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ABSTRACT

Celiac disease is an inflammatory disorder of tmalkintestine in genetically susceptible indivittia
caused by ingestion of wheat gluten and correspongiiolamins from rye and barley. The aim of our
study was examined immunoreactivity of some vargetf cereals and pseudocereals with polyclonal
antibody raised against wheat gluten by Westerhaialysis. We also compared SDS-PAGE gels with
blotted proteins on membranes after immunoblottiimgnunological reaction was positive for all
varieties of wheat, spelt wheat, barley, triticadat and foxtail millet. AlImost no reaction witheads
antibody was obtained for buckwheat, quinoa ane.rithere were no significant differences in
immunogenicity between varieties. Western blot gsialafter SDS-PAGE is suitable method for assess
of prolamins in cereal and pseudocereal grains.r€aults confirm that wheat, spelt wheat, barley an
triticale are not suitable for celiac patients amdist be replaced products from pseudocereals
(buckwheat, quinoa, foxtail millet) and rice.
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UvoD

Celiakalne ochorenie, zname tiez aj ako celiaképrae alebo gluténsenzitivna enteropatia, je jednou
z nafastejSie sa vyskytujacich potravinovych intoleraned svete. Je definované ako zapalové
ochorenie hornycltasti tenkéhaireva (duodenum, jejunum) u geneticky predisponosfarjgdincov
spdsobené prijmom pSénych, raznych, jgmennych a ovsenych produktov (Wieser, Koehler, 2008
Je vSeobecne zname, Ze prolaminy su hlavnynrajgigim faktorom celiakie. PSemy lepok obsahuje
dve hlavné bielkovinové frakcie, gliadiny a gluteniktoré su aktivatormi ochorenia (Hill, McMillan,
2006). Jedinou efektivnou &leou celiakalneho ochorenia je celoZivotna bezlepkdiéta. Pacienti
musia z potravy vykit vSetky vyrobky z ceredlii, ktoré obsahuji mukuSemice (vratane pSenice
kamut, tvrdej a Spaldovej), raze¢ijaena, triticale a ovsa (PruskagHzior et. al., 2008). Pdid Codex
Alimentarius Commission, ktory bol v roku 2008 zdmwany, su bezlepkové potraviny (tzv. ,gluten-
free") definované ako potraviny obsahujice menéj 2@ ppm (mg.kd) bielkovin z pSenice, fmeia,
raze a/alebo akychkeek ich hybridnych druhov (Weber et. al., 2009)opak, vhodnymi pre potreby
bezlepkovej diéty su niektorBalSie plodiny, pdom nafastejSie vyuzivanymi su kukurica, ryZa a séja.
V siéasnej dobe sa pre potreby bezlepkovej diéty stéiSiar pozornos venuje vyuzZivaniu tzv.
pseudoceredlii, a to pre ich vysoky obsah plnohmgieb bielkovin, tukov, mineralnych a balastnych
latok a obsahu Skrobu. M6Zu sa vyu¥iwa akociastana nahrada chlebového obilia (Cooper et. al.,
1998; Zingone et. al., 2010).

Cereédlie obsahuju v endosperme zrna frakcie zasbimglkovin, ktoré sa roziigii do Styroch skupin
na zaklade ich rozpustnosti vréznych rozjd$ch: albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny
(Ciccocioppo et. al.,, 2005). Bielkoviny typu albumov a globulinov si dobre rozpustné vo
fyziologickych roztokoch alahko hydrolyzovaté proteolytickymi enzymami. Tieto vlastnosti
predutuju ich dobri stravitnos’. Prolaminy a gluteliny su lokalizované v Skrobnatendosperme

a plnia zasobnu funkciu (Michalik, 1994). Prolamsegy u jednotlivych plodin nazyvaju nasledovne:
v pSenici gliadiny, v jgmeni hordeiny, v razi sekaliny a v ovse aveninyt&iny sa v pSenici nazyvajl
gluteniny. Hlavny rozdiel medzi gliadinmi a glutemii pSenice je v analyze ich futitosti. Gliadiny
s monomérne polypeptidov&azce o molekulovej hmotnosti 30-80 kDa a glutersinwiacréazcové
Struktary polypeptidov navzdjom pospajané disutfigimi vazbami o molekulovej hmotnosti
15-150 kDa (Gianibelli et. al., 2001; van Eckertat, 2010). Vysoky obsah aminokyselin glutaminu
a prolinu v gliadinoch, sekalinoch a hordeinoch emidf’ jednym z faktorov v patogenéze celiakie,
¢o robi tieto bielkoviny relativne rezistentné ¢vroteolytickému traveniutrevnymi enzymami.

To vyag'uje do tvorby peptidov bohatych na glutamin a préill, McMillan, 2006).

PSenéné gliadiny a gluteniny plnia vyznamnu Ulohu ajadiska reologickych viastnosti cesta, pritom

ich funkcia je odliSna. Hydratované gliadiny stucvidastickejSie a menej kohézne ako gluteniny @ maj
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predovSetkym vplyv na viskozitu (réeznos) cesta. Hydratované gluteniny su kohézne, ajiekatst
a su zodpovedné za peviaselasticitu cesta (Stargeva et. al., 2003; Puppo et. al., 2005; Wieser,
2007). Takto hydratované gliadiny a gluteniny msghopnog vytvara’ suvisli lepivd mriezkovitd
Struktaru, ozngéovanl ako lepok (glutén). Tento jav je ddlezityladiska pripravy kysnutého cesta

a p&enych produktov (Petr et. al., 2003).

Dolezitym kritériom pre stanovenie pritomnosti a@alu prolaminov v zrne ceredlii je vyber vhodnej
analytickej metddy (Ebo, Stevens, 2001). Zakladngmetodami su frakcionacia cerealnych bielkovin
na zéklade ich rozdielnej rozpustnosti a elekteifoka separacia bielkovin v polyakrylamidovych
géloch (Urminska et. al., 2009). Vd&snosti satoraz viac stavaju popularnymi imunochemické
metédy, a to ELISA (enzymova imunoadsorbentna aadlya imunobloting po SDS-PAGE
(elektroforéza v polyakrylamidovom géli v prostrediidecylsiranu sodného) (Battais et. al., 2003).
Tieto metddy poskytuji délezité informéacie ako pmedicinsky vyskum, tak aj pre obfaserealnej
chémie. Poukazuju na imunoafinitu bielkovin k sgrovprotilatkam a na ¥ahy medzi Strukturalinymi
vlastnosami bielkovin aich alergenicitou (Waga, ZientaysRD07). Tieto imunologické metody
st zalozené na principe Specifickej reakcie medzotilatkami (imunoglobulinmi), ktoré
s produkované imunizaciou na zvieratach (naprlikagh alebo mysiach) a antigénmi (v pripade

celiakie su to celiakélne aktivne peptidy) (Wies@ehler, 2008).

Cielom tejto prace bolo analyzagrolaminovy komplex znra cerealii a pseudocerg@dinocou
zakladnej biochemickej metédy - elektroforézy SDSSE a nasledne porovhiaodliSnosti
v imunologickej reakcii na pouzitd polyklonalnu pkatku medzi druhmi a odrodami prostrednictvom

metody Western blot.

MATERIAL A METODIKA

Rastlinny materiadl bol ziskany z génovej banky gemjeh druhov Slovenského centra
ponohospodérskeho vyskumu — Vyskumného Ustavu rasjlivyroby v Pie€anoch a na analyzy boli
pouzité: pSenica letn& iiticum aestivury) pSenica Spaldovdl (iticum speltd, jacmei siaty Hordeum
vulgare), tritikale (Triticosecalg, ovos siaty Avena sativg pohanka jedlaHagopyrum esculentym
mohar talianskyS%etaria italicg, quinoa Chenopodium quinga ryza siataQryza sativy

Obilniny boli zomleté na celozrnny Srot na laboratdn mlyne. Zomleté ceredlie boli extrahované
pomocou magnetického mieSadielka s 15 ml rozmill&/g vzorky po dobu 1 hod. pri laboratérnej
teplote. Albuminy a globuliny boli extrahované &6 NaCl (dvakrat), zvySky NaCl boli premyté

destilovanou vodou a prolaminy boli extrahované 7@¥anolom. Supernatant bol zakazdym
centrifugovany a prolaminy lyofilizované.

SDS-PAGE elektroforéza bola vykonana fmdnetodiky Schagger, von Jagov, 1987. Elektroteansf
bielkovin na PVDF membranu ImmobilotfPprebiehal 1,5 hod. pri 170 mA s pouZitim pufru GAP
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pod’a postupu vyrobcu (Millipore, USA). Bielkoviny naembrane boli vizualizované pomocou
reverzibilnej farbtky Ponceau S.

Western blot:
1. blokovanie membrany 1 hod. (1% bovinny sérovy albuwnTBS pufri s pH 7,6)
. premytie membrany TBS pufrom 4-krat po 15 min.
. inkubécia s primarnou protilatkou 1,5 hod. (rieéehil000)
premytie membrany TBS pufrom 5-krat po 15 min.
. inkubécia so sekundarnou protilatkou 1 hod. (riéel&r2000)
. premytie membrany TBS pufrom 6-krat po 15 min.
. detekcia bielkovin na membrane pomocu 3,3-diamémairiinu potla odpordania vyrobcu
(Sigma, USA)

N o UAWN

Priméarna anti-gluténova polyklonalna protilatkatppsentnému gluténu bola od firmy USBiological
(USA) a sekundarna HRP protilatka pripravena iméciau na kralikoch pochadzala od firmy BD
Pharmigen (USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cielom tejto prace bolo elektroforeticky a imunologiclanalyzové celiakédlne aktivne frakcie
bielkovin extrahovanych zo zrna vybranych druhore&li a pseudoceredlii. Proteiny po SDS-PAGE
elektroforéze boli vizualizované pomocou Coomasidllint Blue. Nasledne boli vystavené
elektrotransferu na PVDF membranu, kde boli farbee€erzibilnou farbikou Ponceau S.
Bielkovinové bandy na géloch boli identické s tymai membrane po transfere. Prolaminy viazané na
membréane boli potom inkubované s primarnou antiéglavou protilatkou a detekované sekundarnou
protilatkou zn&enou enzymom chrenovou peroxidadzou. Po imunobloliebielkoviny vizualizované
diaminobenzidinom a tie sa porovnavali s bandmpalgakrylamidovych géloch. Oproti gélom boli
blotované proteinové bandy mierne rozsiahlejSeeyalvSeobecnosti boli identické.

Vysledky z elektroforeogramov pri vSetkych odrodgzdenice letnejTriticum aestivurp a pSenice
Spaldovej Triticum speltd poukazuju na to, Ze bielkovinové bandy medzi réaivyrazne neodliSujd
a su spravidla rovnaké. Na zéklade pouzitého maner SDS-PAGE mdzemexitt aj ich molekulové
hmotnosti. Pri pSenici sa prolaminova frakcia melk nazyva gliadiny. Van Eckert et. al., (2010)
udava molekulové hmotnosti gliadinov nasledovned@2 Da prax-gliadiny, 38 000-42 000 Da pye
gliadiny, 55 000-79 000 Da pre-gliadiny a 90 000-124 000 Da pre HMW gluteninowéljpdnotky.
Celiakalne aktivne bielkoviny su pritomné v tejtitadinovej frakcii a zo zdravotnéhd’ddiska je
najviac rizikova frakcia s molekulovou hmottios okolo 20-30 kDa, nazyvangégliadiny, ktora je
aktivatorom celiakdlneho ochorenia (Petr et. @02 Urminska et. al., 2009). Prave tieto sU najvia
zastipené vo vSetkych odrodach pSenice letnej lddmg. Nevyrazné rozdiely mdzeme ndjs
v kvantite jednotlivych subfrakcii¢o zalezi od odrody pSenice (obr. 1a). Podobné digle SDS-
PAGE boli ziskané aj pri vSetkych odrodackinaia siateho Klordeum vulgarg kde hlavny
bielkovinovy band méa molekulovi hmotniazkolo 30-45 kDa (obr. 2a).

(a) (b)
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Obr. 1 (a) SDS-PAGE elektroforéza a (b) Western ptolaminov pSenice letnej (Triticum aestivum)
a pSenice Spaldovej (Triticum spelta): 1. pSeniemd Hana, 2. pSenica letna Vlada, 3. pSenica letna
Granny, 4. pSenica letna Saxana, 5. pSenica Spaléubiota, 6. pSenica Spaldova Ceralio.

@) (b)

116 kDa
66,2 kDa
45,0 kDa

5,0 KDa

25,0 kDa
18,4 kDa

14,4 kDa

Obr. 2 (a) SDS-PAGE elektroforéza a (b) Westerrt lplmlaminov j@meia siateho (Hordeum
vulgare): 1. Sladar, 2. Amsterdam, 3. Babette, &rld&h, 5. Luran.

Tritikale je medzidruhovy krizenec pSenice a razaticum aSecalg. Z vysledkov elektroforetickych
profilov vyplyva, zZe hlavny bielkovinovy band mé hekulovi hmotnos okolo 30-45 kDa (podobne
ako v pSenici) a druhy band ma molekulovi hmatrasolo 60 kDa. Ké'Zze tento je pri pSeniciach
menej vyraznejSi, mdzeme predpokiada@e sa jednd o frakciu prolaminov, ktord sa voSei
mnozstve vyskytuje vrazi (obr. 3a). Ovos patrilspopSenicou, razou, tritikale ajaeiom medzi
zakézané suroviny vo vyZzive celiatikov. NaSe vykjed SDS-PAGE poukazuji, Ze ovos siaty (Avena
sativg ako jediny spomedzi tychto ceredlii ma hlavnélgminové subfrakcie s molekulovou
hmotnosou nizSou ako 35 kDa (obr. 3a). Zo skimanych pseer@dlii je na prolaminova frakciu
najbohatSi mohar talianskySétaria italicg, v ktorom sa nachédzaju tri bandy s molekulovou
hmotnosou nizSou ako 25 kDa (obr. 4a). Pohanka jedkagbpyrum esculentyma quinoa
(Chenopodium quingaobsahuju iba malé mnozstva prolaminovogoukazuje pritomnésa paet
slabSich bandov na polyakrylamidovom gély. Pri geimdZeme pozorovalokonca iba dva slabSie
bandy na drovni 60 kDa. Ryza z ffadu elektroforetického profilu obsahuje prolamindvakciu

s nizkou molekulovou hmotntisu 15 kDa) ad’alsi menej vyraznejSi band markes’ asi 25 kDa
(obr. 4a).

(@ (b)
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116 kDa

66,2 kDa

45,0 kDa

35,0 kDa

25,0 kDa

18,4 kDa

14,4 kDa

Obr. 3 (a) SDS-PAGE elektroforéza a (b) Westerrt pimlaminov ovsa siateho (Avena sativa)
a tritikale (Triticosecale): 1. ovos Ardo, 2. ovAtego, 3. ovos Detvan, 4. tritikale Kendo, 5. kate
Kinerit, 6. tritikale Wanad.

@)

Obr. 4 (a) SDS-PAGE elektroforéza a (b) Westerrt piwlaminov pohanky jedlej (Fagopyrum
esculentum), mohéra talianskeho (Setaria itali@@)inoi (Chenopodium quinoa) a ryZe siatej (Oryza
sativa): 1. pohanka FAG 120/82, 2. pohanka Pyran@harCiernoklas, 3. mohar Friderika, 4. quinoa
Faro, 5. quinoa Baer, 6. ryZa lGpana/gtozrnnd, 7. ryZza natural.

(b)

116 kDa
66,2 kDa
45,0 kDa

5,0 kDa

25,0 kDa
18,4 kDa

14,4 kDa

Dalej sme posudzovali reakciu blotovanych bielkosginpolyklonalnou protilatkou. Pri vSetkych
odrodach pSenice, vratane pSenice Spaldovej pkatil&ozpoznala vSetky prolaminové frakcie
s molekulovou hmotndsu vySSou ako 30 kDa. Reakcia nebola pozorovanéegegri frakciach

s nizSou molekulovou hmotndému 14-25 kDa) a to vo vSetkych odrodach pSenice (bby. Podobné
vysledky boli ziskané aj udmeia siateho. Prolaminové frakcie kes’ou viac ako 35 kDa vykazali
velmi pozitivhu imunologicku reakciu s pouZzitou polyRBinou protilatkou, okrem fragmentov
s vakos'ou priblizne 14-30 kDa, podobne ako v pSenici. 8lané bielkoviny sa vyrazne neliSili
medzi skamanymi odrodamigaeia a boli takmer identické (obr. 2b). V pripadeikate protilatka
reagovala silno pozitivne s frakciami olkesti viac ako 30 kDa a nereagovala s frakciami
s molekulovou hmotndsu okolo 14-25 kDa, rovnako ako v pripade pSeniegraeia (obr. 3b). Pokh
autorov Wieser a Koehler (2008) patei- ay-gliadiny a LMW-GS pSenice-hordeiny a B-hordeiny
jaémeaia a aveniny ovsa do skupiny LMW bielkovinovych fiiks nizSou molekulovou hmotntusi
(=32-42 kDa), ktoré su bohaté na glutamin, prolin ramatické aminokyseliny s mnozstvom
cysteinovych zvysSkov. Naproti tomu do skupiny HM\élkovinovych frakcii s vy§Sou molekulovou
hmotnosou 90 kDa a viac) zarkuji HMW-GS pSenice a D-hordeinycjaeia. Z nasich vysledkov
teda vyplyva, Ze polyklonalna protilatka najpozigj8ie reagovala s frakciaup-gliadinov (v pSenici

a tritikale) a frakciou y-hordeinov (v jameni). Tieto frakcie o J&osti ~35 kDa vykazuju

792



Mendel

Net
MENDELNET 2010

najvyraznejSiu celiakalnu aktivitu. Protilatka tig2agovala aj s frakciami sd&bu molekulovou
hmotnosou, hoci reakcia nebola az taka vyrazna.

Polyklonéalna protilatka rozpoznala aj prolaminyve® (o molekulovej hmotnosti priblizne 20-30 kDa),
hoci vieme, Ze bielkoviny ovsa nemaju epitopy, &oeaguji s monoklonalnou protilatkou (obrazok
3b). Napriklad monoklondlna protilatka R5 pouzivgmé sendvtovej ELISA analyze nevykazuje
Ziadnu krizovu reakciu s bielkovinami ovsa a takiigze, pohanky a quinoi. Tato protilatka reaguje
s epitopmi QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLPFP (van Eekeal., 2010), ktoré sa vo Rkom mnozstve
vyskytuji v sekvenciach prolaminov psSenice, razéjikdle a j&meia. Polyklonalne protilatky
rozpoznavaju viac epitopovjze existuje pri nich wia pravdepodobnoskrizovych reakcii. Pdi
niektorych autorov je konzumaalsstych ovsenych produktov bezpé pre pacientov s celiakiou, kym
nazory dalSich autorov si rozdielne a vyrobky z ovsa &yja z bezlepkovej diéty (Stersrud et. al.,
2003; Silano et. al., 2007).

Mohar, ktory obsahuje bielkovinové frakcie s niz§oolekulovou hmotna®u (< 30 kDa), vykazal
dobrd imunologickdl reakciu s pouzitou protilatkoabi. 4b). Na rozdiel od gliadinov pSenice,
prolaminy mohéara nevykazuju celiakalnu aktivitu & by pouzity v bezlepkovej diéte. V pohéanke,
quinoi aryzi nebola pozorovana takmer Ziadna ingiokd odpove’ na reakciu s protilatkouso
mozeme potvrdi nepritomnofou bandov po imunoblottingu na rozdiel od rozsepamgch
prolaminov na polyakrylamidovom gély (obr. 4b).n§priek tomu, Ze pohanka, quinoa a ryza obsahuju
minimélne mnoZzstvo prolaminov, tieto sa polyklomgiprotilatke nepodarilo detekafao svedi o ich
vynikajucich imunochemickych vlastnostiach v poramh s ostatnymi ceredliami. Z toho dévodu,
pohéanka, quinoa a ryZza st vhodnymi surovinami pteepy bezlepkovej diéty.

ZAVER

Na zaklade ziskanych vysledkov detekcie -celiakalmidivnych bielkovin v zrne ceredlii

a pseudoceredlii pomocou metédy Western blot s itfguzpolyklonalnej protilatky, modzeme
konStatovd, Ze pouzitA metéda je vhodna na stanovenie pritstnnprolaminovych frakcif

v sledovanom rastlinnom materialy. VV nami analyzord vzorkach bola pozitivne potvrdené reakcia
s pouzitou polyklonalnou protilatkou vo vSetkychradbch pSenice, vratane pSenice Spaldovej,
ja¢mena, tritikale, ovsa a mohara. Naopak, Ziadna alelpovimi nepatrna rekcia bola pozorovana
v zrne pohanky, quinoi a ryZe. Prezentované vysieaiitvrdili, Ze pseudoceredlie (pohanka, quinoa
alebo mohar) a ryza st vhodnymi surovinami pregigtbezlepkovej diéty.
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