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ALERGIZUJACE WEASCIWOSCI JABLEK -
PODSTAWY MOLEKULARNE,
CZYNNIKI WPLYWAJACE NA POZIOM ALERGENOW

ALLERGENIC PROPERTIES OF APPLES — MOLECULAR BASIS,
FACTORS DETERMINING LEVEL OF ALLERGENS

Streszczenie. W rejonie pétnocno- i srodkowoeuropejskim uczulenia na jabtka stwierdza si¢
u okoto 2% konsumentdw, dlatego wiele uwagi poswigcono alergennym wilasciwosciom tych
owocoéw. W opracowaniu przedstawiono informacje o czterech gldwnych alergenach jabtek:
nalezacych do biatek stresu roslinnego Mal d 1, Mal d 2, Mal d 3 oraz zakwalifikowanego do
profilin biatka Mal d 4. Opisano wyniki badan nad wptywem réznych czynnikéw: odmiany,
warunkow hodowli i przechowywania, na poziom i ekspresje syntezy alergennych biatek w jabt-
kach. Omoéwiono préby uzyskania owocéw hipoalergicznych, ktore moglyby by¢ spozywane
przez konsumentow dotknigtych tagodng alergia.

Stowa kluczowe: alergeny jablek, alergie krzyzowe, odmiany hipoalergiczne

Sposroéd owocow spozywanych przez cztowieka za najsilniej alergizujace uwazane
sg te, ktore pochodza z roélin nalezacych do rodziny Rosaceae. Zaliczane do tej rodziny
taksonomicznej jabtka nalezag do owocow wykazujacych silne wlasciwosci alergizujace.
Wedlug niektorych zrodet az 2% populacji Europy wykazuje reakcje alergiczne na
jabtka (Bokszczanin i Przybyta, 2012; Kootstra i in., 2007). Ma to o tyle znaczenie, ze
Polska nalezy do §wiatowej czolowki producentow jablek, a owoce te sg nie tylko Su-
rowcem eksportowym, lecz takze w kraju sa przez caly rok chetnie spozywane bezpo-
$rednio lub w postaci sokow i innych przetworow.

Dotychczasowe badania jabtek pozwolity na identyfikacj¢ w tych owocach czterech
alergenow, ktore w oficjalnym spisie Podkomitetu do spraw Nomenklatury Swiatowej
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Organizacji Zdrowia 1 Migdzynarodowej Unii Towarzystw Immunologicznych
(WHO/IUIS Nomenclature Sub-committee) figuruja jako Mal d 1, Mal d 2, Mal d 3
i Mal d 4. Trzy pierwsze z wymienionych alergenéw sa identyfikowane jako bialka
stresu ro$linnego — tzw. biatka PR (ang. pathogenesis-related). Te powszechnie wyste-
pujace w tkankach roslinnych matoczasteczkowe bialka biorg udzial w reakcjach
obronnych roslin nastgpujacych w odpowiedzi na inwazj¢ patogendw: wiruséw, bakte-
rii, grzybéw lub owaddw, ale takze w reakcji na szkodliwe dziatanie czynnikéw abio-
tycznych, takich jak szok temperaturowy czy zranienie (Breiteneder i Ebner, 2000).
Badania wykazaly, ze 25% ro$linnych alergendw pokarmowych mozna zakwalifikowa¢
jako biatka PR.

Mal d 1, matoczasteczkowe biatko o masie 14 kD, jest gldownym czynnikiem jabtka,
powodujacym reakcje alergiczne w potnocnej i centralnej Europie (Ferndndez-Rivas
i in., 2006). Wraz z wieloma innymi alergenami wystepujacymi w owocach i pytkach
roélin jest zaliczany do grupy PR-10 biatek stresu roslinnego. Mal d 1 jest alergenem
homologicznym gtoéwnego alergenu pytku brzozy Bet v 1, stad czegsto wystepujg alergie
krzyzowe wywolywane przez te dwa biatka. Na obszarze Europy Pétnocnej i Centralnej
u 50-70% alergikow uczulonych na pylek brzozy po zjedzeniu jabtka wystepuje ustny
zespot uczuleniowy (Gao i in., 2008). Podobienstwo w sekwencji aminokwasow czaste-
czek Mal d 1 i Bet v 1 jest oceniane na 64,5% (Vanek-Krebitz i in., 1995), przy czym
szczegotowe analizy sekwencji aminokwasow i badania krystalograficzne powierzchni
obu bialek pozwolity na zidentyfikowaniu co najmniej dwoch regionéw, ktére moga
stanowi¢ epitopy uczestniczace w reakcji krzyzowej, tj. taczace si¢ ze specyficzng im-
munoglobuling IgE (Holm i in., 2001; 2011).

Badania biatka Mal d 1 wykazaty istnienie wielu izoform tej czasteczki. Zaréwno
ekspresja poszczegélnych izoalergendw, jak i ich dziatanie kliniczne mogg si¢ znacznie
roézni¢. W badaniach przeprowadzonych na wielu odmianach jabtek réznigcych sig
wlasciwosciami alergizujacymi stwierdzono istotng korelacje pomiedzy tymi wiasciwo-
$ciami a poziomem w nich niektdrych izoalergenéw Mal d 1. Byly jednak i takie formy
biatka Mal d 1, dla ktorych taka korelacja nie wystepowata. Jak podajg Gao i in. (2008),
obserwacje te wskazuja, ze izoalergeny Mal d 1 rdznig si¢ wlasciwosciami uczulajacymi.

Obecnie wiadomo, ze alergen Mal d 1 jest kodowany przez duza rodzing genow.
Gao i in. (2008) zbadali geny kodujace omawiany alergen zlokalizowane w trzech loci.
Siedem z opisanych gendéw zawieralo sekwencje intronowe, 11 innych byto pozbawio-
nych takich sekwencji. Pagliarani i in. (2012) za pomoca techniki qRT PCR (ilosciowy
PCR z odwrotng transkryptaza) wykazali obecno$¢ w genomie jablek 31 genéow Mal d
1, z ktérych 11 w owocach odmian ‘Florina’ i ‘Gala’ nie ulegato ekspresji. Ekspresja
pozostatych 20 genéw byta rézna w poszczegodlnych odmianach, a takze w réznych
tkankach tego samego owocu. Stwierdzono, ze ekspresja niektérych genéow Mal d 1
byta znacznie silniejsza w skorce niz w miagzszu owocdw. Obieranie jablek mogloby
zatem skutkowac usunigciem wielu alergenéw. Poniewaz jednak poszczeg6lne alergeny
Mal d 1 majg rozne wiasciwosci uczulajace, a wrazliwo$¢ na nie jest zawsze cechg
osobnicza, nie mozna z gory przewidzie¢, czy usunigcie skorki wptynie na reakcje aler-
giczng konkretnego konsumenta. Biatko Mal d 1 powstaje w tkankach ro$linnych kon-
stytutywnie, ale jego synteza jest takze dodatkowo indukowana inwazjg pasozytow
bakterii lub grzybow oraz przez stres abiotyczny. Omawiane biatka sg takze intensyw-
niej wytwarzane w czasie dojrzewania owocow (Atkinson i in., 1996).
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Alergen Mal d 2, podobnie jak poprzednio opisany, jest biatkiem stresu roslinnego,
co oznacza, ze fizjologiczna rola tego biatka polega na udziale w mechanizmach obron-
nych ro$liny przeciw inwazji pasozytow. Eksperymentalnie wykazano aktywnos¢ prze-
ciwgrzybicza Mal d 2 w stosunku do Fusarium oxysporum i Penicillium expansum
(Krebitz i in., 2003). Mal d 2 jest biatkiem o masie czasteczkowej 21-31 kD, zaliczo-
nym do grupy pigciu biatek stresu roslinnego (PR-5). Jak inne nalezace do grupy PR-5
biatka, Mal d 2 jest homologiem taumatyny, wykazujacego stodki smak biatka wystepu-
jacego w owocach afrykanskiej rosliny Thaumatococcus danielli. Ze wzgledu na to
podobiefistwo biatka z grupy PR-5 sg czesto okre$lane akronimem TLP, pochodzacym
od angielskiej frazy thaumatin-like protein (Breiteneder i Ebner, 2000; Krebitz i in.,
2003). Badania wyizolowanego i oczyszczonego metoda chromatografii jonowymienne;j
alergenu Mal d 2 wykazaly wystepowanie dwoch izoform tego biatka reagujacych
z odpowiednimi czynnikami IgE surowicy oséb uczulonych na jabtka (Smole i in.,
2008). Mal d 2 jest glikoproteidem. W reakcji migdzy tym alergenem a odpowiednim
przeciwcialem sg zaangazowane domeny cukrowe (Krebitz i in., 2003; Oberhuber i in.,
2008). Eksperymenty przeprowadzone na modelach trawiennych in vitro wskazuja na
znaczng odporno$é alergenu Mal d 2 na dziatanie enzymow trawiennych, co sugeruje,
ze alergen ten moze swobodnie dziata¢ uczulajaco na Sluzéwke przewodu pokarmowe-
go (Smole i in., 2008).

W rejonie Morza Srodziemnego, gdzie nie roénie brzoza, gtownym alergenem jablek
jest Mal d 3 (Ferndndez-Rivas i in., 2006; Gao i in., 2005b). Jest to maloczasteczkowe
biatko o masie 9 kD, ktdre zaliczono do grupy 14 biatek stresu roslinnego. Bialka PR-14
biorg udzial w procesach obronnych roélin indukowanych w przypadku inwazji grzy-
bow lub bakterii i sg zlokalizowane gtownie w zewngtrznych tkankach roslin, maja tez
zdolno$¢ przenoszenia lipidéow z liposoméw do mitochondriow, gdzie nastepuje ich
utlenianie. Z powodu tej funkcji biatka te sa okreslane mianem niespecyficznych biatek
transportujacych lipidy — nsLTP (ang. non-specific lipid transfer protein). Biatko Mal
d 3 posiada w czasteczce, charakterystyczny dla nsLTP, uktad o$miu reszt cysteino-
wych tworzacych cztery mostki disiarczkowe. Uklad ten powoduje duza termostabil-
nos¢, jak rowniez odpornos¢ na zmiany pH (Breiteneder i Ebner, 2000; Husband i in.,
2011; Krebitz i in., 2003). Na przyklad oczyszczone biatko Mal d 3 traktowane przez 20
min temperaturg 90°C nie zmieniato swoich zdolno$ci wigzania si¢ z odpowiednim IgE.
Dopiero po dwugodzinnnym dziataniu temperatury 100°C biologiczna aktywnos¢ Mal d
3 zmniejszala si¢ kilkadziesigt razy. Rownolegle obserwowane zmiany w strukturze
badanego biatka byly wcigz stosunkowo niewielkie, nastgpowalo jednak trwate zerwa-
nie jednego z charakterystycznych dla czasteczek biatek nsLTP mostkéw disiarczko-
wych (Sancho i in., 2005). Badania genetyczne za pomocg techniki PCR pozwolity na
zidentyfikowanie dwoch nie zawierajgcych sekwencji intronowych genéw kodujacych
biatka Mal d 3. Dalsze badania, do ktérych wykorzystano osiem odmian jabtek, wyka-
zaly polimorfizm w obrebie alleli obu genéw (Gao i in., 2005b). Takze badania aler-
gicznych wiasciwoscei 10 roznych odmian jablek w powigzaniu z poziomem w ich skor-
ce frakcji biatek o masie czasteczkowej 9 kD wskazuja na roznice iloSciowe i jako$cio-
we alergendw (Carnés i in., 2006).

W odréznieniu od trzech poprzednio opisanych, czwarty alergen jabtek, oznaczony
symbolem Mal d 4, nie jest biatkiem stresu roslinnego. Mal d 4 nalezy do profilin, po-
wszechnie wystepujacych w komoérkach roslinnych niewielkich biatek o masie czg-
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steczkowej 12—15 kD. W komorce profiliny uczestnicza w budowie cytoszkieletu, a ich
rola polega na przytaczaniu czasteczek aktyny do tworzacego si¢ widkna szkieletu ko-
morkowego. Obecnie wiadomo, ze profiliny moga dziata¢ jako alergeny krzyzowe
(Breiteneder i Ebner, 2000). Mal d 4 jest monomerycznym biatkiem o masie czastecz-
kowej réwnej 14 kD, a jego wiasciwosci alergogenne potwierdzono, wykazujgc zdol-
no$¢ do reagowania z przeciwciatami IgE (Ma i in., 2006). Mal d 4 moze dawac aler-
giczng reakcje krzyzowa z alergenem pytku brzozy Bet v 2, takze zaliczanym do roslin-
nych profilin (Breiteneder i Ebner, 2000). Przeprowadzone z wykorzystaniem dwéch
odmian jabtek badania genetyczne: klonowanie technika PCR i sekwencjonowanie
izolowanych fragmentéw pozwolilo na zidentyfikowanie i scharakteryzowanie czterech
genow Mal d 4, przy czym dwa z nich sg lezacymi obok siebie kopiami (Gao i in.,
2005a). Wykazano, ze omawiany alergen jest termolabilny, a takze wrazliwy na dziata-
nie enzymaow proteolitycznych, np. pepsyny (Asero i in., 2006; Ma i in., 2006).

Jabtka naleza do najchgtniej spozywanych owocoéw i sg dostgpne przez caly rok.
Jednoczesnie wiele krzyzowych alergii pokarmowych jest zwigzanych wiasnie ze spo-
zywaniem jablek. Z tego wzglgdu wazne jest upowszechnianie wiedzy na temat wyste-
powania alergii pokarmowych, szczegolnie wérdd osob specjalizujacych sie w przygo-
towaniu zywnosci (Jedrusek-Golinska i in., 2010). Wiele uwagi pos$wigcono takze
poszukiwaniom odmian o mozliwie najmniejszej alergennosci oraz badaniu wplywu
roznych czynnikéw na poziom gléwnych alergenow w owocach. Najwiecej badan doty-
czy wystepowania i st¢zenia w jabtkach bialka Mal d 1, poniewaz w naszej cze¢$ci Eu-
ropy ten alergen ma przy spozywaniu jablek przez osoby uczulone kluczowe znaczenie.
Czgsto wystgpujace u osob uczulonych reakcje krzyzowe pomigdzy biatkiem Mal d 1
a alergenami pytkow drzew z rzedu bukowatych, reprezentowanych m.in. przez brzozg,
grab, buk, leszczyne, dab biaty, spowodowaty poszukiwania hipoalergicznych odmian
owocow, ktore pacjenci z tagodng alergiag mogliby spozywaé (Kootstra i in., 2007;
Vlieg-Boerstra i in., 2013). Szczegdtowe badania wskazuja, ze na zawarto$¢ alergenéw
w jablkach wptyw majg nie tylko odmiana, lecz takze warunki glebowe i klimatyczne,
obecno$¢ szkodnikoéw, stopien dojrzatosci owocoOw, wreszcie warunki i czas przecho-
wywania zebranych owocow. Poziom alergenéw zalezy wyraznie od odmiany jablek.
Na przyklad Gao i in. (2008) w swoich badaniach za najmniej alergizujace uznali od-
miany ‘Santana’ i ‘Priscill’, a za szczegdlnie mocno alergizujace — odmiany ‘Grany
Smith” i ‘Golden Delicious’. Réwniez w innych pracach badacze wskazywali jablka
odmiany ‘Santana’ jako szczeg6lnie hipoalergiczne. Na przyktad Kootstra i in. (2007)
na podstawie obserwacji medycznej 15 pacjentéw uczulonych na jabtka stwierdzili, ze
o$mioro sposrdd nich (53%) nie wykazywato zadnej alergicznej reakcji po zjedzeniu
jabtek omawianej odmiany. Podobng zalezno$¢ pomigdzy wiasciwosciami alergizuja-
cymi a odmiang jabtek stwierdza si¢ takze w owocach pochodzacych z réznych obszarow
Europy: Wielkiej Brytanii, Szwajcarii, péinocnych Wioch (Vlieg-Boerstra i in., 2013).

Na poziom biatek alergennych w owocach wplywaja dojrzatos¢, a takze warunki
hodowli i czas przechowywania. Na przyktad wykazano, ze pochodzace z upraw ekolo-
gicznych jabtka zawieraja najczgsciej mniej biatka Mal d 1 niz owoce tej samej odmia-
ny z hodowli konwencjonalnej (Matthes i Schmitz-Eiberger, 2009). Sancho i in. (2006)
stwierdzili, ze poziom Mal d 3 spada w czasie przechowywania. Na zawarto$¢ alerge-
now w jablkach wptywa tez sklad atmosfery. Stwierdzono, ze obecno$¢ przyspieszaja-
cego dojrzewanie etylenu zwicksza ekspresje genéw kodujacych biatka Mal d 1 1 Mal d
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4, chociaz wielko$¢ omawianych zmian byta r6zna dla réznych genéow (Yang i in.,
2012). Roéwniez dodatek metylocyklopropanu (1-MCP), gazu spowolniajacego dojrze-
wanie, wplywat na poziom alergenéw w przechowywanych owocach. Kiewning i in.
(2013a) stwierdzili, ze w sze$ciu réznych odmianach przechowywanych jabtek zawar-
to$¢ biatka Mal d 1 byla mniejsza, jesli w atmosferze byt 1-MCP. Tylko w przypadku
odmiany ‘Boskoop’ owoce przechowywane w atmosferze zawierajacej 1-MCP zawiera-
ty wigcej Mal d 1 niz te przechowywane bez wspomnianego zwigzku. Szczegdtowe
badania ekspresji genéw kodujacych alergeny wykazaty, ze 1-MCP hamuje ekspresje
wickszosci genow Mal d 1 i dziata szczegolnie silnie w fazie wezesnego dojrzewania.
Jednak ekspresje niektérych genow Mal d 1, a takze genéw Mal d 2 byly przez oma-
wiany gaz stymulowane. Rézny byt tez wptyw obecnosci 1-MCP na poszczegdlne geny
Mal d 4, natomiast nie zarejestrowano wptywu 1-MCP na ekspresje genéw Mal d 3
(Yangiin., 2012).

Wykazano tez, ze spadek zawartosci Mal d 1 w przechowywanych jabtkach moze
by¢ zwigzany z aktywnoscia oksydaz polifenolowych. Prawdopodobnie jest to efekt
wigzania bialek przez utlenione polifenole (Kiewning i in., 2013b).

Na poziom alergenow wptywa tez naswietlenie. Badania wykazaty, ze w rosnacych
w miejscach zacienionych jabtkach, a szczeg6lnie w ich skorce, jest mniej alergenow
(Botton i in., 2008). Stwierdzono takze, ze jabtka pochodzace z hodowli ekologicznych
zawieraja zasadniczo mniej alergenéw (Matthes i Schmitz-Eiberger, 2009).

Alergen Mal d 3 wykazuje znaczng termostabilno$é¢, podczas gdy pozostate alergeny
jablek sg wrazliwe na dzialanie wysokiej temperatury. Mal d 1 przy normalnym ciénie-
niu ulega zniszczeniu w temperaturze 55°C (Husband i in., 2011). Wysokie ci$nienie,
szczegoblnie skojarzone z podwyzszong temperatura, niszczy alergeny jabtek 1 moze by¢
skuteczng metodg redukowania alergennych wtasciwosci tych owocow (Husband i in.,
2011; Somkuti i in., 2011).

Podjeto takze proby wyciszenia ekspresji wystepujacych w jabtkach genow koduja-
cych bialka alergenéw. Do genomu jabtoni wprowadzono DNA kodujacy sekwencje
komplementarng do specyficznego fragmentu intronowego mRNA dla biatka Mal d 1.
Powstajacy w zmodyfikowanej roslinie RNA interferujacy (antysensowny) blokowat
ekspresj¢ genu Mal d 1. W niektorych wyselekcjonowanych mutantach efekt wycisze-
nia byl nawet 10 000 razy silniejszy. Testy hodowlane wykazaly, Ze nabyta ceche wy-
krywa si¢ nie tylko u zmodyfikowanych roslin rosngcych w szklarni, lecz takze u tych,
ktore zostaly uzyte jako zrazy do szczepienia drzewek. Prowadzone w ciggu kolejnych
trzech lat kontrole wykazaty trwalo$¢ uzyskanej cechy ograniczenia alergennosci (Gilis-
sen i in., 2005; Krath i in., 2009). Jakkolwiek stosowanie modyfikacji genetycznych
wydaje si¢ skuteczng metoda ograniczania alergenno$ci owocoéw, jednak wymagatoby
dodatkowo przetamania nieufnosci konsumentéw wzgledem genetycznie modyfikowa-
nej zywnosci.

Jabtka sa owocami chetnie spozywanymi, zardwno ze wzgledu na walory smakowe,
jak 1 wyrazne whasciwosci prozdrowotne. Sg zroédlem witamin, btonnika pokarmowego,
w tym przede wszystkim pektyn, wreszcie bardzo cenionych przeciwutleniaczy. Z tych
wzgledoéw podejmowane sg badania czynnikdéw powodujacych uczulenia na jablka oraz
czesto wystepujacych reakcji krzyzowych pomiedzy alergenami jablek a alergenami
pochodzacymi z innych Zrédet. Doktadna znajomos¢ alergenéw, ich budowy i dziatania
pozwoli nie tylko na projektowanie odpowiednich testow medycznych diagnozujgcych
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alergie, lecz takze na opracowanie optymalnych diet dla 0s6b uczulonych i na skuteczne
poszukiwanie rozwigzan technologicznych prowadzacych do uzyskania hipoalergicz-
nych odmian jablek.
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ALLERGENIC PROPERTIES OF APPLES — MOLECULAR BASIS,
FACTORS DETERMINING LEVEL OF ALLERGENS

Summary. Approximately 2% of the northern and central European population is allergic to
apples. This explains why there is a lot of interest in allergenic properties of apples. This study
presents four major identified allergens. Three of them — Mal d 1, Mal d 2, Mal d 3 — are patho-
genesis-related proteins. The fourth — Mal d 4 — is categorized as a profilin. This paper describes
the influence of different factors such as apple variety, cultivation method and long term storage
on the allergen content and synthesis of allergens in apples. The article describes attempts at
growing hypoallergenic apples, safe for consumers with mild allergy.

Key words: apple allergens, cross-reactivity, hypoallergenic cultivars
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