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1. Einleitung

Chromogranin A (CgA) ist ein saures, hydrophiles Glykopeptid, das von endokrinen
und neuroendokrinen Zellen des Korpers exprimiert und sezerniert wird (1, 2). Es
wurde 1965 erstmals im Nebennierenmark entdeckt und kommt in diversen humanen
Gewebsarten vor (2, 3). Die genaue physiologische Funktion von CgA und seiner
Derivate ist bis heute nicht vollstandig verstanden. Neben der Erforschung der
zahlreichen biologischen Aufgaben, widmet sich die Wissenschaft der Bedeutung des
Peptids fur Erkrankungen und untersucht hierbei seine pathophysiologische Rolle
sowie seinen Nutzen als immunhistochemischen und serologischen Marker (2, 4).
Klinisch dient CgA aktuell als wichtigster Tumormarker neuroendokriner Tumore (NET)
und wird dortim Rahmen der Diagnostik, Prognostik, Verlaufskontrolle und Nachsorge
vielféltig eingesetzt (5, 6).

Studien zeigen zudem erhthte CgA-Blutkonzentrationen in benignen Erkrankungen
(7). Auch zeugt CgA in inflammatorischen Prozessen von Relevanz, indem
Immunzellen unter Stress selbst CgA sezernieren und das Peptid an der
Immunmodulation beteiligt ist (7-11). Gleichwohl mangelt es an Kenntnissen tber das
Vorkommen und die Bedeutung von Serum-CgA in Autoimmunerkrankungen.
Ungefahr 5% (Prozent) der Population leiden an einer Autoimmunkrankheit, die infolge
einer fehlerhaften Immuntoleranz gegeniber koérpereigenen Antigenen entsteht (12,
13). Gemal der betroffenen Gewebe kénnen diese Erkrankungen in endokrine und
gastrointestinale Autoimmunitaten eingeteilt werden, die gehauft zusammen auftreten
und eine das Immunsystem-betreffende genetische Verbindung aufweisen (14). So ist
das gehaufte Auftreten von Zoliakie (CD) mit Schilddrisen- oder Typ 1 Diabetes
mellitus (T1D)-Antikérpern (AK) und/ oder die multiple glandulare Autoimmunitat (T1D,
M. Basedow (GD), Hashimoto Thyreoiditis (HT)) durch die genetische Assoziation mit
Human Leukocyte Antigen (HLA)-DQZ2 und/ oder -DQ8 determiniert (14, 15).

Viele Autoimmunerkrankungen sind zunadchst subklinisch und werden erst nach
Jahren symptomatisch (16, 17). Trotz bereits etablierter serologischer Marker wie
Auto-AK  gehen  Autoimmunkrankheiten oftmals mit einer verzbgerten
Diagnosestellung einher (18-20). Dies verhindert ein frihzeitiges therapeutisches
Eingreifen, was schwerwiegende Folgen haben kann. Fraglich ist, inwieweit CgA als
serologischer Parameter von Autoimmunkrankheiten dienen kann. Sein Potential als

stabiler Biomarker hat es bereits in NET unter Beweis gestellt (21).



1.1 Ziel der Dissertation

Ziel der vorliegenden Dissertation ist das Vorkommen und die Bedeutung von Serum-
CgA in endokriner und gastrointestinaler Autoimmunitat zu erértern. Mithilfe dieser
retrospektiven Querschnittsstudie sollen zudem diverse Einflussfaktoren auf CgA
ermittelt und der mdgliche Einsatz von CgA als serologischer Marker fir
Autoimmunerkrankungen beispielhaft anhand des Autoimmungastritis (AG)-Kollektivs

evaluiert werden.



2. Literaturdiskussion

Der folgende Abschnitt zeigt den aktuellen Stand der Forschung zum Thema CgA
und Autoimmunitat auf und setzt sich mit der vorliegenden Literatur zu wichtigen

Themengebieten dieser Studie auseinander.

2.1 Chromogranin A
E f : I Kii I |

CgA, auch bekannt als Sekretorisches Protein 1, ist ein hydrophil saures, einkettiges
Peptid der Granin-Familie, welches sich aus insgesamt 439 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von ungefahr 49kDA zusammensetzt (1, 3, 22). Als erstes seiner
Familie wird CgA vor mehr als 50 Jahren in der Literatur erw&hnt und von Blaschko et
al. (1967) als Marker fuir die Sekretion neuroendokriner Zellen beschrieben (1, 2, 6, 21,
23, 24). Die strukturelle Ahnlichkeit der acht Peptide der Granin-Familie ist gering,
dennoch haben sie einige Gemeinsamkeiten (2, 6). Sie sind thermostabil, besitzen
einen hohen Anteil an sauren Aminosauren und verfligen Uber eine hohe
Bindungskapazitat, wenngleich milde Affinitat fur Calcium (2). Dies bewirkt eine
Aggregation sowohl bei saurem pH als auch in Anwesenheit von Calcium (1, 2, 25,
26).

Das fur CgA codierende single-copy Gen befindet sich auf dem langen Arm von
Chromosom 14 (14q932) (2, 27). Aufgrund seines Vorkommens in diversen
Gewebsarten ist seine Biosynthese durch eine hohe Anpassungsfahigkeit an
Modulationssignale gekennzeichnet (2, 28). Im Anschluss an die zellspezifische
Expression von CgA, welche unter anderem (u.a.) durch Steroidhormone reguliert und
durch Nikotin beeinflusst wird, erfolgt die Akkumulation im Trans-Golgi-Netzwerk und
die vesikulare Verpackung des Peptides (2, 6, 21, 29-31). Gemeinsam mit Hormonen
und Neurotransmittern wie Katecholaminen wird CgA schlie3lich auf zwei Wegen per
Exozytose aus den Zellen abgegeben: 1.) kontinuierlich ohne vorherige Speicherung,
2.) regulatorisch nach vorangegangener Speicherung infolge eines externen Signals
1, 2, 32, 33).
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Abbildung 1 Intrazellulare Chromogranin A-Synthese (modifiziert nach (5))

CgA dient als Vorlaufer diverser biologisch aktiver Derivate, welche sowohl mittels
einer intrazellularen, haufig intravesikularen, als auch extrazellularen Prozessierung
erzeugt werden (34-36). Innerhalb des CgA-Peptids dienen Stellen mit dibasischen
Aminosauren als Angriffspunkte fur proteolytische Enzyme. Weitere Abwandlungen
geschehen im Rahmen von posttranslationalen Modifikationen (PTM) (1, 2, 37). Der
Umbau ist gewebsspezifisch und somit abh&ngig vom jeweiligen Zelltyp und der dort
vorhandenen Menge an Proteasen (3, 38-40).

Die genaue Funktion der Chromogranine ist trotz zahlreicher Untersuchungen nicht
eindeutig geklart (2, 6). Es ist hingegen eine Beteiligung an diversen intra- und
extrazellularen biologischen Prozessen beschrieben (2).

Die Rolle als Prohormon ist vermutlich eines der wichtigsten Merkmale von CgA.
Tabelle 1 gibt einen Uberblick der bekanntesten Derivate von CgA und deren

endokrinen, autokrinen sowie parakrinen Funktionen (1, 2, 41, 42).



Tabelle 1 Uberblick der wichtigsten Chromogranin A-Derivate und deren Funktion

(modifiziert nach (1))

Chromogranin A-Derivate

Biologische Funktion

Hemmung der Vasokonstriktion
Hemmung der Parathormon-Sekretion
Forderung der Fibroblastenadhésion

Vasostatin | _ _ )
Einfluss auf die Tumorangiogenese (4)
Modulation der glatten Muskulatur der Koronarien (43)
Bakteriolytische und antifugale Wirkung
Hemmung der Vasokonstriktion
Vasostatin Il Hemmung der Sekretion von

Nebenschilddriisenhormonen

Pancreastatin
(44-46)

Steigerung des Blutzuckerspiegels
o Hemmung der Glucose-induzierten
Insulinfreisetzung
Forderung der hepatischen Glykogenolyse
Minderung der Insulin-induzierten
Glykogensynthese
o Minderung der Glucoseaufnahme der
Skelettmuskulatur (47)
Stimulierung der Amylase-Sekretion des Pankreas
Minderung der Magenséauresekretion der Parietalzellen

Catestatin

Hemmung der Katecholamin-Freisetzung des
Nebennierenmarks

Parastatin

Hemmung der Parathormon-Sekretion (48)

Prochromacin; Chromacin | & Il

Bakteriolytische und antifugale Wirkung (49, 50)

WE-14

Forderung der Histamin-Freisetzung aus Mastzellen

®)

Intrazellular bildet CgA die Hauptkomponente der kerndichten sekretorischen Granula.

CgA unterstitzt in den Zellen die Granulogenese und ist an der Lagerung, Sortierung

und Freisetzung von Hormonen und Neurotransmittern beteiligt (1, 2, 33, 51-53). Die

oben genannten Aufgaben erflllt es u.a. Gber eine Reduktion des osmotischen Drucks

und uber die Bindung von Calcium und Katecholaminen (1, 2, 21).

Physiologisch wird CgA von endokrinen und neuroendokrinen Zellen des

menschlichen Kdorpers produziert und ist reichlich vorhanden. Die Synthese erfolgt

vorwiegend im Nebennierenmark, wo es als erstes entdeckt wurde (1, 23, 54). Auch

synaptische Vesikel des sympathischen, zentralen und peripheren Nervensystems

sowie das diffuse neuroendokrine System (DNES) exprimieren CgA (2). Dimsdale

(1992) stellt sogar eine Korrelation von CgA mit dem Sympathikustonus fest, welche

auf der gemeinsamen Lagerung und Freisetzung aus Vesikeln beruht (55).




Die Konzentration von CgA nimmt vom Nebennierenmark Uber die Hypophyse >
Pankreas > Gastrointestinaltrakt (Magen, Jejunum, Illeum) > Frontalkortex >
Nebenschilddrise und die Schilddrise ab (2).

icht-onkolodiscl : er C —
Neben der Bedeutung von NET fur CgA, sind in der Literatur bereits zahlreiche nicht-
onkologische Erkrankungen mit erhéhten CgA-Serum-/Plasmaspiegel beschrieben.
Ein Anstieg der CgA-Spiegel kann bei Patienten mit Organversagen beobachtet
werden (1, 2). Am deutlichsten sichtbar wird dies im Rahmen eines Nierenversagens
infolge der verminderten Ausscheidung der CgA-Fragmente. Der Anstieg der CgA-
Werte korreliert mit der Schwere der Niereninsuffizienz (3, 56). Im Endstadium des
Nierenversagens konnen die CgA-Werte sogar jenen von Patienten mit NET
entsprechen (1, 57, 58). CgA wird zusatzlich zur renalen Eliminierung auch hepatisch
metabolisiert (3). Taupenot et al. (2003) erlautert die moderate Erhohung bei
Leberversagen zum einen durch eine insuffiziente Metabolisierung des Peptids und
zum anderen durch eine mogliche vermehrte Aktivierung des neuroendokrinen
Systems (1). Die Schwere der Herzinsuffizienz korreliert ebenfalls mit der Héhe an
CgA, das als moglicher Parameter der Mortalitatsvorhersage dienen kénnte (1, 59).
Zudem wurde bereits 1990 entdeckt, dass Patienten mit unbehandelter Hypertonie
erhohte CgA-Spiegel aufweisen (60). Auch eine starke Sympathikusaktivierung infolge
von Stress und korperlicher Betatigung kann die CgA-Werte bis auf das Zweifache des
oberen Grenzwertes erh6hen (2, 61). Ein Anstieg von CgA kann auch bei einigen
gastroenterologischen Erkrankungen wie beispielsweise (bspw.) den chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen und der Autoimmungastritis beobachtet werden (2,
6, 62-64).

Der CgA-Spiegel steigt ebenso durch die Einnahme von Medikamenten wie bspw.
Protonenpumpeninhibitoren und H2-Rezeptorantagonisten oder einer
Steroidbehandlung (2, 6, 65-68). Zur Vermeidung eines Nahrungseinflusses auf die
CgA-Werte wird eine Nuchtern-Blutentnahme als standardisiertes Vorgehen
empfohlen (6).

Demographische Faktoren wie das Alter haben ebenfalls einen Einfluss auf CgA,
wohingegen das Geschlecht keine Rolle zu spielen scheint (66, 69). Eine andere
Studie belegt eine vermehrte CgA-Produktion durch Nikotin (8). Dies beschreibt nur

einen Teil der diversen Einflussfaktoren auf CgA. Die zwei wesentlichsten



Interferenzen sind die Niereninsuffizienz und die Hypergastrinamie (3). Im Verlauf

dieser Arbeit werden weitere Erkrankungen und Faktoren genauer analysiert.

2.1.3 Messmethoden

Die Bestimmung des serologischen CgA wird erstmals 1984 von O’Connor und
Bernstein beschrieben (3, 70).

Heutzutage stehen zahlreiche Analysen zur Messung des im Plasma
beziehungsweise (bzw.) Serum zirkulierenden intakten CgA sowie seiner Fragmente
zur Verfigung (1, 6). Die Methoden basieren auf einem Radioimmunassay, einem
Enzymimmunassay (ELISA) oder auf einem Immunassay mit der Time Resolved
Amplified Cryptate Emission (TRACE)-Technologie (1, 38, 71, 72).

Die Charakteristiken diverser Kits (CisBio, DAKO, EuroDiagnostica, Kryptor) sind in
der Literatur bereits genauer evaluiert worden (38, 71, 72). Syversen et al. (1994)
erkennt gut korrelierende Ergebnisse des Enzym- und Radioimmunassays. In seiner
Studie weisen Enzymimmunassays ein niedrigeres Detektionslimit und
Radioimmunassays eine weitere Messspanne auf (6, 73). Eine stark positiv lineare
und signifikante Korrelation (r = 0,9858; p < 0,0001) zwischen Serum- und Plasma-
CgA-Spiegeln zeigt, dass beide Blutbestandteile zur Bestimmung der CgA-

Konzentration geeignet sind und im Verhéltnis Gbereinstimmen (6, 74).

2.1.4 Neuroendokriner Tumor

Im Folgenden wird die Erkrankung der NET und die Bedeutung von CgA als
Tumormarker in jenem Kollektiv genauer erlautert. Dies gibt einen Einblick in die

Fahigkeiten von CgA als Biomarker und beschreibt zugleich die Positivkontrolle in

dieser Arbeit.

2.1.4.1 Ubersicht NET

NET sind eine seltene, heterogene Gruppe von Tumoren, welche sich aus
Stammzellen des DNES ableiten und die Fahigkeit zur Synthese und Sekretion
biologisch aktiver Molekile besitzen (6, 71, 75-77). Die embryologische Abstammung
kann sowohl neuroektodermal als auch endodermal sein (76). Die Tumore sind
uberwiegend im Verdauungs- und Respirationstrakt lokalisiert. Weitere bekannte NET-
Arten sind das Phaochromozytom, das Neuroblastom, das Hypophysenadenom sowie
das medullare Schilddrisenkarzinom (75, 76). Bei bis zu 12,6% der Tumore bleibt der
Primarius unklar (75). Die Heterogenitat zeigt sich auch im Malignitatspotential und

dem Differenzierungsgrad, bei dem die gesamte Bandbreite mdglich ist (75, 78).

7



Epidemiologie

Die Zahl der Neuerkrankungen in Europa liegt aktuell bei 3 pro 100 000 Einwohnern
pro Jahr mit weltweit steigender Inzidenzrate (79). Eine Diagnosestellung ist in jedem
Alter mdglich, tritt jedoch meist in hoherem Alter auf (Median Deutschland: 59 Jahre)
(75). Obgleich das Auftreten meist sporadisch ist, kann dennoch eine genetische
Assoziation mit bspw. der multiplen endokrinen Neoplasie Typ 1 (MEN1) bestehen (75,
80).

Klinik

Die Klinik der NET wird entscheidend vom jeweiligen Sekretionsmuster beeinflusst
(77). Erzeugt der Tumor durch seine Sekretion von Hormonen/Neurotransmittern ein
charakteristisches endokrines Syndrom, so spricht man von einem funktionellen NET
(76). Diese machen weniger als 10% aller NET aus (71), sind jedoch in Tumoren des
Vorderdarms mit 50% vertreten (77). Ein typisches Beispiel ist das Karzinoidsyndrom,
das durch die vermehrte Freisetzung von Serotonin auftritt und mit der Trias Diarrhd,
Flush und kardialen Symptomen einhergeht. Weitere mogliche Symptome eines
funktionellen NET sind Hypo-/Hyperglykamien, Bronchospasmen sowie Symptome
aufgrund der GrélRenzunahme des Tumors (2, 75, 77). Der Groliteil der NET sind
nicht-funktionelle Tumore. Sie sind oft asymptomatisch und werden erst durch
Komplikationen der Raumforderungen, wie bspw. Stenosesymptome, auffallig. Dies

sorgt daftir, dass der Tumor haufig als Zufallsbefund diagnostiziert wird (5, 75).

Diagnostik

Die Diagnosestellung eines NET erfolgt in 60-80% der Félle im bereits metastasierten
Stadium. Dies wird auf die Seltenheit und Heterogenitat des Krankheitshildes sowie
auf den mangelnden Bekanntheitsgrad der Erkrankung zurtickgefiihrt (6, 75). Der stille
Krankheitsverlauf nicht-funktioneller NET sorgt daflir, dass diese meist noch spater als
funktionelle diagnostiziert werden (81).

Das diagnostische Vorgehen beruht allgemein auf drei Methoden: der serologischen,
bildgebenden und histopathologischen Diagnostik. Zunachst werden generelle
Tumormarker, u.a. CgA, auf dessen Bedeutung spater genauer eingegangen wird,
serologisch bestimmt. Abhangig von der Symptomatik werden zusatzlich spezielle
hormonelle Assays durchgefuhrt. Mithilfe bildgebender Verfahren (Sonographie,
Kontrastmittel-CT/-MRT, PET-CT) wird versucht die Lokalisation und Ausbreitung des

Tumors zu identifizieren. Als Goldstandard der Diagnosesicherung gilt der



immunhistochemische Nachweis der neuroendokrinen Biomarker CgA, Synaptophysin

und NSE im Biopsat des Tumors oder seiner Metastasen (3, 75).

Therapie und Nachsorge

Die Wahl der Therapie ist abhangig von der Lokalisation, dem Ausmald und der
Differenzierung des Tumors (3). Die chirurgische oder endoskopische RO-Resektion
stellt die einzige kurative Option dar. Das Ziel der Therapie im metastasierten Stadium
ist die Symptomkontrolle sowie die Antiproliferation. Hierbei kommen sowohl
pharmakologische als auch lokal-ablative Verfahren zum Einsatz (75, 77).

Die European Neuroendocrine Tumor Society (ENETS) empfiehlt die regelmaliige
Nachsorge sowie Verlaufskontrolle. Ziel der Kontrollen ist die frihzeitige Erkennung
von Rezidiven nach chirurgischer Resektion oder die engmaschige Uberwachung des
Krankheitsverlaufs bei fortgeschrittenen Stadien (6). Die Durchfiihrung der
Labordiagnostik, Bildgebung und Betreuung soll in spezialisierten Zentren erfolgen
(67, 75, 82).

2.1.4.2 NET und Chromogranin A

CgA gilt seit Gber 30 Jahren als wichtiger Tumormarker des NET und wird hierfur
sowohl serologisch als auch immunhistochemisch verwendet (2, 5, 6, 38, 70, 72). Sein
Klinischer Einsatz ist in der Literatur Gegenstand vielfaltiger Untersuchungen und
Diskussionen (5). Der folgende Abschnitt verleint einen Uberblick (iber die Bedeutung
von CgA bei NET und die diversen, in der Literatur vertretenen Ansichten

diesbeziglich.

Immunhistochemischer Marker

CgA qilt als effektiver immunhistochemischer Marker der NET. Seine Positivitat
bestatigt die neuroendokrine Herkunft des Biopsats und erlaubt somit eine Zuteilung
zu den NET (1, 3, 21, 67). Die Intensitat der Immunfarbung muss hierbei nicht mit der
sekretorischen Aktivitat der Tumorzellen Ubereinstimmen (76). Dies ist von Vorteil bei
der Detektion nicht-funktioneller NET, da der Nachweis von CgA in den dichten Vesikel
der Tumorzellen trotz moglicher Verminderung der Sekretion erhalten bleibt (31, 83).
Die Sensitivitat des Biomarkers ist jedoch limitiert. Sie nimmt zum einen mit sinkendem
Differenzierungsgrad des NET ab, zum anderen exprimieren bestimmte Tumore CgA
nur schwach und liegen somit unter der Detektionsgrenze (wie zum Beispiel (z.B.) das

kleinzellige Lungenkarzinom) (31, 76).



Serologischer Marker

Auch serologisch hat sich CgA als der geeignetste generelle Biomarker fur NET
erwiesen und seine diagnostische Uberlegenheit gegeniiber NSE in diversen Studien
belegt (3, 6, 84, 85). Pathophysiologisch erklart sich die CgA-Spiegelerhéhung durch
die gemeinsame Lagerung und Sekretion von CgA mit Peptidhormonen aus den
Tumorzellen (2, 86). Multiple Studien zeigen den Einfluss 1.) der Tumorzellart, 2.) des
Tumorvolumens sowie 3.) seiner histologischen Differenzierung auf die Hohe des
CgA-Blutspiegels bei NET (2, 3, 67, 84).

1.) Die Lokalisation der NET muss bei der Interpretation der CgA-Werte laut Herbomez
et al. (2010) stets berlcksichtigt werden (3). Das Phaochromozytom sowie das
Neuroblastom stehen fir NET mit hoher CgA-Sekretion. Dies erklart die
hervorragenden diagnostischen Ergebnisse mittels CgA-Bestimmung (3, 87-91).
Mittel- sowie Enddarmtumore neuroendokriner Herkunft und nicht-funktionelle
Pankreastumore vertreten die NET mit intermedidrem CgA-Sekretionspotential (3).
CgA wird nur in geringen Mengen vom medullaren Schilddrisenkarzinom, Insulinom,
kleinzelligen Lungenkarzinom und dem Hypophysenadenom sezerniert. Flr letzteres
erweisen sich andere diagnostische Assays als effizienter (3, 84, 92).

2). Die beschriebene, signifikant lineare Beziehung zwischen der Tumormasse und
der Hohe der CgA-Niveaus ist laut Literatur fur alle NET auf3er dem Gastrinom
zuldssig. Grund hierfir ist, dass die stark erhéhten CgA-Werte bei Gastrinomen nicht
allein auf die Raumforderung, sondern auch auf die durch Hypergastrindmie bedingte
ECL-Zellhyperplasie zurtckzufiihren ist (3, 31, 62, 67, 85).

3.) Gut differenzierte NET-Zellen exprimieren im Vergleich zu gering differenzierten
Zellen mehr CgA (6, 93).

Die klinische Verwendung von CgA im Rahmen der NET ist vielfaltig (76). Durch die
hohe Stabilitat des Markers profiliert sich CgA gegeniber bereits bestehenden

instabilen Markern mit hoher Fluktuation (31).

Chromogranin A in der NET-Diagnostik

Der alleinige Einsatz von serologischem CgA als Screening-Methode fur die
Gesamtheit der NET wird nicht empfohlen (77).

Die Angaben der Literatur bezuglich der Sensitivitat und Spezifitat des zirkulierenden
CgA fur NET variieren stark. Uber alle NET gesehen liegt die Spezifitat bei 68-100%
und die Sensitivitat bei 60-90% (ausgenommen medullare Schilddriisenkarzinome)
(76). Multiple Einflussfaktoren erlautern die Bandbreite der Spezifitat. Sie ist sowohl

abhangig von der Tumorart und -last, als auch von den in Studien verwendeten
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Grenzwerten und der Qualitdt der Kontrollgruppe (67). Die in Abschnitt 2.1.2
beschriebenen Interferenzen beeintrachtigen die Spezifitdit enorm. So bewirkt der
Ausschluss dieser Faktoren eine Spezifitat von > 95% (5).

Die Tumordifferenzierung, das NET-Stadium (lokalisiert/metastasiert) sowie die
funktionelle Aktivitat (funktionell/nicht-funktionell) beeinflussen die Sensitivitat und
erklaren somit die Variabilitat der Studienergebnisse (3, 76, 84, 85, 94). So weist
zirkulierendes CgA eine niedrigere Sensitivitat flr nicht-funktionelle und lokalisierte
NET auf (84). CgA erreicht die hochste Sensitivitat in NET des Vorderdarms, weshalb
Baudin et al. (2001) hierfir ein CgA-Routinescreening empfiehlt. In
Phé&ochromozytomen und NET des lleums kdnnen vergleichbare Sensitivitaten wie bei
bisher verwendeten Tumormarkern erzielt werden (76, 84).

Marotta et al. (2018) ist der Ansicht, dass die Bestimmung von CgA nur im Rahmen
von funktionellen und fortgeschrittenen NET Beachtung finden sollte (5). Andere
Autoren hingegen sind der Meinung, dass CgA gerade bei klinisch stillen NET, die
Hormon-negativ aber CgA-positiv sind, nitzlich sein kann (1, 31, 85, 95).

Chromogranin A als Prognosefaktor

CgA wird als unabhangiger Vorhersagefaktor fir das Outcome bei Patienten mit NET
gehandelt. So bedeuten hohe CgA-Spiegel bei Patienten mit fortgeschrittenen NET
eine schlechtere Uberlebensprognose (2, 5, 96). Dies beruht iiberwiegend auf der
zuvor gezeigten Beziehung zwischen Tumorlast und CgA. Studien zeigen zudem
hohere Tumormarker bei Patienten mit ausgedehnten Metastasen im Vergleich zu
lokalisierten NET, wobei auch hier das Gastrinom eine Ausnahme darstellt (69, 97,
98). Marotta et al. (2018) verdeutlicht, eine unzureichende Datenlage tber die Rolle
von CgA als Prognosefaktor bei lokalisierten NET (5).

Chromogranin A als Verlaufsparameter

CgA kann evidenzbasiert als Verlaufsparameter wahrend der medikamentbsen
Behandlung eines NET verwendet werden (99). Effektive Behandlungen des Tumors
gehen laut vielfaltiger, zum Teil Placebo-kontrollierter Studien mit einem Abfall des
CgA-Spiegels einher (1, 2, 5, 6, 100). Mithilfe des Markers ist somit eine Beurteilung
des Therapieansprechens und eine gegebenenfalls (ggf.) notwendige Reevaluation

der eingesetzten Medikamente moglich (5, 101).

Chromogranin A als Nachsorgeparameter
Die Bestimmung von CgA ist laut Konsensus Bestandteil der regelméafigen Nachsorge

bei Patienten nach radikaler Resektion (102). Ein CgA-Anstieg Uber die Normwerte gilt
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als erster Hinweis eines Rezidivs (103). Die Evidenz ist allerdings aufgrund der

geringen Studien- und Probandenzahl gering (5).

2.2 Autoimmunitat

) - finiti

Autoimmunitat bezeichnet die Unfahigkeit des Immunsystems zwischen
korpereigenem Gewebe und korperfremden, mdglicherweise schadlichen Antigenen
zu unterscheiden. Es beschreibt somit den Ausfall der Immuntoleranz gegenuber
spezifischen endogenen Antigenen (12).

Dank diverser Mechanismen der Selbsttoleranz ist das Vorkommen von
Autoimmunkrankheiten, die den aus der Autoaggression resultierenden chronisch
entzindlichen Prozess umfassen, selten (13, 104). Ungefahr 5% der Bevolkerung

weltweit leidet unter einer Autoimmunerkrankung (12, 13).

hobhvsiolodi
Zur Entstehung einer Autoimmunkrankheit bedarf es gewohnlich der Zusammenkunft
zahlreicher Ereignisse. Autoimmunerkrankungen werden selten monogenetisch
vererbt, meist wird eine genetische Pradisposition polygenetisch an Nachkommen
weitergegeben. Ein Zusammenhang zwischen bestimmten HLA-Allelen und
bestimmten Autoimmunkrankheiten ist identifiziert (bspw. HLA-DR5 und HT).
Sexualhormone sind ebenfalls an der Entwicklung der Immunantwort beteiligt.
Ostrogene bewirken eine Erhohung autoreaktiver B-Lymphozyten und den von ihnen
produzierten  Auto-AK. Auch die geschlechtsspezifische Haufung von
Autoimmunerkrankungen suggeriert diesen Einfluss. 65% der Menschen, welche unter
einer Autoimmunkrankheit leiden, sind Frauen im gebarfahigen Alter (13).

AuRere Umwelteinfliisse wie Infektionen, Medikamente, Drogen und UV-Strahlung
sind haufig Ausléser der Erkrankungen, sofern die oben beschriebene genetische
Anfalligkeit gegeben ist. Die genaue Pathogenese ist somit vielfaltig und weiterhin
Gegenstand  aktueller  Untersuchungen. Pathophysiologisch liegen  den
Autoimmunerkrankungen die Mechanismen der Hypersensitivitdtsreaktionen der
Typen II-IV zugrunde. Das Autoantigen und seine Lokalisation sowie die vorwiegend
beteiligte Immunkomponente des spezifischen Immunsystems entscheiden Uber den
dominierenden Typ. So handelt es sich bei GD und HT Uberwiegend um eine Typ II-

Reaktion, bei T1D hingegen tberwiegend um eine Typ-IV Reaktion (13).
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Die Autoaggression verlauft haufig irreversibel und geht meist mit einem
fortschreitenden Funktionsverlust einher, kann aber auch wie bei GD mit einer

veranderten Organfunktion einhergehen (105).

lassifikati

Es finden sich multiple Einteilungsmoglichkeiten fur Autoimmunerkrankungen.
Zunachst unterscheidet man organspezifische von systemischen
Autoimmunerkrankungen (13).

In dieser Arbeit werden organspezifische Autoimmunkrankheiten betrachtet. Hierbei
wenden sich Auto-AK und autoreaktive T-Zellen gegen Autoantigene, welche nur in
einem oder wenigen Organen ausgepragt sind. Ein gehauftes Auftreten von
Autoimmunerkrankungen eines Spektrums (bspw. organspezifisch) in einem Patienten
wird beobachtet (13).

2.2.3.1 Endokrine und gastrointestinale Autoimmunitat

In Abhangigkeit des betroffenen Organsystems lassen sich Autoimmunerkrankungen
weiter klassifizieren. Die endokrine Autoimmunitdt umfasst z.B. T1D, HT, GD, M.
Addison (AD), Hypogonadismus, Hypoparathyreoidismus und die Autoimmun-
Polyendokrinopathie (AP), welche zu den registrierten, besonders seltenen
Erkrankungen zahlt (16, 17). AG und CD sind in der Literatur gut beschriebene
gastrointestinale Autoimmunerkrankungen(106-108).

Endokrine und gastrointestinale Autoimmunitaten treten gehauft gemeinsam auf und
weisen oft krankheitsspezifische, aber auch allgemeine, das Immunsystem
betreffende genetische Verbindungen auf. So beruht das gehaufte Auftreten von CD
und Schilddrisen- bzw. T1D-AK und/oder multipler glandularer Autoimmunitat (T1D,
GD,HT) bspw. auf einer dominanten genetischen Assoziation der HLA DQ2 und/oder
DQ8 (14, 109).

2.2.3.2 Monoglandulare und polyglandulare Autoimmunitét

Endokrine Autoimmunitaten kénnen wiederrum in mono- und polyglandul&r unterteilt
werden. Die monoglandulare Autoimmunitat (MGA) beschreibt eine sich auf ein
einziges endokrines Organ beschrdnkende Autoimmunerkrankung. Tritt jene
Erkrankung isoliert auf spricht man von MGA |, sind gleichzeitig auch nicht-endokrine
Autoimmunerkrankungen ausgepragt von MGA 1l (16).

Das Vorhandensein von mindestens zwei endokrinen Autoimmunkrankheiten definiert

die AP, auch bekannt als polyglandulares Autoimmunsyndrom (16).
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2.3 Autoimmunerkrankungen und Chromogranin A

Im Folgenden werden die wichtigsten Krankheitsaspekte der Kollektive beschrieben

und der aktuelle Stand der Forschung bzgl. CgA und den Erkrankungen aufgezeigt.

2.3.1.1 Typ 1 Diabetes mellitus

T1D beschreibt einen Insulinmangel, welcher infolge einer autoimmun-induzierten T-
Zell-vermittelten Zerstorung der pankreatischen Beta-Zellen entsteht und in einer
chronischen Hyperglykamie mindet (105, 110-112).

Die Pravalenz und Inzidenz dieser Erkrankung unterliegen weltweit starken
Schwankungen und erleben aktuell einen Zuwachs (112-115). So steigt die Inzidenz
in Deutschland um 2,6% jahrlich, vor allem (v.a.) bei Kindern unter 5 Jahren (113, 116).
Die Ursache dieses Anstieges wird veranderten Umweltfaktoren und
Verhaltensweisen zugeschrieben (112, 113, 117). Die Erstmanifestation des T1D ist
in jedem Alter mdglich (112). Wahrend einige Studien von einem Inzidenzgipfel
zwischen dem 10. und 14. Lebensjahr berichten (112, 118, 119), beschreiben andere
zwei Gipfel zwischen dem 5.-7. Lebensjahr und in der Pubertat (113). Aktuelle
Erkenntnisse zeigen, dass bis zu 50% der T1D Erstmanifestationen im
Erwachsenenalter liegen (112, 120). Jene werden jedoch aufgrund ihres Alters und
fehlender typischer Symptome haufig zunachst falschlicherweise als Typ 2 Diabetes
mellitus (T2D) diagnostiziert (113, 121). Im Gegensatz zu anderen
Autoimmunerkrankungen ist das mannliche Geschlecht bei T1D geringflgig haufiger
betroffen als das weibliche (122, 123). Die genaue Pathogenese des T1D ist trotz
jahrzehntelanger Untersuchungen aufgrund ihrer Heterogenitat und Komplexitat weiter
unklar (112, 113). Grundliegend handelt es sich hierbei um ein vielschichtiges
Zusammenwirken der genetischen Pradispositionen, der Umweltfaktoren, des
Immunsystems sowie des Stoffwechsels (112). T1D wird polygenetisch vererbt. Vor
allem in der weil3en Bevolkerung spielen die Klasse-1I-HLA-Typen HLA-DR3 und/oder
-DR4 eine wichtige Rolle fur die Anfalligkeit gegenuiber der Erkrankung. Es sind zudem
uber 60 weitere Genloki identifiziert, welche mit einem erhéhten Risiko an T1D zu
erkranken, in Verbindung stehen (112, 124). Virusinfektionen,
Ern&hrungsgewohnheiten und das Mikrobiom werden als Umweltfaktoren und
Ausloser der Autoimmunitat diskutiert (112, 113, 125, 126). Weitere mogliche Trigger
sowie aufrechterhaltende Krankheitsfaktoren werden in der Uberexpression der

Klasse-I-HLA-Molekiile der pankreatischen Beta-Zellen (127), in der stressbedingten
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fehlerhaften Synthese und PTM von Peptiden in jenen Zellen (128) und in einer
veranderten vaskularen, nervalen und extrazellularen Versorgung der Langerhans-
Inselzellen gesehen (112, 129-132). Auch pathologische Prozesse in Organsystemen
aul3erhalb der Bauchspeicheldrise wie dem Thymus, dem Knochenmark und dem
Immunsystem werden beobachtet (113). Histologisch ist eine Insulitis mit Infiltration
von T-Lymphozyten sichtbar (112, 133). Seit 1984 benutzt man ein vereinfachtes
pathophysiologisches Modell, das davon ausgeht, dass bei vorhandener genetischer
Pradisposition und passendem Trigger eine v.a. von CD4+ T-Zellen vermittelte
Autoaggression des angeborenen und erworbenen Immunsystems zu einer
kontinuierlichen, selektiven Zerstérung der Beta-Zellen der Langerhans-Inseln fihrt
(112, 128). Dies hat einen Insulinmangel zur Folge, welcher ab einer Destruktion von
mindestens 90% symptomatisch wird (113).

Im Vergleich zum T2D manifestiert sich der T1D meist rasch, im Extremfall in Form
des lebensgefahrlichen Coma diabeticum (77, 134). Patienten, v.a. im Kindesalter,
klagen haufig Uber klassische Symptome wie Polyurie, Polydipsie,
Leistungsminderung und Gewichtsverlust (77, 112, 113). Auch Sehstérungen und
Krampfe aufgrund von Elektrolytverdnderungen und Pruritus lassen an ein T1D
denken (77). Die typische Klinik findet sich bei Erwachsenen seltener (112, 113).
Folgeschaden der Hyperglykamie in Form von Mikro- und Makroangiopathien und das
erhohte Risiko an weiteren Autoimmunitaten zu erkranken, betreffen jedoch alle
Patienten (112).

Zur symptomatischen Behandlung und zur Einddmmung der Komplikationsrate ist eine
lebenslange Insulintherapie mit der bestmdglichen Simulation der physiologischen
Insulinfreisetzung von enormer Bedeutung (112, 113, 135). Die Einstellung erfolgt
anhand des HbAlc-Wertes. Mittlerweile sind diverse Insulinarten (lang-/kurzwirksam),
Applikations- (Pen/Pumpe) und Therapieformen (konventionell/intensiviert) entwickelt.
Auch die Uberwachung der Blutzuckerspiegel ist dank der kontinuierlichen
Glucosemessung verbessert (77, 112, 113). Eine heilende Therapie ist trotz vieler
Ansatze (u.a. Inselzelltransplantationen, Stammezelltherapie) bisher nicht entdeckt
worden (112, 136-138).

Die Diagnostik des T1D beruht aktuell auf der Beurteilung der Klinik, der Serologie
(Blutzuckerwerte und AK), des Urins (Glukosurie, Mikroalbuminurie) und der
Risikofaktoren (112). Serologisch gilt ein Diabetes mellitus bei NUchternglucosewerten
> 126 mg/dl oder Gelegenheitsblutzuckerspiegeln > 200 mg/dl, sofern Symptome

vorhanden sind, oder nach einem oralen Glucosetoleranztest (0GTT) mit Glucose-
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Werten nach 2 Stunden von > 200mg/dl oder einem Glykohdmoglobin (HbAlc) -Wert
> 6,5% als gesichert (139). Im Rahmen der Erstdiagnose eines T1D ist bei 90% der
Patienten zudem mindestens ein Auto-AK messbar (112). In der Praxis ist hierbei v.a.
die Bestimmung der Glutamatdecarboxlase-AK (Anti-GAD-AK) und der
Tyrosinphosphatase IA-2-AK (Anti-IA2-AK) von Bedeutung, da jene Kombination bei
> 90% der Patienten mit T1D nachweisbar ist. Insulin-Auto-AK (IAA), Zinktransporter
8-AK (Anti-ZnT8-AK) und Zytoplasmatische Inselzell-AK (ICA) stellen weitere
detektierbare AK dar (77, 113, 140). Kinder, die mindestens zwei fur T1D typische
Auto-AK aufweisen, erkranken mit einer Wahrscheinlichkeit von 84% an T1D (112,
141). Die AK sind haufig schon Jahre vor der Erstmanifestation der Erkrankung
nachweisbar (113). Zur Vervollstandigung der T1D-Diagnostik zahlt zudem das

Screening auf weitere Autoimmunerkrankungen (142).

Das Peptid CgA kommt in den sekretorischen Granula der Langerhans-Inselzellen des
Pankreas, genauer gesagt in den Alpha- und Beta-Zellen, reichlich vor (1).
Untersuchungen zum moglichen Zusammenhang von T2D und Pankreastatin-/CgA-
Plasmaspiegeln zeigen keine eindeutige Korrelation (143-146). Diverse Tier- und
Zellmodelle zeigen, dass sowohl Pancreastatin (CgA 250-301) und Catestatin (CgA
352-372) den Blutzucker- und Fettstoffwechsel beeinflussen. Wahrend Catestatin die
Sensibilitat gegentber Insulin erhdht, stellt Pancreastatin den Gegenspieler von
Insulin dar (143). Die genauen Funktionen der Peptide sind in Tabelle 1 beschrieben.
CgA-KO-Méause prasentieren sich in Studien als adipdse, hypertensive und Insulin-
sensible Tiere mit erhdhter Katecholaminfreisetzung (143, 147). Nach Verabreichung
von Pancreastatin nimmt die Insulinsensibilitat allerdings ab (147). Dieses Phanomen
kann auch in Ratten-Adipozyten und -Hepatozyten mit erhdhten Pancreastatin-
Konzentrationen beobachtet werden (45, 46, 148). In einer Studie mit gesunden
mannlichen Probanden bewirkt humanes Pankreastatin ebenfalls eine verringerte
Glucoseaufnahme (47, 144), weshalb dieses CgA-Derivat eine Rolle in der
Pathogenese des T2D spielen kann (45). Die pathophysiologische Aufgabe von CgA
in der Entstehung der Autoimmunitat in T1D ist des Ofteren Gegenstand von Studien.
Obgleich Insulin seit langem als Hauptantigen der autoreaktiven T-Helferzellen (Th) in
T1D bekannt ist, sind mittlerweile Uber 30 weitere Epitope in Non-obese diabetic
(NOD)-Mausen und Menschen identifiziert (128, 149). Darunter befindet sich auch
CgA und diverse Derivate, wobei der Fokus v.a. auf WE-14 (CgA 342-355) liegt (111,
128, 143, 150, 151). So erkranken NOD-Mause mit fehlendem CgA-Antigen verglichen
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mit Wild-Typ NOD-M&ausen seltener bis gar nicht an T1D (111). In der
Bauchspeicheldrise jener NOD CgA -/- Mausen findet sich zudem eine verminderte
Anzahl an T-Zellen und Uber 80% der Langerhans-Inseln weisen keine Zeichen einer
Insulitis auf (111). Das CgA ein wichtiger Trigger in der Pathogenese des T1D ist,
verdeutlicht auch der schnelle Krankheitsausbruch nach Ubertragung CgA-reaktiver
CD4+ T-Zellen auf junge NOD-Mause. Dieser bleibtin NOD CgA -/- -Mausen hingegen
aus (111). Die PTM stellt einen weiteren wichtigen Mechanismus in der Entstehung
neuer Antigene dar (128, 143, 151). Im Rahmen von zellularem Stress kommt es
vermehrt zu fehlerhaften PTM, die enzymatisch und nicht-enzymatisch bedingt sein
konnen. Dies kann die Affinitat des Autoantigens zum MHC-II-Rezeptor erhéhen und
so das Zusammenspiel mit den T-Zellrezeptoren beeinflussen (128). Die PTM
beweisen sich auch im Zusammenhang mit der Antigenitat des CgA-Derivats WE-14
als essentiell (150, 151). Die Reaktion der CD4+ T-Zellklone von NOD-M&usen auf
eine durch die Transglutaminase 2 (TG2) modifizierte Form des WE-14 nimmt um das
2- bis 44-fache abhangig von der T-Zellklonart zu (150). Eine andere Studie zeigt einen
signifikanten Unterschied in der INF-gamma-Reaktion auf hohe Konzentrationen von
humanem WE-14 zwischen neu diagnostizierten, HLA-DQS8 positiven T1D-Patienten
und Kontrollen. Auch hier nimmt die Reaktion nach Modifikation mit TG2 deutlich zu,
sodass ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Kollektiven bereits bei
niedrigeren Konzentrationen von WE-14 messbar ist (151). Die durch TG2 bedingte
Erhohung der Immunogenitat beruht bei T1D vermutlich eher auf einer Querverlinkung
als auf der bereits bei CD bekannten Deamidierung (150). Eine atypische Bindung von
WE-14 an das MHC-II-Molekull antigenpréasentierender Zellen scheint zudem eine
wichtige Rolle in der Bildung als Autoantigen zu spielen (152). Eine neuere Studie
entdeckt autoreaktive CD8+ T-Zellen, die auf spezifische Epitope von CgA abzielen
und ebenfalls an der Entwicklung der Autoimmunitat in T1D beteiligt sein konnten
(153).

2.3.1.2 Autoimmun-Polyendokrinopathie

Die Autoimmun-Polyendokrinopathie ist definiert als das Vorhandensein von
mindestens zwei autoimmun-bedingten Insuffizienzen endokriner Organe (17, 77).

Die AP ist in vier Formen unterteilt, wobei der Typ I die juvenile AP und die Typen II-
IV Subgruppen der adulte AP darstellen (16, 17). Die juvenile AP ist eine seltene
(geschatzte Inzidenz 1: 100 000), monogenetisch und autosomal-rezessive vererbte

Autoimmunerkrankung, welche sich bereits Kindesalter manifestiert. Das Auftreten
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ihrer definierenden Erkrankungen weist eine typische Reihenfolge auf: 1. Chronische
mukokutane Candidiasis, 2. Hypoparathyreoidimus und 3. AD. Jene Klinik sorgt auch
fur die Bezeichnung APECED-Syndrom (autoimmunes-Polyendokrinopathie-
Candidiasis-ektodermales-Dystrophie-Syndrom).  Zuséatzlich  werden  weitere
Autoimmunerkrankungen endokrinen und nicht-endokrinen Ursprungs sowie Asplenie
und Cholelithiasis in diesem Patientenkollektiv beobachtet (16, 105, 154). Eine
Besonderheit der AP 1 ist die zugrundeliegende monogenetische Mutation des AIRE-
Gens, das fur einen Transkriptionsfaktor codiert und maf3geblich an der negativen
Selektion der T-Lymphozyten im Thymus beteiligt ist (16, 17, 155, 156).

Der Fokus dieser Studie liegt aufgrund der Kollektivzusammensetzung auf der adulten
AP. Zwischen den Manifestationen der endokrinen Autoimmunkrankheiten in AP
liegen haufig Jahre bis Jahrzehnte (157). Tabelle 2 listet die Definitionen der drei
heterogenen Subgruppen der adulten AP auf. Die Patienten leiden zudem h&ufig auch
an nicht-endokrine Autoimmunerkrankungen (105, 157). AP II-IV gelten mit einer
Pravalenz von 1: 20 000 US-Einwohnern und einer Inzidenz von 1,4 - 4,5: 100 000
Einwohnern als seltene Erkrankungen (17). Das weibliche Geschlecht ist dreimal so
haufig betroffen und das Manifestationsalter liegt bei ungefahr 40-60 Jahren (17, 105).
Die Atiologie der adulten AP ist Gegenstand aktueller Forschung. Man geht von einem
polygenetischen und multifaktoriellem Vererbungsmuster aus, das autosomal-
dominant mit unvollstandiger Penetranz weitervererbt wird (17, 154).

Die Symptome der adulten AP sind abhangig von dem Typ und der darin
zugrundeliegenden Erkrankungen. Eine friihzeitige Diagnose erlaubt eine adaquate

Behandlung mittels Hormonsubstitution und symptomatischer Therapie (17).

Tabelle 2 Ubersicht der adulten Autoimmun-Polyendokrinopathie (modifiziert nach (16, 17, 155))

Adulte AP Typ Definition

AD + > 1 endokrine Autoimmunerkrankung
(T1D / AIT)

T1D + AIT

I
(Ausschluss AD)

> 2 organspezifische endokrine Autoimmunerkrankungen,

\Y,
welche nicht Typ II-1ll entsprechen

Beispiele zusatzlicher
nicht-glandularer
Autoimmunkrankheiten

AG, CD, Autoimmunhepatitis, Neurodermitis, Psoriasis, Vitiligo,
Alopezie, rheumatoide Arthritis

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AIT = Autoimmunthyreopathie, AP = Autoimmun-
Polyendokrinopathie, CD = Zdliakie, T1D = Typ 1 Diabetes mellitus
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Man geht von einer hohen Dunkelziffer an AP-Patienten aus, sodass die geschéatzte
Inzidenz bei 1: 20 000 liegt (16, 158). Die frihzeitige Diagnosestellung ist schwierig,
jedoch entscheidend zur Vermeidung schwerwiegender Komplikationen (105). Aktuell
wird bei allen Patienten mit einer MGA ein serologisches Screening auf sowohl
glandulare (v.a. T1D und AD) als auch nicht-glandulare Auto-AK empfohlen. Sind jene
AK positiv, sollte ein funktionales Screening zur Bestéatigung einer Driseninsuffizienz
erfolgen (17, 105). Den Auto-AK kommt hierbei eine besondere Rolle zu, da jene
haufig schon vor der klinischen Manifestation nachweisbar sind (141, 159).
Regelmalige Kontrolluntersuchungen sowie die Untersuchung von
Familienmitgliedern ersten Grades in spezialisierten Zentren sind Teil des essentiellen

Friherkennungsprogramms einer AP (16, 17).

Die Bedeutung von CgA fur die adulte AP ist in bisherigen Studien nicht untersucht
worden. Die Literaturrecherche ergibt den Einsatz von CgA als
immunhistochemischen Marker zur Darstellung des Mangels enteroendokriner Zellen
bei Patienten mit juveniler AP mit gastrointestinaler Dysfunktion (160, 161). Bei
Patienten mit ungeklarter chronischer Diarrh6 und Malabsorption soll laut Posovszky
et al. (2012) stets auch an eine AP | in Betracht gezogen werden, da diese Symptome
in 24% der Patienten vorkommen (161, 162). So kann in einer kontrollierten Studie bei
zwei von sieben Patienten mit ungeklarten gastrointestinalen Symptomen und dem
Fehlen enteroendokriner und enterochromaffiner Zellen im Schleimhautbiopsat des
Kolons ein APECED-Syndrom diagnostiziert werden (160). Als Ursache wird eine
Autoaggression gegen das DNES des Gastrointestinaltrakts vermutet (161). Eine
weitere Studie zeigt, dass der serologisch messbare Tryptophan-Hydroxylase-AK,
welcher gegen die Serotonin-produzierenden enterochromaffinen Zellen gerichtet ist,

als moglicher Marker der gastrointestinalen Dysfunktion bei AP | fungiert (163).

2.3.1.3 M. Basedow

M. Basedow, auch bekannt als Graves’s disease (GD), ist eine
Autoimmunthyreopathie, bei der die Schilddrise stimulierende Auto-AK eine
Hyperthyreose provozieren (164). Die jahrliche Inzidenz betragt 20-50 Falle pro
100 000 Einwohnern (165). Frauen sind funfmal so haufig betroffen wie Manner und
der Krankheitsbeginn liegt meist zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr (165).
Pathophysiologisch liegt der Erkrankung ein Zusammenspiel aus einer genetischen
Pradisposition, u.a. basierend auf HLA-Allelen (HLA-DR3 und HLA-DR4), und
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Umweltfaktoren zugrunde (164-167). Der Mechanismus der Einflussfaktoren zur
Krankheitskonversion bleibt dennoch ungewiss (165, 168). Stimulierende TSH-
Rezeptor-AK (TRAK) bewirken dber die Bindung an den TSH-Rezeptor der
Thyreozyten eine Hyperplasie sowie eine vermehrte Synthese und Sekretion des
freien Trijodthyronin  (fT3) und Thyroxin (fT4) (164, 169). Der negative
Ruckkopplungsmechanismus der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisenachse
wird hierbei umgangen. Der erhdhte Schilddriisenhormonspiegel geht u.a. mit einem
gesteigerten Stoffwechsel und einer erhdhten Sensibilisierung fiir Katecholamine
einher. Klinisch auf3ert sich das bspw. in psychomotorischer Unruhe, Gewichtsverlust,
Warmeintoleranz  und einer Sinustachykardie. Typische Stigmata der
Immunhyperthyreose sind die endokrine Orbitopathie (60%), die Merseburger-Trias
(50%) und das préatibiale Myxédem (< 5%) (77, 165). Das Ausmal} der Symptome
hangt von der Schwere und Dauer der Hyperthyreose sowie vom Alter des Patienten
bei Krankheitsbeginn ab (165). Die thyreotoxische Krise stellt die akute
lebensgefahrliche Verschlechterung des GD dar (77).

Der Einsatz von Thyreostatika, bevorzugt Methimazol, nach Diagnosestellung ist fir
12-18 Monate empfohlen und kann bei einer Normalisierung der TSH und TRAK
beendet werden (164). Bei 50% der Patienten kommt es nach einem Auslassversuch
nicht zu der erhofften Spontanremission, sodass eine definitive Therapieform wie die
Radiojodtherapie oder die totale Thyroidektomie empfohlen wird (164, 165, 170). Eine
Hypothyreose soll aufgrund einer mdglichen Verschlechterung einer begleitenden
endokrinen Orbitopathie streng vermieden werden (77). Zusatzlich kann Bedarf an
symptomatischer Therapie wie Beta-Blockern bei Sinustachykardie bestehen (164).
Neben Anamnese und korperlicher Untersuchung beruhen die aktuellen
diagnostischen Verfahren des GD Uberwiegend auf der Bestimmung der
Schilddrisenfunktionsparameter sowie auf der Bestimmung der Auto-AK (165). Im
Labor zeigen sich folglich fast immer erhéhte fT3, zu 90% erhdhte fT4 und ein
supprimiertes TSH, das auch als Screening-Verfahren verwendet wird (77, 171). TRAK
und AK gegen die thyreoidale Peroxidase (Anti-TPO) sind in > 95% und 70% der Féalle
erhoht. Die Sensitivitat des Lumineszensbioassays TSAD fur TRAK liegt bei 98% (77).
In einer anderen Ubersichtsarbeit wird TRAK sogar eine Sensitivitat und Spezifitat von
zirka 99% fir GD zugeschrieben (172). Weitere Informationen kdnnen mittels
bildgebender Verfahren gewonnen werden (77). Der typische Sonographiebefund

eines GD zeigt eine vergrol3erte, echoarme und hypervaskularisierte Druse (164, 165).
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Der Zusammenhang zwischen erhdhten CgA-Serumkonzentrationen und
Hyperthyreose ist lediglich von Al-Shoumer et al. (2009) untersucht worden (173). Inm
gelingt der Nachweis, dass CgA-Serumspiegel in Patienten mit unbehandelter
Hyperthyreose signifikant héher sind als in behandelter, und dass sich die Werte nach
erfolgreicher Behandlung normalisieren. CgA korreliert in dieser Studie zudem
signifikant mit fT3 und fT4 (173).

2.3.1.4 Hashimoto Thyreoiditis

Eine autoimmun-induzierte, chronisch lymphozytare Inflammation und Destruktion der
Schilddrise mit folglich resultierender priméarer Hypothyreose wird nach ihrem
Erstbeschreiber als HT bezeichnet (17, 18).

HT ist die am haufigsten vorkommende Autoimmunerkrankung und die Hauptursache
einer Hypothyreose bei Erwachsenen auf3erhalb von Jodmangelgebieten (18, 174,
175). Die Inzidenz wird mit 1: 1000 Einwohnern pro Jahr angegeben, wobei ethnische
Unterschiede bestehen (18, 176). Die anhand von AK und Schilddriisenparametern
geschatzte Pravalenz belauft sich auf 46 pro 1000 Einwohnern und nimmt mit dem
Alter zu (18, 177). Meist wird die Diagnose HT um das 50. Lebensjahr gestellt (18).
Das Geschlechterverhaltnis von Frauen zu Mannern ist 8:1 (18).

Die genaue Pathogenese der HT ist ungeklart, vermutet wird auch hier eine Interaktion
zwischen Umweltfaktoren (bspw. Jodzufuhr, Nikotinkonsum, Medikamente) und
genetischer Pradisposition (bspw. HLA-Allele und single-nukleotid Polymorphismen)
(18, 174, 178). Pathologisch ist eine Einwanderung von B- und T-Lymphozyten, ihre
Organisation in Lymphfollikeln sowie die Zerstérung der Thyreozyten und der
fibrotische Umbau der Schilddrise erkennbar. Auf die Ausfihrung weiterer
Unterteilungen der HT wird hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet (18).
Die fortschreitende Entziindung verlauft meist inapparent und wird erstim Rahmen der
entstandenen Hypothyreose symptomatisch. Klinische Zeichen hierflr sind bspw.
Adynamie, Konzentrationsschwierigkeiten, ein gesteigertes Kalteempfinden,
Bradykardie, Gewichtszunahme, Obstipation sowie das charakteristische Myxddem.
Auch lokale Symptome, wie durch Kompression bedingte Dysphonie und Dyspnoe,
treten auf (18, 77). Ziel der taglichen Substitutionstherapie mit Levothyroxin und der
lebenslangen Kontrolluntersuchungen ist die Vermeidung der Symptome (77, 179).
Trotz der Haufigkeit der Erkrankung erfolgt die Diagnosestellung oft verzdgert (18).
Diagnostisch wegweisend ist neben der Klinik der Nachweis von Auto-AK gegen

Thyreoglobulin und die TPO, welche haufig schon vor klinisch auffalliger Hypothyreose
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messbar sind (180). Der TPO-AK gilt aktuell als bester serologischer Marker der HT
mit einer hohen Spezifitat und Sensitivitat (95%) (18). Zudem besteht ein
Zusammenhang zwischen dem TPO-AK und der Hypoechogenitat im
sonographischen und der Anzahl an autoaggressiven Lymphozyten im pathologischen
Befund (18, 181). Thyreoglobulin-AK sind in 70% der HT-Patienten positiv (18, 77). Im
Serum fallen erhdhte basale TSH-Werte sowie peripher erniedrigte
Schilddrisenhormone (fT3, fT4) auf (77). Initial kann es jedoch aufgrund der
Zerstorung der Thyreozyten zu erhohten fT3-, fT4-Serumspiegeln kommen (18, 182).
Die Diagnose einer HT kann durch einen diffusen und echoarmen Befund in der
Schilddriisensonographie und im Zweifel durch eine Szintigraphie bestatigt werden
7).

Lediglich eine Studie aus dem Jahr 1990 hat als Nebeneffekt einer Norepinephrin-
Bestimmung, die CgA-Plasmaspiegel bei Patienten mit Hypothyreose bestimmt sowie
ausgewertet und dabei keinen signifikanten Unterschied zwischen jenem Kollektiv und
der gesunden Kontrollgruppe festgestellt (183).

Laut zwei aktuellen Studien entwickeln Patienten mit autoimmunen
Schilddriisenerkrankungen haufig (33,3%-36,5%) eine AG mit teilweise folgender
ECL-Zellhyperplasie (11,6-17,5%) (184, 185). Weitere Untersuchung widmen sich
demnach der Bedeutung von CgA zur Vorhersage einer ECL-Zellhyperplasie des
Magens und der Risikoevaluation eines Magen-NET in HT-Patienten (184, 186).

In Patienten mit HT, welche in den prospektiven Studien eine AG bzw. ECL-
Zellhyperplasie diagnostiziert bekommen, sind signifikant hbhere CgA-Werte messbar
als in reinen HT-Patienten. Dennoch erweist sich Gastrin in diesen Studien als

besserer Vorhersageparameter einer ECL-Zellhyperplasie (184, 186).

2.3.1.5 M. Addison

AD beschreibt die priméare Nebennierenrindeninsuffizienz, welche in 80% der Falle
durch eine Autoimmunadrenalitis bedingt ist (17, 77, 187, 188).

Die Erkrankung weist in Deutschland eine Pravalenz von 8,7 pro 100 000 Einwohner
auf und zeigt v.a. bei Frauen eine Zunahme (19, 189, 190). Ungefahr 40% der
Autoimmunadrenalitiden treten isoliert auf, mehr als die Hélfte der Patienten mit AD
leidet jedoch unter einer AP (19, 188).

Pathophysiologisch hat die Zerstérung der Nebennierenrinde (NNR) eine verminderte

bis fehlende Synthese der Mineral- und Glukokortikoide sowie des
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Dehydroepiandrosteron (DHEA) zur Folge (19, 188). Die daraus folgende Klinik mit
Adynamie, Gewichtsverlust und Dehydratation, Hypotonie und Hyperpigmentierung
tritt meist erst auf, wenn bereits 90% der NNR zerstort ist. Das Defizit an Aldosteron
und Androgenen A&uflert sich in Salzhunger sowie Verlust von Libido und
Sekundarbehaarung. Letzteres wird besonders bei Frauen deutlich (19, 77, 187). Die
Addison-Krise stellt die geflirchtetste und lebensgefahrliche Komplikation der priméren
NNR-Insuffizienz dar, welche es mittels suffizienter Substitutionstherapie zu
vermeiden gilt (190, 191). Die Einnahme von Hydrocortison ersetzt die fehlende
Glukokortikoidsynthese (19, 187, 192). Die Dosierung erfolgt vorranging anhand der
Klinik und muss stets an Belastungssituationen angepasst werden, um
schwerwiegende Komplikation zu vermeiden (188, 191, 192). Fludrocortison dient als
Mineralkortikoid und unterliegt geringeren Schwankungen (19). Die DHEA-Substitution
ist fakultativ und symptomabhangig (19).

Die Diagnose eines AD wird haufig aufgrund nicht-spezifischer Symptome und der
Seltenheit der Erkrankung erst spat gestellt (19, 188). Laborchemisch fallt in der
basalen morgendlichen Hormonbestimmung ein erniedrigter Serum-Cortisol-Spiegel
bei erhohten ACTH-Werten auf (19, 192). Auch eine Hyponatridmie und Hyperkaliamie
sowie eine metabolische Azidose sind sichtbar. Zusatzlich gelingt bei 90% der
Patienten mit Autoimmunadrenalitis der Nachweis von Auto-AK, am haufigsten gegen
die 21-Hydroxylase (77, 193). Der fehlende Anstieg des Serumcortisolspiegels im
ACTH-Stimulationstest bestatigt schliel3lich die Diagnose eines AD (188).

Bisher ist nur eine Studie bekannt, die den klinischen Nutzen von CgA als

serologischen Marker der priméren NNR-Insuffizienz untersucht. Im Rahmen der

Diskussion wird spater genauer auf diese Studie eingegangen (194).

23



2.3.2.1 Autoimmungastritis

Die AG beschreibt eine autoimmun-bedingte progrediente Zerstérung der
Parietalzellen mit resultierender atrophierter und metaplastischer Mukosa des
Magenkorpus/-fundus. Die perniziose Anamie gilt als Spatmanifestation der AG (107,
195, 196).

Angaben zur Pravalenz sind aufgrund wenig verlasslicher Daten und jahrelangem
asymptomatischem Verlauf schwer zu treffen (107, 196). Weltweit handelt es sich um
eine unterdiagnostizierte Erkrankung (106, 107), welche entgegen alteren
Vermutungen keine ethnische Haufung aufweist (107, 195). Frauen sind dreimal so
haufig betroffen wie Manner (106). Letzte Schéatzungen sprechen von einer
Gesamtpravalenz der AG und pernizidsen Anamie von 2% und 0,1%. Bei alteren
Frauen liegt die AG-Pravalenz bei 4-5%, die der pernizibsen Anamie bei Uber 60-
Jahrigen bei 2% (107, 197, 198).

Die Ursache der AG ist bis dato nicht vollstandig verstanden. Es handelt sich auch hier
um ein Zusammenspiel aus genetischen und Umweltfaktoren (106, 107). Das
Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori) wird als mdglicher Trigger diskutiert, da jene
Infektion h&ufig zeitgleich oder vor der AG auftritt (107, 196, 199). Als Mechanismus
werden ein molekulares Mimikry und die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen vermutet
(107, 200-203). Pathophysiologisch sorgen Auto-AK gegen die H+-K+ATPase der
Parietalzellen des Magenkorpus/-fundus und autoaggressive T-Zellen fir eine
Destruktion eben jener Magendrisen, die in einer Atrophie des Fundus/Korpus ohne
Einbezug des Antrums mundet (107, 196, 204). Folglich kommt es aufgrund einer
verringerten bis fehlenden Sauresekretion der Parietalzellen zu einem pH-Anstieg
(196). Dies geht zum einen mit einer vermehrten Kolonisierung durch Bakterien und
zum anderen mit einer verminderten Absorption nicht-organischen Eisens und Vitamin
B12 einher (107, 196). Die Hypochlorhydrie 16st zudem eine Hypergastrinamie durch
die G-Zellen des Antrums bei fehlendem negativem Feedback aus, welche eine
Hyperplasie der ECL-Zellen des Magens mit méglicher Entstehung von NET zur Folge
hat (107, 205, 206). Ein Mangel an Intrinsic Faktor (IF) ist typisch fur eine AG. Dies
beruht sowohl auf der Zerstérung der IF-produzierenden Parietalzellen als auch auf
spezifischen IFA (Intrinsic Faktor-Antikbrper). Der IF-Mangel resultiert in einer
verminderten Resorption von Vitamin B12 im terminalen Illeum und kann langfristig in

einer perniziossen Anamie minden (107, 195).
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Die AG zeichnet sich durch keine spezifischen Symptome aus und verlauft aufgrund
einer progredienten Entwicklung meist lange Zeit asymptomatisch (106, 107). Die
mikrozytédre Eisenmangelanamie ist die haufigste hamatologische Symptomatik der
AG. Sie tritt meist Jahre vor der perniziosen Andmie auf und betrifft v.a. Frauen und
jungere Patienten (107, 196, 207). Bei einem refraktaren Verhalten trotz oraler
Eisensubstitution sollte stets auch eine AG in Betracht gezogen werden (106, 196,
208-210). Diverse Studien zeigen, dass 15-30% der Patienten mit
Eisenmangelanamie ursachlich an einer AG leiden (195, 196, 208, 211-213). Mégliche
Symptome des Eisenmangels sind die allgemeine Leistungsminderung, Blasse und
kardiale Symptome wie Palpitationen (107, 195). Die durch einen Vitamin B12-Mangel
bedingte perniziobse Andmie tritt meist erst im fortgeschrittenen Stadium der AG und
gehauft bei alteren Patienten auf (195, 196). Weitere Symptome eines ausgepragten
Vitamin B12-Mangels sind sowohl neurologischer (bspw. periphere Neuropathie,
Ataxie, Depression, Gedachtnisverlust) als auch gastroenterologischer Natur (Diarrho,
Malabsorption, atrophische Glossitis) (195, 196). Patienten mit AG haben ein erhohtes
Risiko ein Typ 1 Magenkarzinoid, welches mit einer guten Prognose einhergeht, oder
ein intestinales Magenkarzinom (relatives Risiko bei Patienten mit pernizibser Anamie
6,8; 95%-Konfidenzintervall (KI) 2,6-18,11 (214)) zu entwickeln. Die ECL-
Zellhyperplasie sowie die intestinale Metaplasie, welche im Rahmen der AG vermehrt
entstehen, stellen hierbei prakanzerdse Lasionen dar (106, 196, 215).

Ziel einer frihzeitigen Diagnose und adaquaten Therapie ist die Pravention einer
pernizibsen Anamie sowie weiterer Vitaminmangelerscheinungen (Eisen, Folsaure)
mittels Substitution und die endoskopische Uberwachung méglicher dysplastischer
Lasionen (106, 107, 195, 216). Falls zeitgleich ein H. pylori-Nachweis vorliegt, gilt es,
eine Eradikationstherapie durchzufiihren, welche mit einer Abnahme der AK-Spiegel
einhergehen kann (106, 217).

Die AG wird haufig im Rahmen der Abklarung eines Vitamin Bl2-Mangels,
neurologischer Symptome, assoziierter Autoimmunerkrankungen oder als
Zufallsbefund bei Magenbiopsien diagnostiziert (195, 218). Die Kombination
histopathologischer und serologischer Befunde hat sich als aktuell beste Methode
bewahrt (107). Die Osophagogastroduodenoskopie (OGD) dient hierbei v.a. der
Befundgewinnung, wobei jeweils zwei separat gelagerte Biopsien des Antrums und
Korpus entnommen werden sollten (107, 200, 219, 220). Die Histologie ist abhangig
vom Krankheitsstadium. In der Frihphase ist eine lymphozytdre und plasmatische

Infiltration der Mukosa einschlie3lich der Lamina propria typisch. Mit zunehmender
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Atrophie der Drusen bedingt durch den Verlust der Parietalzellen zeigt sich vermehrt
eine pseudopylorische und intestinale Metaplasie sowie eine ECL-Zellhyperplasie. Die
Inflammation ist in der Endphase meist nur noch geringfiigig sichtbar. Dieser Prozess
bleibt bei der AG auf den Magenkorpus und -fundus beschréankt (106, 107, 195, 221).
Zur serologischen Diagnostik werden die IFA und Parietalzell-Antikorper (PCA)
verwendet, die meist schon Jahre vor Erstmanifestation positiv messbar sind (196,
222). PCA qilt als sensitivster Serumbiomarker der AG (Sensitivitat 81%, Spezifitat
90%) (196, 223). IFA hingegen ist spezifischer (100%), jedoch weniger sensitiv (27%)
(223, 224). Im Krankheitsverlauf ist eine Serokonversion sowie eine erhdhte
Sensitivitat von IFA moglich (106, 196). Im Labor sind zudem haufig erhohte
Gastrinwerte, ein erniedrigtes Pepsinogen | und im Falle einer perniziossen Anédmie
erniedrigte HAmoglobin-Werte mit erhéhtem mittleren korpuskularen Volumen (MCV)
sichtbar (106, 107). Die zuséatzliche Bestimmung der H. pylori-AK sowie die Abklarung
weiterer assoziierter Autoimmunerkrankungen wie der Autoimmunthyreopathie (AIT),
des T1D und des AD wird empfohlen (106, 107, 195, 196).

In der Literatur finden sich einige Studien, die sich der klinischen Bedeutung von CgA
fur die Erkennung von ECL-Zellhyperplasien und Magenkarzinoiden bei Patienten mit
AG widmen. Die Gastrin-produzierenden G-Zellen des Antrums und die ECL-Zellen
des Korpus und Fundus sind die am haufigsten vorkommenden endokrinen Zellen des
Magens (62, 225, 226). Dies bedingt, dass die im Rahmen einer AG stattfindende
Atrophie und Inflammation der Korpus-/Fundusmukosa und die daraus resultierende
Hypergastrinamie und ECL-Zellhyperplasie zu erhtéhten CgA-Blutkonzentrationen
fuhrt (63, 226, 227). In einer Studie von Kleveland et al. (2001) weisen 88,5% der
Probanden mit Hypergastrinamie erhohte CgA-Spiegel auf (226). Es wird vermutet,
dass sezerniertes Pancreastatin die ECL-Zellaktivitat und das Gesamtprotein CgA die
ECL-Zellzahl widerspiegelt (226, 228).

CgA korreliert in AG signifikant mit der ECL-Zellmasse (62, 63, 69). Wahrend Kalkan
et al. (2016) einen signifikanten Unterschied der CgA-Konzentrationen bei AG-
Patienten mit bzw. ohne ECL-Zellhyperplasie feststellen kann (p < 0,001) (227), gelingt
das Peracchi et al. (2005) nicht (62). Eine Untersuchung von 318 Probanden, darunter
188 Patienten mit AG, definiert die ECL-Zellhyperplasie (OR 6,59; 95%-KI 1,4-31,08;
p = 0,017) sowie die Korpusatrophie (OR 5,03; 95%-KI 1,21-29,88; p = 0,026) als

unabhangige Einflussfaktoren fur erhohte zirkulierende CgA-Werte (227). Eine anhand
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von 43 AG-Patienten durchgefiihrte Studie ergibt jedoch keine signifikante Korrelation
von CgA mit dem Schweregrad der Atrophie (63).

Der alleinige Einsatz der CgA-Bestimmung zur Detektion von Magenkarzinoiden
erweist sich aufgrund eines fehlenden signifikanten Unterschiedes der CgA-Spiegel in
Patienten mit AG und Magenkarzinoiden sowie der geringen Spezifitdt als nicht
zielfuhrend (62, 227).

Wissenschaftler gehen zudem davon aus, dass die hohen CgA-Spiegel auch zum Teil
durch die G-Zellen selbst bedingt sein kdnnen. Dies beruht auf der Beobachtung, dass
in Patienten mit Gastrinomen erhéhte CgA-Blutkonzentrationen messbar sind, obwohl
keine ECL-Zellhyperplasie in der Histologie nachgewiesen wird (62, 227, 229). Andere
sind jedoch der Meinung, dass auch diese Konzentrationserh6hung zum Grof3teil auf
der ECL-Zellhyperplasie beruht, die teilweise aufgrund ihrer unregelmaligen
Verteilung in Biopsien schwer erkennbar ist (62, 230). Diese Annahme wird durch die
Beobachtung regredienter CgA-Werte nach Gastrektomie ohne Entnahme des
Gastrinoms gestutzt (31, 231).

2.3.2.2 Zdliakie

Die CD ist eine entzundliche Dunndarmerkrankung, deren T-Zell gesteuerte
Autodestruktion durch die Aufnahme glutenhaltiger Nahrung getriggert ist (20, 108). In
der Literatur ist die Erkrankung auch unter dem Namen glutensensitive Enteropathie
oder einheimische Sprue bekannt (77).

Die geschatzte Pravalenz der CD in Europa liegt bei 1% (20). Die Anzahl der nicht
diagnostizierten Patienten ist sehr hoch, meist findet die Diagnosestellung erst vier
Jahre verzogert statt (20, 232).

Die Pathogenese der CD ist gut erforscht und verstanden. Weist ein Patient die
passende genetische Pradisposition in Form der Klasse-lI-HLA-Allele (HLA-DQ2
und/oder HLA-DQ8) und mdgliche Umweltfaktoren (Medikamente, Infektionen,
Zeitpunkt der ersten Gluten-Einnahme) vor, kann das Speicherprotein Gluten eine
schwerwiegende Immunreaktion bewirken (20, 108, 233-235). Das in zahlreichen
Nahrungsmitteln vorkommende Gluten gelangt nach unvollstandiger Zersetzung tber
das Dunndarmepithel in die Lamina propria. Seine Gliadin- und Gluteninpeptide
werden dort von antigenprasentierenden Zellen erkannt. Sie stimulieren passende T-
Zellen, welche wiederrum eine Zytokin-vermittelte zellulare und humorale
Gewebsdestruktion auslosen. Histologisch ist schliel3lich eine intraepitheliale

Lymphozytose, eine Kryptenhyperplasie sowie eine Zottenatrophie sichtbar. Die TG2
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steigert die Immunogenitat der Peptide, indem sie ihre Bindungsaffinitat und
Lebensdauer durch eine Deamidierungsreaktion erhéht (20, 236, 237).

Die Manifestation der CD ist vielfaltig. Von einer klassischen CD spricht man, sofern
Patienten Uber gastrointestinale Symptome wie Malabsorption, Diarrhd und
Bauchschmerzen klagen. Im Kindesalter kann dies haufig zu einer Gedeihstorung
fuhren (20, 238, 239). Uber 80% der Betroffenen weisen atypische, haufig
extraintestinale Symptome wie Anamie, Osteoporose, Infertilitat, Kopfschmerzen und
Stimmungsschwankungen auf (20, 108). Die Klinik kann auch im Zusammenhang mit
assoziierten weiteren Autoimmunerkrankungen wie T1D, AIT und AP Il stehen,
welche laut einer Studie bei 14% der CD-Patienten auftreten (20, 240, 241).

Eine besondere Herausforderung stellt die refraktare CD dar, die durch eine
ausbleibende Besserung trotz glutenfreier Ernahrung definiert ist (108, 238). Wahrend
der Typ 1 benigne ist, erkranken Patienten mit Typ 2 in 50% der Félle an einem
enteropathieassoziiertem intestinalen T-Zell-Lymphom (108, 242-244). Alle
unzureichend therapierten CD-Patienten weisen ein erhbéhtes Risiko fir
gastrointestinale Malignome auf (238, 239).

Die derzeitige Therapie der Wabhl ist der lebenslange Verzicht auf glutenhaltige
Nahrung. Dies sorgt innerhalb von Wochen fir eine Reduktion der Symptome,
innerhalb von Monaten fur eine Normalisierung der AK und innerhalb von Jahren fur
einer Regenerierung des Gewebes. Aktuell wird an der Entwicklung
pharmakologischer Substanzen zur Therapie der CD gearbeitet (20, 108, 236).

Laut Leitlinie kann die Diagnose CD mittels einer AK-Bestimmung, Histologie und
Reaktion auf eine glutenfreie Erndhrung gestellt werden (20, 239). Bei Verdacht auf
CD oder erhohtem Risiko (Verwandte 1. Grades) wird die serologische Bestimmung
der TG2-IgA-AK, der Endomysium-IgA-AK und des Gesamt-IgA empfohlen. Im Falle
eines IgA-Mangels (2% der CD-Patienten) missen zusatzlich TG2-IgG-AK und 1gG-
AK gegen deamidiertes Gliadin gemessen werden. Der Goldstandard der Diagnostik
liegt in der OGD mit Biopsieentnahme und anschlieRender histologischer
Untersuchung. Die Diagnose CD gilt ab einem Stadium Marsh Il (alleinige
Kryptenhyperplasie) in Kombination mit positiver Serologie als gesichert. Haufiger wird
eine Marsh 1l und somit das zusatzliche Vorhandensein einer Zottenatrophie
beschrieben. Zu beachten gilt, dass die Bestimmung der AK und die Beurteilung der
Histologie nur unter glutenhaltiger Ernédhrung und kurze Zeit danach aussagekréftig

ist. Die HLA-Typisierung ist bei widerspriichlichen Befunden oder langanhaltender
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glutenfreier Diat ohne vorherige Diagnosesicherung von Bedeutung und kann dem

nahezu volligem Ausschluss der Erkrankung dienen (20, 108, 239, 245).

Einige Studien widmen sich der Bestimmung neuroendokriner Zellen bei CD (246-
251). Ein Anstieg dieser Zellart in der Dunndarmschleimhaut der Patienten mit
unbehandelter sowie refraktarer CD ist ermittelt worden, wobei letztere nicht nur
signifikant héhere Werte als die behandelte CD und die gesunde Kontrollgruppe
haben, sondern auch als das unbehandelte Patientenkollektiv (252). Hierbei wird u.a.

CgA als immunhistochemischen Marker verwendet (246, 247, 252).
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3. Material und Methoden

Der nachfolgende Abschnitt erlautert den Studienaufbau, die Methode der CgA-

Bestimmung sowie die verwendeten statistischen Verfahren dieser Studie.
3.1 Datenerfassung

807 Probanden wurden im Rahmen dieser retrospektiven Querschnittstudie in der
Ambulanz der Endokrinologie der Universitatsmedizin in Mainz bei ||l
I untersucht.

Die Auswahl der Probanden erfolgte auf Basis einer Gesamtliste aller Patienten, die
nach folgenden Kriterien gefiltert wurde: Kollektiv, Alter der Blutprobe (2002 und
junger), Geschlechterverhéaltnis und ausgewogenes Durchschnittsalter pro Kollektiv.
Die relevanten Daten der Probanden, wie demographische und serologische
Parameter sowie Informationen uber Begleiterkrankungen und
Medikamenteneinnahme wurden in einer pseudonymisierten Tabelle erfasst. Diese
Daten wurden einerseits den Patientenakten enthommen, andererseits im Labor

bestimmt.

3.1.1 Kollektive

Die Probanden wurden nach klinischen und labordiagnostischen Kriterien ihrem
jeweiligen Kollektiv zugeteilt (Tabelle 3).

Uberschneidungen zwischen den Kollektiven wurden minimiert, waren jedoch
aufgrund der starken Verbindung zwischen Autoimmunerkrankungen unvermeidlich.
Aufgrund der anonymen Analyse der Daten und dem Gebrauch von
Uberschussmaterial von Blutproben der Routinediagnostik war keine weitere
Genehmigung des medizinischen Ethik-Komitees erforderlich. Die Patienten, im Falle
Minderjahriger deren Erziehungsberechtige, hatten zuvor in Ubereinstimmung mit dem
Ethik-Komitee  Rheinland-Pfalz der wissenschaftlichen Verwendung des

Uberschussmaterials zugestimmt.
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Tabelle 3 Kollektiviibersicht und Diagnosekriterien (Kriterien nach (253))

Kollektiv Anzahl Diagnosekriterien
Insulin-Abhéngigkeit, Nlchternglucose-Spiegel > 120 mg/dl,
T1D 56 pathologisches Serum-HbA1c > 6,5%, IAA und/oder ICA und/oder
Anti-GAD-AK und/oder Anti-IA2-AK
AP 98 Kombination zweier autoimmunbedingter endokriner Erkrankungen
Hyperthyreose, TRAK, typischer Ultraschallbefund mit vermehrter
GD 89 o -
Vaskularisation der Schilddrise
T 85 Hypo-/ Euthyreose, mind. fiinffach erhdhte Serumspiegel der TPO-
AK, echoarmer Ultraschallbefund der Schilddriise
Kombination aus niedrigem Serum-Cortisol Basalwert (< 0,1 pg/dl),
AD 30 pathologisch erhéhtem Serum-ACTH Basalwert, deutlich erhéhtem
Anstieg des Serum ACTH-Wertes nach Stimulation (A 50 pg/ml) und
AK gegen Cytochrome P450-21-Hydroxylase
AG 112 PCA oder IFA, histologisch sichtbare Atrophie der
Magenschleimhaut sowie intestinale Metaplasie
Serum IgA (bei IgA-Mangel IgG)-AK gegen
CD 85 Gewebstransglutaminase und IgA/IgG Gliadin-AK teilweise mit
Histologie
NET 32 Chirurgisch und histologisch gesicherter NET jeglicher Art
™ 82 Klinisch und sonographisch diagnostizierter Schilddriisenknoten
(mind. einer)
Rel 89 Angehdrige von Patienten mit Autoimmungastritis
Probanden ohne persdnliche oder familiare Geschichte einer
C 49 autoimmun, tumordsen oder chronisch-inflammatorischen
Erkrankung
Total 807

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, Anti-GAD-AK = Glutamatdecarboxylase-Antikdper, Anti-IA2-AK =
Tyrosinphosphatase IA-2-Antikérper, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, C = gesunde Kontrollgruppe, CD =
Zoliakie, GD = M. Basedow, HbA1c = Glykoh&moglobin, HT = Hashimoto Thyreoiditis, IAA = Insulin-Auto-
Antikorper, ICA = Zytoplasmatische Inselzell-Antikorper, IFA = Intrinsic Faktor-Antikorper, mind. = mindestens,
NET = Neuroendokriner Tumor, PCA = Parietalzell-Antikorper, Rel = Angehdrige von Autoimmungastritis
Patienten, TN = Schilddriisenknoten, TPO-AK = Antikdrper gegen die thyreoidale Peroxidase, TRAK = TSH-
Rezeptor-Antikérper, T1D = Typ 1 Diabetes mellitus
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3.1.2 L aborparameter

Der CgA-Serumspiegel wurde mithilfe des Immunoassays BRAHMS Kryptor compact
plus (ThermoFisher SCIENTFIC BRAHMS GmbH, Henningsdorf, Deutschland) im
endokrinologischen Labor von |l analysiert.

Um die Rolle von CgA in AG genauer zu untersuchen, war die Erfassung der Gastrin-
, PCA- und IFA-Werte notwendig. Die Patientenakten wurden auf bereits im
Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz bestimmte Parameter untersucht.
Fehlende Daten wurden dort auf Anfrage nachbestimmt. Serum-Gastrin wurde mithilfe
des Chemiluminescenceimmunoassays (CLIA) bestimmt (254). PCA und IFA wurden
gemall der Herstellerangaben von EUROPLUSe Magen (Affe)/Intrinsic Factor
(EUROIMMUN AG, Lubeck, Deutschland) gemessen (255).

Tabelle 4 Laborparameter mit Skalenniveau und Referenzwerten

Laborparameter Skalenniveau Referenzwerte
Chromogranin A (71) binar & stetig <98 ng/ml
Gastrin (254) stetig 13- 115 pg/ml
Parietalzell-Antikdrper binar negativ
Intrinsic Faktor-Antikorper binar negativ
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3.2 Material

321 Anal ..
Zur Bestimmung der CgA-Serumspiegel wurde der erste vollautomatisierte Random-
Access-Immunoanalyzer BRAHMS KRYPTOR compact PLUS der Firma
ThermoFisher Scientific BRAHMS GmbH (Hennigsdorf, Deutschland) verwendet. Das
System basiert auf der von Jean-Marie Lehn entwickelten Time Resolved Amplified
Cryptate Emission (TRACE)-Technologie, die das von einem Immunkomplex

ausgehende Fluoreszenzsignal zeitverzogert misst (256).

KRYPTORC .

Abbildung 2 BRAHMS KRYPTOR compact PLUS (257)
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3.2.2 Serumblutproben

Die Serumblutproben aller Probanden, abgesehen der NET-Patienten, wurden bei -20
Grad Celcius (°C) bis zur Analyse von CgA im endokrinologischen Labor von [}
B oclagert. Die Blutentnahme erfolgte  nach einer 12-stiindigen
Fastenperiode. Im Anschluss wurde das Blut fur 10 Minuten (min) (bei 4000 g und
Raumtemperatur) zentrifugiert. Die Serumblutproben wurden vor der Analyse im

Wasserbad bei 35-38°C aufgetaut.
3.2.3 Verbrauchsmaterial

Tabelle 5 Testkit BRAHMS Chromogranin A (CgA) Il Kryptor (258)

Material Beschreibung Hersteller

Monoklonaler anti-CgA-Antikdrper
konjugiert mit Kryptat, Puffer, Rinderalbumin,
Immunglobuline Rind, Immunglobuline Maus,

Trehalose, Mannitol
Monoklonaler anti-CgA-Antikdrper konjugiert
mit Alexa Fluor 647, Puffer, Rinderalbumin,
Immunglobuline Rind, Immunglobuline Maus,
Kaliumflorid

Thermo Fisher Scientific
BRAHMS GmbH,;
Hennigsdorf, Deutschland

K-Konjugat

Thermo Fisher Scientific
BRAHMS GmbH;
Hennigsdorf, Deutschland

XL-Konjugat

Thermo Fisher Scientific
Diluent Humanserum, Kathon, EDTA BRAHMS GmbH;
Hennigsdorf, Deutschland

Informationen zur Registrierung einer Thermo Fisher Scientific
Barcodekarte 9 9 BRAHMS GmbH;

neuen Reagenzcharge ,
g ¢ Hennigsdorf, Deutschland

Tabelle 6 Verbrauchsmaterial BRAHMS KRYPTOR compact PLUS (258, 259)

Material Hersteller
Waschflussigkeit: Thermo Fisher Scientific BRAHMS GmbH,;
BRAHMS KRYPTOR compact BUFFER Hennigsdorf, Deutschland

Fresenius Kabi;

Destilliertes Wasser Bad Homburg v.d.H, Deutschland

Thermo Fisher Scientific BRAHMS GmbH;

Reagenzienkassette Hennigsdorf, Deutschland

Lésungen: Thermo Fisher Scientific BRAHMS GmbH,;

BRAHMS KRYPTOR compact SOLUTION 1-4 Hennigsdorf, Deutschland
Verdiinnungsplatten: Thermo Fisher Scientific BRAHMS GmbH,;

BRAHMS KRYPTOR compact DILCUP Hennigsdorf, Deutschland
Reaktionsplatte: Thermo Fisher Scientific BRAHMS GmbH,;

BRAHMS KRYPTOR compact REACT Hennigsdorf, Deutschland

34



Tabelle 7 Sonstiges Verbrauchsmaterial

Material Hersteller
Sarstedt AG & Co.;
5 mi Tubes Numbrecht, Deutschland
. Eppendorf AG;
Pipetten (200 i, 1000 ui) Hamburg, Deutschland
. . Eppendorf AG;
P
Ipettenspitzen Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG;
Eppendorf Tube Hamburg, Deutschland
3.2.4 Software

Tabelle 8 Softwareinformationen

Software

Hersteller

EndNote X9.2

Clarivate Analytics;
Philadelphia, USA

IBM SPSS Statistics 22.0v / 23.0v

IBM Corporation;
Armonk, USA

Lauris Client;
Medizinisches Leistungsanforderungs- und
Reportsystem Version 13.03.22.6 (09.01.2014),
Release 2013 01

Hoffmann-La Roche;
Basel, Schweiz

Microsoft Excel fir Mac 2011

Microsoft Corporation;
Redmond, USA

Microsoft Remote Desktop for MAC OSX

Microsoft Corporation;
Redmond, USA

Microsoft Word Office 365-Abonnement 2019

Microsoft Corporation;
Redmond, USA

SAS Software Version 9.4

SAS Institute Inc.;
Cary, USA
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3.3 Methoden

| —_— ithilfe d
Zu Beginn der Messung missen die Rohrchen der Serumblutproben zunachst in die
Probenkassette des Karussells gestellt werden. AnschlieBend wird der BRAHMS
KRYPTOR compact PLUS in Betrieb genommen. Die Fullstande der Kanister des
Puffers, des destillierten Wassers sowie des Abfallkanisters im Flussigkeitssystem
werden Uberpruft. Es wird sichergestellt, dass das Gerat kalibriert ist, die tagliche Zwei-
Punkt Kontrolle durchgefiihrt wurde und die Losungen 1 bis 4 im Karussell stehen.
Nach Durchfuihrung der Kontrollen wird die Proben-ID mit der Kassetten-ID und der
Rohrchenposition auf der Probenkassette des Karussells in die Software eingegeben
werden. Anschlie3end wird das Programm gestartet.

Das Konjugat und 14 pl der gewtinschten Serumproben werden in eine 37°C warme
Pipettiernadel aufgezogen. Mithilfe von Luftblasen wird der Kontakt zwischen den
Bestandteilen CgA, antikdrpermarkiertem Kryptat und antikbrpermarkiertem Alexa
Fluor 647 vermieden. Die AK und das Antigen (CgA) werden bei Abgabe der
Substanzen aus der Nadel gemischt. Die Inkubation startet in der Folge automatisch.
Zeitgleich mit der ersten Messung (to) beginnt die Detektionsphase. Wahrend dieser
Phase finden in einem spezifischen Abstand mehrere Messungen statt (t2/tm). Liegt
eine Konzentration wahrend der Detektionsphase aul3erhalb des direkten
Messbereiches (,out of range®) kommt es zur Unterbrechung des Tests. Eine
automatische Probenverdinnung wird durchgefuhrt und die Messung wird erneut
gestartet. Am Ende der Inkubationszeit wechselt die Statusfarbe von griin zu blau. Das
letzte Signal tend erscheint und die Proben kdnnen entfernt werden. Die Ergebnisse

kénnen anschlielRend dem Ergebnisfenster entnommen werden (256, 258-260).

Pipettierung Detektion Messung Ergebnisliste

Verdiinnung, falls Probe OOR (out of Range) ist

| ter
AT TR
111 FIN B I T[T Messungen
ty t/t, | t, t,
O @ O O Farbmakierung
des Status

Abbildung 3 Darstellung eines Testdurchlaufs (260)
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Die Arbeitsweise des Kryptors beruht auf der zeitverzbgerten Messung der
Signalemission des Fluorophors im Immunkomplex. Das zu detektierende spezifische
Fluoreszenzsignal entsteht infolge eines strahlungsfreien Energietransfer vom Donor
auf den Akzeptor. Fur die Energielibertragung muss zum einen eine kurze Distanz
zwischen Donor und Akzeptor gewahrleistet sein. Diese ist im Rahmen des
Immunkomplexes (Donor-Antigen CgA-Akzeptor) erfullt. Zum anderen wird der
Transfer durch die Uberlappung des Emissionsspektrums des Donors mit dem
Absorptionsspektrums des Akzeptors ermdglicht. Das in der Folge entsandte
Fluroeszenzsignal unterscheidet sich durch ein langlebiges Signal (us) und einer
Wellenlange von 647 nm eindeutig vom Donor (Europium Kryptat; 620 nm; us) und
Akzeptor (Alexa Fluor 647; 647 nm; ns) (Tabelle 9). Das gemessene Signal ist somit
proportional zur Konzentration von CgA in der Probe. Die TRACE-Methode sorgt tber
einen 50 us zeitverzdgerten Beginn der Detektion fur die Elimination unspezifischer
kurzer Signale. Eine Messung besteht aus 20 Laserschiissen a 337 nm, die Uber einen
Stickstofflaser auf die Serumprobe abgegeben werden (256, 258, 260, 261).

Tabelle 9 Eigenschaften der Elemente Europium Kryptat, Alexa Fluor 647 und des Immunkomplexes
(modifiziert nach (258, 260))

Element Anregung Emission Stabl.“ta.t der
Emission
Europium Kryptat 337 nm 620 nm us
Alexa Fluor 647 337 nm 647 nm ns
620 nm
Kryptat-CgA-Alexa Fluor-Komplex 337 nm 647 nm us

37



647nm 647nm

331@:-. f/ 10 nsec
S % 7

Alexa Fluor 647

647nm
Komplex
647nm
337nm m psec
620nm . o
B, =LY
3% B \
e
Hsec Antigen (sample)
Kryptat Spezifisches Signal
Abbildung 4 Sandwich-Assay BRAHMS Kryptor compact plus (modifiziert nach (258, 260))
1. Laserimpuls 2. Laserimpuls 20,
‘ I
ungebundenas unspezifisches Signal
 ~— gebundenes spezifisches Signal —
E — Messfenster
g
[
-

Zeit

Abbildung 5 Ablauf einer Messung (256)
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3.3.3 Technische Daten des BRAHMS KRYPTOR compact PLUS

Tabelle 10 Technische Daten des BRAHMS KRYPTOR compact PLUS (262)

Eigenschaft Wert
Probenvolumen 14 yl
Probentyp Serum/EDTA-Plasma
Inkubationszeit 29 min
Direkter Messbereich 11,8 - 3 000 ng/ml
Messbereich bei automatischer Verdiunnung 11,8 - 1 000 000 ng/ml
Detektionslimit 11,8 ng/ml
Stabilitat des Kits bei Verwendung 29 Tage
Kalibrator 1 Punkt
Kalibratorstabilitat 15 Tage

3.4 Statistische Methoden

Die Daten wurden mithilfe von IBM SPSS Statistics 22.0v/23.0v (IBM Corporation;
Armonk, USA), Microsoft Excel fir Mac 2011 (Microsoft Corporation; Redmond, USA)
und SAS Software Version 9.4 (SAS Institute Inc.; Cary, USA) analysiert. Dies erfolgte
mit der dankenswerten Unterstutzung von || des Instituts fir
Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik der Universitatsmedizin Mainz.
Die Verteilung quantitativer Variablen wird mithilfe von Mittelwerten (M) und
Standardabweichungen (SD) oder bei schiefen Verteilungen mit Median und
Perzentilen beschrieben. Der Boxplot dient der graphischen Darstellung der Mediane
der logarithmierten CgA-Werte. Das Saulendiagramm sowie das Histogramm dienen
der Veranschaulichung von Haufigkeitsverteilungen.

Die CgA-Werte wurden mit dem Logarithmus zur Basis 10 (Lg) transformiert, um die
Normalverteilungsannahme zu gewahrleisten. Im linearen Regressionsmodell wird der
logarithmierte  CgA-Wert als  Zielvariable verwendet, im logistischen
Regressionsmodell die bindren CgA-Befunde. Bei binaren Variablen gelten CgA-
Werte > 98 ng/ml als positiv.

Unterschiede zwischen kollektiv-spezifischen, adjustierten Mittelwerten mit 95%-KI
ohne Multiplizitatsadjustierung werden mithilfe des Hsu’s Mean-Mean Scatter Plots
aufgezeigt (263). Auf ahnliche Weise werden Unterschiede im Anteil von CgA-
positiven Patienten der Erkrankungsgruppen und der gesunden Kontrollgruppe (C)
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dargestellt. Die Basis stellte ein lineares Regressionsmodels dar, das an die binare
Outcomevariable angepasst wurde.

Die Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurve wird herangezogen, um die
Diskriminierungsfahigkeit von CgA zwischen gesunden Probanden und Patienten mit
AG zu testen. Mithilfe des Spearman Rank Korrelationskoeffizienten wird die
Beziehung zwischen CgA und Gastrin analysiert.

Zweiseitige p-Werte unter 0,05 gelten als statistisch signifikant. Ein Signifikanzniveau
unter 0.001 wird als statistisch hochsignifikant gewertet.

NET-Patienten und C kommen aufgrund ihrer Rolle als Positiv- und Negativkontrollen

nicht in allen statistischen Tests vor.
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4. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der mithilfe des Kryptors bestimmten
Serumblutproben beschrieben und die demographischen und serologischen Daten der
Patientenakten ausgewertet. Dies geschieht mithilfe der in Abschnitt 3.4 erlauterten

statistischen Verfahren.

4.1 Demographische Daten

Die Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Kollektive hinsichtlich ihrer Demographie
sind in Tabelle 11 dargestellt.

Das mediane Alter der Patienten bei der Blutentnahme schwankt in den meisten
Kollektiven um die 45 Jahre. Die Kollektive der CD-Patienten (Median: 34 Jahre) und
der Angehdrigen (Median: 25 Jahre) sind hingegen 10-20 Jahre jlinger, da sie
entweder friher diagnostiziert wurden oder sich vorwiegend aus Kindern der Patienten
zusammensetzen (Anzahl (N) Patienten < 18 Jahre in CD N = 26; in Angehdérigen von
Autoimmungastritis Patienten (Rel) N = 35). Im Gegensatz dazu reprasentieren
Patienten mit AG und NET die alteren Kollektive mit einem medianen Altern von 53
Jahren und 60 Jahren.

Betrachtet man die Geschlechterverteilung, fallt auf, dass abgesehen vom NET-
Kollektiv (weiblich: 40,6%) Frauen mit einem Anteil von 50% bis 80% dominieren.
77,3% der eingeschlossenen Probanden sind Nicht-Raucher, wahrend 13,3%
Raucher (HT: 15,3%; AG: 17%; GD: 21,3%; AP: 22,4%) und 9,4% abstinente Raucher
(HT: 16,9%; GD: 16,9%) identifiziert werden kdnnen.

Die PPI-Einnahme Uberwiegt in den folgenden vier Gruppen AG, AP, Patienten mit
Schilddrisenknoten (TN) und AD. Bei Uber 90% der Patienten anderer Kollektive hat
keine Verordnung von PPl im Zeitraum um die Blutentnahme stattgefunden. Aufgrund
dessen wird davon ausgegangen, dass es zu keiner regelméafigen und
vorgeschrieben Einnahme bei diesen Patienten kam.

Der Nikotinkonsum sowie die Einnahme von PPl konnte in der gesunden
Kontrollgruppe sowie bei NET-Patienten aufgrund mangelnder Angaben nicht erfasst
werden. Der Gebrauch von PPl wird im gesunden Kontrollkollektiv als negativ erachtet
(Tabelle 11).
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Tabelle 11 Demographische Daten

Geschlecht Alter [Jahre] <18 Nikotinkonsum Einnahme
Kollektiv N m/w Median Jahre | Ja/ abstinent/ nein PPI
(N) (25./75. Perzentile) | (N) (%) (%)
Endokrine
Autoimmun- 358 120/238 46,0 (37,0/ 54,0) 7 17,0/ 13,4/ 69,6 6,7
erkrankung
TiD 56 28/28 41,5 (26,3/ 52,8) 2 8,9/ 10,7/ 80,4 54
AP 98 35/63 48,0 (39,0/ 58,0) 2 22,4/ 12,2/ 65,3 9,2
GD 89 22/67 48,0 (39,0/ 51,5) 1 21,3/ 16,9/ 61,8 4.5
HT 85 22/63 42,0 (36,0/ 51,0) 1 15,3/ 12,9/ 71,8 3,5
AD 30 13/17 45,5 (41,8/ 61,8) 1 6,7/ 13,3/ 80,0 16,7
Nicht-
Z”do."“”e 197 40/157 45,0 (29,0/56,0) | 28 13,2/ 7,6/ 79,2 6,6
utoimmun-
erkrankung
AG 112 23/89 53,0 (45,0/ 64,0) 2 17,0/ 8,9/ 74,1 8,9
CD 85 17/68 34,0 (14,0/ 44,0) 26 8,2/ 5,9/ 85,9 3,5
NET 32 19/13 60,0 (51,3/ 71,8) 0
TN 82 24/58 44,5 (34,5/ 54,0) 4.9/ 2,4/ 92,7 11,0
Rel 89 43/46 25,0 (14,0/ 49,0) 35 11,2/ 6,7/ 82,0 3,4
C 49 13/36 39,0 (27,5/ 57,0) 4
Total 807 259/548 45,0 (32,0/ 55,0) 74 13,9/ 9,8/ 76,3 6,7

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, C = gesunde Kontrollgruppe,
CD = Zoliakie, GD = M. Basedow, HT = Hashimoto Thyreoiditis, m = mannlich, N = Anzahl, NET =
Neuroendokriner Tumor, Rel = Angehdrige von Autoimmungastritis Patienten, TN = Schilddriisenknoten, T1D =
Typ 1 Diabetes mellitus, w = weiblich, % = Prozent
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4.1.1 Geschlechterverteilung

In der Geschlechterverteilung des Gesamtkollektivs Uberwiegt, wie bereits in den
einzelnen Kollektiven, eindeutig der Frauenanteil. Frauen machen 68% der Probanden
dieser Studie aus. Betrachtet man die Gesamtheit der Autoimmunerkrankungen liegt
der Frauenanteil (71,2%) tGber dem Anteil des Gesamtkollektivs. Passend hierzu ist
das weibliche Geschlecht in der Referenzgruppe (RG) mit 71,8% vertreten.
Untergliedert man die Autoimmunitét in gastrointestinal (AG, CD) und endokrin (T1D,
AP, GD, HT, AD) wird sichtbar, dass der Frauenanteil der gastrointestinalen
Autoimmunitat jenen der endokrinen erneut mit 13 Prozentpunkten ubersteigt
(Abbildung 6).

Geschlechterverteilung
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%

30%

20% .
28,8% 83,5% 28,2%
10% 20,3%
0%

Autoimmunitat Endokrine Autoimmunitat Gastrointestinale Referenzgruppe (TN+C)
Autoimmunitat

mmannlich =weiblich

Abbildung 6 Saulendiagramm der Geschlechterverteilung in der Autoimmunitét allgemein (N = 555),
in endokriner (N = 358) und in gastrointestinaler (N =197) Autoimmunitéat sowie in der Referenzgruppe

C = gesunde Kontrollgruppe, TN = Schilddriisenknoten
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4.1.2 Altersverteilung
Das Alter bei Abnahme ist Gber alle 11 Kollektive hinweg annéhernd normalverteilt mit
einem M = SD von 43,6 = 17,4 Jahren (Abbildung 7).

Altersverteilung Gesamtkollektiv

60—

50

40 -

30

Haufigkeit

20 M M

10 a

0 I | | I I |
0 20 40 60 80 100

Alter bei Abnahme

Abbildung 7 Histogramm der Altersverteilung des Gesamtkollektivs

44



Die folgenden Abbildungen zeigen, dass das Alter der RG (M + SD: 42,8 + 14,8 Jahre),
das Alter der Kollektive der endokrinen (M + SD: 45,6 + 14,1 Jahre) und
gastrointestinalen (M + SD: 43,2 + 19,5 Jahre) Autoimmunitat und das Alter der
Gesamtgruppe Autoimmunitat (M + SD: 44,8 + 16,3 Jahre) aufeinander abgestimmt
und annahernd normalverteilt sind (Abbildung 8, Abbildung 9). Auch die Subgruppen

weisen annahernd normalverteilte Histogramme der Altersverteilung auf.

Altersverteilung Autoimmunitiit Altersverteilung Referenzgruppe (TN+C)
509 25+
40 M 1 20
= M T 15
%x’ 30 1 %
= H = — —
5 5
207 10
10 51
T T T T T T 0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
Alter bei Abnahme Alter bei Abnahme

Abbildung 8 Histogramm der Altersverteilung der Autoimmunitat allgemein (N = 555) und der
Referenzgruppe (N = 131)

C = gesunde Kontrollgruppe, TN = Schilddriisenknoten

Altersverteilung endokrine Autoimmunitét Altersverteilung bei gastrointestinaler Autoimmunitét
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Abbildung 9 Histogramm der Altersverteilung der endokrinen (N = 358) und gastrointestinalen (N =
197) Autoimmunitét
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4.2 Serologische Daten: Chromogranin A

Tabelle 12 ermdglicht einen Vergleich der Mediane des LgCgA sowie dem Anteil an
CgA-positiv getesteten Serumblutproben aufgeteilt nach Kollektiven.

Bei der folgenden Ergebnisdarstellung wird ein Cutoff-Level von 98 ng/ml fiir alle CgA-
Serumspiegel verwendet, wobei Werte > 98 ng/ml als positiv gelten (71). Ein

abweichender Cut-Off-Wert fur Kinder ist nicht gegeben.

Tabelle 12 Serologische Daten: Vergleich der Mediane und der 25./ 75. Perzentilen des dekadischen
Logarithmus von Chromogranin A (ng/ml)

: CgA Positiv LgCgA [ng/ml] LgCgA [ng/ml]
Kollektiv N (%) Median 25./75. Perzentile

_ Endokrine 358 20,4 1,66 1,47/ 1,88
Autoimmunerkrankung

T1D 56 39,3 1,84 1,62/ 2,21

AP 98 23,5 1,67 1,47/ 1,93

GD 89 19,1 1,69 1,53/ 1,87

HT 85 8,2 1,59 1,40/ 1,72

AD 30 13,3 1,60 1,41/ 1,76

Nicht-endokrine 197 24,9 1,71 1,52/ 1,95
Autoimmunerkrankung

AG 112 38,4 1,79 1,58/ 2,09

CD 85 7,1 1,61 1,51/ 1,75

NET 32 65,6 2,19 1,76/ 2,59

TN 82 4,9 1,47 1,35/ 1,63

Rel 89 9 1,60 1,46/ 1,73

C 49 4,1 1,37 1,29/ 1,62

Total 807 19,5 1,63 1,46/ 1,85

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, C = gesunde Kontrollgruppe,
CD = Zoliakie, CgA = Chromogranin A, GD = M. Basedow, HT = Hashimoto Thyreoiditis, Lg = dekadischer
Logarithmus, N = Anzahl, NET = Neuroendokriner Tumor, Rel = Angehdrige von Autoimmungastritis Patienten,
TN = Schilddrisenknoten, T1D = Typ 1 Diabetes mellitus, % = Prozent,
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Neben dem bereits bekannten hohen Anteil von CgA-Positiven bei NET-Patienten
(65,6%), findet man die meisten CgA-positiven Probanden im T1D-Kollektiven und AG-
Kollektiv mit 39,3% und 38,4%. C und TN reprasentieren die geringste Pravalenz an
CgA-positiven Probanden (4,1% und 4,9%) (Abbildung 10).

Vergleicht man alle Kollektive, so kann man in den Kollektiven mit
Autoimmunerkrankungen einen héheren Anteil an CgA-positiven Patienten feststellen
als in den Kollektiven ohne Autoimmunerkrankungen (ausgenommen NET) (Abbildung
10).

Prozentsatz Chromogranin A positiver Patienten pro Kollektiv
100% — — o o — — — —

90%

80% 34,4%

70% 60,7% 61,6%

60% 76.5% 80,9% 86,79
91,8% 1 92,9% 95,1% 9%

50%

40%

0/
30% 65,6%

95,9%

20% 38,4%

10% 23.5% 19,1% 13.39%

" -
0

T1D AP GD HT AD AG cD NET TN Rel

®mChromogranin A positiv. 0 Chromogranin A negativ

Abbildung 10 Saulendiagramm der bindren Chromogranin A-Verteilung sortiert nach Kollektiven
AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, C = gesunde Kontrollgruppe,

CD = Zoliakie, GD = M. Basedow, HT = Hashimoto Thyreoiditis, NET = Neuroendokriner Tumor, Rel =
Angehdrige von Autoimmungastritis Patienten, TN = Schilddriisenknoten, T1D = Typ 1 Diabetes mellitus
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Zur Veranschaulichung der logarithmierten CgA-Mediane und deren dazugehdrigen
Perzentilen dient das Boxplot in Abbildung 11.

Insgesamt liegt der Median von CgA bei 42,66 ng/ml. Die einzelnen Mediane aller
Kollektive tbersteigen den Median des gesunden Kontrollkollektives. NET, T1D und
Patienten mit AG weisen mit Medianen von 154,88 ng/ml, 69,18 ng/ml und 61,66 ng/ml
die hochsten Mediane der CgA-Werte auf. Dies steht in Ubereinstimmung mit den
oben genannten Ergebnissen zum Anteil an CgA-Positiven in den entsprechenden
Gruppen (Abbildung 10). Der Anteil an CgA-positiven CD-Patienten (7,1%) ist &hnlich
zum Anteil in der gesunden Kontrollgruppe (4,1%), allerdings unterscheiden sich die
Median-Werte der beiden Kollektive deutlich (Median CD: 40,74 ng/ml; Median C:
23,44 ng/ml) (Abbildung 10, Abbildung 11).
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Abbildung 11 Boxplot des dekadischen Logarithmus der Chromogranin A-Serumspiegel der
verschiedenen Kollektive

* und ° reprasentieren die Ausreil3er, wahrend die Whiskers maximal auf das 1,5-fache des Interquartilabstandes
verlangert sind.

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, C = gesunde Kontrollgruppe,
CD = Zodliakie, CgA = Chromogranin A, GD = M. Basedow, HT = Hashimoto Thyreoiditis, Lg = dekadischer
Logarithmus, NET = Neuroendokriner Tumor, Rel = Angehdrige von Autoimmungastritis Patienten, TN =
Schilddriisenknoten, T1D = Typ 1 Diabetes mellitus
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4.3 Regressionsmodelle

Im Folgenden wird mithilfe logistischer und linearer Regressionsmodelle der Einfluss
folgender Faktoren (Erkrankungen, Geschlecht, Alter, Nikotinkonsum und PPI-

Einnahme) auf die CgA-Positivitat sowie auf den LgCgA-Serumspiegel getestet.

tiscl : el

Zur Untersuchung der binaren ZielgroRe von CgA eignet sich das logistische
Regressionsmodell. In die Analyse gehen die Informationen aller 807 Probanden ein.
Der Einfluss des Kollektivs, des Geschlechts, des Alters pro Jahr und der PPI-
Einnahme auf die Positivitdat von CgA wird mithilfe der Odds Ratio (OR) dargestellt.
Um ein leistungsfahigeres Referenzkollektiv zu erhalten, wurden die Kollektive C und
TN zusammengelegt.

Das logistische Regressionsmodell verwirft die Hypothese der Gleichheit der
Kollektive (p < 0,0001). Die Chance einer positiven CgA-Messung war in AG 7,82-mal
so hoch, in T1D 15,91-mal so hoch und in NET 27,44-mal so hoch wie im
Referenzkollektiv (C+TN). Das Geschlecht zeigt keinen signifikanten Einfluss auf CgA.
Der Effekt der PPI-Einnahme kann hingegen bekraftigt werden (p < 0,0001). Ferner
zeigt sich ein hochsignifikanter, wenn auch geringer Einfluss des Alters pro Jahr auf
die CgA-Positivitat (Tabelle 13).
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Tabelle 13 Multivariable logistische Regression der Positivitat von Chromogranin A

Einflussfaktor Odds Ratio 95%-KI P-Wert
Erkrankung <0,0001
Endokrine

Autoimmunerkrankung

T1D 15,91 5,73-44,16 <0,0001
AP 4,29 1,62-11,39 0,003
GD 4,06 1,50 - 11,00 0,006
HT 1,56 0,49 - 4,95 0,45
AD 1,22 0,27 - 5,56 0,80

Nicht-endokrine
Autoimmunerkrankung

AG 7,82 3,10- 19,73 < 0,0001
CD 1,93 0,58 - 6,45 0,28
NET | 27,44 | 883-8534 | <0,0001
Rel | 2,33 | 0,74-7,35 | 0,15
TN&C 1 i i
Referenz
Alter (pro Jahr) 1,04 1,03-1,05 <0,0001
PPI-Einnahme 8,53 3,98 - 18,29 < 0,0001
PPI negativ 1 i i
Referenz
Geschlecht
(mannlich vs. weiblich) 0,68 0,43-1,09 011

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, C = gesunde Kontrollgruppe,
CD = Zoliakie, GD = M. Basedow, HT = Hashimoto Thyreoiditis, KI = Konfidenzintervall, NET = Neuroendokriner
Tumor, PPI = Protonenpumpeninhibitor, Rel = Angehérige von Autoimmungastritis Patienten, TN =
Schilddriisenknoten, T1D = Typ 1 Diabetes mellitus, vs. = versus
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Abbildung 12 ermdglicht einen Vergleich der relativen Haufigkeiten positiver CgA-
Befunde pro Kollektiv und wurde hinsichtlich Alter, Geschlecht und PPI-Einnahme
adjustiert.

Es wird sichtbar, dass sich die bindren CgA-Werte der NET-Patienten signifikant von
allen anderen Kollektiven unterscheiden. Die CgA-Positivitat von T1D und AG kann
hingegen nicht voneinander differenziert werden kann. Sie unterscheidet sich jedoch
signifikant von allen weiteren Subgruppen. Bei den verbleibenden Gruppen sind nur

noch vereinzelt signifikante Unterschiede auf einem lokalen Niveau von 0,05
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Differences for alpha=0.05

Not significant Significant

Abbildung 12 Graphische Darstellung der paarweisen Vergleiche aller Kollektive bezliglich des
binéren Outcomes von Chromogranin A

Die Skalen beschreiben den Anteil Chromogranin A-positiver Patienten. Die grauen horizontalen und vertikalen
Linien kennzeichnen die adjustierten Mittelwerte. Die farbigen Linien repréasentieren das 95%-Konfidenzintervall
der Unterschiede. Konfidenzintervalle, welche nicht die Diagonale kreuzen, sind blau markiert und stellen
signifikante Unterschiede bei einem lokalen Niveau von 0,05 dar.

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, CD = Zgliakie, GD = M.
Basedow, HT = Hashimoto Thyreoiditis, NET = Neuroendokriner Tumor, Rel = Angehérige von

Autoimmungastritis Patienten, RG = Referenzgruppe (C + TN), T1D = Typ 1 Diabetes mellitus,
Differences for alpha = Unterschied fir Alpha, not significant = nicht signifikant, significant = signifikant
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. . ell
Das lineare Regressionsmodell (Tabelle 14) wurde mit dem LgCgA als ZielgroRe und
den Kollektiven, dem Alter pro Jahr, dem Geschlecht, dem Nikotinkonsum und der
PPI-Einnahme als EinflussgroRen erstellt. 785 CgA-Serumspiegel innerhalb der
Detektionsgrenzen werden verwendet. Unter den 22 fehlenden kontinuierlich
skalierten Werte sind im Binarsystem 15 CgA-negativ und 7 CgA-positiv. Die Effekte
werden als Geometrisches Mittelwertverhdltnis (GMR) erfasst, welches die
Zehnerpotenz des Regressionskoeffizienten darstellt. Der Regressionskoeffizient
berechnet sich wiederum aus der Mittelwertsdifferenz der logarithmierten CgA-Werte
jedes Einflussfaktors und seiner Referenz. Um die Prazision der Vergleiche mit dem
Referenzkollektiv zu verbessern, wurden die Kollektive C und TN zusammengelegt.
Als die Kollektive mit den héchsten GMR zeichnen sich NET, T1D und AG mit 4,07,
2,69 und 1,95 (jeweils p <0,0001) aus und gleichen somit jenen mit den hdchsten OR.
Wie bereits bei der logistischen Regression ergibt sich kein signifikanter Einfluss des
Geschlechts auf die CgA-Serumspiegel. Die Bedeutung der PPI-Einnahme sowie des
Alters pro Jahr kann jedoch auch im linearen Regressionsmodell bestatigt werden
(jeweils p < 0,0001) (Tabelle 14).

Eine &hnliches lineares Regressionsmodell mit 740 verwendeten Beobachtungen
(exklusiv der C) zeigt, dass ein aktiver Nikotinkonsum die gemessenen CgA-Spiegel
signifikant beeinflusst (p = 0,02). Abstinente Raucher unterscheiden sich hingegen
nicht von Nichtrauchern (p = 0,61) (Tabelle 14).
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Tabelle 14 Multivariable lineare Regression des dekadischen Logarithmus von Chromogranin A

Einflussfaktor .Geometrlsch.es . 95%-KI P-Wert
Mittelwertverhaltnis

Erkrankung <0,0001

Endokrine
Autoimmunerkrankung

T1D 2,69 2,14 - 3,47 <0,0001
AP 151 1,23-1,86 < 0,0001
GD 1,62 1,32-2,00 <0,0001
HT 1,17 1,05-1,45 0,15
AD 1,07 0,78 -1,45 0,70

Nicht-endokrine
Autoimmunerkrankung

AG 1,95 1,58 -2,34 < 0,0001
CD 1,55 1,26 - 1,95 < 0,0001
NET 4,07 2,95-5,75 < 0,0001
Rel 1,45 1,17-1,82 < 0,001
TN&C
Referenz
Alter (pro Jahr) 1,01 1,006 - 1,013 < 0,0001
PPI-Einnahme 2,32 1,81-2,98 <0,0001
PPI negativ
Referenz
Geschlecht
(mannlich vs. weiblich) 0,98 0.86-110 0,61
Nikotinkonsum
Ja* 1,21 1,03-1,43 0,02
Abstinent* 0,95 0,78 -1,15 0,61
Nein* (Referenz)

* 740 Untersuchungen wurden zur Analyse der Bedeutung des Nikotinkonsums fiir Chromogranin A verwendet
(exklusiv der gesunden Kontrollgruppe).

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, C = gesunde Kontrollgruppe,
CD = Zoliakie, GD = M. Basedow, HT = Hashimoto Thyreoiditis, KI = Konfidenzintervall, NET = Neuroendokriner
Tumor, PPI = Protonenpumpeninhibitor, Rel = Angehdrige von Autoimmungastritis Patienten, TN =
Schilddrisenknoten, T1D = Typ 1 Diabetes mellitus, vs. = versus
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Die graphische Darstellung (Abbildung 13) der paarweisen Vergleiche aller Kollektive
bezlglich des LgCgA wurde mithilfe der linearen Regression erstellt, die nach
Geschlecht, Alter pro Jahr und PPI-Einnahme adjustiert wurde. 785 Untersuchungen
innerhalb der Detektionsgrenzen wurden verwendet.

Eine klare Abgrenzung des NET-Kollektives und des T1D-Kollektives wird deutlich.
Alle anderen Gruppen, inklusive AG, haben mehr als ein Kollektiv, von dem sie nicht
signifikant unterschieden werden kdnnen. So kann bspw. das LgCgA-Level der

Patienten mit AG nicht signifikant von jenem mit GD differenziert werden.
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Abbildung 13 Graphische Darstellung der paarweisen Vergleiche der Unterschiede aller Kollektive
beziiglich des dekadischen Logarithmus von Chromogranin A

Die Skalen beschreiben den erwarteten dekadischen Logarithmus des Chromogranin A-Wertes in ng/ml in allen
Subgruppen.

AD = M. Addison, AG = Autoimmungastritis, AP = Autoimmun-Polyendokrinopathie, CD = Zoliakie, GD = M.
Basedow, HT = Hashimoto Thyreoiditis, NET = Neuroendokriner Tumor, Rel = Angehérige von
Autoimmungastritis Patienten, RG = Referenzgruppe (C + TN), T1D = Typ 1 Diabetes mellitus,

Differences for alpha = Unterschied fir Alpha, not significant = nicht signifikant, significant = signifikant
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4.4 Gastrin, Parietalzell-Antikorper und Intrinsic Faktor-Antikérper

Im Folgenden werden die Parameter Gastrin, PCA und IFA, welche in der
herkémmlichen serologischen Diagnostik der AG verwendet werden, im AG-Kollektiv
naher betrachtet.

Der Median von Gastrin im AG-Kollektiv liegt mit 134,9 pg/ml deutlich oberhalb des
Referenzbereiches von 13-115 pg/ml.

Der fir AG spezifische PCA istin 81,1% der Patienten nachweisbar. Deutlich seltener,

aber dennoch mit 24,3% ist der IFA in Patienten mit AG nachweisbar (Tabelle 15).

Tabelle 15 Dekadischer Logarithmus von Gastrin und Prozentsatz der PCA-Positiven und IFA-
Positiven im Autoimmungastritis-Kollektiv

Kollekti LgGastrin [pg/ml] LgGastrin [pg/ml] PCA Positiv IFA Positiv
ollektiv
Median 25./75. Perzentile (%) (%)
AG 2,13 1,49/ 2,78 81,1 24,3

AG = Autoimmungastritis, IFA = Intrinsic Faktor-Antikdrper, Lg = dekadischer Logarithmus, PCA = Parietalzell-
Antikorper, % = Prozent

lati ler C| —_— | C - :
Die Korrelation der logarithmierten Konzentrationen von CgA und Gastrin im AG-
Kollektiv ergibt einen hochsignifikanten linearen Zusammenhang, welcher auch im
Streudiagramm sichtbar wird (Abbildung 14).

Der Spearman-Korrelationskoeffizient betragt 0,552 (Tabelle 16).

Tabelle 16 Spearman-Korrelationskoeffizient des dekadischen Logarithmus von Chromogranin A und
des dekadischen Logarithmus von Gastrin im Autoimmungastritis-Kollektiv

Spearman-Rho Korrelationskoeffizient Signifikant (2-seitig)

LgCgA x LgGastrin 0,552 < 0,001

CgA = Chromogranin A, Lg = dekadischer Logarithmus
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Abbildung 14 Korrelation der dekadischen Logarithmen der Chromogranin A- (ng/ml) und der
Gastrin-Serumspiegel (pg/ml) im Autoimmungastritis-Kollektiv

CgA = Chromogranin A, Lg = dekadischer Logarithmus,
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4.5 Receiver Operating Characteristic

Das im Folgenden verwendete statistische Verfahren ROC dient der Beurteilung der
diagnostischen Wertigkeit von CgA als serologischer Marker fiir AG. Das Verfahren
ermdglicht, mithilfe der Flache unter der ROC-Kurve (= Area under the Curve (AUC)),
den direkten Vergleich von CgA mit den konventionellen Biomarkern PCA und IFA
(Abbildung 15, Abbildung 16). Da die IFA- und PCA-Befunde nur qualitativ vorlagen,
werden hier die dichotomisierten Marker mithilfe der Daten von 111 AG-Patienten und
49 C-Probanden untersucht. Grenzwertige PCA-Werte wurden als positiv definiert,
wahrend grenzwertige IFA-Werte zum Ausgleich als negativ eingestuft wurden.
ROC-Kurven werden ublicherweise zur Beschreibung der Trennkraft kontinuierlich
skalierter Merkmale verwendet, kbnnen aber auch bei binaren Merkmalen eingesetzt
werden. Hierbei ergibt sich ein aus der Sensitivitat und Spezifitat definierter eindeutiger
Punkt, welcher zum Erhalt der ROC-Kurve mit den zwei Wertepaaren (Sensitivitat = 0,
Spezifitat = 1 und Sensitivitat = 1, Spezifitdt = 0) verbunden wird. Dies folgt dem Ansatz
entweder alle Befunde als Krankheitshinweis oder als Hinweis auf Nicht-Krankheit zu
werten. Das optimale Diagnoseverfahren (maximale Sensitivitdt und Spezifitat) ist bei
Werten in der linken oberen Ecke sowie einer AUC von eins gegeben. Bei Parametern
mit Werten auf der Diagonalen kann kein Unterschied zwischen Krankheit und Nicht-
Krankheit festgestellt werden (264).
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Die ROC-Kurve bestéatigt, mit einer AUC von 0,84 und einer sichtbar hohen Sensitivitat
und Spezifitdt, die Wertigkeit des aktuell fir AG verwendeten Biomarkers PCA. Die
AUC von PCA und CgA (p < 0,0001), von PCA und IFA (p < 0,0001), sowie von CgA
und IFA (p = 0,045) unterscheiden sich signifikant voneinander (Abbildung 15).

ROC Kurven
1,00
0,757
5
=
Q0,50
(0]
n
0,25
0,00
| | | | |
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
1- Spezifitat
AUC der ROC-Kurven (95%-KIl)
PCA 0,84 (0,79-0,90)
CgA 0,67 (0,62-0,73)
IFA 0,62 (0,57-0,65)

Abbildung 15 Receiver Operating Characteristic-Kurven von Chromogranin A, Parietalzell- und
Intrinsic Faktor-Antikérper zur Differenzierung zwischen Patienten mit Autoimmungastritis und der
gesunden Kontrollgruppe.

Die Zahlen reprasentieren die Flache unter der Kurve und das 95%-Konfidenzintervall.

AUC = Area under the curve (= Flache unter der Kurve), CgA = Chromogranin A, IFA = Intrinsic Faktor-
Antikdrper, Kl = Konfidenzintervall, PCA = Parietalzell-Antikérper, ROC = Receiver Operating Characteristic
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Die nachfolgende Analyse (Abbildung 16) zeigt, dass die AUC der Kombinationen von
PCA+IFA und PCA+CGA jewelils signifikant groRer sind als die AUC von PCA alleine
(p=0,0013 und p =0,0028). Die groR3te Flache unter der ROC-Kurve ergibt sich jedoch
aus der Verbindung der drei Marker (PCA+IFA+CgA) und ist signifikant grof3er als die
Kombination aus PCA+IFA (p = 0,011).

Vergleich der ROC-Kurven
1,00 -
0,757
T
=
Q0,50
O
N
0,25
0,00
| | | | |
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
1- Spezifitat
AUC der ROC-Kurven (95%-KiI)
PCA 0,84 (0,79-0,90) ——— PCA+IFA+CgA 0,91 (0,87-0,95)
CgA 0,67 (0,62-0,73) —— PCA+IFA 0,89 (0,84-0,94)
IFA 0,61 (0,57-0,65) —— PCA+CgA 0,88 (0,83-0,93)

Abbildung 16 Receiver Operating Characteristic-Kurven von Chromogranin A, Parietalzell- und
Intrinsic Faktor-Antikérper und deren Kombinationen zur Differenzierung zwischen Patienten mit
Autoimmungastritis und der gesunden Kontrollgruppe.

Die Zahlen reprasentieren die Flachen unter der Kurve und das 95%-Konfidenzintervall. Die Kombinationen der

Parameter sind lineare Scores basierend auf angepassten logistischen, bindren Modellen jedes Markers zur
Gewinnung aussagekraftiger Variablen.

AUC = Area under the curve (= Flache unter der Kurve), CgA = Chromogranin A, IFA = Intrinsic Faktor-
Antikorper, Kl = Konfidenzintervall, PCA = Parietalzell-Antikérper, ROC = Receiver Operating Characteristic
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Die mithilfe eines weiteren logistischen Modells berechneten OR (Tabelle 17)
ermoglichen eine Aussage Uber die Vorhersagekraft eines der drei Parameter (CgA,
PCA, IFA) fur AG unter der Bedingung, dass die anderen beiden Parameter bereits
bekannt sind.

Die Einbeziehung des CgA-Wertes erhoht die Vorhersagekraft fir AG, da sich die
Quote fur AG bei bereits positivem PCA und IFA durch einen positiven CgA-Wert
signifikant um den Faktor 6,5 erhéht (p = 0,031).

Tabelle 17 Multivariables logistisches Modell zur Diskriminierung zwischen der Autoimmungastritis
und der gesunden Kontrollgruppe

Marker Odds Ratio (95%-KI) P-Wert
CgA positiv 6,5(1,4-47,9) 0,031
PCA positiv oder grenzwertig 29,1 (10,9 - 90,6) < 0,0001
IFA positiv © (8,5- =) n.d

CgA = Chromogranin A, IFA = Intrinsic Faktor-Antikorper, Kl = Konfidenzintervall, n.d = nicht definiert, PCA =
Parietalzell-Antikdrper, % = Prozent
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5. Diskussion

Der folgende Abschnitt dient dem Vergleich der zuvor beschriebenen Ergebnisse
unserer Studie mit den bereits aus der Literatur vorhandenen Erkenntnissen.

Dies ist die erste Studie, die die CgA-Serumspiegel innerhalb eines grol3en Kollektivs
(807 Probanden) mit endokrinen und nicht-endokrinen Autoimmunerkrankungen

untersucht und zeigt, dass CgA in diversen Autoimmunitaten erhdht messbar ist.

5.1 Autoimmunitat und Chromogranin A

Neuroendokriner Tumor und Chromogranin A

Vergleicht man die Ergebnisse unserer CgA-Messungen, so sind diese im Einklang
mit den Ergebnissen bisheriger Studien, die signifikant hohere CgA-Werte in NET-
Patienten als in Kontrollen feststellen (69, 97, 229). Der Anteil der gemessenen CgA-
Werte Uber dem Grenzwert schwankt in den Studien zwischen 56,3% (97) und 92%
(229), sodass der in unserer Arbeit erfasste Prozentsatz von 65,5% reprasentabel ist.
Das Spektrum lasst sich durch die unterschiedliche Zusammensetzung der
verwendeten NET-Kollektive erklaren. Die Tumorzellart, die Differenzierung sowie die
sekretorische Aktivitat haben einen Einfluss auf die CgA-Werte (2, 3, 67, 84). Zudem
unterscheidet sich, wie in einer vorherigen Studie (69), unser NET-Kollektiv signifikant
(p < 0,0001) von der RG bestehend aus TN+C (Tabelle 13, Tabelle 14). Das mediane
Alter der eingeschlossenen Patienten betragt 60 Jahre, dies entspricht dem medianen
Alter der Erstdiagnose (59 Jahre) (75). Somit eignet sich unsere NET-Gruppe gut als
reprasentative Positivkontrolle.

Autoimmungastritis und Chromogranin A

AG ist eine weltweit unterdiagnostizierte Erkrankung (107). Die exakte Anzahl
erkrankter Patienten bleibt aufgrund des langanhaltenden asymptomatischen
klinischen Verlaufs und dem Mangel an umfangreicher Ursachenklarung einer Anamie
unklar. Zur komplexen multidimensionalen Diagnose bedarf es sowohl einer Biopsie
mit histopathologischer Beurteilung als auch einer Serologie mit Bestimmung der Auto-
AK PCA und IFA (106, 107, 195). Unsere Studie testet beispielhaft anhand des AG-
Kollektives, inwieweit CgA ein potentieller Serummarker in der Diagnostik der AG ist.
Der bekannte Pathomechanismus der CgA-Erhohung bei AG ist ein Vorteil dieses
Kollektivs. Die CgA-Konzentration korreliert bei AG signifikant mit der ECL-Zellmasse

(62, 63, 69) und spiegelt in der Frihphase der Erkrankung die Hypersekretion der ECL-
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Zellen wieder (265). Eine genauere Erlauterung findet sich in Abschnitt 2.3.2.1 der
Literaturdiskussion.

Der Anteil CgA-positiver Patienten mit AG von 38,4% in unserer Studie (Tabelle 12)
bestatigt eine zuvor stattgefundene Untersuchung (41% CgA-Positive) (63). Diverse
Studien stellen signifikant héhere CgA-Spiegel in Patienten mit AG als in den
Kontrollgruppen fest (62, 69, 227). In Ubereinstimmung mit diesen Daten weist auch
unser AG-Kollektiv signifikant hohere CgA-Serumspiegel als die RG auf (Tabelle 13,
Tabelle 14). Die héchsten CgA-Werte sind bei AG-Patienten mit zuséatzlich histologisch
nachgewiesenem Magenkarzinoid und/oder ECL-Zellhyperplasie bzw. -dysplasie
messbar (62).

Die aktuell zur serologischen Diagnostik von AG eingesetzten Auto-AK unterscheiden
sich hinsichtlich ihrer Sensitivitat und Spezifitat. So weist IFA eine Spezifitat von 100%
bei einer geringen Sensitivitat von 27% auf. PCA erkennt AG mit einer Sensitivitat von
81%, allerdings ist PCA IFA in der Spezifitat um 10 Prozentpunkte unterlegen (223).
Die Analyse unserer ROC-Kurven bekraftigt den klinischen Einsatz von PCA zur
Diagnostik von AG und verdeutlicht, dass der diagnostische Wert von CgA den von
IFA Ubertrifft, allerdings unterhalb des diagnostischen Wertes von PCA liegt (Abbildung
15). Beachtenswert in diesem Zusammenhang ist, dass PCA-positive Patienten
signifikant hohere CgA-Werte aufweisen als Patienten ohne AK. In der Literatur sind
hierfur signifikante Korrelationen von r = 0,42 fir T1D-Patienten (266) und r = 0,431
fur Patienten mit AD (194) beschrieben. Die Kombination der bindren Serummarker,
PCA plus CgA oder IFA, erzielt eine signifikante Verbesserung der Sensitivitdt und
Spezifitat fur AG (Abbildung 16). Schlie3lich gelingt hier der Beweis einer erhdhten
Vorhersagekraft fir AG durch die Einbeziehung von CgA in die Kombination aus PCA
und IFA. Die AG-Quote erhoht sich durch einen positiven CgA-Wert um den Faktor 6,5
(p = 0,031) bei ebenfalls positivem PCA und IFA (Tabelle 17). Moglicherweise kann
diese Verknipfung auch die klinische Aktivitdit widerspiegeln und als
Verlaufsparameter dienen. Die fur diese Studie erhobenen Daten und Analysen zeigen
somit, dass CgA als potentieller und in der Routinediagnostik einsetzbarer
Serummarker dienen kénnte.

Diese Studie bestatigt zudem die bereits in zahlreichen Literaturen postulierte positive,
hoch signifikante Korrelation von Serum-Gastrin und Serum-CgA (Tabelle 16) (62, 63,
65, 265, 266). Infolge einer verminderte Sauresekretion bei PPI-Einnahme oder AG

kommt es durch das fehlende negative Feedback zu einer Hypergastrinamie, die
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wiederum mit erhéhten CgA-Blutkonzentrationen einhergeht, welche vermutlich durch
eine ECL-Zellhyperplasie bedingt sind (226, 265).

Typ 1 Diabetes mellitus und Chromogranin A

Wie zuvor beschrieben ist CgA eines der multiplen Antigene, die an der Pathogenese
des T1D beteiligt sind (149). Als Target triggert CgA bzw. ein Derivat die CD4+ Thl-
Zellantwort in T1D (128, 149, 151, 152). Die Langerhans-Inselzellen exprimieren CgA
und das fur T1D wichtige Spaltprodukt WE-14 kommt v.a. in den sekretorischen
Granula der Beta-Zellen vor (1, 128, 151). Zwei Griinde sorgen uUberwiegend fir die
wichtige Rolle von WE-14 in der Formation der Autoimmunitat:

1.) Die Antigenitat steigt aufgrund der PTM, welche innerhalb der sekretorischen
Granula bedingt durch zellularen Stress stattfindet (128, 151). Dies kann u.a. durch
die Gewebstransglutaminase bedingt sein (128, 151), die bereits zur Potenzierung der
Immunitat der Glutenpeptide in CD beitrdgt, indem sie eine verbesserte
Bindungsaffinitat zu den fur CD pradisponierenden HLA-DQ2/-DQ8 erzeugt (108). Die
Diversitat der PTM in verschiedenen Geweben des Korpers kénnte auch erlautern,
weshalb CgA und seine Derivate in vielen Zellarten vorkommen, jedoch nicht tberall
Autoimmunreaktionen auslosen (152).

2.) Das atypische Bindungsverhalten sorgt fur eine Affinitditserhéhung von WE-14 zu
den MHC-II-Molekulen der antigenpréasentierenden Zellen. Dies gilt sowohl bereits vor
als auch verstarkt nach der PTM (128, 151, 152).

Die hohe Pravalenz von Uber den Grenzwert erhohter CgA-Spiegel (39,3%) in
Patienten mit T1D ist im Rahmen dieser Erkenntnisse plausibel (Tabelle 12). Der
Ubertragungsaspekt von Erkenntnissen aus Zell- bzw. Tiermodellen auf den
Menschen bleibt dabei stets zu bertcksichtigen (152). Vorteilhaft hierfir ist, dass das
Protein WE-14 der Maus quasi identisch zu jenem des Menschen ist (152, 267).

Das vermehrt vorhandene, zirkulierende CgA in T1D kdnnte auf der Interaktion
autoreaktiver T-Zellen mit residualen Inselzellen beruhen, die maoglicherweise die
CgA-Sekretion stimuliert. Die Zerstorung der Beta-Zellen kann ebenfalls eine
vermehrte CgA-Freisetzung ins Blut bewirken. Trotz des Verlustes dieser Zellen,
konnte die CgA enthaltenden Alpha-Zellen (268) weiterhin zur CgA-Exozytose infolge
der Inflammation angeregt werden. Offen bleibt, inwiefern die PTM die CgA-Messung
beeinflussen kann.

Eine weitere mogliche Erklarung der erhéhten CgA-Serumspiegel in T1D, kdnnte eine

bis dato noch nicht diagnostizierte Autoimmunerkrankung sein. Das Clustering von
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Autoimmunerkrankungen ist bekannt. So betragt die Pravalenz einer weiteren
autoimmunen Storung in Patienten mit T1D laut einer reprasentativen Studie 27%
(112, 269). Die Pravalenz einer AG in T1D-Patienten ist um das drei- bis flinffache
erhoht und liegt bei 5-10% (270, 271). PCA finden sich sogar in ca. 20% der T1D-
Patienten (266, 270, 271) und vermehrt bei Patienten mit Anti-GAD-AK (270, 272).
Wenngleich in der vorliegenden Arbeit keiner der T1D-Patienten klinische Zeichen
einer AG aufweist, konnte ein friihes nicht-diagnostiziertes Stadium der AG ebenfalls
einen Anstieg des CgA-Serumspiegels bewirken. Derzeit werden die PCA als
Screening fur eine AG in T1D verwendet (270). Der Nutzen von CgA in diesem
Zusammenhang kénnte fir zukinftige Studien interessant sein.

Die Assoziation der CgA-Serumkonzentrationen und T1D ist bisher nicht untersucht
worden (143), sodass keine Studien zum Vergleich herangezogen werden kdénnen.
Das Risiko von uber den Grenzwert liegenden CgA-Serumspiegel ist mit einem OR
von 15,91 (p < 0,0001) deutlich erhéht (Tabelle 13). Weitere Untersuchungen zu

diesem Zusammenhang kdnnten somit von diagnostischer Bedeutung sein.

Autoimmunthyreopathie (GD und HT) und Chromogranin A

Der Zusammenhang zwischen erhohten CgA-Serumkonzentrationen und
Hyperthyreose ist bisher in einer kontrollierten Studie mit 38 GD-Patienten und 86
gesunden Kontrollen erértert worden. Die CgA-Werte sind im Kollektiv der
unbehandelten Hyperthyreose signifikant zur Kontrollgruppe erhéht (p = 0,024). Auch
ist eine signifikante Korrelation von CgA mit fT3 (r = 0,5, p = 0,0089) und fT4 (r = 0,46,
p = 0,015) erkennbar. Nach Erhalt einer Euthyreose und einer insgesamt
sechsmonatigen Thyreostatika-Therapie mit Carbimazol sinken die CgA-Werte auf ein
mit dem Kontrollkollektiv vergleichbares Niveau (173).

In unserer Arbeit unterscheiden sich die CgA-Werte des GD-Kollektivs ebenfalls
signifikant von der RG (Tabelle 13, Tabelle 14). Die Chance einer positiven CgA-
Messung ist 4,06-mal so hoch wie in der RG (p = 0,006). So zeigen 19,1% der GD-
Patienten CgA-Werte Uber dem Grenzwert (Tabelle 12). In der Studie von Al-Shoumer
et al. (2009) sind sogar 68,4% der Werte Uber dem 95%-KI (173). Diese Differenz
beruht vermutlich auf der Zusammensetzung der GD-Kollektivs. Wahrend das
Einschlusskriterium in unserer Studie ein diagnostizierter GD ist, sind bei der
Vergleichsstudie alle Patienten zunachst unbehandelt. Spater zeigt die Studie von Al-
Shoumer et al. (2009), dass die CgA-Werte mit der Behandlung abnehmen (173), was

den geringeren Anteil in unserer Arbeit erklart. Zudem ist der direkte Vergleich der M
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+ SD der CgA-Konzentrationen aufgrund einer anderen Messmethode (BRAHMS
Kryptor compact plus, Hennigsdorf, Deutschland versus (vs.) ELISA, Dako A/S,
Glostrup, Denmark) erschwert (173).

Die pathophysiologischen Zusammenhénge, welche eine CgA-Erhdhung bei
Hyperthyreose bewirken, sind unbekannt. Es wird allerdings vermutet, dass die durch
Schilddrisenhormone bedingte, gesteigerte Sympathikusaktivitat (273, 274) mit einer
gesteigerten CgA-Freisetzung einhergeht (173). Man geht davon aus, dass ein direkter
Zusammenhang zwischen CgA und Hyperthyreose bei GD besteht, sodass der
maogliche Einsatz von CgA zur Bestimmung der Krankheitsaktivitdt postuliert wurde
(173).

Im Vergleich zum GD-Kaollektiv ist nur ein sehr geringer Anteil der HT-Patienten (8,2%)
gemald unserer Definition (Serum-CgA > 98 ng/ml) CgA-positiv (Tabelle 12). Zudem
besteht kein signifikanter Unterschied zur RG (Tabelle 13, Tabelle 14). Ubertragt man
die oben gewonnene Erkenntnis der Korrelation von CgA mit fT3 und fT4 (173) auf das
HT-Kollektiv, so erscheinen die niedrigen CgA-Spiegel aufgrund der Hypothyreose
plausibel. Diese Beobachtungen werden von einer Studie gestitzt, die ebenfalls keine
signifikante Differenz zwischen dem HT-Kollektiv und der Kontrollgruppe erkennt
(183). Die Arbeitsgruppe zeigt aulBerdem, dass die Hormonersatztherapie und die
damit erlangte Euthyreose keine signifikante Veranderung im CgA-Plasmaspiegel bei
HT-Patienten bewirkt (183). Unsere Daten sind im Vergleich zur Arbeit von Polikar et
al. (1990) (183) aktuell, bestehen aus einem deutlich grol3eren HT-Kollektiv (85 vs. 11
Patienten) und sind mithilfe des Kryptors, einer fir CgA prazisen Messmethode,

bestimmt (vs. nicht naher definierter Radioimmunassay).

M. Addison und Chromogranin A

El Ali etal. (2010) erortert als bisher einziger Autor den Zusammenhang zwischen CgA
und AD, indem er den klinischen Nutzen von CgA als serologischen Marker bei 40
Patienten mit primarer NNR-Insuffizienz untersucht (194). Mit 27,5% ist der Anteil der
AD-Patienten, die in seiner Studie Uber den Grenzwert erhéhte Serum-CgA-Spiegel
aufzeigen (194), ungefahr doppelt so hoch wie in unserer Studie. Die Anzahl der
eingeschlossenen Patienten ist vergleichbar, allerdings unterscheiden die Kollektive
sich in der Aufteilung der haufig mit AD assoziierten Autoimmunkrankheiten (T1D, HT,
GD, AG) und im Prozentsatz der PCA-Positiven (60% (194) vs. 33,3%). Die
Vergleichsstudie verdeutlicht, dass AD-Patienten mit erh6hten PCA-Leveln signifikant
hohere CgA-Werte haben als jene mit normalen PCA-Spiegeln (p = 0,0036) (194).
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Zwischen diesen Parametern besteht zudem eine positive Korrelation (r = 0,431, p =
0,005) (194). Dies kbnnte u.a. den oben beschrieben Unterschied an CgA-Positiven
erlautern. Auch das vom Kryptor abweichende Messsystem (CIS bio international)
kann Abweichungen erklaren (194).

Als mogliche Ursachen der CgA-Erhéhung wird zum einen die vermehrte Sekretion
aus dem Hypophysenvorderlappen vermutet, da AD-Patienten erhéhte ACTH-Werte
zeigen (194). Zum anderen geht diese Erkrankung mit einem erhdhten Risiko einher,
weitere Autoimmunerkrankungen zu entwickeln. Die erhdhten CgA-Werte v.a. im
Zusammenhang mit erhdhten PCA-Werten kénnen somit auch ein Hinweis auf einen
beginnenden autoaggressiven Prozess des Magens mit mdoglicher ECL-
Zellhyperplasie hindeuten (194). Im Gegensatz dazu steht die verminderte
Adrenalinsynthese des Nebennierenmarks, die durch eine niedrigere
Glukokortikoidsynthese in AD bedingt sein kann (275). Dieser Mechanismus ginge
allerdings mit erniedrigten CgA-Spiegeln einher, was ggf. die fehlende Signifikanz im
Unterschied zur RG erlautern kann (Tabelle 13, Tabelle 14).

Adulte Autoimmun-Polyendokrinopathie und Chromogranin A

Die Datenlage in Bezug auf die Bedeutung von CgA fiur AP ist unzureichend. Diese
Arbeit betrachtet deshalb Serumkonzentrationen von 98 AP-Patienten (Uberwiegend
Typ Ill) und zeigt, dass die Chance von udber dem Grenzwert erhohten CgA-Werten
um das 4,29-fache in AP im Vergleich zur RG erhéht ist (p = 0,003) (Tabelle 13). Die
bereits gesammelten Informationen Uber die Erkrankungen, welche den Grol3teil der
adulten AP ausmachen, lassen vermuten, dass CgA in polyglanduléaren im Gegensatz
zu monoglandularen Autoimmunerkrankungen deutlich erhéht ist. Daflr wirde auch
die Summe der CgA erhdhenden Mechanismen sprechen, die sich aus den
Mechanismen der einzelnen Erkrankungen zusammensetzt. In der Tat stellt das AP-
Kollektiv nach NET, T1D und AG den hdchsten Anteil CgA-Positiver (Tabelle 12).
Inwieweit dies auch durch den hohen Prozentsatz an PPI-Einnahme bedingt ist, bleibt
offen (Tabelle 11). Moglicherweise konnte CgA als Biomarker und Vorbote fur das
Auftreten einer zweiten endokrinen Autoimmunkrankheit dienen und somit die Dauer
der Diagnosestellung einer AP verkirzen. Dies sollte im Rahmen weiterer Studien
gepruft werden. Aufgrund sehr diversen Verhaltens beteiligter Erkrankungen kdénnte

es auch von deren Kombinationen abhangen.
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Zoliakie und Chromogranin A

Zahlreiche Studien beschreiben das vermehrte Vorkommen neuroendokriner Zellen in
unbehandelter (246-251) und refraktarer CD (252). Di Sabatino et al. (2014) ist der
erste Wissenschaftler, der zuséatzlich signifikant erhohte CgA-Serumspiegel in
Patienten mit refraktéarer CD im Vergleich zur CD vor bzw. nach glutenfreier Diat
beobachtet (252). Es wird vermutet, dass die Interaktion der neuroendokrinen Zellen
des Intestinums mit den Immunzellen eine Modulation der Entziindung und eine durch
Zytokine gesteuerte neuroendokrine Zellhyperplasie bewirkt (252, 276). Da eben jene
endokrinen Zellen zur CgA-Expression fahig sind (277, 278), erwartet man erhohte
CgA-Blutkonzentrationen. Dieser Zusammenhang zwischen der Anzahl CgA-positiver
Zellen in der Duodenalmukosa und den CgA-Serumspiegeln erweist sich jedoch als
nicht signifikant (252). Der Vergleich mit der zuvor genannten Studie fallt aufgrund der
Kollektivzusammensetzung schwer, da die zitierte Arbeit die Extremform der CD
betrachtet (252). Unser gemischtes CD-Kollektiv weist hingegen nur einen geringen
Prozentsatz CgA-positiver Patienten auf (Tabelle 12). Auch der hohe Anteil an unter
18-Jahrigen (30,6%) (Tabelle 11) kann mdoglicherweise niedrigere CgA-Werte
bewirken, da das Alter einen signifikanten Einfluss auf CgA haben kann (Tabelle
14)(66). Die CgA-Serumkonzentration unserer CD-Patienten liegt mit einem Median
von 40,92 ng/ml (25./75. Perzentile: 32 ng/ml/ 56,7 ng/ml) innerhalb des Bereichs der
unbehandelten (Median: 50ng/ml) und mit glutenfreier Therapie behandelten (Median:
33.5 ng/ml) CD-Patienten der im Jahr 2014 veroéffentlichten Studie (252).

5.2 Einflussfaktoren auf den Chromogranin A-Serumspiegel

Die logistischen und linearen Regressionsmodelle ermoglichen uns, Faktoren mit
Einfluss auf CgA zu identifizieren.

Der CgA-Serumspiegel sowie die CgA-Positivitat bleiben vom Geschlecht der
Patienten unberthrt (Tabelle 13, Tabelle 14). Der fehlende Einfluss des Geschlechtes
ist auch in zahlreichen anderen Studien beschrieben (3, 63, 66, 69, 265). Das
Geschlecht spielt allerdings im Rahmen der Autoimmunerkrankungen eine wichtige
Rolle. So Uberwiegt in den einzelnen Erkrankungen der Anteil des weiblichen
Geschlechts (Ausnahme T1D) und 65% aller betroffenen Autoimmun-Patienten sind
Frauen im gebarfahigen Alter (13). Der fehlende Einfluss auf CgA lasst sich

moglicherweise durch ein entdecktes Ostrogen-Response-Element des fiir CgA
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codierenden DNA-Bereichs erklaren, wo die Bindung von Ostrogen eine
Downregulation der CgA-Expression bewirken kann (21, 279-281).

Ein geringer, jedoch hoch signifikanter Einfluss des Alters pro Jahr auf CgA wird in
dieser Arbeit bewiesen (Tabelle 13, Tabelle 14). Das Ergebnis ist im Einklang mit einer
zuvor publizierten Studie (66). Andere Analysen hingegen bestatigen diesen
Zusammenhang nicht (3, 69, 265).

Ein haufig beobachtetes Phanomen ist die CgA-Erh6hung infolge der PPI-Einnahme
(6, 65, 66, 265, 282, 283). Man geht auch hier davon aus, dass der Anstieg der CgA-
Spiegel durch eine Hypergastrindmie bei verminderter Sauresekretion bedingt ist (3).
Die CgA-Werte stellen zunachst vermutlich eine Uberfunktion der ECL-Zellen und
langfristig eine ECL-Hyperplasie dar (6, 65, 265). Die CgA-Spiegel sind bei langfristiger
PPI-Einnahme signifikant erhdéht und korrelieren positiv mit der Dauer der Therapie
(65). Bereits eine kurzzeitige Behandlung (18,8 + 2,4 Tage) mit niedrigdosiertem
Omeprazol induziert einen signifikanten CgA-Anstieg (um 93 + 20ug/l) (66). Auch
unsere Ergebnisse bekraftigen den positiven und hoch signifikanten Einfluss der PPI-
Einnahme auf die CgA-Serumspiegel (Tabelle 13, Tabelle 14).

Laut Louthan (2011) fordert Nikotin die Biosynthese von CgA (2). Eine Untersuchung
auf Zellebene unterstltzt diese Erkenntnis und zeigt eine erhdhte CgA-Produktion
nach Nikotinbehandlung von paradontalen Fibroblasten (8). Unsere Analyse
untersucht als Erste die Bedeutung des Nikotinkonsums auf die humanen CgA-
Serumspiegels und stellt dabei einen signifikanten Einfluss von aktivem
Nikotinkonsum fest (Tabelle 14). Abstinente Raucher unterscheiden sich hingegen in
Bezug auf CgA nicht von Nicht-Rauchern (Tabelle 14).

Die Wirkung der einzelnen Autoimmunerkrankungen auf die CgA-Serumspiegel ist
bereits in Abschnitt 5.1 diskutiert worden. Zusammenfassend haben die
Autoimmunerkrankungen T1D, AG, AP, GD einen signifikanten Einfluss auf die CgA-
Positivitat. Im linearen Regressionsmodell erweisen sich T1D, AG, GD, CD, AP und

Rel sowie die Positivkontrolle NET als positive Pradiktoren des CgA-Serumspiegels.

5.3 Diskussion der Messmethode

Abschnitt 2.1.3 der Literaturdiskussion gibt einen Uberblick (ber die diversen
Messmethoden. Assays kbnnen sich neben der zugrundeliegenden Methode auch in
der Auswahl der Aminosauresequenzen von CgA als Epitope der AK und der Klonalitét

der AK (monoklonal vs. polyklonal) differenzieren. In der Handhabung unterscheiden
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sich die Assays teilweise im Standard der Kalibrierung, in der Dauer der
Versuchsdurchfihrung, in der Erstellung von Verdinnungsreihen, in den Einheiten
sowie den Grenz-/Referenzwerten (38, 71, 72).

Der in dieser Studie verwendete Kryptor basiert auf einem Sandwich-Immunassay mit
der TRACE-Technologie (71, 256). Zur standardisierten Kalibrierung wird ein
rekombinantes humanes CgA verwendet (38, 72). Weitere Besonderheiten des
Kryptors sind die automatische Probenverdiinnung sowie der kurze Testzeitraum (29
min) (71). Das CisBio-Kit beruht im Vergleich zum hier eingesetzten Kryptor auf einem
Sandwich-Radioimmunassay mit monoklonalen AK, die CgA 145-197 und CgA 198-
245 als ihre Epitope erkennen. Die standardisierte Kalibrierung sowie die Messeinheit
in ng/ml bzw. pg/l entsprechen den Eigenschaften des Kryptors. Allerdings bedarf das
CisBio-Assay einer manuellen Verdinnung und bendtigt einen langeren Testzeitraum
von ca. 18 Stunden (38, 71, 72). Die Unterschiede dieser Assays fihren entsprechend
zu differierenden Ergebnissen unter Verwendung identischer Proben (6). Laut einer
Studie mit 406 Patienten sind die gemessenen CgA-Konzentrationen im Kryptor
durchschnittlich signifikant hdher als im CisBio-Assay (p = 0,012) (71). Eine weitere
Studie bestatigt die Abweichung der genannten Assays mit einer Mittelwertsdifferenz
von -10 ng/ml (SD = 116) (72).

Die Reproduzierbarkeit eines Assays lasst sich mithilfe der Intra- und Inter-Assay-
Variationskoeffizienten (VK) beschreiben. Innerhalb einer Assay-Platte und im
Konzentrationsbereich von 30 ng/ml - 1000 ng/ml erzielt der Kryptor laut Hersteller VK
von < 3% bis < 7%. Der Inter-Assay-VK liegt abhéngig von der Konzentration zwischen
< 6% und < 12% (258). Die Reproduzierbarkeit des Kryptor-Assays ist vergleichbar
mit jenen der Radio- bzw. Enzymimmunassays (69, 85, 226, 284) und sollte somit nicht
zu Abweichungen in Messergebnissen zwischen verschiedenen Assay-Verfahren
fuhren.

Die zuvor dargestellte Heterogenitat der CgA-Messung erschwert den Vergleich von
Studienergebnisse. Die fehlende internationale Standardisierung der Methodik wird in
der Literatur wiederholt kritisiert (3, 6, 38, 67, 71, 72, 143).

Ein einheitlicher Standard kénnte sowohl die Forschung zu CgA vorantreiben, als auch
die Interpretation der Werte bspw. im Rahmen der Verlaufskontrolle von NET

erleichtern.
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5.4 Limitationen

Im Folgenden werden einige Limitationen der vorliegenden Studie diskutiert.

Das Studiendesign in Form einer Querschnittstudie erlaubt keine klare Beurteilung der
dynamischen Veranderungen der CgA-Spiegel und CgA-Positivitat vor, wahrend und
nach erfolgreicher medikamentéser Behandlung oder Intervention. Der direkte
Vergleich mit anderen Studienergebnissen ist aufgrund der Differenzen im
Behandlungsstatus erschwert.

Der fehlende Ausschluss von Patienten mit Erkrankungen, die bekanntermalien
Einfluss auf das im Blut zirkulierende CgA haben, kann falsch-hohe bzw. falsch-
positive CgA-Spiegel zur Folge haben (1, 2). Zur Einddmmung dieser Verzerrung sind
allerdings nur jene Patientendaten in die Studie eingeschlossen worden, die entweder
CgA-Werte im Referenzbereich haben und/oder deren krankheitsbezogenen
Parameter (z.B. Kreatinin) zum Zeitpunkt der Blutentnahme im Normbereich lagen.
Um den Einfluss von PPl auf CgA weitgehend zu eliminieren, gelten Patienten in
unserer Studie erst 14 Tage nach Absetzen der Medikation als unbehandelt. Laut
Literatur kann man bereits ab dem 5. bis 7. Tag nach Absetzen der PPI-Therapie mit
normalen CgA-Blutkonzentrationen rechnen (285). Aufgrund des retrospektiven
Studienformats kann jedoch die nicht-erfasste Einnahme von PPI bei Bedarf im
Untersuchungszeitraum nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Die Homogenitat der Kollektive ist nicht immer optimal, da einige Patienten an mehr
als einer Autoimmunkrankheit leiden. Die haufige Koexistenz dieser Erkrankungen ist
in der Literatur ausfuhrlich beschrieben. So entwickeln 30% der T1D Patienten eine
AIT, meist HT (269), 5-10% eine AG (270) und 4-9% eine CD (157). Patienten mit AIT
erkranken in 10% der Falle an T1D und in 33% an AG (200). Auch AG-Patienten
zeigen ein gehauftes Auftreten weiterer Autoimmunerkrankungen (bspw. 40% AIT
(286), 10% T1D (195)) (270). Es besteht somit die Moglichkeit, dass das gemessene
Serum-CgA ebenfalls durch eine sich neu entwickelnde, bisher nicht diagnostizierte
zusatzliche Autoimmunerkrankung beeinflusst wird. So haben bspw. HT-Patienten, die
eine AG diagnostiziert bekommen, erhéhte CgA-Werte (184, 186).

Nach Darstellung des Alterseinflusses auf die CgA-Werte stellt sich zudem die Frage
inwieweit die fehlende Vorgabe altersspezifischer Referenzwerte ein Bias hinsichtlich
der CgA-Positivitat in Kollektiven mit hohem Anteil < 18-Jahriger erzeugt.

SchlieBlich stellt die Komplexitat von CgA selbst eine grolRe Herausforderung dar. Die
hohe strukturelle und funktionale Vielfalt des Peptids und seiner Derivate verbunden

mit der Diversitat der Messmethoden, die wiederrum unterschiedliche CgA-Epitope
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und somit ggf. nur einzelne Fragmente erkennen, beschrankt die Vergleichbarkeit der
Studien. Auch das Auftreten von CgA unter physiologischen Bedingungen sowie der
Einfluss zahlreicher pathophysiologischen Gegebenheiten erschweren die
Interpretation der CgA-Werte und die Angabe der Kausalitat der CgA-Erhdhung (5, 7).
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation zeigt, dass Serum-CgA in endokriner und
gastrointestinaler Autoimmunitat, v.a. in T1D, AG, GD und AP, eine Rolle spielt.

Das Peptid CgA ist bereits als stabiler Biomarker bei den NET etabliert (2, 6, 21, 31).
Aus diesem Grund wurde die Bedeutung erhdhter CgA-Blutkonzentrationen auch in
zahlreichen gastrointestinalen, kardiovaskularen und inflammatorischen
Erkrankungen untersucht (4, 7, 287).

Diese groRR angelegte Querschnittsstudie gibt zum ersten Mal einen Uberblick uber
das Auftreten von Serum-CgA in diversen Autoimmunerkrankungen. Der héchste
Anteil an tber dem Grenzwert liegenden (> 98 ng/ml) CgA-Serumkonzentrationen in
Autoimmunkrankheiten wurde in Patienten mit T1D, AG, AP und GD gemessen (T1D:
39,3%, AG: 38,4%, AP: 23,5% und GD: 19,1%).

Mithilfe von Regressionsmodellen gelingt zudem der Nachweis verschiedener
Einflussfaktoren auf das Serum-CgA. So kann der bereits gut erforschte Einfluss von
PPI verifiziert werden. Ebenso wird ein positiv signifikanter Effekt des Alters und des
aktiven Nikotinkonsums deutlich. Auch die Autoimmunerkrankungen T1D, AG, AP und
GD haben einen signifikanten Einfluss auf die CgA-Positivitat. Dies kann durch den
signifikanten Unterschied der OR dieser Autoimmunerkrankungen (T1D, AG, AP, GD)
und des OR der Referenzgruppe (TN+C) belegt werden. Hinsichtlich der stetigen CgA-
Serumwerte erweist sich, neben der vier zuvor genannten Kollektive (T1D, AG, AP,
GD), auch die CD als signifikanter Einflussfaktor im linearen Regressionsmodell.

Im AG-Kollektiv bestétigt diese Studie zusatzlich die positive Korrelation von
LgGastrin-Serumkonzentrationen und LgCgA-Serumkonzentrationen (r = 0,55, p <
0,0001) im AG-Kollektiv.

Anhand des AG-Kollektivs wird die Wertigkeit von CgA als serologischer Marker
exemplarisch getestet. Vergleicht man zunachst die in der AG-Diagnostik verwendeten
Serummarker einzeln, bekraftigt die Auswertung der ROC-Kurve den klinischen
Einsatz von PCA. Dies liegt darin begrindet, dass PCA eine grofl3ere AUC aufweist als
CgA (0,84 vs. 0,67, p < 0.0001). Dennoch bewahrheitet sich CgA als nutzlicher
Serummarker fir die Diagnostik der AG. So verbessert die Kombination aus PCA, IFA
und CgA die Vorhersagekraft der serologischen Erkennung einer AG. Bei bereits
positivem PCA und IFA erhoht sich die Quote durch einen positiven CgA-Wert (> 98
ng/ml) signifikant um den Faktor 6,5 (p = 0,031).
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Trotz der vielseitigen Erkenntnisse dieser Studie, sollte die im Verlauf der Arbeit
dargestellte Komplexitdt von CgA und die damit einhergehenden Herausforderungen
in der Interpretation der Serumkonzentrationen bei der Anwendung von CgA als
serologischen Marker berlcksichtigt werden. Hinzu kommt die bisher nicht
standardisierte Messmethode, die die Auswertung von Folgeuntersuchungen in
verschiedenen Laboren erschwert. Die enge Verbindung der Autoimmunerkrankungen
sollte in weiteren Analysen ebenfalls bedacht werden.

Die zahlreichen neuen Erkenntnisse beziglich CgA und Autoimmunitat sowie die
weiterhin  limitierten  Mdoglichkeiten der serologischen Friherkennung von
Autoimmunerkrankungen sollten weitere Untersuchungen in diesem Themengebiet
veranlassen.

So sollte sowohl die Verwendung von CgA als Biomarker in der Routinediagnostik als
auch der Nutzen von CgA als Verlaufsparameter von Autoimmunerkrankungen im
Rahmen weiterer prospektiver Studien mit grof3en einzelnen Kollektiven genauer

untersucht werden.
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