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Aus dem waéalRrigen Extrakt des Weizenmehls wurden mittels Gel-
filtration vier Fraktionen — Fraktion A, B, C und D — isoliert.

Es wurde festgestellt, dalR die Fraktion A mit dem Serum der Zdlia-
kie-Kranken als Antigen reagiert. Die Menge der Fraktion A war im aus
der Neuemte gemahlten Weizenmehlam hdchsten; das Absorptionsmaximum
lag bei 278 nm und die Fraktion enthielt eine Verbindung mit 1,6 —2,0%
igem Phosphorgehalt (Nukleinsdure und Nukleotid). Bei Zelluloseaze-
tat-Membranelektrophorese wandert die Fraktion A eher in Richtung der
Anode als bei Polyakrylamid-Gelelektrophorese. Der Glutaminsaure-
bzw. Prolin-Gehalt der Fraktion A ist 27,2% bzw. 12,4%. Die mittels Na-
dodecylsulfat-Gelelektrophorese  bestimmten  Molekulargewichte  von
34 000—36 000 und 56 000—60 000 Dalton und die erwédhnte Aminoséu-
re-Zusammensetzung lieferten einen Beweis dafur, dall die Fraktion A in
die Gruppe der Gliadine gehodrt, obwohl sie durch waRrige Extraktion (pH =
= 6,6—6,0) isoliert wurde.

Im Gegensatz zu den im unfraktionierten waRrigen Extrakt des
Mehles befindlichen EiweiRen wird durch das im Kaninchen erzeugten
Antiserum nur die Fraktion A prazipitiert, obwohl das bei der Immuni-
sierung angewandte EiweilRextrakt auch die Fraktionen B, C und D ent-
hielt. Der Antikdrper ist vom 1gG-Typ.

Die Versuchsergebnisse fuhrten zur Feststellung, daR das Gliadin
ein proteolytisch nicht oder kaum verdaubares Eiweil von besonderer
Aminosauresequenz ist. Demzufolge dirfte zwischen dem Pathomechanis-
mus der Zéliakie und den physiko-chemischen bzw. funktionellen Eigen-
tumlichkeiten des Gliadins eine enge Korrelation bestehen.

Die atiologische Rolle des Weizen-
proteins Gliadin bei der Zdliakie ist
bekannt [5]. Wir haben es friher
bewiesen, dal unter den Eiweil3en
des walrigen Mehlsextrakts die das
hochste Molekulargewicht zeigende
Fraktion 2—3, die im Laufe der Poly-
akrylamid-Gelelektrophorese in der
N&ahe der Katode bleibt, mit dem
im Serum der Zdliakie-Kranken be-

findlichen Antikérper in eine anti-
genartige Reaktion tritt [6].

In vorliegender Arbeit wollen wir
unsere Untersuchungsergebnisse in be-
zug aufdie ldentifizierung der aus dem
wallrigen Mehlextrakt isolierten Frak-
tionen, vor allem der sich antigenartig
verhaltenden Fraktion sowie unsere
Hypothese hinsichtlich des Patho-
mechanismus der Zgliakie erlautern.
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Methodik

Herstellung des Eiweillextrakts

1 g des Weizénmahlprod'ukts wurde in
20 ml 0,005% NaN3haltigem, ionfreiem
Wasser von 2—4°C suspendiert. Nach
24—36 Stunden langer Umrihrung im
kalten Zimmer wurde die Suspension
in einer MSE—25 oder Beckmann
L3—50 préparativen Ultrazentrifuge mit
50 000 g 60 Minuten lang zentrifugiert.

Das Prazipitat wurde verworfen, das
Extrakt (Supernatant) lyophilisiert, und
das lyophilisierte kalte Extrakt im Va-

kuumexsikkator aufbewahrt.

EiweiBfraktionierung auf Sephadex G—75
Séaule.

600 mg des kalt, unter Vakuum auf-
bewahrten, lyophilisierten Extraktes wur-
den in 4 ml ionfreiem Wasser geldst und
gegenuber 0,006% NaN3-haltigem ion-
freiem Wasser dialysiert. Zunéachst wurden
4 ml des Extrakts (80 mg EiweiB)
zwecks Fraktionierung auf eine Sephadex
G—75 Sé&ule (Durchmesser 1,8 cm, Ho6he
51 cm, Volumen 130 cm3) aufgetragen und
mit 0,005% NaN3-haltigem, ionfreiem
W asser bei +4°C eluiert. Die Elutions-
geschwindigkeit betrug 20—22 ml/Stunde,
das Volumen der eluierten Fraktionen
beliefsich auf5bzw. 2,5 ml. Die Extinktion
dieser Fraktionen wurde im Spektrophoto-
meter PM2 DL Opton gemessen.

Polyakrylamid-Gelektrophorese

Das Extrakt und die gewonnenen Frak-
tionen wurden unter Anwendung von 7%-
iger Polyakrylamidgel-Lésung und einem
Trisglyzin-Puffer (lonstarke 0,05, pH 8,3)
elektrophoriert. [6].

Na-Dodecylsulfat-Polyakrylamid-Gelektro-
phorese bei pH 7

Die 50—100 (ig EiweiR enthaltende
Probe wurde im Verhaltnis 1:1 oder 2:1
mit einer aus 0,01 M Na-phosphat (pH 7,0),
5% Na-4odecylsulfat, 100Merkaptoethanol,
0,005% Bromphenolblauund 40% Glyzerin
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bestehenden Unterschichtlésung versetzt,
sodann bei 100°C 5 Minuten lang inkubiert.
Hiernach wurden die inkubierten Proben
quantitativ, unter einem Elektrodenpuffer
auf die Gelsadule aufgetragen. Die Elektro-
phorese wurde auch mit der Methode von
Weber und Osborn [21] durchgefuhrt,
mit dem Unterschied, dall die Gelsaulen
nur 5% Akrylamid enthielten. Strom-
starke: 7 mA/Rohr, Laufzeit: 5 Stunden.
Nach der Elektrophorese wurden die
Gelsdulen mit Coomassie-Brillantblau ge-
farbt und der uUberflissige Farbstoff mit
einem aus Essigsaure, Methanol und Was-
ser bestehenden Gemisch ausgeldst. Als
StandardeiweiBe (zum Vergleich dienende)
wurden Bovin-Serumalbumin (Molekularge-
wicht: 68 000 Dalton), Gammaglobulin
(Molekulargewicht: 50 000 bzw. 23 000
Dalton) und Ovalbumin (Molekulargewicht
42 000 Dalton) angewandt.

Na-Dodecylsulfat-Polyakrylamid-Gel-
elektrophorese bei pH 8.3

Die 50—100 pg EiweiB enthaltende
Probe wurde im Verhéltnis 1:1 oder 2:1
mit, einer aus 0,06% Tris, 0,29% Glycin, 5%
Na-dodecylsulfat, 1% Merkaptoethanol,
0,005% Bromphenolblau und 40% Glyzerin
bestehenden Unterschichtlésung versetzt
und bei 100 °C 5 Minuten lang inkubiert.
Hiernach wurde die Probe quantitativ unter
einem Elektrodenpuffer auf die Gelsaule
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde
nach Peterson und Strohman [15] bei
1,5 mA/Rohr mit 2 Stunden Laufzeitdurch-
gefuhrt, die Sd&ule enthielt jedoch nur
5% Akrylamid. Fa&rbung usw. geschahen
wie bei pH 7. Nach Auslésung der Uber-
schissigen Farbe wurde das Gel mit einem,
an das Zeiss-Schnellphotometer angeschal-
teten G1B1 Kompensographen densito-
metriert.

Zelluloseacetat-Membran Elektrophorese

Auf eine vorangehend mit Veronal-
natriumazetatpuffer (pH 8,6) durchtrénkte,
2,5x16 cm grolRe Zelluloseazetat-Mem-
branfolie (Schleichér-Schill) wurden mit
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einer Pipette KO/J1 (70—100 pg Eiweill) Un-
tersuchungsmaterial aufgetragen. Zwecks
Markierung kam Bromphenolblau zur
Anwendung. Zunéchst wurde bei 0,4—0,5
mA Stromstérke/cm Streifenbreite 2 Stun-
den lang elektrophoriert, und danach die
Folie gefarbt und gewaschen, getrocknet,
mit Paraffindl transparent gemacht und
mit einem, an ein Zeiss-Schnellphoto-
meter angeschalteten G1B1 Kompenso-
graph densitometriert.

Herstellung des Immunserums

Das lyophilisierte Weizenextrakt wurde
in Wasser geldst und der reine Supernatant
mit soviel NaCl versetzt, dal die End-
konzentration des Kochsalzes 0,9% aus-
machte. Mit dieser EiweiBlésung (Eiweil3-
konzentration 1—1,2%), die mit komplet-
ten Freund-Adjuvant (Difco) im Ver-
haltnis 1:1 vermischt wurde, wurden
Kaninchen immunisiert. Sechs Tage nach

der letzten Injektion wurden die Tiere
entblutet, die Seren bei 56°C 30’ lang
inaktiviert und bei —18°C im Tiefkuhl-

sehrank aufbewahrt.

Agardiffusion

In 50—55°C warmem Wasser geldste
3%ige Agarlésung (Bacto Agar Difco)
wurde mit 8- oder lofach verdinntem
Antiserum im Verhéltnis 1:1 rasch ver-
mischt und danach 2,3 ml auf Objekttra-
ger pipettiert; am néachsten Tag wurden in
das Agar Loécher von 4 mm Durchmesser
verfertigt, und in die Ld&cher aus dem
Mehlextrakt bzw. den Sephadex Fraktio-
nen je 10 fd pipettiert. Diese Manipulation
wurde nach 24 Stunden wiederholt. In der
Zwischenzeit wurden die Objekttrager in
der Feuchtkammer bei Zimmertemperatur
aufbewahrt. Nach 48 Stunden Inkubation
wurden die an der Bildung des Immunprazi-
pitats nicht beteiligten Eiweille aus dem
Agar mittels physiologischer Kochsalz-
l6sung ausgewaschen, die Agarschicht ge-
trocknet, das Eiweil mit S&aurefuchsin
gefarbt und differenziert.

Aminosaureanalyse

1 ml des Untersuchungsmaterials (Ex-
traktbzw.seine Fraktionen), dessen Eiweil3-
konzentration 1,6 mg/mlausmachte + 1ml
38%ige HCI-Ldsung wurden in Ampullen
zu 2 ml gemessen. Die Ampullen wurden
nach Durchblasen mit X., abgeldtet, so-
dann 48 Stunden lang bei 105°C aufbe-
wahrt. Es folgte Entsduern bei 80°C in
der Anwesenheit von KOH und P 20°, im
Vakuumtrockenschrank. Zur Bestimmung
der Aminosdurezusammensetzung des
entsduerten Hydrolysats diente ein Amino-
sdureanalysator LYZ 75 (Chinoin).

V ERSUCHSERGEBNISSE

Unsere friheren Untersuchungen
fuhrten zur Feststellung, dall sich
im Laufe der Speicherung des Weizens
als Mahlgut die Menge des mit Was-
ser extrahierbaren, antigenartigen Ei-
weies &ndert. Demnach richteten
sich unsere Untersuchungen vor allem
auf die Klarung der Frage, ob sich
im auf drei verschiedene Weisen
behandelten Weizenmehl — 1. bei
Zimmertemperatur 1 Jahr hindurch,
in Form von Mehlgut gespeicherten
2. 1 Jahr hindurch in Samen-
form gespeicherten und nur vor der
Extraktion gemahlten und 3.
im aus Neuernte gemahlten Weizen-
mehl — die extrahierbare Gesamtei-
weillmenge, bzw. die darin befind-
liche Antigenmenge ferner die bei
einer EiweiBkonzentration von 1,0
mg/ml, bei 280 nm, in einer 1 cm
Kiuvette gemessene Extinktion des
Extraktes im Laufe der Speicherung
andern (Tab. I).

Aus Tabelle | geht hervor, daR
sowohl die mit Wasser extrahierbare
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Tabelle |

Wasserextrahierbarer Gesamteiwei3- und Antigengehalt

Extrahiertes

Laugnedrur?grs;eil EiweiR mg/- Anti&zr}:lzg*/— SSil't un
Mehl g
1 Jahr, gemahlten 11,3 bi 3,00
1 Jahr, Korn, gemahlen vor
Extraktion 151 2,25 1,980
Neuernte, gemahlen vor Extraktion 17,2 3,26 1,90

* Mit Gelfiltration gemessene Werte

EiweiBmenge, als auch ihr Antigen-
gehalt im aus Neuernte gemahlten
Weizenmehl am  hdéchsten  sind.
Anderseits sind in diesem Mehl auch
die EiweiBe intakter, da ihr Etm
-Wert am niedrigsten ist.

Angesichts dieser Ergebnisse un-
tersuchten wir die Eigenschaften der
im Wasserextrakt des aus Neuernte
gemahlten Mehls befindlichen Eiweilie.

Die EiweiRe des Wasserextrakts
kénnen auf Sephadex G-75 Séaule
in 4 Komponente separiert werden;

A bb.

diese Fraktionen bezeichneten wir
mit A, B, Cund D. Abbildung 1 zeigt
das Elutionsdiagramm einer Gelfil-
tration.

Die im Laufe von je 3 Gelfiltratio-
nen gewonnenen Fraktionen A, B,
C und D wurden separat vereinigt
und lyophilisiert. Wie wir dartber
bereits berichteten, spielt sich zwi-
schen den in der Fraktion A befind-
lichen Eiweilen und dem im Serum
der Zéliakie-Kranken anwesenden An-
tikdrper eine antigenartige Reaktion

1. Elutionsdiagramm der EiweiBe des Mehlextrakts, anlaflich Gelfiltration auf

Sephadex G-75 Sédule. Das Volumen der Fraktionen betrédgt 5 ml.
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Abb.

2. Elutionsdiagramm der Fraktion A des Mehlextrakts anlafRlich wiederholter

Gelfiltration. Das Volumen der Fraktionen betragt 2,6 ml.

ab [6]. Unseres Erachtens bietet die
genauere Kenntnis der Eigenschaf-
ten der Fraktion A eine Mdglichkeit
zur weiteren Klarung der Pathogenese
der Zoliakie.

Da laut der Polyakrylamid-Gel-
Elektrophoretogrammedievereinigten
Fraktionen A auch die Eiweilkompo-
nenten anderer Eiweil3fraktionen ent-
halten, wurde die Fraktion A auf
Sephadex G-75 Saule wieder gelfiltri-
ert (Abb. 2). Wie aus Abbildung 2
ersichtlich, kann die Fraktion A in
2 Komponenten separiert werden.
Wie die Polyakrylamid-Gelelektro-
phorese zeigte, entsprach die zweite
Komponente der Fraktion B, d. h.
dalR sie als Verunreinigung in die
Fraktion A gelangte. Da sich die
einzelnen Fraktionen bei der Gelfil-
tration (berlappen, haben wir die
Fraktionen B, C und D auf Sepha-
dex G-75 Saule wiederholt gelfiltriert.
Nach der Gelfiltration kam es zur

Untersuchung des Absorptionsspek-
trums dieser gereinigten Fraktionen
(Abb. 3).

Das Absorptionsmaximum der Frak-
tionen A, B und C betrug 278 nm,
das der Fraktion D lag bei 260 nm.
Der Quotient der bei 280 nm und
260 nm gemessenen Extinktionen
Emcl/Ereo™ liefert bekanntlich eine
Aufklarung daruber, ob die Frak-
tionen Nukleinsdure oder Nukleo-
tide enthalten. Bei den einzelnen
Fraktionen ergab der Wert des E™o"'1
Eo™ -Quotienten 1,18 (Fraktion A),
1,19 (Fraktion B), 1,15 (Fraktion C)
und 0,73 (Fraktion D). Das bedeutet,
daB die Fraktion D eine bedeutende
Nukleotidmenge enthdlt. Einen wei-
teren Beweis fir diese Feststellung
lieferte die Bestimmung der anor-
ganischen Phosphatmenge (Pj) in
den einzelnen Fraktionen nach Zer-
storung mit Perchlorsdure und Wasser-
stoffperoxyd. Auf 1 mg Eiweil} bezo-
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A bb

3. Absorptionsspektrum der mittels Gelfiltration wiederholt gereinigten Fraktionen

A, B, Cund D.: 0--------- o Fraktion A, 0,35 mg/ml.: »----mmme- 4 Fraktion B, 0,40 mg/ml.:

Fraktion C, 0,25 mg/ml; t>--------- o Fraktion D,

0,10 mg/ml. Lésungsmittel:

0,005%ige wasserige Natriumazidlésung.

gen enthielt die Fraktion A 17 /tg
Pi( die Fraktion B 16 pg Pb die
Fraktion C20/tg Pj und die Fraktion
D 170 /tg Pj. Die Gegeniberstellung
der Eigenschaften der gereinigten
Fraktionen erfolgte unter Anwen-
dung der Mancinischen-Technik (Abb.
4)-

)Auf den Objekttrager wurde des
gegen das Wasserextrakt des Mehles
erzeugte, mit Ager vermischte, 16fach
verdinnte Antiserum aufgetragen; in

Abb. 4.

die Locher wurden unterschiedlich
verdinnte Fraktionen gemessen. Man
sieht in Abbildung 4, dal} einen Pra-
zipitationsring nur das walrige, un-
fraktionierte Mehlextrakt und die
Fraktion A ergaben, bei den Frak-
tionen B, C und D (diese letzter-
wéhnte ist in Abbildung 4 nicht
dargestellt) diese Erscheinung dage-
gen nicht zu beobachten war. Inso-
fern auf den Objekttradger mit Agar
vermischtes, von Zgliakie-Kranken

Immunreaktion des Mehlextrakts und der Fraktionen A, B, C und D, gegeniiber

das gegen das Mehlextrakt produzierte Antiserum. EiweilBkonzentration der drei A Frak-

tionen (1, 2, 3): 1,75, 3,50 bzw. 7 mg/ml. Eiweifkonzentrationen der Extrakte 4, 5, 6:

3,3, 6,6 bzw. 9,9 mg/ml. Die EiweiBkonzertration der drei B Fraktionen (7, 8, 9) betru-

gen in allen Léchern 6 mg/ml, wéahrend die EiweiBkonzentrationen der zwei C Fraktionen
(10, 11) in allen Léchern 5 mg/ml ausmachten.
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Startlinie

Startlinie

Abb. 5. Densitogramm dei

gereinigten Fraktion A nach Zelluloseazetat-Membran

elektrophorese (1) bzw. Polyakralamid-Gelelektrophorese (I1).

entnommenes Serum aufgetragen wur-
de, gestalteten sich die Ergebnisse
adhnlich. Aus dem Gesagten folgt,
daB bei Zoliakie nur die gereinigte
Fraktion A ein antigenartiges Ver-
halten aufweist. Die Wanderung die-
ser Fraktion in Richtung der Anode

war bei der Zelluloseazetat-Membran-
elektrophorese ausgepragt, bei der
Polyakrylamid-Gelelektrophorese da-
gegen unbedeutend (Abb. 5).

Diese Ergebnisse sind scheinbar
widerspruchsvoll. Aus dem Ergeb-
nis der Zelluloseazetat-Membran-

Tabelle II

Aminosuédrezusammensetzung der Fraktion A und de? Gliadins

Aminoséaure Fraktion A Gliadin* Aminosaure Fraktion A Gliadin*
Mol%
Lys 4,40 1,50 Gly 5,90 3,00
His 1,90 1,70 Ala 6,90 3,40
Arg 3,60 1,80 Val 5,50 4,80
Asp 6,10 2,90 Met 1,10 1,10
Thr 3,70 2,10 lle 4,20 4,20
Ser 4,40 6,40 Leu 7,30 7,70
Glu 27,20 37,60 Tyr 1,20 2,70
Pro 12,40 16,00 Phe 4,30 4,20

* Aufgrund der Aminosdurenzusammensetzung der Fraktion I11 gerechnete Werte (Beckwith

und Mitarb. [2])
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elektrophorese kénnte auf eine starke
Elektronennegativitdt der gereinig-
ten Fraktion A gefolgert werden,
wéhrend die Ergebnisse der Polyak-
rylamid-Gelelektrophorese fir eine
schwache Elektronennegativitat spre-
chen. Es mufl jedoch berucksichtigt
werden, dal sich das Akrylamidgel
wie ein Molekularfilter verhélt. Im
Falle einer Substanz mit hohem
Molekulargewicht wird die Bewe-
gung der Molekeln im elektrischen
Kraftfeld nicht nur durch die Ladung
des Molekels sondern auch durch
seine Masse beeinfluf3t.

Laut der mittels Ultrazentrifuge
durchgefihrten Analyse ist die ge-
reinigte Fraktion A etwas polydis-
pers, ihr Sedimentationskoeffizient
betrdgt S20v—4,0 Svedberg-Einhei-
ten. Die Ergebnisse der Aminosaure-
Analyse haben wir in Tabelle Il zu-
sammengefallt, in der vergleichshal-
ber auch die in der Literatur fir
Gliadin angegebenen Ergebnisse der
Aminosaure-Analyse ersichtlich sind
[2]. Aus den Angaben der Tabelle

Il geht hervor, dal? sowohl die gerei-
nigte Fraktion A, als auch das Glia-
din groBe Glutaminsdure- und Pro-
linmengen enthalten. Der hohe Glu-
taminsduregehalt darf als ein Beweis
dafir angesehen werden, dall sich
die Fraktion A bei der Zelluloseazetat-
Membranelektrophorese elektronen-
negativ verhélt.

Zur Bestimmung des Molekular-
gewichts der Polypeptidkette der in
der Ultrazentrifuge etwas polydisper-
sen Fraktion A diente die mit Natrium-
dodecylsidfat durchgefiihrte Poly-
akrylamid-Gelelektrophorese (Abb. 6).

Falls die Bestimmung nach Weber
und Osborn [21] bei pH 7,0 durch-
gefiuhrt wird, enthélt die Fraktion
A zwei Polypeptidketten mit unter-
schiedlichem — 61 000 und 36 000
Dalton —Molekulargewicht. Die nach
Peterson und Strohman [15] mit
geringer Modifikation bei pH 8,3
vorgenommene Bestimmung ergab e-
benfalls zwei Polypeptidketten mit
unterschiedlichem Molekulargewicht:
56 000 und 34 000 Dalton.

ABB. 6. Densitogramm der gereinigten Fraktion A nach mit Natriumdodecylsulfat durch-
gefuhrter Polyakrylamid-Gelelektrophorese.
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Besprechung

Seitdem es nachgewiesen wurde, dal3
bei der Zodliakie die Eiweil’e der
Getreidesorten eine Rolle spielen,
steht diese Frage nicht nur in der
Lebensmittelindustrie und Ernéh-
rungswissenschaft, sondern auch auf
dem Gebiet der Immunologie im
Mittelpunkt des Interesses. Mit den
sich in dem letzten anderthalb Jahr-
zehnt verbreiteten zeitgemaRen Un-
tersuchungsverfahren (Ultrazentri-
fuge, Gelfiltration, lonenaustausch-
Chromatographie, Starke-Akrylamid-
Gelelektrophorese) fand zwecks Kla-
rung bzw. ldentifizierung der phy-
sikochemischen Eigenschaften der in
Wasser bzw. Salzlésungen lésbaren
bzw. unlésbaren WeizeneiweilRe eine
Reihe erfolgreicher Untersuchungen
statt [2, 9, 10, 12, 13, 22, 23].

Die Gliadine und die Glutenine
des Weizens sind in Wasser oder
neutraler Salzlésung bekanntlich un-
l6sbar, wéahrend sie sich in 50 —70 %
iger Alkohollésung, dinner Séaure
oder Lauge einwandfrei l6sen. Ros-
siPAL und Paim [16] haben im wal-
rigen Extrakt des Weizenmehls mit
Akrylamid-Gelelektrophorese 12 —14
EiweilRfraktionen nachgewiesen, un-
ter denen die in der N&he der Kato-
de liegenden 2—3 Fraktionen mit
dem Serum der Zgliakie-Kranken eine
Préazipitation ergaben. Wir vermoch-
ten diese 2—3 Eiweil3fraktionen
in unserer Fraktion A zu finden [6];
ihre Menge war im aus Neuernte
gemahlten Weizenmehl am groften
(Tab. 1). Das Absorptionsmaximum
(Abb. 3) der mit wiederholter Gel-

filtration gereinigten (Abb. 2) Frak-
tion A — die zu etwa 15—2,0%
phosphorhaltige Verbindungen (Nuk-
leinsdure und Nukleotid) enthalt —
liegt bei 278 nm. Die anhand der
Zelluloseazetat-Membranelektropho-

rese (Abb. 5), der Aminosdurezu-
sammensetzung (Tab. I1) und der
SDS  Polyakrylamid-Gelelektropho-
rese bestimmten Molekulargewichte
von 34000-36 000 und 56 000-
61 000 Dalton verwahrscheinlichen
es, dall die Fraktion A Gluteneiweilie,
vor allem Gliadin enthalt. Die von
zahlreichen Verfassern [1, 2, 7, 17, 22]
in essigsaure- und ureahaltigen L&-
sungen mit Gelfitration und lonenaus-
tausch-Chromatographie  hergestell-
ten verschiedenen Gliadinfraktionen
(anhand der bei freier Elektrophorese
gezeigten Beweglichkeit Fraktionen
a, B, y, o bzw. ihre Subfraktionen,
z. B. ylt y2, y3) sind hinsichtlich ih-
rer Aminosadurezusammensetzung, be-
sonders aber ihres Molekulargewich-
tes der von uns Fraktion A genann-
ten &hnlich. All dies spricht dafar,
dall im Laufe der Extraktion der
Mehleiweille mit ionenfreiem Wasser
im pH-Bereich 5,7—6 nebst anderen
Eiweilen auch die Gliadine in L0-
sung gelangen.

Durch das gegen die MehleiweilRe
im Kaninchen produzierte Antise-
rum wird nur die Fraktion A pré-
zipitiert (Abb. 4), die uUbrigen Frak-
tionen B, C und D, aber nicht, ob-
wohl das bei der Immunisierung an-
gewandte EiweilRextrakt auch diese
Fraktionen enthielt. In bezug auf die
gegen Gliadin erzeugten Antikdérper
wurde friher bereits festgestellt, dal}
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diese 1gG-, IgA-und IgE-Typs sind
[14]. Laut unseren Versuchen ist der
zirkulierende Antikdérper gegen Glia-
din vom I1gG-Typ [11]. Im Zdliakie-
Serum kann kein spezifisches IgE
nachgewiesen werden, angesichts der
hochgradigen Zytophilie des IgE kann
aber die Mdglichkeit nicht ausge-
schlossen werden, da® dieses Immun-
globulin in zellgebundener Form auch
im Serum der Zdliakie-Kranken Vor-
kommen kann.

Laut Beyreiss und Mitarb. [3]
sind Zoliakie und Sprue mit Darm-
zottenatrophie einhergehende Re-
sorptionskrankeiten, die annehmbar
durch eine hereditire Empfindlich-
keit gegenuber Kleberproteine her-
beigefuhrt werden. Wenn also die
GluteneiweiBe, vor allem das Glia-
din durch Trypsin und Chymotryp-
sin nicht oder nur teilweise abgebaut
werden, kénnen die erwdhnten Eiwei-
Re oder ihre groRBeren Fragmente
durch die verletztenDarmzotten leicht
in den Kreislauf gelangen, und die-
ser Proze3 mul? zur Antikérperpro-
duktion fuhren. Nach unseren Er-
gebnissen 1&Bt sich der Antikérper
gegen Gliadin — zwar in geringerem
Titer als im Serum der Zdjliakie-
Kranken — auch bei gesunden Per-
sonen nachweisen. In diesen Fallen
kann das nicht oder nur teilweise
abgebaute Gliadin durch den, we-
gen irgendeiner anderen Ursache ge-
schadigten Dinndarm in den Kreis-
lauf gelangen. Beyreiss und Mitarb.
[3] haben darauf hingewiesen, dal}
einige Medikamente, besonders die
Antibiotika und Zytostatika auf den
Dunndarm unter Umstédnden toxisch

M. Szabolcs et al.: Antikdrper gegen Gliadin

einwirken. Die Anwesenheit des Glia-
dins im Kreislauf und die darauffol-
gende Antkdrperproduktion kdnnten
somit erklart werden. Eine Frage
bleibt aber weiterhin offen, nament-
lich die Ursache dessen, dall das
Gliadin nicht oder nur teilweise ab-
gebaut wird. Die méglichen Ursachen
sind: 1. Enzymmangel, 2. verringerte
Proteaseaktivitdt, und 3. ein beson-
derer struktureller Aufbau dieser Ei-
weille, der den Abbau durch Protease
entweder nicht, oder nur zum Teil
ermdglicht [19].

ad 1. Bei gesunden Personen kommt
annehmbar kein Enzymmangel vor,
Antikorper konnen aber in niedri-
gem Titer auch bei Gesunden ge-
messen werden.

ad 2. Friher haben wirim Wasser-
extrakt des Mehles bzwT in sei-
nen Fraktionen eine Proteaseinhi-
bitor-Aktivitdt nachgewiesen. Durch
den mit der Nahrung in den Darm
gelangenden Trypsininhibitor koénnte
die Eiweillverdauung gehemmt wer-
den [6].

ad 3. Mais-und Reisfltterung fih-
ren zur raschen Regeneration der
Dunndarmschleimhaut, obwohl das
Maiskorn auf das Gewicht des ge-
trockneten Korns bezogen mehr Pro-
lamin (5 % Zein) enthdalt als das
Weizenkorn (4,2 % Gliadin) [4]. So-
wohl das Zein, als auch das Gliadin
gehoren zwar in die Gruppe der Pro-
lamine, der sich in ihrer Wirkung
manifestierende Unterschied héngt
annehmbar mit ihrer Aminosaure-
zusammensetzung bzw. Aminoséu-
rereihenfolge zusammen. Wie aus
Tabelle 11 ersichtlich, verfugt die
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von uns isolierte Fraktion A Uber
einen hohen Glutaminsiure-und Pro-
lingehalt. Bekanntlich werden dage-
gen durch Trypsin die in der Nach-
barschaft der basischen Aminosau-
ren liegenden Peptidbindungen d. h.
die den Lysin-und Arginin- Ketten-
gliedern entlang befindlichen Peptid-
verbindungen hydrolysiert. Die Lysin-
Prolin- und Arginin-Prolin-Peptide
sind der Hydrolyse gegenuber resi-
stent; Lysin-Glutaminsdure und Ar-
ginin-Glutaminsdure mit Peptidbin-
dung zeigen eine partielle Resistenz.
Durch Chymotrypsin werden die aro-
matische Aminosduren enthaltenden
EiweiRe oder Peptide der Karboxyl-
gruppe der aromatischen Aminosau-
ren entlang gespaltet. Die Tyrosin-
Prolin- bzw. Phenylalanin-Prolin-Pep-
tidbindungen sind ebenfalls resi-
stent.

Unsere Hypothese wird durch die
Angaben von Frazer [8] unterstitzt,
laut deren die Gluteneiweille — und
so auch die Gliadine gegeniiber Pep-
sin und Trypsin resistent sind. Die
GluteneiweiRe weisen aber nicht nur
gegen die Proteasen, sondern auch
gegeniiber Warme eine Resistenz auf.
Wir konnten es namlich nachweisen,
daB die Gluteneiweille durch Wasser-
oder Essigsaureextraktion — nebst
Beibehaltung ihres Antigencharak-
ters — sogar aus dem Brot isoliert
werden kénnen. [20].

Laut Singh und K ay [18] spielen
die Gluteneiweil3e auch bei der Schi-
zophrenie eine Rolle. Der Zéliakie
adhnlich ist der Wirkungsmechanis-
mus auch in diesem Fall ungeklért,
nur soviel liegt fest, daR der geneti-

schen Préadisposition eine Bedeutung
beizumessen ist.

Anhand der angefihrten Argumen-
te vertreten wir die Ansicht, daB die
Untersuchung der Struktur, der physi-
kochemischen und funktionellen Ei-
genschaften der Gluteneiweil’e einen
weiteren Schritt zur Klarung des
Pathomechanismus der Zdliakie, der
Sprue und vielleicht auch der Schizo-
phrenie bedeuten wird.

Unser herzlicher Dank gebihrt
Herrn Dr. M. Hauck fur die Amino-
saureanalyse und Frau 1. Korom,
sowie Fri. M. Debreceni fur die tech-
nische Hilfe.
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