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ALGEMENE INLEIDING

Tarwe is een kwantitatief en kwalitatief belangrifk broodgraan, dat
zeer veel tot de voeding der mensheid heeft bijgedragen. In ons land
wordt tarwe op ruime schaal verbouwd. Door de jongste opgravingen in
het waterweggebied te Vlaardingen weten we dat tarwe in ons land
reeds 2000 jaar voor Christus bij de toenmalige bewoners bekend was.

Dat tarwe in enkele uitzonderlijke gevallen een schadelijke werking
kan hebben is voor het eerst aangetoond door Dicke 1), die constateerde
dat weglaten van tarwe uit het dieet voor patiéntjes lijdende aan coeliakie
een belangrijke verbetering in hun toestand teweeg bracht. Verschillende
groepen onderzoekers hebben sedertdien getracht een beter inzicht te
krijgen over de oorzaak van de ongunstige werking der tarwe bij deze
patiénten.

Nadat Van de Kamer, Weijers en Dicke ?) hadden vastgesteld dat de
schadelijke werking aan het tarwe-eiwit toegeschreven moet worden, is
ons toegenomen inzicht betreffende de rol die de tarwe bij deze ziekte
speelt nauw verbonden met de toename van de kennis van de structuur
der tarwe-eiwitten.

In Hoofdstuk I wordt een beschouwing gegeven over de samenstelling
van het in water onoplosbare deel van het tarwe-eiwit, waarover nog geen
definitieve klaarheid bestaat. Desondanks is met technieken als ionen-
uitwisseling, zetmeel-gel-elektroforese en rontgendiffractiemeting onze
kennis juist de laatste twee jaar belangrijk toegenomen.

Hoewel verschillende groepen van onderzoekers na Van de Kamer c.s.
de invloed van tarwe-eiwit op de coeliakie onderzocht hebben, is dezelfde
methode van onderzoek, n.l. het opsplitsen van het tarwe-eiwit in fracties,
nog niet gevolgd bij de idiopathische steatorrhoe (een tweede darmziekte,
die echter in afwijking van de coeliakie bij volwassenen voorkomt).

Met de in het onderhavige proefschrift beschreven onderzoekingen
werd getracht nadere gegevens te verkrijgen over dat deel van het tarwe-
eiwit, dat schadelijk blijkt te zijn bij de idiopathische steatorrhoe.

Het verband tussen coeliakie en idiopathische steatorrhoe wordt in
Hoofdstuk II besproken.
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HOOFDSTUK I

LITERATUURBESCHOUWING
OVER DE GLUTEN-EIWITTEN UIT TARWE.

1. Het klassieke glutenonderzoek.

In tarwe komt 9 3 10% eiwit voor, dat als volgt kan worden onder-

verdeeld 9):

4—4,5%0 gliadine
4%/p glutenine
0,6—0,7% globuline
0,3% albumine
0,3%p proteose

\
Het is niet zeker dat de proteose in de tarwekorrel voorkomt. De
mogelijkheid bestaat dat deze component tijdens het isoleren der eiwitten
gevormd wordt,

Bij het uitwassen van tarwemeel met water ontstaat de gluten. Beccari )
beschreef deze werkwijze voor het eerst. De droge stof der gluten %)
bestaat ten dele uit : 75—~80%0 eiwit, 5—15%) sacchariden en polysaccha-
riden (meest zetmeel) en 5—10%0 vet. Enige zouten, enig cholesterol en
lecithine komen er in voor. Grosskreutz ¢} wijst op het voorkomen van
lipoproteinen in de gluten. De in water onoplosbare eiwitten van de
gluten zijn het gliadine en het glutenine. Beide eiwitten zijn it het
endosperm der tarwekorrel afkomstig 7).

Ook in andere granen dan tarwe, b.v. rogge, gerst en haver, wordt een
gluten gevonden, die eveneens gliadine en glutenine bevat, doch van een
andere chemische structuur is ®). De hoeveelheid gliadine en glutenine is
bij de genoemde graansoorten verschillend 7).

De gliadinen zijn gekenmerkt door hun oplosbaarheid in 50—90%s
ethanol 7). Ze zijn onoplosbaar in zuivere ethanol en in water doch gaan
in oplossing na toevoeging van zuur of loog. De gluteninen zijn on-
oplosbaar in water, ethanol en in neutrale zoutoplossingen. In loog zijn
ze oplosbaar.

Osborne %), vermeldt dat Einhof reeds in 1805 met alcohol een eiwit-
achtige stof uit tarwemeel extraheerde. Einhof meende dat deze stof gelitk
was aan de gluten volgen Beccari. Taddei (1820) %) vond dat gluten uit
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twee stoffen bestaat, waarvan één oplosbaar in alcohol is en de naam
gliadine verkreeg. De in alcohol onoplosbare stof werd ,,zymon™ ge-
noemd. Osborne ?) noemt Boussingault (1838), Liebig (1841) en Mulder
(1844) onder degenen die onderzoek over de tarwe-eiwitten verrichtten.
Dezelfde onderzoeker vond in de tarwekorrel vijf zeer duidelijk ver-
schillende eiwitfracties. De fracties verschillen in samenstelling, in op-
losbaarheid en in andere fysische eigenschappen. Hij kon niet uitmaken
of deze vijf eiwitten alle chemisch gesproken individuen zijn of een
mengsel van twee of meer verschillende stoffen. Het gelukte Osborne
niet één dezer vijf componenten, n.l. gliadine, glutenine, albumine, globu-~
line en de peptonfractie nog in twee of meer fracties te scheiden.

Guthrie ') vond dat de waterbindende kracht van tarwegluten groter
was wanneer deze meer glutenine en minder gliadine bevatte. ,,Sterke”
bloemsoorten bevatten meer glutenine.

De aminozuursamenstelling van de tarwegluten volgens Jones c.s. 12)
is in de volgende tabel weergegeven.

TABEL 1

AMINOZUURSAMENSTELLING TARWEGLUTEN

(grammen/16 g totaal N)

Alanine 2,4 Methionine 1,8
Arginine 24 Phenylalanine 4,9
Asparaginezuur 29 Proline 13,7
Cystine 2,1 Serine 5,2
Glutaminezuur 37,3 Threonine 2,5
Glycine 31 Tryprofan 1,0
Histidine 2,2 Tyrosine 38
Isoleucine 4,0 Valine 4,1
Leucine 6,8 Ammonia 5.1
Lysine 1,2

Bungenberg de Jong bestudeerde de fysische eigenschappen der gluten-
eiwitten uitvoerig. Aanvankelijk meende hi) dat de variaties in fysische
eigenschappen, welke hij bij gluten van verschillende origine constateerde,
niet veroorzaakt behoefden te zijn door chemische heterogeniteit van
gliadine en glutenine 13). Hoewel in latere publicaties 1) de oorzaak van
deze variaties in fysische eigenschappen allereerst aan variaties in de
verhouding gliadine/glutenine werd toegeschreven, blijkt Bungenberg de
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Jong in deze publicaties toch ook de uit de verdere ontwikkeling van
analyse-technieken voortkomende mogelijkheden van belang te achten.
»Zolang de organische chemie niet in staat is de verschillende chemische
bestanddelen van een eiwitfractie exact te bepalen zijn wij gedwongen
de fysische eigenschappen der gehele groep eiwitten te bestuderen”.

Nader onderzoek over de gliadine

Schwert c.s. 15) slaagde erin met behulp van kolom-elektroforese aan te
tonen dat gliadine geen homogeen eiwit is. Reeds enkele andere onder-
zoekers hadden hiervoor aanwijzigingen gevonden. Schwert loste de
gliadine op in acetaatbuffers bij pH 3,8 * 0,1. Bij deze pH werd de beste
oplosbaarheid verkregen. Bij een ionensterkte van 0,01 werd een scheiding
verkregen in 4 componenten. Bij verschillende gliadinepreparaten werden
onderling kleine verschillen waargenomen. Het LE.P. van de langzaam-
lopende fractie lag bij omstreeks pH 5, van de snellopende fractie bij
omstreeks pH 7. Schwert was niet in staat deze fracties op preparatieve
schaal te verkrijgen. Hij constateerde dat er een neiging bestond tot
complexvorming tussen de fracties,

Blish 5) vatte in 1945 de stand van zaken aldus samen :

1. Gluteneiwit is bepaald inhomogeen en bestaat waarschijnlijk uit
enkele, zo niet uit vele componenten in plaats van uit twee, zoals
door Osborne gemeend werd.

2. De inhomogeniteit zou echter in aanzienlijke mate door complex-
vorming veroorzaakt kunnen worden in plaats van door talrijk
voorkomende individuele componenten.

3, De oplosbaarheidseigenschappen van gluten veroorzaken bijzondere
moeilijkheden en complicaties wanneer moderne fysisch-chemische
technieken worden toegepast.

4, Een overtuigende oplossing van het probleem der glutenstructuur
moet wachten op de ontdekking en toepassing van betere oplos-
middelen of geschiktere scheidingsmethoden.

Uit het overzicht van Blish blijkt, dat de technische moeilijkheden om
tot nieuwe gegevens over de gluteneiwitten te komen véér wereldoorlog
~ II nog bijzonder groot waren. Door de verdere ontwikkeling van elektro-
forese-technieken, zowel vrije elektroforese als zdne-elektroforese op
dragers van cellulose, papier en zetmeel-gel, en door de mogelijkheid
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ionenuitwisseling op gesynthetiseerde harsen en op andere gesyntheti-
seerde media uit te voeren, is de hoeveelheid informatie over de gluten-
eiwitten sedert 1945 belangrijk toegenomen.

Hoewel de slechte oplosbaarheid der gluteneiwitten een extra moeilijk-
heid is blijven vormen, zijn ook in dit opzicht vorderingen gemaake.

3. Splitsing van tarwe-eiwit in ,,Zwickelprotein” en ,,Haftprotein”

Hess 26) bestudeerde de samenstelling van de tarwekorrel. In de gemalen
tarwekorrel nam Hess een aantal bestanddelen waar : 1. Endospermdelen,
2. grote zetmeelkorrels, 3. kleine zetmeelkorrels, 4. vrij eiwit, 5. eiwit met
zetmeelkorrels.

Het vrije eiwit blijkt in de tarwekorrel in door zetmeelkorrels over-
gelaten sikkelvormige ruimten te liggen en breekt hier bij het malen uit.
Hess noemde dit eiwit ,,Zwickelprotein™ (ZP). Het eiwit dat sterk met de
zetmeelkorrels verbonden is, zodat het mechanisch hiervan niet te
scheiden is, werd door Hess ,,Haftprotein” (HP) genoemd. ‘

Vanwege de verschillen in soortelijk gewicht tussen zetmeel en eiwit
slaagde Hess erin door middel van sedimentatie in een mengsel van
benzeen-tetrachloorkoolstof, ,,Zwickel- en Haftprotein” van elkaar te
scheiden, zonder dat deze met water in aanraking waren geweest.

Uit vergelijkend rontgenonderzoek van meel, ,,Zwickelprotein™, ,,Haft-
protein”/zetmeel en gluten in droge en waterhoudende toestand conclu-
deerden Hess en Hille 17), dat bij de vorming van gluten door het Beccari-
proces secundaire wijzigingen aan het tarwe-eiwit plaats vinden. Bij
afwezigheid van water komen deze wijzigingen niet tot stand.

Beide componenten bevatten naast de phosphatide-vrije eiwitten, die de
auteur ,,Grundproteine” noemt, verschillende lipoproteinen met lecithine
als vetgroep. Deze lipoproteinen zijn door extractie met 96%e alcohol bij
20°C te isoleren. Het blijkt, dat uit de ,,Zwickelprotein™ en ,,Haft-
protein” tezamen 4 x zoveel lipoproteinen geéxtraheerd kunnen worden
als uit Beccarigluten. Door kneden met water zou denaturatie zijn op-
getreden.

Bij voortgezet onderzoek ontwikkelde Hess !8) een methode om ,,Zwickel-
en Haftprotein” te scheiden zonder organische oplosmiddelen te ge-
bruiken.

Tabel 2 geeft de aminozuursamenstelling van door Hess en Hille t7)
onderzochte fracties.
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TABEL 2
AMINOZUURSAMENSTELLING (in %)

»Zwickel- Hafr-
protein” protein” Lipoproteine | Lipoproteine
{lipoidvrij) (lipoidvrij) uit ZP uit HP
Cystine + cysteine als
Cys SOH . . . . 0,71 1,10 — —
Asparaginezuur . ., . 3,23 3,66 0,49 0,61
Threonine . . . . 2,09 2,30 0,23 0,43
Serine ... . . . . 5,02 4,99 0,34 0,62
Glutaminezuur . . . 40,02 37,68 1,61 3,07
Proline . . . . . 14,64 16.66 0,89 1,60
Glycine . . . . . 2,04 2,28 0,27 0,43
Alanine . . . ., . 2,18 2,81 0,31 0,45
Cysteine . . . . . 1,03 1,29 0,24 0,54
Valine. . . . . . 4,18 4,47 0,41 0,58
- Isoleucine. . . . . 3,40 3,83 0,27 0,41
Leucine . . . . . 7,65 7,69 0,59 0,99
Tyrosine . . . . . 2,79 2,78 0,20 0,35
Phenylalanine . . . 5,78 5,93 0,33 0,56
Lysine. . . . . . 1,41 1,36 0,10 0,10
Histidine . . . . . 1,83 1,98 1,33 0,15
Arginine . . . . . 2,87 3,40 0,39 0,59

In het kader van het onderzoek is het belangrijk te weten hoe het
»Zwickel- en Haftprotein” zich verhouden tot de Osborne tarwe-
eiwitcomponenten, de gliadine, glutenine, albumine, globuline en de
proteosefractie.

4. Het onderzoek van Rohrlich et al.

Rohrlich c.s. 1), 29 cwijfelen op grond van bepaling van de N-eind-
standige aminozuren en van reacties met natriumhypochloriet aan de
verschillen in samenstelling tussen gliadine en glutenine. In een later
commentaar op deze gegevens merken Rohrlich en Schulz2!) echter
op, dat de geringe overeenstemming dezer resultaten met het werk van
anderen het vermoeden doet rijzen, dat de methoden der eindgroepen-
bepaling niet zeer geschikt zijn voor de structuuropheldering der tarwe-
eiwitten. Door dit commentaar wordt de bewijskracht van hun gegevens
verminderd.

Bij papierchromatografisch onderzoek vonden Rohrlich c.s.2%) geen ver-
schil in aminozuursamenstelling tussen ,,Zwickel- en Haftprotein”, doch
wel tussen de eiwitten van de aleuronlaag en van het endosperm.
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Intussen verschilt de in de literatuur opgegeven aminozuursamenstel-
ling van gliadine en glutenine wel degelijk zoals uit onderstaande tabel 3

blijkt. : TABEL 3
Grammen aminozuur/100 gram eiwit
Tarwegliadine 23) I Tarweglutenine 24)

Glygine . . . . . . . . . 1,0 30
Alanine . . . . . . . . . 2,1 3,8
Valine. . . . . . . . . . 27 5,5
Leucine . . . . . . . . . 6,3
Isoleucine e e e % 11,9 7:0
Serine. . . . . . . . . . 4,9 37
Threonine . . . . . . . . 2,1 29
Cysteine . . —
Cysteine (V/2) C e e e % 2,6 3,6
Methionine . . . . . . . . 1,7 0,8
Phenylalanine . . . . . . . 6,4 3,1
Tyrosine . . . . . . . . . 3,2 5,4
Tryptofan 6,6 —
Proline 13,6 9,3
Asparaginezuur 1,3 5,1
Glutaminezuur . 45,7 35,7
Lysine . 0,7 o
Arginine . 2,7 1,8
Histidine . 1,8 45
Ammoniak . 4,5 3,7

In november 1960 publiceerden Rohrlich en Schulz 2!} hun onderzoek
over het verloop van de enzymatische afbraak van in water onoplosbare
tarwe-eiwitten en de hierbij optredende peptiden. De auteurs zijn van
mening dat twee hypothesen over de structuur van het tarwe-eiwit,
speciaal van de gluten, op dat moment tegenover elkaar staan :

I. De genocemde gegevens van Osborne en die van Hess, benevens de
onderzoekingen van Bilinski en Mc Connell 25), die met gemerke
koolstof de biosynthese van de tarweglutencomponenten bestudeerd
hebben. Zij beschouwen allen de tarwegluten als bestaand uit enkele
individuele eiwitten,

Il. De onderzoekingen van Rohrlich c.s. 1), 20), 21) op grond waarvan
Rohrlich het waarschijnlijk acht, dat tarwegluten uit één enkel eiwit
bestaat. Dit eiwit zou dan door gebruik van verschillende oplos-
middelen en uiteenlopende scheidingsmethoden in een willekeurig
aantal fracties gescheiden kunnen worden. De fracties zouden in
ketenlengte of in chemische samenstelling kunnen uiteenlopen.
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Gliadine

In hun onderzoek braken Rohrlich en Schulz gliadine, glutenine,
wZwickelprotein” en ,Haftprotein” af door inwerking van kristallijn
pepsine gedurende 24 uur by 37,5°C. Na irreversibel denatureren van

het enzym werd volgens Hirs, Moore en Stein over de ionenuitwisselaar
Dowex 50-X2 gefractioneerd 21),

Na kleuring met ninhydrine werd de extinctie gemeten. De aldus
verkregen curve is in Fig. 1 weergegeven.
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Ionenuitwisseling van ,Zwickelprotein” (boven), ,,Haftprotein” {midden) en gliadine

(beneden), na afbraak gedurende 24 uur met pepsine volgens Rohtlich en Schulz 21),

De auteurs wijzen op het hun inziens gelijksoortig verloop der curves.

De aminozuursamenstelling van de in elk der drie curves voorkomende

grote piek werd bepaald en bleek slechts kieine verschillen te vertonen,
zoals uit onderstaande tabel blijkt.

Aminozuursamenstelling van de grote pieken uit Fig. 1
Glug, Prog, Aspos, Thr, Seras, Phen, —, Leu,, iLeu,, Val, Gly

wZwickelprotein” Glug, Pro,, Asp , Thry, Ser , Phen,, —, Leu,, iLeu,, Val, Gly
L, Haftprotein”

Glug, Prog, Asp , Thry, Ser , Phen, Ala, Leu,, iLeu,, Val, Gly,
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De auteurs vonden dat bij de enzymatische afbraak peptiden tot een
grootte van 32 aminozuren kunnen voorkomen. De conclusie dat de
aminozuursamenstelling van de karakteristieke peptide-piek, die in de
enzymatische afbraak der tarwe-eiwitten regelmatig terugkeert, aantoont
dat de verschillende componenten van de tarwegluten ,,zumindest par-
tielle Gleichartigkeit” vertonen, is mijns inziens te vér gaand. Zeker als
de auteurs mededelen, dat de hoeveelheid zure, neutrale en basische
peptiden der onderzochte tarwe-eiwitten sterk verschillen,

5. Recent onderzock met elektroforese en ionenuitwisselaars.

Ook van andere zijde is het vraagstuk van de heterogeniteit van het
tarwe-eiwit bestudeerd. Jones, Taylor en Senti !¥) zochten bij hun werk
waarbij zij Tiselius” elektroforese methode toepasten naar condities, waar-
bij symmetrische elektroforese-pieken verkregen werden. Dit is van be-
lang daar symmetrische pieken beschouwd kunnen worden als bewijs,
dat een enkelvoudige niet chemisch gebonden component aanwezig is 15).
Op deze wijze kon het aantal componenten in de onderzochte monsters
vastgesteld worden.

De spreiding in de geschikte elektroforese-condities bleek gering te zijn.
Bij buffers van verschillende natrium-zouten werd het tarwe-eiwit on-
oplosbaar wanneer de ionen-sterkte de waarde 0,04 bereikte of wan-
neer de pH boven de waarde 4 steeg. De pieken werden asymmetrisch
wanneer de eiwit-concentratie boven de 0,3%b steeg. Een voor de verdere
analyse der tarwe-eiwitten belangrijke ontdekking was de mogelijkheid
de buffer aluminium-lactaat-melkzuur te gebruiken. In deze buffer met
pH 3,1 kon een ionen-sterkte tot 0,1 toegepast worden. Een goede
symmetrie der pieken werd hier nog verkregen met 0,8%0 gluten in de
buffer.

Met deze techniek werd gluten van Ponca (harde ,red winter” tarwe)
in 5 componenten gescheiden in relatieve concentraties van 44, 22, 15,
16 en 3%, De piek met de concentratie van 15%s bleek uit 2 componen-
ten te bestaan.

Koenig 2%) bevestigde in een onderzoek, waarbij dezelfde methodick
gebruikt werd, de conclusie van Jones et al. *2). Behalve de zure buffer
paste Koenig ook nog een alkalische buffer toe, welke een minder goede
splitsing der glutencomponenten gaf dan de zure buffer.

‘Koenig en Kelley 2*) vergeleken, eveneens met vrije elektroforese, de -
samenstelling van de gluteneiwitten in de door Koenig %) toegepaste zure
fosfaatbuftfer (pH 3,0). Afhankelijk van de tarwesoort kregen zij 7 tot
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11 pieken. Op grond van hun uitkomsten deelden zij de tarwesoorten in
in drie typen, nl. ,Hard Red” zomer-tarwe, ,,Hard Red” winter-tarwe
en Durrum-tarwe.

Enkele onderzoekers maakten recent gebruik van papier-elektroforese
voor onderzoek van tarwe-eiwit. Padmoyo 28) vergeleek tarwe-eiwitten
met eiwitten van andere granen en van rijst. Deschreider 2*) maakte bij
zijn onderzoek met papier-elektroforese gebruik van een melkzure buffer
volgens Custer en Zictle 30), Zentner M) scheidde de gluten met continue
papier-elektroforese in 7 fracties.

Na ontdekking van cellulose-derivaten als carboxy-methyl-cellulose en
di-ethyl amino-ethyl cellulose als ionenuitwisselaars werden ook deze
voor de scheiding van tarwe-eiwitten gebruike.

Woychik c.s. 33), 32) slaagden er in door ionenuitwisseling met carboxy-
methyl-cellulose met een vloeistofgradient, opklimmend in H* ionen-
sterkte, een zestal eiwitfracties uit tarwegluten op preparatieve schaal te

TABEL 4
Grammen/16 g totaal N
in water

& a 8 Y o opl. fr.
Alanine 2,3 2,1 2,3 2,2 1,4 38
Arginine 2,9 3,1 2,0 1,8 1,2 6,1
Asparaginezuur 2,5 1,8 2,5 1,8 1,2 6,2
Cystine 14 | 18 19 | 22 1,3 | 40
Glutaminezuur 37,6 40,6 42,8 43,4 44,2 20,3
Glycine 5,0 43 1,5 1,9 2,0 3,9
Histtdine 1,7 2,6 1,6 1,6 0,7 3,6
Isoleucine 3,1 4,3 4,5 4,3 2,2 3,8
Leucine 6,2 7,3 7,4 6,4 4.4 7.1
Lysine 1,3 0,8 0,7 0,7 0,7 4,1
Methionine 1,2 1,6 0,8 1,2 0,8 1,9
Phenylalanine 4,4 4,6 4,9 6,6 10,6 3,9
Proline 135 | 173 | 188 | 193 | 231 | 108
Serine 5,1 4.8 4,3 3,8 4,0 51
Threonine 2,3 2.6 2,7 2,1 2.4 2,6
Tryptofan 1,7 1,2 0,6 0,9 0,5 2.8
Tyrosine 4,1 2.8 2.8 1,7 2,5 3,9
Valine 3,6 4,2 4,6 37 2,5 6,1
Ammoniak 4,6 5,2 4,6 5,2 4,6 35
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isoleren, e, @5, B, v, . en ,in wateroplosbare fractie” genaamd. Alle
tevoren door Jones c.s. 1) met kolomelektroforese aangetoonde eiwit-
fracties uit gluten, behalve de @,-component, werden met deze methode
verkregen. De e,-component werd met 8 M ureum geisoleerd doch was
hierna niet meer in oplossing te brengen. Het gedrag van de geisoleerde
gluteneiwitten bij her-chromatograferen maakte het waarschijnlijk dat
het hier om zuivere eiwitten en niet om gevormde complexen gaat.
Als elutievloeistof werd gebruike 0,006-0,030 N HCI (pH 3,40-1,50).
De concentratie werd spectrofotometrisch bepaald bij 280 mp.

Volgens Jones 12) omvat de a,-fractie 90%» van de glutenine.

De aminozuursamenstelling 3%), van de geisoleerde fracties, bepaald vol-
gens Stein en Moore, geeft tabel 4.

Deze analyses geven geen groot verschil in aminozuur-samenstelling.
Verschillen in moleculair gewicht of structuur zouden verantwoordelijk
kunnen zijn voor de verschillen in fysische eigenschappen.

Jones c.s. 34) bepaalden als moleculair gewicht voor de y-fractie: 47,000.
De 4 componenten van de 8-fractie hebben alle een moleculair gewicht:
42,000; glutenine is volgens hen heterogeen en heeft een gemiddeld
moleculair gewicht van 2 3 3 miljoen. Er komen echrer ook kleinere
moleculen (moleculair gewicht ca. 50.000) in voor.

Een minder goed resultaat kregen Coates en Simmonds ) bij pogingen
tot ionenuitwisseling van tarwe-eiwit op di-ethyl-amino-ethyl-cellulose.

Woychik, Boundy en Dimler %), 37) pasten voor het eerst de door
Smithies ) ontdekte techniek van zdne-elektroforese in zetmeel-gel bij
de scheiding der tarwe-eiwitten toe. Zone-elektroforese heeft theoretische
voordelen boven vrije of Tiselius elektroforese. De eerste bleek bij ver-
schillende eiwitten 38) bij gebruik van zetmeel-gel 2ls drager de beste
scheiding te geven. Woychik c.s. voerden de elektroforese in een 3 M
ureum-oplossing uit.

Met de buffer aluminium-lactaac + 3 M ureum (pH 3,1) werden
9 componenten in gluten van Ponco-tarwe aangetoond (zie figuur 2);
4 hiervan waren tevoren met de Tiselius methode niet opgespoord.

Eén der componenten blijkt een zodanig hoog moleculair gewicht te
hebben dat deze niet in zetmeel-gel loopt. Gliadine zou uit 8 compo-
nenten bestaan, terwijl glutenine identiek zou zijn met de hoger mole-
culaire a;-component uit totaal gluten,

Glutenine zou, hoewel elektroforetisch zuiver, uit verschillende com-
ponenten bestaan. Elke component zou een verschillend aantal gelijke
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Zetmeel-gel-elektroforese van tarwegluten volgens Woychik c.s. *).
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basis-eenheden bevatten. (Dit laatste bevestigen Nielsen c.s.?) in een
-recent onderzoek; op deze opbouw zou volgens hen de elasticiteit van
glutenine berusten).

Bij uitvoeren van de analyse zonder ureum waren alleen de banden
a,, 8, en y duidelijk zichtbaar. De overige banden waren wel aanwezig
doch uiterst vaag.

Elton en Ewart %), 1) voerden een uitvoerige analyse uit, eveneens
met zetmeel-gel-elektroforese, doch zonder ureum. Het eiwit van 8
verschillende tarwe-rassen, n.l. Witchita, Rescue, Conley, Bison, Svenno,
Ring, Cappelle en Jufy werd onderzocht in de buffer aluminium-lactaat-
melkzuur (pH 3,1). Het albumine en globuline patroon dezer rassen was
gelijksoortig. Het patroon der gluteneiwitten vertoonde significante ver-
schillen tussen de rassen. In totaal werden tot 20 banden verkregen,
waarvan 8 zeer duidelijke banden.

Interessante bijzonderheden uit het werk dezer onderzoekers zijn,

2]




dat de aanwezigheid van lipiden in het te analyseren materiaal geen
invloed op de scheiding heeft. Qok verhitten van het eiwit tot 98,5°C
veroorzaakt geen wijzigingen.

Zeer grote verschillen treden op tussen tarwe-, rogge-, gerst- en
haver-eiwit.

QOok Coulson en Sim 2), 43) scheidden tarwe-eiwit in meer dan 20 com-
ponenten. Zij pasten eveneens zetmeel-gel-elektroforese in aluminium-
Jactaat-melkzure buffer van pH 3,1 toe. Ze gebruikten een lagere zetmeel-
concentratie dan Elton en Ewart, ze verzadigden de buffer met Carbowax
20 M en kleurden de gel met Nigrosine.

Jones en Dimler #) voerden zetmeel-gel-clektroforese en vrije elektro-
forese uit bij tarwebloem en bij de eiwitrijke en eiwitarme fracties van
»hard red winter-”, ,soft red winter-"* en ,,club-"" tarwe, Gluten van een
bepaalde tarwebloem en van de eiwitrijke en eiwitarme fracties ervan
bleek kwalicatief en kwantitatief gelijk te zijn. De verschillen tussen
de rassen bleken significant te zijn. Jones en Dimler menen, dat eiwitrijke
en eiwitarme fracties te vergelijken zijn met resp. ,,Zwickel-” en ,,Haft-
protein” volgens Hess 1%), Zij concluderen, dat met zetmeel-gel-elektro-
forese en vrije elektroforese geen verschillen tussen ,,Zwickelprotein™ en
»Haftprotein” te constateren zijn. Wel is er een duidelijk onderscheid
tussen de water oplosbare eiwitten der beide fracties.

Voorlopige resultaten van een analyse van tarwegluten met behulp
van gel-elektroforese in polyacrylamide-gels werden door Lee %) ge-
publiceerd. De splitsing der gluten vindt hier bij pH 8,6 en in 2 M ureum
onder invloed van een potentiaal-verschil van 50 Volt/cm plaats. Kleuring
geschiedt met Nigrosine, De splitsing verloopt snel, namelijk in 90 minu-
ten, doch niet in meer componenten dan bij de zetmeel-gel-elektroforese.

6. Conclusie

Wanneer wij de gegevens vanaf pag. 18 overzien, kunnen wij con-

cluderen dat door onderzoekers met verschillende elektroforetische me-
thoden de heterogeniteit van de in water onoplosbare gluten-eiwitten is
aangetoond. Het verschil tussen het eiwit van uiteenlopende tarwerassen
bleek tot dusverre vooral in de gluten-eiwitten gelegen te zijn.
Het onderzoek van Jones en Dimler #) zou de mening van Rohrlich en
Schulz #1) dat ,,Zwickelprotein” en ,,Haftprotein” geen verschillen ver-
tonen bevestigen. Voor een definitief inzicht zullen verdere gegevens
nodig zijn.
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Met de ionenuitwisseling zijn tot dusverre weinig verschillen tussen
de glutenfracties gevonden.

Wellicht zou een betere informatie verkregen worden wanneer de
met ionenuitwisseling verkregen fracties op hun beurt met zetmeel-gel-
elektroforese op identiteit onderzocht zouden worden.

Grosskreutz %) tracht de controverse tussen homogeen of heterogeen
tarwe-eiwit te overbruggen door op grond van réntgenonderzoek aan
te nemen dat gliadine, hoewel het elektroforetisch in meerdere compo-
nenten te scheiden is, in oplossing als een enkel deeltje, een soort ,,super
eiwit”, voorkomt.

Wellicht is verdere informatie over de heterogeniteit van tarwe-eiwit
voor een deel afhankelijk van voortgezet rontgenonderzoek. Voorlopig
verdient het mijns inziens aanbeveling met de heterogeniteit van de in
water onoplosbare gluten-eiwitten rekening te houden.
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HOCOFDSTUK I

LITERATUURBESCHOUWING OVER COELIAKIE
EN IDIOPATHISCHE STEATORRHOE

1. Beschrijving der coeliakie

De coeliakie wordt door Gee 47) omschreven als ,,een soort chronische
ontsteking der dunne darm, die bij personen van alle leeftijden voorkomt,
echter speciaal bij kinderen tussen 1 en 5 jaar”. Een symptoom is het in
sterke mate voorkomen van diarrhee. Gee noemt de oorzaak duister,
wellicht een foutief dieet. Een onderzoek van de organen met het blote
oog na overlijden gaf geen bijzonderheden: maag, darmen etc. werden
normaal bevonden. Weijers, Dicke en Van de Kamer *%) hebben onlangs
een uitvoerige omschrijving van het ziektebeeld gegeven waarin zij
behalve op de vetontlasting wijzen op het voorkomen van infantilisme,
opgezette buik en een afwijkende psychische toestand bij de patiéntjes.

2. Beschrijving der idiopathische steatorrhoe

De tweede in de titel genoemde ziekte, de idiopathische steatorrhoe
(betekent letterlijk: ,,vetontlasting van eigen aard”) komt bij volwassen
personen voor. Ze wordt in de U.S.A. ,,malabsorption syndrome” ge-
noemd, Adlersberg ) omschrijft deze ziekte als ,,een complexe stof-
wisselingsafwijking, die erfelijk wordt overgebracht”. Adlersberg wijst
op een verminderde resorptie in de darm, op wijzigingen in het bloed-
beeld en op andere afwijkingen, die niet met de eerstgenoemde in verband
behoeven te staan. Volgens Adlersberg zijn genetisch beinvloede storingen
in enzymatische ketenreacties de oorzazk van onvoldoende resorptie in
de darm. Komen hiervoor gevoelige personen in contact met belastende
omstandigheden als verblijf in de tropen, de aanwezigheid van tarwe-
gluten in het dieet of andere oorzaken, dan treden de symptomen der
ziekte op. Volgens Adlersberg kan het ,,malabsorption syndrome” evenals
andere ,,inborn errors of metabolism™ in de jeugd voorkomen als coeliakie
of op latere leeftijd als tropische of niet-tropische spruw. Veel van
Adlersberg’s patiénten met idiopathische steatorrhoe hadden in hun
jeugd coeliakie.

3. Tropische spruw

De tropische spruw is een ziekte, die vazk met de coeliakie en de
idiopathische steatorrhoe (of niet-tropische spruw) in verband gebracht
wordt. Volgens Cooke %) moet de tropische spruw echter als een geheel
afzonderlijke ziekte worden beschouwd.
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4. Afbakening der nomenclatuur

Om meer uniformiteit in de nomenclatuur van de in de titel genoemde
ziekten te brengen, stelde Cooke voor, de idiopathische steatorrhoe in
het vervolg ,,coeliakie bij volwassenen” te noemen. Qok Frazer 5!) stelde
reeds voor, deze beide ziekten samen te vatten als ,gluten induced
enteropathy”, Men gebruikt echter in ons land nog steeds de termen
coeliakie en idiopathische steatorrhoe.

Alvorens nader op de verwantschap dezer beide ziekten in te gaan,
dient te worden opgemerkt, dat de steatorrhoe een verschijsel is, dat bij
veel meer dan de hier gencemde ziekten voor kan komen. Zie hiervoor
het overzicht van Paterson 5%) en Volwiler ). Een verdere bespreking
valt buiten het bestek van dit proefschrift. Er wordt aangenomen, dat aan
de coeliakie en de idiopathische steatorrhoe hetzelfde metabolische defect
ten grondslag ligt. Frazer ') noemt van deze zickten de volgende ge-
meenschappelijke verschijnselen: verminderde resorptie van opgeloste
voedingsstoffen en geémulgeerde vetten, een verandering in het slijmvlies
van de dunne darm, waarbij de darmvlokken afgeknot zijn en een ge-
wijzigde peristaltiek van de darm.

5. Het onderzoek van Dicke

Een van de interessante kanten is, dat hoewel de ziekte te wijten is
aan bestanddelen uit de normale voeding de frequentie van de beschreven
ziekten relatief niet hoog is (in Nederland naar schatting een paar duizend
gevallen).

Reeds Gee ¥7) sprak hier veronderstellenderwijs over. Later is door het
onderzoek van Dicke ') gebleken, dat de patiént, wanneer hij tarwe of
rogge consumeert, heftig ziek wordt en dat de ontlasting van deze pa-
tiénten een grote hoeveelheid vet en vetzuren bevat. Er wordt een
hoog percentage niet-geresorbeerd vet gevonden waaronder verstaan
wordt 54) :

aantal g voedingsvet — aantal g vet in ontlasting

0
aantal g voedingsvet X 100 | %

100 —

Het blijkt dat het percentage niet-geresorbeerd vet als kwantitatieve
typering der ziekte kan dienen. De bepaling van het percentage niet-
geresorbeerd vet in de ontlasting geschiedt volgens de methode van
Van de Kamer %%),

Baanbrekend onderzoek werd door Dicke !) verricht.

Hij beschrijfc hoe hij bij coeliakie-patiénten regelmatig de ongunstige
invloed van voedingsmiddelen als brood, beschuit en meelspijzen kon
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waarnemen. Hierdoor ontstond in de loop der jaren bij Dicke de over-
tuiging, dat deze waarnemingen niet toevallig golden voor een bepaald
individu, maar dat deze essentieel waren voor de coeliakie. Beschuit,
tarwebloem en waarschijnlijk roggebloem, maar vooral brood vertoonde
de ongunstige werking sterk, terwijl maizena, rijstebloem en aardappelen
juist goed verdragen werden. Dicke constateerde verder :

a) het vervangen van bepaalde meelsoorten, als tarwe en rogge, in het
dagelijks dieet verbetert de toestand, hetgeen zich uit in het terug-
keren van de eetlust, het verbeteren van het humeur, het aankomen
in gewicht, het herstel van de lengtegroei en het meer normaal worden
van de ontlasting ;

b) acute aanvallen van diarrhee met plotselinge levensgevaarlijke toe-
standen blijven uit indien de genoemde meelsoorten niet gegeven
worden ; :

c) na kortere of langere latente tijd treden verergeringen en acute aan-
vallen van diarrhee op indien de gewraakte meelsoorten te vroeg aan
het dieet toegevoegd worden.

Uit de uitvoerige en grondige wijze waarop Dicke vervolgens ingaat
op de samenstelling van het aan de patiénten toe te dienen proefdieet,
blijkt duidelijk de grote waarde welke Dicke aan de dieet-samenstelling
hecht. Op grond van zijn balansproeven zegt Dicke, dat de hoeveelheid
ontlasting en de verlaging van de vetresorptie-coéfficient niet bij elke
proefneming even sterk optreden. Bij eenzelfde hoeveelheid meel, in
verschillende perioden aan een patiént gegeven, wisselt dit effect. Dicke
verklaart dit door verband te leggen met spontane verbeteringen en
verergeringen in de klinische toestand van de patiént. Proefperioden die
ver uit elkaar liggen, mogen niet zonder meer onderling vergeleken
worden. Ook wijst Dicke op de z.g. latente periode, welke optreedt
alvorens de verschijnselen beginnen en ophouden.

Dicke 1) concludeert uit zijn proeven dat, indien tarwe en rogge niet
zouden bestaan, er misschien geen coeliakie tot ontwikkeling zou komen.
In tegenstelling tot de toenmalige heersende opvatting %), 57), %) bewijst
Dicke !) dat tarwezetmeel onschadelijk is. Anderson et al. 3) bevestigden
de toxische werking van tarwemeel en tarwegluten en de onschadelijkheid
van tarwezetmeel,

6. Voortgezet onderzoek over coeliakie

Bij voortgezet onderzoek toonden Van de Kamer, Weijers en Dicke ?)
aan, dat de schadelijke werking van tarwemeel voornamelijk in de
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gliadine-fractie gelokaliseerd is. De geéxtraheerde fosfolipide fractie uit
tarwegluten bleek volgens Alvey c.s. %) onschadelijk te zijn.

Anderson en Langford ) hebben een uitvoerig onderzoek gedaan bij
coeliakie-patiéntjes en vonden geen afwijkingen in de bacterieflora van
de dunne darm.

De genetische beinvioeding van coeliakie en idiopathische steatorrhoe,
die verschillende onderzockers aannemelijk maakten, sluit een bacteriéle
beinvloeding zeer waarschijnlijk uit.

Bij het testen van glutenine, het andere eiwic uit de tarwegluten, bij
coeliakie-patiéntjes, vonden Krainick ) en Sheldon %) een licht-toxische
werking. Beide onderzoekers schreven deze toe aan een verontreiniging
van hun glutenine-preparaten.

Verdere onderzoekingen richtten zich op het opsporen van de toxische
factor in ghliadine. Van de Kamer en Waeijers %) sloten een aminozuur-
tekort als oorzaak van het zich openbaren der ziekte uit, daar een melk-
eiwitrijk dieet de coeliakie-patiénten niet beschermt tegen de invloed
van de tarwe.

Indien glutamine in hoge dosering aan patiéntjes wordt gegeven ),
wordt in de ontlasting geen verhoogde vetuitscheiding waargenomen,
evenmin wanneer glutaminezuur ) wordt toegediend. Ook een zoutzuur-
hydrolysaat van gliadine blijkt onschadelijk te zijn 49), €5),

Desamidering van de gliadine door koken met 1 N zoutzuur gedurende
2 uur, waardoor slechts 3% der amidegroepen van het glutamine intact
blijfft, maakt het produkt onschadelijk ).

Bij verteringsproeven van gliadine met papaine verkrijgt Krainick 4)
echter onwerkzame preparaten, welke nog 40% van de in de corspron-
kelijke toestand aanwezige amidegroepen bevatten.

De waarnemingen van Van de Kamer, Weijers en Dicke 2) omtrent de
schadelijke werking van gliadine werden bevestigd door Ross %) en
Krainick %2),

7. De polypeptide-hypothese

Op grond van de besproken uitkomsten stelden verschillende on-
derzoekers #7), 8), 51) 60y de hypothese op, dat het schadelijk effect van
de gliadine veroorzaakt wordt door een of meer glutamine bevattende
polypeptides. Om deze hypothese nader te bestuderen heeft men ver-
schillende wegen bewandeld.

Een eerste mogelijkheid, namelijk om gliadine als zodanig in fracties
te scheiden (zie hoofdstuk I) is nog zeer recent. Daarom is het niet ver-
wonderlijk, dat Weijers en Van de Kamer 7%) de scheiding van gliadine
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niet door elektroforese of ultracentrifugeren beproefden. Het werd na-
melifk onmogelijk geacht op deze wijze voldoende van elke fractie te
krijgen voor een klinische test.

Een tweede mogelijkheid is de enzymatische afbraak van gluten of
gliadine.

Shaw ™) en Frazer ™) lieten achtereenvolgens kristalliin pepsine en
kristallijn trypsine op gluten inwerken. Na dialyze van de verkregen in
water-oplosbare fractie door een cellofaan membraan werd deze fractie
klinisch getest en toxisch bevonden. Alvey, Anderson en Freeman %)
testten gedroogde, met pancreasextract behandelde gluten en vonden een
toxische werking. Krainick, Mohn en Fischer ) lieten achtereenvolgens
kristallijn pepsine en trypsine op gliadine inwerken. Na ultra-filtracie
werd de oplosbare fractie bij coeliakie-patignten getest en toxisch be-
vonden.

Bij afbraak van gliadine met papaine %) werd een niet-toxisch poly-
peptidenmengsel verkregen. Na inwerking van een extract van de mucosa
van een varkensdarm op gluten werd een fractie verkregen welke in de
klinische test geen toxische reactie veroorzaakte 1), ). Zowel Frazer c.s.
als Krainick c.s. trachtten, uit de door enzymatische afbraak van gluten
c.q. gliadine verkregen polypeptidemengsels, gegevens te verzamelen om-
trent een in de gliadine aanwezige toxische factor.

7. 1. Onderzoek naar polypeptiden in bloedserum

Een andere wijze om de polypeptide-hypothese te testen is volgens

Weijers en Van de Kamer ™), ) het onderzoek wvan het bloed van
coeliakie-patiéntjes na belasting met gliadine.
Bij een poging op snellere wijze dan tot dusver mogelijk coeliakie vast
te stellen 74) gaven Weijers en Van de Kamer 350 mg gliadine per kg
lichaamsgewicht in 15-20 ml karnemelk aan vastende patiéntjes. Het
glutamine-gehalte in het bloed werd bepaald volgens Prescott-Waelsch
en bleek na de gift met 50%s te zijn gestegen. Door verder naast het totaal
glutamine-gehalte ook het niet in peptidevorm gebonden glutamine vol-
gens Archibald en Krebs te bepalen en de uitkomsten te vergelijken,
meenden Weijers en Van de Kamer ) aanwijzingen te hebben, dat, na
belasting met gliadine, glutaminehoudende peptiden in het bloed der
patiéntjes zouden voorkomen. De gedachte welke deze opvatting zou
moeten ondersteunen was, dat bij coeliakie specifieke enzymen in de
darmwandcel zouden ontbreken of gernactiveerd zijn. Deze specificke
enzymen zouden bij normale personen de polypeptiden, die in de darm
door de pepsine en trypsine uit de gliadine gevormd zijn, afbreken tot
aminozuren ). Een waarneming van Shaw ™) wees in deze richting.
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Griittner, Mellin en Bramstedt ) namen in het bloed van coeliakie-
patiéntjes, na glutenbelasting, peptiden waar, die bij gezonde kinderen en
bij coeliakie-patiénten op gluten-vrij dieet niet aangetoond konden wor-
den. De gevonden peptiden bevatten geen proline.

Aan het algemeen geldig zijn van de gliadine-belastingstest wordt echter
getwijfeld.

Visakorpi %) paste een gliadinebelastingstest toe bij 41 kinderen, waar-
onder coecliakie-patiéntjes, gezonde kinderen en kinderen met andere
stofwisselingsafwiskingen. Hij vond bij coeliakie een stijging van het glu-
tamine-gehalte in het serum tot 40%s, bij gezonden tot 20%. Een beperkt
aantal gevallen met stijging boven 40% werd ook gevonden bij kinderen
met andere voedingsstoornissen. Behalve de toeneming van het glutamine-
gehalte in het serum vond Visakorpi dat ook het niveau van de andere
in gliadine voorkomende aminozuren in het serum steeg. Deze stijging
correleerde met de toeneming van het glutamine-gehalte. Visakorpi con-
cludeerde dat de gliadinebelastingstest niet specifiek is voor coeliakie.

Alvey c.s. %) vonden na belasting met gluten geen verschil tussen het
serum van coeliakie-patiéntjes en dat van normale personen. Zij analy-
seerden dit serum met tweedimensionale papierchromatografie, na de
serum-eiwitten en de aminozuren verwijderd te hebben. Daar ook Weijers
en Van de Kamer ™) in verschillende gevallen bij voortgezet onderzoek
geen stijging van de glutaminecurve vonden na belasting van coeliakie-
patiéntjes met gliadine, menen wij, dat ten aanzien van het voorkomen
van peptiden in bloed van coeliakie-patiéntjes nog geen conclusies ge-
trokken mogen worden.

8. Onderzoek over idiopathische steatorrhoe

In 1952 publiceerde Mc Iver 77) voor het eerst een geval waarin een
patiént lijdende aan idiopathische steatorrhoe met een glutenvrij dieet
een bijna normale vetresorptie herkreeg. De ,tarwegevoeligheid” werd
bij patiénten, lijdende aan idiopathische steatorrhoe, door Haex en Lips ),
. Ruffin ), French en Hawkins %) en vele anderen bevestigd. Sleisenger 81)
gaf een overzicht van de behandeling van 29 volwassen patiénten met
glutenvrij dieet. In twee gevallen trad geen verbetering in.

Dat coeliakie bij kinderen en idiopathische steatorrhoe bij volwassenen
door eenzelfde metabolisch defect veroorzaakt wordt, zoals Cooke 5%)
het uitdrukte, wordt verder nog aannemelijk gemaakt doordat vele lijders
aan idiopathische steatorrhoe als kind aan coeliakie hebben geleden.
Gerrard c.s. 8%) vonden dat bij 32 patiénten van 4-19 jaar die in hun jeugd
aan coeliakie geleden hadden en ten tijde van het onderzoek tarwe in
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hun voedsel gebruikten, geen algeheel herstel was opgetreden. Di Sant
*Agnese ¥) toonde aan, dat veel oud-coeliakie-patiénten, schijnbaar geheel
hersteld, toch nog een afwijkende vetresorptie hadden. Dat in talrijke
gevallen van coeliakie een genetische beinvloeding voorkomt werd onder
meer door Cooke, Peeney en Hawkins 8%) aangetoond.

Ook met de biopsie-techniek, waarbij door middel van een via de mond
ingebrachte capsule met een er aan bevestigde slang een stukje weefsel
uit de darm kan worden weggenomen, zijn belangrijke gegevens over de
coeliakie en de idiopathische steatorrhoe verkregen. Sakula en Shiner 85)
pasten als eersten deze techniek bij de coeliakie toe en toonden aan, dat de
villi in het jejunum afgevlakt zijn. Fone c.s. #) kregen in 27 gevallen van
idiopathische steatorrhoe eenzelfde beeld.

Rubin c.s. %) vergeleken het histologische beeld, verkregen uit jejunum-
biopsieén, bij de coeliakie en de idiopathische steatorrhoe. Zij vonden
eenzelfde beeld, dat niet bij enige andere vorm van ,,malabsorption”
wordt waargenomen, uitgezonderd bij tropische spruw. Het ileum blijkt
normaal te zijn. Bij voortgezet onderzoek vonden Rubin c.s. #¥) dat bij
volwassenen de afwijkingen in het slijmvlies meestal inversibel zijn. Zij
opperden de mogelijkheid, dat de histologische afwijking niet primair is,
doch secundair. De waarnemingen van Rubin werden door onderzoek
van biopsie-materiaal met de elektronen-microscoop bevestigd %),

Rubin c.s. *) toonden een rechtstreeks verband aan tussen tarwe-
gluten en de door hen gevonden histologische afwijkingen. Na injecties
in het ook bij de idiopathische steatorrhoe normaal blijvende ileum met
een tarwebloem-suspensie (3 x per dag gedurende 9 dagen) bij een tweetal
patiénten werden in het ileum de afgeviakte villi waargenomen. Rubin #)
concludeerde hieruit, dat tarwebloem de histologische veranderingen bij
idiopathische steatorrhoe veroorzaake.

Wij willen aan het eind van dit overzicht nog enkele metabolische
afwijkingen vermelden welke bij de idiopathische steatorrhoe gevonden
zijn, maar waarvoor nog niet een zodanige verklaring gevonden is, dat
de verschijnselen in het algehele beeld passen.

De resorptie van d-xylose is bij de idiopathische steatorrhoe sterk ver-
laagd. In verband hiermede wordt de concentratie van d-xylose in de
urine bepaald gedurende 5 uur na het nuttigen van 25 gram d-xylose.
Deze concentratie wordt als kwantitatieve maat voor de steatorrhoe
gebruikt 8). De uitscheiding van enkele tryptofan stofwisselingsproduk-
ten nam bij de idiopathische steatorrhoe toe.
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Kowlessar ") vond een verhoogde hoeveelheid 5-hydroxy-indoolazijnzuur
in de urine. Sleisinger 81) vermeldde dat ook meer idool-3-azimzuur,
kynurenine en xanthurinezuur in de urine gevonden werd.

De concentratie van de laatste beide stoffen in de urine nam toe na
toediening van 4 gram l-tryptofan; geeft men hiernaast pyridoxine dan
is hun uitscheiding normaal. Volgens Sleisinger is de klinische betekenis
van de verhoogde idooluitscheiding niet bekend. Het verhoogde gehalte
van kynurenine en xanthurinezuur in de urine zou op een vitamine Bé-
deficiéntie kunnen wijzen. Marko, Gerrard en Buchan #2} vonden dat
het glutaminezuurgehalte van hydrolysaten van 24 uur oude urine-mon-
sters bij de idiopathische steatorrhoe duidelijk verhoogd was als het dieet
niet glutenvrij was.
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HOOFDSTUK III

PROBLEEMSTELLING EN VERMELDING VAN RESULTATEN

1. Inleiding

In Hoofdstuk IT werd het bij coeliakie-patiéntjes uitgevoerde onder-
zoek ), 95), 1) 72) rer verkrijging van gegevens over de voor het eerst
door Weijers c.s. %7) opgestelde polypeptide-hypothese besproken.

Shaw ), Frazer %) en Alvey ®) deden hun onderzoek met onbehan-
delde * gluten; Krainick %) voerde zijn proeven uit met gliadine. Allen
behalve Alvey lieten eerst kristalliin pepsine en vervolgens kristallijn
trypsine op het onderzochte eiwit inwerken; Alvey %) gebruikte ge-
droogd pancreas-extract.

Er werd voor gezorgd dat geen onafgebroken eiwit in het polypeptide-
mengsel achterbleef.

Uit door alle genoemde onderzockers uitgevoerde klinische tests, waar-
bij aan de patiéntjes een hoeveelheid van het door enzymatische afbraak
verkregen preparaat werd toegediend, bleek dat de steatorrhoe veroor-
zakende (in den vervolge kortweg ,,toxisch” te noemen) werking na de
enzymatische afbraak nog aanwezig was.

Hooghwinkel %) liet in oriénterende proeven maagsap en daarna duo-
denaalvocht van personen, welke niet aan idiopathische steatorrhoe leden,
op gluten of gliadine inwerken. Het in water oplosbare polypeptide-
mengsel, door afcentrifugeren verkregen, werd aan patiénten, lijdende
aan idiopathische steatorrhoe, toegediend. Deze patiénten waren te voren
op een glutenvrij dieet gehouden. Na toediening traden bij hen de ver-
schijnselen der vetontlasting op.

Het polypeptidemengsel werd vervolgens door toevoeging van aceton
zoveel mogelijk neergeslagen. Een deel van de afbraakprodukten sloeg
niet neer. Deze werden door afdampen van de bovenstaande vloeistof
in droge vorm verkregen. Zodoende kon men werken met een met
aceton precipitabele en een niet met aceton precipitabele fractie.

Bij het in dit proefschrift beschreven onderzoek is nitgegaan van glia-
dine. De opzet was de methoden van het bovengenoemde bij de coeliakie
uitgevoerde onderzoek %), %), 1), %2} zo goed mogelijk kwantitatief toe
te passen op idiopathische steatorrhoe bij volwassenen.

Daartoe werd na fractionering van het door enzymatische afbraak
verkregen polypeptide-mengsel nagegaan welke fracties verantwoordelijk
zijn voor de steatorrhoe veroorzakende werking.

* Niet met meelverbeteraars behandelde
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2. De te gebruiken testmethode

Om de mate waarin een bepaalde, uit tarwe-eiwit verkregen fractie

het symptoom der idiopathische steatorrhoe, n.l. de vetontlasting, doet
ontstaan vast te kunnen stellen, zijn wij aangewezen op toediening van
deze fractie 2an patiénten, die aan deze ziekte lijden.
Vrijwel alle onderzoekers, op dit gebied werkzaam, bepalen de vet-
resorptie volgens de methode van Van de Kamer %), doch soms worden
ook andere parameters aan de patiént gemeten, b.v. de d-xylose-re-
sorptie 81),

Technisch moeilijk is de methode van Rubin *). Hierbij wordt bij de
patiént rectaal een kleine hoeveelheid van de te onderzoeken stof in het
deum ingebracht.

Het pathologisch beeld der darmvilli, dat volgens Rubin alleen in
duodenum en jejunum en niet in het ileum voorkomt, bleek door deze
ingreep ook in het ileum zichtbaar te worden, indien de toegediende
fractie toxisch is. Deze methode kan alleen gebruikt worden wanneer een
biopsie-apparaat ter beschikking is dat aan hoge eisen voldoet.

Het is begrijpelijk dat ook in dierexperimenten de genoemde invioed
van tarwe-eiwitten is nagegaan. Althusen en Grodsky ) stelden vast
dat deze geen invloed hebben op de resorptie van vetten, koolhydraten
en aminozuren.

Schneider c.s. #%) ontwikkelden een methode om gluten-fracties te on-
derzoeken, waarbij zij gebruik maakten van een geisoleerd gedeelte van
de dunne darm van een rat, n.l. het proximale deel van het jejunum.
Daar uit réntgenonderzoek van patiénten met coelizkie of idiopathische
steatorrhoe bekend is dat het bewegingsrythme van de dunne darm door
tarwe-eiwitten wordt vertraagd, trachtten zij door meting van de peris-
taltiek van het geisoleerde rattenorgaan enkele glutenfracties op toxiciteit
te testen. Wanneer het in water oplosbare deel van met pepsine en
trypsine afgebroken tarwegluten in het lumen van de rattendarm werd
ingebracht, werd de peristaltiek niet vertraagd. Werd dezelfde fractie
met de serosa, het buitenste deel der darmwand, in contact gebracht dan
stopte de peristaltische reflex gedurende enkele minuten.

Een met extract van varkenmucosa onwerkzaam gemaakte toxische
fractie had bij toediening op de serosa geen effect.

Schneider c.s. onderzochten, met behulp van het ileum of de jejunum
van de marmot, de invloed van deze glutenfracties op het vrijkomen
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via zijn inactieve precursor van acetylcholine in zenuwuiteinden. Uit
deze studie concludeerden zij dat de vermindering van peristaltische
reflex van ileum of jejunum der marmot door glutenfracties veroorzaakt
wordt doordat de peptiden het vrijkomen van acetylcholine remmen.
Bij voortgezet onderzoek liet Frazer %) de mucosa afkomstig van een
perorale biopsie van de dunne darm na vriesdroging op een toxische
glutenfractie inwerken.

Gebruikt werd biopsie-materiaal van een drietal patiénten lijdende aan
idiopathische steatorrhoe. Indien de patiénten door gliadinebelasting een
afwijkend beeld van de mucosa vertoonden, bleek het na vriesdroging
verkregen poeder na inwerking op de glutenfractie en testen van dit
materiaal volgens Schneider de peristaltiek niet te remmen. Door de
patiénten op tarwevrij dicet te houden, was de herstelde mucosa na in-
werking op een toxische glutenfractie wel in staat de peristaltick te
remmen. Twee van de drie patiénten bleven echter gevoelig voor gluten.

Nader onderzoek zal moeten leren of deze testmethoden, waarbij darm
van dieren gebruikt wordt, correlatie vertonen met de biologische pa-
tiéntentest. In een aantal gevallen was deze correlatie afwezig,

Een mogelijkheid voor onderzoek welke nog nimmer is nagegaan, doch
waarop Wieringa 97) wees is deze. In de bierbrouwerij is reeds lang bekend
dat de rietsuikervergisting met ondergist door toevoegen van tarwebloem
sterk geremd wordt. In Wageningen zijn de factoren, welke op deze
remming van invloed zijn, onderzocht. Waarschijnlijk is gliadine hiervoor
verantwoordelijk, Het zou zeker interessant zijn na te gaan of andere in
de idiopatische steatorrhoe toxische fracties op de rietsuikervergisting bij
brouwgist eveneens een remmende werking hebben.

Intussen is door ons uitsluitend de reactie van patiénten als criterium
voor de toxiciteit der fracties gebruike.

Het principe dat hier aan ten grondslag ligt is dat een zorgvuldig
samengesteld evenwichtig en glutenvrij dieet (zie Hoofdstuk V) gedurende
een z.g. inloopperiode en een hierop volgende proefperiode aan een lijder
aan idiopathische steatorrhoe wordt toegediend. Tijdens de proefperiodé
wordt een hoeveelheid te onderzoeken gluten aan het eten toegevoegd,
die per dag overcen dient te komen met 24 g tarwegluten zoals in een
gemiddeld dagmenu van een normaal persoon voorkomt. Tijdens de in-
loop- en de proefperioden wordt de opgenomen hoeveelheid vet in het
dicet zo goed mogelijk constant gehouden op de tevoren berekende
waarde. De ontlasting per etmaal worde verzameld en gemengd en de
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hoeveelheid hogere vetzuren volgens de methode van Van de Kamer
bepaald. Uit de waarden van opgenomen en uitgescheiden vet wordt het
»percentage niet geresorbeerd vet” per dag berekend. In verband met
de darmlediging wordt uit deze dagelijkse percentages een ,,gemiddelde
driedagscurve” samengesteld. Technische bijzonderheden over de gevolgde
testmethodiek worden in Hoofdstuk V besproken..

3. Resultaten van het eerste gedeclte van het onderzoek

Een schematisch overzicht van het eerste gedeelte der door ons uitge-
voerde proeven volgt hieronder.

Gliadine (toxisch)

Afbraak met
pepsine en trypsine

In water oplosbare fractie (toxisch)

l l l

Aminozuurfractie Acetonprecipitaat Restfractie
{niet toxisch) (toxisch) (niet toxisch)
Zure peptidefractie
(toxisch)
‘FIG. 3

Overzicht toxiciteit der uit gliadine verkregen fracties,

Later werd getracht te bewijzen dat de, uit de gliadine afkomstige,
in de zure peptidefractie voorkomende disulfidebindingen, geen rol
spelen bij het verschijnsel toxiciteit, zoals we dit kennen uit de klinische
balansproeven bij lijders aan idiopathische steatorrhoe.

4, De disulfidebindingen in tarwegluten

Verschillende onderzoekers kennen aan de in tarwemeel en tarwegluten
voorkomende disulfidebindingen betekenis toe voor de fysische structuur,
die tot uiting komt in de typische eigenschappen van deeg bij het rijs-
en bakproces. Bloksma 98) beschouwde de disulfidebindingen in tarwe-
gluten als belangrijke structuurelementen. Hij bepaalde amperometrisch
de thiol- en disulfide groepen in tarwemeel en -ghuten in verband met de
bakeigenschappen.

Hoewel de reproduceerbaarheid der titraties niet bevredigend was, kon
hij vaststellen dat tarwemeel 0,40 thiol- en 7,5 disulfidegroepen per
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