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Anotace

Tato bakalatska prace se zamétuje na lepek, jeho vyznam v potravinafstvi a nasledné i jeho
eliminaci z potravin — bezlepkovou vyzivu. Prace popisuje jednotlivé slozky lepku a nasledné
jejich analyzu. Dale se zabyva diagnostikou zdravotnich obtizi souvisejicich s lepkem
a moznostmi 1é€by pacient trpici nékterou z uvedenych obtizi. V zavérecné Casti jsou popsany

hlavni benefity bezlepkové vyzivy a ptipadné i jeji rizika.
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Importance and analysis of gluten in food, gluten-free nutrition

Annotation

This bachelor thesis focuses on gluten, its importance in the food industry, and its subsequent
elimination from the food — gluten-free nutrition. The thesis describes individual components
of gluten and then their analysis. Furthermore, the thesis deals with the diagnosis of gluten-
related health problems and treatment options for patients suffering from any of these problems.
In the final part, the main benefits of a gluten-free nutrition are described, as well as possible

risks.
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Seznam zkratek a znacek

AGA — anti-gliadinové protilatky

anti-TG6 — anti-transglutaminaza 6

CAC - chlorid kyseliny kaprinové
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DH — dermatitis herpetiformis (Duhringova dermatitida)

DHB - kyselina dihydroxybenzoova
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UV — ultrafialové (zareni)
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Uvod

Lepek je soucasti mnoha potravin, bez kterych by se vétSina lidi nedokazala obejit, at’ uz se
jednéd o bézné pecivo, zakusky, té€stoviny nebo napiiklad knedliky. Ale existuji i lidé, ktefti
potraviny obsahujici lepek konzumovat nemohou. V minulosti nebyly téméf zadné zminky
o nesnasenlivosti lepku nebo o celiakii, a proto se u nékterych lidi tato nemoc vyskytla.
Hlavnim divodem byla nedostatecna informovanost 1ékarti a také nedostatek bezlepkovych
potravin a vyrobkl. AvSak v dneSni dobé jsou takové problémy minimalni, protoze na témét

kazdou potravinu pfirozen¢ obsahujici lepek existuje jeji ndhrada bez lepku.

Prvni Cast této bakalaiské prace je zaméfend na samotny lepek, na popis jednotlivych slozek
apotravin (obilnin), ve kterych se pfirozené¢ vyskytuje. Je zminén vyznam lepku
v potravinafstvi, jakou plni funkei naptiklad pfi vyrobé tésta a jak ovliviiuje jeho kvalitu. Druhé
¢ast prace se zabyva analyzou jednotlivych slozek lepku, kde jsou popsany Ctyfi
nejpouzivanéj$i a nejznaméjsi metody. Jedna se o imunologické, elektroforetické a optické

metody.

Dale se prace zamétuje na popis obtiZi souvisejici s lepkem a také metodik, které se pouzivaji
pti jejich diagnostice a v neposledni fad¢ na jejich 1écbu. Vzhledem k tomu, ze celiakie je
nejcastej$i onemocnéni souvisejici s lepkem, tak je zde ze vSech zminénych obtizi popsana
nejpodrobnéji. Zaveérecna ¢ast prace se vénuje bezlepkové vyziveé a vhodnym potravindm, jejich
hlavnim benefitim a rizikiim. Je zde popsan systém Skolniho stravovani pro Zaky, ktefi musi

jist bezlepkova jidla. Uveden je seznam bezlepkovych a nepfijatelnych potravin.
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1 Lepek

Lepek je komplexni smés stovek piibuznych, ale odlisnych bilkovin, pfedev§im gliadinu
a gluteninu. Podobné zasobni bilkoviny existuji jako sekalin v zitu, hordein v je€meni a aveniny
v ovsu a jsou souhrnné oznacovany jako ,,lepek®. Sit¢ glutenovych bilkovin se 1isi v disledku
ruznych slozek a velikosti a variability zplisobené genotypem, podminkami ristu

a technologickymi procesy!'l.

Lepek Ize definovat jako pryZzovou hmotu, ktera ztistane, kdyz se pSenicné té€sto promyje, aby se
odstranily Skrobové granule a ve vod¢ rozpustné slozky. V zavislosti na dikladnosti myti
obsahuje susina 75-85 % bilkovin a 5-10 % lipidd; vétSinu zbytku tvofi Skrob a neskrobové
sacharidy. V praxi se termin ,lepek® vztahuje na bilkoviny, protoze hraji klicovou roli
pfi urcovani jedinecné pecici kvality pSenice tim, Ze téstu propljcuji schopnost absorbovat
vodu, soudrznost, viskozitu a elasticitu. Lepek obsahuje stovky bilkovinnych slozek, které jsou
pritomny bud’ jako monomery, nebo spojené mezitetézcovymi disulfidovymi vazbami jako

oligo- a polymery!?l.

Tyto bilkovinné slozky jsou unikatni svym sloZenim aminokyselin, které se vyznacuji
vysokymi obsahy glutaminu a prolinu a nizkymi obsahy aminokyselin s nabitymi postrannimi
skupinami. Molekularni hmotnosti nativnich bilkovin se pohybuji od ptiblizné¢ 30 000 do vice
neZ 10 miliond. Tradi¢né byly lepkové bilkoviny rozdéleny do frakci podle jejich rozpustnosti
v roztocich alkohol-voda (napt. 60% ethanol): rozpustné gliadiny a nerozpustné gluteniny. Obé

frakce jsou diilezitymi prispévateli reologickym vlastnostem tésta, ale jejich funkce se 1isi!.

Hydratované gliadiny maji malou elasticitu a jsou méné soudrzné neZ gluteniny. Pfispivaji
predevsim k viskozité a roztaznosti systému tésta. Naproti tomu hydratované gluteniny jsou jak
soudrzné, tak elastické a jsou zodpovédné za pevnost a pruznost tésta. Pro zjednoduSeni se
muze gliadin chépat jako ,,zmeékéovadlo® a glutenin jako ,,rozpoustédlo®. Spravna smés obou
frakei je nezbytnd pro dodani u viskoelastickych vlastnosti té€sta a kvality kone¢ného

produktu®!.
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Psenicny lepek se stale vice vyuziva jako komer¢ni produkt v potravinarském priimyslu pro své
vSestranné funkcni vlastnosti a Sirokou skalu zdroji. Pouziva se Siroce v produktech na bazi
pSenice, potravinaiskych pomocnych latkach, baleni potravin, adsorpcnich a tepelné izolacnich
materidlech, potravinach pro zvlastni ucely a ve vSestrannych aplikacich. V budoucnu bude
bilkovina pSeni¢ného lepku vyuzivana jako dilezitd surovina pro i¢ast na vyvoji a ptiprave
ruznych potravin a rozlozitelnych materiald a aplikaéni potencidl pSeni¢ného lepku

v potravinaiském priimyslu bude obrovsky!?!.

1.1 Gliadin

Gliadiny tvoii 40-50 % celkovych zasobnich bilkovin pSenice a jsou klasifikovany do Ctyt
podkategorii: a-, B-, y- a w-gliadiny. Také byly klasifikovany jako o1,2-, ®5-, o/B- a y-gliadiny
na zékladé jejich primarni struktury a molekulové hmotnosti. Toto rozdéleni bylo provedeno
na zaklad& mobility p¥i nizkém pH pti gelové elektroforéze!?). Cysteinové zbytky gliadint tvofi
hlavné intramolekuldrni disulfidové vazby, i kdyz byly také popsany a-gliadiny s lichym
podtem cysteinovych zbytka!*. Gliadiny maji povrchové aktivni vlastnosti a v disledku toho

potencidl stabilizovat plynové buiiky pii vyrobé chlebal®!.

V ramci kazdého typu jsou strukturdlni rozdily malé v diisledku substituce, delece a inzerce
jednotlivych aminokyselinovych zbytkll. o-gliadiny se vyznacuji nejvys$Sim obsahem
glutaminu, prolinu a fenylalaninu, které tvoii asi 80 % celkového sloZeni. w5-gliadiny mayji
vys$s§i molekulovou hmotnost (~50 000) nez w1,2-gliadiny (~40 000). Vétsina gliadind postrada
cystein, takze neexistuje moznost disulfidickych pficnych vazeb (viz obrazek 1). Ackoli
distribuce celkovych gliadinli mezi rizné typy silné zavisi na odridé pSenice (genotyp)
a podminkéch péstovani (piida, klima a hnojeni), 1ze zobecnit, ze hlavnimi slozkami jsou o/f-

a y-gliadiny, zatimco o-gliadiny se vyskytuji v mnohem niz$ich podilech!?.

Mensi ¢ast gliadini (a-gliadiny) ma lichy pocet cysteint v diisledku bodovych mutaci a jsou
spojeny dohromady nebo s gluteniny. Objevuji se bud’ v oligomerech rozpustnych v alkoholu

v gliadinové frakci nebo v polymerech gluteninu nerozpustnych v alkoholu!?,
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Obrazek 1: Struktura gliadinu (¢!

1.2 Glutenin

Gluteninova frakce obsahuje agregované bilkoviny spojené mezifetézcovymi disulfidovymi
vazbami, které maji riiznou velikost v rozmezi od asi 500 000 do vice nez 10 milionti. Cést
gluteninil patii k nejvétsim bilkovindm v ptirod¢€. Distribuce téchto glutenini byla uznana jako
jeden z hlavnich determinantli vlastnosti tésta a vykonu pii peceni. Nejvétsi polymery zvané
»glutenin macropolymer* (GMP) nejvice pfispivaji k vlastnostem tésta a jejich mnozstvi
v pSeni¢né mouce (~20—40 mg/g) silné koreluje s pevnosti tésta a objemem bochniku>’. Diky
bilkovinnym polymertim spojenym disulfidickymi vazbami je pseni¢né tésto pruznél’.

Disulfidové vazby jsou velmi odolné vii¢i §tépenil®l.

Predpoklada se, ze schopnost gluteninovych podjednotek tvofit disulfidové vazby je dana
primarni a sekundarni strukturou bilkovin. Tato struktura urcuje, zda jsou cysteinové zbytky
pfitomny a zda jsou dostupné pro tvorbu disulfidovych vazeb. Urcuje tedy schopnost
podjednotky skladat se zptisobem, ktery by byl zapotiebi k vytvoreni vazby!®.. Jsou popsany
strukturalni rysy rtznych tfid gluteninovych podjednotek. Rozdily v kvalité gluteninu mohou

vyplyvat z variaci v jeho struktufe, distribuci velikosti a slozeni podjednotek®..
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Obrazek 2: Gluteninové podjednotky s nizkou a vysokou molekulovou hmotnosti pod elektronovym
mikroskopem!®

Pouziti imunoelektronové mikroskopie, pii které jsou zlatem znaCené protilatky
proti konkrétnim typiim podjednotek vystaveny tenkym fezlim tésta poprvé umozZnilo pfimo
vizualizovat rozdily v distribucich riznych podjednotek v té€sté. Vysokomolekularni
gluteninové podjednotky (HMW-GS) vytvorily linearni sit¢ (viz obrazek 2b), zatimco
nizkomolekularni podjednotky (LMW-GS) vytvortily shluky a agregaty v souladu s vétvemi
tvoficimi  nizkomolekuldrni podjednotky z linedrnich fetézci z vysokomolekularnich
podjednotek (viz obrazek 2a). Gliadiny byly rovnomémé rozptyleny v lepkovych vlaknech

po celém tésté, coZ je v souladu s roli ,,vyplitovani prostoru“t®.
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1.3 Sekalin

Psenice (Triticum aestivum L.) a zito (Secale cereale L.), nejbéznéji pouzivana zrna pii vyrob¢
chleba jsou taxonomicky blizce ptibuzné, a proto jejich jadrové endospermy obsahuji
homologni bilkoviny. AvSak prolamin vyskytujici se v zitnych zrnech a bilkovinna frakce
rozpustna v alkoholu zvana sekalin (SCL) dosud nebyly tak Siroce studovany, pokud jde o jeho

funkénost v potravinovych systémech, jako pseniény prolamin?l,

Podle predchozich studii elektroforeticky zaznam sekalinu ukazuje ¢tyfi skupiny polypeptida,
oznacené jako bilkoviny s vysokou molekulovou hmotnosti (HMW > 100 kDa), y-75 kDa,
®-50 kDa a y-40 kDa. Kvantitativni analyza aminokyselin prokazala, ze kyselina glutamova
aprolin jsou prevladajicimi slozkami v sekalinu, nésledované leucinem, fenylalaninem
a serinem. Vzhledem k amfifilnimu chovani sekalinu v disledku piitomnosti Sirokych oblasti
bilkovinnych B-listi je ethanol (70 % V/V) nejbéZnéjSim rozpoustédlem pouZzivanym pro jeho
extrakci. Kromé toho vede ethanol k rozvinuti o-helikalnich struktur, ¢imz se zvétsi rozsah
B-listh a nasledné se obnazi vétsi pocet hydrofilnich skupin. Je vhodné poznamenat,
ze strukturni rys B-listu by mohl ovlivnit funkéni vlastnosti sekalinu, tj. vlastnosti, které
bilkovina ud¢€luje potravinafskému produktu jako hydrofobni chovéani bilkoviny, a tedy
interakce s vodnou fazi jsou dulezité faktory pro funkénost bilkoviny. Déle je dobfe znamé,
ze sekundarni a tercidrni struktura bilkovin se mlze zménit po chemické modifikaci schopné
zpusobit zmény v povrchové expozici jejich aminokyselin. Indukované zvyseni hydrofobicity
bilkoviny tedy miize umoznit jeho integraci do lipidovych systému a nasledné spoustét nové,

ale i zlepSené nebo narusené funkéni vlastnostil'%!,

Bilkovinna lipofilizaéni reakce je definovana jako chemicka nebo enzymaticka strukturalni
zména polypeptidového fetézce pfidanim lipidovych slozek, provadéna nékolika riznymi
metodami a vedouci k biomakromolekuldm se zvySenou afinitou k nepolarnim slou¢eninam
s nizkou nebo vysokou molekulovou hmotnosti. Acylace N-hydroxysukcinimid esterem,
anhydridy kyseliny octové, jantarové nebo citrakonové, chloridy mastnych kyselin nebo
redukéni alkylace, jakoz 1 pfipojeni hydrofobnich aminokyselin nebo alkoholtl, jsou nejcastéji
pouzivané experimentalni postupy k dosaZeni lipofilizace bilkovin. Zejména chemické acylace
je pomérné znacna strukturdlni modifikace, ktera miZze dramaticky ovlivnit schopnost

bilkoviny interagovat s jinymi molekulami a nasledn& modifikovat jeho aktivitul!?,
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Hlavnim tcelem této studie bylo syntetizovat derivaty sekalinu chemickou acylaci chloridem
kyseliny kaprinové (CAC), organickou slou¢eninou znamou jako mastné kyselina se stfedné
dlouhym fetézcem, a prozkoumat nasledné zmény v rozpustnosti sekalinu, hydrofobnosti,
pojivové schopnosti, stejné jako v jeho emulgacnich a pénivych vlastnostech.V zavéru této
studie byla detekovana zvySena hydrofobicita bilkovinného povrchu, kapacita absorpce oleje,
emulgacni a pénici kapacita lipofilizovaného sekalinu, stejné jako stabilita ziskanych emulzi a
pen. Naopak, po lipofilizaci sekalinu bylo pozorovano zna¢né snizené rozpousténi bilkoviny
pii riznych hodnotach pH a pii nizkych i1 vysokych koncentracich fyziologického roztoku,
stejné jako absorp¢ni aktivita vody. VSechny pozorované ti¢inky mohou byt zavislé na rozbaleni
bilkoviny a vytvofeni stabilniho a elastického bilkovinného filmu hydrofobnimi interakcemi
v disledku kovalentni vazby kyseliny kaprinové na sekalin. Tato zji$téni siln€ naznacuji velky
potencial lipofilizovaného sekalinu jako emulgacniho nebo pénivého aditiva v rtiznych

potravinaiskych produktech'%.

1.4 Hordein

Hordein, prolamin je¢mene (Hordeum vulgare L.) extrahovany alkoholovym roztokem, tvoii
35-55 % celkovych bilkovin zrna je¢mene a je jeho hlavni zasobni bilkovinou. Hordeiny jsou
rozdeleny do ¢tyf skupin na zékladé jejich elektroforetické mobility a sloZzeni aminokyselin.
Hordeiny B (30-50 kDa, bohaté na siru) a C (55-80 kDa, chudé na siru) zabiraji 70—80 %
a 10-20 % hordeinové frakce, hordeiny D (80-90 kDa) a A (15 kDa) zabiraji méné nez 5 %
celkové frakce hordeinu. C a n¢které B hordeiny se objevuji jako monomery, zatimco vétSina
B a D hordeinil je spojena mezitetézcovymi disulfidovymi mistky. Kromé vysokého mnozstvi
glutaminu je hordein bohaty také na hydrofobni aminokyseliny (kolem 40 %), pficemzZ nejvyssi
hladiny odpovidaji prolinu, leucinu a valinu. Takovy profil aminokyselin poskytuje vysokou
povrchovou hydrofobicitu a silnou agregaci bilkovin. Tyto vlastnosti podporuji absorpci
bilkovin na hydrofobnim rozhrani a poté tvoii viskoelastické filmy ke stabilizaci pén a emulzi.
Tento profil vSak na druhou stranu vede k vyrazné sniZené rozpustnosti bilkoviny,
protoze rozpustnost bilkoviny ve vod€ je kriticka pro ud€leni dalSich pozadovanych
a nezbytnych vlastnosti, jako jsou emulgacni a pénici funkce. Vzhledem k vysokému mnozstvi
glutaminu je hordein vhodnym kandidatem pro hodnoceni deamidace se zaméfenim
na vylepSené funkce. Dopady deamidace na strukturu a funkcni vlastnosti hordeinu jsou

nejasné!!!,
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V jedné studii, kde byly zkoumany bilkoviny z je¢mene a ryze, se ukazalo, ze endospermova
bilkovina je¢mene a ryze odhalil silny potencidl byt zdrojem antioxida¢nich bilkovin. Ryzové
bilkoviny vsak byly vice koncentrované ve frakci otrub nez ve frakci endospermu. Navic
bilkovina z ryZovych otrub a hordein z endospermu jeCmene byly shledany jako vysoce ucinné
v antioxidaéni aktivit&!!?). Dalsi studie odhalila, Ze emulga¢ni a pénici vlastnosti ¢4stic na bazi
hordeinu jsou ovlivnény pH a iontovou silou v disledku zmén velikosti ¢astic a elektrického
naboje. Stabilita emulze a texturni vlastnosti mohou byt také fizeny koncentraci castic

a objemovym podilem dispergované fazel!3l,

Hordeinové frakce se daji pouzit jako nastroj k odhadovani proteolytické aktivity v jeCmeni
a sladu. Hordein byl pouzit jako substrat pro test exopeptidazové a endopeptidazové aktivity
v zelenych sladech. Zjisténé enzymatické aktivity se vyznamné li§i od téch ziskanych
s pouzitim jinych nez je¢nych substrati, jako jsou dipeptidy, zelatina nebo hemoglobin. Slady
s podobnymi celkovymi hladinami karboxypeptidaz, které byly méfeny za pouziti jinych
nez jeénych substratii, vykazovaly znacné rozdily v rozsahu, ve kterém tyto enzymy S$tépi
hordein je¢mene. Slady se také vice liSily ve své endopeptiddzové aktivité s hordeinem

nez ve schopnosti travit Zelatinu nebo hemoglobin!!#,

Vysledky dalsi studie ukdzaly, ze kombinace hordeinovych polypeptidi B maji urcity vliv
na sladovnickou kvalitu prostfednictvim regulace diastatické sily (celkova aktivita enzymi
rozkladajici Skrob v je€ném sladu). Pro zjiSténi vlivu disulfidickych vazeb na sladovnickou
kvalitu bylo provedeno porovnani relativniho mnozstvi hordeinu extrahovaného v ptitomnosti
a nepiitomnosti redukéniho c¢inidla. V nepfitomnosti redukéniho ¢inidla v extrakénim
rozpoustédle souvisela vysoka koncentrace hordeinu B se zvySenim vytéZnosti extraktu.
Naopak v pfitomnosti redukéniho c¢inidla zvySeni koncentrace B hordeinu zvySovalo
Kolbachovo ¢islo (ukazatel jakosti sladovnického jeCmene a sladu). Vy$s§i pomér D hordeinu
k B hordeinu, pokud prvni znich obsahoval vysokou koncentraci disulfidickych vazeb,
snizoval kvalitu sladu ve vét$i mife nez v pifipadé, kdy bylo pfitomno méné disulfidickych
vazeb. Pokud podminky prostiedi podporovaly vysokou ucinnost piijmu dusiku, byl
syntetizovan vétsi podil disulfidickych vazeb D hordeinu, coz vedlo ke snizeni sladovnické
kvality. Predpoklada se, Ze odriidy s niz§Sim vynosem dusiku v zrnu a niz§im pométem D:B

hordeinti poskytuji kvalitngjsi slad!!%,
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2 Analyza lepku v potravinach

Podle potravinarského zakoniku (Codex Alimentarius) mohou nést oznaceni bez lepku pouze
potraviny nepfesahujici uroven 20 mg lepku na kilogram. To také nastavuje standard
pro analytické metody pro detekci lepku. V soucasné dobé se nejcastéji pouzivaji metody
zaloZzené na enzymové imuno-sorbentni analyze (ELISA), ale uspésné se pouzivaji i metody
zalozené na polymerdzové fetézové reakci (PCR). Pro charakterizaci obilnych bilkovin se
Siroce pouzivaji metody zalozené na proteomice, jako jsou vysokoucinnd kapalinova
chromatografie v systému s obracenymi fazemi (RP-HPLC) nebo gelova permeacni
chromatografie (GPC). Metody kombinujici hmotnostni spektrometrii a kapalinovou
chromatografii jsou nejslibnéjsi neimunologické ptistupy pro piesnou kvantifikaci stop lepku.
Vzhledem k pozadavku na drahé vybaveni a odbornost vSak nejsou Siroce pouzivané pro rutinni
analyzy. Novy vyvoj zahrnuje imunosenzory, aptamery, mikroCipy a multianalytové
profilovani. Navzdory vyhoddm a problémim riznych metod zlstdvad potieba nezavislé

referenéni metody a obecné pouzitelného referenéniho materialul'®’,

PoZzadavky na spolehlivé analytické metody pro kvantifikaci lepku v potravinach jsou
dostatecna citlivost, specifita, reprodukovatelnost, robustnost a validace mezilaboratornimi
studiemi s ne€kolika nezavislymi laboratofemi. Detekce lepku v zahfivanych nebo
extrudovanych vyrobcich obsahujicich ¢astecné hydrolyzovany lepek je obzvlasté narocna.
Jako prvni krok by méla byt co nejuplnéjsi extrakce lepkovych bilkovin i peptidli z potravinoveé
matrice. Samotna analyza musi byt pfesné a adekvatné kalibrovana proti vhodné reprezentativni

a referenéni bilkoving!'®l,

VétSina metod je zalozena na kvantifikaci prolaminové frakce lepku rozpustné v alkoholu.
Glutelinova frakce nerozpustnd v alkoholu Casto neni cilend, ackoli prolaminy i gluteliny
obsahuji imunogenni peptidy. ProtoZe prolamin v lepku se bere jako 50 %, zjiStény obsah
prolaminu se pro ziskani obsahu lepku obvykle vynasobi faktorem 2. To je zaloZeno
na predpokladu, Ze pomér prolamin/glutelin je 1. Komplexni analyza pSeni¢né, Spaldové,
dvouzrnné, jednozrnné, Zitné a jeCné mouky a také pSenicnych Skrobli vSak ukdzala,
ze skute¢ny pomér prolamin/glutelin byl velmi variabilni v rozmezi od 0,2 v pSeniéném Skrobu
do 13,9 v jednozrnce. Proto je obsah lepku bud’ nadhodnocen, nebo, coz je vaznéjsi u pacienti

s celiakii, podhodnocen duplikaci obsahu prolaminu!!®’,
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2.1 Extrakce lepku z potravinové matrice

Slozitost lepku a potravinovych matric obsahujicich lepek predstavuje znacné analytické
problémy. Nativni glutenové bilkoviny se vyznacuji nerozpustnosti ve vod¢ nebo solném
roztoku, vysokymi molekulovymi hmotnostmi, heterogennimi povrchovymi vlastnostmi, inter-
a intramolekularnimi disulfidovymi vazbami a omezenou stabilitou po rozpusténi. Naproti
tomu c¢astecné hydrolyzovany lepek je rozpustny ve vodé nebo v roztocich soli a vodnych
alkoholl. Nejcastéji pouzivanym rozpoustédlem v metodach detekce lepku je vodny alkohol
(60% ethanol nebo 50% 1-propanol), ktery extrahuje hlavné prolaminovou frakci

z nezpracovanych materialdi, jako jsou mouky!'®l.

Vodny alkohol vSak nesta¢i k rozpusténi prolaminii ze zpracovanych materidlt, protoze
prolaminy a gluteliny agreguji prostiednictvim teplem indukované tvorby mezifetézcovym
disulfidovych vazeb. Ztohoto divodu se pouzivaji redukéni Ccinidla, jako jsou
2-merkaptoethanol nebo #ris(2-karboxyethyl)-fosfin (TCEP) (pro naruSeni disulfidovych
vazeb) a disagregacni ¢inidla, jako jsou guanidin nebo dodecylsiran sodny (SDS) (pro zvysenou
rozpustnost). Je pouzito v kombinaci s vodnymi alkoholy k extrakci prolamind spolu
s gluteliny ze surovin a zpracovanych materiald. Extrakce pifi 50 °C tzv. koktejlem, ktery
obsahuje 2-merkaptoethanol a guanidin ve fosfatovém puftru, je soucésti sendvicové metody RS
ELISA. Kombinace 2-merkaptoethanolu a SDS, TCEP a guanidinu, ptipadné¢ TCEP a aniontové
povrchové aktivni latky N-lauroyl-sarkosin ve fosfatovém pufru, tzv. univerzalni prolamin
a glutelinovy extrakéni roztok se ukazaly jako vhodné pro extrakci lepkovych bilkovin

a peptidii z riiznych vzorkid potravin!'6],

V zévislosti na potravinové matrici mohou byt nutné dal$i kroky. Odtucnéni n-hexanem se
doporucuje pro produkty s vice nez 10 % tuku. U produkti obsahujicich vysoké mnoZzstvi
polyfenoli muze byt nutné pfidat do extrakéniho roztoku rybi Zelatinu, pfipadné
polyvinylpyrrolidon nebo susené odstfedéné mléko, aby se narusily interakce gluten-protein-
polyfenol. Kompatibilitu extrakéniho rozpoustédla s naslednym analytickym postupem je

samoziejmé nutné ovéfit pro kazdy postup!'l.
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2.2 Jednotlivé metody analyzy lepku
2.2.1 ELISA

ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) je analyticka metoda, ktera pomoci
imunochemické reakce s enzymatickou detekci umoznuje stanoveni riznych antigenti nebo
protildtek (viz obr. 3)!7). ELISA je zalozena na detekci protilatek, které jsou kovalentng
navazany na enzym, jako je kenova peroxidaza (substrat/chromogen: napt. peroxid mocoviny/
3,3°,5,5 -tetramethylbenzidin) nebo alkalicka fosfataza (substrat: p-nitrofenylfosfat), ktery

generuje barevny chemiluminiscenéni nebo fluorescenéni produkt pro méteni ',

Paratop -
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\ mustek / Epitop
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fetézec

Obrazek 3: Schéma protilatky!!'®!

Pro analyzu lepku Ize pouzit dva principy ELISA, a to sendvi¢ovy a kompetitivni. V sendviCové
ELISA (obr. 4A), desticka je potazena zndmym mnozstvim zachytné protilatky a nespecificka
vazebna mista jsou na povrchu blokovana. Poté se aplikuje vzorek obsahujici antigen a vytvori
se komplex antigen/protilatka (krok 1). Po odstranéni pfebytecného antigenu promytim se piida
detek¢ni protilatka znaCend indikatorovym enzymem a navaZze se na druhé vazebné misto
antigenu. Antigen je tedy ,,vloZeny* mezi zachytnou a detek¢ni protilatku (krok 2). Nenavazané
detek¢ni protilatky se vymyji a poté se pfida enzymaticky substrat, ktery se pfeméni na barevny

produkt, jehoZ absorbanci lze méfit na &tecce destiek (krok 3)!16),

Nameétend absorbance je pfimo umeérna koncentraci antigenu v extraktu vzorku, kterou lze
vypocitat z kalibra¢ni kiivky pomoci referen¢ni bilkoviny lepku. ProtoZe antigen potifebuje mit
dvé prostorové odd€lena vazebnd mista pro zachytnou a detek¢ni protilatku, je sendviCova
ELISA vhodnd pouze pro vétsi antigeny, jako jsou intaktni glutenové bilkoviny. Tento

pozadavek znemoziiuje analyzu lepku ve vyrobcich obsahujicich ¢astecné hydrolyzovany
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lepek, jako jsou pivo, kynuté vyrobky, popt. sladové extrakty, protoze tyto lepkové peptidy

mohou mit pouze jedno vazebné misto!%].

(A) Sendvicova ELISA (B) Kompetitivni ELISA

rry ~P¥¥ 20%

3y g3 . .o
$ey=F¥Y 224204

I zachyceni protilatky

i detekéni protilatka znacena enzymem

<>  antigen (lepek/lepkové peptidy)
< imobilizovany antigen

O enzvmaticky substrat

= barevny produkt

Obrazek 4: Schéma kompetitivni a sendvi¢ové metody ELISA®

Kompetitivni ELISA (obr. 4B) miize byt pouzita jak pro intaktni bilkoviny, tak i pro mensi
antigeny (lepkové peptidy), protoZze vyZaduje pouze jedno vazebné misto. Na povrchu
mikrotitracni desticky je imobilizovdno zndmé mnozstvi antigenu. Do jamky se soucasné ptida
vzorek obsahujici antigen a omezené konstantni mnoZzstvi enzymaticky znacené protilatky.
Béhem inkubace imobilizované a volné antigeny soutéZi o vazebnd mista protilatky (krok 1).
Pokud je ve vzorku pfitomno vice antigend, na imobilizované antigeny se navaZze méné
protilatek. Nenavazané protilatky, antigeny a komplexy antigen/protildtka se odstrani
promytim. Po pfidani enzymatického substratu se vytvoii barevny produkt (krok 2). V tomto
piipad€¢ je naméfend absorbance nepfimo umérna koncentraci antigenu v extraktu vzorku.
Pro vypocet koncentrace antigenu v extraktu vzorku se opét pouZije kalibracni kiivka

s glutenovym peptidem nebo smési peptidal'®l.

Bylo vyvinuto nékolik protilatek specifickych pro lepek nebo gliadin, ale vétSina komeréné
dostupnych testovacich souprav ELISA pro detekci lepku je zalozena na RS, G12, 401.21
(Skerritt) a a20, mAb nebo riizné pAb (viz tab. 1)),
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Tabulka 1: Seznam komeréné dostupnych souprav ELISA pro detekci lepkul!®!

Vyrobce ELISA souprava Zisada Protilatka
Abnova Gluten/Gliadin ELISA Kit Sendvi¢ pAb
Astori Tecnica Gluten ELISA Kit Konkuren¢ni pAb
Biomedal Diagnostika GlutenTox ELISA sendvi¢ Sendvi¢ Al/G12 mAb
GlutenTox ELISA konkuren¢ni Konkuren¢ni G12 mADb
GlutenTox ty¢inky Meérka G12 mADb
Biokontrola Transia Plate Prolamins Sendvi¢ R5 mADb
BioCheck (UK) Gluten-Check ELISA kit Sendvi¢ 401,21 mAb
Diagnosticka automatizace | AccuDiag™ Gliadin/Gluten ELISA Sendvi¢ pAb
Systémy ELISA ELISA Systems Gliadin test Sendvi¢ 401,21 mAb
Technologie ELISA Lepek Aller-Tek Sendvi¢ 401,21 mAb
EZ gluten® LFD 401,21 mAb
Elution Technologies Gluten Rapid Kit LFD pAb
EuroProxima Gluten-Tec® ELISA Konkuren¢ni a20 mAb
Immunolab Gliadin/lepek Sendvi¢ pAb
Imutest Gluten-Check ELISA Kit Sendvi¢ 401,21 mAb
Test lepku v potravinich Screeningovy test | 401,21 mADb
InCura GlutenAlert ELISA Konkuren¢ni pAb
Ingenasa Ingezim Gluten® Sendvi¢ R5 mADb
Ingezim Gluten® SemiQ Sendvi¢ R5 mADb
Ingezim Gluten® Hidrolizado Piimo R5 mADb
Institut Morinaga Sada Wheat Protein ELISA Sendvi¢ pAb
Neogen Upozorneni na Gliadina Screeningovy test | 401,21 mAb
Upozornéni na Gliadin RS Screeningovy test R5 mAb
BioKits Gluten Assay Kit Sendvi¢ 401,21 mAb
Veratox® pro Gliadin Sendvi¢ 401,21 mAb
Veratox® pro Gliadin RS Sendvi¢ R5 mAb
Odhalte 3-D pro lepek LFD 401,21 mAb
R-Biopharm Ridascreen® Gliadin Sendvi¢ R5 mADb
Ridascreen® Fast Gliadin Sendvi¢ R5 mAb
Ridascreen® Gliadin konkurencni Konkurenéni R5 mADb
Rida®Quick Gliadin Meérka R5 mADb
Romer Labs AgraQuant® ELISA Gluten G12 Sendvi¢ G12 mAb
AgraQuant® ELISA gluten Sendvi¢ pAb
AgraStrip® LFD Gluten G12 LFD G12 mAb
AgraStrip® LFD lepek LFD pAb
Zeulab Proteon Gluten Express Meérka G12 mAb

LFD — lateral flow devices (zafizeni pro bo¢ni proudéni)
mAb — monoklondlni protilatka

pAb — polyklonalni protilatka
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Specificita téchto protilatek (kromé pAb) je hodnocena ptedevsim proti pSenicnym gliadintim.
Nékteti hodnotili specificitu protilatek hloubéji a zaméfili se pouze na znamé toxické peptidové
fragmenty pfitomné v pSeni¢nych gliadinech s omezenym ohledem na reaktivitu téchto
protilatek na jiné oblasti stejné bilkoviny, jiné prolaminy nebo gluteliny pSenice, zita nebo

je¢mene!'],

R5 je monoklonalni protilatka proti zitnym extraktim. V jedné studii byly hlavni epitopy
(konkrétni mista antigenu, na které se vazou protilatky) R5 hodnoceny pomoci fagového
displeje a pepscan studii. Jako dal$i hodnoceni reaktivity protilatky bylo hodnoceno proti
aminokyselinovym sekvencim N-konce pSeni¢né¢ho a-gliadinu. Je zndmé, Ze tento konec je
toxicky pro pacienty s celiakii. QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLPFP (Q - glutamin, P - prolin,
F - fenylalanin, L — leucin) byly identifikovany jako nejsilngjsi cilové epitopy a jsou ptitomny
nejen v a-gliadinech, ale také v y-gliadinech. Existuji omezen¢ informace o reaktivité protilatky
proti jinym c¢astem stejného gliadinu, jinym gliadinim nebo glutenintim. Nékteré z RS epitopt
jsou také ptitomny v pSeni¢nych nizkomolekularnich (LMW) gluteninech, které jsou ptibuzné

s a/B-gliadiny nejen molekulovou hmotnosti, ale také slozenim aminokyselin!“1.

G12 je také monoklondlni protilaitka a byla vypéstovana proti syntetickému 33merovému
toxickému a-gliadinovému peptidu, pficemz nejreaktivnéjsim epitopem je QPQLPY (Y -tyrosin).
Kromé prolaminu pSenice, Zita a jeCmene se ukdzalo, Ze tato protilatka vaze také prolaminy
z nékterych kultivarli ovsa. Studie hodnotici reaktivitu G12 na kultivary ovsa ukézala, Ze
protilatka vaze ty, které vykazovaly toxicitu ve studiich in vitro (ve zkumavce). Tato
charakteristika G12 polarizovala nazory mezi témi, ktefi si mysli, ze test na lepek by mél
detekovat pouze lepek z pSenice, zita a jeCmene, ale ne ovsa, a t€émi, ktefi to vidi jako pfilezitost,

jak chranit malé procento citlivé populace do ovsal'!.

Monoklonalni protilatka 401.21, 1épe zndma jako Skerritt protilatka byla pouZivana v nékterych
komer¢nich testech ELISA, dokud nebyly zndmé nékteré nevyhody a dokud novy vyvoj nevedl
k produkci a pouziti jinych protilatek a novéjSich analytickych pfistupl. Pivodné se uvadeélo,
ze protilatka Skerritt je specificka pro gliadiny. Nékolik vyzkumnych studii vSak dale
vyhodnotilo specificitu této protilatky a dosly k zavéru, Ze neni specificka pouze pro o-gliadin,
ale také se siln€ vaze na vysokomolekuldrni gluteniny. V souvislosti s timto objevem je tieba
zduraznit jeden dilezity aspekt, a to ze vodny alkoholovy extrakéni roztok pouZzivany
ve Skerrittovych testech neni vhodny, protoZe neni G€inny pii extrakci Skerrittovych cilovych

sloucenin (gluteninil). Vhodné&jsi by byl roztok obsahujici redukéni ¢inidlo. Gliadinové
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ptipravky, které neobsahuji gluteniny, by se nemély pouzivat pro kalibraci nebo validaci testu
zalozeného na Skerrittove testu, protoze chybi cilova sloucenina (toto je zvlasté dulezité, pokud
se pouzivaji 1 redukéni ¢inidla). Je béZznou praxi, Ze laboratofe porovnavaji vykony riznych

testdl (viz obr. 5)[%1,

Obrazek 5: ELISA test na mikrodesticel2!

Nejnovéji vyvinutd monoklonalni protilatka a20 byla vytvofena proti CD-imunogennimu
peptidu PFRPQQPYPQP (R — arginin) z a-gliadini, pfi¢emz tato aminokyselinova sekvence je
epitopem s minimalnim rozpoznanim. Gliadiny, sekaliny a hordeiny jsou rozpoznavany a20
mAb, ale existuji omezené informace o reaktivité, zejména vuci glutelinové frakci.
Kompetitivni ELISA na bazi 020 mAb je kompatibilni s 60% ethanolem jako extrakénim
¢inidlem nebo 60% ethanolem obsahujicim dithitreitol jako redukénim ¢inidlem a piiddnim

jodacetamidul'®.

Polyklonalni protilatky (pAb) (obr. 6) se obvykle péstuji proti gliadinim, pfi¢emz pAb
Morinaga vysoké vytéznosti pro prolaminy, zejména prolaminy jeCmene, ale také pro Zitné
gluteliny. Informace o jinych pAb jsou vzacné a ve védecké literatute neni k dispozici rozsédhla

srovnavaci charakterizace jejich imunoreaktivity a u¢innosti v potravinovych matricich!'®l,
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Obrazek 6: Monoklonalni vs. polyklonalni protilatky!?!]

2.2.2 SDS-PAGE

Gelova elektroforéza na polyakrylamidu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) se
pouziva k separaci komplexnich smeési bilkovin (napi. zbunék, subcelularnich frakci,
kolonovych frakci nebo imunoprecipitatll), ke zkoumani slozeni podjednotek, k ovétovani
homogenity vzorki bilkovin a k ¢isténi bilkovin pro pouziti v dalSich aplikacich. Pii gelové
elektroforéze na polyakrylamidovém gelu bilkoviny migruji v reakci na elektrické pole pies
pory v matrici polyakrylamidového gelu. Velikost pori se snizuje se zvySujici se koncentraci
polyakrylamidu. Kombinace velikosti pori a bilkovinného nédboje uréuje rychlost migrace

bilkovin?3.

Jednéd se bezpochyby o jednu z nejpouzivanéjSich technik pro charakterizaci komplexnich
smési bilkovin. Je to pohodlné, rychld a levna metoda, protoZze vyzaduje pouze tadové
mikrogramova mnoZstvi bilkovin. Bilkoviny maji elektricky néboj, pokud se nachazeji
v prostiedi s pH odlisnym od jejich izoelektrického bodu, a proto maji schopnost se pohybovat,
pokud jsou vystaveny elektrickému poli. Migraéni rychlost je imérnd poméru mezi naboji

bilkoviny. Cim vy$§i je naboj na jednotku hmotnosti, tim rychlejsi je migrace?!.

Bilkoviny nemaji pfedvidatelnou strukturu jako nukleové kyseliny, a proto se jejich migracni
rychlosti navzdjem nepodobaji. Nemohou dokonce migrovat ani pfi pisobeni elektromotorické
sily (kdyz jsou ve svém izoelektrickém bodé&). V téchto ptfipadech se bilkoviny denaturuji
pridanim detergentu, jako je dodecylsiran sodny (SDS), aby se oddélily vyhradné podle
molekulové hmotnosti. SDS je redukéni Cinidlo, které rozbiji disulfidové vazby, rozdéluje
bilkoviny na jejich podjednotky a také jim dava zaporny naboj, ktery jim umoziiuje migrovat
gelem v pifimé zavislosti na jejich velikosti. Denaturace navic zptisobuje, ze ztraceji svoji

terciarni strukturu®3l,
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— Gely potlacuji tepelnou konvekei zptisobenou aplikaci elektrického pole a mohou také
fungovat jako sitové médium, které zpomaluje priachod molekul. Gely mohou také
jednoduse slouzit k udrzeni hotové separace, takze je mozné aplikovat barveni
po elektroforéze.

— Polyakrylamidové gely vznikaji polymeraci akrylamidu pisobenim zesitovaného
¢inidla, bis-akrylamidu, za pfitomnosti iniciatoru a katalyzatoru. Persiranovy iont
(S,037), ktery se pridava jako persiran amonny (APS), je inicidtorem tuhnuti gelu
a zdrojem volnych radikalt, zatimco TEMED (N, N, N', N’- tetramethylethylendiamin)
katalyzuje polymeracni reakci stabilizaci téchto volnych radikdlt. V nékterych
situacich, naptiklad pfi izoelektrické fokusaci, mize pfitomnost persulfatu narusovat
elektroforézu, proto se misto n&j pouzivaji riboflavin nebo TEMED.

— Roztoky akrylamidu se odplyiiuji, protoze kyslik je inhibitorem polymerace. Kromé
toho se pfi polymeraci uvoliluje teplo, které by mohlo zpisobit tvorbu bublin v gelu.

— Rychlost polymerace zavisi na koncentraci persiranu (katalyzatoru) a TEMED

(iniciator)3.,

Systémy polyakrylamidové gelové elektroforézy mohou byt provadény s pouzitim jednoho
nebo vice pufrl. V téchto piipadech lze hovofit o kontinualnich fosfatovych pufrech nebo
diskontinualnich pufrech, které prejima metoda diskontinuélni elektroforézy. Casto se pouziva
termin ,,Laemliho pufr* pro popis tris-glycinového pufrového systému, ktery se pouziva
pii SDS-PAGE. V diskontinudlnich systémech zajistuje prvni pufr migraci vSech bilkovin
v Cele migrace, coz zptisobuje akumulaci celého vzorku, ktery byl vloZzen do jamky. Separace
skutecné zacina od okamziku, kdy migracni celo dosdhne hranice druhého pufru. Prvni gel,
»stohovaci®, ma vétsi pory (niz§i procento akrylamidu/bisakrylamidu) a mé kyselejsi pH
nez druhy gel, cozZ je to, co skute¢n¢ oddéluje bilkoviny. Tento systém je vhodny zejména

pro analyzu vzorkl zfedénych bez ztraty rozligeni'>!.

Bilkoviny separované na polyakrylamidovém gelu lze detekovat riznymi metodami, napiiklad
barvivy a barvenim stfibrem. Barveni Coomassieho modii umoziuje detekovat 0,2—0,6 pg
proteinu a je kvantitativni (linedrni) az do 15-20 pg. Casto se pouziva v roztocich methanolu
a kyseliny octové v roztocich isopropanolu a kyseliny octové se odbarvuje (viz obr. 7A).
Pro barveni gelll pii dvourozmérné elektroforéze se doporucuje odstranit amfolyty pfidanim

trichloroctové kyseliny k barvivu a nasledné odbarvit kyselinou octovou*?/,
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Barveni stiibrem je alternativou k rutinnimu barveni bilkovinnych geli (stejn€ jako nukleovych
kyselin a lipopolysacharidii) diky snadnému pouziti a vysoké citlivosti (50—100krat citlivejsi
nez barveni Coomassicho modii) (viz obr. 7B). Tato technika je vhodnd zejména

pro tfirozmérné gely?!.
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Obrazek 7: Bilkoviny separované pomoci SDS-PAGE a detekované pomoci Coomassieho modfi a barveni
st¥ibrem!?3]

Byla provedena kvantitativni SDS-PAGE celkové bilkoviny z riznych odrid pSenice, kde pufry
obsahujici dodecylsiran sodny (SDS) a merkaptoethanol (ME) byly pouzity k extrakci
celkového bilkoviny z mouky nebo jednotlivych semen péti riznych odrid psenice (7riticum
aestivum L.). Témto extraktim byla pfizplisobena metoda vazani barviva na bilkovinu.
Extrahované bilkoviny byly separovany podle molekulové hmotnosti gelovou metodou
SDS-PAGE a obrazce byly kvantifikovany denzitometrii gelt poté, co byly bilkoviny obarveny
Coomassieho modfi. Vzory byly rozdéleny do péti riiznych oblasti odpovidajicich rozsahtim
molekulové hmotnosti >63 kDa (A1), 48-63 kDa (A2), 4048 kDa (A3), 31-40 kDa (A4)
a 8-31 kDa (A5)4,

Pro rizné odridy byly hodnoceny podily celkové plochy odpovidajici t€émto dil¢im plocham.
Ptredpokladalo se, Ze absorpce barviva je pfimo imérna koncentraci bilkoviny (v linearnim
rozsahu) se stejnou proporcionalitou pro prvni Ctyfi oblasti (pfevazné zasobni bilkoviny).
Predpoklada se, ze bilkoviny AS (pfevazné albuminy) maji trojndsobné vétsi Sanci vazat
barvivo nez ostatni bilkoviny a korekce této oblasti byla zaloZzena na tomto predpokladu.
Odrtida Red River 68, se silnymi misicimi vlastnostmi, méla srovnatelné velky podil svého
celkové bilkoviny v A3. Odriidy Bankuti 1201 a Omar, se slabymi misicimi vlastnostmi, m¢ly

pomérné malé podily svého proteinu v A3, ale velké podily v A4 (pfevazné gliadiny)!?4l.
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Odrtida Atlas 66 méla pomérné velky podil bilkovin v A5 (pfevazné albuminy) a mensi podil
v A4, ale nebyly zde zadné vyrazné rozdily ve vzoru, které by mohly jasn€ souviset
s vysokobilkovinnym charakterem Atlasu 66. VSechny odridy mély vétSinu bilkovin

(65-69 %) v rozsazich molekulovych hmotnosti A3 a A4[24],

2.2.3 RP-HPLC

Chromatografie je separacni technika, kterd se pouziva v chemické analyze. Metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) (viz obr. 8) se analyty odd¢€luji prichodem
pfes kolonu naplnénou c¢asticemi o velikosti mikrometri. V soucasnosti je nejbéznéji
pouzivanou separacni technikou HPLC v systému s obracenymi fazemi. Divody pro to zahrnuji
jednoduchost, vSestrannost a rozsah metody, protoze je schopna zpracovat slouceniny rtizné
polarity a molekulové hmotnosti. RP-HPLC nasla jak analytické, tak preparativni aplikace

v oblasti biochemické separace a purifikace!?>).

Molekuly, které maji urcity stupeit hydrofobniho charakteru, jako jsou bilkoviny, peptidy
a nukleové kyseliny, 1ze oddélit chromatografii s obracenymi fazemi s vynikajicim vytézkem

a rozlisenim!%>-6]

. Mechanismus chromatografie s obrdcenymi fazemi zdvisi na hydrofobni
vazbé, tj. na interakci mezi molekulou rozpusténé latky v mobilni fazi a imobilizovanym
hydrofobnim ligandem, tj. stacionarni fazi. Pouzité pocatecni vazebné podminky v mobilni fazi
pti RP-HPLC fazemi jsou piedevsim vodné, coz svédc¢i o vysokém stupni organizovanosti vody,
ktera obklopuje molekulu rozpusténé latky a imobilizovaného ligandu. Jak se rozpus§téna latka
vaze na imobilizovany hydrofobni ligand, hydrofobni oblast vystavend rozpoustédlu se
minimalizuje. Proto se stupen uspotadané struktury vody zmensSuje s odpovidajicim ptiznivym
zvySenim entropie systému. Timto zplsobem je z energetického hlediska vyhodné;jsi

pro hydrofobni slozky ligandu, aby se asociovaly!*®!,

Piedpoklada se, Ze voda pfiléhajici k hydrofobnim oblastem je uspofadanéj$i nez voda
ve vét§im mnozstvi. Cast této , strukturované” vody je vytésnéna, coz vede ke zvyseni objemu
vody v hydrofobnich oblastech. Separace v chromatografii s obradcenymi fazemi zavisi
na reverzibilni absorpci/desorpci molekul rozpusténé latky s riznym stupném hydrofobicity

k hydrofobni stacionarni fazil?%],
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Obrazek 8: Schéma HPLCP!

Pro aplikaci techniky HPLC s obracenymi fazemi a jasné pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu bilkovinnych slozek ve smési mouky na urovni polypeptidi byla vyvinuta metoda
stanoveni podili specifickych polypeptidi gliadinu a gluteninu. Vysledky ukazaly, ze tato
metoda je uzite¢nd pii studiich nelinearity vlastnosti tésta ze smési vyrobenych z pSenice
pred mletim ve srovnani se smésmi mouky vyrobenymi po mleti. Krok mleti zptsobil urcity
stupent odchylky od linearniho chovani v dasledku rGznych podil ptvodnich obilnych

proteind, které vedly k mouénym smésim?®!,

V dalsi studii se zkoumaly disulfidové vazby v pSeni¢ném lepku. Glutenin byl pfipraven
z lepku psSenice odridy Rektor extrakci gliadinu vodnym ethanolem. Byl postupné Stépen
na rozpustné peptidy enzymy trypsinem a thermolysinem. Separace peptidovych smési byla
provedena gelovou permeacni chromatografii (GPC) na Sephadexu G25 (gelova filtra¢ni
pryskyfice) a RP-HPLC na koloné ODS-Hypersil aplikaci. Cystinové peptidy byly detekovany
diferencialni chromatografii vzorkl pfed a po redukci. Po izolaci vicestupiiovou RP-HPLC byly
cystinové peptidy redukovany. Vysledné cysteinové peptidy byly alkylovany 4-vinylpyridinem,
separovany pomoci RP-HPLC a sekvenovdny pomoci Edmanovy degradace!®’ (metoda
sekvenovani proteind, urCeni sekvence aminokyselin v ramci jejich polypeptidového

fetdzce)l*Y,

Izolované cysteinové peptidy predstavovaly zna¢nou ¢ast celkového cysteinu v gluteninu: ¢tyti
ze sedmi cysteinovych zbytkit HMW podjednotek, a osm z deviti cysteinovych zbytkit LMW
podjednotek je dokumentovano alespoii jednim cysteinovym peptidem. VéEtSina peptidi
odpovidala zndmym sekvencim slozek glutenové bilkoviny. Ze struktur nékterych tryptickych

peptidit byly prokézany inter- a intramolekularni disulfidické vazby pro HMW podjednotky
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gluteninu. Cysteinové peptidy z termolytického Stépeni byly ptfifazeny k LMW podjednotkam
gluteninu a y-gliadinim. Jiné peptidy Gzce souvisely s dil¢imi sekvencemi téchto bilkovinnych
slozek. Vysledky umoznily nékolik zavéri o uspotfadani intra- a intermolekularnich
disulfidovych mistkii v glutenovych bilkovinach. Ze struktur nékterych tryptickych peptidi
byly prokézany inter- a intramolekulérni disulfidické vazby pro HMW podjednotky gluteninu.
Cysteinové peptidy z termolytického Stépeni byly piifazeny k LMW podjednotkdm gluteninu

a y-gliadinfim. Jiné peptidy tzce souvisely s dil¢imi sekvencemi téchto bilkovinnych slozek?).

2.24 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS  (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spektrometry) (viz obr. 9) je nepostradatelnym nastrojem analyzy biologickych a syntetickych
polymerti, nejvice se vSak uplatiiuje v proteomice pfi analyzach peptidil a bilkovin. Pro analyzu

vvvvvv

elektroforézou nebo kapalinovou chromatografii. Jedna se o citlivou analytickou techniku
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Obrazek 9: Schéma MALDI-TOF MSP3
Tuto techniku lze naptiklad vyuzit i v klinické diagnostické mikrobiologii, kde umoZiiuje
pfesnou identifikaci na druhové Urovni vétSiny grampozitivnich a gramnegativnich
bakteridlnich kment, které vyzaduji vétsi pozornost a dalsi vyvoj metody®?. Metodu lze
aplikovat pfi ur€ovani molekulovych hmotnosti biomolekul, monitorovéani bioreakei, studiu
prostorového uspofddani a posttranslatnich modifikaci bilkovin, sekvenovani peptida
a oligonukleotidd. Vyuziva Setrné ionizacni techniky, coZ znamend, ze biomolekuly nejsou
Stépeny, ale pouze ionizovany pomoci matrice, obvykle v pozitivnim moédu (analyzovény jsou
kationty). Obecné se ionizuji netékaveé slozky biologického materidlu, tedy fragmenty DNA,

RNA, lipidy a bilkoviny. Generovat ionty latek s vy$S§i molekulovou hmotnosti je mozné

34



s vyuzitim ionizace vzorku laserem za pfitomnosti matrice. Technika MALDI vyuziva
nejcasteji dusikové UV lasery (trvani pulzu 4 ns o vinové délce 337 nm), méné pak IR lasery.
Excitované molekuly matrice ionizuji molekuly analytu pfenosem protonu. K extrakci ionti
z iontového zdroje do hmotnostniho analyzatoru TOF (time of flight) dochdzi pomoci
extrakénich miizek s vysokym napétim. Priletovy analyzator TOF je podle fyzikalnich principt
separace iontli fazen do skupiny separujici ionty dle rizné doby letu. VSechny ionty obdrzi
stejnou kinetickou energii, ionty s mensi hodnotou m/z se pak pohybuji k detektoru rychleji.
K formovani molekulovych iontéi dochazi i u molekul s molekulovou hmotnosti az 10° Da

a vicel*!],

Volba matrice je kliCovym faktorem analyzy. Jako vhodné matrice pro UV lasery jsou
pouzivany aromatické karboxylové kyseliny, vétSinou derivaty kyseliny benzoové rozpusténé
ve vodé¢ a vhodném rozpoustédle. Vhodnymi matricemi jsou kyseliny oa-kyano-4-
hydroxyskotficova  (CHCA),  3,5-dimethoxy-4-hydroxyskotficova  (sinapovd,  SA),
dihydroxybenzoové (gentisova, DHB) (viz. obr. 10) nebo 4-hydroxy-3-methoxyskoticova
(ferulova, FA). Pro gramnegativni bakterie a archea je nejcastéji pouzivana matrice a-kyano-4-
hydroxyskoficova kyselina, pro grampozitivni bakterie 5-chlor-2-merkaptobenzothiazol.
Odlisna povaha jednotlivych matrici zptisobuje odlisnou krystalizaci a ionizaci latek dle jejich
molekulovych hmotnosti. CHCA napftiklad ionizuje hlavné peptidy a SA vykazuje dobrou
schopnost ionizace v oblasti nizS§ich molekulovych hmotnosti bilkovin a polymert.
Pro vysokomolekularni latky se vyuzivda DHB v roztoku voda:acetonitril 4:1. Vody je zde vétsi
mnozstvi, vzorek tak zasychd pomaleji a spravné krystalizuje. DHB dobte ionizuje peptidy,

bilkoviny, lipidy, nukleové kyseliny a sacharidy, je proto povazovéna za univerzalni matricil®"’,

@) OH
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Obréazek 10: Kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB)34
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Pro upravu pH slouZzi kyselina trifluoroctovd nebo kyselina mravenci. Okyseleni se provadi
pro zvySeni kvality signalu. Roztoky kyselin jsou k analyzované smési ptidavany bud’ piimo
na desticce, nebo se jimi nahrazuje voda pfi rozpuSténi matrice a vzorku. Matrice se voli tak,
aby tvofila béhem schnuti smésné krystaly s analytem a vzniklé krystaly mély co nejmensi
velikost a tvofily na desticce souvisly film. Tato vlastnost neni predvidatelna, zjistuje se
empiricky. Nestejnoroda krystalizace komplikuje zacileni laseru pfi ziskavani dat. Vyhodou je
moznost ,,konzervace* vzorku v krystalech matrice po naneseni na desticku. Analyza nemusi

byt provedena hned po naneseni vzorkul*!.

Matrice by se méla rozpoustét ve stejném rozpoustédle jako vzorek, aby se molekuly ze vzorku
spravné zaclenily do krystalli matrice. Matrice musi absorbovat vinovou délku laseru a neméla
by reagovat se vzorkem. Za pusobeni laserového pulzu musi byt matrice fotostabilni.
Nejcastéjsimi  vyuzivanymi rozpoustédly jsou aceton a acetonitril ve smési s vodou.
Rozpoustédlo musi byt misitelné s rozpoustédlem matrice a musi mit vhodné povrchové napéti,

aby doslo ke spravnému rozliti kapky na desticce. Vysoké povrchové napéti a kruhové kapky

vykazuji smési rozpoustédel s vysokym podilem vody!l.

Desticky jsou vyrabény s vysokou piesnosti obvykle z nerezové oceli nebo hliniku (viz obr. 11).
Ocel 1 hlinik jsou vii¢i matrici a rozpoustédlim inertni. Desticky musi byt snadno Cistitelné

do hladkého povrchu a pied analyzou musi byt zbaveny ne&istot a prachul®!l,

Obrazek 11: Desti¢ka MALDI pro 96 vzorkl3!
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Pomoci této metody bylo provedeno stanoveni lepku v glukézovych sirupech. Deset vybranych
vzorkd gluk6zovych sirupii (4 sirupy na bazi pSenice a 6 sirupi na bazi kukufice) bylo
analyzovano za ucelem zjisténi, zda vzorky obsahuji bilkoviny lepku (nebo jejich fragmenty)
nebo nikoliv. Jako standardy pro piipadné srovnani se vzorky glukozovych sirupti slouzily dva
vzorky pSenicnych extrakt. Na zakladé MS analyzy nebyly v métfenych vzorcich glukézového
sirupu nalezeny zadné proteiny ani jejich fragmenty. Kromé toho byla provedena i SDS-PAGE,
ale touto metodou vSak nebyly detekovany zadné proteiny. Z tohoto stanoveni bylo zjisténo,
Ze pacienti trpici onemocnénim celiakie se nemusi vyhybat gluk6zovym siruptim, protoze
hodnoty se pohybovaly pod povolenou hranici lepku v bezlepkovych potravinach
(20 mg/kg)1*S.

37



3 Zdravotni obtiZe souvisejici s lepkem

V poslednich letech se zvysila prevalence Sirokého spektra poruch souvisejicich s lepkem.
To Ize pri¢ist zménam v globalnich stravovacich navycich. V mnoha zemich dochazi
k postupné westernizaci stravy a také k celosvétovému rozsifeni sttedomotské stravy, ktera je
zaloZena na velkém poctu potravin obsahujicich lepek (véetné pSenice). Zejména konzumace
pSenice postupné nahrazuje spotiebu ryze v mnoha zemich severni Afriky. Soucasné odridy
pSenice maji navic oproti minulosti vy$$i obsah lepku v disledku zmén ftizenych jak

technologickymi, tak nutriénimi déivody®7!.

Choroby, které souviseji s pisobenim lepku, miizeme shrnout pod pojmem intolerance
(nesnasenlivost) lepku. Ta miize byt podminéna bud’ imunitnimi (autoimunitni nebo alergické),

nebo neimunitnimi mechanismy (viz obr. 12)3%],

INTOLERANCE (nesnaSenlivost) LEPKU|

IMUNITNI NEIMUNITNI

o Neceliakalni glutenova senzitivita

«  Syndrom drazdivého traéniku

s nesnasenlivosti lepku

[AUTOIMUNITN]

o  Celiakie o  Pekafské astma
«  Duhringova dermatitida +  Alergie na pSeni¢nou mouku
. Glutenova ataxie o Kozni projevy alergie na lepek

o Anafylakticka reakce

Obrazek 12: Rozdéleni intoleranci (nesnasenlivosti) lepkul3®!

3.1 Celiakie

Celiakie je genetické onemocnéni autoimunitni povahy (tj. zpisobené nepfiméfenou imunitni
reakci organismu proti vlastnim tkanim), pfi kterém konzumace lepku zpusobuje poskozeni
tenkého stfeva. U pacientl s celiakii zptisobuje lepek atrofii klkti (vybézkl stievni sliznice
zodpovédnych za vstfebavani Zivin) (viz obr. 13), coz vede k malabsorpci, podvyzivé
a nedostatku zivin v téle. Ke ztrate tolerance lepku mtize dojit v jakémkoliv véku a spoustécem
muze byt infekce zazivaciho traktu, Iéky nebo operace. Riziko vzniku onemocnéni je vyssi
u piibuznych 1. stupné s celiakii (5-10 %), diabetem 1. typu nebo jinymi autoimunitnimi

chorobamil??!,
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Cetnost celiakie se zvys$uje, coz miize souviset s provadénim testli v populaci se zvysenym
rizikem. V zapadnich zemich se celiakie vyskytuje pfiblizné u 0,6 % populace. Ve vice jak
70 % ptipadi je celiakie diagnostikovana ve véku >20 let, 1 kdyZ né€kteti z t€chto pacientl maji
ptiznaky jiz od détstvi. Vyskyt u zen je dvakrat vy$$i nez u muzi. Celiakie mize zacit nahle
s vyraznym narastem piiznakl nebo se jeji ptiznaky mohou stupiiovat postupné. Tehotenstvi,
cestovatelsky prijem, akutni gastroenteritida nebo operace traviciho traktu mohou projevy
onemocnéni urychlit. Od vyskytu prvnich ptiznaki do stanoveni diagnézy muze uplynout
az 10 let™,

CELIAKIE
autoimunitni onemocneéni vyvolané nesnasenlivosti lepku

zdrava sliznice tenkéeho streva sliznice tenkého streva pri celiakii
ziviny
KLKY
ziviny
’ - — POSK :
EPITELIALNI L) ZPLOSTELE — > EP”E?%_T\E
BUNKY

]
_~w

D Pt .

Spappapale

‘:.-
i
NS

Obrazek 13: Porovnani zdravé a napadené sliznice tenkého stieva pfi celiakii™®?!

Existuji ¢tyti formy celiakie, a to klasicka celiakie, atypicka celiakie, néma celiakie a latentni

celiakie.

Klasicka celiakie nejcastéji zplisobuje:
— chronicky tu¢ny nebo vodnaty prijem (stolice je fidka, zapachajici a leskla),
— ubytek hmotnosti u dospelych nebo nedostatecny prirtistek hmotnosti u déti,
— Dbolest bticha, plynatost, zvétSeny obvod bficha,
— zhorSeny télesny vyvoj u déti,
— ruzné priznaky spojené s poruchami vstiebavani mikrozivin, makrozivin a vitamina
(napt. anémie z nedostatku Zeleza),
— recidivujici afty v astech,
— zvraceni,
— nékdy i zacpa.
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Klasicka celiakie se nejcasteji vyskytuje u déti, starSich osob a téhotnych Zzen. U déti se ptiznaky
celiakie objevuji piiblizné¢ mésic po zafazeni mouky a dalSich vyrobkl obsahujicich lepek
do stravy. U pacientli se stimto klinickym obrazem ptekryvaji bfiSni obtize a ptiznaky

souvisejici s malabsorpci?.

Atypicka celiakie zpisobuje predevsim ptiznaky svéd¢ici o stievni malabsorpci, jako jsou:
— poruchy krvetvorby; anémie z nedostatku zeleza,
— kozni a slizni¢ni 1éze (recidivujici afty nebo zanét ustni sliznice),
— poruchy spojené s malabsorpci vapniku (osteopordza nebo patologické zlomeniny),
— poruchy hybnosti kloubi (artritida),

— neurologické a psychiatrické poruchy (deprese, epilepsie, ataxie a migréna).

Odhaduje se, ze tento typ celiakie je asi sedmkrat ¢astéjsi nez klasicky typ, ale kviili svym
netypickym ptiznakiim predstavuje velké diagnostické obtize. Zavaznost ptiznaki onemocnéni
muze byt vyvoldna virovou nebo bakterialni infekci, traumatem mékkych tkani (napf.

prodé&lanou operaci) nebo téhotenstvim**.

Néma celiakie je celiakie, u které se nevyskytuji Zadné ptiznaky, ale je pfitomna vildzni atrofie
a v séru jsou pfitomny specifické protilatky — autoprotilatky proti endomyzialni nebo tkénové

transglutaminaze!1.

Latentni celiakie je celiakie, pfi niZ mohou byt stfevni klky normalni, ale v krvi jsou pfitomny
specifické protilatky — autoprotilatky proti endomyzidlni nebo tkanové transglutaminaze.

U pacientii s touto formou celiakie je zvy3ené riziko budouci vilézni atrofiel**].

3.1.1 Diagnostika celiakie

Diagnostika celiakie je zaloZena na pfitomnosti predisponujiciho genetického faktoru lidského
leukocytarniho antigenu HLA DQ2 nebo HLA DQS8 s pozitivni biopsii a sérologickymi
protilatkami pii dieté s lepkem!*"). Ze vzorku krve se provadi stanoveni aktivity specifickych
protilatek proti: endomysiu hladkého svalstva (eMA endomysidlni protilatky), tkanové
transglutamindze (tTG) nebo deamidovanym gliadinovym peptidim (DGP). Ty by mély byt
provadény u osob, jejichZ strava obsahuje lepek. Takze pokud pacient z né¢jakého divodu jiz

diive sam zahajil bezlepkovou dietu, vysledky nemusi byt spolehlivé*!,

Po odbéru krve nésleduje vySetfeni u gastroenterologa, ktery dokaze diagnézu potvrdit.

S gastroenterologem se sjedna termin na biopsii tenkého stieva. Dva dny pied zakrokem ceka
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pacienta bezezbytkova dieta a v den vySetfeni musi pfijit na lacno. Samotné vySetieni se u déti
provadi pod narkézou a trva cca 30 minut. U dospélych osob zpravidla staci umrtveni
a potlaceni daviciho reflexu. Tenkou sondou je odebran kousek sliznice tenkého stieva a poté
je odeslan na rozbor. Na mikroskopickém rozboru se zjisti, zda je ve stieve pritomny zanét a tim

mize byt uréena spravna diagnozal*!l,

3.1.2 Lécba celiakie

Lécbou prvni volby je bezlepkova dieta. Pouze uplné a pfisné vynechani potravin s obsahem
lepku vede k Giplnému vyhojeni sliznice stfeva, ustupi projevl celiakie a minimalizaci jejich
komplikaci. Vyjimeéné je 1é¢ena medikamenty!®¥l. Dieta vyZzaduje priibéznou edukaci pacientl
a jejich rodin ze strany Iékafd a dietologli. Regionalni podptrné skupiny celiakti jsou zdroji

informaci a podpory™4l.

3.2 Duhringova dermatitida

Duhringova dermatitida (Duhringtv syndrom, Dermatitits herpetiformis - DH) je kozni projev
nesnasenlivosti lepku a je vzacnéj$i nez celiakie. Na rlznych Castech téla vznikaji svédivé
puchyiky podobné oparim. Ty se zejména objevuji na vné&jsi strané loktd (viz obr. 14)
a na kolenou. Na sliznici tenkého stfeva byvaji zmény charakteristické pro celiakii, stfevo
nemusi byt poskozené plosné, ale pouze ostrivkovité. Duhringova dermatitida se mtize objevit,
podobné jako celiakie, kdykoliv béhem Zivota. Bezlepkova dieta je zékladni terapii, ale odezva

organismu na dietu miize byt mnohem pomaleji nez u celiakie*>,
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Obrézek 14: Duhringova dermatitida*®!

Patogeneze této nemoci je podobné jako u onemocnéni celiakie, protoze jsou obé komplexni
a zahrnuji interakce mezi genetickymi, imunologickymi a environmentalni faktory. Zatimco
u celiakie je hlavnim autoantigenem tkéanova transglutaminaza (TG2/tTG) u Duhringovy

dermatitidy je hlavnim autoantigenem epidermalni transglutaminaza (TG3/eTG)"71.

Diagnoza je zaloZzena na konzistentnim klinickém obrazu spojeném se sérologii,
imunofluorescenci a histopatologii. Zlatym standardem pro diagnostiku zistdva piima
imunofluorescence (DIF), ale histopatologické a sérologické testy se pouZzivaji jako doplnck

k dal3i diagnostice!*”).

3.2.1 Sérologie

Razné sérologické testy mohou byt pouzity jako dopln€ék pro diagnostiku DH
v nejednoznaénych ptipadech. VétSina vyuziva detekci autoprotiladtek, z nichz se mnohé
vyuzivaji i pti diagnostice celiakie. Pouziva se imunosorbentni test (ELISA) na IgA protilatky
proti TG3. Senzitivita tohoto testu se uvadi mezi 52 a 100 %. Detekce protilatek proti TG3 je
pii diagnostice DH citlivejsi nez detekce protilatek proti TG2 a endomysialnim protilatkam.
mezi 90 a 100 %. Hladiny protilatek proti TG3 se mohou odlisit nelécenou DH od jinych

koZnich svédivych onemocnéni*”,
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3.2.2 Prima imunofluorescence

Piimad imunofluorescence (DIF) je zlatym standardem pro diagnostiku DH se senzitivitou
90-95 % a specificitou 95-100 %7, Jedna se o semikvantitativni vySetfovaci metodu, pfi které
se pomoci fluorescenéniho mikroskopu detekuji cirkulujici autoprotilatky v bioptickém
materidlu. Pfimd imunofluorescence je wuzite¢na v pfipadech s negativni sérologii,

nediagnostickymi histologickymi nalezy nebo jizevnatou alopecii*®!.

Biopsie by méla byt provedena z nepostizené perileziondlni tkané, protoze léze obsahuje
vyznamné vetsi pocet depozit IgA a biopsie z 1ézi maji obecné vyssi vyskyt falesné negativnich
vysledkii. Pokud ma pacient s vysokym klinickym podezienim na DH negativni vysledek DIF,
meli by lékati zvazit opakovani vySetfeni s biopsii z nového mista normaln¢ vypadajici

perilezionalni tkang. Fale$né negativni vysledky se vyskytuji asi u 5 % biopsii’],

3.2.3 Histopatologie

Histopatologické vySetfeni pfedstavuje vySetfovaci metodu umoziujici definitivni stanoveni
diagndzy, ptipadné rozsahu nadorového onemocnéni. Podeziela tkan ziskand pomoci biopsie
nebo v priubéhu operace je po specidlni ptipraveé vySetiena lékafem — patologem. Ve vétSing

piipadi Ize urdit, zda se jedna o nador, respektive o jaky typ nadoru jde*”.

Pro barveni hematoxylinem a eosinem je preferovana biopsie kiize z 1ézi celého neporuseného
vezikula (viz obr. 15). Pokud nelze nalézt Zadné intaktni vezikuly, méla by byt odebrana
z intaktni, z¢ervenalé kize. Typickym histopatologickym nalezem DH jsou subepidermalni
vezikuly apuchyfe sakumulaci neutrofild na Spickdch dermalnich papil (papilarni

mikroabscesy) s relativnim zachovanim spodnich $pi¢ek!*”!.
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Obrazek 15: A) Vzorek obarveny hematoxylinem a eosinem vykazujici subepidermalni separaci.
B) Vzorek obarveny hematoxylinem a eosinem ukazujici hustou akumulaci neutrofild v papilarni dermis tvofici
mikroabsces*”)

3.3 Glutenova ataxie

Pojem poruchy souvisejici s lepkem (gluten related disorders - GRD) oznacuje spektrum
riznych klinickych projevll spousténych pozitim lepku u geneticky nachylnych jedinct.
Zahrnuji jak stfevni, tak extraintestinalni projevy. Glutenova ataxie (GA) je jednim
z nejéastéjSich neurologickych projevii GRD. Pivodné byla definovana jako idiopaticka
sporadicka ataxie v pFitomnosti cirkulujicich antigliadinovych protilatek typu IgA a 1gGP?l.
Objevi se porucha plynulych pohybtl, problémy s udrzenim rovnovéhy a ties celého téla. Lepek
ovliviiyje fungovani ¢asti mozku nazyvané mozecek. Nemocny Casto pada na zem, ztraci pocit
rovnovahy a koordinaci pohybti. Projevit se také mtize porucha paméti a mluvy, porucha o¢nich
pohybll (nystagmus), snizené svalové napéti a oslabeni svalové sily. Bohuzel, pokud pacient
pfijde do ordinace neurologa, zpravidla usly$i, Ze jeho potize maji idiopaticky pivod

(bez zndmé piiciny)PP!.

Glutenov4 ataxie se ¢asem projevi v kombinaci s myokloniemi, kratce trvajicimi mimovolnymi
zaSkuby svali, tzv. tiky, tfesem patra, tfesem viek nebo choreou (mimovolné chaotické
zaskuby koncetin). U 80 % pacientl s dysfunkci mozku je potvrzeny astigmatismus. Glutenova
ataxie se nejcastcji projevi kolem 50. roku Zivota. Bylo pozorovano, Ze pouze u necelych 10 %
nemocnych s diagnézou glutenovd ataxie byly pozorovany symptomy v trdvici soustaveé
a poskozeni klki stfevni sliznice bylo pozorovano jen u 30 % z nich. Pfevazuji protilatky proti
tkanové transglutaminaze, mén¢ Casto protilatky proti endomysiu. Vzhledem k tomu, Ze velka
¢ast pacientli produkuje protilatky proti gliadinu (AGA), ¢astéji se o¢ekava nalez ve tiid¢ IgG
nez v IgAB!,
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3.3.1 Diagnostika glutenové ataxie

Diagnostika glutenové ataxie zahrnuje pouziti specifickych krevnich testi celiakie, avSak ne
testy, které jsou povazovany za nejpiesnéjsi pii vysetfeni celiakie. Pokud néktery z téchto testt
prokaze pozitivni vysledek, 1ékai by mél piedepsat bezlepkovou dietul®?!. K diagnostice lze

pouzit magnetickou rezonancil®>>7],

3.3.2 Lécba glutenové ataxie

Pacienti, ktefi maji diagnostikovanou glutenovou ataxii, musi dodrzovat velmi pfisnou
bezlepkovou dietu bez absolutniho podvadeéni. Neurologické ptiznaky vyvolané pohlcenim
lepku se velmi zdlouhavé zlepSuji ve srovnéni s gastrointestinalnimi ptiznaky. Proto je mozné,

7e by si pacienti mohli vice uskodit, pokud by i nadéle konzumovali malé mnozstvi lepkul>Z.

3.4 Alergie na lepek

Alergie na lepek (pSenici) pfedstavuje dalsi typ neptiznivé imunologické reakce na proteiny
obsazené v psenici a piibuznych zrnech s riznymi klinickymi projevy v zavislosti na zptsobu
expozice. V tomto piipad¢ zprostiedkovavaji protilatky proti imunoglobulinu E (IgE)

zanétlivou odpovéd na n&kolik alergennich proteind!®*,

V zévislosti na zplsobu expozice alergenu se alergie na pSenici déli na profesiondlni astma
(pekafovo astma) a rymu, potravinové alergie postihujici kiiZi, gastrointestinalni nebo dychaci
trakt, anafylaxi vyvolanou cvi¢enim a kontaktni koptivku. PoZita pSenice miiZze vyvolat alergii
na pSenici zprosttedkovanou IgE u déti 1 dospélych. Prestoze senzibilizace na pSenici
hodnocena pomoci sérového IgE je Castéjsi nez u dospélych, alergie na pSenici vykazuje vyssi
prevalenci u déti. VétSina deti alergickych na pSenici trpi stiedné t€Zzkou az t€zkou atopickou
dermatitidou a poziti pSenice muze vyvolat typické reakce zprostiedkované IgE, vcetné
koptivky, angioedému, bronchidlni obstrukce, nevolnosti a bolesti bficha nebo v téZkych

piipadech systémové anafylaxel®!.

Pekaiské astma a ryma, znamé jiz z dob Rimské fiSe, jsou dobie charakterizovanymi

alergickymi reakcemi na inhalaci pSenicné mouky, které postihuji az 10—-15 % pekaiti, mlynafi

a pracovnikll v tovarnach na pecivo. U né€kterych pacientii se symptomy mohou rozvinout také
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po konzumaci jidel kontaminovanych tepeln€ neupravenou pSeni¢nou moukou, jinak po poziti

vafené psenice nejsou obvykle hlaseny zadné problémy>*!.

3.4.1 Diagnoza alergie na lepek

Diagnéza alergie na lepek (pSenici) je zalozena klasicky na koznich prick testech (SPT)
(viz obrazek 16), in vitro specifickych imunoglobulinovych E (sIgE) testech a funkcnich
testech. SPT a sIgE in vitro testy jsou prvni urovni diagnostiky alergie na lepek. Jsou vsak
ovlivnény nizkou prediktivni hodnotou. Zejména jejich nizkou citlivost lze vysvétlit
skutecnosti, ze komer¢ni testovaci €inidla jsou smési ve vodé/soli rozpustnych pSenicnych
proteintl, kterym chybi alergeny z nerozpustné lepkové frakce. In vitro sIgE testy jsou citliveé;si
(asi 75-80 %) nez SPT, ale méné specifické (asi 60 %). Diagnostika alergie na molekularni bazi

by mohla piekonat néktera omezeni sIgE in vitro testil s pouzitim extraktd pseniéné mouky™?!.

Obrazek 16: Kozni prick test (SPT)4

3.4.2 Lécba alergie na lepek

Jedinou vhodnou lé¢bou alergie na lepek je vynechani nebo omezeni jejiho spoustéce, tim je
vtomto piipadé lepek. Mnozstvi, které imunitni reakci spousti je u kazdého jedince
individualni. Zatimco nékomu staci lepek pouze omezit, jini nesnesou ani jeho stopy, které se
v nékterych potravindch nachazi. Jako podpiirnou 1éc¢bu lze uZivat antihistaminika, ktera
pfiznaky alergické reakce mirni. Toleranci organismu mize také zvysit alergenova

vakcinacel®?!.
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4 Bezlepkova vyZiva

V bezlepkové dieté je snaha o maximalni omezeni lepku ve strave jedince. Lepek, respektive
bilkoviny lepku, které vznikaji jeho $t€penim, jsou obsazeny v béznych potravinach (pSenici,
jeCment, zitu a ovsu). Proto je v piipadé nesnaSenlivosti dulezité z jidelnicku vyloucit vSechny
vyrobky z obilovin, které lepek obsahuji. Bezlepkova dieta mtze byt jak plnohodnotna,
tak 1 pestra. Zakladem bezlepkové diety jsou ptirozené bezlepkové potraviny, a dale obiloviny,
které neobsahuji lepek, nebo vyrobky z bezlepkovych surovin oznacené jako bezlepkovy

vyrobek!*S1,

Mezi bezlepkové obiloviny patii kukufice, ryze, proso (jahly) a pseudoobiloviny (pohanka,
amarant a quinoa). Dal$i moznosti jsou lusténiny — s6ja, hrach, ¢ocka, fazole aj. Patii sem
nepochybné 1 zelenina a ovoce, v€etné brambor. Pfirozené bezlepkova potravina je 1 maso.
I uzeniny s vysokym podilem masa €asto obsahuji pSeni¢nou mouku nebo modifikovany skrob
jako plnivo. Mléko, méslo a smetana jsou bezlepkové, u ostatnich mlécnych vyrobka zalezi na
pridanych latkach, jako jsou zahustovadla, emulgatory nebo plnidla. Nékdy byva mléko hiie
tolerovano, zalezi na aktualnim poskozeni stievni sliznice a vzniku laktézové intolerance,
stejn¢ tak dochucovadla, jako jsou s6jova omacka nebo kecup. Pti nakupovani bezlepkového

pediva je tfeba sledovat oznaceni vyrobku (viz obr. 17)5¢1!

Obrazek 17: Symboly oznadeni bezlepkovych potravin!®!
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Mezi nepfijatelné potraviny patfi:

— pSenice — pSeniéné mouky vSech druht (bilé i celozrnné), pSeni¢na krupice, trhanka,
krupky a pSenicné vlocky 1 ve smésich zrno-pSenice,

— je€men — jecnd mouka, kroupy, krupky, ldmanka, je¢né vloCky i ve smésich, zrno
jeCmene, jecny slad, sladénka a dalsi sladové vytazky,

— oves — ovesna mouka, ovesné vlocky i ve smésich a oves bezpluchy nebo loupany,

— Zito — zitnd mouka chlebova, celozrnna, zitné vlocky i1 ve smésich, zrno zita a zitovce
a Zito prazené na kavu,

— seitan, klaso a ROBI — vegetariansky bilkovinny pokrm vyrobeny z obili — obsahuje
mnoho lepku,

— pec€ivo a chléb — zakdzano je veskeré kupované pecivo a chléb, pokud neni oznaceno
jako bezlepkové,

— suSena a instantni kava — obsahuji vytazky z obili, vyjma kvalitnich zna¢kovych kav,

— Kkavoviny, Malcao, Bikava, Caro, Melta — obsahuji sladové vytazky,

— alkohol — obecné se nedoporucuje, destildity a pivo jsou zakazané, pokud nejsou
oznaceny jako bezlepkové (plati hlavné u piva),

— kecup — pokud neni oznacen jako bezlepkovy,

— cukrovinky — vSechny plnéné cokolddy a tyCinky, nugitové bonbony a tyc¢inky,
karamely a sladové bonbony, fondanové cukrovi a furé, zmrzlina vSeho druhu
(poléarkové dorty, nanuky) — pokud nejsou oznaceny jako bezlepkové,

— nahrazky masa z obilovin,

— pudinky a krémy — kupované pudinky a krémy, nugeta a podobné cokoladové

krémy!56),

Jako zastupce firem zabyvajicich se bezlepkovymi potravinami lze uvést firmu POEX Velké
POEX se od svého vzniku zabyva ptfedevSim vyrobou extrudovanych snacksil a ceredlnich
vyrobkll, balenim suchych plodi, draZzovanim, ale také vyrobou bezlepkovych vyrobki.
Obchodni aktivity jsou zaméfeny predevSim na velké obchodni fetézce, na maloobchodni
prodej a v neposledni fadé na vyrobni spolupraci s vyznamnymi vyrobci potravin v Ceské

republicel®?!,
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Z bezlepkovych potravin firma POEX nabizi rizné instantni kaSe, krouzky s ovocnou ptichuti,
kakaové pefinky s ¢okoladovou a vanilkovou ptichuti, kulicky do polévky a extrudované
kiupky bez ptichuté nebo s jahodovou a nové i s meruiitkovou ptichuti, vice znamé s napisem

Bimbo (viz obr. 18)131,

Obrazek 18: Extrudované kiupky Bimbo s jahodovou pfichuti’]
Firma Nominal, kterd patéi mezi prikopniky ve vyrob& bezlepkovych potravin v CR. Jejich
produkty pouzivaji lidé nejen se zdravotnim omezenim, ale také ti, ktefi necht&ji sviy
organismus zbytecn¢ zatézovat. Firma nabizi riizné cerealni kaSe (pohankové, Spaldové,
jéhlové, ryzové a Cirokové), smési na chleba (viz obr. 19), mouky a tésta, hrnickové dortiky
(¢okoladové, stracciatella, pernikovy a citronovy) a oleje lisované za studena (Inény, makovy

a fepkovy)!®4.

nominal v

Obrazek 19: Smés na chléb s chia seminky!®!

49



Firma Nominal nabizi na svych webovych strankach bezlepkové recepty, které¢ se mohou hodit
pro celiaky, ktefi tapou a nevi co si maji pfipravit na jidlo. Z hlavnich jidel zde lze najit
bramborové knedliky, tésto, noky s riznymi piilohami (zeli, zampiony, tunak apod.), livance,
pizzu a slané kolace. Z dezertli tu jsou vafle, velikono¢ni berdnek, mrkvovy dort, kokosové
rohlicky, srdic¢ka a napftiklad koblizky a vdolky. Jako tfeti polozku zde I1ze nalézt doméci pecivo

— chléb, velikonoéni pecivo, bulky, housky a makové krekryl®>!,

4.1 Skolni bezlepkova strava

Ve Skolnim zafizeni se vétSinou nerozliSuje, zda bezlepkové stravovany zak potiebuje dietu
z diivodu intolerance lepku, alergie na lepek nebo kvili celiakii, protoze vSechny tyto obtize
pfipravovat co nejpiisnéjsi dietu, at’ se jedna o kteroukoli reakei na lepek, protoze zak s méné
zavaznou formou onemocnéni mize konzumovat ostatni jemu povolené potraviny mimo skolni
jidelnu, a zak s prisnéjsi formou diety bude mit stale jistotu, Ze by u né&j po Skolnim obédé
nemély nastat zadné obtize. Toto feSeni je idedlni hlavné v ptipadé€, ze mozZnost Skolniho

bezlepkového stravovani vyuziva vice déti s odlisnym typem onemocnénil®?,

4.2 Principy bezlepkové diety

Zakladnim principem bezlepkové diety je zobecnit technologickou Upravu pokrmil. Vareni
a peceni se v bezlepkové kuchyni v podstaté¢ nelisi od b&zné kuchyn€. Mohou se i nadéle
pouzivat stejné recepty a postupy, jen je nutné vyloucit veskeré zdroje lepku, tzn. kontrolovat
vSechny pouzivané suroviny. Dovoleny jsou vSechny tepelné tipravy pokrm, které u pacienta
nevyvolavaji zaZivaci potiZe. Uptfednostiiuji se leh¢i Gpravy — vafeni, duseni, peceni, zapékani,
pfiprava v alobalu nebo ve folii, pfiprava v pafe, v mikrovlnné troubg, na grilu bez zbyte¢ného
tuku, méné vhodné je smazeni a fritovani. VyZaduje-li to stravnikiv stav, omezuji se potraviny
zanechavajici nestravitelné zbytky. Nelze-1i docilit tplného zmeknuti (napt. zeleniny), je lepsi
ji rad&ji rozmixovat nebo pasirovat. Technologicka Uprava je obdodna. Stravu je tfeba upravit
tak, aby co nejmén¢ drézdila chemicky i mechanicky travici trakt. VSechny pokrmy se upravuji

dostate¢né dlouhol®®!,
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V ptipadé, ze bychom chtéli zahustovat bramborovym Skrobem (Solamyl), ryZzovou nebo
kukuti¢nou moukou a dal§imi vhodnymi prostiedky. Déale se mize pouzit strouhané syrové
brambory, prolisovanou zeleninu nebo uvafené luSténiny. Bezlepkova mouka se hufe

zpracovava, méné lepi, a proto je tieba zpravidla piidat do tésta vice vody, vajec, oleje apod™®l.

4.3 Hlavni benefity bezlepkové vyzivy

Pokud ¢loveék zadnym onemocnénim netrpi, neni ditvod pecivo ani lepek ze stravy vylucovat.
Potencialni benefity dodrzovani bezlepkové stravy zdravym lidem pfinést maze. V prvni fadé
je to fakt, Ze se ¢lovék zamysli nad svym jidelni¢kem. Casto se stava, ze diky dieté zafadi nové
potraviny, omezi n¢které z méné vhodnych potravin a efekt, at’ uz v podobé zhubnutych
kilogramil nebo zdravotnich benefitii, se dostavi. A tento efekt v disledku celkové zmény

jidelni¢ku je pak mylné pfisuzovéan vyfazeni lepkul®®,

Pti bezlepkové dieté se clovek také pravdépodobné vyhne stereotypu, kdy konzumuje pecivo
ke snidani, pecivo na svacinu, ob&d si da v lepSim ptipadé bez peciva, nasleduje po ném
ale kéva s kola€em a den zakon¢i pecivem k vecefi. Takto poskladany jidelni¢ek uz je hodné
jednotvarny a neni v Ceské republice ur¢ité n&jakou vzacnosti. Bezlepkova dieta tomuto
stereotypu pravdépodobné zabrani, pokud ovSem neni klasické peCivo pouze nahrazené
bezlepkovym a jidelnicek bude potfad stejné monoténni. Kladné lze také hodnotit fakt,
zZe pii bezlepkové stravé Clovek omezi sladké pecivo a vSechny mozné suSenky, oplatky a dalsi

na cukr a tuk bohaté vyrobky!*8l.

4.4 Rizika a nevyhody bezlepkové vyzivy

Pii dodrzovani bezlepkové stravy se €lovek ochuzuje o mnoho kvalitnich potravin, jako jsou
napiiklad celozrnné pecivo, zitny chléb, ovesné vlocky atd., které mimo jiné pfinasi i znacné
mnozstvi vlakniny. V extrémnich ptipadech by také mohlo dojit k nedostatku nékterych
vitamind, zejména ze skupiny B. Chyb¢t ve stravé mohou pii nevhodné sestaveném jidelnicku

sacharidy, které jsou diilezitym zdrojem energiel*®.
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Co se jesté nevyhod tyce, bezlepkové potraviny jsou obecné draz$i nez bézné potraviny
obsahujici lepek. K dals$i komplikaci mize dojit pfi stravovani v restauracich ¢i rozhodovani
v obchodé, kterou potravinu do koSiku vlozit a kterou nikoli. Zasadnim negativem bezlepkové
diety muze byt ptipad, kdy ji clov€ék dodrzuje, aniz by mél diagnostikovanou celiakii. Pokud
pak dojde k tomu, ze se toto onemocnéni u ngj rozvine, neni mozné diky nepiitomnosti

protildtek onemocnéni diagnostikovat a stanovit tak spravnou 1é¢bul>8!.

Bezlepkova dieta je omezujici zejména pii stravovani mimo domov, protoze podniky nejsou
schopny garantovat dostupnost bezlepkové stravy. Nastésti pfisla spolecnost FTonline s. r. o.
s projektem ,,Rekreace bez lepku (viz obr. 20) a vytvofila sit’ ubytovacich zatizeni, kterd ve

svych restauracich dokazi zajistit stravovani pro celiaky!>”,

Z témét 200 zajemct se do projektu zapojilo 51 hoteld, penziont a rekreacnich areald, které
jsou rozmistény po celé Ceské republice a nabizeji tak podminky pro letni i zimni dovolenou.
Jejich personal byl dikladné proSkolen. Pocitalo se s pravidelnymi kontrolami, poradenstvim
pro provozovatele a spolecnym marketingem. Zaméfit se na gastroprovoz na pfipravu jidel
pro celiaky nepiedstavovalo nutnost velkych investic, ale spiSe zajistit informovanost personalu

a dodrzovéni pravidel pii piipravé stravy!®”.

Vafit tzv. bezlepkové znamenalo odstranit z jidelnicku veskeré potraviny obsahujici obiloviny,
davat pozor na potraviny, jejichz nékteré sloZky mohly byt pii vyrobé lepkem kontaminovany
(napf. instantni polévky, salamy, sdjové omacky, sladkosti, zmrzlina, Skrob a sladové piisady)
a v kuchyni dodrZovat bezpe¢nostni pravidla, jako jsou skladovani bezlepkovych potravin
oddé€len¢ od ostatnich, pfipravovat bezlepkovou stravu zvlast, peclivé omyvat kuchynskeé

nadini i plochy, aby na ném nebyly stopy po jidle s lepkem a dalsi®?!.

Obrézek 20: Logo projektu Rekreace bez lepkul®!
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5 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo provést literarni reSer§i zaméfenou na lepek a popsat jeho
vyznam v potravinaistvi. Uvodni ¢ast prace se vénuje popisu jednotlivych slozek lepku
(ptevazné lepkovych bilkovin) a potravin, ve kterych se lepek vyskytuje. Nejveétsi obsah lepku
se nachazi v pSenici, protoze pii vymyti pSeni¢ného tésta obsahuje susina 75-85 % bilkovin

a 10-15 % lipidu.

Déle se prace vénuje metodam analyzy jednotlivych slozek lepku. Jako prvni je popséana
neznam¢jsi imunologicka metoda ELISA, kterd slouzi ke stanoveni rtiznych antigeni nebo
protilatek. Poté je zminéna SDS-PAGE, kterd se pouziva k separaci komplexnich smési
bilkovin. Jako zastupce separacnich metod je popsana vysokoucinna kapalinova
chromatografie s obracenymi fazemi, coz je v dneSni dob¢ nejpouzivanéjsi typ chromatografie.

Posledni misto zaujima MALDI-TOF MS, ktera se vyuZiva v proteomice.

Tteti ¢ast bakalafské prace se zabyva obtizemi souvisejicimi s lepkem, pricemz nejpodrobnéji
je popsana celiakie. Jedna se o nejznaméjsi a nejcastéjsi onemocnéni souvisejici s lepkem. Mezi
dalsi vybrané obtize je zafazena Duhringova dermatitida, projevujici se vznikajicimi svédivymi
puchyiky. Dale pak glutenova ataxie, coz je zastupce neurologickych onemocnéni souvisejici

s lepkem a v neposledni fad¢ je zde zastoupena alergie na pSenici.

Posledni ¢ast se vénuje bezlepkové vyzive, jejim hlavnim benefitim a rizikim. Nejprve jsou
zde vyjmenovani hlavni zéstupci bezlepkovych i nevhodnych potravin pro lidi, ktefi trpi
nékterou zuvedenych obtizi. Dale je popsan systém Skolniho bezlepkového stravovani,
principy bezlepkové vyzivy, nakonec je zde zminén projekt ,,Rekreace bez lepku®, kde hotely,

penziony a rekreacni aredly nabizi bezlepkové stravovani.

Na zaveér lze fici, Ze v dnesni dobé je velmi Siroky vybér bezlepkovych potravin, coz vede
k minimalizaci omezeni pro lidi trpici n¢jakym onemocnénim souvisejicim s lepkem. Z toho

vyplyva, Ze si 1 celiak mtize dovolit jist t¢émét cokoliv, na co ma chut’.
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