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M it versch iedenen  V erfah ren  (F ra k tio n ie ru n g  au f  S ep h ad ex  G-76- 
Säule, U ltra z e n ti ifugieren, A kry lam id -G el-E lek tropho rese , Im m u n d iffu - 
sion, P ro tea se -In h ib ito rw irk u n g ) w u rd en  d ie  physikochem ischen  u n d  im ­
m uno log ischen  E ig en sch a ften  des G liad in s u n te rsu c h t.

D em  M olekulargew ich t nach  k o n n te  d a s  G liadin in  4 große F ra k tio n e n
A, B , C u n d  D  g e te ilt w erden. D u rc h  w eite re  A nalyse d ieser F ra k t io n e n  
k o n n te n  13— 14 K o m p o n en ten  nachgew iesen  w erden. D ie K o m p o n e n te n  
2 —4 d e r  F ra k t io n  A  — deren M oleku largew ich t am  höchsten  is t  — verh ie l­
te n  sich , w ie d a s  a n h an d  des M oleku largew ich ts, der M ob ilitä t u n d  der 
R eag ie ru n g  m it  dem  Serum  der P a tie n te n  festzuste llen  w ar, a ls  A n tig en e . 
D ie K o m p o n e n te n  1 — 9 (deren M oleku la rgew ich t n iedrig  ist) d e r F ra k t io n e n
B, C u n d  D  verfü g en  ü b er eine P ro tea se -In h ib ito rw irk u n g , die p a ra lle l m it 
d e r  V errin g e ru n g  d e r M enge d e r e in en  A n tig en ch a rak te r au fw eisenden  
F ra k tio n  A , im  L au fe  der D au erlag eru n g  a u fh ö r t.

I n  bezug  a u f  den  an läß lich  d e r  s e m iq u a n tita tiv e n  u n d  q u a n ti ta t iv e n  
Im m u n d iffu s io n  nachgew iesenen G liad in -A n tik ö rp e r w urde fe s tg e s te llt, daß  
d ieser a n n e h m b a r e in  R eag in  von Ig G -Т у р  is t. D a  der G liad in -A n tik ö rp e r 
au ch  im  S erum  d e r  m eisten  N orm alpersonen  nachzuw eisen is t, b e s i tz t  n u r  
e in  en tsp rech en d  hoher, oder ein  an s te ig e n d e r T ite r  einen d iag n o stisch en  
W ert.

Die Untersuchung der Weizenpro­
teine blickt auf eine lange Vergangen­
heit zurück. Auch die human-patholo­
gische Bedeutung von Gliadin, eines 
der in größten Mengen vorfindbaren 
Weizenproteine, wurde bereits vor 
mehr Jahrzehnten entdeckt [7]. Seit­
dem erschien eine Reihe von Mittei­
lungen, die sich mit der Eiweißstruk­
tur, dem Antigen Charakter, den Ei­
genschaften des sich gegen das Pro­
tein bildenden Antikörpers und den 
toxischen Wirkungen der Abbaupro­

dukte befaßten [2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 24, 25, 
26, 27, 28, 29, 30, 31]. Eins haben aber 
sämtliche diesbezüglichen Arbeiten 
gemein, nämlich die Tatsache, daß 
zahlreiche ätiopathogenetische Fra­
gen, die sich bei der Zöliakie in bezug 
auf die Rolle des Gliadins erheben, 
noch immer ungeklärt sind. Dies ver- 
anlaßte uns zur Untersuchung der 
physikochemischen und immunolo­
gischen Eigenschaften von Gliadin, 
die — auch ohne einer Prädisposition
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des Patienten (Peptidase-Mangel) — 
eine Erklärung für die Auslösung und 
Aufrechterhaltung des pathologischen 
Zustands liefern können.

M e t h o d ik

W e iz e n m e h l w urde je G ra m m  in  20 m l 
d e s t i l l ie r te m  W asser (2 — 4 °C) su sp en d ie rt 
u n d  d ie  Suspension  30 — 36 S tu n d e n  lang  
— 4  — 6 s tü n d lic h  k rä f tig  d u rc h g e s c h ü tte lt— 
im  K ü h ls c h ra n k  a u fb e w a h rt , d a n n  in  
e in e r  M S E  25 H igh  S peed  Z en trifuge  
b e i 2 °C m i t  50 000 X g. 30 M in u te n  lang  
z e n tr if u g ie r t .  Zu den E x p e r im e n te n  kam  
n u r  d a s  E x tr a k t  zu r A n w en d u n g , d as 
P r ä z i p i t a t  w urde  w eg g esch ü tte t.

D e r  E iw eißgeha lt des h e rg e s te llten  
E x t r a k t s  schw ank te  zw ischen  1 ,0—1,2 
m g /m l, d ie  E in k o n zen trie ru n g  erfo lg te 
e n tw e d e r  m i t  D ruckd ia lyse  o d e r L y oph ili­
s ie ru n g .

F raktion ierung  a u f Sephadex  
G-75-Säule

D a s  k o n z e n tr ie r te  E x t r a k t  w u rd e  n ach  
D ia ly s e  gegen  0,05 M T R IS  — H C l und  
0 ,15  M  N aC l en th a lte n d e  P u ffe rlö su n g  
p H  8,2  a u f  einer m it  dem se lb en  P u f ­
fe r  ä q u il ib r ie r te n  S ep h ad ex  G -75-Säule 
(D u rc h m e sse r: 1,8 cm ; H ö h e : 25 cm , V o lu ­
m e n : 64  c m 3) frak tio n ie rt.

A u f  d ie  Säule w urde  e in e , 5 — 6 m g 
E iw e iß  en tsp rechende  E x tra k tm e n g e  au f­
g e tr a g e n .  D ie E lu ie rung  e rfo lg te  ebenfalls 
m i t  d e r  ob igen  P u ffe rlö su n g  b e i + 4  °C. 
D ie  E lu ie ru n g sg esc h w in d ig k e it b e tru g  6 — 
7 m l/c m 2/S t . ,  das V olum en d e r  F ra k tio n e n  
m a c h te  2 ,4  m l aus. D ie E x tin k t io n  der 
F r a k t io n e n  w urde m it e in e m  S p ek tro ­
p h o to m e te r  T y p  V SU  2 P , b e i 280 /un 
g e m e sse n . D ie Säule w u rd e  m i t  b o v in - 
S e ru m a lb u m in  un d  R ib o n u k le a se  k a li­
b r i e r t .  D ie  H o m o g en itä t des E x t r a k t s  w urde 
g le ic h z e it ig  auch  in d e r  U ltra z e n tr ifu g e  
M O M — G -120 u n te rsu c h t.

P rotease-Inh ib itor-A ktiv itä t

D ie  P ro te a se -In h ib ito r-A k tiv itä t des 
k o n z e n tr ie r te n  V o llex trak ts  u n d  d e r  F r a k ­
tio n e n  w urde  m it d e r M eth o d e  n ach  
K u n i t z  [18] oder an h an d  d e r  V isk o s itä ts ­
ä n d e ru n g , die bei der in  d e r  A n w esen h e it 
d e r frag lic h en  G liad in -F rak tio n  d u rc h ­
g e fü h r te n  T ry p sin v e rd au u n g  e in e r K a n in ­
chen -A k tom yosin lö sung  zu s ta n d e k o m m t, 
gem essen . Z u  diesem  Z w eck w u rd e n  k r i­
s ta ll in e s  T ry p sin  (C albiochem . A k tiv i tä t :  
3050 N . F . E in he iten /m g) u n d  T ry p s in ­
in h ib ito r  (R eanal, B u d ap est)  an g e w a n d t.

Elektrophorese

D a s  k o n zen tr ie r te  V o lle x tra k t u n d  die 
F ra k t io n e n  w urden  im  7%  igen  P o ly - 
a k ry lam id -G e l (Io n stä rk e : 0 ,05 , p H : 8,3 
in T R IS -G lyc in -P u ffe r) e le k tro p h o r ie r t. 
D as k o n z e n tr ie r te  E x tr a k t  w u rd e  m i t  einem  
g ro ß p o rig en  Gel 1:1 v e rd ü n n t , w o rau f 
d ie  E iw e iß k o n zen tra tio n  1 m g /m l b e tru g . 
A us d ie se r V erdünnung  w u rd e n  0,15 — 
0,20 m g , d . h . 150 — 200 /tg a u f  d ie  Säu len  
gem essen . D ie W an d eru n g sze it b e lie f  sich 
a u f  120 M inu ten  bei 3,5 m A /R o h r  un d  
340 V . D ie F ä rb u n g  erfo lg te  m i t  C oom assie 
b r i l la n t  b lu e  (in 12,5% iger T C A -L ösung), 
die überflü ss ige  F a rb s to ffm en g e  w urde  
m it  6 ,2 5 % ig er TC A -Lösung au sg e lö s t.

Im m u n d iffu s io n

M it H ilfe  des von u n s  h e rg e s te llten  
A n tig e n s  w urden  im  Serum  v o n  ru n d  200 
N o rm alp e rso n en  un d  8 Z ö liak ie -K ran k en  
A n tik ö rp e rb es tim m u n g en  d u rc h g e fü h r t und 
a u c h  d ie  T yp isie rung  des n ach  gew iesenen 
A n tik ö rp e rs  b e s treb t [6].

E r g e b n is s e

Das wässerige Mehlextrakt trennt 
sich auf der Sephadex G-75-Säxde in 
4 Fraktionen (Abb. 1), diese nannten 
wir Fraktion A, B, C und D. Das
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A b b . 1. E lu ie ru n g sd iag ram m  des M eh lex tra k tes  bei G elfiltra tion  a u f  S ephadex-G -75- 
Säule. A u f  d e r O rd in a te  die be i 280 n m  (K ü v e tte : 1 cm ) gem essenen E x tin k tio n e n  der 
F ra k tio n e n , a u f  d e r A bszisse d as  V olum en (in  m l) d e r  von  der Säule e lu ie r te n  L ösung

A b b . 2 . S ed im en ta tio n sd iag ram m  des M e h lex tra k te s  — T ourenzahl: 46 0 8 0 /m in . T em pe­
ra tu r :  20 °C. E iw e iß k o n zen tra tio n  8 m g/m l. D ie e rs te  A ufnahm e w urde 20 M in u ten , die 

zw eite  30 M inu ten  u n d  d ie  d r i t te  55 M in u ten  n ach  der A kzelera tion  v e r fe r t ig t

Molekulargewicht (66 000) der unter 
Anwendung der mit Substanzen von 
verschiedenem Molekulargewicht (Al­
bumin, Ovalbumin, Ribonuklease usw. ) 
kalibrierten Sephadex-G-75-Säule be­
stimmten Fraktion A liegt im Bereich 
des Hämoglobins, während das der 
Fraktion В (13 700) sich nicht 
viel vom entsprechenden Wert der 
Ribonuklease unterscheidet. Die Mo­
lekulargewichte der beiden anderen 
Fraktionen sind niedriger, als die der 
Fraktion B. Die polydisperse Eigen­
schaft des Eiweißes haben auch die 
mit der Ultrazentrifuge durchgeführ­
ten Homogenitätsuntersuchungen be­
wiesen (Abb. 2).

Auf Abbildung 3 sind die Zahl und 
die Verteilung der mit Elektrophorese

erhaltenen Eiweißkomponenten des 
Mehl-Vollextrakts und der Fraktio­
nen А, В, C und D dargestellt. Wie 
ersichtlich, erhält das Mehl-Vollex­
trakt 13 Eiweißkomponenten, deren 
Mobilität unterschiedlich ist. Wir ha­
ben die Eiweißkomponenten vom anod- 
wärts liegenden Ende der Gelsäule 
her numeriert ; in nennenswerten Men­
gen erschienen die Komponenten 1, 5, 
7, 8, 9, 10, 11, 12. In der Fraktion А 
war die Anreicherung der 1, 7, 11, 12, 
13, in der Fraktion В die der 6, 7, 8, 
in der Fraktion C die der 5, 7 und 
schließlich in der Fraktion D die der 
1, 7 Komponenten zu registrieren.

Wurde die die Eiweißkomponenten 
des Mehlextrakts enthaltende Gel­
säule mit dem unverdünnten und dem
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A b b . 3. D u rch  P o ly ak ry lam id -G el-E lek tro p h o rese  g e tr e n n te  E iw eißkom ponen ten  des 
M eh lex tra k te s  u n d  d e r F ra k t io n e n  A, B , C, D . D ie  A u fn ah m en  w urden  n a c h  F ä rb u n g  

d e r G elsäu len  m it dem  K ip p -D e n s ito m e te r verfe rtig t

A b b . 4 . A n tig e n itä t d e r  m i t  E lek tro p h o rese  g ew onnenen  E iw eißkom ponen ten  des M ehl­
e x tr a k te s  an h an d  d e r  R e a k tio n  m it Seren von  Z ö lia k ie -P a tie n te n . A: D en sito m e tri-  
sches E le k tro p h o re to g ra m m  d e r  nach  E lek tro p h o rese  d es M eh lex trak tes g e fä rb te n  G el­
säu le . B : D asselbe n a c h  d e r  In k u b a tio n  m it Z ö liak ie -S e ru m  u n d  dem  W asch en  m it

p h y s. K ochsalzlösung

2—4—Gfach verdünnten Serum von 
Zöliakie-Kranken inkubiert, so rea­
gierten nur die in Katodnähe befind­
lichen 2—4 Komponenten mit dem im 
Serum vorhandenen Antikörper (Abb. 
4). Diese Komponenten waren die zur 
auf der Sephadex-G-75-Säule gewon­
nenen Fraktion A gehörenden Proteine 
mit hohem Molekulargewicht.

Demnach erhob sich die Frage, 
welche Rolle die übrigen Eiweißkom­

ponenten spielen, wenn für die Pro- 
teinantigenität nur einige Komponen­
ten der Fraktion A verantwortlich 
sind. Um dem Problem näher zu kom­
men, untersuchten wir die Protease- 
Inhibitor-Aktivität dieser Fraktionen; 
die Ergebnisse veranschaulicht Ab­
bildung 5.

Abbildung 6 zeigt ein mit der Ver- 
dünnungsreihe eines Patientenserums 
erhaltenes Immundiffusionsbild (Abb.)
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° /o

A b b . 5. R e la tiv e  P ro te a se -In h ib ito re n a k tiv itä t des M eh lex tra k te s  u n d  d e r  F rak tio n en . 
D e r P ro tea se -In h ib ito re ffek t (100% ) des T ry p sin in h ib ito rs  [K onz.: 10 pg /m l] w urde 
m it  dem  T ry p sin -In h ib ito re ffek t des M eh lex trak tes (K o n z .: 70 pg/m l) bzw . d e r  F ra k tio ­

n en  А , В  u n d  C sp ek tro p h o to m etr isch  verglichen 
In h ib ito r  Wirkung des M eh lex tra k te s  (K onz.: 350 /tg/m l) u n d  d e r  F ra k tio n e n  А , В  a u f  
d ie  bei T ry p sin v erd au u n g  von  K an in ch en ak to m y o sin  (K o n z .: 2 m g/m l) zu stan d ek o m m en ­

d en  V isk ositä tsverm inderung

А вв. 6. M it S eru m v erd ü n n u n g en  von  1: 2, 1 :4 , 1: 8, u sw ., e ines Z ö liak ie -P a tien ten
v e rfe rtig te s  Im m undiffusionsb ild
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Die quantitative Bewertung der 
Immunpräzipitate erfolgte unter An­
wendung eines durch Immunisierung 
von Kaninchen gewonnenen Stan­
dardserums [6].

B e s p r e c h u n g

Seit der Feststellung von D icke 
[7], laut der in der Auslösung des 
Zöliakie-Syndroms das Weizenpro­
tein eine Rolle spielt, setzten sich zur 
Klärung der physikochemischen Ei­
genarten dieses Eiweißes mehrere 
Forschungen in Gang. Die mit Elek­
trophorese, Ultrazentrifugieren und 
Chromatographie gewonnenen Ergeb­
nisse haben die zu Beginn des Jahr­
hunderts geäußerte Anschauung von 
O s b o r n e  [22] — daß nämlich die im 
Gluten in identischer Proportion be­
findlichen Gliadin und Glutamin ho­
mogene Eiweiße sind — eindeutig über­
holt. J ones und Mitarb. [15] ver­
mochten im Glutenextrakt bereits 5 
Eiweißfraktionen abzusondern. E lton 
und E wart [8] haben mit Stärke-Gel- 
Elektrophorese 8 Komponenten des 
Weizen-Gluten-Extrakts nachgewie­
sen, während W o y c h ik  und Mitarb. 
[13 ] unter Anwendung derselben 
Methode jedoch mit ureahaltigem 
Aluminiumazetatpuffer bereits 9 Kom­
ponenten vorfanden. R o ssipa l  [25] 
registrierte mit Disk-Elektrophorese 
12— 14 Proteinfraktionen, unter denen 
seines Erachtens den in Anodnähe 
befindlichen 2— 3 Fraktionen eine 
Antigen-Rolle beizumessen ist.

Die Polydispersität des wässerigen 
Mehlextrakts vermochten wir im Lau­
fe unserer Untersuchungen mit Ultra­

zentrifugenanalyse, durch Fraktionie­
rung und auch mit Akrylamid-Gel- 
Elektrophorese zu beweisen. In Kennt­
nis des Molekulargewichts der einzel­
nen Fraktionen und anhand der sich 
aus der schwachen Elektronnega­
tivität ergebenden Mobilität nahmen 
wir an, daß einige in der Fraktion A 
befindlichen Komponenten über Anti­
gen-Eigenschaften verfügen. Den Vor­
aussetzungen entsprechend reagier­
ten die in Katodnähe liegenden Kom­
ponenten — insofern die Gelsäulen 
nach der Elektrophorese des Mehl­
extrakts in unverdünntem bzw. in 
2—4—6fach verdünntem Serum bei 
25° C 2 Stunden lang inkubiert wur­
den — tatsächlich mit den im Serum 
von Zöliakie-Patienten befindlichen 
Gliadin-Präzipitinen. Diese Kompo­
nenten 2—4 entsprachen indessen der 
auf der Sephadex-Säule gewonnenen, 
über das größte Molekulargewicht ver­
fügenden Fraktion A.

Angesichts dessen, daß wir in bezug 
auf den Charakter und die Rolle der 
übrigen Fraktionen in der zugäng­
lichen Literatur keine Angaben vor­
fanden, trachteten wir auf die Frage 
eine Antwort zu erhalten, welche 
Bedeutung diesen Bestandteilen mit 
kleinem Molekulargewicht zukommt. 
Hierbei gingen wir von der Annahme 
aus, daß falls die Zöliakie eine sich 
infolge der sich im Darmtrakt abge­
spielten Antigen-Antikörper-Reaktion 
entstandene allergische Krankheit ist 
[1, 3], das Eiweiß unzersetzt zur 
Resorptionsstelle gelangen muß. Ob­
wohl diese Möglichkeit — wie das aus 
zahlreichen Arbeiten bekannt ist — 
durch den Mangel gewisser Peptidasen
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herbeigeführt wird und sich die durch 
die toxische Wirkung des unzurei­
chend abgebauten Gliadins geschädig­
te Darmwand zur Permeabilität des 
ungespalteten Proteins eignet, darf 
man es nicht außer Acht lassen, daß 
die Komponenten 1—9 der über kei­
ne Antigen-Eigenschaft verfügenden 
Fraktionen B, C und D eine Protease- 
Inhibitoraktivität aufweisen. Wenn 
also nur die mit den Eigenarten des 
Mehlextrakts erklärbare Möglichkeit 
berücksichtigt wird, so ist es auch 
ohne eine ab ovo niedrige Protease­
aktivität möglich, daß das unzurei­
chend abgebaute Gliadin in den unte­
ren Darmabschnitt gelange, da ja 
durch die Proteaseinhibitoren das 
Pankreastrypsin und das Chymo­
trypsin gehemmt werden. Hierzu 
sei aber erwähnt, daß während der 
Lagerung der Fraktionen B, C und D 
bei 4°C die Protease-Inhibitoraktivi­
tät aufhört und sich in den angeführ­
ten Fraktionen sogar Proteaseakti­
vität nachweisen läßt. Damit hängt 
wahrscheinlich auch unsere Beobach­
tung zusammen, daß sich die Menge 
der sich als Antigen verhaltenden 
Fraktion A während der monatelan­
gen Speicherung des Weizens bzw. 
Mehls um 40—50% vermindert.

Über den Nachweis des gegen Glia­
din produzierten Antikörpers mittels 
Immundiffusion und über die quanti­
tative Bewertung wollen wir in einer 
anderen Mitteilung berichten. An die­
ser Stelle sei nur auf folgendes hinge­
wiesen :

a )  Nach unserer vorläufigen Be­
wertung entspricht der Antikörper 
gegen Gliadin einem Reagin vom

IgG-Тур, welcher beim Menschen 
bisher nur ausnahmsweise zu beobach­
ten war [23]. Gegen den IgE-Charak- 
ter des Antikörpers sprechen die Tat­
sachen, daß die Verbindung gegenü­
ber eine 30minütige Wärmebehand­
lung bei 56°C resistent ist und ferner, 
daß falls das mütterliche Serum Anti­
körper gegen Gliadin enthält, diese 
in derselben Konzentration auch im 
Serum des Neugeborenen nachzu­
weisen sind. Jedoch nur das IgG 
kann die Plazenta passieren.

b)  Die Gliadin-Präzipitine können 
auch im unverdünnten oder im 1 :2  
verdünnten Serum der meisten Nor­
malpersonen nachgewiesen werden, 
d. h. daß ein dementsprechender Anti­
körpertiter nicht von diagnostischem 
Wert sein kann.

c)  In der akuten Phase der echten 
gliadinempfindlichen Zöliakie erhält 
man im Agar-Gel auch mit starken 
Serumverdünnungen eine Immunprä­
zipitation und der in mg ausge­
drückte Titerwert beträgt das Viel­
fache der bei den Normalpersonen 
oder der bei den sich in der latenten 
Phase der Krankheit befindlichen 
Patienten registrierbaren Menge.
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