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1 Einleitung
1.1 Zoliakie
1.1.1 Definition

Die European Society for Pediatric Gastroenterolddgpatology and Nutrition
(ESPGHAN) definiert die Zoliakie als eine systerhisc durch das Immunsystem
vermittelte Erkrankung, die bei entsprechender gseteer Disposition durch Ingestion
von Gluten und verwandten Prolaminen hervorgeruferd [1]. Die Zdliakie ist
charakterisiert durch eine glutenabhangige Sympti&msapezifische Antikorper, die
Haplotypen fir HLA-DQZ2 oder HLA-DQ8 (Humanes-Leulten-Antigen-DQ2/8) und

eine Enteropathie.

1.1.2 Geschichte

Die erste Beschreibung eines Krankheitsbildes, wesaer Zéliakie ahnelt, stammt von
Aretaios von Kappadokien aus dem zweiten Jahrhundach Christus. In der
Ubersetzung der Werke des Aretaios von Francis Adaind von einer Krankheit
chronischer Natur berichtet, die mit dinnen und teilweise verdauten Stuhlen,
Muskelschwund, Blasse und Schwachegefiihl einherf@ht Der englische Arzt
Samuel Gee lieferte 1888 die erste detaillierte apstematische Beschreibung der
.coeliac affection” und vermutete weiterhin: ,Ifélpatient can be cured at all, it must
be by means of diet* [3]. 1932 wurden erstmals dpddin erfolgreich durch Diat
behandelt, allerdings ohne den eigentlichen Ausldse Zdliakie zu kennen [4]. Der
niederlandische Kinderarzt Dicke war seit den fruil®30er Jahren davon lberzeugt,
dass die Patienten vom Verzicht auf weizenhaltigarNngsmittel profitierten und hatte
daraufhin erste Untersuchungen durchgefuhrt [S]chNeainer Reihe von diatischen
Experimenten mit Zoliakiepatienten am Juliana Knkdenkenhaus in Den Haag und
am Wilhelmina Kinderkrankenhaus in Utrecht stebte1950 fest, dass Weizen- und
Roggenmehl Zoliakie auslosen kdnnen. Sein Kollega de Kamer erkannte als
auslosendes Agens darin schlie3lich das Gluten 7[6, Berger wies 1958 bei
Zoliakiepatienten Antikdrper gegen Gliadin nach.[8P65 galt es allgemein als
akzeptiert, dass genetische Faktoren fir die Bnistggder Zéliakie eine wichtige Rolle

spielen [9]. Falchuk entdeckte 1972 auf serologisdibene den Zusammenhang mit



bestimmten HLA-Antigenen und Sollid wies auf geseltier Ebene nach, dass
Zoliakiepatienten zu tUber 90% HLA-DQZ2 positiv sifid, 11]. 1975 wurde erkannt,
dass Zytokine eine entscheidende Rolle in der Batiese der Zoliakie spielen [12].
Seit der Entdeckung von Antikérpern gegen ein enduoales Autoantigen gilt die
Zoliakie als Erkrankung mit autoimmunen Ziugen [1Bjeterich konnte 1997 die
Gewebstransglutaminase (tTG) als das endomysialéoafitigen der Zoliakie

identifizieren [14].

1.1.3 Klinisches Bild: Symptome und Klassifizierung

Die Symptome der ZéliakieT@belle 1) sind unspezifisch und kénnen nicht immer klar
von den Zeichen einer mit der Zbliakie assoziieiekrankung abgegrenzt werden. Als
typische Symptome der Zobliakie gelten vor allen deim Gedeihstorung, ein
ausladendes Abdomen und Durchfélle bzw. voluminBséstihle. Nicht-typische
Symptome umfassen v.a. Folgeerscheinungen eineabgiaiption sowie komplexe

extraintestinale Symptome wie Eisenmangelanamie,tedpsrose, periphere

Neuropathie, Konzentrationsstorung [15-19].

Typische Symptome Nicht-typische Symtome
* Gedeihstorung * Eisenmangelanamie
* Geblahtes Abdomen » Zahnschmelzdefekte
* Durchfélle/voluminése Stihle * Verminderte Leistungsfahigkeit

e Chronische Obstipation

* Depressive Verstimmung
« Periphere Neuropathie

* Appetitverlust

* Verzogerte Pubertat

* Dermatitis herpetiformis

* lgA-Nephropathie

Tabelle 1: Symptome der Zéliakie.
Modifizierte Darstellung nach [18] und [20].



Wird eine Zoliakie klinisch innerhalb der ersten Rébensmonate manifest, dann
Uberwiegen die typischen Symptome. Manifestiett sie Erkrankung spater, so liegen
haufiger nicht-typische Symptome vor [21]. Zudemzis beobachten, dass der Anteil
an Zoliakiepatienten mit typischen Symptomen abnimnohingegen der Anteil an
Patienten mit nicht-typischer Symptomatik zunimr8,[ 19, 22, 23]. Diese relativen
Veradnderungen kdnnten dadurch bedingt sein, dassleniEinfiihrung serologischer
Tests fur Zoliakie — durch die ESPGHAN 1990 erstrahpfohlen [24] — zunehmend
auch milde bzw. oligosymptomatische Erkrankungstarmerfasst wurden. Die
Symptomkombinationen kdnnen von Patient zu Patsatk variieren. Aus diesem
Grund unterscheidet man verschiedene klinische Eorder Zoliakie Tabelle 2. Die
klassische Form ist gekennzeichnet durch die tipeiscvorwiegend gastrointestinalen
Symptome. Diese beginnen kurz nach der Einfihrumg®luten in den Speiseplan des
Sauglings, also meist zwischen 6 und 24 MonatertetUnicht-klassischer Zdliakie
versteht man alle Formen der Zdliakie, die nicht Kiassischen Form zugeordnet
werden koénnen [25]. Diese Patienten zeigen v.aht#ypische Symptome. Man
unterscheidet verschiedene Unterformen der nicdgskschen Zdliakie. Von einer
stummen Zoéliakie spricht man beim histomorpholdggst Nachweis des typischen
Schleimhautschadens ohne das Vorliegen von BesdewerDie latente Zoliakie
umfasst alle HLA-DQZ2/8-positiven Patienten ohne I8ahhautveranderungen, bei
welchen in der Vergangenheit eine glutenabhangigergpathie bestanden hatte. Die
potentielle Form der Zdliakie wird definiert dur@inen positiven Serologie-Befund
und passenden HLA-Status bei weitgehend intakteodBoalschleimhaut. Den
vorgestellten klinischen Formen der Zodliakie istmgégnsam, dass Symptome,
Schleimhautveranderungen und EMA/tTG-AK-Reaktivitéi glutenfreier Erndhrung
(GFD) zurickgehen. Bei Persistenz der malabsompti&mptomatik und der
Zottenatrophie Uber 6-12 Monate trotz strikter GHpyricht man von refraktarer
Zoliakie (RCD) [26]. Diese kann weiter unterteilesden in RCD I, bei welcher die IEL
(Intraepitheliale Lymphozyten) phénotypisch nornsad und RCD I, bei welcher

Ansammlungen klonaler IEL vorkommen.



Klinische Form ‘ Befunde

Klassisch HLA-DQ2/8-positiv

Anti-EMA/tTG-AK-positiv

Histologisch voll ausgebildete Enteropathie

Typische Symptomatik

Nicht-klassisch HLA-DQ2/8-positiv

- Atypisch - Anti-EMA/tTG-AK-positiv

Histologisch voll ausgebildete Enteropathie

Nicht-typische (extraintestinale) Symptomatik

Nicht-klassisch HLA-DQ2/8-positiv

- Stumm - Anti-EMA/tTG-AK-positiv

Histologisch voll ausgebildete Enteropathie

Keine Symptome

Nicht-klassisch HLA-DQ2/8-positiv

- Latent - Anti-EMA/tTG-AK-negativ/-positiv

In Vorgeschichte glutenabhangige,
histologisch fassbare Enteropathie

Symptome moglich

Nicht-klassisch HLA-DQ2/8-positiv

- Potentiell - Anti-EMA/ATG-AK-positiv

Intakte DUnndarmschleimhaut

Keine Symptome

Tabelle 2: Formen der Zoliakie.

Modifizierte Darstellung nach [1, 15].

114 Spatkomplikationen und Mortalitat

Eine Auswahl von mit der Zdliakie assoziierten Erkungen und Symptomen, welche

damit gleichzeitig die Zugehdrigkeit zu einer R@jkuppe darstellen, sind frabelle 1



und Tabelle 6 aufgefuhrt. Schon seit langerer Zeit ist bekadags Zdliakiepatienten
ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung von Lymphembesitzen [27]. In der Literatur
wird dieses Risiko haufig als SIR (Standardizeddecce ratio; beobachtete Inzidenz in
einer Gruppe geteilt durch die erwartete Inzidendieser Gruppe) wiedergegeben. Die
SIR entspricht einem relativen Risiko. In drei awghlten Studien (Diagnose Zbliakie
stets histologisch gesichert) finden sich fur denNHodgkin-Lymphome (NHL) SIR-
Angaben von 3,75 [28], 9,1 [29] und 42,7 [30]. Dheueste und von der Teilnehmerzahl
her gro3te Studie zu diesem Thema gibt fur die Ektung eines NHL bei rein
histologisch diagnostizierter, nicht weiter klassérter Zoliakie ein relatives Risiko
von 4,26 und fur die Entwicklung eines Lymphomeirdeiner Art ein Risiko von 2,82
im Vergleich zur Normalbevélkerung an [31]. Maligne anderer Art waren in dieser
Studie nicht haufiger als in der Normalbevolkerukgne wichtige Erkenntnis dieser
Studie ist weiterhin, dass bei latenter Zoéliakienkerhdhtes Risiko fur die Entwicklung
eines Malignoms besteht. Innerhalb der mit derakidi assoziierten NHL sind die T-
Zell-NHL am weitaus haufigsten vertreten, man teilese daher den sogenannten
EATL (Enteropathie-assoziierte-T-Zell-Lymphome) Zder Phanotyp der EATL lasst
sich immunhistochemisch von dem der IEL ableitenethalb von 5 Jahren entwickeln
Patienten mit refraktarer Zoliakie (RCD) | gelediehtein EATL, Patienten mit RCD I
in bis zu 80% der Falle [26]. Die Prognose bei EASLim Allgemeinen schlecht [32].
Al-Toma et al. ermittelten fur RCD |- und -ll-Patien eine 5-Jahres-Uberlebensrate
von 96% bzw. 58% [33]. Die Todesursache bei RCPdtienten ist in 88,4% der Falle
ein EATL [33]. Zwei groRe Studien, welche die Shtetikeit von Zoliakiepatienten
(serologisch und histologisch diagnostiziert, nichth klinischen Erscheinungsformen
stratifiziert) mit der Sterblichkeit der Normalbdkérung verglichen, errechneten SMR
(Standardized mortality ratio; Sterblichkeit in deobachteten Gruppe geteilt durch die
Sterblichkeit in der Allgemeinbevolkerung)-Wertenvd,0 [34] bzw. 1,3 [35]. Aus einer
Studie von Corrao et al. [34] geht hervor, dass Hauptgrund fiur die erhohte
Sterblichkeit von Zoliakiepatienten in der heutigéit NHL sind. Es ist unumstritten,
dass das Einhalten einer GFD die Sterblichkeit ¥dhakiepatienten senkt. Auch
scheint es bei GFD weniger Tote durch Lymphome eloeg, allerdings findet man
dazu widersprichliche Literaturangaben [28, 30].h¥¥eheinlich spielt es eine Rolle,
zu welchem Zeitpunkt im Leben das Antigen entfechh. die GFD eingefuhrt wird
[36].



1.15 Diagnose

Nach den Vorschlagen der ESPGHAN [1] stehen vieagBosebausteine zur
Verfiigung: 1. Klinische Untersuchung und Anamneze Serologie, 3. Osophago-

Gastro-Duodenoskopie und Histologie, 4. Genetik.

1.1.5.1 Klinische Untersuchung und Anamnese

Da sich die wenigsten Falle mit geblahtem Bauchhr sdiinnen Beinen und
volumindsen Stuhlen prasentieren und die Symptosme gligemein recht unspezifisch
sind, ist eine allein auf klinische Zeichen gedgit2iagnose schwierig. Anamnestisch

sollten Ernahrung und Risikofaktoren erfragt werden

1.1.5.2. Serologie

Die serologische Diagnostik umfasst verschiedengerArvon Antikdrpertests auf
Immunglobuline der Klassen A und G gegen GliadgA(G-AGA), gegen endomysiale
Antigene (anti-EMA-IgA/G), gegen die Gewebstransgtainase (anti-tTG-IgA/G) und
gegen deamidierte Gliadinpeptide (anti-DGP-IgA/G).

Zur diagnostischen Aussagekraft der Antikdrpertésggen umfangreiche Studiendaten
vor. Die Angaben inrabelle 3 sind einer Metaanalyse zu diesem Thema entnommen
[37]. Die hochste Sensitivitat und Spezifitat sowden hoéchsten Negativen und
Positiven Vorhersagewert weist die Untersuchung atgi-EMA-IgA sowie der anti-
tTG-lgA-Reaktivitat auf. Aus diesem Grund beginime @iagnostik meist mit diesem
Schritt. Dabei ist Folgendes zu beachten: 1. DaeRamuss sich glutenhaltig ernahren,
da die Antikorperreaktivitaten bei einer glutendrei Diat (GFD) Normalwerte
annehmen konnen [38]. 2. Beim Vorliegen einer Selek IgA-Defizienz (SIgAD)
sind die Reaktivitdten der entsprechenden IgG zstirbemen. 3. 10-20% der
Zoliakiepatienten mit positivem Biopsiebefund konne trotz IgA-Kompetenz — anti-
EMA-IgA-negativ sein [39]. Fiur die Beantwortung démage, ob die Untersuchung von
IgA/G-AGA- und anti-DGP-IgG/A-Reaktivitaten bei kien Kindern der Bestimmung
von EMA bzw. tTG gleichwertig oder uberlegen istegen noch nicht genug

Studiendaten vor.



H Sensitivitat [%] Spezifitat [%)]
IgA-AGA 60,9-96,0 89,9
anti-tTGA-IgA (ELISA) 73,9-100 77,8-100
anti-tTGA-IgA (RBA) 89,0-100 95,9
anti-tTG-lgG 12,6-99,3 86,3-100
(ELISA+RBA)
anti-EMA-IgA 82,6-100 98,2
anti-DGP-IgA 80,7-95,1 90,7
anti-DGP-1gG 80,1-98,6 86,0-96,9

Tabelle 3: Sensitivitaten und Spezifitaten wichtigeserologischer Tests.

Darstellung nach [37]. In dieser Studie wurdenktigebnisse von 16 Studien zusammengefasst. In allen
Studien wurde die Z6liakie histologisch bestatitg.sind Wertebereiche angegeben bzw., bei genligende
Homogenitat der Werte, ein Schatzwert der zentrandenz. RBA: Radiobinding Assay. ELISA:

Enzyme-linked Immunosorbent Assay.

1.1.5.3 Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD) und Hiogie

Die histomorphologischen Veréanderungen bei der akii sind typisch, aber
keineswegs pathognomonisch und lassen Raum flre vigifferenzialdiagnosen
(Tabelle 5. Trotzdem gilt die Endoskopie und die mikroskepes Beurteilung des
Schleimhautschadens bei vielen Autoren als diaggubsr Goldstandard im Falle der
Verdachtsdiagnose Zdliakie [40]. Die EnteropatimeRahmen der Zdliakie prasentiert
sich dem Endoskopiker in mehr als 50% der Falleflatskférmig verteiltes Muster
entziindlicher L&sionen (,patchy lesions®), die &psthologisch verschiedene
Schweregrade aufweisen kénnen [41]. Dabei kommeredizindlichen L&sionen bei
bis zu 10% der Patienten ausschlie3lich im Bulbusddni vor. Um ein falsch
negatives Ergebnis durch die Probenentnahme zuevdem, empfiehlt die ESPGHAN
insgesamt mindestens finf Biopsien zu entnehmewprdanindestens vier aus dem

distalen Duodenum und mindestens eine aus dem 8dilbodeni [1].



Abbildung 1: Histologischer Schleimhautbefund.

A: Duodenalschleimhaut einer gesunden Person (MABSIB: Duodenalschleimhaut eines

Zoliakiepatienten mit totaler Villusatrophie (MARS3t). Modifizierte Darstellung nach [42].

In die mikroskopische Beurteilung des Praparategeh erster Linie der Schweregrad
der Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie sowie dighl der intraepithelialen
Lymphozyten (IEL) pro 100 IEC ein. Die histologischKlassifikation und
Schweregradeinteilung der Zoliakie, die ursprurighon Marsh [43] stammt und von
Oberhuber [44] und Corazza [45] Uberarbeitet wuodientiert sich an diesen Kriterien
(Tabelle 4.

Zur Erleichterung der Identifizierung der IEL winshmunhistochemisch haufig der T-
Zellmarker CD3 nachgewiesen. Dartber hinaus konnémsbesondere zur
Differenzierung von RCD |, RCD Il und EATL, zusadl CD4, CD8, CD30 und
CD103 immunhistochemisch markiert werden [32, 4], 4

Grad ‘o ‘1 ‘2 ‘Ba ‘Bb H3c
IEL/100 | <25 >25 >25 >25 >25 >25
IEC

Krypten | Normal | Normal| Hypertro- | Hypertro- | Hypertro- Hypertro-
phie phie phie phie

Zotten | Normal | Normal| Normal Geringe | Ausgepragte Totale
Atrophie | Atrophie Atrophie

Tabelle 4: Klassifizierung des histologischen Schiahautbefundes.
Modifizierte Darstellung nach [47] und [1].



Es ist zu beachten, dass das Vorliegen einer Gila@kibn auf3erst unspezifisch ist und
nur in 10% der Falle auf eine Glutensensitivitatizigefihrt werden kann [48].
Analog zur serologischen Diagnostik gilt, dass dastologische Befund nur
aussagekraftig ist, wenn sich der Patient glutdighalerndhrt, da der

Schleimhautschaden beim Einhalten einer GFD in Bgion gehen kann.

1.1.5.4 Genetik

Mehr als 95% der Zoliakiepatienten sind Trager WIbA-DQ2, die verbleibenden
Patienten sind meist HLA-DQ8-positiv [49]. HLA-DQ@mmt in der kaukasischen
Bevolkerung mit einer Haufigkeit von ungefahr 303 [ 50-54] vor. Die Haufigkeit
der Zoliakie betragt jedoch nur ungefahr 1% [S55hher ist die Spezifitdt dieser
Untersuchung sehr gering. Im Evidenzbericht des@¢Sundheitsministeriums von
2004 werden fir die kombinierte Bestimmung der dgglen fir HLA-DQ2/8 eine
Sensitivitat und ein Negativer Vorhersagewert vast f100% angegeben [49]. Somit
dient die Typisierung auf HLA-DQ2/8 vor allem dem ugschluss der

Verdachtsdiagnose Zéliakie.

1.1.5.5 Empfohlene Vorgehensweise

Die ESPGHAN guidelines for the diagnosis of celiac alse in children and
adolescentssind ein weltweit in Forschung und Praxis angewe#sd Standard zur
Diagnose und Klassifikation der Zoliakie. Die nstge Version wurde 2012
veroffentlicht [1]. Danach liegt eine Zobliakie vomvenn mindestens 3 der 4
Diagnosebausteine in charakteristischer Weise woldra sind: Typische Symptomatik,
HLA-DQZ2/8-Positivitat, erhbhte anti-tTG-IgA-Aktivitt, MARSH 2- oder -3-L&sion.
Dadurch ergibt sich als wesentliche Neuerung, dass einem Patienten mit
ausgepragten, typischen Symptomen, stark erhohtetT&-1gA-Reaktivitat (10x Uber
dem Normwert) und HLA-DQZ2/8-Positivitdt auch ohneofisie eine Zoliakie
diagnostiziert werden kann. Gleichzeitig wird deLAdTypisierung mehr Gewicht
gegeben. Diese Modernisierung kann nicht nur ausgken Patienten die OGD

ersparen, sondern besitzt auch Potential zur Kestdmung [56].
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1.1.6 Differenzialdiagnosen

Symptomatik, histologischer Befund und HLA-DQ2/&asinicht spezifisch fur die
Zoliakie. Tabelle 5 listet Differenzialdiagnosen der Zottenatrophief. aBuRRerst
schwierig ist die Differenzierung zwischen lateni&iliakie und Glutensensitivitat
(GS). Die Glutensensitivitat wird definiert durchsdVorliegen einer glutenabhangigen
Symptomatik mit erhdhten IEL ohne Zottenatrophi@l amti-tTG-IgA [57]. In diese
Gruppe fallen beispielsweise Patienten mit Reizdgndrom (Irritable bowel
syndrome, IBS) oder Typ-1-Diabetes, welche glutbéalgig Symtome zeigen, ohne
dass eine Zoliakie vorliegt [58].

Differenzialdiagnosen

* Gedeihstorung

* Geblahtes Abdomen

* Giardiasis

» Kollagene Sprue

» Strahleninduzierte Enteropathie
* Intestinale Tuberkulose

* Tropische Sprue

» Zollinger-Ellison-Syndrom

* Mb. Whipple

* HIV-Enteropathie

* Nahrungsmittelunvertraglichkeit anderer Art

Tabelle 5: Differentialdiagnosen der Zottenatrophie

Darstellung nach [40].
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1.1.7 Epidemiologie
1.1.7.1 Beeinflussende Faktoren

Die Haufigkeit der Zdoliakie ist von der Art der [Q@ostik und der Selektion der
beobachteten Population abhangig. So wird die waHéufigkeit der Zoliakie

Uberschatzt, wenn sich die Diagnostik allein amkripositiven Serologiebefund oder
geringgradige Schleimhautlasionen (MARSH 1) stidder wenn die beobachtete
Population verhaltnismafig viele Individuen eindsikogruppe umfasst. Ging man
friher davon aus, dass die Zéliakie eine aul3eltsngeKrankheit ist, so ist heutzutage
klar, dass es sich um eine der haufigsten lebegsiakrkrankungen weltweit handelt.

1.1.7.2 Pravalenz

Dube et al. gehen in einer Metaanalyse von 200&h&eStudien aus den Jahren 1966-
2003 auswertet, davon aus, dass die Pravalenz dbakié in der westlichen
Allgemeinbevdlkerung knapp 1% betragt [55]. IBvidence Reportdes US-
Gesundheitsministeriums von 2004 liegt der Mittelveker zusammengefassten Studien
bei 0,82% flur die rein serologisch erfasste Prazalend bei 0,56% fur die mittels
Biopsie bestatigte Pravalenz [49]. In Deutschlaedtldie Pravalenz — der serologisch
erfassten und histologisch bestatigten Zoliakie0h3% [59]. In Skandinavien scheint
die Pravalenz der Zoliakie tendenziell hoher za,seie Studien mit Angaben tber 1%
(serologisch erfasste Zoliakie) und knapp 1% (fogfisch bestatigte Zoliakie) belegen
[60-63]. Die héchste bekannte Pravalenz kommt Béitk der Saharawi vor, welche in
der nordwestlichen Sahara siedeln: Catassi et ralittelten dort serologisch eine
Pravalenz von 5,6% [64]. Pravalenzangaben fur Kinded Erwachsene liegen
ungefahr im gleichen Wertebereich. Madchen sindipéuvon Zoliakie betroffen als
Jungen [65]. Der Anteil der asymptomatischen Ptgienan der Gesamtheit aller
Zoliakiepatienten ist sehr viel grof3er als der Araa Patienten die Symptome zeigen.
Um dieses Verhaltnis zu verdeutlichen, wird oft vgiisberg der Zoliakie* gesprochen
[15]: Nur die sichtbare Spitze besteht aus den symatischen Patienten, der weitaus
gréRere, nicht sichtbare Teil besteht aus Patienteh stummer, latenter oder

potentieller Zdliakie.
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1.1.7.3 Risikogruppen

Liegt eine Verwandtschaft mit einem Zdliakiekrankeor, so besteht ein erhdhtes
Risiko fur die Erkrankung an Zdliakie. Bei monozygo Zwillingen, von welchen einer
an Zoliakie erkrankt ist, betragt die Wahrschelfigit, dass beide an Zoéliakie
erkranken (positive Serologie und Histologie) 71,4%i dizygoten Zwillingen 9,1%

[66]. Fur Verwandte ersten Grades betragt die dehdt Pravalenz der Zéliakie

(positive Serologie und Histologie) 7,6%, fur Vendée zweiten Grades (nur positive
Serologie) im Mittel 2,7% [49]Tabelle 6 listet eine Auswahl von Erkrankungen auf,
welche mit einem erhohten Risiko fur Z6liakie eirdehen. Weitere Erkrankungen, die
nicht immer klar von den Symptomen der Zoliakiergemt werden kdnnen, sind in

Tabelle 1zu finden.

Erkrankung ‘ Pravalenz [%]

Autoimmunerkrankungen Diabetes mellitus Typ 1 1,75
Thyreoiditis 2,9-3,29*
Sjogren-Syndrom 4,54*
Genetische Erkrankungen Down-Syndrom 4,6*
Turner-Syndrom 6,4*
Selektiver IgA-Mangel
(SIgAD) 2,6
Epilepsie 0,8-2,3*
Kryptogene
Hypertransaminasamie 9*

Tabelle 6: Pravalenz der Zoliakie in ausgewahlten Rikogruppen.
Die Tabelle zeigt eine Auswahl von Pravalenzangahesndrei Studien. *: Daten aus [67]. §: Daten aus

[68]. #: Daten aus [69]. Die Pravalenz der Zoliakigrde in den zitierten Studien serologisch errtitte
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1.1.8 Therapie

Die einzige verfugbare, dabei aber meist sicheksaime und nebenwirkungsfreie
Therapie ist die glutenfreie Ernahrung (GFD). DashBlten der GFD kann schwierig
sein, da Gluten in vielen Lebensmitteln zumindes$puren enthalten ist. Nach der EG-
Verordnung Nr. 41/2009 [70], welche Zusammensetzung Kennzeichnung von
Lebensmitteln, die fir Menschen mit einer Gluterarntréaglichkeit geeignet sind,
regelt, darfen diese Lebensmittel einen Glutendgehan héochstens 100mg/kg
aufweisen. Derartige Lebensmittel kdonnen mit demrkeichnung ,sehr geringer
Glutengehalt® versehen werden. Lebensmittel miemnGlutengehalt von hdchstens
20mg/kg durfen mit der Bezeichnung ,glutenfrei” seinen werden [70]. Grundsatzlich
sollten Zdliakiepatienten direkte Erzeugnisse deandwirtschaft verarbeiteten
Lebensmitteln und Fertiggerichten vorziehen, datéeé haufiger Spuren von Gluten
enthalten [71]. Der Verzicht auf Weizen, RoggenySBe sowie andere glutenhaltige
Nahrungsmittel erfordert eine strikte DiatdiszipliDiese ist bei &alteren Patienten,
welche zum Diagnosezeitpunkt bereits erwachsen, shiither als bei jingeren
Patienten, deren Diagnose bereits im Kindesaltstetiewird [72]. Zur Therapie der
RCD, welche auf eine GFD nicht anspricht, gibt eslmkeinen wissenschatftlichen
Konsens. Einzelne Zentren berichten tber eine ddimiwirksame Behandlung durch

immunsuppressive und zytostatische Chemotherafje [2

1.2 Pathogenese
1.2.1 Atiologische Faktoren
1.2.1.1 Umweltfaktor Gluten

Zoliakie kann bei disponierten Individuen durchdstion von Gluten ausgelost werden
und ist in den meisten Fallen durch den Entzug @tuten vollstandig therapierbar.
Gluten bezeichnete urspriinglich den Teil eines 8emus Getreidemehl, welcher beim
Waschen des Teiges mit Wasser ubrig bleibt [73psBi Rest besteht aus einem
komplexen Proteingemisch und ist wesentlich fur Backfahigkeit des Teiges (lat.
gluten = Leim) verantwortlich. Die genaue Nomenklatur détutens und seiner
Bestandteile wird nicht einheitlich gehandhabt unterliegt mit der Entwicklung neuer

analytischer Methoden einem steten Wandel. In diaddgeeit wird Gluten als Zdliakie
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auslésendes Agens definiert und in diesem Sinnb s&aovendet. Gluten findet sich
demnach in Weizen, Roggen und Gerste aus dem Stlnffiriticeae [74]. Hafer aus
dem Stamm Aveneae scheint harmloser zu sein, didigdiage ist jedoch nicht
eindeutig [75, 76]. Die Vertreter anderer, fur dienschliche Ernédhrung bedeutender
Kornerlieferanten aus der Familie der Stuf3graserReis, Mais und Hirse kbnnen von
Zoliakiepatienten gefahrlos verzehrt werden [77UnmZ Gluten des Weizens kann
Folgendes festgehalten werden [78-81]: 1. Es bestetter anderem aus den
vorwiegend monomeren, in Ethanol I6slichen Gliadined den hochmolekularen, in
Ethanol unl6slichen Gluteninen. 2. Gliadine und t&hine kdnnen beide Zodliakie
auslosen, die Gliadine stellen jedoch die in diésesicht potenteste Proteingruppe dar.
3. Gliadinpeptide kbnnen nach ihrer Aminosaureseguend ihrem Molekulargewicht
in die Fraktioneno/p, v, 1,2 undw5 eingeteilt werden. Diese Fraktionen enthalten
wiederum Uber 100 verschiedene Komponenten. 4di@paptide weisen einen hohen
Glutamin- und Prolinanteil sowie typische wiedenaide Sequenzmotive auf. 5.

Einzelne Gliadinpeptide kbnnen Zéliakie auslésechtraber einzelne Aminosauren.

1.2.1.2 Andere Umweltfaktoren

Keiner der folgenden Faktoren ist notwendig fur Brewicklung einer Zéliakie, aber

sie kommen bei Zoliakiepatienten haufiger vor alsi lisesunden. So erhdhen
Infektionen des Neugeborenen im Allgemeinen undderieolte Rotavirusinfektionen

von Kindern im Speziellen das Zoliakierisiko [823]8Bei Zdliakiepatienten wurden

zudem Zeichen einer erhéhten Empfanglichkeit deteraten Schleimhaut fur

bakterielle Infektionen gefunden, welche die Enkiiag einer Zdliakie unterstitzen
konnten [84]. Auf der anderen Seite wird — im Sidlee Hygienetheorie zur Entstehung
von Allergien und Autoimmunerkrankungen — vermutefss gerade der hohe
Hygienestandard in den westlichen Landern die Exkiwng einer Zoliakie beglnstigt

[85].

Als Schutzfaktor vor der Entwicklung einer Zobliakigilt die Erndhrung des

Neugeborenen mit Muttermilch [86].
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1.2.2 Genetische Faktoren
1.2.2.1 HLA-Typus

Die Zoliakie ist hochgradig mit Genen des Haupttblismpatibilititskomplexes
(Major Histocompatibility Complex, MHC) auf Chronm® 6 assoziiert. Ganz
allgemein werden bestimmte Gene dieses Komplexesatestral haplotype® vererbt,
welcher assoziiert ist mit einer Reihe von Erkramden immunpathologischer Genese
[87]. In der Chromosomenregion 6p21 hat man derhtigsten Suszeptibilitatslokus
speziell fur Zoéliakie — CELIAC1 — definiert, welahé&lir bestimmte HLA-Klasse-2-
Moleklle codiert [88]. Bei Uber 90% der Zoliakieieaten findet sich HLA-DQ2
(codiert durch: DQA1*05 fir dien-Kette und DQB1*02 fur diep-Kette; genau
genommen handelt es sich um die Isoform HLA-DQ#8daber diese den Hauptanteil
an HLA-DQ2 ausmacht, wird im Folgenden der Einfaahhalber nur von HLA-DQ2
gesprochen) [11], welches in der Uberwiegenden dahFalle als DR3DQ2 (codiert in
cis durch: DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01) oder alsombination von
DR5DQ7 und DR7DQ2 (codiert intrans durch: DRB1*11/12-DQA1*05:05-
DQB1*03:01 und DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*0202) vorkem (Abbildung 2)
[89-92]. Die jeweiligena- und p-Ketten dieser beiden HLA-Molekile unterscheiden
sich nur in einer Aminosaure voneinander, wesha#im davon ausgeht, dass daraus

kein funktioneller Unterschied resultiert [93].

HLA-DQ2.5 codiert in cis HLA-DQ2.5 codiert in trans
02:01 05:01 03:01 03:01 05:05 1112
DR3DQ2 l | . - | | .. DR5DQ7
02:01 07
— - - - - .- DR7DQ2
DQB1* DQA1* DRB1* DQB1* DQA1* DRB1*
beta-Kette —— ~—— alpha-Kette

Abbildung 2: Codierung des HLA-DQ2.5a/B-Heterodimers in cis und trans.
Darstellung nach [93] und [94].
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Die wenigen HLA-DQZ2-negativen Zdliakiepatienten csim der Regel Trager von
HLA-DQS8 in Form eines DR4DQ8-Haplotypen (codiertrcilu DRB1*04-DQA1*03—
QB1*0302) [95-97]. Zbliakiepatienten, die weder d#isA-DQ2- noch das HLA-DQ8-
Molekul tragen, sind sehr selten, aber gut dokuregntBei den meisten dieser
Patienten findet sich jedoch entweder dieoder dief-Kette des DQ2-Molekils [98].
HLA-DQ2- und HLA-DQ8-negative Patienten, die wedie a- noch diep-Kette des

DQ2-Molekiils tragen sind eine extreme Raritat [99].

1.2.2.2 Weitere genetische Faktoren

Da nur 4% der HLA-DQ2- oder HLA-DQ8-positiven Indiuen an Zdliakie erkranken,
gilt das Vorliegen dieser HLA-Typen als notwendigaher nicht hinreichende
Bedingung fur die Entwicklung einer Zoéliakie. Nebdmweltfaktoren wie Infektionen
spielen wohl auch andere genetische Faktoren eafle.RBisher war es jedoch nicht
maoglich, weitere Gene neben HLA zu identifizierdig mit der Zdliakie assoziiert sind.
Ein Zusammenhang konnte lediglich fir bestimmteoctosomale Regionen gefunden
werden, welche als Suszeptibilitatsloki CELIAC2-d&finiert wurden [100]. Es fallt
auf, dass ein Groldteil der Gene in diesen Regiananunologische Funktionen
ermoglicht [101-105].

1.2.3 Immunpathogenetische Mechanismen
1.2.3.1 Kontaktaufnahme des Immunsystems mit Gluten

Bei der Zoliakie liegt eine immunologische Fehlftink vor: Obwohl Gluten fur den
menschlichen Organismus keine Gefahr darstelltterieidie Immunzellen eine
Abwehrreaktion ein. Um einen ersten Kontakt mitsdie Zellen herzustellen, missen
die Glutenpeptide zunachst die Schicht der Darrhelzéllen Gberwinden und in die
Lamina propria vordringen, wo sich der Hauptteilr dellen mit immunologischer
Funktion befindet [106]. Es qilt als sicher, dasge dZellzwischenraume fur
Makromolekile wie das Gluten durch die Wirkung deyht Junctionam Falle einer
gesunden Schleimhaut nicht passierbar sind [107]. Zellkulturmodell und an
duodenalen Biopsien konnte jedoch wiederholt geézeigrden, dass Gliadin die

epitheliale Permeabilitat erhoht, indem es Veramagen an der Proteinstruktur der
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Tight Junctionsund des Zytoskeletts bewirkt [108, 109] und dassedWirkung Uber
den Chemokinrezeptor CXCR3 vermittelt werden katitO[ 111]. Ist die Schleimhaut
bereits entziindet, so scheint die Permeabilitaemgdinerhoht zu sein [112], was im
Falle der Zoliakie demnach einen sekundaren Efféktstellt. An Mausen wurde
beschrieben, dass Dendritische Zellen (Dendritits,c®C) der Lamina propria mit
Zellauslaufern parazellular das Darmlumen erreichetiort Makromolekile
phagozytieren und anschlie3end diese den Immunzetiesentieren kbnnen [113]. Ein
solcher Mechanismus, vermittelt tber DC oder MicldiZellen (M-Zellen), ist auch
beim Menschen vorstellbar. Auf der anderen Seitet gis Hinweise flr einen
transzellularen Weg des Glutens in die Lamina paopBo wurde gezeigt, dass
intestinale Epithelzellen Gliadinpeptide aufnehmdigse zumindest teilweise durch
Einwirkung von Proteasen weiter verdauen und daasolateral wieder abgeben
konnen [112, 114, 115]. Auch der transzellularen$port ist im Entziindungszustand
der Schleimhaut verstarkt. lex-viveExperimenten zeigte sich zudem, dass von B-
Zellen der Lamina propria sezernierte Immunglolailider Klasse A (SIgA) den

transzellularen Transport von Gliadinpeptiden \@ks&n konnen [116].

1.2.3.2 Reaktionen der angeborenen Immunantwort

Wichtige zellulare Vertreter dieses Systems sing altigenprasentierenden Zellen
(Antigen presenting cells, APC) wie Makrophagen, ndoyten und DC, aufl3erdem
Granulozyten und Naturliche Killerzellen (NK). ARI@r Lamina propria phagozytieren
Gluten und aktivieren daraufhin die intraepith@ralLymphozyten (IEL), B- und T-

Lymphozyten, aber auch Enterozyten [117-120]. Dagrale Zytokin dieser Reaktion
ist das Interleukin-15 (IL-15), welches in der Sxhihaut von Patienten mit aktiver
Zoliakie in erhéhten Konzentrationen vorkommt [1P23].

1.2.3.3 Reaktionen der intraepithelialen Lymphozyte

Es wird vermutet, dass IEL durch eine dauerhaftéivideung dazu beitragen, die
intestinale Schleimhaut zu zerstoéren [94]. Zwei {&lbpopulationen kommen bei der
Zoliakie vermehrt vor: T-Zellen, welche digd-Isoform des T-Zell-Rezeptors

exprimieren (TCRS") und T-Zellen, welche neben dem CD8-Korezeptor afe
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Isoform des T-Zell-Rezeptors exprimieren (CD8Rof"). Die Menge der TCR™-IEL

ist zwar in allen Krankheitsstadien der Zoliakiddt, trotzdem konnte ihnen bisher
keine zerstorerische Wirkung nachgewiesen werd@d][1Als Hauptverantwortliche
fir den Zottenschaden gelten die CD8Raf™-IEL. Die Aktivierung der
CDS8'TCRap*-IEL erfolgt vermutlich durch IL-15, welches von kraphagen, DC und
Enterozyten ausgeschuttet wird [123]. Die Aktiviggufuhrt zu einer verstarkten
Expression der Proteine MICA (MHC class | polypdptrelated sequence A) und
HLA-E auf den Enterozyten [122, 125, 126], welcheederum Liganden flr die
Rezeptorproteine NKG2D und NKG2C (Naturliche-KideH-Gruppe-2-D bzw. -C) auf
den CDS8TCRoB™-IEL darstellen. Die Rezeptoren NKG2C und NKG2D desr bei
Zoliakie ebenfalls verstarkt exprimiert. Die Enteyten, welche die Liganden MICA
oder HLA-E tragen, stellen nun ein Ziel fir eingnaziden Angriff dar, welcher zum
einen zytolytisch — vermittelt durch Perforine ur@ranzyme — zum anderen

apoptoseiduzierend — vermittelt durch Fas/Faslfelgan kann [121-123, 127].

1.2.3.4 Reaktionen der erworbenen Immunantwort

Eine mdgliche Erklarung fur die starke HLA-Assomat der Zoéliakie wurde 1993
gefunden. Lundin und seine Mitarbeiter isolierteZdllen aus Duodenalbiopsien von
Zoliakie- und Kontrollpatienten, etablierten T-Zédtine mit einer Spezifitat fur Gluten,
Gliadin und verschiedene synthetische Gliadinpeptidd wiesen dann nach, dass diese
Klone nur aktiviert werden konnten, wenn das Gli@&iadin-Antigen von den APC
Uber ein bestimmtes HLA-DQ2-Molekil prasentiert dei{128]. Auch fur HLA-DQ8
und die seltenen Zdliakie-assoziierten HLA-DQ-Malkkliegt eine solche Restriktion
vor [129-131]. Gliadinpeptide stellen ein bevorasgyt Substrat fir die
Gewebstransglutaminase, das Autoantigen der Zéliadkar [14]. Die Affinitat von
Gliadinpeptiden zu HLA-DQZ2/8-Molekilen, welche eine der Summe positiv
geladene ,Bindungstasche” besitzen, wird gesteigetem die Transglutaminase dgie
Aminogruppe von Glutamin abspaltet und durch eiegativ geladene Carboxylgruppe
ersetzt [132, 133]. T-Zellen erkennen ihre antiger€pitope besser, wenn an
bestimmten Positionen dieser Peptide Glutamin dudah Transglutaminase zu
Glutamat deamidiert wird [134, 135]. Glutenspetifis T-Zellklone aus der
Duodenalschleimhaut produzierten auf Antigenprasamig hin die Zytokine IFNs;
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TNF und TGFB, passend zu einer Immunantwort, welche vgprZellen getragen wird
[136]. Ubereinstimmend damit wurde herausgefundiass in Biopsien von CD-
Patienten die mRNA von IFM4n erhéhter Konzentration vorkommt [137]. Auf weéc
Weise genau glutenspezifische T-Zellen zur Entsigler ,celiac lesion” beitragen, ist
nicht klar. Es wird vermutet, dass diese T-Zellemcd Zytokine wie IFN IEL oder
zytotoxische CD8T-Zellen aktivieren, welche dann die Schleimhaarsgiren [94].

@ ..Gluten aus der Nahrung
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Abbildung 3: Pathogenetische Mechanismen bei Zoliag.

Darstellung modifiziert nach [94] und [100]. Glutgelangt in die Lamina propria der
Duodenalschleimhaut, wo es von Antigenprasentienertkllen (APC) aufgenommen, prozessiert und an
HLA-DQ2/8-Molekiillen CD4-T-Zellen prasentiert wird. Diese aktivieren B-2gl) welche Antikorper
gegen Gluten und die Gewebstransglutaminase prexduzilL-15, welches von den APC ausgeschiittet
wird, aktiviert intraepitheliale Lymphozyten (IELDiese IEL tragen die Rezeptoren NKG2C und
NKG2D, welche durch Bindung von HLA-E bzw. MICA adsich auf Enterozyten befinden, aktiviert

werden und durch Granzyme, Perforin und Fas/Fasat@yizitat vermitteln.

Die bei Zdliakiepatienten vorkommenden Antikérper lassen G und A sind anti-
Gliadin-Antikorper (AGA), anti-endomysiale Autoakdirper (EMA) und anti-

Transglutaminase(tTG)-Autoantikdrper [138]. Wircheiglutenfreie Diat eingehalten,
so konnen sich die pathologischen Werte der Anpi&drnormalisieren [139]. Der

Entstehungsmechanismus der anti-tTG-IgA ist niciisténdig klar. Es wird vermutet,
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dass Gluten, das wahrend des Deamidierungsprozesdgesler Transglutaminase

verbunden ist, bei der Immunisierung als Haptergiem [94]. Plasmazellen in der

Duodenalschleimhaut von Zoliakiepatienten prodeziesekretorische anti-tTG-IgA

(SIgA), welche in das Darmlumen sezerniert werd&f0]. Deren pathogenetische
Rolle ist noch unklar. Es gibt Hinweise, dass sen Krankheitsprozess antreiben
konnten, indem sie beispielsweise den transzednl&Fransport von Gluten in die

Lamina propria erleichtern [116]. Auf der anderamit&ist bekannt, dass Menschen mit
einer selektiven IgA-Defizienz Uberproportional figuan Zoliakie leiden, so dass
sekretorische anti-TG-IgA bei der Entstehung deeligc lesion® grundsatzlich

verzichtbar scheinen [68].

124 Orale Toleranz

Unter oraler Toleranz versteht man das Phanomess diie Aufnahme oral
aufgenommener Antigene keine abwehrende Immunanta&oslost, sondern zur
Entwicklung einer systemischen Unempfindlichkeitggeiber dem Antigen flhrt
[141]. Normalerweise ist eine solche Unempfindliethkgegenuber Autoantigenen,
Nahrungsmittelantigenen und der Darmflora vorhandetm Falle von
Autoimmunerkrankungen und Nahrungsmittelunvertciddeiten wie der Zoliakie ist
die orale Toleranz gestort. Orale Toleranz kannzgpiell auf verschiedenen Wegen
vermittelt werden, von besonderer Bedeutung schedtadbei T-Zell-Anergie/Deletion
sowie regulatorische T-Zellen zu sein (siéeschnitt 1.2.5.7).

1.2.5 Erkenntnisse mit unmittelbarer Bedeutung firdie Hypothesenbildung
1.2.5.1 Antigenprasentierung uber HLA-Klasse-2-Matkule, regulatorische T-
Zellen

Der klassische Weg eines exogenen Antigens vonKaertaktaufnahme mit dem

Immunsystem bis zur Immunreaktion beginnt mit dedczytotischen Aufnahme des
Antigens in frihe Endosomen (EE) von APC, gefolginvder anschlieRenden
hydrolytischen Degradation im sauren Milieu der as@men bzw. deren unmittelbarer
Vorstufe, den spaten Endosomen (LE) [141]. Hieolgtfauch die Zusammenlagerung

mit HLA-Klasse-2-Molekiilen, an welchen dann dasigen CD4-T-Zellen prasentiert
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werden kann. Werden die LE nicht erreicht, ist &lscherweise auch keine Prasentation
an CD4-Zellen moglich. Ungefahrliche Nahrungsmittelantigaverden nicht ignoriert,
sondern das Immunsystem entwickelt aktiv eine offaderanz. Diese wird haufig
durch eine spezifische Subpopulation von GD4ellen vermittelt. Diese T-Zellen
werden auch regulatorische T-Zellenfl genannt. Sie stellen eine phéanotypisch
heterogene Gruppe dar, in vielen Fallen findet aiaer neben CD4 auch CD25 sowie
eine erhohte Aktivitat des FOXP3-Gens [142]. Zudemn eine Abhéangigkeit von den
Zytokinen TGFB und IL-10 bestehen. Die regulatorischen T-Zellemmen die
Proliferation reaktiver CD4T-Zellen, sodass das betreffende Antigen tolenwrt
[143].

1.2.5.2 Immunologische Funktionen von Enterozyten

Enterozyten exprimieren HLA-Klasse-2-Molekile [14#4]d konnen dariber Antigene
CD4'-T-Zellen prasentieren [145-149]. Sie besitzen dandie Eigenschaft
antigenprasentierender Zellen (APC). Enterozytennkd wie professionelle APC
CD4'-T-Zellen mit Suppressorfunktion ] induzieren [150, 151]. An einem
Mausmodell wurde nachgewiesen, dass das Nahrurigkmtigen Ovalbumin (OVA)
nur bei den gesunden Kontrolltieren, welche eineAcDiat tolerieren, in die HLA-
Klasse-2-Molekul-haltigen spaten Endosomen (LE) .biwsosomen gelangt. Bei
SCID-Mausen (Severe combined immunodeficiency)chekeine Toleranz gegentiber
OVA entwickeln, gelangte OVA Uber HLA-Klasse-2-ndga Endosomen in den
parazellularen Raum [152]. Vor dem Hintergrund sddie Prasentation eines exogenen
AG nur nach Assoziation mit HLA-Klasse-2-MolekilenLE mdglich ist, kann dieses
Ergebnis als Hinweis gewertet werden, dass Entegozynd CD4T.y an der
Etablierung von Toleranz gegeniiber Nahrungsmittiglanen wie OVA beteiligt sein

konnten.
1.2.5.3 Das Gliadinpeptid 31-43
Dieses Peptid besteht aus den Aminosauren 31-43-@Gdiadins. Genau wie die etwas

langere Variante P31-49 |6st auch das P31-43 b@kiépatienten, welche eine GFD

einhalten,in vivo innerhalb weniger Stunden histomorphologischeAwderungen aus,
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die denen bei aktiver Zoliakie entsprechen [153}]1Bbiese toxische Wirkung wird
Uber das angeborene Immunsystem und dessen Medtliat®r vermittelt [118]. Das
adaptive Immunsystem erkennt das P31-43 nicht,h@#3t, es konnten bisher keine
CD4'-T-Zellen mit Spezifitat fir dieses Peptid isolieverden [155]. Man nennt es
daher nicht-immunodominant im Gegensatz zu andexe@liadinpeptiden wie
beispielsweise dem P56-68, die vom erworbenen Insysiam erkannt werden und
daher immunodominant heiBen [118, 154, 156]. In reinstimmung mit diesen
Ergebnissen und den Ausfihrungen der vorangeheAbschnitte ist herausgefunden
worden, dass bei Zdliakiepatienten das nicht-imndonginante P31-49 LE mit HLA-
Klasse-2-Molekulen nicht erreicht und damit der igebprasentierung entgeht,
wahrend das immunodominante P56-68 in HLA-Klasdée?ekil-haltige LE gelangt
[157].

1.2.5.4 Modulation des intrazellularen Vesikelverkiars von Enterozyten

In der zuletzt genannten Studie gelang es bei Képatienten weiterhin, durch
Konjugation des P31-49 an die B-Untereinheit desl€ratoxins, den Transport von
P31-49 in LE umzuleiten und damit die Voraussetztiirgdie Assoziation an HLA-

Klasse-2-Molekille und die Prasentation an regukitbe CD4-Zellen zu schaffen.

Eine solche Veranderung des Transportwegs konmiidti fir das P31-43 auch durch
die Einwirkung von Serum von Zobliakiepatienten (i@nti-Gliadin-lgG und -IgA) auf

die Enterozyten erreicht werden [158].

1.2.5.5 Der neonatale Fc-Rezeptor fur IgG

Der neonatale Fc-Rezeptor fur IgG (FcRn) ist eigk@protein, welches mit HLA-

Klasse-1-Molekulen strukturell verwandt ist [15%r ist verantwortlich fur den

transzellularen Transport von IgG Uber die Plazatiteanke und damit wesentlich fir
passive Immunitat des Neugeborenen [160, 161]. Reith beim Menschen Uber die
Neonatalperiode hinaus auch im adulten Organismud meben vielen anderen
Geweben auch von Enterozyten exprimiert [162]. FaBinéangiger Transport von 1gG
Uber Epithelien ist durch Bindung desTeils von IgG grundsatzlich sowohl von apikal

nach basolateral als auch umgekehrt méglich [163]. Es wurde gezeigt, dass FCcRn
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IgG von basolateral nach apikal transportieren kamndie Immunglobuline Antigene
binden und dann mit dem gebundenen Antigen wiedsrh nbasolateral zuriick
transportiert werden kénnen [165]. Das Antigen tstidnn in der Lamina propria zur
Prozessierung und Antigenprasentierung zur Verfgguln DC der Maus wurde
nachgewiesen, dass FCRn IgG mit gebundenen Antigendie spaten Endosomen von
APC transportieren kann, solange der Antigen-Ampkd-Komplex multimer ist, d.h.
aus mehreren Antigen- und IgG-Molekiilen besteht6]1&ber diese Erkenntnisse
hinausgehend liegen Studien vor, die eine direkegeiBgung von FcRn an der
Toleranzentwicklung gegeniber Nahrungsmittelanegemahe legen. So wurde
gezeigt, dass Mause ein Nahrungsmittelantigen +&iben Mechanismus, an welchem
regulatorische CDLD25-T-Zellen beteiligt sind — tolerieren, wenn das igah im
multimeren Antigen-Antikorperkomplex vorliegt unccRn-abhangig in Enterozyten

aufgenommen wird [167, 168].

1.3 Die Fragestellung

Als Zusammenfassung der oben angefiihrten Studieleisse kann das Folgende
festgehalten werden: Bei der Zoliakie liegt ein d&gen der Toleranzentwicklung
gegeniiber Gliadin vor. Enterozyten sind APC undnkinAG regulatorischen CD -
Zellen prasentieren. Das Gliadinpeptid P31-43, hedc allein
Schleimhautveranderungen wie bei aktiver Zdliakiasldsen kann, ist nicht-
immunodominant, d.h. es kann nicht (regulatorisgth@D4'-T-Zellen prasentiert
werden, da es nicht in spate Endosomen gelangt.Kbreektur des intrazellularen
Transportwegs von Gliadin und besonders des P3deddrt, dass diese die LE von
Enterozyten erreichen, konnte ein wichtiger Schrét der Entwicklung von Toleranz
gegenuber Gliadin sein. Durch die Einwirkung vorru@ie von Zoliakiepatienten,
welches relativ hohe Reaktivitaten von anti-GliatjA und -1gG enthielt, ist diese
Korrektur gelungen. In diesem Zusammenhang solBkenivwerden, dass Stillen vor
der Entwicklung einer Zdliakie schitzt [86] und sldduttermilch anti-Gliadin-lgG und
-IgA enthalt [169, 170]. Gegen eine Rolle von aaliadin-IgA bei der Veranderung
des intrazellularen Gliadintransportwegs sprictassd IgA grundsatzlich verzichtbar
scheinen bei der Entwicklung von Toleranz gegeniarungsmittelantigenen [171].

Dagegen liegen direkte Hinweise vor, welche fueddedeutung von spezifischen IgG
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und FcRn in diesem Zusammenhang sprechen [167, 2&&] den Ergebnissen der
angefuhrten Studien kann der Schluss gezogen wendbss anti-Gliadin-IgG dazu
beitragen konnten, den intrazellularen Transportweayg Gliadinpeptiden zu verandern.
Insbesondere interessant ist hierbei der Transpgrtdes nicht-immunodominanten
P31-43.

Die Hypothese lautet daher:

e Durch Einwirkung spezifischer anti-Gliadin-IgG wirdlie intrazellulare

Verteilung von Gliadinpeptiden in Enterozyten voD-Ratienten verandert.

Im Zusammenhang mit der moéglichen Entwicklung voaler Toleranz gegenuber

Gliadin wird diese Hypothese spezifiziert:

e Durch Einwirkung von spezifischen anti-Gliadin-Ig@ird der LE-standige

Anteil von Gliadinpeptiden in Enterozyten von CDtBaten erhéht.

Und, da frithe Endosomen im Reifungsprozess deresp&ndosomen diesen

vorgeschaltet sind:

e Durch Einwirkung von spezifischen anti-Gliadin-Ig@ird der EE-standige

Anteil von Gliadinpeptiden in Enterozyten von CDtBaten erhoht.
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2 Material und Methoden
2.1 Aufbau der Studie

Es handelt sich um eine experimentelle, exploraditadie. Zur Testung der Hypothese
wurden Dunndarmbiopsieax vivoeinem experimentellen Procedere unterworfen und

anschliel3end elektronenmikroskopisch ausgewertet.

2.2 Material
2.2.1 Patienten

In diese Studie wurden Proben von insgesamt 20 dfmdund Jugendlichen
eingeschlossen, die zur Abklarung einer Verdachtgdise oder zur Verlaufskontrolle
einer vorbekannten Erkrankung (z.B. mit Glutendeldg) im Jahr 2012 in der
Abteilung fur Kinder- und Jugendmedizin der DeutstiKlinik fir Diagnostik GmbH

in Wiesbaden (Leitung: Prof. K.-M. Keller) eine @bago-Gastro-Duodenoskopie
(OGD) inklusive Biopsieentnahme erhielten. Die Namder Patienten wurden
pseudonymisiert. Mithilfe eines standardisierterg®ts wurden weitere Patientendaten
erhoben wie Geburtsmonat und -jahr, Diagnose(njegfreie Diat (ja oder nein), anti-
TGA-IgA-Aktivitat und HLA-DQ2/8-Status (positiv odenegativ).

2.2.2 Gerate und Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller, Ort, Land

Deckglaser Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland

Elektronenmikroskopienetze Sciences Services, Miunchen,
FCF-100-Ni Deutschland

Filterpapier Whatman, Maidstone, UK
Glasmesserbrecher KMR2 Leica Microsystems GmbH z\&liet

Deutschland

Glaspasteurpipetten 230mm VWR International, Radd&A
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Impfésenhalter

Hartenstein, Wuirzburg, Deutschland

Kodak Electron image film SO-163

Kodak, RochedtisSA

Kryokammer Leica EM FC6

Leica Microsystems GmbH, t¥l&e,

Deutschland

Kryoréhrchen (2ml)

Greiner Bio One, Frickenhaus

Deutschland

Kryotom Leica EM UC6

Leica Microsystems GmbH, Watz

Deutschland

Lichtmikroskop

Hund, Wetzlar, Deutschland

Mikropipetten (0-10; 10-100; 20-1000ul)

Eppendétdmburg, Deutschland

Objekttrager mit Aufnahmebohrung

Leica Microsyster@nbH, Wetzlar

Deutschland

Objekttrager fur Lichtmikroskopie

Langenbrinck, Ememdingen,
Deutschland

Ose zum Probentransport

PLANO, Wetzlar, Deutschland

Parafilm ,M"“

Pechiney, Chicago, USA

pH-Meter

Hanna Instruments, Woonsocket, USA

Pinzette gebogen

PLANO, Wetzlar, Deutschland

en,

Reaktionsgefalie (0,5; 1ml)

Eppendorf, Hamburg, Saland

Scanner G4050

Hewlett-Packard, Boblingen,

Deutschland

Schneidediamant cryo immuno®38mm

Diatome AG, Biel, Schweiz

Stereomikroskop

Motic, Wetzlar, Deutschland

Thermomixer

Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Tischzentrifuge Minispin plus

Eppendorf, Hamburgubschland

Transmissionselektronenmikroskop EM4]

10 PhilipsdBoven, Niederlande

Diatome AG, Biel, Schweitz

Trimmdiamant Cryotrim 20

Tabelle 7: Verwendete Geréte, Glas- und Plastikmata&lien.
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2.2.3 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller, Ort, Land

CWES (Cold Water Fish Skin) Gelatine Aurion, Waggan, Niederlande
DMEM PAA, Pasching, Deutschland
Entionisiertes Wasser Braun AG, Melsungen, Deugsthl
Ethanol 70% Sigma, Taufkirchen, Deutschland
HEPES Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Methylcellulose Sigma, Taufkirchen, Deutschland
N2 (flissig) Linde, Pullach, Deutschland
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt, Deutschland
PBS Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
PVP-10/Polyvinylpyolidine Sigma, Taufkirchen, Dezhitand
Saccharose Merck, Darmstadt, Deutschland
Tissue-Tek Takura, Tokyo, Japan

Toluidin Blau Merck, Darmstadt, Deutschland
Uranylacetat Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien.

2.2.4 Primére Antikérper

Es wurden zwei monoklonale primére Antikérper ungeiz polyklonale primére
Antikbrper eingesetzt. Die monoklonalen AK wurden it mHilfe von
Maushybridomazelllinien produziert, die polyklonalaK wurden aus dem Serum von
Kaninchen gewonnen. Alle Antikorper waren Immungiliie der Klasse G. Der m-
Gliadin-AK und der p-Gliadin-AK wurden produzierticth Immunisierung der Wirte
mit dem Peptid P31-44 aus deiGliadinfraktion bzw. der gesamten Fraktion der
Gliadine. Sie wurden eingesetzt, um BestandteiteF#e(sieheAbschnitt 4.2.1) bzw.
Gliadin in den IEC zu binden. Fur den m-Gliadin-Aikt bekannt, dass seine

Erkennungssequenz in jenem Bereich @€liadine liegt, welcher dem toxischen P31-
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43 entspricht. Fur den p-Gliadin-AK existieren leeiderartigen Daten. Antikorper
gegen LAMP-2 (lysosomal associated membrane prdginind Cathepsin-D (eine
lysosomale Protease) wurden produziert durch Imsieming der Wirte mit
Teilpeptiden der namensgebenden Proteine. Sie wurdgesetzt, um die

entsprechenden Proteine in den LE zu binden.

Bezeichnung | Wirt, Klonalitat H Verdiinnung | Hersteller, Ort, Land

m-Gliadin Maus, 1:5 Prof. Paul Ciclitira, London, UK
monoklonal

p-Gliadin* Kaninchen, 1:30 Sigma, Taufkirchen, Deutschland
polyklonal

LAMP-2/CD Maus, 1:5 BD Pharmingen, New Jersey, USA

107b monoklonal

Cathepsin-D Kaninchen, unverdinnt | Abcam PLC, Cambridge, UK
polyklonal

Tabelle 9: Primare Antikorper fir die Immunelektronenmikroskop ie.

*Der p-Gliadin-AK wurde in der Verdinnung 1:1000cawals Zusatz zum Inkubationsmedium
verwendet, um die Rolle spezifischer anti-Gliadig1zu prifen. Die Namen der AK wurden vereinfacht.
Kommerziell ist der p-Gliadin-AK unter dem NamesGliadin bei der Firma Sigma erhéltlich. Der m-
Gliadin-AK ist in Veroffentlichungen mit WB6/8 beizinet.



29

2.2.5 Sekundare Antikorper

Alle sekundaren Antikérper waren polyklonale IgGdumurden in Ziegen produziert.
Diese waren mit schweren und leichten Ketten vomik&hen- und Maus-1gG

immunisiert worden. Sie wurden eingesetzt, um dimgren AK auf dem Gewebe zu

binden. Die sekundaren AK trugen Goldpartikel (G#)12 bzw. 6nm Durchmesser.

Bezeichnung H Wirt H Verdiinnung | Hersteller, Ort, Land
Goat-anti-mouse (GaM) | Ziege| 1:5 Jackson ImmunoResearch,
12nm Suffolk, UK
Goat-anti-rabbit (GaR) Ziege| 1:40 Jackson ImmunoResearch,
12nm Suffolk, UK
Goat-anti-mouse (GaM) | Ziege| 1:2,5 Jackson ImmunoResearch,
6nm Suffolk, UK
Goat-anti-rabbit (GaR) Ziege| 1:50 Jackson ImmunoResearch,
6nm Suffolk, UK

Tabelle 10: Sekundéare Antikdrper fur die Immunelekronenmikroskopie.

2.2.6 Lésungen und Puffer

Frazer’s Fraction Il [172]:
e 100g Gluten und 0,59 Pepsin in 11 1M HCI (pH = 1®en.

Bei 37°C fiir 4h unter standigem Rihren inkubieren.

* Einstellen des pH-Werts auf pH = 7,8 mit 1M NaOH.

e Zugabe von 0,5g Trypsin.

« Erneut bei 37C firr 4h unter standigem Ruhren inkubieren.

» Titration auf pH = 4,5 mit 1M HCI. Dabei bildet kiein Niederschlag.

« Zentrifugation mit 2500U/min. FF Il stellt den Uiséand dar. Verdiinnung mit
DMEM 1/20.

» Der Einfachheit halber wird im Folgenden die Abkiing FF verwendet, wenn

die FF Ill gemeint ist.
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5% Paraformaldehyd (PFA) in Pipes:

* L6sung A: Paraformaldehyd.
o 100ml HO auf 60C erwarmen.
o Darin 10g Paraformaldehyd l6sen.
o0 Mit 1M NaOH titrieren, bis die Lésung klar ist.
* Lo6sung B: Pipes-Puffer.
o0 12,1mg Pipes in 80ml O I6sen.
o Mit 5M NaOH titrieren bis pH = 7,0, wobei die Loguklar wird.
o Mit H,O auf 100ml auffillen.

« LOsung A und Lésung B mischen und bei°Q0agern.

PVP-Saccharose:
* 30g PVP ad 24ml $O und 6ml 1,1M NgCOs; unter Ruhren zugeben.

* Wenn das PVP vollstdndig aufgeldst ist, 70ml eiBg&M Saccharoselésung
zugeben und bei RT Uber Nacht ruhren.

« Vor der Verwendung mindestens eine Woche B@iihen lassen.

2.3 Durchfiihrung der Osophago-Gastro-Duodenoskopiend

Biopsiegewinnung

Bei allen Patienten wurde eine Osophago-Gastro-Bumskopie (OGD) durchgefiihrt.
Dazu wurden die Patienten mit 0,1-0,2mg/kg KG Maam i.v. Uber eine
Venenverweilkanile sediert. In Einzelfallen wurdeansatzlich 0,15-0,2mg/kg KG
Etomidat i.v. verabreicht. Herzfrequenz und Saoéisittigung wurden fortlaufend
Uberwacht, die gesamte Untersuchung dauerte maxémal. Es wurden Endoskope
mit einem AulRendurchmesser von 8,5mm (KindergroBe)l 9,5 bis 10,5mm
(Erwachsenengrof3en) verwendet. Insgesamt wurdedestens 5 Zangenbiopsien mit

einem Durchmesser von 1-2mm aus dem Duodenum enieam

2.4 Probenaufbereitung und -verarbeitung

Nach der Entnahme der Biopsien wurden diese inr éd@trischale mit 0,9% NaCl-

Loésung unter dem Stereomikroskop begutachtet. Diewdbestiicke mit den
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schwerwiegendsten Zottenschdden wurden fur dieopgashologische Diagnostik
verwendet. Die restlichen Gewebesticke wurden nigrtvorfen, sondern fanden
Eingang in diese Studie. Bei insgesamt mindesteaatdommenen Biopsien wurden
auf diese Weise 1-2 Biopsien fur dieses Forschuongsf weiterverwendet. Diese
Weiterverwendung von restlichem Probenmaterialeansm diagnostischen Eingriff zu
Forschungszwecken war von der Ethikkommission dandesarztekammer Hessen
unter dem Aktenzeichen MC 275/2011 gebilligt wordéne Patienten bzw. deren
Sorgeberechtigte wurden vor der Durchfihrung desgrifes Uber die geplante
Weiterverwendung des Gewebes zu Forschungszweckdgek#rt und um
Zustimmung gebeten.

Unter dem Stereomikroskop wurde das Gewebe mitneiB&alpell zerteilt, so dass
insgesamt drei ungefahr gleich groRe Gewebestitikejeweils einen Abschnitt der
apikalen Membran bzw. mikroskopisch sichtbare Zotaeifwiesen, vorlagen. Diese
Gewebestlicke wurden auf die verschiedenen Inkuisstisétze verteilt. Bei der
Handhabung des Gewebes mit der Pinzette wurde fdgemachtet, dieses nicht zu
quetschen, sondern es auf die Pinzette zu ladergaksdrei verschiedene Ansatze
(Tabelle 11): Eines der Gewebesticke wurde in ein KryoréhrcimenPFA gebracht
(Nativ), eines in ein Kryorohrchen mit FF 1:20 (gund eines in ein Kryoréhrchen
mit FF 1:20 und polyklonalem Kaninchen-lgG geganGliadine in der
Verdunnungsstufe 1:1000 (+IgG). Die KryoréhrchegGlund +lgG wurden in den
Thermomixer eingesetzt und fur eine Stunde b&C3ikubiert.

FF 1:20 + p-rabbit-ant- | FF 1:20 -
Gliadin 1gG 1:1000

Tabelle 11: Inkubationsansétze.
Die Ansatze +1gG und -IgG wurden fir 1h bePG7m Thermomixer inkubiert. Der Nativansatz wurde
nicht inkubiert, sondern direkt fixiert. FF wurdetidMEM 1:20 verdinnt.

Das Rohrchen mit der Nativprobe wurde mehrfach lggeokt, um das PFA zu
verteilen und dann bei Raumtemperatur gelagert.hNabschluss der Inkubation
wurden die Proben mit und ohne IgG ebenfalls jewigilein Kryoréhrchen mit PFA

gebracht und darin eine Stunde bei Raumtemperatlassen zur Fixation.
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AnschlieRend wurden alle Rohrchen Gber Nacht B@igelagert und danach ungekuhilt

per Post nach Giel3en versandt.

2.5 Immunoelektronenmikroskopie

Die methodische Grundlage zu allen Arbeitsschrittheses Abschnitts stellt das
Lehrbuch von Griffiths [173] dar.

251 Vorbereitung der Proben

Das fixierte Gewebe wurde den Kryoréhrchen entnomorel fur eine Stunde in PVP-
Saccharose inkubiert. Dieser Schritt dient nachuyaku [174] dazu, eine verbesserte
Schnittqualitat zu erreichen und den zellularen ul@trerhalt zu erhdhen
(Kryoprotektion). AnschlieBend wurde das Gewebe eunstereomikroskopischer
Kontrolle erneut geteilt, so dass fur jeden Inkidbwansatz mindestens 3
Gewebestlicke vorlagen. Jedes einzelne Gewebestiicke waun durch vorsichtiges
Rollen auf einem Filterpapier so gut wie moglicmwter PVP-Saccharose befreit und
dann auf einen nagelférmigen Objekttrdger mit Abfmabohrung, der mit dem
Gewebeklebstoff Tissue-Tek benetzt war, aufgesbietOrientierung des Gewebes auf
dem Objekttrager war derart, dass die apikale Mambf in der Langsachse des
Objekttragers gesehen — an dessen aulRerstem P@da@bjekttrager mit der Probe
wurde anschlie3end in Flussigstickstoff gelagert.

2.5.2 Herstellung von Semi- und Ultradiinnschnitten

Fur die Herstellung von Schnitten wurden die Terapgr der Kammer des
Gefriermikrotoms und die Praparatblocktemperatur -A1PC, die Temperatur des
Messers auf -10C eingestellt. Da fiir die Auswertung der Versuchs Worhandensein
von apikaler Membran nétig war, wurden vor der l#ghgng der ultradiinnen Schnitte
zuerst 160nm dicke ,Semi“-diinnschnitte angeferfige Schnitte wurden mit einer Ose
und einem Tropfen 2,3M Saccharose (gel6st i@)Hvom Messer aufgenommen und
auf einen Objekttrager Uberfluhrt. Dieser Objek#ragvurde auf einer Heizplatte

platziert, wo dem Gewebe fir einige Sekunden Zelagsen wurde zu sedimentieren.
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Dann wurden die Schnitte mit Toluidinblau gefarigietrocknet und unter dem
Lichtmikroskop begutachtet. Fir den Fall, dass eokend apikale Membran
vorhanden war, wurde dieser angeschnittene Berdeh Gewebeblocks mit dem
Trimmdiamanten herausgetrimmt, so dass man eineanpgenférmigen Block mit
einer Neigung der Seitenflachen vor? 2phielt. Von diesem getrimmten Block wurden
mithilfe des Schneidediamanten 55nm dicke Ultradighnitte angefertigt. Die
Schnittbéander wurden mit einer Wimper kontrolliegggfs. angeordnet und mit einer
Ose und einem Tropfen 2,3M Saccharose vom Diamasgne auf ein
Elektronenmikroskopienetz tibertragen. Die NetzedenranschlieRend mit der Ose
weitertransportiert auf PBS, welches sich in efPetrischale auf Eis befand. Die Netze
kamen dabei schwimmend auf dem PBS zum Liegen/tdelass die Seite mit den
Schnitten dem PBS zugewandt war. Auf diese Weiselevudie Netze bis zum Beginn

der Markierungsexperimente gelagert.

2.5.3 Beschichtung der Schnitte mit Antikérpern zurGliadinmarkierung

Grundsatzlich wurden DoppelmarkierungsexperimentteAntikorpern gegen Gliadin
und gegen LE durchgefihrt. Dabei wurden die AK sonkiniert, dass immer ein
polyklonaler Kaninchen-AK mit einem monoklonalen ddaAK zusammen eingesetzt
wurde. Die sekundaren AK wurden so verwendet, dasgriméaren AK gegen Gliadin
stets durch sekundare AK mit GP 12nm und die pem&K gegen LE stets durch
sekundéare AK mit GP 6nm gebunden werden konnfabelle 12 gibt die genauen

Kombinationen an.

Priméare Antikdrperkombination Sekundéare Antikbrperkombination
m-Gliadin + Cathepsin-D —» GaM 12nm + GaR 6nm
p-Gliadin + LAMP2 —» GaR 12nm +GaM 6nm

Tabelle 12: Kombinationen priméarer und sekundarer Antikorper.

Die Netze mit den Schnitten der 3 Inkubationsams®ativ, -IgG und +IgG eines
Patienten wurden nun mit den Trabelle 12 genannten Kombinationen aus primaren

und sekundaren AK beschichtet. Dafiir wurden diez&lahit einer Pinzette Uber
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Tropfen der Antikorperverdinnung, des Blockmediumnsd der Waschlésungen
transportiert, welche sich auf Parafilm befandeab& wurde das folgende Protokoll

eingehalten:

* 15 min Blocken mit CWFS

e 45 min Inkubation mit primaren AK (5ul pro Netz;rdénnt in CWFS).

e 15 min Waschen Uber 5 Tropfen PBS.

e 45 min Inkubation mit sekundarem AK (5ul pro Neterdinnt in CWES).

* 30 min Waschen tber 6 Tropfen PBS.

* 5 min Waschen Uber 3 Tropfen®l

* 5 min Kontrastierung tber 3 Tropfen Uranylacetad%0, verdinnt in
Methylcellulose 2%) auf Eis.

» Netz mit Ose aufnehmen und Uiberschiissiges Urangtamef Filterpapier
abstreifen.

* Netze lufttrocknen.

254 Auswertung der antikorperbeschichteten EM-Nete
2.5.4.1 Auswertung der Verteilung der Gliadinmarkerung auf zellulare

Kompartimente

Die Auswertung erfolgte an einem Transmissionsedglenmikroskop (TEM) von
Philips, Model EM 401. Netze, die in der UbersigltgroRerung eine zu starke
Verschmutzung oder Verdunklung durch Uranylacetiar @ine starke Uberlappung der
Schnitte aufwiesen, wurden nicht zur Auswertungwesrdet. Schnitte, die frei von
solchen Artefakten waren, wurden bei einer 138@bDda VergroRerung untersucht.
Die kugelformigen Goldpartikel (GP), mit welchenedsekundaren AK verbunden
waren, stellten sich in der elektronenmikroskopgschAuswertung als runde
elektronendichte Strukturen dar. Zur Auswertung deuar beliebige duodenale
Epithelzellen eines Schnittes angesteuert und dlative Verteilung von 12nm
Goldpartikeln, als Malf3 fur die Verteilung von Gliaderfasst. Pro Ansatz wurden 100
GP 12nm abgezéahlt und auf standardisierten Bogeierpoin welchem zellularen
Kompartiment sich diese befanden. Um eine wiedeghoéhlung der gleichen GP zu
vermeiden, wurden die Epithelzellen maanderférmiigb{ldung 4) abgefahren. War
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eine Epithelzelle mit weniger als 100 GP 12nm naatkiwurde die Zahlung auf gleiche

Art und Weise in der benachbarten Zelle fortgefuhrt

Abbildung 4: M&anderformigen Fuhrung des mikroskopischen Gesichtsfeldes.

Die Identifizierung zellularer Strukturen bzw. Koarpmente erfolgte anhand

morphologischer Merkmale, im Fall von LE auch arthaer Markierung durch GP

6nm (Tabelle 13. Fotografien wurden in Einzelfadllen angefertigharen aber

grundsatzlich kein Bestandteil der Quantifizierung

Zellulares

Kompartiment

Abkirzung

Kriterien zur ldentifizierung

elle

Frihe Endosomen| EE Membranbegrenzt; markiert deddBP 6nm

Spéate Endosomen| LE Membranbegrenzt; markiert de#dBP 6nm

Zellkerne Zk Membranbegrenzt; relativ elektronehti&u- und
Heterochromatin; basale Lage in der Zelle

Golgi-Apparat Go Membranstapel mit Vesikeln; NahenzZZellkern

Mitochondrien Mi Membranbegrenzt; Tubuli und Cresta

Apikale Membran | AM Apikaler Zellpol mit Mikrovillipegrenzt durch
Tight Junctions

Basolaterale BI Basale und laterale Membranbegrenzung der Z

Membran von AM durch Tight Junctions abgetrennt

Zytosol Zyt Kontrastarm; umgibt o0.g. intrazellul&&ukturen

Tabelle 13: Identifizierte zellulare Strukturen und deren Definition.
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2.5.4.2 Untersuchung des spezifischen Bindungsvattens der anti-Gliadin-
Antikorper

Die Untersuchung des spezifischen Bindungsverhaltism Antikorper m-Gliadin und
p-Gliadin gegentber den Bestandteilen der FF audfi€sgchnitten mit 55nm Dicke
orientierte sich an den Vorschlagen einer methbeisdUbersichtsarbeit von Lucocq
und Gawden-Bone [175]. Grundsatzlich wird zwischkerei Arten von unspezifischen
Bindungen unterschieden: Zum einen gibt es Intevakh der Antikorper mit
Gewebskomponenten, die keine Ahnlichkeit mit deistiuktur besitzen. Zum anderen
gibt es Interaktionen der Antikérper mit Gewebskomgnten, welche dem Zielantigen
strukturell &hnlich sind, v.a. aufgrund ahnlichermifosauresequenzen. Die
erstgenannte Art der unspezifischen Bindungen ldumeh Weglassen des primaren
Antikorpers ermittelt werden, wobei die Versuchstifiihrung ansonsten unverandert
bleibt. Dies war in Vorversuchen untersucht word®me zweite Art kann durch
Zugeben (positive Kontrolle) bzw. Weglassen (negatkontrolle) des Zielantigens
untersucht werden. Das unterschiedliche Markiervegglten der AK auf positiven
und negativen Kontrollen wurde auf dreierlei Art@mtersucht. Grundséatzlich wurden
dazu die Markierungsdichten der Antikorper auf Sithn von Gewebeproben, die mit
FF (+FF, Positivkontrolle) inkubiert worden waremijt den Markierungsdichten auf
Schnitten von Gewebeproben, die nicht mit FF (-RNegativkontrolle) inkubiert
worden waren, verglichen. Zur Ermittlung einer S wurden bei einem der 20
Patienten (GLOO7WI) fur jeden der beiden Antikdrgegen Gliadin bei einer 17700-
fachen Vergréf3erung jeweils 10 Fotografien von Etgten auf Netzen +FF und -FF
angefertigt. Fotografiert wurde dabei stets einel®dr, der relativ nah an der apikalen
Membran lag, diese aber nicht berthrte (subapiathildung 5). Auf zellularer Ebene
entspricht dieser Bereich einer Flache (A) von @87 Wenn diese Flache durch eine
Zelle allein nicht abgedeckt werden konnte, so wuddr fotografierte Bereich Gber die
lateralen Begrenzungen dieser Zelle auf den subbgnilBereich der benachbarten Zelle

ausgedehnt.
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Abbildung 5: Zellularer Bereich zur Bestimmung der Markierungsdichte.
A=0,27unf.

Die Auswahl der Zellen, die fotografiert wurdenfoégte zufallig, durch Ansteuerung
von zellularen Bereichen aus der UbersichtsvergtifRe wenn diese frei von
Artefakten waren. Die Spezifitat f(s), als AntedrdGoldpartikel (GP) auf einem Netz
mit Gewebe, welches mit FF inkubiert wurde, desdehlich FF darstellt, wurde

errechnet nach:

D(+FF) - D(-FF)

S Y=

n
, wobei D =—
wobei A

Abbildung 6: Gleichung zur Errechnung der Spezifit.
D: Markierungsdichte. n: Anzahl GP 12nm. A: Fladed, 27unf. D(+FF): Markierungsdichte auf einem
EM-Netz, dessen Gewebe mit FF inkubiert worden Wé&#F): Markierungsdichte auf einem EM-Netz,

dessen Gewebe nicht mit FF inkubiert worden war.

Als weiterer Indikator fur die Spezifitat der Andifper wurden in der oben
beschriebenen Art und Weise die Markierungsdichtanof Schnitten von

Sauglingsdarmbiopsien (Alter ein und zwei Monatéagbose Microvillus inclusion

disease, MVID) bestimmt, bei welchen von einer stéihdig glutenfreien Ernahrung
ausgegangen werden kann. Fur diese Sauglinge fagamtive, das heifl3t nicht mit FF
inkubierte Proben vor. Daher konnte hier kein Sgéswert bestimmt werden. Das
Gewebe der beiden MVID-Patienten diente nicht zastiing der Hypothese, daher

gehorten diese nicht zum Studienkollektiv. Zuletetirde die Anzahl der Zellen



38

zwischen +FF und —FF verglichen, die ausgezahlderermussten, um auf 100 GP
12nm zu kommen. Man kann von einer Ermittlung deriverungsdichte pro Zelle
sprechen. Dies wurde fur alle Patienten durchgeflliie Spezifitat der Antikorper fur

LE wurde nicht untersucht.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Sofev&PSS in der Version 21. Mit
SPSS wurde mittels des Shaipiro-Wilk-Tests geprufth die gemessenen
Merkmalsauspragungen normalverteilt waren. Im Engebil findet sich neben den
Daten die Angabe, ob eine Normalverteilung vorlagronicht. Bei normalverteilten
Daten wurde die Testung eines Unterschieds mit d&estvorgenommen, ansonsten
wurden nicht-parametrische Tests ausgewahlt. Ajsifkanzniveau wurde ein p-Wert
von 0,05 festgelegt. DeBpearman-rhel'est wurde verwendet um Korrelationen zu
Uberprifen. Die Diagramme wurden mit Hilfe von SP&Stellt. Es ist jeweils der

arithmetische Mittelwert angegeben.
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3 Ergebnisse
3.1 Patienten
3.1.1 Patienteneinteilung

Das Studienkollektiv von 20 Patienten wurde deniZwagnosegruppen Zoliakie (CD)
und Nicht-Zoliakie (N-CD) zugeteilXpbbildung 7).

20 Patienten
9,6 Jahre (4,1-18,4 Jahrg)*

| |
CD N-CD

8 Patienten 12 Patienten
10,2 Jahre (4,5-16,7 Jahte) |9,3 Jahre (4,1-18,4 Jahfe)

Abbildung 7: Aufteilung der Patienten.
Median (Spannweite).

3.1.2 Nicht-Zo6liakie-Patienten

Diese Gruppe (n=12) umfasste die folgenden Erknagé&n:

+ Osophagitis (n=2)

» Helicobacter pylori assoziierte Gastritis (n=6)

* Hiatushernie (n=1)
Zwei der Patienten litten an rezidivierenden gastestinalen Beschwerden, ohne dass
eine Diagnose gestellt werden konnte. Bei dreieR&gh konnte eine Zdliakie nicht
bestatigt werden, wobei der Verdacht auf Zdliakigtarhin bestand. Bei zwei dieser
Patienten wiederum bestand gleichzeitig eine Hspoaerte Gastritis.

3.13 Zoliakie-Patienten

Alle Zoliakie-Patienten (n=8) waren HLA-DQ2/8 pagitBei glutenhaltiger Ernahrung
wiesen alle Zdliakiepatienten hohe anti-tTG-IgA-kk&ten und Schleimhautlasionen
der Gradierung MARSH 3c auf. Die Diagnose Zdliakierde entsprechend den
Empfehlungen der ESPGHAN gestellt [1].
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Patient | Alter | Diagnose| GFD | Anti-tTG- | Klassifikation | HLA-DQ 2/8
IgA [U/ml]

GLOOSWI|11J | N-CD nein| <1 MARSH 0 nicht untersucht
GLOO6WI | 13J | N-CD nein| <1 MARSH 0 nicht untersucht
GLOO7/WI|18J | CD ja <1 MARSH 0 HLA DQ2+8

pos.
GLOO8WI | 7 J N-CD nein| <1 MARSH 0 neg.
GLOOSWI | 5J CD nein| <1200 MARSH 3c DQ2 pos.
GLO10WI | 8J N-CD nein| <1 MARSH 0O nicht untersucht
GLO11WI | 6J N-CD ja 2 MARSH 1 DQ2 pos., DQ|8

neg.
GLO12wWI1|10J | CD nein| 600 MARSH 3c DQ8 pos.
GLO13WI|16J | N-CD nein| <1 MARSH 0O nicht untersucht
GLO14wWI1| 8 J CD ja <1 MARSH 0 DQ2 pos.
GLO16WI | 4] N-CD nein| <1 MARSH 0O nicht untersucht
GLO18WI |9 N-CD nein| <1 MARSH 0O nicht untersucht
GLO19WI|12J | N-CD nein| <1 MARSH 0O nicht untersucht
GLO20WI1|12J | N-CD nein| 12 MARSH 1 DQ2+8 pos.
GLO21WI | 6J N-CD nein| 15 MARSH 0 DQ2 pos.
GLO22WI1 | 7 J CD nein| 107 MARSH 3c DQ8 pos.
GLO23WI|4J | CD ja <1 MARSH 1 DQ2 pos.
GL024WI1|15J | N-CD nein| <1 MARSH 0O nicht untersucht
GLO25WI1|11J | CD nein| >1200 MARSH 3c DQ8 pos.
GLO26WI|10J | CD nein| 25 MARSH 3c DQ2 pos.

Tabelle 14: Patientendaten.
CD: Zoliakie. N-CD: Nicht-Zéliakie. GFD: GlutenfreiDiat.
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3.2 Spezifisches Bindungsverhalten der anti-GliadiwAntikbrper

Als Grundlage flur die Interpretation der Ergebnisagrde untersucht, wie sich das
Bindungsverhalten der Antikérper m-Gliadin und pa@in — vermittelt durch die
entsprechenden, an GP 12nm gekoppelten, sekun8&renauf Proben mit FF vom
Bindungsverhalten auf Proben ohne FF unterscheiaggielle 15 und Abbildung 8
zeigen die Markierungsdichten von GP 12nm, wie diiech den Einsatz der AK

(Abschnitt 2.5.3 auf verschiedenen Proben hervorgerufen wurden.

Patient Antikorper Inkubation D [n/A]

GLOO7WI m-Gliadin +FF 10,8 29
m-Gliadin -FF 5,7 2,1
p-Gliadin +FF 21,8 6,1
p-Gliadin -FF 9,8 3,0

MVID1 m-Gliadin - 3,1 2,7
p-Gliadin - 9,3 3,2

MVID2 m-Gliadin - 1,9 1,4
p-Gliadin - 8,5 4,2

Tabelle 15: Markierungsdichten der anti-Gliadin-Antikorper.

D: Mittelwert der Markierungsdichte errechnet aes &inzelwerten der MarkierungsdichtepaDf 10
Fotografien. Die Einzelwerte;varen normalverteilt. D=n/A: Markierungsdichte Alszahl von GP
12nm pro Flache A=0,27fntsiecheAbschnitt 2.5.4.9. MVID1/2: Zwei Patienten im Sauglingsalter mit

der Diagnose microvillus inclusion disease.
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30,00 __'L
20,00
D [niA]
10,00 I T

00

p-Gliadin |

Fehlerbalken: +-1 5D
Abbildung 8: Markierungsdichten der anti-Gliadin-An tikorper.
Grafische Darstellung der Mittelwerte der Markiegadichten D auSabelle 16 * p<0,05.

Proben, die mit FF inkubiert worden waren (+FF)esen bei beiden Antikdrpern
hohere Markierungsdichten auf als Proben, die niaittFF inkubiert worden waren
(-FF). Die Markierungsdichten auf Schnitten der @iégage mit MVID lagen noch unter
der Markierungsdichte auf -FF-Schnitten von Pati@it0O07WI. Der Unterschied
zwischen +FF und MVID1/2 war signifikant, wurde gath nicht fur die Errechnung der
Spezifitat herangezogen, da die Werte von untezdtibhen Patienten stammten (siehe
unten). Der p-Gliadin-Antikérper fihrte zu grundd@h hoheren Markierungsdichten
als der m-Gliadin-Antikorper.

GLOO7WI D(+FF)- D(-FF) ‘ SD ‘ p ‘ Spezifitat f(s) [%]
m-Gliadin 3,9 45 | 0,024 | 50
p-Gliadin 12,0 7,8 | 0,01 55

Tabelle 16: Spezifitat der anti-Gliadin-Antikorper.

D(+FF)-D(-FF): Differenz der Mittelwerte der Markiengsdichten mit und ohne FF. Diese Differenz
wurde anschlieBend durchi(-8FF) geteilt, um nach der Gleichung f(s)&PF)-D(-FF)/D(+FF) die
Spezifitat zu erhalten (siehe Formel JAbschnitt 2.5.4.9.
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Fur beide anti-Gliadin-Antikdrper zeigten die Makingsdichten D(+FF) und D(-FF)
eine signifikante Differenz. Fur die Verwendungdear Immunelektronenmikroskopie
zum Nachweis von FF ergab sich aus der Differemavi@kierungsdichten fur den m-
Gliadin-AK eine Spezifitat von 50% und fur den piddlin-AK eine Spezifitdt von 55%.
Wurden die primaren Antikorper bei ansonsten gkich/ersuchsdurchfiihrung
weggelassen, so ergaben sich Schnitte, die vollkeminei von einer Markierung durch
GP 12nm waren.Tabelle 17 zeigt die Ergebnisse der Zellzahlbestimmung. Die

Unterschiede zwischen +FF und -FF waren nicht Bkgmit.

m-Gliadin ‘ p-Gliadin

+FF -FF +FF -FF

9 (1-35) 10 (1-51) 4 (1-25) 4 (1-29)

Tabelle 17: Zellzahlen pro 100 GP 12nm.

Median (Spannweite) der Anzahl an Zellen, die ap&hk werden mussten, um auf 100 GP 12nm zu

kommen.
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3.3 Gliadintransport unter Einfluss von IgG
3.3.1 Gliadinmarkierung in fruthen Endosomen

Es wurde untersucht, ob durch die Inkubation miG Igler relative Anteil der

Gliadinmarkierung (erfasst als GP 12nm) in EE ethédgrden kann.

Abbildung 9: Gliadinmarkierung in friihen Endosomen.
Gezeigt ist ein frihes Endosom (EE; Definition si€abelle 14in Abschnitt 2.5.4.1) mit drei GP
12nm.Priméarer Antikdrperua-Gliadin. GP 12nm: Marker fiir Gliadin (sieAdschnitte 2.2.4und2.2.5.
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Tabelle 18zeigt die Mittelwerte der Gliadinmarkierung in E&d deren Differenz fur
die Gruppen CD/N-CD sowie +IgG/-IgG. Die Werte warermal verteilt, daher wurde

dert-Testfur verbundene Stichproben fur die Uberprifungdeterschieds verwendet.

Diagnose ‘ Inkubation ‘ N EE (+IgG)- EE (-lgG)
‘ ‘ ‘ Mittelwert ‘ SD ‘ p

m-Gliadin

Alle +IgG 20 20,3 8,5 0,2 7,0 0,9
JgG 20 | 205 | 9,3

CD +I1gG 8 18,1 6,5 2,9 5,9 0,2
IgG 8 152 | 51

N-CD +1gG 12 21,8 9,6 2,3 7,2 0,3
119G 12 | 241 | 9.8

p-Gliadin

Alle +IgG 20 25,3 10,6 3,0 10,4 0,2
-1gG 20 22,3 11,6

CD +I1gG 8 20,8 8,0 3,1 10,1 0,4
IgG 8 176 | 75

N-CD +1gG 12 28,3 11,4 3,1 11,1 0,3
JIgG 12 | 254 | 13,0

Tabelle 18: Gliadinmarkierung in frihen Endosomen.
N: PatientenanzahEE: Mittelwert des relativen Anteils von GP 12nmBik fur alle Patienten bzw. die

Gruppen Zoliakie (CD) und Nicht-Zoliakie (N-CD). EHgG)-EE(-1gG): Differenz der Mittelwerte EE
der Gruppen +lgG und -IgG fur alle Patienten, Cd dhCD.
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Die Differenz der Gruppen +/-IgG war mit beiden idtpern nicht signifikant. Auch
die Stratifizierung nach der Diagnose ergab keigeifskanten DifferenzenAbbildung

10 gibt die inTabelle 18gezeigten Ergebnisse fur alle Patienten grafiselev.

40,00

30,00 —_

EE [%]

20,00

10,00

faa} T I I
+1gG -lgG +1gG -laG

| p-Gliadin |

Abbildung 10: Gliadinmarkierung in frithen Endosomen.
Grafische Darstellung der Werte aus Tabelle 18eatabei die Diagnosen zu unterscheiden.
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3.3.2 Gliadinmarkierung in spaten Endosomen

Die Werte des relativen Anteils der Gliadinmarkieguin LE waren mit beiden
Antikérpern nicht normal verteilt. Im Falle des nhd8lin-AK traten nur zwei

Merkmalsauspragungen auflabelle 19 gibt die absoluten Haufigkeiten dieser
Merkmalsauspragungen in den Gruppen +IgG und -Ig@ das Ergebnis des

McNemar-Testan.

Relativer Anteil in LE Absolute Haufigkeit McNemar Test
+1gG -I9G p=0,125

0% 16 20

1% 4 0

Tabelle 19: Gliadinmarkierung in spaten Endosomen.
Absolute Haufigkeiten der Werte 0% und 1% unter Bedingungen +1gG/-1gG, ohne die Diagnosen zu
unterscheideriZzur Uberprifung des Unterschieds der Merkmalsverigizwischen +1gG und -lgG

wurde der McNemar-Test fur verbundene Stichprotemizhotomer Verteilung der Werte durchgefihrt.

Mit dem McNemar-Testvurde Uberprtft, ob in einer der Gruppen +IgG odgG die
Werte 1% oder 0% signifikant haufiger vorkamenialsler anderen Gruppe. Das war
nicht der Fall. Bei Einsatz des p-Gliadin-Antikorperlaubte die Verteilung der Werte
(Median fur GP 12nm in LE bei +1gG und -1gG betQf, bei einer Spannweite von O-
3% fur +IgG und 0-8% fir -IgG) die Bildung von R&mgund damit die Durchfiihrung
desWilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tedisi verbundenen Stichproben. Die Durchfihrung
des Tests ergab eingAWert von 0,4 und damit keinen signifikanten Untbisd der
Gruppen +1gG und -1gG bezuglich der Gliadinmarkmgyun LE.
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Abbildung 11: Gliadinmarkierung in spaten Endosomen

A: Gezeigt ist spates Endosom (LE; Definition si@labelle 13in Abschnitt 2.5.4.7), in welchem sich
ein GP 12nm befindet. Priméare Antikdrper: p-Gliaditd LAMP-2. B: Gezeigt ist ein LE ohne GP
12nm-Markierung. In der Umgebung befinden sichTeil des Golgi-Apparats (Go) sowie ein
Mitochondrium (Mi). Priméare Antikérper: m-Gliadimd Cathepsin-D. GP 12nm: Marker fir Gliadin.
GP 6nm: Marker fir LE (sieh&bschnitte 2.2.4und2.2.5.
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3.3.3 Gliadinmarkierung in weiteren Zellkompartimenten

Es wurde anhand der -IgG-Proben untersucht, wie dierteilung der
Gliadinmarkierung auf die Ubrigen Zellkompartimemtar (Tabelle 20. Es bestanden
in dieser Hinsicht keine signifikanten Differenzewischen den Gruppen -1gG/+IgG
und CD/N-CD (Daten nicht gezeigt).

Kompartiment

m-Gliadin 4,8 5,5 1,4 *I# 3,6 47,2

p-Gliadin # 4,8 19 * 4,0 54,0

Tabelle 20: Gliadinmarkierung in weiteren Zellkompartimenten.

Dargestellt sind die Mittelwerte des relativen Alsteler GP 12nm-Markierung im entsprechenden
Zellkompartiment, die aus den Einzelwerten alleigPéen berechnet wurden. *; Keine Normalverteilung
der Merkmalsauspragungen, daher keine Mittelwegabe (Angabe Median: siehe Text). #: Gesonderte
Darstellung inAbschnitt 3.4.

Der groi3te Teil der Gliadinmarkierung war im Zytbzgo finden, dann folgten die EE.
Die Zellkerne wiesen im Mittel einen Anteil von 58&r Gliadinmarkierung auf. Die
Werte fUr die basolaterale Membran waren am gangDie Golgi-Apparate wiesen
bei Benutzung des p-Gliadin-AK im Median einen Anteron 0% der

Gliadinmarkierung auf.

3.4 Gliadinmarkierung von Golgi-Apparat und apikaler Membran

Einige Patienten wiesen eine ausgepragte Markiedendsolgi-Apparate mit dem m-
Gliadin-AK und der apikalen Membran mit dem p-Gim&K auf. Anhand dieser
Abweichungen wurde das Kollektiv von 20 Patientereat in zwei Gruppen eingeteilt
(mit und ohne ausgepragter Markierung von Golgi-#gpp und AM). Grundsatzlich
ergab sich die verstarkte Markierung in allen dré{ubationsansatzen und es gab
keinen signifikanten Unterschied zwischen den I@ktidgmsansatzen (Daten nicht

gezeigt). Im Folgenden werden daher stellvertretead die Ergebnisse des -IgG-
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Inkubationsansatzes dargestéeliabelle 21zeigt die Mittelwerte der Markierung in den

Golgi-Apparaten fur den m-Gliadin-Antikdrper.

Gruppe ‘ N ‘ Diagnose | Go Mittelwert [%] Max-Min [%)] SD

1 14 | 6 CD -* 0-0* -*
8 N-CD

2 6 2CD 57,0 45-87 16,7
4 N-CD

Tabelle 21: Gliadinmarkierung im Golgi-Apparat.

Die Gruppe 1 wurde definiert als alle Patientenda@en der relative Anteil der GP 12nm-Markierung
im Golgi-Apparat<5% war. Gruppe 2 wurde definiert als alle Ubrigetighten. *: Die Werte in Gruppe
1 waren alle Null, daher keine Angabe von Mitteltnerd SD méglich. In Gruppe 2 waren die Werte

normalverteilt. N: Patientenanzahl.

Abbildung 12: Gliadinmarkierung des Golgi-Apparats.

A: Gezeigt ist die GP 12nm-Markierung im Bereich @®Igi-Membranstapel (Definition siefl@abelle
13in Abschnitt 2.5.4.]. B: Gezeigt ist die GP 12nm-Markierung im Beredgr Golgi-Vesikel. Primarer
Antikorper: m-Gliadin. GP 12nm: Marker fir GliadisieheAbschnitte 2.2.4und2.2.5.
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Tabelle 22zeigt die Ergebnisse fur die Markierung der AM geim p-Gliadin-

Antikorper.

Gruppe ‘ N ‘ Diagnose | AM Mittelwert [%)] Max-Min [%)] SD

1 14 | 6 CD 3,9 0-8 2,0
8 N-CD

2 6 2CD 32,3 20-62 21,1
4 N-CD

Tabelle 22: Gliadinmarkierung der apikalen Membran.
Die Gruppe 1 wurde definiert als alle Patientenda@en der relative Anteil der GP 12nm-Markierung
an der apikalen Membrag8% war. Gruppe 2 wurde definiert als alle Gbrigatiéhten. Die Werte beider

Gruppen waren normalverteilt. N: Patientenanzahl.

Abbildung 13: Gliadinmarkierung der apikalen Membran.
Priméarer Antikérper: p-Gliadin. GP 12nm: Marker faliadin (sieheAbschnitte 2.2.4und2.2.5.

Bei den gewahlten Grenzwerten fur die EinteilungGruppe 1 und 2 anhand der
relativen Markierung von Golgi-Apparat und apikaMembran waren die Patienten
dieser Gruppe 2 — mit ausgepragter Markierung degic\pparate — und die Patienten
jener Gruppe 2 — mit ausgepragter Markierung détatgn Membran — identisch. Das
Markierungsverhalten der beiden primaren Antikorpenrde ausgehend von diesen
Befunden miteinander korreliert. Dazu wurde ein afumenhang aller Werte des
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relativen Anteils von GP 12nm im Golgi-Apparat l&nsatz des m-Gliadin-AK mit
den Werten des relativen Anteils von GP 12nm anagékalen Membran bei Einsatz
des p-Gliadin-AK mithilfe des KorrelationsverfahssBpearman-rhayeprift. Es ergab
sich ein Korrelationskoeffizient von 0,465 Iper 0,039.
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4 Diskussion

Ziel der Studie war es, neue Erkenntnisse zur gatiese der Zdliakie zu gewinnen.
Dazu wurde die intrazellulare Verteilung von Gliadn Enterozyten untersucht. Die
Hypothese lautete: Durch Einwirkung von spezifischenti-Gliadin-lgG wird die
intrazellulare Verteilung von Gliadinpeptiden in tBrozyten von CD-Patienten,
insbesondere in den LE, verandert. Dieser Schitthke flr die Entwicklung von oraler
Toleranz gegeniuber Gliadin von besonderer Bedeutgig, da dieses nur dann
regulatorischen T-Zellen prasentiert werden kanenmwes zuvor die HLA-Klasse-2-
Molekul-positiven LE erreicht. Der Gliadinanteil iden Zellorganellen sollte durch
Einsatz von AK, welche mit GP 12nm gekoppelt wanemessbar gemacht werden.
Unter Beriicksichtigung der weiteren verwendetene¥alien und Methoden lautet die
Hypothese in der operationalisierten Form: Durclatm von polyklonalen Kaninchen-
IgG mit einer Spezifitdit gegen-Gliadinpeptide in der Verdinnung 1:1000 zum
Inkubationsmedium (FF) lasst sich im Gewebe von Rzienten der Anteil der GP
12nm in den intrazellularen Kompartimenten verandénsbesondere lasst sich der
Anteil der GP 12nm in EE und LE erhdhen.

4.1 Diskussion der Methoden
4.1.1 Biopsieinkubation und -verarbeitung, Durchfinrung der
Markierungsversuche

In dieser Studie wurde ein experimenteller Ansatgesvandt, um die Hypothese zu
testen. Dazu wurden Inkubationsversuche mit Duddehizimhaut ex vivo

durchgefuhrt. Die Inkubation von frisch entnommenBi@nndarmgewebe stellt den
Versuch dar, die Situatiom vivo moglichst genau zu imitieren. Dieses Modell hat
Vorteile gegentber anderen Modellen. Bei Verwendisaierter und Kkultivierter

Zelllinien fuhrt die Trennung der Zellen von der daimembran zu Veranderungen
zellularer Signaltransduktionswege [176]. Immortaédllinien besitzen dartber hinaus
v.a. weitreichende Erbgutveranderungen, was digttigbarkeit von Ergebnissen auf
die Situationin vivo limitiert. Das Zellkulturmedium, in welchem die dgisien direkt

nach der Entnahme inkubiert wurden, bietet denedeSubstrate zur Versorgung von

Energie- und Strukturstoffwechsel. Man kann davesgahen, dass die meisten Zellen
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des Gewebeverbands fur die Inkubationszeit vonitah blieben. Mit Experimentem

vivo [153] kénnten Ergebnisse mit gréRerer Aussagelaraielt werden, allerdings ist
die Durchfihrung kompliziert und birgt Risiken fdie Patienten. Da die Biopsien
vollstandig vom Kulturmedium umgeben waren, bestpridzipiell die Mdoglichkeit,

dass auch subepitheliale Zellen Proteine der FlRatumfien. Man kann aber davon
ausgehen, dass dieser Umstand wenig ins Gewidht dal nur die am Geweberand
gelegenen Zellen davon betroffen waren. Insgesaitiers die erhaltenen Ergebnisse

gut auf die Situatiom vivo Ubertragbar sein.

4.1.2 Immunelektronenmikroskopie

Die Immunelektronenmikroskopie in der Variation madokuyasu [174] ist ein
etabliertes und bewahrtes Verfahren zur Detektallutarer Antigene. In dieser Arbeit
wird sie zum Nachweis eines exogenen, loslichenigkns genutzt. Die Methode
basiert wesentlich auf der Beurteilung der zelehéMorphologie durch den Betrachter.
Um eine Verzerrung durch Voreingenommenheit zu e&len, wurde die Auswertung
der Versuche verblindet, d.h. ohne Kenntnis delieRtndaten, durchgefuhrt. Die
Spezifitat der Antikdrper gegen Cathepsin-D und LA wurde nicht UGberprift. Es
wurde lediglich rein qualitativ festgestellt, ddssde AK eine stark lokal konzentrierte
Markierung morphologisch nicht voneinander unteegdibarer Strukturen hervorrufen.
Diese Ubereinstimmung spricht fiir ein spezifiscB#sdungsverhalten. Beides sind
aul3erdem verbreitete, kommerziell erhaltliche Adnger. Im Unterschied zur
Vorgéanger-Studie [158] wurde jedoch ein andereh@agin-D-Antikdrper verwendet.
Der in der vorliegenden Studie verwendete AK wulldech Immunisierung der Wirte
mit einem synthetischen Teilpeptid des Cathepsim@&gestellt. Libbing et al.
verwendeten einen AK gegen das Gesamtpeptid. Bi@late Anzahl der LE war in den
Versuchen der vorliegenden Arbeit viel geringer lzd$ Lubbing. Diese Tatsache hat
indirekt auch Einfluss auf den relativen Anteil deP 12nm in LE (siehébschnitt
4.2.3.
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4.1.3 Patienten

Die Gruppe der Zbliakie-Patienten stellt eine relgut definierte, homogene Gruppe
dar. Die Diagnose Zoliakie kann als sehr sichetegelda alle vier diagnostischen
Kriterien — was uber das von der EPGHAN gefordbté® hinaus geht (siehe Abschnitt
1.1.5 — zur Bewertung herangezogen wurden. Neben degridse Zoliakie lagen keine
weiteren Diagnosen vor. Aus diesen Grinden kann daaon ausgehen, dass relativ
wenige unerkannte Storfaktoren in dieser Gruppéamaen waren. Die Gruppe der
Nicht-Zoliakie-Patienten ist heterogener: Es lagenschiedene Diagnosen vor, zweli
Patienten besalen gar keine organischen Aufféitekebei drei Patienten bestand
weiterhin Verdacht auf Zoliakie. Da sich jedocheahtzindlichen Vorgange bei diesen
Patienten aufRerhalb des Dinndarms abspieltenai&tndauszugehen, dass auch hier

keine allzu grol3e Verzerrung durch Storfaktoreragpr

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Spezifisches Bindungsverhalten der anti-Gliaa-Antikdrper

Die Antikorper m-Gliadin und p-Gliadin werden in ‘ern-Blot-Verfahren zum
Nachweis von Glutenbestandteilen in Lebensmittedmvendet [177, 178]. Der m-
Gliadin-AK wurde im Labor eines Kooperationsparsgroduziert, der p-Gliadin-AK
ist kommerziell erhdltlich. Die Anwendung in derrfmanelektronenmikroskopie zum
Nachweis von Bestandteilen der FF ist von unserdvei#sgruppe veroffentlicht
worden.

Das Bindungsverhalten der primaren AK wurde anhatet unterschiedlichen
Markierungsdichten auf positiven und negativen Kalfgn untersucht. Dazu wurden
die Schnitte eines Zdoliakiepatienten (GLOO7WI), @ame GFD einhielt, und zweier
Patienten im Sauglingsalter (Diagnose MVID) anastsiDie mit FF inkubierte Probe
des Patienten GLOO7WI diente als positive Kontralie nicht mit FF inkubierte Probe
und das Gewebe der beiden MVID-Patienten dienten N#gativkontrolle. Unter
Annahme einer guten Diatcompliance konnte man daamsgehen, dass die
Enterozyten von Patient GLOO7WI (-FF) tatsachlictukh oder gar kein Gluten mehr
enthielten. Die MVID-Patienten wurden von Geburfpanenteral glutenfrei ernahrt und

nicht gestillt. Daher kann auch dieses Gewebelatsrjrei gelten.
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Die Spezifitdt wurde nicht fur Gluten bestimmt, dem fur FF bzw. die enthaltenen
Proteine. Die Einzelkomponenten der FF sind aufdrdes Herstellungsprozesses
schwierig zu charakterisieren. Ausgangssubstandastheterogen zusammengesetzte
Gluten, welches zuerst unter Anpassung des pH-Vdemtsh die Verdauungsenzyme
Pepsin und Trypsin in Peptidfragmente hydrolysieitd [172]. Pepsin spaltet
Peptidbindungen ohne strenge Spezifitat, aber W@manach (vom N-Terminus
betrachtet) grof3en und hydrophoben Aminosduren (A% Leucin (L) und
Phenylalanin (F), wobei auf der C-terminalen Selty Spaltungsstelle bevorzugt
Tryptophan (W) und Tyrosin (Y) liegen [179]. Trypsspaltet ausschliel3lich nach den
basischen AS Lysin (K) und Arginin (R) [180]. Gliad und auch dier-Gliadine,
welche die Epitope der verwendeten anti-Gliadin-&kgen, sind in Wasser nicht
l6slich, sondern lI6sen sich nur in wassrigem EthénB. 60% Ethanol in Wasser) [81].
Trypsin und vor allem Pepsin besitzen jedoch eiredzdghl mdglicher Spaltungsstellen
in dena-Gliadinen (und auch allen anderen BestandteilsnGlatens), wenn man deren
von Wieser veroffentlichte Sequenz betrachtet [B@]. der Herstellung der FF entsteht
auf diese Weise eine Vielzahl von Peptidfragmentenkleinsten Fall einzelne AS
(nach Frazer ungeféahr 8% des Gesamtmaterials [1D&¥e sind zu 75% in Wasser
|6slich und stellen damit die FF dar.

Der m-Gliadin-AK wurde produziert durch Immunisiagivon Mausen mit dem P31-
44 aus dena-Gliadinen, Selektion geeigneter B-Zellklone undh&tung einer
Maushybridomazelllinie, die den monoklonalen AK quaiert. Die Sequenzen der
Gliadine, an welche der m-Gliadin-AK mit hochsterffiditat bindet, lauten
-GQQQPFPPQ- (Position 32-40) und -QPQPFPSQ- (Bas#tb-52) [157]. In beiden
Erkennungssequenzen und den Sequenzen davor uadhdhegen Spaltstellen des
Pepsin, so dass — bei maximaler Spaltungsaktivit®eptide von 6-7 AS entstehen
konnten. Beim Dialysieren der FF wurde eine Diatysmbran genutzt, deren
PorengroRe den Durchtritt von Molekilen mit einenoldkulargewicht >1000 Da
verhinderte. Die kleinsten Peptidfragmente mit 88 wurden durch das Dialysieren
ausgewaschen. Untersuchungen in unserem Labor esrggédoch, dass die
Fragmentgrof3en von Verdau zu Verdau unterschiedsicid, d.h. es wird nicht
grundsatzlich an allen potentiellen Spaltungssteltatsachlich die Peptidbindung
hydrolysiert. Fragmente mit der Erkennungssequesw rd-Gliadin-AK, welche eine

Lange von 12-14 AS aufwiesen, wurden schon nichitrraasgewaschen. Man kann vor
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diesem Hintergrund davon ausgehen, dass beim FPEpgsin-Verdau die meisten
Fragmente, welche die Erkennungssequenzen des adhGAK enthielten, ein zu
hohes Molekulargewicht besal3en, um ausgewaschevemlen. Es ist mdglich, dass
das P31-43 in seiner kleinstmdglichen Form in dérverhanden war (das heil3t als
P31-49, da flankiert durch Pepsin-Spaltungsstellatlerdings dirften auch viele
langere Peptide entstanden sein, die neben dereSeqles P31-43 z.B. auch die
Sequenz des immunogenen P56-68 enthalten habetekdnn

Der polyklonale p-Gliadin-AK wurde produziert duréinmunisierung von Kaninchen
mit p-Gliadin in nativer und hitzedenaturierter Forund stellt ein fraktioniertes
Antiserum dar. FUr den p-Gliadin-AK gilt demnachasd er viele Epitope der-
Gliadine erkennt und theoretisch Bindungsstelleh jadem der Fragmente besitzen
konnte, falls diese nicht zu kurz sind. Dies ist ©nterschied zum m-Gliadin-AK. Beli
der Vielzahl der Spaltungsstellen ist sehr unwdtesdich, dass alle Peptidfragmente
der a-Gliadine in der FF die Bindungsstelle des m-GhadK tragen. Fir den m-
Gliadin-AK wurden jedoch mittels ELISA eine Reiheornv schwéacheren
Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen des GluteeswaGliadinen und Prolaminen
von Roggen, Hafer und Gerste beschrieben [177]Jueaktionen in gleicher Starke
wie gegen dien-Gliadine wurden fu- und y-Gliadine festgestellt. Das wird darauf
zurtckgefuhrt, dass in diesen Proteinen Teile d&erlhungssequenz des m-Gliadin-
AK wie z.B. QQQP — haufig in Form repetitiver Elembe — vorkommen. Gleichzeitig
wurde von denselben Autoren gezeigt, dass der sd(BHAK eine positive Reaktion
mit FF zeigt. Das heil3t, dass die Erkennungssegumedas m-Gliadin-AK, die auf den
eigentlich wasserunldslichemrGliadinen liegen, sich auch in der wasserloslickén
finden. In unserem Labor wurde im Slot-Blot-Verfahrgetestet, ob der p-Gliadin-AK
Peptide der FF binden konnte. Dabei wurde fur F& fim unverdautes Gliadin eine
positive Reaktion, auf Pepsin und Trypsin dagegeinek Reaktion beobachtet [181].
Daraus kann geschlossen werden, dass auch dierarkggsequenzen des p-Gliadin-
AK in der wasserloslichen FF vorhanden sind.

Uber Kreuzreaktionen des p-Gliadin-AK mit andereiia@®n-Subfraktionen ist nichts
bekannt. Man kann jedoch davon ausgehen, dass @awzigeell &ahnliche
Kreuzreaktionen zeigt wie der m-Gliadin-AK. Zusammfassend kann festgestellt
werden, dass die Antigene, die mit den primarenmdGliadin und p-Gliadin in der FF

prinzipiell nachweisbar sind, begrenzt werden kdnnauf die Gruppe der
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Gliadinpeptidfragmente. Im Falle des m-Gliadin-A&t ies wahrscheinlich, dass die
Sequenz des P31-43 enthalten ist. Fur den einfacHgprachgebrauch wird in dieser
Arbeit statt von Gliadinpeptidfragmenten nur vonia@in oder Gliadinpeptiden
gesprochen.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, wie spezif@ch Gliadin auf den EM-Schnitten
mit dem m-Gliadin- und dem p-Gliadin-AK nachweidésst. Laut den Ausfiihrungen
in Abschnitt 2.5.4.2 lassen sich zweierlei Arten unspezifischer Bindamg
unterscheiden, die auf verschiedene Arten untetsuetden kénnen.

Das Weglassen der primaren AK m-Gliadin und p-Ghiagnter ansonsten gleichen
Versuchsbedingungen fuhrte dazu, dass gar keinéZam-Markierung — als Malf3 fur
die Gliadinmarkierung — auf den Schnitten vorhander. Das bedeutet, dass die
sekundaren Antikdrper keine unspezifischen Bindangerursachen. Nicht abgedeckt
wurde durch diesen Test die Frage, ob die primAiemit anderen Teilen als demy-
Teil an Bestandteile des Gewebes binden. Dafur missn primare AK einsetzen,
deren By Teil die Zielstruktur nicht erkennen kann, die @msten aber dem Wildtyp-
AK entsprechen. Ein solches Konstrukt stand uresdilgs nicht zur Verfigung.
Unspezifische Bindungen, die durch Interaktion ¥gpmit Gewebebestandteilen, die
dem Zielantigen strukturverwandt sind, verursachtden, waren durch den Vergleich
der positiven und negativen Kontrollen analysiedraen. Grundsatzlich waren dabei
die Markierungsdichten der GP 12nm, die durch Emdar primaren anti-Gliadin-AK
erreicht wurden, auf Proben mit FF hoher als aob®n ohne FF. Dieser Unterschied
war fur +FF/-FF bei Patient GLOO7WI signifikant.eDniedrigsten Markierungsdichten
fanden sich bei den beiden MVID-Patienten, die é&#&hz zur Inkubation +FF von
Patient GLOO7WI war signifikant. Diese Ergebnispeeshen ganz grundsatzlich far
eine spezifische Bindungsaktivitdt der AK gegenil@liadinpeptiden auf den
Gefrierschnitten. Die Tatsache, dass die SchnigteMVID-Patienten die geringsten
Markierungsdichten aufwiesen, kann damit erklartrdea, dass dieses Gewebe
aufgrund der am ersten Lebenstag begonnenen paenté&crndhrung den geringsten
Gehalt an Gliadin besal3. Uns sind keine Untersugdnurbekannt, die Gliadin in der
Amnionflissigkeit nachweisen, daher kann das Gewdbe MVID-Patienten als
glutenfrei gelten. Die gesamte GP 12nm-Markierun§ diesen Schnitten sollte auf
Bindungen unspezifischer Natur zurtckzufihren dg@i.Patient GLOO7WI ist auch bei

guter Diatcompliance anzunehmen, dass dieser @eindengen an Gluten
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aufgenommen hat, da Lebensmittel, die als gluteulie&lariert werden durfen, nicht
unbedingt vollkommen frei von Gluten sein misseeh@Abschnitt 1.1.8. Diese
Uberlegung ist eine mdgliche Erklarung sein fir kiémeren Markierungsdichten von
GLOO7WI -FF im Vergleich zu den MVID-Patienten.

Die Bestimmung der eigentlichen Spezifitat (si@fabelle 16in Abschnitt 3.2) der
primaren AK wurde anhand der GP 12nm-Markierung Fatbgrafien von +FF- und
-FF-Proben von Patient GLOO7WI vorgenommen. Strgapommen gelten die
ermittelten Werte der Spezifitdten nur fir diesamee Patient. Die Erweiterung des
Geltungsbereichs auf alle untersuchten Patientan kiadurch gerechtfertigt werden,
dass die rein qualitative Untersuchung der Markigsdlichten von +FF/-FF der tbrigen
Patienten keinen subjektiv feststellbaren Unteestlzit GLOO7W!I ergab. Die Werte der
Spezifitat betrugen 50% fiur den m-Gliadin- und 58% den p-Gliadin-AK. Dieses
Ergebnis kann nach den obigen Ausfihrungen dahermgkimterpretiert werden, dass
ungefahr jeder zweite vorgefundene GP 12nm tatsdicihs elektronenmikroskopisch
sichtbare Korrelat eines Gliadinpeptidfragmentssuidite. Auf der anderen Seite
stellten ungeféahr 50% der GP 12nm das Ergebniseaifigcher Interaktionen dar. Vor
dem Hintergrund, dass die sekundaren AK keine tigear Interaktionen eingehen
(siehe oben), muss gefolgert werden, dass sie dpebiis der Bindung desdTeils
der primaren AK an Gewebekomponenten sind, die @Géiadinpeptidfragmenten
strukturell &hnlich sind.

Um die Frage zu untersuchen, ob im menschlicherai@sgius Proteine produziert
werden, die den Gliadinpeptidfragmenten gleichearde das Programm BLAST des
NCBI benutzt. Die Suchanfrage wurde durchgefuhrt ohér Erkennungssequenz
GQQQPFPQQ des m-Gliadin-AK, wobei nur menschlichietdhsequenzen in der
Datenbank ,non-redundant protein sequences (nrjeruBenutzung des BLASTP-
Algorithmus untersucht wurden (Datum der Datenbhbfrkge: 01.11.2012). Ansonsten
erfolgten keine weiteren Eingaben in die SuchmabBke.Ausgabe ergab 268 Treffer,
wobei der geringste Grad an Ubereinstimmung (Maxtitly) bei 60% lag. Fur kiirzere
Teilsequenzen der Erkennungssequenz wie z.B. QQBFR@rden vollstandig
identische Sequenzen in humanen Proteinen gefum@eEmErwartungswert (E-value)
lag fur alle 268 Treffer zwischen 0,6 und 18. DieABT-Suche zeigt, dass es im
menschlichen Organismus viele Proteine gibt, dienindest teilweise mit der

Erkennungssequenz des m-Gliadin-AK Ubereinstimnienist mdglich, dass die GP
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12nm-Markierung auf den Schnitten ohne FF und aerinh dGewebe der MVID-
Sauglinge durch Bindung des m-Gliadin an humaned&bsproteine verursacht wurde.
Man kann davon ausgehen, dass die unspezifischekidiangen des p-Gliadin-AK
durch &hnliche Mechanismen zu Stande kamen.

Es war zu beobachten, dass die Markierungsdicheeiwvdrwendung des polyklonalen
p-Gliadin-AK grundsatzlich héher waren als bei Vendung des m-Gliadin-AK. Der
Grund dafir konnte sein, dass der p-Gliadin-AK meliEpitope auf
Gliadinpeptidfragmenten erkennt als der m-Gliadik;Avie oben ausgefihrt. Man
kann schlussfolgern, dass die Empfindlichkeit desGlipdin-AK gegentber
Gliadinpeptidfragmenten héher ist als die des naih-AK.

Als letzter Indikator fir das spezifische Bindungshalten der primaren AK wurde
untersucht, ob fir das Abz&ahlen von 100 GP 12nniraite der Proben ohne FF mehr
Zellen ausgezahlt werden mussten als im Falle debedd mit FF. Der Median der
Anzahl von IEC, die ausgezahlt werden mussten, ufrl@ GP 12nm zu kommen,
ergab 9/10 fur den m-Gliadin- und 3,5/3,5 fur de®l@adin-AK fur +FF/-FF. Die
Differenz zwischen +FF und -FF war nicht signifikaariber hinaus waren bei
einzelnen Patienten/Markierungsversuchen auch inkfeInkubation bereits in einer
Zelle >100 GP 12nm zu finden. Dies war fur beidé@-&tiadin-AK zu beobachten.
Dieses Ergebnis widerspricht dem Ergebnis der #figgberechnung. Allerdings ist
die Zahl der Zellen, die ausgezahlt werden muss,aum100 GP 12nm zu kommen
stark abhangig von der Grol3e der betrachtetenrZbiiey. der Flache der Zelle, die sich
durch den Anschnitt ergibt. So wird man wenigerdetebuszahlen mussen, wenn diese
sehr grol3 sind, d.h. viel Flache bieten. Die Flashederum ist abhangig von der
Anschnittsrichtung des Gewebeblocks. Wird eine &@llier zur eigenen Langsachse
geschnitten, so erhalt man eine viel kleinere Fdaels wenn diese langs angeschnitten
wirde. Aus diesem Grund ist die Zellzahl, die ndgg um auf 100 GP 12nm zu
kommen, stark durch die Richtung des Anschnittsfikaaiert und die erhaltenen
Ergebnisse dadurch in ihrer Aussagekraft begrenRie Ergebnisse der
Zellzahlbestimmung bestatigen allerdings die Ergedender Markierungsdichten, was
die Unterschiede der beiden anti-Gliadin-AK ang&ie Markierungsdichten der GP
12nm waren fir den p-Gliadin-AK ungefahr doppeltsah wie fir den m-Gliadin-AK
und Ubereinstimmend damit mussten bei Einsatz d&dianlin-AK ungefahr doppelt so

viele Zellen ausgezahlt werden, um auf 100 GP 12arkommen, wie bei Einsatz des
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p-Gliadin-AK. Auf diese Weise bestatigen die Ergeba der Zellzahlen die héhere
Sensitivitat des p-Gliadin-AK, wie sie auch durclerleich der Markierungsdichten

vorgefunden wurde.

4.2.2 Gliadintransport unter Einfluss von IgG
4.2.2.1 Gliadinmarkierung in frihen Endosomen

Der mittlere Anteil der Gliadinmarkierung in EE lagr den m-Gliadin-AK bei
ungefahr 20% und fur den p-Gliadin-AK bei ungef&#%. Es traten gewisse
Unterschiede auf zwischen den Inkubationen +IgG wihglG, aufgrund des
Signifikanzniveaus missen diese jedoch als Zufgidmisse gewertet werden. Die
getrennte Untersuchung der Gruppen CD und N-CDaehibe ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied zwischen +IgG und -IgGede Ergebnisse entsprechen den
Ergebnissen der in unserem Labor durchgefuhrteigafger-Studie von Libbing et al.
[181]. Auch hier waren keine signifikanten Untergcle im Gliadinanteil in EE
zwischen mit Serum von Zdliakiepatienten inkubierBiopsien und nicht mit Serum
inkubierten Biopsien zu finden. Aus diesen Ergetgmismuss man insgesamt schliel3en,
dass die Inkubation mit IgG keinen Einfluss auf @Giadinanteil in EE hatte.

4.2.2.2 Gliadinmarkierung in spaten Endosomen

Die Gliadinmarkierung in LE war aul3erst gering,den meisten Fallen sogar nicht
vorhanden. Mittels desMcNemar-Testsund des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests
wurde versucht herauszufinden, ob ein signifikantérterschied im Anteil der
Gliadinmarkierung in LE zwischen den InkubationdgG und -1gG bestand. Dies war
jedoch nicht der Fall. In der direkten Vorgangeedrtvon Libbing lag der mediane
Anteil von Gliadin in LE — zusammengenommen flie alngesetzten anti-Gliadin-AK
— bei ungefahr 3% (ausgenommen CD-Patienten mitinSiekubation) [181]. Ein
wesentlicher Faktor fur diesen Unterschied war welich der Wechsel des Cathepsin-
D-AK (siehe Abschnitt 4.1.2. So war die absolute Anzahl GP 6nm-markierter
Kompartimente (welche als LE gedeutet wurden) in ¢C in dieser Studie viel
geringer als in der Vorgénger-Studie. Man kann daawsgehen, dass sich damit auch

die Wahrscheinlichkeit, einen GP 12nm in einem @/-@narkierten Kompartiment
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vorzufinden, verringert hat. Bei Einsatz des p-@haAK hatte bei Lubbing der
mediane Anteil der Gliadinmarkierung in LE ungef&® betragen (ausgenommen
CD-Patienten mit Seruminkubation), wahrend er iesdr Studie bei 0% lag. Dieser
Unterschied kam trotz Einsatz der gleichen AK-Konalionen (m-Gliadin-
AK/Cathepsin-D-AK und p-Gliadin-/LAMP-2-AK; sieheTabelle 13 zustande.
Insgesamt muss aus diesen Ergebnissen gefolgatemwedass die Inkubation mit 1gG

keinen Einfluss auf den Gliadinanteil in LE hatte.

4.2.2.3 Gliadinmarkierung in weiteren Zellkompartimenten

Es ergaben sich keine signifikanten UnterschiedeAnteil der Gliadinmarkierung in
den dbrigen zellularen Kompartimenten unter +lggZinkubationsbedingungen.
Daraus muss geschlossen werden, dass die InkubatibngG insgesamt keine
Veranderungen der intrazellularen Gliadinverteildmegvorgerufen hat, die Hypothese
muss abgelehnt werden. Es liegt somit kein Hinwéis eine Verdnderung

intrazellularer Gliadintransportprozesse durch ggehe anti-Gliadin-1gG vor.

4.2.3 Gliadinmarkierung von Golgi-Apparat und apikaler Membran

Bei insgesamt sechs Patienten (Gruppe 2, siabelle 21in Abschnitt 3.6) trat bei
Einsatz des m-Gliadin-AK eine ausgepragte Markigrdar Golgi-Apparate durch GP
12nm auf. Von diesen sechs Patienten waren vientMidliakie-Patienten und zwei
Zoliakie-Patienten. Die Definition der Gruppen Iduherfolgte auf die im Ergebnisteil
beschriebenen Weise, da derart zwei gut voneinamsherscheidbare Gruppen
entstanden. Die starke Markierung befand sich auf Membran der Golgi-Vesikel
bzw. Zisternen und nur vereinzelt in deren Lumerbé&h dem Golgi-Apparat waren
keine weiteren zellularen Strukturen starker matkiks bei den Patienten der Gruppe 1.
Der Anteil der GP 12nm in den Golgi-Apparaten lag teen Patienten der Gruppe 2
zwischen 40% und 80% mit einem Mittelwert von 609 in Gruppe 1 auf 100 GP
12nm zu kommen, mussten im Median 15 Zellen ausdewnérden. In Gruppe 2 lag
dieser Wert bei 3,5. Bei einigen Patienten war Miarkierungsdichte infolge der
verstarkten Golgi-Markierung pro Zelle so hoch,daseiner einzigen Zelle >100 GP

12nm vorgefunden wurden. Dies macht deutlich, das#larkierungsdichte der Golgi-
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Apparate bei den Patienten der Gruppe 2 aul3erbtaac Bei denselben Patienten war
bei Verwendung des p-Gliadin als Primar-AK eine gaysagte Markierung der
apikalen Membran durch GP 12nm zu beobachten. &aldéa Anteil der GP 12nm-
Markierung an der AM bei diesen Patienten zwisck@¥ und 60%. Die Patienten der
Gruppe 1 besal3en Werte zwischen 0% und 8%. Die idtarigsdichten pro Zelle
waren in dieser Gruppe ebenfalls erhoht, wenn aigit so ausgepragt wie bei Einsatz
des m-Gliadin-AK. Der Zusammenhang der Markierurgy @olgi-Apparate bei
Verwendung des m-Gliadin-AK mit der Markierung d&vl bei Verwendung des p-
Gliadin-AK wurde mithilfe des Korrelationsverfahe®pearman-rhauntersucht und
ergab einen Korrelationskoeffizient von 0,465 beee Irrtumswahrscheinlichkeit <5%.
Dies stellt einen mittelstarken Zusammenhang da82][1 Das Phanomen der
ausgepragten Markierung von Golgi-Apparat und derkdembran bei bestimmten
Patienten war schon in der Vorganger-Studie [1&fgden worden, allerdings nicht in
der hier vorgefundenen Deutlichkeit und ohne die rr&ation des
Markierungsverhaltens.

Im Folgenden soll diskutiert werden, welche Ursachig die starke Markierung von
Golgi-Apparat und AM sowie deren Korrelation in gea kommen. Prinzipiell
vorstellbar sind: Artefakte durch Fehler bei derrdtehsdurchfihrung, verstarktes
Vorkommen von Gliadin im Golgi-Apparat und an ddviAowie Kreuzreaktionen der
AK mit Proteinen, die von den Patienten der Grupperstarkt exprimiert werden.
Artefakte aus lokal stark konzentrierten Ansammémgvon GP 12nm sind ein
bekanntes Phanomen der Immunelektronenmikrosk&siast unklar, wodurch solche
Artefakte entstehen. Da die Versuche zu vier dehs®atienten aus Gruppe 2 in Folge
durchgefuhrt wurden, ware es denkbar, dass etwa Afdwechen eines neuen
(moglicherweise  schadhaften) Antikérper- oder Bloeklium-Aliquots die
Veranderungen ausgeldst haben kdonnte. Dagegemisalierdings, dass das Phdnomen
der starken Markierung von AM und Golgi-Apparathgic wiederholbar ist. Zudem
sind die naturlicherweise vorkommenden Artefaktéithg Gber die Schnitte verteilt.
Die gefundene Markierung konzentriert sich dagegauf definierte zellulare
Kompartimente. Insgesamt scheint es daher unwatirddin, dass es sich bei der
gefundenen Markierung um Artefakte handelt.

Proteine kbnnen nach der Aufnahme in endozytotisskel retrograd in den Golgi-

Apparat transportiert werden [183]. Auf diesem Wegire auch eine Anreicherung
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von Gliadin im Golgi-Apparat vorstellbar. Dann atlsngs misste man annehmen, dass
die Markierungsdichte der Golgi-Apparate der Natbge geringer ist als die der mit
FF inkubierten Probe, was (subjektiv beurteilt)gelal nicht der Fall war. Fur den Fall,
dass die Markierung durch Gliadin hervorgerufen deur sollten die
Markierungsdichten der Golgi-Apparate der Nativ@olcht nur geringer sein, sondern
es sollte in dieser Gruppe uberhaupt keine TendenzAnstieg der Markierung geben.
Gegen Gliadin spricht auch, dass beide primare A¥arziberzufallig haufig bei
denselben Patienten eine verstarkte Markierung dneefen, aber keine
Ubereinstimmung beziiglich des Markierungsortes indeh war. So war bei den
Patienten der Gruppe 2 die Markierung der AM dudem m-Gliadin-AK und die
Markierung der Golgi-Apparate durch den p-GliadiK-Aicht starker ausgepragt als
bei den Patienten der Gruppe 1. Wenn es sich uadi@lhandelte, so wére zu erwarten
gewesen, dass die AK zumindest eine gewisse Ulstireimung des Markierungsortes
aufweisen wurden, da beide wahrscheinlich relatimlighe Zielstrukuren erkennen
(sieheAbschnitt 4.2.1).

FUr eine Kreuzreaktion mit endogen exprimierten tétnen spricht, dass die
Markierungsdichten der Golgi-Apparate und AM auh&tten der Proben ohne FF
subjektiv nicht von den Markierungsdichten auf dshnitten der Proben mit FF zu
unterscheiden waren. Es ist schwierig zu ermittein,welches Protein es sich handeln
konnte, da sich die Patienten der Gruppe 2 hirlgibhtler erhobenen Patientendaten
nicht von den Patienten der Gruppe 1 unterscheaithehaus diesen Daten (v.a. Alter,
Diagnose, HLA) somit kein Hinweis gewonnen werdeantk Mittels Pubmed-
Recherche wurde untersucht, ob fir einige der Pmtevelche die oben erwahnte
BLAST-Suche Abschnitt 4.2.1) ergeben hatte, ein Zusammenhang mit dem
Immunsystem oder dem intrazellularen Vesikeltrahpekannt war. Der hochstrangige
Treffer (Max score) der BLAST-Suche unter diesersi@dspunkten war das Protein
Fibrocystin-L (Gen: PKHDL1). Dieses weist die SequeQPFPQQ auf, was einer
100% Identitat (Max identity) bei einer AbdeckungrdErkennungssequenz des m-
Gliadin-AK (Query coverage) von 66% entspricht. Mgaht davon aus, dass es sich um
ein Rezeptorprotein handelt, die hdchsten mRNA-kotationen fand man in
(murinen) aktivierten CD4 und CD8-T-Zellen [184]. Die Autoren diskutieren den
Faktor einer verstarkten  T-Zell-Aktivierung im  Zwsaenhang  mit

Autoimmunerkrankungen. Den zweiten Rang belegteFdaex only protein 11 (Gen:
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FBXO11) mit einer Sequenzdeckung von 88% und emaximalen ldentitat von
100%. Dieses ist in klinischen Studien mit einetméten Vorkommen der Otitis media
bei Kindern assoziiert worden, die genauen Ursadied jedoch unklar [185]. Ein
drittes Protein (Query coverage: 88%; Max ident88%) stellt das phosfurin acidic
cluster sorting protein-1 (Gen: PACS-1) dar. Ubassds ist bekannt, dass es eine
wichtige Rolle bei der Sortierung des intrazellafarVesikelverkehrs spielt. Es ist
verantwortlich flr den vesikularen Transport veredbner Proteine von den EE in den
Golgi-Apparat und umgekehrt [186]. Die drei genamnntmoglichen Proteine wurden
anhand der Ubereinstimmung mit der Erkennungsseqdes m-Gliadin-AK ermittelt.
Da fur den p-Gliadin-AK eine solche Erkennungssegueicht bekannt ist, war eine
entsprechende Suche nach kreuzreaktiven humanéeirfero nicht méglich. Um zu
prufen, ob tatséchlich eines der genannten Proteiteder verstarkten Markierung
korreliert sein kbnnte, kdnnte man z.B. versucligeses im Gewebe der Patienten von
Gruppe 2 nachzuweisen. Gegen eine Kreuzreaktionemgm endogenen Protein
spricht allerdings die schon oben erwahnte Tatsatdgs der p-Gliadin-AK fast keine
Markierung der Golgi-Apparate und der m-Gliadin-Akeine Verstarkung der
Markierung der AM hervorruft. Auch wenn die Erkemgssequenzen der AK in
unterschiedlichen Bereichen dieses Proteins lagenwére trotzdem eine gewisse
Ubereinstimmung des Markierungsverhaltens zu eemartErklarbar ware dieser
Befund dann nur durch die gleichzeitig verstarkigression zweier Proteine bei den

Patienten der Gruppe 2.

4.3 Ausblick

Diese Studie konnte keinen lgG-abhangigen TrandpokE nachweisen. Allerdings
kbnnte ein solcher Transport trotzdem existiererer D-cRn transportiert 1gG
bidirektional Uber Epithelien und kann multimere AB-Komplexe in LE leiten (siehe
Abschnitt 1.2.5.5. Die Bindung des FTeils von IgG an FcRn ist abhangig vom pH-
Wert. So findet bei einem pH-Wert >6,5 keine Bingunehr statt [187]. Das in dieser
Studie eingesetzte Inkubationsmedium besal3 eineWVpH von ungefahr 7. Eine
Bindung an FcRn schien mdglich, da der Natrium-&treb-Austauscher NHE3 fir ein
saures Milieu direkt an der Darmoberflache sorgannk[188, 189]. Mdglicherweise

war diese lokale Ansduerung jedoch nicht ausredthddaher koénnte in einer
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zukunftigen Versuchsreihe der pH-Wert des Inkulmstioediums auf pH=6 eingestellt
werden, um die Bindung der IgG an FcRn sicherzigstel

Es ware weiterhin mdglich, dass die eingesetztegdean anti-Gliadin-lgG zu gering
war. In dieser Studie konnte kein Unterschied i delativen Verteilung der
Gliadinmarkierung unter Einfluss spezifischer Ig@chgewiesen werden. Um einen
Verdunnungeffekt auszuschlieen konnte eine Verdgiigsreihe durchgefuhrt werden.
Es ist ebenfalls nicht ausgeschlossen, dass di¢#olning beschriebenen Effekte [181]
durch anti-Gliadin-lgA oder andere Serumfaktorerruvgacht wurden. Es kénnte
versucht werden, anti-Gliadin-IgA aus dem Serum ¥o6hakiepatienten zu isolieren,
um dieses dem Inkubationsmedium zuzusetzen. Engeleendere Literatur-Recherche
ware notwendig, um andere verdachtige Serumfaktprerdentifizieren. Letztendlich
ware es auch einen Versuch wert, Biopsien mit Muniteh zu inkubieren, um auf diese
Weise einen direkten Zusammenhang zwischen Tole@uztion und intrazellularem
Gliadintransport herzustellen. Besonders wertvligebnisse konnten auf diese Weise
mit Gewebe von Neugeborenen gewonnen werden. E$ warmutet, dass in der
Neugeborenenperiode eine Art ,Priming“ des Immuteays — welches auch zur
Toleranz fuhren kdnnte — stattfindet [190].

Fur die ausgepragte Dichte der Gliadinmarkierun&atgi-Apparaten und an der AM
von Patienten der Gruppe 2 konnte keine Erklaruaturglen werden. Ein durch
Versuchsfehler bedingtes Artefakt als Ursache darken Markierung scheint sehr
unwahrscheinlich. Um eingehender zu priufen, ob ies bei der Markierung um
Gliadin handelt, kdnnten mit Hilfe eines Vergleicder Markierungsdichten von
-FF/+FF nach der von Lucocqg und Gawden-Bone voldagenen Methode
Organellen-bezogene Spezifitdtswerte ermittelt eerd175]. Weiterhin kénnte
untersucht werden, ob beispielsweise die Protairee flir Kreuzreaktionen in Frage
kommen (sieheAbschnitt 4.2.1), mittels Western Blot oder auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden kdnnen.

Die Induktion oraler Toleranz gegenuber Gluten [X&iliakiepatienten ist ein
erstrebenswertes Ziel, da die Patienten, die ei® @inhalten, eine verringerte
Lebensqualitat besitzen [191]. In dieser Studie veasucht worden, Gliadin in LE von
Enterozyten umzuleiten, um so die Prasentatioregulatorische CD4T-Zellen (siehe
Abschnitte 1.2.5.1und 1.2.5.9 prinzipiell zu ermdglichen. Das Vorkommen von
CD4'-CD25-Zellen im Serum, welche die Proliferation von CB2D25-T-Zellen
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hemmen, ist bei Menschen bestatigt [192-195]. Eallisrdings nicht klar, welche Rolle
solche Teg bei der Zoliakie spielen. So konnten bei gesundirA-DQ2/8-positiven
Individuen bisher keine derartigen, glutenspezifesc T-Zellen isoliert werden.
Hinweise auf deren mdgliche Bedeutung gibt es jedags Studien, die sich mit
Lebensmittelallergierbei Kindern befassen. So sezernieren isolierte, dudeeha
Zellen von Patienten mit Kuhmilchallergie auf dien&ilation mit Kuhmilch hin nur
geringe Mengen der Zytokine TGFund IL-10, welche supprimierend auf die T-Zell-
Proliferation wirken [196]. In einer anderen Studiei Kindern mit nicht-IgE-
vermittelter Kuhmilchallergie war die spontane Eickiung von Toleranz von einem
Anstieg der CD4-CD25-T-Zellen im Serum begleitet [197]. Diese Kindeesén eine
hohere Anzahl CD4CD25-T-Zellen im Serum auf als Kinder mit persistierend
Allergie. Bei Stimulation mit bovinenfi-Laktoglobin zeigte sich auRerdem, dass die
CD4'-CD25-T-Zellen der Kinder mit Spontanregressiam vitro die Proliferation
mononukledrer Zellen des peripheren Blutes (Pergbhblood mononuclear cells,
PBMC; diese Gruppe beeinhaltet T-Zellen) starkenméen als die CD4CD25-T-
Zellen von Kindern mit persistierender Allergie.ddader Depletion der CD4ACD25 -
T-Zellen von Kindern mit Spontanregression zeigth gine um das funffache erhodhte
Proliferation der mononukledren Zellen. Angesicligser Befunde scheint es
gerechtfertigt davon auszugehen, dass auch b&lde&ntoleranz eine Prasentation von
Gliadin an Teg eine Rolle spielen konnte. In einem Mausmodell d#srgischen
Asthmas ist es gelungen, CB@D25-T-Zellen und Toleranz bei den gesaugten
Nestlingen durch Immunkomplexe aus IgG und denrg#ausiosenden AG in der
Muttermilch Uber einen FcRn-abhangigen Mechanismuisinduzieren [167, 168].
Eingedenk der Tatsache, dass das Stillen des 8gsgliiesen vor der Entwicklung
einer Zoliakie schitzen kann [86], ist gut vordtatl dass beim Menschen die orale
Toleranz gegentber Gluten auf einem ahnlichen Veegpittelt wird. Tats&chlich findet
sich ein solcher Modellvorschlag auch in der Literd198]. In Ubersichtsartikeln zu
den Mechanismen der oralen Toleranz wird allerdihgsifig die Bedeutung der
professionellen APC, v.a. CD1BBC, bei der Prasentation des AG an dig [L99-
201] betont. Insofern konnten die Ergebnisse di€demidie — keine Erh6hung des
Gliadinanteils in LE von Enterozyten durch IgG-Iblation — zu jenen Literaturangaben
passen. Man konnte in einer zukinftigen Untersuglden Gliadinanteil in LE von DC

bei 1gG-Inkubation erfassen. Auf der anderen Seite in Studien unseres Labors
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gezeigt worden, dass das P31-49, an die B-Untextirdes Choleratoxin (CTB)
gekoppelt, in die LE von Enterozyten gelangt. Dukaimjugation eines AG an CTB
konnte in vielen tierexperimentellen Modellen vorutdimmunerkrankungen und
Allergien die Induktion oraler Toleranz bewirkt wien [202-206]. Uber CTB ist
bekannt, dass sie an der Zellmembran innerhalbnsogeer ,lipid rafts* an den
Gangliosidrezeptor GM1 bindet, cholesterolabhaegidozytiert wird und entlang eines
retrograden Transportwegs Uber das Trans-Golgividatz (TGN) schlie3lich das
Endoplasmatische Retikulum (ER) erreicht [207]. VB@N aus existiert ein durch das
kleine G-Protein Rab7b vermittelter Austausch mi, Lwelcher einen moglichen
Transportweg fir das CTB-gekoppelte P31-49 daesteHonnte [208]. Auf diesem
Wege konnte den LE von Enterozyten Bedeutung bei @eleranzinduktion
zukommen. IEC und DC koénnten in Anbetracht diesegeBnisse beide fiur die
Prasentation von Gliadinpeptiden anegTverantwortlich sein. Unabhangig davon,
welche der beiden Zellarten die wichtigere Rolle der AG-Prasentation spielt, sind
IEC wahrscheinlich unverzichtbar fur die Etabliegwraler Toleranz, da sie v.a. durch
Sekretion von TGH- und IL-10 dazu beitragen, eine ,tolerogene” Umgebwzu
schaffen [199]. Auch von anderen Forschergruppdst gs Versuche, dauerhafte
Toleranz gegeniber Gluten im Sinne einer Impfung izduzieren. An einem
Mausmodell mit HLA-DQZ2-abhangiger Glutenintoleramaurde durch intradermale
Verabreichung des immunodominantefsliadinpeptids P57-73 eine abgeschwachte T-
Zell-Proliferation und ein Anstieg regulatorischarker erreicht [209]. Unerwiinschte
Effekte wurden nicht berichtet. Dieses préakliniséhedell wurde direkt in eine Phase-
I-Studie an HLA-DQ2-positiven Zoliakiepatienten, lalee eine GFD einhielten,
Ubersetzt [210]. Die Autoren geben an, angesichtsalizeptablen Vertraglichkeit des
Praparats Nexvax2®, dieses in weiteren klinisch&mdi8n untersuchen zu wollen.
Zusammengenommen lasst sich sagen, dass es vdsahiAnsatze gibt, mit welchen
versucht wird, eine Glutentoleranz zu induzieree,alif unterschiedlichen Teilaspekten
des noch nicht vollstandig geklarten Pathogeneselisdokeruhen.

Die Aussagen dieser Studie zur Spezifitdt der vedgten AK sind begrenzt. Um eine
maoglichst sichere Aussage zu ermdglichen, soll@nallen Dingen mehr Patienten fir
die Spezifitatsbestimmung verwendet werden. Um tgnégliche Sicherheit beztglich
der Gliadinaufnahme in die Zellen zu erlangen, kénnn die Spezifitatsuntersuchung

zudem Inkubationszeitreihen (FF-Inkubation z.B. fir 10, 30, 60min) integriert
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werden. Weiterhin ware es denkbar, Gewebe von Newgeen zu gewinnen, welche
noch niemals Kontakt mit Gluten hatten, und diedsanfalls mit FF zu inkubieren. Die
Nativprobe dieser Patienten wére als absolut gitdeanzusehen. Zu bevorzugen ware
Material von Neugeborenen ohne intestinale inflatoneche Prozesse, wie z.B.
Patienten, die wegen gastrointestinaler Fehlbildangperiert werden mussen. Die
Nativprobe konnte zusatzlich mit Zellkulturmediumlgdium, mit welchem die FF
verdunnt wurde) inkubiert werden. In dieser Studar die Nativprobe direkt in PFA
fixiert worden und somit konnte ein Effekt des Kalturmediums — wenn auch

unwahrscheinlich — nicht ausgeschlossen werden.
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5 Zusammenfassung

Die Zoliakie (CD) ist eine systemische, entzinddiérkrankung, die durch den Verlust
der physiologischen Toleranz gegenuber Gluten getletohnet ist. Die einzige

Therapie besteht in einer lebenslangen glutenfr&eréhrung (GFD). Obwohl eine
strikte GFD notwendig ist, um Langzeitkomplikationeu verhindern, wird diese nicht
von allen Patienten eingehalten. Daher ist die Exktung einer langfristig wirksamen

Therapie/Pravention wuinschenswert. Enterozyten é&dnrals unkonventionelle

antigenprasentierende Zellen fungieren. Tolerargegégber Gluten kénnte (wieder-)
hergestellt werden, indem Gliadin in die spaten dsoedhen der Enterozyten geleitet
wird, da auf diese Weise die Assoziation mit HLAaK$e-2-Molekilen und die
Prasentation an regulatorische CB4Zellen ermdglicht wird. Eine solche
Veranderung des Gliadintransportwegs ist durch r8evon CD-Patienten, welches
anti-Gliadin-IgG und -IgA enthielt, bereits gelumgéluttermilch enthalt ebenfalls anti-
Gliadin-IgG und -IgA und das Stillen des Sauglikgsn diesen vor der Entwicklung
einer Zoliakie schitzen. Daher lautete die Hypahdieser Arbeit: Anti-Gliadin-IgG

konnen die Verteilung intrazellularer Gliadinpeptidn Enterozyten verandern.
Insbesondere stellten wir die Hypothese auf, dasschd anti-Gliadin-IgG der

Gliadinpeptidanteil in frihen und spaten Endosonmeghoht werden kann. Zur
Uberprifung der Hypothese wurden Duodenalbiopsi@m 12 CD- und 8 Nicht-CD-

Patienten mit Gliadin und anti-Gliadin-IgG  inkuldierund anschliel3end

immunelektronenmikroskopisch ausgewertet. Dabei ntem keine signifikanten

Veranderungen der intrazellularen Gliadinpeptideikrhg festgestellt werden. Offen
geblieben ist, ob die eingesetzten IgG-Konzentnatiozu niedrig waren oder ob der
neonatale Fc-Rezeptor fir 1gG, anti-Gliadin-IgA odesitere Faktoren in Serum oder
Muttermilch fir eine erhohte Gliadinpeptidaufnahmiea spate Endosomen
verantwortlich gemacht werden kdnnen. Neben deersuthten Fragestellung zeigte
sich bei einem Teil der Patienten eine deutlicheki¢aung von apikaler Membran und
Golgi-Apparat durch die beiden eingesetzten antdbh-Antikorper. Ursache dieser
verstarkten Markierung konnten eine gesteigerte adBipeptidaufnahme oder
Kreuzreaktionen der anti-Gliadin-Antikérper mit eggnen Proteinen sein. Diese
offenen Fragen und auch das Bindungsverhaltenidgesetzten Antikorper kénnten in

weiteren Studien genauer untersucht werden.
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6 Summary

Celiac disease (CD) is a systemic, inflammatorpmisr characterized by the loss of
tolerance to dietary gluten. The only treatmentenily available is a gluten free diet
(GFD) for life. Strict dietary compliance is necagsto prevent future complications.
Nevertheless some patients stop following GFD. éfwee, the development of a
curative treatment or prevention is desirable. Emges being non-conventional
antigen presenting cells can present exogenougeastito CDA T cells. Tolerance
might be (re-)established by directing gliadin itdéte endosomes of enterocytes and
thus enabling association with HLA class 2 and gméation to regulatory CD4T cells.
Routing of gliadin into late endosomes can be agudy adding serum of CD patients
containing anti-gliadin IgG and IgA. Breast millsalcontains anti-gliadin 1IgG and IgA
and breast feeding has been shown to prevent gevela of celiac disease. Hence, we
hypothesized that anti-gliadin 1gG can alter theaicellular distribution of gliadin, and
in particular that the gliadin content in early date endosomes can be increased in
such way. In order to test the hypothesis, duodeiogisy specimen from 12 CD and 8
non-CD patients were incubated with gliadin andi-gh#din 1gG followed by
evaluation using immunoelectron microscopy. Sigaffit changes regarding the
intracellular distribution of gliadin were not olbged. However, a role of anti-gliadin
IgG and FcRn cannot be excluded. Furthermore,ddiaiitin IgA or other serum factors
might be able to cause uptake of gliadin into &atdosomes. Aside from the hypothesis
we found remarkably intense labeling of golgi appas and apical membrane in some
of the patients that cannot be explained. Furtheestigations are needed to address
these questions including a detailed assessmehe@pecific labeling properties of the

anti-gliadin antibodies.
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7 Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

AG Antigen

AGA Anti-Gliadin-Antikdrper

AK Antikorper

AM Apikale Membran

APC Antigen presenting cell, Antigenpréasentieeezélle

AS Aminosauren

°C Grad Celsius

CD Celiac disease, Zdliakie

CTB Choleratoxin Untereinheit B

DC Dendritic cells, Dendritische Zellen

DGP Deamidierte Gliadinpeptide

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

EATL Enteropathie-assoziiertes T-Zell-Lymphom

EE Frihes Endosom

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

EMA Endomysiales Antigen

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESPGHAN European Society for Pediatric Gastroefdgyo Hepatology and
Nutrition

FcRn Neonatal Receptor for IgG

FF Frazer’s Fraction

GaM Goat-anti-mouse

GaR Goat-anti-rabbit

GFD Glutenfreie Diat

GP Goldpartikel

GS Glutensensitivitat

HLA Humanes-Leukozyten-Antigen

IBS Irritable Bowel Syndrome, Reizdarmsyndrom

IEC Intestinal epithelial cell, Enterozyt

IEL Intraepitheliale Lymphozyten



IgA
I9G
IL-10
V.
KG
LAMP
LE

MICA
MRNA

N-CD
NHL
NKG
Nm
OVA

PBS
PFA
RBA
RCD

Immunglobulin Klasse A

Immunglobulin Klasse G

Interleukin 10

Intravenos

Kdrpergewicht

Lysosomal-associated Membrane Protein
Spates Endosom

Meter

MHC class | polypeptide-related sequence A
Messenger RNA

Patientenanzahl

Nicht-Zdliakie

Non-Hodgkin-Lymphom
Natirliche-Killerzell-Gruppe

Nanometer

Ovalbumin

Irrtumswabhrscheinlichkeit, Signifikanzniveau
Phospate buffered saline
Paraformaldehyd

Radiobinding Assay

Refractory Celiac Disease
Raumtemperatur

Severe Combined Immunodeficiency
Standardabweichung

Standardized incidence ratio

Tissue transglutaminase, Gewebstransglutasaina

Tumor Growth Factds
Trans-Golgi-Netzwerk

Regulatorische T-Zelle
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