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1. OSSZEFOGLALAS

A glutén, vagy sikér fehérjék taplalkozas-élettani szerepe és megitélése az utdbbi
évtizedekben kettdssé valt. A glutén fehérjék egyrészt kozponti szerepet téltenek be
a buza és mas gabonak sutdipari minéségének kialakitasaban. Masrészt azonban
egyre inkabb el6térbe keriilnek olyan tulérzékenységi reakciok, melyeket szintén
a glutén fehérjék valtanak ki az arra érzékeny populacidoban. A glutén altal okozott
rendellenességek kézil 1% korili globalis el6fordulasaval az egyik legjelentésebb a
lisztérzékenység, vagy mas néven coliakia, mely a vékonybél bolyhainak sorvadasaval
jaro autoimmun betegség. A tiinetek széles skalajat okozhatja, jelenleg egyetlen
ismert kezelési médja az élethosszig tarté gluténmentes diéta. A diéta betartasanak
eldsegitésére a jelenleg érvényes EU szabalyozas 20 mg/kg-ban maximalizalja a
gluténmentesként értékesitheté termékek gluténtartalmat. Ez pedig sziikségessé
teszi a glutén mennyiségének minél pontosabb meghatarozasat ebben az alacsony
koncentracio-tartomanyban. A meghatarozas rutinmodszere azimmunanalitikai elven
miik6do ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). A kiilonb6z6 ELISA mdédszerek
validalasa és eredményeik 6sszehasonlithatésaga, vagyis az altaluk szolgaltatott
adatok megbizhatéosaga azonban problémat jelent. Cikkiink f6 célkitlizése az
ennek hatterében allé analitikai és fehérjekémiai kérdések, valamint a modszertan
feltételrendszerének javitasat célzo torekvések bemutatasa. Emellett kitériink a zab
gluténmentes diétaban betoltott kilonleges szerepére is, igy kisérelve meg minél
szélesebb korben ralatast nyudjtani a glutén altal képviselt élelmiszerbiztonsagi és
analitikai kihivasokra.
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2. Bevezetés

A buza és mas gabonak, mint pl. a rozs, az arpa és a zab régdta az emberi étrend alapélelmiszerei kbzé
tartoznak, mivel jelentésen hozzajarulnak a napi energia-, fehérje- és rostbevitelhez, emellett kivald forrasai
szamos vitaminnak és bioaktiv fitokemikalianak [1]. A buzaban, rozsban és arpaban (valamint keresztezett
valtozataikban, pl. tritikaléban) talalhatd, dsszefoglalé néven gluténnek (sikérnek) nevezett fehérjefrakciod
kdzponti szerepet t6lt be ezen gabonak stitdipari mindségének kialakitasaban [2]. Ugyanakkor ezek a fehérjék
(bizonyos esetekben mas tipusu fehérjékkel egytt) klilénbdzé tulérzékenységi reakcidkat valtanak ki az arra
érzékeny egyénekben. Ezek kdzlll, 1%-o0s becsiilt globalis prevalenciajaval, alegjelentésebb a lisztérzékenység
vagy coliakia. A céliakia kronikus autoimmun betegség, mely genetikailag fogékony emberekben alakul ki
glutén fogyasztasakor. A vékonybél gyulladasanak és a bélbolyhok sorvadasanak eredményeként a betegség
tlnetek széles kdrében nyilvanul meg, mint pl. felszivédasi zavar miatti hianyallapotok, vérszegénység,
gasztrointesztinalis és egyéb atipusos jelenségek (pl. neuroldgiai zavarok, medddéség, stb.). Jelenleg a cdliakia
nem gyogyithatd, egyetlen kezelési mddja az élethosszig tartdé gluténmentes diéta [3, 4].

A diéta betartasanak el8segitésére az élelmiszergyartok koételesek jeldlni termékeiken a glutén jelenlétét
vagy annak hianyat, amennyiben a terméket kifejezetten a coélidkias fogyasztok specidlis igényeinek
kielégitése érdekében hoztak Iétre. A jelenlegi EU jogszabalyok értelmében, a Codex Alimentarius ajanlasaval
Osszehangban, azok a termékek tekinthet6k gluténmentesnek, melyek gluténtartaima legfeljebb 20 mg/kg
[5, 6, 7]. A jogszabaly szerint a glutén az alabbi definicioval irhato le: ,buzaban, rozsban, arpaban, zabban
és ezek keresztezett valtozataiban, valamint szarmazékaiban megtalalhato fehérjefrakcio, amellyel szemben
bizonyos személyek intoleranciat mutatnak, és amely vizben és 0,5 M natrium-klorid-oldatban egyarant
oldhatatlan” [6]. Ez a meghatdrozas azonban nem tikrdzi hden a glutén rendkivil dsszetett természetét.
Ez a komplexitas egyrészt a glutént alkoté fehérjefrakciok magas szamara, masrészt a genetikai és
kornyezeti faktorokbdl eredd valtozékonysagra vezethetd vissza. A glutén két f6 alkotdelem-csoportjat
az alkohololdhaté prolaminok (buza gliadinok, rozs szekalinok, arpa hordeinek és zab aveninek), valamint
az alkoholban oldhatatlan glutelinek (buzdban: gluteninek) képzik. Mig a gliadinok monomer fehérjék, a
glutelinek nagyméretd, aggregalt biopolimerek [2, 8, 9]. Mindkét fehérjecsoportban azonositottak kilénb6zé
mértékl immunogenitassal rendelkezd coliakia-toxikus epitdpokat, a legmagasabb toxicitast egyes gliadin
epitopok mutatjak. In vitro és in silico médszerek segitségével igen nagyszamu potencialisan toxikus epitop
azonosithatd, de a betegekben kivaltott immunreakciok 90%-aért minddssze néhany, un. immundominans
epitop tehetd feleléssé. A toxicitas becslését az epitopok nagy szama mellett tovabb neheziti, hogy azok
mennyisége egy gabonafajon bellil és gabonafajok kézétt is valtozékonysagot mutat [10, 11, 12].

Annak ellenbrzésére, hogy a gluténmentesként értékesitett termékek megfelelnek-e a jogszabalyban régzitett
20 mg/kg-os glutén hatarértéknek, olyan analitikai médszerekre van szikség, melyek képesek pontos és
megbizhatd mennyiségi meghatédrozasrailyen alacsony koncentracié-tartomanybanis. Afeladat megoldasahoz
kilénb6z6 mddszerek érheték el, mint pl. a PCR (polimeraz-lancreakcid) vagy tdmegspektrométerrel
kapcsolt folyadékkromatografias eljarasok. Rutinmdédszerként azonban a specifikus antigén-antitest komplex
kialakulasan és detektalasan alapuld ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) terjedt el. A mddszer
elényei kdzé tartozik a specifikussag, a megfeleld érzékenység, az egyszerd kivitelezhet6ség és a relativ
alacsony koltség. Bar a glutén meghatarozasnak nincs referencia modszere, a Codex Alimentarius is az
ELISA-t jeldli meg, mint a glutén mennyiségi meghatarozésanak ajanlott médszerét [5, 13].

Referencia médszer hianyaban a piacon egyre tébb glutén ELISA kit jelent meg, és a mddszer térhoditasaval
parhuzamosan tdbb olyan tanulmany latott napvilagot, mely arra hivta fel a figyelmet, hogy a kiilénb6z8 ELISA
modszerek eltéré eredményeket szolgaltathatnak ugyanazon minta analizise soran. Ez fontos kérdéseket vet
fel a modszerek megbizhatésagaval kapcsolatban [14, 15, 16].
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3. A gluténanalitika specifikus problémai

A glutén ELISA-k eredményeinek valtozékonysaga mogoétt tobb, egymassal 6sszefliggd, a mddszerfejlesztést
és -validalast jelentésen befolyasold tényezé all, melyeket az 1. abra szemiéltet.
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1. dbra. A glutén mennyiségi meghatarozasat befolyasold tényezdk (sajat szerkesztés)

A probléma gydkere részben a cdlidkia patomechanizmusara és a glutén fehérjék komplexitasara vezetheté
vissza. Mint a bevezet&ben leirtuk, a coliakiat szamos glutén fehérje alegységen elhelyezkedé sokféle epitop
kivalthatja. Ezeknek az epitdpoknak a kllénb6z8 gabona fajokban és fajtakban megjelené mennyisége
erésen fligg genetikai és kdrnyezeti tényez6ktél. Részben ez az oka a referencia mddszerek és referencia
anyagok hianyanak, ami nagyban megneheziti a modszerek fejlesztését és érvényesitését. Ezek egylttesen
vezetnek az analitikai mddszerek valtozékonysagahoz, mely végil az analitikai eredményekben megfigyelt
eltérésekben csucsosodik ki. A mddszertani valtozékonysag fébb elemei az alkalmazott antitestek és
célepitopok, a mintael8készitési Iépések, valamint a kalibralé anyagok kilénbségei. Mindezek mellett nem
szabad megfeledkezni az Osszetett matrixok és az élelmiszer-feldolgozasi folyamatok fehérjeszerkezetre
és —oldhatdsagra gyakorolt hatasardl sem, melyek a fehérjék extrahalhatésaganak és immunaffinitasanak
maodositasan keresztil tovabb ndvelhetik a mérések bizonytalansagat. A tapasztalt nehézségek minél
hatékonyabb kikliszobdlése érdekében a gluténanalitika mddszertananak harmonizalasa halaszthatatlan
feladat, egyik kulcseleme pedig megfeleld referencia anyagok fejlesztése [17, 18, 19, 20, 21].

4. Referencia anyag fejlesztési torekvések a glutén mennyiségi meghatarozasahoz

A glutén referencia anyag fejlesztésének kérdése tébb mint 20 éve foglalkoztatja a teriilet kutatéit, de
altalanosan elfogadott, tanusitassal rendelkezé referencia anyag egyel6re nem all rendelkezésre [17, 22]. A
referencia anyag fejlesztés egyik legfontosabb mérféldkdve az un. PWG (Prolamin Working Group)-gliadin
kidolgozasa volt. A PWG-gliadint a 28 leggyakoribb eurdpai buzafajta keverékébdl készilt lisztbdl izolaltak,
az anyag nagy tisztasagu és igen jol karakterizalt, a mai napig elészeretettel alkalmazzak glutén ELISA kitek
kalibralé anyagaként. Tanusitott referencia anyag statuszt azonban nem tudott szerezni, mivel kétségek
merdltek fel elballitasanak reprodukalhatdésagaval és hosszutavu elérhetéségével kapcsolatban [17, 23].

Areferencia anyag fejlesztési munkaba kutatécsoportunk 2008-ban, az EU 6. Keretprogramjaban zajlé MoniQA
Kivalésaghalézat (FOOD-CT-2006-036337) Allergén Munkacsoportjanak tagjaként kapcsolddott be. Munkank
elsé fazisaban olyan referencia anyag jeloltet allitottunk el8, mely ismert mennyiségl glutént feldolgozott
élelmiszermatrixban tartalmaz (2. abra). Gluténforrasként a mar emlitett PWG-gliadint alkalmaztuk [24, 25].
Ezt az anyagot a késébbiekben felhasznaltuk szamos olyan kisérlethez, melyek segitségével igyekeztiink
azonositani azokat a tényez8ket, melyek hibaforrast jelentenek az ELISA mérések soran és hozzajarulnak az
analitikai bizonytalansaghoz [14, 19, 26, 27, 28].
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2. dbra. A glutén referencia anyag jel6lt modelltermék

Azonban, a PWG-gliadin hatranyaival kapcsolatos felvetések kapcsan a MoniQA Kivalésaghalézat jogutddia,
a MoniQA Association (https://www.moniga.org) keretein belll tovabbra is nemzetkdzi formaban midkodé,
a kutatécsoportunk altal koordinalt Referencia Anyag Munkacsoportban felmertlt az igény egy uj referencia
anyag fejlesztésére. A Munkacsoport ugy hatarozott, hogy teljesen el6Irél, az alapoktdl indulva gondolja
Ujra a glutén referencia anyag fejlesztés problémakdrét. Ehhez két alapvetd kérdésre kerestik a valaszt.
Az egyik, hogy a genetikai és kdrnyezeti valtozékonysag figyelembevételével melyik buzafajta vagy -fajtédk
a legigéretesebbek egy globalis mintapopulaciéo megfeleld reprezentalasara. A masik pedig, hogy a glutént
liszt, glutén izolatum vagy gliadin izolatum formajaban tartalmazza-e az Uj referencia anyag. Ezen kérdések
megvalaszolasara a Munkacsoport tdbb kontinens szamos orszagabdl dsszegyUjtott 23 kdztermesztésben
lévé buzafajtat, melyeket komplex analitikai médszertan (beltartalmi paraméterek, tébbféle glutén ELISA,
elvalasztastechnikai médszerek) alkalmazasaval részletes jellemzésnek vetett ala. Az eredmények alapjan egy
olyan, kvalitativ és kvantitativ elemekre épul6 kritériumrendszer j6tt [étre, melynek segitségével kivalasztottunk
5 olyan buzafajtat, melyet alkalmasnak itéltlink referencia anyagként t6rténd felhasznalasra [29, 30]. Ezt
kovetben az 5 fajtabdl és keverékikbdl készitett liszteket, glutén és gliadin izoldtumokat vizsgaltuk meg fehérje-
dsszetétel szempontjabdl, mely soran jelentds eltéréseket nem tapasztaltunk. igy a munka konkluzidjaként az
5 fajta keverékébdl készult lisztet valasztottuk, mint Uj glutén referencia anyag. Alkalmazasa mellett szdl, hogy
eléallitasa egyszer(, féllizemi léptékben is mindségi valtozas nélkil megvaldsithatd, és a gliadinok mellett
minden egyéb fehérjetipust is tartalmaz [31, 32]. Ez kiiléndsen elényds abbdl a szempontbdl, hogy a glutén
ELISA mddszerekkel szemben megfogalmazott egyik kritikai észrevétel, hogy tébbnyire gliadin egységben
adjak meg eredményeiket, melyeket egy kétszeres szorzé alkalmazasaval valtanak at glutén egységre. Ez
az eljaras abbdl a feltételezésbdl indul ki, hogy a gluténban a prolamin/glutelin arany 1:1. Azonban egyre
tébb bizonyiték tamasztja ala, hogy ez az arany ettdl jelentésen eltérhet, mely pontatlansagot okozhat az
eredmények megadasakor [33]. Részben ennek kdszdnhetéen a legujabb mddszerfejlesztések is abba az
iranyba haladnak, hogy egyidében tdbb antitest alkalmazasaval ne csak prolaminokat, hanem glutelineket is
detektéljanak [34]. Ehhez a megkdzelitéshez pedig jol alkalmazhaté a liszt referencia anyag, mely a MoniQA
Association égisze alatt elérhetd analitikai hasznositasra.

A buza esetében tehat jelentésnek mondhato el6relépések térténtek a referencia anyag fejlesztés tertletén.
Ugyanakkor a buza mellett a rozs és az arpa is igazoltan kivaltjak a coliakiat. Bar ezekrdl a gabonakrol ebben
a kontextusban joval kevesebb informacio all rendelkezésre, az eddig ezen a terlleten szilletett kutatasok
ramutatnak, hogy a glutén antitestek eltéré affinitassal rendelkeznek a rozs és az arpa prolaminok felé. Ez
végs® soron a rozs vagy arpa kontaminaciot tartalmazé mintak gluténtartalmanak ala- vagy tulbecsléséhez
vezethet, ami felveti az igényt olyan Uj referencia anyagokra, melyeket kifejezetten rozsra és arpara fejlesztettek
ki [35, 36].

Ezt az igényt felismerve nemzetkdzi kutatdcsoportunk jelenleg azon dolgozik, hogy a fentebb buzara
bemutatott kisérleteket és fejleszté munkat megismételje rozs és arpa esetében is. Az eddig elvégzett munka
soran megtortént egy tébb mint 120 arpa- és tébb mint 50 rozsmintabdl allé nemzetkdzi mintaszortiment
begylijtése és elsbdleges analizise beltartalmi paraméterek, ELISA-val meghatarozott gluténtartalom,
és elvalasztastechnikai mddszerekkel meghatarozott fehérjetartalom és -Osszetétel szempontjabdl. Az
eredmények alapjan ebben az esetben is szelekcios kritériumrendszert allitottunk fel.
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Az ennek segitségével kivalasztott 7 rozs és 8 arpa fajta tovabbi vizsgalatai jelenleg zajlanak [publikacid
folyamatban]. A munka vart kimenetele Uj rozs és arpa referencia anyagok létrehozasa, melyek énalléan, vagy
egymassal és abuzareferenciaanyaggal kombinalva alkalmasak lehetnek a gluténanalitika feltételrendszerének
javitasahoz.

5. Egy rovid, de Iényeges kitérd: zab és a gluténmentes diéta

A korabbi fejezetekben sok sz6 esett a buzat, rozst és arpat érinté analitikai kérdésekrdl. Ugyanakkor a cdlidkia
kontextusaban nem feledkezhetlink meg a zabrél sem, melynek gluténmentes diétaban betdltdtt szerepe régoéta
tartdé szakmai vita targyat képezi. A gondatlanul dsszedllitott gluténmentes diéta olyan taplalkozasélettani
hatranyokkal jarhat, mint a csdkkent rost-, vitamin- és asvanyianyag-bevitel, valamint a megndvekedett telitett
zsirsav bevitel és magasabb glikémias terhelés [37]. Ezen hatranyok kiegyensulyozasanak kivald eszkdze
lehetne a zab magas rost- és antioxidans- és relativ magas telitetlen zsirsav-tartalmaval [38].

A zabot alapvetéen biztonsagosként tartjdk szamon a céliakias betegek szamara, mivel a buzanal jelentésen
kevesebb prolamint tartalmaz, és a buza analdg fehérjéivel ellentétben a zab aveninek kevésbé éllnak ellen
az emeésztéenzimeknek [39]. A zab cdliakia kivaltasaban betdltétt szerepére iranyuld klinikai vizsgalatok
tulnyomdé tébbsége is arra a kdvetkeztetésre jutott, hogy mérsékelt mennyiségben (gyerekeknek 20-25 g/nap,
felnétteknek 50-70 g/nap) a zabfogyasztas biztonsagos remisszidban lévd coliakias betegek szamara
[40, 41]. Ugyanakkor néhany mas klinikai tanulmany kdvetkeztetése az, hogy bizonyos esetekben a
zabfogyasztas kockazatot jelenthet a cdélidkias fogyaszték szamara, és bar kis szamban, de azonositottak
olyan zab avenin epitépokat, melyek kivalthatjak a betegséget. Fontos tovabbda, hogy a zab esetében is
jelentés genetikai-kérnyezeti valtozékonysag figyelhet6 meg, mely befolyasolhatja a potencidlisan toxikus
epitopok jelenlétét, vagyis fontossa valik annak ellenérzése, hogy a toxikus epitdopok mely zabfajtakban
vannak jelen és milyen mértékben [42, 43, 44, 45].

Ezt a kettésséget tiikrozi a nemzetkdzi jogi szabdlyozés is. Mig Ausztralia és Uj-Zéland kifejezetten tiltja a zab
gluténmentes diétaban térténé alkalmazasat [46], addig az EU-ban, az Egyesiilt Allamokban és Kanadéban
engedélyezik a specidlisan colidkiasok szamara késziilt un. tiszta zab (,pure oats”) bevezetését a diétaba
[6, 47, 48]. A tiszta zab el6allitasanak kérdése kardinalis jelent6ségl, ugyanis kilonb6z6 vizsgalatok
ramutattak, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphat6 zabtermékek 13-88 %-a szennyezett gluténnel
kilénb6z6é mértékben. A kontaminacio az eléallitasi lanc barmely pontjan bekovetkezhet [49, 50].

A tiszta zab el6allitasa tehat igen nagy korlltekintést igényel, és két pillérre épul. Egyrészt gondoskodni kell
arrdl, hogy a vetémagként hasznalt zabfajta ne tartalmazzon toxikus epitdpokat, mely sziikségessé teszi a
zabfajtak el8szlirését és az erre alkalmas analitikai mddszertan kidolgozasat [51]. Az erre iranyulé munkakban
az utébbi években kutatdécsoportunk is részt vett [52, 53]. Masrészt biztositani kell a glutén kontaminacio
elkerllését a teljes elballitasi folyamat soran. Ez komoly eréfeszitéseket igényel és olyan specialis protokollok
betartasat, melyek célja, hogy teljesen kikliszébdljék a gluténnel valé szennyezddés lehetdségét (pl. vetbmagok
tisztasaganak biztositasa, termd&fold parcellak kdzotti biztonsagi sav, kifejezetten csak erre a célra hasznalt
gépek, eszkdzok, elkllonitett tarolas és feldolgozas, stb.) (3. abra) [54]. A nemkivanatos glutén jelenlétének
zabban t6rténd kimutatdsa Ujabb analitikai kihivasok elé allit minket. Bar az R5 antitesttel mikodd ELISA
tesztek jo eszkdzOk erre a célra, mivel zab fehérjékkel nem keresztreagalnak, mig buzaval, rozzsal és arpaval
igen (a fentebb bemutatott korlatok figyelembevételével), a zab esetében kllén nehézséget jelent, hogy
mar néhany, egyéb gabonabdl szarmazé maggal valé szennyez&édés is problémat okozhat. Hogy ennek a
kockazatat minimalisra csOkkentsék, kifejezetten tiszta zabok vizsgalatara tervezett specialis mintavételezési
protokollokat hoztak |étre [55, 56].

A zab gluténmentes diétaban betdltott szerepe tehat a mai napig vitatott. Bar a zabfogyasztas taplalkozasi
elényei egyértelmliek, a zabok biztonsagossaganak tisztazasa tovabbi klinikai vizsgalatokat igényel. Emellett
tovabb kell fejleszteni a tiszta zabok eléallitdsanak metddusait is, valamint a kapcsolddé analitikai médszereket.
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3. abra. A tiszta zab elddllitasi protokoll f6bb lépései [67]

6. Osszefoglalas

A glutén (sikér) fehérjék a gabonafogyasztas révén évezredek ota taplalkozasunk részét képezik, rendkivil
fontos szerepet téltenek be szamos alapélelmiszer minéségének kialakitasaban, igy méltan szerepelnek
hosszu ideje a gabonatudomanyi kutatasok kdzéppontjaban. Az utdbbi években-évtizedekben azonban
egy masik szereplk is elétérbe keriilt azaltal, hogy olyan betegségekkel valé kapcsolatuk bizonyosodott
be, mint tébbek kozoétt a colidkia, a nem-cdlidkias glutén-érzékenység vagy a buzaallergia. Cikklinkben a
gluténmentes diétaval kezelhetd kérallapotok, elsésorban a cdlidkia szempontjabdl kivantuk szemléltetni a
glutén altal képviselt specidlis élelmiszerbiztonsagi problémat és analitikai kihivasokat.

Lathatd, hogy bar az analitikai médszerek viszonylag széles repertodrjaval rendelkeziink, nagyon fontos
ismerni a médszerek nyujtotta lehetéségeket és a jelentkezd korlatokat, kiildndsen a rutinmoédszernek szamité
ELISA esetében. Utdbbiak egy része a fehérjekémiai, immunoldgiai, klinikai ismeretek fejlédésével legalabb
részben kiklisz6bodlhetd vagy javithatd, ami indokolja a cikkben vazolt kutatasi iranyok folytatasat. Mas részik
viszont a mddszertan velesziletett adottsagai miatt bizonyos szinten mindig jelen lesz, ami sziikségessé teszi
Uj médszertani megoldasok Iétrehozasat, melyre jo példa a proteomikai modszerek gyors fejlédése [58].

Végeredményben a glutén, mint élelmiszerbiztonsagi probléma kezelése multidiszciplinaris megkozelitést
igényld feladat. Egyuttm(ikodést igényel a klinikum, a jogalkotas, az élelmiszer-el6allitas, az élelmiszer-
analitika és egy sor egyéb terllet részérdl. Kutatdcsoportunk a gluténanalitika feltételrendszerének
fejlesztésén keresztlil kapcsolddik ebbe a rendszerbe azzal a céllal, hogy a glutén mennyiségi meghatarozas
megbizhatébba tételével jaruljon hozza a coélidkiaval él§ fogyasztok biztonsdgahoz, életminéségének
javitasahoz.
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