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1. Einleitung

1. 1. Definition und Klassifikation der Zo6liakie

Die Zoliakie ist eine chronische Erkrankung des Dinndarms, welche sich bei
genetisch pradisponierten Personen (HLA-DQ2) durch eine Immunreaktion gegen
Gliadin, einem Bestandteil des Glutens in Getreideprodukten, entwickelt (M&ki und
Collin 1997, Sollid und Thorsby 1993). Unter glutenhaltiger Kost kommt es zu
charakteristischen Veranderungen an der Schleimhaut des oberen Dinndarms mit
Atrophie der Darmzotten, Hypertrophie der Krypten und Ansammlung von intra-
epithelialen Lymphozyten. AuBerdem sind in Serum und Darmflissigkeit AntikGrper
gegen Gliadin (AGA) und korpereigene Bestandteile (Anti-Endomysium (EmA), Anti-
Transglutaminase (TG-Ak)) nachweisbar und fir diagnostische Zwecke nutzbar.
Bereits im Jahre 1888 beschrieb S. Gee detailliert einen Patienten mit Zéliakie. Gee
definierte die Erkrankung als ein im Kindesalter, meist im zweiten Lebensjahr,
beginnendes Leiden, das durch Einhalten einer Diat, die mehlhaltige Nahrung
ausschloB, zu regulieren war (Auricchio und Troncone 1996). Der Niederlander W. K.
Dicke erkannte in den 40er Jahren, daB Weizen- und Roggenmehl, aber nicht
Weizenstarke, fir die bei seinen Patienten beobachtete Verdauungsstérung
verantwortlich waren. Er identifizierte die alkohollésliche Komponente des Weizens
als Gliadin (Dicke et al. 1953). Mit der Einflihrung der peroralen Dinndarmbiopsie
durch M. Shiner 1956 konnten den klinischen Symptomen spezifische Veranderun-
gen der Dinndarmschleimhaut zugeordnet werden, und 1962 demonstrierten Rubin
und Mitarbeiter experimentell den Zusammenhang zwischen Glutenexposition und
den nachweisbaren Schaden der Darmschleimhaut (Auricchio und Troncone 1996).

Die Diagnose der Zdliakie erfolgt heute nach den modifizierten Richtlinien der

European Society of Paediatric Gastroenterology and Nutritition (ESPGAN) (Walker-

Smith 1990):

o Das Vorliegen einer zdliakiespezifischen Mukosaschadigung mit Zottenatrophie
und Kryptenhyperplasie unter glutenhaltiger Diat und das Erreichen einer klini-
schen Remission unter glutenfreier Diat (GFD) genligen als diagnostische

Kriterien.
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o Das Auftreten von zirkulierenden Antikérpern gegen Gliadin (AGA), Retikulin
(ARA) und Endomysium (EmA) unterstitzt die Diagnose.

o Eine Glutenbelastung wird nicht mehr zwingend zur Diagnosestellung gefordert,
sondern soll nur noch in zweifelhaften Fallen durchgefiihrt werden.

In unklaren Féllen kann die definitive Diagnose nur durch eine Dinndarmbiopsie

gesichert werden (McNeish et al. 1979). Die Erkrankung manifestiert sich meist

schon im Kindesalter, wenn die Kinder von der Muttermilcherndhrung auf

Kleinkindkost umgestellt worden sind. Sie ist allerdings nicht auf das Kindesalter

beschrankt, sondern kann in jedem Lebensalter auftreten.

1. 2. Epidemiologie

Die Pravalenz der Zdliakie betragt ungefahr 1:1000. Eine héhere Pravalenz
wird in Schweden und Italien beschrieben (3,51/1000 bzw. 3,9/1000 bei
Erwachsenen) (Catassi et al. 1996, Greco et al. 1992, Grodzinsky et al. 1992). Die
Anzahl asymptomatischer Patienten (1/256) ist in Schweden 4-fach héher als die
symptomatischer Patienten (1/1000) (Grodzinsky et al. 1992). In ltalien konnte bei
einem landesweiten Screening bei 5,44/1000 Schulkindern eine bisher nicht
bekannte Zoéliakie diagnostiziert werden (Catassi et al. 1996). Bei bioptisch nicht
gepriften, auf Endomysium-Antikérpernachweis basierenden Studien wurden
Pravalenzwerte bis 1:100 angegeben (McMillan et al. 1996). In den USA wurden bei
1/250 Blutspendern EmA nachgewiesen (Not et al. 1998).

1. 3. Klinisches und histologisches Bild

Bei der klassischen Form der Zbliakie (Synonyme: glutensensitive
Enteropathie,einheimische Sprue) weisen die Patienten ein Malabsorptionssyndrom
auf, das sich auf die entzindlichen Veranderungen und die Atrophie der
Dinndarmschleimhaut zurlckfihren 1aBt. Die Patienten setzen aufgrund einer
Fettverdauungsstérung fetthaltige, voluminése Stihle ab (Steatorrhoe). Ferner
klagen sie Uber Meteorismus, und manchmal magern sie stark ab. Nach langerem
Krankheitsverlauf weisen sie durch die schlechte Aufnahme der fettlGslichen
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Vitamine A, D, E, K und Eisen Mangelerscheinungen und eine Anamie auf. Ferner
fallen die Kinder durch psychische Veranderungen auf, sie sind meist Gbellaunig.

Man konnte nachweisen, daB die immunologischen und histologischen
Veranderungen des betroffenen Darmabschnittes im Krankheitsverlauf zunehmen.
Die verschiedenen Schadigungsformen des Darms kbénnen nach dem
histologischen Befund in eine infiltrative (Mukosa mit normaler Krypten- und
Zottenarchitektur, aber einer hohen Dichte an intraepithelialen Lymphozyten (IEL)),
eine hyperplastische (neben der Infiltration eine Kryptenhyperplasie) und eine
destruierende (flache Mukosa mit Kryptenhyperplasie) Lasion unterteilt werden
(Marsh 1988, Marsh 1992, Ziegler und Ferguson 1984).

Neben der klassischen Form der Zbliakie konnten epidemiologische Studien

nachweisen, daf3 ein weit groBerer Anteil der Patienten oligosymptomatisch ist oder

nur unspezifische Symptome aufweist und dadurch haufig der Diagnose entgeht

(Ferguson et al. 1993). Diese subklinischen Formen der Zobliakie unterteilt man

klinisch wie folgt:

e Die stille Form der Zéliakie wird bei asymptomatischen Patienten gefunden, die
unter normaler Ernadhrung eine Schadigung der Darmwand aufweisen, wie sie
auch bei der klassischen Form gefunden wird, und die sich unter glutenfreier
Diat zuriickbildet (Méaki und Collin 1997).

e Die Bezeichnung latente Zbliakie trifft bei symptomatischen Patienten zu, die
unter normaler Erndhrung eine intakte Mukosa aufweisen, die aber
anamnestisch histologische Veréanderungen hatten, die sich unter glutenfreier
Erndhrung normalisierten (Méki und Collin 1997).

e Patienten, bei denen die klassische Form der Zdliakie nie bioptisch gesichert
werden konnte, die aber immunologische Auffélligkeiten aufweisen, die denen
bei Zbliakiepatienten &hnlich sind, werden als potentiell erkrankt bezeichnet.
Marker daftr sind das Vorliegen von Endomysium-Antikérpern (EmA) im
Serum, eine hohe Zahl intraepithelialer Lymphozyten (IEL), eine erhéhte Dichte
von IEL mit y/d T-Zell-Rezeptoren (TCR) und ein bestimmtes intestinales
Antikérpermuster. Dies ist definiert durch den Nachweis von IgM-AGA
zusammen mit IgA-AGA, IgM-Anti-Ovalbumin und IgM-Anti-Betalactoglobulin in
der DarmflUssigkeit (Ferguson et al. 1993, Troncone et al. 1996).
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Die hohe Rate unerkannter subklinischer Erkrankungen fihrt zu Schwierigkeiten bei
der Beurteilung epidemiologischer Daten.

Einen Uberblick Giber das Spektrum der glutensensitiven Enteropathie gibt Abb. 1.

Sympt.
Zoliakie

~N—
S Manifeste
'g Mukosaldsion
- Stille Zoliakie
DR3-DQ2 5
= \ 4
DR5/7-DQ2 2 A
N
DR4-DQ8 g Latente Zoliakie
&) Normale
Mukosamorphologie

Gesunde Individuen

J ejunummorphologﬁ

Abbildung 1 Der Zéliakieeisberg und das Spektrum der glutensensitiven Enteropathie
Es werden die verschiedenen Manifestationsformen der glutensensitiven Enteropathie
dargestellt. Nur ein Teil der Erkrankten kann liber die manifeste Mukosalédsion identifiziert
werden, ein noch geringerer Anteil iiber die klinischen Symptome. Es liegt eine genetische

Pradisposition vor. (modifiziert nach Mdki und Collin 1997)

Durch eine gréBere Beachtung vorlbergehender, atypischer und geringgradiger
Symptome konnte die Diagnoserate erhéht und dadurch eine standige Senkung des
Patientenalters bei Diagnosestellung erreicht werden.

Patienten mit Zéliakie missen eine lebenslange glutenfreie Diat einhalten. Es darfen
keine Nahrungsmittel verzehrt werden, welche Prolamine (u. a. Gliadin) enthalten. Es
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ist unklar, ob man den GenuB von Hafer erlauben kann, denn die Antigenitat des
Hafers ist deutlich geringer als die anderer Getreide, weil der Gehalt des
Haferprolamins Avenin viel geringer ist (Méki und Collin 1997). Bardella et al. fanden
bei 47 jugendlichen Zbliakiepatienten, die ihre Diat beendeten, innerhalb von 1-16
Jahren ein Wiederauftreten der histologischen Veranderungen (Bardella et al. 1994).

Die Behandlung stiller Formen wird aus folgenden Grinden gefordert (Catassi et al.

1997):

o Die meisten in Studien untersuchten Patienten waren nicht vdllig
asymptomatisch, so daB auch sie sich nach Diatbeginn besser fuhlten.
Gewichts- und GréBenzunahme, eine bessere Stimmung und verbesserte
Leistungen in der Schule waren zu verzeichnen.

o Stille Formen stimmen in der Art der Darmschadigung, dem immunologischen
Muster und dem genetischen Hintergrund mit der symptomatischen Form
Uberein, weshalb sie auch gleich behandelt werden sollten.

o Spatschaden wie Infertilitdt, Osteoporose und Tumore treten auch bei

unbehandelter stiller Zoliakie auf.

1. 4. Assoziierte Erkrankungen

Die Zdbliakie ist mit bestimmten Erkrankungen statistisch signifikant haufiger
assoziiert. Dazu gehéren die Dermatitis herpetiformis, ein selektiver IgA-Mangel, der
Typ 1 Diabetes und die primar biliare Zirrhose (Collin et al. 1994, Kingham und
Parker 1998, Meini et al. 1996, Niveloni et al. 1998, Reunala und Collin 1997). Bei
diesen Erkrankungen liegt die Zéliakie haufig subklinisch vor (Visakorpi und Mé&ki
1994).

Die Dermatitis herpetiformis (M. Duhring/DH) ist eine glutensensitive, subepidermale
Blaschen bildende Hauterkrankung (Gawkrodger et al. 1984). Gastrointestinale
Symptome sind selten, obwohl bis 80% der Patienten eine subtotale Zottenatrophie
und fast 100% Schleimhautinfiltrate mit y/d TCR-tragenden T-Lymphozyten
aufweisen (van de Meer 1969). Es wird angenommen, daB die DH eine spezielle
Hautmanifestation der glutensensitiven Enteropathie ist (Reunala et al. 1977, Fry et
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al. 1973). AGA und EmA werden auch bei Patienten mit DH mit hoher Pravalenz
gefunden (Reunala et al. 1987).

Bei Patienten mit Zoéliakie wird ein selektiver IgA-Mangel signifikant h&aufiger als in
der Normalbevélkerung (1:700) gefunden. Das Auftreten einer Zéliakie bei Kindern
mit einem IgA-Mangel wird mit einer Haufigkeit zwischen 0,7 und 30,7% angegeben
(Collin et al. 1992, De Laat et al. 1991, Klemola 1987, Klemola 1988, Klemola et al.
1988, Savilahti et al. 1971, Savilahti und Pelkonen 1979). Es ist fir die
Zoliakiediagnostik wichtig, einen eventuell vorliegenden IgA-Mangel zu erkennen, um
ein negatives Ergebnis bei Tests, die auf der Bestimmung von IgA-Antikérpern
basieren (z. B. EmA), richtig zu interpretieren (Cataldo et al. 1998, Meini et al. 1996).

Die Assoziation vieler neurologischer Krankheitsbilder (Ataxien, periphere Neuro-
pathien, Myo- und Myelopathien sowie Epilepsien) mit einer Zbliakie wurde von
verschiedenen Autoren beschrieben (Chapman et al. 1978, Gobbi et al. 1992,
Hadjivassiliou et al. 1996, Hadjivassiliou et al. 1997, Laidlow et al. 1977). Es wird
vermutet, daB zlliakieassoziierte Antikdrper in immunologische Mechanismen
involviert sein kénnten, die auch neurologische Defizite verursachen (Collin und Méki
1997).

Als weitere Komplikation einer Zbliakie kann die Reproduktionsfahigkeit bei beiden
Geschlechtern eingeschrankt sein (Baker und Read 1975, Collin et al. 1996, Farthing
etal. 1982, Farthing et al. 1983, Farthing et al. 1983, Hirson 1970).

Knochendichtemessungen zeigen bei unbehandelter Zéliakie haufig Mineralisations-
stérungen, welche sich unter GFD bessern (Mora et al. 1993, Valdimarsson et al.
1996).

In verschiedenen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen Schilddriisen-
erkrankungen und einer Zoliakie beschrieben. Bei einer begleitenden Hypothyreose
wird die Diagnose beider Krankheiten wegen der Symptomahnlichkeit der
Erkrankungen (Adynamie) haufig verzdgert (Counsell et al. 1994, Midhagen et al.
1988, Snook et al. 1989).
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In einer Studie fanden sich bei Zdliakiepatienten gehauft Chromosomenanomalien
und -briche, welche mit der hohen Pravalenz von Tumoren und Lymphomen des
MDT dieser Patienten ursachlich in Zusammenhang gebracht werden (Fundia et al.
1996). Bei Zbliakiepatienten wird eine 50-100fach erhéhte und bei Patienten mit DH
eine 10-fach erhdhte Inzidenz von intestinalen Lymphomen beschrieben (Collin et al.
1996, Holmes et al. 1976). Sie werden auch als ,enteropathy-associated-T-cell-
lymphoma® (EATCL) bezeichnet und zeichnen sich aufgrund der spaten Diagnose-
stellung und eines fehlenden etablierten Therapiekonzeptes durch eine infauste
Prognose aus (Ferguson und Kingstone 1996). Eine jahrelange glutenfreie Diat kann

vor der Entwicklung von Tumoren schitzen (Holmes et al. 1989).

1.4.1. Zusammenhang zwischen Zéliakie und Typ 1 Diabetes mellitus

Beim Typ 1 Diabetes mellitus kommt es Uber einen Autoimmunprozef3 zu
einer Zerstdrung der Insulin produzierenden B—Zellen der Langhans’schen Inseln
des Pankreas, wobei genetische Faktoren eine pradisponierende Rolle spielen. Die
Erkrankung ist gekennzeichnet durch das Auftreten autoreaktiver T-Lymphozyten
und diabetesspezifischer Autoantikérper. Dazu gehdren zytoplasmatische
Inselzellantikdrper (ICA), Insulinautoantikérper (1AA), Antikbrper gegen das Enzym
Glutamat-Decarboxylase (GADA) und gegen das Protein Tyrosinphosphatase |A-2
(IA-2A) (Seissler et al. 1996, Seissler et al. 1998).

Etwa jeder 20. bis 50. Patient mit einem Typ 1 Diabetes erkrankt an einer manifesten
Zoliakie. In verschiedenen Studien wurden bei 1,0 bis 7,8% der Typ 1 Diabetiker
durch Screening auf AGA oder EmA und durch bioptische Bestatigung eine
asymptomatische Zéliakie gefunden (Acerini et al. 1998, Collin et al. 1989, Cronin et
al. 1997, DeVitis et al. 1996, Gadd et al. 1992, Koletzko et al. 1988, Méki et al. 1984,
Mé&ki et al. 1995, Page et al. 1994, Rensch et al. 1996, Saukkonen et al. 1996,
Savilahti et al. 1986, Talal et al.1997). Eine wahrscheinliche Ursache dieser
Assoziation liegt in dem &hnlichen genetischen Hintergrund, da beide Erkrankungen
mit dem HLA-DQB1*0201-Allel assoziiert sind (Sollid et al. 1989).

Es wird berichtet, daB ein temporares Auftreten von IgG-AGA Uberzufallig haufig bei
der Manifestation eines Typ 1 Diabetes gefunden wird, obwohl bioptisch keine
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Zoliakie nachgewiesen werden kann (Catassi et al. 1987, Catassi et al. 1991). Diese
Gliadinantikérper entstehen im Rahmen einer unspezifischen Autoantikdrper-
produktion bei der Diabetesmanifestation (Atkinson et al. 1993, Cacciari et al. 1987).
Dadurch wird wahrscheinlich auch die regelméBige Entwicklung einer Zdliakie bei
Kindern mit Typ 1 Diabetes bald nach der Diabetesmanifestation erklart, wahrend die
umgekehrte Reihenfolge eher selten ist (Saukkonen et al. 1996).

In mehreren Studien wurde gezeigt, daB die meisten Diabetiker mit begleitender
Zoliakie symptomfrei sind und dadurch klinisch nicht entdeckt werden kdnnen
(Acerini et al. 1998, Cronin et al. 1997, Gadd et al. 1992, Savilahti et al. 1986, Sigurs
et al. 1993). Die Patienten mit Zéliakie und Diabetes sind signifikant haufiger weiblich
und junger am Zeitpunkt der Diabetesmanifestation als die Diabetiker ohne Zdliakie
(Barera et al. 1991, Eterman und Feltkamp 1978, Koletzko et al. 1988, Maki et al.
1984). Da bei Patienten mit Diabetes mellitus die Erndhrung mit individueller
Verteilung der Kohlenhydrate eine entscheidende Sé&ule der Diabetestherapie
darstellt, ist ein frihzeitiges Erkennen einer begleitenden Zdliakie von besonderer
Bedeutung. Ferner missen wegen des Auftretens von Spéatfolgen (u. a. Tumoren,
Infertilitat, Osteoporose) auch Diabetespatienten mit asymptomatischer Zliakie mit
einer glutenfreien Diat behandelt werden. Diese Therapie bringt bei den durch die
Diabeteserkrankung diatetisch ohnehin eingeschrankten Patienten einige Probleme
mit sich, zumal die Patienten oft jingeren Alters sind und dadurch zuséatzliche
Compliancedefizite entstehen. Aufgrund fehlender prospektiver Studien kann bisher
der Nutzen einer glutenfreien Kost bei an stiller Zéliakie erkrankten Typ 1 Diabetikern

nicht sicher abgeschétzt werden.

Bei Patienten mit einem Typ 2 Diabetes mellitus konnte im Vergleich zu gesunden
Kontrollen kein gehauftes Auftreten einer Zéliakie beobachtet werden (Lampasona et
al. 1998, Page et al. 1994, Walsh et al. 1978).
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1. 5. Pathogenese der Erkrankung

1.5.1. Genetische Faktoren

Die Zobliakie kann familiar geh&uft auftreten, wobei die Verwandten oft
symptomfrei sind (MacDonald et al. 1965). Die Pravalenz der Erkrankung unter
erstgradig Verwandten liegt bei 10% (Ellis 1981, Marsh 1992). Bei HLA identischen
Geschwistern betragt die Konkordanzrate um 30% (Mearin et al. 1983), bei eineiigen
Zwillingen fast 70% (Polanco et al. 1981). Dies belegt, daB neben genetischen auch
Umweltfaktoren flr das Auslésen der Krankheit verantwortlich sind.

Ein Hauptdispositionsfaktor fur eine glutensensitive Enteropathie findet sich auf
einem ungeféhr 4000 kb groBen Abschnitt des kurzen Arms des Chromosoms 6, wo
die HLA-Molekile kodiert sind. HLA-Molekile (human leukocyte antigen) sind
membrangebundene Glykoproteine, welche als Heterodimere aus je einer &-und B-
Kette exprimiert werden. Die Klasse | enthélt die Gruppen A,B und C, die Klasse |l
die Gruppen DR, DQ und DP. Die Funktion der HLA-Molekile besteht in der Bindung
von Peptidfragmenten prozessierter Proteine und deren Prasentation an der
Oberflache. Die Klasse | bindet v.a. endogene, die Klasse Il v. a. exogene Peptide.
Die HLA-Klasse llI-Moleklle werden von B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen exprimiert, ihre Bildung kann durch Interferon-y und den Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) induziert werden. Der wichtigste Haplotyp (die bestimmte
Kombination von mutterlichen und véaterlichen Allelen auf einem Chromosom), der
bei 90-95% der Zoliakiepatienten vorkommt, ist das DQ o/B-Heterodimer (DQw2).
Dieses weist eine starke Koppelung (gemeinsame Ubertragung von Genen) mit DR3
und B8 auf (Brautbar et al. 1981, Corazza et al. 1985, Djilial-Saiah et al. 1994,
Palavecino et al. 1990, Ploski et al. 1993, Tosi et al. 1983). Auch von HLA-DR7/DR5
und einigen HLA-DP Merkmalen wurde eine Assoziation mit einer Zdliakie berichtet
(Bugawan et al. 1989,Caffrey et al. 1990, Howell et al. 1986, Howell et al. 1988,
Kagnoff et al. 1989, Tiwari und Terasaki 1985). Uber eine Sequenzierung von HLA-
DQ Genen konnten verschiedene Untergruppen identifiziert werden. Es ergab sich,
daB die Zdliakie primar mit einem bestimmten HLA-DQ «/B-Heterodimer
(DQA1*0501/DQB1*0201) assoziiert ist. Es spielt dabei keine Rolle, ob diese Gene in
cis- oder in trans-Stellung, d.h. auf demselben oder zwei verschiedenen
Chromosomen, lokalisiert sind (Abb. 2) (Sollid et al. 1989).
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HLA-DQ Molekiile in cis-Stellung

Chromosom I

Chromosom II

DQBI DQALI

HLA-DQ Molekiile in trans-Stellung

Chromosom I

Chromosom II

DQBI DQAI

Abbildung 2 Primére Assoziation bestimmter HLA-Gene bei Patienten mit Zéliakie
Patienten mit Zoliakie, die fiir DR3 oder DR5/DR7 heterozygot sind, haben eventuell dasselbe
DQ-Molekiil. Die Gene DQA1*#0501 und DQB1*0201 konnen dabei in cis- oder trans-Stellung
stehen (modifiziert nach Sollid et al. 1989)
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In den meisten untersuchten Populationen finden sich etwa 10% Zdliakiepatienten,
die nicht das DQA1*0501/DQB1*0201-Heterodimer besitzen (Polvi et al. 1998). Die
Mehrzahl von ihnen weist HLA-DR4 auf, so daB ein anderer Krankheitszweig
angenommen wird (DeMarchi und Carbonara 1984, Tosi et al. 1986). Dies wird
dadurch unterstitzt, daB DR3/DR7 negative Patienten niedrigere AGA-Spiegel
aufweisen als positive Patienten (Bonamico et al. 1991). Da die meisten Menschen,
die die oben beschriebenen Gene tragen, trotz glutenhaltiger Erndhrung keine
Zoliakie entwickeln, ist es wahrscheinlich, daB noch weitere, bisher unbekannte

Gene an der Pathogenese beteiligt sind.

1.5. 2. Umweltfaktoren

Neben genetischen Faktoren werden auch Umweltfaktoren als krankheits-
triggernd angesehen. Zum einen gehdrt dazu das unten ausfihrlich beschriebene
Gluten, zum anderen wird die Rolle frihkindlicher Erndhrungsformen untersucht und

die Bedeutung eines viralen Agens diskutiert.

Es wurden Studien durchgefihrt, die einen mébglichen Zusammenhang zwischen
Stillen, Kuhmilchgabe, Beginn glutenhaltiger Erndhrung, der Menge des konsumier-
ten Glutens und der Entstehung einer Zdbliakie aufdecken sollten. Ascher et al.
konnten 1997 keinen statistischen Zusammenhang feststellen und schreiben diesen

Faktoren daher eine geringe Bedeutung in der Pathogenese zu.

Die «-Gliadin-Peptidkomponente des Glutens enthalt eine Aminosaurensequenz,
welche der des Glykoproteins E1B des humanen intestinalen Adenovirus 12 sehr
ahnlich ist. Die Antikérper gegen E1B reagieren kreuz mit «-Gliadin, und es gibt
serologische Beobachtungen, welche darauf hinweisen, dal die Entwicklung einer
Zoliakie nach einer vorausgegangenen Exposition mit dem Adenovirus 12 erfolgte
(Kagnoff et al. 1987).



Seite 12

1.5.3. Gluten

Die Erkenntnis, daB die Aufnahme von Weizenprodukten fir Patienten mit
einer Zoliakie schédlich ist, hat dazu gefihrt, daB das Gliadin als Ausléser der
Erkrankung identifiziert werden konnte. Weizenmehl 148t sich durch Waschen in
Wasser in einen Stérkeanteil und einen Proteinanteil, das Gluten, auftrennen. Aus
dem Gluten kann man udber Alkoholextraktion, z.B. mit 70%igem Ethanol, eine
alkohollésliche Fraktion, das Gliadin, und eine unl6sliche Fraktion, das Glutenin,
gewinnen. Die Toxizitdt des Gliadins wurde in vielen Studien belegt, das Glutenin
zeigt nur einen schwachen Effekt. Gliadin ist sehr reich an Glutamin (~40%) und
Prolin (~17%), aber sehr arm an Tryptophan und Lysin. Man kann vom Gliadin 4
verschiedene Klassen unterscheiden (w5-, w1,2-, «- und y-Typ), wobei ein Teil des Y-
Typs als die toxische Komponente identifiziert wurde. In drei verschiedenen Studien
wurde gezeigt, daB die toxischen Gliadinpeptide die Sequenzen Prolin-Serin-
Glutamin-Glutamin und Glutamin-Glutamin-Glutamin-Prolin gemeinsam haben
(DeRitis et al. 1988, Jos et al. 1983, Wieser 1996, Wieser et al. 1986).
Pankreasenzyme kbénnen die schadigende Wirkung des Gliadins nicht zerstéren,
wohl aber Papain (Frazer et al. 1959, Frazer 1960, Messer et al. 1964, van de
Kramer et al. 1955).

Proteine, welche wie Gliadin reich an Prolin und Glutamin und arm an den
essentiellen Aminosauren (z.B. Tryptophan) sind, werden Prolamine genannt. Neben
dem Gliadin, welches v.a. im Weizen vorkommt, gehéren dazu das Hordein der
Gerste und das Zein im Mais. Es ist nicht wissenschaftlich begriindet, da Hafer und
sein Prolamin Avenin toxisch wirken. Der Anteil des Prolamins am Hafer ist 5-fach
geringer als der der entsprechenden Prolamine in Weizen, Roggen und Gerste, so
daB dies wahrscheinlich die gréBere Toleranz der Patienten gegen dieses Getreide
bedingt (Méki und Collin 1997).
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1.5.4. Immunologische Aspekte

Die glutensensitive Enteropathie nimmt in der Gruppe der Auto-
immunerkrankungen eine Sonderstellung ein, weil die Erkrankung durch einen
exogenen Faktor ausgeldst wird und von der Gliadinexposition abhangig ist. Ferner
werden die meisten organspezifischen Autoimmunerkrankungen durch einen
irreversiblen Gewebeschaden symptomatisch. Bei der Zdliakie regenerieren die
Zotten des Darms wieder, wenn Gluten aus der Nahrung entfernt wird (Marsh 1997).

Bei der Zdbliakie finden sich, wie bereits erwahnt, auch bei asymptomatischen
Verlaufen immunhistochemische Veranderungen der Darmschleimhaut, zu denen
auch eine Ansammlung von Lymphozyten intraepithelial gehort (Arranz und
Ferguson 1993, Cellier et al. 1998, Ferguson und Murray 1971, Halstensen et al.
1989, Kutlu et al. 1993, Savilahti et al. 1990, Spencer et al. 1989). Bei den
Lymphozyten handelt es sich um CD3+ T-Lymphozyten mit o/f- und y/d-T-Zell-
Rezeptoren (TCR) (Kaukinen et al. 1998). Die aktivierten CD 45R0+ T-Zellen
exprimieren Interleukin (IL)-2-Rezeptoren an ihrer Oberflache. Die Zellen finden sich
bei genetisch verdachtigen Personen nur in der Lamina propria des Darms, bei
Zoliakiepatienten auch im peripheren Blut (Kerttula 1998). Die T-Zellen des Darms
exprimieren v. a. HLA-DQ /B, wéahrend im peripheren Blut auch andere
Glykoproteintypen vorkommen (Gjertsen et al. 1994, Lundin et al. 1990, Molberg et
al. 1997). Fir das Vorhandensein einer Typ 1-Immunantwort (zytotoxische Reaktion
mit Gewebezerstérung) nach Glutenbelastung bei Zéliakiepatienten spricht die
Erhéhung von IFN-y und IL-6 produzierenden Zellen im Blut bei fehlender Zunahme
der IL-4/IL-10-Produktion (Hansson et al. 1999).

Es ist nicht vollstandig geklart, warum bei der Zbéliakie nach Aufnahme eines

exogenen Triggerfaktors Antikdrper gegen korpereigenes Gewebe entstehen und es

zu einer Schéadigung der Darmschleimhaut kommt. Bisher existieren mehrere

hypothetische Erklarungsmodelle:

o Eventuell fihrt die Aufnahme des Gliadins zu einer Demaskierung von
Kryptenretikulin- und Endomysiumepitopen. Die Prasentation der Autoantigene
mittels HLA-Klasse Il-Molekllen antigenprasentierender Zellen kann

inflammatorische T-Zell-Populationen aktivieren. Die Immunantwort auf diese
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Epitope ist spezifisch DQ o/B mediiert und kann auch in vitro bei genetisch
pradisponierten Personen ohne Zobliakie ausgelést werden. Eine weitere
Gliadinzufuhr flhrt zu einer Selbstunterhaltung des entziindlichen, die Mukosa

destruierenden Prozesses (M&ki 1996).

Nachdem das Enzym Gewebs-Transglutaminase (TG) als Antigen der EmA

identifiziert wurde, wird nun im Rahmen der Z6liakie diskutiert, daB Gliadin eines der

wenigen Donatorsubstanzen der TG ist. Die Entstehung der Antikérper gegen TG

und Gliadin und die histologisch erkennbaren Mukosaveranderungen erklaren sich

Schuppan et al. Gber folgenden Mechanismus:

Die Schéadigung der Darmwand Uber Gluten oder andere Faktoren (z. B.
Infektion) fOhrt zur Freisetzung von TG v.a. aus mononukledren und
mesenchymalen Zellen (z. B. Fibroblasten) der Lamina propria des Darms.
Durch die Vernetzung des Gliadins mit der TG entstehen Komplexe, die neue
antigen wirksame Epitope darstellen. Eventuell kénnen auch Peptide des
deamidierten Gliadins an die antigenprasentierenden Zellen gebunden werden.
Bei genetisch pradisponierten Personen wird nun eine Th2-Immunantwort
induziert, welche zur Bildung der Antikdrper gegen TG und Gliadin fihrt. Die
Prasentation der Gliadinpeptide bzw. Gliadin-TG-Komplexe erfolgt auch an
TNF-a produzierende T-Zellen. Diese zytotoxische Th1-Antwort flhrt zur
Schadigung der Mukosazellen mit Freisetzung von TG und Metalloproteinasen
und zur weiteren Unterhaltung des Prozesses (Dieterich et al. 1997, Schuppan
et al. 1998). Die Immunantwort im Rahmen einer glutensensitiven Enteropathie
wird in Abb. 3 modellhaft dargestellt.
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A A A
A
A A A Mukosazellen 1. Mukosaschaden fiihrt zum Eindringen von Gliadin A
& = o
N A
A A v é 2. Reaktion des Gliadins mit Transglutaminase ‘

freigesetzt aus Fibroblasten und anderen Zellen;

Antigen LA-DQ2 Komplexbildung und Deamidierung des Gliadins A

prisentierende

3. Bindung an HLA-DQ2+ antigenprasentierende Zellen

4. Erkennung durch den T-Zellrezeptor CD4+T-Zellen;
Auslosung einer Immunantwort abhdngig von T-Zell-Typ

5. Th-Zellen aktivieren tiber TNF-eFibroblasten, die
u. a. Transglutaminase ‘und Metalloproteinasen ©
freisetzen; Matrixdegradierung und Destruktion

Freisetzung der Darmmukosa unter Mithilfe von T-Zell-Zytokinen

6. Th-2-Zellen aktivieren Uber Interdeukin4 B-Zellen, die
sich in Plasmazellen differenzieren; Produktion von
Antikorpem gegen Gliadin und Transglutaminase .

Matrixdegradierung

T-Zell-Zytokine

Zottenatrophie, Kryptenhyperplasie

Abbildung 3
Immunantwort und Mukosazerstérung im Rahmen der

AGA und TG-Ak

Dieses Modell der T-Zell-Aktivierung als Ursache der Darmveranderungen wird durch
zahlreiche andere Untersuchungen gestitzt:

Molberg et al. konnten einen Teil des y-Gliadins, das durch Glutamindeamidierung
entsteht, als Bestandteil des Epitops flir DQ2-restringierte T-Zellen identifizieren. Die
Deamidierung des y-Gliadins konnte neben einer Saurebehandlung auch durch
Zugabe von TG erreicht werden (Molberg et al. 1998, Sjostrom et al. 1998). Ferner
wurde durch die Klonierung von DQ2+ und CD4+ Mukosa-T-Zellen eine Produktion
proinflammatorischer Zytokine, u. a. von IFN-y, nachgewiesen (Kerttula et al. 1999,
Nilsen et al. 1995, Troncone et al. 1998). In einer Studie fand sich eine Th1-Antwort
nur bei intestinalen T-Zellen, nicht aber im Blut (Kerttula et al. 1999). AuBerdem
konnte in subepithelialen Fibroblasten und Makrophagen bei Patienten mit aktiver
Zoliakie eine erhdhte mRNA-Expression fir Metalloproteinase 1 (MMP-1) und 3

(MMP-3) nachgewiesen werden. Diese Enzyme flUhren zu einer extrazellularen

. glutensensitiven Enteropathie (modifiziert nach Schuppan et al. 1998)
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Matrixdegradierung, die einen entscheidenden Faktor zu den histologischen

Veranderungen beitragen kann. Die Produktion der Proteine normalisiert sich unter

glutenfreier Diat. Dies ware durch eine Abnahme der Thi-Antwort bei fehlender

Neoepitopbildung erklarbar (Daum et al. 1999).

Sollid et al. schlagen einen alternativen Mechanismus der Antikdrperproduktion
gegen TG und Gliadin nach Bildung der Gliadin-TG-Komplexe vor (Sollid et al. 1997):

o Es gibt spezifische B-Zellen, die Antikérper gegen Autoantigene mit Hilfe von T-

Zellen bilden kénnen. Dafir muB3 das Autoantigen an ein Tragerprotein, z.B.

das T-Zell-Epitop eines Fremdantigens, gebunden werden (Haptenbildung). Es

gibt gliadinspezifische CD4+ T-Helferzellen in der Dinndarmmukosa, die nach

Bildung der Gliadin-TG-Komplexe die Aktivierung TG-spezifischer B-Zellen

bewirken kénnen (Abb. 4). Auch dieses Modell erklart, warum unter glutenfreier

Diat die Produktion der Antikérper gegen TG absinkt. AuBerdem sind die

Antikérper gegen TG krankheitsspezifischer als die AGA, weil sie nur im Darm

gebildet werden kdnnen, wo eine Koppelung von Gliadin an TG mdglich ist.

AGA kbénnen auch in regionalen Lymphknoten ohne ein pathologisches

Substrat gebildet werden.

TG-spezifische
B-Zelle

Gliadin-
spezifische
T-Zelle

Erklirung

1. Prasentation der Transglutaminase ﬂ an TG-spezifische
B-Zellen nach Bildung von TG-Gliadin-Komplexen

2. Endozytose und Prozessierung des Komplexes

3. Interaktion zwischen HLA-DQ2 gebundenem Gliadin A
und dem TCR einer gliadinspezifischen T-Zelle

4. T-Zell-R iickkopplung tiber IL mit TG -spezifischer BZelle

5. Produktion von TG-Ak ,

Abbildung 4

Hypothetischer Mechanismus der Antikdrperproduktion gegen
Gewebs-Transglutaminase bei der glutensensitiven Enteropathie
(modifiziert nach Sollid et al.1997)



Seite 17

1. 6. Bedeutung der Autoantikorper

Bei einer Zbliakie kénnen verschiedene Antikérper gefunden werden, die
bisher mit unterschiedlicher Aussagekraft fir das Screening gréBerer Populationen
eingesetzt werden. Dazu gehéren Personen, welche ein erhdhtes Risiko flr das
Auftreten einer Zdliakie aufweisen, sei es wegen erblicher Faktoren, assoziierter
Erkrankungen oder extraintestinaler Symptome. Die serologischen Marker sind
insbesondere dann von Nutzen, wenn die Patienten nicht tber typische Durchfalle
berichten oder sogar asymptomatisch sind (Ferguson 1993, Johnston et al. 1996).
Neben der Biopsie werden als diagnostische Marker Antikorper gegen Endomysium
und Gliadin eingesetzt, wobei mehrere epidemiologische Studien zeigen konnten,
daB die IgA-Endomysium-Antikbrper die sensitivsten und spezifischsten
serologischen Marker fir die Zdliakie darstellen und den Gliadin-Antikérpern
Uberlegen sind (Ferreira et al. 1992, Ferguson 1993, Johnston et al. 1996, Maki
1995). In einer groBen italienischen Studie konnte durch das Screening auf EmA bei
111 von 17.201 (0,7%) Schulkindern eine Zéliakie nachgewiesen werden (Catassi et
al. 1996). Die Mehrzahl der positiven Kinder hatte nur geringgradige Beschwerden,
so daB in den meisten Fallen die Erkrankung nicht bekannt war (Verhaltnis von
bekannter zu unbekannter Zéliakie 1:7). In der Biopsie waren jedoch Zeichen einer
leichten bis maBiggradigen Entziindung der Dinndarmschleimhaut nachweisbar, so
daB hier eine latente Zodliakie besteht. Ahnlich hohe Pravalenzen (1:152-1:256)
fanden sich in anderen europaischen Studien (Grodzinsky 1996, Johnston et al.
1996). Bei Patienten mit latenter Zdliakie wird die Diagnose und eine effektive
Therapie haufig Gber viele Jahre verzdgert. Diese Patienten fallen meist erst auf,
wenn sich Nebenwirkungen der chronischen Resorptionsstérungen wie z.B.
Wachstumsdefizite, Fertilitdtsstérungen, Andmie und Osteoporose zeigen. Da bei
Patienten mit subklinischer Zdliakie Uber eine deutlich erhdhte Mortalitat berichtet
wurde (Collin 1994) und ein 8- bzw. 30-fach erhdhtes Risiko flur die Entwicklung
gastrointestinaler Malignome bzw. Lymphome besteht (Logan et al. 1989), ist es von
groBer Wichtigkeit, diese Patienten so friih wie mdglich zu diagnostizieren.

Ein diagnostischer Marker sind Antikérper der IgA- und IgG-Klasse gegen Gliadin
(AGA). Diese Marker werden meist Uber einen Enzyme-linked-immuno-sorbent-
assay (ELISA) nachgewiesen. Sie sind ein guter Indikator fir eine aktive Zéliakie und

kénnen genutzt werden, um die diatetische Compliance von Patienten zu beurteilen
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(Savilahti et al. 1983, Volta et al. 1983). Sie sind ferner altersabh&ngig und werden
genetisch beeinfluBt (Kumar 1991, Levenson et al. 1985, Mearin et al. 1984, Savilahti
et al. 1983, Troncone und Ferguson 1991, Weiss et al. 1983). Die verschiedenen
Tests variieren trotz grundlegend gleicher Methodik in ihren Ergebnissen. Fur IgG-
AGA werden Sensitivitaten zwischen 82% und 100%, fur IgA-AGA zwischen 52%
und 99,9% angegeben. Die Spezifitdten schwanken zwischen 50% und 100% flr
lgG-AGA und 65% und 100% fur IgA-AGA (Kumar et al. 1984, Lebenthal und
Heitlinger 1983, Lerner und Lebenthal 1991, Tucker et al. 1988). IgG-AGA kommen
auch haufig bei anderen Erkrankungen und bei gesunden Individuen vor (Mé&ki
1995). Deshalb werden IgA-AGA als spezifischer und IgG-AGA als sensitiver
angesehen (Lerner und Lebenthal 1991, Lerner et al. 1994, Sacchetti et al. 1996,
Stern et al. 1996, Troncone und Ferguson 1991). Es gibt Antikérper, die mit anderen
Strukturen als Gliadin kreuzreagieren. Dazu gehdren antigene Strukturen auf
Enterozyten und Calretikulin, die mit denselben Peptiden, die die Bindung zum o—
Gliadin herstellen, gebunden werden (Krupickova et al. 1999). Calretikulin ist ein Ca-
bindendes Protein, welches in den meisten Zellen exprimiert wird und mit dem
endoplasmatischen Retikulum in Verbindung steht.

Ein weiterer diagnostischer Marker sind Antikérper gegen Ri-Retikulin (ARA). Sie
binden an Bindegewebe, das den Kollagen Typ lll enthalt (Hallstrém 1989, Méki et
al. 1984, Seah et al. 1971). Die IgA-Klasse wird als krankheitsspezifisch angesehen.
Die Antikdrper werden Uber eine indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen, wobei
sich Sensitivitdten zwischen 30% und 95% bei Spezifitaten zwischen 59% und 100%
ergeben (Kumar et al. 1984, Lebenthal und Heitlinger 1983, Lerner und Lebenthal
1991, Tucker et al. 1988).

Seit 1983 ist noch eine weitere Antikdrpergruppe bekannt, die als EmA bezeichnet
wird. Sie richtet sich gegen das Endomysium, d.h. die intermyofibrillaren
Bindegewebestrukturen, welche die glatten Muskelzellen in der Darmschleimhaut
umgeben. Sie besteht hauptsachlich aus Antikérpern der IgA-Klasse und wird als
sehr spezifisch und sensitiv in der Diagnose der Zbliakie angesehen (Chorzelski et
al. 1983, Hallstrom 1989, Kapuscinska et al. 1987, Kumar et al. 1989, Rossi et al.
1988, Rostoker et al. 1988, Valeski et al. 1990). Die Antikérperproduktion kann auch
in vitro durch Gliadin induziert werden (Picarelli et al. 1996). Der Nachweis der

Antikérper erfolgt durch indirekte Immunfluoreszenz entweder an Kryostatschnitten
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von Osophagus, Dinndarm oder humanem Nabelschnurgewebe (Not et al. 1997,
Not et al. 1998, Sulkanen et al. 1998).

Borner et al. konnten verschiedene Antigene aus unterschiedlichen Tiergeweben
isolieren, die fur den Nachweis von EmA/ARA-positiven Seren Uber einen ELISA
genutzt wurden. Sie vermuten daher, daB das Antikdrperspektrum bei der Zéliakie
gréBer ist als die bisher bekannten Antikérper EmA, ARA, AGA (Bérner 1996).

Als weitere Mdglichkeit, das Vorliegen einer glutensensitiven Enteropathie z.B. bei
asymptomatischen erstgradig Verwandten zu erkennen, dient die rektale
Glutenbelastung. Sie ist im Vergleich zur oralen Belastung schneller sowie sicher und
ausssagekraftig (Loft et al. 1990, Dezi et al. 1997). Neben diesen Tests wurde ein
Permeabilitdtstest fur die Darmschleimhaut entwickelt, welcher sich aber wegen
wenig aussagekraftiger Resultate nicht etabliert hat (Bode und Gudmand-Hoyer
1987).

1. 7. Physiologische Funktion der Gewebs-Transglutaminase und ihre
Bedeutung im Rahmen der Zédliakie

Die Gewebs-Transglutaminase (TG) (E.C. 2.3.2.13) ist ein intrazellulares
Protein, welches ubiquitar im Organismus exprimiert wird. Das Protein hat eine
GroBe von 716 Aminosauren und wird bei einer Zellschadigung in das Gewebe
freigesetzt. Dort vernetzt die TG extrazellulare Matrixproteine Uber die Bildung von
kovalenten Glutamin-Lysin-Bricken und stabilisiert so die Bestandteile des
Granulationsgewebes im Rahmen der Wundheilung. Wahrend viele verschiedene
Proteine als Akzeptorsubstrate dienen kénnen, ist die Zahl der Donatoren der TG
limitiert (Wang und Johnson 1992). Eine Sonderform der TG kommt im Plasma vor.
Als Blutgerinnungsfaktor XIlI wird sie in der Leber synthetisiert und vernetzt nach
Aktivierung durch Thrombin Fibrinmonomere zu Fibrin. Im Rahmen des M. Crohn
dient sie als Marker der Krankheitsaktivitat, denn ihr Serumspiegel ist im floriden
Stadium vermindert (D Argenio et al. 1995). Die Gewebs-Transglutaminase arbeitet
kalziumabhangig und wirkt bei der Apoptose, dem programmierten Zelltod, mit
(Bowness et al. 1987, Piacentini 1995).
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Da die IgA-Endomysium-Antikdrper einen fast pathognomonischen Marker fir die
Zoliakie darstellen, ist es moglich, durch Screening auf EmA eine asymptomatische
Zoliakie mit hoher Sicherheit zu identifizieren. Der Nachteil der EmA liegt in den
aufwendigen Nachweismethoden Uber einen indirekten Immunfluoreszenztest
(Ferguson 1993, Ferreira 1996, Johnston 1992, Maki 1995). Dieterich et al.
identifizierten 1997 die Gewebs-Transglutaminase als das Zielantigen der EmA. Sie
konnten zeigen, daB Seren von Patienten mit manifester Zdliakie ein Protein der
Molekularmasse 85000 Dalton préazipitieren, nicht aber Kontrollseren von gesunden
Probanden, Patienten mit autoimmunen Erkrankungen oder Kolitis ulzerosa. Das
isolierte Protein wurde nach proteolytischer Aufspaltung in Peptide Gber N-terminale
Ansequenzierung als Gewebstransglutaminase identifiziet. Um die TG als
Zielantigen der EmA zu bestétigen, wurden indirekte Immunfluoreszenztests
durchgefiihrt, bei denen Seren, die hochtitrig EmA enthielten, mit und ohne TG
vorinkubiert wurden. Wahrend die unbehandelten Zodliakieseren das charakteristische
Honigwabenmuster zeigten, war bei den mit TG vorbehandelten Seren das Muster
fast komplett aufgehoben (Dieterich et al. 1997).

TG ist involviert in das Protein Crosslinking, fhrt zur Bildung einer E-(y-Glutamyl)-
Lysin Bindung (Abb. 5) und zur Deamidierung von Gliadin. Im Gegensatz zu Gliadin
werden Kontrollproteine wie verschiedene Albumine und B-Lactoglobulin von TG
nicht vernetzt (Dieterich et al. 1997, Szaboles et al. 1987). Wie oben beschrieben
konnte klrzlich nachgewiesen werden, daB3 die Deamidationsreaktion zur Bildung
von Neoepitopen mit Gliadinpeptiden filhren kann, welche von spezifischen T-
Lymphozyten erkannt werden. Durch das Crosslinking zwischen Gliadin und TG
kénnte auch die durch Gliadinaufnahme induzierte Bildung von Autoantikdrpern
gegen TG erklart werden (Molberg et al. 1998). Nach der ldentifizierung von TG als
Antigen der EmA wurden Enzyme-linked Immunoassays (ELISA) fir den einfachen
Nachweis der TG-Antikdrper entwickelt.

Den genauen Mechanismus der TG-Reaktion stellt Abb. 5 dar.
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NH, NH-(CH,)s-Rs

| |
R1'CH2'C=O + H2N'(CH2)4'R2 > R1 'CHQ'C=O + NH3

Glutaminrest Lysinrest vernetzte Proteine

Y-Carboxylgruppe €-Aminogruppe Ammoniakabspaltung

Abbildung 5 Reaktionsmechanismus der Gewebs-Transglutaminase
Die Gewebs-Transglutaminase vernetzt Substrate mit y—Carboxyl und E-Aminogruppen zu
Proteinen. Eines ihrer Substrate ist das Gliadin, mit dem sie nach Deamidierung Komplexe

ausbildet, die in der Pathogenese der Zoliakie eine wichtige Rolle spielen.
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2. Zielstellung

Bisher sind die EmA die sensitivsten und spezifischsten Marker fir das
Vorliegen einer Zéliakie und werden deshalb auch flr Screeningzwecke eingesetzt.
Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung der Autoantikbrper gegen das Enzym
Gewebs-Transglutaminase (TG-Ak) im Vergleich zu den Antikérpern gegen
Endomysium (EmA) und Gliadin (AGA) als Screeningmarker fir das Vorliegen einer
Zoliakie zu untersuchen. Zur Bestimmung der TG-Ak soll ein einfach durchfihrbarer
Radioimmunassay etabliert werden, der sensitiv und schnell einen quantitativen
Nachweis der Antikdrper ermdglicht. Die Gewebs-Transglutaminase soll aus
humanem Gewebe kloniert werden und das radioaktiv markierte Protein als Antigen
in einem neuen Test eingesetzt werden. Der Test soll so konzepiert sein, daB er
auch als breit angelegtes Screeningverfahren in Populationen mit erhéhtem
Zoliakierisiko verwendet werden kann. Durch die Testung von Antikérpern der
Klassen IgA und IgG sollen Unterschiede in den serologischen Reaktionsmustern
von Patienten mit manifester Zéliakie, Verdacht auf Zéliakie, Typ 1 Diabetes mellitus
und anderen Autoimmunerkrankungen analysiert werden. Durch die Untersuchung
von Zoliakiepatienten und gesunden Kontrollen soll die diagnostische Sensitivitat und
Spezifitdt des neuen Radioimmunassay und durch den Vergleich mit den
herkdmmlichen Antikdrpern gegen Endomysium und Gliadin der Stellenwert des
neuen Verfahrens flr die ldentifizierung von Personen mit einer Zbliakie bestimmt
werden. Weiterhin soll die Aussagekraft des neuen Immunmarkers fir die
Identifizierung von Personen mit einem hohen Risiko fur eine Zbliakie auch in

subklinischer Form ermittelt werden.
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3. Material und Methoden

3. 1. Reagenzien

Agarose LM-MP (BOEHRINGER / Mannheim (D))

Alkalische Phosphatase (BOEHRINGER / Mannheim (D))

AMV Reverse Transkriptase (BOEHRINGER / Mannheim (D))
Anti-human IgA-Agarose (SIGMA / Deisenhofen (D))

ATP (BOEHRINGER / Mannheim (D))

Autoradiographiefiime (KODAK X-OMAT AR 50)
Benzamidinhydrochlorid (SIGMA / Deisenhofen (D))
Chloroform-Isoamyl-Alkohol (SIGMA / Deisenhofen (D))

Chloroform (SIGMA / Deisenhofen (D))

Coomassie Brilliant Blue (BIORAD / Hercules (USA))
Dephosphorylasepuffer (BOEHRINGER / Mannheim (D))
2,5-Diphenyloxazol (PPO) (MERCK / Darmstadt (D))

1kb DNA-Marker (PROMEGA / Madison (USA))
DUnnndarmschnitte des Affen (EUROIMMUN / Gro3 Grénau bei Libeck (D))
ELISA-Test fir IgA-Gliadin-Antikérper (EUROIMMUN / GroB Grénau bei Liibeck (D))
Essigsaure 99% (ROTH / Karlsruhe (D))

Ethanol 96% (ROTH / Karlsruhe (D))

Ethidiumbromid (ROTH / Karlsruhe (D))
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (ROTH / Karlsruhe (D))
Expand High Fidelity PCR System (BOEHRINGER / Mannheim (D))
Gel loading solution (SIGMA / Deisenhofen (D))

GeneClean System (DIANOVA / Hamburg (D))

Glycerin (SIGMA / Deisenhofen (D))

Glycin (MERCK / Darmstadt (D))

High Pure Plasmid Isolation Kit (BOEHRINGER / Mannheim (D))
HINC Il (PROMEGA / Madison (USA)

HIND Il (PROMEGA / Madison (USA)

Isopropanol (SIGMA / Deisenhofen (D))

Kaliumchlorid (ROTH / Karlsruhe (D))

Kaliumdihydrogenphosphat (ROTH / Karlsruhe (D))
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Kodak Entwickler und Fixierer (SIGMA / Deisenhofen (D))

Kompetente E. coli (JM 109) (PROMEGA / Madison (USA))

Ligasepuffer (PROMEGA / Madison (USA))

Lithiumchlorid (SIGMA / Deisenhofen (D))

L-Methionin (SIGMA / Deisenhofen (D))

Methanol (MALLINCKRODT BAKER / Deventer (NL))

[3°S]-Methionin (>1000Ci/mmol) (AMERSHAM / Braunschweig (D))

Microscint 20 (Szintillator) (PACKARD / Groningen (NL))

Miniprepsystem (BOEHRINGER / Mannheim)

Natriumacetat (SIGMA / Deisenhofen (D))

Natriumchlorid (MALLINCKRODT BAKER / Deventer (NL))

Natriumhydrogenphosphat (ROTH / Karlsruhe (D))

Natronlauge 5N (MERCK / Darmstadt (D))

Nuclease free water (PROMEGA / Madison (USA))

PGEM 4Z-Klonierungsvektor (PROMEGA / Madison (USA))

Phenolchloroform (SIGMA / Deisenhofen (D))

Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) (SIGMA / Deisenhofen (D))

Protein A-Sepharose (PHARMACIA / Freiburg (D))

Protein Molecular Weight Standard (BIORAD / Hercules (USA))

Puffer A fir Endonukleasen (BOEHRINGER / Mannheim (D))

RNA-Clean (AGS / Heidelberg (D))

SAC | (PROMEGA / Madison (USA))

Salzsdure 5 N (MERCK / Darmstadt (D))

Sodiumdodecylsulfate (SDS) (BIORAD / Hercules (USA))

SP64PolyA-Vektor (PROMEGA / Madison (USA))

T4 DNA Ligase (PROMEGA / Madison (USA))

T4 Kinase (SIGMA / Deisenhofen (D))

TNT SP6 Quick Coupled Transkription /Translation System (PROMEGA / Madison
(USA))

Trichloressigsaure (MERCK / Darmstadt (D))

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (ROTH / Karlsruhe (D))

Triton X-100 (MERCK / Darmstadt (D))

Alle verwendeten Reagenzien wiesen einen Reinheitsgrad von ,pure” oder héher auf.
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3.2. Gerate

Agarosegelsystem (Modell B1A) (OWL SCIENTIFIC Inc. / Woburn (MA))
Automatisches Sequenziergerat (APPLIED BIOSYSTEMS (ABI) / Forster City (CA))
Biofuge fresco (HERAEUS / Hanau (D))

Eismaschine Scotsman (FRIMONT / Milan (1))

ELISA-Ruttler Titramax 100 (HEIDOLPH / Schwabach (D))

Falcons (GREINER / Nirtingen (D))

Geldokumentationssystem (MWG Biotech / Ebersberg (D))
8-Kanalmultipipette (Finnpipette) (LABSYSTEMS / Frankfurt (D))
Klebefolien S 695 (FASSON / Champ Sur Drac (F))

96-well Mikrotiterplatten (GREINER / Ndrtingen (D))

Minifuge G (HERAEUS / Hanau (D))

Multiscreen Adapter Plates (PACKARD / Groningen (NL))

Multiscreen Assay System (Filtrationsplatten) (MILLIPORE / Molsheim (F))
Pipetten (EPPENDORF / Hamburg (D))

Pipettenspitzen (SARSTEDT / Nimbrecht (D))

Reagenztubes (1,5 und 0,5 ml) (EPPENDORF / Hamburg (D))
Reinstwassersystem (MILLIPORE / Molsheim (F))

SDS-Gelsystem (Mini Protean Il Cell) (BIORAD / Hercules (USA))
Software fur den Counter (PACKARD / Groningen (NL))

Top Count Beta Counter (PACKARD / Groningen (NL))
Vakuumgeltrockner (Modell 583) (BIORAD / Hercules (USA))

Zentrifuge 3K30 (SIGMA / Deisenhofen (D))
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3. 3. Loésungen und Puffer

3.3.1. Pufferlésungen

Puffer A

20 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 5 mM Benzamidin, 2 mM EDTA; pH 7,4
Puffer B

Puffer A; dazu 5 mM Methionin, 1 mM PMSF, 0,5% Triton-100; pH 7,4
Puffer C

100 mM Tris/HCI, 500 mM LiCl; pH 9,0

Phosphatpuffer (PBS)

135 mM NaCl, 13,5 mM KCI, 40 mM NaoHPO,4, 7 mM KH2PQOy4; pH 7,2

3.3.2. Elektrophoresereagenzien

Agarosegel 1%

0,4 g Agarose; 40 ml TAE-Puffer 1x

Coomassiefdrbung

0,5 g/l Coomassie Brillant Blue, 60 g/l TCA, 70 ml/l Eisessig, 100 ml/I Methanol; ad
Aqua bidest

Gelentférber

290 ml/I Methanol, 30 ml/l Eisessig; ad Aqua bidest

Laufpuffer

3,4 mM SDS, 24,8 mM Tris, 40 mM Glycin; ad Aqua bidest

PPO-Puffer

0,9 M PPO; ad Essigsaure

Probenpuffer (10 ml)

5,13 ml H20O, 1,28 ml Tris (0,5M), 1,02 ml Glycerol, 2,05 ml SDS (10%), 0,513 ml
Mercaptoethanol, einige Kérner Bromphenolblau

Sammelgel (2 ml)

1,4 ml H20, 0,33 ml Acrylamid (30%), 0,25 ml Tris, 20 pl SDS (10%), 20 ul APS
(10%), 2 ul TEMED

Sammelgelpuffer

49,5 mM Tris; ad Aqua bidest; pH 6,8
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TAE-Puffer (1x)

0,04 M Tris, 1,14 ml/l Eisessig, 1 mM EDTA; ad Aqua bidest

Trenngel 10% (10 ml)

2,5 ml Trenngelpuffer, 4,0 ml Aqua bidest, 3,3 ml Acrylamid/Bis, 100 pl SDS (10%),
100 pl APS (10%), 4 ul TEMED

Trenngelpuffer

1,5 M Tris; ad Aqua bidest; pH 8,8

3. 3. 3. Transformation

Agarplatten
0,875 g LB-Agar mit 25 ml H,O autoklavieren; abkihlen auf 50°C; 25 pl Ampicillin

(1:1000), 25 pl X-Gal (1:1000), 125 pl IPTG 100 mM; fiir eine Platte

SOC-Medium

20 g/l Tryptone, 0,5 g/l Hefeextrakt, 100 mM NaCl, 25 mM KCI, 200 mM Mg?*, 200
mM Glucose; ad Aqua bidest; autoklavieren; pH 7,0

LB (Luria-Bertaini)-Medium

10 g/l Tryptone, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl; ad Aqua bidest; autoklavieren; pH 7,5
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3.4. Patientenseren

Es wurden Serumproben von 45 Patienten mit neu diagnostizierter und
bioptisch gesicherter Zoliakie getestet. Des weiteren wurden 30 Patienten mit
Verdacht auf Zbliakie, die gastrointestinale Symptome aufwiesen und EmA-positiv
waren, aber nicht biopsiert werden konnten, untersucht. AuBerdem dienten 305
Patienten mit einem frisch manifestierten Typ 1 Diabetes, 130 Patienten mit
autoimmunen Schilddrisenerkrankungen (Morbus Basedow und Hashimoto
Thyreoiditis) sowie 111 Patienten mit Erkrankungen des rheumatischen Formen-
kreises (rheumatoide Arthritis, Kollagenosen) als Kontrollen. Die Diagnosen der
Schilddrisenerkrankungen wurden aufgrund klinischer Kriterien (endokrine Orbito-
pathie, Hyper- und Hypothyreose), Sonographie, TSH, fT3 und fT4 gestellt. Weitere
574 Kontrollseren stammten von gesunden Probanden, die keine gastrointestinalen
Symptome aufwiesen und in deren Familie kein Diabetes mellitus bekannt war.

Die Untersuchungen wurden nach Aufklarung mit schriftlicher Zustimmung der
Probanden durchgeflihrt.

Anzahl Alter (Jahre)
n M W | Spannweite Median Mittel
Zoliakie 45 14 31 2-67 21 27,1 £ 18,6
V. a. Zéliakie 30 9 21 2-66 21 26,2 +17,7
Typ 1 Diabetes 305 187 118 0,1-71 13 18,6 +144
SD-Pat. 130 25 105 1-85 43 448+13,6
RA/ Kollag.Pat. 111 82 29 19 -84 55 53,6144
Blutspender 574 325 249 7-40 30 30,2+6,5

Tabelle 1 Ubersicht iiber die Studienpopulation
Es wurden Seren von Patienten mit gesicherter Zoliakie, mit Verdacht auf Zoliakie, Patienten mit
Typ 1 Diabetes, autoimmunen Schilddriisenerkrankungen (SD-Pat.) sowie mit Erkrankungen des
rheumatischen Formenkreises (rheumatoide Arthritis (RA), Kollagenosen (Kollag.)) untersucht

M = mannliche, W = weibliche Probanden
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3. 5. Klonierung, Expression und radioaktive Markierung der humanen
Gewebs-Transglutaminase

3.5.1. Klonierung der humanen Gewebs-Transglutaminase (TG)

3.5.1.1. Isolierung der m-RNA und PCR des cDNA-Klons

Zundchst wurde die Gesamt-RNA mittels RNA-Clean aus humanem
Schilddrisengewebe isoliert. Dazu wurde das Gewebe in RNA-Clean homogenisiert,
dann die RNA durch Chloroform aus dem Homogenisat extrahiert, mit Isopropanol
prazipitiert und zum SchluB mit 70%igem Ethanol gewaschen. Durch AMV reverse
Transkriptase wurde die RNA in cDNA mittels Poly-A- und Random-Primern
umgeschrieben. Der TG-Klon wurde anschlieBend Uber eine PCR mit folgenden
Primern (Genbank Nummer M55153) Gber 33 Zyklen amplifiziert:

Forward-Primer: 5-GCCGCCACCATGGCCGAGGAGCTGGTCTTA-3’
Reverse-Primer: 5 -CTTAGGCGGGGCCAATGATGA-3".

Die Reaktionsschritte wurden wie folgt gewahlt: Denaturierung zuné&chst fir 7 min bei
94°C und anschlieBend in jedem Zyklus 30 sec bei 94 °C; Hybridisierung bei 58 °C fur
30 sec und Extension bei 72°C fir weitere 30 sec. Nach dem letzten Zyklus wurde,
um moglichst vollstindige PCR-Produkte zu erhalten, die Extension auf 6 min
verlangert. Das PCR-Produkt wurde auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt, die
Bande wurde im entsprechenden Molekulargewichtsbereich ausgeschnitten, und 1pl
wurde erneut einer PCR Uber 30 Zyklen unter gleichen Bedingungen unterzogen.
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3.5.1.2. Klonierung des PCR-Produktes in den pGEM 4Z-Vektor

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt in den mit Hinc Il geschnittenen pGEM
4Z-Vektor kloniert. Hierzu wurde der Vektor zunachst mit Hinc Il fir 2 Std bei 37°C
verdaut und, um eine Religation wahrend der Ligation zu verhindern,
dephosphoryliert. Nach einstiindiger Dephosphorylierung (30 min bei 37°C und 30
min bei 56 °C) mit 1 ul alkalischer Phosphatase, 10 ul Dephosphorylasepuffer und 39
ul HPLC-Wasser wurde der Vektor mittels einer Phenol-Chloroform-Extraktion
gereinigt. Dazu wurden 100 pl des Dephosphorylierungsansatzes mit 100 ul Phenol-
Chloroform nach 1 min vortexen 15 min bei 13000g zentrifugiert und anschlieBend
die waBrige Phase mit 9 ul 7,5 M Natriumacetat und 240 ul 96%igem Ethanol 30 min
bei -80°C aufbewahrt. Dann wurde erneut 15 min bei 13000g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70%igem Ethanol nochmals 5 min
durch Zentrifugation gewaschen. Das Pellet wurde in 15 ul Wasser gelést. Das PCR-
Produkt wurde nach Inkubation mit ATP und T4 Kinase fur 30 min phosphoryliert und
mittels Gene Clean Kit aufgereinigt.

Als nachster Schritt erfolgte die Ligation des Inserts mit dem pGEM 4Z-Vektor. Es
wurden 2 pl Vektor, 10 pl PCR-Produkt, 1 pl Ligase und 2 ul Ligasepuffer Gber Nacht
bei 15°C inkubiert. 5 pl des Ligationsproduktes wurden fir die Transformation in
einem sterilen 1,5 ml Mikrotube auf Eis mit 20 pl kompetenten E. coli (JM 109)
inkubiert. Nach 20 min wurden die Zellen 45 sec bei 42°C im Wasserbad
hitzegeschockt und dann fir weitere 2 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde nach
Zugabe von 500 pl SOC-Medium 1 Stunde bei 37°C im Schuttler inkubiert. Die
Suspension wurde auf einer Ampicillin-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei
37°C in den Brutschrank gestellt. Am nachsten Morgen wurde ein Blau-WeiB-
Screening durchgefiihrt. WeiBe Kolonien wurden gepickt und einzeln in 5 ml LB-
Amp-Medium fir 12 Stunden bei 37°C inkubiert. Zur Plasmidpraparation wurde das
Miniprep-System der Firma Boehringer Mannheim geman Anleitung verwendet. Die
Plasmide wurden mit Hind Ill und Sac | verdaut, auf einem 1% Agarosegel
aufgetrennt und 15 Minuten in Ethidiumbromid geférbt. Die spezifische Bande mit
einer GréBe von ca. 2000 Basenpaaren wurde unter UV-Licht im
Geldokumentationssystem ausgeschnitten. Klone mit einem Insert der richtigen

GrdBe wurden mittels eines automatischen Sequenziersystems komplett sequenziert.
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3.5.2. Umklonierung des TG-cDNA-Klons in den SP64PolyA-Vektor

Um eine héhere Effizienz bei der in vitro Translation und Transkription zu
erreichen, wurde der TG-cDNA-Klon in den SP64PolyA-Vektor umkloniert. Daflr
wurden der Vektor und der Klon Uber Nacht bei 37°C mit den Enzymen Hind Il und
Sac | verdaut und auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt. Das Gel wurde mit
Ethidiumbromid gefarbt und die Bande bei ca. 2 kB (Insert) bzw. 3 kB (Vektor) Uber
das Gene Clean System isoliert. Der SP64PolyA-Vektor wurde analog dem
pGEM4Z-Vektor einer Dephosphorylierung unterzogen. AnschlieBend erfolgten die
Ligation, die Transformation und die Plasmidpréaparation wie oben beschrieben. Um
die korrekte Klonierung zu dokumentieren, wurde das SP64PolyA-TG-Insert vom 5°-
und 3°- Ende ansequenziert.
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3.5.3. Invitro Expression von humaner TG und Markierung mit [35S]-
Methionin

Die Expression des rekombinanten Proteins und die radioaktive Markierung
wurden mit Hilfe des TNT SP6 Quick Coupled Transkription/Translation Systems
durchgefiihrt. Dazu wurde der TG-Klon (3 ul) mit 40 yl SP6 Mastermix, 5 ul
Nuklease-freiem Wasser und 2 ul [*°S]-Methionin (>1000Ci/mmol) gemischt und
nach kurzem Vortexen flr 90 min bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Die Bestimmung
der Markierungsrate des Produktes wurde wie folgt durchgefiihrt: auf einem Stick
Filterpapier wurde 1 pl des Produktes getrocknet und zweimal in 30 ml 65°C heiBer
Trichloressigsaure 10% fur 10 min inkubiert. Hierdurch wurde das radioaktiv
markierte Protein auf dem Filterpapier prazipitiert und das nicht eingebaute [*°S]-
Methionin abgewaschen. Dann wurde das mit den markierten Proteinen beschichtete
Filterpapier bei Raumtemperatur getrocknet und im Beta-Counter gemessen. Das
restliche Material wurde in Mikrotubes portioniert und bei —80°C eingefroren.
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3.6. Nachweis der spezifischen Bindung der TG und Entwicklung des

Radioimmunassays

3.6.1. Nachweis der spezifischen Bindung der [*°S]-Methionin markierten
TG mittels SDS-Gelelektrophorese und Autoradiographie

20.000 cpm TG wurden mit 10 pl Serum und 200 ul Puffer B Gber Nacht bei
4°C inkubiert. Danach wurden 100 pl Protein A-Sepharose (50% v/v in Puffer B)
hinzugegeben und das Ganze fir 2 Std auf Eis geschuttelt. Nach viermaligem
Waschen mit Puffer B und einmaligem Waschen mit PBS-Puffer wurde das Gemisch
nach Zugabe von 40 pul Elektrophoresepuffer 5 min gekocht und anschlieBend
zentrifugiert. Die préazipitierten Proteine wurden auf einem 10% SDS-
Polyacrylamidgel bei einer konstanten Stromstéarke (50 mA) far 60 min aufgetrennt.
Das Gel wurde anschlieBend fur 2 Std in Coomassie gefarbt, nacheinander in
Entfarber (fir 1 Std), reiner Essigsaure (fir 15 min) und 20% PPO (fir 30 min)
inkubiert und auf Whatman-Filterpapier im Vakuumtrockner 2 Std bei 80°C
getrocknet. Das getrocknete Gel wurde auf einen Kodak X-Omat Film aufgelegt, in
einer Filmkassette fir 2 Wochen im -80° C Gefrierschrank inkubiert und

anschlieBend entwickelt.
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3.6.2. Entwicklung eines Radioimmunoassays zum Nachweis der
Antikorper gegen rekombinante humane TG (TG-AKk)

FOr den Nachweis der Antikdrper gegen TG (TG-Ak) wurde ein System
verwendet, welches bereits erfolgreich bei der Detektion von Antikérpern gegen
diabetesspezifische Autoantikérper eingesetzt wird. Hierbei erfolgen die Inkubation
und Waschschritte auf 96-well Mikrotiter- bzw. 96-well Filtrationsplatten, um einen
hohen Probenumsatz zu gewahrleisten. Die Serummenge von 5 pl wurde von diesen
Radioimmunoassays Ubernommen, da hier fir die Bindung der Antigen-
Antikdrperkomplexe nur eine geringe Menge Protein A-Sepharose bzw. IgA-Agarose
benbtigt wird (Seissler et al. 1998).

Fir den Test wurde die 96-well Mikrotiterplatte eine Stunde mit 200 pl/well Puffer B
inkubiert, um unspezifische Proteinbindungen zu reduzieren. AnschlieBend wurden 5
ul Serum im Doppelansatz pipettiert. Auf jeder Platte wurden die gleichen positiven
und negativen Standardseren ebenfalls vierfach mitbestimmt (jeweils 2
Doppelansatze). Pro Well wurde ein Aliquot des markierten Proteins (15.000 cpm)
mit 50 ul Puffer B zugegeben. Die Platte wurde tber Nacht bei 4°C auf einem ELISA-
Rattler inkubiert. Am nachsten Morgen wurden pro Well 10 pl Protein A-Sepharose
und 10 pl IgA-Agarose dazu pipettiert und flr weitere 2 Stunden inkubiert. Bei den
IgA- bzw. 1gG-spezifischen Assays wurden entweder 10 ul IgA-Agarose oder Protein
A-Sepharose zugegeben. Die Proben wurden mit 8-Kanalmultipipetten auf spezielle,
zuvor mit Puffer B inkubierte, 96-well Filterplatten Gberfihrt und UGber ein
Vakuumsystem 15 mal mit Puffer B (je 200 ul) gewaschen. Nach dem Trocknen der
Platten far eine Stunde bei Raumtemperatur wurden 20 pl einer
SzintillationsflUssigkeit zugefligt, und nach weiteren 30 min wurde die Aktivitat in
einem 96-well Beta-Counter gemessen.

Die Antikérperkonzentration wurde nach folgender Formel unter Einbeziehung der
Werte der mitgeflihrten Kontrollen berechnet und in Units angegeben :

cpm (Testserum) — cpm (Negativkontrolle)
TG-Ak Units = ---m-mmmmmmm e x 100
cpm (Positivkontrolle) — cpm (Negativkontrolle)
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3.7. Bestimmung der IgA-Endomysium-Antikérper

Die Bestimmung der IgA-Endomysium-Antikdrper wurde mit einem indirekten
Immunfluoreszenztest durchgefthrt. Dazu wurden kryogefrorene Affendinndarm-
schnitte mit 10 pl Serum (1:5 in PBS verdiinnt) Gberschichtet und flr eine Stunde in
einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Schnitte
fir weitere 30 sec mit einem FITC-konjugierten anti-human IgA-Antikérper (1:10000)
inkubiert, erneut dreimal mit PBS gewaschen und anschlieBend unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Bei jedem Versuch wurde ein negatives und ein
positives Serum mitgefuhrt.

3. 8. Bestimmung der IgA-Gliadin-Antikérper

Die Bestimmung der Antikérper gegen Gliadin wurde mit einem ELISA
durchgefiihrt. Dazu wurden im ersten Schritt 100 pl von den Patientenseren, eine
Positivkontrolle sowie Kalibrationsseren in mit Gliadin beschichteten Reagenz-
gefaBen fir 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die entleerten GeféaBe
dreimal mit 200 pl des beigefligten Waschpuffers gewaschen. Nun wurden die
gebundenen Antikérper fiir 30 min mit 100 ul Peroxidase-markiertem anti-human IgG
bei RT inkubiert und danach erneut wie oben beschrieben dreimal gewaschen. Im
nachsten Schritt wurden 100 pl der Chromogen-Substratibsung in die
ReagenzgefaBe pipettiert und im Dunkeln bei RT fir 15 min stehen gelassen.
Entsprechend dem Pipettierschema bei der Zugabe der Farbstofflésung wurde durch
Zugabe von 100 pl Stopplésung die Reaktion beendet. Die Auswertung erfolgte tber
photometrische Messung bei 450 nm MeBwellenlange und 630 nm Referenz-
wellenldnge innerhalb von 30 min nach Beenden der Reaktion. Mit Hilfe einer
Standardkurve, die aus den drei mitgeflihrten Kalibrationsseren erstellt wurde, konnte
die Antikdrperkonzentration der Testseren ermittelt werden. Der angegebene Cut-off
lag bei 25 RE/ml.
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3. 9. Statistische Auswertung

Der optimale Schwellenwert, ab dem ein Serum als TG-Ak-positiv eingestuft
wurde, konnte fir den kombinierten IgG/IgA-Antikdrpertest sowie fur die IgA- bzw.
lgG-spezifischen Assays Uber die Receiver-Operating-Characteristic (ROC-Plot)
Methode ermittelt werden (Zweig und Campbell 1993). Hierflr wurden 45 Seren von
Patienten mit bioptisch gesicherter Zéliakie und Seren von 574 gesunden
Blutspendern verwendet.

In diesem Test werden fir jeden mdglichen Schwellenwert Sensitivitats-/
Spezifitatspaare gebildet. Der Test beschreibt dann die Uberlappung zwischen den
zwei Verteilungen, indem er fir jeden mdglichen Schwellenwert die Sensitivitat
gegen 1 - Spezifitat auftragt. Auf der y-Achse wird die aus den Erkrankten bestimmte
Sensitivitat, auf der x-Achse die aus den gesunden Kontrollpersonen errechnete Zahl
falsch positiver Personen (entspricht 1 - Spezifitat) aufgetragen. Der optimale Wert
wird dann als Cut-off Wert verwendet. Er entspricht der maximalen Entfernung eines
Wertes von der 45°- Diagonalen, welche mit positiver Steigung von links unten nach
rechts oben verlduft. Bei einem Test mit optimaler Diskriminierung, d.h. ohne
Uberlappen von zwei Verteilungen, verlauft die Kurve durch die obere linke Ecke, in
der die Sensitivitdt 100% und die falsch positive Fraktion 0 (entsprechend 100%
Spezifitdt ) entspricht. Je ungenauer der Test ist, desto mehr nahert er sich der 45°
Diagonalen an.

Fir den Vergleich zwischen den Gruppen wurde der Fisher's Exact Test und der
Student’s t-Test verwendet. Ein P-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Die Datenanalyse erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism (Version 2.01, 1996).
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4. Ergebnisse

4. 1. Klonierung des Gewebs-Transglutaminase-cDNA-Klons

Unter Verwendung der bekannten Sequenz der humanen Gewebs-
Transglutaminase (TG) wurde durch RT-PCR ein PCR-Produkt mit einem
Molekulargewicht von 2073 Basenpaaren isoliert. Wie Abb. 6 zeigt, konnte nach
Ligation mit dem SP64PolyA-Vektor ein Insert mit korrektem Molekulargewicht
gewonnen werden. Nach der kompletten Sequenzierung dieses Klons zeigte sich,
daB die Sequenz zu fast 100% der zuvor publizierten Sequenz entsprach. Auf
folgenden Positionen wurde ein Aminosaurenaustausch beobachtet: In Position 51
und 186 war Glutamin gegen Glutaminsaure, in Position 224 Glycin gegen Valin, in
Position 533 Threonin gegen Asparagin und in Position 655 Valin gegen Leucin
ausgetauscht.

<-Vektor
<TG

Abbildung 6 Darstellung des TG-cDNA-Klons nach Restriktionsverdau mit Hind Ill und Sac |
Die obere Bande entspricht dem SP64PolyA-Vektor, die untere Bande dem Insert. Auf der

linken Seite ist der Molekulargewichtsstandard aufgetragen.
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4. 2. Expression des TG-cDNA-Klons durch in vitro Transkription/Translation

Fir die Uberpriifung der richtigen GréBe des rekombinanten Proteins wurde
das mit [*>S]-Methionin markierte Lysat in einem 10% SDS-Gel separiert und mittels
Autoradiographie untersucht.

Um die immunologische Aktivitdt der Gewebs-Transglutaminase zu Uberprifen,
erfolgte eine Immunprazipitation mit Endomysium-Antikdrper-positiven Seren von
Zoliakiepatienten und Seren von gesunden Kontrollen. Wie Abb. 7 zeigt, fand sich in
der Immunpréazipitation mit Endomysium-Antikrper-positiven Seren bei einem
Molekulargewicht von 85.000 kD eine spezifische Bande, die sich nach Inkubation
mit Normalseren nicht nachweisen lieB. Diese Ergebnisse belegen, daB nach
Expression der humanen TG durch in vitro Transkription/Translation das Protein so

vorliegt, dal3 zumindest die dominanten humoralen Epitope erhalten sind.

Abbildung 7 Immunpréazipitation der humanen rekombinanten TG mit Seren von Patienten mit
gesicherter Zoéliakie (Bahn 1-4) und Normalseren (Bahn 5 und 6)

Auf der linken Seite ist der Molekulargewichtsstandard aufgetragen (in kD).
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In Abb. 8 erkennt man das typische Immunfluoreszenzmuster, welches bei der
Testung eines EmA-positiven Patientenserums am Affendinndarm entsteht. Das

Serum wies auch TG-Antikérper auf.

Abbildung 8 Nachweis von Endomysium-Antikérpern im indirekten Immunfluoreszenztest

Bindung von Antikorpern gegen Endomysium des Affendiinndarms nach Inkubation mit einem

Serum eines Zoliakiepatienten
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4.3. Entwicklung des Radioimmunoassays zum Nachweis von Autoantikoér-

pern gegen TG

Fir den Aufbau eines Radioimmunoassays wurden verschiedene
Konzentrationen des Antigens untersucht. Die markierte TG wurde mit 5 pl Serum
inkubiert. Nach Inkubation von positiven und negativen Seren mit 10.000 cpm,
15.000 cpm und 20.000 cpm des markierten Antigens zeigte sich eine gute
Diskriminierung zwischen Patienten und Normalpersonen bereits bei einer
Antigenmenge von 15.000 cpm. Eine weitere Erhéhung der Antigenkonzentration
erbrachte keine deutliche Verbesserung (Abb. 9). Fir die Etablierung des
Radioimmunoassays wurden deshalb 5 pl Serum und eine Antigenmenge von

15.000 cpm verwendet.

gebundene Aktivitat (cpm)

10.000 cpm

15.000 cpm
20.000 cpm

Ausgangsaktivitat

Abbildung 9 Nachweis der Autoantikérperbindung gegen TG bei Variation der Antigenmenge
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Um die Grenzwerte (Cut-offs) der Radioimmunoassays zu bestimmen, wurden Seren
von 45 Patienten mit gesicherter Zdliakie sowie Seren von 574 gesunden
Blutspendern jeweils im kombinierten IgA/IgG-Test als auch in IgA- und IgG-
spezifischen Tests untersucht. FUr alle mdglichen Grenzwerte wurden die
Sensitivitats-/Spezifitdtspaare  errechnet und in einem Roc-Plot-Diagramm
dargestellt. AnschlieBend wurde der MeBwert berechnet, der die optimale
Diskriminierung zwischen Patienten und Normalpersonen erlaubt. Dies entspricht
dem weitesten Abstand zwischen der Kurve und der 45° Diagonalen im Roc-Plot-
Diagramm. Nach dieser Berechnung liegt der optimale Cut-off fur die IgA-TG-
Antikérper bei 8,3 Units, fur die 1gG-TG-Antikérper bei 7,9 Units und flr den
kombinierten Antikérpertest bei 9,0 Units (Abb. 10A-C).

100 - -
90 -
80 -
70 -
60 -
50
40 -
30 -
20 -
10 -

0 4 i i i I ! I . i . I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
100 - Spezifitit (%)

LS
>

9.0 Units

Sensitivitat (%)

Abbildung 10A ROC-Plot Diagramm fiir den kombinierten IgG/IgA-TG-Ak-Test
Die Kurve wurde aus 45 Zoliakiepatienten und aus 574 gesunden Kontrollen erstellt.

Als Cut-off ergibt sich ein Wert von 9,0 Units.
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Abbildung 10B ROC-Plot Diagramm fiir den IgG-spezifischen TG-Ak-Test

Die Kurve wurde aus 45 Zoliakiepatienten und aus 574 gesunden Kontrollen erstellt.

Als Cut-off ergibt sich ein Wert von 7,9 Units.
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Abbildung 10C ROC-Plot Diagramm fiir den IgA-spezifischen TG-Ak-Test
Die Kurve wurde aus 45 Zoliakiepatienten und aus 574 gesunden Kontrollen erstellt.

Als Cut-off ergibt sich ein Wert von 8,3 Units.
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4. 4. Bedeutung der TG-Antikorper fiir die Zoéliakie

4.4.1. Pravalenz von TG-Antikorpern bei Patienten mit Zéliakie

Es wurden 45 Seren von Patienten untersucht, die klinische Symptome einer
Zoliakie wie Diarrhd, Malabsorption und intermittierende Bauchschmerzen aufwiesen
und bei denen die Erkrankung durch eine Dinndarmbiopsie gesichert wurde. Das
Alter der Patienten variierte von 2-67 Jahren, der Mittelwert lag bei 27+18,6 Jahren.
Von den 45 Patienten waren 31 (68,9%) weiblich und 14 (31,1%) mannlich. Einige
der Patienten wiesen neben der Zdliakie folgende Zweiterkrankungen auf: Finf
Patienten litten unter einem Typ 1 Diabetes, ein Patient an einem Malt-Lymphom und
ein Patient an einem M. Basedow. Die Pravalenz der TG-Antikérper in den Seren der
Zoliakiepatienten zeigte gegentber den gesunden Kontrollpersonen einen signifi-
kanten Unterschied (p<0,0001).

Bei den 45 Patienten mit bioptisch gesicherter Zdliakie konnten in 43 Seren
Antikérper gegen TG im kombinierten IgA/IgG-Test nachgewiesen werden. Dies
entspricht einer Sensitivitdt von 95,5%. Alle im kombinierten Test positiven Seren
wiesen auch in den Einzeltestungen IgG- bzw. IgA-spezifische Antikdrper auf. Die
Titer der TG-Ak bei Patienten mit gesicherter Zdliakie, Verdacht auf Zéliakie und bei
den Kontrollen sind in den Diagrammen der Abbildungen 11A-C fir den kombinierten

Test und die IgA- bzw. IgG-spezifischen Testungen dargestellt.
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Abbildung 11A Titer der TG-AntikOrper bei Patienten mit gesicherter Zoéliakie, mit Verdacht auf
Zoliakie und gesunden Kontrollen im kombinierten IgG/lgA-Radioimmunassay

Die gestrichelte Linie entspricht dem Cut-off
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Abbildung 11B Titer der TG-Antikorper bei Patienten mit gesicherter Zéliakie, mit Verdacht auf
Zoliakie und gesunden Kontrollen im IgG-spezifischen Radioimmunassay

Die gestrichelte Linie entspricht dem Cut-off
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Abbildung 11C Titer der TG-Antikorper bei Patienten mit gesicherter Zéliakie, mit Verdacht auf

Zoliakie und gesunden Kontrollen im IgA-spezifischen Radioimmunassay

Die gestrichelte Linie entspricht dem Cut-off
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4.4.2. Korrelation der TG-Antikérper mit dem Alter und Geschlecht

Die Daten wurden ferner auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen den
TG-Ak-Spiegeln und dem Alter bzw. Geschlecht der Zdliakiepatienten untersucht.
Die Antikdrpertiter bei den Zdliakiepatienten schwankten in der gesamten Population
(2-67 Jahre) zwischen 3,6-158,8 Units im kombinierten Test, 1,7-240,7 Units im IgA-
Test und 1,2-230,9 Units im lgG-Test. Besonders hohe Spiegel wurden in der
Altersgruppe der 2-10jahrigen nachgewiesen, v. a. in den Einzeltestungen auf IgA-Ak
(143,8154,9 Units/Median = 132,1 Units) und IgG-Ak (148,8+50,9 Units/Median =
147,5 Units). Die niedrigsten Spiegel wiesen die Patienten der Altersgruppe 51-67
Jahre auf. Hier lag der Mittelwert der IgA-Antikérper bei 33,9£28,6 Units, der Median
betrug 29,7 Units. Die in einer Antikdrperklasse jeweils h6chsten gemessenen Werte
wurden nicht bei demselben Patienten gemessen, sie verteilten sich auf drei

verschiedene Personen.

Die Altersgruppen unterschieden sich beziiglich der TG-Antikdrpertiter bis auf eine
Ausnahme nicht signifikant voneinander. Beim Vergleich der Spiegel in den
Altersgruppen 1-10 Jahre (90,1+17,0 Units) und 51-70 Jahre (50,8+26,3 Units) war
ein signifikanter Unterschied zu verzeichnen (p<0,05). Die durchschnittliche Differenz
betrug 39,4+10,5 Units (Tabelle 3).

Es konnte mit dem t-Test keine signifikante Assoziation zwischen Geschlecht und
Hohe der IgG/IgA-TG-Antikérperspiegel festgestellt werden. Die mittleren Antikdrper-
spiegel lagen bei den 14 Patienten bei 68,9£29,3 Units und bei den 31 Patientinnen
bei 76,8+31,0 Units (Tabelle 2).
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TG-Antikorper TG-Ak-Titer

n=45 W (n=31) M (n=14)
lgG/IgA-TG-Ak 74,8 + 30,4 76,8 +31,0 68,9 £ 29,3
IgA-TG-Ak 94,2 +61,3 90,4 £57,0 102,6 +71,6
lgG-TG-Ak 97,8 £51,0 97,2+47,2 99,2 + 60,6

Tabelle 2 Assoziation der TG-Ak-Titer mit dem Geschlecht bei Patienten mit Zoéliakie

Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichung der TG-Ak-Spiegel in Units

TG-Antikérper TG-Ak-Titer

1—-10Jdahre 11 -30Jahre 31 -50dJahre 51 -—70 Jahre

(n=10) (n=18) (n=9) (n=8)
lgG/IgA-TG-Ak 90,1 17,0 74,1 +33,9 78,2+28,0 50,8 +26,3
IgA-TG-Ak 143,8 £+ 54,9 84,3+54,8 112,9+52,2 33,9+28,7
lgG-TG-Ak 148,7 £50,9 81,3+40,6 93,0+42,1 76,9+425

Tabelle 3 Assoziation der TG-Ak-Titer mit dem Alter bei Patienten mit Zoliakie

Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichung der TG-Ak-Spiegel in Units



Seite 49

4.4.3. Korrelation der TG-Antikérper mit Endomysium-Antikérpern

und Antikérpern gegen Gliadin

Um die Korrelation der TG-Antikdrper mit dem Auftreten anderer Marker zu
untersuchen, wurden EmA und Gliadin-Ak getestet. Es wiesen 41 (91,1%) der 45
Patienten in der Immunfluoreszenz IgA-Endomysium-Ak auf. Zusatzlich wurden 35
der 45 Patienten mit einem ELISA auf IgA-Gliadin-Ak untersucht, welche bei 32
(91,4%) vorhanden waren. Bei allen Patienten konnte wenigstens ein Antikdrper
nachgewiesen werden. Bei den 35 auf alle drei Antikérper getesteten Patienten
waren 2 (5,7%) nur fur einen Marker (Gliadin) positiv, in 5 (14,3%) Seren wurden
zwei Marker und bei 28 (80%) alle drei Antikdrper im Serum gefunden (Abb. 12).

TG-Ak
(n=33)

EmA Gliadin
(n=31) (n=32)

Abbildung 12 Korrelation der Autoantikoérper in den Seren von 35 Patienten mit
manifester Zoéliakie
Antikorper der IgA-Klasse, gegen Transglutaminase gerichtet (TG-Ak),
IgA-Antikorper gegen Endomysium (EmA), IgA-Antikorper gegen Gliadin
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Wenn man die Verteilung der verschiedenen getesteten Antikérper (TG-Ak, EmA,
AGA) betrachtet, waren 2 (4,4%) von 45 getesteten Patienten negativ fir TG-Ak. In
diesen Fallen waren auch keine EmA, jedoch AGA nachweisbar. Die TG-Ak-
negativen Patienten gehdrten verschiedenen Altersgruppen an. Eine Patientin war 24
Jahre, der andere Patient war 54 Jahre alt. Die weiteren zwei EmA-negativen
Patienten (w 45 J.; w 5 J.) wiesen positive Werte sowohl fiir TG-Ak als auch fir AGA
auf. Die 3 Patienten, die im Gliadintest negative Werte zeigten, waren ebenfalls in
den anderen Antikdrpertestungen positiv. Aufféllig ist hier, daB diese 3 Patienten alle
Kinder (8 J.) bzw. Jugendliche (12 J., 14 J.) waren, 2 waren Madchen.

Bei 5 Patienten waren, wie bereits anfangs beschrieben, Zweiterkrankungen
bekannt. Der 67-jahrige Patient mit dem MALT-Lymphom war fur alle Tests positiv,
die TG-Ak-Spiegel lagen um 100 Units. Die 46-jahrige Patientin mit dem M. Basedow
war gleichfalls fir TG-Ak, EmA und Gliadin positiv mit relativ hohen IgA-TG-Ak-
Spiegeln um 144 Units. Die 5 (11,1%) Patienten, die neben der Zéliakie noch einen
Typ 1 Diabetes mellitus aufwiesen, befanden sich alle in der Altersgruppe 6-19
Jahre, 4 waren Madchen und ein Junge. Sie waren alle positiv fir TG-Ak, EmA und
AGA, bei einer Patientin wurde AGA nicht bestimmt.
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4.5. Pravalenz der TG-Antikorper bei Patienten mit Verdacht auf Zéliakie

Untersucht wurden 30 Patienten, die die klassischen Symptome der Zéliakie
aufwiesen, aber keine bioptische Sicherung der Diagnose hatten. Als weitere
Vorbedingung galt der positive Nachweis IgA-Endomysium-Ak. Das Alter dieser
Patienten variierte von 2-66 Jahren, der Mittelwert lag bei 26,2+17,7 Jahren. Die
Seren stammten von 21 (70%) weiblichen und 9 (30%) mannlichen Patienten. Alle 30
getesteten Seren waren positiv im kombinierten Test und den Einzeltestungen, nur 1
(3,3%) Patient wies negative Resultate im IgG-Test auf (Abb. 12 A-C).

Bei 21 der 30 Patienten wurden zusatzlich Gliadin-Ak bestimmt. In 15 (71,4%) Seren

konnten diese Antikdrper nachgewiesen werden.

Die TG-Antikdrperspiegel wiesen im Durchschnitt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den 21 weiblichen und 9 ménnlichen Patienten auf (p<0,05) (Tabelle 4).
Zwischen den 5 Altersgruppen konnte auch kein signifikanter Unterschied der TG-Ak-
Spiegel festgestellt werden (p<0,05) (Tabelle 5).

Beim Vergleich der TG-Antikorperspiegel in diesem Patientenkollektiv (n=30) und
dem der Patienten mit gesicherter Zéliakie (n=45) konnte in der Altersgruppe 21-30
Jahre ein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p<0,05). Bei den manifesten
Zoliakiepatienten lagen die Antikdrperspiegel im Durchschnitt bei 54,5+11,7 Units,
bei den Patienten mit Verdacht auf Erkrankung bei 94,0+17,8 Units (Tabelle 2 und 4).
Im Geschlechtsvergleich und bei den anderen Altersgruppen war kein signifikanter
Unterschied feststellbar.

Die 12 Diabetiker (8-40 Jahre) waren bis auf einen Patienten alle TG-Antikdrper
positiv. Dieser Patient hatte negative Werte in der Einzeltestung auf IgG-Antikérper.
Die mittleren AntikGrperspiegel der 12 Patienten (IgA/IgG-TG-Ak 77,7+22,6, IgA-TG-
Ak 130,4+37,0 und IgG-TG-Ak 108,7+67,3 Units) waren nicht signifikant verschieden
von denen der Gesamtgruppe (p<0,05) (Tabelle 4). Alle Diabetiker waren positiv fir
EmA. Gliadinantikdrper waren bei 8 Patienten nachweisbar, 3 waren negativ, und in
einem Fall wurden sie nicht bestimmt.
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TG-Antikorper TG-Ak-Titer

n=30 W (n=21) M (n=9)
lgG/IgA-TG-Ak 81,6 £28,4 82,4 £27,0 79,7 £ 33,2
IgA-TG-Ak 117,2+47.8 117,1 £ 51,2 117,3 £40,9
lgG-TG-Ak 103,0 £ 58,2 105,4 + 58,9 97,4 £723

Tabelle 4 Assoziation der TG-Ak-Titer mit dem Geschlecht bei Patienten mit Verdacht auf

Zoliakie

angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der TG-Ak-Spiegel in Units

W = weiblich, M = minnlich

TG-Antikdrper TG-Ak-Titer
1-10 Jahre  11-20 Jahre  21-30 Jahre 31-50 Jahre 51-70 Jahre
(n=5) (n=8) (n=8) (n=5) (n=4)
IgG/IgA-TG-Ak 91,1+272 753+299 940+17,8 63,4+33,0 84,2+37,7
IgA-TG-Ak 180,6 £+455 1145+40,6 1109+415 934+215 83,9+384
l9G-TG-Ak 150,8 £+50,2 98,3+56,3 989+57,3 57,1+34,8 118,0+58,9

Tabelle 5 Assoziation der TG-Ak-Titer mit dem Alter bei Patienten mit Verdacht auf Zoliakie

angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der TG-Ak-Spiegel in Units
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4. 6. Untersuchung der TG-Ak bei Autoimmunerkrankungen

4.6.1. Pravalenz der TG-Antikérper bei Patienten mit Typ 1 Diabetes

Es wurden 305 Patienten mit einem frisch manifestierten Typ 1 Diabetes
mellitus auf IgA/IgG-TG-Antikérper untersucht. Die positiven Seren wurden anschlie-
Bend noch getrennt auf IgA- bzw. IgG-TG-Antikérper getestet. Das Alter variierte von
2 Wochen bis 71 Jahre, der Mittelwert lag bei 18,6+14,4 Jahren (Median 13 Jahre).
50% der Patienten waren zwischen 9 und 27 Jahren alt. 187 (61,3%) Patienten
waren mannlich und 118 (38,7%) weiblich. Von den 305 getesteten Seren waren 12
TG-Ak-positiv. Dies entspricht einer Pravalenz von 3,9% im Gesamt-kollektiv, von

3,2% bei den mannlichen und 5,1% bei den weiblichen Patienten.

In der Gesamtgruppe lag der durchschnittliche IgA/IgG-TG-Antikdrperspiegel bei 5,0
Units, bei den weiblichen Patienten bei 7,4 Units und bei den mannlichen Patienten
bei 3,5 Units. Die Variationsbreite in der Gesamtpopulation betrug 0,1-201 Units. Es
war kein signifikanter Unterschied der Titer zwischen den einzelnen Gruppen
feststellbar (p<0,05).

Die Gruppe der 12 TG-Ak-positiven Patienten bestand aus 6 Madchen und 6 Jungen.
Das Alter variierte von 3 -11 Jahren bei den Madchen und von 2—17 Jahren bei den
Jungen. Das Durchschnittsalter in der Gruppe der positiven Patienten (8,3%4,6 Jahre)
war signifikant niedriger als das in der Gruppe der negativen Patienten (19,0+14,5
Jahre) (p<0,05).

Die AntikOrperspiegel der positiven Patienten variierten im Mittel nicht signifikant
zwischen den einzelnen Testungen (Tabelle 6).
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Gesamt W M TG-AK pos.
Anzahl N 305 (100%) 118 (38,7%) 187 (61,3%) 12 (3,9%)
Alter (in Jahren)
- mittleres Alter 186 +144 157+13,2 205+148 8,3%4,6
- Variationsbreite 0,1-71 0,1-71 1-67 2-17

IgA/IgG-TG-Ak-Titer 5,0 £ 23,1 7,4 £32,2 3,5+14,6 110,6 £ 77,9
IgA-TG-Ak-Titer n.b. n.b. n.b. 66,2 + 76,8

lgG-TG-Ak-Titer n.b. n.b. n.b. 93,4 +75,5

Tabelle 6 Mittleres Alter, Variationsbreite des Alters sowie durchschnittliche TG-Ak-Titer in
der Gruppe der Diabetiker
Assoziation mit dem Geschlecht und der Gruppe der TG-Ak-positiven Diabetiker
W = weiblich, M = ménnlich, n.b. = nicht bestimmt (nur bei IgA/IgG-TG-Ak-positiven

Personen)

Unter den 12 positiven Kindern war bei einer 5-jahrigen Patientin die IgA-TG-Ak-
Testung auch in Kontrollseren negativ. Im IgA/IgG-Test und im IgG-Test wies sie
sehr hohe Antikdrperspiegel auf (200,0 bzw. 191,3 Units). Sie hatte bei der
Immunfluoreszenz auf Endomysiumantikérper auch ein negatives Ergebnis. Die
weitere Abklarung erbrachte die Diagnose eines selektiven IgA-Mangels.

4.6.2. Pravalenz der TG-Antikérper bei Patienten mit Morbus Basedow und
Hashimoto-Thyreoiditis

Es wurden 130 Patienten mit dem kombinierten IgA/IgG-TG-Ak-Test
untersucht. 105 (80,8%) der Patienten waren weiblich, 25 (19,2%) waren mannlich.
Das mittlere Alter betrug in der gesamten Gruppe 44,8+13,6 Jahre, bei den Frauen
45,2+14,3 Jahre und bei den Mannern 43,2+10,1 Jahre. Die Patienten waren im
IgA/IgG-TG-Antikérpertest alle negativ mit einem Mittelwert von 2,2 Units. Die
Antikdrperspiegel variierten von 0,1-6,4 Units.
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Von 54 (41,5%) der 130 Patienten waren =zusatzlich die Spiegel der
Schilddrisenantikdrper TRAK (TSH-Rezeptorantikdrper) und MAK (mikrosomaler
Antikérper) bekannt. Diese Untergruppe unterschied sich in ihren Charakteristika
nicht von der Gesamtgruppe der Schilddrisenpatienten. TRAK war in 46 der 54
(85,2%) Patienten und MAK bei 34 (63,0%) der 54 Patienten positiv. 28 (51,9%) der
54 Patienten waren flr beide Schilddriisenantikdrper positiv. Der mittlere TG-Ak-Titer
betrug 2,0 Units. Es konnte keine Korrelation zwischen der H6he der TG-Ak-Spiegel

und Auftreten oder H6he der Schilddriisenantikdrper festgestellt werden.

4.6.3. Pravalenz der TG-Antikorper bei Patienten mit Erkrankungen des

rheumatischen Formenkreises

In dieser Gruppe wurden 111 Patienten mit Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises (systemischer Lupus erythematodes, rheumatoide Arthritis, Sjégren’s
Syndrom und Polymyositis) untersucht. Das mittlere Alter betrug 53,6+14,4 Jahre
(Median 55 Jahre) mit einer Variationsbreite von 19-84 Jahren. 82 (73,9%) der
Patienten waren weiblich, 29 (26,1%) mannlich. Es wurde in 4 Fallen (3,6%) im
kombinierten IgA/IgG-TG-Ak-Test ein positives Ergebnis gefunden. Alle 4 Patienten
waren weiblich, und die Antikorpertiter waren mit 15,9+6,6 Untis (Median 13,3 Units)

nur maBig erhdht.

4.7. Pravalenz der TG-Antikorper in den Seren gesunder Kontrollpersonen

Die Kontrollseren stammten von 574 gesunden Blutspendern. Von diesen
waren 249 (43,4%) weiblich und 325 (56,6%) mannlich, das Alter variierte von 7-40
Jahren mit einem mittlerem Alter von 30 Jahren. Von den Seren waren 3 (0,52%)
positiv fir TG-AKk, dies entspricht einer Testspezifitdt von 99,5%. Von den drei TG-
Ak-positiven Seren waren zwei auch EmA-positiv. Die mittleren TG-Ak-Spiegel lagen
fir IgA bei 1,1 Units (0,1-14,3 Units) und fir IgG bei 1,6 Units (0,1-9,9 Units). Der
Unterschied zu den Patienten mit Zdéliakie oder Verdacht auf Zoliakie war
hochsignifikant (p< 0,0001).
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4.8. Vergleich der Antikérperpravalenz und Antikorperspiegel von TG in den
verschiedenen Patientengruppen

Die héchsten Pravalenzen von Transglutaminase-Antikbrpern wurden in den
Seren von Zbliakiepatienten (95,5%) und von Patienten mit Verdacht auf Zéliakie
(100%) gefunden. Im Gegensatz dazu waren TG-Antikérper in den Seren der
Kontrollpatienten (Patienten mit Schilddrisenerkrankungen und Erkrankungen des
rheumatischen Formenkreises) und bei den gesunden Kontrollen (0,52%) nur in
Einzelfallen nachweisbar. Die Typ 1 Diabetiker zeigten in 3,9%, die Patienten mit
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises in 3,6% und die Schilddrisen-
patienten in keinem Fall positive TG-Ak-Spiegel. Ein signifikanter Unterschied war
zwischen den Zgliakiepatienten und den Kontrollpatienten sowie den gesunden
Personen feststellbar, nicht aber zu den Patienten mit Verdacht auf Zéliakie (p<0,05).

Die mittleren Antikorperspiegel im kombinierten Test lagen bei den Zo6liakiepatienten
bei 74,8+30,4 Units und bei den Patienten mit Verdacht auf Zdliakie bei 81,6+28,4
Units und unterschieden sich damit signifikant von den Werten der positiven
Rheumapatienten (15,9+6,6 Units) (p<0,05). Ein signifikanter Unterschied lag auch
zwischen den Zdbliakiepatienten und den Diabetespatienten vor (p<0,05) (Tabelle 7).

Patientengruppen TG-Ak-Pravalenzen  Antikérperspiegel (Units)
Zjliakie 95,5 % 78,1 £ 26,8

V. a. Zobliakie 100 % 81,6 + 28,4

Typ 1 Diabetiker 3,9 % 110,6 £ 77,9

Rheumat. Erkrankungen 3,6 % 15,9 +6,6
Schilddrisenerkrankungen 0 % n.b.

Gesunde Kontrollen 0,52 % n.b.

Tabelle 7 Vergleich der TG-Ak-Pravalenzen und TG-Ak-Spiegel bei den verschiedenen

Studienpopulationen im kombinierten Test
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4. 9. Bedeutung der TG-Antikérper fiir die Diagnose einer latenten Zéliakie

Um die Bedeutung der TG-Antikérper fir die ldentifizierung von Patienten mit
latenter Zoliakie zu klaren, wurden die Patienten mit Typ 1 Diabetes, die positive TG-
Antikorpertiter aufwiesen, weiter untersucht. Alle 12 positiven Kindern wurden
zusatzlich auf EmA getestet. Ein positives Ergebnis wiesen 11 (91,6%) Patienten auf.
Bei einer Patientin waren keine Endomysiumantikdrper nachweisbar (Ursache: IgA-

Mangel, wie oben beschrieben).

Keines der 12 Kinder mit TG-Ak zeigte klinische Symptome, die zuvor den Verdacht
auf eine Zoliakie gelenkt hatten. Bei 4 Kindern war retrospektiv ein geringer
Gewichtsverlust, bei je einem Kind unklare Bauchschmerzen, Wachstums-
verzégerung und gelegentliche Durchfalle zu verzeichnen. 7 der 12 Patienten mit
positiven TG-Antikdrpern waren zur Abklarung des Befundes mit der Durchfiihrung
einer Dinndarmbiopsie einverstanden. Bei 5 Kindern fand sich eine Zottenatrophie,
Lymphozyteninfiltration und Hyperplasie der Krypten (Stadium 3 nach Marsh), bei
einem Patienten war eine vermehrte Infiltration mit Lymphozyten bei normaler
Schleimhaut zu verzeichnen (Stadium 1 nach Marsh). Eine Dinndarmbiopsie wurde
als unauffallig bewertet. Die Daten der TG-Ak-positiven Patienten sind in Tabelle 8

zusammengefaBt.
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TG-Ak-Titer (Units) Biopsie
Nr. Geschlecht Alter IgA/IgG IgA lgG EmA Stadium
1 W 3 23,8 50,0 98 pos. pos. (ll1)
2 W 6 199,4 270,0 216,5 starkpos. pos. (lll)
3 M 6 50,4 546 57,9 pos.
4 M 13 135,8 175,3 123,6 stark pos.
5 M 13 51,9 65,8 46,8 pOS. neg.
6 M 2 18,2 14,4 10,7 poS. pos. (1)
7 W 10 155 8,2 14,5  pos.
8 M 17 48,7 26,4 24,8 pos.
9 W 11 120,6 56,9 90,0 poS. pos. ()
10 W 5 78,9 117,0 70,2 pos.
11 M 9 124,3 83,2 69,6 starkpos. pos. (lll)
12 W 5 200,0 2,7 191,3 neg. pos. ()

Tabelle 8 Charakteristika der 12 TG-Ak-positiven Diabetiker; angegeben sind Geschlecht,
Alter (in Jahren), TG-Ak-Spiegel, EmA-Befund und Biopsieergebnis mit
histologischem Befund (Stadieneinteilung nach Marsh (I-I1I))

W = weiblich, M = mé&nnlich
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5. Diskussion

Die Zoliakie ist die Folge einer Unvertraglichkeitsreaktion gegen das
Weizenprotein Gluten und artverwandte Getreideproteine, die durch eine
lymphozytare Infiltration und durch eine Zottenatrophie der Dinndarmschleimhaut
gekennzeichnet ist. Im Rahmen der Erkrankung kommt es zum Auftreten von
Antikérpern gegen Gliadin (AGA) und gegen Endomysium (EmA). Bis heute wird die
Durchfiihrung einer Biopsie aus dem Jejunum oder dem distalen Duodenum als
Goldstandard fur die Diagnose einer Zoéliakie angesehen. Das Screening auf EmA
stellt die Standardmethode flur die Ermittlung des Zbliakierisikos in Risiko-
populationen dar. Da die Bestimmung der EmA sehr arbeitsaufwendig ist und
Probleme bei der Standardisierung zeigt, besteht sehr groBes Interesse an der
Entwicklung neuer Assays. Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, daB
das Enzym Gewebs-Transglutaminase (TG) ein Hauptzielantigen bei der Zdéliakie
darstellt. Durch die Verwendung von humanem rekombinantem Antigen konnte ein
neues quantitatives Nachweisverfahren etabliert werden, mit dem Autoantikdrper
gegen TG mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt bestimmt werden kdénnen. Diese
Detektionsmethode bietet darliber hinaus den Vorteil der einfachen Handhabung, so
daB groBe Probandenzahlen untersucht werden konnen. Wie die vorliegenden Daten
bei Typ 1 Diabetikern zeigen, kann der Test ebenfalls fir die ldentifizierung von

Personen mit latenter Zo6liakie verwendet werden.

Vor kurzem wurde von Dieterich und Mitarbeitern nachgewiesen, daf Seren von
Patienten mit Zdliakie ein Protein mit einem Molekulargewicht von 85.000 Dalton
immunprazipitieren, welches nach dem Ansequenzieren proteolytischer Fragmente
eine Sequenzhomologie zu dem Enzym Gewebs-Transglutaminase (TG) aufwies. In
weiteren Versuchen konnten EmA durch Vorinkubation mit aus der Leber von
Meerschweinchen isolierter Transglutaminase blockiert werden, so dafB die Autoren
die SchluBfolgerung zogen, daB die TG ein wichtiges Zielantigen der EmA darstellt
(Dieterich et al. 1997). Da die von Dieterich und Mitarbeitern verwendeten
Transglutaminase eine relativ unreine Praparation darstellte, war es unklar, ob die
Blockierung der EmA allein durch die TG bedingt war oder teils auch durch
Kontamination mit anderen Proteinbestandteilen (z.B. Retikulin) vermittelt wurde. Zur
Klarung dieser Frage haben wir die humane Gewebs-Transglutaminase kloniert und
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fir den Nachweis von Autoantikérpern in einem Radioimmunassay (RIA) verwendet.
Der von uns klonierte cDNA-Klon zeigte bis auf 5 Aminosauren eine
Sequenzhomologie mit der zuvor in der Literatur beschriebenen TG-Sequenz
(Gentile et al. 1991). Fiur die Expression des rekombinanten Antigens wurde ein in
vitro Transkriptions-/ Translationssystem verwendet, welches den Vorteil besitzt, daf3
hiermit in einem Schritt reines Antigen hergestellt und radioaktiv markiert werden
kann. Dieses System war in vorangehenden Studien fir die Expression der
diabetesspezifischen Autoantigene Glutaminsdure-Decarboxylase (GAD65 und
GADG67), der Tyrosinphosphatase |A-2 und der p450-21-Hydroxylase in korrekter
dreidimensionaler Konformation erfolgreich verwendet worden (Seissler et al. 1996,
Seissler et al. 1998, Seissler et al. 1999). In der Immunprazipitation mit EmA-
positiven Seren konnte eine Antikérperbindung an die rekombinante TG eindeutig
nachgewiesen werden. Durch in vitro Expression des cDNA-TG-Klons konnte somit
rekombinantes Antigen produziert werden, in welchem zumindest die dominanten
humoralen Epitope erhalten blieben. Dieses Antigen wurde fiur den Aufbau eines

Radioimmunassays eingesetzt.

Unter Verwendung von 574 Seren gesunder Normalpersonen, 45 Seren von
Patienten mit bioptisch gesicherter Zdliakie und 30 EmA-positiven Seren von
Patienten mit V. a. Zéliakie wurden RIA-Systeme fiir den kombinierten Nachweis von
lgG- und IgA-Antikdrpern als auch RIAs fir den isolierten IgA- bzw. 1gG-Antikdrper-
nachweis etabliert. Insgesamt erreichten der kombinierte wie auch die Isotyp-
spezifischen Assays eine Sensitivitdt von 95,5% in der Population der
Zoliakiepatienten und von 100% in der Gruppe der Patienten mit Verdacht auf
Zoliakie bei einer Spezifitat von 99,3-99,5%. In der vorliegenden Arbeit wiesen 91,1%
der Zoliakiepatienten Antikérper gegen Endomysium auf, die alle durch die Testung
auf TG-Ak identifiziert werden konnten. In zwei Seren konnten weder TG-Ak noch
EmA, wohl aber Antikérper gegen Gliadin (AGA) nachgewiesen werden. In zwei
weiteren EmA-negativen Seren wurden sowohl TG-Ak als auch AGA gefunden. In
den 35 Seren, die auf TG-Ak, EmA und AGA getestet wurden, waren in 80% alle
Antikérper nachweisbar. Diese Ergebnisse belegen erstmals eindeutig, dafB
rekombinante TG ein Hauptzielantigen bei der Zoliakie darstellt und daB die TG-
Antikdrper eine hohe diagnostische Sensitivitat aufweisen.
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Die vorliegenden Ergebnisse wurden von anderen Arbeitsgruppen weitgehend
bestatigt, die TG-Antikbrper entweder mittels ELISAs unter Verwendung der
kommerziell erhéltlichen, aus Meerschweinchengewebe isolierten TG oder mit einem
RIA nachgewiesen haben. In allen Studien wurde eine hohe Korrelation zwischen
EmA und TG-Ak mit Konkordanzwerten von 0,85-1 beschrieben (Amin et al. 1999,
Bazzigaluppi et al. 1999, Dieterich et al. 1998, Lock et al. 1999, Miller et al. 1999,
Sulkanen et al. 1998, Troncone et al. 1999). IgA-TG-Antikérper wurden bei 82-98%
der unbehandelten Zéliakiepatienten nachgewiesen (Biagi et al. 1999, Dieterich et al.
1998, Lock et al. 1999, Sulkanen et al. 1998). Die trotz niedrigem Cut-off (Mittelwert
+ 1 x Standardabweichung) geringere Sensitivitat bei einem Teil der ELISAs ist am
ehesten auf die Verwendung von TG anderer Spezies =zurlickzufihren.
Meerschweinchen-TG zeigt nur zu 80% eine Sequenzhomologie mit dem humanen
Enzym. Ferner kdnnen Probleme beim Erhalt der far die Antikérperbindung
notwendigen TG-Konformation ursachlich sein.

Im Vergleich zu unserem RIA war die Spezifitdt der TG-Ak ELISAs in manchen
Studien deutlich geringer (82-84,7%) (Amin et al. 1999, Lampasona et al. 1998). Dies
kdénnte vor allem auf die Verunreinigungen der TG-Préparation bei Verwendung von
Meerschweinchengewebe zurlickzufihren sein. Es ist auBerdem bekannt, daB
Patienten mit Zéliakie, aber auch Normalpersonen, haufig Antikdérper gegen
Nahrungsproteine aufweisen (Scott et al. 1990). Bei einem Teil der Patienten und
Kontrollen kénnten deshalb Antikérper gegen Rinderserumalbumin interferieren,
welches fir die Blockierung der ELISA-Platten verwendet worden war (Bazzigaluppi
et al. 1999, Dieterich et al. 1998, Sulkanen et al. 1998). In unseren Assays wurde
daher ein Tris-Puffer ohne Zusatz von Rinderalbumin als Inkubations- und
Waschpuffer gewahlt. Eine unspezifische Antikérperbindung aufgrund der Kopplung
von TG an eine Festphase (ELISA-Platte) kdnnte eine weitere Ursache fir die
niedrige Spezifitat darstellen. Dieses Phanomen wurde beim Nachweis von anderen
Autoantikérpern wie z.B. Insulinautoantikbrpern beschrieben. Im Falle der IAA
erbringt die Messung von Autoantikérpern in Flissigphasenassays deutlich
spezifischere Ergebnisse (Greenbaum et al. 1992, Schmidli et al. 1995). Die héhere
Spezifitdt eines Anti-TG-RIAs konnte von Bazzigaluppi und Lampasona bestétigt
werden. In ihren Arbeiten wurden TG-Antikérper der IgA- und IgG-Klasse bei
unbehandelten Zoliakiepatienten unter Verwendung humaner rekombinanter TG in
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einem &hnlichen RIA-System nachgewiesen (Sensitivitat 97,3-99%, Spezifitat 95,7-
96,7%) (Bazzigaluppi et al. 1999, Lampasona et al. 1998).

Bei den zoliakiespezifischen Antikdrpern wie EmA und AGA wurde in verschiedenen
Studien Uber eine Assoziation zwischen dem Alter, Geschlecht und dem
Antikdrperstatus berichtet. Bisher wurde diese Korrelation fur die TG-Ak nicht
untersucht. Da in der vorliegenden Arbeit 43 von 45 Patienten mit dem Vollbild einer
Zoliakie TG-Ak-positiv waren, konnte keine Assoziation zum Geschlecht beobachtet
werden. Allerdings wurden bei der Prifung der Altersabhangigkeit der TG-
Antikérpertiter bei den 2-10jahrigen Zéliakiepatienten signifikant héhere Spiegel
gemessen (lgG-Ak 149151 Units, IgA-Ak 144455 Units) im Vergleich zu eher
niedrigen Werten bei den 51-70jahrigen Patienten (IgG-Ak 77143 Units, IgA-Ak
34129 Units). Andere Studien haben berichtet, daB die Titer der IgA-TG-Antikorper
unter Diat wie bei EmA stark abnehmen oder sich sogar normalisieren sowie unter
Glutenbelastung erneut ansteigen (Dieterich et al. 1998, Sulkanen et al. 1998). In
dieser Studie wurden keine Verlaufsbeobachtungen bei Zéliakiepatienten nach Erhalt

einer glutenfreien Diat durchgefihrt.

Fir die Bestimmung der Spezifitat der Antikdrper gegen TG wurden in der
vorliegenden Arbeit Patienten mit Erkrankungen untersucht, die keine starke
Assoziation mit einer Zdliakie aufweisen. Dazu wurden Seren von Patienten mit
Erkrankungen der Schilddriise, mit rheumatoider Arthritis und Kollagenosen
untersucht. Bei den 130 Patienten mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen
konnten keine TG-Ak nachgewiesen werden, und bei Erkrankungen des
rheumatischen Kreises waren 4 der 111 (3,6%) Seren schwach positiv mit
Antikérpertitern von 13,1-25,7 Units (mittlerer Titer 15,9 Units). Andere Studien
haben Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen und Typ 1 Diabetes
untersucht. Hier konnten TG-Antikérper der IgA-Klasse bei 0-9% nachgewiesen
werden (Amin et al. 1999, Dieterich et al. 1998, Lampasona et al. 1999, Sulkanen et
al. 1998). Lampasona und Mitarbeiter wiesen 1999 TG-Antikérper der IgG-Klasse bei
42% von Typ 1 Diabetikern und 1,7% von Typ 2 Diabetikern nach. Da die Analyse
der Isotypklassen ergeben hat, daB die TG-Antikérper, die im kombinierten Assay bei
Patienten mit Bindegewebserkrankungen nachgewiesen worden sind, vor allem IgG-
Antikérper darstellen, ist es mdglich, daB IgG-TG-Antikérper etwas unspezifischer
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sind als IgA-TG-Antikérper. Dies wirde gut mit Daten der EmA und der
Glutenantikérper tGbereinstimmen, bei denen vor allem die Antikérper der IgA-Klasse
mit dem Befund einer Zbliakie korrelieren (Chorzelski et al. 1983, Hallstrém 1989,
Kapuscinska et al. 1987, Kumar et al. 1989, Lerner und Lebenthal 1991, Lerner et al.
1994, Rossi et al. 1988, Rostoker et al. 1988, Sacchetti et al. 1996, Stern et al. 1996,
Troncone und Ferguson 1991, Valeski et al. 1990).

Dieterich et al. fanden 1997 eine geringere Sensitivitat und Spezifitat der IgG-
Antikérper im Vergleich zu IgA-Antikdrpern und ein Auftreten von IgG-Titern in
einigen Kontrollseren, v. a. bei Patienten mit chronisch entztndlichen Erkrankungen.
Sulkanen et al. zeigten fur die 1gG-Klasse der TG-Ak bei unbehandelten
Zoliakiepatienten mit normalen IgA-Spiegeln eine geringe Spezifitat, wahrend bei
Patienten mit IgA-Mangel dieser Antikérper bei 11/14 (78,6%) Patienten hochtitrig

nachgewiesen werden konnte.

Sowohl die RIAs wie auch die ELISAs besitzen im Vergleich zu den bisher
verwendeten Assays zum Nachweis der EmA den Vorteil der quantitativen Messung
der Antikérpertiter. Hierdurch kénnte es nach Einfihrung eines internationalen
Standardserums mdoglich werden, die Ergebnisse verschiedener Labors und
verschiedener Tests besser zu vergleichen und in Verlaufsbeobachtungen einfacher
als bisher eine Abnahme der Titer beurteilen zu kénnen.

Da der hier etablierte Test durch die Verwendung von 96-well Platten fir einen
groBen Probendurchsatz geeignet ist, wurde die Tauglichkeit des Assays als
Screeningverfahren fir die Identifizierung von Personen mit latenter Zdbliakie
analysiert. Untersucht wurde eine Population von 305 Typ 1 Diabetikern. Es ist aus
verschiedenen Studien bekannt, daB Typ 1 Diabetiker ein im Vergleich zur
Normalpopulation deutlich erhdéhtes Risiko fur die Entwicklung einer Zdbliakie
aufweisen (Acerini et al. 1998, Collin et al. 1989, Cronin et al. 1997, DeVitis et al.
1996, Gadd et al. 1992, Koletzko et al. 1988, Méki et al. 1984, Méki et al. 1995, Page
et al. 1994, Rensch et al. 1996, Saukkonen et al. 1996, Savilahti et al. 1986, Talal et
al. 1997). Das klinische Erscheinungsbild bei Typ 1 Diabetikern ist oft nicht durch die
Leitsymptome Gewichtsverlust, Durchfélle oder Malabsorption charakterisiert,
sondern tritt wesentlich haufiger als stille oder oligosymptomatische Form in
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Erscheinung. Aufgrund fehlender Symptome wird die Diagnose oft verzdgert. Da in
dieser Population ein Screening auf Autoantikdérper von besonderer Bedeutung ist,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Bedeutung des Screenings auf TG-AK in einer
Population frisch manifestierter Typ 1 Diabetiker untersucht. Bisher wurde hierflr vor
allem die Bestimmung der IgA-Gliadin-Antikérper (AGA) und der EmA eingesetzt, die
in einer Pravalenz von 2,4-6,7% nachgewiesen worden waren (Acerini et al. 1998,
Barera et al. 1991, Maki et al. 1984, Mé&ki et al. 1995, Saukkonen et al. 1995). Fir
routineméaBige Screeninguntersuchungen groBer Populationen (z.B. Schulkinder)
sind die EmA aufgrund der aufwendigen und relativ teuren Nachweismethoden
schlecht einsetzbar. AGA sind zwar preisgunstiger und mit ELISAs nachweisbar,
diese Antikdrper besitzen aber im Vergleich zu den EmA eine geringere Sensitivitat
und Spezifitdt (Ascher 1996, Grodzinsky 1995, Lerner und Lebenthal 1991, Lerner et
al. 1994, Rujner 1996, Sacchetti et al. 1996).

In unserer Untersuchung wurden TG-Ak bei 3,9% von 305 Typ 1 Diabetikern
detektiert. Die Pravalenz der TG-Ak ist somit vergleichbar mit Zéliakie-spezifischen
Antikérperpravalenzen friherer Untersuchungen bei Typ 1 Diabetikern. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Studien, die EmA als Screeningmarker
verwendet haben, wurden TG-Ak vor allem bei Kindern und Jugendlichen und nur
selten bei Erwachsenen gefunden (Barera et al. 1991, Koletzko et al. 1988). Die
betroffenen Patienten waren alle junger als 18 Jahre und zeigten retrospektiv keine
oder nur unspezifische Symptome, die zu keinem Krankheitsverdacht fihrten. In der
vorliegenden Studie fanden sich bei 11 von 12 TG-Ak-positiven Diabetikern EmA.
Eine getestete Patientin zeigte weder IgA-TG-Ak noch IgA-EmA, sondern nur IgG-
TG-Ak. Bei diesem Kind lag ein bisher nicht diagnostizierter IgA-Mangel vor, so daB
in diesem Falle der Verdacht auf eine Zdliakie nur durch die Bestimmung der IgG-
TG-Ak ermdglicht worden ist. Dies zeigt, daB unsere Strategie, primér eine
kombinierte Bestimmung auf IgG- und IgA-TG-Ak durchzufiihren, der alleinigen
Bestimmung der IgA-TG-Ak Uberlegen ist. Im Unterschied zu der vorliegenden Studie
fanden Lampasona und Mitarbeiter mittels RIA bei 42% ihrer Diabetespatienten am
Zeitpunkt der Diabetesmanifestation niedrigtitrige 19G-TG-Antikérper (1-11 Units bei
einem Cutt-off von 0,9 Units), wobei 80,2% dieser Typ 1 Diabetiker IgA-TG-
Antikdérper negativ waren. Die IgG-TG-Ak konnten bei den 13 nach einem Jahr erneut
untersuchten Patienten nicht mehr nachgewiesen werden (Lampasona et al. 1999).
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Diese diskrepanten Befunde sind entweder auf Unterschiede in der Festlegung des
Cut-offs der Assays zurlckzuflihren oder dadurch bedingt, daB Lampasona und
Mitarbeiter Patienten aus Norditalien, einem Gebiet mit héherer Zbliakiepravalenz,
untersucht haben. Zur Klarung dieser Frage muBte ein direkter Assay- oder
Patientenvergleich durchgefiihrt werden.

Da bisher keine Daten zur Bedeutung der TG-Ak fir die Identifizierung von Patienten
mit latenter oder stiller Zéliakie vorlagen, wurde bei einem Teil der TG-Ak-positiven
Typ 1 Diabetiker eine Dinndarmbiopsie durchgefihrt. Unter den 7 Kindern, bei
denen die Eltern einer Biopsie zustimmten, wurde in 6 (85,7%) Fallen (1,97% der
Gesamtpopulation) ein mit einer Zliakie vereinbarer histologischer Befund erhoben.
Hierdurch konnte die Verdachtsdiagnose stille Zdliakie verifiziert werden. Damit
konnte der Beweis erbracht werden, daB die TG-Ak eine sehr gute Methode
darstellen, im Rahmen von Sreeninguntersuchungen Patienten mit V. a. Zéliakie
herauszufiltern, bei denen die Diagnose anschlieBend durch eine Biopsie gesichert
werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurden keine Verlaufsuntersuchungen Gber
die Entwicklung der Antikdrper unter glutenfreier Diat durchgefihrt. Es steht noch
aus, in einer gréBeren Anzahl von frisch diagnostizierten Patienten mit Zéliakie den
Wert der Antikérper fur die Beurteilung des Therapieerfolgs zu evaluieren. Ferner
kann man durch genauere Untersuchungen die humoralen Epitope identifizieren und
gegebenenfalls auf diesem Wege durch eine Testmodifizierung die Erkennung
unspezifischer Antikérper einschranken und somit die Aussagekraft des Tests weiter
verbessern. Diese Untersuchungen stehen noch aus.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine neue Methode zum Nachweis von
Autoantikérpern gegen das Enzym Gewebs-Transglutaminase etabliert werden.
Durch die Verwendung von humaner rekombinanter TG und eines 96-well
Plattensystems wurden die Voraussetzungen fir einen einfachen und schnellen
Antikdrpernachweis geschaffen, der es erlaubt, groBe Serumzahlen zu untersuchen.
Es konnte gezeigt werden, daB die TG-Antikérper eine den EmA vergleichbare hohe
diagnostische Sensitivitat und Spezifitdt aufweisen, so daB der arbeitsaufwendige
und teure Assay zum Nachweis der EmA ersetzt werden kann. Da eine Zdliakie
haufig oligosymptomatisch auftritt und auch andere Erkrankungen wie z.B. tropische
Enteropathie, Immunglobulinmangel, Infektionen und Parasitenerkrankungen ein

ahnliches morphologisch-histologisches Bild aufweisen kénnen, stellen die TG-Ak
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einen wichtigen differentialdiagnostischen Marker dar. Wie die vorliegenden Daten
zeigen, ist die Bestimmung der TG-Ak auBerdem geeignet, Patienten mit stiller oder
latenter Zoliakie zu identifizieren, die ansonsten fir langere Zeit nicht diagnostiziert
worden waren. Da sich das Screening mit dem TG-Ak-Test als effektiv erwiesen hat,
sollten alle Patienten, die an Krankheiten mit einer hohen Assoziation zur Zéliakie
leiden, auf TG-Ak getestet werden. Hierdurch kdénnte ein wichtiger Beitrag zur
rechtzeitigen Diagnosestellung einer Zéliakie geleistet werden, um das Auftreten von
Komplikationen wie Wachstumsstérungen, Eisenmangel, Osteoporose und maligne

intestinale Lymphome zu vermeiden.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, den Stellenwert der Autoantikbrper gegen ein
neues Autoantigen — die Gewebs-Transglutaminase (TG) - far die Immundiagnostik
von Patienten mit einer manifesten Zdliakie sowie von Personen mit einem hohen
Zoliakierisiko zu untersuchen. Hierzu sollte humanes rekombinantes Antigen in
einem sensitiven Nachweissystem umgesetzt werden. Im ersten Schritt wurde die
humane Gewebs-Transglutaminase kloniert und durch in vitro Transkription/
Translation als [**S]-Methionin markiertes Antigen exprimiert. Nach Bestatigung der
korrekten Expression und AntikOrperbindung in der Autoradiographie wurden IgA-
und 1gG-spezifische sowie ein kombinierter IgA/lgG-Radioimmunassay flir den
Nachweis der Antikérper gegen die Gewebs-Transglutaminase (TG-Ak) entwickelt,
die einen auBerst niedrigem Serumproben- und Substratbedarf aufweisen. Die Cut-
offs der Assays wurden mittels ROC-Plot Analyse nach Testung von 45 Patienten mit
manifester Zoliakie und 574 gesunden Kontrollpersonen bei 9,0 Units (U) flr den
kombinierten Test und 8,3 bzw. 7,9 Units fir den IgA- bzw. IgG-spezifischen Test
festgelegt. Zum Vergleich mit etablierten Tests wurden Endomysium-Antikérper
(EmA) mit einem indirekten Immunfluoreszenztest und Antigliadinantikdrper (AGA)
mit einem Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, daB TG-Ak sehr sensitiv und spezifisch flir eine Zdliakie
sind. 43 (95,5%) der bioptisch gesicherten Zdliakiepatienten wiesen TG-Ak in allen
Testungen auf. In der Kontrollpopulation waren 3 (0,52%) Seren schwach Ak-positiv
(9,9-14,3 Units). Somit weist der Test eine diagnostische Sensitivitat von 95,5% bei
einer Spezifitdt von 99,5% auf. Junge Patienten (2-10 Jahre) zeigten mit 90,1+17,0 U
signifikant héhere TG-Ak-Spiegel als alte Patienten (51-70 Jahre) (50,8+26,3 U;
Daten fur den kombinierten Test). Dagegen bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen mannlichen (68,9+29,3 U) und weiblichen (76,8+31,0 U) Patienten.

Bei weiteren 30 EmA-positiven Patienten, die klinische Symptome einer Zdliakie
ohne bioptische Sicherung des Verdachts zeigten, wurden in allen Fallen TG-Ak
(100%) detektiert.
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Die Mehrzahl (91,1%) der Zbliakiepatienten war EmA-positiv. Gliadinantikbrper
waren in 91,4% der getesteten Seren nachweisbar. In 80% der Seren waren alle 3
Antikérperspezifitaten nachweisbar.

Far die Bestimmung des Stellenwertes der TG-Ak in der Immundiagnostik von
Patienten mit einem erh6hten Auftreten einer stillen oder latenten Zéliakie wurden
305 frisch manifestierte Typ 1 Diabetiker im kombinierten IgA/IgG-TG-Ak-Test
untersucht. Die Préavalenz der Antikdrper betrug bei 12 positiven Patienten 3,9% in
der Gesamtpopulation. Die 12 TG-Ak-positiven Patienten waren mit einem Alter von
2-17 Jahren (8,3%4,6 Jahre) signifikant jlnger als die 293 TG-Ak-negativen
Diabetiker (19,0£14,5 Jahre). EmA waren in 11 der 12 TG-Ak-positiven Seren
nachweisbar. Bei einer im kombinierten TG-Ak-Test positiven Patientin konnten im
IgA-spezifischen Assay sowie bei der Testung auf EmA keine Antikdrper
nachgewiesen werden. Nach weiterer Abklarung wurde die Diagnose eines vorher
unbekannten selektiven IgA-Mangels gestellt.

Um die Bedeutung der TG-Antikérper fir die Identifizierung von Patienten mit latenter
oder stiller Zoliakie weiter zu klaren, wurden die TG-Ak-positiven Typ 1 Diabetiker
einer DUnndarmbiopsie unterzogen. Bei 6 (85,7%) von 7 Biopsien konnte ein Befund
erhoben werden, der mit einer Zbliakie vereinbar war. Die Symptome der Patienten

waren unspezifisch und nicht diagnoseweisend.

Bei 130 Patienten mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen waren in keinem Fall
TG-Ak nachweisbar, bei Patienten mit Erkrankungen des rheumatischen Formen-
kreises waren 4 von 111(3,6%) Seren schwach positiv (mittlerer Titer 15,9 U).

Die ermittelten Pravalenzen der einzelnen Autoantikdrper in den verschiedenen
Patientengruppen demonstrieren, daB TG-Ak eine ahnlich hohe Sensitivitat und
Spezifitdt wie die EmA flr eine manifeste oder latente Zoliakie besitzen. Allerdings
besitzen die TG-Ak im Vergleich zu den EmA entscheidende Vorteile als primares
Screeningverfahren in der Zbliakiediagnostik. Die Bestimmungsmethode ist einfach
und schnell durchzufiihren und liefert quantitative Ergebnisse. Dies ist insbesondere
fur die Testung groBer Populationen von Vorteil, wobei ferner durch den Einsatz der
kombinierten Testung auch Patienten mit einem selektiven IgA-Mangel erfaBBt werden
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kénnen. Durch die quantitative MeBmethode ist nach Einflhrung eines
Standardserums ein Vergleich von Ergebnissen verschiedener Labors méglich und
eine Verlaufsbeobachtung mit eventueller Abnahme der Titer unter Therapie
einfacher durchflhrbar als bisher. Die vorliegende Studie zeigt somit, daB durch eine
Bestimmung der TG-Ak die Immundiagnostik der Zdliakie deutlich vereinfacht und

verbessert werden kann.
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7. Abkiirzungen

AGA
ARA
CD

Gliadin-Antikorper
Retikulin-Antikérper

Cluster of differentiation

Dermatitis herpetiformis
Desoxyribonukleinséure
Enteropathie-assoziiertes-T-Zellymphom
Enzyme-linked Immunoassays
Endomysium-Antikérper
Glutamat-Decarboxylase-Antikdrper
glutenfreie Diat

humanes Leukozytenantigen
Insulinautoantikérper
Tyrosinphosphatase-Antikérper
zytoplasmatische Inselzell-Antikérper
intraepitheliale Lymphozyten
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Magendarmtrakt

Metalloproteinase
Polymerase-Ketten-Reaktion
2,5-Diphenyloxazol
Radioimmunoassay

Restriktionsfragment-Langen-Polymorphismus

Ribonukleinsaure
Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfate
Trichloressigsaure
T-Zellrezeptor
Gewebstransglutaminase
Transglutaminase-Antikdrper
Tumornekrosefaktor

Trishydroxymethylaminomethan
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Antikorper gegen das Enzym Gewebs-Transglutaminase: Etablierung eines neuen
Screeningverfahrens zum Nachweis einer Zobliakie (Stefanie Boms)

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, den Stellenwert der Autoantikbrper gegen ein neues
Autoantigen — die Gewebs-Transglutaminase (TG) - fur die Immundiagnostik von Patienten mit einer
manifesten Zoéliakie sowie von Personen mit einem hohen Zdliakierisiko zu untersuchen. Hierzu sollte
humanes rekombinantes Antigen in einem sensitiven Nachweissystem umgesetzt werden. Im ersten
Schritt wurde die humane Transglutaminase kloniert und durch in vitro Transkription/Translation als
[**S]-Methionin markiertes Antigen exprimiert. Nach Bestatigung der korrekten Expression und
Antikdrperbindung in der Autoradiographie wurden IgA- und IgG-spezifische sowie ein kombinierter
IgA/IgG-Radioimmunassay fir den Nachweis der Antikérper gegen die Gewebs-Transglutaminase
(TG-AK) entwickelt, die einen &uBerst niedrigem Serumproben- und Substratbedarf aufweisen. Die
Cut-offs der Assays wurden mittels ROC-Plot Analyse nach Testung von 45 Patienten mit manifester
Zoliakie und 574 gesunden Kontrollpersonen bei 9,0 Units (U) fir den kombinierten Test und 8,3 bzw.
7,9 Units for den IgA- bzw. IgG-spezifischen Test festgelegt. Zum Vergleich mit etablierten Tests
wurden  Endomysium-Antikérper (EmA) mit einem indirekten Immunfluoreszenztest und
Antigliadinantikérper (AGA) mit einem Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, daB TG-Ak sehr sensitiv und spezifisch fiir eine Zoéliakie sind. 43 (95,5%)
der bioptisch gesicherten Zoliakiepatienten wiesen TG-Ak in allen Testungen auf. In der
Kontrollpopulation waren 3 (0,52%) Seren schwach Ak-positiv (9,9-14,3 Units). Somit weist der Test
eine diagnostische Sensitivitat von 95,5% bei einer Spezifitdt von 99,5% auf. Junge Patienten (2-10
Jahre) zeigten mit 90,1£17,0 U signifikant héhere TG-Ak-Spiegel als alte Patienten (51-70 Jahre)
(50,8+26,3 U; Daten fir den kombinierten Test). Dagegen bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen mannlichen (68,9429,3 U) und weiblichen (76,8+31,0 U) Patienten. Bei weiteren 30 EmA-
positiven Patienten, die klinische Symptome einer Zdliakie ohne bioptische Sicherung des Verdachts
zeigten, wurden in allen Fallen TG-Ak (100%) detektiert. Die Mehrzahl (91,1%) der Zdliakiepatienten
war EmA-positiv. Gliadinantikdrper waren in 91,4% der getesteten Seren nachweisbar. In 80% der
Seren waren alle 3 Antikdrperspezifitaten nachweisbar.

Fir die Bestimmung des Stellenwertes der TG-Ak in der Immundiagnostik von Patienten mit einem
erhdéhten Auftreten einer stillen oder latenten Zéliakie wurden 305 frisch manifestierte Typ 1 Diabetiker
im kombinierten IgA/IgG-TG-Ak-Test untersucht. Die Pravalenz der Antikdrper betrug bei 12 positiven
Patienten 3,9% in der Gesamtpopulation. Die 12 TG-Ak-positiven Patienten waren mit einem Alter von
2-17 Jahren (8,314,6 Jahre) signifikant jinger als die 293 TG-Ak-negativen Diabetiker (19,0£14,5
Jahre). EmA waren in 11 der 12 TG-Ak-positiven Seren nachweisbar. Bei einer im kombinierten TG-
Ak-Test positiven Patientin konnten im IgA-spezifischen Assay sowie bei der Testung auf EmA keine
Antikérper nachgewiesen werden. Nach weiterer Abklarung wurde die Diagnose eines vorher
unbekannten selektiven IgA-Mangels gestellt.

Um die Bedeutung der TG-Antikérper fiir die ldentifizierung von Patienten mit latenter oder stiller
Zoliakie weiter zu klaren, wurden die TG-Ak-positiven Typ 1 Diabetiker einer Dinndarmbiopsie
unterzogen. Bei 6 (85,7%) von 7 Biopsien konnte ein Befund erhoben werden, der mit einer Zéliakie
vereinbar war. Die Symptome der Patienten waren unspezifisch und nicht diagnoseweisend.

Bei 130 Patienten mit autoimmunen Schilddrisenerkrankungen waren in keinem Fall TG-Ak
nachweisbar, bei Patienten mit Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises waren 4 von
111(3,6%) Seren schwach positiv (mittlerer Titer 15,9 U).

Die ermittelten Pravalenzen der einzelnen Autoantikérper in den verschiedenen Patientengruppen
demonstrieren, daB TG-Ak eine ahnlich hohe Sensitivitdt und Spezifitit wie die EmA fir eine
manifeste oder latente Zdliakie besitzen. Allerdings besitzen die TG-Ak im Vergleich zu den EmA
entscheidende Vorteile als primares Screeningverfahren in der Zbliakiediagnostik. Die
Bestimmungsmethode ist einfach und schnell durchzuflhren und liefert quantitative Ergebnisse. Dies
ist insbesondere fir die Testung groBer Populationen von Vorteil, wobei ferner durch den Einsatz der
kombinierten Testung auch Patienten mit einem selektiven IgA-Mangel erfaBBt werden kénnen. Durch
die quantitative MeBmethode ist nach Einfilhrung eines Standardserums ein Vergleich von
Ergebnissen verschiedener Labors méglich und eine Verlaufsbeobachtung mit eventueller Abnahme
der Titer unter Therapie einfacher durchfiihrbar als bisher. Die vorliegende Studie zeigt somit, daB
durch eine Bestimmung der TG-Ak die Immundiagnostik der Zdliakie deutlich vereinfacht und
verbessert werden kann.

Dusseldorf, den 13.05.2002



