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1. Einleitung

1.1.Grundlagen der Zoliakie

1.1.1. Definition

Nach heutiger Definition handelt es sich bei der Zéliakie (Synonyme: einheimische Sprue oder

glutensensitive Enteropathie) um eine immunologisch bedingte Erkrankung des Dinndarms, die bei
genetisch pradisponierten Patienten (HLA-DQ2, HLA-DQ8) (1) (2) durch den Getreidebestandteil Gluten
bzw. dessen alkohollosliche Komponente Gliadin ausgelost wird. Gluten ist ein Kleberprotein, das in
Weizen, Roggen, Hafer und Gerste vorkommt. Es setzt sich aus Glutelin, einer wasserunldslichen
Getreideeiweilfraktion, und Gliadin (alkohollosliche Prolamine) zusammen. Frihe Studien zeigten, dass
es in vitro zu einer entzindlichen T-Zellreaktion kommt, wenn Duodenal-Biopsate von Zoliakie-
Patienten mit Gliadin inkubiert werden (3). Lundin et al. konnten eine Verbindung mit der genetischen
Pradisposition herstellen: Durch die Aufnahme von Gluten und dessen Prasentation durch gliadin-
spezifische HLA-DQ2 T-Zellen kommt es zur Ausschuttung von Zytokinen, die zu einer Entziindung der
Darmmukosa filhren (4). Die durch die Entzindung ausgeldste Zottenatrophie flhrt durch die
verkleinerte Resorptionsflache zu Malabsorption.

Die Symptome und Mukosalasionen sind durch eine glutenfreie Diat reversibel.

1.1.2. Pravalenz der Zoliakie

Screening-Untersuchungen, das heillt Reihenuntersuchungen unselektionierter Populationen, in
verschiedenen europaischen Landern und den USA und Israel haben eine hohe Pravalenz der Zdliakie
von 1:300 bis 1:85 aufgezeigt (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12).

1.1.3. Klinisches Bild
Das klinische Bild einer Zdliakie hangt vom Alter ab und manifestiert sich bei einem Teil der Patienten

als Malabsorptionsyndrom. Die betroffenen Kinder setzen fettige, volumindse, Ubelriechende Stuhle ab
und leiden unter Inappetenz. Sie gedeihen schlecht, ihr Wachstum sistiert und sie fallen durch erhohte
Reizbarkeit und Ubellaunigkeit auf. Diese Symptome beginnen typischerweise nach dem
Sauglingsalter, Wochen bis Monate nachdem mit der Zufltterung getreidehaltiger Nahrungsbestandteile
begonnen wird. Der Altersgipfel dieser klassischen Manifestation liegt zwischen 9 Monaten und 3
Jahren. Klinisch findet sich haufig ein vorgewdlbtes Abdomen mit mageren Extremitaten und eine
muskuldre Hypotonie. Eisenmangelandmie und hypoproteindmische Odeme konnen als Folge der

Malabsorption auftreten. Jenseits des klinischen Kindesalters kann es aber auch zu nur



monosymptomatischen, atypischen Verlaufen kommen, bei denen nur das klinische Bild einer
Eisenmangelanamie oder eines Kleinwuchses vorliegt.

Bei unbehandelter Zoliakie koénnen als Komplikationen Kleinwuchs, Hypoproteindmie, Vitamin-D-
Mangelrachitis, Osteoporose und Gerinnungsstorungen durch Vitamin-K-Mangel hinzukommen. Die
unbehandelte Zéliakie erhoht das Risiko fir das Auftreten maligner Erkrankungen, vor allem maligner
Non-Hodgkin-Lymphome (13). Es gibt allerdings Hinweise dafiir, dass eine glutenfreie Diat das Risiko
fur Lymphome auf das der Allgemeinbevdlkerung reduziert (14). Auch gibt es Studien, die eine
geringere Mortalitit bei strikt glutenfreier Diat gegenlber glutenhaltiger Kost aufzeigen konnten (15).
Betroffene haben aber vor allem eine erhohte Pradisposition fur andere Autoimmunerkrankungen wie
Diabetes mellitus Typ | (16), Dermatitis herpetiformis Duhring, rheumatoide Arthritis oder
Autoimmunthyreoiditis (17). Die Pravalenz dieser Autoimmunerkrankungen steigt mit dem Alter bei
Diagnosestellung und somit der Dauer der Glutenbelastung (18). Dies zeigt, wie wichtig frihe
Diagnosestellung und Therapiebeginn zur Vermeidung von Folgeerkrankungen sind.

In den letzten Jahren zeigte sich durch Screeninguntersuchungen, wobei klinisch beschwerdefreie
Personen bezlglich der bei Zoliakie typischerweise erhohten Autoantikdrper untersucht wurden, dass
es auch asymptomatische Verlaufsformen der Zoliakie gibt; die Patienten weisen die gleichen
serologischen Marker und histologischen Veranderungen wie symptomatische Zoliakie-Patienten auf.
Auch asymptomatische Zoliakie-Patienten haben ein erhohtes Risiko fir Folgeerkrankungen und

Komplikationen wie Osteopenie (19) (20), Anamie, Wachstumsstorungen und Fertilitatsprobleme (21).

1.1.4. Risikogruppen

Es wird empfohlen, Personen mit einem hohen Risiko fiir Zéliakie durch Reihenuntersuchungen auf
das Vorliegen zdliakiespezifischer Autoantikorper zu screenen; darunter fallen zum einen genetisch
pradisponierte Personen wie etwa Verwandte ersten Grades von Zéliakie-Patienten, insbesondere
dann, wenn sie die genetischen Marker DQ2 oder DQS8 tragen. Auch Patienten mit Trisomie 21 (22) (23)
(24), Ullrich-Turner-Syndrom (25) (26) und Diabetes mellitus Typ | (27) (28) (29) (30) gehdren in diese
Hoch-Risikogruppe. Ebenso wird empfohlen, Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen, z. B.
Morbus Addison (31) oder Autoimmunthyreoiditis (32) (33) (34) wegen der erhohten Pravalenz einer oft
asymptomatischen Zoliakie zu screenen. Zum anderen sollten auch Patienten mit unspezifischen
Symptomen wie Eisenmangelanamie oder unklarem Kleinwuchs, die die einzigen Symptome einer bis

dahin unerkannten Zoliakie sein konnen, beztglich Zoliakie-Autoantikorper untersucht werden.



1.2. Geschichte der Zoliakie

1.2.1. Namensgebung

Die erste Beschreibung des klinischen Krankheitsbildes stammt von dem Griechen Aretaeus von
Cappadozien, der im 2. Jahrhundert nach Christus als erster die Symptome beschrieb und seine
Patienten wegen des aufgetriebenen Abdomens ,kolliakos* (griech.: ,koilos*, der Bauch) nannte (35).
Der Ausdruck ,coeliac affection” wurde 1888 von S.Gee gepragt (36). Daraus leitet sich der heute im
englischen Sprachraum verwendete Name ,coeliac disease“ ab.

Der Begriff ,Sprue® hat seinen Ursprung im  Flamischen  (,Sprouw‘,  Blaschen,
Mundschleimhautentziindung). Aphtdse Schleimhautlasionen im Mund sind ein nicht seltenes Symptom
bei unbehandelter Zoliakie.

1.2.2. Atiologie und Therapie

Ende des 19.Jahrhunderts, als das klinische Krankheitsbild der Zéliakie in Europa ins Bewusstsein der
Medizin gelangte, beschrieb S.Gee erstmals genau die klinischen Aspekte der Krankheit, wobei er
davon ausging, dass ,es eine Art chronische Verdauungsstérung gibt, ...die speziell Kinder zwischen
einem und fiinf Jahren betrifft....Der blasse, weiche Stuhl sieht Haferbrei sehr ahnlich....Wenn der
Patient geheilt werden kann, dann muss es durch Diédt geschehen® (36). Er erkannte bereits damals,
dass die Krankheit durch eine entsprechende Diat zu behandeln sei.

Wahrend man bis Anfang des 20. Jahrhunderts die Atiologie nicht erkannte, wurde 1918 von Still
erstmals Starke als einer der Ausloser vermutet. ,Eine Form von Stérke, die die Symptome ganz
besonders zu verschlechtern scheint, ist Brot (37). Aus klinischer Erfahrung wissen wir, dass von allen
Nahrungsbestandteilen, die Kohlenhydrate diejenigen sind, die am strengsten ausgeschlossen werden
missen. ... Brot, Getreide und Kartoffeln sind die Nahrungsmittel, die am wenigsten erlaubt sein
kénnen“ schrieb auch D.J. Howland 1921 (38). In den Zwanziger Jahren gab es eine Reihe von
verschiedensten Diatversuchen wie die Bananendiat von Haas (1924) oder eine Diat mit Fruchteis und
Gemuse (Fanconi 1928).

Als die wahrend des 2.Weltkrieges in Sudholland bestehenden Lebensmittelrationierungen durch
Blockade deutscher Truppen zu einer Besserung der Symptome bei einigen Kindern fuhrten, erkannte
man erstmals einen Zusammenhang mit Getreide: 1950 fand der Hollander W.K. Dicke in seiner
Dissertation heraus, dass vor allem Weizen- und Roggenmehl bei den betroffenen Kindern zu einer
Verschlechterung der Symptomatik fiihrten. ,Die Ursache des Phdnomens... ist unbekannt, aber die
Symptome werden durch bestimmte Mehlsorten verschlimmert, vor allem Weizen und Roggen® (39). Er

erkannte dabei den toxischen Effekt des Glutens bei der Pathogenese der Zdliakie (40). Als damit die



Atiologie dieser Erkrankung geklért war, konnte daraus auch die richtige Therapie entwickelt werden:
Durch das Weglassen von Gluten aus der Nahrung konnte eine deutliche Besserung der Symptome
erreicht werden.

Diese lebenslange glutenfreie Diat stellt auch heute noch die einzige Therapieform dar, wobei bei einer
strikten Einhaltung der Diat auch die pathologischen Mukosaveranderungen der Dinndarmschleimhaut
wieder reversibel sind und das Risiko von Folgeerkrankungen reduziert werden kann. Eine Besserung
der Symptome und Normalisierung der Duodenalmukosa unter Diat stellen neben dem pathologischen
Biopsie-Befund mit Zottenatrophie nach den Kriterien der Europaischen Gesellschaft fir Padiatrische
Gastroenterologie und Ernahrung (ESPGAN) zur Zdliakiediagnostik von 1990 einen Beweis fir das
Vorliegen einer Zoliakie dar (41). Laut dieser Kriterien ist der Nachweis von Anti-Gliadin-AntikGrper
(AGA), Anti-Retikulin-Antikorper und Anti-Endomysium-Antikorper (EMA) unterstitzend fir die
Diagnose, sobald zwei der oben genannten Antikrper nachweisbar sind.

1.2.3. Pathophysiologie und Diagnostik

An postmortem durchgefuhrten Untersuchungen von Patienten, die an Zoliakie verstorben waren,
zeigten sich histologische Veranderungen in der Duodenalmukosa; es fand sich neben entzindlichen
Zellinfiltraten in der Lamina propria eine stark ausgepragte Atrophie der Zotten (42) (43).

Paulley konnte 1949 zeigen, dass die Zottenatrophie nicht auf autolytische Prozesse zurlickzuflihren ist;
damit konnte der bis dahin geltende Verdacht, dass alle postmortem festgestellten Veranderungen auf
autolytischen Prozessen beruhen (44), widerlegt werden. Er erkannte auch die Zottenatrophie und
Kryptenhyperplasie als pathognomonische Lasionen bei Zoliakie (45). Die Moglichkeit und
Notwendigkeit der Durchfiihrung von Dinndarm-Biopsien als wichtiger Bestandteil der Diagnostik der
Zoliakie waren somit erkannt; dies stellte neben der Entdeckung der glutenfreien Diat als Therapie den
zweiten wichtigen Fortschritt im Verstandnis dieser Erkrankung dar.

In den darauf folgenden Jahren wurden dann durch Laparotomie gewonnene Jejunum-Biopsate
untersucht, wobei auch hier wieder die gleichen histologischen Veranderungen gefunden wurden.
Schon bald darauf konnte sich die histologische Untersuchung von Duodenalmukosa als Goldstandard
bei der Diagnostik der Zdliakie etablieren.

In den Funfziger Jahren wurde die Technik zur Gewinnung der Biopsate verbessert; so wurde die
Dunndarmsaugbiopsie entwickelt. Damit wurde es weniger invasiv moglich, Biopsate zu diagnostischen
Zwecken zu entnehmen. Seit der Verbreitung der oberen Endoskopie werden die Biopsate heute
zunehmend mittels Zangenbiopsie im Rahmen einer Osophagogastroduodenoskopie gewonnen.

M.N. Marsh postulierte fiinf Phasen der Mukosaschadigung (46) und legte einheitliche Kriterien fur die
Beurteilung der Mukosaveranderungen fest (47). Die Einteilung erfolgt in drei verschiedene



Schweregrade: Dabei wird als Grad 1 ein isolierter Anstieg der intraepithelialen Lymphozyten ohne
Veranderung der Zotten und Krypten gewertet. Bei Grad 2 finden sich zusatzlich eine partielle
Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie. Grad 3 lasst histologisch subtotale Zottenatrophie mit
Kryptenhyperplasie erkennen. Grad 3 wird nochmals in drei unterschiedliche Untergruppen eingeteilt,
die als 3a, 3b und 3c bezeichnet werden. Heute sind damit die fiir Z6liakie typischen Veranderungen
der Duodenalmukosa gut beschrieben und eingeteilt, so dass mit der Dinndarmbiopsie eine
erfolgreiche und eindeutige Mdglichkeit der Diagnostik besteht, deren Stellung als Goldstandard auch
heute noch unverandert weiterbesteht.

Ende der Funfziger Jahre ergaben sich durch die Entdeckung spezifischer Antikdrper weitere
Verbesserungen in der Diagnostik: 1957 gelang erstmals der Nachweis von spezifischen Antikorpern
(48). Somit standen zusatzlich zur die Diagnose beweisenden Biopsie serologische Parameter zur
Verfgung, um den Verdacht auf das Vorliegen einer Zoliakie zu untermauern. Damit war erstmals die
Maglichkeit zur Screening-Untersuchung gegeben.

Zunachst konnten die gegen das Getreide-Gliadin gerichteten Antikdrper der Immunglobulinklassen A
und G bestimmt werden: Anti-Gliadin-IgA und Anti-Gliadin-IgG (AGA). Diese Antikorper wurden bei
Verdacht auf Zoliakie mittels enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) bestimmt. Der Nachweis
dieser Antikorper machte es erstmals moglich, vor der Durchflihrung einer Biopsie zusatzlich zum
klinischen Verdacht eine recht aussagekraftige und wenig invasive Methode zur Verfligung zu haben,
die einen Anhaltspunkt auf das Vorliegen einer Zéliakie lieferte.

In den 70-er und 80-er Jahren wurden neue Antikdrper entdeckt, die eine groflere Sensitivitat und
Spezifitat aufwiesen (49) (50) (51). Der Nachweis dieser Endomysium-Antikorper (EMA), die sich gegen
Strukturen des Bindegewebes (Endomysium) richten, wird mittels Immunfluoreszenz am
Affendésophagus-Gefrierschnitt  durchgefiihrt.  Neue  Methoden, die  Antikdrper  mittels
Nabelschnurschnitten nachweisen (52), haben fast die gleiche Treffsicherheit (53) und sind ethisch
durch den Wegfall des tierischen Substrats leichter zu vertreten. Die allgemeinen Nachteile dieses
Verfahrens (groRer Arbeitsaufwand, teuer, grofle Abhangigkeit vom Untersucher, schlechte Méglichkeit
der Standardisierung) bleiben allerdings bestehen. Deshalb ist diese Form der Diagnostik fir ein breit
angelegtes Screening weniger geeignet.

Das bisher ubliche Screening lauft in mehreren Stufen ab: Meist werden zunachst neben dem Gesamt-
lgA-Status die Gliadin IgA und —IgG Antikorper bestimmt; sind diese positiv, werden zusatzlich EMA
mittels Immunfluoreszenz gemessen und bei erneuter Positivitat eine Dinndarmbiopsie durchgefihrt.
Als endomysiales Zielantigen wurde 1997 schlielllich das kalziumabhangige und Protein-verknlpfende
Enzym Gewebe-Transglutaminase (tTG) identifiziert (54).



Die ELISA Bestimmung der tTG-Antikorper wurde zunachst mittels Meerschweinchenleber als Antigen
durchgeflhrt, zeigte aber nicht in allen Studien gute Ergebnisse. So ergaben sich in einer
Vergleichsstudie von sieben kommerziellen Tests mit Meerschweinchenantigen Sensitivitaten zwischen
86-100% und Spezifitdten zwischen 12% und 100% (55). Dies wird unter anderem auf die Verwendung
eines artfremden Antigens zuriickgefiihrt, da die Ubereinstimmung zwischen Meerschweinchen- und
humaner Gewebe-Transglutaminase nur etwa 81% betragt (56).

Neuerdings ist die Bestimmung der Antikérper gegen humane rekombinante tTG (htTG) mittels ELISA
maglich und verspricht besonders beziglich der Spezifitdt bessere Ergebnisse. Dabei wurden in einer
Vergleichsstudie von vier kommerziellen Tests mit humaner Gewebe-Transglutaminase als Antigen bei
Erwachsenen Sensitivitdten zwischen 71% und 100% bzw. Spezifititen zwischen 85% und 100%
erreicht (57).

Die Diagnostik hat sich sowohl durch diese neu entdeckten serologischen Marker als auch durch
verbesserte Testverfahren in den letzen Jahren vereinfacht und an Qualitat gewonnen. Es gab
zusatzlich den Versuch, das bis jetzt nur auf Serum beschrankte Antikorper-Screening auf fakale
Marker auszuweiten. Um die diagnostischen Maoglichkeiten weiter zu verbessern und damit in der

Zukunft ein Screening von Risikogruppen zu erleichtern, flihrten wir unsere Untersuchungen durch.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Erster Teil:

» Welche diagnostische Wertigkeit hat die Bestimmung der IgA-Antikorper gegen htTG und der IgA-
Antikérper gegen Gliadin bei symptomatischen Kindern im Serum?

» Unterscheiden sich die kommerziellen Tests verschiedener Hersteller hinsichtlich ihrer Sensitivitat
und Spezifitat?

» Hat auch die alleinige Bestimmung der htTG-Antikorper eine ausreichende Aussagekraft im
Vergleich zur bisher durchgeflhrten Dreifach-AK-Bestimmung? Lassen sich dadurch Kosten und
Aufwand einsparen?

»  Stimmen die durch die Immunfluoreszenz gewonnenen Ergebnisse der EMA mit denen der mittels

ELISA durchgefiihrten Antikdrpermessungen der htTG (berein?

Zweiter Teil:

» Validierung zweier kommerzieller Tests zur Bestimmung von sekretorischen IgA Antikdrpern gegen
Gliadin bzw. humane Transglutaminase im Stuhl.

 Ist der Nachweis sekretorischer Antikorper im Stuhl mit der herkdmmlichen serologischen
Antikérper-Bestimmung bezuglich seiner diagnostischen Aussagekraft gleichwertig?

» Eignet sich der Nachweis sekretorischer IgAs im Stuhl zur Verlaufskontrolle unter glutenfreier Diat?

» Erleichtert der Nachweis von slgA im Stuhl als nicht-invasive Methode das Screening groRerer

Bevolkerungsgruppen?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden vier verschiedene kommerzielle ELISA-Tests fir den
Nachweis von AGA-IgA und AGA-IgG sowie IgA-Antikérpern gegen htTG durchgefihrt und die
Ergebnisse miteinander verglichen.

Daruber hinaus wurden die Ergebnisse eines Immunfluoreszenzverfahrens zum Nachweis von EMA
aus humanem Serum den Ergebnissen der herkdmmlichen serologischen Antikorper-Nachweise
(ELISA) gegenubergestellt.

AuRerdem wurde ein Test zum Nachweis von Gliadin-slgA und htTG-sIgA im Stuhl mittels ELISA
validiert.

Als Goldstandard wurde bei allen Untersuchungen die Histologie der Dunndarmbiopsie zugrunde
gelegt.
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3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign

Im Rahmen der Untersuchungen wurden Patienten sowohl retrospektiv als auch prospektiv untersucht.
Wahrend die serologischen Untersuchungen aus tiefgefrorenen Serumproben erfolgten, setzten sich die
Untersuchungen des Stuhls aus einem retro- und einem prospektiven Teil zusammen. Die
retrospektiven Proben wurden im Rahmen einer anderen Studie gewonnen (58).

Die Serumproben der Zoliakiepatienten stammten von Kindern mit neu diagnostizierter Zdliakie, die
aufgrund eines positiven Nachweises von Endomysium-Antikorpern einer Biopsie zugeflhrt worden
waren.

Das Studienprotokoll flr den retrospektiven Teil der verblindeten Seren und fiir den prospektiven Teil
der Stuhluntersuchungen wurde von der Ethikkommission der LMU Minchen gepruft und gebilligt. Fur
die Teilnahme an der prospektiven Studie wurde von den Eltern, bzw. ab 14 Jahren auch von den
Patienten, eine schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt.

3.1.1. Serologie

Im Rahmen der retrospektiven Studie wurden Serumproben von Kindern im Alter zwischen 0,9 und 19
Jahren (Median 7,14 Jahre) untersucht. Alle Proben wurden zeitgleich ( £ 3 Tage vor Biopsie) mit der
bei jedem Kind durchgefiihrten Duodenalbiopsie unter Normalkost gewonnen und eingefroren.

Von allen an der Studie teilnehmenden Patienten wurde die Diagnose (bei Z6liakie das genaue Datum
der Diagnose), der histologische Befund der Biopsie, Alter, Geschlecht, Nationalitat, Datum der Biopsie,
Datum der Blutentnahme und Gesamt-IgA Status zur statistischen Auswertung festgehalten.

Vor der Untersuchung der Seren auf IgA/lgG Gliadin-Antikdrper, IgA-Antikorper gegen
Transglutaminase und Endomysium-Antikérper wurden alle Seren statt des Patientennamens mit einer
Codenummer versehen. Durch diese Codierung waren die Seren fir den Untersucher nicht mehr einem
bestimmten Patienten zuzuordnen und somit verblindet.

Alle gewonnenen Daten (einschliel3lich Alter, Geschlecht, Biopsiedatum, Datum der Blutentanhme, IgA
Status) wurden in eine Datenbank eingegeben.

Alle Antikorper-Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgeflhrt. Bei einigen Herstellern
wurden bei den angegebenen Normwerten Graubereiche angegeben. Um alle Hersteller gleich zu
bewerten, wurden von uns gemessenen Werte, die laut Herstellerangaben im Graubereich waren, als

positiv bewertet.
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3.1.2. Stuhl

Wir flhrten zur Validierung des slgA-Transglutaminase und sIgA-Gliadin Tests einen retrospektiven und
einen prospektiven Teil durch.

Im Rahmen der prospektiven Studie wurden von Kindern mit frisch diagnostizierter Zéliakie Stiihle
gewonnen. Die gewonnenen Stiihle wurden mit einer fortlaufenden Zahl gekennzeichnet und somit fiir
den Untersucher verblindet.

Alle Stiihle der retrospektiven Untersuchung wurden ebenfalls durch Zuordnung einer Nummer codiert
und somit fur den Untersucher verblindet.

Alle gewonnenen Daten (einschlieBlich Alter, Geschlecht, Biopsiedatum, Datum der Stuhlentnahme, IgA
Status) wurden in eine Datenbank eingegeben und die Patienten zur Verblindung mit einer
Codenummer versehen.

Alle Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefihrt.

3.2. Statistische Auswertung

Alle Berechnungen wurden mittels SPSS version 9.0 fir Windows (SPSS Inc.,Chicago,IL) durchgefiihrt.
Sowohl fiir den serologischen Teil der Studie als auch fiir die Stuhluntersuchungen wurden
Sensitivitaten, Spezifitdten, Positiv Pradiktiver Wert (PPV) und Negativ Pradiktiver Wert (NPV) sowie
jeweils die 95% Konfidenzintervalle (Cl) berechnet. Dartiber hinaus erfolgte die Berechnung der
Likelihood ratio. Wir berechneten die Pradiktiven Werte sowohl fiir die in unserer Studienpopulation
vorliegende Pravalenz der Zéliakie (46/154 = 29,8%) als auch flr eine Prévalenz von 2%; diese
entspricht der Pravalenz der Zodliakie in dem Kollektiv von ca. 500 symptomatischen Kindern, deren
Serumproben uns jahrlich zur serologischen Untersuchung auf zdliakie-spezifische Antikorper
zugesandt werden. Nur letztgenannte Pradiktive Werte, die wir ,symptomatische Pradiktive Werte* (PPV
sympt.) nannten, zeigen, inwieweit der jeweilige Test als Screening-Test bei symptomatischen Kindern
geeignet ist.

Fur die Stuhluntersuchungen wurden dartiber hinaus receiver-operating characteristic curves (ROC-
Kurven) berechnet. Ebenso wurden Kappa-Werte und entsprechende 95% Konfidenzintervalle (Cl)
bestimmt, um die Ubereinstimmung der Resultate zwischen den Biopsieergebnissen als Goldstandard

und den Ergebnissen des neuen Stuhltests zu berechnen.
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3.2.1. Statistische Grundlagen

3.2.1.1. Sensitivitat

Die Sensitivitat ist ein MaR fiir die diagnostische Genauigkeit eines Tests, ohne die Pravalenz der
jeweiligen Erkrankung zu beriicksichtigen. In unserer Studie zeigte die Sensitivitat die
Wahrscheinlichkeit an, mit der bei einem Patienten, der an Zoéliakie leidet, zOliakie-spezifische

Antikérper nachweisbar waren.

3.2.1.2. Spezifitat

Die Spezifitat ist ein Mal} flr die diagnostische Genauigkeit eines Tests, ohne die Pravalenz der
jeweiligen Erkrankung zu bericksichtigen. In unserer Studie zeigte die Spezifitat die Wahrscheinlichkeit
an, mit der bei einem Patienten, der nicht an Zdliakie leidet, keine zdliakie-spezifischen Antikdrper

nachweisbar waren.

3.2.1.3. Positiv Pradiktiver Wert
Der Positiv Pradiktive Wert beriicksichtigt bei der Beurteilung der diagnostischen Genauigkeit die
Pravalenz einer Erkrankung und gab in unserer Studie die Wahrscheinlichkeit dafir an, mit der eine

Person mit z6liakie-spezifischen Antikdrpern an einer Zdliakie leidet.

3.2.1.4. Negativ Pradiktiver Wert
Der Negativ Pradiktive Wert bertcksichtigt bei der Beurteilung der diagnostischen Genauigkeit die
Pravalenz einer Erkrankung und gab in unserer Studie die Wahrscheinlichkeit dafiir an, mit der eine

Person ohne zdliakie-spezifische Antikdrper nicht an einer Zéliakie leidet.

3.2.1.5. Likelihood Ratio

Mit der Likelihood Ratio wird der Faktor eines Tests angegeben, um den ein Testresultat die Chance fir
das Vorliegen einer Erkrankung verandert. Sie vergleicht die Wahrscheinlichkeit, mit der ein bestimmtes
Testresultat (in unserem Fall positive zoliakie-spezifische Antikorper) bei einem Patienten mit der
zugrunde liegenden Erkrankung (in unserem Fall das Vorliegen einer Zoliakie) erwartet wird, mit der
Wahrscheinlichkeit, mit der ein positives Testergebnis bei einer klinisch nicht den Verdacht auf Zdliakie

nahe legenden Person erwartet wird.
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3.2.2. Korrelation der Doppelmessungen

Um zu Uberprifen, wie gut die Ergebnisse der in unserer Studie durchgeflihrten Doppelmessungen der
einzelnen ELISAs miteinander korrelieren, wurden als Mal fir die Intra-Test-Variabilitat die
Korrelationskoeffizienten nach Spearman sowie die Wiederholbarkeitskoeffizienten nach Bland und
Altman berechnet. Der Korrelationskoeffizient nach Spearman driickt bei einem Wert von 1,000 eine
100%ige Ubereinstimmung der beiden Messungen aus. Das MaR der Ubereinstimmung der beiden
Messungen wird damit umso kleiner, je mehr der Wert gegen Null geht (59). Demgegentber ist der
Wiederholbarkeitskoeffizient nach Bland und Altman bei einer 100%igen Ubereinstimmung der
Doppelmessungen durch einen Wert von 0,000 gekennzeichnet; je groRer dieser wird, desto mehr

weichen die Werte zwischen den einzelnen Messungen voneinander ab (60).

3.3. Patientenkollektiv

3.3.1. Serologie

Das Patientengut setzte sich aus Kindern des Dr. von Haunerschen Kinderspitals und der
Kinderpoliklinik in Minchen zusammen. In einem Zeitraum von 5 Jahren (August 1997 bis Oktober
2002) wurden von endoskopisch untersuchten Kindern im Rahmen einer Studie zur Helicobacter pylori

Diagnostik Stuhl- und Serumproben gewonnen (58).

3.3.2. Stuhl

3.3.2.1. retrospektiver Teil

Fur den retrospektiven Teil wurden Proben aus oben genannter Gruppe entnommen.

3.3.2.2. prospektiver Teil
Fur den prospektiven Teil dieser Studie wurden im Verlauf des Jahres 2002 bioptisch-histologisch frisch
diagnostizierte Zdliakie-Patienten untersucht.

3.4. Probengewinnung

3.4.1. Biopsie
Die Biopsiegewinnung flr die histopathologische Untersuchung erfolgte im Rahmen einer

Osophagogastroduodenoskopie (OGD) in Sedierung oder Narkose. Die Proben wurden in Formaldehyd
fixiert und zur Befundung ins Pathologische Institut der Universitatsklinik Miinchen geschickt.
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3.4.2. Serologie

Die Entnahme der Serumproben erfolgte vor oder spatestens drei Tage nach der Endoskopie. Das Blut
wurde in Serumréhrchen ohne chemische Zusatze aufgenommen (Microvette 500 Serum, Kat. Nr.
20.1343). Nach Zentrifugation wurden die Serumproben entnommen und in Polystyrenréhrchen
(Sarsted, Kat. Nr. 55.475) bei —20°C tiefgefroren. Hamolysierte Proben wurden von der Studie

ausgeschlossen.

3.4.3. Stuhl

3.4.3.1.Retrospektiver Teil
Die Stuhlproben wurden zeitgleich (innerhalb von drei Tagen) mit der Biopsie gewonnen und dann bei
—20°C eingefroren.

3.4.3.2. Prospektiver Teil

Fur den prospektiven Teil dieser Studie wurden von frisch diagnostizierten Zoliakie-Patienten ab dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung regelmafig Stuhlproben gewonnen. Diese wurden zum Zeitpunkt der
Biopsie (spatestens drei Tage nach Diagnosestellung, d.h. noch vor Diatbeginn) und dann in 14-tagigen
Abstanden, also nach 2, 4, 6, 8, 10 und 12 Wochen abgegeben. Da der prospektive Teil angesichts
unbefriedigender Ergebnisse aus den retrospektiven Untersuchungen abgebrochen wurde, nahm die
Anzahl der im zweiwdchigen Intervall gesammelten Stuhlproben ab.

Die Proben wurden in vorgefertigten Kuverts per Post an die Klinik gesandt und dort codiert bei —20°C

eingefroren. Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung nicht aufgetaut.

3.5. Histologie

Die histologische Befundung erfolgte im Pathologischen Institut der Universitat Miinchen nach den als
Goldstandard anerkannten Kriterien von Marsh in die Grade 0, 1, 2, 3a, 3b und 3c. Die vor dem Jahr
2002 durchgefuhrten Biopsien wurden nach den Kriterien ,Zottenatrophie® und ,Kryptenhyperplasie* als

mit einer Zdliakie vereinbar entsprechend Marsh 2 oder 3 eingestuft (siehe 4.1.4.).
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3.6. Testdurchfiihrung

Sowohl die Durchfiihrung der serologischen als auch der Stuhl-Tests wurde im Dr. von Haunerschen
Kinderspital von einer seit vielen Jahren im Umgang mit den Methoden (ELISA bzw. Immunfluoreszenz)
erfahrenen medizinisch-technischen Assistentin (MTA) vorgenommen. Es wurden immer Positiv- und
Negativ-Kontrollen mit dem Testansatz mitgeflihrt. Die Verfasserin der Arbeit assistierte bei der
Vorbereitung und Messung der Proben und fihrte die statistische Auswertung durch.

3.6.1. allgemeine Testprinzipien der Untersuchungen

3.6.1.1. ELISA (enzyme linked immuno-sorbent assay)

Bei den sogenannten ELISAs handelt es sich um immunologische Verfahren zur quantitativen
Antikorperbestimmung in Korperflissigkeiten. Dazu werden Plastikplatten mit einem Raster aus kleinen
Reaktionsmulden (englisch: Well) verwendet. Auf diese Platten wird die erste Komponente des
Testansatzes, das Antigen, unspezifisch (je nach System Uber Adharenz oder kovalente Bindung)
gebunden. In unserem Fall liegt das Antigen (Gliadin bzw. Transglutaminase) als Festphase in den
Vertiefungen der Platten vor. Die zu untersuchenden antikérperhaltigen Lésungen werden in diese
Vertiefungen pipettiert, wobei die vorhandenen jeweiligen spezifischen Antikdrper an die Festphase
binden; nichtspezifische, ungebundene Antikdrper werden durch einen Waschschritt entfernt.

In einem zweiten Schritt bindet der mit alkalischer Phosphatase oder Meerrettich-Peroxidase
enzymmarkierte zweite Antikrper (Konjugat), der gegen menschliches IgA oder IgG gerichtet ist, an
den zuvor gebildeten Antigen-Antikérper-Komplex. Das Uberschlssige Konjugat wird durch erneutes
Waschen entfernt. Die enzymmarkierten Antigen-Antikrper-Komplexe setzen nun ein zugegebenes
Substrat zu einer gefarbten Losung um.

Es gibt auch dreiphasige ELISAs, bei denen im zweiten Schritt ein Maus-anti-IgA-Antikrper an den
Antigen-Antikorper-Komplex bindet und nach erneutem Waschen in einem dritten Schritt der anti-Maus-
peroxidase-markierte Antikorper (Konjugat) zugegeben wird. Auch hier wird Uberschissiges Konjugat
durch erneutes Waschen entfernt. Das nun zugegebene Substrat bewirkt auch hier wieder einen
Farbumschlag (meist von blau nach gelb).

Die Farbentwicklung des Chromogens ist abhangig von der im Komplex gebundenen Konjugatmenge
und ist damit zu der gesuchten Antikorperkonzentration proportional. Die entstandene chromogene
Verbindung kann photometrisch als optische Dichte bei 450nm (Referenzwellenlange 620 nm)
gemessen werden. Die Ergebnisse werden je nach Hersteller in E/ml (Einheit pro Milliliter), U/ml (Unit

pro Milliliter), U/l (Unit pro Liter) oder AU (arbitrary unit) angegeben.



17

Wir fuhrten unsere serologischen Untersuchungen mit einem zweiphasigen Test durch, fir die

Stuhluntersuchung wurde ein dreiphasiger ELISA verwendet.

3.6.1.2. Immunfluoreszenz

Bei der indirekten Immunofluoreszenztechnik werden Endomysium-Antikdrper (EMA) in menschlichem
Serum nachgewiesen. Endomysiale Autoantikorper sind gegen retikulin-ahnliche® Fasern des
Bindegewebes, das um Fasern der glatten Muskeln im Intestinaltrakt von Primaten liegt, gerichtet. Dazu
werden die Patienten- und Kontrollseren auf Objekttrdger mit Affen-Osophagus-Gefrierschnitten
aufgebracht und inkubiert. Nach Auftragen des Serums binden sich die spezifischen Patientenantikorper
an den Affen-Osophagus, der als Antigen wirkt. Die Antikdrper, die nicht mit dem Substrat (Affen-
Osophagus) reagiert haben, werden durch Waschen entfernt und das Fluoreszein-markierte Konjugat
(Schaf-anti-human-IgA-Antikorper) wird aufgetragen. Nach der Inkubation wird das Uberschissige
Konjugat durch Waschen entfernt und die Gewebeschnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Positive Proben zeigen in den Bereichen der Gefrierschnitte, in denen die Autoantikorper
an entsprechende antigene Strukturen gebunden haben, eine apfelgrine Fluoreszenz.

Fur antiendomysiale Antikorper der Klasse IgA wird fur Zoliakie eine Sensitivitat und Spezifitat von
nahezu 100% berichtet (61) (62).

3.6.2. Material

3.6.2.1. Serologische Untersuchungen

» Varelisa Gliadin IgA Antibodies, Firma Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Germany

» Varelisa Gliadin IgG Antibodies, Firma Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Germany

* Celikey™ human recombinant Tissue Transglutaminase IgA Antibody Assay, Firma Pharmacia

Diagnostics, Freiburg, Germany

 Biolisa Anti-Gliadin IgA, Firma Biomed, Oberschleiheim, Deutschland
» Biolisa Anti-Gliadin IgG, Firma Biomed, Oberschleiheim, Deutschland

 Biolisa Anti-Endomysium IgA, Firma Biomed, Oberschleiftheim, Deutschland

» Alpha-Gliatest S IgA, Firma Eurospital, Trieste, Italy
» Alpha-Gliatest S IgG, Firma Eurospital, Trieste, Italy
o Eu-tTG IgA, Firma Eurospital, Trieste, Italy
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Bindazyme Human Anti Gliadin IgA EIA Kit, Firma The Binding Site, Birmingham, England
Bindazyme Human Anti Gliadin IgG EIA Kit, Firma The Binding Site, Birmingham, England
Bindazyme Human Anti Tissue Transglutaminase EIA Kit, Firma The Binding Site, Birmingham,
England

Monkey Oesophagus IFA Kit, Firma The Binding Site, Birmingham, England

Automatisches Mikrotiterplatten-Waschgerat

Mikrotiterplatten-Reader (405 und 450 nm)

Floureszenzmikroskop mit 495nm Anregungsfilter und 515nm Barrierefilter

Prazisionspipetten 10 pl, 50 ul, 100ul, 1000 pl

3.6.2.2. Stuhluntersuchung

htTG slgA ELISA, Firma Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland
Gliadin sIgA ELISA, Firma Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland
Vortex-Mixer

Mikrotiterplattenreader mit Filter 450nm

Mikrotiterplattenschuttler

Zentrifuge, 3000mal g

Prazisionspipetten variabler Volumina von 10-1000ul

Laboribliche Glas- oder Plastikrohrchen (Einmalartikel)
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3.7. Beschreibung der serologischen Tests

3.7.1. Test der Firma The Binding Site

3.7.1.1. Gliadin IgA/Gliadin IgG und Transglutaminase IgA
Anti-Gliadin  1gG/Anti-Gliadin  IgA  und  Anti-Transglutaminase IgA  (Human) BINDAZYME™

Immmunoassay

Testvorbereitung und -durchfiihrung

Zum Verdinnen des Waschpuffers wurden 50 ml Waschpuffer-Konzentrat mit 950 ml destilliertem
Wasser gemischt (1:20).

Zur Probenverdinnung wurden 10 pl jeder Probe mit 1000 ul Proben-Verdiinnungspuffer verdinnt und
gut gemischt.

Alle Reagenzien wurden zunachst auf Raumtemperatur gebracht.

Die optimale Temperatur flr die Testdurchfiihrung lag bei Raumtemperatur, auch die Inkubationen
wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

100 pl von jedem Kalibrator, jeder Kontrolle und jeder verdinnten Probe wurden in das laut
Plattenschema dafiir vorgesehene Well pipettiert. Dabei wurden die Proben so schnell wie moglich
pipettiert, wobei die 30-mindtige Inkubationszeit ab Zugabe der letzten Probe lief.

Nach der 30-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Wells dreimal mit 250-350 pl
Waschpuffer gewaschen und nach dem letzten Waschschritt getrocknet.

Es wurden 100pl Konjugat in jedes Well pipettiert, 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und erneut
gewaschen.

Als nachstes wurden 100ul Substrat (TMB) in jedes Well pipettiert, 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert und anschlieend 100ul Stopp-Ldsung in jedes Well pipettiert. Die optische Dichte

wurde nach Reaktionsende mit einem Mikrotiterplattenreader bei 450 nm bestimmt.
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Ergebnis und Grenzwert

Tab.1: Vom Hersteller (The Binding Site) angegebene Grenzwerte flr Gliadin IgA und IgG Antikdrper

Anti-Gliadin IgG Anti-Gliadin IgA
Negatives Ergebnis <10 U/ml <5U/ml
Positives Ergebnis =10 U/ml =5 U/ml

Tab.2: Vom Hersteller (The Binding Site) angegebene Grenzwerte flr IgA htTG Antikorper

Transglutaminase
Negativ <4 U/ml
Grauzone 4-10 U/ml
Positiv >10 U/ml

3.7.1.2. Immunfluoreszenz zum Nachweis von EMA

Testvorbereitung und -durchfiihrung

Zur Qualitatskontrolle wurden positive und negative Kontrollen bei jedem Testansatz mitgefiihrt.
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS-Konzentrat) wurde mit destilliertem Wasser 1:20 verdunnt.
Das Patientenserum wurde mit PBS-Puffer 1:10 verdiinnt. Die Substrat-Objekttrager wurden vor
Gebrauch auf Raumtemperatur erwarmt und in eine feuchte Kammer gegeben. Je ein Tropfen der Kit-
Kontrollen und je 50ul der verdunnten Patientenseren wurden auf die jeweiligen Felder pipettiert. Nach
30minutiger Inkubation bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer wurden die Objekitrager mit PBS-
Puffer gewaschen (Abspritzen mit PBS-Puffer und 5-10 Minuten in einem PBS-Pufferbad unter leichtem
Schutteln belassen).

Nach Abschutteln tberschussiger PBS-Pufferlosung und Trocknen wurden die Objekttrager wieder in
die feuchte Kammer gelegt und innerhalb von 15 Sekunden jede Auftragsstelle mit einem Tropfen des
Fluoreszein-Konjugats benetzt. Nach erneuter 30-min(tiger Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln
in der feuchten Kammer erfolgte erneutes Waschen. Auf jede Auftragsstelle wurde jeweils ein Tropfen

Eindeckmedium gegeben, bevor das Deckglaschen auf den Objekttrager gelegt wurde.
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Ergebnis und Grenzwert

Tab.3: Im Rahmen der Ergebnisauswertung von uns verwendete Grenzwerte der EMA (in Anlehnung an

in anderen Studien verwendete Grenzwerte)

EMA
Negativ <15
Positiv >1:5

Ergebnis

Qualitatskontrolle

Die Positivkontrollen zeigten bei endomysialen Autoantikorpern infolge Anfarbung der retikulin-
ahnlichen® Fasern, die 2mal die glatte Muskulatur im Bindegewebe umgeben, ein leuchtend-apfelgrines
Fluoreszenzmuster. Die Negativkontrolle zeigte dagegen eine matt-grine Anfarbung des Gewebes

ohne erkennbare Fluoreszenz.

3.7.2.Test der Firma Biomed
Biolisa Anti-Gliadin IgG/IgA bzw. Biolisa Anti-Endomysium IgA.

Der Testablauf war fir alle drei Tests identisch.

Testvorbereitung und -durchfiihrung

Die Waschldsung wurde 1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt. Es wurden10 pl der Patientenprobe mit
500ul Verdinnungspuffer verdlnnt (1:51).

Die optimale Temperatur fiir die Testdurchfihrung lag bei Raumtemperatur, die Inkubationen wurden
teilweise bei 37°C, teilweise bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Es wurden 100ul der verdinnten Proben bzw. der vier gebrauchsfertigen Standards in die
vorgegebenen Kavitaten pipettiert (dabei wurde die Platte mit der selbstklebenden Folie abgedeckt) und
anschlieBend flr 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach 5maligem Waschen (je 350ul Waschpuffer pro
Kavitat, wobei die Waschflissigkeit mindestens 20 Sekunden pro Waschschritt inkubiert wurde, dann
Ausklopfen zum Entfernen der Flissigkeitsreste) wurden 100ul Konjugat in die jeweilige Kavitat
pipettiert, die Platte abgedeckt, 30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieBend nochmals finf mal
gewaschen.

Nach Zugabe von 100ul TMB-Substratiosung (Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid) und
10mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden 100l der Stopplésung hinzupipettiert
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und die optische Dichte innerhalb von 30 Minuten nach Reaktionsende mit

Mikrotiterplattenreader bei 450 nm bestimmt.

Ergebnis und Grenzwert

Tab.4: Vom Hersteller (Biomed) angegebener Grenzwert fir Gliadin IgG

einem

Gliadin IgG
Negativ <15 U/ml
Grauzone >15 - <25 U/ml
Positiv =25 U/ml

Tab.5: Vom Hersteller (Biomed) angegebener Grenzwert fiir Gliadin IgA

Gliadin IgA
Negativ <15 U/ml
Grauzone bei Kindern tber 5J. >15 - <20 U/ml|
Grauzone bei Kindern unter 5J. >15 - <40 U/ml|
Positiv bei Kindern iiber 5 J. =20 U/ml
Positiv bei Kindern unter 5 J. >40 U/ml

Tab.6: Vom Hersteller (Biomed) angegebener Grenzwert fiir Endomysium IgA

Endomysium IgA

Negativ <25 U/ml

Grauzone >25 - <30 U/ml

Positiv > 30 U/ml
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3.7.3.Test der Firma Eurospital
a-Gliatest® S 1gG Chromo, a- Gliatest® S IgA Chromo, Eu-tTG® IgA umana

Testvorbereitung und -durchfiihrung
Gliadin 19G/IgA

Das gesamte Waschlosungskonzentrat wurde auf 500 ml aufgeflllt. Je Sul Patientenserum wurden
1:201 mit Probenverdunnungslosung verdinnt.

Alle Reagenzien wurden zunachst auf Raumtemperatur gebracht.

Die optimale Temperatur der Testdurchflhrung lag bei Raumtemperatur, die Inkubationen wurden bei
37°C durchgefuhrt.

Je 10ul (IgG) bzw. 100ul Referenzserum (IgA) und je 100ul (IgA) bzw. je 10ul (IgG) verdlnntes
Patientenserum wurden in die Kivetten pipettiert. Bei der Gliadin 1gG Bestimmung betrug die
Endverdlnnung fir alle beteiligten Komponenten 1:2001. Dazu wurden in die mit 10ul unverdiinntem
Kalibrator und mit 10l verdinntem Patientenserum gefllliten Mikrotiter-Kiivetten je 100 pl
Probenverdlinnungslésung pipettiert.

Nach Abdecken und 60mindtiger Inkubation bei 37°C wurden die Klvetten umgedreht und gut
ausgeklopft, um samtliche Flissigkeitsreste zu entfernen. Nach 3maligem Waschen (je 200ul
Waschldsung pro Kavitat, umdrehen und ausschitteln) wurden 100 pl Anti-lgG- bzw. IgA-Konjugat in
alle Kivetten pipettiert und erneut bei 37 °C 30 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden
100pI Chromogen-Substrat in alle Kivetten pipettiert, abgedeckt und nochmals bei 37°C fur 30 Minuten
inkubiert.

Nach Stoppen der Reaktion mit 25ul Stopplosung wurde die optische Dichte mit einem
Mikrotiterplattenreader bei 405 nm bestimmt.

Transglutaminase IgA

20u! Serum wurden 1:26 verdiinnt.

Alle Reagenzien wurden zunachst auf Raumtemperatur gebracht.

Die optimale Temperatur der Testdurchflhrung lag bei Raumtemperatur, auch die Inkubationen wurden
bei Raumtemperatur durchgefuhrt.

In jede Kuvette wurden je 100l Negativkontrolle, Positivkontrolle oder verdinnte Serumprobe pipettiert.
Nach Abdecken und 60mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur folgte vollstdndiges Entfernen der
Flussigkeit aus den Kavitaten und 3maliges Waschen (jeweils 300ul Waschlésung pro Kavitat). Es
wurden 100ul Anti-lgA-Konjugat in alle Kivetten pipettiert und nach 60-mindtiger Inkubation bei
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Raumtemperatur ereut gewaschen. Anschlie®end wurden 100l Chromogen-Substrat hinzupipettiert,
abgedeckt und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert.
Durch Zugabe von 100ul Stopplosung wurde die Reaktion beendet und anschlielend die optische

Dichte bei 450 nm im Mikrotiterplattenreader bestimmt.

Ergebnis und Grenzwert

Tab.7: Vom Hersteller (Eurospital) angegebener Grenzwert flr Gliadin 1gG

Ig G Gliadin
Negativ <2,5 E/ml
Grauzone 2,5 E/ml -4 E/ml
Positiv > 4E/ml

Tab.8: Vom Hersteller (Eurospital) angegebener Grenzwert fur Gliadin IgA

IgA Gliadin
Negativ <1 E/ml
Grauzone 1,0 E/ml - 1,5 E/ml
Positiv >1,5 E/ml

Tab.9: Vom Hersteller (Eurospital) angegebener Grenzwert flr htTG IgA

Transglutaminase IgA

Negativ <7AU

Positiv >7AU
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3.7.4. Test der Firma Pharmacia

Varelisa Gliadin IgA/IgG Antibodies und Celikey™ Tissue Transglutaminase (human, recombinant) IgA

Antibody Assay

Testvorbereitung und -durchfiihrung

Das Serum wurde 1:101 mit Probenpuffer verdiinnt.

Alle Reagenzien wurden vor Beginn auf Raumtemperatur gebracht. Die Testdurchflihrung sowie alle
Inkubationen wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Vor dem ersten Reaktionsschritt wurden die Kavitaten einmal gewaschen (300l Waschpuffer pro
Kavitat, 20seklndiges Einwirken und anschlieRendes Ausschitteln und Ausklopfen des Waschpuffers).
100pl der Standards, der Kontrollen und der verdinnten Proben wurden in die entsprechenden
Kavitaten pipettiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3maligem Waschen wurden
100p! Konjugat in jede Kavitat pipettiert und erneut 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem 3maligen Waschen wurden 100ul Substrat pipettiert und 10 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Durch Pipettieren von 50ul Stopplésung wurde die Reaktion beendet und nach 10-30 Minuten die
optische Dichte mit einem Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm bestimmt.

Patientenproben mit einer Gliadin IgA bzw. IgG-Konzentration >100U/ml wurden mit Probenpuffer
1:1001 verdunnt (zwei Verdlinnungsschritte) und nochmals gemessen.

Ergebnis und Grenzwert

Tab.10: Vom Hersteller (Pharmacia) angegebener Grenzwert flr Gliadin IgA/IgG und Transglutaminase

Gliadin IgA Gliadin IgG Transglutaminase
Negativ <11 U/ml <11 U/ml <5U/ml
Grauzone 11 =17 U/ml 11 =17 U/ml 5-8U/ml
Positiv >17 U/ml >17 U/ml > 8 U/ml

Die hier fur die Bewertung der tTG Messungen angegebenen Normwerte wurden aufgrund einer
klinischen Studie von A. Birgin-Wolff und F. Hadziselimovic, Laboratory for Celiac Disease Diagnostics,
CH-4410 Liestal, Schweiz ermittelt.
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3.8. Stuhl-Test der Firma Immundiagnostik
Gliadin sIgA/htTG sIgA

Testvorbereitung und -durchfiihrung

100mg Stuhl wurden in 5ml Waschpuffer geldst und mittels Vortexen Uber eine Minute gut vermischt.
1ml des Uberstandes wurde bei 13000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. 100ul des Uberstandes wurden
in den Test eingebracht.

Die Testdurchflihrung sowie die Inkubationen erfolgten bei Raumtemperatur.

Das Waschpufferkonzentrat wurde 1:10 mit destillietem Wasser verdinnt. Der Maus-anti-sIgA-
Antikérper sowie der peroxidase-markierte anti-Maus-Antikorper (Konjugat) wurden 1:100 in
Waschpuffer verdinnt.

Die lyophilisierten Kontrollen wurden mit 500ul Waschpuffer unter Mischen bei Raumtemperatur
innerhalb von 10 Minuten rekonstituiert. Die vorbeschichtete Mikrotiterplatte wurde vor Gebrauch 5mal
mit 250ul Waschpuffer gewaschen. Es wurden 100ul Kontrollen und vorbereitete Proben pro Vertiefung
pipettiert und eine Stunde unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem 5maligen
Waschen wurden 100ul vorverdlnnter Maus-anti-sIgA-Antikorper in jede Vertiefung pipettiert und
wieder eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert. AnschlieBend wurde erneut Smalig
gewaschen, 100ul vorverdiinnter peroxidase-markierter anti-Maus-Antikérper (Konjugat) in jede
Vertiefung gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schtteln inkubiert.

Nach erneutem 5maligen Waschen wurden 100l TMB-Substratlésung pro Vertiefung pipettiert und bei
Raumtemperatur 15-20 Minuten inkubiert.

Nach Zugabe von 50ul Stopplésung pro Vertiefung wurde die optische Dichte im

Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gemessen.

Ergebnis und Grenzwert

Tab.11: Vom Hersteller (Immundiagnostik) angegebener Grenzwert fir Gliadin slgA und htTG sIgA im
Stuhl

Gliadin slgA htTG slgA

negativ <100 U/ <100 U/

positiv =100 U/I =100 U/l
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4. Ergebnisse

4.1. Antikorperbestimmung im Serum

4.1.1. Patientengruppe

Es wurden zu Beginn 165 Kinder in die Studie aufgenommen. Davon mussten im Laufe der
Testdurchfiihrung 11 Kinder von der Studie ausgeschlossen werden. Zum Ausschluss kam es, wenn
nicht ausreichend Serum vorhanden war, um alle vier Tests in Doppelmessungen durchzufihren. Von
diesen Kindern (n=2, beide mit Zoliakie) liegen nur die Ergebnisse einiger Tests vor. Sie wurden nicht in
die Gesamtbeurteilung der Studie aufgenommen.

Ein IgA Mangel (IgA < 8 mg/dl) und daraus resultierende mangeinde Aussagekraft der Tests zum
Nachweis von IgA-Antikorpern fuhrte ebenfalls zum Ausschluss (n=4, 2 davon mit Zéliakie, 2 aus der
Kontrollgruppe).

Wenn der Zeitpunkt der Blutentnahme nicht exakt mit dem Biopsiedatum Ubereinstimmte, fihrte dies
ebenso zum Ausschluss (n=1). In diesem Fall erfolgte die Blutentnahme erst 3 Wochen nach der
Biopsie, so dass nicht ausgeschlossen werden konnte, dass bereits mit glutenfreier Diat begonnen
worden war.

Kinder mit Zéliakie, die bereits unter Diat waren (n=4) und bei denen die Biopsie und Blutentnahme als
Verlaufsbeobachtung durchgeflihrt wurden, wurden ebenfalls von der Studie ausgeschlossen; dies galt
auch dann, wenn, wie in allen Féllen, histologisch eindeutige Zottenatrophien infolge von Diatfehlern
festgestellt wurden.

Es verblieben 154 Seren von Patienten zwischen 0,9 und 19 Jahren (Median 7,14 Jahre), davon waren
73 mannlich und 81 weiblich. Alle erhielten zum Zeitpunkt der Blutentnahme Normalkost und wurden
zeitgleich mit der Blutentnahme wegen verschiedener gastrointestinaler Beschwerden einer oberen
Endoskopie mit Dinndarmbiopsie unterzogen.

Die Kinder wurden entsprechend des histologischen Befundes als Goldstandard in zwei Gruppen
aufgeteilt. Eine Gruppe enthielt Kinder mit histologisch gesicherter, noch nicht therapierter Zdliakie
(Gruppe 1); in der anderen Gruppe befanden sich Kinder mit anderen gastrointestinalen Beschwerden,
bei denen eine Zoliakie histologisch sicher ausgeschlossen werden konnte (Gruppe 2).
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Gesamt

n=154 Kinder

m/w=73/81

Altersmedian 7,14 Jahre
Streubreite: 0,9-19,8 Jahre

Gruppe 1 Zoliakie Gruppe 2 Kontrollgruppe
n=46 Kinder n=108 Kinder

m/w=17/29 m/w=56/52

Altersmedian 4,5 Jahre Altersmedian 8,5 Jahre
Streubreite: 0,9-15,1 Jahre Streubreite: 1,0-19,8 Jahre

Abbildung 1: Ubersicht iiber die an der serologischen Untersuchung teilnehmenden Kinder und die

Gruppenzusammenstellung
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4.1.2. Einschlusskriterien

Es wurden Kinder in die Studie aufgenommen, bei denen wegen Oberbauchbeschwerden oder
chronischer Diarrhoen anhand der Gastroduodenoskopie eine entziindliche Erkrankung der
Speiserohre, des Magens oder des Duodenums ausgeschlossen werden sollte. Auch wurden Kinder mit
chronisch-entzlindlichen Darmerkrankungen (M. Crohn) sowie Kinder mit Gedeihstérungen und
Malabsorptionssymptomen zum Ausschluss Zéliakie oder eosinophile/allergische Enteropathie biopsiert

und in die Studie aufgenommen.

Tab.12: Endoskopische histologische Diagnosen aller an der Studie teilnehmenden 154 Kinder

Prasentierte Symptomatik Anzahl der Falle n= 154 %
Zoliakie 46 29,9
Helicobacter pylori Infektion 45 29,2
Reflux-Krankheit 25 16,2
Rez. Bauchschmerzen 6 4

(funktionell)

M. Crohn, Colitis ulcerosa 5 3,2
Allergische 7 4,5
Gastroenteropathie

Achalasie oder andere 5 3,2
Innervationsstérungen

Gedeihstérung unklarer 6 3,9
Ursache

andere 9 5,8

Die Kinder, die sich mit ,anderen Symptomen® prasentierten, die zum Ausschluss Zéliakie zur Biopsie
fuhrten, boten folgende Symptome oder Grundkrankheiten (jeweils 1 Patient):

Zustand nach Soordsophagitis, rezidivierendes Erbrechen unklarer Genese, Trisomie 21,
Magenausgangsstenose,  ZNS-Defekte, Zustand nach  Campylobacter  jejuni  Infektion,

Laktosemaldigestion, M. Byler, rezidivierende infektiose Durchfalle.
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4.1.3. Altersverteilung

Das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie und damit auch zum Zeitpunkt der Blutentnahme hatte in der
Gesamt-Probandenpopulation eine groRe Spannweite von 11 Monaten bis zu 19,8 Jahren. Der

Altersmedianwert betrug 7,14 Jahre.

Altersverteilung der an der Studie teilnehmenden Kinder

16
14
12
10

Anzahin 8 [ Zoliakie (n=46)

M Keine Zoliakie (n=108)

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Alter in Jahren

Abbildung 2: Uberblick iiber die Altersverteilung der an der Studie teilnehmenden Kinder

Der Altersmedian in der Kontrollgruppe lag mit 8,5 Jahren (Streubreite 1,0-19,8 Jahre) hoher als in der
Zoliakie-Gruppe (Median 4, 5 Jahre), es hatte jedoch fast jedes der Kinder mit Zéliakie einen
gleichaltrigen Partner in der Kontrollgruppe (siehe Abb. 2).

Es befanden sich insgesamt 14 Kinder unter den teilnehmenden Kindern, die zum Zeitpunkt der
Untersuchung 2 Jahre oder junger waren, davon 8 in der Zoliakie-Gruppe und 6 in der Kontrollgruppe.

4.1.4. Histologischer Untersuchungsbefund

Bei 46 Kindern wurde histologisch eindeutig die Diagnose einer Zodliakie unter glutenhaltiger Kost
gestellt; sie erfllten alle die Kriterien fur ein Stadium 2 oder 3 nach Marsh (63). Die Kinder der
Kontrollgruppe zeigten eine normale Zottenarchitektur und keine vermehrten intraepithelialen
Lymphozyten in der Histologie und entsprachen damit alle dem Stadium 0 nach Marsh.
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4.1.5. Ergebnisse der Tests

4.1.5.1. Firma The Binding Site

Der Test der Firma The Binding Site erbrachte hinsichtlich der Gliadin IgA und IgG Antikdrper eine
Sensitivitdt von 52,2% respektive 78,3%. Demgegentber konnten fiir die Transglutaminase IgA
Antikérper sowie die Endomysium Antikérper Sensitivitaten von 100% bzw. 97,8% erreicht werden. Die
Spezifitat betrug bei den Gliadin IgA AK 99,1% bzw. 81,5% bei den Gliadin 1IgG AK. Fir die
Transglutaminase IgA AK konnte, ebenso wie fir die EMA, eine Spezifitat von 100% erzielt werden. Die
sich daraus ergebenden Vorhersagewerte (PPV sympt), die sich auf eine Pravalenz der Z6liakie von 2%
im Einsendekollektiv von Kindern mit verschiedenen Symptomen beziehen, ergeben fir die Gliadin IgA
und IgG AK einen positiven Vorhersagewert von 53,5% respektive 7,9%. Der negative Vorhersagewert
fur die Gliadin-AK betrug 99% bzw. 99,5%. Fir die Transglutaminase-AK und die EMA ergaben sowohl
die symptomatischen Positiv als auch die Negativ Pradiktiven Werte ein Ergebnis von 100%.
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Tab.13: Sensitivitat, Spezifitat, PPV!, PPV sympt2, NPV', NPV sympt.2, Accuracy, LR(+) und LR(-) der
Gliadin IgA/IgG, tTG IgA und EMA der Firma The Binding Site gemessen an 154 Kindern [Cl 95%]

Gliadin IgA Gliadin IgG | Transglutaminase IgA EMA
Sensitivitat (%) 52,2 78,3 100,0 97,8
[95% CI] [36,9-67,1] [63,6-89,1] [92,3-100,0] [88,5-99,9]
n/N (24/46) (36/46) (46/46) (45/46)
Spezifitat (%) 99,1 81,5 100,0 100,0
[95% CI] [94,9-100] [72,9-88,3] [96,6-100,0] [96,6-100,0]
n/N (107/108) (88/108) (108/108) (108/108)
PPV (%) 96,0 64,3 100,0 100,0
[95% CI] [79,6-99,9] [50,4-76,6]  |[92,3-100,0] [91,2-100,0]
PPV sympt. 53,5 79 100 100
NPV (%) 82,9 89,8 100,0 99,1
[95% CI] [75,3-89] [82,0-95,0] [96,6-100,0] [95,0-100,0]
NPV sympt. 99,0 99,5 100 100
Accuracy (%) 82,5 78,5 100,0 99,2
LR (+) 56,3 4,2 0 0
LR (-) 0,5 0,3 0,0 0,0

4.1.5.2. Firma Biomed
Der Test der Firma Biomed zeigte bei den Gliadin IgA und IgG Antikdrpern Sensitivitdten von 56,5%

bzw. 95,7%. Bei den Transglutaminase IgA Antikdrpern betrug die Sensitivitat 100%. Die Spezifitat
betrug bei den Gliadin IgA AK 98,1% bzw. 57,4% bei den Gliadin IgG AK. Fr die Transglutaminase IgA
AK zeigte sich eine Spezifitat von 98,1%. Die sich daraus ergebenden Positiv bzw. Negativ Pradiktiven

Werte ergeben fir die Gliadin IgA und IgG AK einen positiven Vorhersagewert von 38,4% respektive

" auf die in unserer Studienpopulation herrschende Z6liakie-Pravalenz von 29,8% bezogen

2 auf eine Zoliakie-Préavalenz von ca. 2% bezogen, dies entspricht der Prévalenz der Zéliakie der im Dr. von Haunerschen Kinderspital mit

V. a. Zéliakie eingesendeten Proben zur Untersuchung auf zéliakie-spezifische Antikorper
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4,4%; fur die Transglutaminase AK betrug dieser Wert 52,4%. Der negative Vorhersagewert fir die
Gliadin-AK (IgA bzw. IgG) betrug 99,1% bzw. 99,9%, der flir die Transglutaminase-AK 100%.

Tab.14: Sensitivitat, Spezifitat, PPV, PPV sympt2, NPV', NPV sympt.2, Accuracy, LR(+) und LR(-) der
Gliadin IgA/IgG und tTG IgA der Firma Biomed gemessen an 154 Kindern [Cl 95%]

Gliadin IgA Gliadin IgG Transglutaminase IgA
Sensitivitat (%) 56,5 95,7 100,0
[95% CI] [41,1-711] [85,2-99,5] [92,3-100,0]
n/N (26/46) (44/46) (46/46)
Spezifitat (%) 98,1 57,4 98,1
[95% CI] [93,5-99,8] [47,5-66,9] [93,5-99,8]
n/N (106/108) (62/108) (106/108)
PPV (%) 92,9 48,9 95,8
[95% CI] [76,5-99,1] [38,2-59,7] [85,7-99,5]
PPV sympt. 38,4 44 52,4
NPV (%) 84,1 96,9 100
[95% CI] [76,6-90,0] [89,2-99,6] [96,6-100,0]
NPV sympt. 99,1 99,9 100
Accuracy (%) 82,9 74,7 98,5
LR (+) 30,5 2,2 54,0
LR () 0,4 0,1 0,0

" auf die in unserer Studienpopulation herrschende Z6liakie-Pravalenz von 29,8% bezogen

2 auf eine Zoliakie-Préavalenz von ca. 2% bezogen, dies entspricht der Prévalenz der Zéliakie der im Dr. von Haunerschen Kinderspital mit

V. a. Zéliakie eingesendeten Proben zur Untersuchung auf zéliakie-spezifische Antikorper
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4.1.5.3. Firma Eurospital

Der Test der Firma Eurospital zeigte fir die Gliadin IgA und IgG Antikérper eine Sensitivitat von 67,4%
respektive 47,8%. Fur die Transglutaminase IgA Antikdrper konnte eine Sensitivitdt von 100% erreicht
werden. Die Spezifitat betrug bei den Gliadin IgA AK 95,4% bzw. 91,7% bei den Gliadin IgG AK. Fir die
Transglutaminase IgA AK konnte eine Spezifitdt von 100% erzielt werden. Die sich daraus ergebenden
symptomatischen Negativ und Positiv Vorhersagewerte ergeben fiir die Gliadin IgA und IgG AK einen
positiven Vorhersagewert von 22,9% bzw. 10,5%. Der negative Vorhersagewert fir die Gliadin-AK
betrug 99,3% (IgA) bzw. 98,9% (IgG). Flr die Transglutaminase IgA AK ergaben sowohl die Positiv als

auch die Negativ Pradiktiven Werte ein Ergebnis von 100%.
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Tab.15: Sensitivitat, Spezifitat, PPV!, PPV sympt2, NPV', NPV sympt.2, Accuracy, LR(+) und LR(-) der
Gliadin IgA/IgG und tTG IgA der Firma Eurospital gemessen an 154 Kindern [Cl 95%]

Gliadin IgA Gliadin IgG Transglutaminase IgA
Sensitivitat (%) 67,4 47,8 100,0
[95% CI] [52,0-80,5] [32,9-63,1] [92,3-100]
n/N (31/46) (22/46) (46/46)
Spezifitat (%) 95,4 91,7 100,0
[95% CI] [89,5-98,5] [84,8-96,1] [96,6-100]
n/N (103/108) (99/108) (108/108)
PPV (%) 86,1 71,0 100,0
[95% CI] [70,5-95,3] [52,0-85,8] [92,3-100,0]
PPV sympt. 22,9 10,5 100
NPV (%) 87,3 80,5 100,0
[95% CI] [79,9-92,7] [72,4-87,1] [96,6-100,0]
NPV sympt. 99,3 98,9 100
Accuracy (%) 84,0 72,7 100,0
LR (+) 14,6 5,7
LR () 0,3 0,6 0,0

" auf die in unserer Studienpopulation herrschende Z6liakie-Pravalenz von 29,8% bezogen

2 auf eine Zoliakie-Préavalenz von ca. 2% bezogen, dies entspricht der Prévalenz der Zéliakie der im Dr. von Haunerschen Kinderspital mit

V. a. Zéliakie eingesendeten Proben zur Untersuchung auf zéliakie-spezifische Antikorper
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4.1.5.4. Firma Pharmacia

Der Test der Firma Pharmacia erzielte bei den Gliadin IgA und IgG Antikdrpern Sensitivitaten von
91,3% bzw. 82,6%. Bei den Transglutaminase IgA Antikorpern betrug die Sensitivitat 97,8%. Die
Spezifitat betrug bei den Gliadin IgA AK 97,2% bzw. 76,9% bei den Gliadin 1gG AK. Fir die
Transglutaminase IgA AK konnte eine Spezifitat von 99,1% erreicht werden. Die daraus resultierenden
symptomatischen Positiv bzw. Negativ Pradiktiven Werte ergeben fir die Gliadin AK einen positiven
Vorhersagewert von 40,2% (IgA) bzw. 6,8% (IgG); fur die Transglutaminase IgA AK betrug dieser Wert
68,3%. Der negative Vorhersagewert flir die Gliadin AK (IgA bzw. 1gG) betrug 99,8% bzw. 99,5%, der
fur die Transglutaminase IgA AK 100%.
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Tab.16: Sensitivitat, Spezifitat, PPV!, PPV sympt?, NPV', NPV sympt.2, Accuracy, LR(+) und LR(-) der
Gliadin IgA/IgG und tTG IgA der Firma Pharmacia gemessen an 154 Kindern [Cl 95%]

Gliadin IgA Gliadin IgG Transglutaminase IgA
Sensitivitat (%) 91,3 82,6 97,8
[95% CI] [79,2-97,6] [68,6-92,2] [88,5-99,9]
n/N (42/46) (38/46) (45/46)
Spezifitat (%) 97,2 76,9 99,1
[95% CI] [92,1-99,4] [67,8-84,4] [94,9-100]
n/N (105/108) (83/108) (107/108)
PPV (%) 93,3 60,3 97,8
[95% CI] [81,7-98,6] [47,2-72,4] [88,5-99,9]
PPV sympt. 40,2 6,8 68,3
NPV (%) 96,3 91,2 99,1
[95% CI] [90,9-99,0] [83,4-96,1] [94,9-100,0]
NPV sympt. 99,8 99,5 100
Accuracy (%) 94,5 7,7 98,5
LR (+) 32,9 3,6 105,7
LR () 0,1 0,2 0,0

Legende fiir die Tabellen 13,14,15 und 16:

[95% CI]
PPV
PPV sympt.

NPV
NPV sympt.

LR

: 95% Konfidenzintervall
. Positiv Pradiktiver Wert

: Positiv Pradiktiver Wert bei einer angenommenen Pravalenz von 2% (entspricht der

Prévalenz der Zéliakie der unserem Labor zugesandten Proben symptomatischer Kinder)

: Negativ Pradiktiver Wert

: Negativ Préadiktiver Wert bei einer angenommenen Prévalenz von 2% (entspricht der

Prévalenz der Zéliakie der unserem Labor zugesandten Proben symptomatischer Kinder)

: likelihood ratio

" auf die in unserer Studienpopulation herrschende Z6liakie-Pravalenz von 29,8% bezogen

2 auf eine Zoliakie-Préavalenz von ca. 2% bezogen, dies entspricht der Prévalenz der Zéliakie der im Dr. von Haunerschen Kinderspital mit

V. a. Zéliakie eingesendeten Proben zur Untersuchung auf zéliakie-spezifische Antikorper
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4.1.6. Testergebnisse im Vergleich

Der Vergleich der vier untersuchten Tests zeigt bezlglich der erreichten Sensitivitaten und Spezifitten

teils recht unterschiedliche Ergebnisse.

4.1.6.1. Gliadin IgA

Die fur die Gliadin IgA Antikdrper erreichten Sensitivitaten schwankten zwischen 52,2 % (Firma The
Binding Site) und 91,3% (Firma Pharmacia). Demgegeniber betrugen die fir die Gliadin IgA Antikdrper
errechneten Spezifitaten alle Uber 95%, die Werte betrugen 95,4% fiir die Firma Eurospital, 97,2% fiir
die Firma Pharmacia, 98,1% fur die Firma Biomed und 99,1% fur die Firma The Binding Site.

Tab.17: Gliadin IgA Antikdrper im Vergleich der vier Hersteller; A:Binding Site B:Biomed C:Eurospital

D:Pharmacia

Hersteller A B C D
Sensitivitat (%) 52,2 56,5 67,4 91,3

[95% CI] [36,9-67,1] [41,1-71,1] [52,0-80,5] [79,2-97,6]
n/N (24/46) (26/46) (31/46) (42/46)
Spezifitat (%) 99,1 98,1 95,4 97,2

[95% CI] [94,9-100] [93,5-99,8] [89,5-98,5] [92,1-99,4]
n/N (107/108) (106/108) (103/108) (105/108)

4.1.6.2. Gliadin IgG

Die fur die Gliadin IgG Antikérper errechneten Sensitivitdten und Spezifitaten divergieren im Vergleich
der vier untersuchten kommerziellen Hersteller recht weit: So betrug die Sensitivitat mit dem Test der
Firma Eurospital 47,8%, fir den Test der Firma Biomed betrug sie 95,7%; die Sensitivitdten der anderen
beiden Hersteller lagen mit 78,3% (Firma The Binding Site) und 82,6% (Firma Pharmacia) dazwischen.
Auch bei den Spezifitaten schwankten die Werte zwischen 57,4% (Firma Biomed) und 91,7% (Firma
Eurospital). Die beiden anderen Hersteller lagen auch hier dazwischen: 81,5% bei der Firma The

Binding Site sowie 76,9% bei der Firma Pharmacia.
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Tab.18: Gliadin IlgG Antikorper im Vergleich der vier Hersteller; A:Binding Site B:Biomed C:Eurospital

D:Pharmacia

Hersteller A B C D
Sensitivitat (%) 78,3 95,7 47,8 82,6

[95% CI] [63,6-89,1] [85,2-99,5] [32,9-63,1] [68,6-92,2]
n/N (36/46) (44/46) (22/46) (38/46)
Spezifitat (%) 81,5 57,4 91,7 76,9

[95% CI] [72,9-88,3] [47,5-66,9] [84,8-96,1] [67,8-84,4]
n/N (88/108) (62/108) (99/108) (83/108)
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4.1.6.3. Transglutaminase IgA

Die Sensitivitaten und Spezifitaten der vier miteinander verglichenen Firmen zeigten insgesamt wenig
voneinander abweichende Ergebnisse. So betrug die Sensitivitat fur die Transglutaminase IgA
Antikorper bei drei der vier untersuchten Tests 100% (Firma The Binding Site, Firma Biomed, Firma
Eurospital). Lediglich die Firma Pharmacia erreichte eine niedrigere Sensitivitat mit 97,8%.

Bei der Spezifitat erzielten zwei Tests einen Wert von 100% (Firma The Binding Site, Firma Eurospital),

die beiden anderen Werte von 98,1% (Firma Biomed) bzw. 99,1% (Firma Pharmacia).

Tab.19: Transglutaminase IgA im Vergleich der vier Hersteller; A:Binding Site B:Biomed C:Eurospital

D:Pharmacia

Hersteller A B C D
Sensitivitat (%) 100,0 100,0 100,0 97,8

[95% CI] [92,3-100,0] [92,3-100,0] [92,3-100] [88,5-99,9]
n/N (46/46) (46/46) (46/46) (45/46)
Spezifitat (%) 100,0 98,1 100,0 99,1

[95% Cl] [96,6-100,0] [93,5-99,8] [96,6-100] [94,9-100]
n/N (108/108) (106/108) (108/108) (107/108)

4.1.6.4. EMA (Immunfluoreszenz) (Firma The Binding Site)

Bei allen 108 Kontrollen wurden keine Endomysium-Antikdrper in der Imnmunfluoreszenz nachgewiesen.
Von den 46 Zdliakien zeigten alle eine positive Immunfluoreszenz und wurden somit als richtig positiv
erkannt. Die jeweiligen Titer verteilten sich wie folgt: 1:5 (n=1), 1: 20 (n=5), 1:40 (n=4), 1:80 (n=11),
1:160 (n=8), 1:320 (n=6) , 1:640 (n=8) und 1:1280 (n=3).
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Tab.20: Verteilung der verschiedenen Verdinnungsstufen bei der EMA-Bestimmung, bei denen es

jeweils zu einer positiven Immunfluoreszenz kam

Verdiinnung |1:5 ‘1:20 ‘1:40 ‘1:80 ‘1:160 ‘1:320 ‘1:640 ‘1:1280

Anzahl ( n) |1 ‘5 ‘4 ‘11 ‘8 ‘6 ‘8 ‘3

Tab.21: Ergebnis der Sensitivitat und Spezifitat bei der Bestimmung der EMA

EMA
Sensitivitat (%) 100%

[95% CI] [88,5-100,0]
n/N (46/46)
Spezifitat (%) 100,0%

[95% CI] [96,6-100,0]
n/N (108/108)

4.1.6.5. Intra-Test-Variabilitat

Die Intra-Test-Variabilitat als MaR fiir die Ubereinstimmung der Ergebnisse der Doppelmessungen der
serologischen Untersuchungen war fir alle vier Hersteller sehr gut mit einem Korrelationskoeffizienten
nach Spearman zwischen 0,944 und 0,994, wobei eine 100%ige Ubereinstimmung durch einen
Korrelationskoeffizienten von 1,000 gekennzeichnet ist.

Der Wiederholbarkeitskoeffizient nach Bland und Altman lag zwischen 0,025 und 0,144, wobei eine

100%ige Ubereinstimmung durch einen Wert von 0,000 dargestellt wird.
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Tab.22: Intra-Test-Variabilitat der vier untersuchten kommerziellen Hersteller; dargestellt sind jeweils die
Ergebnisse der Messung der optischen Dichte der vier Hersteller A:Binding Site; B:Biomed;

C:Eurospital; D: Pharmacia;

Gliadin IgA Gliadin IgG Transglutaminase IgA

Hersteller A B C D A B C D A B C D

Ergebnis der |0 269 |0.293 [0.180 |0.413 |0.670 [0.683 |0.292 |0.574 [0.548 |0.318 |0.476 [0.769
1. Messung

D) (0.448) | (0.343) | (0.370) | (0.692) | (0.671) | (0.454) | (0.392) | (0.623) | (0.825) | (0.471) | (0.874) | (1.147)

Ergebnis der | 0 266 [0.294 [0.177 [0.412 |0.667 |0.691 |0.291 |0.580 [0.532 [0.322 |0.476 |0.782

2. Messung
(0.450)](0.344) | (0.359) | (0.680) | (0.674) | (0.462) | (0.392) | (0.632) | (0.782) | (0.474) | (0.872) | (1.164)

(SD)
Cc 0.990* [0.986* [0.990* [0.960* | 0.991* | 0.994* | 0.989* | 0.995" | 0.965 | 0.944* |0.993" |0.976*
Cr 0.025 (0.026 [0.031 [0.120 |0.049 |0.053 |0.028 |0.072 |0.144 |0.050 |0.057 |0.107

Legende zu Tabelle 22:

SD: Standardabweichung
Cec: Korrelationkoeffizient nach Spearman, (* p<0.001), als MaR fir die Intra-Test-Variabilitat

Cr: Wiederholbarkeitskoeffizient nach Bland und Altman, als MaR fiir die Intra-Test-Variabilitat
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Graphische Darstellung der Spezifitat
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der Spezifitat (durch die Balken dargestellt) und des zugehérigen
95% CI (durch gerade Linie dargestellt)
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Graphische Darstellung der Sensitivitat
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Abbildung 4: Graphische Darstellung der Sensitivitat (durch die Balken dargestellt) und des zugehérigen
95% CI (durch gerade Linie dargestellt)

Legende fur Abbildungen 3 und 4:

Phar: Firma Pharmacia
Euro: Firma Eurospital

Bio: Firma Biomed
Bindingsite: Firma The Binding Site
Gl: Gliadin

Trans: Transglutaminase
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4.2. Antikorperbestimmung im Stuhl

4.2.1. Patientengruppe

4.2.1.1. Patienten retrospektiver Teil

Von den 154 Kindern der retrospektiven Serologie-Studie lagen von 84 Kindern zusatzlich zum Serum
Stuhlproben vor.

Diese 84 Patienten setzten sich aus 41 ménnlichen und 43 weiblichen Patienten zusammen.

Die Einteilung der Probanden in die zwei Gruppen ,Zéliakie oder ,, Kontrollgruppe® erfolgte anhand der
Histologie als Goldstandard entsprechend den Kriterien nach Marsh (64).

Bei 20/84 Kindern konnte eine Zoliakie bewiesen, bei 64/84 Kindern ausgeschlossen werden.

Die Indikation zur Gastroskopie mit Biopsie erfolgte aufgrund verschiedener gastrointestinaler
Beschwerden, die Diagnosen waren Helicobacter pylori-positive Gastritis (n=26), gastro6sophageale
Refluxkrankheit (n=22), Morbus Crohn (n=3), Gedeihstorungen (n=4), Nahrungsmittelallergien (n=5),
Lactosemaldigestion (n=1), Morbus Hirschsprung (n=1), Achalasie (n=1), Lebererkrankung (n=1).

Ein selektiver lgA-Mangel wurde bei allen Kindern mit Zoliakie ausgeschlossen. Alle waren serologisch
EMA positiv.
Bei 61 der 64 Kontrollkinder war ausreichend Serum vorhanden, um sowohl die EMA als auch Gesamt-

IgA zu bestimmen. Alle 61 hatten negative EMA-Werte.

Acht Stuhlproben lieferten nicht genug Material, um in beiden Stuhltests getestet zu werden. Von diesen
Kindern wurde entweder nur der slgA htTG Test oder der slgA AGA Test durchgefiihrt. Bei 82/84
Kindern wurden die sIgA htTG AK bestimmt (Zéliakie 20/20, Kontroligruppe 62/64).
Die slgA AGA wurde in 78/84 Proben bestimmt (17/20 Z6liakien, 61/64 Kontrollen).
In 76 Proben (Zoliakien 17/20, Kontrollen 59/64) wurden sowohl slgA htTG AK als auch sigA AGA

gemessen.

4.2.1.2. Patienten prospektiver Teil
Es nahmen sechs Patienten an dem prospektiven Teil der Studie teil (Altersmedian 4,3 Jahre,
Streubreite 2,2 - 7,8 Jahre). Bei allen handelte es sich um Patienten, bei denen die Diagnose Zdliakie

gestellt wurde und bei denen ein IgA Mangel ausgeschlossen wurde. Alle waren EMA positiv.
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4.2.2. Altersverteilung

Alle teilnehmenden Kinder waren zum Zeitpunkt der Biopsie und damit auch zum Zeitpunkt der
Stuhlentnahme unter 18 Jahren.

Das Alter der an dieser Studie teilnehmenden Kinder variierte von 0,95 bis 17,5 Jahre. Der
Altersmedian lag dabei bei 5,44 Jahren. Die Zéliakie-Population (Altersmedian 4,1 Jahre, Streubreite
0,95 - 14,1 Jahre) unterschied sich dabei nur gering von der Kontroligruppe (Altersmedian 5,6 Jahre,
Streubreite 0,95 - 17,5 Jahre). 14 der Kinder waren dabei 2 Jahre oder jinger, davon 9 aus der

Kontrollgruppe und finf mit Zéliakie.

Altersverteilung der Probanden der retrospektiven Stuhluntersuchung

8 i

7 i

6 |
EC’ 5 M Kontrolle (n=64)
N @ Zgliakie (n=20)
<C

3 |

2 i

1 i

0 |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Alter in Jahren

Abbildung 5: Darstellung der Altersverteilung der Probanden der retrospektiven Stuhluntersuchung
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4.2.3. Testergebnis

4.2.3.1. Ergebnisse der retrospektiven Studie

4.2.3.1.1. Gliadin slgA

Die Sensitivitat der Gliadin sIgA war extrem niedrig. Diese betrug bei dem vom Hersteller vorgegebenen
Grenzwert von 100 U/l lediglich 5,9% und liel sich auch durch schrittweises Absenken des Grenzwertes
nicht wesentlich verbessern. Bei einem Grenzwert von 50 U/l betrug sie 23,5%. Die Spezifitat betrug bei
dem vom Hersteller angegebenen Grenzwert 98,4%. Sie sank bei Absenken des Grenzwertes auf 50
U/l jedoch auf 88,5%. Der Positiv Pradiktive Wert betrug 50%, der Negativ Pradiktive Wert 78,9% (bei
einem Grenzwert von 100 U/l) bzw. 36,4% und 80,6% (bei einem Grenzwert von 50 U/I).

Tab.23: Ergebnisse der Sensitivitat, Spezifitat, PPV (mit 95% CI), NPV (mit 95% CI) sowie Accuracy,
LR(+) und LR(-) der slgA AGA Bestimmung im Stuhl bei 78 Kindern

Gliadin slgA | Cut-off 100 U/I Cut-off 60 U/l Cut-off 50 U/l

% n/N [956% Cl] |% n/N 95%Cl] [% n/N [95% Cl]

Sensitivitat |59 (1/17) [01-28,7 [17,6 (3/17) |3,8-434 23,5 (4/17) |6,8-49,9

Spezifitat 98,4 (60/61) |91,2-100 |96,7 (59/61) |88,7-99,6 |88,5 (54/61) |77,8-95,3

PPV 50,0 1,3-98,7 60,0 14,7-94,7 36,4 10,9-69,2
NPV 78,9 68,1-87,5 (80,8 69,9-89,1 |80,6 69,1-89,2
Accuracy 58,3 63,8 57,3

LR(+) 3,6 5,4 2,1

LR(-) 1,0 0,9 0,9

4.2.3.1.2. htTG slgA

Die Sensitivitdt der htTG sIgA erzielte schlechte Ergebnisse. Sie betrug bei dem vom Hersteller
vorgegebenen Grenzwert von 100 U/l 10% und lieR sich auch durch schrittweises Absenken des
Grenzwertes (auf 50 U/l) auf lediglich 25% steigern. Die Spezifitat betrug bei dem vom Hersteller
angegebenen Grenzwert 96,8%. Bei Absenken des Grenzwertes auf 50 U/l betrug sie 95,2%. Der
Positiv Pradiktive Wert betrug 50%, der Negativ Pradiktive Wert 76,9% (bei einem Grenzwert von
100U/) bzw. 62,5% und 79,7% (bei einem Grenzwert von 50 U/l).
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Tab.24: Ergebnisse der Sensitivitat, Spezifitat, PPV (mit 95% CI), NPV (mit 95% CI) sowie Accuracy,
LR(+) und LR(-) der slgA htTG AK Bestimmung im Stuhl bei 82 Kindern

htTG slgA | Cut-off 100 U/I Cut-off 60 U/l Cut-off 50 U/l

% nN  {[95%CIl] |% nN  [[95%CI] |% nIN  [[95% CI]
Sensitivitat | 10,0 (2/20) (1,2-31,7 20,0 (4/20) |[5,7-43,7 |250 (5/20) |8,7-49,1
Spezifitit |96,8 (60/62) [88,8-99,6 |952 (59/62) (86,5-99,0 {952 (59/62) |86,5-99,0
PPV 50,0 6,8-932 |57,1 18,4-90,1 62,5 245-915
NPV 76,9 66,0 - 85,7 |78,7 67,7-87,3 | 79,7 68,8 - 88,2
Accuracy |58,4 62,7 65,6
LR(+) 3.1 4,1 52
LR(-) 0,9 0,8 0,8

4.2.3.1.3. Sensitivitat

Die Tests zeigten bei den vom Hersteller vorgegebenen Normwerten sowohl bei der Gliadin slgA
Messung als auch bei der Transglutaminase sIgA Bestimmung eine sehr geringe Sensitivitat. Sie betrug
5,9% [95%CI: 0,1-28,7] bei der Gliadin IgA Bestimmung; dabei wurde nur eines von 17 kranken
Kindern als richtig positiv erkannt. Bei der Transglutaminase-Messung wurden 2 von 20 kranken
Kindern richtig als krank erkannt, das entspricht einer Sensitivitat von 10,0% [95%Cl: 1,2-31,7]. Selbst
bei Absenken des Grenzwerts auf die Halfte (50 U/l) wurden nur Sensitivitaten von 23,5% [95%Cl: 6,8-
49,9] bei der Bestimmung von slgA AGA bzw. 25% [95%CI: 8,7-49,1] bei den sIgA htTG AK erreicht
(siehe Tabelle 23 und 24).

4.2.3.1.4. Spezifitat

Die Spezifitdt war bei beiden Tests bei dem vom Hersteller angegebenen Grenzwert gut: Bei der
Messung der slgA Gliadin-AK wurden 60/61 Kontrollen als gesund identifiziert (Spezifitat 98,4%
[95%Cl: 91,2-100]). Bei der Bestimmung der slgA Transglutaminase-AK wurden 60/62 der gesunden
Kinder erkannt (Spezifitat 96,8% [95%Cl: 88,8-99,6]). Wurde, um die Sensitivitadt zu verbessern, der
Grenzwert auf 50 U/l gesenkt, verschlechterte sich die Spezifitat (siehe Tabelle 23 und 24).

4.2.3.1.5. ROC-Kurven

Eine Optimierung der Normwerte mittels ROC-Kurven erbrachte viel niedrigere Grenzwerte als die vom
Hersteller vorgegebenen. Diese betrugen fir sigA AGA 12 U/l und flr slgA htTG 39 U/l. Zusatzliche
Kombination beider Tests verbesserte die Ergebnisse fur die Sensitivitat, wobei sich auf Kosten einer
besseren Sensitivitat (82,4%) eine schlechtere Spezifitat (58,3%) ergab.
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Die AUC betrug fir die Gliadin slgA Antikorper 0,63 bzw. 0,59 firr die sIgA Transglutaminase Antikoper.

Sensitivitat
Sensitivitat

. ’ " 0.0
0.0 3 7] 8 1,0 a0 3 5 & 1.0

1 - Spezifitat 1 - Speazifitat

Abbildung 6: Darstellung der ROC-Kurven

4.2.3.1.6. PPV und NPV

Bei einer Pravalenz von 28,8% in unserer Studienpopulation (17/59) ergaben sich nach Optimierung der
Cut-off-Werte mittels ROC-Kurven und Kombination beider Tests ein Positiv Pradiktiver Wert von 36,8%
bzw. ein Negativ Pradiktiver Wert von 92,1%. In einer Normalpopulation liegt die Pravalenz bei etwa
0,5%, wodurch in einer Screening-Situation der Positiv Pradiktive Wert auf 1,0 sinken warde. Der

Negativ Pradiktive Wert wiirde sich dabei nur geringfugig von 99,5% auf 99,8% erhéhen.

4.2.3.1.7. Kappa-Werte

Bei einer Berechnung der GruppengrolRe ergab eine angenommene Anzahl von n=73 Kindern eine Fall-
Kontroll Relation von 1:3, eine angenommene Ubereinstimmung von Kappa=0,6 und eine ausreichende
Prazision (mit einem Intrastandardfehler von = 10%).

Die entsprechenden Kappa-Werte waren 0,093 [95%ClI: -0,033-0,219] zwischen slgA htTG Antikdrpern
und Biopsie und 0,062 [95%ClI: -0,027-0,151] zwischen slgA AGA und Biopsie als Goldstandard. Dies
zeigt, dass keine Ubereinstimmung zwischen den jeweils miteinander verglichenen Verfahren

festgestellt werden kann. Das dazugehdrende Prazisionslevel betrug 6,3% bzw. 4,5%.
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4.2.3.2. Ergebnisse der prospektiven Studie

Tab.25: Ergebnisse der slgA AGA und slgA htTG Bestimmung bei 6 Patienten zum Zeitpunkt der

Zoliakie-Erstdiagnose und unter glutenfreier Diat im Abstand von jeweils zwei Wochen

(n) | Mittelwert der silgA AGA | Mittelwert der sigA htTG
(Streubreite) (Streubreite)
Zoliakie Diagnose (Woche 0) 6 24,0 7,2
(<1-57) (<1-16)
2 Wo nach Diagnose 5 (21,2 48
(1-88) (<1-10)
4 Wo nach Diagnose 5 (252 7,0
(<1-53) (1-12)
6 Wo nach Diagnose 2 |68 6
(33, 103) (4,8)
8 Wo nach Diagnose 2 |69 12
(56, 82) (7,17)
10 Wo nach Diagnose 2 |71,5 9,5
(42,101) (1,18)
12 Wo nach Diagnose 113 37

Von den untersuchten sechs Patienten zeigte nur ein einziger Werte oberhalb des Normbereichs. Kein

einziges Kind wurde vor Beginn der glutenfreien Diat als positiv erkannt. Im weiteren Verlauf zeigte nur
ein Kind positive Werte flir die sIgA AGA in der 6. Woche (103 U/l) und in der 10. Woche (101 U/I).
Diese Werte ergaben sich jedoch nur als Mittelwerte aus den Doppelbestimmungen: In beiden Fallen
war je ein Wert knapp UGber (110 U/l bzw. 104 U/l) und einer knapp unter ( 97 U/l bzw. 98 U/l) dem vom

Hersteller vorgegebenen Grenzwert. Die slgA htTG-Werte lagen dabei alle weit unter dem Grenzwert.

Es konnte darUber hinaus keine Abnahme der AK-Titer unter glutenfreier Diat beobachtet werden.
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Graphische Darstellung der slgA htTG Antikorper Titer gegen das Alter
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der Titer der slgA htTG Antikorper der Stuhluntersuchung in
Bezug auf das Alter, dabei sind die einzelnen Kontrollkinder (n=62) als schwarze Punkte dargestellt, die
Zoliakie-Patienten (n=20) als weifle Punkte. Der markierte Cut-off von 100U/l entspricht dem vom

Hersteller angegebenen Grenzwert. Werte <1U/l wurden aus graphischen Grinden auf 1Ull

aufgerundet.
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Graphische Darstellung der slgA Gliadin-Antikorper-Titer gegen das Alter
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der Titer der slgA Gliadin-Antikdrper der Stuhluntersuchung in
Bezug auf das Alter, dabei sind die einzelnen Kontrollkinder (n=61) als schwarze Punkte dargestellt, die
Zoliakie-Patienten (n=17) als weille Punkte. Der markierte Cut-off von 100U/l entspricht dem vom

Hersteller angegebenen Grenzwert. Werte <1U/I wurden aus graphischen Griinden auf 1U/l

aufgerundet.
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5. Diskussion

Der Goldstandard zur Diagnosesicherung einer Zdliakie ist die histologische Untersuchung von
duodenaler Schleimhaut, welche wahrend einer Magen- und Dinndarmspiegelung entnommen wird.
Diese Untersuchung ist gerade fur Kinder belastend und invasiv. Diese Studie wurde daher
durchgefihrt um festzustellen, welche einfachen Untersuchungsmethoden geeignet sind, bei
symptomatischen Kindern den Kklinischen Verdacht auf eine Zdliakie laborchemisch so weit zu
untermauern, dass die Durchflihrung einer Duodenalbiopsie gerechtfertigt ist. Auch soll die
Untersuchung asymptomatischer Kinder mit hohem genetischen Risiko erleichtert werden, um dann
diejenigen herauszufiltern, die einer Duodenalbiopsie unterzogen werden missen.

Untersucht wurde einerseits die Wertigkeit verschiedener serologischer Untersuchungsmoglichkeiten.
Andererseits wurde als leicht zu gewinnendes Untersuchungsmaterial Stuhl/ von symptomatischen

Kindern als Untersuchungsmaterial verwendet.

5.1. Serologie

5.1.1. Patientengruppe

In diese Studie wurden ausschlielich Kinder mit abdomineller Symptomatik eingeschlossen, bei denen
eine Magen- und Dinndarmspiegelung mit Biopsieentnahmen durchgefuhrt wurde, so dass bei allen
Patienten eine Zoliakie mittels histologischer Untersuchung entweder diagnostiziert oder
ausgeschlossen werden konnte. Eine Kontrollgruppe gesunder Kinder wurde nicht untersucht. Dieses
Vorgehen spiegelt genau die klinische Situation serologischer Untersuchungen bei Patienten unter dem
Verdacht einer Zoliakie wider: Untersuchungen werden bei Patienten mit Symptomen durchgefuhrt. Den
gleichen Untersuchungsansatz haben daher auch andere Untersucher gewahlt (65) (66), allerdings mit
deutlich kleineren Fallzahlen (siehe Tabelle 27). In anderen Studien wurden gesunde Patienten als
Kontroligruppe herangezogen (67) (68) (69) mit dem gravierenden Nachteil, dass die
Goldstandarduntersuchung, die Duodenalbiopsie, in dieser Gruppe nicht vorlag, die Kontrollgruppe also
nicht klar abgegrenzt werden konnte.

Unsere Ergebnisse und Schlussfolgerungen sind also nur fir symptomatische Patienten gultig, sie
kénnen nicht auf Patienten aus Risikogruppen wie Verwandte von Zéliakiepatienten oder Patienten mit
Diabetes mellitus Typ | Gbertragen werden. Ebenso kdnnen aus unseren Ergebnissen keine Aussagen

Uber ein populationsweites Screening gefolgert werden. Es konnen jedoch generelle
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Schlussfolgerungen diesbeziglich abgeleitet werden. Die serologischen Untersuchungen werden als
Screeninguntersuchung fir Patienten unter dem Verdacht einer Zoliakie durchgefihrt. Es ist daher
wichtig, moglichst alle Z6liakiepatienten zu erfassen und keine Patienten zu Ubersehen. Das bedeutet,
dass die serologischen Untersuchungen eine mdglichst hohe Sensitivitidt aufweisen mussen. Die
Sensitivitat muss umso hoher sein, je seltener eine Erkrankung ist.

Es wurde ein Uberproportional hoher Anteil an Zdliakiepatienten in die Studie eingeschlossen (46 von
146), entsprechend einer Pravalenz der Zdliakie von 30%. Die wahre Prévalenz von Zobliakiepatienten
liegt aber auch in der Situation der Untersuchung symptomatischer Patienten sehr viel niedriger bei ca.
2-5%, dies entspricht auch den Erfahrungen des gastroenterologischen Labors der Kinderklinik, wo seit
vielen Jahren symptomatische Kinder gescreent werden und in diesem Rahmen von ca. 500
symptomatischen untersuchten Kindern pro Jahr bei ca. 20 von ihnen die Diagnose einer Zdliakie

gestellt wird.

Die Sensitivitat beschreibt die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Patient mit Zdliakie auch eine positive
Serologie aufweist; die Spezifitat, dass ein Patient, der keine Zéliakie hat, auch eine negative Serologie
aufweist. Beide Parameter - Sensitivitat und Spezifitat - sind Testeigenschaften, die durch die Pravalenz
in der untersuchten Population nicht beeinflusst werden.

Weder die Sensitivitat noch die Spezifitat beantworten aber die Frage, was ein positives oder negatives
Testergebnis wirklich bedeuten, d.h. mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Testergebnis zutreffend ist.
Dafiir ist die Berechnung der Pradiktiven Werte notwendig, bei der die Pravalenz Berlicksichtigung
findet. Der Bias, der sich durch die Vorselektionierung der in die Studie eingeschlossenen Patienten mit
daraus resultierender hoherer Pravalenz gegeniiber dem normalerweise in der Universitatsklinik
untersuchten Patientengut ergibt, schlagt sich in der Berechnung der Pradiktiven Werte nieder. Fir die
Berechnung der Pradiktiven Werte musste demnach zunachst die Pravalenz in unserem
Patientenkollektiv (ca. 30%) und spater in einer erneuten Berechnung die der Screeningsituation (2%)
berticksichtigt werden, was in Form eines zweiten Wertes, des symptomatischen Pradiktiven Wertes (s.
Tabellen 13, 14, 15 und 16) ermittelt wurde.

Weitere Untersuchungen, die ahnlichen Fragestellungen nachgegangen sind, konnen auf Kinder nicht
ubertragen werden, da sie an Erwachsenen durchgeftihrt wurden (s. Tabelle 27).
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Folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Gruppenzusammenstellung anderer Studien und

unseres Patientenkollektives:

Tab.27: Gruppenzusammenstellung beziglich  GruppengroBe und Vorliegen einer Biopsie

verschiedener Zoliakie-Studien

Studien an Erwachsenen | unbehandelte Zéliakiepatienten (n)

Kontrollgruppe (n biopsierte)

Wong (70) 382 34

Bardella (71) 40 70

Martini (72) 34 Einige von 913
Martini (73) 101 Einige von 1904
Fabiani (74)' 399 1865

Dieterich (75)" 106 836

Padiatrische Studien

unbehandelte Zéliakiepatienten (n)

Kontrollgruppe (n biopsierte)

Vitoria (76) 27 17
Basso (65) 38 34
Troncone (77) 48 63
Hansson (78) 258 249
Hansson (79) 22 1710

"in diesen Studien wurden sowohl Kinder als auch Erwachsene untersucht

Zinsgesamt wurden 49 Zéliakiepatienten untersucht, davon waren jedoch nur 38 unbehandelt

3 insgesamt befanden sich 91 erwachsene Patienten in der Kontrollgruppe, davon 34 asymptomatische Patienten in der ,Health”
Kontrollgruppe und 57 symptomatische in der ,Disease“ Kontroligruppe. In der Kontroligruppe wurde eine Zédliakie entweder durch
fehlende klinische Symptome und eine gleichzeitig vorliegende EMA-Negativitét (healthy group) oder durch routinemaRig durchgefihrte
Biopsien wegen anderer klinischer Beschwerden ausgeschlossen

4 insgesamt befanden sich 190 erwachsene Patienten in der Kontrollgruppe, davon 89 asymptomatische Patienten in der ,Health”
Kontrollgruppe und 101 symptomatische in der ,Disease“ Kontroligruppe. In der Kontroligruppe wurde eine Zéliakie entweder durch
fehlende klinische Symptome und eine gleichzeitig vorliegende EMA-Negativitdt oder bei einigen durch weiterfiihrende routinemafig
wegen anderer klinischer Beschwerden durchgefiihrte Biopsien ausgeschlossen

5 insgesamt befanden sich 432 Erwachsenen und Kinder in der Kontrollgruppe, diese hatte normale EMA- und Gesamt-IgA-Spiegel.
186/432 wurden biopsiert. 51% der Gesamt-Studienpopulation waren Kinder bis 10 Jahre

6 insgesamt befanden sich 114 Kinder und Erwachsene in der Kontrollgruppe, davon 41 asymptomatische Patienten in der ,Health"
Kontrollgruppe (davon wurden nur 10/41 biopsiert) und 73 symptomatische Patienten in der ,Disease” Kontrollgruppe

7 insgesamt befanden sich 34 Kinder in der symptomatischen Kontrollgruppe, davon wurde einer der zwei Patienten mit positiven IgA-tTG
biopsiert

8 insgesamt wurden 57 Z6liakiepatienten untersucht, davon waren jedoch nur 25 unbehandelt

9 insgesamt waren 53 Kinder in der Kontroligruppe, diese bestand aus 29 biopsierten symptomatischen Patienten (davon wurden 24
Patienten in die Studie aufgenommen) und 24 nicht biopsierten gesunden Kindern ohne gastrointestinale Beschwerden

10 insgesamt waren 45 Kinder in der Kontrollgruppe, davon 23 symptomatische Kinder (davon 17 biopsiert) und 22 nicht-biopsierte
gesunde Kinder ohne gastrointestinale Beschwerden
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Baudon (80)

30™M

2412

Eigene Daten

46

108

Tabelle 28: Ubersicht iiber einige Z6liakie-Studien und die darin untersuchten Antikdrperklassen

Studie

Jeweils untersuchte Antikorper

Hansson (81)

IgA-AGA, IgG-AGA, IgA-h(TG, IgA-gptTG, EMA

Hansson (82)

IgA-AGA, IgG-AGA, IgA-h(TG, IgG-htTG, EMA

Troncone (83)

IgA-gptTG, IgG-gptTG, EMA

Vitoria (84) IgA-AGA, 1gA-gptTG, EMA

Basso (65) IgA-AGA, 19G-AGA, IgA-tTG, EMA
Dieterich (85) lgA-gptTG, EMA

Wong (86) IgA-gptTG, IgA-htTG, EMA

Martini (87) IgA-htTG, IgA-gptTG

Martini (88) IgA-htTG, EMA

Fabiani (89) IgA-gptTG, EMA

eigene Untersuchung IgA-AGA, 1gG-AGA, IgA-htTG, EMA

5.1.2. Altersverteilung

Bei der Gegenuberstellung der Zoliakie-Patienten und der Kontrollgruppe fallt ein Unterschied in der
Altersverteilung auf. Die Zdliakie-Patienten sind im Schnitt jinger als die Kontroll-Patienten, fast jedem
der Z6liakie-Patienten konnte jedoch ein altersmaRig entsprechender Partner zugeordnet werden.

Es gibt Berichte, dass es AK-negative Zoliakiepatienten in der Gruppe der unter 2-Jahrigen gibt,
moglicherweise, weil diese hinsichtlich ihrer Immunantwort noch nicht ausgereift sind. So fanden
Burgin-Wolff et al. signifikant mehr EMA-negative Zdliakien bei Kindern unter zwei Jahren als bei alteren

Patienten (90). Nach personlicher Rucksprache mit der Autorin konnten diese EMA-negativen Kinder,

"insgesamt wurden 59 Zoliakiepatienten untersucht, davon jedoch nur 30 unbehandelte
12 insgesamt befanden sich 116 Kinder in der ,Disease” Kontrollgruppe, die alle wegen anderer, mit Zdliakie vereinbarer Symptome
serologisch gescreent worden waren. Alle waren EMA negativ.
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die nicht zur Diagnosesicherung Zoliakie nachbiopsiert wurden, retrospektiv aber auch eine
Zottenatrophie im Rahmen einer Kuhmilchproteinallergie mit unspezifisch, d. h. falsch-positiven AGAs
entwickelt haben, statt wirklich an einer Z6liakie erkrankt gewesen zu sein. In einer spateren Arbeit (74)
kamen die gleichen Autoren zu dem Ergebnis, dass hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat bei den tTG-
AK keine signifikanten Unterschiede zwischen verschiedenen Altersgruppen einschliellich der unter 2-
jahrigen bestehen. Baldas fand bei einer aus 133 Personen bestehenden Gruppe mit bioptisch
gesicherter Zdliakie mit einem Altersmedian von 12 Jahren bei einer Streubreite von 1-68 Jahren keine
Korrelation zwischen dem Alter und den htTG IgA Konzentrationen (91). Fabiani et al. (92) untersuchten
mittels Meerschweinchen-Transglutaminase-Antikdrper (anti-gptTG) eine Gruppe von 171 bioptisch
gesicherten, frisch diagnostizierten Zéliakiepatienten und fanden dabei insgesamt 18 Patienten mit
Werten unterhalb des Grenzwertes. Davon waren vier der 13 Kinder unter 2 Jahren (31%) betroffen.
Funf der 93 Kinder im Alter von 2-10 Jahren (5%) sowie einer der 30 Patienten zwischen 10 und 30
Jahren (3%) aber auch 16% der Dreifig- bis Sechzigjahrigen sowie 40% der Patienten Uber 60 Jahre
hatten ebenso negative gptTG Ergebnisse. Dies lasst vermuten, dass vor allem Kinder unter 2 Jahren
und altere Patienten von falsch negativen Antikdrper-Befunden betroffen sein konnten, wobei sich auch
hier die Frage nach einer eventuell zugrunde liegenden Kuhmilchproteinallergie als Ursache stellt. Auch
ist die Anzahl der untersuchten Patienten (13 Kinder unter 2 Jahre, 10 Patienten Uber 60 Jahre) nicht
sehr grof} und damit unserer Meinung nach keine allgemeingtiltige Aussage von diesen Ergebnissen
ableitbar. Insbesondere wurde in dieser Studie Meerschweinchen-tTG verwendet, so dass die Resultate

nicht auf humane tTG (bertragen werden kénnen.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass sich bei den unter 2-Jahrigen mit ebenso guter Sensitivitat und
Spezifitat wie bei alteren Kindern Antikdrper aller Klassen bestimmen lassen, obwohl sich aufgrund der
geringen uns zur Verflgung stehenden Anzahl von Patienten (im Alter < 2 Jahren befanden sich 14
Kinder in unserer Studie, 8 mit Z6liakie, 6 aus der Kontroligruppe) keine endgiiltige Aussage zu dieser
speziellen Problematik ableiten Iasst. Die Hersteller der von uns verwendeten Tests gaben bis auf einen

(Biomed) keine altersabhangigen Grenzwerte an.

5.1.3. IgA Mangel

Bei Zoliakiepatienten wird in bis zu 2,6% ein assoziierter IgA Mangel beschrieben (93) (94). Dies

entspricht einer um das 10-16fach erhohten Wahrscheinlichkeit gegentiber der Normalbevolkerung. Bei
Patienten mit IgA Mangel sind alle Testverfahren, die Antikorper der Klasse A nachweisen, ungeeignet
den Verdacht auf Zoliakie zu unterstltzen. Einige Studien schlossen bei der Gruppe der
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Zoliakiepatienten Personen mit einem IgA Mangel nicht aus (65) (95) (80), so dass sich daraus bei
Zoliakiepatienten mit einem IgA Mangel falsch-negative Testergebnisse ergeben kdnnen.

In unserer Studie untersuchten wir bei den Zéliakiepatienten das Gesamt IgA im Serum und schlossen
vier Kinder aufgrund eines IgA Mangels aus der Studie aus. Auch in anderen Studien (96) (97) (98)
wurde bei den teilnehmenden Patienten das Gesamt IgA im Serum bestimmt. Dieses Vorgehen ist
unverzichtbar, um die serologischen Ergebnisse von Gliadin IgA, EMA und tTG IgA interpretieren zu
kénnen (99) (65). Im Falle eines IgA Mangels kénnen IgG tTG Antikérper bzw. IgG Endomysium-
Antikérper bestimmt werden (100) (101) (102) (103) (104) (105), wobei die Bestimmung der tTG IgG
wegen der geringen Spezifitat nicht fir die Untersuchung breiterer Bevolkerungsschichten geeignet ist.
In den ,Guidelines fiir Diagnose und Behandlung von Zéliakie bei Kindern* der nordamerikanischen
Gesellschaft fur padiatrische Gastroenterologie, Hepatologie und Ernahrung von 2005 wird empfohlen,
symptomatische Kinder, bei denen der klinische Verdacht auf Zoliakie besteht und ein IgA Mangel
bekannt ist, auf das Vorliegen von IgG htTG zu untersuchen (106).

5.1.4. Methodische Probleme bei der Testdurchfiihrung
Einige Hersteller (Eurospital fur die Gliadin-Antikdrper, Biomed fir alle drei Antikorper, The Binding Site

fur die htTG, Pharmacia fur alle drei Antikorper) geben bei ihren Grenzwerten Grauzonen an, innerhalb
derer die Messung wiederholt werden soll und weder als positiv noch als negativ zu werten ist. Um alle
Hersteller gleich zu behandeln und im Sinne einer méglichst hohen Sensitivitat werteten wir Ergebnisse
innerhalb dieser Grauzone immer als positiv.

Die vier Hersteller der von uns verwendeten kommerziellen Tests machten die Vorgabe, dass einmal
tiefgefrorenes Serum nicht mehrmals aufgetaut und wieder eingefroren werden darf. Die Firma
Eurospital machte dariiber hinaus die Vorgabe, eingefrorenes Serum nur eine Woche nach Einfrieren
zu verwenden. Diese Einschréankungen beruhen gréRtenteils auf Vorsichtsmassnahmen seitens der
Hersteller, um eventuelle Storquellen zu vermeiden, und nicht auf der erwiesenen Tatsache, dass
mehrmaliges Auftauen und Wiedereinfrieren tatsachlich die Ergebnisse beeinflusst. Alle von uns
verwendeten Serumproben wurden mindestens einmal aufgetaut und wieder tiefgefroren. Dennoch
fanden wir sehr gute Ergebnisse fur htTG-AK und EMAs. Die schlechteren Ergebnisse bei den Gliadin-
AK Bestimmungen lassen sich daher hochstwahrscheinlich nicht durch das mehrmalige Auftauen
erklaren. Daruber hinaus fanden wir keine Unterschiede bezlglich der Sensitivitat und Spezifitat
zwischen den Seren, die nur einmal aufgetaut und nicht langer als 12 Monate aufbewahrt wurden und
denen, die bis zu 60 Monate gelagert und teilweise mehrmals aufgetaut worden waren.
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Die verschiedenen Hersteller lieferten bezuglich der Definition von Raumtemperatur unterschiedliche
Angaben. So schwankten teilweise die Angaben innerhalb eines Herstellers flir die Messung von
verschiedenen Antikorpern: Die Firma The Binding Site bezog sich bei der Messung der AGA und htTG
auf 20-24°C als Raumtemperatur wahrend bei der Bestimmung der EMA 18-28°C als Raumtemperatur
angegeben wurden. Sowohl die Firmen Biomed als auch Pharmacia definierten Raumtemperatur als
Temperatur zwischen 18-25°C. Die Firmen Eurospital und Immundiagnostik gaben keine naheren
Angaben vor.

Da unsere Messungen bei Temperaturen durchgefiihrt wurden, die im Rahmen aller Angaben als
Raumtemperatur zu bewerten sind, wirkt sich die unterschiedliche Definition von Raumtemperatur nicht

auf die Vergleichbarkeit zwischen den Herstellern aus.

5.1.5. Ergebnisse

5.1.5.1. Gliadin IgA und IgG Antikorper

In unserer Studie fanden wir fur die Bestimmung der Gliadin AK eine hohe Streubreite der Ergebnisse
zwischen den Herstellern und insgesamt unbefriedigende Ergebnisse.

Aus den Ergebnissen der Gliadin IgG Antikorperbestimmungen errechnen sich unter Verwendung einer
Pravalenz von 29,5%, wie wir sie in unserer Studienpopulation fanden (46/156), positive
Vorhersagewerte von lediglich 48,9% bis 71,0%. Ubertragen auf eine Screeningsituation mit einer
Pravalenz von etwa 2% liegen die positiven Vorhersagewerte bei nur noch 4,4% bis 10,5%. Das
bedeutet, dass hochstens jeder zehnte Wert Uber dem Grenzwert richtigerweise positiv ist. Die
negativen Vorhersagewerte fallen zwar deutlich besser aus (80,5% bis 96,9% flir eine Pravalenz von
29,5%), insgesamt schneiden die 1gG Antikdrperbestimmungen aber extrem schlecht ab.

Fur die Gliadin IgA Antikorper ist das Bild nur unwesentlich besser. Auch hier errechnen sich
ungentgende positive Vorhersagewerte (22,9% bis 53,5% in der Screeningsituation) bei ebenfalls
akzeptablen negativen Vorhersagewerten (82,9% bis 96,3% fiir eine Pravalenz von 29,5%).

Insgesamt  bestatigen unsere  Untersuchungen die Ergebnisse anderer  Studien zu
Gliadinantikdrperbestimmungen (107). Die Bestimmung der Gliadinantikorper ist bezlglich ihrer
diagnostischen Aussagekraft den anderen zur Verfligung stehenden Untersuchungen unterlegen und
sollte nicht mehr durchgeflihrt werden (106). Auch die Bestimmung der Gliadinantikérper zur

Uberwachung der Diatcompliance kann angesichts der schlechten Ergebnisse nicht empfohlen werden.
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5.1.5.2. Transglutaminase-Antikorper

In unserer Studie fanden wir flr die Bestimmung der htTG Antikérper hervorragende Ergebnisse ohne
groRRe Unterschiede zwischen den vier Herstellern (Sensitivitat 97,8% bis 100%, Spezifitdt 97,2% bis
100%). Nach der Identifizierung der Gewebetransglutaminase als Hauptantigen bei der Pathogenese
der Zobliakie konnten zunachst selbst hergestellte ELISAs zum Nachweis von tTG Antikdrpern mit
Meerschweinchen-Transglutaminase als Antigen gute Ergebnisse beziiglich Sensitivitat (95%) und
Spezifitat (94%) zeigen (108). Mankai et al. fanden in einer an Erwachsenen und Kindern
durchgefiihrten Studie fir die gptTG IgA eine Sensitivitdt von 86%, die Spezifitat betrug 96% (109).
Fabiani et al. fihrten als erste eine Multizenterstudie mit einem kommerziellen standardisierten
Meerschweinchen-IgA-tTG Assay durch und fanden dabei eine Sensitivitat von 90% und eine Spezifitat
von 96% (110). Noch einmal verbesserte Werte fanden sich, wenn humane Transglutaminase als
Substrat verwendet wurde (111) (112) (91) (113) (114), wie sie auch in den vier von uns verwendeten
Tests eingesetzt wird. Ahnlich unseren Ergebnissen kommen andere Studien zu dem Ergebnis, dass
die Bestimmung der htTG-AK ein zuverlassiges Screeninginstrument darstellt, um bei symptomatischen
Patienten die Entscheidung flr die Durchfiihrung einer Dinndarmbiopsie zu erleichtern. Dies gilt sowohl
fur padiatrische Patientenkollektive (115) (116) (106) als auch fur Erwachsene (117) (114) (105).

5.1.5.3. Endomysium-Antikorper

Die Bestimmung der Endomysium-Antikdrper mittels Immunfluoreszenz am Affendsophagus ergab
ebenfalls eine sehr hohe Sensitivitdt und Spezifitat. Durch die Bestimmung der EMA bei
symptomatischen Patienten, von denen EMA-positive Kinder einer Biopsie zugefiihrt wurden, kam es zu
einer Vorselektionierung der Zoéliakiepatienten. Dieser Bias konnte sich madglicherweise auf die
Sensitivitat auswirken.

Es sind jedoch das von der subjektiven Betrachtungsweise des Untersuchers beeinflusste
Untersuchungsergebnis sowie die aufwandige Bearbeitung der Proben als Nachteil zu nennen. Auch
die Gewinnung des Affendsophagus als Substrat stellt ein ethisches Problem dar und macht die
Untersuchung daruber hinaus teuer. Trotz der Losung letztgenannten Problems durch die Verwendung
von Nabelschnur-Antigen als Substrat bleiben die erstgenannten Schwierigkeiten weiterhin bestehen
und machen diese Methode fur groRere Screeninguntersuchungen ungeeignet. Autoren anderer
Studien kommen daher wie wir zu dem Schluss, dass ein Screening mittels htTG-AK eine sensitivere
Alternative zur Bestimmung der Endomysium-AK ist, wobei die Spezifitdt der htTG-AK gegentber den
EMA geringflgig schlechter erscheint (114) (118) (119) (120).
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Lewis fand dariber hinaus eine hohere Sensitivitat der Endomysium-Antikorper, wenn Affendsophagus
als Substrat verwendet wurde, wohingegen die Spezifitat der EMA grofer ist, wenn Nabelschnur als

Antigen verwendet wird (114).

5.1.6. Diskussion der einzelnen Hersteller

5.1.6.1. Binding Site

5.1.6.1.1. Transglutaminase-AK und Gliadin-AK

In einer Vergleichsstudie von Wong et al an 49 erwachsenen Zdliakie-Patienten wurden sechs
kommerzielle Tests (Fa. Aesku Lab, Fa. The Binding Site, Fa. Eurospital, Fa. QUANTA Lite, Fa.
Orgentec, Fa. Pharmacia) fur htTG miteinander verglichen. Dabei ergab sich fur den Test der Fa. The

Binding Site eine Sensitivitat von 98% und eine Spezifitat von 91% fur die htTG-AK bei einem vom
Hersteller angegebenen Grenzwert von 4 U/ml. Bei einem mit Hilfe von ROC-Kurven ermittelten
Grenzwert von 6 U/ml (dieser Wert liegt nach Herstellerangaben im Graubereich zwischen 4-10 U/ml)
sank die Sensitivitat auf 96% bei erhohter Spezifitat von 97% (121). Blackwell erzielte in einer Studie mit
32 Zoliakiepatienten und 38 Disease-Kontrollpatienten fir den Test der Firma The Binding Site flr die
htTG IgA Antikorper bei dem vom Hersteller angegebenen Grenzwert eine Sensitivitat von 100% und
eine Spezifitat von 84% (122).

Praktische Durchfuhrung des Tests zur Bestimmung der htTG-Antikorper und der Gliadin-Antikdrper

gestaltete sich zunachst etwas problematisch, da die Inkubation bei Raumtemperatur durchgefiihrt wird.
Damit beginnt die Inkubation bereits mit dem Pipettieren der Probe in die Wells. Somit musste dieser
erste Schritt sehr schnell (laut Testanweisung innerhalb von 5 Minuten (Gliadin IgA/IgG) bzw. ,so
schnell wie mdglich® (Transglutaminase) erfolgen, um fir alle Wells eine mdglichst identische
Inkubationszeit zu erreichen. Dies ist bei 96 Wells selbst bei gelibtem Pipettieren kaum zu erreichen, so
dass wir nach Rlcksprache mit dem Hersteller diese Zeitspanne verlangerten. Allerdings legen unsere
Ergebnisse die Vermutung nahe, dass selbst verlangerte Inkubationszeiten zu keiner EinbuRe der

Aussagekraft des Tests flhren.

5.1.6.1.2. Endomysium-AntikOrper

Oben bereits genannte Studie von Wong untersuchte auch die IgA EMA der Fa. The Binding Site mit
Immunfluoreszenz auf Affendsophagusgefrierschnitten. Es wurden dabei Proben von 49 erwachsenen
Patienten mit Zoliakie untersucht. Der EMA-Nachweis zeigte dabei sowohl eine Sensitivitat als auch
eine Spezifitat von 100% (123). Martini et al. untersuchten ebenfalls an Erwachsenen die EMA mit
einem Test der Fa. The Binding Site und erreichten dabei eine Sensitivitat von 94% [95% CI:91-97].
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Die Spezifitat wurde nicht bestimmt, da ein negatives EMA-Resultat ein Auswahlkriterium fur die
Kontrollgruppe gewesen war (124).

Die in verschiedenen Studien mit anderen Tests (Firma Euroimmune) erreichten Sensitivitaten und
Spezifitaten der EMA variieren: Wahrend einige Sensitivitdten von 74%-78% berichten (125) (126),
erzielten andere sehr gute Resultate mit Werten von 100% (127). Basso et al. erzielten an einem
padiatrischen Patientenkollektiv mit dem Test der Firma Euroimmun eine Sensitivitat von 97,7% und
eine Spezifitadt von 91,1% (128). Rostom et al. fihrten eine systematische Auswertung mehrerer Studien
(bis 2003) durch und gaben die gepoolte Sensitivitat der EMA flir padiatrische Kollektive mit 96% an, die
gepoolte Spezifitat lag dabei bei nahezu 100% (113). Bei uns lagen Sensitivitat und Spezifitat bei 100%
[95% Cl: 96,6-100].

5.1.6.2. Biomed
Es gibt keine Publikationen mit diesem kommerziellen Test.

Praktische Durchfiihrung: Der Test erwies sich in seiner praktischen Handhabung als gut durchfihrbar.

Dieser Test war der einzige, der fur die IgA AGAs altersadaptierte Grenzwerte angab. Fir die IgG AGAs
und die IgA tTG wurden altersunabhangige Werte verwendet.

5.1.6.3. Eurospital

Unsere Ergebnisse mit einer Sensitivitdt und Spezifitat von jeweils 100% fur die htTG-Antikorper der
Firma Eurospital sind noch besser als die anderer Studien (129) (68) (80) (130). Die htTG-Antikdrper
ergaben bei Wong in einer an Erwachsenen durchgefiuhrten Studie bei dem vom Hersteller
festgesetzten Grenzwert von 7 AU eine Sensitivitat von 96% und eine Spezifitat von 88%. Erhdhte man
den Grenzwert entsprechend der Berechnungen nach der ROC-Kurve auf 9 AU, so blieb die Sensitivitat
mit 96% gleich, wobei die Spezifitat auf 97% stieg.

Fernandez et al. fanden fir den htTG Test der Firma Eurospital beim vom Hersteller angegebenen
Grenzwert von 7 AU eine Sensitivitdt von 97,6% und eine Spezifitat von 100%. Der firr das untersuchte
Kollektiv mittels ROC-Analysen ermittelte optimale Grenzwert lag bei 6 AU (98).

Auch Martini et al. erhielten in einer prospektiven Studie mit groBen Fallzahlen (101 unbehandelte
Zoliakien und 190 Kontrollen, Erwachsene) fiir die htTG-Antikdrper-Bestimmung mit den vom Hersteller
angegebenen Grenzwerten eine Sensitivitat von 96% und eine Spezifitdt von 82% (in diesem Fall
wurden grenzwertige Ergebnisse als positiv gewertet) bzw. eine Sensitivitat von 91% und eine Spezifitat
von 93% (in diesem Fall wurden grenzwertige Resultate als negativ bewertet).

Wurden die anhand der ROC-Kurven berechneten Grenzwerte verwendet, ergab sich eine Sensitivitat
von 91%, die Spezifitdt betrug 94%. Die Flache unter der Kurve betrug 0,97. Trotz dieser nicht
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uberzeugenden Spezifitdten sei darauf hingewiesen, dass dieser Test flnf von sechs EMA negativen
Zoliakie-Patienten  identifizierte. Es ergaben sich keine Unterschiede hinsichtlich  der
Durchschnittskonzentrationen zwischen gesunden und kranken Kontrollen.

Auch zeigte der Test im Vergleich mit den anderen in der Studie untersuchten eine gute technische
Handhabung mit kurzen Inkubationszeiten und beschréankten Anzahlen an Waschschritten. Allerdings
lag in dieser Studie nicht fir jeden Patienten aus der Kontrollgruppe eine Biopsie vor. Der Ausschluss
einer Zdliakie wurde anhand der Klinik und negativer EMA-Antikdrper gestellt und nur ein kleiner Teil
wurde im Rahmen der weiteren Diagnostik biopsiert (131).

Eine weitere Studie von Martini, die 34 Patienten oben genannter Studie untersuchte, ergab ahnliche
Ergebnisse: Flr den Test der Firma Eurospital ergab sich flir die htTG-AK eine Sensitivitat von 97%
[95% CI: 94-100] und eine Spezifitat von 73% [95% CI: 65-80], wobei hier die Ergebnisse innerhalb der
vom Hersteller angegebenen Grauzone als positiv gewertet wurden.

Es wurden zusatzlich mittels ROC-Kurven Grenzwerte abgeleitet, die die beste Kombination von
Sensitivitat und Spezifitat ergaben; dieser Wert betrug bei dem Eu-tTG Kit 9,9 AU/ml und die damit
erreichte Sensitivitat bzw. Spezifitat lag bei 94% bzw. 98%. Die Flache unter der Kurve betrug dabei
0,965 [95% CI: 0.908-1,022] (132).

Bei den untersuchten Z6liakie-Patienten handelte es sich jedoch ausschlieflich um EMA positive Falle;
bei den Kontrollen wurde eine Zoliakie entweder durch eine untypische Klinik und negative EMA oder
durch eine negative Biopsie ausgeschlossen.

Basso et al. fuhrten eine padiatrische Studie mit folgenden Ergebnissen durch: Bei einem Grenzwert
von 5,5 AU, der sich aus den Mittelwerten + 2 SD der Kontrollwerte ableitete und sich damit von dem in
unserer Studie unterschied, ergab sich fur die htTG-AK eine Sensitivitat von 90% und eine Spezifitat
von 100% mit einer diagnostischen Genauigkeit von 94%. Die Flache unter der Kurve betrug 0,93.
Allerdings wurden Kinder mit IgA Mangel in dieser Studie nicht ausgeschlossen: So hatte ein Kind mit
bewiesenem IgA Mangel in allen Tests, inklusive des tTG Tests, negative Ergebnisse; auch die anderen
IgA tTG-negativen Kinder wiesen niedrige IgA AGA bei hohem IgG AGA Level auf und lieBen einen
partiellen oder totalen IgA Mangel vermuten.

Baudon et al. errechneten in einer an padiatrischen Patienten durchgefiinrten Studie (30 neu
diagnostizierte biopsierte unbehandelte Kinder) eine Sensitivitat von 93,3% und eine Spezifitdt von
97,4% fur die MTG IgA mit dem Test der Firma Eurospital. Dabei wurden die vom Hersteller
angegebenen Grenzwerte von 7 AU verwendet. Die mittels ROC-Kurve errechnete AUC (Flache unter
der Kurve) betrug dabei 0,97 +/- 0,03. Obwohl in dieser Studie bei allen Kindern der Serum IgA Status
bestimmt wurde, wurden Kinder mit IgA Mangel nicht aus der Studie ausgeschlossen: Die mit 93,3%

errechnete Sensitivitat ergab sich aus einer positiven htTG IgA Messung bei 28/30 Kindern. Von den
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zwei htTG IgA negativen Kindern hatte jedoch eines einen IgA Mangel; das zweite war ein acht Monate
altes Kind mit normalem Serum IgA Spiegel, das auch IgA EMA negativ war. Ware das Kind mit IgA
Mangel ausgeschlossen worden, hatte sich mit 96,6% (28/29) eine hohere Sensitivitat ergeben. Die
Spezifitat wird mit 97,4% angegeben, dabei wurden jedoch nur 24/116 Kindern der Disease-
Kontrollgruppe biopsiert. Diese Kinder litten an unspezifischen Symptomen wie Gedeihstdrungen
(42/116), Kleinwuchs (30/116), chronischen Diarrhoen (10/116), Kuhmilchallergie (6/116),
gastrodsophagealem Reflux und Gastritis (7/116), Eisenmangelanédmie (5/116) sowie anderen
Symptomen (16/116). Ein Kind mit Kuhmilchallergie zeigte dabei eine partielle Zottenatrophie, die
anderen 23 Kinder zeigten eine normale Mukosa (17) oder geringe histologische Veranderungen (6).
Die Kontrollgruppe war wegen eben genannter mit Zéliakie zu vereinbarender unspezifischer Symptome
auf das Vorliegen zéliakie-spezifischer Antikdrper gescreent worden, dabei waren alle EMA negativ und
drei htTG IgA positiv. Von diesen drei htTGA positiven Kindern wurde bei zwei Kindern bioptisch eine
Zoliakie ausgeschlossen. Bei dem dritten Kind wurde keine Biopsie durchgefuhrt. Hier wurde lediglich
aufgrund des fehlenden Nachweises von HLA DQ2 und DQ8 und negativen htTG IgA Werten im Verlauf
eine Zoliakie ausgeschlossen (80).

In einer weiteren padiatrischen Studie von Diamanti et al. erzielte der htTG IgA Test der Firma
Eurospital bei Verwenden des vom Hersteller angegebenen Grenzwertes von 7 AU eine Sensitivitat von
99% und eine Spezifitat von 85%. Eine Biopsie wurde nur bei allen Patienten mit htTG IgA Werten > 4
AU sowie htTG IgA negativen Patienten mit klinischem Verdacht auf Zéliakie durchgeflhrt. Dies ist eine
magliche Ursache fir die hohe Anzahl falsch positiver Testergebnisse und daraus resultierender
niedriger Spezifitat gegenuber anderen Studien (133).

In einer Meta-Analyse von 21 Studien, die die diagnostische Genauigkeit von tTG IgA ELISAs
untersuchte, war der Test der Firma Eurospital mit 5 Studien der am zweithaufigsten verwendete. Dabei
lag die Sensitivitat zwischen 89% und 100%, die Spezifitat betrug zwischen 82% und 100% (134).

Praktische Durchflihrung: Der Testablauf war einfach. Allerdings erschwerten die nahe beieinander

liegenden Grenzwerte fir die IgA AGA (mit positiven Werten tber 1,5 E/ml und negativen Werten unter
1 E/ml) die statistische Auswertung aufgrund der nicht auf ubliche Art und Weise durchfihrbaren
Rundung der Ergebniswerte.

5.1.6.4. Pharmacia

Wong ermittelte in einer groRen an Erwachsenen durchgefuhrten Vergleichsstudie von verschiedenen
kommerziellen Tests fur die htTG-AK beim vom Hersteller angegebenen Grenzwert von 5 U/ml eine
Sensitivitat und Spezifitat von jeweils 100%. Diese Werte blieben bei einem anhand der ROC-Kurven
ermittelten Grenzwert von 4 U/ml unverandert (135). Damit zeigte der Test der Firma Pharmacia von
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allen untersuchten Tests (Fa. Aesku Lab, Fa. The Binding Site, Fa. Eurospital, Fa. QUANTA Lite, Fa.
Orgentec, Fa. Pharmacia) die besten Resultate. Allerdings werden in der Studie keine Aussagen dazu
gemacht wie Werte, die sich innerhalb der angegebenen Grauzone fanden, bewertet wurden.

Zwei Studien von Martini untersuchten die diagnostische Genauigkeit des htTG-Tests der Firma
Pharmacia.

In der ersten Studie ergab sich im Falle des vom Hersteller angegebenen Grenzwerts eine Sensitivitat
von 85% [95% Cl: 79-92] und eine Spezifitat von 100%, wenn die im Graubereich liegenden Werte als
positiv gewertet wurden. Wurden sie als negativ gewertet, sank die Sensitivitat auf 79% (bei
gleichbleibender Spezifitat). Mit einer anhand von ROC-Kurven berechneten bestmdglichen
Kombination von Sensitivitat und Spezifitat ergaben sich bei einem Grenzwert von 2,3 AU/ml Werte von
97% bzw. 98%. Bei dieser Studie wurden allerdings nur EMA positive Zéliakien eingeschlossen; ein
Kriterium bei der Zusammenstellung der Kontrollgruppe war die EMA-Negativitét (siehe Diskussion zum
Hersteller Eurospital) (136).

In der zweiten Studie wurden mehr Zoliakie-Patienten (101 unbehandelte Zoliakien) prospektiv
untersucht. Hierbei wurden auch EMA-negative Falle eingeschlossen, bei denen der klinische Verdacht
auf Zodliakie bestand, der sich bioptisch bestatigen lie®. Dabei ergab sich eine Sensitivitat von 80%
[95% ClI: 76-85] und eine Spezifitat von 99% [95% CI:99-100], wenn bei vom Hersteller angegebenen
Grenzwerten innerhalb der Grauzone gelegene Werte als positiv gewertet wurden. Wurden die im
Graubereich liegenden Werte negativ gewertet, sank die Sensitivitat auf 72% bei gleichbleibender
Spezifitdt. Mit dem anhand der ROC-Kurve ermittelten Grenzwert, der die beste Kombination aus
Sensitivitat und Spezifitat ergab, lied sich eine Sensitivitat von 91% [95%Cl: 88-94] und eine Spezifitat
von 94% [95% CI: 91-97] ermitteln. Die Fl&che unter der Kurve betrug 0,96. Es wurden innerhalb der
Kontroligruppe ~ zwischen  gesunden und  kranken Kontrollen  keine  unterschiedlichen
Durchschnittskonzentrationen gemessen (137).

In einer Studie von Fernandez wurden anhand einer Population von aus der Sahara stammender
Patienten 6 kommerzielle htTG IgA Test hinsichtlich ihrer diagnostischen Genauigkeit untersucht,
darunter auch der Test der Firma Pharmacia (sowie der Test der Firma Eurospital, s. dort) (98). Dabei
betrug die Sensitivitat fur den Test der Firma Pharmacia 75,6% und die Spezifitat 100% bei dem vom
Hersteller angegebenen Grenzwert von 8 U/ml. Wurden die anhand der ROC-Kurven ermittelten
Grenzwerte von 2,45 U/ml verwendet, konnten sowohl Sensitivitat als auch Spezifitat auf 100%
gesteigert werden. Problematisch ist bei dieser Studie jedoch die Einteilung in 2 Zéliakie-Gruppen
anhand positiver oder negativer EMA-Titer, ohne dass alle EMA-positiven Zéliakien bioptisch gesichert

wurden: Von 52 Zdliakien waren 23 unbehandelte, bioptisch gesicherte Z6liakien, 18 unbehandelte,
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anhand positiver EMA als Zoliakie eingestufte, nicht biopsierte Patienten sowie 11 EMA negative
Patienten unter glutenfreier Kost.

Sowohl die Studie von Wong als auch die von Fernandez gehen nicht auf die vom Hersteller
angegebene Grauzone zwischen 5 bis 8 U/ml ein. Bei Wong wurden wohl alle Ergebnisse >5 U/ml als
positiv gewertet. Bei Fernandez wird der Grenzwert mit 8 U/ml angegeben, so dass Werte innerhalb der
Grauzone mutmallich als negativ gewertet wurden. Wir werteten Ergebnisse innerhalb der Grauzone
als positiv.

Basso et al. untersuchten die diagnostische Genauigkeit des htTG IgA Test der Firma Pharmacia an
einem padiatrischen Patientenkollektiv. Die Sensitivitat betrug 94,1%, die Spezifitat 97,1% (128). Dabei
wurde ein mittels ROC-Analysen ermittelter Grenzwert von 4,4 U/ml verwendet, der knapp unter dem
vom Hersteller angegebenen Grenzwert liegt.

In einer weiteren Studie, die sowohl Erwachsene als auch Kinder untersuchte, zeigte sich eine
Sensitivitat von 99,2% und eine Spezifitat von 100%. Der Positiv Pradiktive Wert lag damit bei 100%,
der Negativ Pradiktive Wert bei 99,1%. Wurden alleine die unter 16-Jahrigen untersucht, betrugen
Sensitivitat und Spezifitat jeweils 100% (138).

Zwei weitere Studien untersuchten den htTG IgA Test der Firma Pharmacia. Beide erzielten sowohl flr
die Sensitivitat als auch die Spezifitat Werte von 99% (139) (140).

Zintzaras und Germenis ermittelten in einer Meta-Analyse fir den Test der Firma Pharmacia, der in
insgesamt 7 Studien untersucht wurde und damit der am héaufigsten verwendete Test war, eine
Sensitivitat zwischen 80% und 100% sowie eine Spezifitdt zwischen 96% und 100%. Die gepoolte
Sensitivitat betrug 94%, die gepoolte Spezifitat 97% (134).

In einer padiatrischen Studie zeigte sich fur die IgA und IgG AGA eine Sensitivitat von 83% bzw. 63%
bei einer auf 95% festgesetzten Spezifitat (141).

Praktische Durchfiihrung: Der Test war aufgrund kurzer Inkubationszeiten und weniger Waschschritte

einfach und schnell durchzufiihren.

5.1.7. Intra-Test Variabilitat
Aus den durchgefiihrten Doppelmessungen wurde als MaR fiir die Ubereinstimmung zwischen den

einzelnen Messungen die Intra-Test Variabilitit berechnet. Dafur wurden zum einen die
Korrelationskoeffizienten nach Spearman bestimmt (59), welche fur alle verwendeten Tests mit Werten
von 0,960 bis 0,995 hervorragende Ergebnisse erbrachten. Auch die Wiederholbarkeitskoeffizienten
nach der Methode von Bland und Altman (60) zeigten mit Werten zwischen 0,025 und 0,144 eine sehr
gute Intra-Test Variabilitdt der verwendeten Tests. Damit kommen wir zu der Schlussfolgerung, dass auf
die Durchfihrung von Doppelbestimmungen in Zukunft verzichtet werden kann.
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5.1.8. Inter-Test Variabilitat

Zur Berechnung wurden die Resultate herangezogen, die zur Bestimmung der Eichkurven bestimmt

wurden. Die relativen Variationskoeffizienten lagen fiir die Tests der Hersteller The Binding Site, Biomed
und Pharmacia im zufrieden stellenden Bereich (10,9 bis 25,7), fUr Eurospital allerdings waren die
Werte nicht optimal (IgA Gliadin AK 44,2; IgG Gliadin AK 31,2; htTGA AK 88,1). In Zukunft muss daher
(insbesondere bei der Verwendung von Tests der Firma Eurospital) bei der Erstellung der Eichkurven
darauf geachtet werden, ob die Werte extrem von vergangenen Werten abweichen und ggf. ein neuer

Test verwendet werden.



68

5.2. Stuhl

5.2.1.Patientengruppe

Es bestanden geringe Altersunterschiede zwischen der Kontroll- und der Z6liakie Gruppe, so dass sich
die zwei Gruppen gut miteinander vergleichen lassen.

Bei allen (einschlieflich der unter 2-jahrigen) Zoliakiepatienten konnte ein IgA Mangel im Serum
ausgeschlossen werden, so dass auch von einer ausreichenden sIgA Produktion im Stuhl auszugehen
ist.

Es war bei der Kontrollgruppe bei einigen Kindern nicht moglich, das Gesamt IgA im Serum zu
bestimmen (3/64). Alle Kinder der Kontrollgruppe waren jedoch EMA negativ. (vgl. 4.2.1.1. Patienten
retrospektiver Teil).

5.2.2. Probengewinnung und -verarbeitung

Die Stuhlproben durften laut Herstellerangaben bei —20°C fir 4 Wochen eingefroren werden.
Mehrmaliges Auftauen und Einfrieren war dabei zu vermeiden, wobei diese Angabe nach Aussage des
Herstellers nicht getestet worden war.

Alle retrospektiven Proben waren Uber einen weitaus langeren Zeitraum eingefroren (maximal 4 Jahre).
Dabei wurden einige Proben, teilweise mehrmals, aufgetaut und wieder eingefroren. Es lieRen sich im
Rahmen dieser Population jedoch keine Unterschiede zwischen Proben, die iber einen langeren
Zeitraum eingefroren waren, und solchen, die aufgrund ihrer kurzen Lagerungsdauer von nur wenigen
Wochen bis Monaten nicht aufgetaut worden waren, feststellen. Um auszuschlie®en, dass das
Probenmaterial durch das Einfrieren beschadigt wurde, untersuchten wir frische Stuhlproben von zwei
Patienten mit unbehandelter, histologisch gesicherter EMA positiver Zdliakie. Dabei fanden sich erneut
weder positive Werte fur slgA AGA noch fir sIgA htTG.

Dies stltzt die Vermutung, dass die schlechten Ergebnisse nicht auf die Probenverarbeitung und
Probenlagerung, sondern auf mangelnde Aussagekraft des Tests an sich zurickzufuhren sind.

Alle prospektiv gewonnenen Proben, die nur fur diese Studie gesammelt wurden, wurden nur einmalig
eingefroren und bis zur Testdurchfihrung nicht mehr aufgetaut. Auch hier zeigten sich trotz der exakt
eingehaltenen Probenverarbeitung und -lagerung keine besseren Ergebnisse. Es wurden laut Hersteller
keine Angaben dariiber gemacht, wie lange das Zeitintervall zwischen Probenabnahme und Einfrieren
betragen darf. Bei den gewonnenen Proben betrug dieser Zeitraum, je nach Dauer der Auslieferung per
Post, Stunden bis einige Tage.

Wegen bakterieller Proteasen im Stuhl stellt die genaue Quantifizierung von fékalen slgA eine

Herausforderung dar und macht eine effektive Probenlagerung unverzichtbar, um einen Abbau von sigA
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zu vermeiden. In einer Untersuchung zur Konservierung von fakalen slgA mittels PBS/0,02%
Thimerosal bei einem ELISA der Firma Immundiagnostik, Deutschland, konnten Haltbarkeiten zwischen
24 Stunden (Stuhl bei Raumtemperatur) und bis zu 9 Tagen (24 Stunden lang einfrieren, dann bei 2-

8°C lagern) erreicht werden (142).

5.2.3. Ergebnisse

Beide Stuhltests waren in der Gberwiegenden Mehrzahl der Z6liakiepatienten negativ und sind somit als
Screening-Test nicht zuverlassig. Wir fiihrten die Validierung dieser Stuhltests gegeniiber dem
Goldstandard der Zéliakiediagnostik, der Dinndarmbiopsie, durch (143).

In Deutschland wie in vielen anderen europaischen Landern ist es eine oft tibliche Praxis, diagnostische
Tests vor der klinischen Validierung an der zu untersuchenden Zielgruppe auf den Markt zu bringen. Im
Falle der slgA AGA und slgA htTG im Stuhl hatten sowohl das Dr. von Haunersche Kinderspital als
auch andere padiatrische Gastroenterologen Patienten zur diagnostischen Dinndarmbiopsie
zugewiesen bekommen, bei denen der Verdacht auf Zdliakie alleine auf positiven Resultaten im
Stuhltest basierte. Es wurden sogar Kinder nur aufgrund eines positiven Ergebnisses im Stuhltest als
Zoliakie ,diagnostiziert* und lebenslange glutenfreie Diat verordnet. Dies hat sowohl unnotige hohe
Kosten als auch eine unzumutbare psychische und physische Belastung sowie Einschrankung der
Lebensqualitat fr den Patienten und seine Familie zur Folge. Daruber hinaus kann durch falsch-
negative Testergebnisse die Diagnosestellung verzogert werden und die Patienten verlieren durch
widersprichliche Resultate ihr Vertrauen in arztliches Konnen.

Unsere Ergebnisse zeigen fiir beide Tests insbesondere eine niedrige Sensitivitat, weswegen sie fiir
Screening-Untersuchungen beim Verdacht auf das Vorliegen einer Z6liakie ganzlich ungeeignet sind.
Durch Optimierung der Grenzwerte und Kombination beider Tests konnte zwar die Sensitivitat
verbessert werden, wobei allerdings die Spezifitait weiter sank. Unter Einbeziehung der in der
Gesamtbevolkerung geschatzten Pravalenz der Zdliakie von 0,5% ergibt sich ein Positiv Pradiktiver
Wert von nur 1%. Der Test wurde nach Rucksprache mit dem Hersteller bereits vom Markt genommen.
Andere kommerzielle unvalidierte Tests stehen jedoch weiterhin zur Verfigung.

Obwohl Screening-Tests nicht zu den Kriterien zur Diagnose der Z6liakie gehoren (41), werden sie weit
verbreitet eingesetzt, um die Entscheidung zur Durchfuhrung einer Endoskopie mit Biopsie zu
erleichtern. Bei Verwendung solcher Tests sollte gewahrleistet sein, dass sie in der zu untersuchenden
Zielgruppe validiert wurden und insbesondere eine gute Sensitivitat aufweisen.

Der von uns untersuchte Test basiert auf dem Nachweis sekretorischer IgA Antikdrper. Im Gegensatz
dazu wurden in einer friheren Untersuchung an Erwachsenen spezifische IgA-Antikorper (AGA, EMA
und htTG) untersucht (144) (145). Anhand eines kommerziellen ELISAs wurden IgA gegen tTG in
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Stuhliberstanden von 21 neu diagnostizierten Zoliakiepatienten und 10 Zoliakiepatienten unter
glutenfreier Diat untersucht. In der gleichen Studie wurden die IgA AGA mithilfe eines
selbsthergestellten ELISAs untersucht. Dabei wurden mittels tTG-AK 17/21 Patienten und anhand der
IgA AGAs 14/22 Patienten als krank erkannt. Diese Resultate wurden bisher noch nicht anhand
groRerer Fallzahlen und klinischer Studien bestatigt.

Bereits in alteren Studien wurde berichtet, dass Bestimmungen spezifischer sIgA im Speichel und
Dinndarmaspiraten gegentber der Messung der IgA AGA im Serum eine geringere Sensitivitat
aufweisen und damit dieser unterlegen sind (146). Deshalb wurde angenommen, dass systemische und
sekretorische  AGA  unabhéngig voneinander kontrolliert werden (147). Eine weitere
Erklarungsmaglichkeit flr die geringe Sensitivitat der von uns untersuchten Tests konnte die Verdauung
sekretorischer Antikorper im Verlauf der Darmpassage darstellen.

Allerdings bleibt in jedem Falle das Problem des IgA Mangels weiterhin ungelost: Die Bestimmung des
Gesamt IgAs im Serum ist angesichts eines bei Zoliakie gehauft auftretenden IgA Mangels und der
Tatsache, dass AGA, EMA und tTG Antikorper der Klasse IgA darstellen, im Rahmen des Zdliakie-
Screenings dringend anzuraten (148) (149). Diese Untersuchung bleibt aber weiterhin mit einer
unvermeidlichen Blutentnahme verbunden. Momentan ist es also nicht ratsam, Stuhltests bei Verdacht
auf Z6liakie durchzufihren.
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6. Schlussfolgerung
6.1. Serologie

Aufgrund unserer Ergebnisse ist es moglich, die bisher Ubliche Dreifach-Antikorper Bestimmung auf die
alleinige Messung der Transglutaminase-Antikorper umzustellen. Daraus ergibt sich eine enorme
Arbeits- und Kostenersparnis, ohne dass eine schlechtere Sensitivitat oder Spezifitat in Kauf genommen
werden mussen. Vielmehr Iasst sich einigen Patienten die aufgrund falsch-positiver Gliadin-Antikdrper-
Ergebnisse durchgefiihrte Endoskopie mit Biopsie zum Ausschluss einer Zéliakie in Zukunft ersparen.
Somit sinkt neben dem Untersuchungsaufwand auch die Patientenbelastung, die eine endoskopische
Untersuchung mit Narkose gerade fiir padiatrische Patienten mit sich bringt und auch die infolge der
unnoétigen stationaren Aufnahme zur endoskopischen Diinndarmuntersuchung entstehenden
Krankenhauskosten lassen sich reduzieren.

So kommt es angesichts des deutlich reduzierten Aufwandes zur Vereinfachung und Verbesserung des
Screenings von symptomatischen Patienten mit bestehendem Verdacht auf das Vorliegen einer

Zoliakie.

6.2. Stuhluntersuchung

Wir schlussfolgern aufgrund der unzureichenden Ergebnisse der Antikorperuntersuchung im Stuhl, dass
laborchemische Tests fir den klinischen Gebrauch vor ihrer Freigabe fir die routinemafige
Verwendung in der Praxis evaluiert werden missen und schlagen vor, dass nur ausreichend validierte
diagnostische Tests von der Krankenversicherung erstattet werden sollten. Auf dem aktuellen Stand der
Entwicklung ist dringend von der Anwendung solcher Testverfahren abzuraten, aufgrund unserer
Ergebnisse wurde der von uns untersuchte Test bereits vom Markt genommen. Der Ansatz,
sekretorische Antikorper direkt im Stuhl zu messen, bietet vielversprechende Vorteile gegeniber der
serologischen Diagnostik wie beispielsweise geringere Invasivitat, vereinfachte Probengewinnung und
damit erleichterte Screening-Untersuchungen; die Weiterentwicklung und Einflihrung eines solchen
Tests ware, allerdings erst nach ausreichender Validierung, eine zu befiirwortende Entwicklung, wobei

die Problematik des IgA Mangels auch dann ungeldst bliebe.
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7. Zusammenfassung

7.1. Einleitung

Bei der Zodliakie handelt es sich um eine autoimmun bedingte Erkrankung, bei der histologisch
nachweisbare Veranderungen der Dunndarmmukosa vorliegen. Der Nachweis dieser histologischen
Charakteristika in Form von Zottenatrophien, Kryptenhyperplasien und Vermehrung der intraepithelialen
Lymphozyten gilt als Goldstandard in der Diagnostik der Zoliakie.

Bei klinischem Verdacht auf das Vorliegen einer Zdliakie ist es mdglich, verschiedene Antikdrper im
Serum eines Patienten nachzuweisen. Ein positiver Nachweis erleichtert es, die Indikation flr eine
Dunndarmspiegelung mit Biopsie zu stellen. IgA- bzw. IgG-Anti-Gliadin-Antikorper (mittels ELISA) sowie
Antikérper gegen Endomysium (EMA) wurden bis 2003 mittels Immunfluoreszenz auf Affendsophagus-
oder Nabelschnur-Gefrierschnitten nachgewiesen. Ziel dieser Arbeit war es, die damals neu auf den
Markt gekommenen humanen Transglutaminase-Antikorper zu validieren. Dazu untersuchten wir, ob die
alleinige Bestimmung der Transglutaminase-AK bezlglich der diagnostischen Wertigkeit mit der
Bestimmung aller drei Antikérper (IgA- und IgG-Anti-Gliadin-Antikérper und IgA-Anti-Transglutaminase-
Antikérper) gleichwertig ist.

Ferner wurde ein Test zur Bestimmung von slgA htTG und slgA Gliadin im Stuhl validiert. Als
Goldstandard diente ebenfalls die Histologie der Duodenalschleimhaut.

7.2. Methoden

Im Rahmen dieser Studie untersuchten wir kommerzielle Tests von vier verschiedenen Herstellern zum
Nachweis von IgA/IgG-Anti-Gliadin- und IgA-Anti-Transglutaminase-Antikrpern im Serum mittels
ELISA. Endomysiumantikdrper im Serum wurden an Affendsophagus-Gefrierschnitten nachgewiesen.
Es wurden Seren von 154 Kindern (73 méannlich, 81 weiblich, Alter 0,9 bis 19,8 Jahre, Median 7,14
Jahre) untersucht. Dabei wurden 46 Zoéliakie-Patienten einer aus symptomatischen Probanden
bestehenden Kontrollgruppe (n=108) gegeniibergestellt, die wegen verschiedener gastrointestinaler
Beschwerden endoskopiert wurden. Bei dieser ,Disease*-Kontrollgruppe wurde bioptisch eine Zéliakie
sicher ausgeschlossen. Ebenso wurde ein selektiver IgA Mangel ausgeschlossen.

Die Antikorper-Messungen erfolgten in verblindeter Form und wurden als Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Die Seren wurden zeitgleich mit der Duodenalbiopsie unter (glutenhaltiger) Normalkost
gewonnen. Als Goldstandard diente die Histologie der Duodenalbiopsie.

Zur Untersuchung der Gliadin slgA- und Transglutaminase slgA-Antikorper im Stuhl wurden 84
Stuhlproben mittels ELISA untersucht. Die Probanden setzen sich aus 20 neu diagnostizierten
Zoliakiepatienten (9 mannlich, 11 weiblich, Alter 0,95 bis 14,1 Jahre, Median 5,4 Jahre) und 64
Kontrollen (32 mannlich, 32 weiblich, Alter 0,95 bis 17,5 Jahre, Median 5,6 Jahre) zusammen. Die
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Stuhlproben wurden unter Normalkost zeitgleich mit dem Serum zum Zeitpunkt der Endoskopie
gewonnen.

Von sechs frisch diagnostizierten Zdliakiepatienten wurden ab Diagnosestellung tiber mehrere Wochen
Stuhlproben asserviert, die mittels ELISA auf Gliadin sIgA- und Transglutaminase slgA-Antikorper

untersucht wurden.

7.3. Ergebnisse

7.3.1. Serologie-Ergebnisse

Es zeigten sich bei allen vier Herstellern hohe Sensitivitaten (97,8%-100%) und Spezifitaten (98,1%-
100%) bezlglich der IgA-Anti-Transglutaminase-Antikorper. Die Sensitivitat und Spezifitat der IgA/lgG-
Anti-Gliadin-Antikorper war deutlich schlechter als die der IgA-Anti-Transglutaminase-Antikorper. So
schwankte die Sensitivitat der Gliadin IgG Antikorper je nach Hersteller zwischen 47,8% und 95,7%. Bei
den Gliadin IgA Antikdrpern lag sie zwischen 52,2% und 91,3%. Die Spezifitat lag zwischen 57,4% und
91,7 % bei den Gliadin IgG Antikdrpern bzw. zwischen 95,4% und 99,1% bei den Gliadin IgA
Antikorpern.

Die Immunfluoreszenz-Untersuchung zum Nachweis der EMA erbrachte mit einer Sensitivitat und einer

Spezifitat von jeweils 100 % sehr gute Ergebnisse.

7.3.2. Ergebnisse der Stuhluntersuchung

Die Stuhluntersuchungen ergaben beziiglich Sensitivitdt und Spezifitdt sehr schlechte Resultate. So
zeigte sich bei dem vom Hersteller angegebenen Grenzwert fir die Bestimmung der slgA-Anti-Gliadin-
Antikorper eine Sensitivitat von 5,9% und eine Spezifitat von 98,4%. Bei der Messung der sIgA-Anti-
htTG-Antikorper betrug die Sensitivitat 10,0% bei einer Spezifitat von 96,8%. Auch durch Anpassung
der Grenzwerte mittels ROC-Kurven und Kombination beider Tests war keine Verbesserung der
diagnostischen Genauigkeit zu erreichen: Die Sensitivitat stieg auf 82%, wobei aber die Spezifitat auf
58% sank.

7.4. Schlussfolgerungen

Die Einfachbestimmung der Anti-htTG-IgA Antikdrper oder der Endomysium-Antikérper kann (nach
AusschluB eines IgA Mangels) die noch haufig praktizierte Dreifachbestimmung der Antikdrper (Gliadin
IgA und -IgG sowie htTG IgA oder Endomysiumantikdrper) ersetzen. Diese Anderung im Vorgehen der
serologischen Zoliakiediagnostik geht im klinischen Alltag mit einer enormen Zeit- und Kostenersparnis
einher, ohne dabei die diagnostische Aussagekraft einzuschranken. Vielmehr wird die Spezifitat durch
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das Weglassen der Gliadin-Bestimmung bei gleichbleibender Sensitivitat erhoht und den Patienten
werden unnétige Biopsien erspart.

Der Stuhltest zur Bestimmung von sekretorischen IgA ist als Screeningmethode abzulehnen.
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8.2. Liste der Abkiirzungen

AGA
AK

PPV
ROC-Kurve
slgA

TMB

TG

Anti-Gliadin-Antikorper

Antikorper

Konfidenzintervall

enzyme linked immunosorbent assay
Anti-Endomysium-Antikorper
Meerschweinchen (guinea pig) Transglutaminase
humane Gewebe-Transglutaminase
Immunfluoreszenz

Antikorper der Klasse A

Antikorper der Klasse G

likelihood ratio

Negativ Pradiktiver Wert
Osophagogastroduodenoskopie
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Positiv Pradiktiver Wert

receiver operating curve
sekretorische Antikorper der Klasse A
Tetramethylbenzidin

Gewebe-Transglutaminase
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