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(57) Abstract: The invention relates to a method for the quantification of the total gluten content of grains in food samples. Areas
of application are primarily the food industry, service laboratories and government test laboratories or biotechnology. The invention
aims to quickly and cost-effectively determine the total gluten content in foods with just one measurement. Therefore the object of the
invention is to develop a method with which, based on the detection of prolamins and glutelins, all potentially coeliac-relevant gluten
protein fractions in food samples are quantified as a total corresponding to their mass. The method according to the invention is based
on the joint use of specific prolamin and glutelin antibodies as a combined conjugate according to the invention for the detection of
the total gluten content. In addition, the individual antibody conjugates are thinned in such a way that the contribution of the individual
antibodies to the total signal strength corresponds to the proportion of the gluten fraction that they each detect.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quantifizierung von Gesamtgluten aus Getreide in Lebensmittel-
proben. Anwendungsgebiete sind vor allem die Lebensmittelindustrie, Servicelabore und staatliche Kontrolllabore oder die Biotechno-
logie. Die Erfindung hat das Ziel, den Gesamt-Glutengehalt in Lebensmitteln mit nur einer Messung schnell und preiswert zu bestim-
o men. Daraus leitet sich die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ab, ein Verfahren zu entwickeln, mit dem, basierend auf der Detekti-
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on von Prolaminen und Glutelinen, alle potentiell Zsliakie-relevanten Gluten-Proteinfraktionen in Lebensmittelproben entsprechend
ihren Massen als Summe quantifiziert werden. Das vorliegende Verfahren basiert auf der gemeinsamen Verwendung spezifischer Pro-
lamin- und Glutelinantikorper als erfindungsgeméfes Kombinationskonjugat zur Detektion von Gesamtgluten. Dabei erfolgt eine Ver-
diinnung der einzelnen Antikérperkonjugate derart, dass der Beitrag der einzelnen Antikérper zur Gesamtsignalstirke dem Anteil der
Gluten-Fraktion entspricht, die sie jeweils detektieren.
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Verfahren zur Quantifizierung von Gesamtgluten aus Getreide in Lebensmittelproben

Beschreibung

Gebiet der Erfindung
Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quantifizierung von Gesamtgluten aus

Getreide in Lebensmittelproben. Anwendungsgebiete sind vor allem die
Lebensmittelindustrie, Servicelabore und staatliche Kontrolllabore oder die

Biotechnologie.

Hintergrund der Erfindung

Mit einer Jahresernte von 2,5 Milliarden Tonnen ist Getreide das wichtigste
Nahrungsmittel des Menschen. Die Bandbreite der Lebensmittel, die aus Getreide
hergestellt, mit Getreideprodukten erganzt oder mit Getreideinhaltsstoffen behandelt
werden, ist unuberschaubar. Einige Getreide, wie z.B. Weizen, Gerste und Roggen,
enthalten grol’e Mengen Klebereiweil’e, das sogenannte Gluten, das zwar fur den
Backvorgang vorteilhaft ist, bei bestimmten Personen jedoch eine Unvertraglichkeit
auslost, die man als Zoliakie bezeichnet. Zusatzlich wurde eine weitere
Unvertraglichkeit in Form der ,Non Celiac Gluten Sensitivity” (nicht zdliakie-
assoziierte Glutensensitivitat) beobachtet, die jedoch noch nicht vollstandig erforscht
ist.

Die Pravalenz der Zoliakie schwankt je nach Kulturkreis; im weltweiten Durchschnitt
liegt sie bei 1:270, das sind also ca. 250 Mio. Menschen. Die Zdliakie ist eine
teilweise autoimmune Krankheit, die zu einer Schadigung des Dunndarms fuhrt, was
sich in Durchfall, Erbrechen, Mangelernahrungserscheinungen und Gewichtsverlust
manifestiert. Da die Krankheit nicht heilbar ist, bleibt fur den Erkrankten nur die
strikte Gluten-freie Diat. Zoliakie-Patienten, die sich an eine solche Diat halten, leben
weitgehend symptomfrei. Die Erkrankten sind somit auf Lebensmittel angewiesen,
die kein oder sehr wenig Gluten enthalten.

Der 1963 durch die World Health Organization (WHO) und Food and Agricultural
Organization of the United Nations (FAQO) ins Leben gerufene Codex Alimentarius
beschreibt die Anforderung an Lebensmittel, die als ,Gluten-frei” gelten. Die aktuell
gultigen Standards definieren Lebensmittel als ,,Gluten-frei“, wenn sie weniger als 20
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mg Gluten pro kg Lebensmittel enthalten (Codex Standard 118 - 1979). Andere
Lander und Regionen wie z. B. die EU, USA und Kanada haben ihre gesetzlichen
Verordnungen an diesen Codex-Grenzwert ibernommen. Lebensmittelhersteller, die
die Versorgung von Zoliakie-Patienten mit ,Gluten-freien” Produkten gewahrleisten

mochten, mussen diesen Grenzwert fur inre Produkte Uberprifen und einhalten.

Gluten ist ein heterogenes Proteingemisch aus alkoholldslichen Prolaminen und
alkoholunlslichen Glutelinen. Glutenproteine kommen in allen Triticum-Spezies (z.
B. Weizen, Dinkel, Emmer, Einkorn), Roggen und Gerste vor, sowie in deren
Kreuzungen und werden je nach Getreideart unterschieden. So werden im Weizen
die Prolamine als Gliadine bezeichnet und die Gluteline in Low Molecular Weight
Glutenin Subunit (LMW)-Proteine und High Molecular Weight Glutenin Subunit
(HMW)-Proteine unterteilt. Historisch wurden nur die Prolamine als ,toxisch® fur
Zoliakiepatienten angesehen. In letzter Zeit wurde jedoch festgestellt, dass auch
LMW- und HMW- Proteine toxisch wirken (Tye-Din et al. 2010).

Stand der Technik
Die am meisten verbreitete Detektionsmethode zum Nachweis von

Glutenproteinen ist momentan der Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA).
Fir die Extraktion der Lebensmittelproben werden Extraktionsldsungen benutzt, die
reduzierende Substanzen (z. B. B-Mercaptoethanol, Sulfit, Thiosulfit), denaturierende
Substanzen (z. B. Guanidin-Hydrochlorid, Harnstoff) und/oder Detergenzien (z. B.
Tween, Triton-X100, Natriumdodecylsulfat) enthalten. Eine dieser
Extraktionsmethoden ist die sog. Cocktail-Extraktionslosung (EP 1 424 345 A1,
Lizenz bei R-Biopharm AG). Alle Extraktionslosungen werden zusammen mit

Ethanol oder Isopropanol verwendet.

Kommerziell erhaltliche immunologische Detektionssysteme basieren meist auf
monoklonalen Antikérpern (z. B. Skerritt, RS, G12 und Alpha20). Die meisten dieser
Antikérper detektieren hauptsachlich oder ausschlieRlich die besser I[6slichen
Prolamine (Wieser et al. 2014).

Beispielhaft wird nachfolgend eines der am haufigsten verwendeten Messsysteme

zur Quantifizierung von Gluten naher erlautert, das sogenannten Mendez System
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bestehend aus Cocktail Extraktion und R5 ELISA. Dieses System ist z. B.
kommerziell erhaltlich als Cocktail (patented EP 1 424 345 A1) R7006 (R-Biopharm
AG, Darmstadt, Deutschland) und RIDASCREEN® Gliadin R7001 (R-Biopharm AG).
Die homogenisierte Lebensmittelprobe wird mittels Cocktail (patented) bei 50°C
extrahiert und anschliellend mit Ethanol versetzt. Nach Verdinnung des erhaltenen
Extraktes wird die so vorbereitete Probe auf einer, mit dem monoklonalen AntikGrper
R5, beschichteter Mikrotiterplatte inkubiert. Nach Waschen wird ein RS-
Meerrettichperoxidase-Konjugat inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgt
die Farbreaktion durch Zusatz einer Substrat/Chromogen L6sung. Die Reaktion wird
durch Schwefelsaure gestoppt und die optische Dichte (OD) mittels Photometer
gemessen. Die Quantifizierung erfolgt anhand mitgefuhrter Kalibratoren bekannten
Gliadingehaltes. Aus dem so erhaltenen Gliadin-Gehalt wird durch Multiplikation mit
dem Faktor 2 der Gesamt-Glutengehalt errechnet.

Diese Multiplikation ist gemafly Codex-Alimentarius vorgeschrieben (CODEX-STAN
118 - 1979). Zunehmend wird jedoch deutlich, dass ein allgemeiner Faktor 2 in
vielen Fallen zu einer Fehlkalkulation fuhrt (Wieser und Kohler, 2009). So kdnnen
sich z. B. Weizenmehle sowohl im Gesamtproteingehalt als auch in der
Zusammensetzung der Glutenproteine deutlich unterscheiden (Hajas et al., 2017).
Wird allein der Prolamin-Gehalt bestimmt, so kann dies bei unterschiedlicher
Zusammensetzung der einzelnen Glutenproteinfraktionen zu verfalschten

Ergebnissen bei der Berechnung des Gesamt-Glutengehalts fGhren.

Weiterhin kdnnen je nach Aufbereitung des Getreides zum ,Gluten-freien“ Produkt
bestimmte Glutenfraktionen (Prolamine und Gluteline) selektiv ab- oder angereichert
werden, so dass bei einer nur teilweisen Bestimmung der Glutenfraktionen es zu

signifikanten Fehlbestimmungen kommen kann (Wieser und Kohler 2009).

Ein gemeinsamer Nachweis von Prolaminen und Glutelinen, der diese Probleme
beheben konnte, wird im Stand der Technik nicht beschrieben. So offenbart
beispielsweise EP 1 1779 115 B1 Antikorper gegen T-Zell Erkennungssequenzen in
Gliadin (Prolamin in Weizen) bzw. in LMW und HMW (Gluteline in Weizen) und
deren Verwendung in ELISA-Assays. Allerdings erfolgt kein gemeinsamer Nachweis,
sondern nur entweder ein Nachweis von Prolamin oder LMW oder HMW. Der
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getrennte Nachweis wird auch als besonders vorteilhaft hervorgehoben. Es findet
daher keine ausreichende Quantifizierung von Gesamtgluten aus Weizen und/oder
Roggen und/oder Gerste in einem ELISA statt.

Daneben wurden durch Skerritt et al. (1989) mehrere Antikbrperkombinationen
publiziert, die teilweise Prolamine, LMW und HMW detektieren kbnnen. Allerdings
wurde jeweils nur mit einem monoklonalen Antikbrper beschichtet und ein
monoklonaler Antikdrper im Konjugat verwendet; es fand also keine Kombination
mehrerer AntikOrper in einer Kavitat bzw. in einem Konjugat statt. Entsprechend
zeigt auch keines der getesteten Systeme eine ausreichend gleichmaRige Detektion
der unterschiedlichen Glutenfraktionen und damit auch keine ausreichende
Quantifizierung von Gesamtgluten. Tatsachlich handelt es sich vermutlich nur um
Kreuzreaktivitaten der eingesetzten AntikGrper gegen die weiteren Glutenfraktionen,
da es nicht vorgesehen war spezifische Antikbrper gegen die einzelnen Fraktionen
herzustellen. Aus einer der durch Skerritt et al. (1989) beschriebenen
Antikérperkombinationen wurde der kommerzielle ELISA ALLER-TEK™ Gluten
ELISA Assay entwickelt (Anonymus, 2014). Die oben beschriebenen
Einschrankungen der durch Skerritt et al. beschriebenen ELISA Systeme gelten

folglich auch fur dieses kommerzielle System.

Tatsachlich wurde dies durch Lexhaller et al. (2016) fur den kommerziellen ELISA
ALLER-TEK™ Gluten ELISA Assay sowie fur vier andere kommerzielle Sandwich
ELISA Systeme bestatigt, dass alle funf kommerziellen ELISA Systeme

Gesamtgluten nicht zufriedenstellend bestimmen kdénnen.

Wenige kommerzielle ELISA Assays verwenden polyklonale Antikorper (Wieser et
al. 2014). Selbst bei Immunisierung mit Gesamtgluten wird die AntikGrper-Reaktivitat
zufallig erzeugt. Dadurch ist es nicht moglich, im Nachhinein eine Einstellung des
Systems vorzunehmen, so dass jede Glutenproteinfraktion entsprechend ihres

Masseanteils quantifiziert werden kann.

Aufgrund der genannten Nachteile sind diese Methoden nicht mehr Mittel der Wahl,
um den tatsachlichen und genauen Gesamtgehalt von Glutenproteinen in

Lebensmittel zu bestimmen.
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Ziel und Aufgabe der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, den Gesamt-Glutengehalt in Lebensmitteln mit nur einer
Messung schnell und preiswert zu bestimmen, wobei jede Glutenproteinfraktion
entsprechend ihres Massenanteils quantifiziert werden soll.

Daraus leitet sich die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ab, ein Verfahren zu
entwickeln, mit dem, basierend auf der Detektion von Prolaminen und Glutelinen, alle
potentiell Zoliakie-relevanten Gluten-Proteinfraktionen in  Lebensmittelproben
entsprechend ihren Massen als Summe quantifiziert werden, wobei die
Quantifizierung durch Kombination mehrere Antikorper in einer Kavitat und in einem
Konjugat erfolgt. Das Verfahren soll zur Bestimmung des Gesamt-Glutengehaltes
aus Weizenproben genutzt werden. Verwandte Glutenfraktionen in anderen Triticum-

Spezies, Roggen und Gerste sollen mit dem Verfahren ebenfalls quantifizierbar sein.
Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren gemaf Anspruch 1 geldst. Weitere mogliche
Ausfuhrungsformen ergeben sich aus den Unteranspruchen, der Beschreibung und

den Beispielen.

Wesen der Erfindung

Das vorliegende Verfahren basiert auf der gemeinsamen Verwendung spezifischer
Prolamin- und Glutelinantikérper als erfindungsgemafRes Kombinationskonjugat zur
Detektion von Gesamtgluten. Zur Quantifizierung des Gesamtglutengehalts wird eine
Kombination spezifischer Bindungsreagenzien gegen Prolamine und Gluteline in
einem einzigen analytischen Lauf eingesetzt, wobei diese spezifischen
Bindungsreagenzien gemischt in einer Einheit vorliegen. Dabei erfolgt eine
Verdinnung der einzelnen Antikdrperkonjugate derart, dass der Beitrag der
einzelnen AntikOrper zur Gesamtsignalstarke dem Anteil der Gluten-Fraktion
entspricht, die sie jeweils detektieren.

Kurzbeschreibung des Verfahrens:
Der Gesamt-Glutenbestimmung vorgeschaltet ist die Extraktion der Glutenproteine

aus dem Lebensmittel. Dazu wird eine Extraktionsmethode verwendet, die unter
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reduktiven Bedingungen unter Zusatz von chaotropen Salzen in Anwesenheit von
aliphatischen kurzkettigen Alkoholen, Glutenproteine aus der Lebensmittelmatrix
herauslost.

Der erhaltene Extrakt wird anschliefend zur Gesamt-Glutenbestimmung in einem
antikorperbasierten Nachweisverfahren z. B. in einem ELISA (Sandwich oder
kompetitives oder direktes Format) oder Lateral-Flow Format bzw. Flow Through
eingesetzt.

Zum besseren Verstandnis wird nachfolgend das allgemeine Prinzip eines Sandwich-
ELISAs erlautert. Bei einem Sandwich-ELISA wird das Antigen (Analyt)
sandwichartig von zwei Antikbrpern spezifisch gebunden. Der erste AntikOrper
(Fanger-Antikorper) wird an die feste Phase der Vertiefungen (Kavitaten) einer
Mikrotiterplatte gebunden. Die Probe mit dem nachzuweisenden Antigen wird dann in
die Kavitaten gegeben und inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet der an die Platte
gebundene Antikérper das in der Probe vorhandene Antigen. Nach Ablauf der
Inkubationsphase wird die Platte gewaschen. Die ungebundenen Bestandteile der
Probe werden dadurch entfernt. Zurlck bleibt nur das am Fanger-AntikGrper
gebundene Antigen. Im nachsten Schritt wird ein zweiter Antikbrper zur Detektion
(Detektionsantikorper) zugegeben, der an eine andere Stelle im Antigen als der
Fanger-Antikorper bindet und an dessen Ende ein Reporterenzym gebunden ist.
Dieser zweite Antikérper bindet also ebenfalls an das Antigen, nur an einer anderen
Position, und es entsteht ein Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex, der auch als
Sandwich-Komplex bezeichnet wird. Durch erneutes Waschen der Platte wird
uberschussiger, nicht gebundener Detektionsantikbrper entfernt. Anschlieend kann
das Antigen detektiert und quantifiziert werden: Es wird ein zum Reporterenzym
passendes Substrat (auch ,Chromogen® genannt) zugegeben, das vom
Reporterenzym zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt wird und auf diese Weise
dessen Nachweis durch Farbumschlag ermoglicht. Weitere Moglichkeiten anstelle
des Reporterenzyms waren direkte Fluoreszenz- oder Chemolumineszenz-
markierung des Detektorantikbrpers. Fur eine quantitative Bestimmung wird
Ublicherweise eine Serie mit bekannten Antigenkonzentrationen (Standardreihe)

mitgeflhrt, um eine Kalibrationskurve flir das gemessene Signal zu erhalten.
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Im Fall der vorliegenden Erfindung wird zur Durchflhrung eines Sandwich-ELISAs
vor der Assay-Durchfuhrung eine Mikrotiterplatte mit einer Kombination aus
Antikorpern gegen Weizenprolamin, LMW- und HMW-Proteinen beschichtet, wobei
jede Kavitat mit dem Gemisch der AntikOrper beschichtet wird. Anschlielend wird die
extrahierte Probe zugegeben. Die extrahierten Gluten-Proteine binden spezifisch an
diese Fanger-Antikdrper. Nach einem Waschschritt erfolgt die erfindungsgemafe
kombinierte Zugabe von Detektions-Antikbrpern gegen Weizenprolamin, LMW- und
HMW-Proteinen, wobei die konjugierten AntikGrper in einer LOsung vorliegen
(Kombinationskonjugat). Diese DetektionsantikOrper sind so konjugiert, dass deren
Bindung quantifizierbar wird. Dies kann z. B. durch Konjugation mit einem
farbstoffbildenden Reporterenzym vorgenommen werden. Darlber hinaus werden
die verwendeten konjugierten DetektionsantikGrper gegen Prolamine und Gluteline
im  Kombinationskonjugat  erfindungsgemal® derart gemischt, dass alle
Glutenfraktionen bei gleichem Massenanteil mit vergleichbarer Signalstarke

gemessen werden.

Die Quantifizierung erfolgt durch Vergleich der Gesamtsignalstarke einer Probe mit
den Signalstarken von Glutenkalibratoren bekannten Gehaltes. Als Kalibratormaterial

kann z. B. ein Extrakt aus Weizenmehl verwendet werden.

Die Erfindung wird nachfolgend mit konkreten Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert,
welche jedoch nicht beschrankend fur den Schutzumfang der Erfindung sein sollen.
Fir einen Fachmann naheliegende Abwandlungen und Anderungen der Erfindung

fallen dementsprechend unter den Schutzumfang der Patentanspriche.

Wie Dbereits in einem der oberen Abschnitte erwahnt, ist der Gesamt-
Glutenbestimmung die Extraktion der Glutenproteine aus der zu untersuchenden
Probe unter Zusatz von chaotropen Salzen in Anwesenheit von aliphatischen
kurzkettigen Alkoholen vorgeschaltet. Beispielhaft wird nachfolgend die Extraktion
von Weizen-Glutenproteinen aus Lebensmittelproben verschiedenster Art mit einer
Cocktail-Extraktionslosung [0,76 g/L NaCl, 0,224 g/L KClI, 1,42 g/L NapHPO4 * 2H,0,
0,272 g/L HoKO4P, 191 g/L Guanidin-HCI, 18,2 ml/L B-Mercaptoethanol] (EP 1 424
345 A1) stichpunktartig beschrieben.
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Eine ausreichend grol’e Menge der Probe (mind. 5 g bzw. 5 ml) gut
homogenisieren (sorgfaltig zerstoRen, fein zermahlen und gut mischen bzw.
die Losung gut mischen).

bei flissigen Proben: zu 0,25 ml der homogenisierten Probe 2,5 ml Cocktail-
Extraktionslosung (EP 1 424 345 A1) hinzugeben, Gefal} verschlieflen und gut
mischen

sonstige Proben (z.B. soja- und quinoahaltige Lebensmittelproben): 0,25 g der
homogenisierten Probe einwiegen und 2,5 ml Cocktail-Extraktionslosung (EP
1424 345 A1) hinzugeben, Gefald verschliefien und gut mischen

tannin- und polyphenolhaltige Lebensmittelproben: (z.B. Schokolade, Kaffee,
Kakao, Kastanienmehl, Buchweizen, Hirse und Gewurze): 0,25 g der
homogenisierten Probe einwiegen, 0,25 g Magermilchpulver und 2,5 ml
Cocktail-Extraktionslosung (EP 1 424 345 A1) hinzugeben, Gefal
verschlieen und gut mischen

Fleisch- und Wurstwarenproben: die Glutenverteilung kann in diesen
Lebensmitteln sehr ungleich sein, deshalb 50 g Probe einwiegen und
homogenisieren: 0,25 g der homogenisierten Probe einwiegen und 2,5 ml
Cocktail-Extraktionslosung hinzugeben, Gefal’ verschlielRen und gut mischen
Haferproben: die Glutenverteilung kann sehr ungleich sein, zusatzlich sind
diese Proben schwer zu homogenisieren. Deshalb 200 g Probe
homogenisieren, die Probenaufarbeitung sollte dann mindestens mit dem
vierfachen Ansatz durchgefuhrt werden: 1 g der homogenisierten Probe
einwiegen und 10 ml Cocktail-Extraktionslosung hinzugeben, Gefal}

verschlieen und gut mischen.

Alle Proben werden wie im Folgenden beschrieben weiter behandelt:

40 min bei 50 °C inkubieren

Probe abkuhlen lassen und anschlieend mit 7,5 ml 80 % Ethanol versetzen
(bei Haferproben: 30 ml 80 % Ethanol)

Gefall verschlielen und 1 h bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) Uber Kopf
schutteln oder mittels Rotator rotieren lassen

zentrifugieren: 10 min, mind. 2500 g, bei Raumtemperatur (20 - 25 °C)
und/oder filtrieren (alternativ 2 ml des Extraktes in ein Reaktionsgefald

uberfuhren und in einer Mikrozentrifuge fur 10 min hochtourig zentrifugieren)
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- den Uberstand in ein verschlieRbares Réhrchen Uberfiihren
- die Probe 1:25 (40 pl + 960 pl) mit Puffer, z. B. pH neutralem
Phosphatpufferweiter verdinnen: der finale Verdlinnungsfaktor ist 1000.

Die so erhaltenen Proben werden anschliefend zur Gesamt-Glutenbestimmung
vorzugsweise in einem Sandwich-ELISA eingesetzt. Nachfolgend wird beispielhaft
die Durchfuhrung eines Sandwich-ELISAs zur Bestimmung von Gesamt-Gluten von
weizenhaltigen Proben beschrieben.

Ein wesentlicher Vorteil der Erfindung besteht darin, dass der Gesamt-Glutengehalt
mit einem einzelnen Messschritt in einer einzelnen Kavitat ermittelt wird. Dazu
werden zunachst die Kavitaten einer handelsubliche Mikrotiterplatte mit spezifischen
Fanger-Antikbrpern gegen Gliadin (Weizenprolamin), LMW- und HMW-Glutenin
(Weizengluteline) beschichtet; typischerweise mit Konzentrationen zwischen 0,5 und
5 ug/ml, wobei jede Kavitat mit allen AntikGrpern beschichtet wird. Unspezifische
Bindungen werden durch, aus der Literatur bekannten, Block- und
Stabilisierungslosungen abgesattigt und anschlielend die extrahierte Probe bzw. der
Standard (Kalibrator) vorzugsweise als Doppelproben in die einzelnen Kavitaten
zugegeben. Fir die Herstellung des Kalibrators werden die Glutenproteine aus
einem Weizenmehl mittels modifizierte Osborne Fraktionierung isoliert (Schalk et al.
2017). Zur Verbesserung der Haltbarkeit wird das so erhaltene Glutenisolat zur
Trockne gebracht und gelagert. Zum Ansetzen der Kalibratoren wird dieses Isolat
eingewogen, mittels Cocktail-Extraktionslosung (EP 1 424 345 A1) R-Biopharm
(Produktnummer R7006) gelost und in einem pH neutralem Phosphatpuffer auf die

gewulnschten Konzentrationen verdinnt.

Nach erfolgter Proben- bzw. Kalibratorzugabe und einem anschlielenden
Waschschritt mit einem gangigen Waschpuffer (z. B. PBS/Tween) erfolgt die Zugabe
von Detektions-Antikorpern gegen Gliadin (Weizenprolamin), LMW- und HMW-
Glutenin (Weizengluteline), die alle jeweils mit einem Reporterenzym konjugiert sind.
Dieses Gemisch von Detektionsantikorpern, die an anderen Stellen der
Glutenproteine binden als die FangerantikGrper, wird nachfolgend als
Kombinationskonjugat bezeichnet. (Eine detaillierte Beschreibung der Herstellung
des erfindungsgemalien Kombinationskonjugats erfolgt im Abschnitt “Herstellung des
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Antikorper-Kombinationskonjugats®.) Nach anschlieRender Inkubation werden die
einzelnen Kavitaten geleert, gewaschen, mit Substratreagenz aufgefullt und fur die
Quantifizierung des Glutengehalts, also die quantitative Bestimmung des Anteils der
an die Detektionsantikbrper gebundenen Glutenproteine, durch Messung des
Substratumsatzes durch die an die Detektionsantikbrper gekoppelten

Reporterenzyme bestimmt.

Das oben naher erlauterte Ausflhrungsbeispiel mit einem Sandwich ELISA ist ein
mogliches Verfahren. Weitere mégliche Verfahren sind z. B. ein kompetitiver ELISA
(Antigenbeschichtung oder Antikdrperbeschichtung), ein direkter ELISA sowie
Lateral-Flow-, Flow-Through-, Mikroarray- und mikrofluidische Formate. Diese
Verfahren werden im folgenden kurz beschrieben.

Bei einem kompetitiven ELISA mit Antigenbeschichtung wird die Mikrotiterplatte mit
einem Glutenextrakt, z. B. aus einem Weizenmehl beschichtet. Der Kalibrator ist
identisch mit dem beim Sandwich-ELISA-Verfahren. Die Herstellung sowie die
Einstellung der Einzelkonjugate und des Kombinationskonjugates erfolgen wie beim
Sandwich-ELISA-Verfahren, allerdings nimmt die OD bei einem kompetitiven ELISA
bei zunenmenden Glutenkonzentrationen ab. Die Probenextraktion ist identisch mit
der beim Sandwich-ELISA-Verfahren.

Bei der ELISA-Testdurchfuhrung werden im ersten Schritt Kalibratoren bzw. Proben
in die Mikrotiterplattenvertiefungen gegeben und direkt anschliefend wird das
Kombinationskonjugat zugegeben und Kalibrator bzw. Proben und Konjugat werden
gemeinsam inkubiert. Allerdings ist die Meerrettich-Peroxidase nicht stabil gegentber
der Cocktail Extraktionsldsung in den Proben. Daher mussen die Antikérper in
diesem Fall anders konjugiert werden, z. B. an Biotin. Nach einem weiteren
Waschschritt erfolgt die Detektion Uber Meerrettich-Peroxidase gekoppeltes
Streptavidin. Alternativ werden unkonjugierte Antikorper verwendet und nach dem
Waschschritt erfolgt die Detektion Uber Meerrettich-Peroxidase gekoppelten
Sekundarantikorper. In beiden Fallen erfolgt nach einem erneuten Waschschritt die
Zugabe des Farbreagenz. Im letzten Schritt wird die Reaktion durch Zugabe der
Stopp-LOésung beendet.
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Bei einem kompetitiven ELISA mit Antikérperbeschichtung wird die Mikrotiterplatte
mit einer Losung von Prolamin-, LMW- und HMW-AntikGrper beschichtet, so dass in
jeder Kavitat alle Antikérper gebunden sind. Der Kalibrator ist identisch mit dem beim
Sandwich-ELISA-Verfahren. Als Konjugate werden die Einzelproteinfraktionen
Prolamine, LMW und HMW an Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Die Einstellung der
Einzelkonjugate und des Kombinationskonjugates erfolgen analog zum Sandwich-
ELISA-Verfahren, allerdings nimmt die OD bei einem kompetitiven ELISA bei
zunehmenden Glutenkonzentrationen ab. Die Probenextraktion ist identisch mit der
beim Sandwich-ELISA-Verfahren.

Bei der ELISA-Testdurchfuhrung werden im ersten Schritt Kalibratoren bzw. Proben
in die Kavitaten gegeben und inkubiert. Nach einem optionalen Waschschritt wird
das Kombinationskonjugat in die Kavitaten pipettiert und inkubiert. Nach einem
(erneuten) Waschschritt wird das Farbreagenz zugegeben und inkubiert. Im letzten
Schritt wird die Reaktion durch Zugabe der Stopp-Losung beendet.

Alternativ kann auch eine gemeinsame Inkubation von Kalibratoren bzw. Proben mit
dem Kombinationskonjugat erfolgen. Allerdings ist die Meerrettich-Peroxidase nicht
stabil gegenlber der Cocktail Extraktionslosung in den Proben. Daher mussen die
Prolamin-, LMW- und HMW-Fraktion in diesem Fall anders konjugiert werden, z. B.
an Biotin. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgt die Detektion Uber Meerrettich-
Peroxidase gekoppeltes Streptavidin. Nach einem erneuten Waschschritt wird das
Farbreagenz zugegeben und inkubiert. Im letzten Schritt wird die Reaktion durch
Zugabe der Stopp-Losung beendet.

Bei einem direkten ELISA wird eine unbeschichtete Mikrotiterplatte verwendet. Der
Kalibrator ist identisch mit dem beim Sandwich-ELISA-Verfahren. Die Herstellung
sowie die Einstellung der Einzelkonjugate und des Kombinationskonjugates erfolgen
wie beim Sandwich-ELISA-Verfahren. Die Probenextraktion ist identisch mit der beim
Sandwich-ELISA-Verfahren.

Im ersten Schritt der ELISA-Testdurchfiuhrung wird die unbeschichtete
Mikrotiterplatte mit den Kalibratoren bzw. den Proben inkubiert. Nach einem

Waschschritt wird als nachstes das Kombinationskonjugat zugegeben und inkubiert.
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Nach einem erneuten Waschschritt wird das Farbreagenz zugegeben und inkubiert.
Im letzten Schritt wird die Reaktion durch Zugabe der Stopp-Lésung beendet.

Lateral-Flow Formate kdnnen dem Sandwich- oder kompetitiven Prinzip folgen. Bei
Ersterem wird die Oberflache einer streifenférmig zugeschnittenen Membran mit
einer Losung eines Gemisches von Prolamin-, LMW- und HMW-Antikérpern in Form
einer schmalen Linie quer zur Laufrichtung beschichtet (Vgl Abb. 1). Die
glutenhaltige Probenldsung wird Uber ein saugfahiges Material in den Bereich des
Lateral-Flows transportiert, in dem sich ein Gemisch markierter Prolamin-, LMW- und
HMW-Antikorper in getrockneter Form befinden. Die verwendeten konjugierten
Detektionsantikorper gegen Prolamine und Gluteline im Kombinationskonjugat
werden erfindungsgemall derart gemischt, dass alle Glutenfraktionen bei gleichem
Massenanteil mit vergleichbarer Signalstarke gemessen werden. Die Markierung der
Antikorper folgt den Experten bekannten Methoden (z.B. in Form von kolloidalem
Gold, farbigen, fluoreszierenden oder phosphoreszierenden Nanopartikeln). Die
Glutenproteine reagieren mit dem jeweiligen markierten spezifischen Antikorper und
werden durch Kapillarkrafte weiter zum Bereich der Membran transportiert, der wie
oben beschrieben mit membrangebundenen Prolamin-, LMW- und HMW-Antikérpern
beschichtet wurde. Dort reagieren die Gluten-Antikbrper-Komplexe mit den
membrangebundenen AntikOrpern und bilden so einen Sandwich, der durch die
Ausbildung einer gefarbten Bande sichtbar wird. Die Signalstarke der Bande
entspricht der Menge an Gluten in der Probe. Eine weitere Bande dient als

Kontrollbande und zeigt die generelle Funktionalitat des Lateral-Flows an.

Das kompetitive Lateral-Flow Format folgt den Prinzipien des bereits beschriebenen
kompetitiven ELISA, wobei das Gluten aus der Probe mit markierten spezifischen
Antikérpern zuerst reagiert und dann durch Kapillarkrafte entlang der Membran
transportiert wird, bis es auf eine Probenbande mit immobillisertem Gluten trifft. Eine
Verringerung der Intensitat der Probenbande zeigt die Anwesenkeit von Gluten an.
Die verwendeten markierten Antikbrper gegen Prolamine und Gluteline im
Kombinationskonjugat werden erfindungsgemal} derart gemischt, dass alle
Glutenfraktionen bei gleichem Massenanteil mit vergleichbarer Signalstarke
gemessen werden. Alternativ befindet sich auf der Startlinie des Lateral-Flows

markiertes Gluten, welches zusammen mit dem nicht-markierten Gluten aus der
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Probe durch Kapillarkrafte transportiert auf die Testbande mit immobiliserten
spezifischen unmarkierten Antikérpern trifft. Hier findet eine Konkurrenzreaktion um
die Antikorperbindungstellen statt. Dabei werden die verwendeten, gemischten
Antikorper gegen Prolamine und Gluteline in der Testbande sowie die markierten,
gemischten Glutenproteine auf der Startlinie des Lateral-Flows erfindungsgemaf
derart gemischt, dass alle Glutenfraktionen bei gleichem Massenanteil mit
vergleichbarer Signalstarke gemessen werden. Als Ergebnis farbt sich die Bande

intensiver, wenn sich weniger Gluten in der Probe befindet.

Flow-Through Formate folgen im Prinzip den bereits beschriebenen
Funktionsprinzipien von Lateral-Flow Formaten, unterscheiden sich lediglich in der
Tatsache, das der Stofftransport nicht entlang einer Membran sondern durch sie
hindurch (,through®) erfolgt. Anpassungen gegenuber den beschriebenen Lateral-
Flow-Fomraten sind der einschlagigen Literatur zu entnehmen oder sind dem

Experten bekannt.

Mikroarray- und mikrofluidische Formate folgen den bereits beschriebenen Prinzipien
von ELISA und Lateral-Flow-Formaten. Weitere spezifische Einzelheiten sind der

einschlagigen Literatur zu entnehmen oder sind dem Experten bekannt.

Herstellung des Antikdrper-Kombinationskonjugats:

FUr das Ausfuhrungsbeispiel der Bestimmung des Gesamt-Glutengehaltes aus
weizenhaltigen Proben, werden als Prolamin-Detektionsantikbper ein Gliadin-
AntikOrper gegen das Epitop QQPFP eingesetzt und als Glutelin-
Detektionsantikorper ein Antikorper gegen die LMW-Fraktion extrahiert aus
Weizenmehl und ein Antikorper gegen HMW mit der Epitoperkennungssequenz
GYYPTS eingesetzt.

Die verschiedenen Detektionsantikbrper werden unter Einsatz kommerzieller
Konjugationsreagenzien (z. B. Pierce™ Conjugate Purification Kit Katalognummer
44920) separat an Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. AnschlieRend werden die so
erhaltenen AntikGrperkonjugate erfindungsgemald derart gemischt, dass alle
Glutenfraktionen bei gleichem Massenanteil mit vergleichbarer Signalstarke

gemessen werden. Dazu wird das Kombinationskonjugat mit Verdinnungsreinen von
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Prolamin-, LMW- und HMW-Fraktionen aus Weizen getestet. Falls keine
vergleichbare Signalstarke erreicht wird, wird das Mischungsverhaltnis der
Einzelkonjugate entsprechend ihrer Reaktivitaten mit den Weizenfraktionen im
Kombinationskonjugat angepasst. Dazu kann es hilfreich sein, die Einzelkonjugate
zunachst getrennt voneinander anzusetzen und die Verdlinnungsfaktoren der
Einzelkonjugate in einer Vortestung abzuschatzen (siehe Tabelle 1). Anschlief3end
werden die Einzelkonjugate im Kleinansatz gemischt und die Reaktivitat des
Kombinationskonjugates wie oben beschrieben Uberprift und ggf. werden die
Verdunnungsfaktoren der Einzelkonjugate weiter angepasst. Erst nach erfolgreicher

Einstellung im Kleinansatz werden die Einzelkonjugate auch insgesamt kombiniert.

Tabelle 1 zeigt das Beispiel einer solchen Vortestung. Hierzu werden die
spezifischen AntikGrperkonjugate zunachst einzeln mit der oben genannten
beschichteten Mikrotiterplatte getestet. Ein Weizengesamtglutenextrakt wird auf drei
verschiedene Konzentrationen verdlunnt, bei denen jeweils dieselbe Menge an
entweder Prolamin-, LMW- oder HMW-Proteine enthalten sind. So enthalt ein
Gesamtglutenextrakt mit der Konzentration 15,5 ng/ml Gesamtglutenprotein
umgerechnet 10 ng/ml Gliadin. Entsprechend enthalt ein Gesamtglutenextrakt mit
der Konzentration 44,5 ng/ml Gesamtglutenprotein 10 ng/ml LMW-Proteine und ein
Gesamtglutenextrakt mit der Konzentration 80 ng/ml 10 ng/ml HMW-Proteine (siehe
Tabelle 1).

Tabelle 1: Auswahl von Gesamiglutenkonzentrationen, bei denen die Konzentration
der jeweiligen Einzelfraktionen denselben Wert besitzt. Alle Angaben in ng/ml.

Prolamine LMW HMW
Gesamt 65% des 22,50% des 12,50% des
Weizengluten Gesamtglutens Gesamtglutens Gesamtglutens
0 0,0 0,0 0,0
1,3 0,8 0,3 0,2
2,5 1,6 0,6 0,3
5,0 3,3 1,1 0,6
10,0 6,5 2,3 1,3
| 3,5 1,9
; 4,5 2,5
40,0 26,0 9,0 5,0
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Die Gliadin-, LMW- und HMW-spezifischen AntikGrperkonjugate werden nun so
eingestellt d. h. derart verdinnt, dass der Gliadin-Antikérper mit dem 15,5 ng/ml
Gesamtglutenextrakt dieselbe Signalstarke besitzt (im Beispiel in Tabelle 2: 2,0) wie
der LMW-Antikbrper mit dem 44,5 ng/ml Gesamtglutenextrakt und der HMW-
Antikorper mit dem 80 ng/ml Gesamtglutenextrakt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Beispiel der Vortestung von Einzelkonjugatverdinnungen.

Prolamine LMW HMW
Konzentration Gesamtgluten (ng/ml) 15,5 44,5 80,0
Konzentration Zielproteinfraktion (ng/ml) 10,1 10,0 10,0
Zu testendes Einzelkonjugat Prolamine LMW HMW
OD bei Verdinnung 1 des jeweiligen Einzelkonjugates 3,0 24 4,0
OD bei Verdiinnung 2 des jeweiligen Einzelkonjugates
OD bei Verdiinnung 3 des jeweiligen Einzelkonjugates

OD bei Verdiinnung 4 des jeweiligen Einzelkonjugates

OD bei Verdiinnung 5 des jeweiligen Einzelkonjugates

Anschlieend wird das Kombinationskonjugat mit Kalibrationsreihen der
Einzelfraktionen (Weizenprolamine, LMW- und HMW-Proteine) Uberprift (siehe
Abbildung 2 und Abbildung 3). Ggf. erfolgt eine weitere Anpassung der
Zusammensetzung des Kombinationskonjugates. Die Einzelfraktionen werden durch
Extraktion aller Proteine aus einem Weizenmehl und anschlieRender Auftrennung in
der HPLC erhalten (Schalk et al. 2017). Zur Verbesserung der Haltbarkeit werden die
so erhaltenen Proteinisolate zur Trockne gebracht und gelagert. Zum Ansetzen der
Stocklosungen  werden die  Fraktionen  eingewogen, mittels  Cocktail-
Extraktionslosung (EP 1 424 345 A1) gelost und in einem pH neutralen
Phosphatpuffer auf die gewlnschten Konzentrationen verdinnt.

Im Anschluss ist noch einmal ein detailliertes AusfUhrungsbeispiel eines Sandwich
ELISAs zur quantitativen Glutenbestimmung von einer Getreide oder
Lebensmittelprobe z. T. aufgefuhrt:
- Je 100 plI der Standardlosung bzw. der vorbereiteten Proben in
Doppelbestimmung in die entsprechenden Kavitaten pipettieren und 20 min
bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) inkubieren.
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- Die Kavitaten durch Ausschlagen der Flussigkeit leeren und die Restflissigkeit
durch kraftiges Ausklopfen (dreimal hintereinander) auf saugfahigen
Labortlichern entfernen. Die Kavitaten mit jeweils 250 pl Waschpuffer
(PBS/Tween) waschen. Diesen Vorgang zweimal wiederholen.

- Je 100 pl des Kombinationskonjugates in die entsprechenden Kavitaten
pipettieren und  weitere 20min  bei Raumtemperatur (20 -
25 °C) inkubieren.

- Die Kavitaten durch Ausschlagen der Flussigkeit leeren und die Restflissigkeit
durch kraftiges Ausklopfen (dreimal hintereinander) auf saugfahigen
Labortiichern entfernen. Die Kavitaten mit jeweils 250 pl Waschpuffer
waschen. Diesen Vorgang zweimal wiederholen.

- Je 100 ¥] einer handelsublichen Meerrettich-Peroxidase
Substrat/Chromogenlosung in die Kavitaten pipettieren. Vorsichtig manuell
mischen und 10 min bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) im Dunkeln inkubieren.

- Je 100 pl Stopp Losung in jede Kavitat pipettieren und vorsichtig manuell
mischen. Die Extinktion bei 450 nm innerhalb von 30 min nach Zugabe der
Stopp L6sung in einem handelsublichen Photometer messen.

Quantifizierung des Gesamt-Glutengehalts von verschiedenen Weizenmehlen:

Weizenmehle konnen sich sowohl im Gesamtproteingehalt als auch in der
Zusammensetzung der Glutenproteine deutlich unterscheiden (Hajas et al. 2017).
Aufgrund der Einstellung der Einzelkonjugate sollten Unterschiede in der
Zusammensetzung der Glutenproteine keinen Einfluss auf die Messung haben, da
dieselbe Menge an Einzelfraktionprotein zu einem vergleichbaren Signal fuhrt, egal
um welche Weizenproteinfraktion es sich handelt (siehe Abbildung 2). Dadurch, dass
alle Zdliakie-relevanten Glutenproteinfraktionen bestimmt werden, wird im Gegensatz
zu herkbmmlichen Testmethoden (siehe Stand der Technik) der Gesamtglutengehalt
bei unterschiedlicher Glutenproteinzusammensetzung nicht verfalscht.

Fir die Bestimmung des Gesamt-Glutengehalts von verschiedenen Weizenmehlen
wurden neun Weizenmehle und ein Weizenmehlmix mit der Cocktail-
Extraktionslosung aus EP 1 424 345 A1 extrahiert. Die Extrakte wurden im

Extraktionsmedium und einem pH neutralen Probenverdinnungspuffer auf die
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Konzentrationen 0; 5; 10; 20; 40 und 80 ng/ml Gesamtglutenprotein verdinnt. Die
Glutenproteingehalte der verschiedenen Mehle waren zuvor mittels HPLC ermittelt
worden (Schalk et al. 2017). Abbildungen 4 und 5 zeigen, dass alle Weizenmehle
innerhalb akzeptabler Schwankungsbereiten gefunden werden, insbesondere wenn
der extrem hohe VerdUnnungsfaktor berlcksichtigt wird, der fir die Messung der

Extrakte erforderlich war.

Quantitative Bestimmung des Gesamt-Glutengehalts in anderen Getreiden.

Auch andere Getreidemehle kbnnen sich sowohl im Gesamtproteingehalt als auch in
der Zusammensetzung der Glutenproteine deutlich unterscheiden. Die
Gesamtreaktivitat des Messsystems hangt dabei von der Starke der einzelnen
Kreuzreaktivitaten der eingesetzten Antikorper zu den anderen Getreiden ab. So
zeigen z. B. die Prolamine aus Weizen, Roggen und Gerste sehr grofRle
Sequenzhomologien, so dass hier mit einem hohen Level an Kreuzreaktivitat des
ProlaminantikOrpers zu rechnen ist. Weiterhin zeigen die HMW-Proteine aus Weizen
und Roggen grolle Sequenzhomologien, so dass auch hier von einer hohen
Kreuzreaktivitat des Weizen-HMW-AntikGrpers auszugehen ist. Je nachdem, welche
Sequenzen genau die Prolamin- und HMW-Antikorper erkennen und wie haufig diese
Sequenzen in den Getreiden vorkommen, ist auch mit einer Reaktivitat der
AntikOrper zu rechnen, die die Reaktivitat gegenuber Weizen Ubersteigt. LMW-
Proteine haben keine homologen Proteine in Roggen und Gerste, so dass hier nicht
mit einer Kreuzreaktivitat zu rechnen ist. Die Gerstengluteline besitzen kaum
Homologien zu Weizen- und Roggenproteinen, so dass eine Detektion dieser
Fraktion mit Antikérpern gegen Prolamine, HMW- und LMW Proteine nicht
wahrscheinlich ist.

Fir die Uberprifung der Reaktivitat gegenliber Roggen- und Gerstenmehlen werden
verschiedene kommerzielle Mehle und reine Sorten mit der Cocktail-
Extraktionslosung aus EP 1 424 345 A1 extrahiert. Die Extrakte werden im
Extraktionsmedium und einem pH neutralen Probenverdinnungspuffer auf die
Konzentrationen 0; 5; 10; 20; 40 und 80 ng/ml Gesamtglutenprotein verdunnt. Die
Glutenproteingehalte der verschiedenen Mehle waren zuvor mittels HPLC ermittelt
worden (Schalk et al. 2017).
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Abbildung 6 zeigt, dass alle Roggenmehle relativ ahnlich detektiert werden. Bei einer
Berechnung der gemessenen Konzentrationen zeigt sich, dass alle Roggenmehle
uberbestimmt werden (Abbildung 7). Dies liegt in der erhOhten Reaktivitat des

eingesetzten Prolaminantikdrpers gegenltber Roggenprolaminen begrindet.

Im Gegensatz zu den Weizen- und Roggenmehlen zeigen die Gerstenmehle eine
grofdere Schwankungsbreite (Abbildungen 8 und 9). Dies liegt vermutlich daran, dass
die Gerstenfraktionen im Gegensatz zu den Weizen- und Roggenfraktionen
unterschiedlich  detektiert werden. Wie zu erwarten war, wird die
Gerstenglutelinfraktion von keinem der eingesetzten AntikGrper nennenswert
detektiert, wahrend die Prolamine sehr gut detektiert werden. Entsprechend wirden
geringe Verschiebungen in den Proteinfraktionen bei den verschiedenen Mehlen zu

deutlichen Unterschieden flhren.

Bei einer generellen Uber- oder Unterbestimmung von Getreiden gegeniiber einem
Weizenkalibratormaterial kann zur genaueren Glutengehaltsbestimmung ein
Kalibrator mit Material aus dem entsprechenden anderen Getreide eingesetzt

werden.

Das beanspruchte Verfahren ermdglicht durch die Verwendung des
erfindungsgemafien Kombinationskonjugates die gleichzeitige Bestimmung von
Prolamin und Glutelinproteinen und erlaubt damit erstmalig eine Quantifizierung des
tatsachlichen Gesamt-Glutengehaltes. Dieses Verfahren einer gemeinsamen
Bestimmung von Prolamin und Glutelinen ist sehr viel genauer als die bisher
bekannten Methoden, bei denen nur der Prolamin-Gehalt bestimmt wird, aus dem
anschlieend wiederum der Gesamt-Glutengehalt berechnet wird. Die ebenfalls
Zoliakie-relevanten Gluteline wurden bisher nicht mit bestimmt, was in der
Vergangenheit zu falschen Ergebnissen fuhren konnte. Das beanspruchte Verfahren

schliefdt diese Licke.

Daruber hinaus ist das erfindungsgemafe Verfahren nicht nur zur Bestimmung des
Gesamt-Glutenhaltes weizenhaltiger Lebensmittelproben geeignet, sondern auch fur
die Bestimmung des Gesamt-Glutengehaltes anderer Triticum-Spezies-, und/oder

Roggen- und/oder Gerste-haltigen Lebensmittelproben.

18



10

15

20

25

30

WO 2019/154559 PCT/EP2019/025002

Legende zu den Abbildungen

Abb. 1

Abb. 2

Abb. 3

Abb. 4

Abb. 5

Abb. 6

Abb. 7

Schematische Funktionsweise eines Lateral-Flow Assays im
Sandwichformat

Testung der Reaktivitat des Kombinationskonjugates gegenulber den

verschiedenen Weizenmehlfraktionen

Testung der Reaktivitat des Kombinationskonjugates gegenulber den
verschiedenen Weizenmehlfraktionen. Gemessene Konzentrationen fur

verschiedene Weizenmehlfraktionen bei einem Zielwert von 20 ng/ml

Testung der Reaktivitat des Kombinationskonjugates gegenuber
verschiedenen kommerziellen Weizenmehlen und einigen reinen
Weizensorten, deren Glutenproteingehalt jeweils mittels HPLC

bestimmt wurde

Testung der Reaktivitat des Kombinationskonjugates gegenuber
verschiedenen kommerziellen Weizenmehlen und reinen Weizensorten,
deren Glutenproteingehalt jeweils mittels HPLC bestimmt wurde.

Gemessene Konzentrationen bei einem Zielwert von 20 ng/ml

Testung der Reaktivitat des Kombinationskonjugates gegenuber
verschiedenen kommerziellen Roggenmehlen und reinen
Roggensorten, deren Glutenproteingehalt jeweils mittels HPLC
bestimmt wurde, sowie aufgereinigter Roggenfraktionen

Testung der Reaktivitat des Kombinationskonjugates gegenuber
verschiedenen kommerziellen Roggenmehlen und reinen
Roggensorten, deren Glutenproteingehalt jeweils mittels HPLC
bestimmt wurde, sowie aufgereinigten Roggenfraktionen. Gemessene

Konzentrationen bei einem Zielwert von 20 ng/ml
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Abb. 8

Abb. 9

Testung der Reaktivitat des Kombinationskonjugates gegenuber
verschiedenen kommerziellen Gerstenmehlen und reinen
Gerstensorten, deren Glutenproteingehalt jeweils mittels HPLC

bestimmt wurde, sowie aufgereinigten Gerstenfraktionen

Testung der Reaktivitat des Kombinationskonjugates gegenuber
verschiedenen kommerziellen Gerstenmehlen und reinen
Gerstensorten, deren Glutenproteingehalt jeweils mittels HPLC
bestimmt wurde, sowie aufgereinigten Gerstenfraktionen. Gemessene

Konzentrationen bei einem Zielwert von 20 ng/ml
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Patentanspriiche

1.

2.

3.

4.

Verfahren zur Quantifizierung von Gesamt-Gluten aus Getreide in
Lebensmittelproben, bei dem eine Extraktion der Gesamt-Glutenproteine aus
Lebensmittelproben und deren anschliellende quantitative
Konzentrationsbestimmung mittels spezifischer Affinitatsbindung erfolgt,
dadurch gekennzeichnet, dass zur Quantifizierung des Gesamtglutengehaltes
in einem einzigen analytischen Lauf eine Kombination spezifischer
Bindungsreagenzien gegen Prolamine und Gluteline eingesetzt wird, wobei

die spezifischen Bindungsreagenzien gemischt in einer Einheit vorliegen.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung
von Gesamt-Gluten mit einem ELISA, einem immunturbidimetrischen Assay,
einem Lateral-Flow Assay, einem Flow-Through Assay, einem Mikroarray
Assay oder einem mikrofluidischen Assay erfolgt, unter Verwendung der
Kombination spezifischer Bindungsreagenzien gegen Prolamine und
Gluteline, wobei die spezifischen Bindungsreagenzien in einem homogenen

bzw. einheitlichen Gemisch nicht physisch getrennt voneinander vorliegen.

Verfahren nach Anspruch 1 - 2, dadurch gekennzeichnet, dass als
Bindungsreagenzien, welche spezifisch gegen unterschiedliche
Glutenfraktionen  erzeugt wurden, Antikorper, Antikérperfragmente,
Nanobodies, Aptamere, spezifische Rezeptoren, T-Zellrezeptoren und/oder
Molecularly Imprinted Polymers (MIP); vorzugsweise Antikorper verwendet

werden.

Verfahren nach Anspruch 1 — 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Bestimmung von Gesamt-Gluten mit einem Sandwich-ELISA unter
Verwendung einer Mikrotiterplatte mit einer gewulnschten Anzahl von
Kavitaten erfolgt, wobei jede einzelne Kavitat der Mikrotiterplatte mit einem
Gemisch der spezifischen FangerantikGrper vorzugsweise gegen Prolamine
und gegen Gluteline beschichtet wird, die extrahierte Lebensmittelprobe oder
ein Kalibrator in die jeweilige Kavitat gegeben wird, nach einer Inkubation
ungebundenes Proben-Material entfernt, anschlieBend ein einheitliches
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Kombinationskonjugat aus konjugierten Detektionsantikérpern gegen
Prolamine und Gluteline in die Kavitat zugegeben und durch Messung der
Signalstarke der DetektionsantikGrper die Gesamt-Glutenmenge einer

einzelnen Kavitat im Vergleich zu mitgefuhrten Kalibratoren bestimmt wird.

. Verfahren nach Anspruch 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, dass die

verwendeten konjugierten Detektionsantikbrper gegen Prolamine und
Gluteline im Kombinationskonjugat derart gemischt werden, dass alle
Glutenfraktionen (Gliadine, LMW-Glutenin Subunits und HMW-Glutenin
Subunits jeweils aus Weizen, Prolamine aus Roggen und Gerste sowie HMW-
Secaline aus Roggen) bei gleichem Massenanteil mit vergleichbarer
Signalstarke gemessen werden.

. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Prolamin-

Detektionsantikoper ein Antikbrper gegen das Epitop QQPFP eingesetzt wird,
als LMW-Detektionsantikorper ein Antikorper gegen die LMW-Fraktion
extrahiert aus Weizenmehl und als HMW-DetektionsantikGrper ein AntikGrper
gegen das Epitop GYYPTS eingesetzt wird.

. Verfahren nach einem der Anspriche 1 - 8 dadurch gekennzeichnet, dass ein

Kalibrator mit Glutenproteinen aus Weizen, und/oder anderen Triticum-
Spezies, und/oder Roggen und/oder Gerste verwendet wird.

. Verwendung eines Verfahrens gemall den Ansprichen 1 - 7 zur

Quantifizierung von Gesamtglutenproteinen aus Weizen-, und/oder anderen
Triticum-Spezies- und/oder Roggen- und/oder Gerste-haltigen
Lebensmittelproben.

. Testkit zur Quantifizierung von Gesamtgluten aus Weizen, und/oder Triticum-

Spezies, und/oder Gerste und/oder Roggen in Lebensmittelproben,
umfassend eine Mikrotiterplatte beschichtet mit Fangerantikbrpern gegen
Gliadine, LMW-Glutenin Subunits und HMW-Glutenin Subunits jeweils aus
Weizen, Prolamine aus Roggen und Gerste sowie HMW-Secaline aus
Roggen, Weizenmehlextrakt als Kalibrator, ein Kombinationskonjugat mit
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Meerettichperoxidase-konjugierten  Detektionsantikbrpern  gegen  oben
genannte Proteinfraktionen aus Weizen, Roggen und Gerste, die derart
verdunnt sind, dass alle Glutenfraktionen bei gleichem Massenanteil mit
vergleichbarer Signalstarke gemessen werden, Farbreagenz (Substrat),

Stopplosung, Probenverdinnungspuffer und Waschpuffer.
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1.

GEANDERTE ANSPRUCHE
beim Internationalen Biro eingegangen am 08 Juli 2019 (08.07.2019)

Verfahren zur Quantifizierung von Gesamt-Gluten aus Getreide in
Lebensmittelproben, bei dem eine Extraktion der Gesamt-Glutenproteine aus
Lebensmittelproben und deren anschlieBBende quantitative
Konzentrationsbestimmung mittels spezifischer Affinitatsbindung erfolgt,
dadurch gekennzeichnet, dass zur Quantifizierung des Gesamtglutengehaltes
in einem einzigen analytischen Lauf eine Kombination spezifischer
Bindungsreagenzien gegen Prolamine und Gluteline eingesetzt wird, wobei

die spezifischen Bindungsreagenzien gemischt in einer Einheit vorliegen.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung

von Gesamt-Gluten mit einem ELISA, einem immunturbidimetrischen Assay,
einem Lateral-Flow Assay, einem Flow-Through Assay, einem Mikroarray
Assay oder einem mikrofluidischen Assay erfolgt, unter Verwendung der
Kombination spezifischer Bindungsreagenzien gegen Prolamine und Gluteline,
wobei die spezifischen Bindungsreagenzien in einem homogenen bzw.

einheitlichen Gemisch nicht physisch getrennt voneinander vorliegen.

Verfahren nach Anspruch 1 - 2, dadurch gekennzeichnet, dass als
Bindungsreagenzien, welche spezifisch gegen unterschiedliche
Glutenfraktionen  erzeugt  wurden,  AntikGrper,  Antikdrperfragmente,
Nanobodies, Aptamere, spezifische Rezeptoren, T-Zellrezeptoren und/oder
Molecularly Imprinted Polymers (MIP); vorzugsweise Antikorper verwendet

werden.

Verfahren nach Anspruch 1 - 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Bestimmung von Gesamt-Gluten mit einem Sandwich-ELISA unter
Verwendung einer Mikrotiterplatte mit einer gewlnschten Anzahl von
Kavitaten erfolgt, wobei jede einzelne Kavitat der Mikrotiterplatte mit einem
Gemisch der spezifischen F&ngerantikbrper vorzugsweise gegen Prolamine
und gegen Gluteline beschichtet wird, die extrahierte Lebensmittelprobe oder
ein Kalibrator in die jeweilige Kavitat gegeben wird, nach einer Inkubation
ungebundenes Proben-Material entfernt, anschlieBend ein einheitliches
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Kombinationskonjugat aus konjugierten Detektionsantikdrpern  gegen
Prolamine und Gluteline in die Kavitat zugegeben und durch Messung der
Signalstarke der Detektionsantikérper die Gesamt-Glutenmenge einer

einzelnen Kavitat im Vergleich zu mitgefUhrten Kalibratoren bestimmt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
verwendeten konjugierten Detektionsantikdrper gegen Prolamine und
Gluteline im Kombinationskonjugat derart gemischt werden, dass alle
Glutenfraktionen (Gliadine, LMW-Glutenin Subunits und HMW-Glutenin
Subunits jeweils aus Weizen, Prolamine aus Roggen und Gerste sowie HMW-
Secaline aus Roggen) bei gleichem Massenanteil mit vergleichbarer

Signalstarke gemessen werden.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 - 5 dadurch gekennzeichnet, dass ein
Kalibrator mit Glutenproteinen aus Weizen, und/oder anderen Triticum-
Spezies, und/oder Roggen und/oder Gerste verwendet wird.

7. Verwendung eines Verfahrens gemaB den Ansprichen 1 - 6 =zur
Quantifizierung von Gesamtglutenproteinen aus Weizen-, und/oder anderen
Triticum-Spezies- und/oder Roggen- und/oder Gerste-haltigen
Lebensmittelproben.

8. Testkit zur Quantifizierung von Gesamtgluten aus Weizen, und/oder Triticum-
Spezies, und/oder Gerste und/oder Roggen in Lebensmittelproben,
umfassend eine Mikrotiterplatte beschichtet mit Fangerantikérpern gegen
Prolamine und Giluteline, wobei alle Fangerantikbrper vermischt in einer
Kavitat vorliegen, Weizenmehlextrakt als Kalibrator, ein Kombinationskonjugat
mit Meerettichperoxidase-konjugierten Detektionsantikrpern gegen oben
genannte Proteinfraktionen aus Weizen, Roggen und Gerste, die derart
verdinnt sind, dass alle Glutenfraktionen bei gleichem Massenanteil mit
vergleichbarer Signalstarke gemessen werden, Farbreagenz (Substrat),

Stoppldsung, Probenverdinnungspuffer und Waschpuffer.
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Weizenfraktionen mit Kombinationskonjugat
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