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Abstrakt

Name: Judith Ammon
Jahrgang: TZ 2010
Datum: 3. Mai 2015

Thema:
Wie verandert sich das intestinale Mikrobiom wéhrend der Pathogenese von Typ 1 Diabetes bei

Kindern zwischen 0 und 4 Jahren?

Ziel:

Beantwortung der folgenden Fragen:

- Gibt es eine typische Verschiebung der Zusammensetzung der Darmmikrobioms vor oder
spatestens zum Zeitpunkt der Entwicklung von Inselzellantikbpern bei Kindern? Wenn ja, wie
kommt sie zustande, was bewirkt sie und wann findet sie statt?

- Lasst sich diese Verschiebung in Bakterienspezies fassen?

- Welche funktionellen Verschiebungen gibt es?

- Gibt es weitere Kriterien, die ein anders geartetes, zu T1D filhrendes Darmmikrobiom

beschreiben?

Material/ Methoden:
Vergleich von 4 verlaufsbezogenen Fall-Kontroll-Studien, die das Mikrobiom des kindlichen
Darms molekularbiologisch qualitativ und auf seine Funktion hin untersuchen. Erganzung durch

4 weitere Studien, die Zeitpunkt bezogen arbeiten

Ergebnisse:

Die rein quantitative Untersuchungen der Zusammensetzung der Darmbakterien ergibt neben
der generellen Zunahme des Phylum Bacteroidetes und Abnahme der Firmicutes in den Fall-
gruppen sehr unterschiedliche, auch widersprichliche Ergebnisse. Die funktionellen Untersu-
chungen weisen in dieselbe Richtung: Sinkende Diversitat und Stabilitat der Fall-Mikrobiome

und Abnahme der Stoffwechsel- und Kommunikationswege im Bakteriennetzwerk der Félle.

Schlussfolgerungen:

Gefunden wurden Korrelationen zwischen gestorter Darmbarriere, Immunsystem, Mikrobiom
und T1D, aber keine Kausalitaten. Das Darmmikrobiom und seine Funktionsnetzwerke
scheinen viel individueller zu sein als gedacht. Es ist fraglich ob quantitative Sequenzierungen
zielfihrend sind, mdglicherweise werden Analysen der Stoffwechselfunktionen mehr Aufschluss

Uber die Pathogenese von T1D bringen.
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Glossar

Begriff Erklarung

Biom
Kurz fir Bioformation. Eine Lebensgemeinschaft, ein Okosystem.

Buttersdure (butyrate)

Einfachste kurzkettige Fettsaure, ensteht im Dickdarm beim Abbau von prébiotischen
Kohlenhydraten (,Ballaststoffen®) durch Darmbakterien. Das dadurch entstehende
saure Milieu ist ungunstig fur Krankheiterreger; regt die Darmbewegung an und versorgt
die Epithelzellen des Darms mit Energie.

Eigenvektor Zentralitat (Eigenvector Centrality)

Beschreibt wie gut das Individuum mit anderen vernetzt ist, die wiederum gut vernetzt
sind, bis zum Rand des Netzwerks hin. Ein Knoten ist umso wichtiger, je wichtiger seine
Nachbarknoten sind (z.B. Politiker als Meinungsfiihrer umgeben von Multiplikatoren)

Fall-Kontroll-Studie: retrospektive

Klinische Studie, die vom Ergebnis ausgehend, Behandlungsverfahren oder
EinflussgréRen empirisch untersucht, mittels zweier Gruppen: Fallgruppe und
Kontrollgruppe. Nicht experimentell.

Immunglobuline
Gleichbedeutend mit Antikérper. Binden das Antigen an sich und werden dann von
Phagozyten aufgefressen.

Interleukine
Peptidhormone und Botenstoffe des Immunsystems, sie machen die Kommunikation
zwischen Leukozyten und anderen,Z.B.Makrophagen

Kohortenstudie

Analytisch, beobachtend. Prospektive oder respektive Langsschnittstudie(Zeitachse),
bei der eine Stichprobe exponierter und nichtexponierter Personen untersucht wird
hinsichtlich eines zu prufenden Risikofaktors fur eine Erkrankung.

Unterschied zwischen Fall-Kontroll-Studie und Kohortenstudie: In einer Kohortenstudie
nehmen nur Personen teil, bei denen die Erkrankung noch nicht eingetreten ist. Die
Fall-Kontroll Studie vergleicht Falle mit Nicht-Fallen.

Lymphfollikel
Kugelige Kolonien von B-Lymphzyten, in denen B-Lymphozyten sich vermehren und zu
Plasmazellen differenzieren, die wiederum Antikdrper (Immunglobuline) sezernieren.

Lymphozyten

Untergruppe der Leukozyten, Abwehr von Fremdstoffen und Infektionserregern und
Tumorzellen. Es gibt B-Lymhphozyten(reifen in MALT, Peyer Plaques) und T-
Lymphozyten (reifen im Thymus).

Metabolite
Zwischenprodukt eines Stoffwechselvorgangs
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Mikrobiom (engl. Microbiome)
Das Biom, das Okosystem der Mikroorganismen

Mikrobiota (engl. Microbiota)
Gemeinschaft der den Menschen besiedelnden Mikroben.
MESH setzt das Stichwort ,Microbiome® mit ,Microbiota® gleich.

Milchsaure (Laktate)
Entsteht beim Abbau/Fermentierung von Kohlenhydraten durch Milchsazrebakterien.
Halten den Darm sauer, verhindern das Wachstum von Faulnisbakterien.

Muzin (Schleimstoffe)

Biopolymere, die aus heterogenen Polysacchariden bestehen. Bilden durch Aufnahme
von Wasser Kolloide und Hydrogele, Grundlage des Schleims, auf der Oberflache der
menschlichen Schleimh&ute zu finden.

Organ

,Das Korperorgan als - evtl. aus sehr verschiedenen Zellen und Geweben
zusammengesetzter - eine funktionelle Einheit bildender Teil des Organismus.”
(www.tk.de/rochelexikon/)

,Ein aus verschiedenen Geweben zusammengesetzter Teil des Korpers, der eine
abgegrenzte Funktionseinheit darstellt” (www.flexikon.doccheck.com/).

Pathobiont
Mikrobiotische Symbionten, die Krankheiten hervorrufen.

Préabiotika

Fur den Menschen nicht verwertbare Lebensmittelbestandteile, meist Kohlenhydrate.
Darmbakterien wie Laktobazillen und Bifidobakterien ernéhren sich von Ihnen. Diese
Probiotische Bakterien sorgen fur den sauren pH im Darm und verdrangen pathogene
Keime durch produzierte Bakteriengifte.

T-Zellen
Lymphozyten, die im Thymus ausdifferenziert werden. Erkennen Antigene an Antigen-
prasentierenden Zellen und zerstoren diese.

Thl —Zellen

Untergruppe der T-Helfer-Zellen. Helfen bei der Regulation von entzindlichen
Prozessen, und der Erregerabwehr insb. Bakterien. Synthetisiert und sekretiert
Interferon Y (gamma) (Zytokin, das immunstimulierend wirkt, v.a. antiviral und
antitumoral.)

Th2-Zellen
Untergruppe der T-Helfer-Zellen, wichtige Funktion fir den Antikorperklassenwechsel
von B-Lymphozyten.

Thl7-Zellen

Spezieller Typ von T-Helfer-Zellen. Produzieren Interleukin IL 17, aktivieren Neurophile
Granulozyten, spielen Rolle bei chronischen Entziindungen und
Autoimmunerkrankungen.
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Treg-Zelle
Regulatorische T-Zelle, Untergruppe der T-Zellen, wichtig fur die Selbsttoleranz des
Immunsystems.

Tight Junctions

Zonula occludens, undurchlassige Verbindung. Bestehen aus einem Netzwerk
schmaler Strange, die von spezialsierten Transmembranproteinen gebildet werden.
Umgeben gurtelartig die Epithelzellen und bilden im Zellverband eine Diffusionsbarriere.

Zytokin

Regulatorische Eiweil3e, die die Immunantwort steuern. Sie werden von Makrophagen,
B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, natirlichen Killerzellen und Fibroblasten gebildet. Es
gibt folgende Gruppen: Interleukine (IL), Interferone (IFN), Tumornekrosefaktoren und

Kolonien stimulierende Faktoren.
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1. Einleitung
1.1. Kontext

Der Typ 1 Diabetes mellitus ist eine chronische Autoimmunerkrankung, deren
Pravention und Heilung bis zum heutigen Zeitpunkt nicht méglich ist. Das Immunsystem
richtet sich gegen die insulinproduzierenden (-Zellen der Langerhans-Inseln im
Pankreas, was zu einer fortschreitenden Zerstérung dieser Zellen fuhrt. (1) Lange vor
dem Manifestwerden der Erkrankung kénnen im Serum spezifische Autoantikdrper
(AAK) gefunden werden. Auch bei Kindern, die in der Folge keinen Diabetes entwickeln
tauchen AAK auf, die sich jedoch durch einen unbekannten Mechanismus wieder
herunterregulieren. Als Folge des entstehenden absoluten Insulinmangels bei
fortschreitender R-Zell-Zerstbrung kommt es zum zur Hyperglykamie und zu
Ausscheidung von Glukose Uber die Niere. Da den Kérperzellen nun keine Energie
mehr Uber Kohlenhydrate zugefuhrt werden kann, schaltet der Korper auf
Energiegewinnung aus Fett um. Als Stoffwechselabfallprodukt entstehen dabei
Ketonkdrpern, was zu lebensbedrohlicher Ketoazidose filhren kann. Typ 1 Diabetiker

mussen deshalb lebenslang exogenes Insulin zufiihren.

Wahrend friher der Manifestationsgipfel im jungen Erwachsenenalter lag, hat sich
dieser seit einiger Zeit ins Kindesalter verschoben. Die am deutlichsten erhdhte

Inzidenz-Rate liegt in Deutschland zwischen 0 und 4 Lebensjahren (7,2%) (2).

1.2. Fragestellung

Uber den Pathomechanismus bei der Entstehung des T1D wird seit etwa 20 Jahren
intensiv geforscht. (siehe Suchstrategie Kapitel 3.1.3 Neue Techniken in Molekular-
biologie und Datenverarbeitung haben zu neuen Einsichten gefuhrt. Durch die
Sequenzierung des menschlichen Genoms konnten Risikogene (HLA-DQ2/DQ3 Allele)

isoliert werden. In der Immunologie wurden neue T-Zellen gefunden.

Der Erforschung moglicher Umwelteinflisse wie Geburtsmodus,
Stillzeit/Flaschennahrung, Ernahrung im 1. Lebensjahr (Kuhmilchproteine, Gluten-
exposition), virale Erkrankungen (Enteroviren) und geographischen Daten ist viel
Aufmerksamkeit geschenkt worden. Wenngleich alle diese Faktoren in vielen Féllen
eine gewisse krankheitstriggernde Wirkung zu haben scheinen, konnten

allgemeingiltige Kausalitdten nicht hergestellt werden. Seit langerem gilt das
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multikausale Modell am plausibelsten. Und seit kurzem erst richtet sich der

Forscherblick auf den Darm.

Untersuchungen haben gezeigt, dass bei der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen
neben den genetischen Risikogenen immer auch eine Entzindung und Permeabilitat
der Darmwand eine Rolle spielt. Dadurch reagiert das darmassoziierte Immunsystem
(GALT) fehl und malassoziiert korpereigenen Zellen als Antigene. Warum aber

entzindet sich die Darmschleimhaut?

Auf der Suche danach, was Ursache, was Folge in diesem komplexen
molekularbiologischen Reaktionsfeld ist, ist das intestinale Mikrobiom als Agens ins
Rampenlicht gertckt. Wahrend zunachst allgemeinere Zusammenhange zwischen
Darmmikrobiom und Immunsystem bei T1D untersucht wurden und an Nagern
zahlreiche Experimente in Bezug auf Immunsystem und Darmmikrobiom durchgefuhrt
wurden, wird seit etwa 4 Jahren gezielt die Zusammensetzung des Pra- und
postdiabetischen Mikrobioms analysiert, die bakterielle funktionelle Komplexbildung und
die funktionellen Auswirkungen eines moglicherweise typisch verschobenen

Mikrobioms untersucht.

Die vorliegende Arbeit leistet einen Uberblicksartigen Vergleich dieser Studien im Sinne
einer Review. Dabei beschréanke ich mich auf die Gruppe der Kinder von 0 Jahren bis 3
Jahren. Ab 2-3 Jahren (je nach Autor) gilt das Mikrobiom als ausgereift und in seiner
Zusammensetzung als stabil. Ich habe diese Altersgruppe gewahlt, weil hier das
Heranreifen des Mikrobioms und des Immunsystems einen klaren Ausgangspunkt
(némlich der bei Geburt sterile Darm) hat und das erste Auftreten von Inselzell-
Antikorpern zeitlich kontrolliert werden kann. Die meisten Menschen, die mehr als 2
AAK aufweisen manifestieren friher oder spater T1D. AulR3erdem fallen die meisten der
als ursachlich vermuteten Umweltfaktoren (Geburtsmodus, Stillzeit, erster Gluten
kontakt, Nahrungseinfihrung) in diesen Zeitraum. Dazu kommt, dass die
Inzidenzsteigerung um insgesamt fast 20 % in den letzten 20 Jahren in dieser

Altersgruppe am hdchsten ist.
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Die Leitfragen lauteten:

- Gibt es eine typische Verschiebung des Gleichgewichts im intestinalen
Mikrobioms vor oder spatestens zum Zeitpunkt der Entwicklung von
Inselzellantikbpern bei Kindern? Wenn ja, wie kommt sie zustande, was bewirkt

sie und wann findet sie statt?
- Lasst sich diese Verschiebung in Bakterienspezies fassen?
- Welche funktionellen Unterschiede gibt es?

- Gibt es weitere Kriterien, die ein anders geartetes, zu T1D fuhrendes

Darmmikrobiom beschreiben?

Einschrankend muss gleich zu Beginn erwahnt werden, dass ein ,gesundes®
Vergleichsmikrobiom, ein physiologischer Prototyp, fehlt. Bis heute gibt es keine Studie,
die die Entwicklung des kindlichen Mikrobioms in einer grof3 angelegten longitudinalen

Kohorte untersucht und einen prozesshaften Standard festlegt. (3)

2. Typ 1 Diabetes und Intestinales Mikrobiom
2.1. Epidemiologie des T1D

Mit 21.000 bis 24.000 betroffenen Kindern und Jugendlichen zwischen 0 und 19 Jahren
bzw. 10.000 bis 15.000 Kindern und Jugendlichen zwischen O und 14 Jahren ist der
T1D die haufigste Stoffwechselerkrankung im Kindesalter in Deutschland. Wahrend in
den 1990er Jahren die jahrliche Inzidenzrate bei den 0-14-Jahrigen pro 100.000
Kindern bei 12,9 lag, betrug sie nach der 2008 bereits 22. Insbesonders die Jiingeren
sind starker betroffen. Die Inzidenz stieg bei den 10-14-Jahrigen und 2,9 Prozent pro
Jahr, bei den 5-9-Jahrigen um 4,3 Prozent und bei den 0-4-Jahrigen um 7,2 Prozent pro
Jahr. (2) Innerhalb Europas existiert ein deutliches Nord-Sud-Gefalle. Am hochsten ist
die Inzidenzrate in Finnland, 36,5 von 100 000 Kindern entwickeln im Jahr 2000 T1D
vor dem 15. Lebensjahr. (4) Die Neuerkrankungsrate variiert weltweit sehr stark.
Besonders hohe Inzidenzraten werden in wirtschaftlich hoch entwickelten Landern wie
Nordamerika (USA und Kanada, >10/100 000 pro Jahr), Australien (>20/100 000 pro
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Jahr) und Europa beobachtet, wahrend China eine der niedrigsten Inzidenzraten
weltweit vorweist (<1/100 000 pro Jahr) (Zahlen fur 2000). (5) Die Halfte aller Patienten
entwickelt die Krankheit vor dem 20. Lebensjahr, deshalb wurde der Typ-1-Diabetes

friher oft als ,jugendlicher® Diabetes bezeichnet.

2.2. Diagnostik des T1D

Die aktuelle S3-Leitline fur Diabetes mellitus definiert wie folgt:

.Beim Typ-la-Diabetes kann eine chronische, immunvermittelte Erkrankung als
Ursache der Zerstorung der B-Zellen identifiziert werden.” (6)

Der Zeitpunkt der Diagnose als T1D wird jedoch verschieden gesetzt. Als solcher
diagnostiziert wird Typ la Diabetes ab der sogenannten Serumkonversion, d.h. wenn
mindestens 2 Antikdrper im Serum gefunden werden. (TEDDY-Studie) Abweichend
davon wird T1D diagnostiziert ab einem Blutzucker-Langzeitwert, genannt Hb1Ac von >

6,5. (Definition der American Diabetes Association von 2009).

Im Klinikalltag manifestiert sich der T1D bei bis dahin scheinbar kerngesunden Kindern
durch Polyurie, UbermalRige Mudigkeit/Leistungsschwache und/oder Ketoazidose,
woraufhin ein hoher Hb1Ac festgestellt wird und die Serumuntersuchung 2 oder mehr
AAks aufweist. Vorausgehen kdnnen ein gestorter Glucose-Toleranztest und erhdhte
Nuchtern-Blutzuckerwerte. Zum Zeitpunkt des Auftretens von klinischen Symptomen ist
die Zerstorung von 3-Zellen schon zu 80% vorangeschritten.

Folgende serologische Marker sind definiert:

* Inselzellantikdrper (ICA),

* Insulinautoantikorper (IAA),

+ Autoantikorper gegen Glutamat-Decarboxylase der B-Zelle (GAD65A) und
* Autoantikorper gegen Tyrosinphosphatase (I1A-22),

+ Autoantikorper gegen den Zink Transporter 8 der B-Zelle (ZnT8)
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Insulinautoantikdrper kommen im Serum von bis zu 90 Prozent der Kinder und
Jugendlichen vor, mit zunehmendem Alter abnehmend, Inselzellantikdrper bei 60-90
Prozent der Erstmanifestationen, Autoantikérper gegen den Zink Transporter 8 in 60 bis
80 Prozent. (6)

Etwa 10 Prozent der Typl Diabetiker weisen eine positive Familienanamnese auf und

mehr als 90 Prozent eine Diabetes-charakteristische HLA-Assoziation .

Ebenfalls dem T1D zugerechnet wird der sogenannte LADA-Diabetes, der latent
insulinpflichtig ist und erst im Erwachsenenalter auftritt. Schliel3lich gibt es noch den
nicht immunogenen, jedoch mit hoher Penetranz vererbbaren, idiopathischen Typ-1-
Diabetes. Hier kann keine genetische oder anderweitige Ursache fir den Untergang der
B-Zellen gefunden werden, es gibt keine Autoimmunmarker. (6) Diese Arbeit folgt dem

allgemeinen Sprachgebrauch und meint mit T1D den klinischen Typla Diabetes.

In der aufgeflhrten Literatur zur Erstellung der Leitlinie finden sich keine Hinweise auf
Studien zur Mikrobiomforschung. Die Leitlinie fur Kinder und Jugendliche nennt als
Risikofaktoren bei genetisch hohem TI1D-Risiko zu frihen Genuss von
Kuhmilchproteinen und zu frihe Exposition glutenhaltiger Getreide (ab 3 Monate) des
Sauglings und empfiehlt das Stillen als protektive MafRnahme. Die Erforschung von
PraventivmaBnahmen habe bislang keinen Erfolg gezeigt. (6) Die Leitlinie far
Erwachsene widmet dem Thema ,Risikofaktoren, Pravention und Friherkennung® kein

Kapitel.
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2.3. Pathogenese des T1D

Fur die Systematik des auswertenden Teils dieser Arbeiten habe ich mich fir ein Modell
entschieden, in dem 4 Phasen und Kklinischen Merkmale der (Prd)Erkrankung

unterschieden werden:

Phase 1
Genetische Pridisposition

MUTMASSLICHER EINFLUSS VON UMWELTFAKTOREN
(Zeitfenster)

Phase 2
Insulitis
Beta-Zell-Schwund

Phase 3
Pradiabetes

Phase 4
T1D-Manifestation

Abb. 1: 4-Phasen-Modell der Pathogenese von T1D. Der blaue Pfeil folgt der Zeitachse,
der gelbe Pfeil dem Verlust von Beta-Zellen, Klinische Marker braun.

Die Lange der 4 Phasen ist &ul3erst variabel. Bei manchen Kindern scheint der Prozess

der Insulitis ricklaufig zu sein oder nicht fortzuschreiten, sie haben Uber viele Jahre

AKKs im Serum, ohne T1D zu entwickeln. Bei manchen Kindern verkirzen sich die

Ammon, Judith, TZ 2010 3. Mai 2015 Seite 13 von 65



COE-Europaisches Colleg flr Osteopathie Literaturarbeit

Phasen. Die zunehmende Inzidenz bei Kindern bis 4 Jahren kodnnte auf immer

schnellere Verlaufe hinweisen.

Die Starke dieses Modells (abgewandelt nach Skyler 2011) (7) liegt darin, dass ein sehr
kleines Zeitfenster (roter Pfeil) auszumachen ist, indem anscheinend die Weichen fir
die Erkrankung gestellt werden. Auf dieses Fenster hin werden auch die ausgewahlten

Studien hin untersucht.

Obwohl 70% aller T1D-Erkrankten typische HLA Risiko-Allele tragen, entwickeln nur 3-
7% aller HLA Risiko-Allele-Trager T1D. (3) In der DIPP-Studie beispielsweise konnte
evaluiert werden, dass von 150 000 gescreenten Kindern 8500 Kinder Risikogen-positv
waren, davon entwickelten 300 im Untersuchungszeitraum (seit 1994) klinischen T1D.

(www.dipp.utu.fi) Das bedeutet, dass die nichtgenetischen Einflussfaktoren sehr hoch

sind. Abb. 1 zeigt Ubersichtsartig die derzeit diskutierten moglichen Ursachen fir die
Entwicklung von T1D. Abb. 2 zeigt den Zusammenhang mit dem Mikrobiom.

Abb. 2: Diskutierte Faktoren fur die Pathogenese von T1D
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Abb.3: Ineinandergreifende pathologische Prozesse bei der Entstehung von Insulitis/AAK

Im folgenden wird zun&chst Einfiihrendes Uber das humane Mikrobiom und das
Immunsystem zu sagen sein, bevor der Bezug zur Pathogenese von T1D hergestellt

wird.

2.4. Was ist das menschliche intestinale Mikrobiom?

Die Untersuchung des Humanen Mikrobioms ist ein junges Forschungsfeld und begann
eine gewisse umfangliche Spezifizierung zu entwickeln, nach der Grindung des
nordamerikanischen Human Microbiome Project (HMP, 2007) (8) und des europdaischen
Metagenomics of the Humane Intestinal Tract (MetaHIT, 2008) (9) das sich die
Entschlisselung aller Genome aller den Menschen besiedelnden Mikroorganismen zur

Aufgabe gemacht haben, die Identifzierung des sogenannten Metagenoms.

Das humane Mikrobiom ist die Gesamtheit aller Organismen, die uns besiedeln und mit
denen wir zusammenleben, also Bakterien, Viren, Archaea, Pilze und Protozoen. Diese
Organismen haben ihre eigene Erbinformation und ihren eigenen Stoffwechsel, der den
unseren beeinflusst, bzw. ein Teil dessen ist, sie haben ihren eigenen Verbund. Das
Mikrobiom macht 2 Prozent unseres Korpergewichts aus, es lebt in und auf uns,
namlich auf der Haut, in der Mundhohle, im Nasen-/Rachenraum, im Gastrointestinal-
trakt, im Urogenitaltrakt, in der Lunge. Es besiedelt alle unsere Kontaktflachen, Haute
und Schleimhéaute zur Umwelt und es bestimmt auch tUber die Art und die Folgen des

Kontakts auf mikrobiologischer Ebene. Unser Mikrobiom besitzt 150mal so viel
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Erbinformation wie die menschliche DNA und 10mal so viele Zellkerne wie unser
(steriler) Koérper. (10) Kahlert und Mduller (2014) beschreiben das Mikrobiom als ein —
allerdings erst postpartum entstehendes - Organ mit einer eigenen Morphologie,

Physiologie und Pathologie. (10)

. Stomach
1010 microbes/ml

Duodenum
10-10° microbes/ml

Colon

10'110"microbes/ml
Jejumun/ileum
1010 microbes/ml

Bacterial densities increase throughout the
gut, with highest concentrations found in
the colon

Abbildung von Penders (6)

Abb.4: Das intestinales Mikrobiom vereint die meisten Bakterienkolonien im Dickdarm

Besonders der Einfluss des intestinalen Mikrobioms auf das Immunsystem, die
wechselseitige Beeinflussung und Abhangigkeit steht derzeit im Blickpunkt der
Forschung, wie eine kurze Stichworteingabe in PubMed zeigt (3038 Eintrage bei
»,microbiom, Immune System®; 1254 Eintrage bei microbiom, disease). Man erhofft sich
neue Therapieansatze beispielsweise bei der Behandlung von Allergien und
Autoimmunerkrankungen. Jingst sogar in Tageszeitungen besprochen wird die
erfolgreiche ,Stuhltransplantation” bei ansonsten therapieresistenter Colitis durch den
Erreger Clostridium difficile, ein alterer therapeutischer Ansatz, der durch die neueren

Erkenntnisse der Mikrobiomforschung wieder aktuell geworden ist. (SZ vom 15.4.2015)

Die in den letzten Jahren entwickelten molekularbiologischen neuen Techniken zur
Entschlisselung und Verarbeitung der immensen Datenmengen er6ffnet der Forschung

neue Wege. Fur die Forschung am intestinalen Mikrobiom bedeutet das: Es werden
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nun keine Stuhlproben mehr angesetzt (nur 30-40% aller Bakterien lassen sich
anzuchten) sondern Stuhlproben entnommene Kleinstmengen werden genetisch
entziffert und so auf die vorhandenen Bakterien und ihre Quantitat zuriickgeschlossen.
Die entsprechend grofRen Datenmengen erfordern eine Auswertung mit komplexen
Programmen. Dadurch ist es nicht unbedingt leichter geworden zu klaren Ergebnissen
oder gar Therapien zu kommen, aber man bewegt sich doch ndher an der Komplexitat

der Realitat.

2.5. Entstehung und Entwicklung des intestinalen Mikrobioms

Fur die Entwicklung neuer Therapien ist es wichtig zu verstehen, wie das Mikrobiom
entsteht und sich entwickelt. Im Gegensatz zu den anderen menschlichen Organen
durchlauft es keine Embryogenese. Wir werden mit einem sterilen Darm geboren.(11)
Die Erstbesiedlung mit Keimen, die ,Vererbung“ der mutterlichen Mikrobiota erfolgt bei
der vaginalen Geburt Uber die Vaginalflora, die physiologischerweise Uberwiegend
Milchsaurebildende Bakterien enthalt, die Grundlage eines sich gesund entwickelnden
(zunéchst sauren) Darmmilieus. Dazu kommt bei der Vaginalen Geburt die Fakalflora
der Mutter. (Ruffer 200nennt das die ,Schluckimpfung des Neugeborenen®) Bei Sectio
gelangen zunachst Hautkeime in den Verdauungstrakt des Kindes. (11) Auch die
Muttermilch enthalt hohe Mengen Lactobacillen und Bifidobakterien. Intensiver
Hautkontakt, das familiare Umfeld, &ltere Geschwister, Haustiere und andere
Umwelteinflisse bringen jede Menge Mikroorganismen zum Neugeborenen. Funk
(2014) kommt bei ihrer Untersuchung der Neugeborenen-Darmflora zu dem Ergebnis,
dass bereits Stunden nach der Geburt, Bakterien im Darm zu arbeiten beginnen, bei
Sectio-Kindern ist die Erstbesiedlung allerdings weniger heterogen und das Mikrobiom
entwickelt sich langsamer. In ihrer Auswertung der vorhandenen Literatur kommt Funk
zu dem Ergebnis, dass per Sectio entbundene Kinder haufiger unter Durchféllen und
Atopien leiden, was die Autorin auf die veranderte Mikroflora und damit das veranderte

Immunsystem zurickfihren. (11)

Das Neugeborene ,erbt* also das Mikrobiom der Mutter und der familiaren Umgebung,
muss sich aktiv damit auseinandersetzen und entwickelt sein individuelles Mikrobiom,
das ab dem Alter von 2-3 Jahre, je nach Ernahrung und Umwelt, ausgereift gilt, das

heil3t, der Darmflora eines Erwachsenen gleicht und in seiner Zusammensetzung das
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ganze Leben weitgehend stabil bleiben wird. (11,12). Dabei bestimmen drei Felder die
Entwicklung und den Bestand des Organs Mikrobiom: der menschliche Wirt (z.B. pH,
Darmpassage, Verdauungssafte), die Mikroben (z.B. Stoffwechsel, Andockfahigkeit)

und Umwelteinflisse (z.B. Erndhrung, Medikamente, z.B. Antibiotika)

Man weild inzwischen, dass ein differenzierteres Mikrobiom Gesundheit erhalt, und
Instabiliat des Mikrobioms Krankheit bringen kann. Man vermutet auch, dass der
abnehmende Kontakt mit potentiell pathogenen Keimen das Mikrobiom in seiner
Diversifizierung hemmt und dadurch die Entwicklung des Immunsystems einschrankt,
was zu einer Zunahme von Allergien und Autoimmunerkrankungen in der westlichen
Welt gefihrt hat. Diese so genannte Hygiene-Hypothese beschreibt, wie die
verbesserte Abwassersituation seit Anfang des 20. Jahrhunderts in der industrialisierten
Welt zum Rickgang der Uber die Faeces ubertragenen Infektionen gefuhrt hat. Was in
Bezug auf todbringende Krankheiten wie Cholera- oder auch Poliomyelitis ein Segen
war, scheint die Inzidenz von T1D und anderen Autoimmunerkrankungen beflligelt zu
haben. (13)

2.6. Die wichtigsten Vertreter

Im folgenden werden die wichtigsten Vertreter des ausgereiften gesunden intestinalen
Mikrobioms vorgestellt. Es gibt Gber 500 verschiedene Arten. Dabei stammen 99
Prozent aus 4 bakteriellen Taxa : Phylum Firmicutes (Lactobacillales, enterococcaceae,
Streptococcaceae und Clostridia), Phylum Bacteroidetes (z.B. Prevotella,
Flavobacteriia) , Phylum Proteobacteria (Enterobacteria, z.B. E.coli, Klebsiella
Salmonella, Shigella, Yersinia) und Phylum Actinobacteria. Unter 50 Prozent lassen
sich kultivieren, davon bilden 30-40 Arten den grof3ten Anteil (Uber 90 Prozent) (14) Im

allgemeinen klassifiziert man die Stamme wie folgt:

Taxa/Phylum/Abteilung/Stamm(phylum) — Klasse(class) —Unterklasse — Ordnung(order)
— Familie(family) —Gattung(genus) — Art(species)

Also zum Beispiel:
Abt: Bacteroidetes — Klasse: Bacteroidia — Ordnung: Bacteroidales — Familie:

Bacteroidaceae - Gattung: Bacteroides
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Tab. 1: Die wichtigsten Gattungen im menschlichen Darm

Obligatory anaerobic genera Facultative anaerobic genera
Bifidobacteria G+ Lactobacilli G+

Clostridia G+ Enterococci G+

Eubacteria G+ Streptococci G+

Bacteroides G- Staphylococci G+
Fusobacteria G- Enterobacteria GG-,

gram-negative; G+, gram-positive

Tabelle von Penders (14)

2.7. Aufgaben des intestinalen Mikrobioms

Die Darmbakterien leben in Symbiose mit dem menschlichen Wirt. Sie bekommen gute
Lebensbedingungen (Nahrung und Warme). Im Gegenzug profitiert der Mensch von

den Fahigkeiten der Bakterien, z.B.

- Vitamin K zu produzieren

- Bestandteile der B-Vitamine zu synthetisieren

- Polysaccharide in absorbierbare Monosaccharide aufzuspalten

- Lipase fur die Fettverdauung zu aktivieren

- nichtverdauliche Nahrungsbestandteile zu fermentieren

- Energie Uber kurzkettige Fettsauren zu gewinnen und mit
den bakteriellen Stoffwechselprodukten die Enterozyten zu ernahren

- eine Kolonisationsresistenz fur pathogene Keime zu bilden

- das richtige Milieu zu schaffen bei der Entwicklung der Darmmukosa, der
adaptiven Immunitét und des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (gut-
associated lymphoid tissue, GALT)

2.8. Intestinales Mikrobiom und Immunsystem

Der Darm ist das gro3te Organ des menschlichen Immunsystems, flr seine postnale
Entwicklung ist das intestinale Mikrobiom mitverantwortlich. Nach der Geburt entwickeln
sich in enger Zusammenarbeit mit vorhandenen oder nicht vorhandenen Darmkeimen
und pathogenen Keimen, toxische Produkten und Nahrungsbestandteilen:
Darmmukosa, die adaptive Immunitat und das GALT (gut-associated lymphoid tissue),
das Darmassoziierte lymphatische Gewebe. Das GALT besteht aus den Peyer-
Plaques, Lymphfollikelansammlungen in lleum und Blinddarm sowie versprengt in Dick-
und Mastdarm. Die Peyer-Plaques liegen in der Darmwand, erkennen Antigene und
neutralisieren sie durch die Produktion von IgA., die sich wiederum in der

Schleimschicht festsetzen und alle zukunftigen gleich strukturierten Antigene abfangen.
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Alle Antigene werden von antigenprasentierenden Zellen (z.B. Makrophagen oder B-
Lymphozyten) angedockt und den T-Lymphozyten prasentiert. Diese reagieren
entweder mit Vernichtung oder mit Toleranz. Tierersuche mit keimfreien Mausen haben
gezeigt, dass diese verkimmerte Peyersche Plaques, weniger IgA und weniger T-
Zellen aufwiesen als Mause in normalem Milieu. Auerdem reagierten sie auf

Antigenkontakt verzdgert. (14)

Darmbakterien leben frei im Darmlumen, auf oder in der Darmschleinhaut, oder heften
sich auf Nahrungsbestandteile und entwickeln an diesen Orten Kolonien und
Gemeinschaften mit andere Arten. IgAs sitzen an der Kontaktflache zum Darmlumen im
Darmepithel , T-Zellen in der Lamina propriae mucosae (enthalt Blut- und Lymphgefalie

und Lymphfollikel), direkt unter der Epithelschic

2.8.1. Das Zusammenspiel von Intestinalem Mikrobiom und
Darmassoziierten Immunsystem - Ergebnisse aus Tierversuchen

In ihrer Review Uber die Interaktionen zwischen den Mikrobiota und dem Immunsystem
von 2012 zeigen Hooper et al auf, wie das Intestinale Mikrobiom das Immunsystem
beeinflusst (inside-out) und umgekehrt das Immunsystem das Mikrobiom (outside-in).
Dabei muss vorausgeschickt werden, dass alle beschriebenen Ergebnisse aus
Versuchen mit Nagetieren stammen (Mause und Ratten), mit keimfreien Tieren und
speziell gezichteten Mikrobiom-Versuchstieren oder bestimmten genetisch
vorprogrammierten Exemplaren, die dann einzelnen Bakteriengruppen ausgesetzt
werden konnen und die mikrobiologische Reaktion beobachtet werden kann. Solche

Einflussfaktoren-isolierende Experimente sind am Menschen nicht durchfuhrbar.

,Inside-out®:

Eine wichtige Aufgabe des Immunsystems ist es, den Kontakt zwischen Bakterien und
Schleimhaut zu minimieren. Die von den Becherzellen produzierte Schleimschicht lasst
die wenigsten Bakterien bis zur Epithelschicht durchdringen (,stratification-strategy®).
Gelingt dies einzelnen Bakterien doch, greift die zweite Abwehrstrategie: Macrophagen
der Lamina propria vernichten sie oder sie werden in den Lymphstationen der
Mesenterien Abwehrzellen vorgestellt, die die Produktion von spezifischen IGAs Uber B
und T-Lymphozyten aktivieren und in der Darmschleimhaut verteilen
(,compartimentalisation-strategy“). Man kann sich leicht das Szenario vorstellen, wenn
die Darmschleimhaut undicht wird oder fehlregulierte B- oder T-Zellen kdrpereigene

Zellen oder Nahrungsbestandteile als Antigene identifizieren. Doch dazu spéater. Hooper
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et al. nennen auch die Produktion antibakterieller Proteine durch Epithelzellen, die
bestimmte Mikrobiota minimieren. Dokumentiert wurde auch anhand von
Stuhltransplantationen an Mausen, dass bestimmte immunologische Defizite die
Mikroflora verandern, was Krankheiten wiederum den Weg ebnet. Veranderte Stuhlflora
|6ste auch bei nicht-immunsystem-pradisponierten Mausen Colitis Ulcerosa aus. (15)
Vaarala et al (16) beschreibt immunologische Funktionen von zwei Zelltypen in der
Epithelschicht: M-Zellen (bringen Antigen zu Lymphatischen Gewebe) und
intraepithelialen Lymphozyten.

,outside-in“:

Wenngleich der Einfluss der Mikrobiota auf die Entwicklung des Darmassoziierten
Immunsystems beobachtet wurde (s. Oben) ist doch noch nicht untersucht, welche
Wirkmechanismen hier greifen. Untersucht wurde auch, wie Mikrobiota die Bildunng
von TH 17 und Treg-Zellen und damit pro- und antientziindlichen Prozesse mit
beeinflussen. Auch hier ist wenig bis nichts Uber die Wege der transportierten
Information bekannt. Klar ist jedoch, dass das Verhéltnis von TH- zu Treg-Zellen die
Stabilitdt und die Stressantwort der Darmschleimhaut beeinflusst. Bei mehreren
Autoimmunerkrankungen wurde die Beteiligung von Bakterien auf die Freisetzung von
TH 17-Zellen in den Darm untersucht, so bei Arthritis und Enzephalomyelitis. Allerdings
wurde das spezifische Antigen nicht gefunden. Untersucht wurden auch der Einfluss
von Darmbakterien auf die natirlichen Killerzellen und auf die Autoentziindliche
Erkrankung Colits. Dabei gehen die Mikrobiota immer den Weg durch die
Muezinschicht in die Lamina propria, wo sie direkte Kontakt mit Lymphzellen haben und
bestimmte Antworten provozieren.(15) Auch beim metabolischen Syndrom ist der Weg
der Darmbakterien (Prevotella und Bacteroide verhaltnismafRig zahlreich) tber die
Immunspezifische Antwort (chronische Entzindungen im Darm, TNFalpha-Bildung),

zur Insulinresistenz und Fettleber geklart. (15)

Fur T1D gibt es in Tierversuchen das zunachst wiedersprichlich scheinende Ergebnis,
dass eine weniger differenzierte Darmmikrobiota und die Abwesenheit bestimmter
Pathogene bzw zu spater Kontakt mit ihnen den Ausbruch der Erkrankung provozieren.
(13) Hier wird eine Defizit bzw eine Fehlentwicklung des Immunsystems vermutet, weil
oder wodurch mehr Darmbakterien ins Lymphatische System vordringen kénnen und

dort Fehlentwicklungen verursachen. (15)
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in zahlreichen Laborversuchen mit Nagern
der Zusammenhang zwischen Mikrobiom und (fehlgesteuertem) Immunsystem in beide
Richtungen beobachtbar ist, die mikrobiologische Mechanismen jedoch erst in

Anséatzen erforscht sind.

2.9. T1D, Mikrobiom und Entziindung der Darmschleimhaut

1987 vermuteten Suzuki et al. erstmals einen Zusammenhang zwischen dem
Mikrobiom und der Entstehung von Autoimmun-Diabetes. (17) In Versuchen mit
Mausen fanden sie heraus, dass eine keimfreie Umgebung die Inzidenz von T1D
steigert. Spatere Studien an Mausen zeigten, dass eine Entzindung der Langerhans-
Zellen im Pankreas Uber das intestinale Mikrobiom reguliert werden kann. (17) Auch der
Zusammenhang zwischen einem quantitativen Mangel an intestinalen Mikrobiom und
intestinal aktiven T-Zellen , die als Fehlreaktion die korpereigenen Inselzellen angreifen,
ist im Tierversuch aufgezeigt worden. (17) Uber orale Antigen-Gabe konnte das
Auftreten von Antigen-spezifischen T-Zellen in Lymphknoten des Pankreas provoziert
werden. Der Weg der Inselzell-angreifenden Immun-Zellen vom Darm in das Pankreas
Uber den Lymphweg scheint auf der Hand zu liegen. (1) Auch Uber die Unterhaltung der
Entziindung durch IL-17 (Interleukin-17), das sich wiederum Uber einen Anstieg der Th-
17-Zellen vermehrt, ist bei Ratten und Mausen geforscht worden. (17)
Blutuntersuchungen von T1D-Patienten zeigen einen erhdhten Th1l7-Wert. Allerdings
wird diese Wechselwirkung mikrobiologisch noch nicht wirklich verstanden.(17) Varaala
et al (2012, 2008)stellt die wichtigsten Ergebnisse fur das Darmmikrobiom bei Ratten
und Méausen mit und ohne T1D zusammen. (17,11) (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Intestinales Mikrobiom und die Entwicklung von T1D bei Nagern

Ratten/Mause mit T1D oder | Ratten/Mause ohne TI1D
Neigung dazu oder Neigung dazu

Mehr probiotische Bakterien
im Stuhl (Lactobacillus und

Bifidobacterium

Mehr Clostridium
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Mehr Bacteroide, mehr
Eubacterium, mehr

Ruminococcus

Gabe von Lactobacillus
johnsonii verhindert T1D

Erhohte  Entzindungswerte

der Darmschleinhaut

Hohere Durchlassigkeit der
Darmschleimhaut

Antibiotikagabe verhindert
T1D

Orale Antibiotikagabe flhrt
zur Bildung von Interleukin-10
(entziindungshemmendes
Zytokin) und verhindert T1D

Vaarala et al (2008) stellt 10 Studien vor, die sich mit Verdnderungen im Darm bei T1D
bei Menschen beschaftigen, davon 9 mit bereits manifestiertem T1D, nur 1 Studie mit
Pradiabetes. (16) Es gab zu diesem Zeitpunkt noch keine Studien Uber die konkrete
Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms bei T1D oder Pra-T1D. (Genauere
Informationen siehe Anhang) Die Ergebnisse konnten wie folgt interpretiert werden:
Veranderte Darmdurchlassigkeit vor (3 Studien) und bei bestehendem T1D (1 Studie),
Darmschleimhautverletzungen (1 Studie), Veranderungen der ,Tight Junctions® (1
Studie), Entzindungen der Darmschleimhaut (2 Studien), Veranderungen bestimmter
Immunzellen der Epitheliin und Lamina propria (1 Studie), Aktivierung von T-Zellen
durch Gliadin (! Studie), starke Entzindung der Schleimhaut bei gleichzeitigen
Antikdrpern gegen Transglutaminase (1 Studie), chronische oder rezidivierende

Enterovirus-Infektion (1 Studie), keine Treg-Zellen (1 Studie).

Vaarala et al stellt in seiner vielzitierten Zusammenschau der bisherigen Studien zu
Darm und T1D den Zusammenhang dar zwischen dem Darmmikrobiom, der
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Darmschleimhaut-Immunitat und der Darmdurchlassigkeit. Bei Darmschleimhaut-
entziindung und erhéhter Darmschleimhautdurchléassigkeit werden auch veranderte
immunologische Reaktionen auf Nahrungsbestandteile oder Stoffwechselantigene von
Darmbakterien beobachtet. Ob der ,Leaky gut‘ die Nahrungsmittelallergische Reaktion
oder umgekehrt hervorruft, ist unklar. Ob der ,Leaky” Gut die Passage von Bakteriellen-
oder Nahrungsbestandteilen und ihren (unerwiinschten) Kontakt mit dem
submukosalen Immunsystem erlaubt und damit zur B-Zell-Autoimmunitat fihren und die
physiologische immunologische Toleranz untergrébt, oder ob die Kausalitdt umgekehrt
liegt, auch das ist ungeklart.(16) Doch wird vermutet, dass die die autoimmune Insulitis
durch eine deregulierte orale Toleranz gegen Nahrungsantigene entsteht, zusammen
mit erhohter Entzindung der Darmschleimhaut und Darmdurchlassigkeit bei
gleichzeitiger genetische Pradiposition (HLA-DQ2 und DQ3-Allele)

2.10.T1D, Mikrobiom und Enteroviren

Oikarinem et al (2012) hebt hervor, dass aufgrund einer Veradnderung des
Darmmikrobioms veranderte immunologische Reaktionen initiiert werden, die wiederum
Kinder flr Infektionen mit Enteroviren pradisponieren.(18). Ob zu diesem Zeitpunkt
bereits eine Beta-Zell-Autoimmunitat vorliegt oder nicht ist ungeklart. (18) Chapman et
al (2012) berufen sich auf Versuche mit NOD-Mausen, die zeigen, dass sich
Enteroviren erst dann im Darm vermehren, wenn bereits eine Insulitis vorliegt. Findet
der Viruskontakt vor einer Insulitis statt, scheint ein gewisser Schutz vor dem Ausbruch
von T1D gegeben, d.h. in diesem Fall wirkt der Viruskontakt protektiv. (13) Einigkeit
herrscht dariiber, dass die RNA der Enteroviren in der Darmschleimhaut Gberleben und
sich vermehren. In der Folge kommt es zu einer chronisch werdenden Entziindung der
Mukosa und Gewebsschadigung. (19) Hier kommen oben genannte
entziindungsunterhaltenden T-Helferzellen und Interleukine ins Spiel, die wiederum bei

der Entstehung der B-Zellen-Autoimmunitat eine Rolle zu spielen scheinen.
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3. Methoden
3.1. Entwicklung der Suchstrategie
3.1.1. Konkrete Suche zur Fragestellung

Fur die Ursachenforschung bei Typ 1 Diabetes sind seit den 1990er Jahren mehrere
relevante internationale Forschungsprojekte mit teilweise sehr grol3en Kohorten
gegrindet worden. DIPP (Diabetes Prediction and Prevention Study) in Finnland
sammelt seit 1994 Stuhlproben von T1D-Risikogentragern. Dafur werden Kinder kurz
nach ihrer Geburt gescreent. Alle 3 Monate werden Stuhl- und Blutproben
entnommen,untersucht und  fir  weitere  Forschungsarbeiten  eingefroren.
Umweltfaktoren  werden regelmalBig  abgefragt  (Ernéhrung, Krankheiten,
Lebensumstande usw.). Die TEDDY-Studie (The Environmental Determinants of
Diabetes in the Young Study) wurde vom National Institutes of Health (USA) gegrindet,
6 europdische und US-amerikanische Klinik-Zentren nehmen an ihr teil. Ziel ist,
umweltbedingte Einflussfaktoren auf die Pathogenese von T1D zu finden. Kinder
werden gescreent, Blut und -stuhlproben genommen. DAISY (The Diabetes
Autoimmunity Study in the Young) (Colorado, USA) ist ebenfalls eine longitudinale
beobachtendes Projekt seit 1993, das perinatale Einfliisse, insbesonders der Ernahrung
beobachtet. Neugeborene werden gescreent, Blut und -stuhlproben genommen. Das
DIABIMMUNE-Projekt lauft in Finnland, Estland und Russland seit 2008 und legt seinen
Schwerpunkt auf die Uberprifung der Hygiene-Theorie. Risikogen-tragenden
Neugeborene werden bis ins 5. Lebensjahr mit Stuhl und Blutproben dokumentiert,
Umweltfaktoren festgehalten. BABYDIET (Institut fir Diabetesforschung, Minchen)
erforscht den Einfluss glutenhaltiger Nahrung auf Babys mit T1D-Verwandten 1.

Grades.

BABYDIAB (TU-Munchen) startete 1989 und hatte die Einfluss von genetischen und
Umweltfaktoren im Blick. Teilnehmer werden alle 3 (!) Jahre untersucht und geben
Laborproben ab. Die TRIGR-Studie (Trial to reduce IDDM in the Genetically at Risk).
Eine finnisch-schweizerische Studie, untersucht den Einfluss von Kuhmilcheiweil3en auf
die Immunreaktion bei Babies. FINDIA The Finnish Dietary Intervention Pilot Trial for
the Prevention of Type 1 Diabetes) ((Finnland) lief von 2002 bis 2006 und untersuchte

den Einfluss von Rinderinsulin in Kuhmilch auf das Immunsystem von Babies.
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7 von 8 in dieser Arbeit verwendeten klinischen Studien rekrutieren ihre Falle und

Kontrolle aus einer der aufgezahlten Forschungsprojekte.

3.1.2. Einschrankungen der Suche

Die hohe Inzidenzsteigerung im Alter 0-4 Jahre lenkte mein Interesse auf diese
Altersgruppe. Da sich die Risikogentrager-Zahlen nicht entsprechend erhéht haben, fallt
die Annahme einer Korrelation Risikogentrageranzahl — T1D ins Leere. Es missen
andere Faktoren sein, die den frihen Ausbruch von T1D verstarkt triggern. Der Darm
bietet sich als solche Faktor an, als Ursache oder auch als Spiegel einer anderen
Ursache, den der Weg zum Immunsystem fuhrt immer durch den Darm. Zu diesem
Thema gibt es kaum Klinische Studien. Bei der Sichtung der Literatur zur Pathogenese
von Diabetes 1 bei Kindern ergab sich folgende Ordnung, die auch auf die Richtungen

weist, in die derzeit geforscht wird.
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Abb. 5: Systematisierung der verwendeten Literatur
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3.1.3. Definitive Suchstrategie

Durchfihrung einer systematische Literaturrecherchen in den elektronische
Datenbanken:

Mesh, Pubmed, Cochrane, Medpilot

Mit den Schlagwortern (MeSH Terms):

Diabetes Mellitus Type 1, Type 1 Diabetes Mellitus

Microbiome,Microbiota, Metagenome, intestinal Microbiota, gut Microbiota, Human
Intestinal Microbiom

Microflora, intestinal microflora

Microbiome ist kein eigenes Schlagwort, es lauft unter dem Heading Microbiota. MeSh
benutzt erst seit 2014 das Schlagwort Microbiota, vorher war es Metagenome (2008-
2013) zugeordnet. Von daher habe ich bei der pubmed-Suche nur zum Teil auf meSH-

Terminologie zurtickgegriffen und auch die einfache Suche durchgefihrt.

Einfache Suche in Pubmed:
Schlagworte: Differences, changes, human, microbiota, microbiome, microflora,

intestinal, gut, typ 1 diabetes, t1d, diabetes typ 1, children, infant, autoimmune disease,

Sinnvolle Verknupfung der Schlagworte miteinander, Verengung der Auswahl

entsprechend der Verengung der Fragestellung.

Zeitraum:
2010-2015

Zeitweise verwendete Filter:

Review, Meta Analysis, Clinical Trial

AulRerdem habe ich zurickgegriffen auf:

- S3 Leitlinie Diabetes bei Kindern und Jugendlichen
- S3 Leitlinie Diabetes

Die Publikationslisten der grof3en Diabetes-Forschungsprojekte:
Sie finden sich auf folgenden Internetseiten:

www.dipp.utu.fi (DIPP)
www. teddy.epi.usf.edu (TEDDY)
www. 0316829.netsolhost.com oder www.teddycolorado.org (DAISY)
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www.diabimmune.org (BABYDIAB)
www.helmholtz.muenchen.de (BABYDIET)
www.diabetes.me.tum.de (BABYDIAB)
www.diabetestrialnet.org (TrialNet)
www.trigr.helsinki.fi (TRIGR)

Weitere hilfreiche Seiten:

www.childrensdiabetesfoundation.org

www.diabetes.org (American Diabetes Association)

www.clinicaltrials.gov (Seite der U.S. National Institute of Health, das Profile und
Ergebnisse klinischer Studien festhalt.)

Durchsicht der Literaturverzeichnisse der aktuellsten Arbeiten, die z.T. erst im

Internet publiziert und noch nicht gedruckt sind.

3.2. Auswahl der Studien

Die alteste Studie, die ich finden konnte, die tatsachlich konkret das Darmmikrobiom
von T1D-Patienten untersucht und mit einer gesunden Kontrollgruppe vergleicht,
stammt aus dem Jahr 2011 (Giongo et al 2011)(20). (3) Die jungste wurde im Februar
2015 publiziert (Kostic et al 2015 (3)). Insgesamt fand ich 10 Studien zum Thema,
allesamt Kohorten- oder Fall-Kontroll-Studien, sowohl prospektive als auch
retrospektive. Alle ausgewerteten Studien arbeiten mit molekularbiologischen DNA-
Entschlisselungs-Techniken und werten die immensen Datenmengen softwaregestuitzt
aus. Eine Studie schied aus, weil sie die Stuhlproben als Bakterienkulturen anlegte.
(Soyucen 2014) (21). Eine Studie schied aus, weil sie die Proben teilweise erst 2 Jahre
nach Diagnose nahm. (Meija-Leon et al 2014)(22) 6 Studien beschéftigen sich mit
Kleinkindern und jungen Kindern bis 4 Jahre. 4 Studien nehmen erst zum Zeitpunkt der
T1D-Diagnose oder spater Untersuchungsproben. (Brown et al 2011, Goffau et al 2013,
Goffeau et al 2014, Murri et al 2013)(23,24,25,19) 4 Studien untersuchen mit mehreren
Stuhlproben desselben Menschen das Mikrobiom vor dem Auftreten erster AAKs, dann
der sogenannten Pravalenzzeit und schlieBlich nach der T1D-Diagnose. Diese 4
Studien dienen der Vergleichsgrundlage. (Giongo et al 2011, Davis-Richardson et al
2014, Endesfelder et al 2014, Kostic et al 2015) (20,26,27,3)

Von den 10 Studien beschaftigen sich 6 mit der quantitativen Analyse der

Bakterienflora, 1 Studie widmet sich hauptsachlich der funktionellen Untersuchung des
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Stoffwechselgeschehens im Darm. 3 Studien vermischen die beiden Ansatze. Von den
letztlich ausgewahlten 4 Studien bedienen sich 2 der rein quantitativen Analyse und 2
wahlen eine Mischform. Nachdem die Widerspriichlichkeit der Ergebnisse im Detail bei
rein quantitativen Auswertungen durch mehrere Untersuchungen klar geworden ist
(Tierversuche lieferten sehr viel eindeutigere Ergebnisse), konzentrieren sich die
jungsten Studien mehr auf funktionelle Zusammenhange ganzer Mikrobenkomplexe,
auf das Stoffwechselgeschehen und seine Nebenprodukte im Darm, was auch in
Zusammenhang mit fortschreitenden Erkenntnissen aus den Forschungprojekten HMP
und METAHit zu sehen ist. Dieser sich in den letzten 2 Jahren vollzogenen
Fokuswechsel spiegelt sich auch in der Auswertung der ausgesuchten Artikel wieder.
Da es insgesamt wenig Studien gibt, habe ich hier kein Aussonderungskriterium mehr

angelegt.

Es gibt 4 Reviews zum Thema T1D und Mikrobiom (Mathis et al 2011, Atkinson et al
2012, Vaarala 2013 und Dunne et al 2014).(28,29,17,31) Die ausgesuchten Studien
sind darin nicht bzw. (2014) zum Teil hinsichtlich der Fragestellung dieser Arbeit

ausgewertet.

AulRerdem gibt es eine Flut von Artikeln, die sich mit den Zusammenhéngen von
Darmmikrobiom, darmassoziierten Immunsystem, viralen Infektionen, T1D-triggernden
Umweltfaktoren (wie Geburtsmodus, Antibiotikagabe, Einfluss des Stillens und der
Erndhrung) Entzindungen im Darm, Entstehung von Autoimmunkrankheiten
beschaftigen. Ich habe einige der aktuellsten durchgearbeitet und aus diesen fir
zusétzliche Informationen und Hintergrundverstandnis gezogen. Abb. 5 systematisiert

die Literaturthemen.

Zusammenfassung:

Fur den vergleichenden Teil dieser Arbeit habe ich Studien ausgesucht, die folgende

Kriterien aufwiesen:

- Fall-Kontroll- oder Kohortenstudie

- retrospektiv, longitudinal (Alter),

- HLA-DQ/DR (Risikogen)-Trager

- quantitativer oder funktioneller Vergleich der Mikrobiome T1D Falle - Kontrollen

- Erste Stuhlentnahme vor entdeckten AAKs, mindestens jedoch vor Diagnose T1D
- Kinder im Alter von 0-4 Jahre
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3.3. Extraktion von Informationen

Obwohl Giongo (2001), Davis-Richardson (2014), Kostic(2015) und Endesfelder (2014)

ein anndhernd gleiches Studiendesign hinsichtlich Altersgruppe, Auswahl, Anzahl der

Stuhlproben, Methode der Lesung, und Fragestellung (Zeitfaktor) haben, sind die

Ergebnisse erstaunlich unterschiedlich.

Tab. 3: Studie 1

Giongo et al (2011)Toward Defining the Autoimmune Microbiome for Type
1 Diabetes

Studientyp
Studienteilnehmer

Abgleich (matching dates) der
Fall- und Kontrollgruppe
Untersuchungszeitraum
/Anzahl der entnommenen
Proben

Zeitpunkt in Bezug auf T1D-
Entwicklung
Methodik

Studienziel

Ergebnisse fur T1D-Gruppe

Ergebnisse fur Kontroll-Gruppe

Fall-Kontroll-Studie

4 Kindern mit sich entwickelndem T1D und 4 gesunde Kontrollkinder, beide
Gruppen sind Risikogentrager (HLA-DQ-Genotypus); DIPP-Projekt, Finnland
Alter, Risikogentrager

Jeweils 3 Stuhlproben von jedem Kind in bestimmten Lebensaltern:
1. Probe zw. 125. und 244. Lebenstag; 2. Probe zw. 238. und 611.
Lebenstag;3. Probe zw. 512. und 1093. Lebenstag

Geburtsnah bis max. 3,5 Jahre. In dieser Zeit Entwicklung von AAK und klinisch
manifestem T1D

DNA-Extraktion, 16S rNA Amplifikation und Pyrosequenzierung
(pyrosequencing)

Genaue Untersuchung des intestinalen Mlkrobioms bei Kindern mit Risiko-HLA-
DQ Genotyp geburtsnah bis zur T1D-Manifestation, um eine Grundlage fur
mikrobiellen Therapie zu schaffen.

Die Mikrobiome gleichen sich weniger stark untereinander.

Die Zusammensetzungen der Mikrobiome sind in sich instabiler.

Die Anteil der bekannten Bakterienarten ist grof3er.

Phylum (Taxa)Level:
Bacteroidetes steigen an von 53,27% a.uf 69,17%
Firmicutes sinken von 43,41% auf 20,66%

Klassen-Level:
Bacteroidetes steigen an
Clostridia verringern sich

Familie-Level:

3 zu den Firmicutes gehérende Familien zum Zeitpunkt 3 verringert:
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Eubacteraceae

1 zu den Firmicutes gehdérende Familie zu Beginn vermehrt, dann rascher
Abfall: Veillonellaceae

Gattungs-Level

Bacteroides bilden die haufigste Gattung in den Proben.
Bacteroides vermehrt zum 2. und 3. Zeitpunkt der Entnahme.
Eubacterium und Faecalibacterium konstant, bilden 13 % des
Gesamtmikrobioms

Arten-Level:

Bacteroides ovatus 16mal mehr als in Kontrollgruppe.
Die meisten anderen Bacteroides-Spezien leicht erhéht.
Bacteroides vulgatus, Bacteroides fragilis erniedrigt.

CO19 (Firmicutes) zum 3. Zeitpunkt erniedrigt

Die Mikrobiome gleichen sich untereinander starker.

Die Zusammensetzungen der Mikrobiome sind in sich stabiler.
Der unbekannte Anteil der Bakterien ist gréRer.

Phylum (Taxa)Level:
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Gesamtgruppe

Schlussfolgerungen der
Autoren

Schwachen

Bacteroidetes sinken von 76,13 % auf 54,65%
Firmicutes steigen von 21,78% auf 25,89%

Klassen-Level
Bacteroidetes sinken ab
Clostridiae steigen an

Familien-Level:

3 zu den Firmicutes gehérende Familien zum Zeitpunkt 3 vermehrt:
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Eubacteraceae
Veillonellaceae stabil

Gattungs-Level

Bacteroides bilden die haufigste Gattung in den Proben. Zum 2. Zeitpunkt 2/3
des Gesamtmikrobioms.

Bacteroides verringern sich von 66,47% zu 38,63%. zum 2. und 3. Zeitpunkt
der Entnahme.

Eubacterium und Faecalibacterium vermehren sich stark.

Arten-Level:

Bacteroides ovatus gleichbleibend.

Die meisten anderen Bacteroides-Spezien leicht erhéht.
Bacteroides vulgatus, Bacteroides fragilis stark erhoht, 11% des
Gesamtmikrobioms

CO19 (Firmicutes) zum 3. Zeitpunkt erhdht

Zum Zeitpunkt 1 unterscheiden sich 51 von 377 Bakterienarten in ihrer Menge
im Vergleich Fall- Kontrollgruppe.
Zum Zeitpunkt 3 sind es nur noch 37 Arten.

Zum Zeitpunkt 3 sind 22 Arten in der Fallgruppe zahlreicher als in der
Kontrollgruppe und bilden fast die Halfte des Gesamtmikrobioms.

15 Arten sind in der Kontrollgruppe zahreicher als in der Fallgruppe und bilden
30% des Mikrobioms.

»---this study identified highly abundant bacteria in the gut microbiomes that are
either negatively or positovely correlated with the development of autoimmunity
in children who are at high risk fort he onset of T1D.*

»--.the microbiomes of autoimmune children are less diverse and unstable.*
»The presence of a greater proportion of unclassified organisms in microbiomes
of healthy subjects suggests that these individuals may host a greater
proportion of non-pathogenic organisms than do autoimmune subjects.”

“...a gut microbial community with less diversity may lead to less healthy
individuals or may be an indicator of an unhealthy state.”

Die Autoren schlagen 2 Marker ab dem Alter von 6 Monaten fiir drohende
Autoimmunitét vor:

1. Die Instabilitat des Microbioms

2. hoher Quotient Firmicutes zu Bacteroides

Zu diesem Zeitpunkt sei durch gezielte Beeinflussung des Microbioms T1D
vielleicht vermeidbar.

Es wird nicht klar, ob die Kinder zuféllig aus der Datenbank ausgesucht wurden
oder ob mehr Stuhlproben als die beschriebenen untersucht wurden, es fand
kein Abgleich von Umwelteinflissen statt.

Die entnommenen Stuhlproben liegen nicht im gleichen Zeitfenster. (bis zu 500
Tage Entnahmeunterschied)
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Tab. 4: Studie 2

Literaturarbeit

Davis-Richardson et al (2014), Bacteroides Dorei Dominates Gut Microbiom
Prior to Autoimmunity ...

Studientyp
Studienteilnehmer

Abgleich (matching dates) der
Fall- und Kontrollgruppe

Untersuchungszeitraum
/Anzahl der enthommenen
Proben

Zeitpunkt in Bezug auf T1D-
Entwicklung (s. Abb.2)
Methodik

Studienziel

Gesamtgruppe

Ergebnisse fir Fallgruppe

Ergebnisse fur Kontroll-Gruppe
Schlussfolgerungen der
Autoren

Kohortenstudie, Fall-Kontroll-Studie

76 Kinder zu Beginn 4 Monate alt, untersucht bis 26 Monaten alt. 29 Fallkinder,
47 Kontrollkinder, DIPP, Finnland

Geographie (Turku), Geburtsumgebung (Turku University Hospital), Alter, HLA
DQ/DR positiv, Geburtsmodus, Stillen/Flaschennahrung, (ausschieRliche)
Stilldauer, Antibiotika

Monatliche Stuhlproben zw. 4. und 26.Lebensmonat (insgesamt 947 verwertete
Proben)

29 Fallkinder entwickeln im Untersuchungszeitraum wenigstens 2 AKK, 22 der
29 Fallkinder entwickelten spater T1D

16S rRNA Sequenzierung und Genanalyse,

Untersuchung einer mdglichst groRen Anzahl von Darmikrobiomen von Kindern,
die HLA DQ/DR positiv sind, méglichst viele gleiche Umweltbedingte
Einflussfaktoren haben, tber einen langeren Zeitraum ab Geburt.

Ebene Phylum, Gattung und Art wurde quantitativ insgesamt verglichen:
Phylum:

Ca. 50% Bacteroidetes

Ca. 35 % Firmicutes

Unter 10 % Actinobacteria

Unter 5% Proteobacteria

Unter 1 % andere

Gattung:

Ca. 40 % Bacteroides

Es folgen Bifidobacterium
Faecalibacterium
Ruminococcus
Veillonella

Blautia

Coprococcus

Weniger als 1% andere

Quantitativer Vergleich im Zeitverlauf:

Phylum Bacteroidetes und Gattung Bacteroides startet zahreicher (45% zu
25%), bleibt zum Zeitpunkt der Serumkonversion (ca 16. Monat) zahlreicher und
Kontrollgruppe nahert sich danach an (ca 50%).

Phylum Firmicutes im zeitfenster vor Serumkonversion niedriger. (35% zu 45 %)
Gattung Bacteroides dorei-vulgatus (davon 75% B.dorei) startet héher (11% zu
6 %) steigt dann steil an bis 20% vor Serumkonversion, fallt wieder auf 15% und
bleibt dort. Kontrollgruppe konstant bei ca. 8%.

Bacteroides dorei ist in Fallen im Durchschnitt 5 mal héher (in Einzelfallen bis zu
100 mal hoher) als in Kontrollen, der Peak liegt in einem 78-Tage-Fenster, um
den 7. Lebensmonat bzw. ca 9 Monate vor dem erstmaligen Auftreten des
ersten AAK.

... the analysis .... Suggest a role for a single, dominant bacterial species
associated with T1D autoimmunity.*

“...could be used as a biomarker for early screening.”

“the key to understanding the role of the microbiome in T1D may not be the
identification of a specific bacterium, but a set of specific bacterial genes related
to gut health.”
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Tab. 5: Studie 3

Literaturarbeit

Kostic et al (2015), The Dynamics oft he Human Infant Gut Microbiome in
Development and in Progression towar Type 1 Diabetes

Studientyp
Studienteilnehmer

Abgleich (matching dates) der
Fall- und Kontrollgruppe
Untersuchungszeitraum

/Anzahl der entnommenen
Proben

Zeitpunkt in Bezug auf T1D-
Entwicklung (s. Abb.2)

Untersuchungs-Methodik

Studienziel

Gesamtgruppe

Ergebnisse fur Fallgruppe

Ergebnisse fur Kontroll-Gruppe

Prospektive longitudinale Kohortenstudie

33 Kleininder mit HLA-Risiko-Allele von 0 bis 3 Jahre, (27 aus Finland, 6 aus
Estland) DIABIMMUNE Study

HLA-DR-DQ-Allele im Nabelschnurblut

Geschlecht, Land

Monatliche Stuhlprobe ab Geburt

Von Geburt bis zur Diagnose

16SrDNA Gensequenzierung, Serum- und Stuhl-Metabolomik (identifizierung
und Quantifizierung der Metabolite)

Die Dynamiken und Stabilitdten des heranreifenden intestinalen Mikrobioms von
T1D Risiko-Tragern erkennen und beschreiben

Trotz groRer Veranderungen der Stammeszusammensetzungen, bleibt die
relative Fuller der Stoffwechselwege (abundance of metabolic pathways) jedes
Individuums an sich gleich.

Im kleinen Zeitfenster zwischen Serumkonversion und T1D-Diagnose erst gibt
es einen Diversitatsabfall um 25%.

In dieser Zeit auch phylogenetische und stoffwechsel-Veranderung im
Mikrobiom, die entziindungsspezifisch sind.

D.h. die wesentlichen Veranderungen im Darmmikrobiom finden direkt vor der
Manifestation von T1D statt.

Diversitat steigt bis zum Alter von 3 Jahren.
Taxonomische Zusammensetzung verandert sich stark.
Die Stoffwechselaktivitédten in ihrem Verhdltnis zueinander veréandern sich kaum.

Vermehrung von Bifidobacterium und Lactobacillus, Verringerung von
Lachnospiraceae durch Stillen

11 der 33 Kinder wurden serumpositv mit wenigstens 2 AAK, davon
entwickelten 4 T1D im Zeitrahmen der Studie (bis zum vollendeten 3.Lj).
Diversitat des Mikrobioms sinkt nach Serumkonversion

Gattungen:
Blautia T
Rikenellaceae T
Ruminococcus T
Streptococcus T

Lachnospiraceae |
Veillonellaceae |

Species:
Ruminococcus gnavusT
Streptococcus infantarius T

Coprococcus eutactus verschwunden
Dialister invisus verschwunden

All diese Tendenzen waren bei Serumkonvertern vorhanden und wurden bei
T1D-Auftreten noch starker.

Positive Korrelation von Blautia Tund Ruminococcus T mit Triglyceriden und
langkettigen Aminoséuren. (T1D)

Positive Korrelation von Ruminococcus T und Veillonella | mit
Stoffwechselprodukten, die T-Killerzellen behindern und Entziindungen férdern.

22 der 33 Kinder wurden nicht serumpositiv bis zum vollendeten 3.L].
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Schlussfolgerungen der Sehr kleines Zeitfenster der Stoffwechselverdnderungen direkt vor der
Autoren Manifestation von T1D, die auf Enziindungsvorgange hinweisen. Ob sie zu
Entzindung fihren oder Entziindung diese Veranderungen hervorruft ist offen..
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Tab. 6: Studie 4

Literaturarbeit

Endesfelder et al. 2014, Compromised gut microbiota networks in children
with anti-islet cell autoimmunity.

Studientyp
Studienteilnehmer

Abgleich (matching dates) der
Fall- und Kontrollgruppe

Untersuchungszeitraum
/Anzahl der entnommenen
Proben

Zeitpunkt in Bezug auf T1D-
Entwicklung (s. Abb.2)
Methodik

Studienziel

Einschrankungen
Gesamtgruppe

Ergebnisse fur Fallgruppe

Ergebnisse fiir Kontroll-Gruppe

Schlussfolgerungen der
Autoren

Case-control study

22 Fallkinder (AAK), 22 Kontrollkinder im Alter von 0-3 Jahre, BABYDIET-
Studien-Kohorte

Alle Risikogentrager, alle mit TLD-Verwandten 1. Grades, Geburtsmodus
(Vaginal/Sectio) gestillt/Flaschennahrung, Dauer der Vollstillzeit, Zeitpunkt der
Beikosteinflihrung, erster Glutenkontak

T

Von 3 -36 Monate alle 3 Monate, insgesamt 298 Stuhlproben

Von Geburt bis 3 Jahre, alle AAK, z.T.T1D

16S rRNA Gensequenzierung, PCR. Analyse der Diversitat, der
zusammensetzung von Bakterien Communitys, einzelner Bakterienspezies und
bakteriellen Netzwerken.

Untersuchung der Strukturen des Darmmikrobioms von 0-3 Jahren, entwickelt
sich das Mikrobiom von Kindern die spater AAK aufweisen anders?
Hypothese: Unterschiedliches Funktionelles Zusammenspiel der Bakterien ist
wesentlich fur die Bildung von AAK.

Vergleiche jeweils mit 0,5, 1 und 2 Jahren

Diversitat: 21 Phyla und 452 Gattungen.

Anzahl der Phyla/Gattungen gleichbleibend

Gewichtung der Phyla/Gattungen altersabhéngig bis Stillstand mit ca. 2 Jahren:
Zwischen 6 und 12 Monaten deutliche Verschiebungen durch Anstieg der
Firmicutes.

Keine Unterschiede Fallgruppe — Kontrollgruppe!

Zusammensetzung der Bakteriengruppierungen in Bezug auf Bildung von AAK:
Keine Unterschiede Fallgruppe — Kontrollgruppe

Haufigkeit einzelner Gattungen in Bezug auf AAK:
Keine Unterschiede Fallgruppe — Kontrollgruppe

AAK und Bakterien-Funktions-Netzwerke, gemessen mit Eigenvektor Zentralitéat:
Mit 0,5 und 2 Jahren deutliche Unterschiede. Mit 1 Jahr keine Unterschiede

- Mehr Knoten mit mittlerer Eigenvektor Zentralitat

- Mehr weniger vernetzte Knoten

- 0,5 Jahre: Gattungen Enterococcus, Sarcina, Prevotella und Crynebacterium
hohe Zentralitat

- 2 Jahre: Barnesiella und Candidatus Nardonella hohe Zentralitat,

- Staphylococcus und Nocardioides niedrige Zentralitét

Mehr Knoten mit sehr hoher Eigenvektor-Zentralitat

Insgesamt mehr vernetzte Knoten

0,5 Jahre: Gattungen Enterococcus, Sarcina, Prevotella und Crynebacterium
niedrige Zentralitat

2 Jahre: Barnesiella und Candidatus Nardonella niedrige Zentralitat,
Staphylococcus und Nocardioides hohe Zentralitat

»--- We suspect that strong nutritional effects may mask anti-islet cell
autoimmunity associations with bacterial networks around age 1 year.*
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3.4. Synthese der extrahierten Information

Giongo et al (2011) differenzieren die Bakteriengattungen recht genau und finden den
Zusammenhang, dass sich die beiden Hauptphyla Bacteroidetes und Firmicutes in ihrer
Korrelation zueinander verschieben. Bacteroidetes sind gegeniber den Kontrollen
zahreicher und Firmicutes geringer. Bei Gesunden nehmen die Bacteroidetes eher an
und Firmicutes ab. Zusammen bilden die Stdmme 80% des Gesamtmikrobioms in
beiden Gruppen. Giongo findet kein eingrenzbares Zeitfenster flr diesen Prozess, er
stellt auch keine funktionelle Beziehung zur Pathogenese her. Wichtig ist auch die
allgemeine Erkenntnis, dass das Mikrobiom der Falle weniger stabil in sich und weniger
divers ist. (20)

Eine Schwache der Studie ist, dass kaum Umweltfaktoren abgeglichen wurden bei
Fallen und Kontrollen. Auch werden Stuhlproben von 1,5-Jahrigen mit denen von fast 3-

Jahrigen verglichen.

Auch Davis-Richardson et al (2014) beschéftigt sich mit den Bacteroidetes. Die von ihm
fur Falle extrem vermehrt nachgewiesene Spezie der Bacteroides dorei ist erst kirzlich
(2006) entdeckt worden. (26) Davis-Richardson schreibt diesem Bakterium eine
entscheidene Rolle in der Pathogenes von T1D zu. Verschiedene Studien haben
nachgewiesen, dass Bacteroides, incl. B. dorei und B. vulgatus vermehrt bei
Krankheiten auftreten, die eine Entzindung des Darmepithels mit sich bringen, z.B.
Colitis ulcerosa, Reizdarmsyndrom, Zoliakie. Von B.vulgatus weil3 man, dass er nicht
direkt Reizdarmyndrom auslést aber als opportunistischer Keim die Entziindung
aufrechterhalt. (26) Bacteroides treten im Allgemeinen erst dann auf den Plan, wenn
Beikost eingefuhrt wird. Sie helfen bei der Verdauung komplexer Kohlenhydrate. Sie
sind resistent gegen die meisten Antibiotika, was die Autoren spekulieren lasst, dass
die Uberbesiedelung in kranken und gesunden Menschen mit Bacteroides mit dem

haufigen Einsatz von Antibiotika in entwickelten Landern zu tun hat. (26)

Bifidobakterien sind die nattrlichen Gegenspieler von Bacteroides vulgatus. Vermehren
sie sich, schrumpfen die Bacteroides-Kolonien. Die Autoren schlagen vor, in neuen
Studien zu versuchen, ob sich das Ubermald der Bacteroiden mit bestimmten
Antibiotika, Uber die Gabe von Bifidos oder Uber die Erndhrung (glutenfrei)
einregulieren und damit AAK vermeiden lassen. Offen bleibt, ob die Bacteroides

kausativ wirken oder ihre Vermehrung Folge eines anderen Umweltfaktors sind. Davis-
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Richardson et al ist die bis dato umfangreichste Studie. Der Vorteil, den die Autoren
preisen (alle Falle und Kontrollen sind im selben Hospital geboren und in der selben
finnischen Stadt aufgewachsen) ist zugleich ein Nachteil, denn Geographische
Faktoren sind als einflussnehmende Umweltkriterien nachgewiesen. Andere Kohorten

hatten vielleicht nicht die gleiche bakterielle Besiedlung.

An dieser Stelle mochte ich kurz auf die funktionelle Unteresuchung von Brown et al
(2011) hinweisen, der die gleichen Proben wie Giongo et al untersucht, aber eben nicht
guantitativ sondern auf ihre Stoffwechselfunktionen hin. Er fand bei Féllen (nach AAK-
Bildung) folgende Funktionen vermehrt: Kohlenhydratstoffwechsel, Anheftungen,
Beweglichkeit, Phagen, Prophagen, Sulfurstoffwechsel, Stressantworten. Quantitaitv
gab es weniger Buttersdure-Bildner, mehr Milchsaure-Bildner wie Lactobacillus,
Lactoccus, Bifidobacterium, Streptococcus und weniger Muzin-Synthesebildner wie
Prevotella. (23) Dafir mehr Bakterien, die statt Buttersaure Azetat, Succinate und
Propionat bilden: namlich Bacteroides, die auch Davis-Richardson und Giongo
hervorheben.

Buttersdure-Bildner sind folgende Gattungen: Eubacterium, Fusobacterium,
Anaerostipes, Roseburia, Subdoligranulum, Faecalibacterium u.a. nicht benannte.
Veillonella konkurrieren mit Buttersdure-Bildner um Milchsaure, bilden daraus aber

Propionate.

Buttersaure ist zentral fur die Darmgesundheit, denn sie regt die Muzin-Synthese an
(Schleimbildung), verhindert das Durchdringen der Darmbarriere durch andere
Bakterien (Epithelzellen bekommen Energie durch Buttersdure) und erhéhen die Tight-
junctions zwischen den Epithelzellen. Aufl3erdem halt sie das Darmmilieu im
Physiologischen sauren Bereich, was per se die Ansiedlung pathogener Keime
verringert, und fordert die Darmmotilitdt. Auch Milchsaure halt den pH im sauren

Bereich und wird von anderen Bakterien in Buttersaure verwandelt.
Zusammenfassung der Ergebnisse von Brown et al (2011):

Lactbacillus und Bifidobacterium haben Spezies mit probiotischen Fuktionen, die sich
positiv auf den Darm auswirken; beide Gruppen produzieren Milchséaure, die von

anderen Bakterien in Buttersdure verwandelt wird, die wiederum die Muzin-Synthese
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anregt (schitzt das Darmepithel,) und die Darmbarriere dicht zu halten hilft.(Vermehrt
bei Stillkindern, Kostic et al)

Prevotella hingegen verringern die Muzin-Synthese.

Bacteroides, Veillonella und Alistipes fermentieren Glukose und Milchsdure zu
Propionate, Azetate und Succinate. Diese sind auch kurzkettige Fettsauren, aber keine

Buttersaure, sie fordern nicht die Muzinsynthese. (23)

Die meisten Buttersdure-Produzenten gehoren in die Gattung der Blautia
coccoides/Eubacterium rectale, die bei den Fallkindern deutlich reduziert ist. Ebenso
sind Lactobazillen und Bifidobakterien vermindert, deren gebildete Milchs&ure ebenfalls
in Buttersdure verwandelt wird. Bei den Fall-Kindern besteht also funktionell gesehen
ein Mangel an Buttersdure im Darm, was zu ungenigendem Schutz der Darmbarriere

fuhrt und in der Folge zu Entztiindung bzw Barrieredurchlassigkeit.

Wenn Davis-Richardson und Giongo nun vermehrt Bacteroide im Darm finden, ist dies

ein Hinweis auf eine vorliegende Entziindung der Darmschleinhaut.

Buttersaure beeinflusst eine solche Entziindung positiv bzw. bei zu wenig Buttersaure
ist eine Entziindung vorprogrammiert. Kinder mit T1D haben kleine Entziindungsherde
im Darm (16) fur Kinder im Pra-Diabetes-Stadium gibt es diesbeztiglich keine Studien.

Goffeau et al (23) heben folgenden Zusammenhang hervor: Von der Gattung der
Bacteroides ist bekannt, dass sie die bakterielle Translokation férdern, besonders die
Arten B. fragilis, B.ovatus und B. vulgatus. Diese und die Gattung Clostridium
perfringens, welche vermehrt bei intestinalen Entziindungen und
Darmschleimhautdurchlassigkeit vorkommen, stehen in positiver Korrelation mit 3-Zell-
Autoimmunitat. Bifidobakterien wiederum konkurieren mit diesen Gattungen um Platz
und Nahrung.Bifidobakterien bauen Darmschleimhaut auf. Wachstum und Schwinden
der einen und der anderen Populationen bedingen sich also gegenseitig. Wenig Bifidos
beglnstigen viele Bacteroides und damit pathogene Prozesse an der Darmwand. (24)
Die Autoren geben zu bedenken, dass keine Aussagen Uber den Prozess der
Veranderung des Darmmikrobioms getroffen werden kénnen und fordern unfassende

Kohortenstudien mit Verlaufsuntersuchungen. (24)
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Auch Kostic et al.(2015) bestatigt Vaaralas These (2008), dass der Entziindung der
Darmschleimhaut in der T1D-Pathogenese eine wichtige Rolle zukommt. (3) Er
postuliert ein kleines Zeitfenster nach der Serumkonversion, in dem drastische
Veranderungen in der Mikrobiomzusammensetzung passieren und

entziindungsspezifische Stoffwechselprozesse verursachen.

Die Ergebnisse der jungsten und gréf3ten Studie von Endesfelder et al (2014) stehen in
deutlichem Gegensatz zu den vorhergegangen, indem sie postuliert, keine
Unterschiede in Haufigkeit und Diversitat von Phyla und Gattungen zwischen Fall- und
Kontroll-Kindern gefunden zu haben. (27) Das ist Uberraschend und aus dem
Studiendesign, das den anderen ahnelt, nicht herzuleiten. Die Autoren selbst vermuten,
dies sei zurlckzufuhren auf die in anderen Studien noch geringere Fallzahl,
geographische bedingte Unterschiede zwischen deutschen und finnischen Kindern,
und dem etwas anderen Studiendesign. Um die Funktionszusammenhange zu
untersuchen, fihren die Autoren die Eigenvektor-Zentralitdt ein. Hier finden sie
deutliche Unterschiede. Das Mikrobiom von Fallkindern weist deutlich mehr isolierte
Knotenpunkte auf, was fur eine reduzierte Anzahl von Kommunikationswegen der
Bakterien untereinander spricht, sowie eine Reduzierung der Flexibilitdt und der
Anpassungsfahigkeit des Bakterien-Netzwerks. Au3erdem flieRen die Informationen bei
den beiden Gruppen verschieden, die Fallgruppe hat weniger hohe Eigenvektor-
Zentralitdten. Die Autoren pladieren dafir, von den quantitativen Unersuchungen

abzusehen und das funktionelle Zusammenspiel der Bakterien zu analysieren.
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4. Ergebnisse

Tab. 7: Ergebnisse in Bezug auf quantitative und funktionelle Veranderungen im Mikrobiom

der Falle/Kontrollen bei Studien mit Zeitvektor (0-4 J) (Zahlen gerundet)

Giongo 2011 Kostic 2015 Davis-Richardson Endesfelder 2014
2014
Phylum: Tvon 53% auf 69% startet mit 45% geht
Bacteroidetes k.A. nach Serum-
konversion auf 50%
Gattung: T k.A. wie Phylum
Bacteroides 0,5 Jahre:
Gattungen
Bacteroides dorei k.A. k.A. Startet mit 11 %, Enterococcus
steigt vor Sarcina, Prevotella,
Rikenellaceae T Serumkonversion Crynebacterium
auf 20%, fallt dann Hohe EVZ
auf 15 %
2 Jahre:
Art: Barniesella,
Bacteroides ovatus | 1 16mal hoher k.A. Candidatus
Nardonella hohe
Alle anderen 1 EVZ,
Bacteroides
Staphylococcus und
B. vulgatus l Nocardioides
niedrige EVZ
B. fragilis l
Phylum: 1 von 43% auf 21 % kurz vor Serum- Tzw.6 u.12 M.
Firmicutes konversion 35 %
Klasse: l
Clostridia
Gattung :
Blautia k.A. T
Ruminoccoccus k.A. T
Streptococcus k.A. T
Art:
Ruminococcus k.A. T
gnavus
Streptococcus k.A. T
infantarius
Diversitat des niedrig 1 um 25% zwischen Ab 2. J.
Mikrobioms Serumkonversion gleichbleibend
und Manifestation
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Stabilitat des niedrig niedrig Zw. 6 u. 12 M.
Mikrobioms hoch Verschiebungen
Ahnlichkeit der niedrig k.A. Gleich
Mikrobiome h
untereinander

Fulle der gleichbleibend

Stoffwechselwege

Funktionelle Blautia Tund

positive Korrelation

Ruminococcus T mit
Triglyceriden und
langkettigen
Aminosauren

Ruminococcus Tund
Veillonella | mit
Metabolilten, die T-
Killerzellen
behindern und
Entziindung férdern

Vernetzung der
Bakterien

Mehr Knoten mit
mittlerer
Eigenvektor-
Zentralitat (EVK)
Mehr weniger
vernetzte Knoten

Tab.8: Dynamiken und Zeitfenster in der Pathogenese von T1D (Falle) bei

Studien mit Zeitvektor

Giongo 2011 Kostic 2015 Davis-Richardson Endesfelder 2014
2014

Molekularbiologische 16SrNA, PCR 16SrDNA 16SrRNA 16SrRNA, PCR
Methode Shotgum-

Metagenom-

Analyse

Metabolomik
,Point of Transition*/ Nein Kleines Zeitfenster Kleines Fenster vor | 1 Jahr
Zeitfenster der zwischen der
Veréanderung Serumkonversion Serumkonversion,
des Mikrobioms und T1D- etwa 9 Monate vor

Manifestation dem 1. AAK
Quantitat einzelner Grol3e Grol3e Grol3e Altersabhéangige

Bakterien-Gruppen

Verschiebungen

Verschiebungen

Verschiebungen

Verschiebungen
(Anstieg
Firmicutes),
unabhangig von
Fallen/Kontrollen

Diversitat des Geringer Abfall um 25% zum | k.A. Keine

Mikrobioms (377 Gattungen) »point of transition” Veranderungen (21
Phyla, 452
Gattungen)

Stabilitat des Nein Nein Nein Ja

Mikrobioms

Vergleich Mikrobiom Verschieden Gleich Gleich Gleich

Falle untereinander
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Beobachtete Dynamik Bacteroidetes zu ,Einbruch® des Bacteroidetes Bestimmte
Firmicutes wird Mikrobioms im zahlreicher, Bakterien mit 0,5
immer gréRer Zeitfenster Firmicutes abfallend | und 2 Jahren mehr

vor Zeitfenster Kommunikation

Stoffwechselfunktionen | k.A. Kaum k.A.

Veranderungen
Quantitat k.A. Relative Fille bleibt | k.A. Weniger
Stoffwechselwege gleich Multiplikatoren,
weniger
Informationsfluss
Sonstige Eine einzige
Bakterienart als
Biomarker.
Entziindung k.A. Ja k.A. K.A.

Alle Autoren aulRer Endersfelder kommen zu einer relevanten Verschiebung der

guantitativen = Gewichtung  einzelner  Bakteriengattungen  und/oder

Zu

Veranderung, durch was wird sie verursacht, wie sieht sie im Detail aus? Sofern diese

ganzen

Stoffwechselfunktions-Bakterienkomplexen. fragen ist: Wann beginnt diese
erste Frage (im 4 Phasen-Modell aus Kapitel 2.3: die Zeit des roten Pfeils/
wegweisende Veranderung im Mikrobiom) gestellt wird kommen die 4 Autorengruppen
zu 4 verschiedenen Ergebnissen, kein sehr ermutigendes Resultat. Die zweite Frage
wird derzeit noch nicht gestellt und fur die Frage nach der Veranderung im (Bakterien-
)Detail gibt es allenfalls Tendenzen (Bacteroidetes>Firmicutes) aber keine gleichen
Ergebnisse. Da alle 4 Studien dieselbe Methode der Gensequenzierung anwenden,

stellt sich die Frage nach der Auswertungssoftware, die hier nicht dikutiert werden kann.

4.1. Bedeutung des Themas

Es gibt keine Einigkeit dartiber, was im Darm vor dem Auftreten von AAK passiert. Eine
gewisse Einigkeit besteht darin, dass ein Entziindungsprozess mit anschlieRender
gestorter Darmbarriere stattfindet und Durchtritt von Mikroben, was wiederum das

Immunsystem irritiert. Wie und warum es dazu kommt ist unklar.
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Abb. 6: Woriber sich alle Studien einig sind: Modell der gegenseitigen Einflisse.

Umwelt-
faktoren

Risikogene

4.2. Diskussion der Methoden

Alle klinischen Studien vergleichen eine Fallgruppe und eine Kontrollgruppe. Félle und
Kontrollen sind gleichermal3en T1D-Risikogentrager. Schlie3lich will man wissen, wieso
die einen Richtung Autoimmunitat steuern und die anderen nicht. Grundsatzlich stellt
sich mir dabei die Frage, ob nicht eine zweite Kontrollgruppe von Kindern, die nicht
Risikogentrager sind, eine wichtige Vergleichsbasis wére. Denn wer kann definitiv
ausschlieRen, dass das Risikogen auch auf das Mikrobiom wirkt? Auch ist die
Entwicklung eine ,gesunden® Mikrobioms noch nicht definiert und immer mehr Studien

stellen in Frage, ob die Erstellung eine Prototyps tberhaupt méglich und sinnvoll ist.

Bei der Stuhlanalyse ist zunachst zu fragen, unter welchen Bedingungen die Stuhlprobe
entnommen wurde. Wie lange blieb sie bei Raumtemperatur ehe sie eingefroren
wurde? Alle groRen Kohortenstudienprojekte (TEDDY usw.) lassen die Eltern die
Stuhlproben von zuhause einschicken. Dabei ist man um einen zeitnahen Versand und

sofortiges Einfrieren bei minus70 bis minus 80 Grad bemuht. Untersuchungen besagen,
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dass es keine nennenswerten Veranderungen in den Bakteriengruppierungen gibt.
Trotzdem lassen sich Fehlerquellen hier nicht ausschlieRen. Grundsatzlich ist auch die
Frage nach Stuhlgewohnheiten zu stellen. Ein Kind, das 3mal taglich Stuhl hat wird
weniger konzentrierte Faeces haben, als ein Kind das alle 3 Tage Stuhl hat. Auch die
Ernahrungsgewohnheiten spielen eine wichtige Rolle. Wer mehr unverdauliche
Ballaststoffe isst wird mehr Lacto-/Bifidobakterien im Darm ansiedeln. Hier versuchen
die Kohortenstudienstudieprojekte die Ernahrungsgewohnheiten zu dokumentieren,
was in die gewahlten Fall-Kontrollstudien nicht eingegangen ist. (siehe Rubrik
,matches” in den Studientabellen). Anderen Umweltfaktoren wie Geburtsmodus, Stillzeit
und Antibiotikaganbe wurde hingegen Rechnung getragen und in Fall- und
Kontrollgruppe abgeglichen. Weiter muss kritisch gefragt werden, ob eine Stuhlprobe
wirklich Stuhl von allen Kurven und Enden des Darms mit sich bringt. Gerade der
Faktor ,Entzindete Darmschleimhaut®, der in der Pathogenese von T1D keine geringe
Rollen zu spielen scheint, muss hellhérig machen. Atkinson und Chervonsky (2014)
weisen darauf hin, dass Studien, die Biopsien von verschiedenen Punkten im Darm von
Reizdarmpatienten in Bezug auf die mikrobiotische Analyse ein anderes Ergebnis
brachten als eine einzelne Stuhlprobe. (29).

SchlieBlich ist die gewahlte Methode der Stuhlanalyse in Betracht zu ziehen, die
definitiv Einfluss aufs Ergebnis hat. Die meisten Mikroorganismen des intestinalen
Mikrobioms lassen sich nicht kultivieren. Daraus darf man schlie3en, dass sie die
Symbiose mit anderen Mikroorganismen bzw. mit ihnrem Wirt zum Uberleben brauchen.
Die Mikrobiomforschung profitiert hier vom Human Genome Project bzw. vom
Metagenomprojekt. Neue  molekulardiagnostische  Verfahren  erlauben  die
Sequenzierung der gesamten DNA einer Probe, Beispiele dafir sind die 16S rRNA
Gensequenzierung oder die Pyrosequenzierung. Damit lassen sich die Bakterien
quantitativ analysieren. Die 16S rRna —Gensequenzierung lasst keine Rickschlisse auf
die Funktion der identifizierten Bakterien zu. Mithilfe der Metagenom-Sequenzierung
hingegen wird nicht nur Erbinformation der Bakterien, sondern das ganze Genom
entschlusselt und lasst damit Ruckschlisse auf Stoffwechsel- und andere Funktionen
zu. Vermehrte Gensequenzen scheinen auf vermehrte Funktionen und
Stoffwechselwege hinzuweisen. Ob das wirklich so ist, vermag die Forschung noch
nicht zu verifizieren. (29) Sowohl fur die quantitativen als auch die funktionellen

Verfahren sind komplexe statistische Auswertungssoftwares von nodten um die
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immensen Datenmengen zu analysieren. Auch hier gibt es verschieden Programme,

die sicherlich nicht identische Ergebnisse hervorbringen.

Die enormen Datenmengen, die bei der mikrobiologischen Darmanalyse anfallen und
der damit verbundene Verarbeitungsaufwand vergrofRert die Wahrscheinlichkeit von
Fehlerquellen und erklart zugleich die geringen Fallzahlen der hier verwendeten
Studien.

Und schliel3lich: Die Bakterien sind nicht das ganze Mikrobiom. Viren, Archaea, Pilze
und Protozoen spielen eine funktionell noch kaum untersuchte Rolle an den

Stoffwechselprozessen.

4.3. Diskussion der Ergebnisse

Zur Erinnerung fuhre ich hier nochmals meine Leitfragen aus Kapitel 1 auf:

- Gibt es eine typische Verschiebung des Gleichgewichts im intestinalen
Mikrobioms vor oder spatestens zum Zeitpunkt der Entwicklung von
Inselzellantikdpern bei Kindern? Wenn ja, wie kommt sie zustande, was bewirkt
sie und wann findet sie statt?

- Lasst sich diese Verschiebung in Bakterienspezies fassen?

- Welche funktionellen Unterschiede gibt es?

- Gibt es weitere Kriterien, die ein anders geartetes, zu T1D fuhrendes
Darmmikrobiom beschreiben?

Die Hoffnung, klare Pathobionten (in zu groRer Anzahl pathogen wirkende
physiologische Darmbakterien) als Verursacher T1D-auslosender AAK-Bildung zu
isolieren, ist ganz Kklar enttauscht worden. Sieht man von grof3en Stammes-
Gemeinsamkeiten ab, sind die Ergebnisse der Studien, was die quantitative Analyse
des Mikrobioms angeht, sehr widersprichlich. Das ist zum Teil den vielen variablen
Einflussfaktoren auf das Mikrobiom geschuldet, die sich schlecht isolieren und
kontrollieren lassen. Das mag aber auch daran liegen, dass das Organ Mikrobiom sehr

viel individueller ist, als bislang angenommen.

Immerhin ist in den letzten Jahren klar geworden, dass das Mikrobiom innerhalb jedes
Individuums nach seiner Ausreifung sich ahnlicher bleibt, als die Mikrobiome
verschiedener Bevdlkerungsgruppen (e.g. bestimmter Krankheitstrager) untereinander.

Allgemein akzeptiert und vielfach bestétigt ist auch die Aussage, dass eine sinkende
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Diversitat des Mikrobioms auf ein Krankheitsgeschehen hinweist. Beide Aussagen sind

in den ausgewahlten Studien fir T1D bestatigt worden.

In Bezug auf die Entstehung von T1D und intestinalem Mikrobiom sind Korrelationen,
aber keine Kausalitaten gefunden worden. Bis heute ist nicht klar, warum sich
bestimmte Funktions-Komplexe im Darm vor Ausbruch der Krankheit verschieben und
ob dies beeinflussbar ware im Sinne einer frih einsetzenden Therapie. Auch besteht
keine Einigung daruber, welche Bakterien sich in welche Richtung veréndern. Es ist
verbliffend, WIE unterschiedlich die Ergebnisse im Detail sind. Relative Einigkeit
besteht hingegen in Bezug auf eine der Manifestation von T1D oder, je nach Studie,
dem Erscheinen erster AAK, vorausgehende Entzindung der Darmschleimhaut,
wenngleich diese unterschiedlich nachgewiesen wird. Auch hier bleibt die Frage nach
dem auslésenden Moment der Entzindung offen und welche Rolle das Mikrobiom
dabei spielt. Auch das Zeitfenster ist nicht definiert. Relativ gut erforscht hingegen ist

die fatale Auswirkung eines ,Leaky gut‘ auf das Immunsystem.

Gleichklang herrscht auch im funktionellen Bereich. Das Ubergewicht von Bacteroidetes
zu Firmicutes weist deutlich auf eine funktionelle Verschiebung hin. Das Zauberwort
hier heil3t kurzkettige Fettsduren. Bildet das Mikrobiom mehr Buttersaure

(physiologisch) oder mehr Laktate und Propionate (pathogen)?

Die Diversitat des Mikrobioms ist bei spater AKK-Positiven reduziert, die
Kommunikationswege (oder Eigenvektor-Zentralitdt) eingeschrankt. Allgemeiner
ausgedruckt: Hohere Diversitdt und Stabilitat des Mikrobioms ist gesinder, das

Gegenteil scheint Krankheit zu bringen.

4.4. Fazit und Ausblick

Geht man davon aus, dass die T1D-Mikrobiomforschung letztlich dem Zweck einer
besseren Therapie, eventuell sogar Vermeidung von T1d-Manifestation dient, sind die
Ergebnisse erntichternd. Erst grol3ere entwicklungsbezogene Studien, die untersuchen
wie und wohin sich mikrobniotische Funktionskomplexe unter welchen Umstanden
entwickeln werden zeigen, ob es uUberhaupt eine Regelhaftigkeit bei der Pathogenese
von T1D in Bezug auf das Mikrobiom gibt. Vielleicht fiuhren auch viele Wege zur
gleichen Erkrankung, vielleicht gibt es unterschiedlichste Darm-Type. Mehrere Proben
auf einem Zeitstrahl, der vor der AAK Bildung beginnt und bei T1D Manifestation endet,
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missen mit nicht erkrankenden Risikogentragern und Nicht-Risikogentragern

verglichen werden.

Wenn vereinzelt gefordert wird, Biomarker einzusetzen, die noch vor der Bildung von
AAKs in Richtung T1D weisen, so geht das, m.E. in die richtige Richtung. Diese
Biomarker koénnten durchaus im Darm zu finden sein (Davis-Richardson et al,
Bacteroides dorei). Der grof3 angelegte Versuch, friihzeitig einer funktionellen
Verschiebung im Mikrobiom therapeutisch entgegenzuwirken steht noch aus, wird aber,
wenn die bisherigen Erkenntnisse weiterverfolgt werden, hoffentlich bald in einer Studie
verwirklicht werden. Vereinzelte vielversprechende Schritte in diese Richtung sind
bereits mit der Gabe von Probiotica gemacht worden, (30) werden aber, aus mir nicht

bekannten Griinden, bislang nicht verfolgt.
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6. Anhang
6.1. Anhang 1: 4 Studien mit Momentaufnahme

Vier weiter Studien, die keinen Zeitvektor aufweisen und jeweils nur 1 Stuhlprobe
untersuchen, bei Kindern zwischen 1 und 14 Jahren, entweder nach dem ersten

Auftreten von AKK oder nach Manifestation von T1D, liefern erganzende und

erklarende Ergebnisse.

Murri et al (2013) Gut Microbiota in Children with Type 1 Diabetes Differs
from that in Healthy Children: a Case-Control Study

Studientyp
Studienteilnehmer

Abgleich (matching dates) der
Fall- und Kontrollgruppe

Untersuchungszeitraum
/Anzahl der entnommenen
Proben/

Zeitpunkt in Bezug auf T1D-
Entwicklung

Methodik

Studienziel

Einschrankungen
Ergebnisse fir T1D-Gruppe
In Bezug zur Kontrollgruppe

Ergebnisse fiir Kontroll-

Fall-Kontroll-Studie (Case-control study)
16 kaukasische Kinder

7,16 - 7,88 Jahre

mit klinisch manifestem T1D (mind 2 AAK)
16 kaukasische Kinder

7,48 — 8,35 Jahre

Kein T1D

Geburtsmodus vaginal/sectio; gestillt/Flaschennahrung in beiden Gruppen zu
gleichen Anteilen, Rasse, Geschlecht; keine akute entziindlichen Ek, keine
akuten Infektionen, kein Antibiotika oder andere Medikamente, keine
Probiotika/Prébiotika 3 Monate vor Studie,

1 Probe

Fallkinder mit insulinpflichtigem T1D, keine Angabe iber Dauer der Ek.

Untersuchung der Zusammensetzung

der Stuhlbakterien mittels DGGE (Denaturierungsgradientengelelektrophorese =
polymerase chain reaction-denaturing gradient gel elektrophoresis und gPCR
(Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion = real-time quantitative polymerase chain
reaction)

Unterschiede der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota

guantifizieren und evaluieren bei Kindern mit und ohne T1D

Mdogliche Beziehung zwischen der intestinale Mikro