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Zweckbestimmung

GluteoStop® ist ein Nahrungserganzungsmittel und ausschlieRlich dazu bestimmt, den Abbau von Gluten
in einer glutenarmen Ernahrung funktionell zu unterstitzen. GluteoStop® kann keine glutenfreie
Erndhrung ersetzen und ist nicht zur Behandlung oder Vorbeugung einer Zéliakie, Weizenallergie oder
Glutenhypersensitivitat vorgesehen.

GluteoStop® enthilt ein spezielles Verdauungsenzym, die Prolyloligopeptidase (AN-PEP), welche die
Aminosaureketten (Peptide) im Gluten spaltet. Auf diese Weise kann Gluten in kleine Bruchstiicke
abgebaut werden. GluteoStop® ist also fiir alle ideal, die sich glutenfrei erndhren und verhindern wollen,
dass durch Glutenspuren oder ,verstecktes Gluten” in Nahrungsmitteln Beschwerden verursacht
werden. Studien zeigen, dass selbst bei einer vermeintlich glutenfreien Diat die unbeabsichtigte
Glutenzufuhr von 200 mg bis 3000 mg pro Tag betragen kann.

Aktivstoff

Der in GluteoStop® verwendete Aktivstoff ist ein natlrliches Enzym, eine sogenannte Aspergillus Niger
Prolylendopeptidase (AN-PEP) und ist ein fiir die Aminosaure Prolin spezifisches Verdauungsenzym.
Dieses spezielle Enzym wurde so entwickelt, dass es unter den sauren Bedingungen unseres Magens
seine optimale Wirkung erzielt.

Hintergrund

Gluten ist ein Nahrungsprotein, das in Lebensmitteln insbesondere aus Weizen, Gerste und Roggen
vorkommt. Diese Nahrungsmittel sind fiir viele Menschen die Erndhrungsgrundlage. Andere
Getreideprodukte wie z.B. aus Hafer, kdnnen auch kleine Mengen von Gluten enthalten, wenn sie
wihrend der Verarbeitung durch Kreuzkontamination verunreinigt werden." Es gibt auch viele andere
potentielle Glutenquellen (Tabelle 1).

Weizen-Gluten ist ein Protein-Gemisch und besteht etwa zu gleichen Teilen aus den ,Gliadinen”
(Prolaminfraktion) und ,Gluteninen“ (Glutelinfraktion).” Gliadine und Glutenine bestehen wiederum aus
mehreren Subtypen (a,B, y,Q-Gliadine und ,,low molecular weight“/“high molecular weight“-Glutenine).
Leider sind die Gluten-Proteine fiir die Verdauungsenzyme im menschlichen Gastrointestinaltrakt
aufgrund der ungewdhnlich hohen Menge der Aminosaure Prolin nur schwer zu verdauen, selbst fir
gesunde Individuen.* Viele Verbraucher meiden Weizen und Gluten aufgrund eines breiten Spektrums
von Gesundheitsproblemen, einschlieRlich der Weizenallergie, Intoleranz gegenliber Gluten wie Zéliakie
(Coeliac Disease - CD) und Gluten- oder Weizensensitivitat (sogenannte Nicht-Zoliakie-Nicht-
Weizenallergie-Weizensensitivitat / Non Celiac Gluten Sensitivity (NCGS)).”



Tabelle 1: Glutenquellen sind allgegenwartig (in Anlehnung an die Homepage der Deutschen Zéliakie

Gesellschaft)™®

Gluten Quellen

Typische glutenhaltige
Lebensmittel

Lebensmittel die Gluten
enthalten konnen

Andere Konsumgiiter, die
Gluten enthalten konnen

- Weizen, Roggen, Gerste,
Tritordeum (Hartweizen und
Gerste), handelsiblicher
Hafer, Durum, Griinkern,
Dinkel, Einkorn, Urkorn,
Rotkorn, Emmer, Kamut®
(Khorasan-Weizen)

Triticale (Weizen / Roggen-
Hybrid), sowie Ur-Sorten und
Weizenderivate:
-Tempurmehl

-Sago aus Gerste und Weizen
-Udonnudeln sowie
Somennudeln aus Weizen
-Taboilé (aus Bulgur oder
Couscous)

-Kritharaki (griechische
Reisnudeln aus Weizen)
-Panko (japanisches
Paniermehl)

- Graupen (aus Gerste)

- Weizenstarke

Pasta / Nudeln

Brot und Geback

Cracker / Kekse

Backwaren

Cerealien und Granola- Miisli
Pancakes, Waffeln,
Pfannkuchen

Croutons

Paniertes Fleisch / Fisch
Paniertes Gemise
Panierter Kase (Back-
Camentbert)

Frikadellen

SoRen und BratensoRen ->
oft werde Mehle als
Verdickungsmittel verwendet
Sojasauce, mit einer
Mehlschwitze hergestellte
Sahnesaucen
Weizen-Tortillas
Malz-haltige Produkte

Bier

Getreidekaffee (Muckefuck)

Cornflakes, Polenta,
Couscous

Pommes frites (behandelt)
Kartoffel-Erzeugnisse (PUree,
Kroketten, Gnocchi, Klossteig,
Reibekuchen, Schupfnudeln
Rosti)

Kartoffelchips (gewtirzt)
Energieriegel / Msliriegel
Verarbeitete Fleischgerichte
SuRigkeiten, Schokoriegel
und Pfefferminzbonbons
Fertig-Suppen mit Mehl als
Verdickungsmittel
Light-Produkte

Mehrkorn Tortilla-Chips oder
Tortillas

Salatdressings / Marinaden
Starke oder Dextrin
Fleischersatzstoffe (Seitan,
vegetarische Burger, etc.)
Sojasauce

Lippenstift und andere
Kosmetika

Lipgloss und Lippenbalsam
Korperpflegeprodukte
Kommunionswaffeln
Vitaminprdparate
Nahrungsergdnzungsmittel
Medizinprodukte
Arzneimittel

Kunst und Bastelbedarf

- Modelliermasse

- Klebstoff

Zoliakie ist eine Autoimmunerkrankung, die durch eine unangemessene T-Zellen-vermittelte

Immunantwort auf mit der Nahrung zugefiihrtes Gluten ausgeldst wird, insbesondere gegeniiber

a-Gliadinen.*® Die Pathogenese von Zéliakie fiihrt zur Malabsorption von N&hrstoffen und zur

chronischen Entziindung der Dinndarmschleimhaut sowohl auf makroskopischer, als auch auf

mikroskopischer Ebene.®” Zéliakie Symptome sind typischerweise gastro-intestinale Beschwerden, aber

auch zahlreiche extraintestinale Symptome kdnnen sich in vielen anderen Organsystemen manifestieren.

Atypische Erscheinungsformen von Zéliakie kénnen neurologische, muskuloskelettale, psychiatrische,

dermatologische, himatologische Beschwerdemuster zeigen und / oder das endokrine System

beeinflussen (einschlieBlich Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit) .”® Epidemiologische Daten weisen

darauf hin, dass sich die Zéliakie-Pravalenz etwa alle 20 Jahre verdoppelt und aktuell etwa 1% der

allgemeinen Bevolkerung betroffen ist. Allerdings ist bei der Gberwiegenden Mehrheit der Betroffenen

die Zoliakie nicht diagnostiziert worden und sie werden daher auch nicht behandelt.

9-11

Ein Eckpfeiler der Behandlung von Zéliakie ist die Vermeidung der Aufnahme von Gluten durch die

Nahrung.'? Allerdings zeigt eine systematische Uberpriifung von 38 Studien an Erwachsenen mit Zéliakie,

dass die strikte Einhaltung einer glutenfreien Diat nur in einem Bereich von 42% bis 91% realisiert wird."?

Dartiber hinaus beschreiben 50% der Patienten mit Zéliakie, die sich strikt an eine glutenfreie Diat

halten, keine Verbesserung der Syptome.** Bei diesen Patienten handelt es sich um eine sogenannte

,hon-responsive coeliac disease (NRCD). Die haufigste Ursache dafir ist eine Gluten-Exposition oder

Glutenaufnahme aufgrund von Kontamination trotz des Versuchs sich glutenfrei zu erndhren.
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Gluten kann auch Symptome bei Personen ohne Zéliakie auslésen. Man spricht dann von Nicht-Zoliakie-
Nicht-Weizenallergie Glutensensitivitat (NCGS). Die Symptome sind dhnlich wie Zoliakie, aber mit einem
verstarkten Vorkommen von extraintestinalen Symptomen, wie Verhaltensanderungen, Knochen- oder
Gelenkschmerzen, Muskelkrampfe, Beintaubheit, Gewichtsverlust und chronische Mudigkeit.5

Die Pravalenzrate einer Nicht-Zéliakie-Nicht-Weizenallergie Glutensensitivitat (NCGS) ist schwierig
festzustellen, da erst vor kurzem (iberhaupt die Existenz der Glutensensitivitdt in der medizinischen
Fachliteratur beschrieben wurde.? Die Pravalenzrate wurde konservativ anfanglich auf 0,55% geschatzt.
1920 allerdings haben bevélkerungsbezogene Studien in Nordeuropa gezeigt, dass die Pravalenzrate bei
Reizdarmsyndrom (Irretable Bowel Syndrom, IBS) bei 16% bis 25% liegt, wobei der Koinzidenz zur Nicht-
Z6liakie-Nicht-Weizenallergie Glutensensitivitit bei 28% gelegen hat.?! Daher kann davon ausgegangen
werden, dass die tatsachliche Pravalenz der Glutensensitivitat viel hoher sein wird. Folglich ist davon
auszugehen, dass auch gerade die Personen mit einer Nicht-Zdliakie-Nicht-Weizenallergie

Glutensensitivitat Mlhe haben werden, eine absolut glutenfreie Erndhrung umzusetzen.

Das Einhalten einer strickten glutenfreien Erndhrung ist fur alle Altersklassen eine Herausforderung, aber

insbesondere fiir Teenager und Studenten.”?

Das Vermeiden von Gluten ist oft schwierig aufgrund des
Uberflusses an Gluten in Grundnahrungsmitteln wie Getreideprodukten, Brot und anderen Backwaren.
Die Personen, die bereits versuchen, Weizen und Gluten zu vermeiden, werden wahrscheinlich
unabsichtlich auch weniger offensichtliche Glutenquellen zu sich nehmen, wie z.B. Suppen, die mit

Weizenmehl verdickt sind.

Enzyme, die Gluten spalten konnen

Die orale Einnahme von spezifischen, proteolytischen Enzymen stellt eine vielversprechende, ergdnzende
Strategie bzw. adjuvante Therapie fiir Personen dar, die eine unbeabsichtigte Aufnahme von Gluten aus
der Nahrung im Rahmen einer glutenfreien Diit vermeiden méchten.”**

Aspergillus Niger Prolylendopeptidase (AN-PEP)

Aspergillus Niger Prolylendopeptidase bzw. Aspergillus Niger Prolylendoproteasen (AN-PEP) ist ein
einzigartiges Enzym (eine Prolyloligopeptidase) das in der Lage ist, Gluten in kleine Bruchstiicke zu
spalten. Das Enzym ist ein nattirlich vorkommendes Enzym und wurde in einem Fermentationsprozess
mit Hilfe von Aspergillus Niger gewonnen, einem Mikroorganismus, der in der Biotechnologie vielfaltig
verwendet wird. Mit Hilfe von Aspergillus Niger werden viele bekannte Stoffe, wie z.B. Zitronensdaure,
oder zahlreiche Enzyme fiir die Lebensmittelindustrie biotechnologisch hergestellt.

Das AN-PEP Enzym ist eine sogenannte , Endopeptidase”. Endopeptidasen spalten enzymatisch
Peptidbindungen innerhalb des Proteins. Sie sind meist sehr spezifisch fiir bestimmte Aminosauren.
Wahrend Exopeptidasen vom Ende her (N-Terminus oder C-Terminus) die Peptide bzw. Proteine
abbauen, spalten Endopeptidasen lber die gesamte Aminosadurekette an spezifischen Aminosauren die
Peptide.” Das AN-PEP ist spezifisch fir die Aminosaure Prolin, die in Gluten tiberproportional oft
vorkommt. Zahlreiche natiirlich vorkommende Enzyme im menschlichen Verdauungstrakt, wie Pepsin,
Trypsin und Chymotrypsin, sind ebenfalls Endopeptidasen. Aspergillus Niger Prolylendopeptidase (AN-
PEP) wurde in zahlreichen in vitro und klinischen Studien getestet.



Aspergillus Niger Prolylendopeptidase widersteht den sauren Bedingungen im Magen und
bleibt selbst im Gastrointestinal Trakt aktiv

Enzyme die in der Lage sind, Proteine abzubauen, miissen den stark sauren Bedingungen des Magens
widerstehen kdnnen. In vitro-Versuche haben gezeigt, dass AN-PEP ihren optimalen Wirkungsgrad bei
sauren pH-Werten hat. Um dies zu zeigen, wurde die Enzymaktivitdt von AN-PEP Uber einen weiten
pH-Bereich gemessen. Dabei stellte sich pH 4.5 als Wert mit der hdchsten Enzymaktivitit heraus®®2®
(Abbildung 2).

Gemal veroffentlichter Daten nimmt die Aciditat der aufgenommenen Nahrung dreillig Minuten nach
der Nahrungsaufnahme von einem anfanglichen Wert von pH 5 auf pH 3.5 ab, gefolgt von einer weiteren
Abnahme auf pH 2 etwa nach 60 Minuten nach der Aufnahme. Studien zur Magenentleerung zeigen,
dass 45 Minuten nach der Einnahme noch fast 90% der festen Nahrung im Magen vorhanden sind.
Jenseits des Magens steigt der pH-Wert der Nahrung langsam an und erreicht einen pH-Wert von 5 im
distalen Teil des Zwolffingerdarms, d.h. etwa 50 cm hinter dem Pylorus.

Daher ist eine Optimierung der Enzymaktivitat auf pH 4.5 ideal auf die physiologischen Vorgange der
menschlichen Verdauung abgestimmt.

Abbildung 2: AN-PEP Enzym zeigt eine hohe Enzymaktivitat Gber einen breiten pH-Bereich mit einem
Optimum bei pH 4.5
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Neben den tiefen pH-Werten im Magen missen oral verabreichte Enzyme auch widerstandsfahig
gegeniber anderen im Gastrointestinal Trakt natirlich vorkommenden Enzymen (Endoproteasen) sein.
Um dies zu testen, wurde AN-PEP bei pH=2 zusammen mit Pepsin inkubiert und anschliessend die
Enzymaktivitat gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass die Enzymaktivitat von AN-PEP nahezu
unverandert hoch bleibt tiber einen Zeitraum von 60 Minuten (Abbildung 3).%



Abbildung 3: AN-PEP Enzymaktivitdt wird kaum eingeschrankt bei stark sauren Verhéltnissen (pH=2) und
der Anwesenheit von Pepsin. An jedem Testpunkt wurde zuerst die Enzymreaktion von Pepsin gestoppt
und die Enzymaktivitat von AN-PEP bei ihrem pH-Optimum gemessen. (NT = Enzymaktivitat AN-PEP ohne
Inkubation mit Pepsin bei pH=2)
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Aspergillus Niger Prolylendopeptidase spaltet Gluten
In vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass das in GluteoStop® eingesetzte AN-PEP Enzym effizient
Gluten spalten kann.”

Dazu wurde AN-PEP Enzym zwei Stunden mit Gluten inkubiert und die Mischung anschlieRend mittels
HPLC-MS untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass AN-PEP intaktes Gluten in 152 verschiedene
Peptide abgebaut hat. Im Test wurden 5mg AN-PEP pro Gramm Gluten eingesetzt.

AN-PEP spaltet Gluten spezifisch nach der Aminosdure Prolin

Um eine Stimulation von T-Zellen effizient vorzubeugen, ist es notwendig, dass die eingesetzte Peptidase
insbesondere diejenigen Glutenepitope (Fragmente) abbaut, die dafiir bekannt sind, die T-Zellen-
vermittelte Immunantworten auszuldsen. In vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass das von uns
eingesetzte AN-PEP Enzym jedes T-Zellen stimulierende Epitop gespalten hat, das getestet wurde. Die
Untersuchungen umfassten auch das alpha-Gliadin-Peptid AA 31-49 (Glia 31-49), das fur Zéliakie
Patienten als toxische Epitop angesehen wird.””*° Bei der Studie wurden 13 unterschiedliche Gluten-
Peptide untersucht, die nachweisslich eine T-Zellen induzierte Immunreaktion hervorrufen. Mit Hilfe der
Massenspektroskopie konnte bestatigt werden, dass AN-PEP jedes der 13 Peptide abbauen konnte.
Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass AN-PEP die Peptide spezifisch nach der Aminosaure Prolin
gespalten hat (Tabelle 2).%°



Tabelle 2: Gluten-Peptide wurden mit Prolyl-Endoprotease aus Aspergillus niger (AN-PEP) behandelt und
die erzeugten Peptidfragmente wurden durch MALDI-TOF-Massenspektroskopie identifiziert. Minimale
T-Zellen-stimulierende Sequenzen sind in Fettdruck angegeben. Pfeile (<) zeigen Spaltungsstellen an,
(%) zeigen weniger effizient gespaltene Peptidbindungen (iibernommen von Stepniak et al. ).

Epitop Hauptstellen der Peptidspaltung
Glia 31-43 LGQQQPESFPPQQPELYP&S>QPQPF
Glia-a2 P&QPQLPEYPQPQLPY
Glia-a9 QLQPEFPEQPQLPEY
Glia-a20 PFRP&QQP&EYPEQPQPQ
Glia-y1 QPQQP&QQSFP&>QQQRPSF
Glia-y2 QaQP&YPQQP&QQPFPQ
Glia- y30 vQGcQaGgliQpPp&QQPAQL
Glt-17 QQPP&EFSQQQQQPsLPQ
Glt-156 QQPP&FSQQQAQSPFFSQ
Glu-5 QQusSQP<>QUP&SQQQQUPEQQPQQF
Glu-21 QPQPEFPEQQSEQSQQPEFQPQPF
DQ8-Glt QQGYYPESTSPEQQS
DQ8-Glia SGQGSFQP&>SQAQN

AN-PEP spaltet schnell Gluten

Im Idealfall sollte Gluten im Magen effizient aufgespalten werden, um zu verhindern, dass Gluten-
Peptide im Dinndarm T-Zellen induzierte Immunreaktionen ausldsen. In vitro Untersuchungen haben
gezeigt, dass AN-PEP Enzym in der Lage ist, Gluten-Peptide innerhalb kiirzester Zeit zu spalten.

Um die Geschwindigkeit und Effizienz der Enzymaktivitat zu messen, wurde AN-PEP Enzym mit vier
verschiedenen Gluten-Peptiden mit hohem und niedrigem Molekulargewicht (Gliadin (Glia -9), Gliadin
(Glia -1), LMW-GIt (GIt-156) und HMW-GIt) bei pH=4.5 inkubiert. AnschlieRend wurde die Enzym-
Reaktion zu den Zeitpunkten 0, 5, 10, 30, 60 und 120 Minuten gestoppt und die Konzentration der
unverdauten Peptide mittels Q-TOF-Massenspektrometrie bestimmt. Die Halbwertzeiten wurden aus
den erhaltenen Kurven berechnet. Die Halbwertzeit lag zwischen 2.4 und 6.2 min. Damit war der Abbau
der ausgewahlten Gluten-Peptide durch AN-PEP Enzym im Durchschnitt 60-mal kiirzer als der Abbau mit
einer vergleichbaren Prolyloligopeptidase aus Flavobacterium meningosepticum (FM-POP).*®




Tabelle 3: AN-PEP spaltet schnell Gluten-Peptide mit hohem und niedrigem Molekulargewicht bei
pH=4.5 (ibernommen von Stepniak et al. ).

Gluten Peptide Halbwertzeit [Minuten]
o-Gliadin (Glia-a-9) 3.87
y-Gliadin (Glia-y-1) 2.36
LMW-Glutenin (Glt-156) 5.80
HMW-Glutenin 6.19

In einer anderen Studie konnte der Abbau von Gliadin-Peptiden innerhalb von 30 Minuten durch AN-PEP
unter sauren Bedingungen mittels Western Blot sichtbar gemacht werden. Umgerechnet 33.000 PPI
(Protease Picomol International) AN-PEP pro Gramm Gluten waren ausreichend.*

AN-PEP Enzym verhindert T-Zellen Stimulation durch Gluten-Peptide

Ein Teil der Pathophysiologie von glutenbedingten Autoimmunerkrankungen beinhaltet die Stimulation
von T-Zellen durch Gluten-Peptide. In vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass AN-PEP Enzym diese
Stimulation verhindern kann:

Stepniak et al. inkubierte AN-PEP Enzym zusammen mit Gluten und den Verdauungsenzymen Pepsin und
Trypsin. Nach 5, 10, 15, 30, 60, 120 Minuten, so wie am nachsten Tag wurde die Enzym-Reaktion
gestoppt und der Abbau von T-Zellen stimulierenden Gluten-Epitopen (Fragmenten) mit Hilfe eines
kompetitiven ELISA Verfahrens gemessen. Dazu wurden Antikérper ausgewahlt, die spezifisch fur vier
verschiedene Gluten-Epitope sind (a-Gliadin, y-Gliadin, und Glutenin mit hohem und niedrigem
Molekulargewicht) untersucht. Diese Epitope sind bekannt, dass sie eine T-Zellen induzierte
Immunreaktion auslésen konnen. Wie erwartet spaltet AN-PEP sehr effizient Gliadin-Epitope, wahrend
Glutenine sich als resistenter gegenliber der Proteolyse erwiesen hat und entsprechend langsamer
abgebaut wurden. Bereits nach 30 Minuten konnten die zwei Gluten-Epitope a-Gliadin und y-Gliadin
nicht mehr nachgewiesen werden. Obwohl die Glutenine langsamer gespalten wurden, war nach 120
Minuten alles Glutenin mit niedrigem Molekulargewicht abgebaut und 90% des Glutenin mit hohem
Molekulargewicht. In der Probe, die liber Nacht inkubiert wurde konnte keines der Gluten-Epitope mehr
nachgewiesen werden.?

In einem in-vitro TIM Modell (TNO gastro-intestinal model), einem dynamischen Modellsystem, das den
Verdauungstrakt nachstellt, wurde die Fahigkeit von AN-PEP Enzym untersucht, T-Zellen stimulierende
Gluten-Epitope abzubauen. Zwei Experimente wurden durchgefiihrt. In dem ersten wurde eine Scheibe
Weissbrot (70g Brot mit 5g Gluten) in diesem TIM-System mit und ohne gleichzeitige Gabe von AN-PEP
(200mg pro g Protein) getestet. Im zweiten wurde ein Standard-Fast-Food-Men( untersucht. Proben der
verdauten Mahlzeit wurden gesammelt zu den Zeitpunkten 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 und 240
Minuten nach dem Beginn des Experiments aus dem Magen, Zwolffingerdarm, Jejunum- und
lleumkompartiment. In diesen Proben wurden die Spiegel von immunogenen Peptiden (Glia-a9, Glia-y1,
Glutenin mit hohem (HMW Glutenin) und niedrigem Molekulargewicht (LMW Glutenin) mit Hilfe eines
kompetitiven ELISA Verfahrens basierend auf monoklonalen Antikdrpern, Western-Blot-Analyse und



Proliferations-T-Zell-Assays bestimmt und bewertet. Wahrend in der Kontrolle noch nach 120 Minuten
im hochspezifischen ELISA Verfahren Gluten-Epitope nachgewiesen werden, konnte bereits nach 90
Minuten unter Zugabe des AN-PEP Enzyms im Magenkompartiment kein Gluten-Epitop mehr detektiert
werden. Auch konnte in keinem der weiteren Kompartimente (Zwolffingerdarm, Jejunum und lleum) die
untersuchten Gluten-Epitope nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass innerhalb der
Zeitspanne, in der Nahrung normalerweise den Magen passiert, die gleichzeitige Gabe von AN-PEP
Enzym zu einem vollstandigen Verschwinden der untersuchten T-Zellen-stimulierenden Peptiden
(Gliadine und Glutenine) fiihrte.**

AN-PEP Enzym in klinischen Studien
Die Fahigkeit von AN-PEP Enzym Gluten abzubauen wurde auch in Humanstudien untersucht und
bestatigt.

In einer Studie von Salden et al. wurden gesunden Probanden in einer randomisierten, doppelblind,
Placebo-kontrollierten, cross-over Studie Uber 4 Testtage verteilt Gber einen nasoduodenal Katheter
entweder eine niederkalorische (143 kcal) oder hochkalorische (405 kcal) glutenhaltige Kost verabreicht.
Der Glutengehalt war 4 Gramm. Untersucht wurde die Menge an a-Gliadin-Epitop DQ2.5-glia-a3 mittels
ELISA Verfahren (Gluten-Tec® ELISA) nach Gabe eines Placebos oder AN-PEP Enzyms (1.6 Mio PPI). Die
Ergebnisse wurden mittels Western Blot (DQ2.5-glia-al Epitop) verifiziert. Proben wurden regelmassig
Uber 4 Stunden im Magen und im Zwolffingerdarm gezogen. Das AN-PEP Enzym hat den Abbau von
Gluten im Magen der Probanden signifikant erhéht. Eine Erhéhung der kalorischen Dichte verlangert die
Verweilzeit der Mahlzeit im Magen von 1.5 h auf 3 h. Da das AN-PEP Enzym bereits das zugesetzte
Gluten in der kalorienarmen Mahlzeit abbaute, war kein inkrementeller Effekt zu beobachtet, als die
Kaloriendichte der Mahlzeit erh6ht wurde. Bereits nach 60 Minuten war die Gesamtmenge an Gluten im
Magen durch AN-PEP Enzym bis zur Nachweisgrenze abgebaut. Bei der Placebo-Gruppe konnte Gluten
noch 3 Stunden nach Aufnahme im Magen nachgewiesen werden. Salden et al. konnten zweifelsfrei die
Fahigkeit des AN-PEP Enzyms zum effizienten Abbau von Gluten demonstrieren und den Magen als den
primaren Wirkort fiir die Verdauung von Gluten identifizieren.®

In einer weiteren randomisierten, doppelblind, Placebo-kontrollierten Pilotstudie zur Evaluierung der
Sicherheit und Wirksamkeit von AN-PEP Enzym bei Zoliakie konnte Tack et al. zeigen, dass die Einnahme
von AN-PEP Enzym sicher ist und von den Probanden sehr gut vertragen wird. Dabei wurde den
Studienteilnehmern in Phase 1 taglich ein Brot mit 7g Gluten zusammen mit AN-PEP Enzym verabreicht.
In Phase 2 bekamen die Probanden taglich ein Brot mit 7g Gluten zusammen mit AN-PEP Enzym oder
einem Placebo verabreicht. Die Lebensqualitat blieb wahrend der zwei Wochen Glutenzufuhr mit
zusatzlicher Einnahme von AN-PEP Enzym relativ hoch. Aufgrund der kurzen Glutenexposition von nur
zwei Wochen war keine signifikante histologische Verdanderung zu beobachten, wenn auch bei der
Placebogruppe diese haufiger vorgekommen ist.*

Eine weitere Studie untersucht die Wirksamkeit von AN-PEP Enzym in einer komplexen, reichhaltigen
Mahlzeit in einer randomisierten Placebo-kontrollierten Crossover Studie. Dabei haben 18 Gluten-
empfindliche Probanden eine Mahlzeit mit 0,5 g Gluten zusammen mit AN-PEP Enzym in zwei
Dosisstarken oder Placebo enthalten. Es wurde nach 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 150 und 180
Minuten Uber einen multi-lumen-nasoduodenal Katheter Proben aus Magen und Zwdélffingerdarm



entnommen und der Gehalt an Gluten als ,,Flache unter der Kurve (AUC)“ gemessen. Mittels Gluten-Tec
ELISA assay (EuroProxima B.V., Arnhem, The Netherlands) wurde das Gluten-Epitope DQ2.5-glia-a3
(friher bekannt als glia-a20) quantifiziert und entsprechend der Herstellerangabe in Menge Gluten
umgerechnet. Sowohl in hoher als auch in niedriger Dosierung erniedrigte das AN-PEP Enzym signifikant
die Glutenkonzentration (AUC 0-180min) im Magen und im Zwolffingerdarm jeweils verglichen zum
Placebo. Im Magen wurden die Glutenwerte von einem Median von 176,9 pg x min/ml im Placebo
(Interquartilbereich 73,5-357,8) um 88% bis auf 22,0 pug x min/ml (10,6-50,8, p = 0,001) mit der hoheren
Dosierung AN-PEP reduziert und um 86% auf 25,4 ug x min/ml (16,4-43,7, p = 0,001) mit der niedrigen
Dosierung des AN-PEP Enzyms. Die Ergebnisse im Zwdlffingerdarm waren vergleichbar. Dabei wurden die
Glutenkonzentrationen von 14,1 pug x min/ml (8,3-124,7) im Placebo um 56% auf 6,3 ug x min/ml (3,5-
19,8,p = 0,019) bei hdherer Dosis bzw. 48% bis 7,4 ug x min/ml (3,8-12,0, p = 0,015) in der niedrigen
Dosis AN-PEP reduziert. Post-hoc-Tests zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Wirksamkeit der niedrigen zur hohen Dosis von AN-PEP Enzym.

Die Ergebnisse dieser doppelblind, placebokontrollierten Studie zeigten, dass sowohl eine niedrige als
auch eine hohe Dosis von AN-PEP Enzym in Form von Tabletten signifikant die Glutenkonzentrationen im
Magen und Zwolffingerdarm von glutenempfindlichen Personen reduzierte. Diese Ergebnisse bestatigen
die Ergebnisse von Salden et al.**, die die Wirksamkeit von AN-PEP Enzym beim Abbau von Gluten im
Magen von gesunden Freiwilligen untersuchte. In dieser Studie von Konig et al. war Gluten in einer
Menge von ca. 0,5 g einer komplexen, festen Mahlzeit hinzu dosiert. Es wurde diese eher geringe Menge
an Gluten gewahlt, da diese der Menge entspricht, die in der Literatur beschrieben wird als die Menge an
Gluten, die Gluten-intolerante Personen bei einer glutenfreien Erndhrung moglicherweise unbeabsichtigt
konsumieren.>”*® Wihrend Salden et al. AN-PEP Enzym in fliissiger Form verabreichten, untersuchte
diese Studie die Wirksamkeit des Enzyms in Tablettenform und in einer festen Mahlzeit, da dies die
tagliche Praxis widerspiegelt. Somit konnte gezeigt werden, dass die Gabe von AN-PEP Enzym in
Tablettenform signifikant das meiste Gluten in einer gdngigen, festen Mahlzeit im Magen abbaut, bevor
es in den Zwolffingerdarm gelangt.

Andere Enzyme, die vermeintlich Gluten abbauen kdonnen z.B. DPP-IV
Dipeptidylpeptidase IV (DPP-1V) ist eines in Nahrungserganzungsmitteln mit am haufigsten verwendetes
Enzym, um die Glutenverdauung zu unterstiitzen. Wie das AN-PEP Enzym ist auch DPP-IV natirlich
vorkommend und oft auch mit Hilfe von Aspergillus Arten produziert. Im Gegensatz zum AN-PEP Enzym
handelt es sich bei DPP-IV um eine "Exoprotease", die zudem so spezifisch ist, dass sie ausschlieRlich
Peptide spaltet, die in der vorletzten Position vom N-Terminus eines Proteins oder Peptids gezahlt, die
Aminosaure Prolin aufweisen.>* Es wurde gezeigt, dass aufgrund dieser hohen Spezifitat DPP-IV nicht in
der Lage ist, Gliadinpeptide abzubauen ohne dass zusitzliche Proteasen vorhanden sind.” Im Gegensatz
dazu ist das AN-PEP Enzym in der Lage, Gliadinpeptide und Gluten ohne zusatzliche Enzyme zu
verdauen.?®*%*"3? Dariiber hinaus verliert DPP-IV seine Aktivitit und Funktionalitit Gluten abzubauen bei
pH-Werten unter pH=4 wohingegen das AN-PEP Enzym sehr gut auch bei deutlich niedrigeren pH-
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Werten um pH=2 in der Lage ist, Gluten effizient zu spalten.
Janssen et al. wurde die sehr eingeschrankte Wirksamkeit von diversen Enzympraparaten im Vergleich zu
AN-PEP Enzym gezeigt. Dazu wurden fiinf verschiedene Enzympraparate, vornehmlich mit DPP-IV Enzym,

sowie AN-PEP mit Gliadin maximal 30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieRend mittels R5



monoklonalen Antikérper basiertem ELISA zur Bestimmung des verbliebenen Glutens vermessen.
Wahrend das untersuchte AN-PEP Enzym die immunreaktiven Peptide bei einem pH=4.5 bereits nach
einer Inkubationszeit von 10 Minuten vollstandig abbaute, konnten die anderen untersuchten
Enzymprdparate die R5-reaktiven Peptide weder bei pH=4.5 noch bei pH=6.2 vollstandig aufspalten. Da
der R5-ELISA Test nicht alle immunogenen Epitope spezifisch detektieren kann, wurde zusatzlich eine
Untersuchung der Abbauprodukte auf das Vorhandensein von bekannten immunogenen
Peptidsequenzen mittels Massenspektroskopie unternommen. Insbesondere wurden die Abbauprodukte
der Gluten-Epitope des a-Gliadins, das 33-mer Peptid und des y-Gliadin, das 26-mer Peptid untersucht.
Wahrend bei DPP-IV Praparaten noch lange, immunogene Peptidsequenzen gemessen werden konnten,
waren die messbaren Bruchstiicke bei der Behandlung mit AN-PEP grosstenteils nur acht Aminosauren
lang oder kleiner und damit zu klein um immunigene Epitope zu enthalten. Schliellich wurde noch die T-
Zellen Proliferation mittels eines gluten-spezifischen T-Zell-Klons (T-Zell Klon N10 spezifisch flir das DQ2-
glia-al Epitop) anhand der verdauten Bruchstiicke des 33-mer Peptids gemessen. Es konnte gezeigt
werden, dass das AN-PEP Enzym, im Gegensatz zu den anderen untersuchten Enzympraparaten die T-
Zell-stimulierenden Eigenschaften des 33-mer neutralisieren konnte.*



Zusammenfassung

Die orale Einnahme von glutenabbauenden Enzymen stellt eine vielversprechende Erganzung fir all
diejenigen dar, die sich glutenfrei erndhren und die unbeabsichtigte Aufnahme von Gluten z.B. durch
Kontamination, vermeiden wollen. Das in GluteoStop® verwendete Enzym ist eine sogenannte
Aspergillus Niger Prolylendopeptidase (AN-PEP) und ist ein fiir die Aminosaure Prolin spezifisches
Verdauungsenzym. Das natirlich vorkommende AN-PEP Enzym wurde in zahlreichen in-vitro und in-vivo
Studien intensiv untersucht. Es ist resistent gegen die harten Bedingungen des Magen-Darm-Trakts,
einschlieRlich seiner extremen pH-Werte und endogenen Verdauungsenzyme (Pepsin/Trypsin).

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass das AN-PEP Enzym schnell und effizient
Glutenpeptide und intaktes Glutenprotein abbaut und dadurch helfen kann zu verhindern, dass
Glutenpeptide T-Zellen stimulieren. Die wachsende Zahl an wissenschaftlichen Studien und
umfangreichen Untersuchungen zum AN-PEP Enzym legt nahe, dass es den gangigen, kommerziell
erhéltlichen Enzympraparaten deutlich Gberlegen ist. Jiingste klinische Studien konnten zeigen, dass die
Anwendung in Tablettenform bei einer Dosis von 83300 PPI (Protease Picomol International) eine
Glutenmenge von 500mg in einer komplexen, festen Mahlzeit nahezu vollstandig abbauen kann. In
jungsten wissenschaftlichen Studien wurde herausgefunden, dass selbst Zoliakie Patienten, die eine
strikte glutenfreie Erndhrung verfolgen, dennoch unbeabsichtigt taglich durchschnittlich 150 - 400mg
Gluten am Tag aufnehmen.*

GluteoStop® mit AN-PEP Enzym kann nicht als Ersatz fir eine glutenfreie Erndhrung verwendet werden
oder zur Behandlung und Vorbeugung von Zéliakie, Weizenallergie oder Glutenhypersensitivitat. Aber
viele Menschen, die sich glutenfrei erndhren wollen oder missen kénnen von Produkten mit AN-PEP
Enzym als erganzende MalRnahme zu einer glutenfreien Ernahrung profitieren. Daher kann GluteoStop®
als zusatzliches Hilfsmittel zur Vermeidung von versehentlicher Exposition gegeniiber Nahrungsgluten
neben einer strikten glutenfreien Erndhrung empfohlen werden.
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