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Mit verschiedenen Verfahren (Fraktionierung auf Sephadex G-76-
Séule, Ultrazentiifugieren, Akrylamid-Gel-Elektrophorese, Immundiffu-
sion, Protease-Inhibitorwirkung) wurden die physikochemischen und im-
munologischen Eigenschaften des Gliadins untersucht.

Dem Molekulargewicht nach konnte das Gliadin in 4 grofe Fraktionen
A, B, C und D geteilt werden. Durch weitere Analyse dieser Fraktionen
konnten 13—14 Komponenten nachgewiesen werden. Die Komponenten
2—4 der Fraktion A — deren Molekulargewicht am hdchsten ist — verhiel-
ten sich, wie das anhand des Molekulargewichts, der Mobilitdt und der
Reagierung mit dem Serum der Patienten festzustellen war, als Antigene.
Die Komponenten 1—9 (deren Molekulargewicht niedrig ist) der Fraktionen
B, C und D verfugen Uber eine Protease-Inhibitorwirkung, die parallel mit
der Verringerung der Menge der einen Antigencharakter aufweisenden
Fraktion A, im Laufe der Dauerlagerung aufhort.

In bezug auf den anléRlich der semiquantitativen und quantitativen
Immundiffusion nachgewiesenen Gliadin-Antikdrper wurde festgestellt, daR
dieser annehmbar ein Reagin von 1gG-Typ ist. Da der Gliadin-Antikdrper
auch im Serum der meisten Normalpersonen nachzuweisen ist, besitzt nur
ein entsprechend hoher, oder ein ansteigender Titer einen diagnostischen

Wert.

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

dukte befalBten [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
samtliche diesbezliglichen Arbeiten
gemein, namlich die Tatsache, dal
zahlreiche &tiopathogenetische Fra-
gen, die sich bei der Zéliakie in bezug
auf die Rolle des Gliadins erheben,
noch immer ungeklért sind. Dies ver-
anlafite uns zur Untersuchung der
physikochemischen und immunolo-
gischen Eigenschaften von Gliadin,
die — auch ohne einer Pradisposition
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des Patienten (Peptidase-Mangel) —
eine Erkléarung fur die Auslésung und
Aufrechterhaltung des pathologischen
Zustands liefern kénnen.

Methodik

Weizenmehl wurde je Gramm in 20 ml
destilliertem Wasser (2—4 °C) suspendiert
und die Suspension 30—36 Stunden lang
— 4 —6stundlich kraftigdurchgeschittelt—
im Kiuhlschrank aufbewahrt, dann in
einer MSE 25 High Speed Zentrifuge
bei 2 °C mit 50 000 X g. 30 Minuten lang
zentrifugiert. Zu den Experimenten kam
nur das Extrakt zur Anwendung, das
Préazipitat wurde weggeschittet.

Der Eiweillgehalt des hergestellten
Extrakts schwankte zwischen 1,0—1,2
mg/ml, die Einkonzentrierung erfolgte

entweder mit Druckdialyse oder Lyophili-
sierung.

Fraktionierung auf Sephadex
G-75-Saule

Das konzentrierte Extrakt wurde nach
Dialyse gegen 0,05 M TRIS —HCI und
0,15 M NaCl enthaltende Pufferlésung
pH 8,2 auf einer mit demselben Puf-
fer &quilibrierten Sephadex G-75-Saule
(Durchmesser: 1,8 cm; Hohe: 25 cm, Volu-
men: 64 cm3) fraktioniert.

Auf die S&ule wurde eine, 5—6 mg
EiweiR entsprechende Extraktmenge auf-
getragen. Die Eluierung erfolgte ebenfalls
mit der obigen Pufferlésung bei +4 °C.
Die Eluierungsgeschwindigkeit betrug 6—
7 ml/cm2St., das Volumen der Fraktionen
machte 2,4 ml aus. Die Extinktion der
Fraktionen wurde mit einem Spektro-
photometer Typ VSU 2 P, bei 280 /un
gemessen. Die Sdule wurde mit bovin-
Serumalbumin und Ribonuklease kali-
briert. Die Homogenitdt desE xtrakts wurde
gleichzeitig auch in der Ultrazentrifuge
MOM—G-120 untersucht.
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Protease-Inhibitor-Aktivitat

Die Protease-Inhibitor-Aktivitdt des
konzentrierten Vollextrakts und der Frak-
tionen wurde mit der Methode nach
[18] oder anhand der Viskositdts-
&nderung, die bei der in der Anwesenheit
der fraglichen Gliadin-Fraktion durch-
gefuhrten Trypsinverdauung einer Kanin-
chen-Aktomyosinlésung zustandekommt,
gemessen. Zu diesem Zweck wurden Kkri-
stallines Trypsin (Calbiochem. Aktivitat:
3050 N.F. Einheiten/mg) und Trypsin-
inhibitor (Reanal, Budapest) angewandt.

Kunitz

Elektrophorese

Das konzentrierte Vollextrakt und die
Fraktionen wurden im 7%igen Poly-
akrylamid-Gel (lonstadrke: 0,05, pH: 8,3
in  TRIS-Glycin-Puffer) elektrophoriert.
Das konzentrierte Extrakt wurde mit einem
groBporigen Gel 1.:1 verdlinnt, worauf
die EiweiRkonzentration 1 mg/ml betrug.
Aus dieser Verdinnung wurden 0,15—
0,20 mg, d. h. 150—200 /tg auf die Sé&ulen
gemessen. Die Wanderungszeit belief sich
auf 120 Minuten bei 3,5 mA/Rohr und
340 V. Die Féarbung erfolgte mit Coomassie
brillant blue (in 12,5%iger TCA-L&sung),
die Uberflussige Farbstoffmenge wurde
mit 6,25% iger TCA-LOsung ausgeldst.

Immundiffusion

Mit Hilfe des von uns hergestellten
Antigens wurden im Serum von rund 200
Normalpersonen und 8 Zdliakie-Kranken
Antikorperbestimmungen durchgefihrtund
auch die Typisierung des nachgewiesenen
Antikorpers bestrebt [6].

Ergebnisse

Das wasserige Mehlextrakt trennt
sich auf der Sephadex G-75-Séxde in
4 Fraktionen (Abb. 1), diese nannten
wir Fraktion A, B, C und D. Das
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Abb. 1. Eluierungsdiagramm des Mehlextraktes bei Gelfiltration auf Sephadex-G-75-
Sdule. Auf der Ordinate die bei 280 nm (Kivette: 1 cm) gemessenen Extinktionen der
Fraktionen, auf der Abszisse das Volumen (in ml) der von der Séule eluierten Ldsung

Abb. 2. Sedimentationsdiagramm des Mehlextraktes — Tourenzahl: 46 080/min. Tempe-
ratur: 20 °C. EiweiBkonzentration 8 mg/ml. Die erste Aufnahme wurde 20 Minuten, die
zweite 30 Minuten und die dritte 55 Minuten nach der Akzeleration verfertigt

Molekulargewicht (66 000) der unter
Anwendung der mit Substanzen von
verschiedenem Molekulargewicht (Al-
bumin, Ovalbumin, Ribonuklease usw.)
kalibrierten Sephadex-G-75-Séaule be-
stimmten Fraktion A liegt im Bereich
des Hamoglobins, wahrend das der
Fraktion B (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 EiweiBes haben auch die
mit der Ultrazentrifuge durchgefuhr-
ten Homogenitatsuntersuchungen be-
wiesen (Abb. 2).

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

erhaltenen EiweiBkomponenten des
Mehl-Vollextrakts und der Fraktio-
nen A, B, C und D dargestellt. Wie
ersichtlich, erhalt das Mehl-Vollex-
trakt 13 EiweiBkomponenten, deren
Mobilitat unterschiedlich ist. Wir ha-
ben die Eiweilkomponenten vom anod-
warts liegenden Ende der Gelsaule
her numeriert ;in nennenswerten Men-
gen erschienen die Komponenten 1, 5,
7, 8,9, 10, 11, 12. In der Fraktion A
war die Anreicherung der 1, 7, 11, 12,
13, in der Fraktion B die der 6, 7, 8,
in der Fraktion C die der 5, 7 und
schlieflich in der Fraktion D die der
1, 7 Komponenten zu registrieren.
Wourde die die EiweiBkomponenten
des Mehlextrakts enthaltende Gel-
saule mit dem unverdiinnten und dem
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Abb. 3.
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Durch Polyakrylamid-Gel-Elektrophorese getrennte EiweilRkomponenten des

Mehlextraktes und der Fraktionen A, B, C, D. Die Aufnahmen wurden nach Farbung
der Gelsdulen mit dem Kipp-Densitometer verfertigt

Abb. 4. Antigenitdt der mit Elektrophorese gewonnenen EiweiBkomponenten des Mehl-

extraktes anhand der Reaktion mit Seren von Zdliakie-Patienten.

A: Densitometri-

sches Elektrophoretogramm der nach Elektrophorese des Mehlextraktes gefarbten Gel-

saule.

B: Dasselbe nach der Inkubation mit Zd&liakie-Serum und dem Waschen mit

phys. Kochsalzlgsung

2—4—Gfach verdinnten Serum von
Zobliakie-Kranken inkubiert, so rea-
gierten nur die in Katodnéahe befind-
lichen 2—4 Komponenten mit dem im
Serum vorhandenen Antikdrper (Abb.
4). Diese Komponenten waren die zur
auf der Sephadex-G-75-Saule gewon-
nenen Fraktion A gehérenden Proteine
mit hohem Molekulargewicht.
Demnach erhob sich die Frage,
welche Rolle die tbrigen Eiweillkom-

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

Abbildung 6 zeigt ein mit der Ver-
dinnungsreihe eines Patientenserums
erhaltenes Immundiffusionsbild (Abb.)
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Abb. 5. Relative Protease-Inhibitorenaktivitat des Mehlextraktes und der Fraktionen.
Der Protease-Inhibitoreffekt

(100%) des Trypsininhibitors [Konz.: 10 pg/ml] wurde
mit dem Trypsin-Inhibitoreffekt des Mehlextraktes (Konz.: 70 pg/ml) bzw. der Fraktio-
nen A, B und C spektrophotometrisch verglichen
InhibitorWirkung des Mehlextraktes (Konz.: 350 /tg/ml) und der Fraktionen A, B auf
die bei Trypsinverdauung von Kaninchenaktomyosin (Konz.: 2 mg/ml) zustandekommen-
den Viskositdtsverminderung

6. Mit Serumverdinnungen von 1:2, 1:4,

1: 8, usw.,

eines Zdliakie-Patienten
verfertigtes Immundiffusionsbild
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Die quantitative Bewertung der
Immunprazipitate erfolgte unter An-
wendung eines durch Immunisierung
von Kaninchen gewonnenen Stan-
dardserums [6].

Besprechung

Seit der Feststellung von Dicke
[7], laut der in der Auslésung des
Zoliakie-Syndroms das Weizenpro-
tein eine Rolle spielt, setzten sich zur
Klarung der physikochemischen Ei-
genarten dieses Eiweiles mehrere
Forschungen in Gang. Die mit Elek-
trophorese, Ultrazentrifugieren und
Chromatographie gewonnenen Ergeb-
nisse haben die zu Beginn des Jahr-
hunderts geduflerte Anschauung von
Osborne [22] — dal} namlich die im
Gluten in identischer Proportion be-
findlichen Gliadin und Glutamin ho-
mogene Eiweil3e sind —eindeutig tUber-
holt. Jones und Mitarb. [15] ver-
mochten im Glutenextrakt bereits 5
Eiweil3fraktionen abzusondern. E 1ton
und E wart [8] haben mit Starke-Gel-
Elektrophorese 8 Komponenten des
Weizen-Gluten-Extrakts nachgewie-
sen, wahrend wWoychik und Mitarb.
[13] unter Anwendung derselben
Methode jedoch mit ureahaltigem
Aluminiumazetatpuffer bereits 9 Kom-
ponenten vorfanden. Rossipal [25]
registrierte mit Disk-Elektrophorese
12— 14 Proteinfraktionen, unter denen
seines Erachtens den in Anodnahe
befindlichen 2—3 Fraktionen eine
Antigen-Rolle beizumessen ist.

Die Polydispersitat des wasserigen
Mehlextrakts vermochten wir im Lau-
fe unserer Untersuchungen mit Ultra-
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zentrifugenanalyse, durch Fraktionie-
rung und auch mit Akrylamid-Gel-
Elektrophorese zubeweisen. In Kennt-
nis des Molekulargewichts der einzel-
nen Fraktionen und anhand der sich
aus der schwachen Elektronnega-
tivitat ergebenden Mobilitat nahmen
wir an, daB einige in der Fraktion A
befindlichen Komponenten tber Anti-
gen-Eigenschaften verfligen. Den Vor-
aussetzungen entsprechend reagier-
ten die in Katodnéhe liegenden Kom-
ponenten — insofern die Gelsaulen
nach der Elektrophorese des Mehl-
extrakts in unverdinntem bzw. in
2—4——6fach verdinntem Serum bei
25° C 2 Stunden lang inkubiert wur-
den — tatséchlich mit den im Serum
von Zoliakie-Patienten befindlichen
Gliadin-Prazipitinen. Diese Kompo-
nenten 2—4 entsprachen indessen der
auf der Sephadex-Séaule gewonnenen,
Uber das grofite Molekulargewicht ver-
fugenden Fraktion A.

Angesichts dessen, dal? wir in bezug
auf den Charakter und die Rolle der
Ubrigen Fraktionen in der zugang-
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, daR falls die Zoliakie eine sich
infolge der sich im Darmtrakt abge-
spielten Antigen-Antikdrper-Reaktion
entstandene allergische Krankheit ist
[1, 3], das Eiweill unzersetzt zur
Resorptionsstelle gelangen muf. Ob-
wohl diese Mdéglichkeit — wie das aus
zahlreichen Arbeiten bekannt ist —
durch den Mangel gewisser Peptidasen
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herbeigefihrt wird und sich die durch
die toxische Wirkung des unzurei-
chend abgebauten Gliadins geschadig-
te Darmwand zur Permeabilitdt des
ungespalteten Proteins eignet, darf
man es nicht auBer Acht lassen, dafR
die Komponenten 1—9 der dber kei-
ne Antigen-Eigenschaft verfligenden
Fraktionen B, Cund D eine Protease-
Inhibitoraktivitat aufweisen. Wenn
also nur die mit den Eigenarten des
Mehlextrakts erklarbare Mdglichkeit
beriicksichtigt wird, so ist es auch
ohne eine ab ovo niedrige Protease-
aktivitat moglich, daB 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 erwahnt, dall wahrend der
Lagerung der Fraktionen B, Cund D
bei 4°C die Protease-Inhibitoraktivi-
tat aufhort und sich in den angefthr-
ten Fraktionen sogar Proteaseakti-
vitdt nachweisen lafit. Damit hangt
wahrscheinlich auch unsere Beobach-
tung zusammen, daf3 sich die Menge
der sich als Antigen verhaltenden
Fraktion A wéhrend der monatelan-
gen Speicherung des Weizens bzw.
Mehls um 40—50% vermindert.

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

a) Nach unserer vorlaufigen Be-
wertung entspricht der Antikdrper
gegen Gliadin einem Reagin vom
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IgG-Typ, welcher beim Menschen
bisher nur ausnahmsweise zu beobach-
ten war [23]. Gegen den IgE-Charak-
ter des Antikorpers sprechen die Tat-
sachen, dafl die Verbindung gegenu-
ber eine 30minltige Wé&rmebehand-
lung bei 56°C resistent ist und ferner,
dafRk falls das mutterliche Serum Anti-
korper gegen Gliadin enth&lt, diese
in derselben Konzentration auch im
Serum des Neugeborenen nachzu-
weisen sind. Jedoch nur das IgG
kann die Plazenta passieren.

b) Die Gliadin-Prazipitine kénnen
auch im unverdinnten oder im 1:2
verdinnten Serum der meisten Nor-
malpersonen nachgewiesen werden,
d. h. dal? ein dementsprechender Anti-
korpertiter nicht von diagnostischem
Wert sein kann.

c) In der akuten Phase der echten
gliadinempfindlichen Zéliakie erhalt
man im Agar-Gel auch mit starken
Serumverdiinnungen eine Immunpra-
zipitation und der in mg ausge-
drickte Titerwert betragt 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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