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1 Einleitung 

1.1 Zöliakie 

1.1.1 Definition  

Die Zöliakie oder glutensensitive Enteropathie, bei Erwachsenen auch als ein-

heimische Sprue bekannt, ist ein chronisches Malabsorptionssyndrom bei Kin-

dern und Erwachsenen, das als Folge der toxischen Wirkung des Klebereiwei-

ßes Gluten aus Weizen, beziehungsweise analogen Proteinen (Prolaminen) in 

Gerste, Hafer und Roggen auftritt. Dabei kommt es bei genetisch prädisponier-

ten Patienten zu einer Schädigung der Darmmukosa mit vollständiger Abfla-

chung der Schleimhaut, die durch eine glutenfreie Diät reversibel ist. In der Re-

gel muss diese Diät lebenslang eingehalten werden. 

1.1.2 Epidemiologie 

Neue Screening Methoden führten zu der Erkenntnis, dass die Zöliakie in Euro-

pa mit einer Häufigkeit von 1:130 bis zu 1:300 häufiger vorkommt als bisher 

angenommen (Ascher et al. 1991, Catassi 1998, Kolho et al. 1998, Mäki et al. 

1988, Vogelsang et al. 2002, Schuppan und Hahn 2001). Eine Studie von Ales-

sio Fasano 2003 in den USA deutete darauf hin, dass auch dort die Häufigkeit 

1:250 beträgt (Not et al. 1998) und nicht, wie bisher vermutet, 1:2000 (Collin et 

al. 1997). Dies lässt auf eine beachtliche Zahl oligosymptomatischer oder a-

symptomatischer Patienten mit unerkannter Zöliakie schließen. 

 

1.1.3 Ätiologie und Pathogenese 

Die Pathogenese der Zöliakie beinhaltet exogene, genetische und immunologi-

sche Faktoren. Die Zöliakie wird heute als (auto)-immunologische Erkrankung 

von Personen mit genetischer Disposition verstanden, welche durch alkohollös-

liche Proteinfraktionen (so genannte Prolamine) von Weizen (Gliadin), Roggen 
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(Secalin), Gerste (Hordein) und Hafer (Avenin) ausgelöst wird, wohingegen 

Mais- und Reisprodukte keine Zöliakie induzieren. Die Toxizität von Hafer ist 

jedoch umstritten (Hoffenberg et al 2000 a, Vader et al. 2002 b, Zimmer 2003). 

 

Zöliakie-Patienten weisen eine sehr hohe Assoziation mit spezifischen `human 

leukocyte antigens´ (HLA-Molekülen) auf. In 95% der Patienten ist DQ2 

(DQα1*0501/DQβ1*0201) der HLA-Klasse II nachweisbar, bei den restlichen 

5% ist DQ8 (DQα1*0301/DQβ1*0302) vorherrschend (Sollid et al. 1989, Sollid 

und Thorsby 1993, Kagnoff 2000, Lundin et al 1994 a, Lundin et al. 1994 b). 

Diese HLA-Konstellation kommt allerdings auch bei 20-30% der gesunden 

Bevölkerung vor, so dass sich die HLA-Typisierung als diagnostisches Kriterium 

nicht eignet (Sollid et al. 1989). Unter erstgradigen Verwandten besteht ein 5-

10%iges Risiko ebenfalls eine Zöliakie zu entwickeln. 70% der eineiigen Zwil-

linge und 30% der HLA-identischen zweieiigen Zwillinge sind konkordant für 

Zöliakie (Polanco et al. 1981, Greco et al. 1998 b). HLA-Gene sind demzufolge 

wichtig, aber nicht alleine ausreichend, um eine Zöliakie zu induzieren (Louka 

und Sollid 2003). 

 

1.1.4 Klinische Symptome 

Die klinischen Symptome sind variabel und altersabhängig. Die Symptome sind 

umso schwerer, je jünger die Kinder bei der Diagnosestellung sind. Das Vollbild 

der Zöliakie ist selten anzutreffen. Häufig sind die Symptome leichter ausge-

prägt, im Falle einer silenten Zöliakie fehlen sie ganz. Die klassische Zöliakie 

manifestiert sich meistens vor dem zweiten Lebensjahr. Nach Einführung von 

Gliadin in die Ernährung (Grießbrei, Vollkornbrei etc.) kommt es allmählich zu 

chronischen Diarrhöen mit voluminösen, übel riechenden und fettglänzenden 

Stuhlentleerungen. Gelegentlich bestehen Obstipation, Erbrechen, Bauch-

schmerzen, Gewichtsabnahme, Gedeihstörung, ausladendes Abdomen, 

muskuläre Hypotonie, Misslaunigkeit, Müdigkeit oder Appetitlosigkeit.  

Symptome wie Anämie oder Eisenmangel können zunächst die einzigen Hin-

weise auf das Vorliegen einer Zöliakie sein (oligosymptomatische Zöliakie). 
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Zu den selten auftretenden Symptomen gehören Eiweißmangelödeme, psy-

chomotorische Retardierung, Pubertas tarda, hämorrhagische Diathese, Osteo-

penie und Zahnschmelzdefekte. 

Die Zöliakie ist bei Kindern und Jugendlichen sehr variabel und kann sich auf 

wenige oder einzelne Symptome beschränken, wie z.B. Anämie, Minderwuchs 

oder erhöhte Transaminasen unklarer Genese (Visakorpi 1996, Bardella et al. 

1999). Zur Veranschaulichung der Epidemiologie wird an dieser Stelle das Eis-

bergmodell nach R.Logan eingeführt (Logan 1992). Demnach umfasst das Er-

krankungsspektrum der Zöliakie fünf verschiedene Gruppen: die sichtbare Spit-

ze des Eisberges wird von den neu diagnostizierten Patienten mit florider Zölia-

kie und Zottenatrophie, sowie von den bereits diagnostizierten Patienten unter 

glutenfreier Diät, gebildet. Diese beiden Patientengruppen bilden nach Caspary 

(Caspary 1993) jedoch nur 30-40% des `Eisbergs´. Unterhalb des Wasserspie-

gels befinden sich die Patientengruppen mit silenter, latenter und potentieller 

Form der Zöliakie (Ferguson et al. 1993, Oberhuber et al. 1999, Stern 1992). 

Bei der silenten Form, die auch als oligo- oder asymptomatische Form bezeich-

net wird, liegen bei den Betroffenen die typischen Dünndarmveränderungen 

einer flachen Mukosa vor, allerdings ohne entsprechende intestinale Sympto-

matik oder extraintestinale Beschwerden (Volta et al. 1998). In dieser Gruppe 

finden sich auch Verwandte ersten Grades von Zöliakie-Patienten, sowie Pati-

enten, deren Symptome durch mit der Zöliakie assoziierte Erkrankungen mas-

kiert werden. Bei der latenten Zöliakie liegt nach den klassischen histologischen 

Kriterien eine normale Dünndarmmukosa bei normaler Kost vor. Die Betroffe-

nen hatten jedoch zu einem früheren Zeitpunkt eine flache Schleimhaut, oder 

sie werden eine solche in der Zukunft entwickeln (Marsh 1993, Picarelli et al. 

1996, Troncone 1995). Von einer potentiellen Zöliakie spricht man bei Patienten 

mit genetischer Disposition, die weder Symptome noch eine Abflachung der 

Schleimhaut vorweisen. Als einziges Merkmal kann bei ihnen eine Infiltration 

der Darmmukosa durch intraepitheliale Lymphozyten imponieren. Endomysium-

Antikörper sind bei dieser Gruppe fast immer nachweisbar, ebenso wie weitere 

serologische Marker wie Gliadin- oder Transglutaminase-Antikörper. Einige die-

ser Patienten entwickeln im Laufe der Zeit das Vollbild der Zöliakie. Noch unge-
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klärt bleibt die Frage nach der seltenen transienten Zöliakie. Eine erneute dia-

gnostische Glutenbelastung ist besonders bei Patienten indiziert, bei denen 

Zweifel an der Diagnose besteht, oder bei Kindern, bei denen die initiale Mani-

festation innerhalb der ersten beiden Lebensjahre stattgefunden hat und u.a. 

eine Kuhmilchallergie oder infektiöse Enteritis als Ursache der Darmläsion in 

Betracht kommt. Diese Patienten entwickeln wieder eine Glutenunempfindlich-

keit. Kontrollbiopsien sind unbedingt erforderlich.  

 

Tabelle 1: Extraintestinale Manifestationen der Zöliakie verursacht durch Mangeler-
scheinungen 

 

1.1.5 Zöliakie-assoziierte Erkrankungen 

Das klinische Bild der Zöliakie ist häufig von Symptomen begleitet, die einen 

Hinweis auf andere Erkrankungen geben. Dabei handelt es sich oft um Erkran-

kungen aus dem auto-immunologischen Formenkreis wie z.B. die Autoim-

munthyreoiditis oder der Diabetes mellitus Typ I. Von diagnostischer Bedeutung 

ist der selektive IgA-Mangel, der die Aussagekraft der Gliadin-, Endomysium- 

und Transglutaminase-Serologie einschränkt. Er kann bei bis zu 10% der Zölia-

kie-Patienten festgestellt werden, bzw. es leiden fast 8% der IgA-

Mangelpatienten an Zöliakie (Collin et al. 1994, Heneghan et al. 1997, Meini et 

Organ/Symptom Ursache 

• Periphere Polyneuropathie 

• Perniziösie Anämie 

• Nachtblindheit 

• Blutungsneigung 

• Osteomalazie, Osteoporose 

• Muskelkrämpfe 

• Ödeme 

• Wachstumsstörung 

• Menstruationsstörung, Impotenz 

• Thiamin- und Vitamin B12-Mangel 

• Folsäure, Vit. B12-Mangel 

• Vit. A-Mangel 

• Vit. K-Mangel 

• Vit. D- und Kalzium-Mangel 

• Magnesiummangel 

• Proteinmangel, Hypalbuminämie 

• Malabsorption 

• Unbekannt 
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al. 1996). An zweiter Stelle steht der juvenile Diabetes (Schuppan und Hahn 

2001, Barera et al. 1991, Carlsson et al. 1999, Cronin et al. 1997, Collin et al. 

1994). Ungefähr ein Drittel der Diabetes mellitus Typ I-Patienten, die HLA-DQ 2 

positiv sind, haben IgA-Autoantikörper gegen die Gewebstransglutaminase und 

sind somit prädisponiert eine Zöliakie zu entwickeln (Bao et al. 1999). Als eine 

Variante der Zöliakie ohne gastrointestinale Symptomatik wird die Dermatitis 

herpetiformis Duhring angesehen. Die IgA-anti-tTG-AK sind bei dieser Erkran-

kung erhöht (Dietrich et al. 1999). Bei 75% dieser Patienten ist eine totale Zot-

tenatrophie nachweisbar. Unter glutenfreier Diät bilden sich die Hauterschei-

nungen zurück (Shidrawi und Ciclitira 1996, Collin et al. 1994, Morris und Cicliti-

ra 1997). Sogar neurologisch-psychiatrische Krankheitsbilder wie Depression, 

Psychopathie, Enzephalopathie, zerebelläre Syndrome und Epilepsie können 

mit einer Zöliakie assoziiert sein (Hadjivassiliou et al. 1996, Pynnönen et al. 

2002). 

Bei Frauen mit Zöliakie wurden vermehrt Infertilität, Fehlgeburten und dystrophe 

Neugeborene beobachtet. Selbst ein vermehrtes Auftreten von Neuralrohrde-

fekten beim Neugeborenen wird beschrieben (Greco et al. 1998 a, Nørgård et 

al. 1999, Molteni et al. 1998, Martinelli et al. 2000). 

Auch Patienten mit numerischen Chromosomenaberrationen, wie z.B. Down- 

und Turner-Syndrom gehören zu den Risikogruppen (Bonamico et al. 1998, 

Carlsson et al. 1998). Ebenfalls dazu gehören Patienten mit Autoimmunthyreoi-

ditis, rheumatischen Erkrankungen, Kollagenosen, IgA-Nephritis (Shidrawi und 

Ciclitira 1996, Collin et al. 1994, O´Farrelly und Gallagher 1992), Kuhmilchinto-

leranz oder dem Sjögren Syndrom. 

 

1.1.6 Maligne Tumore 

Das relative Risiko der Zöliakie-Patienten gegenüber der Normalbevölkerung, 

an Krebs zu erkranken, ist nach Askling et al. um 30% erhöht. Unter 11000 Pa-

tienten mit Zöliakie wiesen Askling et al. 249 Krebspatienten nach (davon 44 

maligne Lymphome). Dennoch scheint die Gefahr geringer zu sein als bisher 

angenommen. Das Risiko ist bei Nicht-Einhaltung einer glutenfreien Diät trotz-
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dem erhöht, an Krebsarten wie z.B. oropharyngealen Tumoren, Ösophaguskar-

zinomen und T-Zell-Lymphomen des Dünndarms (Enteropathie-assoziierte T-

Zell-Lymphome/EATL) zu erkranken (Askling et al. 2002, Catassi et al. 2002). 

Nach einer Studie von Holmes et al (1989) war das Malignomrisiko in der streng 

glutenfreien Gruppe auf das normale Maß abgesunken (GFD >10Jahre). 

 

1.2 Diagnostische Methoden  

Eine sorgfältige klinische Untersuchung und Anamneseerhebung des Patienten, 

bei der die Ernährungs- und Stuhlanamnese sowie die körperliche und geistige 

Entwicklung eine wichtige Rolle spielen, geben erste Hinweise auf die Ver-

dachtsdiagnose Zöliakie. Die definitive Diagnose kann nur im Kontext mit Klinik, 

Serologie und Biopsie bzw. dem Verlauf unter glutenfreier Diät gestellt werden. 

 

1.2.1 Serologische Untersuchungen der Zöliakie 

Zur Diagnose einer Zöliakie stehen eine Reihe von Methoden, die auf dem 

Nachweis von Antikörpern basieren, zur Verfügung (Catassi 1998). Diese sero-

logischen Methoden sind vor allem aufgrund ihrer geringen Invasivität von Vor-

teil, und darüber hinaus weisen sie eine gute Sensitivität und Spezifität auf. 

Meist dienen die serologischen Methoden zur Vorauswahl der zu biopsierenden 

Patienten, um unnötige Biopsien zu vermeiden (Grodzinsky et al. 1995). Sie 

haben ebenfalls einen großen Stellenwert bei der Verlaufskontrolle der Patien-

ten unter glutenfreier Diät, sowie bei der Untersuchung von Familienangehöri-

gen von Zöliakie-Patienten (Troncone und Ferguson 1991). Auch aufgrund des 

epidemiologischen Wandels (Eisbergmodell) (Logan 1992) im klinischen Er-

scheinungsbild der Zöliakie ist es erforderlich, durch Screening-Methoden die 

silenten und latenten Formen der Zöliakie bei Patienten frühzeitig zu identifizie-

ren. 
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1.2.2 Gliadin-Antikörper 

Bei Patienten mit unbehandelter Zöliakie werden im Serum Gliadin-Antikörper 

vom IgA- und IgG-Typ nachgewiesen. Abhängig von Labor und Testprotokoll 

erreichen IgA-AGA eine Sensitivität von 31-100% und eine Spezifität von 85-

100%. Die Sensitivität für IgG-AGA liegt bei 46-100% mit einer Spezifität von 

67-100% (Adenäuer 1998, Holtmeier und Caspary 1998). IgG-AGA lassen sich 

auch bei gesunden Probanden und bei Patienten mit anderen Erkrankungen 

des Gastrointestinaltraktes nachweisen (Savilathi et al. 1983, Troncone und 

Ferguson 1991). Sie sind demzufolge unspezifischer. Bei Patienten mit selekti-

vem IgA-Mangel kommt ihnen die größte Bedeutung zu. Kombiniert man beide 

Subklassen (IgA- und IgG-AGA), wird eine Sensitivität von 96-100% sowie eine 

Spezifität von 96-97% erreicht. Zusätzlich zu diesem Testverfahren sollten En-

domysium- oder Transglutaminase-AK nachgewiesen werden. Durch Kombina-

tion beider Verfahren wird eine Sensitivität und Spezifität von nahezu 100% er-

reicht (Bürgin-Wolff und Hadziselimovic 1996, Holtmeier und Caspary 1998). 

 

1.2.3 Endomysium-Antikörper 

Chorzelski et al. haben erstmals Endomysium-Antikörper als verlässliche Zölia-

kie-Marker und zur Diagnostik der Dermatitis herpetiformis Duhring nachgewie-

sen. Die Endomysium-Antikörper sind gegen extrazelluläre, retikuläre Fasern im 

Endomysium gerichtet, das die glatten Muskelfasern im Affenösophagus um-

gibt. Die Spezifität und Sensitivität dieses Immunfluoreszenztests (IFT) liegt 

zwischen 90-100% (Korponay-Szabo et al. 1997, Rujner et al. 1996). Allerdings 

ist es von Nachteil, dass diese Affenösophagusschnitte sehr teuer und nur be-

grenzt verfügbar sind. Zudem erfordert die subjektive Auswertung des IFT ein 

speziell ausgebildetes Laborpersonal. Dieser Antikörper-Nachweis kann auch 

kostengünstiger und mit leichter verfügbarem menschlichen Nabelschnurgewe-

be mittels indirektem IFT durchgeführt werden. Bei der Interpretation dieses IFT 

sollte beachtet werden, dass IgA-Mangel-Patienten falsch negative Ergebnisse 
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liefern. Im Gegensatz zu den Gliadin-Antikörpern sind die EMA bei anderen 

gastrointestinalen Erkrankungen nicht vermehrt zu beobachten. 

 

1.2.4 Transglutaminase-Antikörper 

Vor kurzem konnte das endomysiale Autoantigen durch die Arbeitsgruppe um 

D. Schuppan identifiziert werden (Dietrich et al.1997). Dabei handelte es sich 

um die Gewebstransglutaminase2 (`tissue transgutaminase tTG2´), ein Enzym 

aus der Familie der kalziumabhängigen Enzyme, welche die Quervernetzung 

der γ-Carboxamidgruppe eines Glutaminrestes und der ε-Aminogruppe eines 

Lysinrestes fördert und zur Bildung einer ε-(γ-Glutamyl)Lysin-Isopeptid-

Verbindung führt (Lorand und Conrad 1984, Folk und Chung 1985, Greenberg 

et al. 1991, Nemes und Steinert 1999). Dieses Enzym ist unter physiologischen 

Bedingungen intrazellulär lokalisiert. Die tTG2 wird während Entzündungspro-

zessen sezerniert. Sie führt durch Isopeptidquerverknüpfung innerhalb oder 

zwischen Polypeptidketten von Proteinen zu einer Stabilisierung der extrazellu-

lären Matrix. Funktionen der Transglutaminase sind im ganzen Körper zu fin-

den, z.B. in Fibringerinnseln (während der Hämostase und der Wundheilung), in 

Haaren und Nägeln, in der Zellmembran von alternden Erythrozyten und in der 

Epidermis (Griffin et al. 2002). Die durch die Transglutaminase katalysierten 

Isopeptidverknüpfungen sind sehr stabil und können nur durch einen Abbau 

beider Peptidbrücken gebrochen werden. 

 

Die Rolle der Transglutaminase bei der Zöliakieerkrankung: 

Dietrich et al. haben gezeigt, dass Gliadin ebenfalls durch die Transglutamina-

se2 vernetzt wird (Dietrich et al. 1997). (Der Gliadinanteil im Weizenprotein Glu-

ten beträgt etwa 50%. Die toxische Aminosäuresequenz des Gliadins besteht 

insbesondere aus Prolin und Glutamin. Glutamin stellt das Substrat der Ge-

webstransglutaminase2 dar). In der Mukosa entstehen Gliadin-Gliadin- bzw. 

Gliadin-tTG-Komplexe mit Ausbildung von neoantigenen Epitopen für autoreak-

tive B-Zellen (Endomysium-Antikörper), aber auch für T-Zellen. Antigenpräsen-

tierende Zellen (z.B. dendritische Zellen der lamina propria) internalisieren und 
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prozessieren nun den Gliadin-tTG-Komplex und präsentieren anschließend  

über HLA-DQ2(8) die Gliadinpeptide (Griffin et al. 2002). Die Gliadinpeptide 

werden nun vom T-Zellrezeptor gliadinspezifischer CD4+-T-Zellen erkannt (Sol-

lid 2000). Diese spezifischen CD4+ -Zellen konnten nur in Biopsien von Zöliakie-

Patienten nachgewiesen werden, wohingegen sie bei den Kontrollgruppen nicht 

existieren (Molberg et al. 1997). Die T-Zell-Aktivierung bewirkt durch Cytoki-

nausschüttung (IL4 und IL5) eine Stimulation der B-Zellen zur Antikörperpro-

duktion gegen die körpereigene Transglutaminase, die im Normalfall von der 

körpereigenen Abwehr toleriert wird. Außer der Vernetzung bewirkt die 

Transglutaminase2 eine Desamidierung von Glutamin, das in Glutaminsäure 

umgewandelt wird (bevorzugt bei saurem pH-Wert) und auf Grund seiner nega-

tiven Ladung vorzugsweise von HLA-DQ2(8)-Molekülen gebunden wird. Durch 

die Desamidierung werden T-Zell-Epitope geschaffen, die von den T-

Helferzellen bei Zöliakie-Patienten erkannt werden (Sjörström et al. 1998, Mol-

berg et al. 1998, Van de Wal et al. 1998, Arentz-Hansen et al. 2002, Shan et al. 

2002, Vader et al. 2002 b, Hausch et al. 2002). 

 

Meerschweinchen-Transglutaminase versus humane rekombinante Transglu-

taminase als Antigen für den Antikörpertest 

Bisher wurde die kommerziell erhältliche Meerschweinchen-Transglutaminase 

als Antigen für den Antikörpernachweis verwendet. Mit dem IgA-anti-tTG-Test 

konnte eine Sensitivität von 92-100% und eine Spezifität von 90-98% erzielt 

werden (Dieterich et al. 1998, Sulkanen et al. 1998, Malberg 1999, Vitoria et al. 

1999, Amin et al. 1999, Biagi et al. 1999, Sárdy et al. 1999, Troncone et al. 

1999, Hansson et al. 2000, Stern 2000). Neue Studien haben gezeigt, dass mit 

der humanen rekombinanten Transglutaminase, deutlich bessere Resultate mit 

einer Sensitivität und Spezifität von über 99% erreicht werden konnten (Seissler 

et al. 1999, Fasano 1999, Sardy et al. 1999, Bazzigaluppi et al. 1999, Sblattero 

et al. 2000, Bürgin-Wolff et al. 2002, Clemente et al. 2002, Hansson et al. 2002, 

Osman et al. 2002, Wong et al. 2002, Tesei et al. 2003, Tonutti et al. 2003). Ein 

Grund dafür könnte die nicht-sterile Gewinnung der Transglutaminase aus 

Meerschweinchen-Leber sein. Außerdem besteht nur eine Homologie von 80% 
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zwischen humaner und Meerschweinchen-Transglutaminase (Ikura et al. 1988, 

Gentile et al. 1991). Hansson et al. (2000) gewannen die tTG aus Erythrozyten, 

Osman et al. klonten die aus Dünndarmfibroblasten stammende hu-tTG in In-

sektenzellen (Sardy et al. 1999, Sblattero et al. 2000, Osman et al. 2002). An-

dere klonten die mit [35S]-Methionin gekoppelte hu-tTG in einem in vitro Transla-

tionssystem und entwickelten einen `Radio Liganden Assay´ für die Erfassung 

von IgA- und IgG-Antikörpern (Bao et al. 1999, Bazzigaluppi et al. 1999, Seiss-

ler et al. 1999, Williams et al. 1999, Hoffenberg et al. 2000, Bonamico et al. 

2001). 

Dennoch bestehen weiterhin Zweifel, ob die humane rekombinante Transglu-

taminase dieselbe diagnostische Sensitivität und Genauigkeit besitzt wie der 

Endomysium-Antikörper-IFT. In der Literatur findet man keine einheitlichen 

Aussagen darüber. 

 

1.2.5 Dünndarmbiopsie 

Die Dünndarmbiopsie (Saugbiopsie mit Watson-Kapsel oder Zangenbiopsie 

über das Endoskop) an der Flexura duodeno-jejunalis bleibt trotz der hohen 

Spezifität der Antikörper-Tests ein zentrales Element in der Zöliakie-Diagnostik 

(Guandalini et al. 1989, Walker-Smith et al. 1990, Grodzinsky et al. 1995, Holt-

meier und Caspary 1998). Das histologische Grading wird üblicherweise nach 

der von Marsh vorgeschlagenen Klassifikation vorgenommen (Marsh-

Klassifikation der Duodenalmukosa siehe Anhang I). Mit dieser kurzen und 

prägnanten Klassifizierung ist eine bessere Verlaufsbeschreibung möglich 

(Marsh 1992, Oberhuber et al. 1999). Typische histologische Befunde der Zöli-

akie sind: Zottenatrophie mit hyperplastischen, elongierten Krypten, eine erhöh-

te Mitoserate der Epithelzellen, eine gesteigerte Anzahl intraepithelialer Lym-

phozyten und ein dichtes zelluläres Infiltrat der Lamina propria mit Plasmazel-

len, Mastzellen, Lymphozyten und Eosinophilen. Diese Veränderungen sind 

zwar sehr charakteristisch für eine Zöliakie, jedoch nicht spezifisch. Sie kom-

men ebenfalls bei Kuhmilchproteinintoleranz, Gastroenteritiden durch Rota-  

oder andere Viren sowie bei Autoimmunenteropathien vor. 
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Als Diagnosestandard gelten die 1990 in Budapest revidierten ESPGAN-

Kriterien (Walker-Smith et al. 1990). Grundvoraussetzung sind einerseits eine 

kompatible Anamnese und Klinik und die typischen schweren Mukosaverände-

rungen (Marsh 3a bis 3c) unter glutenhaltiger Diät und andererseits das An-

sprechen der klinischen Symptomatik und Serologie auf eine strikte glutenfreie 

Diät. Eine Kontrollbiopsie ist nur bei primär stummer bzw. subklinischer Zöliakie 

zur Dokumentation des Ansprechens auf Diät und der Zeichen der Remission 

erforderlich. 

 

1.3 Therapie 

Bei gesicherter Diagnose wird dem Zöliakie-Patienten eine strikte und lebens-

lange Einhaltung einer glutenfreien Ernährung empfohlen. Dadurch kann in den 

meisten Fällen ein Rückgang der Symptome und eine Regeneration der Dünn-

darmschleimhaut erreicht werden. Auch das Risiko der Langzeitfolgen, wie z.B. 

das Malignomrisiko, kann dadurch beträchtlich gesenkt werden. Es ist denkbar, 

dass selbst die Entstehung assoziierter Erkrankungen wie Diabetes mellitus 

Typ I oder andere Autoimmunerkrankungen so vermieden werden können (We-

berhofer 2002, Zimmer 2003). Derzeit wird nach alternativen Behandlungsmög-

lichkeiten gesucht. Es wird zum einen versucht die Aktivierung der T-Zellen zu 

verhindern, indem man die HLA-DQ2-Bindungsstellen für Gliadinpeptide blo-

ckiert, zum anderen werden Inhibitoren für die Transglutaminase2 gesucht, die 

die Desamidierung verhindern sollen. Außerdem wird versucht, Peptidasen per 

os zu verabreichen, die dabei helfen sollen, immunstimulierende Peptide voll-

ständig abzubauen (Shan et al. 2002, Sollid 2002, Zimmer 2003).  

 

 

 

 



Einleitung 

 

12 

1.4 Screening 

Aufgrund der vielen Ausprägungen der Zöliakie ist ein `generelles Screening´ 

von enormer Bedeutung, um Patienten `unterhalb des Wasserspiegels´ des 

Eisbergmodells von Logan aufzudecken.  

Screening-Maßnahmen gehören zur sekundären Prävention. Dabei unterschei-

den Wilson und Junger ein `generelles Bevölkerungsscreening´ und ein selekti-

ves Screening von Hochrisikogruppen. Sie schlugen folgende Standardkriterien 

vor, die bei der Beurteilung von Screening-Programmen berücksichtigt werden 

sollten: 

• Die zu untersuchende Krankheit sollte unbehandelt einen schwerwie-

genden Verlauf zeigen, und es sollte eine akzeptable Therapie zur Ver-

fügung stehen. 

• Wissenschaftliche Erkenntnisse über die Symptome im Frühstadium und 

im Spontanverlauf sollten vorhanden sein. 

• Leistungsfähige und akzeptable Screening-Tests sollten etabliert sein.  

• Genügend Einrichtungen sollten vorhanden sein, um den verdächtigen 

Patienten eine definitive Diagnosestellung und Behandlung zu gewähr-

leisten. Eine Übereinkunft zur Indikation einer Therapie sollte bestehen. 

• Letztlich sollten die Kosten für Diagnosestellung und Therapie in einem 

ökonomischen Verhältnis zu den Gesamtausgaben des Gesundheitssys-

tems stehen. 

 

Der einzuführende Screening-Test sollte folgende Kriterien erfüllen: 

Annehmbarkeit, Validität, Zuverlässigkeit, Praktikabilität und Rentabilität. 
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1.5 Ziel und Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit 

In dieser Dissertation soll untersucht werden, inwieweit die als Autoantigen   

identifizierte humane Transglutaminase2 sich in der Zöliakie-Diagnostik in Form 

eines `Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assays´ als Antigen eignet. Dazu wurde 

ein Vergleich angestellt, bei dem die humane rekombinante Transglutaminase2 

für die Bestimmung der tTG-AK (Osman et al. 2002) dem gängigen Endomysi-

um-AK-Immunfluoreszenztest (siehe oben), sowie einem `Radio Liganden As-

say´ zum Nachweis von IgA-AK gegen humane Gewebstransglutaminase2 ge-

genübergestellt wurde (Yamamoto et al. 2000).  
 

Mit den zur Verfügung stehenden Patienten-Seren wurden alle drei Verfahren 

durchgeführt und es wurden Sensitivität, Spezifität, positive und negative prä-

diktive Werte und prädiktive Effizienz untersucht. Die 95% Konfidenzintervalle 

wurden ebenfalls berechnet. Außerdem wurde die in der Literatur beschriebene 

Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-Analyse zur Ermittlung optimaler Cut-

off-Werte für die untersuchte Population eingesetzt.  
 

Mit Hilfe des internationalen Positivreferenzserums wurde zudem eine Stan-

dardkurve erstellt, die sowohl für die Beurteilung der Reproduzierbarkeit (Intra- 

und Interassay-Variabilität) als auch für die Kalibrierung, d.h. zur Umwandlung 

der Extinktionen der Patientenseren in arbiträre Einheiten (AU), verwendet wur-

de. 
 

Ziel dieser Arbeit ist es zu prüfen, ob der Endomysium-AK-

Immunfluoreszenztest und der Meerschweinchen-tTG-AK ELISA durch den auf 

nicht kommerzieller Basis entwickelten hu-tTG-AK ELISA ersetzt werden kön-

nen. Dieser hu-tTG-AK ELISA soll als Screening-Verfahren zur Früherkennung 

von Patienten mit silenten Verlaufsformen der Zöliakie im Vorfeld der diagnosti-

schen Dünndarmbiopsie erprobt werden. 
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2 Patienten, Material und Methoden 

2.1 Patienten 

2.1.1 Einschlusskriterien und Einteilung der Patientenseren 

 

Die Seren stammten von Patienten aus der Universitätskinderklinik Tübingen, 

die sich während des Zeitraumes vom 17.03.2000 bis zum 29.12.2002 zur am-

bulanten oder stationären Behandlung in der Klinik befanden, sowie von Patien-

ten aus auswärtigen Kliniken oder den umliegenden pädiatrischen Praxen. Die-

se Seren wurden nach Tübingen in das gastroenterologische Labor (Prof. 

Stern) zur Bestimmung der Gliadin-, Endomysium- und Transglutaminaseanti-

körper geschickt. 

Die Symptomatik zum Anlass für die Antikörperbestimmung war vielfältig, näm-

lich Durchfall, Übelkeit und Erbrechen, aufgeblähtes Abdomen, Anämien, Ge-

wichtsabnahme bei Erwachsenen und Stillstand der körperlichen Entwicklung 

bei Kindern. Oft handelte es sich aber auch um Verlaufskontrollen bei bereits 

gesicherter Zöliakie. 

 

Insgesamt wurden 157 Patientenseren untersucht. Diese wurden wiederum in 

fünf verschiedene Gruppen eingeteilt: 18 Seren von Kindern wurden der Grup-

pe Kontrollen mit Biopsie zugeteilt, 51 Seren der Gruppe Zöliakie mit Biopsie, 

19 der Gruppe Zöliakie mit GFD, 31 Seren stammten von Blutspendern aus 

dem Institut für Transfusionsmedizin und 38 Seren stammten von Kontrollen 

ohne Biopsie, die unter diversen anderen Erkrankungen litten (siehe Tabelle 2). 

 

Zur Aufnahme der Seren in die Gruppen CD/N und CD/GFD mussten die 1990 

in Budapest von der ESPGAN neu formulierten Diagnosekriterien zur eindeuti-

gen Klassifizierung der einzelnen Gruppen erfüllt werden (Walker-Smith 1990). 

Bei Zöliakie musste die Biopsie eine schwere Schädigung der Dünndarm-

schleimhaut aufweisen (PVA, SVA oder TVA); außerdem wurde eine Besse-
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rung der klinischen Beschwerden unter GFD gefordert. Im negativen Fall wies 

die Biopsie eine normale Dünndarmschleimhaut auf.  

 

Zudem wurde ein möglichst enger Zeitrahmen zwischen dem Datum der Biop-

sie und dem der Serumabnahme gefordert. Es sollten nicht mehr als drei Mona-

te dazwischen liegen. Für die Gruppe Zöliakie mit GFD entfiel diese Bedingung, 

denn seit Überarbeitung der Kriterien ist eine Zweitbiopsie nur noch in Zweifels-

fällen vorgesehen, z.B. bei unbefriedigendem Verlauf. 

 

Die Patientenseren wurden bei -40°C gelagert. 

 

2.1.2 Gruppeneinteilung 

 

Von den insgesamt 157 Patientenseren waren 73 Patienten weiblich (Mindest-

alter bei Blutentnahme: zehn Monate; Maximalalter bei Blutentnahme: 70 Jahre; 

Median: sieben Jahre) und 53 männlich (Mindestalter bei Blutentnahme: neun 

Monate; Maximalalter bei Blutentnahme: 59 Jahre; Median: neun Jahre). Bei 

den 31 Blutspendern konnten Geschlecht sowie Alter der Patienten aus Daten-

schutz-Gründen nicht ermittelt werden. 

 

2.1.3 Negativ-Kontrollserum (Pool 100) 

 

Das Negativ-Kontrollserum wurde willkürlich aus 100 Seren erwachsener ge-

sunder Blutspender am 26.10.1993 der Universitätsklinik für Anästhesiologie 

und Transfusionsmedizin, Abteilung Transfusionsmedizin und Blutbank, Tübin-

gen, zusammengestellt. Dieser Pool stellte ein geeignetes Kollektiv zufällig 

ausgewählter, klinisch unauffälliger Vergleichspersonen dar, bei denen mit sehr 

hoher Wahrscheinlichkeit keine klinisch manifeste Zöliakie vorlag. Eine latente 

oder silente Form konnte jedoch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. 
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Die Zusammensetzung des Pools erfolgte ohne Kenntnis von Namen, Alter, 

Geschlecht oder anderer persönlicher Daten der Spender. 

 

Bei -20°C wurden Portionen zu 1,5ml gelagert. Zu Beginn der Arbeit wurden 

1,5ml auf 75 Einzelportionen zu je 20µl aufgeteilt und bei -40°C wieder einge-

froren. Dem Pool 100 wurden zur Aufbewahrung 1‰ Natriumazid (NaN3) hin-

zugefügt. 

 

Dieses Serum wurde nun auf jeder ELISA-Platte zweimal in Doppelbestimmung 

als Negativ-Kontrollserum mitgeführt. 

 

2.1.4 Positiv-Referenzserum (EG-Pool) 

 

Dieses Serum wurde von Dr. E. Savilahti, Children`s Hospital, Helsinki, Finn-

land, im Auftrag der Arbeitsgruppe `Serological Sreening for Coeliac Disease´ 

der ESPGAN/EMRC hergestellt (Savilahti E). 

Zur Herstellung dieses EG-Pools wurden 80ml hochtitrige Seren von 13 Zölia-

kie-Patienten mit 320ml Seren von sechs gesunden Blutspendern gemischt 

(Savilahti E). Nach Sterilfiltration mittels eines Millipore-Filters blieben noch 

200ml übrig. Jedes Labor der Arbeitsgruppe erhielt 20ml. Diese wurden erneut 

zu jeweils 20µl aliquotiert und bei -40°C eingefroren. 

 

Auch dieses Positiv-Referenzserum wurde auf jeder Platte mitgeführt, um Fehl-

bestimmungen zu vermeiden. Es wurde in verschiedenen Verdünnungen je-

weils als Doppelbestimmung aufgetragen. Mit Hilfe dieses Referenzserums 

konnte eine Standardkurve erstellt werden (Kap. 2.2). 
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2.1.5 Zweites hochtitriges positives Patientenserum  

 

Um die Erstellung der Standardkurve zu erleichtern, wurde noch ein stark posi-

tives Serum mit der Nr.14575 hinzugefügt. Bei diesem Patienten wurde die Di-

agnose Zöliakie durch den positiven Biopsie-Befund vom 25.02.1998 sowie ei-

nem Rückgang der Beschwerden unter GFD bestätigt. Die Endomysium-

Antikörper waren zum Zeitpunkt der Serumabnahme bis zu der Verdünnung 

1:400 positiv. Dieses Serum wurde ebenfalls in verschiedenen Verdünnungen, 

jeweils als Doppelbestimmung, auf jeder Platte mitgeführt. 

Da der Variationskoeffizient des EG-Pools relativ hoch ausgefallen war 

(12,56%), wurde beschlossen, nochmals zwei Seren mit den Nummern 21371 

und 21273, deren Extinktionen zwischen den Werten des EG-Pools und dem 

hochtitrigen Serum Nr.14575 lagen, auf allen Platten mitzuführen. Auch bei die-

sen beiden Seren wurde im Oktober 2001 die Diagnose Zöliakie durch eine Bi-

opsie bestätigt. Diese Seren wurden als Doppelbestimmung in sechs Verdün-

nungen (1:500; 1:1000; 1:2000; 1:4000; 1:8000; 1:16000) auf jeder ELISA-

Platte mitbestimmt. 

 

2.2 Standardkurve 

2.2.1 `Master-Standardkurven´ 

Zur Erstellung der so genannten Master-Standardkurve (Feldcamps 1992) wur-

den der Pool 100, der EG-Pool und das Serum Nr.14575 als geometrische Ver-

dünnungsreihe aufgetragen. Mit der Verdünnung 1:500 wurde begonnen. Es 

folgten elf weitere Verdünnungen, deren Extinktionen jeweils in zweifacher Be-

stimmung ermittelt wurden. Die Verdünnungsstufen waren also 1:500; 1:1000; 

1:2000; 1:4000; 1:8000; 1:16000; 1:32000; 1:64000; 1:128000, 1:256000; 

1:512000. Als OD wurden die Extinktionen gegen die reziproke Serumverdün-

nung aufgetragen. Die zwei Testansätze mit den größten Abweichungen vom 

Mittelwert, jeweils nach oben und unten, wurden verworfen.  
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2.2.2 `Aktuelle Standardkurve´  

 

Aufgrund der Schwankungen, die sich an den verschiedenen Tagen der Test-

ansätze ergaben, wurde auf jeder ELISA-Platte eine aktuelle Standardkurve 

mitgeführt. Die Schwankungen ergaben sich aus vielerlei Faktoren wie z.B. Än-

derung der Luftfeuchtigkeit, der Temperatur oder geringfügige Ungenauigkeiten 

im Einhalten der Inkubationszeiten. Auch minimale Verunreinigungen, die beim 

Waschen und Herstellen der Pufferlösungen entstehen, könnten ein ungenaues 

Testergebnis hervorrufen. Diese Schwankungen wurden in einer erhöhten Intra- 

und besonders Inter-Assay-Variabilität deutlich. Deshalb wurden in jedem Test-

durchlauf jeweils drei Verdünnungen des Positivserums Nr.14575 und des EG-

Pools, sowie jeweils sechs Verdünnungen der Seren Nr.21371 und Nr.21273 

mitgeführt. Die Verdünnungsstufen waren also für EG-Pool und Positivserum 

Nr.14575: 1:500; 1:1000; 1:2000. Für die Seren Nr.21371 und Nr.21273 jeweils: 

1:500; 1:1000; 1.2000; 1:4000; 1:8000; 1:16000. Für den jeweiligen Testansatz 

diente nun diese aktuelle Standardkurve als direkte Qualitätskontrolle. Sie wur-

de mit der zuvor erstellten `Master Standardkurve´ verglichen. Nun konnte man 

mit Hilfe des Computerprogramms GraphPadPrism (Kap. 2.7) die Korrelation 

der einzelnen Testansätze berechnen. Auf diese Weise konnte man Abwei-

chungen sicher und frühzeitig erkennen (Pittschieler und Ladinser 1996). Mit 

Hilfe des ständig mitgeführten EG-Pools wurden anschließend die Ergebnisse 

für die Patientenseren der Platte kalibriert. 

 

2.3 Kalibrierung durch Berechnung der `Arbiträren Einheiten´ (AU) 

Um die Testergebnisse besser vergleichen zu können, wurden die Extinktionen 

in Prozent bzw. in so genannten arbiträren Einheiten angegeben und mit Hilfe 

des EG-Pools kalibriert (dafür könnte auch ein anderes beliebiges positives Re-

ferenzserum verwendet werden). Dies war erforderlich, da die einzelnen Ta-

gesschwankungen recht hoch waren. So wurde speziell für jedes Serum die 

Extinktion in AU umgerechnet, um die Reproduzierbarkeit dieses Testes zu 

verbessern. 
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Hierfür wurden die Extinktionen bzw. die Mittelwerte aus der Zweifachbestim-

mung mit 100 multipliziert und durch die Extinktion bzw. den Mittelwert des EG-

Pools (der Verdünnung 1:500) des jeweiligen Testansatzes dividiert. 

 

=AU
)PoolEG(Extinktion

100)erumPatientens(Extinktion
−

⋅      (1) 

 

Die für die Patientenseren ermittelten Extinktionswerte wurden unter Verwen-

dung dieser Gleichung als prozentualer Anteil (AU) der entsprechenden Extink-

tion des EG-Pools ausgedrückt. 

 

2.4  Material 

Es wurden folgende Materialien und Reagenzien vom gastroenterologischen 

Labor der Universitätskinderklinik Tübingen zur Verfügung gestellt. 

 

2.4.1 Reagenzien 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland: 

• Citronensäure wasserfrei grießform reinst, (C6H8O7), Art.-Nr.100247 

• Calciumchlorid-Dihydrat krist. zur Analyse, (CaCl2x2H2O), Art.-Nr.102382 

• Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat zur Analyse, (Na2HPO4x2H2O), 

Art.-Nr.106580 

• Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat zur Analyse, (NaH2PO4xH2O), 

Art.-Nr.106346 

• Natriumchlorid zur Analyse, (NaCl), Art.-Nr.106404  

• 1,2-Phenylendiamin zur Analyse, (C6H8N2), Art.-Nr.107243 

• Schwefelsäure 95-98% reinst, (H2SO4), Art.-Nr.100713 

• Wasserstoffperoxyd 30% H2O2 (Perhydrol) zur Analyse (stabilisiert für 

erhöhte Lagertemperatur), ISO, Art.-Nr.107210 
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Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland: 

• Ethylendiaminetetraacetic Acid free Acid; Anhydrous Crystalline Approx. 

99% (titration), (EDTA), (C10H16N2O8), Art.-Nr.E 6758 

• Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate (Tween 20), Art.-Nr.P1379 

 

Bio-Rad Laboratories, Hemel Hempstead, United Kingdom: 

• Tris Electrophoresis Purity Reagent Tris(hydroxymethyl)-aminomethane, 

C4H11NO3), Art.-Nr.161-0719 

 

2.4.2 Puffer 

Puffer A (Beschichtungspuffer) 

0,05M Tris C4H11NO3 

0,15M NaCl 

5mM CaCl2 

6,057g Tris HCl, 8,766g NaCl und 0,555g CaCl2 in 900ml lösen, 

PH auf 7,5 einstellen und auf 1000ml auffüllen. 

 

Meerschweinchen-Transglutaminase Puffer A 

Das Lyophilisat wurde in Puffer A (ohne CaCl2) gelöst (1mg/ml) aliquotiert und 

tiefgefroren. Zur Durchführung der ELISAs wurde die Stammlösung mit Puffer A 

verdünnt bis die Konzentration 1µg tTG/Well erreicht wurde. 

 

Puffer B (Waschpuffer) 

0,05M Tris C4H11NO3 

0,15M Nacl 

0,01M Na2-EDTA 

0,1% Tween-20  

 

12,114g Tris-HCl, 17,532g NaCl, 5,844g EDTA und 2000µl Tween-20 in 1800ml 

Aqua dest. lösen. PH einstellen auf 7,4 und auf 2000ml auffüllen. 
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5-Aminosalicylsäuresubstrat 

0,01M NaH2PO4 x H2O 

0,01M Na2HPO4 x 2H2O 

0,01M EDTA 

 

100mg/100ml in Phosphatpuffer 

47,17ml 0,01M NaH2PO4 x H2O, 51,89ml 0,01M Na2HPO4 x 2H2O, 943µl 0,01M 

EDTA und 100mg 5-Aminosalicylsäure. PH einstellen auf 5,9-6,0. Kurz vor der 

Verwendung 0,1ml 0,5% H2O2 zu 10ml 5-AS Lösung hinzufügen. 

 

Färbelösung für POD-Färbung 

20mmol/l Zitronensäure 420mg 

50mmol/l Na2HPO x 2H20 890mg 

in 80ml Aqua dest. lösen und PH auf 5,0 mit etwas gelöster Zitronensäure ein-

stellen.  

Auf 100ml auffüllen. 

7,0mg o-Phenylendiamin (OPD) in 10,5ml Puffer und 50µl H202 (1%) frisch her-

gestellt lösen und mischen.  

OPD Berechnung:   10,5:7= 1,5 X Eingewogene Menge OPD     Färbelösung 

                                 0,05:7 x eingewogene Menge OPD x 1000   H2O2 

 

Abstoppen der Reaktion mit 2mol/l H2SO4 

 

96% H2SO4 als Ausgangslösung, 

Dichte: 1,84 

111,2ml auf 1000ml Aqua dest. 

 

Protein Konzentration: 0,51mg/ml 

 

Aus der Ausgangskonzentration 100µl (51µg Protein) entnehmen und mit Puffer 

A (9900µl) verdünnen  Verdünnung 1:10 
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2.4.3 Antiseren/ Substrate 

DakoCytomation, Göttingen, Deutschland: 

• Polyklonales Kaninchen Anti-Human IgA, spezifisch für Alpha-Ketten, 

HRP-konjugiert, Code-Nr.P0216 

 

Roboscreen GmbH, Leipzig, Deutschland: 

• Humane Transglutaminase 

 

The Binding Site GmbH, Schwetzingen, Deutschland: 

• Affen-Oesophagus Objektträger 

 

 

2.4.4 Sonstige Verbrauchsmaterialien 

Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland: 

• Immunolplatten (Maxisorp) 96 Loch, Art.-Nr.439454 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland: 

• Pipettenspitzen 
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2.4.5 Arbeitsgeräte 

Brand GmbH&Co.KG, Wertheim, Deutschland: 

• Transferpipette-12 (10-100µl) 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland: 

• Eppendorf Pipetten 

 

Dynatech Laboratories, Denkendorf, Deutschland: 

• MRX Microplate Reader 1.3 

 

Memmert, Schwabach, Deutschland: 

• Wärmeschrank 

 

IKA-Werke GmbH&Co.KG, Staufen, Deutschland: 

• MS 1 Minishaker 
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2.5 Methoden 

2.5.1 Vorversuche 

Zum Etablieren der Methode wurde zunächst der ELISA für Gliadinantikörper 

durchgeführt (Teuscher 1998). Die anfallenden und eingehenden Seren wurden 

parallel nochmals getestet. Hierbei wurden IgA- und IgG-Gliadinantikörper 

nachgewiesen. Dieser Antikörperbestimmungstest wird auch routinemäßig im 

gastroenterologischen Labor durchgeführt. Danach wurde zur Ermittlung der 

Transglutaminase-Antikörper, nach dem Protokoll von Amin et al., die Meer-

schweinchen-Transglutaminase als Antigen für den ELISA verwendet (Amin et 

al 1999, Kapitza 1998).  

Tabelle 2: Durchführung des Meerschweinchen-Transglutaminase ELISAs 

Prozedur Reagenzien/Zeit 

Beschichtung 

 

 

Waschen 

Blockieren 

 

Seruminkubation 

 

Waschen 

Bindung des Zweit-Antikörpers 

 

 

Waschen  

Farbentwicklung 

 

 

Detektion 

1µg Meerschweinchen tTG/Well in 100µl 

Puffer A für 2h, in der Feuchtekammer bei 

37°C inkubieren 

3-mal mit 200µl Puffer B pro Well 

mit 200µl/Well Puffer B für 30min in der 

Feuchtekammer bei 37°C. 

Serumverdünnung in Puffer B (1:100); 

100µl pro Well; Inkubation: 1h bei RT 

3-mal mit 200µl Puffer B 

Polyklonales Kaninchen Anti-Human IgA, 

HRP-konjugiert in Puffer B 1:1000 verdün-

nen; 100µl pro Well; Inkubation: 1h bei RT 

3-mal mit 200µl Puffer B 

100µl/Well 5-Aminosalicylsäuresubstrat. 

Inkubation: 45min bei RT auf einem Tau-

melgerät 

Bei 490nm gegen Hintergrund 
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Zunächst fiel der Test durch extrem hohe Variationskoeffizienten bis 43% auf. 

Beim genauen Betrachten der Mikrotiterplatte konnte man flockige Sedimente 

am Plattenboden erkennen, welche sich als Ursache der starken Schwankun-

gen herausstellten. Ab diesem Zeitpunkt wurde die Mikrotiterplatte alle fünf bis 

zehn Minuten leicht von Hand geschüttelt. Vor dem Ablesen musste man sich 

vergewissern, dass sich die Sedimente gelöst hatten. Der Erfolg schlug sich in 

niedrigen Variationskoeffizienten nieder. 

 

Es wurde eine Meerschweinchen-Standardkurve mit dem hochtitrigen Serum 

Nr.14575 und dem Negativ-Pool (Pool 100) aus acht Testansätzen entwickelt. 

Begonnen wurde mit der Verdünnung 1:50, es folgten die Verdünnungen 1:100; 

1:200; 1:400, 1:800; 1:1600; 1:3200, 1:6400; 1:12800; 1:25600, 1:51200. Im 

Anhang III ist die Standardkurve zu finden.  

 

Nach Abschließen der Vorversuche mit der Meerschweinchen-

Transglutaminase wurde die aus Dünndarm-Fibroblasten in Insektenzellen ge-

klonte und replizierte humane rekombinante Transglutaminase eingesetzt (Os-

man et al. 2002.) Die Konzentration der tTG in der Stammlösung betrug 

200µl/ml. Um auf eine Konzentration von 5µg/ml zu kommen, musste die 

Stammlösung 1:40 in Puffer A verdünnt werden (siehe 2.4.2). 

 

Der hu-tTG-AK-ELISA wurde nach dem Protokoll der Meerschweinchen-

Transglutaminase durchgeführt. Unterschiede lagen ausschließlich in der Kon-

zentration der Transglutaminase sowie in der Serumverdünnung. Die Konzent-

ration der humanen Transglutaminase betrug 5µg/ml, bei der Meerschwein-

chen-Transglutaminase betrug sie 10µg/ml. Außerdem wurden die Seren bei 

der humanen Transglutaminase 1:500 verdünnt und bei der Meerschwein-

chentransglutaminase 1:100. Es stellte sich jedoch bald heraus, dass die Ex-

tinktionen unbefriedigend niedrige Werte lieferten.  
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Wechsel des chromogenen Substrates 

Im Labor Prof. Mothes des Universitätsklinikums Leipzig, Institut für Laboratori-

umsmedizin, Klinische Chemie und Diagnostik, wurde nicht 5-Aminosalicylsäure 

als Substrat für die Farbentwicklung benutzt, sondern o-Phenylendiamin (OPD). 

Da der Umgang mit OPD, aufgrund seiner Eigenschaft als starker Methämoglo-

binbildner mit mutagener und sensibilisierender Wirkung und seiner hohen 

Lichtempfindlichkeit besonderer Sorgfalt bedarf, wurde es zunächst nicht einge-

setzt. Nach einigen Vorversuchen mit 5-AS, wurde aufgrund der besseren 

Wirksamkeit zu OPD gewechselt. Entscheidend war hierbei der letzte Arbeits-

schritt, die exakte Menge an OPD abzuwiegen. Dabei wurden Handschuhe ge-

tragen, der Raum abgedunkelt und unter der Abzugshaube gearbeitet. 

 

2.5.2 Bestimmung von tTG-Antikörpern: Testprinzip 

1. Bindung des Antigens (humane Transglutaminase) an den Träger (Mikroti-

terplatte) 

Die in Puffer A (Beschichtungspuffer) auf 5µg/ml verdünnte Transglutaminase 

wurde in einer Konzentration von 0,5µg/Well auf die 96-Well-MaxiSorp Platte, 

mit jeweils 100µl pro Loch aufgebracht und bei 37°C in einer Feuchtkammer 

zwei Stunden inkubiert.  

Es folgte ein dreimaliger manueller Waschgang zur Entfernung des ungebun-

denen Antigens mit jeweils 200µl/Well Puffer B (Waschpuffer). Anschließend 

wurde die Platte mit 200µl/Well mit Puffer B eine halbe Stunde bei 37°C in der 

Feuchtekammer geblockt. Nach dieser halben Stunde wurde die Platte einmal 

gewaschen. 

 

2. Bindung des Serum-Antikörpers (primärer Antikörper) an das Antigen 

Die zu testenden Seren wurden 1:500 in Puffer B verdünnt, anschließend 

100µl/Well als Doppelbestimmung aufgetragen und eine Stunde bei Raumtem-

peratur inkubiert. Das Positiv-Referenzserum (EG-Pool) und das Serum mit der 



Patienten, Material und Methoden 

 

27 

Nr.14575 wurden auf jeder Platte in drei Verdünnungsstufen mitgeführt (1:500; 

1:1000; 1:2000). Außerdem wurden noch das Serum Nr.21371 und das Serum 

Nr.21273 zur Erstellung einer zweiten Standardkurve in sechs Verdünnungen 

mitbestimmt (1:500; 1:1000; 1:2000; 1:4000; 1:8000 1:16000). Der Pool 100 

wurde als Negativ-Kontrollserum in Form einer Doppelbestimmung zweifach auf 

jeder Mikrotiterplatte mitgeführt. Als Leerwert dienten acht vertikal verlaufende 

Vertiefungen, in die bis auf den primären Antikörper alle Substanzen zugege-

ben wurden. Vor dem nächsten Arbeitsschritt schloss sich ein erneuter dreima-

liger Waschvorgang an. 

 

3. Bindung mit dem sekundären peroxidase-konjugierten Antikörper 

Der peroxidase-konjugierte Anti-human-IgA Antikörper wurde nun 1:1000 in 

Puffer B verdünnt. Nach Beschichtung aller Wells mit je 100µl des verdünnten 

sekundären Antikörpers wurde die Platte für 60 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Im Anschluss wurde das überschüssige Konjugat durch dreimaliges 

Waschen (vgl 1.) entfernt.  

 

4. Bindung des chromogenen Farbstoffsubstrates 

Zu Beginn des Versuches wurde die bereits im Tiefkühlschrank vorgefertigte 

portionierte Färbelösung im Dunkeln abgetaut. Zirka fünf Minuten vor Auftra-

gung des Farbstoffsubstrates wurden 7,0mg o-Phenylendiamin (OPD) abgewo-

gen, in 10,5ml Färbelösung unter Zusatz von 50µl H202 (1%) gelöst und ge-

mischt (z.B. mit einer Pipette). All dies sollte in einem abgedunkelten Raum er-

folgen, da OPD stark lichtempfindlich ist. Nun wurden 100µl Farbstoffsubstrat 

pro Well für 15 Minuten bei Raumtemperatur in einer dunklen Kammer, auf ei-

nem Taumelgerät mit 40 Bewegungen pro Minute inkubiert. In dieser Zeit er-

folgten im Rahmen der enzymatischen Reaktion mit der Peroxidase die Oxida-

tion des chromogenen Substrates OPD und die Reduktion des H2O2. Es ent-

standen proportional zur Konzentration der Anti-tTG-AK gelb braune Farbkom-

plexe. 
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5. Abstoppen der Enzym-Substrat-Reaktion und Messung der Extinktion 

Beendet wurde die Reaktion mit 25µl/Well 2 molarer Schwefelsäure. Schließlich 

wurde die Farbintensität quantitativ im geschlossenen ELISA-Reader bei      

490nm photometrisch gemessen. Die Extinktionen wurden photometrisch re-

gistriert und abzüglich des Leerwertes computergestützt ausgewertet. Das Er-

gebnis wurde in Optical Density-Einheiten (OD) beschrieben. Es erfolgte die 

Umrechnung in arbiträre Einheiten (AU), indem die für die Patientenseren ermit-

telten Extinktionswerte unter Verwendung von Gleichung 1 (siehe Kap. 2.3) als 

prozentualer Anteil der entsprechenden Extinktion des Positiv-Referenzserums 

ausgedrückt wurden (Kapitza 1998). 

 

2.5.3 Kurze Beschreibung des EMA-Immunfluoreszenz- und des Im-
munpräzipitationstests 

Der Immunfluoreszenztest wurde im gastroenterologischen Labor der Universi-

tätsklinik Tübingen (I. Wäscher, Prof. Stern) durchgeführt. Dabei wurden die 

Endomysium-IgA-Antikörper an Affen-Oesophagus-Schnitten nachgewiesen 

(Stern 2000).  

Die Ergebnisse des Immunpräzipitationstests wurden von Prof. Seelig et al. aus 

Karlsruhe geliefert. Dafür wurde die humane Gewebstransglutaminase2 geklont 

und anschließend ein `Radio Liganden Assay´ durchgeführt, der zum Nachweis 

von IgA- und IgG-Antikörpern geeignet ist (Yamamoto et al. 2000). 
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2.6 Statistik  

Die Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut für Medizinische 

Informationsverarbeitung (IMI) mit freundlicher Unterstützung von Herrn Dr. 

med. Gunnar Blumenstock und Frau Viessmann ausgewertet.  

Folgende Kenngrößen dienen der Auswertung diagnostischer Tests (Altman 

1991 a, Guggenmoos 1996, Trampsch und Windeler 1997). 

2.6.1 Auswertung mit Hilfe der ROC-Kurve 

Die beste Möglichkeit, den günstigsten Cut-Off zu finden, ist die Anwendung der 

ROC-Kurve. Die ROC-Kurve eignet sich besonders bei Testverfahren, die 

nichtnormalverteilte Daten als Ergebnisse liefern, wie man sie bei einem immu-

nologischen Test erhält. Sie ist wahrscheinlich die brauchbarste Methode beim 

Vergleich zweier Testverfahren (Altman 1991 a, Guggenmoos 1996, Trampsch 

und Windeler 1997).  

 

1-Spezifität 

Sensitivität 

ROC-Kurve 
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2.6.2 Testvergleiche mittels ROC-Kurve 

Die ROC-Kurve kann zum Vergleich mehrerer Tests oder zur Untersuchung 

eines Tests eingesetzt werden. 

Je weiter die ROC-Kurve von der Diagonalen nach links abweicht, desto besser 

unterscheidet der Test zwischen Gesunden und Kranken. Entspricht die ROC-

Kurve einer Diagonalen, so ist der Test nicht besser als eine Zufallsentschei-

dung, d.h. für die betreffende Fragestellung völlig unbrauchbar.  

Werden verschiedene Tests, die sich auf eine gleiche Fragestellung beziehen, 

gegeneinander aufgetragen, kann man die individuelle Leistungsfähigkeit beur-

teilen, indem man die Lage der Kurven zueinander vergleicht. 

Liegt z.B. die ROC-Kurve eines Tests immer auf der linken Seite, verglichen mit 

der ROC-Kurve eines zweiten Tests, so ist der erste Test ein besserer Diskri-

minator als der zweite Test, da er bezüglich jeder beliebigen Sensitivität die 

bessere Spezifität und umgekehrt bezüglich jeder beliebig gewählten Sensitivi-

tät die bessere Spezifität besitzt. 

Im Falle, dass sich die beiden Kurven schneiden, besitzt jeder Test eine Regi-

on, in der er der bessere Diskriminator ist. Um die Zuverlässigkeit des Tests zu 

quantifizieren, wird die Fläche unter der Kurve berechnet (Area under the curve 

= AUC). Bei einem Test ohne jede Vorhersagekraft liegt dieser Wert bei 0,5, im 

Maximalfall bei eins. Mittels dieser Flächenbestimmung kann man ROC-Kurven 

quantitativ vergleichen (Bühl und Zäfel 2002). ROC-Kurven fordern keine Nor-

malverteilung der Werte (Altmann 1991).  

 

Da sich die ROC-Kurve aus Sensitivität und Spezifität zusammensetzt, ist sie, 

ebenso wie ihre Grundgrößen, von der Prävalenz unabhängig. 

 

 

 



Patienten, Material und Methoden 

 

31 

2.6.3 Grundbegriffe: Sensitivität und Spezifität 

Im Rahmen der Untersuchung der Patientenseren erfolgt die Berechnung der 

Sensitivität, Spezifität, des positiv prädiktiven Wertes, des negativ prädiktiven 

Wertes, der prädiktiven Effizienz und der Prävalenz.  

 

Spezifität 

Unter Spezifität eines Tests oder Symptoms versteht man die Wahrscheinlich-

keit, mit der ein Gesunder durch ein negatives Testergebnis als gesund erkannt 

wird. 

 

=Spezifität
positivefalschnegativerichtig

negativerichtig
+

     (2) 

Der Anteil der Gesunden, der ein falsch-positives Testergebnis liefert, wird 

fälschlicherweise als krank eingestuft. 

 

Sensitivität 

Unter Sensitivität eines Tests oder Symptoms versteht man die Wahrschein-

lichkeit, mit der ein Kranker durch ein positives Testergebnis als krank erkannt 

wird.  

 

=ätSensitivit
negativfalschpositivrichtig

positivrichtig
+

      (3) 

 

Der Anteil der Erkrankten, der ein falsch-negatives Testergebnis liefert, wird 

fälschlicherweise als gesund eingestuft. Bei einem Screening- oder Ausschluss 

Test wird eine hohe Sensitivität gefordert. Damit soll erreicht werden, dass alle 

Erkrankungen in einem frühen Stadium erkannt werden und somit rechtzeitig 
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eine adäquate Therapie oder eine weiterführende Diagnostik eingeleitet werden 

kann. Der Bestätigungstest zur Sicherung der Diagnose, sollte eine hohe Spezi-

fität vorweisen. 

 

2.6.4 Prävalenz 

Unter der Prävalenz einer Erkrankung versteht man ihre relative Häufigkeit zu 

einem bestimmten Zeitpunkt, beziehungsweise innerhalb eines bestimmten 

Zeitintervalls. 

 

PersonenenuntersuchtderAnzahl
ErkranktenderAnzahlPrävalenz =                 (4) 

 

Die Krankheitsprävalenz fällt in dieser Studie mit 73% relativ hoch aus, da die 

Patientengruppen bereits feststanden. 

 

2.6.5 Vorhersagewerte 

Positiv prädiktiver Wert 

Der positiv prädiktive Wert sagt aus, mit welcher Wahrscheinlichkeit die Krank-

heit vorliegt, wenn das Symptom festgestellt worden ist. 

 

=PPW
Prävalenz)(1)Spezifität(1PrävalenzätSensitivit

PrävalenzätSensitivit
−⋅−+⋅

⋅     (5) 
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Negativ prädiktiver Wert 

Der negativ prädiktive Wert sagt aus, mit welcher Wahrscheinlichkeit bei Nicht-

vorhandensein eines Symptoms auf die Abwesenheit der Krankheit zu schlie-

ßen ist. 

 

=NPW
Prävalenz)(1SpezifitätPrävalenzät)Sensitivit(1

Prävalenz)(1Spezifität
−⋅+⋅−

−⋅      (6) 

 

2.7.4 Effizienz 

Die Effizienz eines Tests gibt den Prozentsatz der untersuchten Population an, 

der korrekt klassiert wurde, und ist damit ein Maß für die Leistungsfähigkeit ei-

nes Tests. Im Gegensatz zur Sensitivität und Spezifität ist die Effizienz von der 

Prävalenz abhängig. 

 

=Effizienz
negativfalschnegativrichtigpositivfalschpositivrichtig

negativrichtigpositivrichtig
+++

+    (7) 

 

 

Somit ist die Effizienz eine Funktion von Sensitivität, Spezifität und Prävalenz. 

Dabei gelten folgende Gesetzmäßigkeiten: 

• Die Effizienz eines Tests liegt immer zwischen der Spezifität und der 

Sensitivität. 

• Bei einer Prävalenz unter 50% hängt die Effizienz stärker von der Spezi-

fität als von der Sensitivität ab. Liegt die Prävalenz dagegen über 50%, 

so ist die Sensitivität vorherrschend. 

• Bei zunehmender Prävalenz nimmt die Effizienz eines Tests nur zu, falls 

die Sensitivität größer ist als die Spezifität, andernfalls nimmt die Effi-

zienz ab.  
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2.6.6 Reliabilität und Validität  

Unter der Reliabilität (Zuverlässigkeit, Verlässlichkeit, Messgenauigkeit) ver-

steht man, dass der vorliegende Test bei wiederholten Messungen unter glei-

chen Bedingungen auch das gleiche Ergebnis liefert. Sie ist also ein Maß für die 

Zuverlässigkeit einer diagnostischen Methode (Trampsch et al. 1997). 

 

Die Validität (Gültigkeit) bedeutet die inhaltliche Messgenauigkeit eines Tests. 

Sie gibt an, ob und in welchem Maße ein Testverfahren misst, was es messen 

soll. 

 

2.6.7 Intra-Labor-Vergleich des Tübinger Labors 

Um eine Aussage über die Intra-Labor-Reliabilität machen zu können, benötigt 

man sowohl einen Intra-Assay-Vergleich, als auch einen Inter-Assay-Vergleich.  

Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit, welche als Maß für die Übereinstimmung 

wiederholter Messungen gilt, benötigt man den Variationskoeffizienten (VK) zur 

Beschreibung der Abweichung, oder den Korrelationskoeffizienten (KK) zur Be-

schreibung der Übereinstimmung.  

Mit dem Intra-Assay-Vergleich werden die Messwerte innerhalb eines Testan-

satzes miteinander verglichen. Hierfür wurde der Intra-Assay-

Variationskoeffizient verwendet. Der Variationskoeffizient (VK) ist ein Streu-

ungsmaß. Er beschreibt die Abweichungen der Einzelmesswerte von ihrem  

arithmetischen Mittel. 

 

=)(VKtkoeffizienVariations 100x
wertErwartungs

hungdardabweictanS
µ

σ      (8) 

 

Der Vorteil des Variationskoeffizienten liegt darin, dass er von der gewählten 

Einheit unabhängig ist.  
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Um die Intra-Assay-Messwerte ständig zu kontrollieren wurden jedes Serum 

sowie die Verdünnungsreihen als Doppelbestimmung aufgetragen und die 

Standardabweichung und der Variationskoeffizient berechnet. Der Variations-

koeffizient sollte dabei kleiner als 15% sein. 

 

Die Inter-Assay-Reliabilität (Vergleich der Testergebnisse verschiedener Test-

ansätze) wurde kontrolliert, indem man die Werte der Standardkurven mitein-

ander verglichen hat. Das Graphik-Computerprogramm `GraphPadPrism´ er-

rechnet den Median der Werte, den Mittelwert, die Standardabweichung und 

den Variationskoeffizienten. Auch hier sollte der Variationskoeffizient kleiner als 

15% sein. 

 

2.6.8 Weitere statistische Methoden  

Mögliche Unterschiede der Testmethoden wurden auf nichtparametrischem 

Wege getestet. Dies erfolgte allgemein mittels Kruskal-Wallis-Test, einem 

nichtparametrischen Test, der verwendet wird, um drei oder mehr voneinander 

unabhängige Gruppen miteinander zu vergleichen. Die 2-Stichproben-

Vergleiche wurden mit dem U-Test (Mann-Whitney-Wilcoxon) durchgeführt, 

nachdem von einer Normalverteilung beziehungsweise auch log-

Normalverteilung der Zielgrößen nicht in allen Untergruppen, insbesondere 

nicht bei den Kranken mit Biopsie beziehungsweise Diät, ausgegangen werden 

konnte (Trampsch et al. 1997). Als statistisch signifikant wurden die Wahr-

scheinlichkeiten von p<0,05, als statistisch hochsignifikant die Wahrscheinlich-

keiten von p<0,01 bezeichnet.  
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2.7 Computersoftware 

Die ROC-Kurven wurden mit Hilfe des Software Programms SPSS für Windows 

erstellt (Bühl und Zäfel 2002). 

 

Das Programm GraphPadPrism, San Diego, Version 3.00 wurde zur Berech-

nung der Variationskoeffizienten, der Mediane, der Mittelwerte und der Stan-

dardabweichungen sowie zur Erstellung der Standardkurven verwendet.  

 

Außerdem wurde noch das Tabellenkalkulationsprogramm MS-EXCEL verwen-

det. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Gruppeneinteilung der Patienten 

Die 157 Patienten verteilten sich auf folgende Gruppen: 

 

Tabelle 3: Gruppeneinteilung der 157 Patienten 

Gruppe A Zöliakie-Patienten mit initialer TVA, SVA oder PVA un-

ter Normalkost (CD/N=coeliac disease/normal diet) 

n=51 

Gruppe B Zöliakie-Patienten unter GFD (CD/GFD) n=19 

Gruppe C Patienten ohne Zöliakie                                                       

(Kontrollen mit Biopsie=CON/mB) 

n=18 

Gruppe D Blutspender (CON) n=31 

Gruppe E Kontrollen ohne Biopsie=CON/oB n=38 

 

Im Anhang II ist eine exakte tabellarische Übersicht der Patientengruppen auf-

geführt, aus der sich die einzelnen Merkmale der Seren entnehmen lassen. 

 

Im Einzelnen setzten sich die Gruppen folgendermaßen zusammen: 

 
Gruppe A: CD/N 
Gruppe A setzte sich aus 33 weiblichen und 18 männlichen Patienten zusam-

men (Altersverteilung: 1 bis 61 Jahre; Median: 6 Jahre). Alle Patienten ernähr-

ten sich zum Zeitpunkt der Dünndarmbiopsie glutenhaltig. Die Endomysium-

Antikörper waren bei allen positiv. Der histologische Befund der Dünndarmbiop-

sie zeigte bei allen Patienten die klassischen Veränderungen der Zöliakie, näm-

lich Abflachung der Zotten und Verlängerung der Krypten. 
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Gruppe B: CD/ GFD 
Diese Gruppe bestand aus insgesamt 19 Patienten. Davon waren 13 weiblich 

und 6 männlich (Altersverteilung: 6 bis 40 Jahre; Median: 12 Jahre). Zum Zeit-

punkt der Serumentnahme hatten sich alle Patienten mindestens zwei Monate 

glutenfrei ernährt. Die Diagnose war zuvor nach den 1990 erneuerten Richtli-

nien der ESPGAN gestellt worden. Drei der Patienten wiesen sowohl Endomy-

sium- als auch Transglutaminase-Antikörper auf (Serum Nr.23557; 23717; 

23718). 

 
Gruppe C: (CON/mB) 
Diese Gruppe enthielt die Seren von 8 weiblichen und 10 männlichen Patienten 

(Altersverteilung: 2 bis 73 Jahre; Median: 6 Jahre). Aufgrund von Symptomen, 

die Hinweise auf eine Zöliakie lieferten, wurde eine Biopsie durchgeführt, um 

eine Zöliakie als Differentialdiagnose auszuschließen. 

 

Das Serum der Nr.23111 stammte von einem Patienten, der an einem selekti-

ven IgA-Mangel leidet. 

 

Trotz unauffälliger Dünndarmbiopsie konnten bei sechs der Seren Endomysi-

um-Antikörper (Test positiv bei der Verdünnung 1:5) nachgewiesen werden (Se-

rum Nr.18612; 18664; 19092; 19120; 21185; 21498). Sie waren als falsch-

positiv für Endomysium-Antikörper zu bewerten. Außerdem war der Patient mit 

der Nr.21498 noch durch einen besonderen Biopsiebefund aufgefallen. Die Bi-

opsie am 18.10.2000 ergab eine PVA mit Vermehrung der intraepithelialen 

Lymphozyten. Unter GFD kam es zu keiner Besserung der Symptomatik. Des-

halb wurde die Diagnose Zöliakie verneint. Endomysium- und Transglutamina-

se-Antikörper waren zu diesem Zeitpunkt negativ.  
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Gruppe D: CON 
Die serologischen Untersuchungen erfolgten ohne Kenntnis von Name, Alter, 

Geschlecht oder anderen persönlichen Daten der Blutspender. Es handelte sich 

somit um ein variables Patientenkollektiv. 

 
Gruppe E: CON/oB 
Diese Gruppe bestand aus insgesamt 38 Patientenseren. Davon waren 20 

weiblich und 18 männlich (Altersverteilung: 3 bis 20 Jahre; Median: 10 Jahre). 

Da es eine Reihe von Zöliakie-assoziierten Erkrankungen gibt, wurde das Se-

rum dieser Patienten auf Endomysium- und Transglutaminase-Antikörper unter-

sucht. Sie fielen jedoch bei allen negativ aus (siehe Tabelle 4). 

 
Tabelle 4: Übersicht und Anzahl der in der Gruppe Kontrollen ohne Biopsie gestellten Diagno-
sen  
 

Diagnosen Anzahl 

Cystische Fibrose 

Diabetes mellitus 

Eisenmangelanämie 

Hyperthyreose 

Laktoseintoleranz 

Minderwuchs 

Morbus Crohn 

Silver-Russel-Syndrom 

Trisomie 21 

  5 

15 

  1 

  1 

  1 

14 

  1 

  1 

  1 
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3.2 Standardkurven 

3.2.1 `Masterstandardkurve II´ 

Unter Verwendung des modifizierten ELISAs von Amin et al. erfolgte die Ermitt-

lung der in Abbildung 1 erstellten Standardkurve. Als Chromogen wurde in die-

sem Fall OPD anstatt 5-AS verwendet. 

Die so genannte `Masterstandardkurve II´ (siehe Abbildung 1) wurde aus Ver-

dünnungen des EG-Pools (aus 15 Ansätzen), des Serums Nr.14575 (aus 11 

Ansätzen) und des Negativ-Kontrollserums (Pool 100) (aus neun Ansätzen) 

erstellt (Kap. 2.2.1). Die Extinktionswerte wurden unter Einsatz des modifizier-

ten ELISAs von Amin et al. ermittelt (Kap. 2.5.1). Die photometrische Bestim-

mung der Extinktionen erfolgte bei 490nm. Die Extinktionsmittelwerte der Dop-

peltbestimmung wurden in OD auf der y-Achse angegeben. Auf der x-Achse 

wurden die Verdünnungsstufen reziprok aufgetragen. Die Standardkurve des 

EG-Pools verlief hyperbolisch, die des Serums Nr.14575 sigmoidal. Beide nä-

herten sich bei großer Verdünnung der x-Achse an. Die der Verdünnungstufe 

1:500 zugeordneten Extinktionen lagen im Bereich des linearen Abfalls der hy-

perbolischen Kurve des EG-Pools. Dieser Bereich wurde gewählt, um die für 

die Patientenseren ermittelten Extinktionen in arbiträre Einheiten (AU) umzu-

formen. Außerdem weist die Gegenüberstellung der aus dem Pool 100 gewon-

nenen Standardkurve eine gute Trennschärfe zwischen positiv und negativ auf. 

Die Extinktionswerte des Serums Nr.14575, des EG-Pools und des Negativ-

Pools sind im Anhang VI für jeweils vier Verdünnungsstufen (1:500 bis 1:4000) 

mit ihren entsprechenden Standardabweichungen zu finden. Zur Veranschauli-

chung der Ergebnisse wurde ein Box&Whiskers-Plot Diagramm erstellt (siehe 

Anhang IV). 
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Abbildung 1: IgA `Masterstandardkurve II´ des human rekombinanten Transglutaminase      

ELISAs. Extinktionsmittelwerte des Serums Nr.14575 (Labor-Pool) aus 11 Ansätzen, des EG-

Pools aus 15 Ansätzen und des Negativ-Pools aus neun Ansätzen, jeweils Mittelwerte der Dop-

pelbestimmung. 

 

3.2.2 `Aktuelle Standardkurve´ 

Bis auf einige Werte korrelierte die `Master Standardkurve´ mit der `aktuellen 

Standardkurve´ (siehe Abbildung 2). Der Variationskoeffizient ist beim hochtitri-

gen Serum Nr.14575 mit 6,5% aufgrund der höheren Extinktionswerte günstiger 

ausgefallen als bei dem EG-Pool mit 12,56%. Aus diesem Grund wurden noch-

mals zwei Seren mit den Nummern 21371 und 21273, deren Extinktionen 

zwischen den Werten des EG-Pools und dem hochtitrigen Serum Nr.14575 la-

gen, auf allen Platten mitgeführt. Diese Seren wurden als Doppelbestimmung in 

sechs Verdünnungen aufgetragen. Die Variationskoeffizienten der Bestimmung 

betrugen 3,28% (Nr.21371) und 6,94% (Nr.21273). 
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Abbildung 2: IgA Standardkurve des human rekombinanten Transglutaminase ELISAs. Extink-

tionsmittelwerte der Doppelbestimmung des Serums Nr.21273 und des Serums Nr.21371 aus 

sechs Ansätzen, jeweils Mittelwerte der Doppelbestimmung. 
 

 

3.3  Kalibrierung in AU 

Die erhaltenen Extinktionsmittelwerte der Patientenseren wurden, wie im Me-

thodikteil erläutert, in arbiträre Einheiten umgerechnet (Kap. 2.3). Hierfür wur-

den die Extinktionsmittelwerte prozentual auf entsprechende OD-Werte des 

EG-Pools bezogen und in arbiträre Einheiten umgeformt. Dadurch wurden die 

relativen Schwankungen zwischen unterschiedlichen Testansätzen relativiert 

und der Vergleich der gewonnen Werte erleichtert. 

 

Im Anhang VII findet sich eine detaillierte Gegenüberstellung der ermittelten 

Extinktionen der verwendeten Seren sowie der korrespondierenden Werte in 

AU mit dem dazugehörigen Standard. 
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3.4 Substratwechsel: 5-AS versus OPD 

Bei Verwendung der humanen anstatt der Meerschweinchen-Transglutaminase 

ergaben sich inakzeptabel niedrige Extinktionswerte. Das Labor Prof. Mothes 

des Universitätsklinikums Leipzig, Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische 

Chemie und Diagnostik, verwendete anstatt des Chromogen 5-AS                    

o-Phenylendiamin. Ein direkter Vergleich dieser beiden Chromogene wurde 

daraufhin mit der Meerschweinchen-Transglutaminase (Patientenserumverdün-

nung 1:100) durchgeführt. Nach Verwendung von OPD sind die Werte auf das 

7-fache angestiegen (OD mit 5-AS für den EG-Pool 0,194, OD mit OPD für den 

EG-Pool 1,398). Anschließend wurde ein direkter Vergleich mit der humanen 

Transglutaminase (Patientenserumverdünnung 1:500) durchgeführt. Hier stie-

gen die Extinktionswerte um das 13-fache an (OD mit 5-AS für den EG-Pool 

0,083, OD mit OPD für den EG-Pool 1,093). 

Aufgrund dieses Anstiegs wurde das OPD in allen folgenden Experimenten 

verwendet. Zur Vereinfachung wurde OPD zunächst in Tablettenform einge-

setzt. Diese lieferte aber inakzeptable niedrige Extinktionswerte mit erheblichen 

Schwankungen. Daraufhin wurde wieder auf die pulverisierte Form umgestellt. 

Aus fünf verschiedenen Testansätzen wurde eine Standardkurve erstellt (An-

hang V). Im Anschluss daran wurde begonnen, die Patientenseren durchzutes-

ten. Nach dem dritten ELISA verschlechterten sich die Extinktionswerte erneut. 

Nach Ausschluss möglicher Störfaktoren, wurde dies auf das OPD zurückge-

führt, welches bekanntermaßen als sehr sensitiv gilt. Bei der Verwendung eines 

neuen OPDs stiegen die Extinktionswerte extrem an, sodass die Standardkurve 

I verworfen werden musste. Unter Verwendung des neuen Chromogens blieben 

die Werte konstant, und es konnten die gesamten Patientenseren durchgetestet 

werden, wobei das Einhalten der exakten Inkubationszeiten zu beachten war. 

Die Extinktionswerte der ersten fünf Versuche wurden drei Mal nach jeweils 

einer Minute gemessen (Ergebnisse siehe Tabelle Anhang VI). Bereits nach 

einer Minute stiegen die Extinktionswerte um bis zu 0,1 OD an. 
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3.5 Auswertung der Ergebnisse 

Die 157 Patientenseren (mit laufender Labornummer) aus den fünf Gruppen 

CD/N, GFD, CON/mB, Blutspender und CON/oB wurden nach dem modifizier-

ten ELISA Protokoll von Amin et al. blind getestet (Kap. 2.5.2), wobei alle Seren 

zweifach bestimmt wurden. Aus den Extinktionen der Doppelwerte wurde der 

Mittelwert bestimmt. Ziel der Doppelbestimmung war es, dass der VK im Be-

reich zwischen 5-10% liegt. Falls dieser Bereich nicht eingehalten wurde, wurde 

das entsprechende Serum noch einmal getestet. 

 

3.5.1 Ermittlung des optimalen Cut-off Wertes 

Unter Zuhilfenahme der so genannten `Receiver Operating Characteristic 

(ROC)-Kurve´ wurde der Cut-off Wert für die verwendeten Patientenseren fest-

gelegt (vgl. Kap. 3.5.1). Dazu wird die Rate der Richtig-Positiven (Sensitivität) 

versus die Rate der Falsch-Positiven (1-Spezifität) für jeden möglichen Cut-off 

aufgetragen und die Punkte miteinander verbunden. Dabei wurde der Cut-off so 

gewählt, dass die Sensitivität mindestens 95% betrug. Der Cut-off für den hu-

tTG-AK-ELISA und für den Immunpräzipitationstest wurde auf 20 festgelegt 

(siehe Abbildung 3 und 4). 
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Abbildung 3: ROC-Kurve hu-tTG-AK-ELISA der 59 Werte (siehe Anhang VIII). Darstellung der 

Sensitivität als Funktion der Falsch-Positiven (1-Spezifität) für verschiedene Cut-off Werte. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Abbildung 4: ROC-Kurve für den Immunpräzipitationstest der 59 Werte (siehe Anhang IX).
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Grund für die weniger befriedigende Ergebnisgraphik des Immunpräzipitati-

onstest ist der Umstand, dass aus der Immunpräzipitation keine kontinuierlichen 

Messdaten hervorgehen und es sich vielmehr um eine diskrete Größe zu han-

deln scheint, die grundsätzlich nur ganz bestimmte Zahlenwerte annimmt. Wie 

die Aufstellung zeigt (siehe Anhang IX), verteilen sich die Messwerte der 69 

Proben auf lediglich 14 Ausprägungen.  

 

Die Fläche unter der Kurve beträgt für den tTG-ELISA 99,2% und für die Im-

munpräzipitation 97,9% (Siehe Kap. 2.6.2; Anhang VIII und IX). 

 

3.5.2 Messwerte des tTG-ELISAs, des Immunpräzipitationstests, des 
EMA-IFTs und Ergebnisse der Biopsien 

Die Messwerte sind zur Veranschaulichung für alle drei Verfahren in Abbildung 

3,4 und 5 als Punktediagramm dargestellt. 

 

Transglutaminase-AK-ELISA (siehe Abbildung 5): 

Die Messwerte der 157 Seren reichten für den tTG-ELISA von -0,35 bis   

231,63 AU, mit einem Median von 6,31 AU und einem Mittelwert von 43,04 AU. 

Wertet man die Ergebnisse nach Gruppen aus, so lagen für die 51 an Zöliakie 

erkrankten Patienten der Median mit 138,66 AU und der Mittelwert mit 120,325 

AU deutlich über dem Cut-off von 20 AU. Diese Gruppe lieferte die höchsten 

Werte. In dieser Gruppe fiel ein einziger Patient (Nr.19479), trotz klinisch ein-

deutiger Diagnose, durch ein negatives Ergebnis auf (1,8 AU). Die Biopsie er-

gab eine schwere PVA, wobei sich die Symptome unter glutenfreier Diät ver-

besserten. Der Immunpräzipitationstest fiel ebenfalls negativ aus. Es ist davon 

auszugehen, dass es sich hierbei um ein falsch-negatives Ergebnis handelt. 

Bei den 87 Kontrollen (CON/mB, Blutspender, CON/oB) ergaben sich für den 

Median Werte unter dem Cut-off. Der Median betrug hier 2,76 AU und der Mit-

telwert 4,02 AU. Auch die Patientengruppe unter glutenfreier Diät lieferte Werte 

unter dem Cut-off. Der Median lag hier bei 6,31 AU und der Mittelwert bei  

14,28 AU. 
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Drei Patienten fielen jedoch durch Werte über dem Cut-off auf (Pat. Nr.23557; 

23717; 23718). Sie lieferten sowohl einen positiven Immunpräzipitationstest als 

auch einen positiven EMA-IFT. Die Möglichkeit eines Diätfehlers liegt nahe. 
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Abbildung 5: Punktediagramm des hu-tTG-AK-ELISAs für die Gruppen: Zöliakie mit Biopsie 

(51 Patientenseren), Zöliakie-Patienten unter glutenfreier Diät (19 Patientenseren), Kontrollen 

mit Biopsie (18 Patientenseren) und der Blutspender (38 Patientenseren). 

 

 

Immunpräzipitationstest (siehe Abbildung 6): 

Die Messwerte der 119 Seren des Immunpräzipitationstests nahmen Werte 

zwischen 13,3 und 1250U/ml an, der Median lag bei 24,1U/ml und der Mittel-

wert bei 471,9U/ml. Es handelte sich hierbei nur um 119 Seren, da die Gruppe 

der Kontrollen ohne Biopsie im Labor Prof. Seelig, Karlsruhe, nicht durchgetes-

tet wurde. Bei der Einzelgruppenauswertung errechnete man für die Gruppe der 

`Zöliakiekranken´ einen Median von 1250U/ml und einen Mittelwert von 

1020,43U/ml. Auch hier lagen die Mediane eindeutig über dem Cut-off von 20, 

während die 49 Kontrollen (CON/mB, Blutspender) Werte unterhalb des Cut-off 

mit einem Median von 13,3U/ml und einem Mittelwert von 13,96U/ml lieferten. 
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Zwei Patienten der Gruppe Zöliakie mit Biopsie fielen allerdings durch Werte 

unter dem Cut-off auf (Pat. Nr.19479, 21434). Patient Nr.19479 lag auch beim 

hu-tTG-AK-ELISA mit seinem AU unter dem Cut-off. Der andere lag beim hu-

tTG-AK-ELISA über dem Cut-off. In der Gruppe der Blutspender konnte eben-

falls ein positives Serum ausfindig gemacht werden. Es lag mit 39,2U/ml leicht 

über dem Cut-off (Pat. Nr.2618669). Die Gruppe der Zöliakie-Patienten unter 

glutenfreier Diät schnitt bei diesem Test schlechter ab. Sowohl Median 

(24,7U/ml) als auch Mittelwert (180,79U/ml) lagen über dem Cut-off. Es nahmen 

insgesamt 10 von 19 Seren Werte oberhalb des Cut-offs an (Pat. Nr.23428, 

23449, 23457, 23491, 23547, 23557, 23658, 23669, 23717, 23718). Nur drei 

davon fielen ebenfalls für tTG-AK als auch EMA positiv aus (Pat. Nr.23557, 

23717, 23718) (siehe tTG-Ergebnisse). 

 

 

Abbildung 6: Punktediagramm des Immunpräzipitationstests für die Gruppen: Zöliakie mit Bi-

opsie (51 Patientenseren), Zöliakie-Patienten unter glutenfreier Diät (19 Patientenseren), Kon-

trollen mit Biopsie (18 Patientenseren) und der Blutspender (38 Patientenseren). 
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Endomysium-Antikörper Immunfluoreszenztest (siehe Abbildung 7): 

Beim Endomysium Immunfluoreszenztest, der bei 126 Seren angewandt wurde, 

ergab die graphische Ausarbeitung, dass die Titerstufen der positiven Seren 

von 1:5 bis 1:1800 reichten. Die Blutspender wurden diesem Testverfahren 

nicht unterzogen. Da die IFT-Methode eine quantitative Grenzwertbestimmung 

nicht zulässt, wurde der Cut-off nach Stern et al. auf 1:5 festgelegt (Stern 2000). 

Der Median der Verdünnung lag hier bei 100 und der Mittelwert bei 210. 

Alle Titer der 51 Zöliakie-Patienten lagen bei ≥ 1:5 und wurden somit korrekter-

weise durch ein positives Testergebnis als krank erkannt. Bei den 18 Kontrollen 

mit Biopsie fielen sechs falsch-positive Seren mit einem Endtiter von 1:5 auf. 

Derzeit kann weder eine latente Zöliakie bei diesen Patienten mit positiven EMA 

Ergebnis noch ein technischer Fehler vollständig ausgeschlossen werden. So-

mit wurden nur 12 `Nicht-Kranke´ durch ein negatives Testergebnis richtiger-

weise als gesund erkannt. Die Gruppe der GFD Patienten lieferte drei positive 

Seren (Pat. Nr.23557, 23717, 23718). Diese drei positiven Seren fielen eben-

falls durch einen positiven tTG-AK-ELISA als auch durch einen positiven Im-

munpräzipitationstest auf. Dies ist vermutlich auf einen Diätfehler zurückzufüh-

ren.  

 

Im Anhang X sind die Streuung der Werte, die Mediane und die Mittelwerte der 

Seren für die einzelnen Patientengruppen zusammengefasst. 
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Abbildung 7: Punktediagramm des Endomysium-Antikörper Immunfluoreszenztest für die 

Gruppen: Zöliakie-Patienten mit Biopsie (51 Patientenseren), Zöliakie-Patienten unter gluten-

freier Diät (19 Patientenseren) und Kontrollen mit Biopsie (18 Patientenseren) mit folgenden 

Verdünnungen.  
 

 

Biopsien 

Biopsien sind nur in den Kontrollgruppen mit Biopsie und in der Gruppe Zöliakie 

mit Biopsie durchgeführt worden. In der Kontrollgruppe mit Biopsie fiel ein Pati-

ent (Nr.21498) durch eine PVA mit Vermehrung der intraepithelialen Lymphozy-

ten auf. Bei diesem Patienten waren keine tTG-AK nachweisbar. Ebenso fiel 

der Immunpräzipitationstest negativ aus. Nur Endomysium-Antikörper konnten 

nachgewiesen werden (Verdünnung 1:5 positiv). Dieser Patient zeigte keine 

Besserung der Symptomatik unter GFD. Somit wurde die Diagnose Zöliakie 

verneint. In der Gruppe Zöliakie mit Biopsie konnte hingegen bei allen Patienten 

eine schwere Schädigung der Darmmukosa mit Abflachung der Schleimhaut 

nachgewiesen werden. 
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3.5.3 Sensitivität und Spezifität 

 

Die Sensitivität des tTG-ELISAs lag bei einem festgelegten Cut-off von 20 AU 

bei 98%. Die Spezifität erreichte sogar 100%. Bei der Immunpräzipitation wurde 

der Cut-off ebenfalls auf 20 AU festgelegt. Hier betrug die Sensitivität 96,1% 

und die Spezifität 100%. Beim EMA-IFT konnte eine Sensitivität von 100% er-

reicht werden. Hingegen erreichte die Spezifität nur 66,7%, was eventuell auf 

ein Methodikproblem zurückzuführen ist.  
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Abbildung 8: Balkendiagramm zur Veranschaulichung von Sensitivität und Spezifität der drei 

Testverfahren: hu-tTG-AK-ELISA, Immunpräzipitationstest und EMA-IFT. 
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Tabelle 5: Statistische Auswertung der 157 Patientenseren (Gruppe A-E) unter Verwendung 

des Cut-off Wertes von 20 AU. Berechnung von Sensitivität, Spezifität, positiv prädiktivem Wert, 

negativ prädiktivem Wert, prädiktiver Effizienz und der Prävalenz aus den Ergebnissen der Ex-

tinktionsmittelwerte der Doppelbestimmung der Patientenseren aus den Gruppen A-E. 

 

 
hu-tTG-AK-

ELISA 
Immunpräzi-

pitation 
EMA 

Sensitivität   98%   96% 100% 

Spezifität 100% 100%   67% 

Positiv prädiktiver Wert 100% 100%   90% 

Negativ prädiktiver Wert   95%   90% 100% 

Prädikative Effizienz   99%   97%   91% 

Prävalenz   74%   74%   74% 
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3.5.4 Positiv prädiktiver Wert, negativ prädiktiver Wert, prädiktive Effi-
zienz und Prävalenz 

 

Die Werte des positiv prädiktiven Wertes (PPW), des negativ prädiktiven Wer-

tes (NPW), der prädiktiven Effizienz (Präd. Eff.) und der Prävalenz (Präv.) be-

trugen für den tTG-ELISA 100%, 94,7%, 98,6% und 73,95%. Bei der Im-

munpräzipitation ergaben sich Werte von 100%, 90%, 97,1% und 73,9%, und 

der Endomysium-Immunfluoreszenztest lieferte Werte von 89,5%, 100%, 91,3% 

und 73,9%. In Abbildung 9 sind die Werte als Balkendiagramm veranschaulicht. 
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Abbildung 9: Balkendiagramm zur Veranschaulichung von positiv prädiktivem und negativ 

prädiktivem Wert, prädiktiver Effizienz und Prävalenz der drei Testverfahren: hu-tTG-AK-ELISA, 

Immunpräzipitationstest und EMA-IFT. 
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3.5.5 Testergebnisse des Kruskal-Wallis- bzw. Wilcoxon-U-Test 

Tabelle 6: P-Werte des Kruskal-Wallis- bzw. Wilcoxon-U-Test der fünf Untergruppen des hu-

tTG-AK-ELISAs: Kranke mit Biopsie, Gesunde mit Biopsie, Kranke unter GFD, Kontrollen ohne 

Biopsie und Blutspender. 

Hypothesen    p-Werte 

ELISA     

Globalhypothese 5 Untergruppen  <0,0001 

Gesunde mit Biopsie - Kranke mit Biopsie <0,0001 
 
 
Tabelle 7: P-Werte des Kruskal-Wallis- bzw. Wilcoxon-U-Test der vier Untergruppen des Im-

munpräzipitationstests: Kranke mit Biopsie, Gesunde mit Biopsie, Kranke unter GFD und Blut-

spender. 

Hypothesen p-Werte 

Immunpräzipitation       

Globalhypothese 4 Untergruppen  <0,0001 

Gesunde mit Biopsie - Kranke mit Biopsie <0,0001 

 
Der Kruskal-Wallis-Test für den Mittelwertvergleich der fünf Untergruppen des 

ELISAs ergab einen p-Wert <0,0001. 

Der Immunpräzipitationstest der vier Untergruppen-Vergleiche lieferte ebenfalls 

einen p-Wert <0,0001.  

Der Wilcoxon-U-Test für den Gruppenmittelwertvergleich der Gruppe Kranke 

mit Biopsie versus Gesunde mit Biopsie ergab einen p-Wert <0,0001 für den 

ELISA (Kranke mit Biopsie: Mittelwert: 120,325 AU, Standardabweichung: 

53,36 AU. Gesunde mit Biopsie: Mittelwert: 3,308 AU, Standardabweichung: 

4,58 AU, Z-Wert: -6,1707). 

Der Immunpräzipitationstest lieferte ebenfalls einen p-Wert <0,0001 für den 

Gruppenmittelwertvergleich der Gruppe Kranke mit Biopsie versus Gesunde mit 

Biopsie (Kranke mit Biopsie: Mittelwert: 1020,43 AU, Standardabweichung: 
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430,43 AU. Gesunde mit Biopsie: Mittelwert: 13,57 AU, Standardabweichung: 

1,155 AU, Z-Wert: -6,6641). 

 

3.5.6 Intra-Laborvergleich 

Um Abweichungen der Messwerte gleicher Seren im selben Testansatz (Intra-

Assay) zu ermitteln, wurde der Variationskoeffizient verwendet. Dabei wurden 

sowohl die Standardabweichung (SD) als auch der Extinktionsmittelwert (EM) 

berücksichtigt. Um eine gute Teststabilität garantieren zu können, sollte der Va-

riationskoeffizient eines positiven Serums im niedrigen und mittleren Titerbe-

reich beim ELISA unter 10% liegen. Bei Betrachtung der Variationskoeffizienten 

für die Bestimmung des EG-Pools innerhalb der Standardkurve zeigten sich 

gute Ergebnisse hinsichtlich Reproduzierbarkeit für dieses Serum. Der Variati-

onskoeffizient lag meist unter 10%. Das Gleiche galt für das hochtitrige Serum 

Nr.14575 und für den Negativ-Pool. Lediglich bei sehr niedrigen Extinktionen 

sehr großer Verdünnungen (z.B. ab 1:32000) wurden höhere Werte erreicht. 

Manchmal überschritt der Variationskoeffizient des Negativ-Pools ebenfalls 

Werte von 10%. Allerdings wurde kein Variationskoeffizient über 20% beobach-

tet. 

 

Die Inter-Assay Variabilität beschreibt die Sicherheit, mit der eine Messung bei 

Wiederholung zu identischen Ergebnissen führt. Dazu wird die `aktuelle Stan-

dardkurve´ des jeweiligen Testansatzes mit der Masterstandardkurve verglichen 

(vgl. Kap. 2.2; 3.4). EG-Pool und Serum Nr.14575 wurden zu diesem Zweck auf 

jeder Platte in mindestens vier Verdünnungstufen mitgeführt.  

Die Variationskoeffizienten der Masterstandardkurve betrugen: 

• 6,5%. für das Serum Nr.14575 (aus 11 Ansätzen) 

• 12,67% für den EG-Pool (aus 15 Ansätzen). Der höhere VK ist auf die 

niedrigeren Extinktionswerte zurückzuführen 

• 35,02% für den Negativ-Pool aus neun Ansätzen 
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4 Diskussion 

Die wachsende Bedeutung der Zöliakie in den letzten zwei Jahrzehnten brachte 

erhebliche Veränderungen in der klinischen Praxis mit sich. Dies führte zur Bil-

dung neuer Strategien, die die Leistungsfähigkeit sowohl diagnostischer, als 

auch der Screening-Tests verbesserten. Da die Zöliakie mit einer Reihe von 

atypischen Symptomen auftritt, sind Screening-Tests mit hoher Sensitivität und 

Spezifität von wesentlicher Bedeutung. Die letzten größeren Studien in Italien, 

Schweden und USA ergaben eine Prävalenz um 1:200 (Catassi et al. 1996, 

Grodzinsky 1996, Johnston et al. 1996). 

 

Der Endomysium-Antikörper IFT ist aufgrund der sehr teuren und nur begrenzt 

verfügbaren Affen-Oesophagus-Schnitte, sowie der subjektiven Auswertungs-

verfahren, die ein spezialisiertes Laborpersonal erfordern, nur eingeschränkt als 

Screening-Test einsetzbar. Stern et al. wiesen dennoch nach, dass die Inter-

Labor-Reliabilität hoch ist, wenn der Test von gut ausgebildetem Personal 

durchgeführt wird (Stern 2000). Als Dieterich et al. 1997 die Gewebstransglu-

taminase als endomysiales Autoantigen identifizierten, war dies ein deutlicher 

Fortschritt (Dieterich et al. 1997). Die Entdeckung half einen ELISA einzuführen, 

der schnell und standardisiert antigen-spezifische Transglutaminase-Antikörper 

nachweisen konnte (Sulkanen et al. 1998, Dieterich et al. 1998). Bei den ersten 

ELISAs wurde Meerschweinchen-Transglutaminase als Antigen verwendet 

(Dieterich et al. 1998). Das Vorhandensein von Antigenen, die nicht mit der hu-

manen Transglutaminase verwandt waren, bedeutete in diesem Testsystem 

einen Mangel an Spezifität. Sie variierte in der Literatur (siehe Tabelle 6) zwi-

schen 84% und 98% (Dieterich et al. 1998, Sulkanen et al. 1998, Sardy et al. 

1999, Troncone et al. 1999, Dieterich et al. 2000, Hansson et al. 2000, Sblattero 

et al. 2000, Leon et al. 2001). Durch die Möglichkeit humane Transglutaminase 

zu klonen, konnten neue Assays entwickelt werden, die auf diesem Antigen ba-

sieren (Seissler et al. 1999, Wong et al. 2002). Der Einsatz der humanen re-

kombinanten Transglutaminase führte aufgrund der Reinheit des Antigens zu 

überlegenen Ergebnissen (Bazzigaluppi et al. 1999, Seissler et al. 1999, Sblat-
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tero et al. 2000, Martini et al. 2001, Hansson et al. 2002, Trevisiol et al. 2002, 

Wong et al. 2002).  

 

Ziel dieser Arbeit war es zu prüfen, ob der EMA-IFT und der Meerschweinchen-

tTG-AK-ELISA durch den auf nicht kommerzieller Basis entwickelten humanen-

tTG-AK-ELISA ersetzt werden kann. Um die Signifikanz der Ergebnisse zu er-

fassen, wurden die Ergebnisse des hu-tTG-AK-ELISAs mit den Ergebnissen 

eines Immunpräzipitationstests und eines Endomysium-Antikörper-Tests vergli-

chen. 
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Tabelle 8: Literaturübersicht: Klinische Evaluation des IgA-Nachweises humaner und Meer-

schweinchen-Transglutaminase im Serum mittels ELISA-Technik und Ermittlung der Endomysi-

um-Antikörper mittels Immunfluoreszenztest bei Zöliakie-Patienten und Kontrollgruppen. 

Referenzen mit Anzahl hu-tTG gp-tTG EMA-IFT 
und Gruppe der  
Patienten 

Sensi-
tivität 

Spezi-
fität 

Sensi-
tivität 

Spezi-
fität 

Sensi-
tivität 

Spezi-
fität 

Perticarari et al. 2003 
CD/N:16; GFD:10 
CON/oB:22; Blutsp.:32 

100 98 - - - - 

Tesei et al. 2003 
CD/N:250; CON/mB:176 

91 96 - - 86 100 

Blackwell et al. 2002 
CD:32; CON/oB:38 

88-100 82-97 71 74 - - 

Osman et al. 2002 
CD:34; CON/mB:18;  
CON/oB: 30; Blutsp.:  

100 98,6 85,7 99,3 100 96,5 

Bürgin-Wolff et al. 2002 
CD:208; GFD:41;  
CON/oB: 157 

96 99 - - - - 

Wolters et al. 2002 
CD:52; CON/mB:49 

96 100 96 92 92 90 

Hannson T et al. 2002 
CD:57; CON/mB:29;  
CON/oB:24 

100 96 - - 96 96 

Wong et al. 2002 
CD:49; CON/mB:34 

96-100 94-100 88-94 82-91 100 100 

Vitoria et al. 2001 
CD:42; CON/mB:28 

95 100 - - 97 97 

Leon et al. 2001 
CD:107; CON: 
65 Diabetes 
mellitus Typ I 

98,8 99,4 95,3 92,5 - - 

Sblattero et al. 2000 
CD:65; Morbus Crohn 20; 
Blutsp.:150 

91,5 99 84 98 - - 

Sardy et al. 1999  
CD:38; CON/mB:53 

98 98 92 96 - - 
 
Sensitivität und Spezifität in Prozent; CD: Zöliakie-Patienten, GFD: Patienten unter glutenfreier 

Diät, CON/mB: Kontrollen mit Biopsie, CON/oB: Kontrollen ohne Biopsie, Blutsp.: Blutspender. 
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4.1 Patienten 

Die Seren stammten sowohl von Patienten der Universitätskinderklinik Tübin-

gen, die sich während des Zeitraumes vom 17.03.2000 bis zum 29.12.2002 zur 

ambulanten oder stationären Behandlung in der Klinik befanden, als auch aus 

auswärtigen Kliniken oder den umliegenden pädiatrischen Praxen. Ältere Seren 

wurden nicht verwendet. Die Zöliakie-Diagnostik ist zum Zeitpunkt der Grup-

peneinteilung schon abgeschlossen gewesen. Die Gruppen-Zusammensetzung 

wurde zu Beginn dieser Studie so festgelegt, dass 51 Seren von Patienten mit 

bioptisch gesicherter Zöliakie, 19 Seren von Patienten mit bioptisch gesicherter 

Zöliakie unter glutenfreier Diät und 18 Seren von Patienten, bei denen der Zöli-

akie-Verdacht sich jedoch durch eine Biopsie nicht bestätigten ließ, stammten. 

Diese letztgenannte Gruppe (Kontrollen mit Biopsie) ist deshalb so klein, weil 

die Biopsie in der Zöliakie-Diagnostik am Ende der möglichen Untersuchungen 

stand. Durch die am häufigsten eingesetzten Screening-Methoden (IgA- und 

IgG-Gliadin-AK-Test, Endomysium-AK-IFT) mit hoher Sensitivität und Spezifität 

werden Biopsien mit negativem Testergebnis immer seltener. Dies ist eine 

Quelle der Unsicherheit, dass seronegative Zöliakiefälle nicht erfasst werden 

können. Weitere 31 Seren stammten von Blutspendern. Es fiel keiner der Blut-

spender durch ein positives Testergebnis auf. Dafür ist die Gruppe möglicher-

weise zu klein gewesen, wenn man von einer Prävalenz von 1:200 ausgeht 

(Vogelsang et al. 2002, Schuppan und Hahn 2001). Die letzte Gruppe bestand 

aus 38 Patienten, die unter diversen anderen Erkrankungen litten, welche mit 

einer Zöliakie hätten assoziiert sein können. Sie zeichnete sich ebenfalls durch 

negative Testergebnisse aus. 

 

Die Gruppengrößen wurden so gewählt, dass eine statistisch aussagekräftige 

Auswertung erfolgen konnte. Die dabei erzeugte künstlich hohe Prävalenz der 

Zöliakie von 73,9% ist durch die Vorselektion erklärbar. 
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4.1.1 IgA-Mangel 

Zur korrekten Beurteilung der Testergebnisse sollten außerdem die entspre-

chenden Serumwerte des Immunglobulin A bekannt sein, da bei der Zöliakie in 

etwa 3-11% der Fälle ein IgA-Mangel vorliegt (Cataldo et al. 1998, Cataldo at al. 

2000). Fälle mit einem selektiven IgA-Mangel können zu einem falsch-

negativen Serologie-Ergebnis führen. In letzter Zeit sind auch die Bestimmun-

gen von EMA-IgG und tTG-IgG möglich geworden (Picarelli et al. 2001). In der 

vorliegenden Studie gab es keine Patienten mit IgA-Mangel. 

 

4.1.2 Kinder unter zwei Jahren 

Es wurde festgestellt, dass die ansonsten hohe Sensitivität des EMA-IFTs bei 

Kindern unter zwei Jahren abnehmen kann. In einer Studie von Ghedira et al. 

ergab die Sensitivität für den EMA-IFT für Kinder unter zwei Jahren 57% (Ghe-

dira et al. 2001). Fabiani et al. berichtete, dass in ihrer Studie (mit insgesamt 

1182 Patienten, davon 14% unter zwei Jahren) 31% der Kinder unter zwei Jah-

ren mit Zöliakie normale Anti-tTG Werte lieferten (Fabiani et al. 2001). In der 

durchgeführten Studie gab es insgesamt 17 Kinder unter zwei Jahren. Davon 

waren sechs Kinder in der Gruppe Kontrollen mit Biopsie und elf Kinder in der 

Gruppe Zöliakie-Patienten mit Biopsie unter Normalkost. Keines dieser Kinder 

fiel durch abweichende Testergebnisse auf. (Die Kinder der Gruppe Kontrollen 

mit Biopsie wiesen sowohl einen unauffälligen Schleimhautbefund als auch ne-

gative EMA-IFT Ergebnisse auf. Die Kinder der Gruppe Zöliakie-Patienten mit 

Biopsie unter Normalkost zeigten sowohl auffällige Schleimhautbefunde als 

auch positive Testergebnisse des EMA-IFTs und des hu-tTG-ELISAs).  
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4.2 Material: Chromogenes Substrat 

In der serologischen Zöliakie-Diagnostik kam bisher hauptsächlich OPD als 

Chromogen zum Einsatz. M. Teuscher wies in seiner Dissertation nach, dass 

mit dem Chromogen 5-AS eine sehr gute Reproduzierbarkeit des Testverfah-

rens erreicht werden konnte, mit insgesamt vereinfachter Handhabung und ge-

ringerer Toxizität im Vergleich zum OPD (Teuscher 1998, Ellens und Gielkens 

1980). 

 

Das in dieser Arbeit entwickelte Testverfahren zur Bestimmung der hu-tTG-AK 

wies unter Verwendung des Chromogen 5-AS inakzeptabel niedrige Extinkti-

onswerte auf, so dass ein Wechsel des Chromogens auf OPD erfolgen musste. 

 

 

4.3 Methodik 

4.3.1 Nachweis von humanen Transglutaminase-AK mit dem hu-tTG-AK-
ELISA 

Die humanen Transglutaminase-Antikörper wurden nach dem modifizierten  

ELISA-Testprotokoll von Amin et al. nachgewiesen (Kap. 2.5.2). Die humane 

Transglutaminase wurde von dem Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische 

Diagnostik und Molekulare Diagnostik des Universitätsklinikums Leipzig bezo-

gen. Dort wurde die Transglutaminase aus Dünndarmfibroblasten in Insekten-

zellen eines Baculovirus-Systems geklont und repliziert (Osman et al. 2001). 

Wie die vorliegenden Ergebnisse erneut zeigen, ist der hu-tTG-AK-ELISA auf-

grund seiner hohen Sensitivität und Spezifität von großer klinischer Bedeutung 

und wesentlichem diagnostischen Wert. 

 

Standardkurven wurden aus den Referenzseren vor Messung der Patientense-

ren erstellt (Kap. 2.2). Das mäßig-titrige Positiv-Serum (EG-Pool) erfüllte das 
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Kriterium des linearen Verlaufs im Bereich der zur Messung verwendeten Se-

renverdünnung 1:500. 

 

Anhand der ROC-Kurven wurden die Cut-off Punkte bestimmt. Dabei wurde der 

Cut-off so gewählt, dass die Sensitivität mindestens 95% betrug. Mittels der 

gewählten Cut-off Punkte konnte eine gute Trennschärfe sowohl für den hu-

tTG-AK-ELISA als auch für den Immunpräzipitationstest erreicht werden. 

 

Die Angabe der Extinktionsmesswerte der untersuchten Proben erfolgte relativ. 

Dafür wurde das Messsignal der Probe mit dem Messsignal des Positiv-

Referenzserums (EG-Pool) verglichen (Kap. 2.3) (Thomas 1993). Durch diese 

Kalibrierung wurde eine Verbesserung der Reproduzierbarkeit ermöglicht, da 

diese Art der Ergebnisangabe die Inter-Assay-Schwankungen erheblich verrin-

gerte. 

 

Als wichtige Faktoren, die die Reproduzierbarkeit im Inter-Assay-Vergleich be-

einträchtigten, galten: minimale Änderungen der Inkubationszeiten sowie der 

Temperatur- und Lichtveränderungen, besonders unter Verwendung des Chro-

mogens OPD. Deshalb ist strengstens darauf geachtet worden, die Inkubati-

onszeiten exakt einzuhalten, in abgedunkelten Räumen zu arbeiten und die 

Ausgangslösungen immer bei Zimmertemperatur einzusetzen. 

 

4.3.2 Weitere Methoden 

Die zwei weiteren eingesetzten Methoden waren erstens ein indirekter Immun-

fluoreszenztest zum Nachweis von Endomysium-Antikörpern der IgA-Klasse auf 

Affen-Oesophagus-Schnitten (EMA-IFT) (Rujner et al. 1996, Korponay-Szabo et 

al. 1997), der im gastroenterologischen Labor der Universitätsklinik Tübingen 

durchgeführt wurde und zweitens ein Immunpräzipitationstest zum Nachweis 

von IgA-Antikörpern gegen humane Gewebs-Transglutaminase2 (Yamamoto et 

al. 2000), welcher in Karlsruhe durchgeführt wurde. Ein direkter Vergleich aller 

drei Methoden wurde durchgeführt, um Sensitivitäten und Spezifitäten zu 
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bestimmen. Abschließend konnte festgestellt werden, dass der hu-tTG-AK-

ELISA und der Immunpräzipitationstest eine gute Sensitivität und eine gute 

Spezifität lieferten. Der Endomysium-AK-IFT fiel durch eine schlechte Spezifität 

auf (siehe Kap. 3.5.3). In der Literatur fällt die Spezifität des Endomysium-AK-

IFTs nicht so schlecht aus wie in der vorliegenden Arbeit (siehe Tabelle 8). Dies 

ist auf die jetzt beobachten falsch-positiven Ergebnisse zurückzuführen. Ein 

Methodik-Problem ist nicht auszuschließen (siehe Kap. 4.4.1). 

 

4.4 Diskussion statistischer Ergebnisse 

4.4.1 Sensitivität, Spezifität, Prädiktive Werte und Prävalenz 

In Anbetracht der künstlich hohen Prävalenz von 73,9% in der vorselektierten 

untersuchten Population sind die Werte für die Sensitivität und Spezifität kritisch 

zu betrachten (Ergebnisse in Tabelle 5; Kap.3.5.3). Die erhaltene Sensitivität 

von 98% für den hu-tTG-AK-ELISA stimmte weitestgehend mit vorherigen Stu-

dien von Sardy et al. (98%), Leon et al. (98,8%) und Hansson et al., der sogar 

eine Sensitivität von 100% nachweisen konnte, überein (siehe Tabelle 8). Die 

Spezifität für den hu-tTG-AK-ELISA lag bei diesen Studien sogar bei 100%. 

Dieser Wert ist jedoch, aufgrund der in der Literatur nicht bei allen Patienten 

durchgeführten Biopsie, als unzuverlässig zu betrachten. Für den Immunpräzi-

pitationstest lagen die Werte für Sensitivität und Spezifität bei 96,1% und 100%. 

Der EMA-Test schnitt mit einer Sensitivität von 100% sehr gut ab. Sechs falsch-

positive Seren fielen jedoch bei den 18 Kontrollen mit Biopsie auf. Während in 

der Literatur hohe Spezifitäten beschrieben werden (Cataldo et al. 1995, Cicliti-

ra 2001, Fasano und Catassi 2001), konnte in der vorliegenden Untersuchung 

nur eine Spezifität von 66,7% erzielt werden. Diese Tatsache ist möglicherwei-

se auf ein Methodik-Problem zurückzuführen. Die falsch-positiven Ergebnisse 

könnten dadurch erklärbar sein, dass im Serum vorhandene Immunglobuline 

mit anderen Strukturen des Affen-Oesophagus-Schnittes auf dem Objektträger 

reagierten und somit der Immunfluoreszenztest positiv ausfiel, obwohl keine 
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Zöliakie vorlag. Ziel wäre es, diese weiteren Antigene zu eliminieren um weni-

ger falsch-positive Ergebnisse zu erhalten. 

 

Der Cut-off wurde sowohl bei dem hu-tTG-AK-Test als auch bei dem Im-

munpräzipitationstest auf 20 festgelegt. Mit der Wahl des Cut-offs kann auf die 

Sensitivität und Spezifität des jeweiligen Tests Einfluss genommen werden. 

Verschiebt man die Grenze nach oben bzw. nach unten, und berechnet dann 

die Spezifität und Sensitivität, so ändern sich deren Werte folgendermaßen: 

eine Erhöhung der Sensitivität fällt zu Lasten der Spezifität und eine Erhöhung 

der Spezifität fällt zu Lasten der Sensitivität. Bewusst wurde der Cut-off auf 20 

festgelegt, um eine Mindestsensitivität von 95% zu erreichen und somit den 

Bedingungen als Screening-Test gerecht zu werden. 

 

Die prädiktive Effizienz war mit 99% für den hu-tTG-AK-ELISA und mit 97% für 

den Immunpräzipitationstest akzeptabel. Für den EMA-IFT mit 91% lag der 

Vorhersagewert, ein positives Ergebnis zu erhalten, durch die falsch-positiven 

Werte etwas niedriger (siehe Tabelle 5, Kap. 3.5.4). 

 

Die Zöliakie-Prävalenz war aufgrund der vorselektierten Patientengruppen sehr 

hoch. Um aussagekräftige Ergebnisse zu liefern, ist die Anzahl unserer 51 an 

Zöliakie erkrankten Patienten zu gering. In Deutschland ist von einer Prävalenz 

von 1:200 auszugehen (Vogelsang et al. 2002). Vermutlich liegt sie, aufgrund 

unentdeckter oligo- und asymptomatischer Fälle, wesentlich höher als bisher 

angenommen. Durch die Verbreitung des serologischen Screenings hofft man, 

oligo- und asymptomatische Formen in zunehmendem Maße zu diagnostizie-

ren. Somit könnten die Folgen zöliakie-assoziierter Erkrankungen sinnvoll be-

handelt werden (siehe Kap. 1.1.5). 
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4.4.2 ROC-Kurve 

Als sinnvoll erwies sich die Erstellung von ROC-Kurven für die Bewertung von 

Sensitivität und Spezifität. Auf diese Weise könnten unterschiedliche Testme-

thoden verglichen und beurteilt werden. Durch die Gegenüberstellung der Rate 

der `Richtig-Positiven´ (Sensitivität) versus der Rate der `Falsch-Positiven´ (1-

Spezifität) für jeden möglichen Cut-off als graphische Darstellung, erleichterte 

die ROC-Kurve die Festlegung des Trennpunktes als weitgehend subjektive 

Methode. Der Cut-off wurde so gewählt, dass bei einer Sensitivität von mindes-

tens 95% die maximale Selektivität erzielt wurde. Bei einem Cut-off von 20 wur-

de diese Voraussetzung erfüllt. 

 

Wird die ROC-Kurve zum Vergleich verschiedener Testverfahren eingesetzt, 

kann zur Quantifizierung der Zuverlässigkeit des Tests die Fläche unter der 

Kurve berechnet (Area under the curve = AUC) werden. Der hu-tTG-AK-ELISA 

erreichte einen AUC Wert von 99,2%. Für das asymptotische 95% Konfidenzin-

tervall lag die Untergrenze bei 97,6% und die Obergrenze bei 100,8%. Der Im-

munpräzipitationstest lieferte einen AUC Wert von 97,9% mit einer Unter- und 

Obergrenze von 94,7% und 101,2%. 

Somit zeigte sich der hu-tTG-AK-ELISA beim Nachweis von tTG-AK dem Im-

munpräzipitationstest überlegen. 

 

4.4.3 Intra-Labor-Reliabilität und Ergebnisse 

Intra-Assay-Reliabilität 

Mit Hilfe der Variationskoeffizienten konnte die Gegenüberstellung der Intra-

Assay-Werte erfolgen. Die Intra-Assay-Reliabilität wurde anhand der Doppelbe-

stimmungen erhoben, die für jedes Patientenserum einschließlich des Negativ-

Kontrollserums und des Positiv-Referenzserums durchgeführt wurden. So konn-

ten neben den üblichen Schwankungen der Messungen auch Pipettier- oder 

sonstige Fehler aufgedeckt werden. 

Die Variationskoeffizienten der Doppelbestimmungen nahmen im Allgemeinen 

gute Werte an. Sie lagen für positive Seren immer unter 5-10%. Seren mit ex-
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trem niedrigen Extinktionen lagen in 23% der Fälle oberhalb der 15%-Grenze. 

Dies ließ sich durch die extrem niedrigen absoluten Extinktionen erklären. Das 

Negativ-Kontrollserum erwies sich, trotz seiner niedrigen Extinktionen, als     

außerordentlich stabil. Folglich konnte auf eine gute Intra-Assay-Reliabilität ge-

schlossen werden. 

 
Inter-Assay-Reliabilität 

Die Inter-Assay-Reliabilität wurde in jedem Testansatz anhand der Standard-

kurven der Negativ- und der Positiv-Referenzseren gemessen. Die Messwerte 

für diese Verdünnungen wurden als `aktuelle Standardkurve´ der `Masterstan-

dardkurve´ gegenübergestellt (Kap. 2.2). Aus den 15 Testansätzen des EG-

Pools ergab sich ein Variationskoeffizient von 12,67%, das Serum Nr.14575 

lieferte aus 11 Ansätzen einen VK von 6,5% und das Negativ-Kontrollserum aus 

neun Ansätzen ergab einen VK von 35,02%. Die Inter-Assay-Schwankungen für 

den EG-Pool lagen aufgrund der niedrigeren Extinktionswerte höher, überstie-

gen aber nicht die Grenze von 15%. Trotz allem lagen die Werte für den EG-

Pool im Rahmen. Daraus konnte ebenfalls auf eine gute Inter-Assay-Reliabilität 

geschlossen werden.  

 

4.5 Einsatzmöglichkeiten der Methode 

Die klinische Symptomatik der Zöliakie ist in Abhängigkeit von Alter, Krank-

heitsdauer, Ausmaß der Zottenveränderung und der extraintestinalen Manifes-

tation sehr variabel. Die klassische Form der Zöliakie stellt nur die Spitze des 

`Eisberges´ dar (Eisbergmodell nach Logan). Daneben gibt es eine noch viel 

größere Zahl atypischer und oligosymptomatischer Fälle. Dazu gehören die  

silente, die latente und die potentielle Zöliakie. Speziell zur Entdeckung dieser 

Patienten spielt die AK-Diagnostik eine zunehmend wichtige Rolle.  

Bei der latenten Zöliakie zeigt die Biopsie keine pathologischen Veränderungen, 

wohingegen die EMA positiv ausfallen. Sie sind somit alleinige Marker einer 

latenten Zöliakie (Marsh 1993, Holtmeier und Caspary 1998). Ein ähnliches 

Problem ergibt sich bei der silenten Zöliakie. Hier stimmt die Klinik nicht mit den 
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positiven Serologie-Ergebnissen und einer auffälligen Schleimhaut überein. Die 

Betroffenen werden meist im Rahmen von Screening-Programmen von Risiko-

gruppen entdeckt. Es wird deutlich, dass die serologischen und klinischen Defi-

nitionen nicht immer deckungsgleich sind und somit ein zuverlässiger Scree-

ning-Test unbedingt erforderlich ist. Im weitesten Sinne würde der hu-tTG-AK-

ELISA die Kriterien für einen solchen Screening-Test erfüllen.  

 

4.6 Vergleich humane Transglutaminase versus Meerschweinchen-
Transglutaminase 

Wie bereits in der Literatur erwähnt (Diplomarbeit von Susanne Kapitza), stellt 

die Meerschweinchen-Transglutaminase, aufgrund der unzureichenden Homo-

logie von 80%, nur eine Alternativlösung zur humanen Transglutaminase dar 

(Ikura et al. 1988, Gentile et al 1991). Dennoch wies die oben genannte Arbeit 

nach, dass der Meerschweinchen-tTG-ELISA sehr zuverlässige und reprodu-

zierbare Ergebnisse hinsichtlich einer möglichen Zöliakie-Erkrankung lieferte 

(Dieterich et al. 1998, Sulkanen et al. 1998, Sardy et al. 1999, Troncone et al. 

1999, Dieterich et al. 2000, Hansson et al. 2000, Sblattero et al. 2000, Leon et 

al. 2001). Der Meerschweinchen-tTG-ELISA zeichnete sich im Vergleich zu an-

deren Tests durch eine erhöhte Sensitivität bei gleichzeitig hoher Spezifität aus, 

die nur durch die Spezifität des EMA-IFT minimal übertroffen werden konnte 

(Fabiani et al. 2001, Tonutti et al. 2003, Wolters et al. 2003). Mit einer gewissen 

Anzahl falsch-positiver Ergebnisse war demzufolge beim Meerschweinchen-

tTG-ELISA zu rechnen. Dafür gab es verschiedene Gründe: zum einen die 

mangelnde Reinheit der Meerschweinchen-Transglutaminase, zum anderen die 

Unterschiede der Aminosäuren-Sequenzen der Meerschweinchen-tTG und der 

hu-tTG. Darüber hinaus hätte dies ein Hinweis auf die Existenz weiterer, nicht 

mit der Gewebstransglutaminase verwandter Autoantigene sein können, welche 

bei der Antigen-Herstellung für den hu-tTG-AK-ELISA nicht berücksichtigt wur-

den (Biagi et al. 1999, Troncone et al. 1999, Osman et al. 2001, Clemente et al. 

2002, Hansson et al. 2002, Wong et al. 2002). Zudem war die Inter-Labor-

Reproduzierbarkeit des Meerschweinchen-tTG-AK-ELISAs dem EMA-IFT unter-
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legen (Dieterich et al. 1997, Sulkanen et al. 1998, Bazzigaluppi et al. 1999, 

Troncone et al. 1999, Vitoria et al. 1999, Stern 2000).  

Durch Einführung der humanen Transglutaminase ließen sich die Werte für 

Sensitivität und Spezifität steigern. In vorliegender Untersuchung konnte eine 

Sensitivität von 98% und eine Spezifität von 100% mit dem hu-tTG-AK-ELISA 

erreicht werden. Der Immunpräzipitationstest zum Nachweis von hu-tTG-AK 

lieferte ähnliche Werte mit 96,1% Sensitivität und 100% Spezifität. Nur der 

EMA-IFT fiel entgegen anderen Studien durch seine mangelnde Spezifität von 

66,7% negativ auf (Sensitivität 100%). Stern et al. wiesen 2000 eine Spezifität 

für EMA von 93,9-99,9% nach, Murray et al. sogar eine von 100%. Dafür fiel die 

Sensitivität für EMA schlechter aus. Bei Stern et al. betrug diese 82,7-95,2% 

und bei Murray et al. 57,9-90,0% (Murray et al. 2000, Stern et al. 2000). 

Es kann derzeit nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Patienten 

mit falsch-positiven EMA-Ergebnissen um Patienten mit einer latenten Zöliakie 

handelt. Ebenfalls könnte auch das Vorliegen eines Methodik-Problems Grund 

der falsch-positiven Ergebnisse sein. Dabei könnte es sich um verunreinigte 

Objektträgerschnitte handeln, auf denen außer Endomysium-Antigene weitere 

Antigene vorhanden sind. Unterschiedliche Präparationen der Affen-

Oesophagus-Schnitte könnten ferner daran schuld sein. Sowohl Osman et al. 

(2002), als auch Vitoria et al. (2001) wiesen falsch-positive EMA-Ergebnisse in 

der Gruppe Kontrollen mit Biopsie nach, trotz negativer tTG-AK. Es handelte 

sich somit nicht nur um ein Problem, das im Labor Tübingen aufgetreten ist. 

Seren, die positiv für EMA, aber negativ für tTG-AK sind, könnten eine große 

Hilfe sein, andere endomysiale Antigene zu identifizieren, denn die tTG scheint 

nicht als einziges endomysiales Antigen zu fungieren (Sárdy et al. 1999, Uhlig 

et al. 2000, Vitoria et al.2001, Hansson et al. 2002).  

 

Diese und weitere Studien zeigten, dass die humane rekombinante Transglu-

taminase für eine einfache und nicht-invasive Diagnostik und für das Screening 

der Zöliakie hervorragend geeignet ist (Sárdy et al. 1999, Hansson et al. 2000, 

Jaskowski et al. 2001, Vitoria et al. 2001, Clemente et al. 2002, Osman et al. 

2002, Wolters et al. 2002, Tonutti et al. 2003, Vivas et al. 2003). Der Immunprä-
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zipitationstest (`Radio Liganden Assay´) von Seissler et al. lieferte ebenfalls 

gute Werte für Sensitivität und Spezifität, die dem EMA-IFT überlegen waren. 

Andere Studien zeigten dies ebenfalls (Bazzigaluppi et al. 1999, Seissler et 

al.1999, Bonamico et al. 2001). Vorherige Studien mit `Radio Liganden Assays´ 

belegten, dass sowohl die Sensitivität, als auch die Spezifität bei Verwendung 

von Flüssig-Phasen-Antigenen im Vergleich zu Tests mit Fest-Phasen-

Antigenen besser waren (Greenbaum et al. 1992; Schmidli et al. 1994).  

In der Studie von Stern et al. 2000 war der EMA-IFT dem Meerschweinchen-

tTG-AK-ELISA aufgrund seiner besseren Inter-Labor-Reproduzierbarkeit über-

legen. Ein Ringtest, der die Inter-Labor-Reproduzierbarkeit des hu-tTG-AK-

ELISAs überprüft, wäre nun für die hu-tTG notwendig, um eventuell den EMA-

IFT durch den hu-tTG-AK-ELISA ersetzen zu können. Außerdem wurden bisher 

nur Patientenseren untersucht, von denen man bereits wusste, dass die EMA 

positiv waren. Die diagnostische Breite war somit eingeschränkt und ein direkter 

Vergleich der tTG-AK und EMA konnte nicht durchgeführt werden. Carroccio et 

al. verglichen in einer prospektiven Studie 2002 den humanen und Meer-

schweinchen-anti-tTG-ELISA mit dem EMA-IFT. Die Studie ergab, dass beide 

anti-tTG-ELISAs optimale Sensitivitäten aufwiesen, die Spezifitäten und die po-

sitiv prädiktiven Werte jedoch geringer ausfielen als beim EMA-IFT (Carroccio 

et al. 2002). 

 

Zu klären bleibt weiterhin, inwieweit ein Screening auf subklinische Formen der 

Zöliakie mit Hilfe eines hu-tTG-AK-ELISAs von Nutzen ist, da das Risiko für Fol-

geerkrankungen noch nicht ausreichend quantifiziert worden ist (Holtmeier und 

Caspary 1998). Die Komplikationen sind lediglich für die Spitze des `Eisberges´ 

gut untersucht. Glutenfreie Diät bedeutet für die Patienten eine Einschränkung 

der Lebensqualität, zudem ist die Compliance bei oligo- und asymptomatischen 

Patienten schlecht. Außerdem müssen zum einen bei solchen Patienten die 

Vorteile einer glutenfreien Diät in zukünftigen Studien noch klar dargelegt 

(Schuppan und Hahn 2001) und zum anderen muss die Kosten-Nutzen-Frage 

erörtert werden. 
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5 Zusammenfassung 

In dieser Dissertation sollte die Zuverlässigkeit des vor kurzem eingeführten 

anti-IgA-humanen-Transglutaminase-ELISAs in der Zöliakie-Diagnostik belegt 

werden. Dafür wurden die Ergebnisse des modifizierten hu-tTG-AK-ELISAs mit 

zwei weiteren Methoden verglichen. Zum einen handelte es sich dabei um    

einen Immunfluoreszenztest, der IgA-Endomysium-Antikörper an Affen-

Oesophagus-Schnitten nachweist, zum anderen um einen Immunpräzipitati-

onstest zum Nachweis von IgA-Antikörpern gegen hu-tTG. Zur besseren Dar-

stellung der Ergebnisse wurden dafür Spezifität, Sensitivität und prädiktiver 

Wert berechnet.  

Es wurden insgesamt 157 Patientenseren untersucht: 70 Seren von Patienten 

mit nachgewiesener Zöliakie (51 CD/N und 19 CD/GFD), 31 Blutspenderseren, 

18 Seren von Kontrollen mit und 38 Seren von Kontrollen ohne Biopsie. 

Die Sensitivität des hu-tTG-AK-ELISAs lag bei einem festgelegten Cut-off von 

20 AU bei 98%. Die Spezifität erreichte sogar 100%. Bei dem Immunpräzipitati-

onstest wurde der optimale Cut-off ebenfalls auf 20 AU festgelegt. Hier betrug 

die Sensitivität 96,1% und die Spezifität 100%. Somit konnte der EMA-IFT in 

der Spezifität (67%) übertroffen werden. Die Sensitivität von 100% des EMA-

IFTs konnte von dem hu-tTG-AK-ELISA und auch von dem Immunpräzipitati-

onstest nicht erreicht werden. Die Berechnung der prädiktiven Werte erfolgte 

unter Berücksichtigung einer Zöliakie-Prävalenz von 73,9%. Für den hu-tTG-

AK-ELISA ergaben sich ein positiv prädiktive Wert (PPW) von 100% und ein 

negativ prädiktiver Wert (NPW) von 95%. Der PPW für den Immunpräzipitati-

onstest ergab ebenfalls 100%, der NPW betrug 90%. Der EMA-IFT lieferte ei-

nen PPW von 90% und einen NPW von 100%.  

Sowohl der hu-tTG-AK-ELISA als auch der Immunpräzipitationstest lieferten bei 

unkomplizierter Durchführung sehr zuverlässige und reproduzierbare Aussagen 

über eine mögliche Zöliakie-Erkrankung. Es konnte abschließend gezeigt wer-

den, dass die hu-rekombinante-tTG2 sich als Antigen für einen ELISA oder Im-

munpräzipitationstest in der Zöliakie-Diagnostik sehr gut eignet und eine ge-

naue und beobachterunabhängige Alternative zum EMA-IFT liefert. 
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Anhang I: Marsh-Klassifikation (Ref 95; Marsh MN) 
 
Marsh-Klassifikation der Duodenalmukosa 

 
Marsh 0   unauffällige Duodenalmukosa 

Marsh 1   unauffällige Zotten- und Krypten, aber erhöhte intraepitheliale  

Lymphozytenzahl (>40IEL pro 100 Epithelzellen) 

Marsh 2  unauffällige Zotten, jedoch verlängerte Krypten und erhöhte IEL 

Marsh 3   Zottenatrophie 

Marsh 3a  partielle Zottenatrophie: Verplumpung der Zotten, Verlängerung 

der Krypten und vermehrte IEL 

Marsh 3b  subtotale Atrophie der Zotten 

Marsh 3c  totale Zottenatrophie  
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Anhang II: Patientengruppen 
 

Gruppe A: Zöliakie-Patienten unter Normalkost 
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18516 w 28.07.1992 PVA 05.06.2000 400 CD 04.05.2000 

18521 w 17.10.1998 SVA 04.05.2000 400 CD 28.04.2000 

18691 m 11.09.1990 TVA 26.06.2000 800 CD, D.M 02.06.2000 

18692 w 09.11.1997 TVA 02.06.2000 200 CD 02.06.2000 

18713 w 13.01.1999 TVA 08.06.2000 100 CD 07.06.2000 

18772 w 11.05.1999 TVA 05.07.2000 100 CD 21.06.2000 

18937 w 02.10.1968 PVA 25.05.2000

schwach 

5 CD 19.07.2000 

19135 m 14.06.1997 TVA 31.08.2000 100 CD 29.08.2000 

19171 w 31.07.1977 PVA 31.08.2000 200 CD 05.09.2000 

19207 m 22.04.1999 SVA 12.09.2000 800 CD 12.09.2000 

19238 m 01.09.1984 TVA 22.11.2000 800 CD, D.M 19.09.2000 

19345 m 17.10.1998 TVA 07.11.2000 200 CD 12.10.2000 

19348 w 15.03.1991 PVA 12.10.2000 50 CD 12.10.2000 

19411 m 07.10.1987 PVA-TVA 03.05.2001 5 CD,D.M 26.10.2000 

19479 m 17.01.1996  PVA 07.02.2001

schwach 

5 Mi.Wu 15.11.2000 

19501 m 12.12.1993 PVA 08.12.2000 100 CD 17.11.2000 

19510 w 13.01.1997  PVA 20.11.2000 5 CD 21.11.2000 

19723 m 30.09.1999 SVA 21.12.2000 5 CD 27.12.2000 

19782 m 25.02.1942 PVA-TVA 16.01.2001 400 CD 15.01.2001 

19815 w 28.06.1994 TVA 24.01.2001 100 CD 18.01.2001 

20344 w 09.03.2000 TVA 25.04.2001 400 CD 18.04.2001 

20394 w 13.01.1997 TVA 12.06.2001 5 CD 26.04.2001 

20398 w 28.09.1991 TVA 19.07.2001 100 CD 26.04.2001 
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20519 m 21.09.1997  PVA 18.06.2001 200 CD 17.05.2001 

20661 m 18.11.1998 TVA 29.06.2001 400 CD 15.06.2001 

20953 w 25.07.1997 TVA 30.10.2001 200 CD 03.08.2001 

21075 m 15.07.1988 SVA 25.10.2001 5 CD 30.08.2001 

21104 w 20.07.1999 TVA 06.09.2001 400 CD 06.09.2001 

21105 w 28.09.1999 TVA 26.09.2001 1800 CD 06.09.2001 

21184 m 04.09.1996 TVA 21.09.2001 400 CD 21.09.2001 

21273 w 01.05.1997 SVA 25.10.2001 100 CD 11.10.2001 

21280 w 06.03.1974 PVA-TVA 17.10.2001 100 CD 11.10.2001 

21305 w 08.11.1982 TVA 22.11.2001 50 CD, D.M 19.10.2001 

21355 m 23.11.1999 TVA 16.11.2001 800 CD 25.10.2001 

21371 w 09.11.1991 PVA 10.10.2001 100 CD 26.10.2001 

21434 w 12.04.1995 TVA 20.11.2001 100 CD 08.11.2001 

21468 w 21.08.1987 TVA 12.11.2001 100 CD 14.11.2001 

21587 w 05.10.1997 TVA 07.12.2001 100 CD 05.12.2001 

21612 w 24.12.1998 TVA 07.12.2001 5 CD 07.12.2001 

21695 w 05.06.2000 TVA 18.01.2002 400 CD 28.12.2001 

21933 w 21.07.1997 TVA 02.05.2002 100 CD 07.02.2002 

22364 w 16.09.1992 TVA 31.05.2002 100 CD 15.04.2002 

22435 m 04.08.1997 PVA 06.06.2002 50 CD 23.04.2002 

22653 w 13.04.1992 PVA 26.09.2002 50 CD 05.06.2002 

22719 m 11.12.1997 SVA 18.06.2002 50 CD 17.06.2002 

22947 w 02.02.1985 TVA 15.08.2002 200 CD 25.07.2002 

23094 w 09.09.1996 TVA 22.08.2002 100 CD 22.08.2002 

23120 m 25.10.1980 TVA 29.08.2002 400 CD 28.08.2002 

23199 w 29.11.1992 PVA 08.11.2002 200 CD 11.09.2002 

23241 w 06.12.2000 TVA 18.09.2002 800 CD 19.09.2002 

23396 w 13.01.2002 TVA 25.10.2002 5 CD 17.10.2002 
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Gruppe B: Zöliakie-Patienten unter glutenfreier Diät 
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22384 w 03.11.1962 o.B. -  negativ CD 18.04.2002 

23428 w 27.11.1986 -  -  negativ CD 23.10.2002 

23449 w 15.08.1990 -  -  negativ CD 25.10.2002 

23451 w 18.09.1990 -  -  negativ CD 25.10.2002 

23457 m 15.07.1988 -  -  negativ CD 28.10.2002 

23489 w 17.05.1997 -  -  negativ CD 31.10.2002 

23491 m 24.01.1994 -  -  negativ CD 31.10.2002 

23492 w 12.02.1992 -  -  negativ CD 31.10.2002 

23530 m 07.06.1993 -  -  negativ CD 07.11.2002 

23547 m 04.12.1994 -  -  negativ CD 11.11.2002 

23557 w 02.02.1985 -  -  50 CD 12.11.2002 

23578 m 18.03.1993 -  -  negativ CD 14.11.2002 

23590 m 01.02.1997 -  -  negativ CD 15.11.2002 

23658 w 29.08.1990 -  -  negativ CD 28.11.2002 

23668 w 18.01.1988 -  -  negativ CD 29.11.2002 

23669 w 06.01.1983 -  -  negativ CD 29.11.2002 

23677 w 14.12.1988 -  -  negativ CD 03.12.2002 

23717 w 19.04.1990 -  -  50 CD 09.12.2002 

23718 w 19.04.1990 -  -  5 CD 09.12.2002 
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Gruppe C: Kontrollen mit Biopsie 
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18612 w 28.04.1998 o.B. 25.07.2000 5 falsch positiv 19.05.2000

18664 m 25.09.1994 o.B. 15.09.2000 5 falsch positiv 29.05.2000

19092 m 21.11.1994 o.B. 14.09.2000 5 falsch positiv 18.08.2000

19120 w 08.04.1930 o.B. 25.08.2000 5 falsch positiv 04.09.2000

19288 m 09.08.1999 o.B. 27.09.2000 negativ  - 28.09.2000

19321 w 12.11.1998 o.B. 24.11.2000 negativ  - 10.10.2000

19781 m 12.07.1978 o.B. 19.01.2001 negativ  - 12.01.2001

20505 w 18.07.1999 o.B. 20.09.2001 negativ  - 16.05.2001

21185 m 29.05.1989 o.B. 04.10.2001 5 falsch positiv 24.09.2001

21498 w 12.03.1998 PVA 25.01.2002 5  - 19.11.2001

22614 w 05.01.2000 o.B.   negativ  - 27.05.2002

22618 m 11.04.2001 o.B. 17.07.2002 negativ  - 27.05.2002

22924 m 23.10.1996 o.B. 22.08.2002 negativ  - 23.07.2002

23022 m 30.05.2000 o.B. 08.08.2002 negativ  - 07.08.2002

23061 m 08.01.1995 o.B. 15.08.2002 negativ  - 15.08.2002

23111 m 12.03.1993 o.B. 04.09.2002 negativ IgA-Mangel 27.08.2002

23122 w 11.01.2001 o.B. 24.10.2002 negativ  - 28.08.2002

23125 w 24.04.1994 o.B. 13.09.2002 negativ D.M 29.08.2002
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Gruppe E: Kontrollen ohne Biopsie 
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21905 m 07.07.1987 - - negativ Morbus Crohn - 

21930 m 19.05.2001 - - negativ Lactoseintoleranz  - 

21932 w 09.01.1996 - - negativ Mi. Wu  - 

21937 w 23.06.1995 - - negativ Mi. Wu  - 

21939 m 02.01.1989 - - negativ D.M  - 

21945 m 29.05.1989 - - negativ D.M  - 

21953 w 27.08.1988 - - negativ Mi. Wu  - 

21964 w 08.03.1991 - - negativ D.M  - 

21967 w 21.06.1997 - - negativ Mi. Wu  - 

21970 m 09.07.1990 - - negativ Mi. Wu  - 

21977 m 05.03.1989 - - negativ D.M  - 

21979 m 11.09.1986 - - negativ D.M  - 

21980 m 04.10.1982 - - negativ D.M  - 

22027 m 17.08.1988 - - negativ Eisenmangelanämie  - 

22040 w 17.02.1998 - - negativ CF  - 

22043 w 10.09.1996 - - negativ Mi. Wu  - 

22051 m 13.05.1989 - - negativ Mi. Wu  - 

22054 m 16.09.1988 - - negativ D.M  - 

22066 w 09.03.2000 -  - negativ D.M - 

22071 m 03.08.1994 -  - negativ Mi. Wu - 

22072 w 04.05.1998 -  - negativ Mi. Wu - 

22073 w 26.12.1997 -  - negativ Mi. Wu - 

22082 m 30.01.1993 -  - negativ D.M - 

22084 w 29.07.1987 -  - negativ D.M - 

22086 w 25.05.1993 -  - negativ Mi. Wu - 

22087 w 07.06.1992 -  - negativ D.M - 

22089 m 29.01.1986 -  - negativ Mi.Wu, D.M - 
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22093 m 09.11.1994 -  - negativ Mi.Wu  - 

22111 w 27.04.1999 -  - negativ M.D  - 

22131 m 30.08.1991 -  - negativ D.M, Mi.Wu  - 

22148 w 06.09.1994 -  - negativ Hyperthyreose  - 

22421 m 23.05.1993 -  - negativ Trisomie 21  - 

22434 m 06.05.1998 -  - negativ CF  - 

22651 w 12.12.1987 -  - negativ D.M  - 

22731 w 06.05.1999 -  - negativ Silver-Russel-Syndrom  - 

22732 w 21.05.1999 -  - negativ CF  - 

22749 w 10.12.1999 -  - negativ CF  - 

23647 w 04.05.1998 -  - negativ CF  - 

 
 
 
 
 
Anhang III: `Meerschweinchentransglutaminase´ Standardkurve 
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Abbildung 11: `Masterstandardkurve´ des Meerschweinchentransglutaminase ELISAs. 

Extinktionsmittelwerte des Serums Nr.14575 und des Negativ-Kontrollserums aus acht 

Testansätzen der folgenden Verdünnungsstufen. 
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Anhang IV: Extinktionen für Masterstandardkurve 
 
Patientenserum Nr. 14575 

1:500 1:1000 1:2000 1:4000

3,406 3,305 2,636 1,862

2,995 2,735 2,278 1,617

3,5 3,313 2,703 1,926

3,5 3,18 2,648 1,908

2,938 2,83 2,284 1,657

3,5 3,373 2,747 2,023

3,5 3,131 2,415 1,661

3,191 3,208 3,002 2,584

3,5 3,156 2,396 1,572

3,5 3,238 2,532 1,733

3,5 3,286 2,661 1,819

 
  1:500 1:1000 1:2000 1:4000 

Number of values 11 11 11 11 

        

Minimum 2,938 2,735 2,278 1,572 

25% Percentile 3,299 3,144 2,406 1,659 

Median 3,5 3,208 2,636 1,819 

75% Percentile 3,5 3,309 2,725 1,975 

Maximum 3,5 3,373 3,002 2,584 

        

Mean 3,366 3,16 2,573 1,851 

Std. Deviation 0,2188 0,2012 0,2184 0,2823 

Std. Error 0,06597 0,06067 0,06586 0,08513 

          

Lower 95% CI 3,219 3,024 2,426 1,661 

Upper 95% CI 3,513 3,295 2,72 2,041 

          

Coefficient of variation 6.50% 6.37% 8.49% 15.25% 

Geometric mean 3,36 3,153 2,565 1,834 
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Abbildung 12: Box und Whiskers Diagramm für Patientenserum Nr.14575. Extinkti-

onsmittelwerte aus 11 Ansätzen für folgende Verdünnungen.  
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EG-Pool 

 

1:500 1:1000 1:2000 1:4000

1,486 0,9 0,516 0,27

1,929 1,272 0,741 0,429

2,054 1,275 0,809 0,411

1,657 1,072 0,615 0,352

1,795 1,079 0,615 0,331

1,511 0,922 0,504 0,27

2,279 1,408 0,788 0,39

2,152 1,335 0,754 0,389

2,008 1,244 0,723 0,396

1,857 1,169 0,67 0,366

2,05 1,303 0,734 0,4054

1,912 1,181 0,752 0,402

1,651 1,003 0,522 0,342

1,625 0,965 0,57 0,305

1,953 1,253 0,616 0,41
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 1:500 1:1000 1:2000 1:4000 

Number of values 15 15 15 15 

        

Minimum 1,486 0,9 0,504 0,27 

25% Percentile 1,654 1,038 0,5925 0,3365 

Median 1,912 1,181 0,67 0,389 

75% Percentile 2,052 1,289 0,753 0,4077 

Maximum 2,279 1,408 0,809 0,429 

        

Mean 1,861 1,159 0,6619 0,3646 

Std. Deviation 0,2358 0,1594 0,1036 0,05134 

Std. Error 0,06089 0,04116 0,02674 0,01326 

        

Lower 95% CI 1,731 1,07 0,6046 0,3361 

Upper 95% CI 1,992 1,247 0,7193 0,393 

        

Coefficient of variation 12.67% 13.76% 15.64% 14.08% 

Geometric mean 1,847 1,148 0,6541 0,3609 

 

 
Abbildung 13: Box und Whiskers Diagramm für EG-Pool. Extinktionsmittelwerte  

aus 15 Ansätzen für folgende Verdünnungen.  
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Negativ-Pool 

 
1:500 1:1000 1:2000 1:4000

0,059 0,016 0,01 0,014

0,087 0,05 0,026 0,01

0,084 0,035 0,024 0,023

0,107 0,102 -0,024 -0,026

0,078 0 -0,015 -0,023

0,177 0,085 0,062 0,039

0,146 0,064 0,053 0,043

0,105 0,045 0,068 0,022

0,093 0,043 0,043 0,021

 
 1:500 1:1000 1:2000 1:4000 

Number of values 9 9 9 9 

       

Minimum 0,059 0 -0,024 -0,026 

25% Percentile 0,081 0,0255 -0,0025 -0,0065 

Median 0,093 0,045 0,026 0,021 

75% Percentile 0,1265 0,0745 0,0575 0,031 

Maximum 0,177 1,02E-01 6,80E-02 4,30E-02 

       

Mean 0,104 0,04889 0,02744 0,01367 

Std. Deviation 0,03642 0,03176 0,0326 0,02409 

Std. Error 0,01214 0,01059 0,01087 0,008031 

       

Lower 95% CI 0,076 0,02448 0,002389 -0,00485 

Upper 95% CI 0,132 0,0733 0,0525 0,03219 

       

Coefficient of variation 35.02% 64.96% 118.77% 176.29% 

Geometric mean 0,09893 3,4E+38 3,4E+38 3,4E+38 
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Anhang V: Masterstandardkurve I 
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Abbildung 14: IgA Masterstandardkurve des human rekombinanten Transglutaminase ELISAs. 

Extinktionsmittelwerte des Serums Nr.14575, des EG-Pools und des Negativ-Kontrollserums 

aus fünf Ansätzen. 
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Anhang VI: Extinktionen der ersten fünf Versuch nach x Minuten 
 Verdünnung 1. Ergebnis nach 1 min nach 2 min 

06.11.2002  
EG-Pool 1:500 1,929 1,997 1,997 

  1:1000 1,272 1,3 1,3 
  1:2000 0,741 0,764 0,764 
  1:4000 0,429 0,435 0,436 

14575 1:500 over over over 
  1:1000 3,313 3,355 3,369 
  1:2000 2,703 2,735 2,736 
  1:4000 1,926 1,97 1,976 

20.11.2002     
EG-Pool 1:500 1,436 1,478 1,479 

  1:1000 0,924 0,952 0,951 
  1:2000 0,533 0,547 0,546 
  1:4000 0,28 0,286 0,286 

14575 1:500 3,191 3,28 3,289 
  1:1000 3,208 3,303 3,292 
  1:2000 3,002 3,087 3,086 
  1:4000 2,584 2,639 2,631 

28.11.2002  
EG-Pool 1:500 2,152 2,207 2,21 

  1:1000 1,335 1,377 1,378 
  1:2000 0,754 0,771 0,772 
  1:4000 0,389 0,396 0,396 

14575 1:500 over over over 
  1:1000 3,238 3,295 3,299 
  1:2000 2,532 2,592 2,593 
  1:4000 1,733 1,763 1,762 

02.12.2002  
EG-Pool 1:500 2,008 2,065 2,062 

  1:1000 1,244 1,283 1,282 
  1:2000 0,723 0,744 0,743 
  1:4000 0,396 0,408 0,409 

14575 1:500 over over over 
  1:1000 3,286 3,364 3,333 
  1:2000 2,661 2,72 2,722 
  1:4000 1,819 1,89 1,889 

13.12.2002  
EG-Pool 1:500 1,651 1,678 1,684 

  1:1000 1,003 1,019 1,015 
  1:2000 0,522 0,528 0,528 
  1:4000 0,354 0,378 0,388 

14575 1:500 over over over 
  1:1000 3,143 3,193 3,192 
  1:2000 2,461 2,499 2,499 
  1:4000 1,762 1,821 1,845 
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Anhang VII: Extinktionen in AU 
 
Gruppe A: Zöliakie-Patienten unter Normalkost 
 
Anzahl Patienten 

Nr. 
ELISA in 
AU 

Immunpräzi- 
pitation 

Endo- 
mysium 

Biopsie 
 Ergebnis 

Stan- 
dard 

1 18516 129,0 1250 400 PVA 2,28 
2 18521 147,9 29,4 400 SVA 2,28 
3 18691 162,6 1250 800 TVA 2,15 
4 18692 147,7 1250 200 TVA 2,15 
5 18713 67,4 295,7 100 TVA 2,28 
6 18772 118,9 549,7 100 TVA 1,85 
7 18937 23,6 33,4 schwach 5 SVA 1,78 
8 19135 162,6 1250 100 TVA 2,15 
9 19171 173.0 1250 200 PVA 1,72 
10 19207 189,3 1250 800 SVA 1,78 
11 19238 231,6 1250 800 TVA 1,51 
12 19345 164,1 1250 200 TVA 1,85 
13 19348 70,1 1250 50 PVA 2,15 
14 19411 61,1 1250 5 PVA-TVA 2,15 
15 19479 1,8 13,3 schwach 5 schwere PVA 2,05 
16 19501 91,6 1250 100 PVA 2,28 
17 19510 32,9 135,5 5 leichte PVA 2,15 
18 19723 32,1 24,1 5 SVA 1,97 
19 19782 155,2 526,3 400 PVA-TVA 2,15 
20 19815 153,6 1250 100 TVA 2,28 
21 20344 170,3 1250 400 TVA 1,72 
22 20394 43,7 1250 5 TVA 1,72 
23 20398 92,4 1250 100 TVA 1,72 
24 20519 146,0 1250 200 schwere PVA 2,28 
25 20661 165,2 1250 400 TVA 1,72 
26 20953 171,2 1250 200 TVA 1,85 
27 21075 50,7 1250 5 SVA 2,05 
28 21104 161,8 1250 400 TVA 2,01 
29 21105 174,3 1250 1800 TVA 2,01 
30 21184 170,3 1250 400 TVA 2,05 
31 21273 152,0 660,9 100 SVA 1,78 
32 21280 98,8 1250 100 PVA-TVA 2,05 
33 21355 196,8 1250 800 TVA 1,72 
34 21371 115,5 1250 100 PVA 2,28 
35 21434 141,3 13,3 100 TVA 1,85 
36 21587 134,3 1250 100 TVA 1,85 
37 21612 71,9 1250 5 TVA 1,72 
38 21468 138,7 1250 100 TVA 2,15 
39 21305 40,7 1250 50 TVA 1,72 
40 21695 108,8 807.3 400 TVA 2,10 
41 21933 107,3 1250 100 TVA 1,72 
42 22364 119,0 1250 100 TVA 1,78 
43 22435 71,4 1250 50 PVA 2,28 
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44 22719 33,3 1010,9 50 SVA 2,15 
45 22947 153,6 1250 200 TVA 2,28 
46 23094 162,6 1250 100 TVA 2,15 
47 23120 153,6 1250 400 TVA 2,28 
48 23241 162,6 1250 800 TVA 2,15 
49 23396 54,5 442,2 5 TVA 2,15 
50 22653 111,5 1250 50 PVA 2,05 
51 23199 146,6 1250 200 PVA 2,28 
 
 
 
 
Gruppe B: Zöliakie-Patienten unter glutenfreier Diät 
 
Anzahl Patienten 

Nr. 
ELISA in 
AU 

Immun- 
präzipitation

Endo- 
mysium 

Biopsie  
Ergebnis 

Standard 

1 22384 16,0 14 negativ o.B  1,85 
2 23428 3,5 123 negativ  - 1,95 
3 23449 6,3 25 negativ  - 1,95 
4 23451 4,0 13,5 negativ  - 1,95 
5 23457 8,4 190,6 negativ  - 1,95 
6 23489 4,1 13,3 negativ  - 1,95 
7 23491 8,3 40 negativ  - 1,95 
8 23492 2,4 13,3 negativ  - 1,95 
9 23530 3,1 13,3 negativ  - 1,95 
10 23547 3,2 57,7 negativ  - 1,95 
11 23557 78,7 1250 50  - 1,95 
12 23578 3,7 13,3 negativ  - 1,95 
13 23590 6,1 13,3 negativ  - 1,95 
14 23658 8,0 274 negativ  - 1,95 
15 23668 8,6 13,3 negativ  - 1,95 
16 23669 5,8 24,7 negativ  - 1,95 
17 23677 6,3 13,3 negativ  - 1,95 
18 23717 51,3 1059,3 50  - 1,95 
19 23718 43,7 270,2 5  - 1,95 
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Gruppe C: Patienten ohne Zöliakie 
 
Anzahl Patienten 

Nr. 
ELISA in 
AU 

Immun-
präzipitation 

Endo- 
mysium

Biopsie 
 Ergebnis 

Standard 

1 18612 2,2 13,3 5 o.B. 1,83 
2 18664 2,2 13,3 5 o.B. 1,54 
3 19092 1,2 13,3 5 o.B. 2,05 
4 19120 15,3 18,2 5 o.B. 1,54 
5 19288 1,6 13,3 negativ o.B. 1,54 
6 19321 1,4 13,3 negativ o.B. 1,83 
7 19781 11,3 13,3 negativ o.B. 1,45 
8 20505 0,8 13,3 negativ o.B. 2,28 
9 21185 0,8 13,3 5 o.B. 1,44 
10 21498 2,3 13,3 5 PVA 2,16 
11 22614 3,8 13,3 negativ o.B. 1,54 
12 22618 12,3 13,3 negativ o.B. 1,54 
13 22924 0,3 13,3 negativ o.B. 2,15 
14 23022 0,9 13,3 negativ o.B. 2,15 
15 23061 0,8 13,3 negativ o.B. 2,15 
16 23111 1,1 13,3 negativ o.B. 2,15 
17 23122 -0,1 13,3 negativ o.B. 2,15 
18 23125 1,4 13,3 negativ o.B. 2,15 
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Gruppe D: Blutspender 
 
Anzahl Patienten 

Nr. 
ELISA in 
AU 

Immun- 
präzipitation 

Endo- 
mysium 

Biopsie 
 Ergebnis 

Standard 

1 2618658 3,1 13,3  - -  1,54 
2 2618659 3,7 13,3  - -  1,69 
3 2618660 6,0 13,3  - -  1,54 
4 2618661 0,9 13,3  - -  1,74 
5 2618662 3,9 13,3  - -  1,54 
6 2618663 11,3 13,3  - -  1,54 
7 2618664 0,9 13,3  - -  1,74 
8 2618665 7,7 13,3  - -  1,69 
9 2618669 4,2 39,2  - -  1,74 
10 2618671 9,8 13,3  - -  1,74 
11 2618672 4,0 14,8  - -  1,74 
12 2618675 8,7 13,3  - -  2,00 
13 2618677 2,6 13,3  - -  1,85 
14 2618680 2,0 13,3  - -  1,78 
15 2618681 5,8 13,3  - -  1,44 
16 2618682 1,2 13,3  - -  2,00 
17 2618685 2,8 13,3  - -  1,85 
18 2618686 2,9 13,3  - -  1,51 
19 2618687 1,9 13,3  - -  1,81 
20 2618688 3,2 13,3  - -  1,65 
21 2618689 2,9 13,3  - -  1,85 
22 2618690 10,1 13,3  - -  1,73 
23 2618691 2,1 13,3  - -  1,78 
24 2618694 14,4 13,3  - -  1,54 
25 2618695 5,0 13,3  - -  1,73 
26 2618696 6,8 13,3  - -  1,80 
27 2618700 8,7 13,3  - -  1,44 
28 2618701 2,4 13,3  - -  1,54 
29 2618703 3,2 13,3  - -  1,54 
30 2618705 2,5 13,3  - -  1,74 
31 2618707 7,1 13,3  - -  2,05 
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Gruppe E: Kontrollen ohne Biopsie 
 
Anzahl Patienten 

Nr. 
ELISA in 
AU 

Immun-
präzipitation 

Endo-
mysium 

Biopsie 
 Ergebnis 

Standard 

1 21905 10,8  - negativ  - 2,28 
2 21930 -0,4  - negativ  - 2,28 
3 21932 1,6  - negativ  - 2,28 
4 21937 1,9  - negativ  - 2,00 
5 21939 0,0  - negativ  - 2,15 
6 21945 1,7  - negativ  - 2,15 
7 21953 0,4  - negativ  - 2,15 
8 21964 7,0  - negativ  - 1,91 
9 21967 0,4  - negativ  - 2,15 
10 21970 0,7  - negativ  - 2,01 
11 21977 1,2  - negativ  - 2,28 
12 21979 13,1  - negativ  - 1,97 
13 21980 3,9  - negativ  - 2,15 
14 22027 1,8  - negativ  - 2,28 
15 22040 3,9  - negativ  - 2,15 
16 22043 0,5  - negativ  - 2,28 
17 22051 2,0  - negativ  - 2,15 
18 22054 0,6  - negativ  - 2,28 
19 22066 2,8  - negativ  - 2,15 
20 22071 1,8  - negativ  - 2,28 
21 22072 -0,1  - negativ  - 2,15 
22 22073 0,2  - negativ  - 2,28 
23 22082 4,4  - negativ  - 2,15 
24 22084 4,5  - negativ  - 2,28 
25 22086 3,2  - negativ  - 1,65 
26 22087 0,6  - negativ  - 1,65 
27 22089 15,1  - negativ  - 1,90 
28 22093 3,1  - negativ  - 2,28 
29 22111 2,9  - negativ  - 2,15 
30 22131 12,2  - negativ  - 1,97 
31 22148 1,7  - negativ  - 1,65 
32 22421 3,8  - negativ  - 2,15 
33 22434 0,2  - negativ  - 2,28 
34 22651 6,5  - negativ  - 2,28 
35 22731 4,7  - negativ  - 2,15 
36 22732 0,5  - negativ  - 2,28 
37 22749 15,9  - negativ  - 1,94 
38 23647 3,9  - negativ  - 1,65 
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Anhang VIII: Koordinaten der Kurve ELISA 
 
Koordinaten der Kurve 
  

Variable(n) für Testergebnis: ELISA 

   

Positv, wenn kleiner oder 

gleicha 
Sensitivität 1-Spezifität 

1,0000 0,3330 0,000 

1,1450 0,3890 0,000 

1,2700 0,4440 0,000 

1,4050 0,5000 0,000 

1,5150 0,5560 0,000 

1,6950 0,6110 0,000 

2,0000 0,6110 0,020 

2,2200 0,6670 0,020 

2,2550 0,7220 0,020 

3,0350 0,7780 0,020 

7,5550 0,8330 0,020 

11,7900 0,8890 0,020 

13,7950 0,9440 0,020 

19,4400 1,0000 0,020 

27,8500 1,0000 0,039 

32,5000 1,0000 0,059 

33,0900 1,0000 0,078 

37,0000 1,0000 0,098 

42,1900 1,0000 0,118 

47,2150 1,0000 0,137 

52,5950 1,0000 0,157 

57,7600 1,0000 0,176 

64,2300 1,0000 0,196 

68,7350 1,0000 0,216 

70,7300 1,0000 0,235 

71,6550 1,0000 0,255 
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81,7500 1,0000 0,275 

92,0000 1,0000 0,294 

95,6250 1,0000 0,314 

103,0600 1,0000 0,333 

108,0450 1,0000 0,353 

110,1550 1,0000 0,373 

113,5200 1,0000 0,392 

117,1950 1,0000 0,412 

118,9100 1,0000 0,431 

123,9800 1,0000 0,451 

131,6450 1,0000 0,471 

136,4750 1,0000 0,490 

139,9650 1,0000 0,510 

143,6300 1,0000 0,529 

146,2750 1,0000 0,549 

147,1200 1,0000 0,569 

147,8000 1,0000 0,588 

149,9600 1,0000 0,608 

152,7900 1,0000 0,627 

154,3900 1,0000 0,686 

158,5000 1,0000 0,706 

162,2200 1,0000 0,725 

163,3500 1,0000 0,804 

164,6350 1,0000 0,824 

167,7400 1,0000 0,843 

170,2850 1,0000 0,863 

170,7500 1,0000 0,882 

172,1000 1,0000 0,902 

173,6500 1,0000 0,922 

181,8150 1,0000 0,941 

193,0400 1,0000 0,961 

214,1900 1,0000 0,980 

232,6300 1,0000 1,000 
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a. Der kleinste Trennwert ist der kleinste beobachtete Testwert minus 1, 
und der größte Trennwert ist der größte beobachtete Testwert plus 1. 
Alle anderen Trennwerte sind Mittelwerte von zwei aufeinander fol-
genden, geordneten beobachteten Testwerten. 

 

 

Fläche unter der Kurve 

     

Varible(n) für Testergebnis: ELISA 

   

Asymptotisches 95% 

Konfidenzintervall 

  

Fläche 

  

  

Standardfehlera 

  

Asymptotische

Signifikanzb 
Untergrenze Obergrenze

0,992 0,008 0 0,976 1,008

     

a. Unter der nichtparametrischen Annahme 

b. Nullhypothese: Wahrheitsfläche = 0,5 
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Anhang IX: Koordinaten der Kurve IMMUN 
 
 
Koordinaten der Kurve 
  

Variable(n) für Testergebnis IMMUN 

   

Positiv, wenn 

kleiner oder 

gleicha 

Sensitivität 1-Spezifität 

12,3000 0,000 0,000 

15,7500 0,944 0,039 

21,1500 1,000 0,039 

26,7500 1,000 0,059 

31,4000 1,000 0,078 

84,4500 1,000 0,098 

215,6000 1,000 0,118 

368,9500 1,000 0,137 

484,2500 1,000 0,157 

538,0000 1,000 0,176 

605,3000 1,000 0,196 

734,1000 1,000 0,216 

909,1000 1,000 0,235 

1130,4500 1,000 0,255 

1251,0000 1,000 1,000 

   

Bei der bzw. den Variable(n) für das Testergebnis:IMMUN liegt mindestens eine Bin-

dung zwischen der positiven und der negativen Ist-Zustandsgruppe vor. 

 

a. Der kleinste Trennwert ist der kleinste beobachtete Testwert minus 1, und der größte 

Trennwert ist der größte beobachtete Testwert plus 1. Alle anderen Trennwerte sind 

Mittelwerte von zwei aufeinander folgenden, geordneten beobachteten Testwerten. 
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Fläche unter der Kurve 
 
Variable(n) für Testergebnis: IMMUN 

 

Asymptotisches 95% 

Konfidenzintervall 

 

Fläche 

 

 

Standardfehlera 

 

Asymptotische

Signifikanzb 
Untergrenze Obergrenze 

0,979 0,017 0 0,947 1,012  

 

Bei der bzw. den Variable(n) für das Testergebnis: IMMUN liegt mindestens eine Bindung 

zwischen der positiven Ist-Zustandsgruppe und der negativen Ist-Zustandsgruppe vor.  

Die Statistiken sind möglicherweise verzerrt. 

 

a. Unter der nichtparametrischen Annahme 

b. Nullhypothese: Wahrheitsfläche = 0,5 

 
 
Verarbeitete Fälle 
  

Zöliakie Gültige N 

Positiva 18 

negativ 51 

   

Kleinere Werte der Variable(n) für das Testergebnis deuten stärker auf einen positiven Ist- 

Zustand hin. 

 

a. Der positive Ist-Zustand ist gesund    
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Anhang X: Statistische Gesamtübersicht – Minimum, Maximum, Mittel-
wert, Median, Standardabweichung 
 
ELISA        

        

Quantiles 

 Level Min 10% 25% Median 75% 90% Max 

Kranke 

mit Biopsie 
1,8 34,792 71,39 138,66 162,64 172,64 231,63 

Kranke  

mit Diät 
2,41 3,13 3,74 6,31 8,62 51,33 78,67 

Kontrollen  

mit Biopsie 
-0,14 0,238 0,8275 1,405 2,6525 12,575 15,32 

Kontrollen 

ohne Biopsie 
-0,35 0,198 0,56 1,945 4,4375 12,254 15,9 

Blutspender 0,92 1,336 2,47 3,66 7,1 10,08 14,35 

         

         

Means and Sd Deviations 

 

Level 

 

Number Mean Std Dev Sd Err Mean 
Lower 

95% 

Upper 

95% 
 

Kranke  

mit Biopsie 
51 120,325 53,3599 7,4719 105,32 135,33  

Kranke  

mit Diät 
19 14,282 20,5831 4,7221 4,36 24,2  

Kontrollen  

mit Biopsie 
18 3,308 4,5865 1,081 1,03 5,59  

Kontrollen  

ohne Biopsie 
38 3,658 4,2986 0,6973 2,24 5,07  

Blutspender 31 4,881 3,3825 0,6075 3,64 6,12  
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IMMUN 
        

Quantiles 

Level Min 10% 25% Median 75% 90% Max 

Kranke  

mit Biopsie 
13,3 53,82 1010,9 1250 1250 1250 1250 

Kranke  

mit Diät 
13,3 13,3 13,3 24,7 190,6 1059,3 1250 

Kontrollen  

mit Biopsie 
13,3 13,3 13,3 13,3 13,3 13,79 18,2 

Kontrollen  

ohne Biopsie 
       

Blutspender 13,3 13,3 13,3 13,3 13,3 13,3 39,2 

         

         

Means and Sd Deviations 

 

Level 

 

Number Mean Sd Dev 
Sd Err 

Mean 
Lower 95% 

Upper 

95% 

Kranke mit Biopsie 51 1020,43 430,432 60,272 899,37 1141,5 

Kranke mit Diät 19 180,79 355,191 81,486 9,6 352 

Kontrollen mit Bi-

opsie 
18 13,57 1,155 0,272 13 14,1 

Kontrollen ohne 

Biopsie 
      

Blutspender 31 14,18 4,651 0,835 12,48 15,9 
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