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Sazetak

Gluten je naziv za skupinu organskih komponenti u Zitaricama koje nisu topljive u vodi.
Proteinska komponenta glutena bogata je prolinom, glutaminom i glicinom i dijeli se na
monomerne i u etanolu topljive prolamine i polimerne i u etanolu netopljive glutenine. Urodeni
imunosni sustav prepoznaje gluten pomocu TL-receptora (engl. toll-like receptors) koji se
nalaze na membranama dendritskih 1 mononuklearnih stanica. Ste€eni imunosni sustav
prepoznaje gluten vezanjem dijelova glutenskih peptida na molekule glavnog sustava tkivne
podudarnosti tipa II (engl. Major histocompatibility complex I, MHC II) koje ih zatim
predstavljaju T-stanicama. Najpopularnije metode detekcije glutena van ljudskog organizma
su enzimski povezani imunosorpcijski test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA), imunoloski test s bo¢nim protokom (engl. lateral flow immunoassay, LFIA) 1 western
blot. ELISA se temelji na oznacavanju antitijela ili trazenog proteina enzimom i jedina je
metoda koja moze apsolutno odrediti koncentraciju glutena. LFIA se temelji na kretanju
oznaCenih antitijela kroz nitroceluloznu membranu; ova metoda ima vrlo nisku granicu
detekcije 1 jednostavna je za provesti. Na temelju ove metode razvijeno je nekoliko prijenosnih
uredaja za detekciju glutena, no oni jo§ imaju vrlo visoke granice detekcije 1 nisku to¢nost.
Western blot vrlo je osjetljiva metoda detekcije glutena koja se temelji na razdvajanju proteina
elektroforezom u gelu nakon Cega se na membrani detektiraju pomocu antitijela; ova metoda
koristi se samo u laboratorijskim uvjetima za detekciju vrlo niskih koncentracija glutena. Jedina
metoda detekcije koja ne ukljucuje antitijela je masena spektrometrija, no zbog vrlo skupih

uredaja i kompleksnog procesa detekcije josS se ne koristi izvan laboratorijskih uvjeta.

Kljucne rijeci: Gluten; Celijakija; ELISA; LFIA; Western blot



Abstract

Gluten is a name used for a group of water insoluble organic compounds present in cereals. The
protein component of gluten is rich in proline, glutamine and glycine and is divided into two
categories: monomeric and ethanol soluble prolamins and polymeric and ethanol insoluble
glutenins. The innate immune system recognises gluten with the help of toll-like receptors
which are found on the membranes of dendritic and mononucleic cells. The adaptive immune
system recognises gluten by binding specific segments of gluten to major histocompatibility
complex type II (MHC II) cells which present them to T cells. Most commonly used gluten
detection methods are enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), lateral flow
immunoassay, (LFIA) and western blot. The ELISA method is based on the labelling of
antibodies or sample protein with an enzyme and is the only method that can directly detect the
concentration of gluten. The LFIA method is based on the movement of labelled antibodies
through a nitrocellulose membrane. This method is very simple and has a low detection limit.
A small amount of portable gluten detection kits have been developed using this method, but
they usually have high detection limits and low accuracy. Western blot is a very sensitive and
accurate method based on the separation of proteins using gel-electrophoresis after which
they're transferred to a membrane where antibody based detection is used. The only gluten
detection method not using antibodies is mass spectrometry, but due to the very high cost of
mass spectrometers and the complex process needed to ensure detection this method is not used

except for laboratory applications.

Keywords: Gluten; Coeliac disease; ELISA; LFIA; Western blot



1. Uvod

Gluten se moze definirati kao skup organskih komponenti koje preostaju nakon §to se iz zitarica
ukloni Skrob 1 komponente topljive u vodi. Nakon toga ostaje kruta masa koja se sastoji od 75-80
% proteina i 5-10 % lipida, a ostatak ¢ine manji ugljikohidrati.! U ovom radu obradit ée se samo
proteinska komponenta glutena koja odreduje njegova svojstva. Proteini u glutenu dijele se u
dvije frakcije ovisno o njihovoj topljivost u razrijedenom etanolu: topljivi glijadini 1
netopljivi glutenini.> Ova podjela vrijedi samo za pSenicu i promijenila se analizom drugih
zitarica koje sadrzavaju proteine sli¢ne glijadinima, poput hordeina u jeCmu 1 sekalina u razi;
ovi proteini nisu dobro topljivi u razrijedenom etanolu, ali imaju mnoge druge sli¢nosti
glijadinima od kojih je najznacajniji visok udio glutaminske kiseline, glicina i prolina te
monomerna struktura.’ Zbog toga se gluten danas dijeli na prolamine, koji sadrzavaju glijadine
1 druge njima sli¢ne proteine, i glutenine. Osim ove podijele proteini u glutenu cesto se dijele
prema njihovoj molekulskoj masi na: proteine ve¢ih molekulskih masa (engl. high molecular
weight, HMW) koje iznose 70-90 kDa, proteine srednje velikih molekulskih masa (engl.
medium molecular weight, MMW), 40-50 kDa i proteine manjih molekulskih masa (engl. low

molecular weight, LMW), 30-40 kDa.?

Celijakija je autoimuna bolest koja se ocituje pokretanjem upalnog procesa u tankom crijevu
kao 1 proizvodnje antitijela pri konzumaciji glutena. Ona se pojavljuje u oko 1 % pojedinaca,
no vrlo ¢esto ostaje nedijagnosticirana. U pacijentima celijakije konzumacija glutena dovodi do
pokretanja upalnog procesa u tankom crijevu koji uzrokuje razne gastrointestinalne smetnje, a
dugotrajnom konzumacijom uzrokuje trajna oSte¢enja crijevnih resica koja dovode do
malapsorpcije. Malapsorpcija je najcesc¢i simptom celijakije i vrlo ¢esto dovodi do pojave
drugih simptoma izvan probavnog sustava koje uzrokuju nedostatci esencijalnih vitamina i
minerala. Od simptoma uzrokovanih malapsorpcijom naj¢esée su anemija i smanjena gustoca
kosti. Osim toga pri konzumaciji glutena dolazi i do proizvodnje antitijela protiv glutena i
enzima transglutaminaze, ova antitijela mogu se vezati na nekoliko sli¢nih proteina poput
Purkinje stanica i gangliozida $to dovodi do ataksije i gubitka osjeta, kao i na enzim
transglutaminazu 3 u koZzi $to u mnogim pacijentima uzrokuje dermatitis herpetiformis. Osim
navedenih postoje mnogi rijetki simptomi celijakije koji su uglavnom uzrokovani
malapsorpcijom vitamina ili minerala. Budu¢i da je ona autoimuna bolest, za celijakiju ne

postoji lijek ve¢ se samo sprje¢ava pojava simptoma izbjegavanjem konzumacije glutena.



2. Gluten 1 njegova struktura

Proteinsku komponentu glutena ¢ine dvije vrste proteina razlicitih svojstava i struktura. Vecinu
mase glutena ¢ine monomerni 1 u razrijedenom etanolu topljivi prolamini, a manji udio
polimerni i u razrijedenom etanolu netopljivi glijadini.? Obje skupine proteina sadrze velik udio
prolina i glutenina te malu koli¢inu cisteina koji u prolaminima stvaraju samo unutarmolekulske
veze dok u podjedinicama glutenina manji broj cisteina stvara medumolekulske veze koje im
omogucuju polimernu strukturu. Zbog postojanja medumolekulskih veza i veceg broja
unutarmolekulskih veza glijadini imaju veéi utjecaj na elasticnost glutena dok prolamini

uglavnom utjecu na njegovu viskoznost.

2.1. Struktura glijadina

Jedni predstavnicii prolamina u glutenu psenice su glijadini. Gotovo svi glijadini sastoje se od
samo jednog proteinskog lanca i imaju molekulske mase izmedu 25-50 kDa.* Izvorno su se
dijelili na 4 kategorije u ovisnosti o njihovoj pokretljivosti pri elektroforezi u gelu na a-, -, y-i
w-glijadine; daljnjim istrazivanjem pomoc¢u modernih metoda poput dvodimenzionalne
elektroforeze 1 tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti na obrnutim fazama otkrivene
su znacajne sli¢nosti izmedu a- 1 B-glijadina i razlike izmedu proteina svrstanih u w-glijadine.
Zbog tih otkri¢a tocnija je podjela na a/B-, y-, ®5- 1 ®l,2-glijadine, no u mnogim radovima
podjela o-glijadina na ®5- i w1,2-glijadine nije koristena.’ I w5- i o1,2-glijadini imaju velike
molekulske mase 1 sadrze najve¢i udio glutaminske kiseline, prolina i fenilalanina koji zajedno
¢ine 80% aminokiselina u ovim proteinima, glavna razlika izmedu njih je §to ®5-glijadini imaju
veéu molekulsku masu (~50 kDa) od ®w1,2-glijadina (~40 kDa), osim toga w5-glijadini imaju
veci utjecaj u alergijskim reakcijama. o/f- i y-glijadini imaju slicnu molekulsku masu (28 — 35
kDa) 1 imaju izraZzenu N- i C-terminalnu sekvencu, ali se znatno razlikuju po prisustvu nekih
aminokiselina 1 sastavu terminalnih sekvenca. N-terminalne sekvencije znatno su kra¢e od-C
terminalnih sekvenca i sastoje se od signalnog peptida od 19 ili 20 aminokiselina i kratke
sekvencije od manje od 15 aminokiselina. C-terminalne sekvence znatno su dulje i uglavnom
se sastoje od 100-150 aminokiselina, a izmedu njih se nalazi ponavljaju¢a domena koja se
uglavnom sastoji od ponavljaju¢ih nizova aminokiselina s vrlo velikim udjelom glutaminske

kiseline i prolina, duljine od oko 100 aminokiselina. Glijadini takoder mogu sadrzavati cisteine
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u C-terminalnim sekvencama koji omogucavaju stvaranje disulfidnih veza §to ovim proteinima
omogucuje postizanje kompaktnije strukture. o/B-glijadini gotovo uvijek imaju 6 cisteina u C-
terminalnoj sekvenci pa ne stvaraju medumolekulske disulfidne veze; u y-glijadinima ova
sekvenca ima 8 aminokiselina, ali je u % y-glijadina uoCen neparan broj cisteina $to im
omogucuje stvaranje medumolekulskih disulfidnih veza. Osim toga o/B-glijadini u svojoj C-
terminalnoj sekvenci imaju dva niza od najviSe 50 glutaminskih kiselina, koji znatno
povecavaju polarnost proteina i sudjeluju u autoimunim reakcijama. Na slici 1. prikazane su

komponente o/B- i y-glijadina kao i dokazane veze izmedu cisteinskih skupina.*

a-Glijadin
N-terminalna sekvenca C-terminalna sekvenca
Ponavijajuca sekvenca | | 456 78
y-Glijadin
N-terminalna sekvenca | l ‘ \ C-terminalna sekvenca

[3%]

3 456 78

Slika 1. Struktura a/- i y-glijadina (preuzeto i prilagodeno iz °).

Ponavijajuca sekvenca

2.2. Struktura glutenina

Glutenini su polimerne komponente glutena koje se sastoje od viSe podjedinica razli¢itih masa
povezanih disulfidnim vezama. Ovi proteini su u svom izvornom obliku netopljivi u otopinama
alkohola, ali njihovom denaturacijom postize se sli¢na topljivost u otopinama alkohola kao i u
glijadina. Podjedinice glutenina znatno se razlikuju po masi i dijele se na podjedinice male
molekulske mase i1 velike molekulske mase; omjer masa ovih podjedinica u gluteninima je oko
2:1. Podjedinice male molekulske mase imaju vrlo sli¢nu strukturu glijadinima s kratkom N-
terminalnom sekvencom, ponavljajuéom domenom koja je kraéa nego u glijadina i C-
terminalnom sekvencom s 8 cisteinskih skupina od kojih 6 stvara unutarmolekulske veze, a
dvije zbog sterickih smetnji stvaraju samo medumolekulske veze. Podjedinice velike

molekulske mase slicne su w-glijadinima, ali imaju vecu molekulsku masu zbog dulje



ponavljaju¢e domene. Ove podjedinice sastoje se od relativno duge N terminalne sekvence od
80-105 aminokiselina, ponavljaju¢e domene koja se sastoji od 480-700 aminokiselina i C-
terminalne sekvence od 42 aminokiseline. Cisteini se mogu nalaziti u sva tri dijela te stvaraju 1
unutarmolekulske i medumolekulske disulfidne veze. Zbog velikog broja medumolekulskih

disulfidnih veza glutenini imaju ve¢i utjecaj na rastezljivost glutena.’

3. Biokemija celijakije

Celjjakija je autoimuna bolest koju uzrokuje aktivacija imunoloskog sustava pri prisustvu
glutena u tankom crijevu. Aktivacija imunoloskog sustava bit ¢e objasnjena podjelom glutena
na toksi¢ne 1 imunogene dijelove. I toksi¢ni i imunogeni dijelovi glijadinskih lanaca aktiviraju
imunoloski sustav aktivacijom T stanica i povecavaju koncentraciju B stanica, i makrofaga u
tankom crijevu. Toksi¢ne frakcije glutena aktiviraju urodeni imunoloski sustav tako Sto se vezu
na dendriti¢ne 1 mononuklearne stanice u lamina propriji sluznice tankog crijeva. Te stanice
proizvode interleukin-15 koji aktivira enterocite koji zatim aktiviraju T 1 B stanice i1 time
pokrecu upalni proces. Ovim procesom ne dolazi do stvaranja antitijela za gluten, koja mogu
uzrokovati najveci Stetni utjecaj na cijeli organizam; upalna reakcija uzrokovana ovim
procesom uglavnom se odvija samo u crijevima i uzrokuje znatno manje Stete od reakcije
ste¢enog imunosnog sustava.” Imunogeni dijelovi aktiviraju T stanice vezanjem za vrstu
molekula glavnog sustava tkivne podudarnosti tipa II (engl. major histocompatibility complex
II, MHC 1II) molekula koje izravno aktiviraju CDT4" stanice ¢ime se pokrece upalni proces koji
dovodi do degradacije tankog crijeva i proizvodnje antitijela koja uzrokuju znatno vise Stete u
cijelom organizmu od reakcije na toksi¢ne dijelove.® MHC II molekule dio su ste¢enog
imunoloskog sustava, a MHC II molekule osjetljive na gluten zovu se humanim leukocitnim
antigenima razreda II. (engl. human leukocyte antigen type II, HLA-DQ?2) molekule po HLA-
DQ2 skupini gena koji ih kodiraju.” Najvazniji geni u DQ2 skupini su DQ2.5 geni (DQA1*0501
1 DOBI1*0201) koji su prisutni u 90-95% pacijenata oboljelih od celijakije. Unato¢ tome, sama
prisutnost ovih gena nije dovoljna za razvitak celijakije i oni moraju postojati uz poremecaj u
urodenom imunoloskom sustavu kako bi doslo do razvitka celijakije.” Tablica 1. prikazuje
prisustvo razi€itih gena u DQ2 skupini kao i nekih gena u DQ8 skupini za koje se takoder
vjeruje da imaju utjecaj na razvitak celijakije.'” Gotovo svi oboljeli od celijakije imaju barem

jedan od gena u DQ2 skupini, no zbog velikih razlika u prisustvu pojedinih gena u toj skupini



mnogi imunogeni dijelovi glijadinskog lanca ne uzrokuju aktivaciju T stanica kod svih

oboljelih.

Tablica 1. Utjecaj DQ2 gena na razvitak celijakije.’

Pacijenti celijakije | Kontrolna skupina Rizik
(%) (%)

DQ2iDQS8 2.5 0.2 1:7

DQ?2, B1*02/*02 23.1 24 1:10
DQS8, BI1*02 pos. 3.0 0.7 1:24
[2, B1*02/*02 1.4 0.4 1:26
DQ2, B1*02/x 55.1 19.2 1:35
DQS8, B1*02 neg. 7.3 6.5 1:89

B2, BI*02/x 4.6 9.7 1:210

as 2.1 37.9 1:1842
ostali 0.9 23.0 1:2518

Unato¢ tome mnogi imunogeni dijelovi uzrokuju aktivaciju T stanica kod gotovo svih oboljelih,
takvi dijelovi gotovo uvijek uzrokuju 1 brzi 1 ja¢i odgovor imunosnog sustava te su zbog toga
nazvani imunodominantnim.” U tablicama 2. i 3. prikazani su do sad istraZeni dijelovi lanaca o-i
v-glijadina 1 glutenina, njihov polozaj u lancu 1 njihova toksi¢nost 1 imunogenost;
imunodominantni dijelovi oznaceni su sa +++. U slu¢aju postojanja vise istrazivanja za pojedini
dio prikazani su rezultati svih istrazivanja.” Veéina imunogenih i svi imunodominantni dijelovi
moraju se deaminirati pretvorbom glutamina u glutamate kako bi se mogli vezati na HLA-DQ2
molekule, taj proces katalizira enzim transglutaminaza 2. Ovaj se enzim nalazi u tankom crijevu
1 pri normalnim uvjetima je kataliti¢ki neaktivan, a aktivira se samo pri ve¢ postojecoj upali.
Zbog toga te zbog potrebe ve¢ postojeceg osteéenja sluznice tankog crijeva, koje omogucuje
toksi¢nim dijelovima glutenskog lanca pristup lamini propriji, u mnogim oboljelima do pojave
simptoma celijakije prvi je puta doslo tek nakon preboljenja virusnih bolesti. Nakon §to upalni
proces zapocne, u T stanicama se proizvode velike koli¢ine interferona-y (IFN-y), proupalnog

citokina, koji takoder poti¢e aktivaciju transglutaminaze 2.8

Osim celijakije postoje i mnoge preosjetljivosti na gluten koje nisu povezane s celijakijom, a
koje su otkrivene u mnogim pacijentima bez gena u DQ2 skupini. U ljudi s ovim poremecajem

osjetljivost na gluten uglavnom uzrokuje urodeni imunosni sustav i zbog toga je reakcija na



Tablica 2. Toksi¢ni dijelovi glijadinskih lanaca.’

Sljedovi aminokiselina PoloZ aj Toksi¢nost
VPVPQLQPQNPSQQQPQEQ o 3-21 -
PGQQQPFPPQQPY o 31-43 +
PGQQQPFPPQQPYPQPQPF o 31-49 +
PGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPY 0. 31-55 +
PQPQPFPSQQPY 0. 44-55 +
SQQPYLQLQPFPQPQLPY 0. 51-70 +
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPY oL 56—75 +
QQYPLGQGSFRPSQQNPQA o 202-220 -
LGQGSFRPSQQN o 206217 +
Tablica 3. Imunogeni dijelovi glijadinskih lanaca.

Sljedovi aminokiselina PoloZaj Imunogenost
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQ o-gliadin: 1-19 +
QNPSQQQPQEQVPLVQQQ o-gliadin: 11-28 +
QVPLVQQQQFPGQQQPFPPQ o-gliadin: 21-40 +
PGQQQPFPPQQPYPQPQPF o-gliadin: 31-49 +
FPGQQQPFPPQQPYPQPQPF o-gliadin: 30-49 -+
QPYPQPQPFPSQQPYLQL o-gliadin: 41-58 +
PQPFPSQQPYLQLQPFPQ o-gliadin: 46-63 +
PQPQLPYPQPQLPY a-gliadin: 62-75/(a) HA++
QLQPFPQPQLPY a-gliadin: 57-68 (a) +/+++
QLQPFPQ a-gliadin: 57-63 (a) +++
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPE a-gliadin: 57-89/(a) A+
QLQPFPQPQLPY a-gliadin: 58-69/(a) +HA+ +
PQPQLPYPQPQLPY a-gliadin: 63-76/(a) ++++
PFRPQQPYPQPQPQ o-gliadin: 93-106 (a) +
LIFCMDVVLQ o-gliadin: 123-132 +
QQPLQQYPLGQGSFRPSQQNPQAQG a-gliadin: 198-222 +
QYPLGQGSFRPSQQNPQA a-gliadin: 203-220/(a) +/+
PSGQGSFQPS a-gliadin: 205-214 -
PSGQGSFQPSQQ a-gliadin: 205-216/(a) ++++
SGQGSFQPSQON a-gliadin: 206-217/(a) A+
QGSFQPSQQN o-gliadin: 208-217/(a) —/+++
LQPQQPFPQQPQQPYPQQPQ v-gliadin: 60-79 +
FPQQPQQPYPQQPQ y-gliadin: 6678 +
FSQPQQQFPQPQ v-gliadin: 102-113/(a) -+
OQPQQSFPEQQ v-gliadin: 134-153/(a) +H4+++
VQGQGIIQPQQPAQL v-gliadin: 222-236/(a) +/+
QQQQPPFSQQQQSPFSQQQQ glutenin: 40-59/(a) I+
QQPPFSQQQQPLPQ glutenin: 46-60/(a) —I+
SGQGQRPGQWLQPGQGQQGYYPTSPQQSGQGQQLGQ glutenin: 707-742/(a) +H+
PGQGQQGYYPTSPQQSGQ glutenin: 719-736 +
GYYPTSPQQSGQGQQLGQ glutenin: 725742 +
GYYPTSPQQSG glutenin: 725-735 -
QGYYPTSPQQS glutenin: 724-734/(a) +—
QQGYYPTSPQQSG glutenin: 723-735 +
GQQGYYPTSPQQSG glutenin: 722-735 S
GQQGYYPTSPQQS glutenin: 722-734 +

(a):deaminirani



unosenje glutena Cesto slabija i lokalizirana na crijeva. Postoji mogucnost uklju¢ivanja stecenog
imunosnog sustava u slucaju prisustva drugih gena koji modificiraju MHC II molekule, ali je
njegova reakcija gotovo uvijek znatno slabija nego kod pacijenata oboljelih od celijakije.
Mnogim pacijentima u kojih dolazi do reakcije steCenog imunosnog sustava ona je posljedica
vezanja glutenina $to je vrlo rijetko u pacijentima s celijakijom; ova pojava nije detaljno

istrazena i nije poznato koji geni uzrokuju ovu reakciju.!!

3.1. Prepoznavanje glutena na dendriticnim stanicama

Reakciju urodenog imunosnog sustava na gluten zapocinju dendriti¢ne i mononuklearne stanice
na kojima se nalaze TL-receptori (eng. Toll-like receptors). TL-receptori nalaze se na membrani
dendriti¢nih stanica i sastoje se od dva dijela. Ve¢i dio TL-receptora ¢ini domena bogata
leucinom koja se sastoji od 7-19 ponavljaju¢ih sekvenci poslozenih u oblik potkove; ova
domena orijentirana je prema izvanstanicnom dijelu membrane i sluzi za prepoznavanje

molekula.!?

Unutarmembranski dio TL-receptora ¢ini toll/interleukin-1 receptorska domena (engl.
toll/interleukin-1 receptor, T/IL-1), koja se sastoji od 150 aminokiselina i otpusta signalne
molekule u citoplazmu stanice. Kada dode do vezanja molekule za izvanstani¢ni dio receptora
dolazi do konformacijske promjene koja omogucuje vezanje adapterske molekule (MYDS8S8
(engl. myeloid differentiation primary response gene 88) i TICAMI (engl. TIR domain
containing adaptor molecule 1)) za unutarstani¢ni dio receptora; ove molekule se aktiviraju i
otpustaju i1 time pokrecu procese koji dovode do proizvodnje citokina i hemokina poput
interleukina-15. U ljudima je do sad identificirano 10 razli¢itih TL-receptora (oznac¢enih TLR1-
10) podijeljenih u dvije skupine: unutarstanicne (TLR3, TLR7, TLRS, i TLR9), koji se nalaze
u membranama endosoma i uglavnom prepoznaju nukleinske kiseline, i izvanstani¢ne (TLR1,
TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 i TLR10) koji se nalaze u stani¢énoj membrani 1 prepoznaju lipide 1
proteine. Za prepoznavanje glutena vazni su samo izvanstani¢ni receptori, a u pacijentima
oboljelim od celijakije najjate su aktivni TLR2 i TLR4.'? Nagin aktivacije TL-receptora u
pacijentima oboljelim od celijakije nije poznat; moguce je da se toksi¢ni dijelovi gluteinskog
lanca izravno vezu za TL-receptore i time pokrecu upalni proces, no ta hipoteza nije jos detaljno

istrazena.'?



3.2. Prepoznavanje glutena u T stanicama

T stanice prepoznaju gluten vezanjem za HLA-DQ2 molekule koje se nalaze na dendriti¢nim
stanicama i1 B-stanicama u lamina propriji tankog crijeva. HLA-DQ2 molekule vrsta su MHC
II molekula. MHC II molekule nalaze se na svim antigen-prezentiraju¢im stanicama i imaju
vrlo vaznu ulogu u obrani tijela od patogena.'* Vezanje HLA-DQ2 na gluten odvija se na vrlo
sli¢an nacin kao 1 vezanje bilo koje MHC II molekule na patogen. MHC II molekule sintetiziraju
se u hrapavom endoplazmatskom retikulumu i sastoje se od dva nekovalentno povezana
proteinska lanca koji svaki ¢ini jednu polovicu molekule i jednu polovicu veznog mjesta.
Podjedinica a teSka je 33-35 kDa 1 na sebi ima dva oligosaharida vezana za amino skupine
aspargina (jedan oligosaharid vezan na al podjedinici i jedan na a2 podjedinici);  podjedinica
je teska 25-30 kDa 1 ima vezan samo jedan oligosaharid na B1 podjedinici blize veznom mjestu.
Svaka podjedinica sastoji se od izvanstani¢nog dijela dugog 90-100 aminokiselina na N kraju
peptida, transmembranskog dijela dugog 20-25 aminokiselina i kratkog unutarstani¢nog dijela

dugog 10-15 aminokiselina.'” Slika 2. prikazuje pojednostavljenu strukturu MHC I molekule.'®

Vezno mjesto

-

_— W Domena za vezanje
J al ) L proteina
NN a
' Domene nalik na
o2 i B2 imunogobin
: Transmembranske
Lipidni _ domene
dvosloj -
I 4 Citoplazmatska domena
NC C —
T Oligosaharid Disulfidne veze

Slika 2. Struktura MHC II molekule (preuzeto i prilagodeno iz '°).



Vezno mjesto MHC II molekule ¢ine N-terminalni dijelovi obje podjedinice. Bo¢ne dijelove
veznog mjesta ¢ine dvije a-uzvojnice, kra¢a a-uzvojnica, koja je dio a podjedinice, nalazi se
nasuprot dulje a-uzvojnice, koja je dio B podjedinice. Sredinu veznog mjesta ¢ini jedna B-
nabrana ploca koju gradi 8 B-niti, 4 niti su dio o podjedinice, a 4 § podjedinice. Na vezno mjesto
se uglavnom vezu peptidi dugi 12-19 aminokiselina. Vezno mjesto HLA-DQ2 molekule
razlikuje se od veznog mjesta ostalih MHC II molekule po tome $to ono ima vrlo jak afinitet za
proteine bogate prolinom i negativnim nabojima koji nastaju deaminiranjem glutamina.'*
Gluten se veze s HLA-DQ?2 stvaranjem nekovalentnih veza izmedu veznog mjesta i glutena na
10 uzastopnih aminokiselinskih ostataka (nazvanih P1-P10). Pri vezanju s glutenom najvaznija
su P2 i P4 vezna mjesta gdje dolazi do stvaranja jakih vodikovih veza s aminokiselinskim
ostatcima glutena. Do stvaranje ovakvih veza dolazi i na P6 1 P9 veznim mjestima, no ove veze
su slabije od onih na P2 i P4 veznim mjestima.'” Najuo¢ljivija razlika izmedu ostalih MHC II
molekule 1 HLA-DQ2 je nemoguénost stvaranja vodikove veze na P1 veznom mjestu koja
omogucuje prisutnost prolina na tom polozaju, stvaranje vodikove veze na P1 veznom mjestu
vazno je u vezanju gotovo svakog drugog proteina. Ostala vezna mjesta manje su vazna u
vezanju i1 na njima su najceS¢e slabije Van der Waalsove sile. Slika 3. prikazuje pribliznu

strukturu veznog mjesta HLA-DQ2 molekule i polozaja glutenskog peptida pri njihovom

vezanju, kao i aminokiseline u veznom mjestu koje sudjeluju u stvaranju veza s peptidom.'*

Slika 3. PoloZaj molekule glutena u veznom mjestu HLA-DQ2 molekule ',



Nakon vezanja glutena na HLA-DQ2 molekulu, kako bi doslo do aktivacije T stanice HLA-
DQ2, molekula mora se vezati na receptor T-stanice (TCR). Ovaj receptor ima sli¢nu strukturu
MHC II molekuli koju ¢ine dva kovalentno nepovezana proteinska lanca. Pri vezanju ovog
receptora na HLA-DQ2 molekulu dolazi do stvaranja nekovalentnih veza s oba lanca HLA-
DQ2 molekule i s proteinom vezanim za nju. Vezno mjesto TCR manje je selektivno od veznih
mjesta MHC II molekula i zbog toga ne dolazi do stvaranja mnogo veza specifi¢nih za HLA-
DQ2 molekula.!” Unato¢ tome uoena je vaznost P7 veznog mjesta HLA-DQ2 molekule pri
vezanju za TCR. Nakon vezanja HLA-DQ2 molekule na TCR u T stanici dolazi do signalne
kaskade koja potic¢e njenu aktivaciju i otpustanje velike koli¢ine citokina koji aktiviraju druge

T- i B-stanice i pokre¢u proizvodnju antitijela.'’

4. Detekcija glutena

Zbog velicine 1 relativne tipicnosti glutena, mnoge jednostavne metode detekcije proteina nisu
dovoljno specificne kako bi razlikovale gluten od drugih sli¢nih peptida koji nisu opasni
pacijentima oboljelim od celijakije. Zbog toga se za detekciju glutena uglavnom koriste metode
koje ukljucuju vezanje glutena za antitijelo. Kao antitijelo u ovim metodama najcesce se koriste
imunoglobulini G (IGG), imunoglobulini A (IGA) 1 imunoglobulini E (IGE), kao 1 pti¢ji

imunoglobulin Y (IGY) koja imaju vrlo sli¢nu strukturu IGE antitijelima.?

Sva antitijela sastoje se od jedne ili viSe proteinskih podjedinica u obliku slova Y. Broj
podjedinica u antitijelima varira, no sva antitijela koja se koriste za imunoloSke metode sastoje
se od samo jedne podjedinice, osim IGA koju ¢ine dvije podjedinice. Svaka od ovih podjedinica
sastoji se od dva teska lanca, mase od oko 50kDa, i dva laka lanca, mase od oko 25 kDa. Ovi
lanci medusobno su vezani disulfidnim vezama i posloZeni u oblik slova Y u kojem teski lanci
¢ine po jednu polovicu strukture, a laki lanci ¢ine vanjsku stranu svakog kraka. Amino krajevi
oba lanca nalaze se na krajevima oba kraka gdje se nalaze i dva vezna mjesta molekule. Postoji
5 razli€itih vrsta teskih lanaca (u, 9, v, 0, 1 €) koji se uglavnom razlikuju u svojim karboksilnim
krajevima 1 prisustvu ,,zgloba“ u kojem su oba lanca isprepletena i povezana s mnogo
disulfidnih veza; svaka vrsta antitijela ima jednu vrstu teSkog lanca koji odreduje vrstu tog
antitijela. Postoje dvije vrste lakih lanaca (A 1 k) koji imaju jednaku vjerojatnost nalazenja u
svim vrstama antitijela, ali su oba laka lanca u jednom antitijelu uvijek iste vrste; ove dvije vrste

uglavnom se razlikuju po rasporedu aminokiselina u svojim veznim mjestima §to ima utjecaj
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na njihov oblik 1 afinitet prema razliCitim antigenima. Unato¢ tome ne postoji velika

funkcionalna razlika izmedu ovih lanaca i svrha njihove varijacije nije detaljno istrazena.?!

Vezna mjesta antitijela nalaze se na krajevima oba kraka i ¢ini ih amino kraj jednog teskog i
jednog lakog lanca. Laki 1 teSki lanac orijentiraju se slicno o i1 B lancu MHC II molekule i tako
svaki ¢ine polovicu veznog mjesta.’! Vezna mjesta antitijela znatno su specifi¢nija i bolje
prilagodena obliku peptida koji vezu od veznog mjesta HLA-DQ2 molekule i sadrze vise
nekovalentnih veza s proteinom Sto oteZava odredivanje to¢ne strukture veznog mjesta ovih
antitijela. Zbog bolje prilagodenosti sekundarnoj strukturi dijelu glutenskog lanca vezno mjesto
antitijela stvara znatno vise veza sa svakom aminokiselinom u glutenskom lancu. Pri vezanju s
polarnim aminokiselinama, poput glutamina, glutamata i leucina, prevladava manji broj jacih
vodikovih veza, dok manje polarne aminokiseline, poput prolina i fenilalanina, Van der
Waalsovim interakcijama mogu biti povezane s do 6 razli¢itih aminokiselina u veznom mjestu
antitijela. Slika 4. prikazuje vezno mjesto dva razli¢ita IGA antitijela specificnog za isti
glutenski peptid (PLQPEQPFP) i njegov poloZaj u odnosu na razlicite segmente lakog 1 teSkog

lanca tog antitijela.?’

IGHV3-15/IGLK4-1

Slika 4. PolozZaj glutenskog peptida u veznom myjestu antitijela kodiranih navedenim genima
20

Nacin dobivanja antitijela pri izvodenju imunoloskih metoda takoder je jako vazan. Mogu se
koristiti dvije vrste antitijela: poliklonska 1 monoklonska antitijela. Poliklonska antitijela
dobivaju se imunizacijom Zivotinja (uglavnom zec€eva ili kokosi) s odgovaraju¢im antigenom
te se nakon imunizacije iz krvi zZivotinje odijele Zeljena antitijela. Ova metoda znatno je jeftinija

1 jednostavnija od proizvodnje monoklonskih antitijela, takoder ova metoda nije ogranic¢ena
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mogucim varijacijama u glutenskom lancu jer dolazi do stvaranja antitijela koja se vezu na puno
razli¢itih dijelova glutenskog lanca, ali zbog toga znatno gubi na preciznosti, jer se medu
zeljenim antitijelima mogu naci druga antitijela Sto dovodi do pojave lazno pozitivnih rezultata
pri koriStenju tih antitijela. Monoklonska antitijela proizvode se tako $to se nakon imunizacije
zivotinje (gotovo uvijek misa ili zeca) izoliraju B-stanice iz slezene te zivotinje. Te stanice se
zatim spajaju s mijeloma stanicama, koje su tumorna verzija plazmocita, ovim procesom nastaju
hibridne stanice koje proizvode velike koli¢ine jednog antitijela. Stanice koje proizvode Zeljeno
antitijelo se zatim kloniraju ¢ime dobijemo veliku koli¢inu stanica koje mogu proizvesti
beskonac¢nu koli¢inu jednog antitijela. Zbog proizvodnje samo jednog antitijela pri testiranju
glutena koriste se mjeSavine viSe antitijela kako varijacije u glutenskom lancu ne bi
onemogucile vezanje. Ova metoda znatno je skuplja, ali omogucuje potpunu sigurnost od lazno

pozitivnih mjerenja.?

4.1. Imunoenzimska metoda

Daleko najcesce koriStena imunoloska metoda je enzimski vezani imunosorpcijski test (engl.
enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). Ova se metoda temelji na reakciji antitijela na
koje je vezan enzim s uzorkom u kojem se nalazi antigen, nakon ¢ega se sva nevezana antitijela
uklone 1 doda supstrat vezanog enzima, prisustvo reakcije katalizirane vezanim enzimom
ukazuje na prisustvo antigena u uzorku. U ovoj metodi uglavnom se upotrebljavaju enzimi koji
kataliziraju reakcije koje ukljucuju vidljivu promjenu boje, u prisustvu enzima se odvijaju vrlo
brzo, a vrlo sporo bez enzima. NajceS¢e enzim-supstrat kombinacije pri testiranju na gluten

navedene su u tablici 4.2

Tablica 4. Najéesce koristeni enzimi u ELISA metodi.”?

Enzim Supstrat Boja supstrata | Boja produkta
2,2'-azino-bis(3-
Peroksidaza ‘ o _
etilbenzotiazolin-6-sulfonska Prozirna Zelena
hrena o
kiselina)
Alkalna-fosfataza 4-Nitrofenilfosfat Prozirna Svijetlozuta
p-D- : : ;
_ 4-Nitrofenil-p-galaktozid Prozirna Zuta
galaktozidaza
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Pri detekciji glutena najces¢e se koriste dvije vrste ELISA metode: Sendvic ELISA i
kompetitivna ELISA. Sendvi¢ ELISA odvija se tako $to se antitijela imobiliziraju na dno
mikrotitracijske ploce nakon Cega se u jazice dodaju alikvoti uzorka ¢ime dolazi do vezanja
antigena na antitijelo. Cijela ploca se zatim ispere kako bi na njoj ostao samo antigen vezan za
imobilizirano antitijelo. U jaZice se zatim doda otopina drugog antitijela koje se veze na isti
antigen na koje je vezan enzim, to antitijelo se takoder veze na antigen i nakon jo$ jednog
ispiranja, kako bi se uklonilo nevezano antitijelo, u jazZice se doda supstrat i spektrofotometrijski
prati tok reakcije. Ova metoda znatno je to¢nije od kompetitivne metode zbog potrebe vezanja
supstrata na dva razli¢ita antitijela kako bi doslo do enzimske reakcije Sto dovodi do znatno
manje vjerojatnosti pojave lazno pozitivnih testova. Glavni nedostatci ove metode su povecanje
cijene zbog koristenja dva razlicita antitijela i nemoguénost testiranja hidroliziranih glutenskih
peptida poput onih u kiselom tijestu ili alkoholnim pi¢ima; do ovoga dolazi zbog potrebe

dovoljno dugog proteinskog lanca kako bi se na dva razli¢ita mjesta mogla vezati dva antitijela.

Kada je to¢nost manje vazna ili je potrebno pronalaZenja manjih dijelova glutenskog lanca
koristi se kompetitivna ELISA. Kompetitivna ELISA se temelji na kompetitivnom vezanju
oznacenih 1 neoznacenih antigena na antitijela. Ova metoda takoder zapo€inje imobiliziranjem
antitijela na mikrotitracijsku plocu nakon ¢ega se u jazice doda alikvot uzorka i otopina antigena
oznacenog enzimom to¢no odredene koncentracije. Nakon vezanja ploca se ispere i doda se
supstrat. Jacina reakcije ovisi o koncentraciji antigena u uzorku, u sluc¢aju da u uzorku nema
antigena enzimska reakcija biti ¢e najjaca moguca jer nefe do¢i do vezanja antigena
neoznacenog enzimom na antitijelo Sto znaci da ¢e sva vezna mjesta antitijela biti popunjena
antigenom oznacenim enzimom. Povecanjem koncentracije antigena u uzorku smanjivati ¢e se
jacina reakcije jer ¢e se povecavati koli¢ina neoznacenog antigena vezanog za antitijela. Ova
metoda koristi se znatno rjede od sendvi¢ metode zbog svoje manje tocnosti i nemoguénosti
detekcije vrlo malih koli¢ina antigena jer smanjenje jacine reakcije nece biti uocljivo. Glavne
prednosti ove metode su njena mogucénost detekcije kratkih dijelova glutenskog lanca i potreba

za koritenjem samo jednog antitijela §to smanjuje cijenu testiranja.?*

Tocnost ELISA metode detaljno je istrazivana, no vecina istrazivanja provedena je na
laboratorijskim uzorcima glijadina koje ELISA prepoznaje s viSom to¢nos¢u od uzoraka koji

.....

proizvodima za koje je to¢nost ove metode najvaznija.

Rzychon i sur.”®> proveli su dva istraZivanja u kojima su usporedili to¢nost 7 komercijalno
dostupnih sendvi¢ ELISA testova u odredivanju koncentracije glutena. U prvome istraZzivanju
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Broj odgovora

koristili su laboratorijski pripremljene uzorke bezglutenskog brasna kontaminiranog glutenom
tako da kona¢na koncentracija glutena u uzorku iznosi 20 mg/kg i 100 mg/kg kao i uzorak
nekontaminiran glutenom. Ove koncentracije jednake su regulacijama koje Europska unija
zadaje za bezglutenske proizvode koja iznosi 20 mg/kg glutena u gotovom proizvodu 1 za
proizvode s oznakom vrlo niske koncentracije glutena za koju proizvod smije sadrzavati izmedu
20 1 100 mg/kg glutena s 95% to¢nosti. Za uzorak bez glutena svih 7 testova potvrdilo je
nepostojanje glutena u uzorku. Za uzorak s koncentracijom glutena od 20 mg/kg dobiveni su
rezultati od 4-101 mg/kg sa standardnom devijacijom unutar testa od 21% 1 101% izmedu
testova. Ovi rezultati ukazuju na vrlo nisku toc¢nost ELISA testova u odredivanju koncentracije
glutena u proizvodima gdje je vjerojatnost kontaminacije glutenom visoka. Za ovaj uzorak
samo 3 od 7 testova pokazalo je koncentraciju glutena manju od 20 mg/kg. Uzimajuéi u obzir
ove rezultate kako bi proizvoda¢ zadovoljio potrebne kriterije za bezglutenski proizvod s 95%
vjerojatnosti, njegov proizvod zapravo bi morao imati koncentraciju glutena od manje od 5
mg/kg. Za uzorak s koncentracijom od 100 mg/kg dobiveni rezultati iznosili su izmedu 24 do
574 mg/kg sa standardnom devijacijom unutar testa od 11% 1 102% izmedu testova. Koristeci
istu pretpostavku kao i za prijasnji uzorak kako bi proizvod mogao biti oznacen s vrlo niskom

koncentracijom glutena njegova koncentracija morala bi iznositi manje od 20 mg/kg.?

U drugom istrazivanju istim testovima testirani su razni proizvodi s ocekivanim niskim
koncentracijama glutena. Za ove uzorke prosjecna standardna devijacija iznosila je 17% unutar
testa 1 76% izmedu testova. Rezultati ovoga testa detaljnije su prikazani na slici 5 tako Sto je
prosjecna koncentracija glutena svih testova prikazana uz x os, a na y osi broj testova po ¢ijem
bi rezultatu svaki testirani uzorak pripadao prethodno navedenim kategorijama koncentracije

glutena.?

5 5 5

4 4 = £ 4 4 4 4 Bez glutena (<20ppm)

5
4 4 4 4 4
3 33 3 3
Niska koncentracija
A B A A A zf: A f : A 2 : 2 glutena (20-100ppm)
1 I B 1 1 1 1 1§ 1
oo floo Jloo oo Bo No o I I I I 0 I I oo I ofl of o] ™Sadrz gluten (<20ppm)
N o ™

TS B P M. A A SR AR S ) A T T A NP S T
Q0T o AT R R L g S\ A L R R . T g o
N ¥ o \é“@ R I I A M P PGl O A R
g < .
R &
'\ Medijan rezultata u ppm (Kod za pojedini uzorak) &

Slika 5. Varijacija rezultata razli¢itih sendvi¢ ELISA testova (preuzeto i prilagodeno iz »°).
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Ab?

A Ab1 Ab2 Ab3 Ab 4 Ab5 Ab 6 Ab7 Abg Ab9 Ab 10
Mean?| Rng/2"| Mean | Rng/2| Mean |Rng/2| Mean |Rng/2  Mean |Rng/2| Mean Rng/2 | Mean |Rng/2| Mean |Rng/2| Mean |Rng/2| Mean | Rng/2 |
WA 9240 170 12690 | 2790 2250 980 470 80 1750 450 1920 180 260 10 5630 180 | 33570 ]
W B 7980 [ 3120 § 9100 600 3270 |1450Q 910 60 3200 750 § 4440 850 430 20 1670 150 § 19340 | 2550f 16220 & 3070 131883
WC 4520 | 1440 § 5510 150 2260 850 § 1620 260 1720 150 § 3010 1710 1060 180 1240 170 | 25820 | 1080 26360 1870 21000
WD 6190 880 7470 130 2050 980 § 1740 160 1210 100 § 4330 1040 350 260 2960 420 § 25750 | 380 f§ 27260 | 1542 ggggg
W E 22710 | 1840 j§ 25890 | 4750 2310 40 4890 | 1020 § 22210 | 8600Q 10290 950 11280 | 3270Q 4120 590 § 29710 | 2370f 29480 | 2610 42000
WF 11320 | 1480 8630 | 1460 360 20 880 500 2710 850 2910 480 460 80 1260 250 4820 690 4900 610 :Zggg
WG 12910 | 4240 §11530 | 700 600 60 1700 140 3830 400 § 3370 250 980 610 2510 120 § 24830 | 3150 33290 | 417 63000
WH 21330 | 4230 j§§ 29700 | 3870 3810 | 2970Q 14470 | 3630 § 18300 | 2890Q 26020 | 1040(!4 13480 | 7550 6260 20 70000
WI 13310 | 3340 | 18510 90 360 240 30 20 2460 200 1120 90 210 50 300 120 3200 650 3260 180
WJ 7380 800 6950 2340 1340 450 930 570 4250 680 3270 800 2100 600 2190 80 27850 | 4570Q 38060 1251
W K 6290 | 2290 § 16550 | 2130 720 4 630 20 1840 340 § 13710 8600 1030 110 2840 120 § 19140 | 260 § 21950 | 3590
W L 11690 | 3670 | 26490 | 5450 3390 | 2550 5710 | 2570 8680 4120Q 22340 118208 6760 | 1930 4260 | 1210
W M 12160 | 400 8940 | 1780 210 30 210 50 2180 210 § 3460 NE 210 10 4020 270 § 36860 | 6050
WN 28400 | 2490 113800 | 1780 ] 1670 | 30 || 1240 | 1950 J| 2570 | 750 || 4430 3280 1460 | 210 | 6220 | 980 || 19920 | 1370] 16530 | 3110
WO 17840 | 3650 f§ 12920 | 1090 820 220 660 580 2770 2170Q 2770 320 700 100 530 30 11440 | 700 10510 700
W P 9890 5990 3780 210 230 40 170 10 770 510 2420 680 340 80 2570 390 17800 | 1380Q 17570 270
WQ 4180 70 4180 90 310 30 580 130 1810 200 § 3660 140 290 4 910 250 § 13230 | 460 | 13640 | 1030
W R 2490 510 1990 190 170 20 250 140 1570 3 2910 200 120 10 1140 70 15570 | 470 § 14370 | 2000Q
WS 14650 | 1870 |§ 24350 | 2390 1960 160 | 6980 | 2160 6800 490 7460 | 2410 2520 | 1840Q 4990 130 | 20780 | 3740 26040 710
WT 12880 | 1780 § 15500 10 4700 2480Q 8820 430 3803 2620Q 4060 1560 3640 280 3430 1000 28960 | 970 26760 730
B Ab1 Ab 2 Ab3 Ab4 Ab 5 Ab 6 Ab7 Ab 8 Ab9 Ab 10
Mean |Rng/2| Mean |Rng/2| Mean |Rng/2| Mean | Rng/2| Mean | Rng/2| Mean |Rng/2 | Mean |Rng/2| Mean | Rng/2| Mean |Rng/2| Mean | Rng/2
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Tablica 5. Varijacija rezultata razli¢itih kompetitivnih ELISA testova .
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Panda i sur?® testirali su 20 pSeni¢nih piva, 20 je¢menih piva, 6 je¢menih piva sa smanjenom
koncentracijom glutena i 2 bezglutenska piva s 10 razlicitih testova koji koriste Sest razlicitih
antitijela od kojih su neka koriStena viSe puta u razli¢itim koncentracijama. Rezultati ovoga
istrazivanja u pg/kg prikazani su u tablici 5 (WA-WT: pSeni¢na piva, A-T: je¢mena piva, RA-
RF: jeCmena piva sa smanjenom koncentracijom glutena, FA 1 FB: bezglutenska piva). Ovi
rezultati ukazuju na vrlo visoku varijaciju u vezanju hidroliziranih glutenskih peptida izmedu
antitijela;, mnoga antitijela pokazala su znatno niZze koncentracije glutena u pSeni¢nim i
jeCmenim pivima od ocekivanih (Ab3-5: RS antitijelo i1 Ab7: 2D4 antitijelo) dok su neka
antitijela pokazala puno bolju mogucnost vezanja hidroliziranih glutenskih peptida (Ab6:
USDA antitijelo 1 Ab9 i Ab10: Skerritt antitijelo). Ova razlika bila je najuocljivija u testovima
na jeCmenom pivu sa smanjenom koncentracijom glutena gdje su samo antitijela 5, 6, 91 10

prepoznala znacajne koncentracije glutena u uzorku.?

4.2. LFIA

Jedna od cesto koriStenih imunokromatografskih metoda je imunoloski test s bo¢nim protokom
(eng. lateral flow immunoassay, LFIA) je vrlo jednostavna 1 brza metoda koja se Cesto koristi
za odredivanje glutena izvan laboratorijskih uvjeta. Glavni nedostatak ove metode je potpuna

nemogucnost kvantifikacije rezultata. Ova metoda takoder ima dvije vrste: sendvi¢ metoda 1

kompetitivna metoda. Slika 6 prikazuje najvaznije dijelove LFIA testne plo¢ice.?’

‘ Testna linija Kontrolna linija

Jazica za uzorak — Konjugat (oznaceno antitijelo)— Nitrocelulozna membrana — Apsorpcijski materijal

Slika 6. Dijelovi testne plo¢ice LFIA (preuzeto i prilagodeno iz 7).

Glavna razlika izmedu sendvi€ 1 kompetitivne metoda je u tome Sto se nalazi u konjugatu, a $to

na testnoj liniji. U sendvi¢ metodi se na testnoj liniji nalazi imobilizirano antitijelo isto kao u
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sendvi¢ ELISA metodi, a konjugat je oznaceno antitijelo (naj¢eS¢e nanocesticama zlata koje
daju vrlo vidljivu crvenu boju) koje se veze na drugi dio trazenog peptida i tece kroz plocicu
zajedno s uzorkom. U obje metode na kontrolnoj se liniji nalazi mjeSavina vrlo nespecifi¢nih
antitijela koja potvrduju da je test ispravno izveden.?® U slu¢aju da se u uzorku nalazi trazeni
peptid on e se vezati na oznaceno antitijelo pri prolasku kroz konjugat i zatim na imobilizirano
antitijelo na testnoj liniji ¢ime dobivamo pozitivni rezultat. U slu¢aju da u uzorku nema glutena
oznacena antitijela nece se vezati na testnu liniju i na njoj ne¢e do¢i do promijene boje. Ova
metoda gotovo se uvijek koristi za detekciju glutena zbog svoje veée tocnosti i znatno nize
minimalne koncentracije trazenog peptida u uzorku. Nedostatci ove metode slicni su
nedostatcima sendvi¢ ELISA metode: viSa cijena zbog koriStenja dva razlicita antitijela 1

nemogucnost prepoznavanja hidroliziranih glutenskih peptida.

Kompetitivna metoda razlikuje se od sendvi¢ metode po tome $to se na testnoj liniji nalazi
imobilizirani peptid za koji se oznacena antitijela veZu u slucaju da ga u uzorku nema; zbog
toga u ovoj metodi promjena boje na testnoj liniji znaci da u uzorku nema trazenog peptida. U
slu¢aju da u uzorku imamo traZeni peptid on ¢e se pri prolasku kroz konjugat vezati za oznacena
antitijela ¢ime ¢e im onemoguciti vezanje za imobilizirani peptid na testnoj liniji, zbog toga na
testnoj liniji ne¢e do¢i do promijene boje. Ova metoda znatno je manje to€na i ima vecu
minimalnu koncentraciju trazenog peptida u uzorku. Zbog toga se ne koriste za detekciju
glutena, ve¢ samo za detekciju vrlo malih molekula za koje se ne moze koristiti sendvic¢

metoda.?’

Hnasko i sur.?’ istraZili su sposobnost sendvi¢ LFIA metode u prepoznavanju glutena u vrlo
razrijedenim uzorcima pSeni¢nog brasna s koncentracijama od 0,5-500 pg/mL s vremenom
testiranja od 3 minute (A) 1 0,15-15 ug/mL s vremenom testiranja od 5 minuta (B). Test je
uspjesno vezao gluten u svakom uzorku sa slabo vidljivom promjenom boje pri najmanjim
koncentracijama, no ve¢ pri 1,5 pg/mL promjena boje bila je vrlo lako uocljiva. Istrazena je i
sposobnost testa u prepoznavanju glutena u drugim brasnima pri koncentraciji od 50 u ¢emu je
test takoder bio uspjesSan (C). Pri testiranju zobenog brasna koje je imalo bezglutensku oznaku
dobiven je pozitivan rezultat §to ukazuje na kontaminaciju ovog brasna u procesu proizvodnje.

Svi rezultati ovoga istraZivanja prikazani su na slici 7.%°
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Slika 7. To¢nost sendvi¢ LFIA metode (preuzeto i prilagodeno iz >°).

4.3. Western blot

Western blot ili proteinski imunoblot je vrlo osjetljiva metoda koja moze detektirati vrlo male
koncentracije trazenog proteina 1 djelomi¢no ih kvantificirati, no koristi se vrlo skupim 1
kompleksnim uredajima. Ova metoda koristi se dvama koracima za detekciju traZzenog proteina:
elektroforezom u gelu i vezanjem za antitijelo. Prije elektroforeze u gelu smjesa proteina
poznate koncentracije otopi se u glicerolu 1 denaturira zagrijavanjem, nakon toga se proteini
prenesu u poliakrilamidni gel na kojem se odvija elektroforeza koja razdvaja proteine u
ovisnosti o njihovoj molekulskoj masi. Nakon toga proteini se iz gela prebacuju na membranu
od polivinilidenfluorida ili nitroceluloze; ovo prenoSenje ubrzava se stvaranjem elektri¢nog
polja izmedu gela 1 membrane. Nakon toga, kako bi se sprijeCilo vezanje antitijela za
membranu, ona se mora natopiti u razrijedenom proteinu, najéesce se koristi mlijeko u prahu

ili albumin govedeg seruma. Potom se na membranu doda antitijelo koje se veze za traZeni
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protein 1 inkubira. Membrana se zatim ispere 1 na nju se doda sekundarno antitijelo koje je
oznaceno enzimom (koriste se isti enzimi kao i za ELISA metodu) i veze se na prvo antitijelo.
Visak sekundarnog antitijela se ispere i doda se supstrat. Ovom metodom dobije se
dvodimenzionalna ploc¢a na kojoj ¢e se, u slucaju da se u uzorku nalazi trazeni peptid, nalaziti
obojane mrlje. Debljina mrlje u odnosu na smjer u kojemu je provedena elektroforeza u gelu
pokazuje varijaciju molekulske mase detektiranog proteina, a debljina u drugome smjeru
ukazuje na relativnu koncentraciju tog proteina u uzorku. Ova metoda najcesce se koristi za
usporedbu rezultata s drugim metodama kako bi se provjerila to¢nost tih metoda.*® Na slici 8
nalaze se vizualizirani rezultati Western blot metode iz istrazivanja Panda. i Garber u
sposobnost ove metode u prepoznavanju hidroliziranog glutena u pivu. Prikazani su rezultati
dobiveni testiranjem 5 je¢menih piva (stupci 5, 7, 9, 11 1 13), bezglutenskog piva (stupac 15) 1

otopine glutena koncentracije 2.5 pg/mL (stupac 3) pomocu 9 razli¢itih antitijela.’!
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Slika 8. Rezultati western blot metode u detekciji glutena u pivu 3'.
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4.4. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija vrlo je pouzdana i to¢na metoda za detekciju manjih molekula, no tek u
prijasnjih 10 godina pocela se istrazivati njena sposobnost detekcije ve¢ih molekula poput
glutena. Budu¢i da masena spektrometrija ne moZe pouzdano detektirati velike molekule u
istrazivanjima u sposobnost ove metode detektirali su se kratki sljedovi aminokiselina
specifi¢ni za gluten SRM (engl. selective reaction monitoring) metodom.*? Ova metoda zasniva
se na prac¢enju raspada specificnog iona koji nastaje raspadom trazene molekule; kako bi se ona
mogla izvesti i ion koji nastaje raspadom trazene molekule i ioni koji nastaju njegovim

raspadom moraju biti specifi¢ni za trazenu molekulu.

Kako bi dobili sljedove proteina trazene duljine, glutenski lanac se mora razdvojiti na ponovljiv
nacin, ovo se najéeSée postigne simulacijom probave glutena tripsinom ili kimotripsinom.
Dobiveni peptidi se zatim razdvoje tekuéinskom kromatografijom iznimno visoke
djelotvornosti (engl. Ultra-high-performance liquid chromatography, UHPLC) ¢ime znacajno
poboljSamo to¢nost masene spektrometrije. Nakon toga se dobiveni uzorak analizira u
masenom spektrometru. Dobivene vrijednosti usporede se s tabli¢nim vrijednostima za trazeni
peptid, a koncentracija peptida moze se relativno odrediti usporedbom ukupnih ionskih jakosti
fragmenata traZenog peptida. Glavna prednost ove metode je njena sposobnost detekcije
specificnog glutenskog peptida bez koriStenja antitijela; moguénost detekcije samo jednog
peptida ovoj metodi omogucuje izbor izmedu identifikacija to¢ne sorte Zitarice iz koje gluten u
uzorku potjece koriStenjem slijeda aminokiselina specifi¢nog za tu sortu ili detekciju glutena iz
bilo kojeg izvora koriStenjem slijeda prisutnom u svim molekulama glutena. Daljnjim razvojem
spektrofotometrijskih uredaja ova metoda mogla bi se koristiti za detekciju glutena u
laboratorijskim uvjetima, no zbog vrlo visoke cijene ovih uredaja njeno koristenje jos je vrlo

rijetko. >

Ogilvie i sur.3? koristila je ovu metodu za detekciju 6 imunogenih glutenskih peptida od 13-33
aminokiseline kako bi otkrila njihove granice detekcije i1 kvantifikacije. Granice detekcije za
testirane peptide iznosili su izmedu 0,027 1 0,161 pg/mL, a za koncentracije izmedu 0,5 1 10
pug/mL dobiven je gotovo linearan odnos izmedu koncentracije i vrijednosti dobivene iz
ukupnih ionskih jakosti fragmenata (R>0.99).%> Lock je proveo sli¢no istraZivanje s veéim
koncentracijama glutena (5-200 ppm) i takoder dobio linearan odnos izmedu ovih vrijednosti s

koeficijentom korelacije od 0.9944.3*
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4.5.  Prijenosni uredaji

Zbog podizanja svjesnosti o celijakiji u posljednjih 10 godina dolazi do razvoja nekoliko
prijenosnih uredaja za detekciju kontaminacije glutena u hrani. Postoji nekoliko vecih
kompanija koje proizvode ove uredaje, no svi uredaji koriste LFIA metodu i digitalno
predstavljaju rezultate. Uredaj koji proizvodi NIMA Partners koristi jednokratne kapsule u
kojima se nalazi sve potrebno za izvodenje LFIA metode dok sam uredaj interpretira i prikazuje
rezultate. Detekcija glutena odvija se tako $to korisnik u jednokratnu kapsulu umetne komadié
hrane koju Zeli testirati 1 stavi kapsulu u uredaj. Uredaj zatim samelje hranu, otopi ju u
ekstrakcijskoj otopini tijekom 30 sekundi i provede detekciju LFIA metodom u trajanju od 2-4
minute. Zbog koriStenja LFIA metode ovi uredaji ne mogu kvantificirati ve¢ samo daju
pozitivan ili negativan rezultat, no zbog znatno vece kompleksnosti ELISA metode, razvitak
prijenosnih uredaja koji mogu odrediti to¢nu koncentraciju glutena u uzorku nije mogu¢. NIMA
Partners jam¢i detekciju glutena pri koncentracijama veé¢im od 20 ppm s 99% vjerojatnosti,
mogucu detekciju glutena pri koncentracijama izmedu 2 1 20 ppm 1 nemogucnost uredaja u

detekciji glutena pri koncentracijama manjim od 2 ppm.*

Mariéi Scerf su istrazili sposobnost ovoga uredaja u detekciji glutena u bezglutenskom brasnu
1 kruhu kontaminiranim glutenom s ciljanim koncentracijama izmedu 3 1 30 ppm. Koncentracija
glutena u uzorcima prvo je detektirana ELISA metodom nakon Cega su isti uzorci testirani
NIMA Partners uredajem. Rezultati istrazivanja predstavljeni su na slikama 9 i 10. Ovo
istrazivanje potvrduje nepouzdanost uredaja u detekciji glutena pri koncentracijama ispod 20
ppm i ukazuje na gotovo potpunu nemoguénost detekcije glutena pri koncentracijama ispod 10
ppm.* Zhang i sur.* istrazili su to¢nost ovoga uredaja koriste¢i ga za detekciju mnogih tipi¢nih
bezglutenskih jela kao 1 restoranskih obroka kontaminiraju¢i ih glutenom s ciljanim
koncentracijama izmedu 2 1 100 ppm. Rezultati ovoga istrazivanja predstavljeni su u tablici 6.
Ovo istrazivanje ukazuje na zadovoljavajuéu to¢nost uredaja pri detekciji glutena, no koristene

koncentracije glutena uglavnom su veée od 20 ppm.*¢
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Slika 9.

I: Brasno - riza/pSenica

609 J: Bragno - riza/jedam

| K:Brasno - riza/je¢am 2

L: Brasno - riza/raz

50 4 M:Bra$no - riza/raz 2

N:BraSno - riza/tvrda pSenica

1 O:Brasno - riza/pir

40 4 P:Brasno - riza/jednozrna pSenica
Q:Brasno - riza/dvozrni pir

30

20

10

Stvarna koncentracija glutena (mg/kg) (ELISA)

I JKLMNOPQ | JKLMNOPQ | JKLMNOPQ I JKLMNOPQ
5 10 20 30
Ciljana koncentracija glutena (mg/kg)

[ Gluten detektrian I Gluten nije detekirian[___ |Neispravan

Detekcija glutena u kontaminiranim braSnima NIMA Partners uredajem (preuzeto i

prilagodeno iz *).

R: Kruh - riza/pSenica, mrvice

709 s:Kruh - riza/pserica, kora T
7 T: Kruh - riza/jecam, mrvice

40 4 U:Kruh - riza/je¢am, kora
V: Kruh - riza/raz, mrvice
1 WiKruh - riza/raz, kora

30

20

10

Stvarna koncentracija glutena {mg/kg) (ELISA)

RSTUVW RSTUVW RSTUVW RSTUVW RSTUVW
3 6 12 18 30
Ciljana koncentracija glutena (mg/kg)

[ Gluten detektrian I Gluten nije detektrian

Slika 10. Detekcija glutena u kontaminiranim kruhovima NIMA Partners uredajem(preuzeto i

prilagodeno iz *).
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Tablica 6. To¢nost NIMA Partners uredaja.*¢

% +/-
Ispravno pozitivan 99.0% 1.2%
Ispravno negativan 92.2% 4.6%
LaZno negativan 1.0% 1.2%
Lazno pozitivan 7.8% 4.6%
Postotak pogreske 6.9% 2.4%
Tocnost 96.9% 1.7%

5. Zakljucak

Zbog tipi¢nosti molekule glutena on se pouzdano moze detektirati samo metodama koje koriste
antitijela ili masenom spektrometrijom. Ove metode Cesto zahtijevaju skupu opremu i1 zahtjevne
procese pripreme ili o€itavanja rezultata Sto znatno ograni¢ava njihovo koristenje. Ovi problemi
smanjeni su za metode bez moguénosti kvantifikacije, a vrlo izraZzeni za metode koje imaju ovu
mogucnost. Jedina metoda koja ima moguénost odredivanja to¢ne koncentracije glutena je
ELISA za koju su mnoga istraZivanja ukazala na vrlo nisku reproducibilnost posebno za uzorke
u kojima je gluten hidroliziran i mora se koristiti kompetitivnha metoda; dok ostale metode imaju
moguénost samo relativne kvantifikacije Cesto s niskom to¢no$¢u. Masena spektrometrija
trenutno je najpouzdanija metoda detekcije glutena i1 daljnjim istraZivanjem specificnih peptida
moguce je izracunavanje kalibracijskih grafova koji bi omogudili apsolutnu kvantifikaciju
rezultata, no vrlo visoka cijena ovih uredaja otezava taj proces. Zbog slabog interesa znanstvene
zajednice 1 relativne marginaliziranosti celijakije mnoge od ovih metoda tek su u ranijim
stupnjevima razvoja i ne proizvode se masovno. Obzirom na sve veéi broj pravodobnog
dijagnosticiranja celijakije potreban je razvitak jednostavne i to¢ne metode detekcije glutena u

svrhu poboljSanja zdravlja i olakSavanja prehrane oboljelih.
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