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1.1  EINFÜHRUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Einführung führt zunächst allgemein auf die Themen Typ-1-Diabetes und Zöliakie im

Kontext der Arbeit hin. Im Kapitel „Grundlagen“ werden Hypothesen zur Ätiologie und

Pathogenese der beiden Erkrankungen erläutert. Hier werden vor allem deren

immunologischen Grundlagen beschrieben und die bisherigen Arbeiten auf diesem Gebiet

dargestellt. Danach werden jeweils die aktuellen Methoden der Immundiagnostik aufgezeigt.

Im Anschluss werden Gemeinsamkeiten der beiden Erkrankungen aufgeführt. Die

anschließende Problemstellung fasst die wesentlichen Fragen zusammen, die in der

vorliegenden Arbeit beantwortet werden sollen.

1.1 Einführung

Die gehäuft gemeinsam auftretenden Autoimmunerkrankungen Typ-1-Diabetes

(insulinabhängiger Diabetes) und Zöliakie (gluteninduzierte Enteropathie) sind bis heute in

ihrer Entstehung weder komplett erforscht, noch sind sie heilbar. Besonders wegen ihrer

mannigfaltigen und massiven Folgeerkrankungen - die dem Gesundheitswesen jährlich

immense Kosten bereiten - bedeuten sie ein großes individuelles Leid für die Betroffenen.

Medizinische und diätetische Maßnahmen ermöglichen Betroffenen beider Erkrankungen

relativ akzeptable Lebensbedingungen, die sich von denen eines Gesunden kaum

unterscheiden müssen. Im Hinblick auf frühzeitige therapeutische Optionen und zur

Vermeidung bzw. Verzögerung von Sekundärkomplikationen ist es aber indiziert, geeignete

Früherkennungsmassnahmen gerade in Risikopopulationen zu realisieren.

Für beide Erkrankungen spielen in der Frühdiagnostik Antikörper die zentrale Rolle: 

Der „Goldstandard“ als Marker für die Prädiktion und Diagnose des Typ-1-Diabetes sind

verschiedene cytoplasmatische Antikörper, sogenannte Inselzell-Autoantikörper (ICA) [14].

Der Vorteil der durch Immunfluoreszenz auf humanen Pankreasschnitten nachgewiesenen

ICA liegt darin, dass durch einen Test mindestens zwei Antikörper gleichzeitig detektiert

werden. Die Grenzen des ICA-Tests liegen aber eindeutig in der unterschiedlichen Sensitivität

innerhalb verschiedener Labors, in der teilweise geringen Präzision und aufwändigen

Auswertung durch erfahrene Ableser und in der Notwendigkeit von humanem

Pankreasgewebe. Aus diesen Gründen kann dieser Test in Routinelabors bisher nicht

angewendet werden. Seit eine Glutamatdecarboxylase (GAD) und eine Tyrosinphosphatase

(IA2) als die wesentlichen Antigene des ICA entdeckt [7, 92, 17, 79] und quantitative

Radioligandenbindungs-Assays (RBA) gegen diese Antigene entwickelt wurden [92, 17, 50,

93], ist eine neue Generation des Diabetes-Screenings angebrochen, die die Diagnose und

Früherkennung stark vereinfacht. Um ICA durch die neuen Antikörpertests mit ausreichender

Sensitivität und Spezifität zu ersetzen, ist der Nachweis der Antikörper gegen beide Antigene
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(GAD und IA2) nötig [16, 111, 140, 131]. Damit ein zuverlässiges Screening nach beiden

Antikörpern zudem noch vereinfacht werden kann, schlugen die Arbeitsgruppe von Bonifacio

et al. und andere einen kombinierten RBA beider Antikörper vor [17, 140, 58]. Diese sehr viel

kostengünstigere und vereinfachte Methode liefert die wesentlichen Voraussetzungen für ein

Risikogruppen- bzw. sogar groß angelegtes Bevölkerungs-Screening. 

Vor diesem Hintergrund wird im Rahmen dieser Arbeit der kombinierte Assay „GADIA2-

combi“ etabliert und mit dem Nachweis von ICA und Insulinautoantikörpern (IAA)

verglichen. Hierbei interessiert vor allem die Sensitivität und der prädiktive Wert bei

erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern. Um den Test noch attraktiver zu machen, soll

ausserdem die Verwendung von Kapillarblut im GADIA2-combi evaluiert werden.

Bei der Früherkennung und Diagnose der Zöliakie stehen bisher die Bestimmung der Gliadin-

und sogenannte Endomysiumantikörper im Serum im Vordergrund. Da Antikörper gegen

Gliadin (AGA) zwar typisch, aber nicht spezifisch für die Zöliakie sind, werden die

diagnostisch sehr aussagekräftigen Endomysiumantikörper (EMA) als die wichtigsten

serologischen Marker angesehen [135]. EMA werden wie ICA durch Immunfluoreszenz auf

Gewebsschnitten nachgewiesen, wobei in der diagnostischen Routine sowohl Affenösophagie

als auch humane Nabelschnur eingesetzt werden. Hier liegen wiederum die Nachteile dieses

Test begründet: Hohe Kosten, schlechte Bezugsmöglichkeiten der Substrate und die

Notwendigkeit von langen Erfahrungen bei der präzisen Auswertung der Tests.

Die Arbeitsgruppe von Dieterich et al. konnte 1997 erstmals die tissue(Gewebs)-

Transglutaminase-C (tTGC) als das Antigen der EMA (eventuell sogar das zentrale Antigen

der Zöliakie) identifizieren [38]. Bonifacio et al. entwickelten einen RBA zum Nachweis der

gegen tTGC gerichteten Antikörper und konnten zeigen, dass 98% einer an Zöliakie

erkrankten unbehandelten Patientengruppe Immunglobulin-G(IgG)-Antikörper gegen das

neue Antigen aufwiesen [61]. Durch diesen Fortschritt können die bisherigen teuren und

aufwendigen Antikörpertests eventuell auch hier ersetzt, zumindest aber wertvoll bereichert

werden, um das Screening von Risikopopulationen bzw. der Allgemeinbevölkerung zu

realisieren.

Deshalb wird in der vorliegenden Arbeit als weitere Methode ein RBA nach dem Design des

GADA- bzw. IA2A-Assays zum Nachweiss der tTGC-Antikörper etabliert. Da Kinder

diabetischer Eltern aufgrund ihrer genetischen Prädisposition ebenfalls ein erhöhtes

Diabetesrisiko aufweisen und da die beiden Erkrankungen Typ-1-Diabetes und Zöliakie

gehäuft gemeinsam auftreten, ist diese Personengruppe vermutlich ebenfalls als

Risikopopulation für eine Zöliakie anzusehen. Mit Hilfe dieses neuen Tests soll daher die

Prävalenz der bisher wenig erforschten tTGC-IgG-Antikörper bei einer Gruppe von Kindern

diabetischer Eltern geprüft werden. Darüber hinaus untersucht die vorliegende Arbeit

innerhalb dieses Kollektivs erstmals das Alter bei Auftreten der Zöliakie-assoziierten

Antikörper, die zeitliche Abfolge und das damit verbundene Risiko an Zöliakie zu erkranken.
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1.2 Grundlagen

Typ-1 (insulinabhängiger) Diabetes mellitus

Der Typ-1-Diabetes zählt zu den Autoimmunerkrankungen und ist eine chronische

Stoffwechselerkrankung, die auf einem absoluten Mangel an Insulin beruht [6, 143]. Im

Krankheitsverlauf kommt es zu einer Zerstörung der insulinproduzierenden Betazellen der

Langerhans-Inseln im Pankreas, so dass die Insulinsekretion nicht mehr ausreicht, die

Glucosehomöostase aufrechtzuerhalten und eine exogene Insulinzufuhr erforderlich wird. Die

Möglichkeiten der modernen Insulintherapie erlauben es den Diabetikern heute, bei flexibler

Mahlzeitengestaltung durchaus Blutzuckerwerte zu erreichen, die nur geringfügig vom

Normbereich abweichen und relativ stabil sein können [6]. Tragisch sind bis heute die

teilweise trotz guter Einstellung auftretenden massiven Folgeerkrankungen des Typ-1-

Diabetes wie Erblindung, Neuropathien, dialysepflichtiger Niereninsuffizienz und das erhöhte

Risiko für Herz-Kreislauf- und Gefässerkrankungen (Myokardinfarkt, Apoplex,

Amputationen) [121].

Epidemiologie, Ätiologie und Pathogenese des Typ-1-Diabetes

Annähernd 0,3% der deutschen Bevölkerung leiden an einem Typ-1-Diabetes [143]. Bei einer

ersten deutschlandweiten Untersuchung der Inzidenzfälle unter dem 5. Lebensjahr pro Jahr

von 1993-1994, zählte man 6,55 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner [102]. Die

Inzidenzrate innerhalb Europas schwankt von 5,2 in Rumänien und 42,8 in Finnland [67]. Der

Einfluss genetischer Risikomarker, unterschiedliche Lebensstile, sozioökonomische- und

Umweltfaktoren (z. B.  Kuhmilch im Säuglingsalter) werden als Gründe für das Auftreten der

geographischen Schwankungen diskutiert [108, 84]. Die europaweite Diabeteshäufigkeit hat

in den letzten Jahren deutlich zugenommen [37]. Auch in Deutschland sind die Prävalenz und

Inzidenzrate gestiegen. Besonders in der Altersgruppe 10-19 Jahre ist dem nationalen

Diabetesregister der ehemaligen DDR eine Steigung der Inzidenzrate von 5,6 auf 11,8 zu

entnehmen [83], wobei als wesentlicher Faktor die steigende Vererbung von Diabetes-

Risikogenen angesehen wird [143].

Der Typ-1-Diabetes gilt als T-Zell vermittelte organspezifische Autoimmunerkrankung. Bei

entsprechender genetischer Prädisposition und noch ungeklärtem Einwirken von

Umweltfaktoren, wird die destruktive Insulitis initiiert. Hierbei konnte durch

Transferexperimente gezeigt werden, dass T-Zellen krankheitsvermittelnd sind während

Diabetes-assoziierte Antikörper als Epiphänomene gelten [12, 113]. 

Eine wesentliche Voraussetzung für die Entwicklung eines Autoimmundiabetes ist das

Vorhandensein von genetischen Risikomarkern. Inzwischen sind zumindest 19 verschiedene

Gen-Loci bekannt, die für einen Typ-1-Diabetes prädisponieren, wobei hier der HLA-Locus

auf Chromosom 6p als der wichtigste gilt. Dieses Gen macht ca. 50% des genetischen
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Diabetesrisikos aus. Bei Diabetikern fand man vor allem eine erhöhte Frequenz von HLA-

DR3 und/oder –DR4 (69%) gegenüber Kontrollpersonen (26%), wobei das Diabetesrisiko für

Träger beider Allele, d. h. DR3/DR4-heterozygote Personen, besonders hoch war [127, 104,

126].

Der Krankheitsprozess des Typ-1-Diabetes beginnt beim Menschen bereits in den ersten

Lebensjahren [99], so dass potentielle Umwelteinflüsse schon sehr früh im Leben wirksam

werden müssen, um Auslöser der Insulitis sein zu können. So könnte eine Infektion (z. B. mit

dem Coxsakie-Virus) oder eine frühe Exposition mit Nahrungsproteinen (z. B. Kuhmilch)

durch die Ähnlichkeit von Proteinbestandteilen mit der ß-Zelle zur Kreuzreaktivität mit

körpereigenem Gewebe und dadurch zur organspezifischen Autoimmunität führen [9, 124].

Es werden auch Impfungen, der soziale Status, virale Infekte und die Stilldauer als Initiatoren

bzw. Einflussfaktoren des Immunprozesses diskutiert. Neuere Veröffentlichungen bestätigen

jedoch nicht, dass Impfungen für die Entstehung eines Typ-1-Diabetes verantwortlich

gemacht werden können. So zeigte eine Untersuchung der allgemeinen Impfhäufigkeit von

Antikörper-negativen oder –positiven Kinder von diabetischen Eltern in Deutschland keine

Unterschiede in der Diabetesentwicklung [55]. Den sozialen Status betreffend deuten

Untersuchungen darauf hin, dass das Diabetesrisiko mit der Zugehörigkeit zu einer höheren

sozialen Schicht grösser ist [63]. Auch wurde lange Zeit ein kausaler Zusammenhang

zwischen Virusinfektionen und der Erkrankung an Typ-1-Diabetes angenommen. Aufgrund

der sehr langen prädiabetischen Phase geht man heute jedoch nicht mehr davon aus, dass

virale Infekte bei Manifestation als ursächlich für die Krankheitsentstehung (mit Ausnahme

der kongenitalen Rubella-Infektion) anzusehen sind [82, 105]. Dass ein Zusammenhang

zwischen der Stilldauer und dem Risiko an Typ-1-Diabetes zu erkranken besteht, wurde

erstmals anhand einer Untersuchung in Dänemark gezeigt [19]. Eine neuere Untersuchung

bestätigte dieses Ergebnis [44]. Kinder, die weniger als drei Monate gestillt wurden hatten ein

1,37fach höheres Diabetesrisiko im Gegensatz zu denen, die über diesen Zeitraum hinaus mit

Muttermilch ernährt wurden. In einer Querschnittsanalyse der Arbeitsgruppe von Frau Prof.

Dr. A.-G. Ziegler am Institut für Diabetesforschung konnte hingegen kein signifikanter

Zusammenhang zwischen der Stilldauer und dem Diabetesrisiko, sowie anderen

Ernährungsfaktoren gefunden werden [90].

Während humorale Immunphänomene beim humanen Typ-1-Diabetes eher als

Begleiterscheinungen angesehen werden, gilt das zelluläre Immunsystem als pathogenetisch

relevant. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass Lymphozyten, nicht aber Serum,

Immunglobuline oder Makrophagen die Krankheit von einem auf das andere Tier übertragen

können. Auch beim Menschen gibt es eindeutige Hinweise für die Relevanz des zellulären

Immunsystems. So lassen sich auch Jahre nach der Diabetesmanifestation T-Lymphozyten

(„Memory-Zellen“ genannt) nachweisen, die dafür verantwortlich sind, dass

Pankreastransplantate von einem eineiigen nicht diabetischen Zwilling in einem diabetischen

Zwillingsempfänger abermals durch einen Autoimmunprozess zerstört werden [12, 20, 113].

Man geht heute davon aus, dass bei einem Überschuss an T-Helfer-1-Zellen (Th1), die v. a.
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entzündungsfördernde Moleküle sezernieren, im Gegensatz zu regulatorischen T-Helfer-2-

Zellen (Th2) (hemmender Einfluss auf das Immunsystem), die destruktive Insulitis ausgelöst

wird [96]. Aus dem Blut von Patienten mit Typ-1-Diabetes konnten T-Lymphozyten

nachgewiesen werden, die spezifisch gegen Inselzellantigene gerichtet sind (z. B. gegen

GAD) [42, 98]. Diskutiert wird nach wie vor, ob die Einleitung der Inselzellentzündung von

einem Antigen ausgeht und sich dann auf weitere ausdehnt (spreading) oder ob für die

Immunantwort gleich multiple Antigene verantwortlich gemacht werden können.

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass Insulin das erste Antigen ist, das

während der autoimmunen Entzündung der Inselzellen wirksam wird [145]. Offensichtlich

scheint jedoch bei der humoralen Immunantwort eine Ausweitung auf mehrere Antikörper

notwendig zu sein, da letztlich – mit wenigen Ausnahmen - nur Patienten mit multiplen

Antikörpern an einem Typ-1-Diabetes erkranken [27, 145].

Immundiagnostik des Prä-Typ-1-Diabetes

In den letzten Jahren wurden eine Reihe von immunologischen und molekulargenetischen

Tests entwickelt, die sowohl eine frühe Diagnostik als auch eine Vorhersage des Typ-1-

Diabetes bei Risikopersonen (z. B. erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern) sowie der

Normalbevölkerung zulassen. Man misst heute mit spezifischen Assays vier verschiedene

Antikörper, die für die Diagnostik und Prädiktion des Typ-1-Diabetes eine sehr wichtige

Rolle spielen: Inselzellautoantikörper (ICA), Insulinautoantikörper (IAA), Antikörper gegen

Glutamatdecarboxylase (GADA) und Antikörper gegen eine Tyrosinphosphatase (IA2A und

IA2βA) [100].

ICA reagieren mit Inselzellen und werden auf Gefrierschnitten des humanen Pankreas

nachgewiesen [16, 106]. Positive ICA-Befunde werden durch Austitrierung näher

charakterisiert (Angabe in JDF-Units), so reflektieren hohe Titer (> 80 JDF-U vs. niedrige

Titer < 20 JDF-U) auch ein höheres Diabetesrisiko [13]. Die fluoreszenzmikroskopisch

sichtbaren Markierungen entstehen durch Reaktion der Antikörper im Patientenserum mit

verschiedenen ß-Zellantigenen. Diese Antigene sind u. a. GAD und IA2. Man geht jedoch

davon aus, dass noch weitere Antigene existieren, die bisher noch unbekannt sind. Der ICA-

Test misst also gleichzeitig mindestens zwei Antikörper und hat als Einzeltest bisher die

höchste Spezifität und Sensitivität. Als klassischer Immunmarker ist der Nachweis von ICA

der Goldstandard im Hinblick auf die Prädiktion und Diagnose eines Typ-1-Diabetes und

kann laut bisheriger Untersuchungsergebnisse durch Einzeltests gegen eines der bekannten

Antigene Insulin, GAD oder IA2 nicht ersetzt werden [111]. Die beiden wesentlichen

Nachteile des ICA-Tests sind sowohl die schwere Verfügbarkeit und teils mangelnde Qualität

des humanen Pankreasgewebes als auch die schwierige Standardisierbarkeit durch die

subjektive Auswertung am Mikroskop. Es wäre daher sinnvoll, den bestehenden ICA-Test

durch quantitative, einfache und standardisierbare Assays gegen rekombinante ß-Zellantigene

zu ersetzen. Erste Versuche in diese Richtung wurden bereits unternommen und sprechen
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dafür, den ICA-Test in Zukunft durch einen kombinierten Test mit zwei oder drei der

genannten Antigene zu ersetzen [95, 140].

IAA treten vor der Therapie mit exogenem Insulin auf und sind gegen das körpereigene

Insulin gerichtet [144, 129]. Sie werden sehr zuverlässig durch einen Radioimmunoassay

nachgewiesen und bei etwa 20-70 % der neuentdeckten Typ-1-Diabetiker gefunden [129].

Hohe IAA-Titer bei Manifestation werden vor allem bei Kindern unter fünf Jahren

nachgewiesen und bei gleichzeitigem Vorliegen mit ICA sind sie mit einem relativen Risiko

von 100 % verbunden, einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln [141]. Erst unlängst konnte die

Methode zum Nachweis der IAA entscheidend verbessert werden. Bislang waren für einen

Testansatz mindestens 600 µl Patientenserum nötig. Diese Menge erschwerte gerade bei

jungen Kindern - bei denen dieser Marker aber sehr aussagekräftig, eine Blutentnahme jedoch

limitiert ist - die Durchführbarkeit des Tests. Williams et al. [141] entwickelten einen

sogenannten ”Micro-Assay“ zum Nachweis der IAA, für den nur noch 20µl Serum nötig sind.

Die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. A.-G. Ziegler am Institut für Diabetesforschung konnte

zeigen, dass dieser Test im Vergleich zum herkömmlichen Assay weder an Sensitivität noch

an Spezifität einbüßte [88].

Baekkeskov und Mitarbeiter berichteten 1990 erstmals bei Typ-1-Diabetikern von

Antikörpern gegen ein 64-kDa-Protein (GAD), das aus Glutamat den Neurotransmitter

Gamma-Amino-Buttersäure (GABA) synthetisiert [97]. GAD wurde als diabetesspezifisches

ß-Zellantigen identifiziert und ein Test zur Messung dieser Antikörper entwickelt [1, 8].

Seitdem stellt GAD einen weiteren wichtigen immunologischen Marker in der Diagnostik des

Typ-1-Diabetes dar [5, 28, 101, 109]. Bei etwa 60 % der neumanifesten Typ-1-Diabetiker

lassen sich GADA nachweisen [50]. Daneben findet man Antikörper gegen GAD auch bei

neurologischen Erkrankungen wie dem Stiffman- und dem polyendokrinen Syndrom [110,

115]. GADA sind zwar sehr sensitiv aber im Vergleich zu anderen Markern weniger

spezifisch für einen Typ-1-Diabetes und müssen daher in Kombination mit anderen

Antikörpern zur Spezifitätsverbesserung getestet werden [143].

Als neue immunologische Marker wurden 1996 zwei transmembranäre Proteine der

sekretorischen Granula IA2 (auch als ICA512 bezeichnet) und IA2β (auch Phogrin genannt)

entdeckt, die zu der Familie der Tyrosinphosphatasen zählen [17, 45, 64, 92]. IA2 (ca. 40

kDa) wird in allen endokrinen Zellen und im Nervengewebe, IA2β (37 kDa) vorwiegend in ß-

Zellen exprimiert. Da nur ein Teil der Personen mit IA2A auch Antikörper gegen IA2β
aufweist und IA2βA nur sehr selten alleine nachgewiesen werden, geht man davon aus, dass

auf den Test von IA2βA verzichtet werden kann. Die gegen IA2 gerichteten Antikörper sind

für den Typ-1-Diabetes sehr spezifisch und werden zu 60-100 % bei neu entdeckten Typ-1-

Diabetikern nachgewiesen [7 ,27]. IA2A korrelieren mit einer schnellen Diabetesentwicklung,

da Personen, bei denen neben ICA oder IAA auch IA2A nachgewiesen werden, sehr viel

schneller einen Typ-1-Diabetes entwickeln als IA2A-negative Personen [27].
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Sowohl GAD- als auch IA2-Antikörper werden in der Regel analog mit einem

Radioligandenbindungsassay (RBA) [34] nachgewiesen, der in Kapitel 2.2.1.3 eingehend

beschrieben wird. Gerade im Hinblick auf ein Risikoscreening auf der Ebene der

Normalbevölkerung und die Diabetesfrüherkennung, wäre es denkbar, beide Antikörper

gleichzeitig in einem Assay zu messen, was besonders hinsichtlich eines hohen

Probendurchsatzes und Minimierung der Kosten sinnvoll wäre. Sollte es darüberhinaus

möglich sein, diesen kombinierten Antikörpertest auch in Kapillarblut durchzuführen, wären

noch weitere Zeit- und Kosteneinsparungen möglich.

Zöliakie (Einheimische Sprue)

Auch die Zöliakie (im Erwachsenenalter einheimische Sprue genannt) gilt als

organspezifische Autoimmunerkrankung, die bei genetisch prädisponierten Personen zu einer

Zerstörung der Dünndarmmukosa führt. Im Gegensatz zum Typ-1-Diabetes ist der externe

Trigger dieser Erkrankung bekannt: das Getreideprotein Gluten [78]. Die klinischen

Symptome (Gedeihstörungen, chronische Durchfälle, aufgeblähter Bauch) resultieren aus dem

strukturellen Schaden der Dünndarmmukosa, der zur Malabsorption führt [85]. Hiervon sind

praktisch alle Nahrungsbestandteile wie Eiweiß, Kohlenhydrate, Fette, Vitamine, Mineralien

und Spurenelemente betroffen [51]. Das Krankheitsbild der Zöliakie präsentiert sich heute

nicht nur in der geschilderten klassischen Symptomatik, sondern in verschiedenen klinischen

Bildern. Entsprechend dem „Eisbergmodell“ [24, 68] machen die klassischen Fälle als „über

dem Wasser schwimmende Spitze“ nur etwa ein Siebtel aller Zöliakieerkrankungen aus. Die

meisten Patienten leiden an stillen oder oligosymptomatischen Formen, einer sogenannten

latenten bzw. silenten Zöliakie. Ein Patient mit einer latenten Form der Zöliakie ist z. B.

symptomfrei, hat eine mikroskopisch unauffällige Mukosa, weist aber eine hohe Dichte an

intraepithelialen Lymphozyten (IEL) auf oder besitzt Zöliakieassoziierte Antikörper. Bei der

silenten Form der Zöliakie ist mikroskopisch zwar eine abgeflachte Mukosa feststellbar, die

Patienten können aber über lange Zeit völlig frei von Symptomen sein [74].

Durch die klassische Behandlungsform der strengen (lebenslangen) glutenfreien Ernährung

regeneriert sich die entzündete und abgeflachte Dünndarmmukosa auf normale Gestalt und

Funktion und der Patient ist praktisch symptomfrei [51]. Bei unbehandelter Zöliakie aber

auch bei häufigen oder andauernden Diätfehlern treten jedoch auch bei der

Zöliakie massive Folgeerkrankungen wie Wachstumsstörungen, Anämien, assoziierte

Autoimmunerkrankungen, neuro-psychiatrische Erkrankungen, Fertilitätsstörungen sowie

eine erhöhten Rate von malignen Tumoren auf [52, 74, 128]. Bei letzteren handelt es sich um

T-Zell-Lymphome des Dünndarms, Adenokarzinome des Dünndarms, Karzinome des

Mundes, Pharynx und Ösophagus sowie Karzinoide [43]. Da auch eine silente Form der

Zöliakie zu Folgeerkrankungen (wie Autoimmunerkrankungen, Osteopenie) führen kann, gilt

auch hier eine rechtzeitige Behandlung als obligat [86, 74].
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Epidemiologie, Ätiologie und Pathogenese der Zöliakie

Die Prävalenz der klassischen Form der Zöliakie liegt in Deutschland bei 1:2000.

Berücksichtigt man jedoch die silenten und latenten Formen der Erkrankung, ist von einer

sehr viel höheren Prävalenz von bis zu 1:300 auszugehen [24, 47, 49, 120]. Die Inzidenz

schwankt europaweit von 1:200 in Irland bis zu 1:2000 in anderen Regionen [4, 46, 57, 69].

Studien u. a. aus Schweden zeigen einen stetigen Anstieg der Prävalenz der Zöliakie zwischen

1970 und 1988. Die Inzidenz erhöhte sich von 1,7 auf 3,1 %, was auf eine frühere und

vermehrte Glutenexposition im Kindesalter zurückgeführt wird [4, 26, 136]. Überdies wurde

eine Verschiebung im Alter des Auftretens der Erkrankung beobachtet. Zunehmend wird die

Erkrankung Zöliakie bei Schulkindern und jungen Erwachsenen - und nicht wie bisher

vorwiegend bei Kleinkindern - diagnostiziert [77].

Im Hinblick auf Aussagen über die Prävalenz und Inzidenz der Erkrankung sind sich die

Wissenschaftler mittlerweile einig, dass nicht nur die klassische Form der Zöliakie

(abgeflachte Mukosa, typische Symptome und Remission nach Einführung der glutenfreien

Diät), sondern auch die stillen Verlaufsformen unbedingt berücksichtigt werden müssen [24,

128, 25].

Seit vielen Jahren sind die Immunreaktionen der Zöliakie zwar weitgehend bekannt, durch die

verschiedenartigen Immunantworten ist es aber nach wie vor schwierig, auslösende

immunologische Ursachen bei der Zöliakie von den Sekundärreaktionen zu trennen [85]. Seit

Dieterich und Mitarbeiter 1997 [38] erstmals das Enzym tissue-Transglutaminase-C (tTGC)

als das zentrale Antigen in der Immunpathogenese der Zöliakie beschrieben haben, ist die

Zöliakieforschung in ein Stadium gelangt, in dem es möglich scheint, den ursächlichen

Immunprozess der Autoimmunerkrankung näher zu untersuchen. Eine umfassende

Charakterisierung der Immunantwort gegen tTGC, z. B. wann im Leben eines Menschen eine

solche Immunantwort beginnt und welche Rolle das Auftreten der tTGCA innerhalb der

Frühdiagnostik bzw. Prädiktion einer Zöliakie bei Risikopopulationen spielt, liegt bislang

jedoch nicht vor.

Wie beim Typ-1-Diabetes gelten die Erbfaktoren in der Zöliakie als prädisponierend. Die

Erkrankung ist mit Allelen des HLA-Genkomplexes assoziiert. Eine besondere Bedeutung

haben die HLA-Haplotypen DR3-DQ2 und DR7-DQ2, in einigen Bevölkerungsgruppen auch

DR5-DQ2 [72, 116]. Dieser Genkomplex kontrolliert Abwehr- und Entzündungsreaktionen

im Organismus und ist vermutlich in besonderer Weise an den Entzündungsreaktionen der

Dünndarmmukosa gegen Gliadin beteiligt [117].

Als weitere pathogenetische Komponente wird ein angeborener intestinaler

Permeabilitätsdefekt bei den Patienten angesehen [48]. Hierduch kann nach einem Modell

von Schuppan et al. [107] vermehrt Gluten in die Lamina propria gelangen und so als Trigger

für weitere Immunreaktionen fungieren. Die eingedrungenen Gluten-Peptide werden in ihrer

Immunogenität erhöht und so zu Neoepitopen, indem sie durch tTGC modifiziert

(desaminiert) werden. Makrophagen präsentieren diese Gliadin-Peptidfragmente, was über
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eine T-Zell-Stimulation eine Zytokinausschüttung zur Folge hat. Hierdurch wird die

Produktion von Antikörpern (AGA, EMA, tTGCA – diese sind evtl. auch ursächlich in den

Krankheitsprozess involviert) angeregt. Gleichzeitig werden mesenchymatische Zellen

aktiviert, epitheliale Wachstumsfaktoren und Metalloproteinasen zu sezernieren, die zur

Kryptenhypertrophie und schließlich zur finalen Zerstörung der Dünndarmenterozyten führen.

Für den initialen Trigger der Pathogenese werden aber auch Nahrungsproteine

(Kuhmilchproteine), Umweltfaktoren wie Toxine oder Virusinfekte diskutiert. So führt die

Homologie der Aminosäuresequenz von A-Gliadin und dem humanen Adenovirus zu der

Theorie (molekulare Mimikry), dass eine Infektion mit dem Virus für die Erkrankung an

Zöliakie notwendig ist [3]. Wie beim Typ1-Diabetes wird auch in der Pathognese der Zöliakie

der Einfluss des Stillens diskutiert. Mäki et al. beobachteten in diesem Zusammenhang, dass

mit steigender Dauer der Stillphase das Alter bei Manifestation einer Zöliakie stieg [76].

Immundiagnostik der Zöliakie

Seit den 60er-Jahren werden in Fällen mit untypischer Symptomatik oder bei Verdacht einer

Zöliakie standardmässig serologische Antikörperuntersuchungen zur Immundiagnostik

eingesetzt [133]. Es werden hauptsächlich Anti-Gliadinantikörper (AGA) der Klassen IgA

und IgG und sogenannte Endomysium-Antikörper (EMA) der Klasse IgA nachgewiesen.

AGA (IgA und IgG) sind gegen den Getreidekleber gerichtet und werden unter Verwendung

eines enzymgebundenen-Immunosorbent-Assays (ELISA) bestimmt [103]. Die

Verlässlichkeit des Assays ist abhängig vom Alter der Patienten und von der Aktivität der

Erkrankung. AGA-IgA-Bestimmungen sind zuverlässig bei jungen Kindern mit aktiver

Erkrankung. Der Test erreicht bei Spezifitäten von 80-98 % Sensitivitäten von 90 % bis zu

100 % (außer bei Patienten mit IgA-Mangel) [32, 119]. Die Bestimmung der AGA-IgG ist

ebenfalls sensitiv, jedoch weniger spezifisch. Bei älteren Kindern und Erwachsenen mit

stillem Krankheitsverlauf büsst der Test an Zuverlässigkeit ein. Nahezu jeder unbehandelte

Zöliakiepatient weist zwar AGA-IgG und/oder AGA-IgA auf, doch lassen sich diese

Antikörper auch bis zu 20% bei gesunden Kontrollpersonen detektieren [10, 21].

Die sogenannten IgA-Endomysiumantikörper (EMA) sind – wie bisher vermutet - gegen ein

feines Bindegewebsgeflecht der glatten Muskulatur gerichtet. EMA werden mittels indirekter

Immunfluoreszens sowohl auf Schnitten von Affenösophagie als auch humaner Nabelschnur

nachgewiesen [60, 73]. Vor Behandlung haben etwa 90 % der Zöliakiepatienten EMA. Die

Sensitivität der EMA ist eindeutig altersabhängig. Mit steigendem Alter steigt die Sensitivität

des Tests auf bis zu 97 % verglichen mit etwa 80 % bei Kindern unter 2 Jahren [21].

Bisher hat die Praxis gezeigt, dass die höchstmögliche Sensitivität und Spezifität bei

Verdachtsfällen der Zöliakie durch eine Kombination der AGA-IgA, AGA-IgG und IgA-

EMA erreicht werden kann [21]. Trotzdem stehen die schwere Verfügbarkeit der



1  EINLEITUNG10

Gewebeschnitte und die subjektive mikroskopische Auswertung einer hohen Sensitivität und

Spezifität des EMA-Tests entgegen.

Seit Dietrich und Mitarbeiter 1997 erstmals zeigten, dass das – wahrscheinlich - durch

mechanischen Stress und Traumata von den Zellen freigesetzte Enzym, die tissue-

Transglutaminase-C (tTGC), das Antigen der EMA ist [38], steht der Diagnostik der Zöliakie

ein weiterer Immunmarker zur Verfügung. Erste Publikationen verschiedener Arbeitsgruppen

über die Sensitivität und Spezifität eines Transglutaminase-Assays sind bereits erschienen

[39, 61, 122]. Bisher wurde zum Nachweis der tTGC-Antikörper ein bereits kommerziell

erhältlicher ELISA verwendet, der in einigen Arbeitsgruppen sowohl sensitivitiv (95 %-98 %)

als auch spezifisch war (94%-95%) [39, 122]. Ein erst kürzlich erschienener Vergleich

zwischen einem tTGCA-RBA, der Antikörper gegen die humane rekombinante tissue-

Transglutaminase-C misst, und einem ELISA zeigte, dass der RBA dem ELISA in Sensitivität

und Spezifität deutlich überlegen ist [10]. Da IgG-Antikörper gegen Zöliakie-assoziierte

Antigene generell als weniger spezifisch als IgA-Antikörper angesehen werden, wird bislang

in erster Linie die IgA-Fraktion der tTGC-Antikörper detektiert. Ein in anderen Studien

erhobener [39] positiver Befund dieser Antikörper in Abwesenheit von IgA-EMA oder bei

einem IgA-Mangel wird daher nicht als Indikator für ein erhöhtes Zöliakie-Risiko angesehen

[62]. Bisher liegen hierfür jedoch keine bestätigenden Untersuchungen vor, so dass die Rolle

bzw. der prädiktive Wert der tTGCA-IgG bei Zöliakie weitgehend unklar ist.

Gemeinsamkeiten von Typ-1-Diabetes und Zöliakie

Allein die Tatsache, dass in Deutschland ca. 1,0-7,8% der Typ-1-Diabetiker zusätzlich eine

Zöliakie haben [128], lässt die Vermutung zu, dass Assoziationen hinsichtlich der Entstehung

beider Autoimmunerkrankungen bestehen. So existieren für beide Erkrankungen gemeinsame

HLA-Risiko-Allele (DR3, DQA*0501, DQB*0201), die jeweils zentrale Rolle der T-Zellen

und vermutete Umweltfaktoren (z. B. Stilldauer) in der Pathogenese der beiden Krankheiten

[40, 24]. Sowohl beim Typ-1-Diabetes als auch bei der Zöliakie spielen die spezifischen

Antikörper bei der Prädiktion die entscheidende Rolle. Die Art, Anzahl und Höhe der

jeweiligen Diabetes-spezifischen Antikörper(titer) lassen den Status der ß-

Zellzerstörungsprozesses abschätzen und den ungefähren Ausbruch der Krankheit

voraussagen [100]. Ob eine manifeste, silente oder latente Zöliakie vorliegt, ist mit hoher

Sensitivität und Spezifität durch den Nachweis der Zöliakie-assoziierten Antikörper

feststellbar [74, 53]. 

Gemeinsam sind den beiden Erkrankungen auch die fatalen Folgeerkrankungen, die mit

grossem Leid für den Betroffenen und immensen Kosten für das Gesundheitssystem

verbunden sind.

Ein wesentlicher Unterschied der beiden Erkrankungen ist die Wirkung der Therapien. Durch

eine Gluten-freie Diät ist es bei einer diagnostizierten Zöliakie möglich, die Antikörpertiter zu

normalisieren sowie Folgeerkrankungen weitgehend zu vermeiden [18]. Hingegen ist es für
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den Typ-1-Diabetes bisher nicht gelungen, eine erfolgreiche Therapie zu entwickeln, die

einen positiven Einfluss auf den Antikörperstatus und somit sekundär auf den Immunprozess

hat. Es kommt daher immer zur Erkrankung, die eine exogene Insulingabe nötig macht, wobei

langfristig gut eingestellte Blutzuckerwerte die Gefahr von Folgeerkrankungen mindern

können [121]. Eine relativ symptomarme Zöliakie tritt meist nach Manifestation eines Typ-1-

Diabetes auf, wohingegen bei mit Diät behandelten Zöliakiepatienten selten ein Typ-1-

Diabetes diagnostiziert wird [128]. Bei einigen Zöliakiepatienten lassen sich im Verlauf der

Krankheit zwar Diabetes spezifische Antikörper nachweisen, die aber nicht zwangsläufig zu

einem Ausbruch eines Diabetes führen [18]. Das Testen von an Diabetes erkrankten Kindern

auf die Antikörper EMA und AGA wird in der Praxis heute empfohlen, dies gilt jedoch nicht

für Diabetesrisikopersonen (wie z. B. erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern). Ebenso

werden Zöliakie-kranke Patienten nicht routinemässig auf Diabetes-spezifische Antikörper

untersucht [75]. Im Zuge der tTGC-Forschung tauchte die Frage auf, ob durch die Prävalenz

der tTGC-Antikörper bei Typ-1-Diabetikern nähere Erkenntnisse bzgl. der Assoziation zur

Zöliakie zu gewinnen sind. Erste Untersuchungen in diese Richtung haben ergeben, dass diese

Antikörper tatsächlich häufig bei Typ-1-Diabetikern nachweisbar sind, wobei ein Unterschied

der Prävalenz zwischen den Immunglobulin-Fraktionen IgA und IgG feststellbar sind.

Antikörper gegen tTGC der Klasse IgG waren vier mal so häufig bei manifesten Diabetikern

nachweisbar als Antikörper der Klasse IgA [62].
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1.3 Problemstellung

Leider lassen sich die beiden Autoimmunerkrankungen Typ-1-Diabetes und Zöliakie bis

heute weder durch primärpräventive Maßnahmen verhindern, noch sind sie heilbar. Die

wesentliche Voraussetzung im Hinblick auf dieses Ziel, ist die vollständige Aufklärung der

immunologischen Grundlagen der Entstehung dieser Erkrankungen. Unabhängig davon

sollten aus präventivmedizinischer, gesundheitspolitischer und ethischer Sicht aber im

Rahmen der Sekundärprävention sinnvolle und praktikable Methoden in der Früherkennung

dieser beiden Erkrankungen realisiert werden. Nur dann können therapeutische Maßnahmen

rechtzeitig ergriffen werden, um die Sekundärkomplikationen des Typ-1-Diabetes und der

Zöliakie zu verhindern oder zumindest zu verzögern. Die einleitende Ausführung über den

derzeitigen Status der Immundiagnostik zeigt, dass bereits vernünftige und realistische

Ansätze zur methodischen Vereinfachung eines Diabetes- bzw. Zöliakie-Risikoscreenings

gemacht wurden, jedoch im Hinblick auf ein gross angelegtes Risikoscreening noch

verbessert werden können.

In diesem Kontext wird in der vorliegenden Arbeit das Prinzip eines kombinierten

Nachweises der beiden Antikörper GADA und IA2A aufgegriffen und in einer bislang noch

nicht evaluierten Risikogruppe (erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern) angewandt.

Konkret soll die vorliegende Arbeit hinsichtlich dieser Methode folgende Fragen

beantworten:

1. Kann im Hinblick auf ein kostengünstiges und relativ einfaches Diabetesrisikoscreening

(auf Populationsebene) ein Radioligandenbindungsassay (RBA) etabliert werden, der

reproduzierbar und spezifisch den gleichzeitigen Nachweis von Autoantikörpern gegen

die Glutamatdecarboxylase (GADA) und eine Tyrosinphosphatase (IA2A) erlaubt? Und

lässt sich dieser Assay mit den gleichen Ansprüchen auch mit Kapillarblut durchführen?

2. Wie sind die Verteilung und Häufigkeit der Antikörpertiter gegen GAD und IA2 einer

standardisierten kombinierten Nachweismethode bei erstgradig Verwandten von Typ-1-

Diabetkern?

3. Wie ist der prädiktive Wert für die Voraussage eines Typ-1-Diabetes mit einer

standardisierten kombinierten Nachweismethode von GADA und IA2A?

4. Wie sensitiv ist dieser Test im Vergleich zu bereits etablierten Screeningstrategien auf

Insellzell-Autoantikörper (ICA) und Insulinautoantikörper (IAA)?

5. Und lässt sich das Diabetesrisiko für Verwandte ersten Grades durch den kombinierten

Test in Verbindung mit weiteren Markern wie: Alter, Verwandtschaftsstatus, IAA-Status

und dem Ergebnis eines intravenösen Glucose Toleranztests (IVGTT) noch genauer

abschätzen?
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Da erstens Kinder diabetischer Eltern ebenfalls ein erhöhtes Diabetesrisiko haben und da

zweitens die Erkrankungen Typ-1-Diabetes und Zöliakie gehäuft gemeinsam auftreten, ist zu

vermuten, dass für Kinder von Diabetikern auch ein gewisses Risiko für die Entwicklung

einer Zöliakie besteht. Nachdem dazu bisher keine Studien zur Verfügung stehen, soll in der

vorliegenden Arbeit der Antikörperstatus gegen das neue Zöliakie-spezifische Antigen tissue-

Transglutaminase-C (tTGC) analysiert und die Bedeutung dieser Antikörper für die

Prädiktion einer Zöliakie in diesem Kollektiv charakterisiert werden. Darüberhinaus wird

erstmals in einer Verlaufsbeobachtung die Abfolge und das zeitliche Auftreten Zöliakie-

assoziierter Antikörper ermittelt, um hierdurch nähere Erkenntnisse bzgl. der Pathogenese

dieser Autoimmunerkrankung zu erlangen.

Bezüglich dieses Studienziels setzt sich die vorliegende Arbeit mit den folgenden weiteren

Fragestellungen auseinander:

6. Lässt sich eine standardisierte Nachweismethode in Form eines RBA etablieren, die

reproduzierbar und spezifisch Autoantikörper gegen tTGC misst?

7. Wie ist die Prävalenz von Autoantikörpern der Immunglobulinklasse IgG gegen tTGC bei

Kindern Typ-1-diabetischer Eltern im Vergleich zu Patienten mit Typ-1-Diabetes und

gesunden Kontrollpersonen?

8. Wie hoch ist die Prävalenz der Zöliakie-assoziierten Antikörper tTGC,

Endomysiumantikörper (EMA) und Antigliadinantikörper (AGA) bei Kindern

diabetischer Eltern?

9. Lässt sich auch bei Kindern diabetischer Eltern ein Zusammenhang zwischen der

Prävalenz Zöliakie-assoziierter Antikörper und dem Alter feststellen?

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

11. Welche Ergebnisse zeigt die prospektive Untersuchung dieses Kollektivs im Hinblick auf

die zeitliche Entwicklung Zöliakie-assoziierter Antikörper und welche Relevanz für die

Erkrankung an Zöliakie ist damit verbunden?

12. Besteht ein Zusammenhang zwischen Zöliakie- und Diabetes-assoziierten Antikörpern?

Die Untersuchungen sollen zur Entwicklung präventivmedizinischer Massnahmen in der

Frühdiagnostik und zu näheren Erkenntnissen in der Pathogenese der beiden

Autoimmunerkrankungen beitragen.
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2 UNTERSUCHUNGSGRUPPEN UND METHODEN

2.1 Untersuchungsgruppen

2.1.1 Untersuchungsgruppen für den GADIA2-combi

2.1.1.1 Kontrollpersonen

Zur Etablierung des Normalbereichs für den kombinierten Antikörpertest dienten 105 gesunde

Personen mit negativer Familienanamnese hinsichtlich eines Typ-1-Diabetes

(Durchschnittsalter ± SD: 27,7 ± 7,8 Jahre; Range: 19,2-52 Jahre). (Das

Untersuchungsmaterial stammte grösstenteils aus einem bereits vorhandenen Normalkollektiv

der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. A.-G. Ziegler am Institut für Diabetesforschung.) Alle

Kontrollpersonen wurden zusätzlich in separaten Tests auf die Antikörper GAD und IA2

getestet. Bei 11 der 105 Kontrollpersonen wurde darüber hinaus Kapillarblut (nach

Plasmagewinnung) kombiniert auf GAD- bzw. IA2-Antikörper getestet.

2.1.1.2 Neumanifeste Typ-I-Diabetiker

Um die Sensitivität des GADIA2-combi zu testen, wurden 72 neumanifeste Typ-1-Diabetiker

(Durchschnittsalter bei Manifestation ± SD: 20,3 ± 11,6 Jahre; Range: 1,0-52,4 Jahre) sowohl

mit dem GADIA2-combi-Test als auch mit den separaten Antikörper-Tests auf GADA und

IA2A untersucht. Die Diagnose des Typ-1-Diabetes erfolgte nach WHO-Kriterien [89, 139].

Die neu erkrankten Patienten wurden im Städtischen Krankenhaus München-Schwabing

stationär auf die Insulintherapie eingestellt, wobei die Blutentnahme zur Bestimmung der

Antikörper vor Beginn der Insulinbehandlung vorgenommen wurde. Von den 72 Patienten

erklärten sich 35 bereit, sich zusätzlich einer Kapillarblutentnahme zu unterziehen. Das daraus

gewonnene Plasma wurde ebenfalls im GADIA2-combi-Test eingesetzt und mit den

jeweiligen Ergebnissen aus dem Venenblut verglichen.

2.1.1.3 Verwandte ersten Grades von Typ-1-Diabetikern

Seit 1989 wurden am Institut für Diabetesforschung routinemäßig Verwandte ersten Grades

von Typ-1-Diabetikern eingeladen an einem Screening-Programm für Diabetes-assoziierte

Antikörper teilzunehmen. Bisher wurden 1606 Verwandte (Durchschnittsalter ± SD: 19,6 ±
15 Jahre; Range: 0,3-68,7 Jahre) auf Inselzell- und Insulin-Autoantikörper untersucht. Von

den 1606 Verwandten waren 46 Antikörper-positiv (ICA- und/oder IAA-positiv). In der

vorliegenden Studie wurden diese 1606 erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabteikern

zusätzlich auf GAD- bzw. IA2-Antikörper in dem kombinierten Verfahren getestet.

Blutproben, die einen erhöhten GADIA2-combi-Titer aufwiesen, wurden in einem weiteren
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Testdurchgang separat auf die beiden Antikörper GADA und IA2A getestet. Antikörper-

positive Personen wurden um eine weitere Serumprobe gebeten und bei bestätigtem Befund

aufgefordert, sich einem oralen Glukose Toleranz Test (OGTT) zu unterziehen, um die

Stoffwechsellage zu kontrollieren (Median Zeitraum der Verlaufsbeobachtung: 5,6 Jahre).

Alle Antikörper-negativen Verwandte wurden im Juli 1997 schriftlich oder telefonisch um

eine weitere Serumprobe gebeten. Im Dezember 1997 waren insgesamt 684 Rückmeldungen

eingegangen, wobei 683 Verwandte bestätigten, bisher nicht an einem Typ-1-Diabetes

erkrankt zu sein (Median Beobachtungszeitraum: 6,6 Jahre). Die Mutter eines eineiigen Typ-

I-diabetischen Zwillingspaares gab an, sieben Jahre nach der Antikörperuntersuchung an

einem Typ-1-Diabetes erkrankt zu sein (Alter bei Diagnose: 57 Jahre; negativer

Antikörperbefund 9 Monate nach Diagnose) .

2.1.1.4 Ein- und Ausschlusskriterien

Blutproben von Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern wurden nur in Verbindung

mit einem beantworteten Fragebogen getestet (Anhang Seite A1-A2). Aus diesem Fragebogen

musste deutlich der Verwandtschaftsgrad hervorgehen, um sicher zu stellen, dass eine

Verwandtschaft ersten Grades vorlag.

Einschlussbeschränkungen hinsichtlich des Alters wurden nicht gemacht. Den neu entdeckten

Typ-1-Diabetikern wurde vor Beginn der Insulintherapie Blut abgenommen. Alle Patienten

hatten freiwillig in Verbindung mit einem Aufklärungsgespräch in die Untersuchung

eingewilligt.

2.1.2 Untersuchungsgruppen für den tissue-Transglutaminase-C-Assay

2.1.2.1 Kontrollpersonen

Zur Etablierung des Normalbereichs für den tissue-Transglutaminase-C (tTGC)-Assays

wurden insgesamt 209 gesunde Personen mit negativer Familienanamnese hinsichtlich einer

Zöliakie und eines Typ-1-Diabetes (Durchschnittsalter ± SD: 31,7 ± 10,6 Jahre; Range: 2,0-

57,05) getestet. (Das Untersuchungsmaterial stammte überwiegend aus einem bereits

rekrutierten Normalkollektiv von Frau Prof. Dr. A.-G. Ziegler am Institut für

Diabetesforschung.)

2.1.2.2 Neumanifeste Typ-1-Diabetiker

Als weiteres Kontrollkollektiv für den tTGC-Test dienten 99 Personen mit neuentdecktem

Typ-1-Diabetes (Durchschnittsalter ± SD: 11,9 ± 6,3 Jahre; Range: 0,35-36,69). Die Diagnose

des Typ-1-Diabetes erfolgte nach WHO-Kriterien [89, 139]. Die neumanifesten Patienten

wurden im Städtischen Krankenhaus München-Schwabing stationär mit Insulin eingestellt.

Bei keinem der 99 Patienten wurde je zuvor die Erkrankung Zöliakie diagnostiziert.
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2.1.2.3 Kinder diabetischer Eltern

Seit 1989 wird weltweit erstmals unter der Leitung von Frau Prof Dr. A.-G. Ziegler die

deutsche Multizenter-Studie BABY-DIAB zur Untersuchung der Genese der Diabetes-

assoziierten Autoimmunität bei Kindern diabetischer Eltern durchgeführt. Diese prospektive

Studie von Geburt an sieht vor, 2000 Kinder über einen Zeitraum von mindestens 8 Jahren

(im Alter von 9 Monaten, 2, 5 und 8 Jahren) durch Blutentnahmen auf den Antikörperstatus

(ICA, IAA, GADA, IA2A), Umweltfaktoren und erstmals auch auf genetische Marker (HLA-

Typisierung, Prof. Dr. E. Albert, Labor für Immungenetik, LMU München) hin zu

untersuchen. Zum Zeitpunkt 10/98 sind bereits etwa 1900 Kinder in die Studie

eingeschlossen. 

Aus diesem Kollektiv wurden insgesamt 913 Kinder (795 Studienteilnehmer und 118

Geschwisterkinder) auf Transglutaminase-Antikörper (IgG) untersucht. Die jüngste

vorliegende Blutprobe wurde für die Querschnittsuntersuchung auf tTGCA-IgG

herangezogen. Es waren dies 569 Serumproben von Kindern im Alter von 2 Jahren, 221 bei 5

Jahren und 123 im Alter von 8 Jahren. Hiervon waren 450 Mädchen und 463 Buben.

Teilgenommen an der Studie haben insgesamt 795 Familien, wobei in 222 Fällen der Vater

und in 558 Fällen die Mutter den Typ-1-Diabetes hatte und in 15 Fällen beide Elternteile

erkrankt waren

Ein Teilkollektiv von insgesamt 520 Kindern wurde zusätzlich auf Endomysium-Antikörper

(EMA) und Antigliadin-Antikörper (AGA) der Klassen IgG und IgA getestet. Dies waren alle

123 Kinder im Alter von 8 Jahren, alle 221 im Alter von 5 Jahren und 176 (der insgesamt

569) Kinder bei 2 Jahren. In der Gruppe der 2-jährigen Kinder wurden jedoch nur 162 blind

getestet, die übrigen 14 Kinder wurden aufgrund eines positiven Antikörper-Befundes im

tTGCA-IgG-Tests auf EMA und AGA getestet.

Bei einem positivem tTGCA-IgG-Testergebnis, nachweisbaren EMA oder AGA wurden alle

vorherigen konsekutiven Blutproben auf tTGCA (IgG und IgA), EMA und AGA (IgG und

IgA) getestet. Bei gleichzeitigem Vorliegen von tTGCA und EMA – und nach Bestätigung

des Befundes anhand einer weiteren aktuellen Blutprobe – wurde eine Dünndarmbiopsie

veranlasst. Eine manifeste Zöliakie wurde nach den geltenden Kriterien der European Society

for Pediatric Gastroenterology and Nutrition diagnostiziert [123]. Bei keinem der

untersuchten 913 Kinder wurde weder vor dem Einschluss in die Studie jemals die

Erkrankung Zöliakie diagnostiziert, noch hatten die Kinder spezifische Symptome einer

Zöliakie.

2.1.2.4 Ein- und Ausschlusskriterien

Blutproben von Kindern diabetischer Eltern wurden nur nach einer Einverständniserklärung

der Eltern und in Verbindung mit beantworteten Fragebogen zum jeweiligen

Untersuchungszeitpunkt auf Zöliakie-Antikörper getestet (genehmigt durch die
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Ethikkommission der Bayrischen Landesärztekammer, Nr. 95357). Die Fragebögen sind im

Anhang (Anhang Seite A3-A16) aufgeführt.

2.2 Methoden

2.2.1 Nachweis von Autoantikörpern beim Typ-1-Diabetes

2.2.1.1 Kombinierter Nachweis von Autoantikörpern gegen GAD und IA2 (GADIA2-
combi) in Venen- und Kapillarblut

Der GADIA2-combi-Test in venösem Serum und kapillärem Plasma basiert methodisch auf

dem Design des Radioliganden-Bindungsassays zum separaten Nachweis von GAD- bzw.

IA2-Antikörpern [50, 92, 99] (siehe Kapitel 2.2.1.3). Die cDNA für GAD65 wurde im Vektor

pEX9 (Dr. A. Lernmark, Karolinska Hospital, Stockholm, Schweden) und die cDNA für

IA2ic im Vektor pGEM-4Z (Dr. M. R. Christie, King‘s College, London, UK) kloniert.

Transkription und Translation der beiden Antigene erfolgte in vitro in Anwesenheit von 35S-

Methionin (Amersham, UK) mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen Kits (Promega,

Madison, WI). Die in dem Test eingesetzten 96-Well-Filtrationsplatten (Multiscreen-DV;

Millipore, Eschborn) wurden vor ihrer Verwendung mit BSA überzogen. Hierfür wurden die

Filter zunächst mit je 100 µl Plain-Puffer benetzt (150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4). Nach

einer Stunde wurde der Puffer entfernt und je 200 µl des sogenannten Coating-Puffers (150

mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 1 % BSA) zugegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert. Anschliessend wurden die Filter zweimal mit je 200 µl Tween-Puffer (150 mM

NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 0,05 % Tween 20) gewaschen und schliesslich mit je 250 µl

Waschpuffer (150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 0,15 % Tween 20, 0,1 % BSA) pro Well

befüllt. Die Platten wurden im Kühlschrank bei 4 °C bis zu ihrer Verwendung (innerhalb 7

Tage) gelagert. Direkt vor der Verwendung wurden die Platten nochmals mit je 200 µl

Waschpuffer gewaschen. Jeweils 15000 cpm 35S-IA2 und 35S-GAD wurden zusammen in

insgesamt 50 µl IMP-Puffer (Tris-gepufferte Natriumchloridlösung mit Tween: 150 mM

NaCl, 20 mM Tris, 0,15 % Tween 20, 10 mM Benzamidine, 0,1 % Aprotinin, 0,1 % BSA; pH

7,4) mit 2 µl Patientenserum in Reaktionsgefässen (Safe-Lock 0,5 ml, Eppendorf, Hamburg)

über Nacht bei 4° C auf einem Rotor inkubiert. Die über Nacht gebildeten Immunkomplexe

wurden in Doppelansätzen an Protein A Sepharose (Protein A Sepharose  CL-4B, Pharmacia

Biotech AB, Uppsala, Schweden) immobilisiert. Hierfür wurden 50 µl einer 50%igen

vorgequollenen Protein A Sepharose und 50 µl des präzipitierten Serums in Duplikaten in

jedes Well pipettiert. Nach 45 Minuten Inkubation bei 4 °C unter leichtem Rütteln, wurden

die Immunpräzipitate mehrmals intensiv gewaschen. Hierfür wurden jeweils 150µl

Waschpuffer in die Wells gegeben, die gesamte Platte kurz gerüttelt und mit einer

Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Dieser Vorgang wurde fünfmal wiederholt. Anschließend
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wurden die gebundene Radioaktivität nach Zugabe von 50 µl Szintillationsflüssigkeit

(Microscint40, Packard) im Szintillations-Counter (Top-Count, Packard) gemessen. Ein

GADA- und IA2A-positives Serum (Positiv-Kontrolle) und ein Serum negativ für beide

Antikörper wurden als interner Standard in jedem Test mitgeführt. Die GAD- und IA2-

Aktivität innerhalb der gebundenen Immunkomplexe wurden als Index (Units) nach folgender

Formel berechnet:

2.2.1.2 Gewinnung von Kapillarblut

Für die Gewinnung von Kapillarblut wurde den Patienten durch einen Stich (mittels Lanzette

oder Stechhilfe) aus der Fingerbeere oder aus dem Ohrläppchen mit einem heparinisierten

Kapillargefäß (Sarstedt Mikrovette GB 300; Nümbrecht-Rommelsdorf) ca. 200 µl Blut

entnommen. Das Kapillargefäß wurde dann für 10 Minuten bei 5000 Upm zentrifugiert und

der Plasmaüberstand abgenommen. Anstelle der 2 µl Patientenserum im GADIA2-combi in

venösem Blut wurden hier 2 µl Plasma eingesetzt.

2.2.1.3 Nachweis von Autoantikörpern gegen GAD und IA2

Die gegen Glutamatdecarboxylase (GAD) und eine Tyrosinphosphatase (IA2) gerichteten

Antikörper wurden jeweils anhand eines quantitativen Radioliganden-Bindungsassays (RBA)

im Patientenserum nachgewiesen [50, 92, 99]. Die cDNA für GAD wurde im Vektor pEX9

(Dr. A. Lernmark, Karolinska Hospital, Stockholm, Schweden) und die cDNA für IA2 im

Vektor pGEM-4Z (Dr. M.R. Christie, King‘s College, London, UK) kloniert. Die Antigene

wurden jeweils in vitro mittels eines kommerziell erhältlichen Kits (Promega, Madison, WI)

in Anwesenheit von 35S-Methionin (Amersham, UK) transkribiert und translatiert. Durch

Präzipitation mit 10%iger Trichloressigsäure wurde die in 2 µl Antigen eingebaute

Radioaktivität in 2 ml Szintillationsflüssigkeit (UltimaGold, Packard) in einem Liquid-

Szintillationscounter (1219 Rackbeta, Wallac, UK) evaluiert. Aliquote mit ca. 15000 cpm des

jeweiligen Antigens wurden in IMP(Immuno-Precipitation) -Puffer (trisgepufferte Natrium-

Chlorid-Lösung mit Tween: 150 mM NaCl, 20 mM Tris, 0,15 % Tween 20, 10 mM

Benzamidine, 0,1 % Aprotinin, 0,1 % BSA; pH 7,4) mit 2 µl Patientenserum bei 4 °C über

Nacht auf einem Rotor inkubiert. Am nächsten Tag wurden Duplikate der gebildeten

Immunkomplexe in 96-well Filtrationsplatten (0,45 µm) (Multiscreen, Millipore, Bedford,

Index = × 100
cpmProbe−cpmNegativ-Kontrolle

cpmPositiv-Kontrolle−cpmNegativ-Kontrolle

cpm = Mittelwert der ”counts per minute“ aus Doppelbestimmungen
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MA) an 50 µl vorgequollene 50%ige Protein A Sepharose (Protein A Sepharose  CL-4B,

Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) gebunden. Nach 45 Minuten Inkubation unter

leichtem Rütteln mit Waschpuffer (150 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 0,005 % Tween 20,

0,1 % BSA) wurden die Platten mehrmals intensiv gewaschen. Anschließend wurde die

gebundene Radioaktivität nach Zugabe von 50 µl Szintillationsflüssigkeit (Microscint40,

Packard) in einem Szintillationscounter gemessen (Top-Count, Packard, Meriden, CT).

GADA-Titer < 13 Units und IA2A-Titer < 5 Units galten als negativer Befund. Diese Werte

entsprachen jeweils der 99. Perzentile eines am Institut für Diabetesforschung getesteten

Normalkollektivs [99].

2.2.1.4 Nachweis von Inselzell-Autoantikörpern (ICA)

ICA wurden durch eine indirekte Immunfloureszenztechnik auf humanen Pankreasschnitten

nachgewiesen [15]. Hierfür wurden 5 µm starke Pankreas-Gefrierschnitte der Blutgruppe 0

mit Aceton fixiert, mit unverdünntem Testserum überschichtet und für 30 Minuten in feuchter

Umgebung bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Gefrierschnitte einmal

kurzzeitig und dann für 30 Minuten in PBS (phosphatgepufferte Natriumchlorid-Lösung: 40

g/l NaCl, 5,75 g/l Na2HPO4, 1 g/l KH2PO4, 1 g/l KCL; pH 7,4) gewaschen und anschließend

getrocknet. Um die gebundenen Immunkomplexe sichtbar zu machen, wurden die Schnitte

mit einem mit PBS-Puffer verdünntem fluoreszenzkonjugierten Ziegen-Antikörper gegen

humanes IgG (FITC goat-anti-human IgG, ATAB, Stillwater, USA) überschichtet und in

feuchter Umgebung und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem kurzen und einem 30-

minütigem Waschschritt mit PBS wurden die Objektträger gesäubert, getrocknet und mit

Eindeckmedium (Perma Flour Immunotech, Marseille, Frankreich), überschichtet und unter

dem Floureszenzmikroskop ausgewertet. Ein positer ICA-Befund wurde dann gestellt, wenn

die Inselzellen deutlich grün gefärbt sichtbar waren. Positive Serumbefunde wurden

zusätzlich in PBS-Puffer austitriert. Die Endpunkttiter wurden in Juvenile Diabetes

Foundation Units (JDF-U) angegeben, wobei die Detektionsgrenze 5-10 JDF-U betrug [99].

2.2.1.5 Nachweis von Insulin-Autoantikörpern (IAA)

Der Nachweis der IAA erfolgte durch einen kompetitiven Radioimmunoassay [144]. Eine

Serumprobe wurde in Duplikaten mit Phosphatpuffer und BSA(bovines Serumalbumin)-

Phosphatpuffer 1 Stunde inkubiert. Nach Zugabe von 125Jod-markiertem Insulin (Hoechst)

folgte eine 7-tägige Inkubation. Die Immunkomplexe wurden nach Zugabe von PEG

(Polyäthylenglykol) 30 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurden die Präzipitate mit PEG

gewaschen und das gebundene 125Jod-Insulin in einem γ-Counter gemessen. Die laborinterne

obere Normgrenze für IAA betrug 49 nU/ml (Mittelwert + 4SD) [99].
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2.2.2 Metabolische Parameter beim Typ-1-Diabetes

Als metabolische Parameter wurden bei einigen Studienteilnehmern die orale und die

intravenöse Glukosetoleranz ermittelt. Hierfür wurde bei den Patienten zunächst ein

Nüchternblutzucker bestimmt. Zur Messung der oralen Glukostoleranz (oraler Glukose-

toleranztest = OGTT) wurden den Patienten 400 ml Glukoselösung (= 75 g Glukose )

verabreicht. Während des Tests waren die Patienten unter Ruhebedingungen. Zusätzlich zum

Nüchternwert erfolgten weitere Blutentnahmen (Kapillarblut) zur Blutzuckerbetimmung nach

60 und 120 Minuten [143]. 

Die intravenöse Glukosetoleranz (intravenöse Glukosetoleranztest = IVGTT) wurde nach

einem international standardisierten Protokoll [118], nach drei Tagen normaler bis

kohlenhydratreicher Kost und mindestens 10-stündiger Nahrungskarenz (inkl. Nikotin und

Koffein) durchgeführt. Den Patienten wurde mit einer Venenverweilkanüle über eine

Cubitalvene ein Zugang gelegt, der mit einer langsam tropfenden isotonischen

Kochsalzlösung (0,9 % NaCl) offen gehalten wurde. Nach der Entnahme von ca. 20 ml

Nüchternblut wurde eine 25%ige Glukoselösung in einer Menge von 0,5 g/kg Körpergewicht

(max. 35 g) innerhalb von drei Minuten injiziert. Weitere Blutentnahmen folgten nach 1, 3

und 5 Minuten.

Die Insulinspiegel im Serum der entnommenen Blutproben wurden schließlich mit Hilfe eines

Doppel-Antikörper-Radioligandenbindungsassays nach einer Methode von Soeldner et al.

[114] ermittelt. Die Summe der 1- und 3-Minuten-Insulinwerte wurde als Index der frühen

Phase der Insulinsekretion verwendet und die Ergebnisse als Perzentilen der Kontrollpersonen

dargestellt. Als pathologisch wurden Werte unterhalb der 1. Perzentile (≤ 49 µU/ml)

angesehen.

2.2.3 Nachweis von Auto-Antikörpern bei Zöliakie

2.2.3.1 Nachweis von tissue-Transglutaminase-C-Antikörpern (tTGCA) der Klassen
IgG und IgA

Der Nachweis der tissue-Transglutaminase-C-Antikörper erfolgte nach dem Prinzip eines

Radioliganden-Bindungsassays (RBA). Humane tTGC wurde aus der RNA humaner

Pankreaszellen kloniert [10]. Das PCR-Produkt wurde dann direkt im pGEM-T-easy-Vektor

unter Kontrolle des SP6 Promoters (V. Lampasona, San Raffaele Hospital, Meiland, Italien)

kloniert. Das Vorgehen der radioaktiven Markierung des Antigens tTGC ist analog zu der

Markierung der beiden Antigene GAD und IA2 (siehe 2.2.1.3). 

In 96-deep-well-plates (Beckman, Fullerton, CA, USA) wurden jeweils 2 µl Testserum in

Duplikaten mit 15000 cpm tTGC in 25 µl TBST (150 mM NaCl, 1 % Tween 20, 50 mM Tris,

pH 7,4) auf Eis angesetzt. Nach intensivem Schütteln und Zentrifugation bei 2200 Upm für 5

Minuten wurde der Ansatz bei 4 °C abgedeckt über Nacht inkubiert. Die gebildeten

Immunkomplexe wurden am nächsten Tag durch Zugabe von 2 mg vorgequollener Protein A-

Sepharose (Protein A Sepharose  CL-4B, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) in 50
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µl TBST pro well nach einer Stunde Inkubationszeit (bei 4 °C unter Schütteln) gebunden.

Nach intensivem Waschen mit TBST (5 mal mit je 800 µl) und jeweils anschließender

Zentrifugation bei 2200 Upm für 5 Minuten wurde das Pellet in Microtiter-Platten

(Optiplates, Packard, Meriden, CT) überführt und mit 150 µl Szintillationsflüssigkeit

(Microscint4, Packard) pro Well 30 Minuten bei 4 °C geschüttelt. Die gebundene

Radioaktivität wurde im Szintillations-Counter (Top-Count, Packard) über 5 Minuten je Well

gemessen.

Für den Nachweis der tTGC-IgA-Antikörper wurde die Protein A Sepharose durch 4 µl Anti-

IgA kovalent gebundene Agarose-Beads (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) als

Immunkomplex-Bindungsmedium ersetzt. Der Test entspricht ansonsten exakt dem des

tTGCA-IgG-Nachweises.

2.2.3.2 Nachweis von Endomysium-Antikörpern (EMA) der Klasse IgA

Die Bestimmung der Endomysium-Antikörper der Klasse IgA erfolgte im Labor von Prof. Dr.

M. Stern der Universitäts-Kinderklinik Tübingen. Es wurde ein kommerziell erhältlicher

indirekter Immunfluoreszenzkit (Euroimmun, Gross Grönau, Deutschland) verwendet. Die

Bestimmung erfolgte mit Hilfe von Gewebeschnitten des Darmes von Primaten. Auf

Reagenzträger wurden jeweils 25 µl mit Phosphatpuffer (pH 7,2) verdünnte (1:5)

Serumproben pipettiert und die mit den Darmgefrierschnitten beschichteten Objektträger (=

Biochip) in den so entstandenen Tropfen eingetaucht. Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei

Raumtemperatur wurde der Objektträger mit Phosphatpuffer abgespült und für eine Minute in

einer Küvette mit Phosphatpuffer gewässert. Die gereinigten Felder des Reagenzträgers

wurden mit je 20 µl Antiserum (Flour-Isothiocyanat(FITC)-markiertes Anti-Human-IgA der

Ziege, 1:5 verdünnt mit PBS-Tween) beschichtet und die Biochips in den so entstandenen

Tropfen auf den Reagenzträgern eingetaucht. Nach weiteren 30 Minuten Inkubationszeit

wurde der Objekträger abgespült und mit Phosphatpuffer gewaschen, danach mit Phosphat-

gepuffertem Glycerin (pH 8,4) eingedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Bei

einem positiven Befund war das extrazelluläre Bindegewebe der Dündarmmukosa deutlich

grün gefärbt sichtbar. Positive Seren wurden zusätzlich mit PBS-Puffer austitriert und die

Endpunkttiter in Units angegeben. Der Grenzwert für Positivität lag bei 5 Units [119]. Ein

Kind mit einem nachgewiesenen IgA-Mangel wurde auf EMA-IgG getestet. Für diesen

Nachweis wurde anstelle des Anti-Human-IgA-Antikörpers der Ziege ein (FITC-markierter)

Anti-Human-IgG-Antikörper vom Hasen (Dia-Sorun, Stillwater, MN, USA) verwendet.

2.2.3.3 Nachweis von Antigliadin-Antikörpern (AGA) der Klassen IgA und IgG

Antigliadin-Antikörper der Klasse IgA und IgG wurden im Institut von Prof. M. Stern der

Universitäts-Kinderklinik Tübingen bestimmt. Hierfür wurde der kommerziell erhältliche

ELISA der Firma Euroimmun (Gross Grönau, Deutschland) verwendet. 10 µl des Testserums

wurden mit 1 ml Probenpuffer in einem Reaktionsgefäß verdünnt. Je 100 µl verdünnte
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Serumprobe, Kalibrierungsserum sowie der Positiv- und Negativkontrolle wurden in die mit

Antigen (aus Weizengluten isoliertes und gereinigtes Gliadin) beschichteten Reagenzgefäße

pipettiert und bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubiert. Die Reagenzgefäße wurden

anschließend entleert und mit jeweils 300 µl Waschpuffer gewaschen und schließlich wieder

vollständig entleert. Je 100 µl des Peroxidase-markierten Anti-Human-IgA- bzw. Anti-

Human-IgG(Kaninchen)-Antikörpers wurden in die Reagenzgefässe pipettiert und für 30

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entleerung und einem erneuten Waschschritt

zur Entfernung nicht gebundener Detektionsantikörper wurden je 100 µl Chromogon-

(Tetramethylbenzidin)/Substrat-(Wasserstoffperoxid)-Lösung in die Reaktionsgefäße gegeben

und bei Dunkelheit 15 Minuten inkubiert. Die Reaktion der mit an den Gefäßwänden

haftenden Antigliadin-Antikörper wurde dann mit 1 N Phosphorsäure gestoppt. 30 Minuten

später erfolgte die photometrische Auswertung bei 450 nm Messwellenlänge und einer

Referenzwellenlänge von > 620 nm. Als positiv wurden Seren beurteilt, die 3 SD über dem

Mittelwert eines gesunden Kontrollkollektivs lagen. Der Cut-off für Positivität der AGA-IgG

lag bei > 0,087 Units, der für AGA-IgA bei > 0,034 Units [119].

2.3 Statistik

Die statistischen Auswertungen in dieser Arbeit wurden mit dem Programmpaket SPSS

Version 9,0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) durgeführt. Ergebnisse wurden als

Mittelwerte, Mediane oder als Mittelwerte ± Standardabweichung berechnet. Zwei

Stichproben wurden vor dem Vergleich ihrer Mittelwerte entweder graphisch (Histogramm)

oder rechnerisch (Kolmogorov-Smirnov-Test) auf Normalverteilungen hin geprüft. Für

Korrelationen wurde der parameterfreie Spearman‘s Rank-Test verwendet. Unterschiede in

Häufigkeiten wurden mit dem χ2-Test, Unterschiede bzgl. der Titerhöhe mit dem Kruskall-

Wallis-H-Test ermittelt. Das kumulative Diabetesrisiko bei Antikörper-positiven Personen

wurde durch Lifetable-Analysen untersucht. Für die Berechnung von Antikörpergrenzwerten

fand das Verfahren der Q-Q-Normalverteilungs-Plots Anwendung. Eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde in allen Fällen als signifikant angesehen.

Sensitivität, Spezifität, prädiktiver Wert

Für die Ermittlung der Qualität der verwendeten Antikörpertests wurden verschiedene

Meßgrößen verwendet. Die Sensitivität ist eine Maß für die Empfindlichkeit eines Tests, mit

der der Anteil der positiven Testresultate an der Gesamtheit der Kranken oder Antikörper-

positiven angegeben wird. Je höher die Sensitivität ist, desto besser ist der Test geeignet,

gesunde (bzw. Antikörper-negative) von kranken (bzw. Antikörper-positiven) Personen zu

diskriminieren. Unter der Spezifität eines Tests versteht man die Eignung des Tests, gesunde

bzw. Antikörper-negative Personen auch tatsächlich als gesund zu erkennen. Ein Antikörper-
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Test hat eine geringe Spezifität im Hinblick auf eine spezielle Erkrankung, wenn dieser

Antikörper z.B. auch bei anderen Erkrankungen auftritt oder gar häufig in der

Normalbevölkerung nachweisbar ist. Der prädiktive Wert gibt an, wie groß die

Wahrscheinlickkeit dafür ist, bei einem positiven Testergebnis zu erkranken.
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3 ERGEBNISSE

3.1 GADIA2-combi

3.1.1 Etablierung des GADIA2-combi

3.1.1.1 Ermittlung des optimalen Mischungsverhältnisses der beiden Antigene GAD
und IA2

Die beiden Antigene GAD und IA2 wurden zunächst separat voneinander radioaktiv markiert

und die Qualität (cpm/µl markiertes Antigen) der jeweiligen Markierung im Scintillations-

Counter evaluiert. Hierfür wurden jeweils 2 µl Antigen (in 2 ml Scintillationsflüssigkeit) im

γ-Counter gemessen. Je nach Menge der cpm/µl Antigen variierte das in den Test eingesetzte

Volumen (in µl) an Antigen.

Für die Ermittlung des optimalen Mischungsverhältnisses der beiden Antigene GAD und IA2

wurde ein Teilkollektiv der 72 Typ-1-Diabetiker bei Manifestation (siehe Kap. 2.1.1.2) gezielt

ausgewählt. Es wurden 6 Seren, die positiv für GADA, 11 Seren, positiv für IA2A, und 14

Seren, die sowohl positiv für GADA als auch für IA2A waren, gewählt. Zusätzlich wurden in

jedem Ansatz fünf Antikörper-negative Seren aus dem Normalkollektiv (siehe Kap. 2.1.1.3)

mitgetestet. Das Mischungsverhältnis der beiden Antigene wurde zunächst so gewählt, dass

für 2 µl Testserum jeweils 20000 cpm des jeweiligen Antigens im Testansatz zur Verfügung

standen. Das Verhältnis wurde dann so lange variiert, bis der kombinierte Test den Einzeltests

auf GADA bzw. IA2A qualitativ entsprach und so die maximale Sensitivität erreichte. Bei

jeweils 15.000 cpm, war der Test am sensitivsten, d. h. alle GADA- bzw. IA2A-positiven, alle

doppelt-positiven und alle negativen Seren des Teilkollektivs wurden mit dem kombinierten

Test korrekt detektiert und die Höhe der Antikörpertiter des kombinierte Tests

korrespondierten mit denen der Einzeltests. Bei einem Ungleichverhältnis derAntigene GAD

und IA2 waren falsch positive Antikörper-Titer gegen das im Überschuss vorhandene Antigen

häufiger. Bei 20000 cpm je Antigen war der Background (unspezifische cpm) zu hoch, so

dass das Verhältnis zwischen der Positiv- und Negativkontrolle zu gering war und so

ebenfalls gehäuft falsch positive Ergebnisse gemessen wurden. Bei einer zu niedrigen

Konzentration der Antigene (weniger als 15000 cpm je Antigen), wurden dagegen positive

Seren teilweise nicht erkannt.

3.1.1.2 Bestimmung des Normbereichs

Mit der Bewertung der 105 Kontrollseren mit dem GADIA2-combi ergab sich die in

Abbildung 1 dargestellte Häufigkeitsverteilung der GADIA2-combi-Titer. Der Cut-off für
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Positivität wurde bei 10 Units festgelegt, was nahezu der 99. Perzentile von 9,89 Units

entsprach. Die statistische Analyse mit dem nichtparametrischen Test nach Kolmogorov-

Smirnov ergab, dass diese Stichprobe normal verteilt war.

GADIA2-combi-Titer (U)

11,3

9,9

8,6

7,2

5,8

4,4

3,1

1,7

0,3

-1,1

-2,4

-3,8

-5,2

-6,6

-7,9

-9,3

30

20

10

0

Cut-off = 10 U

Häufigkeit (n)

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

3.1.1.3 Reliabilität des GADIA2-combi

Um die Zuverlässigkeit und die Variabilität des GADIA2-combi zu prüfen, wurden 20 Seren

aus dem Kollektiv der 74 neumanifesten Typ-1-Diabetiker zwischen drei- und fünfmal

getestet (Abbildung 2). Gerade im hohen Titerbereich schwankten die Ergebnisse teilweise

erheblich. Die niedrigste Spannweite mit 0,9 Units wurde bei Serum Nr. 1 (Range: 2,2-3,1)

und die höchste Spannweite mit 44,2 Units bei Serum Nr. 9 (Range: 35,3-79,5) gemessen.

Ungeachtetdessen lagen alle sechs GADIA2-combi-negativen Seren auch bei wiederholten

Tests unter dem Cut-off von 10 Units. Auch die positiven Antikörperbefunde der Seren Nr. 7-

20 konnten in jedem weiteren Ansatz bestätigt werden.
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Abbildung 2: Variation der GADIA2-combi Ergebnisse von 20 neuentdeckten Typ-1-Diabetikern (6 Antikörper-
negativ, 14 Antikörper-positiv) in wiederholten Testansätzen. Die waagerechte Linie kennzeichnet
den Cut-off des GADIA2-combi von 10 Units.

3.1.1.4 Sensitivität des GADIA2-combi

Um die Sensitivität des GADIA2-combi zu prüfen, wurden die GADIA2-combi-Ergebnisse

von insgesamt 72 neumanifesten Typ-1-Diabetikern mit den bereits ermittelten GADA- bzw.

IA2A-Titern aus den Einzeltests verglichen. Es wurden hierfür 8 Seren sowohl negativ für

GADA als auch für IA2A, 15 nur GADA-positive, 16 nur IA2A-positive und 33 sowohl

GADA- als auch IA2A-positive Seren, selektiert. Die Ergebnisse des Vergleichs sind in

Tabelle 1 zusammengefasst. Der GADIA2-combi-Test detektierte alle doppelt-negativen und

alle doppelt-positiven Seren zu 100%. Jeweils zwei der 15 nur GADA-positiven und zwei der

16 nur IA2A-positiven Seren wurden mit dem GADIA2-combi als falsch negativ getestet. Die

GADA- bzw. IA2A-Titer der mit dem GADIA-combi-Test nicht korrekt detektierten Seren

sind im Einzelnen in Tabelle 2 aufgeführt.
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Tabelle 1: Sensitivität des GADIA2-combi bei 72 neumanifesten Typ-1-Diabetikern mit unterschiedlichem
Antikörperstatus (+ = pos.; – = neg.)

GADA−/IA2A− nur GADA+ nur IA2A+ GADA+/IA2A+

Korrekt n (%) 8 (100) 13 (86,6) 14 (87,5) 33 (100)

Falsch negativ n (%) 0 2 (13,3) 2 (12,5) 0

Falsch positiv n (%) 0 0 0 0

Tabelle 2: Testergebnisse der im GADIA2-combi falsch detektierten Seren
U = Antikörpertiter in Units; Cut-off (in U): GADA = 13, IA2A = 5, GADIA2-combi = 10

Serum-Nr. GADIA2-combi (U) GADA (U) IA2A (U)

GADA – positiv 1 9,8 17 2

2 8,1 31 2

IA2A - positiv 1 3,8 -1 13,2

2 4 -2 14

3.1.1.5 Korrelation der GADIA2-combi-Titer mit GADA- und IA2A-Titern im
Einzeltest

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

für IA2A (n = 16) und für beide Antikörper positiv waren (n = 33) (RS = 0,406; p = 0,004).

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

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

zeigt die Korrelationen.
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Abbildung 3 a+b:Korrelation von GADIA2-combi-Titern mit a) IA2A-Titern bei insgesamt 49 neuentdeckten
Typ-1-Diabetikern bzw. b) mit den GADA-Titern bei insgesamt 48 neuentdeckten Diabetikern.
Die senkrechte Linie kennzeichnet jeweils den Cut-off von 10 Units des GADIA2-combi; die
waagerechte Linie kennzeichnet in a) den Cut-off von 5 Units des IA2A-Tests und in b) den
Cut-off von 13 Units des GADA-Tests.
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3.1.1.6 Der additive Effekt

Neuentdeckte Typ-1-Diabetiker, die sowohl positiv für GADA als auch für IA2A waren,

hatten signifikant höhere GADIA2-combi-Titer als diejenigen, die nur für einen der beiden

Antikörper positiv waren (p < 0,001) (Tabelle 3).

Tabelle 3: Mittelwertvergleich der GADIA2-combi-Titer bei Patienten mit nur einem bzw. zwei positiven
Antikörpern

Antikörperstatus Anzahl der Personen Mittelwert Standardabweichung

GADA+ oder IA2A+ 31 44,09 28,28

GADA+ und IA2A+ 33 87,76 44,33

3.1.2 Charakterisierung der GADIA2-combi-Ergebnisse bei Verwandten
ersten Grades von Typ-I-Diabetikern

3.1.2.1 Höhe der GADIA2-combi-Titer bei 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-
Diabetikern

Mit der Aufteilung der getesteten 1606 Verwandte in Antikörper-negative, Antikörper-

positive (ein oder mehrere Antikörper aus: GADIA2-combi, ICA und IAA) und Verwandte,

die einen Diabetes entwickelten, in Relation zur Höhe der GADIA2-combi-Titer, ergab sich

die in Abbildung 4 dargestellte Verteilung. Von den 1606 Verwandten wiesen 1519 (94,6 %)

Personen keine Antikörper auf und waren auch nicht an Diabetes erkrankt, 63 (3,9 %) waren

für einen oder mehrere Antikörpertests positiv, hatten aber keinen Typ-1-Diabetes und 24 (1,5

%) Verwandte (darunter Antikörper-positive bzw. –negative) waren erkrankt.. Der Median

der GADIA2-combi-Titer in der Gruppe der Antikörper-negativen Verwandten lag bei 0,2

Units, in der Gruppe der Antikörper-positiven lag er bei 36,6 Units und die Gruppe der an

Diabetes erkrankten wie einen Median der GADIA2-combi-Titer von 58,9 Units auf. Die

Höhe der GADIA2-combi-Titer unterschied sich in diesen drei Gruppen signifikant

(Antikörper-negative vs. Antikörper-positive, Antikörper-negative vs. Diabetiker und

Antikörper-positive vs. Diabetiker jeweils p<0,001).
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Abbildung 4: Scatterplot der GADIA2-combi-Titer von Antikörper-negativen, Antikörper-positiven und
diabetischen erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern. Die waagerechte Linie kennzeichnet
den Cut-off von 10 U. (p < 0,001 für das Gesamtkollektiv)

3.1.2.2 Antikörperstatus bei 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern mit
Verlaufsbeobachtung

Von 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern waren insgesamt 86 Personen

Antikörper-positiv und 1520 Personen waren Antikörper-negativ. 55 der 86 Antikörper-

positiven Verwandten wurden bereits durch die Erstuntersuchung auf die Antikörper ICA und

IAA detektiert. Die weiteren 31 Personen wurden allerdings erst durch die Nachuntersuchung

mit dem GADIA2-combi-Test als Antikörper-positiv erkannt. Von 55 ICA- und/oder IAA-

positiven Patienten waren 46 zusätzlich im GADIA2-combi-Test positiv (14ICA+/IAA-, 10

IAA+/ICA-, 22 ICA+/IAA+). Die Auswertung ist in Abbildung 5 zusammengefasst.

Antikörper-negative
Verwandte (n = 1519)

Antikörper-positive
Verwandte (n = 63)

Verwandte mit Typ-
1-Diabetes (n = 24)
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Abbildung 5: Flussdiagramm des GADIA2-combi-Studienkollektivs

Von den 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern konnte nach einem

Beobachtungszeitraum (Median Verlaufsbeobachtung 5,6 Jahre) zur Bestätigung der

erhobenen Antikörper-Befunde bei 770 (47,9%) Personen eine weitere Serumprobe

untersucht werden. Hiervon waren 684 Personen Antikörper-negativ und 86 Personen

persistierend Antikörper-positiv. Von den 684 Antikörper-negativen Verwandten entwickelte

eine Person nach einem Beobachtungszeitraum von 7 Jahren einen manifesten Typ-1-

Diabetes. Diese Person war in jeder Serumprobe für alle Antikörper negativ. 77 der 86

Antikörper-positiven Verwandten hatten GADIA2-combi-Titer über dem Cut-off von 10

Units. Von den restlichen neun Antikörper-positiven Verwandten hatte eine Person ICA und

bei acht Personen ließen sich positive IAA detektieren (Abbildung 5).
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3.1.2.3 Antikörperkombination bei 86 Antikörper-positiven erstgradig Verwandten
von Typ-1-Diabetikern

Alle GADIA2-combi-Befunde der 86 Antikörper-positiven Personen wurden durch separate

Tests auf GADA bzw. IA2A bestätigt. Hierbei wiesen von den 77 mit dem GADIA2-combi-

Test positiv getesteten Personen insgesamt 44 Verwandte positive GADA-Titer, 4 Personen

hatten erhöhte IA2A-Titer und 29 waren sowohl gegen GAD als auch gegen IA2 positiv. 46

(59,7 %) der 77 GADIA2-combi positiven Patienten wurden bereits durch ein früheres

Screening auf ICA bzw. IAA als Antikörper-positiv identifiziert (14 ICA+/IAA-, 10

IAA+/ICA- und 22 ICA+/IAA+). Insgesamt 31 (40,3 %) getestete Personen hatten positive

GADIA2-combi-Titer waren aber negativ für ICA und IAA.

Die Auswertung der Antikörperkombinationen ergab, dass die Mehrzahl (n = 34; 39,5 %) der

86 Antikörper-positiven Personen für nur einen der vier Antikörper (aus ICA, IAA, GADA

und IA2A) positiv war. Dies waren überwiegend (n = 25) Antikörper gegen GAD. 22

Personen (25,6 %) waren für zwei Antikörper positiv und 19 Personen für drei (22,1 %). 13

(15,1 %) erstgradig Verwandte hatten alle vier Antikörper. Die Kombination der einzelnen

Antikörper ist in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Antikörperkombinationen bei 86 Antikörper-positiven erstgradig Verwandten von Typ-1-
Diabetikern

GADIA2-
combi-Test

Anzahl positiver
Antikörper

ICA IAA GADA IA2A n total
(n Diabetes)

− 1 Antikörper + − − − 1 (0)

− − + − − 8 (1)

+ − − + − 25 (2)

+ 2 Antikörper + − + − 5 (1)

+ + − − + 2 (1)

+ − + + − 7 (0)

+ − − + + 6 (0)

+ 3 Antikörper + + + − 7 (3)

+ + − + + 7 (5)

+ + + − + 2 (1)

+ − + + + 3 (1)

+ 4 Antikörper + + + + 13 (8)

  Σ = 86 (23)

3.1.2.4 Typ-1-Diabetes bei Antikörper-positiven erstgradig Verwandten von Typ-1-
Diabetikern

Von 86 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern, die mindestens in einem

Antikörpertest positiv waren (aus ICA, IAA und GADIA2-combi) entwickelten 23 einen

manifesten Typ-1-Diabetes (Median Beobachtungszeitraum 5,6 Jahre; Intervall 0,5-8,2 Jahre,

Median Alter bei Manifestation 17,6 Jahre; Intervall 1,4-35,4 Jahre). Hiervon waren 22

(95,7 %) positiv im GADIA2-combi-Test. Ein Kind, das einen manifesten Typ-1-Diabetes im

Alter von 2 Jahren entwicklete, hatte lediglich Antikörper gegen IAA (siehe Tabelle 4 und

Abbildung 5).

Typ-1-Diabetes in Abhängigkeit der Anzahl positiver Antikörper

Personen mit drei bzw. vier Antikörpern entwickelten signifikant häufiger einen Typ-1-

Diabetes als Personen, die nur in einem bzw. in zwei Antikörpertests positiv waren

(p < 0,001). Von 34 Verwandten mit nur einem positiven Antikörper entwickelten 3, von 22

Verwandten mit zwei Antikörpern entwickelten 2 Personen einen Typ-1-Diabetes (8,8% bzw.

10%). Die Hälfte der Personen mit drei positiven Antikörpern (10/19; 52,6 %) und fast zwei
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Drittel (8/13; 62,5 %) der Personen mit allen vier Antikörpern erkrankten an Typ-1-Diabetes.

Abbildung 6 zeigt diese Auswertung.

Anzahl positiver Antikörper
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Häufigkeit insges. (n)

davon an Diabetes erkrankt (n)

Häufigkeit von Antikörperkombinationen bzw. Typ-1-Diabetes bei
86 Antikörper-positiven Verwandten

Abbildung 6: Anzahl positiver Antikörper und Diabetesentwicklung bei 86 Antikörper-positiven Verwandten (%
beziehen sich immer auf die Gesamtgruppe der 86 Antikörper-positiven erstgradig Verwandten
von Typ-1-Diabetikern)

Typ-1-Diabetes in Abhängigkeit der Antikörperkombination (-spezifität)

GADIA2-combi-positive Verwandte, bei denen sowohl IAA als auch ICA nachgewiesen

werden konnten, entwickelten signifikant häufiger einen Typ-1-Diabetes als Patienten die für

nur einen dieser Antikörper positiv bzw. für beide negative Werte zeigten

(p < 0,001, siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Antikörperkombinationen (aus ICA und IAA) und Diabeteserkrankungen bei 77 GADIA2-combi-
positiven erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern

Die Analyse der 77 GADIA2-combi-positiven Verwandten im Hinblick auf die

Antikörperspezifität (GADA bzw. IA2A) und zusätzliche IAA-Positivität ergab, dass die

Mehrheit der GADIA2-combi-positiven Personen, mit GADA in Abwesenheit von IA2A

(44/77), keine IAA aufwiesen (30/44). In dieser Gruppe entwickelten jedoch genauso viele

Patienten einen Diabetes (3/30; 10 %) wie in der Gruppe der IAA-positiven (3/14; 21 %). Die

Relevanz der IAA auf die Entwicklung eines Typ-1-Diabetes zeigte sich erst bei den GADA-

und IA2A-positiven Personen. Hier erkrankten mehr als die Hälfte der IAA-positiven

Personen (9/16; 56,3 %) im Vergleich zu 38,8 % (5/13) der IAA-negativen. Von den

insgesamt nur 4 IA2A-positiven Personen erkrankten interessanterweise zwei unabhängig

vom IAA-Status an einem Typ-1-Diabetes (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 5: Häufigkeit von IAA und Diabeteserkrankungen bei 77 GADIA2-combi-positiven erstgradig
Verwandten von Typ-1-Diabetikern in Abhängigkeit der Antikörperspezifität (GADA und/oder
IA2A)

Antikörperkombination Häufigkeit (n) Diabetes (n)

GADA+/IA2A− 44 6

IAA+ 14 3

IAA− 30 3

GADA−/IA2A+ 4 2

IAA+ 2 1

IAA− 2 1

GADA+/IA2A+ 29 14

IAA+ 16 9

IAA− 13 5

3.1.2.5 Prädiktiver Wert (Abschätzung des Diabetesrisikos)

Mittels Lifetable-Analysen wurde unter Berücksichtigung der GADIA2-combi-Titerhöhe und

der Antikörperspezifität das Risiko ermittelt, innerhalb von 5 Jahren an Typ-1-Diabetes zu

erkranken.

Beziehung zur Titerhöhe

Abbildung 8 zeigt das Risiko für Diabetiker innerhalb von fünf Jahren einen manifesten Typ-

1-Diabetes zu entwickeln in Abhängigkeit der Titerhöhe des GADIA2-combi-Tests. Das

Risiko für Verwandte ersten Grades von Typ-1- Diabetikern war bei GADIA2-combi-Titern

über 50 Units mit 51,2% [95 % CI: 0,6-24] signifikant höher (p < 0,001), im Vergleich zu

Verwandten mit Titern zwischen 10 und 50 Units (12,5 % [95 % CI: 30-73]) und darunter.

Verwandte von Typ-1-Diabetikern mit GADIA2-combi-Titern unter 10 Units hatten ein sehr

geringes Risiko innerhalb eines Beobachtungszeitraum von 5 Jahren an einem Typ-1-Diabetes

zu erkranken (0,17 % [95 % CI: 0,01-0,5]). Die Analyse der Personen mit Titern über 50

Units ergab ausserdem, dass der überwiegende Teil (22 von insgesamt 33 Personen, 66,7 %)

sowohl GADA als auch IA2A in den Einzeltests aufwies.
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GADIA2-combi
Titer <10U  693  682   670 588 492  432  397   325 171 1
GADIA2-combi
Titer 10-50U   44   37   30  27  22   18   14   11
GADIA2-combi
Titer >50U   33   20   14  11  10   8   6   5
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Abbildung 8: Lifetable-Analyse des Diabetesrisikos bei Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern in
Abhängigkeit der GADIA2-combi-Titerhöhe. Der Beobachtungszeitraum beginnt mit der ersten
Blutprobe und endet bei Diabetesmanifestation oder mit dem Tag des letzten Kontaktes mit der
Person. Unter dem Graph ist die Anzahl der Personen mit unterschiedlichen Titerhöhen, die zu
dem jeweiligen Zeitpunkt noch in die Studie eingeschlossen waren.

Beziehung zur Antikörperspezifität

Das kumulative Risiko in Abhängigkeit von der Antikörperspezifität (GADA oder/und IA2A)

innerhalb von fünf Jahren an einem Typ-1-Diabetes zu erkranken zeigt Abbildung 9.

Verwandte ersten Grades von Typ-1-Diabetikern mit GADA und IA2A, hatten ein signifikant

höheres Risiko einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln als Personen, die lediglich positiv für

GADA waren. Das 5-Jahres-Risiko bei Personen mit beiden Antikörpern lag bei 46,5 %

[95 % CI: 25-68]; Personen mit GADA hatten ein Risiko von 15,2 % [95 % CI: 2-28]

(p = 0,006).
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p = 0,006

Abbildung 9: Lifetable-Analyse des Diabetesrisikos von Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern in
Abhängigkeit von der Antikörperspezifität (GADA+ und/oder IA2A+). Der
Beobachtungszeitraum beginnt mit der ersten Blutprobe und endet bei Diabetesmanifestation oder
dem letzten Kontakt mit der Person. Unter dem Graph ist die Anzahl der Personen mit den
unterschiedlichen Antikörperkombinationen, die zum jeweiligen Zeitpunkt noch in die Studie
eingeschlossen waren.

Von den vier Personen, die lediglich positiv für IA2A waren, entwickelten zwei innerhalb

eines Beobachtungszeitraumes von nur einem Jahr einen manifesten Typ-1-Diabetes (siehe

auch Tabelle 5).

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

Zusammenhang zwischen Sensitivität und variablem Cut-off

Um zu prüfen, ob der gewählte Cut-off des GADIA2-combi-Tests für die Praxis geeignet ist,

Personen mit einem Risiko innerhalb von 5 Jahren an Typ-1-Diabetes zu erkranken

herauszufiltern, wurde der Einfluss höherer Grenzwerte für Positivität auf das 5-Jahres Risiko

berechnet. Dieser Zusammenhang der Sensitivität des GADIA2-combi bei unterschiedlichen

Grenzwerten und dem jeweiligen kumulativen Diabetesrisiko ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Bei einem Cut-off von 10 Units erreichte der GADIA2-combi-Test eine Sensitivität von

95,7 % bei einem geringen 5-Jahres Risiko von 29,1 % an Typ-1-Diabetes zu erkranken. D. h.

bei diesem Cut-off wären mit dem GADIA2-combi-Test zwar fast alle (23/24) der an Typ-1-

Diabetes erkrankten Personen vorher erkannt worden, innerhalb von 5 Jahren hätten aber nur

7 (7/24 0 29,1 %) Personen einen Typ-1-Diabetes entwickelt. Die übrigen 17 Personen

erkrankten also später als nach 5 Jahren. Bei der Wahl eines höheren Cut-offs z.B. von 20

Units, wurden genauso viele Personen detektiert und das Risiko stieg nur um knapp drei %-

Punkte (31,8 %). Die beste Übereinstimmung wurde mit einem Grenzwert für Positivität von

50 Units erreicht, da der Test mit 73,9 % (18/24) dann immer noch ausreichend sensitiv war

und das Risiko bei 51,2 % lag. Erst bei einem Grenzwert über 50 Units stieg das 5-Jahres

Risiko merklich an und der Test büßte deutlich an Sensitivität ein.
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Abbildung 10: Sensitivität und das 5-Jahres-Diabetesrisiko des GADIA2-combi-Tests in Abhängigkeit von
unterschiedlichen Grenzwerten für Positivität

Vergleich zu anderen Screening-Strategien

Die Sensitivität einzelner und kombinierter Antikörperuntersuchungen berechnet aus der

Anzahl der Personen, die positiv für den jeweiligen Antikörpertest waren im Verhältnis zur

Gesamtzahl aller erkrankten Personen ist in Abbildung 11 veranschaulicht.
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Abbildung 11: Sensitivitäten unterschiedlicher Screening-Strategien

Die höchste Sensitivität (95,8 %) wurde bei einem kombinierten Screening mit dem

GADIA2-combi-Test zusammen mit dem IAA-Test erreicht. 85 der insgesamt 86 Antikörper-

positiven Verwandten waren in mindestens einem der beiden Tests positiv. Hiermit wurden

23 der insgesamt 24 an Diabetes erkrankten Verwandte detektiert. Die zweithöchste

Sensitivität erreichte der GADIA2-combi-Test als Einzeltest, in dem 77 von 86 Personen

positiv waren und mit dem 22 von 24 Diabetiker (91,6 %) erkannt wurden. Ein Screening auf

GADA erreichte eine Sensitivität von 83,3 % (20/24), ein ICA-Screening 79,1 % (19/24). Der

IA2A- und der IAA-Test erlangten jeweils eine Sensitivität von 66,6 % (16/24).

3.1.2.7 Diabetesrisiko in Abhängigkeit weiterer immunologischer und klinischer
Merkmale

Das kumulative Diabetesrisiko nach fünf Jahren Beobachtungszeit wurde bei den 77

GADIA2-combi-positiven Verwandten in Abhängigkeit weiterer Merkmale ermittelt. Hierbei

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

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

Anzahl (n) Anzahl der
Erkrankten (n)

Diabetesrisiko
nach 5 Jahren in %

(95 % CI)

Signifikanz
p-Wert

Alter (Jahre)
≤ 15
< 15

37
40

10
12

34,2 (14-54)
26,7 (11-42)

0,97

Verwandtschaftsgrad
Kind
Geschwister
Elternteil

36
33
8

11
9
2

35 (16-55)
23,6 (8-38)
27 (0-59)

0,83

IAA-Status
IAA ≤ 49 nU/ml
IAA > 49 nU/ml

32
45

13
9

45,8 (23-68)
19 (6-32)

0,07

IVGTT
≤ 1. Perzentile
   (≤ 49 µU/ml)
> 1. Perzentile
   (> 49 µU/ml)

17

11

10

3

68,6 (42-95)

12,5 (0-34)

0,01

Verwandte mit einer verminderten Insulinsekretion (1+3-min-Insulinsekretion ≤ 49 µU/ml)

nach einem IVGTT zeigten ein signifikant höheres kumulatives Risiko an Diabetes zu

erkranken als Personen mit einer (nicht pathologischen) Insulinsekretion über der 1.

Perzentile (68,6 % [42-95] vs. 12,5 % [0-34]; p < 0,01). Personen mit GADIA2-combi-Titern

über dem Cut-off von 10 Units und positiven IAA-Titern hatten zwar ein tendenziell, nicht

aber signifikant höheres Risiko, innerhalb von 5 Jahren einen Typ-1-Diabetes zu entwickeln,

als Patienten mit negativen IAA-Titern (5-Jahres-Risiko [95 % CI] = 45,8 % [23-68] vs. 18,8

% [6-23]). Es konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen dem Alter (≤ 15 vs. > 15

Jahre) und dem Diabetesrisiko beobachtet werden. Ebenso stand das Risiko an Diabetes zu

erkranken in keinem statistischem Zusammenhang mit dem Verwandtschaftsgrad (Kind,

Geschwister, Elternteil).

3.1.3 GADIA2-combi-Titer in venösem und kapillärem Blut

Die GADIA2-combi-Titer wurden bei 46 Personen in venösem Serum und kapillärem Plasma

verglichen (11 Normalpersonen und 35 neu manifeste Typ-1-Diabetiker). Hiervon waren

insgesamt 25 Personen für mindestestens einen der beiden Antikörper (GADA und/oder

IA2A) positiv und 21 waren Antikörper-negativ. Es konnte eine starke Korrelation zwischen

beiden Messungen gefunden werden (R = 0,8; R2 = 0,71; P < 0,001). Abbildung 12 zeigt die

Korrelation der GADIA2-combi-Titer in venösem Serum und kapillärem Plasma.
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Abbildung 12: Scatterplot der GADIA2-combi-Titer in venösem Serum und kapillärem Plasma

Insgesamt wurden mit dem GADIA2-combi-Test im Kapillarblut 28 Proben als positiv und 18

als negativ detektiert. Gegenüber der Ergebnisse im Venenblut, die als Referenzmessungen

galten, detektierte der GADIA2-combi-Test im Kapillarblut bei 5 Proben GADIA2-combi-

Titer über dem Cut-off von 10 Units. Zwei dieser fünf Befunde konnten durch separate Tests

als korrekt bestätigt werden, da diese Personen positive GADA-Titer aufwiesen. Die übrigen

drei Messungen waren falsch-positiv. Die Einzelergebnisse dieser fünf Seren sind in Tabelle 7

zusammengefasst.
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Tabelle 7: Einzelergebnisse der im Venen- und Kapillarblut gemessenen und von den Einzeltesergebnissen
abweichenden GADIA2-combi-Titer

Blutprobe-
Nr.

GADA-Titer
inVenenblut

IA2A-Titer in
Venenblut

GADIA2-combi-Titer
in Venenblut

GADIA2-combi-Titer
in Kapillarblut

1 17 2 9,8 18,9

2 31 2 8,1 26,6

3 9 4 4,8 11,7

4 -3 -1,5 7,1 10,3

5 1 0,3 3,5 12,7
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3.2 Tissue-Transglutaminase-C(tTGC)-Assay

3.2.1 Etablierung des tTGC-Assays

3.2.1.1 Ermittlung des Normalbereichs

Um den Normalbereich der tTGC-Antikörper zu ermitteln, wurden Seren von 209

stoffwechselgesunden Personen getestet. Die tTGCA-Titer wurden in Units (U) angegeben,

die anhand einer Standardkurve berechnet wurden (Berechnung erfolgt durch die Software

des Top-Count, Packard, Meriden, CT). Hierfür wurde eine Verdünnungsreihe eines

Positivserums (Doppelverdünnungen) getestet, wobei der höchsten Verdünnung willkürlich

der Wert von 200 zugewiesen wurde und dem Negativserum der Wert 0. Allen dazwischen

liegenden Verdünnungen wurden verhältnismäßige Werte zugeteilt. Die gemessenen

Zählraten (cpm) der einzelnen Testseren wurden mit der Standardkurve verglichen und in

Units ausgedrückt.

Als Cut-off wurde die 99. Perzentile des Kontrollkollektivs gewählt, die bei 2,4 Units lag.

Dieser Grenzwert entsprach auch dem Mittlewert zuzüglich drei Standardabweichungen der

gemmessenen Titer in dieser Gruppe (0,33 + 3×0,68).

3.2.1.2 Validierung des Tests

Zur Validierung des tTGC-Tests wurden 17 „geblindete“ Seren aus einem Referenzlabor (zur

Verfügung gestellt von Frau Dr. Bürgin-Wolff, Laboratorium für Zöliakiediagnostik, Liestal,

Schweiz) getestet. Das Referenzlabor testete die Seren auf EMA, AGA-IgG und AGA-IgA

und biopsierte die Patienten. Zehn der 11 EMA-IgA-positiven Seren von an Zöliakie

erkrankten Patienten, wurden durch den tTGC-IgG-Test detektiert. Die mit dem tTGC-IgG-

Test nicht erkannte Serumprope Nr. 10 (siehe Tabelle 8) war allerdings im tTGC-IgA-Test

positiv. Die Dünndarmbiopsie zeigte bei Serum-Nr. 12 und 13 laut Referenzlabor eine

normale Mukosa trotz positiven EMA. Serum 12 war im Transglutaminase-Test positiv, bei

Serum 13 konnten jedoch keine tTGC-IgG nachgewiesen werden. Tabelle 8 stellt die

Ergebnisse der beiden Labors gegenüber.
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Tabelle 8: Gegenüberstellung der Antikörperergebnisse eines geblindeten Serenkollektivs eines
Referenzlabors und des Münchner Labors 
Grenzwerte des Referenzlabors: EMA pos. ≥ 5 (Titer); AGA-IgG pos. ≥ 35 U; AGA-IgA pos. ≥ 25 U;
Grenzwert für tTGCA pos. ≥ 2,4 U (Labor München)
+ = positiv; – = negativ

Referenzlabor Labor München

Serum-Nr. Biopsie EMA (Titer) AGA-IgG AGA-IgA tTGC-IgG (U) Anmerkung

1 + 1280 + + 108

2 + 1280 + + 99

3 + 1280 + + 32

4 + 1280 + + 38

5 + 1280 + + 53

6 + 640 − + 6

7 + 1280 + + 35

8 + 1280 + schw. + 53

9 + 640 + − 313

10 + 1280 + + 0 tTGC-IgA+

11 + 1280 + − 49

12 − 640 − − 31 EMA+, Biopsie−

13 − 160 − − 0 EMA+, Biopsie−

14 − − + − 0

15 − − − − 0

16 − − + − 0

17 − − − − 0

− +

EMA <5 ≥5

AGA-IgG <35 U ≥35 U

AGA-IgA <25 U ≥25 U
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3.2.2 Zöliakie-assoziierte Antikörper bei Kindern diabetischer Eltern

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

Antikörper gegen die tTGC der Klasse IgG wurden bei 33 der insgesamt 913 (3,6 %) Kinder

(569 im Alter von 2 Jahren, 221 im Alter von 5 und 123 im Alter von 8 Jahren) diabetischer

Eltern detektiert. Eine Person (0,5 %) des Kontrollkollektivs (1/209) zeigte erhöhte

Antikörperwerte und 10 der insgesamt 99 Typ-1-Diabetiker (10,1 %) waren tTGCA-positiv.

Die Prävalenz der tTGC-Antikörper der einzelnen Untersuchungsgruppen unterschied sich

insgesamt signifikant (p < 0,001) (siehe Abbildung 13).

Häufigkeit von tTGC-IgG-Antikörpern

DiabetikerKinderKontrollen

12%
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8%

6%

4%

2%

0%

10/99

33/913

1/209

p<0,0001

Abbildung 13: tTGC-IgG-Antikörper bei Kontrollen, Kindern diabetischer Eltern und Typ-1-Diabetikern

Ein signifikanter Unterschied in der Höhe der Antikörper-Titer ließ sich zwischen den

einzelnen Untersuchungsgruppen nicht festestellen.

Prävalenz der tTGC-Antikörper in unterschiedlichen Altersgruppen bei Kindern diabetischer

Eltern

Die Prävalenz der Antikörper unterschied sich in Abhängigkeit des Alters. Abbildung 14 zeigt

die Häufigkeit von tTGCA in den Altersgruppen mit 2, 5 und 8 Jahren (Abbildung 19). Von
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569 im Alter von zwei Jahren getesteten Kindern hatten 14 Antikörper-Titer über dem Cut-off

von 2,4 Units (2,5 %). Im Alter von fünf Jahren wurden 221 Kinder getestet; hier konnten 11

(5,0 %) als positiv detektiert werden und bei acht Jahren hatten 8 von insgesamt 123 Kindern

(6,5 %) Antikörper gegen tTGC (p = 0,043).

Häufigkeit von tTGC-IgG-Antikörpern

8 Jahre5 Jahre2 Jahre

7%

6%

5%

4%

3%

2%

8/123

11/221

14/569

 p = 0,04

Abbildung 14: tTGC-IgG-Antikörper bei Kindern diabetischer Eltern in Abhängigkeit des Alters

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

Die tTGC-IgG-Antikörper-Titer waren mit zunehmendem Alter signifikant höher (p = 0,03).

So lagen die Antikörpertiter bei Kindern im Alter von zwei Jahren durchschnittlich bei 0,95

Units, im Alter von fünf Jahren bei 1,82 und in der Gruppe der 8-jährigen wurden

durchschnittliche Titer von 5,64 Units gemessen (Abbildung 15).
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Mittelwerte der tTGCA-IgG-Titer in Units
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Abbildung 15: Mittelwerte der tTGCA-IgG-Titer bei 913 Kindern diabetischer Eltern in Abhängigkeit des
Alters

Prävalenz der tTGCA-IgA-Antikörper

Antikörper gegen tTGC der Klasse IgA wurden bei 16 der insgesamt 33 tTGCA-IgG-

positiven Kinder und bei einem Kind in Abwesenheit von tTGCA-IgG gemessen. Dieses

Kind hatte alle Antikörper bis auf tTGCA-IgG. Die nähere Charakterisierung der tTGCA-

IgA-Befunde in der Gruppe der 33 Kinder ergab, dass diese Antikörperfraktion häufiger bei

Kindern mit tTGCA-IgG-Titern über 10 Units nachweisbar als bei Kindern mit IgG-Titern

unter 10 Units. So hatten insgesamt zwölf der 16 tTGC-IgA-positiven Kinder tTGC-IgG-

Antikörper-Titer > 10 Units im Gegensatz zu vier Kindern mit tTGCA-IgG-Titern < 10 Units.

Abbildung 16 veranschaulicht diese Auswertung als Flussdiagramm.
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Abbildung 16: Verteilung der 16 tTGCA-IgA-positiven Seren bei 33 Kindern diabetischer Eltern

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

Die nachfolgenden Berechnungen zur Prävalenz der EMA und AGA beziehen sich auf das

Teilkollektiv (nähere Erläuterung siehe Kapitel 2.1.2.3) von insgesamt 520 Kindern. Hiervon

waren33 tTGCA-IgG-positiv und 487 tTGCA-IgG-negativ.

Endomysium-Antikörper (EMA)

EMA wurden bei 13 (39 %) der 33 Kinder mit positiven tTGC-IgG-Antikörpern detektiert.

Von insgesamt 487 tTGC-IgG-negativen (162 Kinder bei 2, 221 bei 5 und 123 bei 8 Jahren)

waren 4 (0,8 %) EMA-positiv (p < 0,001 tTGC-IgG-positiv vs. tTGC-IgG-negativ). Dieser

Zusammenhang ist in Abbildung 17 dargestellt.

33 tTGCA-IgG+

15 tTGCA-IgG >10U 18 tTGCA-IgG <10U

12 tTGCA-IgA+ 4 tTGCA-IgA+
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Häufigkeit von EMA

tTGCA+tTGCA−

50%

40%

30%

20%

10%

0%

13/33

4/487

p < 0,0001

Abbildung 17: Endomysium-Antikörper (EMA) bei tTGCA-IgG-positiven- und negativen Kindern
diabetischer Eltern

In Tabelle 9 sind die tTGCA-IgG- und IgA-Ergebnisse der insgesamt 17 EMA-positiven

Kinder diabetischer Eltern gegenübergestellt. Hinsichtlich der Detektion der EMA-positiven

Kinder erreichte der tTGCA-IgG-Test somit eine Sensitivität von 76,5 %, da vier (23,5 %) der

17 EMA-positiven Kinder durch den tTGCA-IgG-Test nicht erkannt wurden. Drei dieser vier

Seren hatten EMA-Titer an der Detektionsgrenze von 5 Units. Drei der vier tTGCA-IgG-

negativen Seren konnte jedoch mit dem tTGCA-IgA-Test detektiert werden. Die restlichen

drei Seren wurden auch durch den IgA-Test vermisst. Eine weitere Charakterisierung der

tTGCA-IgG-Titer der EMA-positiven Patienten ergab, dass diese zu 70,6 % über 10 Units

lagen. TTGCA-IgG-Titer im unteren postiven Bereich wurden nur bei Serum-Nr. 15

gemessen.
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Tabelle 9: tTGCA-IgG- und tTGCA-IgA-Titer bei 17 Kindern diabetischer Eltern mit Endomysium-
Antikörpern (EMA); Angaben jeweils in Titer bzw. Units (U)
Grenzwerte für Positivität: tTGCA-IgG ≥ 2,4 U; tTGCA-IgA ≥ 2,0 U; EMA ≥ 5,0 (Titer)

Serum-Nr. EMA tTGC-IgG tTGC-IgA

1 5 0 0,3

2 5 1,1 0,2

3 5 1,3 0,7

4 5 34,7 62,8

5 5 54,2 67,3

6 5 56,0 7,0

7 50 54,2 18,7

8 100 12,35 157,3

9 100 23,82 200

10 100 73,0 200

11 100 82,1 150

12 200 35,0 200

13 200 112,4 54,9

14 200 200,0 200

15 400 1,0 150

16 400 4,9 150

17 800 200 150

Da alle Kinder im Alter von 5 und 8 Jahren auf EMA untersucht wurden, aus der Gruppe der

2-jährigen Kinder aber bisher nur ein Teil und hier bewusst die Kinder mit positen tTGCA-

IgG-Titern getestet wurde, bezieht sich die Analyse der Prävalenz der EMA korrekterweise

nur auf die Gruppe der 5- und 8-jährigen Kinder (n = 344). Die Prävalenz der EMA lag in

diesem Kollektiv bei 3,2 % (11/344) (siehe Zusammenfassung in Abbildung 19). In dieser

Gruppe traten EMA bei den älteren Kindern tendenziell häufiger auf (2,3 % bei 5 Jahren vs.

4,9 % bei 8 Jahren). Der Unterschied war statistisch jedoch nicht signifikant. 

In der Gruppe der 5- und 8-jährigen Kinder erkannte der tTGCA-IgG-Test 10 der 11 EMA-

positiven Kinder, was einer Sensitivität von 91,6 % entspricht.

Antigliadin-Antikörper (AGA)

TTGCA-IgG-positive Kinder hatten mit 39,4 % (13/33) insbesonders häufiger Antigliadin-

Antikörper der Klasse IgG als Kinder ohne tTGCA-IgG (22,4 %, 109/487; p = 0,026). Auch
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AGA-IgA traten bei tTGCA-IgG-positiven Kindern signifikant häufiger (4/33, 12,1 %) auf als

bei tTGCA-IgG-negativen Kindern (14/487, 2,9%; p = 0,02).

AGA-IgA

AGA-IgG

Häufigkeit von AGA-IgG bzw. AGA-IgA

50%40%30%20%10%0%

109/487

13/33

4/33

14/487
tTGCA-IgG-positiv

tTGCA-IgG-negativ

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

Im Gegensatz zu tTGCA-IgG und EMA traten AGA (IgG und IgA) mit zunehmendem Alter

tendenziell weniger häufig auf (26,7 % bei Kindern im Alter von 2 Jahren, 23,5 % im Alter

von 5 Jahren und 18,7 % im Alter von 8 Jahren). Dieses Ergebnis ist jedoch nicht signifikant

(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Antikörper-Ergebnisse von 913 Kindern diabetischer Eltern im Alter von 2, 5 und 8 Jahren im
Rahmen einer prospektiven Verlaufsbeobachtung

3.2.2.3 Antikörper-Kombinationen

Tabelle 10 fasst den Antikörperstatus des auf alle vier Zöliakie-assoziierten Antikörper

(tTGCA-IgG, EMA, AGA-IgA und -IgG) getesteteten Teilkollektivs (n = 520) zusammen.

Zusätzlich sind die positiven 17 tTGCA-IgA Befunde aufgeführt.

2 Jahre
n = 569

5 Jahre
n = 221

8 Jahre
n = 123

tTGCA-IgG
Test

positiv
n = 14
(2,5%)

negativ
n = 555
(n = 162)*

positiv
n = 11
(5,0%)

negativ
n = 210

positiv
n = 8
(6,5%)

negativ
n = 115

EMA-
positiv

3
(21,4%)

3   **
(1,9%)

5
(45,5%)

0
(0,0%)

5
(62,1%)

1
(0,9%)

AGA-IgA
positiv

2
(14,3%)

5   **
(3,1%)

1
(9,1%)

8
(3,8%)

1
(12,5%)

1
(0,9%)

AGA-IgG
positiv

5
(35,7%)

42   **
(26,6%)

5
(45,5%)

47
(22,3%)

3
(37,5%)

20
(17,4%)

tTGCA-
IgA-positiv

5
(35,7%)

nicht
getestet

6
(54,5%)

nicht
getestet

5
(62,5%)

nicht
getestet

*162 von 555 tTGCA-IgG-negativen Kindern wurden auf EMA und AGA getestet
**von 162 tTGCA-IgG-negativen Kindern
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Tabelle 10: Kombination der Antikörper bei 520 für vier Zöliakie-assoziierte Antikörper getesteten Kindern
diabetischer Eltern

EMA tTGC-IgG tTGC-IgA* AGA-IgG AGA-IgA n (%)

0 Tests positiv* − − − − − 370 (71,0)*

1 Test positiv + − − − − 2 (0,4)

− + − − − 13 (2,5)

− − − + − 100 (19,2)

− − − − + 5 (1,0)

2 Tests positiv + − − + − 1 (0,2)

− + + − − 2 (0,4)

− − − + + 8 (1,5)

− + − + − 4 (0,8)

3 Tests positiv + + + − − 5 (1,0)

4 Tests positiv + − + + + 1 (0,2)

+ + + + − 5 (1,0)

− + + + + 1 (0,2)

5 Tests positiv + + + + + 3 (0,6)

*da nur Antikörper-positive Kinder (aus tTGCA-IgG, EMA, AGA-IgG und –IgA) auf tTGCA-IgA getestet wurden, bezieht
sich ”0 Tests positiv“ nur auf diese vier Antikörper

Die Mehrheit (120 Kinder) der für alle Zöliakie-assoziierten Antikörper getesteten positiven

Kinder wies nur einen Antikörper auf und dies war in erster Linie AGA-IgG (100 Kinder).

Bei weiteren 13 Kindern konnten als einzige Antikörper tTGCA-IgG detektiert werden. Nur

AGA-IgA hatten 5 und nur EMA hatten 2 Kinder. Weitere 8 Kinder hatten lediglich

Antikörper gegen AGA-IgG und –IgA und zwei Kinder waren positiv für tTGCA-IgG in

Verbindung mit tTGCA-IgA. Die Kombination tTGCA-IgG und AGA-IgG trat vier mal auf

und nur ein Kind hatte EMA in Verbindung mit AGA-IgG. 14 Kinder hatten drei und mehr

Antikörper. Wobei hiervon bei 5 Patienten in Abwesenheit von AGA hohe Titer an tTGCA

(IgG und IgA) und EMA gemessen wurden. Bei weiteren 5 Kindern konnten zu dieser

Kombination noch AGA-IgG nachgewiesen werden. Ein Kind mit einem IgA-Mangel, war

positiv für tTGCA-IgG, AGA-IgG und EMA-IgG (die üblicherweise nicht getestetet werden).

3.2.2.4 Beziehung zum Geschlecht

Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich wieder auf die insgesamt 520 Kinder

diabetischer Eltern, bei denen die vier Zöliakie-assoziierten Antikörper (tTGCA-IgG, EMA,
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AGA-IgG und AGA-IgA) getestet wurden. Hiervon waren 275 Kinder männlich und 245

weiblich. Das Vorkommen von EMA war signifikant abhängig vom Geschlecht. Von

insgesamt 17 EMA-positiven Kindern waren 12 (4,9 %) weiblich und 5 (1,8 %) männlich

(p = 0,042). Die Kombination von positiven tTGC und EMA zeigte ebenfalls eine

Abhängigkeit vom Geschlecht. war widerum geschlechtsabhängig. Insgesamt waren 13

Kinder für beide Antikörper positiv und hiervon waren Mädchen (4,08 %) signifikant häufiger

betroffen als Buben (1,09 %; p = 0,028). Das Vorkommen von tTGCA-IgG alleine zeigte

keine Beziehung zum Geschlecht, wie auch AGA-IgG und –IgA.

3.2.3 Verlaufsbeobachtung bei tTGC- und EMA-positiven Kindern

Es wurden insgesamt 15 Kinder diabetischer Eltern, die sowohl für tTGCA (IgG und/oder

IgA) als auch für EMA positiv waren, in konsekutiven Serumproben auf alle Zöliakie-

assoziierten Antikörper getestet. Die Ergebnisse der Verlaufsbeobachtung sind in Tabelle 11

zusammengefasst.

Tabelle 11: Zöliakie-assoziierte Antikörper und Diagnose einer Zöliakie bei 15 tTGCA- und EMA-positiven
Kindern diabetischer Eltern im zeitlichen Verlauf
IEL = intraepitheliale Lymphozyteninfiltrationen; EMA-Ergebnisse in Titer; Bedeutung  von: −, +, ++, +++
am Tabellenfuss

Person Ge-

schlecht

Risiko

durch

Alter EMA

IgA

AGA

IgG

AGA

IgA

tTGC

IgG

tTGC

IgA

Anmerkung

Sch.S. w Mutter 1,9 0 − − − −

(Zwillinge) 7,6 200 − − +++ +++ Diagnose: Zöliakie

Sch.R. w 0,8 0 − − − −

1,9 0 − − − −

5,0 100 − − +++ +++

7,6 100 − − ++ +++ Diagnose: Zöliakie

H.C. w Mutter 1,0 0 + − − −

1,9 0 + − − −

4,8 0 − − − −

5,5 200 + − +++ ++ Diagnose: Zöliakie

R.D. w Vater 1,0 0 − − − −

2,0 400 − ++ ++ +++

5,5 100 − − + ++ Diagnose: Zöliakie

Sch.A. w Vater 0,8 0 − − − −
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2,4 100 ++ + ++ ++

5,0 100 +++ +++ ++ +++ Diagnose: Zöliakie

M.S. w Mutter 2,5 0 − − − −

4,5 0 − − − − GADA-positiv

8,5 200 ++ − +++ ++ Diagnose: Zöliakie

B.J. w Mutter 8,5 800 ++ +++ +++ +++ Diagnose: Zöliakie

Rc.D. w Vater 2,0 400 +++ +++ − +++ Diagnose: Zöliakie

K.R. w Mutter 0,8 0 − − − −

2,1 0 + − − −

4,5 50 + − ++ +

keine manifeste Zöliakie

aber erhöhte IEL und

typische Symptomatik

S.A. w Mutter 1,0 0 − − − − Bruder hat Diabetes-

2,3 0 − − − − assoziierte Antikörper

4,8 50 − − + −

7,6 5 − − ++ +++

W.K. m Mutter 0,8 0 − − − −

2,0 5 + − ++ + transient positiv

2,9 0 − − − −

W.A. w Mutter 0,8 0 − − − −

2,5 400 + − + +++ Diagnose: Zöliakie

B.A. m Mutter 0,8 0 − − − −

2,5 100 − − + +++

4,5 5 − − ++ ++

P.T. m Mutter 0,8 0 − − − −

2,2 100 ++ ++ ++ +++

S.J. m Mutter 0,0 0 − − − −

1,0 0 + − − −

2,5 0 +++ − +++ −

keine manifeste Zö-

liakie aber erhöhte IEL;

IgA-Mangel; EMA-IgG-

positiv

− + ++ +++
AGA-IgG < 0,087 <0,200 0,800 ≥ 0,800
AGA-IgA < 0,034 <0,050 <0,100 ≥ 0,100
tTGC (IgG, IgA) < 2,4; < 2,0 <20,2 <100,0 ≥ 100,0
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3.2.3.1 Alter bei tTGCA- und EMA-Entwicklung

Acht der prospektiv beobachteten 15 Kinder hatten tTGCA und EMA bereits bei der 2-

Jahresuntersuchung. Bei der Kontrolluntersuchung im 5. Lebensjahr wurden tTGCA und

EMA bei vier Kindern detektiert und zwei Kinder entwickelten die Antikörper erst mit acht

Jahren. Bei einem Kind konnte die erste und einzige Blutprobe erst im achten Lebensjahr

untersucht werden, so dass keine früheren konsekutiven Seren zur Vergüngung standen. In

den untersuchten Fällen traten tTGCA und EMA immer gleichzeitig und nie vor dem 2.

Lebensjahr auf.

Alter bei AGA-Entwicklung

Von den 15 Kindern entwickelten insgesamt 11 im Laufe des Beobachtungszeitraums AGA.

In drei Fällen konnten schwache AGA-IgG Titer vor Auftreten der tTGCA und EMA

gemessen werden (im Alter von 1,0; 1,0 und 2,1 Jahre). Bei acht Patienten wurden AGA IgG

und/oder IgA) jedoch zusammen mit tTGCA und EMA bei der Untersuchung im 2.

Lebensjahr oder später detektiert.

Antikörper bei Geburt

Serumproben bei Geburt (Nabelschnurblut) standen von 12 aller 15 im Verlauf beobachteter

Kinder zur Verfügung. Bei keinem Kind konnten in dieser Serumprobe Zöliakie-assoziierte

Antikörper nachgewiesen werden.

Transiente Antikörper-Positivität

Ein Junge (W.K.) wies nur transient tTGCA (IgG und IgA) und EMA auf. Bei einer

Kontrolluntersuchung, etwa 11 Monate später, konnten keine Antikörper mehr nachgewiesen

werden.

Biopsien und Diagnose einer Zöliakie

Bei 12 Kindern im Alter zwischen 2,0 und 8,5 Jahren, die sowohl positive tTGCA als auch

EMA hatten, konnten bisher Biopsien durchgeführt werden. In 9 Fällen wurde hierduch eine

manifeste Zöliakie diagnostiziert. Zwei Kinder hatten bioptisch eine unveränderte Mukosa,

jedoch erhöhte intraepitheliale Lymphozyteninfiltrationen. Eines dieser Kinder (K.R.) zeigte

klinische Symptome einer Zöliakie wie ein retardiertes Wachstum, abdominelle Beschwerden

und häufigen Stuhlgang. Bei einem Kind wurde durch die Biopsie eine manifeste Zöliakie

ausgeschlossen (S.A.).
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3.2.4 Zöliakie-assoziiierte Antikörper in Abhängigkeit des Stillens

Bei 736 Kindern der insgesamt 913 auf tTGCA-IgG getesteten Kinder lag die Information

darüber vor, ob diese Kinder gestillt wurden oder nicht. Von 543 Kindern wurde ermittelt, wie

lange sie gestillt wurden, von 515 Kindern war die Stilldauer ohne jegliche Zufütterung

(Milchnahrung, Beikost, Tee, Saft) bekannt. Die Analyse ergab, dass 537 Mütter ihre Kinder

mindestens eine Woche lang gestillt haben, 173 Kinder wurden überhaupt nicht gestillt. Es

konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen dem Auftreten von tTGCA (IgG oder IgA)

und der Brustfütterung festgestellt werden (p = 0,769, n. s.). Der Zeitpunkt der Zufütterung

hatte ebensowenig einen Einfluss auf die Entwicklung von tTGCA (vor dem 3. Monat vs.

zwischen dem 3. und 6. Monate vs. nach dem 6. Monat, p = 0,713, n. s.). Auch die Stilldauer

insgesamt zeigte keinen Zusammenhang zur Prävalenz der tTGCA (< 6 Monate vs. > 6

Monate, p = 0,87, n. s.). Bei 372 auf EMA, AGA-IgA und AGA-IgG getesteten Kindern war

bekannt, ob sie gestillt wurden. Von diesen Kindern sind 286 gestillt worden und 86 Kinder

nicht. Es konnte kein Zusammenhang zwischen der Prävalenz der EMA und der

Brusternährung ermittelt werden (p = 0,88, n. s.), ebensowenig bzgl. der Prävalenz von AGA-

IgA (p = 0,42, n. s.). Hingegen hatte das Stillen einen deutlichen Einfluss auf die Prävalenz

der AGA-IgG. Von den 286 gestillten Kindern waren 79 (27,6 %) positiv für AGA-IgG im

Vergleich zu 7 von 86 nicht gestillten Kindern (8,1 %). Dieser Unterschied war statistisch

hoch signifikant (p < 0,0001). Auch die Höhe der AGA-IgG-Titer (Mittelwerte) unterschied

sich signifikant in den beiden Gruppen (0,048 U in der Gruppe der nicht gestillten Kinder vs.

0,085 U in der Gruppe der gestillten Kinder, p = 0,006). Die Analyse hinsichtlich der

Prävalenzunterschiede von AGA-IgG zwischen gestillten und nicht gestillten Kindern in

Abhängigkeit des Alters ist in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12: Prävalenz der Antigliadin-IgG-Antikörper (AGA-IgG) bei 372 Kindern diabetischer Eltern in
Abhängigkeit des Alters und der Brusternährung

Anzahl insgesamt (n) Anzahl AGA-IgG-positiv
in n (%)

Signifikanz

2 Jahre (n = 157)
gestillt
nicht gestillt

129
28

38 (29,5)
4 (14,3)

p = 0,156 (n. s.)

5 Jahre (n = 162)
gestillt
nicht gestillt

121
41

36 (29,8)
3 (7,3)

p = 0,004

8 Jahre (n = 53)
gestillt
nicht gestillt

36
17

5 (13,9)
0

p = 0,163 (n. s.)

Die Prävalenzunterschiede der AGA-IgG zwischen gestillten und nicht gestillten Kindern

waren nach separater Berechnung in den einzelnen Altersgruppen (2, 5 und 8 Jahre) nicht

durchweg signifikant. Einzig in der Gruppe der 5-jährigen bestätigte sich der in der

Gesamtgruppe ermittelte signifikante Unterschied. Bei Kindern im Alter von 2 Jahren und im

Alter von 8 Jahren war das Auftreten der AGA-IgG unabhängig davon, ob sie gestillt wurden

oder nicht. 

Die Auswertung der im Antikörper-Verlauf beobachteten Kinder ergab, dass 8 Kinder gestillt

wurden, 3 Kinder wurden nicht gestillt und bei 4 Kindern lag keine Information darüber vor.

Von den 8 nicht gestillten Kindern entwickelten 3 eine manifeste Zöliakie, ein Kind hatte

IEL, 2 hatten bioptisch gesichtert keine Zöliakie und weitere 2 wurden bisher noch nicht

biopsiert. Alle drei nicht gestillten Kindern entwickelten eine manifeste Zöliakie. Drei der

Kinder, bei denen keine Information vorlag, ob sie gestillt wurden, entwickelten ebenfalls

eine Zöliakie und eines dieser Kinder hatte IEL.

3.2.5 Zöliakie- und Typ-1-Diabetes-assoziierte Antikörper

Alle 913 Kinder diabetischer Eltern wurden auf Diabetes-assoziierte Antikörper untersucht.

Eine persistierende Positivität für mindestens einen der Diabetes-assoziierten Antikörper (aus

IAA, ICA, GADA oder IA2A) konnte bei 42 Kindern (4,6 %) gefunden werden. Das

Vorkommen von tTGCA war unabhängig vom Status (Quantität und Spezifität) der Diabetes-

assoziierten Antikörper. So war die Prävalenz von tTGCA-IgG in Antikörper-negativen

Kindern (4,8 %) ähnlich hoch wie bei Antikörper-positiven (3,6 %). Ein Kind (S.A.) hat ein

Geschwister mit multiplen Antikörpern.

Eines der 15 Kinder mit Verlaufsbeobachtung (M.S.) wies ebenfalls GADA auf, die nach

Diagnose der Zöliakie und nach Einführung einer glutenfreien Diät nicht mehr nachweisbar

waren.
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4 DISKUSSION

Die Aufgabe eines Antikörperscreenings ist einerseits, die Hochrisikopersonen für eine

Erkrankung prospektiv zu identifizieren, um eventuell frühzeitig intervenieren zu können,

andererseits deren Krankheitsrisiko innerhalb eines bestimmten Zeitraumes abzuschätzen. Die

wesentlichen Ansprüche, die an einen neuen Screening-Test gestellt werden müssen sind:

hohe Sensitivität und Spezifität, einfache Durchführbarkeit, hohe Probendurchsatzrate,

niedrige Kosten und idealerweise eine weltweite Vergleichbarkeit. Eine wichtige

Voraussetzung für die Etablierung eines Antikörpertests ist die Ermittlung des Grenzwertes

für Positivität, der die Trennung zwischen ”gesund“ und ”krank“ festlegt. Für die Definition

eines Normalbereichs sollten daher gesunde Normalpersonen herangezogen werden.

4.1 GADIA2-combi-Test

Die beiden Antikörper gegen die Diabetes-assoziierten Antigene Glutamatdecarboxylase

(GAD) und Tyrosinphosphatase (IA2) werden heute jeweils zuverlässig mit Hilfe eines

Radiologandenbindungsassays (RBA) bei Risikopersonen getestet. Es wäre jedoch gerade im

Hinblick auf Kosten- Zeit und Arbeitseinsparung ideal, würde man die beiden Antikörper

gleichzeitig in einem Testansatz messen können. Darüberhinaus wäre es wünschenswert,

wenn ein solcher kombinierter Test auch mit Kapillarblut durchführbar wäre, da man gerade

im Rahmen eines gross angelegten Screenings dadurch noch weitere Kosten und Aufwand

einsparen könnte und die Akzeptanz gerade bei Untersuchungen an Kleinkindern steigen

würde.

4.1.1 Untersuchungsgruppen

Da ein Test zur simultanen Bestimmung von GADA und IA2A (GADIA2-combi) in venösem

Serum und kapillärem Plasma am Institut für Diabetesforschung erst etabliert werden musste,

wurde die Anwendung des Tests an einer Gruppe von gesunden Personen, bei denen durch

Familienanamnese das Risiko für einen Typ-1-Diabetes ausgeschlossen werden konnte, allen

weiteren Untersuchungen vorangeschickt.

Als weitere Kontrollgruppe dienten den WHO-Kriterien entsprechende neuentdeckte Typ-1-

Diabetiker [89, 139]. Neuentdeckte Typ-1-Diabetiker haben im Hinblick auf Spezifität und

Quantität von GADA und IA2A einen heterogenen Antikörperstatus [65]. Die Anwendung

des GADIA2-combi in diesem Kollektiv sollte daher Aufschluss über die Sensitivität,

Reliabilität und den Bereich der zu erwartenden Titerhöhe des GADIA2-combi geben. Die in

dieser Kontrollgruppe gemessenen GADIA2-combi-Titer wurden dazu mit den Ergebnissen

der separat durchgeführten Antikörpertests auf GADA und IA2A verglichen.
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Die Aufgabe eines Screenings für Diabetes-assoziierte Antikörper liegt einerseits darin,

Risikopatienten für die Krankheitsentwicklung prospektiv zu identifizieren, um rechtzeitig

intervenieren zu können und andererseits das Diabetesrisiko innerhalb eines bestimmten

Zeitraumes abzuschätzen. Als Personen mit einem erhöhten Diabetesrisiko gelten aufgrund

der genetischen Prädisposition erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern. Im Durchschnitt

liegt das Diabetesrisiko für diese Personen 10fach höher verglichen mit der

Allgemeinbevölkerung [66, 125]. Als Studienpatienten dienten daher für den neuen

Screnningtest (GADIA2-combi) Verwandte ersten Grades von Typ-1-Diabetikern, die bereits

über einen längeren Zeitraum am Institut für Diabetesforschung rekrutiert und auf Insulin-

und Inselzell-Autoantikörper (IAA und ICA) untersucht wurden.

4.1.2 Methode zum kombinierten Nachweis von GAD- und IA2-
Antikörpern (GADIA2-combi)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Assay zum kombinierten Nachweis der Antikörper gegen

GAD und IA2 etabliert. Dieser Test basiert methodisch in modifizierter Form auf einem

Radioimmunoassay, der als markiertes Antigen mit 35S markiertes Methionin in humanem,

rekombinantem GAD bzw. IA2 verwendet [50, 92, 99]. Diese Methode wurde als Vorlage

gewählt, da sie im Institut für Diabetesforschung bereits etabliert und sowohl spezifisch als

auch sensitiv im Nachweis beider Antikörper war (GADA-Assay 100% Spezifität und 94%

Sensitivität; IA2A-Assay 100% Spezifität und 100% Sensitivität) [145].

Für den GADIA2-combi werden die beiden separat voneinander radioaktiv markierten

Antigene in einem Inkubationspuffer simultan dem Testserum angeboten. Im Serum

vorhandene Antikörper bilden mit den Antigenen Immunkomplexe, die auf Filtrationsplatten

an Protein A Sepharose binden. Ungebundenes Antigen und Reaktionpuffer werden durch

intensives Waschen von den Immunpräzipitaten entfernt. Die in den Immunkomplexen

gebundene Radioaktivität wird duch Zugabe von Szintillationsflüssigkeit fluoresziert und

anhand hierdurch auftretender Lichtblitze in einem Szintillationscounter quantifiziert.

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Vorversuche zur Etablierung des GADIA2-combi vor

kritischem Hintergrund zusammengefasst:

•  Das Mischungsverhältnis von 1:1 beider Antigen mit je 15.000 cpm wurde gewählt, da

sich bei diesem Verhältnis die zuverlässigsten Antikörpertiter im Vergleich mit den

Ergebnissen der separaten Tests und der geringste Background zeigte. Die Menge von

15.000 cpm eines Antigens deckt sich mit der für den separaten Nachweis der Antikörper

verwendeten Menge [145].

•  Zur Bestimmung des Grenzwertes des GADIA2-combi stand eine Kontrollpopulation von

105 stoffwechselgesunden Personen mit negativer Familienanamnese hinsichtlich eines
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Typ-1-Diabetes zur Verfügung. Mit einem Durchschnittsalter von 27,7 Jahren ist diese

Kontrollgruppe älter als das Testkollektiv der erstgradig Verwandten von Typ-1-

Diabetikern. Desweiteren befinden sich in dem Kontrollkollektiv keine Personen unter 19

Jahren (Range: 19,2-52), wohingegen das Testkollektiv durchaus Kinder unter einem

halben Jahr beinhaltet (Range: 0,3-68,7). Es ist daher nicht auszuschliessen, dass ein

Kontrollkollektiv mit einer heterogeneren Altersverteilung einen anderen Grenzwert

geliefert hätte. Der anhand des Kontrollkollektivs ermittelte Grenzwertes von 10 Units,

berechnet aus der 99. Perzentile (9,89) ist dennoch vertretbar, wie ein anderes Verfahren

zur Ermittlung von Grenzwerten zeigt. Das Verfahren des QQ-Normalverteilungs-Plots

dient der Prüfung auf eine Normalverteilung und der Ermittlung von

Antikörpergrenzwerten innerhalb eines Testkollektivs. Es ist mit diesem Verfahren daher

möglich einen Grenzwert ohne ein Kontrollkollektiv zu ermitteln [145]. Abbildung 20

zeigt den QQ-Plot der GADIA2-combi-Titer des Kontrollkollektivs und Abbildung 21 den

der GADIA2-combi-Titer der erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern. Ist die

Stichprobe normal verteilt, liegen die Messwerte auf einer Geraden, wie in Abbildung 20.

Das Abknicken der Kurve in Abbildung 21 zeigt deutlich, dass keine Normalverteilung

vorliegt, sondern dass die beobachteten Antikörpertiter zwei unterschiedliche Kollektive

innerhalb des Gesamtkollektivs repräsentieren. Der Knickpunkt ermöglicht eine Trennung

der beiden Gruppen und zeigt an, ab welchem Antikörper-Wert ein Serum als positiv

einzustufen ist. Unverkennbar liegen in Abbildung 20 alle Punkte links der senkrechten

Linie, die den Cut-off von 10 U kennzeichnet und in Abbildung 21 liegt der Knickpunkt

der Kurve genau bei von 10 Units. Dieses Verfahren untermauert somit die korrekte Wahl

des Grenzwertes, obwohl sich das Kontrollkollektiv hinsichtlich des Alters unterscheidet.

Interessanterweise liegt der GADIA2-combi-Grenzwert nahezu in der Mitte zwischen dem

des IA2A-Assay mit 5 Units und dem des GADA-Tests mit 13 Units.
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Beobachtete GADIA2-combi Titer (U)
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Abbildung 20: QQ-Normalverteilungs-Plot der GADIA2-combi-Titer von 105 gesunden Kontrollpersonen.
Auf der Abszisse sind die beobachteten Werte und auf der Ordinate die erwarteten Titerwerte
bei Vorliegen einer Normalverteilung aufgetragen. Ist die gewählte Stichprobe normalverteilt,
liegen die Punkte auf einer Linie. Die vertikale Linie kennzeichnet den Cut-off von 10 Units.
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Beobachtete GADIA2-combi Titer (U)
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Abbildung 21: QQ-Normalverteilungsplot der GADIA2-combi-Titer von 1606 erstgradig Verwandten von
Typ-1-Diabetikern. Auf der Abszisse sind die beobachteten Werte und auf der Ordinate die zu
erwartenden Titerwerte bei Vorliegen einer Normalverteilung aufgetragen. Die vertikale Linie
kenzeichnet den Cut-off von 10 Units.

•  Das mehrmalige Testen von 20 ausgesuchten (Antikörper-positiven und Antikörper-

negativen) nicht geblindeten Seren zeigte, dass der GADIA2-combi reproduzierbare

Ergebnisse liefert. Zwar lag die Schwankungsbreite bei einigen Seren sehr hoch, es

konnten aber alle Seren in ihrem Antikörperstatus in jedem Ansatz als „positiv“ bzw.

„negativ“ bestätigt werden.

•  Der GADIA2-combi-Test ist sensitiv bei der Detektion von Seren mit unterschiedlichem

Antikörper-Status (aus GADA und IA2A). Sowohl doppelt negative als auch doppelt

positive Seren erkannte der GADIA2-combi zu 100 %. Bei der Detektion von nur IA2-

positiven Seren büßte der Test jedoch geringfügig an Sensitivität ein (87,5 %). Ebenso lag

die Sensitivität mit 86,6 % bei der Identifikation der nur GADA-positiven Seren etwas

niedriger. In beiden Gruppen lieferte der GADIA2-combi bei jeweils zwei Seren falsch

negative Ergebnisse, wobei die GADIA2-combi-Titer der nicht korrekt detektierten

GADA-positiven Seren mit 9,8 U bzw. 8,1 U nahe dem GADIA2-combi Cut-off lagen.

Die GADIA2-combi-Titer von 3,8 U und 4 U der falsch negativ gemessenen IA2-

positiven Seren sind jedoch deutlich im negativen Titerbereich. Die IA2A-Titer des

Einzeltests sind aber auch hier mit 13,2 und 14 (Cut-off = 5 U ) eher als niedrig

anzusehen, da positive IA2A-Titer durchaus bei 200 U liegen können. Dieses Ergebnis



4  DISKUSSION 65

weißt aber daraufhin, dass der GADIA2-combi-Test bei Seren, die nur einen der beiden

Antikörper im unteren Titerbereich aufweisen, eine Detektionsschwäche hat. Diese

Ergebnisse sind vergleichbar mit anderen Studien, die einen kombinierten Nachweis

dieser Diabetes-assoziierten Antikörper in erster Linie bei Patienten mit neumanifestem

Typ-1-Diabetes evaluiert haben. Bonifacio et al. erzielten mit einem kombinierten Test

eine Sensitivität von 88 % (vergleichbar mit ICA) und durch Receiver-Operating-

Characteristic (ROC)-Plots (statistisches Verfahren zur Ermittlung von

Antikörpergrenzwerten) konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass der kombinierte Test

Patienten von Kontrollen besser diskriminieren konnte als separate Tests auf GADA bzw.

IA2A allein [17]. Die Arbeitsgruppe um Kawasaki et al. berichtet von ähnlichen

Ergebnissen. Hier konnte eine Übereinstimmung von 90 % zwischen dem kombinierten

und der separaten Antikörpertests auf GADA und IA2A ermittelt werden.

Detektionsschwächen zeigte der Test ebenfalls lediglich bei Seren mit Antikörpertitern im

unteren Bereich [58]. Eine relativ neue Untersuchung von Bazzigaluppi et al. [11] konnte

in einem hetoregenen Untersuchungskollektiv von neumanifesten Typ-1-Diabetikern und

erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern sogar eine 100%ige Übereinstimmung

zwischen den Ergbnisse des kombinierten Tests und denen der sepataten Tests auf GADA

und IA2A ermitteln. In einer Studie von Wiest-Ladenburger et al. [140] wurden 204

erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern mit einem kombinierten GAD/IA2-

Antikörper Test untersucht. Zwanzig Personen hatten positive Antikörpertiter. Dieses

Ergebnis konnte nur in 17 Fällen (85 %) durch separate Tests bestätigt werden, drei

Personen wurden falsch positiv detektiert. Eine Verlaufsbeobachtung im Hinblick auf eine

etwaige Diabetesentwicklung der Antikörper-positiven Personen dieser Studie liegt bis

jetzt allerdings nicht vor.

•  Die GADIA2-combi-Titer korrelieren jeweils signifikant mit den IA2A- bzw. GADA-

Titern der Einzeltests, d. h., dass die einzelnen Messwerte des GADIA2-combi nicht nur

qualitativ, sondern auch quantitativ mit den Antikörper-Ergebnissen der Einzeltests

korrespondieren. Diese Tatsache wird durch den Vergleich der Mittelwerte der GADIA2-

combi-Titer von Patienten mit nur einem und Patienten mit zwei positiven Antikörpern

(aus GADA und IA2A) noch unterstützt, da doppelt-positive Seren auch signifikant

höhere GADIA2-combi-Titer aufweisen als einfach positive.

•  Für die Kapillarblutentnahme wurde den Testpersonen - mit einer Lanzette (Bayer,

Ponteaux, France) – zügig und tief in die Fingerbeere oder ins Ohrläppchen gestochen und

der so entstandene Blutstropfen mittels einem heparinisierten Kapillargefäß aufgefangen.

Unter den 46 Testpersonen waren 35 neumanifeste Typ-1-Diabetiker, die aufgrund

häufiger Blutzuckerkontrollen im Zuge des Klinikaufenthaltes recht erfahren im Umgang

mit diesem Blutentnahmesystem waren (wegen häufiger Laborkontrollen). Die Mehrheit

dieser Personen (bis auf kleine Kinder) waren nach kurzer Einführung sogar in der Lage,

das Blut bei sich selbst abzunehmen. Den weiteren 11 Normalpersonen wurde das Blut
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abgenommen. Diese Personen empfanden die Kapillarblutentnahme durchweg als weniger

schmerzhaft und angenehmer als die Venenblutentnahme. Im Durchschnitt wurden pro

Testperson 100 µl Plasma gewonnen. Da für den GADIA2-combi nur 6 µl (bei Duplikaten

12 µl) Plasma je Testperson eingesetzt werden, ist diese Menge absolut ausreichend.

4.1.3 GADIA2-combi-Antikörper bei Verwandten ersten Grades von Typ-
1-Diabetikern

Mit der in der vorliegenden Arbeit standardisierten Methode zum kombinierten Nachweis von

GAD- und IA2-Autoantikörpern ist ein Test verfügbar, der spezifische und reproduzierbare

Ergebnisse liefert und damit die wesentlichen Voraussetzungen für ein Antikörper-Screening

von Personengruppen mit einem erhöhten Diabetesrisiko erfüllt. 

Das in der vorliegenden Studie untersuchte Testkollektiv von 1606 erstgradig Verwandten

von Typ-1-Diabetikern weist eine GADIA2-combi-Antikörperprävalenz von 4,8 % (77/1606)

auf. Die Personen sind durchschnittlich 5,4 Jahre in ihrem Antikörperverlauf beobachtet

worden und alle 77 GADIA2-combi-positiven Seren wurden durch separate Tests auf GADA

und IA2A bestätigt. 44 Personen waren positiv für GADA, wohingegen nur 4 Personen

erhöhte IA2A-Titer hatten. Die restlichen 29 Personen hatten Antikörper gegen beide

Antigene. 46 der 77 positivenVerwandten wurden bereits vorher durch ICA- und IAA-Tests

als Antikörper-positiv identifiziert. Die weiteren 31 Personen sind jedoch ICA und IAA-

negativ und wären in ihrem potentiellen Diabetesrisiko ohne ein Screening mit dem GADIA2-

combi unentdeckt geblieben. Neben den 77 GADIA2-combi-positiven Verwandten hatten 9

Personen zwar Antikörper gegen ICA und IAA, (1 ICA, 8 IAA) waren aber, durch Einzeltests

bestätigt, GADIA2-combi-negativ und wären bei einem ausschließlichen Screening mit dem

GADIA2-combi ebenfalls vermisst worden.

Sensitivität des GADIA2-combi

Ein wesentlicher Anspruch, der an einen Antikörper-Screening-Test gestellt werden muss, ist

die Sensitivität und die Qualität im Hinblick auf die Prädiktion einer möglichen Erkrankung.

Da bei Abschluss der vorliegenden Studie von nur etwa der Hälfte (n = 770) des gesamten

Untersuchungskollektivs ein aktueller Befund (Stichtag Dezember 1997) im Hinblick auf die

Entwicklung eines Typ-1-Diabetes vorlag, dürfen sich alle Berechnungen zur

Risikoabschätzung korrekterweise nur auf diese Untergruppe beziehen. Von den 770

Verwandten waren 86 für mindestens einen Antikörper positiv und insgesamt 24 Personen

entwickelten bisher einen manifesten Typ-1-Diabetes. Hiervon waren bis auf zwei, alle

Personen (n = 22) GADIA2-combi-positiv. Ein Kind erkrankte im Alter von 2 Jahren an

Diabetes und hatte lediglich hochtitrige IAA (643 nU/ml). In der deutschen Multizenterstudie

BABYDIAB (siehe Kapitel 2.1.2.3) sind ebenfalls zwei Kinder im Alter von 2 und 5 Jahren

an Diabetes erkrankt. Sie waren ebenso für IAA positiv, jedoch für alle anderen Antikörper

negativ [145]. Diese drei Kinder wären bei einem Risiko-Screening mit einem
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ausschließlichen GADIA2-combi-Test nicht entdeckt worden. Darüber hinaus entwickelte

eine Mutter eines an Diabetes erkrankten homozygoten Zwillingspaares 7 Jahre nach der

ersten Untersuchung einen manifesten Typ-1-Diabetes und war auch in einer

Kontrolluntersuchung zum Zeitpunkt des Studienabschlusses negativ für alle Antikörper. Es

ist nicht auszuschließen, dass bei dieser Person während der 7 Jahre temporär Autoantikörper

nachweisbar waren, die aber wieder zurückgegangen sind. Zu dem Schluss, dass der

Antikörperstatus bei Diabetesmanifestation nicht das Ausmaß der Antikörperantwort während

des gesamten Autoimmunprozesses widerspiegelt, kamen Ziegler et al. durch die

Verlaufsbeobachtung bei mehr als 1350 Kindern diabetischer Eltern (von Geburt an) im

Rahmen der BABYDIAB-Studie [145]. Kontrolluntersuchungen in regelmässigen Abständen

während der 7 Jahre hätten bei dieser Person eine Antikörperantwort eventuell zeigen können.

Ungeachtetdessen ist auch diese Person durch den GADIA2-combi –aber auch durch alle

anderen Screening-Tests –in ihrem bestehenden Diabetesrisiko nicht erkannt worden.

Die errechnete Sensitivität in der Vorhersage eines künftigen Typ-1-Diabetes für den

GADIA2-combi lag bei 92 % (d. h. 22 der 24 erkrankten Personen wären vorzeitig erkannt

worden) verglichen mit 79 % (19/24) bei einem ICA-Screening und 67 % (16/24), wenn nur

IAA bestimmt worden wären. Mit einer Kombination der Screeningmethoden GADIA2-

combi und IAA, konnte die Sensitivität maximal auf 96 % gesteigert werden. Mit diesem

Screening-Ansatz wären somit alle später erkrankten Personen, bis auf die in allen

Antikörpern negative Patientin, als Hochrisikopersonen detektiert worden. Bisher liegen keine

vergleichbaren Studienergebnisse anderer Arbeitsgruppen vor, so dass eine entsprechende

Gegenüberstellung anderer Befunde nicht erfolgen kann. 

Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass der GADIA2-combi-Test als einzelner Test allen

anderen Tests überlegen ist und in Kombination mit dem IAA-Test seine Sensitivität noch

geringfügig gesteigert werden kann.

Prädiktiver Wert des GADIA2-combi

In der Literatur ist bis auf die bereits zitierte Arbeit von Wiest-Ladenburger et al. [140] keine

vergleichbare Studie zur simultanen Detektion der Antikörper gegen GAD und IA2 bei

erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern verfügbar. Die Befunde der vorliegenden

Studie lassen sich aber durchaus mit denen aus separaten Tests auf GADA und IA2A

vergleichen. So untersuchten Verge et al. [131] 882 erstgradig Verwandte von Typ-1-

Diabetikern auf Diabetes-assoziierte Antikörper und fanden heraus, dass das Vorkommen von

zwei oder mehr Antikörpern aus GADA, IA2A und IAA einen hohen prädiktiven Wert für

eine spätere Diabetesentwicklung hat. Es wurden 97 % von ICA-positiven und 77 % von

ICA-negativen Personen mit späterer Erkrankung an Diabetes mit einem kombinierten

Screening auf GADA und IA2A identifiziert. Ähnliche Ergebnisse fanden Seissler et al. [111]

mit einem kombinierten Screening auf GADA und IA2A von 1238 erstgradig Verwandten.

Sie berichteten, dass 85 % aller ICA-positiven und 94 % der Patienten mit hohen ICA-Titern
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detektiert wurden.

Für die Abschätzung des Diabetesrisikos bei GADIA2-combi-positiven Personen war sowohl

die Spezifität der Antikörper GADA und IA2A als auch die Höhe der GADIA2-combi-Titer

relevant. So stieg das kumulative Risiko innerhalb von 5 Jahren an einem Diabetes zu

erkranken signifikant bei Personen, die GADA und IA2A hatten im Gegensatz zu GADA-

Positivität allein (46 % vs. 15 %). Interessanterweise waren nur vier Personen ausschliesslich

positiv für IA2A, von denen aber zwei innerhalb eines Jahres einen Typ-1-Diabetes

entwickelten. Im Hinblick auf die sehr kleine Gruppe von vier Patienten, muss eine

Interpretation dieser Beobachtung offen bleiben. Die Hypothese, dass das isolierte Auftreten

von IA2A hier möglicherweise ein erhöhtes Risiko reflektiert, ist angesichts der kleinen

Gruppe von vier Personen kritisch zu sehen. Es wurde jedoch darüber berichtet, dass das

Vorliegen von IA2A – allerdings gemeinsam mit ICA oder IAA - mit einer schnellen

Diabetesentwicklung in Zusammenhang steht [13]. 

Die Höhe der GADIA2-combi-Titer beeinflusst ebenfalls signifikant das kumulative

Diabetesrisiko. Das Risiko lag bei 12 % für Personen mit Titern zwischen 10-50 Units und

stieg auf 50 % für Verwandte ersten Grades von Typ-1-Diabetikern, die Titer > 50 Units

aufwiesen. Hierbei scheinen hohe Antikörpertiter die Positivität für beide Antikörper (GADA

und IA2A) zu reflektieren, da die Mehrheit der Verwandten mit GADIA2-combi-Titern > 50

Units beide Antikörper aufwies und Personen mit Titern < 50 Units nur für einen der beiden

Antikörper positiv waren. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem der Vorversuche, bei dem

signifikant höhere Antikörpertiter bei doppelt-positiven Seren ermittelt wurden (siehe Kapitel

3.1.1.6). Dass höhere Antikörper-Titer ein erhöhtes Diabetesrisiko widerspiegeln, wurde auch

in einer anderen Studie beim Screening auf ICA ermittelt, so war hier das Risiko signifikant

von der Höhe der ICA-Titer abhängig [14].

In dem Zusammenhang, dass das Diabetesrisiko abhängig von der Höhe der GADIA2-combi-

Titer ist, wirft sich die Frage auf, ob ein GADIA2-combi-Cut-off von 10 Units gerechtfertigt

ist. Zwar haben die QQ-Normalverteilungs-Plots eindeutig bestätigt, dass genau bei diesem

Antikörperwert normale Titer von pathologischen zu diskriminieren sind, diese Tatsache muss

aber nicht zwangsläufig bedeuten, dass dieser Grenzwert für die Prädiktion eines späteren

Diabetes in der Praxis wirklich hilfreich ist. Die Beziehung zwischen der Sensitivität des

GADIA2-combi und dem kumulativen Diabetesrisiko bei unterschiedlichen Grenzwerten hat

gezeigt (siehe im Ergebnisteil 3.1.2.6 Abbildung 10), dass bei 10 Units zwar eine Sensitivität

von fast 96 % erreicht wird, das 5-Jahres Risiko mit 29,1 % aber sehr gering ist. Erst bei

einem deutlich höheren Grenzwert von 50 Units lag das Risiko bei 50% und der Test büßte

mit 74 % an Sensitivität ein, lag damit aber immer noch im Bereich des ICA-Tests (79 %).

Für die Praxis könnte dies heißen, dass Patienten mit GADIA2-combi-Titern zwischen 10-50

Units zunächst einen Antikörperbefund mit dem Hinweis auf ein niedriges Diabetesrisiko

erhalten, aber in kurzen Intervallen von sechs Monaten nachuntersucht werden. Erst wenn die

Antikörper-Titer bei > 50 Units liegen, ist der Patient über sein potentielles Diabetesrisiko zu

informieren und z. B. ein oraler Glukosetoleranztest (OGTT) anzuraten.



4  DISKUSSION 69

Aufgrund der Beobachtungen, dass es erstens für das Diabetesrisiko eher unbedeutend ist, ob

GADA oder IA2A vorliegen und vielmehr das Vorhandensein beider Antikörper Risiko

steigernd ist und, dass zweitens hohe GADIA2-combi-Titer diesen Antikörperstatus

zumindest quantitativ reflektieren können, relativiert sich die Schwäche des GADIA2-combi,

die beiden Antikörper nicht diskriminieren zu können. Ungeachtetdessen ist es der

Arbeitsgruppe um Kawasaki et al. [58] gelungen, die beiden Antigene GAD und IA2 mit zwei

unterschiedlichen Isotopen zu markieren (3H-Leucin für GAD und 35S-Methionin für IA2),

um so bei der Auswertung die jeweiligen Antikörper-Titer differenzieren zu können. Es

werden in der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. A.-G. Ziegler zwar Versuche zur

Doppelmarkierung durchgeführt, die Ergebnisse des Tests kongruieren aber bisher noch nicht

zufriedenstellend mit denen der Einzeltests. Da für einen umfassenden Antikörperbefund im

Falle positiver GADIA2-combi-Titer bislang in jedem Fall ein separates Testergebnis beider

Antikörper sinnvoll ist, sollten weitere Bestrebungen in diese Richtung folgen.

Abschätzung des Diabetesrisikos in Abhängigkeit weiterer Merkmale

Neben der Antikörperspezifität und Titerhöhe, wurde darüber berichtet, dass das

Diabetesrisiko durch weitere Merkmale bestimmt wird [14, 131]. In der vorliegenden Arbeit

wurde deshalb der Einfluss des Alters, des Verwandtschaftsstatus, der Insulinausschüttung

nach einem IVGTT und der IAA-Status untersucht.

Unsere Beobachtung zeigte keinen zusätzlichen Einfluss des Alters auf das Diabetesrisiko bei

GADIA2-combi-positiven Personen. Erstgradig Verwandte von Typ-1-Diabetikern mit

GADIA2-combi-Titern über dem Cut-off hatten mit einem Alter unter 15 Jahren ein ähnliches

Risiko nach fünf Jahren einen Diabetes zu entwickeln wie Personen über 15 Jahre (34,2 % vs.

26,7 %; p = 0,97 n. s.). Dieser Befund ist in Übereinstimmung mit dem von Verge et al. [131],

bei dem in einem Modell mit GADA, IA2A und IAA durch multivariate Analysen weder ICA

noch das Alter der Person als unabhängige Kontributoren zur Risikoabschätzung bestätigt

werden konnten. Im Gegensatz dazu war in der ICARUS-Studie mit einer sehr viel grösseren

Kohorte [14] das Alter der Verwandten mit positiven ICA ein unabhängiger Prädiktor für

einen späteren Diabetes. Ungeachtetdessen weiß man heute, dass der Autoimmunprozess des

Typ-1-Diabetes, bereits sehr früh und dynamisch im Leben abläuft. Die eigene Arbeitsgruppe

konnte anhand der BABYDIAB-Studie zeigen, dass im Alter von 2 Jahren beteits 11 % von

1353 Kindern diabetischer Eltern positiv für mindestens einen und 3,5 % sogar positiv für

mehr als einen Antikörper waren. Die Kinder, mit mehr als einem positiven Antikörper im

Alter von 2 Jahren, hatten ein Risiko von 50 % nach 5 Jahren einen Diabetes zu entwickeln

[145]. So lässt sich zwar aufgrund der eigenen Beobachtungen nicht mit Bestimmtheit sagen,

dass jüngere Kinder ein erhöhtes Risiko haben, doch scheint eine Initialuntersuchung auf

Antikörper im frühen Kindesalter bei Risikopersonen zur rechtzeitigen Intervention sinnvoll

zu sein.

Die eigenen Untersuchungen konnten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen dem

Diabetesrisiko und dem Verwandtschaftsstatus zeigen. So war das Risiko für Kinder
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diabetischer Eltern ähnlich hoch, wie für Geschwister oder Elternteile eines Diabetikers (35 %

vs. 23,6 % vs. 27 %; p = 0,83 n. s.). Da über den Einfluss des Verwandtschaftsstatus (Kind,

Geschwister, Elternteil) auf das Diabetesrisiko bei GAD- und/oder IA2-positiven Personen

bisher keine Untersuchungen vorliegen, ist ein Vergleich mit publizierten Ergebnissen nicht

möglich.

Hingegen konnte eine Zunahme des Diabetesrisikos bei GADIA2-combi-positiven

Verwandten mit einer verringerten Insulinausschüttung in der ersten Phase nach einem

IVGTT beobachtet werden. Das Risiko nach fünf Jahren an einem Diabetes zu erkranken lag

bei diesen Personen bei 68,6 % gegenüber Patienten mit normalen Werten, deren Risiko

lediglich bei 12,5 % lag (p = 0,01). Ähnlich Resultate zeigte die Arbeitsgruppe um Verge et

al. [131] bei Verwandten ersten Grades von Typ-1-Diabetikern mit einem oder mehreren

positiven Antikörpern. Hieraus lässt sich schliessen, dass bei einem positivem GADIA2-

combi-Befund ein IVGTT die Prognose eines künftigen Diabetes erhärten kann. Der

Zeitpunkt für einen IVGTT sollte je nach Höhe der GADIA2-combi-Titer gewählt werden. Da

Titer unter 50 U mit einem eher geringen Risiko gekoppelt sind, sollte zur näheren

Charakterisierung des Diabetesrisikos ein IVGTT bei Patienten mit GADIA2-combi-Titern >

50 U indiziert sein.

Überdies ergab die eigene Untersuchung ein tendenziell, nicht aber signifikant erhöhtes

Diabetesrisiko für GADIA2-combi-positive Verwandte, die gleichzeitig positive IAA-Titer

aufwiesen. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Berechnungen zur Sensitivität, da sich durch

ein zusätzliches Screening auf IAA die Sensitivität nur geringfügig steigern ließ. Aufgrund

dieser Ergebnisse scheint es nicht notwendig als Initialtest bei erstgradig Verwandten von

Typ-1-Diabetikern den GADIA2-combi in Verbindung mit dem IAA-Test anzuwenden. Da

aber, wie die eigene Arbeitsgruppe zeigen konnte [145], IAA als erste Antikörper im

Autoimmunprozess des Diabetes auftreten und sie gerade bei Kindern unter 5 Jahren den

höchsten prädiktiven Wert haben, ist die Kombination der beiden Tests in dieser Altersklasse

zu empfehlen. Hierfür spricht auch die eigene Beobachtung des Kindes, dass durch den

GADIA2-combi nicht entdeckt wurde und lediglich positiv für IAA war, im Alter von 2

Jahren aber einen manifesten Typ-1-Diabetes entwickelte. Unterstützt wird die Empfehlung

auch durch das bereits oben dargestellte Ergebnis der BABYDIAB-Studie bzgl. zweier IAA-

positiver Kinder mit Diabetesentwicklung im Alter von 2 und 5 Jahren. Die Wahl der

Screeningmethode sollte demnach altersspezifisch differenziert erfolgen.

4.1.4 GADIA2-combi-Titer in Kapillarblut

Der Vergleich der GADIA2-combi-Titer in venösem Serum und kapillärem Plasma bei 46

Personen zeigte eine starke Übereinstimmung (p < 0,001). Der GADIA2-combi-Test

detektierte im Kapillarblut zwar alle 25 Antikörper-positiven Personen, allerdings wurden drei

Seren falsch positiv getestet. Demgegenüber wurden zwei Antikörper-positive Seren im

Venenblut falsch negativ getestet, da sie im separaten Test auf GADA bzw. IA2A positiv
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waren. Hierbei muss jedoch berücksichtigt werden, dass sich alle falsch getesteten Proben auf

einem sehr niedrigen Niveau der Antikörpertiter befinden und die Fehlerhaftigkeit der

Testergebnisse damit durchaus in einem tolerierbaren Bereich liegt. Zwar scheint der

GADIA2-combi-Test im Kapillarblut in dieser Studie sensitiver zu sein als im Venenblut,

doch muss hierbei das relativ kleine Kollektiv von 46 Personen in Betracht gezogen werden.

Gerade im Hinblick auf falsch positive Ergebnisse im Kapillarblut, sollten weitere

Untersuchungen an Normalpersonen bzw. Antikörper-negativen Personen folgen. Dieses

Ergebnisse wurden bestätigt durch die erst kürzlich veröffentlichte Studie von Bazzigaluppi et

al. [11] Diese Arbeitsgruppe fand sogar eine 100%ige Übereinstimmung des Kombi-Tests in

kapillärem Vollblut im Vergleich zu den separat ermittelten GADA- bzw. IA2A-Titern in

venösem Serum. In dieser Studie wurden gleich mehrere Substrate zur Antikörpermessung

evaluiert. So wurden Einzeltests auf GADA, IA2A und ein kombinierter Test auf diese beiden

Antikörper in Serum, Plasma, venösem Vollblut und kapillären Vollblut-Lysaten verglichen.

Darüberhinaus untersuchte diese Gruppe das Serum und Eluate aus getrockenetem ICA-

positivem Kapillarblut auf Filterpapier. Die Antikörperbefunde aus den Einzeltests und der

kombinierten Messung sind konkordant in Serum, Plasma, venösem Vollblut und kapillären

Vollblut-Lysaten. Die Antikörper-Titer im Test mit getrocknetem Kapillarblut lagen im

Durchschnitt niedriger als in den Serumproben aus Venenblut. Dieser Test zeigte

Detektionsschwächen bei sehr niedrigtitrigen Personen. Bazzigaluppi resümiert auf Grund

dieser Ergebnisse, dass für ein Diabetesrisikoscreening ein Initialtest aus einem Tropfen

getrocknetem Kapillarblut erfolgen kann. Diese Vereinfachung der Methode und die

hierdurch veringerten Kosten sind ein entscheidender Schritt hinsichtlich der Realisierung

eines großangelegten Risiko- bzw. Bevölkerungsscreenings zur Prädiktion eines Typ-1-

Diabetes.
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4.2 Gewebs (tissue)-Transglutaminase-C-Test (tTGC)

Die zentrale Bedeutung der tissue-Transglutaminase-C-Antikörper (tTGCA) in der Zöliakie

scheint bereits gesichert. Auch dass die beiden Erkrankungen Typ-1-Diabetes und Zöliakie

gehäuft gemeinsam vorkommen, ist bekannt. Kinder diabetischer Eltern haben aufgrund ihrer

genetischen Prädisposition ein erhöhtes Diabetesrisiko. Ob sie aber auch ein erhöhtes Risiko

besitzten an Zöliakie zu erkranken ist bisher unbekannt. Da für beide Erkrankungen die

gleichen Risikogene eine Rolle spielen, ist es zu vermuten. Die Häufigkeit von Zöliakie-

assoziierten Antikörpern in diesem Kollektiv könnte darüber Aufschluss geben. Antikörper

gegen tTGC lassen sich auch bei Typ-1-Diabetikern nachweisen und werden analog dem

Radiologanden-Bindungsassay (RBA) zum Nachweis der Diabetes-assoziierten Antikörper

(GADA und IA2A) detektiert. Allerdings galt bei den bisherigen Untersuchungen das

Augenmerk besonders einer Antikörperfraktion der tTGCA, den Immunglobulin-A (IgA)-

Antikörpern. Antikörpern der Immunglobulin-Klasse-G (IgG) hält man in der Zöliakie

generell für sehr unspezifisch. Aktuelle Studien deuten aber darauf hin, dass gerade den IgG-

Antikörpern gegen tTGC beim Typ-1-Diabetes eine besondere Bedeutung zukommt. In jedem

Fall dient eine Untersuchung dieser Antikörper bei Kindern diabetischer Eltern dazu, nähere

Erkenntnisse über die Spezifität dieses Markers zu erlangen und in Verbindung mit den

weiteren Zöliakie-assoziierten Antikörpern das Zöliakie-Risiko für für diese Risikopopulation

zu ermitteln.

4.2.1 Untersuchungsgruppen

Da die verwendete Methode zum Nachweis von Autoantikörpern gegen tTGC im Rahmen

dieser Arbeit ebenfalls erst etabliert wurde, ist auch hier eine Kontrollgruppe von gesunden

Personen, bei denen weder ein erhöhtes Risiko für einen Typ-1-Diabetes noch für Zöliakie

bestand, zur Ermittlung des Normalbereichs in die Untersuchung mit einbezogen worden.

Als zweites Kontrollkollektiv diente eine Gruppe von neumanifesten Typ-1-Diabetikern.

Aufgrund der Tatsache, dass ca. 1,0-7,8% der Typ-1-Diabetiker in Deutschland zusätzlich an

Zöliakie erkranken [34, 128, 134, 2], und da tTGC offensichtlich ein zentrales Antigen der

Zöliakie darstellt [38], ist diese Patientengruppe bereits in anderen Studien auf die Prävalenz

dieser Antikörper hin untersucht worden [61, 62]. Dieses Studienkollektiv diente in der

vorliegenden Studie zur Einordnung der Prävalenz der tTGCA-IgG im eigentlichen

Untersuchungskollektiv Kinder diabetischer Eltern in einen Bezugsrahmen und zur

Charakterisierung der Verteilung und Höhe der zu erwarteten Antikörper-Titer.

Das eigentliche Studienkollektiv für den tTGC-Antikörpertest bestand aus Kindern

diabetischer Eltern, die bereits über einen längeren Zeitraum im Rahmen der prospektiven
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BABYDIAB Studie am Institut für Diabetesforschung rekrutiert und prospektiv auf Diabetes-

spezifische Autoantikörper untersucht wurden. Nachdem diese Kinder aufgrund ihrer

genetischen Prädisposition als Personen mit einem erhöhten Diabetesrisiko gelten und da die

betreffenden Risikoallele häufig auch für die Zöliakie zutreffen, bestand ein berechtigter

Grund zur Annahme, dass diese Kinder auch ein erhöhtes Zöliakierisiko besitzen. Von dieser

einzigartigen und besonders gut charakterisierten Risikopopulation standen alle konsekutiven

Seren zur Verfügung, so dass u. a. der Zöliakie-assoziierte Immunprozess, gekennzeichnet

durch das Auftreten aller Zöliakie-assoziiertern Antikörper, erstmals prospektiv untersucht

werden konnte.

4.2.2 Methode zum Nachweis von tissue-Transglutaminase-C-
Antikörpern (tTGC) der Immunglobulinklassen G und A (IgG und
IgA)

Zum Nachweis der tissue-Transglutaminase-C-Antikörper (tTGCA) wurde im Rahmen dieser

Arbeit ein Radioliganden-Bindungs-Assay (RBA) etabliert, dessen Methode prinzipiell der

des GADIA2-combi-Tests entspricht. Im Zuge der Etablierung des tTGCA-Tests, wurde am

Institut für Diabetesforschung ein neuer Szintillationscounter erstanden, wodurch eine

Modifizierung des bisher angewandten RBA resultierte. Die bislang verwendeten

Filtrationsplatten wurden durch deep-well-plates ersetzt und die Präparation der

Filtrationsplatten mit BSA erübrigte sich hierdurch. Der TBST-Puffer (siehe 2.2.3.1) dient als

Universalpuffer für alle Reaktions- und Arbeitsschritte des RBA. Diese Umstellung bedeutet

eine weitere Vereinfachung des gesamten Tests, da nurmehr ein Puffer angesetzt werden

muss.

Das Prinzip des RBA wurde, dem in anderen Labors verwendeten ELISA, als

Nachweismethode der tTGCA vorgezogen, da eine mit unserem Labor assoziierte

Arbeitsgruppe zeigen konnte, dass die Sensitivität und Spezifität des RBA dem des ELISA

überlegen ist [61, 10]. Darüber hinaus ermöglicht diese Nachweismethode den kombinierten

Nachweis mit GADA und IA2A als dreifach kombinierter Test („Tripple-Test“).

Für den tTGCA-Nachweis wird das radioaktiv markierte Antigen dem Patientenserum in

einem Inkubationspuffer präsentiert. Die entstandenen Immunkomplexe aus Antigen und

Antikörper werden beim Nachweis von tTGC-IgG-Antikörpern an Protein A Sepharose (bzw.

bei tTGC-IgA-Antikörpern an Agarose-Beads) immobilisiert. Durch intensives Waschen

werden die Immunkomplexe von überschüssigem Antigen und Inkubationspuffer befreit und

die gebundene Radioaktivität durch Zugabe von Szintillationsflüssigkeit im

Szintillationscounter evaluiert.

Lediglich durch den Austausch des Immunkomplex-Bindungsmediums (Protein A Sepharose

bei IgG-Antikörpern und Anti-IgA kovalent gebundene Agarose-Beads bei IgA-Antikörpern)
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lassen sich mit dem etablierten RBA beide Transglutaminase-C-Antikörperklassen

nachweisen. Da mit einem IgG-Assay die Antikörper-positiven Patienten mit bei Zöliakie

gehäuft auftretenden IgA-Mangel [29] auch erfasst werden, und generell wenige

Forschungsergebnisse über die Bedeutung der IgG-Antikörper bei Zöliakie vorliegen, wurde

in der vorliegenden Arbeit, obwohl IgG-Antikörper bei Zöliakie weitgehend als wenig

spezifisch gelten [38], der Focus auf die Charakterisierung der tTGCA-IgG gerichtet. Bei

Patienten mit erhöhten tTGCA-IgG, EMA oder AGA wurden alle konsekutiven verfügbaren

Seren auf alle Zöliakie-assoziierten Antikörper untersucht, wobei dann auch tTGCA-IgA

bestimmt wurden. Die mit unserem Labor kooperierende Arbeitsgruppe um Bonifacio et al.

entwickelte im Hinblick auf die Optimierung eines tTGCA-Tests unlängst einen RBA [10],

mit dem simultan beide tTGC-Antikörperfraktionen (IgG und IgA) bestimmt werden können.

Hierdurch lassen sich die hohe Sensitivität des IgG-Tests mit der hohen Spezifität des IgA-

Tests kombinieren. Nahezu alle Patienten mit Zöliakie (pathologischer

Dünndarmbiopsiebefund) wurden in dieser Studie mit dem kombinierten Test identifiziert

(110/112 Patienten hatten IgG und 109/112 hatten IgA). Insgesamt erkannte der Test 111/112

Patienten und somit war der Test im Vergleich zum bisherigen „Goldstandard“ in der

Prädiktion der Zöliakie, dem EMA-Test (identifizierte 109/112 Patienten), überlegen.

Demgegenüber wurden mit dem EMA-Test nur 1,1 %, mit dem kombinierten tTGCA-Test

aber 4,3 % der Normalpersonen positiv gemessen, womit der EMA-Test eindeutig

spezifischer war. Im Rahmen eines Nachfolgeprojektes wird am Institut für

Diabetesforschung derzeit ebenfalls ein kombinierter Test zum Nachweis beider tTGC-

Antikörperklassen etabliert. 

Vor diesem Hintergrund ist es sogar möglich, Zöliakie- und Diabetes-assoziierte Antikörper

gleichzeitig mit einem Test zu detektieren. Denkbar wäre eine Kombination des GADIA2-

combi mit dem genannten tTGCA-IgG/IgA-Kombitest. Die Vorstufe eines solchen

„Vierfachtests“ ist Lampasona et al. [61] bereits gelungen zu etablieren. Sie kombinierten in

einem Radioliganden-Bindungsassay den Nachweis von drei Antikörpern, nämlich GADA,

IA2A und tTGCA-IgG, und konnten so sehr sensitiv sowohl unbehandelte Zöliakiepatienten

als auch neumanifeste Typ-1-Diabetiker identifizieren. Dieser Test ließ sich ebenso wie der

GADIA2-combi in kapillärem Plasma jedoch nicht in kapillärem Vollblut durchführen.

Festlegung des Cut-offs und Validierung des Tests

Für die Festlegung des Cut-offs für den tTGC-IgG-Tests wurden 209 gesunde

Normalpersonen mit negativer Familienanamnese hinsichtlich eines Typ-1-Diabetes und einer

Zöliakie getestet. In Anbetracht des Durchschnittsalters von 31,7 Jahren weicht dieses

Kollektiv deutlich von dem eigentlichen Studienkollektiv von Kindern diabetischer Eltern ab.

Es ist daher nicht auszuschliessen, dass mit einem jüngeren Normalkollektiv ein anderer

Grenzwert für Positivität ermittelt worden wäre. Da die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

zeigen konnten, dass die Prävalenz der tTGCA-IgG eindeutig altersabhängig ist, sollte

unbedingt ein weiteres im Alter angepasstes Kontrollkollektiv getestet werden. Mit der
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Rekrutierung eines solchen Kontrollkollektivs wurde daher am Institut für Diabetesforschung

im Rahmen einer auf die vorliegende Arbeit aufbauende Studie bereits begonnen.

Ungeachtetdessen erwies sich der tTGC-Test mit unserem laborinternen Cut-off von 2,4 Units

durchaus als geeignet, EMA-positive Seren von -negativen zu diskriminieren, wie die

Validierung des Tests ergab. Da Dietrich und Mitarbeiter zeigen konnten [38], dass die tissue-

Transglutaminase-C das Antigen der durch den sogenannten Endomysiumtest

nachgewiesenen Antikörper ist, sind EMA und tTGCA folglich gegen das gleiche Antigen

gerichtet und somit lassen sich Ergebnisse beider Tests prinzipiell vergleichen. Die

Gegenüberstellung der EMA-IgA-Ergebnisse mit denen des tTGCA-IgG-Tests in 17 Seren

zeigte, dass der tTGCA-IgG-Test 11 von 13 EMA-positiven Seren erkannte. Ein weiteres

tTGCA-IgG-negatives Serum wurde aber durch den tTGCA-IgA-Test erkannt. Trotzdem

wurden streng genommen zwei von 13 EMA-positiven Seren nicht identifiziert, wobei diese

beiden Seren trotz EMA einen negativen Biopsiebefund hatten. In dem hier untersuchten

Zusammenhang sei dieser Vergleich jedoch trotz unterschiedliecher Antikörperklassen

gestattet, da es die Frage zu beantworten galt, ob der tTGCA-IgG-Test in der Lage ist, auf der

Basis des EMA-Befundes, Antikörper-positive von Antikörper-negativen (”krank“ von

”gesund“) zu diskriminieren und somit als Ersatz für den EMA-Test geeignet ist. Die war in

dieser Arbeitsphase mit einem Cut-off von 2,4 U möglich.

4.2.3 Zöliakie-assoziierte Antikörper bei Kindern diabetischer Eltern

Prävalenz der tissue-Transglutaminase-C-Antikörper (tTGCA)

Die Häufigkeit von tTGCA-IgG unterschied sich innerhalb der drei Untersuchungsgruppen

signifikant. Die Prävalenz war bei Kindern diabetischer Eltern 7-mal höher als bei gesunden

Normalpersonen (3,6 % vs. 0, 5%) und jeder 10. Typ-1-Diabetiker wies Antikörper gegen

tTGCA-IgG auf. Da Kinder diabetischer Eltern bisher noch nicht auf tTGCA untersucht

wurden (weder IgA- noch IgG-Antikörper), kann hier kein Vergleich mit Ergebnissen anderer

Arbeitsgruppen erfolgen. Das Ergebnis bestätigt jedoch die eingangs aufgestellte Hypothese,

dass nicht nur Typ-1-Diabetiker sondern auch deren Nachkommen vermehrt Antikörper

gegen tTGC aufweisen.

Aufgrund der Tatsachen, dass grundsätzlich eine Verschiebung im Alter der Erstdiagnose

einer Zöliakie beobachtet wird [4, 26, 136] und EMA insbesonders häufiger bei älteren

Kindern (>2 Jahre) nachgewiesen werden [21], lag die Vermutung nahe, dass die Prävalenz

der tTGCA ebenfalls altersabhängig ist. Dies konnte mit den Ergebnissen der vorliegenden

Arbeit bestätigt werden, da innerhalb des Studienkollektivs der Kinder diabetischer Eltern, ein

signifikanter Anstieg der Prävalenz der tTGCA mit zunehmendem Alter beobachtet werden

konnte. Ventura [130] machte bei Zöliakiepatienten eine vergleichbare Erfahrung und

vermutet sogar einen Zusammenhang mit der Dauer der Glutenexposition. Auf der Basis des
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von Schuppan [107] erstellten Modells der Pathogenese der Zöliakie (siehe Kapitel 1.2

Epidemiologie, Ätiologie und Pathogenese der Zöliakie) ist diese Theorie vorstellbar. Denn je

länger bzw. öfter Gluten aufgrund des intestinalen Permeabilitätsdefektes bei prädestinierten

Personen in die Lamina propria gelangt, umso intensiver sind möglicher Weise die folgenden

Immunreaktionen, die u. a. auch die Produktion der genannte Antikörper beinhalten. 

Antikörper gegen tTGC der Klasse IgA wurden bei allen tTGCA-IgG-positiven Kindern und

bei nachweisbaren EMA oder AGA bestimmt. Insgesamt hatten 17 Kinder nachweisbare

tTGCA-IgA, wobei hiervon nur ein Kind tTGCA-IgG-nagativ war. Die Prävalenz der

tTGCA-IgA war höher bei Kindern mit tTGCA-IgG-Titern > 10 Units. Eine ähnliche

Beobachtung machte Lampasona bei Patienten mit Typ-1-Diabetes [62]. Dieser Befund gibt

nochmals Anlass dazu, den gewählten Cut-off von 2,4 U zu diskutieren. Denn offensichtlich

lässt sich die Gruppe der tTGCA-IgG-positiven Kinder anhand der Titerhöhe unterteilen in

eine Gruppe mit niedrigen Titern (< 10 U) und in eine weitere mit Titern über 10 U. Diese

zweite Gruppe ist überwiegend zusätzlich positiv für tTGCA-IgA und auch EMA. Da niedrige

tTGCA-IgG-Titer häufiger bei Kindern unter 5 Jahren gemessen wurden, bedeutet diese

Differenzierung, dass der tTGCA-IgG-Test mit der Wahl eines höheren Cut-offs (z. B. > 10

U), insbesondere bei jüngeren Kindern an Spezifität gewinnen könnte.

Da aber bisher unklar ist, welche Bedeutung auch niedrige tTGCA-IgG-Titer in der

Pathogenese der Zöliakie bei Typ-1-Diabetikern zukommt, sollten erst weitere

Untersuchungen zeigen, wie sinnvoll ein höherer Grenzwert für Positivität ist.

Prävalenz von Endomysium-Antikörpern (EMA) in Verbindung mit tissue-Transglutaminase-

C-Antikörpern (tTGCA)

In der vorliegenden Studie hatten 3,3 % der auf alle vier Zöliakie-assoziierten Antikörper

getesteten 520 Kinder einen positiven EMA-Befund und 3 % der im Alter von 5 Jahren

getesteten Kinder hatten sowohl tTGC-IgG-Antikörper als auch EMA. Obwohl die Mehrheit

dieser Kinder über keinerlei Zöliakie-typische Symptome klagte, korrelierte das

Vorhandensein dieser Antikörper mit der durch Biopsien bestätigten Dignose einer Zöliakie.

Bei neun Kindern wurde bisher eine Biopsie durchgeführt und in 7 Fällen wurde eine Zöliakie

festgestellt. Zwei der neun Kinder hatten eine regelrecht ausgebildete Mukosa, jedoch erhöhte

Lymphozyten-Infiltrationen (IEL) und eines dieser Kinder zeigte sogar klinische Symptome

einer Zöliakie. Dass eher die silenten bzw. latenten Formen der Zöliakie bei Patienten mit

Typ-1-Diabetes vorherrschen, wurde häufig beobachtet [34, 75, 134] und durch die

vorliegenden Ergebnisse auch für Kinder von Diabetikern bestätigt. Nicht nur die hohe

Antikörperprävalenz bei Kindern diabetischer Eltern, sondern vor allem die erstaunlich hohe

Erkrankungsrate bestätigt die eingangs aufgestellte Hypothese, dass nicht nur Diabetiker,

sondern auch deren Kinder ein erhöhtes Zölikakierisiko besitzen und gleichfalls einem

Zöliakierisiko-Screening unterzogen werden sollten.
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Die Charakterisierung der EMA-Ergebnisse bei Kindern diabetischer Eltern diente in der

vorliegenden Arbeit zusätzlich der Beurteilung der tTGCA-IgG-Ergebnisse, um den neuen

Test in seiner Eignung für ein Risiko-Screening einordnen zu können. So waren EMA zwar

eindeutig häufiger bei tTGCA-positiven Kindern nachweisbar (13/33), trotzdem wurden mit

dem tTGCA-IgG-Test vier von insgesamt 17 EMA-positiven Kindern vermisst. Drei der vier

mit dem tTGCA-IgG-Test nicht dedektierten Kinder wurden auch mit dem tTGCA-IgA-

Assay nicht erkannt, hatten aber auch den niedrigsten messbaren EMA-Titer. Ein weiteres

Kind mit einem hohen EMA-Titer war zwar tTGCA-IgG negativ, wurde aber mit tTGCA-

IgA-Test erkannt. Somit lässt sich der tTGCA-IgG-Test bei sehr jungen Kindern als wenig

spezifisch und im Hinblick auf die Detektion EMA-positiver Personen als nur mässig sensitiv

beurteilen (76,5 %). Anders verhält es sich in der Gruppe der älteren Kinder mit 5 und 8

Jahren (n=344). Hier erreichte der Test eine sehr viel höhere Sensitivität von 91,6%, indem er

10 von insgesamt 11 EMA-positiven Kinder erkannte. 

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass tTGCA-IgG nicht nur bei Zöliakie sondern auch

beim Typ-1-Diabetes wenig spezifisch sind, auf der Basis der EMA-Ergebnisse eine

altersabhängige Sensitivität aufweisen und daher mit den gestellten Ansprüchen an einen

Marker für ein Risikoscreening nicht ohne weiteres herangezogen werden können.

Andererseits zeigen die Ergebnisse aber auch, dass alle 9 an Zöliakie erkrankten Kinder des

Studienkollektivs tTGCA-IgG hatten und somit keines dieser Kinder durch den Test vermisst

wurde. Hinsichtlich der Detektion erkrankter Personen – und das ist für die Praxis bedeutend

– ist der Test somit durchaus sensitiv.

Auf der Titerebene lassen sich die EMA- und tTGCA-IgG-Befunde ebenfalls näher

beurteilen. Kinder diabetischer Eltern mit tTGCA-IgG-Titern unter 20 U sind EMA negativ

und bei tTGCA-IgG-Titern darüber sind überwiegend auch EMA nachweisbar. Diese Kinder

haben dann auch meist IgA-Antikörper gegen tTGC. Insofern unterstützt diese Beobachtung

die Berechtigung der Frage, ob der Grenzwert 2,4 U praxisnah ist, da ein Grenzwert von z. B.

20 U die Spezifität des Tests deutlich steigern würde. Andererseits würde hierdurch

möglicherweise die Sensitivität bei der Detektion von erkrankten Personen gesenkt. 

Im Hinblick auf das Teil-Ziel dieser Arbeit, den Nachweis der tTGC-IgG-Antikörper

möglicherweise als initialen Screening-Test zu etablieren, der sowohl sensitiv als auch

spezifisch ist, und evtl. sogar geeignet ist, den bisherigen aufwändigen EMA-Test zu ersetzen,

muss folgendes angemerkt werden. Zwar scheint es angesichts der gehäuft auftretenden Fälle

eines IgA-Mangels bei Personen mit Zöliakie bzw. Risiko-Personen (in der vorliegenden

Studie hatte eine Person einen IgA-Mangel) in gewissem Masse angemessen, IgG-Antikörper

gegen tTGC zu bestimmen, doch erfüllt dieser Test nicht die geforderten Ansprüche an die

Sensitivität und Spezifität. Da auch die vorliegende Arbeit zeigen konnte, dass IgA-

Antikörper gegen tTGC im Vergleich zu IgG-Antikörpern spezifischer sind, ein IgG-Test aber

auch Patienten mit einem IgA-Mangel erkennen kann, sollte in Zukunft als Initialtest ein

kombiniertes Screening nach beiden Antikörperfraktionen eingesetzt werden. Erst bei einem

positiven Ergebnis sollte im Bedarfsfall durch Einzeltests ein differenzierter Befund
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angestrebt werden. 

Ob bzw. welche Bedeutung jedoch die tTGC-IgG-Antikörper – und hier insbesondere die im

niedrigen Titerbereich - dennoch bei Verwandten von Typ-1-Diabetikern haben, kann auf der

Basis der vorliegenden Ergebnisse leider nicht beantwortete werden. Lampasona [62] hat

ebenfalls, obwohl IgG-Antikörper bei Zöliakie generell als wenig spezifisch gelten, tTGC-

IgG-Antikörper in unterschiedlichen Kollektiven untersucht und einige interessante

Ergebnisse und Theorien insbesondere bzgl. der von ihm beobachteten bemerkenswert hohen

Prävalenz (42%) der tTGC-IgG bei Typ-1-Diabetikern zusammengestellt. In dieser Studie

wurde u. a. die Prävalenz von tTGCA-IgG mit der von tTGCA-IgA bei Kontrollen, Typ-1-

Diabetikern und Typ-2-Diabetikern verglichen. Und auch diese Studie konnte zeigen, dass das

Vorhandensein von tTGCA-IgG scheinbar ein für den Typ-1-Diabetes spezifisches Phänomen

ist, da Typ-2-Diabetiker kaum betroffen sind. Bezüglich des HLA-Phänotyps fand

Lamposana, dass tTGCA-IgG-Antikörper häufiger mit HLADRB1*04 (Diabetes-typisch) und

weniger mit dem für Zöliakie-typischen HLADRB1*03 korrespndierten. Er vermutet daher,

dass bei diesen Patienten der Autoimmunprozess nicht, wie für die Zöliakie angenommen,

durch Gliadin sondern durch einen andern Mechanismus vermittelt wird (zumal tTGCA-IgG-

positive Personen auch überwiegend keine Antigliadin-Antikörper (AGA) hatten). Eine

Autoimmunantwort gegen tissue-Transglutaminase-C im Rahmen einer direkten

Immunisierung während der Phase der B-Zell-Zerstörung scheint ihm ebenfalls eine mögliche

Erklärung. So kann man sich vorstellen, dass während der akuten Entzündungs- und B-

Zellzerstörungs-Phase Transglutaminase-C in einer immunogenen Form präsentiert wird

(möglicherweise durch bestimmte Allele wie DRB1*04 begünstigt) und so als Trigger für den

Immunprozess fungiert. Ein anderer Weg könnte sein, dass Transglutaminse-C an Diabetes-

assoziierte Antigene bindet, wie GAD, IA2 oder Insulin und so durch einen speziellen

Mechanismus als Antigen erkannt wird. In einem Tiermodell einer anderen

Autoimmunerkrankung konnte gezeigt werden, dass die Funktion der Transglutaminase-C,

Intrazelluläre Proteinen, die während des Zelltods ausgeschüttet werden, kovalent zu binden,

durch die Entwicklung von tTGCA-IgG beeinträchtigt war [94]. Lampasona et al. gehen

daher davon aus, dass niedrige tTGCA-IgG-Spiegel, wie sie ja auch in der vorliegenden

Arbeit in einer bestimmten Personengruppe beobachtetet wurden, eine weitreichendere

Bedeutung im Rahmen destruktiver Autoimmunität haben als bisher angenommen.

Diese Erklärungsansätze lassen sich jedoch nicht ohne weiteres auf das hier getestete

Kollektiv der Verwandten von Typ-1-Diabetikern übertragen. Es muss berücksichtigt werden,

dass es sich bei den hier untersuchten Kindern um Personen handelt, die nicht oder noch nicht

an Diabetes erkrankt sind. Zwar wiesen insgesamt 42 Kinder Diabetes-assoziierte Antikörper

auf, es konnte aber kein Unterschied in der Prävalenz der tTGC-IgG-Antikörper zwischen den

Antikörper-negativen und-positiven ermittelt werden. Mehr noch, tTGCA-IgG waren sogar

tendenziell (nicht signifikant) häufiger bei (Diabetes-)Antikörper-negativen Kindern

nachweisbar. Insofern bleibt die Bedeutung der tTGC-IgG-Antikörper bei Kindern

diabetischer Eltern an dieser Stelle offen. Dass ihnen eine bisher unbekannte Bedeutung
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zukommt, ist durch die Beobachtung, dass sie in dieser Personengruppe 7-mal häufiger

vorkommen als bei Normalpersonen, sehr wahrscheinlich. Möglicherweise haben tTGCA-IgG

sogar einen prädiktiven Wert für einen Diabetes. Weitere Studien hierzu sind auf Grund des

vorliegenden Datenmaterials absolut berechtigt und sollten in naher Zukunft folgen.

Die vorliegenden Studie konnte zeigen, dass das Vorhandensein von EMA und

EMA+tTGCA-IgG geschlechtsabhängig war, da Mädchen signifikant häufiger betroffen

waren als Buben. Mehr noch, alle bioptisch gesicherten Zöliakieerkrankungen wurden bei

Mädchen diagnostiziert. Dieser Befund deckt sich mit der bereits beobachteten weiblichen

Prädominanz bei Patienten mit beiden Autoimmunerkrankungen, Typ-1-Diabetes und

Zöliakie [34]. In welcher Weise das Geschlecht bei der Entwicklung einer Zöliakie ein Rolle

spielt, sollten genetische Studien zeigen. Für die Praxis bedeutet dies, dass insbesondere bei

weiblichen Nachkommen von Typ-1-Diabetikern mit einer Zöliakie gerechnet werden kann.

Prävalenz von Antigliadin-Antikörpern (AGA)

Die hier ermittelte hohe Prävalenz von AGA (IgG und IgA) bei Kindern diabetischer Eltern

deckt sich mit dem bei Zöliakiepatienten beobachteten häufigen Vorkommen dieser

Antikörper. Auch die Tatsache, dass insbesondere die IgG-Antikörper gegen Gliadin häufig

gemessen wurden, stimmt mit anderen Befunden überein [10, 21]. Bei zwei der bisher 7 an

Zöliakie erkrankten Kinder diabetischer Eltern wurden allerdings in keiner der konsekutiven

Blutproben AGA gemessen. Die daraus resultierende niedrige Spezifität und Sensitivität

lassen ein Pre-Screening mit AGA, zumindest für Kinder diabetischer Eltern, nicht

empfehlenswert erscheinen. Welche Bedeutung den AGA dennoch in der Pathogenese der

Zöliakie zukommen, bleibt unklar. Andererseits muss bedacht werden, dass der messbare

Antikörperstatus im Serum nicht auch gleichermassen den der Mukosa widerspiegelt. So ist

nicht auszuschliessen, dass auch bei den Patienten mit negativem Serum-Befund AGA in der

Mukosa vorhanden sind. Hummel et al. [bisher unveröffentlichte Studie] konnten in diesem

Zusammenhang zeigen, dass das Auftreten von AGA in Abwesenheit von tTGCA und EMA

bei dem gleichen Studienkollektiv negativ mit dem Zöliakie-assoziierten HLA-Allel DR3

korrelierte. Sie vermuten daher, dass eine Immunität gegen Gliadin ungeachtete der

genetischen Disposition auftreten kann und die Entwicklung einer Autoimmunreaktion

vielmehr das Vorhandensein Zöliakie-assoziierter HLA-Allele für die Präsentation von tTGC

oder tTGC-Gliadin-Komplexen erfordert. Dies würde auch das häufige Vorkommen der AGA

bei Normalpersonen mit für die Erkrankung untypischen HLA-Typen erklären [10]. Welche

Rolle den AGA in der Krankeitsentstehung der Zöliakie zukommt, sollten zukünftig Studien

klären.

Verlaufsbeobachtung

Die vorliegende Untersuchung dokumentiert erstmals anhand einer prospektiven Analyse in

einer Risikopopulation das zeitliche Auftreten von Zöliakie-assoziierten Antikörpern und der
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damit verbundenen Relevanz für die Erkrankung an Zöliakie (siehe hierzu Tabelle 11). Die

Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Zöliakie-assoziierte Autoimmunität im Vergleich

zur sehr gut dokumentierten Diabetes-assoziierten Autoimmunität in der gleichen

Risiokopopulation, später aber akuter auftritt [145]. Während sich Inselzell-Antikörper bei

Kindern diabetischer Eltern bereits im ersten Lebensjahr feststellen lassen wurden Antikörper

gegen tTGC und EMA nie vor dem zweiten Lebensjahr detektiert. Nur eine Minderheit die

diese Antikörper entwickelte, hatte bereits nachweisbare AGA im ersten Lebensjahr. Beim

Typ-1-Diabetes beobachtete die Arbeitsgruppe um Ziegler et al. [145] eine eher gleichförmige

Autoimmunantwort im Frühstadium des Diabetesprozesses, da sie i.d.R. mit Insulin-

Autoantikörpern beginnt und sich danach auf zusätzliche Antikörper (spreading) ausweitet.

Bei der Zöliakie konnte hier keine spezifische Sequenz der Antikörper-Entwicklung

festgestellt werden. Die Beobachtung, dass AGA, EMA und tTGCA – wenn sie detektiert

werden – zunächst gleichzeitig gemessen werden, weisst darauf hin, dass sich die Immun- und

Autoimmunantwort bei der Zöliakie schnell entwickeln. Um diese Befunde zu bestätigen und

um dadurch zum weiteren Verständnis der Pathogenese der Zöliakie beizutragen, sollten

weitere Untersuchungen in anderen Populationen, insbesondere bei Kindern von

Zöliakiepatienten, folgen. Für die Screeningpraxis bedeutet dieser Befund, dass auch bei

negativem Antikörperbefund bei Risikopersonen in regelmässigen Abständen eine

Kontrolluntersuchung durchgeführt werden sollte, um den Zeitpunkt einer potentiellen

Antikörperentwicklung zu treffen. Es bedeutet aber auch, dass ein Antikörperscreening im

Hinblick auf ein potentielles Zöliakie-Risiko bei Kindern diabetischer Eltern erst nach dem

ersten Lebensjahr sinnvoll ist.

Bedeutung der Ernährung

Bemerkenswert ist der Befund, dass ein im Antikörperverlauf beobachtetes Kind, das sowohl

Zöliakie- als auch Diabetes-assoziierte Antikörper aufwies, nach Diagnose der Zöliakie und

damit Einführung einer Gluten-freien Ernährung, die Diabetes-assoziierte Autoimmunität

nicht mehr nachweisbar war. Da eine transiente Positivität gegenüber Inselzell-Antikörpern

beim Typ-1-Diabetes sehr ungewöhnlich ist [145], könnte dieses Phänomen ein Hinweis

darauf sein, dass bei einigen Personen die humorale Expression im Rahmen der Inselzell-

Autoimmunität durch eine Glutenexposition beeinflusst wird. Invers betrachtet könnte das

protektive Phänomen einer Gluten-freien Ernährung auch die Erklärung für die häufig

beschriebene Sequenz des Auftretens beider Erkrankungen sein, da zusätzlich zum Typ-1-

Diabetes eine Zöliakie, äusserst selten jedoch zur Zöliakie ein Diabetes auftritt [134]. Von der

omnipotenten Relevanz des Glutens im Hinblick auf die Beeinflussung des Antikörperstatus

bei anderen Autoimmunerkrankungen (idiopatischer Hypoparathyreodismus, IgA-

Nephropathie) wurde bereits berichtet [31, 142]. Vor diesem Hintergrund hat die eigene

Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit dem Instituto Scintifico San Raffaele in Mailand ein

Pilotprojekt gestartet, mit dem die Frage beantwortet werden soll, ob Gluten eine

Determinante der Inselzell-Autoimmunität ist und ob der Typ-1-Diabetes womöglich durch
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die Eleminierung des Glutens aus der Ernährung verhindert werden kann [18]. Hierbei werden

noch nicht erkrankte Kinder diabetischer Eltern mit Diabetes-assoziierten Antikörpern für

sechs Monate Gluten-frei ernährt, um festzustellen, ob die Titer der Diabetes-assoziierten

Antikörper hierdurch gesenkt werden können oder sogar ganz zurückgehen. Bisher liegen

leider noch keine publizierten Ergebnisse dieser Pilotstudie vor, da es durch eine niedrige

Diät-Compliance zu einem Ausfall von Studienteilnehmern geführt hat. Die ersten

vorläufigen Ergebnisse sind Mitte 2000 zu erwarten.

Neben dem definitiven Einfluss des Glutens als externer Trigger der Zöliakie, wird sowohl

der Stilldauer als auch dem Zeitpunkt der Kuhmilchexposition in der Ernährung des Kindes

eine Rolle zugeschrieben [76]. Ein solcher Zusammenhang zwischen der frühkindlichen

Ernährung und einer Erkrankung wird auch für den Typ-1-Diabetes diskutiert [44, 132]. Eine

umfassende Untersuchung der eigenen Arbeitsgruppe konnte jedoch keinerlei Zusammenhang

zwischen der Stilldauer und der Entwicklung Diabetes-assoziierter Antikörper bei Kindern

diabetischer Eltern ermitteln [54]. Ebenso konnte die vorliegende Studie einen solchen

Zusammenhang in Bezug auf eine Autoimmunreaktion weder gegen tTGC und EMA, noch

gegen AGA-IgA zeigen. So waren tTGCA weder von der Dauer des ausschliesslichen Stillens

noch von der Gesamt-Stilldauer abhängig.

Sehr überraschend waren hingegen die Ergebnisse, dass bei den in der vorliegenden Arbeit

untersuchten Kindern diabetischer Eltern sowohl ein negativer Zusammenhang zwischen der

Prävalenz der AGA-IgG und der Brusternährung vorlag, als auch bzgl. der mittleren Höhe der

Antikörper–Titer in beiden Gruppen. Gestillte Kinder wiesen signifikant häufiger AGA-IgG

auf als nicht gestillte Kinder und auch die mittleren Antikörper-Titer waren bei den gestillten

Kindern signifikant höher. Mit der Aufteilung der gesamten analysierten Gruppe hinsichtlich

des Alters relativierte sich dieser Zusammenhang jedoch, da eine signifikant höhere Prävalenz

der AGA-IgG bei gestillten Kindern dann nur noch bei den 5-jährigen Kindern ermittelt

wurde, nicht aber bei den Kindern im Altern von 2 und 8 Jahren. Eine Erklärung für dieses

sehr interessante Phänomen muss an dieser Stelle offen bleiben, da in der Literatur keinerlei

vergleichbare Ergebnisse zu finden sind.

Möglicherweise hat das Stillen aber einen Einfluss auf das Alter der Manifestation einer

Zöliakie. So fanden Mäki et al. [76] heraus, dass mit zunehmender Stilldauer das Alter der

Krankheitsmanifestation nach oben verschoben wurde. Dieses Phänomen könnte damit

zusammenhängen, dass durch eine längere Stillphase Beikost und damit auch Gluten erst

später in die Ernährung des Säuglings eingeführt wird und somit bei prädisponierten Personen

auch erst verzögert als Trigger für eine Zöliakie fungieren kann.
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4.3 Screening-Modell für erstgradig Verwandte von Typ-1-
Diabetikern

Auf der Basis der Ergebnisse des GADIA2-combi-Tests und des tTGCA-Tests, lässt sich ein

Modell für eine Screening-Strategie bei erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern

erstellen. Das folgende Modell fasst die bisher bekannten und die aus der vorliegenden Studie

erlangten praxisrelavanten Erkenntnisse für ein sinnvolles Antikörper-Screening in dieser

Risikopopulation zusammen:

Tabelle 13: Screening-Modell zur Früherkennung von Typ-1-Diabetes und Zöliakie bei erstgradig Verwandten
von Typ-1-Diabetikern

Screening-Phase Alter (Jahre) IAA-
Test

GADIA2-combi-
Test

tTGC-IgG/IgA-
combi-Test

1 1-2 ja nein nein

2 2-3 ja ja ja

3 4-5 ja ja ja

4 >7 nein ja ja

Die Untersuchungen haben eindeutig gezeigt, dass ein einmaliges Screening auf beide

Autoimmunerkrankungen wahrscheinlich nicht ausreichend ist. Idealerweise sollte ein

Screening sehr früh im Leben der prädisponierten Personen angesetzt werden, um möglichst

jede Phase des beginnenden Autoimmunprozesses beider Erkrankungen in dieser

Risikopopulation frühzeitig erfassen zu können. Hierbei ist jedoch nicht jedes Antikörper-

Screening gleichermassen geeignet, wie die Sensitivitätsberechnungen und

Verlaufsbeobachtungen zeigen konnten. Aufgrund der Tatsache, dass IAA gerade bei jungen

Kindern (<5 Jahre) den höhchsten prädiktiven Wert besitzen wäre es sinnvoll, das

kombinierte Screening auf beide Erkrankungen mit dem Test auf IAA zu beginnen. Ein

geeigneter Zeitpunkt für diese Untersuchung scheint zwischen dem 1. und dem 2. Lebensjahr

zu liegen. Dieser Test könnte z. B. im Rahmen der kindlichen Vorsorgeuntersuchung ”U7“

stattfinden. Da eine unlängst veröffentlichte Studie der eigene Arbeitsgruppe zeigen konnte,

dass auch der neue IAA-Micro-Assay ebenso so sensitiv und spezifisch in kapillärem Vollblut

ist wie der GADIA2-combi, lässt sich der Aufwand für diese Untersuchung erheblich

reduzieren. Bei einem negativen Ergebnis erfolgt die nächste Untersuchung etwa ein Jahr

später. Sollte der Test jedoch positiv sein, wird aus der Initialprobe der GADIA2-combi und

ICA gemessen. Sollte sich der positive Befund auf IAA beschränken, muss eine Kontrolle

nach sechs Monaten erfolgen.

In der 2. Screeningphase, die zwischen dem 2. und 3. Lebensjahr angesetzt sein sollte, wird
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der IAA-Status überprüft und der GADIA2-combi eingesetzt. Gleichzeitig ist hier das erste

Screening auf Zöliakie-Antikörper wie tTGCA-IgG und -IgA indiziert. Da die beiden

Antikörperfraktionen mit erfreulich guten Ergebnissen kombiniert getestet werden können

[10], ist dieser praktische Vorteil hierbei zu berücksichtigen. Durch die hohe Sensitivität

dieser Methode kann daher auf ein Initial-Screening der bisher verwendeten EMA verzichtet

werden. Prinzipiell spricht nichts dagegen auch hier den Test auf IAA und den GADIA2-

combi mit Kapillarblut anzusetzten. Da aber die Information darüber, ob dies mittlerweile

auch für den tTGC-Test möglich ist bei Abschluss der vorliegenden Arbeit leider nicht vorlag,

kann an dieser Stelle keine definitive Empfehlung für ein Testsubstrat gegeben werden.

Sollten Versuche zeigen, dass diese Methode keine verlässlichen Ergebnisse für den tTGCA-

Test liefert, ist ein Test aus venösem Serum für alle Antikörper bei dieser Untersuchung

natürlich sinnvoller. Ideal bleibt freilich die Vorstellung eines „Vierfachtests“ (GADIA2-

combi + tTGCA-IgG/IgA) aus Kapillarblut. Ein Test auf EMA und AGA ist erst bei einem

hoch positiven tTGCA-Ergebnis nötig, bei einem niedrigen Titer ist es zunächst angebracht,

separat auf tTGCA-IgG und IgA zu testen. Wenn der GADIA2-combi positiv ist, ist ein Test

auf ICA empfehlenswert. In beiden Fällen sollte der Patient jedoch in einem Zeitraum von

sechs Monaten kontrolliert werden. 

Die nächste Routinekontrolle im Rahmen dieses Screening-Modells ist etwa im Alter von 5

Jahren anzusetzten. Eventuell liesse sich diese Kontrolle auch mit einer

Vorsorgeuntersuchung verbinden. In Frage kommen würden die U9, da sie zwischen dem 60.

und 64. Lebensmonat empfohlen ist. Ob bei dieser Gelegenheit nochmals IAA getestet

werden sollten oder nur im Falle eines positiven GADIA2-combi Befundes, ist zu überlegen.

Einerseits bedeutet der Test einen zusätzlichen Kosten- und Mehraufwand, andererseits ist die

Altersgrenze für den prädiktiven Wert dieses Markers sicher fliessend. Idealerweise sollten

daher wie in der vorherigen Untersuchung IAA, GADIA2-combi und tTGCA-IgG und-IgA

gemessen werden. Bei positiven Befunden sind die gleichen Folgetests wie bei Screening-

Phase 2 angeraten und ebenfalls eine sechsmonatige Kontrollperiode. Die vorerst letzte

Kontrolle ist mit 8 Jahren vorgesehen. Hier wird der GADIA2-combi und der kombinierte

tTGCA-Test angewendet. Die Optionen bei einem positiven Ergebnis decken sich mit denen

der vorangegangenen Kontrollen. 

Eine Verlaufsbeobachtung sollte freilich mit acht Jahren nicht abgeschlossen sein, doch

können in diesem Moment keine Empfehlungen für die folgende Zeit gemacht werden.

Eventuell ist eine Nachuntersuchung im Abstand von zwei oder drei Jahren sinnvoll. Um dies

aber konkret belegen zu können, wären Verlaufbeobachtungungen bzgl. der

Antikörperentwicklung bei älteren Kindern hilfreich.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die gehäuft gemeinsam auftretenden Autoimmunerkrankungen Typ-1-Diabetes und Zöliakie

sind bis heute in ihrer Pathogenese nicht vollständig geklärt, unheilbar und aufgrund ihrer

assoziierten Morbidität in Form von Sekundärkomplikationen umso tragischer. Für beide

Erkrankungen besteht zwar heute die Möglichkeit einer Früherkennung anhand spezifischer

Antikörper, doch sind die Detektionstechniken teilweise für ein sinnvolles Risikoscreening

ungeeignet.

Cytoplasmatische Inselzellautoantikörper (ICA) sind zweifellos nützliche Marker für die

Prädiktion eines Typ-1-Diabetes, die Nachweismethode aber relativ unpräzise und

kostenintensiv. Seit eine Glutamatdecarboxylase (GAD) und eine Tyrosinphosphatase (IA2)

als die wesentlichen Antigene der Inselzell-Autoantikörper (ICA) entdeckt und quantitative

Radioliganden-Bindungs-Assays (RBAs) gegen diese Antigene entwickelt wurden, tritt die

Bedeutung der ICA im Rahmen der Früherkennung des Typ-1-Diabetes immer mehr zurück.

Im ersten Teil der vorliegenden Studie wurde daher eine relativ einfache simultane

Detektionstechnik beider Antikörper (GADIA2-combi) etabliert und erstmals bei erstgradig

Verwandten von Typ-1-Diabetikern angewandt. Die Methode wurde darüberhinaus

hinsichtlich ihrer Sensitivität und ihres prädiktiven Werts im Vergleich zu bereits etablierten

Screeningmethoden auf ICA und Insulinautoantikörper (IAA) bewertet.

Es lassen sich für diesen ersten Teil der Arbeit folgende Ergebnisse zusammenfassen:

1. Von 1606 erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern hatten 77 (4,8 %) GADIA2-

combi-Titer über der 99.sten Perzentile ermittelt aus 105 gesunden Normalpersonen.

Dieser Befund wurde durch separate Tests auf GADA und IA2A zu 100 % bestätigt.

Weitere 9 Personen hatten positive Antikörper aus ICA und IAA, waren aber negativ im

GADIA2-combi. Dieser Befund wurde ebenfalls durch Einzeltests auf GADA und IA2A

bestätigt.

2. Insgesamt entwickelten 24 der 1606 Verwandte einen manifesten Typ-1-Diabetes (Median

Beobachtungszeit 5,6 Jahre). Hiervon waren 22 Personen im GADIA2-combi-Test

positiv, eine Person hatte lediglich IAA und eine weitere Person war negativ für alle

Antikörper. Der GADIA2-combi-Test erreichte als Einzeltest die höchste Sensitivität, bei

der Detektion dieser Personen. Sie lag für den GADIA2-combi bei 92 %. Eine

Kombination dieses Tests mit dem Test auf Insulinautoantikörper (IAA) erhöhte die

Sensitivität lediglich auf 96 %. Die Sensitivitäten der einzelnen Tests auf die Antikörper

GADA, IA2A, IAA und ICA lagen alle deutlich niedriger (86 %, 67 %, 67 %, und 79 %).

3. Die Höhe der GADIA2-combi-Titer beeinflusst signifikant (p = 0,006) die Höhe des

Diabetesrisikos. Das kumulative Risiko (in %) nach fünf Jahren einen Diabetes zu
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entwickeln stieg mit Zunahme Titerhöhe (>50 Units: 51 %; >10-50 Units: 12 %; <10

Units: 0,17 %) und in Abhängigkeit der Präsenz von GADA+IA2A (ermittelt durch

Einzeltests) (beide: 47 %; nur GADA: 15 %; nur IA2A: nicht zu ermitteln, da nur vier

Fälle).

4. Bei Verwandten mit positiven GADIA2-combi-Titern war eine niedrige

Insulinausschüttung in der ersten Phase nach einem intravenösem Glukose-Toleranztest

positiv mit einem erhöhten Diabetesrisiko korreliert. Demgegenüber war jedoch weder das

Alter noch der Verwandschaftsstatus ein zusätzlicher Kontributor für das Diabetesrisiko.

Das Risiko stieg aber tendenziell für GADIA2-combi-positive Personen mit zusätzlicher

IAA-Positivität (IAA+: 46 % vs. IAA−: 19 %; n.s.).

5. Der GADIA2-combi lässt sich ebenso zuverlässig in Kapillarblut anwenden, da die

GADIA2-combi-Befunde in Kapillarblut stark mit Ergebnissen in Venenblut korrelierten

(R2: 0,71; p < 0,0001).

Die Antikörper gegen die erst 1997 identifizierte Tissue-Transglutaminase-C (tTGC), die das

Antigen der Endomysium-Antikörper (EMA) darstellt, sind neue Immunmarker in der

Pathogenese der Zöliakie. Ihre Rolle in der Prädiktion dieser Erkrankung insbesondere im

Rahmen der assoziierten Erkrankung Typ-1-Diabetes ist bisher jedoch nicht geklärt. Im

zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Detektionstechnik gegen tTGC-IgG-

Antikörper etabliert und bei Kindern diabetischer Eltern analysiert. In einer prospektiven

Untersuchung wurde erstmals die Abfolge und das zeitliche Auftreten aller derzeitig

bekannten Zöliakie-assoziierten Antikörper in diesem Kollektiv charakterisiert.

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

1. tTGC-IgG-Antikörpertiter über dem Cut-off von 2,4 Units ermittelt aus 209 gesunden

Normalpersonen, liessen sich bei 33 (3,6 %) der insgesamt 913 getesteten Kinder

diabetischer Eltern detektieren. Im Vergleich dazu hatten 10 (10,1 %) der 99 manifesten

Typ-1-Diabetiker und nur eine (0,5 %) der Kontrollperson IgG-Antikörper gegen tTGC.

Die Prävalenz der Antikörper war signifikant altersabhängig (2,5 % bei 2 Jahren, 5 % bei

5 Jahren und 6,5 % bei 8 Jahren). Ebenso stieg die durchschnittliche Höhe der

Antikörpertiter signifikant mit dem Alter (0,95 U bei Jahren, 1,82 U bei 2 Jahren und

5,64 U bei 8 Jahren).

2. Eine silente Form der Zöliakie (ohne klinische Symptome) wurde durch intestinale

Biopsien bei 9 Kindern diabetischer Eltern diagnostiziert. Zwei weitere Kinder hatten eine

regelrechte Mukosa, aber eine hohe Dichte an Lymphozyten-Infiltrationen. Bei allen 11

Kindern wurden Antikörper gegen tTGC nachgewiesen.

3. Die bei Zöliakie sehr spezifischen und sensitiven Marker EMA wiesen insgesamt 17

(3,26 %) der 520 auf diese Antikörper untersuchten Kinder auf. Hiervon waren 13 Kinder
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tTGCA-positiv und nur 4 Kinder waren tTGCA-negativ. Auch die Prävalenz der EMA

stieg tendenziell (jedoch nicht signifikant) mit zunehmendem Alter.

4. Anti-Gliadin-Antikörper (AGA) der Klasse IgG traten sehr häufig auf (23, 5 %). AGA-

IgA hatten 3,5 % der untersuchten Kinder diabetischer Eltern. AGA (IgG und IgA) waren

sowohl bei tTGCA-IgG-negativen als auch bei positiven Kindern prävalent und zeigten

keine Assoziation mit dem Alter.

5. Das Auftreten von Zöliakie-assoziierten Antikörpern war unabhängig von Diabetes-

assoziierten Antikörpern bei betroffenen Kindern. Ein Kind verlor jedoch GADA nach

Einführung einer Gluten-freien Diät, was ein Hinweis dafür sein könnte, dass eine Gluten-

freie Ernährung einen protektiven Einfluss auf die Autoimmunreaktionen des Typ-1-

Diabetes haben könnte.

6. Die Verlaufsbeobachtung von 15 (1,6 %) sowohl tTGCA- als auch EMA-positiven

Kindern zeigte, dass in zwei Fällen AGA vor tTGCA und EMA im Alter von 9 Monaten

auftraten wobei in den übrigen Fällen Zöliakie-assoziierte Antikörper nie vor dem 2.

Lebensjahr messbar waren. Drei Kinder hatten gar keine messbaren AGA. Diese Befunde

deuten darauf hin, dass eine Zöliakie-assoziierte Autoimmunität bereits sehr früh im

Leben von Kindern diabetischer Eltern beginnt.

7. Weder das Stillen ansich noch die Gesamtstilldauer hatte einen Einfluss auf die

Entwicklung von tTGC-IgG-Antikörper. Überraschenderweise hatten gestillte Kinder

signifikant häufiger AGA-IgG und auch höhere Antikörper-Titer als nicht gestillte Kinder.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass der GADIA2-combi sowohl in Venen- als auch

Kapillarblut ein sehr spezifischer und sensitiver Test mit einem hohen prädiktiven Wert für

die Vorhersage eines Typ-1-Diabetes bei erstgradig Verwandten von Typ-1-Diabetikern

darstellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit rechtfertigen daher den Einsatz dieses Tests anstelle

des aufwändigen ICA-Tests für ein Initial-Screening in Risikogruppen bzw. auf

Populationsebene.

Die vorliegende Arbeit konnte überdies zeigen, dass eine bemerkenswert hohe Anzahl an

Kindern diabetischer Eltern bereits früh im Leben eine Zöliakie-assoziierte Autoimmunität

und eine silente Form der Zöliakie aufweist. Es ist daher unbedingt zu befürworten, dass auch

für dieses Risikokollektiv ein Screening auf Zöliakie-assoziierte Antikörper eingeführt wird.

Die hier speziell evaluierten tTGC-IgG-Antikörper sind aufgrund ihrer geringen Spezifität für

ein Initialscreening nicht ohne weiteres geeignet, jedoch ist eine Kombination dieser

Antikörperfraktion mit den sehr viel spezifischeren tTGC-IgA-Antikörpern ein idealer Test,

den EMA-Test in einem Risikoscreening in diesem Kollektiv zu ersetzen .
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