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1. Uvod

Obiloviny celedi lipnicovitych trav mohou zptsobo-
vat podminénou alergii pfi vdechnuti nebo inhalaci. Dale-
ko vétsi pozornosti se ale dostdva proteinim téchto obilo-
vin, které jsou spojovény s celiakii. Toto geneticky podmi-
néné onemocnéni se vyskytuje u 0,5 % evropské populace
a jedinou doposud pouzivanou 1écbou je striktni dodrzova-
ni ,.bezlepkové diety”, kterd je zaloZena na potravinach
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s vylouc¢enim obsahu bilkovin pSenice, je¢mene a Zita.

Proteiny odpovédné za tuto imunitni odezvu piedsta-
vuje predevsim tzv. prolaminova frakce obilnych bilkovin,
ktera je historicky vyclenéna na zakladé sekvencni extrak-
ce jako rozpustnd v ethanolu. Prolaminy obecné obsahuji
vysoké procentualni zastoupeni glutaminu a prolinu a spo-
le¢né s gluteninovymi bilkovinami potom pifedstavuji le-
pek, elastickou hmotu obilnin se zna¢nym technologickym
vyznamem.

Pro potravinatskou kontrolu ,,bezlepkovych® potravin
je nutnd pfitomnost skupiny vérohodnych a dostatené
specifickych analytickych systémi. Pro stanoveni prolami-
nové frakce ceredlnich proteinti byva pouzivana Siroka
paleta elektroforetickych, chromatografickych a imuno-
chemickych metod. Posledné jmenované se diky své citli-
vosti a specifité dostavaji v posledni dobé do poptedi
zajmu potravinaiskych chemikl. Imunochemické metody
jsou také ve srovnani s ostatnimi technikami levngjsi
a poskytuji vysledky v relativné kratkém case.

V poslednich desetiletich bylo publikovano velké
mnozstvi praci, které se zabyvaly pfipravou protilatky
a sestavenim testu na stanoveni zejména gliadini pSenice
vétSinou pomoci metody ELISA v sendvi¢ovém usporadani.

2. Prolaminy a jejich struktura

Klasifikace zasobnich proteinl obilovin je historicky
zalozena na tzv. Osbornové' postupné extrakci a rozdilné
rozpustnosti bilkovin, coz vedlo k jejich rozdéleni do Ctyt
zakladnich skupin: /) albuminy rozpustné ve vod¢; 2) glo-
buliny rozpustné ve vodnych roztocich soli; 3) prolaminy
rozpustné ve vodnych roztocich alkoholti (napf. ethanol,
propanol); 4) gluteliny rozpustné az v roztocich kyselin
nebo zasad. Jelikoz kazda z téchto skupin obsahuje velké
mnozstvi jednotlivych proteinii s ¢asteéné rozdilnymi
vlastnostmi, byly vypracovany dalsi pohledy na klasifikaci
téchto latek. Nové moznosti ziskavani dat o bilkovinnych
strukturach a vlastnostech umoznuji rozdélovat proteiny na
zdkladé¢ poznani vztahu aminokyselinovych sekvenci
a trojrozmérnych struktur, coz umoZiuje klasifikaci tzv.
bilkovinnych celedi, zahrnujicich i jinak znacné odlisné
proteiny. Nejrozsahlejsi databazi rostlinnych bilkovin je
Pfam databaze sestavena na Wellcome Trust Sanger Insti-
tute, Cambridge, UK. Podle strukturnich a funk¢nich vlast-
nosti byly prolaminy rozdéleny do tii skupin a to na S-
Poor (chudé na siru), S-Rich (bohaté na siru) (obr. 1)
a HMW prolaminy. Cysteinové zbytky se ptitom u S-Rich
prolaminil vyskytuji pfevazn€ v C-koncové ¢4asti peptido-
vého fetézce. Sekvence a homologie domén cerealnich
proteinti umoziuje identifikaci prolaminové ,nadcelede”,
ktera je jednou z nejrozsifenéjSich skupin rostlinnych bil-
kovin a zahrnuje z&sobni proteiny semen obilovin, nizko-
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Obr. 1. Schéma rozdilné struktury S-Rich a S-Poor prolami-
nii; R — aseky slozené z repetitivnich sekvenci (PQQPFPQ), Cys
— vyskyt cysteinovych mistki®*

molekularni proteiny bohaté na siru a nékteré glykoprotei-
ny bunécné stény, stejné jako né€kolik hlavnich typt rost-
linnych alergend®™.

Prolaminové frakce bilkovin obilovin podceledi Triti-
ceae jsou nazyvany gliadiny u pSenice, hordeiny u je¢me-
ne, sekaliny u Zita a aveniny u ovsa. Nachazeji se prede-
v§im v aleuronové vrstvé zrna, kde plni zejména zasobni
funkci pfi kliceni a vyvoji rostliny. Obsah zasobniho dusi-
ku je zajistén vysokym zastoupenim glutaminu a prolinu®.

Lepkové bilkoviny psSenice je mozno dale rozdélit do
peti skupin podle molekulové hmotnosti. Rozdéleni protei-
nu ostatnich cerealii metodou HPLC se od pSenice znacné
1i8i, napt. Zito obsahuje hydrofilni w-sekaliny a hydrofobni
v-sekaliny, naproti tomu jeCmen neobsahuje hydrofilni
frakce. Niz§i afinitu k nepolarni fazi maji C-hordeiny na-
sledované hydrofobnimi B-hordeiny. Chromatogram pro-
teind lepku ovsa je tvofen dvéma blizkymi hydrofobnimi
frakcemi’.

Mezi vysokomolekuldrni slozky prolamind je moZzno
zahrnout pribuzné HMW podjednotky gluteninti a podob-
né proteiny jeCmene a zita (D-hordein, HMW sekalin).
Gluteninové podjednotky piedstavuji asi 10 % lepkovych

Tabulka I
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bilkovin a jsou rozdélovany podle poctu cysteinovych zbyt-
ki v N-koncové €asti fetézce na X-typy (mol. hm. ~ 83 az
88 kDa) a Y-typy (mol. hm. ~ 67-74 kDa). Gluteninové
podjednotky obsahuji vysoké procento glycinu, prolinu
a glutaminu. V nativni formé tvofi polymerni struktury,
které mohou obsahovat i podjednotky S-Rich prolamind.
HMW a LMW podskupiny gluteninii je mozno snadno
identifikovat pomoci SDS-PAGE po pfedeslém vylouceni
gliadinovych frakei>*®.

Vsechny repetitivni sekvence S-rich proteintl obsahuji
sekvencni motiv tetrapeptidu PQQX* (tedy PQQPFPQ
u y-gliadind a y-sekalinti, PQQPFPQQ u y-hordeinti, PQQPT
u o-gliadini, PQQQPPFS u agregovanych pSeni¢nych
prolaminit a PQQPX u B;-hordeintl) a do jist¢ miry kore-
sponduji se sekvencemi QQPT a PQQPFPQQ ucC-
hordeinfi. Logickym vysvétlenim této podobnosti se zda
byt domnénka o spole¢ném evoluénim zakladu téchto pro-
teina ™’

V molekule S-rich prolaminti se nachazeji 3 nerepeti-
tivni sekvence u C-koncové casti, které obsahuji 25-30
aminokyselinovych zbytki a jsou oznacovany A, B a C.
Sekvence A, B, C jsou obsazeny také v molekule HMW
prolaminii, ale v tomto pfipadé jsou mista A a B umisténa
na N-koncové ¢asti molekuly a usek C na C-koncové Casti
molekuly. S-poor prolaminy (napi. hordein C) se patrné
vyvinuly z S-rich prolamin® postupnou amplifikaci repeti-
tivnich domén nasledovanou deleci nerepetitivnich domén
s vyjimkou pozistatku C regionu™®’.

Tabulka I udavd podilové zastoupeni jednotlivych
skupin bilkovin v riznych obilovinach, hodnoty jsou ale
do jisté miry zavislé na odruide, péstebni lokalité a rocniku
sklizné.

2.1. Prolaminy pSenice

Nejvice prozkoumanou skupinou prolamind z hledis-
ka chemické struktury jsou gliadiny pSenice. Jejich amino-
kyselinové slozeni je typické vysokym obsahem glutaminu
(36—45 %) a prolinu (14-30 %). Naopak nizké je zastou-

Zastoupeni jednotlivych skupin bilkovin v b&Znych obilovinach’

Obilovina Albumin [%] Globulin [%] Prolamin [%] Glutelin [%]
PSenice 14,7 7,0 32,6 45,7
Zito 44.4 10,2 20,9 24,5
JeC¢men 12,1 8,4 25,0 54,5
Oves 20,2 11,9 14,0 53,9
Ryze 10,8 9,7 2,2 77,3
Kukufice 4,0 2,8 47,9 45,3

* jednopismenné zkratky pro znaceni aminokyselin: A=Ala, C=Cys, D=Asp, E=glu, F=Phe,G=Gly, H=His, I=Ile, K=Lys,
L=Leu, M=Met, N=Asn, P=Pro, Q=GlIn, R=Arg, S=Ser, T=Thr, V=Val, W=Trp, Y=Tyr
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peni aminokyseliny tryptofanu a ponékud méné jsou obsa-
zeny kyseliny asparagova a glutamové a bazické aminoky-
seliny. Nizky obsah polarnich aminokyselin souvisi
s malou rozpustnosti gliadinu ve vodé¢. Gliadin je slozen z
celé tady bilkovinnych komponent, jejichz pocet se odha-
duje na cca padesat jednotlivych proteinti s molekulovou
hmotnosti v rozmezi 30—75 kDa (cit.*?).

Prvni pokusy o jejich rozdéleni gelovou elektroforé-
zou nebo katexovou chromatografii vyustily v jejich roz-
déleni na o- ,B- , y- a w-gliadiny podle klesajici mobility.
Pozdéjsi studie aminokyselinovych sekvenci téchto protei-
nl prokazaly, Ze neexistuje zcela piima spojitost mezi
pohyblivosti proteintt v gelu a jejich zékladni strukturou,
takze se nakonec o~ a B-gliadiny sloucily do jedné skupiny
jako a-gliadin, dale doslo k rozdéleni w-gliadind na ®-5
a o-1,2 gliadiny (cit.”).

o-Gliadiny se skladaji téméf vyhradné z repetitivnich
aminokyselinovych sekvenci sloZzenych z jednotek jako
PQQQF nebo PQQPFPQQ. Prolin, glutamova kyselina a
fenylalanin reprezentuji téméf 80 % aminokyselin, naopak
cystein se nevyskytuje vibec. y-Gliadin se lisi od o- a -
gliadinli v aminokyselinovém sloZeni, a to pfitomnosti
asparagové kyseliny, prolinu, methioninu, tyrosinu, fenyla-
laninu a tryptofanu. Podle rozdilné N-koncové sekvence
vznikly tfi podskupiny o-gliadint, které byly dale vztaze-
ny k C-hordeinu a w-sekalinu. a- a B-Gliadiny obsahuji ve
svych fetézcich Sest molekul cysteinu, které tvofi tfi intra-
molekularni disulfidové mustky (tab. II). Nerepetitivni
usek obsahuje znaéné mnozstvi a-helixd, repetitivni do-
ména je ve srovnani s y-gliadiny znacné nepravidelna. y-
Gliadiny obsahuji v C-koncovém tseku osm molekul cys-
teinu tvoficich intramolekularni disulfidové vazby. Jednot-
livé skupiny se rozlisuji hlavné podle N-koncového amino-
kyselinového sloZeni. Jejich zastoupeni v rdmci celkovych
gliadint je variabilni podle odridy a rstovych podminek
rostlin, pfesto je mozno fici, Ze nejvice je zastoupen o-typ
nasledovany y-typem, zatimco w-typy se vyskytuji v mno-
hem mensi mite®”*'2,

PSeni¢ny lepek (gluten) byl poprvé popsan Beccarim
v roce 1745 (cit.*). Tato hmota se vyznaduje vysokou elas-
ticitou vlivem obsahu polymernich gluteninti a viskozitou,
ktera je zpuisobena hlavné pfitomnosti monomernich glia-
dind. Pravé tyto neobvyklé vlastnosti maji zdsadni vliv na

Tabulka II
Aminokyselinova sekvence a-gliadinu’
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vyuziti pSenice v potravinaiské vyrobé. V soucasné dobé

%zg nashromazdit nékolik znamych definici lepku (glutenu)

1. Viskoelastickd hmota, slozen4 ze dvou tfetin z vody
a z jedné tfetiny z hydratovanych gliadinovych a glu-
teninovych proteinti’.

2. Viskoelastickd hmota, kterd zbude z pSenicného tésta
po vymyti ostatnich slozek vodou''.

3. Smés vodou nerozpustnych proteind vyskytujici se
u n&kterych obilovin (p3enice, Zito, je¢men)'*.

4. Proteiny pSenice, zita a jeCmene rozpustné v ethano-
lu, které u citlivych jedincti vyvolavaji imunitni od-
povéd’ vedouci k histologickym zménam sliznice
tenkého stieva'”.

5. Smés nerozpustnych proteinii obilovin s rovnomér-
nym zastoupenim gliadinu a gluteninu'®.

Z uvedenych definic je patrné, Ze vyhodnéjsi a srozu-

mitelnéjsi je se pojmu lepek vyhnout a zabyvat se pouze

analyt.
2.2. Prolaminy jeCmene

Hordeinova frakce jeCmene zahrnuje HMW
(vySemolekularni frakce) D-hordein, C-hordein a LMW
(nizemolekularni frakce) B-hordein. D-Hordeiny jsou
zna¢né podobné HMW frakci pSeni¢nych proteind.

C-Hordeiny se sestavaji ze 4—15 jednotlivych protei-
nfl, v zavislosti na kutlivaru a jejich molekulovd hmotnost
se obvykle pohybuje mezi 55-70 kDa, jejich typickym
znakem jsou repetitivni sekvence slozené prevazné
z oktapeptidu PQQPFPQQ, déle pak pentapeptidu PQQPT
pobliz N-koncové ¢asti. Slozeni repetitivniho oktapeptidu
(4x Gln, 3x Pro, 1x Phe) odpovida i pomérnému zastoupeni
téchto aminokyselin v celém proteinu. C-Hordeiny neobsa-
huji cystein, v jednom molu obsahuji 1 methionin a 0-2
lysinové zbytky. Sekundéarni struktura téchto bilkovin se
vyznacuje vyskytem repetitivnich sekvenci vedoucich ke
vzniku B-ohybu a B-heben™*""".

B-hordeiny tvoii 80-90 % vsech prolaminti jeCmene
ajejich aminokyselinové slozeni je zhruba podobné
se slozenim ostatnich S-Rich prolamint, tedy a- , -, v-
gliadini a y-sekalinti. Struktura B-hordeind obsahuje ob-

Doména Ia 1 VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQQQFLG

33 QQQP-FP-PQQPYPQPQP-FP-SQQPYLQLQP-FPQPQLPYSQPQP-FR-PQQP
Doména Ib 80 YPQPQPQYSQPQQPIS
Doména II 96 QQQQQQQQQQAQAQAQQQQNQAQ

114 ILQQILQQQLIFCMDVVLQQHNIAHGRSQV----

Doména III 148 LQQSTYQLLQELCCQHLQWQIPEQSQCQAIHNVVHAIIL
Doména IV 182 HQQQKQQQQPSSQVSFQQPLQQYPLGQGSFRPSQQN
Doména V 218 PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNLALQTLPAMCNVYIAPYC-TI-APFGIFGTN
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vykle C-koncovou cast slozenou z repetitivnich sekvenci
bohatych na prolin, N-koncovou ¢4st obsahujici cysteinové
fetézce a konformacné se znacné podoba odpovidajicim
proteinim gliadinové frakce pSenice s mirné¢ zvySenym
podilem B-hiebend. Molekulova hmotnost bilkovin této
frakce se pohybuje obvykle v rozmezi 20-50 kDa. Dvou-
rozmérna elektroforetickd analyza B-hordeinovych frakei
je rozdélila na B;- a Bs-hordeiny s molekulovymi hmotnost-
mi okolo 35 kDa a 45 kDa. Jednotlivé proteiny B;-hordeint
se mezi sebou lisi inzerci, deleci ¢i substituci jednotlivych
aminokyselin, zatimco Bs-hordeiny se navic jesté vzajemné
odlisuji organizaci repetitivnich domén™'%'"!7-1%,

3. Alergenni vlastnosti prolamini - celiakie,
bezlepkové potraviny

Ekvivalentnimi pojmy k celiakii jsou gluten-
senzitivni enteropatie, Gee-Harteriiv syndrom, alergie na
lepek apod. Osoby trpici timto geneticky podminénym
onemocnénim jsou odkazany na dozivotni dodrZovani tzv.
bezlepkové diety, musi tedy ze své stravy vyloucit praktic-
ky jakékoliv mnozstvi bilkovin a peptidii pochazejicich
z prolamind obilovin podceledi Triticeae.

Poprvé byla celiakie popsdna Samuelem Gee v roce
1888 jako nemoc objevujici se nejcastéji u déti. Teprve
roku 1941 publikoval Willem Dicke své objevy ohledné
blahodarného ucinku ,,bezpsenicné* diety na pacienty sti-
zené celiakii. Od té doby se jiz objasnilo, Ze komponentou
pSenice, ktera je toxicka pro celiaky, jsou zasobni lepkové
bilkoviny. Lepkové bilkoviny obsahuji velké procento
glutaminu a prolinu (odtud anglicky nazev gluten).

Poziti lepku u pacientd trpicich celiakii vede
k poSkozeni sliznice tenkého stfeva. Rozsah téchto zmén
ve stievni architektufe muze byt klasifikovan pomoci mo-
difikované Marshovy stupnice od intraepitelialni lymfocy-
tosy az po naprostou atrofii stfevnich klki." Pfiznaky,
které je mozné sledovat u osob stizenych celiakii, zahrnuji
typické projevy alergie na potravu, tedy prijem, malab-
sorbci, bolesti kosti, v nékterych pfipadech anémii a pfi-
druzenou kozni vyrazku (dermatitis herpetiformis). Dodr-
zovanim striktni bezlepkové diety dochazi k eliminaci
priznakl a regeneraci poskozené stfevni tkané. Zakladni
a doposud uzivanou diagnostickou metodou je v pripadé
celiakie histologické vysetfeni poskozeni tenkého stieva
pomoci duodendlni biopsie.

Patogeneticky mechanismus pisobeni alergennich
bilkovin neni jest€ zcela objasnén, je vSak zfejmé, Ze pro-
laminové proteiny jsou parcialné hydrolyzovany travicimi
enzymy a vzniklé peptidy prochazi sténou stfevni sliznice
do prostfedni epitelové vrstvy (lamina propria). Mechanis-
mus tohoto prichodu neni plné¢ objasnén. Dalsi interakce
se uUcastni enzym tTG (tissue transglutaminase
EC 2.3.2.13), ktery specificky deaminuje cast molekul
glutaminu na glutamovou kyselinu. To peptidu umozni
specificky nekovalentn¢ interagovat s buiikami prezentuji-
ci antigen (APC-antigen presenting cell) HLA-DQ2, nebo
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DQ8, které zajistuji reakci peptidu s T-lymfocytem, ¢imz
dochézi k alergenni odezv€. Mechanismus zahrnuje tedy
vétsi mnozstvi faktorar' 2.

Z epidemiologického hlediska je celiakie onemocnéni
vyskytujici se prevazné u lidi euroasijského typu, postihuje
Castéji Zeny nez muze a do neddvné doby bylo toto one-
mocnéni povazovano za vzacné. Nedavné studie vSak ob-
jevily rozsiteni celiakie v populaci v mife okolo 0,4 %,
¢imz se tato nemoc stava jednou z nejbéznéjsich alergii na
potravu viibec®'. Vyvin celiakie je podminén jednak vngj-
$imi faktory, jednak zivotnim prostfedim. Z hlediska dé-
di¢nosti hraje klicovou roli gen pro kodovéani dimerniho
imunoproteinu HLA-DQ, ktery je u nemocnych lidi po-
zménén. Pravdépodobnost spolecného vyskytu celiakie
u sourozenct je 0,1 (déleno vyskytem v populaci 0,004
udava relativni koeficient pravdépodobnosti 25), u dvou-
vajeénych dvojcat 0,2 a u jednovajecnych dvojcat 0,86,
coz poukazuje jednak na silné genetické podminéni vysky-
tu choroby, na druhé strané potvrzuje vliv dalSich genetic-
ky nepodminénych faktorti vzniku onemocnéni. Mezi tyto
faktory patfi charakter konzumace lepku v postkoje-
neckém obdobi u déti"®. Riziko onemocnéni celiakii snizuji
malé davky lepku jesté v dobé kojeni, naopak toto riziko
se zvySuje s velkymi narazovymi davkami v potravé bez
pfedeslé pripravy. Dalsi faktory nejsou jeSté zcela pro-
zkoumany, ale je pravdépodobné, ze riziko onemocnéni
mohou zvySovat riizné infekce a existence jinych autoimu-
nitnich onemocnéni. Je také prokazano, ze se celiakie vy-
skytovala vice u déti narozenych v 1ét€ nez u lidi naroze-
nych v jinych mésicich?" .

3.1. Denni ptfijem lepku

Bezlepkové potraviny pro celiaky by v optimalnim
pfipadé nemély obsahovat jakékoliv stopova mnozstvi
alergennich peptidi, v zdsad¢ by mély pochazet ze surovin
s vylouéenim i pfimési relevantnich obilovin. Z technic-
kych a praktickych divodu je vSak dodrzeni takto strikt-
nich podminek téméf neproveditelné. Dlouhodoby denni
prijem lepku v potravé celiaktl, ktery by byl tolerovatelny
z hlediska vymizeni symptomu a regenerace stény tenkého
stfeva je zna¢né individualni a nebyl doposud jednoznacné
uréen™ >,

Predstavitelem tolerantnéjsiho pfistupu k dennimu
pfijmu lepku je prace Collina a spol.”, ve které limit
prijmu okolo 30 mg lepku za den nebyl zjistén jako zavad-
ny z hlediska fyziologickych zmén tkédné tenkého stfeva.
K méfeni koncentraci byla pouzita komerc¢ni souprava
Ridascreen Gliadin kit (R-Biopharm). Situaci v§ak kompli-
kuje individualni reakce pacientli na prijem lepku a jeho
kazdodenni mnozstvi.

3.2. Alergenni peptidové struktury

Alergenni ucinky prolaminti jsou uzce spjaty s vyso-
kym obsahem glutaminu a prolinu v aminokyselinovém
fetézci. Toxicita gliadinu je Siroce znama a neni elimino-
vana po hydrolyze téchto bilkovin travicimi enzymy
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(pepsin, trypsin, pankreatin). Toxické jsou dokonce i pep-
tidy s molekulovou hmotnosti pod 1000 Da. Intaktni terci-
arni struktura ani zachovani disulfidovych mistkd neni
podminkou pro vyvoladni imunitni odpovédi, jejimu vyvo-
lani zamezi pouze celkova hydrolyza nebo kompletni dea-
midace glutaminu v prolaminovych §tépech®'"2,

Neptili§ jednoznacné se jevi alergenni aktivita glute-
ninovych bilkovin. De Vincenzi a spol.”’ prokézali toxicitu
gluteninu in vitro, zvlasté pak Gfinky LMW glutenint,
které obsahuji peptidové sekvence znacné podobné gliadi-
novym. Gluteninové bilkoviny je zaroven znac¢né proble-
matické zbavit prolaminovych pfimeési.

Toxicita prolaminovych frakci pochézejicich z pSeni-
ce, zita a jemene byla dostate¢né prokdzana. Nazory na
alergenni vlastnosti ovesnych bilkovin se doposud razni,
ovesné prolaminy tvoii asi jen 10 % celkovych bilkovin,
coz by mohlo zdivodnit vy$§i miru tolerance u nékterych
pacientd. Problematicka je také mozna kontaminace oves-
ného zrna jinymi druhy obilovin®*.

Bylo provedeno srovnanim primarni struktury a toxi-
city pepsin-tryptickych $tépi a-gliadinu, tedy strukturné
podobnych peptidi B3141-B3146, odvozenych od N-
koncové ¢asti A-gliadinu (napf. aminokyselinové slozeni
Stépu B3143 je PVPQLQPQNPS-QQQPQEQVPLVQQQ-
QFPGQQQQFPPQQPYPQPQPFPSQQPYL). Tyto protei-
ny jsou z hlediska své prokazané alergenni aktivity vhod-
nymi predstaviteli gliadini a byly vyvinuty postupy jejich
rutinni piipravy”?’.

Berti a spol.’' testovali reakci IgA frakce protilatek
ziskanych od pacientl s nelécenou celiakii. Kompetitivni
ELISA vyvinuta k ucelu kvantifikace reakce téchto IgA s
riznymi proteiny v potravé odhalila nulovou kiizovou
reakci se zeiny a hové€zim sérovym albuminem, zato vSak
nenulovou kiiZzovou reakci s kaseiny (kravského a koziho
mléka). Tato kiiZové reakce naznacuje tendenci IgA celia-
ki vazat se prevazné na linearni epitopy.

4. Metody stanoveni prolamint

4.1. Extrakce

Prvnim krokem je extrakce prolaminovych bilkovin
ze vzorku ziedénym ethanolovym roztokem. Koncentrace
ethanolu se obvykle pohybuje mezi 40 % a 70 % (v/v).
Vlastnosti ziskaného roztoku ovliviiuje krom¢ koncentrace
ethanolu fada parametri, jako napf. teplota, pouziti ultra-
zvuku, piipadné ptidani redukénich Cinidel k extrakénimu
roztoku®* 7.

Pro ziskani 1épe definovatelnych skupin latek je dale
mozno frakcionovat extrahované peptidy a proteiny elek-
troforetickymi a chromatografickymi metodami®*~**.

4.2. Metody stanoveni lepkovych
bilkovin — ELISA

Pro stanoveni lepkovych bilkovin v potravinach jsou
urujici  limity zavedené v Codexu Alimentarius
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(revidovany standard CX/NFSDU 00/1). Pro analytické
ucely se bézn¢ predpokladd, ze lepek je z poloviny tvofen
prolaminy a z poloviny gluteniny.

Hlavnim problémem stanoveni koncentra¢nich limit
je nelplnd charakterizace heterogenniho analytu, ktery
navic mize podléhat riznym tepelnym a enzymovym de-
gradacim pfi technologickych apravach''.

V posledni dobé bylo publikovano velké mnozstvi
metod pro stanoveni lepku v potravinach. Jejich principem
byva bud’ detekce prolaminovych bilkovin, nebo detekce
pSeni¢né DNA.

Nejpouzivané€jsi metodou ke stanoveni prolamind je
enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA), zalozena
na interakci specifické protilatky s antigenem.

Nejcastéji byva ELISA provadéna v tzv. sendvicovém
usporadani, které je zaloZeno na postupném vytvofeni
zakotvenych komplexii protilatka-antigen-enzymové zna-
Cend protilatka.

Dalsim ¢astym typem technik ELISA je kompetitivni
imunochemické stanoveni, které dovoluje detegovat anti-
geny s jednim vazebnym mistem pro protilatku, ptipadné
antigeny, jejichz prostorové uspotradani nedovoluje vytvo-
feni ,,sendvicového komplexu se dvéma navdzanymi pro-
tilatkami***2. Vysledky riiznych uspofadani se pro fadu
analytli mohou vyrazné rlznit i za pouziti stejné protilat-
Ky

Analyza prolamint v realném vzorku je zavisla i na
fyzikalné-chemickych d&jich v pribéhu technologického
procesu vyroby. Zahiati extrahovaného materialu na teplo-
ty kolem 100 °C a vyse vyrazn¢ ovliviiuje extrahovatelnost
a imunochemickou reaktivitu extrakti®”*.

4.2.1. ELISA s pouzitim polyklondlnich protilatek

Pouziti polyklondlnich protilatek (PAb) pro tento
druh imunochemickych stanoveni ma své opodstatnéni
z hlediska niz§i ceny a jednodussi piipravy. Vétsina expe-
rimentd s PAb probéhla v 80. letech minulého stoleti, nez
se staly specific¢téjsi monoklonalni protilatky 1épe dostup-
né. Byly testovany rtizné formaty a analytické schopnosti
sestavenych metod**™*%.

Ciclitira a spol.*® vyvinuli kompetitivni radioimunoa-
nalyzu pro stanoveni a-gliadinti bez schopnosti detegovat
proteiny piibuznych ceredlii (Zito, je€men, oves).

Troncone a spol.*’ sestavili sendviGovou metodu se
dvéma rliznymi protilatkami pro stanoveni gliadinu pSeni-
ce. Toto usporadani dosahlo vétsi citlivosti nez inhibi¢ni
EIA, avsak vykazovalo kiizové reakce i s bilkovinami
rozpustnymi v ethanolu kukufice a ryze.

Chirdo a spol.*' pouzili polyklonalni protilatky proti
komer¢nimu gliadinu (Sigma Chemical Co.) k sestaveni
nepiimé kompetitivni ELISA metody s detekénim limitem
pro stanoveni lepku 1 ppm. Bylo provedeno srovnani de-
tekéni schopnosti této metody s komercni soupravou
(Cortecs diagnostics, UK). Citlivost dané metody se fadové
snizovala pro jiné analyty nez Cisty gliadin, jako jsou prola-
miny ptibuznych obilovin nebo tepelné opracované vyrob-
ky. Autofi dale zaznamenali negativni vliv zvysené koncent-
race ethanolu (4 %) na imunoreaktivnost protilatek.



Chem. Listy 102, 327-337 (2008)

4.2.2. ELISA s pouzitim monoklonalnich protilatek
Priprava monoklonalnich protilaitek (MAD)

je

n¢ vyhody definovaného individua ziskané imunoglobuli-
nové frakce jsou pro sestaveni imunochemické metody
stéZi nahraditelné. Dfivéjsi metody vyuZivajici polyklonal-
nich protilatek proti prolaminové frakci urcitého druhu
obiloviny dosahovaly logicky nizsi specifity vici potenci-
aln¢ alergennim peptidim a pro kvantifikaci prolamind
v nizkych koncentracich se jiz nepouzivaji. Volba vhod-
nych protilatek je klicovym krokem celého stanoveni. Je
tfeba, aby protilatky reagovaly s prolaminovymi bilkovina-
mi vSech toxickych druhd obilovin.

ELISA s pouzitim monoklonalnich protilatek proti w-gli-
adinu

Tyto monoklonalni protilatky obvykle byvaji specific-
ké k repetitivnim aminokyselinovym usekim specifickym
pro jednu bilkovinnou frakci, coz mize negativné ovliviio-
vat pfesnost stanoveni z divodu rozdilné kompozice obilo-
viny standardu a vzorku. V pfipadé stanoveni bilkovin
jeCmene se protilatky spojuji se sekvencemi hordeinové
frakce s repetitivnimi sekvencemi, které jsou ekvivalentni
k sekvencim w-gliadinové frakce. Vzhledem k tomu, Ze ®-
gliadiny se témét celkove skladaji z repetitivnich aminoky-
selinovych sekvenci, je mozné predpokladat, ze vétSina
monoklondlnich protilatek postavenych proti specifické
repetitivni sekvenci bude mit patrné vyssi afinitu k -

gliadinové frakci nez k ostatnim skupinam gliadina'""*.

ELISA s pouZitim protilatek proti toxickému peptidovému
useku

Monoklonalni protilatky jsou zde specifické vici
jednomu danému aminokyselinovému tuseku, pfipadné
s pfidruzenim usekd velmi podobnych. Protilatky deteguji-
ci predpokladanou toxickou sekvenci proteinového fetézce
jsou v posledni dob¢ ¢asto vyuzivany pro stanoveni lepku.
Sekvence byvaji voleny na zakladé poznatki o struktuie
a alergenni aktivité gliadinil, vétSinou na zaklad¢ primarni
struktury repetitivnich domén peptidt s klinicky prokaza-
nou toxicitou' "',

4.2.3. Prehled publikovanych metod s vyuzitim MAb
Prvnim opravdu UspéSnym pokusem na sestaveni
ELISA metody byla prace Skerritta a Hillové, ktera vyuzi-
vala monoklonalni protilatky proti tepelné¢ odolnym -
gliadinim. Metoda dosahovala detek¢éniho limitu okolo
10 ppm s moznosti kvantifikace lepku nad 100 ppm. Jako
referencniho materialu pro kvantifikaci bylo pouzito glia-
dinového standardu, pfipraveného extrakci pSeni¢né mou-
ky 40% ethanolem. Tato metoda byla dlouhou dobu jako
jedina prijata AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) pro stanoveni lepku v potravinach a stala se
zakladem prvnich komer¢nich kitt. Tepelné odolné w-
gliadiny jsou nicméné minoritni prolaminovou frakci bil-
kovin pSenice a strukturné¢ se skladaji pfevazné
z repetitivnich domén®* % Vlivem vazby protilatky na
sekvence minoritné zastoupenych m-gliadinti mize zna¢na
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heterogenita nedefinovaného analytu s proménnym podi-
lem jednotlivych bilkovinnych frakei vést k zavadéjicim
vysledkiim zastoupeni vSech lepkovych bilkovin ve vzor-
ku. Tyto nedostatky byly o to citelnéjsi, dokud byla tato
protilatka jedinou uznavanou alternativou. Urcitou vyhodu
této metody Ize naopak spatfovat v minimalizaci problému
pi stanoveni proteind, které prosly tepelnou upravou’’.

Ellis a spol.**> pouzili pro metody stanoveni glia-
dinu monoklonalni protilatku, ktera byla ziskana imunizaci
mys$i peptidem B3144. Tento peptid je podobny A-
gliadinu a vznika pfi $tépeni a-gliadinu pepsinem a trypsi-
nem. Autoii dale vyvinuli metodu ELISA zaloZenou na
monoklonalni protilatce proti peptidu tvorenému 19 ami-
nokyselinami, ktery je obsaZen v A-gliadinu. A-Gliadin je
tvofen skupinou plné definovanych agregovatelnych pro-
teind patficich mezi a-gliadiny, které prokazatelné vyvola-
vaji alergenni reakci u osob s celiakii’. Detekéni limit
v sendviCovém usporadani s polyklonalni krali¢i protilat-
kou zachycenou na pevné fazi a sekundarni monoklonalni
protilatkou ¢inil pro a-gliadin 0,08 mg na kg extrahované-
ho materialu, pro - a y-gliadin byl asi 4x vyssi a pro ©-
gliadin a prolaminy jinych alergennich ceredlii se citlivost
da zna¢né podhodnocuje obsah prolaminti po pfedchozim
zaht4ti vzorku na teploty nad 90 °C (cit.*).

Stejna protilatka byla pozdéji pouzita pro konstrukci
nepiimé kompetitivni ELISA metody s detekénim limitem
0,128 ppm gliadinu. V riznych uspotfadanich byla protilat-
ka schopna detegovat jak specificky pouze gliadin, tak
i prolaminy ostatnich cerealii. Autofi zaroven zkoumali
vliv pfidavku redukujicich ¢inidel v extrakénim kroku
a zaznamenali znacné snizeni citlivosti metody. Problém
s detekei gliadinu v tepelné opracovanych vzorcich tedy
vyiesen nebyl**.

Predeslé metody pomeérné uspéSné kvantifikovaly
gliadiny pSenice ve vysSich koncentracich, posléze byly
vyvinuty dalsi postupy, které umoziiovaly detekci prolami-
nu psenice, Zita i jemene. Napt. ELISA se dvéma imobili-
zovanymi protildtkami pro zachyceni prolaminovych anti-
genl a tfeti konjugovanou protilatkou umoznila stanovit
hordeiny s detekénim limitem 1,5 ppm (cit.>).

Brett a spol.”® charakterizovali skupinu 3iroce speci-
fickych monoklonalnich protilatek zamétenych proti glute-
ninové frakci pSeni¢nych bilkovin, které reagovaly jak
s gliadiny, tak i s vysokomolekuldrnimi prolaminy je¢me-
ne a ovsa.

Dalsim zasadnim krokem k uréeni problematickych
koncentraci prolaminti bylo pouziti monoklonalni protilat-
ky RS, kterd byla pfipravena imunizaci mysi ethanolovym
extraktem zita. Tato protilatka je specificka k peptidovym
usekim QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLPFP s ptedpokla-
danou alergenni aktivitou. Byla pouzita v sendvi¢ové me-
tod¢ ELISA, kterd umoziiuje stanovit alergenni prolaminy
vétSiny obilovin s vyjimkou prolamind ovsa. Detekéni
limit stanoveni byl 3 ppm lepku v potravindch. Metoda
byla validovana a uvedena v Codexu Alimentarius
(IV_E20) jako referencni metoda. V soucasné dob¢ tvoii
také zaklad n&kolika komer&nich souprav ®®.
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Protilatka RS byla vyuzita i v kompetitivnim uspota-
dani metody ELISA. Toto uspotfaddani eliminuje chybu
stanoveni vzniklou pfitomnosti nizkomolekularnich prola-
minovych peptidd a jejich neschopnosti vytvaret komplex
protilatka-antigen-znagena protilatka®'.

Chirdo a spol.***' pouzili pro kvantifikaci gliadinu
streptavidin-biotinovy amplifikacni systém v sendvicovém
i kompetitivnim imunochemickém stanoveni. Pouzitd mo-
noklonalni protilatka byla specificka ke gliadinu, hordeinu
a sekalinu. Detek¢ni limit kompetitivni ELISA metody byl
20ng gliadinu na ml, detekéni limit metody
v sendvicovém uspotfaddani dosahoval hodnot 1 ng gliadinu
na ml.

Analyza jinych nez pSeni¢nych prolamint zévisi na
specifité konkrétni protilatky v daném usporadani. Rovnéz
neni uspokojivé dofeSena problematika zachytu produkti
tepelnych a enzymovych pfemén hordeinti*>**2,

4.2.4. Komercni soupravy pouzivané pro imunoche-
mické stanoveni prolaminii v potravinach

Protilatky vyvinuté pro metody ELISA nachazeji vice
¢i méné Uspeésné komercni uplatnéni pii vyrobé analytic-
kych souprav pro stanoveni prolaminti. Nasledujici tabulka
uvadi prehled prodavanych sestav a jejich zékladni charak-
teristiky. PouZité protilatka je obvykle bud’ specificka k -
gliadinu, nebo k pentapeptidu QQPFP (RS5). Soupravy,
jejichz vyrobei deklaruji schopnost analytického systému
detegovat prolaminy vSech tii alergennich obilovin
(pSenice, jeCmen, zito), byvaji zaloZené na kombinované
metodé ELISA, ve které je pouzito kombinace protilatek
proti riznym prolamintiim.
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Nasledujici tabulka IIT udava ptehled nékterych sou-
prav uvedenych na trh. Uvedené charakteristiky jednotli-
vych vyrobki odpovidaji tdajim uvadénym vyrobcem
pfipadn¢ vlastnostem zjiSténych pifi vyvoji metod nebo
srovnavacich studiich. Koncentra¢ni udaje jsou uvedeny v
ppm gliadinu, coz byva obvykle chapano jako polovina
obsahu lepku (glutenu).

Protilatka proti o-gliadinim je principialné¢ vyhodné;j-
§i pro stanoveni potravin, které prosly tepelnou tpravou.
V posledni dob¢ se ale vice prosazuji protilatky specifické
proti toxickym sekvencim a-gliadint, nebot’ jejich specifi-
ta a afinita Iépe reprezentuje celkovou skupinu prolamino-
vych bilkovin. Bylo provedeno srovnani komeréni metody
na bazi protilatky proti m-gliadinim a metody ELISA
s protilatkou R5 na tfech skupinach vzorkd. Toto srovnani
bylo provedeno mezi komerénimi kity Ridasreen Gliadin
Kit a Transia Plate Gluten”. Rozdilnost vysledki byla
zdlvodnéna nékolika faktory:

1. Pouziti jiného standardu v kazdé soupravé, dokonce
o jiné skutecné koncentraci prolamind.

2. Pouziti alternativniho ,koktejlového* extrakéniho
¢inidla pro analyzu s protilatkou R5 oproti klasické
ethanolové extrakci v druhém piipad€. Slozeni tohoto
¢inidla nebylo autory v odborné literatufe blize speci-
fikovéno, pravdépodobn€ se jednd o viceslozkové
rozpoustédlo, které zvysuje vytézek extrakce™.

3. Moznost interference nékterych latek extrahovanych
z komplexni matrice vzorku.

Kromé souprav uréenych pro laboratorni pouZiti byly
vyvijeny i produkty umoziujici semikvantitativni domaci
stanoveni lepkovych bilkovin v potravinach’'.

Tabulka III
Piehled komerénich analytickych souprav® ™’
Vyrobce Produkt LOD [ppm] Rozmezi stanoveni [ppm] Specifita PL
Neogen Alert (Qualitative) 10 prolaminy
Veratox 5 5-50 prolaminy
R-Biopharm RidaScreen Gluten 5 w-gliadin
RidaScreen Gliadin 1,5 2,5-40 QQPFP
RidaScreen Fast 5 5-40 QQPFP
Tepnel Gluten Assay Kit 5 50-1000 pSenice zito
nebo High sensitivity 0,5 5-100 pSenice Zito
Hallmark HAVen Gluten 5 50—-1000 w-gliadin
nebo High sensitivity 0,5 5-100 w-gliadin
Diffchamb Transia Plate Gluten 5 5-100 w-gliadin
Transia Plate Prolamins 1,5 0,8-12,5 prolaminy
ELISA systems Gliadin Kit 5-100 w-gliadin
Ingenasa Ingezim Gluten 0,75 1,6-25 QQPFP

Pozn.: LOD — detekéni limit, PL — protilatka, ppm — odpovidd mg kg™ (mg 17"
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4.3. Dalsi metody vyuzitelné
pro stanoveni lepkovych bilkovin

4.3.1. Elektroforetické metody

Elektroforéza je jednou z hlavnich metodik pouziva-
nou pro analyzu cerealnich bilkovin. Mezi hlavni skupiny
téchto metod miizeme zafadit elektroforézu v polyakryl-
amidovém gelu s dodecyl sulfatem sodnym (SDS-PAGE),
elektroforézu v kyselém prostedi (acid-PAGE), izoelek-
trickou fokusaci (IEF), kapilarni zonovou elektroforézu
(CZE) a vysokoti¢innou dvourozmérnou HPLC-HPCE®®,
Separace a charakterizace zasobnich proteind obilovin
probiha u t&chto technik na zdklad¢ velikosti molekul nebo
jejich pohyblivosti v elektrickém poli.

Dodecyl sulfat sodny vytvaii s proteiny komplexy,
jejichz naboje jsou nasledné srovnatelné, a tedy migruji
v elektrickém poli stejnou rychlosti, k jejich rozdéleni tedy
dojde na jednotlivé frakce pouze na zakladé molekulové
hmotnosti. SDS-PAGE predstavuje relativné levnou moz-
nost separace obilnych bilkovin. M4 vsak tfi zakladni ne-
vyhody, problematickou kvantifikaci izolovanych protei-
novych frakei, nutnost vizualizace separovanych proteini
a praci s nebezpe¢nym akrylamidem™.

Byly analyzovany bilkoviny rozpustné v ethanolu
celé fady obilovin v konstantnim i gradientovém gelu,
avSak podminky stanoveni jsou vzdy zavislé na konkrét-
nim analytu®>%">7,

Elektroforetické metody byvaji spojovany s metodami
western blot nebo imunoblot. Po elektroforetické separaci
proteint, se rozdélené frakce pienesou na nitrocelulosovou
nebo PVDF membranu elektropfenosem nebo obtiskovou
metodou. Imunochemickd detekce separovaného analytu
se provadi pomoci specifické protilatky. Vznikly komplex
antigen-protilatka je detegovan pomoci sekundéarni znace-
né protilatky. Ellis a spol.”? oznagili v bilkovinném spektru
je¢mene frakce 45 a 20 kDa za pfislusné k hordeiniim.
Pirocheau a spol.” provedli dvojrozmérou elektroforézu
jecnych proteinti s naslednou identifikaci gelu hmotnostni
spektrometrii.

Uzite¢nym néstrojem pro identifikaci jednotlivych
proteinti je dvojrozmérna elektroforéza bud’ v tradi¢nim
provedeni, nebo v modifikovanych usporadéanich jako
dvourozmérna elektroforéza v kyselém prostiedi kombino-
vana s elektroforézou s dodecyl sulfitem sodnym (2D-A-
PAGE-SDS-PAGE), pripadné¢ dvourozmérna nativni elek-
troforéza v kyselém nebo zasaditém prostiedi™””.

Acid-PAGE (A-PAGE) rozdéluje proteiny v kyselém
prostiedi v zavislosti na velikosti i ndboji molekul v gelu.
Hlavnim vyuzitim je analyza specifického zastoupeni glia-
dinovych frakci (fingerprint) v jednotlivych odradach ce-
realii, pfevazné psenice. Podobné jako SDS-PAGE se
i v této metod¢ bézné pouzivaji jak linearni, tak i gradien-
tové gely. Kromé gliadini byva vyuZzivana i pro separaci
gluteninovych proteindl a hordeint je¢mene. Pfitom vSech-
ny tyto skupiny je mozno frakcionovat semipreparativné
i preparativné. Bilkoviny ostatnich ceredlii (oves, ryze,
kukufice, ¢irok) je mozné také charakterizovat metodou A-
PAGE, v nékterych ptipadech je nutny ptidavek mocoviny
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pro zvyseni rozpustnosti hydrofobnich proteint®.

Izoelektrick4 fokusace (IEF) byva pouZzivana k sepa-
raci nékterych cerealnich proteinti, pfi¢emz zvlasté roz-
pustnost analytu hraje zdsadni roli pro vhodnost tohoto
stanoveni. Z tohoto divoda byva ke vzorku pridano silné
rozpoustéci ¢inidlo (napt. 8M mocovina, alkoholy)’”",

Podobné jako A-PAGE i kapilarni zonova elektrofo-
réza (FZCE) separuje molekuly analytu na zéklad¢ jejich
nabojové hustoty a byva také prevazné pouzivana pro ana-
lyzu &istoty odriidy. Rada praci se zabyvala optimalizaci
podminek této metody pro separaci gliadinii a glutenint
psenice’*" 8,

Kapilarni zénova elektroforéza ve vysokoucinné mo-
difikaci (HPCE) vyuziva malého primeéru separacni kapi-
lary (25-100 um) ke zvySeni pracovniho napéti (az
30kV), coz umoziiuje dosdhnout vysokého rozliSeni v
kratkém case. Moderni HPCE jsou také plné automatizo-
vané a oproti klasické elektroforéze produkuji méné ne-
bezpedné odpady’®™.

Spojenim dvou modernich metod vznikla dvouroz-
mérna  vysokouéinna  kapalinova  chromatografie
v kombinaci s vysokouc¢innou kapilarni zénovou elektrofo-
rézou (2D-HPLC-HPCE), ktera byla vyuzita k separaci
gliadinu 1 hordeinu. Podobné jako u 2D elektroforézy vzni-
k4 dvojrozmérna mapa proteini (pfipadné trojrozmérna
pro kvantitativni analyzu) s moznosti identifikovat jednot-

livé zasobni proteiny obilovin®.

4.3.2. Chromatografické metody

Pristroje HPLC se posledni dobou pouzivaji k analyze
prakticky jakychkoliv latek. Pro separaci a stanoveni pro-
teind byly vyvinuty metody, jako je gelové permeacni
HPLC (size exclusion HPLC, SE-HPLC), HPLC na re-
verzni fazi (RP-HPLC) a HPLC na iontoménicich. Takto
provedené stanoveni je znacné nespecifické, nicméné po-
dava cenné informace o rozdéleni prolamint do jednotli-
vych podskupin a o vlastnostech té€chto frakci. Dal§im
vyuzitim chromatografickych technik je ptiprava lépe defi-
novatelnych skupin proteinti a jejich pregisténi®* .

4.3.3. Hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF)

Hmotnostni spektrometrie, pfi niz se bilkoviny ioni-
zuji dusikovym laserem ve vhodné nizkomolekuldrni mat-
rici, ktera zabranuje rozpadnuti makromolekul. Vzniklé
ionty jsou posléze urychleny na kratkém useku silnym
stejnosmérnym elektrickym polem. Mé&fi se doba letu ionti
k detektoru v trubici bez elektrického pole, ktera je tmérna
poméru jejich hmotnosti ku jejich naboji. Metoda slouzi
v tomto provedeni k uréeni znadmych peptidi, jeji nevyho-
dou je vysoka pfistrojova a finan¢éni naro¢nost. MALDI-
TOF se vyuziva hlavné jako kontrolni srovndvaci metoda
pro odhaleni fale$né pozitivnich vysledkti imunoanalytic-
kych méfeni®” ~°.

4.3.4. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Druhou principialni moznosti odhaleni kontaminace
vzorku piimési potencidlné toxickych obilovin je stanove-
ni a kvantifikace pfitomnosti genetického materidlu da-
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nych plodin®’.

Tato metoda je schopna detegovat stopy neposkozené
DNA alergennich obilovin v potravinach a je tedy potenci-
aln€é vhodnou alternativou k imunochemickym metodam.
Vykazuje vyssi citlivost nez metody ELISA, jeji nevyho-
dou je pravé nutnost pfitomnosti pomnoZitelné deoxyribo-
nukleové kyseliny ve vzorku a schopnost detegovat konta-
minaci vzorku nukleovymi kyselinami pravé jedné obilo-
viny. Képpel a spol.”® testovali pouziti metody PCR oproti
vysledkim komer¢niho ELISA kitu (Ridascreen, R-
Biopharm) pro stanoveni kontaminace ovesné mouky pse-
ni¢nymi bilkovinami. Detek¢ni limit pro metodu ELISA
byl stanoven jako 2 ppm, zatimco PCR vykazala cca 10x
lepsi citlivost. Dalsi prace zabyvajici se paralelnim stano-
venim prolaminové kontaminace v ,,bezlepkovych® potra-
vindch prokézaly pomémé dobrou shodu obou metod
amoznost jejich vzajemné kontroly. Negativni vysledek
imunochemického stanoveni pii pozitivnim vysledku PCR
mize znalit piitomnost deproteinovaného pSeni¢ného
Skrobu a v obraceném pftipad€ pfitomnost Cistého gliadinu
bez piimési DNA”'%.

Henterich a spol.'”" vypracovali systém real-time
PCR pro stanoveni gliadinu, ve kterém byla pouzita proti-
latka RS (viz kap. 4.2.3.) s navazanym oligonukleotidem.
Detekeni limit metody byl 0,16 ppm.

5. Zavér

Komplikovanost stanoveni lepkovych bilkovin v po-
travindch spociva pfedevsim v nejednoznacné definova-
ném analytu, ktery se navic ve vzorcich vyskytuje ve znac-
né heterogenni formé zahrnujici proteiny, peptidy a rizné
nizkomolekularni Sté€py. Heterogenita prolamini se dale
mize zvysovat, pokud v prubéhu vyroby dochazi k teplot-
nim, enzymovym nebo jinym zménam bilkovin. Zastoupe-
ni jednotlivych proteint i celych frakei prolamint navic
znaéné kolisa v zavislosti na péstebnim ro¢niku, oblasti
a odridé dané obiloviny. Z hlediska analyzy latek s aler-
genni aktivitou navic situaci komplikuje zna¢né individu-
alni imunitni odpovéd’ jednotlivych pacientd.

Pro analyzu obilnych proteini bylo pouZito velkého
poctu analytickych metod, zaloZzenych na principech elek-
troforézy, kapalinové chromatografie a specifickych imu-
nochemickych stanoveni. Vzhledem k dilezitosti alergen-
nich uc¢inki téchto proteinti je ELISA dnes hlavni volbou
pro stanoveni prolaminti v nizkych koncentracich, ackoliv
ostatni techniky mohou stale poskytovat uZite¢né informa-
ce. Béhem let byl vyvinut velky pocet metod ELISA
sriznymi protilatkami, které vykazovaly zna¢nou miru
specifity a citlivosti vii¢i prolaminovym bilkovinam, coz
pfedurcuje moZnosti jejich vyuZiti pro dand stanoveni.

Uginnost imunochemickych stanoveni je priméarngd
z4visla na kvalité protilatky, tedy na jeji specifité a afinite
ke konkrétnim frakcim gliadinu, hordeinu a sekalinu. Dal-
Simi urcujicimi faktory je formit metody ELISA
a v neposledni fadé také zpusob extrakce prolamint ze
vzorku.
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Protilatky zaméfené proti prokazatelné toxickym sek-
vencim gliadind se v soucasné dobé¢ jevi jako nejvhodné;jsi
pro stanoveni lepkovych bilkovin jeCmene a pro potravi-
nafskou kontrolu, nicméné schopnost kiiZovych interakci
sjecnymi a zitnymi proteiny mize byt stale problémem,
stejn¢ jako vérohodnost vysledkll analyzy ¢astecné hydro-
lyzovanych a tepelné degradovanych peptidi. Peptidové
fragmenty prolamind jsou pfitom velmi ¢astym vysledkem
pusobeni vyrobniho potravinaiského procesu.

Existence oficidlniho neménného standardu v ramci
vSech provadénych analyz by zamezila nékterym kompli-
kacim souvisejicim se Spatnou definovatelnosti analytu.

Tato préce vznikla za financni podpory MSMT CR
(1M0570 a MSM6046137305).
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P. Hulin’, P. Dostilek’, and I Hochel’
(“ Department of Fermentation Chemistry and Bioengi-
neering, " Department of Biochemistry and Microbiology,
Institute of Chemical Technology, Prague, Czech Repub-
lic): Methods for Determination of Gluten Proteins in
Food

The prolamin protein fraction from wheat, barley and
rye can cause some adverse effects when ingested by peo-
ple with the coeliac disease. The only treatment of coeliac
sprue consists in the adherence to a strict diet free of toxic
cereal proteins even in trace amounts. It is one of the most
frequent food allergies occurring presumably in one in 300
people in Europe. There is still a need for analytical meth-
ods with acceptable reliability and specificity in food con-
trol and food analysis of gluten, i.e. prolamins. Electropho-
resis and chromatography are widely used for fractionation
of a complex mixture of hordeins, but immunochemical
techniques are utilized in a very sensitive and specific
determination of hordein and its derivatives. A number of
ELISA systems have been produced, mainly for the pur-
pose of wheat gliadin detection. The systems are usually
based on monoclonal antibodies. The immunochemical
analytical systems used for prolamin detection are re-
viewed.



