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TARKEIMMAT TUTKIMUKSESSA KAYTETYT LYHENTEET

AN-PEP Aspergillus niger -proliiniendopeptidaasi
FM-PEP Flavobacterium meningosepticum -proliiniendopeptidaasi
SC-PEP Sphingomonas capsulata -proliiniendopeptidaasi

MX-PEP Myxococcus xanthus -proliiniendopeptidaasi

POP proliinioligopeptidaasi

HMW suurimolekyylipainoinen (engl. high molecular weight)
LMW pienimolekyylipainoinen (engl. low molecular weight)
GMP gluteniinimakropolymeeri

N amino-

C karboksyyli-

SDS natriumlauryylisulfaatti (engl. sodium dodecyl sulphate)
FAN vapaa aminotyppi (engl. free amino nitrogen)

SDS-PAGE natriumlauryylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi

ELISA entsyymivalitteinen immunosorbenttiméaritys (engl. enzyme-linked

immunosorbent assay)

IP immunopresipitaatio
SEC kokoekskluusiokromatografia (engl. size-exclusion chromatography)
HPLC korkean erotuskyvyn nestekromatografia

HLA-DQ2/8 keliaakikoilla esiintyvé kudostyyppi (engl. human leucocyte antigen)
CD4+-T immunopuolustukseen osallistuvien imusolujen tyyppi
tTG kudostransglutaminaasientsyymi (engl. tissue transglutaminase)

EC engl. Enzyme Commission



1 JOHDANTO

Vehnd, ruis ja ohra sisaltavat gluteeniyliherkille henkildille haitallisia prolamiini-
varastoproteiineja. Prolamiinien korkeasta glutamiini- ja proliinipitoisuudesta johtuen ne
eivat pilkkoudu ihmisen ruoansulatusentsyymeilld téysin, vaan niistd vapautuu runsaasti
glutamiini- ja proliinipitoisia polypeptideja (Hausch ym. 2002; Shan ym. 2002). Kyseiset
peptidit aiheuttavat geneettisesti alttiille henkilGille T-soluvalitteisen immuunivasteen ja
keliakiaoireet (Sollid 2002). Té&lla hetkella keliakian ainoa hoito on ns. keliakiaruokavalio,
josta haitalliset prolamiinit on poistettu taysin.

Prolamiinien haitallisuus keliaakikoille voidaan kuitenkin eliminoida entsymaattisesti
(Marti ym. 2004; Piper ym. 2004; Shan ym. 2004; Gass ym. 2007). Tehokkain biokemial-
linen menetelm& prolamiinien eliminoimiseksi on proliinispesifien entsyymien kaytto.
Toksiset aminohapposekvenssit voidaan pilkkoa niin pieniksi, etteivat ne endé aiheuta im-
munologista reaktiota. Aspergillus niger -homeesta eristetty proliiniendopeptidaasi
(AN-PEP) on osoittautunut erittdin tehokkaaksi pilkkomaan keliakiassa haitallisia glutee-
nil&éhtoisia peptidejd happamissa olosuhteissa (Edens ym. 2005; Lopez ja Edens 2005;
Stepniak ym. 2006; Sebela ym. 2009). AN-PEP:in soveltuvuutta keliakian ruokavaliohoi-
don tueksi on tutkittu I&hinn& ns. peptidaasipillerind, mutta AN-PEP:ia voitaisiin soveltaa

my0s gluteenittomien elintarvikkeiden prosessoinnissa.

Viljanjyvén itdessa endogeeninen entsyymituotanto hajottaa jyvan endospermin
varastoproteiinit uuden kasvin rakennusaineiksi. T&td luontaista entsyymiaktiivisuutta
voidaan hyodyntdd keliaakikoille haitallisten prolamiinien eliminointiin. Itdvan jyvéan
proteolyyttinen aktiivisuus on tehokkaimmillaan happamissa olosuhteissa (Mikola 1986;
Dunaevsky ym. 1989). Loponen ym. (2009) osoittivat, ettd yhdistamélla mallastus ja
hapantaikinafermentaatio saatiin aikaan voimakasta proteiinien pilkkoutumista; yli 99,5 %
ruismaltaan prolamiineista pilkkoutui. Uuttuneet pilkkoutumistuotteet olivat pienid eik&
niita enda tunnistettu prolamiinipitoisuuden méaéarittdmiseen kaytetylla ns. kompetitiivisella
ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) -menetelmélld. Pilkkoutuneiden
prolamiinien immunoreaktiivisuus oli siis vahentynyt. Koko massan jadnnosprolamiinin
pitoisuus 0,5 % vastasi kuitenkin vield useita satoja mg gluteenia / kg:ssa tuotetta. Jotta
saatu tuote olisi kaupallisesti kiinnostava, olisi sen gluteenitason oltava alle 100 mg/kg ja
mielellddn alle 20 mg/kg (EC 2009). Monet gluteenittomien tuotteiden valmistajat

edellyttdvat jo raaka-aineiltaan alle 20 mg/kg:n gluteenipitoisuutta, vaikka esimerkiksi
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leivonnassa yksittainen ainesosa sekoittuu muihin gluteenittomiin raaka-aineisiin, jolloin

sen mahdollisesti siséltdama hyvin matala prolamiinipitoisuus laimenee edelleen.

Viljan luontaista entsyymiaktiivisuutta hyodynnetddn useissa elintarvikeprosesseissa,
esimerkiksi hapanleivdn ja oluen valmistuksessa. Panimoprosessissa méskayksessa
maltaan proteolyyttinen aktiivisuus pilkkoo proteiineja, jonka jalkeen proteiinit ja peptidit
saostetaan ja suodatetaan pois. Olut on siis esimerkki tuotteesta, jossa gluteenipitoisista
ainesosista voidaan valmistaa gluteeniton tuote. Mallashydrolysaatteja kaytetddn makua

tuovana ainesosana myos keliakiaruokavalioon soveltuvissa elintarvikkeissa.

Viljaprolamiinien pilkkoutumistuotteet, eli pienet peptidit ja etenkin vapaat aminohapot,
voivat toimia flavoriyhdisteiden esiasteina my6s leivonnassa (Hansen ja Schieberle 2005).
Mallastettua ja hapatettua ruista, joka siséltdd paljon vapaita aminohappoja, voitaisiin
mahdollisesti k&yttdd tuomaan gluteenittomiin leipiin happamalle ruisleivélle ominaista
aromia. Suomalaiset keliaakikot kaipaavat hapanta ruisleipad ja erityisesti sen makua, joten
tavoite on kaupallisesti merkityksellinen. Keliakian esiintyvyys on kasvussa (Lohi ym.
2007), joten myds gluteenittomien tuotteiden markkina kasvaa. Laadukkaiden tuotteiden
kehitykselle on siis lisaantyvé tarve. Téallaisen teknologian avulla gluteenittomiin leipiin
voitaisiin  mahdollisesti siséllyttdd myos téysjyvarukiin ravitsemuksellisesti edullisia
komponentteja: ravintokuitua, kivenndis- ja hivenaineita, vitamiineja ja muita bioaktiivisia

yhdisteita.

Taman maisterintutkielman kokeellisen osan tavoitteena oli selvittédéd voidaanko happamis-
sa olosuhteissa inkuboitujen maltaiden j&&nndsprolamiini eliminoida AN-PEP-
entsyymivalmisteella. DSM Food Specialties (Delft, Alankomaat) tarjosi kehittdmaansa
AN-PEP-valmistetta kokeiltavaksi ensimmadisté kertaa elintarviketeknologisessa prosessis-
sa elintarvike- ja ympéristotieteiden laitoksen viljaryhmassa. Gluteeniton mallashydro-
lysaatti voisi tulevaisuudessa tuoda esimerkiksi rukiin ominaisuuksia keliakiaruokavalioon

soveltuviin tuotteisiin.
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Prolamiinit keliakiassa

Keliakiayhteydessé gluteenilla tarkoitetaan vehnén, rukiin, ohran ja niista risteytettyjen
viljalajien jyvien padvarastoproteiineja, prolamiineja. Ndiden viljojen prolamiinit kasittavat
50-80 % jyvén kokonaisproteiinista. Geneettisesti alttiille henkil6ille prolamiinien tietyt
aminohapposekvenssit ovat erittain haitallisia, sill& ne aiheuttavat ohutsuolen limakalvolla
T-soluvalitteisen immuunireaktion (Green ja Jabri 2003). Gluteenialtistus ilmenee
tulenduksellisena suolistosairautena, keliakiana. Jyvan proteiinit vaikuttavat kuitenkin
viljamateriaalin toiminnallisiin ominaisuuksiin elintarvikeprosesseissa. Varsinkin vehnan
proteiineilla on erityisasema; vehn&d prosessoidaan ravinnoksi sen ainutlaatuisten
gluteeniproteiinien muodostaman sitkon vuoksi. Ominaisuudesta on hyotya erityisesti
leipomotuotteissa, mutta vehngjauhoa ja gluteenia kaytetdan yleisesti monenlaisissa

jalostetuissa elintarvikkeissa.

2.1.1 Triticeae-viljojen prolamiinit

Vehnd (Triticum aestivum), ruis (Secale cereale) ja ohra (Hordeum vulgare) kuuluvat
heindkasvien Triticeae-sukurynmaddn. Vehnédssd, ohrassa ja rukiissa padasiallinen
varastoproteiinifraktio ovat prolamiinit, jotka sisaltavat yli puolet koko jyvén typesta.
Triticeae-prolamiinien monomeerien molekyylimassat ovat noin 30-90 kDa (Shewry ja
Tatham 1999). Prolamiinit siséltdvat toistuvia proliini- ja glutamiinipitoisia
aminohapposekvenssejd, joiden jarjestys vaikuttaa koko proteiinin liukoisuusominai-
suuksiin. Prolamiinien aminohapoista glutamiinia on jopa 35-38 % ja proliinia 12-20 %,
lahteesta riippuen (taulukko 1) (Wieser ym. 1988; Shewry 1995; Stern ym. 2001). Tasta

juontuu myos nimitys prolamiini.

Tatham ym. (1990) luokittelivat Triticeae-prolamiinit rakenteen ja koostumuksen perus-
teella (taulukko 2). Ensinnékin kaikki pelkistettyind 70-% alkoholivesiliuokseen liukenevat
viljaproteiinit luokitellaan prolamiineihin. Prolamiinit voidaan luokitella edelleen amino-
happo- ja cDNA-sekvenssiensd mukaan kolmeen luokkaan: rikkipitoisiin prolamiineihin,
rikittdbmiin prolamiineihin ja suurimolekyylipainoisiin eli HMW (engl. high molecular

weight) -prolamiineihin.
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Taulukko 1. Triticeae-viljojen prolamiinifraktioiden aminohappokoostumus pelkistimen
kanssa uutetusta kokonaisprolamiinista ja prolamiinikomponenttien aminohappokoostumus
(mukaillen: Shewry ja Miflin 1985; Shewry ja Tatham 1999).

Viljalaji (prolamiinifraktio) Prolamiinikomponentti
(mol-%) (aminohappojen Ikm / proteiini)
Amino- (g;llizrc]i??ni Ohra Ruis HMV\./ ¢ " pFi?[:)kiﬁ:en Rikiton
happo @ jaglute-  (hordeiini) (sekaliini) ~AYKSIKKO o fvnin  w-sekaliini
niini) DX Gliadiini
Asp 3,0 1,9 2,1 4 2
Asn 0 4
Thr 2,7 2,5 2,5 24 7
Ser 5,4 4,9 5,8 47 17 15
Glu 32,6 ¢ 31,8 ¢ 35,8 ¢ 15 3 7
Gln 299 93 133
Pro 17,3 20,1 20,2 109 45 102
Gly 5,6 3,2 4,2 166 3
Ala 3,7 3,0 2,7 25 1
Cys 1,9 2,9 2,5 5 8 0
Val 3,8 51 4,4 14 15 6
Met 1,2 0,6 1,1 2 6 0
lle 3,7 4,1 3,0 4 14 16
Leu 7,1 7,4 57 36 17 12
Tyr 2,6 2,6 1,7 46 3 4
Phe 4,5 5,2 4,6 2 14 25
His 1,7 1,2 1,3 5 2
Lys 0,9 1,0 0,9 6 3 1
Arg 2,1 2,6 1,5 10 2 7
Trp 9 3 0

Y Aminohappojen lyhenteet on koottu liitteeseen 1.
2 HMW = suurimolekyylipainoinen (engl. high molecular weight)
¥ sis. glutamiinin ja glutamiinihapon (GlIn)
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Taulukko 2. Vehnén, rukiin ja ohran prolamiinien luokittelu (mukaillen: Shewry ym.
1986; Tatham ym. 1990).

Prolamiini Vehna Ruis Ohra

Rikkia sisaltava

Monomeerinen  y-gliadiini y-sekaliini y-hordeiini
B-gliadiini
a-gliadiini
Polymeerinen LMW-gluteniinialayksikko B-hordeiini
Rikittomat o-gliadiini o-sekaliini C-hordeiini
HMW HMW-gluteniinialayksikkd6 HMW-sekaliini  D-hordeiini

Rikkipitoisia prolamiineja on maéarallisesti eniten, noin 70-80 % (Shewry ym. 1983). Nii-
den molekyylimassat ovat noin 30-50 kDa, ja ne sisaltavéat kysteiinia (noin 2-3 mol- %) ja
metioniinia (noin 1 mol-%) sek& runsaasti glutamiinia ja proliinia. Kysteiiniaminohappojen
valille voi syntya proteiinin siséisia tai niiden vélisia disulfidisidoksia, joista jalkimmai-
sié siséltavat prolamiinit muodostavat suuria polymeerejad. Naitd ovat vehnédlla LMW-
(engl. low molecular weight) ja HMW-alayksikdista koostuvat gluteniinit, ohralla B- ja
D-hordeiinit ja rukiilla HMW-sekaliinit.

Rikittomat prolamiinit ovat monomeereja, joiden molekyylimassat ovat noin 30-80 kDa
(Shewry ym. 1983). Niihin kuuluvat vehnan w-gliadiinit, rukiin m-sekaliinit ja ohran
C-hordeiinit. Ohran prolamiineista 10-20 % (Kirkman ym. 1982) sek& noin 10 % rukiin ja
vehnén prolamiineista kuuluu tahédn ryhmééan (Shewry ym. 1983). Shewryn ym. mukaan
rikittomat prolamiinit sisaltavat vain vahan tai eivat ollenkaan kysteiinid ja metioniinia, ja
voivat siksi muodostaa vain molekyylinsiséisia disulfidisidoksia. Rikittdmat prolamiinit
sisdltavat runsaasti glutamiinia, proliinia (yhteensd n. 70 mol-%) ja fenyylialaniinia (7-
9 %).

Vehnén gliadiit ja gluteniinit. Vehné sisaltdd 10-14 % proteiinia (Shewry ym. 1986). Veh-

nan padasialliset varastoproteiinit ovat gliadiini ja gluteniini, jotka ké&sittavat 40-50 % ja
30-40 % vehnan kokonaisproteiinista. Gluteniinit ovat polymeerisia molekyylejd, jotka
koostuvat HMW- ja LMW-gluteniineista (taulukko 2). LMW-gluteniinialayksikot muistut-
tavat aminohappokoostumukseltaan, molekyylikooltaan ja liukoisuudeltaan gliadiineja,
mutta ne luokitellaan gluteniineiksi polymeroitumisensa vuoksi. Niilla on ilmeisen lahei-

nen kehityshistoria, johon viittaavat lahekk&iset geenipaikat vehnén perimassa.
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Gliadiinit ovat monomeerisia prolamiineja; ne sisdltdvat ainoastaan molekyylinsisaisia
disulfidisidoksia. Gliadiinit koostuvat n. 250-300 aminohaposta ja niiden molekyylimassat
ovat 30-40 kDa (Wieser ym. 1994; Shewry ja Tatham 1997). Ne jaetaan aminohappokoos-
tumuksensa perusteella kysteiinia sisaltaviin a-, B- (yhdessd 60 % gliadiineista) ja
v-gliadiineihin (30 %) sekd w-gliadiineihin (10 %), jotka eivat sisélld kysteiinid. Alfa-,
B- ja y-gliadiineilla on kesken&an samantyyppinen primaarirakenne (Shewry ym. 1983).

Kun vehngjauhosta pestdan vedell& pois tarkkelys, jaa jaljelle gluteeni. Leivonnassa glutee-
nilla tarkoitetaan vehnan erillisten, mutta toisiinsa liittyneiden prolamiinien (taulukko 2),
eli gliadiinien ja gluteniinien, muodostamaa viskoelastista proteiiniverkostoa, sitkoa, johon
vehnataikinan ominaisuudet pé&&asiassa perustuvat. Vehnataikinan reologia ja valmiin lei-
van tilavuus riippuvat siis paéasiassa sitkosta. Gluteniinialayksikét muodostavat gluteniini-
makropolymeerin (GMP), jonka molekyylimassa voi olla jopa useita miljoonia (Skerritt
1999). Proteiinin aggregoituminen johtuu p&&asiassa gluteniinialayksikoiden vélisis-
t4 disulfidisidoksista. GMP ei liukene kokonaan mietoihin happoliuoksiin tai natrium-
lauryylisulfaattiliuokseen (SDS), vaan vaatii liuetakseen disulfidisidosten purkamista pel-
kistavien yhdisteiden avulla. Vehnan gluteniineja voidaan pitd4 prolamiineina, jotka eivat
kuitenkaan ole alkoholiliukoisia, koska ne esiintyvat molekyylinvalisten disulfidisidosten
stabiloimina HMW-polymeereina (Shewry ja Tatham 1999). Kun disulfidisidokset pelkis-

tetddn, myos gluteniinialayksikot liukenevat alkoholin vesiliuoksiin.

Ohran hordeiinit. Ohranjyvissa on proteiineja 8-13 % lajikkeesta riippuen (Pomeranz ja

Shands 1974). Ohran pé&aasiallinen prolamiinifraktio on hordeiinit, joita on 35-55 % koko
ohranjyvén proteiinista (Shewry 1993). Korkean glutamiinipitoisuutensa lisdksi hordeiinit
siséltdvat runsaasti proliinia ja hydrofobisia aminohappoja, kuten leusiinia ja valiinia
(Wang ym. 2010).

Hordeiinit jaetaan edelleen neljdédn luokkaan elektroforeettiseen liikkuvuuteen ja
aminohappokoostumukseensa perustuen (taulukko 2). Naistd B-hordeiinella on amino (N)
-terminaalissaan toistuvia proliini- ja glutamiinipitoisia alueita. Runsaasti rikkia sisaltavat
B-hordeiinit (M, =30-50 kDa) ja rikittomat C-hordeiinit (M, = 55-80 kDa) késittavat
70-80 % ja 10-20 % ohran prolamiineista. D-hordeiinit (Mmn =80-90 kDa) kattavat
kokonaisprolamiinista alle 5%. C-hordeiinit ja o0sa B-hordeiineista eivat sisalla
rikkipitoista kysteiinid ja ovat siksi monomeerisia (Simpson 2001). Sen sijaan suurin osa
B-hordeiineista sekd D-hordeiinit sisaltavat molekyylien valisia disulfidisidoksia ja ovat
siten polymeroituneita (Celus ym. 2006). C-hordeiinin toistuvat proliinipitoiset oktameerit
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(PQQPFPQQ) muodostavat ns. -k&&nndsheliksin, jota reunustavat, ja mahdollisesti myos
stabiloivat, globulaariset alueet amino- ja karboksyyliterminaaleissa (kuva 1). Korkeasta
proliinipitoisuudesta ja kompaktista rakenteestaan johtuen C-hordeiini on hankala
substraatti entsyymeille (Simpson 2001).

Kuva 1. C-hordeiinin mahdollinen sekundaarirakenne. Keskelld prolamiini- ja glutamii-
nipitoisten toistuvien oktameerien muodostamat B-kadnteislaskosheliksit globulaaristen
alueiden reunustamina. Nuolet osoittavat kysteiiniendopeptidaasi EP-B:n (engl. barley
endopeptidase) ensisijaisia pilkkomiskohtia. Pilkkoutuminen sallii heliksin avautua ja
paljastaa sekundaarisia pilkkomiskohtia, joihin endopeptidaasit voivat pureutua (Simpson
2001).

Rukiin sekaliinit. Rukiin varastoproteiinit ovat padasiassa alkoholiliukoisia prolamiineja,

joita kutsutaan sekaliineiksi. Sekaliinit eivat muodosta sitkonkaltaista koheesia rakennetta.
Elektroforeettiseen liikkuvuuteen ja rikkipitoisuuteen perustuen sekaliinit jaetaan runsaasti
rikkia siséltaviin  y-sekaliineihin  (My, =40 ja 75 kDa), rikittdmiin ~ ®-sekaliineihin
(Mm =52 kDa) ja HMW-sekaliineihin (Mm, > 100 kDa). Shewryn ja Bechtelin (2001)
mukaan sekaliinit kattavat 24-40 % koko rukiinjyvén typpipitoisuudesta ja Gellrichin ym.
(2003) mukaan 70-80 % jyvan kokonaisproteiinista, uutto-olosuhteista riippuen.

Gammasekaliinit muistuttavat aminohappokoostumukseltaan vehnan y-gliadiineja.
Molekyylimassaltaan 40 kDa:n  y-sekaliineissa on vastaavia sekvensseja  kuin
monomeerisilla vehndn y-gliadiineilla. 75 kDa:n y-sekaliineilla on aminohappoketjussaan
pidempié toistuvia alueita. Ne sisaltavat myos yhden tai useamman kysteiinin, joka stabiloi
proteiinin molekyylinsisaisilla disulfidisidoksilla (Shewry ja Bechtel 2001).

Monomeeristen w-sekaliinien aminohappokoostumus vastaa vehnan o-gliadiineja ja ohran
C-hordeiineja. Ne sisaltavat on runsaasti glutamiinia, proliinia ja fenyylialaniinia, mutta
eivat lainkaan rikkipitoista kysteiinida tai metioniinia (taulukko 1) (Kasarda ym. 1983).
Elektroforeesi ja aminohapposekvensointi ovat osoittaneet, ettd HMW-sekaliinien ja veh-
nan HMW-gluteniinien molekyylimassat ja aminohappokoostumukset vastaavat toisiaan ja

molemmat siséltavat runsaasti glysiinia (Shewry ja Bechtel 2001).
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2.1.2 Keliakia ja gluteenipeptidit

Talla hetkell& keliakian ainoa hoito on elinikdinen ns. keliakiaruokavalio, josta gluteeni on
poistettu  tdysin.  Keliakialiiton asiantuntijaneuvosto  suosittelee  gluteenittoman
ruokavaliohoidon nimeksi keliakiaruokavaliota (Keliakialiitto ry 2009). En&& ei voida
puhua pelkastédén gluteenittomasta ruokavaliosta, sill4 vuonna 2009 voimaan astuneen EU-
lainsaddannon mukaan keliaakikot voivat kdyttaa gluteenittomien tuotteiden rinnalla myos

ns. erittdin vahagluteenisia elintarvikkeita (EC 2009).

Gluteenittomiin erityisruokavalioelintarvikkeisiin sovelletaan 1.1.2012 alkaen Codex
Alimentarius -standardia “elintarvikkeille, jotka on tarkoitettu erityisruokavaliokayttoon
henkildille, jotka eivét siedé gluteenia” (engl. Codex standard for foods for special dietary
use for persons intolerant to gluten). Standardin uudistettu versio hyvaksyttiin Codex
Alimentarius  -komission kokouksessa vuonna 2008 ja julkaistiin  Codexin
standardikokoelmassa. Standardin mukaan gluteeniton elintarvike saa sisaltdd enintdan
20 mg gluteenia/ kg tuotetta. Standardissa madaritelladn myos erittdin vahéagluteeninen
tuote, jolla tarkoitetaan prosessoituja elintarvikkeita, joiden gluteenipitoisuus on 20-
100 mg/kg (CAC 2008).

Keliakian patogeneesi. Keliakian esiintyvyys kasvaa;, suomalaisesta aikuisvaestosta

keliaakikkoja on jo 2 % (Lohi ym. 2007). Keliakian syntymekanismia ei taysin tunneta,
mutta alttius sille on perinndllistd (Wolters ja Wijmenga 2008), mink& liséksi taudin
puhkeamiseen vaikuttavat ympéristotekijat. Toistaiseksi tunnetaan varmasti vasta yksi
keliakialle altistava geeni; lansimaissa kudostyyppi HLA-DQ2 I6ytyy 90-95 %:lta
keliaakikoista, ja l&dhes kaikilla lopuilla keliaakikoilla on kudostyyppi HLA-DQS8 (Fasano
2005). HLA (engl. human leucocyte antigen) -molekyylit pystyvét sitoutumaan spesifisti
ruoansulatuksessa gluteenista vapautuneisiin peptideihin ja esittelem&an ne edelleen
gluteenispesifeille CD4+-T-soluille ohutsuolen limakalvolla (kuva 2). T-soluvasteen
seurauksena erittyy tulehdusta edistavié sytokiineja, jotka ovat solujen vélisen viestinnan
valittdjaaineita. Nykykasityksen mukaan tiettyjen gluteenipeptidien glutamiinin on
kuitenkin muunnuttava deamidaatiolla negatiivisesti varautuneeksi glutamiinihapoksi,
ennen kuin ne voivat sitoutua HLA-DQ2/8-molekyyliin (Van De Wal ym. 1998).
Deamidaation saa aikaan ohutsuolen kudostransglutaminaasientsyymi tTG2 (engl. tissue
transglutaminase 2). tTG2 deamidoi mieluiten glutamiineja sekvenssissa GIn-X-Pro, joita

on gluteenimolekyyleissé runsaasti.
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Kuva 2. Kaaviokuva ohutsuolen limakalvosta, jossa korostettuna keliakian kehittymiseen
liittyvat tekijat. Ohutsuolen ja suolen harjareunuksen entsyymeille resistentit gluteenipoly-
peptidit sdilyvét ruoansulatuksessa kokonaisina ja ne kuljetetaan suolen limakalvon pinta-
kerroksen l&pi. Kudostransglutaminaasi tTG2 deamidoi peptidit. Deamidaatio tapahtuu
padasiassa pintakerroksen alla mutta myos harjareunuksessa. Limakalvon tukikerroksen
CD4+-T-solut tunnistavat deamidoituneet gluteenipeptidit padasiassa HLA-DQ2/8-
molekyylien esittelemind antigeeneja esittelevien solujen (engl. antigen presenting cell,
APC) pinnalla (mukaillen: Sollid 2002).

Epitoopit ovat proteiinissa esiintyviéd alueita, jotka vasta-aine tunnistaa. Lahes kaikkien
keliaakikkojen T-solut tunnistavat a-gliadiinin epitoopit, kun taas y-gliadiini- ja
gluteniiniepitooppeja tunnistetaan harvemmin (Sjostrom ym. 1998; Arentz-Hansen ym.
2000, 2002; Shan ym. 2002). Tasta syystd a-gliadiinia pidetddn keliaakikoille kaikkein
haitallisimpana prolamiinifraktiona. T-soluepitoopit ovat jakautuneet epéatasaisesti
gliadiiniproteiinien sekvensseissd. Ne ovat kerdantyneet alueille, joissa on runsaasti
proliini- ja glutamiiniaminohappoja (Arentz-Hansen ym. 2000). Lisdksi Lammers ym.
(2008)  havaitsivat, ettd gliadiini  sitoutuu ohutsuolen epiteelisolujen  ns.
kemokiinireseptoreihin. Reseptorit tunnistavat peptidit ja saavat aikaan zonuliinientsyymin
vapautumisen, mik& lisd&&d suolen pintakerroksen l&pdisevyyttd. Gliadiinipeptidien
tdydellinen pilkkominen ennen niiden sitoutumista ohutsuolen epiteelisoluihin
todennékdisesti estaisi haitallisten immunologisten reaktioiden sarjan ohutsuolen

limakalvolla.
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Vehnén, ohran ja rukiin prolamiineja sisaltavat tuotteet keliaakikon ruokavaliossa aiheutta-
vat gluteenialtistuksen jatkumisen, joka johtaa ohutsuolen tulehdustilaan. Tulehduksen
laajuus voi vaihdella epiteelinsisdisestd imusolujen runsaudesta keliakian klassiseen ilme-
nemiseen, eli vakaviin hairidihin ohutsuolen limakalvon tukikerroksen l&péisevyydessa:
pintanukan eli villuksen surkastumiseen (Marsh 1992) ja kuopakkeiden liikakasvuun, ns.
kryptahyperplasiaan (Rubin ym. 1960). Té&st4 johtuen keliakian kliiniset oireet ja labora-
torioloydokset ovat moninaisia oireettomuudesta ravintoaineiden taydelliseen imeytymat-
tomyyteen (Shan ym. 2002). Imeytymishéiriot voivat johtaa erilaisiin sekundaarioireisiin ja
mahdollisesti vakaviin liitdnnéissairauksiin. Keliakian moni-ilmeisid sekundaarioireita
voivat olla mm. ripuli, kasvuhairiot, vasymys, osteoporoosi, neurologiset hairiét ja suolis-
ton pahanlaatuiset kasvaimet. Liséksi 10 %:lla keliaakikoista keliakia ilmenee iho-oireina
(dermatisis herpetiformis). Oireeton tai hoitamaton keliakia altistaa liitanndissairauksille
(Robins ja Howdle 2004). Gluteeni voi aiheuttaa yliherkkyysoireita myds ilman keliakialle
tyypillistd ohutsuolivauriota, silld oireiden on havaittu poistuvan gluteenittomalla ruoka-
valiolla (Kurppa 2010; Newnham 2011).

Haitalliset peptidit. Keliakiassa haitalliset peptidit sisaltavét siis runsaasti proliinia. Proliini

on rakenteeltaan ainutlaatuinen verrattuna muihin aminohappoihin. Se on ns. iminohappo,
jolla on rakenteessaan aminoryhmén sijaan iminoryhmé. Iminoryhmassa typpiatomi on osa
rengasmaista molekyylirakennetta; proliinissa sivuketju on sitoutunut sekd aminoryhmaan,
ettd a-hiileen (kuva 3). Syklisyys rajoittaa proliinia siséltdvien polypeptidien rakennetta,
silld a-hiilen ja typen viélinen sidos ei péaase kiertyméén téaysin vapaasti. Rakenteensa
vuoksi proliinilla ei ole funktionaalisia ryhmid eik&d se voi osallistua vetysidoksiin.
Sykliselld proliinilla onkin peptidiketjussa tarked bioaktiivinen tehtdvd — se suojaa
peptidejd proteolyyttiseltd pilkkoutumiselta (Mentlein 1988). Proliini heikent&& proteiinin
pilkkoutuvuutta erityisesti, jos aminohappoketjun N-terminaalissa on X-Pro-peptidisidos
tai C-terminaalissa Pro—X-sidos (Simpson 2001). Proliinin muodostamia peptidisidoksia
on huomattavan hankala pilkkoa muilla kuin proliinispesifeilla entsyymeillda (Cunningham
1997; Shan ym. 2002).
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Kuva 3. Aminohappojen ja proliinin rakenne. a) Yleinen aminohapon rakenne: karboksyy-
li-, amino- ja jokin kolmas (R-) ryhmad kiinnittyneend kiraaliseen a-hiileen (C"). b) Prolii-
ni, jossa amino- ja -CH2—-CH2-CH3-ryhmé& muodostavat syklisen rakenteen (Cunningham
1997).

Ruoansulatuksessa proteiinit pilkkoutuvat ensin mahalaukun pepsiinin ja sitten ohut-
suolessa haiman peptidaasien, eli trypsiinin ja kymotrypsiinin, vaikutuksesta. Peptidiketjut
pilkkoutuvat edelleen suolen pinnan harjareunuksen (engl. brush border membrane)
eksopeptidaasien ansiosta aminohapoiksi sek& di- ja tripeptideiksi, jotka kuljetetaan suolen
epiteelikerroksen 1api. Mm. Hauschin ym. (2002), Shanin ym. (2002) ja Piperin ym. (2004)
mukaan vehndn, ohran ja rukiin prolamiinien korkea glutamiini- ja proliinipitoisuus
vaikuttaa siten, ettd kyseiset proteiinit eivat pilkkoudu ihmisen ruoansulatusentsyymeilla
taydellisesti. Ruoansulatuksen aikana vapautuu siis runsaasti keliaakikoille haitallisia
proliinia ja glutamiinia siséltavida prolamiinildhtoisid polypeptideja (taulukko 3), jotka

aiheuttavat T-soluvaélitteisen immuunivasteen.

Taulukko 3. Tyypilliset keliakiassa immunogeeniset peptidit sisaltavat runsaasti proliinia
(P) ja glutamiinia (Q). Kyseisid peptidejad esiintyy erityisesti prolamiinirakenteissa
(mukaillen: Loponen 2006; Ganzle ym. 2008). Aminohappojen lyhenteet on koottu
liitteeseen 1.

Sijainti

Aminohapposekvenssi (pituus) Alkupera sekvenssissi

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF wogliadiini 56-88

(33-meeri)

FLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQ (26) y-5-gliadiini 26-51
LQPQQPFPQQPQQPYPQQPQ (20) y-5-gliadiini 6079
LGQQQPFPPQQPYPQPQPF (19) a-gliadiini 31-49
QLQPFPQPQLPYPQPQS (17) a-gliadiini 57-73
PQPQLPYPQPQLPY (14) a-2-gliadiini 6275
LGQQQPFPPQQPY (13) a-gliadiini 31-43

FSQPQQQFPQPQ (12) y-5-gliadiini  102-113
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Fysiologisissa olosuhteissa on osoitettu, ettd pepsiinilld ja haiman entsyymeilla hydroly-
soitu gluteeni pilkkoutui tuhansiksi erikokoisiksi haitallisia sekvensseja sisaltaviksi
peptideiksi seuraavasti: 40 % 11-20 aminohapon, 46 % 21-30 ja 15 % yli 30 aminohapon
ketjuksi (Marti ym. 2004). T-solut tunnistavat useita erilaisia ja erikokoisia
prolamiinipeptidejd. Pienin T-soluvasteen aikaansaava peptidi on kymmenesta
aminohaposta koostuva ns. 10-meeri, jonka molekyylimassa on 1,2 kDa (Sjostréom ym.
1998).

Erityisesti  deamidoituna  voimakkaan  immunologisen  vasteen  aikaansaava
prolamiinipeptidi  ns.  33-meeri LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF
(Mm =3903 kDa) on huomattavan resistentti ihmisen ruoansulatuspeptidaaseille (Shan
ym. 2002). Samalla se on erinomainen substraatti kudostransglutaminaasientsyymi tTG:lle.
tTG deamidoi HLA-molekyyleihin sitoutuvat peptidit ja saavat aikaan T-solureaktion
aiheuttaen siten keliakian etenemisen (kuva 2) (Arentz-Hansen ym. 2000; Sollid 2002).
Erityisesti 33-meerid pidetddn ns. superantigeenina, jota kaytetd&n usein mallipeptidind
erilaisissa hydrolyysisovelluksissa, kun tavoitteena on pilkkoa keliakiassa haitalliset
epitoopit. Se vapautuu ruoansulatuksessa a-gliadiinista vatsalaukun ja haiman entsyymien
vaikutuksesta, mutta ohutsuolen harjareunuksen entsyymit eivat pysty pilkkomaan sit4
edelleen (Shan ym. 2002). 33-meerin kaltaiset peptidit ovat erittdin todenndkoisesti
keliaakikkojen T-solujen tunnistamia tulehdusta aiheuttavia sekvenssejd, jotka siséltavéat
useita osittain paallekkaisia peptidejé, ns. T-soluepitooppeja: PFPQPQLPY, PQPQLPYPQ
(kolme kopiota) ja PYPQPQLPY (kaksi kopiota). Sen kanssa homologisia peptideja on
kaikissa keliaakikoille haitallisissa viljoissa, mutta niitd ei esinny ei-toksisissa, ns.
luontaisesti gluteenittomissa viljoissa. 33-meerin liséksi a-gliadiinissa esiintyy esimerkiksi
immunogeeninen sekvenssi, ns. 13-meeri PQPQLPYPQPQLP (Arentz-Hansen ym. 2000,
2002; Shan ym. 2002), joka on myos erittdin resistentti useimmille suolen harjareunuksen
peptidaaseille. Ainoastaan harjareunuksen dipeptidyylikarboksipeptidaasi DCP 1 pystyy
pilkkomaan kyseista peptidia (Hausch ym. 2002).

Nykykasityksen mukaan prolamiinien sisdltdmét 33-meerin kaltaiset peptidit ovat siis
haitallisia keliaakikoille ja ne voivat sisaltéda useita tunnettuja T-soluepitooppeja. Vehnéan
gliadiinipeptidien on osoitettu olevan toksisia keliaakikoille in vivo (Sturgess ym. 1994;
Maiuri ym. 2003; Stenman ym. 2008). Vaikka rukiin sekaliinien ja ohran hordeiinien on
havaittu siséltdvan useita mahdollisesti haitallisen immuunivasteen aktivoivia peptidejé
(Wieser 1995; Vader 2003; Bracken ym. 2006; Kilmartin ym. 2006), ovat ruis ja ohra

olleet poissuljettuja gluteenittomasta ruokavaliosta kaytannossé siksi, ettd niiden prolamiit
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ovat aminohapporakenteeltaan samankaltaisia vehndn kanssa. Stenman ym. (2010)
osoittivat, ettd ruoansulatusentsyymeilld kasitelty rukiin sekaliini aiheutti ns. caco-2-
epiteelisolumallissa samanlaiset haitalliset reaktiot kuin vastaava vehnagliadiini. Tama

havainto tukee edelleen rukiin poissulkemista keliakiaruokavaliosta.

2.2 Prolamiinien entsymaattinen hydrolyysi

Entsyymit ovat proteiineja, jotka toimivat biokatalyytteind. Katalyytti ei itse kulu
reaktiossa, vaan ainoastaan nopeuttaa reaktiota. Entsyymejé on lasné kaikkialla elollisessa
luonnossa. Niitd voidaan eristdd luontaisista lahteistd, kuten kasveista, eldimistd ja mikro-
organismeista, tai tuottaa geeniteknologian avulla. Tallaisten ns. rekombinanttientsyymien
etuna on massatuotanto ja siten entsyymien helppo saatavuus ja eristdminen. Vaikka
entsyymiproteiinit koostuvat useista sadoista aminohapoista, vain muutama aminohappo
sitoo substraattia tai katalysoi reaktiota. Spesifisyydet johtuvat entsyymin monimutkaisesta
molekyylirakenteesta (Bone ym. 1989). Substraattispesifi entsyymi vaikuttaa vain
tietyntyyppisiin molekyyleihin. Myds muut entsyymien ominaisuudet ovat uniikkeja. Ne
ovat aktiivisia vain tietylla lampdétila- ja pH-alueella, tietyssa substraattipitoisuudessa.
Entsymaattisessa reaktiossa tapahtuu kaksi samanaikaista tapahtumaa; substraatin pitoisuus
laskee tuotteen pitoisuuden kasvaessa. Entsyymikatalysoidun reaktion nopeutta voidaan
siis seurata mittaamalla joko substraatin h&vidmista tai tuotteen muodostumista (Kilara ja
Desai 2001).

2.2.1 Peptidaasit ja niiden vaikutus hydrolysaatin ominaisuuksiin

Proteiinien pilkkominen entsymaattisesti on helldvaraisempi menetelma kuin happo- tai
eméashydrolyysi, sill4 entsymaattinen hydrolyysi ei tuhoa aminohappoja. Entsyymien spesi-
fisyyden ansiosta voidaan parhaimmillaan valita tietty entsyymi pilkkomaan tietty pepti-
disidos. Proteiinien entsymaatiseen pilkkoutumiseen vaikuttavat entsyymin spesifisyyden
lisdksi proteiinin denaturaatioaste ja liukoisuus, proteiinin ja entsyymin pitoisuudet, pH,
ionivahvuus, lampdtila ja mahdollisten entsyymi-inhibiittoreiden l&sn&olo. Natiivit proteii-
nit eivat yleensd pilkkoudu helposti entsymaattisesti, koska hydrolyysille alttiit sidokset
ovat usein entsyymin ulottumattomissa proteiinin kompaktin konformaation vuoksi (Kunst
2003). Proteiinin denaturaatio avaa aminohappoketjun monimutkaisen rakenteen, paljastaa

peptidisidoksia ja mahdollistaa siten tehokkaan proteolyysin.
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Viime vuosina kaikkiin proteolyyttisiin entsyymeihin viittaavat termit proteaasi ja
proteinaasi ovat korvautuneet yleistermilla peptidaasi. Peptidaasit jaetaan toimintatapansa
mukaan eksopeptidaaseihin, jotka hydrolysoivat peptidisidoksia laheltd peptidiketjun
terminaalipdétd, ja endopeptidaaseihin, jotka hydrolysoivat peptidisidoksia peptidiketjun
keskeltd (kuva 4) (Kunst 2003; Tuukkanen ym. 2005). Endopeptidaasit katalysoivat siis
proteiinin  pilkkoutumista pienemmiksi peptideiksi ja eksopeptidaasit hydrolysoivat
spesifisti peptidisidoksia tai pilkkovat peptidit aminohapoiksi. Eksopeptidaasit jaetaan
edelleen ryhmiin spesifisyytenséd suhteen, kuten amino-, karboksi-, dipeptidaasit, jne.
Endopeptidaaseja ovat seriini-, kysteiini-, aspartyyli- ja metallopeptidaasit, jotka eroavat

toisistaan entsyymin aktiivisen keskuksen suhteen.
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Kuva 4. Ekso- ja endopeptidaasien toimintatapa (mustat pallot kuvaavat aminohappoja
peptidiketjun terminaalipddssd): a) Eksopeptidaasit katkaisevat peptidisidoksia, jotka sijait-
sevat peptidiketjun terminaalipéisséd tai ne hajottavat vain tietyn kokoisia peptideja.
b) Endopeptidaasit katkaisevat peptidisidoksia keskeltd peptidiketjua (mukaillen: Rao ym.
1998).

Proteolyysié voidaan k&yttaa proteiinien funktionaalisten ominaisuuksien muokkaamiseen
(Kunst 2003). Hydrolyysi voi esimerkiksi parantaa proteiinien emulgaattori- ja vaahtoutu-
vuusominaisuuksia jopa kymmenkertaisesti. Proteolyyttisid entsyymeja voidaan kayttaa
my0s laskemaan proteiiniliuosten viskositeettia ja siten helpottamaan niiden késitelta-
vyyttd. Proteiinihydrolysaatteja k&ytetddn mm. erityisruokavaliovalmisteissa, urheiluravin-
teissa ja didinmaidonkorvikkeissa, silla proteiinien hydrolyysi parantaa niiden imeytymista

ruoansulatuksessa.

Proteiinien hydrolyysissa muodostuu tietyille elintarvikkeille, kuten hapanleivélle tyypil-
lisia flavoriyhdisteiden esiasteita (Thiele ym. 2002; Hansen ja Schieberle 2005). Maun
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happamuus on suhteessa pienten peptidien ja vapaiden aminohappojen madraan tuotteessa
(Kunst 2003). Toisaalta proteolyysi voi tuottaa myos karvaanmakuisia peptideja. Karvaus
liittyy peptidien kokoon ja keskimaardiseen hydrofobisuuteen. Proteiineilla, jotka
koostuvat hydrofobisia sivuketjuja sisaltavistd aminohapoista, on suurempi taipumus
tuottaa karvaita hydrolysaatteja kuin muilla proteiineilla (Ney 1971). Peptidit, joilla on
hydrofobinen aminohappo joko N- tai C-terminaalissaan, ovat véhemmén karvaita kuin jos
hydrofobinen aminohappo sijaitsisi peptidiketjun molemmissa pdissa (Matoba ja Hata
1972). Lopputuotteen karvautta voidaan jossain méérin arvioida etukateen kullekin

aminohapolle kirjallisuudessa raportoitujen hydrofobisuusarvojen perusteella.

2.2.2  Prolamiinien keliakiatoksisuuden eliminointi entsyymien avulla

Elintarviketeknologinen lahtokohta on, ettd elintarvikkeiden tulee olla maukkaita ja
kuluttajille  turvallisia.  Turvallisuusnakokohta korostuu etenkin  gluteenittomien
erityisruokavaliotuotteiden kohdalla. Keliakiaruokavalioon tarkoitettujen elintarvikkeiden
kohdalla turvallisuus tarkoittaa sitd, ettd gluteenipitoisuudelle asetetut raja-arvot eivét ylity.
Gluteenittomia tuotteita on perinteisesti valmistettu ns. luontaisesti gluteenittomista
viljoista, puhtaasta vehnatarkkelyksesta ja puhtaasta kaurasta. Viimeaikaiset tutkimukset
osoittavat, ettd keliaakikoille haitalliset epitoopit voidaan eliminoida my6s gluteenia
siséltavasta viljamateriaalista, ainakin osittain, hyddyntamalla entsymaattista proteolyysia
elintarvikeprosesseissa (Génzle ym. 2008; Loponen ym. 2009) tai farmakologisesti ns.

peptidaasipillering (Gass ja Khosla 2007; Stenman ym. 2010; Tye-Din ym. 2010).

Mallastus. Viljanjyvan itdaminen saa aikaan jyvan endogeenisen eli sisasyntyisen entsyymi-
varannon tuotannon (Mikola 1983; Mikola 1986; Dunaevsky ym. 1989). Osa entsyymeista
on lepdavéssa jyvasséd valmiina, mutta valtaosa muodostuu itdmisvaiheessa. Entsyymi-
synteesin ja entsyymien aktivoitumisen k&ynnistad kasveissa esiintyva gibberelliini-
hormoni. Itdvaan jyvdadn muodostuu runsaasti hydrolaaseja, kuten mm. tarkkelysté hajotta-
vaa a-amylaasia. Jyvassa muodostuu kuitenkin péd&asiassa proteolyyttisia entsyymeja, eli
peptidaaseja, joiden luontainen tehtdva on hajottaa jyvén endospermin varastoproteiinit
uuden kasvin rakennusaineiksi. Itdvan jyvéan proteolyyttinen aktiivisuus on tehokkaimmil-
laan happamissa olosuhteissa. Itdmisessé aleuronin erittdméat orgaaniset hapot happamoit-
tavat endospermin pH 5:een ja pilkkoutuminen lahtee ké&yntiin kysteiiniendopeptidaasien
katalysoimana (Simpson 2001). Syntyneiden peptidien proteolyysid jatkavat seriini-
karboksipeptidaasit, joista suurin osa syntetisoidaan itdmisen aikana alkiokilvessa ja

aleuronissa.
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Proliinin sijainti peptidiketjun ensimmaisend tai viimeisend aminohappona suojaa peptidia
tavanomaisten eksopeptidaasien vaikutukselta. Itdmisessa prolamiinit ovat kuitenkin alttiita
proteolyyttiselle pilkkoutumiselle, silla proliinin muodostamia peptidisidoksia pilkkovat
siithen erikoistuneet jyvén endogeeniset peptidaasit (Simpson 2001). Vapautuneet amino-
hapot kdytetadn uuden kasvin kasvuun, kuten idun ja alkeisjuuren muodostumiseen, ennen
kuin kasvi on valmis ottamaan ravinteita ympéristostdan. Jyvan endogeeniset peptidaasit
mahdollistavat gluteeniproteiinien ja keliaakikoille haitallisten peptidien eliminaation ita-
misen yhteydessé. Yhdistamalla mallastus hapantaikinafermentaatioon on parhaimmillaan
onnistuttu hydrolysoimaan jopa 95 % vehnan prolamiineista (Loponen ym. 2007) ja
99,5 % rukiin sekaliineista (Loponen ym. 2009). My0s Hartmann ym. (2006) osoittivat
idatettyjen viljanjyvien peptidaasien pilkkovan gliadiinipeptideja tehokkaasti.

Viljan endogeenisilla peptidaaseilla on useita etuja home- tai bakteerilahtdisiin
peptidaaseihin verrattuna. Ne ovat tehokkaita ja spesifeja hydrolysoimaan nimenomaan
proliini- ja glutamiinipitoisia varastoproteiineja. Niitd voidaan eristdd luontaisesta
elintarvikemateriaalista ja uutto on yksinkertaista. Viljan idattdminen on tuttu osa
vakiintuneita elintarvikeprosesseja, kuten mallastus oluen ja vékevien alkoholijuomien
valmistuksessa. Rekombinanttien  entsyymien  kayttd voi olla hankalammin
markkinoitavissa kuluttajille ja niiden tuotantokustannukset voivat olla korkeita. Toisaalta
kaupallisia proliiniendopeptidaaseja on jo elintarvikekaytdssd mm. panimoteollisuudessa,
kuten Brewers Clarex (DSM Food Specialties 2011). Panimoprosesseissa gluteenipitoisista
ainesosista, eli ohramaltaasta, voidaan valmistaa gluteenitonta olutta. Markkinoilla onkin
jo useita keliaakikoille soveltuvia oluita. Maltaan proteolyyttinen aktiivisuus pilkkoo
keliaakikoille haitallisia peptideja méskayksen aikana, minka jalkeen pilkkoutumistuotteet
saostetaan ja suodatetaan pois. Ohran prolamiinit eivét ole liukoisia oluenvalmistuksessa,
joten sen nestefaasi, eli vierre, on kaytdnnossa gluteeniton. Endogeenisten entsyymien
lisaksi mahdolliset lisatyt entsyymivalmisteet tehostavat osaltaan prolamiinien

pilkkoutumista panimoprosesseissa.

Hapantaikinafermentaatio. Viljaprolamiinen haitallisuus keliaakikoille voidaan, ainakin

osittain, poistaa tehostamalla niiden hydrolyysi& hapantaikinafermentaatiossa eli raskituk-
sessa (Cagno ym. 2002; De Angelis ym. 2006b; Stepniak ym. 2006; Loponen ym. 2007,
2009). Hapantaikinan mikrobifloora koostuu maitohappobakteereista ja hiivoista. Maito-
happobakteerit tuottavat fermentoinnin aikana maito- ja etikkahappoa, minka seurauksena
hapantaikinan pH laskee. Happamat olosuhteet mahdollistavat viljan luontaisen entsyymi-

aktiivisuuden. Hapantaikinassa proteolyysin saavat aikaan padasiassa viljan endogeeniset
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entsyymit (Bleukx ym. 1998; Thiele ym. 2002; Loponen ym. 2004; Tuukkanen ym. 2005;
Wieser ym. 2008). Biologisen hapantaikinan ja kemiallisesti hapatetun taikinan vertailu on
osoittanut, ettd myos kemiallinen hapattaminen siirtdd pH-arvoa kohti jyvan endogeenisten
entsyymien optimialuetta. Biologinen fermentaatio, eli raskitus maitohappobakteereilla, ei
siis nayté olevan valttamatonta prolamiinien pilkkomiseksi, vaan pH voidaan laskea alas
yht& hyvin kemiallisesti. Maitohappobakteerit voivat kuitenkin edistaa proteolyysia yllapi-
tamélla pelkistavia olosuhteita, jolloin gluteenipolymeerien disulfidisidokset purkautuvat ja
gluteenin liukoisuus lisdantyy (Thiele ym. 2002; Ganzle ym. 2008).

Hapantaikinaa kaytetddn Suomessa etenkin perinteisen happaman ruisleivdn valmistuk-
sessa. Hapantaikinafermentaation aikaansaama proteolyysi parantaa tietyissa rajoissa lei-
van aistinvaraisia ja ravitsemuksellisia ominaisuuksia heikentaméttd kuitenkaan leivan
rakennetta tai tilavuutta (Thiele ym. 2002). Pienet peptidit ja vapaat aminohapot ovat myos
flavorin esiasteita, jotka edelleen fermentaation ja paiston aikana muuntuvat aromiyhdis-

teiksi (Hansen ja Schieberle 2005). Matalan pH:n etuja on myds hapanleivén pitka saily-
VYYs.

Vehndhapanleivonnassa  laskevan  pH:n  aikaansaama gluteniinien liukoisuuden
lisdédntyminen ja niiden osittainen hydrolyysi saavat aikaan gluteniinimakropolymeerin
(GMP) depolymerisoitumisen (Thiele ym. 2004). Alayksikdiden pilkkoutumisen lisaksi
GMP:n eheyteen vaikuttaa stabiloivien disulfidisidosten pelkistyminen.
Molekyylinsisdisten ja -vélisten disulfidisidosten katkeaminen lisd4 edelleen gluteenin
liukoisuutta, jolloin se on alttiimpi proteolyyttisten entsyymien toiminnalle (Thiele ym.
2002). Taydellinen gluteenin hydrolyysi vehnahapantaikinassa vaatii siis proteolyyttisen
aktiivisuuden lisaksi disulfidisidosten pelkistymisen ja gluteeniproteiinien liukoisuuden
lisadntymisen. Viljaraaka-aineessa on endogeenista pelkistyspotentiaalia (Suske ym. 1979),
joten ulkopuolisen pelkistimen lisdé&minen ei ole tarpeellista. Vehnan kysteiinipeptidaasien
ailkaansaama prolamiinien hydrolyysi on aktiivisinta pH:ssa 3,5-5,5 (Bottari ym. 1996;
Capocchi ym. 2000), joten hapantaikinafermentaatio tai kemiallinen hapattaminen tarjoaa
ihanteelliset olosuhteet kysteiinipeptidaasien toiminnalle. Loponen ym. (2004) ja Thiele
ym. (2004) havaitsivat, ettd hapantaikinafermentaatiossa LMW-gluteniinit hydrolysoituvat

osittain ja HMW-gluteniinieista pilkkoutui suurin osa.

Suoraleivonnassa vehnataikinan HMW-gluteniini- ja GMP-pitoisuudet korreloivat leivan
tilavuuden suhteen (Weegels ym. 1996). Polymeeriset HMW-gluteniinit vaikuttavat

taikinan vahvuuteen ja elastisuuteen, kun taas gliadiinit ja LMW-gluteniinit saavat aikaan
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viskoosit ominaisuudet. Yhdessa ne muodostavat vehnataikinan sitkon, joka on
vehnéleivonnan olennainen laatutekija. Gluteenirakenteen pilkkoutuminen hapan-
taikinafermentaatiossa vaikuttaa taikinan viskoelastisiin ominaisuuksiin ja voi heikentda
leivdn rakennetta. Liiallinen gluteeniproteiinien pilkkoutuminen tuhoaa sitkon.
Kéytdnndssé sitkoton leivonta vastaa teknologisilta haasteiltaan gluteenitonta leivontaa.
Taikinan ja valmiin leivdn ominaisuudet riippuvat kuitenkin hapantaikinan osuudesta

reseptissad ja siitd, miten mittavaa proteiinien pilkkoutuminen on.

Proteiinien  huomattava  entsymaattinen  pilkkoutuminen on  osoitettu  myo6s
ruishapantaikinasysteemeissg, jolloin erityisesti alkoholiliukoiset sekaliinit
hydrolysoituivat. Proteolyyttisen pilkkoutumisen saivat aikaan rukiin endogeeniset
aspartyylipeptidaasit (Tuukkanen ym. 2005; De Angelis ym. 2006a). Tuukkanen ym.
(2005) havaitsivat, ettd maitohappobakteerien tuottamien maito- ja etikkahapon
aikaansaamat hapantaikinan miedon happamat olosuhteet (pH 3,5-4) lis&sivat rukiin
sekaliinien liukoisuutta ja siten niiden proteolyyttista pilkkoutuvuutta. Perinteisessé
ruisleivonnassa ei ole prolamiinien pilkkoutumisesta johtuvia vastaavia laatuongelmia kuin
vehnéleivonnassa, silld ruistaikinan vedensidonta- ja kaasunpidatyskyky riippuvat p&&osin
pentosaaneista (Ganzle ym. 2008). Voimakas entsyymiaktiivisuus ja hydrolyysi voivat

kuitenkin vaikuttaa my6s pentosaanien teknologisiin ominaisuuksiin.

Keliakian peptidaasilddkehoito. Keliakian uudeksi hoitomuodoksi ruokavaliohoidon

rinnalle ehdotettu suun kautta annosteltavaa entsyymiliséd (Shan ym. 2002, 2004; Gass
ym. 2005; Sollid ja Khosla 2005; Siegel ym. 2006; Stepniak ym. 2006; Mitea ym. 2008a).
Ladkehoito mahdollistaisi keliaakikoille gluteenipitoisten elintarvikkeiden nauttimisen
silloin tallgin, tai ainakin silld voitaisiin vahentdd gluteenittomien, mutta mahdollisesti

kontaminoituneiden elintarvikkeiden aiheuttamia haittoja.

Gluteenin  proteolyyttistd  eliminaatiota on  tutkittu = korkean  erotuskyvyn
nestekromatografialla (HPLC), massaspektrometrilld, T-solu- ja antigluteenianalyysein
sekd Kliinisella gluteenialtistuksella (Hausch ym. 2002; Marti ym. 2004; Shan ym. 2004,
2005; Piper ym. 2004; Gass ym. 2005; Pyle ym. 2005). Proliinispesifit endopeptidaasit
(PEP) nopeuttavat gluteenin pilkkoutumista ruoansulatuskanavassa ja ne voisivat
mahdollisesti tulevaisuudessa toimia osana keliakian hoitoa. Peptidaasiladkehoidon
periaatteena on haitallisten gluteeniepitooppien tdydellinen pilkkominen proliinispesifeilla
entsyymelld jo vatsalaukussa, ennen niiden imeytymistd ohutsuolessa. Ateriaa ennen tai

sen yhteydessd otetulla entsyymilisallda voitaisiin vélttdd haitallisten peptidien péasy



26

ohutsuoleen asti silloin, kun aterian gluteenittomuudesta ei voida muuten tdysin varmistua

tai gluteenia sisaltdvaa ruokaa on syoty vahingossa.

Osa bakteeriperéisista PEP:eista on aktiivisia neutraalissa pH:ssa. Tast4 johtuen ne voivat
eliminoida gluteenipeptideji ohutsuolen alkuosassa, jossa ravinnon proteiinien hydrolyysi
ja imeytyminen suurimmaksi osaksi tapahtuu. Monet entsyymit on kuitenkin suojattava
vatsalaukun voimakkaan happamilta olosuhteilta esimerkiksi kapseloimalla, jotta ne akti-
voituvat vasta ruokasulan vapautuessa pohjukkaissuoleen (Gass ym. 2005). Lupaava hoi-
tomalli on kahden entsyymin yhdistelmd, jossa rekombinantti glutamiinispesifi EP-B2
(engl. barley endopeptidase 2) hydrolysoisi gluteenia ensin vatsalaukussa, jonka jalkeen
toinen PEP aktivoituisi pohjukkaissuolessa (Siegel ym. 2006; Tye-Din ym. 2010). Yhdis-
telmé&hoito voisi mahdollisesti poistaa gluteenin haitallisuuden olosuhteissa, joissa yksi
entsyymi ei riita tdydelliseen gluteenin eliminaatioon. Entsyymiyhdistelmid on testattu
kliinisiss& kokeissa, mutta tuloksia ei ole toistaiseksi julkaistu (Alvine Pharmaceuticals
2010).

Mitea ym. (2008a) tutkivat gluteenin pilkkoutumista ns. TIM-systeemisséa Aspergillus
niger -homeesta eristetyn proliiniendopeptidaasivalmisteen (AN-PEP) avulla. TIM (engl.
TNO Gastrointestinal Model) on in vitro -systeemi, joka on kehitetty entsyymien ja
ld&kkeiden toiminnan kuvaamiseksi ihmisen ruoansulatuksessa (Minekus ym. 1995).
Validointitutkimukset osoittavat, ettd TIM-malli jaljittelee tarkasti ihnmisen vatsaontelossa
ja ohutsuolessa tapahtuvia dynaamisia fysiologisia prosesseja ja ennustaa luotettavasti in
vivo -dataa (Verwei ym. 2003; Blanquet ym. 2004; Souliman ym. 2006). Systeemi on
tdysin tietokoneistettu ja perustuu terveiden vapaaehtoisten aineistosta saatuihin
parametreihin, kuten pH, ruumiinlampo, sylki-, maha-, sappi- ja haimaeritys, seké pienten
molekyylien ja veden imeytyminen. Vaalean leivdn ja hampurilaisaterian gluteenin
pilkkoutuminen TIM-systeemin vatsalaukkua jéljittelevassa osassa nopeutui huomattavasti
AN-PEP-pillerin avulla. AN-PEP pilkkoi T-solureaktion aikaansaavat epitoopit alle

gluteenin toteamisrajan (Mitea ym. 2008a).

L&&kehoito parantaisi keliaakikkojen eldmanlaatua, mutta vehnégliadiinin monimutkainen
molekyylirakenne tekee PEP-pillerin k&ytdnnon sovelluksista haastavaa (Shan ym. 2004;
Matysiak-Budnik ym. 2005). Gluteenipeptidien taydellinen pilkkoutuminen vaatinee
useamman eri entsyymin yhdistelmén yhden spesifin peptidaasin sijaan (Siegel ym. 2006;
Gass ym. 2007; Ehren ym. 2009). Kaytdnnon sovellusten esteend ovat toistaiseksi olleet

myo6s peptidiketjujen hidas pilkkoutuminen, korkean entsyymipitoisuuden tarve ja siten
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hoidon kalliit kustannukset (Sollid ja Khosla 2005; Matysiak-Budnik ym. 2005; Bethune
ym. 2006; Siegel ym. 2006). Lisaksi useimmat ladketutkimukset on toteutettu
gluteenipeptideilld, rekombinanteilla gluteenimolekyyleilla tai natiivilla gluteenilla.
Ravinnon gluteeni esiintyy elintarvikkeissa, joissa gluteeni on kuumakasitelty ja se on
sekoittuneena muihin, mitd erilaisimpiin, elintarvikkeen ainesosiin. Gluteeniverkosto,
erityisesti  sen  disulfidisidokset ja gluteenin alttius proteolyysille, muuttuu
leivontaprosessin aikana (Pasini ym. 2001). Prosessoiduissa elintarvikkeissa gluteeni voi
olla hankalammin entsyymien saavutettavissa ja pilkkoutuu siksi heikommin. Lis&ksi
suurin osa proliinispesifien peptidaasien kinetikkaa kasittelevistd tutkimuksista on tehty
varsin pienilla synteettisill4 substraateilla, vaikka useimmat keliakiassa immunogeeniset

gluteenipeptidit ovat yli kymmenen aminohapon ketjuja.

2.2.3 AN-PEP ja muita proliinispesifeja entsyymeja

Aminohappo proliini vaikuttaa merkittavasti polypeptidiketjun rakenteeseen ja siten
proliinia sisaltavien biomolekyylien ominaisuuksiin (ks. Haitalliset peptidit). Proliinia
sisdltavan peptidiketjun rakenne rajoittaa ratkaisevasti peptidisidosten proteolyyttista
pilkkoutuvuutta (Cunningham 1997). Evoluution my6td on kuitenkin Kkehittynyt
proliinispesifiseja entsyymejd, jotka tunnistavat proliinin ja saavat aikaan peptidiketjun
hydrolyysin. Téllaisilla entsyymeilld on térked biologinen rooli. Niiden toiminta voi
inaktivoida tai muokata peptidejad ja proteiineja, mikd puolestaan voi vaikuttaa
elintérkeisiin fysiologisiin prosesseihin, esimerkiksi aineenvaihduntareittien toimintaan.
Vaikka proliiniendopeptidaaseja ekspressoituu mikro-organismien ja kasvien (myos
viljanjyvien) liséksi useissa nisdkkaiden kudoksissa, niita ei kuitenkaan erity vatsalaukusta,
haimasta tai ohutsuolen harjareunuksen kudoksesta, eivatkd ne siten liity ravinnon

proteiinien pilkkoutumiseen.

Vaikka useimmat seriiniendopeptidaasit (EC 3.4.21) eivéat pysty pilkkomaan proliinin
muodostamia peptidisidoksia, voidaan seriiniendopeptidaaseihin kuuluvilla proliini-
spesifeilld entsyymeilld (EC 3.4.21.26) pilkkoa esimerkiksi proliinipitoisia gluteenipeptide-
ja. Téllaisia entsyymejé ovat proliiniendopeptidaasit (PEP) ja niihin kuuluvat proliinioligo-
peptidaasit (POP), joilla voidaan hydrolysoida peptidisidoksia proliinin karboksyylipuolel-
ta. Useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd bakteeriperdiset PEPIt pilkkovat proliinipitoisia
gliadiinipeptideja tehokkaasti, erityisesti yhdessa ohutsuolen harjareunuksen entsyymien
kanssa (Hausch ym. 2002; Shan ym. 2002; Piper ym. 2004). Yksi tehokkaimmista



28

PEP:eista on Aspergillus niger -homeesta eristetty AN-PEP (Edens ym. 2005; Lopez ja
Edens 2005; Stepniak ym. 2006; Sebela ym. 2009).

Proliinioligopeptidaasit (POP) eivét pilko proteiineja, vaan suhteellisen pienid peptideja,
maksimissaan 30 aminohapon ketjuja (Polgar 2002). POP:it ovat rakentuneet siten, etté
niiden propellimainen sekundaarirakenne estaa pitkien peptidiketjujen padsyn entsyymin
aktiiviseen keskukseen, mika luonnossa suojaa mm. soluliman proteiineja pilkkoutumi-
selta. Vaikka POP:eja on eristetty monenlaisista eri lahteistd, on epatodenndkoistd, ettd ne
olisivat kayttokelpoisia gluteenin eliminointiin elintarvikesovelluksissa. Neutraali pH-
optimi (Venaldinen ym. 2004) ja suhteellisen alhainen optimilampétila eivat salli elintarvi-
kesovellusten tavallisia inkubaatio-olosuhteita. Koska POP:it ovat soluliman entsyymeja,
ne eivét erity elatusaineeseen, jolloin entsyymin eristdminen on tyolasta ja kallista (Edens
ym. 2005).

Aspergillus niger -proliiniendopeptidaasi. Aspergillus niger on homesieni, jota k&ytetdan

entsyymituotantoon. A. niger -kannat erittavét runsaasti entsyymejd, jotka vapauttavat bio-
polymeereistd peptideja ja aminohappoja, ja tatd ominaisuutta hyddynnetddn mm. elintar-
viketeollisuudessa. Kasvipatogeenisuudestaan huolimatta A. niger -homeesta tuotettuja
entsyymeja pidetddn vyleisesti turvallisina kayttdd (Schuster ym. 2002). A. niger
-peptidaaseille on myonnetty Yhdysvaltain elintarvike- ja ld&kevirasto FDA:n (2002)
GRAS-status (engl. generally recognized as safe), eli entsyymi on todettu turvalliseksi ja
hyvaksytty elintarvikesovelluksiin.

AN-PEP:ia tuotetaan kayttdamalla A. niger -kantaa CBS513.88. Entsyymi erittyy
elatusaineeseensa, joten puhtaan entsyymin tuotanto on yksinkertaista. Sekvenssien
vertailun perusteella AN-PEP kuuluu seriinipeptidaasien SC-suvun heimoon S28, eik&
prolyylioligopeptidaasien heimoon S9, kuten proliinispesifit endopeptidaasit yleensa
(Edens ym. 2005). Sekvenssit ovat samantyyppisid ennemminkin soluja hajottavien
Pro—X-karboksipeptidaasien ja dipeptidyylipeptidaasi 11:n kuin POP:ien kanssa. Lisaksi
POP:it hydrolysoivat maksimissaan 27- tai 30-meerid ja Edensin ym. (2005) toteuttamat
hydrolyysit osoittivat AN-PEP:in  pilkkovan molekyylimassaltaan  suurempiakin
substraatteja, jopa kokonaisia proteiineja. Johtopéaatoksena A. niger -entsyymi todella on
proliinispesifi endopeptidaasi (PEP), eika prolyylioligopeptidaasi.

Elintarvikelaatuisen AN-PEP:in pH-optimi on 4,0-5,0 (kuva 5) (Edens ym. 2005; Sebela
ym. 2009). Edensin ym. (2005) mukaan tarkka pH-optimi on 4,2 ja optimilampdtila kysei-
sessd pH:ssa 50 °C. AN-PEP:in molekyylimassa on noin 66 kDa ja isoelektrinen piste
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pH 4,2:ssa. AN-PEP on erittdin lampdostabiili; Mcllvainen pH-puskuriin liuotettuna inku-
bointi 65 °C:ssa 30 min ajan ei heikentényt aktiivisuutta lainkaan (Sebela ym. 2009). Inhi-
biittoritesteissa  ainoastaan 0,4 mM  p-nitrofenyyli-p“-guadinidobentsoaatti  vahensi
AN-PEP:in aktiivisuutta (Edens ym. 2005). AN-PEP:in suhteellisen korkeasta molekyyli-
massasta ja huomattavasta glykosylaatiosta johtuen entsyymi soveltuu ainoastaan liuosso-
velluksiin (Sebela ym. 2009).
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Kuva 5. Aspergillus niger -homeen tuottaman proliinispesifin endopeptidaasin (AN-PEP)
aktiivisuus eri pH-olosuhteissa. Spektrofotometrisessé aktiivisuusmaarityksessa kéytettiin
Z-Gly—-Pro—pNA-substraattia ja aktiivisuus mitattiin nkat-yksikkond. Nkat maaritelladn
entsyymin maaraksi, jolla reaktionopeus nousi kyseisissa analyysiolosuhteissa 1 nmol/s
(Sebela ym. 2009).

Puhdasta AN-PEP:ia voidaan tuottaa suuria maaria suhteellisen edullisesti. Entsyymin
padasialliset teolliset sovellukset ovat talla hetkell& proteiinihydrolysaattien karvauden
poistaminen vahentamalla hydrofobisten peptidien maarédd (Edens ym. 2005) ja oluen
sameuden estdminen pilkkomalla proliinipitoisia proteiineja (Lopez ja Edens 2005).
Oluenvalmistuksessa ohramaltaista uuttuu vaikealiukoisia hordeiineja ja polyfenoleja,
joiden vuorovaikutus voi jaédhdytettdessa aiheuttaa kolloidisen saostuman (engl. chill-haze)
(Asano ym. 1982; Siebert ym. 1996). Oluen kirkastamiseksi on olemassa useita
menetelmid, mutta ne kaikki eivét ole riittdvan tehokkaita tai ne samalla estavét oluessa
toivottua vaahdonmuodostusta. Proteolyyttisilla entsyymeilla voidaan pienentdd sameutta
aiheuttavien proteiinien kokoa, jolloin muodostuvat proteiini-polyfenoli-aggregaatit ovat
pienempid ja liukoisempia veteen (Posada ym. 1971). Proteiinien taipumus aiheuttaa
sameutta on suoraan suhteessa niiden proliinipitoisuuteen (Asano ym. 1982; Siebert 1999)
ja proliinien valiset peptidisidokset ovat tunnetusti hankalia pilkkoa. Lopez ja Edens

(2005) osoittivat, ettd A.niger -entsyymi on spesifi pilkkomaan nimenomaan
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proliinipitoisia, sameutta aiheuttavia proteiineja vaikuttamatta kuitenkaan merkittavasti
vaahdonmuodostukseen. Naihin tutkimuksiin perustuen DSM Food Specialties (Delft,
Alankomaat) on tuonut markkinoille Brewers Clarex -entsyymivalmisteen, joka on laajalti
kéaytossa panimoteollisuudessa. Taman tutkielman kokeellisessa osassa kéytetty AN-PEP-

entsyymivalmiste on todenndkdisesti vastaavanlainen entsyymi.

AN-PEP on osoittautunut erittdin tehokkaaksi pilkkomaan myds T-soluja aktivoivia glutee-
nipeptidejd happamissa, vatsalaukkua jdljittelevissd olosuhteissa, silla sen pH-optimi on
hapan ja se on resistentti pepsiinille (Stepniak ym. 2006). AN-PEP pilkkoi gluteenin
pepsiini-trypsiini-digestia sek& kokonaisia gliadiini- ja gluteniinimolekyylejd, jotka eivét
endd pilkkoutuneina sitoutuneet keliaakikoiden HLA-DQ2/8-molekyyleihin. Stepniak ym.
havaitsivat AN-PEP:in hydrolysoivan ns. 19-meerié (Glia p31-49), jonka tiedetdin saavan
keliaakikoilla aikaan tulehdusvasteen. Lisdksi AN-PEP pilkkoi tehokkaasti a- ja
v-gliadiineja. My0s Rizzello ym. (2007) ja Mitea (2008a) kayttivat A. niger -peptidaasia
onnistuneesti haitallisten gluteenisekvenssien eliminointiin in vitro. AN-PEP pystyy siis
eliminoimaan suurimman osan gluteenin toksisista sekvensseistd, jopa yksinddn, niin

elintarvike- kuin ladkesovelluksissakin.

Flavobacterium meningosepticum -proliiniendopeptidaasi. F. meningosepticum -baktee-

rista perdisin olevan proliiniendopeptidaasin (FM-PEP) on osoitettu pilkkovan keliaa-
kikoille haitallisia gluteenilahtdisia peptideja in vitro (Shan ym. 2002). FM-PEP on spesifi
immunogeenisia o- ja y-gliadiineja seka gluteniinia kohtaan (Gass ym. 2005). Marti ym.
(2005) ja Pyle ym. (2005) ovat osoittaneet, ettd FM-PEP vahensi huomattavasti pepsiinilla
ja haiman peptidaaseilla esikéasitellyn gluteenin immunoreaktiivisuutta. FM-PEP inaktivoi-
tuu, ainakin osittain, vatsalaukun matalan pH:n ja pepsiinin vaikutuksesta. Ruoansulatuk-
sessa erittyvdd madréa vastaava maara haiman entsyymejd ei kuitenkaan inaktivoinut
FM-PEP:ia. Inkubaatio happamissa olosuhteissa sailytti 50-70 % entsyymin alkuperaisesta
aktiivisuudesta (Shan ym. 2004). Entsyymin molekyylimassa on 79 kDa (Yoshimoto ym.
1991) ja pH-optimi 7.

Polgérin (1994) mukaan FM-PEP:in rakenne estdé suurten molekyylien p&asyn entsyymin
aktiiviseen keskukseen, joten sen ensisijaisia substraatteja olisivat pienet peptidit. Shan
ym. (2004) kuitenkin osoittivat, ettd FM-PEP hydrolysoi yhtd tehokkaasti 33-meerié ja
13-meeristd gluteenipeptidia PQPQLPYPQPQLP. FM-PEP hydrolysoi mieluiten
Pro-Gln-sidosta. 13-meeri pilkkoutui ensisijaisesti nuolen osoittamasta kohdasta:
PQPQLPYP|QPQLP. Vertailtaessa FM-PEP:ia muihin bakteeriperdisiin PEP:eihin
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havaittiin, ett4d FM-PEP hydrolysoi 33-meerid Myxococcus xanthus -peptidaasiin verrattuna
viisinkertaisella nopeudella ja 20 kertaa nopeammin kuin Sphingomonas capsulata

-peptidaasi. FM-PEP-hydrolyysissa syntyi vélituotteina pitkié peptidiketjuja.

Gluteenin eliminaatiota FM-PEP:illa ovat tutkineet my6s Piper ym. (2004) ja Matysiak-
Budnik ym. (2005). Tutkimuksissa havaittiin, ettd FM-PEP vaati suuren entsyymipitoisuu-
den ja pitkan inkubaatioajan. FM-PEP ei siksi voisi toimia keliakian entsymaattisena laéke-
hoitona tai poistaa gluteenin haitallisuutta taysin, ainakaan yksinddn. Myo6s entsyymin
heikko saanto ja siitd aiheutuvat korkeat tuotantokustannukset hankaloittavat kaupallisesti

kannattavien sovellukset kehittamista.

Sphingomonas capsulata -proliiniendopeptidaasi. Shan ym. (2004) havaitsivat, etta

S. capsulata -bakteerista peraisin olevan proliiniendopeptidaasi (SC-PEP) pilkkoi ensisijai-
sesti Pro—GlIn- ja Pro—Tyr-sidoksia. SC-PEP ei hydrolysoi tehokkaasti pitkia peptidiketjuja,
kuten 33-meerid, vaan mieluummin esimerkiksi 13-meerin peptidisidoksia. SC-PEP:in pH-
optimi on 7 ja inkubaatio pH:ssa 1,6—-3,9 sailytti 30-80 % entsyymin alkuperaisesta aktiivi-
suudesta.

Myxococcus xanthus -proliiniendopeptidaasi. Edelleen Shanin ym. (2004) tutkimuksissa

havaittiin, ettd M. xanthus -bakteerin solulimaan erittyvd proliiniendopeptidaasin
(MX-PEP) todettiin pilkkovan mielummin Pro—Tyr/Phe-sidoksia kuin Pro—GlIn-sidosta ja
33-meerin hydrolyysituotteet olivat p&aasiassa pienid peptidejd. MX-PEP hydrolysoi
kuitenkin mieluummin 13-meerid kuin 33-meerid. MX-PEP:in pH-optimi on 7. Inkubaatio
happamissa olosuhteissa sailytti jopa 70-90 % entsyymin alkuperdisestd aktiivisuudesta
eikd ruoansulatuksessa erittyvad maarad vastaava maard haiman entsyymeja inaktivoinut
MX-PEP:ia. Shanin ym. (2004) tutkimuksiin perustuen Gass ym. (2005) yksinkertaistivat
MX-PEP:in tuotantoprosessia. Saanto parani ja kustannukset olivat alhaisemmat, minka
lisdksi Gass ym. osoittivat MX-PEP:in spesifisyyden immunogeenistd a- ja y-gliadiinia

sekd gluteniinia kohtaan.

Aspergillopepsiini. Ehren ym. (2009) tutkivat gluteenin eliminaatiota Aspergillus niger

-homeen tuottamalla aspergillopepsiinilla (ASP). ASP:ia kaytetdan laajalti elintarvike-,
lisdravinne- ja rehutuotannossa. Se hydrolysoi gluteenia lyhyemmiksi peptideiksi, toisin
kuin nisdkkaiden ruoansulatuspepsiini. ASP ei kuitenkaan yksindén pystynyt poistamaan
gluteenin haitallisuutta, mutta yhdistettynd ohran glutamiinispesifiin EP-B2-entsyymiin se
pystyi eliminoimaan huomattavia gluteenimadrid fysiologisissa vatsalaukun olosuhteissa.

Vaikka ASP ei ole suoraan spesifi immunotoksisia gluteeniepitooppeja kohtaan, se voi
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edistdd gluteenin eliminaatiota pilkkomalla proteiineja lyhyemmiksi peptideksi
spesifimpien endo- ja eksopeptidaasien saataville (Hausch ym. 2002; Shan ym. 2004).

Dipeptidyylipeptidaasi I\VV. Ehren ym. (2009) selvittivat gluteenin haitallisuuden poistamis-

ta myos Aspergillus oryzae -homeen tuottamalla seriinipeptidaaseihin kuuluvalla dipepti-
dyylipeptidaasi IV:11a (DPPIV, EC 4.4.14.5). DPPIV nopeutti lyhyiden peptidien eliminaa-
tiota ja yhdesséd proteiineja lyhyemmiksi fragmenteiksi pilkkovan ASP:in kanssa pienet
gluteenimé&érat saatiin eliminoitua in vitro. Molemmat entsyymit ovat turvallisia elintarvi-
kekaytossa. DPPIV irrottaa dipeptideja vahintddn kolmesta aminohaposta muodostuvista
substraateista. DPPIV pilkkoo ensisijaisesti sidoksia, joissa proliini on sijainnissa P;, mutta
ei kuitenkaan kahden proliinin valisia sidoksia.

2.3 Prolamiinien immunologiset maaritysmenetelmaét

Keliakiaruokavalioon tarkoitetut elintarvikkeet valmistetaan ns. luontaisesti gluteenitto-
mista raaka-aineista tai ainesosista, joista gluteeni on poistettu. Valmistajan on
huolehdittava, etteivat gluteenittomiksi merkityt ainesosat tai elintarvikkeet kontaminoidu
gluteenilla. Vehna on elintarvikeketjussa erittdin yleinen, joten myods reseptiikaltaan
gluteenittomat tai gluteenittomiksi prosessoidut tuotteet voivat siséltéda gluteenia sellaisen
maarén, joka riitt4d aiheuttamaan oireita keliaakikoille. Kontaminaatioriski on olemassa
esimerkiksi tuotantolinjoilla ja laitteissa, joilla on aiemmin Kkasitelty gluteenipitoisia
tuotteita tai raaka-aineita. Gluteenittomuuden varmistamiseksi tarvitaan siis luotettavia

analyysimenetelmia.

Viljakemiassa gluteeni on maéritetty perinteisesti fysikaalisesti, ei kemiallisesti. Kostean
sitkon madrityksessa taikinapallosta pestdan pois térkkelys vedelld joko kasin tai
sitkonpesulaitteella, jolloin jaljelle j&& gluteeni. Keliaakikoille haitallisen gluteenin
madrittdmiseen tarkoitetuista analyysimenetelmistd suurin 0sa perustuu vasta-
ainetekniikkaan (engl. antibody). Muita ei-immunologisiin reaktioihin perustuvia
analyysimenetelmid ovat esimerkiksi polymeraasiketjureaktio (engl. polymerase chain
reaction, PCR), joka tunnistaa proteiinin sijaan DNA:n, sekd adenosiinitrifosfaatti (ATP)
-tikkutesti 1&hinnd prosessipintojen puhtauden tarkistamiseen (Mermelstein 2011).
Entsyymivélitteinen immunosorbenttimaaritys (engl. enzyme-linked immunosorbent assay,

ELISA) on kuitenkin muita menetelmid huomattavasti tarkempi.
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2.3.1 Entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys, ELISA

ELISA on biokemiallinen vasta-ainetekniikkaan perustuva menetelmd, jota kéytetdén
yleisesti immunologisten yhdisteiden madrityksessd. ELISA-testilla voidaan havaita
biologisesta néytteestd antigeeni, eli vasta-aineen muodostaja, tai vaihtoehtoisesti itse
vasta-aine. Spesifit vasta-aineet sitoutuvat tutkittavaan proteiiniin, eli antigeeniin.
Muodostuneeseen vasta-aineen ja antigeenin kompleksiin liitetddn ns. entsyymikonjugoitu
vasta-aine, jonka avulla mitattavissa oleva yhdiste muodostuu. Muodostuneen yhdisteen

pitoisuus vastaa antigeenin pitoisuutta alkuperaisessa naytteessa.

Gluteenittomia erityisruokavalioelintarvikkeita koskevan Codex Alimentarius -standardin
(CAC 2008) mukaan gluteenipitoisuuden maéarittdmiseksi viljamateriaalin prolamiinit
uutetaan alkoholin  40-70-% vesiliuokseen ja prolamiinipitoisuus analysoidaan
immunokemiallisella menetelmdlld. Menetelmén vasta-aineen on tunnistettava keliakiassa
haitalliset peptidit, mutta samalla sen ei pid4d reagoida muiden elintarvikeproteiinien
kanssa.  Tunnistusrajan on oltava vahintddn 10 mg gluteenia / kg elintarviketta.
Prolamiinien monimuotoisuus tekee prolamiinipitoisuuden tarkasta maarittdmisesta
kuitenkin haastavaa. Menetelméll& pitdisi voida maarittd4 haitalliset proteiinit ja peptidit

huolimatta elintarvikkeen tyypistd tai sen valmistusprosessista.

Prolamiinispesifiset vasta-aineet. Prolamiinien tunnistamiseen on kehitetty useita erilaisia

poly- ja monomeerisia vasta-aineita, jotka ldhes kaikki on kehitetty gliadiinia tai sen
alayksikoitd vastaan. Suurin osa kaupallisista immunologisista gluteenimaaritys-
menetelmistd perustuu o-gliadiini- tai R5-vasta-aineeseen. Muita kaytettyja vasta-aineita
ovat mm. PN3-vasta-aine o-gliadiinin 19-meerid vastaan (Ellis ym. 1998), 33-meeria
tunnistava G12 (Mordn ym. 2008) ja a20-gliadiinia tunnistava vasta-aine (Mitea ym.
2008b). Skerrittin ja Hillin (1990) kehittam& monoklonaalinen -gliadiinivasta-aine
tunnistaa paéasiassa o-tyyppisia prolamiineja ja gluteniinin HMW-alayksikoita. Tama ns.
Skerritt-menetelmd oli  AOAC:n (engl. Association of Analytical Communities)
hyvaksyma virallinen menetelma (Official Method 991.19) gluteenin maarittamiseksi

elintarvikkeista ja kdytdssa useita vuosia.

Codex Alimentarius -komissio hyvéksyi vuonna 2006 Valdesin ym. (2003) kehittdman
R5-vasta-aineeseen perustuvan ELISA-menetelmén ns. I-tyypin menetelméksi (CAC
2006). R5-ELISA on siis ainoa virallinen menetelmé gluteenipitoisuuden maarittamiseen ja

kéytdnnossa korvannut aiemmin suositellun -gliadiinivasta-aineen. Monoklonaalinen
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R5-vasta-aine kehitettiin alun perin rukiin sekaliiniuutetta vastaan (Sorell ym. 1998)
tunnistamaan keliaakikoille todenndkoisesti haitallinen QQPFP-sekvenssi (Osman ym.
2001; Valdes ym. 2003). Kyseinen sekvenssi esiintyy toistuvasti prolamiineissa ja
erityisesti niiden o-tyyppisissé fraktioissa (Kahlenberg ym. 2005). R5 tunnistaa p&éasiassa
a- ja y-gliadiineja, mutta heikosti myos w-gliadiineja ja yli 75 kDa:n kokoisia proteiineja
(Van Eckert ym. 2009). Prolamiinialayksikgilla on kullakin ominainen sitoutumis-
herkkyytensa eri prolamiinispesifeja vasta-aineita kohtaan (Kanerva ym. 2009). R5:n on
esimerkiksi todettu sitoutuvan gliadiineihin voimakkaammin kuin gluteniineihin (Valdes
ym. 2003; Kahlenberg ym. 2006). R5-menetelmén toistettavuutta testattiin mm.
R-Biopharmin analyysikitilld, jolloin toistettavuus oli 30 % (Mendéz ym. 2005).

Immunologisten analyysien toistettavuus on tyypillisesti vastaavaa suuruusluokkaa.

Kuten muillakin vasta-aineilla, myds R5:1la on omat heikkoutensa. Valmistajan mukaan
menetelmd ei reagoi luontaisesti gluteenittomiin viljoihin, kuten kauraan, maissiin, riisiin,
hirssiin, tattariin, quinoaan tai amaranttiin (R-Biopharm AG 2007). Sen on kuitenkin
havaittu tunnistavan ei-haitallisia soijan ja lupiinin proteiineja sekd& reagoivan erittéin
voimakkaasti ohran hordeiineihin (Kanerva ym. 2006; Kanerva ja Sontag-Strohm 2007).
Muista vasta-aineiden tuottamista vaaristd positiivisista tuloksista ei ole toistaiseksi

raportoitu.

Standardit. Kvantitatiivisissa méarityksissa standardien, eli vertailundytteiden, on oltava
mahdollisimman samankaltaisia tutkittavan ndytteen kanssa. Vehn&prolamiinit ja niiden
rooli keliakiassa tunnetaan hyvin, kun taas ohran ja rukiin prolamiinit ovat jad&neet vahem-
malle huomiolle. Nykyiset gluteenistandardit perustuvat siksi vehndprolamiineihin, eivatka
siis suoraan kvantitoi gluteenipitoisuutta ohraa tai ruista sisaltavista naytteista. Gluteenille
ei ole olemassa kansainvélista vertailustandardia. Kaikille Triticeae-viljojen prolamiineille
soveltuvan yhdenmukaisen standardin puuttuessa gluteenianalytiikassa kaytetddn monen-
laisia erilaisia standardeja ja ne saattavat aiheuttaa eroja eri menetelmilla saatuihin tulok-

siin (Kanerva ym. 2010b).

Kéytetyimpia gliadiinistandardeja ovat mm. australialaisesta vehnélajike Timgalenista
eristetty gliadiini, sek& useampien lajikkeiden seoksista valmistetut Sigma-gliadiini,
RM8418 ja PWG-gliadiini (Kanerva 2011). Suositeltavin standardi olisi yleisimmista
eurooppalaisista vehnélajikkeista eristetty Prolamin Working Groupin kehittama PWG-
gliadiini. R-Biopharmin (Darmstadt, Saksa) kaupallisessa R5-ELISA:ssa kaytetaan
standardina Timgalen-gliadiinia, joka on kuitenkin kalibroitu PWG-gliadiinilla. ELISA-
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nayte, eli prolamiiniuute, on aina sekoitus erilaisia prolamiineja, aivan kuten standardit
ovat sekoitus erilaisia vehnégliadiineja. Kanervan mukaan vasta-aineen sitoutuminen
naytteen prolamiineihin on yksilollista prolamiinien tyypista riippuen. Mikali naytteen

prolamiinikoostumus selvasti eroaa standardista, voi analyysitulos olla virheellinen.

Koska puhtaan gliadiinin  eristdminen viljamateriaalista on mahdotonta, on
standardiongelmaa yritetty ratkaista valmistamalla synteettisia peptideja (Kanerva 2011).
Niiden koostumus on aina sama ja ne tunnetaan yksityiskohtaisesti, toisin kuin luonnossa
esiintyvat  prolamiinifraktiot. Monimuotoisten prolamiinirakenteiden jaljittely el
kuitenkaan  ole  yksinkertaista ja  peptidistandardeja  kayttamalla  saadaan
kokonaisgluteenipitoisuuden sijaan tulokseksi peptidipitoisuus. Gluteenitestikiteilla
saadaan siis tulokseksi ainoastaan sen gluteenifraktion tai -fraktioiden pitoisuus, joita
kyseinen vasta-aine tunnistaa. Peptidistandardeilla saadut tulokset voivat olla hankalasti
tulkittavia ja hankalia soveltaa, silla gluteenittomien tuotteiden raja-arvot perustuvat

kuitenkin tuotteen kokonaisgluteenipitoisuuteen.

Kompetitiivinen ja sandwich-ELISA. ELISA-madritysmenetelmia on kaupallisesti

saatavilla kahtena eri versiona. Ns. sandwich-ELISA:lla madritetddn proteiineja ja
polypeptidejd, joissa on ainakin kaksi vasta-aineen sitoutumiskohtaa. Kompetitiivisessa
ELISA:ssa tunnistukseen riittdd vain yksi sitoutumiskohta, joten menetelmdlld voidaan
tunnistaa gluteenilahtoisida peptidejd, kuten esimerkiksi hydrolyysituotteita. Sandwich-
menetelm& on ollut aiemmin yleisempi, mutta spesifisempien vasta-aineiden kehittdmisen

my0té kompetitiivisesta menetelmasta on tullut suositumpi (Kanerva 2011).

Sandwich-ELISA-menetelmdssa kuoppalevyn kuoppien pohjat on paallystetty tutkittavaa
proteiinia kohtaan spesifill4 vasta-aineella. Lisattdessé standardia tai nayteliuosta kuoppiin,
tutkittava proteiini (engl. antigen) sitoutuu vasta-aineeseensa ja tuottaa siis vasta-aineen ja
antigeenin yhteenliittyman. Vasta-aineisiin sitoutumattomat yhdisteet huuhdotaan pois ja
kuoppiin lisadtddn tutkittavaa proteiinia tunnistava leimattu eli ns. entsyymikonjugoitu
vasta-aine, joka sitoutuu aiempaan vasta-aineen ja antigeenin yhteenliittymaan.
Tavallisimmin ké&ytettyja entsyymeja ovat peroksidaasi ja alkaalinen fosfataasi.
Muodostuneen ns. antibody-antigen-antibody -kompleksin vuoksi menetelm&a kutsutaan
sandwich-ELISA:ksi (kuva 6). Sitoutumaton entsyymikonjugaatti huuhdellaan pois ja
kuoppiin lisatdén sekd entsyymisubstraatti ettd substraatti-kromogeeni, eli varireagenssi.
Inkuboinnin aikana entsyymikonjugaatti muuttaa varireagenssin siniseksi reaktiotuotteeksi

ja ns. pysaytysliuoksen lisddminen muuttaa varin edelleen keltaiseksi (kuva 7). Liuoksen
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absorbanssi mitataan spektrofotometrisesti ja sandwich-menetelmédsséd se on suoraan
verrannollinen ndytteen proteiinipitoisuuteen. Jotta proteiiniin voi sitoutua kaksi vasta-
ainetta, on proteiinin oltava riittdvan suuri. Siksi sandwich-menetelmé ei sovellu kovin

hyvin esimerkiksi proteiinihydrolysaattien tunnistamiseen.

Kompetitiivisessa ELISA-menetelmasséd kdytetddn vain yhtd vasta-ainetta, joten
menetelmé soveltuu siis pienille, hydrolysoituneille proteiineille ja peptideille, jotka
kuitenkin saattavat olla edelleen haitallisia keliakiaakikoille (Wieser ym. 2007).
Kompetitiivinen menetelma on herkempi, mutta ei yhtd spesifi kuin sandwich.
Kompetitiivisessa ELISA:ssa vasta-aine voi sitoutua my0s epdaspesifisti, silla

tunnistamiseen tarvitaan vain yksi epitooppi.

Kompetitiivinen Sandwich

Entsyymikonjugaatti

* g : Vasta-aine 2
Entsyymikonjugaatti

Vikish S Tutkittava proteiini

_ Tutkittava proteiini  Vasta-aine 1
Kuoppalevyn pohja

Kuva 6. Kompetitiivisen ja sandwich-ELISA-menetelman vasta-ainesitoutumisen periaate
(mukaillen: Kanerva 2008).

= K
1. Kuoppien pohjat on paallystetty tutkittavalle Mo

proteiinille spesifilla vasta-aineella.

WYY vasta-aine 1

2. Maytteet ja vertailuniytteet lisdtdan omiin o
kuoppiinsa. 9 o+ Tutkittava proteiini
@iy

3. Lis&taan konjugaatti, joka tunnistaa aiemmin
kuopan pohjalle sitoutunsen proteiiniin ja
sitoutuu siihen.

#—+ Entsyymikonjugoitu

% § vasta-aine 2
T\ /I

4. Lisataan substraatti, joka saa aikaan + Substraatti-kromogeeni
varireaktion. % E
| T
5. Tulos luetaan spektrofotometrisesti: mita | |
voimakkaampi van, sitd enemméan nayte
sisaltas tutkittavaa proteiinia.

Fasitiivinen Megatiivinen

Kuva 7. Sandwich-ELISA -méaé&rityksen periaate (mukaillen: Mermelstein 2011).
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Kompetitiivisessa gluteenimaarityksessa kaytettavan kuoppalevyn kuopat on tavallisesti
padllystetty (esimerkiksi gliadiini-) antigeenilla. Kuoppiin lisdtd&dn néyteliuos tai
tutkittavalle  peptidille  kalibroitu standardi yht4 aikaa vasta-aineen kanssa.
Entsyymikonjugaatit sitoutuvat kuoppalevyyn sidottuun gliadiiniin tai ndyteliuoksen
prolamiinipeptideihin. Kompetitiivinen madritys perustuu siis alustalle sidottujen ja
naytteen proteiinien véliseen kilpailuun vasta-aineesta, jolloin muodostuu antigeenin ja
vasta-aineen komplekseja (kuva 6). Kompetitiivinen menetelmé voidaan rakentaa myos
sitomalla vasta-aine kuopan pohjaan. Silloin kilpailu tapahtuu néytteen siséltdman
prolamiinin ja entsyymileimattujen peptidien valilla. Menetelmissé voi olla k&yt6ssa myos
useampia vasta-aineita. Liuoksessa sitoutuneet entsyymikonjugaatit pestaan pois ja jaljelle
jaavat kuoppalevyyn sitoutuneet konjugaatit. Lopuksi kuoppiin lisatdan varireagenssi ja
pysaytysliuos, kuten sandwichissékin. Kompetitiivisessa menetelméssa mitattu absorbanssi

on kaantéen verrannollinen ndytteen peptidipitoisuuteen.

Kompetitiivisen ja sandwich-menetelmén ndytteenvalmistukset eroavat toisistaan.
R-Biopharmin sandwich-ELISA-menetelmédn néytteenvalmistuksessa suositellaan kaytet-
tavaksi ns. cocktail-uuttoa. Menettelyssa prolamiinit pelkistetddn ennen uuttoa
2-merkaptoetanolilla ja uuttoa tehostetaan guanidiininydrokloridilla, joka estaa pelkistynei-
t4 gluteenialayksikoitad ryhmittymasta uudelleen. Uuttomenetelmien vertailu on osoittanut,
etta cocktail-uutossa saannot olivat 70-98 %, kun 60-% etanolilla uutettaessa gluteenisaan-
to oli vain noin 30-50 % (Garcia ym. 2003). Heikompi uuttosaanto johtui todennakdisesti
siité, ettd prosessoitujen elintarvikkeiden lampokaésitellyt prolamiinit eivat uutu pelkista-

mattomina.

Kehittdmistarpeita. Elintarvikkeiden gluteenipitoisuuden immunologisen maarittdmisen

haasteita ovat prolamiinien monimutkaisuus, eri uutto- ja testimenetelmien antamien
tulosten vaihtelu, prosessoitujen elintarvikkeiden monimuotoisuus ja menetelmien
validointiin tarvittavien vertailumateriaalien puute (Allred 2010). Suurimpana haasteena
pidetdén jo olemassa olevien menetelmien validointia; eri testimenetelmat eivat aina anna
samanlaisia tuloksia samoista néytteistd johtuen todenndkdisesti eroista vasta-aineissa.

Testimenetelmid myyvét yritykset myds arvioivat menetelmiensa pétevyytta eri perustein.

Uudistetun Codex-standardin  mukaan prolamiinipitoisuuden oletetaan olevan 50 %
gluteenipitoisuudesta, jolloin tuotteen gluteenipitoisuus saadaan kertomalla sen
prolamiinipitoisuus kahdella. Wieserin ja Kohlerin (2009) mukaan kerroin ei kuitenkaan

ole validi, vaan viljamateriaalissa prolamiineja on yleensa enemman kuin gluteliineja, ja
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suhde vaihtelee huomattavasti viljalajista ja -lajikkeesta riippuen. Analysoitaessa
gluteenittomien tuotteiden vehné-, ohra-, tai ruiskontaminaatiota saadaan Codex-standardin

kerrointa k&yttamalla tulokseksi liian korkea gluteenipitoisuus.

Gluteenin  muuntuminen elintarvikeprosesseissa vaikuttaa prolamiinispesifien vasta-
aineiden kykyyn tunnistaa prolamiineja immunologisesti (Kanerva ym. 2010a). Tietyt
prosessit saattavat aiheuttaa esimerkiksi gliadiinin glutamiiniaminohappojen deamidaatiota
glutamiinihapoksi, jolloin R5 tunnistaa ne heikommin (Kanerva ym. 2011). Deamidaatio
voi olla myds toivottua;, sitd kaytetddn esimerkiksi parantamaan proteiinien
liukoisuusominaisuuksia. Tallaista ns. liukoista gluteenia on jo markkinoilla
elintarviketeollisuuden tarpeisiin, kuten esimerkiksi tuotemerkki Meripro (Tereos Syral
2011). On kuitenkin havaittu, ettd deamidoituneet gluteenipeptidit voivat olla
keliaakikoille  jopa haitallisempia  kuin  natiivit ~ peptidit ~ (Molberg  1998).
Epdjohdonmukaisuudet gluteenin tunnistamisessa ja pitoisuuksien maarittamisessa
kaupallisilla testikiteilld osoittavat tarpeen tarkoituksenmukaisten gluteenistandardien
kehittdmiselle ja vasta-ainesitoutumiseen vaikuttavien tekijoiden syvalliselle tarkastelulle.
Jotta analytiikka pysyisi gluteenittomille tuotteille asetettujen Kiristyvien raja-arvojen
perdssd, tarvitaan standardeja, jotka soveltuvat tunnistamaan my6s muunneltuja

prolamiiniproteiineja.

Gluteenianalytiikassa on siis runsaasti kehitettdvad. Ennen kuin keliakian kliininen
biokemia ymmarretd&dn tdysin, perustuu analyysimenetelmien kaytté ja kehitystyo
likiarvoihin ja oletuksiin, joita pyritddn jatkuvasti parantamaan vastaamaan paremmin
gluteeniyliherkkien etua. Koska keliakian ainoa hoito on gluteeniton ruokavalio, on

tuoteturvallisuus ja siten analytiikan kehittdminen keskeinen tutkimuskohde.

2.3.2 Muita immunologisia menetelmia

Immunoblottaus. Immunoblottausta kaytetddn proteiinien tunnistamiseen spesifin vasta-

aineen avulla (Scheibe ja Westermeier 2009). Menetelmassé proteiinit siirretdan elektrofo-
reesigeeliltd proteiineja sitovalle polyvinylideenifluoridikalvolle (PVDF) séhkévirran avul-
la. Siirtoa kutsutaan blottaukseksi. Siirron jélkeen kalvolla olevat proteiinit késitellaan tut-
kitulle proteiinille spesifill&d vasta-aineella. Mikali vasta-aine tunnistaa proteiinin, eli anti-
geenin, Kiinnittyy vasta-aine sen pintaan. Kiinnittynyt vasta-aine varjatdan toisella vasta-
aineella, johon on liitetty vérireaktion aikaansaava yhdiste. Kalvolle vérjaytyvat vain ne

proteiinit, joihin ensimmainen, ns. primaarivasta-aine, kKiinnittyi.



39

Prolamiinien tunnistamiseen voidaan kayttda esimerkiksi polyklonaalista primaarivasta-
ainetta, joka tunnistaa kaikkien viljojen varastoproteiinit. Toinen, eli sekundaarivasta-aine,
voi olla esimerkiksi kanin proteiineja vastaan kehitetty vuohen seerumiin erittyva vasta-
aine. Ns. blokkauksessa téytetddn kalvon kaikki tyhjat osat proteiinilla, jota vasta-aine ei
tunnista. Koska myos vasta-aineet ovat proteiineja, ilman blokkausta kalvon pinta sitoisi
vasta-aineet itseensa ja kaikkiin kalvon tyhjiin kohtiin syntyisi voimakas varireaktio.
Varjayksen jalkeen kalvoille varjaytyneita vybhykkeité tarkastellaan
molekyylimassamarkkerin suhteen. Immunoblottaus on ensisijaisesti kvalitatiivinen

menetelmd, jonka perusteella voidaan tutkia sisalsiko nayte tiettyé proteiinia vai ei.

Immunopresipitaatio. Proteiinin tutkiminen edellyttdd usein sen puhdistamista erilleen

ndytteen muista proteiineista. Immunopresipitaatio (IP) on menetelm& proteiinin antigeenin
saostamiseksi liuoksesta k&ayttamalla vasta-ainetta, joka sitoutuu spesifisti haluttuun
proteiiniin — kuten ELISA-menetelmédssa (Bendickson ja Nilsen-Hamilton 2007).
Immunopresipitaatiota k&ytetddn proteiinin eristdmiseen ndytteestd, joka voi sisaltdd jopa
tuhansia erilaisia proteiineja. IP-menetelméssa vasta-aine sitoutuu kiinteddn, ns.
immobilisoituun substraattiin. Proteiinien Kkiinnittdmiseen voidaan k&yttéa joko suoraa tai

epasuoraa sitoutumista.

Suorassa IP:ssa halutulle proteiinille tai proteiiniryhmélle spesifit vasta-aineet on
immobilisoitu kiinteddn substraattiin, kuten ns. superparamagneettisiin helmiin tai
mikroskooppisiin ei-magneettisiin agaroosihelmiin. Helmet lisatd&n proteiiniseokseen, ja
kohdeproteiinit sitoutuvat helmiin vasta-aineensa valitykselld, eli immunosaostuvat.
Epédsuorassa menetelmdssa vasta-aine lisdtddn suoraan proteiiniseokseen, jolloin vasta-
aineet eivét ole vield kiinnittyneend kiinted&n ns. avustavaan faasiin, vaan ne leijuvat
proteiiniseoksessa vapaina sitoutumaan kohdeproteiineihinsa. Seokseen lisataan
myOGhemmin ns. A- tai G-proteiinilla paéllystetyt helmet, joihin ensin kohdeproteiineihinsa
sitoutuneet vasta-aineet kiinnittyvat. Epdsuoraa menetelméé kaytetdén jos kohdeproteiinin
pitoisuus on pieni, sen affiniteetti vasta-aineeseensa heikko tai sitoutumisen Kinetiikka

hidasta. Yleensd suora menetelma on ensisijainen.

Helmet ja vasta-aineen valitykselld niihin sitoutuneet proteiinit erotetaan sitoutumattomista
proteiineista ja naytteen muista komponenteista sentrifugoimalla tai magneetilla. Pesujen
jalkeen helmiin liittyneet proteiinit voidaan denaturoida kuumentamalla SDS-puskurissa ja

tunnistaa elektroforeesilla molekyylimassojen perusteella.
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3 KOKEELLINEN TUTKIMUS

3.1 Koeasetelma ja tavoite

Kokeellisen tutkimuksen tavoitteena oli hydrolysoida happamissa olosuhteissa inkuboidun
mallasraaka-aineen  jaannosprolamiinia  Aspergillus niger -homeesta eristetylld
proliinispesifilla  endopeptidaasivalmisteella  (AN-PEP) siten, ettd hydrolysaatin
prolamiinipitoisuus olisi enintddn 100 mg/kg. Téllaista tuotetta voitaisiin mahdollisesti
kayttad esimerkiksi osana gluteenitonta leivontaa parantamaan gluteenittoman leivén
aromia. Lisaksi tutkittiin miten hydrolyysiaika ja endopeptidaasin pitoisuus vaikuttivat

prolamiinien pilkkoutumiseen.

Taman tutkimuksen ensisijainen tavoite oli tutkia AN-PEP-ké&sittelyn toimivuutta;
eliminoida mallasautolysaattien jaannosprolamiini ja tuottaa gluteeniton tai erittain vdhan
gluteenia siséltava hydrolysaatti. Mikali proliiniendopeptidaasin pitoisuus tai inkubaatio-
olosuhteet olisi haluttu optimoida, olisi k&ytetty tilastollista koesuunnitelmaa.

3.2 Materiaalit ja menetelmat

Tutkimuksessa kaytettiin raaka-aineena EYT-laitoksessa valmistettuja vehné-, ohra- ja
ruismallasautolysaatteja. Autolysaatit valmistettiin  hapattamalla mallasraaka-ainetta
kemiallisesti (pH 4, 40°C, 24h), mik& mahdollisti prolamiinien hajoamisen
viljamateriaalien entsyymien vaikutuksesta. Viljan luontaista entsyymiaktiivisuutta
taydennettiin hydrolysoimalla mallasautolysaattia edelleen proliinispesifilla A. niger
-endopeptidaasilla (DSM Food Specialties, Delft, Alankomaat). Hydrolyysin etenemisté
seurattiin tarkkailemalla prolamiinien pilkkoutumista kokoekskluusiokromatografialla,
vapaan aminotypen muodostumisena ja SDS-PAGE:lla. Mé&éritysten avulla saatiin tietoa
hydrolysaatin ~ aminoryhmien  mé&&rastd seka  proteiinifraktioiden  koosta ja
molekyylimassoista. ~ Prolamiinien  hajoamista  hydrolyysin  edetessé@  seurattiin
immunologisten menetelmien avulla. Tutkimuksessa kéytetyt reagenssit, laitteet ja
tarvikkeet on luetteloitu liitteessa 2. Vertailundytteind kaytettiin 0 h hydrolysoituja
mallasautolysaatteja. Vapaan aminotypen ja prolamiinipitoisuuden maarityksessa saatuja

tuloksia voitiin verrata myos mallasautolysaateista aiemmin méaritettyihin tuloksiin.
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3.2.1 Mallasautolysaatit ja AN-PEP-aktiivisuuden sailyminen

Mallasautolysaattien valmistus ja ominaisuudet. ldatetyt viljaraaka-aineet oli mallastettu

teollisesti Laihian Mallas Oy:ssé (Laihia) ja kuivattu helldvaraisesti, mika takasi raaka-
aineiden korkean entsyymiaktiivisuuden. Mallastetut jyvét jauhettiin Retsch-myllylla
(0,5 mm:n seula) ja saatua jauho kaytettiin kemialliseen inkubaatioon. Inkubaatiota varten
50 ml:n kierrekorkilla suljettaviin koeputkiin sekoitettiin 5,0 g jauhoa ja 7,5 ml Milli-Q-
vettd, joka sisélsi 200 ul happoliuosta (100-% etikkahappoa ja 85-% maitohappoa
suhteessa 1:5). Mallassuspensioita inkuboitiin 40 °C:ssa 24 h. Inkuboinnin aikana maltaan
endogeeniset proteolyyttiset entsyymit hydrolysoivat l&htomateriaalin prolamiineja. Saatu
mallasautolysaatti pakkaskuivattiin ja varastoitiin 5 °C:ssa, ja tdtd autolysaattia kaytettiin
tutkimuksen lahtomateriaalina. Maltaista ja mallasautolysaatteista oli méaritetty vapaan
aminotypen pitoisuus ninhydriinimenetelmalla (ASBC 1992) ja prolamiinipitoisuudet
kompetitiivisella R5-ELISA:lla (taulukko 4).

Taulukko 4. Mallasraaka-aineen ja mallasautolysaattien vapaan aminotypen pitoisuus ja
prolamiinipitoisuus. Prolamiinipitoisuus oli maédritetty kompetitiivisella R5-ELISA-
menetelmalla.

Vapaan aminotypen Prolamiinipitoisuus
pitoisuus (g/kg) (mg/kg)
Mallas Autolysaatti Mallas Autolysaatti
Vehni 05+0.1 1,8+0,3 40 000 + 10000 10800 + 2 250
Ohra 1,1+0,1 24+04 41 000 + 9 500 21 000 =4 900
Ruis 0,7+0,1 2,3x0,1 35000 £ 11 000 400 £ 200

Esikokeet ja niiden tulokset. Esikokeissa todettiin AN-PEP:in resistenssi viljamaltaiden

entsyymeille. Vehné-, ohra- ja ruismaltaiden endogeeniset entsyymit uutettiin mukaillen
Jonesin ym. (2000) kayttama&d menetelmdd. Uuttoa varten valmistettiin 100 mM
natriumasetaattipuskuri sekoittamalla 8,2 g Na-asetaattia ja Milli-Q-vettd, saatdmallad pH
4,5:een ja tayttdmalla 1 I:n mittapullo merkkiin vedelld. Kutakin kuivattua mallasta
punnittiin 3,0 g ja suspensoitiin Na-asetaattipuskuriin suhteessa 1:5. Uutto suoritettiin
Roto-Shake Genie -ravistelijassa, 5 °C:ssa, 45 min. Uuton jélkeen kiintoaines erotettiin
sentrifugoimalla 5 °C:ssa, 10000 x g, 20 min. Sakan paalld oleva nestefaasi sisalsi

mallasentsyymit. Kukin uutto suoritettiin kahtena rinnakkaisena.
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AN-PEP:in stabiilisuuden tutkimiseksi kuhunkin entsyymiuutteeseen 5 ul sekoitettiin

AN-PEP:ia suhteessa 1:200. Seosta inkuboitiin jatkuvassa sekoituksessa AN-PEP:in opti-
miolosuhteissa pH 4:ss& 50 °C:ssa (Edens ym. 2005). Reaktio pysaytettiin 0, 2, 6 ja 22 h

kuluttua valmistamalla liuoksesta elektroforeesindyte valmistajan ohjeen mukaan. Nayt-

teista suoritettiin:

1)

2)

elektroforeesiajo (SDS-PAGE) NuPAGE Novex® Bis-Tris 12 % -geelilla
tyoohjeen (Sontag-Strohm 2010) ja valmistajan (Invitrogen, CA, USA) ohjeen
mukaan. Natiivi AN-PEP, jonka molekyylimassa on 66 kDa (Edens ym. 2005),
nakyi geelilld omana vybhykkeenddn (kuva 8). AN-PEP:in molekyylimassa ei
laskenut inkuboitaessa mallasentsyymien kanssa. AN-PEP ei siis hydrolysoitunut,
vaan sen aktiivisuus oli todenndkdisesti sdilynyt. Sen sijaan 0 h -ndytteessé
havaittiin vield mallasentsyymiuutteiden sisaltdamia peptidiketjuja, jotka AN-PEP

hydrolysoi kokonaan 22 h inkubointiajan edetessa.

aktiivisuusmaaritys zymografisesti. Aktiivisuuden sdilyminen mallasentsyymi-
inkubaation jdlkeen osoitettiin - my0s Novex® Zymogram gelatiini- ja
kaseiinigeeleilld valmistajan (Invitrogen, CA, USA) ohjeen mukaan. AN-PEP
ajettiin geeliin elektroforeesilla (SDS-PAGE), jonka jélkeen renaturaatiopuskuri
aktivoi AN-PEP:in uudelleen. AN-PEP:in optimiolosuhteista poiketen entsyymin
annettiin toimia 40 °C:ssa, silla kaseiini olisi saostunut korkeammassa lampdtilassa.
Havaittiin, ettd AN-PEP:in entsyymiaktiivisuus oli sailynyt, silla valmiiksi geeliin
valettu substraatti pilkkoutui ja nédkyi geelillda kirkkaana kohtana. Tulos oli

selkeammin luettavissa gelatiini- (kuva 9) kuin kaseiinigeelilla.

Kukin inkubaatio ja SDS-PAGE-ajo suoritettiin kahdesti kummallakin rinnakkaisena val-

mistetulla entsyymiuutteella. Koska AN-PEP séilytti aktiivisuutensa, ei maltaiden entsyy-

miaktiivisuutta ollut tarpeen inaktivoida ennen AN-PEP-hydrolyysié.
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Kuva 8. AN-PEP ja AN-PEP:in kanssa inkuboidut vehna-, ohra- ja ruismallasentsyymit
SDS-PAGE-geelilld. Inkubaatioaika 0-22h on merkitty geelin yldreunaan ja
molekyylimassat geelin vasempaan reunaan.

Vehna Ohra Ruis
A
kDa M AN-PEP'0 2 4 2> 2 4 22" 0 2 4 22

Kuva 9. AN-PEP ja AN-PEP:in kanssa inkuboidut vehna-, ohra- ja ruismallasentsyymit
Novex® Zymogram -gelatiinigeelill4. Inkubaatioaika 0-22 h on merkitty geelin ylareunaan
ja molekyylimassat geelin vasempaan reunaan.
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3.2.2 Mallasautolysaattien jatkohydrolyysi AN-PEP-entsyymilla

MALLASAUTOLYSAATTI

AN-PEP-inkubaatio: pH 4; +50 C

AN-PEP 35 plig AN-PEP 0,7; 3,5; 17,5 ja 35 plig
0,1,2,4ja22h 22 h

v \

MALLASHYDROLYSAATTI

V v

Analyysit:
FAN, SEC, SDS-PAGE,
immunoblottaus, RS-ELISA

Kuva 10. Prosessikaavio mallasautolysaattien hydrolyysista AN-PEP-entsyymivalmis-
teella mallashydrolysaateiksi ja hydrolysaateille suoritetut analyysit.

Kemiallisella inkubaatiolla valmistetun mallasautolysaatin jaannésprolamiinia hydrolysoi-
tiin edelleen AN-PEP-entsyymivalmisteella (kuva 10). Kierrekorkilla suljettaviin 20 ml:n
viaalipulloihin punnittiin 0,4 g mallasautolysaattia, joka suspensoitiin 100 mM natrium-
asetaattipuskuriin (pH 4,0) suhteessa 1:10 (w/v). Suspensioon liséttiin 35 ul AN-PEP-
valmistetta / 1,0 g autolysaattia. Seoksia inkuboitiin pH 4:ss&, 50 °C:ssa jatkuvassa sekoi-
tuksessa 0, 1, 2, 4 ja 22 h.

Ruismallashydrolysaatteja valmistettiin myos eri AN-PEP-maérilld, jotta voitiin tehda
havaintoja AN-PEP-tason vaikutuksesta prolamiinien proteolyyttiseen pilkkoutumiseen.
Hydrolysaatit valmistettiin kuten edelld, mutta tassa kokeessa AN-PEP:ia lisattiin 35; 17,5;
3,5 ja 0,7 ul / 1,0 g autolysaattia. Natriumasetaattipuskurin maaréa saddettiin siten, etta
mallasautolysaatin ja nesteosan suhde sailyi samana kuin edelld. Seoksia inkuboitiin 2 ja
22 h.

Hydrolyysi pyséaytettiin neutraloimalla suspensiot 4 N natriumhydroksidilla ja pakastamal-
la naytteet valittoméasti. Naytteet, joiden inkubaatioaika oli O h, valmistettiin pipetoimalla
AN-PEP:ia mallassuspensioon, mutta pysayttamalla hydrolyysi heti entsyymin lisddmisen

jalkeen. Kahtena rinnakkaisena valmistetut mallashydrolysaatit pakkaskuivattiin viaali-
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pulloissaan. Kuivaamisen jalkeen naytteet jauhettiin lasisauvalla ja varastoitiin eksikkaat-

torissa 5 °C:ssa.

3.2.3 Hydrolysaatin ominaisuuksien maarittaminen

Proteiinifraktioiden koon maarittdminen kokoekskluusiokromatografialla. Korkean

erotuskyvyn nestekromatografia (engl. high performance liquid chromatography HPLC) on
menetelmd, jota k&ytetddn yhdisteiden erottamiseen, tunnistamiseen ja pitoisuuksien
madrittdmiseen. Liikkuvaan faasiin eli ajoliuokseen liuotettu ndyte ajetaan kolonnin lapi,
joka on pakattu tiiviisti ns. stationaarifaasilla. Yhdisteiden erottuminen kolonnissa perustuu
yhdisteiden vuorovaikutukseen kiintedn stationaarifaasin ja liikkuvan faasin valilla.
Kokoekskluusiokromatografiassa (engl. size-exclusion chromatography, SEC) molekyylit
erottuvat toisistaan kokonsa perusteella. Pienemmat molekyylit tunkeutuvat huokoiseen
véliaineeseen ja eluoituvat hitaasti. Suuret molekyylit eivat mahdu huokosiin, vaan
kulkeutuvat ajoliuoksen mukana detektorille ensimmdisend. Molekyylin koko siis
vaikuttaa sen retentioaikaan. Erottuneet yhdisteet havaitaan detektorilla, jonka avulla
yhdisteitd voidaan tunnistaa ja madrittdd niiden pitoisuuksia ndytteessd. Mité
voimakkaampi signaali, sitd enemman nayte sisaltda kyseista proteiinia tai peptidid. T&ssa
tyossd SEC-menetelmdd kaytettiin selvittdm&an mallashydrolysaattien sisdltdmien
proteiinien ja peptidien koon jakaumaa. Madritys tehtiin naytteista, joita oli hydrolysoitu 0,
2ja22h.

SEC-naytteen valmistamiseksi kutakin pakkaskuivattua mallashydrolysaattia punnittiin
40mg 0,5 ml:n eppendorfputkiin. SDS-liukoiset proteiinifraktiot uutettiin 50 mM
natriumfosfaatilla (pH 6,9), joka sisalsi 1,5 % natriumlauryylisulfaattia (SDS), suhteessa
1:10 (w/v). Uutto suoritettiin huoneenlammossa jatkuvassa sekoituksessa ravistelijassa 1 h
ajan. Uuttopuskuri valmistettiin sekoittamalla 15,0 g SDS:a, 25 ml 1 M dinatriumvety-
fosfaattia (Na;HPO,4) ja 25 ml 1 M natriumdivetyfosfaattia (NaH,PO,), johon lisattiin
Milli-Q-puhdistettua vettd. Liuoksen pH sdadettiin 6,9:44n 2 M kloorivetyhapolla ja liuos
siirrettiin 1 I:n mittapulloon, joka téytettiin merkkiin vedelld. Sentrifugoinnin (21 °C,
10 000 x g, 10 min) jalkeen kutakin supernatanttia otettiin 250 ul ja laimennettiin
ajoliuokseen suhteessa 1:1 (v/v). Ajoliuos oli vastaava kuin uuttoliuos silla erotuksella, ett&
se sisélsi vain 0,1 % SDS:a ja 20 % asetonitriilig, ja sita valmistettiin 2 I. Ajoliuoksen pH
sdadettiin  6,9:44n kuten edelld. Laimennoksen jélkeen néytteet sentrifugoitiin vield

kertaalleen kaiken mahdollisen jéljell4 olevan kiintoaineksen poistamiseksi. Kierrekorkilla
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suljettaviin 2 ml:n viaalipulloihin laitettiin adapterit, joihin pipetoitiin 300 pl kutakin

supernatanttia, ja molekyylikoon jakauma analysoitiin kokoekskluusiokromatografilla.

SEC-kolonnit Superdex Peptide 10/300 GL ja Superdex 200 10/300 GL kytkettiin sarjaan
1200 HPLC-laitteiston  kanssa  proteiinien ja peptidien erottamiseksi laajalla
molekyylikokoalueella. Laitteiston kanssa kaytettiin useille eri aallonpituuksille soveltuvaa
Multiple Wavelength -detektoria. Superdex Tandem -kolonni oli kalibroitu jo aiemmin
EYT-laitoksen viljaryhméssa SEC-eluutiosta keréatyilla fraktioilla, joiden molekyylimassat
oli  mééritetty  SDS-PAGE:lla.  Tuloksia  tulkittaessa  hyddynnettiin -~ nditd
molekyylipainostandardeja.

Kutakin mallashydrolysaattindytettd injektoitiin 100 ul, virtausnopeudeksi saadettiin
0,5 ml/min ja ajo pysaytettiin automaattisesti 120 min kuluttua. M&éritys suoritettiin
huoneenldampotilassa ja proteiinit detektoitiin aallonpituuksilla 210 ja 280 nm. Ajamalla
ensimmainen nayte uudelleen viimeisend ja vertaamalla kromatogrammeja varmistuttiin

siitd, ettei ndytteissa tapahtunut muutoksia.

Kromatogrammeja tarkasteltiin Agilent ChemStation for LC -ohjelmalla. Tulosten tulkin-
nan helpottamiseksi naytteiden absorbanssikdyrat skaalattiin alkamaan tasolta 0 mAU.
Kromatogrammin piikkien pinta-ala-alueet valittiin systeemin kalibroinnissa kaytettyjen
prolamiinipeptidien  perusteella. Pinta-alatarkastelussa  keskityttiin ~ 33-meeri&
(Mm = 3,9 kDa) suurempiin polypeptideihin ja 9-meerid (My = 1,1 kDa) pienempiin pepti-

deihin. Pinta-alat integrointiin em. tietokoneohjelman avulla.

Vapaan aminotypen pitoisuuden madrittdminen. Proteiinien hydrolyysissé muodostuu

vapaita aminopéitd (kuva 11). Hydrolysaatin aminotyppiryhmien maard on yksi
keskeisimpid proteiinien hydrolyysin parametreja. Vapaan aminotypen muodostumisen
seurantaa kaytetddn vyleisesti panimoteollisuudessa mittaamaan maskdyksen aikana
kasvavaa peptidien ja vapaiden aminohappojen pitoisuutta, silld muodostuneet yhdisteet
ovat térkeitda hiivan kasvulle. Vapaan aminotypen (engl. free amino nitrogen, FAN)
pitoisuus voidaan mitata esimerkiksi ninhydriinimenetelmélld. Menetelmd mittaa
peptideissa ja proteiineissa olevia aminohappoja, ammoniakkia sek& my6s jossain maarin
a-aminotypped. Primaariset aminoryhmat reagoivat ninhydriinin kanssa muodostaen
Ruhemann-purppuran, jonka absorbanssi mitataan spektrofotometrisesti aallonpituudella
570 nm. Menetelmdlld ei kuitenkaan voida mitata vapaita proliiniaminohappoja, silla

syklisen rakenteensa vuoksi proliinissa ei ole vapaita aminopéitéd (ASBC 1992).
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Kuva 11. Proteiinien hydrolyysissd muodostuu vapaita aminopditda (+HsN) (Loponen
2008).

Pakkaskuivatun mallashydrolysaatin FAN-pitoisuuden maarittamiseksi pienet peptidit ja
vapaat aminohapot uutettiin erilleen hydrolysaatin kiintoaineksesta. Kutakin hydrolysaattia
punnittiin - 40 mg 0,5 ml:n eppendorfputkeen. Hydrolysaatti suspensoitiin 100 mM
natriumfosfaattipuskuriin (pH 8,0) suhteessa 1:10 (w/v) ja uutettiin huoneenldmmdssa
ravistelijassa jatkuvassa sekoituksessa 1 h ajan. Uuttopuskuri valmistettiin sekoittamalla
18,64 ml 1 M dinatriumvetyfosfaattia (NazHPO,) ja 1,38 ml 1 M natriumdivetyfosfaattia
(NaH;PO4) 200 ml:n mittapullossa ja tayttamalla pullo Milli-Q-puhdistetulla vedelld.
Sentrifugoinnin (21 °C, 10000 x g, 10 min) jdlkeen kutakin vesiliukoisen fraktion
sisdltdvdd supernatanttia otettiin - 20 ul ja laimennettiin  edelld  valmistettuun
Na-fosfaattipuskuriin suhteessa 1:100 (v/v). Vapaan aminotypen pitoisuus uutteessa
madritettiin  ninhydriinimenetelmalla (ASBC 1992). Ninhydiiniliuos sisélsi 10,0 g
kidevedellistd dinatriumvetyfosfaattia (Na;HPO4-12H,0), 6,0 g kaliumdivetyfosfaattia,
0,5 g ninhydriinid ja 0,3 g fruktoosia 100 ml:ssa vettd. Kutakin laimennettua naytetta
otettiin 200 pul ja kuumennettiin ninhydriini-vérireagenssin (100 ul) kanssa 16 min
lampdblokissa 100 °C:ssa. Kuumennuksen jdlkeen naytteiden annettiin ja&htyda 20 min
huoneenlampddn, mink& jalkeen nayteliuokseen lisattiin - 500 ul kaliumjodaatti-
etanoliliuvosta [0,2% KIOs;, 40% (v/v) etanolissa] ja mitattiin  absorbanssi
spektrofotometrisesti aallonpituudella 570 nm vertailundytettd vastaan. Standardina
kaytettiin glysiiniliuosta (2 mg FAN/I) ja vertailundytteen valmistukseen vettd. Naytteet
valmistettiin - kummastakin rinnakkaisesta hydrolysaatista kolmena rinnakkaisena
laimennoksena, joiden mittaustuloksista laskettiin keskiarvo. Vapaan aminotypen pitoisuus

naytteessa laskettiin kaavalla 1, jossa A = absorbanssi:

FAN (g/kg) = (A5A57°"mnayte ) - 2 - laimennos - 1000 1)

7onmStandardi
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Proteiinien elektroforeettinen erottaminen. Pakkaskuivatuista mallashydrolysaateista uutet-
tiin liukoiset albumiinit ja jadnnoksesta SDS-liukoiset proteiinit Eremin ym. (2010) kéyt-
tamalla menetelmalld. Kummankin fraktion sisaltdmat proteiinit eroteltiin molekyylimas-
san mukaan natriumlauryylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesilla (engl. sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE), jonka tavoitteena oli
antaa tietoa hydrolysaattien proteiinikoostumuksesta. Elektroforeesi on biokemiassa kay-
tetty tekniikka, jossa proteiinit etenevat polyakryyliamidigeelissé sahkokentan vaikutukses-
ta siten, ettd pienemmat proteiinit liikkuvat geeliss& nopeammin kuin suuret. Liikkuvuu-

teen vaikuttavat mm. polypeptidin pituus ja molekyylimassa sek& proteiinin laskostuminen.

Ensimmaiseen uuttoon punnittiin 20 mg mallashydrolysaattia, joka suspensoitiin 100 mM
Na-fosfaattiin (pH 8,0) suhteessa 1:10 (w/v). Uuttopuskuri valmistettiin kuten edelld (ks.
Vapaan aminotypen pitoisuuden madrittdminen). Uutto suoritettiin huoneenldamma@ssé
ravistelijassa 1 h ajan. Sentrifugoinnin (21 °C, 10 000 x g, 10 min) jdlkeen valmistettiin
naytteet sekoittamalla 50 pl liukoiset proteiinit sisdltdvad supernatanttia konsentroituun
(2 x) Tris-Glycine SDS-ndytepuskuriin suhteessa 1:1 (v/v). Naytepuskuri valmistettiin
sekoittamalla 760 mg tris(hydroksimetyyli)aminometaania, 12,5 ml glyserolia, 20 ml 10-%
SDS:a, 17,5 ml milli-Q-puhdistettua vettd ja 0,05 % bromifenolisinistd, minka jalkeen
liuoksen pH sé&adettiin 8,5:een vékevalla kloorivetyhapolla. Lopuksi naytepuskuriin
lisattiin  merkaptoetanolia siten, ettd saatiin 10-% (v/v) liuos, joka laimeni
naytteenvalmistuksessa 5 %:iin. Disulfidisidosten pelkistamiseksi naytettd keitettiin 2 min
ajan ja analysoitiin NUPAGE Novex® Bis-Tris 12 % -geelilla valmistajan ohjeen mukaan.
Ajoliuoksena kaytettiin NUPAGE MOPS SDS-puskuria, johon liséttiin 500 ul NuPAGE-
antioksidanttia. Ajo suoritettiin 200 V:n jannitteelld 50 min ajan ja molekyylimarkkerina
kaytettiin Novex Sharp Pre-Stained Protein -standardia.

Toisessa uutossa sakka pestiin ensin vedelld, minka jalkeen sakan péélle lisattiin 100 pl
vettd ja 110 pl Tris-Glycine SDS-ndytepuskuria, joka sisalsi 10 % merkaptoetanolia. Val-
miissa ndytteesséd merkaptoetanolipitoisuus laimeni jalleen 5 %:iin. Suspensiota inkuboitiin
30 min jatkuvassa sekoituksessa 55 °C:ssa ja sentrifugoitiin (21 °C, 10 000 x g, 10 min).

Saatu nestefaasi sisalsi loput SDS-liukoiset proteiinit ja se analysoitiin kuten edella.

Proteiinien erotuttua geelin annettiin varjaytyd huoneenldammadssa yon yli rauhallisesti se-
koittaen variliuoksessa, joka sisdlsi 10 ml 0,5-% Coomassie Brilliant Blue R-250 vaéri-

ainetta, 30 ml 12-% trikloorietikkahappoa ja 30 ml vettd. Vérireagenssissa oli 0,5 % Serva
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Blue R -vériainetta etanoliin laimennettuna. Varjayksen jalkeen geelid huuhdeltiin vedella

kunnes geelin tausta oli kirkas ja geelit valokuvattiin.

3.2.4 Hydrolysaatin prolamiinien maarittaminen

Prolamiinien tunnistaminen immunoblottausmenetelmadlld. Proteiinit analysoitiin Western

blot -menetelmalld k&yttden prolamiinispesifid R5-vasta-ainetta (Osman ym. 2001). Immu-
noblottaus, TBST (engl. tris-buffered saline and tween) -puskurin valmistaminen ja kalvon
varjays suoritettiin tyéohjeen (Sontag-Strohm 2010) mukaan.

SDS-PAGE-elektroforeesin jalkeen proteiinit siirrettiin polyvinylideenifluoridikalvolle
puskuriliuoksessa, joka sisdlsi 5% (v/v) konsentroitua (20 x) Transfer Buffer -liuosta,
10 % (v/v) metanolia ja 85 % (v/v) Milli-Q-vettd. Ajoliuokseen lisattiin 40 pul NuPAGE-
antioksidanttia ja ajo suoritettiin valmistajan (Invitrogen, CA, USA) ohjeen mukaan (30 V,
60 min). Kalvo blokattiin naudan seerumin albumiinilla ja inkuboitiin liuoksessa, joka
sisélsi polyklonaalista Anti-Gliadin (Wheat) G-9144 -vasta-ainetta TBST-puskurissa.
Inkuboinnin jalkeen kalvot pestiin ja vérjattiin alkaalisilla fosfataasikonjugaateilla.

Varjayksen jalkeen kalvojen annettiin kuivua ja ne skannattiin digitaalisiksi kuviksi.

Prolamiinipitoisuuden maarittdminen R5-ELISA-menetelmélld. Mallashydrolysaattien

jaannosprolamiinipitoisuutta, ja samalla siis hydrolyysin etenemistd, seurattiin
kaupallisella Ridascreen® Gliadin competitive -kitilla valmistajan kayttoohjeen mukaan.
ELISA-menetelméssa  kaytettiin  R5-vasta-ainetta, joka on peroksidaasileimattu
monoklonaalinen antigliadiini. Kompetitiivinen menetelm& on kehitetty proteiini-

hydrolysaattien ja peptidien madrittdmiseen olut-, tarkkelys- ja tarkkelyssiirappindytteista.

Maadritystd varten mallashydrolysaateista valmistettiin erillinen etanoliuute. Mallashydro-
lysaattia punnittiin 125 mg ja uutettiin 60-% etanolilla (v/v), joka sisalsi 10 % kala-
gelatiinia, suhteessa 1:10 (w/v) 10 min ajan huoneenldmm{ssa ravistelijassa ylosalaisin
sekoittaen. Uuton jélkeen kiintoaines sentrifugoitiin erilleen (21 °C, 10 000 x g, 10 min) ja
otettiin talteen nesteosa, joka sisélsi alkoholiliukoiset prolamiinit. Madritys suoritettiin
valmistajan ohjeen mukaan. Liuoksen absorbanssi mitattiin spektrofotometrisesti aallon-
pituudella 450 nm, ja kompetitiivisessa menetelmdssé absorbanssi oli kaanteisesti verran-
nollinen naytteen prolamiinipeptidipitoisuuteen. Saadut peptidipitoisuudet jaettiin 250:11&

valmistajan ohjeen mukaan, jolloin tulos saatiin muunnettua prolamiinipitoisuudeksi.
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Yon yli (22 h) inkuboitujen mallashydrolysaattien prolamiinipitoisuus maéritettiin myos
kaupallisella Ridascreen® Gliadin -testilla eli ns. sandwich-ELISA:lla. Menetelmd on
tarkoitettu vehna-, ruis- ja/tai ohraprolamiinipitoisuuden maarittdmiseen gluteenittomista
tuotteista. N&ytteenvalmistuksessa inkubointi pelkistdvassa ns. cocktail-liuoksessa lis&é

uuttuvuutta, jolloin mééaritykseen saadaan mukaan myos natiiveina ei-liukoiset prolamiinit.

Kutakin pakkaskuivattua hydrolysaattia punnittiin 0,125 g 15 ml:n falcon-putkeen, johon
lisattiin 1,25 ml Ridascreen Gliadin cocktail -liuosta. Saatua suspensiota inkuboitiin
50 °C:ssa 40 min. Prolamiinien uuttamiseksi kuhunkin suspensioon liséttiin 3,75 ml 80-%
etanolia (v/v), mink& jalkeen hydrolysaatteja uutettiin ja sentrifugoitiin kuten edell&
kompetitiivisessa madrityksessd. Nesteosa sisélsi kaikki ndytteen prolamiinit ja
prolamiinipitoisuus maéritettiin valmistajan ohjeen mukaan. Muodostuneen yhdisteen
absorbanssi mitattiin aallonpituudella 450 nm, mutta péinvastoin kuin kompetitiivisessa

maarityksessa, saatu absorbanssi oli suoraan verrannollinen ndytteen gliadiinipitoisuuteen.

Valmistajan ohjeista poiketen kummassakaan menetelmdssa analyysituloksia ei kerrottu
kahdella, silla suurin osa hydrolysaattien prolamiineista oli uutto-olosuhteissa liukoisena.
Sek&d kompetitiivisessa ettd sandwich-maarityksessa ndytteet valmistettiin kummastakin
rinnakkaisesta hydrolysaatista véhintddn kahtena eri laimennoksena, joiden tuloksista

laskettiin keskiarvo.

3.2.5 Tulosten tilastollinen analysointi

Vapaan aminotypen ja prolamiinipitoisuuksien méarityksissé tuloksille suoritettiin yksi-
suuntainen  varianssianalyysi ja  Tukeyn testi SPSS for Windows 15.0
-tilastolaskentaohjelmalla (©SPSS Inc. 1989-2002, IBM Corporation, Somers, NY, USA).
Varianssianalyysilla haluttiin selvittdd, oliko kyseisen sarjan naytteilld tilastollisesti
merkitsevdd (p <0,05) eroa vapaan aminotypen muodostumisessa tai prolamiinien
hydrolyysissa. Tukeyn testilla tarkasteltiin yksittdisten ndytteiden valisid eroja, jolloin
saatiin selville koesarjan sisélld toisistaan merkitsevasti eroavat naytteet. Kvalitatiivisten
analyysien, eli kokoekskluusiokromatografian, SDS-PAGE-elektroforeesin ja immuno-

blottauksen tuloksia ei kasitelty tilastollisesti.
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3.3  Tulokset

3.3.1 Proteiinien pilkkoutuminen hydrolyysin aikana

Mallashydrolysaattien proteiinifraktioiden koko (SEC). Mallashydrolysaattien sisaltamien

proteiinien ja peptidien koon jakauman méaarittamiseksi suoritettiin kokoekskluusiokroma-
tografia 0, 2 ja 22 h inkuboitujen mallashydrolysaattien SDS-liukoisista fraktioista. SEC-
madrityksessa erikokoiset partikkelit kulkeutuivat kolonnin lapi eri nopeuksilla, jolloin ne
erottuivat toisistaan molekyylikokonsa perusteella (kuva 12).

Aallonpituudella 210 nm voidaan tunnistaa ainoastaan peptidisidoksia, jolloin vapaat
aminohapot tai aivan pienimmét peptidikdan eivat anna signaalia. Hydrolyysin aikana
tapahtunutta proteiinien ja polypeptidien pilkkoutumista ei siksi voitu havaita taysin
vastaavana molekyylikooltaan pienié yhdisteitd kuvaavien piikkien koon kasvuna. Naytteet
analysoitiin myds aallonpituudella 280 nm, joka detektoi ndytteen siséltdmat aromaattiset
aminohapot, mutta ei siis esimerkiksi hydrolyysissa mahdollisesti vapautuneita proliineja.
Néit4 tuloksia ei kuitenkaan esitetd tassg, silld ndytteiden valiset erot saatiin paremmin

esiin 210 nm:n detektiolla.

Koska SEC-kromatogrammeissa ovat mukana kaikki ndytteen proteiinit, myds viljan
entsyymit ja AN-PEP, havaittiin kaikissa naytteissa AN-PEP:in (66 kDa) tuottama piikki
19 ml:n  eluutiotilavuuden kohdalla. Proteiini- ja peptidistandardeihin verrattuna
mallashydrolysaattien eluutioprofiilit osoittivat, ettd inkubaatioajan edetessd 33-meerid
suurempien proteiinien ja polypeptidien mé&rd vaheni, kun taas 9-meerid pienempien

peptidien ja aminohappojen maara kasvoi.

Proteiinifraktioiden osuudet naytteissa saatiin laskemalla polypeptidejd ja monomeereja
sekd pienid peptideja vastaavien piikkien pinta-alat kustakin hydrolysaatista (kuva 13).
Tarkastelu osoitti polypeptidien ja monomeerien pilkkoutumisen inkubaatioajan edetessé.
Vehnamallashydrolysaateissa 33-meerid suurempien peptidien (My, > 3,9 kDa) osuus laski
pinta-alan perusteella 50 %:sta 25 %:iin. Samalla 9-meerid pienempien peptidien
(Mm < 1,1 kDa) osuus kasvoi 40 %:sta 70 %:iin. Ohra- ja ruismallashydrolysaateissa suu-
rempien peptidien osuus laski noin 40 %:sta 20 %:iin, kun taas pienten peptidien osuus

kasvoi 50 %:sta 70 %:iin kokonaispinta-alasta.
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Polymeerit Monomeerit Pienet peptidit ja vapaat aminohapot
800 C———x A = — %
Vehnamallas 33-meeri  9-meeri

AN-PEP

Absorbanssi 210nm [mAU)

Eluutiotilavuus (ml)

Kuva 12. A) Vehna-, B) ohra- ja C) ruismallashydrolysaattien SEC-kromatogrammit.
Absorbanssit detektoitiin aallonpituudella 210 nm.
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Kuva 13. Mallashydrolysaattien liukoisten polypeptidien ja monomeerien sek& pienten
peptidien koon jakauma kokoekskluusiokromatografiaan perustuen.

Vapaan aminotypen pitoisuus (FAN). Proteiinien AN-PEP-hydrolyysin etenemisté seurat-

tiin mittaamalla mallashydrolysaattien liukoisen fraktion vapaan aminotypen (FAN) pitoi-
suutta ninhydriinimenetelmélld. FAN-pitoisuus kasvoi kaikissa hydrolysaateissa inkuboin-
tiajan edetessd. Vehna- ja ohramallashydrolysaattien FAN-pitoisuus erosi 0 h hydrolysoi-
duista naytteista merkitsevasti (p < 0,05) jo 4 h hydrolyysin jalkeen, mutta ruismallashy-
drolysaateissa vasta 22 h jalkeen. FAN-pitoisuuden kasvu kuitenkin jatkui kaikissa hydro-

lysaateissa edelleen 4 h inkubointiajan jalkeen (p < 0,05) (kuva 14).

FAN-pitoisuudet vaihtelivat 0 h hydrolysoiduissa naytteissa valilla 1,9-3,7 g/kg.
Vehnamallashydrolysaatin - FAN-pitoisuus kaksinkertaistui 22 h hydrolyysin aikana.
Ohramaltaallakin se kasvoi 47 % ja ruismaltaalla 44 %. Ruismallashydrolysaattien vapaaan
aminotypen pitoisuuden tasot olivat kuitenkin kauttaaltaan vehnad ja ohraa korkeammat.
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B Natiivimallas ™ Mallasautolysaatti mQ0h ®1h 2h 4h 22h

FAN (g/kg)
[ah)

Vehnamallas Ohramallas Ruismallas

Kuva 14. Vapaan aminotypen (FAN) pitoisuus natiivien maltaiden, mallasautolysaattien ja
0-22 h inkuboitujen mallashydrolysaattien liukoisessa fraktiossa ninhydriinimenetelmélla
maaritettyna.

%P Naytteet, joiden perassa on sama kirjain, eivat eronneet toisistaan merkitsevasti
(p <0,05) ko. ominaisuuden suhteen yksisuuntaisessa varianssianalyysissd, jossa rinnak-
kaisndytteiden keskiarvoja verrattiin toisiinsa Tukeyn testill&.

Proteiinikoostumus (SDS-PAGE). Proteiinifraktioiden hajoamista AN-PEP-inkubaation

aikana seurattiin SDS-PAGE:lla. Geelill4 n&htiin kaikki naytteen proteiinit, myos mallas-
entsyymit ja AN-PEP (kuva 15). AN-PEP, jonka molekyylimassa on 66 kDa, nékyi kaikis-
sa naytteissa voimakkaana, ja vyohyke saattoi peittd4 alleen viljaproteiineja. Liukoinen
fraktio sisélsi albumiinit ja myds muita proteiineja, kuten maltaan amylaaseja. Ja&4nnos
saattoi sisaltdd mm. proteiineja, jotka eivat suuren kokonsa vuoksi olleet liukoisia.

Suurin osa néytteiden proteiinivyohykkeista havisi 22 h hydrolyysin aikana, mutta hydro-
lysaatteihin jai my0s pilkkoutumattomia proteiineja (kuva 15, nuolet). Vehnamallas-
hydrolysaattien albumiinifraktioissa oli 22 h jalkeen jaljell& 1&hinnd n. 30-40 kDa:n ja alle
10 kDa:n kokoisia proteiineja. SDS-liukoisessa fraktiossa havaittiin hydrolyysin jalkeen
20-30 kDa:n vyohykkeitd. Ohramallashydrolysaatin vesiliukoisista proteiineista oli hydro-
lyysin jélkeen jaljelld heikosti havaittavia 30-40 kDa:n proteiineja. SDS-liukoisista jaan-
nosproteiineista voitiin edelleen 22 h jalkeen havaita molekyylikooltaan n. 40 kDa:n vyo0-
hyke. Ruisnaytteiden vesiliukoisessa fraktiossa havaittiin heikosti 30—-40 kDa:n proteiineja.
SDS-liukoisista proteiineista geelilla nakyivat fraktiot kooltaan n. 20 ja 30 kDa.
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Kuva 15. A) Vehné-, B) ohra- ja C) ruismallashydrolysaattien proteiinikomponentit SDS-
PAGE-geelilld. Inkubaatioaika 0-22 h on merkitty geelin ylareunaan ja molekyylimassat
geelin vasempaan reunaan. Nuolet vaakatasossa osoittavat pilkkoutumattomia proteiini-
fraktioita.
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3.3.2 Prolamiinit hydrolysaatissa

Hydrolysaatin siséltdmat prolamiinit (Western blot). Prolamiinien esiintymista mallas-

hydrolysaattien SDS-liukoisissa fraktioissa tutkittiin immunoblottauksella kayttden poly-
klonaalista prolamiinispesifid vasta-ainetta. Proteiinibloteista havaittiin, ettd R5-vasta-aine
tunnisti my6s muita proteiineja kuin prolamiinit (kuva 16). AN-PEP-entsyymivalmiste
toimi negatiivisena kontrollina ja AN-PEP:in varjaytyessé saattoi siis tapahtua myos mui-
den ei-prolamiinifraktioiden varjaytymistd. Mikali proteiinipitoisuus naytteessa on hyvin
suuri, herkk& vasta-aine voi sitoutua myods epéspesifisti. Polyklonaalinen vasta-aine voi
tunnistaa prolamiinien lisdksi my6s globuliineja. Blottauksia voitiin pitdd vain suuntaa-
antavina ja luotettavampaa tietoa néaytteiden hydrolyysin jalkeen edelleen siséltdmasta pro-

lamiinista saatiin immunologisella ELISA-méarityksella.

Prolamiinipitoisuus (R5-ELISA). Mallashydrolysaattien prolamiinipitoisuudet maéritettiin

prolamiinilahtoisten hydrolyysituotteiden analysointiin tarkoitetulla entsyymivalitteiselld
immunosorbenttimé&arityksella eli kompetitiivisella R5-ELISA:lla. Prolamiinipitoisuuksien
vaheneminen edelleen 22 h aikapisteessa osoitti, ettd hydrolyysid kannatti jatkaa 4 h
hydrolyysiajan jalkeen (taulukko 5). Tarkasteltaessa mallasraaka-aineen prolamiinien
suhteellista pilkkoutumista eri viljalajien valilla havaittiin, ettd vehndprolamiinien
hajoaminen oli suhteessa kiivainta; vehndmallasautolysaatin jadnndsprolamiinista
hydrolysoitui 99,7 %. Ohramallasautolysaatin jaddnnosprolamiinista pilkkoutui 98,1 % ja
rukiilla 96,0 %. Varsinaisena prolamiinipitoisuutena pisimmalle eteni kuitenkin
ruismallashydrolysaatin sekaliinien eliminaatio. Vehn&mallashydrolysaatin prolamiini-
pitoisuus  romahti jo hydrolyysin ensimmadisen tunnin aikana, kun taas
ohramallashydrolysaatin sisdltdmien hordeiinien hydrolyysi tapahtui hitaimmin. Ohran
hordeiinien pilkkoutuminen ei ollut riittdvad, vaan jaljelle jai vield& huomattava méaara
R5-ELISA:lla tunnistettavia peptideja.
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Kuva 16. A) Vehné-, B) ohra- ja C) ruismallashydrolysaattien immunoblottaukset liukoi-
sista ja jadnndsproteiineista. Inkubaatioaika 0-22 h on merkitty geelin ylareunaan ja mole-
kyylimassat geelin vasempaan reunaan. G = gliadiinistandardi.
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Taulukko 5. AN-PEP-mallashydrolysaattien prolamiinipitoisuudet kompetititiivisella
R5-ELISA-menetelmalld maaritettynd. *Naytteista, joita oli hydrolysoitu 22 h, prolamiini-
pitoisuus maaritettiin myds sandwich-ELISA-menetelméll&.

Prolamiinipitoisuus (mg/kg = ppm)

Hydrolyysiaika (h)

0 1 2 4 22 22*
Vehnd 14 000+5000 1000 +200 a 800 +300 a Ei maar. 20 7 44 £10
Ohra 16 000+5000 12000+3600 7000+2000a 5000+2000a 340+92 590 +60
Ruis 300 £70 120 +20 a 130 +42 a 160 +29 18 +7 70 £10

 Naytteet (1-22 h), joiden perassa on sama kirjain, eivat eronneet toisistaan (samalla rivilla olevat
tulokset) merkitsevasti (p < 0,05) ko. ominaisuuden suhteen yksisuuntaisessa varianssianalyysissa,
jossa hydrolysaattien rinnakkaisnéytteiden keskiarvoja verrattiin toisiinsa Tukeyn testilla.

Koska ELISA-menetelmd on tarkoitettu gluteenittomien néytteiden analysointiin, olivat
runsaasti gluteenia siséltaneiden néytteiden (natiivin maltaan, mallasautolysaatin ja O h
-hydrolysaatin) tulosten hajonnat odotetusti suuret. Varianssianalyysid voitiin siksi
soveltaa vain mallashydrolysaattien valiseen prolamiinipitoisuuksien tarkasteluun ja
niistdkin vain 1-22 h hydrolysoituihin naytteisiin, jotta hydrolyysiajan tilastollinen
merkitsevyys saatiin nakyviin. Kasittely AN-PEP-entsyymivalmisteella laski vehna- ja
ruismallashydrolysaattien prolamiinipitoisuuksia 22 h aikana merkitsevasti (p <0,05)
kompetitiivisella R5-ELISA:lla madritettynd. Hydrolyysilla saatiin eliminoitua lahes kaikki
naytteen prolamiinit siten, ettd prolamiinipitoisuus laski gluteenittoman tuotteen rajalle
(20 mg/kg). Ohramallashydrolysaatti sisdlsi sen sijaan prolamiinia edelleen useita satoja
mg/kg.

Prolamiinipitoisuus maéritettiin myds sandwich-ELISA:lla 22 h hydrolysoiduista mallas-
autolysaateista. Kompetitiivisen ja sandwich-menetelman antamien tulosten eroja testattiin
yksisuuntaisella varianssianalyysilla ja sandwich-menetelmalla maéaritettiin merkitsevésti
(p <0,05) korkeammat prolamiinipitoisuudet. Vehna- ja ruismallashydrolysaattien prola-
miinipitoisuudet jaivat kuitenkin tasolle alle 100 mg/kg talladkin menetelmalla.

Liséksi tutkittiin AN-PEP-pitoisuuden vaikutusta prolamiinien eliminaatioon yon yli inku-
boiduissa ruismallashydrolysaateissaen sekd kompetitiivisella ett4d sandwich-ELISA-
menetelmélld (taulukko 6). Kaikki tarkastellut AN-PEP-pitoisuudet (35-0,7 ul/ g autoly-
saattia) vahensivat ruismallasraaka-aineen prolamiinipitoisuutta huomattavasti (p < 0,05)
22 h hydrolyysin aikana. Kuitenkin vain AN-PEP-pitoisuus 35 pl/g oli riittdvan korkea

tuottamaan ruismallashydrolysaatin, jonka prolamiinipitoisuus oli kompetitiivisella mene-
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telmélld méaaritettyna lahellda gluteenittoman tuotteen rajaa. Sandwich-menetelmalla mitat-
tuna lahelle pienimmét prolamiinipitoisuudet saavutettiin AN-PEP-pitoisuuksilla 35 ja
17,5 ul/g (p <0,05). Kuten edelld, myos talla kertaa sandwich-menetelmalla madritettiin

suurempia prolamiinipitoisuuksia kuin kompetitiivisella menetelmalla.

Taulukko 6. Ruismallasautolysaatista AN-PEP-entsyymivalmisteella 22 h hydrolysoitujen
naytteiden prolamiinipitoisuudet kompetititiivisella ja sandwich-R5-ELISA-menetelmalla
madritettynd AN-PEP-pitoisuuksilla 35-0,7 ul / g autolysaattia.

Prolamiinipitoisuus kuiva-ainetta kohti (mg/kg = ppm)

AN-PEP-valmisteen maara (ul / g autolysaattia)

35 17,5 3,5 0,7
Kompetitiivinen 18 +7 50+20 a 80 +20 a 70+30a
Sandwich 70+10a 130+28 a, b 210 +23 ¢ 17021 b, c

% Naytteet, joiden peréassd on sama Kirjain, eivat eronneet toisistaan (samalla rivilla olevat
tulokset) merkitsevasti (p < 0,05) ko. ominaisuuden suhteen yksisuuntaisessa varianssiana-
lyysissd, jossa rinnakkaisndytteiden keskiarvoja verrattiin toisiinsa Tukeyn testilla.
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3.4 Pohdinta

3.4.1 Prolamiinien eliminaatio mallashydrolysaateissa

Mallashydrolysaatit valmistettiin kaksivaiheisella prosessilla, jonka ensimmaisessé
vaiheessa endogeeniset mallasentsyymit pilkkoivat vehn&-, ohra- ja ruismaltaan
prolamiineja happamissa olosuhteissa (autolysaatti). Taman tutkielman kokeellisessa
osassa autolysaattien ja&nnosprolamiinien eliminaatio viimeisteltiin Aspergillus niger
-proliiniendopeptidaasilla ja tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa gluteenittomiin
elintarvikkeisiin soveltuva mallashydrolysaatti, jonka prolamiinipitoisuus olisi enintdén
100 mg/kg. Tavoite saavutettiin ja AN-PEP:in katalysoima prolamiinien eliminaatio oli
erittdin tehokasta; mallasautolysaattien jaannosprolamiinista pilkkoutui yli 96 %.
Pilkkoutuminen eteni pisimmélle ruismallashydrolysaatissa, jonka prolamiinipitoisuus oli
kompetitiivisella R5-ELISA:lla  mééritettynd 18 mg/kg ja sandwich-menetelmalld
70 mg/kg. Myos vehnamallashydrolysaatin prolamiinipitoisuus laski tavoitellulle tasolle:
kompetitiivisella pitoisuus oli 20 mg/kg ja sandwich-menetelmalld 44 mg/kg. AN-PEP:in
optimiolosuhteissa yon yli inkuboiduilla vehn&- ja ruismallashydrolysaateilla paastiin siis
ainakin alle 100 mg/kg gluteenitason, ja mahdollisesti jopa lahelle gluteenittoman tuotteen
raja-arvoa. Téllaista ainesosaa voitaisiin sisallyttdd keliakiaruokavalioon soveltuviin
tuotteisiin, silla gluteeniton elintarvike saa siséltdad gluteenia enintddn 20 mg/kg ja ns.
erittdin vahagluteeninen tuote 100 mg/kg (CAC 2008).

Ohramallashydrolysaatti sen sijaan sisélsi edelleen 22 h inkuboinnin jalkeen noin kymmen-
kertaisen madran prolamiinia vehna- ja ruismallashydrolysaatteihin verrattuna: kompetitii-
visella 340 mg/kg ja sandwich-menetelmalld maaritettynd 590 mg/kg. Ohran hordeiinin
onkin todettu olevan hankala substraatti endopeptidaaseille sen korkeasta proliinipitoisuu-
desta ja erittdin kompaktista molekyylirakenteesta johtuen (Simpson 2001). Kanervan ym.
(2006) tutkimuksissa havaittiin lisdksi, ettd R5-vasta-aine yliarvioi prolamiinin maaran
ohraa siséltavissa naytteissa. Vasta-aine sitoutuu hanakammin ohran kuin esimerkiksi veh-
nan prolamiineihin mahdollisesti siksi, ettd ohran hordeiineissa on paljon toistuvia
QQPFP-sekvenssejd, joita vasta-aine tunnistaa. Jotta ohramallashydrolysaattien jadnnos-
prolamiinin maarésta olisi saatu todellisempi kuva, olisi sen prolamiinipitoisuus voitu maa-

rittda hordeiinistandardia kéyttden Kanervan ym. ehdottamalla tavalla.

Hydrolyysin  tehokkuus riippui  AN-PEP-entsyymin  annostuksesta.  Sekaliinien

eliminaatioon vaadittiin 35 pl entsyymié / g autolysaattia. Laimeammilla entsyymi-
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pitoisuuksilla hydrolysaatit eivat olleet gluteenittomia R5-ELISA:lla maaritettynd.
Suhteellisen suuren entsyymimdaran tarve saattoi selittyd entsymaattisille reaktioille
tyypillinen  lopputuoteinhibitio, jossa reaktiotuotteen pitoisuuden kasvu siirtda
reaktiotasapainoa ja hydrolyysi hidastuu tai lopulta pysahtyy kokonaan (Kunst 2003).
MyOds mm. Mitean ym. (2008a) onnistuneesti toteutetuissa farmakologisissa in vitro
-gluteenihydrolyyseissd kaytetty AN-PEP-pitoisuus oli varsin korkea, 200 mg puhdasta
entsyymid / g proteiinia. Teollisissa elintarvikeprosesseissa hydrolyysituotteiden poistami-
nen reaktiotasapainon kontrolloimiseksi ei yleensd onnistu, joten hydrolyysin etenemisten
kannalta entsyymin riittdvd maard on tarked. Té&ssd tutkimuksessa toteutettujen
mallashydrolyysien tulokset antavat viitteitd siitd, ettd myds AN-PEP-pillerin kliininen

toimivuus voi todellakin vaatia suuria entsyymipitoisuuksia.

Korkean AN-PEP-pitoisuuden lisaksi mallashydrolysaattien prolamiinien eliminaatio vaati
suhteellisen pitkan, yli 4 h inkubaatioajan. AN-PEP:in tiedetd&n pilkkovan peptidi- ja
proteiinisubstraatteja ensisijaisesti aminohappoketjun péaistd (Edens ym. 2005; Stepniak
ym. 2006; Sebela ym. 2009). Liséksi AN-PEP pilkkoo mieluummin pitki& substraatteja
kuin esimerkiksi di- tai tripeptideja (Edens ym. 2005). AN-PEP:in toimintatapa saattoi
osaltaan selittdd pitkan hydrolyysiajan vélttamattomyyden prolamiinien eliminoimiseksi,
silld  peptidiketjun paastd tapahtuva pilkkoutuminen on hidasta. Prolamiinien
entsymaattinen eliminaatio on jo elintarvikeprosessissakin haastavaa ja vaatii korkean
entsyymipitoisuuden lisaksi pitkan hydrolyysiajan. Namé& havainnot heréttavat epéilyksia
prolamiinien  taydellisen  eliminaation  onnistumisesta  PEP-pillerilla  ihmisen

ruoansulatuskanavan kontrolloimattomissa olosuhteissa.

Téssé tutkimuksessa prolamiinipitoisuus madritettiin kahdella eri R5-ELISA-menetelmalla.
Sandwich-ELISA:lla  saatiin  tulokseksi korkeammat prolamiinipitoisuudet kuin
kompetitiivisella menetelmallda. Kompetitiivinen menetelmé on tarkoitettu prolamiineista
pilkkoutuneiden hydrolyysituotteiden maarittamiseen. Tdssé tutkimuksessa voitiin olettaa
jo lahtémateriaalin (autolysaatti) siséltaneen paljon pienid, proteolyyttisesti pilkkoutuneita
peptidejd, joten kompetitiivista maaritysta voitiin pitdd asianmukaisena valintana. Toisaalta
sandwich-ELISA on virallinen menetelmd gluteenipitoisuuden  maarittamiseen
elintarvikkeista, eikd kompetitiivisen menetelmén etanoliuutossa uuttunut hydrolysaatin
mahdollisesti edelleen siséltdmid polymeerisia prolamiineja. Inkubointi pelkistavéssa
cocktail-liuoksessa irrotti prolamiinialayksikoitd toisistaan, mika lisdsi prolamiinien
uuttuvuutta.  Sandwich-madritykseen saatiin  siis  mukaan my6s hydrolysaatin

todennékoisesti edelleen siséltdmat natiiveina ei-liukoiset prolamiinit.
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3.4.2 Hydrolyysin eteneminen

ELISA-menetelman lisaksi mallasautolysaattien proteiinien ja peptidien hydrolyysia
seurattiin vapaan aminotypen (FAN) muodostumisena, kokoekskluusiokromatografialla
(SEC) ja SDS-PAGE-elektroforeesilla. SDS-liukoisten proteiini- ja peptidifraktioiden koon
madrittdminen SEC-menetelmé&lld perustui fraktioiden eluutioaikojen vertaamiseen
molekyylimassaltaan tunnettuihin peptidistandardeihin ja kolonnin aiempaan kalibrointiin.
Aallonpituudella 210 nm voitiin tarkastella lahinn& peptidisidoksia siséltdvien proteiinien
ja polypeptidien mé&ardn vahenemistd hydrolyysin edetessd. SEC-aineiston perusteella
erityisesti monomeeristen fraktioiden pitoisuus vaheni ja vastaavasti pienten peptidien ja
aminohappojen mé&ard kasvoi. Vehnamallasautolysaatti sisdlsi aluksi huomattavasti
enemman poly- ja monomeerisid proteiineja kuin ohra- ja ruismallasautolysaatit. Yon yli
inkuboinnin jalkeen kaikkien hydrolysaattien siséltdmat polypeptidit olivat pilkkoutuneet
keskendan samalle tasolle. Vehnamallasautolysaatin sisaltdmien proteiinien hydrolyysi oli
siis suhteessa kiivainta. My0s itse AN-PEP detektoitiin hieman ennen 20 ml:n
eluutiotilavuutta. Vehna- ja ruismallashydrolysaateissa kyseinen fraktion antama signaali
heikkeni hydrolyysiajan edetessd, mutta ohramallashydrolysaateissa vastaavan signaalin
voimakkuus pysyi samana. Luultavimmin kyseessa ei siis ollut entsyymin autolyysi tai
hydrolyysi, vaan vehna- ja ruismallashydrolysaatit sisdlsivat todenndkoisesti AN-PEP:in
kanssa samankokoisia fraktioita, joiden pilkkoutuminen voitiin ndhd& kromatogrammissa

pienenevind piikkeina.

Pienten peptidien ja aminohappojen muodostumista seurattiin vapaan aminotypen (FAN)
pitoisuuden kasvuna, joka taydensi SEC-maarityksen antamaa informaatiota. Aminotypen
méaara mittaa proteolyysin etenemistd myos esimerkiksi hapantaikinassa ja proteiinien ent-
symaattisessa hydrolyysissa (Loponen ym. 2007). Biologisessa fermentaatiossa FAN-
maéarityksen tulokset saattavat toisinaan olla hankalasti tulkittavissa, silla hapantaikinan
mikro-organismit kayttavat proteiinien hydrolyysituotteita kasvuunsa, mika luonnollisesti
vaikuttaa analysoitavien hydrolyysituotteiden maaréén (Tuukkanen ym. 2005). Tdassé tut-
kimuksessa toteutetussa entsymaattisessa AN-PEP-hydrolyysisséd ei tapahtunut hydro-
lyysituotteiden havikkid, vaan FAN-maéritys osoitti proteolyysin etenemisen luotettavasti.
Vapaan aminotypen pitoisuuden kasvu ilmaisi, ettd pienid hydrolyysituotteita kertyi run-
saasti, mista voitiin pééatelld, ettd hydrolyysi oli voimakasta ja jatkui 4 h jalkeen. Pienia
peptidejad ja aminohappoja syntyi syntyi suhteessa huomattavasti enemman ruismallas-

hydrolysaateissa kuin vehnd- tai ohramallashydrolysaateissa. Vertailtaessa mallasauto-
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lysaatteja ja 0 h -ndytteitd havaittiin ndenndinen FAN-pitoisuuksien kasvu. Koska AN-PEP
on proteiini, jo AN-PEP-valmisteen lisédminen tuotti liuokseen lisdd aminopéitd, vaikka

varsinaista hydrolyysié ei olisi ehtinyt tapahtua.

Myods mallashydrolysaattien proteiiniuutteiden SDS-PAGE-maéritys osoitti, ettd suuri osa
viljaproteiineista hydrolysoitui. Molekyylimassojensa puolesta vehnamallashydrolysaattien
SDS-liukoisessa fraktiossa nékyneet vyohykkeet saattoivat koostua prolamiineista ja olla
joko LMW-gluteniineja, gliadiineja tai HMW-gluteniinien hajoamistuotteita (Wieser ym.
1994; Shewry ja Tatham 1997). Ohran ja&dnndsfraktio sisalsi mahdollisesti B-hordeiineja,
joiden molekyylimassa on 30-50 kDa (Celus ym. 2006). AN-PEP-vyohyke osui ohran
C-hordeiinien kokoalueelle 55-80 kDa, joten se saattoi peittdd alleen hydrolyysissa
pilkkoutumattomia hordeiineja. Rukiin tunnettuja sekaliinifraktioita, molekyylimassaltaan
40 ja 75 kDa (Shewry ja Bechtel 2001), ei hydrolyysin jalkeen havaittu, ellei AN-PEP:in
vyohyke peittanyt sekaliinijgdnnostd alleen. Koska SDS-PAGE-geelilla n&dhd&én aina
kaikki ndytteen proteiinit, tehtiin proteiinien tunnistamiseksi immunoblottaus.
Blottauksessa ilmeni kuitenkin vasta-aineen epéaspesifid sitoutumista, joten p&&telmat
hydrolysaattien sisaltdmien prolamiinien pilkkoutumisesta tehtiin edelld ké&siteltyjen
R5-ELISA-tulosten perusteella.

3.4.3 Prosessin tarkastelua

Viljojen endogeeniset entsyymit ovat osa perinteisia elintarvikeprosesseja, kuten mallastus
ja hapantaikinaleivonta, ja olleet siten osa ihmisten ruokavaliota jo pitkdan. Ne ovat siis
turvallinen ja kustannuksiltaan edullinen luontainen entsyymildhde. Mallastettujen jyvien
monipuolinen entsyymivarasto pilkkoo prolamiineja tehokkaammin kuin vain yksi tai kak-
si spesifid entsyymié (Bethune ym. 2006; Siegel ym. 2006). Liséksi tiedetdan, etta viljan-
jyvissa on endogeenista pelkistyspotentiaalia (Suske ym. 1979), joka osaltaan edesauttaa

prolamiinien pilkkoutumista.

Jokainen gluteenipeptidin pilkkoutuminen tuottaa yhden uuden amino- ja karboksyyli-
terminaalin. Pilkkoutuminen véhent&dd suoraan gluteenipeptidin immunoreaktiivisuutta,
mutta sen liséksi syntyneet peptidit voivat olla sopivia substraatteja toisille entsyymeille.
Téllaista lahestymistapaa on hyddynnetty gluteenin eliminoimiseksi entsyymiyhdistelmill&
farmakologisissa sovelluksissa (Siegel ym. 2006; Tye-Din ym. 2010). Taman tutkimuksen
esikokeiden perusteella kuitenkin havaittiin, ettd AN-PEP hydrolysoi tehokkaasti myos

mallasentsyymit, joten maltaan luontaisen proteolyyttisen aktiivisuuden hyédyntdmiseksi
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kaksivaiheinen prosessi oli vélttdmaton. Mallasentsyymien annettiin siis toimia ensin kes-
kendén (autolysaatti), mink& jalkeen ulkopuolista rekombinanttia AN-PEP:ia kaytettiin

ainoastaan prolamiinien eliminaation viimeistelyyn.

Prosessia voitaisiin edelleen tehostaa hydrolyysid optimoimalla. Optimoinnissa kannattaa
ensisijaisesti pyrkia hydrolysaatin mahdollisimman alhaiseen prolamiinipitoisuuteen, silla
useat gluteenittomien tuotteiden valmistajat vaativat k&ytdnndsséd jo raaka-aineiltaan
gluteenittomuutta (< 20 mg/kg). Erityisesti, kun kyseessd on keliaakikoille haitallisesta
l&htomateriaalista prosessoitu tuote, ei tuotevalmistajien ja kuluttajien suhtautuminen
mallashydrolysaatteihin ole vélttdméatta varauksetonta. Korkeampi entsyymipitoisuus voisi
tehostaa prolamiinien pilkkoutumista, mutta se toisaalta nostaa hydrolysaatin
tuotantokustannuksia. Panimoteollisuudessa on kuitenkin kéytossa AN-PEP:in kanssa
ilmeisesti erittain samankaltainen Brewers Clarex -valmiste (DSM Food Specialties 2011),
joten myo6s A. niger -proliiniendopeptidaasin voidaan olettaa olevan kohtuuhintainen.
Toisaalta myds inkubaatioajan lyhentdminen olisi edullista sekd kustannussyista etté
hydrolysaatin mikrobiologisen turvallisuuden kannalta — vaikka matalan pH:n ansiosta
inkubaatio-olosuhteet eivat alkujaankaan olleet otollisia mikrobikontaminanttien kasvuun.
Toistaiseksi nayttad siltd, etteivdt useimpien muiden bakteeriperéisten proliini-
endopeptidaasien vaatimat olosuhteet, kuten matala optimilampdétila ja neutraali pH,
soveltuisi ainakaan tdméntyyppisiin elintarviketeollisiin prosesseihin. Kirjallisuuden ja nyt
saatujen tulosten perusteella AN-PEP vaikuttaa erittdin tehokkaalta entsyymilté
prolamiinien eliminaatioon, ja se on myds hyvaksytty kéytettavaksi elintarvike-

prosesseissa.

3.4.4 Mallashydrolysaatin kayttokohteita

Ruis kuuluu keliakiaruokavaliossa véltettaviin viljoihin sen siséltdmien T-solureaktion
aikaansaavien aminohapposekvenssien vuoksi (Stenman ym. 2010). Suomalaiset keliaaki-
kot kuitenkin kaipaavat rukiin makua erityisesti gluteenittomiin leipiin. Keliakian esiinty-
vyys on kasvussa (Lohi ym. 2007) ja markkinoille kaivataan uusia, laadukkaita tuotteita.
Tastd ndkokulmasta ruismallashydrolysaatti on tutkimuksen kiinnostavin tuote, silla sita
voitaisiin mahdollisesti kdyttd4d parantamaan gluteenittomien ja erittédin vdhan gluteenia

siséltavien tuotteiden aromia.

Gluteeniproteiinien hydrolyysi tuhoaa sitkon, joten vehndmallashydrolysaateilla ei saada

ailkaan tavanomaiselle vehnataikinalle tyypillisid viskoelastisia ominaisuuksia. Rukiin
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leivontaominaisuudet perustuvat sitkon sijaan mm. vesiliukoisiin polysakkarideihin,
arabinoksylaaneihin, jotka vastaavat ruistaikinan vedensidonnasta ja kaasunpidatyskyvysté.
Sekaliinien  hydrolyysi ei siis sindllddn  héiritse  perinteistd  ruisleivontaa.
Mallashydrolysaatin  jatkokdyton suhteen on kuitenkin huomioitava, ettd jo
l&htomateriaalina  kaytetty —mallasraaka-aine sisdlsi muutakin  kuin ainoastaan
proteolyyttista entsyymiaktiivisuutta. Esimerkiksi hapantaikinafermentaatiossa rukiin
endogeeniset entsyymit pilkkovat arabinoksylaaneja arabinoosiksi ja ksyloosiksi (Loponen
ym. 2009), mikd saattaa jonkin verran heikent&dd rukiin leivontaominaisuuksia.
Tarkkelykseen perustuvissa gluteenittomissa leivontasovelluksissa raaka-aineiden

mahdollinen amylolyyttinen aktiivisuus voi olla haitallista ja siksi inaktivoitava.

Mallashydrolysaattien kohdalla mielenkiinto kohdistuu leivdn rakenneominaisuuksien
sijaan hydrolyysituotteisiin. Proteiinien hydrolyysissé syntyneet pienet peptidit ja etenkin
vapaat aminohapot toimivat aromiyhdisteiden esiasteina hapantaikinaleivonnassa (Thiele
ym. 2002; Hansen ja Schieberle 2005). VVoidaan siis olettaa, ettd AN-PEP-hydrolyysissé
syntyneet pilkkoutumistuotteet toimisivat samoin. Erittdin vahégluteenista ruismallashyd-
rolysaattia voitaisiin mahdollisesti k&yttdd tuomaan rukiista aromia gluteenittomiin
elintarvikkeisiin.  Gluteenittoman leivonnan lisdksi sovelluskohteita voisivat olla
esimerkiksi aamiaismuro- tai myslivalmisteet, joissa téalla hetkelld k&ytetddn
ohramallasuutetta vastaavassa tarkoituksessa. Kaikki valmistajat eivat kuitenkaan takaa
ohramallasuutteensa gluteenittomuutta, mikd on rajannut suuren osan tuotteista pois
keliakiaruokavaliota noudattavien ulottuvilta. Elintarvikkeen muut gluteenittomat ainesosat
kuitenkin laimentaisivat erittdin v&hagluteenisen ruismallashydrolysaatin  edelleen
siséltdman  jadnnosprolamiinipitoisuuden (alle 100 mg/kg) sellaiselle tasolle, ett&
lopputuote voitaisiin merkitd gluteenittomaksi. Mikéli tuotteisiin olisi mahdollista lis&ta
hydrolysaattia sellaisenaan, voitaisiin lisdarvoa tuoda maun lisdksi myos taysjyvarukiin

terveysvaikutuksilla.

Proteiinien hydrolyysissd voi muodostua myos karvaita peptidejd, etenkin jos proteiinit
koostuvat hydrofobisia sivuketjuja siséltdvistd aminohapoista (Ney 1971). Karvaan maun
muodostuminen on todenndkoistd, mikali hydrofobinen aminohappo sijaitsee peptidin
terminaalipddssa tai erityisesti sen molemmissa pdissd (Matoba ja Hata 1972). Triticeae-
prolamiineissa on runsaasti glutamiinia ja proliinia (Wieser ym. 1988; Shewry 1995; Stern
ym. 2001), joista proliini  on melko hydrofobinen aminohappo. Lisaksi
proliiniendopeptidaasit pilkkovat aminohappoketjua nimenomaan proliinin

karboksyylipuolelta (Edens ym. 2005). Prolamiinit siséltdvat myos erittdin hydrofobisia
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aminohappoja, kuten leusiinia ja fenyylialaniinia. Miellyttavien aromiyhdisteiden
esiasteina toimivien peptidien lisdksi mallashydrolysaateissa voi siis syntyd myos ei-
toivottuja, karvaita yhdisteitd. Toisaalta A. niger -proliiniendopeptidaasi on osoittautunut
tehokkaaksi nimenomaan proteiinihydrolysaattien karvauden poistamisessa vahentdmall
hydrofobisten peptidien ma&rad; C-terminaalissa proliini ei tuota karvasta makua (Edens
ym. 2005). Kaikenkaikkiaan on siis epatodenndkdistd, ettd hydrolysaateissa korostuisi
karvas maku. Gluteenittomien mallaspohjaisten aromiuutteiden hyddyntdmista on
seuraavaksi kokeiltava elintarvikesovelluksissa, jolloin saadaan késitys niiden todellisesta

potentiaalista aromia tuovana ainesosana.

3.45 Turvallisuusndkdkohtia

Tutkimus osoitti vehnan ja rukiin prolamiinien laajamittaisen hydrolyysin AN-PEP-
késittelyn aikana. R5-ELISA-madritysten perusteella mallashydrolysaatteja voidaan pitaa
keliaakikoille turvallisena ainesosana. Gluteenittomia erityisruokavaliotuotteita koskevan
asetuksen mukaan tuotteen soveltuvuus keliakiaruokavalioon osoitetaan maarittamalla
prolamiinipitoisuus nimenomaan ELISA-menetelmélld (CAC 2008). ELISA:lla voidaan
siis todeta prolamiinipitoisuuden olevan alle tietyn rajan, mutta menetelma ei kuitenkaan

sindnséa todista tuotteen turvallisuutta keliakiaruokavaliossa.

Koska keliakiassa haitallisia epitooppeja ei tunneta taysin, on toisaalta varmistuttava, ettei
haitallisten peptidien entsymaattisessa hydrolyysissd syntynyt uusia, mahdollisesti
alemmin  tuntemattomia, haitallisia  peptidejd. Ennen kaupallisia  sovelluksia
mallashydrolysaattien soveltuvuus gluteeniylinerkkien ruokavalioon on arvioitava ja
varmistettava tarvittaessa kliinisesti varsinkin, kun kyseesséd on uudenlainen teknologia.
Kliinisten kokeiden korvaamiseksi, tai rinnalla, mallashydrolysaattien turvallisuutta
voidaan arvioida mm. in vitro T-solumalleissa (Marietta 2009) tai in vivo -menetelmin,
esimerkiksi Freitagin ym. (2009) kehittdmalla hiirimallilla. Ennestdan kuitenkin tiedetaan,
ettd prolamiinispesifien vasta-aineiden tunnistamat sekvenssit ovat lyhyempida (5-6
aminohappoa) kuin pienimmat tunnetut T-soluepitoopit (v&hintd&n 9-10 aminohappoa)
(Sjostrom ym. 1998), joten mittaukset ELISA-madrityksissa kaytetyilld vasta-aineilla
voivat jopa yliarvioida jaljellejadneiden haitallisten sekvenssien méaaran. Grecon ym.
(2011) suorittama 60 péivan gluteenialtistus vehnahydrolysaateilla ei aiheuttanut oireita
keliaakikoille, mik& edelleen viittaa hydrolysaattien turvallisuuteen. Nama tekijat tukevat
ajatusta siitg, ettd mallastettu ja AN-PEP-hydrolysoitu viljaraaka-aine voisi tulevaisuudessa

olla hyddynnettavissa gluteeniyliherkille tarkoitetuissa tuotteissa.
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4 PAATELMAT

Taman maisterintutkielman kokeellisen tutkimuksen tavoitteena oli eliminoida happamissa
olosuhteissa inkuboitujen vehnd-, ohra- ja ruismaltaiden, eli ns. mallasautolysaattien,
siséltama jadnndsprolamiini proliinispesifilla Aspergillus niger
-endopeptidaasivalmisteella. AN-PEP:in annettiin hydrolysoida mallasautolysaatteja
happamissa olosuhteissa 22 h ajan, jolloin vehnd- ja ruismallashydrolysaattien
prolamiinipitoisuus laski alle 100 mg/kg tason immunologisella R5-ELISA-menetelmalla
madritettynd. Hydrolysaattien prolamiinipitoisuus oli mahdollisesti jopa erittain lahella
gluteenittoman tuotteen rajaa 20 mg/kg. Hydrolysoimalla mallasautolysaatteja edelleen
AN-PEP-valmisteella voidaan siis padstd erittdin alhaisiin prolamiinipitoisuuksiin.
AN-PEP hydrolysoi tehokkaasti autolysaattien siséltamia varastoproteiinifraktioita etenkin,
kun entsyymin pitoisuus oli riittdvan korkea, vahintddn 35 pl/g. Entsyymin mé&aran
lisadminen olisi mahdollisesti tehostanut hydrolyysia edelleen. Myo6s prosessiolosuhteita
optimoimalla voitaisiin  mahdollisesti vahentadd tarvittavaa ulkopuolisen AN-PEP-

entsyymin maarad ja/tai lyhentdd hydrolyysiaikaa.

Keliaakikkojen maara kasvaa, joten my0s gluteenittomien tuotteiden kysyntd kasvaa.
Markkinoilla olevat tuotteet ovat tyypillisesti olleet aistinvaraisilta ominaisuuksiltaan heik-
kolaatuisia, ja erityisesti suomalaiset keliaakikot kaipaavat rukiin makua ja aromia. Siksi
biotekniselle prosessille, jolla voitaisiin luotettavasti eliminoida nimenomaan ruisraaka-
aineen prolamiinit, olisi kysyntd4 gluteenittomia tuotteita valmistavassa teollisuudessa.
Taman tutkimuksen perusteella janndsgluteenin entsymaattinen eliminaatio on mahdollista.
Rukiin proteiinien hydrolyysi hapantaikinafermentaation aikana on perinteinen osa ruislei-
van teknologiaa, ja prolamiinien hydrolyysituotteet voivat toimia aromiyhdisteiden esias-
teina leivontasovelluksissa. Vaikka maltaan amylolyyttisesta aktiivisuudesta johtuen rukiin
pentosaaneihin perustuvat leivontaominaisuudet heikkenisivétkin, voisi ruismallashydro-
lysaatti mahdollisesti tuoda rukiin aromia gluteenittomiin elintarvikkeisiin. Jatkossa on
selvitettdva millaisia peptidejd hydrolysaatteihin jaa jéljelle ja arvioitava gluteenittomien

mallaspohjaisten aromiuutteiden hyddyntadmisté elintarvikesovelluksissa.
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LIITTEET

Liite 1. Aminohappojen lyhenteet (Campbell 1995)

Aminohappo 3-kirjaiminen lyhenne 1-kirjaiminen lyhenne
Glysiini Gly G
Alaniini Ala A
Valiini Val VvV
Leusiini Leu L

Isoleusiini lle I
Proliini Pro P

Fenyylialaniini Phe F

Tyrosiini Tyr Y
Tryptofaani Trp w
Seriini Ser S
Treoniini Thr T
Kysteiini Cys C
Metioniini Met M
Arginiini Arg R
Histidiini His H
Lysiini Lys K
Asparagiinihappo Asp D
Glutamiinihappo Glu E
Asparagiini Asn N
Glutamiini Gln Q
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Liite 2. Tutkimuksessa kaytetyt reagenssit ja laitteet

Kéaytetyt reagenssit olivat analyysilaatuisia.

Mallasautolysaattien valmistamisessa kaytetyt reagenssit ja laitteet:

Etikkahappo (CH3COOH), Merck KGaA, Darmstadt, Saksa
Maitohappo (C3HsOs), Fluka Chemie AG, Buchs, Saksa
Ultrasentrifugimylly, Retsch ZM-200, Retsch, Haan, Saksa

Zymografisissa maarityksessa kaytetyt reagenssit, tarvikkeet ja laitteet:

Gelatiinigeeli Novex® Zymogram 10 % Gelatin Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Kaseiinigeelit Novex® Zymogram 12 % Casein Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Ajopuskuri Tris-Glycine SDS Running Buffer, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Naytepuskuri Tris-Glycine SDS Sample Buffer, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Molekyylimassamarkkeri SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range,
Bio-Rad Laboratories, USA

Zymogram Developing Buffer, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Zymogram Renaturing Buffer, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Elektroforeesissa kaytetyt reagenssit, tarvikkeet ja laitteet:

Geelit NUPAGE Novex® Bis-Tris 12 %, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Glyseroli (HOCH,CH(OH)CH,0H), May & Baker Ltd, Dagenham, England
Bromifenolisininen (C19H10Br40sS), Merck KGaA, Darmstadt, Saksa
2-Merkaptoetanoli (C2;HgOS), Fluka Chemie AG, Buchs, Saksa

Ajopuskuri  NUPAGE MOPS [3-(N-morfolino)propaanisulfonihappo] SDS-puskuri,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

NuPAGE-antioksidantti, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Molekyylimassamarkkeri Novex Sharp Pre-Stained Protein, Invitrogen, CA, USA
Elektroforeesilaite XClee SureLock Mini Cell, Invitrogen, CA, USA

Virtalahde Power Pack 300, Bio-Rad Laboratories, USA

Variaine Serva Blue R, Serva Feinbiochemica GmbH, Saksa
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Trikloorietikkahappo (TCA, CoHCI30,), Mallindckrodt Baker B.V., Deventer, Alankomaat

Vapaan aminotypen maarityksessa kaytetyt reagenssit ja laitteet:

Kidevedellinen dinatriumvetyfosfaatti (Na,HPO,4-12H,0), Merck KGaA, Darmstadt, Saksa
Kaliumdivetyfosfaatti (KH,PO,), RdH Laborchemikalien GmbH & Co. KG, Seelze, Saksa
Ninhydriini (CgHsO4), Sigma, Oakville, Kanada

Fruktoosi (C¢H120¢), Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Kaliumjodaatti (K1O3), Sigma-Aldrich Inc., MO, USA

Glysiini (C,HsNO,), Sigma-Aldrich Inc., MO, USA

Lampdoblokki QBD2 Grant, Grant Instruments Ltd, Cambridge, Englanti

Spektrofotometri, Perkin-Elmer Lambda UV/VIS, Perkin-Elmer, MA, USA

Tietokoneohjelma, KinLab version 2.80.02, ©1996-1999, The Perkin Elmer Corporation,
MA, USA

Kokoekskluusiokromatografisissa maarityksissa tarvittavat reagenssit ja laitteet:

Asetonitriili G Chromasolv (C;H3N), Sigma-Aldrich Inc., MO, USA

Viaalipullot Autosampler Vials 2 ml, BROWN Cromatography Suppliers, Wertheim,
Baden-Wuerttemberg, Saksa

Adapterit Limited Volume Inserts 0,3 ml, BROWN Cromatography Suppliers, Wertheim
Baden-Wuerttemberg, Saksa

Kolonni 1, Superdex Peptide 10/300 GL, GE Healthcare Biosciences Ab, Uppsala, Ruotsi
Kolonni 2 Superdex 200 10/300 GL, GE Healthcare Biosciences Ab, Uppsala, Ruotsi
1200 HPLC-laitteisto, Agilent Technologies, Waldbronn, Saksa

Detektori Multiple Wavelength Detector, Hewlett Packard series 1050, Waldbronn, Saksa

Tietokoneohjelma, Agilent ChemStation for LC, Agilent Technologies 2001-2006,
Waldbronn, Saksa

Immunoblottauksessa kaytetyt reagenssit, tarvikkeet ja laitteet:

Polyvinylideenifluoridikalvo, Immun-Blot PVDF Membrane for protein Blotting (0,2 um),
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

(20 x) NuPAGE Transfer Buffer, Invitrogen, CA, USA
Metanoli (CH3OH), Mallindckrodt Baker B.V., Deventer, Alankomaat
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Natriumkloridi (NaCl), Sigma-Ultra, Sigma-Aldrich Inc., MO, USA

Tween 20 (polyoksietyleenisorbitaanimonolauraatti, CsgH114027), Merck KGaA, Munchen,
Saksa

Kidevedellinen magnesiumkloridi (MgCl,:6H,0), RdH Laborchemikalien
GmbH & Co. KG, Seelze, Saksa

Naudan seerumin albumiini (BSA), Sigma Chemical, St. Louis, USA
Polyklonaalinen Anti-Gliadin (Wheat) G-9144, Sigma-Aldrich Inc., MO, USA
Anti-Rabbit 1gG (Fc) AP-konjugaatti B, Promega Corporation, Madison, WI, USA
Alkaalinen fosfataasi (AP) -konjugaatti A, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Alkaalinen fosfataasi (AP) -konjugaatti B, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Titriplex 111 (Na2EDTA, C10H14N20g:2H,0), Merck KGaA, Darmstadt, Saksa
Skanneri, HP Scanjet 3570C, St. Paul, MN, USA

R5-ELISA-maarityksissa kaytetyt reagenssit, tarvikkeet ja laitteet:

Kompetitiivinen R5-ELISA -analyysi, Ridascreen® Gliadin competitive, R-Biopharm,
Darmstadt, Saksa

Kalagelatiini, Sigma-Aldrich, MO, USA

Sandwich R5-ELISA -analyysipaketti, Ridascreen® Gliadin, R-Biopharm, Darmstadt,
Saksa

Kuoppalevyn pesulaite, Biochrom ASYS Atlantis, ASYS Hitech GmbH, Eugendorf,
Itavalta

Kuoppalevynlukija, Labsystems Original Multiskan EX, MTX Lab Systems, Inc., Vienna,
VI, USA

Tietokoneohjelma, Ascent Software version 2.6, ©1996-2002, Thermo Labsystems Oy,
Kuopio

Muut kaytetyt reagenssit:

Milli-Q-vesi, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA

Natriumasetaatti (CH;COONa), Merck KGaA, Darmstadt, Saksa
Natriumhydroksidi (NaOH), Merck KGaA, Darmstadt, Saksa

Kloorivetyhappo (HCI), RdH Laborchemikalien GmbH & Co. KG, Seelze, Saksa

Dinatriumvetyfosfaatti (Na;HPO,), RdH Laborchemikalien GmbH & Co. KG, Seelze,
Saksa

Natriumdivetyfosfaatti (NaH.PO,), Merck KGaA, Darmstadt, Saksa
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Etanoli (Etax Aa, C;HsOH), Altia Oyj, Rajaméki
Natriumlauryylisulfaatti (SDS, C1,H2sNa0,S), Sigma-Aldrich, MO, USA

Tris(hydroksimetyyli)aminometaani (C4;H1:NO3), Trisma-Base, Sigma-Aldrich Inc., MO,
USA

Lisdksi kaytettiin seuraavia laitteita:

Inkubaattori, Heidolph Incubator 1000, Heidolph Instruments, Swabach, Saksa
Ravistelija, Roto-Shake Genie, Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA
Kylmésentrifugi Centrifuge 5810 R, Eppendorf Ab, Hampuri, Saksa
Pakkaskuivuri, Heto DryWinner FD8, Heto-Holmen A/S, Allergd, Tanska

Sentrifugi Eppendorf Centrifuge 5154 C, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hampuri,
Saksa



