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Glutén

A glutén élelmiszerekil tortérns kimutatdsa a coliakids betegek védelme érdekében
elengedhetetlen vizsgalat. A coliakia patomechansganugyan nem teljesen ismert, de az
eddigi ismereteink szerint tudjuk, hogy a colidkiastegeknél a glutén fogyasztésa
vékonybél-nyalkahartya elvaltozast okoz. Ez megi@ivaz életreszold gluténmentes diéta
betartasat, az un. ,zéro-tolerancia” elv kovetés@nnak olyan kezelés alatt allo betegek,
akiknél méar egy morzsa elfogyasztasa is sulyostelkel jar, mig vannak olyan kezelt
coliakias betegek is, akik -egyéhfliiggéen eltéé6 mennyiségben- toleralnak egy bizonyos
meértéki glutén-fogyasztast. A maximalis toleralhatd napiut@nbevitelt szamos
tanulményban vizsgaltdk (10 mg, vagy 30 mg), mégseinetett meg a végkonklizio arra
vonatkozoan, hogy mennyi az a mennyiség, ami miéohély elvaltozast okoz (Dostalek et
al., 2009).

Mivel egyrészt a buzagluténnek széleskérfelhasznalasa iz és allomanyjavitokent
kilonbd® élelmiszeripari termékekben (pl. hasokban, édedd#an), masrészt a
gluténmentes élelmiszer véletlendmer kontaminalodhat coeliakia-aktiv cerealiakkal
betakaritas, szdllitds, tarolas vagy feldolgozasinsoa coeliakias betegeknél rendkivil
fontossa valt, hogy jobban figyeljenek a biztonsagtuténmentes diétara, a gluténmentes
élelmiszerek ellefrzésére és mindehhez legyen egy megbizhaté méédéksizer.

Maga a glutén a 41/2009/EK rendelet szerint bluzabatbol, arpabdl, zabbol és ezek
keresztezett valtozataibdl, valamint a szarmazékasharmazo fehérjefrakcié, amely nem
oldédik vizben és 0,5 M NaCl oldatban. A glutén k@kciora bonthatd: prolaminokra és
glutelinekre. Buza esetében a glutén fehérjék mamorgliadinokbdl, és polimer
gluteninekidl allnak. Egyitt a teljes fehérjetartalomnak a 88fdképezik a magban. A
gliadinok 40-70%-0s alkoholban -, a gluteninek aliban redukalé kondiciok alatt és/vagy
higitott savban/ligban oldédnak. A gliadinok toxdakulajdonsaga jol ismert, kdzUullk is @z
gliadinok a legtoxikusabbak (Kahlenberg et al., &00mig a gluteninek toxikussagardl
bizonytalan informéaciokkal rendelkeziink. Szamosatag tértént a toxikussagotoéelezo
fehérje-szakaszok (epitopok) meghatarozasara, ddigedhég nem sikerilt teljesen
feltérképezni. Ennek magyarazata bluza esetén peddabogy a buzafajtak génjei tobb mint
50-150 gliadint kédolnak, amelyeket/p-, y-, w-gliadinok csoportjdba sorolunk
elektromobilitasuk és aminosav-szekvencidjuk atapjdA gluteninek is alacsony
molekulatomed glutenin alegységekre (LMW-GS), és magas molekoiati glutenin
alegységekre (HMW-GS) csoportosithatok. Ez a vatmssag és az aminosav szekvenciarol
valé ismereteink hianyossaga neheziti meg a T-aégl felismert toxikus epitdpok
kimutatasat (Denery-Papini et al., 1999; Lundialet2002).

Glutén kimutatasa analitikai eszkozokkel

ElelmiszerekBl a glutén analitikai eszkozokkel kimutathatd. Autghmentes
élelmiszerek megengedett gluténtartalma szabalyokhttt;, a szabalyozas évek ota revizio
alatt van. Jelenleg a 2009. januar 20.-i 41/2009Htkottsagi Rendelet fogalmazza meg a
lisztérzékenyeknek (coliakiasoknak) szant élelmisze 0sszetételere é€s cimkézésére
vonatkoz6 szabalyokat. Ez alapjan a lisztérzékemglelszant élelmiszerek (ha ezek buzabdl,
rozsbol, arpabdl vagy ezek gluténcsokkentés cdljigddolgozott keresztezett valtozataibdl



készllt 6sszeték felhasznalasaval késziilnek) legfeljebb 100 mgfkgent tartalmazhatnak.
Ezek cimkézése, kiszerelése és reklamozésa sorgrenakivil kis gluténtartalmua”
megnevezest kell feltintetni. A ,gluténmentes” meggrest akkor viselhetik, ha legfeljebb
20 mg/kg glutént tartalmaz az értékesitett éleleriszZlegfeliebb 20 mg/kg glutént
tartalmazhatnak azok a coliakiasoknak szant éleknek, amelyek buzat, rozst, arpat, zabot
vagy ezek keresztezett valtozatait nem, det helyetteslt Osszetefket tartalmaznak.
Esetikben is a ,gluténmentes” megnevezés feltigifeth A zabot tartalmazo
lisztérzékenyeknek készlilt élelmiszerek készitéggy ¥eldolgozasa kdzben tgyelni kell arra,
hogy ne szennyédhessenek buzaval, rozzsal, arpaval, vagy ezek#emett valtozataival és
glutén tartalmuk legfeljebb 20 mg/kg lehet.

A glutén kimutatasara tobbfajta modszer l|étezikkroszkdpos, eletkroforetikus,
kromatografias illetve immunoldgiai. Az élelmisziendl tortérd glutén kvantitativ
kimutatasanak altalanos kovetelményrendszere s$zariwvizsgalatnak efsorban fehérje
alapunak, tehat immunoldgiai médszernek kell lenHee létezik az immunoldgiai mdédszerrel
azonos erzeékenysegs specificitdsi modszer a nyers és feldolgohokiezelt élelmiszerek
kvantitativ mérésére, akkor az is megengedett @latiglehetség lehet. Ezen kivil az
ellenanyagnak reagalnia kell a toxikus gabonafékkgl és nem keresztreagalhatnak mas
gabonafehérjékkel és egyéb élelmiszer, valaminimé&eeralkoté komponensével. A
modszernek validaltnak kell lennie, és ha lehetségerbrzott referencia standarddal
szemben, valamint a detektalasi hatarértékénekmmimi 10 mg glutén/kg-nak kell lennie. A
kvalitativ analizis, ami a glutén jelenlétét jeELISA vagy DNS modszerrel torténhet
(CODEX STAN 118-1979).

A glutén immunoldgiai alapokon nyugvo kimutatasafédé modon torténhet. A mikrotiter
lemezen végzett kimutataséidés niiszer igényesebb, ugyanakkor kvantitativ és kvalitat
merest is lehéwé i

tesz.  Altalaban rY m-’
kompetitiv vagy | | |E! l ! | ‘ Eifi \

szendvics ELISA

(Enzyme-Linked

ImmunoSorbent

b}
Assay, enzimmel 4 ¢
jelzett
immunszorbens | YYl | | | | |

vizsgalatok)  elven
mitkodik
1. 4bra: Kompetitiv indirekt ELISA (a) és szendvicsELISA (b) miikddési elve

Az ELISA rendszerek Ugynevezett kit formajaban kexki forgalomba, amelyek egy

- optimalizalt rendszert  jelentenek, azaz
tartalmazzak a  vizsgalathoz szlkséges
ellenanyaggal  kotott  mikrotiterlemezt, a
megfeleben higitott vegyszereket, a standard
oldatokat, a kontroll mintakat, a mintahigitd
folyadékot és a lemezmoso folyadékot
2. abra: Mikrotiterlemezen végzett ELISA

A masik egy 5-10 percet igénybevevimmunkromatografia elven #kodé ugynevezett

gyorsmoédszer, amely a mintak monitorozasara, latalit mérésre szolgal. Ezek a
sziromodszerek megmutatjak, hogy a megengedett értékidddét vagy alatt van-e a minta
glutén koncentracidja. A gyorsmodszerek
kvalitativ. mérésen kivil alkalmasak fe‘_'__,




kvantitativ mérésre is. A gyorstesztek kulonbéwitelezésben kaphatoak melyekikddési
elve azonos, de a specificitasuk ditihet.
3. abra: Kulonbozé kivitelezédi glutén mérésére szolgald gyorstesztek

Mig az ELISA vizsgalatok monoklondlis, illetve gdbnalis ellenanyagot hasznalnak,
addig az immunkromatografids gyorstesztek csak tkionélis ellenanyaggal dolgoznak.
Féleg laboratériumokban végzik ezeket a vizsgalatalkata gyorsteszteket otthon és/vagy az
iparban a technolégia kulonb®z Iépéseinél, mibség-elledrzési feladatoknél is
alkalmazhatjak.

Ezen tesztek folyamatos fejlesztés alatt allnalszdn a cél a minél nagyobb
erzekenység, specifikussag elérése. Ez nem Koietgdat, hiszen szamos nehézség adodik a
glutén kimutatasaval kapcsolatban. Kezdetben a apriolokat lattak coelidkia-aktiv
fehérjéknek, ezzel megmagyarazhatd, hogy miértotaminokat hatarozta meg a legtébb
ELISA. A kapott érték dupldja lett a megbecsultt@iutartalom, amelynek alapja az volt,
hogy a prolaminok és a glutelinek hasonldé aranybannak jelen a gluténban. Ezek a
rendszerek az dsszes gliadin frakcié ellen terrtt@oliklonalis ellenanyaggal mértek. A
rendszer hatranya volt, hogy nem volt megtedal specifikus, mivel keresztreakciot adott a
coOlidkidsok szdmara nem-toxikus kukoricaval. Adkdsekben egy adott gliadin frakcio, a
héstabil o-gliadin frakcio (Skerrit & Hill, 1990), majd egydatt prolamin fehérje-szekvencia,
az ugynevezett R5 (Mendez et al., 2005) ellen tketett monoklondlis ellenanyag alapu
ELISA rendszereket fejlesztettek glutén detekt@is&zek a kuldonbdez specificitason
alapul6 mérési rendszerek a mai napig kereskedehgalomban kaphatdk. Ezen ismeretek
tudatdban felmerlilhet a kérdés, hogy a glutén lathstival kapcsolatos torvénykezés
valéban biztositékot ad-e a termék tényleges gméiiességét. A probléma az volt, hogy a
kilonbod ellenanyag alapt modszerrel kapott eredményektk@&gy volt a differencia.
Van Eckert és munkatéarsai (2000) bizonyitottak yhadulonb6d glutén Kittel tortét meérés
soran a glutén tartalom nagymertékben fliggott artédisellenanyagtodl és a gliadin referencia
anyagtél, igy a kalibraciés egyenes reproduktivéflétl. Az azonos elven tikods kitek
esetében is probléma volt, hogy a gyarté- és fargab cégek is killonbdzaminésédi gliadin
preparatumokat hasznaltak kalibraciés standardképticiensek és a medikusok is alacsony
detektalasi hatart varnak el, amelyet biztositamrkonnyi az eredmények nagy variacioja
miatt. A WGPAT Working Group on Prolamin Analysis and Toxikippen ezért |épéseket
tett, hogy standardizalja a teszteket, biztositgy eeferencia gliadint (PWG-gliadin,
Prolamin Working Grouggliadin), amelyet 28 eurdpai bazabdl allitottak éVan Eckert et
al., 2006).

Ezenkiviul a glutén tartalom mérése gliadin meglatison alapszik, pedig a glutén
oldhatésagi alapon tortén meghatarozdsaban mas glutedinbszarmaz6 toxikus
komponensek is beleértibt A kitek eltében a gliadinok kioldasara 40-70%-0s etanolos
kivonast kinalnak fel, ez sem pontosan leszabalyoki@m ismert az sem, hogy az alkohol
koncentracié milyen hatassal van az analitikaitjsleolgaltatd immunkémiai €s enzimes
reakciok lejatszasara. Mindemelett a fehérje alapidszerek masik problémaja, hogy a
technolégiai kezelés gyakran jawkezeléssel, melynek soran a fehérjék konformacio
vesztésével kell szamolnunk. Modszertani szemportb®@lyan problémat vet fel, hogy az
antigén és az ellenanyag kozotti affinitds roméikért a modszer érzékenysége Iényegesen
csokken. A kitek élelmiszer-matrix kontrollt senrtédmaznak, amire a vizsgalati mintak
eredményeit lehetne vonatkoztatni. Szamos problétalatehat ra, hogy foglalkozni kell a
kimutathatosag nehézségeivel.

Az AOAC (Association of Analytical Commisipaz o-gliadin alapu ELISA modszert
ismeri el, mig a CAC Godex Alimentarius Commissjoaz R5 alapu ELISA vizsgalatot
javasolja. Az AOAC altal ajanlotb-gliadin ellenanyaglapu modszer kulondsen éstabil



gliadin frakciok felismerésére iranyult, igy a gnta nativ élelmiszerek mellett &klezelt
élelmiszerekBl is kimutathatovd valt. Azan-gliadin tipust ELISA szendvics rendszerben
miikodik, azw-gliadin frakcio elleni ellenanyaggal dolgozik ésextrakciora 40%-0s etanolt
hasznal. A mddszer gyengesége, hogywamnobilitdsu frakcidé (6-20%) egy aranylag kis
részeét teszi ki az 6sszes prolamin tartalomnaky medlilonbd# gabonafajtakban valtozhat.
Denery-Papini €és munkatérsai (1999) méréseikkddizenyitottak, hogy az extrapolécio a
teljes gliadinra -44% - +80% hibatartomanyt eredyeeett, azaz ala/félébecsulte a rendszer a
gliadin tartalmat. Valdés és munkatérsai (2003)agza prolaminokra is hibas, negativ
eredményeket kaptak. Karneva és munkatarsai (2@@6) mintdkat szennyeztek adott
koncentraciéju arpaval, és kisérletik soran megiaditdk, hogy a rendszer nem képes
pontosan mérni az arpa prolaminokat. A kis arpackotraciéo esetén etanolos kioldassal a
valésagnak megfel@lvolt az eredmény, de amindth az arpa koncentracio, az eredményt a
rendszer alabecsulte. Abban az esetben, amikoakexbs koktél-oldattal tértént a fehérje-
kiold4s, sokkal magasabb értéket kaptak, mint agiemalojaban a mintdban volt. A
redukald/diszaggregald agens megnovelte az extrdbhérjék mennyiségét, amiket az
ellenanyag felismert. Ennek ismeretében mondhatjokly a Skerrit-féle ELISA teszt nem
teljesen kovetkezetes. Mivel nem egyforma mértékimmeri fel az arpa és a rozs
prolaminokat, a mérések gyakran nem reprodukalhaf@sgalatok bizonyitottak, hogy a
rendszer hidrolizalt glutén mérésére nem alkalrimameér et al., 2003).

A CAC (Codex Alimentarius Commissiora szendvics R5-ELISA-t javasolja
(CODEX STAN 118-1979). Az R5-ELISAw-szekalin (rozs prolamin) antigén ellen
termeltetett monoklonalis R5 ellenanyaggal dolgpaikely a baza, arpa és rozs prolaminok
0sszes frakcidjat egyforma mértékben, ismeri faD@QPFP pentapeptid és vele homolog
szekvenciakon keresztil (QQQFP, LQPFP, QLPFP, a@hd: glutamin, P: prolin, F:
fenilanalin, L: leucin) (Mendez et al., 2005). Ezakszekvenciak drezisztensek, valamint
ismétbdéen fordulnak & a prolaminokban, az-tipust prolaminoknél gyakrabban,o-
tipusu prolaminokban (Osman et al., 2001). Osmanwgsatarsai (2001) megallapitottak azt
is, hogy a legfontosabb kovetelmény a felismeré&intetében a pentapeptidben détFP
dipeptid jelenléte. Ezzel a rendszerrel a gluténtéa kimutathato nativ, illetvedkezelt
élelmiszerekBl. Az extrahdlas konnyitésére ugynevezett extrakkaktél-oldatok szolgalnak
(250 mM 2-merkapto-etanol, 2 M guanidin hidroklokioktél PBS-ben) (Garcia et al., 2005),
melyekben az alkalmazott redukélé agensek az imeaiiciot bizonyitottan nem zavarjak. A
kalibraciés egyenest a PWG-gliadin standard-sotobifa. Az R5-ELISA hibdja, hogy az
arpa prolaminokra hibas pozitiv eredményt ad (g€8bf PWG-gliadin standard hasznalata
esetén. Ugyanis buzaval szennyezett termékekbenrteskcios koktél-oldat csak a monomer
a/f, v és w-gliadinokat oldja ki, mig a polimer kis/nagy molgktomeg glutenin
alegységeket (LMW/HMW-GS) nem. A glutén tartalmdtagpott gliadin tartalom értékének
kétszeresével (faktor: 2) becsilik altalanossagpadig ezek aranya 65:35 valéjaban. Ezzel
szemben az arpaval kontaminalt élelmiszerekberx@akeios koktél-oldat mindkét frakciot
kioldja, azaz a monomer QQPFP-t tartalmazbordeineket, C hordeineket is, illetve a
polimer QQPFP-ben gazdag B-hordeineket is. Az ethlibkok, illetve a PWG-gliadin
standard alkalmazasa a magyarazat arra, hogy I@éstili tul (2,4-2,6-os faktorral szorozva)
az R5-ELISA a valésagos arpa szennyezettség méffBkémpson et al., 2008). Karneva és
munkatarsai (2006) R5-ELISA-val zab mintdk ismedn&entraciokban alkalmazott arpa
szennyezettségét mérték. A 60%-0s etanolos exénedicis, és az extrakcids koktél-oldattal
is 7-30x nagyobb hordein (arpa prolamin) tartalkegtak, mint ami valojdban a mintaban
volt. Kis hordein koncentracido esetén az etanoladdéssal nagyobb hordein tartalmat
meértek, mint az extrakcios koktél-oldattal, majd @pa mennyiségének novelésével, a
hordein tartalom még nagyobb mértékben tulbecstiltHordein standard alkalmazasa esetén
ellenben a valésagnak megféletrteket kaptak a hordein szennyezettségre vonadkoz



mindkét extrakcids eljarassal. Mindemellett R5-EAI®zsgalatokkal megallapitottak azt is,
hogy azorlést koved egy heti tarolds utdn a mintak eltéeredményt adtak afrlés utan
régton lemeért mintdkhoz képest, tehat fontos szenmad tekinthét a helyes
mintaebkészités megvalasztasa is. Szintén a rendszenkérdjhozhato fel az is, hogy az R5
ellenanyag szojat is kimutatott. Magyarazatot ner@zalalni miért torténhetett, de talan
annak kdszonhét hogy az FP dipeptid a szojafehérjében is megtaidl Mivel az FP
dipeptid csak két aminosavat tartalmaz, gliadinimiilksok mas fehérjében/peptidben is jelen
van, olyanokban is, amelyek céliakiara nem utalfiéanerva et al., 2006). Aa-gliadin
alapu szendvics ELISA-hoz hasonloan a szendvicEIRSA sem képes pontosan hidrolizalt
glutént mérni (Immer et al., 2003). Ennek oka amyha szendvics ELISA rendszerek két
fehérje-epitopot (ellenanyagkttrészt) kovetelnek a vizsgalt antigéhbamivel a fehérje
hidrolizal6dasa, illetve részekre szakadasa eseténbiztos, hogy rendelkezik. Eppen ezért a
glutén tartalom mérése nem lehet pontos, helyategg epitopot is mar felismiekompetitiv
ELISA ajanlott. Jelenleg ennek fejlesztése, kiptése folyik.

A detektalasi rendszerek hibaja dsszességéberngy, () nincsenek szamitasba véve
a gabonak prolamin csoportjai kozoétti kilonbségehivel csak gliadin-standardot
biztositanak a kitekhez, amelyek val6jaban csak Gaabkontaminacié kimutatasara
alkalmasak. Tehat a prolaminok kvantifikdlasa aaofeltevésen alapszik, hogy a gabonak
prolamin frakcidi egymashoz hasonléak. Ezenkivi)l i buza prolaminoknak kérilbelldl a
fele alkoholban oldhat6, mig a maradék oldhatatiearad (redukalé agens hozzaadasa
nélkil). Ezzel szemben az arpa és a rozs prolamatijaholban teljes mértékben oldhatoak,
ami az eredményeket megzavarja. E pontatlansaggelézei nehéz, mivel a szennyezés
forrdsa altaldban nem ismert. A kiloénBozeredliak prolaminjainak analiziséhez szikség
lenne egy jobban illeszkédreferencia anyag hasznélatara, egy megbizhatalitdiasi
rendszerre, bar ez megkdvetelné a szennyezésdnal@smeretét.

Az eddigi glutén kimutataséra készullt tesztek aditiokra fokuszaltak, és nem a T-
sejt stimulalé epitopokra, azaz semeagliadin ellenanyag, sem az R5 ellenanyag nem ismer
fel teljes mértékben az immundominans gliadin T-s&nulalé epitdpjait (van den Broeck et
al., 2009). Ezt a hibat kikiszoéboélve a glutén kiatésban mérfoldinek szamit az U
generacios monoklonalis G12 antitest kifejlesztésagely szelektiven a gliadin molekula
patogén (immuntoxikus) szakaszat, azaz a coelidleésgek esetében az autoimmun valasz
kivaltasaért feldls 33-mer elnevezés(33 aminosavbdl alld) peptidszekvenciat ismeri fel
(Moron et al., 2008). Ez a 33-mer peptidszakaszlaetb T-sejt epitopot tartalmaz.

A G12 ellenanyag alapu rendszer a 33-me2 gliadin 57-89 aminosav szekvenciaja:
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF) egyik peptiéré$@PQLPY) ellen
termeltetett ellenanyaggal dolgozik. Hidrolizalgkezelt élelmiszerek mérésére alkalmas.
Szojat nem méri, igy az R5 ellenanyag alapu méhggat szintén kikliszoboli. Mig a korabbi
kimutatasi rendszerek zab glutén-tartalmanak kithAstaa nem voltak specifikusak, addig a
G12 antitest a zabban is megtalalhatd lehetség@sutoaminosav szekvenciara specifikus.
Ez egy sokkal szelektivebb és 6*irer érzékenyebb vizsgalati médszer 8sszehasmmlitv
egyéb alkalmazhat6 technikakkal. Még az Ujdons&jfeel hat, igy kevés informacio all
rendelkezéstinkre a gyakorlati hasznalhatosagavptskéatban. G12 ellenanyag alapu
rendszer kaphaté immunkromatogréfias teszt fornadjds ELISA kitben egyarant.

Osszefoglalva elmondhato, hogy a glutén élelmikbétetdrtérs kimutatasa nagyon
Osszetett, és szamos probléméat magaban rejt, dmaly@wben feltétlenil megoldasra
varnak.
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