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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Einleitung

Diabetes mellitus ist die haufigste chronische Stoffwechselerkrankung [34]. Nach
neuesten Daten der Internationalen Diabetes-Fdderation (IDF) wird die Zahl der
Diabetes-Patienten weltweit aktuell auf 246 Millionen Menschen geschatzt [54].
Ein Anstieg auf bis zu 380 Millionen Diabetes-Patienten wird fur die kommenden
20 Jahre vorausgesagt [54].

Diabetes ist ,die grol3te Epidemie in der Geschichte der Menschheit* verdeutlichte
der derzeitige IDF-Prasident Martin Silink diese alarmierenden Zahlen [134].

In Deutschland wird die Pravalenz von Diabetes mellitus derzeit auf 8 Millionen

Betroffene geschatzt [43].

Einteilung des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus umfasst eine Gruppe von metabolischen Stérungen, welche
durch eine Hyperglykédmie charakterisiert ist [111].

Es gibt zwei Hauptkategorien des Diabetes mellitus, den Diabetes mellitus Typ 1
(T1D) und den Diabetes mellitus Typ 2 (T2D).

T1D entsteht als Folge einer zellular mediierten, chronischen, irreversiblen
Autoimmundestruktion der Insulin produzierenden B-Zellen des Pankreas [107].
Dieser Typ ist durch einen absoluten Insulinmangel charakterisiert [111]. Die
Manifestation der Erkrankung findet in den meisten Féllen (ca. 70-80%) vor dem
35. Lebensjahr statt, wird jedoch auch zunehmend im hdéheren Alter beobachtet
[107].

Im Gegensatz dazu beruht der T2D auf einer gestdrten Insulinsekretion der
pankreatischen B-Zellen und einer Insulinresistenz in den Zielgeweben der
Insulinwirkung [107]. Hier spricht man von einem relativen Insulinmangel [107].
Meist ist der T2D mit einem sog. metabolischen Syndrom, d.h. stammbetonter

Adipositas, Hypertonie und bzw. oder Dyslipoproteindmie, assoziiert [107]. Diese
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Form des Diabetes manifestiert sich meist im hoheren Lebensalter, wird jedoch in
Folge des verédnderten Essverhaltens und Bewegungsmangel auch immer

haufiger bereits bei Jugendlichen gesehen [111].

In der vorliegenden Arbeit beschaftige ich mich mit dem immun-mediierten
Diabetes mellitus Typ 1.
Typ 1 Diabetes kann in drei Subtypen unterteilt werden:

* Typ 1 Diabetes mit Manifestation im Kindes- und Jugendalter

* Typ 1 Diabetes mit Manifestation im Erwachsenenalter

.Latent Autoimmune Diabetes in Adults" (LADA).

Diese Einteilung zeigt, dass der T1D in nahezu jedem Alter auftreten kann. Die
Subtypen unterscheiden sich sowohl hinsichtlich ihres Phanotyps als auch der
Krankheitssymptomatik (Tab. 1).
Tab. 1: Charakteristika der Typ 1 Diabetes Subklassen, T1D mit Manifestation im Kindes- und

Jugendalter, T1D mit Manifestation im Erwachsenenalter und Latent Autoimmune
Diabetes in Adults (LADA), und des Typ 2 Diabetes

T1D mit T1D mit
Manifestation Manifestation
im Kindes- im LADA T2D
und Erwachsenen-
Jugendalter alter
Erkrankungs- im Kindes- und im im im mittleren bis
alter Jugendalter Erwachsenenalter | Erwachsenenalter | hoheren Alter
Gewicht normal normal normal bis Ubergewichtig
Ubergewichtig
Auftreten der meist akut meist akut meist akut meist langsam
Symptome
Insulin- von Anfang an von Anfang an nach einigen erst im spateren
bedrftigkeit Monaten bis Verlauf
Jahren meist
insulinbedirftig
Krankheits- Polyurie, Polyurie, Beschwerden wenig, bis gar
zeichen Polydipsie, Polydipsie, treten rascher als | keine
Gewichtsverlust, | Gewichtsverlust, beim T2D auf, Symptome,
Juckreiz, erhéhte | Juckreiz, erhéhte | Krankheit haufig
Infektanfalligkeit, | Infektanfalligkeit, | schreitet bis zum Zufallsbefund
anhaltende anhaltende Insulinmangel
Mudigkeit, Mudigkeit, schneller voran.

Leistungsabfall

Leistungsabfall

Ketoazidose

Ketoazidose

Ketoazidose
selten

Ketoazidose
sehr selten
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Sonderform LADA

Beim ,Latent Autoimmune Diabetes in Adults® handelt es sich um eine
Sonderform, die eigentlich zwischen dem T1D und dem T2D einzuordnen ist. Das
Erscheinungsbild der Patienten ahnelt dem der T2D-Patienten, die genetischen
und die immunologischen Merkmale entsprechen jedoch zu grof3en Teilen dem
T1D [99].

LADA wird bei mehr als 10% der initial nicht insulinbedirftigen, und somit
zunachst als Typ 2 diagnostizierten, Diabetespatienten gefunden. Diese
Sonderform des Typ 1 Diabetes zeigt somit vermutlich eine hohere Pravalenz als
der ,klassische* T1D [83].

LADA wird durch drei klinische Merkmale definiert: der Patient muss zum
Zeitpunkt der Diagnose des Diabetes élter als 30 Jahre sein, es missen Diabetes-
assoziierte Autoantikdrper nachweisbar sein und der Patient sollte initial, flr einen
Zeitraum von mindestens sechs Monaten nach Diagnose, kein Insulin zur
Therapie bendétigen [35].

.Latent* steht bei LADA daflr, dass ohne eine Testung auf Diabetes-assoziierte
Antikdrper es nicht mdglich wéare zu erkennen, dass es sich um autoimmunen
Diabetes handelt. ,Adult® wurde gewéhlt, da man davon ausging, dass diese
Diabetesform nur bei Erwachsenen vorkommt [84].

Diese Form des Diabetes wurde friher auch ,Slowly Progressing Insulin
Dependent Diabetes” (SPIDM) [73] oder , Typ 1.5 Diabetes” [99] genannt.
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Atiologie des Typ 1 Diabetes

Typ 1 Diabetes mellitus entsteht auf der Grundlage einer genetischen
Pradisposition. Zusatzlich triggern verschiedene Umweltfaktoren den Beginn von
autoimmunologischen Prozessen, die zur Zerstorung der pankreatischen -Zellen

und schlief3lich zur Manifestation des T1D fiihren.

Genetische Faktoren

Bei der Entstehung des T1D spielt die genetische Pradisposition eine bedeutende
Rolle.

Es ist bekannt, dass etwa 5-10 % der TI1D-Patienten eine positive
Familienanamnese aufweisen [17]. Verwandte ersten Grades tragen ein hoheres
Risiko an T1D zu erkranken, als Personen aus der allgemeinen Bevdlkerung (ca.
5-6% gegeniber ca. 0,4%) [122]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass monozygote
Zwillinge eine deutlich hohere Konkordanz fur die Erkrankung (30-40%) aufweisen
als dizygote Zwillinge (6%) [101, 117].

Die T1D-Entstehung ist v.a. mit den Genen des sog. ,Major-Histocompatibility-
Complex* (MHC) auf Chromosom 6p21 des menschlichen Genoms (IDDM1)
assoziiert [7, 20, 27, 147]. Es sind die ,Human Leucocyte Antigen* (HLA)-Klasse-
[I-Allele, die etwa 60-70% der genetischen Pradisposition zum T1D ausmachen
[70]. Das hochste genetische Risiko fir Typ 1 Diabetes ist mit den Genotypen
DRB1*0401/DQB1*0302 und DRB1*0301/DQB1*0201 verbunden [155].
Mittlerweile sind mehr als 20 verschiedene weitere genetische Loci mit der
Entstehung des T1D in Verbindung gebracht worden.

Umweltfaktoren

Neben der genetischen Pradisposition steht auch der Einfluss von exogenen
Faktoren in Zusammenhang mit der Atiologie des T1D. Untersuchungen an
Zwillingen zeigten, dass nur bei 30-40% von monozygoten Zwillingen beide
Geschwister an T1D erkranken [101, 117]. Wenn dabei der erste Zwilling erst
nach dem 25. Lebensjahr die Erkrankung entwickelt, ergibt sich sogar nur eine
Konkordanz von 5% [167]. Diese Ergebnisse lassen auf einen nicht unerheblichen

Einfluss von Umweltfaktoren beziglich der Manifestation eines T1D schliel3en.



Einleitung und Fragestellung

Der Typ 1 Diabetes weist eine steigende Inzidenz auf. Einige Studien konnten
zeigen, dass diese Zunahme des T1D nicht in allen Altersklassen gleichméafig
verteilt ist, sondern, dass vielmehr ein deutlicher Shift zu einer Manifestation im
jungeren Alter beobachtet werden kann [113, 160]. Diese Verdnderungen
geschehen zu schnell, um durch eine Verdnderung im Genpool erklart werden zu
kénnen. Sie scheinen wohl vielmehr das Ergebnis von Verdnderungen in unserer
Umwelt zu sein [37, 45].

Eine sehr haufig diskutierte These stellt der Einfluss von Virusinfektionen auf die
Entwicklung von T1D dar. In frisch manifestierten T1D-Patienten konnten in
epidemiologischen Untersuchungen gehauft Virusantikdrper gefunden werden
[141]. Es werden Zusammenhange mit Enteroviren, Rotaviren, Rubellaviren,
Zytomegalieviren, Epstein-Barr-Viren bzw. Retroviren vermutet [25, 52, 100, 104,
170, 171, 172]. Als mdglicher Pathomechanismus im T1D wird das sogenannte
.Molecular Mimicry* diskutiert. Unter ,Molecular Mimicry* versteht man, dass
Molekile auf der Oberflache von Krankheitserregern korpereigenen Molekilen
ahneln oder mit ihnen identisch sind, sogenannte Sequenzhomologien. Werden
diese Molekile vom Immunsystem als Antigen erkannt, kann sich die darauf
folgende Immunreaktion nicht nur gegen den Erreger, sondern auch gegen
korpereigenes Gewebe richten. Dieser Vorgang wird auch Kreuzreaktion genannt
und gilt als eine der Ursachen zur Entwicklung von Autoimmunerkrankungen.
Sequenzhomolgien wurden z.B. zwischen den Cocksackie-B4-Viren und dem
T1D-assoziierten Autoantigen Glutamatdecarboxylase (GADG65) entdeckt [3, 68].
Auch zwischen dem Virusprotein 7 des Rotavirus und einem weiteren T1D-
assoziierten Autoantigen, der Tyrosinphosphatase (IA-2), finden sich strukturelle
Ahnlichkeiten [47, 48]. Durch die Studie von Richter et al. wurde diese Hypothese
des ,Molecular Mimicry* jedoch in Frage gestellt. Es konnte dabei keine
Kreuzreaktivitat von Autoantikorpern zwischen dem Coxsackie-B4-2C Protein und
der Glutamatdecarboxylase festgestellt werden [118].

Neben Viren wurden auch Nahrungsbestandteile, Impfungen, klimatische
Faktoren, Toxine, wie z.B. Nitrosamine, und Stress als exogene Trigger zur
Entstehung des T1D genannt [25, 26, 32, 72, 159].

Obwohl extensive Forschung zu diesen Einflussfaktoren betrieben wird, konnte
noch kein exogenes Agens definitiv als triggernder Faktor fir den T1D bewiesen

werden.
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Pathogenese des Typ 1 Diabetes:

Typ 1 Diabetes ist eine Autoimmunerkrankung, die durch T-zell vermittelte
Zerstorung der insulinproduzierenden B-Zellen in den pankreatischen Inseln
verursacht wird [23].

Die genetische Pradisposition stellt eine Voraussetzung fir die Entstehung des
T1D dar. Ein auslésender Faktor fuhrt zum Beginn der autoimmunen [-
Zelldestruktion. Es kommt zu einer vollstandigen Infiltration der Inseln durch
pathogene T-Zellen, aber auch von B-Zellen und Makrophagen. Bereits in dieser
Phase, der sog. pradiabetischen Phase, kdnnen Inselzellantikbrper und Insulin-
Autoantikorper auftreten. Sobald mehr als 80-90% der B-Zellen ihre Funktion ver-

loren haben kommt es zur klinischen Manifestation der Erkrankung (Abb. 1). [111]

Ausldsender Faktor:
Virus? Fremdprotein? \
Beginn der
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Abb. 1: Hypothetisches Modell zur T1D-Entstehung
HLA = Human Leucocyte Antigen, ICA = Islet cell Antibody (Antikérper gegen Inselzell-
gewebe), 1A-2 = Tyrosinphosphatase, GAD65 = Glutamatdecarboxylase 65;
Modifiziert nach Spinas GA, Lehmann R: Der Diabetes mellitus: Diagnose, Klassifikation
und Pathogenese. Schweiz Med Forum 20: 519-525 (2001) [140]

Bei T1D-Manifestation ist somit die Mehrzahl der pankreatischen Inseln zerstort.
Die Primarpravention der Erkrankung erfordert daher eine frihzeitige Erkennung
der Immunprozesse und ein zeitiges Eingreifen in die fortschreitende Zerstérung

der insulinproduzierenden Zellen.
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Bei der Pathogenese des T1D sind verschiedene Immunph&nomene beteiligt: Die
Zerstorung der pankreatischen B-Zellen ist durch humorale und zellulare
Autoimmunphanomene gekennzeichnet.

Exogene wie endogene Antigene werden durch antigenprésentierende Zellen
(dendritische Zellen, B-Lymphozyten und Makrophagen) tiber MHC-Klasse-I bzw.
MHC-Klasse-Il Molekile den CD8+ bzw. CD4+ T-Zellen prasentiert. Autoreaktive
T-Zellen werden im Thymus durch negative Selektion eliminiert, so dass eine
Immunitat gegeniber korpereigenen Zellen im Vorfeld ausgeschlossen sein
musste. In peripheren lymphatischen Geweben wird eine Autoreaktivitat zusatzlich
durch den Mechanismus der peripheren Toleranz (Ignhoranz, Anergie,
regulatorische T-Zellen [T,eg]) Uberwacht.

Es wird angenommen, dass bei der Entstehung des T1D ein genetisch bedingter
Defekt in der T-Zell-Toleranz vorhanden ist, der dazu fuhrt, dass
autoantigenspezifische CD8+ T-Effektorzellen in der Peripherie vorhanden sind
[76]. In tierexperimentellen Studien wurde auch den CD4+ Thl-Zellen eine
zentrale Rolle in der Pathogenese des T1D zugesprochen [77, 98].

Die T-Zell Reaktionen sind dabei gegen verschiedene Antigene der
pankreatischen B-Zellen, sog. Autoantigene, gerichtet. Bottazzo et al. fanden im
Jahr 1974 Antikorper, die gegen Bestandteile der Pankreasinseln gerichtet sind
und als sog. Zytoplasmatische Inselzell-Antikorper (ICA) bekannt wurden [13]. Bis
heute konnten viele Antigene gefunden werden, die von den sog. ICA erkannt
werden (Tab. 2). Die Hauptautoantigene sind dabei Glutamatdecarboxylase 65
(GADG5), Thyrosinphosphatase 1A-2 und Insulin (1) [81].

Tab. 2: Auflistung der bei Typ 1 Diabetes entdeckten Autoantigene

Autoantigen Autor, Jahr Quelle
Glutamatdecarboxylase 65 Baekkeskov, 1990 [4]
Tyrosinphosphatase 1A-2 Lan, 1994 [79]
Insulin Palmer, 1983 [105]
Heat-Shock-Protein-65 Jones, 1990 [62]
Carboxypeptidase H Castano, 1991 [18]
ICA 69 Pietropaolo, 1993 [109]
GLUT-2 Inman, 1993 [53]
SOX-13 (ICA-12) Kasimiotis, 2000 [65]
Sulfatide Buschard, 1993 [15]
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Der Prozess, der im T1D zur Bildung von Inselzell-Autoantikérpern fuhrt, ist
gro3tenteils unbekannt. Jury et al. konnten zeigen, dass bei der Produktion von
GADG65-Autoantikdrpern die antigenabhangige B-Zell-Aktivierung eine bedeutende
Rolle spielt [63]. B-Zellen bendtigen die Hilfe von CD4+ Th2-Zellen und die von
ihnen sezernierten Zytokine IL-4, IL-5 und IL-6, um sich zu Plasmazellen
differenzieren zu kdnnen und die Antikorperproduktion aufzunehmen [58].
Anndhernd alle T1D-Patienten unter 30 Jahre haben mindestens einen der
Hauptautoantikorper. Nach dem 30. Lebensjahr sind nur noch etwa 40% der
Patienten autoantikdrperpositiv [123].

Ob die Inselzell-Antikorper eine direkte Rolle im autoimmunen Netzwerk des T1D
spielen oder lediglich einen unspezifischen Nebeneffekt der Inselzellzerstérung
darstellen, ist dabei noch unklar [119].

Die Detektion der Autoantikorper zum Zeitpunkt der T1D-Manifestation kann eine
Aussicht auf die Progressivitat der Erkrankung geben [149]. GADG65-Antikbrper
und Protein-Thyrosinphosphatase-Antikrper  (IA2-Ab) stellen dabei die
wichtigsten Parameter dar, die die Entwicklung der Insulinbedirftigkeit

vorhersagen kénnen [148].

Autoantigene und Autoantikorper im T1D

Glutamatdecarboxylase

Das Enzym Glutamatdecarboxylase (GADG65) katalysiert die Synthese des
inhibitorischen  Neurotransmitters Gamma-Amino-Buttersaure (GABA) aus
Glutaminsaure. Es wird sowohl in neuronalen Geweben als auch in den
endokrinen B-Zellen des Pankreas expremiert. Die Funktion von Gamma-Amino-
Buttersaure in den B-Zellen des Pankreas ist noch nicht bekannt. Man vermutet,
dass es eine Rolle bei parakrinen Signaltransduktionen zwischen den -Zellen und
den benachbarten a- und d-Zellen und im Energiehaushalt der B-Zellen spielt
[125, 136].

Man kennt zwei Isoformen der Glutamatdecarboxylase, GAD65 und GADG67.
GADG65 hat ein Molekulargewicht von 65 kD und ist auf Chromosom 10p11 kodiert;
GADG67 weist ein Molekulargewicht von 67 kD auf und ist auf Chromosom 2931
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lokalisiert. Die beiden Isoformen sind in ihrer Aminosduresequenz (aa) zu 65%
identisch und unterscheiden sich v.a. in ihren jeweils ersten 100 aa [14, 64].

Im Serum von T1D-Patienten kdénnen zum Zeitpunkt der Manifestation der
Erkrankung sowohl Antikérper gegen GADG65 als auch Antikérper gegen GAD67
gefunden werden. Im Laufe der Erkrankung nimmt der Antikorper-Titer meist ab
[68].

Antikdrper gegen GAD65 (GADA) haben sich als serologische Marker fur den
praklinischen als auch fur den klinischen T1D erwiesen, wogegen Antikdrper
gegen GADG67 eine geringe Bedeutung haben [130]. Bereits viele Jahre vor der
klinischen Manifestation des T1D konnen sich Antikdrper gegen GADG6E5
entwickeln. Zum Zeitpunkt der Manifestation findet man bei 70-80% der T1D-
Patienten GAD65-Autoantikorper [130, 131, 158].

Bei Patienten mit Diabetesmanifestation im Erwachsenenalter, bei denen eine
Klassifikation der Erkrankung in Typ 1 oder Typ 2 nicht eindeutig ist, stellen die
Autoantikorper gegen GADG65 einen wichtigen Parameter dar. Hohe GADA-Titer
im Serum der Patienten deuten auf einen progressiven Verlust der B-Zellen hin.
Bei niedrigen GADA-Leveln lauft der B-Zell-Verlust dagegen deutlich langsamer ab
[11,12]. Das Vorhandensein von GADG65-Autoantikdrpern zum Zeitpunkt der
Diabetesmanifestation gibt einen Hinweis auf spatere Insulinbedurftigkeit [89].
GADG65-Autoantikdrper konnen sowohl mittels RIA (Standardverfahren) als auch
durch ELISA nachgewiesen werden. Sie sind sehr sensitive Marker fiur die
Préadiktion des T1D [153], sind jedoch nicht spezifisch fir den Diabetes, sondern
kommen auch bei seltenen anderen Erkrankungen, wie dem Stiff-person
Syndrome oder dem autoimmunen polyendokrinen Syndrom (APS) vor [135, 152].
Richter et al. konnten als erste humane monoklonale Autoantikbrper gegen
GADG65 (MICA) aus Patienten mit neu diagnostiziertem T1D isolieren [118] und die
Charakteristika dieser Antikdrper detailliert beschreiben.

Protein-Tyrosinphosphatase 1A-2

Protein-Tyrosinphosphatase 1A-2 ist ein Mitglied der transmembranen Protein-
Tyrosinphosphatase(PTP)-Familie und ist auf Chromosom 2935 lokalisiert [81].
Dieses Protein wird sowohl in neuroendokrinen Geweben, als auch in den B-Zellen

und a-Zellen der Pankreasinseln expremiert.
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Autoantikdrper gegen 1A-2 (IA2-Ab) sind bei 50-70% der T1D-Patienten mit
Manifestation im Kindes- und Jugendalter und bei 30-50% der T1D-Patienten mit
Manifestation im Erwachsenenalter nachweisbar [131, 158, 166]. Die sensitivste
Methode zur Detektion der IA2-Ab ist der Radioimmunoassay (RIA).

Insulin

Insulin ist ein kleines Protein von 51 Aminosauren, das auf Chromosom 11p15
kodiert ist [106]. Es ist das einzige Hauptautoantigen im T1D, das B-zellspezifisch
ist [60]. Autoantikorper gegen Insulin (IAA) sind bei 50-70% der Kinder, die an T1D
erkrankt sind, zu finden. Bei &lteren Patienten sind sie in nur 20-30% der Falle
vorhanden [157, 158, 165, 166]. Die Standardmethode zum Nachweis der IAA ist
der Radioimmunoassay (RIA). Nach Beginn einer Insulintherapie des T1D kénnen
Antikérper gegen das exogene Insulin induziert werden, die nicht von den IAAs
unterschieden werden kénnen. Deshalb ist bei Patienten, die eine Insulintherapie

erhalten, die Bestimmung der IAAs nicht mehr sinnvoll und aussagekraftig.

Antikorperstruktur und -einteilung

Antikdrper, auch Immunglobuline (Ig) genannt sind bifunktionelle Molektle, die im
Wesentlichen zwei verschiedene Aufgaben haben: Antigenerkennung und
Interaktion mit Effektormolekilen und Effektorzellen. Diese beiden Aufgaben
spiegeln sich in der Struktur der Antikérper wider. Sie bestehen aus einem
variablen Teil, der je nach Antigenspezifitdt verschieden ist, und einem konstanten
Teil, der die Effektormechanismen auslost und sich zwischen den verschiedenen
Klassen und Subklassen der Immunglobuline unterscheidet.

Alle Antikorper besitzen eine Grundstruktur, die aus vier Polypeptidketten, zwel
schweren Ketten und zwei leichten Ketten, besteht. Die schweren und leichten
Ketten werden durch intra- und intermolekulare Disulfidbriicken und Protein-
Protein-Wechselwirkungen stabilisiert.

Beim Menschen gibt es funf Klassen von Immunglobulinen: IgM, IgD, 1gG, IgE und
IgA. In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlief3lich Immunglobulin G untersucht.
Diese Antikorperklasse kann erneut in die Subklassen 1gG1, 1gG2, IgG3 und IgG4
unterteilt werden. Diese vier 1gG-Subklassen stellen den Hauptanteil (75%) des
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Serumimmunglobulins dar [138]. Sie weisen zu mehr als 95% Homologien in ihrer

Aminosauresequenz der konstanten Domé&nen der schweren Ketten auf.

Zytokine

Zytokine sind regulatorische Peptide die von allen kernhaltigen Zellen des Kdrpers
produziert werden konnen. Sie wirken in der Regel lokal Uber
Oberflachenrezeptoren und aktivieren Signaltransduktionskaskaden, die zu
veranderter Genexpression, Stoffwechselaktivitat, Zelldifferenzierung,
Proliferation, Migration und Apoptose fuhren kénnen [57].

Bei Typ 1 Diabetes wird ein Ungleichgewicht der Zytokine als pathophysio-
logischer Faktor diskutiert.

Man kann die Zytokine aufgrund ihrer Struktur verschiedenen Familien zuordnen:
Es gibt Hamatopoetine, Interferone, Chemokine und Mitglieder der TNF-Familie.
Tab. 3 gibt eine Ubersicht Uber die Zytokine, die in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurden.

Zytokine konnen auf der Basis ihrer biologischen Antwort, abhangig von deren
Effekt auf immunologische Zellen, in proinflammatorische und anti-
inflammatorische Zytokine eingeteilt werden. Die proinflammatorischen Zytokine
IFN-y, TNF-a und IL-2 werden von Thl-Zellen gebildet und fihren in Richtung
zellularer Immunantwort [102]. IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 sind dagegen
antiinflammatorische Zytokine, die von Th2-Zellen produziert werden und eine
humorale Immunantwort induzieren [102]. Monozyten und Makrophagen
produzieren die proinflammatorischen Zytokine IL-1 (a und ), TNF-a und IFN-y
[168].
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Tab. 3: Zytokine (Klassenzuordnung, Produktionsort und Wirkungen)

GM-CSF =

Granulozyten-Makrophagen

koloniestimuliernder Faktor, G-CSF =

Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon y, TNF-a = Tumor Nekrose
= Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-18 = Makrophagen
inflammatorisches Protein 1 B, IL = Interleukin, NK-Zellen = naturliche Killerzellen.

Faktor a, MCP-1

Zytokine [Klasse Produzierende Zellen Wirkungen
GM-CSF | Hamatopoetine | Makrophagen, T-Zellen, stimuliert Wachstum und Differenzierung der
Thymozyten, B-Zellen, myelomonozytischen Linie, besonders der
NK-Zellen dendritischen Zellen
G-CSF Hamatopoetine | Fibroblasten, Monozyten | stimuliert Entwicklung und Differenzierung
neutrophiler Zellen
IFN-y Interferone T-Zellen, NK-Zellen Aktivierung der Makrophagen, erhéhte Expression
von MHC-Molekulen und Komponenten des
Antigenprozessierungssystems, Ig-Klassenwechsel,
hemmt Th2-Zellen
TNF-a TNF-Familie Makrophagen, NK-Zellen, |lokale Entziindungen, Endothelaktivierung
T-Zellen
MCP-1 CC-Chemokine | Monozyten, aktiviert Makrophagen, Histaminfreisetzung bei
Makrophagen, basophilen Zellen, stimuliert TH2-Immunitat
Fibroblasten,
Keratinozyten
MIP-18 CC-Chemokine | Monozyten, konkurriert mit HIV-1
Makrophagen, neutrophile
Zellen, Endothel
IL-18 keine Makrophagen, Fieber, T-Zell-Aktivierung, Makrophagenaktivierung
Zuordnung Endothelzellen, B-Zellen,
Fibroblasten,
Epithelzellen, Astrozyten,
Keratinozyten
IL-2 Hamatopoetine | T-Zellen Proliferation der T-Zellen
IL-4 Hamatopoetine | T-Zellen, Mastzellen B-Zell-Aktivierung, IgE-Wechsel, hemmt TH1-Zellen
IL-5 Hématopoetine | T-Zellen, Mastzellen Wachstum und Differenzierung der eosinophilen
Zellen
IL-6 Hamatopoetine | T-Zellen, Makrophagen, Wachstum und Differenzierung von T- und B-Zellen,
Endothelzellen Produktion von Akute-Phase-Proteinen, Fieber
IL-7 Hamatopoetine | Nicht T-Zellen Wachstum von Pré-B-Zellen und Pra-T-Zellen
IL-8 CXC-Chemokin | Monozyten, mobilisiert, aktiviert und degranuliert neutrophile
Makrophagen, Zellen, Angiogenese
Fibroblasten,
Keratinozyten,
Endothelzellen
IL-10 keine T-Zellen, Makrophagen, wirksamer Inhibitor von Makrophagenfunktionen
Zuordnung EBV-transformierte B-
Zellen
IL-12 keine B-Zellen, Makrophagen aktiviert NK-Zellen, induziert die Differenzierung von
Zuordnung CD4+ T-Zellen zu Th1-8hnlichen Zellen
IL-13 Hamatopoetine | T-Zellen Wachstum und Differenzierung der B-Zellen, hemmt
Th1-Zellen und die Produktion inflammatorischer
Cytokine durch Makrophagen
IL-17 keine CD4+ Gedachtniszellen induziert Cytokinproduktion bei Epithelien,
Zuordnung Endothelien und Fibroblasten

Nach Janeway CA, Travers P, Walport M, Shlomchik M: Anhang IlI: Cytokine und ihre Rezeptoren.
In: Janeway CA, Travers P, Walport M, Shlomchik M (Hrsg) Immunologie, 5. Aufl, Spektrum
Akademischer Verlag Heidelberg, Berlin, S. 725-727 (2002c) [59]
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1.2 Fragestellung

Typ 1 Diabetes kann in fast jedem Alter auftreten. Die Ursachen fur die hohe

Variabilitdt im Manifestationsalter sind jedoch bis heute nicht ausreichend bekannt.

Man weil3, dass in den verschiedenen Altersgruppen das Vorkommen der

Autoantikorper eine unterschiedliche Verteilung annimmt. So werden bei Kindern

mit T1D héaufig Insulinautoantikérper gefunden [156], bei Erwachsenen dagegen

selten. IA-2 Antikérper fallen oft nach Diagnose wieder ab [38] und GAD65-

Autoantikdrper neigen dazu, lange zu persistieren [28]. Des Weiteren finden sich

Unterschiede in den HLA-Merkmalen der verschiedenen Altersgruppen. Tab. 4 soll

einen Uberblick tiber die Krankheitsmerkmale der verschiedenen T1D-Subklassen

geben.

Tab. 4: Merkmale (Erkrankungsalter, Konkordanz unter Zwillingen, HLA-Merkmale, Autoantikdrper
und Plasmainsulin) der verschiedenen T1D-Subklassen: T1D mit Manifestation im Kindes-
und Jugendalter, T1D mit Manifestation im Erwachsenenalter, Latent Autoimmune
Diabetes in Adults (LADA).

IAA = Insulin-Autoantikdrper, GADA = GADG65-Autoantikérper, 1A-2-Ab = Autoantikdrper
gegen Tyrosinphosphatase, HLA = Human Leucocyte Antigen

TlD. m|t.Man|festat|on T1D mit Manifestation
im Kindes- und 3 LADA
im Erwachsenenalter
Jugendalter
Erkrankungsalter im Kindes- und Jugendalter [im Erwachsenenalter im Erwachsenenalter
Konkordanz unter mittelgradig sehr niedrig ?
monozygoten
Zwillingen
HHLA-DR3/-DR4 mittelgradig selten selten-mittelgradig
Protektive HLA- sehr niedrig niedrig mittelgradig
Genotypen (HLA-DR2)
IAutoantikorper I1AA GADA GADA
GADA IA-2-Ab IA-2-Ab
IA-2-Ab
Plasmainsulin sehr niedrig niedrig niedrig

Nach Leslie RDG, Williams R, Pozzilli P: Type 1 diabetes and latent autoimmune diabetes in adults
(LADA): one end of the rainbow. J Clin Endocrin Metab 91: 1654-1659 (2006) [84]

ob

Unterschiede in der Immunreaktion zu finden sind. Um dieser Frage nachzugehen

Unklar war bisher, in den verschiedenen Krankheitsklassen des T1D

sollen die GADG65-Autoantikdrper, insbesondere die Immunglobulin-Klasse 1gG,

und die Zytokinmuster im Serum von T1D-Patienten untersucht werden.
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Folgende Fragestellungen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht:
1. Wie sieht die Verteilung der 1gG-Subklassen der GAD65-Autoantikorper in
den verschiedenen Krankheitsklassen des T1D aus?
2. Gibt es Unterschiede im Profil der Zytokine zwischen T1D-Patienten mit
Erkrankungsmanifestation im Kindes- und Jugendalter, im Erwachsenen-

alter und LADA-Patienten?

3. Kann ein Zusammenhang zwischen Zytokinen und GAD65-Autoantikdrper-

Subklassen gefunden werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden

Das untersuchte Probandenkollektiv besteht aus Patienten mit manifestem T1D.
Es wurde Material von zwei verschiedenen, Baden-Wirttemberg basierten
Populationsstudien verwendet. Dies waren die ADBW-End-1-Studie und die
ICA/GAD A-Studie (Bad Mergentheim).

Die Rekrutierung der Patienten mit T1D (N=242) erfolgte in der Diabetesklinik Bad
Mergentheim (N;=210) und im Rahmen der ADBW End-1-Studie in Baden-
Wirttemberg (N»,=32). Einschlusskriterien waren die Diagnose eines manifesten
T1D gemall den WHO-Kriterien (Diabetic Medicine, 1998) und ein hoher
Antikorpertiter gegen die Glutamatdecarboxylase 65 (RIA) von mindestens 30
U/ml.

Ausschlusskriterien: Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus oder eine sehr seltene
Diabetesform, wie z.B. ein pankreatopriver Diabetes.

Von jedem Patienten wurden 5-10 ml Vollblut gewonnen.

2.2 Versuchsdurchfiihrung

2.2.1 Aufbereitung des Probandenmaterials

Das Serum wurde nach Zentrifugation bei 3000rpm fur 10-20min bei 4T
gewonnen. Es wurde zur weiteren Diagnostik bei -20°C archiviert.

Bei allen Patienten wurden die Autoantikdrper-Titer gegen Glutamatdecarboxylase
65 mittels eines Radio-Immunoassay (RIA), der Standard-Methode flr diese
Messung, bestimmt.

Bei Radio-Immunoassays wurden zu einer Losung von radioaktiv markiertem

Antigen, im vorliegenden Fall **S-GAD65, das Testserum gegeben und inkubiert.
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Waren im Serum GADG65-Antikdrper vorhanden, so banden diese das radioaktiv
markierte  Antigen GADG65. Komplex-gebundenes Antigen wurde von
ungebundenem Antigen getrennt und die Radioaktivitit der GADG65-

Antigen/Antikdrper-Komplexe wurde bestimmt und mit Standardkurven verglichen.

2.2.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Bestimmung der Glutamatdecarboxylase-Autoantikorper (GADA), im
speziellen die Subklassen Immunglobulin Ggesamt, Immunglobulin G1 und
Immunglobulin G4, erfolgte mittels eines ELISA von Roche, das auf der Basis

humaner monoklonaler Antikdrper (MICA) gegen GADG5 entwickelt wurde.

Materialien und Reagenzien:

Diaplets Anti-GADP"® Kit, Roche, Deutschland

96 Well Streptavidin-vorbeschichtete Mikroplatten (MP) Module

GAD-Biotin

Beschichtungspuffer

Probenpuffer

Waschpuffer

Konjugier-Puffer

Anti-GAD Standard

Anti-GAD Positivkontrolle

Anti-human-IgG-HRP

ABTS Substratlésung
Doppeldestilliertes Wasser
Maus anti-Human 1gG1 Monoklonale Antikérper, HRP konjugiert, Genetex, USA
Maus anti-Human 1gG4 Monoklonale Antikdrper, HRP konjugiert, Genetex, USA
ELISA-Lesegerat SLT Spectra (405/620nm), SLT Labinstruments, Osterreich
Mikroplatten-Schiittler Biometra WT16
Synelisa Software, elias Medizintechnik, Freiburg, Deutschland

Versuchablauf:

In einem ersten Schritt wurde GAD-Biotin mit 0,5 ml doppel-destilliertem Wasser
fur 10 min bei Raumtemperatur (RT) redilutiert. Nach 30 min wurden dem GAD-
Biotin 15 ml Beschichtungspuffer zugefugt. Zu 50 ml Waschpuffer wurden 450 ml

doppel-destilliertes Wasser gegeben; anschlielend 10min abgedunkelt bei RT
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bewegt und 30 min abgedunkelt inkubiert (RT). Die Serumproben wurden 5 min
bei 3000 rpm zentrifugiert. Anti-human-IgG-HRP wurde mit 1 ml doppeldestilliertes
Wasser redilutiert und 15 min gerollt.

Von der GAD-Biotin-Losung wurden 100 pl/W in die 96 Well Streptavidin-
vorbeschichtete Mikroplatte gegeben und anschlieBend 60 min bei 300 rpm RT
inkubiert. GAD-Biotin wurde durch Streptavidin an die Mikroplatte gebunden.
Ungebundenes GAD-Biotin wurde durch vier Waschvorgange mit je 200 ul
Waschpuffer-Verdiinnung entfernt. Anschlieend wurden die Standard- und
Proben-Verdinnungen (100 pl/W) zugegeben. Die Verdinnungen der Standards
und Proben mit dem Probenpuffer wurden wie folgt gewahlt:

» Standard, Positivkontrolle 1:25
* Serum zur Bestimmung von Immunglobulin Ggesamt 1:1000
e Serum zur Bestimmung von Immunglobulin G1 1:20
e Serum zur Bestimmung von Immunglobulin G4 1:10.

Bei 90-minutiger Inkubation (300rpm, RT) wurden die GAD-spezifischen
Autoantikdrper an GAD-Biotin gebunden. AnschlieBend vier Waschvorgange (je
200 ul). Es wurden dann jeweils die mit Peroxidase (HRP) gekennzeichneten Anti-
human-1gGgesamt, -19G1 oder IgG4 in die Wells gegeben (100 pl/W). Die

Verdinnungen mit dem Konjugier-Puffer waren wie folgt:

* Anti-human-lgGgesam-HRP 1:29
e Maus anti-Human IgG1-HRP 1:150
e Maus anti-Human IgG4-HRP 1:75

Diese Antikorper banden bei Inkubation (60 min, 300 rpm, RT) an ein zweites
differentes Epitop der GAD-Autoantikdrper. Ungebundene Antikdrper wurden
durch vier Waschvorgange mit je 200 ul Waschpuffer-Verdinnung entfernt.

Zuletzt wurde die Peroxidase, die in dem Komplex gebunden war, durch ein ABTS
Substrat (100 ul/W) entwickelt. Der grine Farbumschlag wurde quantitativ in
einem Fotometer bei 405 nm bestimmt (Abb. 2).
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1 2
+ Serum
mit GAD-
! Antikdrpern
3 4
+ Detektions- + ABTS-
Antikorper Substrat

Abb. 2: Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay: 1) GAD-Biotin wird durch Streptavidin an die
Mikroplatte gebunden; 2) GAD-Autoantikdrper (IgGgesam:: 19G1 oder IgG4) aus dem Serum
binden GAD-Biotin; 3) Peroxidase (HRP) gekoppelte Detektionsantikdrper binden GAD-
Autoantikdrper; 4) Zugabe des ABTS-Substrates flihrt zum Farbumschlag durch die

Peroxidase
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2.2.3 Multiplex Cytokine-Assay

Es wurde ein Bio-Plex Cytokine Assay angewandt. Dieser Test ist darauf
ausgelegt 17 humane Zytokine (Interleukine 1B, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12,13, 17,
TNFa, INF-y, GM-CSF, G-CSF, MCP-1 und MIP-1B) in einem Ansatz zu
detektieren und zu quantifizieren. Grundsatzlich ist der Ablauf des Assays mit

einem Sandwich ImmunoAssay zu vergleichen.

Materialien und Reagenzien

Bio-Plex Cytokine Assay, Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Bio-Plex Assay-Puffer
Bio-Plex Waschpuffer
Bio-Plex Detektionsantikodrper-Verdinnungsmittel
Streptavidin-PE
96-Well Filter-Platte
Anti-Zytokin Konjugier-Puffer
Zytokin Detektionsantikorper
Zytokin-Standards
Bio-Plex humanes Serumproben-Verdiinnungsmittel
Bio-Plex humanes Serumstandard-Verdiinnungsmittel
Anti-Zytokin konjugierte Beads (25x Konzentration)

Bio-Plex Suspensions-Array System, Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Bio-Plex Validations-Kit, Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Bio-Plex Kalibrierungs-Kit, Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Mikrotiterplatten-Schiittler, Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Filterplatten-Vakuumgerat, Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Vortexer, Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Versuchsablauf

Zunachst wurde die Serumproben mit Bio-Plex humanes Serumproben-
Verdinnungsmittel (Verhaltnis 1:3) verdinnt. Ein Rohrchen Zytokin-Standard
wurde 30 sec quick-spin zentrifugiert und anschlielRend wurden 500 ul Bio-Plex
humanes Serumstandard-Verdinnungsmittel zugegeben, so dass eine 50000
pg/ml Standardlésung entsteht. Aus dieser Standardlésung wurde mit dem
Serumstandard-Verdinnungsmittel eine Verdinnungsreihe mit den
Konzentrationen 8000 pg/ml, 2000 pg/ml, 500 pg/ml, 125 pg/ml, 31,25 pg/ml, 7,81
pg/ml, 1,95 pg/ml und 0,49 pg/ml hergestellt. Anti-Zytokin konjugierte Beads (240
pI) wurden fir 15-20 sec gevortext und dann mit Bio-Plex Assay-Puffer (5760 pl)
verdunnt. Zytokin-Detektionsantikrper (120 pl) wurde 30 sec quick-spin
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zentrifugiert und mit Bio-Plex Detektionsantikdrper-Verdinnungsmittel (2880 ul)
verdunnt. Streptavidin-PE (60 pl) wurde 30 sec quick-spin zentrifugiert und Bio-
Plex Assay-Puffer (5940 ul) wurde zugefugt.

Die Wells der 96-Well Filter-Platte wurden mit Assay-Puffer (150 ul/W)
angefeuchtet. Der Puffer wurde mit dem Filterplatten-Vakuumgerat wieder
entfernt. Die Bead-Verdinnung wurde 15-20 sec gevortext und 50 ul/W auf die
Mikroplatte gegeben. Diese Verdinnung enthielt kovalent an farbkodierte 5,5 pm
polystyrene Beads gebundene Antikérper, die spezifisch gegen Zytokine gerichtet
sind. Der Puffer dieser Verdunnung wurde durch Vakuum-Filtration entfernt.
Anschliel3end fanden zwei Waschvorgange mit je 100 pyl Waschpuffer statt. Die
Standard- und Serumproben-Verdinnungen wurden in die Wells (50 pl/W)
gegeben.

Es folgte eine 30-minttige lichtabsente Inkubation auf dem Mikroplatten-Schittler
(300 rpm, RT), wobei die Zytokine aus Serumproben/Standards durch Antikorper
gebunden wurden. Der Puffer wurde durch Vakuum-Filtration entfernt,
anschlieBend fanden drei Waschvorgange mit je 100 ul Waschpuffer statt. Die
Detektions-Antikorper (25 pl/W) wurden zugegeben, die wahrend einer 30-
mindtigen lichtabsenten Inkubation (300 rpm, RT) an Zytokine banden. Nach
Vakuumfiltration und drei Waschvorgangen (je 100 ul Waschpuffer) wurde in jedes
Well 50 pl Streptavidin-PE Verdinnung gegeben. Eine 10-minutige lichtabsente
Inkubation (300 rpm, RT) folgte. AnschlieRend wurden Vakuumfiltration und drei
Waschvorgange durchgefuhrt, die Beads in den Wells mit je 125 pl Bio-Plex
Assay-Puffer resuspendiert und fur 30 Sekunden bei 1100 rpm auf dem
Mikroplatten-Schittler inkubiert.

Anschliel3end fand der Lesevorgang statt und ermittelte durch Bead-Farben und

Immunfluoreszenz sowohl Qualitat als auch Quantitat der Zytokine. (Abb. 3)
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+ Serum

mit
Cytokinen

+ Detektions- + Strepta-
Antikorper vidin-PE

Abb. 3: Zytokin-Assay: 1) Erstantikorper, die an farbcodierte Beads (fur jedes Zytokin eine Farbe)
gekoppelt sind; 2) Zytokine aus Serum binden an Erstantikdrper; 3) Biotinylierte

Detektionsantikérper binden Zytokine; 4) Zugabe von Streptavidin-Phycoerythrin bewirkt
Immunfluoreszenz
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2.3 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. med. R.W.
Holl, Abteilung Epidemiologie, Universitat Ulm, unter Verwendung des Programms
SAS® (Version 9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
Da keine Normalverteilung der Werte vorlag, wurden in den Ergebnissen als
Parameter der Median, sowie das erste und dritte Quartil verwendet.
Als Signifikanzniveaus wurden zwei Stufen festgelegt:

* p-Werte < 0,05 niedrig signifikant

* p-Werte < 0,001 signifikant.
Es wurde der Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient verwendet, um mdgliche
Korrelationen zwischen den GADG65-Autoantikorperprofilen und den Zytokin-
profilen der Testseren zu untersuchen. Die Nullhypothese lautete, dass es keine
Korrelation gibt. Generell kann der Koeffizient Werte von -1 bis +1 annehmen.
Werte bei +1 weisen auf eine positive Korrelation hin, Werte bei -1 auf eine
negative Korrelation. Werte um 0 schlie3en eine Korrelation nahezu aus.
Der Wilcoxon-Test fand Anwendung in der Beurteilung eventueller
Geschlechtsunterschiede der Ergebnisse.
Multivariate statistische Verfahren wurden angewandt, um die mehrdimensionale
Datenvielfalt vereinfacht darzustellen. Hier wurden unter anderem die
Hauptkomponentenanalyse und die Faktorenanalyse durchgefuhrt. Diese sind
Hypothesen generierende Verfahren, die multiple Variablen auf wenige sog.
Hauptkomponenten bzw. Faktoren reduzieren. Bei der Hauptkomponentenanalyse
werden Hauptkomponenten als Linearkombinationen aus den vorhandenen
Variablen bestimmt. Bei der Faktorenanalyse werden die Variablen als
Linearkombinationen der Faktoren beschrieben.
Die graphische Darstellung der Daten wurde mit MS Excel XP (Microsoft, Berlin,
Deutschland) vorgenommen.
Die Ergebnisse wurden im Text zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit auf ein bis

drei Dezimalstellen gerundet angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Probanden

Es wurden 242 Seren von T1D Patienten untersucht. Von diesen sind 87
Patienten mannlich, 150 Patienten weiblich und bei 5 Patienten ist das Geschlecht
nicht in den Daten belegt worden (Abb. 4). Diese 5 Patienten wurden von den
weiteren Auswertungen ausgeschlossen, so dass wir auf eine Gesamtzahl von

237 Patienten kommen.

B weiblich
B mannlich
B unbekannt

Abb. 4: Geschlechtsverteilung der Probanden

Das Alter der Probanden bei Probeentnahme reichte von 6 Jahren bis 79 Jahren.
Das durchschnittliche Alter bei Probenentnahme war 41,1 + 16,5 Jahre. Das
durchschnittliche Alter bei Manifestation des T1D lag bei 39,5 + 15,8 Jahren.
Somit ergibt sich eine mittlere Diabetesdauer bei Probeentnahme von 1,6 + 3,5
Jahren. Bei 151 Probanden fand die Probeentnahme zum Zeitpunkt der T1D-
Manifestation statt; bei 86 Probanden zu einem spateren Zeitpunkt nach

Manifestation der Erkrankung.
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3.2 GADG65-Antikorper

3.2.1 Deskriptive Statistik

Die GADG65-Antikorper wurden jeweils allgemein im Radioimmunoassay und
speziell nach Immunglobulin G-Subklassen (IgGgesamt, 19G1 und IgG4) mittels
ELISA bestimmit.

Radioimmunoassay

Die GADG65-Antikorpertiter, die mittels RIA bestimmt wurden, reichten bei den
T1D-Patienten von 31 U/ml bis 166 U/ml. Der mediane GADA-Titer lag bei 65,0
U/ml (1.Quartil: 51,0 U/ml; 3.Quartil: 83,0 U/ml) (Abb. 5).
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Abb. 5: Median, erstes und drittes Quartil der GADG65-Autoantikbrper (detektiert mittels
Radioimmunoaasay, RIA) aller Patienten, der mannlichen und der weiblichen Patienten.

24



Ergebnisse

Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay

lgggesath
Der GADG5-Antikorper-Titer von 1gGgesam: reichte von 1,00 ng/ml bis 1410,00
ng/ml mit einem Median von 80,70 ng/ml (33,16 ng/ml; 339,63 ng/ml). (Abb. 6).

Fur die GAD65-Antikérper-Subklassen IgG1l und IgG4 konnten keine absoluten
Werte ermittelt werden, da die im ELISA verwendeten Standardwerte nur auf
lgGgesamt aUsgelegt waren. Daher werden im Weiteren GAD65-Antikorper-Titer von
IgG1 und IgG4 in der Einheit Ulm-Units (UU) angegeben.

l0G1:
Die Werte von GADA der Subklasse 1gG1 reichten von 1,00 UU bis 1410,00 UU.
Der Median lag bei 5,33 UU (2,37 UU; 38,56 UU). (Abb. 6).

19G4:
Die 1gG4-Subklasse der GADA nahm Werte von 1,00 UU bis 1059,79 UU an; mit
einem Median von 17,60 UU (10,13 UU; 26,74 UU) (Abb. 6).
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GADG65-Autoantikorper (ELISA)

Median, Quartilen in ng/ml far
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Abb. 6: Median, erstes und drittes Quartil der GAD65-Autoantikorper 19Ggesam:, 19G1 und 1gG4
(detektiert mittels Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay, ELISA) fur alle Patienten,

mannliche und weibliche Patienten ([ p<0,05)

(Werte mit Pfeil 1 liegen auBerhalb des dargestellten Datenbereichs).
UU = Ulm Units (arbitrare Einheit)
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Korrelation GAD65 ELISA mit RIA

Korrelation GADA-1QG _ gesamt (ELISA) mit GADA (RIA):

Der Spearman Korrelationkoeffizient (r) der Korrelation von GADA 19Ggesamt
(ELISA) und GADA (RIA) lag fur alle Patienten gemeinsam (n=237) bei r=0,482
(p<0,0001), fur mannliche Patienten bei r=0,504 (p<0,0001) und fur weibliche
Patienten bei r=0,471 (p<0,0001). Teilt man das Probandenkollektiv in zweli
Altersgruppen mit der Grenze von 40 Jahren so ergab sich fur Patienten unter 40
Jahren ein Korrelationskoeffizient von r=0,574 (p<0,0001) und fir tber 40-
Jahrigen Probanden ein Koeffizient von r=0,378 (p<0,0001). Betrachtet man
lediglich die Patienten, bei denen die GADA-Bestimmung zum Zeitpunkt der T1D-
Manifestation stattfand, so zeigte sich ein Korrelationskoeffizient von r=0,504

(p<0,0001). Abb. 7 zeigt die bivariate Darstellung der Ergebnisse.
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Abb. 7: Bivariate Darstellung:
GADG65-Autoantikorper (GADA) 19Ggesam: (ENnzyme Linked ImmunoSorbant Assay, ELISA)
und GADG65-Autoantikérper (Radioimmunoassay, RIA)
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Korrelation GADA-1gG1 (ELISA) mit GADA (RIA):

Bei der Korrelationsanalyse von GADA IgGl (ELISA) zu GADA (RIA) lag der

Spearman-Korrelationskoeffizient fur alle Patienten gemeinsam bei

r=0,534

(p<0,0001). Fur das mannliche Patientenkollektiv ergab sich ein Koeffizient von

r=0,520 (p<0,0001) und fur das weibliche Patientenkollektiv ein Koeffizient von

r=0,535 (p<0,0001). Bei Patienten unter 40 Jahre lag der Korrelationskoeffizient
bei r=0,584 (p<0,0001), bei Patienten tber 40 Jahren bei r=0,488 (p<0,0001). Fur
Patienten, bei denen die GADA-Bestimmung bei T1D-Manifestation erfolgte, ergab

sich ein Spearman-Korrelationskoeffizient von r=0,562 (p<0,0001). Eine Ubersicht
der Ergebnisse gibt Abb. 8.
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Abb. 8:

GADA (RIA) in U/ml
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Bivariate Darstellung:

200

GADG65-Autoantikdrper (GADA) IgG1 (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay, ELISA) und

GADG65-Autoantikdrper (Radioimmunoassay, RIA)

(Werte mit Pfeil 1 liegen auRerhalb des dargestellten Datenbereichs)

UU = Ulm Units (arbitrare Einheit)
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Korrelation GADA-1gG4 (ELISA) mit GADA (RIA):

Es konnten keinerlei Korrelation zwischen den GADA-IgG4 im ELISA und den

GADA-Titern im RIA fur alle Proben gemeinsam, die mannlichen und weiblichen

Probandenkollektive, die Patientengruppe unter 40 Jahren und bei Betrachtung

der Patienten mit GADA-Bestimmung bei T1D-Manifestation festgestellt werden.

Bei der T1D-Patientengruppe Uber 40 Jahren ergab sich ein Spearman-

Korrelationskoeffizient von r= -0,220 bei lediglich niedriger Signifikanz (p=0,0162)

(Abb. 9).
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Abb. 9: Bivariate Darstellung:

200

GADG65-Autoantikdrper (GADA) IgG4 (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay, ELISA) und

GADG65-Autoantikdrper (Radioimmunoassay, RIA)
(Werte mit Pfeil 1 liegen auRerhalb des dargestellten Datenbereichs)
UU = Ulm Units (arbitrare Einheit)
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3.2.3 Korrelation RIA und GAD65 ELISA mit T1D-Manif estations-
alter

Es wurden ausschlieRlich Patienten bewertet, bei denen der GADA-Titer zum

Zeitpunkt der T1D-Manifestation bestimmt wurde (n=151).

Korrelation GADA (RIA) mit Alter bei T1D-Manifestat  ion:

Es ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den GAD-
Antikorpertitern, die durch RIA bestimmt wurden, und dem Alter bei T1D-
Manifestation (Abb. 10).
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Abb. 10: Bivariate Darstellung:
GADG65-Autoantikdrper (GADA) (detektiert mittels Radioimmunoassay, RIA) und
Manifestationsalter des Typ 1 Diabetes (T1D)
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Korrelation GADA 190G gesamt (ELISA) mit Alter bei T1D-Manifestation:

Bei den Uber 40-jahrigen Patienten ergab sich fur die Korrelations von GAD65-
Autoantikorper 19Ggesamt (ELISA) mit dem Alter bei T1D-Manifestation ein
Spearman-Korrelationskoeffizient r = 0,240 bei niedriger Signifikanz (p=0,0453).

Bei Untersuchung aller Patienten, bei der alleinigen Betrachtung der mannlichen

bzw. weiblichen Patienten und bei der Altersgruppe der unter 40-jahrigen

Patienten konnten keine Korrelationen zwischen GADG65-Autoantikorper 19Ggesamt

(ELISA) und dem Alter bei T1D-Manifestation nachgewiesen werden (Abb. 11).
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Abb. 11: Bivariate Darstellung:
GADG5-Autoantikorper  (GADA)  1gGgesamt  (detektiert mittels Enzyme  Linked

ImmunoSorbant Assay, ELISA) und Manifestationsalter des Typ 1 Diabetes (T1D)
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Korrelation GADA-1gG1 (ELISA) mit Alter bei T1D-Man ifestation:

Betrachtet man alle Patienten mit GADA-Bestimmung bei T1D-Manifestation, so
ergab sich ein Spearman-Korrelationskoeffizient von r=0,159 bei niedriger
Signifikanz  (p=0,0476). Bei dem weiblichen Probandenkollektiv lag der
Korrelationskoeffizient bei r=0,289 (p=0,0108) und bei den Patienten Utber 40
Jahre bei r=0,236 (p=0,0495). Bei den mannlichen Probanden und bei dem
Probandenkollektiv jiunger als 40 Jahre konnten keine signifikanten Korrelationen
gefunden werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Bivariate Darstellung:
GADG65-Autoantikdrper (GADA) IgG1 (detektiert mittels Enzyme Linked ImmunoSorbant
Assay, ELISA) und Manifestationsalter des Typ 1 Diabetes (T1D)
(Werte mit Pfeil 1 liegen auRerhalb des dargestellten Datenbereichs)
UU = Ulm Units (arbitrare Einheit)
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Korrelation GADA-1gG4 (ELISA) mit Alter bei T1D-Man

ifestation:

Fur GADA-IgG4 ergaben sich keine signifikanten Zusammenhange mit dem Alter

bei T1D-Manifestation (Abb. 13).
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Abb. 13: Bivariate Darstellung:

80

GADG65-Autoantikdrper (GADA) IgG4 (detektiert mittels Enzyme Linked ImmunoSorbant
Assay, ELISA) und Manifestationsalter des Typ 1 Diabetes (T1D)
(Werte mit Pfeil 1 liegen auRerhalb des dargestellten Datenbereichs).

UU = Ulm Units (arbitrare Einheit)
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3.3 Zytokine

3.3.1 Deskriptive Statistik

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse des Zytokin-Assays. Es wurden fur alle

gemessenen Zytokine jeweils das Minimum und Maximum, der Median und das

erste und dritte Quartil des gesamten Probandenkollektivs (n=237) ermittelt. Die

Referenzwerte der Zytokine ergaben sich aus gesunden Kontrollpersonen (n=4),

deren Zytokintiter zusatzlich im Rahmen des Zytokin-Assays bestimmt wurden.

Tab. 5: Zytokinwerte: Minimum, Maximum, Median, erstes und drittes Quartil und Referenzwerte
(Min-Max; Median).
GM-CSF =
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon y, TNF-a = Tumor Nekrose

Faktor a, MCP-1 =

Granulozyten-Makrophagen

koloniestimuliernder

Faktor, G-CSF =

Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-1 = Makrophagen

Inflammatorisches Protein 1 8, IL = Interleukin, Min = Minimum, Max = Maximum

Minimum Maximum Median 1.Quartil 3.Quartil (Mii?l\flleg;nlf/lvézri;n)
in pg/ml
GM-CSF 0,001 5723,84 0,001 0,001 2,96 0,001; 0,001
G-CSF 0,001 2537,33 4,30 0,90 8,74 0,001; 0,001
IFN-y 0,001 5586,25 0,001 0,001 7,79 0,001; 0,001
TNF-a 0,001 814,07 0,60 0,001 1,49 0,001-1,02; 0,46
MCP-1 35,67 40000,00 146,30 107,62 207,10 29,97-84,36; 55,78
MIP-18 17,78 40000,00 83,55 63,28 112,05 | 66,87-129,52; 81,83
IL-18 0,001 40000,00 0,41 0,08 1,31 0,001; 0,001
IL-2 0,001 1347,74 0,001 0,001 4,71 0,001; 0,001
IL-4 0,001 418,01 0,001 0,001 0,94 0,001; 0,001
IL-5 0,001 28,28 0,59 0,33 0,90 0,10-0,77; 0,14
IL-6 1,62 40000,00 34,41 23,43 79,69 0,68-15,86; 9,71
IL-7 1,96 130,78 9,35 6,23 12,90 3,55-7,33; 4,52
IL-8 0,001 40000,00 9,33 6,92 12,93 4,48-8,67; 5,26
IL-10 0,001 362,33 2,66 1,51 4,74 0,001-2,22; 0,48
IL-12 0,001 1154,88 0,001 0,001 1,00 0,001; 0,001
IL-13 0,001 551,40 1,25 0,49 2,95 0,001-0,99; 0,14
IL-17 0,001 681,89 0,001 0,001 1,96 0,001; 0,001

Um ein detailliertes Resultat zu erhalten, wurden die Ergebnisse innerhalb

verschiedener

Probanden) untersucht.

Kollektive (alle Probanden,

mannliche Probanden,

weibliche
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In Abb. 14-16 sind die medianen Zytokinspiegel sowie erstes und drittes Quartil

dieser Probandenkollektive dargestellt.

250 -
£ 200 -
[@)]
o
=
- 150 ¥
= C
§ 100 - } } {
c
Q
- [ 7]
S tof ot
0
MCP-1 MIP-1B IL-6
Zytokine
m glle = mannlich = weiblich

Abb. 14: Mediane Zytokinspiegel, erstes und drittes Quartil von MCP-1, MIP-18 und IL-6 fir alle

Patienten, mannliche und weibliche Patienten (L p<0,05).

MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-13 = Makrophagen

Inflammatorisches Protein 1 B, IL = Interleukin
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Abb. 15: Mediane Zytokinspiegel, erstes und drittes Quartil von G-CSF, IL-7, IL-8, IL-10 und IL-13

fur alle Patienten, mannliche und weibliche Patienten.
G-CSF = Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IL = Interleukin
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Abb. 16: Mediane Zytokinspiegel, erstes und drittes Quartil von TNF-a, IL-1f und IL-5 flr alle
Patienten, mannliche und weibliche Patienten.
TNF-a = Tumor Nekrose Faktor a, IL = Interleukin

Die medianen Zytokinspiegel von IL-4, IL-12, IL-17, IL-2, GM-CSF und IFN-y lagen
fur alle Patienten, als auch fur das méannliche und weibliche Patientenkollektiv bei
0,001 pg/ml.
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3.3.2 Korrelation  Zytokine mit T1D-Manifestationalt er und

Geschlecht

Wird das gesamte T1D-Patientenkollektiv (n=237) betrachtet, so ergaben sich fur
TNF-a, MCP-1, IL-4, IL-5, IL-8 und IL-17 signifikant positive Korrelationen
zwischen den Zytokinspiegel und dem Alter bei T1D-Manifestation. Fir GM-CSF,
G-CSF, IFN-y, MIP-1B, IL-1pB, IL-6, IL-12 und IL13 konnten niedrig-signifikante
Korrelationen gezeigt werden. Fur die Zytokine GM-CSF, IFN-y, IL-7, IL-10 und IL-

13 konnten keine signifikanten Korrelationen mit dem Alter bei T1D-Manifestation

nachgewiesen werden. (Tab. 6)

Tab. 6: Korrelation Zytokine mit Alter bei T1D-Manifestation — alle T1D-Patienten.

Fett gedruckt: signifikante Korrelation, normal gedruckt: niedrig-signifikante Korrelation,
schwach gedruckt: keine Korrelation.

GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen koloniestimuliernder Faktor, G-CSF =
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon gamma, TNF-a = Tumor
Nekrose Faktor a, MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-13 = Makrophagen
Inflammatorisches Protein 1 B, IL = Interleukin

Spearman
Korrelationskoeffizient p-Wert
GM-CSF 0,117 0,066
G-CSF 0,194 0,002
|FN-Y 0,092 0’150
TNF-a 0,286 <0,0001
MCP-1 0,292 <0,0001
MIP-18 0,235 0.0002
IL-18 0,160 0,012
IL-4 0,253 <0,0001
IL-5 0,259 <0,0001
IL-6 0,231 0,0002
IL-8 0,287 <0,0001
IL-12 0,196 0,002
IL-13 0,027 0,670
IL-17 0,315 <0,0001
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Bei alleiniger Betrachtung der Patienten, bei denen die Zytokinbestimmung zum

Zeitpunkt der T1D-Manifestation stattfand (n=151), ergaben sich starkere

Korrelationen als bei der Betrachtung aller Patienten. So zeigten sich fir TNF-q,
MCP-1, MIP-18, IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12 und IL-17 signifikant positive
Korrelationen zwischen den Zytokinspiegeln und dem Alter bei T1D-Manifestation.
Fur GM-CSF, G-CSF, IFN-y, IL-7 und IL-13 ergaben sich niedrig-signifikante

Korrelationen. Fir IL-2 und IL-10 ergaben sich keine signifikanten Korrelationen

zum Manifestationsalter des T1D. (Tab. 7)

Tab. 7: Korrelation Zytokine mit Alter bei T1D-Manifestation — Patienten mit Zytokinbestimmung

bei T1D-Manifestation.

Fett gedruckt: signifikante Korrelation, normal gedruckt: niedrig-signifikante Korrelation,
schwach gedruckt: keine Korrelation.

GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen koloniestimuliernder Faktor, G-CSF =
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon gamma, TNF-a = Tumor
Nekrose Faktor a, MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-18 = Makrophagen
Inflammatorisches Protein 1 B, IL = Interleukin

Korrela?igii[(rggf?izient SAEE
GM-CSF 0,232 0,003
G-CSF 0,285 0,0003
IFN-y 0,283 0,0003
TNF-a 0,421 <0,0001
MCP-1 0,374 <0,0001
MIP-1B 0,356 <0,0001
IL-18 0,326 <0,0001
IL-4 0,394 <0,0001
IL-5 0,316 <0,0001
IL-6 0,322 <0,0001
IL-7 -0,176 0,027
IL-8 0,362 <0,0001
IL-12 0,328 <0,0001
IL-13 0,188 0,018
IL-17 0,434 <0,0001

In Abb. 17-20 sind die Korrelationen zwischen den Zytokinspiegeln und dem T1D-

Manifestationsalter dargestellt. In diesen Korrelationsplots wurden alle Probanden
(n=237) beachtet.
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Zytokinspiegel (pg/ml)
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Abb. 17: Korrelationsplot Zytokinspiegel mit Manifestationsalter des Typ 1 Diabetes (T1D):

Zytokinspiegel (pg/ml)

G-CSF, MCP-1, MIP-1B und IL-6

G-CSF = Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, MCP-1 = Monocyte Chemo-
attractant Protein 1, MIP-18 = Makrophagen Inflammatorisches Protein 1 B, IL =
Interleukin
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Abb. 18: Korrelationsplot Zytokinspiegel mit Manifestationsalter des Typ 1 Diabetes (T1D):

GM-CSF, IFN-y, TNF-a, IL-1p8 und IL-8
GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon
gamma, TNF-a = Tumor Nekrose Faktor a, IL = Interleukin

38



Ergebnisse

450

400 -

350 -

300 -

250 A

200 -

150 -

Zytokinspiegel (pg/ml)

100 .

50 - -

-
I (] a = LT I
am "0 '-'-:-!'- e T | LML Ear=rT PP e PR PR NI

0, ———

= |L-7
- IL-10
IL-13

40 60 80

T1D-Manifestationsalter (Jahre)

Abb. 19: Korrelationsplot Zytokinspiegel mit Manifestationsalter des Typ 1 Diabetes (T1D):

IL-2, IL-7, IL-10 und IL-13
IL = Interleukin
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Abb. 20: Korrelationsplot Zytokinspiegel mit Manifestationsalter des Typ 1 Diabetes (T1D):

IL-4, IL-5, IL-12 und IL-17
IL = Interleukin

Den Zusammenhang Zytokine und Geschlecht betreffend ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede.
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3.3.3 Korrelation der Zytokine untereinander

Aus der Korrelationsanalyse der Zytokine untereinander zeigten sich
Zusammenhange bestimmter Zytokinmuster. Es ergaben sich signifikant positive
Korrelationen zwischen den Zytokinen IFN-y, TNF-a und IL-1B. Diese
Korrelationen konnten bei Betrachtung aller Probanden (n=237) nachgewiesen
werden (Tab. 8). Bei alleiniger Betrachtung der Probanden mit Zytokinbestimmung
zum Zeitpunkt der T1D-Manifestation (n=151) konnten diese auch biologisch

plausible Assoziation verstarkt beobachtet werden (Tab. 9).

Tab. 8: Korrelation der Zytokine untereinander fur alle T1D-Patienten

GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen koloniestimuliernder Faktor, G-CSF =
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon y, TNF-a = Tumor Nekrose
Faktor a, MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-1 = Makrophagen
inflammatorisches Protein 1 3, IL = Interleukin

Sg‘F G-CSF IFN-y TNF-a MCP-1 | MIP-18 IL-18 IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 IL-12 IL-13 IL-17
g;\/:; 0,613 0,647 0,650 0,258 0,345 0,672 0,632 0,671 0,399 0,627 0,182 0,274 0,455 0,586 0,446 0,456
G-CSF 0,613 0,606 0,650 0,382 0,377 0,716 0,475 0,588 0,533 0,636 0,204 0,337 0,556 0,567 0,527 0,513
IFN-y 0,647 0,606 0,738 0,326 0,510 - 0,535 0,700 0,483 0,601 0,154 0,476 0,520 0,603 0,594 0,516
TNF-a 0,650 0,650 0,738 0,391 0,521 0,723 0,450 0,672 0,490 0,552 0,115 0,371 0,470 0,545 0,592 0,634
MCP-1 0,258 0,382 0,326 0,391 0,318 0,329 0,230* 0,355 0,431 0,373 0,089 0,411 0,285 0,309 0,331 0,483
MIP-18 0,345 0,377 0,510 0,521 0,318 0,588 0,152 0,450 0,340 0,368 0,032 0,399 0,353 0,322 0,315 0,603
IL-18 0,672 0,716 - 0,723 0,329 0,588 0,524 0,667 0,537 0,658 0,113 0,445 0,513 0,560 0,560 0,583
IL-2 0,632 0,475 0,535 0,450 0,230 0,152 0,524 0,457 0,320 0,563 0,181 0,203 0,370 0,467 0,436 0,225
IL-4 0,671 0,588 0,700 0,672 0,355 0,450 0,667 0,457 0,479 0,564 0,082 0,434 0,501 0,691 0,556 0,536
IL-5 0,399 0,533 0,483 0,490 0,431 0,340 0,637 0,320 0,479 0,428 0,121 0,329 0,497 0,523 0,506 0,441
IL-6 0,627 0,636 0,601 0,552 0,373 0,368 0,658 0,563 0,564 0,428 0,134 0,419 0,427 0,474 0,413 0,422
IL-7 0,182 0,204 0,154 0,115 0,089 0,032 0,113 0,181 0,082 0,121 0,134 0,095 0,316 0,159 0,162 0,005
IL-8 0,274 0,337 0,476 0,371 0,411 0,399 0,445 0,203 0,434 0,329 0,419 0,095 0,260 0,357 0,306 0,348
IL-10 0,455 0,556 0,520 0,470 0,285 0,353 0,513 0,370 0,501 0,497 0,427 0,316 0,260 0,514 0,571 0,436
IL-12 0,586 0,567 0,603 0,545 0,309 0,322 0,560 0,467 0,691 0,523 0,474 0,159 0,357 0,514 0,610 0,428
IL-13 0,446 0,527 0,594 0,592 0,331 0,315 0,560 0,436 0,556 0,506 0,413 0,162 0,306 0,571 0,610 0,454
IL-17 0,456 0,513 0,516 0,634 0,483 0,603 0,583 0,225 0,536 0,441 0,421 0,005 0,348 0,436 0,428 0,454

- Starke Korrelation (Spearman Korrelationskoeffizient = 1,000 bis 0,750; p < 0,0001)
Mittlere Korrelation (Spearman Korrelationskoeffizient = 0,750 bis 0,500; p < 0,001)

Schwache Korrelation (Spearman Korrelationskoeffizient < 0,500; p < 0,05)

Keine Korrelation
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Tab.9: Korrelation der Zytokine untereinander fir Patienten mit Zytokinbestimmung bei T1D-
Manifestation
GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen koloniestimuliernder Faktor, G-CSF =
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon y, TNF-a = Tumor Nekrose
Faktor a, MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-1f = Makrophagen
inflammatorisches Protein 1 3, IL = Interleukin
g’g}: G-CSF IFN-y TNF-a MCP-1 MIP-1B IL-1B IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 IL-12 IL-13 IL-17
gg}: 0,657 0,720 0,687 0,353 0,383 0,735 0,701 0,744 0,459 0,694 0,091 0,375 0,502 0,631 0,527 0,521
G-CSF 0,657 0,659 0,665 0,445 0,394 0,586 0,649 0,637 0,705 0,121 0,378 0,567 0,670 0,612 0,537
IFN-y 0,720 0,659 0,414 0,557 0,602 - 0,594 0,648 0,055 0,543 0,548 0,662 0,636 0,576
TNF-a 0,687 0,665 0,502 0,575 0,542 0,743 0,568 0,623 -0,007 0,483 0,489 0,623 0,651 0,690
MCP-1 0,353 0,445 0,414 0,502 0,394 0,426 0,275 0,490 0,484 0,449 0,032 0,451 0,393 0,480 0,397 0,571
MIP-18 0,383 0,394 0,557 0,575 0,394 0,623 0,229 0,520 0,336 0,437 -0,103 0,469 0,274 0,410 0,315 0,620
IL-18 0,735 0,426 0,623 0,606 0,737 0,605 0,703 -0,023 0,496 0,475 0,612 0,585 0,625
IL-2 0,701 0,275 0,229 0,606 0,572 0,476 0,613 0,165 0,223 0,457 0,533 0,529 0,285
IL-4 0,744 0,490 0,520 0,737 0,572 0,534 0,667 0,028 0,497 0,505 - 0,639 0,635
IL-5 0,459 0,637 0,594 0,568 0,484 0,336 0,605 0,476 0,534 0,492 0,021 0,371 0,536 0,603 0,627 0,441
IL-6 0,694 0,705 0,648 0,623 0,449 0,437 0,703 0,613 0,667 0,492 0,019 0,450 0,443 0,528 0,501 0,471
IL-7 0,091 0,121 0,055 -0,007 0,032 -0,103 -0,023 0,165 0,028 0,021 0,019 0,008 0,285 0,114 0,079 -0,211
IL-8 0,375 0,378 0,543 0,483 0,451 0,469 0,496 0,223 0,497 0,371 0,450 0,008 0,255 0,410 0,399 0,450
IL-10 0,502 0,567 0,548 0,489 0,393 0,274 0,475 0,458 0,505 0,536 0,443 0,285 0,255 0,592 0,641 0,407
IL-12 0,631 0,670 0,662 0,623 0,480 0,410 0,612 0,533 - 0,603 0,528 0,114 0,410 0,592 0,699 0,596
IL-13 0,527 0,612 0,636 0,651 0,397 0,315 0,585 0,529 0,639 0,627 0,501 0,079 0,399 0,641 0,699 0,476
IL-17 0,521 0,537 0,576 0,690 0,571 0,620 0,625 0,285 0,635 0,441 0,471 -0,211 0,450 0,407 0,596 0,476

Keine Korrelation

Schwache Korrelation (Spearman Korrelationskoeffizient < 0,500; p < 0,05)

Starke Korrelation (Spearman Korrelationskoeffizient = 1,000 bis 0,750; p < 0,0001)
Mittlere Korrelation (Spearman Korrelationskoeffizient = 0,750 bis 0,500; p < 0,001)

Um die Information, die in der groBen Menge dieser unabhangigen Zytokin-

Variablen enthalten ist, zu komprimieren wurde eine Hauptkomponenten- und

Faktorenanalyse durchgefiihrt. Dazu wurden moglichst wenige neue Variablen, wir

nennen sie Hauptkomponenten bzw. Faktoren, ermittelt, die mdglichst viel der

Gesamtvarianz der Daten erklaren.
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Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse ist ein Dimensionsreduktionsverfahren. Hierbei
werden die multivariaten Daten zu neuen, wichtigen Variablen, sogenannten
Hauptkomponenten, zusammengefasst. Die neuen Variablen werden aus den
vorhandenen Variablen als Linearkombination bestimmt.

Im vorliegenden Fall wurde eine neue Variable als erste Hauptkomponente
geschaffen, die 63,2% der gesamten Variabilitdt der Daten beschreibt. Eine zweite
Hauptkomponente steht senkrecht auf der ersten Variablen und erfasst zusatzlich
22,9% der verbleibenden Variabilitat der Daten. Zwei Hauptkomponenten erklaren
somit 86,1% der Variationen.

Die erste Hauptkomponente korreliert positiv mit allen gemessenen Zytokinen (IL-
1B, -2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, TNF-q, IFN-y, GM-
CSF, G-CSF, MCP-1, MIP-1pB). Die zweite Hauptkomponente korreliert teils positiv
(IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, G-CSF, MCP-1, MIP-1R), teils negativ (IL-2, IL-4, IL-5, IL-
7,IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IFN-y, GM-CSF) (Tab. 10).

Tab.10: Hauptkomponentenanalyse (Korrelationskoeffizienten). Gelb = positive Korrelation mit
Hauptkomponente 1, blau = positive Korrelation mit Hauptkomponente 2, hellblau =
negative Korrelation mit Hauptkomponente 2
GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen koloniestimuliernder Faktor, G-CSF =
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon gamma, TNF-a = Tumor
Nekrose Faktor a, MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-1 =
Makrophagen Inflammatorisches Protein 1 8, IL = Interleukin

Hauptkomponente 1 Hauptkomponente 2
IL-18 0,082
liL-2 0,291 -0,128
lIL-4 0,298 -0,096
liL-5 0,287 -0,116
liL-6 0,233
lIL-7 0,274 -0,155
liL-8 0,052
liL-10 0,191 -0,022
lIL-12 0,291 -0,139
lIL-13 0,286 -0,122
IL-17 0,292 -0,070
TNF-a 0,296
IFN-y 0,296 -0,061
GM-CSF 0,297 -0,090
G-CSF 0,204
MCP-1 0,076
IMIP-1B8 0,084
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Faktorenanalyse

Die Faktorenanalyse ist wie die Hauptkomponentenanalyse ebenfalls eine
Dimensionsreduktionsmethode. Hier wird versucht, die Abhangigkeitsstruktur der
Variablen durch wenige Einflussgrof3en zu erklaren. Diese Einflussgroéf3en, die
meist nicht unmittelbar beobachtbar sind, werden als gemeinsame Faktoren
bezeichnet. Im Unterschied zur Hauptkomponentenanalyse wird jede der
beobachteten Variablen als Linearkombination der neuen gemeinsamen Faktoren
beschrieben.

In der vorliegenden Analyse wurden zwei Faktoren gewahlt um die Korrelationen
der Variablen zu beschreiben. Faktor 1 ist dabei mit den Zytokinen IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, TNF-qa, IFN-y, GM-CSF und G-CSF assoziiert.
Faktor 2 ist dagegen nur mit den Zytokinen IL-1j3, IL-6, IL-8, G-CSF, TNF-a, MCP-
1 und MIP-18 in Verbindung zu bringen (Tab. 11).

Tab. 11: Faktorenanalyse (Korrelationskoeffizienten/Faktorenladungen). Gelb = Assoziation mit
Faktor 1, blau = Assoziation mit Faktor 2, weil3 = keine Assoziation
GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen koloniestimuliernder Faktor, G-CSF =
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon gamma, TNF-a = Tumor
Nekrose Faktor a, MCP-1 = Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-1 =
Makrophagen Inflammatorisches Protein 1 8, IL = Interleukin

Faktor 1 Faktor 2

IL-18 -0,004

lIL-2 0,983 0,039
lIL-4 0,994 0,103
lIL-5 0,969 0,054
liL-6 0,569

-7 0,933
liL-8 0,007

liL-10 0,557 0,159
lIL-12 0,993 0,015
lIL-13 0,960 0,045
IL-17 0,968 0,137
TNF-a 0,869

IFN-y 0,959 0,169
GM-CSF 0,987 0,114
G-CSF 0,435

MCP-1 0,013

IMIP-1B8 -0,004
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3.4 Kaorrelation der Zytokine mit GAD65-Antikdrper

3.4.1 Korrelation der Zytokine mit GADA (RIA), GADA  (ELISA) —

Bivariater Test

Bei bivariaten Analysen fanden sich geringe Korrelationen von:

«  G-CSF mit GADA (RIA): r=-0,198  (p=0,0124)
+  G-CSF mit GADA IgG1 (ELISA): r=-0,183  (p=0,0213)
«  IL-5 mit GADA IgGgesamt (ELISA): r=-0,180  (p=0,0230).

Fur alle anderen Zytokine konnten keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen

werden.

3.4.2 Korrelation unterschiedlicher Zytokine mit Ge schlecht,
Manifestationsalter, Diabetesdauer, GADA (RIA) und GADA
(ELISA) — Multivariate Testmodelle

Es sind insgesamt acht Variablen pro Proband vorhanden: Zytokin-Titer,
Geschlecht, T1D-Manifestationsalter, Diabetesdauer, GADG65-Antikdrper (RIA),
GADA [gGgesamt (ELISA), GADA 1gG1 (ELISA) und GADA IgG4 (ELISA).

Bei bivariaten (zweidimensionalen) Analysen, bei denen wichtige Parameter wie
Alter und Geschlecht nicht beachtet werden, kbnnen Zusammenhange verborgen
bleiben oder lediglich andeutungsweise erkannt werden. Deshalb wurden durch
die Methode des multivariaten Testens alle oben genannten Variablen gemeinsam
analysiert.

Es fanden sich signifikante positive Korrelationen zwischen den Zytokinen GM-
CSF, G-CSF, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-17 und GADA IgGgesamt
(ELISA), sowie diverse niedrig-signifikante Korrelationen verschiedener Zytokine
mit GAD-Autoantikorper. Tabelle 12 gibt einen Uberblick Uiber die Ergebnisse der

multivariaten Analysen (Zusammenhang Zytokine-GADA).
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Tab. 12: Multivariate Modelle — Korrelation der Zytokinspiegel mit GAD-Autoantikérper (GADA
(Radioimmunoassay, RIA), GADA 19Ggesam: (Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay,
ELISA), IgG1 (ELISA), IgG4 (ELISA)).
Fett gedruckt: signifikante Korrelation, normal gedruckt: niedrig-signifikante Korrelation,
schwach gedruckt: keine Korrelation.

GM-CSF =

Granulozyten-Makrophagen
Granulozyten koloniestimuliernder Faktor, IFN-y = Interferon gamma, TNF-a = Tumor

Nekrose Faktor a, MCP-1 =

koloniestimuliernder

Faktor,

G-CSF =

Monocyte Chemoattractant Protein 1, MIP-1 =

GADA =

Makrophagen Inflammatorisches Protein 1 B, IL = Interleukin,
Glutamatdecarboxylase-Autoantikdrper, Ig = Immunglobulin
Parameter
GADA IgG GADA IgG1 GADA IgG4
SRDAERLY (ELF’SA?esamt (Eus%) (Eus%)
t-Wert | p-Wert | t-Wert | p-Wert | t-Wert | p-Wert | t-Wert | p-Wert
GM-CSF 4,51 | <0,0001 -2,03 0,044
G-CSF -2,22 0,028 4,73 | <0,0001 -2,26 0,025
IFN-y 4,21 | <0,0001 -1,98 0,049
TNF-a -2,28 0,023 5,06 | <0,0001 -2,32 0,021
MCP-1 3,78 | 10,0002
MIP-18 2,64 0,009
IL-1B
IL-2 3,94 | 0,0001
IL-4 4,37 | <0,0001 -2,02 0,044
IL-5 4,44 | <0,0001 -2,24 0,026
IL-6 4,01 | <0,0001 -2,05 0,042
IL-7 3,67 | 0,0003 -2,08 0,038
IL-8
IL-10 -2,18 0,030
IL-12 4,10 | <0,0001
IL-13 3,70 | 0,0003
IL-17 4,61 | <0,0001 -2,20 0,029

Zusatzlich ergab sich eine signifikant positive Korrelation zwischen den
Zytokinspiegeln von IL-8 und dem Alter bei T1D-Manifestation (t-Wert= 4,69,

p<0,0001).

Hinsichtlich des Geschlechts und der Diabetesdauer konnten keine signifikanten

Zusammenhange gefunden werden.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.1.1 Antikorper

Glutamatdecarboxylase 65, Tyrosinphosphatase IA-2 und Insulin stellen die
Hauptautoantigene im Typ 1 Diabetes dar. AutoantikOrper gegen diese Antigene
sind schon lange vor T1D-Manifestation im Serum detektierbar. Sie dienen der
Klassifizierung der Erkrankung und werden verwendet, um die Krankheitsaktivitat
und den Krankheitsverlauf zu beurteilen [82].

Beim Auftreten erster Symptome des Diabetes kbnnen immundiagnostische
Methoden bei Problemen der Zuordnung zu einer Krankheitsklasse sehr hilfreich
sein. Das kombinierte Screening auf IAA und GADA bei Patienten unter 10 Jahren
bzw. von 1A2-Ab und GADA bei Patienten tUber 10 Jahren ist die immunologische
Diagnostik erster Wahl [131, 157, 158, 164, 166]. Bei Verdacht auf LADA, bei
Patienten Uber 30 Jahren und einem langsam progredienten Krankheitsverlauf,
sollte das primare Screening auf GADA erfolgen [90, 131, 154, 175]. GAD65-
Autoantikdrper treten in allen Krankheitsklassen des Typ 1 Diabetes auf. Um
immunologische Unterschiede zwischen diesen Krankheitsklassen zu eruieren,

stellt GADA den passenden Parameter dar.

Zur Analyse der GADG65-Autoantikorper-Titer wurden zwei Messmethoden
verwendet: der Radioimmunoassay (RIA) und der Enzyme Linked ImmunoSorbant
Assay (ELISA). Ein Vergleich der beiden Verfahren ergab, dass die GADA-Titer
der beiden Methoden keine exakte Korrelation aufweisen. Der Zusammenhang
zwischen GADA (RIA) und GADA [gGgesamt bzw. IgG1 ist signifikant, fur GADA
IgG4 konnte allerdings keinerlei Korrelation mit GADA (RIA) erfasst werden.

Laut Hersteller hat der in dieser Arbeit verwendete GAD65-ELISA eine Sensitivitat
von 69% und eine Spezifitat von 98% [143]. Fur die Methode des GAD65-RIA
konnte eine Sensitivitat von 74-80% und eine Spezifitat von 92-98% erzielt werden
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[8]. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch ein vorselektioniertes Patientengut
getestet, wodurch diese Werte der Sensitivitat und Spezifitdt auf diese Arbeit nicht
direkt Gbertragbar sind.

Als moégliche Erklarung fur die Ergebnisabweichungen zwischen ELISA und RIA
konnen Unterschiede in den Versuchsbedingungen verantwortlich sein. Im
Versuchsablauf des RIA liegt das Antigen GADG65 in loslicher Form vor, im ELISA
dagegen in fester Phase. Bei ELISA &ndern die betreffenden Autoantigene,
gerade beim klassischen ,Coating” auf ELISA-Platten, ihre native sterische
Konformation. Als Folge davon werden die entstandenen linearen Epitope von den
Autoantikdrpern schlechter erkannt, so dass ein deutlicher Verlust an Sensitivitat
droht [55]. Die verringerte Sensitivitat beruht hauptsachlich auf dem Unvermdgen,
auch niedrig-titrige GADA in T1D-Seren nachzuweisen. Diese Tatsache haben wir
versucht im Studiendesign zu umgehen, indem lediglich hoch-titrige GADA-Seren
verwendet wurden.

Fliissigphasenassays zeigten bei sehr hohen Antikdrperkonzentrationen einen
Signalabfall, der auf einer inkompletten Antigen-Antikérper-Reaktion beruht, dem
sog. ,prozone” Effekt.

Es muss hier verdeutlicht werden, dass die Methoden RIA und ELISA letztendlich
nicht ,die gleichen* Antikérper-Populationen nachweisen.

Der Radioimmunassay gilt als Goldstandard zur Bestimmung der GADG65-

Autoantikdrper, wogegen der ELISA sich bisher nicht etablieren konnte.

Glutamatdecarboxylase 65 stellt ein Hauptautoantigen im T1D dar [80, 120].
Antikdrper gegen GAD65 gehdren grol3tenteils zur Immunglobulinklasse G. Die
vier IgG-Subklassen stellen den Hauptanteil des Serumimmunglobulins dar.
Studien an Tiermodellen des autoimmunen Diabetes haben gezeigt, dass die
Immunreaktion durch eine Thl-dominierte Antwort gepragt ist [16, 67, 110, 151].
Bei den T1D-Klassen, die erst im hoheren Alter ihre Manifestation zeigen, soll die
lange Latenzphase durch eine wenig aggressive Th2-Antwort bedingt sein [75,
132]. Andere Studien implizieren, dass T1D durch eine spontan auftretende Thl-
Autoimmunitat gegen ein priméares Autoantigen entsteht, die sich im Verlauf der
Erkrankung auf weitere Autoantigene der pankreatischen Inseln ausweitet sog.
“epitope spreading” [103, 144, 145, 146].
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Im Menschen gibt es Hinweise darauf, dass die Th2-Immunitat mit IgG4 und IgE
Antikorpern assoziiert ist, da die Bildung dieser beiden Antikdrpersubklassen
durch das Th2 Zytokin IL-4 stimuliert werden kann [22, 91] und da diese
Antikdrper charakterisisch fur die Th2-dominierte Antwort bei Atopie sind. Die IgG-
Subklasse, die in Thl-dominierten Immunantworten gefunden wird, ist haufig auf
IgG1 begrenzt, kann aber auch andere Subklassen, wie 1gG2 und IgG3,
miteinschliel3en [137, 163].

In unseren Analysen zeigen sich fur IgG4 GADA hohere mediane Titer als fur
IgG1 GADA. Da in dieser Arbeit fur IgG1 und IgG4 GADA keine absoluten Werte,
sondern nur sog. Ulm Units, eine arbitrare Einheit, ermittelt wurden, kénnen diese
Daten jedoch quantitativ nicht weiter interpretiert werden.

Aus anderen Studien an Immunglobulin G Subklassen der Autoantikorper GAD65
weil3 man jedoch, dass IgG1l bei den GADG65-Autoantikdrpern die dominante
Subklasse darstellt [22, 49, 66]. So zeigte eine Untersuchung der Antikorper-
Subklassen der BABYDIAB-Studie, dass GAD65-Autoantikdrper von einer 1gG1-
Antwort dominiert werden. Das Auftreten von einer mdglicherweise Th2-
assoziierten IgG4-Antwort war in deren Kohorte nicht mit einer Protektion vor T1D
in Verbindung zu bringen [10].

Bei den Immunglobulin G GAD65-Autoantikdrpern, die durch ELISA detektiert
wurden, fallt auf, dass es deutliche Titer-Unterschiede zwischen den
Geschlechtern gibt. Die weiblichen Patienten erreichen héhere mediane Level als
die mannlichen Patienten.

Frauen haben eine héhere Inzidenz an autoimmunen Erkrankungen [21]. Bei der
Inzidenz des T1D konnten keine Geschlechtsunterschiede gefunden werden. Es
liegen bereits Daten aus anderen Studien vor, die darauf hinweisen, dass
weibliche T1D-Patienten hohere GADA-Level haben als mannliche Patienten [88,
129].

Insgesamt konnte in unseren Analysen fir den T1D gezeigt werden, dass die
GADG65-Autoantikdrper-Level (RIA), die 1gG-GADA und die 1gG-Subklassen 1gG1
und IgG4 GADA groR3tenteils unabhéngig vom Alter der T1D-Manifestation sind.

Korrelationen, die nachgewiesen wurden, kdnnen durch Ausreil3er erklart werden.

48



Diskussion

Das Auftreten von Insulin-Autoantikérpern ist im Verlauf der T1D-Entwicklung
altersabhangig [157, 158, 165, 166]. Fur GAD65-Autoantikdrper konnte noch kein
eindeutiger Zusammenhang mit dem Alter festgestellt werden. Es gibt Studien, die
zeigen, dass weibliche T1D-Patienten im mittleren Lebensalter die héchsten
GADA-Titer aufweisen [88, 129]. Auch unsere Ergebnisse konnten fir weibliche
T1D-Patienten eine positive Korrelation zwischen IgG1 GADA Leveln und Alter
zeigen.

Hillman et al. implizieren, dass es einen Unterschied in den GAD65-Antikorper
IgG-Subklassen zwischen den Krankheitsklassen T1D und LADA gibt. IgG4 GADA
scheinen héaufiger im LADA als im T1D aufzutreten [46]. Mit unseren Daten
konnten wir diese Ergebnisse nicht belegen. Dies kdnnte u.a. daran liegen, dass
Hillman et al. in seinen Versuchen einen Radioimmuno-Precipitations-Assay mit
IgG-Subklassen spezifischer Sepharose verwendeten, wogegen wir einen Enzyme
Linked ImmunoSorbant Assay verwendet haben (s.0.).

Der LADA kann anhand der H6he der Autoantikdrper-Level in zwei Subklassen
unterteilt werden: Der LADA Typ 1 ist durch hohe GAD65-Autoantikdrper-Titer und
durch Insulindefizienz charakterisiert, wogegen der LADA Typ 2 eher niedrige
GADG65-Autoantikorper-Titer aufweist. Der LADA Typ 1 ist phé&notypisch dem
klassischen T1D gleich, der LADA Typ 2 zeigt den klinischen und metabolischen
Phanotyp des Typ 2 Diabetikers [86, 90].

Diese Vielfalt der verschiedenen Subklassen des T1D inklusive des LADAs lasst
darauf schlie3en, dass die individuelle Einordnung der Patienten sehr schwierig
ist. Man benétigt umfangreiche Daten und eine Anwendung im klinischen Alltag
findet man selten. Leider war es daher in dieser Arbeit nicht méglich, die Patienten
den Subklassen zuzuordnen. Wir konnten lediglich nach dem Alter der

Diabetesmanifestation differenzieren.
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4.1.2 Zytokine

Bei der Pathogenese des Typ 1 Diabetes kommt es zu einer Infiltration der
pankreatischen Inseln durch pathogene T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen [9,
126]. Die dabei vom Insulitisinfiltrat produzierten Zytokine spielen eine wichtige
Rolle als Effektormolekile der p-Zelldestruktion [24, 173].

Zytokine wirken auf Mikroebene, lassen sich aber als Marker auf Makroebene im
Serum oder Plasma gut bestimmen. In der vorliegenden Arbeit wurden Zytokine
im peripheren Serum der T1D-Patienten analysiert.

Die Zytokinproduktion im Menschen ist ein dynamischer Prozess, welcher vielen
Einflussfaktoren unterliegt. Es muss darauf hingewiesen werden, dass bei
Zytokinbestimmungen im peripheren Blutserum nicht geklart und beachtet werden
kann, wo der Ursprungsort dieser Zytokine ist.

Betrachtet man die medianen Zytokinlevel aller Patienten so féllt auf, dass MCP-1,
MIP-1 und IL-6 relativ hohe Titer annehmen.

MCP-1 (CCL2) und MIP-13 (CCL4) gehdren zur Gruppe der CC-Chemokine. Sie
spielen eine zentrale Rolle in inflammatorischen Prozessen, indem sie die
Leukozytenmigration zum Ort der Entzindung regulieren. Dem Zytokin IL-6
werden sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte zugeordnet [5, 6]. Es ist
mitunter verantwortlich fur die Genese von Fieber und die Aktivierung von Akute-
Phase-Reaktionen.

MCP-1 und IL-6 gehoéren zu den Markern fir chronisch vaskulare Entziindungen.
Sowohl T1D-Patienten als auch T2D-Patienten weisen erhohte Serumwerte dieser
beiden Zytokine auf [1, 56, 121].

In der vorliegenden Studie konnte zwischen den meisten Zytokinen (GM-CSF, G-
CSF, IFN-y, TNF-a, MCP-1, MIP-1, IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-13,
IL-17) und dem Manifestationsalter des T1D eine positive Korrelation
nachgewiesen werden. Diese Korrelationen sind jedoch nicht sehr stark und
konnen auch durch generelle Verdnderungen des Zytokinmusters durch das

menschliche Altern und die Zunahme von Komorbiditat im Alter bedingt sein.
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Studien an Mausen suggerieren einen altersabhangigen Shift von Thl-Zytokinen
(IL-2, IFN-y) zu Th2-Zytokinen (IL-4, IL-6, 1L-10) [133]. Gardner et al. gab einen
Uberblick uber 60 Studien an Menschen, bei denen Thl-Zytokine, Th2-Zytokine
bzw. beide evaluiert worden waren [36]. Die Ergebnisse sind teilweise sehr
widersprichlich  [36]. Die altersassoziierten  Verdnderungen in  der
Zytokinproduktion bewirken nicht immer einen Shift zu Th2-Zytokinen [36].
Thl-Zellen und Th2-Zellen existieren nebeneinander in jedem Individuum [71] und
konnen die Zytokinprofile im Blut beeinflussen. So kénnen z.B. Virusinfektionen,
die Thl-dominiert sind, eine Erhdéhung von Zytokinen, wie TNF-a und IFN-y,
bewirken. Auch bei chronischer Herzinsuffizienz kénnen TNF-a und andere
proinflammatorische Zytokine erhoht sein [85, 174]. Weitere Komorbiditaten, wie
Allergien, Asthma und COPD koénnen das Zytokinmuster ebenfalls beeinflussen
[116, 162]. Zahlreiche Peptide und damit auch Zytokine werden im Tubulussystem
der Niere abgebaut. Mit sinkender Nierenfunktion wird damit die Clearance der
Zytokine beeintrachtigt wodurch deren Konzentration im Serum ansteigen kann
[30].

Daten aus Tiermodellen des Typ 1 Diabetes deuten darauf hin, dass
proinflammatorische Thl-Zytokine die Progression der Erkrankung bewirken und
antiinflammatorische Th2-Zytokine eine protektive Wirkung gegeniber der
Erkrankung zeigen [87, 144]. Durinovic-Bell6 et al. unterstlitzen dagegen die
Hypothese, dass sowohl Thl-Zytokine, als auch Th2-Zytokine in den
Pathomechanismus des T1D involviert sind [31].

Arif et al. konnten zeigen, dass bei klassischen T1D-Patienten neben Th1-Zytokin
(IFN-y) produzierenden T-Zellen auch T-Zellen nachweisbar sein kénnen, die Th2-
Zytokine (IL-10) produzieren [2]. Dabei waren Patienten, die eine Th2-Antwort
aufwiesen, zum Zeitpunkt der T1D-Manifestation signifikant alter als Patienten, die
lediglich eine Thl-Antwort zeigten [2]. Dies impliziert, dass bei Patienten mit
vorhandener Th2-Antwort die Erkrankung weniger progressiv ist und, dass Th2-

Zytokine fur die Latenz des autoimmunen Diabetes verantwortlich sein kbnnen [2].
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Betrachtet man die untersuchten Patienten, bei denen die Zytokinbestimmung
zum Zeitpunkt der T1D-Manifestation stattfand, so lasst sich eine signifikante
positive Korrelation bestimmter Zytokine untereinander erkennen. Die
vorliegenden Analysen zeigen einen starken Zusammenhang von IFN-y, TNF-a
und IL-1p untereinander.

IFN-y und TNF-a werden vorwiegend von Thl-Zellen produziert und stellen
wichtige Vertreter der proinflammatorischen Zytokine dar. IL-1 z&hlt ebenfalls zu
den proinflammatorischen Zytokinen und wird v.a. von Makrophagen produziert.
Es ist bekannt, dass ein ,Cocktail* aus diesen drei Zytokinen, IFN-y, TNF-a und IL-
1B, in vitro toxisch auf menschliche Inselzellen wirkt [97]. Tierexperimentell konnte
gezeigt werden, dass IFN-y und TNF-a allein keine B-Zellzerstérung verursachen.
In Kombination verabreicht sind sie jedoch [-zelltoxisch und induzieren die
Bildung von NO in diesen Zellen [78, 139]. Im Tiermodell besitzt auch IL-1f3 eine
selektive Zytotoxizitdt gegen isolierte B-Zellen der Ratte [92, 93, 94]. Dieser Effekt
wird durch die Anwesenheit von IFN-y und TNF-a sogar noch potenziert [19, 41,
95, 96, 112].

Zum Zeitpunkt der T1D Manifestation kénnen erhodhte Level von IL-1, TNF-a und
IFN-y sowohl in Tiermodellen als auch im Mensch nachgewiesen werden [16, 29,
44,50, 51, 61, 96, 114, 127, 150, 161].

In  unseren statistischen Analysen haben wir zur Minimierung der
Datenkomplexitat der Zytokine das hypothetische Modell der Hauptkomponenten-
analyse angewandt, in der die Zytokinvariablen in zwei Hauptkomponenten, d.h.
lineare Funktionen, die aus den Variablen gebildet werden, zusammengefasst
wurden.

Die erste Hauptkomponente Kkorreliert dabei positiv mit allen gemessenen
Zytokinen. Man vermutet, dass es sich dabei vereinfacht um eine Aktivierung des
Immunsystems handeln kénnte.

Die zweite Hauptkomponente korreliert teils positiv, teils negativ mit den
Zytokinen. Ein positiver Zusammenhang zeigt sich dabei fur die Zytokine IL-183, IL-
6, IL-8, TNF-a, G-CSF, MCP-1 und MIP-1[. Diese Zytokine kdnnen von aktivierten
Makrophagen sezerniert werden. Die Aktivierung von Thl-Zellen durch
Makrophagen fihrt unter anderem zur Synthese von MCP-1 [40]. Es wird

angenommen, dass in der Pathogenese des T1D Zytokine, die von
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inflammatorischen Thl-Zellen und aktivierten Makrophagen sezerniert werden,
zum Verlust der B-Zell-Funktion und zum Absterben dieser Zellen fihren [96, 115].
Durch Studien ist belegt, dass die proinflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6 und
TNF-a einen zytotoxischen, zytostatischen oder zytozidalen Effekt auf
pankreatische Inselzellen durch die Produktion des Zellgiftes NO haben [33, 142].
Hussain et al. konnten sogar zeigen, dass um den Zeitpunkt der T1D-
Manifestation erhdhte Level von Zytokinen vorliegen, die von Makrophagen
gebildet werden (speziell TNF-a und IL-1) [51]. Die zweite Hauptkomponente
kénnte die Immunreaktion durch Thl-Zellen und Makrophagen zusammenfassen.
Einen negativen Zusammenhang mit der zweiten Hauptkomponente ergibt sich fur
IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IFN-y und GM-CSF. Hierunter
gehdren die Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 zu den antiinflammatorischen Th2-
Zytokinen [102]. Diese Zytokine bewirken eher eine humorale Immunantwort. Sie
sollen protektiv sein, indem sie der T1D-Entwicklung entgegen wirken.

Die  korrespondierend  durchgefuhrte  Faktorenanalyse ist, wie die
Hauptkomponentenanalyse, ebenfalls ein Dimensionsreduktionsverfahren. Wir
verwendeten hier zwei Faktoren, die als Einflussgré3en auf die Variablen Zytokin-
Level der verschiedenen Zytokine angesehen werden konnen. Diese
Einflussfaktoren sind oftmals nicht erkennbare Variablen.

Auch in dieser Analyse wird deutlich, dass IL-1j3, IL-6, IL-8, TNF-a, G-CSF, MCP-1
und MIP-1B eine Gruppe aus proinflammatorischen Zytokinen bilden, die ein
differentes Verhalten zu allen anderen gemessenen Zytokine zeigen.

Der Grof3teil dieser Zytokine (IL-1B, IL-6, TNF-a, MCP-1 und MIP-18) kann dem
sog. Innate Immunsystem zugeschrieben werden. Das Innate Immunsystem stellt
ein angeborenes, unspezifisch wirkendes System dar, das in der Regel die erste,
frihe Phase der Abwehr von Krankheitserregern bestimmt [108]. Es kann somit
angenommen werden, dass die immunologischen Prozesse bei T1D eine
Kombination aus aktiviertem adaptiven Immunsystem (T-Zellen, B-Zellen, Antigen

prasentierende Zellen) und aktiviertem Innate Immunsystem darstellen.
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4.1.3 Antikorper und Zytokine

Eine grol3e Starke unserer Untersuchungen ist die Vielfalt der Daten. Somit kann
der Bezug zwischen den GADG65-Antikérpern und dem Zytokinmuster in Relation
zum Alter des T1D-Erkrankungsbeginns analysiert werden.

Dabei zeigten sich signifikant positive Zusammenhange zwischen den Zytokinen
GM-CSF, G-CSF, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-17 und den
Glutamatdecarboxylase65-Antikorpern der Subklasse 19Ggesamt. Dies kdnnte
darauf hinweisen, dass hohe Level an Glutamatdecarboxyles65-Antikorper mit
einer Aktivierung des gesamten Immunsystems mit konsekutiver Erhéhung der
meisten Zytokine im peripheren Blut einhergehen.

Da sich diese Zusammenhénge lediglich im Rahmen von multiplem Testen
gezeigt haben, muss eingerdumt werden, dass insgesamt kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen Antikorperlevel und Zytokinlevel gefunden werden
konnte. Diese Tatsache konnte ein Indiz dafur sein, dass die Inselzell-
Autoantikdrper, insbesondere GAD65-Autoantikdrper, lediglich einen Nebeneffekt
bei der Zerstérung der pankreatischen B-Zellen darstellen. Sie scheinen nicht mit
der Starke der Immunreaktion in Zusammenhang zu stehen. Der
Inselantikdrperstatus, d.h. die Antikdrperpositivitéat bzw. die Anzahl der positiven
Autoantikorper (GADA; IA-2-Ab und ICA), ist dagegen mit der systemischen
Immunregulation assoziiert [42]. Es muss jedoch betont werden, dass multivariate

Statistikmethoden nicht eindeutig interpretierbar sind.
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4.1.4 Probleme bei der Arbeit

Typ 1 Diabetes ist eine Erkrankung, die eine langere préklinische Latenzphase
aufweist. Bereits in dieser Phase findet die Autoimmunreaktion statt, die zu der
Zerstorung der Insulin produzierenden [-Zellen fihrt. Zum Zeitpunkt der
Manifestation des T1D sind die immunologischen Prozesse gegen die
pankreatischen Inseln fast beendet.

Inhalt dieser Studie war es, die Reaktionen des Immunsystems bei T1D-Patienten
zu erfassen. Es wurden Seren von Patienten ausgewahlt, die einen manifesten
T1D haben. Ein Grofdteil der Seren wurde bei der Manifestation des T1D
entnommen. Zu diesem Zeitpunkt ist die autoimmune Zerstérung der meisten [3-
Zellen (ca. 80%) bereits geschehen. Aus einer Vielzahl von Studien ist bekannt,
dass T1D-assoziierte Autoantikbrper nach T1D-Manifestation mit der Zeit
abnehmen [28, 74, 169]. Die Manifestation der Erkrankung stellt einen guten

Zeitpunkt dar, um die Immunreaktion bei T1D-Patienten zu erfassen.

Fur die Beurteilung der vorliegenden Ergebnisse ist neben der sorgfaltigen
Probandenauswahl auch der methodische Ansatz wichtig.

In den letzten 20 Jahren der immunologischen Forschung sind Zytokine immer
mehr in den Mittelpunkt des Forschungsinteresses gertckt. Zytokine kdnnen
mittels verschiedener Messverfahren wie Enzyme Linked Immunosorbant Assay
(ELISA), Radioimmuno Assay (RIA), messenger RNA, Westernblot und FACS
bestimmt werden. In meiner Arbeit wurde ein spezieller Bead-based Multiplex
Sandwich Immunoassay von Bio-Rad verwendet. Diese Methode entspricht einem
Fluoreszenz-ELISA und ermoglicht die Detektion von 17 humanen Zytokinen in
einem Versuch. Dieser Versuch wurde strikt nach den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt.

Eine Doppelbestimmung der Zytokin-Messwerte wurde nicht durchgefiihrt. Eine
Minimierung der Fehlerbreite der Einzelmessungen wurde durch die
Detektionsmethode des Zytokin-Assays erhalten, bei der jeweils 100
Einzelmessungen pro Well durchgefuhrt und gemittelt wurden.

Bei der Detektion der GAD65-Autoantikdrper mittels ELISA wurden Doppelwerte
bestimmt. Der jeweilige Mittelwert ging in die Auswertung ein.
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Die Ergebnisse der beiden verwendeten Messmethoden kénnen durch diverse
Serumproteine beeinflusst werden. Um derartige Fehler zu verringern, wurden die

Proben vor jedem Versuch abzentrifugiert.

Bei der groBen Probandenzahl musste speziell bei dem ELISA auf eine
Standardisierung der Teste geachtet werden. Die Inkubationszeiten wurden stets
exakt eingehalten. Es wurden fir jeden Versuch dieselben geeichten Pipetten
verwendet und die Waschvorgdnge wurden jeweils nach einem bestimmten
Schema durchgefihrt. Es kdnnten sich leichte Unterschiede in den Temperaturen
der Reagenzien ergeben haben. Diese lassen sich einerseits durch
unterschiedliche Umgebungstemperaturen und durch geringe Differenzen in den
Zeiten der Auftauphase der Proben erklaren.

Wahrend der Versuchsphase ereignete sich leider bei der Firma Roche, die das
ELISA Test-Kit herstellt, ein Produktionsproblem. Dies hatte zur Folge, dass ein

Teil der verwendeten ELISA Test-Kits eine andere Kalibrierung aufwiesen.

Wie bereits erwahnt war die Einordnung der Patienten in die Subklassen des T1D
leider nicht méglich. Bei der Datenauswertung wurde somit lediglich nach dem
Alter der T1D-Manifestation differenziert. Der T1D mit Manifestation im Kindes-
und Jugendalter konnte damit relativ gut abgegrenzt werden. Zwischen den
Subtypen T1D mit Manifestation im Erwachsenenalter und LADA konnte jedoch

nicht unterschieden werden.

In den statistischen Analysen muss auf das Problem des multiplen Testens
hingewiesen werden. Bei mehrfachem Testen am gleichen Datenmaterial ist die
Wahrscheinlichkeit hoch, dass ein moglicher, aber nicht vorhandener Unterschied

aufgedeckt wird. So sind die Ergebnisse am ehesten rein deskriptiv anzusehen.
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4.2 Erklarungsmodelle — Immunnetzwerk

Obwonhl es ausfihrliche Informationen tber die Pathogenese des T1D in der NOD
Maus und der BB Ratte gibt, besteht dagegen nur ein beschranktes Wissen tber
die Pathogenese des humanen Typ 1 Diabetes.

Durch Untersuchungen an der NOD-Maus ist ein komplexes pathogenetisches
Bild entstanden [39]. Makrophagen/dendritische Zellen sind die Zelltypen, die bei
der Entstehung des T1D als erste die Pankreasinseln infiltrieren [69]. Als initialer
Schritt der immunologischen Kaskade werden Autoantigene der (B-Zellen Uber
MHC-Klasse-Il Molekile den CD4+ T-Helferzellen prasentiert. Aktivierte
Makrophagen und CD4+ T-Zellen schitten daraufhin proinflammatorische
Zytokine, wie IL-1B, TNF-a und IFN-y, aus. Diese Zytokine fihren dazu, dass
CD8+ T-Zellen zum Ort des Geschehens angelockt werden und dort Uber die
Ausschittung von Perforinen und Granzymen und durch Fas-mediierte Apoptose
die B-Zellen zerstoren [69]. Dies stellt nur eines von vielen mdglichen Modellen der
B-Zellzerstorung dar.

Eine weitere Hypothese ist, dass die pathogenetische Immunantwort bei der
Inflammation der B-Zellen von Thl-Zellen mediiert wird [10, 22, 128]. Den Th2-
Zellen wird eher eine protektive Funktion zugesprochen. Thl-Zellen und Th2-
Zellen produzieren verschiedene Zytokin-Muster. Thl-Zellen sezernieren IL-2,
IFN-y und TNF-a und aktivieren zellulare Immunitat, wogegen Th2-Zellen IL-4, IL-
5, IL-6, IL-9, IL-10 und IL-13 ausschutten und die humorale Immunitat stimulieren.
Studien behaupten, dass Thl-Zytokine [-zelldestruktiv wirken und Th2-Zytokine
die B-Zellen schitzen indem sie die Th1l-Zytokin Expression supprimieren [133].
Selbst wenn dieses beschriebene Th1l/Th2 Paradigma eine zu starke
Vereinfachung erfahrt, ist es trotzdem sehr wahrscheinlich, dass Thl-Zellen und
die Thl-assoziierten Zytokine an der B-Zell-Zerstérung beteiligt sind [124].

Auch Makrophagen, die das initiale B-Zell-Infiltrat darstellen, sind an den
Immunprozessen beteiligt. Sie sezernieren die Zytokine IL-1 (a und B), TNF-a und

IFN-y, die ebenfalls 3-Zelldestruktion induzieren kdénnen.
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4.3 Schlussfolgerung

Die Subklassen des T1D treten klinisch mit unterschiedlich langer Latenzphase in
Erscheinung. Es wurden in dieser Arbeit keine immunologisch basierten Ursachen
fur die variable Latenz gefunden. Die Vermutung, dass bei juvenilem T1D eine
Dominanz der Thl-Antwort vorliegt, wogegen der LADA eher durch eine Th2-
Antwort gepragt ist, konnte jedenfalls nicht bestétigt werden. Es hat sich vielmehr
gezeigt, dass im Serum von T1D-Patienten in jedem Alter sowohl IgG1 GAD65-
Antikdrper als auch 1gG4 GAD65-Antikdrper gefunden werden. Auch die Serum-
Zytokine der T1D-Patienten zeigten in den Krankheitsklassen vergleichbare
Profile. Eine Gruppe aus proinflammatorischen Zytokinen (IL-1(3, IL-6, IL-8, TNF-q,
G-CSF, MCP-1, MIP-1pB), die eine Kombination aus aktiviertem adaptiven und
aktiviertem Innate Immunsystem darstellen, legt ein von anderen Zytokinen
differentes Verhalten dar.

Die hier vorgestellten Ergebnisse implizieren, dass alle Subklassen des T1D, von
der Manifestation im Kindesalter bis zu LADA, durch &hnliche immunologische

Prozesse gepragt sind.
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5 Zusammenfassung

Der Diabetes mellitus Typ 1 (T1D) wird durch eine immunvermittelte Zerstérung
der insulinproduzierenden (-Zellen des Pankreas verursacht. Man unterteilt den
T1D in drei Subklassen, den T1D mit Manifestation im Kindesalter, den T1D mit
Manifestation im Erwachsenenalter und den Latent Autoimmune Diabetes in
Adults (LADA). Diese Krankheitsklassen unterscheiden sich v.a. im
Manifestationsalter, aber auch hinsichtlich genetischer, immunologischer und

Klinischer Aspekte.

Es stellt sich die Frage, warum diese T1D-Subklassen unterschiedlich lange
Phasen der Latenz aufweisen. Man vermutet, dass der juvenile T1D durch eine
Th1l-Zell-dominierte Immunantwort gepragt ist, wogegen bei den T1D-Klassen, die
erst im Erwachsenenalter ihre Manifestation zeigen, eine weniger aggressive Th2-

Antwort vorherrscht.

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden in der vorliegenden Arbeit
immunologische Marker im peripheren Serum von ,jungen“ bis ,alten* T1D-
Patienten bestimmt. Mittels eines Enzyme Linked ImmunoSorbant Assay (ELISA)
hat man die Antikorpersubklassen der GAD-Autoantikorper, speziell
Immunglobulin Ggesamt, Immunglobulin G1 und Immunglobulin G4 gemessen.
Zusatzlich wurden 17 humane Zytokine (Interleukine 1B, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 13,
17, TNF-a, INF-y, GM-CSF, G-CSF, MCP-1 und MIP-1B) durch einen
Fluoreszenz-ELISA detektiert.

Insgesamt konnten in dieser Arbeit keine immunologisch basierten Ursachen fir
die variablen Latenzphasen der T1D-Subklassen gefunden werden. Sowohl die
GAD-Autoantikorper-Subklassen als auch die Zytokine zeigten sich als
grol3tenteils unabhéngig vom Alter der Diabetesmanifestation. Die Vermutung,
dass bei juvenilem T1D eine Dominanz der Thl-Antwort vorliegt, die durch die
Antikdrpersubklasse IgG1l und die Zytokine IL-2, TNF-a und INF-y geprégt ist,
konnte nicht bestatigt werden. Auch fur den T1D im Erwachsenenalter ergab sich
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kein, durch Dominanz der Antikdrpersubklasse IgG4 und der Zytokine IL-4, IL-5,
IL-6, IL-9, IL-10 und IL-13 ausgezeichnetes, Th2-Immunschema. Es konnte jedoch
festgestellt werden, dass die Zytokine IL-1(3, IL-6, IL-8, TNF-a, G-CSF, MCP-1,
MIP-1B eine Gruppe aus proinflammatorischen Zytokinen bilden, die dem
angeborenen Immunsystem zuzuschreiben sind und, die ein differentes Verhalten
zu allen anderen Zytokinen zeigen.

Speziell zwischen den Zytokine IL-1B, TNF-a und IFN-y ergab sich ein
Zusammenhang untereinander. Diese Zytokine nehmen in der Pathogenese des
Typ 1 Diabetes eine besondere Rolle ein. Es wird vermutet, dass sie an der -
Zelltoxizitat direkt beteiligt sind.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass alle Subklassen des T1D durch sehr
ahnliche immunologische Prozesse gepragt sind, wobei sowohl das angeborene,
als auch das erworbene, adaptive Immunsystem involviert sind. Unterschiede im
Zytokinmuster bzw. in den GAD65-Antikdrper-Level in Abhangigkeit vom Alter der

T1D-Manifestation konnten in dieser Arbeit weder widerlegt noch bestatigt werden.
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Anhang

Patientendaten: Versuchscode, Glutamatdecarboxylase 65 (GADG65) -Antikérperlevel, Alter bei

Probeentnahme, Manifestationsalter, Diabetesdauer, Geschlecht.
w = weiblich, m = mannlich, n.b. = nicht bekannt

Alter bei Manifestations-
Versuchscode |GADG65 (U/ml) Probe- alter Diabetesdauer Geschlecht
entnahme
1 66 17 17 2 Wochen w
2 88 15 15 2 Wochen w
3 79 17 17 2 Wochen w
4 39 17 17 0 Tage m
5 31 6 6 1 Monat w
6 61 8 8 7 Monate w
7 51 16 16 1 Woche m
8 63 17 17 2 Wochen m
9 63 17 17 0 Tage w
10 44 12 11 10 Monate w
11 49 17 17 0 Tage w
12 51 12 12 1 Woche w
13 38 21 12 9 Jahre w
14 40 12 12 2 Monate m
15 52 21 16 5 Jahre m
16 53 17 17 2 Wochen w
17 37 15 15 0 Tage m
18 67 12 12 0 Tage w
19 60 17 16 1 Jahr w
20 53 16 16 0 Tage w
21 67 18 18 0 Tage w
22 55 19 19 1 Woche w
23 36 17 11 6 Jahre w
24 50 18 18 0 Tage m
25 81 20 20 1 Woche w
26 63,37 15 15 0 Tage w
27 73,3 20 20 1 Woche w
28 90,65 19 19 1 Woche m
29 94,57 12 12 0 Tage m
30 61,38 19 18 6 Monate m
31 112 20 20 1 Woche m
32 70 27 22 5 Jahre w
33 80 23 23 1 Woche m
34 130 26 26 3 Monate w
35 73 22 22 0 Tage w
36 57 27 27 0 Tage n.b.
37 49 21 21 2 Monate m
38 54 26 26 2 Monate w
39 63 23 22 1 Jahr w
40 92 30 30 0 Tage w
41 75 27 21 6 Jahre w
42 58 22 22 4 Monate w
43 44 30 30 1 Woche w
44 120 30 26 4 Jahre w
45 57 22 22 2 Wochen w
46 41 25 25 1 Woche m
47 42 27 27 6 Monate w
48 66 21 21 2 Wochen m
49 74 29 29 2 Wochen m
50 49 22 22 1 Woche m
51 63 22 22 1 Woche m
52 57 24 24 0 Tage w
53 118 49 24 25 Jahre w
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54 62 28 28 0 Tage m
55 56 30 30 0 Tage w
56 71 23 22 1,5 Jahre w
57 73 26 26 1 Monat w
58 57 22 21 9 Monate w
59 56 27 27 2 Wochen w
60 43,37 33 30 3 Jahre m
61 98,2 26 26 0 Tage m
62 42,1 25 25 3 Wochen m
63 59,9 30 30 1 Woche w
64 51 29 29 1 Woche w
65 53,3 25 25 1 Woche w
66 49,16 30 30 0 Tage W
67 116,5 21 21 0 Tage w
68 68,1 22 21 6 Monate w
69 83 22 22 1 Monat m
70 50,27 28 27 6 Monate w
71 72,58 25 25 0 Tage W
72 71 27 27 0 Tage m
73 105 30 29 8 Monate w
74 52,68 49 29 20 Jahre w
75 166 30 30 5 Monate w
76 73 22 22 0 Tage m
77 111 23 23 0 Tage w
78 41,5 25 25 2 Wochen m
79 63 34 34 4 Monate m
80 109 41 36 5 Jahre m
81 125 39 39 3 Monate w
82 63 46 37 9 Jahre m
83 83 35 35 0 Tage m
84 64 34 34 2 Monate m
85 64 40 39 6 Monate m
86 64 36 36 0 Tage w
87 65 37 37 1 Monat w
88 76 32 32 0 Tage w
89 >120 41 36 5 Jahre m
90 45 37 35 2 Jahre w
91 60 33 33 2 Monate W
92 68 36 36 2 Monate w
93 110 40 40 1 Monat w
94 80 44 34 10 Jahre w
95 46 39 39 0 Tage m
96 43 37 37 0 Tage m
97 >120 36 33 3 Jahre m
98 75 35 32 3 Jahre m
99 56 34 33 1 Jahr w
100 102 38 37 1 Jahr w
101 64 37 37 0 Tage w
102 56 33 33 0 Tage m
103 100 31 31 2 Monate m
104 52,8 41 37 4 Jahre m
105 46 36 34 2 Jahre w
106 61 33 32 10 Monate m
107 87,16 34 34 6 Monate w
108 46,44 49 37 12 Jahre m
109 88,47 34 34 0 Tage w
110 44.3 36 36 1 Woche W
111 47,8 39 39 2 Monate m
112 90,87 33 33 1 Monat w
113 98,49 33 32 1,5 Jahre w
114 57,48 35 35 0 Tage w
115 50,75 38 38 3 Monate w
116 >120 38 31 7 Jahre w
117 75,51 54 37 17 Jahre w
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118 52 39 39 0 Tage m
119 72,5 44 40 4 Jahre w
120 108 39 39 3 Wochen w
121 47,5 33 33 0 Tage w
122 78,2 33 33 0 Tage w
123 101 39 35 4 Jahre w
124 80 47 47 1 Woche m
125 79 47 47 2 Wochen m
126 115 45 43 2 Jahre m
127 111 42 42 1 Woche m
128 42 42 41 1 Jahr m
129 71 46 46 2 Wochen w
130 99 48 46 2 Jahre w
131 87 50 45 5 Jahre m
132 100 54 47 7 Jahre m
133 64 44 42 2 Jahre m
134 47 47 47 1 Woche w
135 80 43 43 1 Woche m
136 74 44 44 1 Woche w
137 >120 61 49 12 Jahre w
138 62 42 42 2 Wochen w
139 70 48 47 1 Jahr m
140 65 46 41 5 Jahre m
141 71,4 52 50 2 Jahre w
142 57 42 42 1 Woche m
143 >120 50 50 2 Wochen w
144 57,44 42 42 0 Tage w
145 72 42 42 0 Tage w
146 91 49 49 1 Monat w
147 48 42 41 2 Monate w
148 >120 41 41 0 Tage m
149 63 55 46 9 Jahre m
150 81,32 47 47 0 Tage w
151 113 50 50 1 Monat m
152 83,35 54 47 7 Jahre m
153 43,51 44 41 3 Jahre w
154 75,7 49 49 0 Tage m
155 54,3 55 47 8 Jahre m
156 50,7 57 48 9 Jahre w
157 65,9 42 41 6 Monate w
158 119 48 47 9 Monate w
159 63,11 44 44 3 Monate m
160 89,83 41 41 0 Tage w
161 70,14 57 50 7 Jahre w
162 88,62 43 42 1 Jahr m
163 60,23 44 43 5 Monate w
164 42,85 44 44 0 Tage w
165 43,5 42 42 0 Tage m
166 68,9 50 49 1 Monat w
167 96,65 49 49 1 Monat w
168 72,2 43 43 3 Wochen m
169 81,1 50 50 2 Monate w
170 77 75 66 9 Jahre w
171 102 57 57 2 Wochen w
172 51 61 60 6 Monate w
173 54 71 66 5 Jahre w
174 65 53 53 1 Monat w
175 54 79 75 4 Jahre w
176 >120 62 59 3 Jahre w
177 34 56 56 3 Monate w
178 40 54 52 2 Jahre w
179 67 59 56 3 Jahre w
180 59 64 62 2 Jahre m
181 36 52 52 2 Monate w
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182 33 55 55 6 Monate w
183 65 59 54 5 Jahre w
184 66 56 54 2 Jahre w
185 33 69 68 7 Monate m
186 >120 52 52 3 Wochen m
187 68 76 70 6 Jahre m
188 85 64 64 3 Wochen w
189 68 73 69 4 Jahre m
190 49 64 55 9 Jahre m
191 84 56 55 1,5 Jahre w
192 33,2 52 52 2 Wochen m
193 45 66 65 1 Jahr w
194 47,73 58 56 2 Jahre m
195 50,1 71 71 0 Tage w
196 48,8 70 57 13 Jahre w
197 85 59 58 6 Monate m
198 63,41 61 60 10 Monate w
199 77 75 72 3 Jahre w
200 33 55 55 2 Wochen w
201 83 69 60 9 Jahre m
202 68,9 51 51 0 Tage m
203 71,8 53 52 1 Jahr w
204 >120 67 55 12 Jahre m
205 95,38 67 55 12 Jahre m
206 >120 64 64 1 Monat w
207 84,81 63 58 5 Jahre w
208 70,6 62 62 0 Tage w
209 155,8 63 62 1,5 Jahre w
210 100 63 63 3 Monate w
211 40,4 47 47 0 Tage w
212 104,54 70 70 0 Tage n.b.
213 40,44 45 45 0 Tage m
214 43,3 58 58 0 Tage m
215 34,57 53 53 0 Tage w
216 102 64 64 0 Tage w
217 37,48 48 48 0 Tage m
218 75,7 49 49 0 Tage n.b.
219 78,5 59 59 0 Tage n.b.
220 57,85 61 61 0 Tage w
221 60,39 61 61 0 Tage w
222 49 66 66 0 Tage m
223 46 55 55 0 Tage w
224 41,7 59 59 0 Tage m
225 50,24 51 51 0 Tage m
226 57,8 68 68 0 Tage w
227 72,5 46 46 0 Tage w
228 82,9 46 46 0 Tage w
229 78,33 54 54 0 Tage w
230 38,65 46 46 0 Tage w
231 40,17 62 62 0 Tage w
232 72,26 70 70 0 Tage w
233 62,77 53 53 0 Tage n.b.
234 63,28 48 48 0 Tage w
235 99,87 55 55 0 Tage w
236 112 49 49 0 Tage w
237 49,9 52 52 0 Tage w
238 83,7 72 72 0 Tage m
239 76,8 62 62 0 Tage m
240 63,7 63 63 0 Tage m
241 76,2 54 54 0 Tage w
242 64,4 45 45 0 Tage w
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Anhang
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