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1.1 EINFUHRUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Einfuhrung fuhrt zundchst allgemein auf die Themen Typ-1-Diabetes und Zoliakie im
Kontext der Arbeit hin. Im Kapitel , Grundlagen“ werden Hypothesen zur Atiologie und
Pathogenese der beiden Erkrankungen erlautert. Hier werden vor alem deren
immunologischen Grundlagen beschrieben und die bisherigen Arbeiten auf diesem Gebiet
dargestellt. Danach werden jewells die aktuellen Methoden der Immundiagnostik aufgezeigt.
Im Anschluss werden Gemeinsamkeiten der beiden Erkrankungen aufgefiihrt. Die
anschlief}ende Problemstellung fasst die wesentlichen Fragen zusammen, die in der
vorliegenden Arbeit beantwortet werden sollen.

1.1 Einflhrung

Die gehauft gemeinsam auftretenden  Autoimmunerkrankungen  Typ-1-Diabetes
(insulinabhangiger Diabetes) und Zoliakie (gluteninduzierte Enteropathie) sind bis heute in
ihrer Entstehung weder komplett erforscht, noch sind sie heilbar. Besonders wegen ihrer
mannigfaltigen und massiven Folgeerkrankungen - die dem Gesundheitswesen jahrlich
immense Kosten bereiten - bedeuten sie ein grof3es individuelles Leid fur die Betroffenen.
Medizinische und didtetische Mal3nahmen ermdglichen Betroffenen beider Erkrankungen
relativ akzeptable Lebensbedingungen, die sich von denen eines Gesunden kaum
unterscheiden muissen. Im Hinblick auf frihzeitige therapeutische Optionen und zur
Vermeidung bzw. Verzogerung von Sekundarkomplikationen ist es aber indiziert, geeignete
Fruherkennungsmassnahmen gerade in Risikopopulationen zu realisieren.

Fur beide Erkrankungen spielen in der Frihdiagnostik Antikorper die zentrale Rolle:

Der , Goldstandard“ als Marker fur die Pradiktion und Diagnose des Typ-1-Diabetes sind
verschiedene cytoplasmatische Antikorper, sogenannte Inselzell-Autoantikorper (ICA) [14].
Der Vorteil der durch Immunfluoreszenz auf humanen Pankreasschnitten nachgewiesenen
ICA liegt darin, dass durch einen Test mindestens zwei Antikorper gleichzeitig detektiert
werden. Die Grenzen des ICA-Tests liegen aber eindeutig in der unterschiedlichen Sensitivitét
innerhalb verschiedener Labors, in der teilweise geringen Prézision und aufwandigen
Auswertung durch erfahrene Ableser und in der Notwendigkeit von humanem
Pankreasgewebe. Aus diesen Grinden kann dieser Test in Routinelabors bisher nicht
angewendet werden. Seit eine Glutamatdecarboxylase (GAD) und eine Tyrosinphosphatase
(IA2) as die wesentlichen Antigene des ICA entdeckt [7, 92, 17, 79] und quantitative
Radioligandenbindungs-Assays (RBA) gegen diese Antigene entwickelt wurden [92, 17, 50,
93], ist eine neue Generation des Diabetes-Screenings angebrochen, die die Diagnose und
Fruherkennung stark vereinfacht. Um ICA durch die neuen Antikorpertests mit ausreichender
Sensitivitét und Spezifitét zu ersetzen, ist der Nachweis der Antikérper gegen beide Antigene
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(GAD und 1A2) notig [16, 111, 140, 131]. Damit ein zuverldssiges Screening nach beiden
Antikdrpern zudem noch vereinfacht werden kann, schlugen die Arbeitsgruppe von Bonifacio
et a. und andere einen kombinierten RBA beider Antikorper vor [17, 140, 58]. Diese sehr viel
kostenguinstigere und vereinfachte Methode liefert die wesentlichen Voraussetzungen fir ein
Risikogruppen- bzw. sogar grof3 angel egtes Bevolkerungs-Screening.

Vor diesem Hintergrund wird im Rahmen dieser Arbeit der kombinierte Assay ,GADIA2-
combi® etabliert und mit dem Nachweis von ICA und Insulinautoantikbrpern (IAA)
verglichen. Hierbei interessiert vor allem die Sensitivitét und der prédiktive Wert bel
erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern. Um den Test noch attraktiver zu machen, soll
ausserdem die Verwendung von Kapillarblut im GADIA2-combi evaluiert werden.

Bel der Friherkennung und Diagnose der Zdliakie stehen bisher die Bestimmung der Gliadin-
und sogenannte Endomysiumantikérper im Serum im Vordergrund. Da Antikdrper gegen
Gliadin (AGA) zwar typisch, aber nicht spezifisch fur die Zdliakie sind, werden die
diagnostisch sehr aussagekréftigen Endomysiumantikorper (EMA) as die wichtigsten
serologischen Marker angesehen [135]. EMA werden wie ICA durch Immunfluoreszenz auf
Gewebsschnitten nachgewiesen, wobei in der diagnostischen Routine sowohl Affendsophagie
als auch humane Nabelschnur eingesetzt werden. Hier liegen wiederum die Nachteile dieses
Test begrindet: Hohe Kosten, schlechte Bezugsmdglichkeiten der Substrate und die
Notwendigkeit von langen Erfahrungen bel der prazisen Auswertung der Tests.

Die Arbeitsgruppe von Dieterich et a. konnte 1997 erstmals die tissue(Gewebs)-
Transglutaminase-C (tTGC) als das Antigen der EMA (eventuell sogar das zentrale Antigen
der Zdliakie) identifizieren [38]. Bonifacio et al. entwickelten einen RBA zum Nachweis der
gegen tTGC gerichteten Antikérper und konnten zeigen, dass 98% einer an Zdliakie
erkrankten unbehandelten Patientengruppe Immunglobulin-G(1gG)-Antikorper gegen das
neue Antigen aufwiesen [61]. Durch diesen Fortschritt kénnen die bisherigen teuren und
aufwendigen Antikorpertests eventuell auch hier ersetzt, zumindest aber wertvoll bereichert
werden, um das Screening von Risikopopulationen bzw. der Allgemeinbevolkerung zu
realisieren.

Deshalb wird in der vorliegenden Arbeit als weitere Methode ein RBA nach dem Design des
GADA- bzw. 1A2A-Assays zum Nachweiss der tTGC-Antikorper etabliert. Da Kinder
diabetischer Eltern aufgrund ihrer genetischen Pradisposition ebenfalls ein erhohtes
Diabetesrisiko aufweisen und da die beiden Erkrankungen Typ-1-Diabetes und Zoliakie
gehauft gemeinsam auftreten, ist diese Personengruppe vermutlich ebenfalls als
Risikopopulation fur eine Zoliakie anzusehen. Mit Hilfe dieses neuen Tests soll daher die
Prévalenz der bisher wenig erforschten tTGC-1gG-Antikdrper bei einer Gruppe von Kindern
diabetischer Eltern geprift werden. Darlber hinaus untersucht die vorliegende Arbeit
innerhalb dieses Kollektivs erstmals das Alter bel Auftreten der Zoliakie-assoziierten
Antikorper, die zeitliche Abfolge und das damit verbundene Risiko an Zéliakie zu erkranken.
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1.2 Grundlagen

Typ-1 (insulinabhangiger) Diabetes mellitus

Der Typ-1-Diabetes zdhlt zu den Autoimmunerkrankungen und ist eine chronische
Stoffwechselerkrankung, die auf einem absoluten Mangel an Insulin beruht [6, 143]. Im
Krankheitsverlauf kommt es zu einer Zerstérung der insulinproduzierenden Betazellen der
Langerhans-Inseln im Pankreas, so dass die Insulinsekretion nicht mehr ausreicht, die
Glucosehomdoostase aufrechtzuerhalten und eine exogene Insulinzufuhr erforderlich wird. Die
Moglichkeiten der modernen Insulintherapie erlauben es den Diabetikern heute, bei flexibler
Mahlzeitengestaltung durchaus Blutzuckerwerte zu erreichen, die nur geringfligig vom
Normbereich abweichen und relativ stabil sein kénnen [6]. Tragisch sind bis heute die
tellweise trotz guter Einstellung auftretenden massiven Folgeerkrankungen des Typ-1-
Diabetes wie Erblindung, Neuropathien, dialysepflichtiger Niereninsuffizienz und das erhohte
Risko fir Herz-Kreidauf- und Gefasserkrankungen (Myokardinfarkt, Apoplex,
Amputationen) [121].

Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese des Typ-1-Diabetes

Annéhernd 0,3% der deutschen Bevdlkerung leiden an einem Typ-1-Diabetes [143]. Bei einer
ersten deutschlandweiten Untersuchung der Inzidenzfélle unter dem 5. Lebengahr pro Jahr
von 1993-1994, zdhlte man 6,55 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner [102]. Die
Inzidenzrate innerhalb Europas schwankt von 5,2 in Rumanien und 42,8 in Finnland [67]. Der
Einfluss genetischer Risikomarker, unterschiedliche Lebensstile, soziotkonomische- und
Umweltfaktoren (z. B. Kuhmilch im Sduglingsalter) werden als Griinde fir das Auftreten der
geographischen Schwankungen diskutiert [108, 84]. Die europaweite Diabeteshaufigkeit hat
in den letzten Jahren deutlich zugenommen [37]. Auch in Deutschland sind die Pravalenz und
Inzidenzrate gestiegen. Besonders in der Altersgruppe 10-19 Jahre ist dem nationaen
Diabetesregister der ehemaligen DDR eine Steigung der Inzidenzrate von 5,6 auf 11,8 zu
entnehmen [83], wobel as wesentlicher Faktor die steigende Vererbung von Diabetes-
Risikogenen angesehen wird [143].

Der Typ-1-Diabetes gilt als T-Zell vermittelte organspezifische Autoimmunerkrankung. Bei
entsprechender genetischer Prédisposition und noch ungeklartem Einwirken von
Umweltfaktoren, wird die destruktive Insulitis initiiert. Hierbel konnte durch
Transferexperimente gezeigt werden, dass T-Zellen krankheitsvermittelnd sind wahrend
Diabetes-assoziierte Antikorper as Epiphanomene gelten [12, 113].

Eine wesentliche Voraussetzung fir die Entwicklung eines Autoimmundiabetes ist das
Vorhandensein von genetischen Risikomarkern. Inzwischen sind zumindest 19 verschiedene
Gen-Loci bekannt, die fur einen Typ-1-Diabetes pradisponieren, wobel hier der HLA-Locus
auf Chromosom 6p als der wichtigste gilt. Dieses Gen macht ca. 50% des genetischen
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Diabetesrisikos aus. Bei Diabetikern fand man vor allem eine erhohte Frequenz von HLA-
DR3 und/oder —-DR4 (69%) gegentiber Kontrollpersonen (26%), wobei das Diabetesrisiko fir
Tréger beider Allele, d. h. DR3/DR4-heterozygote Personen, besonders hoch war [127, 104,
126].

Der Krankheitsprozess des Typ-1-Diabetes beginnt beim Menschen bereits in den ersten
Lebengahren [99], so dass potentielle Umwelteinfliisse schon sehr frih im Leben wirksam
werden missen, um Ausloser der Insulitis sein zu kdnnen. So konnte eine Infektion (z. B. mit
dem Coxsakie-Virus) oder eine frihe Exposition mit Nahrungsproteinen (z. B. Kuhmilch)
durch die Ahnlichkeit von Proteinbestandteilen mit der -Zelle zur Kreuzresktivitdt mit
korpereigenem Gewebe und dadurch zur organspezifischen Autoimmunitét fuhren [9, 124].
Es werden auch Impfungen, der soziale Status, virale Infekte und die Stilldauer als Initiatoren
bzw. Einflussfaktoren des Immunprozesses diskutiert. Neuere Verdffentlichungen bestétigen
jedoch nicht, dass Impfungen fur die Entstehung eines Typ-1-Diabetes verantwortlich
gemacht werden kénnen. So zeigte eine Untersuchung der allgemeinen Impfhaufigkeit von
Antikorper-negativen oder —positiven Kinder von diabetischen Eltern in Deutschland keine
Unterschiede in der Diabetesentwicklung [55]. Den soziadlen Status betreffend deuten
Untersuchungen darauf hin, dass das Diabetesrisiko mit der Zugehorigkeit zu einer htheren
sozialen Schicht grésser ist [63]. Auch wurde lange Zeit ein kausaler Zusammenhang
zwischen Virusinfektionen und der Erkrankung an Typ-1-Diabetes angenommen. Aufgrund
der sehr langen préadiabetischen Phase geht man heute jedoch nicht mehr davon aus, dass
virale Infekte bei Manifestation als ursachlich fir die Krankheitsentstehung (mit Ausnahme
der kongenitalen Rubella-Infektion) anzusehen sind [82, 105]. Dass ein Zusammenhang
zwischen der Stilldauer und dem Risiko an Typ-1-Diabetes zu erkranken besteht, wurde
erstmals anhand einer Untersuchung in Danemark gezeigt [19]. Eine neuere Untersuchung
bestétigte dieses Ergebnis [44]. Kinder, die weniger as drel Monate gestillt wurden hatten ein
1,37fach hoheres Diabetesrisiko im Gegensatz zu denen, die Uber diesen Zeitraum hinaus mit
Muttermilch ernghrt wurden. In einer Querschnittsanalyse der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Dr. A.-G. Ziegler am Ingtitut fur Diabetesforschung konnte hingegen kein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Stilldauer und dem Diabetesrisko, sowie anderen
Erndhrungsfaktoren gefunden werden [90].

Wahrend humorale Immunphdnomene beim humanen Typ-1-Diabetes eher as
Begleiterscheinungen angesehen werden, gilt das zellulére Immunsystem als pathogenetisch
relevant. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass Lymphozyten, nicht aber Serum,
Immunglobuline oder Makrophagen die Krankheit von einem auf das andere Tier Ubertragen
koénnen. Auch beim Menschen gibt es eindeutige Hinweise fir die Relevanz des zelluléren
Immunsystems. So lassen sich auch Jahre nach der Diabetesmanifestation T-Lymphozyten
(,Memory-Zellen* genannt) nachweisen, die dafir verantwortlich sind, dass
Pankreastransplantate von einem eineiigen nicht diabetischen Zwilling in einem diabetischen
Zwillingsempfanger abermals durch einen Autoimmunprozess zerstért werden [12, 20, 113].
Man geht heute davon aus, dass bei einem Uberschuss an T-Helfer-1-Zellen (Thl), diev. a



1.2 GRUNDLAGEN 5

entzindungsfordernde Molekille sezernieren, im Gegensatz zu regulatorischen T-Helfer-2-
Zdlen (Th2) (hemmender Einfluss auf das Immunsystem), die destruktive Insulitis ausgel 6st
wird [96]. Aus dem Blut von Patienten mit Typ-1-Diabetes konnten T-Lymphozyten
nachgewiesen werden, die spezifisch gegen Inselzellantigene gerichtet sind (z. B. gegen
GAD) [42, 98]. Diskutiert wird nach wie vor, ob die Einleitung der Inselzellentziindung von
einem Antigen ausgeht und sich dann auf weitere ausdehnt (spreading) oder ob fur die
Immunantwort gleich multiple Antigene verantwortlich gemacht werden kodnnen.
Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass Insulin das erste Antigen ist, das
wéahrend der autoimmunen Entzindung der Inselzellen wirksam wird [145]. Offensichtlich
scheint jedoch bei der humoralen Immunantwort eine Ausweitung auf mehrere Antikorper
notwendig zu sein, da letztlich — mit wenigen Ausnahmen - nur Patienten mit multiplen
Antikdrpern an einem Typ-1-Diabetes erkranken [27, 145].

Immundiagnostik des Pra-Typ-1-Diabetes

In den letzten Jahren wurden eine Reihe von immunologischen und molekulargenetischen
Tests entwickelt, die sowohl eine frihe Diagnostik als auch eine Vorhersage des Typ-1-
Diabetes bei Risikopersonen (z. B. erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern) sowie der
Normalbevélkerung zulassen. Man misst heute mit spezifischen Assays vier verschiedene
Antikorper, die fur die Diagnostik und Pradiktion des Typ-1-Diabetes eine sehr wichtige
Rolle spielen: Inselzellautoantikdrper (ICA), Insulinautoantikorper (IAA), Antikdrper gegen
Glutamatdecarboxylase (GADA) und Antikorper gegen eine Tyrosinphosphatase (IA2A und
IA2BA) [100].

ICA reagieren mit Inselzellen und werden auf Gefrierschnitten des humanen Pankreas
nachgewiesen [16, 106]. Positive ICA-Befunde werden durch Austitrierung néher
charakterisiert (Angabe in JDF-Units), so reflektieren hohe Titer (> 80 JDF-U vs. niedrige
Titer < 20 JDF-U) auch ein hoheres Diabetesrisiko [13]. Die fluoreszenzmikroskopisch
sichtbaren Markierungen entstehen durch Reaktion der AntikOrper im Patientenserum mit
verschiedenen 3-Zellantigenen. Diese Antigene sind u. a. GAD und IA2. Man geht jedoch
davon aus, dass noch weitere Antigene existieren, die bisher noch unbekannt sind. Der 1CA-
Test misst also gleichzeitig mindestens zwei Antikorper und hat als Einzeltest bisher die
hochste Spezifitat und Sensitivitét. Als klassischer Immunmarker ist der Nachweis von ICA
der Goldstandard im Hinblick auf die Pr&diktion und Diagnose eines Typ-1-Diabetes und
kann laut bisheriger Untersuchungsergebnisse durch Einzeltests gegen eines der bekannten
Antigene Insulin, GAD oder 1A2 nicht ersetzt werden [111]. Die beiden wesentlichen
Nachteile des ICA-Tests sind sowohl die schwere Verfligbarkeit und teils mangelnde Qualitét
des humanen Pankreasgewebes als auch die schwierige Standardisierbarkeit durch die
subjektive Auswertung am Mikroskop. Es ware daher sinnvoll, den bestehenden ICA-Test
durch quantitative, einfache und standardisierbare Assays gegen rekombinante 3-Zellantigene
zu ersetzen. Erste Versuche in diese Richtung wurden bereits unternommen und sprechen
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dafir, den ICA-Test in Zukunft durch einen kombinierten Test mit zwel oder dral der
genannten Antigene zu ersetzen [95, 140].

IAA treten vor der Therapie mit exogenem Insulin auf und sind gegen das korpereigene
Insulin gerichtet [144, 129]. Sie werden sehr zuverldssig durch einen Radioimmunoassay
nachgewiesen und bei etwa 20-70 % der neuentdeckten Typ-1-Diabetiker gefunden [129].
Hohe IAA-Titer bei Manifestation werden vor alem bel Kindern unter finf Jahren
nachgewiesen und bei gleichzeitigem Vorliegen mit ICA sind sie mit einem relativen Risiko
von 100 % verbunden, einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln [141]. Erst unlangst konnte die
Methode zum Nachweis der IAA entscheidend verbessert werden. Bislang waren flr einen
Testansatz mindestens 600 pl Patientenserum nétig. Diese Menge erschwerte gerade bel
jungen Kindern - bel denen dieser Marker aber sehr aussagekréftig, eine Blutentnahme jedoch
limitiert ist - die DurchfUhrbarkeit des Tests. Williams et a. [141] entwickelten einen
sogenannten ”Micro-Assay” zum Nachweis der IAA, fir den nur noch 20l Serum nétig sind.
Die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. A.-G. Ziegler am Institut fir Diabetesforschung konnte
zeigen, dass dieser Test im Vergleich zum herkdmmlichen Assay weder an Sensitivitat noch
an Spezifitdt einbufte [88].

Baekkeskov und Mitarbeiter berichteten 1990 erstmals bel Typ-1-Diabetikern von
Antikorpern gegen ein 64-kDa-Protein (GAD), das aus Glutamat den Neurotransmitter
Gamma-Amino-Butterséure (GABA) synthetisiert [97]. GAD wurde als diabetesspezifisches
[3-Zellantigen identifiziert und ein Test zur Messung dieser Antikorper entwickelt [1, 8].
Seitdem stellt GAD einen weiteren wichtigen immunol ogischen Marker in der Diagnostik des
Typ-1-Diabetes dar [5, 28, 101, 109]. Bei etwa 60 % der neumanifesten Typ-1-Diabetiker
lassen sich GADA nachweisen [50]. Daneben findet man Antikérper gegen GAD auch bei
neurologischen Erkrankungen wie dem Stiffman- und dem polyendokrinen Syndrom [110,
115]. GADA sind zwar sehr sensitiv aber im Vergleich zu anderen Markern weniger
spezifisch fur einen Typ-1-Diabetes und mussen daher in Kombination mit anderen
Antikérpern zur Spezifitdtsverbesserung getestet werden [143].

Als neue immunologische Marker wurden 1996 zwei transmembrandre Proteine der
sekretorischen Granula IA2 (auch als ICA512 bezeichnet) und 1A23 (auch Phogrin genannt)
entdeckt, die zu der Familie der Tyrosinphosphatasen zéhlen [17, 45, 64, 92]. 1A2 (ca. 40
kDa) wird in allen endokrinen Zellen und im Nervengewebe, |1A23 (37 kDa) vorwiegend in (3
Zelen exprimiert. Da nur ein Teil der Personen mit 1A2A auch Antikorper gegen 1A2[3
aufweist und 1A2BA nur sehr selten alleine nachgewiesen werden, geht man davon aus, dass
auf den Test von 1A2BA verzichtet werden kann. Die gegen A2 gerichteten Antikorper sind
far den Typ-1-Diabetes sehr spezifisch und werden zu 60-100 % bei neu entdeckten Typ-1-
Diabetikern nachgewiesen [7 ,27]. IA2A korrelieren mit einer schnellen Diabetesentwicklung,
da Personen, bei denen neben ICA oder IAA auch IA2A nachgewiesen werden, sehr viel
schneller einen Typ-1-Diabetes entwickeln als |A2A-negative Personen [27].
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Sowohl GAD- ds auch IA2-Antikorper werden in der Regel analog mit einem
Radioligandenbindungsassay (RBA) [34] nachgewiesen, der in Kapitel 2.2.1.3 eingehend
beschrieben wird. Gerade im Hinblick auf ein Risikoscreening auf der Ebene der
Normalbevélkerung und die Diabetesfriherkennung, wére es denkbar, beide Antikorper
gleichzeitig in einem Assay zu messen, was besonders hinsichtlich eines hohen
Probendurchsatzes und Minimierung der Kosten sinnvoll wéare. Sollte es darlberhinaus
maoglich sein, diesen kombinierten Antikorpertest auch in Kapillarblut durchzufiihren, wéren
noch weitere Zeit- und K osteneinsparungen moglich.

Zéliakie (Einheimische Sprue)

Auch die Zdliakie (im Erwachsenendter einheimische Sprue genannt) gilt als
organspezifische Autoimmunerkrankung, die bei genetisch préadisponierten Personen zu einer
Zerstorung der Dinndarmmukosa fuhrt. Im Gegensatz zum Typ-1-Diabetes ist der externe
Trigger dieser Erkrankung bekannt: das Getreideprotein Gluten [78]. Die klinischen
Symptome (Gedei hstorungen, chronische Durchfélle, aufgebléhter Bauch) resultieren aus dem
strukturellen Schaden der Dunndarmmukosa, der zur Maabsorption fihrt [85]. Hiervon sind
praktisch alle Nahrungsbestandteile wie Eiweil3, Kohlenhydrate, Fette, Vitamine, Mineralien
und Spurenelemente betroffen [51]. Das Krankheitshild der Zéliakie prasentiert sich heute
nicht nur in der geschilderten klassischen Symptomatik, sondern in verschiedenen klinischen
Bildern. Entsprechend dem ,, Eisbergmodell* [24, 68] machen die klassischen Félle as ,, tber
dem Wasser schwimmende Spitze* nur etwa ein Siebtel aller Zoliakieerkrankungen aus. Die
meisten Patienten leiden an stillen oder oligosymptomatischen Formen, einer sogenannten
latenten bzw. silenten Zodliakie. Ein Patient mit einer latenten Form der Zdliakie ist z. B.
symptomfrei, hat eine mikroskopisch unaufféllige Mukosa, weist aber eine hohe Dichte an
intraepithelialen Lymphozyten (IEL) auf oder besitzt Zoliakieassoziierte Antikorper. Bel der
silenten Form der Zoliakie ist mikroskopisch zwar eine abgeflachte Mukosa feststellbar, die
Patienten kénnen aber Uber lange Zeit vollig frel von Symptomen sein [74].

Durch die klassische Behandlungsform der strengen (lebenslangen) glutenfreien Erndhrung
regeneriert sich die entziindete und abgeflachte Dinndarmmukosa auf normale Gestalt und
Funktion und der Patient ist praktisch symptomfrei [51]. Bei unbehandelter Zoliakie aber
auch bel haufigen oder andauernden Didtfehlern treten jedoch auch bei der
Zoliakie massive Folgeerkrankungen wie Wachstumsstbrungen, Andmien, assoziierte
Autoimmunerkrankungen, neuro-psychiatrische Erkrankungen, Fertilitétsstorungen sowie
eine erhohten Rate von malignen Tumoren auf [52, 74, 128]. Bel letzteren handelt es sich um
T-Zell-Lymphome des Dinndarms, Adenokarzinome des Dunndarms, Karzinome des
Mundes, Pharynx und Osophagus sowie Karzinoide [43]. Da auch eine silente Form der
Zdliakie zu Folgeerkrankungen (wie Autoimmunerkrankungen, Osteopenie) fihren kann, gilt
auch hier eine rechtzeitige Behandlung als obligat [86, 74].
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Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese der Zoliakie

Die Pravalenz der klassischen Form der Zoliakie liegt in Deutschland bei  1:2000.
Berlicksichtigt man jedoch die silenten und latenten Formen der Erkrankung, ist von einer
sehr viel héheren Pravalenz von bis zu 1:300 auszugehen [24, 47, 49, 120]. Die Inzidenz
schwankt europaweit von 1:200 in Irland bis zu 1:2000 in anderen Regionen [4, 46, 57, 69].
Studien u. a. aus Schweden zeigen einen stetigen Anstieg der Préavalenz der Z6liakie zwischen
1970 und 1988. Die Inzidenz erhohte sich von 1,7 auf 3,1 %, was auf eine frihere und
vermehrte Glutenexposition im Kindesalter zuriickgefiihrt wird [4, 26, 136]. Uberdies wurde
eine Verschiebung im Alter des Auftretens der Erkrankung beobachtet. Zunehmend wird die
Erkrankung Zoliakie bei Schulkindern und jungen Erwachsenen - und nicht wie bisher
vorwiegend bei Kleinkindern - diagnostiziert [77].

Im Hinblick auf Aussagen Uber die Pravalenz und Inzidenz der Erkrankung sind sich die
Wissenschaftler mittlerweile einig, dass nicht nur die klassische Form der Zdliakie
(abgeflachte Mukosa, typische Symptome und Remission nach Einfihrung der glutenfreien
Diét), sondern auch die stillen Verlaufsformen unbedingt berlicksichtigt werden miissen [24,
128, 25].

Seit vielen Jahren sind die Immunreaktionen der Zoliakie zwar weitgehend bekannt, durch die
verschiedenartigen Immunantworten ist es aber nach wie vor schwierig, auslGsende
immunologische Ursachen bei der Zdliakie von den Sekundéarreaktionen zu trennen [85]. Seit
Dieterich und Mitarbeiter 1997 [38] erstmals das Enzym tissue-Transglutaminase-C (tTGC)
als das zentrale Antigen in der Immunpathogenese der Zdliakie beschrieben haben, ist die
Zoliakieforschung in ein Stadium gelangt, in dem es mdoglich scheint, den ursichlichen
Immunprozess der Autoimmunerkrankung naher zu untersuchen. Eine umfassende
Charakterisierung der Immunantwort gegen tTGC, z. B. wann im Leben eines Menschen eine
solche Immunantwort beginnt und welche Rolle das Auftreten der tTGCA innerhalb der
Fruhdiagnostik bzw. Prédiktion einer Zoliakie bei Risikopopulationen spielt, liegt bislang
jedoch nicht vor.

Wie beim Typ-1-Diabetes gelten die Erbfaktoren in der Zdliakie as prédisponierend. Die
Erkrankung ist mit Allelen des HLA-Genkomplexes assoziiert. Eine besondere Bedeutung
haben die HLA-Haplotypen DR3-DQ2 und DR7-DQ2, in einigen Bevolkerungsgruppen auch
DR5-DQ2 [72, 116]. Dieser Genkomplex kontrolliert Abwehr- und Entziindungsreaktionen
im Organismus und ist vermutlich in besonderer Weise an den Entzindungsreaktionen der
Dunndarmmukosa gegen Gliadin beteiligt [117].

Als weitere pathogenetische Komponente wird en angeborener intestinaler
Permeabilitétsdefekt bei den Patienten angesehen [48]. Hierduch kann nach einem Modell
von Schuppan et al. [107] vermehrt Gluten in die Lamina propria gelangen und so als Trigger
fir weitere Immunreaktionen fungieren. Die eingedrungenen Gluten-Peptide werden in ihrer
Immunogenitdt erhoht und so zu Neoepitopen, indem sie durch tTGC modifiziert
(desaminiert) werden. Makrophagen présentieren diese Gliadin-Peptidfragmente, was Uber
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eine T-Zell-Stimulation eine Zytokinausschittung zur Folge hat. Hierdurch wird die
Produktion von Antikdrpern (AGA, EMA, tTGCA — diese sind evtl. auch ursachlich in den
Krankheitsprozess involviert) angeregt. Gleichzeitig werden mesenchymatische Zellen
aktiviert, epitheliale Wachstumsfaktoren und Metalloproteinasen zu sezernieren, die zur
Kryptenhypertrophie und schlief3lich zur finalen Zerstorung der Dunndarmenterozyten fuhren.

Fir den initidlen Trigger der Pathogenese werden aber auch Nahrungsproteine
(Kuhmilchproteing), Umweltfaktoren wie Toxine oder Virusinfekte diskutiert. So fuhrt die
Homologie der Aminosduresequenz von A-Gliadin und dem humanen Adenovirus zu der
Theorie (molekulare Mimikry), dass eine Infektion mit dem Virus fur die Erkrankung an
Zodliakie notwendig ist [3]. Wie beim Typl-Diabetes wird auch in der Pathognese der Zdliakie
der Einfluss des Stillens diskutiert. Maki et al. beobachteten in diesem Zusammenhang, dass
mit steigender Dauer der Stillphase das Alter bei Manifestation einer Zoliakie stieg [76].

Immundiagnostik der Zoliakie

Seit den 60er-Jahren werden in Fallen mit untypischer Symptomatik oder bel Verdacht einer
Zoliakie standardméssig serologische Antikorperuntersuchungen zur Immundiagnostik
eingesetzt [133]. Es werden hauptsichlich Anti-Gliadinantikorper (AGA) der Klassen IgA
und 1gG und sogenannte Endomysium-Antikorper (EMA) der Klasse IgA nachgewiesen.

AGA (IgA und IgG) sind gegen den Getreidekleber gerichtet und werden unter Verwendung
eines  enzymgebundenen-Immunosorbent-Assays (ELISA)  bestimmt [103]. Die
Verlasslichkeit des Assays ist abhéangig vom Alter der Patienten und von der Aktivitat der
Erkrankung. AGA-IgA-Bestimmungen sind zuverlassig bei jungen Kindern mit aktiver
Erkrankung. Der Test erreicht bei Spezifitdten von 80-98 % Sensitivitéten von 90 % bis zu
100 % (aufer bei Patienten mit IgA-Mangel) [32, 119]. Die Bestimmung der AGA-IgG ist
ebenfalls sensitiv, jedoch weniger spezifisch. Bel dlteren Kindern und Erwachsenen mit
gtillem Krankheitsverlauf bisst der Test an Zuverlassigkeit ein. Nahezu jeder unbehandelte
Zoliakiepatient weist zwar AGA-IgG und/oder AGA-IgA auf, doch lassen sich diese
Antikoérper auch bis zu 20% bei gesunden Kontrollpersonen detektieren [10, 21].

Die sogenannten IgA-Endomysiumantikorper (EMA) sind — wie bisher vermutet - gegen ein
feines Bindegewebsgeflecht der glatten Muskulatur gerichtet. EMA werden mittels indirekter
Immunfluoreszens sowohl auf Schnitten von Affendsophagie als auch humaner Nabelschnur
nachgewiesen [60, 73]. Vor Behandlung haben etwa 90 % der Zdliakiepatienten EMA. Die
Sensitivitét der EMA ist eindeutig altersabhangig. Mit steigendem Alter steigt die Sensitivitét
des Tests auf bis zu 97 % verglichen mit etwa 80 % bei Kindern unter 2 Jahren [21].

Bisher hat die Praxis gezeigt, dass die hdchstmdgliche Sensitivitét und Spezifitdt bel
Verdachtsféllen der Zoliakie durch eine Kombination der AGA-IgA, AGA-IgG und IgA-
EMA erecht werden kann [21]. Trotzdem stehen die schwere Verfligbarkeit der
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Gewebeschnitte und die subjektive mikroskopische Auswertung einer hohen Sensitivitét und
Spezifitét des EMA-Tests entgegen.

Seit Dietrich und Mitarbeiter 1997 erstmals zeigten, dass das — wahrscheinlich - durch
mechanischen Stress und Traumata von den Zellen freigesetzte Enzym, die tissue-
Transglutaminase-C (tTGC), das Antigen der EMA st [38], steht der Diagnostik der Zdliakie
ein weiterer Immunmarker zur Verfligung. Erste Publikationen verschiedener Arbeitsgruppen
Uber die Sensitivitét und Spezifitét eines Transglutaminase-Assays sind bereits erschienen
[39, 61, 122]. Bisher wurde zum Nachweis der tTGC-Antikorper ein bereits kommerziell
erhdltlicher ELISA verwendet, der in einigen Arbeitsgruppen sowohl sensitivitiv (95 %-98 %)
als auch spezifisch war (94%-95%) [39, 122]. Ein erst kirzlich erschienener Vergleich
zwischen einem tTGCA-RBA, der Antikorper gegen die humane rekombinante tissue-
Transglutaminase-C misst, und einem ELISA zeigte, dass der RBA dem ELISA in Sensitivitét
und Spezifitdt deutlich Uberlegen ist [10]. Da IgG-Antikorper gegen Zoliakie-assoziierte
Antigene generell als weniger spezifisch as IgA-Antikorper angesehen werden, wird bislang
in erster Linie die IgA-Fraktion der tTGC-Antikorper detektiert. Ein in anderen Studien
erhobener [39] positiver Befund dieser Antikorper in Abwesenheit von IgA-EMA oder bei
einem IgA-Mangel wird daher nicht als Indikator fur ein erhéhtes Zoéliakie-Risiko angesehen
[62]. Bisher liegen hierfir jedoch keine bestétigenden Untersuchungen vor, so dass die Rolle
bzw. der pradiktive Wert der tTGCA-IgG bel Zdliakie weitgehend unklar ist.

Gemeinsamkeiten von Typ-1-Diabetes und Zéliakie

Allein die Tatsache, dass in Deutschland ca. 1,0-7,8% der Typ-1-Diabetiker zusétzlich eine
Zoliakie haben [128], I&sst die Vermutung zu, dass Assoziationen hinsichtlich der Entstehung
beider Autoimmunerkrankungen bestehen. So existieren fur beide Erkrankungen gemeinsame
HLA-Risiko-Allele (DR3, DQA*0501, DQB*0201), die jeweils zentrale Rolle der T-Zellen
und vermutete Umweltfaktoren (z. B. Stilldauer) in der Pathogenese der beiden Krankheiten
[40, 24]. Sowohl beim Typ-1-Diabetes als auch bei der Zoliakie spielen die spezifischen
Antikorper bei der Prédiktion die entscheidende Rolle. Die Art, Anzahl und Hohe der
jeweiligen Diabetes-spezifischen  Antikorper(titer) lassen den  Status der 3
Zel|zerstorungsprozesses abschédizen und den ungefdhren Ausbruch der Krankheit
voraussagen [100]. Ob eine manifeste, silente oder latente Zdliakie vorliegt, ist mit hoher
Sengitivitdt und Spezifitdt durch den Nachweis der Zdliakie-assoziierten Antikorper
feststellbar [74, 53].

Gemeinsam sind den beiden Erkrankungen auch die fatalen Folgeerkrankungen, die mit
grossem Leid fur den Betroffenen und immensen Kosten fir das Gesundheitssystem
verbunden sind.

Ein wesentlicher Unterschied der beiden Erkrankungen ist die Wirkung der Therapien. Durch
eine Gluten-freie Didt ist es bei einer diagnostizierten Zdliakie moglich, die Antikorpertiter zu
normalisieren sowie Folgeerkrankungen weitgehend zu vermeiden [18]. Hingegen ist es fir
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den Typ-1-Diabetes bisher nicht gelungen, eine erfolgreiche Therapie zu entwickeln, die
einen positiven Einfluss auf den Antikorperstatus und somit sekundér auf den Immunprozess
hat. Es kommt daher immer zur Erkrankung, die eine exogene Insulingabe nétig macht, wobei
langfristig gut eingestellte Blutzuckerwerte die Gefahr von Folgeerkrankungen mindern
konnen [121]. Eine relativ symptomarme Zdliakie tritt meist nach Manifestation eines Typ-1-
Diabetes auf, wohingegen bel mit Did behandelten Zdliakiepatienten selten ein Typ-1-
Diabetes diagnostiziert wird [128]. Bei einigen Zoliakiepatienten lassen sich im Verlauf der
Krankheit zwar Diabetes spezifische AntikOrper nachweisen, die aber nicht zwangslaufig zu
einem Ausbruch eines Diabetes fihren [18]. Das Testen von an Diabetes erkrankten Kindern
auf die Antikérper EMA und AGA wird in der Praxis heute empfohlen, dies gilt jedoch nicht
fur Diabetesrisikopersonen (wie z. B. erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern). Ebenso
werden Zoliakie-kranke Patienten nicht routineméssig auf Diabetes-spezifische Antikorper
untersucht [75]. Im Zuge der tTGC-Forschung tauchte die Frage auf, ob durch die Pravalenz
der tTGC-Antikorper bei Typ-1-Diabetikern néhere Erkenntnisse bzgl. der Assoziation zur
Zdliakie zu gewinnen sind. Erste Untersuchungen in diese Richtung haben ergeben, dass diese
Antikorper tatsachlich haufig bei Typ-1-Diabetikern nachweisbar sind, wobel ein Unterschied
der Pravalenz zwischen den Immunglobulin-Fraktionen IgA und IgG feststellbar sind.
Antikoérper gegen tTGC der Klasse 1gG waren vier mal so haufig bei manifesten Diabetikern
nachweisbar als Antikorper der Klasse IgA [62].
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1.3 Problemstellung

Leider lassen sich die beiden Autoimmunerkrankungen Typ-1-Diabetes und Zoliakie bis
heute weder durch primérpraventive Mal3nahmen verhindern, noch sind sie heilbar. Die
wesentliche Voraussetzung im Hinblick auf dieses Ziel, ist die vollstandige Aufklarung der
immunologischen Grundlagen der Entstehung dieser Erkrankungen. Unabhéngig davon
sollten aus préventivmedizinischer, gesundheitspolitischer und ethischer Sicht aber im
Rahmen der Sekundérpravention sinnvolle und praktikable Methoden in der Friherkennung
dieser beiden Erkrankungen realisiert werden. Nur dann kénnen therapeutische Mal3nahmen
rechtzeitig ergriffen werden, um die Sekundarkomplikationen des Typ-1-Diabetes und der
Zoliakie zu verhindern oder zumindest zu verzogern. Die einleitende Ausfihrung Uber den
derzeitigen Status der Immundiagnostik zeigt, dass bereits verninftige und realistische
Ansétize zur methodischen Vereinfachung eines Diabetes- bzw. Zoliakie-Risikoscreenings
gemacht wurden, jedoch im Hinblick auf ein gross angelegtes Risikoscreening noch
verbessert werden konnen.

In diesem Kontext wird in der vorliegenden Arbeit das Prinzip eines kombinierten
Nachweises der beiden Antikérper GADA und 1A2A aufgegriffen und in einer bislang noch
nicht evaluierten Risikogruppe (erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern) angewandt.
Konkret soll die vorliegende Arbeit hinsichtlich dieser Methode folgende Fragen
beantworten:

1. Kann im Hinblick auf ein kostenglinstiges und relativ einfaches Diabetesrisikoscreening
(auf Populationsebene) ein Radioligandenbindungsassay (RBA) etabliert werden, der
reproduzierbar und spezifisch den gleichzeitigen Nachweis von Autoantikdrpern gegen
die Glutamatdecarboxylase (GADA) und eine Tyrosinphosphatase (IA2A) erlaubt? Und
|&sst sich dieser Assay mit den gleichen Anspriichen auch mit Kapillarblut durchfthren?

2. Wie sind die Verteilung und Haufigkeit der Antikorpertiter gegen GAD und 1A2 einer
standardisierten kombinierten Nachweismethode bei erstgradig Verwandten von Typ-1-
Diabetkern?

3. Wie ist der prédiktive Wert fur die Voraussage eines Typ-1-Diabetes mit einer
standardisierten kombinierten Nachweismethode von GADA und IA2A?

4. Wie sensitiv ist dieser Test im Vergleich zu bereits etablierten Screeningstrategien auf
Insallzell-Autoantikorper (ICA) und Insulinautoantikorper (IAA)?

5. Und l&sst sich das Diabetesrisiko fir Verwandte ersten Grades durch den kombinierten
Test in Verbindung mit weiteren Markern wie: Alter, Verwandtschaftsstatus, |AA-Status
und dem Ergebnis eines intravendsen Glucose Toleranztests (IVGTT) noch genauer
abschétzen?
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Da erstens Kinder diabetischer Eltern ebenfalls ein erhohtes Diabetesrisiko haben und da
zweitens die Erkrankungen Typ-1-Diabetes und Zdliakie gehauft gemeinsam auftreten, ist zu
vermuten, dass fur Kinder von Diabetikern auch ein gewisses Risiko fur die Entwicklung
einer Zoliakie besteht. Nachdem dazu bisher keine Studien zur Verfiigung stehen, soll in der
vorliegenden Arbeit der Antikorperstatus gegen das neue Zdliakie-spezifische Antigen tissue-
Transglutaminase-C (tTGC) analysiert und die Bedeutung dieser Antikorper fir die
Prédiktion einer Zdliakie in diesem Kollektiv charakterisiert werden. Darlberhinaus wird
erstmals in einer Verlaufsbeobachtung die Abfolge und das zeitliche Auftreten Zdliakie-
assoziierter Antikorper ermittelt, um hierdurch ndhere Erkenntnisse bzgl. der Pathogenese
dieser Autoimmunerkrankung zu erlangen.

Bezlglich dieses Studienziels setzt sich die vorliegende Arbeit mit den folgenden weiteren
Fragestellungen auseinander:

6. Lasst sich eine standardisierte Nachweismethode in Form eines RBA etablieren, die
reproduzierbar und spezifisch Autoantikorper gegen tTGC misst?

7. Wieist die Pravalenz von Autoantikorpern der Immunglobulinklasse 1gG gegen tTGC bei
Kindern Typ-1-diabetischer Eltern im Vergleich zu Patienten mit Typ-1-Diabetes und
gesunden Kontrollpersonen?

8. Wie hoch ist die Pravalenz der Zoliakie-assoziierten Antikorper tTGC,
Endomysiumantikorper (EMA) und Antigliadinantikbrper (AGA) bel  Kindern
diabetischer Eltern?

9. Lasst sich auch bei Kindern diabetischer Eltern ein Zusammenhang zwischen der
Pravalenz Zdliakie-assoziierter Antikorper und dem Alter feststellen?

10. Hat die Stilldauer einen Einfluss auf die Pravalenz der tTGCA?

11. Welche Ergebnisse zeigt die prospektive Untersuchung dieses Kollektivs im Hinblick auf
die zeitliche Entwicklung Zoliakie-assoziierter Antikorper und welche Relevanz fur die
Erkrankung an Zdliakie ist damit verbunden?

12. Besteht ein Zusammenhang zwischen Zgliakie- und Diabetes-assoziierten Antikorpern?

Die Untersuchungen sollen zur Entwicklung préventivmedizinischer Massnahmen in der
Frihdiagnostik und zu néheren Erkenntnissen in der Pathogenese der beiden
Autoimmunerkrankungen beitragen.
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2 UNTERSUCHUNGSGRUPPEN UND M ETHODEN

2.1 Untersuchungsgruppen

2.1.1 Untersuchungsgruppen fur den GADIA2-combi

2.1.1.1 Kontrollpersonen

Zur Etablierung des Normalbereichs fur den kombinierten Antikdrpertest dienten 105 gesunde
Personen mit negativer Familienanamnese hinsichtlich eines  Typ-1-Diabetes
(Durchschnittsalter + SD: 27,7 + 7,8 Jahre;, Range: 19,2-52 Jahre). (Das
Untersuchungsmaterial stammte grésstenteils aus einem bereits vorhandenen Normalkollektiv
der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. A.-G. Ziegler am Institut fUr Diabetesforschung.) Alle
Kontrollpersonen wurden zusétzlich in separaten Tests auf die Antikorper GAD und 1A2
getestet. Bei 11 der 105 Kontrollpersonen wurde darlber hinaus Kapillarblut (nach
Plasmagewinnung) kombiniert auf GAD- bzw. IA2-Antikorper getestet.

2.1.1.2 Neumanifeste Typ-I-Diabetiker

Um die Sensitivitat des GADIA2-combi zu testen, wurden 72 neumanifeste Typ-1-Diabetiker
(Durchschnittsalter bel Manifestation + SD: 20,3 + 11,6 Jahre; Range: 1,0-52,4 Jahre) sowohl
mit dem GADIA2-combi-Test als auch mit den separaten Antikorper-Tests auf GADA und
IA2A untersucht. Die Diagnose des Typ-1-Diabetes erfolgte nach WHO-Kriterien [89, 139].
Die neu erkrankten Patienten wurden im Stadtischen Krankenhaus Munchen-Schwabing
stationdr auf die Insulintherapie eingestellt, wobel die Blutentnahme zur Bestimmung der
Antikérper vor Beginn der Insulinbehandlung vorgenommen wurde. Von den 72 Patienten
erklarten sich 35 bereit, sich zusétzlich einer Kapillarblutentnahme zu unterziehen. Das daraus
gewonnene Plasma wurde ebenfals im GADIA2-combi-Test eingesetzt und mit den
jeweiligen Ergebnissen aus dem Venenblut verglichen.

2.1.1.3 Verwandteersten Gradesvon Typ-1-Diabetikern

Seit 1989 wurden am Institut fur Diabetesforschung routineméaldig Verwandte ersten Grades
von Typ-1-Diabetikern eingeladen an einem Screening-Programm fir Diabetes-assoziierte
Antikorper teilzunehmen. Bisher wurden 1606 Verwandte (Durchschnittsalter + SD: 19,6 +
15 Jahre; Range: 0,3-68,7 Jahre) auf Inselzell- und Insulin-Autoantikérper untersucht. Von
den 1606 Verwandten waren 46 Antikorper-positiv (ICA- und/oder 1AA-positiv). In der
vorliegenden Studie wurden diese 1606 erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabteikern
zusétzlich auf GAD- bzw. 1A2-Antikérper in dem kombinierten Verfahren getestet.
Blutproben, die einen erhohten GADIA2-combi-Titer aufwiesen, wurden in einem weiteren
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Testdurchgang separat auf die beiden Antikbrper GADA und IA2A getestet. Antikorper-
positive Personen wurden um eine weitere Serumprobe gebeten und bei bestétigtem Befund
aufgefordert, sich einem oralen Glukose Toleranz Test (OGTT) zu unterziehen, um die
Stoffwechsellage zu kontrollieren (Median Zeitraum der Verlaufsbeobachtung: 5,6 Jahre).
Alle Antikorper-negativen Verwandte wurden im Juli 1997 schriftlich oder telefonisch um
eine weitere Serumprobe gebeten. Im Dezember 1997 waren insgesamt 684 Rickmeldungen
eingegangen, wobel 683 Verwandte bestdtigten, bisher nicht an einem Typ-1-Diabetes
erkrankt zu sein (Median Beobachtungszeitraum: 6,6 Jahre). Die Mutter eines eineiigen Typ-
[-diabetischen Zwillingspaares gab an, sieben Jahre nach der Antikorperuntersuchung an
einem Typ-1-Diabetes erkrankt zu sein (Alter bel Diagnose: 57 Jahre; negativer
Antikérperbefund 9 Monate nach Diagnose) .

2.1.1.4 Ein-und Ausschlusskriterien

Blutproben von Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern wurden nur in Verbindung
mit einem beantworteten Fragebogen getestet (Anhang Seite A1-A2). Aus diesem Fragebogen
musste deutlich der Verwandtschaftsgrad hervorgehen, um sicher zu stellen, dass eine
Verwandtschaft ersten Grades vorlag.

Einschlussbeschrankungen hinsichtlich des Alters wurden nicht gemacht. Den neu entdeckten
Typ-1-Diabetikern wurde vor Beginn der Insulintherapie Blut abgenommen. Alle Patienten
hatten freiwillig in Verbindung mit einem Aufkl&rungsgespréch in die Untersuchung
eingewilligt.

2.1.2 Untersuchungsgruppen fir den tissue-Transglutaminase-C-Assay

2.1.2.1 Kontrollpersonen

Zur Etablierung des Normalbereichs fir den tissue-Transglutaminase-C (tTGC)-Assays
wurden insgesamt 209 gesunde Personen mit negativer Familienanamnese hinsichtlich einer
Zdliakie und eines Typ-1-Diabetes (Durchschnittsalter + SD: 31,7 + 10,6 Jahre; Range: 2,0-
57,05) getestet. (Das Untersuchungsmaterial stammte Uberwiegend aus einem bereits
rekrutierten Normalkollektiv - von Frau Prof. Dr. A.-G. Ziegler am Ingtitut for
Diabetesforschung.)

2.1.2.2 Neumanifeste Typ-1-Diabetiker

Als weiteres Kontrollkollektiv fur den tTGC-Test dienten 99 Personen mit neuentdecktem
Typ-1-Diabetes (Durchschnittsalter £ SD: 11,9 + 6,3 Jahre; Range: 0,35-36,69). Die Diagnose
des Typ-1-Diabetes erfolgte nach WHO-Kriterien [89, 139]. Die neumanifesten Patienten
wurden im Stadtischen Krankenhaus Munchen-Schwabing stationdar mit Insulin eingestellt.
Bel keinem der 99 Patienten wurde je zuvor die Erkrankung Zdliakie diagnostiziert.
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2.1.2.3 Kinder diabetischer Eltern

Seit 1989 wird weltweit erstmals unter der Leitung von Frau Prof Dr. A.-G. Ziegler die
deutsche Multizenter-Studie BABY-DIAB zur Untersuchung der Genese der Diabetes-
assoziierten Autoimmunitédt bel Kindern diabetischer Eltern durchgefihrt. Diese prospektive
Studie von Geburt an sieht vor, 2000 Kinder Uber einen Zeitraum von mindestens 8 Jahren
(im Alter von 9 Monaten, 2, 5 und 8 Jahren) durch Blutentnahmen auf den Antikérperstatus
(ICA, IAA, GADA, IA2A), Umweltfaktoren und erstmals auch auf genetische Marker (HLA-
Typisierung, Prof. Dr. E. Albert, Labor fir Immungenetik, LMU Mduinchen) hin zu
untersuchen. Zum Zeitpunkt 10/98 sind bereits etwa 1900 Kinder in die Studie
eingeschl ossen.

Aus diesem Kollektiv wurden insgesamt 913 Kinder (795 Studienteilnehmer und 118
Geschwisterkinder) auf Transglutaminase-Antikorper (1gG) untersucht. Die jlngste
vorliegende Blutprobe wurde fir die Querschnittsuntersuchung auf tTGCA-1gG
herangezogen. Es waren dies 569 Serumproben von Kindern im Alter von 2 Jahren, 221 bel 5
Jahren und 123 im Alter von 8 Jahren. Hiervon waren 450 Méadchen und 463 Buben.
Teilgenommen an der Studie haben insgesamt 795 Familien, wobei in 222 Féllen der Vater
und in 558 Félen die Mutter den Typ-1-Diabetes hatte und in 15 Falen beide Elternteile
erkrankt waren

Ein Teilkollektiv von insgesamt 520 Kindern wurde zusétzlich auf Endomysium-Antikorper
(EMA) und Antigliadin-Antikorper (AGA) der Klassen IgG und IgA getestet. Dieswaren alle
123 Kinder im Alter von 8 Jahren, alle 221 im Alter von 5 Jahren und 176 (der insgesamt
569) Kinder bei 2 Jahren. In der Gruppe der 2-jdhrigen Kinder wurden jedoch nur 162 blind
getestet, die Ubrigen 14 Kinder wurden aufgrund eines positiven Antikdrper-Befundes im
tTGCA-1gG-Tests auf EMA und AGA getestet.

Bel einem positivem tTGCA-1gG-Testergebnis, nachweisbaren EMA oder AGA wurden ale
vorherigen konsekutiven Blutproben auf tTGCA (1gG und IgA), EMA und AGA (1gG und
IgA) getestet. Bei gleichzeitigem Vorliegen von tTGCA und EMA — und nach Bestédtigung
des Befundes anhand einer weiteren aktuellen Blutprobe — wurde eine Dinndarmbiopsie
veranlasst. Eine manifeste Zdliakie wurde nach den geltenden Kriterien der European Society
for Pediatric Gastroenterology and Nutrition diagnostiziert [123]. Bei keinem der
untersuchten 913 Kinder wurde weder vor dem Einschluss in die Studie jemals die
Erkrankung Zoliakie diagnostiziert, noch hatten die Kinder spezifische Symptome einer
Zoliakie.

2.1.2.4 Ein- und Ausschlusskriterien

Blutproben von Kindern diabetischer Eltern wurden nur nach einer Einverstéandniserklarung
der Eltern und in Verbindung mit beantworteten Fragebogen zum jewelligen
Untersuchungszeitpunkt auf  Zdliakie-Antikorper  getestet  (genehmigt  durch  die
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Ethikkommission der Bayrischen Landesarztekammer, Nr. 95357). Die Fragebtgen sind im
Anhang (Anhang Seite A3-A16) aufgefihrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Nachweisvon Autoantikor pern beim Typ-1-Diabetes

2211 Kombinierter Nachweis von Autoantikorpern gegen GAD und IA2 (GADIA2-
combi) in Venen- und Kapillarblut

Der GADIA2-combi-Test in ventsem Serum und kapillarem Plasma basiert methodisch auf
dem Design des Radioliganden-Bindungsassays zum separaten Nachweis von GAD- bzw.
IA2-Antikorpern [50, 92, 99] (siehe Kapitel 2.2.1.3). Die cDNA fur GAD65 wurde im Vektor
PEX9 (Dr. A. Lernmark, Karolinska Hospital, Stockholm, Schweden) und die cDNA fir
IA2ic im Vektor pGEM-4Z (Dr. M. R. Christie, King's College, London, UK) kloniert.
Transkription und Translation der beiden Antigene erfolgte in vitro in Anwesenheit von *S-
Methionin (Amersham, UK) mit Hilfe eines kommerziell erhdltlichen Kits (Promega,
Madison, WI). Die in dem Test eingesetzten 96-Well-Filtrationsplatten (Multiscreen-DV;
Millipore, Eschborn) wurden vor ihrer Verwendung mit BSA Uberzogen. Hierfir wurden die
Filter zundchst mit je 100 ul Plain-Puffer benetzt (150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4). Nach
einer Stunde wurde der Puffer entfernt und je 200 ul des sogenannten Coating-Puffers (150
mM NaCl, 20 mM TrispH 7,4, 1 % BSA) zugegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliessend wurden die Filter zweima mit je 200 pl Tween-Puffer (150 mM
NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 0,05 % Tween 20) gewaschen und schliesslich mit je 250 pl
Waschpuffer (150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 0,15 % Tween 20, 0,1 % BSA) pro Well
befullt. Die Platten wurden im Kuhlschrank bel 4 °C bis zu ihrer Verwendung (innerhalb 7
Tage) gelagert. Direkt vor der Verwendung wurden die Platten nochmals mit je 200 pl
Waschpuffer gewaschen. Jeweils 15000 cpm *S-1A2 und *S-GAD wurden zusammen in
insgesamt 50 pl IMP-Puffer (Tris-gepufferte Natriumchloridlosung mit Tween: 150 mM
NaCl, 20 mM Tris, 0,15 % Tween 20, 10 mM Benzamidine, 0,1 % Aprotinin, 0,1 % BSA; pH
7,4) mit 2 ul Patientenserum in Reaktionsgefassen (Safe-Lock 0,5 ml, Eppendorf, Hamburg)
Uber Nacht bel 4° C auf einem Rotor inkubiert. Die Uber Nacht gebildeten Immunkomplexe
wurden in Doppelansédtzen an Protein A Sepharose (Protein A Sepharosel] CL-4B, Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Schweden) immobilisiert. Hierfir wurden 50 pl einer 50%igen
vorgeguollenen Protein A Sepharose und 50 pl des préazipitierten Serums in Duplikaten in
jedes Well pipettiert. Nach 45 Minuten Inkubation bei 4 °C unter leichtem Ratteln, wurden
die Immunprazipitate mehrmals intensiv gewaschen. Hierfir wurden jeweils 150pl
Waschpuffer in die Wells gegeben, die gesamte Platte kurz gerittelt und mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Dieser Vorgang wurde funfmal wiederholt. Anschlief3end
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wurden die gebundene Radioaktivitdt nach Zugabe von 50 pl SzintillationsflUssigkeit
(Microscint40, Packard) im Szintillations-Counter (Top-Count, Packard) gemessen. Ein
GADA- und IA2A-positives Serum (Positiv-Kontrolle) und ein Serum negativ fur beide
Antikérper wurden as interner Standard in jedem Test mitgefihrt. Die GAD- und 1A2-
Aktivitét innerhalb der gebundenen Immunkomplexe wurden als Index (Units) nach folgender
Formel berechnet:

CPMprobe~CPMNegativ-Kontrolle
Index = x 100

CPMpositiv-Kontrol Ie_CpmNegati v-Kontrolle

cpm = Mittelwert der " counts per minute* aus Doppel bestimmungen

2.2.1.2 Gewinnungvon Kapillarblut

Fur die Gewinnung von Kapillarblut wurde den Patienten durch einen Stich (mittels Lanzette
oder Stechhilfe) aus der Fingerbeere oder aus dem Ohrldppchen mit einem heparinisierten
Kapillargefald (Sarstedt Mikrovette GB 300; Nimbrecht-Rommelsdorf) ca. 200 ul Blut
entnommen. Das Kapillargefald wurde dann fir 10 Minuten bei 5000 Upm zentrifugiert und
der Plasmaliberstand abgenommen. Anstelle der 2 pl Patientenserum im GADIA2-combi in
vendsem Blut wurden hier 2 pl Plasma eingesetzt.

2.2.1.3 Nachweisvon Autoantikor pern gegen GAD und 1A2

Die gegen Glutamatdecarboxylase (GAD) und eine Tyrosinphosphatase (IA2) gerichteten
Antikérper wurden jeweils anhand eines quantitativen Radioliganden-Bindungsassays (RBA)
im Patientenserum nachgewiesen [50, 92, 99]. Die cDNA fur GAD wurde im Vektor pEX9
(Dr. A. Lernmark, Karolinska Hospital, Stockholm, Schweden) und die cDNA fir [A2 im
Vektor pGEM-4Z (Dr. M.R. Christie, King's College, London, UK) kloniert. Die Antigene
wurden jeweils in vitro mittels eines kommerziell erhdtlichen Kits (Promega, Madison, WI)
in Anwesenheit von **S-Methionin (Amersham, UK) transkribiert und translatiert. Durch
Prézipitation mit 10%iger Trichloressigsdure wurde die in 2 pl Antigen eingebaute
Radioaktivitét in 2 ml Szintillationsflussigkeit (UltimaGold, Packard) in einem Liquid-
Szintillationscounter (1219 Rackbeta, Wallac, UK) evaluiert. Aligquote mit ca. 15000 cpm des
jeweiligen Antigens wurden in IMP(Immuno-Precipitation) -Puffer (trisgepufferte Natrium-
Chlorid-Lésung mit Tween: 150 mM NaCl, 20 mM Tris, 0,15 % Tween 20, 10 mM
Benzamidine, 0,1 % Aprotinin, 0,1 % BSA; pH 7,4) mit 2 ul Patientenserum bei 4 °C Uber
Nacht auf einem Rotor inkubiert. Am néchsten Tag wurden Duplikate der gebildeten
Immunkomplexe in 96-well Filtrationsplatten (0,45 um) (Multiscreen, Millipore, Bedford,
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MA) an 50 pl vorgequollene 50%ige Protein A Sepharose (Protein A SepharoselJ CL-4B,
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) gebunden. Nach 45 Minuten Inkubation unter
leichtem Rutteln mit Waschpuffer (150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 0,005 % Tween 20,
0,1 % BSA) wurden die Platten mehrmals intensiv gewaschen. Anschlief?end wurde die
gebundene Radioaktivitdt nach Zugabe von 50 pl Szintillationsflissigkeit (Microscint40,
Packard) in einem Szintillationscounter gemessen (Top-Count, Packard, Meriden, CT).
GADA-Titer < 13 Units und IA2A-Titer < 5 Units galten als negativer Befund. Diese Werte
entsprachen jewells der 99. Perzentile eines am Institut fur Diabetesforschung getesteten
Normalkollektivs [99].

2.2.1.4 Nachweisvon Inselzell-Autoantikorpern (1CA)

ICA wurden durch eine indirekte Immunfloureszenztechnik auf humanen Pankreasschnitten
nachgewiesen [15]. Hierfir wurden 5 pum starke Pankreas-Gefrierschnitte der Blutgruppe O
mit Aceton fixiert, mit unverdiinntem Testserum Uberschichtet und fir 30 Minuten in feuchter
Umgebung bel Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurden die Gefrierschnitte einmal
kurzzeitig und dann fir 30 Minuten in PBS (phosphatgepufferte Natriumchlorid-Lésung: 40
g/l NaCl, 5,75 g/l Na;HPO,, 1 g/l KH,PO,, 1 g/l KCL; pH 7,4) gewaschen und anschlief3end
getrocknet. Um die gebundenen Immunkomplexe sichtbar zu machen, wurden die Schnitte
mit einem mit PBS-Puffer verdinntem fluoreszenzkonjugierten Ziegen-Antikorper gegen
humanes IgG (FITC goat-anti-human 1gG, ATAB, Stillwater, USA) Uberschichtet und in
feuchter Umgebung und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem kurzen und einem 30-
mindtigem Waschschritt mit PBS wurden die Objekttrager gesdubert, getrocknet und mit
Eindeckmedium (Perma Flour Immunotech, Marseille, Frankreich), Gberschichtet und unter
dem Floureszenzmikroskop ausgewertet. Ein positer ICA-Befund wurde dann gestellt, wenn
die Inselzellen deutlich grin gefarbt sichtbar waren. Positive Serumbefunde wurden
zusétzlich in PBS-Puffer austitriert. Die Endpunkttiter wurden in Juvenile Diabetes
Foundation Units (JDF-U) angegeben, wobei die Detektionsgrenze 5-10 JDF-U betrug [99].

2.2.1.5 Nachweisvon Insulin-Autoantikorpern (IAA)

Der Nachweis der IAA erfolgte durch einen kompetitiven Radioimmunoassay [144]. Eine
Serumprobe wurde in Duplikaten mit Phosphatpuffer und BSA(bovines Serumalbumin)-
Phosphatpuffer 1 Stunde inkubiert. Nach Zugabe von *?*Jod-markiertem Insulin (Hoechst)
folgte eine 7-tdgige Inkubation. Die Immunkomplexe wurden nach Zugabe von PEG
(Polyéthylenglykol) 30 Minuten zentrifugiert. Anschlief3end wurden die Prazipitate mit PEG
gewaschen und das gebundene **Jod-Insulin in einem y-Counter gemessen. Die laborinterne
obere Normgrenze fur IAA betrug 49 nU/ml (Mittelwert + 4SD) [99].
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2.2.2 Metabolische Parameter beim Typ-1-Diabetes

Als metabolische Parameter wurden bei einigen Studienteilnehmern die orale und die
intravendse Glukosetoleranz ermittelt. Hierfir wurde bei den Patienten zundchst ein
Nuchternblutzucker bestimmt. Zur Messung der oralen Glukostoleranz (oraer Glukose-
toleranztest = OGTT) wurden den Patienten 400 ml Glukoselésung (= 75 g Glukose )
verabreicht. Wahrend des Tests waren die Patienten unter Ruhebedingungen. Zusétzlich zum
Nuchternwert erfolgten weitere Blutentnahmen (Kapillarblut) zur Blutzuckerbetimmung nach
60 und 120 Minuten [143].

Die intraventse Glukosetoleranz (intravendse Glukosetoleranztest = IVGTT) wurde nach
einem international standardisierten Protokoll [118], nach drei Tagen normaer bis
kohlenhydratreicher Kost und mindestens 10-stiindiger Nahrungskarenz (inkl. Nikotin und
Koffein) durchgefihrt. Den Patienten wurde mit einer Venenverweilkanile Uber eine
Cubitalvene ein Zugang gelegt, der mit ener langsam tropfenden isotonischen
Kochsalzlésung (0,9 % NaCl) offen gehaten wurde. Nach der Entnahme von ca. 20 ml
Nuchternblut wurde eine 25%ige Glukoseldsung in einer Menge von 0,5 g/lkg K érpergewicht
(max. 35 g) innerhalb von drel Minuten injiziert. Weitere Blutentnahmen folgten nach 1, 3
und 5 Minuten.

Die Insulinspiegel im Serum der entnommenen Blutproben wurden schliefdlich mit Hilfe eines
Doppel-Antikorper-Radioligandenbindungsassays nach einer Methode von Soeldner et al.
[114] ermittelt. Die Summe der 1- und 3-Minuten-Insulinwerte wurde als Index der frihen
Phase der Insulinsekretion verwendet und die Ergebnisse al's Perzentilen der Kontrollpersonen
dargestellt. Als pathologisch wurden Werte unterhalb der 1. Perzentile (< 49 pU/ml)
angesehen.

2.2.3 Nachweisvon Auto-Antikorpern be Zoliakie

2.2.3.1 Nachweisvon tissue-Transglutaminase-C-Antikorpern (tTGCA) der Klassen
IgG und IgA

Der Nachweis der tissue-Transglutaminase-C-Antikorper erfolgte nach dem Prinzip eines
Radioliganden-Bindungsassays (RBA). Humane tTGC wurde aus der RNA humaner
Pankreaszellen kloniert [10]. Das PCR-Produkt wurde dann direkt im pGEM-T-easy-V ektor
unter Kontrolle des SP6 Promoters (V. Lampasona, San Raffaele Hospital, Meiland, Italien)
kloniert. Das Vorgehen der radioaktiven Markierung des Antigens tTGC ist analog zu der
Markierung der beiden Antigene GAD und IA2 (siehe 2.2.1.3).

In 96-deep-well-plates (Beckman, Fullerton, CA, USA) wurden jeweils 2 ul Testserum in
Duplikaten mit 15000 cpm tTGC in 25 pl TBST (150 mM NaCl, 1 % Tween 20, 50 mM Tris,
pH 7,4) auf Eis angesetzt. Nach intensivem Schiitteln und Zentrifugation bei 2200 Upm fir 5
Minuten wurde der Ansatz bei 4 °C abgedeckt Uber Nacht inkubiert. Die gebildeten
Immunkomplexe wurden am néchsten Tag durch Zugabe von 2 mg vorgequollener Protein A-
Sepharose (Protein A Sepharosel7 CL-4B, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) in 50
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pl TBST pro well nach einer Stunde Inkubationszeit (bei 4 °C unter Schitteln) gebunden.
Nach intensvem Waschen mit TBST (5 ma mit je 800 pl) und jeweils anschlief3ender
Zentrifugation bel 2200 Upm fur 5 Minuten wurde das Pellet in Microtiter-Platten
(Optiplates, Packard, Meriden, CT) uberfihrt und mit 150 pl Szintillationsflissigkeit
(Microscint4, Packard) pro Well 30 Minuten bei 4 °C geschittelt. Die gebundene
Radioaktivitét wurde im Szintillations-Counter (Top-Count, Packard) Uber 5 Minuten je Well
gemessen.

Fur den Nachweis der tTGC-1gA-Antikorper wurde die Protein A Sepharose durch 4 pl Anti-
IgA kovalent gebundene Agarose-Beads (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) ads
Immunkomplex-Bindungsmedium ersetzt. Der Test entspricht ansonsten exakt dem des
tTGCA-1gG-Nachweises.

2.2.3.2 Nachweisvon Endomysium-Antikoérpern (EMA) der Klasse IgA

Die Bestimmung der Endomysium-Antikorper der Klasse IgA erfolgte im Labor von Prof. Dr.
M. Stern der Universitdts-Kinderklinik Tubingen. Es wurde ein kommerziell erhaltlicher
indirekter Immunfluoreszenzkit (Euroimmun, Gross Grénau, Deutschland) verwendet. Die
Bestimmung erfolgte mit Hilfe von Gewebeschnitten des Darmes von Primaten. Auf
Reagenztrager wurden jeweils 25 pl mit Phosphatpuffer (pH 7,2) verdinnte (1:5)
Serumproben pipettiert und die mit den Darmgefrierschnitten beschichteten Objekttrager (=
Biochip) in den so entstandenen Tropfen eingetaucht. Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde der Objekttrager mit Phosphatpuffer abgespilt und fir eine Minute in
einer Kuvette mit Phosphatpuffer gewassert. Die gereinigten Felder des Reagenztrégers
wurden mit je 20 pl Antiserum (Flour-1sothiocyanat(FITC)-markiertes Anti-Human-1gA der
Ziege, 1.5 verdunnt mit PBS-Tween) beschichtet und die Biochips in den so entstandenen
Tropfen auf den Reagenztréagern eingetaucht. Nach weiteren 30 Minuten Inkubationszeit
wurde der Objektrager abgespilt und mit Phosphatpuffer gewaschen, danach mit Phosphat-
gepuffertem Glycerin (pH 8,4) eingedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Bei
einem positiven Befund war das extrazelluldre Bindegewebe der Diindarmmukosa deutlich
grin geféarbt sichtbar. Positive Seren wurden zusétzlich mit PBS-Puffer austitriert und die
Endpunkttiter in Units angegeben. Der Grenzwert fur Positivitét lag bel 5 Units [119]. Ein
Kind mit eéinem nachgewiesenen IgA-Mangel wurde auf EMA-IgG getestet. Fur diesen
Nachweis wurde anstelle des Anti-Human-1gA-Antikorpers der Ziege ein (FITC-markierter)
Anti-Human-1gG-Antikorper vom Hasen (Dia-Sorun, Stillwater, MN, USA) verwendet.

2.2.3.3 Nachweisvon Antigliadin-Antikorpern (AGA) der Klassen 1gA und 1gG

Antigliadin-Antikorper der Klasse IgA und 1gG wurden im Institut von Prof. M. Stern der
Universitéts-Kinderklinik Tabingen bestimmt. Hierfir wurde der kommerziell erhéltliche
ELISA der Firma Euroimmun (Gross Gronau, Deutschland) verwendet. 10 pl des Testserums
wurden mit 1 ml Probenpuffer in einem Reaktionsgefald verdinnt. Je 100 pl verdinnte
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Serumprobe, Kalibrierungsserum sowie der Positiv- und Negativkontrolle wurden in die mit
Antigen (aus Weizengluten isoliertes und gereinigtes Gliadin) beschichteten Reagenzgefalie
pipettiert und bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert. Die Reagenzgefde wurden
anschlief3end entleert und mit jewells 300 pl Waschpuffer gewaschen und schliefdlich wieder
vollstandig entleert. Je 100 pl des Peroxidase-markierten Anti-Human-IgA- bzw. Anti-
Human-1gG(Kaninchen)-Antikdrpers wurden in die Reagenzgefasse pipettiert und fur 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entleerung und einem erneuten Waschschritt
zur Entfernung nicht gebundener Detektionsantikérper wurden je 100 pl Chromogon-
(Tetramethyl benzidin)/Substrat-(Wasserstoffperoxid)-Ldsung in die Reaktionsgefalie gegeben
und bei Dunkelheit 15 Minuten inkubiert. Die Reaktion der mit an den Geféldwéanden
haftenden Antigliadin-Antikdrper wurde dann mit 1 N Phosphorsaure gestoppt. 30 Minuten
spéter erfolgte die photometrische Auswertung bel 450 nm Messwellenlénge und einer
Referenzwellenlange von > 620 nm. Als positiv wurden Seren beurteilt, die 3 SD Uber dem
Mittelwert eines gesunden Kontrollkollektivs lagen. Der Cut-off fur Positivitét der AGA-1gG
lag bei > 0,087 Units, der fir AGA-IgA bel > 0,034 Units[119].

2.3 Statistik

Die statistischen Auswertungen in dieser Arbeit wurden mit dem Programmpaket SPSS
Verson 9,0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) durgefihrt. Ergebnisse wurden as
Mittelwerte, Mediane oder als Mittedlwerte + Standardabweichung berechnet. Zwei
Stichproben wurden vor dem Vergleich ihrer Mittelwerte entweder graphisch (Histogramm)
oder rechnerisch (Kolmogorov-Smirnov-Test) auf Normalverteilungen hin geprift. For
Korrelationen wurde der parameterfreie Spearman’s Rank-Test verwendet. Unterschiede in
Héaufigkeiten wurden mit dem x%Test, Unterschiede bzgl. der Titerhéhe mit dem Kruskall-
Wallis-H-Test ermittelt. Das kumulative Diabetesrisiko bei Antikdrper-positiven Personen
wurde durch Lifetable-Analysen untersucht. Fur die Berechnung von Antikorpergrenzwerten
fand das Vefahren der  Q-Q-Normalverteilungs-Plots  Anwendung. Eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde in allen Fallen als signifikant angesehen.

Sensitivitat, Spezifitat, pradiktiver Wert

Fur die Ermittlung der Qualitét der verwendeten Antikorpertests wurden verschiedene
Mel3grofien verwendet. Die Sensitivitét ist eine Mal3 fur die Empfindlichkeit eines Tests, mit
der der Antell der positiven Testresultate an der Gesamtheit der Kranken oder Antikorper-
positiven angegeben wird. Je hoher die Sensitivitét ist, desto besser ist der Test geeignet,
gesunde (bzw. Antikdrper-negative) von kranken (bzw. Antikorper-positiven) Personen zu
diskriminieren. Unter der Spezifitdt eines Tests versteht man die Eignung des Tests, gesunde
bzw. Antikorper-negative Personen auch tatsichlich als gesund zu erkennen. Ein Antikorper-
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Test hat eine geringe Spezifitdt im Hinblick auf eine spezielle Erkrankung, wenn dieser
Antikérper z.B. auch bei anderen Erkrankungen auftritt oder gar haufig in der
Normalbevolkerung nachweisbar ist. Der prédiktive Wert gibt an, wie grol3 die
Wahrscheinlickkeit dafiir ist, bel einem positiven Testergebnis zu erkranken.
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3 ERGEBNISSE

3.1 GADIA2-combi

3.1.1 Etablierung des GADIA2-combi

3.1.1.1 Ermittlung des optimalen Mischungsver haltnisses der beiden Antigene GAD
und IA2

Die beiden Antigene GAD und A2 wurden zundchst separat voneinander radioaktiv markiert

und die Qualitét (cpm/ul markiertes Antigen) der jeweiligen Markierung im Scintillations-

Counter evaluiert. Hierfr wurden jewells 2 pl Antigen (in 2 ml ScintillationsflUssigkeit) im

y-Counter gemessen. Je nach Menge der com/ul Antigen variierte das in den Test eingesetzte

Volumen (in pl) an Antigen.

Fur die Ermittlung des optimalen Mischungsverhaltnisses der beiden Antigene GAD und 1A2
wurde ein Teilkollektiv der 72 Typ-1-Diabetiker bei Manifestation (siehe Kap. 2.1.1.2) gezielt
ausgewahlt. Es wurden 6 Seren, die positiv fur GADA, 11 Seren, positiv fur 1A2A, und 14
Seren, die sowohl positiv fiur GADA as auch fur IA2A waren, gewahlt. Zusétzlich wurden in
jedem Ansatz funf Antikdrper-negative Seren aus dem Normalkollektiv (siehe Kap. 2.1.1.3)
mitgetestet. Das Mischungsverhéltnis der beiden Antigene wurde zunéchst so gewahlt, dass
fir 2 pl Testserum jeweils 20000 cpm des jeweiligen Antigens im Testansatz zur Verfligung
standen. Das V erhéltnis wurde dann so lange variiert, bis der kombinierte Test den Einzeltests
auf GADA bzw. IA2A qualitativ entsprach und so die maximale Sensitivitédt erreichte. Bei
jeweils 15.000 cpm, war der Test am sensitivsten, d. h. alle GADA- bzw. |A2A-positiven, alle
doppelt-positiven und alle negativen Seren des Teilkollektivs wurden mit dem kombinierten
Test korrekt detektiert und die Hohe der Antikérpertiter des kombinierte Tests
korrespondierten mit denen der Einzeltests. Bei einem Ungleichverhdtnis derAntigene GAD
und IA2 waren falsch positive Antikorper-Titer gegen das im Uberschuss vorhandene Antigen
haufiger. Bei 20000 cpm je Antigen war der Background (unspezifische cpm) zu hoch, so
dass das Verhdltnis zwischen der Positiv- und Negativkontrolle zu gering war und so
ebenfalls gehauft falsch positive Ergebnisse gemessen wurden. Bei einer zu niedrigen
Konzentration der Antigene (weniger als 15000 cpm je Antigen), wurden dagegen positive
Seren teilweise nicht erkannt.

3.1.1.2 Bestimmung des Normbereichs

Mit der Bewertung der 105 Kontrollseren mit dem GADIA2-combi ergab sich die in
Abbildung 1 dargestellte Haufigkeitsvertellung der GADIA2-combi-Titer. Der Cut-off fir
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Positivitdt wurde bei 10 Units festgelegt, was nahezu der 99. Perzentile von 9,89 Units
entsprach. Die statistische Analyse mit dem nichtparametrischen Test nach Kolmogorov-
Smirnov ergab, dass diese Stichprobe normal verteilt war.

Haufigkeit (n)

30
Cut-off =10 U
20 =
10 +
v
0 _// ™~

93 66 -38 -11 1,7 44 72 99
7,9 52 24 0,3 31 5,8 8,6 11,3
GADIA2-combi-Titer (U)

Abbildung 1: Haufigkeitsverteilung der GADIA2-combi-Titer bei 105 gesunden Kontrollpersonen

3.1.1.3 Rdiabilitat des GADIA2-combi

Um die Zuverléssigkeit und die Variabilitdt des GADIA2-combi zu prifen, wurden 20 Seren
aus dem Kollektiv der 74 neumanifesten Typ-1-Diabetiker zwischen drei- und funfmal
getestet (Abbildung 2). Gerade im hohen Titerbereich schwankten die Ergebnisse teilweise
erheblich. Die niedrigste Spannweite mit 0,9 Units wurde bei Serum Nr. 1 (Range: 2,2-3,1)
und die hoéchste Spannweite mit 44,2 Units bel Serum Nr. 9 (Range: 35,3-79,5) gemessen.
Ungeachtetdessen lagen alle sechs GADIA2-combi-negativen Seren auch bel wiederholten
Tests unter dem Cut-off von 10 Units. Auch die positiven Antikorperbefunde der Seren Nr. 7-
20 konnten in jedem weiteren Ansatz bestétigt werden.
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Abbildung 2: Variation der GADIA2-combi Ergebnisse von 20 neuentdeckten Typ-1-Diabetikern (6 Antikorper-
negativ, 14 Antikorper-positiv) in wiederholten Testansétzen. Die waagerechte Linie kennzeichnet
den Cut-off des GADIA2-combi von 10 Units.

3.1.1.4 Sensitivitat des GADIA2-combi

Um die Sensitivitdt des GADIA2-combi zu prifen, wurden die GADIA2-combi-Ergebnisse
von insgesamt 72 neumanifesten Typ-1-Diabetikern mit den bereits ermittelten GADA- bzw.
IA2A-Titern aus den Einzeltests verglichen. Es wurden hierfir 8 Seren sowohl negativ fur
GADA als auch fur IA2A, 15 nur GADA-positive, 16 nur 1A2A-positive und 33 sowohl
GADA- as auch 1A2A-positive Seren, selektiert. Die Ergebnisse des Vergleichs sind in
Tabelle 1 zusammengefasst. Der GADIA2-combi-Test detektierte alle doppelt-negativen und
alle doppelt-positiven Seren zu 100%. Jeweils zwei der 15 nur GADA-positiven und zwei der
16 nur 1A2A-positiven Seren wurden mit dem GADIA2-combi als falsch negativ getestet. Die
GADA- bzw. IA2A-Titer der mit dem GADIA-combi-Test nicht korrekt detektierten Seren
sind im Einzelnen in Tabelle 2 aufgefihrt.
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Tabellel:  Sensitivitét des GADIA2-combi bei 72 neumanifesten Typ-1-Diabetikern mit unterschiedlichem
Antikorperstatus (+ = pos.; — = neg.)

GADA-/1A2A- nur GADA+ nur [A2A+ GADA+/1A2A+
Korrekt n (%) 8 (100) 13 (86,6) 14 (87,5) 33 (100)
Falsch negativ n (%) 0 2(13,3) 2(12,5) 0
Falsch positiv n (%) 0 0 0 0

Tabelle2:  Testergebnisse der im GADIA2-combi falsch detektierten Seren
U = Antikodrpertiter in Units; Cut-off (in U): GADA = 13, IA2A =5, GADIA2-combi = 10

Serum-Nr. GADIA2-combi (U) GADA (U) IA2A (U)
GADA - positiv 1 98 17 2

2 8,1 31 2
IA2A - positiv 1 38 -1 13,2

2 4 -2 14

3.1.15 Korrelation der GADIA2-combi-Titer mit GADA- und IA2A-Titernim
Einzeltest

Die Titer des GADIA2-combi-Tests korrelierten mit den IA2A-Titern in den Seren, die nur

far IA2A (n = 16) und fur beide Antikorper positiv waren (n = 33) (Rs = 0,406; p = 0,004).

Ebenso korrelierten die GADIA2-combi-Titer stark mit GADA-Titern in nur GADA-

positiven (n = 15) bzw. doppelt-positiven Seren (n = 33) (Rs= 0,492; p < 0,001). Abbildung 3

zeigt die Korrelationen.
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Abbildung 3 atb:Korrelation von GADIA2-combi-Titern mit @) |A2A-Titern bei insgesamt 49 neuentdeckten
Typ-1-Diabetikern bzw. b) mit den GADA-Titern bei insgesamt 48 neuentdeckten Diabetikern.
Die senkrechte Linie kennzeichnet jeweils den Cut-off von 10 Units des GADIA2-combi; die
waagerechte Linie kennzeichnet in @) den Cut-off von 5 Units des |A2A-Tests und in b) den
Cut-off von 13 Units des GADA-Tests.
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3.1.1.6 Der additive Effekt

Neuentdeckte Typ-1-Diabetiker, die sowohl positiv fur GADA als auch fur IA2A waren,
hatten signifikant héhere GADIA2-combi-Titer as digjenigen, die nur fir einen der beiden
Antikérper positiv waren (p < 0,001) (Tabelle 3).

Tabelle3:  Mittelwertvergleich der GADIA2-combi-Titer bei Patienten mit nur eéinem bzw. zwei positiven

Antikorpern
Antikorperstatus Anzahl der Personen Mittelwert Standardabweichung
GADA+ oder IA2A+ 31 44,09 28,28
GADA+ und IA2A+ 33 87,76 44,33

3.1.2 Charakterisierung der GADIA2-combi-Ergebnisse bel Verwandten
ersten Gradesvon Typ-I-Diabetikern

3.1.2.1 Hoheder GADIA2-combi-Titer bel 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-
Diabetikern

Mit der Aufteilung der getesteten 1606 Verwandte in AntikOrper-negative, Antikorper-
positive (ein oder mehrere Antikorper aus: GADIA2-combi, ICA und IAA) und Verwandte,
die einen Diabetes entwickelten, in Relation zur Hohe der GADIA2-combi-Titer, ergab sich
diein Abbildung 4 dargestellte Verteilung. Von den 1606 Verwandten wiesen 1519 (94,6 %)
Personen keine Antikorper auf und waren auch nicht an Diabetes erkrankt, 63 (3,9 %) waren
fir einen oder mehrere Antikorpertests positiv, hatten aber keinen Typ-1-Diabetes und 24 (1,5
%) Verwandte (darunter Antikorper-positive bzw. —negative) waren erkrankt.. Der Median
der GADIA2-combi-Titer in der Gruppe der Antikorper-negativen Verwandten lag bei 0,2
Units, in der Gruppe der Antikorper-positiven lag er bel 36,6 Units und die Gruppe der an
Diabetes erkrankten wie einen Median der GADIA2-combi-Titer von 58,9 Units auf. Die
Hohe der GADIA2-combi-Titer unterschied sich in diesen drei Gruppen signifikant
(Antikorper-negative vs. Antikorper-positive, Antikorper-negative vs. Diabetiker und
Antikoérper-positive vs. Diabetiker jewells p<0,001).
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Abbildung 4: Scatterplot der GADIA2-combi-Titer von Antikorper-negativen, Antikorper-positiven und

diabetischen erstgradig V erwandten von Typ-1-Diabetikern. Die waagerechte Linie kennzeichnet
den Cut-off von 10 U. (p < 0,001 fur das Gesamtkollektiv)

3.1.2.2 Antikorperstatus bei 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern mit

Verlaufsbeobachtung

Von 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern waren insgesamt 86 Personen
Antikoérper-positiv und 1520 Personen waren Antikorper-negativ. 55 der 86 Antikorper-
positiven Verwandten wurden bereits durch die Erstuntersuchung auf die Antikdrper ICA und
IAA detektiert. Die weiteren 31 Personen wurden allerdings erst durch die Nachuntersuchung
mit dem GADIA2-combi-Test als Antikorper-positiv erkannt. Von 55 ICA- und/oder 1AA-
positiven Patienten waren 46 zusétzlich im GADIA2-combi-Test positiv (14ICA+/1AA-, 10
IAA+/ICA-, 22 ICA+/IAA+). Die Auswertung ist in Abbildung 5 zusammengefasst.
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Abbildung 5: Flussdiagramm des GADI A2-combi-Studienkollektivs
Von den 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern konnte nach einem

Beobachtungszeitraum (Median Verlaufsbeobachtung 5,6 Jahre) zur Bestétigung der
erhobenen Antikorper-Befunde bel 770 (47,9%) Personen eine weitere Serumprobe
untersucht werden. Hiervon waren 684 Personen Antikorper-negativ. und 86 Personen
persistierend Antikorper-positiv. Von den 684 Antikorper-negativen Verwandten entwickelte
eine Person nach einem Beobachtungszeitraum von 7 Jahren einen manifesten Typ-1-
Diabetes. Diese Person war in jeder Serumprobe fur alle Antikérper negativ. 77 der 86
Antikorper-positiven Verwandten hatten GADIA2-combi-Titer tUber dem Cut-off von 10
Units. Von den restlichen neun Antikorper-positiven Verwandten hatte eine Person ICA und
bei acht Personen lief3en sich positive IAA detektieren (Abbildung 5).
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3.1.2.3 Antikérperkombination bel 86 Antikorper-positiven erstgradig Verwandten

von Typ-1-Diabetikern
Alle GADIA2-combi-Befunde der 86 Antikdrper-positiven Personen wurden durch separate
Tests auf GADA bzw. IA2A bestétigt. Hierbei wiesen von den 77 mit dem GADIA2-combi-
Test positiv getesteten Personen insgesamt 44 Verwandte positive GADA-Titer, 4 Personen
hatten erhéhte IA2A-Titer und 29 waren sowohl gegen GAD als auch gegen 1A2 positiv. 46
(59,7 %) der 77 GADIA2-combi positiven Patienten wurden bereits durch ein friheres
Screening auf ICA bzw. IAA as Antikorper-positiv identifiziert (14 ICA+/IAA-, 10
IAA+/ICA- und 22 ICA+/1AA+). Insgesamt 31 (40,3 %) getestete Personen hatten positive
GADIA2-combi-Titer waren aber negativ fur ICA und I1AA.
Die Auswertung der Antikorperkombinationen ergab, dass die Mehrzahl (n = 34; 39,5 %) der
86 Antikorper-positiven Personen fur nur einen der vier Antikorper (aus ICA, 1AA, GADA
und 1A2A) positiv war. Dies waren Uberwiegend (n = 25) Antikoérper gegen GAD. 22
Personen (25,6 %) waren fir zwei Antikdrper positiv und 19 Personen fir drei (22,1 %). 13
(15,1 %) erstgradig Verwandte hatten alle vier Antikérper. Die Kombination der einzelnen
Antikorper ist in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle4:  Antikdrperkombinationen bei 86 Antikorper-positiven erstgradig Verwandten von Typ-1-

Diabetikern

GADIA2- Anzahl positiver  ICA IAA GADA |A2A n total
combi-Test Antikorper (n Diabetes)

- 1 Antikorper + - - - 1(0)

- - + - - 8(1)

+ - - + - 25(2)

+ 2 Antikorper + - + - 5(1)

+ + - - + 2(1)

+ - + + - 7(0)

+ - - + + 6 (0)

+ 3 Antikorper + + + - 7(3)

+ + - + + 75

+ + + - + 2D

+ - + + + 3(1)

+ 4 Antikorper + + + + 13 (8)

> =86 (23)

3.1.2.4 Typ-1-Diabetesbe Antikorper-positiven erstgradig Verwandten von Typ-1-
Diabetikern

Von 86 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern, die mindestens in einem
Antikorpertest positiv waren (aus ICA, IAA und GADIA2-combi) entwickelten 23 einen
manifesten Typ-1-Diabetes (Median Beobachtungszeitraum 5,6 Jahre; Intervall 0,5-8,2 Jahre,
Median Alter bei Manifestation 17,6 Jahre; Interval 1,4-35,4 Jahre). Hiervon waren 22
(95,7 %) positivim GADIA2-combi-Test. Ein Kind, das einen manifesten Typ-1-Diabetesim
Alter von 2 Jahren entwicklete, hatte lediglich Antikorper gegen IAA (siehe Tabelle 4 und
Abbildung 5).

Typ-1-Diabetes in Abhangigkeit der Anzahl positiver Antikorper

Personen mit drel bzw. vier Antikorpern entwickelten signifikant haufiger einen Typ-1-
Diabetes as Personen, die nur in einem bzw. in zwel Antikérpertests positiv waren
(p < 0,001). Von 34 Verwandten mit nur eéinem positiven Antikorper entwickelten 3, von 22
Verwandten mit zwei Antikorpern entwickelten 2 Personen einen Typ-1-Diabetes (8,8% bzw.
10%). Die Hélfte der Personen mit drel positiven Antikérpern (10/19; 52,6 %) und fast zwei
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Drittel (8/13; 62,5 %) der Personen mit allen vier Antikdrpern erkrankten an Typ-1-Diabetes.
Abbildung 6 zeigt diese Auswertung.

Haufigkeit von Antikbrperkombinationen bzw. Typ-1-Diabetes bei
86 Antikorper-positiven Verwandten
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20%+
10%+
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Abbildung 6: Anzahl positiver Antikdrper und Diabetesentwicklung bei 86 Antikorper-positiven Verwandten (%
beziehen sich immer auf die Gesamtgruppe der 86 Antikdrper-positiven erstgradig V erwandten
von Typ-1-Diabetikern)

Typ-1-Diabetes in Abhangigkeit der Antikor perkombination (-spezfitét)

GADIA2-combi-positive Verwandte, bei denen sowohl IAA als auch ICA nachgewiesen
werden konnten, entwickelten signifikant haufiger einen Typ-1-Diabetes als Patienten die fir
nur enen dieser AntikOrper positiv bzw. fur beide negative Werte zeigten
(p < 0,001, siehe Abbildung 7).
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Haufigkeit positiver Antikorper bzw. der Entwicklung eines Diabetes
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Abbildung 7: Antikdrperkombinationen (aus ICA und IAA) und Diabeteserkrankungen bei 77 GADIA2-combi-
positiven erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern

Die Andyse der 77 GADIA2-combi-positiven Verwandten im Hinblick auf die
Antikorperspezifitét (GADA bzw. |A2A) und zusétzliche IAA-Positivitéat ergab, dass die
Mehrheit der GADIA2-combi-positiven Personen, mit GADA in Abwesenheit von [A2A
(44/77), keine IAA aufwiesen (30/44). In dieser Gruppe entwickelten jedoch genauso viele
Patienten einen Diabetes (3/30; 10 %) wie in der Gruppe der IAA-positiven (3/14; 21 %). Die
Relevanz der IAA auf die Entwicklung eines Typ-1-Diabetes zeigte sich erst bel den GADA-
und IA2A-positiven Personen. Hier erkrankten mehr as die Hélfte der IAA-positiven
Personen (9/16; 56,3 %) im Vergleich zu 38,8 % (5/13) der 1AA-negativen. Von den
insgesamt nur 4 |A2A-positiven Personen erkrankten interessanterweise zwei unabhangig
vom |AA-Status an einem Typ-1-Diabetes (siehe Tabelle 5).
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Tabelles:  Haufigkeit von IAA und Diabeteserkrankungen bei 77 GADIA2-combi-positiven erstgradig
Verwandten von Typ-1-Diabetikern in Abhangigkeit der Antikorperspezifitét (GADA und/oder

IA2A)
Antikérperkombination Haufigkeit (n) Diabetes (n)

GADA+/1A2A- 44 6
IAA+ 14 3
IAA- 30 3

GADA-/IA2A+ 4 2
IAA+ 1
IAA- 1

GADA+/1A2A+ 29 14
IAA+ 16 9
IAA- 13

3.1.25 Pradiktiver Wert (Abschatzung des Diabetesrisikos)

Mittels Lifetable-Analysen wurde unter Berticksichtigung der GADIA2-combi-Titerhéhe und
der Antikorperspezifitét das Risiko ermittelt, innerhalb von 5 Jahren an Typ-1-Diabetes zu
erkranken.

Beziehung zur Titerhohe

Abbildung 8 zeigt das Risiko fur Diabetiker innerhalb von funf Jahren einen manifesten Typ-
1-Diabetes zu entwickeln in Abhéngigkeit der Titerhthe des GADIA2-combi-Tests. Das
Risiko fur Verwandte ersten Grades von Typ-1- Diabetikern war bei GADIA2-combi-Titern
Uber 50 Units mit 51,2% [95 % CI: 0,6-24] signifikant hther (p < 0,001), im Vergleich zu
Verwandten mit Titern zwischen 10 und 50 Units (12,5 % [95 % CI: 30-73]) und darunter.
Verwandte von Typ-1-Diabetikern mit GADIA2-combi-Titern unter 10 Units hatten ein sehr
geringes Risiko innerhalb eines Beobachtungszeitraum von 5 Jahren an einem Typ-1-Diabetes
zu erkranken (0,17 % [95 % CI: 0,01-0,5]). Die Analyse der Personen mit Titern Uber 50
Units ergab ausserdem, dass der Uberwiegende Teil (22 von insgesamt 33 Personen, 66,7 %)
sowohl GADA as auch IA2A in den Einzeltests aufwies.
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Abbildung 8: Lifetable-Analyse des Diabetesrisikos bei Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikernin
Abhangigkeit der GADIA2-combi-Titerhthe. Der Beobachtungszeitraum beginnt mit der ersten
Blutprobe und endet bei Diabetesmanifestation oder mit dem Tag des letzten Kontaktes mit der
Person. Unter dem Graph ist die Anzahl der Personen mit unterschiedlichen Titerhdhen, die zu
dem jeweiligen Zeitpunkt noch in die Studie eingeschlossen waren.

Beziehung zur Antikor perspezifitat

Das kumulative Risiko in Abhangigkeit von der Antikorperspezifitét (GADA oder/und 1A2A)
innerhalb von funf Jahren an einem Typ-1-Diabetes zu erkranken zeigt Abbildung 9.
Verwandte ersten Grades von Typ-1-Diabetikern mit GADA und IA2A, hatten ein signifikant
hoheres Risiko einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln as Personen, die lediglich positiv fur
GADA waren. Das 5-Jahres-Risiko bei Personen mit beiden Antikorpern lag bei 46,5 %
[95 % CI: 25-68]; Personen mit GADA hatten ein Risiko von 15,2 % [95 % CI: 2-28]
(p = 0,006).
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% nicht-diabetisch bei Verwandten mit GADIA2-combi Titern >10 U
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Abbildung 9: Lifetable-Analyse des Diabetesrisikos von Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern in
Abhédngigkeit von der  Antikorperspezifitit (GADA+  und/oder 1A2A+). Der
Beobachtungszeitraum beginnt mit der ersten Blutprobe und endet bei Diabetesmanifestation oder
dem letzten Kontakt mit der Person. Unter dem Graph ist die Anzahl der Personen mit den
unterschiedlichen Antikérperkombinationen, die zum jeweiligen Zeitpunkt noch in die Studie
eingeschlossen waren.

Von den vier Personen, die lediglich positiv fur IA2A waren, entwickelten zwei innerhalb
eines Beobachtungszeitraumes von nur einem Jahr einen manifesten Typ-1-Diabetes (siehe
auch Tabelle 5).

3.1.2.6 Sensitivitat des GADIA2-combi bei der Detektion von Verwandten mit Typ-1-
Diabetes

Zusammenhang zwischen Sensitivitat und variablem Cut-off

Um zu prifen, ob der gewahlte Cut-off des GADIA2-combi-Tests fir die Praxis geeignet ist,
Personen mit einem Risiko innerhalb von 5 Jahren an Typ-1-Diabetes zu erkranken
herauszufiltern, wurde der Einfluss hoherer Grenzwerte fur Positivitét auf das 5-Jahres Risiko
berechnet. Dieser Zusammenhang der Sensitivitdt des GADIA2-combi bel unterschiedlichen
Grenzwerten und dem jeweiligen kumulativen Diabetesrisiko ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Bel einem Cut-off von 10 Units erreichte der GADIA2-combi-Test eine Sensitivitét von
95,7 % bei einem geringen 5-Jahres Risiko von 29,1 % an Typ-1-Diabetes zu erkranken. D. h.
bei diesem Cut-off waren mit dem GADIA2-combi-Test zwar fast ale (23/24) der an Typ-1-
Diabetes erkrankten Personen vorher erkannt worden, innerhalb von 5 Jahren hétten aber nur
7 (7124 0 29,1 %) Personen einen Typ-1-Diabetes entwickelt. Die Ubrigen 17 Personen
erkrankten also spéter als nach 5 Jahren. Bei der Wahl eines hoheren Cut-offs z.B. von 20
Units, wurden genauso viele Personen detektiert und das Risiko stieg nur um knapp drel %-
Punkte (31,8 %). Die beste Ubereinstimmung wurde mit einem Grenzwert fiir Positivitat von
50 Units erreicht, da der Test mit 73,9 % (18/24) dann immer noch ausreichend sensitiv war
und das Risiko bei 51,2 % lag. Erst bel einem Grenzwert Gber 50 Units stieg das 5-Jahres
Risiko merklich an und der Test blf3te deutlich an Sensitivitét ein.

Sensitivitat in %

1004 Cut-off: 10 20

908 PN
801 50

701 ®
601
50y
401 70 80
30 L [
201

10+
0 -
20 30 40 50 60 70

5-Jahres-Risiko in %

Abbildung 10:  Sensitivitét und das 5-Jahres-Diabetesrisiko des GADIA2-combi-Tests in Abhéngigkeit von
unterschiedlichen Grenzwerten fir Positivitat

Vergleich zu anderen Screening-Strategien

Die Sensitivitédt einzelner und kombinierter Antikorperuntersuchungen berechnet aus der
Anzahl der Personen, die positiv fur den jeweiligen Antikorpertest waren im Verhéltnis zur
Gesamtzahl aller erkrankten Personen ist in Abbildung 11 veranschaulicht.



40 3 ERGEBNISSE

Sensitivitat gerundet in %
100

90;

801

704

60

504

40

combi combi+lAA GADA IA2A IAA

Abbildung 11:  Sensitivitaten unterschiedlicher Screening-Strategien

Die hochste Sensitivitét (95,8 %) wurde bei einem kombinierten Screening mit dem
GADIA2-combi-Test zusammen mit dem IAA-Test erreicht. 85 der insgesamt 86 Antikorper-
positiven Verwandten waren in mindestens einem der beiden Tests positiv. Hiermit wurden
23 der insgesamt 24 an Diabetes erkrankten Verwandte detektiert. Die zweithtchste
Sengitivitét erreichte der GADIA2-combi-Test als Einzeltest, in dem 77 von 86 Personen
positiv waren und mit dem 22 von 24 Diabetiker (91,6 %) erkannt wurden. Ein Screening auf
GADA erreichte eine Sensitivitét von 83,3 % (20/24), ein ICA-Screening 79,1 % (19/24). Der
IA2A- und der IAA-Test erlangten jeweils eine Sensitivitét von 66,6 % (16/24).

3.1.2.7 Diabetesrisikoin Abhangigkeit weiterer immunologischer und klinischer
Merkmale

Das kumulative Diabetesrisko nach funf Jahren Beobachtungszeit wurde bei den 77

GADIA2-combi-positiven Verwandten in Abhéngigkeit weiterer Merkmale ermittelt. Hierbel

wurde der IAA-Status, das Alter, der Verwandtschaftsgrad und die Ergebnisse des IVGTT

berticksichtigt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Das kumulative 5-Jahres-Diabetesrisiko bei Verwandten mit GADIA2-combi-Titern > 10 Units

Anzahl (n) Anzahl der Diabetesrisiko Signifikanz
Erkrankten (n)  nach 5 Jahrenin % p-Wert
(95% CI)
Alter (Jahre)
<15 37 10 34,2 (14-54) 0,97
<15 40 12 26,7 (11-42)
V erwandtschaftsgrad
Kind 36 11 35 (16-55) 0,83
Geschwister 33 9 23,6 (8-38)
Elternteil 8 2 27 (0-59)
IAA-Status
IAA <49 nU/ml 32 13 45,8 (23-68) 0,07
IAA > 49 nU/ml 45 9 19 (6-32)
IVGTT
< 1. Perzentile
(< 49 pu/ml) 17 10 68,6 (42-95) 0,01
> 1. Perzentile
(> 49 pu/ml) 11 3 12,5(0-34)

Verwandte mit einer verminderten Insulinsekretion (1+3-min-Insulinsekretion < 49 pU/ml)
nach einem IVGTT zeigten ein signifikant hoheres kumulatives Risiko an Diabetes zu
erkranken als Personen mit einer (nicht pathologischen) Insulinsekretion Uber der 1.
Perzentile (68,6 % [42-95] vs. 12,5 % [0-34]; p < 0,01). Personen mit GADIA2-combi-Titern
Uber dem Cut-off von 10 Units und positiven IAA-Titern hatten zwar ein tendenziell, nicht
aber signifikant hoheres Risiko, innerhab von 5 Jahren einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln,
als Patienten mit negativen IAA-Titern (5-Jahres-Risiko [95 % CI] = 45,8 % [23-68] vs. 18,8
% [6-23]). Es konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen dem Alter (< 15 vs. > 15
Jahre) und dem Diabetesrisiko beobachtet werden. Ebenso stand das Risiko an Diabetes zu
erkranken in keinem statistischem Zusammenhang mit dem Verwandtschaftsgrad (Kind,
Geschwister, Elternteil).

3.1.3 GADIA2-combi-Titer in ventsem und kapillarem Blut

Die GADIA2-combi-Titer wurden bel 46 Personen in ventsem Serum und kapillarem Plasma
verglichen (11 Normalpersonen und 35 neu manifeste Typ-1-Diabetiker). Hiervon waren
insgesamt 25 Personen flr mindestestens einen der beiden Antikorper (GADA und/oder
IA2A) positiv und 21 waren Antikdrper-negativ. Es konnte eine starke Korrelation zwischen
beiden Messungen gefunden werden (R = 0,8; R? = 0,71; P < 0,001). Abbildung 12 zeigt die
Korrelation der GADIA2-combi-Titer in vendsem Serum und kapilldrem Plasma.
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Abbildung 12:  Scatterplot der GADIA2-combi-Titer in vendsem Serum und kapillé&rem Plasma

Insgesamt wurden mit dem GADIA2-combi-Test im Kapillarblut 28 Proben als positiv und 18
als negativ detektiert. Gegenlber der Ergebnisse im Venenblut, die als Referenzmessungen
gaten, detektierte der GADIA2-combi-Test im Kapillarblut bei 5 Proben GADIA2-combi-
Titer Uber dem Cut-off von 10 Units. Zwei dieser funf Befunde konnten durch separate Tests
als korrekt bestétigt werden, da diese Personen positive GADA-Titer aufwiesen. Die Ubrigen
drei Messungen waren falsch-positiv. Die Einzelergebnisse dieser finf Seren sind in Tabelle 7
zusammengefasst.
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Tabelle7:  Einzelergebnisse der im Venen- und Kapillarblut gemessenen und von den Einzeltesergebnissen
abweichenden GADIA2-combi-Titer

Blutprobe- GADA-Titer [A2A-Titerin  GADIA2-combi-Titer GADIA2-combi-Titer

Nr. inVenenblut Venenblut in Venenblut in Kapillarblut
1 17 2 9,8 18,9
2 31 2 8,1 26,6
3 9 4 4,8 11,7
4 -3 -1,5 7,1 10,3
5 1 0,3 3,5 12,7
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3.2 Tissue-Transglutaminase-C(tTGC)-Assay

3.2.1 Etablierung destTGC-Assays

3.2.1.1 Ermittlung des Normalbereichs

Um den Normalbereich der tTGC-AntikOrper zu ermitteln, wurden Seren von 209
stoffwechselgesunden Personen getestet. Die tTGCA-Titer wurden in Units (U) angegeben,
die anhand einer Standardkurve berechnet wurden (Berechnung erfolgt durch die Software
des Top-Count, Packard, Meriden, CT). Hierfir wurde eine Verdinnungsreihe eines
Positivserums (Doppelverdiinnungen) getestet, wobel der hochsten Verdinnung willkarlich
der Wert von 200 zugewiesen wurde und dem Negativserum der Wert 0. Allen dazwischen
liegenden Verdinnungen wurden verhdtnismaiige Werte zugeteilt. Die gemessenen
Zahiraten (cpm) der einzelnen Testseren wurden mit der Standardkurve verglichen und in
Units ausgedriickt.

Als Cut-off wurde die 99. Perzentile des Kontrollkollektivs gewahlt, die bei 2,4 Units lag.
Dieser Grenzwert entsprach auch dem Mittlewert zuzlglich drei Standardabweichungen der
gemmessenen Titer in dieser Gruppe (0,33 + 3x0,68).

3.2.1.2 Validierung des Tests

Zur Validierung des tTGC-Tests wurden 17 ,,geblindete” Seren aus einem Referenzlabor (zur
Verfligung gestellt von Frau Dr. Birgin-Wolff, Laboratorium fur Zoéliakiediagnostik, Liestal,
Schweiz) getestet. Das Referenzlabor testete die Seren auf EMA, AGA-1gG und AGA-IgA
und biopsierte die Patienten. Zehn der 11 EMA-IgA-positiven Seren von an Zoliakie
erkrankten Patienten, wurden durch den tTGC-1gG-Test detektiert. Die mit dem tTGC-1gG-
Test nicht erkannte Serumprope Nr. 10 (siehe Tabelle 8) war allerdings im tTGC-IgA-Test
positiv. Die Dunndarmbiopsie zeigte bei Serum-Nr. 12 und 13 laut Referenzlabor eine
normale Mukosa trotz positiven EMA. Serum 12 war im Transglutaminase-Test positiv, bei
Serum 13 konnten jedoch keine tTGC-1gG nachgewiesen werden. Tabelle 8 stellt die
Ergebnisse der beiden Labors gegeniiber.
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Tabelle8:  Gegenlberstellung der Antikdrperergebnisse eines geblindeten Serenkollektivs eines
Referenzlabors und des M Uinchner Labors
Grenzwerte des Referenzlabors: EMA pos. = 5 (Titer); AGA-1gG pos. > 35 U; AGA-IgA pos. > 25 U;
Grenzwert fir tTGCA pos. = 2,4 U (Labor Miinchen)
+ = positiv; — = negativ
Referenzlabor Labor Miinchen
Serum-Nr. | Biopsie EMA (Titer) AGA-IgG AGA-IgA | tTGC-IgG (U) Anmerkung
1 + 1280 + + 108
2 + 1280 + + 99
3 + 1280 + + 32
4 + 1280 + + 38
5 + 1280 + + 53
6 + 640 - + 6
7 + 1280 + + 35
8 + 1280 + schw. + 53
9 + 640 + - 313
10 + 1280 + + 0 tTGC-1gA+
11 + 1280 + - 49
12 - 640 - - 31 EMA+, Biopsie-
13 - 160 - - 0 EMA+, Biopsie-
14 - - + - 0
15 - - - - 0
16 - - + - 0
17 - - - - 0
- +
EMA <5 >5
AGA-IgG <35U 235U
AGA-IgA <25U 225U
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3.2.2 Zdliakie-assoziierte Antikorper bei Kindern diabetischer Eltern

3.2.2.1 Gewebs (tissue)-Transglutaminase-C-Antikorper (tTGCA)

Antikorper gegen die tTGC der Klasse 1gG wurden bei 33 der insgesamt 913 (3,6 %) Kinder
(569 im Alter von 2 Jahren, 221 im Alter von 5 und 123 im Alter von 8 Jahren) diabetischer
Eltern detektiert. Eine Person (0,5 %) des Kontrollkollektivs (1/209) zeigte erhohte
Antikoérperwerte und 10 der insgesamt 99 Typ-1-Diabetiker (10,1 %) waren tTGCA-positiv.
Die Pravalenz der tTGC-Antikorper der einzelnen Untersuchungsgruppen unterschied sich
insgesamt signifikant (p < 0,001) (siehe Abbildung 13).

Haufigkeit von tTGC-lgG-Antikdrpern

12%

p<0,0001

10%+

8% +

6% +

4% +

33/913

2% +

0%
Kontrollen Kinder Diabetiker

Abbildung 13:  tTGC-1gG-Antikorper bei Kontrollen, Kindern diabetischer Eltern und Typ-1-Diabetikern

Ein signifikanter Unterschied in der Hohe der Antikorper-Titer liefd sich zwischen den
einzelnen Untersuchungsgruppen nicht festestellen.

Pravalenz der tTGC-Antikorper in unterschiedlichen Altersgruppen bel Kindern diabetischer
Eltern

Die Pravalenz der Antikorper unterschied sich in Abhangigkeit des Alters. Abbildung 14 zeigt
die Haufigkeit von tTGCA in den Altersgruppen mit 2, 5 und 8 Jahren (Abbildung 19). Von
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569 im Alter von zwei Jahren getesteten Kindern hatten 14 Antikorper-Titer Uber dem Cut-off
von 2,4 Units (2,5 %). Im Alter von funf Jahren wurden 221 Kinder getestet; hier konnten 11
(5,0 %) als positiv detektiert werden und bei acht Jahren hatten 8 von insgesamt 123 Kindern
(6,5 %) Antikorper gegen tTGC (p = 0,043).

Haufigkeit von tTGC-lgG-Antikdrpern
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p = 0,04

6% +

5%+

11/221

4%

3%+

14/569

2%
2 Jahre 5 Jahre 8 Jahre

Abbildung 14: tTGC-1gG-Antikorper bei Kindern diabetischer Eltern in Abhangigkeit des Alters

Hohe der tTGCA-Titer bei 2, 5 und 8 Jahren

Die tTGC-IgG-Antikorper-Titer waren mit zunehmendem Alter signifikant hoher (p = 0,03).
So lagen die Antikorpertiter bei Kindern im Alter von zwel Jahren durchschnittlich bei 0,95
Units, im Alter von funf Jahren bei 1,82 und in der Gruppe der 8-jahrigen wurden
durchschnittliche Titer von 5,64 Units gemessen (Abbildung 15).
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Mittelwerte der tTGCA-IgG-Titer in Units
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Abbildung 15:  Mittelwerte der tTGCA-IgG-Titer bei 913 Kindern diabetischer Eltern in Abhangigkeit des
Alters

Préavalenz der tTGCA-1gA-Antikor per

Antikorper gegen tTGC der Klasse IgA wurden bei 16 der insgesamt 33 tTGCA-IgG-
positiven Kinder und bei einem Kind in Abwesenheit von tTGCA-IgG gemessen. Dieses
Kind hatte alle Antikorper bis auf tTGCA-1gG. Die ndhere Charakterisierung der tTGCA-
IgA-Befunde in der Gruppe der 33 Kinder ergab, dass diese Antikorperfraktion haufiger bel
Kindern mit tTGCA-1gG-Titern tber 10 Units nachweisbar as bei Kindern mit 1gG-Titern
unter 10 Units. So hatten insgesamt zwdlf der 16 tTGC-IgA-positiven Kinder tTGC-IgG-
Antikorper-Titer > 10 Units im Gegensatz zu vier Kindern mit tTGCA-IgG-Titern < 10 Units.
Abbildung 16 veranschaulicht diese Auswertung als Flussdiagramm.
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Abbildung 16:  Verteilung der 16 tTGCA-IgA-positiven Seren bei 33 Kindern diabetischer Eltern

3.2.2.2 Endomysium- Antikérper (EMA) und Anti-Gliadin-Antikérper (AGA)

Die nachfolgenden Berechnungen zur Prévalenz der EMA und AGA beziehen sich auf das
Teilkollektiv (ndhere Erlauterung siehe Kapitel 2.1.2.3) von insgesamt 520 Kindern. Hiervon
waren33 tTGCA-1gG-positiv und 487 tTGCA-IgG-negativ.

Endomysium-Antikorper (EMA)

EMA wurden bei 13 (39 %) der 33 Kinder mit positiven tTGC-1gG-Antikorpern detektiert.
Von insgesamt 487 tTGC-1gG-negativen (162 Kinder bel 2, 221 bei 5 und 123 bei 8 Jahren)
waren 4 (0,8 %) EMA-positiv (p < 0,001 tTGC-IgG-positiv vs. tTGC-1gG-negativ). Dieser
Zusammenhang ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17:  Endomysium-Antikorper (EMA) bel tTGCA-IgG-positiven- und negativen Kindern
diabetischer Eltern

In Tabelle 9 sind die tTGCA-IgG- und IgA-Ergebnisse der insgesamt 17 EMA-positiven
Kinder diabetischer Eltern gegentibergestellt. Hinsichtlich der Detektion der EMA-positiven
Kinder erreichte der tTGCA-IgG-Test somit eine Sensitivitéat von 76,5 %, davier (23,5 %) der
17 EMA-positiven Kinder durch den tTGCA-IgG-Test nicht erkannt wurden. Drei dieser vier
Seren hatten EMA-Titer an der Detektionsgrenze von 5 Units. Drei der vier tTGCA-IgG-
negativen Seren konnte jedoch mit dem tTGCA-IgA-Test detektiert werden. Die restlichen
drei Seren wurden auch durch den IgA-Test vermisst. Eine weitere Charakterisierung der
tTGCA-IgG-Titer der EMA-positiven Patienten ergab, dass diese zu 70,6 % Uber 10 Units
lagen. TTGCA-IgG-Titer im unteren postiven Bereich wurden nur bel Serum-Nr. 15
gemessen.
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Tabelle9: tTGCA-1gG- und tTGCA-IgA-Titer bei 17 Kindern diabetischer Eltern mit Endomysium-
Antikorpern (EMA); Angaben jeweilsin Titer bzw. Units (U)
Grenzwerte fir Positivitdt: tTGCA-1gG = 2,4 U; tTGCA-IgA = 2,0 U; EMA = 5,0 (Titer)

Serum-Nr. EMA tTGC-19G tTGC-1gA
5 0 0,3
2 5 1,1 0,2
3 5 1,3 0,7
4 5 34,7 62,8
5 5 54,2 67,3
6 5 56,0 7,0
7 50 54,2 18,7
8 100 12,35 157,3
9 100 23,82 200
10 100 73,0 200
11 100 82,1 150
12 200 35,0 200
13 200 1124 54,9
14 200 200,0 200
15 400 1,0 150
16 400 49 150
17 800 200 150

Daalle Kinder im Alter von 5 und 8 Jahren auf EMA untersucht wurden, aus der Gruppe der
2-jdhrigen Kinder aber bisher nur ein Teil und hier bewusst die Kinder mit positen tTGCA-
IgG-Titern getestet wurde, bezieht sich die Analyse der Pravalenz der EMA korrekterweise
nur auf die Gruppe der 5- und 8-jdhrigen Kinder (n = 344). Die Pravalenz der EMA lag in
diesem Kollektiv bei 3,2 % (11/344) (siehe Zusammenfassung in Abbildung 19). In dieser
Gruppe traten EMA bei den dteren Kindern tendenziell haufiger auf (2,3 % bel 5 Jahren vs.
4,9 % bei 8 Jahren). Der Unterschied war statistisch jedoch nicht signifikant.

In der Gruppe der 5- und 8-jahrigen Kinder erkannte der tTGCA-1gG-Test 10 der 11 EMA-
positiven Kinder, was einer Sensitivitét von 91,6 % entspricht.

Antigliadin-Antikorper (AGA)

TTGCA-IgG-positive Kinder hatten mit 39,4 % (13/33) insbesonders haufiger Antigliadin-
Antikorper der Klasse I1gG as Kinder ohne tTGCA-1gG (22,4 %, 109/487; p = 0,026). Auch
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AGA-IgA traten bei tTGCA-IgG-positiven Kindern signifikant haufiger (4/33, 12,1 %) auf as
bei tTGCA-1gG-negativen Kindern (14/487, 2,9%; p = 0,02).

AGA-IgA
. t GCA-|gG-pOSitiV
14/487

[0 tTGCA-lgG-negativ

AGA-IgG
109/487

0% 10% 20% 30% 40% 50%
Haufigkeit von AGA-IgG bzw. AGA-IgA

Abbildung 18:  Antigliadin-Antikorper (AGA) der Klassen 1gG und IgA bei 33 tTGCA-positiven und 487
tTGCA-negativen Kindern diabetischer Eltern

Im Gegensatz zu tTGCA-1gG und EMA traten AGA (IgG und IgA) mit zunehmendem Alter
tendenziell weniger haufig auf (26,7 % bei Kindern im Alter von 2 Jahren, 23,5 % im Alter
von 5 Jahren und 18,7 % im Alter von 8 Jahren). Dieses Ergebnis ist jedoch nicht signifikant
(Abbildung 19).
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{tTGCA-IgG
Test

EMA.-
positiv

AGA-IgA
positiv

AGA-IgG
positiv

tTGCA-
IgA-positiv

2 Jahre 5 Jahre 8 Jahre

n =569 n=221 n=123
positiv negativ positiv negativ positiv negativ
n=14 n =555 n=11 n=210 n=8 n=115
25%) || (h=162* | | (50%) (6,5%)

3 3 ** 5 0 5 1
(21,4%) (1,9%) (45,5%) (0,0%) (62,1%) (0,9%)
2 5 ** 1 8 1 1
(14,3%) (3,1%) (9,1%) (3,8%) (12,5%) (0,9%)
5 42 ** 5 47 3 20
(35,7%) (26,6%) (45,5%) (22,3%) (37,5%) (17,4%)

5 nicht 6 nicht 5 nicht
(35,7%) getestet (54,5%) getestet (62,5%) getestet

*162 von 555 tTGCA-IgG-negativen Kindern wurden auf EMA und AGA getestet
**yon 162 tTGCA-1gG-negativen Kindern

Abbildung 19:  Antikdrper-Ergebnisse von 913 Kindern diabetischer Elternim Alter von 2, 5 und 8 Jahren im

Rahmen einer prospektiven Verlaufsbeobachtung

3.2.2.3 Antikorper-Kombinationen

Tabelle 10 fasst den Antikérperstatus des auf ale vier Zdliakie-assoziierten Antikorper
(tTGCA-1gG, EMA, AGA-IgA und -1gG) getesteteten Tellkollektivs (n = 520) zusammen.
Zusétzlich sind die positiven 17 tTGCA-IgA Befunde aufgefhrt.
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Tabelle10:  Kombination der Antikérper bei 520 fir vier Z6liakie-assoziierte Antikorper getesteten Kindern
diabetischer Eltern

EMA  tTGC-IgG tTGC-IgA* AGA-IgG  AGA-IgA n (%)
0 Tests positiv* - - - - - 370 (71,0)*
1 Test positiv + - - - - 2(0,4)
- + - - - 13 (2,5
- - - + - 100 (19,2)
- - - - + 5(1,0)
2 Tests positiv + - - + - 1(0,2
- + + - - 2(04)
- - - + + 8(15)
- + - + - 4(0,8)
3 Tests positiv + + + - - 5(1,0)
4 Tests positiv + - + + + 1(0,2
+ + + + - 5(1,0)
- + + + + 1(0,2)
5 Tests positiv + + + + + 3(0,6)

*da nur Antikorper-positive Kinder (aus tTGCA-1gG, EMA, AGA-1gG und —IgA) auf tTGCA-IgA getestet wurden, bezieht
sich "0 Tests positiv* nur auf diese vier Antikorper

Die Mehrheit (120 Kinder) der fur alle Zoliakie-assoziierten Antikdrper getesteten positiven
Kinder wies nur einen Antikorper auf und dies war in erster Linie AGA-IgG (100 Kinder).
Bel weiteren 13 Kindern konnten als einzige Antikdrper tTGCA-1gG detektiert werden. Nur
AGA-IgA hatten 5 und nur EMA hatten 2 Kinder. Weitere 8 Kinder hatten lediglich
Antikorper gegen AGA-1gG und —-gA und zwei Kinder waren positiv fur tTGCA-IgG in
Verbindung mit tTGCA-IgA. Die Kombination tTGCA-IgG und AGA-IgG trat vier mal auf
und nur ein Kind hatte EMA in Verbindung mit AGA-IgG. 14 Kinder hatten drei und mehr
Antikérper. Wobei hiervon bei 5 Patienten in Abwesenheit von AGA hohe Titer an tTGCA
(19G und IgA) und EMA gemessen wurden. Bei weiteren 5 Kindern konnten zu dieser
Kombination noch AGA-1gG nachgewiesen werden. Ein Kind mit einem IgA-Mangel, war
positiv fur tTGCA-1gG, AGA-IgG und EMA-IgG (die Ublicherweise nicht getestetet werden).

3.2.2.4 Beziehung zum Geschlecht

Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich wieder auf die insgesamt 520 Kinder
diabetischer Eltern, bei denen die vier Zoliakie-assoziierten Antikorper (tTGCA-1gG, EMA,
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AGA-1gG und AGA-IgA) getestet wurden. Hiervon waren 275 Kinder méannlich und 245
weiblich. Das Vorkommen von EMA war signifikant abhdngig vom Geschlecht. Von
insgesamt 17 EMA-positiven Kindern waren 12 (4,9 %) weiblich und 5 (1,8 %) méannlich
(p = 0,042). Die Kombination von positiven tTGC und EMA zeigte ebenfals ene
Abhangigkeit vom Geschlecht. war widerum geschlechtsabhéngig. Insgesamt waren 13
Kinder fUr beide Antikorper positiv und hiervon waren Méadchen (4,08 %) signifikant haufiger
betroffen als Buben (1,09 %; p = 0,028). Das Vorkommen von tTGCA-IgG dleine zeigte
keine Beziehung zum Geschlecht, wie auch AGA-1gG und —IgA.

3.2.3 Verlaufsbeobachtung bel tTGC- und EMA-positiven Kindern

Es wurden insgesamt 15 Kinder diabetischer Eltern, die sowohl fur tTGCA (IgG und/oder
IgA) ds auch fiur EMA positiv waren, in konsekutiven Serumproben auf ale Zoliakie-
assoziierten Antikorper getestet. Die Ergebnisse der Verlaufsbeobachtung sind in Tabelle 11
zusammengef asst.

Tabelle1l: Zdliakie-assoziierte Antikorper und Diagnose einer Zéliakie bei 15 tTGCA- und EMA-positiven
Kindern diabetischer Eltern im zeitlichen Verlauf
IEL = intraepitheliale Lymphozyteninfiltrationen; EMA-Ergebnisse in Titer; Bedeutung von: —, +, ++, +++
am Tabellenfuss

Person  Ge- Risko Alter EMA AGA AGA (tTGC tTGC Anmerkung
schlecht  durch IgA  1gG IgA 1gG IgA

Sch.S. w Mutter 1,9 0 - - - -

(Zwillinge) 76 200 - - +++ +++ Diagnose: Zoliakie
Sch.R. w 0,8 0 - - - -
19 0 - - - -
5,0 100 - - +++ -+

7.6 100 - - ++ +++ Diagnose: Zoliakie
H.C. w Mutter 1,0 0 + - - -
19 0 + - - -
4.8 0 - - - -

55 200 + - +++ ++ Diagnose: Zdliakie
R.D. w Vaer 1,0 0 - - - -
20 400 - ++ ++

55 100 - - + ++ Diagnose: Zdliakie

Sch.A. w Vater 0,8 0 - - - -
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24 100  ++ + ++ ++
50 100  +++ +++ ++ +++ Diagnose: Zdliakie
M.S. w Mutter 2,5 0 - - - -
4,5 0 - - - -  GADA-positiv
85 200  ++ - +++  ++ Diagnose: Zoliakie
B.J. Mutter 85 800 ++ +++ +++ +++ Diagnose: Zoliakie
Rc.D. w Vaer 20 400 +++  +++ - +++ Diagnose: Zoliakie
K.R. w Mutter 0,8 0 - - - - keine manifeste Zoliakie
21 0 + _ _ _  aber erhéhte IEL und
45 50 N _ ot N typische Symptomatik
SA. w Mutter 1,0 0 - - - —  Bruder hat Diabetes-
2,3 0 - - - - assoziierte Antikorper
4.8 50 - - + -
7,6 5 - - ++ +++
W.K. m Mutter 0,8 0 - - - -
2,0 5 + - ++ +  transient positiv
2,9 0 - - - -
W.A. w Mutter 0,8 0 - - - -
25 400 + - + +++ Diagnose: Zoliakie
B.A. m Mutter 0,8 0 - - - -
25 100 - - + +++
4,5 5 - - ++ ++
P.T. m Mutter 0,8 0 - - - -
2,2 100 ++ ++ ++ +++
SJ. m Mutter 0,0 0 - - - - keine manifeste Z6-
1.0 0 + _ _ _ liakie aber erhdhte IEL ;
25 0 o _ it _ IgA.-I_\/IangeI; EMA-IgG-
positiv
- + ++ +++
AGA-IgG <0087 <0200 0800 >0,800
AGA-IgA <0034 <0050 <0100 >0,100
tTGC (IgG, IgA) <24;<20 <202 <1000 =>100,0
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3.2.3.1 Alter bel tTGCA- und EMA-Entwicklung

Acht der prospektiv beobachteten 15 Kinder hatten tTGCA und EMA bereits bei der 2-
Jahresuntersuchung. Bei der Kontrolluntersuchung im 5. Lebengahr wurden tTGCA und
EMA bei vier Kindern detektiert und zwei Kinder entwickelten die Antikorper erst mit acht
Jahren. Bei einem Kind konnte die erste und einzige Blutprobe erst im achten Lebengahr
untersucht werden, so dass keine friheren konsekutiven Seren zur Vergiingung standen. In
den untersuchten Falen traten tTGCA und EMA immer gleichzeitig und nie vor dem 2.
Lebengahr auf.

Alter bei AGA-Entwickliung

Von den 15 Kindern entwickelten insgesamt 11 im Laufe des Beobachtungszeitraums AGA.
In drel Falen konnten schwache AGA-IgG Titer vor Auftreten der tTGCA und EMA
gemessen werden (im Alter von 1,0; 1,0 und 2,1 Jahre). Bel acht Patienten wurden AGA 1gG
und/oder IgA) jedoch zusammen mit tTGCA und EMA be der Untersuchung im 2.
Lebengjahr oder spéter detektiert.

Antikorper bel Geburt

Serumproben bei Geburt (Nabelschnurblut) standen von 12 aller 15 im Verlauf beobachteter
Kinder zur Verfigung. Bel keinem Kind konnten in dieser Serumprobe Zoliakie-assoziierte
Antikorper nachgewiesen werden.

Trans ente Antikor per-Positivitat

Ein Junge (W.K.) wies nur transient tTGCA (IgG und IgA) und EMA auf. Be einer
Kontrolluntersuchung, etwa 11 Monate spéater, konnten keine Antikdrper mehr nachgewiesen
werden.

Biopsien und Diagnose einer Zdliakie

Bel 12 Kindern im Alter zwischen 2,0 und 8,5 Jahren, die sowohl positive tTGCA als auch
EMA hatten, konnten bisher Biopsien durchgefiihrt werden. In 9 Féllen wurde hierduch eine
manifeste Zoliakie diagnostiziert. Zwei Kinder hatten bioptisch eine unveranderte Mukosa,
jedoch erhohte intraepitheliale Lymphozyteninfiltrationen. Eines dieser Kinder (K.R.) zeigte
klinische Symptome einer Zoliakie wie ein retardiertes Wachstum, abdominelle Beschwerden
und haufigen Stuhlgang. Bel einem Kind wurde durch die Biopsie eine manifeste Zoliakie
ausgeschlossen (S.A)).
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3.2.4 Zoliakie-assoziiierte Antikor per in Abhangigkeit des Stillens

Bel 736 Kindern der insgesamt 913 auf tTGCA-IgG getesteten Kinder lag die Information
dartiber vor, ob diese Kinder gestillt wurden oder nicht. Von 543 Kindern wurde ermittelt, wie
lange sie gestillt wurden, von 515 Kindern war die Stilldauer ohne jegliche Zufitterung
(Milchnahrung, Beikost, Tee, Saft) bekannt. Die Analyse ergab, dass 537 Mtter ihre Kinder
mindestens eine Woche lang gestillt haben, 173 Kinder wurden tUberhaupt nicht gestillt. Es
konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen dem Auftreten von tTGCA (1gG oder 1gA)
und der Brustfitterung festgestellt werden (p = 0,769, n. s.). Der Zeitpunkt der Zufitterung
hatte ebensowenig einen Einfluss auf die Entwicklung von tTGCA (vor dem 3. Monat vs.
zwischen dem 3. und 6. Monate vs. nach dem 6. Monat, p = 0,713, n. s.). Auch die Stilldauer
insgesamt zeigte keinen Zusammenhang zur Pravalenz der tTGCA (< 6 Monate vs. > 6
Monate, p = 0,87, n. s.). Bel 372 auf EMA, AGA-IgA und AGA-IgG getesteten Kindern war
bekannt, ob sie gestillt wurden. Von diesen Kindern sind 286 gestillt worden und 86 Kinder
nicht. Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Prévaenz der EMA und der
Brusterndhrung ermittelt werden (p = 0,88, n. s.), ebensowenig bzgl. der Pravalenz von AGA-
IgA (p = 0,42, n. s.). Hingegen hatte das Stillen einen deutlichen Einfluss auf die Pravalenz
der AGA-1gG. Von den 286 gestillten Kindern waren 79 (27,6 %) positiv fur AGA-IgG im
Vergleich zu 7 von 86 nicht gestillten Kindern (8,1 %). Dieser Unterschied war statistisch
hoch signifikant (p < 0,0001). Auch die Hohe der AGA-IgG-Titer (Mittelwerte) unterschied
sich signifikant in den beiden Gruppen (0,048 U in der Gruppe der nicht gestillten Kinder vs.
0,085 U in der Gruppe der gestillten Kinder, p = 0,006). Die Anayse hinsichtlich der
Pravalenzunterschiede von AGA-IgG zwischen gestillten und nicht gestillten Kindern in
Abhangigkeit des Altersist in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle12: Prévalenz der Antigliadin-1gG-Antikorper (AGA-1gG) bei 372 Kindern diabetischer Eltern in
Abhangigkeit des Alters und der Brusternghrung

Anzahl insgesamt (n)  Anzahl AGA-IgG-positiv Signifikanz
inn (%)

2 Jahre (n = 157)
gestillt 129 38 (29,5) p=0,156 (n.s.)
nicht gestillt 28 4(14,3)

5 Jahre (n = 162)
gestillt 121 36 (29,8) p = 0,004
nicht gestillt 41 3(7,3)

8 Jahre (n=53)
gestillt 36 5(13,9) p=0,163 (n.s.)
nicht gestillt 17 0

Die Pravaenzunterschiede der AGA-1gG zwischen gestillten und nicht gestillten Kindern
waren nach separater Berechnung in den einzelnen Altersgruppen (2, 5 und 8 Jahre) nicht
durchweg signifikant. Einzig in der Gruppe der 5-jéhrigen bestétigte sich der in der
Gesamtgruppe ermittelte signifikante Unterschied. Bel Kindern im Alter von 2 Jahren und im
Alter von 8 Jahren war das Auftreten der AGA-IgG unabhangig davon, ob sie gestillt wurden
oder nicht.

Die Auswertung der im Antikorper-Verlauf beobachteten Kinder ergab, dass 8 Kinder gestillt
wurden, 3 Kinder wurden nicht gestillt und bel 4 Kindern lag keine Information dartiber vor.
Von den 8 nicht gestillten Kindern entwickelten 3 eine manifeste Zdliakie, ein Kind hatte
IEL, 2 hatten bioptisch gesichtert keine Zdliakie und weitere 2 wurden bisher noch nicht
biopsiert. Alle drei nicht gestillten Kindern entwickelten eine manifeste Zoliakie. Drel der
Kinder, bei denen keine Information vorlag, ob sie gestillt wurden, entwickelten ebenfals
eine Zoliakie und eines dieser Kinder hatte IEL.

3.25 Zdliakie- und Typ-1-Diabetes-assoziierte Antikor per

Alle 913 Kinder diabetischer Eltern wurden auf Diabetes-assoziierte Antikorper untersucht.
Eine persistierende Positivitét fur mindestens einen der Diabetes-assoziierten Antikorper (aus
IAA, ICA, GADA oder 1A2A) konnte bei 42 Kindern (4,6 %) gefunden werden. Das
Vorkommen von tTGCA war unabhéngig vom Status (Quantitdt und Spezifitét) der Diabetes-
assoziierten Antikérper. So war die Pravalenz von tTGCA-IgG in Antikérper-negativen
Kindern (4,8 %) &hnlich hoch wie bel Antikorper-positiven (3,6 %). Ein Kind (S.A.) hat ein
Geschwister mit multiplen Antikdrpern.

Eines der 15 Kinder mit Verlaufsbeobachtung (M.S.) wies ebenfalls GADA auf, die nach
Diagnose der Zoliakie und nach Einfiihrung einer glutenfreien Di&t nicht mehr nachweisbar
waren.
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4 DISKUSSION

Die Aufgabe eines Antikorperscreenings ist einerseits, die Hochrisikopersonen fir eine
Erkrankung prospektiv zu identifizieren, um eventuell frihzeitig intervenieren zu kénnen,
andererseits deren Krankheitsrisiko innerhalb eines bestimmten Zeitraumes abzuschétzen. Die
wesentlichen Anspriiche, die an einen neuen Screening-Test gestellt werden missen sind:
hohe Sensitivitdt und Spezifitdt, einfache Durchfuhrbarkeit, hohe Probendurchsatzrate,
niedrige Kosten und idealerweise eine weltweite Vergleichbarkeit. Eine wichtige
Voraussetzung fur die Etablierung eines Antikorpertests ist die Ermittlung des Grenzwertes
fur Positivitét, der die Trennung zwischen ”gesund” und "krank” festlegt. Fir die Definition
eines Normal bereichs sollten daher gesunde Normal personen herangezogen werden.

4.1 GADIA2-combi-Test

Die beiden Antikorper gegen die Diabetes-assoziierten Antigene Glutamatdecarboxylase
(GAD) und Tyrosinphosphatase (IA2) werden heute jeweils zuverlassig mit Hilfe eines
Radiol ogandenbindungsassays (RBA) bei Risikopersonen getestet. Es ware jedoch gerade im
Hinblick auf Kosten- Zeit und Arbeitseinsparung ideal, wirde man die beiden Antikorper
gleichzeitig in einem Testansatz messen konnen. Daruberhinaus wére es winschenswert,
wenn ein solcher kombinierter Test auch mit Kapillarblut durchfuhrbar wére, da man gerade
im Rahmen eines gross angelegten Screenings dadurch noch weitere Kosten und Aufwand
einsparen konnte und die Akzeptanz gerade bei Untersuchungen an Kleinkindern steigen
wirde.

4.1.1 Untersuchungsgruppen

Daein Test zur simultanen Bestimmung von GADA und IA2A (GADIA2-combi) in vendsem
Serum und kapillérem Plasma am Institut fur Diabetesforschung erst etabliert werden musste,
wurde die Anwendung des Tests an einer Gruppe von gesunden Personen, bei denen durch
Familienanamnese das Risiko fur einen Typ-1-Diabetes ausgeschlossen werden konnte, allen
weiteren Untersuchungen vorangeschickt.

Als weitere Kontrollgruppe dienten den WHO-Kriterien entsprechende neuentdeckte Typ-1-
Diabetiker [89, 139]. Neuentdeckte Typ-1-Diabetiker haben im Hinblick auf Spezifitét und
Quantitét von GADA und I1A2A einen heterogenen Antikorperstatus [65]. Die Anwendung
des GADIA2-combi in diesem Kollektiv sollte daher Aufschluss Uber die Sensitivitét,
Reliabilitét und den Bereich der zu erwartenden Titerhéhe des GADIA2-combi geben. Diein
dieser Kontrollgruppe gemessenen GADIA2-combi-Titer wurden dazu mit den Ergebnissen
der separat durchgefihrten Antikorpertests auf GADA und |A2A verglichen.
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Die Aufgabe eines Screenings fur Diabetes-assoziierte Antikorper liegt einerseits darin,
Risikopatienten fir die Krankheitsentwicklung prospektiv zu identifizieren, um rechtzeitig
intervenieren zu konnen und andererseits das Diabetesrisiko innerhalb eines bestimmten
Zeitraumes abzuschétzen. Als Personen mit einem erhohten Diabetesrisiko gelten aufgrund
der genetischen Pradisposition erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern. Im Durchschnitt
liegt das Diabetesrisko fir diese Personen 10fach hoher verglichen mit der
Allgemeinbevilkerung [66, 125]. Als Studienpatienten dienten daher fur den neuen
Screnningtest (GADIA2-combi) Verwandte ersten Grades von Typ-1-Diabetikern, die bereits
Uber einen langeren Zeitraum am Institut fur Diabetesforschung rekrutiert und auf Insulin-
und Inselzell-Autoantikorper (IAA und ICA) untersucht wurden.

4.1.2 Methode zum kombinierten Nachweisvon GAD- und | A2-
Antikorpern (GADIA2-combi)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Assay zum kombinierten Nachweis der Antikorper gegen
GAD und 1A2 etabliert. Dieser Test basiert methodisch in modifizierter Form auf einem
Radioimmunoassay, der als markiertes Antigen mit **S markiertes Methionin in humanem,
rekombinantem GAD bzw. IA2 verwendet [50, 92, 99]. Diese Methode wurde as Vorlage
gewdhlt, da sie im Institut fir Diabetesforschung bereits etabliert und sowohl spezifisch as
auch sensitiv im Nachweis beider Antikorper war (GADA-Assay 100% Spezifitdt und 94%
Sensitivitét; IA2A-Assay 100% Spezifitét und 100% Sensitivitét) [145].

Fir den GADIA2-combi werden die beiden separat voneinander radioaktiv markierten
Antigene in einem Inkubationspuffer simultan dem Testserum angeboten. Im Serum
vorhandene Antikorper bilden mit den Antigenen Immunkomplexe, die auf Filtrationsplatten
an Protein A Sepharose binden. Ungebundenes Antigen und Reaktionpuffer werden durch
intensives Waschen von den Immunprézipitaten entfernt. Die in den Immunkomplexen
gebundene Radioaktivitét wird duch Zugabe von Szintillationsfltssigkeit fluoresziert und
anhand hierdurch auftretender Lichtblitze in einem Szintillationscounter quantifiziert.

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Vorversuche zur Etablierung des GADIA2-combi vor
kritischem Hintergrund zusammengefasst:

* Das Mischungsverhdtnis von 1:1 beider Antigen mit je 15.000 cpm wurde gewahlt, da
sich bei diesem Verhdltnis die zuverldssigsten Antikorpertiter im Vergleich mit den
Ergebnissen der separaten Tests und der geringste Background zeigte. Die Menge von
15.000 cpm eines Antigens deckt sich mit der fir den separaten Nachweis der Antikorper
verwendeten Menge [145].

*  Zur Bestimmung des Grenzwertes des GADIA2-combi stand eine Kontrollpopulation von
105 stoffwechselgesunden Personen mit negativer Familienanamnese hinsichtlich eines
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Typ-1-Diabetes zur Verfugung. Mit einem Durchschnittsalter von 27,7 Jahren ist diese
Kontrollgruppe &lter als das Testkollektiv der erstgradig Verwandten von Typ-1-
Diabetikern. Desweiteren befinden sich in dem Kontrollkollektiv keine Personen unter 19
Jahren (Range: 19,2-52), wohingegen das Testkollektiv durchaus Kinder unter einem
halben Jahr beinhaltet (Range: 0,3-68,7). Es ist daher nicht auszuschliessen, dass ein
Kontrollkollektiv mit einer heterogeneren Altersverteilung einen anderen Grenzwert
geliefert hétte. Der anhand des Kontrollkollektivs ermittelte Grenzwertes von 10 Units,
berechnet aus der 99. Perzentile (9,89) ist dennoch vertretbar, wie ein anderes Verfahren
zur Ermittlung von Grenzwerten zeigt. Das Verfahren des QQ-Normalverteilungs-Plots
dient der Prifung auf eine Normalverteilung und der Ermittlung von
Antikorpergrenzwerten innerhalb eines Testkollektivs. Es ist mit diesem Verfahren daher
moglich einen Grenzwert ohne ein Kontrollkollektiv zu ermitteln [145]. Abbildung 20
zeigt den QQ-Plot der GADIA2-combi-Titer des Kontrollkollektivs und Abbildung 21 den
der GADIA2-combi-Titer der erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern. Ist die
Stichprobe normal verteilt, liegen die Messwerte auf einer Geraden, wie in Abbildung 20.
Das Abknicken der Kurve in Abbildung 21 zeigt deutlich, dass keine Normalverteilung
vorliegt, sondern dass die beobachteten Antikorpertiter zwei unterschiedliche Kollektive
innerhalb des Gesamtkollektivs reprasentieren. Der Knickpunkt ermdglicht eine Trennung
der beiden Gruppen und zeigt an, ab welchem Antikorper-Wert ein Serum als positiv
einzustufen ist. Unverkennbar liegen in Abbildung 20 alle Punkte links der senkrechten
Linie, die den Cut-off von 10 U kennzeichnet und in Abbildung 21 liegt der Knickpunkt
der Kurve genau bel von 10 Units. Dieses Verfahren untermauert somit die korrekte Wahl
des Grenzwertes, obwohl sich das Kontrollkollektiv hinsichtlich des Alters unterscheidet.
Interessanterwei se liegt der GADIA2-combi-Grenzwert nahezu in der Mitte zwischen dem
des1A2A-Assay mit 5 Units und dem des GADA-Tests mit 13 Units.
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QQ-Normalverteilungs-Plot der GADIA2-combi-Titer von 105 gesunden Kontrollpersonen.
Auf der Abszisse sind die beobachteten Werte und auf der Ordinate die erwarteten Titerwerte
bei Vorliegen einer Normalverteilung aufgetragen. Ist die gewahlte Stichprobe normalverteilt,
liegen die Punkte auf einer Linie. Die vertikale Linie kennzeichnet den Cut-off von 10 Units.
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Abbildung 21:  QQ-Normalverteilungsplot der GADIA2-combi-Titer von 1606 erstgradig Verwandten von

Typ-1-Diabetikern. Auf der Abszisse sind die beobachteten Werte und auf der Ordinate die zu
erwartenden Titerwerte bei Vorliegen einer Normalverteilung aufgetragen. Die vertikale Linie
kenzeichnet den Cut-off von 10 Units.

Das mehrmalige Testen von 20 ausgesuchten (Antikorper-positiven und Antikorper-
negativen) nicht geblindeten Seren zeigte, dass der GADIA2-combi reproduzierbare
Ergebnisse liefert. Zwar lag die Schwankungsbreite bei einigen Seren sehr hoch, es
konnten aber alle Seren in ihrem Antikorperstatus in jedem Ansatz as , positiv‘ bzw.
»negativ* bestétigt werden.

Der GADIA2-combi-Test ist sensitiv bei der Detektion von Seren mit unterschiedlichem
Antikorper-Status (aus GADA und IA2A). Sowohl doppelt negative as auch doppelt
positive Seren erkannte der GADIA2-combi zu 100 %. Bei der Detektion von nur 1A2-
positiven Seren bifdte der Test jedoch geringfligig an Sensitivitét ein (87,5 %). Ebenso lag
die Sensitivitat mit 86,6 % bei der Identifikation der nur GADA-positiven Seren etwas
niedriger. In beiden Gruppen lieferte der GADIA2-combi bei jeweils zwei Seren falsch
negative Ergebnisse, wobei die GADIA2-combi-Titer der nicht korrekt detektierten
GADA-positiven Seren mit 9,8 U bzw. 8,1 U nahe dem GADIA2-combi Cut-off lagen.
Die GADIA2-combi-Titer von 3,8 U und 4 U der falsch negativ gemessenen 1A2-
positiven Seren sind jedoch deutlich im negativen Titerbereich. Die IA2A-Titer des
Einzeltests sind aber auch hier mit 13,2 und 14 (Cut-off = 5 U ) eher as niedrig
anzusehen, da positive IA2A-Titer durchaus bei 200 U liegen kénnen. Dieses Ergebnis
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weildt aber daraufhin, dass der GADIA2-combi-Test bei Seren, die nur einen der beiden
Antikérper im unteren Titerbereich aufweisen, eine Detektionsschwéache hat. Diese
Ergebnisse sind vergleichbar mit anderen Studien, die einen kombinierten Nachweis
dieser Diabetes-assoziierten Antikorper in erster Linie bel Patienten mit neumanifestem
Typ-1-Diabetes evaluiert haben. Bonifacio et al. erzielten mit einem kombinierten Test
eine Sengitivitdt von 88 % (vergleichbar mit ICA) und durch Receiver-Operating-
Characteristic  (ROC)-Plots  (statistisches  Verfahren  zur  Ermittlung  von
Antikérpergrenzwerten) konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass der kombinierte Test
Patienten von Kontrollen besser diskriminieren konnte als separate Tests auf GADA bzw.
IA2A adlein [17]. Die Arbeitsgruppe um Kawasaki et a. berichtet von &hnlichen
Ergebnissen. Hier konnte eine Ubereinstimmung von 90 % zwischen dem kombinierten
und der separaten Antikorpertests auf GADA und [A2A  ermittelt werden.
Detektionsschwéchen zeigte der Test ebenfalls lediglich bei Seren mit Antikorpertiternim
unteren Bereich [58]. Eine relativ neue Untersuchung von Bazzigaluppi et al. [11] konnte
in einem hetoregenen Untersuchungskollektiv von neumanifesten Typ-1-Diabetikern und
erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern sogar eine 100%ige Ubereinstimmung
zwischen den Ergbnisse des kombinierten Tests und denen der sepataten Tests auf GADA
und TA2A ermitteln. In einer Studie von Wiest-Ladenburger et al. [140] wurden 204
erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern mit einem kombinierten GAD/IA2-
AntikOrper Test untersucht. Zwanzig Personen hatten positive Antikorpertiter. Dieses
Ergebnis konnte nur in 17 Falen (85 %) durch separate Tests bestdtigt werden, drel
Personen wurden falsch positiv detektiert. Eine Verlaufsbeobachtung im Hinblick auf eine
etwaige Diabetesentwicklung der Antikorper-positiven Personen dieser Studie liegt bis
jetzt alerdings nicht vor.

» Die GADIA2-combi-Titer korrelieren jewells signifikant mit den IA2A- bzw. GADA-
Titern der Einzeltests, d. h., dass die einzelnen Messwerte des GADIA2-combi nicht nur
qualitativ, sondern auch quantitativ mit den Antikorper-Ergebnissen der Einzeltests
korrespondieren. Diese Tatsache wird durch den Vergleich der Mittelwerte der GADIA2-
combi-Titer von Patienten mit nur einem und Patienten mit zwei positiven Antikorpern
(aus GADA und IA2A) noch unterstitzt, da doppelt-positive Seren auch signifikant
hohere GADIA2-combi-Titer aufweisen als einfach positive.

* Fir die Kapillarblutentnahme wurde den Testpersonen - mit einer Lanzette (Bayer,
Ponteaux, France) — ziigig und tief in die Fingerbeere oder ins Ohrldppchen gestochen und
der so entstandene Blutstropfen mittels einem heparinisierten Kapillargefal? aufgefangen.
Unter den 46 Testpersonen waren 35 neumanifeste Typ-1-Diabetiker, die aufgrund
haufiger Blutzuckerkontrollen im Zuge des Klinikaufenthaltes recht erfahren im Umgang
mit diesem Blutentnahmesystem waren (wegen haufiger Laborkontrollen). Die Mehrheit
dieser Personen (bis auf kleine Kinder) waren nach kurzer Einflhrung sogar in der Lage,
das Blut bel sich selbst abzunehmen. Den weiteren 11 Normalpersonen wurde das Blut
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abgenommen. Diese Personen empfanden die Kapillarblutentnahme durchweg al's weniger
schmerzhaft und angenehmer als die Venenblutentnahme. Im Durchschnitt wurden pro
Testperson 100 pl Plasma gewonnen. Dafir den GADIA2-combi nur 6 pl (bei Duplikaten
12 pl) Plasma je Testperson eingesetzt werden, ist diese Menge absolut ausrei chend.

4.1.3 GADIA2-combi-Antikérper bel Verwandten ersten Gradesvon Typ-
1-Diabetikern

Mit der in der vorliegenden Arbeit standardisierten Methode zum kombinierten Nachweis von
GAD- und I1A2-Autoantikdrpern ist ein Test verfligbar, der spezifische und reproduzierbare
Ergebnisse liefert und damit die wesentlichen Voraussetzungen fur ein Antikdrper-Screening
von Personengruppen mit einem erhdhten Diabetesrisiko erfllt.

Das in der vorliegenden Studie untersuchte Testkollektiv von 1606 erstgradig Verwandten
von Typ-1-Diabetikern weist eine GADIA2-combi-Antikorperprévalenz von 4,8 % (77/1606)
auf. Die Personen sind durchschnittlich 5,4 Jahre in ihrem Antikorperverlauf beobachtet
worden und ale 77 GADIA2-combi-positiven Seren wurden durch separate Tests auf GADA
und IA2A bestétigt. 44 Personen waren positiv fir GADA, wohingegen nur 4 Personen
erhdhte IA2A-Titer hatten. Die restlichen 29 Personen hatten Antikorper gegen beide
Antigene. 46 der 77 positivenVerwandten wurden bereits vorher durch ICA- und IAA-Tests
als Antikorper-positiv identifiziert. Die weiteren 31 Personen sind jedoch ICA und IAA-
negativ und wéren in ihrem potentiellen Diabetesrisiko ohne ein Screening mit dem GADIA2-
combi unentdeckt geblieben. Neben den 77 GADIA2-combi-positiven Verwandten hatten 9
Personen zwar Antikorper gegen ICA und IAA, (1 1CA, 8 IAA) waren aber, durch Einzeltests
bestétigt, GADIA2-combi-negativ und waren bei einem ausschliefdichen Screening mit dem
GADIA2-combi ebenfalls vermisst worden.

Sensitivitat des GADIA2-combi

Ein wesentlicher Anspruch, der an einen Antikorper-Screening-Test gestellt werden muss, ist
die Sensitivitdt und die Qualitdt im Hinblick auf die Pradiktion einer moglichen Erkrankung.
Da bel Abschluss der vorliegenden Studie von nur etwa der Halfte (n = 770) des gesamten
Untersuchungskollektivs ein aktueller Befund (Stichtag Dezember 1997) im Hinblick auf die
Entwicklung eines Typ-1-Diabetes vorlag, dirfen sich alle Berechnungen zur
Risikoabschatzung korrekterweise nur auf diese Untergruppe beziehen. Von den 770
Verwandten waren 86 fur mindestens einen Antikorper positiv und insgesamt 24 Personen
entwickelten bisher einen manifesten Typ-1-Diabetes. Hiervon waren bis auf zwei, alle
Personen (n = 22) GADIA2-combi-positiv. Ein Kind erkrankte im Alter von 2 Jahren an
Diabetes und hatte lediglich hochtitrige IAA (643 nU/ml). In der deutschen Multizenterstudie
BABYDIAB (siehe Kapitel 2.1.2.3) sind ebenfalls zwel Kinder im Alter von 2 und 5 Jahren
an Diabetes erkrankt. Sie waren ebenso fur IAA positiv, jedoch fur ale anderen Antikorper
negativ [145]. Diese dre Kinder wéren bei einem Risiko-Screening mit enem
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ausschliefdichen GADIA2-combi-Test nicht entdeckt worden. Darliber hinaus entwickelte
eine Mutter eines an Diabetes erkrankten homozygoten Zwillingspaares 7 Jahre nach der
ersten Untersuchung einen manifesten Typ-1-Diabetes und war auch in einer
Kontrolluntersuchung zum Zeitpunkt des Studienabschlusses negativ fur alle Antikorper. Es
ist nicht auszuschlief3en, dass bel dieser Person wahrend der 7 Jahre temporér Autoantikorper
nachweisbar waren, die aber wieder zurickgegangen sind. Zu dem Schluss, dass der
Antikorperstatus bei Diabetesmanifestation nicht das Ausmal3 der Antikorperantwort wahrend
des gesamten Autoimmunprozesses widerspiegelt, kamen Ziegler et a. durch die
Verlaufsbeobachtung bei mehr as 1350 Kindern diabetischer Eltern (von Geburt an) im
Rahmen der BABYDIAB-Studie [145]. Kontrolluntersuchungen in regelmassigen Abstanden
wahrend der 7 Jahre hétten bei dieser Person eine Antikorperantwort eventuell zeigen kénnen.
Ungeachtetdessen ist auch diese Person durch den GADIA2-combi —aber auch durch alle
anderen Screening-Tests —in ihrem bestehenden Diabetesrisiko nicht erkannt worden.

Die erechnete Sensitivitédt in der Vorhersage eines kinftigen Typ-1-Diabetes fUr den
GADIA2-combi lag bei 92 % (d. h. 22 der 24 erkrankten Personen wéren vorzeitig erkannt
worden) verglichen mit 79 % (19/24) bei einem ICA-Screening und 67 % (16/24), wenn nur
IAA bestimmt worden waren. Mit einer Kombination der Screeningmethoden GADIA2-
combi und IAA, konnte die Sensitivitdt maximal auf 96 % gesteigert werden. Mit diesem
Screening-Ansatz waren somit alle spater erkrankten Personen, bis auf die in allen
Antikérpern negative Patientin, als Hochrisikopersonen detektiert worden. Bisher liegen keine
vergleichbaren Studienergebnisse anderer Arbeitsgruppen vor, so dass eine entsprechende
Gegenuberstellung anderer Befunde nicht erfolgen kann.

Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass der GADIA2-combi-Test als einzelner Test allen
anderen Tests Uberlegen ist und in Kombination mit dem IAA-Test seine Sensitivitdt noch
geringfligig gesteigert werden kann.

Pradiktiver Wert des GADIA2-combi

In der Literatur ist bis auf die bereits zitierte Arbeit von Wiest-Ladenburger et a. [140] keine
vergleichbare Studie zur simultanen Detektion der Antikorper gegen GAD und 1A2 bel
erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern verfigbar. Die Befunde der vorliegenden
Studie lassen sich aber durchaus mit denen aus separaten Tests auf GADA und IA2A
vergleichen. So untersuchten Verge et a. [131] 882 erstgradig Verwandte von Typ-1-
Diabetikern auf Diabetes-assoziierte Antikorper und fanden heraus, dass das Vorkommen von
zwei oder mehr Antikorpern aus GADA, IA2A und IAA einen hohen pradiktiven Wert fir
eine spéatere Diabetesentwicklung hat. Es wurden 97 % von ICA-positiven und 77 % von
ICA-negativen Personen mit spéterer Erkrankung an Diabetes mit einem kombinierten
Screening auf GADA und IA2A identifiziert. Ahnliche Ergebnisse fanden Seissler et al. [111]
mit einem kombinierten Screening auf GADA und 1A2A von 1238 erstgradig Verwandten.
Sie berichteten, dass 85 % aller ICA-positiven und 94 % der Patienten mit hohen ICA-Titern
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detektiert wurden.

Fur die Abschédtzung des Diabetesrisikos bei GADIA 2-combi-positiven Personen war sowohl
die Spezifitét der Antikbrper GADA und IA2A als auch die Hohe der GADIA2-combi-Titer
relevant. So stieg das kumulative Risiko innerhalb von 5 Jahren an einem Diabetes zu
erkranken signifikant bei Personen, die GADA und IA2A hatten im Gegensatz zu GADA-
Positivitét allein (46 % vs. 15 %). Interessanterweise waren nur vier Personen ausschliesslich
positiv fur 1A2A, von denen aber zwel innerhab eines Jahres einen Typ-1-Diabetes
entwickelten. Im Hinblick auf die sehr kleine Gruppe von vier Patienten, muss eine
Interpretation dieser Beobachtung offen bleiben. Die Hypothese, dass das isolierte Auftreten
von IA2A hier moglicherweise ein erhohtes Risiko reflektiert, ist angesichts der kleinen
Gruppe von vier Personen kritisch zu sehen. Es wurde jedoch darliber berichtet, dass das
Vorliegen von IA2A — dlerdings gemeinsam mit ICA oder IAA - mit einer schnellen
Diabetesentwicklung in Zusammenhang steht [13].

Die Hohe der GADIA2-combi-Titer beeinflusst ebenfalls signifikant das kumulative
Diabetesrisiko. Das Risiko lag bei 12 % fur Personen mit Titern zwischen 10-50 Units und
stieg auf 50 % fur Verwandte ersten Grades von Typ-1-Diabetikern, die Titer > 50 Units
aufwiesen. Hierbei scheinen hohe Antikorpertiter die Positivitét fur beide Antikorper (GADA
und 1A2A) zu reflektieren, da die Mehrheit der Verwandten mit GADIA2-combi-Titern > 50
Units beide Antikorper aufwies und Personen mit Titern < 50 Units nur fir einen der beiden
Antikorper positiv waren. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem der Vorversuche, bei dem
signifikant hohere Antikorpertiter bel doppelt-positiven Seren ermittelt wurden (siehe Kapitel
3.1.1.6). Dass hohere Antikorper-Titer ein erhdhtes Diabetesrisiko widerspiegeln, wurde auch
in einer anderen Studie beim Screening auf ICA ermittelt, so war hier das Risiko signifikant
von der Hohe der ICA-Titer abhangig [14].

In dem Zusammenhang, dass das Diabetesrisiko abhangig von der Hohe der GADIA2-combi-
Titer ist, wirft sich die Frage auf, ob ein GADIA2-combi-Cut-off von 10 Units gerechtfertigt
ist. Zwar haben die QQ-Normalverteilungs-Plots eindeutig bestétigt, dass genau bei diesem
Antikorperwert normale Titer von pathologischen zu diskriminieren sind, diese Tatsache muss
aber nicht zwangslaufig bedeuten, dass dieser Grenzwert fur die Pradiktion eines spateren
Diabetes in der Praxis wirklich hilfreich ist. Die Beziehung zwischen der Sensitivitét des
GADIA2-combi und dem kumulativen Diabetesrisiko bei unterschiedlichen Grenzwerten hat
gezeigt (siehe im Ergebnisteil 3.1.2.6 Abbildung 10), dass bei 10 Units zwar eine Sensitivitét
von fast 96 % erreicht wird, das 5-Jahres Risiko mit 29,1 % aber sehr gering ist. Erst bei
einem deutlich héheren Grenzwert von 50 Units lag das Risiko bel 50% und der Test bifdte
mit 74 % an Sensitivitét ein, lag damit aber immer noch im Bereich des ICA-Tests (79 %).
Fur die Praxis konnte dies heil3en, dass Patienten mit GADIA2-combi-Titern zwischen 10-50
Units zundchst einen Antikorperbefund mit dem Hinweis auf ein niedriges Diabetesrisiko
erhalten, aber in kurzen Intervallen von sechs Monaten nachuntersucht werden. Erst wenn die
Antikorper-Titer bel > 50 Units liegen, ist der Patient Uber sein potentielles Diabetesrisiko zu
informieren und z. B. ein oraler Glukosetoleranztest (OGTT) anzuraten.
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Aufgrund der Beobachtungen, dass es erstens fur das Diabetesrisiko eher unbedeutend ist, ob
GADA oder 1A2A vorliegen und vielmehr das Vorhandensein beider Antikorper Risiko
steigernd ist und, dass zweitens hohe GADIA2-combi-Titer diesen Antikorperstatus
zumindest quantitativ reflektieren konnen, relativiert sich die Schwache des GADIA2-combi,
die beiden Antikorper nicht diskriminieren zu konnen. Ungeachtetdessen ist es der
Arbeitsgruppe um Kawasaki et a. [58] gelungen, die beiden Antigene GAD und A2 mit zwei
unterschiedlichen Isotopen zu markieren (3H-Leucin fir GAD und *S-Methionin fur 1A2),
um so bel der Auswertung die jeweiligen Antikorper-Titer differenzieren zu kénnen. Es
werden in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. A.-G. Ziegler zwar Versuche zur
Doppelmarkierung durchgefihrt, die Ergebnisse des Tests kongruieren aber bisher noch nicht
zufriedenstellend mit denen der Einzeltests. Da fir einen umfassenden Antikorperbefund im
Falle positiver GADIA2-combi-Titer bislang in jedem Fall ein separates Testergebnis beider
Antikérper sinnvoll ist, sollten weitere Bestrebungen in diese Richtung folgen.

Abschatzung des Diabetesrisikos in Abhangigkeit weiterer Merkmale

Neben der Antikorperspezifitdt und Titerhohe, wurde dartUber berichtet, dass das
Diabetesrisiko durch weitere Merkmal e bestimmt wird [14, 131]. In der vorliegenden Arbeit
wurde deshalb der Einfluss des Alters, des Verwandtschaftsstatus, der Insulinausschittung
nach einem IVGTT und der |AA-Status untersucht.

Unsere Beobachtung zeigte keinen zusétzlichen Einfluss des Alters auf das Diabetesrisiko bei
GADIA2-combi-positiven Personen. Erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern mit
GADIA2-combi-Titern Uber dem Cut-off hatten mit einem Alter unter 15 Jahren ein dhnliches
Risiko nach funf Jahren einen Diabetes zu entwickeln wie Personen tber 15 Jahre (34,2 % vs.
26,7 %; p = 0,97 n. s.). Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit dem von Verge et al. [131],
bei dem in einem Modell mit GADA, 1A2A und IAA durch multivariate Analysen weder ICA
noch das Alter der Person als unabhangige Kontributoren zur Risikoabschétzung bestétigt
werden konnten. Im Gegensatz dazu war in der ICARUS-Studie mit einer sehr viel grosseren
Kohorte [14] das Alter der Verwandten mit positiven ICA ein unabhangiger Pradiktor fir
einen spateren Diabetes. Ungeachtetdessen weild man heute, dass der Autoimmunprozess des
Typ-1-Diabetes, bereits sehr frih und dynamisch im Leben ablauft. Die eigene Arbeitsgruppe
konnte anhand der BABY DIAB-Studie zeigen, dass im Alter von 2 Jahren beteits 11 % von
1353 Kindern diabetischer Eltern positiv fur mindestens einen und 3,5 % sogar positiv fur
mehr as einen Antikdrper waren. Die Kinder, mit mehr as einem positiven Antikorper im
Alter von 2 Jahren, hatten ein Risiko von 50 % nach 5 Jahren einen Diabetes zu entwickeln
[145]. So lasst sich zwar aufgrund der eigenen Beobachtungen nicht mit Bestimmtheit sagen,
dass jungere Kinder ein erhdhtes Risiko haben, doch scheint eine Initialuntersuchung auf
Antikérper im frihen Kindesalter bei Risikopersonen zur rechtzeitigen Intervention sinnvoll
zusen.

Die eigenen Untersuchungen konnten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem
Diabetesrisiko und dem Verwandtschaftsstatus zeigen. So war das Risiko fur Kinder
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diabetischer Eltern dhnlich hoch, wie fur Geschwister oder Elternteile eines Diabetikers (35 %
vs. 23,6 % vs. 27 %; p = 0,83 n. s.). Da Uber den Einfluss des Verwandtschaftsstatus (Kind,
Geschwister, Elternteil) auf das Diabetesrisiko bei GAD- und/oder 1A2-positiven Personen
bisher keine Untersuchungen vorliegen, ist ein Vergleich mit publizierten Ergebnissen nicht
maoglich.

Hingegen konnte eine Zunahme des Diabetesriskos bel GADIA2-combi-positiven
Verwandten mit einer verringerten Insulinausschittung in der ersten Phase nach einem
IVGTT beobachtet werden. Das Risiko nach flinf Jahren an einem Diabetes zu erkranken lag
bei diesen Personen bei 68,6 % gegenuber Patienten mit normalen Werten, deren Risiko
lediglich bei 12,5 % lag (p = 0,01). Ahnlich Resultate zeigte die Arbeitsgruppe um Verge et
al. [131] bel Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern mit einem oder mehreren
positiven Antikdrpern. Hieraus lasst sich schliessen, dass bei einem positivem GADIA2-
combi-Befund ein IVGTT die Prognose eines kinftigen Diabetes erhéarten kann. Der
Zeitpunkt fir einen IVGTT sollte je nach Hohe der GADIA2-combi-Titer gewahlt werden. Da
Titer unter 50 U mit einem eher geringen Risiko gekoppelt sind, sollte zur naheren
Charakterisierung des Diabetesrisikos ein IVGTT bel Patienten mit GADIA2-combi-Titern >
50 U indiziert sein.

Uberdies ergab die eigene Untersuchung ein tendenziell, nicht aber signifikant erhohtes
Diabetesrisiko fur GADIA2-combi-positive Verwandte, die gleichzeitig positive IAA-Titer
aufwiesen. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Berechnungen zur Sensitivitét, da sich durch
ein zusétzliches Screening auf IAA die Sensitivitét nur geringfigig steigern liefd. Aufgrund
dieser Ergebnisse scheint es nicht notwendig als Initialtest bei erstgradig Verwandten von
Typ-1-Diabetikern den GADIA2-combi in Verbindung mit dem IAA-Test anzuwenden. Da
aber, wie die eigene Arbeitsgruppe zeigen konnte [145], IAA as erste Antikorper im
Autoimmunprozess des Diabetes auftreten und sie gerade bei Kindern unter 5 Jahren den
hochsten pradiktiven Wert haben, ist die Kombination der beiden Tests in dieser Altersklasse
zu empfehlen. Hierfir spricht auch die eigene Beobachtung des Kindes, dass durch den
GADIA2-combi nicht entdeckt wurde und lediglich positiv fur IAA war, im Alter von 2
Jahren aber einen manifesten Typ-1-Diabetes entwickelte. Unterstiitzt wird die Empfehlung
auch durch das bereits oben dargestellte Ergebnis der BABY DIAB-Studie bzgl. zweier IAA-
positiver Kinder mit Diabetesentwicklung im Alter von 2 und 5 Jahren. Die Wahl der
Screeningmethode sollte demnach altersspezifisch differenziert erfol gen.

4.1.4 GADIA2-combi-Titer in Kapillarblut

Der Vergleich der GADIA2-combi-Titer in vendsem Serum und kapill&rem Plasma bel 46
Personen zeigte eine starke Ubereinstimmung (p < 0,001). Der GADIA2-combi-Test
detektierte im Kapillarblut zwar alle 25 Antikérper-positiven Personen, allerdings wurden drei
Seren falsch positiv getestet. Demgegeniber wurden zwei Antikorper-positive Seren im
Venenblut falsch negativ getestet, da sie im separaten Test auf GADA bzw. 1A2A positiv
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waren. Hierbel muss jedoch berticksichtigt werden, dass sich alle falsch getesteten Proben auf
einem sehr niedrigen Niveau der Antikorpertiter befinden und die Fehlerhaftigkeit der
Testergebnisse damit durchaus in einem tolerierbaren Bereich liegt. Zwar scheint der
GADIA2-combi-Test im Kapillarblut in dieser Studie sensitiver zu sein als im Venenblut,
doch muss hierbei das relativ kleine Kollektiv von 46 Personen in Betracht gezogen werden.
Gerade im Hinblick auf falsch positive Ergebnisse im Kapillarblut, sollten weitere
Untersuchungen an Normalpersonen bzw. Antikorper-negativen Personen folgen. Dieses
Ergebnisse wurden bestétigt durch die erst kirzlich veréffentlichte Studie von Bazzigaluppi et
al. [11] Diese Arbeitsgruppe fand sogar eine 100%ige Ubereinstimmung des Kombi-Tests in
kapillarem Vollblut im Vergleich zu den separat ermittelten GADA- bzw. 1A2A-Titern in
vendsem Serum. In dieser Studie wurden gleich mehrere Substrate zur AntikOrpermessung
evaluiert. So wurden Einzeltests auf GADA, 1A2A und ein kombinierter Test auf diese beiden
Antikérper in Serum, Plasma, vendsem Vollblut und kapilléren Vollblut-Lysaten verglichen.
Dariiberhinaus untersuchte diese Gruppe das Serum und Eluate aus getrockenetem ICA-
positivem Kapillarblut auf Filterpapier. Die Antikorperbefunde aus den Einzeltests und der
kombinierten Messung sind konkordant in Serum, Plasma, ventsem Vollblut und kapilléren
Vollblut-Lysaten. Die Antikorper-Titer im Test mit getrocknetem Kapillarblut lagen im
Durchschnitt niedriger als in den Serumproben aus Venenblut. Dieser Test zeigte
Detektionsschwachen bei sehr niedrigtitrigen Personen. Bazzigaluppi resimiert auf Grund
dieser Ergebnisse, dass fur ein Diabetesriskoscreening ein Initialtest aus einem Tropfen
getrocknetem Kapillarblut erfolgen kann. Diese Vereinfachung der Methode und die
hierdurch veringerten Kosten sind ein entscheidender Schritt hinsichtlich der Realisierung
eines groflangelegten Risiko- bzw. Bevolkerungsscreenings zur Prédiktion eines Typ-1-
Diabetes.
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4.2 Gewebs (tissue)-Transglutaminase-C-Test (tTGC)

Die zentrale Bedeutung der tissue-Transglutaminase-C-Antikorper (tTGCA) in der Zoliakie
scheint bereits gesichert. Auch dass die beiden Erkrankungen Typ-1-Diabetes und Zdliakie
gehauft gemeinsam vorkommen, ist bekannt. Kinder diabetischer Eltern haben aufgrund ihrer
genetischen Pradisposition ein erhdhtes Diabetesrisiko. Ob sie aber auch ein erhohtes Risiko
besitzten an Zoliakie zu erkranken ist bisher unbekannt. Da fir beide Erkrankungen die
gleichen Risikogene eine Rolle spielen, ist es zu vermuten. Die Haufigkeit von Zdliakie-
assoziierten Antikorpern in diesem Kollektiv kénnte dartiber Aufschluss geben. Antikorper
gegen tTGC lassen sich auch bei Typ-1-Diabetikern nachweisen und werden analog dem
Radiologanden-Bindungsassay (RBA) zum Nachweis der Diabetes-assoziierten Antikorper
(GADA und IA2A) detektiert. Allerdings galt bel den bisherigen Untersuchungen das
Augenmerk besonders einer Antikorperfraktion der tTGCA, den Immunglobulin-A (IgA)-
Antikorpern. Antikorpern der Immunglobulin-Klasse-G (IgG) hdt man in der Zdliakie
generdll fur sehr unspezifisch. Aktuelle Studien deuten aber darauf hin, dass gerade den 1gG-
Antikérpern gegen tTGC beim Typ-1-Diabetes eine besondere Bedeutung zukommt. In jedem
Fall dient eine Untersuchung dieser Antikorper bel Kindern diabetischer Eltern dazu, néhere
Erkenntnisse Uber die Spezifitdt dieses Markers zu erlangen und in Verbindung mit den
weiteren Zoliakie-assoziierten Antikorpern das Zdliakie-Risiko fur fur diese Risikopopulation
zu ermitteln.

4.2.1 Untersuchungsgruppen

Da die verwendete Methode zum Nachweis von Autoantikdrpern gegen tTGC im Rahmen
dieser Arbeit ebenfalls erst etabliert wurde, ist auch hier eine Kontrollgruppe von gesunden
Personen, bei denen weder ein erhohtes Risiko fur einen Typ-1-Diabetes noch fur Zoéliakie
bestand, zur Ermittlung des Normalbereichs in die Untersuchung mit einbezogen worden.

Als zweites Kontrollkollektiv diente eine Gruppe von neumanifesten Typ-1-Diabetikern.
Aufgrund der Tatsache, dass ca. 1,0-7,8% der Typ-1-Diabetiker in Deutschland zusétzlich an
Zoliakie erkranken [34, 128, 134, 2], und da tTGC offensichtlich ein zentrales Antigen der
Zoliakie darstellt [38], ist diese Patientengruppe bereits in anderen Studien auf die Prévalenz
dieser Antikorper hin untersucht worden [61, 62]. Dieses Studienkollektiv diente in der
vorliegenden Studie zur Einordnung der Prévalenz der tTGCA-IgG im eigentlichen
Untersuchungskollektiv Kinder diabetischer Eltern in einen Bezugsrahmen und zur
Charakterisierung der Verteilung und Hohe der zu erwarteten Antikorper-Titer.

Das eigentliche Studienkollektiv fur den tTGC-Antikorpertest bestand aus Kindern
diabetischer Eltern, die bereits Uber einen langeren Zeitraum im Rahmen der prospektiven
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BABYDIAB Studie am Institut fur Diabetesforschung rekrutiert und prospektiv auf Diabetes-
spezifische Autoantikorper untersucht wurden. Nachdem diese Kinder aufgrund ihrer
genetischen Pradisposition as Personen mit einem erhohten Diabetesrisiko gelten und da die
betreffenden Risikoallele haufig auch fur die Zoliakie zutreffen, bestand ein berechtigter
Grund zur Annahme, dass diese Kinder auch ein erhdhtes Zdliakierisiko besitzen. Von dieser
einzigartigen und besonders gut charakterisierten Risikopopulation standen alle konsekutiven
Seren zur Verfigung, so dass u. a der Zdliakie-assoziierte Immunprozess, gekennzeichnet
durch das Auftreten aler Zdliakie-assoziiertern Antikorper, erstmals prospektiv untersucht
werden konnte.

4.2.2 Methode zum Nachweisvon tissue-Transglutaminase-C-
Antikérpern (tTGC) der Immunglobulinklassen G und A (1gG und

IgA)

Zum Nachwels der tissue-Transglutaminase-C-Antikorper (tTGCA) wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein Radioliganden-Bindungs-Assay (RBA) etabliert, dessen Methode prinzipiell der
des GADIA2-combi-Tests entspricht. Im Zuge der Etablierung des tTGCA-Tests, wurde am
Institut for Diabetesforschung ein neuer Szintillationscounter erstanden, wodurch eine
Modifizierung des bisher angewandten RBA resultierte. Die bislang verwendeten
Filtrationsplatten wurden durch deep-well-plates ersetzt und die Praparation der
Filtrationsplatten mit BSA ertbrigte sich hierdurch. Der TBST-Puffer (siehe 2.2.3.1) dient als
Universalpuffer fur alle Reaktions- und Arbeitsschritte des RBA. Diese Umstellung bedeutet
eine weitere Vereinfachung des gesamten Tests, da nurmehr ein Puffer angesetzt werden
muss.

Das Prinzip des RBA wurde, dem in anderen Labors verwendeten ELISA, as
Nachweismethode der tTGCA vorgezogen, da eine mit unserem Labor assoziierte
Arbeitsgruppe zeigen konnte, dass die Sensitivitét und Spezifitét des RBA dem des ELISA
Uberlegen ist [61, 10]. Dartiber hinaus erméglicht diese Nachweismethode den kombinierten
Nachweis mit GADA und IA2A alsdreifach kombinierter Test (, Tripple-Test”).

Fur den tTGCA-Nachweis wird das radioaktiv markierte Antigen dem Patientenserum in
einem Inkubationspuffer prasentiert. Die entstandenen Immunkomplexe aus Antigen und
Antikérper werden beim Nachweis von tTGC-1gG-Antikorpern an Protein A Sepharose (bzw.
bei tTGC-IgA-Antikorpern an Agarose-Beads) immobilisiert. Durch intensives Waschen
werden die Immunkomplexe von tberschiissigem Antigen und Inkubationspuffer befreit und
die gebundene Radioaktivitdt durch Zugabe von SzintillationsflUssigkeit im
Szintillationscounter evaluiert.

Lediglich durch den Austausch des Immunkomplex-Bindungsmediums (Protein A Sepharose
bei 1gG-Antikdrpern und Anti-lIgA kovalent gebundene Agarose-Beads bei 1gA-Antikdrpern)
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lassen sich mit dem etablierten RBA beide Transglutaminase-C-Antikorperklassen
nachweisen. Da mit einem 1gG-Assay die Antikorper-positiven Patienten mit bel Zoliakie
gehauft auftretenden IgA-Mangel [29] auch erfasst werden, und generell wenige
Forschungsergebnisse Uber die Bedeutung der 1gG-Antikérper bei Zdliakie vorliegen, wurde
in der vorliegenden Arbeit, obwohl IgG-Antikdrper bei Zoliakie weitgehend als wenig
spezifisch gelten [38], der Focus auf die Charakterisierung der tTGCA-IgG gerichtet. Bel
Patienten mit erhdhten tTGCA-1gG, EMA oder AGA wurden alle konsekutiven verfligbaren
Seren auf alle Zoliakie-assoziierten Antikorper untersucht, wobel dann auch tTGCA-IgA
bestimmt wurden. Die mit unserem Labor kooperierende Arbeitsgruppe um Bonifacio et al.
entwickelte im Hinblick auf die Optimierung eines tTGCA-Tests unldngst einen RBA [10],
mit dem simultan beide tTGC-Antikérperfraktionen (1gG und IgA) bestimmt werden kdnnen.
Hierdurch lassen sich die hohe Sensitivitédt des 1gG-Tests mit der hohen Spezifitdt des IgA-
Tests kombinieren. Nahezu ale Patienten mit  Zoliakie  (pathologischer
Dunndarmbiopsiebefund) wurden in dieser Studie mit dem kombinierten Test identifiziert
(110/112 Patienten hatten 1gG und 109/112 hatten 1gA). Insgesamt erkannte der Test 111/112
Patienten und somit war der Test im Vergleich zum bisherigen , Goldstandard® in der
Pradiktion der Zoliakie, dem EMA-Test (identifizierte 109/112 Patienten), uberlegen.
Demgegeniiber wurden mit dem EMA-Test nur 1,1 %, mit dem kombinierten tTGCA-Test
aber 4,3 % der Normalpersonen positiv gemessen, womit der EMA-Test eindeutig
spezifischer war. Im Rahmen enes Nachfolgeprojektes wird am Institut for
Diabetesforschung derzeit ebenfals ein kombinierter Test zum Nachweis beider tTGC-
Antikorperklassen etabliert.

Vor diesem Hintergrund ist es sogar moglich, Zoliakie- und Diabetes-assoziierte Antikorper
gleichzeitig mit einem Test zu detektieren. Denkbar wére eine Kombination des GADIA2-
combi mit dem genannten tTGCA-IgG/IgA-Kombitest. Die Vorstufe eines solchen
» Vierfachtests® ist Lampasona et al. [61] bereits gelungen zu etablieren. Sie kombinierten in
einem Radioliganden-Bindungsassay den Nachweis von drei Antikdrpern, ndmlich GADA,
IA2A und tTGCA-IgG, und konnten so sehr sensitiv sowohl unbehandelte Z4liakiepatienten
als auch neumanifeste Typ-1-Diabetiker identifizieren. Dieser Test lief3 sich ebenso wie der
GADIA2-combi in kapill&rem Plasmajedoch nicht in kapillarem Vollblut durchfihren.

Festlegung des Cut-offs und Validierung des Tests

Fur die Festlegung des Cut-offs fir den tTGC-lgG-Tests wurden 209 gesunde
Normal personen mit negativer Familienanamnese hinsichtlich eines Typ-1-Diabetes und einer
Zoliakie getestet. In Anbetracht des Durchschnittsalters von 31,7 Jahren weicht dieses
Kollektiv deutlich von dem eigentlichen Studienkollektiv von Kindern diabetischer Eltern ab.
Es ist daher nicht auszuschliessen, dass mit einem jingeren Normalkollektiv ein anderer
Grenzwert fur Positivitat ermittelt worden wére. Da die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen konnten, dass die Pravalenz der tTGCA-IgG eindeutig altersabhangig ist, sollte
unbedingt ein weiteres im Alter angepasstes Kontrollkollektiv getestet werden. Mit der
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Rekrutierung eines solchen Kontrollkollektivs wurde daher am Institut fir Diabetesforschung
im Rahmen einer auf die vorliegende Arbeit aufbauende Studie bereits begonnen.
Ungeachtetdessen erwies sich der tTGC-Test mit unserem laborinternen Cut-off von 2,4 Units
durchaus als geeignet, EMA-positive Seren von -negativen zu diskriminieren, wie die
Validierung des Tests ergab. Da Dietrich und Mitarbeiter zeigen konnten [38], dass die tissue-
Transglutaminase-C  das Antigen der durch den sogenannten Endomysiumtest
nachgewiesenen Antikoérper ist, sind EMA und tTGCA folglich gegen das gleiche Antigen
gerichtet und somit lassen sich Ergebnisse beider Tests prinzipiell vergleichen. Die
Gegenuberstellung der EMA-IgA-Ergebnisse mit denen des tTGCA-IgG-Tests in 17 Seren
zeigte, dass der tTGCA-1gG-Test 11 von 13 EMA-positiven Seren erkannte. Ein weiteres
tTGCA-IgG-negatives Serum wurde aber durch den tTGCA-IgA-Test erkannt. Trotzdem
wurden streng genommen zwel von 13 EMA-positiven Seren nicht identifiziert, wobei diese
beiden Seren trotz EMA einen negativen Biopsiebefund hatten. In dem hier untersuchten
Zusammenhang sei dieser Vergleich jedoch trotz unterschiedliecher Antikorperklassen
gestattet, da es die Frage zu beantworten galt, ob der tTGCA-1gG-Test in der Lage ist, auf der
Basis des EMA-Befundes, Antikorper-positive von Antikorper-negativen ("krank® von
"gesund*) zu diskriminieren und somit als Ersatz fur den EMA-Test geeignet ist. Die war in
dieser Arbeitsphase mit einem Cut-off von 2,4 U moglich.

4.2.3 Zoliakie-assoziierte Antikor per bel Kindern diabetischer Eltern

Préavalenz der tissue-Transglutaminase-C-Antikorper (tTGCA)

Die Haufigkeit von tTGCA-IgG unterschied sich innerhalb der drei Untersuchungsgruppen
signifikant. Die Pravalenz war bei Kindern diabetischer Eltern 7-mal héher als bei gesunden
Normalpersonen (3,6 % vs. 0, 5%) und jeder 10. Typ-1-Diabetiker wies Antikorper gegen
tTGCA-IgG auf. Da Kinder diabetischer Eltern bisher noch nicht auf tTGCA untersucht
wurden (weder IgA- noch 1gG-Antikoérper), kann hier kein Vergleich mit Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen erfolgen. Das Ergebnis bestétigt jedoch die eingangs aufgestellte Hypothese,
dass nicht nur Typ-1-Diabetiker sondern auch deren Nachkommen vermehrt Antikorper
gegen tTGC aufweisen.

Aufgrund der Tatsachen, dass grundsétzlich eine Verschiebung im Alter der Erstdiagnose
einer Zoliakie beobachtet wird [4, 26, 136] und EMA insbesonders haufiger bei dteren
Kindern (>2 Jahre) nachgewiesen werden [21], lag die Vermutung nahe, dass die Pravalenz
der tTGCA ebenfalls altersabhangig ist. Dies konnte mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit bestétigt werden, dainnerhalb des Studienkollektivs der Kinder diabetischer Eltern, ein
signifikanter Anstieg der Pravalenz der tTGCA mit zunehmendem Alter beobachtet werden
konnte. Ventura [130] machte bei Zdliakiepatienten eine vergleichbare Erfahrung und
vermutet sogar einen Zusammenhang mit der Dauer der Glutenexposition. Auf der Basis des
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von Schuppan [107] erstellten Modells der Pathogenese der Zdliakie (siehe Kapitel 1.2
Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese der Zdliakie) ist diese Theorie vorstellbar. Denn je
langer bzw. Ofter Gluten aufgrund des intestinalen Permeabilitétsdefektes bei pradestinierten
Personen in die Lamina propria gelangt, umso intensiver sind moglicher Weise die folgenden
Immunreaktionen, die u. a. auch die Produktion der genannte Antikorper beinhalten.
Antikorper gegen tTGC der Klasse IgA wurden bei alen tTGCA-1gG-positiven Kindern und
bei nachweisbaren EMA oder AGA bestimmt. Insgesamt hatten 17 Kinder nachweisbare
tTGCA-IgA, wobei hiervon nur ein Kind tTGCA-lIgG-nagativ war. Die Prévalenz der
tTGCA-IgA war hoher bel Kindern mit tTGCA-IgG-Titern > 10 Units. Eine &hnliche
Beobachtung machte Lampasona bei Patienten mit Typ-1-Diabetes [62]. Dieser Befund gibt
nochmals Anlass dazu, den gewahlten Cut-off von 2,4 U zu diskutieren. Denn offensichtlich
lasst sich die Gruppe der tTGCA-IgG-positiven Kinder anhand der TiterhGhe unterteilen in
eine Gruppe mit niedrigen Titern (< 10 U) und in eine weitere mit Titern Uber 10 U. Diese
zweite Gruppe ist Uberwiegend zusétzlich positiv fur tTGCA-IgA und auch EMA. Daniedrige
tTGCA-1gG-Titer haufiger bel Kindern unter 5 Jahren gemessen wurden, bedeutet diese
Differenzierung, dass der tTGCA-1gG-Test mit der Wahl eines hoheren Cut-offs (z. B. > 10
U), insbesondere bel jingeren Kindern an Spezifitéat gewinnen kdnnte.

Da aber bisher unklar ist, welche Bedeutung auch niedrige tTGCA-IgG-Titer in der
Pathogenese der Zoliakie bei Typ-1-Diabetikern zukommt, sollten erst weitere
Untersuchungen zeigen, wie sinnvoll ein hoherer Grenzwert fir Positivitét ist.

Préavalenz von Endomysium-Antikorpern (EMA) in Verbindung mit tissue-Transglutaminase-
C-Antikorpern (tTGCA)

In der vorliegenden Studie hatten 3,3 % der auf ale vier Zoliakie-assoziierten Antikorper
getesteten 520 Kinder einen positiven EMA-Befund und 3 % der im Alter von 5 Jahren
getesteten Kinder hatten sowohl tTGC-1gG-Antikdrper als auch EMA. Obwohl die Mehrheit
dieser Kinder Uber keinerlei Zoliakie-typische Symptome klagte, korrelierte das
Vorhandensein dieser AntikOrper mit der durch Biopsien bestétigten Dignose einer Zoliakie.
Bel neun Kindern wurde bisher eine Biopsie durchgefihrt und in 7 Félen wurde eine Zéliakie
festgestellt. Zwei der neun Kinder hatten eine regelrecht ausgebildete Mukosa, jedoch erhdhte
Lymphozyten-Infiltrationen (IEL) und eines dieser Kinder zeigte sogar klinische Symptome
einer Zoliakie. Dass eher die silenten bzw. latenten Formen der Zoliakie bei Patienten mit
Typ-1-Diabetes vorherrschen, wurde haufig beobachtet [34, 75, 134] und durch die
vorliegenden Ergebnisse auch fur Kinder von Diabetikern bestétigt. Nicht nur die hohe
Antikorperpravalenz bel Kindern diabetischer Eltern, sondern vor alem die erstaunlich hohe
Erkrankungsrate bestétigt die eingangs aufgestellte Hypothese, dass nicht nur Diabetiker,
sondern auch deren Kinder ein erhdhtes Zdlikakierisko besitzen und gleichfalls einem
Zoliakierisiko-Screening unterzogen werden sollten.
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Die Charakterisierung der EMA-Ergebnisse bei Kindern diabetischer Eltern diente in der
vorliegenden Arbeit zusétzlich der Beurteilung der tTGCA-1gG-Ergebnisse, um den neuen
Test in seiner Eignung fur ein Risiko-Screening einordnen zu kénnen. So waren EMA zwar
eindeutig haufiger bei tTGCA-positiven Kindern nachweisbar (13/33), trotzdem wurden mit
dem tTGCA-IgG-Test vier von insgesamt 17 EMA-positiven Kindern vermisst. Drei der vier
mit dem tTGCA-IgG-Test nicht dedektierten Kinder wurden auch mit dem tTGCA-IgA-
Assay nicht erkannt, hatten aber auch den niedrigsten messbaren EMA-Titer. Ein weiteres
Kind mit einem hohen EMA-Titer war zwar tTGCA-1gG negativ, wurde aber mit tTGCA-
IgA-Test erkannt. Somit lasst sich der tTGCA-1gG-Test bei sehr jungen Kindern als wenig
spezifisch und im Hinblick auf die Detektion EMA-positiver Personen al's nur méssig sensitiv
beurteilen (76,5 %). Anders verhdlt es sich in der Gruppe der dteren Kinder mit 5 und 8
Jahren (n=344). Hier erreichte der Test eine sehr viel hohere Sensitivitét von 91,6%, indem er
10 von insgesamt 11 EMA -positiven Kinder erkannte.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass tTGCA-1gG nicht nur bei Zéliakie sondern auch
beim Typ-1-Diabetes wenig spezifisch sind, auf der Basis der EMA-Ergebnisse eine
altersabhéngige Sensitivitéat aufweisen und daher mit den gestellten Anspriichen an einen
Marker fir ein Risikoscreening nicht ohne weiteres herangezogen werden konnen.
Andererseits zeigen die Ergebnisse aber auch, dass alle 9 an Zdliakie erkrankten Kinder des
Studienkollektivs tTGCA-1gG hatten und somit keines dieser Kinder durch den Test vermisst
wurde. Hinsichtlich der Detektion erkrankter Personen — und das ist fir die Praxis bedeutend
—ist der Test somit durchaus sensitiv.

Auf der Titerebene lassen sich die EMA- und tTGCA-IgG-Befunde ebenfalls nadher
beurteilen. Kinder diabetischer Eltern mit tTGCA-IgG-Titern unter 20 U sind EMA negativ
und bei tTGCA-IgG-Titern dartber sind tUberwiegend auch EMA nachweisbar. Diese Kinder
haben dann auch meist IgA-Antikorper gegen tTGC. Insofern unterstiitzt diese Beobachtung
die Berechtigung der Frage, ob der Grenzwert 2,4 U praxisnah ist, da ein Grenzwert von z. B.
20 U die Spezifitdt des Tests deutlich steigern wirde. Andererseits wirde hierdurch
maoglicherweise die Sensitivitét bei der Detektion von erkrankten Personen gesenkt.

Im Hinblick auf das Teil-Ziel dieser Arbeit, den Nachweis der tTGC-IgG-Antikorper
moglicherweise als initidlen Screening-Test zu etablieren, der sowohl sensitiv as auch
spezifischist, und evtl. sogar geeignet ist, den bisherigen aufwéndigen EMA-Test zu ersetzen,
muss folgendes angemerkt werden. Zwar scheint es angesichts der gehauft auftretenden Félle
eines IgA-Mangels bei Personen mit Zoliakie bzw. Risiko-Personen (in der vorliegenden
Studie hatte eine Person einen IgA-Mangel) in gewissem Masse angemessen, 1gG-Antikorper
gegen tTGC zu bestimmen, doch erflillt dieser Test nicht die geforderten Anspriiche an die
Sensitivitét und Spezifitdt. Da auch die vorliegende Arbeit zeigen konnte, dass IgA-
Antikorper gegen tTGC im Vergleich zu 1gG-Antikdrpern spezifischer sind, ein 1gG-Test aber
auch Patienten mit einem IgA-Mangel erkennen kann, sollte in Zukunft als Initialtest ein
kombiniertes Screening nach beiden Antikorperfraktionen eingesetzt werden. Erst bel einem
positiven Ergebnis sollte im Bedarfsfall durch Einzeltests ein differenzierter Befund
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angestrebt werden.

Ob bzw. welche Bedeutung jedoch die tTGC-1gG-Antikérper — und hier insbesondere die im
niedrigen Titerbereich - dennoch bel Verwandten von Typ-1-Diabetikern haben, kann auf der
Basis der vorliegenden Ergebnisse leider nicht beantwortete werden. Lampasona [62] hat
ebenfalls, obwohl 1gG-Antikorper bel Zoliakie generell als wenig spezifisch gelten, tTGC-
IgG-Antikorper in unterschiedlichen Kollektiven untersucht und einige interessante
Ergebnisse und Theorien insbesondere bzgl. der von ihm beobachteten bemerkenswert hohen
Pravalenz (42%) der tTGC-IgG bei Typ-1-Diabetikern zusammengestellt. In dieser Studie
wurde u. a die Pravalenz von tTGCA-1gG mit der von tTGCA-IgA bel Kontrollen, Typ-1-
Diabetikern und Typ-2-Diabetikern verglichen. Und auch diese Studie konnte zeigen, dass das
Vorhandensein von tTGCA-1gG scheinbar ein fir den Typ-1-Diabetes spezifisches Phéanomen
ist, da Typ-2-Diabetiker kaum betroffen sind. Beziglich des HLA-Phanotyps fand
Lamposana, dass tTGCA-IgG-Antikorper haufiger mit HLADRB1* 04 (Diabetes-typisch) und
weniger mit dem fur Zdliakie-typischen HLADRB1*03 korrespndierten. Er vermutet daher,
dass bei diesen Patienten der Autoimmunprozess nicht, wie fur die Zoliakie angenommen,
durch Gliadin sondern durch einen andern Mechanismus vermittelt wird (zumal tTGCA-1gG-
positive Personen auch Uberwiegend keine Antigliadin-Antikbrper (AGA) hatten). Eine
Autoimmunantwort gegen tissue-Transglutaminase-C  im Rahmen einer direkten
Immunisierung wahrend der Phase der B-Zell-Zerstorung scheint ihm ebenfalls eine mogliche
Erkldrung. So kann man sich vorstellen, dass wéahrend der akuten Entzindungs- und B-
Zdl|zerstorungs-Phase Transglutaminase-C in einer immunogenen Form prasentiert wird
(mdglicherweise durch bestimmte Allele wie DRB1* 04 beglinstigt) und so als Trigger fur den
Immunprozess fungiert. Ein anderer Weg konnte sein, dass Transglutaminse-C an Diabetes-
assoziierte Antigene bindet, wie GAD, IA2 oder Insulin und so durch einen speziellen
Mechanismus as Antigen ekannt wird. In enem Tiermodell einer anderen
Autoimmunerkrankung konnte gezeigt werden, dass die Funktion der Transglutaminase-C,
Intrazellulére Proteinen, die wahrend des Zelltods ausgeschittet werden, kovalent zu binden,
durch die Entwicklung von tTGCA-1gG beeintréchtigt war [94]. Lampasona et a. gehen
daher davon aus, dass niedrige tTGCA-IgG-Spiegel, wie sie ja auch in der vorliegenden
Arbeit in einer bestimmten Personengruppe beobachtetet wurden, eine weitreichendere
Bedeutung im Rahmen destruktiver Autoimmunitét haben al's bisher angenommen.

Diese Erklérungsanséize lassen sich jedoch nicht ohne weiteres auf das hier getestete
Kollektiv der Verwandten von Typ-1-Diabetikern tibertragen. Es muss berticksichtigt werden,
dass es sich bei den hier untersuchten Kindern um Personen handelt, die nicht oder noch nicht
an Diabetes erkrankt sind. Zwar wiesen insgesamt 42 Kinder Diabetes-assoziierte Antikorper
auf, es konnte aber kein Unterschied in der Prévalenz der tTGC-1gG-Antikorper zwischen den
Antikorper-negativen und-positiven ermittelt werden. Mehr noch, tTGCA-IgG waren sogar
tendenziell (nicht signifikant) héufiger bei (Diabetes-)Antikorper-negativen Kindern
nachweisbar. Insofern bleibt die Bedeutung der tTGC-IgG-Antikdrper bel  Kindern
diabetischer Eltern an dieser Stelle offen. Dass ihnen eine bisher unbekannte Bedeutung
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zukommt, ist durch die Beobachtung, dass sie in dieser Personengruppe 7-mal héaufiger
vorkommen als bei Normal personen, sehr wahrscheinlich. Méglicherweise haben tTGCA-1gG
sogar einen pradiktiven Wert fur einen Diabetes. Weitere Studien hierzu sind auf Grund des
vorliegenden Datenmaterials absolut berechtigt und sollten in naher Zukunft folgen.

Die vorliegenden Studie konnte zeigen, dass das Vorhandensein von EMA und
EMA+TGCA-IgG geschlechtsabhangig war, da Madchen signifikant haufiger betroffen
waren als Buben. Mehr noch, alle bioptisch gesicherten Zoliakieerkrankungen wurden bel
Mé&dchen diagnostiziert. Dieser Befund deckt sich mit der bereits beobachteten weiblichen
Prédominanz bel Patienten mit beiden Autoimmunerkrankungen, Typ-1-Diabetes und
Zoliakie [34]. In welcher Weise das Geschlecht bel der Entwicklung einer Zoliakie ein Rolle
spielt, sollten genetische Studien zeigen. Fur die Praxis bedeutet dies, dass inshesondere bel
weiblichen Nachkommen von Typ-1-Diabetikern mit einer Zoliakie gerechnet werden kann.

Préavalenz von Antigliadin-Antikor pern (AGA)

Die hier ermittelte hohe Pravalenz von AGA (1gG und IgA) bel Kindern diabetischer Eltern
deckt sich mit dem be Zoliakiepatienten beobachteten héufigen Vorkommen dieser
Antikorper. Auch die Tatsache, dass insbesondere die 1gG-Antikorper gegen Gliadin héufig
gemessen wurden, stimmt mit anderen Befunden Uberein [10, 21]. Bei zwel der bisher 7 an
Zoliakie erkrankten Kinder diabetischer Eltern wurden allerdings in keiner der konsekutiven
Blutproben AGA gemessen. Die daraus resultierende niedrige Spezifitdt und Sensitivitét
lassen ein Pre-Screening mit AGA, zumindest fur Kinder diabetischer Eltern, nicht
empfehlenswert erscheinen. Welche Bedeutung den AGA dennoch in der Pathogenese der
Zoliakie zukommen, bleibt unklar. Andererseits muss bedacht werden, dass der messbare
Antikérperstatus im Serum nicht auch gleichermassen den der Mukosa widerspiegelt. So ist
nicht auszuschliessen, dass auch bei den Patienten mit negativem Serum-Befund AGA in der
Mukosa vorhanden sind. Hummel et a. [bisher unverdffentlichte Studie] konnten in diesem
Zusammenhang zeigen, dass das Auftreten von AGA in Abwesenheit von tTGCA und EMA
bei dem gleichen Studienkollektiv negativ mit dem Zoliakie-assoziierten HLA-Allel DR3
korrelierte. Sie vermuten daher, dass eine Immunité gegen Gliadin ungeachtete der
genetischen Disposition auftreten kann und die Entwicklung einer Autoimmunreaktion
vielmehr das Vorhandensein Zoliakie-assoziierter HLA-Allele fir die Prasentation von tTGC
oder tTGC-Gliadin-Komplexen erfordert. Dies wirde auch das haufige Vorkommen der AGA
bei Normalpersonen mit fir die Erkrankung untypischen HLA-Typen erkléren [10]. Welche
Rolle den AGA in der Krankeitsentstehung der Zoliakie zukommt, sollten zukunftig Studien
kléaren.

Verlaufsbeobachtung

Die vorliegende Untersuchung dokumentiert erstmals anhand einer prospektiven Analyse in
einer Risikopopulation das zeitliche Auftreten von Zoliakie-assoziierten Antikorpern und der
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damit verbundenen Relevanz fur die Erkrankung an Zoliakie (siehe hierzu Tabelle 11). Die
Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Zoliakie-assoziierte Autoimmunitét im Vergleich
zur sehr gut dokumentierten Diabetes-assoziierten Autoimmunitdt in der gleichen
Risiokopopulation, spéter aber akuter auftritt [145]. Wéahrend sich Inselzell-Antikorper bel
Kindern diabetischer Eltern bereits im ersten Lebengahr feststellen lassen wurden Antikorper
gegen tTGC und EMA nie vor dem zweiten Lebengahr detektiert. Nur eine Minderheit die
diese Antikorper entwickelte, hatte bereits nachweisbare AGA im ersten Lebengahr. Beim
Typ-1-Diabetes beobachtete die Arbeitsgruppe um Ziegler et al. [145] eine eher gleichférmige
Autoimmunantwort im Friohstadium des Diabetesprozesses, da sie i.d.R. mit Insulin-
Autoantikdrpern beginnt und sich danach auf zusétzliche Antikorper (spreading) ausweitet.
Bel der Zoliakie konnte hier keine spezifische Sequenz der Antikorper-Entwicklung
festgestellt werden. Die Beobachtung, dass AGA, EMA und tTGCA — wenn sie detektiert
werden — zunéchst gleichzeitig gemessen werden, weisst darauf hin, dass sich die Immun- und
Autoimmunantwort bei der Zdliakie schnell entwickeln. Um diese Befunde zu bestétigen und
um dadurch zum weiteren Verstdndnis der Pathogenese der Zdliakie beizutragen, sollten
weitere Untersuchungen in anderen Populationen, insbesondere bel Kindern von
Zoliakiepatienten, folgen. Fur die Screeningpraxis bedeutet dieser Befund, dass auch bei
negativem Antikérperbefund bei Risikopersonen in regelméssigen Absténden eine
Kontrolluntersuchung durchgefihrt werden sollte, um den Zeitpunkt einer potentiellen
Antikorperentwicklung zu treffen. Es bedeutet aber auch, dass ein Antikdrperscreening im
Hinblick auf ein potentielles Zoliakie-Risiko bei Kindern diabetischer Eltern erst nach dem
ersten Lebengjahr sinnvoll ist.

Bedeutung der Ernahrung

Bemerkenswert ist der Befund, dass ein im Antikorperverlauf beobachtetes Kind, das sowohl
Zoliakie- als auch Diabetes-assoziierte Antikorper aufwies, nach Diagnose der Zdliakie und
damit EinfUhrung einer Gluten-freien Erndhrung, die Diabetes-assoziierte Autoimmunitét
nicht mehr nachweisbar war. Da eine transiente Positivitét gegeniber Inselzell-Antikdrpern
beim Typ-1-Diabetes sehr ungewohnlich ist [145], koénnte dieses Phénomen ein Hinweis
darauf sein, dass bei einigen Personen die humorale Expression im Rahmen der Inselzell-
Autoimmunitét durch eine Glutenexposition beeinflusst wird. Invers betrachtet konnte das
protektive Phanomen einer Gluten-freien Erndhrung auch die Erkldrung fur die haufig
beschriebene Sequenz des Auftretens beider Erkrankungen sein, da zusétzlich zum Typ-1-
Diabetes eine Zdliakie, dusserst selten jedoch zur Zoliakie ein Diabetes auftritt [134]. Von der
omnipotenten Relevanz des Glutens im Hinblick auf die Beeinflussung des Antikorperstatus
bei anderen Autoimmunerkrankungen (idiopatischer Hypoparathyreodismus, IgA-
Nephropathie) wurde bereits berichtet [31, 142]. Vor diesem Hintergrund hat die eigene
Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit dem Instituto Scintifico San Raffaele in Mailand ein
Pilotprojekt gestartet, mit dem die Frage beantwortet werden soll, ob Gluten ene
Determinante der Inselzell-Autoimmunitét ist und ob der Typ-1-Diabetes womdglich durch
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die Eleminierung des Glutens aus der Ernahrung verhindert werden kann [18]. Hierbel werden
noch nicht erkrankte Kinder diabetischer Eltern mit Diabetes-assoziierten Antikorpern fir
sechs Monate Gluten-frei erndhrt, um festzustellen, ob die Titer der Diabetes-assoziierten
Antikérper hierdurch gesenkt werden kdnnen oder sogar ganz zurtickgehen. Bisher liegen
leider noch keine publizierten Ergebnisse dieser Pilotstudie vor, da es durch eine niedrige
Di&-Compliance zu einem Ausfall von Studienteilnehmern gefuhrt hat. Die ersten
vorlaufigen Ergebnisse sind Mitte 2000 zu erwarten.

Neben dem definitiven Einfluss des Glutens als externer Trigger der Zdliakie, wird sowohl
der Stilldauer as auch dem Zeitpunkt der Kuhmilchexposition in der Erndhrung des Kindes
eine Rolle zugeschrieben [76]. Ein solcher Zusammenhang zwischen der fruhkindlichen
Erndhrung und einer Erkrankung wird auch fur den Typ-1-Diabetes diskutiert [44, 132]. Eine
umfassende Untersuchung der eigenen Arbeitsgruppe konnte jedoch keinerlel Zusammenhang
zwischen der Stilldauer und der Entwicklung Diabetes-assoziierter Antikorper bei Kindern
diabetischer Eltern ermitteln [54]. Ebenso konnte die vorliegende Studie einen solchen
Zusammenhang in Bezug auf eine Autoimmunreaktion weder gegen tTGC und EMA, noch
gegen AGA-IgA zeigen. So waren tTGCA weder von der Dauer des ausschliesslichen Stillens
noch von der Gesamt-Stilldauer abhangig.

Sehr Uberraschend waren hingegen die Ergebnisse, dass bei den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Kindern diabetischer Eltern sowohl ein negativer Zusammenhang zwischen der
Prévalenz der AGA-IgG und der Brusternahrung vorlag, a's auch bzgl. der mittleren Hohe der
Antikorper—Titer in beiden Gruppen. Gedtillte Kinder wiesen signifikant haufiger AGA-1gG
auf als nicht gestillte Kinder und auch die mittleren Antikorper-Titer waren bei den gestillten
Kindern signifikant hoher. Mit der Aufteilung der gesamten analysierten Gruppe hinsichtlich
des Altersrelativierte sich dieser Zusammenhang jedoch, da eine signifikant hohere Pravalenz
der AGA-IgG bel gestillten Kindern dann nur noch bel den 5-jahrigen Kindern ermittelt
wurde, nicht aber bel den Kindern im Altern von 2 und 8 Jahren. Eine Erklarung fir dieses
sehr interessante Phanomen muss an dieser Stelle offen bleiben, da in der Literatur keinerlei
vergleichbare Ergebnisse zu finden sind.

Moglicherweise hat das Stillen aber einen Einfluss auf das Alter der Manifestation einer
Zoliakie. So fanden Maki et a. [76] heraus, dass mit zunehmender Stilldauer das Alter der
Krankheitsmanifestation nach oben verschoben wurde. Dieses Phanomen konnte damit
zusammenhangen, dass durch eine langere Stillphase Beikost und damit auch Gluten erst
spéter in die Erndhrung des Sauglings eingefuhrt wird und somit bel prédisponierten Personen
auch erst verzogert as Trigger fur eine Zdliakie fungieren kann.
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4.3 Screening-Modell fir erstgradig Verwandte von Typ-1-
Diabetikern

Auf der Basis der Ergebnisse des GADIA2-combi-Tests und des tTGCA-Tests, lasst sich ein
Modell fur eine Screening-Strategie bei erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern
erstellen. Das folgende Modell fasst die bisher bekannten und die aus der vorliegenden Studie
erlangten praxisrelavanten Erkenntnisse fir ein sinnvolles Antikorper-Screening in dieser
Risikopopulation zusammen:

Tabelle13: Screening-Modell zur Friherkennung von Typ-1-Diabetes und Zéliakie bei erstgradig Verwandten
von Typ-1-Diabetikern

Screening-Phase | Alter (Jahre) IAA- GADIA2-combi- tTGC-1gG/IgA-
Test Test combi-Test
1 1-2 ja nein nein
2 2-3 ja ja ja
3 4-5 ja ja ja
4 >7 nein ja ja

Die Untersuchungen haben eindeutig gezeigt, dass ein einmaliges Screening auf beide
Autoimmunerkrankungen wahrscheinlich nicht ausreichend ist. Ideaslerweise sollte ein
Screening sehr frih im Leben der prédisponierten Personen angesetzt werden, um maoglichst
jede Phase des beginnenden Autoimmunprozesses beider Erkrankungen in dieser
Risikopopulation frihzeitig erfassen zu konnen. Hierbei ist jedoch nicht jedes Antikorper-
Screening  gleichermassen  geeignet, wie die  Sengtivitdtsberechnungen  und
V erlaufsbeobachtungen zeigen konnten. Aufgrund der Tatsache, dass IAA gerade bei jungen
Kindern (<5 Jahre) den hohchsten prédiktiven Wert besitzen wére es sinnvoll, das
kombinierte Screening auf beide Erkrankungen mit dem Test auf IAA zu beginnen. Ein
geeigneter Zeitpunkt fir diese Untersuchung scheint zwischen dem 1. und dem 2. Lebengjahr
zu liegen. Dieser Test konnte z. B. im Rahmen der kindlichen Vorsorgeuntersuchung " U7+
stattfinden. Da eine unlangst verdffentlichte Studie der eigene Arbeitsgruppe zeigen konnte,
dass auch der neue IAA-Micro-Assay ebenso so sensitiv und spezifisch in kapilldrem Vollblut
ist wie der GADIA2-combi, l&sst sich der Aufwand fur diese Untersuchung erheblich
reduzieren. Bei einem negativen Ergebnis erfolgt die nachste Untersuchung etwa ein Jahr
spéter. Sollte der Test jedoch positiv sein, wird aus der Initialprobe der GADIA2-combi und
ICA gemessen. Sollte sich der positive Befund auf 1AA beschrénken, muss eine Kontrolle
nach sechs Monaten erfolgen.

In der 2. Screeningphase, die zwischen dem 2. und 3. Lebengahr angesetzt sein sollte, wird



4 DISKUSSION 83

der IAA-Status Uberprift und der GADIA2-combi eingesetzt. Gleichzeitig ist hier das erste
Screening auf Zoliakie-Antikorper wie tTGCA-1gG und -IgA indiziert. Da die beiden
Antikorperfraktionen mit erfreulich guten Ergebnissen kombiniert getestet werden konnen
[10], ist dieser praktische Vorteil hierbei zu berlicksichtigen. Durch die hohe Sensitivitét
dieser Methode kann daher auf ein Initial-Screening der bisher verwendeten EMA verzichtet
werden. Prinzipiell spricht nichts dagegen auch hier den Test auf IAA und den GADIA2-
combi mit Kapillarblut anzusetzten. Da aber die Information dartiber, ob dies mittlerweile
auch fur den tTGC-Test moglich ist bei Abschluss der vorliegenden Arbeit leider nicht vorlag,
kann an dieser Stelle keine definitive Empfehlung fur ein Testsubstrat gegeben werden.
Sollten Versuche zeigen, dass diese Methode keine verlasslichen Ergebnisse fur den tTGCA-
Test liefert, ist ein Test aus vendsem Serum fur ale Antikorper bei dieser Untersuchung
natirlich sinnvoller. Ideal bleibt freilich die Vorstellung eines , Vierfachtests® (GADIA2-
combi + tTGCA-1gG/IgA) aus Kapillarblut. Ein Test auf EMA und AGA ist erst bei einem
hoch positiven tTGCA-Ergebnis nétig, bei einem niedrigen Titer ist es zunéchst angebracht,
separat auf tTGCA-1gG und IgA zu testen. Wenn der GADIA2-combi positiv ist, ist ein Test
auf ICA empfehlenswert. In beiden Féllen sollte der Patient jedoch in einem Zeitraum von
sechs Monaten kontrolliert werden.

Die néchste Routinekontrolle im Rahmen dieses Screening-Modells ist etwa im Alter von 5
Jahren anzusetzten. Eventuell liesse sich diese Kontrolle auch mit  ener
Vorsorgeuntersuchung verbinden. In Frage kommen wiirden die U9, da sie zwischen dem 60.
und 64. Lebensmonat empfohlen ist. Ob bel dieser Gelegenheit nochmals IAA getestet
werden sollten oder nur im Falle eines positiven GADIA2-combi Befundes, ist zu Uberlegen.
Einerseits bedeutet der Test einen zusétzlichen Kosten- und Mehraufwand, andererseitsist die
Altersgrenze fur den prédiktiven Wert dieses Markers sicher fliessend. Idealerweise sollten
daher wie in der vorherigen Untersuchung IAA, GADIA2-combi und tTGCA-IgG und-IgA
gemessen werden. Bei positiven Befunden sind die gleichen Folgetests wie bel Screening-
Phase 2 angeraten und ebenfalls eine sechsmonatige Kontrollperiode. Die vorerst letzte
Kontrolle ist mit 8 Jahren vorgesehen. Hier wird der GADIA2-combi und der kombinierte
tTGCA-Test angewendet. Die Optionen bel einem positiven Ergebnis decken sich mit denen
der vorangegangenen Kontrollen.

Eine Verlaufsbeobachtung sollte freilich mit acht Jahren nicht abgeschlossen sein, doch
kénnen in diesem Moment keine Empfehlungen fir die folgende Zeit gemacht werden.
Eventuell ist eine Nachuntersuchung im Abstand von zwei oder drei Jahren sinnvoll. Um dies
aber konkret belegen zu konnen, waren Verlaufbeobachtungungen bzgl. der
Antikorperentwicklung bei dteren Kindern hilfreich.
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Die gehauft gemeinsam auftretenden Autoimmunerkrankungen Typ-1-Diabetes und Zoliakie
sind bis heute in ihrer Pathogenese nicht vollstéandig geklart, unheilbar und aufgrund ihrer
assoziierten Morbiditét in Form von Sekundarkomplikationen umso tragischer. Fir beide
Erkrankungen besteht zwar heute die Moglichkeit einer Friherkennung anhand spezifischer
Antikorper, doch sind die Detektionstechniken teilweise fur ein sinnvolles Risikoscreening
ungeeignet.

Cytoplasmatische Inselzellautoantikorper (ICA) sind zweifellos nitzliche Marker fir die
Prédiktion eines Typ-1-Diabetes, die Nachweismethode aber relativ unprézise und
kostenintensiv. Seit eine Glutamatdecarboxylase (GAD) und eine Tyrosinphosphatase (I1A2)
als die wesentlichen Antigene der Inselzell-Autoantikérper (ICA) entdeckt und quantitative
Radioliganden-Bindungs-Assays (RBAS) gegen diese Antigene entwickelt wurden, tritt die
Bedeutung der ICA im Rahmen der Friherkennung des Typ-1-Diabetes immer mehr zurtick.
Im ersten Tell der vorliegenden Studie wurde daher eine relativ einfache simultane
Detektionstechnik beider Antikorper (GADIA2-combi) etabliert und erstmals bei erstgradig
Verwandten von Typ-1-Diabetikern angewandt. Die Methode wurde dartiberhinaus
hinsichtlich ihrer Sensitivitét und ihres pradiktiven Werts im Vergleich zu bereits etablierten
Screeningmethoden auf ICA und Insulinautoantikorper (IAA) bewertet.

Eslassen sich fir diesen ersten Teil der Arbeit folgende Ergebnisse zusammenfassen:

1. Von 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern hatten 77 (4,8 %) GADIA2-
combi-Titer Uber der 99.sten Perzentile ermittelt aus 105 gesunden Normalpersonen.
Dieser Befund wurde durch separate Tests auf GADA und 1A2A zu 100 % bestétigt.
Weitere 9 Personen hatten positive Antikorper aus ICA und IAA, waren aber negativ im
GADIA2-combi. Dieser Befund wurde ebenfalls durch Einzeltests auf GADA und IA2A
bestatigt.

2. Insgesamt entwickelten 24 der 1606 V erwandte einen manifesten Typ-1-Diabetes (Median
Beobachtungszeit 5,6 Jahre). Hiervon waren 22 Personen im GADIA2-combi-Test
positiv, eine Person hatte lediglich IAA und eine weitere Person war negativ fur alle
Antikorper. Der GADIA2-combi-Test erreichte as Einzeltest die hochste Sensitivitét, bei
der Detektion dieser Personen. Sie lag fur den GADIA2-combi bel 92 %. Eine
Kombination dieses Tests mit dem Test auf Insulinautoantikdrper (IAA) erhdhte die
Sengitivitét lediglich auf 96 %. Die Sensitivitaten der einzelnen Tests auf die Antikorper
GADA, IA2A, 1AA und ICA lagen ale deutlich niedriger (86 %, 67 %, 67 %, und 79 %).

3. Die Hohe der GADIA2-combi-Titer beeinflusst signifikant (p = 0,006) die Hohe des
Diabetesrisikos. Das kumulative Risiko (in %) nach funf Jahren einen Diabetes zu
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entwickeln stieg mit Zunahme Titerhohe (>50 Units: 51 %; >10-50 Units: 12 %; <10
Units: 0,17 %) und in Abhéngigkeit der Prasenz von GADA+IA2A (ermittelt durch
Einzeltests) (beide: 47 %; nur GADA: 15 %; nur 1A2A: nicht zu ermitteln, da nur vier
Félle).

4. Bei Vewandten mit positiven GADIA2-combi-Titern war ene niedrige
Insulinausschittung in der ersten Phase nach einem intravendsem Glukose-Toleranztest
positiv mit einem erhdhten Diabetesrisiko korreliert. Demgegeniber war jedoch weder das
Alter noch der Verwandschaftsstatus ein zusétzlicher Kontributor fir das Diabetesrisiko.
Das Risiko stieg aber tendenziell fir GADIA2-combi-positive Personen mit zusétzlicher
IAA-Positivitdt (IAA+: 46 % vs. IAA-: 19 %; n.s.).

5. Der GADIA2-combi l&sst sich ebenso zuverlassig in Kapillarblut anwenden, da die
GADIA2-combi-Befunde in Kapillarblut stark mit Ergebnissen in Venenblut korrelierten
(R% 0,71; p < 0,0001).

Die Antikorper gegen die erst 1997 identifizierte Tissue-Transglutaminase-C (tTGC), die das
Antigen der Endomysium-Antikorper (EMA) darstellt, sind neue Immunmarker in der
Pathogenese der Zdliakie. Ihre Rolle in der Pradiktion dieser Erkrankung insbesondere im
Rahmen der assoziierten Erkrankung Typ-1-Diabetes ist bisher jedoch nicht geklart. Im
zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Detektionstechnik gegen tTGC-IgG-
Antikorper etabliert und bei Kindern diabetischer Eltern analysiert. In einer prospektiven
Untersuchung wurde erstmals die Abfolge und das zeitliche Auftreten aller derzeitig
bekannten Zdliakie-assoziierten Antikorper in diesem Kollektiv charakterisiert.

Fur den zweiten Teil der Arbeit lassen sich folgende Ergebnisse zusammenfassen:

1. tTGC-1gG-Antikorpertiter tber dem Cut-off von 2,4 Units ermittelt aus 209 gesunden
Normalpersonen, liessen sich bei 33 (3,6 %) der insgesamt 913 getesteten Kinder
diabetischer Eltern detektieren. Im Vergleich dazu hatten 10 (10,1 %) der 99 manifesten
Typ-1-Diabetiker und nur eine (0,5 %) der Kontrollperson IgG-Antikdrper gegen tTGC.
Die Pravalenz der Antikorper war signifikant altersabhangig (2,5 % bei 2 Jahren, 5 % bel
5 Jahren und 6,5 % bei 8 Jahren). Ebenso stieg die durchschnittliche Hohe der
Antikorpertiter signifikant mit dem Alter (0,95 U bei Jahren, 1,82 U bei 2 Jahren und
5,64 U bei 8 Jahren).

2. Eine silente Form der Zéliakie (ohne klinische Symptome) wurde durch intestinae
Biopsien bel 9 Kindern diabetischer Eltern diagnostiziert. Zwel weitere Kinder hatten eine
regelrechte Mukosa, aber eine hohe Dichte an Lymphozyten-Infiltrationen. Bei alen 11
Kindern wurden Antikorper gegen tTGC nachgewiesen.

3. Die bel Zdliakie sehr spezifischen und sensitiven Marker EMA wiesen insgesamt 17
(3,26 %) der 520 auf diese Antikorper untersuchten Kinder auf. Hiervon waren 13 Kinder
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tTGCA-positiv und nur 4 Kinder waren tTGCA-negativ. Auch die Prévalenz der EMA
stieg tendenziell (jedoch nicht signifikant) mit zunehmendem Alter.

4. Anti-Gliadin-Antikorper (AGA) der Klasse 1gG traten sehr haufig auf (23, 5 %). AGA-
IgA hatten 3,5 % der untersuchten Kinder diabetischer Eltern. AGA (1gG und IgA) waren
sowohl bei tTGCA-1gG-negativen as auch bei positiven Kindern pravalent und zeigten
keine Assoziation mit dem Alter.

5. Das Auftreten von Zdliakie-assoziierten Antikorpern war unabhéngig von Diabetes-
assoziierten Antikorpern bei betroffenen Kindern. Ein Kind verlor jedoch GADA nach
Einfihrung einer Gluten-freien Dié&t, was ein Hinweis dafir sein kdnnte, dass eine Gluten-
freie Erndhrung einen protektiven Einfluss auf die Autoimmunreaktionen des Typ-1-
Diabetes haben konnte.

6. Die Verlaufsbeobachtung von 15 (1,6 %) sowohl tTGCA- as auch EMA-positiven
Kindern zeigte, dass in zwei Féllen AGA vor tTGCA und EMA im Alter von 9 Monaten
auftraten wobei in den Ubrigen Falen Zoliakie-assoziierte Antikorper nie vor dem 2.
Lebeng ahr messbar waren. Drei Kinder hatten gar keine messbaren AGA. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass eine Zoliakie-assoziierte Autoimmunitét bereits sehr frih im
Leben von Kindern diabetischer Eltern beginnt.

7. Weder das Stillen ansich noch die Gesamistilldauer hatte einen Einfluss auf die
Entwicklung von tTGC-lgG-Antikorper. Uberraschenderweise hatten gestillte Kinder
signifikant haufiger AGA-1gG und auch hohere Antikorper-Titer as nicht gestillte Kinder.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass der GADIA2-combi sowohl in Venen- als auch
Kapillarblut ein sehr spezifischer und sensitiver Test mit einem hohen pradiktiven Wert fir
die Vorhersage eines Typ-1-Diabetes bei erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern
darstellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit rechtfertigen daher den Einsatz dieses Tests anstelle
des aufwéndigen ICA-Tests fur ein Initial-Screening in Risikogruppen bzw. auf
Popul ationsebene.

Die vorliegende Arbeit konnte Uberdies zeigen, dass eine bemerkenswert hohe Anzahl an
Kindern diabetischer Eltern bereits frih im Leben eine Zoliakie-assoziierte Autoimmunitét
und eine silente Form der Zoliakie aufweist. Esist daher unbedingt zu beflirworten, dass auch
fur dieses Risikokollektiv ein Screening auf Zoliakie-assoziierte Antikorper eingefihrt wird.
Die hier speziell evauierten tTGC-1gG-Antikdrper sind aufgrund ihrer geringen Spezifitét fir
ein Initialscreening nicht ohne weiteres geeignet, jedoch ist eine Kombination dieser
Antikorperfraktion mit den sehr viel spezifischeren tTGC-IgA-Antikorpern ein idealer Test,
den EMA-Test in einem Risikoscreening in diesem Kollektiv zu ersetzen .
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Inselzell-Antikorpertest zur Diabetesfriiherkennung
fiir Geschwister, Kinder und Eltern eines
Typ-1-Diabetikers

. Inzwischen ist es moglich, durch einen einfachen Bluttest festzustellen, ob die Anlage besteht,
auch Typ-I-Diabetes zu entwickeln. Dabei werden im Blut der Betroffenen sogenannte
Inselzell- ANTIKORPER bestimmt, die dem Ausbruch des Typ-I-Diabetes in der Regel 10 bis
20 Jahre vorausgehen. Der Test wird derzeit am Institut fiir Diabetesforschung kostenlos
durchgefuhrt und insbesondere allen Geschwistern und Kindern von Typ-I-Diabetikern
empfohlen.

Das Diabetesrisiko steigt mut der Anzahl der positiven Antikorper und der Titerhdhe der
Antikdrper. Werden z.B. drei oder vier positive Antikorper gemessen, betriigt das Risiko,
innerhalb der nichsten 5 Jahre an Typ-I-Diabetes zu erkranken, etwa 80%.

Ein positiver Testbefund tritt etwa bei 5% aller getesteten Verwandten von Typ-I-Diabetikern
auf. Bei einem positiven Testbefund milssen zunéchst weitere Untersuchungen durchgefiihrt
werden, um das Stadium der Erkrankung festzulegen und die Funktion der
insulinproduzierenden Zellen zu priifen. Diese weiteren Untersuchungen bestehen aus einem
oralen und cinem intravendsen Zuckerbelastungstest. Je nach Untersuchungbefund bestcht
dann fir Sie die Mboglichkeit, an Studien zur "Verhinderung des Typ-I-Diabetes"
teilzunehmen. Uber dic Aufhahmebedingungen und den Stand der entsprechenden Studien
werden Sie von uns eingehend informiert.

Natiirlich ist ein einmaliger Test mcht absolut sicher. Ein kleiner Teil von Personen, die einen
Typ-I-Diabetes entwickeln, werden von einem einmalig durchgefithrten Test nicht erfaBt. Fiir
getestete Verwandte von Typ-I-Diabetikern bedeutet das, daB bei einem negativen Testbefund
dic Entwicklung eines Diabetes nicht fiir immer ausgeschlossen werden kann, jedoch sehr
unwahrscheinlich ist. Um ganz sicher zu gehen, sollten Sie den Test in etwa 5 bis 10 Jahren
wiederholen lassen.

Anleitung zur Blutabnahme:

1. Nach einer vendsen Blutabnahme von etwa 10 ml zentrifugieren Sic das Blut ab und
schicken uns nur das Serum. Bitte schicken Sic es in einem kleinen, aber gut verpackten
Behalter, um das Zerbrechen von Rodhrchen zu vermeiden. Ansonsten sind keine
Besonderheiten beim Verschicken zu beachten.

2. Bitte fiillen Sie den Fragebogen sorgfiltig aus (ein extra Bogen fiir jede getestete Person).
3. Bitte senden Sie alles an:

Prof. Dr. Anette-G. Ziegler

Institut fiir Diabetesforschung
Krankenhaus Miinchen-Schwabing
Kolner Platz 1

80804 Miinchen
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EN
RPERTEST

ANAMNESEBOG
INSELZELL-ANTIKSG®

TEIL I:
INFORMATIONEN UBER DAS NICHTDIABETISCHE FAMILIENMITGLIED,

DAS UNTERSUCHT WERDEN SOLL

NAME :
(VORNAME) (FAMILIENNAME)
GESCHLECHT: { M (W
GEBURTSDATUM:
VERWANDTSCHAFTSGRAD: ( ) GESCHWISTER
( ) KIND
( ) ELTERN

DATUM DER BLUTABNAHME:

HABEN SIE SCHON EINMAL INSULIN ERHALTEN: ( ) JA ( ) NEIN

LEIDEN SIE AN ANDEREN KRANKHEITEN UND WENN WELCHEN?

TELEFON:

ADDRESSE:

TEIL II:
INFORMATION UBER DAS FAMILIENMITGLIED MIT TYP-I-DIABETES

NAME:
(VORNAME) (FAMILIENNAME)

GESCHLECHT: (M ()W

GEBURTSDATUM:

TELEFON:

BEHANDELNDES KRANKENHAUS:

TYP-I-DIABETES: DATUM DER DIAGNOSE:

INSULIN SEIT WANN (DATUM):
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Institut fiir Diabetesforschung

Prof. Dr. med. Anette G. Ziegler
Kolner Platz 1
80804 Miinchen
Tel: 089-307931-14
Fax:089-3081733

Klinik- oder Praxisstempel
Bankleitzahl:
Kontonummer: Datum:

Anamnesebogen bei Geburt

Zutreffendes bitte ankreuzen bzw. ausfiillen

Mutter mit Typ-I-Diabetes

Vater mit Typ-I-Diabetes

Datum:

Name: Vorname:
Geburtsdatum: Alter:
Adresse:

Telefon:

Angaben iiber das Kind:

Name: Vorname
Geb.-Datum: Geschlecht:
Schwangerschaftsdauer in Wochen: Geburtsgewicht:

Gro6Be bei Geburt in cm:

Traten wihrend der Schwangerschaft oder bei Geburt Komplikationen auf? Wenn ja, welche?
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Fragen an den diabetischen Elternteil:

- Diabetes seit:

- Alter bei Diabetesmanifestation:

- Augenhintergrundsverdnderungen:

- Lasertherapie:
- Nierenschiden:

- Wie hoch war Ihr letzter Wert von

ja
ja

ja

HbAT1:

HbAlc:

nein

nein

nein

Waurde bei einem anderen Elternteil je ein erhohter Blutzucker festgestellt, bzw. besteht ein

manifester Diabetes?

Ich wurde tiber die Studie aufgeklért und bin mit der Antikdrperuntersuchung und der HLA-

Typisierung der eingeschickten Blutproben einverstanden.

Unterschrift:
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Institut fiir Diabetesforschung

Prof. Dr. med. Anette G. Ziegler
Kélner Platz 1
80804 Miinchen
Tel: 089-307931-14
Fax:089-3081733

Zentrum: Datum:

Fragebogen zur Nachuntersuchung
9 Monate nach Geburt

zutreffende Kistchen bitte ankreuzen

Mutter mit Typ-I-Diabetes Mutter mit Schwangerschaftsdiabetes Vater mit Typ-I-Diabetes
Name: Vorname: Geburtsdatum:
Adresse: Tel.:

Fragen an die Mutter:

1. Welchen Hauttyp wiirden Sie sich zurechnen ?

a) Augenfarbe:  |blau | [braun | |griin | [grau |
b) Haarfarbe: |r<’jtlich | |blond | |braun | |schwarz |
c) Hautfarbe: |h31] | |dunkel |

2. Ist IThnen innerhalb Ihrer Familie/Verwandtschaft ein Fall von Diabetes bekannt?

Ihr Vater: |Typ 1 ‘ ‘Typ I ‘ Ihre Mutter: |Typ | | |Typ IT |
Ihr GroBvater Thr GroBvater

Typ I Typ I [Typl | [Typ1r ]
viterlicherseits: \yp—l \—‘ miitterlicherseits:
Ihre GroBmutter Thre GroBmutter |T 1 | |T I |

viterlicherseits: |Typ [ | |Typ 1 | miitterlicherseits : yp bl

Thr(e) Bruder: |Typ I | |Typ 1T | Ihre Schwester(n) : |Typ 1 | |Typ IT |
Ihr(e) Onkel Tyo I Typ 10 Ihr(e) Onkel Typ 1
viiterlicherseits: \YP—J \yp—l miitterlicherseits: Typ Il
Ihre Tante(n) Ihre Tante(n)
viterlicherseits: |Typ I | |Typ L1 | miitterlicherseits: |Typ I | |Typ I |
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Institut fiir Diabetesforschung zutreffende Kiistchen bitte ankreuzen
Zusiitzliche Fragen an die Mutter mit Schwangerschaftsdiabetes

1. Besteht bei Thnen heute ein Diabetes? Falls ja, welcher Typ? |Typ I | |Typ I |
Falls ja, Behandlung mit [Insulin| [Tabletten | |[Ditt |
Letzter HbA.-Wert: letzter HbA [-Wert:

Wann wurde(n) diese(r) Wert(e) bestimmt?

2. Falls bei Ihnen heute kein Diabetes besteht: Wurde nach der Schwangerschaft jemals wieder Thr

Blutzucker getestet? |nein | | ja |

Wenn ja, wie hoch war der letzte Wert? mg/dl, Wann wurde dieser Wert bestimmt?
3. Wieviel wiegen Sie derzeit? (Korpergewicht in kg):
Fragen an den Vater

Name: Vorname: Geburtsdatum:

1. Welchen Hauttyp wiirden Sie sich zurechnen ?

2) Augenfarbe:  [blau__ | [braun | [griin | [grau |

b) Haarfarbe: - [ridich | [blond | [braun | [schwarz |

c) Hautfarbe:  [hell | [dunkel |

2. Tst Thnen innerhalb Threr Familie/Verwandtschaft ein Fall von Diabetes bekannt?

Thr Vater: |TypI | Typ II Thre Mutter: |TYPI | |Typ 1 |

rGrobvaer (001 M0 ]y Groprarer (22l ] [0 ]

viiterlicherseits:  mitterlicherseits:

Thre GroBmutter  [Typl | [Typll |  Thre Grofmuter  |[Typl | [TypT |
viiterlicherseits: miitterlicherseits :

Thr(e) Bruder: Thre Schwester(n) : [TypT | [Typm |
Thr(e) Onkel Typl | [Typll Thr(e) Onkel

viiterlicherseits: miitterlicherseits:
Ihre Tante(n) Ihre Tante(n)

Typ II
viterlicherseits: | TPL | [T Il | b hcherseits: (TP [Typ

3. Besteht auch bei Ihnen ein Diabetes? Falls ja, welcher Typ? Typ1 Typ II
Falls ja, seit wann?
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Institut fiir Diabetesforschung zutreffende Kiistchen bitte ankreuzen
Angaben zum Kind
Name: Vorname:
Geburtsdatum: Alter:

1. Welchen Hauttyp wiirden Sie Ihrem Kind zurechnen ?

a) Augenfarbe: |blau | |braun | |griin | |grau |

b) Haarfarbe: [rodich | [blond | [braun | [schwarz |

¢) Hautfarbe: [hell | [dunkel |

2. Besteht heute bei Ihrem Kind ein Diabetes? Falls ja, seit wann?

3. Sind bei Ihrem Kind bislang irgendwelche Krankheiten oder gesundheitlichen Probleme

fgetreten?

falls ja, welche?:

Allergien:

Medikamente:

4. Angaben zur Korperlichen Entwicklungl :

a) Heutige GroBe: cm heutiges Gewicht: kg

b) Freies Sitzen? |J'al | |nein | ¢) Stehen mit Festhalten?
d) Krabbeln? ja |nein e)"Mama/Papa" ungezielt? |ja | |nein |

5. Angaben zur Siduglingserndhrung:
a) Haben Sie Thr Kind gestillt? lja | [nein |

Wenn ja, wieviele Wochen haben Sie Thr Kind ausschliefSlich, d.h. ohne Zufiittern, gestillt? Wochen

Wenn ja, wielange haben Sie Ihr Kind insgesamt, d.h. Stillen plus andere Kost, gestillt? Wochen

b) Hat Ihr Kinderarzt bei Ihrem Kind eine Milchunvertriiglichkeit festgestellt? |ja | | nein |
6. Wie haben Sie sich als Mutter wihrend der Schwangerschaft und nach der Geburt Ihres Kindes bis heute ernéhrt?

a) "Normale" Kost einschlieBlich Fleischprodukten und Milchprodukten:

b) Vegetarische Kost ohne Fleischprodukte aber mit Milchprodukten: | ja | | nein |

¢) Streng vegetarische Kost ohne Fleischprodukte und ohne Milchprodukte: | ja | | nein |

d) Haben Sie wihrend der Schwangerschaft geraucht? Falls ja, wieviel/Tag ?

1) nach den Denver-Entwicklungsskalen fiir Grobmotorik und Sprache
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Institut fiir Diabetesforschung

Bitte achten Sie darauf, daf} der Fragebogen vollstiindig ausgefiillt wird.
Erginzende Angaben des Untersuchers:

Institut fiir Diabetesforschung
Prof. Dr. med. A.-G. Ziegler
Kolner Platz 1
80804 Miinchen

Tel: 089-30793114
Fax: 089-3081733
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Institut fiir Diabetesforschung

Prof. Dr. med. Anette G. Ziegler
Kélner Platz 1
80804 Miinchen
Tel: 089-307931-14
Fax:089-3081733

Zentrum: Datum:

Fragebogen zur Nachuntersuchung
2 Jahre nach Geburt

zutreffende Kiistchen bitte ankreuzen

Mutter mit Typ-I-Diabetes Mutter mit Schwangerschaftsdiabetes Vater mit Typ-I-Diabetes
Name: Vorname: Geburtsdatum:
Adresse: Tel.:

Fragen an die Mutter

1. Besteht auch bei Ihnen ein Diabetes? Falls ja, welcher Typ? |Typl | |Typ I

nein . .
Falls ja, seit wann?
2. Haben Sie weitere Kinder?

Kinder: 1. Name: geboren am: Geschlecht:
2. Name: geboren am: Geschlecht:
3. Name: geboren am: Geschlecht:

Hat eines oder mehrere Ihrer Kinder Diabetes entwickelt?

falls ja: Diabetes seit

Zusitzliche Fragen an die Mutter mit Schwangerschaftsdiabetes

1. Besteht bei Thnen heute cin Diabetes?  [nein ] [ja |
Falls ja, Behandlung mit |Diéit | |Tabletten | |Insulin |
Letzter HbA1.-Wert: Jetzter HbA1-Wert: , Wann wurde(n) diese(r) Wert(e) bestimmt?

2. Wieviel wiegen Sie derzeit? (Korpergewicht in kg): , Korpergrofe (in cm):
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Institut fiir Diabetesforschung zutreffende Kiistchen bitte ankreuzen

3. Falls bei Ihnen heute kein Diabetes besteht: Wurde nach der Schwangerschaft jemals wieder Thr
Blutzucker getestet? | nein ja

Wenn ja, wie hoch war der letzte Wert? mg/dl, Wann wurde dieser Wert bestimmt?

Angaben zum Kind

Name: Vorname:
Geburtsdatum: Alter:
1. Besteht heute bei Ihrem Kind ein Diabetes? Falls ja, seit wann?

2. Sind bei IThrem Kind bislang irgendwelche Krankheiten aufgetreten? femn

Infektionskrankheiten: Mumps ja nein Masern nein
Windpocken ja nein Roteln ja nein

Falls eine der obengenannten Infektionskrankheiten aufgetreten ist: Wann genau ?

Sonstige Krankheiten:

Allergien:

Medikamente:

3. Welche Impfungen wurden bei hrem Kind bislang durchgefiihrt ?

Diphterie - Tetanus - Keuchhusten (DTP): |ja | | nein | Sonstige Impfungen:

nur Diphterie - Tetanus (DT):
Kinderlihmung - Schluckimpfung: | ja | | nein |

Masern - Rételn - Mumps: | ja | | nein |
4. Angaben zur korperlichen Entwicklung1 : a) heutige GroBe: cm, heutiges Gewicht: kg
b)Treppensteigen? |ja | | nein | c)Kombiniert zwei Worter sinnvoll
d) Hiipft auf der Stelle? ) \m e)GroBe Fontanelle geschlossen? | ja | | nein |

Erginzende Angaben des Untersuchers:

Bitte achten Sie darauf, dal} der Fragebogen vollstindig ausgefiillt wird.

1) nach den Denver-Entwicklungsskalen fiir Grobmotorik und Sprache
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Institut fiir Diabetesforschung

Prof. Dr. med. Anette G. Ziegler
Kolner Platz 1
80804 Miinchen
Tel: 089-307931-14
Fax:089-3081733

Zentrum: Datum:

Fragebogen zur Nachuntersuchung
5 Jahre nach Geburt

zutreffende Kistchen bitte ankreuzen

Mutter mit ehemaligem
Mutter mit Typ-I-Diabetes Schwangerschaftsdiabetes Vater mit Typ-I-Diabetes

] [] []

1.) Angaben zum diabetischen Elternteil
Name: Vorname: Geburtsdatum:

Adresse: Tel.:

2.) Fragen an den Vater

1. Besteht bei Ihnen ein Diabetes? Falls ja, welcher Typ? Typ1 Typ Il

Falls ja, seit wann?

3.) Fragen an die Mutter
1. Besteht bei Ihnen ein Diabetes? Falls ja, welcher Typ? Typl TypII

Falls ja, seit wann?

Zusitzliche Fragen an die Mutter mit ehemaligem Schwangerschaftsdiabetes

1. Besteht bei Thnen heute ein Diabetes? |nein | |ja |
Falls ja. Behandlung mit | Diit | [Tabletten | [Insulin |
Letzter HbA1.-Wert: Jetzter HbA1-Wert: , Wann wurde(n) diese(r) Wert(e) bestimmt?

2. Wieviel wiegen Sie derzeit? (Korpergewicht in kg): , Korpergrofe (in cm):
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Institut fiir Diabetesforschung

zutreffende Kiistchen bitte ankreuzen

4.) Angaben zum Kind
Name: Vorname:
Geburtsdatum: Alter:
1.)Besteht heute bei Ihrem Kind ein Diabetes? Falls ja, seit wann?

2.) Angaben zur korperlichen Entwicklung : a) heutige Grofe: cm, heutiges Gewicht: kg
3.) Wurden folgende Impfungen bei Threm Kind durchgefiihrt? Wenn ja, in welchem Lebensjahr,
bzw. Lebensmonat?

Alter des Kindes bei Impfung

Diphterie - Tetanus - Keuchhusten (DTP): |ja | | nein |

nur Diphterie - Tetanus (DT):

Kinderlihmung - Schluckimpfung: [ja | [nein |
Masern - Rételn - Mumps:
BCG (Tuberkulose) [ja | [nein |
HIB (Hacmophilus influenzae B Virus) — [ja | [nein |

sonstige Impfungen:

4.) Hatte Thr Kind eine der folgenden Krankheiten? Wenn ja in welchen Lebensalter, bzw. Lebensmonat?

Alter des Kindes bei Erkrankung

Roteln:
Mumps:
Windpocken:

Sonstige Erkrankungen:

Allergien:

Medikamente:
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Institut fiir Diabetesforschung zutreffende Kiistchen bitte ankreuzen

5.) Sind Sie als Vater/Mutter oder ein anderes - -
Familienmitglied an Zoliakie erkrankt? |Ja | |nem |

6.) Spezielle Fragen zur Zoliakie: Hat(te) Thr Kind

a) chronische Durchfille (schaumig, iibelriechend,

farblos, fettig) > 3 Stuhlgiinge pro Tag |ja | |“ein |
b) chronischer Blihbauch, > 1Monat Dauer |ja | |nein |
¢) chronisches Erbrechen (im Schwall); > 1 Monat Dauer
d) chronische Flatulenz; > | Monat Dauer | ia | |nein |
e) chronische Verstopfung; > 1 Monat Dauer | ja | |nein |

Als zusitzliche Untersuchung aus der an uns gesandten Blutprobe bieten wir Ihnen eine Antikorpertestung auf
Zoliakie an. Zoliakie, eine Erkrankung des Diinndarms, kann durch eine Umstellung auf glutenfreie Ernihrung
sehr gut behandelt werden.

Ich bin mit der Untersuchung einverstanden: ja nein

Zutreffendes bitte ankreuzen

Ergiinzende Angaben des Untersuchers:

Bitte achten Sie darauf, daB der Fragebogen vollstiindig ausgefiillt wird.

1) nach den Denver-Entwicklungsskalen fijrI Grobmotorik und Sprache
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Institut fiir Diabetesforschung

Prof. Dr. med. Anette G. Ziegler
Kolner Platz 1
80804 Miinchen
Tel: 089-307931-14
Fax:089-3081733

Zentrum: Datum:

Fragebogen zur Nachuntersuchung
8 Jahre nach Geburt

zutreffende Kiistchen bitte ankreuzen

Mutter mit Typ-I-Diabetes Mutter mit Schwangerschaftsdiabetes Vater mit Typ-I-Diabetes

[] L] ]

1.) Angaben zum diabetischen Elternteil

Name: Vorname: Geburtsdatum:

Adresse: Tel.:

2) Fragen an die Mutter:

Besteht bei Thnen ein Diabetes? Falls ja, welcher Typ? Typ I Typ I
Falls ja, seit wann?

Zusitzliche Fragen an die Mutter mit Schwangerschaftsdiabetes

|nein | |ja |

1. Besteht bei Ihnen heute ein Diabetes?

Falls ja, Behandlung mit |Diéit | |Tabletten | |Insulin |

Letzter HbA1.-Wert: Jetzter HbA1-Wert: , Wann wurde(n) diese(r) Wert(e) bestimmt?
2. Wieviel wiegen Sie derzeit? (Korpergewicht in kg): , Korpergrofie (in cm):

3. Falls bei Thnen heute kein Diabetes besteht: Wurde nach der Schwangerschaft jemals wieder Thr

Blutzucker getestet? | nein ‘ |ja |

Wenn ja, wie hoch war der letzte Wert? mg/dl, Wann wurde dieser Wert bestimmt?

3.) Fragen an den Vater

1. Besteht bei Thnen ein Diabetes? Falls ja, welcher Typ? Typ I | |Typ II

Falls ja, seit wann?
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zutreffende Kistchen bitte ankreuzen

4.) Angaben zum Kind
Name: Vorname:
Geburtsdatum: Alter:
1.)Besteht heute bei Ihrem Kind ein Diabetes? Falls ja, seit wann?

2.) Angaben zur Korperlichen Entwicklung : a) heutige Grofe: cm, heutiges Gewicht: kg

3.) Um einen méglichst aktuellen und vollstindigen Uberblick tiber den EinfluB von Impfungen, Krankheiten,
Allergien, Medikamenteneinnahme, Stilldauer und Rauchgewohnheiten auf die Krankheitsentstehung zu
bekommen, bitten wir Sie bitte die folgenden Fragen erneut auszufiillen, auch wenn Sie diese schon in einem
vorhergehenden Fragebogen beantwortet haben.

a.) Wurden folgende Impfungen bei Threm Kind durchgefiihrt? Wenn ja, in welchem Lebensjahr bzw. Lebens-

monat?

Diphterie - Tetanus - Keuchhusten (DTP):
nur Diphterie - Tetanus (DT):
Kinderlihmung - Schluckimpfung:
Masern - Rételn - Mumps:

BCG (Tuberkulose)

HIB (Haemophilus influenzae B Virus)

sonstige Impfungen:

Alter des Kindes bei Impfung

|ja | |nein |
|ja | |nein |
|ja | |nein |
|ja | |nein |

b.) Hatte Ihr Kind eine der folgenden Krankheiten? Wenn ja in welchem Lebensalter, bzw. Lebensmonat?

Masern: ia
Roteln: a

Mumps: a

Windpocken: ja

Sonstige Erkrankungen

nein

nein

nein

nein

Alter des Kindes bei Erkrankung

Allergien:
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Medikamente:
c.) Waren Sie zur Zeit der Zeugung Thres Kindes Raucher? | ja | |nein |

Wenn ja, wieviele Zigaretten pro Tag?

d.) Haben Sie als Mutter withrend der Schwangerschaft geraucht? | ja | |nein |

Wenn ja, wieviele Zigaretten pro Tag?

e.) Haben Sie Ihr Kind gestillt? ja nein

Wenn ja, bis zu welchem Lebensmonat nur gestillt?

gestillt und beigefiittert

Bitte achten Sie darauf, daf} der Fragebogen vollstindig ausgefiillt wird.

Erginzende Angaben des Untersuchers:
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PERSONLICHE ANGABEN

Julia Pilgram geb. Dittler
Geburtsdatum: 6. Februar 1970
Geburtsort: Lingen (Ems)
Eltern: Ludwig Dittler, Diplom-Ingenieur
Ursula Wahlers, Diétassistentin

AUSBILDUNG UND BERUFLICHE TATIGKEIT

1976-1980
Grundschule in Lingen

1980-1982
Orientierungsstufe in Lingen

1982-1989
Gymnasium in Lingen

1989-1996

Studium der Oecotrophologie an der TU Minchen - Welhenstephan

04/1997-07/1999

Freie Mitarbeit als Ernahrungsberaterin am Krankenhaus der Barmherzigen Bruder, Minchen

08/1998-08/1999

Erndhrungsberatung bei der HiPP GmbH & Co. Vertrieb KG, Pfaffenhofen

Stuttgart, den 1. August 2000



