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В обзоре рассмотрено значение определения сывороточных антител различных классов (IgA, IgG) к глиадину, ретикулину, эндомизиуму, тканевой трансглутаминазе для диагностики и скрининга при целиакии, достоинства и недостатки методов, особенности иммунологических реакций при целиакии у детей различного возраста, динамика титров антител на фоне соблюдения и нарушений безглютеновой диеты, место иммунологических методов в комплексной диагностике целиакии и для контроля за соблюдением диеты.
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In the review it is observed the importance of determination of serum antibodies of different classes (IgA, IgG) to gliadine, reticulin, endomysium, tissue transglutaminase for diagnostics and screening under celiac disease, advantages and disadvantages of methods, peculiarities of immunologic reactions under celiac disease among children of different age, dynamics of titres of antibodies on the background of observance and non observance of gluten-free diet, place of immunologic methods in complex diagnostic of celiac disease and for control for diet observance.
Key words: celiac disease, diagnostics, screening, gliadine, endomysium, tissue transglutaminase, actin of enterocytes, antibodies.
УДК 616.3–056.7–053.2:615.37

Обнаружение серологических маркеров за последние 20 лет стало важным диагностическим инструментом в диагностике целиакии, однако ожидания, что какой-либо из ныне существующих тестов в полной мере заменит инвазивную и дорогостоящую биопсию слизистой оболочки тонкой кишки (СО ТК) в диагностической процедуре, до сих пор не оправдались.

Антитела к глиадину (АGА) были впервые описаны Berger в 1958 г. В настоящее время широко используется метод иммуноферментного анализа (ELISA), который появился в 1977 г. Присутствие АGА класса IgA (AGA A) в сыворотке больных с нелеченной целиакией считается более специфичным, но менее чувствительным, чем AGA класса IgG (AGA G), и более точно отражает тяжесть энтеропатии. 

Учитывая повышенную (по сравнению с популяцией) частоту селективного дефицита IgA у больных целиакией, изолированное определение АGА A может давать ложноотрицательные результаты. Для того 

чтобы избежать этой ошибки, рекомендуют всем больным предварительно определять уровень общего IgA. Наиболее эффективным признано одновременное определение АGА обоих классов. Чувствительность и специфичность определения АGА при целиакии широко варьирует в различных исследованиях [6, 27]. Недостаточная специфичность определения АGА (ложноположительные результаты) объясняется тем, что их высокие уровни часто обнаруживаются при гастроинтестинальных воспалительных и инфекционных заболеваниях: пищевой аллергии и аллергической энтеропатии, непереносимости белков коровьего молока, постинфекционных энтеритах, лямблиозе, болезни Крона, неспецифическом язвенном колите [21]. Высокие уровни АGА обнаруживаются не только при патологиях желудочно-кишечного тракта, но и при аутоиммунных заболеваниях: герпетиформном дерматите, сахарном диабете 1 типа, аутоиммунном тиреоидите, синдроме Сьегрена, ревматоидном артрите, IgA-

нефропатии и др. Эти заболевания считаются ассоциированными с целиакией, то есть целиакия выявляется среди таких больных чаще, чем в популяции; при длительном течении нелеченной целиакии некоторые из этих заболеваний рассматриваются как ее осложнения.

Общепризнано, что у детей АGА имеют высокую диагностическую ценность. У взрослых частота обнаружения АGА падает с увеличением возраста, поэтому они наименее подходят для проведения эпидемиологических исследований. Отрицательный результат, т.е. отсутствие АGА, в особенности у взрослых, не позволяет полностью исключить целиакию. Наблюдения свидетельствуют о том, что уровни АGА G у нелеченных больных целиакией тем ниже, чем старше были дети в момент выявления заболевания. 

По данным зарубежных авторов [4, 5, 17, 24], на фоне безглютеновой диеты уровень АGА снижается до уровней ниже диагностических. При соблюдении диеты АGА A исчезают через 1–6 мес, АGА G – в течение 6–12 мес. Однако известно, что после периода безглютеновой диеты иммунологический ответ на нагрузку глютеном меняется. При проведении нагрузок глютеном или постоянном нарушении диеты АGА A повышаются уже на 7-й день, но затем быстро падают до диагностического уровня, что затрудняет их использование для контроля за соблюдением диеты. Уровень АGА G также повышается, но не так стремительно, затем опускается до некоторого уровня, выходя на плато, которое может быть как выше, так и ниже диагностического, что особенно характерно для детей старшего возраста и взрослых. Известно также, что в периоде клинической ремиссии уровень АGА в большинстве случаев не отражает состояние СО ТК.
Наблюдения свидетельствуют, что в период ремиссии титры АGА G падают как у детей, соблюдающих безглютеновую диету, так и у нарушающих ее. Уровни АGА у детей, нарушающих диету, остаются более высокими, однако разница между соблюдающими и нарушающими диету становится минимальной примерно к 4-му году наблюдения. По данным О.В. Дубченко [1], величины титров АGА G не зависят ни от тяжести клинических проявлений, ни от выраженности энтеропатии. Скорость снижения титров антител не зависит от их исходного уровня. Уже ко 2–3-му году наблюдения разница в уровне титров АGА G между детьми, соблюдающими и нарушающими диету, становится недостоверной. 

Антиретикулиновые антитела (АRА) были первыми обнаруженными антителами, которые направлены против соединительной ткани (1971). Основой теста является метод непрямой иммунофлюоресценции, в качестве субстрата используют криостатические срезы различных тканей грызунов или приматов. Определение АRА имеет при целиакии довольно высокий уровень специфичности (59–100%) при низкой чувствительности (30–60%) [3, 6, 27]. Ложноположительные результаты обнаруживаются в основном у больных с воспалительными заболеваниями кишечника. Ввиду их низкой чувствительности в настоящее время практически не используются.

Антитела к эндомизиуму (ЕМА) впервые были описаны у больных герпетиформным дерматитом, а впоследствии обнаружены у больных целиакией [8]. Антиэндомизиальные антитела направлены против соединительнотканной субстанции, окружающей гладкомышечные элементы собственной пластинки в кишечных криптах. ЕМА определяют методом непрямой иммунофлюоресцентной микроскопии с использованием в качестве субстрата криостатических срезов тканей пищевода обезьяны или пуповины человека.

Обнаружение ЕМА считается более чувствительным и специфичным при целиакии, чем антител к глиадину, и в некоторых исследованиях они приближаются к 100%. Большинство популяционных эпидемиологических исследований, проведенных к настоящему времени, базируются именно на определении ЕМА [18, 25, 31]. При целиакии величина титра ЕМА в отличие от АGА, по-видимому, отражает тяжесть энтеропатии. Так, у больных с частичной атрофией ворсинок чувствительность определения ЕМА составляла 31%, а с полной атрофией – 100% [20].

К недостаткам метода относится, прежде всего, его неполная объективность. Оценка свечения производится в баллах и требует определенного навыка от исследователя. Кроме того, он существенно дороже иммуноферментного. Так же как и при определении АGА, ложноположительные титры ЕМА у детей встречаются при пищевой аллергии, лямблиозе. Ложноотрицательными бывают результаты теста у детей с целиакией в возрасте до 2 лет, что связывают с часто встречающимся у них относительным дефицитом IgA [3].

На безглютеновой диете у большинства больных ЕМА исчезают в течение 6 мес [5, 30].

Антитела к тканевой трансглутаминазе (TGA). Тканевая трансглутаминаза – фермент, который синтезируется различными клетками, обычно находится в межклеточном пространстве и потребляется клетками, участвующими в репарации и стабилизации тканей, инициируя образование поперечных связей между экстрацеллюлярными белками [3, 10]. 

Повреждение СО ТК при целиакии является результатом иммунопатологического процесса. Центральным событием является связывание глиадина HLA-DQ2/DQ8-молекулой для презентации антигена Т-клеткам (СD4) собственной пластинки. 

Тканевая трансглутаминаза селективно деамидирует глутаминовые остатки глиадина, в результате чего формируются отрицательно заряженные за счет глутаминовой кислоты эпитопы. В результате повышается его сродство (аффинность) к соответствующему эпитопу молекул DQ2 и DQ8, что способствует прочному соединению DQ-молекулы и рецептора Т-лимфоцита. Показано, что у предрасположенных пациентов генетически измененные (рестриктированные) по DQ2 и DQ8-локусам Т-клетки активируются преимущественно не нативными белками злаковых, а де​амидированными эпитопами глиадина, которые формируются непосредственно в слизистой оболочке. Модифицированный глиадин также сильно связывается с самой тканевой трансглутаминазой, что приводит к выработке антител к трансглутаминазе. Антитела к тканевой трансглутаминазе ингибируют трансформирующий фактор роста-(, в результате чего подавляется дифференциация эпителиальных клеток. Актива-
ция Т-лимфоцитов приводит к активации Т-киллеров, 
В-лимфоцитов и выработке цитокинов, повреждающих СО ТК. Таким образом, у больных целиакией тканевая трансглутаминаза, по-видимому, является аутоантигеном-мишенью [17–21]. Гуморальный ответ против тканевой трансглутаминазы происходит на местном уровне (в СО ТК), в то время как против глиадина на всех уровнях – местном и центральном. Фактически аутоантитела к эндомизиуму и ретикулину идентичны аутоантителам к тканевой трансглутаминазе [19]. 

TGA определяются иммуноферментным методом (ELISA), радиоиммунными методами, иммуноблоттингом; в качестве субстрата может использоваться тканевая трансглутаминаза морской свинки или человеческая рекомбинантная тканевая трансглутаминаза. При использовании человеческой тканевой трансглутаминазы чувствительность и специфичность метода приближаются к ЕМА. В отличие от ЕМА метод относительно недорогой, количественный, легко воспроизводимый, «поддается» стандартизации. 

Так же как и в случае с АGА, при целиакии определение TGA IgA считается более специфичным, чем IgG, но их диагностическая ценность ограничена у пациентов с дефицитом IgA [14, 32, 34].

Cчитается, что TGA часто бывают ложноотрицательными у детей до 2 лет, а по данным М.О. Ревновой – вплоть до 7 лет [2]. По предварительным данным, положительные титры TGA были обнаружены в 39,3% у детей в возрасте до 3 лет с нелеченной (острой) целиакией, в 12,8% – у детей с целиакией, соблюдающих безглютеновую диету до 12 мес, в 21,7% – у детей с целиакией, соблюдающих диету более 1 года (у них предполагается нарушение строгой безглютеновой диеты). Титры TGA, превышающие диагностический уровень, были обнаружены также у 14,7% детей с тяжелым течением поливалентной пищевой аллергии, распространенным атопическим дерматитом, которым, однако, диагноз целиакии не был выставлен ввиду отсутствия типичных признаков последней при гистологическом исследовании биоптатов СО ТК. Уровень TGA был достоверно выше у детей с острой целиакией, несмотря на их ранний возраст, и коррелировал со степенью атрофии кишечных ворсинок.

Ложноположительные TGA, так же как и AGА и ЕМА, обнаруживаются у больных с аутоиммунными заболеваниями, ассоциированными с целиакией. Так, например, при неходжкинской лимфоме и инсулинозависимом сахарном диабете высокие титры TGA встречаются у 10% больных, и умеренно повышенные – еще у 30% больных с диабетом, что связывают с повреждением (-клеток поджелудочной железы [7, 33]. 

Французские исследователи [28] определяли уровни TGA, ЕМА и АGА в больших группах детей с задержкой роста, анемией, гастроинтестинальными нарушениями, а также аутоиммунными заболеваниями. У всех детей с положительными титрами TGA, ЕМА и АGА (2,6–3%) при исследовании биоптата СО ТК выявлена атрофическая энтеропатия. Ни у одного из детей с изолированным повышением АGА (14,9–12,9%) изменений в биоптате СО ТК, характерных для целиакии, обнаружено не было. Данная работа свидетельствует о высокой специфичности определения ТGA и ЕМА и совершенно недостаточной специфичности АGА при скрининговых исследованиях.

Итальянскими исследователями [9] разработан новый метод серологической диагностики целиакии – определение аутоантител к актину (структурному компоненту внутриклеточного цитоскелета) энтероцитов (ААА). ААА определяют иммунофлюоресцентным методом, основанном на использовании специально культивированной клеточной культуры энтероцитов. В отличие от описанных выше методов авторами обнаружена сильная степень корреляции между титром ААА и степенью атрофии кишечных ворсинок при высокой чувствительности (83,9%) и специфичности (95,1%). Новый метод определения AAA A в сыворотке крови может служить существенным дополнением в диагностике целиакии, особенно учитывая возможный точечный характер поражения СО ТК у некоторых больных, а также в случаях, когда интерпретация морфологических данных затруднительна или проведение энтеробиопсии невозможно. 

Таким образом, золотым стандартом диагностики целиакии до настоящего времени остается своевременное (до начала безглютеновой диеты!) и качественное гистологическое исследование биоптата СО ТК [13, 15, 16, 29]. Серологические методы используются как скрининговые :

– на предварительном этапе диагностики при подозрении на целиакию; 

– при сплошных эпидемиологических исследованиях широких масс населения, а также пациентов с ассоциированными с целиакией заболеваниями и состояниями; 

– при скрининговых исследованиях родственников больных целиакией; 

– при проведении нагрузок глютеном; 

– при катамнестическом наблюдении больных целиакией для контроля за соблюдением безглютеновой диеты.

Однако будущее, по-видимому, принадлежит изучению менее инвазивных и не зависящих от присутствия глютена в диете методик, а именно HLA-маркеров и идентификации специфических генов. 
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