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1. BEVEZETES

A gabonafélék 6sidoktol fogva nagy szerepet jatszanak a human taplalkeras
Energiatartalmuk mellett rendkivil fontos a tapajtggtalmuk: szénhidrat- vitamin-, asvanyi
anyag-, élelmi rost- és fehérjeszikségletink letgiabb forrasai.

A ceredliak kozul az egyik legértékesebb és legoblgyteriileten termelt gabona a buza.
Kedved élettani hatdsa mellett, mégis az egyik leggydkorallergénforrds a colidkids és a
gabonaallergids betegek korében egyarant. A ké#érekenység hatterében alapest mas
immunoldgiai folyamatok hdzédnak, és kivaltasukimmas allergének jatszanak szerepet. Eddigi
ismereteink szerint a gabonaallergiat leggyakrabkasltd es allergén komponensek az
alkohololdhaté gliadinok o és w5), a vizoldhatéa-amilaz inhibitorok (CM3, 0.53) és a nem-
specifikus lipid transzfer fehérjék. Ezen kompomdna tiinetek széles skaldjat okozhatjak. Az
érzékenyités torténhet I&gendszeren, vagy tapcsatornan keresztil. A coliékeében a toxikus
allergén faktorok a buza gliadinok és a gliadindkkaonos szerkezettel rendelkegrolaminok
(rozs szekalin, arpa hordein, zab avenin), melg&krit bélboholy elvaltozast okozhatnak. Mindkét
betegségnél az egyetlen gyogymédd a tuneteket &ivaltergének és intolerancia faktorok
elkeriilése, vagyis kizrolag csak allergénmentsédzerek fogyasztasa.

Mivel a buzafehérjékben sok allergén tulajdonséaghiéfjét tartak fel, éppen ezért valt
indokolttd4 széles korben vald kutatdsuk, kémiamniunoldgiai-, orvosi- és molekuléris alapokon
nyugvé vizsgalatuk. Ez nem kodnhyeladat, hisz a betegekbersferduld klinikai tinetek és a
tineteket kivaltd buza allergének heterogenitasayymartékben megnehezitik ezeket a
vizsgéalatokat.

Az allergének megismerése, aktivitasuk -, epitdpjads hatdsmechanizmusuk meghatarozasa
megkivanja, hogy mddszereket dolgozzunk ki az gdleek élelmiszerekben vald jelenlétének
detektaldséra, illetve koncentraciéjuk meghatarzés

A gluténérzékeny betegek szamara az élelmiszdgkngnentességének vizsgélatara tébb
ilyen maodszer is létezik, mint példaul a gliadiresifikus poliklonalis -, azo-gliadin-specifikus
monoklondlis - és a gliadin-epitop (R5)-specifikmsonoklondlis ellenanyag alapi ELISA
modszerek, illetve gyorsmodszerek. Ezen modszenekitatasi hatarértékének a Codex szerint
minimum 10 ppm-nek kell lennie (gluténre vonatkbzad Felmerilhet az a kérdés, hogy vajon
melyik médszer alkalmas erre a legjobban, hiszemdedyik moédszer méasra specifikus, mas az
érzékenysége, és mindegyiknek méas a protokolljdet emlitett megoldandé kérdések végett
szilkség van mélyrehatobban foglalkozni a glutén bizbdgté és reprodukalhato

kimutathatosagaval.



2. CELKIT UZESEK

« Coliakia és gabonaallergia szempontjabdl jélentaplalék allergének 6sszehasonlitd
vizsgéalata a hazai kdztermesztésben gabonak és pszeudocerealidk bazisan.

e Immunanalitikai modszerek alkalmazhatéosaganak w@iasg glutén  kimutatas
szempontjabdl nyers és feldolgozott éleimiszereketivizsgalataban.

* Gluténmentes diétdba illesztbettranszglutaminaz enzimmel kezelt, csokkentetttégiu
tartalmi (blza alapu) és glutént nem tartalmazigébdrso alapl) szaraztészta modellek
fejlesztése.

3. KISERLETI ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Gabonék és pszeudoceredlidk, valamint modellintak

» Hazai koztermesztésben tégabonak (5-5 fajta buza, rozs, arpa, tritikaléy, Zaukorica,
rizs) és pszeudoceredliak (3 fajta amarant, 5 fajdina), amelyeket a Gabonatermesztési
Kutaté Kht. és a Klorofill Bt. bocsatott rendelkseénre.

» Gluténmentes kenyér alapanyagok (rizsliszt, kuledeeenényié, burgonyapehely, tojaspor,
éleszb, kész kenyérpor), glutén szennyezésidélzo alapanyagok (buzaliszt, rozsliszt),
kontroll kenyérmintdk (hazi jelldg fehérkenyér, rozskenyér, gluténmentes kenyér),
gluténmentes kenyér gyartadsa soran harom kivakasaintaminacios ponton (dagasztoétal,
sutbforma, szaritdhelység) buza-/rozsliszttel szennyetie kenyérmodell, amelyeket a
Dunakenyér Sidipari és Kereskedelmi Rt. biztositott.

» Kulénb6z koncentraciéban hasznalt transzglutaminaz enzim(®m@00 mg TG/kg liszt)
eléallitott T. aestivumés T. durum buzaliszt — és séargaborsdliszt alapu szaraztészta
modellek, lisztalapanyagaik, amelyek a Szegedi Mélyegyetem Mérndki Kardnak
Elelmiszermérnoki Intézetébszarmaztak.

» Egyedi anonim, Klinikailag igazolt colidkids és gahallergias human szérumok, amelyek a

Heim P&l Gyermekkdrhaz Gasztroenterologia Il. sndankjabol szarmaztak.
3.2. Fehérjefrakciok és modell mintak adéllitasara alkalmazott moédszerek
* A hazai koztermesztésben ¢é\gabondk és pszeudocerealidk viz/s6- és alkohatiddh

frakcidjanak ebéllitAsara 50 mM Trisz-HCI pufferes (pH 8,5), illet 70% etanolos
extrakciot alkalmaztam.



* A blzamintak esetében DEAE-cellul6z anioncsekébmatogréafias eljarast alkalmaztam az
a-amilaz inhibitorban dus fehérjefrakcidinakb@llitdséara.

« A transzglutaminaz enzimmel kezelt tésztak esetéb@® M NaCl-oldatos (pH 6,8), illetve
68% etanolos, maj@-merkapto-etanol tartalmi borat-pufferes extrakciftalmaztam a
viz/so -, illetve az alkohol -, majd a sav/lugolth&akcidjanak edallitasara.

* SDS-PAGE és immunblott kombinacibjat az allergéiméfgek detektalasara alkalmaztam.
Az immunblotthoz antigén-specifikus poliklondlis leglanyagot, coliakids (IgA) és
gabonaallergias (IgE) human szérumot hasznaltam.

e Glutén kimutatasara kulénbdzpoliklondlis, monoklondlisw-gliadin, monoklonalis R5)
ellenanyag alapti médszereket alkalmaztam.

» Folyadékkromatografias-tandem tomegspektrometii&®MS/MS) modszert és NCBInr
Plant adatbazist hasznaltam az allergén fehérjghasitasara.

» Az allergén fehérjék pepszinnel szembeni reziszéeviesgélatdt PVDF membranra blottolt
fehérjéken végeztem.

* A buzaliszttel/rozsliszttel valé szennyezést gluiéntes kenyérgyartasnél kivalasztott
kritikus kontaminéciés pontokon (dagasztoétalp&irma, szaritbhelység) valdsitottam meg.

» Transzglutaminaz enzimet alkalmaztam a blUza — ézalsdrsoliszt alapl szaraztészta

modellek eballitasara.

4. EREDMENYEK

* A hazai kdztermesztésben éblzafajtakban IgE- és IgA-reaktiv fehérjéket matat ki
gabonaallergias és coliakias betegszérumok felaizaval.

* Hazai koztermesztésben &gabondkban/pszeudoceredliakban (tritikalé, romsa,azab,
kukorica, rizs/amarant, hajdina) [E&vbuzafehérjékkel keresztreaktiv fehérjék jelenlété
mutattam ki immunblottal gabonaallergias és cédakiuman szérumok felhasznalasaval.

* Az IgE-reaktiv fehérjék pepszinnel szembeni reeisaia vizsgalatara kifejlesztett Uj
immunblott médszerrel is bizonyitottam az allerdgmérjék stabilitasat.

» Gabonaallergias betegszérumokkal leggyakrabbarsnielit, 6bb gabona allergéneket
azonositottam SDS-PAGE szeparalast kow€2-MS/MS vizsgalatok alapjan NCBInr Plant
adatbazisbdl torténazonositassal.

« Kulénb6z specificitdsu ellenanyagokra alapozott ELISA meédsk alkalmazhatdésaganak
modellvizsgalataban (gabonak és pszeudocerealiéhyék és széraztészta modellek)

megallapitottam, hogy a gliadin-specifikus polilkddia ellenanyag alapu ELISA



alkalmasnak bizonyult >200 ppm gliadin kvantitativérésére is, mig az-gliadin-
specifikus és az R5-gliadin-epitop specifikus mdaonélis ellenanyag alapu ELISA csak a
nyomokban (<200 ppm) jelenlégliadin meghatérozaséara volt alkalmazhaté. A katag
érzékenysége a technoldgiai kezelés (enzibherelés) hatdsara csokkent. Mivel a fenti
mobdszerek a gliadin kimutatasara alkalmasak, eezgak kdzvetetten alkalmazhatok a
gluténtartalom tényleges meghatarozasara.

Gluténmentes diétaba illesztheszaraztészta modelltermék fejlesztése soran réamma
hogy bulzaliszt esetén a transzglutaminaz enzimrad@sa lényegesen nem csokkenti a
gliadin-specifikus ellenanyagokkal felismerhéthérjék mennyiségét, mig a sargaborsoliszt

esetében keresztreaktivitas nem volt tapasztalhato.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az ismert B gabona allergének kozul a buza viz- és sooldhalccibjaban szeparadt-
amildz inhibitorok koncentralasara szelektiv ésradpkalhaté eljarast fejlesztettem ki
DEAE-celluléz ioncserél kromatogréafia alkalmazasaval.

A hazai kdztermesztéshen ébizafajtaka-amilaz inhibitorokban koncentralt frakciéiban,
a gabonaallergids human szérumok tobbségével srelybaeaktiv fehérjéket LC-MS/MS
technika és NCBInr Plant allergén adatbazis segpts®l azonitottam. A tébb peptid altal
beazonositott allergén fehérjék kozoétt xilanaz bitbr prekurzor, xilanaz inhibitorg-
amilaz inhibitor (monomer, dimer, CM17 fehérje puedor), szerpin, tritin, GSP1 fehérje,
5a2 fehérje, LTP1 prekurzor, nsLTP prekurg®amildz, manganaz-szuperoxid dizmutaz,
peroxidaz és egy kukorica ubiquitin-nel hasonlodiélzérje szerepelt. Az egy peptidtalalat
alapjan beazonositott fehérjék, pedig a koveikexoltak: peroxidaz, PR4, 15 kDa-os
fehérje, WSCI proteinaz inhibitor, avenin-féle puetor, szerpin, és egyrabidopsis
thaliana EDA 18-hoz hasonlé buzafehérje. Bizonyitottam, yhogz irodalomban
legfontosabb allergénként kozdadtamilaz inhibitorok, és az utébbi kutatasok szenpt
allergénként kozolt szerpinek a hazai koztermebetesléw buzékban is allergénként
detektalhatok, melyeket élsent azonositottam.

Elsdként mutattam ki a buza, a kukorica, az amarart ésjdina viz- és sdoldhaté fehérjéi
kozul colidkias human szérumokkal szemben IgA-igakehérjéket. Ezen fehérjék
azonositasdnak a gluténmentes élelmiszerek 6eflési modszertandban és a coliakias
diagnosztikaban van jeleéisege, mivel igy nagyobb biztonsaggal van léteg a

gluténmentes diétdban kockazatmentesen alkalmaglamdiszerek korét kivalasztani.



A pepszines emészt@s vitro vizsgalatat az irodalomban eddig még nem k&zdltdand
SDS-PAGE-val tortéh szeparalast kovéen, PVDF membranra atblottolt buzafehérjéken
elsként végeztem. A vizsgalatokkal meggitettem, hogy az allergének valdban
rezisztensek pepszinnel szemben. Megéllapitottamgy ha gabonaallergidas human
szérumokkal disen reaktiv pepszin-rezisztens fehérjéled szerpinek (45 kDa), é&s-
amilaz inhibitorok (16 kDa) voltak.

Poliklonalis ellenanyag alapu, kompetitiv indirdktISA-t fejlesztettem ki a gliadin és a
gliadinnal immunolégiailag keresztregald fehérjékiz&bol és tritikalébol tortén
mennyiségi meghatarozasara. A médszer kimutatésidrgeke 10 ppm, mérési tartomanya
10-100 ppm kozott volt. bkezelt élelmiszer-matrixokban a kimutatds érzékéggs
csokkent.

Kilonb6a ellenanyagokra alapozott modszerekkel bizonyitottaogy a transzglutaminaz
enzimmel edallitott blzaliszt alapl széraztészta modellekbeméahed gliadintartalom
nem csokkenthétaz elfirhet hatarérték (<100 ppm) ala, ezért csokkentett gltaétalma
diétaba nem illeszthét

Sargaborsoliszt esetében transzglutaminaz enzirhadehaldsaval kivalé nieédi,
gluténmentes étrendbe illeszthetminéségi terméket Aallitottam &l A termék

gluténmentességét gliadin ellen nyulban termeikjmrialis ellenanyaggal igazoltam.
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