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Coeliakia: klinikai laboratoriumi
vonatkozasok

Laboratériumi tovabbképzés
Kenesei Eva
2016.05.18.
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* Torténeti attekintés, diagnosztikus lehet6segek

 ESPGHAN coeliakia klinikai guideline
ismertetése.

e Szerologiai modszerek fejlesztési iranya
* Gyorstesztek

 Mas antitest alapu tesztek

* Uj biomerker jeldltek

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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A vékonybél nyalkahartya morfologiai és funkcionalis elvaltozas
kovetkezményét jelzb eltérések:

— Alacsony szérum 0Osszfehérje

— Ca, P, Zn, Fe

— Veérkép, vas hianyos anaemia,

— Vitaminok: D, A, E, K, folat, B12

Jellemz6 a steatorrhoea- széklet szir >4 g /nap

A vékonybél nyalkahartya transzport zavarat jelz6 D-xildz teszt

kdros

A pontos diagnadzist vékony biopszias minta mucosa
karosodas vizsgalatan alapult.

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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* 1960 el6tt - klinikai gyanu,tinetek, biopszia- szovettan
1971 Seah - reticulin antitest (ARA)- specifikus, de nem

| SEMMELWEIS EGYETEM, BUDAPEST

“Coeliakia diagndzisanak torténeti attekintése

@«‘

Am ey

szenzitiv
e 1982 Gliadin antitest (AGA) Sens 70%; Spec 70%

e 1983 Chorzelski - Endomysium antitest IFA (EMA) Sens70 —

90%; Spec 100%
e 1997 Dieterich- szoveti transglutaminaz antitest —ELISA (tTG)

Sens és Spec 90 - 95%
e 2005: Anti-deamidalt gliadin: Sens 85%, Spec 90%

 HLA DQ genetikai vizsgalatok

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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Gliadin és transglutaminaz ellen termel6dé antitestek
keletkezési mechanizmusa
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QOOOO Gluten

4

O Deamidated
l gliadin

A coeliakiaban jellegzetes autoantitestek mutathatok ki, melyek célpontja a TG2
fehérje. A specifikus antitestek glutén dependensek és csak HLA-DQ2/DQ8

hordozd személyeknél termel6dnek.
l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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< A diagnosztika eszkozei

CD- specifikus antitest vizsgalat
HLA vizsgalat; HLA-DQ2 és HLA-DQS8

Vékonybél biopszias minta hisztolégiai vizsgalat

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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Coeliakiaban jellegzetes autoantitestek mutathatok
ki, amelyeknek célpontja a TG2 fehérje.

Anti-tTG/TG2 (szoveti transglutaminaz ) IgA, I1gG
 Endomysium antitest (IgA)

Anti- DGP (Deamidalt Gliadin Peptid ) IgA, IgG

* Anti-Gliadin/ Anti Reticulin antitest

A specifikus antitestek gluten dependensek és csak
HLA-DQ2/DQ8 hordozd személyeknél termel6dnek.

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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%wf Anti-szoveti transglutaminaz antitest (tTG)

* Az enzim test szerte megtalalhato ( agyszovet, bér, belek)
* F& autoantigén coeliakiaban, EMA ellenes antigén
* ElsGsorban IgA anti-TG2 termelddik, de a betegek egy részében IgG is.
Al pozitiv:

mas autoimmun megbetegedéseknél, infekcio, tumor, szovetkarosodas
Al negativ:

Korai vagy gyenge megbetegedés esetén, gyermekeknél < 2 éves kor

alatt, csokkent glutén bevitel, sulyos tiinetek, immunoszuppressziv
kezelés, IgA hiany (coeliakiasok 10-20 %-nal), technikai hiba

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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 tTG IgA jelenléte specifikus coeliakidban

* tTG IgA mérsékelt vagy er6sen pozitiv: valdszin(i a coeliakia- de meg kell erésiteni a
diagnadzist

* tTg IgG- pozitivitas jelezheti a coeliakiat, kiilondsen, IgA hidnyos betegeknél

 Anti-tTG titer a referencia érték >10 —szerese: er6sen valdszin( a coeliakia, a

sulyos boholy atrophia (Marsh3). Tunettel rendelkez6 betegnél tovabbi laboratériumi
vizsgdlatokkal (EMA, HLA) megerdsitve a diagnozist, elkerlilhetd a biopszia.

* A meger0sit6 vizsgalatokra a mintavétel egy mas alkalommal torténjen
(technikai hiba kisz(irése miatt)

 Adiéta megkezdése utan fél egy éven belll a tTG IgA titere csokken, a titer normal érték
ala csokkenése fligg a kezdeti titer értéketdl.

* Avizsgalat el6tt bevezetett glutén-mentes diéta esetén a teszt negativ eredményt adhat!

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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A teszt a tTG altal deamidalt gliadint mutatja ki

3 Ha—sH~> =0
Erzékenyebb és specifikusabb, mint a régi modositatlan W '
gliadin antitest vizsgalat

A teszt a tTG —antitest vizsgalatot nem helyettesiti,
tTG —S—C=0 +NH3

Negativ eredmény (diétamenteseknél) valdszin(itlenné teszi a Deanidation, Change
. . s +H:0 of Conformation and
C0e||ak|at Charge
Az eredmény 6nnmagaban nem igazolja és nem is nem zarja a
betegséget. :
C|=0
Két év alatti gyermekeknél érzékenyebben jelzi a coeliakiat, 4 1
mint tTG antitest, a mucosa karosodast érzékenyen jelzi Bindng o HLA-DQ2

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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Antitest kimutatas indirekt immunfluoreszcens eljarassal torténik
Szubsztat: simaizmokat tartalmazoé szovet metszet (majom nyel6cs6/

human koldokzsinor)

T FITC-jelzett anti -IgA
< Szérum antitest
< Szoveti antigén

Ertékelése : negativ/pozitiv (higitasi fok megadasdaval) szakemberigényes
Amennyiben nincs festédés, IgA hiany feltételezhet6

Pozitiv EMA normal biopszias eredmény mellett is coeliakiat jelez-
megjelenése megel6zheti a a boholyatrophia kialakulasat

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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Mé Laboratoriumi szempontok
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« Specialis CD diagnosztikat végzé laboratdriumnak folyamatosan részt kell
venni belsd és kilsé mindségellendrzési vizsgalatokban .

* Az alkalmazott teszt validalt legyen pl:EMA referencia standardra

* Az egyes tesztek kozott szenzitivitasaban, specificitdsaban, normal
kliszobértékben lehetnek kulonbségek

pl: anti-tTG - kilonb6z6 generacids tesztek |éteznek

* Alaboratoriumnak meg kell adni az alkalmazott teszt felsé normal
kliszobértékét

* EMA vizsgalatnal kozolni kell a cut off higitasi fogat. Megadhato a
legnagyobb higitas, amelynél még pozitiv a teszt. Jelezni kell, milyen
szovetet hasznal a labor szubsztratként. A vizsgalat kivitelezése soran
ugvelni kell a lehetséges rebound effektusra (magas ellenanyag titer).

I. Sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.hu
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“-Az ‘eredmények megfeleld interpretalasahoz sziikséges
tovabbi szempontok

* a beteg kora

* abeteg IgA szérum szintje, IgA kompetens
egyéneknél elsbédlegesen a IgA antitest eredmeény a
mérvado

* a beteg glutén fogyasztasi szokasai (glutén mentes
diéta esetén a negativ eredmény nem értékelhetd)

e Részesil e a beteg immunsupressziv kezelésben

I. Sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.hu
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Serological test Specificity % Antibody isotype

Anti-tTG 91-95 95-97 IgA and IgG
Anti-endomysal 85-98 95-100 IgA
Anti-gliadin 58-75 85-95 IgA and 1gG
Anti-deamidated 86-90 93-96 IgA and IgG
gliadin peptid

Michael X Ma et al.Diagnostic dilemmas in celiac disease Expert Rev. Gastroenterol. Hepatol 7(7),643-655 (2013)

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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%5 ¢ Endoszkdpia és biopszia, histopatoldgia

Coeliakias beteg vékonybél
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rtial atrophy 3a  Subtotal atrophy 3b Total atrophy 3c

Coeliac disease: an ug
J Clin Pathol 2006 Okt.59(10):1008-1016

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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L Gének

*Tobb gén vesz részt a betegség
kialakulasaban

*A HLA DQ2 /DQ8 egyike, vagy mindkett6
allanddan jelen van, sziikséges feltétel a
coeliakia kialakulasaban, de nem elegendé.

*A gén hordozasa nem valdszin(siti a ¥ ]
megbetegedését, azonban a CD-ben Glutén
megtalalhatd l
*Anti TG2 és EMA csak HLA-DQ2 vagy DQ8 Coeliakia

adottsagu személyekben termel6dik

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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HLA DQ2 and DQS8

— Erd8s negativ prediktiv értéke van
— A coeliakiasok >95%-ban megtalalhato

— A normal populacio 25-30%-ban hordozza

— Gyenge a pozitiv prediktiv értéke

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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ESPGHAN (European Society for Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition
Guidelines for Diagnosis of Coeliac Disease)

Klinikai Guideline 2012

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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1. csoport : gyermekek és 2. csoport: tinetmentes
feln6ttek, akiknek mas okkal gyermekek és felnGttek
nem magyarazhato tiinetei
vannak

e 1l-estipusu diabetes

* Krdnikus intermittald hasmenés A b i hdrdma

* Novekedési elmaradas, fogyas « Autoimmun pajzsmirigy

* Kései pubertas, amenorrhea megbetegedés

e Vashianyos anaemia e Turner szindroma

* Hanyinger, hanyas * Szelektiv IgA hiany

* Hasi fajdalom e Autoimmun majbetegség
* Krénikus faradtsag * A coeliakidsok elsd foku

* Visszatéro fekélyek rokonai

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu



Child / Adolescent with Symptoms suggestive of CD

v

Anti-TG2 IgA & total IgA*

Anti- TG2
posmve

Anti- TGZ
negative

/Lo Not CD

v
Transfer to Paediatric Gl

Paed. Gl discusses with family the 2 diagnostic pathways and
consequences considering patient's history & anti-TG2 titers

l l

_I/Consider further diagnostic testing if: \'\_
IgA deficiency
Age: < 2 years
History: - low gluten intake
- drug pretreatment
- severe symptoms
- associated diseases

i
i
i
1
i
i
i
i
i

4

N
/’os. Anti-TG2 > 10 x nomy/os. Anti-TG2< 10 x norm}I(

—» { Not available|—®»

EMA & HLA DQ8/DQ2

OEGD & biopsies

| |

EMA pos.
HLA pos.

EMA neg.
HLA neg.

/ // E.“L"f: — // /

EMA neg.
HLA pos.

/ /Marsh01//Marsh20r%

/ N {/ v-\1

CD+ ! Considerfalse | | Consider false |}

' neg. HLA test. i | pos. anti-TG2 i

l i Consider biopsies | | i

i i i

% A5 >4
GFD
& F/u

// Unclear case \
Consider: CD+
false pos. serology
false neg. biopsy or ‘
potential CD
Extended evaluation of GFD
\EITA/sero|ogy/blopS|ej/ & Flu

leukocyte antigen; IgA=immunoglobulin A; IgG=immunoglobulin G; OEGD = oesophagogastroduodenoscopy; TG2 =transglutaminase type 2.

@ Wolters Kluwer

Copyright © 2016 Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition. Published by Lippincott Williams & Wilkins.



Asymptomatic person at genetic risk for CD
Explain implication of positive test result(s) and get consent for testning

HLA DQ2 / DQ8 (+/- TGZ)

/

~

TG2 & total IgA

.

/Dos. Anti-TG2 > 3 x n?m{ /és.Anti-TGz <3x norm/ﬂ/ TG2 negative /L>

A

.

HLA posntlve HLA negative
DQ2 andlor DQs8 DQ2 and DQ8

No CD,
no risk for CD

'd
i Consider retesting in intervals or if

; symptomatic
) %

o

OEGD & biopsies
From bulbus & 4 pars
descendens, proper
histological work up

EMA

‘/EMA positive //EMA negative/

v v
Marsh 2 or 3// Marsh 0-1 /
: :

v

7
!

CD+

i

‘\neg biopsy or potential CD

Unclear case
F/u on normal diet. Consider:
v ? False pos. serology, false

N {
:
|
I

|
». \

gTransient/false pos. anti-TG2 |
iF/u on pormal diet with further :

. N
Consider: i
i

serological testing J

GFD
& F/u

Not CD

Consider:

! False neg. Results, exclude
i IgA deficiency and history of
low gluten intake or drugs

~
t

J

::: Wolters Kluwer

Copyright © 2016 Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition. Published by Lippincott Williams & Wilkins.
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1.

tinetmentes, de veszélyeztetett betegeknél ?

Az al pozitiv vagy tranziens TG2 gyakoribb a genetikailag
veszélyeztetetteknél, mint a szimptomas betegeknél

Normal hisztoldgiai esetén (Marsh 0) a TG2 titer altalaban

alacsony, a norm. felsé érték <3x-a.
Tunetmentes betegnél alacsony antitest titer esetén a biopsziaval
lehet varni, szimptdmasoknal a hasonldan alacsony titer esetén

tovabb kell Iépni a definitiv diagnozis érdekében .

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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Célkitdzés:
* azinvaziv beavatkozas, biopszia csokkentése érdekében a
szeroldgiai modszerek tovabbi fejlesztése,

e gyorsdiagnosztikai modszerek

* tovabbi Uj biomarkerek, non-invaziv modszerek kifejlesztése a
pontos diagnosztikara és a betegségség nyomon kovetésére.

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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tTG antitest alapu szeroldgiai tesztek fejlesztése
1. szenzitivitas novelése

ON ST A“

A TG2 — két konformacidja van,

— zart ( enzimatikusan inaktiv)

— nyitott (katalitikusan aktiv)

Az aktiv konformaciot hasznald ELISA tesztek

érzékenyebbek. inaktiv
Alkalmazasa: -glutén mentes diétat megszegbk monitorozasa

-rovid ideig tarto glutén challenge esetén kis
autoantitest valasz kimutatasa,

-gyogyszerkiprobalasok

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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%ME tTG struktura megismerése, tesztek fejlesztésének iranya

%, &

Ismert a TG2 coeliakia-specifikus epitopja, fontos a konformacié megdbrzése, hogy a teszt
hatékony legyen.

A human recombinans TG2 altalaban megfelel a kovetelményeknek, sen 93%, spec 95%.
Korabbi tesztekben tengerimalac majkivonat TG2 antigén ill. human erythrocyta antigént

hasznaltak. Fibronectin

4&” pinding site

A coeliakia specifikus
autoantitest epitop

Catalytic
triad

Simon-Vecsei Z, Kiraly R, Bagossi P, et al. A single conformational
transglutaminase 2 epitope contributed by three domains is critical for
celiac antibody binding and effects.

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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ATG antltest alapu szerologiai tesztek fejlesztése 2.
specificitas novelése

AS By
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Al pozitiv eredményt, alacsony TG2 antitest titert mutatnak az

autoimmun megbetegedésben szenveddk : lupus
erythematosus, type 1. diabetes, thyroid megbetegedések .

Sjogren’s szindroma, rheumatoid arthritis stb.
A hagyomanyos teszt nem elég specifikus. AT WY )
A -

r
nnnnnnnnnnn

Uj felismerés: coeliakias betegek szérum antitestjei specifikusan
felismerik a harom aminosav altal kialakitott, strukturalisTG2

epitopot. Mas autoimmun betegek szérum antitestjei nem
Uj elgondolas: vad- tipusu TG2 és coeliakia- specifikus epitopot

hordozo TG2 alapu teszttel elkilonithetd lenne a coeliakia

asszocialt antitest a nem specifikus TG2 —vel reagald

allapotoktol.

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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g%\%}/ g | POCT tesztek

Elonyei:
gyors eredmény, alacsony koltség, csaladszirés, diéta monitorozasa,

hasznalata fejl6d6 orszagokban, ahol nincs laboratériumi hattér
Gyorsteszttel a coeliakia diagnodzisa nem allithato fel!

Madszerek:
Hemolizalt vorosvértest eredetli TG2 alapu szeroldgia- kezeletlen

1.
coeliakidsoknal sens 97% *, gluténmentes diéta monitorizalasara
eredményes

IgA hianyban- fals negativ
2. 1gA/IgG DGP antitest kimutatds- gyermekeknél ( coeliakia gyanus

csoport) sens 93% spec 95%,**
Fals pozitivitas —genetikailag kizart betegeknél

*Korponay-Szabd IR et al. Coeliac disease case finding and diet monitoring by point-of care testing. Aliment Pharmacol Ther 2005;22:729-37
**Bienvenu F et al. Evaluation of a point-pf-care test based on deamidated gliadin peptides for celiac disease screening in a large pediatric population. EurJ

Gastroenterol Hepatol 2012;24:1418-23
l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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Presentation of the POCT device. a) Result interpretation of the POCT device with the 3 bands: A line
corresponds to IgA/IgG DGP, B line to Total IgA, and CT line to control. b) Picture of the test after 10 minutes incubation.
Result represents a celiac positive (A line) with normal IgA levels (line B). c) Representation of a false positive result with

a thin line A after 10 minutes. This band becomes stronger after 30 minutes of incubation (picture not showed)
(b)

- A
L) 5
| CT+

(a)

)
P——
K .
- (c)

CT«
e

Claude-Olivier Marti et al. Evaluation of a DGP Point-of-care Test for Celiac Disease in a Pediatric Population.
International Journal of Celiac Disease, 2015, Vol. 3, No. 1, 7-11. doi:10.12691/ijcd-3-1-8

© The Author(s) 2015. Published by Science and Education Publishing.
l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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I-FABAP (Intestinal Fatty Acid Binding Protein)

* Bél epithel sejt cytoplazmaban talalhaté - mucosa karosodas
esetén gyorsan felszabadul, keringésbe kerdl

» Kezeletlen coeliakiasoknal magasabb, mint nem coeliakiasoknal.
Glutén mentes diéta soran csokken. Vékonybél karosodast

gyorsan jelz6 marker
* Koncentracidja a mucosa karosodassal aranyos

Felhasznalasi teriilet: coeliakia gyogyszerkifejlesztése soran
hasznalhato, nem invaziv kiegészit6 marker.

Hatrany: egyéb mucosa karosodasban is jelez pl: Crohn betegség

Vreugdenhil AC.et al. Additional value of serum I-FABL levels for evaluating celiac disese activity in children. Scand J Gastroenterol 2011;46:1435-41

l. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika, www.gyermekklinika.semmelweis.hu
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CYP3A4 katalizalt Simvastatin metabolizmus mérése

A cytochrome P450 3A4-t a bélbolyhok epithel sejtjei expresszaljak— a
simvastatin metabolizalasaért felelbs

Boholy atrophia esetén expresszidja csokken

Kezeletlen coelidkiasoknal oralis simvastatin vér koncentracio
bizonyitottan szignifikansan magas, mivel nem metabolizalodik CYP3A4

hianyaban

A boholy karosodast 90%-os* pontossaggal jelzi.

*Moron B et al. CYP3A4-catalysed simvastatin metabolism as a non-invasive marker of small intestinal health in celiac disease. Am J Gastroenterol 2013;108:1344-
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Interferon-y (INF-y) mérése ( ELISpot mddszer)

e ROvid, harom napos glutén-challenge estén is mar a periférias vér T-
sejt valasza INF-y mérésével igazolhato.

Felhasznalasi terulet:
Coeliakia pontos diagndzisa nélkil bevezetett glutén-mentes diéta
esetén sem a coeliakia specifikus antitestek sem a hisztologia nem ad
egyértelmd diagnozist.
A pontos diagnosztika érdekében glutén adast kell inditani- rovid ideig
tarto gluten provokacié hatasa INF-y méréssel igazolhaté

Hatrany:
a modszer szenzitivitasa alacsony, tovabbi fejlesztést igényel.

Anderson RP et al. Tcell in periferal blood after gluten challange in coeliac disease. Gut 2005;54:1217-23
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Uj biomarker jeléltek 3

PE = phycoerythrin SA = streptavidin

— tetramer
(tetrahedral)

Flow cytometrias analizist jelzett gliadin tetramerrel parositva a gliadin-specifikus T-
sejtek kimutathatdk a vérben
A sejtek gluténmentes diéta bevezetesése utan is megtalalhatok a keringésben.

Alkalmazasa:

Glutén-mentes diéta elkezdése diagndzis nélkiil és egyéb olyan bizonytalan
esetekben, amikor glutén terhelésre lenne szlikség.

A tetramerek alkalmazasaval a biopsziak az esetek tobbségében elkerilhetéek.

Christophersen A et al. Tetramer visualized gluten-specific CD4+ T cell in blood as a potential diagnostic marker for coeliac disease without oral gluten challenge. United
European Gastroenterol J 2014;2:268-78
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Mg Uj biomarker jeloltek 4

Coeliakiasok intestinalis microbiota profilja és specifikus

micro-RNS profil vizsgalat.

Microbiota: Jelenleg még nem ismert a coeliakia specifikus
microbiota mintazat, ezért ennek megvaldsitasa kérdéses.

Micro-RNS: ismert, hogy kezeletlen coeliakiasok vékonybél
mucosa micro-RNS expresszioja megvaltozott és hasonld profil

talalhato a vérben is.
Pontecialis Uj non-invaziv biomarker lehet a keringé mikro-RNS

mintazat vizsgalata.
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A DIAGNOZIS ES KEZELES EGY ELETRE SZOL
* adiagnozis felallitasat nagy korultekintéssel kell
végezni.
* a beteg ne kezdjen glutén-mentes diétat a
diagnozis felallitasa elott.

* Az alkalmazott tesztek erzékenysége, specificitasa
és mindségbiztositasa kiemelten fontos.

* Alul diagnosztizalt korkép a coeliakia-sceening
vizsgalatok indokoltak
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IS Vizsgalt markerek

* Total IgA vizsgalat a szelektiv IgA hiany kimutatasara
 Anti-tTG ( IgA és IgG)
>10 —szeres IgA titer emelkedés er6sen valoszindsiti a CD
diagnozist
e Anti-Deamidalt gliadin peptid (IgA és IgG)
2 éeves kor alatt szenzitivebb mint tTG
* Anti EMA IgA —legspecifikusabb és legszenzitivebb

A specifikus antitestek glutén-mentes diéta soran
hianyozhatnak

 HLADQ2 &HLADQS
A negativ eredmény kizarja a CD diagnozist
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