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Hodnoceni alergenicity ruznych odrud jablek z hlediska pritomnosti alergenu Mal d1

Kminkova' M., Proskova' A., Honzova 2 S., Setinova 2 I., Paprstein3 F.
"Vyzkumny ustav potravinarsky Praha, v.v.i.

2lmumed s.r.o.

3Vyzkumny a slechtitelsky ustav ovocnarsky Holovousy s.r.o.

V oblasti centralni Evropy je péstovani ruznych odrud jablek velmi rozSifené. Na druhé strané pfitomnost nékolika alergenu v jableéné dfeni a slupce pfinasi nékterym konzumentiim alergické potize. Zvlasté se v této oblasti uplatriuje alergen Mal d1, ktery zpusobuje otoky rtu a
ustni dutiny. V sou€asné dobé je velmi zadanou odridou Golden delicius s nalezenym vysokym obsahem tohoto alergenu. Vzorky S$tav rlznych odrid jablek v sou¢asné dobé komeréné vyznamnych i starSich tradi¢nich ¢eskych odrud byly podrobeny elektroforese SDS-PAGE a
nasledné obarveny redukovanym stfibrem. Prouzky bilkovin v misté alergenu Ma d1 (mol. vaha 18 kDa) byly vzajemné porovnany a testy byly opakovany v priubéhu roku s plody €erstvymi a skladovanymi na vzduchu pfi 2°C. U jablek z nové sklizné 2009 byl proveden i
imunochemicky test Western blot se séry pacientu, projevujicich alergii na jablko a byla sledovana intenzita imunologické odpovédi sér na rizné odrudy.

Celkem bylo testovano 15 odrud jablek ze sklizn& 2008, a to Eerstvych, a poté skladovanych 5 a 7 mésict pfi teploté 2°C. Ze sklizné 2009 byla zatim testovana pouze &erstva jablka, a to 17 odrad, vypé&stovanych vZzdy v sadech VSUO Holovousy s.r.o. Jablka byla kratce

uchovana ve skladovacich boxech, a poté zpracovana na odstavnovaci.

Material a metody

Material
Pouzité chemikalie a imunochemikalie byly od firmy SIGMA- Aldrich, standard alergenu Mal d1 od firmy Biomay

AG. Bilkoviny byly stanovovany metodou dle Bradforda. Mnozstvi Mal d1 bylo graficky zjiSténo pomoci softwaru
Elfoman 2.5

Pristroje

Odstavnova¢ Champion 2000+ (USA, California).

Vertikalni elektroforéza -zarizeni Mini V 8.10 firmy Biometra.

TrepaCka na gely Biometra, stolni chlazena odstredivka pro pripravu vzorku Hettich 32R, spektrofotometr UV-Vis
PU 8700 Philips, mrazici box na - 30°C a chladni€ka Elektrolux pro chlazeni pribéhu elektroforesy

Elektroforesa

SDS-Page elektroforesa probihala na 12,5% rozdélovacim gelu, 5% zaostfovacim gelu o sile 1,5 mm po dobu
110-120 min pfi konstantnim napéti 150V za chlazeni, v pufru Tris-glycin pH 8,3. Touto elektroforesou jsme mezi
jednotlivymi odrddami identifikovali alergen Mal d1 jednak dle standardu alergenu a jednak dle polohy standardu
molekulovych vah. Na elektroforeticky gel do jamek jsme nanesli stejny objem stavy jednotlivych odrid, abychom
mohli porovnat intenzitu zabarveni sledované bilkoviny (Mal d1) tak, jak byla obsazena v jablku. Postup vyvolani
byl proveden dusiChanem stribornym, bilkoviny byly v gelu imobilizované glutaraldehydem a obarvené
vyredukovanym stribrem.

Western blot

Blotovali jsme elektroforesou rozdélené bilkoviny na celulosovou membranku o velikosti port 0,2 pm .

Sklizen 2008

Postup

Jablka po umyti v chladné vodé byla zbavena jadfincu, rozkrajena i se slupkou na mensi ¢asti a ihnned ponofena do 3% kyseliny askorbové na 10 min. Byla
ponechana na sitku okapat a poté vylisovana na odstavnovaci. Ziskana stava byla prefiltrovana pfes mulovou tkaninu, zvazena, rozplnéna do sacku po 30
az 50 g a ihned zamrazena na minus 30°C a uschovana do dalSiho zpracovani.

Vzorky pro vlastni elektroforézu byly pfipraveny nasledujicim zpusobem. Ze zmrazeného vzorku stavy bylo odebrano odpovidajici mnozstvi a po opatrném
pomalém rozmrazeni byl pridan pufr 10 mM fosfore¢nan draselny, pH 7,0 s pfidavkem 10 mM DIECA (diethyldithiocarbamat, sodna sul), 2mM EDTA-sodna
sul, 2% susp. PVPP (polyvinyl polypyrrolidon) v poméru 2:1 (extrakt:pufr) pro ochranu alergenu. Objem vSech vzorku byl vzdy 2 ml. Poté bylo upraveno pH
z3,2-3,6na9%4 - 9,6 (20% NaOH). Po dukladném promichani byl vzorek odstfedén pfi 18 000 ot./min, 8°C, 15 min. Ve vzorku byly stanoveny bilkoviny.
Elektroforesa byla provadéna v redukujicich podminkach, byly pridany 2% SDS, 10% sacharosy, 5% mercaptoethanolu a barevny marker - bromfenolova
modr. Cely objem byl zahfivan ve vodni lazni pfi 100°C po dobu 5 min a po vychlazeni zmrazen (Laemmli 1970).

Blot

Po elektroforese se gel ponofil na 20 min do vychlazeného transfer pufru pH 8,3. Poté se navrstvily podlozky, podlozni papir, gel a membranka atd. podle
navodu vyrobce a umistily se do komory blotovaciho zarizeni.

Podminky blotovani byly nasledovné - pufr glycin-methanol, pH 8,3, konstantni proud 450 mA, chlazeni vodou v prutoku max. 1litr/hod, doba transferu 3
hod. Po blottingu a vyjmuti z pristroje se membranka pred dalsim postupem dobre osusila na vzduchu.

Imunoreakce Western blot

K identifikaci alergenu Mal d1 ve s§tavé jablka jsme testovali 10 sér pacientd z e zdravotnického zafizeni Imumed. Smési nejlépe reagujicich sér jsme
vyvolali pretisknuté imunoreaktivni bilkoviny na membrance. Jako primarni protilatka bylo anti-hnuman IgE in goat , sekundarni protilatka anti goat IgG- biotin
in rabbit a konjugat streptavidin-peroxidasa. Barvili jsme TMB se substratem H,O,. Prouzky na vybarvené membrance jsme se ihned scannovali pro

nestalost barvy.

Sklizen 2009
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jablek ze sklizne 2009
Vysledky
Podle intenzity prouzku bilkoviny na elektroforese (obr.¢. 1-4) v misté Mal d1 jsme vyhodnotili nejvétSi a nejmensi obsah alergenu. Jedny z nejlepSich (nejnizSich) hodnot mély odrudy ZAaver
Angold a’Topazvve vse(v:h’ oodberech.v U _kratceo skladovanyc?h plc?d_u (2 rpeg_lvce) dale slabe reagovaly qdrudy Chodske,vv fials’.lm odbéru (5 mésicu) Boskoopskvev,’Topaz, Rubin a Po tfech analyzach vzorki jabledné &tavy elektroforesou b&hem
v poslednim odbéru (7mésicu), kde nékolik odrud nebylo k dispozici, protoze jiz nebyly v konzumni zralosti, to byly Topaz oSetfeny, Meteor a Jonagold. Naopak nejvysSi hodnotu kromé skladovani ze sklizné 2008 a jedné ze sklizné 2009 se objevuji ve
?(t))lcjezn delicius mély odrudy Rubinstep, Idared a Gloster (tab. €.1). Na blotu po imunoreakci (obr.C.4, blot) bylo nejméné Mal d1 v odrudé Boskoopské, nejvice v odrudé Hetlina (obr.C. 5 a vyhodnoceni s nejmendim obsahem Mal d1 odridy Angold, Topaz,
ab.c.2). Boskoopské, Jonagold a v poCatku skladovani i Chodské a Gala, ke
konci skladovani (odrudy nebyly uz v konzumni zralosti)) i Meteor.
y s y v, , y NejsilngjSi prouzky jsme nalezli u odrid Rubinstep, Gloster, Resista
Tab. ¢. 1 Mal d1 stavy jablek v gelu po elektroforese Tab.C. 2 Mal d1 Stavy jablek na membrance po blotu (obr. €. 5) | v pocatcich skladovani, s dasem se postupné pridaly dalsi odridy (viz
doba odriidy s malym obsahem odridy s velkym obsahem obdobi odberu odridy s malym obsahem odridy s velkym obsahem tab. ¢.1) ze sklizné 2008. Hetlina, Resista a Panenské ceské byly
skladovani Mal d1 Mal d1 Mal d1 Mal d1 nejsilnéjsi ve vzorcich ze sklizné 2009.
2 mesice : - : 20.10.09 Imunoaktivni alergen Mal d1, identifikovany metodou Western blot
Chodské, Angold, Gala,Topaz Rubinstep, Gloster, Resista S : i i 4 & 3 . . ’ .. ) , o "
g P P . nova sklizef Boskoopske, Jonagold, Topaz | Hetlina, Resista a Panenske Ceske u-odrad ze sklizn 2009 byl nulovy a velmi maly u odriidy Boskoopské
5 mesicu Angold, Boskoopské, Topaz Idared, Gala, Golden del., Resista a velmi mavly u,dalél’ch_ ocvjrfjd Jonagold a Topaz. Hetlina, Resista a
__ : Panenské Ceskeé negativne vynikaly vysokym obsahem alergenu. Je
7 mesicu Angold, Jonagold, Meteor, Gloster, Chodske, Idared, zajimavé, Ze Golden delicius, o kterém se traduje, Ze ma nejvice
- Topaz osetreny alergenu Mal d1, nebyl v tomto smyslu na prednim misté.
1 mesic Boskoopske, Angold, Hetlina, Resista, Panenské Ceskeé
nova sklizen Jonagold, Topaz ’ ’

Tato prace byly uskuteCnena s podporou grantu NAZV QH 92220
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