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APPLICATION OF WESTERN BLOT ANALYSIS FOR DETECTION OF
PROLAMIN PROTEINS IN CEREAL GRAINS AND BREAD.
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ABSTRACT

Celiac disease is an inflammatory condition of the small intestine in genetically susceptible individuals caused by ingestion
of wheat gluten and corresponding proteins from barley and rye. Cereal storage proteins (prolamins) are responsible for
immunological response of patients with celiac disease. Prolamins are alcohol soluble fractions, namely gliadins (wheat),
hordeins (barley) and secalins (rye). The main triggering factor is wheat fraction with low molecular weight (20-30 kDa)
called a-gliadins. Immunochemical detection of celiac active proteins is based on reactivity of gluten-detecting antibodies
with prolamins extracted from cereals. In our study, we used Western blot analysis for detection of prolamin complex
in cereal grains and processed foods (breads). Western blot was carried out by polyclonal antibody raised against wheat
gluten. Reaction was positive for all kind of cereal grains. The samples of wheat and spelt wheat show much more positive
affinity to antibody than rye and oat. As well as for cereal grains, all samples of bread showed positive immunological
reaction with used antibody. Western blot analysis with gluten polyclonal antibody is suitable method for qualitative
detection of prolamin complex in cereal grains and processed foods.
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UVOoD

Obilniny tvoria najvyznamnejs$iu skupinu plodin
rastlinnej vyroby na celom svete, pretoze si hlavaym
zdrojom energie a bielkovin a tiez poskytuji mnoho
dalsich nutri¢ne vyznamnych latok. Bielkoviny obilnin
st obycajne klasifikované na zéklade ich rozpustnosti
na: albuminy rozpustné vo vode, globuliny rozpustné
v roztokoch soli, prolaminy rozpustné v alkohole
a gluteliny rozpustné v zriedenych roztokoch kyselin
a zasad (Ciccocioppo et al, 2005; Yalgin, 2010).
Prolaminy su zasobné bielkoviny endospermu zrna
cerealii (hlavne pSenice, raze a jaCmena), pricom tvoria
az 30-50 % z celkového obsahu bielkovin (Yalgin,
2010). V psenici sa prolaminy nazyvaju gliadiny,
VvV jaémeni hordeiny, v razi sekaliny a v ovse aveniny.
Gluteliny sa v pSenici nazyvaji gluteniny. Hlavny
rozdiel medzi gliadinmi a gluteninmi pSenice je
v analyze ich funkénosti. Gliadiny si monomérne
polypeptidové retazce s molekulovou hmotnostou 30-

80 kDa a gluteniny s viacretazcové Struktary
polypeptidov  navzajom pospajané  disulfidickymi

vizbami s molekulovou hmotnostou 15-150 kDa
(Weber et al., 2009; van Eckert et al., 2010). Vaccino
et al. (2009) rozélefiuju prolaminy do troch skupin:
prolaminy chudobné na siru, prolaminy bohaté na siru
a vysokomolekularne (HMW) prolaminy. Prolaminy
chudobné na siru st tvorené prevazne ®-gliadinmi,
priCom obsahujil malé mnoZzstvo alebo Ziadne cysteinové
zvySky. Prolaminy bohaté na siru su tvorené prevazne
o/f- a ry-gliadinmi. HMW prolaminy pozostavaju
z HMW gluteninovych podjednotiek. Je vSeobecne
zname, Ze prolaminy st hlavnym spustajicim faktorom
celiakalneho ochorenia (Hill, McMillan, 2006).
Celiakalne ochorenie je jednou z najCastejSie sa
vyskytujicich  vaznych potravinovych intolerancii
v ekonomicky vyspelych krajinach a wvznika ako
dosledok prijmu pSeni¢nych, raznych, ja¢mennych
a moznych ovsenych produktov v spojeni s genetickou

predispoziciou udeti adospelych (Ciacci et al., 2002;
Wieser, Koehler, 2008). Celiakia sa moze vyskytnut
v akomkol'vek veku, pricom klinicky prejav je rozny,
od subklinickych az po tazké symptomy. Hoci ochorenie
primarne poskodzuje tenké cCrevo, vyskytovat sa mozu
rozli¢né gastrointestinalne a extraintestindlne manifestacie
(Hill, McMillan, 2006). Jedinou efektivnou lieCbou
celiakdlneho ochorenia je celozivotna bezlepkova diéta.
Pacienti musia z potravy vylucit’ vietky vyrobky z cerealii,
ktoré obsahuju muku z pSenice (vratane pSenice kamut,
tvrdej a $paldovej), raze, jamena, triticale a ovsa (Pruska-
Kedzior et al., 2008). Podla Codex Alimentarius
Commission, ktory bol v roku 2008 zrevidovany, su
bezlepkové potraviny (tzv. ,.gluten-free) definované ako
potraviny obsahujuce menej nez 20 ppm (mg.kg™) bielkovin
z pSenice, jaCmena, raze a/alebo akychkol'vek ich
hybridnych druhov (Weber et al., 2009). Naopak, vhodnymi
pre potreby bezlepkovej diéty su niektoré dalSie plodiny,
pricom najéastejSie vyuZivanymi st kukurica, ryza a séja.
V stcasnej dobe sa pre potreby bezlepkovej diéty stale
véaésia pozornost’ venuje vyuzivaniu tzv. pseudocerealii, a to
pre ich nizky obsah prolaminovej frakcie a naopak vysoky
obsah plnohodnotnych bielkovin, tukov, mineralnych
a balastnych latok a obsahu Skrobu. Mozu sa vyuzivat' aj ako
CiastoCna nahrada chlebového obilia (Zingone et al., 2010).

Prolaminové bielkoviny sa vyznacuju niekol’kymi
unikatnymi  vlastnostami, ktoré prispievaji  k ich
imunogenicite. St bohat¢ na aminokyseliny prolin
a glutamin. Vd’aka vysokému obsahu prolinu s prolaminy
relativne rezistentné voci proteolyze v gastrointestindlnom
trakte z dovodu nedostatocnej post-prolinovej Stiepiacej
aktivity. NavySe, vysoky obsah glutaminu ¢ini z prolaminov
dobry substrat pre enzym tkanivovu transglutaminazu (tTG).
Prolaminové bielkoviny st zname aj tym, Ze kdéduju mnoho
peptidov, ktoré si schopné stimulovat’ T-bunky a vrodenu
imunitna reakciu. Najzname;jsi je 33-mérny
imunodominantny gliadinovy peptid pozostavajuci z 33
zvyskov aminokyselin (56-88), ktory je po deamindcii
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enzymom tTG vyznamnym stimulatorom T-buniek
(Arendt, Dal Bello, 2008).

PSeni¢né gliadiny a gluteniny plnia vyznamnu ulohu aj
z hladiska reologickych vlastnosti cesta, priCcom ich
funkcia je odliSna. Hydratované gliadiny su viac
elastickejSie a menej kohézne ako gluteniny a maju
predovsetkym vplyv na viskozitu (rozt'aznost’) cesta.
Hydratované gluteniny st kohézne, aj elastické a su
zodpovedné za pevnost’ a elasticitu cesta (Starovicova et
al., 2003; Wieser, 2007). Takto hydratované gliadiny
a gluteniny maju schopnost’ vytvarat' suvisli lepiva
mriezkovita $truktiru, oznacovani ako lepok (glutén).
Tento jav je dolezity z hl'adiska pripravy kysnutého cesta
a pe¢enych produktov (Petr et al., 2003).

PSenicnd muka, ktord sa ziskava z prevaznej casti
endospermu zrna psenice, sluzi k vyrobe roéznych
produktov, napr. chleba, cestovin a pod. Obsahuje okolo
80 % celkovych bielkovin zrna, z ktorych vécSinu
predstavuji lepkové bielkoviny, gliadiny a gluteniny
(Shewry, Halford, 2002). Kvalitu pSeni¢nej muky,
rovnako ako aj visko-elastické a tazné vlastnosti
pSeni¢ného cesta determinuje prave komplex gluteninov
a gliadinov (Xie et al., 2010). Za technologické

vlastnosti pecenych produktov, najmi chleba, st
zodpovedné opdt spominané lepkové bielkoviny
(Sciarini et al., 2010).

Délezitym  kritériom pre stanovenie pritomnosti

a obsahu prolaminov v zrne ceredlii je vyber vhodnej
analytickej metody (Ebo, Stevens, 2001). Zakladnymi
metdédami pre stanovenie pritomnosti prolaminov st
frakciondcia cerealnych bielkovin na zadklade ich
rozdielnej rozpustnosti v rdéznych rozpustadlach
a elektroforeticka separacia bielkovin
v polyakrylamidovych géloch, SDS-PAGE a A-PAGE
(Urminska et al, 2009). Tieto metédy si vSak
nepostacujuce na dokladni analyzu prolaminového
komplexu zrna cerealii a preto sa v sti€asnosti ¢oraz viac
do popredia dostavaji imunochemické metody, ako je
napr. ELISA (enzymova imunoadsorbentna analyza)
a imunobloting po SDS-PAGE (Battais et al., 2003).
Tieto metédy poskytuju dolezité informacie, ako
pre medicinsky vyskum, tak aj pre oblast’ ceredlnej
chémie. Poukazuju na imunoafinitu prolaminovych
bielkovin k sérovym protilatkam a na vztahy medzi
Strukturalnymi vlastnostami bielkovin a ich alergenicitou
(Waga, Zientarski, 2007).

Ciel'om prace bolo stanovit’ vhodnost’ pouzitia metody
Western blotu s vyuzitim polyklonalnej anti-gluténove;j
protilatky na kvalitativnu detekciu prolaminovej frakcie
bielkovin zrna ceredlii a na identifikdciu prolaminov
v hotovom vyrobku, konkrétne v chlebe.

MATERIAL A METODIKA
Biologicky material bol =ziskany =z Katedry
sacharidovych technologii, Fakulty potravinovych
technologii, Pol'mohospodarskej univerzity v Krakowe
(Pol’sko).
Na analyzy boli pouzité:
1.zrma ceredlii: pSenica letna (Triticum aestivum L.) —
odroda Sakwa, pSenica $paldova (Triticum spelta L.) —
odroda Schwabenkorn, odroda Jary B10 a obchodna
bez $pecifikacie odrody, raz siata (Secale cereale L.) —

odroda Amilo, ovos siaty (Avena sativa L.) — odroda
Polar;
2.chleby z pSenice letnej (Triticum aestivum L.) a pSenice
Spaldovej (Triticum spelta L.): zmes pSeni¢nej miesanky
BIO I. a BIO II. dostupna v obchodnej sieti, $paldovy
chlieb z odrody Oberkulmer Rothkorn, $paldovy chlieb z
odrody Frankienkorn a dva S$paldové chleby z muky
dostupnej v obchodnej sieti.
Vzorky zin ceredlii a chlebov boli zomleté na celozrnny
$rot na laboratornom mlyne.

Extrakcia bielkovin zo zrna ceredlii achlebov bola
realizovana pomocou magnetického miesadielka s 15 ml
rozpustadla na 1g vzorky po dobu 1 hod. pri laboratornej
teplote. Albuminy a globuliny boli extrahované 0,5 mol.dm™
NaCl (dvakrat po sebe), zvySky NaCl boli premyté
destilovanou vodou a prolaminy boli extrahované 70 %
etanolom. Supernatant bol zakazdym centrifugovany
a prolaminy lyofilizované.

SDS-PAGE prolaminov bola vykonana podla metodiky
Schidgger a von Jagov (Schigger, von Jagov, 1987).
Elektrotransfer ~ bielkovin na  PVDF  membranu
ImmobilonP*? prebiehal 1,5 hod. pri 170 mA s pouzitim
tlmivého roztoku CAPS podla postupu vyrobcu (Millipore,
USA). Bielkoviny na membrane boli vizualizované
pomocou reverzibilnej farby Ponceau S.

Western blot bol realizovany nasledovne:

1. blokovanie membrany 1 hod. (1% hoviddzi sérovy

albumin v TBS; pH 7,6)

2. premytie membrany pomocou TBS 4-krat po dobu 15
min.

3. inkubacia s primarnou protilditkou 1,5 hod. (riedenie
1:1000)

4. premytie membrany pomocou TBS 5-krat po dobu 15
min.

5. inkubacia so sekundarnou protilatkou 1 hod. (riedenie
1:2000)

6. premytie membrany pomocou TBS 6-krat po dobu 15
min.

7. detekcia bielkovin na membrane pomocou 3,3’-
diaminobenzidinu podl'a odporticania vyrobcu (Sigma,
USA)

Primarna anti-gluténova polyklonalna protilatka proti
pSeniénému gluténu bola od firmy USBiological (USA)
a sekundarna HRP protilatka, pripravena imunizaciou
kralikov, pochadzala od firmy BD Pharmigen (USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V préci boli analyzované prolaminové frakcie bielkovin,
extrahované zo zrna vybranych cereélii a chlebov, a to
pomocou imunologickej metddy Western blotting. Izolované
prolaminy boli separované na polyakrylamidovom géli
prostrednictvom SDS-PAGE a vizualizované pomocou
Coomasie Brilliant Blue. Po elektrotransfere prolaminov
z gélu na PVDF membranu boli farbené reverzibilnou farbou
Ponceau S. Membrana s naviazanymi prolaminmi bola
najprv inkubovana s primarnou anti-gluténovou protilatkou
anasledne so sekundarnou protilatkou znacenou enzymom
chrenovou peroxiddazou. Po imunoblottingu boli prolaminy
vizualizované pomocou 3,3’-diaminobenzidinu. Fragmenty
bielkovin na membrane sa porovndvali s detekovanymi
bielkovinymi na polyakrylamidovom géli.
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Analyzou vzoriek pSenic Triticum aestivum a Triticum
spelta sa zistilo, Zze separované prolaminy sa svojou
molekulovou hmotnostou vyrazne od seba neodliSuju
(obrazok 1la). V pSenici Spaldovej su fragmenty
vyraznejSie ako v pSenici letnej. Na zaklade pouzitého
markera pre SDS-PAGE je mozné stanovit’ molekulové
hmotnosti jednotlivych prolaminovych frakcii. Van
Eckert et al. (2010) udavaju, ze molekulové hmotnosti
gliadinov su nasledovné: 32 kDa pre a-gliadiny, 38-
42 kDa pre y-gliadiny, 55-79 kDa pre w-gliadiny.
Bielkoviny s molekulovou hmotnostou vyssou ako
90 kDa st HMW gluteninové podjednotky. V tejto
gliadinovej frakcii st pritomné celiakdlne aktivne
epitopy a vo vztahu k celiakii je najviac rizikova frakcia
s molekulovou hmotnost'ou okolo 20-30 kDa, nazyvana
a-gliadiny (Petr et al., 2003; Urminska et al., 2009).
Prave tieto a-gliadiny st vo velkom mnozstve zastipené
ako v pSenici letnej, tak aj v troch analyzovanych
vzorkach psenice Spaldovej. Pri posudzovani reakcie
blotovanych bielkovin s polyklonalnou protilatkou je
mozné konstatovat, Ze vsSetky prolaminové frakcie
pSenic s molekulovou hmotnostou vyssou ako = 20 kDa
vysoko pozitivne reagovali a boli vizualizované
na membrane. Imunologicka reakcia nebola pozorovana
pri frakciach s nizSou molekulovou hmotnostou (< 20
kDa), ktoré nereagovali s protilatkou (obrazok 1Db).
Na zéklade ziskanych vysledkov sa potvrdilo, Ze pSenica
(vratane  pSenice  Spaldovej)  obsahuje  vysoké
koncentracie celiakalne aktivnych bielkovin.

Prolaminy raZe (Secale cereale L.) sa skladaju z dvoch
hlavnych fragmentov velkych priblizne 35 kDa a
66 kDa, ¢o poukazuje na pritomnost’ bielkovin typu
a-gliadinov (35 kDa) a tiez w-gliadinov (66 kDa), ktoré
su v pSenici menej vyrazné (obrazok la). Prolaminové
frakcie raze vykazali slabSiu afinitu k pouZitej
polyklonalnej protilatke, ako tomu bolo v pripade
pSeni¢nych  bielkovin. Naprieck tomu, Zze bola
imunologicka reakcia slabsia, protilatka detegovala
pritomnost’ celiakalne aktivnych bielkovin aj v razi
(obrazok 1b).

Ovos siaty (Avena sativa L.) ako jedind analyzovana
cerealia obsahoval prolaminové frakcie s molekulovou
hmotnost'ou nizSou ako 35 kDa (obrazok la). Reakciou
s polyklonalnou protilatkou boli aj v ovse detegované
alergénne peptidy (obrazok 1b), napriek tomu, Ze viaceri
autori (Stersrud et al., 2003; Arentz-Hansen et al.,,
2004) tvrdia, ze bielkoviny ovsa nemaji epitopy, ktoré
vyvolavaju celiakiu. Napriklad monoklonalna protilatka
RS pouzivana pri sendvicovej ELISA analyze reaguje iba
s prolaminmi pSenice, jaCmena a raze a nevykazuje
ziadnu krizova reakciu s bielkovinami ovsa a tiez
kukurice, ryze, prosa, pohanky, quinoi a laskavca (Petr
et al., 2003). Polyklonalne protilatky maju vacsi pocet
vézobnych miest pre rozpoznavanie epitopov bielkovin,
Cize existuje pri nich vécSia pravdepodobnost’ vzniku
krizovych reakcii. Podla niektorych autorov je
konzumacia cistych ovsenych produktov bezpecna
pre pacientov s celiakiou, kym nazory d’al$ich autorov su
rozdielne a vyrobky z ovsa vylucuja z bezlepkove;j diéty.
Silano et al. (2007) vo svojej praci uviedli, Ze ovos je
bezpe¢ny pre celiatikov améze byt zahrnuty do
bezlepkovej diéty. Podobne, Janatuinen et al. (1995
a 2002) vo svojej studii uviedli, ze ovos bol vel'mi dobre

tolerovany celiatikmi, nebol pri¢inou histologickych zmien
a neindukoval imunitnt reakciu. Petr et al. (2003) uvadza,
ze ovos mdze byt =zaradeny do vyzivy celiatikov
pre priaznivé zloZenie bielkovinovych frakeii
a plnohodnotnejSie aminokyselinové zlozenie ako maji
bielkoviny pSenice, raze a jaémena. Naproti tomu, Lundin
et al. (2003) pozorovali u niektorych pacientov s celiakiou
konzumujucich ovos ¢iasto¢nu atrofiu klkov a pritomnost
T-bunicek reaktivnych voéi aveninom ovsa.

— 35,0 kDa

25,0 kDa
—18,4 kDa
—14,4 kDa

Obrazok 1 (a) SDS-PAGE elektroforéza a (b) Western
blot prolaminov ovsa siateho (Avena sativa L.), raZe siatej
(Secale cereale L.), pSenice letnej (Triticum aestivum L.)
a pSenice $paldovej (Triticum spelta L.): 1. ovos Polar, 2.
pSenica letna Sakwa, 3. raz Amilo, 4. pSenica Spaldova
Jary B10, 5. pSenica Spaldova — obchodna, 6. pSenica
$paldova Schwabenkorn.

Pomocou metody Western blot boli analyzované aj
prolaminové frakcie bielkovin v chlebe, a to v chlebe
pripravenom zo zmesi muk pSenice letnej a pSenice
Spaldovej a chleby pripravené iba zo S$paldovej muky.
Elektroforetickou analyzou sa zistilo, Ze prolaminové
fragmenty na polyakrylamidovom géli boli menej
vyraznejSie, a v menSom mnozstve, Vv porovnani
s prolaminmi izolovanymi zo zrna cerealii (obrazok 2a).
Pravdepodobnou pri¢inou je enzymaticka hydrolyza
a tepelné spracovanie pocas peCenia, a tiez mozna
nekompletna extrakcia prolaminovych bielkovin z tepelne
spracovanych potravin. V chleboch z muky psenice letnej je
mozné pozorovat malé mnozstvo slabSie viditelnych
fragmentov s molekulovou hmotnost'ou vaésou ako 30 kDa.
V chleboch z muky pSenice Spaldovej su tieto fragmenty
viditelnejsie, vyrazné su predovSetkym peptidy s
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molekulovou hmotnostou 35-45 kDa. Reakciou s
polyklonalnou protildtkou bola detekovand pritomnost’
vSetkych  prolaminovych frakcii s  molekulovou
hmotnostou viacSou ako 30 kDa, a to vo vSetkych
vzorkach pSeni¢nych chlebov (obrazok 2b). Silna
pozitivna imunologickd reakcia bola pozorovana aj pri
frakciach prolaminov, ktoré boli slabSie separované
elektroforetickym delenim. Analyzy potvrdili pritomnost’
celiakalne aktivnych frakcii bielkovin aj v hotovych
pekarenskych vyrobkoch, teda aj po tepelnej uprave
rastlinnej suroviny.

a)

sl 38 34 251 6
g —116 kDa

| --ﬁﬁﬁ”hﬂ —66.2kDa
o - 450KDa
UI

—35,0 kDa

—25,0kDa
—18,4kDa

—14,4KkDa

Obrazok 2 (a) SDS-PAGE elektroforéza a (b) Western
blot prolaminov extrahovanych z chlebov z pSenice
letnej (Triticum aestivum L.) apSenice Spaldovej
(Triticum spelta L.): 1. zmes pSeni¢nej miesanky BIO I.,
2. zmes pSeni¢nej mieSanky BIO II., 3. §paldovy chlieb
z odrody Oberkulmer Rothkorn, 4. $paldovy chlieb z
miky dostupnej v obchodnej sieti, 5. Spaldovy chlieb
zodrody Frankienkorn, 6. $paldovy chlieb z miky
dostupnej v obchodnej sieti.

Polyklondlne a  monoklonalne  anti-gliadinové
protilatky rozpoznavaju epitopy v pSenicnom lepku a tiez
prolaminy v jacmeni a razi. Monoklonalne protilatky st
ovel'a viac citlivejsie a Specifickejsie a su navrhnuté proti
konkrétnym sekvenciam aminokyselin v polypeptidovom
retazci, ¢o predstavuje ich obrovskl vyhodu. Napriklad
monoklonalna protilatka R5 pouzivana pri sendvicovej
ELISA analyze reaguje s epitopmi aminokyselinovych
sekvencii QQPFP, QQQFP, LQPFP a QLPFP. Dalsia
monoklonalna protilatka PN3 bola navrhnutd proti
syntetickému peptidu pozostavajucemu z19
aminokyselin, ktory v nativnom stave tvori Cast' a-

gliadinu (Ellis et al., 1998). Polyklonalne protilatky
rozpoznavaju vicsie mnozstvo epitopov prolaminovych
bielkovin, cize je tu vySSia pravdepodobnost’ vzniku
krizovych reakcii. Okrem definovania imunologickych
vlastnosti prolaminov, poskytuje Western blot aj informéacie
o ich fyzikdlno-chemickych vlastnostiach, ktoré sa ziskavaju
z elektroforetickych profilov (Waga, Wegrzyn, 2000).
V porovnani s ELISA analyzou je to vyhoda, pretoze ta
poskytuje informacie iba o kvantite prolaminov.

ZAVER

V praci bola pouzitd metéda Western blot s vyuzitim
polyklonalnej protildtky na analyzu prolaminového
komplexu vybranych druhov ceredlii a hotovych vyrobkov,
chlebov. V analyzovanych vzorkdch zrna obilnin bola
pozitivne potvrdena reakcia s pouzitou polyklonalnou
protilatkou vo vsetkych druhoch cereélii. Najviac reaktivne
boli vzorky pSenice letnej a pSenice S$paldovej, kde sa
potvrdila pritomnost’ celiakalne aktivanych bielkovin.
Pozitivna reakcia s protilatkou sa potvrdila aj v zrnach raze
a ovsa. Prolaminy extrahované z chlebov sa po elektroforéze
separovali na mensie fragmenty v menSom mnoZstve, ale
S pouzitou protilaitkou vykazali rovnaka afinitu ako
prolaminy extrahované zo zfn obilnin. Na zaklade ziskanych
vysledkov detekcie prolaminovych frakcii bielkovin
v analyzovanom biologickom materidly, je mozné
konstatovat, Ze pouzitd metéda Western blot je vhodna
na stanovenie pritomnosti prolaminov v obilninach a tiez
v tepelne spracovanych produktoch z obilnin.
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