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Zusammenfassung

In dieser Arbeit geht es um die Diagnose der haufigen, aber dennoch ziemlich
unbekannten Krankheit Zdliakie. Sie manifestiert sich in den unterschiedlichsten
Symptomen und ist nur durch eine Biopsie zu diagnostizieren. Da das aber einen
massiven Eingriff fur den Patienten darstellt wurden serologische Diagnoseverfahren
entwickelt um die Zahl der Biopsien einzudammen. Heute wird nur mehr dann eine
Biopsie durchgefiihrt wenn die serologische Diagnose Zéliakie-positiv ausfallt. Da die
Dunkelziffer von Zgliakie-Betroffenen noch immer sehr hoch ist, werden auch immer
mehr Screeninguntersuchungen durchgefihrt, welche ebenfalls serologisch sind. Auf
diese serologischen Diagnoseverfahren wurde der Schwerpunkt dieser Arbeit gelegt.

Abstract

This paper is about the diagnosis of Celiac disease, which is a prevalent but mostly
unknown disease. It is characterised by many diverse symptoms and can only be
diagnosed by a biopsis of the intestinum. Because of the massivity of this
intervention many serological diagnosissystems have been develeoped. Today a
biopsis will only be realized if the serological diagnosis is celiac-positive. Because of
the high estimated number of unreported cases of celiac disease more and more
Screeninganalyses are done, which are serological diagnosissystems too. The
emphasis of this paper is laid on the serological diagnosissystems of celiac disease.
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1. Einleitung

1888 wurde Zoliakie das erste Mal in einem Artikel ,On the celiac affection* vom
englischen Kinderarzt Samuel Gee beschrieben. 1905 wurde die Krankheit zeitgleich
vom Deutschen Otto Heubner und dem Amerikaner Herter in ihren Landern bekannt
gemacht. In den 50er Jahren des 20.Jahrhunderts wurde Gluten, als in Getreide
vorkommendes Protein, als Hauptursache fur Zoliakie von den Hollandern Dicke,

Weijers und van der Kamer definiert. Von diesem Zeitpunkt an wehte ein kraftiger
Forschungswind. Trotzdem kann die Krankheit bis heute nicht anders als durch eine
Diat therapiert werden. Wie schon Samuel Gee vor 123 Jahren glaubte: ,But if the

patient can be cured at all it must be by means of a diet”.

2. ZOliakie

Die Zoliakie ist eine immunologisch bedingte Unvertraglichkeit des Klebereiweil3es
Gluten und manifestiert sich in Erkrankungen des Dinndarms. Bei Menschen mit
genetischer Disposition fuhrt sie zu schweren Verdnderungen der Schleimhaut, die
zur Malabsoprtion und somit Entwicklungs- und Wachstumsstorungen fuhren kann.
Das Vorkommen von Zéliakie ist hoher als bisher angenommen, in Europa 1:130 und
1:200, da es viele asymptomatische Formen gibt und diese nur bei Screening-
Untersuchungen diagnostiziert werden. [1] Weiters sind bis zu 10% der nahen
Verwandte auch Betroffene. Die Diagnose soll friih gestellt werden, da es bei
Nichtbehandlung zu Unfruchtbarkeit bei Frauen und intestinalen Lymphoma kommen
kann.[2]

2.1 Ursachen

Zwei Faktoren sind wichtig fur die Ursache der Zoliakie-Krankheit:

die Prolamintoxizitat von Gluten sowie

die genetische HLA (Human Leucocyte Antigen)-Disposition. [3]
Mit der Entdeckung der Gewebstransglutaminase als das Autoantigen der Zdliakie
1997 [4] wurde das Bindeglied zwischen den giftigen Aminosédurensequenzen des

Prolamins und den HLA-Antigenen gefunden. [3]
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Prolamintoxizitat

Ausgel6st wird die Immunreaktion der Zoliakie durch die alkoholléslichen Fraktionen
(werden als Prolamine bezeichnet) von Proteinen, die allesamt als Gluten bezeichnet
werden. Jede Komponente des Immunsystems wird durch Prolamin aktiviert, siehe
Abbildung 1. Gliadin ist das Prolamin des Weizenglutens und macht die Halfte davon
aus. Seine toxischen Aminosauresequenzen setzen sich vorwiegend aus
Wiederholungen von Prolinen (P)und Glutaminen (Q)zusammen ( zB. PQQQF),

wobei Glutamin das Substrat der Gewebstransglutaminase ist. [3]

Genetische HLA-Disposition

Diese zeigt sich darin dass der eineiige Zwilling (zu 75%) oder erstgradige
Verwandte (zu 10%) des Patienten auch an Zdliakie erkrankt sind. 95% der
Zoliakiebetroffenen tragen eine bestimmte Histokompatibilitdtskonstellation HLA-
DQ2, anderen 5% HLA-DQ8 auf den Enterozyten des Dunndarms. Diese HLA-
Konstellation tragen allerdings ein Viertel der Weltbevolkerung, aus welchem Grund
ein Grofteil aber eine Glutentoleranz entwickelt, ist noch ungeklart. Die Diagnostik
der HLA-Konstellation ist nur zum Ausschluss einer Zdliakie-Erkrankung

anzuwenden. [3]

Induktion
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Abbildung 1: Aktivierung einer Zgliakie durch Prolamin [1]
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2.2 Pathophysiologie

Durch Antigen-Prasentierende-Zellen (APC), wie dendritische Zellen der Lamina
Propria, werden toxische Gliadinpeptide verandert und CD4-positiven Lymphozyten
prasentiert.

Die Bindung zwischen dem toxischen Gliadinpeptid und den HLA-DQ2/DQ8-Antigen
wird durch Deamidierung des Glutamins (Q) zu Glutaminsaure (E), katalysiert durch
Gewebstransglutaminase, verstarkt. Der entstandene Komplex bindet an T-Zell-
Rezeptoren von Lymphozyten, welche daraufhin die Produktion von Interleukin g,
Tumornekrosefaktor a, Interleukin 6 und 2 erhdhen. Dieses Cytokinmuster ist Indiz
fur eine malRgebliche Steuerung der Immunreaktion durch TH1-Lymphozyten, die
auch an Allergie-Reaktionen beteiligt sind. In weiterer Folge werden Antikdrper von
Plasmazellen und TH2-Lymphozyten gebildet, Antikorper gegen Gliadin sowie
Autoantikorper, wobei das hauptverantwortlich Autoantigen die
Gewebstransglutaminase ist.

Wegen dieser Befunde wird die Zo6liakie als eine Mischform zwischen Allergie und
Autoimmunerkrankung angesehen. Die allergieausldsende Komponente stellt das
Gliadin dar, die Auspragung der Symptome wiederum sind Resultat der
autoimmunen Reaktionen. Der Entzindungsvorgang endet in der Apoptose der
Enterozyten, was eine mehr oder weniger stark vorhandene Zottenatrophie hervorruft

und somit zur schlechten Nahrungsresorption fuhrt. [3]

2.3 Symptome

Die klassischen Symptome der Zoliakie werden meist bei kleinen Kindern
wahrgenommen. Hierbei handelt sich um Appetitlosigkeit, Durchfall, Erbrechen,
Wachstumsstorungen, Muskelschwache, geblahter Bauch, Misslaunigkeit, Midigkeit,
sehr feines Kopfhaar, mangelndes Nagelwachstum und unter Umstanden
EiweiBmangelddeme. Bei alteren Kindern bzw. Erwachsenen werden untypische
Symptome diagnostiziert wie Bauchschmerzen, in 5-10% paradoxerweise sogar
Verstopfungen, verzdgertes Wachstum und Pubertat, Minderung der Knochendichte
(da Calciumaufnahme beeintrachtigt ist), Eisenanamie des Bluts (Aufnahme
wiederum beeintrachtigt), schmerzhaften Gelenksentziindungen, Infekte des
Atemweges, Defekte des Zahnschmelzes, Kopfschmerzen und sogar psychische

Probleme (wie Depressionen und Konzentrationsstbrungen). Bei Frauen kann es
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aufgrund fehlender Diagnose und somit Behandlung zur Unfruchtbarkeit oder
Frihgeburten kommen, obwohl sie ansonsten Zéliakie-asymptomatisch sind.

Es gibt ebenso die Form der stummen Zobliakie, bei der es zu keinen klinischen
Zeichen einer Verdauungsstorung kommt, obwohl diese unter einer totalen
Zottenverplumpung im Dunndarm leiden. Unter der latenten Zoliakie versteht man
eine Verplumpung der Zotten bei normaler Kost, die unter glutenfreier Diat aber
reversibel ist und bei erneuter normaler Kost nicht mehr auftritt. Bei der potentiellen
Zoliakie werden Abweichungen in der Immunologie, wie erhodhte Intraepitheliale
Lymphozyten (IEL)-Anzahl, positive EmA- und Gliadinantikdrper, detektiert aber
keine Veranderung des histologischen Dinndarmbildes. [1,5]

2.4 Kombination mit anderen Krankheiten und Komplik ationen
Eine andere Manifestation der Glutenunvertraglichkeit stellt die Hautkrankheit
Dermatitis herpetiformis Duhring dar. Bei dieser Krankheit leidet der Patient an
Hautveranderung, die vor allem am Ellbogen, den Knien oder dem Gesal
vorkommen. Bei diesen Patienten muss gezielt nach Veradnderungen im Dinndarm
gesucht werden, bei etwa 80% ist aber eine Zottenatrophie und Kryptenhyperplasie
nachweisbar. Halten sich diese Patienten an die strikt glutenfreie Ernédhrung so
normalisiert sich neben der Dinndarmschleimhaut auch das Hautbild wieder.
4-5% der an jugendlichem Diabetes mellitus leidenden Patienten haben auch
Zoliakie. Aus diesem Grund soll bei allen Diabetes mellitus-Patienten routinemafig
serologische Screenings durchgefiihrt werden.
Weitere immunologisch ausgeloste Krankheiten kénnen mit Zdliakie assoziiert sein:

Entzundliche Schilddriisenerkrankung (Thyreoiditis)

Lebererkrankungen wie Autoimmunohepatitis

Gelenksentziindung (rheumatoide Arthritis)

Andere Autoimmunerkrankung wie zB: systemischer Lupus erythematodes
Bei Patienten die an diesen Krankheiten leiden kann man haufiger Zdliakie
diagnostizieren als in der Gesamtbevélkerung. Serologische Screenings sind somit
angeraten.
Wenn eine Zoliakie lange unerkannt und somit unbehandelt worden ist, ist die
Wahrscheinlichkeit héher, an bdsartigen Tumoren wie, dem sonst seltenen,
intestinalen Lymphoma zu erkranken. Meist betrifft das Patienten, denen erst im Alter

von >50Jahren Zoliakie diagnostiziert wurde. Wenn aber streng glutenfreie Diat
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eingehalten wird, ist die Wahrscheinlichkeit an Krebs zu erkranken nach 5 Jahren
nicht hoher als die der Gesamtbevdlkerung. [2]

3. Diagnose der Zdliakie

Histologische Nachweise von Proben des Dinndarms sind immer noch die Basis um
eine Zoliakie zu diagnostizieren. Die Richtlinien fur eine Diagnose, wie unten
aufgelistet, wurden von der European Society for Pediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) festgelegt. [6]
Serologische Tests unterstitzen die Diagnose, reichen alleine aber nicht aus
Nachweis einer charakteristischen Schadigung des Diunndarms vor Antritt
einer glutenfreien Diat, siehe histologische Diagnose
Rasche Besserung der Symptome nach Beginn der glutenfreien Diat [7]
Um die Patientenzahl einzugrenzen, an denen eine Biopsie des Duodenums oder
oberen Jejunums durchgefihrt werden muss, werden zuerst serologische Tests
durchgefiihrt. Auch flr Screeninguntersuchungen werden diese eingesetzt,
insbesondere bei erstgradigen Verwandten von Patienten. Heute wird eine Biopsie in
Kombination mit serologischer Diagnostik nur noch zum Zeitpunkt der Diagnose
durchgefuhrt. [6]

V.a. Ziliakie:
typisch, atypisch, Screening

Serumparameter:
leA, TeG

AGA-IgG, AGA-IgA
EMA w./o. tTG-IgA

Serum-IgA normal Serum-lgA erniedrigt

Ajle ']“"]’_“‘:‘1‘ AGA-IAT + | EMANTGE |[AGA-IG T AGA-IgG o.B.
g‘ (f:. wiu (I;EI AGA-IgG und/oder klin. Verdacht
A-lg I} M klin. Verdacht || gering
H .. | Klinik? _ ‘ ' 0
1 e Ende
\ N i ==
Jh Biopsie
Ende

Abbildung 2: Diagnoselogarithmus der Zoliakie [2]
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3.1 Serologische Diagnose

Die serologische Diagnose hat heutzutage die Aufgabe die Patientenzahl, an denen
eine Biopsie durchgefuhrt werden muss, einzugrenzen. Da Biopsien nicht nur invasiv
sondern auch kostspielig sind. Weiter wird so der Verlauf der Zdliakie-Therapie
kontrolliert. In der serologischen Diagnostik werden die Antikorpertiter der
Antigliadinantikdrper, der Antiendomysiumantikorper und der
Antigewebstransglutaminaseantikdrper bestimmt. [6]

3.1.1 Antigliadinantikorper

Die Immunglobuline der Klassen IgA und IgG gegen Gliadin (AGA-IgA und AGA-1gG)
werden bestimmt. [6] Wobei AGA-IgA als spezifischer aber nicht sensitiv genug
angesehen werden, AGA-IgG andererseits als sensitiver aber nicht spezifisch genug.
[8]. Als Messmethode dienen ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assays). Viele
Diagnostik-Firmen haben verschiedene ELISAs entwickelt, die sich nur minimal
unterscheiden. Als Beispiel werden hier die ELISAs der Firma DLD Gesellschaft fur

Diagnostika und medizinische Gerate mbH angefihrt.

Gliadin — 1gG/ IgA— ELISA
Bei diesen ELISAs handelt es sich um einen indirekten Enzymimmunoassay, siehe
Abbildung 3, der sowohl flr quantitativen als auch qualitativen Test verwendet

werden kann.

{A) Indirect ELISA

Antigen- Specific antibody Enzyme-linkad Substrate is added and
coated well binds to antigen antibody hinds to corverted by enzyme into
specific antibody colored product; the rate

of color formation is
proportional to the amount
of specific antibody

Abbildung 3: Indirekter ELISA [3]

Hochreines Gliadin ist auf den Boden der Mikrotiter-Wells immobilisiert und wird von
den Antikorpern aus verdinnten Patientenproben und Standards wahrend der
Inkubationszeit gebunden.
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Nach einem Waschschritt wird Peroxidase- markiertes anti-humanes Kaninchen IgG
fur Gliadin-IgG-ELISA oder Peroxidase-markiertes antihumanes Kaninchen IgA fir
Gliadin-IgA-ELISA zugegeben, welches an humane Antikdrper bindet. Es folgt ein
weiterer Waschschritt und die Zugabe des Enzymsubstrats Tetramethylbenzidin
TMB. Durch die Umwandlung von TMB, katalysiert durch Peroxidase, zu einem
blauen Farbstoff lasst sich die gebundene Enzymmenge nachweisen. Diese
Reaktion wird Zugabe von Schwefelsdure gestoppt, worauf ein Farbumschlag zu
Gelb erfolgt. Die Extinktion der Proben werden dann mittels Mikrotiter-Photometer
bei 450nm gemessen. Die Konzentrationen werden mittels der bekannten

Konzentrationen der Standardreihe und den Extinktionswerten berechnet.

Inhalte des Testkits

Mikrotiterstreifen, beschichtet mit hochreinem Gliadin
Enzymkonjugat, 12ml antihumanes IgG oder IgA vom Kaninchen konjugiert an
Peroxidase rot gefarbt, gebrauchsfertig

Standards, 1ml verdinntes Humanserum gebrauchsfertig mit folgenden

Konzentrationen
Standard S1 S2 S3 S4 S5 S6
U/ml 0 6.25 12,5 25 50 100

Tabelle 1: Standardkonzentrationen der Gliadin - IgG oder IgA— ELISA [4]
Positive Kontrolle, 1ml Humanserum, gebrauchsfertig

Negativ Kontrolle, 1ml Humanserum, gebrauchsfertig
Cut-Off Kontrolle, 1ml Humanserum mit Konzentration 10U/ml fur Gliadin-IgG-
ELISA oder 4U/ml fir Gliadin-IgA-ELISA, gebrauchsfertig
Probenverdinnungspuffer, 15ml 15xKonzentration, blau geféarbt
Waschpuffer, 75ml mit Aqua bidest. auf einen Liter auffillen
Susbtratlésung, 12ml TMB-LOsung, gebrauchsfertig
Stopplésung, 12ml, enthalt 0,08M Schwefelséure
Vermehrtes Auftauen und Einfrieren soll bei den Patientenproben vermieden und
hamolytische Proben nicht verwendet werden. Die Proben sollen 1:101 verdinnt

werden.
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Testdurchfiihrung

Probeninkubation: je 100m der Standards (S1-S6), der Kontrollen und der verdiinnten
Proben (als Doppelbestimmung empfohlen) in Wells der Mikrotiterstreifen pipettieren,
mit Klebestreifen verschliel3en und 30min bei Raumtemperatur inkubieren.
Waschschritt:  250m Waschlosung in Wells pipettieren und anschlieRend gut
ausklopfen- 3-4x wiederholen

Konjugatinkubation: je 100m Enzymkonjugat den Wells zugeben, 30min Inkubation
bei Raumtemperatur

Waschschritt: siehe oben

Substratinkubation: je 100m Substrat zugeben und 5-10min bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubieren

Stoppen der Susbtratinkubation: je 100m Stoppldsung zugeben, dabei gleiche
Reihenfolge wie bei Substratzugabe einhalten

Messung: Mikrotiterstreifen wird in Mikrotiterphotometer bei einer Wellenlange von
450nm, die Referenzwellenlange betrédgt 570 und 650nm, gegen Luft gemessen.

Innerhalb von 10min soll gemessen werden!

Quantitative Auswertung

Eine lineare Standardkurve wird mit den ermittelten OD-Werten der Standards gegen
deren bekannte Konzentrationen (logarithmisch) aufgetragen. So kénnen die Gliadin-
Antikdrper-Konzentrationen in U/ml des unverdinnten Patientserums direkt aus der
Eichkurve abgelesen werden. In Abbildung 4 und 5 sieht man Beispiele einer
Standard-Eichkurve.
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Abbildung 4: Beispiel einer Standardeichkurve fir fur Gliadin-IgA-ELISA [4]
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Abbildung 5: Beispiel einer Standardeichkurve Gliadin-IgG-ELISA [5]

12 Unterleutner

Bachelorarbeit



Referenzbereich

Zur Ermittlung von diesem wurden 240 Seren von gesunden Personen in Gliadin

IgG und IgA-ELISA gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 dargestellt.
Demnach sind Seren mit einer Gliadin-IgG Konzentration Uber 15U/ml als Zoliakie-
positiv zu betrachten. Grenzwertig sind Ergebnisse zwischen 10 und 15U/ml. Eine
Konzentration von tdber 4U/ml fur Gliadin-IgA ist ebenfalls als positiv zu bewerten. Es

ist empfohlen, dass jedes Labor sich eigene Referenzbereiche erstellt.
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Abbildung 6: ermittelte Referenzbereiche von IgG und IgA-Konzentration [4]

Qualitative Auswertung fiir Screeningtest

Diese beiden ELISAs konnen auch als Screeningtests eingesetzt werden, dazu
werden nur die Cut-Off-Kontrolle (10U/ml bzw. 4U/ml) und Negativkontrolle
eingesetzt. In der Auswertung der OD-Ergebnisse werden dann die erhaltenen

Probenwerte mit denen des Cut-Off-Wertes (=Grenzwert) verglichen. Proben, deren
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OD-Werte unter dem des Cut-Off-Wertes liegen, sind als negativ zu betrachten.
Proben, deren OD-Werte grol3er oder gleich dem Cut-Off-Wert sind, sind als positiv
zu betrachten und sollen im quantitativen Verfahren nochmals bestimmt werden. Die
OD-Werte der Negativkontrolle sollen kleiner als 0,5 sein und unter dem der Cut-Off-
Kontrolle liegen (als Qualitatskontrolle des Labors). Ist dies nicht der Fall, muss der
Test wiederholt werden. [9, 10]

Fur die richtige Beurteilung der erhaltenen Ergebnisse missen auch die
Immunglobulin-Gesamtkonzentrationen  bekannt sein, da in 3-11% der
Zoliakiepatienten auch ein IgA-Mangel vorliegt und in jenen Fallen negativer AGA-

IgA-Tests Zdliakie natirlich nicht ausgeschlossen werden kann. [6]

3.1.2 Antiendomysiumantikorper

Diese Antikdrper gehdren zur Immunonglobulinklasse A. Sie werden durch indirekte
Immunofluoreszentests an Gewebeschnitten der Affenspeiseréhre oder humaner
Nabelschnur detektiert. Die Antiendomysiumantikdrper EMA richten sich gegen ein
Antigen, welches sich als Protein des Bindegewebes besonders zwischen den
Myofibrillen des Gastrointestinaltraktes befindet. [6]

Als Beispiel eines indirekten Immunofluoreszenztests wurde der

Enomysiumantikdrper Immunofluoreszenzassay der Firma genericassays gewabhilt.

EmA-IFA

Der EmA-IFA ist ein indirekter Immunofluoreszenztest Zur Bestimmung von IgA-
Antikérpern gegen Endomysium im humanem Serum und eignet sich zur qualitativen
und semi-quantitativen Bestimmung. Dabei reagieren die Antikorper in Proben und
Kontrollseren spezifisch mit den Antigenen der Gewebeschnitte, welche auf
Objekttrager fixiert sind, wahrend der Inkubationszeit. Auf den anschlieRenden
Waschschritt erfolgt Inkubation mit antihumanen IgA-Antikérpern, die an Fluorescein-
Isothiocyanat FITC gekoppelt sind. Nach erneuten Waschschritt wird in Glycerin
eingedeckt und anschlieRend unter Fluoreszenzmikroskop (Anregungswellenlange

490nm, Emissionswellenlange 520nm) detektiert.

Inhalte des Tesitkits:

Objekttrager: je acht Auftragungsstellen mit Affenésophagus Kryostatschnitten
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PBS-Puffer: 2x10g Festsubstanz fir 2x1000ml Lésung (in Aqua bidest. |16sen)
(©)

Konjugat: 2x3ml antihumanes Schaf IgA, gekoppelt mit FITC und Evans blue
(D)

Eindeckmedium: 3ml Glycerinlésung, phosphatgepuffert pH 7,4 +/- 0,2,
gebrauchsfertig (E)

Saugpapierschablonen

Deckglaser (G)

Positive Kontrolle: 1ml verdiinntes Humanserum + Titerangabe auf Etikett,
gebrauchsfertig (P)

Negative Kontrolle: 1ml verdiinntes Humanserum (N)

Patientenproben werden durch Venenpunktion, anschlielende Blutgerinnung und

Serum-Isolation durch Zentrifugation gewonnen. Wiederholtes Auftauen und

Einfrieren ist zu vermeiden. Es durfen keine lipamischen oder kontaminierten Proben

verwendet, durch Fettfilm bzw. proteolytische Enzyme kann Testergebnis verfalscht

werden. FUr Screening-Untersuchungen sollen die Proben 1:10 verdinnt, fir
Titerbestimmungen ausgehend von 1:10 4fach (1:10, 1:40, 1:160, 1:1640...) mit PBS-

Puffer weiterverdinnt werden.

Testdurchfiihrung
1 Testreagenzien und Objekitrager auf Raumtemperatur bringen
Kontrollen Patientenproben
2 Pipettieren Kontrollen P, N 1-2 Tropfen (30 - 50 pI)
vorverdlnnte Seren 30-50ul
3 Inkubieren 30 Minuten, Raumtemperatur (20-25°C)
4 Abspllen mit PBS Ldsung (aus C)
5 Waschen 2 X5 min in frischer PBS Lésung (aus C)
6 Pipettieren Konjugat (D) 1-2 Tropfen (30 - 50 pl) 1- 2 Tropfen (30 - 50 pl)
7 Inkubieren 30 Minuten, Raumtemperatur (20-25°C)
8 Abspllen mit PBS Ldsung (aus C)
9 Waschen 2 x5 min in frischer PBS Lésung (aus C)
10 Eindecken; 3-4 Tropfen Eindeckmedium (E) pro Objekttrdger, Deckglas (G) vorsichtig aufsetzen
11 Ablesen unter dem Fluoreszenzmikroskop

Tabelle 2: Testdurchfihrung EmA-IFA [1]
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Auswertung
Die Intensitat der Fluoreszenz kann unterteilt werde:

1+: sehr schwache unterdrtickte Fluoreszenz
2+: eindeutige, aber matt-gelbe Fluoreszenz

3+:weniger brillante gelb-grine Fluoreszenz, siehe Abbildung 8

4+: maximale Fluoreszenz, brillant gelb-grin

Abbildung 8: Detektion von EMA, gelbes Fluoreszenzsignal [2]
Die Intensitat spiegelt jedoch nicht die Konzentration der Antikorper wider.

Verschiedene Mikroskope mit Unterschieden in Optik, Filter und Lichtquelle fihren zu
unterschiedlichen Fluoreszenzintensitaten.

Als Zoliakie-negativ wird eine verdinnte Probe dann bewertet, wenn deren
Fluoreszenzintensitat <1+ ist bzw. die charakteristische wabenartige
Fluorszenzmusterung des Endomysiums fehlt. Aufgrund der Evans blue
Gegenfarbung weist das Gewebe eine rétlich-orange Farbe auf.

Als Zoliakie-positiv. wird eine Probe dann bewertet, wenn sie waben- oder
netzférmige, entsprechend der histologischen Anordnung der Antigene,
Fluoreszenzmuster der Bindegewebshillen um die Muskelfaserbindel der
Muscularis mucoas >1+ aufweist.

Bei der semiquantitativen Bestimmung von EmA-IgA wird jene Verdinnungsstufe der
Probe als Ergebnis angegeben, die als letzte Verdiinnung eine Fluoreszenz von 1+

aufweist. Der IgA-Titer ist dann der reziproke Wert der Verdinnung. Bei der
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vierfachen Verdunnungsreihe kann der Endpunkt der Titration extrapoliert werden.
Zum Beispiel:
1:10= 3+
1:40= 2+
1:160= */-
1:640: /
Der extrapolierte Titer betragt 80.
Referenzbereich

Diese Werte sollen als Empfehlungswerte behandelt werden, zu empfehlen ist eine
eigene Bestimmung der pathologischen und normaleren Referenzbereiche von

jedem Labor.

EmA IgA Titer
negativ < 10
positiv > 10

Tabelle 3: Referenzbereich der EmA-IgA Titer des EmA-IFA [1]

Damit der Test aussagekréftig ist, missen eine positive und negative Kontrolle
immer mit durchgefihrt werden. Diese sollen folgende Ergebnisse liefern:
Negative Kontrolle: Fluoreszenz <1+, rétlich-orange Anfarbung des Gewebes
durch Evans blue Gegenfarbung
Positive Kontrolle: netz-/wabenférmige Fluoreszenz der muscularis mucosae

sowie der Muskulatur, welche Osophagus umgibt, mit 3+/4+

Die Titerangabe auf der positiven Kontrolle erlaubt eine Testsensitivitats-
reagenzienreaktivitats- und Mikroskopqualitatsiberprifung. Die Titerangabe soll mit
einer +/- Abweichung von einer Titerstufe reproduziert werden. Wenn dies nicht der

Fall ist, muss der Test wiederholt werden. [11]

Diese Nachweismethode ist teuer und erfordert mehr Praxis des Untersuchers als
ein ELISA. Die Spezifitat von EMA ist sehr hoch, sodass ein positiver Nachweis
dieser in einer Biopsie des Patienten resultiert, siehe Abbildung 2. Aufgrund dieser

Spezifitat wird EMA als Zoliakie-Marker flr Screening-Untersuchungen benutzt. [6]
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Allerdings ist jene Spezifitdt bei Kindern unter zwei Jahren nicht gegeben, weswegen
in jener Gruppe besonders AGA diagnostisch ermittelt werden. [8]

3.1.3 Antikorper gegen Gewebstransglutaminase

Seit der Entdeckung der Gewebstransglutaminase (tissue transglutaminase tTG)
1997 durch Dieterich et al. [4] als das Antigen der EMA ist der ELISA gegen tTG-IgA
die derzeitige Standardmethode der serologischen Diagnostik. Es gibt aber auch die
Moglichkeit der Detektion mittels Immunodot, siehe Seite 21. Die diagnostische
Aussagekraft der Autoantikorper ist hoher als die der Gliadinantikdrper [12] und
korreliert mit den Ergebnissen des EMA-Test [13]. In der Regel werden IgA-
Antikdrper nachgewiesen mittels ELISA, da aber haufig IgA-Mangel vorkommt,
konnen auch IgG-Antikérper nachgewiesen werden [6], deren Genauigkeit jedoch
viel geringer ist. [12]

Es gibt viele ELISAs von verschiedenen Diagnostik-Firmen die sich in Aufbau und
Detektion durch kleine Unterschiede auszeichnen. Als Beispiele fur ELISAs fir die

Detektion von tTG-Antikérper wurden die der Firma INOVA diagnostics gewabhilt.

QUANTA LiteTM tTG ELISA/ QUANTA LiteTM h-tTG IgG ELISA

Der IgA-ELISA ist ein “Ezyme linked Immuno assay” fur die semi-quantitative
Detektion von IgA gegen Gewebstransglutaminase im humanen Serum. Dabei wird
Gewebstransglutaminase aus der Meerschweinchenleber an Mikrotiterplatten fixiert
und anschlielend mit Kontrollen bzw. Patientenseren inkubiert, dabei interagieren
die spezifischen Antikbrper mit der Gewebstransglutaminase. Nach einem
Waschschritt wird enzymmarkiertes antihumanes IgA zugegeben, welches spezifisch
fur Patienten- und Kontrollantikdrper ist. Ein weiterer Waschschritt und anschliel3end
Zugabe von chromogenen Substrat folgt. Dieses wird vom Enzym umgesetzt und die
Intensitat der entstandene Farbreaktion nach Abstoppen mittels Photometer
detektiert. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt mittels Vergleich mit der Low-
Positive Kontrolle.

Der IgG-ELISA dient der Detektion der IgG-Antikorper gegen
Gewebstrangslutaminase, was zu einer Erhohung der Sensitivitat bei der
Untersuchung an IgA-Mangel leidenden Patienten fuhrt. Hier wird native humane
Gewebstransglutaminase aus roten Blutzellen isoliert und als Antigen auf

Mikrotiterplatten  fixiert. Das hat gegenuber der Verwendung von
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Meerschweinchenleber-Gewebstransglutaminase oder rekombinant hergestellter
Gewebstransglutaminase den Vorteil der leichteren Reinigung und Praparation, die
frei von Verunreinigunsgproteinen von Bakterien oder Insekten ist. Es folgt die
Inkubation mit Kontrollen und Patientenseren, wobei die vorhandenen humanen tTG-
IgG an das Antigen binden. AnschlieBend wird gewaschen um nicht gebundene
Bestandteile zu entfernen. Zugabe von enzymmarkierten antihumanen IgG, welches
wahrend der Inkubation mit humanen IgGs interagiert, in die Mikrotiterwells, mit
nachfolgendem Waschschritt. Daraufhin wird chromogenes Substrat zugegeben, mit
einer Stopplosung wird die Farbreaktion gestoppt und die Intensitat der Farbe mit
einem Photometer bei 450nm gemessen. Die quantitative Auswertung der

Messergebnisse erfolgt mittels Vergleich mit dem Wert der LowPositive Kontrolle.

Inhalte der Testkits

Mikrotiterplatte: beschichtet mit hochreinem tTG Antigen bzw. hochreinem h-
tTG Antigen
Negativkontrolle: 1,2ml modifiziertes Humanserum, gebrauchsfertig
Low Positive Kontrolle: 1,2ml modifiziertes Humanserum mit tTG-IgA bzw. h-
tTG-1gG , gebrauchsfertig
High Positive Kontrolle: 1,2ml modifiziertes Humanserum mit tTG-IgA bzw. h-
tTG-1gG, gebrauchsfertig
HRP Probenverdinner: 50ml rosagefarbte mit Tris-gepufferte Kochsalzlésung
mit TweenZ20, Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel
HRP Waschkonzentrat: 25ml 40faches Konzentrat (mit 975ml Aqua dest.
auffullen), rot gefarbte gepufferte Kochsalzlésung mit Tween 20
HRP IgA Konjugat, antihumanes Ziegen-IgA, 10ml, gelb gefarbt mit Puffer,
Konservierungsmittel und Proteinstabilisator bzw. HRP IgG Konjugat,
antihumanes Ziegen-IgG, 10ml, blau gefarbt mit Puffer, Konservierungsmittel
und Proteinstabilisator
TMB Chromogen, 10ml mit Stabilisatoren
HRP Stopplésung, 10ml mit 0,334M Schwefelsaure
Durchgefiihrt werden soll der Test mit Serumproben, denen nicht Azide oder
Stabilisatoren beigegeben oder die nicht kontaminiert, hamolytisch, lipamisch oder
hitzeinaktiviert wurden, da dies die Testergebnisse negativ beeinflussen kann.
Werden die Proben nicht innerhalb von 48h getestet kdnnen sie eingefroren werden,
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dabei ist zu beachten dass sie bei Wiederauftauen gut geschittelt werden mussen
bevor die Testung erfolgt. Die Proben werden 1:101 mit Probenverdinner verdinnt

getestet.

Testdurchfiihrung

Alle Reagenzien und Patientenproben werden auf Raumtemperatur (20-26<C)
gebracht.

Je 100m der LowPositive-, HighPositive und Negativ-Kontrollen sowie der
verdunnten Patientenproben in Mikrotiterwells pipettieren (Doppelbestimmung
empfohlen)

Inkubationszeit von 30min

Waschschritt: Absaugen der Wells und 3x je 200-300m Waschpuffer zugeben
und wiederum absaugen

Je 100m HRP IgA Konjugat bzw. HRP igG Konugat in jedes Well zugeben
Inkubationszeit von 30min

Waschschritt siehe oben

Je 100m TMB Chromogen in jedes Well zugeben

Inkubationszeit von 30min im Dunkeln

Je 100m HRP Stopplosung zugeben, gleiche Reihenfolge wie bei TMB
Zugabe einhalten, Mikrotiterplatte vorsichtig schitteln

Messung der OD-werte mittels Photometer bei 450nm (Messung mit 620nm
als Referenzwellenlange) innerhalb einer Stunde nach Abstoppen der

Farbreaktion

Auswertung
Als Qualitatskontrolle des IgA-Tests werden alle drei Kontrollen immer mitgetestet.

Dabei muss die HighPositive Kontrolle einen OD-Wert héher als 1,0, die Negativ
Kontrolle einen Wert unter 0,2 haben. Der LowPositive Kontroll-Wert muss doppelt
so hoch wie der der Negative Kontrolle oder héher als 0,25 sein. Ist dies nicht der
Fall, sind die Patientenwerte als falsch zu betrachten und der Test ist zu
wiederholen. Die HighPositive und Negative Kontrolle stellen die richtige
Funktionsweise des Testkits sicher.

Die LowPositive Kontrolle dient der Berechnung der Units (=Reaktivitat) der

Patientenproben. Dafiir bekannt sein missen die Units der LowPositive Kontrolle, die
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auf dem Flaschenetikett abzulesen sind. Zuerst wird von allen photometrischen
Doppelbestimmungen der Mittelwert gebildet und in folgende Gleichung eingesetzt:

QD der Probe
Probenwert = x tTG ELISA Low Positive Kontrollwert
(Units) tTG ELISA Low Positive Kontrolle OD Wert (Units)

Abbildung 9: Formel zur Berechnung der IgA-Units in Patientenproben [6]
Auch beim IgA-Test werden alle drei Kontrollen als Qualitatskontrolle des ELISAs

immer mitgetestet. Wiederum muss die HighPositive Kontrolle, gré3er als 0,7, einen
hoheren OD-Wert als die LowPositive-Kontrolle aufweisen, deren Wert gréf3er als der
Negativ Kontroll-Wert sein muss. Dessen Wert darf nicht gro3er als 0,2 sein. Die
HighPositive und Negative Kontrolle stellen die Richtigkeit der Testfunktion sicher,
die LowPositive Kontrolle dient wie bei QUANTA LiteTM tTG ELISA der
Berechnungen der Reaktivitaten der Patientenprobe. Die Units der LowPositive
Kontrolle sind am Flaschenetikett angegeben. Die Mittelwerte der photometrischen
Doppelmessung werden gebildet und in folgende Gleichung eingesetzt:

0D der Probe
Probenwert = X h-tTG lgG ELISA Low Positive Kontrollwert
(Units) h-tTG IgG ELISA Low Positive Kontrolle OD Wert (Units)

Abbildung 10: Formel zur Berechnung der IgG-Units in Patientenproben [7]

Die Reaktivitat der Proben verhalt sich nicht linear zu deren Antikdrperkonzentration.
Die Zu- oder Abnahme der Antikorperkonzentration zeigt sich zwar in einem Anstieg
oder Abfall der Reaktivitat, ist aber keinesfalls proportional. Will man aber eine
genaue Quantifizierung der Antikdrperkonzentration durchfiihren, werden serielle
Verdinnungen getestet und jener Titer, der zuletzt positiv gemessen wurde, als
Patienten-Antikdrperkonzentration bewertet.

Die folgenden Werte dienen als Beispiel fur die Interpretation der ermittelten Units-
Werte der Patientenproben. Empfohlen wird aber dass jedes Labor eigene
Referenzwerte verwendet. Aufgrund der Referenzwerte kdnnen die Patientenproben

als negativ, schwach positiv, deutlich positiv bis stark positiv bewertet werden.
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Units

Negativ <20
Schwach positiv 20-30
Deutlich positiv zu Stark positiv >30

Abbildung 11: Beispiele fur Referenzwerte der QUANTA LiteTM tTG ELISA/ QUANTA LiteTM h-tTG
IgG ELISA [6]

Ein positives Ergebnis zeigt ein Vorhandensein von tTG-IgA bzw. hTG-IgG an und
deutet auf eine Zdliakie hin. Ein negatives Ergebnis von tTG-IgA zeigt nicht
Vorhandensein dieser Antikdrper auf und kann Zgliakie ausschlie3end sein, da aber
ein IgA-Mangel vorherrschen kann wird der IgG-ELISA, bei diagnostizierten IgA-
Mangel, empfohlen. Falls dieser ebenfalls negativ ist kann Zdliakie mit hoher

Wabhrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. [14,15]

3.1.4 Antikorper gegen deamidierte Gliadinpeptide

Antikdrper der Immunglobulinklassen A bei Zdliakie-Patientin erkennen nicht nur
natives Gliadin sondern auch, von der Gewebstransglutaminase deamidiertes
Gliadin. Es wurden neue Tests entwickelt, bei denen deamidiertes Gliadin als
Antigen fur die Antikbrpermessung fungiert. Neueste Studien zeigen dass diese
Tests viel spezifischer als die konventiellen Tests auf natives Gliadin sind [12]. Als

Beispiel eines Tests wird hier der CeliAK Dot der Firma genericassays beschrieben.

CeliAK IgA Dot

Dieser CeliAK Dots ist ein Immunodot nach dem Prinzip eines Enzymimmunoassays
zur qualitativen Bestimmung von Antikdrpern gegen deamidiertes Gliadin und
Gewebstransglutaminase in humanen Serum oder Plasma. Der Kit enthalt 24
Teststreifen (sogenannte Dotstreifen) , welche aus Nitrozellulosemembran auf
Plastikstreifen bestehen. Auf diesen Dotstreifen gibt es zwei Kontrollfelder (Positiv
und Negativ) und zwei Testfelder mit den jeweiligen fixierten Antigenen (deamidiertes
Gliadin und Gewebstransglutaminase). Im ersten Reaktionsschritt binden die in den
Patientenproben vorhandenen Antikorper wahrend der Inkubationszeit an die
Antigene, nichtgebundene Probenkomponenten werden mit anschlielendem
Waschschritt entfernt. Es folgt die Zugabe von antihumanen IgA, die mit einer

alkalischen Phosphatase gekoppelt sind, welcher mit den Probenantikdrpern
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interagieren. Nach einem weiteren Waschschritt wird farblose Substratldsung
zugegeben, welche von der Phosphatase in lilafarbene, prazipitierendes Endprodukt
umgesetzt wird, welches als Kreis (=dot) auf der Membran zu erkennen ist. Durch
einen weiteren Waschschritt nach ca. 10min wird diese Reaktion gestoppt. Nachdem
Trocknen der Streifen, kann man die Ergebnisse ablesen. Dabei gelten diese als
positiv, welche eine starkere Farbung als die Negativ Kontrolle aufweisen.

Inhalt des Testkits

Dotsreifen, 24x: jeweils 4 Reaktionsfelder, 2 Testfelder mit Antigenen
beschichtet: + deamidiertes Gliadin( gereinigtes Weizengliadin, in vitro
mit Gewebstransglutaminase behandelt)

+ humane rekombinante Gewebstransglutaminase

+ Positiv Kontrolle

+Negativ Kontrolle
Waschpuffer: 40ml 10fach konzentriert (390ml Aqua dest. zugeben)
Probenverdinner: 40ml gelb gefarbt
Konjugat: enthélt antihumanes Ziegen-IgA gekoppelt mit alkalischer
Phosphatase, grin eingefarbt
Substrat: 40ml Nitroblautetrazolium mit Bromchlorindolylphosphat
Inkubationsgestell, 3x fur 8 Teststreifen
Die Proben werden durch Venenpunktion, anschlieBende Gerinnung und
Zentrifugation zur Serumisolation gewonnen. Als Alternative kann auch mit
Plasma gearbeitet werden. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren soll

vermieden werden.

Testdurchfiihrung

Alle Reagenzien und Proben sind durch Schitteln zu homogenisieren und auf
Raumtemperatur (18-25<C) zu bringen

Dotsreifen mit Reaktionsfeldern nach oben in Inkubationsgestelle legen, zu
jedem Streifen jeweils 2ml Waschpuffer dazu pipettieren

Inkubation fir 10min auf Horizontalschuttler

Verwerfen des Waschpuffers

In jede Wanne 1,5ml Verdinnungspuffer pipettieren und jeweils 10ni

Patientenserum den Dotsreifen zugeben

Bachelorarbeit 23 Unterleutner



Inkubation fir 30min unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur

Verwerfen der Flussigkeit

Waschschritt, 3x3min mit 1,5ml Waschpuffer unter leichtem Schutteln

Jeder Wanne 1,5ml Substrat zugeben

Inkubation fir 10-12min unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur
Verwerfen des Substrats

Waschschritt, 3x1min mit 1,5ml Waschpuffer um Farbreaktion zu stoppen
Streifen entnehmen und auf saugfahigen Papier mit Reaktionsfeldern nach

unten 30min trocknen lassen

Auswertung
Die Testergebnisse werden ausgewertet wenn die Teststreifen getrocknet sind. Die

Positive Kontrolle muss bei korrekter Testdurchfiihrung und voller Reaktionsfahigkeit
der Reagenzien immer positiv ausfallen. Ist dies nicht der Fall, muss der Test
wiederholt werden. Die Farbung der Negativen Kontrolle zeigt jene unspezifische
Antikdrperbindung in der jeweiligen Probe, sie entspricht somit jener Farbung die
man erzielt, um eine Probe noch positiv beurteilen zu kdnnen. Diese ist aber von
verschiedenen Testbedingungen (Waschzyklen, Reaktionszeiten, Temperatur...)
abhangig und kann auch gar nicht vorhanden sein. Als positiv flr einen bestimmten
Antikorper gilt die Patientenprobe dann, wenn die Farbentwicklung des Dots, auf
dem jeweiligen Testfeld, starker ist als die der Negativ Kontrolle.

Positives  Ergebnis: Als IgA-Positiv.  gegen deamidiertes Gliadin  und
Gewebstransglutaminase ist eine Patientenprobe dann zu bezeichnen, wenn das
jeweilige Testfeld eine starkere Farbung als die Negativ-Kontrolle aufweist. In

Abbildung 12 ist die Patientenprobe IgA-positiv hinsichtlich deamidierten Gliadins.
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CeliAK Dot Ergebnis:

- Positiv Kontrolle
- d-Gliadin positiv
- Gewebstransglutaminase

- Negativ Kontrolle

OION X _

Abbildung 12: Beispiel eines auswertbaren CeliAK Dots [8]

Negatives Ergebnis: Als IgA-negativ hinsichtlich deamidierten Gliadins und
Gewebstransglutaminase ist eine Probe dann zu bezeichnen, wenn die
Farbentwicklung auf den jeweiligen Testfeld weniger als bei der Negativkontrolle ist.
In  Abbildung ist die Patientenprobe IgA-negativ  hinsichtlich  der

Gewebstransglutaminase.

Zur Beurteilung der Testergebnisse muss die Positive Kontrolle eine hohere

Farbintensitat als die Negative Kontrolle aufweisen. [16]

3.2 Histologische Diagnose

Wurden alle serologischen Tests durchgefuhrt und waren Zdliakie-positiv bedarf es
noch einer histologischen Untersuchung, siehe Abbildung 2, da nur diese mit
Sicherheit Zdliakie diagnostizieren kann. Bei der histologischen Untersuchung wird
dem Patienten aus dem Duodenum oder oberen Jejunum Gewebe entnommen.
Dieses wird hinsichtlich Auffalligkeiten der Zotten- und Kryptenarchitektur, Zahl der
Intraepithelialen Lymphozyen (IEL), Zahl der Epithelzellen sowie deren Morphologie
und Zellgehalt der Lamina propria (=Schicht unter den Epithelzellen) untersucht.
Verdanderungen im Duodenum reichen bei Zoéliakie-Patienten von normaler

Architektur mit erhdhter Anzahl an IEL bis zur flachen Schleimhaut ohne Krypten und
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Zotten. Je nach Auspragung der Veranderungen werden vier histologische Stadien
unterschieden, die von M.N Marsh erstmals beschrieben wurden:

Typ I: infiltrativ

Typ II: hyperplastisch

Typ lll. destruktiv

Typ IV: atrophisch

Immunpathologie der Schleimhaut im oberen Diinndarm

Nicht-Infiltrativ Infillrativ al _Fli

Abbildung 13: histologische Veréanderung des Duodenums bei den verschiedenen Marsh-Typen [9]

Beim Typ | findet man noch normale Zotten- und Kryptenarchitektur, keine vermehrte
entztindliche Infiltration der Lamina propria, dafir aber eine Vermehrung der IEL. In
der Norm findet man bei Zdliakie -Patienten 60 IEL/100Epithelzellen.
Beim Typ Il ist verdnderte Kryptenarchitektur (Hyperplasie=Verlangerung) und
Vermehrung der IEL(>40IEL/100 Epithelzellen) zu erkennen, dafir Kkeine
Zottenarchitekturdnderung und entzundliche Infiltration der Lamina propria. Auch das
Epithel zeigt keine histologischen Veranderungen.
Typ Il wird in drei Subtypen unterteilt, da verschiedene Grade der Zottenatrophie
(=Verplumpung) vorkommen, weiter charakteristisch sind Kryptenhyperplasie,
vermehrte Anzahl an IEL, Degenration von Epithelzellen und vermehrtes Vorkommen
von Entziindungszellen in der Lamina propria (Plasmazellen, Lymphozyten,
neutrophile und eosinophile Granulozyten).

Typ llla: milde Zottenatrophie; siehe Abbildung 14

Typ lllb: subtotale Zottenatrophie (kleine Zottenreste noch erkennbar); siehe

Abbildung 15

Typ llic: totale Zottenatrophie, flache Schleimhaut; siehe Abbildung 16
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Beim Typ IV wird totale Zottenatrophie, jedoch keine Kryptenveranderung
wahrgenommen. Auch die Zahl der IEL liegt in der Norm, das Epithel erscheint
normal und die Lamina propria ist nicht entzdndlich infiltriert. Dieser Typ wird
heutzutage nicht mehr gesehen, mdglicherweise war er die Folge einer

Mangelerné&hrung durch ,ibersehene Zoliakie*.

Erst ab einer histologischen Definition des Typ Il wird eine Zoliakie diagnostiziert.
[17]

Abbildung 14: Biopsat des Typs 3a: [10]

Abbildung 15: Biopsat des Typs 3b [10]
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4. Therapie

Abbildung 16: Biopsat des Typs 3c [10]

Vom heutigen Standpunkt aus besteht flr einen Patienten, bei dem Zdliakie

festgestellt wurde,

keine andere Moglichkeit einer Therapie als die einer

lebenslangen glutenfreien Diat. Um diese einhalten zu kénnen sind wichtige Dinge zu

beachten. Es durfen die in Tabelle 4 aufgelisteten Getreide auf keinen Fall verzehrt

werden, weiters durfen keine Produkte die aus diesen Getreidesorten hergestellt

werden, siehe Tabelle 5, noch Produkte, die Spuren enthalten kdnnten, zu sich

genommen werden.

Gerste Roggen Dinkel

Weizen Hafer Grinkern

Wildreis Kamut

Emmer Einkorn

Tabelle 4: glutenhaltige Getreidesorten [2]

Mehl Kleie Couscous Waffeln
Griel3 Gekeimtes Getreide |Teigwaren Bier

Gritze Brot Knddel Malzbier
Schrot Geback Kuchen Malzkaffee
Flocken Brosel Kekse Ovalmaltine

Tabelle 5: Beispiele von glutenhaltigen Lebensmitteln [3]
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Genau hier liegt das Problem, da Gluten ein beliebter Zusatzstoff ist und zum
Emulgieren, Gelieren, Stabilisieren und als Tragerstoff fir Aroma verwendet wird. So
ist bei vielen Lebensmitteln und Fertigprodukten nicht gleich zu erkennen ob sie
Gluten enthalten oder nicht. Weiteres werden diese ungenau gekennzeichnet, so
sind in Tabelle 6 Aufschriften von Produkten aufgelistet, welche verdachtig sind und

nicht verzehrt werden sollen.

Enthalten Weizenprotein (Weizeneiweil3)

Enthalten Verdickungs- und/oder

Backtriebmittel

Enthalten Zusatzstoffe wie Aroma oder
Farbstoffe

Enthalten Austauschstoffe, z.B. als Ersatz fur
Fett oder Zucker (z.B. in ,Light-Produkten®)

Enthalten Geliermittel

(ohne direkte Angabe des Geliermittels)

Tabelle 6: Verdachtige Aufschriften [2]

Ohne Probleme verzehrt werden konnen folgende Nahrungsmittel:

Mais Soja Kartoffeln
Reis Sesam Obst
Buchweizen Leinsamen Gemiuse
Amaranth Kastanienmehl Eier

Quinoa Johannisbrotkernmehl Fisch/Fleisch

Tabelle 7: Beispiele glutenfreier Lebensmittel [3]

Glutenfreie Speziallebensmittel sind durch das Zeichen der durchgestrichenen Ahre,
siehe Abbildung 17, gekennzeichnet. Dieses Zeichen zeigt an dass nur 10mg
Prolamin /100g Trockenmasse in jenen Lebensmitteln enthalten ist. Und somit nicht

toxisch fur Zdliakie-Patienten ist. [18]
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Abbildung 17: Zeichen glutenfreier Lebensmittel [11]

Wird die streng glutenfreie Diat strikt eingehalten, erfolgt eine Vollremission der
Dunndarmschleimhaut, der Marsh Typ O wird erreicht. Das heif3t, dass histologisch
keine Zoliakie mehr feststellbar ist, da sich die Zotten- und Kryptenarchitektur
normalisiert hat. [17] Weiters steigt das allgemeine Wohlbefinden, das Gewicht
beginnt zu steigen und die Kinder bzw. Jugendlichen holen den Rickstand des
Langenwachstums auf. [2] Auch die kontrollierenden Tests der Antikorper-
Bestimmung werden mit der Zeit negativ. Nach zwei bis sechs Monaten
verschwinden AGA-IgA, und sind somit fir eine begleitende Diatkontrolle geeignet.
Im Gegensatz dazu benotigt AGA-IgG fast ein Jahr um zu verschwinden, EMA
bendtigt lAnger als AGA-IgA aber nicht solange wie AGA-IgG, siehe Abbildung 18. [8]
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Abbildung 18: Prasenz von AGA-IgG, AGA-IgA und EMA nach Beginn einer glutenfreien Diét [12]

Menschen mit Zoliakie sind unter glutenfreier Erndhrung als gesund und in jeder

Hinsicht als normal anzusehen. [2]
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