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Aus dem mit 0,01 M Essigsaure gewonnenen Extrakt des Brotes wurde
Gliadin isoliert und aus den Gliadinpraparaten mittels Gelfiltration auf
Sephadex G-50-Saule, drei Fraktionen — Gliadin I, Gliadin Il und Gliadin
Il — getrennt.

Wahrend das Molekulargewicht der einzelnen Fraktionen unter-
schiedlich war, lieRen sich inbezug auf ihren Aminodikarbonsaure + Ami-
nodikarbonsaureamid (Asp -f- Glu + Asn GlIn)-Gehalt nahezu identische
(46—47%), betreffs ihres Prolingehalts dagegen unterschiedliche (15—23%)
Werte verzeichnen. Der Prolingehalt der Fraktionen mit héherem Moleku-
largewicht war groRer als der der Fraktionen mit niedrigem Molekularge-
wicht. Der Aminodikarbonsauregehalt (Glu -f- Asp) der einzelnen Gliadin-
fraktionen war nahezu identisch (20—21%). Im Vergleich zu den Gliadin-
fraktionen mit niedrigerem Molekulargewicht war der Phosphatgehalt der
Gliadinfraktionen mit hdherem Molekulargewicht groBer, wahrend der
Quotient E 280 E 2=0niedriger lag.

Die unter Wirkung von 200mMNaCl zustandekommende Ausfallung
der Gliadinpraparate bzw. Gliadinfraktionen wird durch verschiedene Pu-
rinderivate, z.B. durch Adenosin gehemmt. Das Mall der Hemmung zeigte

mit den E 280E 2e0-W erten der Praparate eine Korrelation.

Aufgrund der Versuchsergebnisse und der Literaturdaten werden die
physiologischen Eigenschaften von Gliadin und seiner Fraktionen bzw. ihre
Rolle bei der Zdliakie besprochen.

Im Laufe einer vorangehenden Ver-
suchsserie gelangten wir zu der Fest-
stellung, dafl das Molekulargewicht
und die Aminosidurezusammensetzung
der mit der modifizierten Methode von
Beckwith und Mitarb. [3] aus Brot
isolierten Gluteneiweifle Gliadin und
Glutenin mit den entsprechenden Pa-
rametern der aus Mehl isolierten Ver-
bindungen nahezu identisch ist und
daB diese GluteneiweiBe mit dem
Serum der Zéliakiekranken antigen-
artig reagieren [15]. Das aus Brot iso-

lierte Gliadin enthalt Komponenten,
deren Molekulargewicht 36 000 bzw.
52 000 Dalton betragt, vereinzelt
findet man aber auch Komponenten
mit einem Molekulargewicht von 70—
80 000 Dalton vor.

Zwecks genauerer Klarung der Cha-
rakteristika der einzelnen Komponen-
ten wurde das Gliadin auf Sephadex
G-50-Saule fraktioniert und die Eigen-
schaften der isolierten Fraktionen —
Absorptionsspektrum, Homogenitat,
Molekulargewicht, Aminosaurezusam-
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mensetzung, BeeinfluBbarkeit der un-
ter Wirkung der Elektrolyte zustan-
dekommenden Ausfallung mit Nuk-
leotiden bzw. Nukleosiden — analy-
siert.

Des weiteren wollen wir Uber die
Ergebnisse dieser Versuche berichten.

Material und Methodik

Isolierung der Gluteneiweifle aus Brot mit
0,01 M Essigsaure

100 g zerkleinertes Brot wurde mit
1000 ml 0,01 M Essigsaure und 0,8 mM
Natriumazid enthaltenden Losung (Ex-
traktionslésung) vermischt und 120—180
Minuten lang mit einem magnetischen
Rihrer bei Zimmertemperatur gerihrt,
sodann 14—16 Stunden lang im Kihl-
schrank (2—4°C) aufbewart. Zunachst
wurde die Suspension durch einen vier-
schichtigen Gaselappen filtriert und das
Filtrat in einer kuhlbaren Zentrifuge
(Typ Lh-413, Produkt BVG) bei 4 aC, 90
Minuten lang bei 2000 g zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren wurde der Nie-
derschlag (grofRtenteils Starke) verschittet,
und aus dem reinen Supernatant wurden
bei einer Endkonzentration von 02 M
NaCl die GluteneiweiBe ausgeféallt. Das
mittels Zentrifugieren (60 Minuten, 2000 g,
4 °G) gewonnene Prazipitat wurde in kalter
Extraktionslésung geldst, die Ldsung bis
zu einer Alkoholendkonzentration von
66—68% mit 96%igem Athylalkohol ver-
setzt und der pH-Wert mitn KOH-L6sung
auf 6,5—6,8 eingestellt. In dem auf diese
Weise zubereiteten, eine Nacht hindurch in
kalter Umgebung gehaltenen Gemisch hat
sich das Glutenin ausgeféllt, wéahrend das
Gliadin in Lo6sung blieb. Nach dem Zentri-
fugieren (45 Minuten, 2000 g, 4°C) wurde
das Glutenin-Préazipitat in der Exktrak-
tionslésung wieder aufgelést und gegeniber
die Extraktionslosung dialysiert; hiernach
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kam es zur Untersuchung der Eigenschaf-
ten des isolierten Glutenins.

Das zu Isolierung des Gliadins dienende
Verfahren war wie folgt: Der Alkoholgehalt
des gliadinhaltigen Supernatanten wurde
durch Zugabe von kaltem, deminarilisier-
tem Wasser auf 35—37% herabgesetzt, das
Gemisch einige Stunden lang bei 0 °C gehal-
ten, wahrenddessen sich eine feindispergier-
te, weiBe Suspension bildete. Diese Sus-
pension wurde in einer praparativen Ultra-
zentrifuge (Typ Beckman, L3-50) bei 0 °C
(bei einer um 2—3 °C hoheren Temperatur
klart sich die Flissigkeit ab) 50 Minuten
lang zentrifugiert, das sedimentierte Glia-
din in der Extraktionslésung geldst, sodann
gegen die Extraktionslésung dialysiert.
In der Folge wurden die Eigenschaften
des auf diese Weise isolierten Gliadins
einer Analyse unterworfen. (Die erlauterte
Methode ist eine Modifikation des Verfah-
rens von Beckwith und Mitarb. [3]).

Fraktionerung des aus Brot isolierten
Gliadins auf der Sephadex G-50-Saule

Zwecks Equilibration wurde die Sepha-
dex G-50-Gelsdule (Durchmesser: 2,15 cm;
Hohe: 55 cm; Séaulenvolumen: 200 cm3;
mit Blue-Dextran gemessenes Eliminations-
volumen: 77,5 cm3) mit einer 0,01 M Essig-
sdaure und 0,8 mM Natriumazid enthalten-
den Losung gewaschen, auf die Saulen-
spitze in 4 ml Volumen 88 mg Gliadin-
eiweill pipettiert, sodann in einer 0,01 M
Essigsdaure und 0,8 mM Natriumazid ent-
haltenden Ld&sung eluiert. Die Eluations-
geschwindigkeit betrug 30 ml/St, das
Volumen der gewonnen Fraktionen belief
sich auf 4 bzw. 2 ml. Die Extinktion der
Fraktionen wurde bei einer Wellenlange
von 280 nm im Spektrophotometer Opton
PM 2 DL gemessen.

Polyakrylamid Gelelektrophorese

Die Untersuchung der Homogenitat des
aus Brot isolierten Gliadins und seiner
Fraktionen erfolgte unter Anwendung
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eines Tris-Glizin-Puffers (Polyakrylamid
Gelkonzentration: 7%; lonenestarke: 0,05;
pH: 8,3) [7].

N atriumdodezylsulfat-Polyakrylamid-
Gelelektrophorese (pH 7,0)

Zur Untersuchung des Molekularge-
wichts und der dem Molekulargewicht
entsprechenden Homogenitat der Polipep-
tidketten des aus Brot isolierten Gliadins
und seiner Fraktionen kam die Methode
von Weber Und Osborn [18] der in unse-
rer vorangehenden Mitteilung beschriebe-
nen Weise gemaR [14] zur Anwendung.

Das Absorptionsspektrum der Eiweil3e
wurde mit dem Spektrophotometer Opton
PM 2 DL bestimmt. Zur Messung des
EiweilRgehalts kamen die Biuretmethode
und das Verfahren von Lowry und Mitarb.
[9] zur Anwendung. Zur Kalibration wurde
als EiweiBstandard Bovin-Serumalbumin
(BSA) herangezogen.

A minosaureanalyse

Die Untersuchung der Aminosaurezu-
sammensetzung von Gliadin und seiner
Fraktionen erfolgte unter Verwendung des
Aminosaureanalysators Chinoin Typ LYZ
75 [14].

p 280 nm
¢ lem

Bestimmung des
GluteneiweiBe

Phosphatgehalts der

Die in 0,33 ml Volumen je 1mg EiweiB
enthaltenden Proben wurden zuerst mit
0,5 ml 70%iger HC104-Losung 4—5 Stun-
den lang, sodann in der Gegenwart von 0,5
ml 30%iger H 20 2L06sung weitere 2 Stun-
den lang zerstort. Demnach wurden die
einzelnen Proben mitje 1mldeminarilisier-
tem Wasser versetzt und 10 Minuten lang
gekocht. SchlieBlich wurden die Proben
mit 6 n KOH-LOsung neutralisiert, das
ausgefallte KC104-Prazipitat mittels Zentri-
fugieren entfernt und im mit der Spul-
flissigkeit des KC104-Prazipitats vermisch-
ten Supernatant der anorganische Phos-
phatgehalt (Pj) mit der Methode von
Tattssky und Shorr [18] gemessen.

Ergebnisse

Int ersten Teil unserer Versuche
wurde das aus Brot isolierte Gliadin
auf Sephadex G-50 (fine)-Gelsaule
fraktioniert. Wie in Abbildung 1 er-
sichtlich, kann Gliadin in die Frak-
tionen I, 11 und Il separiert werden.

Abb. 1. Fraktionierung des aus Brot isolierten Gliadins auf Sephadex G-50 Gelsaule.

Weitere Details im Abschnitt »Material und Methodik«. Zwischen 66 und 80 cm3eluiertes

EiweiB: Gliadinfraktion I. Zwischen 82 vmd 98 cm3eluiertes Eiweill: Gliadinfraktion II.
Zwischen 100 und 118 cm3eluiertes Eiweill: Gliadinfraktion I11.
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Dasichdie Fraktion | im Eliminations-
volumen der Gelsaule eluiert, be-
steht sie wahrscheinlich aus Kompo-
nenten mit einem Molekulargewicht
von 40 000—50 000 Dalton oder ho-
her.

Dies bestéatigen auch die mit der
Na-dodecylsulphat-Polyakrylamid-
Gelelektrophorese bestimmten Mole-
kulargewichte; dementsprechend be-
steht die Fraktion | groRtenteils aus
Komponenten mit einem Molekular-
gewicht von 68 000 und 57 000 Dal-
ton, wahrend das Molekulargewicht
der Komponenten der Fraktion 1l
bzw. 11l 43000 und 34000 bzw.
34 000 Dalton ausmacht (Abb. 2).

Im Interesse der weiteren Charak-
terisierung der Fraktionen I, Il und
111, des mittels Gelfiltration isolierten

M. Szabolcs et al.: Gliadin

Gliadins, wurde auch ihre Aminosau-
rezusammensetzung bestimmt (Tab.
1). Wie aus Tabelle | ersichtlich, ist
der Glutamin-Glutaminsaure- -f- As-
paragin — Asparaginsaure- (45,98 —
47,14%) und Prolin- (14,8 -22,65%)
gehalt in allen drei Fraktionen hoch.
Im Vergleich zur Fraktion | ist die
Prolinkonzetration in der Fraktion
Il um 34—35% niedriger. Gleich-
zeitig waren betreffs der Menge der
nicht polaren Aminosauren (Pro, Gly,
Ala, Met, lle, Leu, Phe) in allen drei
Fraktionen nahezu identische Werte
vorzufinden, d.h. 42,41% in Fraktion
I, 40,62% in Fraktion Il und 42,07%
in Fraktion II1.

Im Laufe der Aminosaureanalyse
wurde auch der Ammoniakgehalt der
3 Fraktionen bestimmt und in Kennt-

Abb. 2. Densitogramm und mittels Polyakrilamid-Gelelektrophorese sowie Farbung er-
haltenes Bild des unfraktionierten (0321) Gliadins und der mittels Gelfiltration auf
Sephadex G-50 Gelsdule isolierten Gliadinfraktionen I, Il und IlI.
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Tabellei

.Aminosaurezusammensetzung der aus dem Gliadinpraparat
mittels Gelfiltration isolierten Fraktionen I, Il und I11.
Weitere Details S. Methodik und Material

Gliadin
Aminosaure Pr. Fr. 1l Fr. 111
Mol%
Lys 2,06 2,05 3,46
His 1,76 2,12 4,13
Arg 2,32 3,37 5,46
Cys 0,27 0,50 1,45
Asp* 2,62 3,30 3,197
Thr 4,56 6,03 6,39
Ser 1,10 1,69 2,26
Glu** 6,17 3,66 3,19
Pro

Gliadin
Aminosdure Fr.1 Fr. 11 Fr 111
Mol%
Gly 0,24 0,18 0,33
Ala 1,16 1,58 1,598
Val 1,28 1,61 1,332
Met 0,69 0,68 3,131
lle 1,16 2,12 2,28
Leu 1,46 1,76 1,59
Tyr 4,53 5,31 2,79
Phe 45,98 44,46 43,70
22,65 19,59 14,80

* Asparaginsaure + Asparagin (Asp -f- Asn)
** Glutaminsaure -(- Glutamin (Glu + Gin)

Tabelle ii

Asparagin-(Asn) -f- Glutamin-(GlIn) bzw. Asparaginsaure-(Asp)
+ Glutaminsaure-(Glu)-gehalt der aus dem Gliadinpraparat
mittels Gelfiltration isolierten Fraktionen I, I'l und I11.
Weitere Details im Text.

Aminosauren

Gliadin- — psp - Asn -f Glu-f Gin Asn-f Gin  Asp + Glu
Mol %
i 47,14 27,10 20,04
y 46,58 25,80 20,78
in 45,98 25,19 20,79

nis dieser Daten der Glutamin -)- As-
paragin (Gin + Asn)- bzw. Glutamin-
sdure -+ Asparaginsauregehalt ausge-
rechnet (Tab. I1).

Der Asparagin-Glutamingehalt
schwankte in allen drei Gliadin-Frak-
tionen zwischen 25,2 und 27,1%.
Diese prozentualen Werte bedeuten
gleichzeitig soviel, daR die 45,98 —

47,14% des gesamten Aminosaure-
gehalts ausmachenden Asp + Glu -f
GIn Aminoséuren zu 55—57% aus
Asparagin(Asn) -+ Glutamin (Gin) be-
stehen. All dies korreliert mit den
Daten unserer vorangehenden Mittei-
lung [15], laut deren 53 —60% der bei
den unfraktionierten Gliadinproben
Vorgefundenen, 45,1% ausmachenden
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Konzentration der Aminosauren Asp
+ Asn -f- Glu + Gin zu 53—60% aus
Glutamin-Asparagin besteht. Mit der
Teilnahme der sich im Glutamin und
im Asparagin befindlichen Amidgrup-
pen koénnen sich bekanntlich Wasser-
stoffbindungen ausbilden [1]. Unter
Berlcksichtigung der relativ groRen
Zahl der im Gliadin bzw. in seinen
Fraktionen befindlichen Amidgrup-
pen, spielen diese Wasserstoffbindun-
gen — nebst anderen Bindungen
(ionisierte, hydrophobe usw.) in der
Determinierung der EiweilRstruktur
unter Umstanden eine wichtige Rolle.
Die sich an der Peptidbindung nicht
beteiligenden, freien Karboxylgrup-
pen der in allen drei Gliadinfraktionen
zu 20—20,8% anwesenden Aminodi-
karbonsduren (Asp + Glu) kénnen
sich indessen an der Bindung der
verschiedenen Kationen beteiligen.
Wir haben auch das Absorptions-
spektrum des nichtfraktionierten Gli-
adinpraparats im 0,01 M Essigsau-

E lcm

re + 0,8 mM NaN3enthaltenden Me-
dium und in den mittels Gelfiltration
auf der Sephadex G-50-Saule isolier-
ten Gliadinfraktionen I, Il und 111
bestimmt (Abb. 3).

Das Absorptionsmaximum lag so-
wohl was das unfraktionierte Gliadin,
als auch was die mittels Gelfiltration
isolierten Gliadinfraktionen I, 11 und
11 anbelangt, bei 275 nm. Der Wert
Ei%m betrug bei der unfraktionier-
ten Gliadinprobe 5,58, bei der Glia-
dinfraktion 1 5,70, bei der Gliadin-
fraktion 11 6,2 und bei der Gliadin-
fraktion 111 6,51.

Der Phosphatgehalt eines der un-
fraktionierten Gliadinpréparate, so-
wie der daraus mit Gelfiltration isolier
ten Fraktionen I, Il und Ill, ferner
den Quotienten der bei Wellenlangen
von 280 nm bzw. 260 nm gemessenen
Extinktionen veranschaulicht Tabelle
1.

Aus Tabelle Il geht hervor, daR
dort, wo die Quotienten E280E 200

Abb. 3. Absorptionsspektrum des unfraktionierten G liadins---------- , und seiner im Laufe

der Fraktionierung auf Sephadex G-50-Gelsdule isolierten Gliadinfraktionen:
«: Gliadinfraktion Il. X—-----e-m-- X

fraktion 1. —

Gliadin-

und Gliadinfraktion Il1l. 0 ----------—--- (0]
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Tabelle hi

Phosphatgehalt sowie die bei den Wellenlangen 280 nm und 260 nm gemessenen Extink-
tionen des Gliadinpraparats und der daraus mittels Gelfiltration isolierten Fraktionen I,
Il und Ill. Weitere Details S. »Methodik und Material«

Muster

Gliadin (0603)
Gliadin (0321)
Gliadin Fraktion |
Gliadin Fraktion Il
Gliadin Fraktion I11

héher, die Phosphatkonzentrationen
niedriger sind. Ein anschauliches Bei-
spiel daflr ist Fraktion 111, bei der
der Phosphatgehalt am niedrigsten
und der Quotient E 280E 20 am hdéch-
sten war. Diese Beobachtung spricht
dafir, daB in diesem Praparat der
niedrigste Nukleinsdure- oder Nukleo-
tidgehalt zu verzeichnen war.

Laut Literaturdaten wird durch die
aus dem Pepsin und Trypsin enthal-
tenden Verdauungsgemisch der Glu-
teneweiRe stammende, autoklavierte,
ultrafiltrierte Fraktion die Peristaltik
des isolierten Meerschweinchendarms
gehemmt [8]. Robinson und Mitarb.
[12], die den Inhibitor aus dem Glu-
tenextrakt mittels Chromatographie
und Elektrophorese isolierten, stellten
fest, daR fur die, die Darmperistaltik
herabsetzende Wirkung das in der
Verbindung anwesende Adenosin ver-
antwortlich ist.

Unter Berlcksichtigung der ange-
fihrten Daten untersuchten wir den
die physikochemischen Eigenschaften
der Gluteneiweil3e (Glutenin, Gliadin
und ihrer Fraktionen) betreffenden

3 ST
mg Eiweil Elom.,
3,22 0,95
1,40 1,20
0,94 1,08
0,40 1,28
0,31 1,40

Effekt der Nukleinsduren, der Nuk-
leotide, der Purinnukleoside und des
Purinderivates Koffein.

Aus der Literatur ist bekannt, daf}
durch Koffein bei 18°C die Dimérisa-
tion gewisser Eiweifle, so z.B. der
Tetramerform von Phosphorylase
(Molekulargewicht: 370 000) verur-
sacht [6] oder aus dem sarkoplas-
matischen Retikulum des Muskels

dadurch, daR Koffein mit den
Ca2+-Bindeeiweilen in Wechselwirk-
ung tritt — Ca2+ mobilisiert wird
[4, 5, 13].

Tabelle IV veranschaulicht, welchen
EinfluR Koffein, 5'Adenylsaure
(AMP), Adenosintriphosphat (ATP)
und Adenosin auf die nebst verschie-
denen Endkonzentrationen der NaCl-,
Na-Phosphat- bzw. KCI-Ldsungen
zustandekommende Prazipitation des
Glutenins, Gliadins und seiner Frak-
tionen austben.

Die Gluteneiweif3e enthaltende 0,01
M Essigsaurelosung wurde zuerst bis
zur in Tabelle IV angefihrten mM
Endkonzentration mit der wasserigen
Losung des Purinderivates, sodann
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Tabelle iv

Wirkung der verschiedenen Purinderivate auf die sich in Anwesenheit eines Phosphatpuffers hzw. einer NaCl- sowie KCL-L6sung
abspielenden Prazipitation des Glutenins, des unfraktionierten Gliadins und der daraus mittels Gelfiltration isolierten Fraktionen I,

Il und I1l. Weitere Details im Text
Gluteneiweil prézipitie- Purinderivate bei Prazipitation der GlutenweiweiRe
rende Verbindung
Gluteneiveil Phosphat Absorption bei 360 nm nach Prazipitiertes Gluteneiweil
uteneiwel NaCl KCl Putter Koffein ~ 5-AMP ATP  Adenosin Prazipitation mg

Endkonzentration mM

37,5 — — — _ — 0,570 (100,0%)
375 - - 10,0 - B .o 0,510 (89%)
200,0 - - - - - 0,842 (100,0%)
9
Gliadin - 200,0 - 15,0 - - - 0,736 (87,4%)
A280/-A260 = - — 16,0 — — — — 1,324 (100,0%)
- - 16,0 15,0 - - - 1,164 (87.9%)
N - 16,0 . 15,0 - - 1,160 (87,6%)
200,0 - - - - - - 0,763 (100,0%)
200,0 - - - - - 15,0 0,674 (88,3%)
Gliadin Fraktion 111 — 200,0 — — — — — 1,03 (100,0%)
-280/-"260 = — 200,0 - — — 15 - 0,93 (90,0%)
Gliadin Fraktion | — 200,0 — — — — — 1,30 (100,0%)
-"280/-"260 = — 200,0 — 15,0 - — - 1,10(84,6%)
_ _ 16,0 _ _ - _ 0,169 (100,0%)
Glutenin
9
28010260 = ">95 - - 16,0 150 - — — 0,139 (82,2%)

_ _ 16,0 15,0 0,136 (80,0%)

tb

uIpel 9 1 °pd 19 SOJ0geZS *IN
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mit den in der Tabelle angegebenen
Prazipitationslésungen  (NaCl, KCI
usw:) versetzt. Nach dem Zusam-
menschuitteln wurden entweder die
Transparenzéanderungen der Proben
bei 360 nm gemessen oder nach
Zentrifugieren (2000 g, 0°C, 45 Mi-
nuten) der EiweiBgehalt der Prazi-
pitate mit dem Biuretverfahren oder
nach Lowry und Mitarb. [9] bes-
timmt. In Tabelle IV sind somit die
bei 360 nm gemessenen Absorptions-
werte oder die im Laufe der Eiweil3-
bestimmungen ermittelten, in mg
Eiweil ausgedriickten Werte dar-
gestellt.

Wie aus Tabelle 1V ersichtlich, ist
die bei den verschiedenen Glutenei-
weifRen bei 360 nm gemessene Ab-
sorption bzw. die im Prazipitat gemes-
sene Eiweilmenge im Falle der An-
wendung verschiedener Purinderivate
um 10—20% niedriger als die Kont-
rollwerte. All dies spricht dafir, daR
sich in der Gegenwart der Purinderi-

Gliadin 173

vate die Ausfallbarkeit der Glutenei-
weille verringert, d.h., dal3 ihre L0s-
barkeit ansteigt. Die Daten der Ta-
belle 1V weisen auch darauf hin, daJ3
die Préazipitation jener Gluteneiweil3-
proben, in denen der Wert des E28Y
E 27Q-Quotienten niedriger liegt, von
geringerem Ausmaf ist. Bei dieser
Versuchsserie betrug die Endkon-
zentration der Purinderivate 10—15
mM, das /miol Purinderivat : mg Glu-
teneiweil = 25—30 : 1. Des weiteren
untersuchten wir unter Beriicksichti-
gung der angefihrten Daten, auf
welche Weise sich bei unterschied-
lichen jumol Adenosin/mg Eiweil-
Proportionen die Ausféllbarkeit der
mit unterschiedlichen E28YE2e0 Pro-
portionen charakterisierbaren Glia-
din- bzw. Gliadinfraktionsproben bei
einer Endkonzentration von 200 mM
NaCl andert. Zu diesen Versuchen
verwendeten wir das im Zusammen-
hang mit Tabelle 1V erlauterte Zentri-
fugierverfahren, d.h., daB die Glia-

Abb. 4. Anderungen der Ausféllbarkeit des unfraktionierten Gliading e ---—------eeeemmmmme .

und der daraus isolierten Fraktion I. O----------

------ O bzw. Fraktion 111

—_

im Falle unterschiedlicher /rmol Adenosin/mg EiweiBproportionen. Die Prazipitation der
Eiweile erfolgte bei einer 200 mM NaCl-Endkonzentration. Weitere Details im Text
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din, Adenosin und NaCl enthaltenden
Proben zentrifugiert und der Eiweil3-
gehalt des Préazipitats bestimmt wur-
den.

Wie aus Abbildung 4 hervorgeht,
waren zwischen den einzelnen Glia-
din- bzw. Gliadinfraktionsproben mit
unterschiedlichen E Z0E 2e,,-Quotient-
werten betreffs der bei einer 200 mM
N aCl-Endkonzentration prézipitierten
EiweiBmenge bis zu einer EiweiR-
proportion von 30 /imol/mg keine
Unterschiede vorzufinden. Bei einer
groReren —e 50—100 /w0l Adenosin/
mg EiweiR — Proportion lieRBen sich
zwischen den einzelnen Gliadin- bzw.
Gliadinfraktionsproben mit unter-
schiedlichen E B0E 26,,-Quotientwerten
in Hinblick auf ihre Ausfallbarkeit
bereits wesentliche Unterschiede er-
kennen. In Fallen somit, in denen der
Wert des E 28YE 260-Quotienten hoher,
zwischen 1,2—1,4 liegt, ist der unter
Wirkung der Adenosin-NaCl-Ldsung
eintreffende, Gliadinpréazipitation
hemmende Effekt schwacher — und
auch umgekehrt: Bei einem niedrige-
ren E 280E20-Quotientwert — zwi-
schen 0,94 und 1,08 — ist die oben
erwahnte Inhibitorwirkung des Ade-
nosins intensiver.

Besprechung

Durch Fraktionierung der aus Brot
mit der modifizierten Methode von
Beckwith und Mitarb. [3] isolierten
Gliadinpraparate auf Sephadex G-50-
Gelsaule kénnen 3 Fraktionen separiert
werden (Abb. 1). Das Molekular-
gewicht dieser Fraktionen ist unter-
schiedlich (Abb. 2), ihr Aminodi-

karbonsaure- -f- Aminodikarbonsaure-
amid- (Asp + Glu -f- Asn + Gin)-Ge-
halt nahezu identisch, ihr Prolinge-
halt dagegen unterschiedlich (Tab. 1.)
Namentlich ist der Prolingehalt der
Fraktionen mit groéflerem Molekular-
gewicht hoher, als der jener mit nied-
rigerem Molekulargewicht. Betreffs
des Aminodikarbonsauregehalts (Glu
+ Asp) besteht zwischen den ver-
schiedenen Gliadinfraktionen kein Un-
terschied (Tab. I1).

Die sich an der Peptidbindung
nicht beteiligenden freien Karboxyl-
gruppen der Glutaminsaure + Aspa-
raginsdure — deren Anteil in allen
drei von uns isolierten Gliadinfrak-
tionen 20—20,8% des Gesamtamino-
sauregehaltes ausmacht — konnen in
der Bindung der verschiedenen Katio-
nen eine wesentliche Rolle spielen.

Anhand der in Tabelle 111 ange-
fuhrten, sich auf die E 280 E 2e0-Quoti-
enten von Gliadin und seiner Fraktio-
nen beziehenden Daten, gelangten
wir zur. Folgerung, daf} die Préaparate
in unterschiedlichen Mengen Nuklein-
sdure und Nukleotid enthalten. Die in
Tabelle IV und Abbildung 4 dargestell-
ten Ergebnisse sprechen dagegen da-
fur, dal3 sich in der Gegenwart der
verschiedenen Purinderivate die Aus-
fallbarkeit von Gliadin und seiner
Fraktionen verringert, d.h., daB ihre
Ldsbarkeit ansteigt.

Diese Tatsachen lenken die Auf-
merksamkeit auf zwei Gesichtspunk-
te.

1. Der niedrigen LoOsbarkeit der

Gluteneiweil3e zufolge, ist in den
Samen der Getreidearten — insofern
lonstarke und pH-Werte den in*vivo
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Verhaltnissen entsprechen — in der
Losung der Plastide die Gluteneiweil3-
konzentration sehr niedrig [2]. Bei
einer diese niedrige Proteinkonzentra-
tion Ubertreffenden Gluteneiweilfkon-
zentration werden die GluteneiweilRe
ausgefallt und in ausgeféllter Form in
den Plastiden gespeichert. Aufgrund
unserer Daten scheint es wahrschein-
lich, daR durch die in den Plastiden
in vivo anwesenden Nukleinsauren
und Nukleotide — die miteinander in
Wechselwirkung treten und sich den
Gluteneiweif’en anbinden — die L&s-
barkeit gesteigert wird. Dieser sich in
den Samen der Getreidearten abspie-
lende ProzeB hat es zur Folge, daR
die isolierten Gluteneiweile — im
Einklang mit den Literaturdaten [12]
und der in Tabelle 111 angefihrten
Daten — Nukleotid und Nukleozid
enthalten.

Durch die an die Gluteneiweil3e
gebundenen und von dort freiwerd-
enden Verbindungen — Adenosin und
Adeninnukleotid — werden in der
Gegenwart der auch physiologisch
funktionierenden purinerger Regelung
die Azetylcholinproduktion und dem-
zufolge auch die Peristaltik noch
weiter herabgesetzt.

Anhand der sich auf die Glutenei-
weille beziehenden Literaturdaten
und unserer eigenen Ergebnissen ge-
langten wir zur Ansicht, daR wir uns
in der Zukunft in erster Linie mit der
Bindenfahigkeit der Kation- und Pu-
rinderivate der GluteneiweiRe und
ihrer Fragmente befassen missen,
weil diese ersterwahnten Prozesse
dem Anschein nach eng mit der phar-
makologischen Aktivitdt der Glute-
neiweille Zusammenhéangen.

Frau Dr. E. Kokom und Fri. M. Debbe-

2. Das sich an die Gluteneiweilec, i wollen wir fir ihre wertvolle Hilfe

unter den oben beschriebenen Bedin-
gungen bindende Adenosin kann von
den Gluteneiweilen chromatogra-
phisch bzw. elektrophoretisch separiert
werden [12]. Durch dieses Adenosin
werden die Peristaltik des Dinn-
darms und die Azetylcholinproduk-
tion gehemmt [8]. Aus den purinergen
Endkoérpern wird im Bereich des
gastrointestinalen Traktes bekannt-
lich Adeninnukleotid (Adenylsdure,
Adenosindiphosphat, Adenosintri-
phosphat) freigesetzt — eine Verbin-
dung, durch die die Cholinergtrans-
mission gehemmt wird [17]. Daraus
und aus anderen Literaturdaten [10,
11] folgt, daR das Freiwerden von
Azetylcholin physiologisch unter stan-
diger purinerger Kontrolle steht.

auch an dieser Stelle unseren aufrichtigen
Dank zukommen lassen.
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