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Lupinasto sadje, med katere sodi tudi lesnik, uvrSs¢amo med pogoste prehranske
alergene. Lesnik (Corylus avellana L.) je zelo priljubljeno suho sadje, ki se uporablja
v razli¢nih oblikah in kombinacijah. Namen diplomskega dela, je bil dolociti sledove
lesnika kot alergena v zivilih s PCR v realnem ¢asu. Eksperimentalno delo je bilo
razdeljeno na vec delov. Najprej smo izbrali ustrezne oligonukleotidne zacetnike in
sondo, sledila je optimizacija encimske reakcije in dolocitev obcutljivosti ter
specificnosti metode. Optimalne razmere pomnozevanja specificnega dela DNK, ki
doloca lesnikov alergeni protein Hsp 1, smo dosegli s testiranjem razlicnih meSanic za
PCR v realnem c¢asu z razlicnimi koncentracijami sonde in oligonukleotidnih
zacetnikov. Izbrane optimalne razmere encimske reakcije so bile 50 nmol/L sonde
NocclP in 300 nmol/L oligonukleotidnih zacetnikov Nocc2F in NocclRbis.
Specifi¢nost oligonukleotidnih zacetnikov Nocc2F, Noccl1Rbis in sonde NocclP, smo
dolocili z analizami razli¢nih sort leSnika, arasida in mandlja. Reakcija je bila 100 %
specifi¢na. Obcutljivost s ¢isto DNK lesnika je bila 0,9 pg v obmoc¢ju kvantifikacije od
90,5 ng/uL - 0,9 pg/uL, ob 90,3 % ucinkovitosti reakcije. S PCR v realnem casu za
dolocanje lesnika kot alergena smo dolocili prakti¢no obcutljivost, ki je znasala 0,0005
% leSnika v standardnih leSnikovih meSanicah. Obmocje kvantifikacije je bilo od
0,0005 % - 100 % ob 104,2 % ucinkovitosti reakcije. Analizirali smo 23 razli¢nih
zivilskih izdelkov iz slovenskega trziS¢a. Glede na oznacbe je 7 izdelkov vsebovalo
lesnik, v 6 izdelkih bi naj bilo lupinasto sadje lahko prisotno le v sledovih in 10
izdelkov ne bi smelo vsebovati leSnika. Rezultati PCR v realnem ¢asu so bili skladni z
oznacbami pri 18 izdelkih, medtem ko smo pri 5 izdelkih dolocili le$nik, Ceprav na
deklaraciji ni bil naveden.
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Nuts including hazelnut are classified as frequent food allergens. Hazelnut (Corylus
avellana L.) is one of the most popular dried fruit that can be used in various forms
and combinations. The purpose of the graduation thesis was detection and
quantification of hazelnut traces (Corylus avellana L.) as a food allergen using real-
time PCR. The experimental work was divided into several parts. First we selected and
set the suitable primer and probe, than we optimised enzymatic reactions and
determined sensitivity and specificity of the method. Optimal conditions for DNK
amplification of HSp 1 gene encoding allergen protein were achieved by preparing
different PCR-mixtures with various concentrations of probe and primers. The selected
optimal conditions were 50 nmol/L of Nocc1P probe and 300 nmol/L of Nocc2F and
Nocc1Rbis primers. The specificity of Nocc2F and NocclRbis primers, and of NoccP
probe, was determined by analyzing different types of hazelnuts, peanuts, and
almonds. The reaction was 100 % specific. The sensitivity of enzymatic reactions with
pure hazelnut DNA was 0.905 pg. The range of quantification was from 90.5 ng/uL to
0.9 ng/uL with the reaction efficiency of 90.3 %. Practical sensitivity of real-time PCR
was 0.0005 % of hazelnut in standard hazelnut mixtures. The range of quantification
was from 0.0005 % to 100 % with a reaction efficiency of 104.2 %. We analyzed 23
different food products from the Slovenian market. Acording to the nutrient
declarations, 7 of the products contained hazelnut, 6 of the products might have
contained traces of nuts and 10 products should not contain hazelnut. The results of
real-time PCR were consistent with the declarations for 18 products, whilein 5
products hazelnut was detected, although the declaration did not mentioned it.
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OKRAJSAVE
Ab protitelo (ang. antibody)
bp bazni par
Cp presecisce krivulje fluorescence z osnovno linijo (ang. crossig point)
Ci cikel meje dolocljivosti (ang. threshold cycle)
E ucinkovitost PCR (%)
ELISA encimsko-imuski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
GMO genetsko spremenjen organizem (ang. geneticaly modifed organism)
HSP protein toplotnega Soka (ang. heat shock protein)
IgE imunoglubolin E
LOD meja dolocljivosti (ang. limit of detection)
MED minimalni reakcijski odmerek (ang. minimal elicting dose)

Nocc2F, NocclRbis oligonukleotidna zacetnika za dolocanje lesnika Corylus avellana L.

NocclP oligonukleotidna sonda za dolocanje lesnika Corylus avellana L.

NsLTPs 2S albuminska druZina, druzina nespecifi¢nih lipidnih transfernih
proteinov

NTC negativna kontrola pri PCR v realnem c¢asu

PCR verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

PRs patogenezno povezani proteini (ang. pathogenesis-related proteins )

R korelacijski koeficient

ARn velikost normaliziranega fluorescentnega signala

RCF relativna centrifugalna sila (ang. relative centrifugal force)
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in hrustljavim rizem, cokoladii s celimi lesniki, vaflju polnjenim s kremo in oblitim z mle¢no
cokolado, kakavovih pal€icah, ¢ajnem pecivu, v otroSkih veselje keksih, vrhniskem cajnem
pecivu, kraSuljicih in v vaflju oblitim z mlecno ¢okolado s PCR realnem ¢asu
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1 UVOD

V zadnjih letih je prehranska alergija na sestavine zivil postala pomemben javno zdravstveni
problem (Wang in sod., 2009). Izraz prehranska alergija (alergija na hrano) se uporablja za
nezelene reakcije na sicer popolnoma neSkodljivo hrano oziroma njene sestavine. Nezelene
reakcije temeljijo na imunskih odzivih, zato so to imunsko posredovane reakcije. Snovi, ki
izzovejo te reakcije imenujemo alergeni. Alergeni so antigeni (oz. hapteni), ki aktivirajo
imunski sistem tako, da izzovejo alergijsko reakcijo (Wraber, 2004).

Okoli 90 % vseh alergij oziroma preobcutljivostnih reakcij na Zivila je povzro€enih z osmimi
skupinami zivil: lupinasto sadje, arasidi, jajca, mleko in mle¢ni izdelki, soja, pSenica, ribe in
raki (IVZ RS, 2010). Lupinasto sadje se zaradi pozitivnega uCinka na zdravje in okusa
pogosto uporablja v zivilski industriji. Orehi, leSniki, ameriski orehi, brazilski orescki, arasidi
in mandlji so med lupinastim sadjem najpogostejsi alergeni (Koppelman, 2006).

Zivilski izdelki, ki ne vsebujejo lupinastega sadja, se naj ne bi proizvajali na isti proizvodni
liniji, kot izdelki z lupinastim sadjem, saj lahko pride do navzkrizne kontaminacije. Pojem
navzkrizna kontaminacija pomeni, da se lahko alergeni kljub zaS¢itnim ukrepom prenesejo v
mikro koli¢inah iz enega izdelka na drugega preko opreme, zraka in surovin (npr. iz
pekovskega peciva s posipom na pekovsko pecivo brez posipa ali iz jajénih testenin na
testenine brez jajc). Vsi zivilski obrati nimajo na voljo razli¢nih linij za proizvodnjo, zato je
zelo pomembno, da se izvaja redna kontrola proizvodnih postopkov in ustrezna sanitacija.
Metode za odkrivanje alergenov in sledov alergenov iz lupinastega sadja so v Zivilski
industriji klju¢nega pomena. Sledovi alergenov v izdelkih, ki naj ne bi vsebovali alergenov,
predstavljajo veliko tveganje za potrosnika alergika, saj lahko vodijo k hudim alergi¢nim
reakcijam. Zaradi boljSega varovanja zdravja potroSnika se v takSnih primerih na deklaracijo
zapiSe smiselno opozorilo, ki je najpogosteje v obliki »Lahko vsebuje sledove ...« (ZPS,
2007).

Med povzroditelje alergij sodi lupinasto sadje, med katere uvrs¢amo tudi lesnik (Corylus
spp.). Na pobudo komisije FAO / WHO Codex Alimentarius in Evropske komisije se je leSnik
zaradi pogostosti uporabe in nevarnosti povzrocitve alergijske reakcije znaSel na seznamu
najbolj nevarnih alergenov v kakrsni koli obliki uzivanja. Znaki alergijske reakcije segajo od
blagih (kozne reakcije, prebavne motnje in dihalne tezave), do smrtno nevarnih (anafilakticni
Sok) (Arlorio in sod., 2007). V prilogi 4 Pravilnika o sploSnem oznacevanju predpakiranih
zivil (2004), je lesnik oznacen kot sestavina, ki lahko povzroca alergijo.

Lesko uvrs¢amo v druzino brezovk (Betulaceae) in rod Corylus. Plod leske imenujemo le$nik
in je po botani¢ni klasifikaciji ores¢ek, zaprt v ovoju (Sancin, 1988). Zaradi posebno bogate
sestave mascob, beljakovin, ogljikovi hidratov, vitaminov, mineralov, prehranskih vlaknin,
kalija, kalcija, fosforja, magnezija, zeleza, selena, stroncija, bora, molibdena, fitosterolov
(beta-citosterol) in antioksidantov, fenolov ter dejstva, da uzivanje leSnikov lahko zmanjsa
tveganje za bolezni srca in vpliva na znizevanje holesterola v krvi, so le$niki izredno cenjeno
zivilo in pogosto uporabljena sestavina v zivilski industriji (Arlorio in sod., 2007). Zauzitje
lesnika predstavlja tveganje in veliko nevarnost posameznikov, ki so nagnjeni k
preobcutljivostim odzivom (atopiki), saj leSnik vsebuje alergene. Alergeni v leSniku so Cor a
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I,Cora2,Cora8 Cora9, Coral0,Corall, Coral2in Cor a 13 (Fielder in sod., 2010;
Allergome, 2010).

Danes Se ni razvitega zdravila, ki bi preprecevalo vzroke alergij in drugih preobcutljivosti,
zato je potrebno veliko pozornost nameniti oznacevanju alergenih sestavin v zivilih. Le tako
se lahko potrosniki, ki so nagnjeni k alergijam ali preobcutljivostnim reakcijam izognejo
uzivanju alergenih Zzivil oziroma njihovih sestavin. Navajanje sestavin, ki lahko povzrocijo
alergije in preobcutljivostne reakcije je za informiranje posameznika pomembno tudi, ¢e jih
zivilo vsebuje le v sledovih. Skriti alergeni in alergeni v sledovih v zivilih zaradi povzrocanja
alergijskih reakcij predstavljajo veliko skrb proizvajalcev in potroSnikov. Za zagotavljanje
varnosti potro$nika potrebujemo tako ucinkovite in primerne metode za odkrivanje alergenov
v zivilih, kot tudi redno kontrolo pravilnega oznacevanja Zivil. S primernimi metodami je
mogoca kontrola nadzora skladnosti oznacevanja z dejansko vrednostjo alergenov v Zzivilih
(IVZ RS, 2010).

Prisotnost leSnikov (Corylus avellana) smo dolocali v izbranih Zivilih, ki so na voljo na
slovenskem trziS¢u. Uporabili smo specificno in obcutljivo metodo PCR v realnem casu za
dolocanje lesnika v zivilu. Priprava ¢im bolj Ciste DNA je nujna za visoko specificnost in
obcutljivost PCR v realnem casu. Izolacija DNK iz Zivil je pomembna, saj nepravilna
izolacija moc¢no vpliva na rezultate analize (Holzhauser, 2006).

1.1 CILJINALOGE

Cilj nase naloge je bil ugotoviti prisotnost lesnika v sledovih v razli¢nih zivilih na slovenskem
trziScu. Za dosego cilja smo morali:

e vpeljati PCR v realnem ¢asu za dolo¢anje leSnika kot alergena v zivilih,

e izbrati oligonukleotidne zacetnike in sondo, ki so specifi¢ni za lesnik,

e izolirati DNK Cdistega leSnika in DNK lesSnika v zivilih za dolo¢anje lesnika s PCR v
realnem casu,

e dolociti primerne razmere PCR v realnem c¢asu (optimizirati reakcijske sestavine ter
casovno-temperaturni profil in Stevilo ciklov),

e dolociti specifi¢nost, obcutljivost ter u¢inkovitost PCR v realnem ¢asu in

e dolociti sledove lesnikov v zivilih.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da:

e bodo izbrani oligonukleotidni zacetniki in sonda specifi¢ni za le$nik,

e bo izolacija DNK lesnika iz zivil po razmascevanju vzorca z acetonom lazja, kot
izolacija DNK iz Zivil brez razmascevanja,

e bo PCR v realnem c¢asu po optimizaciji dovolj obcutljiva in specificna metoda za
iskanje sledov lesnikov v zivilih,

e bomo lahko s PCR v realnem casu dolocili vsaj 0,01 % sledov leSnika v razlicnih
vrstah zivil.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 PREHRANSKE ALERGIJE

V danasnjem c¢asu se vse vec¢ ljudi posredno ali neposredno srecuje s prehranskimi alergijami.
Podatki Svetovne zdravstvene organizacije iz leta 2006, med katerimi so tudi podatki za
Slovenijo, kazejo da je na hrano oziroma nekatere sestavine v njej alergi¢nih od 1 do 3 %
odraslih ljudi in od 4 do 6 % otrok (Pajk Zontar, 2006). Okoli 90 % vseh alergi¢nih reakcij
povzroci predvsem osem skupin zivil. To so: mleko in mle¢ni izdelki, jajca, arasidi, lupinasto
sadje, zita, ki vsebujejo gluten, soja, ribe in raki. Po oceni je od 5 do 6 % populacije
preobcutljive na hrano, okoli 2 % pa ima alergijske reakcije na hrano. Pri dojenckih in malih
otrocih je ta deleZ najmanj dvakrat ve¢ji (IVZ RS, 2010).

Neugodne reakcije (slika 1) delimo na preobcutljivostne reakcije ali prehranske intolerance in
na prehranske alergije. Izraz prehranska alergija (alergija na hrano) se uporablja za nezelene
reakcije na popolnoma neskodljivo hrano oziroma njene sestavine, ki temeljijo na imunskih
mehanizmih. Predpogoj za nastanek alergije je moten imunski sistem, npr. zaradi dednosti
(Rakoski, 1998). To so imunsko posredovane reakcije. Snovi, ki pa izzovejo te reakcije, so
alergeni. Alergeni so antigeni (oz. hapteni), ki aktivirajo imunski sistem tako, da izzovejo
alergijsko reakcijo. Reakcije, kjer se ne da dokazati imunskega mehanizma imenujemo ne-
alergijska preobcutljivost na hrano oziroma po starem prehranska intoleranca. Ta oblika
preobcutljivosti je lahko pogojena z motnjami v delovanju encimov, lahko je farmakoloska ali
pa so mehanizmi nepoznani (nedoloCena) (Wraber, 2004). Razélenitev preobcutljivosti za
hrano (prehranska obcutljivost), je prikazana na sliki 1.

Preobéutljivost za hrano
(neZelene reakcije na hrano)

I
| 1

‘ Prehranska alergija Nealergijska preob&utljivest na hrano
(prehranska intoleranca)
—_— e —
| IsE | | Ne-IgE [ farmakolodka | | encimska nedolotena

Slika 1: Razclenitev preobcutljivosti za hrano (Wraber, 2004)

Povzro€en imunski odgovor oziroma alergijske reakcije se lahko pojavijo ze pri zelo majhnih
koli¢inah zauzitih alergenov v zivilih, vendar minimalne koli¢ine potrebne za imunski odziv
ni mogoce dolociti (Taylor, 2006). Na splosno velja, da je resnost reakcije sorazmerna s
stopnjo preobcutljivosti in ravnijo vsebnosti sestavin v hrani. Znano je, da tisti, ki trpijo za
razli¢nimi prehranskimi alergijami, npr. anafilakso, imajo lahko reakcije, ki so povzrocene ze
npr. s 100 pg alergena v zivilu kot MED (ang. minimal eliciting dose), vendar se razlikujejo
od vsakega posameznika. Anafilaksa, znana tudi kot anafilakti¢ni Sok, je redko, Zivljenje
ogrozajoce stanje. Gre za hudo alergi¢no reakcijo, ki prizadene ves organizem. Alergijske
reakcije se lahko pojavijo Ze pri majhni koligini zauZite substance. Zivilski proizvodi so danes
sestavljeni iz razli¢nih sestavin, ki so lahko prisotne le v sledovih, vendar so lahko izvor
Stevilnih skritih alergenov (IVZ RS, 2010).
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2.1.1 ZIgE posredovana prehranska alergija

Prehranska alergija je preobcutljivost ali nenormalen odziv organizma na popolnoma
neskodljivo hrano oz. njene sestavine, ki vecini ljudi ne povzroca tezav. Snovi, ki izzovejo te
reakcije, imenujemo alergeni, ki v nasem telesu povzrocijo nastajanje protiteles, predvsem
imunoglobulinov razreda E (IgE). Reakcije posredovane z IgE vkljuCujejo neSteto
simptomov, ki segajo od blagih do zivljenjsko ogrozajocih (Taylor, 2006).

Alergeni ob vstopu v organizem najprej aktivirajo imunski sistem tako, da reagirajo s
protitelesi, ki jih je alergik tvoril za boj proti alergenim snovem. Telo zacne izdelovati
specifiéne imuno-globuline IgE, ki se preko receptorjev vezejo na mastocite in bazofilce v
sluznici. Znacilnost imuno-globulinov tipa imuno-globulinov E (IgE), kot tudi drugih
razredov protiteles je del molekule s specificnim mestom vezave za alergen oz. antigen, ki je
izzval njihov nastanek. Pri ponovnem vstopu alergena v telo se bo le-ta vezal na zanj
specificne IgE. Pri tem se mastociti oz. bazofilci aktivirajo in priéne se proces izloCanja
mediatorjev z IgE posredovane alergijske reakcije. Mediatorji so snovi, ki povzrocajo vnetja.
Vazen mediator je npr. histamin. Ti povzrocijo padec krvnega pritiska, zatekanje sluznice,
povecano izloCanje sekreta iz pljuc¢ in nosu, zile postanejo prepustne za tekocine, tako da
pride do oteklin. V skrajnem primeru lahko pride do anafilakti¢nega Soka, ki je najhujsa
oblika prehranske alergije. Prehranski alergeni, praviloma proteini oz. peptidi, vstopijo v
organizem skozi prebavni trakt. Pri z IgE posredovanimi oblikami prehranske alergije se
znaki pojavijo hitro, lahko Ze po nekaj minutah, obicajno v ¢asu do dveh ur. Pri zelo
obcutljivih ljudeh lahko ze vonjanje ali dotik s hrano sprozi reakcijo (Rakoski, 1998; Wraber,
2004).
Mehanizem delovanja alergi¢nih reakcij, posredovanih z IgE (slika 2):

e alergen stimulira nastanek protiteles IgE

e vezava protitelesa IgE na povrSino mastocitov in bazofilnih granulacitov

e sproSCanje histamina ali drugih mediatorjev v prisotnosti alergena z mastociti in

bazofilni granulaciti sprozi alergi¢no reakcijo (Wraber, 2004).
histamin v
sekrecijskem

mehréku
antigen

tocit . MRr
MAEToC] If -‘::."\

specifitcne ' wezava [gE ) e sprostitev

mesto nareceptore vezava antigena histanuna ali

vezave na membrano drugih
#evezanih mediatorjev
protiteles IsE

Slika 2: Vezava antigena na IgE in sproSCanje mediatorjev iz mastocita (Alberts in sod.,
2002)

Dele antigenov, ki jih specificno spoznajo posamezni limfociti oziroma protitelesa (celice B
ali celice T), imenujemo epitopi ali antigenske determinante. Antigen ima lahko enega ali ve¢
epitopov, koliko epitopov bo vseboval, pa doloc¢a tridimenzionalna struktura molekule.



Murko M. Doloc¢anje lesnika kot alergena v zivilih s PCR v realnem ¢asu.
Dipl. delo. Ljubljana. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012 5

Epitopi so razdeljeni v dve kategoriji: konformacijske in linearne epitope. Konformacijski
epitopi so prekinjeni, linearni epitopi pa so neprekinjeni. Najpogosteje epitop sestavljajo
aminokisline, ve¢ sladkorjev (ogljikovi hidrati) ali lipidi, ki leZijo eden zraven drugega pri
neprekinjenih epitopih, pri prekinjenih pa aminokisline ne lezijo ena zraven druge, ampak se
nagubajo in se s tem toliko priblizajo, da jih protitelo prepozna kot epitop (Huang in Honda,
2010).

2.1.2 Druge prehranske alergije

Alergijske reakcije, povzroCene z drugimi, ne-IgE posredovanimi mehanizmi, se ve¢inoma
pojavljajo kot vnetja v tankem Crevesu. Pri majhnih otrocih so obi¢ajno povezane z mlekom,
pSenico ali sojo in izginejo, Ce te sestavine odstranijo iz hrane. Te alergije so slabSe raziskane
in manj posredne, kot alergijske reakcije povzrocene z IgE mehanizmi. Pogosto so pri teh
reakcijah vpleteni specificni limfociti T (Wraber, 2004).

2.1.3 Prehranska intoleranca (nealergijska preobcutljivost za hrano)

Reakcije, kjer ne moremo dokazati imunskega mehanizma imenujemo ne alergijska
preobcutljivost za hrano ali prehranska intoleranca, to je nenormalni fizioloski odziv na
zauzito zivilo ali aditiv. Vzrok za nealergijsko preobcutljivost na hrano je veCinoma pogojen s
pomanjkanjem encimov. Najbolj poznano je pomanjkanje laktoze in posledicno neprenasanje
mleka. Druga skupina vzrokov je farmakoloska ali mehanizmi niso poznani (Wraber, 2004).
Te reakcije se razlikujejo od drugih, saj ne povzro¢ajo imunskih odzivov in se ne pojavijo kot
rezultat prehranske alergije. Take bolezni, ki so povezane s hrano, so individualne, saj
vplivajo le na pescico ljudi v celotni populaciji (Taylor, 2006). Med nealergijske prehranske
preobcutljivosti se uvrScajo tudi preobcutjivostne reakcije na hrano, kadar se iz popisa
bolezni, in/ali provokacijskih testov nedvoumno razbere da je vzrok opazovane reakcije
dolocena hrana, ni pa dokaza o prisotnih imunskih mehanizmih (Wraber, 2004).

2.2 KLASIFIKACIJA ALERGENOV V ZIVILIH

2.2.1 Delitev najpomembnejsih alergenih proteinov iz Zivil

Alergeni so visoko molekularne snovi, ki povzrocajo alergijske reakcije. Vsaka tuja snov, ki
lahko spodbudi imunski odziv, je potencialni alergen. Stevilne naravne in sinteti¢ne kemiéne
spojine so alergogene, vendar le, ¢e so vezane na proteine (konjugirani proteini, kjer so
proteini nosilci in alergeni hapteni). Stevilne biokemijske in fizikalno-kemijske lastnosti
alergenov, so ponavadi povzrocitelji alergij. Kompleksne naravne organske spojine navadno
povzro€ajo s protitelesi IgE posredovano alergijo (takojSnjo preobcutljivost), medtem ko
preproste anorganske spojine pogosteje povzrocajo celicno posredovano alergijo (pozno
obcutljivost). Preproste spojine se morajo vezati s proteini, da delujejo kot alergeni (Vozelj,
2000).

Alergeni proteini v zivilih so zbrani v druzine, ¢e imajo podobnost aminokislinskega
zaporedja 30 % ali ve¢. Kljub manj$i podobnosti aminokislinskega zaporedja lahko tudi
spadajo v isto druzino, vendar takrat, ko so si podobni po funkciji ali strukturi. Druzine
proteinov, ki imajo manjSo podobnost aminokislinskega zaporedja, vendar njihove strukture
ali funkcije nakazujejo, da imajo isti evolucijski izvor, zdruzujemo v naddruzine. Alergeni
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spadajo v kupinsko naddruzino (druzini 7S in 11S semenskih skladis¢nih proteinov),
prolaminsko naddruZino (2S albuminska druZina, druZina nespecifi¢nih lipidnih transfernih
proteinov (NsLTPs), druzina alfa-amilaznin/tripsin inhibitorjev in druzina prolaminskih
skladiS¢nih proteinov in zitaric) in papinsko naddruzino cisteinskih proteaz (Breitender,
2006).

Vecina prehranskih alergenov rastlinskega izvora spada v le nekaj druzin in naddruZzin.
Alergeni rastlinskih proteinov so bili uvrS¢eni na podlagi svojih bioloskih funkcij in glede na
pripadnost v proteinske druzine. Semenski skladiS¢ni proteini, ki spadajo v veliko skupino
kupinske naddruzine, so eni od najpomembnejsih komponent ¢loveske prehrane. Globulinski
proteini se glede na sedimentacijski faktor delijo na 11S globuline iz stro¢nic in 7S vicilinske
globuline. Alergeni proteini soje, arasidov, leSnikov in mandljev so najpogostejsi predstavniki
alergenih proteinskih globulinov iz stro¢nic. SkladiS¢ni proteini iz stro¢nic in drevesnega
lupinastega sadja predstavljajo do 50 % celotne koli¢ine semenskih proteinov (Breitender,
20006).

2.2.2 Alergeni v lupinastem sadju

Lupinasto sadje, kamor spadajo tudi leSnik, araSidi, mandlji, orehi in brazilski orescki,
uvrs¢amo med najpogostejSa alergena Zzivila. LeSnik, oziroma drugo lupinasto sadje se
pogosto uporablja v zivilskih proizvodih za izboljSanje okusa in pozitivnega ucinka na
zdravje. LeSniki v cokoladi in cokoladnih izdelkih so zelo cenjen izdelek velike vecine
potrosnikov. Vsebnost oziroma koli¢ina leSnika v Zivilu doloca ceno izdelka. Da se doseze
tipicna aroma oziroma okus po leSnikih, se v zZivila doda 5-15 % le$nika.

Zivilski izdelki, ki ne vsebujejo lesnika, se naj ne bi proizvajali na isti liniji, kot izdelki z
lesniki, saj lahko pride do navzkrizne kontaminacije. Sledovi teh alergenov v izdelkih, ki naj
ne bi vsebovali alergenov, lahko vodijo k hudim alergijskim reakcijam. Vsi zivilski obrati
nimajo na voljo razli¢nih linij za proizvodnjo, zato je zelo pomembno, da se izvaja redna
kontrola proizvodnih postopkov in ustrezna sanitacija. V zivilski industriji so metode za
odkrivanje alergenov in sledov alergenov klju¢nega pomena (Koppelman, 2006).

2.3 LESNIK

2.3.1 Splosne lastnosti leSnika

Lesko uvrséamo v druzino brezovk (Betulaceae) in rod Corylus. Ta rod zajema ve¢ vrst,
nekatere med njimi so tudi okrasne. Najbolj razsirjena sorta v srednji Italiji je Tonda gentile
romana. Plod leske imenujemo leSnik in je po botani¢ni klasifikaciji orescek, zaprt v ovoju
(Sancin, 1988). Lesnik (Corylus avellana L.) je zelo priljubljeno suho sadje, ki se uporablja v
razli¢nih oblikah in kombinacijah (Olivera in sod., 2008). LeSniki imajo pomembno mesto
med vrstami suhih oreSkov glede prehranskih in zdravstvenih ucinkov, saj vsebujejo vse
elemente za obnovo Cloveskega telesa. Nedavne raziskave so pokazale, da so leSniki bogat vir
fenolnih antioksidantov in da dodatek leSnikov lahko zmanjSa tveganje za bolezni srca in
vpliva na znizevanje holesterola v krvi (Alasalvar in sod., 2006). Zaradi posebno bogate
sestave mascob, beljakovin, ogljikovih hidratov, vitaminov, mineralov (kalija, kalcija,
fosforja, magnezija, Zzeleza, selena, stroncija, bora, molibdena), prehranskih vlaknin,
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fitosterolov (beta-cytosterol) in antioksidantov, fenolov so lesniki izredno cenjeno zivilo
(Monagas in sod., 2009).

Najvecji delez snovi v leSniku predstavljajo masScobe (56,3 % do 61,5 %), zaradi Cesar je
lesnik dober vir energije (2717-2834 J/100 g). Med mascobnimi kislinami prevladujejo
oleinska, linolna, palmitinska in stearinska. Prevladujo¢ vitamin v le$niku, je vitamin E, ki je
mocan antioksidant. Antioksidanti lahko igrajo pomembno vlogo pri prepre¢evanju bolezni
srca in ozilja, ateroskleroze, diabetesa ter raka (Olivera in sod., 2008).

2.3.2 LeSnik kot alergen

Kljub veliko pozitivnim znacilnostim leSnika, je treba veliko pozornosti nameniti temu, da je
leSnik alergeno zivilo. Alergijske reakcije na lesnik so v razponu od ustnega sindroma alergije
do hude anafilakti¢ne reakcije. Zaradi alergenih proteinov, ki jih kodirajo alergeni geni lahko
zauzitje lesnika, predstavlja veliko nevarnost za posameznike, ki so nagnjeni k mocnim
preobcutljivostim odzivom. Znano je bilo, da velika vsebnost beljakovin oziroma alergenih
snovi v matici jedra leSnika lahko izzove anafilakti¢ni Sok (Pastorello in sod., 2002).

Bolniki, ki so alergi¢ni na leSnike, so ponavadi alergicni tudi na pelod breze. Antigeni
navzkrizno reagirajo z IgE bolnikov, ki so obcutljivi za homologne alergene cvetnega prahu
breze. Z lesnikovim alergeni navzkrizno reagirajo tudi beljakovine cvetnega prahu in proteini
semen razli¢nih vrst rastlin.

Alergeni v lesniku so (Fielder in sod., 2010; Allergome, 2011):

e Cora 1, ki je patogenezno povezan, PR-10 (Bet 1 homologno),

e Cor a2, ki je najpogostejsi alergen in spada med profiline (ang. profilins),

e Cor a 8, je nespecificni 1 proteinski prenasalec (PR-14, LPT), spada v prolaminsko
naddruzino,

e Cor a9, ki spada med 11S globuline in je semenski skladiS¢eni protein, podoben
leguninu in v kupinsko naddruzino,

e Cor a 10, ki je luminalo vezan protein, ni prehranski alergen, pripada druZini heat
shock protein Hsp70,

e Cor a 11, semensko skladi§¢ni protein in spada med 7S vicilinske globuline (druzina
vicilinov (ang. vicillins), pripada kupinski nadruzini,

e (Cora 12 in Cor a 13, ki spadata med oleosine, velika sta 17 kDa (Cor a 12) in 14-16
kDa (Cora 13) in

e Cor a 14, ki spada med 2S albumine in v prolaminsko naddruzino.

Protein Hsp 1 (ang. heat shock protein) je protein toplotnega Soka z nizko molekulsko maso,
in spada v razred funkcionalnih proteinov. Kodira ga gen Hsp 1. Proteine toplotnega Soka so
poimenovali po njihovi molekulski masi. Najbolj raziskani so proteini z molekulsko maso 60,
70, 90 kDa. V druzino Hsp70 spada alergen le$nika, Cor a 10, ki pa ni prehranski alergen. Cor
a 10 poimenovan tudi kot protein cvetnega prahu leSnika oziroma leske. Tako so Gruehn in
sod. (2003) raziskovali fizioloSko funkcijo alergenov iz cvetnega prahu leske (70 kDa,
luminalno povezan) in navzkrizno reakcijo proteinov lesnika. Ugotovili so, da ti proteini
cvetnega prahu navzkrizno reagirajo s homologi alergenega lesnika. Proteini, ki spadajo v
druzino Hsp70 so po novem ocenjeni kot novi potencialni alergeni (Gruehen in sod., 2003).
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2.4 UCINKI OBDELAVE ZIVILA NA STABILNOST ALERGENA

2.4.1 Toplotna obdelava

Toplotna obdelava zivil se pogosto uporablja pri predelavi zivil za boljsi vonj in okus, kakor
tudi za podaljSanje roka trajnosti (pasterizacija, sterilizacija). Znani postopki toplotne
obdelave za oresc¢ke in semena so susenje pri primerni temperaturi, prazenje pri 140-170 °C,
cvrtje pri priblizno 180 °C in kasnejSi postopki v pripravi kon¢nega izdelka (npr. pecenje
piskotov).

Glavna toplotna obdelava leSnikov je prazenje, pri katerem se spremenijo okus, tekstura,
barva in izgled leSnika. Obdelani leSniki imajo intenzivnej$i okus, za 1,5 % se jim zmanjSa
vsebnost vlage, testa odpade in plodovi potemnijo. S prazenjem se odstranijo nezazeleni
mikroorganizmi, kontaminenti in inaktivirajo se encimi. Vse spremembe so odvisne od
razmer prazenja od ¢asa in od temperature (Ozdemir in sod., 2001).

Rezultati proucevanja vplivov praZenja na leSnikova jedrca so pokazali, da toplotna obdelava
le$nikov povzroci spremembe v kemicni sestavi leSnika (vrednost peroksidov, aminokislin,
mascobnih kislin, ogljikovih hidratov). Prazeni leSniki tekom toplotne obdelave izgubijo na
hranilni vrednosti. Pri praZenju je pomembno, da temperatura ne preseze 145 °C, saj se je le
tako mogoce izogniti oksidaciji. Pri obdelavi lesnikov nad temperaturo 120 °C se za ve¢ kot
50 % zniZa vrednost tiamina (Ozdemir in sod., 2001). Prou¢evanje sprememb, ki nastanejo s
prazenjem je velikega pomena, saj je okoli 90 % svetovne proizvodnje lesnikov namenjenih
predelavi. Obdelava je namenjena izboljSanju okusa, vonja ali podaljSanju roka trajnosti
(Cristofori in sod., 2008).

Glavni alergeni v leSniku so po raziskavi Wigotzija in sod. (2000) zelo toplotno stabilni.
Mlete lesnike so najprej izpostavili suhi toploti v pe€ici (90 min pri 100 °C), ¢emur je sledila
Se toplotna obdelava v mikrovalovni pecici (630 W, 10 min). Z encimsko-imunsko analizo so
dokazali, da takSna toplotna obdelava ni imela nobenega vpliva na zmanjSanje vezave
proteina na protitelesa (IgE). Po toplotni obdelavi lesnikov nad 100 °C, so opazili nekatere
spremembe v zmanjSanju vezave proteina na protitelesa (IgE), prav tako je bilo tudi mogoce
po 15 minutni toplotni obdelavi pri temperaturi nad 185 °C doloditi alergen (>14 kDa),
(Wigotzki in sod., 2000). Wensing in sod. (2002) so dokazali, da je meja detekcije prazenih
lesnikov kot povzroditeljev alergije obcCutno visja, kakor za surove lesnike, kar nakazuje
toplotno nestabilnost leSnikovih alergenov. Raziskavo o prazenih in surovih le$nikih so nato
opravili tudi Hansen in sod. (2003). Njihovi rezultati kazejo, da prazeni lesniki izzovejo manj
alergenih reakcij v primerjavi z surovim.

Za vecino alergenega lupinastega sadja vpliv toplotne obdelave na alergenost ni dokazan.
Trdimo lahko, da bo vec¢ina posameznikov, alergi¢nih na lupinasto sadje, z zauZzitjem toplotno
obdelanega lupinastega sadja, prav tako podvrzena alergijski reakciji. Toplotna obdelava
hrane, torej ne zmanj$a moznosti alergijskih reakcij (Koppelman, 2006).
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2.4.2 Fermentacija

Podatkov o vplivih fermentacije na prehranske alergene je zelo malo. Sojina omaka je
fermentiran proizvod, ki vsebuje pSenico in sojo. Nedavna raziskava je pokazala, da je soja
prav tako prisotna v kon¢nem izdelku in da fermentacija soje ne zmanj$a moznosti alergijskih
reakcij (Ehn in sod., 2004). Sathe in sod. (2005) so izvedli raziskavo o vplivu fermentacije na
mlecne izdelke. Med sabo so primerjali fermentirane mle¢ne izdelke (jogurt, kislo mleko) z
nefermetiranimi (mleko). Imunske reakcije, ocenjene z zaviralnimi testi B-laktoglubolina so se
verjetno zaradi denaturacije proteinov obcutno zmanjsale v nekaterih fermentiranih izdelkih
(kislo mleko).

2.4.3 Proteoliza

Sen in sod. (2002) so dokazovali vlogo proteinske strukture z disulfidnimi vezmi. Izpostavili
so proteoliti¢no stabilnost alergena Ara h 2, glavnega alergena v arasidih. Proucevali so, ali je
po denaturaciji encima ta protein Se vedno alergen. Encim so denaturirali z dodatkom
pepsina, tripsina in s hidrolizo. Odkrili so, da se kljub denaturaciji encima na protein Se
vedno vezejo protitelesa (IgE) in tako povzroCijo alergijo. Z denaturacijo proteina se
alergenost proteina ne unici ali zmanjsa (Sathe in sod., 2005).

2.4.4 Ultrafiltracija

Alergeni breskovega soka so zelo stabilni pri temperaturi 121 °C (10 do 30 min). Le z
uporabo ultrafiltracije je bilo mogoc¢e doseci hipoalergenost breskovega soka. Hipoalergenost
pomeni, da je moznost za pojav alergije zmanjSana. Ultrafiltarcija ima negativni vpliv na
senzori¢ne lastnosti soka (Sathe in sod., 2005).

2.4.5 Skladiscenje

Zivila rastlinskega izvora so velikokrat pred nadaljnjo predelavo ali porabo skladigena.
Jabolkom, ki so bila shranjena 130 dni pri 4 °C, se je nivo alergenov povecal. Povisana
vsebnost alergenov in s tem sinteza proteinov PR (ang. Pathogenesis-related), je lahko
posledica zorenja in okoljskega stresa. Shranjevanje v modificirani atmosferi, zmanjSa
vsebnost alergenov, saj se prepreci nadaljnje zorenje. Z laboratorijskim eksperimentom je bilo
ugotovljeno, da se je nivo alergenov v jabolkih, kot sta Mal d 1 in Mal d 3, zmanjsal po
shranjevanju v modificirani atmosferi 4 do 5 mesecev (Mills in sod., 2004).

2.4.6 Uporaba drugih postopkov

Postopki, kot so segrevanje med lupljenjem, blanSiranje, meckanje, tlacenje in pasterizacija
niso bistveno zmanjsali stabilnosti glavnih alergenih proteinov manga Mangifera indica 1
(Man i 1) in Mangifera indica 2 (Man i 2) (Sathe in sod., 2005). Sathe in sod. (2005) so
preucevali stabilnosti alergenih proteinov v mandljih, indijskih oresckih in orehih. Orescki so
bili podvrzeni razlicnim predelovalnim postopkom, vklju¢no s kuhanjem pod pritiskom,
pecenjem, cvrenjem in mikrovalovno obdelavo. Ugotovili so, da so alergeni lupinastega sadja
stabilni, saj nobena obdelava ni vplivala na delovanje alergenega proteina.
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2.5 PCR

VeriZzna reakcija s polimerazo (PCR, angl. Polymerase chain reaction) je novejSa metoda v
molekularni biologiji, ki omogoc¢a pomnozitev enega ali ve¢ delov tar¢e molekularne DNK,
oznaene s specifiénimi oligonukleotidnimi zacetniki, v razmerah in vitro s pomocjo
termostabilnega encima DNK-polimeraza. PCR se lahko uporablja tudi za odkrivanje
dolocene vrste DNK molekule rastlinskega in Zivalskega izvora (Kuchta in sod., 2006).

Reakcijska meSanica za PCR vsebuje naslednje sestavine: tar¢no dvovijaéno DNK, dva
oligonukleotidna zacetnika, encim DNK-polimeraza, deoksinukleotidtrifosfate vseh §tirih baz
(ANTP: dNTA, dNTT, dNTG, dNTC), pufer z optimalnim pH in ionsko jakostjo, kjer je
najpomembnej$a koncentracija ionov Mg®", saj vpliva na encimsko aktivnost in natanénost
(Kuchta in sod., 2006).

Stopnje, ki so vkljucene v preiskavo vzorca s PCR:
e priprava DNA,
e priprava in izvedba PCR,
e ugotavljanje pomnozkov

Princip same reakcije je in vitro pomnozevanje tarcne DNK z DNK-polimerazo v cikli¢cnem
termostatu. Za reakcijo potrebujemo zelo majhno kolic¢ino nukleinske kisline. Termostabilna
DNK-polimeraza je encim, ki so ga izolirali iz termofilnih bakterij vrste Thermus aquaticus.
Encim ima optimalno temperaturo 65-72 °C in ohranja svojo aktivnost, tudi e je krajsi ¢as na
vi§jih temperaturah, ki so potrebne za denaturacijo dvoverizne DNK. Poseben termostat
zagotavlja zvezno spreminjanje temperature v ciklu, ki zajema 3 faze (slika 3):
e 1 faza: denaturacija dvovijatne molekule DNK/ razdvajanje dvoverizne DNK (pri T >
94-95 °C, 10-30 s)
e 2 faza: prileganje specificnih oligonukleotidnih zacetnikov (37-72 °C, 5-10 s)
e 3 faza: podaljSevanje s termotolerantno DNK-polimerazo (60-72 °C, 10-60 s) (Kuchta
in sod., 2006)
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Slika 3: Princip reakcije PCR (Greiner in Konietzny, 2007).
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V vsakem ciklu se $tevilo tarénih kopij podvoji. S 25-35 ponovitvami cikla se koncentracija
pomnozenega dela DNK eksponentno pomnozi tudi do 10° kopij. Izbira oligonukleotidnih
zacetnikov je odvisna od vrste PCR in vrste preiskovane taréne DNK. Zaporedja baz A, T, G,
C v oligonukleotidnih zaetnikih so komplementarna delu taréne DNK in najveckrat so pri
PCR, ki sluzi identifikaciji doloCenega gena oziroma organizma, izbrana iz znanih podatkov o
nukleotidnih zaporedjih specificnih genov. Pomnozi se del tarcne DNK med izbranima
oligonukleotidnima zagetnikoma. Stevilo pomnozkov, katerih velikost je doloéena z razdaljo
med oligonukleotidnima zacetnikoma, se podvoji v vsakem ciklu.

Pomnozke najenostavneje in najhitreje ugotovimo z agarozno gelsko elektroforezo,
barvanjem gela z etidijevim bromidom ter pregleda in dokumentiranja gela pod UV lucjo.
Njihovo velikost primerjamo z molekularnim oznacevalcem z znanimi velikostmi fragmentov
(Cadez in Storman, 2004). S to metodo je moZno zaznati zelo nizko koncentracijo DNK (1-5
ng) (Sambrook, 1989). Obicajno se pomnozuje fragmente manjSe kot 2000 baznih parov, za
daljse fragmente pa obstajajo optimizirani postopki z drugac¢no sestavo pufra in daljSimi ¢asi
posameznih faz. Glede na rezultate prvega pomnozevanja je pogosto potrebno optimizirati
postopek: spreminjanje temperature, uporaba alternativnih polimeraz, dodatki v reakciji,
nacrtovanje novih oligonukleotidov. Glavna prednost uporabe PCR temelji na hitrem, zelo
obcutljivem in visoko selektivnem ugotavljanju dolocenega dela DNK, ki ga je mozno
dolo¢iti tudi, ¢e so prisotne v istem vzorcu vecje koli¢ine drugih molekul DNK (Piknova in
sod., 2007).

2.5.1 PCR v realnem ¢asu

PCR v realnem casu je izboljsava klasicnega PCR in je ena najmoc¢nejSih tehnologij v
molekularni biologiji. Specificni del DNK lahko pomnozimo z DNK-polimerazo in
specificnimi oligonukleotidnimi zacetniki (Applied Biosystem, 2004). Reakcija poteka v
cikli¢nem termostatu, kjer se temperatura zvezno spreminja v ponavljajocih se ciklih kot pri
klasicnem PCR, le da je vsak cikel sestavljen iz dveh stopenj (1. stopnja: denaturacija
dvoverizne DNK pri T > 90 °C, 2. Stopnja: prileganje oligonukleotidnih zacetnikov in sonde
pri temperaturi 50 — 60 °C, ter podaljSevanje DNK s termostabilnim encimom DNK-
polimeraza (Mackay, 2004). Vrednotenje produkta (nastalih pomnozkov), temelji na merjenju
flourescence med samim pomnozevanjem v ekspontencialni fazi, ko je pomnoZevanje Se
ucinkovito (Applied Biosystem, 2004).

Zaradi proporcionalnega razmerja med fluorescentnim signalom in koli¢ino nastalega
produkta je mogoce posneti krivuljo pomnozevanja (Holzhauser in sod., 2006).
Pomnozevanje in dokazovanje pomnozkov poteka socasno. Krivulja pomnozevanja je grafi¢ni
prikaz fluorescentnega signala v odvisnosti od §tevila ciklov PCR. Osnovna linija prikazuje
zacetne cikle, kjer se fluorescentni signal skoraj ne spreminja (Mackay, 2004). Osnovna linija
temelji na ciklu meje zaznavnosti, ki ga imenujemo vrednost C; oziroma presecis¢e C, (ang.
crossing point). To je tocka, kjer se krivulja fluorescence povzpne nad fluorescenco ozadja.
Ko je pomnozka dovolj, v linearni fazi pomnozevanja tarcne DNK, zacne flourescenca
eksponetno narascati (slika 4) (Holzhauser in sod., 2006). Meja zanavanja je linija, ki seka
krivuljo fluorescence na tocki C; (Applied Biosystem, 2004).
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Slika 4: Krivulja pomnozevanja PCR v realnem ¢asu (BioRad, 2006)
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Legenda: ARn- normaliziran fluorescentni signal, Ci- cikel meje dolocljivosti, C,- presecisce krivulje
fluorescence z osnovno linijo

V vsakem ciklu imamo teoreticno dvakrat ve¢ produkta kot v predhodnem ciklu. To velja
kadar je ucinkovitost reakcije 100 %. Med zadnjo fazo, fazo plato, fluorescenca doseze
zgornjo najvi§jo vrednost. Reaktantov v zadnji fazi za¢ne primanjkovati in podvajanje ni ve¢
ucinkovito. Koli¢ina produkta ni ve¢ proporcionalna zacetni kolicini DNK. Eksponentni fazi
tako sledi faza plato (Holzhauser in sod., 2006). V idealnih razmerah se v eksponentni fazi
pomnozevanja koli¢ina pomnozka povecuje za 1 logjo enoto vsakih 3,32 ciklov (Mackay,
2004). Za dolocitev koli¢ine pomnoZkov v neznanem vzorcu se primerja vrednost C;
preiskovanega vzorca z vrednostjo C; iz umeritvene krivulje standardnih vzorcev (Holzhauser
in sod., 2006). Koli¢ina pomnoZkov je sorazmerna zacetni koli¢ini DNK, zato PCR omogoca
kvantifikacijo. V primeru nadaljnje kvantitativne analize za dolocitve sledov alergenov v
sestavljenih zivilih, je tako bistvenega pomena razpolozljivost referenénih materialov, kakor
tudi vpliv matriksa in ucinka obdelave. Metoda PCR v realnem c¢asu tako omogoca
podvojevanje DNK in detekcijo pomnozenih produktov, zato za detekcijo produkta gelska
elektroforeza ni ve¢ potrebna (Holzhauser in sod., 2006).

2.5.1.1 Specifi¢ne metode dolocanja pomnozkov

Specifi¢nost nastalih pomnozkov, lahko odkrivamo z oligonukleotidnimi sondami, ki so
oznacene s fluorofori. Oligonukleotidna sonda se veZe na odsek taréne DNK med obema
oligonukleotidnima zacetnikoma. Na razpolago je ve¢ nacinov odkrivanja pomnozkov, kadar
so v uporabi oznacene sonde ali oligonukleotidni zacetniki. Oligonukleotidni zaetniki imajo
nizjo temperaturo taljenja, kot oligonukleotidne sonde. Zaradi visje temperature taljenja se
oligonukleotidne sonde vezejo na taréno DNK pred oligonukleotidnimi zacetniki.
Najpogosteje se za specificno pomnozevanje DNK fragmentov uporablja Tag-Man-sonda
(slika 5) (Fraga in sod., 2008).
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Slika 5: Shematski prikaz principa PCR v realnem ¢asu s Tag-Man sondo (Shipley, 2006).

Tag-Man sonde temeljijo na procesu FRET (flourescentni resonancni prenos energije). To je
spektroskopski proces, kjer se prenasa energija med molekulami, ki so oddaljene za 10-100 A
in imajo prekrivajoCe se emisijske in adsorpcijske spektre. Prenos energije poteka od
zaviralnega k reporterskemu fluorogenu, ki oddaja energijo pogosteje v obliki toplote, kot
fluorescence (Mackay, 2004). Sonda je na 5 koncu oznacena z reporterskim fluorogenom, ki
je ponavadi 6-karboksi-fluorescin (6-FAM), na 3° koncu pa se nahaja zaviralni fluorogen, ki
pa je najveCkrat 6-karboksi-tatrametil-rodamin (TAMRA). V intaktnem stanju sonda ne
fluorescira (Mackay in sod., 2007). DNK-polimeraza med podaljSevanjem verige DNK
odcepi zaviralni fluorogen (Q) od reporterskega (R), ki zato za¢ne fluorescirati (Fraga in sod.,
2008).

Za metode, ki temeljijo na hibridizaciji sonde, je znacilno, oziroma manj mogoce, da bodo
dale lazno pozitivne rezultate, kot nespecificne metode. Hibridizacija in hidroliza sonde ne
dajeta lazno pozitivnih rezultatov, saj se flourescentni signal povecuje samo, ¢e se pomnozuje
tarcna sekvenca. Pomembna lastnost sistemov s sondami je, da so primerni za multipli PCR
zaradi razpolozljivosti fluoroforov z razli¢nimi emisijskimi spektri (Sauders, 2004).

2.5.1.2 Nespecificne metode dolocanja pomnozkov

Za nespecificno dolocanje pomnozkov uporabljamo fluorescentna barvila, ki se vgradijo v
dvoverizno molekulo DNK. Dober primer je barvilo SYBRGreen, ki je nadomestilo za
etidijev bromid, ki se lahko uporablja pri klasicnem PCR, kjer pomnozke dolo€imo z
agarozno elektroforezo.

Ko se barvilo SYBRGreen veze v dvojno vijacnico DNK, se intenziteta fluorescence poveca
proporcionalno s koli¢ino novonastalega dvoveriznega DNK produkta (Applided Biosystem,
2004). Vezava barvila SYBRGreen v dvojno vijaénico DNK v PCR realnem ¢asu povzroci,da
se jakost fluorescence poveca od 100 do 200 krat (Fraga in sod., 2008). Torej, ¢im vec je
pomnozkov, ve¢ barvila se veze nanje in vecja je intenziteta fluorescence. Za potek encimske
reakcije je potrebno imeti le dva oligonukleotidna zacetnika, kakor tudi pri klasiénem PCR
(Saundres, 2004). Ker se lahko barvilo SYBRGreen veze tudi na nespecificne dvoverizne
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DNK, moramo moznost lazno pozitivnih rezultatov preveriti z analizo krivulje taljenja
nastalih pomnozkov, kar nam omogoca dodatna faza disociacije pomnozkov na koncu
pomnozevnaja (Applided Biosystem, 2004). Nespecificne metode so v primerjavi s
specifiénimi metodami cenejSe. Za vzpostavitev protokolov nespecificne metode ne zahtevajo
toliko specifi¢nega znanja o molekulah DNK (Saundres, 2004).

denaturacija
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Slika 6: Princip vezave barvila SYBR Green I v dvojno vijacnico DNK (Fraga in sod., 2008).

2.5.2 Kvantitativni PCR v realnem ¢asu

Kvantitativni PCR v realnem casu (qPCR) je analiza, kjer se meri koli¢ina taréne molekule
nukleinske kisline, oziroma koli¢ina pomnozka DNK. Pridobljeni podatki s PCR v realnem
casu so lahko ovrednoteni s kvantifikacijo, ki je lahko absolutna ali relativna (Applied
Biosystem, 2004). Tako pri uporabi absolutne, kot relativne kvantifikacije je zelo pomembna
ucinkovitost pomnoZevanja. V idealnih razmerah je ucinkovitost pomnoZevanja 100 %, kar
pomeni, da z vsakim ciklom dobimo dvakrat ve¢ produkta. Pogosto je ucinkovitost
pomnozevanja manjsa, kar lahko privede do napak pri obdelavi podatkov, ¢e tega dejstva ne
upostevamo. Natan¢na kvantifikacija je odvisna od razlicnih dejavnikov, kot so ucinek
predelave na zivila, razpad molekule DNK, koli¢ina vzorca, uporabljena metoda in referen¢ni
materiali (Diaz-Amigo in Popping, 2010).

Absolutna kvantifikacija je proces, ki dolo¢a absolutno (to¢no dolo¢eno) koli¢ino taréne DNK
Vv neznanem vzorcu in s tem omogoca primerjanje rezultatov razli¢nih metod. Pri tem nacinu
analize kvantificiramo gen iz vzorca s pomocjo standardne krivulje. To pridobimo s serijskim
redCenjem standarda znane koncentracije. Standardna krivulja odraza linearno razmerje med
vrednostmi C; in logaritemskimi vrednostmi koli¢in standardne DNK in omogoca dolocitev
koncentracij neznane DNK v vzorcu na podlagi njene vrednosti C;. Metoda predvideva, da sta
ucinkovitosti pomnoZevanja v vzorcu in standardu enaki. Pomembno je tudi, da koncentracija
vzoréne DNK lezi znotraj obmocja koncentracij, ki ga zajamemo z razred¢itvami standarda in
da je v obmocju, ki ga lahko zanesljivo kvantificiramo. V primerjavi z relativno kvantifikacijo
je absolutna zahtevnejsa, prav tako pa omogoca dolocitev to¢nega Stevila kopij taréne DNK v
vzorcu in s tem omogoca primerjanje rezultatov razli€nih metod in razli¢nih laboratorijev
(Mackay in sod., 2007).
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Pri relativni kvantifikaciji dolo¢amo spremembe v koli¢ini tarcne DNK. Koli¢ino taréne DNK
primerjamo s koli¢ino te sekvence v sorodnem ali istem materialu tako, da primerjamo signal
tarne sekvence s signalom notranje ali druge referen¢ne kontrole. Prednost metode je, da ne
potrebujemo absolutne standardne krivulje ampak rezultate izraCunamo z matemati¢nimi
enacbami iz vrednosti C; in udinkovitosti pomnozevanja. Uporablja se predvsem za
ugotavljanje sprememb izrazanja genov v vzorcu na podlagi primerjave z referen¢nim
standardom. Ta kvantifikacija je postala cilj ve€ini analiz s PCR v realnem c¢asu (Mackay,
2004).

Pravilna izbira in dobra kvaliteta kontrol pogojujeta zanesljivost kvantifikacije. Kontrola PCR
je omogocena z notranjo kontrolo. Notranja kontrola omogoca kontrolo poteka PCR.
Uporablja se za doloCanje in odkrivanje lazno negativnih rezultatov. Za kvantifikacijo se
uporabljajo predvsem standardi, med katerimi lo¢imo zunanjo kontrolo in notranji standard.
Zunanjo kontrolo predstavljajo Cisti, klonirani pomnozek ali del tar¢nega genoma, ki se
pomnoZzuje v isti reakciji, vendar v loCenih epruvetah za PCR. Iz standardnih vzorcev
pripravimo umeritveno krivuljo, v katerih so decimalne razredCitve zunanje kontrole. 1z
umeritvene krivulje lahko razberemo koncentracijo neznane DNK in dolo¢imo mejo
detekcije. 1z standardnih vzorcev pripravimo krivuljo, v katerih so decimalne razredcCitve
zunanje kontrole (Mackay, 2004).

2.5.3 Inhibitorji PCR

Znano je, da mnoge komponente rastlinskih in Zivalskih tkiv, upocasnjujejo ali celo inhibirajo
pomnozevanje DNK s PCR. Inhibitorji povzrocijo lizo celice, razgradnjo nukleinske kisline,
inaktivirajo termostabilno DNK-polimerazo ali spremenijo razmere PCR. Pojavijo se lahko
lazno negativni rezultati, nepravilna kvantifikacija in zmanjSana je obcutljivost.
PomnoZevanje DNK s PCR je lahko upocasnjeno tudi zaradi neustreznih razmer
pomnozevanja (na primer nepravilni temperaturni rezim, neustrezna koncentracija ionov
Mg®"). Najpogostejsi zaviralei pomnoZevanja DNK so Zelezo, hemoglobin, kolagen,
polisaharidi, kalcijevi ioni, proteaze, olja, mascoba, polifenoli in tezke kovine (Diaz-Amigo in
Popping, 2010). Najveckrat se v vzorcu nahajajo polifenoli in proteaze, ki reakcijo
upocasnijo, ali jo celo inhibirajo (Holzhauser, 2006). Ugotavljanje vpliva inhibitorjev na
potek PCR se izvaja z dodatkom standardnih kontrol. Ena izmed moZnosti preverjanja PCR
inhibitorjev v realnem casu je serijska razred¢itev vzorca. Za nemoten potek pomnozevanja
DNK je pomembno, da se inhibitorji odstranijo iz preiskovanega vzorca.

Razvitih je bilo ve¢ metod za odstranitev inhibitorjev iz vzorca. Metodi, kot sta
centrifugiranje vzorca in dializa sta zelo preprosti metodi, vendar se z uporabo teh metod
izgubi prvotni volumen vzorca. Nekatere bolj zahtevne metode, kot je imunomagnetna
separacija, se uporabljajo za ¢iScenje to€no doloenega onesnazevalca oziroma inhibitorja,
vendar je metoda zelo draga (Moreira, 1998). Najpogosteje uporabljena molekularna metoda
je izolacija in ¢iS¢enje DNK. Ta metoda zagotavlja ucinkovito pridobivanje nukleinske kisline
in odstranitev komponent, ki zavirajo PCR. Zaviralni ucinek inhibitorjev se lahko zmanjsa z
optimizacijo reakcijskih razmer (Diaz-Amigo in Popping, 2010).

Pogosto so v vzorcu prisotni inhibitorji PCR (polisaharidi), ki jih z klasi¢nimi metodami
izolacije in CiS¢enja ne moremo popolnoma odstraniti. Ti kontaminanti ostanejo v vzorcu in
so prisotni v konénih DNK pripravkih (Holzhauser, 2006). Na sliki 7 je prikazana vezava
inhibitorja na aktivno mesto DNK-polimeraze. Encim se je kompetitivno vezal na aktivno
mesto. Z vezavo inhibitorja na aktivno mesto, se pomnoZevanje PCR ustavi.
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Slika 7: Vezava inhibitorja na aktivno mesto DNK-polimeraze (Vickers, 2010)

2.5.4 Vpliv izolacije DNK na PCR

Za doseganje primerne specifi¢nosti in obcutljivosti PCR je nacin izolacije DNK velikega
pomena. Priprava ¢im bolj Ciste DNK je nujna za visoko specifi¢nost in obcutljivost PCR v
realnem casu (Holzhauser, 2006). Pogosta metoda ekstrakcije DNK za PCR je uporaba
metode CTAB (cetiltrimetilamonijev bromid) ali uporaba metode GTC (gvanin tiocianat) in
kasnejSe ciS¢enje izolirane DNK s komercialno dostopnimi silikatnimi kolonami, ki so
optimizirane za analizo predelanih zivil (Holzhauser, 2006).

Pinto in sod. (2007) so primerjali dva komercialna kompleta za izolacijo DNK. Dolocili so
ucinkovitosti izolacije, Cistost molekul DNK in obcutljivosti na 12 razli¢nih izdelkih.
Uporabljena kompleta za izolacijo DNK sta bila Wizard Magnetic DNK Purification for Food
(Promega) in DNeasy Tissue Kit (QIAGEN). Koncentracijo in cistost so izmerili
spektrofotometri¢no, nato pa vzorce analizirali s PCR. Za pozitivno kontrolo so uporabili
DNK iz referen¢nega materiala IRMM-411R-4 2 % Bt-176 koruze (Fluka, Geel, Belgija),
konja in krave (BIOTOOLS B&M Labs, Madrid, Spanija). S kompletom DNeasy, so izolirali
DNK vzorcev (Bt-176 koruza, koruzna moka, krma za perutnino, olje, ¢okoladna krema,
¢eSnjeva marmelada, krompirejv cmok, ¢okolada, konjsko meso, pasterizirano mleko, otrobi).
Koncentracijo izolirane DNK posameznega vzorca so izmerili spektrofotometricno z
merjenjem absorbance pri Az nm. Iz razmerja absorbanc Ajepns0 Nm so izracunali Se Cistost
izolirane DNK vzorca. Za dolocitev ustreznosti obeh komercialnih kompletov za izolacijo
DNK iz vzorcev zivil, so uporabili PCR. PCR s 4 pL nerazred¢enega vzorca koruznega olja je
pokazala pozitiven rezultat, negativen rezultat je bil samo pri ¢okoladni kremi. Vrednost
absorbance pri Ay in Azeo80 N je pokazala uspesno in vecjo ucinkovitost izolacije DNK z
uporabo komercialnega kompleta DNeasy pri obdelanih zivilih, kot so krompirjevi cmoki,
cokoladno pecivo, rastlinski jusni koncentrati in ¢eSnjeva marmelada. Rezultati PCR dobljeni
z DNK izolirano iz vzorcev s kompletom Wizard so pokazali negativen rezultat pri vzorcih
koruznega olja, ¢okolade, Cokoladnega peciva, krompirjevih cmokih in konjskega mesa.
Analiza DNK rastlinskih vzorcev (GMO koruza, koruzna moka, perutninska krma in otrobi) s
PCR je pokazala pozitivne rezultate. Meje detekcije oziroma zaznave so bile med 0,5 ng/uL
do 2,5 pg/uL. 1zolacija DNK konjskega mesa in pasteriziranega mleka s kompletom Wizard
ni bila uspeSna, saj je bila izolirana koncentracija DNK nizka. Primerjava teh dveh metod
izolacije DNK je pokazala, da je komplet Wizard bolj primeren in ucinkovit za izolacijo
rastlinskih matriksov, ki vsebujejo polifenole in polisaharide. Komplet DNeasy je pokazal
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vecjo ucinkovitost pri kompleksnih in obdelanih zivilih (¢eSnjeva marmelada, cmoki,
cokoladno pecivo, rastlinski jusni koncentrati). Ta metoda izolacije je verjetno bolj u¢inkovita
in obcutljiva, zaradi lazje odstranitve inhibitorjev in boljSe vezave DNK na silikatno kolono
(Pinto in sod., 2007).

Arlorio in sod. (2007) so primerjali uc¢inkovitost izolacije DNK lesnika s klasi¢no metodo in
tremi kompleti za izolacijo DNK: metoda po protokolu CTAB fenol / kloroform / izoamilni
alkohol (25:24:1) in kompleti za izolcijo DNK: Gene Elute Plant genomic DNK (Sigma);
Ultraclean Plant DNK (Cabru) in Wizard Magnetic DNK puri-Wcation system for food
(Promega). Spektrofometri¢no pridobljeni rezultati so pokazali najvecjo ucinkovitost izolacije
DNK lesnika iz vzorcev z uporabo kompleta Wizard. Ta metoda je bila oblikovana za
izolacijo in pridobivanje visoko kvalitetne in ¢iste DNK iz mascobnih zivil. Ker olja in
mascobe veljajo za znane inhibitorje PCR, je uporaba kompleta Wizard bila najboljsa izbira
(Arlorio in sod., 2007). Podobno ucinkovitost izolacije so dolocili z uporabo izolacijskega
kompleta SureFood PREP Allergen (Congen, R-Biopharm). Izolirali so DNK iz vzorcev ki so
vsebovali ¢okolado, lecitin in piSkote za doloCitev leSnika s PCR (Diaz-Amigo in Popping,
2010).

Bettazi in sod. (2008) so za izolacijo leSnika iz 15 razliénih zivil (piskoti in prigrizki)
uporabili dva komercialna kompleta: Wizard: Magnetic Purification za zivila (Promega)
in SureFood PREP Allergene (Congen, r-Biopharm).  Spektofotometricno  so  izmerili
absorbanco in ocenili prisotnosti inhibitorjev ter dolocili koncentracije DNK. Kompleksni
vzorci zivil, ki so vsebovali Cokolado in lecitin, so bili ucinkovito izolirani z obema
metodama. Ucinkovito izolacijo so dosegli s kompletom Congen, ki je lazji postopek izolacije
kot Wizard, uporablja se manjSe koliine vzorcev in prav tako je poraba organskih topil tudi
za bolj zahtevne kompleksne matrikse zivil manjsa, kot pri kompetu Wizard (Bettazi in sod.,
2008). Spektrofotometri¢no doloc¢anje Cistosti DNK Zivil ni primerna metoda, saj ne dobimo
dovolj informacij, ¢e so v vzorcu prisotni kaksni inhibitorji. NajboljSa metoda za dolocCitev
koncentracije in Cistosti molekule DNK, je uporaba agaroznega gela (Bettazi in sod., 2008;
Diaz-Amigo in Popping, 2010).

Elsanhoty in sod. (2010) so primerjali Sest razlicnih metod ekstrakcije DNK iz vzorcev surove
koruze in njenih proizvodov. Uporabljene ekstrakcijske metode so bile: 1. ekstrakcija z CTAB
(cetiltrimetilamonijev bromid), 2. komplet Qbiogene, 3. komplet (Roche diagnostika GmbH)
za pridobitev. DNK iz GSO, 4. komplet Nucleospin (Clontech) Genomski-Prep
(Amersham Pharmacia Biotech), 5. komplet Plant interogen pure link™ (Invitrogen)
za ¢iS¢enje DNK iz rastlinin 6.  ekstrakcija  rastlinske genomske DNK  (Biotechnology
limited). Ocenili so razlicne metode izolacije DNK koruze (surova), koruzne moke (mehanska
obdelava), koruznega Skroba, koruze v plocevinkah (sladka), pokovke (ekstrudiran izdelek),
koruznih prigrizkov in koruznega kruha (mehanska in toplotna obdelava). Primerjali so
kakovost in koli¢ino izolirane DNK vzorcev z znanimi navedenimi standardnimi odstotki
GSO v zivilih. Za kvalitativno odkrivanje GSO v zivilih so uporabili testni komplet
GMOScreen 35S/NOS. Ta testni komplet se uporablja za zaznavanje genskih sprememb v
zivilih. Z vsemi uporabljenimi metodami so pridobili kakovostno izolirano DNK. Ugotovili
so, da je s kompletom Roche bila dobljena najcistejSa DNK, kakor tudi, da je ta komplet
najustreznejSi za pridobitev zelo Ciste DNK vzorca koruze in njenih proizvodov. Dobljeni
rezultati so pokazali, da je bilo 17 vzorcev pozitivnih na prisotnost promotorja 35S, 34 % od
teh vzorcev je bilo pozitivnih na gensko spremenjene linije Bt-176 (Elsanhoty in sod., 2010).
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Piknova in sod. (2007) so DNK vzorcev izolirali z dvema kompletoma za izolacijo in jih
testirali s PCR v realnem casu. Uporabili so DNeasy Plant Mini komplet (Qiagen, Hilden) in
primarni komplet za izolacijo DNK vzorcev zivil komplet NucleoSpin (Machery-Nagel,
Duren, Nemcija). Kvantifikacija DNK je bila izvedena flourometri¢no z uporabo kompleta
Quant-iT PicoGreen (Invitro-gen Molecular Probes). Boljsi komplet za izolacijo DNK
preiskovanih vzorcev je bil komplet Nucleospin (Piknova in sod., 2007).

2.5.5 Nacini dolocanja koncentracije izolirane DNK
Obstaja ve€ nacinov merjenja koli¢ine oziroma koncentracije DNK.

Najpogosteje uporabljena metoda, je spektrofotometricno dolocevanje izolirane DNK.
Od¢itana vrednost DNK pozameznega vzorca, dobljena spektrofotometri¢éno pri valovni
dolzini 260 nm, 280 nm in 230 nm nam omogoca kvantitativno dolo¢itev DNK.
Spektrofotometri€no izmerjeni rezultati nam omogocajo izracun koncentracije nukleinske
kisline v vzorcu. Rezultate je mozno od¢itati direktno v ng/uL, ¢e vzorce red¢imo z vodo ali
pufrom v razmerju 1:20. V vodni raztopini imajo nukleinske kisline absorbcijski maksimum
pri valovni dolzini 260 nm. V vodni raztopini ima DNK maksimum absorbance pri 260 nm.
Izmerjena absorbanca 1 ustreza priblizno vsebnost 50 pg/ml za dvojno vijaénico DNA, 40
pug/ml za enojno vijacnico DNK ali RNK in 20 pg/ml za enoverizne nukleotide (Sambrook,
1989). Proteini imajo maksimum absorbance pri 280 nm. Cistost izolirane DNK ocenimo iz
razmerja Azeo/ Azgo nm. O Cisti izolirani DNK lahko govorimo v primeru, ¢e so izmerjene
vrednosti v obsegu od 1,8 do 2,0. Prisotnost necisto¢, kot so proteini ali aromaticne
komponente (fenoli), lahko motijo meritev. Koncentracijo DNK vzorcev zivil, ki vsebujejo
necistoce je tako tezje izmeriti. Vrednosti razmerja Azeonso SO tako obCutno nizje, zaradi
maksimuma absorbance necisto¢ v istem obmocju kot DNK (Sambrook, 1989).

Elektroforetske metode omogocajo merjenje koncentracije enostavnih in kompleksnih
vzorcev DNK. Pri tem merjenju se uporabljata dve barvili: SYBRGreen I in etidijev bromid.
SYBRGreen I je bolj obcutljiv in varnejsi kot etidijev bromid, vendar je SYBRGreen draz;ji
(Ahn in sod., 1996). PicoGreen je zelo stabilno barvilo, zato omogoca daljsi ¢as osvetlitve in s
tem tudi vecjo fleksibilnost analiz. To barvilo je uporabno za kvantifikacijo Sirokega spektra
vzorcev DNK. Picogreen je fluorokrom, ki se selektivno veze v dvoverizno molekulo DNK.
Povecanje fluorescence ob vezavi barvila je veliko, poviSanje fluorescence ozadja pa malo,
saj nevezano barvilo skoraj ne fluorescira (Ahn in sod., 1996).

2.6 DOLOCANIJE LESNIKA KOT ALERGENA V ZIVILIH S PCR

Za doloc¢anje alergenih substanc v zivilih je nujno vpeljati metode, s katerimi zagotovimo
kontrolo pravilno oznacenih zivil in s tem zas$¢ito ljudi, ki so alergi¢ni na doloc¢ene sestavine v
zivilih. Vecino teh sestavin je mogoce dolociti imunokemijskimi metodami in z molekularno-
bioloSkimi tehnikami. Z testom ELISA je mogoce specificno dolo€iti snovi, ki so
beljakovinskega izvora, s tehnikami PCR pa se dolo¢ijo odseki DNK, ki so specifi¢ni za
doloc¢eno vrsto rastlinskega ali Zivalskega izvora. Nekatere metode dolocanja leSnika kot
alergena so razvidne iz preglednice 1.
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Preglednica 1: Metode dolo¢anja lesnika kot alergena v Zivilih

METODA TARCNI VEOII;IIE%(SJ MEJA TESTIRANA VIR
ALERGEN p (bp) ZAZNAVE ZIVILA
PCR Coral 182 0.001 % legnika | 1Sniki> Cokolada, | Holzhauer in sod.,
prigrizki, muesli 2002
.. e . Holzhauer in sod.,
PCR-ELISA Cor a 1.0401 152 >10 ppm le$nika | zivila in sestavine 2002
0,001 % oz. 10 N Herman in sod.,
PCR Nadl 294 ppm v éokoladi ¢okolada 2003
kosmici, ¢okolada, Germini in sod.,
PCR-HPLC Coral 156 > pe piskoti, prigrizki 2005
semena, sadje, Arlorio in sod
RT-PCR Cora 1.04 82 0,1 ng DNA le$nik, kreme, "
2007
kornfleks
13 pg DNA, . . . .
: . 0 1 s peceni koncni Piknova in sod.,
RT-PCR Hsp 1 ni podatka 0,0lpﬁclie\:znk v rdelki 2007

Legenda: bp-bazni par, PCR-ELISA - verizna reakcija z polimerazo-encimsko imunski test, RT-PCR reverzna
transkripcija in verizna reakcija s polimerazo.

Za dolocanje alergenov v Zivilih se uporablja tudi PCR v realnem ¢asu. Dolo¢anje alergenov s
PCR v realnem c¢asu na primeru araSidov nakazuje, da vrednosti C;, dosezene s PCR v
realnem Casu, odrazajo vsebnost alergenov v vzorcu. Primerjava PCR v realnem ¢asu s testom
ELISA, specifi¢ih za arasid, kaze, da so vrednosti C;, dobljene s PCR v realnem casu, v
korelaciji s koli¢ino proteina, izmerjeno s testom sendvi¢-ELISA. To nakazuje na potencial
PCR v realnem Casu za doloCanje sledov araSidov in drugih alergenov v predelanih Zivilih ¢e
obstajajo primerni referencni materiali z definirano vsebnostjo alergenov. Kvantifikacija
to¢ne koliCine alergena v hrani je tezavna zaradi uporabe velikega Stevila razli¢nih matriksov
zivil. Uporaba razli¢nih matriksov lahko vodi v varirajo¢e moznosti izolacije bioloskih tarénih
proteinov in DNK (Holzhauser in sod., 2006).

Piknova in sod. (2007) so s PCR v realnem casu v zivilih dolocali sledove lesnika.
Oligonukleotidni zacetniki in sonda so bili izbrani glede na tar¢ni gen Hsp 1, ki kodira protein
toplotnega Soka z nizko molekulsko maso (Piknova in sod., 2007). S PCR v realnem casu so
doloc¢ili 13 pg DNK lesnika. Prakti¢na obcutljivost dolo¢evanja leSnika v zivilih je bila 0,01
%. Metoda je bila sestavljena iz izolacije DNK in pomnoZevanja tar¢nega dela s specifi¢nimi
oligonukleotidni zacetniki in Tag-Man flourescentno sondo. Uporabljeni oligonukleotidni
zacetniki in sonda, specifi¢ni za leSnik uporabljeni za PCR realnem c¢asu so bili: Nocc2F 5°-
ggcaagttcgtgagcaggttc-'3, NocclRbis  5'-ctttcggaatagtcacagtgag-'3, NocclP FAM-
cctgacgatgecgagetcgaccag-BHQ1. Reakceija je pokazala pozitivne rezultate za 5 razli¢nih sort
lesnikov iz Slovaske in negativne za araSid, oreh, pistacijo, indijski orescek, kostanj.
Ugotovili so, da je metoda visoko specificna in obcutljiva, katero lahko izvedemo v enem
delovnem dnevu oziroma v kratkem cCasu. Vse alternativne metode, katere temeljijo na
principu PCR za dolocanje ores¢kov so visoko specificne, vendar manj obcutljive kot ELISA
(Piknova in sod., 2007).
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Arlorio in sod. (2007) so s PCR v realnem ¢asu dolocali sledove lesnika v predelanih zivilih.
PCR je bila izvedena v aparatu ABI Prism 7900 HT SDS z uporabo barvila SYBRGreen in
sonde TagMan. Dolocili so praktiéno mejo obcutljivosti s PCR v realnem ¢asu za dolo¢anje
sledov leSnikov, ki je bila 0,1 ng. Dobra obcutljivost te metode, je uporabna tako za oceno
varnosti zivil oziroma sestavin, kakor tudi za preverjanje navzkrizne kontaminacije (Arlorio
in sod., 2007).

2.7 ZAKONODAIJA S PODROCJA ALERGENOV

Zdravje v vecini sodobnih druzb velja kot najvecja vrednota, saj je dobro zdravje prebivalcev
predpogoj za povedanje blaginje. Stevilne $tudije so pokazale, da pri otrocih ve¢ kot 75 %
prehransko izzvanih alergijskih reakcij povzro€ijo jajca, ara$idi, soja in sojine beljakovine,
mleko, ribe in orescki, pri odraslih pa alergije pogosteje povzrocajo sadje, zelenjava, arasidi in
oresScki. Podatek, da so kot mozne povzrocitelje alergij identificirali Ze ve¢ kot 70 zivil, dovolj
zgovorno prica, kako pomembno je, da je navajanje alergenih sestavin na embalazi
predpakiranih Zivil zdaj obvezno (ZPS, 2007).

V Sloveniji velja Pravilnik o sploSnem oznafevanju predpakiranih Zivil (2004), kjer je v
prilogi 4 seznam 12 alergenih Zzivil, katerih vsebnost mora biti oznacena na predpakiranem
izdelku. To so: zita, ki vsebujejo gluten (pSenica, rz, je€men, oves, pira, kamut, in njihove
krizane vrste) ali izdelki iz njih, raki in izdelki iz njih, jajca in izdelki iz njih, ribe in ribji
izdelki, aras$idi in izdelki iz njih, soja in sojini izdelki, mleko in mle¢ni proizvodi (ki vsebujejo
laktozo) lupinasto sadje (orescki): mandelj, lesnik, oreh, indijski orescek, amerisSki oreh,
brazilski oresek, pistacija, makadamija in orehi in izdelki iz njih, listna zelena in izdelki iz nje,
gor¢i¢no seme in izdelki iz njega, sezamovo seme in izdelki iz njega, zveplov dioksid in
sulfiti v koncentraciji ve¢ kot 10 mg/kg ali 10 mg/l izdelka, izraZeni kot SO, (velja za kon¢ni
izdelek ne za posamezno sestavino).

V prilogi 4, Pravilnika o splosnem oznacevanju predpakiranih zivil 2004, je lesnik (Corylus
avellana) oznacen kot sestavina, ki lahko povzro¢a alergijo. Vse sestavine, ki so bile
uporabljene pri proizvodnji zivila in so Se vedno prisotne v konénem proizvodu, ¢eprav v
spremenjeni obliki, in so navedene v prilogi 4, ali ki izvirajo iz sestavin, navedenih v tej
prilogi, se morajo navesti na oznacbi, z jasnim sklicevanjem na ime sestavine, iz katere
izhajajo, razen ¢e se ime, pod katerim se zivilo prodaja, jasno nanasa na taksno sestavino.
Direktiva komisije 2003/89/EC in 2007/68/EC prav tako v seznamu priloge alergenih sestavin
(priloga IIla) navaja seznam alergenih snovi, med katere sodi tudi leSnik. Seznam alergenih
snovi se vedno posodablja na podlagi najnovejSih znanstvenih spoznaj (Directive
2003/89/EC..., 2003; Directive 2007/68/EC..., 2007).

Danes Se ni razvitega zdravila, ki bi preprecevalo vzroke alergij in drugih preobcutljivosti
zato so ljudje z alergijami odvisni od zanesljivih in hkrati dobro vidnih informacij o
sestavinah Zivila, ki ga kupujejo (IVZ RS, 2010; Heeres, 2006). Previdnost velja nameniti tudi
"skritim" alergenom v hrani (Directive 2003/89/EC..., 2003). Navadno se ljudje, ki so
preobcutljivi na neko zivilo, drzijo t. 1. izkljucitvene diete, kar pomeni, da se Zivilom, ki jim
lahko Skodijo, izogibajo. Nekatera taka Zivila je zelo tezko prepoznati, saj se lahko skrivajo
kot sestavine drugih zivil ali jedi (napr.: orehi in leSniki v slas¢icah (ZPS, 2007)).
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Evropska agencija za varnost (EFSA) se zaveda tveganja za potrosnika alergika, ki ga
predstavljajo v izdelkih prisotni alergeni, ki na embalazi niso deklarirani. Za ljudi, ki so
preobcutljivi je lahko usodno ze zauzitje zelo majhnih koli¢in alergenih snovi v zivilu.
Prisotni alergeni v Zivilu, ki niso deklarirani na embalazi, so najveckrat posledica navzkrizne
kontaminacije (Directive 2003/89/EC..., 2003). Pojem navzkrizna kontaminacija pomeni, da
se lahko alergeni kljub zas¢itnim ukrepom prenesejo v mikro koli¢inah iz enega izdelka na
drugega preko opreme, zraka ali surovin. Do navzkrizne kontaminacije lahko pride, ker se
razli¢ni pekovski in drugi zivilski izdelki delajo na isti strojni opremi. V pekarstvu je znacilno
suho cis¢enje, ki ponavadi ni zadostno za popolno odstranitev alergenov. Pri nekaterih
izdelkih kljub intenzivnemu ciS€enju in ustrezno planirani proizvodnji (najprej se izdelujejo
izdelki brez alergena, nato po izdelki, ki vsebujejo alergen), je popolna preprecitev
kontaminacije nemogoca. Prisotnost alergena kot sestavine se zato lahko pojavi tudi v
izdelkih ki alergena ne vsebujejo.

Zaradi boljSega varovanja zdravja potroSnika se v takSnih primerih na deklaracijo zapiSe
smiselno opozorilo, ki je najpogosteje v obliki »Lahko vsebuje sledove ...« (lahko vsebuje
lesnik v sledovih, lahko vsebuje sledi lupinastega sadja (oresckov), mozni sledovi oreskov).
Tako zapisane izjave pomenijo, da naj izdelek ne bi vseboval omenjenih alergenih zivil ali
njihovih sestavin, vendar pa proizvajalec ne more povsem zagotoviti, da niso prisotna v zelo
majhnih koli¢inah (sledovih). Alergena zivila morajo biti na izdelku oznacena, pa Ceprav jih
vsebuje zelo malo (ZPS, 2007).

Pravila evropskih direktiv 2003/89/EC in 2006/142/EC za oznacevanje alergenih sestavin v
zivilih zagotavljajo, da so vsi potrosniki podrobno informirani z navedbo vseh sestavin na
izdelku. Deklaracija vseh sestavin, ki jih vsebuje Zivilo omogoca popolno identifikacijo
sestavin ljudem, ki so nagnjeni k preobcutljivostnim reakcijam in nudi popolno informacijo o
zivilu ki jo potrebujejo, da preprecijo nastanek alergijske reakcije. Potrebno je navesti vse
sestavine na etiketi, Cetudi predstavljajo le majhen del izdelka (Directive 2003/89/EC...,
2003; Directive 2006/142/EC..., 2006).

Nekatere sestavine v hrani so predelane v taki meri, dane morejo vec sproziti nezelenih
u¢inkov. Seznam proizvodov (mandlji, orehi za okus Zganja, zelena, olje in semena,
zelena semena, jajéni albumin za bistrenje jabol¢nika, Zelatina iz ribjih mehurjev, kot nosilec
za okuse in bistrenje, mleko (kazein), gorcicno seme, olje iz gor¢icnih semen), ki so za¢asno
izvzete iz zahtev za oznaCevanjeiz Direktive 2003/89/EC je bil objavljen v Direktivi
2005/26/EC. Izdelki, ki so vsebovali te sestavine so bili izvzeti iz oznacevanja do 31. maja
2009. Po tem datumu pa so zacela spet veljati stara pravila (Directive 2005/26/EC..., 2005).

Da bi zagotovili ¢im boljSo sledljivost za vsa zivila, krmo, Zivali za pridobivanje hrane in vse
druge snovi, sestavine, namenjene uporabi ali za katere se pricakuje, da se bodo uporabile v
zivilih ali krmi, mora biti zagotovljena sledljivost v vseh fazah pridelave, predelave in
distribucije. Sledljivost je zelo pomembna za odgovornost in varnost izdelkov. Velja nacelo
od vil do vilic oziroma od surovega materiala do kon¢nega izdelka (Heeres, 2006).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Reagenti za izolacijo DNK iz Zivil

- Komplet za izolacijo DNK Nucleospin Food (50 preparations Macherey-Nagel,
740945.50, Nemcija) vsebuje (Macherey-Nagel, 2008):
e pufer CF za odstranjevanje polisaharidov (Buffer CF, polysaccharide removal
buffer, 100mL),
proteinaza K (Proteinase K, 6 mg),
pufer C2 za lizo celi¢ne stene (Buffer C2, lysis buffer, 20 mL),
pufer C3 za lizo celi¢ne stene (Buffer C3, lysis buffer, 5 mL),
pufer CE za izpiranje (Buffer CE, elution buffer, 15 mL),
kolone za izpiranje (Food Spin Columns, 50),
e zbiralne mikrocentrifugirke (2 mL Collection Tubes, 200),
Absolutni etanol (K33731571 436, Merck, Nemcija).
Aceton (100020, Merck)

3.1.2 Reakcijska meSanica za PCR v realnem ¢asu

- Univerzalna meSanica za PCR (angl. TagMan Universal MasterMix, 4304437 Applied
Biosystems, ZDA),

- DNK/RNK prosta voda (angl. Nuclease Free Water (129115 Qiagen, Nemcija),

- sonda (NocclP) in par oligonukleotidnih zacetnikov (Noccl1Rbis in Nocc2F) za Corylus
avellana (Piknova in sod., 2007): 10 pmol/uL.
e NocclP: 5'--FAM-CCTGACGATGGATGCTCGACCAG-BHQ1-3" (Applied

Biosystems, ZDA),

e Nocc2F: 5'-- GGCAAGTTCGTGAGCAGGTTC-3" (Applied Biosystems, ZDA),
e NocclRbis: 5'-- CITTICGGAATAGTCACAGTGAG-3" (Applied Biosystems, ZDA),

gtcaatttggcaaagatgtcgatcgtcccaaacaatgagcgagagcgcagtgtctccaat
ccctcctccagagacctgtgggacgtcttccggagecttcagagagaaccaccttcaggac
ccattcagcgatttacctttcgcttctacactctccacgctcttccctcactccccgttce
gggagctcggtgaacaccaggctcgactggagggagaccccgagagcccacgtgctgaag
gcttctcttccggggttcgtggacgaggacgtgttggtggagctccaagacgaccgagtg
ctccaggtgagcgtcgagagtggcaagttcgtgagcaggttcaaggtcectgacgatgeg
atgctcgaccagttgaaggcctcgatgcacaatggggttetcactgtgactattccgaaa
gcggaggcgagcaggccaaccgttcggaccatcgagatctctggctaaatatgtgatett
cctttgccctgtctgtcactatgtttatatgttgtgtgtgtgtgggttgttgaaggttat
cgtgagctcctctgagtttgttatgaaggtgtttgataaaatgcgtctaaagtttgtgat
gtttgtgtcggttcttgtgatgttgaccctttgcttagtgtgtcttaaatggttgttggg
ttgagaagaaaatacactatgttgttaacaacaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaa

Slika 8: Prikaz sekvenc oligonukleotidnih zacetnikov Nocc2F, NoeelRbis in sonde NocclP v
genu Hsp 1 ki kodira protein toplotnega Soka, specifiénega za Corylus avellana L. (NCBI,
2011)
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3.1.3 Reagenti za gelsko elektroforezo

Pufer TAE 1x (pripravili smo ga iz 10x TEA pufra in deionizirane H,O)
e 0,05M Tris baze (pH=8)
e EDTA (Etilendiamintetraocetna kislina), Titriplex III, 108418, Merck, Nemcija)
e Ocetna kislina (10063, Merck, Nemcija)
Priprava 1,5 % agaroznega gela
e agaroza ME (Agarose, A9539, Sigma-Aldrich, USA)
e pufer TAE Ix (pufrna raztopina, ki vsebuje tris bazo, ocetno kislino in
etilendiamintetraocetno kislino)
e 0,02 M raztopina Na,-EDTA (E-5134, Sigma, ZDA)
- Barvilo za nanos pomnozkov (ang. loading buffer, GelPilot DNA, 40724, Qiagen GmbH,
D- Hiden)
- Molekularni oznacevalec dolzin pomnozkov DNK, (angl. 100 bp DNA Ladder, 1 pg/uL,
15628-019, Invitrogen, ZDA)
- Raztopina etidijevega bromida (E 2028, Sigma, ZDA)
- Sterilna HZOPCR

3.1.4 Vzorci

3.1.4.1 Vzorci alergenov

- 7 vzorcev lesnikov Corylus avellana sort: Buttler, Mortarella, Nocchione; lesniki (jedrca
ODLICNO; Hrib d.0.0.; poreklo: Turcija); lesniki (mleti; Hrib d.o.o.; poreklo: Avstrija);
leSniki (celi, letnik 2008; poreklo: Slovenija); lesniki (celi, letnik 2009; poreklo:
Slovenija)

- 8 vzorcev orechov Juglans regia sort: Ronde de Montignac/04, A-117/04, G-139/04,
ELIT/04, CISCO/04, CROSVERT/04, orehi (mleti ODLICNO, Hrib d.o.o0., poreklo:
Moldavija)

- 3 vzorci araSidov Arachis hypogaea: arasidi (prazeni v lupini; letina 2009; Hrib d.o.o.;
poreklo: Kitajska); araSidi (prazena jedrca brez olja in jedilne soli; Hrib d.o.o0., poreklo:
Argentina); araSidi (prazeni; Mercator IP d.o.o.; poreklo: Argentina)

- 1 vzorec mandljev (blans$irani, Biamed, ZDA)

- 1 vzorec makadamija oreScka (Macadamia nut; Bimed d.o.o., poreko: JuZnoafriSka
republika)

3.1.4.2 Sestavine za izdelavo standardnih meSanic:

- les$niki Corylus avellana sort Butler, Mortarella (v lupini, letnik 2008 in 2009; poreklo:
Slovenija)

- moka (Stajerska moka, bela ostra tip 400; Zito d.d.)

3.1.4.3 Vzorci zivil

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili 23 vzorcev zivil. 7 zivil naj bi vsebovalo lesnik, 10
zivil naj ne bi vsebovalo lesnika in 6 Zivil katera so imela na embalazi navedeno, da lahko
vsebujejo sledove lupinastega sadja. Vzorci Zivil, katere smo uporabili pri eksperimentalnem
delu so navedeni v preglednici 2.
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Preglednica 2: Vzorci Zivil uporabljeni v eksperimentalnem delu
Vzorec Sestavine K N? vt 0 Proizvajalec
oli¢ina
Orehovi rogljicki 1 péer.li.éna moka tip 500, sladkor, margarina, jajca, orehi (12 %), 500 ¢ Slasc¢icarstvo in .
vanilja pekarstvo Brodnik
pSeni¢na bela moka, hidrogenirana rastlinska mascoba, sladkor,
. oy s orehi 10 %, mleko v prahu, sredstvo za vzhajanje, pecilni prasek Grajske pekarne,
Orehovi rogljicki 2 (E500, E450), emulggtor sojin lecitin, barViI-I) bJetaIllarotenI? 00¢g Zit(i d.d.p
vanilin sladkor. Lahko vsebuje: jajca, sledi lupinastega sadja
Orehovo cokoladno | pSenicna moka tip 500, sladkor, margarina, jajca, vanilja, Slas¢icarstvo in
. ¥ . . . 500 g .
pecivo ¢okoladni preliv, orehi pekarstvo Brodnik
- . bela pSeni¢na moka tip 500, rastlinske mascobe, sladkor, orehi Pekarna in
Domaci orehovi . . s . . .
Keksi (Jedrga),. sveza jajca, mleko v prahu, sredstvo za vzhajanje E 400 g ¢okoladnica
503, jedilna sol, aroma PLESEC
pSeni¢na bela moka, hidrogenirana rastlinska masc¢oba
(rastlinske masti in olja, voda, jedilna sol, emulgatorja (E 322, E .
o qing . 471), konzervans (E 200), sredstvo za uravnavanje kislosti Slasc1garska
Kifeljeki z orehi . o . . 500 g delavnica
(citronska kilsina), aroma, barvilo (E 160a)), sladkor, orehi 11 Kranjski kolagek
%, jajéni melanz, sladka smetana, vanilin sladkor. Lahko
vsebuje sledove soje
pSeni¢na moka tip 500, sladkor, jajca, rozine, orehi, koscki
¢okolade (sladkor, kakavova masa, kakavovo maslo, emulgator
Domaci prijatelj sojin lecitin), sredstvo za vzhajanje: diofosfati in natrijev 400 g Klasje Celje
hidrogen karbonat, aroma, barvilo beta karoten; lahko vsebuje
mleko v sledovih
Vrhnitke lingke o pSenicna bela moka, mleko, margarina, jajca, sladkor v prahu, 500 g Pekarna in 5
naravne arome, marmelada keksarna Adamic
Vrhnisko ¢ajno
pecivo s pSeni¢na bela moka, margarina, jajca, mleko, sladkor v prahu, 450 Pekarna in
kakavovim sladkor, kakavov obliv & keksarna Adamic
oblivom
Cajno pecivo psSeni¢na moka, sladkor, rastlinska mast, dekstroza, laktoza, Mercator. Medex
sredstva za vzhajane (E 500 ii, E 503 ii), jedilna sol, mle¢ne 750 g ad ’
beljakovine, arome o
pSeni¢na moka, sladkor, rastlinska margarina (rastlinsko olje,
hidrogenirana rastlinska mas¢oba, voda, emulgator E 471,
Keksi Otrosko konzervans E 270, barvilo E 160 a), maslo, jajca, cvetlicni med, 350 Peciak
veselje voda, mleko v prahu, jedilna sol, sredstva za vzhajanje (E 500, & !
E 502 i, E 504 i) in uravnavanje kislosti. Lahko vsebuje sledove
lupinastega sadja, soje, sezama
pSeni¢na moka, rastlinska margarina (rastlinsko olje,
hidrogenizirana rastlinska mascoba, voda, emulgator E 471,
Vanilijevi rogljicki | konzervans E 270, barvilo 160 a), sladkor, jajca, rum, citrona, 350 g Pecjak
vanilin. Lahko vsebuje sledove lupinastega sadja, mleka, soje,
sezama
Vafelj izdelek z kakavovo kremo (81 %): sestavine: sladkor,
hidrogenirano rastlinsko olje, pSeni¢na moka, manj masten Kratkommerce
Kakavove paléice kakavov prah 5,3 %, sol, sredstvo za uravnavanje kislosti E 500, | 250 g do.o
aroma, emulgator soja lecitin E 322. Izdelek vsebuje gluten in -
s0jo. Mozni sledovi le$nikov in mleka
pSeni¢na moka, sladkor, hidrogenirano rastlinsko olje, prazeni Koestlin, tvornica
Speculaas mandeljni, sirotka v prahu, manj masten kakavov prah, za¢imbe, | 500 g keksa i vafla d.d.;
sredstvo za vzhajanje E 503 (ii), mozni sledovi soje in leSnika Hrvaska
Smoki koruzni zdrob, arasid (22 %), hidrogenirana rastlinska mascoba, 50 ¢ Soko-Nada Stark;

sojina moka, pSeni¢ni zdrob, jedilna sol

Srbija
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Se nadaljuje...

Nadaljevanje preglednice 2: Vzorci zivil uporabljeni v eksperimentalnem delu

Vzorec

Sestavine

Neto

e Proizvajalec
koli¢ina J

Horalky

pSeni¢na moka, rastlinska mas$coba, sladkor, preliv 7,4 %
(sladkor, rastlinska mascoba, kakavov prah, emulgator (sojin
lecitin, E476), aroma), posusena sirotka, arasidi v polnilu 8,6 %,
pSenicni kalcki, sojina moka, kakavov prah z manjso vsebnostjo
mascob, mleko v prahu, pSenicni zdrob, jedilna sol, sredstvo za
vzhajanje (E504 (i), E500 (i1), emulgator sojin lecitin)

Opava s.r.0.;

35e Ceska

Musli keksi

musli 38,5 % (ovseni, je¢menovi, pSenicni, koruzni, sojini
kosmici), rezani prazeni le$niki, ko$¢ki suhega sadja (hruske,
rozine, slive, jabolka, marelice), margarina (rastlinske mascobe,
voda, rastlinska olja, jedilna sol, emulgator (E471, sojin lecitin),
kislina: citronska kislina, aroma, barvilo beta karoten), pSeni¢na
polbela moka, sladkor, pSeni¢na polnozrnata moka, voda,
sredstvo za vzhajanje, pecilni prasek (E500, E450), mleko v
prahu, aroma. Lahko vsebuje sledi jajc in drugega lupinastega
sadja

300 g Zito d.d.

Cajno pecivo s
figovim in
pomarancnim
polnjenjem

Karsuljci & KraSotice, sestavine: pSeni¢na bela moka, figova in
pomaran¢na marmelada (glukozno-fruktozni sirup, suhe fige
23,5 %, dekstroza, fige 12 %, sladkor, pomarance 6 %, sadni
sok, limone 4 %, sredstvo za zgostitev E440, sredstva za
uravnavanje kislosti: E330, E333), sladkor, hidrogenirano
rastlinsko olje, margarina (hidrogenirano rastlinsko olje, voda,
sol, emulgatorja: sojin lecitin E322, E471, konzervans E 200,
sredstvo za uravnavanje kislosti E330, aroma, barvilo E160a),
tapiokin Skrob, glukozni sirup, sredstva za vzhajanje: E450 i,
E550, sol, emulgator soja lecitin E322, aroma. Izdelek vsebuje
gluten in sojo. Mozni sledovi jajca, mleka, lesnikov, mandljev

Kras,
prehrambena
industrija d.d.;
Hrvaska

200 g

O'cake

polnozrnata moka (26 %), ovseni kosmici (26 %), sladkor,
rastlinska mascoba, leSnik (6 %), glukozni sirup, sredstvo za
vzhajanje natrijev hidrogenkarbonat, jedilna sol, aroma

Jaffa Crvenka;

2108 Srbija

Vafelj izdelek
polnjen z mle¢no
kremo, oblit z
mle¢no ¢okolado

Milka Wafelini Milk, sestavine: sladkor, pSeni¢na moka,
rastlinske mascobe, sirotka v prahu, kakavovo maslo, mle¢ni
sladkor, posneto mleko v prahu 3,9 %, kakavova masa, mle¢na
mascoba, manj masten kakavov prah, emulgatorja sojin lecitin,
E476; krompirjev $krob, lesnikova pasta, rastlinsko olje, arome,
sredstva za vzhajanje E500, E503; sol. Mle¢na ¢okolada vsebuje
kakavov del najmanj 30 %, mle¢na suha snov najmanj 18 %.
Vsebuje psenico, mleko, lesnike, sojo. Lahko vsebuje sledi
drugih oresckov

38g Kraft Foods

Vafelj izdelek z
kakavovo kremo,
oblit z mle¢no
¢okolado

Milka Wafelini Coko, sestavine: sladkor, kakavov vafelj 18,5 %
(pSeni¢na moka, manjmasten kakavov prah 8,5 %, krompirjev
Skrob, rastlinsko olje, emulgator (sojin lecitin, E476), sredstva
za vzhajanje (E500, E503, sol)), rastlinske mascobe, kakavovo
maslo, mle¢ni sladkor, pSeni¢na moka, posneto mleko v prahu,
sirotka v prahu, kakavova masa, mlecna mas¢oba, majnmasten
kakavov prah 1 %, leSnikova pasta. Mle¢na ¢okolada vsebuje
kakavov del 30 %, mle¢na suha snov 18 %. Vsebuje pSenico,
mleko, leSnike, soja. Lahko vsebuje sledi drugih ores¢kov

38¢g Kraft Foods

Milec¢na ¢okolada s
celimi le$niki

sladkor, celi lesniki (min. 25 %), kakavovo maslo, posneto
mleko v prahu, kakavova masa, mascoba, dekstroza, emulgator
sojin lecitin, aroma: vanilin. Lahko vsebuje sledi lupinastega
sadja in pSenicnih beljakovin. Mle¢na mascoba vsebuje: 30 %
kakavovih delov, 20 % mle¢ne suhe snovi

Gorenjka, Zito

100 g dd

Se nadaljuje...




Murko M. Doloc¢anje lesnika kot alergena v zivilih s PCR v realnem ¢asu.

Dipl. delo. Ljubljana. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012 26
Nadaljevanje preglednice 2: Vzorci zivil uporabljeni v eksperimentalnem delu
Vzorec Sestavine Net.(z . Proizvajalec
koli¢ina
sladkor, lesniki (23 %), kakavovo maslo, kakavova masa,
smetana v prahu, posneto mleko v prahu, sirotka v prahu,
Mlecna ¢okolada s | laktoza, mlecna mascoba, emulgator sojin lecitin, naravna 100 g Alfred Ritter

celimi leSniki

pSenice

aroma. Kakavovi deli: najmanj 30 %. Suha snov mleka: najmanj
18 %. Lahko vsebuje sledove araSidov, drugih oresc¢kov in

Gmbtt and co.

Bela ¢okolada s
celimi le$niki in
hrustljavim rizem

sladkor, lesniki (23 %), kakavovo maslo, smetana v prahu

(9 %), posneto mleko v prahu, sirotka v prahu, laktoza, rizeva
moka (3 %), emulgator sojin lecitin, jedilna sol, naravna aroma, | 100 g
jeémenov slad. Lahko vsebuje sledove araSidov, drugih
ore$¢kov in pSenice

Alfred Ritter
Gmbtt and co.

3.1.5 Laboratorijska oprema

Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri raziskovalnem delu, je navedena v

preglednici 3.

Preglednica 3: Laboratorijska oprema

APARAT OZNAKA PROIZVAJALEC

PCR v realnem Casu ABI Prism 7500 Applied Biosystems, ZDA

avtomatske pipete in nastavki

0,5 - 10 uL, 20 - 300 pL,

Eppendorf, Francija

50 -1000 uL
citalec mikrotiterskih plos¢ Tecan Safire’, Avstrija
centrifuga Mini Spin PLUS Eppendorf, Francija
hladilnik / LTH, Slovenija
hladilnik / Gorenje, Slovenija
tehtnica MonoBloc PB 1502-S Metter Toledo, Svica
precizna tehtnica AB 204-S Metter Toledo, Svica
vodna kopel WB-30 Kambic, Slovenija
zamrzovalnik (-20 °C) / Gorenje, Slovenija
zamrzovalnik (-20 °C) / LTH, Slovenija
mlin¢ek za mletje ores¢kov Pocajt, Slovenija
namizno mesalo TTS 2 Yelowline, Nemcija
sistem za slikanje in obdelavo | Gel Doc 2000 BioRad, ZDA
elektroforetskih gelov
elektroforezna kadicka PowerPac Basic BioRad, ZDA

Zraven laboratorijske opreme (preglednica 3), smo pri raziskovalnem delu uporabili Se
splosno laboratorijsko opremo, kot so pestila, terilnice, Eppendorfove epruvete (0,5 mL, 1,5
mL, 2,0 mL), vrsticne posodice s pokrovcki za PCR, Zlice, aluminijasta folija, stojala, merilne
valje, CaSe, elenmajerice, pincete in vrsti€ne posodice s pokrovcki za izvedbo PCR v realnem
casu (Applied Biosystems, 2004).
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3.2 METODE

Shema poteka nasega eksperimentalnega dela je razvidna iz slike 9.

OPTIVITACITA encimsks
rzakija
STANDARDNE LESNIKOVE !
OPTIMIZACITA parsmstroy
CISTILESNIK MESANICE T
DFCCI CRESCET E————— OPFTIMIZACTTA koncentracije
oliconuklzotidnih zatamikov in
1 sonds
| IZ0LACITA DNE | *
+ i PRIPRAVA standardnih ladnikevik
SPEETF.OFOTOMETEICHO maianic za PCE.

dolodanja koncantracije DINE
\. PCE v realnem éasu /
/// | \

TEOTERICKA praktifna DOKAZOVANIE pomunodkoy = | PRAKTICNA umaritvana krivelja
obiutljivost agaromno galsko alalktroforeso ¢

1 DOLOC ANIE lsénika v #Hvilih
tapratiina obfutljivost | ./

praktifna obiutljivost

| Lvantitativoo | Iovalitativoo

VEEDNOTENIE rezultatey

Slika 9: Shema eksperimentalnega dela

3.2.1 Izolacija DNK

3.2.1.1 Izolacija s kompletom Nucleospin

Uporabili smo protokol za izolacijo DNK s kompletom Nucleospin. Protokol smo modificirali
tako, da smo dodali razmaS¢evanje vzorca z acetonom. Izolacijo DNK vzorca smo izvedli v

vec stopnjah:

1: Homogenizacija vzorca: v terilnici smo strli vzorec tako, da smo dobili ¢im bolj homogeno
zmes, nato pa v mikrocentrifugirko odtehtali 500 mg vzorca.

2: Razmascevanje vzorca: vzorcu v mikrocentrifugirki smo dodali 1000 pL acetona in
centrifugirali 5 min pri 14500 min™'. Postopek smo ponovili 3 krat. Razmag&ene vzorce smo
prenesli na filtrirni papir in jih priblizno 2 uri sus$ili na zraku.

3: Liza celice: razmas¢enemu vzorcu smo dodali 1100 pL pufra CF, segretega na 65 °C in
previdno mesali 15 s na namiznem mesalu. Nato smo dodali Se 20 pL proteinaze, mesali 2-3 s
na namiznem mesalu in vse skupaj inkubirali 30 min pri 65 °C v vodni kopeli. Vsakih 10 min
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smo zmes ponovno premesali. Po inkubaciji smo zmes centrifugirali 10 min pri hitrosti
14500 min™".

4: Prilagoditev pogojev za vezavo DNK: 300 pL cistega supernanata smo prenesli v novo
mikrocentrifugirko v katero smo predhodno dodali 300 uL pufra C4 in 200 pL absolutnega
etanola. Zmes smo 30 s meSali na namiznem mesalniku.

5: Vezava DNK: v kolono za izpiranje, ki smo jo vstavili v zbiralno mikrocentrifugirko smo
odpipetirali 700 pL zmesi. Vse skupaj smo centrifugirali 1 min pri 12000 min™ in zavrgli
tekoco fazo.

6: Spiranje in suSenje silikonske membrane:

- prvo spiranje: 400 puL pufra CQW smo odpipetirali v kolono za izpiranje, centrifugirali 1
min pri 12000 min™' in zavrgli tekoco fazo.

- drugo spiranje: 700 pL pufra C5 smo odpipetirali v kolono za izpiranje, centrifugirali 1
min pri 12000 min™ in zavrgli teko&o fazo.

- tretje spiranje: 200 uL pufra C5 smo odpipetirali v kolono za izpiranje, centrifugirali 2 min
pri 12000 min™, da smo popolnoma odstranili pufer C5.

7: Spiranje DNK: kolono za izpiranje smo vstavili v novo zbiralno mikrocentrifugirko. V
kolono za izpiranje smo nato dodali 100 pL. CE pufra, segretega na 70 °C in inkubirali za 5
min pri sobni temperaturi ter centrifugirali 1 min pri 12000 min™'. Mikrocentrifugirke z DNK
smo za nadaljnjo analizo shranili v zamrzovalniku.

3.2.2 Spektrofotometri¢no dolo¢anje koli¢cine DNK

Za kvantitativno dolo¢evanje DNK smo izmerili vrednosti absorbance pri valovnih dolzinah
230 nm, 260 nm in 280 nm. Odc¢itana vrednost pri valovni dolzini 260 nm omogoca izracun
koncentracije nukleinske kisline v vzorcu. Razmerje med izmerjenima valovnima dolzinama
(Az60/280) je merilo Cistosti nukleinske kisline. Vrednosti razmerja Ajg/280 v razponu od 1,8 do
2,0 nam povedo, da je izolirana DNK ¢ista. Ce je vzorec DNK kontaminiran z proteini ali
fenoli bo razmerje Asgo280 ObCutno nizje, kot zgoraj navedene vrednosti, prav tako pa ne
omogoca natan¢no dolo¢evanje koli¢inske vsebnosti nukleinske kisline (Sambrook, 1989).

3.2.3 Priprava reakcijske meSanice za PCR v realnem ¢asu

V reakcijski mesSanici, skupnega volumna 25 pL, za dolocCanje leSnika smo dodali naslednje
reagente:
- TagMan Universal MasterMix 2 x: 12,5 uL,
par oligonukleotidnih zacetnikov za Corylus avellana L.:
e NocclRbis (10 pmol/uL): 0,75 uL
e Nocc2F(10 pmol/uL): 0,75 puL
sonda za Corylus avellana L.:
e NocclP (10 pmol/uL): 0,125 pLb
- HzOPCRI 5,878 ],LL
- DNK:5puL
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3.2.4 Izvedba PCR v realnem c¢asu in vrednotenje rezultatov

Za dolocanje leSnika smo wuporabili PCR v realnem <casu s specificnim parom
oligonukleotidnih zacetnikov Nocc2F in NocclRbis za lesnik in specificno sondo NocclP
(Pinkova in sod. 2007). V posamezno reakcijsko meSanico (3.2.3) smo dodali 5 pL
pripravljene DNK. Za negativno kontrolo (NTC), smo reakcijski meSanici namesto DNK
lesnika dodali HyOpcgr. Uporabili smo univerzalni program aparata ABI Prism 7500 (Slika
10), le da smo v tretji fazi spremenili Stevilo ciklov iz 40 na 60, da bi lahko dolo¢ili tudi
alergene v sledovih, ki imajo obi¢ajno visoko vrednost C;.

1. FAZA 2. FAZA 3. FAZA

1 cikel 1 cikel 60 ciklov

Slika 10: Temperaturno-¢asovne faze pomnozevanja DNK v aparatu ABI Prism 7500
(Applied Biosystems, 2004)

Analizo pomnozkov smo izvedli s programom ABI Prism 7500 Sequence Detection
system (Applied Biosystem, 2004). Po zaklju€eni encimski reakciji smo za posamezni vzorec
dolocili vrednost C.. Vrednost C; pove koliko ciklov je potrebnih, da aparatura zazna
normaliziran fluorescentni signal (ARn), kar pomeni, da se pri doloenih razmerah
fluorescenca vzorca poveca nad fluorescenco ozadja (Applied Biosystems, 2004). Nastavitve
aparata za PCR v realnem Casu za analiziranje rezultatov so bile vedno sledece: mejo
zaznavanja smo nastavili ro¢no na vrednost 0,05 ob avtomatski nastavitvi izhodis¢a zato, da
smo lahko primerjali rezultate razlicnih PCR v realnem casu. Pri tako postavljenih parametrih
je bil pozitiven rezultat tisti, ki je imel vrednost C; nad mejo zaznavanja.

3.2.5 Dokazovanje pomnozkov z agarozno gelsko elektroforezo

Pomnozke, dobljene s PCR v realnem ¢asu, smo v nekaterih primerih dokazali Se z agarozno
gelsko elektroforezo. Gel smo pripravili tako, da smo ustrezno koli€ino agaroze vmesali v
ustrezen volumen predhodno pripravljenega 1x pufra TAE. Agarozo smo popolnoma raztopili
v mikrovalovni pecici in segrevali, dokler suspenzija ni postala bistra. Suspenzijo smo nato
ohladili na 60 °C, razlili v ustrezen model in namestili glavnicek. Ohlajen gel smo prestavili v
elektroforetsko kadicko in ga zalili z 1x pufrom. Na tako pripravljen gel smo na zacetek
oziroma v prvo jamico nanesli molekularni ozna¢evalec DNK (100 bp DNK Ladder). K 2 pL.
barvila za nanos pomnozkov smo primesali 8 pL. pomnozka. Pripravljeno raztopino smo po
zaporedju nanesli v agarozni gel v pufru TAE 1x. Elektroforeza je potekala pri konstantni
napetosti 120 V/cm. Po koncani elektroforezi smo barvali gel v raztopini etidijevega bromida
(EtBr), nato pa gel prenesli Se v vodo za 5 min. Gel smo potem opazovali pod UV svetlobo in
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ga racunalnisko dokumentirali. Velikost pomnozkov smo nato odcitali glede na velikost
fragmentov molekularnega oznacevalca, kar je razvidno iz slike 11.

1500bp  130ng
1000bp  100ng
B00bp  BOnp
G00bp  BOnpg
S0dbp  S0np
= 400bp  4dng
kg 30npg
200bp  20mpg
100bg  10ng

Slika 11: Velikost fragmentov molekularnega oznacevalca dolZin pomnoZkov na agaroznem
gelu (LightLabs, 2011)

3.2.6 Optimizacija PCR v realnem ¢asu

Z dolocanjem optimalne koncentracije oligonukleotidnih zacetnikov Nocc2F, NocclRbis in
sonde NocclP smo optimizirali PCR v realnem c¢asu. Encimsko reakcijo s 100-krat
razredceno DNK leSnika smo izvedli z reakcijskimi meSanicami, ki so imele razli¢ne
koncentracije oligonukleotidnih zacetnikov (900 nmol/L, 600 nmol/L, 300 nmol/L) in razli¢ne
koncentracije sonde (50 in 300 nmol/L). Kot najustreznejSo koncentracijo smo dolo¢ili tisto,
kjer je bila encimska reakcija u¢inkovita in kjer so bile vrednosti C; najnizje.

3.2.7 Dolocitev specificnosti PCR v realnem ¢asu

Specificnost PCR v realnem €asu smo dolocali tako, da smo izolirali DNK iz razli¢nih sort
lesnika Corylus avellana (Butler, Mortarella, Nocchione), araSida, orecha in makadamija
oreScka. Ugotavljali smo, ali encimska reakcija daje pozitiven rezultat pri vseh omenjenih
sortah in s tem preverili, ali ima omenjeno lupinasto sadje alergeni gen Hsp 1.
Oligonukleotidni zacetniki in sonda, specificni za lesnik so bili izbrani glede na tar¢ni
alergeni gen Hsp 1, ki kodira protein toplotnega Soka (Piknova in sod., 2007).

3.2.8 Dolocitev obcutljivosti in u¢inkovitosti PCR v realnem ¢asu
3.2.8.1 Obcutljivost in ucinkovitost PCR v realnem casu, dolocena z Cisto DNK lesnika

Obcutljivost PCR v realnem ¢asu smo dolocili tako, da smo koncentracijo izolirane DNK
Cistega lesnika najprej izmerili spektrofotometricno. Nato smo DNK razred¢ili s HyOpcr in
ugotavljali, katera je najnizja koncentracija DNK leSnika, pri kateri encimska reakcija Se daje
pozitivni rezultat. V naSem primeru smo razredc¢ili DNK cCistega leSnika (osnovni vzorec) in
dobili razlicne koncentracije vzorcev. Dobljene rezultate s PCR v realnem c¢asu smo
ovrednotili z izraunom premice, kjer smo doloc€ili odvisnost vrednosti C; od koncentracije
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DNK vzorca (enacba 1). Iz koncentracije ¢iste DNK in pripadajoc¢ih vrednosti C; smo
izracunali umeritveno krivuljo 1 po enacbi 1.

y=k*x+n ali Ci=k*logC +n 1

Legenda: k- naklon premice, n- preseCiS¢e grafa z ordinatno osjo, Ct- toCka, kjer se krivulja fluorescence
povzpne nad fluorescenco ozadja, C- koncentracija DNK

Z izraCunom parametrov premice, ki je prikazovala odvisnost vrednosti C; od destiSkega
logaritma koncentracije DNK, smo dolo¢ili obmogje linearnosti, korelacijski koeficient (R?),
ki bi pa moral biti ¢im blizje 1,0, in u€inkovitost reakcije. U¢inkovitost PCR v realnem ¢asu
smo dolo¢ili po enacbi 2 (Pfaffl, 2001).

E = (-1+10¥)y = 100 2

Legenda: E: ucinkovitost reakcije, k: naklon premice, 100: kot 100% ucinkovitost pri pomnoZevanju taréne
molekule.

U¢inkovitost je zadovoljiva, kadar je naklon premice (k) med vrednostmi -3,3 do -3,6 in Ce je
izracunana ucinkovitost med 90 do 110 % (Pfaffl, 2004). Kadar je ucinkovitost encimske
reakcije izven tega obmocja pomeni, da pomnoZzevanje ni ucinkovito in da se Stevilo nastalih
kopij DNK v posameznem ciklu ne poveCuje ve¢ eksponentno. Kadar je ucinkovitost
encimske reakcije izven zadovoljivega obmocja, kvantifikacija pri PCR v realnem ¢asu ni
pravilna (Pfaffl, 2004).

Mnogo dejavnikov vpliva na potek in ucinkovitost PCR v realnem Casu. Ti dejavniki so
degradacija vzorca, degradacija DNK, koncentracija DNK, inhibitorji, vzpodbujevalci
encimske reakcije, sestavine reakcijske meSanice, primerna izbira in €istost oligonukleotidnih
zacetnikov in sonde, fluorogena barvila, razmere pomnozevanja ter vrsta in znacilnosti
aparata za PCR (Pfaffl, 2004).

3.2.8.2 Obcutljivost in u¢inkovitost PCR v realnem casu, dolo¢ena s standardnimi leSnikovimi
meSanicami

Standardne leSnikove meSanice smo pripravili tako, kot navajajo Wang in sod. (2009).
Lesnike smo mleli lo€eno v mlinckih za mletje oresckov, jih razmastili z acetonom, posusili
na zraku in pripravili mesanice s pSeni¢no moko. MeSanica z 0 % alergena je vsebovala samo
moko. MeSanica z 10 % alergena je vsebovala 1 g razmaScenega alergena in 9 g moke,
meSanica s 5 % alergena pa 0,5 g razmascenega alergena in 9,5 g moke. 1 g 10 %, oziroma 5
% meSanice smo primesali 9 g moke in dobili 1 %, oziroma 0,5 % meSanico alergena. Na
enak nacin smo pripravili Se 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001, 0,0005 in 0,0001 % meSanice.
Mesanice smo dobro homogenizirali (Wang in sod., 2009).

Iz standardnih meSanic smo nato izolirali DNK in koncentracije DNK dolo¢ili
spektrofotometricno. Iz spektrofotometricno dolocenih koncentracij izolirane DNK iz
standardnih meSanic, smo za PCR v realnem casu pripravili raztopine z enako koncentracijo
DNK (30 ng/uL). Za PCR smo vedno uporabili 5 pL. DNK ali 150 ng DNK/ 25 pL reakcijske
meSanice. S PCR v realnem Casu smo v standardnih meSanicah dolocali ali se z razli¢nim
odstotkom spreminjajo vrednosti C;. Narisali smo graf odvisnosti vrednosti C; od desetiSkega
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logaritma koncentracije leSnika v standardni meSanici [log (%)] in tako dobili umeritveno
krivuljo. Iz dobljene umeritvene krivulje in enacbe 2, smo izracunali ucinkovitost reakcije
PCR v realnem casu.

3.2.9 Relativna kvantifikacija leSnika kot alergena v vzorcih Zivil

Iz vzorcev razli¢nih zivil smo izolirali DNK. Spektrofotometri¢no smo izmerili absorbanco
DNK vzorcev Zivil za PCR v realnem ¢asu. Absorbanco smo izmerili pri 3 razli¢nih valovnih
dolzinah (A230 nm>» A260 nm» A280 nm) 1N izmerili celotno koncentracijo DNK vzorcev.
Koncentracije izolirane DNK iz posameznih vzorcev smo razred¢ili na 30 ng DNK/uL. S
PCR v realnem c¢asu smo dolocili vrednosti C;. Dobljene vrednosti C; zivil smo vnesli v
umeritveno krivuljo standardnih meSanic in izraunali odstotek leSnika v zivilu.



Murko M. Doloc¢anje lesnika kot alergena v zivilih s PCR v realnem ¢asu.
Dipl. delo. Ljubljana. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012 33

4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 OPTIMIZACIJA PCR V REALNEM CASU ZA DOLOCANIJE LESNIKA

Optimizacija PCR v realnem c¢asu za doloCanje leSnika je zajemala doloCanje koncentracije
oligonukleotidnih zacetnikov NocclRbis, Nocc2F (300 nM, 600 nM, 900 nM) in sonde
NocclP (50 nM, 100 nM) pri standardnem programu aparata ABI Prism 7500. Koncentracije
smo optimizirali tako, da smo pripravili razline reakcijske meSanice, v katerih so bile
razlicne koncentracije sonde in razli¢ne koncentracije oligonukleotidnih zacetnikov ter nato
izvedli PCR v realnem ¢asu. Kot optimalno smo izbrali najnizjo koncentracijo sonde NocclP
in koncentracijo oligonukleotidnih zacetnikov Nocc1Rbis, Nocc2F (preglednica 4), pri kateri
je bil rezultat Se pozitiven. Oznaceni vzorci od 1 do 12 (slika 12), predstavljajo razli¢ne
koncentracije sonde in oligonukleotidnih zacetnikov.
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Slika 12: Optimizacija PCR v realnem casu za dolocanje leSnika

Legenda :

ARn-normaliziran fluorescentni signal,

1: koncentracija Nocc1Rbis, Nocc2F 900 nmol/L, Nocc1P 50 nmol/L;

2: koncentracija Nocc1Rbis, Nocc2F 600 nmol/L, koncentracija sonde 50 nmol/L;

3: NocclRbis, Nocc2F 300 nmol/L, NocclP 50 nmol/L;

4: NocclRbis, Nocc2F 900 nmol/L, Noccl1P 100 nmol/L,

5: NocclRbis, Nocc2F 600 nmol/L, Nocc1P 100 nmol/L koncentracija sonde 50 nmol/L,
6: NocclRbis, Nocc2F 300 nmol/L, NocclP 100 nmol/L,

7-12: negativne kontrole

Vsi rezultati dobljeni s PCR v realnem ¢asu za dolocanje leSnika, so bili pozitivni ne glede na
koncentracijo sonde v reakcijski mesanici (slika 12). Pri vzorcih, oznacenih z 1, 3, 4, 5, 6 na
sliki 12 so bile vrednosti C; nizje od vrednosti C; vzorca, ki je oznaen z 2. Predvidevamo, da
je takSen rezultat lahko posledica slabe ucinkovitosti reakcije ali manjSe nenatancnosti.
Negativni rezultat vzorcev oznacenih od 7 do 12 je pravilen, saj je reakcijski meSanici
namesto DNK, bila dodana H,Opcr. Za vse nadaljnje analize s PCR v realnem casu za
dolocanje lesnika v reakcijskih meSanicah smo uporabili 50 nmol/L sonde NocclP in 300
nmol/L oligonukleotidnih zacetnikov Nocc2F in NoccRbis (preglednica 4).
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Preglednica 4: Vrednosti Ct za doloCanje leSnika z razli¢nimi koncentracijami sonde (Noccl
P) in oligonukleotidnih zacetnikov (Nocc2F, Nocc1Rbis) pri PCR v realnem ¢asu

OZNAKA .
¢ KONCENTRACIJE SONDE POVPRECNA
VZOREC MES[}IZJ:IISE ZA IN OLIGONUKLEOTIDNIH VREDNOST Ct STC;%II\?I)J?)RN%NI
ZACETNIKOV (nM) n=2 t

Lesnik 4 23,30 0,12
negativna A 50/900 .

kontrola negativno -
Lesnik 4 25,70 0,25
negativna B 50/ 600 .

kontrola negativno -
Lesnik 4 22,97 0’20
negativna C 50/300 .

kontrola negativno -
Le$nik 4 22,72 0,62
negativna D 100 /900 .

kontola negativno -
Lesnik 4 22,16 0,03
negativna E 100 / 600 )

kontrola negativno -
Lesnik 4 22,37 0,04
negativna F 100 /300 .

kontrola negativno -

Legenda: Lesnik 4 - le$niki jedrca, Odli¢no

V nasem eksperimentalnem delu, je bila kot optimalna doloc¢ena koncentracija sonde NocclP
50 nmol/L. Enako koncentracijo so uporabili Ze Bettazzi in sod. (2008), Piknova in sod.
(2007) pa so za dolo€anje lesnika s PCR v realnem casu uporabili vi§jo koncentracijo sonde
(200 nmol/L). Terpin (2010) je prav tako s PCR za dolocanje oreha uporabila enako
koncentarcijo sonde JugL (50 nmol/L).

4.2  SPECIFICNOST PCR V REALNEM CASU ZA DOLOCANJE LESNIKA

Specificnost PCR v realnem c¢asu za dolocanje leSnika smo dolocali tako, da smo izolirali
DNK iz razli¢nih vzorcev leSnika, arasida, oreha ter makadamija orescka in preverili, ali ima
omenjeno lupinasto sadje gen Hsp 1, ki je specificen za lesnik.

Pred izolacijo DNK vzorcev, smo le-te predhodno razmastili z acetonom. Z razmascevanjem
smo iz vzorcev odstranili mascobno fazo in si s tem olajsali izolacijo DNK. Izolacija DNK
vzorcev po predhodnem razmaSc¢evanju z acetonom je bila lazja, saj ni bilo maScobne faze, ki
lahko moti izolacijo.

Iz rezultatov na sliki 13 je razvidno, da so bili rezultati encimske reakcije pri vzorcih
oznacenih z 1 do 10 pozitivni, rezultati pri vzorcih oznacenih od 11 do 13 pa negativni.
Vzorci oznaceni od 1 do 7 so bili vzorci lesnikov. Vzorci oznacen z 8: oreh 1 (sorte Ronde di
Montignac), 9: makadamia oresc¢ek in z 10: oreh 15 (mleti orehi) so prav tako pozitivni. Ta
rezultat je pravilen, saj je bilo na embalazi navedeno, da lahko ti vzorci vsebujejo sledove
lesnikov. Negativen rezultat pri vzorcih z 11: arasid 3 (praZeni), 12: araSid 1 (prazen v lupini)
je tudi pravilen, saj araSidi ne vsebujejo gena Hsp 1.



Murko M. Doloc¢anje lesnika kot alergena v zivilih s PCR v realnem ¢asu.
Dipl. delo. Ljubljana. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2012 35

1.0e+001

1.0e+000

A
W
i\
b
k!

1.0e-001

% 1.0e-002 l | A’( ﬁ/ [~ 8/9/1/0/

LR

1.08-003 & z,ﬁsﬁ{ = ] g :% 2
1.0e-004 \f QS % | %% é
T
1.0e-005 ]
1.0e-008

12 3 4 5 6 7 8 910111213 14151617 18182021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Stevilo ciklov
Slika 13: Specifi¢nost PCR v realnem casu za doloCanje leSnika

Legenda:

ARn-normaliziran fluorescentni signal,

1: lesnik 1 (leSnik sorta Butler), 2: leSnik 4 (le$nik jedrca, Odli¢no), 3: lesnik 6 (lesniki celi, letnik 2008), 4:
lesnik 5 (mleti lesniki, Hrib d.o.0), 5: lesnik 3 (sorta Noccione), 6: lesnik 7 (lesniki celi, letnik 2007), 7: lesnik 2
(sorta Mortarella, razreden 10°%), 8: oreh 1 (sorta Ronde de Montignac), 9: makadamia ored&ki, 10: oreh 15
(mleti orehi, Hrib, d.o.0), 11: arasid 3 (prazeni, Mercator), 12: arasid 1 (prazen v lupini, Hrib, d.0.0), 13: mandelj
(blansirani Bimed), 14: negativna kontrola.

Razlike v dobljenih vrednostih C; pri vzorcih oznacenih od 1 do 7 so posledica razli¢ne
ucinkovitosti izolacije DNK iz posameznih vzorcev, medtem ko so veliko vi§je vrednosti C;
pri vzorcih oznacenih od 8 do 10 posledica prisotnosti zelo majhnih koli¢in lesnika v vzorcih
oreha in makadamija oresckov (slika 13). Velja namrec€, da ¢im je manjs$a vrednost C;, vec je
prisotnega tar¢nega gena in tudi, da je bila izolacija boljSa. To pomeni, da je bilo vec
izolirane DNK ali da je bilo v reakcijski mesanici za PCR manj inhibitorjev, ki vplivajo na
meritve (Applied Biosystems, 2004).

Specifi¢nost encimske reakcije za dolocanje leSnika je razvidna iz preglednice 5. Vse sorte
leSnika so bile pozitivne. Negativen rezultat pri vzorcih arasid 1 (praZzen v lupini) in pri
blanSiranih mandljih, je pravilen in pomeni, da pri teh vzorcih nismo dolocili prisotnosti
leSnika v sledovih. Pozitivne vrednosti C;, pomenijo prisotnost iskanega alergena (leSnik) pri
preiskovanih vzorcih. Pozitiven rezultat pri vzorcu oreh 1 (Cisti oreh, sorta Ronde di
Montignac) lahko pomeni navzkrizno kontaminacijo v proizvodnji/pakirnici. Ker smo z
eksperimentalnim delom dolocili gen Hsp 1 v sedmih vzorcih lesnika in dveh vzorcih orehov
ter vzorcu makadamija orescka, ki so imeli deklarirano da lahko vsebujejo sledove drugega
lupinastega sadja, ter v nobenem od vzorcev arasida in mandlja sklepamo, da je bil PCR v
realnem Casu za dolocanje leSnika 100 % specifi¢en (preglednica 5).

Nukleinske kisline imajo svoj absorbcijski maksimum pri 260 nm, zato smo merili
absorbanco pri tej valovni dolzini, saj smo hoteli dolociti koncentracijo DNK v vzorcu. Za
preverjanje Cistosti izolirane DNK vzorca smo merili absorbanco pri 230 nm, 260 nm in 280
nm. Razmerja med izmerjenima valovnima dolZinama Ajeon80 v razponu od 1,8 do 2,0 nam
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povedo, da je izolirana DNK c¢ista. V primeru, da je razmerje manjSe kot 1,7 so v raztopini
prisotni proteini ali fenoli (Nano-Drop spectrophometers, 2009).

Preglednica S: Dolocitev specificnosti PCR v realnem ¢asu za dolocanje leSnika

Vzorec C (ng/pL) | Aseonso | Azso230 Ct
lesnik 1, sorta Ronde di Montignac, 100 X R 83 1,65 1,25 20
lesnik 2, sorta Mortarella, 100 X R 82,95 1,65 1,23 24,30
lesnik 3, sorta Noccione 72,15 1,60 1,07 22,00
lesnik 4, lesnik jedrca, Odlicno 117,65 1,72 1,27 20,78
lesnik 5, leSnik mleti, Hrib d.o.o 71,45 1,54 1,11 20,89
le$nik 6, leSnik celi, 2008 63 1,46 1,04 20,97
le$nik 7, lesnik celi, 2009 92,45 1,67 1,22 23,52
arasid 1,prazen v lupini, Hrib d.o.o. 72,6 1,47 0,96 -
arasid 3, prazeni, Mercator 162,6 1,82 1,56 -
makadamia oreS¢ek 113 1,75 1,43 36,75
mandelj 2, beli, blansirani 62,05 1,38 0,87 -
oreh 1, sorta Ronde di Montignac 98,25 1,54 1,19 35,83
orech 15, mleti orehi, Hrib d.o.o 113,1 1,73 1,39 37,62
NTC-neg.kontrola - - - -

Legenda: C- koncentracija, A- absorbanca, Ct- tocka, kjer se krivulja fluorescence povzpne nad fluorescenco
ozadja

Razmerje absorbance med izmerjenima valovnima dolzinama Ajgp230 nm se uporablja, kot
sekundarno merjenje nukleinske Cistosti. Vrednosti razmerja izmerjene absorbance Ajgp/230 nm
so pogosto visje od razmerja vrednosti valovnih dolzin Ajepns0 nm in to v razponu od 2 do
2,2. Ce so vrednosti razmerja niZje, pomeni da so v vzorcu prisotni kontaminenti (fenol,
aromatske snovi, trizol), ki absorbirajo pri valovni dolzini 230 nm (Nano-Drop
spectrophometers, 2009).

Dobljeni rezultati (preglednica 5) povedo, da je izolirana DNK vzorcev, lesnik 2 (sorta
Mortarella), lesnik 3 (sorta Noccione), lesnik 5 (mleti), leSnik 6 (cel, 2008), arasid 1 (prazen v
lupini), mandelj 2 (bel, blanSiran) in oreh 1 (sorta Ronde di Montignac), vsebovala Se proteine
in fenole. Spektrofotometri¢no izmerjene vrednosti so bile pod 1,7. Vzorca mandelj 2 (bel,
blanSiran) in leSnik 6 (cel, 2008), sta vsebovala najve¢ primesi, saj so bile
spektrofotometri¢no izmerjene vrednosti DNK mandlja 2 (beli blanSirani) in leSnika 6 (cel
les$nik, 2008) najnizje. Izolacija DNK nam je najbolje uspela pri vzorcu arasid 3 (prazeni), saj
je izmerjena DNK vzorca v mejah od 1,8 do 2,0. Zadovoljivo Cisto DNK imajo $e vzorci
makadamia orescek, oreh 15 (mleti), leSnik 7 (cel, 2009) in le$nik 4 (jedrca).

Dobljene pomnozke smo dokazali Se z gelsko elektroforezo. Na sliki 14 so prikazani rezultati
gelske elektroforeze pomnozkov dobljenih s sondo NocclP (50 nM) in z oligonukleotidnimi
zacetniki NocclRbis, Nocc2F (300 nM). Pomnozki so vsebovali DNK 100 % leSnika, DNK
0,1 % lesnika in DNK Ccistega lesnika (lesnik 6 iz lupine, 20068). Naredili smo 2 ponoviti
vsakega vzorca.
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Slika 14: Agarozna gelska elektroforeza specifiénih pomnozkov pridobljenih s PCR v
realnem ¢asu za dolo¢anje leSnika

Legenda: 1: molekularni oznacevalec pomnozkov DNK (100 bp DNK Ladder), 2: 100 % le$nik, 3: 0,1 % le$nik,
4: negativna kontrola, 5: 100 % le$nik, 6: 0,1 % lesnik, 7: negativna kontrola, 8: lesnik 6 (celi lesniki v lupini), 9:
negativna kontrola, 10: lesnik 6 (celi le$niki v lupini), 11: negativna kontrola

Dobljeni pomnozki na progah 2, 3, 5, 6, 8, 9 imajo isto dolzino pomnozka 100 bp, v
primerjavi z molekularnim oznacevalcem oziroma pozitivno kontrolo (proga 1). V vzorcih je
bila prisotna DNK lesnika. Na podlagi teh rezultatov lahko trdimo, da je pomnoZevanje
specificno in da je bila izbrana koncentracija oligonukleotidnih zacetnikov ustrezna.
Pomnozki na progah 4 (negativna kontrola), 7 (negativna kontrola) in 11 (negativna kontrola)
so bili negativni, prav tako pa ne vsebujejo pomnozka, saj je bila tem vzorcem namesto DNK
dodana HzOPCR.

Nasi rezultati (preglednica 5, slika 14) so primerljivi z Ze objavljenimi rezultati o specifi¢nosti
PCR v realnem casu za dolocanje leSnika. Piknova in sod. (2007) so izolirali DNK iz 20
razli¢nih vzorcev zivil in preverili ali so specifi¢ni na leSnik. Vsi vzorci, ki so vsebovali leSnik
so bili pozitivni (7 vzorcev), vsi ostali (orehi, ameriski orehi, arasidi, indijski orescki, mandlji,
pistacija, son¢ni¢no seme, sezam, soja, kostanj, pSenica, riz, kakav) so bili negativni. Dobljeni
podatki kazejo na specificnost reakcije oziroma PCR v realnem casu izvedene z
oligonukleotidnima zaCetnikoma NocclRbis, Nocc2F in sondo NocclP (Piknova in sod.,
2007).
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43 DOLOCITEV TEORETICNE OBUCTLJIVOSTI PCR V REALNEM CASU ZA
DOLOCANJE LESNIKA

Za dolocitev teoreticne obcutljivosti PCR v realnem ¢asu, smo pripravili 10x- razredCitve
DNK lesnika 4 (le$nik jedrca, Odli¢no) od 10" do 107. Spektrofotometri¢no izmerjena
koncentracija izolirane DNK lesnika je bila 90,5 ng/uL in s sedmimi razred¢itvami smo
vzorec red¢ili do 0,009 pg/uL. S tako pripravljenimi vzorci smo izvedli PCR v realnem casu
za dolocanje leSnika (slika 15). Mejo teoreticne obcutljivosti smo dolocili pri koncentraciji 0,9
pg/uL, pri kateri je bil rezultat Se pozitiven. Obmocje kvantifikacije je od 90,5 ng/uL do 0,9
pg/uL. Vzorcu 9-NTC, je bila namesto DNK dodana H;Opcr.
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Slika 15: Teoreticna obcutljivost PCR v realnem ¢asu za dolo¢anje leSnika

1.0e-006

Legenda: ARn-normaliziran fluorescentni signal
1: Les$nik (90,5 ng/uL), 2: Lesnik (9,05 ng/pL), 3: LeSnik (0,905 ng/uL), 4: lesnik (90,5 pg/pL), 5: lesnik (9,05
pg/uL), 6: lesnik (0,905 pg/ul), 7: lesnik (0,0905 pg/uL), 8: lesnik (0,00905 pg/uL), 9: negativna kontrola

Vzorci oznageni z 1 do 8 so bili 10 x-ne razred¢itve DNK lesnika v obmog&ju od 10" do 107
(slika 15). Zadnji dve razredcitvi vzorca (slika 15, vzorca s §t. 7 (0,0905 pg/uL) in 8 (0,00905
pg/uL)) s PCR v realnem casu za dolo€anje leSnika nismo zaznali. To pomeni, da je dolo¢ena
obcutljivost PCR v realnem Casu za doloCanje lesnika 0,9 pg/uL (preglednica 6). Z nasimi
poizkusi smo dolocili nizjo obcutljivost kot pri Ze objavljenih metodah. Arlorio in sod.
(2007), so kot najnizjo teoreticno mejo dolocili 0,1 ng DNK, Piknova in sod. (2007), so
dolo¢ili 13 pg DNK ter Terpin (2010), ki je s PCR za doloc¢anje oreha dolocila 3,88 pg.
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Preglednica 6: Obcutljivosti PCR v realnem Casu za dolo¢anje leSnika

VZOREC DNK lenika (i) | YREPNOSTCU | R Xosy
Lesnik 4, nerazred¢en 90,5 3;28(1) 0,716
Lesnik 4, 10xrazredéen 9,05 gjﬁg 0,022
Lesnikd, 10" razredcen 0,905 ggé 0,023
Lesnik4, 107 razred&en 0,0905 g (1):82 0,040
Lesnik4, 10 * razreden 0,00905 gj:gg 0,259
Lesnik 4, 10  razred&en 0,000905 41:02 -
Lesnik 4, 10°° razred¢en 0,0000905 ] -
NTC-negativna kontrola - - -

Ct

Legenda: Lesnik 4- Lesniki jedrca, Odli¢no

Slika 16 prikazuje odvisnost vrednosti C; od koncentracije Ciste DNK lesnika. Z dobljenimi
vrednostmi C; s PCR v realnem casu in s koncentracijo DNK leSnika v ng/uL, ki so razvidni
iz preglednice 6, smo izracunali umeritveno krivuljo teoreti¢ne obcutljivosti (3) za lesSnik.

y =-3,58x + 27,72 oz. C;=-3,58 log[C(ng/uL)] + 27,72

.3

Y vrednost pomeni C; posamezne razredCitve DNK, x vrednost pa desetiski logaritem
koncentracije DNK v ng / puL.

£

3z

25

24

13,58x + 27,72
=0,973

20

-

C {log (ﬂg DNK/uL) }

Slika 16: Umeritvena krivulja dobljena s ¢isto DNK lesnika

BB
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Naklon umeritvene krivulje (k) je bil — 3,58, korelacijski koeficient pa (R?) 0,973.
Ucinkovitost reakcije smo izraunali po enacbi 2 in je znaSala 90,3 %, kar pomeni dobro
uinkovitost reakcije PCR v realnem ¢asu. Korelacijski faktor R* premice je bil 0,97 za
obmocje kvantifikacije od 0,9 pg do 90,5 ng.

4.4 DOLOCITEV PRAKTICNE OBCUTLJIVOSTI S PCR V REALNEM CASU ZA
DOLOCANJE LESNIKA

DNK le$nika smo izolirali iz standardnih leSnikovih meSanic. Za PCR v realnem ¢asu, smo
vedno uporabili 5 uL DNK vzorca. Koncentracija DNK vseh vzorcev v reakcijski meSanici je
bila enaka, (30 ng / uL). Dobljeni rezultati so razvidni iz slike 17, ki prikazuje PCR v realnem
¢asu za dolocanje leSnika v standardnih leSnikovih meSanicah.
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Slika 17: Dolocanje leSnika v standardnih leSnikovih meSanicah

Legenda: ARn-normaliziran fluorescentni signal,standardne leSnikove meSanice:1: lesnik 100 %, 2: leSnik 10
%, 3: leSnik 5 %, 4: leSnik 1 %, 5: leSnik 0,5 %, 6-le$nik 0,05 %, 7: leSnik 0,01 %, 8: leSnik 0,005 %, 9: lesnik
0,1 %, 10: lesnik 0,001 %, 11: lesnik 0,0005 %, 12: 0,0001 %, 13: negativna kontrola.

Dobljene visoke vrednosti C; lahko pomenijo, da je v tem vzorcu prisotna zelo nizka
koncentracija izolirane DNK. Nizke vrednosti C;lahko pomenijo ve¢jo koncentracijo izolirane
DNK. Velja, da manjsa kot je koncentracija DNK, vec ciklov mora poteci, visja je vrednost
C:. Vrednost C; je tocka, kjer se krivulja fluorescence povzpne nad fluorescenco ozadja in
oznacuje koliko ciklov je potrebnih, da se doseZze meja zaznavanja. Vzorci kateri nimajo
prisotne DNK v vzorcu se ne povzpnejo nad fluorescenco ozadja oziroma ne sekajo krivulje
fluorescence na tocki C. Rezultati vzorcev brez prisotnega DNK alergena v vzorcu so
negativni.

Vrednosti C; vzorcev oznacenih od 1 do 12, bi morale padati po vrsti. Rezultat vzorca (leSnik
100 %) ima najnizjo vrednost C;, saj je vseboval 100 % leSnika, kar pomeni da je rezultat
pravilen. Pri nizjih odstotkih dodanega lesnika (vzorci oznaceni od 6 do 12), C; vrednosti ne
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rastejo po vrsti (slika 17). Predvidevamo, da je do takSnega rezultata prislo, ker nam ni uspelo
dose¢i dovolj dobre homogenizacije standardnih leSnikovih meSanic. Negativen rezultat
vzorca oznacenega z 12 (vsebnost DNK lesnika 0,0001 %), je lahko pravilen, kakor tudi
nepravilen. Pravilen bi bil v primeru, ¢e nasa metoda ni dovolj obcutljiva, da bi zaznala tako
nizko vsebnost DNK lesnika v standardni mesSanici. Nepravilen, pa v primeru, da nismo mogli
zagotoviti dovolj dobre homogenizacije standardne meSanice. S PCR v realnem ¢asu, nam je
uspelo doloc¢iti 0,0005 % lesnika v standardnih leSnikovih meSanicah. S PCR v realnem ¢asu
smo dosegli zadovoljive rezultate.

Nasi rezultati so primerljivi z rezultati drugih raziskovalcev, ki so doloc¢ali lesnik s PCR v
realnem Casu. Piknova in sod. (2007), so s metodo PCR v realnem casu dolocili prakti¢no
mejo dolocljivosti leSnika v Zivilih 0,01 %. Prav tako so Koppel in sod. (2010) s PCR v
realnem Casu dolocali prakti¢no mejo 8 zivilom, med katerimi je bil tudi lesnik, je bila 0,01
%. Arlorio in sod. (2008) so dolo¢ili 0,01 % lesnika v zivilih in Terpin (2010), ki je dolocila
0,01 % oreha v zivilh.

Preglednica 7: Koncentracija leSnika v standardnih leSnikovih meSanicah z vrednostmi C;

% DODANEGA LESNIKA VREDNOST Ct
22,54
100 22.15
10 24,62
24,65
5 25,16
25,38
1 27,83
28,01
0,5 28,05
27,93
0,1 33,95
33,72
0,05 30,15
30,18
0,01 30,9
31,05
33,46
0,001 39,01
37,33
0,0005 38,77
36
0,0001 B

Slika 18 prikazuje odvisnost vrednosti C; od desetiSkega logaritma odstotka dodanega leSnika
v standardnih leSnikovih mesSanicah. Naklon umeritvene krivulje je bil — 3,224, korelacijski
faktor (R?) je znasal 1.
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Slika 18: Umeritvena krivulja dobljena s standardnimi leSnikovimi meSanicami

[zraunana ucinkovitost je znasala 104,2 %, kar pomeni zelo dobro u¢inkovitost, saj je le ta v
obmocju od 90-110 % (Pfaffl, 2004). Obmocje kvantifikacije od 0,0005 % do 100 %.

4.5 DOLOCITEV LESNIKA V ZIVILIH S PCR V REALNEM CASU

4.5.1 Koyvalitativna dolocitev

Iz vzorcev razli¢nih zivil, smo s kompletom za izolacijo Nucleospin izolirali DNK in dolo¢ili
prisotnost lesnika v teh zivilih s PCR v realnem ¢asu. Uporabili smo »plus/minus« analizo. To
je kvalitativna analiza, s katero lahko dolo¢imo ali je iskana alergena sestavina prisotna ali ni
prisotna v vzorcu. V nasem primeru smo dolocili prisotnost (plus) oziroma odsotnost (minus)
lesnika v zivilih. Dobljeni rezultati doloc¢anja lesnika v vzorcih s PCR v realnem c¢asu so
podani v preglednici 8. Zaradi boljSe preglednosti so slike dolocanja vzorcev s PCR v realnem
¢asu podane v prilogah A, B in C.

Lesnik v sledovih so vsebovali vzorci (preglednica 8): horalky, speculass, orehovo ¢okoladno
pecivo, musli keksi, vrhniske linske o¢i, ¢ajno pecivo, vrhnisko ¢ajno pecivo, otrosko veselje
keksi, krasuljici, kakavove palcice, O'Cake, vafelj izdelek s kakavovo kremo oblit z mle¢no
cokolado, vafelj izdelek polnjen s kremo oblit z mle¢no ¢okolado, ¢okolada z leSniki, bela
cokolada s celimi lesniki in hrustljavim rizem in mle¢na ¢okolada s celimi le$niki.

Vzorci Speculass, musli keksi, vrhniske linske o¢i, otrosko veselje keksi, Krasuljici, kakavove
palCice, vafelj izdelek s kakavovo kremo oblit z mlecno ¢okolado, vafelj izdelek polnjen s
kremo oblit z mle¢no ¢okolado, O Cake, ¢okolada z lesniki, bela ¢okolada s celimi le$niki in
hrustljavim riZem in mle¢na ¢okolada s celimi le$niki so imeli na embalaZzi deklarirano, da so
lahko prisotni lesnik, sledovi leSnika ali sledovi lupinastega sadja. Dobljeni pozitiven rezultat
je pravilen. Z eksperimentalnim delom nam je uspelo dokazati sledove leSnika v zivilih, kar je
bil tudi namen diplomskega dela.
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Vzorci Horalky, Cajno pecivo, Vrhniko &ajno pecivo in orehovo ¢okoladno pecivo, so bili na
iskani alergen pozitivni. Na deklaraciji niso imeli navedeno, da lahko vsebujejo sledove
lupinastega sadja ali lesnika. Predvidevamo, da je lahko prislo do navzkrizne kontaminacije
teh vzorcev s vzorci z sledovi lupinastega sadja med samo proizvodnjo.

Preglednica 8: Rezultati doloc¢anja leSnika v vzorcih Zivil s PCR v realnem casu in
deklarirana vsebnost lesnika na izdelku

VZOREC ZIVILA REZULTAT ? PCR v Deklariranost lesnika na
realnem Casu izdelku
O'Cake + 6 %
Smoki - -
Horalky + -
Vaniljevi rogljicki - sledi
Speculaas + sledi
Orehovi rogljicki 2 - sledi
Orehovo ¢okoladno pecivo + -
Kifeljcki z orehi - -
Orehovi rogljicki 1 - -
Musli keksi + le$niki
Domaci orehovi keksi - -
Vrhniske linske o€i + -
Domaci prijatelj - -
Cajno pecivo + -
Vrhnisko ¢ajno pecivo + -
Otrosko veselje keksi + sledi
Krasuljici, ¢ajno pecivo s figovim + sledi
in pomaran¢nim polnjenjem
Kakavove palcice + sledi
Vafelj izdelek s kakavovo kremo oblit z | + .
S le$niki
mle¢no ¢okolado
Vafelj izdelek polnjen z kremo + legniki
oblit z mle¢no ¢okolado
Cokolada z le$niki + min. 25 % na celotno maso
Bela ¢okolada s celimi lesniki +
. e 23 %
in hrustljavim rizem
Mlecna ¢okolada s celimi lesniki + 23 %
Negativna kontrola - -

Legenda: + pozitivni rezultat, - negativni rezultat

4.5.2 Relativna kvantifikacija

Iz vzorcev zivil smo izolirali DNK in nato spektrofotometricno dolo¢ili koncentracijo DNK
posameznega vzorca. Normalizirane koncentracije DNK smo analizirali s PCR v realnem
casu za doloCanje leSnika. Iz dobljenih vrednosti C; smo iz umeritvene krivulje prakti¢ne
obcutljivosti (slika 18) izracunali % leSnika v posameznem vzorcu zivila.

Koncentracijo DNK leSnika v posameznem vzorcu smo izracunali tako, da smo v enacbo
y =-3,224x + 27,492 oziroma C¢= - 3,224 logC + 27,492 vnesli vrednosti C;.
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Preglednica 9: Vrednosti C; in koncentracija leSnika v zivih

. VREDNOST | Izra¢unana vsebnost Deklarirana vsebnost
VZOREC ZIVILA Ct lesnika (%) lesnika (%)

O'Cake 37,42 4% 6
Horalky 40,10 4% -
Speculaas 40,20 +* sledi
Orehovo ¢okoladno pecivo 37,63 <1 -
Musli keksi 29,21 0,29 lesniki
Vrhniske linske o¢i 38,03 <1 -
Cajno pecivo 36,29 <1 -
Vrhnisko ¢ajno pecivo 35,74 <1 -
Otrosko veselje keksi 36,02 <1 sledi
Krasuljm, ¢ajno pecivo s figovim 38.87 . sledi
in pomaran¢nim polnjenjem
Kakavove palcice 34,21 <1 sledi
Vafelj 1zdevlek s kakavovo kremo 31,14 <1 legniki
oblit z mle¢no ¢okolado
Vafelj izdelek polnjen z kremo g
oblit i mle¢no réokélado 38,85 <1 eSniki
Cokolada z lesniki 23,34 19,4 min. 25 na celotno maso
Bela éokolqda s Vcelimi lesniki 2278 28.94 73
in hrustljavim rizem
Milec¢na ¢okolada s celimi le$niki 22,80 28,53 23

Negativna kontrola - - -

Legenda: +*: vzorci izven obmodja kvantifikacije, - : glede na deklaracijo izdelek ne vsebuje lesnika

Glede na deklarirano vsebnost lesnika, bi najviSjo izra¢unano koncentracijo DNK lesnika
moral imeti vzorec Cokolada z leSniki. Izracunana koncentracija DNK leSnika vzorca
cokolada z lesniki je nizja od deklarirane. Prav tako je bila izracunana koncentracija DNK
leSnika nizja od deklarirane pri vzorcu O'Cake. NajniZje izmerjene vrednosti C; sta imela
vzorca Bela Cokolada s celimi lesSniki in hrustljavim rizem in Mle¢na Cokolada s celimi
leSniki. Izracunana koncentracija DNK leSnika je bila vi§ja od deklarirane. Vsebnosti
dolocene s PCR v realnem Casu niso enake deklariranim.

Izmerjene vrednosti C; vzorcev (Vrhniske linske oéi, Vrhnisko ¢ajno pecivo, Cajno pecivo,
Orehovo ¢okoladno pecivo, Horalky) s PCR v realnem Casu so bile pozitivne glede na iskani
tar¢ni gen Hsp 1, kar pomeni, da smo v teh vzorcih nasli sledove leSnika. Vzorci Vrhniske
lingke o¢i, Vrhnigko &ajno pecivo, Cajno pecivo, Orehovo ¢okoladno pecivo, Horalky, na
embalazi niso imeli deklarirano, da vsebujejo lesnik ali da so lahko prisotni sledovi
lupinastega sadja.

Vaniljevi rogljicki in Orehovi rogljicki 2, sta vzorca, katera sta na embalazi imela deklarirano,
da lahko izdelek vsebuje sledove lupinastega sadja. S PCR v realnem c¢asu za doloCanje
lesnika, sledi alergena nismo zaznali.

Rezultati vzorcev O'Cake, Horalky, Speculaas in KraSuljici niso zanesljivi, saj so bili izven
obmocja kvantifikacije.

Iz dobljenih rezultatov (preglednica 9) je razvidno, da vsebnosti dolocene s PCR v realnem
Casu za doloCanje leSnika niso vedno enake deklariranim vrednostim. Vsebnost leSnika v
posameznem izdelku bi morali preveriti Se s kak$no drugo analitsko metodo. Do razlik je
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lahko prislo tudi zaradi prisotnih inhibitorjev PCR. Inhibitorji, pa so posledica premalo
ucinkovite izolacije DNK iz posameznega Zivila.

Za natan¢no kvantifikacijo se uporabljajo standardi, med katerimi lo€imo zunajo kontrolo in
notranji standard. Notranji standard je del tar¢ne DNK, ki se pomnoZzuje isto¢asno v isti
epruvetki za PCR v realnem ¢asu kot tarcna DNK z enakima oligonukleotidnima zacetnikoma
(Mackay, 2004). Ce bi za umeritveno krivuljo uporabili referenéne standarde, bi dobili
pravilnejSe rezultate, prav tako, pa bi dobili pogled na ucinkovitost pomnoZevanja v vsaki
reakciji.

Speculaas, Otrosko veselje keksi, Krasuljici ¢ajno pecivo s figovim in pomaranénim
polnjenjem, Kakavove palcice, Musli keksi, so vzorci kateri so na embalazi imeli deklarirano
da lahko vsebujejo sledove lesnika ali lupinastega sadja. Vafelj izdelek s kakavovo kremo
oblit z mle¢no cokolado in Vafelj izdelek polnjen z kremo oblit z mle¢no cokolado sta na
embalazi imela deklarirano, da lahko vsebujeta leSnik in da lahko vsebujeta sledove drugih
oresckov. S PCR v realnem Casu za dolocanje leSnika nam je v teh vzorcih uspelo dolociti
sledove lesnika. Rezultati pridobljeni s PCR v realnem ¢asu, so primerljivi z deklariranimi
vrednostmi.
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5 SKLEPI

Lesnik (Corylus avellana L.), kot alergen v Zivilih smo doloc¢ali s PCR v realnem ¢asu. Na
podlagi eksperimentalnega dela in dobljenih rezultatov lahko povzamemo, da:

e so sonda NocclP in oligonukleotidna zacetnika NocclRbis, Nocc2F specifi¢ni za
dolocanje lesnika,

e 5o optimalne razmere pomnozevanja specificnega dela proteina pri koncentraciji sonde
50 nm/l in pri koncentraciji oligonukleotidnih zacetnikov Nocc1Rbis in Nocc2F 300
nmol/pL,

e je obcutljivost PCR v realnem ¢asu za dolocanje sledov leSnikov 0,9 pg,

e je ucinkovitost izolacije DNK iz leSnika in razli¢nih zivil po predhodni razmastitvi
vzorca s kompletom Nucleospin odvisna od vrste Zivila,

e da lahko v standardnih leSnikovih meSanicah s PCR v realnem casu dolo¢imo do
0,0005 % lesnika,

e PCR v realnem ¢asu omogoca dolocitev sledov lesnika v zivilih.
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6 POVZETEK

Glavni namen diplomskega dela, je bil dolociti sledove lesnika (Corylus avellana L.) kot
alergena v Zivilih s PCR v realnem c¢asu. LeSnik je v prilogi 4 Pravilnika o sploSnem
oznacevanju predpakiranih zivil (2004) oznacen kot sestavina, ki lahko povzroca alergijo.
Alergeni v leSniku so Cora 1, Cora 2, Cora 8, Cora9, Cora 10, Cora 11, Cor a 12 in Cor a
13. Najpogostejsi alergen lesnika je Cor a 2 (Allergome, 2011). Zaradi vsebnosti alergenih
proteinov, predstavlja lesnik nevarnost za potrosnike z alergijo na lesnik.

Da smo lahko dolo¢ili lesnik kot alergen v Zivilu, smo najprej izbrali sondo (NocclP) in
oligonukleotidne zacetnike (Nocc2F, Noccl1Rbis), ki so specifi¢ni za gen Hsp 1, kateri kodira
protein toplotnega Soka z nizko molekulsko maso. Optimalne razmere smo dolocili s pripravo
meSanic za PCR v realnem casu z razlicnimi koncentracijami sonde in oligonukleotidnih
zacetnikov in izbrali najbolj ustrezno, glede na dobljeni rezultat. Dolo¢ena optimalna
koncentracija sonde je bila 50 nmol/L, koncentracija oligonukleotidnih zacetnikov pa 300
nmol/l. DNK lesnika in DNK zivil smo izolirali z izolacijskim kompletom Nucleospin. Da
smo dosegli boljso in kakovostnejSo izolacijo, smo vzorce predhodno razmastili z acetonom.
Koncentracijo DNK smo dolo¢ili spektrofotometri¢no.

Za dolocitev specificnosti encimske reakcije PCR v realnem cCasu, smo izolirali DNK
razlicnih sort leSnika, DNK arasida, DNK oreha, DNK mandlja in DNK makadamia orescka.
Encimska reakcija je bila pozitivna na vse vrste leSnika. Reakcija je bila pozitivna tudi pri
vzorcih oreh 1 (sorta Ronde de Moningac), makadamia ore$ckih in orehu 15 (mleti orehi).
Pozitiven rezultat pri orehu 1 je nepravilen, zato predvidevamo, da je v tem primeru prislo do
navzkrizne kontaminacije. Ostali rezultati so pravilni, saj je bilo na embalazi navedeno, da
lahko vsebujejo izbrani vzorci Se kaksSne druge orescke. Na podlagi omenjenih rezultatov
lahko potrdimo postavljeno hipotezo. Uspelo nam je dolociti sledove lesnika v vzorcih.
Ugotovili smo, da je PCR v realnem casu z izbrano sondo NocclP in izbranima
oligonukleotidnima zacetnikoma Nocc2F, NocclRbis specificen za lesnik. Nato smo Cisto
DNK lesnika razred¢ili in dolocili obcutljivost metode PCR v realnem casu za dolocCanje
Cistega lesnika. Dosezena obcutljivost encimske reakcije je bila 0,9 pg.

Standardne leSnikove meSanice smo pripravili tako, kot navajajo Wang in sod. (2009), v
obmo¢ju od 0,0001 % do 100 % vsebnosti alergena. MeSanice smo dobro homogenizirali. 1z
standardnih meSanic alergena in moke smo nato izolirali DNK in koncentracije DNK dolo¢ili
spektrofotometri¢no. Iz spektrofotometricno dolocenih koncentracij DNK iz standardnih
leSnikovih meSanic smo za PCR v realnem casu pripravili razredcene DNK z enako
koncentracijo DNK, to je 30 ng/uL. V standardnih meSanicah smo s PCR v realnem casu
dolocali lesnik in iz vrednosti C; ugotavljali, ali se z razlicnim odstotkom alergena v meSanici
vrednost C; spreminja. Narisali smo graf odvisnosti C; vrednosti od desetiSkega logaritma
koncentracije oreha v standardni mesSanici [log (%)]. Hkrati smo dolocili tudi obcutljivost
PCR v realnem c¢asu v standardnih leSnikovih meSanicah (0,0005 %). Za zakljucek
raziskovalnega dela, smo izolirali DNK iz vzorcev zivil slovenskega trziS¢a. Preverili smo
dobljene rezultate z deklariranimi vrednostmi. Pozitivno dobljeni rezultati so bili vsi vzorci, ki
so imeli na deklaraciji naveden leSnik. Nekateri vzorci, ki na deklaraciji niso imeli
zavedenega lesnika in so bili prav tako pozitivni. Predvidevamo, da je prislo do navzkrizne
kontaminacije ali da je bil celo izdelek neprimerno oznacen in vsebuje leSnik v sledovih. Nasa
metoda za doloCanje sledov alergena v zivilu je bila dovolj specifi¢na, da smo lahko zaznali
sledove leSnika, kar pa je bil tudi namen diplomskega dela.
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PRILOGE
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Priloga A: Doloc¢anje lesnika v musli keksih, O'Cake-u, smokijih in vaniljevih rogljickih z

orehi ter kifelj¢kih z orehi s PCR v realnem casu

Legenda:

ARn-normaliziran fluorescentni signal, 1: musli keksi, 2: O'Cake, 3: smoki, 4: vaniljevi
rogljicki, S: kifeljcki z orehi, 6: negativna kontrola
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Priloga B: Dolocanje leSnika v orehovem cCokoladnem pecivu, vrhniSkih linskih oceh,

horalky-u, domacih orehovih keksih, orehovih rogljickih 1 in 2 ter domacem prijatelju s PCR

realnem Casu

Legenda:

ARn-normaliziran fluorescentni signal, 1: orehovo ¢okoladno pecivo, 2: vrhniske linske oci,
3: horalky, 4: speculaas, 5: domaci orehovi keksi, 6: orehovi rogljicki 1, 7: orehovi rogljicki 2,
8-domaci prijatelj
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Priloga C: Dolocanje lesnika v mle¢ni cokoladi s celimi lesniki, beli Cokoladi s celimi le$niki
in hrustljavim rizem, ¢okoladii s celimi le$niki, vaflju polnjenim s kremo in oblitim z mlecno
cokolado, kakavovih pal€icah, ¢ajnem pecivu, v otroskih veselje keksih, vrhniskem cajnem
pecivu, kraSuljicih in v vaflju oblitim z mle¢no c¢okolado s PCR realnem ¢asu

Legenda:

ARn-normaliziran fluorescentni signal, 1: mle¢na ¢okolada s celimi le$niki, 2: bela cokolada s
celimi le$niki in hrustljavim rizem, 3: ¢okolada s celimi leSniki, 4: vafelj izdelek polnjen z
kremo oblit z mle¢no ¢okolado, 5: kakavove palCice, 6: ¢ajno pecivo Brodnik, 7: otrosko
veselje keksi, 8: vrhniSko ¢ajno pecivo, 9: Krasuljici, ¢ajno pecivo s figovim in pomaranc¢nim
polnjenjem, 10: vafelj izdelek s kakavovo kremo oblit z mle¢no ¢okolado, 11: negativna
kontrola
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