N 10

i nnnnnans um INIMIDIIA 2 2225702 R an b
T a

A
RRPPPARAPRAA u] . AEE - w8 [AARARAAARANAR| i i if

Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem
Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszer-tudoményi Tanszék

Gluténanalitikai modszerek validalasanak
fejlesztése referenciaanyag-jelolt
modelltermék tulajdonsagainak

vizsgalataval

Készitette:
Langd Tamas
Biomérnok hallgaté (MSc)

Témavezeto:
Dr. Tomoskozi Sandor
Egyetemi docens

Konzulensek:
Kormosné Bugyi Zsuzsanna
PhD hallgat6
Torok Kitti
PhD hallgat6

Budapest, 2011



Tartalomjegyzék

1 Koszonetnyilvanitds...vvuvieeeessssnnsssnnnssssnnnsssnnsssssnnnnnnnssd

2 RoOviditések jegyzéKe .. vuuvuarrnnsanrrnsanssnnsnsssnsnsssnsnnssnsnnssnsd

3 Bevezetés .uuuuuuierriasrinsrunnrni s i n i aa s nraanssansranss0

4  Trodalmi atteKintéS...uuusrennnsrssnnrsssnnrsnsnsrsssnssnsnarsnsnnrnnsd
9
9

4.1 Az allergiardl Altaldn0oSSAZDAN.........cciviiiiiieiiiic e
4.2 Elelmiszerekkel szemben jelentkezé tilérzékenységi reakciok ........ovvvoveveeerinnnes
421 Immunmedialt reakciok (Elelmiszerallergia)........cooooimrririorsrenisrssensnennes 10
4.2.2  Nem-immunmedialt reakciok (Elelmiszer intolerancia)...........cc.coovevveverervnnnnn. 12
4.3  Buzafehérjék fogyasztasaval 6sszefliggd rendellenességek.........ooovvviiiiiiiiincnnnn, 12
4.3. 1 BUZAAIIETZIA. ..c.eeiiiiiiii e 12
4.3.2  COHAKIA ..eeveviiteeiieie ettt bbbt 12
4.4 JOZ1 SZADALYOZAS .....veeieiiiee ettt 13
45 A buza fehérje Gsszetétele és az adott fehérjecsoportok tulérzékenységi tliinetekért
§1S] (S (O T T L) o -3 TSRS PR P PP UPROUPPPRS 15
451 A buzafehérjék cSOPOItOSILASA. ......eeiuieiiiieiiiiiiieesi e 16
45.2 A kiilonb6zd buza variansokbol szarmaz6 fehérjefrakciok és azok hatdsa az
ALLETZENIEASTA ...ttt 18
453 A rendellenességeket kivalto- fehéjék epitopjai, és a hozzajuk kotddo antitestek.
............................................................................................................................ 19
4.6  Tulérzékenységet kivaltd élelmiszerkomponensek analitikai meghatarozésa ......... 22
4.6.1  Fehérje-meghatarozason alapuld modszerek ............ccoveiiiiiiiiiiiiinicicn, 24
4.6.1.1 Immunanalitikai MOASZETEK .........ccccvviriiiiiiiiiieiie e 24
46.1.1.1 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) modszer ..................... 24
4.6.1.1.2 Lateral FIOW DEVICE .......ccoceiiiiiiiiiiiciie s 29
4.6.1.1.3  IMMUNODBIOTEING ...cvviiiiiiiiiiiice e 29
4.6.1.1.4 RAST/EAST inhibiCiO......ccesiviiiiiiiiiiiiiiiisecieee e 30
4.6.1.1.5 Rakéta immuneleKtroforézis.........ccooovrviriiiiiiiiiie e 30
4.6.1.1.6 Kettds immundiffizio (Ouchterlony moOdszer)...........cccoevveriiirniiieeninens 30
4.6.1.2  MS alapu fehérje meghatarozasi technikak ............cccocovviniiiiiinciicn 31
4.6.2 DNS meghatarozason alapuld modSzZerek...........ccooovvriiiiiniiiineniseeee, 31
4.6.3  Specifikus problémak az allergénanalitika terliletén..........cccocoeierieniiiiiiennnnens 31
4.6.3.1  Epitdpok és az ezekre specifikus antitestek valtozatossaga............c.ceeunee. 32
4.6.3.2  Elelmiszer feldolgozas hatasai az allergenitast kivalté komponensekre .... 33
4.6.3.2.1  HOKEZEIES......eeieieiiiiiiie it 34
4.6.3.2.2 Proteolitikus KeZeIES ........cocuiiiiiiiiiiiieiie e 35
4.6.3.2.3  SUZAIZAS ....eiiviiiiiieiiiieie et 36
4.6.3.2.4  Genetikai MOAOSILAS ....ocveeiviiiiiiiie i 36
4.6.3.2.5 Elelmiszermatrixok hatisa. Kolcsonhatas més élelmiszer-osszetevokkel .
................................................................................................................ 36
4.6.4 A validalas és annak hidnyossagai az allergénanalitikdban ..............c.ccevininnnn 37
4.7 Az immunanalitikai problémak részleges megoldasara a tanszéken végzett korabbi
KutatOmunka ISTEITEIESE .....eevviiiieiiie ettt et e s 38
471 A vizsgalataimhoz sziikséges korabbi eredmények 0sszegzése.........cccovvvrrnnnnn. 39
4.8 A korabbi kutatomunka folytatasa, célkitizések.............oomvmniniiniiiiiiiiciin, 41
5 Anyagok és modszereK .....vvvvvinnnnsrrrnnnnnnnnssrsnnnnnnnnnnnnnnad2
0.1 KISEIIEEIV . 42
5.2 A MOAEIEIMEK ... ..oiiiiiiiiiiii ettt 45
5.2.1 A modelltermék elkészitéséhez sziikséges hozzavalok...........ccccoevviiiiiiniinnnnn 45



5.2.2 A modelltermék készitéshez sziikséges gliadin forras elokészitése................... 45

5.2.3 A modelltermék eldallitashoz sziikséges eSzKOZOK.........ccovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 46
5.24 A modelltermékek készitésének mOdSZere...........cccvvveiiiiiieiiiciinieec e 46
9.3 MINtACIOKESZILES ... .eeieiiieieiiee it 47
5.3.1 A mintaeldkészitéshez haszndlt eszKOZOK............cccvvviiiiiiiiiiiciiic 47
5.3.2 Mintael6készités a RIDASCREEN Gliadin teszt kit alapjan...........ccccoeevveiineens 48
5.3.3  Mintael6készités az AgraQuant Gluten teszt kit alapjan............cccecveviveiiiiennn, 48
5.4 ELISA MEIESEK ....ooiviiiiiiiiiiieiee e 49
54.1 Az ELISA mérésnél hasznalt €SZKOZOK .........cccerueiiiiiiiiiiiiiieieee e 49
5.4.2 A RIDASCREEN Gliadin teszt elvégzésének a 1EpEsei .....oovvvvrvviiiiiniiiiiniiinnns 49
5.4.3 Az AgraQuant Gluten teszt elvégzésének a [Epesei ........oovrviriiiniiiiiiiiiiiiiennn, 50
5.5  Azeredmények statisztikai értékelésének a modszere.........cccoovvvieeiiiiiiciii e 51
6 Eredmények és értékelés .....vvuurrvvsnssnnsnsssnsnnssnnnnssnnnnssssdd
6.1 A gliadin izolatummal késziilt termék stabilitasanak vizsgalata.............cccccevvenenn. 53

6.2  Komplex fehérje forrassal késziilt referenciaanyag-jelolt modelltermék fejlesztése57
6.2.1 A kivant gliadin koncentracié eléréséhez sziikséges liszt mennyiség

KisZAMItASANAK MOASZETE .....c.veiiiiiiie e 57
6.2.2 Az alapanyagok gluténmentességének i2azoladsa . ........occeveriiieiiiiiiieiiniieeninns 57
6.2.3 A komplex fehérje forrassal késziilt modelltermékek homogenitasanak
VIZSZAIALA ...ttt bbbt 59
6.2.4 A gliadin visszanyerésének megbizhatdsdga a modelltermékbdl ...................... 61
6.2.5 A standard liszttel késziilt modelltermék gliadintartalmanak stabilitas-vizsgalata
............................................................................................................................ 63
6.2.6 A feldolgozasi folyamatok egyes l1épéseinek a mérhetd gliadin tartalomra
gyakorolt hatdsanak szemleltetese. .........ccoiiiiiiiiiiiiiiii s 66
6.3  Gliadin forras hatasanak vizsgalata a mérhet6 gliadin tartalomra ............c.cceceenee. 69
6.4 A kétféle ELISA kit altal szolgaltatott azonos mintara vonatkoz6 eredmények
OSSZEVEEESE ..veeiuvteeestiieeteee sttt e sttt e e e ste e e sttt e ettt e e bb e e e be e e et et e eab e e e e a b e e e eR bt e e eR b e e e b b e e e e Rt e e e nn e e e nr e e nnes 71
6.5  KONKIUZIO ....eiiiiiiiieic ettt 72
LA O 1T 7 (174 - PR 74
8 IrodalomjegyzE€kK ...uuuvueerunernnnssnnssnnssnnnsnnnsnnnssnnssnnnsnns 76

O MelléKIeteK . uvvrenensansnnsnnssnsssnsssnnsnnssnnssnnsnnsnnsssnnsnnssll



1 Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni témavezetdémnek, Dr. Tomdskozi Sandornak, hogy kivalo
szaktudasaval, szemlélet modjanak és logikajanak atadasaval segitette munkémat.

Kiilon koszonet illeti Kormosné Bugyi Zsuzsanna, PhD és Torok Kitti, PhD
hallgatokat, akik mind a mérések soran, mind az értékelésnél segitségemre voltak.

Koszonom tovabba Hajas Livia, MsC és Horvath Agnes, BsC hallgatoknak, hogy a
mérések kivitelezésénél segitségemre voltak.

Ko6szondm a MoniQA (Monitoring Quality and Assurance in the Food Supply Chain
FOOD-CT-2006-036337) nemzetkézi EU Kivalosaghalozat kisérleteimhez nyujtott szakmai

¢s anyagi segitségét.



2 Roviditések jegyzéke

AOAC (Association of Official Analytical Chemists) - Analitikai Kémikusok Nemzetkozi
Szervezete

EAACI (European Academy of Allergy and Clinical Immunology) - Europai Allergiologiai és
Klinikai Immunolégiai Akadémia

EAST (Enzyme allergosorbent test) - Enzim-allergoszorbens teszt

EFSA (European Food Safety Authority ) - Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) - Enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat

HMBA (4-Hydroxythylbenzoic acid) - 4-hidroxi-benzoesav

HMW-GS (High Molecular Weight Glutenin Subunits) - Nagy molekulatomegii glutenin
alegység

IEF (Isoelectric focusing) - Izoelektromos fokuszalas

LC/ESI/MS  (liquid chromatography/electrospray ionization/mass  spectrometry) -
folyadékkromatografia/electrospray ionizacidé/tdmegspektrometria

LFD (Lateral Flow Device) - Immunkromatografias tesztek

LMW-GS (Low Molecular Weight Glutenin Subunits) - Alacsony molekulatomegii glutenin
alegység

MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization) - Matrixhoz kotott 1ézer deszorbcids
10nizacid

MALDI-TOF/MS (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight/mass
spectrometria) - Matrixhoz kotott 1ézer  deszorbcids  ionizacid/repiilési
1d6/tomegspektrometria

MoniQA NoE (Monitoring Quality and Assurance in the Food Supply Chain Network of
Excellence)

MS (Mass Spectrometry) - Tomegspektrometria

NMR (Nuclear Magnetic Resonance) - Magneses magrezonancia

PCR (Polymerase Chain Reaction) - Polimeraz lancreakcio

RAST (Radioallergosorbent test) - Radioallergoszorbens teszt

RP-HPLC (Reversed-Phased High Performance Liquid Chromatography) - Forditott fazisu
nagy hatékonysagu folyadék-kromatografia

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate poliacrylamid gelelectrophoresis) - Na-dodecil-
szulfatos poliakrilamid gélelektroforézis

SPR (Surface Plasmon Resonance) - Feliileti plazmon rezonancia



3 Bevezetés
Az ¢lelmiszerek elfogyasztdsa az emberek tilnyomo tobbségének nem okoz

semmilyen problémat. Ugyanakkor egyes fogyasztdi csoportok esetében bizonyos élelmiszer
komponensek (néhany kivételtdl eltekintve fehérjék) tulérzékenységi reakciot valtanak ki. Az
ilyen rendellenességek megjelenése esetén jelenleg nincs megfeleld klinikai kezelés, illetve az
adverz reakcio kivaltasdhoz sziikséges kiiszobdozis egyénenként és allergénenként nagyon
valtozo. gy az érintettek szamara az egyetlen biztonsagos az adott élelmiszer komponenst
tartalmazé termék elhagyédsa az étrendbdl. A jelenleg érvényben 1évé EU szabalyozas 14
potencialis allergén komponenst azonosit, melyek feltiintetése a betegek biztonsaga érdekében
kotelezo az élelmiszerek csomagolasan.

A tulérzékenységi reakciok kozott — annak el6fordulasi gyakorisaga miatt — kiemelt
szerep jut a sikér (glutén) fehérjéknek, amelyek egyes gabonafélék jellegzetes komponensei.
A sikérfehérjében szerepld glutenin és gliadin frakciok egyes alegységei felelosek a
lisztérzékenység (colidkia), illetve az egyes gabonafehérje-allergias tiinetek kialakuldsaért. A
gluténtartalom feltiintetésére a tobbi allergéntdl eltérd szabalyozas van érvényben, mely
szerint megkiilonboztetnek ,,gluténmentes” illetve ,,rendkiviil kis gluténtartalmt” termékeket,
amelyekhez konkrét hatarértékeket rendelnek.

A szabdlyozas kézbentartdsahoz megfeleld analitikai moddszerek sziikségesek.
Leggyakrabban immunanalitikai modszereket — ELISA kiteket — alkalmaznak a nagyfoku
specifitasuk és érzékenységiik miatt. Jelenleg azonban a kereskedelmi forgalomban
hozzéaférhetd és ezért rutinszeriien alkalmazott moddszerekkel kapott eredmények nem
szolgaltatnak élelmiszerbiztonsagi szempontbdl kielégité informéaciot.

Ennek oka, egyrészt, hogy a talérzékenységi reakciokat kivaltod toxikus epitopok nem
pontosan ismertek. Igy az immunanalitikai modszereknél alkalmazott kiilonboz6 antitestek
nem feltétleniil a toxikus epitoppal, hanem. a feltételezett allergenitasért felelds fehérjefrakciod
alegységeinek egy bizonyos részszekvenciajaval reagalnak. gy csak kozvetett toxikus
fehérjetartalom meghatarozasara alkalmasak és nem a valddi toxicitds mértékét jellemzik.
Emellett az egyes kitgyartok mas és mas epitopokra specifikus antitesteket hasznalnak a
kitjeikben, amely nyilvadnvaldan befolyasolja az eredményeket, illetve azok megbizhatosagat.
Az eredményekre hatdssal van tovabba az antitest- és a célzott epitop variabilitdsa az egyes
technikdknal és az egyes termékeknél, amely a modszerek altal szolgaltatott eredmények
kiilonbozdéségét eredményezheti. Masrészt a sikértartalom szamitasanal alkalmazott

Osszefiiggések messze nem tudjadk figyelembe venni a gliadin/glutenin expresszié soran



jelentkezd bioldgiai és kornyezeti variabilitast, amely igen nagymértékben befolyasolhatja a
toxikus alegységek jelenlétét. Tovabbi probléma, hogy a célmolekula (fehérje epitop)
meghatarozasara alkalmas referenciaanyag és referenciamddszer nem létezik, igy a
modszerek érvényesitésének (validalasanak) feltételrendszere nem adott. Ezen feliil az
¢lelmiszer-feldolgozas technoldgiai Iépése a fehérje denaturacidt idézhetnek eld, amely
igy értelemszertien az analitikai eredményre is.

A fenti problémak megoldasaval szamos kutatocsoport foglalkozik, Tanszékiink az EU
altal létrehozott MoniQA Kivaldsag-halozat munkdjdhoz csatlakozott, melyhez TDK
dolgozatom témadja is kapcsolodik. Munkdm soran egy korabban kidolgozott referenciaanyag-
jelolt modelltermék tovabbfejlesztésével foglalkoztam. A fejlesztés soran megoldott f6
problémék (pl.: fehérje homogén eloszlasanak biztositdsa) mellett felmeriiltek mas olyan
kérdések is, melyek hatdssal lehetnek a referenciaanyag alkalmazhatosagara, mint példaul a
stabilitds, az alkalmazott glutén eredete, illetve a feldolgozas hatdsa az analitikai
eredményekre.

Ezen szakmai feladatok részbeni megoldasdhoz kivant hozzajarulni dolgozatom,
melynek célkitlizései az alabbiak voltak:

e A korabbi kutatasokban fejlesztett gliadin-izolatumot tartalmazé modelltermék
stabilitasvizsgalata.

o Uj fejlesztésként a teljes sikérfehérje alegység-mintizatot tartalmazo,
referencia buzaliszt felhaszndldsaval késziilt redlis modelltermék (a sikért adott
mennyiségben tartalmazo siitipari termék) eldallitasa és referenciaanyagként
torténd alkalmazhatdésaganak tanulméanyozésa.

e A feldolgozas analitikai eredményekben jelentkezd hatisanak meghatarozasa
az eldallitasi folyamat minden lépésénél, igy az alapanyag keverékekbdl, a
tésztabal és a siiteménybdl vett mintak analizisével.

e A piacon hozzaférhetd immunanalitikai tesztekkel kapott eredmények
Osszehasonlitasa, az eltérések értelmezése. Munkdmban modellként azon két
gyartod tesztjét alkalmaztam, melyek eredményei a korabbi vizsgdlatokban a
legnagyobb eltérést mutattak.

e Az eredmények komplex értékelése és értelmezése.



Kutatomunkam egy hosszabb, 6t éves, sokszereplds fejlesztési tevékenység része. gy
értelemszertien nem végeredményeket tartalmaz, dolgozatom az eddig elért eredményeket

igyekszik 0sszegezni.



4 Irodalmi attekintés

4.1 Az allergiardl altalanossagban
Az allergia az immunrendszer egy tlzott reakcioja olyan anyagokra, melyek normal

esetben semmilyen valaszt nem valtanak ki a szervezetben. Az ilyen anyagokat allergéneknek
nevezziik. Allergén lehet példaul a pollen, allati sz6rok, atka, penészsporak, kiilonb6zé allatok
mérgei, mikroorganizmusok, élelmiszerek, gyogyszerek, vegyszerek, nehézfémek, stb [1].

Az allergének altal kivaltott adverz (nem vart) reakciok a népesség egyre nagyobb
szazalékat érintik. A novekvd tendencia egyértelmiien jelzi a probléma aktualitasat,
fontossagat.

Az allergénekkel szembeni nem vart reakciok felndttkorban is eldfordulhatnak, de
bizonyitott tény, hogy gyermekkorban gyakoribb.

Az élelmiszerek altal kivaltott tulérzékenységi reakciok (amelyeknek részhalmaza az

¢lelmiszerallergia) kiemelt fontossagtiak [2].

4.2 Elelmiszerekkel szemben jelentkezé tilérzékenységi reakciok
Az emberek tobbségének egy adott €¢lelmiszer elfogyasztasa nem okoz egészségiigyi

problémat. Viszont vannak olyan személyek, akiknél az élelmiszereknek egy adott
komponense (néhany kivételtdl eltekintve fehérjéje) tilérzékenységi reakciot valt ki. Ezeket
az élelmiszerekkel szembeni adverz reakciokat 1995-ben az EAACI patomechanizmusuk

alapjan osztalyozta (1. dbra) [3,4,5].

Elelmiszer okozta karos reakciok

Toxikus
Nem toxikus
I |
Immunmedialt Nem-immunmedialt
IgE-medialt Nem-IgE-medialt Enzimatikus Farmakologiai

Egyéb, nem ismert

1. abra: Adverz reakciok csoportositasa



Az ¢élelmiszerek altal kivaltott tlérzékenységi reakcidk 2 csoportra oszthatok: toxikus
¢és nem toxikus reakciokra. A toxikus reakcié mindenkinél jelentkezik, aki az adott termékbdl
fogyaszt, mig a nem toxikus reakcié csak az adott élelmiszer komponensre érzékenyeknél
nyilvanul meg. Az utébbi lehet immunmedialt és nem-immunmedialt.

Az élelmiszerallergia immunmedialt, immunoglobulinokkal illetve nyiroksejtekkel
Osszefliggd immunvalaszt jelent. Ezen beliil is megkiilonboztetiink két tipust, melyek az
immunvalasz természetétdl fiiggden az azonnali és késleltetett reakciok csoportjaiba
sorolhatok. Az azonnali reakcidkért a humoralis immunrendszer a felelds, melynél a reakciora
adott valaszkor allergén-specifikus immunglobulin E (IgE) antitestek termelddnek (IgE-
medialt reakciok), a késleltetett reakciok a sejtes immunrendszer rendellenes valaszat jelentik
érzékenyitett T-sejtek megjelenésével (nem-1gE-medialt reakciok).

A nem-immunmedialt reakciokat vagy €lelmiszer intolerancidkat okozhatja valamely
¢lelmiszer komponens lebontdsahoz sziikséges enzim(ek) hidnya, egy adott gyogyszer

hatéanyag (farmakologiai), illetve egyéb nem ismert tényez6 [4,5,6,7].

4.2.1 Immunmedialt reakciok (Elelmiszerallergia)
Az immunrendszer indukélta reakciok kozott megkiilonboztetnek IgE-medialt és

sejtmedialt reakcidkat.

Az IgE-medialt reakciondl a szervezetbe bejutd allergén az arra érzékeny egyénnél
ellenanyag termelést indit be. Ezek a specifikus IgE ellenanyagok a kotdszovetben, a bdrben,
a légutakban és a bélben 1évd hizosejtek, illetve a vérben 1évd bazofil sejtek felszinére
kotédnek (ezek a sejtek nagy mennyiségben tartalmaznak olyan molekulakat, amelyek az
allergias tiinetek kialakulasaban szerepet jatszanak). Ez az érzékenyités folyamata, amely nem
okoz panaszt a betegnek. Amikor az allergén anyag ismételten a szervezetbe jut, a hizdosejtek
illetve bazofil sejtek felszinén eldzetesen lekotott ellenanyagokkal kapcsolatba 1ép és
keresztkotés alakul ki. Ezzel stimuldlja az allergids vélasz kozvetitdinek kibocsatasat a
szovetekbe és a vérbe. Ilyen felszabadult mediatorok példaul a hisztamin, a leukotriének és a
prosztaglandinok (2. abra). IgE-medialt reakcid kovetkezik be példaul a gabonaallergiaban

szenvedok esetében [8,9].

10
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2. abra: IgE-medialt reakcio folyamata [8,10]

A nem IgE-medidlt (sejtmedialt) allergias reakciok bizonyos élelmiszerek
elfogyasztasa utdn  6-24  oraval  jelentkeznek. A  sejtmembranban  jelenlévo
prekurzormolekulakbol a foszfolipdz A2 hatdsara lipid mediatorok jonnek létre, melyek a
folyamat kulcsszerepléi. Az aktivalt hizdsejtek a folyamat sordn citokineket termelnek,
melyek egy része gyulladaskeltd. Szamos sejtféleséget toboroznak a reakcid szinhelyére, és
szovetkarositd folyamatokat inditanak el. Ilyen példaul az élelmiszer fehérje altal indukalt
enterocolitis [2,10,11].

A fogékonysagot ezekre és mas egyéb allergids betegségekre, atopidnak nevezziik,
mely sziiletési rendellenességet, hajlamot jelent. Az atdpias egyéneknél az allergids betegség
kifejlédéshez azonban szamos kiilsé (pl.: kornyezeti) és belsé (pl.: genetikai, immunrendszeri)
tényezd is sziikséges [9].

A kritikus élelmiszer fehérjék hatasara létrejovo tiinetek valtozatosak lehetnek:
1égzdszervi, emésztdszervi, bor, kardiovaszkuldris problémak jelentkezhetnek. Stlyosabb
esetekben a reakcid nem marad lokalizalt és az egész szervezetre kiterjed, anaflaxiat okoz. A
kiiszobdozis, az a legkisebb mennyiség, mely aktivalja az adverz reakcidt, mind az egyes
allergén komponensek, mind az €rintett személyek esetében rendkiviil valtozo lehet [5,7].

Tehat a betegek szamara az egyetlen univerzalis megoldds az adott élelmiszer

komponenst tartalmazoé termékek elhagyasa az étrendbdl [5].
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4.2.2 Nem-immunmedialt reakciék (Elelmiszer intolerancia)
Az intolerancidk az anyagcserezavarokként, anafilaxias reakciokként €s egyéni, nem

szokvanyos (idioszinkratikus) reakciokként nyilvanulnak meg. Tiineteinek megjelenése
altalaban hosszabb ideig tart, valamint haspuffadas, hasmenés vagy székrekedés formajaban
nyilvanul meg. Az ételintolerancia egy fajtaja példaul a laktézintolerancia, mely azoknal az
egyéneknél nyilvanul meg, akik nem rendelkeznek a tejcukor lebontasaért felelds laktaz nevii

emésztéenzimmel [8,12].

4.3 Buzafehérjék fogyasztasaval 6sszefiiggo rendellenességek

A Codex Alimentarius, a nemzetkozi élelmiszerkonyv, mely altalanos és specialis
¢lelmiszerbiztonsagi szabvanyok sorozatat foglalja magaba. A Codex Alimentarius Bizottsag
szerint a buza az élelmiszerallergias megbetegedések egy jelentds részéért felelds. A buzaval

szemben jelentkez6 két leggyakoribb betegség a buzaallergia illetve a coliakia [13,14].

4.3.1 Buzaallergia

Altalanossagban elmondhatd, hogy a buza allergia eléfordulasa a gyerekeknél és a
csecsemOknél a leggyakoribb [15]. Az allergias reakcié mechanizmusa lehet IgE-medialt és
lehet sejtmedialt, melyeket a reakciok id6lefutasa jellemez az allergén fehérjével torténd
érintkezés utdn. A kiilonboz6é buzafehérje frakciok mindegyikében talalhatd olyan fehérje,
amely a buzaallergiat kivalthatja. Egyéb gabonafélék (pl.: rozs, arpa, zab, stb.) fogyasztasa is
okozhat ilyen adverz folyamatot, mivel szerkezetileg rokon fehérjerészeket tartalmaznak
[16,17].

Az azonnali reakciot a kovetkezd tiinetek egyike vagy tobb egyiittese jellemzi:
csalankiiités és/vagy angioddéma, hanyinger, hanyas, hasmenés, rhinitis (orrnyéalkahartya
gyulladasa), asztma, tiidGelzarddas, anafilaxia. A késleltetett reakciok jellemzd tiinetei

tobbnyire ekcéma, borviszketés, borvorosség és laza széklet vagy hasmenés [13,14].

4.3.2 Coliakia
A colidkia (vagy gluténszenzitiv enteropatia, illetve nontropical sprue) autoimmun

betegség. Olyan rendellenesség, amely a téaplalék gluténtartalmaval szembeni allando
érzékenység (Un. lisztérzékenység) okoz. A betegségre jellemzd, hogy az immunrendszer sajat
sejtjei, fehérjéi (transzglutaminadz-2) ellen tdmad, azokat véli betolakoddknak. A bélham
szoveteiben 1évé  transzglutamindz antigénné valik, immunfolyamatok hat4sara
onfelszamolasi folyamat alatt a vékonybélbolyhok szerkezetileg atalakulnak, részlegesen

elsorvad a vékonybél nyélkahartydja, a bél nem képes megfeleléen ellatni feladatat,
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felszivodasi problémak 1épnek fel [16]. Megallapitottak, hogy a HLA-DQ2 és HLA-DQ8
gének genetikai kockazati faktorai a betegségnek (3. abra). Azonban nem minden ember
szenved colidkidban azok koziil, akiknél ezek a gének expresszalodtak. Mas genetikai ¢és
kornyezeti faktorok is szerepet jatszanak a betegség kialakuldsaban, mint példaul az

emésztorendszeri zavarok €s a stressz [18,20,21,22].

A. B.
A DQ2 gén oroklodése A DQS8 gén oroklodése
A DQ?2 gén transz A DQ2 gén cisz ' A DQS8 gén cisz
allasban allasban allasban
® o ] L ® @
DQA10S DQA1°05 DOA1'03
DQB1°02 DQB1402 DOB1'0302
' “\ 5 ~ ' ' Y X e | ’ o o '
H ' ; o i gt 1
v A Ay L A vy A Ay
[12pQ2] [12DQ2] - | [paz | [ =] | oas |
DOA1°05 DQAT'05 DQA1*03
DOB1'02 DQB1'02 DQE1'0302
1000% kockazat 1,2 DQ2 Groklésére 100%% kockazat 1/2 DQ2 oroklésére 1000% kockazat 1,2DQS8 oroklésére
00% kockézat az ezész DQ2 droklésere 500 kockezat az egesz DQ2 Groklesere 300¢ kockézat az ezész DQS droklésére
0% kockazat a normal valtozatok S0%%kockazat a normal valtozatok 50%%kockazat a normal valtozatok
oroklésére oroklesere oroklésére

3. abra: A DQ2 és DQS8 génnel osszefiiggésben 1évé coliakiara valo hajlam 6roklédése csaladoknal, ahol az
egyik sziilo coliakiara fogékony HLA halotipus, a masik pedig nem [19]

Hasi gorcs, puffadas és felfivodas, hasmenés, stlyvesztés, hanyds és daltalanos
sovanysag a colidkia leggyakoribb tiinetei. Jelenleg az egyetlen kezelési modja a glutén
tartamu ételek melldzése az étrendbdl.

A buzaallergia és a colidkia kivaltasaért a prolaminok és glutelinek kiillonb6zd fehérje
epitopjai felelések. Ezekben a frakcidokban jelenlévd kiilonb6z0 molekulatomegli és
szerkezeti fehérjék az arra genetikailag hajlamos személyeknél talérzékenységi reakciot

eredményezhetnek. A részletesebb targyalasukrol késobb lesz szo.

4.4 Jogi szabalyozas
Az allergidban vagy intolerancidban szenvedd betegeknek szadmuzniiik kell az

érzékenyitd élelmiszert teljes, természetes formajukban, azonban nem lehetnek biztosak
benne, hogy ezen allergén fehérjék nem jelennek meg néhany eldre elkészitett ételben. A

fogyasztok egészségvédelme, tovabba informéacidohoz vald joguk érdekében az EU
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torvénymodositast  rendelt el. A potencidlis  allergénként  szamon  tartott
¢lelmiszerkomponensek érthetd feltiintetése kotelezd az élelmiszerek csomagolasan.

2008. januar 31-én az Eurdpai Bizottsag egyértelmiibb és a fogyasztok igényeinek
jobban megfeleld élelmiszer-cimkézési gyakorlatra vonatkozo javaslatot fogadott el, melynek
hazai megvaldsitasa a 40/2008. (IV. 3.) FVM-SZMM egyiittes rendelet lett. A 19/2004. (lI.
26.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet 4. szam®i melléklete tartalmazza az allergén
Osszetevok pontos ¢és részletes listajat, amelyeket jelolni kell. A kovetkezd 14

¢lelmiszercsoportra vonatkozik:

1. Glutént tartalmazé gabona (btza, rozs, arpa, zab, tonkdly, kamut-buza vagy ezek
hibrid véltozatai) és azokbdl késziilt termékek, kivéve
a) buzabol késziilt gliikozszirup, beleértve a dextrozt is(*),
b) bazabol késziilt maltodextrin(*),
C) arpabol késziilt gliikkozszirup,
d) gabonaf¢lék, amelybdl késziilt parlatot vagy mezégazdasagi eredeti etilalkoholt
szeszes italok vagy egyéb alkoholtartalmu italok készitéséhez hasznaljak.

2. Rakfélék és azokbol késziilt termékek.

3. Tojas és abbol késziilt termékek.

4. Halak és azokbdl késziilt termékek, kivéve
a) vitaminok vagy karotinoidok hordozdjaként hasznalt halenyv,
b) a sor és a bor deritéséhez hasznalt halenyv és vizaholyag.

5. Foldimogyoro és abbol késziilt termékek.

6. Szojabab és abbol késziilt termékek, kivéve
a) finomitott szdjabab olaj és zsir(*),
b) szdjababbol szarmazo természetes vegyes tokoferolok (E 306), természetes D-alfa
tokoferol, természetes D-alfa tokoferol-acetat, természetes D-alfa tokoferol szukcinat,
C) a szdjabab ndvényi olajabol nyert fitoszterolok és fitoszterol észterek,
d) a sz6jabab novényi olajabol nyert szterolokbdl eldallitott fitosztanol-észter.

7. Tej és abbol késziilt termékek (beleértve a laktozt is), kivéve
a) tejsavo, amelybdl késziilt parlatot vagy mez6gazdasagi eredetii etilalkoholt szeszes
italok vagy egyéb alkoholtartalmu italok készitéséhez hasznaljak,
b) laktit.

8. Diofélék, azaz mandula (Amygdalus communis L.), mogyord (Corylus avellana), did

(Juglans regia), kesudio (Anacardium occidentale), pekandi6 [Carya illinoiesis
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(Wangenh.) K. Koch], brazil di6 (Bertholletia excelsa), pisztacia (Pistacia vera),
makadamia ¢és queenslandi di6é (Macadamia ternifolia) és azokbol késziilt termékek,
kivéve
a) diofélék, amelybol késziilt parlatot vagy mezO6gazdasagi eredetli etilalkoholt szeszes
italok vagy egyéb alkoholtartalmu italok készitéséhez hasznaljak.

9. Zeller és abbol késziilt termékek.

10. Mustar és abbol késziilt termékek.

11. Szezammag és abbol késziilt termékek.

12. Kén-dioxid és SO,-ban kifejezett szulfitok 10 mg/kg, illetve 10 mg/liter koncentraciot
meghaladé mennyiségben.

13. Csillagfiirt és abbol késziilt termékek.

14. Puhatestliek és abbol késziilt termékek [23].

(*) és az abbol késziilt termékek, amennyiben az eldallitasi eljards soran varhatéan nem
novekszik az eldallitds alapjaul szolgald termék EFSA altal megallapitott ,allergén

aktivitasa”.

A Glutén tartalom feltiintetésével kapcsolatos tovabbi szabdlyozas a nemzetkozi
Codex Alimentarius 118-1979 standard. E szerint gluténmentesnek tekinthet6 a termék, ha
gluténtartalma nem haladja meg a 20 ppm-et. A rendelet alapjan a lisztérzékenységben
szenvedOknek szant élelmiszerek, amelyek buzabol, rozsbol, arpabdl, zabbol vagy ezeknek a
gluténcsokkentés céljabol feldolgozott keresztezett valtozataibol késziiltek, a fogyaszto
szdmara értékesitett €lelmiszerben nem tartalmazhatnak 100 ppm mennyiséget meghaladé
glutént (,rendkiviil kis gluténtartalm”). A Codex Alimentarius glutén meghatarozasra
immunoldgiai alapu médszert javasol, az ELISA-t [24].

Hazankban az Eurdpai Unid 41/2009/EK bizottsdgi rendelete a gluténmentes
termékekre vonatkozo 1j, kétlépcsds cimkézési szabalyokkal mar életbe 1épett, de a gyartasi
technologidk és csomagoldanyagok atalakitdsa miatt 2012. januar elsejétdl kell kotelezden

betartani [25].

4.5 A buza fehérje 6sszetétele és az adott fehérjecsoportok
tulérzékenységi tiinetekért felelos epitépjai
Az allergias tiinetek kivaltasaért els6sorban nem a teljes allergénfehérje-tartalom

felelds, hanem annak bizonyos alegységei, amelyeket epitopoknak neveziink. Ezek az antigén

(allergén) molekulanak azon minimalis molekularis strukttrai, amelyekkel az arra specifikus

15



antitest reagal, igy az antigén-antitest komplex Iétrejon [26]. A buza fehérjéinek
csoportositasa, illetve a talérzékenységi reakciok szempontjabol fontosabb fehérje

alegységek, epitopok ismertetése a kovetkezo alfejezetekben taldlhatok.

4.5.1 A buzafehérjék csoportositasa
A buza fehérjéinek leggyakoribb csoportositisa az Osborne- féle olddszeres

frakcionalason alapul (4. abra), miszerint a vizoldhat6 komponenseket albuminnak, a so-
oldhatokat globulinnak, az alkohol-oldhatokat prolaminnak (gliadin) és a hig lugban

oldhatdkat glutenin frakcidonak nevezziik [17].

oldas
vizsgalandd desztillalt vizben centrifugalas felilisro:
fehérjetartalmn > utan a feliiluszo EE— IS Zo.
1 Y i) ! . oy ALBUMIN
anyagpal és a csapadék
késziilt oldat szétvalasztasa

.

a csapadék oldasa
NaCl-os - feliiluszo:

desztillalt vizben, GLOBULIN

majd centrifugalas

'

a csapadék oldasa —
alkoholos S feliiltiszo:
PROLAMIN
oldatban,

v

a csapadék oldasa .
hig ligban, _— feliiluszé:
majd centrifugalas GLUTELIN

'

OSBORNE-MARADEK

4. abra: Osborne frakcionalas menete [17]

Az Osszfehérje tartalom megkdzelitleg 20-25 %-at a metabolikusan aktiv albumin és
globulin fehérjék teszik ki, a tobbi részét a tartalékfehérjék, a gliadin és glutenin alkotjak. Ez

a két, vizben nem oldodo frakcid viz hozzaadasaval alkotja a sikért (5. abra) [27,28].
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GLUTENIN

' A
»~ GLIADIN

GLUTEN (GLIADIN + GLUTENIN)

5. abra: Sikér szerkezet [27]

A sikért alkotd fehérjék tovabbi alegységekre bonthatok az elektroforetikus
mobilitasuk alapjan (6. abra) [27,28].

SIKER

1
| |

GLIADIN GLUTENIN

u-gliadinok {[j-glmdlnul{ l';—glm(lmul; o-gliadinok) ‘HI»-I“-‘-GS‘ LMW-GS

——

X-tipus |

y-tipus

6. abra: A gliadinok és glutelinek tovabbi csoportositisa [27]

A gliadinok a sikér kis molekulatomegli komplexét alkotjak, monomer fehérjék,
egyetlen polipeptid lancbdl 4allnak. Savas poliakrilamid gélen torténd elektroforetikus
mobilitasuk alapjan a monomer gliadinokat négy csoportra osztjak: az ®- gliadinok
mozgékonysaga a legkisebb, 6ket kdvetik a y-gliadinok, majd a - és az a - gliadinok.

Az a-, B- és y-gliadinokra jellemzd, hogy tomegiik altalaban a 30-40 kD tartoményba
esik. A frakciok aminosavosszetétele nagy hasonldsagot mutat, altaldban nagy mennyiségii
(30-40 %) monoaminodikarbonsavat tartalmaznak (glutaminsav, aszparaginsav) és a hidrofob
oldallanci aminosavak jelenléte is jelentés (alanin, valin, leucin, izoleucin, fenilalanin),
emellett bazikus aminosavak (hisztidin, arginin) is talalhatok benniik. Két limitalé6 aminosavat
tartalmaznak, a lizint és a kéntartalmti metionint. Ezen gliadin fehérjék szerkezetére az

intramolekularis diszulfidkotések jellemzok. Ezektdl a tulajdonsagoktol jelentds eltérést
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mutatnak az o-frakciok. Ezek tomege elérheti a 80 kD-t is, igen kevés cisztein €s minimalis
metionin tartalmuk miatt, a tobbi frakcioval ellentétben, nem alakitanak ki diszulfid hidakat,
kénben szegény gliadinoknak is nevezik Oket. Az w-gliadinok az Osszes gliadinok 20 %-at
teszik csak ki [30,31].

A glutenin alegységekre jellemzé egyedi tulajdonsag, hogy diszulfidkotéssel képesek
egymashoz kapcsolodni (intermolekularis kotések). Az S-S kotések redukcidval torténd
bontasa utan a glutenin alegységek 4 csoportra oszthatok SDS-PAGE-en torténd
elektroforetikus mobilitasuk alapjan (A-, B-, C- és D-csoport). Az A csoport (80-120 kDa)
tartalmazza a nagy molekulatomegii glutenin alegységeket (HMW-GS). A B- (42-51 kDa) és
C-csoport (30-40 kDa) foglalja magaba a kis molekulatomegii glutenin alegységeket (LMW-
GS), melyek molekulatomege és szerkezete is az a-,f- és y-gliadinokéra emlékeztet.
Végezetiil a D-csoport (65-70 kDa) szintén LMW glutenin alegységeket tartalmaz, melyek az
o-gliadinokkal mutatnak rokonsagot [30,31]. A sikér fehérjéinek gélelektroforetikus futtatasa

a 7. abran lathato.

kDa
116.3 - F D e atns esus S -SEED

974 - e e & & == |HMW-GS
66.2 - B St

e &= |D-tipus LMW-GS

— — (U'g"adin

B-, C-LMW-GS
- e v

a/f3- y-gliadin
- -

7. abra: Sikér fehérjék redukalt alegységeinek SDS gélelektorforézise [29]

4.5.2 A kiilonb6z6 buza variansokbdl szarmazo fehérjefrakciok és azok
hatasa az allergenitasra

Az irodalmi adatok szerint a buzaval kapcsolatos tulérzékenységi reakcidk dontd
tobbsége a sikért alkotd fehérjék jelenlététdl fiigg. Azoknak is csak bizonyos alegységeik
felelosek a tulérzékenységi tiinetekért, ilyen példaul a-, m-gliadinok; és az LMW glutenin
alegységek. A kiilonféle buzafajtdk eltérd sikértartalommal ¢és sikér Osszetétellel
rendelkezhetnek, igy az allergias tiinetek kockazata eltér6 lehet [32,33].

A potencidlisan toxikus fehérjék jelenlétére végzett kisérletek soran Osszehasonlito

vizsgalatokat végeztek a sikértartalomra kiilonb6zd buzafélékbol. A vizsgélt buza tipusok:
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tonkolybuza, durumbuza, kétszemii buza, egyszemii buza, 0szi buza, tavaszi buza és tritikalé
(bliza rozs hibrid) voltak. Ezek lisztjébdl extrahaltak a glutént és az extrakcios oldatot SDS-
gélelektroforézissel és RP-HPLC-vel is vizsgaltak. A kapott kromatogramokbol az egyes

frakciok szazalékos aranyara kovetkeztettek, ezeket tartalmazza az alabbi tablazat [34].

Gliadin Glutenin
Teljes gliadin w- a- Y- Teljes glutenin o o o
arany (%) | gliadin{%) | gliadin{%) |gliadin{%)| arany (%) wb (%) | HMW(%6) |LMW(%%)

Oszi buza 64,5 91 32,3 231 355 1.3 91 251
Tavaszi buza 71,6 13.2 28 304 284 0.8 9.3 18,3
Tritikalé 69,6 14.8 33,7 211 304 0.9 91 204
Tonkolybiza 75,3 10 35,7 296 247 0.4 6,6 17,7
Durumbiza 754 6.4 39 30 246 0,3 5 19,3
kétszemi buza 86,8 10,2 45,3 31.3 13,2 0.6 26 10
egyszemi buza 76,7 12,3 44 6 19,8 23,3 0.5 3.5 19,3

1. Tablazat: A kiilonb6z6 buza fajok sikérjének dsszetétele [34]

Az 1. tablazatbol latszik, hogy minden fajtanal az a-, y-gliadinok illetve LMW
glutenin alegységek voltak jelen nagy aranyban, mig az o-gliadinok és a HMW glutenin
egyseégek kisebb mennyiségben. Tovabba a koézonséges buzdknak volt a legnagyobb a
glutenin tartalma, illetve a kétszemil buzaban volt a legkevesebb a glutenin. Az a-gliadin
tartalom és a gliadin/glutelin arany a kétszemii- és az egyszemi buzanak volt a legnagyobb.
Az utobbiak és a kozonséges buza félek kozotti dtmenetet a tonkdly- és durumbuza képezi.
Legnagyobb w-gliadin tartalma a tritikalénak volt [34].

Mivel az allergias tiinetek kivaltdsaért csak bizonyos fehérjefrakciok felelések
(azoknak is csak egy kis részszekvenciaja, epitopja), és jol lathatoéan jelentds kiilonbségek
vannak a kiilonféle buzak sikér-osszetételében, igy eltérd lehet az allergenitasuk [34].

A rozs, az arpa ¢€s a zab a bizahoz hasonloak, hasonl6 peptideket expresszalnak, ezért

ezek is kivalthatnak hasonlé allergias tiineteket [16].

4.5.3 A rendellenességeket kivaltd- fehéjék epitopjai, és a hozzajuk
kotdédo antitestek

Az immunogenitas a fehérjék olyan képessége, mely soran az él6 szervezetbe jutva
immunvalasz kivaltasara képesek, azaz az immunkompetens sejteket aktivalva antigén-
specifikus ellenanyag termelést inditanak el. Az immunvalaszt kivalto tulajdonsagukat, azaz a
fehérjék allergén/antigén jellegét a kémiai szerkezetiik hatdrozza meg. Az antigén feliiletén
szamos olyan motivum (epitopok, antigéndetermindnsok) talalhat6, amelyekhez a kiilonb6z6
antitestek kotddni tudnak. Megkiilonboztetiink szekvencidlis epitopokat (peptidkdtéssel

kozvetleniil egymashoz kapcsolt aminosavakbodl allo rovid lineéaris peptidszakasz), illetve
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konformadcios epitopokat (a fehérje térszerkezetének kialakuldsa soran egymashoz szorosan
asszocialodott aminosavak alakitjak ki). Minél tobb epitoppal rendelkezik a fehérje, annal
nagyobb a specifikus reakcioképessége a kiilonbozo antitestekkel [16].

A kiilonbozd antitestek eltérd epitép szekvencidkat, konformaciokat ismernek fel,
illetve bizonyos fehérje alegységekkel keresztreagalhatnak, ha azok teljesen ugyanolyan vagy
csak kis mértékben eltérd epitopot tartalmaznak. Az egyes epitdp szekvencidk egyedenként
kiilonbozéek lehetnek, ami megneheziti az allergids reakciot kivaltd szekvencidk
azonositasdhoz haszndlt antitest kivalasztast. A 2. tdblazatban taldlhat6 a glutén tesztekhez
alkalmas antitestek csoportositasa a reakcidpartnereik szerint 5 csoportban.

Arntitest Ref. Izotipus Specifitas

Group 1. Selective for o, p and p-ghadins.

22123 aF7 1-3 IgG1 g-gliadins and some C-LMGS
22205 10hz 2,8 IgG1 [/ r-gliadins and some C-LM/GS
23722 12G3 1,28 g1 f-glhiadins encoded by several loci
230019 1A5 1-3.8 IgGG1 d-gliadins encoded by 6AS, weakly to B- and C- LAMGS
04016 1Bz 248 IgG1 [ and y-ghadins and some C-LMGS
80207 3B5 IgG1 [f-gliadins encoded by 1DS, weakly to x-HM,GS
Group 2. Binds v, w-ghadins, cross-react with B-LM-GS.
12208 1A2 1.2 IgG1 cluster of y-, @ glhadms, broad B-LMGS specificity
12224 1A9 1 g1 specific for dlow @-gliadins, broad B-LM GS specificity
80518 10F9 IgM fast and slow w-gliadin, cross-reaction with six B-LMGS
Group 3. Bind B-IM-GS, cross-react with some gliadins.
21817 7E8 2 [gG1 1BS fast w-ghadins, cluster of 3-4 B-TALGS of similar Mr
80512 1oz IgG1 most B- and C-LMGS, cross-reacts with o/ p, v- gliadms
81405 5H7 16 IgM 3 major B-LMGS, weak cross-reaction with omega-gliadins
82123 sDs5 16 IgG3 4 B-LMGS, cross-reacts with a few o/p, y-ghadins
82208 20FG 16 IgG1 most B-LMGS, cross-reacts with - and slow w-gliadins
Group 4. Bind HM -GS, varving degrees of cross-reaction with LA{-GS and v, o-ghadins®
23609 3D11 2 IeM v-/slow and fast c-gliadins, HM,GS and B-LMGS
23724 4H11 2 ]gM v-/slow and fast w- glmdmﬂ HM,GS binding=LMGS
30413 1B2 2 IgG1 fast w-ghadins and HMGS.
80105 sF12 IgG1 fast and slow @-gliadins and HAMGS
80410 3011 IgG1 selective y-HM,GS, weak cross-reaction [-gliadins
80414 3G4 IgG1 HMGS, weak cross-reaction with f-ghadins and 4 B-
LMGS
80603 3A4 IgM Specific for 1Dx subunits and single B-LAGS band, weak

cross-reaction with slow m-ghadins
Group 5. Broad specificity antibodies.

24311 7010 2 IeM binds all fractions, but weakest to HMGS

24504 4A10 2 IgM equal binding to all [ractions

40116 1C9 IgGG1 selective for gliadins and LMGS, weak HMGS binding

41223 1D10 IgG1 binds all fractions except C-LM,GS, weak o/ fi-glhadm
binding

2. Tablazat: A Kkiilonféle antitestek és reakcié partnereik [32]

A 2. tablazatban 1év6 antitestekkel végzett epitop térképezések illetve az egyes
antitestek altal felismert legjelentdsebb epitopok (50-100% a kotddési valdszinliség az adott
epitophoz) tablazatos Osszefoglalasa a 1. mellékletben talalhaté [32]. Az aminosav

szekvenciak beazonositasahoz sziikséges aminosav tablazat 2. mellékletben tekinthetd meg.
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A tovabbiakban a coliakiat kivaltd fehérjeepitopok ¢és mas egyéb epitopok
térképezésére alkalmas modszer rovid bemutatasa kdvetkezik. A colidkia indikatora a glutén
f6 Osszetevojére, a gliadinra specifikus antitest jelenléte. Egy tanulmanyban monoklonalis
anti-gliadin antitestet generaltak a gliadin egy megfelel6 fragmentjének aminosav
sorrendjébdl (LQPFPQPQLPYPQPQ) és epitdp térképezésre hasznaltak [33].

Az N-termindlisrdl emésztett peptid analégokat gyantdhoz kototték, hogy
meghatarozzak azt a minimalis peptid hosszt, mely sziikséges az antitestnek a felismeréshez.
A peptideket savallo HMBA linker segitségével kototték meg TentaGel gyantan. Ha
sziikséges, enyhén bazikus koriilmények kozott levalaszthatoak [33].

A 8. abran lathatoé az antitest kot6désének mértéke a fokozatosan egy aminosavval
rovidiild peptid szekvencidkkal. A legrovidebb szekvencia, amelynél még az antitest kotddése
¢szlelhetd az ELPYPQPQ. Az egy aminosavval hosszabb szekvencia (PELPYPQPQ)
nagyobb mértékben képez komplexet az antitesttel, viszont az ennél hosszabb lancoknal a
kapott jelre nézve szignifikans valtozas nem észlelhetd. Ebbdl az kovetkezik, hogy erre a

kilenc aminosavbol 4ll6 epitdpra specifikus az antitest.
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8. abra: Antitest kotédésének tesztje [33]

Ezt kovetéen kompetitiv ELISA modszeren alapuld vizsgalatokkal is igazoltak az
adott szekvencia gatld hatasat (9. abra). Az adott szekvenciaju peptideket 1mg/ml
koncentracidban adtdk a reakcido elegyhez. Kontrollként inhibitortol mentes oldatot

hasznaltak.
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9. abra: Kompetitiv ELISA [33]

Lathat6, hogy PELPYPQPQ szekvencia 74%-ban megkottte az antitestet, tehat
specifitasa kétségtelen. Ezzel szemben a 14 aminosavbol (QPFPQPELPYPQPQ) allo
szekvencia teljes mértékben kotédott az antitesthez. Tovabba az eredmények azt is mutatjak,
hogy az N-termialisrol emésztett prolin és a C-terminalisrol emésztett glutamin esszencialisak
az antitest felismeréshez. Tehat megallapitottdk, hogy a PELPYPQPQ szekvencia
immunodomindns szekvencia, mely a gliadin C-terminalis végénél talalhato [33].

Osszességében elmondhato, hogy a blzaval kapcsolatos tulérzékenységi reakcidért
felelos fehérje epitopok szama rendkiviil nagy, tovabbad meglehetdsen sok kiilonbozd
mértékben), komplexet képezhetnek. Az is el6fordulhat, hogy tobbféle fehérjefrakcid is
tartalmazza ugyanazt a jellegzetes aminosav szekvenciat, konformaciot, amit az adott antitest
felismer. Az antitestek altal felismert szekvenciak ismerete elengedhetetlen az adott antitesttel

torténd tilérzékenységet kivalto élelmiszerkomponensek analitikai meghatarozasahoz [33].

4.6 Tulérzékenységet kivalto élelmiszerkomponensek analitikai
meghatarozasa

rrrrrr

hasznalnak fehérje, illetve adott DNS szakasz (ami az adott fehérjét kodolja) jelenlétének
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igazolasan alapul6 analitikai modszereket. Ezek a technikak sziikségesek a tulérzékenységet
kivaltdé komponensekre vonatkozd jogi szabalyozasok betartatisara. Jelenleg az
¢lelmiszerallergidban vagy ¢élelmiszerintolerancidban szenvedd személyek szamdra az
egyetlen megoldads az adott ¢lelmiszerkomponenst tartalmazé ételek elhagyéasa az étrendbol.
Gyarto6i oldalrol igazolni kell az adott nem vart reakciot kivaltdé komponens jelenlétét vagy
csokkentett mértékét a termékben, amelyhez megfelelé analitikai modszerekre van sziikség
[5].

A széles korben alkalmazott analitikai modszerek egyik lehetséges csoportositasa:

l. Fehérje meghatarozason alapulé modszerek
A) Immunanalitikai modszerek
0 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
e Szendvics ELISA

o Kompetitiv ELISA
o Lateral Flow Device (LFD)
o Immunoblotting

e |EF-blotting

SDS-PAGE-blotting

2D elektroforézis-blotting

Dot-blotting

Szoveti (tissue) blotting

o RAST/EAST inhibicio
o Rakéta immunelektroforézis (RIE)

o Kettés immundiffuzio
B) Bioszenzorok

0 Bioszenzor immunoassay-k

0 SPR biszenzorok
C) Kromatografias modszerek

0 loncserés kromatografia
o Méretkizarasos kromatografia

0 RP-HPLC
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D) Spektrometrias modszerek (kapcsolt technikakkal)
0 LC/ESI/MS

0 LC/MS/MS
0 MALDI-TOF/MS

o0 NMR
Il. DNS meghatarozason alapulé modszerek

0 PCR
0 RT-PCR

0 PCR-ELISA [35]

4.6.1 Fehérje-meghatarozason alapulé médszerek
Ezek a moddszerek egy adott minta fehérje tartalmanak mindségi €s mennyiségi

meghatarozasat teszik lehetévé. Megkiilonboztetiink immunanalitikai, elvalasztastechnikai és

kapcsolt technikdkon alapul6 fehérje meghatarozasi modszereket.

4.6.1.1 Immunanalitikai médszerek
Az allergén fehérjék meghatarozadsdhoz a leggyakrabban immunanalitikai modszereket

valasztanak nagyfoku specificitasuk és érzékenységiik miatt mind az iparban, mind hivatalos
élelmiszervizsgalo testiiletek részérdl.

Az immunanalitikai modszerek alapjaul az antitest-antigén komplexek kialakulasa
szolgal. A megfeleld antitestek kivalasztasa alapvetd fontossagu az ilyen tipusu modszerek
fejlesztéséhez. Az allergén fehérjék karakterizalasdhoz nagy sziikség van az allergias
személyek vérplazmdjabol szarmazoé szérum IgE ellenanyagra, bar ez komoly etikai
kérdéseket vet fel. Emellett a kiillonb6zd betegekbdl szarmazé IgE molekuldk jelentds
valtozékonysagot és keresztreaktivitast mutatnak, valamint csak korldtozott mennyiségben
allnak rendelkezésre. Ezen hatranyok miatt a kereskedelmi mennyiségli poliklonalis
antitesteket nyulakbol, bardnybol vagy kecskébdl, mig a monoklonalis ellenanyagokat

legtobbszor egerekbdl nyerik az llat adott antigénnel torténd érzékenyitésével [36].

4.6.1.1.1 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) madszer
Az ELISA az allergén fehérjék mindségi ¢és mennyiségi meghatarozasanak

legelterjedtebb modszere. Léteznek ELISA modszerek mind poliklonalis, mind monoklonélis

ellenanyagok hasznalataval. A monoklonalis ellenanyagok (az adott fehérje egy epitopjanak
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felismerésére képes) alkalmazasa lehetévé teszi egy adott allergén fehérje specifikus
meghatarozasadt. Ez azonban nagy koriltekintést igényel a megfeleld -ellenanyag
megvalasztasakor, valamint az egerek érzékenyitésére hasznalt megfeleld tisztasagu allergén-
extraktum elkészitésekor. Ezzel szemben a poliklonalis ellenanyagok tobb allergén fehérjén 1évo

epitop felismerésére képesek [36].

4.6.1.1.1.1 A kompeticié (vetélkedés) elvén alapulo ELISA modszerek
Két valtozata l1étezik:

Az els6é az immobilizalt antigén alapt valtozat (indirekt, kompetitiv ELISA) (10.
abra). A szilard hordozohoz kotott antigénhez olyan oldatot adnak, amely korlatozott szamu
antigénre specifikus antitestet és a vizsgalandd mintat tartalmazza. A versengés az inkubacios
id6 alatt kovetkezik be az oldatban 1évo, illetve a milanyag mikrotiter lemezen lekotott
antigének kozott a szintén oldatban 1€vd antitestért. Minél tobb antigén volt az oldatban annal
kevesebb antitest tudott kotédni a lekotott antigénekhez. Ezutan mosasi 1épés kovetkezik,
majd hozzaadjak az enzimmel jelzett ellenanyagot, amely a k6t6dott antitestre specifikus, igy
alkalmas az antigén-antitest komplex detektalasara. A feleslegben 1év6 enzim-antitest
konjugatumot lemossak, majd hozzaadjak az enzim szubsztratjat. Az inkubécios id6 alatt az
enzimreakci6 altal szines termék keletkezik, amelynek intenzitisa adott hullamhosszon
fotometridsan mérhetd. Minél nagyobb volt az ismeretlen minta antigén koncentracidja annal
kisebb jel detektalhato (forditott aranyossag) [37].

|

10. abra: Indirekt, kompetitiv ELISA menete [38]

A masik az immobilizalt antitest alapu valtozat (direkt, kompetitiv ELISA) (11. abra).
Itt az antitest kotOhelyeiért a minta szabad antigénje és annak enzimmel jelzett szarmazéka
verseng. Az inkubacios 1d6 utdn a meg nem kotott antigének lemosasa, majd a szubsztrat
hozzaadasa, végiil szintén a szinintenzitas fotometrias detektalasa torténik. A rogzitett antitest
moddszer elénye a gyakran tapasztalhatd magasabb érzékenység, hatranya viszont, hogy a
jelzéenzim kozvetleniil érintkezik a mintaval, igy az abban levé enzimgatld komponensek

tonkretehetik a mérést [37].
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11. abra: Direkt, kompetitiv ELISA menete [37]

A gyakorlatban a gyorsabb kivitelezhetdség és a gyakran nagyobb érzékenység miatt a
direkt eljarasok hasznalatosak, de nagyszamu indirekt modszer is ismeretes. Ugyanakkor a
direkt rendszerek kidolgozasa valamivel bonyolultabb, hiszen ebben az esetben az antigén-
enzim konjugatumot is eld kell allitani. A jelz6enzimmel keresztreagalé mintakézeg vagy a
jelzéenzimet gatld célvegyiilet (haptén) esetén az indirekt eljaras a kedvezobb [37].

Az allergénanalitikaban a fent emlitett modszerek koziil az indirekt kompetitiv ELISA

hasznalatos.

4.6.1.11.2 A konszekutiv (nem vetélkedd) elven alapulé ELISA médszer
Mas néven szendvics ELISA (12. abra). Itt a feleslegben 1év6, nagyon tiszta antitestet

kotik meg a milanyag mikrotiter lemezen. A szilard hordozohoz kotott specifikus antitesteket
reagaltatjdk a vizsgalati minta antigénjeivel. Mosas utan hozzdadjak az enzimmel jelolt
specifikus antitestet (konjugdtumot), majd az Ujabb mosési 1épést kdvetden az enzim
szubsztratjat, amelybdl az enzimes reakcid soran szines termék képzddik. A szinintenzitést
spektrofotometriasan  detektaljak, a vizsgalati mintaban 1évé célvegyiilet (antigén)

mennyiségével egyenesen aranyos jelet kapnak [37].

12. abra: Nem kompetitiv, direkt szendvics ELISA menete [37]

Ennek a moddszernek is 1étezik indirekt valtozata. A nem vetélkedé indirekt ELISA
rendszer is hasonlo felépitésti, de ebben az esetben a nem rogzitett antitest enzimes jelzést
nem tartalmaz. A kettds antitest szendvics komplexet egy, a szabad antitest 1gG-jére
specifikus és enzimmel jelzett méasodik ellenanyaggal reagaltatjak. Az igy képz6ddé komplexet
a masodlagos antitest jelz6enzime segitségével detektaljak. Ennek az az elénye, hogy elkeriili
a specifikus antitest biokémiai jelolését [37].

Az allergének meghatarozasara a fent emlitett modszerek koziil a direkt szendvics

ELISA hasznélatos.
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A kereskedelmi forgalomban elérhetdé gliadin meghatarozésara alkalmas ELISA

kiteket a 3. tablazat tartalmazza.
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Gvirtd Eit neve Amnalit ELISA tipusa Ellenanvag tipusa LoD Lo
R-Biopharm | RIDASCREEN Fast Gliadin | B2 mﬁﬁfﬁm Szendvics Monoklondlis RS ellenanyag | = %mﬂ 5 anﬁhaﬁng'htén}lﬂ ppm
. o Biiza, rozs és drpa . - 1.5 ppm gliadin (3 | 2.5 ppm gliadin (5 ppm
E-Biopharm FIDASCEEEN Glizadin Jaminai Szendwvics Monoklonalis RS ellenanyag ppm shutén) clutén)
. FIDASCREEN Gliadin Biiza, rozs és drpa - - 922 ng peptid’g 1250 pg peptid’z
E-Biopharm C e Jaminai Eompetitiv Meonoklonalis BS ellenanyag Jelmi dlelnn
Romer Labs *”‘Em':}“fl“lgl‘m: Assay Gliadin Szendvics NA 0.6 ppmghuén | 4 ppm (4-120 ppm) ghutén
Di stic S_:aendvics {mileﬁ
Innovations | Haven GhmtencheckKit | Omega-gliadin mgﬁﬂf;f NA. =1 ppm ghutén 7.5-120 ppm
Ltd. 74 (2):257-264
Diagnostic
Innovations Haven Gluten Kit Omega-ghadn Szendvics NA =75 ppm 7.3-156 ppm
Ltd.
ELISA Systems | ELISA Systems Gliadm Omega-ghadin Szendwics NA 2.5 ppm 2.5-25 ppm ghadm
Moencklonahs ellenanyag
(401/21), fejlesztette a Wheat
Tepuel | Glutén gliadin . Research Unit of CSIRO, . _
o~ ) BIOKITS Gluten Assay Kit Tutenin frakeici Szendwvics jogmlajdenos: Vital 1 ppm ghitén B-30 ppm glutén
Dhagnostics, ill. lsd. Skemtt et.
al. 1989
e T Gliadin Soerduirs NA i 5-50) ppm pliadin
Neogen Alert for Gliadin Buza. 1o el NA NA é%lj?"ﬁgghluﬁ Ceak kimutatés
Morinaga MPEMG]. ].E%EE Lt Gliadin Soendvics Poliklonilis 078ngiml | 0,78-50 ng/ml bizafehéje

(N.A. az adat nem elérhetd)

3. Tablazat: Gliadin-meghatarozasara alkalmas ELISA Kitek [59-69]
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4.6.1.1.2 Lateral Flow Device

A gyorsvizsgalati modszerek olyan technikak, amelyek akkor alkalmazandok, ha egy
adott termékben, szervezetben, adott komponens jelenlétér6l mihamarabb meg szeretnének
bizonyosodni. Az élelmiszert eldallitd cégeknek a gyartasi folyamat soran folyamatos
feliigyelet alatt kell tartani, hogy a készitenddé termék a jogilag megszabott hatarértékeknek
megfelel6 mennyiségben tartalmazza-e a vizsgalandé komponenst.

Az elmult években a szilard fazisi immunanalitikai moédszerek szama jelentOsen
gyarapodott. A kidolgozott 1j modszereknek meg kell felelniiik bizonyos kdvetelményeknek, pl.
megfeleld specifikussag és érzékenység, egyszerli hasznalat és rovid iddigény.

A gyorsmodszerek fontos képviseldje a lateral flow device. Ezek a tesztcsikok gyors,
egyszer(, kvalitativ (kimutatdsi hatar 2,5-5 ppm) és szemikvantitativ meghatarozast tesznek
lehetévé. A tesztcsikot az extrahalt mintaoldatba helyezve 5 perc utan megsziiletik az
eredmény, hogy az adott komponenst tartalmazza-e a minta, legaldbb a kimutatdsi hatarnak
megfeleld mennyiségben. Az allergének detektdlasara ez a moddszer nyujtja a leggyorsabb
lehetdséget, ha csak az adott komponens jelenlétére kivancsiak. A minta allergén tartalmara a
szin intenzitas alapjan csak Osszehasonlitd vizsgalatokat végezhetnek (Pl.: az egyik minta

tobb allergént tartalmazott, mint a masik) [39,40].

4.6.1.1.3 Immunoblotting
Az immunoblotting szintén antigén-antitest komplex képzésén alapulo eljaras, bar

modszertana az ELISA-t6l eltérd. Az antitesttel valo inkubalést elvalsztastechnikai el6készitd
miveletek elézik meg. A blottoldsi moddszerek eldkészitési 1épése a vizsgalandd fehérje
extraktum fehérje komponenseinek szétvalasztasa (izoelektromos fokuszalassal, natrium-
dodecil szulfatos gélelektroforézissel, 2D elektroforézis). A kovetkezd 1épés soran a fizikailag
elvalasztott fehérjéket elektrotranszfer segitségével atvezetik a nitrocelluldz, polivinilidén
vagy poliészter membranra. A membrant az analitra specifikus ellenanyaggal inkubaljak, igy
kialakul az antigén-antitest komplex a primer antitesttel. A mosas utan a szekunder antitesttel
torténd inkubalas kovetkezik, ami altaldban radioaktivan vagy enzimes jelolt, igy
kolorimetrikus, kemilumineszcencian alapulé detektalas alkalmazhato.

A dot blotting esetében nincs elvalasztas, a mintdkat pontszerti foltként viszik fel egy
poliészter rétegre, melyre korabban az adott analitra specifikus ellenanyagot immobilizaltak.
A mintabdl a feliileti ellenanyaghoz kotdédott antigéneket egy masodik antitest segitségével

immunologiai Gton detektaljak.
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Szoveti (tissue) blotting: A dot-blothoz hasonld, de nincsen sziikség a ndvényi minta
homogenizalasara. A friss novénymintit egyszerlien rdnyomjak a membranra. Novényi

virologidban alkalmazzak [41].

4.6.1.1.4 RAST/EAST inhibicio
A radioallergoszorbens (RAST) és az enzim-allergoszorbens (EAST) inhibicids

tesztek olyan immunanalitikai modszerek, melyek az allergénre specifikus IgE ellenanyagot
emberi vérszérumbol hatarozzak meg. A moddszerek elve, hogy szilard hordozohoz rogzitett
allergénekhez kotddo specifikus IgE antitesteket mérnek egy jelolt ellenanyag segitségével.
Ezek az in vitro tesztek standardizalt modszerek, melyek megerdsitésiil szolgalnak a
paciensek élelmiszerrel szembeni érzékenységének diagnosztizdldsanal. Az élelmiszer
termékekben jelenlévd allergének azonositasa céljabol, a modszert modositottak. Az emberi
vérszérumot az élelmiszer-mintdbol szarmazo extraktummal eldinkubdljak, és az igy
megkotddott IgE antitesteket kimossdk, ami az IgE molekuldk felszini antigénhez vald

csokkent mértéki specifikus kotddését eredményezi [43,44].

4.6.1.1.5 Rakéta immunelektroforézis
A modszer alapja szintén az antigén-antitest kolcsonhatds. A minta fehérje

elektroforetikusan véandorol az immobilizalt antitest tartalma gélben. Ekvivalens
antigén/antitest aranynal az immun komplex kicsapodik, egy rakéta alakot létrehozva. A
rakéta fejében talalhato az antigén-antitest komplex f6tomege. Minél tobb antigén van jelen a
mintaban, annal tovabb tud vandorolni a gélben, tehat nagyobb rakétakat kapnak. Kvantitativ

moddszer mivel a rakéta alaku precipitdcids zona magassdga aranyos a minta fehérje-

crcr

4.6.1.1.6 Kettés immundiffiuzio (Ouchterlony modszer)
A el6z6hoz hasonloan modszer 1ényege az ekvivalens mennyiségben 1évd antigén-

antitest arany esetében 1étrejovo kicsapodas. Az antigén, és az antitest a gélkozegbe vagott
kiilonallé lyukakban helyezkedik el. Az antigén és az ellenanyag radidlisan az agarba
diffundal, és taldlkozasuknal alakul ki a precipitidcidos zona. A precipitacids zona lyukaktol
valo tavolsdga jellemzi az antigén ¢és az ellenanyag mennyiségi viszonyait. A modszer
antigének (fehérjék) oOsszehasonlitdsara alkalmas, példaul, hogy van-e kozOs epitopjuk,

rokonok-e [45].
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4.6.1.2 MS alapu fehérje meghatarozasi technikak

A tomegspektrometrias detektalas az elmult években meghataroz6 modszerré valt
szamos olyan analitikai teriileten, ahol a nagy szelektivitds mellett nagy érzékenységre is
szilkség van (orvos-biologiai analitika, gyogyszer analitikai, ¢lelmiszeranalitikai stb.
teriiletek) [49].

A tomegspektrometrias modszerek elvalasztas technikai elemekkel (pl.: HPLC, GC)
vannak kapcsolva. A kapcsolatot ionforrasokkal hidaljak at, amelyek az adott molekulakat
ionos allapotba hozzék. Ezek az ionok tomeg/toltés szerint az analizatorban szétvalnak, majd
detektalasra keriilnek [48,49].

A tomegspektrometrias modszer érzékenysége és a tOmeg-meghatirozas pontossaga
lehetdvé teszi marker peptidek kimutatasa altal élelmiszerallergének meghatarozasat. Jelenleg
is léteznek allergének (pl.:mogyordallergének, tejallergének, gliadin stb.) meghatarozasara
alkalmas tomegspektroszkopias modszerek, melyek érzékenysége az ELISA modszerével

Osszehasonlithato [50].

4.6.2 DNS meghatarozason alapulé médszerek
Az immunanalitikai és a tomegspektrometrids modszerek mellett az allergén

¢lelmiszer komponensek nyom-mennyiségben valdo kimutatdsdnak masik eszkéze a
fajspecifikus DNS kimutatasan alapuld polimeraz lancreakcio (PCR).

A PCR a DNS egy adott szakaszanak (egy nukleotid soranak) felsokszorositasara
alkalmazhato. Rovid 1d6 alatt korlatlan szdmt masolat készithetd ezzel a technikaval az adott
szakaszrol. Ehhez a folyamathoz sziikség van két specifikus (adott szakaszra specifikus)
inicialo oligonukleotidra (primerekre), a hdstabil DNS-polimeraz (pl.: Tag-polimeraz)
enzimre (az adott szal szintézisét végzé enzim), PCR pufferre, tovabba az 1j szalak
szintéziséhez sziikséges nukleotidokra [42,51].

A moédszer nagy hatranya, hogy az adott allergén fehérjét vagy annak egy részét
kodoldé DNS-t képes kimutatni, nem magat a fehérjét, igy csak kozvetett meghatarozasra
alkalmas. Lehetséges, hogy a fehérjét kodold szekvencia jelen van a DNS-ben, de nem

expresszalodik, igy fals pozitiv eredmény adddhat.

4.6.3 Specifikus problémak az allergénanalitika teriiletén
Az allergénanalitikaban immunanalitikai modszereket haszndlnak a nagyfoka

specifitasuk és érzékenységiik miatt.
Az immunanalitikai vizsgalatok soran problémat jelentenek az immunanalitikdban a

vizsgalt antigén epitopok illetve az Oket felismerd antitestek valtozatossaga, a kiilonféle
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¢lelmiszer feldolgozasok hatdsai az antigenitasra, illetve az immunanalitikai modszerek

validalasanak hianyossagai. A kovetkezOkben ezen problémékat részletesen ismertetem.

4.6.3.1 Epitopok és az ezekre specifikus antitestek valtozatossaga
Az ELISA modszerek és egyéb immunanalitikai tesztek érzékenységiik miatt a 6

meghatarozasi technikai a gluténmentes ¢lelmiszerek gliadin tartalmanak. Ezeket a teszteket
azonban kiilonb6z6 antitest-referencia anyag parositasokkal készitik és ettdl fliggéen azonos
mintabdl kiilonbozé glutén mennyiség kimutatdsara képesek. Egy tanulmany sordn 3 egér
antigliadin-antitest (2 kereskedelmi forgalomban kaphat6 (401.21, R5) és egy kisérletezéssel
készitett antitest (PN3)) reaktivitasat hasonlitottdk O0ssze 28 eurdpai buzafajtabol szdrmazod
gliadin referenciaanyag segitségével. A referencia fehérjéket CY3 fluoreszcens festékkel
jelolték. 2D elektroforézissel szeparaltak dket, majd polivinilidén-fluorid membranra vitték 4t
elektrotranszfer segitségével. Ezt kdvetden egyenként inkubdltdk az elsddleges antigliadin
antitestekkel. A képz6dott antigén-antitest komplexeket anti- egér antitestekkel detektaltak,
amelyeket eldtte CY5 fluoreszcens festékkel jeloltek. Ezzel a modszerrel lehetové valik, hogy
a referencia fehérjék (CY3) a megfeleld antitesttel reagalod fehérjék (CY5) mellett egyszerre
lathatoak legyenek (13. abra) [32,46].
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13. abra: a) a mintaban jelenlévé osszes fehérje CY3 fluoreszcens festékkel jelolve, b) 401.21 antitesttel
inkubalt membran, ¢) PN3 antitesttel inkubalt membran d)RS antitesttel inkubalt membran [46]

A 3 kiilonb6z6 vizsgalt antitestnek kiilonbozd a reaktivitasa a referencia gliadinhoz.
Az R5 és PN3 antitestek foleg a gliadin frakcidval reagaltak, mig a 401.21 antitest inkdbb
nagy molekulatomegii gluteninekkel [32,46].
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Annak ellenére, hogy ezek az antitestek koztudottan hasonlé aminosav szekvenciakkal
kapcsolodnak, mégis kiilonboz6é fehérjefrakciokkal reagaltak. Ebbdl az is megallapithato,
hogy egy adott antitest nem feltétleniil egy adott fehérjeszekvenciara specifikus, hanem
kiilonbozo fehérjék egy adott epitdpjara vagy annak olyan mértékben modosult valtozatara,
amire még az antitest kotni tud [46].

Lathato a fehérje alegységek relativ reakcioképessége a kiilonboz6 antitestekkel, igy
megmagyarazhatd, hogy a kiilonb6zd antitestekkel késziilt ELISA kitek miért adnak mas
glutén mennyiséget ugyanarra a mintara. A glutén kiilonbozd egyedi fehérjék heterogén
keveréke, ezért a detektalt gluténmennyiség nagyban fiigg az antitest specifitasatol, melynek
jol definialtnak és reprezentativnak kell lennie [46].

Uj kutatasok kimutattdk, hogy a glutenin coliakiat kivalto epitopot is hordoz, mivel a
gliadin és glutenin Osszetétel blizanként valtozik, ) kutatdsok téméja a gliadin és glutenin
egyéni mennyiségi kimutatasa. A 401.21 monoklonalis antitest a HMW-glutenin egységekhez
kot erésen, ezért a glutenin detektalds antitestje lehet, mig a masik két antitest a PN3 és RS
foleg gliadinhoz kot ezért a gliadiné lehet. Az antitest keverékek, melyek tartalmaznak gliadin
¢és glutenint is hasonld hatékonysaggal felismerd tagokat, jol definialt referenciaanyaggal
parositva, lehetnek a gluténmentes élelmiszerek glutén tartalmanak megbizhat6 kimutatasanak
alapjai [32, 46].

A betegek biztonsaga ¢és a jogi szabalyozasok betarthatosaganak érdekében fontos az
analitikai modszerek alacsony kimutatasi hatara, amelyet nehéz biztositani a nagy mértékii

epitdp ¢és antitest variabilitds miatt [46].

4.6.3.2 Elelmiszer feldolgozas hatasai az allergenitast Kivalté
komponensekre

Az ¢élelmiszerallergén fehérjék stabilitdsdban, az élelmiszerek feldolgozéssal és az
emésztéssel szembeni rezisztencidjadban fontos szerepet jatszik a fehérjeszerkezet. Az
¢élelmiszerek feldolgozasa kiilonb6zo célbdl torténhet: az élelmiszerek mindségének novelése,
iz- és aromajavitds, a kiils0 megjelenés €s a textlra valtoztatisa, elOkészitése mas
élelmiszerekhez torténd keveréshez, illetve az eltarthatosdgi id6 meghosszabbitdsa. A
kiilonboz6 fizikai (melegités, mikropartikulacid, ultrasziirés, sugarzas) és kémiai eljarasok
(proteolizis, fermentacid) erdsen befolyasolhatjak a fehérjék strukturajat, ennél fogva az
allergenitasukat, antigenitasukat, valamint immunologiai tesztekkel torténd
detektalhatosagukat. Az élelmiszertdl és az alkalmazott eljarastol fliggéen csokkenhet, illetve

ndhet is egyes élelmiszerek allergenitasa [52].
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Az egyes kezelések kiilonb6z6 modon hatnak az epitopokra, igy indokolt az egyes
keze-léseket koriiltekintéssel figyelembe venni, ha az allergén-stabilitast vizsgaljuk. A
fehérjeszer-kezetben torténd valtozds vezethet az epitdp destrukcidjahoz, modosulasahoz,
maszkirozasa-hoz, vagy nem-maszkirozasahoz, ezaltal csokkentheti, novelheti vagy
valtozatlanul hagyhatja az allergenitast. Olyan moddosulasok, melyek a polipeptidlanc
els6dleges szerkezetét valtoztatjak meg - foszforilacio, glikolizacid, proteolizis- 0 epitdpok
megjelenését okozhatjak, melynek eredményeként neoantigének alakulhatnak ki. Részben ez
magyarazhatja, miért van az, hogy néhany ember toleralni tudja a feldolgozatlan €lelmiszert
vagy élelmiszer-Gsszetevot, mig a feldolgozottat nem [52,53].

A konformaciods epitopok denaturacido hatasara elvesznek. Ezen epitopok sokkal
érzékenyebbek a feldolgozas indukalta destrukciora, mint a linearis epitopok az azonos aller-
gén feliiletén. A linearis epitdpok nagyobb valdsziniiséggel valtoznak meg hidrolizalt allapot-
ban. Az allergids reakciot indukald epitopok természete és megfeleld klinikai tiinetek kozotti
kapcsolat azonban még nem ismert. A kapcsolat megértése dontd fontossagu lehet az allergé-

nek allergenitasanak csékkentésében vagy eliminalasaban [52,53].

4.6.3.2.1 Hokezelés

A hokezelést az ¢lelmiszerek mindségének ndvelésére, a kiils6 megjelenés, a textura,
az aroma ¢€s az iz javitdsara, valamint a tapérték novelésére €s az emészthetdség javitasara
hasznaljak. A legtobb élelmiszer esetében a hokezelés - mely lehet szaritas, siités, porkolés,
forralas vagy mikrohullamu kezelés- sziikséges és elkeriilhetetlen [52].

A fizikai-kémiai behatas okozta valtozas jellege és mértéke a fehérje strukturajaban és
funkcionalitasaban fligg a fehérje jellemzditdl, az alkalmazott hdmérséklettdl, a hokezelés
idotartamatol és a kornyezettdl (pl. pH-tol vagy egyéb reaktiv sszetevd jelenlététol) [52].

A tercier szerkezet elvesztése létrehozhat uj allergids reakciot kivaltd epitdopokat, pl.
felfedhet korabban rejtett strukturakat, valamint megsemmisithet 1étez6 epitopokat. A
masodlagos szerkezet elvesztése 55-70 °C kozott kovetkezik be, majd a diszulfidktések
hasadnak fel 70-80 °C kozotti hémérsékleten. Uj intra/intermolekularis kolcsonhatédsok
alakulnak ki, valamint diszulfidkotések rendez6dnek at 80-90 °C-nal, és aggregatumok jonnek
létre 90-100 °C kozott. Ezen fizikai atalakuldsokon kiviil a fehérje kémiai modosulasa is

bekovetkezhet magas homérsékleten (100-125 °C). Az egyik legfontosabb reakci6 a fehérje
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aminocsoportjainak cukrokkal torténd reakcioja (Maillard-reakcid). Azonban nem tisztazott a
kapcsolat a fehérje szerkezete és az allergenitasa kozott [52,54].

A melegités a fehérjék egyéb kovalens modosuldsat is okozhatja, mely hozzajarulhat
az antigenitds megvaltozasahoz. Lejatszodhat oxidaz reakcioja lipiddel, direkt oxidacio és az
aszparagin dezaminaldsa. Polifenolokkal torténd reakcid Ilényeges ¢€s megjosolhatatlan
valtozasokat okozhat a fehérjeszerkezetben [52].

A hékezelés csokkentheti a célfehérje oldhatosagat, mely csokkenti az allergenitasat és
az antigenitasat egyes ¢lelmiszerekben, valamint az oldhatd protein extrahalhatosagat, mely
az allergiat kivalto élelmiszer-osszetevd detektalhatosaganak alapja [52].

Nincs altalanos szabaly a hokezelés allergenitasra gyakorolt hatasat illetéen. Bizonyos
allergias reakciot kivaltd élelmiszer hdstabil (pl. tej, tojas, hal, mogyor6 és a beldlik késziilt
termékek), mig masok részben stabil (pl. szojabab, gabonafélék, zeller és termékeik) vagy

labilis (pl. gyiimdlcs, rozsafélék csaladja, répa) fehérjéket tartalmaznak [52,53,54].

4.6.3.2.2 Proteolitikus kezelés
A proteolizist szintén sokat tanulmanyoztdk az élelmiszerek allergenitasanak

csOkkentésének felhasznalasa céljabol. A proteolitikus eljards a fehérjék enzimatikus
emésztésén alapul, mely az allergias reakciot kivaltd epitépok szerkezetének szétesését
okozhatja. Feltéve, hogy az allergizalo epitop szerkezete ismert, és rendelkezésre all egy
specifikus protedz az epitop szelektiv tdmaddsara, akkor a proteolizis alkalmazhaté egyes
¢lelmiszerek potencialis allergén hatasanak csokkentésére és megsziintetésére [52].

Az ¢lelmiszerallergének legnagyobb része a béltraktuson keresztiil érzékenyit, igy
ezen okbdl az emészthetdség €s a bélfal permeabilitasa figyelembevétele kulcsfaktor, melyek
hatassal lehetnek a potencialis allergén jellegre. Masrészt az allergének relativ mennyiségét is
figyelembe kell venni az élelmiszerben a szerkezeti stabilitassal egyiitt, ugyanis ez hatassal
lehet az allergén d6zis emésztéssel szembeni rezisztencidjara. A vizsgalt paraméterek befolya-
soljak a pepszinolizist. A fehérjék potencialis allergén jellegének vizsgdlatakor ez is fontos
faktor, mivel a protein stabilitdsa fligg az alkalmazott kisérleti koriilményektdl: pH,
pepszin/fehérje arany, a pepszin tisztasaga ¢és a detektalasi modszer. Az egyes allergén
fehérjék pepszines emésztéssel szembeni érzékenysége lényegesen megvaltozhat, ha
kiilonb6zé in vitro tanulmanyokat Osszehasonlitunk. A pepszin aktivitdsdnak optimuma

relativ széles pH tartomanyban mozog: 1,2 és 3,5 kdzott [55].
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4.6.3.2.3 Sugarzas

Gammasugarzast széles korben  alkalmaznak  élelmiszerek  tartossaganak
meghosszabbitasara, kiilondsen fiiszernovények és tea esetében. A gamma sugarzas
alkalmazésa kiilonb6z6é dozisban képes inaktivalni mikrobdkat és enzimeket. A fehérjékben,
melyek sugarzasnak vannak kitéve, kiilonboz6 strukturalis valtozasok kdvetkeznek be, mint
példaul aggregécid, fragmentacid, aminosavak modosulasa, melyek a fehérje oldhatosagat,
masodlagos €és negyed-leges szerkezetét és az immunreaktivitasat is befolyasoljak. Egyes
esetekben a sugarzas noveli a fehérje allergenitasat, ami valosziniileg epitopok felfedésének

eredményeként torténik [52].

4.6.3.2.4 Genetikai modositas
A rekombinans DNS technolégia egy kivételes lehetdséget nyujt a specifikus

allergének szintjének csokkentésére. Azonban akaratlan kovetkezmény lehet 0j allergének
bekeriilése az 1) ¢élelmiszerekbe. A genetikai mérndki munka megprobalja szelektiven
kontrollalni egy vagy tobb specifikus fehérje expressziojat DNS szegmens beillesztésével
stratégiat, melynek alapja, hogy az antisense mRNS kotédik a megfelel nativ mRNS-hez, ily
mddon meggatolja a kodolt polipeptid vagy fehérje szintézisét. A masik megkozelités,
specifikus egyoldali mutacid, mely csak egy aminosav cseréjét okozza az expresszalt
fehérjében. Ez a modositas megfelelden lerombolja a linearis epitdpot anélkiil, hogy a fehérje

jellemz6i, vagy a konformacios epitop strukturalis integritasa megvaltozna [52].

4.6.3.2.5 Elelmiszermatrixok hatdsa. Kolcsonhatds mas élelmiszer-osszetevikkel
A fehérje hidratacios allapota, proteaz inhibitor és mas matrixhatas is hozzajarulhat a

fehérje azon képességéhez, hogy elérje az aktiv immunmintavétel helyét a bélrendszer nyal-
kahartyajaban, ezaltal befolyasolhatja potencialis allergenitasat. Egy tanulmény szerint az
¢lelmiszermatrix kritikus hatdssal van az allergén fehérjék hozzaférhetOségére. Masrészt
egyes allergén fehérjék érzékenysége a proteolizissel szemben valtozast mutatott a
feldolgozas eredményeként, mely emellett kolcsonhatasokat eredményezhet az allergének és
mas élelmiszer-osszetevok, foleg lipidek és poliszacharidok kozott. A B-laktoglobulin
érzékenységét a proteolizissel Sszemben- tripszinnel és kimotripszinnel végrehajtva-
egyértelmiien csokkentette a poliszacharidok jelenléte, mint példaul a pektin, gumiardbikum
¢s a xilan. Ennek oka valoszinlileg a fehérje/poliszacharid keverékben a kiilonb6zd

molekulafajtak kozotti nem specifikus kolcsonhatasok fennallasa [55].
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4.6.4 A validalas és annak hianyossagai az allergénanalitikaban
A modszervalidalas olyan eljards, mely sordn megfogalmazzuk az analitikai feladat

kovetelményeit ¢€s igazoljuk, hogy a vizsgalt modszer rendelkezik azokkal a

teljesitményjellemzdkkel, melyeket az adott alkalmazas megkdvetel. A validalas soran tehat a

modszeralkalmassag (Fit for Purpose) komplex értékelése torténik. A teljesitményjellemzok,

kimutatasi hatar, meghatdrozasi hatar, mérési tartomany, linearis tartomany, érzékenység,

pontossag, precizitas, mérési bizonytalansag, robosztussag [56,57].

A validalas soran tehat a moddszeralkalmassag (Fitness for Purpose) komplex
értekelése torténik. Egy laboratériumnak érvényesiteni kell: a nem szabvanyos mddszereket; a
laboratérium sajat modszereit; az alkalmazasi teriiletiikon tilmend szabvany modszereket; a
szabvanyos modszerek kibdvitéseit, modositasait. A validalasi folyamat minden 1épését
dokumentalni kell [56].

A validalasi folyamat:

% Az els6 1épés kisérletileg bizonyitani, hogy a modszer ,,statisztikai kontroll alatt™ all.

Ehhez a kovetkezd feltételeknek kell teljesiilnie:

e A mérések atlagértékei hossztu idon keresztiil allandok, mind alacsony, mind

magas koncentracidértékeknél.

e A pontossag az adott célnak megfeleld.

e A pontossag allando.

e Minden egyéb teljesitményjellemzd allando.

e Ezeknek a feltételeknek nemcsak a kalibraciés mintdk mérése soran kell

fennallniuk, hanem az analit mintamatrix vizsgélatakor is.

s Ezutan kovetkezik a méasodik szakasz ami a célnak megfeleld helyesség igazolasa. Ez
a koltségesebb szakasza a validalasnak, mivel mas laboratoriumokat is be kell vonni a
vizsgalatokba, illetve mar validalt modszerekkel kell igazolni validdland6 moédszer
helyességét [56].

Barmilyen modszert is hasznalunk az allergén élelmiszer komponensek analizalasara,
biztosnak kell lennie annak, hogy a mérési eredmények megbizhatoak és relevansak a vizsgalt
¢lelmiszerben lehetségesen jelen 1€vo allergén fehérje mennyiségi meghatarozasahoz.

Jelenleg altalanosan elfogadott az, hogy az analitikai mindségbiztositas (AQA) harom
fo6 elven alapszik, azaz a validalt modszerek, referenciaanyagok ¢és jartassagi vizsgalatok
szisztematikus hasznalatan. Ennél fogva altaldnos eldfeltétele barmely mindségbiztositasi

rendszer 1étrehozasanak a referencia modszerek és referenciaanyagok elérhetésége [58].
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Az allergén-meghatarozasi modszerek validalasanak hianyossagai:

» A modszerek fejlesztését kiillonbozo antitest-referenciaanyag parositassal végzik, igy
eltérok lehetnek a kiilonboz6é modszerekkel kapott eredmények (eltérd validalési
protokollnak felelnek meg), tovabba a mérésekhez hasznalt ellenanyagok ismeretlenek
(nem tudjuk mely epitépokkal reagalnak) és a kalibralo anyagok pontos fehérje
Osszetétele sincs megadva

» Nincs megfeleld rendelkezésre allo referencia modszer (pl.: HPLC, PCR) sem, amely
tanUsitand az allergén analitikai modszeriink helyességét

» Az allergén fehérjék és azok allergenitast kivalto epitopjai szerkezetileg nem teljesen
ismertek, tovabba kiilonboz6 fajokban és eltérd foldrajzi teriiletekrdl szarmazo
egyedek fehérje frakcioi kiilonbozhetnek, igy kérdésesek a referenciaként hasznalhato
megfeleld fehérje fragmens(ek)

» Az el6z6bol adodik, hogy nincs egységesen homogén (sarzson beliil, sarzsok kozott),
stabil (kiillonb6zd hémérsékleten, eltérd ideig) referencia anyag, amely segitségével
Osszehasonlithatnank a kiilonb6zé modszereket

» A fizikai (hémérséklet, nyomas, sugarzas stb) és kémia (proteolitikus) hatasoknak
kitett fehérjék oldhatosaga, reaktivitdsa csOkkenhet, igy a referencia anyagot is
hasonloan kell kezelni

» Az allergének kolcsonhatasba léphetnek a minta matrix komponenseivel (pl.:
polifenolok), igy a referencia anyagnak is hasonldé mintamatrixban kell lennie [58]
Ezen problémak megoldasara az AOAC a MoniQA projekttel kozdsen létrehozott egy

1z .

célozza [47].

4.7 Az immunanalitikai problémak részleges megoldasara a
tanszéken végzett korabbi kutatomunka ismertetése
A fenti attekintésbol lathato, hogy az allergiat, intoleranciat okozo

¢lelmiszerkomponenseknek ¢€lelmiszerbiztonsag, egészségvédelem szempontjabdl torténd
kézbentartasanak jelenleg tobb gyenge pontja is van. A jelenleg rendelkezésre allo, elsésorban
immunanalitikai modszereken alapuld, sorozatvizsgalati tesztek az emlitett hibaforrasokat
nem, vagy csak részlegesen tudjak figyelembe venni, ezért megbizhatdésaguk korlatozott.

A korabbi kutatds szerint a fentick tudomanyos igényili tisztazasa olyan
referenciaanyag segitségével lehetséges, mely kontrollalt Osszetételii, elére meghatarozott

allergéntartalmt, de a valddi élelmiszerek fizikai-kémiai tulajdonsagait megkozelitd, un.
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realis modellmatrix. Ez esetben ugyanis nem csak a valtozasok mértékének meghatarozasara,
hanem azok értelmezésére is lehetdségiink adodik.

Az allergénanalitikdban jelenleg rutinmodszerként az ELISA teszteket hasznaljak.
Szamos gyartd készit allergének kimutatdsara ¢s meghatarozasara alkalmas ELISA
modszereket. Ezen kitek ugyanarra a célra késziiltek, mégis kiilonbozoé antitesteket
hasznalhatnak és a mintaeldkészités modszertana is eltérd lehet. Joggal meriilt fel a kérdés,
hogy vajon ugyanarra a mintara ugyanazt az analitikai jelet szolgaltatjak-e.

Ennek megfelelden korabbi kutatas célkitlizései a kovetkezok voltak:

e Olyan referenciaanyag fejlesztése, mely redlis ¢élelmiszermatrixban, deklaralt
mennyiségben tartalmaz gliadin fehérjét.

e A jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphato gliadin kimutatasara és
meghatarozasara alkalmas ELISA tesztek Osszehasonlitasa a  kifejlesztett
referenciaanyaggal.

e Az ¢lelmiszer feldolgozasi folyamatok (jelen esetben a tésztakészités és siités)
hatasanak vizsgalata a mérheté allergén fehérje tartalomra a kidolgozott

modelltermékben [43].

4.7.1 A vizsgalataimhoz sziukséges korabbi eredmények 6sszegzése
Az alkalmazott hét ELISA modszer mindegyike gliadintartalom ¢élelmiszerekben

torténd kimutatdsara és meghatarozasara késziilt. Az eredmények alapjan, a tesztek mind
pontossdg, mind precizitds szempontjabol valtozatos eredményeket szolgaltatnak. A
meg, igy mind a fogyasztok, mind pedig az élelmiszer gyartok szempontjabol fontos, hogy
ezekben a koncentraciotartomanyokban a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA tesztek
megbizhaté eredményekkel tudjanak szolgilni. Elelmiszerbiztonsagi szempontbél tehat
lényeges kérdés, hogy az eredmények valtozatossaganak hatterében milyen tényezdk
allhatnak.

A referenciaanyag kifejlesztésére és vizsgalatara, olyan kisérleti modszertant
alkalmaztak, ahol az analitikai modszerek egyes jellemzdinek meghatdrozasa soran a
mintamatrix eldallitasi folyamatatol €s tulajdonsagaitdl fliggd hatdsokat is azonositani és
jellemezni tudtak. Sikertiilt gliadin tartalom szempontjabol homogén terméket eldallitani.

A tésztakészités soran az porkeverékhez adagolt margarin komplexet képezhet az
allergén fehérjékkel. Ez esetben egyrészt csokkenhet a fehérje oldhatdsaga, illetve a zsiros

fazis jelenléte miatt a mintaelokészités soran alkalmazott extrakcids modszer alkalmatlanna
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valhat a teljes allergén fehérjetartalom kinyerésére. Emellett a kdlcsonhatas modosithatja az
allergén molekulék antitesthez valé affinitésat. Igy az analitikai modszerrel kimutatott fehérje-
koncentracié kisebb lehet a valddi értéknél. Mindezek alapjan jelenleg nem vilagos, hogy a
mért koncentracio csokkenés valodi vagy csak latszolagos, illetve fontos kérdés, hogy az igy
megvaltozott szerkezetli allergén fehérje immunrendszerre gyakorolt hatasa valtozott-e, és ha
igen, milyen mértékben.

A siités, mint hokezeléssel egylitt jard technologia az el6z6nél is tobbréti €s hatdsaban
is jelentdsebb problémakor kezelését teszi sziikségessé.

A siitott termékekben bekdvetkezett hddenaturdcié okozhat oldhatdsagi nehézségeket,
valamint modosithatja a fehérjék bioldgiai funkciojat is. Ezen funkcid valtozds maga utan
vonhatja az immunaktivitdsanak valtozasat is. A megvaltozott allergén szerkezet modosithatja
a fehérje antitesthez valdo kotddését is. Emiatt vizsgélni kell az alkalmazott moddszer
immunanalitikai korlatait és megoldast kell talalni ezen korlatok feloldasara, hogy valoban azt
a teljes fehérje mennyiséget mérhessiik, ami az immunrendszerben valaszreakciot valthat ki.

Az allergén fehérjék denaturacidja, illetve matrixba valo beépiilése gondot jelenthet a
mintael6készités soran. A nativ fehérjékre kidolgozott extrakcids modszer a matrixhatas miatt
alkalmatlannd vélhat. Az azonban, hogy a fehérje frakcido nem extrahalhato, nem feltétleniil
jelenti azt, hogy megvaltozik az allergén aktivitasa. Ennek vizsgalata élelmiszerbiztonsagi
szempontbol lényeges kérdés, mivel az extrakcid okozta mérési hiba elérheti akar az egy
nagysagrendnyi koncentracié kiilonbséget, ami az colidkiaban szenvedd betegek szamara
kritikus lehet.

Ezek az informécidok olyan értelemben mindenképpen Osszefliggenek, hogy a
mintamatrix tulajdonsdgai bizonyitott modon és mértékben befolyasoljadk az egyébként
kereskedelmi forgalomban kaphaté immunanalitikai kitek altal szolgaltatott eredményeket.
Azonban a kapott eredmények jellege lehetdséget ad a jelenségek mogotti folyamatok
értelmezéséhez is. Ezek megértése és a hatdsok jellemzése egyiittesen sziikséges ahhoz, hogy
a modszerfejlesztések iranyait kijeldljiik. Ugyanakkor a jelenleg rendelkezésre allo modszerek
bizonytalansadgainak azonositasa hatassal kell, hogy legyen a szabalyalkotok, az ellendrzéssel,
a fejlesztéssel foglalkozok, s6t az orvosi diagnosztikaval foglalkozo szakemberek munkajara,
gondolkodéasara is. Az élelmiszer allergénekre vonatkozo jelolési kotelezettség célja
egyértelmii és messzemenden tamogatandd: az ilyen rendellenességtdl szenvedd emberek
védelme. Masrészrdl viszont, ha a modszerek a munkdjuk soran bemutatott eltérések, hibak
kezelésére nem lesznek alkalmasak, sem gyartd, sem fogyasztd, sem hatosag kezében nem

lesz eszkoz allitasanak igazolasara, végsd soron pedig a fogyasztok védelmére. Amennyiben
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illetve amig az analitikai mddszerek korlatai nem teszik lehetové a hatarértékek megbizhato
ellendrzését, megfontolandd lehetne a szabalyozas igazitdsa ennek figyelembevételével. A
jelen munkajukban azonositott fehérjedenaturaciobol adodé egyértelmii fehérjekoncentracio
csokkenés okainak feltardsaval, magyarazataval lesz lehet0ség a mintamatrix tipusokra
vonatkozés dedikalt mintaelOkészitési eljaras kidolgozasa. Ugyancsak a fehérjedenaturéacio
jellegének azonositasa sziikséges ahhoz, hogy az immunanalitikai médszerek felhasznalasi
korlatait meghatdrozzak. Ha ugyanis a hddenaturdcié immunaktivitds valtozast okoz a
meghatarozand6 komponensekben, ilyen tipusi mintamatrixokban torténd alkalmazasa erdsen
megkérddjelezhetd. Ennél is tdvolabbi teriiletre mutat az a kérdés, hogy ha valdban az aktiv
csoportokban torténik konformaciovaltozas, akkor ez hogyan valtoztatja meg a szervezetben

az immunvalaszok kialakulasat és lefolyasat [43].

4.8 A korabbi kutatomunka folytatasa, célkitiizések
A munkat folytattam azzal, hogy vizsgaltam a fentebbi homogén referenciaanyagok

stabilitsat. Ezzel gyakorlatot és szemléletet szereztem munkam f6 teriiletéhez, a teljes lisztet —
és igy sikérkomplexet, nem csak gliadint tartalmazo referenciaanyag fejlesztéséhez.

Az allergén forrasat mar egy tanUsitvannyal rendelkezd standard liszt biztositotta.
Munkam tovabbi célkitlizései ezzel a liszttel késziilt modelltermékek vizsgalataval fliggnek
0ssze, amelyek:

e A standard liszttel 10 és 50 ppm elméleti gliadin koncentraci6ji modelltermékek
eléallitasa

e FEzen mintdk homogenitasanak, visszanyerésének igazolasa

e Stabilitas vizsgalatainak megkezdése

e A kiilonboz6 feldolgozottsagi szintli mintdk (porkeverék, tészta, siitemény)
gliadintartalménak immunanalitikai mddszerek altali meghatdrozasra gyakorolt hatasa

e [lletve a gliadin izoldtummal késziilt mintdknal alkalmazott hasonld modszerek
eredményeinek Osszevetése (két fajta ELISA kit), erre a modelltermékre kapott

eredményekkel, szemléltetve a lisztben jelen 1évo kiséré komponensek hatasat a

gliadintartalom analitikai mennyiségi meghatarozéaséara

e Tovabba a két kit altal szolgaltatott eredmények kozotti Osszefliggések, tendencidk

keresése
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5 Anyagok és médszerek

5.1 Kisérletterv
Elére meghatarozott kisérletterv szerint az irodalmi részben emlitett problémak

megoldasara egy korabbi kutatasban fejlesztett gliadin tartalmi referenciaanyag jelolt
(késobbiekben modelltermék) tovabbi vizsgalatait végeztem, amelyek hatassal lehetnek a
referenciaanyagként valo alkalmazhatésagra [72]. A vizsgalt tulajdonsagok: a modelltermék
stabilitdsa, az alkalmazott gliadin forras eredetének hatésa, illetve a feldolgozas hatasa az
analitikai eredményekre. Ezeket kétféle kereskedelmi forgalomban kaphato, gliadin
meghatarozasra alkalmas ELISA moddszer (R-Biopharm, Romer Labs) hasznalataval
vizsgaltam.

A fentebb emlitett vizsgélatokhoz, a korabbi kutatashoz hasonlé modon készitettem 11j
tipusu modelltermékeket is. A valtoztatas a gliadin forras eredetében tortént, régebben gliadin
izolatum volt, mig az altalam készitetteknél standard lisztet alkalmaztam. Igy vizsgalhattam,
hogy a gliadin tartalom immunanalitikai meghatarozasara hatassal van-e a standard lisztben
jelen 1évo tobbi komponens.

A munkam soran 0, 10 és 50 ppm gliadintartalommal rendelkezé modelltermékeket
allitottam eld. Az eldallitasuk vazlatat illetve az utdna kovetkezé 1épéseket a 14. abran

szemléltetem. Részletesebb ismertetésiik a kovetkezd alfejezetekben talalhato.

[ Porkeverékelr lkészitéze ]

Teszta dagasrtasa,
myijtasa, szaggatasa

Mwvers tészta sttése MNvers tészta fagyasztva
(120°C, 16 perc)h szaritasa
e T
Ifintawetel

Mintaelékészités
(drlés, extralocid)

ELISA

Eredményel statisztikal
ertéleléze

14. abra: Kisérletterv
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Az alkalmazott ELISA kitek:

R-Biopharm — RIDASCREEN Gliadin (Art. No.: R7001)
Romer Labs — AgraQuant Gluten Assay (Order #: COKAL0248)

A kiilonb6z6 mintdkbol a statisztikai kiértékeléshez megfeleld szama parhuzamos

mérést (2 és 9 kozott) végeztem ezen kitekkel, amelyeknek tervezett felosztasat a 4. €s 5.

tablazatban foglalom 6ssze. Ezen tdblazatok a szilikséges higitasokat is tartalmazzak az egyes

mintafélékre, amelyeket ugy hataroztam meg, hogy a mérési adatok a kalibracios gorbe

lineéris tartoméanyéba essenek.

Standard liszttel késziilt R-Biopharm Romer Labs
modelltermékek Parhuzamosok szima | Higitas | PArhuzamosok szima | Higitas
0 ppm porkeverék 2 1X 2 1X
0 ppm liofilezett tészta 2 1X 2 1X
0 ppm siitemény 2 1X 2 1X
10 ppm porkeverék 4 1X 4 2X
10 ppm liofilezett tészta 3) 1X 5) 2X
10 ppm siitemény 6 1X 7 2X
50 ppm porkeverék 4 95X 4 10X
50 ppm liofilezett tészta 3) 95X 5 10X
50 ppm siitemény 6 oX 7 10X
4. Tablazat: A standard liszttel késziilt mintak felosztasa és higitasa a két kiten
Gliadin izolatummal R-Biopharm Romer Labs
késziilt modelltermékek |Parhuzamosok szima| Higitds | PArhuzamosok szima | Higitas
0 ppm porkeverék 2 1X 0
0 ppm liofilezett tészta 2 1X 0
0 ppm siitemény 2 1X 2 1X
10 ppm porkeverék 4 1X 0
10 ppm liofilezett tészta 5 1X 9 1X
10 ppm siitemény 6 1X 9 1X
50 ppm porkeverék 4 5X 0
50 ppm liofilezett tészta 5 5X 9 5X
50 ppm siitemény 6 5X 9 5X

5. Tablazat: A gliadin izolatummal késziilt mintak felosztasa és higitasa a két kiten

Mivel a kétféle modszer esetében a standardek szadma eltérd volt, igy a mintdkbol

kiilonbozé szamu parhuzamos mérést végeztem. Tovabba a gliadin izoladtummal késziilt

modelltermék egyes mintaibol nem volt elegendd, igy a Romer Labs kittel végzett méréseket

azoknal nem végeztem el. A mintdk plate-re torténd felhelyezése randomizalt modon,

sorsoléssal tortént. A standardek helyei a két kit esetében a 6. és 7. tdblazatban lathatok a
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sarga cellakban feltiintetve a koncentraciokkal. A tobbi cellaban 1év6 szamok altal jeldlt

mintak a 4. mellékletben tekinthet6k meg.

ROMER
LABS 1 2 3 4 5
A 26 37 0 ppm 28 9
B 24 40 ppm 25 14 30 16
C 22 31 36 33 20 29
D 120 ppm 32 35 34 120 ppm 6
E 17 0 ppm 23 19 38 4 ppm
F 27 40 ppm 15 11 4ppm | 12 ppm
G 10 8 13 18 12 21
H 7 12 ppm 1 2 4 5
6. Tablazat: Romer Labs standardek helye a plate-en
R-BIOPHARM 1 2 3 4
A 26 0 ppb 10 ppb 28
B 24 40 ppb 25 14 30 16
C 22 31 36 33 20 29
D 80 ppb 32 35 34 0 ppb 6
E 17 5 ppb 23 19 5 ppb 10 ppb
F 27 80 ppb 15 11 20 ppb | 40 ppb
G 10 8 13 18 12 21
H 7 20 ppb 1 2 4 5

7. Tablazat: R-Biopharm standardek helye a plate-en

Azért hasznaltam a mintdk és a standardek esetében is random elhelyezést, hogy
teszteljem a modszerek sajat bizonytalansagat. Ha a parhuzamosokat kiilonb6z0 tesztcsikokra
helyezem, akkor az statisztikailag reprezentativabb eredményt ad, mintha egymas mellett

lennének.

Osszefoglalva tehat a modelltermékekkel kapcsolatos immunanalitikai vizsgalatok {6
pontjai, amelyek eredményeit statisztikai modszerekkel értékeltem:
o Az eldzbéekben emlitett mintdk stabilitasdnak vizsgalatait elvégeztem.
e Az izolalt gliadinnal és a standard liszttel késziilt modelltermékekben a mérhetd
gliadin tartalmat 6sszehasonlitottam.

o A feldolgozasi folyamatok egyes Iépéseinek analitikai eredményekre gyakorolt

crer
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50 ppm) porkeverékekbdl (recept szerinti szaraz komponensek+ a 10 és 50 ppm
esetében a sziikséges allergén komponens) a liofilizalt tésztakbol, illetve a
stiteményekbdl is (14. abra).

o Végill a kétféle kereskedelmi forgalomban kaphatdé ELISA kit altal szolgéltatott
eredmények Osszevetésére is lehetdségem adodott.

Ezek részletes ismertetésére az Eredmények és értékelés fejezetben keriil sor.

5.2 A modelltermék
A modelltermék elballitasanak alapjat egy Scaravelli és munkatarsai altal kidolgozott

recept képezte [71]. Jelen kisérletekhez egy alapvetd valtoztatast végeztem a receptben: a
buzalisztet gluténmentes lisztre illetve az adott gliadin forrasra (gliadin izolatum, standard

liszt) cseréltem.

5.2.1 A modelltermék elkészitéséhez szilkséges hozzavalok
Liszt — Gluténmentes lisztkeverék Mix C (Schér), 1 kg

Porcukor — Mesterkonyha (SALT-IMAGE Kft.), 500 g

S6 — Vakuum s6 (PRO-TEAM Kht.), 1 kg

Szbddabikarbona — Horvath Rozi étkezési (R-Coop 3 Kft.), 50 g
Margarin — Tejmentes, 80 %-0s (Accento), 5 kg

Viz

YV V. V V V V V

Gliadin forras:
o kisérleti gliadin izolatum (BOKU)
o standard buzaliszt (Gabona-labor Kft.)

5.2.2 A modelltermék készitéshez sziikséges gliadin forras el6készitése
A gliadin izolatummal készitett modellterméket Adonyi Zsanett készitette, amelynek

részletes ismertetése a 2010-es TDK dolgozataban megtalalhatd [72]. Ezen termékbdl

szarmazo6 mintakat a vizsgalataimhoz felhasznaltam.
A standard liszt sziikséges vizsgélatai a modelltermékek készitéséhez:

e Szabvany szerint, tobb parhuzamos méréssel, sikérmosod alkalmazasaval

meghataroztam a nedvessikér tartalmat [74]. Az analitikai mérlegen bemértem 10

g lisztet, amelyet egyenletesen closzlattam a benedvesitett szir6n. Majd a lisztet a

szir6 tarto edény falara natrium-kloridos pufferoldatot (2%-0s) csepegtetve

nedvesitettem. A nedves sikért a tésztabol 10 perces natrium-klorid pufferoldatos

kimosassal elkiilonitettem. Végiil a kimosoé oldat feleslegének eltavolitasa céljabol
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5.2.3

vV V.V V V VYV V

YV VvV

5.24

centrifugaltattam a keletkezett sikér-golyocskat. A lecentrifugalt sikér golyot egy
elére lemért tomegli edénybe helyeztem, majd tomegét 0,01 g pontossaggal
meghatdroztam. Négy ilyen parhuzamos mérést végeztem, amelyek atlagat
kiszamitottam ¢és a termék tomegszazalékban kifejezett nedvessikér-tartalmat a
kovetkezO képlettel hatdroztam meg: (m*100)/10=10*m, ahol m a nedvessikér
tomege.

Majd szintén szabvany szerint szaritoszekrénybe helyeztem sikért szarazsikér-
tartalom meghatarozasa céljabol [75]. A szaritoszekrény hémérsékletét 130 °C-ra
allitottam, ezutan két oran keresztiil ott hagytam. A két ora letelte utan minden
mintan 3-4 parhuzamos bevagast végeztem késsel. Majd tovdbbi 3 Orara
visszahelyeztem a szaritoszekrénybe. Végiil exszikkatorban hiitéttem a mintat és a
talkaval 1évo egylittes tomegét 0,01 g pontossaggal meghataroztam. A kovetkezo
képlettel kovetkeztettem a liszt %-os szarazsikér-tartalmara: (mj-mo)/m*100, ahol
m a nedvessikér meghatarozasahoz vett bemérés tomege (10,00g), mo a talka
tomege, m; a talka és a szarazsikér tomege volt.

Jelenleg rendelkezésre allo irodalmi adatok alapjan a szarazsikér-tartalom 50%-a

crer

modelltermékeimhez sziikséges liszt mennyiséget.

A modelltermék eldallitashoz sziikséges eszko6zok
Analitikai mérleg — Pioneer, gyartasi szam: 8730478205 (Ohaus)

Sikérmos6 — PERTEN 2200, gyartasi szam: 026170 (Perten Instrument AB)
Szaritoszekrény — MLW WS50, gyartasi szam: 83206 (WEB-MLW Labortechnik)
Valorigraf — FQA-205, gyartasi szam: 98/106-003 (Metefém)

Alveograf nyujtashoz hasznalt tartozékai (fémsin, nyajtéhenger, pogacsaszaggato)
Légkeveréses siitd — 640VE/U, gyartasi szam: 2708060215 (Tecnoeka S.r.1.)
Liofilez6 — Christ LOC-1m 10041, gyartasi szam: 10660 (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH)

F6zOpoharak, kiskanal, kés, spatula

Haztartasi siitépapir — PROFI (Kelly 2000 Zrt)

Frissen tart6 folia — Profissimo (dm-drogeriemarkt)

A modelltermékek készitésének modszere

A szarazanyagokbol a recept szerinti mennyiségeket bemértem analitikai mérlegen. A

gluténmentes lisztet, a porcukrot, a sot és a szodabikarbonat a valorigrafban kevertettem 20
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percen keresztiil. Ezt kovetden az allergén forrast is tartalmaz6 mintak esetében hozzaadtam a
kivant koncentracionak (10 ill. 50 ppm) megfelelé mennyiségii standard lisztet az eddigi
keverékhez. Majd ismételten 20 percig kevertettem valorigrafban a homogén eloszlas
biztositasanak érdekében.

Ezutan a porkeverékhez hozzaadtam a margarint és a vizet, amellyel 5 percen
keresztiil dagasztottam valorigraf segitségével.

Az igy elkésziilt tésztat az alveograf tartozékainak segitségével egyenld vastagsagura
nyUjtottam, majd 3 db megegyezd nagysdgu, nagyobb repedéséktdl mentes, egységes
magassagu korongokat szaggattam beldle. A maradék tésztabol pedig 3 megkozelitdleg
azonos méretll mini pogacsat gytrtam.

A korongocskakat siitOpapir-négyzetre helyezve egy fémtéalca kozepére tettem talca
hosszabb oldalaval parhozamosan. Légkeveréses siitbe helyezve 180 °C-on, 16 percig
stitéttem. Miutdn a kész slitemények kihiiltek mintatarté zacskdba tettem Oket.

A mini pogéacsakat petricsészére helyeztem, majd lefedtem frissen tartd folidval és a
fagyasztoba raktam. A fagyasztott pogacsakat 24 oran keresztiil liofilez6 berendezésben
fagyasztva szaritottam. A kiszaritott mintdkat ebben az esetben is mintatartd zacskoba

helyeztem el.

5.3 Mintael6készités
A liofilezett pogacsadkat és a korong alaku siiteményeket a darald hasznalataval

leéroltem. Az Orleményeket és a porkeverékekbdl vett mintdkat zérhatdé mintatartoban
taroltam szobahOmérsékleten, sotétben. A tovabbi eldkészitési Iépéseket az alkalmazott
ELISA kit leirata szerint végeztem (R-Biopharm RIDASCREEN Gliadin Assay, Romer Labs
AgraQuant Gluten Assay).

5.3.1 A mintael6készitéshez hasznalt eszk6zok
» Daral6 késziilék — RETSCH GM200, gyartasi szam: 129060505 (RETSCH GMBH)
» Analitikai mérleg — Pioneer, gyartasi szam: 8730478205 (Ohaus)
» Rézo6 — Analog Vortex Mixer, gyartasi szam: 090902010 (VWR)
» Vortex — Lab Dancer S40 (VWR)
» Centrifuga — T24 (MLW)
» Vizfiirdé — Shaking Water Bath 1024, gyartasi szam: 520039680 (FOSS)
» 50 ml-es centrifugacsévek
» Automata pipettak
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5.3.2

5.3.3

Mintael6készités a RIDASCREEN Gliadin teszt kit alapjan

A kit leirasnak megfelelden elkészitettem a sziikséges oldatokat:

o 80%-os etanol oldat

o Higité oldat: a kitben talalhaté Sample diluent oldatot 6tszordsére higitottam

desztillalt vizzel

Majd analitikai mérlegen 0,25 g mintat mértem be milanyag centrifugacsévekbe.
Minden mintdhoz hozzaadtam 2,5 ml Cocktail Solution oldatot vegyi fiilke alatt, mert
a vegyszer -merkaptoetanolt tartalmaz, amely mérgez6 hatéasu.
Ezutan 30 masodpercigig vortexeltem az oldatot.
A csoveket 40 percre 60 °C-os vizfiirdobe helyeztem.
Hulés utan 7,5 ml 80%-os etanolt adtam a mintakhoz.
Majd tovabbi 60 percig razattam a mintakat razoégépen, 7-es fokozaton.
A razatas utan szobahdémérsékleten (20-25 °C) 10 percig 5000 rpm-en centrifugéltam
az oldatot.
A centrifugalas végeztével a csdveket ovatosan kivettem (nehogy felkavarodjon a
letilepedett oldhatatlan rész) és a feliiliszobol atpipettaztam 5 ml-t egy tiszta
centrifugacsdbe.
A feliiluszokat tartalmazo centrifugacsoveket szobahdmérsékleten, sdtétben taroltam a
mérés kivitelezéséig.
A feliiluszot megfeleld toménységilire higitottam 2 ml-es Eppendorf csovekben, a
kithez adott, a leirasnak megfelelden elkészitett mintahigito oldattal.
Egy iires miilanyag plate-re random elhelyezéssel felpipettaztam 200-200 pl-t az
elkésziilt mintakbdl és a standardokbdl, majd ezekbdl 100-100 pl-t hasznaltam fel a
mérés sordn. Az iires plate hasznalatara azért van sziikség, hogy az oldatok kozel

ugyanannyi id6t toltsenek el a primer antitesteket tartalmazo plate-en [60].

Mintael6készités az AgraQuant Gluten teszt kit alapjan
A kit leirasnak megfelelden elkészitettem a sziikséges oldatokat:

o 40%-os etanol
o Higité oldat a kitben talalhatdé Sample dilution buffer oldat desztillalt vizzel
val610-szeres higitasaval késziilt.
Majd analitikai mérlegen milanyag centrifugacsévekbe mértem 1 g mintat, melyhez 10
ml 40%-o0s etanolt adtam.

A csoveket 5 percig razattam a razogép 7-es fokozatan.
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Ezutan 10 percig 4000 rpm-en centrifugaltam.

A centrifugalas végeztével a feliiluszobol 5 ml-t atpipettaztam egy tiszta
centrifugacsobe.

A feliluszot megfeleld toménységlire higitottam a kithez adott és eldirdsnak
megfelelden eldhigitott mintahigité pufferrel. A higitast ebben az esetben is 2 ml-es
Eppendorf csovekben végeztem.

Egy iires miianyag plate-re random elhelyezéssel felpipettaztam 200-200 pl-t az
elkésziilt mintakbol és a standardokbdl, majd ezekbdl 100-100 pl-t hasznaltam fel a
mérés soran. Erre a 1épésre szintén azért van sziikség, hogy az oldatok egységes ideig

tartozkodhassanak a primer antitesteket tartalmazé plate-en [62].

5.4 ELISA mérések

Az ELISA teszteket minden esetben az alkalmazott kit leirdsnak megfelel6en

végeztem el. A kitek tartalmazzak a tesztekhez sziikséges reagenseket, vegyszereket. Ezeknek

hasznalatuk elétt szobahdmérsékletiinek kellett lenniiik, igy azokat mar a mintael6készitésnél

kivettem a hutobol.

5.4.1
>

>
>
>

5.4.2

Az ELISA mérésnél hasznalt eszkozok
Vortex késziilék — Lab Dancer (VWR)

Plate mos6 — EIx50 gyartasi szam: 238577 (BioTek)

Fotométer — iMark Microplate Reader gyartasi szam: 11410 (Bio-Rad)
Automata pipettak — 100, 1000 és 5000 pl-es pipettak, 300 pl-es nyolccsatornas
pipetta (Biohit)

A RIDASCREEN Gliadin teszt elvégzésének a Iépései

A kit leirasnak megfelelden elkészitettem a sziikséges oldatokat:
o Mosopuffer: a kitben talalhaté koncentratumot a 10-szeresére higitottam
desztillalt vizzel
o Higitott enzim konjugatum: a kitben talalhat6 antibody enzyme conjugate oldat
desztillalt vizzel 11-szeresére higitva
A mikrotiter lemez tartojaba megfeleld szdmu mikrotiter csikot illesztettem be az
Osszes standard és minta meghatarozasara.
Ezt kdvetden az eldzetesen iires plate-re pipettazott mintakbol és standardekbdl 100-
100 pl-t az ELISA lemezre pipettdztam nyolccsatornas pipettaval.

Ezutan szobahdmérsékleten 30 percig inkubaltam a plate-et.
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5.4.3

A cellakbol a reakcidelegy eltavolitasat és az egyenként 250 pl mosopuferrel valo
haromszori atmosast automata plate-moso késziilékkel végeztem el.

A mosast kovetden minden egyes celladhoz hozzaadtam 100 pl higitott enzim
konjugatumot nyolccsatornas pipetta segitségével, majd 30 percig inkubaltam a
lemezt szobahémérsékleten.

Az ezt kovetd mosasi Iépésnél ugyanugy jartam el, mint ahogy azt eldzdleg
ismertettem.

A mosast kdvetéen minden egyes cellahoz 50 pl szubsztratot és 50 pl kromogént
pipettaztam, majd ismét 30 percig, lefedve (s6tétben), szobahémérsékleten inkubaltam
a plate-et.

Utols6 1épésként hozzaadtam minden egyes cellahoz 100 pl stop reagenst. Majd
fotométerrel 450 nm-en megmértem az egyes celldkban 1évd oldatok abszorbancidjat

[60].

Az AgraQuant Gluten teszt elvégzésének a lépései
A kit leirasnak megfelelden elkészitettem a sziikséges oldatot:

o Mosopuffer: a kitben talalhatdé koncentratumot a 10-Szeresére higitottam
desztillalt vizzel

Elsd 1épésként a mikrotiter lemez tartdjaba megfeleld szamu tesztcsikot illesztettem
be.
Ezt kovetden az elézetesen lires plate-re pipettazott mintakbdl és standardekbdl 100-
100 pl-t az ELISA lemezre pipettaztam nyolccsatornas pipettaval.
Szobahémérsékleten 20 percig inkubaltam a lemezt.
Az inkubalasi 1d6 letelte utan a cellakbol a reakcidelegy eltavolitasat és az egyenként
300 pl mosopuferrel vald haromszori atmosast automata plate-mosod késziilékkel
végeztem el.
Mosas utan minden egyes cellaba 100 pl konjugatumot pipettdztam nyolccsatornas
pipetta segitségével.
Ezutan szobahdmérsékleten 20 percig inkubaltam a plate-et.
A 20 perc letelte utan ismét mosasi 1épés kovetkezett, amely a feljebb leirt modon
végeztem el.
A mosasi 1épést kovetden minden egyes celldba 100 pl szubsztratot adagoltam.
Ezzel is 20 percet inkubaltam s6tétben, majd minden cellaba 100 pl stop reagenst

pipettaztam.
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o A reakci6 ledllitdsa utan fotométerrel 450 nm-en megmértem az egyes celldkban 1évo

oldatok abszorbanciajat [62].

5.5 Az eredmények statisztikai értékelésének a modszere
A kiilonb6z6 6sszehasonlito értékeléseknél szdmoltam a kapott eredmények szorasat

az alabbi képlet szerint.

oy (did)’

S j—
d n—1

s¢° szorasnégyzet
d egy adott par kiilonbsége

d ezen kiilonbségek atlaga

n a mintaszam [73]

Ezutan F-probat alkalmaztam a két Osszehasonlitandd méréssorozat szérasainak

segitségével a kovetkezd képlet szerint.

Fo= 5.2/ s:,,2

s, az egyik valoszinliségi valtozo korrigalt szords négyzete

Sy” a masik valdszinliségi valtozo korrigalt szoras négyzete

Az F-eloszlas kritikus értékét egyoldali szinten megkerestem. Ha a fentebbi hanyados

a kritikus hatarérték alatt van végezhetiink azonos varianciaju t-probat (homoszcedasztikus

kétmintas t-probat), ha viszont folotte akkor kiilonbozd varianciaja t- proba sziikséges a két

mintacsoport sszehasonlitasara [73].

A kétmintas t-proba probastatisztikaja

T—7 l.'rnmlfn—l—m—Qj

i = |
1LJﬁ[n — 1}5‘;2 + (m — 1:]3;9 V n+ m

X az egyik valOszinliségi valtozé atlaga a mintajaban
¥ amasik valoszinliségi véltozo atlaga a mintajaban
Sx~ az egyik valoszinliségi valtozo korrigalt szordsa
Sy a masik valdsziniiségi valtozo korrigalt szorasa

n az egyik minta elemszama

m a masik minta elemszama
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A t-eloszlas kritikus értékét kétoldali szinten megkerestem. Ha a fentebbi képlet altal
kapott eredmény a kritikus hatarértékeken beliil van, akkor a két dsszehasonlitandd csoport

kozott nincs szignifikans kiilonbség 95%-0s konfidenciaszinten [73].
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6 Eredmények és értékelés
Az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint elkészitett modelltermékek

vizsgalatara az R-Biopharm 4altal gyartott Ridascreen Gliadin ELISA, illetve a Romer Labs
altal gyartott AgraQuant Gluten ELISA kitekkel keriilt sor. Az eredmények ismertetésénél a
kétféle kit sorrendtdl fiiggetleniil az A és B jelolést kapja, mivel célunk nem az ELISA
modszerek mindsitése, hanem a szakmai problémasor mértékének megvilagitasa ¢&s
megoldasok keresése. A betlikodok minden esetben ugyanarra az ELISA modszerre
vonatkoznak. Anyagi okok miatt nem volt lehetdségem a korabban hét kiilonb6z6 modszerrel
végzett vizsgalatok folytatisara, igy kivalasztottam azt a két modszert, amely ugyanazon
mintakra nagyon kiilonb6z6 eredményeket adott.
A fejezet felépitése a kisérletek idorendi sorrendjében torténik:

e a kordbbi kutatasok soran fejlesztett referenciaanyag-jelolt modelltermék

stabilitdsanak vizsgalata

e az 1j, standard liszttel késziilt modelltermékkel kapcsolatos vizsgalatok

ismertetése

e Osszehasonlito elemzések (a régebbi gliadin izoldtummal és az Gjabb, standard

liszttel késziilt modelltermékre vonatkozd kutatasi eredmények, illetve a kétféle

ELISA moédszer 6sszehasonlitasa).

6.1 A gliadin izolatummal késziilt termék stabilitasanak vizsgalata
A modelltermék referenciaanyagként torténd alkalmazasanak alapvetd feltétele a

minta stabilitdsanak ismerete a tdrolds és szallitas alatt. Munkdm ezen fazisdban korabban
(2010 augusztusaban) eldallitott, gliadin izoldtum adagolasaval késziilt mintak stabilitasanak
vizsgélataba kapcsolodtam be. A korabban elkészitett gliadin izolatumos porkeverékek nem
alltak rendelkezésemre a modszerekhez sziikséges mennyiségben, igy ezen mintak vizsgalatat
kihagytam. Két-két sajat parhuzamos mérést végeztem a két kittel a 10 és 50 ppm gliadin
tartalmua liofilezett tészta €s silitemény mintdkra, illetve egy-egy mérést hasznaltam fel a

koréabbi vizsgalatokbol.
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15. abra: 10 ppm gliadin izolatummal késziilt mintak stabilitasa az A Kittel

160
140
120
100
80
60

40

Gliadin koncentracé (ppm)

20

Stabilitas vizsgalat- gliadin izolatum, A kit

50 ppm tészta
=>=50 ppm siitemény

a, 2010.09.10 b, 2011.05.11 ¢, 2011.08.03

16. abra: 50 ppm gliadin izolatummal késziilt mintak stabilitasa az A Kittel
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Stabilitas vizsgdalat- gliadin izolatum, B kit
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17. abra: 10 ppm gliadin izolatummal késziilt mintak stabilitasa az B Kittel
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18. abra: 50 ppm gliadin izolaitummal késziilt mintak stabilitisa az B kittel

A 15-18. abrak alapjan a gliadin izolatummal késziilt modelltermék 10 ¢€s 50 ppm-es
liofilezett tészta, illetve siitemény mintdk stabilnak mondhatok az ,,A” kit esetében
2011.05.11. és 2011.08.03 kozott a ,,B” kit esetében 2011.05.17. és 2011.08.02 kdzott a
kétféle kittel meghatarozott gliadin tartalomra nézve. Statisztikailag értékeltem az
eredményeket a mintakra kapott atlageredmények és szorasaik felhasznalasaval a 8.

tablazatban.
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i »A” ELISA ,B” ELISA
Mintéak - - - -
F-préba | t-proba | F-proba | t-préba
10 ppm tészta 0,92 0,21 0,67 0,40
50 ppm tészta 0,77 0,59 0,26 0,22
10 ppm siitemény | 0,55 0,64 0,13 0,16
50 ppm siitemény | 0,57 0,72 0,95 0,0008

8. tablazat: Gliadin izolatummal késziilt termék stabilitasara vonatkozo statisztikai tablazat

A statisztikai tablazatban lathato, hogy az F- proba minden esetben nagyobb értéket
eredményezett, mint 0,05. Igy a kiilonbozé idépontban mért, azonos mintara vonatkozd
parhuzamosok szdrasa egyenlonek tekinthet6. Ebbol kovetkezik, hogy ugynevezett
homoszcedasztikus kétmintds t-proba végezhetd. A t-probdk alapjan megallapithatjuk, hogy
tobbnyire nincs szignifikans kiilonbség 95%-0s konfidenciaszinten az azonos minta tipusok
varhat6 értéke kozott a kiilonbozé idépontokban (egyik ELISA kit esetében sem), kivéve az
50 ppm-es siitemény esetében a ,,B” kittel valo mérésnél (pirossal jeldlve a statisztikai
tablazatban). Osszességében azonban stabilnak tekinthetdk a mintdk mindkét modszer
esetében.

Tovabba 0Osszehasonlitottam az altalam készitett mérések egyikét, a 2010 Oszén
végzett méréssorozatok eredményeivel, amelyeket szintén a 15-18. abrakon szemléltetek. A 9.

tablazatban talalhato a két idépontban kapott atlagos eredmények statisztikai 6sszehasonlitésa:

o ,A” ELISA ,B” ELISA
Mintak
F-préba t-préba F-préba t-préba
10 ppm tészta 0,0375 0,0173 0,17 0,0159
50 ppm tészta 0,22 0,0022 0,0013 0,45
10 ppm sttemény 0,20 0,32 0,52 0,69
50 ppm sitemény 0,26 0,61 0,23 0,69

9. tablazat: Gliadin izolatummal késziilt termék stabilitasara vonatkozé statisztikai tablazat

A statisztikai értékelés azt igazolta, hogy a siitemények egy adott mddszerrel azonos
értéket eredményeztek ebben a két iddpontban is, mig a liofilezett tésztdk esetében
szignifikansan kiilonb6z6 gliadin koncentraciok jottek ki, kivéve az 50 ppm-es tésztanal.

Tehat kijelenthetd, hogy a gliadin izoldtummal késziilt modelltermékek gliadin
koncentracidjara vonatkoz6 stabilitasa a két modszer esetében régebbi méréssel
Osszehasonlitva mar csak a siiteményekre teljesiil. Az ilyen tipust tésztakrol pedig
elmondhat6, hogy az altalam végzett mérések alapjan stabil, de a régebbi méréssel
Osszehasonlitva instabil (szignifikans kiilonbség mutatkozik). Ebbdl az kovetkezik, hogy a

korabban bebizonyitott homogenitasi feltételek teljesiilése mellett a stabilitds szempontjabol is

alkalmas referenciaanyag-jelolt modellterméknek a siitott termék.
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6.2 Komplex fehérje forrassal késziilt referenciaanyag-jel 61t
modelltermék fejlesztése

A korabbi kutatasban fejlesztett gliadin izolatumot tartalmaz6 referenciaanyag jelolttel
szemben az altalam készitett modelltermék esetében egy komplex fehérje Osszetételu
gliadinforrast, standard lisztet alkalmaztam. Ez a referenciaanyag jelolt termék jobban
modellezi a hétkdznapi €letben eléforduld allergén vizsgalatra keriilt mintak Osszetételét. A
modelltermék a lisztben el6forduld fehérjefrakciok mindegyikét tartalmazza, amely hatassal
lehet a gliadin tartalom immunanalitikai mennyiségi meghatarozasara (gliadin kolcsonhatasa a

kisérd komponensekkel, mas fehérjék kiolddsa az extrakcié soran, amelyek hasonld

[ SN4

6.2.1 A kivant gliadin koncentracio eléréséhez sziikséges liszt
mennyiség kiszamitasanak moédszere

Az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak szerint eldszor nedvessikér-tartalmat
hataroztam meg szabvany szerint. Majd szintén szabvany szerinti szarazsikér-tartalom
meghatarozast végeztem szaritoszekrény hasznalataval. A kapott eredményeket a gliadin

forrasként hasznalt standard lisztre a 10. tablazatban mutatom be.

: Tara + Nedves Tara + Széraz
Standard liszt Téra nedves N szaraz o

sikér sikér (%) sikér sikér (%)
Parhuzamos1 48,3518 51,5288 31,77 49,4146| 10,628
Parhuzamos?2 58,7926 61,8779 30,853| 59,8268 10,342
Parhuzamos3 55,8887 59,0466| 31,579| 56,9373| 10,486
Parhuzamos4 53,943 57,1424| 31,994| 54,9975| 10,545
Atlag 31,549 10,500

10. tablazat: A standard liszt nedvessikér- és szarazsikér-tartalma

Az atlag eredmény alapjan 100g standard lisztben 10,5 g szarazsikér van. Az irodalmi
adatok szerint ennek fele a gliadin, tehat 5,25g. Ha mar tudjuk a liszt atlagos gliadin tartalmat
a kiindulasi porkeverékiink mennyiségétdl €s az elérni kivant elméleti gliadin koncentraciotol

fliggben szamitjuk a bemért liszt mennyiségeét.

6.2.2 Az alapanyagok gluténmentességének igazolasa
A standard liszttel késziilt modelltermékek gluténtartalménak deklaralhatésaga csak

akkor valdsulhat meg, ha a haszndlt alapanyagok gluténmentessége igazolhato. Ennek
ellendrzése céljabol vizsgaltam a standard lisztet nem tartalmazo porkeveréket, liofilezett
tésztat és siiteményt. Az eltérd feldolgozottsagu termékek vizsgalatanak oka egyrészt a szaraz

komponenseket tartalmazd porkeverék OsszetevOinek, illetve hozza adagolt margarin és viz
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gluténmentességének igazoldsa, masrészt annak a bizonyitasa, hogy a technologiai 1épések
soran keresztszennyez6dés és egyéb hiba nem tortént. Igy a modelltermék készitési folyamat
utolso 1épését jelentd siités utan is gluténmentesnek tekintheték a mintak.

A siiteményekre kapott eredmények a két modszerrel a 19.-20. abran lathato:

0 ppm sutemény

1,4 -

0,8 -

M "A" ELISA
0,6 -

Gliadin kocentrécié (ppm)

1 2

19. abra: 0 ppm-es siitemény allergénmentességének igazolasa, ,,A” kit

0 ppm siitemény

==
= N B
I I I

~

M "B" ELISA

Gliadin kocentrécié (ppm)

o o o o
B o
1

N
1

o
I

1 2

20. abra: 0 ppm-es siitemény allergénmentességének igazolasa, ,,B” kit

A hasznalt ELISA modszerek kimutatasi hatara (LoD) 0,3 illetve 1,5 ppm gliadin, igy
a mintdk abban az esetben gluténmentesek analitikailag, ha ezen kimutatéasi hatar alatt van a
mért gliadin koncentracio. Ez a feltétel egy-egy kiugro értéket leszamitva teljesiil a mintakra
(19.-20. abra + 5. melléklet 41-44. abrai). Annak érdekében, hogy eclkeriiljem a tesztek
beazonosithatosagat, nem all médomban a mért értékekhez tartozo LoD-ket megadni. A
modszerek meghatarozasi hatarai (LoQ) 2 illetve 2,5 ppm gliadin. A mintdink esetében a mért

koncentraciok néhany esetben a kimutatési hatar felett, de egy kivételével (gliadinforrast nem
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tartalmaz6 liofilezett tészta) a meghatarozasi hatar alatt vannak. Igy ebben az esetben is

teljesiil az analitikai gluténmentesség kritériuma.

6.2.3 A komplex fehérje forrassal készult modelltermékek
homogenitasanak vizsgalata

A referenciaanyagokkal szemben tamasztott kovetelmények miatt a modellterméknek
vizsgaltam a homogenitasat. Mivel a fejlesztendé referenciaanyag mintamatrixa sajat
készitést, igy meg kellett bizonyosodnom mind a porkeverékek, mind a liofilezett tésztak,
mind a slitemények gliadintartalménak homogenitasarol. Az egyes 10 ppm-es mintatipusokra

a két kit altal szolgaltatott eredmények a 21-23. abrakon lathatok.

Homogenitas vizsgalat-10 ppm
porkeverék

[ [e)) ~
o O o
I I

B kit

= N w iy
o O O O
1 1 1 1

Gliadin koncentracié (ppm)

o
I

A kétféle ELISA mdodszer parhuzamos mérései

21. abra: 10 ppm gliadin tartalmua porkeverék homogenitas vizsgalata
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Homogenitas vizsgalat-10 ppm
liofilezetttészta

50

40
B kit
30 -
20 -
1I:I _ I
o -

A kétféle ELISA modszer parhuzamos meérései

Gliadin koncentracid (ppm)

22. abra: 10 ppm gliadin tartalmi liofilezett tészta homogenitas vizsgalata

Homogenitas vizsgalat-10 ppm
siitemény

w
o

A kit

Hibn

A kétféle ELISA mdodszer parhuzamos mérései

N
w
1

N
o
I
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o
1

Gliadin koncentracié (ppm)
o &
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23. abra: 10 ppm gliadin tartalmu siitemény homogenitas vizsgalata

crer

kiilonbozdé feldolgozottsagi szinti mintdk mindegyikénél a gliadin homogén eloszlasa
megvaldsult egy adott ELISA modszer esetében sincs szignifikans kiilonbség a parhuzamosok
kozott. Az is megallapithato, hogy a két kit altal szolgaltatott eredmények viszont szignifikans
kiilonbséget mutatnak, de ezek targyalasarol késobb lesz szo. Az 50 ppm allergén tartalmt
mintaim szintén homogénnek bizonyultak (5. melléklet, 45-47. abrak). A homogenitas
megfelelonek bizonyult, igy folytathattam tovabb a modelltermék referenciaanyagként torténd
alkalmazhatdsaganak alatamasztasat, az egyéb kovetelmények (pl.: visszanyerés, stabilitas)

vizsgalataval.
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6.2.4 A gliadin visszanyerésének megbizhatésaga a modelltermékbdl
Az allergén tartalom megbizhatd visszanyerése fontos kérdés, mivel a visszamért

értéket a jovOben referencia értékként kivanjuk felhasznalni korvizsgalatok, modszerfejlesztés
¢s modszervalidalas soran. Ennek kovetkeztében igen fontos, hogy a mért adatok minél
jobban megkozelitsék az elméleti értéket. Mivel az elézéekben bebizonyitottam az egyes
mintatipusokban a homogén gliadin eloszlast innent6l kezdve a parhuzamosok atlagértékét
vizsgalom. A 10 és 50 ppm elméleti gliadintartalm mintakbodl kapott visszanyerés értékeket a

24-25. abrakon szemléltetem.

Visszanyerés vizsgalat-10 ppm-es
mintak
__70
g. 60 -
2
© 50 -
N .
< 40 - B kit
[=
3 30 -
S
= 20 -
£
[CAN
10 ppm 10 ppm 10 ppm 10 ppm 10 ppm 10 ppm
porkeverék  tészta sitemény porkeverék  tészta sitemény
24. abra: A 10 ppm elméleti gliadin koncentraciok visszanyerése
Visszanyerés vizsgalat-50 ppm-es
mintak
__ 300
£
g 250 -
2 200 -
hu
€ 150 1 B kit
]
S 100 -
-
£, t
®
c O
50 ppm 50 ppm 50 ppm 50 ppm 50 ppm 50 ppm
porkeverék  tészta sitemény porkeverék tészta sitemény

25. abra: Az 50 ppm elméleti gliadin koncentraciok visszanyerése
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Visszanyerés relativ nagysaga

W "B" ELISA
M "A" ELISA

26. abra: Az elméleti glidain koncentraci6 visszanyerésének relativ nagysaga

A 24. és a 25. abran latszik, hogy az elméleti gliadin koncentraciokhoz képest mindkét
koncentracional, minden mintatipusra, mindkét modszer esetében jelentdsen nagyobb gliadin
koncentraciot mértem. A relativ visszanyerést is abrazoltam (26. 4dbra), hogy jobban lathato
legyen, hogy az egyes moddszerekkel kapott koncentracidk hanyszorosai az elméleti
koncentracionak.

A 26. éabran jol lathatd, hogy az ,,A” ELISA moddszerrel a siitemények elméleti
illetve 5-szoros koncentraciokat is kaptam. A ,,B” ELISA moddszerek a siitemény 1 és
masfélszeres mig a tobbi minta estében kétszeres eredményt mutattak az elméleti
koncentracidhoz képest.

Ennek tobb lehetséges oka is van. Az egyik, hogy a modelltermékekhez sziikséges 10
illetve 50 ppm gliadin koncentracionak megfeleld standard liszt mennyiségét annak szaraz
sikér tartalmabol szamitottam ki. A rendelkezésre 4116 jelenlegi mérési protokollok szerint a
szaraz sikér megkozelitdleg 1:1 aranyban tartalmazza a gliadin és glutenin fehérje
alegységeket. Tehat mar a hozzaadott standard liszt mennyiségének meghatarozasanal
bekovetkezhetett a hiba, ha a standard lisztben a gliadin és glutenin fehérjék aranya az 1:1-t6l
eltér. Tovabba okozhatta a joval nagyobb koncentraciok visszamérését az ELISA mddszereket
elokészitd extrakcid soran madas fehérjék kioldasa is a standard lisztes modelltermékbdl.
Ugyanis a standard lisztben a gliadin mellett jelen vannak mas fehérjecsoportok, amelyek
rendelkezhetnek olyan vagy hasonld epitoppal, mint a gliadin, amelyeket az ELISA

modszereknél gliadin meghatarozasra alkalmazott antitestek szintén megkdthetnek.
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A jelenség igazolasara a késobbi kutatdsokban vizsgélni fogjuk az alkalmazott gliadin

forrasok Osszetételét elvalasztas technikai modszerekkel.

6.2.5 A standard liszttel készilt modelltermék gliadintartalmanak

stabilitas-vizsgalata

A modelltermék referenciaanyagként torténd alkalmazasanak szintén feltétele a tarolas
és szallitds alatti stabilitds. Tehat igazolnom kell, hogy a standard liszttel késziilt
modelltermékek egy adott mintajara az idé fliggvényében ugyanazzal az immunanalitikai
modszerrel vizsgalva statisztikailag azonos gliadin koncentraciot kapok. Az altalam készitett
referenciaanyag-jel6lt mintakat szobahémérsékleten, sotétben taroltam. Ezeket a mintakat
havonta megmértem a kétféle ELISA modszerrel, majd statisztikai modszerek segitségével
igazoltam a mintak stabilitasat.

A 27-30. abraig lathatok az egyes eltérd gliadin tartalmi modelltermék mintak gliadin

crer

Stabilitas vizsgalat -"A" ELISA, 10 ppm

70
— 60 -
€
o
& 50 -
o
\U
£ 40 - ==10 ppm porkeverék
c
§ 30 4 ; - —#=—10 ppm tészta
(o] T
f_f 1 + N 10 ppm siitemény
5 20 -
0
© 10 -

0
a, 2011.06.16 b, 2011.07.13 ¢, 2011.08.03

27. abra: 10 ppm-es mintak stabilitas vizsgalata ""A" ELISA moédszerrel
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w
w

w
o

N
wv

N
o

[Eny
(2}

[Eny
o

(6]

o

Stabilitas vizsgalat -"B" ELISA, 10 ppm

"

. =—10 ppm porkeverék
=10 ppm tészta

- 10 ppm sitemény

a, 2011.05.31 b, 2011.07.19 ¢, 2011.08.02

28. abra: 10 ppm-es mintak stabilitas vizsgalata "B" ELISA médszerrel

Gliadin koncentracié (ppm)

300

250

200

150

100

50

Stabilitas vizsgalat -"A" ELISA, 50 ppm

=¢==50 ppm porkeverék
A - =@=50 ppm tészta

50 ppm siitemény

a, 2011.06.16 b, 2011.07.13 ¢, 2011.08.03

29. abra: 50 ppm-es mintak stabilitas vizsgalata "A" ELISA modszerrel
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Stabilitas vizsgalat -"B" ELISA, 50 ppm
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30. abra: 50 ppm-es mintak stabilitas vizsgalata "B" ELISA médszerrel

A négy abra alapjan a porkeverék mutat jelentés koncentraciovaltozasokat negativ
iranyba mindkét ELISA modszer esetében. A liofilezett tészta mindkét koncentracional,
mindkét mddszer esetében, minden id6pontban stabil. A slitemény a négy abra alapjan harom
esetben teljesen stabil az id6 fiiggvényében, de a ,,B” ELISA kittel végzet mérés esetén
novekvod tendenciat mutat, amelynek magyarazatara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A el6z0 bekezdésben emlitettek igazolasara elvégzem az egy-egy hoénapban mért
azonos mintdk szorasanak felhasznalasaval az F-probat (haromféle parba allitas lehetséges,
egyet itt, kettdt a 6. mellékletben, 15. és 16. tablazatokban lehet megtekinteni). Az F-proba
eredményétdl fliggden eltérd t-probakkal folytattam az értékelést, amelyek segitségemre
lesznek a mintdk stabilitdsanak eldontésében. A 11. tablazatban 2011 mdajusa 2011 juliusa
kozott a két kittel végzett mérések dsszehasonlitasara lathatok a probak eredményei, pirossal a

95%-o0s konfidenciaszinten szignifikansan kiilonb6z6 eredmények.

Mintsk »A” ELISA ,.B” ELISA

F-préba | t-préba | F-préba t-proba

0 ppm porkeverék 0,39 0,28 0,23 0,39

0 ppm tészta 0,59 0,20 0,0179 0,44

0 ppm siitemény 0,74 0,21 0,0133 0,51
10 ppm porkeverék 0,82 0,09 0,70 0,0289

10 ppm tészta 0,30 0,12 0,61 0,77
10 ppm siitemény 0,48 0,65 0,61 0,00001
50 ppm porkeverék 0,48 0,0016 0,39 0,0001

50 ppm tészta 0,37 0,13 0,99 0,79

50 ppm siitemény 0,43 0,0029 0,21 0,09

11. tablazat: Standard liszttel késziilt termék stabilitasara vonatkozé statisztikai tablazat
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Osszességében a két modszer eredményei alapjan kijelenthetd, hogy standard liszttel
késziilt porkeverékek gliadintartalma instabil. A liofilezett tésztdk mindegyike stabil
gliadintartalmu, bar nagyok a szérasaik, amelybdl az kovetkezik, hogy a két idépontban mért
nagyobb koncentracio-kiilonbség esetén sem észleliink szignifikdns kiilonbséget. A
siitemények esetében egy-két szignifikans kiilonbség volt észlelhetd az dsszes tobbi stabilnak
tekinthetd és a szoras értékek is kisebbek, mint a liofilezett tésztanal. Ezek alapjan
referenciaanyag jeloltnek a standard liszttel késziilt siitemény a tovabbiakban is alkalmas

lehet.

6.2.6 A feldolgozasi folyamatok egyes Iépéseinek a mérhet6 gliadin
tartalomra gyakorolt hatasanak szemléltetése

Az altalam el6allitott referenciaanyag feldolgozott, redlis élelmiszermatrixban
tartalmaz deklaralt mennyiségben standard lisztet, amely Osszetevéi kozott szerepel az
allergén fehérje is. Mivel az irodalomban ilyen tipusii mintamatrixot még nem vizsgaltak,
fontos tudnunk a matrixhatas, tésztakészités (hidraticid) és a hokezelés analitikai
eredményekre gyakorolt hatasat. Két kiilonb6zé ELISA teszt allt rendelkezésemre, amelyek
segitségével vizsgaltam, hogy ezen hatdsok a mért koncentraciokban hogyan jelentkeznek.

Mindkeét koncentracidszinten (10 és 50 ppm) tanulmdnyoztam a standard liszttel
késziilt porkeverékeket, liofilezett tésztakat és a siiteményeket is. Megvizsgaltam, hogy a
porkeverék eredményeihez képest %-osan hogyan véltoztak a tésztik illetve a siitemények

visszanyer¢s értékei

L, "A" ELISA "B" ELISA
Mintdk p; .
Atlag Szoras Atlag Szoras
10 ppm porkeverék 54,06 6,24 24,45 4,20
10 ppm tészta 43,71 6,25 20,13 1,84
10 ppm sutemény 25,97 3,76 10,32 1,25

12. tablazat: 10 ppm-es eltéro feldolgozottsagi szintii mintakra kapott atlageredmények és szorasaik
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Feldolgozas hatas - 10 ppm (%)
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31. abra: Feldolgozas hatasa az analitikai eredményekre a 10 ppm-es mintaknal

A 10 ppm-es mintdk vizsgalatakor kapott eredmények alapjan (31. 4bra) jol lathato,
hogy a tészta gliadin koncentracidja kisebb, mint a porkeveréké, valamint a technologia
szempontbol fontos 1épés, a siités utdn drasztikus csokkenés 4all be a mérhetd
gliadintartalomban. Elmondhat6 tovabba, hogy a siitemény mért gliadin értékeiben

bekovetkezett csokkenés mértéke nem ugyanolyan az ELISA tesztek esetében.

L, "A" ELISA "B" ELISA
Mintak p - - -
Atlag Sz6ras Atlag Sz6ras
50 ppm porkeverék 180,16 7,47 72,85 3,27
50 ppm tészta 245,40 23,90 92,13 14,22
50 ppm sltemény 123,81 10,66 70,10 5,64

13. tablazat: 50 ppm-es eltéro feldolgozottsagi szintii mintakra kapott atlageredmények és szorasaik

Feldolgozas hatas - 50 ppm (%)

150
100
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porke\le\'é\‘
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32. abra: Feldolgozas hatasa az analitikai eredményekre a 50 ppm-es mintaknal
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Az elézoekkel ellentétben az 50 ppm-es mintakkal végzett mérések esetében (32. abra)

a két ELISA moddszernél a tészta mért gliadin tartalma nagyobb, mint a porkeveréké (ez

valdsziniileg mérési hiba). A siitemény allergén fehérjetartalma csokkent a siités hatasara.

Ezen csokkenés mértékének valtozatossaga ebben az esetben is jol lathato.

A valtozasok, a mérhetd koncentraciok csokkenése tobb ©6nallo, illetve egymassal

Osszefiiggd, egymas mellett lejatszodo folyamat egylittes eredménye lehet:

A mérend6 fehérje h6denaturacidja a stités hdmérsékletén (180 °C) jelentds lehet.

A szerkezetvaltozas kovetkeztében megvaltozhat a fehérjék oldhatosdga, mely
elsésorban az alkalmazott moédszerek mintaeldkészitésének kidolgozasanal jelenti
majd a fejlesztés sziikségességét. Lathatoan ugyanis a mérheté komponenstartalom oly
mértékben csokken, hogy ez a validdlas eszkdzeivel nem kezelhetd, a moddszer
véletlen szorasanal lényegesen nagyobb mértékii valtozast jelent. Mivel az egyes
tesztek mintaelokészitési 1épései eltérnek, a csokkenés mértékében mutatkozo
valtozatossag oka lehet az extrakciok kiilonbozosége.

Magasabb homérséklet hatdsdra a fehérjék €s mas OsszetevOk kozott reakcidok
jatszodhatnak le, nagyobb méretii és eltérd fizikai-kémiai tulajdonsdgi komplexek
alakulnak ki. Ertelemszeriien ezek is befolyasolhatjak a fehérjék extrahalhatosagat,
melynek médszertani kdvetkezményeit az el6z6 pontban emlitettem.

A hokezelés okozhatja a mérendd fehérje szerkezetének olyan irdnya valtozasat, mely
az allergénaktivitds valtozasaval jar. Egyes irodalmak pl. kimutattak fehérjehidrolizis
hatasara bekovetkezO allergén aktivitas-valtozast. Ez itt is elképzelhetd, hiszen ha a
konformdacios csoport szerkezete valtozik, az antitest-antigén kapcsolodas is gatolt
lehet. Ez mar analitikai fejlesztés kérdése, hiszen az immunanalitikai elven miikodo
tesztek lényegét érinthetik.

A fentiek mellett felmeriilhet még, hogy ha az analitikdban alkalmazott médszereknél
immunkativitas valtozast mériink, ehhez hasonlo hatas a szervezetben is jelentkezhet.
Tehat hogy pontosan milyen fehérjét, illetve allergén hatdst mériink adott analitikai
modszerrel, az 6nmagéban is sz€ép kutatasi téma, és természetesen Gsszefiigg az ezen a
teriileten folyd diagnosztikai modszerek fejlesztésével és érinti a klinikai vizsgalatok
tervezését is. Természetesen ezzel foglalkoznak egyes kutatdcsoportok.

A fehérje szerkezetmddosuldsa mellett okozhatja még a detektdlhatdo fehérje
koncentraci6 csokkenését a mintaelokészités (pl. extrakcid), valamint az alkalmazott

analitikai modszer hibaja (pl. alkalmazott antitest).
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Azon jelenség oka, hogy a 10 ppm-es tésztak koncentracioértékei kisebbek, mig az 50

ppm-es tésztak mért eredményei nagyobbak mint a porkeveréké, nem ismert. Ennek feltarasa

tovabbi kutatasokat igényel.

6.3 Gliadin forras hatasanak vizsgalata a mérheté gliadin
tartalomra
A korabbi és az altalam kifejlesztett gliadint meghatarozott mennyiségben tartalmazé

referenciaanyag jelolt modelltermékek segitségével lehetéségem nyilt annak vizsgalatara,

hogy a kiilonb6zé gliadin forrdsok hasznalata hatassal van-e a mérhetd allergén

fehérjetartalomra.

Gliadin koncentracié (ppm)

Gliadin forras hatas vizsgalat- 10 ppm

M Gliadin izolatummal
) készult termék
i W Standard liszttel készult
- termék

10 ppm 10 ppm 10 ppm 10 ppm
tészta (B sltemény tészta (A slitemény
kit) (B kit) kit) (A kit)
Mintak

33. abra: 10 ppm-es kiilonb6z6 gliadin forrasi mintak 6sszehasonlitasa

Gliadin koncentracioé (ppm)
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kit) (B kit) kit) (A kit)
Mintak

34. abra: 50 ppm-es kiilonb6z6 gliadin forrasi mintak dsszehasonlitasa
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A 33. és 34. abran egyértelmiien latszik, hogy szignifikans kiilonbség van a gliadin
izolatummal, illetve a standard liszttel késziilt (ugyanolyan elméleti gliadin koncentracioval
rendelkez6) modelltermékek detektalhato allergén-tartalma kozott. A standard liszttel készilt
termékek esetében tobbszOrds gliadintartalmat  detektdlunk az elméleti gliadin
koncentraciohoz képest. Ezt szamos tényezd okozhatja: a lisztben 1évo kiséré komponensek
zavar6 hatasa, keresztreakciok, extrakcio soran zavaré komponensek koziil vald kioldodas, a
sziikséges standard liszt mennyiségének széaraz sikérjébol vald szamités, a gliadin:glutenin 1:1

aranyu Osszetételének feltételezése stb. A relativ visszanyerés abrazolésa:

Gliadin tartalom relativ
visszanyerése- 10 ppm
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X
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g
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@ késziilt termék
5 100 -
2 o M Standard liszttel késziilt
& 10ppm 10ppm 10ppm 10 ppm termek
tészta (B sutemény tészta (A sitemény
kit) (B kit) kit) (A kit)
Mintak

35. abra: A 10 ppm elméleti gliadin koncentricié %-os visszanyerése

Gliadin tartalom relativ
visszanyerése- 50 ppm
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Mintak

36. abra: Az 50 ppm elméleti gliadin koncentracié %-os visszanyerése
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Az abrakon (35. és 36. abra), a gliadin izolatummal késziilt termékek elméleti gliadin
tartalmanak visszanyerése tobbnyire 100% alatti mindkét modszer esetében, mig a standard

lisztes mintanal 200% koriili, illetve ennél magasabb visszanyeréseket is tapasztaltam.

Megfigyelhetd, hogy a standard liszttel késziilt mintdk két modszer szolgaltatott
eredményei az elméleti koncentraciok kozotti 5-szords kiillonbséget szinte tokéletesen
visszaadjak (a 10 ppm-es mintdkra mért koncentracio értékek 5-szordsei az 50 ppm-es
mintakra kapott koncentracio értékek, egy kivételével), mig ez a gliadin izoldtumosnal csak

50%-os aranyban teljesiil a két kit esetében (14. tablazat).

Az 50 ppm és 10 ppm elméleti gliadin koncentraciéju mintakra a két

Mint maodszer altal kapott eredmények hanyadosa (50 ppm /10 ppm)
In a_ . . . 7 7’ ..

tipusok Standard liszttel késziilt mintak Gliadin |zoIa'.cunjmaI keszdlt

mintak
"A" ELISA "B" ELISA "A" ELISA "B" ELISA
porkeverék 4,33 4,95 - -

tészta 5,30 5,29 5,47 8,54
sitemény 5,18 3,84 6,55 4,96

14. tablazat: Egy adott mintatipus elméleti gliadin koncentraciéinak 5-szoros kiillonbségének visszanyerése
a modszerekkel kapott eredmények hanyadosaval

6.4 A kétféle ELISA kit altal szolgaltatott azonos mintara vonatkozo
eredmények 6sszevetése

Kisérleteim sordn sikeriilt kifejlesztenem egy olyan feldolgozott (hdkezelt)
¢lelmiszermatrixot, mely homogén eloszlasban, deklardlt mennyiségben tartalmazott gliadin
fehérjét. Az irodalomban nem talalhatok olyan kisérletek, ahol gliadin tartalma feldolgozott
matrixszal végeztek ELISA teszteket, igy ennek eredményei ujdonsdgnak szamitanak. A
kiilonbozé ELISA kitek gyartoinak segitségével lehetdségem nyilt arra, hogy ugyanazon

mintakat vizsgalhassam két kiilonb6zé ELISA moédszerrel.

. . L ELISA kitek 6sszehasonlitasa 2.
ELISA kitek 6sszehasonlitasa 1.
__ 100
- 20 E
E £ 80 -
2 15 4 pel
2 8 60 -
< n n
g 5 = "B" ELISA g 50 - M "B" ELISA
: £
£ i e} i
30 g O
o] 10 ppm 10 ppm 50 ppm 50 ppm
tészta sitemény tészta siitemény

38. abra: 50 ppm-es gliadin izolatummal késziilt
mintak eredményei a két kittel

37. abra: 10 ppm-es gliadin izolatummal késziilt
mintiak eredményei a két kittel
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ELISA kitek dsszehasonlitasa 3.

ELISA kitek dsszehasonlitasa 4.

__ 60 _ 300
§ 50 - £ 250 -
S 40 - S 200 -
£ 30 - € 150 -
§ 20 - § 100 -
£ 10 - M "A" ELISA g 5o M "A" ELISA
x <
£ 0 - m "B" ELISA £ 0- m "B" ELISA
8 , 8
[T} ORI [T} PO
& & & & R &
& &S ¥
S ) & &g B
& Q &3 Q
&K ot S of
,»0 N <°Q h9)

40. abra: 50 ppm-es standard liszttel késziilt
mintak eredményei a két kittel

39. abra: 10 ppm-es standard liszttel késziilt
mintak eredményei a két kittel

A 37-40. dbrdkon megéllapithatd, hogy a kétféle modszer egy-két kivételtdl eltekintve
megkozelitdleg azt a tendenciat mutatja, hogy az A kit altal szolgaltatott eredmények
kétszeresei a B kit altal szolgaltatottnak. Tovabba a standard liszttel késziilt mintakra
egységesen nagyobb gliadin koncentracidot mutatnak a modszerek, a gliadin izoldtummal
késziilt mintakhoz képest.

Az élelmiszerek gluténtartalmanak meghatirozasa élelmiszerbiztonsagi szempontbodl
kiemelten fontos kérdés. A vizsgalataim eredményei azt mutatjdk, hogy a jelenleg
kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA moédszerek valtozatos eredményeket szolgaltatnak
mind az egyes mintatipusok, mind az egyes koncentraciok esetében. Ezen probléma
megolddsa a betegek biztonsaganak,

a gyartok tdmogatasanak ¢és a szabalyozas

betarthatosaganak érdekében a jovobeni kutatasok részét kell képezze.

6.5 Konkluzio

Kutatbmunkam eredményeit Osszegezve elmondhatd, hogy a kordbbi kutatashoz
képest sikertilt kifejlesztenem egy ujabb modellterméket, amely feldogozott matrixban adott
mennyiségben tartalmazza az Osszes buzafehérje alegységet. Ezen modelltermék a

mindennapi életben eléforduld élelmiszermintdk Osszetételét jobban tlikrézi, mivel
gliadinforrasként lisztet alkalmaztam. A bemérendd sikérmennyis€g meghatarozdsara a
széarazsikér tartalmat mértem szabvanyos modszerrel. Megjegyzem, hogy a modelltermék
készitésénél tovabbra is a valamennyi kitnél — egyébként helyteleniil — alkalmazott 1:1
gliadin/glutenin visszamérés meghatarozasa, a

aranyt hasznaltam, egyébként a

referenciaanyaggal kapott eredmények helyessége nem ellendrizheté. Az ebbdl szarmazo
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analitikai hiba jellemzése a fehérjedsszetétel pontos ismeretét igényli, mely munkam
folytatdsanak meghatarozé célkitiizései kdzott szerepel.

A modelltermék gliadintartalmanak homogén eloszlasa az 0j modelltermékben is
megvalosult. Vizsgaltam a feldolgozasi folyamat mérhetd gliadintartalomra gyakorolt hatasat.
Azt tapasztaltam, hogy a siités hatasara a mérhetd gliadintartalom csékkent a tésztahoz, illetve
a porkeverékhez képest. A jelenség pontos hattere még nem tisztdzott, okozhatja
fehérjedenaturacio, hdkezelés hatasara bekovetkez6 kémiai reakciok, megvaltozott oldhatdsag
vagy immunaktivitas.

Tovabba a standard liszttel késziilt modelltermék esetén nagyobb koncentracid
eredményeket detektdltam az immunanlitikai modszerekkel, mint a gliadin izolatummal
késziilt esetében. Ennek egyik lehetséges oka a gliadin mellett a lisztben 1évo egyéb
komponensek.

Osszességében elmondhatd, hogy sikeriilt olyan feldolgozott modellmatrixot
létrehozni, mely referenciaanyagként hasznalhaté gliadin, mint allergén fehérje mennyiségi
meghatarozasdra, a bioldgiai variabilitdAs meghatarozasahoz, analitikai mddszerek

fejlesztéséhez, illetve validalasdhoz.
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7 Osszefoglalas
Munkamban élelmiszertermékek gliadin, illetve sikértartalmanak immunanalitikai

modszerekkel torténd meghatarozasaval kapcsolatos fejlesztésekkel foglalkoztam. Fo6
célkitizésem a  jelenleg rendelkezésre all6  modszerek  jellemzése,  valodi
¢lelmiszermatrixokban torténd alkalmazhatosaganak vizsgalata, illetve az ebbdl adodo
korlatok és megoldandd problémék azonositdsa volt. A kutatds f6 iranya a kordbban
fejlesztett, meghatarozott gliadintartalmu, gliadin-izolatummal késziilt termékhez képest, a
mindennapi  életben  el6forduld realisabb  élelmiszermatrixt  jelentd  feldolgozott
referenciaanyag laboratoriumi szinti kidolgozasa volt. Az 0j termékben gluténforrasként
standard buzalisztet alkalmaztam, melynek eldonye a gliadin izolatum hasznalataval szemben,
hogy a liszt minden egyéb fehérjéje komponensét tartalmazza. A kutatomunka egy EU
keretprogram tdmogatasaval futd nemzetkdzi egyiittmitkddéshez (MoniQA NoE) kapcsolodik.

A redlis mintamatrix modellezésére gluténmentes liszt alapu, rogzitett 0sszetételi
sttott tésztakat (siiteményeket) alkalmaztam. Kisérlettervet épitettem fel a modelltermék
gliadintartalmdnak homogenitds, visszanyerés ¢és stabilitds vizsgalatara. Emellett a
modelltermék eldallitas egyes 1épéseinek analitikai eredményekre gyakorolt hatasat
tanulmanyoztam a kiilonbozd feldolgozasi 1épésekben (keverés, tésztakészités, siités) vett
mintak analizisével. A vizsgéalatokat két, kereskedelmi forgalomban kaphato gliadin
meghatarozasara alkalmas immunanalitikai modszer segitségével végeztem, melyekkel kapott
eredmények Osszehasonlitd elemzését szintén elvégeztem. Munkdm jelenlegi fazisanak
Osszegzéseként igyekeztem kovetkeztetéseket levonni a kordbban csak gliadint tartalmazo és
az altalam eldallitott komplex buza-fehérjematrix beépitésével késziilt modelltermékekkel
kapott analitikai eredmények kozott tapasztalhato eltérést. Az eredmények értékelése
statisztikai modszerek hasznalataval tortént.

Munkam legfontosabbnak tartott eredménye, hogy sikeriilt kifejlesztenem olyan
feldolgozott modellterméket, mely a gliadint meghatarozott mennyiségben tartalmazza. Ennek
modszere a standard liszt szaraz sikér tartalménak szabvanyok szerinti meghatdrozésa volt,
melybdl szamithattam a sziikséges liszt mennyiséget a kivant elméleti gliadin koncentracio
eléréséhez. A buzafehérjék homogén eloszlasa megvaldsult. A modelltermék stabilitdsa is
kielégitonek bizonyult, bar értelemszertien csak két honap allt rendelkezésemre ennek
vizsgalatara. A gliadin izolatummal késziilt modelltermék gliadintartalmédnak mennyiségi
eredményeihez hasonlitva a standard lisztes termékre magasabb koncentraciokat mértem,

Ennek oka egyrészt a gliadintartalom szamitdsanak ismert pontatlansaga lehet, masrészt
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elképzelhetd, hogy a komplex fehérjematrix tartalmaz az alkalmazott antitestekkel reagalo
egyéb frakciokat is. Ez az immunanalitika alkalmazasanak egyik legnagyobb jelenlegi
problémaja, melyek tisztdzasahoz hozzajarulhat a munkdmban fejlesztett referenciaanyag
fehérjeosszetételének pontos elemzése. A referenciaanyag segitségével tulajdonképpen
elészor nyilt lehetéség kiilonbozo kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kitek analitikai
szempontbol korrekt Osszehasonlitd elemzésére realis élelmiszermatrix esetében. Bar
mennyiségi értelemben a mért értékek kozott jelentds eltérést kaptam, a mért értékek
tendenciaja az egyes gyartasi fazisban mért eredmények esetében azonos volt. A visszanyerési
értekekbdl és a mérések ismétlésébdl szamithatd analitikai teljesitményjellemzdk (pontossag,
precizitds) azt mutatjdk, hogy az alkalmazott immunanalitikai modszerek valtozatos
eredményeket szolgaltatnak az azonos mintatipusok esetében, valamint minden moédszer
kiilonbségeket mutat az eltérd matrixit és feldolgozottsdgi szintli mintdk kozott. Ezen
eltérések hatterében alapvetden az analitikai modszereknél alkalmazott eltérd antitest (vagyis
eltérd specifitas) all. Emellett természetesen, a kiillonb6z6 mintaelokészitési eljarasok, a
fehérjedenaturacio  kiilonboz6 mértékii megjelenése (pl. az oldhatosagvaltozas, a
konformaciovaltozasbol adodo immunaktivitas csokkenés, koélcsOnhatas mas
komponensekkel) is magyarazatul szolgalhat. Az okok pontos tisztdzasa és a hatasok
mértékének megallapitasa a jovO feladata.

A fenti jelenségek azonositasa, hatterének feltarasa mind a modszerek validalasa, mind
alkalmazasi teriileteinek meghatarozasa szempontjabol, s6t ezen tilmutatéan a taplalkozastani
hatasok tisztazdsa okabol is sziikséges. A hatasok tipizalasaval, direkt és indirekt analitikai
eszk6zok €s modszertan alkalmazasaval legalabb részben azonositani kivanjuk a mért fehérje
koncentraciok eltérésének okait. Ehhez valosziniisithetden az immunanalitikai modszerek
mellett mas méréstechnikak, RP-HPLC, HPLC-MS hasznalatanak bevezetése is sziikséges
lehet. Emellett tervezziik allergiat kivaltd fehérje komponensek buza fajtakban 1évo
mennyiségi eltérésének, variabilitasanak vizsgalatat és az ebbdl eredd analitikai hiba
nagysagrendjének megallapitasat.

Eredményeink hozzajarulhatnak a jelenleg széleskorlien alkalmazott immunanalitikai
modszerek validalasi protokolljanak, valamint az analitikai modszertan és annak meghatarozé

részét képezd mintaeldkészitési 1épések fejlesztéséhez.
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9 Mellékletek

1. Az egyes antitestek altal felismert szekvenciak a Kiilonbozo sikér fehérje
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HMW-glutenin [32]

(A pontozott vonal esetében nagyobb mint 50% a kotddés, mig a # esetében 25-50% kozotti a

kotédés valoszintisége)
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Antibody Alphas/Beta Gamma Chmega LAfLGS HLGE

Selective for 4, f and y-gliadins

22123 — DCQVMRQOT _ QQTSE, CQOLE _
23205 — — — CQQLEQ _
23722 — — — — —
23009 _ DCOVMEQQC _ COQLEFQ, QQCEPY _
GRCVWEQ
40406 — DCQVMBOQC _ CORLEQ GOGQRP
SYYFTS
a0z — — — SEVAMEQRL AARQLEPAMCE
YOQQLAGR
Binding v and w-gliadins, cros-reacting with B-LAGS
12208 — DCoVMBRQOC _ QCsSE, CQOLE _
GQCWS0
12224 — RZ2L, CQQL — Co2L, QQCS _
a0g1a EQPFPSQQF  FEQQPQOF PEEQEQOF LEQIPQOSE _
FBQ-————
Major reaction with LW -GS, cros-reaction with gliadin
21817 — — — W/BQoQPLE _
81405 YEQEFQP QOEYPQOQPD PFRQLFEYI IPAITYSII YOPTEPQOQ
-——-5-- AIRSLVLOT POQFEFEES GLERWZO
=-EF=F=0F PHOPOOPYA QEFEFFWQQ
PLYRTT
VHMTSIALRI
82123 — — — PEEQLL —
a2208 QPFEFQQE QFEEFQQP PORFEFRQFE _ TELQHTGER
———B———- ————L-- GOGOOPROW
—————— o-- -——-FEZRD
----- LE-Q

Az elsé 3 csoport legjelentdsebb epitopjai [32]



Antibody Alpha/Beta  Gamma Cvmega LMGS HMGS
23602 — — — — QRPGOGOOP
————— G
-Q=====RF
23724 —_ QEQQFPE QEQQFF _ QOPGQGEoD
N - .
----- R
————— P
-L5----R
30413 — — - — QRPGQGEOOP
————— G
-Q—————RF
41201 —_ —_ —_ —_ QOEYYPTE
S, - M
-Q-H-——-
-J-H-=A~
SQE2QGYYPR
B————
GE-————
GREQQGHTE
a010i — — — _ EEOE00
and1n — — — — QEPGQGQQG
CERELQEES
BQESYYEGD
a4 — — — — QOEYYER
LOQLOQGEIF
8003 SFQFEQQNE QTEFQFQQT QTEFFEQQF QT FPQFQQT QOFATQLFT
—====T==F PSFSCOQFF ATQLPTVCE
TEPQQPGOL
----- E
————— 5--L
----- S—-W
-—-L-L--i3
R o T
YYLTSP2CS
-OP---—- b3
FGV---B-
ESVTCRORY
SYYPGVIEP
EEVTE5Q06
EEVTES
FGETTPLZQ
A negyedik csoport legjelent6sebb epitopjai [32]
Antibody Alpha/Beta Gamma Chmega LM.GS HMGS
24311 SOQFER _ _ QQSEEFF _
— — — —=0-L-
24504 —_ —_ FPOPQOP FS22QFF _
401 16 (bound degenerate forms of consensus repeat for each gliading/ LALGS)
CONSENSNE EQPQFFEFQQEY QFPQQFFE EQOEFEQQ QQooFEE QEAQEQQS
repeat S, R -——P--E
variants LWQIFEQER QOEFQQ, PFEQ —--—— SW- PSEWQOOP
felululels} -——-IG-- ——=B----
HPLQPQLPF SQFLFS5¢0
F-——-- e
I-Q---—-
41223
LWQIFEQEER XXEFSQQEQQTE XPEPQEFQQPE QPEEWQIOE
EPFQQFYEQ FPQ————- H=m——— il XERFWOQOPL
YPQFQFPEFS *xX¥F-----FL XFPFL----—- XX XWCSOQFPLPPQ
TPSGEQGESEQ QFSQFPQEQF XXFF-———— IG XHPEEQQOQEY
FPH--——- XXFFQOQPQQFL xxxEQZCQPEFWD
QFS--——- QFFEQPQP QLEEQQESF
QEFFEWQFEQQ XVLEFQQFPFE

Az 5. csoport legjelentésebb epitopjai [32]
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2. A fehérjéket felépito aminosavak

Small Nucleophilic
OH OH SH
B4 L X L
HaN COOH HzN COOH HaN COCH HzN COOH HzN COOH
Glycine (Gly, G) Alanine (Ala, A) Serine (Ser, §) Theeonne (Thr, T) Cysteine (Cys, C)
MW: 57.05 MW: 71.09 MW: 87.08, pK5 - 16 MW: 101.11, pKa ~ 16 MW: 103.15, pK 3= 8.35
Hydrophobic S/
HN” TCOOH  H,N” “COOH H.N” TCOOH HeN” ~COOH N~ “cooH
Valine (Val, V) Leucine (Leu, L) Isolewcine (llg I) Methionine (Met, M) Proline {Pro, P)
MW: 90.14 MW: 11316 MW: 113.16 MW: 131.19 MW: 97.12
Aromatic Acidic
OH 0, OH
[ fkc’”
HaN COOH HoN COOH H,N COOH H N COOH HzN COOH
Phenylalanine (Phe, F) Tyrosine (Tyr, Y) Tryptophan (T'p, W) Aspartic Acid (Asp, D) Ghutarmic Acd (Glu, E)
MW: 14718 MW: 163.18 MW: 186.21 MW: 115,00, pKa= 39 MW: 12912 pK 4 = 4.07
HoN . NH,*
Amide Basic Y
0 NH2 NH
0 HN ’\ -
NH o
A
GO HaN" "COOH HeN CCOH HoN~ ~COOH H,N” COOH
Asparagine (Asn, N) Glatamine (Gin, Q) Histchne (His, H) Lysine (Lys, K) Argmine (Arg, R)
MW: 11411 MW: 128.14 MW: 137.14, pK 3= 6.04 MW: 128,17, pKa= 1079 MW: 156.19, pK 5= 12.48

Aminosavak szerkezete és jeloléseik [70]

3. Validalt modszerek analitikai teljesitményjellemzdi definialva

1.Szelektivitas, azonossag, specifikussag

A szelektivitas, az azonossag €s a specifikussag azt mutatjak meg, hogy a modszer
milyen mértékben képes az adott alkotd (alkotok csoportjanak) meghatdrozasira egyéb
alkotok jelenlétében. A modszer szelektiv, ha tobb komponenst is mér, de a komponenseket
megkiilonbozteti. Specifikussagrol pedig 100 %-os szelektivitas esetén beszélhetiink [57].

2. Kimutatési hatar (Limit of Detection, LoD)

A kimutatasi hatar az a legkisebb koncentracié vagy mennyis€g, amit a modszerrel
megbizhatéan detektalni lehet. A kimutatasi hatdr megadasanal probléma, hogy a detektéalas
valdsziniisége nem ugrasszeriien valtozik 0-tol 1-re, hanem egy tartomanyon beliil [57].

3. Meghatarozasi tartomany (Limit of Quantification, LoQ)

A meghatirozasi hatar az a legkisebb koncentracid, amely még elfogadhato

pontossaggal ¢és precizitassal hatdrozhatdo meg. Meghatdrozasa torténhet ismert koncentracioj
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mintak segitségével felvett koncentracio €és szords 0sszefiiggés segitségével, vagy a kimutatéasi
hatarbol valo becsléssel [57].

4. Mérési tartomany (Working range)

A mérési tartomany a mennyiségi meghatidrozas azon tartomanya, amelyben az adott
alkoté az analitikai feladatnal elvart pontossaggal és precizitassal hatarozhatd meg. Also
hatdra a meghatarozasi hatar, felsé hatarat a kovetelmények illetve az analitikai fliggvény
tulajdonsagai hatarozzak meg. Meghatirozasa az adott alkotot kiilonb6z6 koncentracidoban
tartalmazd mintak elemzésével torténik. Az alkot6 analitikai jele és a koncentracié kdzott nem
feltétleniil sziikséges linearis dsszefiiggés [57].

5. Lineéris tartomany (Linear range)

Az analitikai mérégdrbe abban a tartomanyban linearis, ahol adott megbizhatosaggal
egyenesnek tekinthetd. Meghatirozasa a linedris regresszids egylitthatd meghatarozasaval,
regresszid-analizissel, vagy F-proba végzésével torténhet. A munkatartomany linearitdsa nem
feltétleniil kovetelmény [57].

6. Erzékenység (Sensitivity)

Az érzékenység a modszer valaszjelében bekovetkezd legkisebb érzékelhetd
valtozashoz tartozod koncentracio-kiilonbség. Ertéke a kalibracios gorbe meredekségével
egyezik meg ¢és a legkisebb négyzetek moddszerével vagy kisérletileg kiilonb6zo
esetén az érzékenység valtozik a koncentracio fiiggvényében [57].

7. Pontossag, helyesség (Accuracy, Trueness)

A modszer pontossaga, helyessége a kapott értek és a valddi érték egyezésének
mértéke. A pontossag meghatirozasanak legjobb moddszere, ha megfeleld hiteles
referenciaanyagot elemziink a modszerrel és Osszevetjiik az elemzési eredményt a deklaralt
értékkel. Ha megfeleld referenciaanyag nem 4all rendelkezésre, a helyesség becslése gy is
elvégezhetd, hogy a mintahoz az elemzés megfeleld fazisaban hozzdadjuk a vizsgalt
komponens ismert mennyiségét €s vizsgaljuk a visszanyerést. A helyességet egy elfogadott
modszer vagy mas fiiggetlen eljards eredményeivel torténd Osszehasonlitds vagy
laboratoriumok kozotti 6sszehasonlito vizsgalat alapjan is meghatarozhatjuk [57].

8. Precizitas (Precision)

A precizitads a mérés, a vizsgalat véletlenszerli valtozasait jellemz0 adat. Jellemzésére a
szoras, a korrigalt empirikus szoras valamint a relativ szérds alkalmazhato. A precizitas

kiilonboz6 koriilmények kdzott is meghatarozhato:
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o Ismétloképesség: precizitds az ismétloképesség koriilményei kozott:
azonos késziilék, azonos személyzet, révid 1d6
. Reprodukalhatdsag: precizitas a reprodukalhatosag koriilményei kozott:
> Azonos mobdszer, eltérd laboratorium eltéré személyzet,
hosszabb id6. Erre akkor van sziikség, ha egy modszert tobb laboratérium is
hasznal
> Azonos modszer, azonos késziilék, eltérd analitikus, hosszabb
vizsgalati idészak [57].

9. Mérési bizonytalansag (Measurment uncertainty)

A mérési bizonytalansag egy szoras vagy konfidencia-intervallum, mely kifejezi az
eredmények lehetséges tartomanyat. Tartalmaz minden el6forduld hatést, a bizonytalansagi
tényezOket a hibaterjedés szabdlyai szerint kombindlja. A mérési bizonytalansag
meghatarozasanal szdmos paramétert kell figyelembe venni: pl. a precizitast, a szorast, a
valddi értéktdl valo eltéréseket és ezek bizonytalansagat, a kalibracié bizonytalansagat,
valamint egyéb tényezoket (pl.: hdmérséklet, id6, stb.) [57].

10. Robosztussag (Robustness, Ruggedness)

A robosztussdg-vizsgalat az analitikai modszer egyes I€pései soran bekovetkezd
véletlen ingadozasok szerepét vizsgalja a pontossagra, az ismétloképességre, a visszanyerésre,
valamint a modszert jellemzd egyéb paraméterekre. A vizsgélat célja, hogy megismerjiik a
mod szer kritikus 1épéseit, a kritikus faktorokat és az igy szerzett ismeretek segitségével

javitsuk a modszert [57].
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4. Az ELISA Kkitekkel vizsgalt mintak tablazata

Romer Labs R-Biopharm
. (13; tlag:?nal Standard . %It'a?;?nal Standard liszttel
Mintak [ 70240 liszttel késziilt oA késziilt
kesziilt modelltermék kesziilt modelltermék
modeltermék modeltermék
. . 0 ppm . ,
1 0 ppm silitemény porkeverek 0 ppm porkeverék | O ppm porkeverék
2 0 ppm silitemény 0 ppm 0 ppm porkeverék | O ppm porkeverék
porkeverék
3 10 ppm 0 ppm liofilezett | O ppm liofilezett | O ppm liofilezett
liofilezett tészta tészta tészta tészta
4 10 ppm 0 ppm liofilezett | 0 ppm liofilezett | O ppm liofilezett
liofilezett tészta tészta tészta tészta
10 ppm e, 0 ppm siitemény .
S liofilezett tészta 0 ppm siitemény tészta 0 ppm siitemény
10 ppm e 0 ppm siitemény o
6 liofilezett tészta 0 ppm siitemény tészta 0 ppm siitemény
10 ppm 10 ppm . 10 ppm
! liofilezett tészta porkeverék 10 ppm porkeverck porkeverék
10 ppm 10 ppm . 10 ppm
8 liofilezett tészta porkeverék 10 ppm porkeverek porkeverék
10 ppm 10 ppm . 10 ppm
; liofilezett tészta porkeverék 10 ppm porkeverck porkeverék
10 ppm 10 ppm . 10 ppm
10 liofilezett tészta porkeverék 10 ppm porkeverék porkeverék
10 ppm 50 ppm . 50 ppm
1 liofilezett tészta porkeverék >0 ppm porkeverek porkeverék
50 ppm 50 ppm . 50 ppm
12 liofilezett tészta porkeverék >0 ppm porkeverek porkeverék
50 ppm 50 ppm . 50 ppm
13 liofilezett tészta porkeverék >0 ppm porkeverek porkeverék
50 ppm 50 ppm . 50 ppm
14 liofilezett tészta porkeverék 30 ppm porkeverék porkeverék
15 50 ppm 10 ppm 10 ppm liofilezett | 10 ppm liofilezett
liofilezett tészta | liofilezett tészta tészta tészta
16 50 ppm 10 ppm 10 ppm liofilezett | 10 ppm liofilezett
liofilezett tészta | liofilezett tészta tészta tészta
17 50 ppm 10 ppm 10 ppm liofilezett | 10 ppm liofilezett
liofilezett tészta | liofilezett tészta tészta tészta
18 50 ppm 10 ppm 10 ppm liofilezett | 10 ppm liofilezett
liofilezett liofilezett tészta tészta tészta
19 50 ppm 10 ppm 10 ppm liofilezett | 10 ppm liofilezett
liofilezett liofilezett tészta tészta tészta
20 50 ppm 50 ppm 50 ppm liofilezett | 50 ppm liofilezett
liofilezett liofilezett tészta tészta tészta
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21 10 ppm 50 ppm 50 ppm liofilezett | 50 ppm liofilezett
slitemény liofilezett tészta tészta tészta
99 10 ppm 50 ppm 50 ppm liofilezett | 50 ppm liofilezett
slitemény liofilezett tészta tészta tészta
23 10 ppm 50 ppm 50 ppm liofilezett | 50 ppm liofilezett
slitemény liofilezett tészta tészta tészta
24 10 ppm 50 ppm 50 ppm liofilezett | 50 ppm liofilezett
slitemény liofilezett tészta tészta tészta
10 ppm 10 ppm . .
25 siitemény siitemény 10 ppm siitemény | 10 ppm siitemény
10 ppm 10 ppm e, o
26 siitemény siitemény 10 ppm siitemény | 10 ppm siitemény
10 ppm 10 ppm . . . ,
27 siitemény siitemény 10 ppm siitemény | 10 ppm slitemény
10 ppm 10 ppm ., .
28 siitemény siitemény 10 ppm siitemény | 10 ppm slitemény
10 ppm 10 ppm N .
29 siitemény siitemény 10 ppm siitemény | 10 ppm siitemény
50 ppm 10 ppm e, o
30 siitemény siitemény 10 ppm siitemény | 10 ppm siitemény
50 ppm 10 ppm . .
31 siitemény siitemény 50 ppm siitemény | 50 ppm siitemény
50 ppm 50 ppm . .
32 siitemény siitemény 50 ppm siitemény | 50 ppm siitemény
50 ppm 50 ppm e .
33 siitemény siitemény 50 ppm siitemény | 50 ppm siitemény
50 ppm 50 ppm ., o
34 siitemeény siitemény 50 ppm siitemény | 50 ppm siitemény
50 ppm 50 ppm . .
35 siitemény siitemény 50 ppm siitemény | 50 ppm siitemény
50 ppm 50 ppm . .
36 siitemény siitemény 50 ppm siitemény | 50 ppm siitemény
37 50 ppm 50 ppm
stitemény stitemény
38 50 ppm 50 ppm
slitemény slitemény
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5. Az Eredmények és értékelés rész tovabbi diagramjai
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41. abra: 0 ppm-es porkeverék
allergénmentességének igazolasa, ,,A” ELISA

42. abra: (0 ppm-es liofilezett tészta
allergénmentességének igazolasa, ,,A” ELISA
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43. abra: 0 ppm-es porkeverék
allergénmentességének igazolasa, ,,B” ELISA

44, abra: 0 ppme-es liofilezett tészta
allergénmentességének igazolasa, ,,B” ELISA
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45, abra: 50 ppm gliadin tartalmu porkeverék

homogenitas vizsgalata

46. abra: 50 ppm gliadint tartalmaz¢ liofilezett

tészta homogenitasanak vizsgalata
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200

Homogenitas vizsgalat-50 ppm

siitemény

100

Gliadin koncentracié (ppm)

A kétféle ELISA médszer parhuzamos mérései

B kit

47. abra: 50 ppm gliadin tartalmu siitemény homogenitas vizsgalata

6. Az Eredmények és értékelés rész tovabbi tablazatai

15. tablazat

16. tablazat: Standard liszttel késziilt termék stabilitasara vonatkozé statisztikai tablazat 3.

o Romer Labs R-Biopharm
Mintak

F-proba | t-préba | F-préba | t-préba

10 ppm porkeverék 0,76 0,07 0,29 0,10

50 ppm porkeverék 0,90 0,40 0,81 0,16

10 ppm tészta 0,90 0,72 0,97 0,45

50 ppm tészta 0,12 0,74 0,95 0,31
10 ppm siitemény 0,59 0,73 0,06 0,0002

50 ppm sltemény 0,31 0,24 0,37 0,77

: Standard liszttel késziilt termék stabilitasar

) Romer Labs R-Biopharm
Mintak

F-préba | t-préoba | F-préba | t-préba

10 ppm porkeverék 0,94 0,86 0,45 0,33
50 ppm porkeverék 0,40 0,0058 0,31 0,0016

10 ppm tészta 0,32 0,28 0,68 0,39

50 ppm tészta 0,33 0,0212 0,96 0,44
10 ppm sutemény | 0,93 0,35 0,02 0,0471

50 ppm siitemény 0,72 0,0125 0,79 0,07

a vonatkozo statisztikai tablazat 2.
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