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Gluten - mechanizmy nietolerancji, objawy i
mozliwosci lecznicze IgE-zaleznej alergii na
gluten w Swietle aktualnych badan kliniczno-

immunologicznych

Gluten jest produktem chemicz-
nego wigzania biatek prolaminowych
pszenicy (glutenin i gliadyn) w sro-
dowisku wodnym. IgE zalezna alergia
moze by¢ indukowana przez gluten
jako sktadnik pokarmoéw, badz przez
biatka prolaminowe pszenicy obecne
w mace pszennej jako aerozol po-
wietrzny. Celem badania byta kliniczna
analiza 13 chorych, u ktérych wyka-
zano podwyzszony poziom aslgE dla
glutenu oraz identyfikacja najsilniej
alergizujacych frakcji biatkowych
pochodzacych z kilku préb pszenicy z
wykorzystaniem surowicy badanych
oso6b.

Analiza kliniczna wykazata zawodo-
we tto alergii na gluten u 9 badanych
pod postacig niezytu nosa, astmy i
wyprysku powietrznego, ktérych ob-
jawy ustapity wraz z izolacjg od pracy
zawodowe] pomimo stosowania nor-
malnej diety. U 4 chorych z ciezkimi
postaciami pokrzywki przewlektej i
AZS uczulonych réwnoczesnie na
trawy wprowadzenie diety bezglute-
nowej spowodowalo pewna poprawe
zdrowia. Badania biatlek pszenicy
ujawnity znaczny ich polimorfizm
zalezny od badanej préby pszenicy. Z
biatek izolowano frakcje nisko- i wyso-
koczasteczkowe glutenin oraz frakcje
alfa, beta, gamma i omega gliadyn.
Wykazano najsilniejsze immunogen-
ne dziatanie frakcji omega 5 gliadyn.
Usuniecie tej frakcji bylo istotne dla
zmniejszenia reaktywnosci skoéry ba-
danych chorych ocenianej punktowym
testem skérnym.

Wstep

Omawianie probleméw alergii na glu-
ten wymaga uscislenia i zdefiniowania
wybranych terminéw, ktérymi postuguje
sie srodowisko medyczne, a ktére zostaty
zaczerpniete z nauki o zywnosci i zywieniu
cztowieka.

W ujeciu historycznym, po raz pierwszy
definicje glutenu sformutowat wtoski chemik
Beccari w potowie XVIII stulecia. Zgodnie z
definicjg Beccari'ego gluten jest substancja
biatkowa, ktéra powstaje w trakcie miesza-

Gluten is the product of a chemical
bond of wheat prolamin proteins (glia-
dins and glutenins) in an aqueous me-
dium. IgE mediated gluten allergy can
be induced either by gluten as an in-
gredient in foods or wheat prolamines
present in the air. The aim of the study
was clinical analysis of 13 patients,
who demonstrated elevated levels of
gluten specific IgE and identification
ofthe mostallergenic protein fractions
from several samples of wheat using
serum of examined subjects. Clinical
analysis showed the occupational al-
lergy to gluten in the form of rhinitis,
asthma and airborne dermatistis in
9 subjects, whose symptoms disap-
peared during isolation from occu-
pational exposure despite the use of
a normal diet. In case of 4 patients
with severe forms of chronic urticaria
and atopic dermatitis, who are also
allergic to grass pollen at the same
time, the introduction of a gluten-free
diet resulted in improvement of health
conditions.

The study of wheat protein fractions
revealed a significant polymorphism
dependent on the wheat sample. In
the protein fractions, low and high mo-
lecular glutenin fractions, and alpha,
beta, gamma, and omega-gliadins were
separated. It has been shown that the
strongest immunogenic effect causes
omega-5 gliadin fraction. The removal
ofthis fraction resulted in reduction of
skin reactivity evaluated by skin prick
test in the studied patients.

nia maki pszennej z woda [1]. Z przytoczonej
definicji wynika przede wszystkim, ze gluten
jest substancjg specyficzng dla pszenicy i
nie nalezy go taczy¢ z innymi gatunkami
roslin zbozowych, a w szczegélnosci z
zytem, jeczmieniem czy owsem. Co wiecej,
powstaje on w wyniku interakcji sktadnikéw
chemicznych maki pszennej z wodg, a
wiec nie jest sktadnikiem ziarniakéw roslin
zbozowych, ani uzyskanej z nich maki. Jest
natomiast obecny we wszystkich produktach
spozywczych i przemystowych wytwarza-
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nych z maki pszennej.

Gluten (po potaczeniu z wodg) tworza
przede wszystkim gliadyny i gluteniny
(Ryc. 1) - biatka zapasowe ziarniakéw pszeni-
cy zaliczane do grupy prolamin, okreslane tak
z uwagi na wysoka zawartos¢ proliny i gluta-
miny w swoim sktadzie aminokwaséw. Biatka
prolaminowe pszenicy okre$la sie¢ mianem
biatek glutenowych z uwagi na istotng role
jaka odgrywajg one w ksztattowaniu struktury
chemicznej glutenu. Sg one biatkami polimor-
ficznymi, a genetycznie uwarunkowane zr6z-
nicowanie budowy fizykochemicznej wynika
ze specyfiki ich dziedziczenia. Tradycyjny
system klasyfikacji gliadyn opiera sie na zr6z-
nicowaniu predkosci migracji indywidualnych
frakcji biatkowych w zelu elektroforetycznym
A-PAGE(AcidPolyAcrylamideGelElectropho-
resis). Gliadyny dzielg sie na cztery klasy
oznaczone greckimi literami: a, p, y, w-5 i
iij-1,2, przy czym a obejmuje najszybciej,
natomiast 1o-1.2 najwolniej migrujace frak-
cje biatkowe [2j. Z kolei gluteniny w wyniku
elektroforezy SDS-PAGE (SodiumDodecyl-
SulphatePolyAcrylamideGelElectrophoresis)
dziela sie na podjednostki o wysokiej (HMW
gluteniny) i niskiej (LMW gluteniny) masie
czagsteczkowej [3;].

Biatka prolaminowe obecne sg takze w
pozostatych gatunkach roslin zbozowych.
Analogami gliadyn maki pszennejw zycie sg
sekaliny, wjeczmieniu - hordeiny natomiast
w owsie - aweniny. Z kolei biatka stanowigce
odpowiedniki biatlek gluteninowych okre-
Slane sa wspodlng nazwa - gluteniny [3].
Wymienione grupy biatek sg genetycznie
spokrewnione, a chemicznie zblizone do
gliadyn i glutenin pszenicy. Jednak w od-
r6znieniu od nich prolaminy zyta, jeczmienia
czy owsa nie posiadajg zdolnosci formowa-
nia glutenu, anijakiejkolwiek innej substanc;ji
biatkowej o cechach fizykochemicznych
poréwnywalnych z glutenem.

Wiasciwosci alergogenne produktow
spozywczych wytwarzanych z maki czterech
podstawowych gatunkéw zbéz (pszeni-
cy, zyta, owsa, jeczmienia) sg wynikiem
obecnosci krétkich, wysoce specyficznych
sekwencji aminokwasoéw zidentyfikowanych
w polipeptydach ich biatek prolaminowych.
Wprowadzone do organizmu osoby uczulo-
nej na biatka pszenicy moga funkcjonowac
jako epitopy, ktére wiazac przeciwciata IgE
wywotuja objawy chorobowe charaktery-
styczne dla alergii pokarmowych. Jednym
z najwazniejszych epitopéw wigzacych IgE
jest pentapeptyd zbudowany z trzech reszt
glutaminy i dwoch reszt proliny (QQQPP).
Wystepuje on szczegdlnie czesto w polipep-
tydach y-gliadyn oraz LMW glutenin jako
jedna z sekwencji powtarzalnych [4,5].

Z uwagi na range oraz kluczowe zna-
czenie pszenicy w zywieniu cztowieka
okreslenie ,alergia na gluten” powinno by¢
rozumiane jako alergia na biatka glutenowe
obecne w ziarniakach pszenicy pamietajac
jednoczes$nie, ze zblizone objawy choro-
bowe mogg wywotywacé prolaminy obecne
w ziarniakach zyta, jeczmienia czy owsa.
Mimo wielu osiggnie¢ w dziedzinie immu-
nologii biatek zapasowych zb6z wiedza na
temat gliadyn jako alergenéw jest — zdaniem
niektérych autoréw - wcigz jeszcze bardzo
niekompletna [6].

Omawiajac role gliadyn i glutenin
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Klasyfikacja biatek pszenicy.

Classification of wheat proteins.

jako czynnikéw przyczynowych alergii
pokarmowej nalezy zwréci¢ uwage, iz w
bielmie ziarniakéw pszenicy obok biatek
glutenowych obecne sa réwniez biatka nie-
glutenowe (Ryc. 1). Biatka nieglutenowe
pszenicy tworzg frakcje albumin i globulin
0 réznej aktywnosci biologicznej. Nalezg
do nich m.in. inhibitory egzogennej trypsyny
i alfa amylazy. Sa to biatkka o matej masie
czgsteczkowej (okoto 14 kDa) zbudowane
z dwéch lub czterech podjednostek. Waz-
nag funkcjg tych biatek jest ochrona roslin
przed chorobami i szkodnikami. Jednakze
z medycznego punktu widzenia sg one
znanymi silnymi alergenami [7-9] odpowie-
dzialnymi za IgE zalezng zawodowa astme
oskrzelowg rzadko anafilaksje pracownikéw
przemystu spozywczego - gtéwnie piekarzy
i mtynarzy, cukiernikéw [10].

W Europie, nietolerancja glutenu jest
szczegoblnym problemem zdrowotnym
dorostych i dzieci ze wzgledu na zwyczaje
zywieniowe i wysoka produkcje pszenicy
[11-13]. Aktualnie zgodnie z przyjetym kon-
sensusem przyjmuje sie, ze istniejg trzy za-
sadnicze nieprawidtowe reakcje na gluten:
alergiczna, autoimmunizacyjna (celiakia,
dermatitis herpetiformis i ataksja glutenowa)
oraz in. immunologicznie mediowane nad-
wrazliwosci. Z tej przyczyny pojawiajg sie
w grupie schorzen z nietolerancja glutenu
schorzenia o r6znym obrazie patogennym,
klinicznym, epidemiologicznym sktaniajace
do wprowadzania nowego nazewnictwa i
klasyfikacji tych choréb [14].

Nietolerancja glutenu wystepuje pod
postacig:

1. Choroby trzewnej (celiakia), czyli wro-
dzonej (w 90% zwigzanej z uktadem HLA)
nietolerancji glutenu wskutek pojawienia sie
u chorego immuno-toksycznego dziatania
glutenu.

2. Enteropatii w nastepstwie zmian
zapalnych w jelicie cienkim o charakterze
przewlektym lub pod postacig przejsciowej
(nabytej), zwykle pozapalnej nietolerancji
glutenu.

3. Alergii pokarmowej na gluten, wyste-
pujacej u ok. 6% populacji dzieciecej i ok.
2% dorostych pod postacig IgE-zaleznych i

IgE-niezaleznych dolegliwosci z przewodu
pokarmowego i skéry oraz niezytu nosa
astmy.

4. Choroby Duhringa (dermatitis herpe-
triformis), ktérej objawy to gtéwnie zmiany
skorne kolan, tokci i posladkéw pod postacia
silnie swedzacych zmian pecherzykowych.
Choroba ta jest skérng manifestacija nieto-
lerancji glutenu, nazywang wrecz skémng
postacia celiakii.

5. Ataksji glutenowej (niezborno$é
ruchéw). Choroba rzadka, objawiajgca sie
niedowtadem rak, nég oraz zaburzeniami
widzenia. Jest chorobg autoimmunologicz-
na, towarzyszaca celiakii, ktorej podiozem
moze by¢ nietolerancja glutenu.

3. Nieceliakalnej (np. kontaktowej)
nadwrazliwosci na gluten, zwykle bton $lu-
zowych. Z uwagi na wielkoczgsteczkowy
charakter budowy chemicznej glutenu nie
wchtania sie przez skoére. Ten rodzaj reak-
cji moga indukowac¢ kosmetyki, pasta do
zebow, plyny do ptukania jamy, w ktérych
wystepuja chocby Sladowe ilosci glutenu.

Ws$réd alergii zaleznych od glutenu
najbardziej niebezpieczne dla zdrowia i
zycia cziowieka sg reakcje anafilaktyczne
(WDEIA - ang. ,wheat dependent exerci-
seinducedanaphylaxis") wywotywane przez
gliadyny nalezace do grupy u)-5 [15-23]
Z innych choréb wymienia sie pokrzywki,
astme, atopowe zapalenie skory czy obrzgk
naczynioruchowy [16,18,24,25].

Celiakia, ktora nalezy do najbardziej
znanych choréb wywotywanych przez pro-
laminy spowodowana jest nieprawidtowg
reakcja immunologiczng na gluten [12,13}-
Jest ona schorzeniem wystepujacym u
0,2-5,6% populacji. W Polsce czestos¢ jej
wystepowania ocenia sie na 0,8%. Alergia
na gluten jest wcigz mato znana i rzadko
rozpoznawana w przeciwienstwie do alergii
IgE-zaleznej na biatka nieglutenowe psze-
nicy, a zwlaszcza na alfa amylaze [7-91;
znang jako czesta przyczyna zawodowej
IgE-zaleznej alergicznej astmy piekarzy,
miynarzy i cukiernikéw.

Celem niniejszej pracy byfa:
1. Charakterystyka klinicznych przypad-
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kéw chorych obejmujaca rodzaj schorzenia,
obecnos¢ cech atopii, identyfikacja substan-
cji uczulajacych, obecnos¢ innych rodzajow
schorzen, zalezno$¢ stwierdzonych dolegli-
wosci u chorych od spozywanych pokarmow
zawierajacych gluten, wptyw diety bezglute-
nowej, a takze izolacja od ekspozycji pytu
macznego w przypadkach indukcji objawow
chorobowych podczas kontaktu z nimi.

2. Okreslenie zréznicowania budowy
fizykochemicznej i wlasciwosci alergogen-
nych gliadyn pochodzacych z réznych ge-
notypéw pszenicy oraz identyfikacja frakcji
najsilniej alergizujgcych.

3. Opracowanie metod eliminaciji biatek
immunoreaktywnych droga modyfikacji
genomu pszenicy.

4. Okre$lenie w jakim stopniu zastoso-
wane modyfikacje mogg przyczynic¢ si¢ do
zmniejszenia potencjatu alergogennosci
pszenic.

Materiat i metodyka

Do badania wtgczono 13 dorostych
chorych (3 kobiety i 10 mezczyzn) w wieku
28-58 lat ($rednio 35 lat) z podwyzszonym
poziomem sIgE (>1 U/ml) dla glutenu, z
objawami astmy i alergicznego niezytu
nosa (ANN), przewlekiej obrzeko-pokrzywki
i atopowego zapalenia skory (Tab. |) oraz 4
osoby zdrowe (2 kobiety i 2 mezczyzn w wie-
ku 30 - 60 lat) stanowigce grupe kontrolng
zpoziomem sIgE dla glutenu i alfa amylazy
<0,35 U/ml. W surowicach 13 chorych z
alergig IgE zalezng na gluten oraz 4 oséb

zdrowych (grupy kontrolnej) oznaczono
stezenie swoistych IgE dla glutenu metodg
immunofluorymetryczng stosujgc aparat
UNICAP 100. Poziom tych przeciwciat w
badanej grupie chorych wahat sie w grani-
cach od 1,84 U/ml do ponad 16,7 U/ml. U
o0so6b zdrowych stezenie ich byto w normie
(<0,35 U/ml).

Celem identyfikacji czynnikéw choro-
botwérczych odgrywajacych istotng role w
patogenezie badanych os6b analizowano
wiasciwosci immunoreaktywne biaiek glute-
nowych i nieglutenowych pszenicy technikg
ELISA oraz metodg immunoblotingu po
rozdziale elektroforetycznym w systemie
SDS-PAGE.

Test ELISA wykonywano w uktadzie
.indirect ELISA" tzn. studzienki ptytek
mikrofitracyjnych optaszczano badanymi
roztworami gliadyny w buforze weglanowym
w rozcienczeniu 1:1000, ktére inkubowano
z surowicami ludzkimi rozciernczonymi 1:5
w PBST.

Na koncu do studzienek wprowadzano
roztwor koniugatu (przeciwciata typu ,anti-
human”) rozcieficzony 1:1000 w PBST.
Jako substratu uzywano ortofenylenodwu-
amine (OPD), a intensywnos$¢ wybarwienia
produktéw reakcji immunoenzymatycznej
odczytywano przy uZyciu czytnika testu ELI-
SA. Wynik odczytu wyrazony w jednostkach
gestosci optycznej barwnego substratu (OD
— ang. opticaldensity) interpretowano jako
wskaznik immunoreaktywnosci badanych
biatek.

Immunobloting wykonywano zgodnie
z metodq opisang we wczesniejszej pracy
[25]. Biatka rozdzielone metodaq SDS-PAGE
przenoszono na btony PVDF metoda elektro-
transferu pétsuchego na aparacie Transblot
SD (Bio Rad, USA). Membrany z naniesio-
nymi biatkami blokowano w odttuszczonym
mleku (5%), a nastepnie inkubowano w
surowicy przez 12h. Po usunieciu surowicy
do naczynia z membrang dodawano roztwor
koniugatu (przeciwciata typu ,anti-human”
skoniugowane z peroksydazg chrzanowa)
w PBST na 2 godziny. W ostatnim etapie
membrany wybarwiano metodg chemilumi-
nescencyjng i wizualizowano przy uzyciu
aparatu ChemiDoc™ XRS+ image analyzer
(Bio Rad, USA).

Biatka gliadynowe izolowano i oczysz-
czano metodg elektroforezy preparatywnej
na Zelu poliakryloamidowym w srodowisku
kwasnym buforu mleczanowo-glinowego
(pH=3,1) w systemie A-PAGE, przy uzyciu
aparatu do elektroforezy preparatywnej
Model 491 PrepCell (BioRad, USA). Do roz-
dziatu biatek wykorzystano zmodyfikowang
metodyke Bushuka i Zillmana [26]. Kazdy
cykl analizy preparatywnej obejmowat:
rozdziat biatek na kolumnie preparatywnej,
podziat eluentu przy uzyciu kolektora frakgji,
wstepna identyfikacje wyizolowanych biatek
ma podstawie elektroforezy A-PAGE, tgcze-
nie frakcji zawierajgcych biatka o zblizonej
predkosci migracji w zelu, zageszczanie
potagczonych frakcji na koncentratorze
CentriVap firmy Labconco. Powtérng iden-

Tabela |
Kliniczna analiza chorych.
Clinical analysis of palients.
asIgE [U/mi] dla: sPT* skuteczna
] A 2. . .
Lp. . wywiad - Catkowite 1. . 3. dieta lzolacja od pytu
P. | plec | wiek rodzinny fozpoznanie: IgE [U/ml] glutenu maki . | Alfa-amylazy traw bezglutenowa maki
pszennej
1| M| s + pokrzywka, obrzeki 586 2215052 | 120054 <0,35 +
2| K| 24 niezyt nosa 186 1,84 135 <0,35 +
31 M| 2 niezyt nosa 410 21 2 <0,35 +
‘M| s N pokrzywka, 0brzeki 2 343 038 <035 .
anafilaksja
5 M astma,
38 hiezyt nosa 422 14 0,04 <0,35 +
8| M| 52 + astma, 4716>1629 167 | 1005735 <0,35 + +
niezyt nosa
T | M| 58 astma, ST1>37 | 123>104 | 19.7>9,04 <035 +
niezyt nosa
B M| 50 R pokrzywka, 29 11 <035 .
wysitek+
9 (K| 35 astma, 31 9,67 3.2 <035 .
I niezyt nosa
l M| 4 + AZS, astma, niezyt nosa 1318 2,84 15 <0,35 +
flm]| 3 asima, niezyt nosa, 142 433 | 951706 | <03 . .
| owady
2| M| 3 astma, 154 523 | 364>92 <035 + +
| niezyt nosa
astma,
Bl K| 48 niezyt nosa 256 103 29 <035 + +
wyprysk powietrznopo-
chodny

‘SPT- dodalnie testy skome na trawy: +
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tyfikacje zageszczonych biatek wykonywano
metodg A-PAGE. Liofilizacje roztworéw
oczyszczonych bialek przeprowadzano przy
uzyciu liofilizatora FreeZone 2.5 Liter firmy
Labconco.

Technikg testow punktowych skérnych
wykonano serie badan ustalajacych reak-
tywnosc skory badanych na rézne stezenia
ekstraktu, sposoéb filtrowania na saczkach
(Millipore) oraz rodzaj roztworu, w ktoérym
rozpuszczono przygotowane liofilizaty (zbu-
forowany roztwor NaCl [PBS] oraz 0,15M
kwas mlekowy. Ich wyniki przedstawia
tabela Il.

Ustalono, ze wyniki reakcji immunolo-
gicznej pozwalajace obiektywnie réznicowac
wiasciwosci immunoreaktywne gliadyn sg
najlepiej widoczne przy stezeniu biatka w
roztworze 1000 pg/ml, w prébach przygoto-
wanych bez filtrowania i rozpuszczonych w
PBS. Wykonano seri¢ testow optymalizacyj-
nych, ktérych wyniki pozwolity ustali¢ opty-
malne warunki ekstrakcji i przygotowania
proby biatka do testéw skérnych. W bada-
niach testowano wptyw steZenia ekstraktu,
sposob filtrowania na saczkach (Millipore)
oraz rodzaj roztworu, w ktéorym rozpusz-
czono przygotowane liofilizaty (zbuforowa-
ny roztwor NaCl [PBS] oraz 0,15M kwas
mlekowy). W badaniach optymalizacyjnych
uczestniczyt pacjent wykazujacy szerokie
spektrum reakcji immunologicznej na réz-
ne alergeny. Ustalono, ze wyniki reakgciji
immunologicznej pozwalajace obiektywnie
réznicowac wlasciwosci immunoreaktywne
gliadyn sg najlepiej widoczne przy stezeniu
biatka w roztworze 1000 pg/ml, w probach
przygotowanych bez filtrowania i rozpusz-
czonych w PBS (Tab. II).

Zgromadzone surowice wykorzystano
w badaniach wiasciwosci alergizujacych
gliadyn oraz pozostatych grup biatek zapa-
sowych pszenicy (LMW i HMW glutenin), a
takze indywidualnych, oczyszczonych frakcji
gliadyn wyizolowanych z kompleksu biatko-
wego metodg elektroforezy preparatywne;.

Wyniki

Kliniczna analiza badanych chorych z
podwyzszonym poziome sIgE dla glutenu
wylonita dwie grupy oséb. Dziewie¢ oséb
stanowili chorzy z niezytem nosa oraz
astma, ktérym (w jednym przypadku) towa-
rzyszyly objawy wyprysku powietrzno-po-
chodnego pojawiajace si¢ (lub nie) podczas
zawodowego kontaktu z maka, ustepujace
po izolacji od kontaktu z pylem macznym
co powodowato bezposrednie ztagodzenie
objawéw i stopniowe ich ustepowanie do
2-3 miesigcy. W trzech przypadkach bada-
nie kontrolne po izolacji od pylu macznego
wykazato obnizanie sie poziomu sIgE dla
maki pszennej i glutenu w surowicy wraz
Z remisjg objawoéw choroby(Tab. |) w na-
stepstwie izolacji od pytu maki. Remisje
objawoéw obserwowano pomimo statego
stosowania przez chorych diety bez ogra-
niczenia glutenu.

Drugg grupe pacjentéw wytonionych w
trakcie badan stanowito czterech chorych z
rozpoznaniem ciezkich postaci przewlekiej
pokrzywki z obrzekiem naczynioruchowym
(2 przypadki) oraz atopowego zapalenia
skory (2 przypadki), w ktorych sam wywiad
nie wykazywat jednoznacznie alergii na glu-
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Tabela ll

Wyniki testowania skornego (SPT") z wyciagami S frakcji bialek gliadynowych 2 gatunkéw pszenicy ( fom,

dzika - Triticum oraz forma uprawna -Finezja).

The results of skin tests (SPT) wilh extraclions of 5 gliadin protein fractions of 2 species of wheat (wild sort Trfigyn

and cultivated form - Finezja).

Kontrola Podfrakcje biatek glutenowych

Lp. Ple¢ | Wiek

neg poz alfa ] beta | gamma | omegab l omega 1.2

Grupa badanych :
1 M 52 0 5/20 4115 0 0 4/10 s
2 M 28 0 4115 3/20 0 0 5135 35
3 M 58 0 6/20 0 0 0 3/5 35
4 M 38 0 4/6 0 0 0 3/20 515
5 M 52 0 5/20 5/20 0 0 310 3120
6 M 58 0 5/15 5/20 0 0 INns 35
7 K 35 0 310 310 0 0 24 0
8 K 48 0 5/20 0 0 0 23 24
Kontrola

1 K 28 0 5/30 0 0 0 0 0
2 K 35 0 5/30 0 0 0 0 0
3 M 58 0 5/15 0 0 0 0 0
4 M 55 0 4110 0 0 0 0 0

*SPT- skomy test punktowy ( srednica babla/rumienia w mm), kontrola neg-kontrola negatywna, konlrola poz-kontrola

pozytywna(histamina).

ten, jednak dieta bezglutenowa miata wptyw
na zmniejszenie objawéw chorobowych.

Badania polimorfizmu biatek gliady-
nowych technikg elektroforezy A-PAGE
siedemnastu genotypow pszenicy wykazaty
silne zr6znicowanie skiadu frakc;ji elektrofo-
retycznych we wszystkich pigciu grupach a,
B,Y, w-5iw-1,2 co - zgodnie z postawiong
hipotezg — pozwalalo oczekiwac istotnego
zréznicowania wlasciwosci immunoreaktyw-
nych wybranych odmian, rodéw oraz dzikich
gatunkow pszenicy.

Ocena nasilenia reakcji wigzania prze-
ciwciat IgE (asIgE dla glutenu) obecnych
w surowicach badanych chorych przez
kompleks biatek gliadynowych poszczegdl-
nych genotypow pszenicy ocenianej testem
ELISA wykazata znacznie nizszg immunore-
aktywnos¢ gatunkéw dzikich w poréwnaniu
z odmianami uprawnymi pszenicy (Tab. I).
Najnizszg intensywnos$¢ wigzania IgE
stwierdzono w przypadku dzikiej, diploidal-
nej pszenicy Triticum monococcum — byta
ona o okoto 30% nizsza w porownaniu z
najbardziej immunoreaktywnym komplek-
sem gliadyn rodu Lad 480.

Identyfikacjg najsilniej alergizujacych
frakcji w obrebie kompleksu gliadyn pszeni-
cy uzyskanych przez rozdziat preparatywny
najbardziej immunoreaktywnych biatek
pszenicy (rodu Lad 480) uzyskano tacznie
15 frakcji reprezentujacych wszystkie klasy
biatek gliadynowych (Ryc. 2). Ich immunore-
aktywno$¢ badano testem ELISA z wykorzy-
staniem mieszaniny surowic czterech cho-
rych. Najwyzsze wartosci gestosci optycznej
(OD) stwierdzono dla frakcji w-gliadyn.
Immunoreaktywnos¢ frakcji w-5 byla wyzsza
od w-1,2. Poréwnujgc natomiast frakcje w
obu grupach w z biatkami w klasach a, B iy
gliadyn stwierdzono przecietnie dwukrotnie
wyzsze wartosci OD frakcji w.

Immunodetekcja biatek pszenicy me-
toda immunoblotingu po elektroforezie

SDS-PAGE przy uzyciu surowic dwoch pa-
cjentow, u ktdrych stwierdzono rozne objawy
chorobowe alergii na gluten, wykazata zréz-
nicowang efektywnos¢ wigzania slgE przez
rozne frakcje biatkowe, przy czym w grupie
biatek o najwigkszej immunoreaktywnosci
znalazly sie: gliadyna o MW=45 kDa oraz
podjednostka LMW gluteniny o identycznej
masie czgsteczkowej. Nie stwierdzono na-
tomiast wigzania sIgE wybranych chorych
przez zadng sposrad kilkunastu wyizolowa-
nych frakcji bialek nieglutenowych.
Wiasciwosci immunoreaktywne kom-
pleksu bialkowego a, B i y gliadyn z lini
doswiadczalnej pszenicy, z ktorej usunigto
na drodze genetycznej wszystkie frakcje Z
grupy w-gliadyn (3xN) analizowana testem
ELISA z wykorzystaniem indywidualnych
surowic dziewieciu osob chorych. Uzy-
skane wyniki wykazaty okoto 30% spadek
zdolnosci wigzania sIgE na gluten linii _3xN
w poréwnaniu z linig kontrolng zawierajaca
kompletny zestaw bialek gliadynowych 3){0
[26,30]. Wyniki badan in vitro potwierdzity
badania wykonane technikg punktowych
testow skornych z udzialem 6 osob ChO'
rych i dwoch zdrowych (Tab. lll). Srednice
rumienia i babla w czterech na szesc 1o
patrywanych przypadkach byly zdecydo-
wanie wieksze, gdy jako alergenu uzywano
ekstraktow gliadyn kontrolnej linii pszer}lc_)’
3xN w poréwnaniu z ,,hipoalergicznq" {inig
pozbawiong w-gliadyn — 3xN.

Dyskusja

Od czasu opisania asIgE dla glutenu¥
roku 1978 [28] zawodowa alergia IgE-ZaleZ
na na biatka glutenowe praktycznie nie jest
rozpoznawana. By¢ moze jest to zwiazané
z brakiem dolegliwosci z przewodu pokar-
mowego u chorych pomimo stosowant
przez nich normalnej diety bez ogramC?en
glutenu. Alergia zawodowa IgE zaleznd
pracownikéw pozostajacych w kontakcie Z

K. Obtulowicz i wSP



Tabela lll . . .
Wyniki punktowych testow skornych z gliadyna linii

3xC oraz 3xN.

The resulls of skin prick tests with gliadin of 3x C and 3x N lines.

| xC N
. . X X
Badany Kontrola ujemna Kontrola dodatnia bez omega gliadyn
pacjent _ L L L
babel rumien babel rumien babel rumien babel rumien
1 0 0 3x3 4x5 2x2 0 3x3 0
2 0 0 4x4 5x5 5x5 7x8 3 4x4
3 0 0 4x5 6x7 3 3 0 0
4 0 0 5x6 6x8 7x4 10x13 3 5x5
5 0 0 4x6 8x9 1x1 2x2 1x1 0
6 0 0 K4 12x15 5x4 12x10 3 4x5
Kontrola 1 0 0 5x5 10x15 0 0 0 0
Kontrola 2 0 0 4x4 10x7 0 0 0 0
700
600
g
2400 - -
. E
| c
g %o B R
"8 200
100
4 7 9 12 14 16 20 21 24 25 29 35 4050 51-60 61-75

ﬁyciné 2

frakcje gliadyn

Immunoreaktywnos¢ frakii bialek gliadynowych rodu Lad 480 na podstawie testu
ELISA z wykorzystaniem mieszaniny surowic 3 pacjentow.

Oznaczenia frakcji gliadyn (zgodnie z rycing 1):
alfa-frakcjenr 4i 7

beta - frakcje nr 9, 12, 14, 16 i 20

gamma - frakcje nr 21 i 24

omega 5 - frakcje nr 25, 29, 35 i 40-50

omega 1.2 - frakcje nr 51-60 i 61-75.

Immunoreactivity evaluation of purified gliadin proteins from winter wheat genotype Lad 480 by ELISA. Pooled sera

of three patients were used for immunodetection.
Descriplion of gliadin fractions (according to figure 1):
alla - fractions 4 and 7

beta - fractions 9, 12, 14, 16 and 20

gamma - fractions 21 and 24

omega § - fractions 25, 29, 35 and 40-50

omega 1.2 - fractions 51-60 and 61-75

Pylem macznym (piekarzy, cukiernikow czy
miynarzy). Z reguly jest utozsamiana z aler-
913 na biatka nieglutenowe (alfa amylaze).
Tymt?.zasem nie rozpoznanie IgE zaleznej
alergii Zawodowej na gluten prowadzié moze
do naturalnego rozwoju choroby, a jej kon-
Se!(wepcja moze by¢ pojawienie sig ostrych
OI?Jawow alergii systemowej podczas ko-
lejnych ekspozycji (WDEIA) o charakterze
odczynu anafilaktycznego [15-23].

. Wainym, dostrzezonym przez nas
Zawiskiem i trudnym do jednoznaczne;j
nlerpretacii jest fakt remisji objawow z drég
oddechowych i skoéry u chorych po izolacji
od pyty macznego pomimo stosowania
Przez nich diety bez ograniczen glutenu jak
'dOSlrzeionego Zjawiska spadku poziomu
3SIgE dla glutenu i maki wraz z izolacja od
ekspozycii zawodowej pylu macznego bez
"ZYykll_chania pokarméw z maki pszennej.
“)aVY!sko to wymaga dalszych badan i obser-
Z_ECJ{ Na wigkszej grupie chorych. Podobne
kJEIW|sko tolerancji pokarmowej biatka jaja

Urzego obserwowano u chorych z pokrzyw-
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k3 kontaktowg na ta substancje [30]. Wydaje
sie, ze moze sie ono wigzac¢ z odmienng
drogq prezentacji substanc;ji uczulajacej. W
przypadku ekspozycji zawodowej prezenta-
cja alergenow biatek glutenowych pszenicy
miata miejsce przez blony $luzowe drog
oddechowych i skore podczas gdy wnikanie
tych alergenéw do ustroju przez przewdd
pokarmowy byto tolerowane.

W przypadku pozostalych 4 chorych
objetych badaniem z IgE-zalezng alergig
na gluten z rozpoznaniem cigzkiej postaci
przewlekiej pokrzywki z obrzekiem naczy-
nioruchowym oraz atopowego zapalenia
skory istotnie pomocnym w leczeniu byto
wprowadzenie diety bezglutenowej. Nalezy
takze zauwazyc iz w tych przypadkach obec-
na byta u chorych alergia IgE-zalezna na
pylek traw, a reakcje krzyzowe z alergenami
pokarmowymi w tym przypadku mogty mie¢
wplyw na rozwdj objawéw chorobowych o
uporczywym przebiegu.

We wszystkich badanych przypadkach
z IgE zalezng alergig na biatka glutenowe

nie wykazano wzrostu poziomu asigE
dla alfa amylazy. Wskazuje to, ze alergii
IgE-zaleznej na gluten u badanych cho-
rych nie towarzyszyta alergia IgE-zalezna
na alfa amylaze. Wyniki te potwierdzaty
badania oparte na immunoblotingu, ktére
wykazaty brak immunodetekgji biatek nie-
glutenowych pszenicy (do ktérych nalezy
réwniez alfa amylaza) przez surowice oséb
uczestniczacych w badaniu. Wskazuje to,
ze IgE-zalezna alergia na biatka glutenowe
i nieglutenowe pszenicy w niektérych przy-
padkach moze przebiegac oddzielnie.

Gliadyny i gluteniny majq istotne zna-
czenie w Zywieniu cztowieka na catym $wie-
cie. Obie grupy biatek s3 silnie polimorficzne
zaleznie od zrédla ich pochodzenia. Rozne
ich podfrakcje zawarte w pozywieniu czy
tez w aerosolu powietrznym moggq indu-
kowac u cztowieka rézne postacie alergii
IgE zaleznej, w tym najbardziej groznej
anafilaksji zwigzanej z biatkami gliadyno-
wymi, a zwlaszcza frakcjg omega 5 gliadyny
[31,32).

Badania medyczne i biochemiczne opi-
sane przez réznych autorow wykazaly, ze
wsrod alergii zaleznych od biatek gluteno-
wych najbardziej niebezpieczne dla zdrowia
i zycia czlowieka sq reakcje anafilaktyczne
typu WDEIA wywotywane przez gliadyny
w-5[16,17, 19,29,31]. Z innych choréb, w
ktérych alergenami sg inne niz w-5 frakcje
biatek glutenowych, czesto wymienia sie
pokrzywki, astme, atopowe zapalenie sko-
ry, zapascie, czy obrzek naczynioruchowy
[24]. Przedstawione w niniejszej pracy
wyniki badan reaktywnosci roznych frakcji
gliadyn pszenicy z surowicg badanych oséb
potwierdzajq silng immunoreaktywnos¢
/ alergogennos$¢ zwtaszcza gliadyn w-5
[19,29,31,32]). Wskazujq tez na znaczny
polimorfizm pszenic jak i na rézng reaktyw-
nosc¢ chorych.

Gliadyny i gluteniny — podstawowe
sktadniki chemiczne glutenu — stanowia
wysoce polimorficzng grupe biatek zapaso-
wych pszenicy. Dla 0s6b uczulonych na glu-
ten s3 one jednak alergenami wywolujacymi
rézne formy alergii pokarmowych i alergii
indukowanej przez aerosol zawierajacy
alergeny glutenu. Uzyskane wyniki pozwa-
lajq twierdzi¢, iz badani chorzy wykazywali
indywidualny/ zré6znicowany charakter
wigzania swoistej IgE dla glutenu w stosun-
ku do réznych frakcji biatkowych glutenu
(w-gliadyn, alfa gliadyn, a takze glutenin
matoczasteczkowych).

Wyniki badan i opracowanych metod
u chorych z IgE zalezng alergig na gluten
potwierdzajq, Ze istnieje mozliwosc¢ identy-
fikacji poszczegélnych podfrakcji uczulaja-
cych biatek glutenowych pszenicy i indywi-
dualnego doboru produktow spozywczych
zaleznie od ich uczulenia na poszczegoéine
biatka glutenowe. Istnieje tez mozliwosc¢
pozyskiwania odmian pszenicy pozbawio-
nych np. najczesciej uczulajacych frakcji np.
frakcji w-5, bez koniecznosci wprowadzania
do leczenia chorego diety pozbawionej
wszystkich biatek glutenowych. Zarysowuje
sie zatem mozliwos$¢ indywidualnego doboru
nie uczulajacej formy pszenicy dla potrzeb
2ywienia chorych, u ktorych dieta ma istotne
znaczenie w leczeniu. Wybér odpowiedniej
odmiany pszenicy bytby uzalezniony od wy-
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nikéw badan diagnostycznych obejmujacych
analize wlasciwosci immunoreaktywnych
poszczegodinych grup oraz frakgji biatkowych
specyficznych dla okreslonego genotypu
pszenicy w reakcji z surowicg chorego.

Wydaje sie, iz w chwili obecnej naj-
bardziej optymalnym genotypem pszenicy
przydatnym w Zzywieniu oséb z alergig na
gluten mogtaby by¢ linia 3xN wytworzona
w trakcie realizacji opisanych badan, a
pozbawiona wszystkich frakcji biatkowych
z grupy w-gliadyn.

Wyniki badan wskazuja, ze u chorych,
u ktérych wywiad wskazuje, iz kontakt z
pytem maki prowokuje objawy chorobowe
dréog oddechowych lub objawy skérne
winni by¢ badani w kierunku alergii IgE
zaleznej na biatka glutenowe i niegluteno-
we maki. Potwierdzenie alergii na te biatka
u chorych wymaga niezwlocznej izolacji
od ekspozycji pylu maki pszennej bez
koniecznosci zalecen dietetycznych ogra-
niczajgcych glutenowe biatka pozywieniu.
Natomiast diagnostyka alergologiczna w
przypadku chorych z przewlektymi, opor-
nymi w leczeniu pokrzywkami oraz AZS
winna obja¢ badanie w kierunku alergii IgE
zaleznej na gluten, a jesli to mozliwe na
wybrane, silnie alergizujace frakcje biatek
glutenowych (m.in. omega 5). W przypadku
potwierdzenia tej alergii winna by¢ wprowa-
dzona dieta bezglutenowa lub dieta z wylg-
czeniem uczulajacych biatek glutenowych
przez okres kilku miesiecy. Réwnoczesnie u
tych chorych nalezy aktualizowac rozpozna-
nie odnosnie indukc;ji u nich alergii na inne
alergeny krzyzowo reagujace z alergenami
glutenu np. aeroalergeny i alergeny pokar-
moéw, ktére takze winny byc wytaczone z
diety lub kontaktu z chorym.

Uzyskane wyniki dowodzg silnego
zréznicowania aktywnosci immunologicznej
w obrebie kompleksu biatek glutenowych
(gliadyn i glutenin). Efektywno$¢ tworzenia
komplekséw IgE-gliadyna/lgE-glutenina
[31,33-36] jest w znacznym stopniu uzalez-
niona od wlasciwosci chemicznych frakciji
biatkowych, a takze od indywidualnych cech
organizmu chorego. Stwierdzona specyfika
wigzania przeciwciat IgE z biatkami gluteno-
wymi moze stanowiC podstawe do badan
nad identyfikacjg alergenow uczulajgcych
danego chorego jak i zmiang sposobu jego
Zywienia poprzez wykorzystanie w produkc;ji
$rodkow spozywczych genotypow pszenicy
pozbawionych silnie alergizujacych frakgji
biatek zapasowych.

Jak wynika z badan nie caty kompleks
biatek glutenowych lecz tylko niektore jego
sktadniki biatkowe moga byé czynnikami
chorobotworczymi u poszczegélnych cho-
rych w alergiach zwigzanych z nietolerancjg
biatek pszenicy. Indywidualna identyfikacja
frakcji uczulajacych chorego moze byé
pomocna w diagnostyce i leczeniu alergii
[36-39]. Charakterystyczne elementy budo-
wy chemicznej majg wptyw na wlasciwosci
alergizujace gliadyn i glutenin. Polimorfizm
tych biatek moze mie¢ wplyw na zroznico-
wanie whasciwosci alergizujacych co daje
podstawy do opracowania modelu pszenicy,
ktorej biatka zapasowe bytyby tolerowane
przez osoby uczulone na gluten.

Wyizolowane i oczyszczone, alergizuja-
ce frakcje biatkowe moga by¢ wykorzystane
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do produkgiji testow diagnostycznych, moga
by¢ takze wykorzystane do wytwarzania
hipoalergicznych genotypow pszenicy,
selektywnie pozbawionych silnie alergizu-
jacych biatek i tym samym mogtyby by by¢
uzyteczne w Zywieniu 0s6b z nietolerancjg
glutenu w pokarmach.

Podsumowujgc z przeprowadzonych
badan wynika, iz genetycznie uwarunkowa-
ny polimorfizm biatek glutenowych, przede
wszystkim gliadyn i LMW glutenin, moze by¢
powigzany ze zmiennosciq ich wlasciwosci
immunoreaktywnych okreslonych na pod-
stawie reakcji z surowica oséb wykazuja-
cych objawy alergii na gluten. Zréznicowanie
profilu alergogennosci u réznych pacjentow
w zaleznosci od sktadu frakgji i podjednostek
biatek glutenowych pozwala przypuszczac,
iz badania immunologiczne kolekcji psze-
nic obejmujacych rézne gatunki, odmiany
oraz linie doswiadczalne poszerzonych
o materialy doswiadczalne pozbawione
silnie alergizujgcych frakcji biatkowych
pozwolg w przysztosci na indywidualny,
ukierunkowany dobér genotypu pszenicy
dla potrzeb zywienia okreslonego pacjenta
wykazujacego nietolerancje w przypadku
odmian komercyjnych.

Whioski

1. Alergia IgE-zalezna na gluten

- objawia si¢ niezytem nosa, astma
oraz wypryskiem powietrznopochodnym,
indukowanymi ekspozycja pytu maki (zwykle
zawodowa) z remisjq objawéw chorobowych
po izolaciji od tej ekspozycji bez koniecznosci
stosowania diety z ograniczaniem glutenu.

- moze by¢ jednym z czynnikéw przy-
czynowych w przewlekiej pokrzywce i AZS,
w ktérych wprowadzenie diety bezglute-
nowej pozwala na uzyskanie ztagodzenia
przebiegu choroby.

2. Alergii IgE-zaleznej na gluten nie
towarzyszy IgE-zalezna alergia na alfa
amylaze.

3. Rzadkie wystepowanie dolegliwosci
przewodu pokarmowego u chorych z IgE-
zalezng alergiq na gluten jest przyczyng
trudnosci w rozpoznawaniu tej postaci
alergii.

4. Frakcje w-5 biatek gliadynowych jak
rowniez a-gliadyny o MW=43 kDa i podjed-
nostka LMW glutenin o masie 45 kDa wydajq
si¢ mie¢ najistotniejsze znaczenie w rozwoju
IgE zaleznej alergii na gluten.
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