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ABSTRACT

Celiac disease is characterized by small-intestimatosal injury and nutrient malabsorbtion
in genetically susceptible individuals in respots¢he dietary ingestion of wheat gluten and
similar proteins in barley and rye. At present, cadled pseudocereals appear to be the
perspective group of crops for gluten-free dietdeliac disease. The aim of our study was to
compare various methods of detection of celiacvacproteins in different genotypes of
agricultural plants. The results of the fractiom@imposition of proteins confirmed that
analysed genotypes of buckwheat, amaranth andpdackre characterised by a low content
of allergic proteins, which was confirmed also bgce&ophoretic profiles of storage proteins
with the help of ISTA SDS PAGE method. ELISA assaynfirmed the possibility of
pseudocereals and legumes for application in ptomluo®f foodstuffs suitable for patients
suffering from celiac disease. Results of the prestidy also confirm that ELISA assay is a
more objective method in comparison to SDS PAGE.
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UvoD

Celiakia (celiakdlna sprue) je ochorenie, ktoré engostihnéi niektorych geneticky
predisponovanych jedincov. Tato disfunkcia veducmakabsorbcii je ptinne spajana
s potravinami obsahujucimi prolaminy obilného zaka su gliadiny pSenice, sekaliny raze,
hordeiny j@gmeia, pripadne aveniny ovsa. Bielkoviny tychto obilimiciuju patofyziologickée
procesy, ktoré mdzu nakoniec wiek vaznemu poskodeniu abséngho epitelu sliznice
tenkéhacreva(Wieser, Koehler, 2008)

V sikasnom obdobi sa venujelé& pozornog vyuZitiu pseudoceredlii v racionalnej vyzive
ako ciastana nahrada chlebového obiligMoudry et al.,, 2005), nakd’ko neobsahuju
celiakalne aktivne bielkovinfPetr et al., 2003; Cooper et al, 1998)

Vel'mi dblezité je presné testovanie pritomnosti reggpritomnosti celiakalne aktivnych
bielkovin v surovinach pre bezlepkovu diétu. V nasgaci sme sa zaoberali detekciou
celiakalnych peptidov elektroforetickou a imunochekou metdédou v rdéznych druhoch
pSenice, laskavca, pohanky a cicera.

Elektroforetické metddy su najbeznejSie pouzivawdniky separacie bielkovin endospermu
zrna, ktoré su zaloZzené na principe rozdielnej plivysti elektricky nabitych makromolekul
v jednosmernom elektrickom poli, ktoré v pritommadetergenta ako je SDS sa separuju
pod’a molekulovej hmotnos({Kra émar et al., 2004).

ELISA je jednou z najpouzivanejSich imunologickych mefimlizivanych na detekciu
protilatok. Tato metdda, tak ako vSetky ostatnérniouhemické metddy, vyuZiva interakciu
antigénu so Specifickymi protilatkami za tvorby imokomplexu antigen-protilatka.
Stanovenie tohto komplexu je umozZnené naviazanimdwdj znéky, v tomto pripade
enzymu, na jeden z imunoreaktantov.

Cielom predloZzenej prace bolo porovnaiaceré metédy detekcie celiakalne aktivnych
bielkovin v obilninach, pseudoobilninach a strukwvi
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MATERIAL A METODIKA

V praci sme analyzovali kolekciu genotypov laskav@maranthus sp.) a pohanky
(Fagopyrum esculentutdOENCH.), ktoré sme porovnavali s vybranymi gepoty pSenice
letnej (Triticum aestivuni.) a ciceraCicer ArietinumL.). Analyzovany material bol ziskany
z Génovej banky semennych druhov SR SCPV VURY $tRiech.

Stanovenie celkového dusika péalKjeldahla

Obsah celkového dusika bol stanovenyljpadjeldahla Michalik et al., 2006).Percentualne
zastupenie hrubych bielkovin sme vyfiali prep@&tom z obsahu dusika stanovenéholjpod
Kjeldahla, ktory sme vynasobili pregitavacim koeficientom (%N x 6 pre pohanku a cicer,
%N x 5,7 pre pSenicu a laskavec).

Metdda diskontinualnej frakcionacie bielkovinovéhammplexu zrna pofla Osborna
Zakladné bielkovinové frakcie (albuminy, globulinprolaminy, gluteliny) sa ziskaju
extrakciou v prislusnych rozpiadlach potia unifikovanej Golenkovej metédy (ICC metdda)
Michalika (2002).

Elektroforeticka frakcionacia zasobnych bielkovisDS PAGE)

Gluténové bielkoviny boli extrahované a analymé vertikdlnou diskontinualnou
elektroforézou na PAGE v pritomnosti SDfod’a metodiky ISTA (Wrigley, 1992).
Elektroforetické profily boli vyhotovené na rdgtometri LD - 01 Instrument pri vinovej
dizke 232 nm. Denzitometrické zaznamy elektrofokgiit profilov jednotlivych genotypov
boli vyhodnotené pomocou systému GelWorks 1D predMivs. Ako Standardy boli pouzité
odrody pSenice letnej, Marquis a Chinese Spring.

ELISA test

ELISA — enzymova imunoabsama analyza (Enzyme Linked ImunnoSorbent Assay)
je metdéda detekcie a kvantifikacie latok, zalozeva principe Specifickej vazby medzi
antigénom a zodpovedajucou protildtkou. V praci spmuZzili sendwovd enzymovu
imunoassay RIDASCREEN® Gliadin pre kvantitativnansivenie gliadinov od firmy
R-Biopharm, SRN. Vo vzorkach bola stanovena abswiba roztoku pri 450 nm.
Zo zostrojenej kalibranej krivky sme zistili hodnotu koncentracie gliaglin

VYSLEDKY A DISKUSIA

Problematika celiakalnych peptidov je dnes intengidtudovana na celom svete, avSak
presny mechanizmus vzniku a pésobenia celiakie Indbposid uspokojivo objasneny.
Pri vyskume patogenézy tejto choroby bolo vytvommyiekdko hypotéz, ptiom dnes
previadaju dve hypotézy a to hypotéza o deegfi poruche metabolizmu a autoiminna
hypotéza. Doportenou terapiou takto postihnutych pacientov je #hie gliadinu z diéty
(bezlepkové potraviny) alebo permanentné podavameptidazovych preparatov
(Michalik et al., 2006)

Celiakalne aktivne bielkoviny su pritomné v prolaoviej frakcii a zo zdravotnéhd’ddiska

je zaujimava najma frakcia s nizkou molekulovou tmog'ou okolo 20 az 30 tisic Da,
nakd’ko prave tato frakcia, nazyvawné— gliadiny vykazuje toxické vlastnosti vyvolavagic
celiakalne ochoreni@Petr et al., 2003)

PSenica letna sa vyzhige charakteristickou skladbou frakcii bielkovinbeékomplexu, kde
dominantné postavenie pripada prave na prolamitipd{gy), ktorych zastUpenie tvori
v priemere 40%. Naproti tomu podiel prolaminovyadlkovin v nekonveénych obilninach,
konkrétne v semenach laskavca bol v priemere 2,98%0om v jednotlivych genotypoch
variroval od 2,0% do 3,99 %. V semenach pohanky gisii porovnaténé priemerné
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zastupenie prolaminov 3,14% (2,57%-3,99%). Najeip&rcentualne zastupenie prolaminov
vykéazali genotypy cicera — 2,01%, dmin ich podiel variroval od 1,4% do 2,72%.

mozno zaradi Lider, Plainsman, A102, z kolekcie pohanky gengtAY-EP-1, Spéinska 1

a z kolekcie cicera genotypy Slovak, BC 004 237 4®. Vo vSeobecnosti plati, Ze nizky
podiel prolaminovych bielkovin na udrovni 4-8% vyhkgs potrebam bezlepkove) diéty
(Michalik et al., 2009. Z uvedeného vyplyva, Zze vSetky hodnotené genotgskavca,
pohanky aj cicera su vhodné pre vyrobu potravircgliatikov.

Hodnotenie fraknej skladby bielkovinového komplexu na zakladermidielnej rozpustnosti
v rozdielnych rozpd&dlach neumaiuje dostaténe vysvetli pritomnos alergénnych
bielkovinovych determinant. Z uvedeného dévodu sewsdizovali frakcionaciu zasobnych
bielkovin elektroforetickou metédou PAGE v pritorsticsDS.
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Obrazok 1 Elektroforetické spektrum zasobnych bielkovin |&&lea a denzitometricky
zaznam genotypu A 47

Vysvetlivky: 1 — RRC 386,22 - BURGUNDY, 3 — Pl 604 6714 — A 47,S; — CHINESE
SPRING,S;, - MARQUIS

Kra ¢mar et al. (2004)uvadzaju, Ze pri separécii bielkovin elektrofarefimi technikami sa
nagastejSie ako no& pouzivaju polyakrylamidové gély, ktoré maju vyhod tom, Ze su
nenaréné na pripravu, vyzegaju sa vémi dobrymi mechanickymi vlastntami, su
priesvitné, neobsahuju elektricky nabité skupinyruldira gélu je vEmi dobre
reprodukovattna, méa nizku elektroendoosmézu a zo vSetkychc¢oesmaju najvésiu
rozliSovaciu kapacitu.

Elektroforetickll separaciu zasobnych bielkovin IdSSPAGE sme aplikovali aj v naSich
experimentoch, ptom sa zasobné bielkoviny separovali na’mvie dobre rozliSiténé
individualne vysokomolekularne gluteninové podjeigo(HMW-GS), nizkomolekularne
gluteninové subjednotky (LMW-GS), monomérne gligd(n, B, v, ®), zvySkové albuminy
a globuliny.

Z nami ziskanych vysledkov elektroforetickej anglygAsobnych bielkovin (Obr. Yyplyva,
Ze zastupenie zasobnych gluteninovych bielkovinysokou molekulovou hmotnésu
(HMW-GS), nepresahuje v laskavci 4,44% a v poha8l8%, prtom podiel HMW-GS
v laskavci variroval od 0,37% do 4,4% a v pohanéel®7% do 8,8 %. K porovnditeym
vysledkom dospeli apetr et al. (2003),Michalik et al. (2006)a Urminska et al. (2008).
Nizky obsah HMW-GS potvrdzuje, Ze muka z laskavgaohanky nevyhovuje kritériam
pekarskej kvality, preto méze Hyri vyrobe chleba pouzita iba ako aditivum k p&eej
alebo raznej muke. Zastupenie HMW-GS v analyzoviarmggnotypoch cicera a pSenice bolo
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vySSie. Priemerny podiel HMW-GS v ciceri dosiahol,16% a v pSenici 17,45%,
¢o potvrdzuju aj vysledkWlichalika et al. (2006).

Priemerné zastupenie z&sobnych bielkovin s nizkolekulovou hmotna®u (LMW-GS)

a monomérnych gliadinow,(p, y aw) predstavovalo v laskavci 46,11%, 50,96% vo vzanka
cicera a57,09% vo vzorkdch pSenice. NajvyssSi poddW-GS sme zaznamenali
v sledovanych genotypoch pohanky (66,98%). Prexanto vysledky potvrdili predpoklad,
Ze pseudoceredlie (pohanka a laskavec), ako &osiny (cicer), kde zastupenie celiakalne
aktivnych agens je nizke, st vhodné pre bezlepkata.

TabuPka 1 Variabilita obsahu lepkovych bielkovin stanovena I$A testom (%)
v genotypoch laskavca a pohanky

Genotypy Obsah Obsah Genotypy Obsah Obsah
laskavca prolaminov (%) | gluténu (%) | pohanky prolaminov (%) | gluténu (%)
PLAINSMAN 0,0034 0,0068 |PYRA 0,0013 0,0026
1008 0,0026 0,0052 | SPACINSKA 1 0,0006 0,0011
KONIZ 0,0026 0,0051 |HRUSZOWSKA 0,0012 0,0024
A 102 0,0033 0,0066 | GEMA 0,0010 0,0020
K 266/1 0,0040 0,0081 |LA HARPE 0,0005 0,0010
Pl 604 671 0,0023 0,0045 |V. KRAJOVA 0,0015 0,0029
X 0,0030 0,0061 X 0,0010 0,0020
c 0,0006 0,0013 c 0,0004 0,0008
Vi 21,13 22,29 Vi 39,06 39,62

Vysvetlivky: x- priemer,c — smerodajna odchylk&y — variany koeficient

Michalik et al. (2006) konstatuju, Ze vysledky frakej skladby bielkovinového komplexu
sice ¢iastane umoauju charakterizouva analyzované vzorky zrlhdiska ich rizikovosti

vo vyzZive chorych na celiakiu, av8ak neposkytujliame dbkazy o pritomnosti
bielkovinovych determinant, ktoré bezprostredneolgvaju toto ochorenie. V gasnej dobe

objektivny zaver je mozné urabiba na zaklade obsahu lepkovych bielkovin stangsien
imunochemickou metddou ELISA.

Taburka 2 Variabilita obsahu lepkovych bielkovin stanovena I$A testom (%)
v genotypoch pSenice a cicera

Genotypy Obsah Obsah Genotypy Obsah Obsah
pSenice prolaminov (%) | gluténu (%) | cicera prolaminov (%) | gluténu (%)
letna 6,4284 12,8569 |SLOVAK 0,0023 0,0045
jednozrnova 6,7892 13,5785 |KNOOR 91 0,0025 0,0050
dvojzrnova 6,5696 13,1392 | ALFA 0,0024 0,0049
tvrda 5,3460 10,6921 |89 ETA 403 0,0028 0,0056
Spaldova 5,7539 11,5078 |87 192 0,0032 0,0064
Kamut 7,0716 14,1432 | 189 SLOCRE 99 0,0023 0,0046
X 6,3265 12,6618 X 0,0026 0,0052
c 0,6524 1,3089 c 0,0004 0,0007
Vi 10,3119 10,3371 Vk 13,7224 13,8852

Vysvetlivky: x- priemer,oc — smerodajna odchylk&y — variany koeficient

V nasSej praci sme pouzili na detekovanie pritomngisiténu Elisa test RIDASCREEN®,
na zaklade ktorého sme stanovili obsah prolaminskedovanych genotypoch laskavca (Tab.
1) v rozmedzi 0,0023%-0,004%, v genotypopbhanky od 0,0005% do 0,0015%
a v genotypoch cicera od 0,0023% do 0,0032% (TabV Znalyzovanych druhoch p3enic
(Tab. 2) sa potvrdil nadlimitny podiel prolaminoy38% (12,66% gluténu), ktory variroval
od 5,35 % v pSenici tvrdej do 7,07% v pSenici Kamut
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Priemerny obsah prolaminov v kolekcii laskavca aosi 0,003%g¢0 predstavuje 0,006%
gluténu. V kolekcii pohanky sme oproti kolekcii k&dsca zaznamenali eSte nizSi priemerny
podiel prolaminov - 0,001%, ktory predstavuje 0%0@8luténu. Zo vSetkych, ELISA testom
analyzovanych vzoriek sme najvySSi obsah glutériekdeali v pSenici. Ziskané vysledky
potvrdzuju svojimi pracami viaceri auto(Petr et al., 2003; Michalik et al., 2006;
Urminska et al., 2008.

Komisia Codex Alimentarius Svetovej zdravotnickejanizacie (WHO) a Organizacie pre
vyZivu a pdnohospodarstvo OSN (FAO) vytvorila pravidla prerpeiny ozn&ené ako
bezgluténové, resp. neobsahujuce lepok (gluten-fke@ex noriem editovany v marci 2006
navrhol maximalny obsah gluténu 20 mg:kgre prirodzene lepok neobsahujlice potraviny
a maximalny obsah 200 mg:kd0,02%) gluténu pre potraviny ozfmvané ako bezlepkové
(Wieser, Koehler, 2008). Taktiez podla Vestnika MP SR (2004) plathom v SR,
zastupenie lepkovych bielkovin by nemalo preékiolimitovani hranicu 200 mg.Kg

Vo vzorkach sledovanych pseudocerealii a strukoviotysah gluténovych bielkovin
nepresahoval limitné hodnoty (0,02 %) umo#uje ich vyuZzitie pre potreby bezlepkovej
diéty.

ZAVER

Na zaklade porovnania vysledkov detekovania cdliekéaktivnych peptidov pomocou
elektroforetickej metody SDS-PAGE aElisa testu emd& konStatova Ze pouzita
imunochemicka analyza je presnejSia a citlivejSetGda, pomocou ktorej je mozné nielen
presne detekovaale aj kvantitativne vyhodnétobsah prolaminov v sledovanych vzorkach.
V nami analyzovanych druhoch pSenic sa potvrdil limaghy podiel gluténu, ktory
sa pohyboval v rozmedzi 10,69% - 14,148m niekd’konasobne presahoval maximalny
povoleny obsah gluténu (0,02%). V analyzovanychoggroch pseudocerealii a strukoviny
sme nezaznamenali prekemie limitovanej hranice, gom obsah gluténu v genotypoch
laskavca variroval od 0,0045% do 0,0081%, v ggraathl pohanky od 0,001% do 0,0029%
a v genotypoch cicera od 0,0045% do 0,0064%. Prezame vysledky potvrdili predpoklad,
Ze pseudocereadlie, ako aj strukoviny, kde zastépeaiiakalne aktivnych agens je nizke,
su vhodné pre bezlepkovu diétu.
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