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JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

lat

AGA Anti-gliadin antibody, gliadin ellen termeltdte
ellenanyag

1D, 2D 1 dimenzids, 2 dimenzios

APC Antigen Presenting Cell, antigén bemutat6 sejt

APS Ammonium persulfate, ammonium perszulfat

BBI Sz6ja Bowman-Birk tripszin/kimotripszin inhiloit

BSA Bovine Serum Albumin, marha szérum albumin

CDA4+ T-sejtek Th sejtek

cDNS Copy DNS, masolati DNS

DBPCFC Double Blind Placebo Controlled Food Chajken
Kettos vak placebo kontrollalt ételprovokacios vizsgé

DEAE-celluléz Diethylaminoethyl cellulosdietil-amino-etil-cellul6z

DNS Dezoxiribonukleinsav

DTT DL-Dithiothreitol, DL-ditiotreitol

EAST Enzyme-allergo-sorbent test, enzim-allergadszos

teszt

~EF-hand” proteins

kalciumkétmotivum (A kélciumkat fehérjek kbzos
szerkezeti sajatsaga az ,EF hand” domén, mely agy
hélix-hurok-hélix szerkezétkonszenzus
aminosavszekvenciat tartalmaz)

[amN

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay,
szilard fazisu enzimjelzéses immuntechnika

EmA Endomysial antibodies, endomizium elleni astite

FceRI Az IgE-molekulédk Fc részét kibteceptor

FDEIA Food Dependent, Excercise Induced Anaphyjaxis
taplalék fig@, mozgas altal kivaltott anafilaxia

HLA Human Leukocyte Antigen, emberi leukocita agtig
(az emberi MHC elnevezése)

HMW High Molecular Weight, nagy molekulatémeg

IEF Izoelektromos fokuszalas

IFN Interferonok, kilonbdzsejtek altal termelt,
immunvalaszt szabélyoz6 hatasu glikoproteidek

IgA, IgE, 1gG ImmunoglobulinA, E, G

IgA tTG Tissue transglutaminase IgA antibodies veti
transzglutaminaz elleni IgA tipusu ellenanyag

IL Interleukin, a leukocitak altal termelt citokikegy
csoportja

IPG Immobilized pH gradientsgzitett pH gradiens

IRMM Institute for Reference Materials and Measueeis,
Referencia Anyagok és Mértékrendszerek Intézete

kDa kilodalton

LC-MS/MS Ligquid chromatography—tandem mass speattom
folyadékkromatografias-tandem témespektrometrias
mobdszer

LDS Lithium Dodecyl Sulfate, litium dodecil szulfat

LMW Low Molecular Weight, kis molekulatomeg

LOAEL Lowest Observed Adverse Effect Level, észlelt

kedvedtlen hatas legalacsonyabb szintje




(legalacsonyabb allergén mennyiség)

[

MES 2-N-morpholino ethane sulfonic acid, 2-N-morfolin
etan szulfonsav

MHC Major Histocompatibility Complex6f
hisztokompabilitasi génkomplex, rendkivdli
polimorfizmust mutaté gének csoportja, melyek
termékei a T-limfocitak altali antigénfelismeréshen
fontos szerepet jatsz6 MHC I. ill. MHC II. oszté#yb
tartoz6 membranfehérjek. Szervétultetéskor
transzplantacios antigénkeént viselkednek.

MLPs Major Latex Proteinsgflatex fehérjék

Mt molekulatbmeg

NOAEL No Observed Adverse Effect Level, Felvételgy
terhelési kiiszob, melynél a karos hatas még nem
figyelhe® meg (tlinet nélkul fogyaszthato legnagyob
allergén mennyiséq)

nsLTP Non-specific lipid transport protein, nem-sfikus
lipid szallit6 fehérje

OAS Oral Allergy Syndrome, ordlis allergia szind@m

OPD o-Phenylenediamine dihydrochloride, o-fenilén-diami
dihidroklorid

PAGE Polyacryalmide gel electrophoresis, poliaknilc
gélelektroforézis

PBS Phosphate Buffered Saline, foszfat pufferolt fiaghs
sooldat

PCR Polymerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcio

pl Izoelectric point, izoeleketromos pont

PR-fehériék

Pathogenesis-related proteins, pateg#ato véd
fehérjék

PVDF Polyvinylidene difluoride, polivinilidén-diflorid

R5 Rye5,w-szekalin (rozs prolamin) antigén ellen
termeltetett monoklondlis ellenanyag, mely 6t
amindsavbdl allé szekvenciat ismer fel

RAST Radio-allergo-sorbent test, radio-allergo beos teszt

RIE Rocket immunelectrophoresis, rakéta
immunelektroforézis

RRPs Ripening Related Proteins, éréssel dsszéfiepgrjék

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Ge
Electrophoresis, natrium-dodecil szulfat jelenlétéb
végzett poliakrilamid gélelektroforézis

SPT Skin Prick Test, allergiagtbeszt

TCA Triclore acetic acid, triklér-ecetsav

Tc-sejtek T citotoxic cells, a célsejtet MHC-fiigagnédon
felisme® és elpusztitd effektor T-sejt

TEMED N,N,N',N"-Tetramethylethylenediamine, N,N,N’'N
tetrametil-etilén-diamin

TG Transglutaminase, transzglutaminaz

Th-sejtek T helper-cells, a T-sejtek szubpopula&d4+

regulalé sejtek, melyek az immunvélasz folyaméan az
effektor sejtek kepimlését segitik 61 A Th-sejt
alpopulaciok (Thl és Th2) egymastdl edtéitkon-




készletet termelnek, ennek megfééai az
immunvalaszt elrtériranyba terelik.

Thl-sejt Cellularis immunvalaszt segftejtek

Th2-sejt Humordlis immunvalaszt ségéejtek

TMB Tetra Methyl Benzidine, tetrametilbenzidin

TNF Tumor Necrosis Factor, tumor nekrozis faktor
(szisztémas gyulladasos folyamatok kialakulasaban
fontos szerepet jatszo citokincsalad)

TPIS Triose-phosphate isomerase, trioz-foszfat edm

Tria Triticum aestivum

Trim Triticum monococcum

Tween-20 Polyoxyethylene sorbitan monolaurgpelioxietilén-
szorbitdn-monolauréat

WDEIA Wheat Dependent, Excercise Induced Anaphgtaxi
buza fugg, mozgés altal kivaltott anafilaxia

GRAS Generally Recognized As Safe, altalaban
biztonsdgosnak ismert (itt: élelmiszerbiztonsagi
szempontbodl)

ppm Part Per Million, mg/kg vagpg/g koncentracio

PA, Pea albumin2, borsé albumin 2

Fc-receptor

Az lg-molekulak Fc részét kieceptor

tTGA

Tissue transzglutaminase, széveti transzglitam

CXINFSDU

Codex Committe on Nutrition and Foods $pecial
Dietary Uses, Taplalkozastudomanyi és Kulonleges
Taplalkozéasi Célu Elelmiszerek Codex Bizottsaga




1. BEVEZETES

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

A cerealidk kozul az egyik legértékesebb és legoblgyteriileten termelt gabona a buza.
Kedved élettani hatdsa mellett, mégis az egyik leggydkorallergénforrds a colidkids és a
gabonaallergias betegek korében egyarant. A kéwérekenység hatterében alagest mas
immunoldgiai folyamatok huzodnak, és kivaltasukimmas allergének jatszanak szerepet. Eddigi
ismereteink szerint a gabonaallergiat leggyakraldeditd es allergén komponensek a gliadinok
(o éswb), aza-amilaz inhibitorok (CM3, 0.53) és a nem-specifidigd transzfer fehérjek. A
tinetek széles skaljat okozhatjak, mint példauabfilgd, mozgas &altal indukalt anafilaxiat
(Wheat Dependent, Exercise Induced Anaphylaxis, WDEordlis allergia szindromat (Oral
Allergy Syndrome, OAS), drpirt, viszketést. Az érzékenyités tdrténhet &&gmdszeren, vagy
tapcsatornan keresztil. A colidkia esetében a pliadinok és a gliadinokkal azonos szerkezettel
rendelked prolaminok (rozs szekalin, arpa hordein, zab aveaitoxikus allergén faktorok, melyek
foként bélboholy elvaltozast okozhatnak. Mindkét beémnél az egyetlen gydogymaéd a tlineteket
kivaltd allergének és intolerancia faktorok elkédd, azaz csak allergénmentes élelmiszerek
fogyasztasa.

Mivel a buzafehérjékben sok allergén tulajdonséaghiéfjét tartak fel, éppen ezért valt
indokolttd4 széles korben vald kutatasuk, kémiamniunoldgiai-, orvosi- és molekuléris alapokon
nyugvé vizsgalatuk. Ez nem kénhyeladat, hisz a betegekberbferdul6 klinikai tiinetek és a
tineteket kivaltd buza allergének heterogenitasayymartékben megnehezitik ezeket a
vizsgéalatokat.

A potencialis fehérje allergének fehérjeszerkezetidpjan immunolégiai modszerekkel (pl.
ELISA, 1D és 2D immunblott) kimutathatok, majd ohnoldgiai Uton tiszta rekombinans
fehérjeként elallithatok és jellemezhélt, valamint adatbazisokban kozolblet A rekombinans
technologia megkonnyitette az allergének nagy saambagy hozamban, nagy tisztasagban valo
eloallitasat, amely soran az IgE- illetve IgA-kbtkapacitasuk o©sszehasonlithatova valt a
természetben élordulokéval. Ezek az egymasra &fuegymassal kombinalhaté vizsgélatok, a
rekombinéns fehérjén alapul6 Uj diagnosztikus @§ék fejpdéséhez nagymértékben hozzajarultak.
A diagnosztika fefldése mellett a toxikus allergén buzakomponensedmizerekBl torténs
kimutatdsanak moédszerfejlesztése is nagyléptékbtadhebre, fehérje- és DNS alapon egyarant.
A kimutathatésag igénye a fogyasztok és az éleknisballitok részébl egyarant felmertilt, hisz
az élelmiszer-biztonsag mindkgtik szempontjabol fontos alapkdvetelmény. Az aldptédsok
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harmadik fontos eleme lett még a diagnosztika édlamén fehérjék kimutatasi modszerfejlesztése
mellett, a coliakias és gabonaallergias betegekaeiranyuld diétas élelmiszerek fejlesztése.

Témavalasztdsomat a hazankbatficetulé buzak fehérjéinek szerkezete, funkcibjaldgiai
aktivitdsa, és allergenitdsa kozti 6sszefuggésektogabb ismeretének igénye indokolta.
Osszetételére és antigén tulajdonsagaira vonatkopfiadin- ésa-amilaz inhibitor specifikus
poliklonalis ellenanyaggal. Colidkias- és gaboraaglhs huméan szérumok felhasznalasaval a hazai
buzék allergén fehérjéit, illetve a veluk keresagy@6 hazai gabonak fehérjéit kdvettem nyomon, és
a f6 baza allergéneket adatbazisban azonositottam.

Ezen kivil a baza fehérjéket élelmiszermatrixbénzta) enzimes médositasnak vetettem ala,
€s ezen enzimes kezelés hatasat vizsgaltam adkhifsgzetételére, és antigenitdsanak valtozasara
vonatkozoan. Végul alapanyagokban, é&kezelt élelmiszerméatrixokban (tésztak, gluténnel
szennyezett kenyerek) a toxikus gliadin komponeimautathatésagat vizsgaltam kuloniboz
immunmadszerekkel (ELISA, gyorsteszt), tovabbé&fkkpeztem ezen mdodszerek specificitasat és

érzékenységeét.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az élelmiszerallergia és népegészseguigyi kozita

Az élelmiszer okozta kéros reakcidkat gyakran caakélelmiszerallergianak tulajdonitjak,
pedig az élelmiszerallergia azoknak csak egy kszé€képezi. Az élelmiszerekre adott kéros

valaszreakciOk csoportositdsatlazbra mutatja.

Taplalékokkal szembeni kéros reakcigk

[ Nem toxikus ]

Immunmedialt Nem immunmedialt
(taplalékallergia) (tplalékintolerancia)

[ IgE-medial ] [Nem IgE-mediéI] [ Enzimatiku: ] [ Farmakolégie] [Nem definial

1. é&bra: Elelmiszer okozta kéros reakciok (ORTOLANI and PASTORELLO 2006)

Bizonyos élelmiszerekre az érzékenyékdiiggéen kialakuld koéros reakciok lehetnek
toxikusak és nem toxikusak (ORTOLANI and PASTORELR@D6). A reakcidkkal jaro tlinetek az
ordlis irritAciétél kezdve a sziv és érrendszetiehségekig terjedhetnek (JACKSON 2003). A
toxikus reakciokat, egyéni érzékenységfliggetlen, emberre kéarositdé hatasu taplalékok (pl
kontaminalt tdplalék, nem eliegomba) okozzak. A nem toxikus reakciok egyéni léengségen
alapul6 reakciok, melyekért egyes tapanyagok vagk alkotorészei a felések, melyek lehetnek
immunmedialt és nem-immunmedialt reakciok. Az IgEdmlt reakciok atdpids egyéneken
figyelhettk meg, akiknél a taplalék vagy téaplalékalkotorédergenként hatva immunoldgiai
folyamatot — IgE ellenanyag-termelést — indit ébb& a csoportba tartozik a ,klasszikus”, vagy
.valodi” élelmiszerallergianak nevezett betegségemn IgE-mediélt reakciok a taplalék allergének
altal kivaltott olyan immunreakcidk, amelynek soréeam mutathatd ki IgE tipust specifikus
immunglobulin. Ebbe a csoportba sorolhaté betegségplidkia, valamint az élelmiszerfehérje
indukdlt enterocolitis is (JOHANSSON et al. 200AMBPSON 2004). IgE-mediélt és nem-IgE
medialt mechanizmust egyardnt magaba foglalé édzleni okozta betegségek is léteznek, mint
példaul az allergias eozinofil gasztropéatia és tpikus dermatitis (SAMPSON 2004). A nem
immunmedialt koros reakciok esetében a tlnetek Ithisdban a taplalék okozati szerepe
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provokacios tesztekkel igazolhatd, azonban az inuidgiai mechanizmus nem. Ezt a reakciot
okozhatja enzimdefektus, gyogyszerek vagy élelmismalékanyagok. Enzimhidnyon alapuld
taplalékintolerancia bizonyos taplalékok, vagy &igdk fogyasztdsa esetén jon létre. Ezek azért
okoznak Klinikai tineteket, mert a taplalék enzikas bontdsa nem toérténik meg (pl. alkohol
intolerancia az aldehid dehidrogenaz hianyakordbrds). A farmakoldgiai taplalékintolerancia
kivaltasaban vasoaktiv aminok, monoaminok, hisatarfélszabadulast kivaltd taplalékok és
élelmiszer additivek jatszanak szerepet. A farniakal taplalékintolerancia figg a taplalékokban
jelen le\s vasoaktiv anyagok mennyiségiéts az egyén érzékenységet

Az élelmiszerallergids megbetegedések szamdl éévre emelkedik, egyre ndvekv
vilagprobléméavéa valik. Kialakuldsanak oka lehet aegmbvekedett atere$kepesséq
bélhdamrendszer, a genetikai hajlam (atépia), az umgmabalyozasban bekdvetkezavarok.
Kialakulasat befolyasolhatjak kdrnyezeti faktorokint példaul az antigénnel val6 talalkozas, az
élelmiszer allergén tipusa, az élelmiszer-feldodgotipusa, az életkor, illetve az immunolégia
éretlenség (GERGELY and ERDEI 2006, TAYLOR and HEFR001, SAMPSON 2003,
MALEKI 2004). Egy kordbbi allergids reakci6 egy meégelt kockézatot jeleit jévobel
komolyabb reakciét is eredményezhet. Az allergiarmedy életkorban megjelenhet,
csecserdkorban és kisgyerekkorban gyakrabban forddl @&-8%); felrbtteknél ritkabban (2%),
varatlanul is megjelenhet akar egy olyan élelmisimayyasztasa soran is, amit a betegttel
biztonsaggal fogyasztott (BESLER 2001, THOMAS et 2007). Az allergiat kivaltd fehérje
mennyisége 10 mg-t6l grammnyi mennyiségig terjedbsttenként akar 10 g is lehet (CREVEL et
al. 2007).

Az élelmiszerallergia 1. tipusu tulérzékenységi ki, amelynek pontosan ismert a
patomechanizmus&.( 4bra). A nyalkahartyaval boritott fellleteken keresztiiszervezetbe jutd
allergént az antigén bemutaté sejtek (Antigen Prasg Cells, APCs) a CD4+ T-sejteknek
prezentdljak, melyek aktivalédnak és Th2 limfodkéklifferencidlodnak. Ezek a T-sejtek részben a
kozvetlen kapcsolat, részben az altaluk termediri@tikinok (IL-4 és IL-13) révén ddhszerepet
jatszanak az allergénnel reagélé B-sejtek IgE-tErmplazmasejtté valdé alakuldséban. A
termebdott, allergén-specifikus IgE a szervezet kulorb&zoveteiben elszértan jelen &v
hizésejteknek és a vér bazofil granulocitdinak nadfinitasa IgE-kod receptordhoz (FERI)
kotédik. Ezek utdn a szervezetbe ismételten bejutdgdiiekeresztkoti ezeket a receptorokat, ami a
granulocitak aktivalasat és degranuldlasat eredemnyA felszabadulé mediatoranyagok a
kilonb6d célsejtekre hatva okozzak az allergias reakcifiegeetes klinikai tuneteit. A tiinetek
azonnal, 1-2 percen belll jelentkeznek (ZUERCHERI.e2006, ORTOLANI and PASTORELLO
2006).
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Allergias reakciok

2. abra. Az élelmiszerallergia hatasmechanizmusa [FA 2006)

A reakcioval jaré tinetek széles skalajan megestitlaz oralis allergia szindréma (ajak,
nyelv, szajpadlas irritacio), dntiinetek (ekcéma), szemirritacid, bélrendszeri paola (reflux,
hasmenés), |ég¢zzervi tinetek (orrfajas, rhinitis, torokfajas, wmsa), sziv és érrendszeri
betegségek (gyengeség). A légzervi és a sziv- és érrendszeri betegségek eswpsdtEshez,
anafilaxids sokkhoz, majd halalhoz vezethetnek ((BCN 2003). A tlnetek, altaldban a
tulérzékenységi reakciot kivaltd anyaggal, az ghanel valé minden egyes érintkezés utan
fellépnek. A tlnetek idlegesek, illetve az élet folyaman elmulhatnak. Aetigk kezelésére az
allergiat kivaltd élelmiszert ki kell hagyni az éndidl. Magat a betegséget vérvizsgalattal, azaz
ellenanyag kimutatassal (allergén-specifikus IgBitest kimutatds Radio-Allergo-Szorbens-
Teszttel (RAST), 0ssz. IgE kimutatas), allergidstdszttel (Skin Prick Test, SPT), k&ttvak
placebo kontrollalt ételprovokacids vizsgélattab(ble Blind Placebo Controlled Food Challenge,
DBPCFC) diagnosztizaljak.

Az élelmiszerallergiat az élelmiszerek széless#itka idézi é. Tobb mint 160 élelmiszert
azonositottak allergénként (POMS and ANKLAM 200A).leggyakoribb élelmiszer allergének,
melyek az esetek 90%-t okozz4k, jeldléskotelezetialutént tartalmazd gabonak, rakfélék, tojas,
halak, féldimogyord, szGjabab, tej, di6félék, zellmustar, szezammag, csillagfurt, puhdielstés
az ezekbl készllt élelmiszertermékek (2007/68/EK (XI. 2740/2008 (IV. 3.) FVM-SZMM
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egyuttes rendelet 4. szamu melléklete). Oralisgiis szindromét friss zoldségek és gyimdolcsok is
kivalthatnak, mégsem jeldléskotelezettek, az aitdtivaltott allergia alacsonyabb gyakorisaga
miatt.

2.2. Gabonaallergia, Coéliakia

Az immunmedialt élelmiszer okozta tulérzékenyséepkciokban a gabonaféléknek nagy
szerepuk van. A gabonafehérjék okozta reakcidkkatéfliggésben sok tisztdzatlan, vagy tébbféle
értelmezésben haszndlt fogalom van, ami a gyakamatiagnosztikus és terapias tévedésekhez
vezethet. Ennek érdekében fontos megkulonbozteehkie reakcidtipusuk, illetve a reakciot kivalto
allergénjeik szempontjabol. A gabonafehériék a pdntban ismertetett IgE-mediélt allergids
reakciot, valamint T-sejt-medialt coliakias reakogyarant kivalthatnak. A gabonafehérjék altal
kivalthatd reakcié az érzékenyités Utja alapjaretiefaplalékallergia (gabonaallergia, coliakia),
amelynél az érzékenyités gasztrointesztinalis ddoténik, vagy léguti allergia (pékasztma). A
léguti allergia a gabonaallergia egy olyan fajtaganelynél az érzékenyités a légmdszeren
keresztil torténik. Az utdbbi esetébditefy a héjfehérjék, a nsLTP-k és @amilaz inhibitorok a
tineteket élidézs allergének.

Gabonaallergia olyan esetekben fédlik ki, ha az arra érzékeny egyén folyamatosan
fogyaszt gabona termékeket, beleértve a kenyéssttdt, kekszet, és egyes alkoholos italokat) A f
tinetek mar roviddel az élgyabona alapu termék elfogyasztdsa utén jelentke@salankiités,
kivorosodés, viszketés, arc feldagadasa), de nébak cérdk malva alakulnak ki
(gyomor/bélrendszeri panaszok). Az utdbbinal neblezelismerni, hogy vajon melyik taplalék
valthatta ki a reakciot. A gabonaallergia Iégutigieéenésének egyik formaja a ,pékek asztméja”,
amelyet a lisztek belélegzése okoz, és ntirfoflalkozési artalom lép fel. A gabonéak kivaltheitn
un. taplalék flugd, mozgas altal indukalt anafilaxiat is (Food Depamtd Exercise Induced
Anaphylaxia, FDEIA), amelyet a mar korabban megenedis gabona Vvalt ki, egy bizonyossid
elteltével végzett testmozgas utdn (MORRIS et@D.72. A kbznyelvben a gabonaallergian a buza,
rozs, arpa, zab gluténje okozta allergia érderiddgyanakkor a gabonaallergiat okoz6 fehérjék
emellett vizben/s6ban oldhatatlan gluténfehérjéiefve vizben/séban oldhaté albumin/globulin
gabonafehérjék is lehetnek, és nemcsak az emhtlly gabonara vonatkoztatva. A kezelés
érdekében a tlneteket kivalté adott gabonat ki ketfini az étrendl), kivonas utan a tlnetek
rendszerint megénnek. A gabonafélék kozoétti keresztallergia lékége is fennallhat, amely
szerint, az egyik gabonaféleségre allergids egyéibhire is reakciot mutat, mivel az egyes
novényekben az immunoldgiai szempontbdl szerkezptitokon fehérjerészek érzékenyitett

egyénben kivélthatigak az allergias reakciot. Ugganigyomnodvényekkel is kialakulhat
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keresztreakcié, 6leg a pollenszezonban. ipollenre, vagy rozspollenre allergias egyén
érzékenységet mutathat gabonafélékre (biza, &pakuakorica, rizs) is (POLGAR 2005).

Ezzel szemben adlidkia (gluténszenzitiv enteropatia; angolul coeliac spilletve coeliac
disease) nem gabonaallergia, valosldg autoimmun betegség, de nem halélos kimehe@dyan
rendellenesség, melyet a taplalék gluténtartalmé&azdmbeni allandé érzékenység okoz. A
betegségre jellendz hogy az immunrendszer a sajat sejtjei, fehéti@in§zglutaminaz-2) ellen

tamad, azokat véli ,betolakodénalk3.(@bra).

Glutén + [ tTGA

{ Dezamidalt glutén ]

APC

+
Y
Anti-glutér

65 + [Aktivélt T-sejtek }
Anti-tTGA 1gG és IgA =

U

[ Bélboholy karosod: ]

{

Tlnetek

3. abra: A coliakia hatdsmechanizmusa (FDA 2006)

A betegség patomechanizmusa még nem teljesen iswfedszirii, hogy a gabonafehérje
(glutén) az immunrendszert aktival6 médon kerll ekaléris kapcsolatba a szervezet fehérjéivel.
A szervezetben megtaldlhatd ,szoveti” vagy a 24psisti transzglutaminaz enzim, jelétviv
anyagként (G-protein) tikddik. Fontos élettani szerepe van: stabilizalj@#szovetet, disegiti a
sebgyoégyulast, részt vesz bizonyos idegdikddésében, a természetes sejthalal (apoptozish révé
pedig ebsegiti a tobbi sejt védelmét. Intracellularisaneglbzkedve az antitestek nem férhetnek
hozz4. Ha azonban kijut a sejtek kozotti térbe,dthdzovetbe, az endomizium és a retikulin
felszinéhez kapcsolédva fehérje-keresztkotéselkethidzo enzimként tkoddik. Hozzakapcsolodik
a gluténfehérjéhez. A bélham szoveteiberd anszglutaminaz enzim (tTGA) igy antigénné valik,

az ellenanyagok ezt a formajat mar képesek felismArT-sejt kdzvetitett B-sejt aktivacio utan a
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maodositott glutén (gliadinok és gluteninek) pegtiédleni IgG és IgA ellenanyagok, valamint tTG
elleni ellenanyagok keletkeznek. Az aktivalt T-ekjtelebsek tehat azért, hogy az dnfelszamolasi
folyamat alatt a vékonybélbolyhok szerkezetileglakialnak, részlegesen elsorvad a vékonybél
nyalkahartyaja, a bél nem képes megtanl ellatni a feladatat, sérul a felszivodas, leépul
szervezet. Coliakia esetén a Thl-sejtek korositkiése, aktivizacioja torténik (SCHUPPAN and
HAHN 2002). Az ezekdl a limfocitakbdl felszabaduld citokinek (IL-2, IFINTNF3) a reakcio
helyszinére vonzzak és aktivaljak a makrofagokata ésitotoxikus T-sejteket (Fsejteket). A
gluténfogyasztas elhagyasaval a T-sejt- és ellagualasz megvaltozik, és a legtébb esetben teljes
muko6zalis felGjulds, azaz gyogyulas kovetkezik BAWKINEN et al. 1999, FASANO and
CATASSI 2001, CICLITIRA and MOODIE 2003).

A tulérzékenységi mechanizmusok koziul a colidkia thpusu, kéd hiperszenzitivitdsu
reakcio. Coliakia esetén a buzafajtdk (durum, apekamut), rozs, tritikalé, arpa, és zab
gluténfehérjéi okozzak a tuneteket, melyek rendsizdokozatosan, lassan, 1-3 napon belil
alakulnak ki (LUNDIN et al. 2003, ARENTZ-HANSEN 280 KASARDA 2004). A rozs, arpa,
tritikalé taxondmiailag a buzéhoz hasonléak, hasmzerkezét peptideket expressszalnak, ezért
toxikusak a buzaval egyttt a céliakiasokra nézvRP¥R et al. 2002). A zab toxicitasa vita targya,
mivel szamos publikacié szerint a zab nem artalenagl nyalkahartyajara (JANATUINEN et al.
2002, HOGBERT et al. 2004, STORSRUD et al. 2003).még nem ismert, hogy esetleg mas
gabonak fehérjéi okozhatnak-e toxikus reakciotlaékidsoknak (KASARDA 2001). A colidkia az
élet folyaman is kialakulhat, de drokletes is leleétidkiara hajlamosito tényé&z nagy része a 6-0s
kromoszoma MHC Il. osztalyba tartoz6 HLA alléljdiv&l szoros Osszefuggésben. A betegek
tobbségénél a HLA-B8, HLA-D3, HLA-DR7, kisebb hady&nal HLA-DR5 és HLA-DR7 allélek
mutathatdk ki. A HLA-DQ2 fehérje 95%-ban, a HLA-DB86-ban viszont minden colidkias beteg
esetében éfordul, de a nem HLA asszocialt gének is szerefiszanak a betegség keletkezésében
(KISS 2004, WOODWARD 2007). A betegség diagndzigavizsgélattal (IgA endomizium
ellenanyag (EmA), IgA szoveti transzglutaminaz ridleyag (IgA tTG), gliadin-specifikus IgA és
IgG ellenanyag kimutatasa), és ismételt (3x-4xYinajis biopsziaval torténik. A glutén tartalmu
bldza-, rozs-, arpa-, zab gabonak gluténje okozéagé (nem-coliakias gluténérzékenység) és a
coliakia kozotti kulénbség csak a coliakias diagtiadlas soran dertlhet ki, mivel legtdbbszor -de
nem minden esetben- a megnyilvanuld tinetek (Zkhsiz pokhas, fefidés elmaradasa,
hipovitamindzisok, pszichés és magatartasi zavaéskpz allergiat kivaltd fehérjék (buza, rozs,
arpa, zab gluténjei) azonosak (http://www.foodirttoin/celiac.asp). Az emlitett gluténallergia
esetében a négy gabona taxonémia rokonsadga mmtfavasolt egyik gabona fogyasztasa sem, de
klinikai tineteket nem biztos, hogy mindegyil6idéz a betegben. A kulénbség tehat a tlunetek

mogotti nagyon kuldnbd@z immunolégiai folyamatokban van. Eilb adéddéan a betegség
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felismerésére szolgalo vizsgalatok, és a kezeldmmatkozé utasitdsok, a két betegség kimenetele,

€s a gyogyulas hajlama is kilonBdz. tablazai).

1. tAblazat: Buza, rozs, arpa, zab gluténje okoztgluténszenzitiv betegségek kdzotti

azonossagok és kulénbségek

Nem-colidkias Coliakia
gluténérzékenység
(allergia)
Patomechanizmus | JOl ismert patomechanizmus Nem teljesen ismert
IgE medidlt reakcio T-sejt medialt reakcid
. tipusu, azonnali IV. tipusu, kési
Eletkor Kialakulhat barmikor, Kialakulhat barmikor,
foként felrbttkorban foként gyermekkorban
Tlnetek Gyomor/bélrendszeri,do, légati | Gyomor/bélrendszeri,
extraintesztinalis
Vékonybél Nem jellems, de ebfordulhat Sulyos boholyatrofia és/vagy
szdvettani elvaltozas jellegzetes szovettani jelek
Genetika Csaladi halmozodas, atopia Csaladi halmozo6das,
HLA DQ?2 és/vagy HLA DQ8
pozitivitas
Diagnozis Specifikus IgE antitest szérumbdlEmA, tTG IgA és IgG,
bértesztek bélbiopszia szOvettani lelete
Kezelés Diéta-nem feltétlendl kell mind a| Diéta-buza, rozs, arpa, zab
négy gluténra gluténra
Kimenetele MegsZinhet Egész életen at megmarad

Jelenleg nem ismerink olyan kezelési médot, amebldliakidt meg tudné szintetni. A
glutén (buza, rozs, arpa, zab) teljes étrendi &lidga viszont megallitia a kéros immunoldgiali
folyamatokat és igy, a betegség minden tinete &ma vékonybél-nyalkahartya teljesen
normalizalédik, a beteg teljes életet élhet. A yeitadtt” gabonék helyett pl. amarant, hajdina,
kukorica, széja vagy indiai riz&f quinoa, vadrizs hasznalhatd (ARENDT et al. 20@4¢6lidkias
diéta életresz0l6, mig az allergia esetéifoetiulhat, hogy csak egy megadotbiie vonatkozik a
betartasa.

A korszefi cdliakias vizsgalatoknak koszonBeh mar tudjuk, hogy a kdnnyebben
felismerhed, tipusos esetek mellett a betegségnek Un. csdpillest) és latens formja is van.
Csendes colidkiarol akkor beszélink, mikor latsgdleég nincs tiinet, de a szervezetben mar zajlik
a karositdé immunfolyamat, kimutathaté a vékonybBthok atépilése. A latens colidkidban
szenvedknek a vizsgalat idején még nincsenek panaszaikolybaik épek. Ez a csoportisé- és

genetikai vizsgalatok kapcséan valt ismertté.
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2.3. Elelmiszer allergének és keresztallergének ajonséagai

A legtdbb élelmiszer szamos fehérjét tartalmaznee mindegyik allergén. Az élelmiszer
allergének tobbsége fehérje (gliko-, lipo- és nogteteinek), mas része poliszacharid vagy lipoid,
de az élelmiszerekben maradvanyként, szeriagsként difordulé anyagok, antibiotikumok,
peszticidek, hormonok, toxinok, egyéb kismolekulék a részben elbontott immunreaktiv
komponensek is hordozéhoz &dve lehetnek allergének. Molekulattmeguk 5-70 kDeoit
mozog, bar vannak oligomer allergének is, melyek XDa molekulatotmdek is lehetnek
(BESLER 2001). A tunetekért fetid allergének nem kor-, illetve tunetfiigk (TAKIZAWA et al.
2001). Az allergén jelleg als6 hatérat a molekutag tekintetében az immunvélasz kivaltasa, a
felsst pedig a bélfal ateresitépessége szabja meg. Altalanos jeligiilz hogy féstabilak,
ellenalinak a tapcsatorna enzimeknek (pl. pepsztripszines, kimotripszines emésztés), savas izo-
elektromos ponttal rendelkeznek, technoldgiai kit soran stabilan megtartjak szerkezetiket és
minimdlisan két IgE-k@t hellyel rendelkeznek (POMS and ANKLAM 2004). Azekdhiszer
allergéneknek két tipuséat kulonboztetjik m2gtéblazal).

2. tAblazat: Az élelmiszer allergének tulajdonsagaiBAKOS 2006)

1. tipusu 2. tipusu
(Léguti allergénnel keresztreaktiv allergének)
Szenzibilizacié| Gasztrointesztinalis uton|  Inhalativ-primér légligénekkel
Hé- és Erésen stabll Altalaban labilis (OAS),
savstabilitas ritkan stabil (szisztémas reakciok)
Klinikai B6rén, gyomorban és Szdjirritacio (OAS), emésiatendszer
tinetek bélcsatornaban, bevezet szakaszdban (szisztémas reakciok)
légzszervben (anafilaxial
Példak Tehéntej, tojas, Gyumolcs (keresztreagal nyirfaval, latexel)
hal, féldimogyor6 Feketelrom (keresztreagal zellerrégZerrel)

Az 1. tipusu allergének stabil szerkéisdt, €s emésztés soran fejtik ki hatasukat. A Ristip
allergének csak a méar koradbban léguti allergénrelkényitett betegek esetében okoznak lokalis -,
illetve szisztémas reakciokat. A 2. tipusu allemdémllergizalé hatdsa az inhalativ allergénnel
tortérd keresztreakcidban rejlik. A léguti allergén alkialtott allergiaban a léguti allergén az
elssdleges, ahol az allergén a légutakon keresztll k@lteakciot, sorrendben ezt koveti a
taplalékokkal szemben kialakult reakcié. A 2. tipaslergénekre, melyek legtdbbszor zoldségékb
€s a gyumolcsokih szarmaznak, a legjellerdlab tiinet az oralis allergia szindréma (OAS), amely
gégeddéma, gégeduzzanat esetén életveszélyesamaafisokka is fajulhat. llyen OAS lehet a
pollen-élelmiszer szindrébma (VIETHS et al. 2002,EVHS 1997), illetve a latex-élelmiszer
szindroma (WAGNER et al. 2004, YAGAMI 2002). A kertreakcié szempontjabdl a masik

lehetiség az, hogy a taplalék az G@lkeges allergén, ekkor a gyomor-bélrendszer nyalitghjan
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keresztul torténik az érzékenyités és ez valtjpdldaul a haziporatka aktivalodaséat. Abban az
esetben alakul ki a fehérjék kozott immunoldgiaidsztreakcio, amikor két kilonhbézde hasonld
molekulamérdt fehérje kozott szerkezeti hasonldésag (részben cgz@aminosav szekvencia)
taldlhatd. Keresztreakcio nemcsak taplalék - éstiéghérjék kozott johet létre, hanem azonos
allatfajok fehérjéi, azonos ndvényfajok fehérjéhvdli allatfajok fehérjéi, tavoli névényfajok

fehérjéi, illetve novényi és allati eredleanyagok kozott egyarant. A keresztreakcio kialagal

sz

2.4. Az allergén aktivitas és a fehérjeszerkezetkotti kapcsolat

A stabilithson kivil a fehérjék allergén jellegeeswpontjdbdl nagy szerepet jatszik
immunogén karakterik. Az immunogenitds a fehérjékaro képessége, mely soran az él
szervezetbe jutva immunvalasz kivaltadsara képesekz az immunkompetens sejteket aktivalva
antigén-specifikus ellenanyag-termelést inditanekAz immunvéalaszt kivaltdé tulajdonsagukat,
azaz a fehérjék allergén/antigén jellegét kémierlszzetik, és molekulatomegik hatarozza meg
(FAO/WHO 2001b). A nativ fehérjemolekulak pontosameghatarozott, alland6 térszerkezettel
rendelkeznek. Az antigén feliletén szamos olyan ivaot talalhatd (epitdépok,
antigéndeterminansok, 12-18 aminosav), melyekhezarsitestek specifikusan Kitni tudnak
(POMS and ANKLAM 2004). Az epitopok két csoportrazthatok: szekvencialis (folytonos) és
konformacios (nem-folytonos) epitopokra. A szekvélg epitopokat peptidkétéssel kozvetlendl
egymashoz kapcsolt aminosavakbdl all6 rovid liredoéptidszakaszok (aminosav szekvenciak)
alkotjak, a konformacios epitopokat pedig a fehétpszerkezetének kialakulasa soran egymashoz
szorosan asszocialddott aminosavak alakitjdk KKGREMORTEL 1992). Minél tobb epitoppal
rendelkezik a fehérje, annal nagyobb a specifikageioképességet biztositd antigenitésa.

Az utdbbi években nagyszamu téplalék allergént egivottak, izolaltak és jellemeztek.
Ennek ellenére a fehérje allergének nem irhatokede kozos, altalanos szerkezettel (POMES
2008). AALBERSE (2001) az ismert szerkézéfelmiszer allergéneket 6t csoportba sorolta a
fehérjék harmadlagos szerkezete alapjan téblaza). Az ismert allergének haromdimenzios
szerkezetének vizsgalatabol azt a kovetkeztetéisetdd levonni, hogy nem rendelkeznek
altalanosithaté, kulonleges, hdromdimenziés szetkennasokkal, csak azzal a képességgel, hogy

el tudjak érni és képesek stimulalni az immunsejtés a hizdsejteket.
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3. tablazat: Az élelmiszer allergének szerkezet gaati csoportositasa (AALBERSE 2001)

Szerkezet Példak

1. | Anti-paralelB-szerkezet| Szerin proteazok (tripszin), széja KTI
2. | Anti-paralelf3-szerkezet| B-laktoglobulin (tej)

€s egy vagy tobba-
hélix asszociacidja

3. | o- ésp-szerkezetek Lizozim, laktalbumin
(nem szoros asszociacip)

4. | a-hélix nsLTP-k, 2S albuminok (magok),
parvalbuminok (halak)
5. | Egyéb szerkezetek Szerin protedz inhibitor, (ovaiin,

amilaz, tropomiozin, kis fehérjék

2.5. Elelmiszer allergének adatbazisai és nomenkiatija

Az allergénként azonositott fehérjék jelleimadatainak tarolasara eliérészletességgel és
eltérs filozofiaval szdmos adatbazis jott |étre (Ablazasl).

Az allergén adatb&zisoknak nagy szerepik van egym@sbioinformatikdban, mellyel a
biotechnoldgiai uton é&llitott Uj élelmiszerek élelmiszer-biztonsagi kaezktbecslési vizsgalatat
seqitik, méasrészt az élelmiszer allergén fehérjgrkezeti és fizikokémiai tulajdonsagainak
analizisében.

A szekvencia informéciés adatbazisok csak az israketgének aminosav-szekvencidjara
utalé adatokat tartalmazzak, de nem ismertetikharfe szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagait. A
molekularis informéaciokra fokuszalt adatbazisok a@minosav-szekvencia informéacion kivul a
fehérje szerkezetdr, és az allergén epitép (ha ismert) elhelyezkééss tajékoztathat. Az
altalanos adatbazisok az allergén fehérjével kdamsoinformaciokon (forras, bioldgiai funkcio,
érzékenyités Gtja, molekulatdmeg, szerkezet, taxdaokivil, klinikai, diagnosztikai, biokémiai és
epidemioldgiai informéciokat, valamint a téméavapé&solatos folydiratokat is tartalmazhatjak. Az
adatbazisok nagyrészének mas adatbazisok adatsiheem hozzaférése. Az adatbazisok kozil
kilég az ,Allergen Nomenclature”, mely az ImmunoidigTarsasagok Nemzetkdzi Szovetségének
Allergén Nomenklatira Albizottsaga (Internationahibh of Immunological Societies (IUIS)
Allergen Nomenclature Sub-Commitee) altal elfogaddiergénnek mibsult fehérjék uniform és
alland6 megnevezését biztositia. Ezt tobb adatb&isalkalmazza. A tisztitott allergének
nomenklatiraja szisztematikus rendszert kovet.l@l§e el$ harom bdtje a nemzetségre-, az azt
kovet egy betije a fajta névre, a végén megjelearab szam pedig az allergén azonositasanak
kronolbgiai szamara utal (pl. Bet v 1 nyirfapollaiergén). A rendszer ugyanazon allergén
izoallergénijeit és izoformdit (variansait) is jel(8CHEIN et al. 2007, BRUSIC and PETROVSKY
2003, BRUSIC et al. 2003, MARI et al. 2006, CHAPM/ANal. 2007).
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4. tablazat: Allergén-specifikus adatbazisok

Adatbazis URL (http://)

Szekvencia adatbazisok

GenBank/GenPept www.ncbi.nim.nih.gov
EMBL/TrEMBL www.ebi.ac.uk/embl
DDBJ/DAD www.ddbj.nig.ac.jp
SWISS-PROT www.expasy.ch

Protein Information Resource (PIR) www.nbrf.geoogat.edu
Protein Data Bank (PDB) www.rcsb.org/pdb

Nucleic Acids Research database collection wwwl @ uk/nar/database/

Molekuléris adatbazisok
Biotechnology Information for Food Safety (BIFS) | www.iit.edu/sgendel/fa.htm
Database

(National Center For Food Safety Technology)
Food Allergy Research and Resource program www.allergenonline.com
(FARRP) Allergen Database
(University of Nebraska)
Central Science Laboratory (CSL) Allergen Databasewww.csl.gov.uk/allergen
(ADB)
Structural Database of Allergenic Proteins (SDAP) | fermi.utmb.edu/SDAP
Allermatch www.allermatch.org
Allergénekrél, allergiarol sz6l6 altalanos
adatbazisok

Food Allergens of Plant Origin PROTALL www.ifr.blasac.uk/Protall

InformAll foodallergens.ifr.ac.uk

ALL ALLERGY www.allallergy.net

Allergome www.allergome.org

Asthma & Allergy Gene Database cooke.gsf.de/astlemaggin.cfm

Allergen Database for Food Safety (ADFS) allergdrs.go.jp/ADFS

ALLERDB research.i2r.a-
star.edu.sg/Templar/DB/Allergen

IMGT Marie-Paule Allergen page imgt.cines.fr/texi¥5Teducatio

n/IMGTlexique/A/AllergensBioch
emicalData.html

The Immune Epitope Database www.immuneepitope.org
WebAllergen weballergen.bii.a-star.edu.sg
Pfam protein family database www.sanger.ac.uk/SofyPfam
allergen database for food safety allergen.ningptDFS

Food Allergy Research and Resource Program Allergeww.allergenonline.com
Database
Nomenklatdra
Allergen Nomenclature www.allergen.org
Allergen Nomenclature Sub-Commitee of the World
Health Organization and International Union of
Immunological Societies (WHO/IUIS)

Az allergének szekvencidjarol és szerkezétégyre viulé ismereteinknek koszonléen,
késibb mar az élelmiszer allergéneket csaladok és szsgl@dok szerint osztalyoztak a szerkezeti

és biokémiai funkcidik szerint. Azok a fehérjék leek egy csaladba, amelyek kdzott 30% vagy
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annal nagyobb volt a szekvencia-azonossag, valaaziok a fehérjék, amelyek ugyan 30%-nal
alacsonyabb szekvencia-azonossagot mutattak, dicifikban és szerkezetikben hasonléak
voltak. A Pfam adatbazis 16.0 verzidja 7677 feloSgéadot foglal magaban (BREITENEDER and
MILLS 2005). Ha csalad és csalad kozott alacsonyarszekvenciabeli azonossag, de a szerkezeti
és a funkciondlis tulajdonsagok ko6zos evoluciosdetre utaltak, akkor a csaladokat egy
szupercsaladba soroltdk (BREITENEDER and RADAUER40Biokémiai funkciéjuk alapjan a
fehérjék lehetnek: hidrolitikus és nem hidrolitikeszimek, enzim inhibitorok, transzport fehérjék,
szabalyozé fehérjék, tartalék fehérjek a magbagy wsdekezésben szerepet jatsz6 fehérjék. A
novényi eredét éleimiszer-allergének négy tsoportjat asb. tablazat mutatja. Erdekességképpen
elmondhat6, hogy ezen élelmiszer-allergének 60%peokmin szupercsaladba tartozik. A pollen
eredel allergéneket 29 csalddba soroltdk, de ezek kozifb gollenallergén csaladok az
expanzinok, a profilinek, és a Ca-&dtehérjék csaladdja. Az allati eredetllergének haromof
csaladja a tropomiozinok, az un. EF-kdehérjék (,EF-hand” proteins) (kdztuk paralbuminoés

a kazeinek csaladja, 14 kisebb csalad mellett (BEREDER 2008).

5. tblazat: Novényi eredeli élelmiszer allergének osztalyozdsa (RADAUER et £2007)

Fehérje osztalyok

|. Prolamin szupercsalad
1. Nem-specifikus lipid transzendge csalad
2. 2S albumin tartalék fehérje adal
3. Gabona eretl@t-amilaz/tripszin inhibitor csalad
4. Gabona eretigtrolamin csalad
[I. Cupin szupercsalad
1. Vicilin-tipust mag tartalék fejgecsalad
2. Legumin-tipusu mag tartalék fghésalad
lll. Bet v 1 szupercsalad
1. PR-10 csalad
2. & latex fehérje csalad (major latex proteins, MLPS)
3. Eréssel sszefigghérje csalad (Ripening Related Proteins, RRPs
IV. Profilinek

2.6. F6 buza allergének, coliakia kivaltasaért feldis fehérjek és velik

keresztreagalo fehérjék

OSBORNE (1907) nyoman a gabonafehéljészol6 szakirodalomban igen elterjedt a
gabonafehérjék oldhatésag szerinti csoportositéssen az alapon vizoldhaté albuminokat,
sooldhaté globulinokat, alkohololdhaté prolamingk#&s sav-, illetve lugoldhaté glutelineket
kildnboztetnek meg. OSBORNE (1907) nyoman a buzdosgermium tartalék fehérjéit
gliadinokra, illetve gluteninekre osztottak (LASZM™ 1999), aszerint, hogy 70%-o0s alkoholban,

22



illetve hig savban vagy lugban oldédnalkde §bra). Az albuminok, globulinok a fehérjék 20-50%-
at, mig a glutén frakcid a fehérjék 50-80%-at feddi A prolaminok szekvencia szerint kén-
szegény — (plw-gliadin), kén-gazdag — (p, y-gliadin, LMW glutenin) és HMW prolaminokra -,
a prolamin gliadinok pedig elektroforetikus moldisuk alapjana, B, y, w-gliadinokra is

csoportosithatok. Néhany gabona prolamintartalrkévetkes: baza gliadin 69%, kukorica zein
55%, arpa hordein 46-52%, rozs szekalin 30-50%, zalnin 16%, rizs orzenin 5%

(http://www.immunocapinvitrosight.com).

Buzafehérjék

Albuminok Globulinok Glutén
vizoldhatdak s6oldhatoak nem viz/séoldhat6a

/ / |

pl. LTP1 allergé, PF- pl. a-amilaz inhibitor
fehérjeallergének & i 4 . .
f g és szerpin allergéne Prolaminok Glutelinek
Gliadinok Gluteninek
alkohololdhatéak sav/lugoldhatéak

4. abra: Osborne szerint frakcionalt buzafehérjék

A buzafehérjék tobb mint 300 fehérjéje kozul cséhdnyat (>70) azonositottak allergénként.
A buzafehérjék viz- és sooldhat6 frakcioja (albuokiiglobulinok) is és a viz- és sodoldhatatlan
frakcidja (gliadinok, gluteninek) is jelefg allergénforras (WALSH et al. 1985), mégis a \ég-
séoldhato frakcio képviseli a legfontosabb alleejéosoportja{BITTNER et al. 2008).

A buza allergének azonositasara és jellemzéséetekiroforetikus modszerekkel kombinalt
IgE immunblott (1D, 2D) alkalmazésa terjedt el. Mpsag az elektroforetikus Uton val6é fehérje-
elvalasztas a kromatogréafias elvalasztassal szembggobb dinyben részesil, hisz altala, a
buzaliszt komplett fehérje-6sszetétele feloldasdilk valamint a vizsgalat nagyobb felbontasban
elvégezhdt, igy a felebs allergének konnyebben jellemezike(BAUR and POSCH 1998).

Szamos irodalomban olvashatd, hogy a kuloghizza pozitiv humén szérumok kilénboz
buzafehérjéket ismertek fel, amelyek rendkivil regén és egyedi immunblott-mintazatot
eredményeztek. SANDIFORD et al. (1997) 12, 21,3%,69 kDa-nal, VARJONEN et al. (1995)
26, 38, 69 kDa-nal, HOUBA et al. (1996) 14, 30, BRa-nal azonositottak & IgE-koH
tulajdonsaggal rendelkézblzafehérjéket. JONES et al. (1995) 20 és 47 kDzafehérjéknél,

emésztés utan mutattak ki IgE-reaktivitast.
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A molekulatbmeg alapjan azonositott IgEkdallergén fehériek kozul csak néhanyat

azonositottak és jellemeztek molekularis szinengblazal).

6. tAblazat: Szekvencia alapjan beazonositott buzdlergének

a-amilaz inhibitorok WALSCH et al. 1989
Heterotetramer alegységek: WTAI-CM2 (14 kDa) | ARMENTIA et al. 1993
WTAIMBB (14 kDa) FRANKEN et al. 1994
WTAIMIL6 (16 kDa) | POSCH et al. 1995
WTAIML6* (16 kDa)
Homodimer alegységek:  WDAI-1 (15 kDa)
WDAIék/vagy WDAI-2
Monomer WMAI-1 (14 kpa
Tri a Bd 17K fi-amilaz inhibitor CM16 homolég) YAMASHITA et al. 2001
Agglutinin homodimer alegység: WGA (17 kDa) SUTT@Nal. 1984
Agglutinin isolectin 1 (Tri a 18) http://allallergyet/databases,
www.allergen.org
Acil-CoA oxidaz (rizs homolog) (27 kDa) POSCH et H95
Frukt6z-biszfoszfat aldolaz (rizs homolég) (37 kDa) WEISS et al. 1997
Tri m peroxidaz (36 kDa) SANCHEZ-MONGE et al. 1997
Tri a peroxidaz (60 kDa) WATANABE et al. 2001
Tri a Bd 36K YAMASHITA et al. 2002
Tri a trioz-foszfat izomeraz (TPIS) ROZYNEK et 2002
Thioredoxin (Tri a 25) WEICHEL et al. 2006a,b,
www.allergen.org
Szerpin, szerin-karboxipeptidaz AKAGAWA et al. 2007
WEICHEL et al. 2006a
3-Purthionin WEICHEL et al. 2006a
Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz AKAGAWA éi 2007
a-, B-, V-, BITTNER et al. 2008
w5-Gliadin (Tri a 19) http://allallergy.net/databases,
www.allergen.org
HMW glutenin www.allergen.org
Glutenin (Tri a 26)
ns LTP1 (Tri a 14) www.allergen.org
TriaLTP ASERO et al. 2000
Profilinek (Tria 2.1; Tria 2.2; Tri a 2.3; TrikR2) http://allallergy.net/databases
Tri a kitinaz DIAZ-PERALES et al. 1999
Tri a germin JENSEN-JAROLIM et al. 2002

Ezek kozé tartoznak a viz- és sooldhat6 frakcidilkee kilonb6s 14-17 kDa kozottia-
amilaz/tripszin inhibitor csalad fehérjéi (GOMEZ at. 1990), beleértve a tetramaramildz
inhibitor CM2, CM3, CM16 alegységeket (ARMENTIA at. 1993, ZAPATERO et al. 2003), a
dimer a-amilaz inhibitort (ARMENTIA et al. 1993, POSCH at. 1995, AMANO et al. 1998,
RASANEN et al. 1994, FRANKEN et al. 1994), a monomemildz inhibitort (ARMENTIA et al.
1993, AMANO et al. 1998) és egy rozs erdideipszin inhibitorhoz homoldg fehérjét (AMANO et

24



al. 1998). Ezek a fehérjekként a pékasztma, kevésbé az élelmiszerallergitkiv JAMES et al.
(1997) demonstraltdk, hogy a dimer blramilaz inhibitor alegység (15 kDa) emésztés ugan i
allergiat okozott.

AMANO et al. (1998) a monomea-amilazok kozul a 0.19-et és a 0.28-at talaltak a
legesebb immunreaktiv fehérjéknek. KUASABA-NAKAYAMA etl. (2000) kutatasai szerint az
atopikus dermatitiszben szendefhpan betegek széruma a tetrarmeamildz alegységek kozul
csak a CM3-al (14 kDa) mutatott IgE-reaktivitAsth@it a CM3 alegységek nemcsak a pékasztma,
hanem az atépikus dermatitisz kivaltaséért is delallergének. TSUJI et al. (2001y kDa-nél
azonositottaka-amilaz inhibitor glikozilalt alegységeket (CM16,M17). YAMASHITA et al.
(2001) egy CM16-al homolog Tri a Bd 17K fehérjébaasitottak.

POSCH et al. (1995) 2D-n 5,5-6,8 pH kozott todtéelektroforetikus elvalasztast
fehérjeanalizissel kombindlva azonositottak buzdergdneket. Korulbeluil 700 oldhaté
polipeptidt®l 70-80 mutatott IgE-reaktivitdst pulozott (kevett)iza-pozitiv szérummal, de az
érzékenyités gyakorisagat nem mérték. Az IgE-kdt@wminans helyei a gélképen a kovetkez
voltak: 14-18 kDa, 27 kDa (pl 5,8-6,8), 37 kDa,ld3a (pl 5,9-6,5) és 70 kDa (pl 5,5-6,1). Fehérje-
szekvencia és aminosav-0sszetétel analizissel ,bépgaa-, kukorica- és rizs- eredeti-amilaz
inhibitorokat (14-18 kDa), - acil-CoA-oxidazt (20k), - fruktdz-biszfoszfataz aldolazt (37 kDa)
azonositottak.

SUTTON et al. (1984%zerint egy homodimer agglutinin alegység (17 kEantén mutatott
IgE-kdt tulajdonségot.

KITTA et al. (2006) 2D-s elvalasztast kogeMALDI TOF MS-el 2 fehérjesavot CM17
fehérje prekurzorral, illetve CM16 fehérje prekurab azonos aminosav-szekvencigjunak, egy
fehérjesavot pedig LTP1 prekurzorral homoldgnaéltak.

PALACIN et al. (2007)nsLTP1-t (Tri a 14) pékasztmas betegek szérumawatritek fel. A
ns LTP-k 9 kDa (90-95 aminosav) alapu polipeptidédz LTP-k valoszifileg szajon at
érzékenyitenek, de |éguti allergének is lehetnek.

SANCHEZ-MONGE et al. (1997]. monococcunblzaban egy buzaliszt peroxidazt (Tri m
peroxidaz, 36 kDa) azonositottak, melyet 6/10 hiativ szérum IgE ellenanyaga felismert. Az
érzékenyités inhalacioval tortéft. aestivumbizdban YAMASHITA et al. (2002) egy Tri a Bd
36K fehérjét, mig WATANABE et al. (2001) egy 60 kida Tri a peroxidaz fehérjét talaltak.

AKAGAWA et al. (2007) a buzaliszt teljes fehérjetaktjat 2D SDS-PAGE-val tortén
elvalasztds utan IgE-szérummal reagaltattdk. A ottt 200 fehérjepontbdl (kulénbdzpl-vel,
kulonb6d Mt-vel) 23 fehérjepont reagalt az IgE-ellenanydg@4 allergént azonositottak: koztik

szerpint,a-amilaz inhibitort, y-gliadint és HMW glutenint. Megemlitették, hogy azh viz- és
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sooldhat6 frakci6jaban 1év glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (20-70 kDakintén a
pékasztma egyiksfallergénje.

PASTORELLO et al. (2007q-amilaz inhibitort, LTP-t (9 kDa), LMW glutenin ajgségeket
azonositottak. ASERO et al. (2000) szintén egyaTriTP-t azonositottak.

WEICHEL et al. (2006a,b) fag vektorban é&llitott cDNS alapjan szelektéltak és
azonositottak IgE-kétfehérjéket, amelyek a kdvetkdevoltak: a-amildz/tripszin inhibitor csalad
tagjai, a-, B-, y-gliadinok, szerin-karboxipeptidaf3-purthionin, thioredoxin (Tri a 25; 13,4-15
kDa).

DIAZ-PERALES et al. (1999) egy Tri a kitinaz fehéj JENSEN-JAROLIM et al. (2002) Tri
a germin glikoproteint azonositottak, amelyek lkiasi és abiotikus stressz hataséara keletkeztek.

ROZYNEK et al. (2002) egy triozfoszfat izomerazri(& TPIS) azonositottak, mely pékek
esetében szintén inhalacios allergén.

A viz- és sooldhatatlan frakcio fehérjéi kézulaz -, y-, w-gliadinokat, és a LMW/HMW
glutenin-alegységeket sokan a pékasztma allergénjekzonositottak (WATANABE et al. 1995,
MARUYAMA et al. 1998, SANDIFORD et al. 1997, BITTNE et al. 2008). PALOSUO et al.
(2001) vizsgéalatai szerint am-gliadinok nemcsak a pékasztma, hanem a WDEIA, s a
élelmiszerallergia kivaltoi is. MORITA et al. (2007a HMW glutenineket is a WDEIA
tinetkivaltojaként kdzolték am-gliadinok mellett (MATSUO et al. 2004).

A fehérjék kozott keresztreakcio is létrejohet. Ardsztreakcid szerint az egyik fehérjére
specifikus ellenanyag a masik fehérjében talalrstérkezetileg homoldg szekvenciat (epitdpot) is
felismeri. Keresztreakcid lehet fajtaazonos buzédek kozott, kilonbdz blazafajtdk fehérjéi
kozott, illetve buza és mas gabonak fehérjéi kOttBORGHI et al. (1996) Einkorn buzak,
kilondsen aT. monococcunfajtak gliadin fehérjéi kozotti keresztreaktivitaBgyelték meg,
valamint azt tapasztaltak, hogy ezek a fehérjékrayér- és tésztablzakhoz képest kevésbé voltak
toxikusak a colidkidsok szaméra. A legtdbb Einkioizavonalban kevesebb azamildz inhibitor
komponens, mint a kenyér- és tésztablzakban, eeltekeére a lisztjeik és a viz- és séoldhato
frakcidi (20-60 kDa) némi IgE-keresztreaktivitastitatnak (SANCHEZ-MONGE et al. 1996).

Nagy valészitiséggel keresztreakcio, a kozeli rokonsagbafi gabonafajok fehérjéi kdozott
johet létre. Az5. abran jol lathatd, hogy a blza, a rozs, az arpa éstikae fehérjéi kozotti
keresztreakcid6 a legvalOstisb, bar a rokonsagilag tavolabbi zab, kukorica, r&s is
keresztreagalo lehet velik. BLOCK et al. (1984) RA®hibiciés teszttel mutattdk ki, hogy
keresztreaktivitds nemcsak buza, rozs, arpa észti kozott lehet, hanem az emlitett gabonék és
a kukorica és a rizs kozott is. Laborvizsgalatolerse a bulzaliszt allergének részleges
immunoldgiai azonossagot mutattak a rozsliszteklatiefiipollenekkel is (BJORKSTEN et al.
1977, SUPHIOGLU et al. 1998, JONES et al. 1995kéfszikiek k6zé sorolt amarant és hajdina
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nagyon tavoli rokonsagban van a#ldl emlitettekkel, igy a fehérjéik keresztreakcidjlisebb az

esély.
L. Magnoliophyta
Torzs (Zarvatermk)
PN I
Osztély o o
Liliopsida Magnoliopsida
(Egyszikiek) (Kétszikiiek)
Poales Caryophyllales
Rend | hylal
(Péazsitfiuvek) (Szegfiviraguak)
Csalad e N
Poaceae
Ao it 21 e Amaranthaceae Polygonaceae
(Pazsitifélek) (Disznéparéifélék) (Keseniififélék)
—I_) J
1 N [ 1 N [ | | N
Alcsalad -
Pooideae Bambusoideae Panicoideae e eeanthoiteas
(Perjefélék) (Bambuszfélék) (Kolesfélék)
N J
o ! | I I I
Nemzetség- - - N ([ N ([ ,
CSOPOI'I Triticeae Aveneae Oryzea Andropogoneae Amaranthus Fagopyrum
Nemzetség —'_/ J N J J
! . ! I I I I I
4 e N\ N\ [ N
Triticum Secale Hordeum Avena Oryza Zea Kuli:'»/nbéz’") K.III.Ijan?é
amarant fajok hajdina fajok
- J J
Faj
‘ = s N\ N
Triticum aestivum Secale cereale Hordeum vulgare Avena sativa Oryza sativa Zea mays ar:::g;?; Z.fak h:.udIi?‘ra'bf‘;.Z“;k
Bliza Rozs Arpa Zab Rizs Kukorica N 4 i fof
marant Hajdina
N \ J J \ J N J\

5. dbra: Rokonségi fa gabonafélék és pszeudoceréddiesetében

A keresztreakcio nem feltétlen azonos oldékonydabérjék kozott jon 1étre, hisz kulonhiz
prolaminok kozoétt, kilénbdzviz- és séoldhato fehérje kozoétt, valamint a proteok és a viz- és
sooldhat6é albumin/globulin fehérjék kdzott is lelmtinosavszekvencia hasonlosag (BATTAIS et
al. 2009. A kulénb6d gliadin-alegységeka| B, y, w) aminosavszekvenciai és 3D-s szerkezete
ko6zott homoldgia van (BITTNER et al. 2008). Immuntblvizsgalatok igazoltak, hogy azb-
gliadinokra érzékeny WDEIA-s betegszérumok kereszfaltaky-gliadinokkal és mas gabonék
prolamin fehérjéivel, mint a rozg70 (70 kDa) és/-35 szekalinokkal (32 kDa) és az arpd
hordeinekkel (34 kDa). Ez azt jelenti, hogy a réssaz arpa is &bézhet tineteket WDEIA-ban
szenved betegekben (MORITA et al. 2003). ELISA-val vizsgél-70 szekalinokkal szemben
21/23 (91%) -y-35 szekalinokkal szemben 19/23 (83%Y-3 hordeinekkel szemben pedig 21/23
(91%) WDEIA-s betegszérum mutatott IgE reaktivit&irprobanaly-70 szekalinokkal szemben
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10/15 (67%) -,y-35 szekalinokokkal szemben 3/15 (20%) - és3hordeinekkel szemben 7/15
(47%) betegnél lett pozitiv a teszt (PALOSUO et28l01). A legtobb blza és rozs szerpin reaktiv-
centrum-szekvenciai hasonlésagot mutattak a prolataitalma fehérjék glutaminban gazdag,
ismétbdsé szekvencidival (http://www.cbms.mg.edu-plantserpins/SERineProteinaselNhibitor). A
buza tri6zfoszfat izomeraz fehérjéje keresztreagas gabonak tribzfoszfat izomerdz fehérjéivel
(ROZYNEK et al. 2002). A buza thioredoxinnal (Tri 2b) érzékenyitett pékasztmas betegek
széruma IgE-keresztaktivitast mutatott a kukortdaredoxin-h1-el (Zea mays allergen 25 (Zea m
25), a 74%-0s szekvencia-azonossagnak koszéermeA buza TP (Tri a 14) és a barack LTP (Pru
p 3) kdzott 45%-0s szekvencia azonossagot allapktoheg, de a blaza LTP-re érzékeny human
szérumokkal végzett vizsgalatoknal csak néhany emdbeolt kimutathatdé a keresztreakci6. Ez
ramutatott arra, hogy nagy a kilénbség a 3D-s IgB-tészekben (PALACIN et al. 200 ASERO

et al. (2000) azt is megallapitottak, hogypeeltablzaban &y LTP az arpa-, a rizs-, a kukorica- és
az 6szibarack LTP-vel is keresztreagal. IZUMI et al992) arizs, arpa és buza-amilaz
inhibitorok kozott igazoltak a keresztreakciot. ARERALES et al. (1999) vizsgalatai szerint a
latex-z6ldség allergias betegéklszarmazo anonim szérumok a buaza kitinazt is rfedigék. A
véd (PR)-fehérjék ugyanis gyakran mutatnak keresatiddit latex allergénekkel, vagy gyumolcs-
és zOldség eredetordlis allergia szindromat (OAS) kivalto allerg&kel, illetve pollénnel
asszocidlt léguti allergénekkel (YAGAMI 2002).

2.7. Allergének élelmiszerekbl valé kimutatasara alkalmas analitikai

modszerek

Az élelmiszer-biztonsdggal kapcsolatos modszerfajiesztések kozott kiemelt szerepet
kapott a taplalék allergének kimutatasa és mengyis&ghatarozasa, mivel a fogyasztéi bizalom
helyredllitasa érdekében ezek jelblése és nyomathétisége az EU-s szabdalyozasnak
(2000/13/EK modositaséra: 2003/89/EK; 2006/142/2607/68/EK) megfeléen koteledvé valt.

Az allergénekkel kapcsolatos EU-s szabalyozas nmragyegfelebi: a 19/2004 (ll. 26.)FVM-
EszCsM-GKM egydittes rendelet és ennek médositoitékietei (167/2004 (XI. 29.) FVM-EUM-
SZMM, 38/2005 (IV. 27) FVM-EUM-SZMM, 86/2007 (VIII17.) FVM-EUM-SZMM, 40/2008
FVM-SZMM (IV. 3.)), valamint a 90/2005 (X.13.) FVNEUM-GKM egydittes rendelete (R.4. sz.
melléklete I. Il. fejezetek).

Az analitikai médszerekkel szemben felallitott eéhgda magas specificitas és érzékenység, a
még nyomokban éfordulé allergének érzékelésére is, valamint a sahessag, a gyorsasag, a
megbizhatdésag és a koltség-hatékonysag. Jelenledjesgének élelmiszerekbvald kimutatasa

immunoldgiai alapokon nyugszik a rutin analizisbélyen maddszerek a gélelektroforézissel
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és/vagy izoelektromos fokuszéaldssal (1D/2D) ehdtzs fehérje-kivonatok immunblott vizsgalata,
dotblott, rakéta immunelektroforézis (Rocket immlea&ophoresis, RIE), immunkromatografias
gyorstesztek, ELISA, radio-allergo-szorbens te®AST), enzim-allergo-szorbens teszt (EAST),
ahol IgE-specifikus human szérumok vagy poliklom@ilenanyagok felhasznalasaval torténik a
vizsgalat (BESLER 2001, POMS et al. 2004). A RIEz ammunblott, a dotblott, az
immunkromatografias gyorsteszt, a RAST és az EAHEitativ és fél-kvantitativ-, mig az ELISA
kvantitativ eredménnyel szolgal.

Az elektroforézis olyan elvalasztasi technika, amelyben a molekwdédktiromos eitér
hatasara kulonbéképpen mozdulnak el, és ezéltal szétvalaszthatofélélektroforézis esetén a
kdzeg, amiben a molekuldk mozognak hidrogél, lelgmtzban poliakrilamid, néha agaroz.
Poliakrilamid gél esetében a lineéaris poliakrilantéchcokat bisz-akrilamiddal térhaldsitjak. Az
akrilamid koncentraciéval jellemeziéed gél ,sirisége” (3-30%). A polimerizacidhoz sziikség van
TEMED (tetrametil-etilén-diamin) katalizatorra, aolimerizaci6 meginduldsédért ammonium-
perszulfatra, valamint oxigénmentes kézegfteii§ege szerint a gél lehet: homogén, discontinuous
és gradiens. Aliscontinuous gélnéla tényleges futtaté gél folott tomdrigélszakasz van. Célja a
viszonylag nagy mintatérfogatban téfehérjék dsszetomoritése egy csikba, hogy azataivalo,
jOl észlelhed csikokat kaphassunk. A tom@rigélszakasz dsszetétele olyan, hogy ott gyorsabban
vandorolnak a fehérjék: vediEpessége ésigisége kisebb. Amikor a molekulak kiérnek a
tomori gélszakaszbol, akkor hirtelen lefékdmek, O0sszevarjdk egymast. dradiens gélek
siriisége a futtatasi szakasz mentén folyamatosan ikgltuzvekszik. Célja az egy gélen szélesebb
moltémeg-tartomany atfogasa.

A poliakrilamid gélelektroforézis (nativ PAGE) elve a méret és toltés szerinti elvalasztas. A
nagyobb toltés, illetve a kisebb mérétmolekuldk gyorsabban vandorolnak a gélben. A rkinté
elokészitésekor a mintaidiségét cukoroldattal vagy glicerinnel kell beallitamajd markert kell
hozz&adni. A marker olyan festék, ami a futtataselire” halad, és ezzel vizualisan koévethat
folyamat. SDS-poliakrilamid gélelektroforézisrél (SDS-PAGE) akkor beszéliink, ha a fehérjék
denaturalasat redukalészerekkel és detergensekd@tolfbszor merkapto-etanollal és natrium
dodecil-szulfattal (SDS)) kezeljik. Az SDS és autgdlds hatasara a diszulfid hidak felbomlanak.
A fehérjére SDS-molekulak tapadnak, amelyek a pozdltéseket learnyékoljak, és az apolaris
részekre negativ toltéseket ragasztanak. igy mirdbérje negativ toltéslesz. Mindegyik egy
irAnyba (az andéd felé) vandorol. A vandorlasi seégst csak a méret szabja meg.

A fehérjecsikok szabad szemmel nem lathatok, ézstdsi eljardsokkal ,hivjak &l. A festés ebtti
fehérje-fixadlas savas reagensekkel (perklérsaVfaszalicilsav) torténik. A festésre a Coomassie
Blue R250 a legaltaldnosabban hasznalt festék, keltyszint ad és elég érzékeny. Ezust-festés

esetén, ezust-nitrat oldatbdl a fehérjékre barnsetist-kolloid csapodik le. Erzékenysége 5-100-
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szorosa lehet a Coomassie Blue festéssel tort@atjéekimutatashoz képest, ezért széles kérben
haszndljdk, de alkalmazéasa igen tiszta koriiményeiémyel. Az Amido Black és a Fast Green-
festékek ritkan hasznalatosak. A moltotmeg meghaé&ahoz a futtatast kalibralni kell, ezért
minden gélen futtatnak ismert moltontiefghérjéket (kalibracios ,létra”) (LAEMMLI 1970).

Az izoelektromos fékuszalagIEF) egy pH-gradiensben lejatszddo elektroforéiis.eltél
toltédi részecskék a fesziltség hatasara kialakulé pHegradek megfeléen toltésuk szerint
vandorolnak és az izoelektromos pontnak medfghl-értéknél helyezkednek el. A pH-gradienst
amfolitok, azaz kis molekulatom#&g(300-900 Da) amfoter anyagok (40-50 féle) keveréke
szolgaltatja. Ezek szintetikus ikerionos molekuldlelyek izoelektromos pontjukban kilénbdznek.
A gyarto cégil fiiggsen amino-, karboxil- és szulfo-csoportokat tartainak (HAJOS and IDEI
2001).

A fehérjék alegységeinek felbontdsét szolgal6d legtmnyabb technika &étdimenzids
gélelektroforézis (2D), amely az izoelektromos fokuszalast és az 8BG&E-t kombinalva,
Osszetett fehérje- és peptid-rendszerek (1000-200) elvalasztasara alkalmas. A vizsgalando
fehérjéket az etsdimenzidban rogzitett pH gradiensben, izoelektrofiduszaldssal valasztjak el.
Az elére elkészitett immobilizalt pH gradienst tartalm#i#G) gélcsikok karboxil-sav, vagy tercier
amino csoportot tartalmazé akrilamid-szarmazékoléaslziiinek, amelyek kopolimerizalédnak az
akrilamiddal és a bisz-akrilamiddal. Az igy kialaitf pH gradiens az elektroforézis alatt nem
valtozik, igy reprodukalhaté eredményeket biztasitnasodik dimenziéban molekulatdmeg szerint
torténik az elvalasztds SDS gélelektroforézisselehét 2D gélek képeinek specialis szoftverrel
tortérd dsszehasonlitasa egy kulonbségi fehérjetérképetinegmyez, amely egyes fehérje
alegységekben lévcsoportok jelenlétét, hianyat, azok mennyiségramiyait mutatja. A modszer
nagy hatékonysadga miatt fontos szerepet jatszikradepmikai kutatasok terlletén, ahol az
eredményul kapott szekvencia informaciok, a genamlutatdsok eredmeényeivel kiegészitve,
nagyban hozzajarulnak a fehérjék funkcidinak meégétiez (RIGHETTI 1985).

Az immunblottolas fehérjelenyomat készitést jelent, mely soran aalabztott fehérjék a
gélbsl elektroforetikusan atvihék (blottolhatok) szintetikus membranra (PVDF, nigduldz), és a
membranon specidlis eljarassal kimutathatok. A mrénma atvitt fehérjék konnyen hozzafé et
valnak az antitest, illetve a specialis reagengaknara szilard fazisban.

A dotblottolas soran a fehérje-extraktot egy a vizsgalando6 adiengl korabban érzékenyitett
poliészter lapra csoppentik. A kialakult immunkoeydt egy masodik, jelzett ellenanyaggal
detektaljak. A mddszer kivaléan alkalmas az életerimintak sérésére, ahol a foltok intenzitasa
az antigén mennyiségére utal.

A rakéta immunelektroforézis (RIE) soran ellenanyagot tartalmazé gélben a fehérjekinta

elektroforetikus mobilitasuk alapjan addig vandoai, amig a gélben meg nem jelenik az antigén-
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ellenanyag komplexek precipitdtuma, rakétaformépekee az antigén-ellenanyag egyensulyi
pontjanal. A rakétdk magassaga a fehérje mennyiségél. A precipitatumok festése Coomassie-
vagy immunfestéssel megvalésithatd. Ezt a modstedn hasznaljdk a fehérjék detektaladsara.

Az ELISA technika alkalmazédsa soran az antigén-ellenanyag kompldaktiasa antigén
kotéhelyeket tartalmazo szilard fazison (mikroklvett@baegy végbe. A szilard fazison régzitett
immunkomplex azonositasa enzimes jeloléssel tdtéAi jeldlt immunkomplex az enzimre
specifikus szubsztrat és az enzimes reakciovalyasdkromogén atalakitasat kodeszinreakcioval
jellemezhed. A szines oldat fényelnyelése ELISA fotométerrérinet, a koncentracio kalibracios
gorbe linearis illesztése alapjan szamithatdnodszer alaptipusai: direkt-, indirekt-, kompetit
kettés ellenanyag ,szendvics” médszerek.

Direkt modszer esetén az antigént, vagy az ellenanyagot jelezxiileljaras alkalmas antigének
vagy ellenanyagok kimutatadséara. A modszer elvey logelzett komponens kilésének mértéke
egy bizonyos koncentracié-tartomanyban aranyos sikiké@mponens mennyiségével. igy a jelzett
ellenanyag esetében a &dés aranyos a szilard fazishoz kotott -, vagy dubides antigén
mennyiségével, az antigén jelzése esetében pedidpaanyag mennyiségével.

Indirekt médszer soran az antigén-ellenanyag kapcsolodast az efenggal specifikusan reagalg,
anti-globulin aktivitasa jelzett, un. ,masodik eiEnyaggal” mutatjuk ki. A modszer étorban
ellenanyagok kimutatasara és mennyiségi meghasaczfiasznalhato.

Kompetitiv modszer soran a jelzett antigén vagy ellenanyagdését nem jelzett antigént vagy az
ellenanyagot tartalmazé ismeretlen mintaval gakolfz esetben a jelzett komponensokiése a
nem jelzett antigénnel vagy ellenanyaggal kompetitjatolhat6. A gatlas mértéke a gatlé anyag
koncentracidjaval ardnyos, de nagymértékben fliggllenanyag és az antigén kozott kialakult
kotés ebsségéil, az ellenanyag affinitasatél is. A moddszer igeis Kng) mennyiséf
ellenanyag(ok) és antigén(ek) kimutatasara, illetemnyiségi meghatarozasara alkalmas.

A kettés ellenanyag, ,szendvics” médszernéaz antigénnel specifikusan reagélo ellenanyag-
molekulakat kétjuk a szilard fazishoz. Az ily modkidtott ellenanyag specifikusan kéti az antigént,
és ezeért az antigén tobbkomporierddatbdl kimutathatd és izolalhatd. Az ellenangengigén
kotédés az antigénnel specifikusan reagalni képesjaltenanyaggal mutathato ki.

A mérés legtbbb esetben nyulban termelt, tisztftoliklonalis ellenanyaggal, vagy egérben termelt,
tisztitott monoklondlis ellenanyaggal torténik.

A monoklonalis ellenanyagokazonos specificitasu ellenanyag molekulakbél &llregyetlen B-
sejtlbl szarmaz6 sejtvonal (sejtklén) terméket, €s egyetlen epitop felismerésére képesek. Az
antigénre specifikus ellenanyag#&litadsahoz az immunizalast egérben, vagy patkanyiégzik.
Elsallitasa hibriddma-technikaval torténik, melyne&pgd, hogy aktivalt immunsejteket in vitro B-

sejt ereddt tumorsejtekkel (mieldma sejtekkel) fuzionaltatnAkkeletke® hibridekben egyestl az
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ellenanyag-termelés és a korlatlan tenyéséséet képessége. Minden hibrid sejtvonal csak egyféle
antitestet termel, hiszen az egyes B-limfocitaekejtsak egy adott antigénnel szemben képesek
ellenanyagot termelni. Fajlagos immunreakcio alapjalaszthatd ki az a vonal, amelyik a kivant
antitestet termeliA poliklonalis ellenanyagoktdbb, eltéé specificitdsu ellenanyag keveréke, tobb
B-sejt klbn termékei, amelyek egy adott antigérélepitopjait ismerik fel. EallitAsa nyulban,
birkdban, vagy kecskében torténik.

A gyors immuntesztimmunokromatografia elven tkdds ,szendvics” rendszértesztcsik
(kromatograf membran). A tesztcsikok altalaban rikn@lis ellenanyag alapuak. A membrant a
vizsgalando fehérje-extraktumba kell méartani. A rbedin adszorbens zénajan antigén-specifikus
ellenanyaggal fedett, szinezett mikroszemcsékhaiék. Ezek hozzakapcsoldédnak a mintdbad lév
célfehérjéhez, komplexet alkotnak és igy egyutadiahk a reakciozona felé. Itt egy bizonyos
ponton a létrejott immunkomplex a membranon madilizantigén-specifikus ellenanyaghoz
kapcsolodik, amit a mikroszemcse elsztitEse jelez. A teszt itkodését kontroll mikroszemcse
biztositja.

A RAST /EAST inhibiciés mérésekesetében az IgE-specifikus human szérumot a vizisgal
kivant élelmiszermintaval egy kénéten ebinkubaljdk. Az oldatban lévantigének gatoljak az
IgE ellenanyagok kédését a szilard fazishoz kotott antigénhez. Az imkomplexek detektalasara
izotéppal (RAST), vagy enzimmel (EAST) jel6lt aigiE ellenanyagot hasznalnak. RAST esetén az
emittélt fényt, EAST esetén a szubsztrat hozzaadhs@letked szinvaltozast mérik, amellyel a
kotott IgE ellenanyagokat detektaljak (POMS eab4).

Az élelmiszerekben |év allergének kimutatdsara az IgE-specifikus humaérusmokkal
tortérs vizsgalat nem validalhatd detektalasi médszegensaz adott allergénre érzékeny allergias
betegek szérumai egyénenként mas IgE-specificitéasatnak, valamint a szérumok mennyisége is
limitalt a vizsgalatokhoz. Ezenkivil neheziti a éstra multiallergia és/vagy mas allergénnel valo
keresztallergia esetlege$®rdulasa. A human szérumokkal végzett vizsgaldtakaélelmiszerd
tortérd allergének kimutatasa helyett inkdbb az élelmaliengia klinikai diagnosztizalasara
hasznéljdk fel. A human szérumok felhasznaldsaeddlektroforézissel vagy/és izoelektromos
fokuszélassal (1D/2D) elvalasztott fehérje-kivokat@mmunblott vizsgalatai, az allergias
betegeknél reakcidt kivaltdé fehérjék kimutatdsaeadkivil alkalmasak és legjobban elterjedt
maddszerek (GONZALEZ-BUITRAGO et al. 2007).

Az élelmiszerBl tortért kimutatasban ismertetett hatranyok kikiiszoboléséreizsgalni
kivant allergén ellen, kisérleti allatokban (nywgér, kecske, barany, csirke) termeltetve
ellenanyagokat fejlesztettek. Napjainkig csak nghaalidalt, immunoldgiai alapokon nyugvé

kimutatasi modszer létezik ELISA kitek, gyors imnesetek formajaban, kizarélag allati erddet
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szérum (poliklondlis vagy monoklondlis) felhaszsalal;, és csak limitalt szamu élelmiszer
allergén meghatarozasara (ASENSIO et al. 2008)iték kaz allergén élelmiszerforras (szoja, tej,
tojas, buza, mogyord, foldimogyord, mandula, kafplEk, szezam) egy allergén fehérjéjének
detektalaséara iranyulnak (pl. téJtkazein-, tojasbol ovalbumin-, bazabdl gliadin rhatarozas).

Az immunoldgiai médszerek mellett, napjainkbaneagre szélesebb koérben tejeBCR
madszertis alkalmazzak. Bizonyos feldolgozottjKezelt, részlegesen- illetve teljesen hidrolizalt
vagy mas technoldgiai hatasoknak kitett élelmiddsza, ahol a szerkezetében megvaltozott fehérje
kioldasa megnehezitheti a fehérje alapon tériémutathatésdgot, szikség lehet olyan kiegészit
modszer fejlesztésére, amely komplex matrixnél igkadoképes. Fontos, hogy a mddszer
reprodukéalhatd és megbizhatd legyen, de mindebiekél kiegészitse és medgmsitse az ELISA-
val vagy fehérje kitekkel kapott eredményeket (ALANN et al. 1993). Ezen feltételeknek
megfeleb, kiegészit modszer lehet az adott allergén fehérjét kddolgyvaas az adott novenyi
vagy allati komponensre specifikus DNS alapu teédsmer, amelyet egyre szélesebb korben
kezdtek alkalmazni az allergén kontaminacié &iézére. Az ilyen tipusu vizsgalatok alapja, hogy a
DNS a fehérjénél dstabilabb molekula, és szekvencigja nem valtozilg metechnoldgia soran
kitett h6 és mechanikus hatasok sordn. Azonban a DNS-fragymémet csokkenésével ez esetben is
szamolni kell, illetve a savas koZetprmékek vizsgélata kritikus lehet. A technikika#ihazasanak
egyik kritikus kérdése, hogy korrelal-e a tulajdépgeni allergiat okozo6 fehérje @t kodolo
specifikus DNS-el? Tovabba, vajon Osszevéidmeta hagyomanyos kimutatasi modszerként
alkalmazott ELISA eredménye a DNS modszer eredmétiyeEbfordulhatnak olyan esetek is,
amikor a feldolgozas soran a félkész élelmiszeangdrintkezett az adott allergén nyersanyaggal
(pl. buza), tehat a DNS-szennyezés kimutathatfeluérje mar nincs benne (pl. kemédyitovényi
olajok). A DNS-tartalom és/vagy jelenlét meghatéas#ra tobb tipust specifikus DNS szakasz
felsokszorozasan alapuld6 PCR modszer all a rend&dkmkre. A kutatasi terlleten alkalmazott
legelterjedtebb mddszerek tipusai:

Az Egyszeli PCR technika egy révid oligonukleotid par (4n. ,primerpar”), lpnerdz enzim és
dezoxinukleotidok segitségével sokszoroséara ,sigba kivant DNS szakaszt. A sokszorozés
utan gélelektroforézises modszerrel toétéhvalasztas, majd festés utan értékéllaet eredmény és
.igen-nem” valaszt kaphatunk a kérdéseinkre, agfrinaciét kapunk arrél, hogy az adott mintank
tartalmazza-e az allergén-forras DNS-ét, vagy SBEMEDI et al. 2007).

A Real Time-PCR, az alap technika tovabbfejlesztett valtozata, mmabgfeleb standard sorok
alkalmazdsa segitségével mennyiségi mérést tesztvéh utdlagos elektroforetikus
termékelvalasztas nélkul. Az eljaras lényege, rgplimeraz lancreakcié soran végbeth&NS

szakasz sokszorozasa specialis festékek (SYBR Bilkeprobak (pl. Tag man) altal a folyamat
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sordn nyomon koveth&t az emittalt fluoreszcencia megfélélullamhosszon mérhieés aranyos a
reakcioelegyben Iévmeért szekvencia aktualis mennyiségével.

A PCR-ELISA esetében a PCR-termék leggyakrabban biotinndt jediinerekkel sokszorozaédik,
igy a reakcio lefutdsat kovien, sztreptavidin kotott ELISA lemezen, enzimesddlf ellenanyag
segitségével fél-kvantitativan vagy kvantitativatométerrel kiértékelhék.

Kereskedelmi forgalomban I8WCR-kitek bizonyos élelmiszer allergén forrasaddlér, mandula,
mogyoro, foldimogyoro, tej, sz6ja) kimutatasara katok (POMS et al. 2004), illetve a kimutatas

szolgaltatasként, élelmiszer-analitikai terlletelydz6 cégeknél megrendelblet

2.7.1. A kimutatast befolyasolo ténydik, kimutatasi hatarérték

A taplalék allergének kimutatasaban és mennyiségjhatarozasaban, igy ennek megéelel
jelolésikben szdmos nehéziényes jatszik szerepet. Korlatokat az szab, hogy magenatatas
nem teljesen tisztazott kérdés, hisz nincs mégegégitett szabalyzat arra vonatkozéan, hogy mit is
kell pontosan mérni: a DNS-t, vagy a peptid-szekidn vagy az allergén fehérjét (egyet vagy
tobbet), vagy az allergént hordozo élelmiszert.kGganlasok vannak erre vonatkozéan kiléib6z
kitek form4jaban. Akadalyoz6 faktor az is, hogyadlergén gyakran csak nyomokban taldlhat6 az
élelmiszer termékekben, illetve az élelmiszermatiital maszkirozott formaban lehet jelen.
Ezenkivil az élelmiszerméatrixban akar toébb mint ealergén is difordulhat egyiddjleg.
Mindemellett hianyzik egy kelen érzékeny modszer arra, hogy a jélenés a kevésbé jelést
allergéneket, valamint a keresztreagald fehérjdékmiutathassuk. A kimutatdsi médszer elvart
érzékenységi hatarat sem tudjuk pontosan behaitaroise még nem ismerjik pontosan a
legérzékenyebb ember altal is tiinet nélkll fogyesdt legnagyobb allergén mennyiséget (No
Observed Adverse Effect Level, NOAEL) illetve aztlegalacsonyabb allergén mennyiséget
(Lowest Observed Adverse Effect Level, LOAEL), aynel legérzékenyebb emberben mar
megfigyelhed tiinet(ek)et valt ki (TAYLOR et al. 2002, CREVEL &t 2007). Erre vonatkozo6an
allatkisérletes modell nem megoldhato, igy csaketedek klinikailag igazolt adataib6l tudunk
tajékozddni. Egy altalanos megallapodas szerimnaitatasi hataroknak valahol 1 és 100 ppm kozé
kell esnilik az adott élelmiszerre vonatkozoan (PCivi8 ANKLAM 2003). Fontos problémaként
mertl fel a mintavételezés és mintd@szités is, hiszen nem ismerjuk jol az allergén
extrahalhatdésagat, illetve a feldolgozas (kdzelés) utani viselkedését sem. Ez utobbi jékikats
abbdl is, hogy a rendelkezésiinkre all6 kitek is6kbibZ kioldasi protokollt ajanlanak, az
extrahalhatésag nincs szabalyos modszerbe foglgiia gliadin kimutatasa esetén). A nem
megfeleb extrahalhatésdg miatt az alkalmazott analitikadea&reknél mennyiségi mérési hibak is
eléfordulhatnak, azaz a reprodukaltsdg nem biztosifattalkalmazott kimutatasi utmutatdk ezért

altalanosan nem hasznélhaték minden élelmiszer@RMCSEK 2005). Fontos az ellenanyag
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megfeleb specificitdsa is azaz, hogy akar feldolgozott réisteri$l is ki lehessen mutatni az
allergént.

Az élelmiszerBl valé allergének kimutatasat befolyadsolhatia a at&p fehérjék
szerkezetének, élelmiszeripari eljardsokkal valdomibozs mértéki modositdsa. Az édllitott
élelmiszerek allergén jellegének cstkkentésére tibbhetséges (SOLER-RIVAS and WICHERS
2001):

* hagyoméanyos nemesités az allergén negativ epiggm&kciojaval,

* az epitopok lebontasa fizikai folyamatokkal (pbkkzelés, hidrolizis, enzimes kezelés),
génmanipulicidval (post-transkipciondlis géncseitéles kritikus diszulfid hidak
tioredoxinos redukcioja, allergént kddolé génmotissaminosav helyettesitéssel),

» az epitbpok maszkirozdsa (pl. keresztkotést kiglakhszglutaminidz enzimes kezelés).

Ezek kozil jelenleg leggyakrabban az enzimes kezeldetve az enzimes kezelést és a
hokezelést egyittesen alkalmazzak. Az élelmiszergambgyre szélesebb kdrben hasznalnak fel
enzimkészitményeket (transzglutaminaz, glukéz-axidakkaz, a-amildz, pentézanaz, proteaz),
mivel a taplalékok lebontasa a szervezetben isreekdzrenikodésével zajlik le (CABARELLO
et al. 2007b). Az enzimes modositasoéngki kdzé tartozik a gyors reakciosebesség, azeenyh
reakcié korulmények és az alkalmazott enzimek $ipgésa (NAKAI and LEE-CHAN 1993). Az
élelmiszerként haszndlt fehérjék enzimkatalizalt dositdsa folyaman a fehérjék tapértéke
novelhes, funkcionalis tulajdonsaguk javithatd (FEENEY awtHITAKER 1986). Elelmiszer-
biztonsagi szempontbdl biztonsagosak (GenerallyoReized As Safe, GRAS), nem maradnak
aktiv formaban példaul sutés utdn a végtermékbeértBz enzimeket a terméken sem kell jeldIni
(CABALLERO et al. 2007a).

2.7.1.1. A transzglutaminaz (TG) enzim hatasa azedmiszer fehérjék kimutatasara

A transzglutaminaz enzimet (TG) széles korben mlkakak az élelmiszeripar minden
terlletén termékmisség javitdsara allomanyjavitoként, egészségesetimigter edallitaséara,
valamint mas élelmiszeralkotdk funkciojanak névétés KURAISHI et al. 2001, ZHU et al. 1995,
CABALLERO et al. 2007b, MOTOKI and SEGURO 1998z enzim konnyen alakit ki
keresztkotéseket tej, tojas, hus, szdja és gletédriek kozott (KOKSEL et al. 2001).

A transzglutaminaz enzim egy fehérje-glutamiglutamil transzferaz enzim (EC 2.3.2.13), mely
harom reakciét katalizal: acil csoport atviteli keidt; lizin és glutamin aminosavak kozotti
keresztkotést; valamint dezamidalasi folyamat®t ébra). A f6 reakciotipus a keresztkotési
reakcid, amelynek soran a lizin és glutamin maraktiott alakul ki keresztkotés(y-Glu)-Lys

kotéssel anélkil, hogy a lizin maradék biologiaeke csokkenne (GERRARD et al. 2001). A
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keresztkotések kialakulasaval Uj polimer vegyuekteieletkeznek (ROSELL et al. 2003, LARRE
2000, GUJRAL and ROSELL 2004). Az élelmiszerfenérjkeresztkdtése befolyasolja az

élelmiszermatrix allomanyat és a fehérjék kioldsagat (GERRARD 2002). A keresztkotések
mértéke fligg a szubsztratként szefefphérje makromolekularis szerkezétdHINZ et al. 2007).

A leghatékonyabb keresztkotés azon fehérjék komitisul meg, amelyek glutamin maradéka a
fehérje flexibilis régi6jadban van (DICKINSON 1997)ehat nem a fehérjék abszolit lizin- és
glutamintartalmanak, hanem az délkeges szerkezetének van nagyobb jéEgde a keresztkotés

kialakitasaban (KURTH and ROGERS 1984).

{a) |

Grlu fl.'hil; + RNH, —> (;lu.(“'.\lm + NH,
| o | &
(b | | | | - o %ﬁ/ w
Glu-C-NH, + FLN-Lys — Glu-C-NH-Lys + N, _— >
1 = g || - —
| o | | o | w L 4 o .
()
Gle-C-NH, + B0 — Gla-C-OH  + NH,

| o | &

6. dbra: TG enzim hatdsmechanizmusa (YOKOYAMA et al2004)
a. acil csoport atvitel; b. Fehérjékben/peptidekbernévé Gin és Lys maradékok kozotti

keresztkotés; c. dezamidalas

A transzglutaminaz enzim nagy lebstget rejt a gabonaipazamara is. Felhasznalasaval
minéségi termék allithatd6 &l akar nem tradicionalis, pszeudoceredlileményekbl,
kukoricakeményiibdl, rizsliszttdl (MOORE et al. 2006), mivel ezek a nyersanyagakridrtékben
vagy egyaltalan nem tartalmaznak a tészta reolégiairkezetét doéen befolydsold sikért
(GERRARD and SUTTON 2005). Sikért nagy mennyiségtaetalmazoé bazaliszt alapu termékek
esetében a TG enzim okozta valtozasok milyengégénvés informacié all rendelkezésre, ezeért
egyre jobban étérbe kerllt ennek vizsgalata (BAUER et al. 20@3yluténszerkezet modosithato,
amely soran béar kisérleti bizonyitékokkal nem alétsztott, csak feltételezidet hogy a
blazalisztll készitett termékek esetén a transzglutamindz nmenzegitségével létrejott
keresztkdtések csokkenthetik a fehérjefrakciokrgdla jellegét (GERRARD and SUTTON 2005),
igy esetleg toxikus szekvencidkat nem tartalmazppdiergén, coliakias betegek diétajaba
illeszthet termék is nyerhét(WATANABE et al. 1994).
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2.7.2. Gluténmentesség kimutatasa

A népesség jelets hanyadanal a glutén coliakias megbetegedéstbemaallergiat okoz, és
emiatt jeloléskotelezett allergénként tartjuk szdmé prolaminok olyan gluténfrakciok a
gabonakban, amelyeket etanolos extrakcioval (40)16Bet kivonni. A gabonatermékeken kiviul a
gluténfizikai-kémiai tulajdonséagainak és alacsony arakékzonheien kot- ill. toltéanyagként
mas élelmiszerekben (hus, kolbész), valamint gyfeyekben, kozmetikumokban is megtalalhato.
A klinikai tunetek sokfélesége miatt nehezen hatdatd meg a gluténmentes élelmiszerekben,
nyomokban eifordulé glutén kiszobértéke. Az eddigi kisérletéls, a diétas felmérések azt
mutattdk, hogy méar a napi 100 mg gliadin-bevitelgend volt a tipikus colidkias elvaltozasok
elbidézéséhez, mig a 4-14 mg gliadin-bevitel még nemzatt a vékonybélben mukdzalis
elvaltozast a betegeknél (HISCHENHUBER et al. 200@rmészetesen az idealis helyzetnek a 0
mg glutén-bevitel tekinthét Ez az an. ,zérd-tolerancia” elv a gyakorlatbanglaténmentes
élelmiszerek @allithsanél (a gluténmentes élelmiszerelodlitdsara vonatkozd jelenlegi
magyarorszagi szabalyozast a 36/2004 (IV. 26.) E®MCOendelet tartalmazza /modositasa:
12/2007 (lll. 6.) EUM rendelet/) viszont nem tatthamivel glutén nagyon kis mennyiségben, de
kimutathato a gluténmentessé tett és a terméspethsEnmentes élelmiszerekben is. Sziikség van
tehat egy elfogadhatd hatarérték felallitasara.ekErérdekében egy megfelgkimutatasi médszer
kidolgozéasa létfontossaguva valt.

A Taplalkozastudomanyi és Kuldénleges TaplalkozééiiCElelmiszerek Codex Bizottsaga
(Codex Committe on Nutrition and Foods for Spedhaetary Uses, CX/NFSDU) szerint az
élelmiszerekben és élelmiszeralkotokban a glutémtitativ kimutatasa immunolégiai modszerrel
ajanlott (pl. ELISA), alternativ mddszernek pediDIdS alapu kvalitativ meghatarozas javasolt.

A gluténmentes élelmiszer, meghatarozdsa alapjgmészél olyan 0Osszetatkbdl All,
melyek nem tartalmaznak buzabdl, egyBiticum fajokbdl (rozs, arpa), zabbdl és keresztezett
véltozataikbdl szdrmazd egy alkotét sem, és amkljoataminaciobol szarmazo gluténtartalma
nem haladja meg a 20 mg/kg-ot. Masrékgluténmentes az élelmiszer, ha buzabdl, egyélwum
fajokbdl (rozs, arpa), zabbdl és keresztezett wattkbol készilt, de gluténjuk kivonaséaval
.gluténmentessé” alakitott, és az igy kapott mahagivgluténtartalma nem tébb mint 20 mg/kg.
CsoOkkentett glutén tartalmua élelmiszdrakkor beszélhetliink, ha buzabdl, egyéhidum fajokbdl
(rozs, arpa), zabbdl és keresztezett valtozataikkédzult termék specialis technol6giaval
csokkentett gluténtartalma 20-100 mg/kg kozott ngoZ&X/NFSDU ALINORM 08/31/26,
Appendix 111.). Az analitikai mddszerekkel szembetwaras az, hogy a kimutatasi hatar legalabb

10 ppm legyen a végtermék szarazanyagtartalmas@kaztatva.
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Elektroforetikus mobilitasuk alapjana—, -, y-, w-prolaminokat kilénbdztethetiink meg,
amelyek mennyiségi eloszlasa minden gabonanévényaél és mas. Am-tipust prolaminokat
tartjak elésorban toxikusnak cdélidkia esetén, desidzelt élelmiszerekben, csak aegliadinok
kimutatasara van méd. A kulonkbzrolaminok €, B,y, @) mennyiségi eloszlasa mellett az
élelmiszerek heterogenitdsa is szerepet jatsziluierg detektéldsaban. A vizsgéland6 élelmiszer
lehet szilard (pl. sutemények), vagy folyadék (jagh szirup). Ezenkivil az élelmiszerek nagy
része feldolgozasuk sordnéKezelésnek vagy enzimes folyamatoknak van kitévanek
eredményeképpen a glutén szerkezete megvaltoaterd@nt a felszine oldhatatlanna valik, illetve
részlegesen vagy teljesen hidrolizalodik. Fontosek&mény a fehérje alapu glutén-detektalési
moédszereknél, hogy ne csak nativ formédban, hanemélalmiszer feldolgozdsa utan is
detektalhatoak legyenek a prolaminok. Ezen fehéljékyerése megfelél extrahald-oldattal
javithatd. A glutén fehérje alapl kimutatasara fajpd modszer létezik: mikroszkopos,
eletkroforetikus, kromatografias, illetve immunalig Az immunoldgiai alapokon fkdds
modszerek éhye, hogy nyers és feldolgozott élelmiszerek kyatiti mérésére alkalmasak az
el6zéekben felsorolt, idigényes és draga imezerezettséget igényelmodszerekkel szemben.
Ezenkivil megbizhaté eredményt adnak, kilondsereldolfjozott és dkezelt élelmiszerek
esetében. A glutén immunoldgiai alapokon nyugvé ukatasa kétféle moddon torténhet. A
mikrotiter lemezen végzett kimutataséidés niiszer igényesebb, ugyanakkor kvantitativ és
kvalitativ mérést is leh&vé tesz T/a. abra). Altalaban kompetitiv vagy szendvics ELISA elven
mukodik. A masik egy 5-10 percet igénybedgevimmunkromatografia elven #kods an.

gyorsmodszer, amely a mintdk monitorozasara, latalimérésre szolgéarfpb.,c. abrak).

- [ £
T
|
a. b. C.
7. abra: Glutén tesztek
(a. mikrotiter lemezen,; b. gyorstesztw—gliadin alapu; c. gyorsteszt: R5 alapu)
Ezek a sitromodszerek megmutatjak, hogy a megengedett értéldiatté vagy alatt van-e a minta
glutén koncentraciéja. A gyorsmodszerek kvalitathérésen kivil alkalmasak fél-kvantitativ

mérésre is. Mig az ELISA vizsgalatok monoklondlispoliklonalis ellenanyagot hasznélnak, addig

az immunkromatografids gyorstesztek csak monokien&llenanyaggal dolgoznak. 6lEg
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laboratériumokban végzik ezeket a vizsgalatokata dporsteszteket otthon és/vagy az iparban a

technoldgia kulonbdzlépéseinél, mibiség-elledrzési feladatoknal is alkalmazzak.

Az élelmiszerek gluténtartalom analizisében az &ld@ évben nagy ételépés tortént, ami
glutént/gliadint felismef ellenanyagon alapult. Kezdetben poliklonalis elleyagot hasznéltak a
gliadin altipusok kimutatasara. Ki#d SKERRIT and HILL (1990) Kkifejlesztettek egy
érzékenyebb-gliadin ellenanyagalapu médszert, amely kilondsen @stabil gliadin frakciok
felismerésére iranyult. A kereskedelmi kitek (a ésfiez szikséges vegyszerek és anyagok
egyuttese) tobbsége ezt az ellenanyagot hasz#aljaddszer gyengesége, hogy @mobilitasu
frakcio (6-20%) egy aranylag kis részét teszi kibagzes prolamintartalomnak, mely a kulorib6z
gabonafajtdkban véltozhat (DENERY-PAPINI et al. 9p%Ennek ismeretében mondhatjuk, hogy a
Skerrit-féle ELISA teszt nem teljesen kovetkezeMmel nem egyforma mértékben ismeri fel az
arpa- és a rozs prolaminokat, a mérések gyakranrepradukalhatok. Ennek oka részben az, hogy

az egyes gyartok kulonbéminésédi gliadin preparatumokat hasznalnak kalibracidsdstedkent.

A héatranyok kiklszobolésére 28 eurdpai buzafgjiadinkomponensét tartalmaz6 dn.
Eurdpai Referencia Gliadin Standardot (IRMM-480%&éettek a kitekhez, ami az 6sszehasonlito
analizisekhez valamint a kalibraciéhoz, Beltandardként hasznalhaté (VAN ECKERT et al.
2006). Ezzel kapcsolatban felmerul az a kérdésy g IRMM-480 vajon megfelél médon
reprezentélja-e az egész foldon elterjedt buzddaitaigy globalisan alkalmazhatd lesz-e a
standardban, vagy csak a Codex szabvanytervezsjadiisat kovéen az eurdpai vonatkozd
szabalyozasban fog szerepet jatszani. A masiklépés a MENDEZ et al. (2005) altal kifejlesztett,
gliadin-epitépokat felismér R5-ELISA teszt. Az w-szekalin (rozs prolamin) antigén ellen
termeltetett monoklondlis R5 ellenanyag a gliadatpkszekalinokat és a hordeineket (arpa
prolamin) egyforma mértékben, homoldg szekvenciakemeri fel (VALDES et al. 2003,
MOTHES and STERN 2003, MENDEZ et al. 2005, STERN30SORELL et al. 1998). Az R5
ellenanyaggaldleg aza-, y-tipusu toxikus gliadin-epitépokat (pepscan) tudkirkutatni (OSMAN
et al. 2001). Az R5 ellenanyaggal legjobban feligrieaminosavbal allé szekvenciak (pepscan-ok)
a kovetkedk: QQPFP, QQQFP, LQPFP, QLPFP (KAHLENBERG et aD&®0Az R5-ELISA-val
az érzékenység, a specificitas és a reprodukalmtés javult. Az extrahalads konnyitésére an.
koktél-oldatok szolgalnak (250 mM 2-merkapto-etar@oM guanidin hidroklorid koktél PBS-ben)
(GARCIA et al. 2005).

A jelenleg kereskedelmi forgalomban éeimmun-kiteket a7. tabldzat mutatja be. Eddig
nincs semmi korrelativ informaci6 a kitek hatékayérol, azaz arrdl, hogy a vizsgalatok milyen

mértékben segitettek me@ehi a kéros immunoldgiai reakcidkat. A kitek altmeghatarozhaté
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kiiszobértéknél mért kimutatasi hatarérték és adbial valasz kiuszdbértéke kdzott nincs érdemi
kapcsolat (FDA 2006).

7. tblazat: Néhany kereskedelmi forgalomban l&/immunanalitikai mérésen alapulé glutén
kit

Cég /Kit név Erzékenység
gliadin (glutén)
ppm
. .. [ImmunoLab GmbH: Gluten ELISA 4 (8)
Poliklonalis
Test
R-Biopharm: Ridascreen Gliadin 15 (3)
Prolamin Munkacsoport altal
validalt
Monoklonalis [R-Biopharm: Ridascreen Fast Gliadin 5 (10)
g;gg%?('gs Tepnel: Gluten Assay kit 1 (2
AOAC validalt
Tepnel: Gluten Rapid Kit-gyorsteszt (100-200)
Diffchamb: Transia Plate-Gluten 5 (10)
Diffchamb: Transia Plate-Prolamins 15 (3)
Prolamin Munkacsoport altal
Monoklonalis [validalt
R5- Operon: Stick Gluten 1,5 (3)
ellenanyagra [Ingenasa: IngezimGluten 1,5 (3)
alapozott |(3.0.GLU.K.2)
R-Biopharm 2,5
Rida Quick Gliadin-gyorsteszt

*Ingenasa (spanyol), Diffchamb (svéd), R-Biopharéntet), Tepnel BioSystems (U.K.)

A PCR-en alapulé DNS mddszer kdzvetettsége mibdtigén (glutén) kimutatasra nehezen
kidolgozhatd, sok optimalizalast igédymodszer. Kiegésdit illetve ellerdrzé vizsgalat lévén
sokan megkéfijelezik a mobdszer Ilétjogosultsagat. Pontossagapecifikussagara és |6
reprodukalhatésdgara azonban egyre nagyobb igémy ®a gluténmentesség kimutatdséra
kereskedelmi forgalomban jelenleg a ,SureFood Aber Gluten real-time PCR” (R-Biopharm) kit
kaphato.

A két tipust modszer alapvetulajdonsagait 8. tablazatbanhasonlitottam dssze.
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8. tablazat: ELISA és PCR mddszer dsszehasonlitaghutén kimutatas esetében

ELISA

PCR

Buza nem kodol6 szakaszat,

U7

Kimutatas Gliadin fehérjekeverék gliadint vagy glutenint kddolé DN$
szakaszat
e " Bdzat;a-, B-, y-, w-gliadint és
Specificitas a-, B-, -, wGliadin HMW-, LMW-glutenint

(nyers mintabal)

reprezentald specifikus PCR-term

ek

Feldolgozéas hataséara
kimutathat6

w-Gliadin (hbkezelés esetén);
a-, B-, y-, w-gliadin (enzimes
kezelés esetén)

Bazat;a-, B-, y-, w-gliadint és
HMW-, LMW-glutenint
reprezentald specifikus PCR-term

ek

Kimutatasi hatar 1,5-2 ppm 5 ppm
Mintaizolalas idéigénye [2-3 6ra 3-4 ora
Ko’nt,amlna,mo veszélye a Kozepes Nagy
mérés soran

Mérési idéigény 0,5-2 h 2-3 h
Nagymiiszer igénye Kicsi Nagy
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3. CELKIT UZESEK

A taplalékallergiaban szenw&detegek szama vilagszerte, igy hazankban is fayasan
emelkedik. Magyarorszagon a gabonafehérjék okolegkyakrabban allergids megbetegedéseket.
A gabonafélék fogyasztasa egyes emberekben kérosumwmlogiai folyamatokat indithat el,
amelyek kovetkeztében a taplalékallergia korébelsatd betegségek alakulhatnak ki (céliakia,
gabonaallergia). EMWib kiindulva tartottam fontosnak a hazai kdztermésken [é6 gabonak és a
bebluk készllt termékekben felismertellergének vizsgalatat. Munkam célja voltéali gabona
allergének (beleértve a colidkia szempontjabol denprolaminok) kimutatasa és mennyiségi
meghatarozasa az élelmiszerek széles spektrumdibanalapanyagok, dkezelt élelmiszerek,
kontaminalt gluténmentes élelmiszerek) enzimmel zegl immunanalitikai mddszerek

felhasznalasaval.
A fentiek ismeretében célom volt:

» Coliakia és gabonaallergia szempontjabdl jélentaplalék allergének 6sszehasonlitd
vizsgalata a hazai k6ztermesztésbe gabonak és pszeudoceredliak bazisan.

e Immunanalitikai modszerek  alkalmazhatésaganak  diasg  glutén-kimutatas
szempontjabdl nyers és feldolgozott élelmiszereketivizsgalataban.

» Gluténmentes diétdba illesztBettranszglutaminaz enzimmel kezelt, cstkkentettégiu
tartalmu (bdza alapu) és glutént nem tartalmazégékidrso alapu) szaraztészta modellek

fejlesztése.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteimet a Kdzponti Elelmiszer-tudomanyi Kotatézet Biologia Osztalyan, a Szegedi
Tudomanyegyetem Mérnoki Karanak Elelmiszermérnakiédetében (SZTE MK EMI) és a

Dunakenyér Sidipari és Kereskedelmi Rt.-nél végeztem.

4.1. Anyagok

4.1.1. Hazai koztermesztésben lé\gabonak és pszeudocerealiak

A kisérletben felhasznalt gabona- és pszeudocargdtitak a Gabonatermesztési Kutaté Kht.-bél
szdrmaznak, kivéve az amarédfAtraranthus molero&K Ré6za) 2003-aldlédi mintajat, melyet a

Klorofill Bt. bocsatott rendelkezésr8.(tablazas).

9. tablazat: Hazai gabonak és pszeudocerealidk

Fajok Fajta Evjarat
KenyérbluzaTriticum aestivun GK Tisza 2004
Spelton blzaTriticum speltd OKO-10 2004
Durum buzaTtiticum duruny D-78 2004
KenyérbluzaTriticum aestivun GK Cip6 2004
KenyérbuzgTriticum aestivum) CY-45 Grandstar 2001
Arpa (Hordeum vulgare)tavaszi STC I. 22-03 2004
Arpa (Hordeum vulgare)sszi GK Rezi 2004
Arpa Hordeum vulgarg 6szi GK Rezi 2005
Csupasz arpaHordeum nudp 6szi C3/05 2005
Csupasz arpaHordeum nudy 6szi, GK Arpad 2005
Rozs(Secale cereale) Amilo 2004
Rozs(Secale cereale) Rapid 2004
Rozs Gecale cerea)edszi GK Wibro 2004
Rozs(Secale cereale) Matador 2004
Rozs(Secale cereale) Gamet 2004
Tritik&lé (Triticosecalesp.), tavaszi Kargo 2004
Tritik&lé (Triticosecalesp.), tavaszi EMBR 18 2004
Tritik&lé (Triticosecalesp.), tavaszi GK korai 2004
Tritik&lé (Triticosecalesp.), tavaszi Wanad 2004
Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi GK ldus 2004
Csupasz zabfAvena nuda)tavaszi GK Zalan 2004
Zab (Avena sativy tavaszi GK Iringé 2004
Zab (Avena. sativa)jszi GK Impala 2004
Zab (Avena sativy tavaszi GK Kormoran 2005
Zab (Avena sativy tavaszi GK Pillango 2005
Kukorica Zea mayp Sze TC 269 2004
Kukorica Zea mayp Ella SC 2004
Kukorica Zea mayp Sze SC 352 2004
Kukorica Zea mayy Bella TC 2004
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Kukorica Zea mayp Veronica SC 2004
Rizs Oryza sativa Janka 2003
Rizs Oryza sativa Bioryza 2003

Rizs Oryza sativa Risabell 2003
Rizs Oryza sativi Abel 2003

Rizs Oryza sativa Oryzella 2003
Amarant Amaranthus molergs GK Réza 2003
Amarant Amaranthus cruentiys GK Maros 2005
Amarant Amaranthus hypochondriacus Edit 2004

Hajdina Fagopyrum esculentuym Hajnalka 2004
Hajdina Fagopyrum esculentum 430 torzs 2003
Hajdina Fagopyrum esculentum P425 torzs 2004
Hajdina Fagopyrum esculentum P427 torzs 2004
Hajdina Fagopyrum esculentum P429 torzs 2004

4.1.2. Kenyérmodell mintak és alapanyagok

A kenyérmintak és az alapanyagaik a Dunakenyééi@in és Kereskedelmi Rt6lt szarmaztak
(10. és 11. tablazat

10. tAblazat: Alapanyagok és kontroll kenyérmintak

Gluténmentes kenyér alapanyagok

Rizsliszt

Kukoricakeményi

Burgonyapehely

Tojaspor

Eleszb

Elére bekevert kenyérpor a gluténmentes kenyér otthiatdiséhez, mely a receptiranak
megfeleb ardnyban tartalmaz rizslisztet, burgonyapelyhetokicakeményit, és tojasport;
kereskedelmi forgalomba szént termék

Szennyezést éldézé alapanyagok

Blzaliszt

Rozsliszt

Kontroll kenyérmintak

Hagyomanyos kenyérgyartd izemben buzalid&észilt, hazi jellet) fehérkenyér (+kontroll)
Hagyomanyos kenyérgyartd izemben rozslidabszilt kenyér (+kontroll)

A cég elkulonitett gluténmentes kenyérgyartd Uzeanéhz d@irt technoldgia alapjan készitet
gluténmentes kenyér (-kontroll)

—
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11. tAblazat: Gluténmentes kenyér gyartasa soran kalasztott kontaminaciés pontokon, buza-

Irozsliszttel szennyezett kenyérmodellek

Kod Megnevezés Dagaszto Siforma Szarito
1. A cég, elkulonitett Tiszta* Tiszta* Hagyomanyos
gluténmentes kenyérgyartd kenyérgyartd izemben
2. uzemeében, az &t Tiszta* Tiszta* Buza- és rozsliszteket
technoldgia alapjan tarolé siléban
készitett gluténmentes
kenyér
3. Tiszta Tiszta

A cég, elkulonitett

Z gluténmentes kenyérgyarte Tiszia Szennyezett
' tzemében, gluténmentes
technologiaval készitett, a .
5. gyartas sorabuzaliszttel Szennyezett Tiszta
valé szennyezésnek kitett
6. gluténmentes kenyerek Szennyezett| Szennyezett A cég, elkilonitett
- . gluténmentes
£ A cég, elkulonitett Tiszta Tiszta kenyérgyarté tizemében
5 gluten,mentes kgnyergyart) Tiszta Szennyezett
Uzemében, gluténmentes
technolbgiaval készitett, a .
9. gyartas soranozsliszttel Szennyezett) Tiszta
valo szennyezésnek kitett
10. y Szennyezett| Szennyezett

gluténmentes kenyerek

Tiszta*: nincs glutén szennyezéBszta: szennyezés utan mosdzennyezett:szennyezés utdn nem mosott

4.1.3. Széaraztészta modellek és alapanyagok

A széraztészta vizsgalati modellek kezelési tifisadsszetételétl®. tablazatbansoroltam fel.

12. tAblazat: Szaraztészta modellek és alapanyagok

Tésztaipari célliszt-alapanyagok (kereskedelmi forglombdl, 250 — 55Qum szemcseméret)
BlzalisztTriticum aestivumbDél Gabona Malomipari Rt., Szeged
BlzalisztTriticum durum Diamant Malom Kft., Baja

SéargaborsolisZPisum sativumHunor spp., Balogh Kft., Budapest
Buzaliszt alapu szaraztészta modellek

TG-al kezeletlen (0 mg/kg TQ). aestivund T. durumtésztak (natar, kontroll)
10 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezel. aestivurd T. durumtésztak

20 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezel. aestivurmi T. durumtésztak

30 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezel. aestivund T. durumtésztak

40 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezelk. aestivuni T. durumtésztak

50 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezel. aestivund T. durumtésztak

60 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezel. aestivund T. durumtésztak

70 mg/kg TG-al, 30’-60'-150'-ig kezel. aestivurmd T. durumtésztak

80 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezel. aestivund T. durumtésztak

100 mg/kg TG-al, 30’-60’-150’-ig kezek. aestivum / T. durunésztak
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150 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezeR. aestivum / T. durunésztak
200 mg/kg TG-al, 30’-60’-150'-ig kezeR. aestivum / T. durunésztak
Séargaborsdliszt alapl szaraztészta modellek

TG-al kezeletlen (0 mg/kg TG) sargaborso tésztaitnkontroll)

50 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt sargaborso tészta

70 mg/kg TG-al, 60-ig kezelt s&rgaborso tészta

100 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelt sargaborso tészta

120 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt sargaborsé tészta

140 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt sargaborsé tészta

150 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt sargaborsé tészta

180 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt sargaborsé tészta

200 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt sargaborso tészta

Jelolés:
mg/kg TG: transzglutaminaz enzim (mg) a liszt toéregkg) vonatkoztatva

4.1.4. Human szérumok

- Allergy Screen Chemiluminescence teszttel (Hit&inemical Diagnostic) klinikailag igazolt IgE
pozitiv baza-allergias anonim huméan hiperimmun wxé@k, melyek mérsékelten emelkedett buza-
specifikus ellenanyagsziiek voltak.

- Immunofluoreszcens modszerrel pozitiv EmA IgAniai gyanujaval igazolt anonim colidkias
human szérumok. IgA-hianyos coliakias betegek bsetéTG alapu ELISA kit (Diagnosticum Rt.)
segitségével tortént a klinikai igazolas.

A szérumok sirését a Bvarosi Onkormanyzat Madarasz u. Gyermekkorhaz @sszeroldgiai

Kbdzpontjaban végezték. Minden szérum kezeletlem diétaz6 betegt szarmazott.

4.1.5. Egyéb anyagok, reagensek

Trim-W elnevezés a-amilaz inhibitor (Nutricepts, USA)
Gliadin (Sigma)

Anti-gliadin nyul IgG ellenanyag (Sigma)

Anti-nyudl 1I9G-kecske 1gG, HRPO konjugatum (Sigma)
Anti-human IgA, HRPO konjugatum (Sigma)

Anti-human IgE, HRPO konjugatum (Sigma)

Pepszin (Sigma)

a-amilaz (Sigma)

Marha pankreéa-kimotripszin (Fluka; 74,6 U/mg)

Széja Bowman-Birk tripszin/kimotripszin inhibitoBBI) (Sigma)
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Vizoldékony  formatumd,  mikrobidlis eredet ACTIVA®STG-M  transzglutaminaz
enzimpreparatum (AJINIMOTO EUROPE SALES GmbH, HangbdNémetorszag, enzimaktivitas:
20-30 U/g)

Analitikai tisztasagu olddszerek, egyéb vegyszesegédanyagok (Reanal Finomvegyszergyar Rt.,
Bio-Rad Magyarorszag Kft., Sigma-Aldrich Kft., It Kft., Analyzer Kft., Tepnel Biosystem,
Invitrogen, Millipore, Fluka)

A vizsgalatokhoz felhasznalt oldatok dsszetételMaanellékletben megtalalhato.

4.2. Modszerek

4.2.1. A hazai kdztermesztésben léygabonak és pszeudoceredlidk jellemzése
4.2.1.1. Mintaebkészités

A mintdkat Retsch GRINDOMIX GM200 tipusgiil6berendezéssel mégltem (15 mp, 5000 rpm,
majd 3*20 mp 8000 rpm (puhdbb mintaknal csak 2*80@én), 80%-os liszthozam), majd
finomliszt mirdsédire szitaltam (250pum szemcseméret). Minden mintérlése utan az
érloberendezés kését és tartdlyat mosédszeres vizzeiammosnajd megszéritottam. A szitat
porszivoval tisztitottam, majd szintén mosészerézben tisztitottam a keresztszennyazs

elkeriilése végett.

4.2.1.2. Fehérjefrakciok edéllitasa

Albumin és globulin frakcidk eléallitasa
Gabona- illetve pszeudocerealia erédisizt 1 grammjat 4 ml 50 mM Trisz-HCI pufferberH|8,5)
extrahaltam 2C-on, kevertetés kdzben 1 6ran at. Centrifugalés {10 perc, 13 000 rpm) az

albumin/globulin frakciéju fellluszo6t (extrakt, @éseg) hasznaltam a tovabbi vizsgalatokhoz.

a-amilaz inhibitorokban dus fehérjefrakciok eléallitdsa bazamintakbol

Buzaliszt illetve Alpha Trim-WM bazaa-amilaz inhibitor készitmény (Nutricepts, Inc.) &g 4

ml 50 mM Tris-HCI pufferben (pH 8,5) extrahaltarfiC4on, kevertetés kézben 1 6ran at, majd
lecentrifugaltam (10 perc, 13 000 rpm). Az albumlobulin frakciéju feliluszét még tovabbi két
frakciora bontottam DEAE-cellul6z ioncsefébszlopon. (A DEAE-cellul6z éhllitAsa az M2
mellékletben megtalalhatd.) Egy 2 ml-es oszlopaohlddesztillalt vizben tarolt DEAE-cellul6zzal
toltéttem fel, majd hagytam ulepedni. A cellul6zeget 3*5 ml 50 mM Trisz-HCI pufferrel (pH
8,5) mostam kiegyenlités céljdbdl. Kozben az araimdébességet bedllitottam 0,25-0,5 ml/perc

k6zé eé tartomanyba. Az oszlop kiegyenlitése utan aalbtott albumin/globulin frakcidban

47



gazdag mintat (2,75-2,9 ml) az oszlopra vittem,dres oszlopon torténatfolyasa utan 50 mM
Trisz-HCI startpufferrel (pH 8,5) elualtam (1. fa&). A rendszer stabilizadlédaséig tortént az
eludlas. Az oszlopon maradt fehérjéket 0,15 M Na@hlmu 50 mM Trisz-HCI pufferrel (pH 8,5)
mostam le (2. frakcio). A frakcidkat spektrofotoemdel kdvettem nyomon (280 nm-en). A kapott
frakciOkat a tovabbi vizsgalatokéd membrannal (Millipore Centricon Plus-80 Centgél Filter
Devices with Ultracel PL membran, vagoérték: 100D8) bekoncentrdltam, majd Bradford

reagenssel a fehérjetartalmat meghataroztam.

Prolamin frakciok el éallitasa
Gabona- illetve pszeudoceredlia liszt 100 mg-jétl ¥0%-os etanol-desztillalt viz elegyben

extrahaltam, majd centrifugélas utan a felllus#bem tovabbi vizsgalatokra.

4.2.1.3. Beltartalmi adatok meghatarozasa

Széarazanyagtartalom/nedvességtartalom meghatarozéasa

A lisztmintakat 105°C-on totmegallanddsagig szadtat A tdmegveszteséglb szamitottam a
nedvesseég, illetve a szarazanyagtartalmat. A mimgglvességtartalma az m[%]=(a-b)*100/a (,a" a
nedves minta tdmege [g]; ,b” a szaraz minta tomgge ,m” a nedves suly [%]) képleth
kiszamithat6. Ebll adoddan a szarazanyagtartalom a b[%]=(a-m)*1@6fdetd| szamithatd. A

mérés harom parhuzamosban tortént.

Fehérjetartalom meghatarozasa
A lisztmintak fehérjetartalom meghatarozdsa Kjeldatidszer szerint Kjel-Foss Automatic 16210

berendezéssel tortént (N-tartalom [g]*5,7-es Sffaizort alkalmazva).

4.2.2. Buza alapu, gluténnel szennyezett- és glut@entes diétaba illeszthet

kenyérmodellek eballitasa

A Dunakenyér Sidipari és Kereskedelmi Rt.-nél a hagyoméanyos kehkyeggartdsatol jol
elkllonitett, kulon éplletben toértént a gluténmenkenyér dallitasa. A gliadinmentes kenyér-
alapanyagok O0sszekeverése utan a tésztadagas?@eB@ortént. (A dagasztocsésze maximalis
lisztmennyiséget befogad6 képessége 100 kg vott).kBvetien 500 g nyers tésztat kiolajozott
formakba mértem, majd a ébe helyeztem. A sutés ZZDon, 15-20 percig (amig szint nem
kapott), majd 175-18C-on 90 percig tortént. A megsuilt kenyereket hosdeig hitdttem (6-8 6ra

a nagy nedvességtartalom miatt), ventillator alkedésa mellettd; abra).
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8. abra: Gluténmentes kenyérgyartas folyamatabraja

A szandékosan gluténnel szennyezett, gluténments/ékgyartas technoldgiajaval készilt
kenyérmodellek kozul két minta esetében a szensyaz@yartas végén l&szaritaskor tortént. Az
egyik mintat egy hagyomanyos kenyérgyartd tizembenasikat pedig egy bluza- és rozsliszteket
tarold siloban szaritottam. A tobbi gluténnal vakkennyezésnek kitett mintanal 2 kritikus ponton
(dagasztéban, siformaban) kulon-kulon, vagy egyszerre buza-/roziks tortént a szennyezés. A
szennyezés utdn vagy csak a dagasztét, vagy csakofarmat, vagy egyforman mindkétt
mosaéssal tisztitottam, vagy hagytam szennyezetten.

Az elkészilt kenyérmintdkat masnap feldaraboltargdregy aluminium lapon szétteritve egy hétig
szobaldmérsékleten szaritottam. A megszaradt kenyérdastbBktsch GRINDOMIX GM200
tipust orléberendezéssel médltem, valamint a darabos alapanyagokat dorzsmioasa
apritottam.

4.2.3. Szaraztészta modellek @llitasa és jellemzése

4.2.3.1. Blza - és sargaborsé alapu tésztalb@litasi technolégiaja

A Kkisérleti tészta modellek @&llitAsa a Szegedi Tudomanyegyetem, Mérnoki Karanak
Elelmiszermérnoki Intézetében (SZTE MK EMI) valdswheg. A transzglutamindz enzim-
preparatumokbdl viz hozzdadasaval allitottam be i&ank enzimkoncentraciét (buza alapu
tésztamodellek esetében: 10, 20, 30, 40, 50, 6080,0100, 120, 140, 150, 180, 200 mg TG/kg
liszt; sargaborso alapu tésztamodellek esetéberiz(®QL00, 120, 140, 150, 180, 200 mg/kg liszt).
A hozzéadott viz mennyiségét (220 ml) ugy allitotiae, hogy a mintak nedvességtartalma 40%-0s
legyen. Majd az 500-500 g tésztaipari céllisztekHelyamatos 10 perces keverés kozben
hozzdadtam az elkészitett enzim-oldatokat. A kdintésztamodellhez (natdr tészta) enzimet nem
adagoltam. Az enzimesen kezelt tészta szerkezetkiaddkkitasat NUDELMEISTER héaztartasi
tésztagéppel (Nudel- und Teigmaschine, Edition doh&afer, Hochenheim, Németorszag)
végeztem 4. abra). Az enzimes kezelés (pihenésblda tésztagépben, zart rendszerben tortént
(buza alapu tésztamodellek esetében 30, 60, ill&b@ percig; sargaborsé alapu tésztamodellek
esetében 60 percig) szolbatérsékleten. Az enzim inaktivalasara a nyers tkarta percig, 70°C-

0s szaritoszekrénybe tettem. Az enzimes hatédsjdrtaval, a géppel 200 mm hosszd és 1 mm
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széles hosszumetélt készilt a gép 5. nyujtasi aitoz vagési profiljdnak megfeden. A nyers
tésztat siropapirra helyezve 39°Coémérsékleten 89% relativ paratartalmu szaritészgketn
helyeztem. 24 6ras szaritas utan szébadrsékleten tovabb szaritottam 48 éran keresMihden
tészta modell két sorozatban készilt). A szaritédztamintakbolérleményt (200-450 pm)
allitottam eb Lab Mill 1QC-114 (Labor MIM, Hungary) tipustrléberendezésen, majd lisztmdiret

szemcsékké szitaltam at (<250 um).

UDELMEISTER

9. abra: NUDELMEISTER haztartasi tésztagép a tésztak enzimekezelésére, gyurasara,

nyujtadsara, és vagasara

4.2.3.2. Fehérjefrakciok edallitasa (FEILLET et al. 1977)

A transzglutamindz enzimmeld&dllitott tésztakbol a fehérjefrakciok (bluza alapgéztak esetén:
viz/s6-, alkohol- és sav/lugoldhaté frakcid; samyald alapl tésztdk esetén: viz/so- és
sav/lugoldhat6 frakcid) kivonasara FEILLET et al977) modszerét alkalmaztam madositott
formaban. A tésztalemény 0,6 g-jat 4 ml 0,5 M NaCl-oldatban (pH 6B)ran at, magneses
kevekvel kevertettem. Ezutdn centrifugalassal (20 péaf0 rpm) a fellluszdéban léwiz- és
sooldhat6 frakciot (albumin/globulin frakcid) megitam. A maradékot 3 ml 68%-o0s etil-
alkoholban extrahaltam magneses kéyelenlétében, 2 6ran at. Az extrakcié végén azgmrsziot
centrifugaltam (20 perc, 6000 rpm), majd a kapdkblaololdhaté fehérjékben dus fellliszoét
félretettem, a maradékot, pedig ismételten, 2 no&B etil-akoholban 1 6rdn at, magneses
kevebvel kevertettem. A centrifugélas (20 perc, 6000 ypidn kapott feltiliszot azdadb félretett
fellliszéhoz dntéttem. Ezzel megkaptam az alkodbkt6 frakciot (gliadin frakcid). A maradékot
tovabb oldottam 4 nf-merkapto-etanol tartalmu boréat-pufferben (pH 0§ra kevertetés mellett.
Az extraktumot centrifugalva, a feliluszéban megiap a sav/ligoldhatd frakciot (glutenin
frakcid). Mindegyik frakciét ké&bb liofilizaltam és ebben a formaban hasznaltamafebvabbi

vizsgalatokra.
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4.2.3.3. [Bzési és érzékszervi tulajdonsagok jellemzése

Tésztabzés (KARACSONYI 1970)
A tészta 10 grammjat 200 ml csapvizben (pH 68j)efm meg (1200 W teljesitméiglektromos
f6z6lapon), majd a medft tészta (amelyiknek kozepén tordéatvagasanal nincs lisztes maradék)

feluletét Bichner toélcséres vakuumpumpa segitséd®geml langyos vizzel lemostam.

Fézési veszteség szamitasa (KARACSONYI 1970)

A tésztabzés soran kapott6f6- és Oblibviz mennyiségét egyesitettem, majd 105°C-on
tomegallanddsagig beparoltam. A tészizéki vesztesége kiszamithaté az F [%dE0/m (,F” a
f6zési veszteség [%], ,a" a beparalizb- €s Oblibviz maradék mennyisége [g], ,m” a szaraztészta
tomege [g]) képlettl. A mérések 3 parhuzamosban torténtek. Az adatokmadiieai statisztikai
modszerekkel torténkiértékelése Anova analizissel valosult meg P=Gg@§nifikancia szinten
(SVAB 1983).

Felvett viz mennyiségének szamitasa

A megf5zott tésztat csapvizzel ledblitettem, majd 20°@sréérd lehiitése utan a nedves tomegét
mértem. A szaraztészta felvett vizmennyisége kisthand a 4.2.1.3. pontban leirt képlet alapjan. A
mérések 3 parhuzamosban torténtek. Az adatok mékainatatisztikai moédszerekkel tori&n

kiértékelése Anova analizissel valdsult meg P=8¢nifikancia szinten (SVAB 1983).

Erzékszervi minésités (MSZ 20500/3-1986)

A fétt tésztakészitmények érzékszervi dsitését egy 3 tagu bizottsag végezte. Négy tulagalgot
(ktls6 megjelenés, illat, iz, allomany) 0-5 pont kozétbnmztak. Az értékeléshez eliér
sulyzéfaktort ir @ a szabvany. A pontszamokat képletbe helyettesitilyozott atlagot 2{=kiilss
megjelenés pontszamp 1+ illat pontszdm@D,7+iz pontszamaD,9+allomany pontszanid,3)
szamitottam. A maximum sulyozott atlag pontszamg28% > 18 akkor a tészta élosztalyu; ha
16-18 az érték akkor masodosztalyuxkal8 akkor nem hozhat6 forgalomba; ha barmely t&hye

0, akkor értékelhetetlen a tészt&haési mirbséget illeten.)
4.2.3.4. Beltartalmi adatok meghatarozasa

Szarazanyagtartalom meghatarozasa

A meghatarozas a 4.2.1.3. pontban leirtak alagjdértt a tésztaalapanyagok esetében.
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Fehérjetartalom meghatarozasa

A tésztaalapanyagokat, illetve a tésztamodellekatid frakcidit szarazra paroltam, majd mikro-
Kjeldahl eljardssafoncsoltam és Tecator Kjeltec Auto 1030 Analyzésilék segitségével a
mintak fehérjetartalmat meghataroztam (N-tartal@jty,7 szorzéfaktort alkalmazva). A mintak

fehérjetartalméat az 6sszes fehérjetartalom széaaddk(%) szamitottam ki.

4.2.4. Elektroforetikus médszerek
4.2.4.1. Fehérjék elvalasztasa SDS-PAGE-val ,késgtadiens gélen

A fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztdsat NGE Novex 4-12% Bisz-Trisz akrilamid
tartalmu gyarilag @@llitott gradiens gélben (Invitrogen), antioxidagst jeldfestéket tartalmazé
MES SDS futtaté-pufferrel (Invitrogen) végeztem, cXll Sure Lock futtatdé kadat (Invitrogen)
alkalmazva, beallitott paraméterek (U=200 V KkonstalRedei=110-125 MA, Jgqe=70-80 mA,
futtatas ideje= 35 perc) mellett. A mintakat reddkagenst tartalmaz6é LDS mintaoldo-pufferben

(Invitrogen) oldottam, majd 5 percig forraltam antaifelvitel ebit.

4.2.4.2. Fehérjék elvalasztasa SDS-PAGE-val 15&s 6ntott gélen

A fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasatlakid és biszakrilamid tartalmi 15%/6%-0s
elvalaszt6-/ggijtogélben, Trisz-SDS-glicin tartalmi futtaté-pufferregégeztem Bio-Rad Mini-
PROTEAN 3 Cell késziléket (BioRad power PAC100Qzidtségadd készullékkel) alkalmazva,
bedllitott paraméterek (U= 200 V konstans; 1=54 rRA11W, futtatas ideje=65 perc) mellett. A
mintakat Trisz-SDS-glicerifi-merkapto-etanol tartalmi mintaoldo-pufferben oldot, majd 5
percig forraltam a mintafelvitel &t. A gél zsebeibe a minték felviteletlfuttatd-pufferben oldott

bromfenolkék jeldfestéket pipettaztam.

4.2.4.3. Fehérjék elvalasztasa nativ-PAGE-val 109%s ontott gélen

A fehérjék molekulatdmeg szerinti elvalasztasailakid és biszakrilamid tartalma 10%-os gélben,
Trisz-glicin tartalmu futtaté-pufferrel végeztem dBRad Mini-PROTEAN 3 Cell készuléket
(BioRad power PAC1000 fesztiltségadd készllékk&hlalazva, beallitott paraméterek (U= 200 V
konstans, 1=47 mA, P=9 W, futtatds ideje=65 per@llett. A mintdkat Trisz-glicin-szachar6z
tartalmd mintaoldé-pufferben oldottam. A gél zsbleen mintak felvitele étt futtato-pufferben

oldott bromfenolkék jekifestéket pipettaztam.
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4.2.4.4. Fehérjekimutatas

Az elektroforézis befejezése utan a szeparalt jéketr 20 percig fixaltam 20% triklér-ecetsav
(TCA) oldatban. A maradék TCA eltavolitasdhoz hapan 10 percig razattam a géleket PAGE-
moso oldatban. Ezutan 10 percig Coomassie Brillgloe R-250 festékoldatban razattam a gélt,

majd 6 perc utan 10% ecetsav-oldattal tavolitoha hattérben maradt felesleges festéket.

4.2.5. Antigén—specifikus poliklondlis ellenanyagl &llitas, tisztitas (HARBOE
and INGILD 1973)

Eloallitas

Az antigénnel szemben normal szisztémas immunizgtésokollnak megfelélen magyar vadas
nyulakban poliklonalis ellenanyagot termeltetteabcutanimmunizalassal. Az oltbanyag egy-egy
aranyban tartalmazta az antigént és az adjuvaosbflett €s inkomplett adjuvans), melyben a
bedllitott antigéntartalom 2fg/kg ébtdmeg volt. Ezzel a keverékkel immunizaltam aztakat
tobbszori, a lapockak kozti vastagabirbe torté injektalassal a 0., 14., 28., és a 42. napon. A
kontroll szérumot immunizalasé, a szérumprobakat 8-10 nappal az emlékézikasok utan a
margindlis vénabol vettem. A vérminték titerét nedtt ELISA-val elledriztem (lasd 4.2.6.1.). A
megfeleb titer esetén a nyulakat altatdsban kivéreztettemeyett vért pedig szobé&meérsékleten

megaltattam.

Antigén-specifikus nyul-1gG frakcié kis6zasos tisatasa

A megalvadt hiperimmun szérumokat masnap lecegtilfam (10 perc, 2&, 5000 rpm). Ezutan
a centrifugaladssal kapott nyers savohoz, 1:1 aimyblitett ammaonium-szulfat oldatot (pH 7,4)
adtam, lassu kevertetés mellett, szdimaérsékleten. A kevertetést magneses kegegitségével
két éran at folytattam, majd a szuszpenziot ledeigiitam (20 perc, 5000 rpm). A felliliszot
elontdttem, a kapott csapadékot pedig a nyers sgdeti térfogatanak fele-mennyisége aranyaban
PBS-pufferben (pH 7,4) feloldottam. Ezutan az igyeghédw, PBS-pufferben oldott
savomennyiséggel végeztem el az ammonium-szulfatosapast, majd a centrifugalast és
megismételtem a PBS-pufferben vald visszaoldastvigszaoldott csapadékot (IgG-frakciot)
desztillalt vizben kifz6tt dializaléo hartydba ontéttem, majd PBS-puffesmemben 2*24 éran at
dializaltam az ammonium-szulfat eltavolitasa végétt ellenanyagot felhasznalasig 1p0es

adagokban -ZC-on taroltam.
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4.2.6. ELISA technikéak (TIJSSEN 1985)

Az ELISA mikrotiter lemez razatdsahoz STAT Fax 22800-inkubalé készlléket, az eredmények
leolvasdsahoz ELISA Automatikus Mikrotiterlemeablieasd ELISA spektrofotométert (Dynatech
MR 7000, Dynatech Laboratories Ltd., U.K.) alkalt@z. A mintaglkészitésnél a fehérjék
razatva extrahalasahoz az IKA-SCUTTLER MTS 4 rapétiéasznaltam.

4.2.6.1. Antigén-specifikus poliklondlis ellenanyaglapu indirekt ELISA tisztitott

ellenanyagok munkahigitdsanak megallapitdsara

Az ELISA mikrotiter-lemez (Analyzer) klvettait azntigén (gliadin, a-amildz inhibitor)
torzsoldatabol 0,05 M képufferben (pH 9,6) készitett higitdsanak (og/ml) 100 pl/lyuk
mennyiségével érzékenyitettem. Egy éjszakan &rtdrbkubalas (4C) utan a lemez méhelyeit
3*300 pl/lyuk mennyisé§f mosopufferrel (pH 7,4) mostam, majd a szabadhaiyeket 200
u/lyuk fedépufferrel (pH 7,4) blokkoltam 3T-on torté, 1 6rds inkubalassal. Ismételt mosast
koveten az elddleges ellenanyag (anti-gliadin nydl 1gG, amtamilaz inhibitor nydl IgG) 0,15 M
foszfat-pufferben (PBS-oldat, pH 7,4) felvett tavf higitasait (10Qu/lyuk) két ismétlésben, a
lemez méshelyeire mértem és a lemezt inkubaltamO@y71 6ra). Ismételt mosast koveh az
immunkomplexet a méasodlagos enzimmel jeldlt ellgagn(anti-nydl 1gG kecske IgG, HRPO
konjugatum) PBS-oldatban felvett higitasaival (100/uk) inkubaltam (3PC, 1h). A lemezeket
ismét mostam, majd 100/lyuk OPD/H,O, (pH 5,0) szubsztrat-oldattal inkubaltam (5 pe#).
reakciot 50ul/lyuk inhibitor-oldattal (4N HSQOy) leallitottam és a kialakult szin abszorbanciajat
PBS pufferrel készitett vak-oldattal szember92 nm-en, 630 nm referenciész mellett ELISA

spektrofotométerrel mértem. A munkahigitds a makshekotés kb. 75%-nél volt.

4.2.6.2. Gliadin specifikus poliklondlis ellenanyaglapt kompetitiv indirekt ELISA a

gliadintartalom meghatérozasara

Mintaelbkészités soran 100 mg mintat ill. gliadin standatrd-ml 70%-o0s etanolban extrahaltam fél
oras razatas kdzben. A szuszpenziot lecentrifugd{&000 rpm, 15 perc), majd a gliadin tartalmu
felilisz6 0,15 MPBS-pufferben(pH 7,4) tértént higitasat (buza és tritikalé ming@k valamint a
blza alapu szaraztészta modelleknél 1:100, 1:50000, a tobbi gabonanal és pszeudocerealianal,
a sargaborsé alapu szaraztészta modelleknél, kamtéknal 1:2, 1:5, 1:10) hasznaltam fel a
kompetitiv indirekt ELISA-hoz. A mintaékészités utan a mikrotiter lemez (Analyzer) éné&lyeit

a standard antigén 2 mg/ml-es térzsoldatabdl 0,0&®pufferben (pH 9,6) készitett higitasanak (5
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ug/ml) 100ul/lyuk mennyiségével érzékenyitettem. Egy éjszaiaitrtén inkubalas (2C) utan a
méhelyeket 3x25Qul/lyuk mosé-pufferben (pH 7,4) mostam, majd a srakéhelyeket 250
ul/lyuk feds-pufferrel (pH 7,4) tortéh inkubalassal fedtem (9C, 1 o6ra). Ismételt mosast
kdveten, az anti-gliadin nydl IgG PBS-oldatban felvdgitasat (1:5000, 50l/lyuk) és az antigén
standard-sor tizszeres tovafuté higitasait{10° ng/ml) vagy az antigént tartalmazé mintak PBS-
oldatban felvett megfelélhigitasat (5Ql/lyuk), két ismétlésben a lemez nibelyeire mértem és a
lemezt inkubaltam (T, 1 6ra). Ismételt mosast kégeh az immunkomplexet anti-nyll-lgG
kecske-lgG HRPO konjugatum mosoépufferben felvethkahigitdsaval (1:50 000, 1Q0/lyuk)
inkubéltam (3PC, 1 6ra). A lemezeket ismét mostam, majd L0yuk OPD/H,O, szubsztrat-
oldattal (pH 5,0) inkubéltam (5 perc). A reakci6tB/lyuk inhibitor-oldattal (4N HSOy) allitottam

le és a kialakult szin abszorbancijat PBS-puffemembenA=492 nm-en, 630 nm referenciésf
mellett ELISA spektrofotométerrel mértem. Az eredyek meghatarozasa a kalibracios gorbe
lineéris regresszidja alapjan tortént.

A rendszer érzékenységel ppm gliadin, a kimutatasi hatara 1-100 ppm kdz(igtiadinra

vonatkoztatva), a reprodukalhatésaga /CV(%)/<10% .

4.2.6.3.w-gliadin-specifikus monoklondlis ellenanyag alapu idekt szendvics ELISA (Tepnel)

a gliadintartalom meghatarozasara

A vizsgalatokat a Gluten Assay Kit (Tepnel BioSyste 802002Y) ,High Sensitivity Assay”
protokollja alapjan végeztem. A kit érzékenysédeppm glutén, a kimutatasi hatara 10-200 ppm
kozott van (gluténre vonatkoztatva), a reprodukdibega /CV(%)/ <10%, a specificitasa bluza
gliadinra 100%, durum buza gliadinra 40-60%, tétéca é€s rozsra 110-130%, arpara 4-8%. A
mintaebkészités soran 100 mg mintat 1 ml 40%-o0s etandtifléft viz elegyben extrahaltam, fél
Ordig razatva, szobémérsékleten. A szuszpenziét lecentrifugaltam (5Q00, 15 percig), majd a
gliadin tartalmu feltiliszo6 1:50, 1:500, 1:20 00Qitd folyadékban tortént higitadsat hasznéltam fel a
direkt szendivcs ELISA vizsgélatokhoz. A min@aszités utan a monoklondli®-gliadin
ellenanyaggal érzékenyitett ELISA mikrotiter lemmeéicellaiba 100ul-t pipettaztam a vizsgalati
mintak, vagy gluténnel szennyezett keméhyiontroll mintak, valamint gliadin standard mintak
higitofolyadékban felvett higitasaibdl, majd a lemeizatva inkubaltam (szob&hérséklet, 60
perc) az immunkomplex kialakitdsdhoz. A keletkeZetinplex kimutatasara 100l peroxidaz
enzimmel jelzett monoklonalis ardi-gliadin egér 1gG ellenanyag konjugatumot adtam, majd
razatva inkubdaltam a rendszert (szababrséklet, 30 perc). A szinreakciot J00TMB kromogén

és hidrogénperoxid tartalmd szubsztrat-oldattadpamersékleten alakitottam ki (30 perc). Az
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enzimreakciot 50ul stop-oldattal allitottam le. A kialakult szin aosbanciajat a kit higitd
pufferével szembem\=450 nm-en, 630 nm referenciész mellett ELISA spektrofotométerrel
mértem. Minden inkubécids I1épést mdégéen a reagens felesleget pufferes mosassal (3fB50

tavolitottam el. A mintédkat 2 parhuzamos ismétlésime€rtem, a mérést kétszer megismételtem.

4.2.6.4. Gliadin-epitdp specifikus monoklonalis Rellenanyag alapu gyorsteszt (Operon)

gliadintartalom meghatérozasara

A vizsgalatokat a Stick gluten kit (Operon) protbjeoalapjan végeztem. A mintdddeszités soran

100 mg mintdt 1 ml 60%-o0s etanol-desztillalt vizglben extrahdltam, fél 6raig razatva,
szobalbmeérsékleten. Utana lecentrifugaltam (5000 rpm, ah@hérséklet), majd a felullszot PBS-
pufferben (pH 7,4) tizszeresére higitottam. Ezugdmesztcsikot belehelyeztem, majd 5 perc
elteltével leolvastam az eredményt. A teszt érzgsidge >1 ppm gliadin (0,1 mg gliadin/100 g
élelmiszer), specificitdsa buzéara, arpara és rozsmatkozik. Az 1 ppm folotti gliadin-mennyiséget
a tesztcsikon pirosra szielbtt vonal jelezte. A mellette lévkontroll (kék vonal) a teszt

mikodoképességére utalt.

4.2.7. Immunblott technikak

4.2.7.1. Gradiens gélen elvalasztott fehérjék immuntottja

A fehérjék molekulatomegik szerinti szétvalasziétsa a fehérje-alegységek Quéh pérusmérdi
PVDF membranra (Invitrogen) transzfer-pufferreltédoé elektroforetikus atblottoldsa Novex X
Cell I™ Blot Module (Invitrogen) nedves rendsitekésziilékkel tortént, beallitott paraméterek
(U=30 V Kkonstans, kkzde=170 mMA, lggs=110 mA blottolas ideje: 1 6ra) mellett, a
membranpapirhoz tartozé gyartéi protokoll alapjgk.protokoll szerint a blottolas &t a PVDF
membrant 30 percig metanolban, majd 30 mp-ig d&drtvizben, ezt kovéen pedig néhany
percig 50 ml transzfer-pufferben kell 4ztatni. Aisgpapirokat transzfer-pufferben kell aztatni. A
szendvics elrendezés a blottkészllékben (alultédléehaladva) a kovetkéz 3 db. atnedvesitett

sZir6papir, membran, gél, 3 db. atnedvesitett&rapir).

4.2.7.2. Ontott gélen elvalasztasztott fehérjék imomblottja

A fehérjék molekulatomeguk szerinti szétvalasztéaa a fehérje-alegységek 04 pérusmérdi
PVDF membranra (Millipore) transzfer-pufferrel #@mb elektroforetikus éatblottolasa BIO-RAD

Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell félszaraz wmmahi készilékkel tortént, bedllitott
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paraméterek (U=0,25 V, I= 0,08 mA/énblottolas ideje: 1 6ra) mellett, a membranpapirtastoz6
gyartoi felhasznalasi utmutatd szerint. (A protbksterint a megfutatott gélt 15 percig katod-
pufferben kell aztatni. A blottolas @t a membrant 10 masodpercig metanolban, majd @iger
desztillalt vizben, majd 5 percig andd Il.-puffemblell 4tnedvesiteni. 2 db. 88papirt andd I.-
pufferben -, 1 db. szépapirt andd Il.-pufferben -, 3 db. isépapirt katdd-pufferben kell
atnedvesiteni. A szendvics elrendezés a blottkéklaéh (alulrdl felfelé haladva) a kovetke2 db.
anod |.-pufferben éatnedvesitetttiggpapir, 1 db. andd Il.-pufferben atnedvesitettir&zapir,

membran, gél, 3 db. katdéd-pufferben atnedvesirétbpapir).

4.2.7.3. Fehérjeatvitellel rogzitett immunreaktiv €hérjék azonositasa

Blottolds utan a membrant 1 6raig 1%-os BSAéfrdferben blokkoltam razatas kozben. A
fehérjék blokkoldsa utdn a membrant haromszor, d@igp PBS-oldattal mostam. Mosas utan a
membrant PBS-oldatban megféleh higitott elédleges antitest-oldatban inkubaltam 1 éjszakan at,
szobalbmeérsékleten. Masnap haromszor 10 percig mostam mbrdat PBS-oldattal. Mosést
kévetben a membrant PBS-oldatban megf@al higitott masodlagos, enzimmel jeldlt ellenanyag-
oldatban (konjugatum) razattam 1,5 6ran keresrilinkubacié utan a membrant haromszor 10
percig PBS-pufferrel mostam, majd a 4-kloro-naBielibsztrat-oldat hozzaadasavaihéitam az
immunreaktiv fehérjesavokat. A reakciot desztillattzel allitottam le. Az éhivashoz felhasznalt
oldatok dsszetétele az M2 mellékletben megtalalhato

A Dblottok kiértékelése SynGene GeneTools (File sieer. 3.07.03 - Serial No.
13228*10873*merckhu*mpcs SynGene Laboratories) ranagnal tortént.

4.2.8. Fehérjeazonositas folyadékkromatografias-talem tomespektrometrias
(LC-MS/MS) modszerrel

A mintdk 15%-os Ontott gélen SDS-PAGE-val toftdahérje elvalasztasa (lasd 4.2.4.2. pontban),
és detektaldsa utan (lasd 4.2.4.4. pontban) atfgste desztillalt vizben 2-3 napig mostam. Utana
gélbsl a vizsgélni kivant fehérjesavokat kivagtam és d¥ecetsavbanjitbszekrényben taroltam.

A gélmintak LC-MS/MS technikéval tértérbeazonositdsat a Szegedi Tudomany Egyetem Orvosi
Vegytani Intézetében végezték. A mintd@lszités soran a gélmintakat 0,1 M /ME&O;-pufferrel

(20 perc), majd acetonitrillel (20 perc) mostakiédek elszintelenedéséig. A kérdéses mintaknal ez
3 ciklust jelentett. Ezutdn a gélmintak redukalddatmM DTT-oldattal (30 perc, 56°C) -, majd
moséasat (10 perc)d@zor 0,1 MNH4HCO;-pufferrel (pH 8,8), mésodszor pedig acetonitrill&0
perc) végezték. Ezt kovan a gélmintakat 50 mM jédacetamid-oldatban 45 igerc
szobalbmérsékleten, sotétben alkillaltak. Alkillalas utangélmintakat 0,1 M NEHHCO;-puffer:
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bidesztillalt viz 1:1 ardnyu elegyével 10 perciggjdhacetonitrillel 10 percig mostak, ezutan 20
percig liofilizaltak. A liofilizalt mintékat tripsin-oldattal 30 percig telitették jégen, majd 0,1 M
NH4HCO;-puffer: bidesztillalt viz 1:4 ardnyu elegyét a lgd adva 37°C-n (kb. 16 6Ora) egy
éjszakén at emeésztették. A reakcio ledllitaspl BY hangyasav-oldattal tortént. A peptideket 3*50
pul 50% acetonitril/5% hangyasav-oldattal ismételt2d percig extrahaltak, majd a mintakat
SpeedVac vakuum-centrifugan oldészermentesitetékintdkat 0,1% hangyasav-oldatban Gjbol
feloldottak, majd LC-MS/MS mddszerrel AGILENT 110@szllékenanalizaltak, beallitott
paraméterek (LC-oszlopok: Zorbax 300SB-C184B, 5x0,3 mm; Zorbax 300SB-C18, 3,fn,
150x0,075 mm; oszlopra tort@&mmintafelvitel: 5 pl) mellett. Az MS/MS adatok kiértékelése

SpektrumMill inhouse szerver ketgével NCBInr Plant adatbézisbdl tortént.

4.2.9. Szerin proteadzok éa-amilaz inhibitorok jelenlétének igazolasa

4.2.9.1. Sz0ja ereddta-kimotripszin enzimgatlas nativ poliakrilamid gélben (PUSZTAI et al.
1988)

A mintak viz- és sooldhat6 frakcidjanak tripszihilitor aktivitas vizsgalatahoz a mintakat 10%-o0s
nativ poliakrilamid gélen futtattam (lasd 4.2.4,8ont), majd a géleket tripszin inhibitorra

megfestettem.

Gélfestés tripszin inhibitorra

A tripszin inhibitor festéshez a géleket, megiéel higitott 0,5 M foszfat-pufferben oldait
kimotripszin standard oldatban inkubaltam 30 perei§C-on. Ezt koveten desztillalt vizzel
alaposan letblitettem azokat, majd naftilészteidmididin oldattal festettem. A megfédbtt gélt
1%-0s ecetsavval Oblitettem. A mintak tripszin-bitdr tartalmat a vilagos hatter(r6zsaszin)

gélben fehér szinfoltok jelezték.

4.2.9.2. Blza ereddt a-amildz enzimgatlas nativ poliakrilamid gélben (HENSON and STONE
1988)

A minték viz/s6oldhaté frakciojanak-amilaz inhibitor aktivitasanak vizsgalatahoz HEN$@nd
STONE (1988) mddszerét, kisebb mddositassal adamptdA mintdkat 10%-o0s nativ poliakrilamid

gélen futtattam (lasd 4.2.4.3. pont), majd a gélekemilaz inhibitorra megfestettem.
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Gélfestésa-amilaz inhibitorra

Az a-amildz inhibitor festéshez a géleket, megfidal higitotta-amildz standard oldatban (40 mM
Trisz, 1 mM CadCJ, pH 8,0) inkubaltam 20 percig, szoldatersékleten. Ezt kovétn a géleket 1%-
os keményii oldatban (40 mM Trisz, 1 mM Cag{lpH 8,0) aztattam szob&mérsékleten.
Desztillalt vizes oblitést kovéen kaliumjodidos joéd oldattal festettem. A megbesitt gélt
desztillalt vizzel dblitettem. A mintak-amilaz inhibitor tartalmét a vilagos hatiglhalvanyséarga)

gélben kék szinfoltok jelezték.

4.2.9.3.a-amilaz inhibitor aktivitas (MURAO et al. 1981)

1,5 ml blaza eredéta-amildz-oldatot és 0,5 ml 0,4 mg/ml inhibitor-olde(vizsgalt fehérjeoldat)
elegyitettem, majd 3C-on 5 percig inkubaltam. (Kontroll minta esetédeh ml a-amilaz-oldatot
és 0,5 ml desztillalt vizet elegyitettem, illetvekvprobanal 2 ml desztillalt vizet hasznéltam, majd
37°C-on szintén 5 percig inkubaltam) Ezutan hozzaadtami 1,5% keményétoldatot tartalmazo
0,1 M Trisz-HCI puffert (pH 7,0), majd alaposan zileevertem és 10 percig €7on inkubaltam.

A reakci6 ledllithsara 5 ml 1:5 aranyd 0,5 N H@-0l ecetsav-oldatot adtam. A reakcid végoldat
0,1 ml-éhez 5 ml 0,005% jodoldatot adtam, majd eig, szobatmérsékleten allni hagytam. Az
abszorbanciat 660 nm-en leolvastam.

A mintakat, a kontrollt, és a vak probakat egylitkyy kellett elkésziteni, és mérni.

Az inhibitor aktivitast az aldbbi képlet alapjarasmoltam ki:

Inhibitor aktivitas (%)=(minta-kontroll)/(vak-koraH)*100

4.2.10. Pepszines emésztés membranon

A mintédkat 15%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtattaithsd 4.2.4.2. pont), majd a g&lra
fehérjéket 0,45um-es PVDF membranra éatblottoltam (lasd 4.2.7.2.t)panajd ezt kdveien a
membrant 0,32%-0s pepszin-oldatban (FAO/WHO 2003&L-on razatva inkubaltam 0, 30
és/vagy 60 percig. A pepszines emésztés utan a réatrttaromszor, 10 percig PBS-pufferrel (pH
7,4) mostam, majd 1 éraig 1%-os BSA dpdfferben blokkoltam razatads kézben. A blokkolast

koéveten a tovabbi munkafolyamat megegyezett a 4.2. 0/@ban leirtakkal.
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5. EREDMENYEK

A vizsgalataimat két szalon vittem, médszertarteébnoldgiai szalon.
Mébdszertani feladatként fontosnak tartottam a &@s - és a gluténre érzékeny gabonaallergias
betegek részére sz6l6 gluténmentesség deklarai@sgiapozo széleskbvizsgalatokat. A betegek
diétdjanak alapja a gluténmentes étrend, melynd&divajluténmentességdr biztositékra van
szukségunk. A jelenlegi szabdlyzat szerint a glutmes élelmiszerek egyrészt buzabdl, egyéb
Triticum fajokbdl (rozs, arpa), zabbdl, vagy ezek hibridjeiegy vagy tobb alkotét nem tartalmazé
olyan élelmiszerek, amelyek gluténtartalma nem téhmt 20 mg/kg; masrészt buzabdl, egyéb
Triticum fajokbdl (rozs, &arpa), zabbdl, vagy ezek hibriojeiegy vagy tobb alkotét tartalmazo
olyan élelmiszerek, melyekba glutén kivonasra kertlt, és az igy kapott meéag gluténtartalma
nem tébb, mint 20 mg/kg. Maga a glutén buzabdsbdl, arpabdl, zabbdl, ezek hibridj@iés a
bebluk készult termékeldd szarmazd olyan fehérjefrakcidé, amely nem oldodikben és 0,5 M
s6ban. A glutén két frakcidja a gluteninek és &/@%-os alkohollal oldhat6 gliadinok. A torvény
azt is kimondja, hogy az élelmiszerékbvald glutén kimutatasdnak immunanalitikai alapon
(ELISA) kell nyugodnia, és a kimutatas hatarérté@iéminimum 10 ppm-nek kell lennie.
Ezen fogalmak tudatédban felmeril a kérdés, hogywenhykezés valdban biztositékot ad-e a termék
tényleges gluténmentessé&gléA térvény nem egyérteltn
- a gluténtartalom mérése gliadin-meghatarozasorszlapedig a glutén oldhatdésagi alapon
tortérd meghatarozasdban mas gluteirdzarmazé toxikus komponensek is beleééthet
- agliadin kimutatdséara tobb kereskedelmi kit isdetkezésre &ll (monoklonalis, poliklonalis
ellenanyag alapu), melyben a gliadinok kioldasa pentosan leszabalyozott
- az ajanlott mddszerek kozott prioritast kapott anokdonélis R5 ellenanyag bazisu ELISA
modszer, mely aa, B, y-gliadinokbdl szarmazd 6t aminésavbol allo peptrdelepitopokra)
specifikus
- nem tudjuk tehat, hogy mit kell detektalnunk poatasa gliadint, egy gliadin-alegységet,
vagy egy gliadin-epitépot

Mindezek mellett a gabonaallergidsok szamara ndtétlen a glutén (gliadin) a toxikus
allergénkomponens (pl. az oldhat6 fehérjek koréhdoz6 a-amilaz inhibitorok, nsLTP-k,
szerpinek), ezért mas allergének vizsgélatavakimélten foglalkoztam.

A fehérje alapu moddszerek masik problémaja, hogiechnoldgiai kezelés gyakran jar
hokezeléssel, melynek sordn a fehérjék konformacertésével kell szamolnunk. Modszertani
szempontbdl ez olyan problémat vet fel, hogy aigéntés az ellenanyag kozotti affinitas romlik,
ezért a mobdszer érzékenysége lényegesen csokkaryémdmodell segitségével vizsgaltam a

hokezelés hatdsat a kimutatas érzékenységére.
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Szaraztészta modelljén gluténmentes diétadba iegztélelmiszerek valasztékbitése
céljabdl csokkentett gluténtartalma termék és giméntes termékkor fejlesztésének
megalapozasahoz vizsgaltam, hogy a kontaminacadkéesesztreaktivitas milyen befolyassal van a

kimutatasra.
5.1. Hazai gabonak és pszeudoceredliak allergén k@ézata

A coliakia és a gabonaallergia az egyik legeltdgbl betegség a vilagon, beleértve hazankat
is. Eppen ezért e betegségeket kivalto allergénzdgalata a mai napig fontos kutatasi teriletté
valt. Kutatasaimat a hazai blaza allergének és ékvetresztreagalé gabonafehérjék vizsgéalatara
fokuszaltam. Torekedtem arra, hogy a buzan kiv@mlgabonékat, illetve pszeudoceredlidkat is
vizsgaljak, amelyek a buzaval egyiitt szintén ad&di kivaltoi (buzaval keresztreagélok: tritikalé,
rozs, arpa, zab) lehetnek, illetve amelyek nem o&kzlinikai tiineteket a céliakias betegekben
(buzaval nem-keresztreagélok: amarant, hajdinaptieg rizs). Minden vizsgélatba vont hazai
gabonaban illetve pszeudoceredliaban célom voltceakna coliakias-, hanem a gabonaallergias

betegekben potencidlisan klinikai tiineteket kivédidérjék monitorozasa.

5.1.1. Gabonak és pszeudocerealidk buza allergénv&sztallergén profiljanak in

vitro vizsgalata

5.1.1.1. Gabonéak/pszeudoceredlialsibb fehérjefrakcidinak dsszehasonlitadsa

Fajtanként 6t, amarant esetében harom gabonaeillggzeudocerealia lisztmintaiban egylépéses
fehérje extrakciot kovetve, SDS-PAGE-val vizsgélafibb fehérjefrakciok megoszIlasain, 11.,
12. abrak).

Mt. (kDa)
100
22 - - 1. Mt.
4 2.T. aestivumGK Tisza, 2004
37 = 3.T. spelta OKO-10, 2004
4.T. durum D-78, 2004
29 5.T. aestivum, GK Cip&004
6. T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001
20

1 2 3 4 5 6

10. abra: Kulonbdzs buzék fehérjéinek SDS-PAGE-val torté elvalasztasa
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11. abra: Buzaval keresztreagéld gabonak SDS-PAGEaWtorténé elvalasztasa

a b.
Mt. 1. Mt.
. Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, Kargo, 2004 2. Rozs $ecale cerea)e Amilo, 2004
. Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004 3. Rozs $ecale cerea)e Rapid, 2004
. Tritikalé (Triticosecalesp.), GK korai, 2004 4. Rozs Gecale cereaje GK Wibro, 2004
. Tritikalé (Triticosecalesp.), Wanad, 2004 5. Rozs $ecale cerea)e Matador, 2004
. Tritikalé (Triticosecalesp.), GK Idus, 2004 6. Rozs $ecale cereaje Gamet, 2004

C. d.

Mt. 1. Mt.
. Arpa Hordeum vulgark tavaszi, STC I. 22-03, 2004 2. Csupasz zalAyena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
. Arpa Hordeum vulgark szi, GK Rezi, 2004 3. Zab Avena sativp tavaszi, GK Iringd, 2004
. Arpa Hordeum vulgark 6szi, GK Rezi, 2005 4. Zab Avena sativg 6szi, GK Impala, 2004
. Csupasz arpalprdeum nudg 6szi,C3/05, 2005 5. Zab Avena sativp tavaszi, GK Kormoran, 2005
6.

. Csupasz arpadprdeum nudy észi, GK Arpad, 2005 Zab @Avena sativp tavaszi, GK Pillangd, 2005
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a. Amarant b. Hajdina
Mt. (kDa) Mt. (kDa)
100  m o e 100
97 97 -
54 [ —~—] = N S 54 E
37 [ 37
29 = - » & o —
29 — B -
20
20
~ S

c. Kukorica

d. Rizs

12. abra: Buzaval nem-keresztreagalé gabonak/pszeockereédliak SDS-PAGE-val tortéd

elvalasztasa

Mt.

. Amarant Amaranthus molergsGK R6za, 2003
. Amaréant (Amaranthus cruentus), GK Maros, 200
. Amarant (Amaranthus hypochondriacus), Edit, 2(

C.
Mt.

. Kukorica Zea mayy Sze TC 206, 2004
. Kukorica Zea may} Ella SC, 2004

. Kukorica Zea mayy Sze SC 352

. Kukorica Zea mayy Bella TC, 2004

. Kukorica Zea mayy Veronica SC, 2004

b.

Mt.

Hajdina Fagopyrum esculentum

Hajdina Fagopyrum esculentumd 30 torzs, 2003
Hajdina Fagopyrum esculentumP425 térzs, 2004
Hajdina Fagopyrum esculentumP427 toérzs, 2004
Hajdina Fagopyrum esculentumP429 térzs, 2004

ouprLdE

d.

Mt.

. Rizs QOryza sativy, Janka, 2003

. Rizs QOryza sativy, Bioryza, 2003
. Rizs QOryza sativy, Risabell, 2003
. Rizs QOryza sativy, Abel, 2003

. Rizs QOryza sativy, Oryzella, 2003

oUhwWNER
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Jol lathatd, hogy a kulonféle gabonafajtdk SDS-PAGE elvélasztott fehérjefrakcioi,
fajtanként jelleméen elté6 mintdzatot mutattak. A kilonb6z fajtak fehérje-eloszlasanak
kulonbdzsége illetve kismértédkhasonldésdga az egymashoz vald rokonsagi kapckaktpjan is
magyarazhaté (lasd 2.6. pontban). Jol lathatd, reodpiizaval keresztreagald, szintén a Triticeae
nemzetségbe tartozo tritikalé, rozs, arpa a buz&bpel hasonlé molekulatomédehérjesavokkal
rendelkezett. Ezekhez képest a#zétkkel azonos alcsalddba (Pooideae), de mas nemletsé
(Aveneae) tartoz6 zab kisebb molekulatéihegtenziv savokat tartalmazott. A buzaval nem-
keresztreagalé gabondk kozil a kukorica és a mferfe-mintazata a velik azonos rendbe
(Poaceae) tartoz6 zabhoz hasonlitott a legjobbdaaxénomiailag tavoli rokonsagban éamarant
és hajdina fajtak fehérjéi ugyan assgbb intenzitasu savjaikban hasonlitottak a zald®az, teljes
fehérje-Osszetételiiket tekintve nagymértékben kiditek.

Az adott gabona/pszeudoceredlia fajtdkon belujak fiehérje-mintazata kdzel azonos, csak
kismértéki kuloénbség figyelhétmeg.

A buzamintak fehérjéi efsorban a 30 kDa és 100 kDa kozatwlekulatomeg-tartomanyban
adtak €irti intenziv savokat. A buzahoz hasonléan a tritikalérozs és az arpa esetében is, a
fehérjesavok a 30-100 kDa molekulatomeg kdzé esétel, buzahoz képest csak kevesebb frakciora
valtak szét. A zab legintenzivebb savjai a 26-23a KB a 34-38 kDa tartomanyban mutatkoztak. Az
amarant fehérjekomponensei az egész tartomanyosrlQQOkDa ko6zott) szinte egyenletesen
oszlottak el. Kiemelkagen intenziv savjai a 27, 35, 58 kDa-nal talalhatdkhajdina fehérje-
mintazata, 6sszetétele és mennyisége hasonlosagatoth az amarantéval. A fintenziv savok
szintén a 27, 35, 58 kDa-nal talalhatok. A kukoficintenziv savjai 25 kDa-néal és 31 kDa-nal, mig
a rizs intenziv savjai a 28, 31, 36, 55, 63 ésJ&-kal lathatok.

5.1.1.2. Gliadintartalom meghatérozasa kompetitivridirekt ELISA-val

A gluténmentes élelmiszerek ellgmésére gliadin-specifikus immunanalitikai médskete
ajanl a szabalyozas, ezért kompetitiv indirektdipgliadin-specifikus ELISA-4daptéltam, abbdl a
célbdl, hogy meghatarozzam a hazai buzafajtakbdnjzaval keresztreagald prolaminokban és a
nem-keresztreagald gabonékban, illetve pszeuddigkiesn taldlhatéd gliadintartalmat.

A (gliadin kalibraciés gorbe linearis (0,1-1Qg/ml) tartoméanyaban 18. abra) meért
eredmények szerint a gliadin-specifikus poliklos&@ilenanyag csak a buza és a tritikale mintakban
ismerte fel a gliadint. A rozs, arpa, zab, kukoridas, amarant és hajdina mintaban nem talaltam
aktivitast. Az egyes mintdkban mért gliadintartairda a kapott értékek szérasaild tablazat

tartalmazza. A mintdkat harom parhuzamosban méateamezre, a mérést kétszer ismételtem meg.
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13. abra: Standard gdrbe gliadintartalom meghataroaséara kvantitativ kompetitiv indirekt
ELISA-val mérve

13. tdblazat: Poliklondlis anti-gliadin nydl IgG elenanyaggal felismert gliadintartalom

Mintak Gliadintartalo_m Szoras .
(mg/100 mg liszt)| (mg/100 mg liszt)
baza {riticum aestivurj) GK Tisza, 2004 4,174 0,9
blza {riticum speltd, OKO-10, 2004 3,944 0,69
baza {riticum durum), D-78, 2004 1,624 0,43
baza (riticum aestivurj) GK Cip6, 2004 2,489 1,2
buza {Triticum aestivury) CY-45Q, 2001 2,512 0,33
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, Kargo, 2004 1,853 0,41
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004 4,677 2,52
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, GK korai, 2004 4,017 1,00
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, Wanad, 2004 2,416 0,73
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, GK Idus, 2004 4,406 0,68

5.1.1.3.a-amilaz inhibitor nyul IgG ellenanyag elbéllitasa

A coliakias betegek szamara a gluténmentes étreedyetlen diéta. Szamukra elengedhetlen
az élelmiszerek gliadinmentességének kimutatdsagahonaallergiasok szaméra ugyanakkor
jelentsége lehet a szintén prolamin szupercsaladdba d¢artoamilaz inhibitor fehérjék
kimutatdsanak, mivel a gliadinokon tul ezek &dg#zhetnek tineteket.

Anti-a-amilaz inhibitor nyul IgG ellenanyag nem kaphagrdskedelmi forgalomban, igy a
vizsgalat elvégzése céljabdl szikség volt afbldtadsara. Az immunizalashoz antigénként a
kereskedelmi forgalomban kaphatdé buza efedetamilaz inhibitort (TrimW, Nutricepts)
hasznéltam. Mivel aa-amildz inhibitor készitmény kb. 10%-os tisztadéga nem volt megfelél
az immunizalashoz, azt egy Uj eljardssal nagyobbtasdgura dusitottam az egyéb anyagok
levalasztasaval DEAE-cellul6z anioncsériéfomatografiaval a 4.2.1.2. pontban megadott mgdsz

szerint. Az elvalasztassal kapott két frakai@amilaz inhibitor aktivitasat MURAO et al. (1981)
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altal megadott protokoll alapjan hataroztam meg.kindulasi TrimW a-amildz inhibitor

aktivitdshoz képest (10%) a dusitassal ndeigaz a-amildz inhibitor aktivitas mindkét frakcidban.
Az 1. frakcid6 67%, a 2. frakci6 95%-o0s aktivitastutatott. Mivel a 2. frakci6 nagyobb
enzimaktivitdssal rendelkezett és egyben tisztasaga megfelelt az immunizalasi
kovetelIményeknek, HARBOE and INGILD (1973) Altaldéigozott szisztémas immunizalasi
protokollnak megfelélen, nyulban a tisztitotta-amilaz inhibitorra specifikus poliklonélis

ellenanyagot allitottam &I

5.1.1.4. A gabonak és pszeudoceredliak gliadin e@samilaz inhibitor specifikus ellenanyaggal

szemben mutatott antigenitasanak vizsgalata

A buza két 8 allergéncsoportja a gliadinoki{gliadinok 40 kDawb-gliadinok 65 kDa) és az
a-amilaz inhibitorok (0.53 15 kDa, CM3 14 kDa, amelgtramer forma esetén 60 kDa)
(www.informall.eu.com). Funkcidjuk szerint a gliadkhoz tartozéwb-gliadin kivételével a
vizsgalt allergének az-amildz/tripszin inhibitor csalddba tartoznak.

A két 16 allergén csoportra fokuszalva, immunblott techrikgitségével az elektroforézissel
szétvalaszott és elektroforetikusan membranra tédktidehérjéknek a blza gliadid4/a. abrg és
a bazao-amilaz inhibitor (4/b. &brg) ellen kifejlesztett antitestekkel szemben mutatdktivitast
mértem blz4ban, valamint a buzaval keresztreagék- nem-keresztreagdld gabonékban,
pszeudocerealidkban.

A kulonbdz gabonafélék (buza, arpa, rozs, tritikdlé, zab,okigla) igen eltéF savokban
mutattak kilénb6& intenzitasu reaktiv savokat. Az amarant és a hajdsak nagyon kis mértékben
mutattak keresztaktivitast. Ezzel a vizsgalattadomd volt a gabonafélék és a pszeudoceredliak
(amarant, hajdina) elkulonitésére a buza gliadia Hhuzaa-amilaz inhibitor - illetve a veluk
keresztreagald tobbi fehérjefrakcio jelenléte vagnya alapjan.

Osszehasonlitva a két ellenanyaggal végzett imnotinébrakat, jol lathaté, hogy az anti-
gliadin nydl IgG és antix-amildz inhibitor nydl 1gG ellenanyagok kdzel azenmolekulattmeg
tartomanyban ismertek fel fehérjéket. Az antigéhakonlé immunaffinitasa azzal magyarazhato,
hogy a gliadinok tébbsége, funkcidjuk szerint sanaza-amildz/tripszin inhibitor szupercsaladba
tartozik (www. informall.eu.com). A kapott eredméhyalapjan belathatd, hogy az adott mintaban
lévs célfehérjék igy kevésbé azonosithatok. @lalzt a kbvetkeztetést vontam le, hogy a gliadin és
az a-amilaz inhibitor antigének vizsgalatdhoz az egg¥p fehérje kioldas helyett tobblédes

extrakciéra van szikség.
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b. anti-a-amilaz inhibitor nydl 1gG ellenanyaggal szemben mtatott reaktivitas

14. dbra: Gabondak és pszeudocerealidk anti-gliadinyul IgG és anti-a-amilaz inhibitor nyul

IgG ellenanyagokkal felismert fehérje antigénjeinekkmmunblottjai

a./b.
Mt.
Baza {Triticum aestivuryy GK Cipg, 2004
Mt.

Arpa Hordeum vulgark tavaszi, STC . 22-03, 2004
Rozs Gecale cereaje Amilo, 2004

Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004
Csupasz zabAvena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
Mt.

Amarant Amaranthus cruentysGK Maros, 2005

10 Hajdina Fagopyrum exculentuyn430 torzs, 2003
11. Kukorica ¢Zea may} Ella SC, 2004

12. Rizs (Oryza sativ), Bioryza, 200
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5.1.2. Gabonak és pszeudocerealidk viz/so- és alatiidhato fehérjefrakcioinak vizsgélata

Mivel nehéz elkuloniteni, hogy az alkalmazott pldilélis ellenanyagok mely oldhatésagi
frakcioban 1é% allergén fehérjéket tudjék felismerni, ezért athalté fehérjéket kétfallergént -
amilaz inhibitor, gliadin) tartalmazo6 frakciéra gzealtam, azaz 50 mM-os Trisz-HCI pufferben
(pH 8,5) oldhaté viz/s6- és 70%-o0s etanol oldhatékdiéora. A fehérjék poliklonalis
ellenanyagokkal felismert reaktivitasat mindkétkfidban monitoroztam. A kébbiekben, e két
frakcid gabonaallergias és colidkias hiperimmunrignékkal szemben mutatott reaktivitasat
vetettem O6ssze kordbbi eredményeimmel az alabberins.

Mivel a gabonaallergia IgE mediélt reakcid, ezért peolaminok IgE reaktivitaséat
gabonaallergias anonim betegszérumokkal is megiizsg. A colidkia esetében az anti-gliagin
IgA ellenanyagok emelkedett szintje j@l&rtéki lehet, ezért vizsgaltam a prolaminok coéliakias
anonim betegszérumokkal szemben mutatott IgA reithsiat. A vizsgalt fehérjéket SDS-
poliakrilamid gélen szeparaltam, majd PVDF memtaadtblottoltam, ezutan a rendelkezésemre
bocséatott gabona-pozitiv vagy coliakids anonim detérumok felhasznaldsaval immunblotton

azonositottam az IgE vagy IgA keresztreaktiv csobat.

5.1.2.1. Gabonéak és pszeudoceredlidk alkohololdhai@kcionak vizsgalata

A vizsgalt mintak 70%-os etanollal extrahalt febégkcioit SDS-PAGE-val elvélasztottam,

majd a fehérjék antigenitas vizsgalatat anti-ghadyul 1IgG ellenanyaggal szemben végeztem.
A hazai buzafajtdk alkohololdhato fehérjefrakcioi 1&/a. abran mig a gliadin-specifikus
elllenanyaggal felismert fehérje antigének immuttfdca 15/b. abranlathato. A gliadin antigének
a 37-54 kDa koz6tti molekulatbmeg tartomanybanltalék, buzafajtdnként kismértékben eitér
eloszlasban, melyeket a gliadin-specifikus poliéliellenanyag minden esetben felismert.

A buzaval keresztreagalé és nem-keresztreagalongélszeudocerealiak alkohololdhat6
fehérjefrakcioit al6/a. dbra, a gliadin-specifikus ellenanyaggal keresztreagél@fighantigének
mintazatat, pedig &6/b. abra mutatja be. A vizsgalt mintdk kézul az amaranbagina és a rizs
nem tartalmaz 70%-os alkoholban oldhaté prolamihoRkablzaval keresztreagalé gabonak és a
kukorica alkohololdhaté fehérje-mintazatai eltérnek rozs-, tritikalé- és az &rpa prolamin
fehérjéinek tobbsége hasonlé molekulattmeg tartgbem taldlhaté (37-54 kDa); mig a zab
esetében a 29-37 kDa kozott défehérjék -, a kukorica esetében, pedig a 26-29-k@laévd

fehérjesavok alkotjak a 70%-os alkoholban oldhat@&fjéket.
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Mt. (kDa) Mt. (kDa)
1
9
5

3

15. &bra: Buzafajtak alkohololdhato fehérjefrakcidinak SDS-poliakrilamid gélen torténs

elvalasztasa (a.) és immunblottja anti-gliadin nyulgG ellenanyaggal szemben (b.)

1M a./b.
2. buza gliadin (Sigma)
3. bulza {riticum aestivur)) GK Tisza, 2004
4. buza {riticum spelty, OKO-10, 2004
5. bdza {riticum durun), D-78, 2004
6. buza {riticum aestivurn GK Cipo, 2004
7. buza {riticum aestivurpy CY-45Q, 2001
Mt. (kDa)
100
97
54
37
29
—
20
1 23 4 5 )6 B 9 10 1 2 3 4 5 )6 7 89 10
Y Y Y
keresztreagalék  ne-keresztreagalék keresztreagélékb ne-keresztreagalék
a. .

16. abra: Buzaval keresztreagal6 és nem-keresztresg gabonak és pszeudoceredliak
alkohololdhat6 fehérjefrakcidinak SDS-poliakrilamid gélen tortérd elvalasztasa (a.) és

immunblottja anti-gliadin nydl 1IgG ellenanyaggal szmben (b.)

Mt a./b.

1
2. Buza gliadin (Sigma)

3. Rozs Gecale cereaje Amilo, 2004

4. Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004

5. Arpa (Hordeum vulgarp tavaszi, STC I. 22-03, 2004

6. Csupasz zabAvena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004

7. Amarant Amaranthus cruentysGK Maros, 2005

8. Hajdina Fagopyrum exculentum430 torzs, 2003

9. Kukorica Zea may} Ella SC, 2004

10. Rizs Oryza sativy, Bioryza, 2003 69



A hazai buzafajtak alkohololdhato fehérjéinek gatmilergias szérumokkal szembeni IgE
immunreaktivitdsat vizsgalva megallapitottam, hagyendelkezésemre all6 szérumok nem adtak
IgE-reaktiv savokat gliadinokkal. Ezen gabonaaiéeygszérumokkal vizsgaltam a buzaval
keresztreagald és nem-keresztreagalé gabonak/pemyedlidk keresztreaktivitasat is. Mivel a
kulonbd® szérumokkal kapott IgE-specifikus immunblottok nemtattak széles variabilitast, ezért
eredményeimet csak két, repzentativ szérummal késminunblott dbraval szemléltetemiq.
abra). Er6s keresztreaktivitast kaptam a kukorica alkoholatdhzein-fehérjéire (26-29 kDa), és
egy gyenge reakciot a zab avenin-fehérjéire (2%B8). A 2. szamu gabonaallergias szérum a
minték alkohololdhat6 frakcidi kdzil a zab 29, 3039 kDa-os fehérjéinél, a kukorica 26 és 29
kDa-os fehérjéinél adott & IgE keresztreaktivitast; mig a rozsnal, a trlékal, az arpanal az IgE-

reaktivitds csak egy-egy, nagyon halvany fehérjgsa\(39 kDa-nal) volt tapasztalhato.

Mt. (kDa) Mt. (kDa)
100; A AT E- | 100
97 _ _ 97
54 : S 54
37 j " s g iy
-- 26 kD = 30 kDa
2 o o we . SEG
20 20
1 2\3 45}3\7 89 lO} 1 2\3 45/Q 7891/0
Y Y Y Y
keresztreagaléok  ne-keresztreagalok keresztreagalok  ne-keresztreagalok
a. IgE (1. sz. gabonaallergias szérum) b. IgE (2. sz. gabonaallergias szérum)

17. dbra: Bluza és buzaval keresztreagalé/nem-kergszagald gabonék/pszeudocerealiak
alkohololdhat6 fehérjefrakcidinak SDS-poliakrilamid gélen tortéré szeparalaséat kovat IgE-

specifikus immunoblottjai gabonaallergias human sz@&mokkal szemben

a./b.

1. Mt

2. Buza gliadin (Sigma)

3. Rozs Gecale cereaje Amilo, 2004

4. Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004
5. Arpa (Hordeum vulgar} tavaszi, STC I. 22-03, 2004
6. Csupasz zatAyena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
7. Amarant Amaranthus cruentysGK Maros, 2005

8. Hajdina Fagopyrum exculentum430 torzs, 2003

9. Kukorica Zea may} Ella SC, 2004

10. Rizs Oryza sativy, Bioryza, 2003
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A hazai buzafajtak alkohololdhatd fehérjéinek dkid betegszérumokkal felimert 1gA-
specifikus immunblott képét &8. 4bra mutatja. A vizsgalatba vont coliakias human szérkim
mindegyike a 37-54 kDa tartomanyban mutatosisdgA-reaktiv immunmintazatot, melyet az 1.

szamu coliakias szérummal reprezentalok.

Mt. (kDa)
100
97
54 - 1. Mt
3 2. buza gliadin (Sigma)
37 S Sl e 3. buza {riticum aestivury GK Tisza, 2004
4. buza {riticum spelty, OKO-10, 2004
29 5. buza {riticum durum, D-78, 2004
6. buza {Triticum aestivurjy GK Cip6, 2004
20 7. buza {Triticum aestivurpy CY-45Q, 2001

1 2 3 4 5 6
IgA (1. sz. colidkias szérum)
18. abra: Buzafajtak alkohololdhato fehérjefrakcidinak célidkias human szérummal szemben

mutatott IgA-reaktivitasanak immunblottja

A buzaval keresztreagalé és nem-keresztreagaldngalpszeudocerealiak alkohololdhatd
fehérjéinek colidkias betegszérumokkal szemben twttitlyA-keresztreaktivitasat &9/a.,b.,c.,d.
abrdk szemléltetik. A rendelkezésemre all6 colidkidsrarétobbsége (2, 3, 4. szamu coliakias
szérumok) a mintakban l&\szinte mindegyik prolamin fehérjével reagalt. Kelé képezett az 5.
szdmu coliakias szérum, amely csak a kukoricabdalt tdgA-reaktiv sévokat. Meglép
eredménynek tartom, hogy a kukorica is mutatotiakils betegszérumokkal szemben IgA-
reaktivitdst, pedig a colidkids betegek diétajabaasolt gabondk kozé tartozik. A jelenlegi
ismeretek alapjan ugyan Klinikai tineteket, bélbpharosodast nem okoztak a kukorica zein
fehérjéi, de mivel a colidkia patomechanizmusa mém teljesen ismert, szikséges lenne ezen

reaktiv fehérjék tovabbi vizsgalata.
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Mt. (kDa)
Mt. (kDa) 100

10
97
54
37

29

20

1 23 4 5 ) 7 89 1p 1 2,3 4 5 B 7 8 10

Y Y Y
keresztreagalok  ne-keresztreagalok keresztreagalok  ne-keresztreagalok
a. IgA (2. sz. colidkias szerum) b. IgA (3. sz. coliakias szérum)
Mt. (kDa) Mt. (kDa)

12\345}6\7891)) 12k34516\78910}
Y Y Y
keresztreagalok  ne-keresztreagaldk keresztreagalok  ne-keresztreagalék
C. IgA (5. sz. colidkias szérum) d. IgA (5. sz. colidkias szérum)

19. &bra: Blza és buzaval keresztreagalé/nem-kerdszagald gabonak/pszeudoceredliak
alkohololdhat6 fehérjefrakcidinak SDS-poliakrilamid gélen tortéré szeparalasat kdved

coliakias human szérummal szemben mutatott IgA-reatvitasanak immunblottja

a./b./c./d.

1. Mt

2. Buza gliadin (Sigma)

3. Rozs Gecale cereaje Amilo, 2004

4. Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004
5. Arpa (Hordeum vulgark tavaszi, STC I. 22-03, 2004
6. Csupasz zabAyena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
7. Amarant Amaranthus cruentdsGK Maros, 2005

8. Hajdina Fagopyrum exculentun430 torzs, 2003

9. Kukorica ¢Zea may} Ella SC, 2004

10. Rizs Oryza sativy, Bioryza, 2003
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5.1.2.2. BUzak viz- és séoldhato6 frakcidinati-amilaz inhibitorban valé feldUsitasa

Az a-amilaz inhibitor szupercsaladba tartozé buzafékékulondsen gyakori allergének a
gabonaallergias betegek korében, ezért céiseér lattam a viz- és soéoldhatd frakcié ezen
fehérjékre irdnyitott alaposabb vizsgalatat.

A buzaa-amildz inhibitorok, gabonaallergids szérumokkaloveélirdnyos felismeréséhez,
kereskedelemi forgalombdl szarmazbamildz inhibitor minta (TrimW) analégidjan, a vigs
séoldhaté buzafehérje-frakci@-amilaz inhibitorban dusitottam. A WEISS et al. 439 Aaltal
bevezetett, mddositott albumin/globulin kioldas (6™ Trisz-HCI puffer (pH 8,5) a 0,15 M NaCl-
os Osborne-féle kioldas helyett) DEAE-celluléz kedografia kidolgozasat tette letieé.

A pufferben oldott fehérje toltését a fehérje iBmbdlomos pontja és a puffer pH-ja kozotti
kulonbség hatarozta meg. A fehérje ionok szétvidadban nagy jelefgédiek a kilénboé kémiai
modositasokkal ioncsetélsajatossaguva tett cellul6z szdrmazékok; ezekcsetélhat iontdl
flggoen lehetnek anion-, illetve kationcséi€l Az egyik leggyakrabban hasznalt anioncseeel
DEAE-cellul6z (Dietil-Amino-Etil-celluléz), ahol aanioncserél tulajdonsagot a szalak fellletén
elhelyezked dietil-amino-etil-csoportok kolcséndznek a celenék. Igy a DEAE-celluléz az
alkalmazott puffer pH-janal kisebb izoelektromostibfehérjéket (amelyek tehat negativ toltést
hordoznak) megkdti. Az ionésség vagy a pH fokozatos valtoztatdsdval a fehénjenok
elektromos toltésuk ésségétl fliggéen szekvencialisan elualhaték. WEISS et al. (19%3) a pH
5,0 és pH 9,0 izoelektromos pont kdzott 2D-benlab#iott viz- és séoldhatd buzafehérjék kozil az
IgE ellenanyaggal felismerti-amildz inhibitorok a pH 4-8,5 izoelektromos ponbzktt
helyezkedtek el. Ennek megféleh a puffer pH-jat 8,5-re allitottam be. Az alkako# pufferes
extrahalassal egyben az elektroforetikus- és a &rognéfids elvalasztas kompatibilitasat
biztositottam. Emellett torekedtem az extrahalfsodukélhatésagara, melyet a mintadk megéelel
homogenitasaval (lisztek szemcsemérete:| 28] térfogatardnyaval, &mérséklet és az étartam
pontos betartasaval értem el.

Az elvélasztassal kapott kromatogrammok reprezienkatpét a20. abra mutatja. Minden
minta esetében két csucsban |éjdrakciot kaptam, azaz az 50 mM Trisz-HCI startpufél (pH
8,5) eludlt, oszlopon meg nem &abtt frakciot (1. frakcid), és a 15 mM NaCl-tartairs0 mM
Tris-HCI pufferrel (pH 8,5) elualt, oszlopon megétitfrakciot (2. frakcio).
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3,0000 -

1. frakci6 2. frakcio

2,5000 ~
2,0000 ~
1,5000 +
1,0000 -

0,5000 -

Absz. (280 nm)

0,0000

4000 5000 6000

1000 2000 3000

-0,5000
t (min)

20. abra: Buz4k viz- és sooldhato frakciojanak DEAEeellul6z ioncseréb oszlopon tortéré a-

amilaz inhibitorokban dus frakcidinak spektrofotométeres nyomonkovetése

5.1.2.3. Gabonéak és pszeudocerealiak viz- és séaltdhfrakcidinak vizsgalata

A buzafajtak a-amilaz inhibitorban dusitott fehérjefrakcidiknakalamint a kontrollként
hasznalt TrimW-2. frakcionak SDS-PAGE-val todéelvalasztasat 21/a.,b. abrakon mig a
bazaval keresztreagald és nem-keresztreagald gabé&mapszudoceredlidk 50 mM Trisz-HCI
pufferben (pH 8,5) oldhat6 fehérjéinek SDS-PAGE&ép22/a. abranszemléltetem. Az oldhat6
fehérje komponensek minden buzaminta esetébertdtiik a teljes molekulattmeg-tartomanyt
(10-97 kDa). A kontrola-amilaz inhibitor készitmény (TrimW)-2. frakciéjaszont a 9-16 kDa
kozotti tartomanyban 6t -, a 37-45 kDa koz6tt tavdmyban, pedig harom fehérjesavot mutatott.
A szeparalt fehérjéket PVDF membranra tostéaektroforetikus atblottolasuk utan TrimW-2.
frakciora specifikus nyul IgG ellenanyaggal reaatddtm. A buzafajtaki-amilaz inhibitorokban das
frakcidiban kimutathatd reaktiv fehérjék immunblé#pét a21/c.,d. abrék -, mig abuzéaval
keresztreagald €s nem-keresztreagalé gabonak, dqusaredlidk reaktivitAsan 22/b. abra

mutatjak be.
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Mt. (kDa)

1 2 3 \ 5 6 }(

19

Y Y Y

Blzal. Blza2. Blza3.

da.

Mt. (kDa)
104

9
5

3

1 \2 Y3 }4 L 5 Y6 A7 g
Blzal. Blza2. Blza3.
C.

10

Mt. _(kDa)

Blza4. Blza5.

Mt. (kDa)
104

9
5

kDa

kDa
kDz

3

Blza4. BUza5.

21. abra: Buzafajték viz/sooldhat6 fehérjefrakcidirmk SDS-poliakrilamid gélen torténs

elvalasztasa (a./b.) és immunblottja anti-TrimW-2frakcié nyul 1gG ellenanyaggal

szemben (c./d.)

a./c.

—

aestlvumGK Tisza, 2004 - extrakt

. aestivumGK Tisza, 2004 - 1. frakcio
. aestivumGK Tisza, 2004 - 2. frakcio
. spelta OKO-10, 2004 - extrakt

. spelta OKO-10, 2004 -1. frakcid

. spelta OKO-10, 2004 - 2. frakcio

. durum D-78, 2004 - extrakt

. durum D-78, 2004 -1. frakcio

0.T. durum D-78, 2004 -2. frakcio

AdHdAd 444z

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
1

b./d.

1. Mt.

2. T. aestivumGK Cip6, 2004 - extrakt

3.T. aestivumGK Cip6, 2004 - 1. frakcié

4.T. aestivumGK Cip6, 2004 - 2. frakcio

5.T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001- extrakt
6. T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001- 1. frakci6
7.T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001- 2. frakcié
8. TrimW-2. frakcic¢
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Mt. (kDa) Mt. (kDa)

100 100
97 61kpa 77 kDa
54 45kpa - e - w—
g B o o2 = !
41 kDa =
37 -
: " 2a<Da | =
29 - 29 kDa 29 ‘_: ! : |
20 20 '
16 kD " -
2 - -~ y - h '
1@3 4&6 789}10 1@34 5A678}9 1
Y Y Y Y
keresztreagalok ne-keresztreagalok keresztreagal6k ne-keresztreagalok
a. b.

22. abra: Buzaval keresztreagald és nem-keresztresg gabonak, valamint
pszeudocerealiak viz/séoldhato fehérjefrakcidinak 3S-poliakrilamid gélen torténé

elvalasztasa (a.) €s immunblottja anti-TrimW?2. frakcié nyudl IgG ellenanyaggal szemben
(b.)
a./b.

Mt.

Rozs Gecale cerea)e Amilo, 2004

Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004
Arpa (Hordeum vulgarg tavaszi, STC I. 22-03, 2004
Csupasz zabAvena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
Amarant Amaranthus cruentysGK Maros, 2005
Hajdina Fagopyrum exculentum430 torzs, 2003
Kukorica Zea mayy Ella SC, 2004

Rizs Oryza sativy Bioryza, 2003

O Buza {Triticum aestivuryy GK Cipo, 2004

'—‘o.m.\‘@f-":b@!\’!*

A buzafajtak viz/séoldhaté extraktjainak és azakamilaz inhibitort tartalmaz6 két
frakcigjanak kulonbdz anonim, egyedi gabonaallergias humén szérumokhkzdgalt IgE-
specifikus immunblottjait 23/a., b., c., d. abrakorfoglaltam 6ssze.

A 23/a.,b. abrékon jol lathatd, hogy a rendelkezésemre all6 1. szamaaallergias
szérummal a ,TrimW-2. frakci6”-ban két flgE-reaktiv sav kulondlt el (16 kDa, 45 kDa). A
szérum minden hazai bluzafajta s6/viz oldhaté Kcfégaban ebs IgE-specifikus immunreaktiv
fehérjesavot adott 31 kDa-nal és a 13-16 kDa kbZétiérjeéknél. Minden vizsgalt blzafajta
viz/séoldhaté 2. frakci6jaban a szérum a 45 kDa6&skDa, valamint a 13-16 kDa kozotti
fehérjéknél talalt jellemen IgE-reaktiv csoportot. Minden bulzafajtanal miegédthatd, hogy a
szérum IgE ellenanyaga az 1. és 2. frakciobant tiérjéket az extrakt frakciokban is tébbnyire

felismerte.
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Mt. (kDa)
100

97

54

64 kDa
61 kDa

50 kDa
45 kDa

41 kDa 41 kDa

37 kDa

37
31 kDa

29

20

LS 8 X

64 kDa

45 kDa

89 10)

Y

Buza2.

Y

Blza3.

a. IgE (1.

Mt. (kDa)
100

97

54

50 kDa

38 kDa
33 kDa

37

S— 31 kDa

29

20 18 kDa

16 kDa
14 kDa

1 kDa
10 kDa

1\2 3 }4\ 5 7A 8 9

sz. gabonaallergias szérum)

63 kDa

45 kDa

|ﬁ.

}?I.O

Y

Blzal.

Y

Buza2.

Y

Blza3.

c. IgE (2. sz. gabonaallergias szérum)

Mt. (kDa)

1005
97 [ 64 kDa
54 .
o 45 kDa
41 kDa
37 31 kDa 31 kDa
29 26 kDa
20
16 kDa
1 \2 3 o\ 5 6 }7 8
Y Y
Blzad Blza5.
b. IgE (1. sz. gabonaallergias szérum)
Mt. (kDa)
100
97
54 gg tga 70 kDa
a
49 kDz __45kDa
37 36 kDa g? EB?
S 31 kDa
29
20 :
16 kDa !kDa
12 kDa
1 L 2 3 }4 L 5 6 ) 78
Y Y
Blza4. Buzas.
d. IgE (2. sz. gabonaaallergias szérum)

23. abra: Buzafajték viz/sooldhato fehérjefrakcidirak SDS-poliakrilamid gélen torténs

szepardlaséat koved gabonaallergias human szérumokkal szemben mutatolyE-

reaktivithsdnak immunblottjai

a./c.

—

aesnvumGK Tisza, 2004 - extrakt

. aestivumGK Tisza, 2004 - 1. frakcio
. aestivumGK Tisza, 2004 - 2. frakcio
. spelta OKO-10, 2004 - extrakt

. spelta OKO-10, 2004 -1. frakcid

. spelta OKO-10, 2004 - 2. frakcio

. durum D-78, 2004 - extrakt

. durum D-78, 2004 -1. frakcio

0.T. durum D-78, 2004 -2. frakcio

AHdAAAA4d=

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
1

1.
2.T.
3.T.
4.T.
5.T.
6.T.
7.T.
8. T

b./d.

Mt.

aestivum@GK Cipd, 2004 - extrakt
aestivumGK Cipg, 2004 - 1. frakcio
aestivumGK Cipd, 2004 - 2. frakcio
aestivumCY-45 Grandstar, 2001- extrakt
aestivumCY-45 Grandstar, 2001- 1. frakcio
aestivumCY-45 Grandstar, 2001- 2. frakcio

rimw-2. frakcio
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A 23/c.,d. &brékonjol lathatd, hogy a rendelkezésemre all6 2. szbmaallergids szérum a
~1rmwW-2. frakci6”-ban egy 16 kDa-os IgE-reaktiv hérjét, valamint a 37-45 kDa kozotti

tartomanyban harom IgE-reaktiv fehérjét talalt. 2éresm a bulzafajtdkat tekintve, mind az

extraktban, mind az 1. és 2. frakcioban a 29-85 kbDaottti fehérjékkel adott IgE-specifikus

reaktivitast. Minden minta esetében a legintenzivigiic-reaktiv savok a 10-16 kDa ko6zott, 31, 37,

45, 63 kDa-nal fordultak &l

A bulzaval keresztreagald és nem-keresztreagalongibgszeudoceredliak viz/séoldhato

extraktjainak egyedi gabonaaallergias huméan székkabtoazonositott IgE-reaktiv fehérjéi a

24/a.,b.,c. &brakonlathatok.

Az 1. szam( gabonaallergids szérum a buzéval kesaghld gabonak viz/s6oldhato

frakcigjaban talalt éisen savozott IgE-reaktiv csoportokat, de felismmegktiv csoportokat az

elvileg nem keresztreagdléo gabondkban és pszewddiédban is Z4/a. abrg. Az IgE-reaktiv

fehérjék Bleg a 29-54 kDa koz6tti tartomanyban szétszortkthtatok.

A 2. szamu gabonaallergids szérum szintén a 29%dds tartomanyban talélt intenziv IgE-
reaktiv fehérjéket a mintak viz/séoldhato frakdiga @4/b. abra).
A 3. szamu gabonaallergias szérum, mely egyetlesgalt bluzaval keresztreagalé és nem-

keresztreagalé minta prolamin fehérjéjére sem addétszt, a viz/séoldhatd fehérjékre reagalt, bar

nagyon gyengén. A szérum a tritikalé, amarant, i@k viz/séoldhat6é frakciéjaban gyenge

reaktivitdst, mig a kukorica viz/séoldhat6 frakélign igen éis IgE-reaktiv fehérjecsoportot talalt

(24/c. 4brg. Ezt a szérumot gyenge buza pozitivnak diagredrthattérinformacioval kaptam,

ami a sdvok gyenge intenzitdsdban meg is mutatkozot

Mt. (kDa)
100 § ¥
97 2 66 kDa
54 49 kDa

41 kDa
37 31 kDa

& 29 kDa

29
20 16 kDa

-

1 N 2 3 4 A 6 7 8 9 10

Y Y

keresztreagalok  ne-keresztreagalék

a. IgE-1. sz. gabonaaallergias szérum

Mt. (kDa)
100
971+

541
© 49kDa
41 kDa

66 kDa

37

31 kDa
29 29 kDa

20

15 kDa 16 kDa

13 kDz
1 2 3Y4 5A6\7( 8 )90

keresztreagaldk

ne-keresztreagalok

b. IgE- 2. sz. gabonaallergias szérum
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Mt. (kDa)

100 a./b./c.

97 s =

54 i 61 kDa ™77 kDa 1. Mt

49 kDa be 2. Rozs Gecale cerea)e Amilo, 2004

37 37 kDa 3. Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004
4. Arpa Hordeum vulgark tavaszi, STC I. 22-03, 2004

29 25 kDa 25 kba 5. Csupasz zabAyena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
6. Amarant Amaranthus cruentysGK Maros, 2005

20 20 7. Hajdina Fagopyrum exculentun430 torzs, 2003
8. Kukorica Zea may} Ella SC, 2004
9. Rizs QOryza sativy, Bioryza, 2003
10. Buza {Triticum aestivurjy GK Cip6, 2004

gz 3.4 5 6 7 89 340
Y Y

keresztreagalok  ne-keresztreagalok

c. IgE- 3. sz. gabonaallergids szérum

24. abra: Buza és buzaval keresztreagaldé/nem-kerdészagald gabonak/pszeudoceredliak
viz/sooldhato fehérjefrakcidinak SDS-poliakrilamidgélen torténs szeparalasat koved
gabonaallergias huméan szérumokkal szemben mutatoly E-reaktivitasanak

immunblottjai

A hazai buzafajtak viz/s6oldhaté extraktjainak, &sok 1., 2. frakcidinak coliakias
betegszérumokkal szembeni IgA-reaktivitasdbaabraprezentalja. Uj eredmény, hogy a coliakias
szérumok a prolamin frakcidban t&vehérjéken kivil a viz/séoldhaté fehérjékkel isgélnak.
Minden colidkids betegszérum a buzak viz/sooldfetiérjéi kozul éként a 37-54 kDa kozotti IgA

reaktiv fehérjéket ismerte fel holssebben, hol gyengébben.

Mt. (kDa) Mt. (kDa)
100 100 ~
O 7S o7 =
54 il 54 e
— gy e —— 45 kDa
= "y Sy W — _45 kDa 45 kDa
37 ; ’ 37
29 kDa 37 kDa 37 kDz
29 29 31 kDa
20 20
16 kDa
1\2 3 }4\ 5 6A7 89 }O 1 \2 3 }4\5 6 }78
Y Y Y Y Y
Buzal. Blza2. Blza3. Blza4. Blza5.
a. b.

25. abra: Buzafajtak viz/séoldhato fehérjefrakcidirak SDS-poliakrilamid gélen torténs
szeparélasat kovei coliakias human szérummal szemben mutatott IgA-redivitasanak

immunblottja (1. sz. colidkias szérum)
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37 kDa
31 kDa

a.

—

aestlvumGK Tisza, 2004 - extrakt

. aestivumGK Tisza, 2004 - 1. frakcid
. aestivumGK Tisza, 2004 - 2. frakcio
. spelta OKO-10, 2004 - extrakt

. spelta OKO-10, 2004 -1. frakcid

. spelta OKO-10, 2004 - 2. frakcio

. durum D-78, 2004 - extrakt

1
2.T. aestivumGK Cip0, 2004 - extrakt

3.T. aestivumGK Cip6, 2004 - 1. frakcio

4.T. aestivumGK Cip6, 2004 - 2. frakcio

5.T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001- extrakt

6. T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001- 1. frakci6
7.T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001- 2. frakci6
8. TrimW-2. frakci6

AHAAAA4dz

. durum D-78, 2004 -1. frakci6
0.T. durum D-78, 2004 -2. frakcio

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
1
A bulzaval keresztreagald és nem-keresztreagalongibgszeudoceredliak viz/séoldhato
extraktjainak cdliakias egyedi betegszérumokkalzefiglgA-reaktivitds vizsgalatanak eredmeényei
a 26/a.,b.,c.,d.dbrakon lathatok. Colidkias betegszérumokkal toéténzsgalat soran a buzaval
keresztreagaldé és nem-keresztreagélé gabonakn&eugbscerealidknél tapasztaltam IgA-
reaktivitast. A szérumok tobbsége (pl. 2., 4. fidkids szérum) a vizsgalt mintdk mindegyikével
erésen savozott IgA reakciot mutato6(a.,b. 4bréR. Kivételt képezett az 5. szamu colidkias
szérum, amelyikdleg rozzsal, tritikaléval, amaranttal és kukoridéaeagalt 26/d. abra), illetve a
3. sz. colidkids szérum, amelyik rozzsal, tritikalé arpaval és zabbal reaga6(c. abrg. Nem
vart eredménynek mdisilt, hogy a colidkias diétdbdl nem kizart amardsithajdina fehérjék a
coliakias szérumokkal IgA-reaktivitast mutattak. tethivja a figyelmet arra, hogy szikség van
ezen fehérjék tovabbi vizsgalataira, mivel valaketl kapni arra, hogy ezek okozhatnak-e klinikai

tiineteket egyes coliakias betegeknél a gliadinaldl keresztreaktivitasuk miatt.

Mt. (kDa) Mt. (kDa)
100, 100
975 E i 77 KDa 97
54 . 54
37 = el =
o 37kDa 37 ——
0g e 31:kDeg kpa 29+ = 29 kDa
20 4 .- . P
16 kDa
1 \2 3 4 }\ 6 7 89} 10 1 \2 3 4 }5\ 6 7 89 le

v

keresztreagalék  ne-keresztreagaldk

a. IgA- 2. sz. coliakias szérum

v

kereztreagalék  nen-keresztreagalék

b. IgA- 4. sz. colidkias szérum
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Mt. (kDa) Mt. (kDa)

100 ——— 100

97 77 kDa 97 72 kDa 77 kDa

54 . 49kDa 54 49 kDa

;- 3 T

29 S 29

20 20

1\2 3 4 R 6 7 89 10 1 \2 3 4 )5\ 6 7 89/10
Y Y Y Y
kelesztreagalok  ner-keresztreagaldk keresztreagalék  ne-keresztreagaldk
c. IgA- 3. sz. coliakids szérum d. IgA- 5. sz. colidkias szérum

26. abra: Buza és buzaval keresztreagalé/nem-kerdszagald gabonak/pszeudoceredliak
viz/sooldhat6 fehérjefrakcidinak SDS-poliakrilamidgélen térténs szeparalasat kovei

colidkias huméan szérumokkal szemben mutatott IgA-raktivitasanak immunblottjai

a./b./c./d.

Mt.

Rozs Gecale cereaje Amilo, 2004

Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004
Arpa (Hordeum vulgark tavaszi, STC I. 22-03, 2004
Csupasz zabAvena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
Amarant Amaranthus cruentysGK Maros, 2005
Hajdina Fagopyrum exculetum430 torzs, 2003
Kukorica Zea mayy Ella SC, 2004

. Rizs QOryza sativy, Bioryza, 2003

0. Blza (Triticum aestivurjy GK Cip6, 2004

BooNogr~wNE

5.1.3. Viz- és sooldhaté frakcio IgE-reaktiv fehéginek azonositasa

folyadékkromatografias-tandem tomespektrometrias (IC-MS/MS) mddszerrel

A viz/séoldhatd frakciokban a kilonk®zgabonaallergids szérumokkal leggyakrabban
felismert IgE-specifikus immunreaktiv fehérjék aasitasat LC-MS/MS modszerrel végeztem. A
27. abrana beazonositasra kildott fehérje mintakat tintefed.

A buzak esetében ar, aestivumGK Cip6, 2004” minta immunreaktiv fehérjéi kerultek
vizsgalatra. Azért valasztottam ezt, mivel mindégrao molekulatdmeg-tartomanyban tartalmazott
gabonaallergias anonim human szérumokkal szemlierriepktiv fehérje csoportokat, melyek mas

blazafajtdknal is felismerésre keriltek. Azamilaz inhibitor készitmény (TrimW)-2. frakcidjara
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specifikus poliklonalis ellenanyag specificitasainggn vizsgaltam az IgE-reaktiv fehérjék
fliggvényében. Tovabbéa a buzaval keresztreagal@mdskeresztreagaldé gabonak/pszeudocerealidk
extraktjaibdél 1-1 nagyon gyakori és intenziv savikeazonositasra. A vizsgalatokat a Szegedi

Tudomany Egyetem Orvosi Vegytani Intézetében védezt

Mt. (kDa)

a.

1. Mt.
2.-4.T. aestivumGK Cip6, 2004 - 1. frakcié

K1 34 kDa K2 24 kDa K3 16 kDa,K4 15 kDa,K5 13 kDa,K6 10 kDa
5.-7.T. aestivumGK Cip6, 2004 - 2. frakcio

K7 67 kDa,K11 50 kDa,K8 45 kDa,K9 29 kDa,K10 19 kDa

8.-9. TrimW-2. frakci6
K12 45 kDa K13 37 kDa,K14 16 kDa,K15 14 kDa,K16 12 kDa

1 2 3 4 5 6 78 9 1 2 3 4 5 6 78 9
b. buzaval nem-keresztreagalok c. buzaval keresztreagalok
1. Mt. b. 1. Mt. c.
2.-3. AmarantAmaranthus cruentysGK Maros, 2005 2.-3. Rozs $ecale cerea)e Amilo, 2004
K17 36 kDa K21 64 kDa K22 48 kDa,K23 26 kDa
4.-5. Hajdina Fagopyrum exculentun430 torzs, 2003 4.-5. Tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004
K18 25 kDa K24 12 kDa
6.-7. Kukorica Zea may}y Ella SC, 2004 6.-7. Arpa Hordeum vulgarg tavaszi, STC I. 22-03, 2004
K19 29 kDa K25 79 kDa
8.-9. Rizs Qryza sativy, Bioryza, 2003 8.-9. Csupasz zal\yena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
K20 52 kDa K26 49 kDa K27 46 kDa,K28 43 kDa,K29 38 kDa

27. abra: Viz/s6oldhat6 frakcidk azonositasra kivasztott fehérjéi

Az NCBInr Plant adatbazis alapjan azonositott fghémérési adatait d4. tablazat

tartalmazza. Az MS-MS adatok SpectrumMill inhougerser lekere§jével lettek kiértékelve az
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NCBInr.kerat: keratin szennyezések kizarasara Héwett adatbazis (az NCBInr 2006.08.15-i
adatbazisabdl Iétrehozva) valamint az NCBInr Péatdtbazis felhasznalasaval.

A lekeresés soran 1,6 Da pontossag lett megengegdrekurzor ionra, és 0,6 Da a fragmensekre. A
lekeresés a lehetséges keratinszennyezések kiza@sdNCBInr.kerat adatbazisban kéddtt; a
szennyezés az eredmények kdzott nem szerepel. fé) tethérjéinek keresése az NCBInr plant
adatbazisban tortént. (Az adatbazisban nem szeedpamarant, hajdina, rozs, tritikalé, arpa és zab
specialis faj-fehérjék, ezért ezeknél a faj nevecsikiemelve.) Az eredmények kozoétt azok a
fehérjék szerepelnek, melyekben a peptidtalalatoigzdma a legaldbb j6 (>10) érték felett van,
valamint az ezek dsszedétkapott fehérjetalalat pontszdma legalabb 20 (rBimeptid/fehérje).
Mellékelve lathatok azok a j6 ntieédi peptidtalalatok is, melyek csak magukban nem eldile

az adott fehérje magyaréazatéra, de a spektrurbs@ge alapjan a fehérje jelenléte nem zérhatd ki.
A 14. tdbldzatban a keratin taldlatok nem szerepelds ugyancsak hidnyoznak azok a mintak,
melyeknek nem volt a kritériumoknak megfélélalata. A homoldg fehérjék felsorolasa az (Akc.
List) oszlopban talalhaté.

Az 1D gélen lé6 K 1-14-es jeldléssel ellatott bluzafehérjesdvokliobb peptid altal
beazonositott allergén fehérjék a kovetikezxilandz inhibitor prekurzor, xilanaz inhibitog-
amilaz inhibitor (monomer, dimer, CM17 fehérje puetor), szerpin, tritin, GSP1 fehérje, 5a2
fehérje, LTP1 prekurzor, ns-LTP prekurzor, bétatdmimanganaz-szuperoxid dizmutéz, peroxidaz
és egy kukorica ubiquitin-nel hasonldé buzafehéhe. egy peptidtaldlat alapjan beazonositott
fehérjék, pedig a kdvetkéek voltak: peroxidaz, PR4, 15 kDa-os fehérje, WB@Leinaz inhibitor,
avenin-féle prekurzor, szerpin, és égwbidopsis thalian&DA 18-hoz hasonlé buzafehérje.

Irodalmi adatoknak megfel&n, a vizsgalatok is bizonyitottak ezamilaz inhibitorok, és a
szerpinek allergén tulajdonsagat. Mindezek medietbbbi emlitett fehérjét pedig az irodalomban
eddig nem ismertetett, 0j allergénként azonositottdasok altal azonositott fehérjékhez képest az
eltérés taldn a buzandvények kulonisEgébl, a beteg populacié heterogenitasabodl, és a
kulonbd® fehérje-azonositasi médszerek alkalmazasabol addidh

Az a-amilaz inhibitor készitmény (TrimW)-2. frakci6jdbaazonositdsra kerult 37-45 kDa
kozotti fehérjék szerpinek, a 12-16 kDa kozotti égék pediga-amildz inhibitorok és HMW
glutenin alegységek voltak, az irodalmi adatoknakgfaleb molekulatdmeg tartomanyban
(WEICHEL et al. 2006a,b). A TrimW-2. frakcié ellarydlban eballitott IgG ellenanyag készlete
szintén reagalt ezekkel a fehérjékkel. A buzavaksereagalé és nem-keresztreagald gabondk,
pszeudoceredlidk kozul csak a rozsban (K22) ésbhara(K28) volt buza szerpinhez hasonld

fehérje azonositva.

83



14. tablazat: Folyadékkromatogréafias-tandem tomegsgktrometrias (LC-MS/MS) analizis

dményei
num % . .
run | group| num score protein | protein - . "
Peps . Cover- species acc. number accession number list entry name
Name| Num | Spectra y Unique mw pl
Unique age
- : 62996368|23954367|56201272|56201 S
7 2 2 33,07 5 40221.4| 8.41 |Triticum aestivum 62996368 270/62996372]47824814162996370] xylanase inhibitor precursor
65993829]65993925|65993781|65993|
- : 731|65993709|65993898|108597921| | .. . .
K1 8 2 2 21.26 19 [15162.5( 5.59 [Triticum aestivum 65993829 54778503|108597903|56480630/6684 dimeric alpha-amylase inhibitor
1026
6 4 4 53.72 12 |43118.5| 5.60 [Triticum aestivum 871551 |871551|1885350| serpin
4 5 5 72.80 16 |33212.8| 8.66 [Triticum aestivum 20804336 |20804336|66766322| xylanase inhibitor protein |
5 5 5 56,08 | 34 |[16628.5| 7.45 [Triticum aestivum 2894148 |[2894148| monomeric alpha-amylase inhibitor
3 7 6 82.85 24 | 29613.0] 9.69 |Triticum aestivum 391929 [391929| tritin
2 8 6 84.17 43 |16628.5| 7.45 |Triticum aestivum 2894148 [2894148| monomeric alpha-amylase inhibitor
54778507|54778511|65993941|65993|
807|65993852|65993756|659938296
K3 - ) 5993781|108597921|66841026|65993 o —
1 9 7 118.09| 79 |[13253.4| 5.73 [Triticum aestivum 54778507 925(54778503|65993872|65993731]1 0.19 dimeric alpha-amylase inhibitor
08597903|56480630|54778505|65993|
709]65993898)
54778507|54778511|65993941|65993|
807|65993852|65993829|65993781|1
- : 08597921|66841026|65993756/65993| - L
K 4 1 11 7 113.81| 79 |[13253.4| 5.73 [Triticum aestivum 54778507 731/108597903{56480630/65993925| 0.19 dimeric alpha-amylase inhibitor
54778503|65993872|65993709|65993|
898]54778505)
2 17 7 111.14| 50 |16628.5| 7.45 [Triticum aestivum 2894148 [2894148| monomeric alpha-amylase inhibitor
6 2 2 24.38 32 8524 6.56 |MAIZE P69319 |P69319| Ubiquitin - Zea mays (Maize)
61656785|9957230|60652208|606522|
- ) 12/663263|60652210|607202|607200| ) )
K5 3 6 3 46.84 22 |18170.9| 6,27 |Triticum aestivum 61656785 6065222060652214|60652226{60719 GSP-1 Grain Softness Protein
8/60652224|60652218)
4 3 3 46.18 31 |10439.3| 8.38 |Triticum aestivum 66840998 |66840998| 5a2 protein
2 14 4 67,07 31 |12257.3| 8.72 |Triticum aestivum 25777824 [25777824]|56713115] lipid transfer protein 1 precursor
K 6 2 5 3 46.17 34 9833,1 | 8.70 [Triticum aestivum 84617211 [84617211|84617213|84617219| type 2 non specific lipid transfer protein precursor
K7| 3 2 2 |[3042| 4 |[s5180.3| 4.88 |maizE P55005  [P55005] Beta-amylase (EC 3.2.1.2) (1,4-apha-D-glucan
maltohydrolase) - Zea mays (Maize)
run | grou num MM score % rotein | protein
group Peps ) Cover- p p species acc. number| accession number list entry name
Name| Num | Spectra Unique mw pl
Unique age
K8 4 3 3 43,07 5 43118.5| 5.60 [Triticum aestivum 871551 |871551|1885350| serpin
1 4 4 65.32 10 |43311.6| 5.45 |Triticum aestivum 5734506 |5734506|1885346| serpin
125663927|1654387|1621627|621310
K 10 1 4 4 54.72 31 |[19320.0| 6.78 |Triticum aestivum 125663927 95/3676839/1174391 manganese superoxide dismutase
K12 1 16 10 |169.98( 29 |43118.5| 5.60 |Triticum aestivum 871551 ggiggil1885350|188534&5734506‘5 serpin
K13 1 20 12 |194.66| 35 |43118.5| 5.60 |Triticum aestivum 871551 3;123;:573450“188535()'1885346‘5 serpin
2 16 5 74.41 39 |15989.6| 5,07 |Triticum aestivum 21711 [21711] CM 17 protein precursor
65993731|108597903|56480630|6599
3872|54778507|54778511|65993709|
K14 - . 65993829|65993781|108597921(6684| . -
1 9 6 103.85| 60 |[15046.4| 4.99 |Triticum aestivum 65993731 102665993941/65993807|65993925 dimeric alpha-amylase inhibitor
54778503|65993898|65993852|65993
756|54778505|
68161134|14329763|110341796|2956
6 2 2 20.00 2 77889.8| 8.63 [Triticum aestivum 68161134 9237‘6684164‘{43233:‘:"?522925‘253 high weight glutenin subunit 1By15
140169817|24474920(24474926|
4 7 4 57.78 29 ]15989.6| 5,07 |Triticum aestivum 21711 [21711] CM 17 protein precursor
K15 65993731|108597903|56480630]6599)
3872|65993941|65993807|54778507|
. . 54778511|65993709|65993829|65993 .. . = .
1 5 5 84.59 48 | 15046.4| 4.99 [Triticum aestivum 65993731 7811108597921/66841026(65993756)| dimeric alpha-amylase inhibitor
65909 08(54778!
503|54778505|
3 5 5 70.67 34 |16628.5| 7.45 |Triticum aestivum 2894148 |2894148| monomeric alpha-amylase inhibitor
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num %
fun fgroupf num Peps score Cover- protein  protein species acc. number| accession number list entry name
Name| Num | Spectra y Unique mw pl
Unique age
7 2 5 27.29 5 519199 572 |Arabidopsis thaliana 15237947 15237947|15228498|13605559|30686| UGP (UDP»gI_ucose pyrophosphorylase) UTP:glucose-1-|
293| phosphate uridylyltransferase
9 2 5 2429 5 59103.7| 6,01 |MAIZE P19023 |P19023| ATP synthase subunit be{a, mitochondrial precursor (EC
3.6.3.14) - Zea mays (Maize)
K20 5 2 2 32,06 22 |15100.7| 6.53 |Oryzasativa 2944439 |2944439]4097100]4097098| globulin 2 precursor
3 4 3 53.46 10 |51731.6| 10.82 |Oryza sativa 4097102 |4097102| globulin-like protein
2 4 4 |s461| 10 [47072.8| 5.41 |ORYSA 90110845 |90110845/1169528| Enolase (2-phosphoglycerate dehydratase) (2-phospho-
D-glycerate hydro-lyase) (OSE1)
Enolase 2 (EC 4.2.1.11) (2-phosphoglycerate
K21 3 2 2 32.25 8 48163.0| 571 [MAIZE P42895 |P42895|P26301| dehydratase 2) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase 2) -
Zea mays (Maize)
2 2 2 35.66 10 |43118.5| 5.60 |Triticum aestivum 871551 |871551|1885350|5734504] serpin
3 2 2 25.94 7 42148.0| 5.49 |Arabidopsis thaliana 21536853 |21536853|15219412|28172915| PGK (PHOSPHOGLYCERATE KINASE)
K22 4 2 2 23.00 4 70605.4] 5,22 |MAIZE P11143 |P11143| Heat shock 70 kDa protein - Zea mays (Maize)
1 18 7 109.10f 23 |43118.5| 5.60 [Triticum aestivum 871551 g;;ziél1885350‘5734504‘573450&1 serpin
3 2 2 28.76 13 ] 21332.3| 11.50 |Triticum aestivum 57471708 |57471708| ribosomal protein L18
K23
1 8 6 88.22 20 |43118.5]| 5.60 |Triticum aestivum 871551 g;;gi;:1885350‘5734504‘5734506” serpin
K24 4 2 2 27,09 19 |10439.3| 8.38 |Triticum aestivum 66840998 |66840998| 5a2 protein
K 25 1 5 5 87.44 9 70605.4| 5,22 |MAIZE P11143 |P11143|024581|P24067| Heat shock 70 kDa protein - Zea mays (Maize)
K 26 6 2 2 23.47 7 47699.3| 6,08 |Arabidopsis thaliana 15240625 |15240625| transaldolase, putative
4 2 2 28.75 5 43033.2| 5.44 |Triticum aestivum 1885350 |1885350|5734506|1885346| serpin
Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic isozyme
4 2 2 35.89 6 38604.4| 7.52 |MAIZE P08440 |P08440| (EC 4.1.2.13) - Zea mays (Maize)
Alpha-1,4-glucan-protein synthase [UDP-forming] (EC
2.4.1.112) (UDP-glucose:protein transglucosylase)
6 2 2 | 2236 8 |412046| 575 |mMAIZE P80607 |P80607| (UPTG) (Amylogenin) (Golg-associated protein se-
wap41l) - Zea mays (Maize)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic
K28 3 2 2 35.91 7 36412.8| 6.61 |ORYSA Q42977  |Q42977|Q09054|P08735|Q43247| (EC 1.2.1.12) (PP38) - Oryza sativa (Rice)
5 6 2 31.22 5 43033.2| 5.44 |Triticum aestivum 1885350 ;giggilo|5734506|1885346\871551|5 serpin
5 3 3 38.36 9 a55001| 5.77 |maize Q08062 [Q08062| Malate dehydrogenase, cytoplasmic (EC 1.1.1.37) - Zea
mays (Maize)
1 3 3 4748 9 a2507.3| 7.75 |orysa 584706 |584706] ﬁsparlate aminotransferase, cytoplasmic (Transaminase
Egy peptiddel azonositott fehérjék
run | grou| num "M 1 score % rotein | protein
group Peps N Covera p p species acc. number| accession number list entry name
Name| Num | Spectra y Unique mw pl
Unique ge
K1 9 1 1 16,12 3 38823.3| 8,15 |Triticum aestivum 22001285 |22001285| peroxidase 1
K 3 3 2 1 13.61 10 |13094.5| 7.00 |Triticum aestivum 6002595 |6002595| pathogenesis-related protein 4
5 2 1 20.40 13 |13096.5| 6,28 |Triticum aestivum 6048567 |6048567| PR-4
607202|607200|61656785|9957230|6
K 4 - . 0652220|60652214|60652226|607198|
6 1 1 14.59 8 18449.4| 8,02 |Triticum aestivum 607202 |60652224|60652208/60652212]6065 15kDa grain softness protein
2218|663263|
K 5 7 1 1 19.15 26 8527,0 | 5.57 |Triticum aestivum 19572726 |19572726| 'WSCI proteinase inhibitor
K 6 4 1 1 14.13 8 18427.6] 8.42 |[Triticum aestivum 89143120 [89143120| putative avenin-like a precursor
607202|607200|61656785|9957230|6
0652220|60652214|60652226|607198
K7 5 1 1 14.90 8 18449.4| 8,02 |Triticum aestivum 607202 60652224/60652208|60652212/6065 15kDa grain softness protein
2218|663263)|
6 1 1 13.49 7 43033.2| 5.44 |Triticum aestivum 1885350 ]1885350| serpin
ksl s 1 1 |1377| 1 |801215| 7.55 |Arabidopsis thaliana | 3033388 [3033388[79567709] EDALS (embryo sac development arrest 18) protein-
binding/ zinc ion binding
K9 1 1 1|13.35 1/89121.5 |7.55  |Arabidopsis thaliana 3033388|3033388/79567709| EDAL8 (embryo sac development arrest 18) protein
binding/ zinc ion binding
1917019|9931636|15236042|7616101}
K17 5 1 1 18.23 5 28617.4| 10.72 |Zea mays 1917019 |4]82623405|2662469|15238142|2224 |ribosomal protein S6 RPS6-1
751|
K 18 2 1 1 14.76 5 20966.9] 8,15 |Arabidopsis thaliana 15241061 |15241061]|15230011| 60S ribosomal protein L18 (RPL18C)
K19 12 1 1 17.32 6 22758.7| 8.80 |MAIZE 7387829 |7387829| Late embryogenesis abundant protein, group 3 (LEA)
13 1 1 14.20 5 24919.3] 10,28 |[MAIZE 1172809 |[1172809| 60S ribosomal protein L10 (QM protein homolog)
K21 5 1 1 16.80 5 30902.2| 8.60 [Triticum aestivum 32400764 |32400764| beta amylase
K 22 1 1 15,11 5 30902.2| 8.60 [Triticum aestivum 32400764 |32400764| beta amylase
k23| 4 1 1 |1477| 4 |s65420| 6.40 |[maizE 09054 |Q0a054|P08735|Qa3247|Qa2077) |G ceraldenyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic 2
) ) ) Q Q ‘ 1Q 1Q | (EC 1.2.1.12) - Zea mays (Maize)
61656785|9957230|60652208|606522]
K 24 5 1 1 16.44 5 18170.9| 6,27 |Triticum aestivum 61656785 10/60652212/663263) GSP-1 Grain Softness Protein
6 1 1 13.43 9 12259.3| 8.73 |Triticum aestivum 56713115 |56713115|25777824| type 1 non-specific lipid transfer protein precursor
. - . ERD2/HSP70T-1 (EARLY-RESPONSIVE TO
K25 4 2 1 16.38 1 68357.1| 5,22 |Arabidopsis thaliana 15223533 |15223533] DEHYDRATION 2) ATP binding
7 1 1 17.25 3 42148.0| 5.49 |Arabidopsis thaliana 21536853 |21536853|15219412|28172915| PGK (PHOSPHOGLYCERATE KINASE)
K26
8 1 1 16.98 2 72615.8| 5,21 |Arabidopsis thaliana 6692103 i‘692103|1522595(;'15222606‘333534 F22C12.22
K 29 1 1 1 17.90 3 43033.2| 5.44 |Triticum aestivum 1885350 ]1885350| serpin

Group number: fehérjék taldlati csoportja; Num $@ecaz adott peptidre jellezspektrumok szama; Num Peps
Unique: az adott fehérjét meghatarozé-kuldrbpeptidek szama; Score Unique: a fehérje pontsz@adatékeb
programtdl figg a pontozas - ha >15 j6l fragment#t 10-15 a fragmentéacio jo); % Coverage: az dgyeptidekkel
elért lefedettség %-ban; Protein Mw: a fehérje halgtdmege; protein pl: a fehérje izoelektromostj@grspecies: a
faj neve; acc. Number: a fehérje azonosité szafmxession number list: az egyedi peptidekkel azithag tovabbi
homolég fehérjék azonosité szamai (a fehérje &ltaldigyanaz, de a faj lehet més); entry name:é&jieheve
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5.1.4.a-amilaz és szerin proteinaz enzim inhibitorok jelefétének igazolasa

Mivel a ,T. aestivumGK Tisza, 2004” buzaminta adatbazisban beazarto$éhérjéi kHzott
tobbségben az-amildz inhibitorok és a szerin proteinaz inhibator(szerpinek) szerepeltek,
fontosnak tartottam ezen fehérjék enzimaktivitagpjdn tortéd vizsgalatdt mas hazai
buzafajtakban, illetve a buzéaval keresztreagalo ésnem-keresztreagald
gabonakban/pszeudoceredlidkban egyarant. A viazsg&lativ poliakrilamid gélen végzett fehérje-
elvalasztas utan, buza erddet-amildzzal, valamint széja eredeti-kimotripszinnel szembeni

gétlas alapjan végeztem.

5.1.4.1.a-amilaz enzim inhibitorok jelenlétének igazolasa

A nativ gélen szeparalt-amildz inhibitor készitmény (TrimW)-2. frakciojalbaa hazai
blazafajtadk viz/séoldhat6 fehérje-extraktumaibdeiie ez utdbbiaki-amildz inhibitorban dusitott
1. és 2. frakcidiban aa-amilaz enzim inhibitorok jelenlétének igazolas@8a abra szemlélteti. A
bluza eredét a-amildz enzim géatldsa minden bulzafajtanal és aralkdént hasznalta-amildz
inhibitor készitmény (TrimW)-2. frakcidjdban is kitathaté volt, mely azm-amildz inhibitorok

jelenlétét tamasztotta ala.

Sy

\ 1 2 /3 \ 4 5 ) 6\ B 9 \ 1 2 9 L 4 5 ) 6 7
Y Y Y Y Y
Blzal. Blza2. Buza3. Blza4. Buza5.
a. b.

28. abra: Buzafajtak buza erededi a-amilaz enzimmel szemben mutatott gatlasa nativ

a poliakrilamid gélen b,

aestivumGK Cip0, 2004- extrak
aestivum@GK Cipo, 2004 - 1. frakcio
aestivumGK Cipo, 2004 - 2. frakcio

. aestivumGK Tisza, 2004 - extrakt T.
T.
T.
T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001- extrakt
T.
T.
T

. aestivumGK Tisza, 2004 - 1. frakcid
. aestivumGK Tisza, 2004 - 2. frakcié
. spelta OKO-10, 2004 - extrakt

. spelta OKO-10, 2004 -1. frakci

. spelta OKO-10, 2004 - 2. frakcio

. durum D-78, 2004 - extrakt

. durum D-78, 2004 -1. frakcio

. durum D-78, 2004 -2. frakcio

aestivumCY-45 Grandstar, 2001- 1. frakcio
aestivumCY-45 Grandstar, 2001- 2. frakcio
rimw-2. frakcié

O©OoO~NOOUTDWNE
A4 AA A4
NogkrwbdE
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A nativ gélen elvalasztott buzaval keresztreagalés énem-keresztreagalo
gabonék/pszeudoceredliak viz/séoldhaté fehérjexkixtmaiban az a-amildz inhibitorok
jelenlétének vizsgélatat29. abra mutatja be. A rozs és a tritikalé mintak nagymdréh, mig az
arpa nagyon kis mértékben, de mutatott a blza gredamilaz enzimmel szemben gatlast, mely

ez utébbiaknal aa-amilaz inhibitor jelenlétét igazolta.

Rozs Gecale cereaje Amilo, 2004

Tritik&lé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004
Arpa Hordeum vulgarg tavaszi, STC I. 22-03, 2004
Csupasz zabAvena nudp tavaszi, GK Zalan, 2004
Amarant Amaranthus cruentysGK Maros, 2005
Hajdina Fagopyrum exculetum430 torzs, 2003
Kukorica ¢Zea mayy Ella SC, 2004

Rizs Oryza sativg, Bioryza, 2003

Buza {Triticum aestivurjy GK Cipo, 2004

i *

©CoNor~LNE

T2 3 ST 8,9

keresztreagalok  ne-keresztreagalék

29. abra: Buzéaval keresztreagald és nem-keresztreslg gabonak/pszeudoceredlidk buza

eredeti a-amildz enzimmel szemben mutatott gatldsa nativ piakrilamid gélen
5.1.4.2. Szerin proteinaz inhibitorok jelenléténekgazolasa

A nativ poliakrilamid gélen szepara&itamildz inhibitor készitmény (TrimW)-2. frakcijabha
a hazai buzafajtak viz/sooldhat6 fehérje-extrakibam, illetve a J. aestivumGK Cipé, 2004”
minta a-amilaz inhibitorban duasitott 1. és 2. frakcidibararha pankreaz eredeti-kimotripszin
gatldsara alkalmas inhibitorok jelenlétét vizsgaltanelyet a30. abra szemléltet. Kontrollként a

szOja ereddét Bowman-Birk tripszindg-kimotripszin inhibitort (BBI) alkalmaztam. Jél l#&td, hogy

------

kimutathato volt az-kimotripszin gatlasa, mely a szerin proteinazad&nitét igazolta.

. aestivur, GK Tisza, 200+~ extrak

. spelta OKO-10, 2004 - extrakt

. durum D-78, 2004 — extrakt

. aestivumGK Cip0, 2004 - extrakt

. aestivumGK Cipg, 2004 - 1. frakcio

. aestivumGK Cipg, 2004 - 2. frakcio
TrimW-2. frakcié

T. aestivumCY-45 Grandstar, 2001- extrakt
. TrimW-2. frakci6

0. BBI

BoOooNok,whE
A4 A4

1 2 3 4 5 6 7 8 10
30. abra: Buzafajték a-kimotripszinnel szemben mutatott gatlasa nativ paakrilamid
gélen
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5.1.5. IgE-reaktiv fehérjék pepszin rezisztencia gsgalata immunblott

technikaval

Az allergén fehérjék egyik jellemie, hogy ellenallnak a tadpcsatorna enzimek (pl.spep
emésztésének. Ennek ismeretében a blzaban, gdbayided pozitiv human szérumokkal
szemben IgE-reaktivitast mutaté fehérjeknek pepsemnsztenciajat vizsgaltamA pepszines
emeészté vitro vizsgalatat az irodalomban eddig még nem kézolang SDS-PAGE-val tortén
szeparélast kovéen, PVDF membréanra atblottolt fehérjéken végeztehhez a vizsgélathoz is a
» T. aestivumGK Cip0, 2004"a-amilaz inhibitorokban dus frakcidit és a kontréltk hasznalti-
amilaz inhibitor készitmény (TrimW)-2. frakci6jatasenaltam fel, hasonléan az LC-MS/MS
vizsgalatokhoz. A PVDF membranra kotott IgE-reaktéhérjék 30 és 60 perces pepszines
emeésztését kovetn a rezisztens fehérjék azonositasa@milaz inhibitor készitmény (TrimW)-2.
frakcidjara specifikus nyul 1gG ellenanyaggal és@eallergias human anonim szérumokkal
végeztem. A SDS-PAGE-val szeparalt mintak fehérjatdmatat a31. abra mig a membranra
transzformalt fehérjék emésztés utani immunblaterényét 82/a.,b. dbrdkmutatjak.

A TrimW-2. frakciojara specifikus poliklonalis elhanyag specificitds-vizsgélata (lasd 5.1.3.
pontban) alapjan kiderult, hogy mind a blza eredetamildz inhibitorokat -, mind pedig a
szerpineket felismér IgG tipusu ellenanyagkészlettel rendelkezik. Enrmlegfeleben az
ellenanyag, a szerpineknek megfélel5 kDa-os molekulatdmegnél, és a 16 kDaseamilaz
inhibitoroknal talalt reaktiv sivokat a buzafralktién és aza-amilaz inhibitor készitmény
(TrimW)-2. frakci6jdban 32/a. abra). Ezekben a savokban a 30 perces emésztés utamokth
erés intenzitdsu, mig a 60 perces pepszines kezeddsgyengébb intenzitasu, de még jél lathatd
savokat tapasztaltam. 32/b. abranjol lathato, hogy a gabonaallergias human szér@ma, 26,
37, 41, 50, 67 kDa-nal ismert fel pepszines emésetészemben rezisztens immunreaktiv

fehérjéket. Itt az emésztés ideje nem befolyasofehérjesavok intenzitasat.
Mt. (kDa)
103

81 -

49 S8

37 .
29

1. Mt

2. T. aestivum, GK Cipd, 20041. frakcid
3. T. aestivum, GK Cipd, 2004L. frakcid
4

19 TrimW-2. frakcio

1 2% s T,
31. abra: a-amilaz inhibitorokban dus buzafehérje-frakciok SDSPAGE-val torténé

elvalasztasa
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Mt. (kDa) Mt. (kDa)

103 . 103
81 { 81" 1
49 49 e —67kDa
37 | | | 45 kDa
20 . i 37 =3
hal | 29 —
19 " l—=skoa
w r | 16 kDa 19 -
i \ =
o
.
. {
1\ 2 39\5 6 }7\ 8 9}1‘ 1\2 3 }\ 5 6}7\ 89 19
Y
o 30 60’ 0 30 60’
a. a-amilaz inhibitor nyul IgG b. gabonaallergias human szérum (IgE)

32. abra: PVDF membréanra blottolt fehérjék pepszins emésztése utdn Trim\A2. frakcio-
specifikus nyul IgG ellenanyaggal és gabonaallerggghuman (IgE) szérummal tortéré

azonositas eredményei

a./b.
1. Mt
2. T. aestivumGK Cipo, 2004 - 1. frakcié, emésztetlen
3. T. aestivumGK Cip06, 2004 - 2. frakcid, emésztetlen
4. TrimW-2. frakcid, emésztetlen
5. T. aestivumGK Cipo, 2004 - 1. frakcié, 30’-es emésztés
6. T. aestivumGK Cipo, 2004 - 2. frakcid, 30’-es emésztés
7. TrimW-2. frakcid, 30’-es emésztés
8. T. aestivumGK Cipo, 2004 - 1. frakcid, 60’-es emésztés
9. T. aestivumGK Cipo, 2004 - 2. frakcid, 60’-es emésztés
10. TrimW-2. frakcio, 60’-es emésztés

5.2. Gliadin-specifikus ELISA-k alkalmazhatdsaga gadinnal
szennyezett, illetve gluténmentes diétaba illesztlie

kenyérmodellekben

A Dunakenyér Sidipari és Kereskedelmi Rt. engedélyezésével, alaélégy kimondottan
gliadinmentes kenyér gyartasara elkilonitett Uzmmgégliadinmentes kenyérmodelleket allitottam
eld, szandékos glutén szennyezé&sideéizésével, a 4.2.2. pontban leirtak alapjan. Erldsorozat
célja a gyartas soran felmefiglutén szennyézlés kimutathatésaganak vizsgalata voltlkezelés
elétti nyersanyagokndl és a kész kenyértermékekndtnkdz specificitasi és érzékenyseg

ELISA-k felhasznaldsaval. A buzaliszttel, illetvezsliszttel bekeridl szennyezés az éaetesen
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felmért kritikus pontoknal tortént, azaz ott, ahwgy valészitiséggel kerulhet be a glutén,
szennyeédés folytan a rendszerbe. Négy ilyen pontot jetdlte a technoldgiai sorban, ahol kdils
(technolégian kivili) tényék jatszanak szerepet, és ahol a glutén-kontaminézi@szirisége
fennall.

A négy ilyen pont kdzil az élsa nyersanyag forgalom, hiszen a nyersanyagok eregdgan
nyomon kovetéssel igazolt, de a szallitas, a rakedéan szennyédés léphet fel. A masodik pont
a dagasztétal, a harmadik pont pedig @fsiitnak tisztitasandal volt. Ezek a szennyezések rakko
léphetnek fel, ha a dagasztotél vagy adfeilina egy Ujabb gyartésor inditdsastelnem az
elésirasnak megfeléken tisztitott. A negyedik kritikus pontot a kenyleszaritasa jelentette, hiszen a
nem megfeld térben vald szaritas is okozhat szenfigézst, amit a szaritasi ddhossza csak
fokozhat.

A mesterséges szennyezés modellezését, vagy csalagasztotalban, vagy csak a
suforméban, vagy mindkeétben egyszerre végeztem a szennyezés utani mosksayd&saval.
llyen médon, a gyartds sordn szandékos szennyézdase kenyérmodellt allitottam &l(lasd
4.1.2. pontban, 3.-10. minta). Ezenkivul, két glatentes kenyeret a szaritds soran szennyeztem
blzalisztet/rozslisztet -, valamint Bilk készllt kenyereket tarolé helységekben (lastl24.
pontban, 1.-2. minta).

A szennyezés kimutatasat egy altalam kidolgozolikijpoalis ellenanyag alapt kompetitiv
indirekt gliadin-ELISA-val (lasd 4.2.6.2. pontbags egy kereskedelmi forgalomban kaphat6
monoklondlis ellenanyag alapu direkt szendwviegliadin-ELISA-val (Gluten Assay kit, Tepnel;
lasd 4.2.6.3. pontban) végeztem. A kiértékelés dmttamddszernek megfetelstandard gorbék
segitségével3l. abra) tortént.

A szennyezett, dkezelt kenyérmintdk szennyezettsége nem érte elliadigELISA

érzékenységéBB/a. abrg, ezért a kontaminacio ténye nem volt kimutathato.

- 2 0,6
IS e
S s y =-0,2756Ln(x) + 0,8697 z 05 .
e R®=0,9952 S 04-
S <
g 1 : 0,3 7Y
N g 02 =
B o5 < o1 y=0,1505Ln(X) - 0,1518
< ' R =0,9694
0 : ! 0
0,1 1 10 10 100
gliadin koncentracio (mg/ml) gliadin koncentrécié (ng/ml)
a. Gliadin-ELISA alapu b. w-gliadin-ELISA alapu
kalibraciés gorbe kalibraciés gorbe

33. abra: Gliadin-specifikus ELISA-k kalibraciés gdrbéinek lineéris szakasza
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A kereskedelemi forgalomban kaphat6 buzali@zdészult hazijelled fehérkenyér kontroll, a
félbarna rozskenyér kontroll és a szennyezéstiéts alapanyagok gliadin-specifikus poliklonélis
ellenanyaggal felismert gliadin mennyisége mérhailt. A hékezelt kenyérmintak kimutathato
gliadintartalma a buzaliszt - és rozsliszt alapgoikhan mért gliadintartalomhoz képest lecsdkkent,
de még mindig jeledsen meghaladta a gliadinmentes élelmiszereknéldaatknélkil elirhet
értéket (5. tablaza).

15. tabldzat: Szennyezést @&ldézé alapanyagok és kontroll kenyérmintak gliadintartalma,
poliklonalis ellenanyag alapu gliadin-ELISA-val méwe

Minta Gluténtartalom Sz06ras
(ng/g minta) (ng/g minta)
Bulzaliszt 17708 + 190
Rozsliszt 5201 +173
Fehér buzakenyér (+kontroll) 7746 +210
Félbarna rozskenyér (+ kontroll) 4723 +181
Gliadinmentes kenyér (- kontroll) 0,2 +0,8

A poliklondlis ellenanyag alapu gliadin-ELISA-hoEpest a monoklonalis ellenanyag alapu
w-gliadin-ELISA a gliadin komplex &stabil w-gliadin frakcidjanak felismerésére képes. Ezért a
monoklondlis ellenanyag és @dtabil w-gliadin antigén kozotti szoros affiniths miatt gagb
érzékenységg modszernek mitsilt. Ugyanakkor a szandékosan szennyezetikezelt
gliadinmentes kenyérmintdk esetén, a monoklondlsnanyag alaplw-ELISA érzékenysége
szintén elmaradt a kivanttoB3/b. abra). A gliadinkoncentracié nem, de a szennyezés ténye
félkvantitativ médon kimutathaté volt ezzel a méfsel, egy kdzepesen gluténnel szennyezett
(150-400 pg/g) keményit kontroll alapjan. Ennek megfeten, a szandékosan szennyezett,
hékezelt kenyérmodellek gluténtartalma 1p/g-nél kisebb mennyiségben, de kimutathaté volt.
Ugyanakkor a kereskedelmi forgalomban kaphato isztbbl készilt hazijelleti fehérkenyér és a
félbarna rozskenyér kontrollok, valamint a szen@gezbidéz alapanyagok gliadintartalma ezzel
a modszerrel nem volt mérldeta kit méréstartomanyat ésen meghalad6é értékek miatt. A

mintaebkészitésnél alkalmazott kétszazezerszeres higadg fals pozitiv értéket eredményezett.
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5.3. Gliadinok kimutatasi lehethisége I6kezelt és funkcionalis

adalékokkal minéseégileg javitott élelmiszermatrixban

Kisérleteimet a vilAg népességének taplalkozadsdbatos szerepet betélt mindségileg
transzglutaminadz (TG) enzimmel javitott szaraztésmodelleken (bluza — és sargaborsé alapu)
végeztem. A tojas nélkil készitett, koleszterinémgg de j60 mitisédi szaraztésztdk irant
fokozatosan novekszik az igény, és @bkdvetkeden intenziv kutatasok kereszttizében all. A
transzglutaminaz enzim szerkezetmaodositdé hatasm réerilt érdekidési kérombe. E célbol TG
enzimet hasznaltam adalékanyagként, parhuzamogéositva ezzel a koleszterinmentességet. A
TG enzimmentes natur tésztikhoz képest a TG enzimzaladisaval készilt tésztamodellek
érzékszervi ésékési tulajdonsagainak vizsgéalatan tul a gliadirakdio szempontjabdl vizsgéltam
az oldhaté albumin/globulin-, gliadin- és glutenfrakcién bellli fehérjék mennyiségi és
eloszlasbeli valtozasat, noveékkoncentracidbban hasznalt transzglutaminaz enzggwiEnyében.
Mivel az érzékszervi és 6fési tulajdonsdg valtozdsa az enzim hatasara btdaiie
fehérjeszerkezet valtozasokbdl adddott, igy a mempdit paramétereket egyuttesen elemeztem
minden egyes tésztamodell esetében. Ezenkivil iranaliikai vizsgélatokkal (ELISA,
immunblott) kdvettem nyomon, hogy az enzim hatasaregvaltozott fehérjeszerkezet (pl.

sikérszerkezet) befolyasolja-e a gliadin-kimutatéekenységét.

5.3.1. Blza alapu, transzglutaminaz enzimmel miiségileg javitott szaraztészta

modellek jellemzése

Eurépaban a tradiciondlis tésztatermékekeaestivum(gyengébb mibsédi) és T. durum
(jobb mirtsédi) orleményekisl allitjdk els. Ezért T. aestivum és T. durum bulzaliszt
alapanyagokbdl viz hozzdadasaval, de egyéb adsi@faftojas, enzim) hozzaadasa nélkul un.
natur tésztat készitettem. Az alaplisztek és véamint kilonb6é koncentracioban adagolt TG
enzim (10-200 mg TG/kg liszt) adagolaséaval, kil@dbdnkubacios idvel (30-150 perc)
tésztamodelleket készitettem (lasd 4.2.3.1. potheninkubacids idt korlatoztam, mivel a napi
termelésben nem megoldhaté egy hosszabb, tobbvarakozasi id. A natur tésztakat kontroll
mintaként hasznaltam, a vizsgalatokrél megallapitkévetkeztetések levonasara.

A buzaliszt alapu tésztamodellék-EILLET et al. (1977) altal kidolgozott protokalapjan
kisebb modositasokat alkalmazva albumin/globuliigdin és glutenin fehérjéket frakcionaltam és
hasznéltam az emlitett vizsgélatokhoz. 18. tablazatban foglaltam 6ssze minden elkészitett
tésztamodell érzékszervi &zési tulajdonsagait, valamint az oldhaté fehérlafi@k mennyiségét

jellemz paramétereket, a TG enzim hatasara bekdvétk@rozasok nyomon kovetésére. Mivel az
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enzim inkub&cids ideje nem volt befolydssal egyakaméterre sem -ellentétben méasok munkajaval
(LARRE et al. 2000, MUJOO and NG 2003)-, igy a @dces enzimkezeléssel kapott eredmények

mellett a 30 és 150 perces enzimkezeléssel kauttreényeket nem tiintettem fel.

16. tablazat: Transzglutamindz enzimmel @allitott T. aestivum ésT. durum liszt alapu tésztak

jellemzéi

5 B Erzékszervi jellema F6zési jellems Oldhato fehérje

4
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AESTIVUM

0 0 3 5 5 3 1520 295,76:3,44 14,082,11 14,5%1,55 49,142,11 12,4%1,12
10 60 4 5 5 4 17,60287,7&5,22* 13,8&1,22 12,441,78 30,9¢1,22 8,960,78
20 60 4 5 5 4 17,60254,5&4,12* 10,540,89 11,080,56 33,2%1,18 8,5@0,52
30 60 4 5 5 4 17,60234,5&2,34* 10,2@1,00 10,5%0,56* 33,15:0,98 7,4@0,56*
40 60 4 5 5 5 1890214,6%2,34* 9,5@0,56* 9,510,98* 32,960,98* 5,89:0,88*
50 60 5 5 5 5 2000202,1@1,98* 6,7@¢0,67* 9,4@0,78* 30,520,88* 5,9Q:0,78*
60 60 5 5 5 5 2000234,4@5,33* 7,6@1,02* 9,26¢0,84* 29,580,78* 5,50:0,55*
70 60 5 5 5 5 2000202,2@3,44* 8,2&¢1,11* 9,360,44* 28,521,12* 5,00:0,66*
80 60 5 5 5 4 18,70228,6@2,45* 7,5@0,54* 9,250,56* 26,131,23* 4,82+1,12*
100 60 5 5 5 5 2000169,6%1,89* 8,1&3,11* 9,0%0,78* 24,241,02* 3,2%0,67*
150 60 4 5 5 5 18,70180,5@¢2,22* 10,2@1,02 9,160,82* 22,530,99* 2,12t0,67*
200 60 5 5 5 4 1935176,555,22* 9,8(21,12 9,1#0,56* 20,120,78* 1,96t1,05*
DURUM

0 0 4 5 5 4 17,60 255,6@4,55 15,141,23 20,882,11 58,7#2,11 15,2%2,11
10 60 5 5 5 5 2000241,935,66* 12,7@¢1,45* 18,521,45 51,020,98* 13,2(:1,22
20 60 5 5 5 5 2000217,7&¢3,44* 10,9¢0,67* 17,041,33* 52,210,89* 10,95:1,12*
30 60 5 5 5 5 2000248,454,22* 11,8&0,67* 16,431,12* 46,86:1,12* 11,55:0,98
40 60 5 5 5 5 2000209,9@345* 10,4@1,33* 17,0&¢1,22* 41,90:0,89* 8,51+0,67*
50 60 5 5 5 5 2000222,745,66* 9,25+0,82* 17,20:1,32* 42,00:1,02* 8,70+0,89*
60 60 5 5 5 5 20,00224,18+6,57* 10,21 +0,51*17,30:1,02* 40,90:1,05* 8,50+0,98*
70 60 5 5 5 5 20,00222,74+5,66* 9,25+ 0,82* 17,151,03* 42,20:0,99* 8,60r1,12*
80 60 5 5 5 5 20,00224,18+6,57* 10,21 +0,51*16,20:1,23* 42,10:1,23* 8,50+1,23*
100 60 5 5 5 5 20,00228,52 +5,60* 10,20 £ 0,32* 16,22:1,44* 42,13:1,42* 8,53t1,45*%
150 60 5 5 5 5 20,00234,64+6,20 10,27 +£0,62*15,121,33* 30,121,43* 8,52+1,43*
200 60 5 5 5 5 20,00231,26+5,72 10,05+*0,45%14,92:1,12* 40,121,98* 7,20t+1,22*

" P=5% -0s szignifikancia szinten

” a minta fehérjetartalmanak szazalékaban % (Nx5,7)
A tablazat adatai harom parhuzamos mérés szanttagaéés a szorast tartalmazzak

Az érzékszervi ésokési tulajdonsagokat tekintve megallapitottam, hogyr az alapanyag
minésége hatassal volt a tésztafiségre. AT. aestivumblzaliszt alapanyagbdl étkezési célra
alkalmatlan, gyenge masédi (ragacsos ki rossz élloméany) natar tészta készultTAdurum
étkezési

blzaliszt alapanyagbol célra megielekdzepes mibsédi natlr tészta készilt.
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Ugyanakkor méar 10 mg/kg TG enzimkezelés a tésrmefleek mihségében jeletis mérték
javulast eredményezett. Az enzimddzis novelés@®+8D mg/kg) tovabbi mitségjavulast értem el
az érzékszervi- és @&7Aési tulajdonsagok tekintetében. ézési tulajdonsagokat figyelve minden
enzimmel kezelt tésztamodellnél altalanossagbanahaggtottam, hogy az enzimkoncentracid
novelésével a vizfelvétel és &zési veszteség csokkent, hasonléan az irodalomdiaiakihoz
(PIETRASIK and LI-CHAN 2002). Ez a csOkkenés viszoem volt jelents, hiszen a vizfelvétel
igy is elég magas maradt, éeési veszteség, pedig Kidh kicsi. 10-80 mg/kg TG enzimkezelés
hatasara ar. aestivumlisztek®l T. durum minésédi tésztat lehetett @&hllitani, ami értékes
eredménynek szamit, hiszTa durumtésztak dallitasa azérlés és a kihozatal miatt hazankban
dragébb. AT. durumlisztbdl, pedig rendkivul kivalé missédi tésztat lehetett késziteni.

Az enzimdozis tovabbi ndvelését (100-200 mg/kg &&art tartottam indokoltnak, mivel azt
feltételeztem, hogy a fehérje tovabbi aggregacaijav szerkezet tovabbi javuldsa varhato. Az
érzékszervi jellemiket minssitt pontszamok azonban azt mutattdk, hogy a magasabb
enzimkoncentracié nem eredményezett lényeges jsivaldalacsony enzimkoncentraciéval (10-80
mg/kg TG) szemben. Mindkét blzaliszt alapu mokéHel maximalis, azaz 20 kortli pontszamu
minésitést kapott. Adzési tulajdonsagok az érzékszervi tulajdonsagokiasonloan alakultak.

Mindezeket Osszevetve a tésztdk legjobb érzékszmyvbzeési tulajdonségait egylttesen
biztosité optimalis enzimddézisndk aestivurybol készilt tésztdknal 60 mg/kg liszt, nligdurum
alapu tésztaknal a 20 mg/kg liszt enzimkoncenttdaiéltam.

A viz/s6-, alkohol- és sav/lugoldhato fehérjefralkcimennyiségében mindkét alapanyaggal
készitett modellsorozatnal szignifikans csokkenésetkezett be az egyre novékwenzim-
mennyiség hatasara, hasonléan BAUER et al. (200@)t&saihoz. Ez azzal magyarazhato, hogy a
fehérjefragmentek kozotti keresztkotések csokkadket fehérjék oldhatosagat, ezért nagyobb
mennyiséd oldhatatlan frakcid keletkezett. A véltozdsokggkk hasonlo, mértéke azonbaf.a
astivumilletve T. durumtésztaknal eltér volt. Az irodalom szerint a fehérjék kozil a stkéidba
tomoriini képes gluténfrakcid (glutenin és gliadipdtszik ©szerepet a termékszerkezet
létrejottében, de az albuminok és globulinok iztéessznek az allomany kialakitdsaban (LARRE et
al. 2000, BASMAN et al. 2002a,b, BASMAN et al. 20@BERRARD 2002, BAUER et al. 2003,
RASIAH et al. 2005). Eredményeiribugyanez kdvetkeztethietAz enzim hatdsara bekovetkez
valtozadsokat a gluténfrakci6 mennyiségében WIESER.e(2005) is vizsgaltdk 10-80 mg/kg
transzglutamindz enzimmel kezelt kenyérmodell nkiota A komplett gluténtartalmat @zor
60%-0s etanolban, majd redukaldé korulmények kotdithioerithritol+urea; 60C) extrahaltak.
Utana reverz fazisu HPLC-vel a glutén frakciét diie és glutenin frakcidra valasztottak szét.
Megéllapitottak, hogy az enzimkezelés utan az e@dbhadinok mennyisége 15%-ra, a gluteninek

mennyisége 3%-ra csokkent, mely jol kozeliti eredyeémet.
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Az egyméshoz kédni képes fehérjefragmentek keresztkdtés révén egggumokka
fejlodnek, igy molekulatomegik megvaltozik. Ennek maoidsara SDS-PAGE-val
megvizsgaltam a tésztamodellek viz/sé-, alkohol-séglugoldhaté fehérjéinek molekulatomeg
eloszlasat34., 35., 36. abrh Altalanossagban elmondhat6, hogy minden oldhat@ibabizonyos
tartomanyaibarméar a 10 mg/kg TG enzimmel kezdlt aestivumés T. durumalapt modellek
esetében nagymértiékehérjesav-szegényedés lépett fel. Emellett néfetmgrje-tartomanyon bell
a fehérjék még enzimes kezelés utdn is valtozaienzitassal megmaradtak. A nagyobb
enzimkoncentracioval kezelt tésztamodelleknél (Q0-thg/kg TG) tovabbi savtisztulas nem volt
megfigyelhed egyik oldhat6 frakciondl sem. Az enzim inkub&cidejének valtoztatasa sem volt
befolyassal a fehérjesavok csokkenésére. Az iradaaatok szerint az enzim a nagy
molekulatéme@ (HMW) glutenin-alegységekre hat a legjobban (BAU&Ral. 2003, MUJOO and
NG 2003), de az alacsony molekulatornégMW) glutenin-alegységekq-gliadinok vagy akéar a
viz/séoldhaté albuminok/globulinok is megféledzubsztratjai lehetnek (GERRARD et al. 2000,
LARRE et al. 2000, ROSELL et al. 2003, WATANABE &t 1994, CABALLERO et al. 2005,
BASMAN et al. 2002b, BONET et al. 2006, KOKSEL dt 2001). Eredményeim szerint a
viz/séoldhat6 frakcidban a 17-43 kDa kozotti febgéivok mennyisége cstkkent a natlr tésztdhoz
képest, de a 10 mg/kg TG enzimmel kezelt tésztdddmest a nagyobb enzimkoncentracidval
készitett tésztamodelleknél tovabbi jetensavintenzitas csokkenés nem jelentkezett, mégOa 2

mg/kg TG enzimmel kezelt tésztamodelleknél sd8h ebra)
Mt. (k Mt. (KDa)

° 94
° 67
4 43
30
3
2 208
! 14 | 4
1 2 3 4 56 7 8 9 1 2 3 4 5 678 9 1
a.T. aegtivum b. T. durum

34. dbra: Transzglutamindz enzimmel kezelt buza afa1 tésztamodellek viz/s6oldhato
frakcidinak 15%-o0s SDS-poliakrilamid gélen tortéré elvalasztasa

Mt a./b.

1

2. TG-al kezeletlen (0 mg/kg TQ). aestivund T. durumtészta (natdr)
3. 100 mg/kg TG-al, 30’-ig kezeR. aestivum / T. durunészta

4. 100 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelk. aestivum / T. durutészta

5. 100 mg/kg TG-al, 150-ig kezek. aestivurd T. durumtészta

6. 150 mg/kg TG-al, 60'-ig kezel. aestivum / T. durunészta

7. 150 mg/kg TG-al, 150'-ig kezeR. aestivum / T. duruitészta

8. 200 mg/kg TG-al, 30'-ig kezelk. aestivum / T. durunészta

9. 200 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelk. aestivund T. durumtészta

10. 200 mg/kg TG-al, 150'-ig kezek. aestivum / T. durutészta
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Az alkohololdhaté frakciékban a 10 mg/kg TG enzinhrkezelt tésztaknal a 40-98 kDa
kozotti fehérjék mennyiségében lathaté csokkengstar tésztdkhoz képest, de a 20-200 mg/kg TG
enzimmel kezelfT. aestivumés T. durumalapu tésztamodelleknél tovabbi fehérjesav-inténzi
valtozast nem tapasztaltam a 10 mg/kg TG enzimemtlk tésztdkhoz képes. dbra). WIESER
et al. (2005) ugyanilyen megéallapitasra jutottakOaB0 mg/kg transzglutaminaz enzimmel kezelt
kenyérmodell mintaik esetében is, hidz sem tapasztaltak az SDS-PAGE képen az enzimmel
kezelt mintdknal szignifikans fehérjesav-valtozast.

Mt. (kDa) v Mt (kDa)

185-
98
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17" |
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aC
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35. abra: Transzglutaminaz enzimmel kezelt baza afa tésztamodellek alkohololdhatd
frakcioinak gradiens gélen tortérb elvalasztasa
a./b.

Mt.

TG-al kezeletlen (0 mg/kg TQ). aestivund T. durumtészta (natdr)
100 mg/kg TG-al, 30’-ig kezelk. aestivum / T. durunészta

100 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelk. aestivum / T. durunészta

100 mg/kg TG-al, 150'-ig kezek. aestivund T. durumtészta

150 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelk. aestivum / T. durunészta

150 mg/kg TG-al, 150'-ig kezek. aestivum / T. durunészta

200 mg/kg TG-al, 30'-ig kezel. aestivum / T. durunészta

200 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt. aestivund T. durumtészta

O 200 mg/kg TG-al, 150'-ig kezek. aestivum / T. durutészta

"“090.\‘@.”"%?-’!\’!‘

A 36. abran j6l lathato, hogy a sav/lugoldhaté fehérjefrakeidbvolt a legjelerdisebb a
véaltozés a natur tésztakhoz képest, szignifikanmtnzitas-csokkenés volt megfigyelbet HMW
glutenin-alegységeknél (40-98 kDa k6zott). GERRA&LI. (2000) is szintén azt a kovetkeztetést
vontak le, hogy az enzimnek a 60-120 kDa-os tartyfp@n a glutenin-alegységekre volt a

legeiSteljesebb hatasa.
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36. abra: Transzglutaminaz enzimmel kezelt buza afal tésztamodellek sav/ligoldhaté

frakcidinak gradiens gélen tortérb elvalasztasa

a./b.

Mt.

TG-al kezeletlen (0 mg/kg TG). aestivum / T. durunészta (natdr)
100 mg/kg TG-al, 30'-ig kezelk. aestivum / T. durunészta

100 mg/kg TG-al, 60'-ig kezel. aestivum / T. durunészta

100 mg/kg TG-al, 150'-ig kezeR. aestivum / T. durunészta

150 mg/kg TG-al, 60’-ig kezel. aestivum / T. durunészta

150 mg/kg TG-al, 150'-ig kezeR. aestivund T. durumtészta

200 mg/kg TG-al, 30-ig kezel. aestivum / T. durunészta

200 mg/kg TG-al, 60'-ig kezel. aestivum / T. durunészta

O 200 mg/kg TG-al, 150'-ig kezeR. aestivuni T. durumtészta

'—“9.00.\‘.075-’":';90!\’!—‘

A 3 frakcioban tapasztalt valtozasokrdl levont Kieztetéseim egyeznek GERRARD et al.
(2001) kovetkeztetéseivel.

Az enzim hatédséra a glutén szerkezetében bekoettketozasokat kilonbézspecificitasu
ellenanyagokra alapozott immunanalitikai vizsgdktd (w-gliadin-specifikus direkt szendvics
ELISA, gliadin-specifikus kompetitiv indirekt ELISARS ellenanyag alapd immunkromatografias
gyorsteszt, gliadin-specifikus ellenanyag alapu imbiott) is nyomon kdvettem. Mivel a glutén
karakterisztikus valtozasokat idé el coliakias betegek bélmukdzajdban, ezért ezetattéajéket
(gliadinok, gluteninek) alaposabban tanulmanyoztam. glutén szerkezetének enzimes
modositasaval a tészta allergén jellegét terveaisdkkenteni, illetve megsziuntetni. Az enzimes
kezelés soran a keresztkttések kialakitdsaval azumreaktiv gliadin, valamint a gliadinokkal
keresztreagald glutenin-epitopok csokkenését, niegset vartam.

Az ELISA alapu vizsgélatokban a mintéleészités soran az alkohololdhaté gliadinokat
extrahaltam. Az alkohololdhato frakciobdl torténtghadintartalom meghatarozasa, poliklondlis

ellenanyag alapt kompetitiv indirekt gliadin-ELIS#s a w-gliadin-specifikus direkt szendvics
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ELISA (Tepnel) vizsgélatokkal. Bar korabbi vizsgalenmal igazoltam az alkohololdhat6 frakcid
csokkenését mindkét alapanyagu tésztamodell rendsgzetében, az extraktumban a varttél
eltéen, nem kaptam csokkenést az anti-gliadin nydléjenanyaggal felismerh&tmmunreaktiv
gliadinok mennyiségébenTa aestivunalapu 10-200 mg/kg liszt transzglutaminiz enzimkeekelt
tésztamodelleknél, a natur tésztdkhoz képmtn a magasabb enzimkoncentracié, sem a hosszabb
inkubacios i@ nem volt befolydssal az anti-gliadin nydl 1gG sHayaggal felismerhét
immunreaktivitdsraT. durumalapu tésztamodelleknél ugyan lathatd volt a csiékede nem a
fokoz6dd enzimdozis-ndveléssel kovetkezetesen. SZadfieg az ellenanyaggal érzékelbiet
epitopok nem maszkirozddtak el a kialakult keragst#kekkel. Eredményeim szemléltetéséBY a

abrat mutatom be.

ppm

5 6. 7.
b. T.durum

8 9. 10

m Kompetitiv indirekt ELISA O Szendvics ELISA (Tepnel)

37. &bra: Glutén detektalasara szolgalo kompetitiindirekt — és direkt szendvics ELISA-k
érzékenységének 6sszehasonlitdsa transzglutaminézienmel kezelt baza alapu

tésztamodelleken
a./b.

1. TG-al kezeletlen (0 mg /kg TCT. aestivum / T. duru tészta (natd
2. 100 mg/kg TG-al, 30'-ig kezelt. aestivum / T. durunészta

3. 100 mg/kg TG-al, 60'-ig kezel. aestivum / T. durunészta

4. 100 mg/kg TG-al, 150'-ig kezeR. aestivum / T. duruitészta

5. 150 mg/kg TG-al, 30'-ig kezel. aestivum / T. durunészta

6. 150 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelt. aestivum / T. durunészta

7. 150 mg/kg TG-al, 150'-ig kezel. aestivum / T. durunészta

8. 200 mg/kg TG-al, 30'-ig kezelt. aestivum /T. dururészta

9. 200 mg/kg TG-al, 60'-ig kezel. aestivum / T. durunészta

10. 200 mg/kg TG-al, 150-ig kezek. aestivum / T. durunészta

A mérési mbdszerek érzékenységét tekintve az emygrkBl az lathatd, hogy a vartnak
megfeleben a Tepnel kit érzékenyebb volt, mint a poliklaméllenanyag alapu ELISA médszer.

Az immunkromatografias elvmonoklondlis R5-ellenanyag alapu médszerrel (Op&tick
Gluten Kit) nem siker(lt a gliadintartalmat meghati, mivel a mintak gliadintartalma Kilvesett

a kit méréstartomanyan (2-2000 ppm). A félkvarittain6dszer csak gliadinmentesség
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ellensrzésére lett kifejlesztve, ezért a gliadintartalomeghatérozasara alkalmazott higitas miatt
kiértékelésre alkalmatlan eredményeket adott. A itjypozeredmény jelenti a mérkiet

gliadintartalmat, a negativ eredmény, pedig a giiaéntességeBB. abra).

ﬂauhm :_{'-.'Egifés=5x10 C.
,{%'.l,".-?
S < ——— ;-L||r.-.' d
UL il I'|_: I r“’-& ‘e Lo .
haisine =
Hightds=14x10 ! Higitds=10x10 {igftés=5x10 e.
|

a. b.

38. abra: R5-ellenanyag alapu glutén detektalasi imungyorsteszt (Operon) érzékenységének
vizsgalata tésztamodelleken és gluténnel szennyeaintroll mintakon
a, TG-al kezeletlen (0 mg/kg TG-al) durumtészta (natdr)
b, 200 mg/kg TG-al, 150-ig kezelt durumtészta
¢, eBsen gluténszennyezett keméyontroll Tepnel kitlél (>200 ppm)

d, kdzepesen gluténszennyezett keményitd kontegheél kittdl
e, kis mértékeben gluténszennyezett kemérkghtroll Tepnel kitlsl (<200 ppm)

WIESER et al. (2005) a 10-80 mg/kg transzglutamedzmmel kezelt kenyérmodell mintak
esetében monoklonalis R5-ellenanyag alapu szen#ikitSA-val monitoroztak a kezelés utani R5-
ellenanyaggal felismert gliadinok mennyiségébentbetkezett valtozasokat. A mérhagliadinok
mennyiségében csokk&nvaltozast nem tapasztaltak. R5-ellenanyaggal tédgmenunblottal is
megebsitették az ELISA-val kapott allitAsaikat, azaz immnunreaktiv savokban szignifikans
csokkenét nem tapasztaltak. Kivételt képezett anflkg transzglutamindz enzimmel kezelt
kenyérmodell, ahol bar az immunreaktiv savok némtek el, de intenzitasuk kis mértékben
csokkent.

A Kklinikai tuneteket kivaltd gliadinok és glutenkneimmunaktivitisdban bekoévetkiez
valtozasokat coliakias betegek szérumaval val6aiék&pesség alapjan is vizsgaltam3® abran
lathatd, hogy a cdliakias anonim human szérumok m&gunreaktiv formaban felismerték a
frakciokban maradt oldhat6 gliadinoBY/a.,b. 4brg és gluteninek39/c.,d. abrg aktivitasat.
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Mt. (kDa)

Mt. (kDa)

185 5 ;g
98

52 5
31 a1
19
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11 1
6 6
3

3

a. T. aestivum -alkohololdhat6 frakcio

Mt. (kDa)

17

11

6 i =

3 -
R | R B
1 2 3 4 5 6 78 9 1 123 4 5 6 78 9 1
c. T. aestivum —sav/lagoldhato frakcio d. T. durum —sav/lugoldhato frakcid

39. dbra: Transzglutamindz enzimmel kezelt buza afa) tésztamodellek alkohol- és
sav/lugoldhato frakcidinak gradiens gélen tortéd elvalasztast koved colidkias human

szérummal vizsgalt IgA-specifikus immunblottjai

a./b./c./d.

Mt.

TG-al kezeletlen (0 mg/kg TQ@). aestivum / T. duruniészta (natur)
100 mg/kg TG-al, 30'-ig kezeR. aestivum / T. durunészta

100 mg/kg TG-al, 60'-ig kezeR. aestivum / T. durunészta

100 mg/kg TG-al, 150-ig kezek. aestivum / T. durunészta

150 mg/kg TG-al, 60'-ig kezeR. aestivum / T. durunészta

150 mg/kg TG-al, 150'-ig kezek. aestivund T. durumtészta

200 mg/kg TG-al, 30™-ig kezelk. aestivum / T. duruitészta

200 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelk. aestivum / T. duruitészta

0 200 mg/kg TG-al, 150'-ig kezek. aestivund T. durumtészta
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Osszegezve a blza alapd TG enzimmel kezelt tésataképcsolatos vizsgalatokat
megallapithatd, hogy az enzimes kezelés a szarsatésodellek mifiségét nagymértékben
javitotta, de a glutén immunreaktivitist nem sziieteneg, illetve alig csdkkentette. igy nem

épithebk be ezen termékek diétas élelmiszerként a cokdiedegek étrendjébe.

5.3.2. Gluténmentes diétadba illeszthét sargaborsoéliszt alapu szaraztészta

modellek jellemzése

Az egészséges taplalkozas egyre fontosabba valénaek fuggvényében egyre nagyobb
figyelem iranyul a diétds, nem hagyomanyos bézesinékek felé (RASMAY et al. 2000,
RENZETTI et al. 2007, WANG et al. 1999). Ennek dkettés, egyrészt ezek a termékek jol
illeszthebk a lisztérzékeny betegek gluténmentes diétqjalE&LITIRA et al. 2005), méasrészt
széles korben terjednek a funkciondlis élelmiszefekopaban is. Btérbe kerllnek azok az
anyagok, amelyek nem tartalmaznak gliadin tipudiéréket. Ilyen anyagok a hivelyesek is,
koztik a bors6. Gazdag esszencialis aminosavakbfaiérjetartalma 23-25%. Ezek a magok nem
tartalmaznak prolamin tipust fehérjéket, igy @eményldl készilt termékek szerkezetének
kialakitAsa szempontjabdl nélkulozhetetlen az &d&léalkalmazasa (ARENDT et al. 2002).
LARRE et al. (1992, 1993, 2000) kisérleteztek kbeib borsdval, melynek leguminjaban
vizsgaltak a transzglutaminaz enzim szerkezetjadtasat.

A fentiek ismeretében, sargaborsbdl viz és kulahbkncentraciéban (50-200 mg TG/kg
liszt) adagolt transzglutamindz enzimmel tésztarbekiet készitettem (lasd 4.2.3.1. pontban).
Mivel a bluza alapu tésztédk (lasd 5.3.1. pontbae}ében az enzimkezeléssidrtama nem volt
befolyassal egyik vizsgalt paraméterre sem, a bargaliszt alapu tésztamodellek esetében a
szerkezet kialakitasahoz szilkséges minimalis 60epeinkubacios it valasztottam. A vizzel
készitett sdrgaborso alapu tésztakat (natdr tésyténtroll mintaként hasznaltam.

Mivel a sargaborsdban az albumin/globulin frakc2d%/66%) van talsulyban, szemben a
glutelin frakcidval (5-8%), a sérgaborsé alapu téswdellek esetében FEILLET et al. (1977)
modositott mdédszerévellbumin/globulin- és glutelin fehérjéket frakciotah és hasznaltam az
emlitett vizsgalatokhoz. Al7. tablazatban foglaltam o6ssze minden elkészitett tésztamodell
érzékszervi ésékési tulajdonsagait, valamint az oldhat6 fehérjafi@ mennyiségét, a TG enzim
hatasara bekovetkézvaltozasok nyomon kovetésére. A borséban az aliigiobulin frakcio
Osszesen 71%, a glutelin frakcié pedig 3% alattt,vady a tdblazatban csak a dominans

albumin/globulin frakciét tintettem fel.
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17. tablazat: Transzglutamindz enzimmel éallitott sargaborsoliszt alapl tészték jelleméi

Erzékszervi jellemi

F6zési jellems

g % o ‘f? g
B CE g g £ 2 2 o
g 3= 2 8 ~ E O TR 59 N
s E & =7 o5 38 =< 7 < £8
E B < 3 it g =
= w %) 0 2

<
o o - - - - - - - 71,20+3,44
50 60 4 5 5 4 17,60 185564224 1577+2,11* 15,62+1,23*
70 60 4 5 5 4 17,60 172,33+3,12 16,98+2,03* 14,49+2,78*
100 60 4 5 5 4 17,60192,11+1,23* 15,90+1,11* 13,64+3,12*
120 60 5 5 5 5 20,00199,87+2,11* 1550+1,03* 12,78+2,89*
140 60 5 5 5 5 20,0019566+1,34* 14,20+1,11* 11,9242 44*
150 60 5 5 5 5 20,00 177,65+2,44 16.10+0,56* 11,76+1,45*
180 60 5 5 5 5 20,00 184,644521 16,40+1,22* 11,8443,12*
200 60 5 5 5 5 20,00286,65+3,44* 22,00+2,11 11,60+2,14*

;P=5% -0s szignifikancia szinten
a minta fehérjetartalmanak szazalékaban % (Nx5,7)
A tablazat adatai harom parhuzamos mérés szantagatés a szorast tartalmazzak
A TG enzim segitségével sargaborso lisktiesztat lehetett allitani. A tabldzatban jol
lathatd, hogy egy kivalé mésédi (maximalis érzékszervi pontszammal értékélheiargaborsé
alapu tészta 8éllitAsdhoz minimum 120 mg/kg transzglutaminaz mrailalékanyag hozzaadaséara
volt szikség. A tovabbi enzimkoncentracio-novelbssetermék érzékszervi misitése nem
valtozott, a tésztadk tovabbra is maximalis érzékszsontokkal voltak jellemezhéek. A f6zési
tulajdonsagokat figyelve megallapithatd, hogy mmdenzimmel kezelt tésztamodellnél a
vizfelvétel és a dzési-veszteség hasonlé %-os értéken mozgott, fik@gmé valtozas nem
kovetkezett be. Kivételt képezett a 200 mg/kg tzghgamindz enzimmel kezelt tésztamodell, ahol
a vizfelvétel (286%) és a&4ési veszteség (22%) kiugréan magas volt. A legalagabb §zési
veszteséget 140 mg/kg enzimkezelt tésztadnal mértem
Mindezeket 6sszevetve a legjobb érzékszerviéegsi tulajdonsagait egyuttesen biztositd
optimdlis enzimdozisnak a sargaborsobol készuitdésal a 140 mg/kg liszt enzimkoncentraciot
talaltam.
A tablazat adatai szerint a viz/séoldhatd fehéajefiok mennyiségében szignifikans
csokkenés kovetkezett be az egyre nObedrvzimmennyiség hatdsara. Ez azt bizonyitotta, lBogy

viz/séoldhat6 frakcid is j6 szubsztratja az enzikane



A sérgaborsoliszt alapu tésztamodellek oldhato rfefiékcidinak transzglutaminaz enzim
hatasara bekodvetkezett molekulatomeg-eloszlasaakbzasat SDS-poliakrilamid gélen kovettem

nyomon @0. abra).

Mt. (kDa)

% 1. Mt

67 ! 2. TG-al kezeletlen (0 mg/kg TG) sargaborsé tésztiitha

43 | 3. 50 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt s&rgaborso tészta
4. 70 mg/kg TG-al, 60’-ig kezelt sargaborso tészta

30 5. 100 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelt sargaborso tészta

. L e e e eSS SRALL 6. 120 mglkg TG-al, 60™-ig kezelt sargaborso tészta

7. 140 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelt sargaborso tészta

20 8. 150 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelt sargaborso tészta
9. 180 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelt sargaborso tészta
10. 200 mg/kg TG-al, 60'-ig kezelt sargaborso tészta

14

1 2 3 4 5 67 8 9 1

40. abra: Transzglutaminaz enzimmel kezelt sargab@o alapu tésztamodellek viz/séoldhatd

frakcidinak 15%-os SDS-poliakrilamid gélen tortéé elvalasztasa

Szignifikdns kulonbség lathatd a molekulatomegaasban a sargaborsoliszt és a tésztak
oldhaté fehérjéi kozott, melynek magyardzata asvbhatd fehérjék mennyiségének jebsnt
csokkenése a hozzaadott 50-200 m@i& enzim hatdsara. Publikaciok (CREVIEU et al. 3,99
PERROT and GUEGEN 1995) szerint a sargaborsékiemz fehérjéi a lipoxigenaz 91 kDa, a
convicillin 70 kDa, legumin 60 kDa, legumin 39 kD&illin 46 kDa, vicillin 30-35,5 kDa, PA
(Pea Albumin2, borsé albumin2) 26-28,5 kDa, legudfirb-21,5 kDa. Az emlitett fehérjék kozil a
transzglutaminaz enzimmel valé kezelés utan jeltenza 28,5 kDa-nél Iévfehérjesdv maradt
meg, valtozatlan intenzitassal. A tobbi fehérjes@gyan nemiint el, de intenzitdsuk jelefgen
csokkent. Az enzim a fehérjéket egy kialakult fgdererkezetbe épitette be, ezzel egy Uj nem-
viz/séoldhato fehérjét képezve. Tehat az enzimstaadeldlsult az oldhatatlan maradék.

Az optimalis sargaborsé alapu tésztamodellt (140kqhgfG enzim) ipari kortlmények
kozott, egy probagyartas keretében igabitottam a Szildgyi Tészta Kft. mikrovallalkozasnal
(Szeged). A gyartas La Parmigiana tipusu, dupldlar, vizszintes nyomasu présgépen (Fidenza,
Olaszorszag) tortént. A gyartas soransf@idulé esetleges gluténszennyezés élieésére
kompetitiv indirekt gliadin-ELISA-t alkalmaztam. Aintat 70%-o0s etanolban oldottam. A kapott
eredmények alapjan elmondhatd, hogy a rendszenodérelég érzékeny, hogy barmiféle prolamin
szennyeédést kimutasson. Az ELISA megdsitésére immunblott vizsgélatot is végeztem, anti-
gliadin nyul IgG ellenanyag felhasznaldsavél.(dbra). Az immunblott vizsgalattal a gliadinok

tartomanyaban (30-70 kDa) nem talaltam immunreat¢hérjesavot. Ez medimitette a minta
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gluténmentességét. Ugyanakkor a 23-31 kDa kozdatkekulatomeg-tartomanyban két borsofehérje
mutatott keresztreaktivitast.

Mt. (kDa)
185
98 1. 140 mg /kg TG-al kezelt sargaborso tészta

2. Mt
© %2 3 gliadin (Sigma)
N ¢

19
3

41. dbra: Az optimalis paraméterekkel rendelke# sargaborsé alapu tésztamodell
viz/sooldhat6 frakciéjanak gradiens gélen tortéa elvalasztast koves immunblottja anti-

gliadin nyul IgG ellenanyaggal szemben

WANG et al. (2003) szerint a borsGban azonositétt fehérje (26-28,5 kDa) lektin tipusu
tulajdonsaggal rendelkezik és homoldgiat mutat agysicseriborsobadl izolalt fehérjével, amely
proteolizisre rezisztenciat mutatott (PERROT andEGEN 1995). Ebben az esetben eltfordulhat,
hogy nem a gliadinnal keresztreagalé fehérje ésllananyag kozoétti immunkomplex, hanem a
lektin és az ellenanyag nem-specifikus kapcsolbatémd sz6. Lektinek és IgG tipusu fehérjék Fc-
receptora kozotti kapcsolatrél ROUGE et al. (1999 CHATELAIN et al. (1982) is beszamoltak.

5.4. Uj tudomanyos eredmények

» Az ismert § gabona allergének kozul a buza viz- és sooldhaidcibjdban szeparatt-
amilaz inhibitorok koncentralasara szelektiv ésradpkélhatd eljarast fejlesztettem ki
DEAE-celluléz ioncserél kromatogréafia alkalmazasaval.

» A hazai kdztermesztésben &éltzafajtaka-amildz inhibitorokban koncentralt frakcidiban,
a gabonaallergids human szérumok tobbségével srelybaeaktiv fehérjéket LC-MS/MS
technika és NCBInr Plant allergén adatbazis seggtssl azonitottam. A tébb peptid altal
beazonositott allergén fehérjék kozott xilandz bitbr prekurzor, xilanaz inhibitorg-
amilaz inhibitor (monomer, dimer, CM17 fehérje puetor), szerpin, tritin, GSP1 fehérje,
5a2 fehérje, LTP1 prekurzor, nsLTP prekurg®amildz, manganaz-szuperoxid dizmutaz,
peroxidaz és egy kukorica ubiquitin-nel hasonlodiéhkérje szerepelt. Az egy peptidtalalat
alapjan beazonositott fehérjék, pedig a koveikexoltak: peroxidaz, PR4, 15 kDa-os
fehérje, WSCI proteinaz inhibitor, avenin-féle puetor, szerpin, és egwyrabidopsis
thaliana EDA 18-hoz hasonldé buzafehérje. Bizonyitottam, yhogz irodalomban
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legfontosabb allergénként kozdaitamilaz inhibitorok, és az utébbi kutatasok szenpt
allergénként kozolt szerpinek a hazai koztermebetésléw buzakban is allergénként
detektalhatok, melyeket élsént azonositottam.

Elstként mutattam ki a buza, az amarant és a hajdiraéd séoldhaté fehérjéi kozul
colidkias human szérumokkal szemben IgA-reaktiefi@hket. Ezen fehérjék azonositasanak
a gluténmentes élelmiszerek ebierési médszertanaban és a coliakids diagnosztikédnan
jelenbsége, mivel igy nagyobb biztonsadggal van lébé&g a gluténmentes diétdban
kockazatmentesen alkalmazhat6 élelmiszerek kovatdsztani.

A pepszines emészt@s vitro vizsgalatat az irodalomban eddig még nem kézdltdand
SDS-PAGE-val tortéh szeparalast kovéen, PVDF membranra atblottolt buzafehérjéken
elssként végeztem. A vizsgalatokkal meggtettem, hogy az allergének valéban
rezisztensek pepszinnel szemben. Megdallapitottamgy ha gabonaallergias human
szérumokkal éisen reaktiv pepszin-rezisztens fehérjéled szerpinek (45 kDa), és-
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 élelmiszermatrixokban a kimutatds érzékeggsé
csokkent.

Kulénbdz ellenanyagokra alapozott modszerekkel bizonyitottaogy a transzglutaminiz
enzimmel edallitott blzaliszt alapl széraztészta modellekbeméahed gliadintartalom
nem csokkenthétaz eltirhets hatarérték (<100 ppm) ala, ezért csokkentett gltaétalmu
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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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A colidkia és a gabonaallergia eltépatomechanizmusa jol ismert, azonban kevesebb
informéci6 all rendelkezésiinkre &ket kivaltd antigénelil. A colidkia esetében a glutén & f
allergén, a reakciot glutén-specifikus IgA és Igerenyagok talsulya jellemzi. Gabonaallergia
esetében IgE-reaktiv gabona allergénekkel kell shdmk.

A buzaban |é¥ fehérjéket, IgA/IgE-reaktivitasuk szempontjabdyedil eddig CONSTANTIN et
al. (2005) hasonlitottak 6ssze coliakias és gablemges szérummal végzett 1D-immunblottal.

A coliakids IgA - és a buza pozitiv IgE ellenanylagailonbo® profilban ismerték fel a buza
allergéneket. Bar a colidkias IgA ellenanyagok morepsitottak ugyanolyan molekulatonieg
antigéneket (25-46 kDa-nal 34/35 -, 10-18 kDa-rdB% -, >45 kDa-nal 10/35 célidkias szérum),
amelyeket az allergias IgE ellenanyagok is feligete(10-15 kDa-nal 13/16-, 25-70 kDa-nal 15/16
blza pozitiv human szérum), mégi$sekilonbség mutatkozott. A colidkias betegek redlks
profilja sokkal egységesebb volt, mint az allergiésegeké. Az allergias betegszérumok rendkivil
heterogén IgE-reaktivitdst mutattak.

Ez a tanulmany ramutatott arra, hogy a buzédnakatkaoityan antigénjei/epitopjai, amelyeket
foképp a coliakias szérumok-, de vannak olyanokrslgeket inkabb az allergias szérumok IgE
ellenanyaga preferdl jobban. Arra a kovetkeztetdstettak, hogy az élelmiszerantigének
molekularis természete befolyasolhatja a patoldgmnunvalasz miéségét a tapcsatornaban, ami
természetesen a két betegség esetébers ditgmnosztikat és terapias kezelést von maga utan.

Az altaluk kapott eredményeket 6sszehasonlitva jat smedményeimmel, és kiegészitve
azokat sajat vizsgalati eredményeimmel vontam \et@ztetéseimet, javaslataimat.

A vizsgéalataim soran hasonl6 eredmeényeket tapg@uatahiszen a hazai blazafajtak fehérjéi
rendkiviul heterogén IgE mintdzatot mutattak a viadhatd fehérjék tartomanyaban. A prolaminok
esetében nem tapasztaltam IgE reaktivitdst. Buggfgdhesetén a coliakids szérumok a prolamin
frakcioban |éé gliadinokon kivil, a viz/s6oldhato frakciéban édismertek IgA-reaktiv fehérjéket
a 29-54 kDa kozotti molekulatémeg tartomanyban.

Fontosnak tartottam néhany buzaval keresztreagalhein-keresztreagalé gabona buza
pozitiv - és codliakihAs human szérummal valé vizagdl is, az esetleges keresztreakciok
feltérképezésére. Azt tapasztaltam, hogy a rendéfi@nre all6 buza pozitiv szérumok a mintak
prolamin frakciéi kozul éleg a kukorica zeinekkel reagéltak intenziven, cegkany szérum
esetében volt a keresztreagalokndl is egy-egy hterigE-sav. Nem végeztem igazolo
vizsgalatokat, arra hogy a tapasztalt keresztréakeiptid-specifikus volt-e, vagy pedig nem-
specifikus szénhidrat keresztreakcidval kellettnszédom. A buzaval keresztreagaldé és nem-

keresztreagald gabonak/pszeudoceredlidk viz/sddldifi@kciojaban a 10-100 kDa kozotti
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tartomanybanegyénenként eltér mintazatban talalt a buza pozitiv human szérum-régktiv
fehérjéket. Coliakias szérummal vizsgélva azt taadtsam, hogy a szérum IgA ellenanyaga a
prolamin frakciéban szinte minden fehérjével kemesmalt, illetve a viz/séoldhaté fehérjék
zbmével is a 16-97 kDa kdz6tti tartomanyban szénk@ot eltéé mddon.

Uj eredménynek szamit, hogy coliakias szérumokKalza viz/séoldhaté fehérjéi, valamint a
buzéval nem-keresztreagalé pszeudocerealidk (amaréajdina) viz/séoldhatd fehérjéi
felismerhebek voltak. Ezek alapjan javasolnam, hogy a klinigbernsrzés és a diétas tanacsadas
soran vegyek figyelembe a fehérjékre mutatott lg&fteaktivitas emlitetin vitro pozitiv vizsgalat
eredményeit. Mivel a vizsgélathoz felhasznalt sxérk jelenbs egyedi eltérést mutattak, igy a
héatterében all6 folyamatokat szikségesnek tartadbto vizsgalni. Ezenkivil fontos lenne egyedi
immunblott vizsgélatokat végezni a gabondkra émxgkbetegek esetében, az egyéni diéta
kialakitasa végett.

Kereskedelmi forgalomban kaphatd, kb. 10%-os t&smia foki blza eredeta-amildz
inhibitor készitményt (TrimW, Nutricepts) poliklolig ellenanyag éllitAsa céljabdél nagyobb
tisztasadgura dusitottam az egyéb anyagok levat#smbheqgy altalam kidolgozott DEAE-cellul6z
anioncserdé kromatografidval. Az elvalasztashoz a készitmédyr Trisz-HCI pufferben (pH
8,5) extrahalt viz/s6oldhat6 frakcidjat hasznaltédm.oszlopon tortéh elvalasztas soran kapott két
a-amilaz inhibitorban dusitott frakcié kézul a nabbceenzimaktivitdssal rendelkg2. frakcié ellen
nyulban, a tisztitoti--amilaz inhibitorra specifikus poliklonalis ellenggot allitottam .

A bulza a-amilaz inhibitorok, gabonaallergias szérumokkatté® céliranyos felismerésére, a
korabban emlitett viz/s6oldhatdé buzafehérje-frakaioszintén a kidolgozott DEAE-cellul6z
kromatogréfias elvalasztassal dusitottmamilaz inhibitorokban.

A TrimW-2. frakcidban, valamint buzak esetén a kigaott kromatografias eljarassal kapott
két a-amilaz inhibitorban dus frakcidban, poliklonalisimiW készitmény-2. frakcié ellen termelt
ellenanyaggal, valamint gabonaallergias anonim Hmunszérumokkal az allergén fehérjék
monitorozdsa utan, a szérumokkal leggyakrabbasnfelit fehérjek kdzul néhanyat - lebsdg
szerint- LC-MS/MS mddszerrel azonositottam. &zamilaz inhibitor készitmény (TrimW)-2.
frakcidjdban szerpineket, alfa-amilaz inhibitorokst HMW glutenin-alegységeket azonositottam.
A buzafehérjesavok azonositott fehérjéi pedig aek@k voltak: xilanaz inhibitor prekurzor,
xilanaz inhibitor, a-amilaz inhibitor (monomer, dimer, CM17 fehérje karezor), szerpin, tritin,
GSP1 fehérje, 5a2 fehérje, LTP1 prekurzor, ns-LTé&kyrzor, -amildz, manganaz-szuperoxid
dizmutéz, peroxidaz és egy kukorica ubiquitin-re$dnlo buzafehérje. Az egy peptidtalalat alapjan
beazonositott fehérjék pedig a kovetbaz voltak: peroxidaz, PR4, 15 kDa-os fehérje, WSCI

proteinaz inhibitor, avenin-féle prekurzor, szerpés egyArabidopsis thalianaEDA 18-hoz
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hasonlé buzafehérje. Az irodalmi adatokon tul kapgabb beazonositott allergének alapjan
megallapithatd, hogy mennyire széles skalan mozogllargias tiineteket kivaltd allergénforras.
Mivel buzafajtanként akar eli@iis lehet, igy a diagnosztika is megnehezil. A dehebrieszttel

tortérd kiszirésére ezért javaslom a minél tobb hazai buzafajtédyvert extraktok hasznalatat.

A buozafehérje antigének alapanyagokbol és élelmis&iixokbdl valé kimutatasa
élelmiszer-biztonsagi szempontbdl fontos feladdtoarekt allergén jeldlés érdekében. Munkam
sordn a glutén kimutathatésadgat kulortboellenanyag alapi mddszerrel (poliklonalis-,
monoklonalisw-gliadin-, monoklonalis R5 ellenanyag alapd mddskkel) vizsgaltam gabona és
pszeudoceredlia alapanyagokbdl, kdzelt élelmiszermétrixokbdl (tészték, gluténnarsryezett
kenyerek). A gliadin alapu kimutatas soran megéiaiam, hogy a gliadinok sokféleségéles
azok technoldgiai hatdsokra valdé ebtéviselkedéséll addéddan, a toxikus komponensek
reproduktiv. médon és nagy biztonsdggal nehezen thitmaték. A kilonbé& kereskedelmi
forgalomban 16, elté6 ellenanyag alapu kitek, egyazon élelmiszermintadgitartalmat mérve
nem ugyanazt az eredményt adjék (az @kgecificitas végett), igy nem kapunk egyérielrélaszt
arra, hogy melyik fogadhaté el a szabalyozasnakp(®20 gluténtartalom) megfeten. Javaslom a
tovabbiakban az alapanyagokbdl és kuloh@zhnoldgiai hatasoknak kitett élelmiszermatrixakb
egyarant a gliadin kulénbdz olddszerekkel tortén extrahalasanak vizsgélatat, és a kapott
eredmények dsszehasonlitdsat. Fontos lenne hazéakbaurdpai referencia standardotokitbeni

hazai buzafajtakbol izolalt gliadinokkal az élelm@sek gluténmentességének vizsgélatdhoz.

Az élelmiszeriparban nagy mdultra tekint vissza #indiszerfehérjék enzimes kezelése,
mellyel 0, kedveébb funkcidés tulajdonsagu és jobb taplalkozasi d@rtékrméekeket lehet
eléallitani. Kutatasaim soran buza alapbol transzgtitaz enzim hozzdadasaval colidkids betegek
részére szaraztésztat keészitettem. A kisékrlatt vartam, hogy az enzim, fehérjéket keresztkotv
elfed reaktiv epitopokat, igy hipoantigén vagy d¢sikett antigén tartalmu terméket eredményez.
Mindezek mellett, a gluténtartalommal nem rendelkedrgaborsé alapbdl gluténmentes diétaba
illeszthety minéségi, hipoallergén modellterméksallitaséat is elvégeztem. Megallapitottam, hogy
bdza alapbdl ugyan miségileg sokkal jobb miésédi modellterméket tudtam @&llitani, de a
coliakias betegek szdméara nem fogyaszthatét. Ezzeimben, sargaborsobdl j6 reedi
szaraztésztat tudtam éallitani, amelyet a coéliakiasok is biztonsaggal yiaggthatnak. Az
eredményeim alapjan javaslom més, nem keresztieagabonabdl, illetve pszeudoceredliabol
hipoallergén szaraztésztdk, valamint mas gabongualéermékek @hllitAsat nemcsak

transzglutaminaz enzimmel, hanem akar emulgeéfetbksznalasaval.
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7. OSSZEFOGLALAS

A coliakia és a gabonaallergia az egyik legeltegbd betegség vildgszerte és
Magyarorszagon is. Eppen ezért e betegségeketkiatiergének vizsgalata a mai napig fontos
kutatasi teruletté valt.

A colidkia esetében a buza gliadinok és a gliadiablbhomolog szerkezettel rendelkez
prolaminok (rozs szekalin, arpa hordein, zab avyefdként bélboholy-elvaltozast okozhatnak.
Gabonaallergia esetén a gabonaallergiat leggyalraldbvalté eés allergénkomponensek a
gliadinok @ és wb), az a-amilaz inhibitorok (CM3, 0.53) és a nem-specifikijgd transzfer
fehérjék.

Kutatdsaimat a hazai kOztermesztésbend lévizafajtak fehérjéinek -, és a buzaval
keresztreagalo (tritikalé, rozs, arpa) - és neneskareagalé gabonak/pszeudocerealiak (rizs,
kukorica/hajdina, amarant) fehérjéinek allergérsgéatara fokuszaltam. Minden vizsgalatba vont
mintanal (6t db. fajta/faj, kivétel: harom db. &agmarant) célom volt céliakias-, és gabonaallergia
human szérumokkal vizsgalni az altaluk felismdergén fehérjéket.

A coliakias IgA - és a buza pozitiv IgE ellenanyladdilonbdz profilban ismerték fel a buza
allergéneket. Bar a colidkias IgA ellenanyagok morepsitottak ugyanolyan molekulatonieg
antigéneket, amelyeket az allergids IgE ellenanyaigo felismertek, mégis és kilénbség
mutatkozott. A coliakias betegek reaktivitas-pijafisokkal egységesebb volt, mint az allergias
betegeké. Az allergids betegszérumok rendkivul rbgém IgE-reaktivitast mutattak egyéint
fuggoen.

Nem vart eredmény volt a buza viz/séoldhat6 fehérgdamint a buzaval nem-keresztreagald
kukorica - és pszeudoceredlidk (amarant, hajdind}/sdoldhaté fehérjéinek colidkias
betegszérumokkal szembeni IgA-reaktivitasa. A kidegraz amarant és a hajdina a coliakias

A buzamintak vizsgalatanal a viz/séoldhat6 frak&éto-amilaz inhibitorban das frakcidval
reprezentéltam, amelyeket egy altalam kidolgozdBAB-cellul6z anioncserél kromatografias
elvalasztdssal kaptam. Aa-amilaz inhibitorokban val6 dusitas célja a buzk/séoldhato
frakcidjaban 166 a-amildz inhibitorok, gabonaallergids szérumokkalrté® céliranyos
felismerésének megkonnyitése volt. Szintén ezagbmatografias eljarassal egy a kereskedelmi
forgalomban kaphatd, kb. 10%-o0s tisztasdgi fokUabéreddt a-amildz inhibitor készitményt
(TrimW, Nutricepts) is poliklondlis ellenanyagéllitdsa céljabol nagyobb tisztasdgura dasitottam.
Az oszlopon tortéh elvalasztds soran kapott kétamilaz inhibitorban dusitott frakcié kozil a

nagyobb enzimaktivitdssal rendelke2. frakcié ellen nydlban, a tisztitott-amilaz inhibitorra
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specifikus poliklondlis ellenanyagot éllitottand.eAz ellenanyaggal a buazafehérjék antigenitdsét
térképeztem fel.

A TrimW-2. frakciéban, valamint aa-amiladz inhibitorban dus buzafrakciékban, poliklbsa
TrimW készitmény-2. frakcio ellen termelt ellenaggal, valamint gabonaallergids anonim human
szérumokkal az allergén fehérjék monitorozdsa utrszérumokkal leggyakrabban felismert
allergén fehérjéket LC-MS/MS modszerrel, NCBInrrRladatbézis alapjan azonositottam. Mivel
az adatbazisban nem szerepeltek amarant, hajdirs, tritikalé, arpa és zab specialis fajfehérjék,
igy az azonositasra vitt fehérjek kozidlley buza-specidlis fajfehérjékkel taldltam homoldg
fehérjéket, kiulonbdz mértéki lefedettségben. Tébb peptid altal beazonositdérggdn fehérjéek
k6zott xilandz inhibitor prekurzor, xilanaz inhibit a-amilaz inhibitor (monomer, dimer, CM17
fehérje prekurzor), szerpin, tritin, GSP1 fehéga2 fehérje, LTP1 prekurzor, ns-LTP prekurzor,
béta-amilaz, manganéz-szuperoxid dizmutdz, peraxi@a egy kukorica ubiquitin-nel hasonlo
buzafehérje szerepelt. Az egy peptidtaldlat alagjéazonositott fehérjék pedig a kovethkekz
voltak: peroxidaz, PR4, 15 kDa-os fehérje, WSCltgircdz inhibitor, avenin-féle prekurzor,
szerpin, és egyArabidopsis thalianaEDA 18-hoz hasonl6 buzafehérje. Irodalomban kozélt
amildz inhibitorok, és a szerpinek allergén tulaglgat a hazai kdztermesztésbert |buzak
esetében is bizonyitottam. A tobbickeh felsorolt fehérjét pedig az irodalomban eddignne

ismertetett, Uj allergénként azonositottam.

A colidkias és a gluténre érzékeny gabonaalletmgésgek szempontjabol fontosnak tartottam
a gliadinok, mint egyik dbb buza allergén kimutatdsanak vizsgélatat alampkymdl, illetve
hékezelt és funkcionalis adalékokkal rag@gileg javitott/vagy szandékos gluténszennyezgttdé
kitett élelmiszermétrixokbdl (széraztésztak, keeygr A vizsgélat fontossagat indokoltnak
tartottam, mivel a gluténtartalom kimutatasara vkozd szabalyozas (ALINORM 08/31/26,
Appendix 1Il) Iétjogosultsagat a gyakorlatban ifoghdhatova kell tenni. Eppen ezért van szilkség e
témakorben minél tobb, széleskdrizsgalatra. Eredményeim alapjan elmondhatd, remeltéd
ellenanyag bazisi modszerekkel, adott mintdk ese®@té érzékenységgel tudtam a
gluténmentességet mérni, amely felveti azt a délerhogy vajon melyik médszer fogadhato el
kompatibilisnak a szabalyozassal (20 ppm glutéaitamt).

A colidkids és gluténre érzékeny betegek szamékkestett antigén tartalma, bdza alapu
szaraztészta @llitdsat transzglutaminaz enzimmel végeztem. Baeraim a tésztaszerkezeten
javitott, de a toxikus gliadinok anti-gliadin elemyaggal kimutathatok voltak. Ehelyett a diétas
termékek valasztékat sargaborsé alapu transzglofamienzimmel kezelt szaraztésztaval
bovitettem.
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8. SUMMARY

Celiac disease and cereal allergy are the mostafametvillness throughout the world and in
Hungary too. Therefore, the investigation of thgedse-causing allergens has become an important
field of scientific research.

In celiac disease, gliadins and those proteinsngagtructure homolog to gliadins (rye
secalin, barley hordein, oat avenin) can causewsemlterations mostly in the villi of the human
intestinal tract. In case of wheat allergy, the trfosquently allergy-causing components are the
gliadins @1, w5), thea-amylase inhibitors (CM3, 0.53) and the non-spedifiid transfer proteins.

In this research work the focus was on the examonaif the allergenic nature of proteins
occurring in the domestic wheat cultivars, its srosactive crops such as triticale, rye and barely,
and non-cross-reactive cereals/pseudo-cerealsrililee corn/buckwheat and amaranth. In each
samples involved in the studies, five cultivars evegsted per sort, except amaranth, of which only
three cultivars were examined. The main objectivas wo examine the allergenic proteins
recognised by celiac and wheat allergic human sera.

The celiac IgA — and wheat-sensitive IgE antibodiesognized, in different profiles, the
wheat allergens. Although, the celiac IgA antibedi@so identified antigens with the same
molecular weight to that recognized by the alleigelgE antibodies nevertheless substantial
differences could be shown. The reactivity profitethe celiac patients was considerably more
uniform, than that of the allergy-diseased patiefhtse sera from allergy-diseased persons showed,
depending on individual, remarkably heterogenegésreactivity.

It was an unexpected and surprising result, that IgfA-reactivity of water/salt-soluble
proteins of wheat, non-cross-reactive corn and gis@ereals (amaranth, buckwheat) was found
against sera from celiac patients, because coraraath and buckwheat are among that products,
which have safe use of practise for diets of ceiaents.

In the examination of the wheat samples, the wsd#fsoluble fractions were represented
with two a-amylase inhibitor-concentrated fractions, whichreveproduced by own-developed
DEAE-cellulose anion-exchange chromatographic sejer. The purpose of concentration cof
amylase inhibitors was to facilitate the appropriegcognition of thei-amylase inhibitors existing
in the water/salt soluble-fraction by wheat allergera. With the same chromatographic procedure,
a commercially available-amylase inhibitor preparation of wheat origin (W, Nutricepts) with
about 10% purity was enriched @amylase inhibitors in order to produce purifiedigen for
development of polyclonal antibodies. Polyclonattitzodies specific for purifieda-amylase

inhibitors were produced in rabbit against tHé faction obtained from the chromatographic
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separation and contained the highest enzyme actiwiith the produced antibody, the antigenic
nature of wheat proteins was monitored.

The protein bands most frequently recognized byregttive human sera of wheat allergy-
diseased patients and by antibodies against"fHea2tion of TrimW were analyzed by LC-MS/MS
and identified from the NCBInr Plant database. Tatabase is developed mainly for the wheat
proteins, so the sequence homology was used fodéméification of proteins concerning amaranth,
buckwheat, rye, triticale, barley and oat. Amontgptial allergenic proteins from the database with
high peptide covering rate xilanase inhibitor prsoy, xilanase inhibitorp-amylase inhibitor
(monomer, dimer, CM17 protein precursor), serphitjint GSP1 protein, 5a2 protein, LTP1
precursor f-amylase, manganese-superoxide dismutase, pemxatsl corn ubiquitin-like wheat
protein were found. The proteins were identifiedaading to only one peptide were: peroxidase,
PR4, 15 kDa protein, WSCI proteinase inhibitor, ranelype precursor, serpin, and one
Arabidopsis thaliangEDA 18-like wheat protein. It was proven tlamylase inhibitors, which
are reported in the literature as the most imporédiergens and serpins, which are found in the
most recent researches as new allergens, couldrdby fletected and identified as allergens in

domestically cultivated wheat varieties.

The investigation on detection of gliadin, the @fi¢he major wheat allergens is considerably
important in the raw materials and in the heatté@and quality improved by functional additives
matrices or other food matrices contaminated ompgee with gluten (dry pastas, breads) in the
respect of the patients suffering from celiac diseand wheat allergy. My results have pointed out
the weakness of the practical uses of the regulatancerning the gluten-free food (ALINORM
08/31/26, Appendix Ill). That is the reason for trexessity of more extensive research work in this
topic. According to the obtained results, the gidieee nature of the samples was assured by
different antibody-based methods with different ss#wity, which raised the question, which
method was compatible with the regulation that téaithe tolerable gluten contert20 ppm in
gluten-free food).

Transglutaminase enzyme was used for the produofiorheat based dry pasta with reduced
antigen content for the celiac and gluten-sensipagents. Although the enzyme improved the
structure of the pasta, the gliadins have beergrézed by anti-gliadin antibodies. Instead of wheat
based pasta products, the range of the gluterféestuffs was broadened with yellow pea-based

and transglutaminase enzyme-treated dry pasta.



MELLEKLETEK

M1. Irodalomjegyzek
AALBERSE R. C., STAPEL S. O. (2001): Structure obd allergens in relation to allergenicity.

Pediatric Allergy and Immunology4 (12) 10-14. p.

AKAGAWA M., HANDOYO T., ISHII T., KUMAZAWA S., MORITA N., SUYAMA K. (2007):
Proteomic analysis of wheat flour allergedisurnal of Agricultural and Food Chemistrgs
(17) 6863-6870. p.

ALLMANN M., CANDRIAN U., HOFELEIN C., LUTHY J. (199): Polymerase chain reaction
(PCR): a possible alternative to immunochemicahoés$ assuring safety and quality of food.
Lebensmittel Untersuchung und Forschuhg6 (3) 248-251. p.

AMANO M., OGAWA H., KOJIMA K., KAMIDAIRA T., SUETSUGU S., YOSHIHAMA M.,
SATOH T., SAMEJIMA T., MATSUMOTO I. (1998): Idenitation of the major allergens
in wheat flour responsible for baker’s asthiBmchemical Journal330 (3) 1229-1234. p.

ARENDT E. K., O'BRIEN C. M., SCHOBER T. J., GALLAGER E., GORMLEY T. R. (2002):

Development of gluten-free cereal produ€@rm and Food12 (1) 21-27. p.

ARENDT K. E., SCHOBER T. J., GORMLEY R., GALLAGHERE. (2004): Uj szemlélet a
gluténmentes gabonatermékeéédlitasabanElelmezési ipar58 (1) 5-13. p.
ARENTZ-HANSEN H., FLECKENSTEIN B., MOLBERG O, SCOTH., KONING F., JUNG G.,
ROEPSTORFF P., LUNDIN K. E. A., SOLLID L. M. (2004The molecular basis for oat
intolerance in patients with celiac diseaRablic Library of Science Mediciné (1) 84-92. p.
ARMENTIA A., SANCHEZ-MONGE R., GOMEZ L., BARBER D.SALCEDO G. (1993): In
vivo allergenic activities of eleven purified membef a major allergen family from wheat
and barley flourClinical and Experimental Allergy23 (5) 410-415. p.
ASENSIO L., GONZALEZ 1., GARCIA T., MARTIN R. (2008 Determination of food
authenticity by enzyme-linked immunosorbent as&y$A). Food Contro) 19 (1) 1-8. p.
ASERO R., MISTRELLO G., RONCAROLO D., DE VRIES S.,GAUTIER M. F., CIURANA
C. L., VERBEEK E., MOHAMMADI T., KNUL-BRETTLOVA V., AKKERDAAS J. H,
BULDER I., AALBERSE R. C., VAN-REE R. (2000): Lipittansfer protein: a pan-allergen in
plant-derived foods that is highly resistant to siepdigestion.International Archives of
Allergy and Immunologyl22 (1) 20-32. p.
BAKOS N. (2006.): Novenyi eredetéaplalékok kozotti allergias keresztreakciddlergologia és
Klinikai Immunolégia 9 (1) 13-18. p.

11z



BASMAN A., KOKSEL H., ATLI A. (2006): Effects of ioreasing levels of transglutaminase on
cooking quality of bran supplemented spagh&tiropean Food Research and Technoogy
223 (4) 547-551. p.

BASMAN A., KOKSEL H., NG P. K. W. (2002a): Effect increasing level of transglutaminase
on the rheological properties and bread qualityattaristics of two wheat flours. European.
Food Research and Technology, 215 (5) 419-424. p.

BASMAN A., KOKSEL H., NG P. K. W. (2002b): Effectsf transglutaminase on SDS-PAGE

patterns of wheat, soy, and barley proteins anil Biends.Food Chemistry and Toxicology
67 (7) 2654-2658. p.

BATTAIS F., COURCOUX P., POPINEAU Y., KANNY G., MOBRET-VAUTRIN D. A,
DENERY-PAPINI S. (2005): Food allergy to wheat:fdiences in immunoglobulin E-bindig
proteins as a function of age or symptodwirnal of Cereal Scien¢d?2 (1) 109-117. p.

BAUER N., KOEHLER P., WIESER H., SCHIEBERLE P. (&)0Studies on effects of microbial

transglutaminase on gluten proteins of wheat. dcBémical AnalysisCereal Chemistry80
(6) 781-786. p.

BAUR X., POSCH A. (1998): Characterized allergeagsing bakers’ asthmallergy, 53 (6) 562-
566. p.

BESLER M. (2001): Determination of allergens indsolrends in analytical chemistrg0 (11)
662-672. p.

BITTNER C., GRASSAU B., FRENZEL K., BAUR X. (2008)dentification of wheat gliadins as
an allergen family related to baker’'s asthrdaurnal of Allergy and Clinical Immunology
121 (3) 744-749. p.

BJORKSTEN F., BACKMAN A., JARVINEN K. A., LEHTI H.SAVILAHTI E., SYVANEN P.,
KARKKAINEN T. (1977): Immunoglobulin E specific tavheat and rye flour proteins.
Clinical Allergy, 7 (5) 473-483. p.

BLOCK G., TSE K. S., KIJEK K., CHAN H., CHAN-YEUN®/. (1984): Baker’'s asthma. Studies
of the cross-antigenicity between different ceggains.Clinical Allergy, 14 (2) 177-185. p.
BONET A., BLASZCZAK W., ROSELL C. M. (2006): Forman of homopolymers and
heteropolymers between wheat flour and severaépraiources by transglutaminase-catalyzed

cross-linking.Cereal Chemistry83 (6) 655-662. p.

BORGHI B., CASTAGNA R., CORBELLINI M., HENU M., SAAMINI F. (1996): Breadmaking
quality of Einkorn wheat (Triticum monococcum sppmococcum)Cereal Chemistry73 (2)
208-214. p.

114



BREITENEDER H. (2008): Can any protein become dergén?Revue Francaise d’Allergologie
et d'Immunologie Clinique48 (3) 135-138. p.
BREITENEDER H., MILLS E. N. C. (2005): Plant footleagens-structural and functional aspects
of allergenicity.Biotechnology advance23 (6) 395-399. p.
BREITENEDER H., RADAUER C. (2004): A classificatianf plant food allergenslournal of
Allergy and Clinical Immunologyl13 (5) 821-830. p.
BRUSIC V., MILLOT M., PETROVSKY N., GENDEL S. M., IGONZAC O., STELMAN S. J.
(2003a): Allergen databaseslergy, 58 (11) 1093-1100. p.
BRUSIC V., PETROVSKY N. (2003b): Bioinformatics focharacterisation of allergens,
allergenicity and allergic cross-reactivifirends in Immunology4 (5) 225-228. p.
CABALLERO P. A., GOMEZ M., ROSELL C. M. (2007a): &xd quality and dough rheology of
enzyme-supplemented wheat flolturopean Food Research and Technolog®4 (5) 525-
534. p.

CABARELLO P. A., BONET A., ROSELL C. M., GOMEZ M.2005): Effect of microbial
transglutaminase on the rheological and thermaptpries insect damaged wheat flour.
Journal of Cereal Sciencd?2 (1) 93-100. p.

CABARELLO P.A., GOMEZ M., ROSELL C.M. (2007b): Imgvement of sough rheology, bread
guality and bread shelf-life by enzyme combinatidournal of Food Engineering81 (1) 42-
53. p.

CHAPMAN M. D., POMES A., BREITENEDER H., FERREIRA. F2007): Nomenclature and
structural biology of allergendournal of Allergy and Clinical Immunolog$19 (2) 414-420.
p.

CHATELAIN C., LEMOINE A., DUGOUYON M., CLANC M., ®UGE P. (1982): Interaction
of polyclonal and monoclonal human immunoglobulghsvith various lectins (Concavalin A,
lentil and pea lectins)nl BAG-HANSEN, T. C. (Ed.) Lectins, biology, biauistry, clinical
biochemistryWalter de Gruyter, New York, pp. 393-402.

CICLITIRA P. J., JOHNSON M. W., DEWAR D. H., ELLISI. J. (2005): The pathogenesis of

celiac diseaséMolecular Aspects of Medicing6 (6) 421-458. p.

CICLITIRA P. J., MOODIE S. J. (2003): Coeliac diseaBest Practise & Research Clinical
Gastroenterologyl7 (2) 181-195. p.

CONSTANTIN C., HUBER W. D., GRANDITSCH G., WEGHOFER., VALENTA R. (2005):
Different profiles of wheat antigens are recognibgdpatients suffering from coeliac disease
by patients suffering from coeliac disease and rngtthated food allergylnternational
Archives of Allery and Immunolog¥38 (3) 257-266. p.

11t



CREVEL R. W. R., BRIGGS D., HEFLE S. L., KNULST &., TAYLOR S. L. (2007): Hazard
caracterisation in food allergen risk assessmem& dpplication of statistical approaches and
the use of clinical dat&ood and Chemical Toxicolog$5 (5) 691-701. p.

Crevieu, I., Berot, S., Geuguen, J. (1995): Lasgale procedure for fractionation of albumins and
globulins from pea seeds. [350-351. p.] In: Proieesi 2" European Conference on Grain
LegumesCoppenhagen, Denmark July 9-13, 1995

CX/NFSDU ALINORM 08/31/26, Appendix lll., Joint FAMWHO Food Standards Programme,
Codex Alimentarius Commission, 31th Session, Gen8watzerland, 30 June - 5 July 2008.
The Report of the 29th session of the Codex Coramitin Nutrition and Foods for Special
Dietary Uses, Bad Neuenahr-Ahrweiler, Germany,18 November 2007.

DENERY-PAPINI S., NICOLAS Y., POPINEAU Y. (1999): fiiciency and limitations of
immunochemical assays for the testing of glutee-feods.Journal of Cereal Scienc&0 (2)
121-131. p.

DIAZ-PERALES A., COLLADA C., BLANCO C., SANCHEZ-MOKBE R., CARRILLO T.,
ARAGONCILLO C., SALCEDO G. (1999): Cross-reactiomsthe latex-fruit syndrome: A
relevant role of chitinases but not of complex asgime-linked glycanslournal of Allergy
and Clinical Immunology104 (3 Pt 1) 681-687. p.

DICKINSON E. (1997): Enzymic crosslinking as a tdol food colloid rheology control and
interfacial stabilizationTrends in Food Science and Technoldgy10) 334-339. p.

ESCRIBANO M. M., SERRANO P., MUNOZ-BELLIDO F. J.,lDLA CALLE A., CONDE J.
(1998): Oral allergy syndrome to bird meat assedawith egg intoleranceAllergy, 53 (9)
903-904. p.

FAO/WHO (2001a): Evaluation of Allergenicity of Getically Modified Foods. Report of a Joint
FAO/WHO Expert Consultation on Allergenicity of Fim Derived from Biotechnology.
Rome, Italy, 22-25 January, 2001, 12-13. p.
(http://www.who.int/foodsafety/publications/biotdeh/ec_jan2001.pdf)

FAO/WHO (2001b): Topic 4.: Sequence homology ardrgén structure. Expert consultation on
foods derived from biotechnology. Rome, Iltaly, 22-2January, 2001, 6 p.
(ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/biO6al.pdf)

FASANO A., CATASSI C. (2001): Current approaches diagnosis and treatment of celiac
disease: an evolving spectru@astroenterology120 (3) 636-651. p.

FDA (The Center for Food Safety and Applied Nubriti Food and Drug Administration, US
Department of Health and Human Services) (2006)préaches to establish thresholds for

11¢



major food allergens and for gluten in food (pregbby the Threshold Working Group) 108
p. (http://www.cfsan.fda.gov/~dms/alrgn2.html)

FEILLET P., FEVRE F.,.KOBREHEL K. (1977): Modificatn in durum wheat protein properties
during pasta dough sheetir@ereal Chemistry54 (3) 580-587. p.

FENNEY R. E. (ed.), WHITAKER J. R. (ed.) (1986).0Rin tailoring for food and medical uses.
Marcel Dekker Inc., New York, 392. p.

FRANKEN J., STEPHAN U., MEYER H. E., KONIG W. (19p4dentification of alpha-amylase
inhibitor as a major allergen of wheat flounternational Archives of Allergy and
Immunology 104 (2) 171-174. p.

GARCIA E., LLORENTE M., HERNANDO A., KIEFFER R., VIBSER H., MENDEZ E. (2005):
Development of a general procedure for completeaetion of gliadins for heat processed and
unheated food€uropean Journal of Gastroenterology & Hepatolpty (5) 529-539. p.

GERGELY J., ERDEI A. (Szerk.) (2000): Immunbiolégisledicina Kdényvkiad6é Rt.. Budapest,
329-343. p.

GERRARD J. A. (2002): Protein-protein crosslinkingood: methods, consequences, applications.

Trends in Food Science & Technolod (12) 391-399. p.

GERRARD J. A,, FAYLE S. E., BROWN P. A, SUTTOK. H., SIMMONS L., RASIAH I.
(2001): Effects of microbiological transglutaminasa the wheat proteins of bread and
croissant doughlournal of Food Sciencé6 (6) 782 -786. p.

GERRARD J. A.,, NEWBERRY M. P., ROSS M., WILSON A, FAYLE S. E., KAVALE S.
(2000): Pastry lift and croissant volume as affédig microbial transglutaminaséournal of
Food Science65 (2) 312-314. p.

GERRARD J. A., SUTTON K.H. (2005): Addition of tregiutaminase to cereal products may
generate the epitope responsible for coeliac des@asnds in Food Science and Technology
16 (11) 510-512. p.

GOMEZ L., MARTIN E., HERNANDEZ D., SANCHEZ-MONGE RBARBER D., DEL POZO
V. (1990): Members of thei-amylase inhibitors family from wheat endosperm arajor
allergens associated with baker’s asthFEBS Letter261 (1) 85-88. p.

GONZALEZ-BUITRAGO J. M., FERREIRA L., ISIDORO-GAR®I| M., SANZ C., LORENTE
F., DAVILA |. (2007): Proteomic approaches for idiéying new allergens and diagnosing
allergic disease<£linica Chimica Acta385 (1-2) 21-27. p.

GUJRAL H. S., ROSELL C. M. (2004): Functionality ate flour modified with a microbial

transglutaminaselournal of Cereal Scienc89 (2) 225-230. p.



HAJOS GY., IDEI M. (2001): Elektroforetikus és eledkromatografias modszerek f&jiése és
alkalmazasi lehéségei . Magyar Kémikusok Lapjeéb6 (10) 364-368. p.
HARBOE N., INGLID A. (1973):Immunization, isolation of immunoglobulins, estinoat of
antibody titre.Scandinavian Journal of Immunolod¥ (Suppl 1): 161-164. p.
HENSON C. A., STONE J. M. (1988): Variationaramylase andi-amylase inhibitor activities in
barley maltsJournal of Cereal Scien¢® (1) 39-46. p.
HINZ K., HUPPERTZ T., KULOZIK U., KELLY A. L. (2007: Influence of enzmatic cross-
linking on milk fat globules and emulsifying proges of milk proteinsinternational Dariy
Journal 17 (4) 289-293. p.

HISCHENHUBER C., CREVEL R., JARRY B., MAKIS M., MOBRET-VAUTRIN D. A,
ROMANO A., TRONCONE R., WARD R. (2006): Review ai@: safe amounts of gluten for
patients with wheat allergy or coeliac diseasénentary Pharmacology & Therapeuticz3
(5) 559-575. p.

HORACSEK M. (2005): A gluténmentes élelmiszerek metkOzi szabalyozasanak aktudlis
kérdései. 33-36. p. In: BANATI D. (Szerk.), MOLNAR (Szerk.): Elelmiszer-biztonsagia
Kozlemények Il.: Gluténmentes ¢élelmiszer@udapest: Kozponti Elelmiszer-tudomanyi
Kutatointézet (kiado), Budapest: SZIN-TECH Kft. ¢myda), 62. p.

HOUBA R., VAN RUN P., HEEDERIK D., DOEKES G. (1996Wheat angtigen exposure
assessment for epidemiological studies in bakeusi®ig personal dust sampling and
inhibition ELISA. Clinical and Experimental Allergy26 (2) 154-163. p.

HOGBERG L, LAURIN P., FALTH-MAGNUSSON K., GRANT C.GRODZINSKY E.,
JANSSON G., ASCHER H., BROWALDH L, HAMMERSJO J. ALINDBERG E.,
MYRDAL U., STENHAMMAR L. (2004): Oats to children ith newly diagnosed coeliac
disease: a randomised double blind stuiyt 53 (5) 649-654. p.

http://www.cbms.mq.edu.aplantserpins/SERineProteinaselNhibitor

http://www.foodintol.com/celiac.asp

http://www.immunocapinvitrosight.com

http://www.informall.eu.com (EU informall database)

IZUMI H., ADACHI T., FUJII N., MATSUDA T., NAKAMURA R., TANAKA K., URISU A,
KUROSAWA Y. (1992): Nucleotide sequence of a cDNIlAne encoding a major allergenic
protein in rice seeds. Homology of the deduced amaicid sequence with members of alpha-
amylase/trypsin inhibitor familyFEBS Letters302 (3) 213-216. p.

JACKSON W. F. (2003): Food AllergyLSI (International Life Science Institute) Euro@®ncise
Monograph Series. Brussels: ILSI Press. 46 p.

11€



JAMES J. M., SIXBEY J. P., HELM R. M., BANNON G. ABURKS A. W. (1997): Wheat-
amylase inhibitor: a second route of allergic szegion. Journal of Allergy and Clinical
Immunology 99 (2) 239-244. p.

JANATUINEN E. K., KEMPPAINEN T. A., JULKUNEN R. JK., KOSMA V. M., MAKI M,
HEIKKINEN M., UUSITUPA M. I. J.M. (2002): No harm from five year ingestion of oais
coeliac diseas&;ut, 50 (3) 332-335. p.

JENSEN-JAROLIM E., SCHMID B., BERNIER F., BERNA AKINACIYAN T., FOCKE M.,
EBNER C., SCHEINER O., BOLTZ-NITULESCU G. (2002):llérgologic exploration of
germins and germin-like proteins, a new class afphllergensAllergy, 57 (9) 805-810. p.

JOHANSSON S. G., HOURIHANE J. O., BOUSQUET J., BBNZEEL-KOOMEN C.,
DREBORG S., HAAHTELA T., KOWALSKI M. L., MYGIND N., RING J., VAN
CAUWENBERGE P., VAN HAGE-HAMSEN M., WUTHRICH B. (Zil): A revised
nomenclature for allergy. An EAACI position statathérom the EAACI nomenclature task
force.Allergy, 56 (9) 813-824. p.

JONES S. M., MAGNOLFI C. F., COOKE S. K., SAMPSON A. (1995): Immunologic cross-
reactivity among cereal grains and grasses in m@hildvith food hypersensitivitydlournal of
Allergy and Clinical Immunology96 (3) 341-351. p.

KAHLENBERG F., SANCHEZ D., LACHMANN I, TUCKOVA L., TLASKALOVA H.,
MENDEZ E., MOTHES T. (2006): Monoclonal antibody R6r detection of putatively
coeliac-toxic gliadin peptide&uropean Food Research and Techno]@&2 (5-6) 78-82. p.

KARACSONYI L. (1970): Gabona és liszt-, #ités tésztavizsgalati moédszerek. Budapest:
Mezbgazdasagi Kiado, 22-24. p.

Kasarda D. D. (2001): ®INs in relation to celiac diseas€ereal Foods World46 (5) 209-210. p.

KASARDA D. D. (2004): What we know about grain ggfeColumbia University Celiac disease
and other food intolerances conference, Columbiditét Center, New York, New York, 22
October 2004. (http://wheat.pw.usda.gov/ggpageisédmsarda.html)

KAUKINEN K., COLLIN P., HOLM K., RANTALA I., VUOLTEENAHO N., REUNALA T.,
MAKI M. (1999): Wheat starch-containing gluten-fréleur products in the treatment of
coeliac disease and dermatitis herpetiformis. Agiterm follow-up study.Scandinavian
Journal of Gastroenterology4 (2) 163-169. p.

KISS M. (2004): A gluténszenzitiv enteropétia (téldh) és az 1-es tipusu diabétesz mellitusz
(ITDM) egyiittes adfordulasaUj diéta, 1 (9) 18. p.

KITTA K., OHNISHI-KAMEYAMA M., MORIYAMA T., OGAWA T ., KAWAMOTO S. (2006):
Detection of low-molecular weight allergens resdlven two-dimensional electrophoresis

with acid-urea polyacrylamide géinalytical Biochemistry351 (2) 290-297. p.
11¢



KOKSEL H., SIVRI D., NG P. K. W., STEFFE J. F. (ZQ0Effects of transglutaminase enzyme on
fundamental rheological properties of sound and-dmmmaged wheat flour dough€ereal
Chemistry 78 (1) 26-30. p.

KURAISHI C., SAKAMOTO J., YAMAZAKI K., SUSA, Y. (2@1): Transglutaminase: Its
utilisation in the food industryood Reviews International,7 (2) 221-246. p.

KURTH L., ROGERS P. (1984): Transglutaminase catady cross-linking of myosin to soya
protein, casein and glutehournal of Food Sciencd9 (4) 573-589. p.

KUSABA-NAKAYAMA M., KI M., IWNAMOTO M., SHIBATA R., SATO M., IMAIZUMI K.
(2000): CM3, one of the wheatamylase inhibitor subunits, and bindig of IgE &ra from
Japenese with atopic dermatitis related to whieatd and Chemical Toxicolog®B8 (2-3)
179-185. p.

LAEMMLI U. K. (1970): Cleavage of structural protsi during the assembly of the head of

bacteriophage TANature 227 (5259) 680-685. p.

LARRE C., CHIARELLO M., DUDEK S., CHENU M., GUEGUEN]. (1993): Action of
transglutaminase on the constitutive polypeptidegea leguminJournal of Agricultural and
Food Chemistry41 (11)1816-1820. p.

LARRE C., DENERY-PAPINI S., POPINEAU Y., DESHAYES., DESSERME C., LEFEBVRE
J. (2000): Biochemical analysis and rheological pprties of gluten modified by
transglutaminaseCereal Chemistry77 (1) 32-38. p.

LARRE C., KEDZIOR Z. M., CHENU M. G., VIROBEN G., GEGUEN J. (1992): Action of
transglutaminase on an 11S seed protein (pea |ejunmfluence of the substrate
conformationJournal of Agricultural and Food Chemistr0 (7) 1121-1126. p.

LASZTITY R. (1999): Cereal Chemistry. Budapest: Akaai Kiado.

LUNDIN K.E., NILSEN E. M., SCOTT H. G., LOBERG E. MGJOEN A., BRATLIE J., SKAR
V., MENDEZ E., LOVIK A., KETT K. (2003): Oats inded villous atrophy in coeliac
diseaseGut, 52 (11) 1649-1652. p.

MALEKI S. J. (2004): Food processing: effects ofergenicity. CurrentOpinion in Allergy &
Clinical Immunology4 (3) 241-245. p.

MARI A., SCALA E., PALAZZO P., RIDOLFI S., ZENNAROD., CARABELLA G. (2006):
Bioinformatics applied to allergy: Allergen databasfrom collecting sequence information to
data integration. The Allergome platform as a mo@ellular Immunology244 (2) 97-100. p.

MARUYAMA N., ICHISE K., KATSUBE T., KISHIMOTO T., KAWASE S., MATSUMURA Y,
TAKEUCHI Y., SAWADA T., UTSUMI S. (1998): Identifiation of major wheat allergens by
means of the Escherichia coli expression systemmopean Journal of Biochemistr255 (3)
739-745. p.

12C



MATSUO H., MORITA E., TATHAM A. S., MORIMOTO K., HRIKAWA T., OSUNA H.,
IKEZAWA Z., KANEKO S., KOHNO K, DEKIO S. (2004): lentification of the IgE-binding
epitope in omega-5 gliadin, a major allergen in athdependent exercise-induced anaphylaxis.
Journal of Biological Chemistn279 (13) 12135-12140. p.

MENDEZ E., VELA C., IMMER U., JANSSEN F. W. (2005Report of a collaborative trial to
investigate the performance of the R5 enzyme linkechunoassay to determine gliadin in
gluten-free foodEuropean Journal of Gastroenterology & Hepatolp#y (10) 1053-1063. p.

MOORE M. M., HEINBOCKEL M., DOCKERY P., ULMER H. M ARENDT E. K. (2006):
Network formation in gluten-free bread with apptioa of transglutaminaseCereal
Chemistry 83 (1) 28-36. p.

MORITA E., KUNIE K., MATSUO H. (2007): Food-depemiteexercise-induced anaphylaxis.

Journal of Dermatological Sciencé7 (2) 109-117. p.

MORITA E., MATSUO H., MIHARA S., MORIMOTO K., SAVAG& A. W. J.,, TATHAM A. S.
(2003): Fasto-gliadin is a major allergen in wheat-dependentr@sge-induced anaphylaxis.
Journal of Dermatological Scienc83 (2) 99-104. p.

MORRIS A. (2007): ABC of allergologyCurrent Allergy & Clinical Immunology20 (3) 156-157.

p.

MOTHES T., STERN M. (2003): How gluten-free is @ntfree, and what does this mean to
coeliac patientsEuropean Journal of Gastroenterology & Hepatolpyi (5) 461-463. p.

MOTOKI M., SEGURO K. (1998): Transglutaminase atgluse for food processingrends in
Food Science and Technolo@y(5) 204-210. p.

MSZ 20500/3-1985: Szaraztésztak vizsgalati modszérezékszervi tulajdonsagok vizsgalata.
Magyar Elelmiszerkényv (Codex Alimentarius Hungas); Hivatalos Elelmiszervizsgélati
maodszerggijtemeény.

MUJOO R., NG P. K. W. (2003): Identification of wdteprotein components involved in polymer
formation on incubation with transglutamina€ereal Chemistry80 (6) 703-706. p.

MURAO S., GOTO A., MATSUI Y., OHYAMA K., ARAI M (181): Isolation of a hog pancreatic
a-amylase inhibitor (haim) producing Streptomyo&gticultural and Biological Chemistry5
(11) 2599-2604. p.

NAKAI S., LEE-CHAN E. (1993): Recent advances imusture and function of food proteins:
ASAR approachCritical Review in Food Science and Nutritj@8 (6) 477-499. p.

NEMEDI E., UJHELYI G., GELENCSER E. (2007): Detemtiof gluten contamination with PCR
method Acta Alimentaria36 (2) 241-248. p.

121



ORTOLANI C., PASTORELLO E. A. (2006): Food allergiand food intoleranceBest Practise
& Research Clinical Gastroenterolog®0 (3) 467-483. p.

OSBORNE T. B. (1907): The proteins of the wheanhkérCarneige Institute, Washington D. C.

OSMAN A. A,, UHLIG H. H., VALDES I.,, AMIN M., MENDEZ E., MOTHES T. (2001): A
monoclonal antibody that recognizes a potentiali@ogoxic repetitive pentapeptide epitope
in gliadins.European Journal of Gastroenterology & Hepatolpg$ (10) 1189-1193. p.

PALACIN A., QUIRCE S., ARMENTIA A., FERNANDEZ-NIETQM., PACIOS L. F., ASENSIO
T., SASTRE J., DIAZ-PERALES A., SALCEDO G. (200¥¥heat lipid transfer protein is a
major allergen associated with baker’s asthdoarnal of Allergy and Clinical Immunology
120 (5) 1132-1138. p.

PALOSUO K., VARJONEN E., KEKKI O. M., KLEMOLA T., RLKKINEN N., ALENIUS H.,
REUNALA R. (2001): Wheatb-gliadin is a major allergen in children with imdiate
allergy to ingested wheatournal of Allergy and Clinical Immunolog$08 (4) 634-638. p.

PASTORELLO E. A., FARIOLI L., CONTI A., PRAVETTONV., BONOMI S., IAMETTI S.,
FORTUNATO D., SCIBILIA J., BINDSLEV-JENSEN C., BAlIMER-WEBER B.,

Perrot, C., Guegen, J. (1995): Susceptibility cd peoteins to enzymatic hydrolysis. [346-347. p.]

In: Proceedings2™ European Conference on Grain Leguméspenhagen, Denmark, July 9-
13, 1995

PIETRASIK Z., LI-CHAN E. (2002): Response surfacesthodology on the effects of sal,
microbial transglutaminase and heating temperaturepork batter gel properties. Food
Research International, 35 (4) 387-396. p.

POLGAR M. (2005): A coelidkia és a gabonaallergiiepzetességei, diagnosztikus és étrendi
konzekvenciai gyermek és fé korban. 14-18 p. In: BANATI D. (Szerk.), MOLNAR
(Szerk.): Elelmiszer-biztonsagia Koézlemények Il.: Gluténmenédelmiszerek Budapest:
Kozponti Elelmiszer-tudomanyi Kutatointézet (kiadBudapest: SZIN-TECH Kft. (nyomda),
62. p.

POMES A. (2008): Common structures of allergef®evue Francaise d'Allergologie et
d’Immunologie Clinique48 (3) 139-142. p.

POMS R. E., ANKLAM E. (2004): Effects of chemicalhysical, and technological processes on
the nature of food allergen¥ournal of AOAC InternationaB7 (6) 1466-1474. p.

POMS R. E., KLEIN C.L., ANKLAM E. (2004): Methodsf allergen analysis in food: a review.

Food Additives and Contaminantl (1) 1-31. p.

POMS R.E., ANKLAM, E. (2003): Current trends in eeting food allergensGIT Laboratory

Journal Europe 8 (1) 43-46. p.



POSCH A., WEISS W., WHEELER C., DUNN M. J., GORG @A995): Sequence analysis of
wheat grain allergens separated by two-dimensietedtrophoresis with immobilized pH
gradientsElectrophoresis16 (7) 1115-1119. p.

PUSZTAI A., GRANT G, STEWART J. C., WATT W. B. (18R Isolation of soybean trypsin
inhibitors by affinity chromatography on anhydragisin-Sepharose 4B.Analytical
Biochemistry 172 (1) 108-112. p.

RADAUER C., BREITENEDER H. (2007): Evolutionary lagy of plant food allergenslournal
of Allergy and Clinical Immunology.20 (3) 518-525. p.

RASANEN L., LEHTO M., TURJANMAA K., SAVOLAINEN J.REUNALA T. (1994): Allergy
to ingested cereals in atopic childrétlergy, 49 (10) 871-876. p.

RASIAH I. A.,, SUTTON K. H., LOW F. L., LIN H. M.GERRARD J. A. (2005): Crosslinking of

wheat dough proteins by glucose oxidase and thdtireg effects on bread and croissants.
Food Chemistry89 (3) 325-332. p.

RASMAY, N. M. H., EL SHATANOVI G., AHASSAN K. E. W.(2000): High protein macaroni
from legume flours and their protein concentratasnals of Agricultural Science Ain Shams
University, 45 (2) 555-570. p.

REGENMORTEL M. H. V. (1992): Molecular dissectioh rotein antigens. In: Regenmortel M.
H. V. (ed): Structure of antigens, CRC Press, Beaton, 1-27. p.

RENZETTI S., DAL BELLO F., ARENDT E. K. (2007): Miostructure, fundamental rheology
and baking characteristics of batters and breaus ffifferent gluten-free flours treated with a
microbial transglutaminas@ournal of Cereal Sciencéarticle in press)

RIGHETTI P. G. (1985): Isoelectric focusing: theonyethodology and applications.
Laboratory techniques in biochemistry and molechialogy, Elsevier Biomedical Press,
Amsterdam, New York, Oxford.

ROSELL C. M., WANG J., AJA A., BEAN S., LOOKHART Q2003): Wheat flour protein as

affected by transglutaminase and glucose oxidaseal Chemistry80 (1) 52-55. p.

ROUGE P., CHATELAIN C., LEMOINE A., PERE D (1977récipitation sélective de certaines
immunoglobulines G du sérum humain normal par lestides des graines de Pois
(Precipitation of some immunoglobulin G from normalman blood by pea seed lectins.)

Comptes rendus hebdomadairesdes séancea de I'A@démScienceSerie D285,471-473.
p.
ROZYNEK P., SANDER |., APPENZELLER U., CRAMERI RBAUR X., CLARKE B.,

BRUNING T., RAULF-HEIMSOTH M. (2002): TPIS- an IgBindig wheat protein Allergy,
57 (5) 463. p.

12z



SAMPSON H. A. (2003): Anaphylaxis and emergencytireent.Pediatrics 111 (6 Pt 3) 1601-
1608. p.

SAMPSON H. A. (2004): Update on food allergiournal of Allergy and Clinical Immunology
113 (5) 805-819. p.

SANCHEZ-MONGE R., GARCIA-CASADO G., LOPEZ-OTIN CARMENTIA A., SALCEDO
G. (1997): Wheat flour peroxidase is a prominefgrgén associated with baker's asthma.
Clinical and Experimental Allergy27 (10) 1130-1137. p.

SANCHEZ-MONGE R., GARCIA-CASADO G., MALPICA J. M.SALCEDO G. (1996):
Inhibitory activities against heterologgous alpmaytases and in vitro allergenic reactivitiy of
Einkorn wheatsTheoretical and Applied Genetj3 (5-6) 745-750. p.

SANDIFORD C. P., TATHAM A. S., FIDO R., WELCH J. AJONES M. G., TEE R. D.,
SHEWRY P. R., NEWMAN TAYLOR A. J. (1997): Identifation of the major water/salt
insoluble wheat proteins involved in cereal hypessgvity. Clinical and Experimental
Allergy, 27 (10) 1120-1129. p.

SCHEIN C. H., IVANCIUC O., BRAUN W. (2007): Bioinfonatics approaches to classifying

allergens and predicting cross-reactivitpmunology and Allergy Clinics of North Ameri@&
(1) 1-27. p.

SCHUPPAN D., HAHN E. G. (2002): Biomedicine. Glutamd the gut lessons for immune
regulation.Science297 (5590) 2218-2220. p.

SKERRITT J. H., HILL A. S. (1990): Monoclonal antity sandwich enzyme immunoassays for
determination of gluten in foodgpurnal of Agricultural and Food Chemistrg8 (8) 1771-
1778. p.

SOLAR-RIVAS C., WICHERS H. J. (2001): Impact of ¢hchemical and physical procedures on
food allergen stabilityAllergy, 67 (56)52 —55. p.

SORELL L., LOPEZ J. A., VALDES |., ALFONSO P., CAMZEITA E., ACEVEDO B,
CHIRDO F., GAVILONDO J, MENDEZ E. (1998): An innotrae sandwich ELISA system
basod on an antibody cocktail for gluten analysEBS Letters439 (1-2) 46-50. p.

STERN M. (2005): A major step towards a practicadl aneaningful gluten analysiEuropean
Journal of Gastroenterology & Hepatology7 (5) 523-524. p.

STORSRUD S., OLSSON M, ARVIDSSON LENNER R., NILSSAON A., NILSSON O.,
KILANDER A. (2003): Adult celias patients do toléealarge amounts of oat&uropean
Journal of Clinical Nutrition 57 (1) 163-169. p.

SUPHIOGLU C, BLAHER B., ROLLAND J. M., MCCLUSKEY JSCHAPPI G., KENRICK J.,
SINGH M. M., KNOX R. B. (1998): Molecular basis &jE-recognition of Lol p 5, a major
allergen of rye-grass polleNlolecular Immunology35 (5) 293-305. p.

124



SUTTON R., SKERRIT J. H., BALDO B. A., WRIGLEY C. W1984): The diversity of allergens
involved in bakers’asthm&linical Allergy, 14 (1) 93-107. p.

SVAB J. (1981): Biometriai modszerek a kutatastBudapest: Mefgazdasagi Kiado. 557 p.

TABERLET P., GIELLY L., PAUTOU G., BOUVET J. (1991)Universal primers for
amplification of three non-coding regions of chiolasst DNA. Plant Molecular Biology 17
(5) 1105-1109. p.

TAKIZAWA T., ARAKAWA H., TOKUYAMA K., MORIKAWA A. ( 2001): Identification of
allergen fractions of wheat flour responsible fagphylactic reactions to wheat products in
infants and young childreimternational Archives of Allergy and Immunolodgy5 (1) 51-56.

p.

TAYLOR S. L., HEFLE S. L. (2001): Ingredients arabéling issues associated with allergenic
foods.Allergy, 56 (67) 64-69. p.

TAYLOR S. L., HEFLE S.L., BINDSLEV-JENSEN C., BOCIs. A.,, BURKS AW. JR.,
CHRISTIE L., HILL D. J., HOST A., HOURIHANE J. OLACK G., METCALFE D. D.,
MONERET-VAUTRIN D. A., VADAS P. A., RANCE F., SKRYEC D. J., TRAUTMAN T.
A., YMAN I. M., ZEIGER R. S. (2002): Factors affeng the determination of threshold
doses for allergenic foods: how much is too muduoRirnal of Allergy and Clinical
Immunology 109 (1) 24-30. p.

THOMAS K., HEROUET-GUICHENEY C., LADICS G., BANNONG., COCKBURN A.,
CREVEL R., FITZPATRICK J., MILLS C., PRIVALLE L., \ETHS S. (2007): Evaluating the
effect of food processing on the potential humdergénicity of novel proteins: International
workshop reportFood and Chemical Toxicologg5 (7) 1116-1122. p.

TIJSSEN P. (1985): Laboratory techniques in biodsésn and molecular biology. Practice and
theory of enzyme immunoassays. Eds.. BURDON R.VWAN KNIPPENBERG P. H.,
Amsterdam, The Netherlands: Elsevier Science PudaissBiomedical Division (5 th edition).
549. p.

TSUJI H., KIMOTO M., NATORI Y. (2001): Allergens imajor cropsNutrition Research21 (6)
925-934. p.

VADER W., KOOY Y., VAN VEELEN P.,DE RU A., HARRIS D., BENCKHUIJSENW., PENA
S.,MEARIN L., DRIJFHOUTJ. W., KONING F. (2002): The gluten response in children
with celiac disease is directed toward multiple adin and glutenin peptides.
Gastroenterology122 (7) 1729-1737. p.

VALDES I., GARCIA E., LLORENTE M., MENDEZ E. (2003)nnovative approach to low-level

gluten determination in foods using a novel santwenizyme-linked immunosorben assay

protocol.European Journal of Gastroenterology & Hepatolpt$ (5) 465-474. p.

12t



VAN ECKERT R., BERGHOFER E., CICLITIRA P. J.,, CHIRDF., DENERY-PAPINI S.,
ELLIS H. J., FERRANTI P., GOODWIN P., IMMER U., MARNE G., MENDEZ E.,
MOTHES T., NOVALIN S., OSMAN A., RUMBO M., STERN MTHORELL L., WHIM A,,
WIESER H. (2006): Towards a new gliadin referencatamal-isolation and characterisation.
Journal of Cereal Scien¢d3 (3) 331-341. p.

VARJONEN E., VAINIO E., KLIMO K., JUNTUNEN-BACKMANK., SAVOLAINEN J. (1995):
Skin-prick test and RAST responses to cereals iidreim with atopic dermatitis.
Characterization of IgE-bindig components in wheead oats by an immunoblotting method.
Clinical and Experimental Allergy25 (11) 1100-1107. p.

VIETHS S. (1997): Allergenic cross-reactivity, foatlergy and pollenEnvironmental Toxicology

and Pharmacology4 (1-2) 61-70. p.

VIETHS S., SCHEURER S., BALLMER-WEBER B. (2002): @ent understanding of cross-
reactivity of food allergens and pollelnnals of the New York Academy of Sciengéd (1)
47-68. p.

WAGNER S., RADAUER C., HAFNER C., FUCHS H., JENSEHNROLIM E., WUTHRICH B,
SCHEINER O., BREITENEDER H. (2004): Characterizatiof cross-reactive bell pepper
allergens involved in the latex-fruit syndrom@linical and Experimental Allergy34 (11)
1739-1746. p.

WALSH B. J., WRIGLEY C. W., MUSK A. W., BALDO B. A(1985) A comparison of the bindig
of IgE in the sera of patients with baker’'s asthtoasoluble and insoluble wheat grain
proteins.Journal of Allergy and Clinical Immunology6 (1) 23-28. p.

WANG N., BHIRUD P. R., SOSULSKI F. W., TYLER R. T1999): Pasta-like product from pea

flour by twin screw extrusiorlournal of Food Scienc&4 (4) 671-678. p.

WANG T. L., DOMONEY C., HEDLEY C. L., CASEY R., GREBAK M. A. (2003): Can we
improve the nutritional quality of legume see&&nt Physiology131 (3) 886-891. p.

WATANABE J, TANABE S., SONOYAMA K., KURODA M, WATANABE M. (2001): IgE-
reactive 60 kDa glycoprotein occuring in wheat floBioscience Biotechnology and
Biochemistry 65 (9) 2102-2105. p.

WATANABE M., SUZIKI T., IKEZAWA Z., AROU S. (1994)Controlled enzymatic treatment of
wheat proteins for production of hypoallergenic uflo Bioscience, Biotechnology, and
Biochemistry 58 (2) 388-390. p.

WATANABE M., TANABE S., SUZUKI T., IZEWAKA Z., ARAI S. (1995): Primary structure of
an allergenic peptide occuring in the chymotryptigdrolysate of gluten.Bioscience,
Biotechnology, and Biochemistry9 (8) 1596-1597. p.

12¢



WEICHEL M., GLASER A. G., BALLMER-WEBER B. K., SCHND-GRENDELMEIER P.,
CRAMERI R. (2006b): Wheat and maize thioredoxinsn@vel cross-reactive cereal allergen
family related to baker’'s asthmdournal of Allergy and Clinical Immunologg17 (3) 676-
681. p.

WEICHEL M., VERGOOSSEN N. J., BONOMI S., SCHIBILIA, ORTOLANI C., BALLMER-
WEBER B. K., PASTORELLO E. A., CRAMERI R. (2006a$creening the allergenic
repertoires of wheat and maize with sera from dedtihd, placebo-controlled food
challenge positive patientallergy, 61 (1) 128-135. p.

WEISS W., VOGELMEIER C., GORG A. (1993): Electropétic characterization of wheat grain

allergens from different cultivars involved in ba&keasthmaElectrophoresis14 (1) 805-816.
p.

Wieser H., Kahlenberg F., Kim J. J., Kbéhler P.,elvez E., Hernando A., Méndez E., Mothes T.
(2005): Is the quantification of gliadins in brebg RS ELISA affected by the treatment of
dough with bacterial transglutaminase? [75-79. Ip:] Proceedings. 20th meeting of the
Working Group on Prolamin Analysis and Toxicity.aMammer, Germany, September 16-18,
2005

WOODWARD J. (2007): Coeliac diseaddedicine 35 (4) 226-230. p.

www.foodintol.com/celiac.asp

YAGAMI T. (2002): Features and mode of action afss-reactive plant allergens relevant to latex-
fruit syndrome Food and Agricultural Immunologyl4 (4) 241-253. p.

YAMASHITA H., KIMOTO M., HIEMORI M., OKITA M, SUZUKI K., TSUJI H. (2001).
Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay systemnficro-detection of the wheat
allergen, Tri a Bd 17KBioscience Biotechnology and Biochemis@y (12) 2730-2734. p.

YAMASHITA H., NANBA Y., ONISHI M., KIMOTO M., HIEMORI M., TSUJI H. (2002):
Identification of wheat allergen, Tri a Bd 36K, aperoxidaseBioscience, Biotechnology, and
Biochemistry 66 (11) 2487-2490. p.

YOKOYAMA K., NIO N., KIKUCHI Y. (2004): Propertiesand applications of microbial
transglutaminasepplied Microbiology and Biotechnolog§4 (4) 447-454. p.

ZAPATERO L., MARTINEZ M. |, ALONSO E., SALCEDO G.SANCHEZ-MONGE R.,
BARBER D., LOMBARDERO M. (2003): Oral wheat flounaphylaxis related to wheat
amylase inhibitor subunits CM3 and CM16: Wheaamylase inhibitor subunits related to
food allergy.Allergy, 58 (9) 956. p.

ZHU Y., RINZEMA A., TRAMOER J., BOL J. (1995): Miobial transglutaminase: a review of its

production and application in food processiAgplied Miocrobiology and Biotechnologg4
(3-4) 277-282. p.



ZUERCHER A. W., FRITSCHE R., CORTHESY B., MERCENIER (2006): Food products and
allergy development, prevention and treatmeutrrent Opinion in Biotechnologyl7 (2) 198-
203. p.

Jogszabalyok, alirasok:
2003/89/EK (2003. november 10.) Az Eurdpai Parlandsra Tanacs iranyelve a 2000/13/EK
irdnyelv élelmiszer-6sszeté feltlintetése tekintetében toréémodositasarol
2006/142/EK (2006. december 22.) a 2000/13/EK airparlamenti és tanacsi irdnyelvnek az
élelmiszerek cimkézésén minden kortilmények kozétjetblend dsszetebk listajat
tartalmazo Il a. melléklete médositasarol
2007/68/EK (XI. 27.) bizonyos élelmiszer dsszétetekintetében a 2000/13/EK eurdpai
parlamenti és tanécsi iranyelv llla mellékleténeddsitasarol
19/2004. (Il. 26.) FVM-ESZCSM-GKM egylttes rendedetélelmiszerek jelolésgr
maodositasai:
167/2004. (XI. 29.) FVM-EUM-GKM egyuttes rendelet
38/2005. (IV. 27.) FVM-EUM-GKM egyduttes rendelet
90/2005. (X. 13.) FVM-EUM-GKM egydttes rendelet
5/2006. (1. 20.) FVYM-EUM-ICsSzEM egylittes rendelet
86/2007. (VIII.17.) FVM-EUM-SZMM egyiittes rendelet
40/2008. (V. 3.) FVM-SZMM egyiittes rendelet

36/2004 (1V. 26.) ESZCSM rendelet a kuldonlegesétikolzasi célu élelmiszerakr

modositasa:
12/2007 (lll. 6.)

12¢



M2. Oldatok, pufferek dsszetétele

Fehérjefrakciok elpallitasdhoz hasznéalt reagensek (FEILLET et al. 199:
boréat-puffer (pH 10): 0,025 M NaB4O-, 0,5% SDS, 0,6 98-merkapto-etanol

Poliklonalis ellenanyag alapu ELISA reagensei:

foszfat-puffer (PBS; 0,15 M; pH 7,4):0,14 M NacCl; 0,0027 M KCI; 0,01645 M NdPO,*2H,0;
0,002 M KHPO,

kotépuffer (karbonét-bikarbonat puffer; 0,05 M; pH 9,6): 0,032 M NaHC@, 0,018 M NaCG;;
mosoépuffer (0,15 M; pH 7,4):0,1% Tween-20 0,15 M foszfat-pufferben

fedépuffer (0,15 M, pH 7,4): 0,5% zselatin 0,15 M foszfat-pufferben (melegenvaldmajd

szobalbmérsékletre titve)

szubsztrat-oldat (H,O,/OPD; pH 5,0): 1 db. OPD-tabletta (Sigma) 20 ml desztillalt vizben
stop-oldat (inhibitor-oldat): 2 M H,SOs-oldat

Gluten Assay Kit (Tepnel BioKits 802002Y): monoklonalis antw-gliadin egér 1gG

ellenanyaggal érzékenyitett mikrotiter lemez, dghadntigén, kulonb&z mértékben gluténnel
szennyezett keményitkontrollok (alacsony szennyezettség: < 1Qfig gluténtartalom; kézepes
szennyezettség: 150-4Q@/g gluténtartalom; magas szennyezettség: >1@ff gluténtartalom),
HRPO-enzimmel jelzett monoklonalis antigliadin egér Ig@ TMB (tetrametilbenzidin)
kromogén és hidrogénperoxid enzim tartalmi szuéisptdat, mosofolyadék (10x) (nedveésit
reagens- és tartdsitd tartalmu Trisz puffer), bfglyadék (5x) (zselatin- és tartdsitd tartalmu
foszfat-puffer)

4-12%-0s gradiens kész gélen torténogélelektroforézis reagensei:

mintaoldé-puffer: 28% LDS-mintaold6 puffer (4x; NUPAGE; Invitroger)1% redukalé agens
(10x; NUPAGE; Invitrogen)

futtato-puffer. 5% MES SDS futtaté puffer (20x; NUPAGE, InvitrogeRuttatokad bets része
(200 ml): 0,25% antioxidans reagens (NUPAGE; limgén) futtatd pufferben; futtatokad kéils
része (800 ml): futtatopuffer.

Elészinezett un. MultiMark Multi-Colored Molecula Standard (Invitrogen): miozin 185 kDa,
foszforilaz B 98 kDa, glutaminsav dehidrogenaz Bakkarbonsav anhidraz 31 kDa, mioglobin
voros 19 kDa, mioglobin kék 17 kDa, lizozim 11 k@g@yotinin 6 kDa, inzulin 3 kDa

15%-0s Ontott gélen tortéd gélelektroforézis reagensei:

Low Range molekulastandard (BioRad):foszforilaz 100 kDa, marha szérum albumin 97 kDa,
ovalbumin 54 kDa, karbonsav anhidraz 37 kDa, saijabpszin inhibitor 29 kDag-lactalbumin-
20 kDa

mintaoldo-puffer (pH 6,8): 62 mM Trisz; 0,07 M SDS, 87% glicerin, 10B4merkapto-etanol
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A-oldat: 0,22 M akrilamid (GHsNO), 0,0032 M bisz-akrilamid (#1,0N205)

B-oldat (pH 8,8): 2 M Trisz-HCI

C-oldat: 0,347 M SDS

E-oldat (pH 6,8): 0,5 M Trisz-HCI

ammonium-perszulfat-oldat: 0,44 M ammonium-perszulfat (NHS;Og)

15%-0s elvalaszté gél-oldat, 2 kis gélre4 ml A-oldat; 1,8 ml B-oldat; 5Qul C-oldat; 2,06 ml
desztillalt viz; 6ul TEMED; 50 ul ammaoénium-perszulfat-oldat.

6%-0s g¥ijt 6gél, 2 kis gélre:0,5 ml A-oldat; 27,5l C-oldat; 0,33 ml E-oldat; 1,6 ml desztillalt
viz; 3ul TEMED; 25pl ammonium-perszulfat-oldat

Futtato-puffer: 0,025 M Trisz, 0,0035 M SDS, 0,193 M glicin

jelzofesték: spatulahegynyi bromfenolkék futtatépufferben

10%-o0s nativ poliakrilamid gélen térténs elektroforézis reagensei:

futtato-puffer: 0,025 M Trisz, 0,193 M glicin

mintaoldé-puffer: 0,585 M szacharéz (gH»,011) futtaté-pufferben

10%-o0s gél:2,65 ml A-oldat, 1,8 ml B-oldat, 3,4 ml desztitlalz, 6l TEMED, 504l ammaonium-

jelzéfesték: spatulahegynyi bromfenolkék futtaté-pufferben

Fehérjedetektalas reagensei:

20% TCA

differencial-oldat: 10% etil-alkohol (96%-0s), 5% ecetsav (96%-0s)

Festékoldat: 0,2% Coomassie Brillant Blug-250 festék, 9% ecetsav (96%-0s), 45% etil-alkoho

(Felhasznalas el6tt 30 percig magneses kevegvertetve)

festékmoso-oldat:10% ecetsav
Gradiens kész gélél PVDF membranra torténé immunblott reagensei:
transzfer-puffer. 5% transzfer puffer (20x; NUPAGE; Invitrogen), 0,Xtioxidans (NuUPAGE;

Invitrogen), 10% metanol

15%-0s 6ntott gélsl PVDFE membranra térténé immunblott reagensei:
foszfat-puffer (PBS, 0,15 M, pH 7,4)Lasd ELISA-nal!

anod |.-puffer (pH 10,4): 0,3 M Trisz, 10% metanol

anod Il.-puffer (pH 10,4): 25 mM Trisz, 10% metanol

katéd-puffer (pH 9,4) 25 mM Trisz bazis, 40 mM glicin, 10% metanol
fedé-puffer: 1% BSA, 0,05% Tween-20 foszfat-pufferben

Transzfer utani immunreaktiv fehérjék detektalasank reagensei:
foszfat-puffer (PBS, 0,15M, pH 7,4)Lasd ELISA-nal!

1.-oldat: 0,4% HO,-oldat (30%-0s) foszfat pufferben

2.-oldat: 1 db. 4-kloro-naftol tabletta (Sigma; 30mg) 10 milalkoholban
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4-kloro-naftol/H -O, szubsztrat-oldat: 1.-oldat + 2.-oldat
Poliklondlis ellenanyaqg edallitds reagensei:
Telitett ammonium-szulfat oldat (pH 7,4): 6,06 M (NH).SO; (5°C-on 2 6érat kevertetve,

melegen sirve, pH-allitas ammonium-hidroxiddal (30%-0s))

loncseréb kromatografia DEAE-celluléz oszlopon:
DEAE-cellul6z ekallitasa: 70 g DEAE-cellulézt 1liter 0,5 M HCl-al szuszpehad 30 percig

Ullepedni hagyni duzzasztasa céljabdl. Eztan Birctiteséren sirve HCI-oldat eltavolitdsa, majd

desztillalt vizzel mosasa pH 4-ig. Ezutan a ceflulditer 0,5 M NaOH-oldattal szuszpendéalva, 30
percig allni hagyni. Utdna NaOH-oldat cellul6zrébhtve, majd desztillalt vizzel mosva (kb. 4-5x)
pH 7-ig. A cellulozt addig szuszpendélni desztilldrzel, mig a finom frakciok el nem tavolodtak.
A leulepedett cellul6z Na-azid tartalmua desztilidltben tarolva (1:2 aranyban).

LC-MS/MS technikaval torténé fehérjeazonositas élti emésztéses rivelet reagensei:

0,1 M NH4HCO3-puffer

acetonitril-oldat (ACN)

10 mM DTT-oldat (C4H100,S;) 0,1 M NH4HCOs-oldatban

50 mM jédacetamid-oldat0,1 M NHHCOs;-pufferben oldva

tripszin-oldat: 100 pg tripszin (Promega) 20l 50 mM ecetsavban oldva, majd 80-szorosra

higitottan a ,kiszaritott” géldarabokra dntve

5% hangyasav-oldat (HCOOH)

0,1% hangyasav-oldat (HCOOH)

a-amilaz inhibitor aktivitas vizsgalat reagensei (HENSON et al. 1988):
extrakciés-oldat (pH 8,0):40 mM Trisz, 1 mM CaGl

a-amilaz oldat: 0,0025%0-amilaz (Sigma, 1,37 U) extrakciés-oldatban
1% kemeényité-oldat: extrakcios-oldatban forralni feloldodéasig
kalium-jodid/jod-oldat: 1 mM Kl, 0,5 M b

a-amilaz inhibitor aktivitas vizsgalat reagensei (MURAQ et al. 1981):

0,36 Ua-amilaz-oldat: 0,001%a-amilaz porcine pancreas (Sigma; 1,37 U) 5 mM g#&Ctalma
10 mM Trisz-HCl-pufferben (pH 7,0)

lugol-oldat: 0,04 M Kl, 0,013 M4

0,005% jédoldat: 0,5 ml lugol-oldat 33 ml-re higitva frissen.

Tripszin inhibitor aktivitds vizsgélat reagensei (RJSZTAI et al. 1988):

1.-oldat: 0,3 M NaHPQO, * 12 H,O

2.-oldat: 0,259 M NaHPGO;, * H,0

foszfat-puffer (0,5 M): 60% 1.-oldat + 40% 2.-oldat

a-kimotripszin-oldat: 74,6 U/mga-kimotripszin (4 mg), 35 ml foszfat pufferben oldva
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A-oldat: 0,0075 M N-acetil-DL-fenil-analif3-naftil-észter (C,1H1gNOs), dimetil-formamidban
(C3H7/NO) oldva

oldva

B-oldat: 0,00115 M ,tetrazotized” o-dianizidin-Zngkomplex (G4H12N40,Cl>-ZnCl)

festé-oldat: A-oldat és B-oldat 6sszedntve

ledllit6-oldat: 1% ecetsav

Pepszines emésztés reagensei (FAO/WHO 2001a):

pepszin-oldat (pH 2,0):0,32% pepszin, 30 mM NaCl-oldatban




M3.

Gabonéak és pszeudoceredlidk fehérje- és szaragagtartalma

Fehérje-tartalom*

Szarazanyag-tartalom

Mintak (mg/g) (%)
blza {Triticum aestivuryy GK Tisza, 2004 16,50 89,19
blza {riticum spelty, OKO-10, 2004 16,56 89,73
baza {riticum durun), D-78, 2004 14,37 89,55
baza {Triticum aestivurj)y GK Cip6é, 2004 13,94 89,15
blza {Triticum aestivurj) CY-45Q, 2001 18,68 89,08
arpa(Hordeum vulgare)tavaszi, STC I. 22-03,,2004 14,80 89,65
arpa(Hordeum vulgare)észi, GK Rezi, 2004 15,13 89,88
arpa Hordeum vulgarg 6szi, GK Rezi, 2005 12,79 89,37
csupasz arpaHordeum nudg 6szi, C3/05, 2005 14,32 89,52
csupasz arpaordeum nudp 6szi, GK Arpad, 2005 11,97 89,45
rozs (Secale cereale), Amilo, 2004 9,36 89,07
rozs (Secale cereale), Rapid, 2004 9,16 89,21
rozs (Secale cerealé)szi, GK Wibro, 2004 10,36 89,24
rozs (Secale cereale), Matador, 2004 8,99 89,42
rozs (Secale cereale), Gamet, 2004 8,03 89,31
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, Kargo, 2004 10,82 89,66
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, EMBR 18, 2004 12,61 88,89
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, GK korai, 2004 12,90 89,00
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, Wanad, 2004 11,39 89,62
tritikalé (Triticosecalesp.), tavaszi, GK Idus, 2004 13,85 89,68
csupasz zabAvena nudg)tavaszi, GK Zalan, 2004 12,24 89,66
zab @vena sativp tavaszi, GK Iring6, 2004 12,61 89,77
zab (Avena. sativa)pszi, GK Impala, 2004 12,09 89,99
zab @vena sativg tavaszi, GK Kormoran, 2005 10,94 89,65
zab @vena sativp tavaszi, GK Pillangd, 2005 11,45 89,38
kukorica Zea mayys Sze TC 269, 2004 7,42 89,44
kukorica gea may} Ella SC, 2004 8,03 89,35
kukorica gea mayg Sze SC 352, 2004 7,08 89,68
kukorica gea mayy Bella TC, 2004 8,69 89,68
kukorica gea mayy Veronica SC, 2004 7,61 89,31
rizs (Oryza sativy, Janka, 2003 8,21 89,44
rizs (Oryza sativy, Bioryza, 2003 6,00 89,53
rizs (Oryza sativy, Risabell, 2003 6,40 89,94
tizs (Oryza sativy, Abel, 2003 7,34 89,18
rizs (Oryza sativy, Oryzella, 2003 6,51 89,45
amarant Amaranthus molergsGK Réza, 2003 22,18 89,88
amarant Amaranthus cruentysGK Maros, 2005 22,70 90,10
amarant Amaranthus hypochondriacyd€dit, 2004 15,25 89,72
hajdina Fagopyrum esculentimHajnalka, 2004 11,33 88,85
hajdina Fagopyrum esculentum430 torzs, 2003 11,75 88,52
hajdina Fagopyrum esculentymP425 térzs, 2004 14,94 89,22
hajdina Fagopyrum esculentymP427 tbrzs, 2004 13,64 89,26
hajdina Fagopyrum esculentymP429 torzs, 2004 13,88 89,35
Triticum aestivuntésztaliszt 11,83 88,35
Triticum durumtésztaliszt 15,23 89,42
Pisum sativunsargaborsoliszt 18,51 89,84
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M4. Human szérumok fehérjékkel szembeni immunreakiritisa
immunblott alapjan

Gabonaallergias human szérumok (IgE-reaktivitas)

1. sz. 2.sz. 3. sz. 4. sz.
Blza Ker/nem-| Bulza Ker/nem-| Buza | Ker/nem-| Blza Ker/nem-ker.
ker. ker. ker.
Viz/séoldhato + + + + +(csak +(csak | -
frakciéban IgE- rozs, buza2-
reaktiv fehérjesav tritikalé, nél)
zab,
amarant,
hajdina)
Alkohololdhat6 - +(csak - + - - +(csak zab,
frakciéban IgE- zab, kukorica)
reaktiv fehérjesav kukorica)
Coliakids huméan szérumok (IgA-reaktivitas)
1. sz. 2.5z 3. sz. 4. sz.
Blza Ker/nem-| Buza Ker/nem-| Blza | Ker/nem-| Bulza Ker/nem-ker.
ker. ker. ker.
Viz/s6oldhat6 + + + + +
frakciéban IgA-
reaktiv fehérjesav
Alkohololdhat6 + + + + +(csak
frakciéban IgA- keresztreagaldk
reaktiv fehérjesav kukorica)
Coliakias human szérumok (IgA-reaktivitas)
5. sz. 6. sz. 7.s2. 8. sz.
Buza | Ker/nem-ker| Buzg  Ker/nem- Blza | Ker/nem-| Buza Ker/nem-ker.
ker. ker.
Viz/séoldhato + + + + +(csak rozs,
frakciéban IgA- tritikalé)
reaktiv fehérjesav
Alkohololdhat6 +(csak + + + +
frakciéban IgA- kukoricanal)
reaktiv fehérjesav

+: reaktiv fehérjesav talalhat6 az immunblotton

-: reaktiv fehérjesadv nem talalhaté az immunblotton

I nem-vizsgalt

Ker: buzaval keresztreagald gabonak

Nem-ker: buzaval nem-keresztreagal6 gabonak/psezeveiliak
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Koszonettel tartozonDr. Banati Diananak, a KEKI féigazgatosjének, aki a PhD értekezésem
elkészitését kezdeményezte, mindvégig taAmogattdio§g nagy bizalommal és szeretettel volt
mindig is irAntam.

Koszonom Dr. Gelencsér Evanak a KEKI Elelmiszer-biztonsagi desztaly vezeijének, a
Biologia Osztaly osztalyvez&ének, egyben témavesdetnek, hogy kezdetellt fogva, bizalmaba
fogadva lehdiséget adott palyakedkiént a kutatasi munkdmban val6 elindulashoz. Késabn
ezlton azt is, hogy mindig hitt bennem és mind akdmban, mind a PhD tanulméanyaimban
szakmai segitségével, tanacsaival- és barati srévet, tirelmével tamogatott.

Koszéndm Dr. Kovacs Erzsébetnek, a Szegedi Tudoméanyegyetem, Mérnoki Kar,
Elelmiszermérnoki Intézet egyetemi tanaranak a rammlsoran nydijtott szakmai Gtmutatasait,
barati szeretetét.

Koszénom Dr. Szamos Jefinek, a KEKI tudomanyos dmunkatarsanak, hogy felhivta a
figyelmemet a kromatogréafias fehérje elvalasztags, hogy ebben a témakdrben a kisérleti
munkamat kezdeményezte. K6sz6ndm ezuton még ategngeakmai és barati segitségét is.
Kdszondm Dr. Janaky Tamdasnak, Szeliné Szomor Juditnak, Csoib AttilAnak (Szegedi
Tudomany Egyetem Orvosi Vegytani Intézet) a fetkéaj@atbazis alapjan tort€azonositasat és az
eredmények kiértékelésében vald segitségiiket.

Kulén kdszonettel tartozorkissné Valentin Evanak, Molnar Mihalynénak, Haderné Sélyom
Katalinnak, Horvathné dr. Szanics Enikének, Gyebrdczki Jozsefnelka laborban és allathazban
nyujtott segitségukért, gyakorlati tanacsaikért.

Koszonetemet fejezem ki Biologia Osztaly minden egyes munkatérsainak és aintézeti
kollegaknak baréati segitkészségukért, valamint a biztatasukért. Készgnbogy a munkaval
toltott orakat kellemessé tették, melyek nem csak eredrsékybanem emlékek is maradnak.
Végul kdszonetemet fejezem Kir. Polgar Mariannak (Heim P&l Korhadz Gasztroenteroldgiai
Intézet), Léder Ferencnének(KEKI), Szegedi Gabonatermesztési Kutaté Kht.-nak, Klorofil
Bt.-nek, Dunakenyér Subipari és Kereskedelmi Rt.-nek, Dél Gabona Rt.-nekAgrimill-
Agrimpex Rt.-nek a kisérleteimhez biztositott vizsgalati mintakért.

Kbészondmcsaladom, minden kedves rokon és bardtirelmét és tAmogatasat, belém vetett hitét,
nélkulik nem sikerdlt volna célom elérése.
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