Ovéreni imunochemické metody Western blot pro identifikaci alergenu soji
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Souhrn

K ovéreni pfitomnosti alergenu soji v potravinarskych vyrobcich byla pouzita imunochemicka metoda Western blot. Hlavni alergeny soji glycinin a (3-conglycinin, které tvofi 70% celkovych
bilkovin, byly isolovany na naSem pracovisti a nasledné pouzity jako antigeny pro tvorbu slepicich protilatek typu IgY. Tyto protilatky po zaoCkovani nosnic prechazeji do slepiCich vajec, ze kterych byly isolovany. Poté byla sledovana imunoreakce ziskanych
protilatek uvedenou metodou. Kontrolovali jsme jednak samostatné vzorky glycininu a B-conglycininu a dale rlzné vyrobky z potravinarské sité, a to se sojou a i bez ni (tofu natural s mofskou soli, tofu zeleninové s morskou soli a smési zeleniny, parek se
syrem a sojou, détsky parek se sojou 0,4%, mini klobaska se sojovou bilkovinou 4%, poli€an, spiSsky parek, vepfové maso a rybi file). Pfipravu extraktl z kazdého vzorku je nutno individuelné modifikovat. Osvédcilo se odtuénéni vzorku pfed extrakci, poté

ultrafiltrace a lyofilizace ke zvySeni koncentrace bilkovin.

Byla prokazana moznost vyuziti protilatky IgY antiglycininu a anti-b-conglycininu pro detekci alergenu soji v extraktech ze soji. Testovanou metodu Western blot je mozno pouzit pfimo pro sojové vyrobky
(napf. Tofu), kde je dostatecné citliva. Pro vyrobky, které obsahuji pouze malé pfidavky soji ( parky a klobasky) neni pro prikaz alergent témito protilatkami vhodna. Vysledek je tedy obecné pouzitelny pro detekci alergent glycininu a 3-conglycininu soji

tam, kde je soja majoritni slozkou.

Uvod

Sojové boby obsahuji 32% extrahovatelnych bilkovin, z kterych je nékolik alergenich.
Mezi hlavni alergeny patfi glycinin (frakce 11S) a b-conglycinin (frakce 7S), které
jsou soucasné hlavnimi reservnimi proteiny soji, nebot’ tvofi 70% celkovych bilkovin.
Bohuzel jejich standardy nejsou komercné dostupné. DalSi alergeny jsou jiz pritomny
v menSim mnozstvi (napf. Gly m Bd 30 a trypsin inhibitor). Komeréné dostupné
protilatky jsou pouze proti trypsin inhibitoru a celkovym sojovym bilkovinam jako
soucast ELISA kitd. Alergie na sojové bilkoviny se projevuje v nékolika oblastech, a
to jako astma a jina dychaci onemocnéni, kozni ekzemy, vyrazky pfipadné zaludecni
nevolnosti. Cilem pro sledovani téchto alergent bylo vypracovat metodu detekce a
pfipadné stanoveni, které bude mozno vyuzivat jak v hotovych vyrobcich, tak béhem
technologického procesu.

Material a metody

Isolace

Isolace alergenu byla provedena frakénim srazenim dle Wu et al. s modifikaci dle Nagano et al.
|[dentifikace a Cistota téchto bilkovin byla kontrolovana elektroforézou SDS-PAGE.

Protilatky

Slepici protilatky k nasim isolovanym alergentm byly vyrobeny imunizaci slepic v€etné kontrol
z vajec prislusnych slepic pred imunizaci na zakazku od firmy HenAntibodYY s.r.o.
anti-glycinin I 130106, kontrola | 130106,

anti-glycinin I 220206, kontrola Il 220206

anti-B-conglycinin | 050106, kontrola | 050106

anti B-conglycinin Il 090106, kontrola 11 090106

sekundarni protilatka znaCena peroxidasou

sekundarni protilatka anti-chicken IgY —peroxidase, produkované v kralikovi, Sigma

Priprava vzorku

Extrakce:

Postup byl zaméren tak abychom ziskali Ciry roztok s odpovidajici koncentraci
bilkovin, vhodny pro elektroforézu a nasledny blot. Pfiprava kazdého vzorku tedy
byla jina, vSechny ale byly extrahovany do pufru 0,03M Tris-HCI, pH 7,5.

Obecny postup:

Rozkrajeni, dezintegrace, michani 1hod, ochlazeni v lednici, filtrace,
odstfedovani, u tuénych vzorka odtuénéni n-hexanem opét ochlazeni a filtrace k
odstranéni tuku. V pfipadé nizké koncentrace bilkovin ultrafiltrace na Amiconu na
membrané PM 10 event. dialyza v dialyzaCnim stfevé proti destilované vodé v
lednici 24 hod s vyménou vody.

Vysledky

Cil

1. Isolace glycininu a —conglycininu jako antigenu pro vytvoreni protilatek ve
zvifecim organismu

2. Priprava protilatek

3. Isolace glycininu a B—conglycininu jako standardu
4. Pouziti protilatek v imunologické metode  Western Blot s moznosti detekce
uvedenych alergenu v potravinarskych vyrobcich

[B-conglycinin

A
72

68

52

42
37

30
28

23

10

v

glycinin

v

— 63 000 BSA
i — 43 000 ovoalbumin
-— 25 000 chymotrypsinogen A

13 700 ribonukleasa A

2 3
MV [3-con

Obr.1. Elektroforesa — identifikace podjednotek glycininu a b-conglycininu

Elektroforéza a Western blot

Elektroforesa vertikalni

SDS-Page, 12,5% gel, napéti 150V, 40-60ug/jamku, délka
nejCastéji 2hod 20min, teplota 5°C, pufr Tris-glycin, pH 8,3, zafizeni
Biometra MiV8.10.

Western blot

blotovani

membrana nitrocelulosova s velikosti port 45 pum, napéti 150 V,
pocatecni teplota 5°C, po skon€eni 20°C (pfistroj byl v lednici), doba
1 hod, transfer pufr: Tris-glycin-methanol, pH 8,3

Vyvolani blotu

Rozdélené bilkoviny v gelu po elektroforese se preblotovaly do NC
membrany.

Vyvolani imunoreakci je podle nasledujicino postupu :

promyti : PBS + 0,05% Tween 20, 30 min,

blokovani nespecifickych vazeb : PBS + 0,05% Tween 20 + 3% BSA,
60 min,

primarni protilatka : IgY ze slepiCich vajec podle vybéru, fedéni rizné
(viz text u obrazkd) v PBS+ Tween 20 + 3% BSA, 60 min

promyti : PBS + 0,05% Tween 20 + 3% BSA, 3x po 5 min,

sekundarni protilatka : peroxidasovy konjugat krali€i 1IgG proti slepiCimu
IgY, fedéno vzdy 1000x v PBS + Tween 20 + 3% BSA, 60 min,

promyti :3x po 5 min v PBS + Tween 20, ustaleni v 0,1M octanu Na, pH
5,2, 3 min,

barveni : 8 ml 0,1M octan Na pH 5,2 + 42 ml roztoku chromogenu
AEC(3-amino-9-ethyl carbazole)+ 100 ul 30% H202

zastaveni reakce : PBS + 0,1% NaN3 5 min.

Ziskané protilatky anti-glycinin a anti-B—conglycinin byly testovany na konkrétnich vyrobcich z potravinarské sité. Na obr. .2 pfi pouziti anti-glycininu jsou porovnany sojové vyrobky tofu zeleninové (TZ), tofu natural (TN), klobaska (KL), ktera obsahuje pouze 4% soji, s
isolovanym glycininem (glyc) ze sojovych bobld. U TZ i u TN jsou dobfe viditelné prouzky podjednotek glycininu o molekulovych vahach 42 000 a 37 000. U klobasky je pfitomnost tohoto alergenu neprilkazna. Na obr. €. 3 je srovnan spiSsky parek (s.p.), ktery neobsahuje
soju opét s isolovanym glycininem se sojovych bobU. Z vysledku’je patrno, Ze sledovany alergen skuteéné neni pfitomen. Pfi pouziti protilatky anti-B-conglycinin je z obr €. 4 patrna u TZ pfedevsim pfitomnost jedné z podjednotek a alergenu [3-conglycininu o molekulové
vaze cca 70 000. U parku se syrem, ktery obsahuje poze malé mnozstvi soji, je pfitomnost [3- conglycininu neprikazna.

Obr.2. Blot a gel
vzorky klobaska soja 4%, tofu zeleninove,
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Obr.3. Blot
vzorky spisske parky, glycinin,
protilatka anti-glycinin |
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Obr.4. Blot

vzorky parek se syrem obs. soju, tofu zeleninove,
B-conglycinin,

protilatka anti- 3-conglycinin |
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Byla prokazana moznost vyuZiti protilatky IgY antiglycininu a anti-B-conglycininu pro detekci pfislusnych majoritnich alergent soji tj. podjednotek glycininu a 3 —conglycininu v extraktech ze soji metodou Western blot. Tuto
metodu je mozno pouzit pfimo pro sojové vyrobky (napf. Tofu), kde je dostatecné citliva. Pro vyrobky, které obsahuji pouze malé pridavky soji ( parky a klobasky) neni pro prikaz alergent témito protilatkami vhodna. Vysledek
je tedy obecné pouzitelny pro detekci podjednotek alergent glycininu a 3-conglycininu soji tam, kde je soja majoritni slozkou.
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