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OPTIMALIZACIA STANOVENIA PRITOMNOSTI CELIAKALNE AK  TiVNYCH
BIELKOVIN V CEREALIACH A PSEUDOCEREALIACH

OPTIMIZATION OF CELIATIC DISEASE ACTIVE PROTEINS ES TIMATION IN
CEREALS AND PSEUDOCEREALS

Peter Socha, Adriana Razdikova, Dana Urminska

ABSTRACT

Celiac disease is caused by hypersenstivity aofespeople to the presence of prolamin
proteins of wheat, rye and barley in food. Forlgmon determination methods based on
different solubility of proteins, SDS-PAGE and A-BE were used. Another specific method
iIs ELISA. Results of protein — fractions preparationdicated that the highest content of
prolamins exist in groats dfriticum spelta(42.12 %) followed byl riticum durum(37.74 %)
and wheat (33.78 %). The least amount of prolamiase found in amaranthus (3.15 %).
ELISA showed that all cereals contain such conegintn of prolamins which exceeded the
limits suitable for celiatic patients’ diet. Theghiest concentration of prolamins, set by
ELISA with antibody R5, was determined framticum spelta(16250 ppm). Amaranthus,
buckwheat, rice and corn are naturally gluten-fies (till 20 ppm). Existing knowledge
about prolamine concentration is not sufficient fleeir allergy causing ability. By SDS-
PAGE and A-PAGE it is possible to predict the shafethe toxic protein fractions, but only
ELISA is the suitable method for precise determamaof presence of celiac- active proteins
in plant materials.
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uvoD

V poslednych rokoch sa statastejSie vyskytuju informacie o alergickych reakbigna
jednotlivé potraviny. U senzitivnycliudi vznikaja prvé prejavy uz pri prijme malého
mnoZstva potraviny. K rizikovym komoditam zdrgeme aj obilniny, ktoré sa stavajoraz
castejSie povodcami nezelanych alergii. Jednym yrtdk ochoreni je aj celiakia, glutén-
senzitivna enteropat{&iacci et al., 2002)

Podstata celiakalneho ochorenia dpa v neznéSanlivosti &itych frakcii bielkovin
vyskytujucich sa v zrne ¥8iny obilnin, a to predovSetkym prolaminov tvor#icis&as’
lepku. Lepok je nevyhnutny pri tvorbe cesta, tedld§lezity hlavne z pekarenskéh@diska.
Jedinou ligbou celiakie je dodrziavanie celozivotnej bezlepjadiéty. Pri bezlepkovej diéte
je potrebné zo stravy vyit' potraviny obsahujice lepolasano a Catassi, 2001eda
Tudia postihnuti celiakiou nemdzu konzumowagrrobky, pri priprave ktorych boli pouzité
pSenica, raz, jamei, a v podmienkach SR aj ovos. Prisna bezlepkovia diiadie vysoké
naroky na presné a jednozZné analytické metddy, ktorymi sa identifikuje appbve
mnozstvo alergénnych bielkovin v surovine aleb@trgvine.

Lepok je komplex zasobnych bielkovin obilného zrkipry po navilldeni vytvara suvislu
lepkavu mriezkug¢o je délezité pre pripravu kysnutého chleba évae Lepkové bielkoviny
obsahuju vEké percento glutaminu a prolinu¢aho sa odvodilo oz@anie glutén. Lepok sa
sklada z bielkovin liSiacich sa rozpusttms PredovSetkym je to frakcia bielkovin
rozpustnych v etylalkohole, tzv. prolaminov, a fiakbielkovin rozpustnych v zdsadéach, tzv.
glutelinov. Lepok je ¢iastane kontaminovany aj cytoplazmatickymi bielkovinami
rozpustnymi v NaClgize frakciami albuminov a globulinov. V celozrnnarhilnom Srote
vSak frakcia cytoplazmatickych bielkovin tvori lasi 30 % z celkového obsahu bielkovin,
druhd skupina tzv. zadsobnych bielkovin predsta@@ie’O %. Prave tietdazko rozpustné
frakcie lepku a predovsetkym prolaminy s nizkouekolovou hmotna%u okolo 30 kDa su
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zodpovedné za vznik celiakie. Kei perspektivnou skupinou plodin pre diétu prialdli su
tzv. pseudoceredlie, medzi ktoré patri pohank&aléesc, quinoa, roska krvava ad’alSie.
Nepriaznivé frakcie bielkovin sa v nich nevyskytiglebo maju iba malé percentualne
zastupeni€Szabova et al., 2003)

Precitlivenos voci lepku, ktory je pritomny v obilninach, predovsgtk v pSenici, v jameni,

a vrazi, ma za nasledok neobvyklé premnoZeniehastéruhu bielych krviniek, ktoré
posSkodzuju stenu tenkéliceva. Tym sa eliminuje resorpcia a vytvara sa staloabsorpcie
(Corazza et al.,199Q)V doésledku permanentnej neznaSanlivosti lepkihddza ku zmenam
sliznice tenkéhdreva, ktora je na rozdiel od normalne zvrasnentgjlpgicky vyhladena. Jej
vyrovnanim sa zmenSuje plocha na vstrebavanie ,Ziktioré tak odchadzaju nevyuzité
stolicou a v organizme vzniké ich nedostatiiékvska a Kratky, 2006).

Vyznamnu ulohu v patogenéze celiakie zohravaju whagické faktory. Podstatou imunitnej
reakcie je, Ze cudzie latky, alergény, po vnikmdiorganizmu vyvolaju obranné reakcie za
Gcelom tato cudzorodu latku eliminovaMichalik a Bauerovd, 2001) Na povrchoch
cudzich latok su molekuly — antigény, ktoré sipaznavané Specialnymi typmi lymfocytov,
B-lymfocytmi a T-lymfocytmi. Tieto bunky tvoria tz\8pecifickl bunkovd imunitu. Okrem
toho sa imunitna odpodeorganizmu sklada eSte z humoralnej imunity, ktprédstavuju
protilatky produkované B-lymfocytmi a HLA systémunti@génov (Human Leukocyte
Antigen). Antigény rozpoznavané imunitnym systémoraju na svojom povrchu typické
oblasti, typické chemické molekuly - determinantgb® epitopy. Lymfocyty a protilatky
rozpoznavaju a viazu sa prave na tieto epitopyyrBfécyty su bunky, ktoré produkuiju
protilatky, ktoré sa delia do viacerych tried: I@a& vyskytuju v slinach, slzach, v hliene a v
sekrétoch traviaceho traktu. Su to protilatky prestkym va@i bakterialnym patogénom. IgE
maju vyznamnu ulohu pri alergickych reakciach. iGnagastejSie sa vyskytujuce protilatky
— imunoglobuliny, ktoré viazu patogény aj toxinytym u’ahiuju ich zachytenie fagocytmi.
Funkcia IgD zati& nie je dostaténe preskimana. T-bunky sa delia na viaceré tygy.. fa—
pomocné (helper) produkuju cytokiny, ktoré regulujunitni odpové organizmu, ¥su
cytotoxické bunky, ktoré gia virusy a nadorové bunky, ,patité“ T bunky si zapamaétaju
dany antigén a pri opatovnom kontakte su zodpovednedmi rychlu reakciu véi nemu.
TregSU regulané bunky, ktoré su zodpovedné za ulamie imunitnej odpovede organizmu a
Tnk (Natural Killers) su bunky, ktoré prepajaju Spekfi a vrodeny imunitny systém
(Ferendik, 1989) Antigény, ktoré iniciuju imunitnud reakciu orgammn sa delia pdéh pévodu
na exogénne, ktoré moézutbgrimarne — vyvolavaju reakciu bezprostredne pokichtakte

s organizmom alebo sekundérne — alergizuju az pjsgmene v organizme. Druhu skupinu
tvoria alergény endogénne, ktoré vznikaju vo viastnorganizme a to lit ako komplex
vlastnej bielkoviny s cudzorodou latkou, alebo akatologicky pozmenena vlastna
bielkovina. Poslednou skupinou su alergény invazivktoré do organizmu vyuju
mikrobialne parazity. Do skupiny endogénnych amige patria HLA — antigény, ktorych
tlohou je napr. ochrana proti rakovinovym bunkamgtipvlastnym bunkam infikovanym
napr. virusom, alebo su vyznamnymi faktormi v patogg autoimunitnych ochoreni
(diabetes I. typu). SU unikatne v organizme kaZdguinca a T-bunky sa poa tychto
glykoproteinov, ktoré sa nachadzaju na ich povrblmxn&uju ako CD8, CD4, CD25 dit
Imunitna odpové na prolaminové bielkoviny nie je doteraz presnsveylena. Vznika po
posobeni traviacich enzymov, ktoré Stiepia prolamita peptidy, ktoré maju typickd
sekundarnu Struktar(abri a Sollid, 2006) Vzniknuté peptidy prechadzaju stenérevnej
sliznice dolamina propria Enzym transglutaminaza (tTG) spos@mstanu deaminaciu
molekudl glutaminu na kyselinu glutamowim umozni Specifickl véazbu tychto peptidov na
imunoproteiny HLA DQ2 a DQ8®Waszczuk et al., 2007)a aktivaciu T-buniek, konkrétne
typ CD4 buniek. Stimulacia T-buniek vyvola sekréciu proaapych cytokinov, najméa
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y-interferonu(Wieser, 2004, Wieser a Koehler, 2008jo sa prejavi ako alergicka odozva na
konzumaciu prolaminovych bielkovidabri a Sollid, 2006) K poznaniu podstaty celiakie
vyznamnou mierou prispelo v roku 1997 identifikoaanzymu tkanivova transglutaminaza
(tTG), ako antigénu, ktory sa vyskytuje vo vnuémdomyzia(spojivové tkanivo okolo
hladkého svalstvajHill a McMillan, 2006). Tkanivova transglutaminaza je enzym, ktory
katalyzuje zosigovanie proteinov v extracelularngjasti tkaniv, aj v intracelularnom
cytoskelete a pravdepodobne zohrava ulohu pri feambgranulénych tkaniv, apoptoze,
¢ize programovej smrti bunky a raste nadorov. Temznym m& Ricovu ulohu v patogenéze
celiakalneho ochorenia prostrednictvom modifikagliadinu, ktora vyvolava intenzivnejSiu
produkciu gliadinovo-Specifickych T-buniek, ktorégpievaju kérevnému zapalu a nasledne
k aktivacii B-buniek(Vader et al., 2002) Zistilo sa, Zze enzym deamiduje glutaminové
zvySky aminokyselin v bielkovinovych ti@zcoch, a tym vznikaju Struktiry so zvySenou
afinitou k niektorymd’alSim zlozkam imunitnej reakcie organizifwowichik a Book, 2003;
Ledn et al., 2005) Deamin&cia glutaminov vSak mdzZe prebie@ppaias vyroby potravin z
obilnej muky (Riha et al., 1996)alebo pdas travenia v Zaludku poésobenim kyseliny
chlorovodikovej(Sjostrom et al., 1998) T-bunky pacientov s celiakiou rozpoznavaju tri
aminokyselinové sekvencie, resp. peptidy, ktoré®as’ou a-gliadinovych bielkovin a st v
nich intenzivne zastipené aminokyseliny prolin @taghin: PFPQPQLPY, PQPQLPYPQ a
PYPQPQLPY. Prolaminové bielkoviny su pomerne vysakaistentné v&i pdésobeniu
traviacich enzymov. Zistilo sa, Ze napr. travenielene pripraveného rekombinantnédo
gliadinu Zaludénymi a pankreatickymi enzymarm vitro sa produkuje vysokostabilny 33-
mérny peptid, ktory obsahuje vSetky tri T-bunkopéapy (Shan et al., 2002)

Je potrebné rozliSiceliakiu od potravinovej alergie na pSenicu, p&shiprach a pod., pre
ktord su typickymi priznakmi koZné reakcia, astmanafylakticky Sok. V tomto pripade su
vyznamne zvysené protilatky IgESo znamenda, Ze celiakalne epitopy nie su totozneé
s epitopmi pri lepkovej alerg{iRauchova a Rauch, 1996; Fuchs, 2005; Denery-Papiei
al., 2007)

Z&kladnymi analytickymi metédami pre stanovenietgoninosti celiakalne aktivnych —
prolaminovych bielkovin su frakcionacia na zakladedielnej rozpustnosti s naslednym
stanovenim koncentréacie bielkovin uzaou destilanou metddou pdi Kjeldahla(Michalik

et al., 2002)alebo elektroforeticka separacia bielkovin v pktylamidovom gélilUrminska

et al., 2009) V poslednej dobe sa vSak do popredia dostavajgokospecifické
imunoanalytické metody, napr. ELISA.

ELISA - Enzymova imunoadsorbentna analyza (Enzyme-Linkeddnosorbent Assay) je
imunoenzymova metoda, pri ktorej jeden z reaktarfemtigen, protilatka) je imobilizovany
nadviazanim na tuhy ndsiktory predstavuje zwgjne stena skumavky alebo jamky v
mikrotitratnej platni (Ferenéik, 1989) Pri imunoenzymovych metddach sa latka (ligand)
Specifickym spdsobom viaze na protilatku,cpm sa ozné pomocou enzymuwiim vznikne
konjugat ligand-enzyriFerentik a Skarka, 1981) Enzymy vhodné pre uvedent techniku by
mali ma& mald relativnu molekulovi hmotnsvysoku stabilitu a enzymovu aktivitu,
vysokopreistené, musia sa d&ovalentne nadviarana protilatky a rézne futké skupiny
antigénov. Produkt enzymovej reakcie musit liahko detekovatay. K nafastejSie
pouzivanym enzymom patria chrenova peroxidazaliekéafosfataza, beta-D-galaktozidaza
a menefasto glukdzaoxidaz@rerentik a Skarka, 1981; Ferertik, 1989)

Na detekciu celiakalne aktivnych bielkovin sa peadendwova ELISA pre antigény, ktora
je zaloZena na postupnom vytvoreni komplexu pttld antigén prolaminy - enzymom
znaend protilatka(Hulin et al., 2008) Na tuhej faze (jamka v mikrotittaej platni) je
imobilizovana protilatka, na ktori sa nadvézujeslpdny antigén (prolaminové bielkoviny,
pSenéné gliadiny). Po premyti sa pridalwé enzymom ozrana protilatka, ktora reaguje so
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zostavajucimi vbnymi determinantmi antigénu viazaného v komplexenabilizovanou
protilatkou. Po premyti sa pridava substrat nalka@ieenzymovej aktivity. Po pridani roztoku
substratu ho enzym rozlozi za vzniku farebného yktad Intenzita sfarbenia roztoku sa
meria spektrofotometricky alebo pri pouziti miktaknych platni pomocou Specidlneho
spektrofotometra, tzv. ELISA-reader. Z hodnét abaaocii nameranych v jamkéach
mikrotitratnych platni so znamym mnoZzstvom antigénu sa zostngjlytickaciara, pomocou
ktorej sa wkia koncentracie analyzovanych vzoriek antigéiperencik, 1989)

Imunochemické analyzy vyuZivaju d&u polyklonalne alebo monoklonalne protilatky.
Ciclitira et al. (1984) pripravili kompetitivnu metéodu RIA s vyuzitim pddpnalnych
protilatok vai a-gliadinom. Nedokazali vSak stantyritomnos inych celiakalne aktivnych
bielkovin. NeskorTroncone et al. (1986)pripravili pre stanovenie gliadinov sen&twu
ELISA s dvomi réznymi protilatkami. Metdda vSak adovala faloSnu pozitivitu, napr. &o
bielkovinam kukurice. VyraznejSie zlepSenie met@hamenalo pouzitie monoklonalnych
protilatok. Pre stanovenie celiakalne aktivnychldoiein sa pouZivaju protilatky wo
gliadinom alebo W& presne definovanej sekvencii aminokyselin, ki@@ opakuje v
toxickych bielkovindch. Prvé komaré ELISA testy obsahovali monoklonalnu protilatku
voci tepelne odolnymw—gliadinom (Skerritt a Hill, 1990). w-gliadiny su vSak menej
alergénne aka-gliadiny, a preto bolo potrebné zostawnunoreakciu s protilatkou o
tymto bielkovinam(Ellis et al., 1990a, b) V s&asnosti je zakladom senduvej metddy
protilatka R5, ktora bola pripravena imunizacioudmgaznym peptidom. Je Specifickacvo
sekvenciam QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLP®PmMan et al., 2001; Valdés et al., 20Q3)
Kahlenberg et al. (2005) predpokladaju, Zze imunadamntnou Struktirou prolaminov je
sekvencia QQQ/PFP. VEhdom na to, Zze v aveninoch ovsa sa tieto epitopgai&dzajd,
metoda nie je vhodna na stanovenie bielkovin owsguziva sa vSak na stanovenie
kontaminacie ovsa, ato predovSetkyntnj@nnymi bielkovinami (zrnom, sladom) a pre
dokaz ,bezlepkovosti“ produktov vyrobenyckistého ovsaMéndez et al. (2005Hdokazali,
Ze ELISA s R5 je vhodnou metédou pre stanovenieya? sekalinov, a to s detakm
limitom 1,5 ppm gliadinu v tzv. bezlepkovych poirgch. Napriek tomu, Ze vysledok
analyzy nezdvisel na tori,bola vzorka — potravina tepelne spracovana, Hydowana alebo
inak technologicky upravena, bol popisany aj uragbty extrakny postup, poth ktorého je
potrebnd redukcia a disagregacia gliadinovych bidik Extrakny roztok obsahuje
2-merkaptoetanol a guanidin hydrochlorid.

Sendvtova ELISA s protilatkou R5 a enzymom chrenova pieléea je referetnou metédou
v Codex Alimentarius. Pdd Codex Alimentarius je za prirodzene bezlepkovio\sou a
potravinu ozn&na iba taka, ktord obsahuje menej ako 20 ppmrglutéreto bolo potrebné
vyvinut' ELISA systém s protilatkami, ktoré reaguju vysgs@sficky s potencialne
celiaticky-aktivnym epitopom QQPFP, ktory jecad#’ou a-, y- gliadinov, hordeinov a
sekalinov.

Cielom prace bolo optimalizova analytické postupy stanovenie celiakalne aktivnych
bielkovin v rastlinnom materidli a analyzavabielkovinovy komplex zrna cerealii
a pseudocerealii, ktoré sa vyuzivaju pre vyrobtapin.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinny materiakiskany z maloobchodnej siete, ktory je bezneugwost spotrebittom v
tzv. biopredajniach: pSenica letnda, pSenica Spaldpgenica tvrda, ovos (dey), ja¢men
jarny, pohanka lapana, ryza natural, kukurica. @by boli zomleté na celozrny Srot na
laboratérnom mlyne. Tritikale bolo zo zdrojov KBBF a laskavec metlinaty bol rastlinou
dopestovanou na pokusnom poli KUPaH FAPZ v are®USAnalyzované boli mladé
rastliny, cag” obsahujlca semend aj stopky, ktord sa mbéze \atuako zelenina. Material
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bol vysuSeny pri teplote 60°C a homogenizovanynd#idé rastlinné druhy boli analyzované
bez dérazu na podmienky pestovania a odrody.

Stanovenie celkového dusika fdKjeldahla (Michalik et al.,, 2002) je zaloZené na
mineralizacii rastlinnej hmoty v Kjeldahlove] banke prostredi koncentrovanej kyseliny
sirovej a vhodného katalyzatora. Organicky viazdngik v organickej hmote sa pri oxidacii
v prostredi koncentrovanej kyseliny sirovej meni amoniak, ktory reaguje s kyselinou
sirovou za vzniku siranu amonneho. Zo siranu anf@nisa amoniak, ako slabSia zasada,
vytesni prebytkom alkalického hydroxidu. Vytesnemyoniak sa predestiluje do predlohy so
zndmym mnoZzstvom kyseliny sirovej.

Stanovenie bielkovinového dusika foo@arnsteina(Michalik et al., 2002) je zaloZené na
vyzrazani bielkovin pomocou Cu%@ po odstraneni ostatnych dusikatych latok ako su
aminokyseliny, amidy a anorganické &hiny sa dusik stanovi metédou padjeldahla.

Stanovenie mnoZstva celiakalne aktivnych bielkoviretodou ELISA sa realizovalo
S vyuzitim testu a postupov Ridascreen Gliadin {RsBiopharm, Germany).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celiakia je geneticky podmienend glutén-senzitiwrderopatia, autoimunitné ochorenie
sliznice tenkéha@reva, ktoré vznika po prijme gluténu v potraveprds vyvolavaju uiité
aminokyselinové sekvencie a z nich vytvorena sefitmal Struktira peptidov, nachadzajice
sa v prolaminoch pSenice, raze @manha (gliadiny, sekaliny a hordeiny). Ochorenie je
celozivotné a jedinoudinnou terapiou je celozivotna bezlepkova diéta tgn-free”. Na
28. zasadnuti Codex Commitee on Nutrition and FdodSpecial Dietary Uses v roku 2007
bolo navrhnuté, aby sa presnejSie preklasifikodaditne potraviny vo wahu k celiakii.
Potraviny boli rozdelené do troch skupin:

a) potraviny, ktoré neobsahuju zZiadne prolaminystlin druhuTriticum, ja¢meia, raze a
ovsa. Limit pre obsah gluténu je 20 mg'kg

b) potraviny, ktoré obsahuju zloZzky zo pSenicé&maia, raze, ovsa, a sU povazované za
bezlepkové ,gluten-free®. Limit pre obsah glutéeulj00 mg.kd,

c) potraviny, ktoré su zmesou zloziek uvedenycloddeh a) a b). Limit pre obsah gluténu je
100 mg.kg (dostupné na internete: http://www.ccnfsdu.definolep?id=309 [cit.
08.12.2009)).

Problematickou obilninou vo vyZive celiakov je ov@s/eniny ovsa neobsahuju alergénne
epitopy, napriek tomu nie vSetci pacienti ovosrgle Predpoklada sa, Ze vyrobky z ovsa su
kvoli agrotechnickym postupom a technologickémwaspvaniu takmer vzdy kontaminované
jaémeiom, a teda nevhodné pre bezlepkovu diétu. Jedst@ndinavskych krajinach je ovos
povoleny pre vyZivu stabilizovanych celiakov.

Zakladnym postupom akodit mnozstvo jednotlivych bielkovinovych frakcii zrodilnin je
ich rozdelenie na zaklade rozdielnej rozpustno¥ab( 1). V praci boli analyzované
konvertné obilniny — pSenica letnda (forma ozimnd), pSertwaa, j@mei, ovos, ryza,
kukurica, ale aj menej trattié obilniny — pSenica Spaldova a tritikale. Ako ymk@obilniny
boli analyzované pohanka lupana a laskavec metlinat
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TabulPka 1 Stanovenie celkového dusika pedKjeldahla (% Ncelk) a stanovenie
bielkovinového dusika pda Barsteina (% Nbielk).

VZORKA Ncelk., % Hruby protein, % N bielk., %
PSenica letna 2,761 15,753 1,529
PSenica Spaldova 2,272 12,950 1,993
PSenica tvrda 1,754 9,998 1,578
Ovos (vigky) 2,234 13,024 2,063
Jamei jarny 1,543 8,795 1,389
Tritikale 1,501 8,751 1,333
Pohanka lipana 1,112 6,672 0,922
Laskavec metlinaty 2,395 14,370 1,941
Ryza 0,982 5,843 0,842
Kukurica 1,192 7,152 1,073

NajvysSia koncentracia latok bielkovinove] povahglab stanovena v zrne pSenice letnej
(15,753 %) a v zrne laskavca (14,47 %). Najmenejkbvin obsahovala ryza (5,843 %).
Bielkoviny laskavca su z pdéadu vyzivy vémi zaujimave, pretoZe obsahuju l'ae
esencialnych aminokyselin. Z obilnin druhym naj\ammejSim zdrojom bielkovinovych
latok je ovos (13,024 %). V naSich podmienkach tkmevyuZivanou je pSenica Spaldova,
ktord obsahuje 12,95 % bielkovinovych latok a mégibme ako laskavec, podstatne lepSiu
bilanciu esencialnych aminokyselin v bielkovinachazako pSenica letna a pSenica tvrda.
Prvym krokom pri analyze celiakalne aktivnych bielin je ich extrakcia etanolovym
roztokom (Hulin et al., 2008) Bielkovinovy komplex zrna analyzovanych ceredaii
pseudoceredlii je mozné réznymi exthiagmi cinidlami rozdelt na frakcie albuminov a
globulinov, rozpustnych v NaCl, prolaminov, rozpysh v etanole a glutelinov, rozpustnych
v NaOH (Tab. 2).

Tabulka 2 Frakéna skladba bielkovinového komplexu

VZORKA Alb + Glo Prolaminy Gluteliny ZvySok
% N % N % N % N
PSenica letna 0,387 0,578 0,598 0,140
% zastlpenie 22,62 33,78 34,95 8,18
PSenica Spaldova 0,550 0,957 0,570 0,182
% zastUpenie 24,21 42,12 25,09 8,01
PSenica tvrda 0,471 0,662 0,463 0,140
% zastUpenie 26,85 37,74 26,40 7,98
Ovos (viaky) 1,010 0,297 0,693 0,098
% zastUpenie 48,00 14,12 32,94 4,66
Tritikale 0,474 0,5169 0,421 0,084
% zastUpenie 31,58 34,58 28,05 5,60
Jamen jarny 0,449 0,483 0,457 0,140
% zastlpenie 29,10 31,30 29,62 9,07
Laskavec metlinaty 1,319 0,073 0,533 0,382
% zastUpenie 56,98 3,15 23,02 16,50
Pohanka lipana 0,561 0,070 0,210 0,281
% zastUpenie 50,00 6,24 18,72 25,04
Ryza 0,123 0,064 0,440 0,337
% zastUpenie 12,52 6,52 44,81 34,32
Kukurica 0,205 0,281 0,382 0,309
% zastUpenie 17,20 23,57 32,05 25,92
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PSenica letna je povazovana za najvyznamnejSiaotr vyvolavajucu celiakédlne ochorenie
v nasich podmienkach. Obsahuje 157,53 g bielkovinkg, ale z nich az 33,78 % (53,21 Q)
predstavuju prolaminy — gliadiny. Glutén tvoriagelkoviny maju v zrne pSenice letnej az
68,73 % zastupenie. PSenica Spaldova sa vymavysSSim zastupenim esencialnych
aminokyselin v bielkovinach zrna ako ma pSenicadetlebo pSenica tvrda, a preto sa
pokladad sa biologicky hodnotnejSiu surovinu. ObgahlR9,50 g bielkovin v 1 kg zrna.
Gliadiny tvoria az 42,12 % (o 8,34 % viac ako vezpsenice letnej)o je 54,54 g v 1 kg
zrna. Obsah zasobnych bielkovin, gliadinov a gint@n je 67,21 %¢o je porovnaténé s
.chlebovou“ pSenicou. PSenica tvrda je surovinouvgeobu cestovin. Obsahuje 99,98 g
bielkovin v kg zrna. Z tychto latok tvoria gliadimg 37,74 %¢o je 37,73 g v1 kg zrna. Z
naSich vysledkov vyplyva, Ze pSenica letna obsamgmizSi podiel gliadinov z troch
analyzovanych typov pSenic. Ovsenéckipobsahovali 130,24 g bielkovin v 1 kg, z ktorych
najviac zastupenou bola frakcia albuminov a gletmwi Prolaminy tvorili iba 14,12 %p je
18,38 g v 1 kg biologického materialucdsen jarny obsahuje 87,95 g bielkovin v 1 kg zrna.
Obsah prolaminovych bielkovin je niz8i ako v zr8emce. V jgmeni tvoria 31,30 %o je
27,52 g v 1 kg jamenného Srotu. Tritikale vzniklo krizenim pSeniaaze. Obsahuje 87,51 g
bielkovin v 1 kg zrna. Tritikale sa vyz&ige vyrazne vysSim obsahom frakcie albuminov a
globulinov ako pSenica letna, nizSim obsahom dhagl ale vySSim zastapenim
prolaminovych bielkovin, ktoré tvoria 34,58 %9 je 30,16 g. RyZa natural obsahuje iba
58,43 g bielkovin v 1 kg. Prolaminové bielkovinyta 6,52 %,.¢o je 3,80 g v 1 kg ryZe.
Zaujimavy je vysoky podiel bielkovin rozpustnyciNaOH (glutelinov) — az takmer 45 %.
KedZe ryza je prirodzene bezlepkovou surovinou tietelkbviny nebudud obsahova
alergénne sekvencie aminokyselin. Kukurica obsahijg2 g bielkovin v 1 kg, a z ich 23,57
% (16,85 g) tvoria prolaminové bielkoviny. Laskavebsahuje v1 kg semien 143,7 g
bielkovin. Z nich je 3,15 %, teda 4,52 g prolamin®ysoka koncentracia, najvysSia zo
vSetkych analyzovanych rastlinnych materidlov, almov a globulinov koreSponduje
poznanim, Ze bielkoviny laskavca su bohaté na &akgs®liny esencialne pre humannu
vyZzivu. Pohanka lapana by mala pétrmedzi bezlepkové suroviny a potraviny. V1 kg
pohénky je 66,72 g bielkovin, z nich 6,24 % tvgui@laminy ¢o je 4,10 g). Podobne ako
v zrne laskavca, aj v zrne pohanky je vysoky ol@abiminov a globulinov.

Poznanie presnej koncentracie prolaminovych a Ighaeych bielkovin nie je eSte
dostaténou informaciou o ich alergénnosti. S vyuzitim &leforetickych metdd,
predovSetkym SDS-PAGE a kyslej PAGE je mozné sepérednotlivé subfrakcie tychto
bielkovin a tak predpoklada mnozstvo, resp. podiel toxickych subfraketgliadinov. V
sitasnosti je vSak jedinou presnou metodou pre stameygesnej koncentracie alergénnych
bielkovin ELISA. Referetnou metdédou v Codex Alimentarius pre stanoveniadgtiov,
resp. gluténu, je ELISA na baze monoklonalnej ftky R5. Metddou s kompetitivnym
usporiadanim sa stanovuju predovSetkym peptidoagnfenty prolaminov pSenice, raze a
jaémena v pivach, Skroboch a Skrobovych derivatoch, tedapelne upravenych vzorkach
(Ellis et al., 1990) Vysledok je v8ak menej presny, pretoZze je ovpiéywnhydrolyzanym
procesom. Inym variantom je senttwa ELISA(Hernando et al., 2008)

V praci bol pouzity komeny test Ridascreen Gliadin. Klasicky test izeth extrakciu vzorky
tzv. kokteilovym roztokom, ktory obsahoval 2-mert@gianol a guanidin hydrochlorid. 2-
merkaptoetanol redukuje moZzné disulfidické mostikyorymi sa vytvara priestorova
Struktura zasobnych bielkovin, a tak je mozné &ktram postupom disagregavgliadiny a
uvornit’ vSetky pritomné toxické aminokyselinové sekveltalergénne epitopy) pre reakciu s
monoklonalnou protilatkou R5. Testom Ridascreend{Blabola stanovena koncentracia
gliadinov v zrne ceredlii a pseudocredlii (Tab. 3).
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Tabulka 3 Stanovenie koncentracie celiakalne aktivnych ghiadych bielkovin v cerealiach
a pseudocerealiach metédou ELISA

Vzorka Test Ridascreen Gliadin
gliadin, mg.kg'
PSenica letna 16250
PSenica Spaldova 17500
PSenica tvrda 15000
Ovos (vlaky) 14250
Jamei jarny 2250
Tritikale 1300
Laskavec metlinaty 8,750
Pohanka lipana 7,500
RyZa 5,000
Kukurica 6,250

PSenica letna obsahuje 53,21 g gliadinovych biétkawl kg. Z vysledkov ELISA testu
vyplyva, Ze celiakalne aktivnych bielkovin v 1 kaqa pSenice je az 16,250 g. Na zaklade
metodiky pouZitého ELISA testu je moZné préipa stanovené mnoZstvo gliadinov na
celkovy obsah gluténu a klasifikavasuroviny a potraviny ako prirodzene bezlepkove
(,Gluten Free®), v ktorych je obsah gluténu men& 20 ppm (20 mg.kY. V zrne pSenice
letnej je obsah gluténu 32,500 & viac ako 1600-krat prevysuje limit pre prirodzene
bezlepkové potraviny. V zrne pSenice Spaldovejdifig tvoria az 54,54 g v1 kg zrna.
Celiakalne aktivnych je 17,500 g gliadinovych baefin, o je viac ako v zrne pSenice letnej.
PSenica tvrd4 obsahuje 37,73 g gliadinov v 1 kg &ne zakazanou potravinou vo vyZive
celiakov, pretoze tieto gliadiny predstavuju 159aergennych bielkovin v 1 kg. Celkove, zrno
tvrdej pSenice obsahuje az 30 g gluténu.

V ovsenych vigkach tvorili prolaminy iba 18,38 g v 1 kg biologatho materialu, ale ELISA
testom sme stanovili, Ze ovsené 8kp obsahovali az 14,25 g gliadinovych bielkovén,
predstavuje 28,50 g celiakalne aktivnych bielkovih kg. Tato hodnota je asi 1425-krat
vySSia ako limit pre prirodzene bezlepkové potrgvilNapriek tomu, Ze monoklonalna
protilatka R5 je Specifickd Wb sekvenciam aminokyselin, ktoré sa v aveninochaovs
nevyskytuju, stanovenie je vyuZite aj na analyzu ovsenych produkt&ahlenberg et al.
(2005) zistili, Ze R5 reaguje aj s epitopmi QQQFP, LQRFPBLPFP. Na zaklade analyz a
pozorovani viacerych autor@¥anatuinen et al., 2000; Hogberg et al., 2004yenujdcich sa
problematike celiakie, predpokladame, Ze analyzévawsené vigky boli kontaminované
inymi obilninami.Kanerva et el. (2006)testovali dva ELISA testy, giom jeden obsahoval
protilatku R5 a druhyw-gliadin protilatku. Do ovsenej muky pridali znamengustvo
jaémennej muky a zistili, Ze test s R5 ,nadhodnocuggihovenie, zatiato test sw-gliadin-
protilatkou ,podhodnocuje” stanovenie. Zdatagl, Zze v pripade analyz ovsa je dblezité
pozna presne kontaminujuce latky. Ovos je z fadu celiakie vBmi zaujimavou plodinou.
Teoreticky by nemal spésobavadravotné komplikécie, pretoZe v aveninoch nealjeahké
sekvencie aminokyselin ako su v gliadinoch, hoai#ina sekalinoch. Lenze takmer
neexistuje vyrobok z ovsa, ktory by nebol kontammanty pSenicou, a eStéastejSie
jaémenom. Niektori vyrobcovia potravin si neuvedomuju,atergénom nie je celé zrno, ale
iba jeho bielkovinov&ag’, a preto je vEké mnozstvo ovsenych vyrobkov sladenych napr.
sladom. Neobsahuju priamajaei, ale obsahuju alergénne proteiyarsrud et al. (2003)
testovali na pacientoch, ktori boli v remisii piida ovsa v mnoZzstve asi 93 g denne do
potravy. Zistili, Ze u 15 pacientov sa neobjaviidne patologické priznaky, ani v histologii,
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ani v séroldgii, ale u dvoch sa prejavili gastrestinalne problémy. Predpokladaju, Ze ovos
mo&ze by celiakmi tolerovany, ale nesmietbontaminovany inymi obilninami.

Jamei jarny je obilnina, ktora v 1 kg celozrnného Srobsahuje 27,52 g prolaminov. ELISA
testom sa zistilo Ze celiakélne aktivnych je 2,2Bogie sice medzi konvénymi obilninami
najnizSia koncentracia, ale po prémona obsah gluténu, ktory je 4,5 g v 1 k§manného
Srotu je toto mnoZstvo 112,5-krat vySSie ako lipie prirodzene bezlepkové potraviny.
Stanovenie bolo pomocou protilatky Specifickej¢ivgliadinom, ale jamei vo frakcii
C-hordeinov obsahuje oktapeptid PQQPFPQQ, ktorggiopom pre naviazanie dvoch
Specifickych monoklonalnych protilatok, IFRN 00610&14. Tieto protilatky v systéme
ELISA su schopné viaraC-hordein aj k& sa vyskytuje v potravine, ktoré presSla termickou
Upravou(Brett et al., 2002) Kanerva et al. (2005)zistili, Ze ELISA sw-gliadin-protilatkou
viaze iba 4 - 8 % fanennych prolaminov, zatia&to az 100 % pSetmych gliadinov. Pri
analyzach piva dokazali, Ze niektoré technologigkécesy, napr. hydrolyza pomocou
kvasiniek, m6zu zniZidetekovaténog’ prolaminov. V tomto pripade je ELISA vyudité
len pre kvalitativnu analyzu.

V zrne tritikale tvoria polaminy 34,58 %o je 30,16 g v 1 kg. Na zaklade vysledkov ELISA
analyzy v8ak 1,3 g prolaminovych bielkovin tritd&alykazuje alergénne vlastnosti. Obsah
tychto bielkovin je rddovo nizSi ako v zrne pSenie aj tak vyrazne prekmaje limit pre
.prirodzene bezlepkové" suroviny a potraviny a prg tritikale nevhodnou potravinou pre
celiakov.

Z&kladom bezlepkovej diéty su ryZza a kukurica, réagkuricny Skrob. Analyzovana bola
ryza natural, ktord obsahuje iba 58,43 g bielkowhkg a z nich je iba 3,80 g prolaminov.
Tieto bielkoviny st vhodnou potravinou pre celiakqwetoZe obsahuji iba 5 mgkg
proteinov, vykazujucich alergénne vlastnosti. V wud bolo stanovenych 16,85 ¢
prolaminovych bielkovin v1 kg zrna. Z ELISA analyxyplyva, Ze tieto bielkoviny
nevyvolavaju celiakalne ochorenie, pretoze ako moatergén reagovalo mnoZzstvo
zodpovedajlce koncentracii iba 6,2 mg‘kdoto mnoZstvo zodpoveda 12,4 mg gluténu v 1
kg kukuriénych #n, a preto je mozné konStatoyae kukurica je prirodzene bezlepkovou
potravinou.

Laskavec, ktory obsahoval 4,52 g prolaminov v Zikygje na zaklade ELISA testu vhodnym
na konzuméciu, pretoZe tieto bielkoviny obsahuja #25 mg.kg alergénne aktivnych
proteinov. Takyto obsah zamaje laskavca do kategorie prirodzene bezlepkovyathagin.

V 1 kg pohanky tvoria prolaminy 4,10 g. Pohankajgime ako laskavec, obsahuje iba 7,5
mg alergénnych bielkovin v 1 kg suchej hmoty a fjeodzene bezlepkovou potravinou s
obsahom gluténu 15 mg v 1 kg lipaného zrna pohanky.

ZAVER

Celiakia je netropicka sprue, geneticky podmieneglutén-senzitivna enteropatia,
autoimunitné poSkodenie sliznice tenkéheva, ktoré vznika po prijme gluténu v potrave.
Na zéklade vysledkov frékej skladby bielkovin je mozné konStatéyvde najvysSi obsah
prolaminovych bielkovin sa vyskytuje v celozrnort8rpSenice Spaldovej (42,12 %), pSenici
tvrdej (37,74 %) a pSenici letnej (33,78 %). Najejeprolaminov obsahoval laskavec
metlinaty (3,15 %). Pd@ viacerych literarnych zdrojov m6zZu alergicku makvyvola’,
resp. v¢ase remisie u pacienta konzumujiceho vyhradne fileaé@ diétu, mézu patologické
zmeny vérevnej sliznici znovu vyvola aj gluteliny. Najvyssi obsah tychto bielkovin bol
stanoveny v ryZi (44,81 %) a v celozrnom Srote m®eletnej (34,95 %).

Z vysledkov testu ELISA vyplyva, je vSetky cereadigsahuju prolaminové bielkoviny, resp.
glutén, ktorych koncentracia vysoko preduge limity pre potraviny vhodné na konzumaciu
celiakmi. NajvySSia koncentracia prolaminov, staroxch ako gliadin metdédou ELISA

roénik 4 505 mimoriadneéislo, februar/2010



potravinarstvo

s protilatkou R5, bola stanovena v pSenici Spald¢i®250 ppm). Poradid’alSich obilnin
pod’a klesajucich obsahov alergénneho agens je nasiéd@éenica letna, pSenica tvrda,
ovos (vlaky), ja&men jarny, tritikale (1300 ppm). Laskavec metlinatphdnka lupana, ryza
a kukurica patria medzi prirodzene bezlepkové paiga(8,75 — 5,0 ppm).

Metdda ELISA s protilatokou R5 je vhodnou metddoe gtanovenie pritomnosti gliadinov,
sekalinov a hordeinov v rastlinnom materiali.
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