banden des Weizen Glutens beweist die
Spezifitit des Antikdrpernachweises im WGE-Western Blot.

Auf der Abbildung eines Western Blots ist eine Negativkontrolle immer als eine leere Spur zu

sehen (Abb. 2.9)

2.2.2.3.3

Protein-Leiter

Eine Protein-Leiter (Protein-Ladder) stellt mehrere nach dem Molekulargewicht (z.B. 10-110
kDa) abgestufte Proteine dar. Der Abstand der Proteine ist bekannt und kann z.B. 10 kDa
betragen (10 kDa-Protein-Leiter). Im Western Blot kdnnen mit Hilfe der angeférbten Proteine
der Leiter die Molekulargewichte der zu untersuchenden Proteine auf einer NC-Membran
ermittelt werden.

Bevor eine Nitrozellulosemembran mit dem 1. Antikorper in Kontakt kam, wurde sie mit dem
Proteinfarbstoff Ponceau Rot angefdrbt. Auf diese Weise wurden alle Proteine sichtbar. Die
Proteine der Protein-Leiter wurden mit einem Kugelschreiber markiert. Der Farbstoff konnte
ohne Riickstinde ausgewaschen werden. Aufgrund der Markierungen war eine spéitere
Ablesung der Molekulargewichte nach allen Inkubationsschritten moglich.

Die Abbildung 2.10 zeigt einen Western Blot (genaue Einteilung s.u.). Links auf der
Abbildung sieht man die Markierungen der Protein-Leiter angefangen bei 20 kDa in 10 kDa-
Schritten bis 120 kDa. Die Membranspur 19 ist eine Negativkontrolle und zeigt keine
Reaktion gegen Gluten. Die Membranspur 18 zeigt eine typische Uberreaktion, die ein
Ausschlusskriterium fiir die Auswertung war und eine Wiederholung mit verdiinntem Serum

erforderte.
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Abb. 2.10: Western Blot-Membran (ECL-Detektion). Die Abbildung zeigt links die
Verteilung der Testproteine der Protein-Leiter: die Zuordnung des Molekulargewichtes
der untersuchten Proteine erfolgte héhenabhangig im Bereich 10 bis 110 kDa in 10 kDa-
Schritten. Die Membranspur 19 ist eine Negativkontrolle und zeigt keine Reaktion gegen

Glutenproteine

2.2.3

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse sowohl fiir ELISA- als auch fiir Western Blot-
Untersuchungen erfolgte mit dem zweiseitigen Student-t-Test fiir verteilungsunabhéngige

Stichproben. Die statistische Signifikanz lag bei p<0,05.
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3.

Ergebnisse

3.1
Ergebnisse WGE-ELISA

3.1.1
Gesamt-1gG-ELISA

Zum Vergleich der humoralen Immunantwort gegen Gluten wurde die Reaktivitit von 41
Seren von frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes und 55 Kontrollpersonen (Alters-
und Geschlechtsverteilung s.Tab. 2.1a) im ELISA bestimmt. Die Verdiinnung der Seren
betrug 1:100.

IgG-Antikdrper gegen Gluten bei Patienten mit
Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen im ELISA

0.5
0.4
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o
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Abb. 3.1: Vergleich der Gesamt-1gG-Reaktivitat bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D)
(n=47) und Kontrollpersonen (K) (n=61) im ELISA. Als Background-Wert kam im
Durchschnitt ein O.D.-Wert von 0,053 + 0,039 zum Abzug. Der untere Punkt der

vertikalen Linie gibt den Mittelwert pro Gruppe an. Die Hohe der Standardabweichung

ist durch die Lange der Linie dargestellt
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In der Abbildung 3.1 sind der Reaktivititswerte in den Seren der Patienten mit Typ-1-
Diabetes und der Kontrollpersonen im ELISA und die dazugehorigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen graphisch dargestellt. In der statistischen Auswertung der
Unterschiede in der Gesamt-IgG-Reaktivitit im ELISA zwischen den beiden Gruppen mit

dem Student-t-Test war das Ergebnis nicht statistisch signifikant

(p>0,05).
IgG-Antikdrper gegen Gluten bei Patienten mit
Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen <30 J.
im ELISA
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Abb. 3.2: Vergleich der Gesamt-1gG-Reaktivitat bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D)
<30 Jahren (n=23) und Kontrollpersonen (K) <30 Jahren (n=19) im ELISA. Als
Background-Wert kam im Durchschnitt ein O.D.-Wert von 0,053 + 0,039 zum Abzug.
Der untere Punkt der vertikalen Linie gibt den Mittelwert pro Gruppe an. Die Hohe der
Standardabweichung ist durch die Lange der Linie dargestellt

In der Abbildung 3.2 sind die Reaktivititswerte in der Gruppe der Patienten mit Typ-1-
Diabetes und der Kontrollpersonen unter 30 Jahren und die dazugehorigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen graphisch dargestellt. In der statistischen Auswertung der
Unterschiede in der Gesamt-IgG-Reaktivitit im ELISA zwischen den Patienten mit Typ-1-
Diabetes und der Kontrollgruppe mit dem Student-t-Test lag kein statistisch signifikantes
Ergebnis vor (p>0,05).
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IgG-Antikorper gegen Gluten bei Patienten mit
Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen >30 J.

im ELISA
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Abb. 3.3: Vergleich der Gesamt-1gG-Reaktivitat bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D)
>30 Jahren (n=24) und Kontrollpersonen (K) >30 Jahren (n=42) im ELISA. Als
Background-Wert kam im Durchschnitt ein O.D.-Wert von 0,053 = 0,039 zum Abzug.
Der untere Punkt der vertikalen Linie gibt den Mittelwert pro Gruppe an. Die Hohe der

Standardabweichung ist durch die Lange der Linie dargestellt

In der Abbildung 3.3 sind der Reaktivititswerte in der Gruppe der Patienten mit Typ-1-
Diabetes und der Kontrollpersonen iiber 30 Jahre und die dazugehorigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen graphisch dargestellt. In der statistischen Auswertung der
Unterschiede in der Gesamt-IgG-Reaktivitit im ELISA zwischen der Gruppe der Diabetiker
und der Kontrollgruppe mit dem Student-t-Test lag ebenfalls keine statistische Signifikanz
vor (p>0,05).
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lgG-Antikdrper gegen Gluten bei weiblichen
Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen

im ELISA
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Abb. 3.4: Vergleich der Gesamt-lgG-Reaktivitat bei weiblichen Patienten mit Typ-1-
Diabetes (T1D) (n=16) und weiblichen Kontrollpersonen (K) (n=17) im ELISA. Als
Background-Wert kam im Durchschnitt ein O.D.-Wert von 0,053 + 0,039 zum Abzug.
Der untere Punkt der vertikalen Linie gibt den Mittelwert pro Gruppe an. Die Hohe der

Standardabweichung ist durch die Lange der Linie dargestellt

In der Abbildung 3.4 sind der Reaktivititswerte in der Gruppe der weiblichen Patienten mit
Typ-1-Diabetes und der Kontrollpersonen sowie die dazugehdrigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen graphisch dargestellt. In der statistischen Auswertung der
Unterschiede in der Gesamt-IgG-Reaktivitdit im ELISA zwischen der Gruppe der Patienten

mit Typ-1-Diabetes und der Kontrollgruppe mit dem Student-t-Test lag kein statistisch
signifikantes Ergebnis vor (p>0,05).
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IgG-Antikdrper gegen Gluten bei mannlichen
Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen
im ELISA
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Abb. 3.5: Vergleich der Gesamt-lgG-Reaktivitat bei mannlichen Patienten mit Typ-1-
Diabetes (T1D) (n=31) und méannlichen Kontrollpersonen (K) (n=44) im ELISA. Als
Background-Wert kam im Durchschnitt ein O.D.-Wert von 0,053 = 0,039 zum Abzug.
Der untere Punkt der vertikalen Linie gibt den Mittelwert pro Gruppe an. Die Hohe der

Standardabweichung ist durch die Lange der Linie dargestellt

In der Abbildung 3.5 sind der Reaktivitatswerte in der Gruppe der ménnlichen Patienten mit
Typ-1-Diabetes und der Kontrollpersonen sowie die dazugehdrigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen graphisch dargestellt. Auch in der statistischen Auswertung der
Unterschiede in der Gesamt-IgG-Reaktivitdt im ELISA zwischen der Gruppe der Patienten
mit Typ-1-Diabetes und der Kontrollgruppe mit dem Student-t-Test lag kein statistisch
signifikantes Ergebnis vor (p>0,05).

Da das Gluten, welches als Antigen im ELISA verwendet wurde, ein Proteingemisch darstellt,

ist die Reaktivitit der Seren ein Summeneffekt aus der IgG-Reaktivitit gegen einzelne
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Subfraktionen des Glutens. Aus diesem Grund wurde die Immunantwort gegen Gluten
weiterhin im Western Blot untersucht.
Zusétzlich konnen sich Unterschiede bei den einzelnen IgG-Subklassen zeigen. Daher

erfolgte auch die Bestimmung der Reaktivitéit der IgG-Subklassen gegen Gluten im ELISA.

3.1.2
IgG- Subklassen-ELISA

Zusétzlich zum Gesamt-IgG-ELISA wurden 20 ausgewihlte Seren von frisch manifesten
Diabetikern und 20 gematchte Seren von Kontrollpersonen im IgG-Subklassen-ELISA
verwendet (Alters- und Geschlechtsverteilung siehe Tab. 2.1 b). Die Seren wurden auf die
IgG-Subklassen 1, 2 und 4 gegen Gluten untersucht.

Die nachfolgenden Diagramme (Abb. 3.6 a-c) =zeigen die Verteilung der
Subklassenantikdrper bei frisch manifesten Diabetikern und gesunden Kontrollpersonen. In
der Auswertung mit dem Student-t-Test lag keine statistische Signifikanz vor (p>0,05).
Erginzend zum direkten Vergleich der Subklassen-Ergebnisse wurde noch das Verhiltnis der
Delta OD der 1gG;- zu IgG,-Antikorperreaktivititen im ELISA bzw. Delta OD der 1gG; zur
Summe aus IgG; und IgG, in der Gruppe der Patienten mit Typ-1-Diabetes und in der
Kontrollgruppe verglichen, mit dem Ziel, ein eventuelles Uberwiegen der jeweiligen
Immunantwort besser darzustellen. Auch hier stellten sich keine signifikanten Unterschiede
dar (p>0,05).

Da sich von der Bestimmung von IgGs; gegen Gluten keine zusétzlichen Informationen
versprochen wurden, verzichteten wir auf die Bestimmung dieser IgG-Subklassen-

Antikdrpergruppe.
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Anti-WGE-lgG Subklassen
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Abb. 3.6a: Subklassen-ELISA mit Verteilung der Einzelwerte in Delta optische Dichte.
Das Diagramm zeigt die Verteilung der einzelnen 1IgG-Antikdrpersubklassengruppen
bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) (n=20) und Kontrollen (K) (n=20). Der untere
Punkt der vertikalen Linie gibt den Mittelwert pro Gruppe an. Die Hohe der
Standardabweichung ist durch die Lange der Linie dargestellt. Es lag keine statistische
Signifikanz im Student-t-Test fir alle drei Subklassen vor (p=0,5 fur 19gG;, p=0,3 fir
19G, und p=0,3 fur 1gG,). Als Background-Wert kam im Durchschnitt ein O.D.-Wert
von 0,124 + 0,011 zum Abzug
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Verhiltnis von anti- WGE 1gG1 zu lgG2
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Abb. 3.6b: Subklassen-ELISA mit dem Verhaltnis der Einzellwerte der 1gG; - zu 19G; -
Analyse in den Seren der Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) (n=20) und der
Kontrollpersonen (K) (n=20) (p=0,7). Als Background-Wert kam im Durchschnitt ein
O.D.-Wert von 0,124 + 0,011 zum Abzug

Verhidltnis von anti-WGE - 1gG1zu lgG2+4
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Abb. 3.6¢: Subklassen-ELISA mit dem Verhaltnis der Einzelwerte der Subklassen 1gG;
zur Summe aus 1gG; und 1gG, in den Seren der Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D)
(n=20) und der Kontrollpersonen (K) (n=20)(p=0,5). Als Background-Wert kam im
Durchschnitt ein O.D.-Wert von 0,124 + 0,011 zum Abzug
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3.2
Ergebnisse WGE-Western Blot

3.2.1
Western Blot

Durch einen Western Blot war es moglich, die humorale Immunantwort der Patienten mit
Typ-1-Diabetes und der Kontrollen gegen die Subfraktionen des Glutens darzustellen.

Die Abbildungen 3.7 bis 3.10 zeigen Western Blots (Originale), deren Ergebnisse weiter
unten aufgefiihrt sind.

Jede Membranspur steht fiir ein Serum und trégt eine fortlaufende Nummer von 1 bis 19. Auf
jeder Nitrozellulosemembran wurden 18 Serumproben untersucht. Auflerdem wurde immer
eine Negativkontrolle verwendet. Die Tabellen 3.1 bis 3.4 zu jeder Abbildung zeigen die
Serumverteilung auf der Nitrozellulosemembran. Seitlich befinden sich die Markierungen der
10 kDa Protein-Leiter von 20 kDa bis 120 kDa in 10 kDa-Schritten.

Es wurden 96 Seren von frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes und 72 Seren von

gesunden Kontrollpersonen im Alter von 18 bis 40 Jahren untersucht (s. Tab. 2.1c).
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Abb. 3.7 Western Blot Membranen 1-4.

Auf der Membran 1 befindet sich das Standardserum auf den Membranspuren
5-6, 9-10 und 17-18 in den Verdinnungen 1:300, 1:500 und 1:1000.

Auf der Membran 2 befindet sich das Standardserum auf den Membranspuren
5-6, 11-12 und 17-18 in den oben angegebenen Verdinnungen.

Auf der Membran 3 befindet sich das Standardserum auf den Membranspuren
5-6, 8-9 und 15-16 in den oben angegebenen Verdinnungen.

Auf der Membran 2 befindet sich das Standardserum auf den Membranspuren
5-6, 9-10 und 15-16 in den oben angegebenen Verdinnungen.

Die Negativkontrolle befindet sich auf den Membranen 1,2 und 4 jeweils auf der
Membranspur 19, auf der Membran 3 - auf der Spur 18.

Auf den Ubrigen Spuren jeder Membran sind abwechselnd Seren von Patienten mit
Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen verteilt.

Die genaue Verteilung der Proben auf den Membranen ist in der Tab. 3.1 angegeben
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Membran 1 Membran 2 Membran 3 Membran 4

Spur Inhalt Spur Inhalt Spur Inhalt Spur Inhalt
1|TI1D 1|TID 1|TID 1|TID
2K 21K 2K 2K
3/T1D 3|TID 3|/TID 3/T1D
4K 41K 4K 4K
51S 1:300 51S 1:300 51S 1:300 51S 1:300
6(S 1:300 6|S 1:300 6/S 1:300 6(S 1:300
7/ T1D 7| T1D 7| T1D 7/ T1D
8K 8K 81S 1:500 8K
91S 1:500 9| TID 91S 1:500 91S 1:500
10 (S 1:500 10 | K 10 | K 10 (S 1:500
11|T1D 11]S 1:500 11|{TID 11|T1D
12K 12|S 1:500 12K 12| K
13|T1D 13|T1D 13|{TID 13|T1D
14 | K 14 | K 14K 14 | K
15|TID 15|T1D 15|S 1:1000 15|S 1:1000
16 | K 16 | K 16 S 1:1000 16 S 1:1000
17(S 1:1000 17]S 1:1000 17|T1D 17|T1D
18 (S 1:1000 18]S 1:1000 18 |NK 18 |K
19 [NK 19 |NK 19 [NK

Tab. 3.1: Die genaue Verteilung der Probenseren auf den Western Blot
Membranen 1-4 (Abb. 3.7). T1D= Serum eines Patienten mit Typ-1-Diabetes,

K= Serum einer Kontrollperson, NK= Negativkontrolle,

S= Standardserum mit der entsprechenden Verdinnung
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Abb. 3.8: Western Blot Membranen 5-8.

Auf den Membranen 5-8 befindet sich das Standardserum auf den Membranspuren 5-6,
11-12 und 17-18 in den Verdinnungen 1:300, 1:500 und 1:1000.

Die Negativkontrolle befindet sich auf den Membranen 1 und 4 jeweils auf der
Membranspur 19, auf der Membran 2 und 3 — jeweils auf der Spur 1.

Auf den Ubrigen Spuren jeder Membran sind abwechselnd Seren von Patienten mit
Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen verteilt.

Die genaue Verteilung der Proben auf den Membranen ist in der Tab. 3.2 angegeben
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Membran 5 Membran 6 Membran 7 Membran 8

Spur Inhalt Spur Inhalt Spur Inhalt Spur Inhalt
1 |NK 1|TID 1|TID 1 |NK
2K 21K 2K 2K
3/T1D 3|TID 3|/TID 3/T1D
4K 41K 4K 4K
51S 1:300 51S 1:300 51S 1:300 51S 1:300
6(S 1:300 6|S 1:300 6/S 1:300 6(S 1:300
7/ T1D 7| T1D 7| T1D 7/ T1D
81K 81K 8K 8K
9| TID 9| TID 9|/ TID 9/T1D
10 K 10 (K 10| K 10 K
11|S 1:500 11|S 1:500 11|S 1:500 11|S 1:500
12|S 1:500 12 S 1:500 12 |S 1:500 12|S 1:500
13|T1D 13|T1D 13|{TID 13|T1D
14 | K 14 | K 14K 14 | K
15|T1D 15|T1D 15({T1D 15|T1D
16 | K 16 | K 16 | K 16 | K
17(S 1:1000 171S 1:1000 17(S 1:1000 17(S 1:1000
18 (S 1:1000 18 (S 1:1000 18 (S 1:1000 18 (S 1:1000

19 |NK 19 |[NK

Tab. 3.2: Die genaue Verteilung der Probenseren auf den Western Blot
Membranen 5-8 (Abb. 3.8). T1D= Serum eines Patienten mit Typ-1-Diabetes,

K= Serum einer Kontrollperson, NK= Negativkontrolle,

S= Standardserum mit der entsprechenden Verdinnung
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Abb. 3.9: Western Blot Membranen 9-12.

Auf den Membranen 9-11 befindet sich das Standardserum auf den Membranspuren 5-
6, 11-12 und 17-18 in den Verdinnungen 1:300, 1:500 und 1:1000. Auf der Membran 12
befindet sich das

Standardserum in den oben genannten Verdinnungen auf den Membranspuren 6-7, 12-
13 und 17-18. Die Negativkontrolle befindet sich auf den Membranen 9 bis 11 jeweils
auf der Membranspur 19, auf der Membran 12 — auf der Spur 1.

Auf den Ubrigen Spuren jeder Membran sind abwechselnd Seren von Patienten mit
Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen verteilt.

Die genaue Verteilung der Proben auf den Membranen ist in der Tab. 3.3 angegeben
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Membran 9 Membran 10 Membran 11 Membran 12

Spur Inhalt Spur Inhalt Spur Inhalt Spur Inhalt
1|TID 1|TID 1|TID 1 |NK
2K 21K 2K 2| T1D
3/T1D 3|TID 3|/TID 31K
4K 41K 4K 4|TID
51S 1:300 51S 1:300 51S 1:300 51K
6(S 1:300 6|S 1:300 6/S 1:300 6(S 1:300
7/ T1D 7| T1D 7| T1D 71S 1:300
81K 81K 8K 8| TID
9| TID 9| TID 9|/ TID 91K
10 K 10 (K 10| K 10| T1D
11|S 1:500 11|S 1:500 11[S 1:500 11K
12|S 1:500 12 S 1:500 12 |S 1:500 12|S 1:500
13|T1D 13|T1D 13|TID 13 (S 1:500
14 | K 14 | K 14K 14| T1D
15|T1D 15|T1D 15({T1D 15K
16 | K 16 | K 16 | K 16 | T1D
17(S 1:1000 171S 1:1000 17(S 1:1000 17(S 1:1000
18 (S 1:1000 18 (S 1:1000 18 (S 1:1000 18 (S 1:1000
19 [NK 19 |NK 19 |[NK

Tab. 3.3: Die genaue Verteilung der Probenseren auf den Western Blot
Membranen 9-12 (Abb. 3.9). T1D= Serum eines Patienten mit Typ-1-Diabetes,

K= Serum einer Kontrollperson, NK= Negativkontrolle,

S= Standardserum mit der entsprechenden Verdinnung
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Abb. 3.10: Western Blot Membranen 13-16.

Auf den Membranen 13-15 befindet sich das Standardserum auf den Membranspuren
5-6, 11-12 und 17-18 in den Verdunnungen 1:300, 1:500 und 1:1000. Auf der Membran

16 befindet sich das

Standardserum in den oben genannten Verdinnungen auf den Membranspuren 5-6, 9-

10 und 17-18. Die Negativkontrolle befindet sich auf den Membranen 13 und 14 jeweils

auf der Membranspur 19, auf der Membran 15 — auf der Spur 1 und auf der Membran

16 — auf der Spur 14Auf den Ubrigen Spuren jeder Membran sind abwechselnd Seren

von Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen verteilt. Die genaue Verteilung

der Proben auf den Membranen ist in der Tab. 3.4 angegeben
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Membran 13 Membran 14 Membran 15 Membran 16

Spur Inhalt Spur Inhalt Spur Inhalt Spur Inhalt
1|TI1D 1|T1D 1 |NK 1|T1D
2K 21K 2K 2K
3/T1D 3|TID 3|/TID 3/T1D
4K 41K 4K 4K
51S 1:300 51S 1:300 51S 1:300 51S 1:300
6(S 1:300 6|S 1:300 6/S 1:300 6(S 1:300
7/ T1D 7| T1D 7| T1D 7/ T1D
81K 81K 8K 8K
9| TID 9| TID 9|/ TID 91S 1:500
10 K 10 K 10| K 10 (S 1:500
11|S 1:500 11|S 1:500 11[S 1:500 11|TID
12|S 1:500 12 S 1:500 12 (S 1:500 12 | K
13|T1D 13|T1D 13|{TID 13|T1D
14 | K 14 K 14K 14 |NK
15|T1D 15|T1D 15({T1D 15|T1D
16 | K 16 | K 16 | K 16 | K
17(S 1:1000 171S 1:1000 17(S 1:1000 17(S 1:1000
18 (S 1:1000 18 (S 1:1000 18 (S 1:1000 18 (S 1:1000
19 [NK 19 |NK 19K 19|T1D

Tab. 3.4: Die genaue Verteilung der Probenseren auf den Western Blot
Membranen 13-16 (Abb. 3.10). T1D= Serum eines Patienten mit Typ-1-Diabetes,

K= Serum einer Kontrollperson, NK= Negativkontrolle,

S= Standardserum mit der entsprechenden Verdinnung
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3.2.2
Vergleich der Serumreaktivitat bei Patienten mit Typ-1-Diabetes und

Kontrollpersonen im Western Blot

Im Western Blot wurden Gesamt-IgG-Reaktionen der Seren von beiden aufgefiihrten
Gruppen gegen einzelne Subfraktionen des Glutens untersucht und verglichen. Die
Reaktivitdt der Seren ist auf den Abbildungen 3.7-3.10 in Form von Banden zu sehen. Die
Messung und Auswertung erfolgte mit der integrierten Software des Lumi Imager®.

Der Vergleich der Reaktionen gegen die einzelnen Subfraktionen des Glutens innerhalb eines
Serums sowie der Seren untereinander war durch die Verwendung eines Standardserums
moglich. Die Reaktion des Standardserums im Bereich von 43 kDa wurde im
Auswertungsprogramm des Lumi Imager® als 1 eingegeben. Die Reaktion der Seren gegen
Glutensubfraktionen wurde immer in Relation zur Reaktion des Standardserums bei 43 kDa in
der Verdiinnung 1:500 zu sehen. gesetzt und somit unabhingig von den einzelnen

Membranbedingungen und untereinander vergleichbar gemacht.
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Vergleich anhand der Anzahl der Reaktionsbanden

Bei den Diagrammen (Abb. 3.11 und Abb. 3.12) handelt es sich um einen semiquantitativen
Vergleich der beiden Gruppen (frisch manifeste Patienten mit Typ-1-Diabetes und gesunde
Kontrollpersonen) im Alter von 18 bis 40 Jahren beziiglich der Aktivitidt der IgG-Antikorper
im Serum gegen einzelne Gluten-Proteine, die sich im Western Blot als ECL-aktive Banden

darstellen. Kleinster iiber dem Hintergrund gemessener Wert lag bei 0,043.
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Anzahl der erkannten Glutenproteine bei
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Typ-1-Diabetikern und Kontrollen
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Abb. 3.11: Vergleich der 1gG-Reaktivitat gegen Gluten anhand der Anzahl der
erkannten Proteine bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) und Kontrollpersonen
(K) im Western Blot. Angegeben sind die Mittelwerte (Balken)

Kumulative Erkennung von Banden bei Patienten
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Abb. 3.12: Kumulative Bandenerkennung im Western Blot zum Vergleich der
humoralen Immunantwort (IgG-Antikorper) bei Patienten mit Typ-1-Diabetes
(T1D) und Kontrollpersonen (K). Angegeben sind die Mittelwerte (Balken)
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Anhand der Vergleiche der Anzahl der erkannten Proteinbanden (Abb. 3.11) konnte keine
richtungsweisende Tendenz nachgewiesen werden.
Auch bei dem Vergleich der kumulativen Erkennung von unterschiedlichen Banden (Abb.

3.12) lieBen sich in beiden Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede feststellen

(p>0,05).

3.2.2.2

Vergleich der Antikdrperaktivitat gegen einzelne Banden

Beim Vergleich der Antikorperreaktivitit gegen einzelne Proteinbanden in beiden Gruppen
waren geringe Unterschiede bei der Erkennung einzelner Banden zu verzeichnen (Abb. 3.13).
Es lag aber in allen Féllen keine statistische Signifikanz vor (p>0,05).

Auch der Vergleich innerhalb beider Altersgruppen (18 bis 29 und 30 bis 40 Jahre) sowie
innerhalb der Geschlechtsgruppen ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied (p>0,05
in allen Vergleichen, Abb. 3.14-3.17). Im Vergleich der méannlichen Patienten mit Typ-1-
Diabetes und Kontrollpersonen zeigten sich zwar groflere Unterschiede im Bereich der
Banden 38 kDa und 43 kDa, aber keine statistische Signifikanz (p=0,09 und p=0,08, Abb.
3.16).

Haufigkeit der IgG-Antikérper gegen Gluten-Proteine bei
Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen

1
W 50 l Kontrollen

W o — aTID
W45E

W 43

W 40
W38L
W a5 ——

W33*ﬂ
W3ob_|_|

Weizen Gluten Proteine (kDa)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Antikdrperhaufigkeit (% der Probenseren)

Abb. 3.13: Vergleich der 1gG-Antikdrperhaufigkeit gegen die Glutensubfraktionen
bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) und Kontrollpersonen (K). Angegeben sind die
Mittelwerte (Balken)
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Haufigkeit der IgG Antikdrper gegen Gluten-Proteine bei
Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen <30 J.

| |
W 50 #1 M Kontrollen <30 J.
W48*_.|_| OT1D <30 J.

0% 10%  20%  30%  40%  50%  60%  70%  80%  90%  100%
Haufigkeit der Antikdrper (% der Probenseren)

Abb. 3.14: Vergleich der 1gG-Antikdrperhaufigkeit gegen die Glutensubfraktionen bei
Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) (n=52) und Kontrollenpersonen (K) <30J (n=38).
Angegeben sind die Mittelwerte (Balken)

Haufigkeit der IgG Antikérper gegen Gluten-Proteine bei
Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen >30 J.
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Abb. 3.15: Vergleich der 1gG-Antikorperhaufigkeit gegen die Glutensubfraktionen
bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) (n=44) und Kontrollpersonen (K) >30J (n=34).
Angegeben sind die Mittelwerte (Balken)
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Haufigkeit der IgG-Antikdrper gegen Gluten-Proteine
bei mannl. Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen

[ [ [
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Abb. 3.16: Vergleich der 1gG-Antikorperhaufigkeit gegen die Glutensubfraktionen bei
mannlichen Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) (n=56) und Kontrollpersonen (K)
(n=41). Angegeben sind die Mittelwerte (Balken)

Haufigkeit der IgG-Antikérper gegen Gluten-Proteine
bei weibl. Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen
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Abb. 3.17: Vergleich der 1gG-Antikoérperhaufigkeit gegen die Glutensubfraktionen
bei weiblichen Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) (n=40) und Kontrollpersonen (K)
(n=31). Angegeben sind die Mittelwerte (Balken)
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3.2.2.3
Vergleich anhand der durchschnittlichen 1gG-Antikdrper-Reaktivitat (ECL-Aktivitat)

Beim Vergleich der frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes und der gesunden
Kontrollpersonen (Abb. 3.18) beziiglich der im Lumi Imager bestimmten Stirke der
Antikorperreaktivitit mit einzelnen Banden zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede (p>0,05).

In der Altersgruppe >30 Jahre zeigte sich eine erhohte IgG-Antikorperreaktivitit in der
Diabetiker-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe bei 43 kDa- und 35 kDa. Im Bereich 30
kDa, 33 kDa und 48 kDa stellte sich dagegen eine verstirkte Reaktion bei den Kontrollen dar
(Abb. 3.19). In beiden Fillen lag im Student-t-Test aber keine statistische Signifikanz vor
(p>0,05).

Die Abbildung 3.20 zeigt den Vergleich bei den Probanden im Alter unter 30 Jahren. Die
IgG-Gesamtreaktivitdt ist im Bereich 40,43 und 48 kDa bei Diabetikern gegeniiber den
Kontrollpersonen statistisch signifikant erhoht (p<0,05). Bei den Kontrollpersonen in dieser
Altersgruppe ist eine hohere durchschnittliche Aktivitdt bei 33 und 48 kDa zu verzeichnen.
Da in beiden Féllen p>0,05 liegt, lag keine statistische Signifikanz vor (Abb. 3.20).

Insgesamt lagen somit geringe Unterschiede zwischen den beiden Gruppen vor, die aber keine

richtungweisende Tendenz erkennen lieen.
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Mittelwert der 1gG-Antikorperaktivitéat
bei Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen
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Mittelwert der ECL-Aktivitat der Probenseren
Abb. 3.18: Vergleich der Bandenintensitat (ECL-Aktivitat), die der 1gG-Aktivitat gegen
Glutensubfraktionen bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) und Kontrollpersonen (K)
entspricht.  Angegeben sind Mittelwerte (Balken) und Standardabweichung
(waagerechte Linie)

Mittelwert der IgG-Antikdrperaktivitat
bei Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen >30 J
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Abb. 3.19: Vergleich der Bandenintensitat (ECL-Aktivitat), die der 1gG-Aktivitat gegen
Glutensubfraktionen bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) und Kontrollen (K) >30J.
entspricht. Angegeben sind Mittelwerte (Balken) und Standardabweichung
(waagerechte Linie)
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Mittelwert der IgG-Antikrperaktivitat
bei Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen <30 J.
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Abb. 3.20: Vergleich der Bandenintensitat (ECL-Aktivitat), die der 1gG-Aktivitat gegen
Glutensubfraktionen bei Patienten mit Typ-1-Diabetes (T1D) und Kontrollen (K) <30J.
entspricht. Angegeben sind Mittelwerte (Balken) und Standardabweichung

(waagerechte Linie)
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Verhéltnis der 1gG-Aktivitat im Bereich 33 und 38 kDa zur Aktivitat aller Banden

Es lagen aullerdem FErkenntnisse vor, dass besonders im Bereich von 33-46 kDa
Reaktivitdtsunterschiede gegen Gluten bei Patienten mit Typ-1-Diabetes und
Kontrollpersonen vorliegen (MACFARLANE et al. 2003). Aus diesem Grund wurde
zusdtzlich ein Vergleich der Verhéltnisse der Reaktivitit im Bereich 33 und 38 kDa zur
Reaktivitét aller Banden aufgestellt (Abb. 3.21). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Student-t-Test. Auch hier zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede, weder

zwischen den einzelnen Altersgruppen der Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollen,

noch in der Gesamtgruppe (p>0,05).
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Verhaltnis der IgG-Aktivitat im Bereich 33+38 kDa
zur Aktivitat aller Banden
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Abb. 3.21: Verhaltnis der 1gG-Aktivitat gegen Gluten im Bereich 33 und 38 kDa
zur 1gG-Aktivitat aller Banden bei Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen

im Western Blot. Die Balken geben den Mittelwert pro Gruppe an
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4.

Diskussion

4.1

Humorale Immunantwort gegen Gluten bei Patienten mit Typ-1-
Diabetes

4.1.1
Das Vorliegen der Antikdrper gegen den Nahrungsbestandteil Gluten ist

beim Menschen nicht pathologisch

Serum-Antikdrper gegen Gluten konnen nicht nur bei Zoliakie-Patienten und Menschen mit
einer Uberempfindlichkeit gegen Weizen nachgewiesen werden. Auch bei Gesunden liegt
eine humorale Immunitit gegen Weizen bzw. Gluten vor (PENTTILA et al. 1991, BARNES
1995). Durch die eigenen Analysen konnte diese Beobachtung bestitigt werden. Sowohl bei
Patienten mit Typ-1-Diabetes als auch bei Kontrollpersonen waren Antikdrper gegen Gluten
mit ELISA und Western Blot nachweisbar. Im Western Blot war ein individuelles
Bandenprofil der Seren beider Gruppen zu erkennen (Abb. 3.7-3.10). Diese Ergebnisse
stimmen mit anderen Nahrungsmittelantikorper-Analysen iiberein (BLAZER et al. 1984, LA
BROOQY et al. 1986).

Auch BARNES und KEMENY betonen, dass IgG-Antikorper gegen Nahrungsantigene wie
z.B. das Gluten auch bei Gesunden vorhanden sind und kein Hinweis oder gar diagnostisches
Kriterium fiir Nahrungsmittelintoleranz oder Allergie sind (BARNES 1995, KEMENY et al.
1986).

RUMBO et al. zeigten 1998, dass Gluten-Antikdrper bei Gesunden nicht nur im Serum,
sondern auch in verschiedenen Kdorpersekreten zu finden sind (RUMBO et al. 1998).

Friithere Studien, die sich mit dem Nachweis von IgG-Antikorpern und insbesondere 1gG 4-
Antikorpern gegen Nahrungsantigene befasst haben, zeigten, dass diese IgG-Subklassen bei
gesunden Kindern und Erwachsenen nachweisbar sind. Sie sind somit ebenfalls ein Teil der

normalen Immunantwort (MERRET et al. 1983, HUSBY et al. 1985, BARNES et al. 1988).
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BARNES et al. stellten dar, dass die humanen Seren jeweils spezifisch gegen eines der
Nahrungsantigene (Gliadin, Casein oder Ovalbumin) sind und keine Kreuzreaktivitit zeigen.
Dies ist ein Hinweis auf die Spezifitit der humoralen Immunantwort gegen ein
Nahrungsantigen (BARNES et al. 1988).

Die zum Teil erhdhten Antikorpertiter gegen verschiedene Nahrungsantigene bei Zoliakie-
Patienten werden mit einem erhdhten Antigentransport durch die gestorte Darmmukosa
aufgrund erhohter Permeabilitdt und nicht mit einer spezifischen Immunreaktion, die
atiopathogenetische Bedeutung haben konnte, erklart (KEMENY et al. 1986). Auf dhnliche
Weise konnten die eventuellen Unterschiede in der Reaktion der Patienten mit Typ-1-

Diabetes und Gesunden beziiglich der Nahrungsantigene wie Milch und Gluten entstehen.

4.1.2
Keine Unterschiede in der humoralen Immunantwort gegen Gluten bei

Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen im ELISA

Das Ziel dieser Arbeit war vorwiegend die Analyse der humoralen Immunantwort gegen
Gluten bei frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes und relevanten Kontrollpersonen.
Die erste Methode, die zur Anwendung kam, war ein ELISA.

In dieser Arbeit wurden Seren von 47 frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes und 61
gesunden Kontrollpersonen auf IgG-Antikorperreaktivitit gegen Gluten untersucht und
verglichen. Von den 47 Patienten mit Typ-1-Diabetes waren 16 weiblich und 31 ménnlich, in
der Kontrollgruppe entsprechend 17 weiblich und 44 ménnlich. Die Gruppe der Patienten mit
Typ-1-Diabetes bestand aus 23 Patienten unter 30 Jahren und 24 Patienten iiber 30 Jahren.
Die Gruppe der Kontrollpersonen bestand aus 19 Personen unter 30 Jahren und 42 Personen
tiber 30 Jahren (Tab. 2.1.a).

Die beiden Gruppen waren somit hinsichtlich der Geschlechts- und Altersverteilung gut
gematcht, womit demographische Einflussfaktoren bei der Bewertung der einzelnen
Ergebnisse minimiert werden konnten.

Trotz dieser exakten Auswahl der Seren konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
(p>0,05) der IgG-Antikorper-Titer gegen Gluten zwischen den Patienten mit Typ-1-Diabetes

und den Kontrollpersonen nachgewiesen werden.
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Vorteile des ELISA-Verfahrens sind zum einen eine Anwendbarkeit bei hoher Probenanzahl,
eine kurze Testdauer und eine hohe Sensitivitit der Antikdrperbindung. Zum anderen besteht
auch die Moglichkeit, verschiedene Antikorpertypen und auch -subtypen zu determinieren.
Ein Nachteil der Methode ist, dass man zwischen Antikérpern hoher und niedriger Affinitét
nicht unterscheiden kann (KARJALAINEN et al. 1992). Affinitdtsbestimmungen kénnen mit
einem heterogenen Proteingemisch wie Gluten nicht durchgefiihrt werden.

Einen anderen Aspekt stellen Idiotyp-Antikdrper dar. So wurde vor kurzem eine Arbeit
publiziert, die Antikorper gegen Nahrungsproteine bei Diabetikern und Kontrollpersonen
untersucht. Dabei wurden 52 junge Patienten mit Typ-1-Diabetes im Alter von
durchschnittlich 14,5 Jahren mit mittlerer Erkrankungsdauer von fiinf Jahren und 41 gesunde
altersgematchte Kontrollpersonen auf das Vorliegen von IgG- und IgA-Antikorpern gegen
Kuhmilchproteine (bovines Serumalbumin und [-Lactoglobulin) und das Ovalbumin
untersucht. Es zeigten sich signifikant hohere Antikorpertiter beider Klassen gegen alle drei
Antigene in der Gruppe der Patienten mit Typ-1-Diabetes. Die sehr unterschiedlichen und
zum Teil widerspriichlichen Ergebnisse der Bestimmung der Antikdrpertiter gegen
Nahrungsantigene bei anderen Autoren erkliren KOHNO et al. unter anderem mit dem
Vorhandensein von Idiotyp-Antikérpern, die das ELISA-Ergebnis verfdlschen konnen. Die
Autoren weisen auch auf die geringe Sensitivitit des iiblichen ELISA-Verfahrens beim
Nachweis von Serumantikorpern gegen Nahrungsantigene hin. Daher wurde von KOHNO et
al. ein spezielles 300fach sensitiveres ELISA-Verfahren (so genannter immune-complex
transfer enzyme immunoassay) angewandt (KOHNO et al. 2002). Aufler in Sonderféllen
kommen Idiotyp-Antikérper nur in niedriger Konzentration vor und sollten beim auf der
Festphase vorliegenden Antigeniiberschuss im ELISA kaum einen Storfaktor darstellen.Auch

in unserer Studie konnte der Storfaktor Idiotyp-Antikdrper eine Rolle gespielt haben.

In der vorliegenden Arbeit wurden nur Antikorper der Klasse IgG gegen Gluten bei Patienten
mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen untersucht, da diese Antikorperklasse valide
nachgewiesen werden kann und einen wichtigen Stellenwert im Rahmen der Immunbalance
hat. Vermutlich hdtten auch Antikoérper der Klasse IgA gegen Gluten nachgewiesen werden
konnen. Diese unterliegen aber starken Schwankungen und sind nicht immer valide in ldnger
aufbewahrten Seren nachweisbar. Schwerpunkt unserer Arbeit war die Analyse der
Antikorperreaktion gegen die einzelnen Subfraktionen des Glutens, welche nur mit

hohertitrigen 1gG-Antikdrpern sicher durchfiihrbar war.
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Gluten ist ein Proteingemisch und so sind die Antikorpertiter Summenantworten gegen die
einzelnen Glutensubfraktionen. Falls jedoch Unterschiede in der Immunantwort bestehen,
gingen diese in der Summenreaktivitit der Seren unter und waren somit nicht nachweisbar.
Auch die einzelnen IgG-Subklassen blieben so unberiicksichtigt.

So wurde es im zweiten Schritt dieser Arbeit notwendig, die humorale Immunantwort (IgG-
Antikorper) gegen einzelne Gluten-Subfraktionen zu untersuchen, um Unterschiede in beiden

Gruppen nachzuweisen.

4.1.3
Keine Unterschiede in der 1gG-Subklassen-Analyse zwischen Patienten mit

Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen

Die IgG-Immunantwort der Seren bei der oben beschriebenen Untersuchung ergibt sich aus
der Reaktivitét aller vier IgG-Subklassen. Daher war es wichtig die humorale Immunantwort
gegen Gluten, bezogen auf einzelne IgG-Subklassen, zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurden jeweils 20 Seren von frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes
und Kontrollpersonen auf die IgG-Subklassen 1gG;, IgG; und IgG4 untersucht. Der direkte
Vergleich der IgG-Subklassen-Reaktivitit im ELISA zeigte keine wesentlichen Unterschiede
in den beiden Gruppen fiir alle untersuchten IgG-Subklassen.

Interessant war jedoch das Verhéltnis der Subklassen zueinander, die mit unterschiedlichen
Immunantwortqualititen (Thl- oder Th2-Immunantwort) assoziiert sind. Besonders
hervorzuheben war das Verhéltnis IgG; zur Summe der ELISA-Reaktivitit fiir [gG, und I1gGa.
Dieser Vergleich zeigte ein leicht erhohtes Verhéltnis der IgG-Subklassen bei Patienten mit
Typ-1-Diabetes im Vergleich zu Kontrollpersonen, aber keinen statistisch signifikanten
Unterschied (p=0,5).

Die Unterschiede bei den IgG-Subklassen konnen Hinweise auf die Qualitdt der
Immunantwort (Thl- oder Th 2-Reaktion) geben (KATZ et al. 1995). So gibt es bereits
Hinweise auf einen moglichen Einfluss des Glutens auf die Thl-/Th2-Zytokinbalance im
Sinne einer Immunmodulation (SCOTT et al. 1997, NILSEN et al. 1996).

Heute wird davon ausgegangen, dass die Thl-Immunantwort durch das Vorherrschen von
Antikorpern der Subklassen IgG; und IgGs gegen ein spezifisches Antigen gekennzeichnet ist.
Die Th2-Immunantwort beinhaltet andererseits einen vermehrten Anteil an 1gG,- und 1gGy-

Reaktion (KALLMANN et al. 1997).
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4.2
Spezifitdt der humoralen Immunantwort gegen Gluten im
Western Blot

42.1

Nachweis von individuellen Bandenprofilen ist mit Western Blot mdglich

Um die humorale Antwort gegen einzelne Subfraktionen des Glutens zu untersuchen und zu
vergleichen wurde ein Verfahren gewéhlt, das eine Auftrennung eines Proteingemisches in
einzelne Proteinsubfraktionen ermdglicht. Die Glutenauftrennung und der nachfolgende
Nachweis der humoralen Immunantwort gegen Gluten waren mit Western Blot (SDS-PAGE
und Immunoblot) moglich.

Das Immunoblotting, das fiir den Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf
Nitrozellulosemembranen entwickelt wurde, existiert bereits seit tiber 20 Jahren (TOWBIN et
al. 1979) und wurde bis heute stéindig weiterentwickelt (ZOLLER et al. 1991).

Die Auftrennung von Proteingemischen in einzelne Subfraktionen erfolgt zunidchst mittels
Elektrophorese in einem Polyacrylamidgel (SDS-PAGE in Anlehnung an LAEMMLI (1970)).
Die mit Proteinen beladenen Membranen konnen nun zum Nachweis spezifischer Antikorper
mit Seren inkubiert werden und in weiteren Schritten zu einer Darstellung der erkannten
Proteine bearbeitet werden. Auch PFEIL et al. untersuchten 1990 wasserldsliche Anteile des
Weizenmehls mittels SDS-PAGE-Technik und Immunelektrophorese in Bezug auf die
humorale Immunantwort bei Weizenmehlallergikern. Dabei zeigte sich ein charakteristisches

individuelles Bandenprofil der untersuchten Seren (PFEIL et al. 1990).

Die Technik des Western Blots bietet fiir die in unserer Studie bearbeitete Fragestellung

folgende Vorteile:

1. Mit der Western Blot-Methode lassen sich IgG-Antikorper gegen mehr als ein Protein des
Glutens nachweisen

2. Es kann auBerdem ein individuelles Reaktionsprofil der Seren gegen einzelne
Glutenproteine bestimmt werden.

Hierdurch wird neben quantitativen Unterschieden eine Aussage zu qualitativen Differenzen

der humoralen Immunantwort gegen Gluten moglich.
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4.2.2
Western Blot als Nachweismethode fiir die humorale Immunantwort gegen

Glutenbestandteile und Interpretation der Western Blot Ergebnisse

In den Tiermodellen des Typ-1-Diabetes wurde der Nachweis der Diabetogenitit des Glutens
direkt gefithrt (HOORFAR et al. 1991, SCOTT 1994). Beim Menschen dagegen kann man
eine mogliche Bedeutung eines Antigens zundchst nur indirekt durch Vergleiche der
humoralen und zelluldiren Immunantworten bei Patienten und Gesunden untersuchen.

In dieser Arbeit wurden 96 Seren von frisch manifesten Patienten mit Typ-1-Diabetes und 72
Seren von gesunden Kontrollpersonen im Alter von 18 bis 40 Jahren untersucht. Davon waren
in der Gruppe der Diabetiker 40 weibliche und 56 ménnliche Personen erfasst, in der
Kontrollgruppe entsprechend 31 weibliche und 41 ménnliche Personen. In jeder
Geschlechtsgruppe der beiden Hauptgruppen erfolgte die Unterteilung in zwei Altersgruppen:
18 bis 29 Jahre, die hier als <30-jdhrige gelten, und 30 bis 40 Jahre, die als >30-jdhrige gelten
(siche auch Tab. 2.1b).

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von F.W. Scott konnte ein Western Blot etabliert
werden, mit dem es moglich war, IgG-Antikorper gegen verschiedene Subfraktionen des
Glutens im Serum von Patienten nachzuweisen (Fraser W. Scott und Karolina Burghardt,
Ottawa Health Research Institute, University of Ottawa, Kanada, 1999, unpublizierte Daten).

Die ersten Untersuchungen der kanadischen Arbeitsgruppe bezogen sich auf Seren von
Kindern und konnten zeigen, dass im Gesamt-IgG-AntikOrpermuster gegen bestimmte
Subfraktionen des Glutens Unterschiede zwischen frisch manifesten Diabetikern und
relevanten Kontrollpersonen bestanden. Insgesamt wurden 23 an Typ-1-Diabetes erkrankte
Kinder und 37 HLA-gematchte gesunde Kinder beziiglich der humoralen Immunantwort
gegen Gluten untersucht. Es konnte eine statistisch signifikant erhohte IgG-Reaktivitdt bei
frisch manifesten Diabetikern fiir die Glutenproteine mit dem Molekulargewicht 33 kDa bis

46 kDa nachgewiesen werden (MACFARLANE et al. 2003).

Sowohl in dieser Arbeit, als auch in der Untersuchung von SCOTT und BURGHARDT lie3
sich im Western Blot ein charakteristisches individuelles Bandenprofil fiir jedes Serum
nachweisen (Abb. 3.7-3.10). Das Bandenmuster jedes Serums unterschied sich sowohl in der

Anzahl, der Molekulargewichtzugehorigkeit und in der Absorptionsstirke der Banden.
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Beim Vergleich beider Gruppen zeigten sich geringe Differenzen in der Anzahl von Banden
(Bandenanzahl > oder = 1) und im Fehlen einer Reaktivitit (Bandenanzahl =0). Es lagen mehr
Seren der Kontrollpersonen vor, die keine IgG-Antikorper gegen Gluten enthielten als bei den
Diabetikern. Dieser Unterschied war aber nicht signifikant.

Bei der Analyse der kumulativen Erkennung der Banden zeigte sich allerdings ein Ausgleich
der oben genannten Unterschiede und ebenfalls keine statistische Signifikanz oder
richtungweisende Tendenz. Dabei wurden zunédchst weder die Verteilung der Banden nach

Molekulargewichten noch die Bandenintensitét beriicksichtigt.

Als néchstes wurde die Hiufigkeit der Reaktionsbanden mit ihren Molekulargewichten
gegeneinander  aufgestellt (Abb. 3.13-3.17). Die statistische = Methode zum
Signifikanznachweis war in dieser und allen nachfolgenden Vergleichen der Student-t-Test.
Hier zeigte sich gleiche Haufigkeit der Reaktionsbanden bestimmter Molekulargewichte in
beiden Gruppen. Dabei blieb die Bandenintensitét unberiicksichtigt.

Die Intensitit der einzelnen Banden entspricht den Antikdrperkonzentrationen gegen
Glutensubfraktionen. In dieser Arbeit stellen relative Zahlen die Bandenintensitit dar. Den
Bezug stellte das Standardserum mit einem Bandenmuster und einer besonders gut und sicher
erkennbaren Bande, der formal der Wert 1 zugeordnet wurde. Die Abbildungen 3.18-3.20
zeigen die graphische Verteilung der Intensitdt der Banden in beiden Gruppen.

Zur genaueren Analyse wurde das Gesamtkollektiv in zwei Altersgruppen aufgeteilt. In der
Gruppe der Patienten mit Typ-1-Diabetes und Kontrollpersonen &lter als 30 Jahre lagen
verstirkte Reaktionen bei den Patienten im Bereich 43 kDa und 35 kDa vor. Fiir die Bereiche
30, 33 und 35 kDa war eine hohere Reaktivitdt bei den Kontrollen zu verzeichnen.In drei
Féllen lag ein statistisch signifikanter Unterschied in der Gruppe der ,,jiingeren” Diabetiker
gegeniiber der Kontrollgruppe im Bereich der 40 kDa, 43 kDa und 48 kDa.

Das Verhiltnis der jeweiligen Summe der Aktivitdt der 33 und 38 kDa Banden zur Summe
der Aktivitit aller Banden eines Serums zeigte keine nennenswerten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. Hingegen wird in der oben vorgestellten Arbeit der kanadischen
Arbeitsgruppe eine erhohte Aktivitidt vor allem im Bereich der 33 und 38 kDa Banden
nachgewiesen (MACFARLANE et al. 2003).

In der Untersuchung von SCOTT und BURGHARDT, die eine &hnliche Fragestellung
behandelten, wurde ein direkter visueller Vergleich der Bandenmuster vorgenommen. Dies

war dadurch moglich, dass Diabetiker- und Kontrollseren nicht abwechselnd auf einer
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Membran, sondern auf getrennten Nitrozellulosemembranen plaziert wurden. Dabei ist aber
von Nachteil, dass die im Vergleich stehenden Seren der Diabetiker und Kontrollpersonen
moglicherweise unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt werden. Der Vorteil einer
abwechselnden Serumverteilung wie in dieser Arbeit ist die Homogenitét der Verteilung und
damit besser vergleichbare Bedingungen fiir beide Gruppen.

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden Untersuchungen ist auch das unterschiedliche
Alter und die Herkunft der untersuchten Kollektive (in dieser Arbeit wurden Seren von
erwachsenen Patienten aus Deutschland verwendet; in der Arbeit der kanadische
Forschungsgruppe SCOTT und BURGHARDT dagegen Seren von Kindern aus Finnland. Es
existiert noch eine Reihe von anderen Arbeiten, die die humorale Immunantwort gegen

Weizenproteine untersuchen.

SKERRITT & UNDERWOOD untersuchten den komplexen Charakter der Bindung der
Antikdrper gegen Weizenproteine. In ihrer Studie im Jahre 1986 wiesen die Autoren mit Hilfe
von monoklonalen Antikorpern gegen Weizenproteine die Sequenzhomologie der
verschiedenen Gliadine sowie die Abhidngigkeit der Antikorperbindung von der
Antikorperkonzentration nach. So war bei hohen Antikdérperkonzentrationen die Anzahl der
Banden hoher als bei niedrigen. Dies galt sowohl fiir Gliadine als auch fiir Glutenine
(SKERRITT & UNDERWOOD 1986). Die Methode wurde spéter von vielen Autoren
iibernommen und z. T. weiterentwickelt (JOHNSON et al. 1990).

Aufgrund dieser Beziehung besteht eine Fehlerquelle fiir den Bandennachweis gegen einzelne
Glutensubfraktionen. Bei einer fehlenden Bandenreaktion des Serums in einer bestimmten
Verdiinnung kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass bei geringerer Verdiinnung
ebenfalls keine Reaktion vorliegen wiirde. Somit konnten sich eventuelle Unterschiede
zwischen Diabetikern und Kontrollpersonen in Abhidngigkeit von der Serumverdiinnung
ergeben. In weiterfilhrenden Arbeiten miissten geringere Verdiinnungen eines Serums im
Western Blot untersucht werden, was aber groflerer Serummengen bediirfte. Weiterhin ergébe
sich dann als Fehlerquelle, dass eventuell zu hohe Antikdrperkonzentrationen bei geringen
Serumverdiinnungen gehiuft zu Uberreaktionen in der Western Blot Analyse fiihren. Auch
wenn daher eine Krankheitsassoziation niedrigtitriger Glutenantikdrper nicht ausgeschlossen
werden kann, zeigen die vorgelegten Daten aber keine Diabetesassoziation fiir die mittel- und
hochtitrigen Antikdrpertypen.

PFEIL et al. fiihrten eine Untersuchung der humoralen Antwort (IgG, 1gG4 und vor allem IgE)

gegen wasserlosliche Anteile des Weizenmehls bei den allergischen Bickern im Western Blot
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durch. Uber den Vergleich zu den Nichtallergikern wurden drei Hauptallergene identifiziert.
Interessanterweise fanden die Autoren eine unterschiedliche Verteilung der Reaktivitit der

Seren abhingig von den untersuchten Antikorperklassen (PFEIL et al. 1990).

In einer Arbeit von SKERRITT et al. wurde die humorale Immunantwort gegen
Getreideproteine im ELISA und Western Blot untersucht. In den vorhandenen Humanseren
von Kindern und Erwachsenen mit Zoliakie zeigten sich im ELISA erhdhte Antikorper gegen
Weizen. Wie in der vorliegenden Arbeit wurde auch hier die Spezifitit der humoralen
Immunantwort mit Western Blot untersucht. Auch hier wiesen die Gliadine und
niedermolekularen Glutenine die hochste Bindungskapazitit auf (Molekulargewicht 30-70

kDa) (SKERITT et al. 1991).

Auch SANDIFORD et al. untersuchten die humorale Immunantwort gegen Weizenproteine
bei Weizenmehlallergikern mit der Western Blot-Technik. Das Ziel war eine Analyse der
humoralen Immunantwort gegen wasserunlosliche Weizenproteine. Die durchgefiihrte
Untersuchung zeigte, dass die untersuchten Weizenproteine Allergene im Bereich der
Molekulargewichte von 11 kDa bis 90 kDa enthielten (SANDIFORD et al. 1997). Das
Vorgehen wurde in Anlehnung an LAEMMLI (1970) und Modifizierung durch SHEWRY et
al. 1989 und TOWBIN et al. 1979 gewiahlt (SANDIFORD et al. 1997).

Nach Ansicht von ZOLLER et al. ist bei Western Blot-Experimenten insbesondere eine
Konstanz der duBeren Bedingungen wichtig (ZOLLER et al. 1991). Daher wurde auch in
vorliegender Arbeit besonderer Wert darauf gelegt, dass die Bedingungen bei der
Durchfithrung der Experimente moglichst gleich sind. Dies war in erster Linie durch
Verwenden der Multiscreen-Apparatur (Abb. 2.8) moglich. Dadurch konnte zum einen eine
grofere Anzahl von Seren unter gleichen Bedingungen in einem Experiment untersucht
werden. Zum anderen war die Kontamination der einzelnen Nitrozelluloseabschnitte mit

mehreren Serumproben minimiert.

Wie in den vorigen Abschnitten dargestellt, gibt es zahlreiche Arbeiten in denen die Western
Blot Methode im Zusammenhang mit der humoralen Immunantwort gegen Weizenmehl
angewandt wurde. Es gibt aber sehr bedeutende Unterschiede zu der hier vorliegenden Studie.
1. Viele der Untersuchungen sind tierexperimenteller Natur und nicht direkt auf den

Menschen iibertragbar.
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2. Im Falle der Verwendung von menschlichen Seren handelte es sich um Zdliakie-Patienten
oder Allergiker gegen Weizen-Mehl und nicht um Patienten mit Typ-1-Diabetes. Auch
Untersuchungen von Zoliakie-Patienten sind in diesem Zusammenhang eher rar.

3. In keiner Studie wurde das Proteingemisch Gluten untersucht, sondern immer nur

Fraktionen des Glutens. Diese waren aber oft mit diversen anderen Proteinen kombiniert.

Damit stellt unsere Studie zurzeit die einzige Untersuchung dar, die sich mit der humoralen
Immunantwort gegen Gluten im Western Blot bei erwachsenen Patienten mit Typ-1-Diabetes
beschiftigt.Es konnte weder im ELISA noch im spezifischen Western Blot eine Assoziation

mit Typ-1-Diabetes nachgewiesen werden.

Das Patientengut bildeten frisch manifeste Patienten mit Typ-1-Diabetes. Das bedeutet, dass
die klinische Phase der Erkrankung in der Regel maximal 30 Tage betrdgt. In den spiteren
Erkrankungsphasen liegen moglicherweise verminderte Antikorpertiter gegen Gluten vor. Im
Zusammenhang mit den Untersuchungen iiber die Assoziation zwischen Typ-1-Diabetes und
Zoliakie wiesen CATASSI et al. im Jahre 1987 einen erhohten Anti-Gliadin-Antikorper-
(AGA)-Titer zur Zeit der Diabetes-Manifestation nach (CATASSI et al. 1987). Dabei lagen
weder zoliakietypische Symptome noch eine Diinndarmatrophie vor. Spater fielen die AGA-
Titer ab. Es existieren allerdings auch gegensitzliche Angaben beziiglich der humoralen
Antwort gegen Gliadin zur Zeit der Typ-1-Diabetes-Manifestation vor (SAVILAHTI et al.
1988, SAVILAHTI et al. 1999, BARERA et al. 1991). HUMMEL et al. weisen darauf hin,
dass Antikorper-Muster in erster Linie in der priklinischen Phase des Typ-1-Diabetes variabel

sind (HUMMEL et al. 2000), was mit prospektiven Studien erfasst werden kann.

Die untersuchten Seren in der vorliegenden Arbeit stammten von Erwachsenen im Alter von
von 18 bis 40 Jahren. Um eventuelle Differenzen, die alters- und/oder geschlechtsassoziiert
sind, aufzuzeigen, wurde eine Unterteilung in Geschlechts- und Altersgruppen vorgenommen.
Aber auch zwischen diesen Gruppen konnten keine eindeutigen Unterschiede identifiziert
werden. OKAHATA et al. und BARNES et al. konnte zeigen, dass die Antikdrpertiter gegen
Milch und Hiihnereiweil in den friihen Lebensjahren ansteigen, um dann mit zunehmendem
Lebensalter kontinuierlich abzunehmen (OKAHATA et al. 1990, BARNES et al. 1993).
Hierdurch konnte eindrucksvoll demonstriert werden, dass ein Matching hinsichtlich der
Altersverteilung von menschlichen Seren zur Interpretation der Antikorpertiterergebnisse

besonders wichtig ist (BARNES 1995).
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4.3
Assoziation zwischen der Atiopathogenese des Typ-1-Diabetes und
Gluten

In dieser Arbeit wurde keine Assoziation der humoralen Immunantwort gegen Gluten mit
Typ-1-Diabetes beobachtet. Die einzige Untersuchung iiber die zellulire Immunantwort (T-
Zellen) gegen Gluten bei Patienten mit Typ-1-Diabetes wurde von KLEMETTI et al. im Jahre
1998 durchgefiihrt: Hier wurde die Zdliakie durch den Nachweis von EMA (Endomysium-
Antikdrper) mit einer hohen Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen. Das Patientenkollektiv
waren ebenfalls frisch manifeste Patienten mit Typ-1-Diabetes. Die T-Zellen stammten aus
dem peripheren Blut der Patienten. Es konnte eine verstirkte zelluldre Immunitit gegen
Gluten nachgewiesen werden, die T-Zell-Proliferation war aber insgesamt (auch in der
Kontrollgruppe) niedrig. Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass Gluten keine oder
keine wichtige Rolle in der Pathogenese des Typ-1-Diabetes zu spielen scheint. Diese
Aussage ist kritisch zu bewerten, da zum einen die Anzahl der untersuchten Patienten
ziemlich gering war und zum anderen die untersuchten Zellen aus dem peripheren Blut und
nicht aus dem Darm oder Pankreas stammten. Die Autoren betonten, die Reaktivitdt der
glutenspezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut sei nicht mit denen aus dem Diinndarm
gleichzusetzen und gibt nicht unbedingt die tatsdchliche Immunitédt gegen Gluten wieder.

Ein grofler Nachteil dieser und vieler anderer Studien ist, dass die priklinische Phase des Typ-
1-Diabetes gar nicht erfasst wird. Prospektive Studien, die Risiko-Kollektive fiir Typ-1-

Diabetes regelmafBig erfassen, erlauben weitergehende Aussagen.

Eine grof3e prospektive Studie, die sich umfassend mit den verschiedenen Aspekten der Typ-
1-Diabetes-Pathogenese beschéftigt, ist die BABYDIAB-Studie. Im Rahmen dieser Studie
soll bei Kindern mit einem hohen Diabetes-Risiko durch die Modifikation von
Erndhrungsbestandteilen wie Gluten, Vitamin D und Fischol der Einfluss auf die Entstehung
von Inselautoimmunitét in den ersten drei Jahren gepriift werden (ZIEGLER & HUMMEL
2001).

Die ersten Ergebnisse einer solchen Studie liegen bereits vor. HUMMEL et al. untersuchten
die Auswirkung einer glutenfreien Didt innerhalb eines Jahres bei sieben Kindern mit einem

hohen Risiko fiir Typ-1-Diabetes. Damit sollte die préaklinische Diabetesphase erfasst werden.
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Es konnte zwar ein Abfall der Antigliadin-Antikérper (AGA) beobachtet werden. Die
glutenfreie Diédt beeinflufite den Titerverlauf der diabetesassoziierten Autoantikorper (in
diesem Fall IAA, GADA und IA-2A) nicht. Damit unterstiitzen diese Ergebnisse nicht die
Hypothese, dass Gluten eines der Ausldserantigene der Diabetespathogense sein konnte. In
der Studie wurde aber nicht getestet, ob eine totale, also seit der Geburt bestehende,
Glutenrestriktion eine Auswirkung auf den Titerverlauf der Autoantikorper oder eine
Verzogerung der Diabetesmanifestation haben kann (HUMMEL et al. 2002). Es miissen auch

hier weitere Studienergebnisse mit groBeren Kollektiven abgewartet werden.
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5. Zusammenfassunq

Zur Atiopathogenese des Typ-1-Diabetes mellitus tragen sowohl genetische Faktoren als auch
Umweltfaktoren bei. In den Tiermodellen des Typ-1-Diabetes konnte eine Erndhrung mit
Gluten als diabetogener Umweltfaktor nachgewiesen werden. Gluten ist ein Bestandteil der
Weizenkleie und setzt sich aus vielen Proteinen zusammen. Da Weizenmehl und damit auch
Gluten in weiten Teilen der Welt zu den wesentlichen Bestandteilen der menschlichen
Nahrung gehoren, kann moglicherweise auch beim Menschen ein Zusammenhang zwischen
Glutenaufnahme und der Diabetesentwicklung bestehen. In der vorliegenden Arbeit wurde
zum ersten Mal die humorale Immunantwort gegen Gluten bei erwachsenen Patienten mit
Typ-1-Diabetes 1m  Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen untersucht. Die
Nachweismethoden waren ein ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay) und ein
Western Blot. Da Gluten ein Proteingemisch ist, konnte mittels ELISA die Immunantwort
gegen einzelne Glutensubfraktionen nicht differenziert werden. Mit Western Blot erfolgte
dann die Analyse der humoralen Immunantwort gegen einzelne Glutenproteine.

Im ELISA wurde die humorale Immunantwort gegen Gluten in 47 Seren von erwachsenen
Patienten mit Typ-1-Diabetes und 61 Seren von alters -und geschlechtsgematchten
Kontrollpersonen bestimmt. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied weder fiir die
IgG-Antikorper noch fiir die IgG-Subklassen-Antikorper 1gGi, IgG, und IgGs nachgewiesen
werden (p>0,05).In einem weiteren Schritt wurde die humorale Immunantwort gegen
Glutensubfraktionen im Western Blot bestimmt. Dabei wurden 96 Seren von erwachsenen
Patienten mit Typ-1-Diabetes und 72 Seren von alters-und geschlechtsgematchten
Kontrollpersonen untersucht. Es erfolgte sowohl ein Vergleich der Bandenanzahl als auch der
Bandenintensitdt. Bis auf wenige Ausnahmen lagen keine statistisch signifikanten
Unterschiede der humoralen Immunantwort gegen Gluten bzw. Glutensubfraktionen vor
(p>0,05).

Mit unseren Ergebnissen kann die Assoziation zwischen Typ-1-Diabetes und Gluten auf der
Ebene der humoralen Immunatwort nicht bestitigt werden. Die weitere Priifung eines
atiopathogenetischen Zusammenhangs zwischen Typ-1-Diabetes und Gluten sollte daher auf
die Untersuchung der zelluliren Immunantwort gegen Gluten an groferen Kollektiven von
Patienten mit Typ-1-Diabetes und gesunden Kontrollpersonen fokussieren. Aktuell
durchgefiihrte Erndhrungsstudien bei Kleinkindern werden moglicherweise eine Aussage zum
Kausalzusammenhang zwischen Glutenaufnahme und der Entwicklung des Typ-1-Diabetes

erlauben.
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