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Sazetak

Alergijske reakcije na biljne namirnice obuhvacaju citav spektar klinickih
manifestacija - od vrlo blagh, lokaliziranih na shliznicu usne Supljiine, do onih
najtezih, ukljucujuéi po zvot opasan anafilakticki Sok. Razlog tome je prisutnost
po nekolko alergena, razliCith strukturnth 1 funkcionalnih karakteristka, u
svakoj namirnici. S druge strane, slicnost pojedinih alergena u razliitim
namirnicama, kao i prisutnost njinovin homologa u drugim izvorima (peludi,
otrovi insekata) daju Swroke moguénosti kriznih reakcija pri alergijskoj
senzibilizaciji.

Jabuka zauzima vazno myjesto u ludskoj prehrani Medutim, ona je
yjedno i voce koje najCesCe izaziva alergijske reakcije. Alergeni jabuke dobro su
upoznati i adekvatno karakterizirani, a njihovi se homolozi mogu na¢i i u drugim
namirnicama. Stoga jabuka predstavlja dobar model preosjetljivosti na hranu
biljnog podrijetla.

Cilj je ovog rada na modelu jabuke prikazati mehanizme alergijske
senzibilizacije, oblike klinicke pojavnosti, utjecaj varijabilnosti alergenskog
sastava te dijagnosticke 1 terapijske probleme vezane uz alergju na biljne

namirnice.
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NUTRITIVNE ALERGIJE

Tradicionalno se smatralo da nutritivne alergije izazivaju samo alergeni
rezistentni na toplinu 1 probavne enzime, koji mogu nepromienjeni uéi u
organizam preko probavnog sustava te tako dowvesti do alergijske senzibilizacije.
Simptome izaziva svaki sljede¢i kontakt s istim alergenom. Ovakvi alergeni
nazivaju se kompletnim nutritivnim alergenima, a nutritivna alergija kod koje isti
alergen dovodi do senzibilizacije organizma i do pojave simptoma naziva se
nutritivna alergija tipa I (1, 2, 3).

U novije vrijeme primjeéeno je da nutritivne alergje mogu izazvati i
termolabini alergeni te alergeni osjetiivi na probavne enzime. Medutim,
simptomi se mogu javiti samo ako ingestirana hrana nije prethodno termicki
obradena, a ograni¢eni su uglavnom na sluznicu usne Supljine jer u kontaktu s
probavnim enzimima gube svoju alergogenost. Ovi alergeni nemaju sposobnost
senzibilizacije organizma ve¢ samo mogu izazvati simptome u prethodno
senzibiliziranom organizmu. Zbog toga se nazivaju inkompletnim nutritivnim
alergenima. Senzibilizacija nastaje na neki strukturno slican, odnosno, krizno
reaktivan alergen inhalacijskim ili kontaktnim putem. Nutritivna alergija kod
koje jedan alergen dovodi do senzibilizacije organizma a drugi do pojave
simptoma, naziva se nutritivna alergija tipa Il (1, 2, 3).

PatofizioloSki mehanizam opisanog zbivanja ¢mni krizna reaktivnost IgE
protutijela, odnosno moguénost vezanja jednog protutijela s dva ili viSe alergena
(4, 5). Sli¢nost trodimenzionalne strukture konformacijskih epitopa koje stvorena
protutijela prepoznaju na alergenima (6), predstavlja molekularnu osnovu krizne

reaktivnosti. Upravo zbog strukturne sli¢nosti proteinskih molekula, velik broj



alergena koji postoji u prirodi moze se svrstati u samo nekoliko skupina (7, 8), a

medu clanovima svake skupine postoji moguénost krizne reaktivnosti.

ALERGIJA NA JABUKU KAO PROTOTIP NUTRITIVNE ALERGIJE

Jabuka (Malus domestica) spada medu nekoliko najSire uzgajanih vrsta
voéa Sirom svijeta. Zbog jednostavnog skladiStenja i transporta dostupna je u
svako doba godine. Zbog Siroke primjene u sirovom te u razlicitim preradenim
oblicima, zauzima vazno mjesto u ljudskoj prehrani. Nazalost, jabuka je ujedno i
voce koje najéeSce izaziva alergijske reakcije (9, 10, 11).

Taksonomski spada u porodicu Rosaceae. Ovu porodicu ¢ine potporodica
Pomoideae, u koju osim jabuke spada i kruska (Pyrus communis) te potporodica
Prunoideae ¢iji su glavni predstavnici breskva (Prunus persica), marelica
(Prunus armeniaca), Sljiva (Prunus domestica) i treSnja (Prunus avium).

Alergijske reakcije na jabuku razlkuyju se u razlicitim geografskim
podrucjima. U sjevernoj i centralnoj Europi ve¢inom su vezane uz preosjetljivost
na pelud breze 1 posredovane su kriznom reaktivnos¢u IgE protutjela ¢ija je
produkcija potaknuta ovom peludi Klnicki se manifestiraju uglavnom
simptomima oralnog alergijskog sindroma (OAS) (12, 13).

U jumijim dielovima Europe, odnosno u Mediteranskom podrucju cia
vegetacija oskudijeva brezama, alergija na jabuku moze biti vezana uz
preosjetljivost na pelud trava ali se moze javljati i bez pridruzene polinoze. U
prvom sluCaju, mehanizam nastanka 1 klinicke manifestacije slicne su onima
vezanim uz preosjetljivost na pelud breze. U slucaju alergije na jabuku bez

pridruzene polinoze, senzibilizacija nastaje oralnim putem nakon ingestije same



jabuke il nekog drugog voca, najcesce breskve. Klinicki se obicno manifestira
sistemskim reakcijama kao Sto su urtkarija, angioedem, simptomi probavnog
sustava, bronhoopstrukcija, pa ¢ak i anafilakticki Sok (14).

Alergeni jabuke su Mal d 1 - glavni alergen, termolabilni protein (18
kDa); Mal d 2 - thaumatinu sli¢an protein (31 kDa); Mal d 3 - protein prenosilac
lipida (9 kDa); Mal d 4 - profilin (14 kDa) te jo$ nekoliko alergena ¢ija kliniCka
znacajnost nije potvrdena.

Mal d 1 spada u skupinu 1 peludi stabala reda Fagales, ¢iji su homolozi
prisutni u peludima stabala (breza — Bet v 1, ljeska — Cor a 1, joha — Aln g 1,
grab — Car b 1, bukva — Fag s 1 itd.), u vocu i povréu (kruska — Pyr ¢ 1, marelica
— Pru ar 1, treSnja — Pru av 1, mrkva — Dau ¢ 1, celer — Api g 1) te u
mahunarkama, kostunjicavom vocéu i sjemenkama (ljeSnjak — Cor a 1.04, soja —
Gly m 4) (7). Homologija s Bet v 1, glavnim alergenom peludi breze, odgovorna
je za pojavu krizne reaktivnosti 1 posledicno simptoma OAS-a u vecine
bolesnika sjeverne i centralne Europe (9, 15, 16, 10).

Mal d 2 spada u skupinu thaumatinu sli¢nih proteina (TLP - thaumatin-
like protein) (17, 7), prisutnih u nekim vrstama voca i povrca (treSnja — Pru av 2,
Kivi — Act ¢ 2), a medu peludima, za sada su izolirani samo iz peludi planinskog
cedra — Jun a 3 (7) te iz peludi ¢empresa — Cup a 3 (18). Slicnosti u slijedu
aminokiselina izmedu pojedinh protema ove skupine ukazuju na potencijalnu
kriznu reaktivnost, koja za sada nije dokazana (7). Unato¢ velikom broju
senzibiliziranin bolesnika (19), klinicka znacajnost ovog alergena jo§ uvijek nije
potvrdena.

Mal d 3 spada u skupinu proteina prenosilaca lipida (LTP - lipid transfer
protem), prisutnih prvenstveno u razlicitim vrstama voca 1 povréa (kruska — Pyr ¢

3, breskva — Pru p 3, marelica — Pru ar 3, Sljiva — Pru d 3, treSnja — Pru av 3,



kukuruz — Zea m 14 itd.), u mahunarkama, koStunjicavom voc¢u i sjemenkama
(liesnjak — Cor a 8, kesten — Cas s 8, orah — Jug r 3), ali i u peludima stabala
(maslina — Ole e 7) i korova (pelin — Art v 3, parijetarija — Par j 1, Par j 2, Par o
1, ambrozija — Amb a 6) te u nekim drugim izvorima (lateks — Hev b 12) (7, 20).
Homologija s LTP-ima drugh biljnh wvrsta daje Siroke moguénosti krizne
reaktivnosti (21, 22, 23, 24, 25). Odgovorna je za pojavu simptoma u bolesnika
Mediteranskog podrucja, s alergijom na jabuku bez pridruzene polinoze (26, 27).

Mal d 4 spada u skupinu profilina, ubikvitarnih proteina prisutnin u svim
eukariotskim stanicama: u peludima stabala (breza — Bet v 2, ljeska — Cor a 2,
maslina — Ole e 2 itd.), trava (livadna macica — Phl p 12, livadna vlasnjaca — Poa
p 12 itd.) i korova (pelin — Art v 4, parijetarija — Par j 3 itd.), u vo¢u i povréu
(kruska — Pyr ¢ 4, breskva — Pru p 4, tresnja — Pru av 4, mrkva — Dau c 4, celer —
Api g 4 itd.), u mahunarkama, koStunji€avom vocu i sjemenkama (ljeSnjak — Cor
a 2, kikiriki — Ara h 5, soja — Gly m 3) te u drugim izvorima (lateks — Hev b 8,
ljudske stanice — Hom s ?) (7). Krizna reaktivnost IgE protutijela stvorenih na
profiline iz razli¢itih izvora sa strukturno slicnim Mal d 4 je velika, iako u veéni
slu¢ajeva klinicki irelevantna (28).

Zbog Swoke upotrebe, visoke prevalencije alergijskih reakcija koje
izaziva te dobro upoznatih i adekvatno karakteriziranih alergena ¢iji se homolozi
mogu na¢i 1 u drugim namirnicama, jabuka predstavja dobar model
preosjetljivosti na hranu biljnog podrijetla (29, 11).

Homolozi glavnog alergena peludi breze (Bet v 1), odgovornog za
senzibilizaciju bolesnika s nutritivnom alergjom tipa II, izolirani su iz raziCitih
biljnih namirnica: jabuke (Mal d 1) (16), celera (Api g 1) (30), treSnje (Pru av 1,
ranije nazvan Pru a 1) (31), mrkve (Dau ¢ 1) (32), kruske (Pyr ¢ 1) (33) itd.

Razlicito visok stupanj homologije korelirao je s taksonomskom pripadnoscu.



Npr. izmedu Dau ¢ 1 1 Api g 1 (mrkva i celer pripadaju istoj porodici, Apiaceae)
oko 80% slijeda aminokiselina bilo je identicno, dok je izmedu taksonomski
udaljenijih Dau ¢ 1 i Mal d 1 (jabuka pripada porodici Rosaceae), odnosno Dau c
1 1 Bet v 1 (breza pripada porodici Fagaceae) stupanj identi¢nosti
aminokiselinskog slijeda bio oko 40% (32).

Slicno tome, homolozi LTP-a breskve (Pru p 3), koji naj¢es¢e dovodi do
senzibilizacije bolesnika s nutritivnom alergijom tipa |, izolirani su iz voca
porodice Rosaceae: jabuke (Mal d 3) (21), breskve (Pru p 3) (34), marelice (Pru
ar 3) (35), sljiive (Pru d 3) (36), tre$nje (Pru av 3) (37), ali i iz nesrodnih biljnih
namirnica, npr. kukuruza (Zea m 14) (38). Homologija je u prvom slucaju
imosila oko 90% identicnosti aminokiselinskog slijeda (27), a u drugom oko
60% (35).

O sliénosti mehanizama nastanka alergjskih reakcija na razliito voce i
povr¢e svjedoCe 1 nazivi "sindroma" opisanih tijekom istrazivanja krizne
reaktivnosti IgE protutijela izmedu alergena prisutnih u pojedinim namirnicama i
njihovih homologa u razliitim vrstama peludi i nekim drugim izvorima:
"apple-birch syndrome”; "birch-plant food syndrome"; ‘celery-mugworth-spice
syndrome™;  “celery-carrot-mugworth-spice  syndrome™;  "birch-mugworth-celery

syndrome"; "latex-fruit syndrome"; itd.) (39, 40, 3, 41, 42).

PROMJENE U ALERGENSKOM SASTAVU JABUKE

Koli¢ina pojedinih alergena u jabuci moze znatno varirati ovisno o sorti,
stupnju maturacije, uvjetima skladiStenja, ali i 0 ciljanim promjenama njihove

ekspresije.



Razlike izmedu pojedinih sorti

Do danas je opisano vise od 1000 razli¢itih sorti jabuka, od Cega se oko
stotinjak Koristi u ljudskoj prehrani.

Budu¢i da je Mal d 1 alergen odgovoran za pojavu simptoma u vecéine
bolesnika sjeverne i centralne Europe, odredena je njegova koli¢ina u najéesce
koriStenim sortama. Ispitane sorte razvrstane su na one s visokim (Granny Smith,
Golden Delicious, Jonagold, Braeburn, Prime Rouge, Cox Orange, Apollio),
srednjim (Sternrenette, Alkmene), niskim (Boskoop) i wvrlo niskim (Jamba,
Macoun, Ellison’s Orange, Gloster, Altlinder, Hammerstein) relativnim udjelom
Mal d 1. Sorte s ve¢im relativnim udjelom Mal d 1 pokazale su i vecu potentnost
vezanja IgE protutjela u imunoloskim in vitro testovima (43). Kvantitativna
analiza pokazala je da razlika u kolicini Mal d 1 izmedu pojedinih sorti moze biti
ivise nego deseterostruka (44).

Obzirom na vaznost Mal d 3 alergena u Mediteranskom podrucju, grupa
Spanjolskih autora (45) ispitala je njegovu ekspresiju u najéeS¢e koriStenim
sortama jabuka tog podrucja. Medu ispitanim sortama (Royal Gala, Pink Lady,
Starking, Granny Smith, Verdedoncella, Fuji, Golden Delicious, Golden Perlim,
Reineta, Reineta Parda), najvecu kolicinu Mal d 3 sadrzala je sorta Starking, a

najmanju Granny Smith i Golden Delicious.

Utjecaj maturacije i skladiStenja

Koli¢ina, odnosno alergogena potentnost Mal d 1, moZe varirati i unutar

iste sorte. U studiji njemackih autora (46), usporedene su kolicine ovog alergena



u jabukama razli¢itih stupnjeva maturacije (ubranim s istog stabla u razlicitim
vremenskim to¢kama). Rezultati su pokazali da nezrele jabuke sadrze manju, a
zrele vecu kolicinu Mal d 1. Porast koli¢ine alergena tijekom maturacije bio je
izrazeniji kod sorte koja konstitutivno eksprimira vecu kolicmu Mal d 1 (Golden
Delicious), u odnosu na sortu s manjom ekspresijom (Boskoop). Konstitutivni
porast ekspresije za vrijeme faze rasta primjecen je 1 kod Mal d 2 u jabuke Fuji
47).

Skladistene jabuke (kupliene u ducanu) sadrze vecu kolicinu Mal d 1 1
Mal d 2 u odnosu na svjeze ubrane jabuke iste sorte, dok jabuke koje su bile kroz
duze vrijeme Cuvane na +4° C pokazuju progresivno povecanje ekspresije Mal d
1 (19). Porast koli¢ine ovih alergena za vrijeme skladiStenja pripisuje se njihovoj
fizioloskoj ulozi kao PR (pathogenesis-related) proteina (19, 16), odnosno
proteina povezanth s obranom bijaka od razliCith patogena 1 nepovolnih
utjecaja okolSa. Njhhovu smtezu mogu inducirati virusne, bakterijske il
glivicne ifekcije te utjecaji okolisa kao Sto su propuh, potapanje, smrzavanje,
ozon, UV-B syjetlost i mehanicka ostecenja (48). Pojedini PR proteini mogu biti
1 konstitutivno eksprimirani u odredenim biljnim organima ili odredenim fazama
razvoja, dok u stresnim uvjetima ili pri izlaganju patogenima dolazi do njihove
pojacane sinteze (20). Tiekom skladiStenja 1 transporta jabuka je izloZzena
razli¢itim stresogenim utjecajima okoliSa kao 1 razli€itim patogenima. Upravo
ovi ¢imbenici mogu inducirati poveéanu ekspresiju Mal d 1 (49), a vjerojatno i
Mal d 2, ¢ime jabuka povecava svoju rezistenciju.

Budu¢i da Mal d 3 takoder spada u skupinu PR proteina, mogle bi se
ocekivati promjene i1 u njegovoj koli¢ini za vrijeme maturacije 1 skladiStenja

(21).



Manipulacije s (aler)genima jabuke

Iz ekonomskih razloga cCesto se nastoji povecati rezistencija biljnih
namirnica prema patogenima i drugim utjecajima okoliSa. Povecanje rezistencije
postize se insercijom gena koji kodiraju ili povecavaju ekspresiju PR proteina
(20). Potencijalni kandidat u jabuci bio je Mal d 2, budu¢i da su analogni proteini
(TLP) ranije koriSteni za poveCanje rezstencije u drugim transgeniCnim
bijkama. Medutim, kako je TLP jabuke sada klasificran kao alergen, potreban
je izuzetan oprez pri koriStenju ove skupine proteina u svrhu povecavanja
rezistencije bilja (50).

Unutar Europske zajednice osnovan je multidisciplinarni konzorcij Ciji je
zadatak razraditi strategije za smanjivanje incidencije alergijskih reakcija na
namirnice bilinog podrijetla  (11). Jedan od zadataka njthovog istrazivackog
projekta SAFE je evalurrati moguénost razvoja hipoalergene jabuke. Za sada se
uspjelo metodom RNA-interferencije dobiti nekoliko miladih sadnica jabuke sa
znatno reduciranom ekspresijom Mal d 1 u listovima (51). Ucinak je potvrden
koznim testovima i imunoblot metodom. Transformirane biljke nisu pokazale
nikakvih fenotipskih abnormalnosti u odnosu na divlji tip pa su razmnozene i
trenutno se Ceka da narastu do faze u kojoj pocinju davati plodove, kako bi se
ispitao kona¢ni ucinak. Postavlja se, medutim, pitanje potrebnih uvjeta za daljnji
uzgoj transformiranih biljaka budu¢i da je smanjivanjem ekspresije Mal d 1
smanjena njihova rezistencija prema patogenima i drugim utjecajima okolisa.
Ipak, autori metodu RNA-interferencije smatraju obecavajuéom za buducu

produkciju hipoalergenih sorti jabuka.
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NACINI SENZIBILIZACIJE I KLINICKA EKSPRESIJA NUTRITIVNE

ALERGIJE

Ekspozicija razli¢itim alergenskim izvorima karakteristicnim za pojedine
geografSske regije dovodi do stvaranja razli¢itih profila senzibilizacije (29). To
zaci da ¢e spektar stvorenih specificnih IgE protutijela odrazavati razlke u
billnom svijetu, klimatskim uvjetima 1 prehrambenim navikama razlicith
populacija. Razlike u senzibilizaciji alergenima jabuke, odnosno njihovim
homolozima, najuocCljivije su izmedu podrucja sjeverne i centralne Europe (gdje
je dominantna veza Bet v 1-Mal d 1) i Mediteranskog podru¢ja (u kojima
dominira veza Pru p 3—Mal d 3) (29).

U zemljama sjeverne i centralne Europe, do senzibilizacije dovodi
uglavnom pelud breze. Medutim, razli¢ita ekspresija pojedinacnih alergena
peludi breze uvjetuje odredene razlke u profilu senzbilizacije Cak 1 izmedu
stanovnika ovih zemalja (52). Tako je senzibilizacija na Bet v 1 (glavni alergen)
medu bolesnicima preosjetljivim na pelud breze prisutna gotovo redovito (98-
100%) u stanovnika Finske, Svedske i Austrije, ne$to manje (85-90%) u
stanovnika Francuske i Slovenije, a jo§ manje (<65%) u stanovnika Svicarske i
sjeverne ltalje (52, 53, 54). Senzibilizacija na Bet v 2 (profilin) rijetko je
prisutna u stanovnika Skandinavskih zemalja (<12%), neSto viSe u stanovnika
zemalja centralne Europe (20-30%), a najvise u stanovnika Svicarske i sjeverne
Italije (43-45%) (52, 53, 54). Senzibilizacija na Bet v 4 (polkalcin) nije pokazala
macajnih razlika izmedu ispitanih populacija (52, 54). U podrucju sjeverne
Italije breza je tek relativno nedavno (1980-ih godina) postala popularna ukrasna
biljka i "novi" izvor potentnin alergena (55). Osim breze, vazni izvori alergena u

tom podru¢ju su maslina i trave. Njihove peludi ne sadrze Bet v 1-homologe.
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Medutim, obje vrste peludi sadrze profiline (Ole e 2, Phl p 12) homologne s Bet
v 2 1 polkalcine (Ole e 3, Phl p 7) homologne s Bet v 4. Manja ucestalost Bet v 1-
reaktivnosti i veca ulestalost Bet v 2-reaktivnosti u stanovnika Svicarske i
sjeverne Italije pokazuje da je dio tih bolesnika primarno senzibiliziran upravo
alergenima iz tih dodatnih izvora (52).

U Mediteranskim zemljama senzibilizacija moze nastati inhalacijskim ili
oralnim putem. Reaktivnost IgE protutijela prema pojedina¢nim alergenima
peludi breze dokazana je za Bet v 1 u 40%, za Bet v2 u50% iza Bet v 4 u 23%
bolesnika s podru¢ja juzne Italje (56). Primarna senzibilizacija se zbog
odsutnosti breza pripisuje izlozenosti drugim vrstama peludi. Reaktivnost prema
Bet v 1 posljedica je izloZzenosti Bet v 1-homolozima prisutnim u peludima
drugih stabala reda Fagales. Jedan od vaznijih kandidata je hrast crnika (Quercus
ilex), Siroko rasprostranjen u centralnom dijelu Spanjolske (29). Reaktivnost
prema panalergenima Bet v 2 1 Bet v 4 posliedica je izlozenosti njihovim
homolozima prisutnim u peludima razli¢ith biljnih vrsta (56). Najznacajniji
izvori su javorolisna platana (Platanus acerifolia), Cesto koriStena kao ukrasno
stablo (57) te razi¢ite vrste trava i korova. U serumima bolesnika iz juzme Italije
i Spanjolske Cesto se mogu dokazati LTP-reaktivna IgE protutijela. Njihov
nastanak uglavnom je posljedica primarne oralne senzibilizacije na Pru p 3 (LTP
breskve).

Otvoreno je pitanje zaSto se senzbilizacija na LTP dogada u
Mediteranskom podrucju, ali ne i u zemljama sjeverne i centralne Europe.
Smatra se da ekspozicija breskvi i nekim vrstama peludi (platana, pelin) u ranoj
zivotnoj dobi povecava rizik ovakve senzbilizacije, dok ga ekspozicija Bet v 1-

homolozima smanjuje (29). Nadalje, upitno je moze li kontinuirana konzumacija
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jabuke ili breskve unato¢ blagim simptomima posredovanim senzibilizacijom na
Bet v 1 povecati rizik dodatne senzibilizacije na LTP (58).

Klinicke manifestacije alergije na jabuku direktan su odraz profila
senzibilizacije. U zemljama sjeverne 1 centralne FEurope tipiCna je pojava
simptoma OAS-a (svrbez peckanje Vili otok usana, jezika Vili usne Supljine,
osjeCaj stezanja u grlu) ubrzo nakon ingestije. Mal d 1, kao inkompletni
nutritivni  alergen, dovodi do pojave simptoma u bolesnika prethodno
senzibiliziranin na Bet v 1 iz peludi breze (nutritivna alergija tipa 11) (39, 59). U
Mediteranskim zemljama simptomi OAS-a mogu biti tek inicijalni (ili mogu
potpuno izostati), a nakon njih Cesto sljedi sistemska manifestacija
(urtikarija/angioedem,  gastromtestinalni  simptomi, astma, anafilakticki  Sok).
Simptomi  lokalizirani na pocetni dio probavnog sustava izazvani su
inkompletnim alergenima Mal d 1 Vili Mal d 4 zbog senzibilizacije Bet v 1-
homolozima ¥ili profilinima (nutritivna alergija tipa 1l), dok je za sistemske
reakcije odgovoran kompletni alergen Mal d 3 zbog senzibilizacije na LTP
(nutritivna alergija tipa 1) (21, 26, 27).

Koli¢ina alergena iz biljnih namirnica potrebna da izazove alergijsku
reakciju moze biti vrlo mala. Opisan je slucaj OAS-a nakon poljupca partnera
koji je neposredno prije pojeo jabuku (60), ali i nekoliko slucajeva gdje su nakon
poljupca (kojem je prethodila konzumacija Kkikirikija ili orasastih plodova)
simptomi vezani uz oralnu sluznicu bili praceni sistemskim reakcijama (61).

Senzibilizacija na ubikvitarne biljne alergene kao $to su profilini i krizno-
reaktivne ugljikohidratne determinante (CCD - cross-reactive carbohydrate
determinants) dovodi do ekstenzivnih kriznih reakcija, koje su Cesto klini¢ki
irelevantne. Takvi alergeni nazivaju se panalergenima, a senzibilizacija na neki

od njih (pri ¢emu se tocan izvor koji je do senzbilizacije doveo obi¢no ne moze
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utvrdit) naziva se peludnom panalergijom (3). lzvori  senzibilizacije
panalergenima su razli¢ite vrste peludi (za CCD 1 otrovi insekata reda
Hymenoptera), a njihovo prepoznavanje u hrani bilinog podrijetla posljedica je
krizne reaktivnosti stvorenih IgE protutjela (62, 63, 64).

Odsutnost klinicki relevantnih alergijskih reakcija na profiline objas$njava
se djelovanjem o-kimaze iz mastocita, koja cijepa pojedine regije profilina koje
sadrze IgE-reaktivne epitope i tako limitira efektorske mehanizme alergijskog
odgovora na profiin u senzibiliziranin bolesnika (65). Taj je mehanizam
vjerojatno primarno usmjeren protiv nastanka autoimunosti (profilin u humanim
stanicama). Dio objaSnjenja mogao bi biti i u postojanju slabije alergogenih
linearnih  epitopa (66). Odsutnost klinicki relevantnih reakcija na CCD
objasnjava se njihovom monovalentnos¢u kao antigena, odnosno nesposobnoscu

premostavanja IgE protutijela na mastocitima i posljedi¢ne degranulacije (3).

DIJAGNOSTIKA ALERGIJE NA JABUKU

Dijagnosticki testovi za dokazivanje alergje na jabuku obuhvacaju kozne

I In vitro testove, kojima se potvrduje postojanje senzbilizacije odnosno

odreduje profil senzbilizacije na pojedine alergene te provokativne testove,

kojima se ispituyje klinicka znacajnost dokazane senzibilizacije.

Potvrda i odredivanje profila senzbilizacije - kozni i in vitro testovi
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Velik problem u dijagnostici predstavlja nestabilnost alergenskih
ekstrakata jabuke. Alergogenost protema moze se smanjiti ve¢ u procesu
ekstrakcije, a dodatno se smanjuje i kasnije tijekom skladistenja. Klasi¢nim
tehnikama ekstrakcije nemoguce je izolirati proteine jabuke u nativnom obliku.
Razlog tome je prisustvo fenolovih spojeva, koji ubrzo nakon ekstrakcije
stvaraju ireverzibilne kovalentne veze s proteinima i tako ih denaturiraju.
Dodatkom inhibitora reakcije protein-fenol u medij za ekstrakciju, znatno je
smanjen gubitak alergogenosti tijekom tog procesa (67). Daljnja poboljsanja
tehnike ekstrakcije, primjenom niske temperature i acetona (68), precipitacijom u
organskim otapalima uz primjenu inhibitora enzima (69), brzim zamrzavanjem
ekstrahiranog soka jabuke (70), ekstrakcijom samo kore umjesto cijele jabuke
(71), omogucila su dobivanje ekstrakata prikladnih za in vivo i in vitro testiranje.
Nazalost, ovakvi ekstrakti 1 dalie su jako osjetliivi na uvjete skladiStenja.
Potrebno ih je Cuvati u liofiliziranom obliku na —20° C, a za neSto duze Cuvanje
na +4° C u obliku otopine za in vivo testove potreban je i dodatak razlicitih
stabilizatora (69, 72).

Pri izradi alergenskih ekstrakata i samom testiranju treba voditi racuna 1 o
varijabilnosti distribucije pojedinih alergena unutar ploda jabuke (73, 74). Mal d
1 i Mal d 2 jednoliko su raspodijeljeni po srz, a prisutni su i u kori. Mal d 3
prisutan je iskljuc¢ivo u kori Ukupna kolicina Mal d 1, kao i njena raspodiela
izmedu srz 1 kore, pokazuju varijabilnost ¢ak i izmedu pojedinih plodova jabuke
iste sorte (74).

Koznim testovima detektiraju se specificna IgE protutijela in vivo, u koz
senzibiliziranin - bolesnika. Komercijalni alergenski ekstrakti jabuke cCesto daju
lazno negativne rezultate te se veCina autora slaze da je za potvrdu senzibilizacije

u bolesnika s nutritivnom alergijom tipa Il primjeren test svjezim plodom jabuke
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(75, 13, 76, 77, 71, 78, 79). NajceS¢e koriStene sorte za testiranje u ovoj
populaciji su Granny Smith i Golden Delicious, koje su se zbog visokog
relativnog udjela Mal d 1 pokazale kao najalergogenije. U bolesnika s
nutritivnom  alergijom tipa I, bolji se rezultati testiranja dobivaju ispravno
pripremljenim ekstraktom kore jabuke (78) ili purificiranim LTP-om (25). Zbog
visokog relativnog udjela Mal d 3, za izradu ekstrakata kojima ¢e se testirati ovi
bolesnici preporucena je sorta Starking (45).

Od in vitro testova najéesce se koriste RAST (radio allergo sorbent test) i
njegove inaCice, kojima se detektiraju specificna IgE protutijela u serumu
senzibiliziranin  bolesnika. Problem osjetljivosti testa ovdje je znatno manji, jer
se pri ekstrakciji alergena mogu koristiti odredeni nhibitori enzima koji bolje
inhibiraju denaturaciju, ali nisu za in vivo upotrebu. Medutim, kod in vitro
testova javlla se problem specificnosti odnosno mogu¢ih lazno pozitivnih
rezultata. Problem nastaje budu¢i da se ovim testovima mogu detektirati IgE
protutijela stvorena protiv krizno-reaktivnog alergena (najceS¢e profilina 1 CCD)
koja ne dovode do klinicki znacajne alergijske reakcije (11).

Postojanje  krizne reaktivnosti dokazuje se inhibicijskim  testovima.
Ukoliko dva alergena mmaju strukturno slicne epitope, nakon inkubacije seruma
bolesnika s jednim alergenom dolazi do djelomi¢ne ili potpune inhibicije vezanja
IgE protutijela s drugim alergenom. Najces¢e koriSteni test je RAST inhibicija
(80, 67, 81, 82).

Kozni i in vitro testovi vrijedni su dijagnosticki parametri, pogotovo ako
se koriste u kombinaciji s anamnestickim podacima. Ucinkovitost koznih testova
svjezom jabukom u detekciji bolesnika s OAS-om dostize do >90%, a in vitro
testova do >70% (77, 79, 83). Medutim, varijacije u ekspresiji Mal d 1 izmedu

pojedinih sorti i stupnjeva maturacije jabuka i dalje predstavijaju problem (79).
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S ciliem kvalitetnijeg  dizajniranja  individualnih  imunoterapijskih
protokola, u novije vrijeme nastoji se $to tocnije odrediti profil senzbilizacije,
odnosno detektirati sve komponente odredenog izvora alergena koje su dovele
do produkcije specificnih IgE protutjela. Pri postavljanju ove '"component-
resolved" dijagnoze pomazu rekombinantni alergeni (84, 85, 86). Budu¢i da je za
senzibilizaciju bolesnika s nutritivnom alergijom tipa 1l na jabuku odgovorna
pelud breze, vazno je detektirati IgE reaktivnost na njene alergene Bet v 1 i Bet v
2 (87, 88, 59). Detekciju spektra IgE reaktivnosti dobro je prosiriti i na druge
alergene peludi breze - Bet v 4 (52, 54), Bet v 6 (89, 90), Bet v 8 (91) te na CCD
(92, 93, 63). Pritom molekule Bet v 2, Bet v 4 i CCD treba shvatiti kao markere

peludne panalergije budu¢i da mogu potjecati iz razli¢itih izvora (62, 56).

Klinicka znacajnost senzibilizacije - provokativni testovi

Klinicki manifestne reakcije pri ingestiji jabuke javljaju se u oko 75%
bolesnika preosjetljivih na pelud breze (9, 26). Uglavnom se radi o simptomima
OAS-a, ¢iji se intenzitet moze pojacati za vrijeme sezone polinacije (94).
Dijagnozu je obi¢no lako postaviti na temelju anamnestickih podataka, koznih i
In vitro testova. Medutim, ponekad su anamnesticki podaci nekonzistentni, a
testovi su sami po sebi losi prediktori klinicke reaktivnosti (77), odnosno mogu
biti poztivni zbog krizne reaktivnosti koja se nakon ingestije jabuke nece
manifestirati simptomima. U tom slu€aju potrebno je dijagnozu potvrditi oralnim
provokativnim testom (95). Provokativni test je potrebno uciniti i u bolesnika s
anamnestickim podatkom o klinicki manifestnoj reakciji na neko drugo voce iz

porodice Rosaceae, ako su kozni i in vitro testovi pozitivni (96).
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Provokativni testovi hranom mogu se izvoditi na viSe nacina, a dvostruko
slijepa placebom kontrolirana provokacija hranom (DBPCFC - double-blind
placebo-controlled food challenge) generalno se smatra referentnom metodom
(97). Za DBPCFC okus i miris hrane potrebno je "maskirati' odredenim
alergoloski inaktivnim sastojcima, Sto je kod jabuke otezano jer razliCite vrste
procesiranja mogu znatno utjecati na njenu alergogenost. Ve¢ samim cCuvanjem
narezane jabuke na sobnoj temperaturi postupno se gubi potentnost alergena
(98). Pojedini autori razradili su DBPCFC modele u kojima se koristi svjeza
naribana jabuka (99, 94, 100, 101) ili liofilizirani prah jabuke (99). Ovi su
modeli pogodni za znanstvena ispitivanja ili klinicke studije, ali prekomplicirani
za svakodnevnu alergoloSku praksu.

U veéini sliCajeva, u praksi je prihvatliva metoda otvorene oralne
provokacije svjezom jabukom (77, 26, 95). Kao jedna zanimljiva metoda,
predlozeno je izvodenje oralne provokacije poljupcem partnera koji je
neposredno prije jeo jabuku. Test je nazvan jednostruko slijepa placebom
kontrolirana provokacija hranom putem poljupca (SBPCKFC - single-blind
placebo-controlled kiss food challenge) (60).

Izvodenje oralne provokacije jabukom vezano je s jo$ nekim teSko¢ama.
Povremeno se javlja tahifilaksija, odnosno izostajanje odgovora nakon
uzastopnih provokacija (99). Takoder, kao kod koznih i in vitro testova, postoji
problem izbora jabuke obzirom na razlike u alergogenosti pojedinih sorti i
stupnjeva maturacije. Spomenute teskofe znatno otezavaju standardizaciju
oralnih provokativnih testova (102, 95) te za sada rezultiraju nedostatkom
konzistentnog standardiziranog modela. NaSa istrazivatka grupa nedavno je
osmislila novi sustav bodovanja teZine reakcije u oralnom provokativnom testu

(103) koji bi mogao pomo¢i pri rjesavanju problema standardizacije.
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LIJECENJE ALERGIJE NA JABUKU

Terapijski modaliteti koje suvremena alergologija nudi za lijecenje
alergije na hranu biljnog podrjetla su eliminacijska dijeta te u odredenim

sluicajevima specificna imunoterapija.

Eliminacijska dijeta

Eliminacija jabuke iz prehrane terapija je izbora za bolesnike s
poveCanim rizikom tezih anafilaktiCkih reakcija nakon njene ingestije. To su
uglavnom bolesnici s preosjetljivos¢u na neko od voéa iz porodice Rosaceae bez
pridruzene  polinoze. Zbog visokog stupnja  klinicki irelevantne  krizne
reaktivnosti medu voéem ove porodice, savjet o eliminaciji trebao bi se bazirati
na poztivnom oralnom provokativnom testu, a ne samo na poztivnim koznim i
in vitro testovima (104). Eliminacijsku dijetu moguée je provoditi i jednostavnim
guljenjem jabuke, budu¢i da se Mal d 3 koji je odgovoran za pojavu simptoma u
ovih bolesnika, nalazi isklju¢ivo u kori (74). Velk problem u provodenju
eliminacijske dijete su "skriveni alergeni", koji se mogu na¢i u industrijski
preradenoj hrani u malim koli¢émama. Mal d 3 bi zbog svoje termostabilnosti
mogao biti takav alergen. Ovaj se problem nastoji rijeSiti zakonskim
regulativama koje obvezuju proizvodae na ispravno oznacavanje proizvoda, pri
¢emu svi potencijalni alergogeni sastojci moraju biti jasno istaknuti (105, 106,
107).

Bolesnicima s nutritivnom alergjom tipa II obitno se preporucuje

konzumacija termiCki obradenih jabuka, koje zbog termolabinosti Mal d 1 nece
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dovesti do pojave simptoma (74). Ovdje se, kao i kod bolesnika koji nastavijaju s
konzumacijom unato¢ blagim simptomima OAS-a, postavija pitanje dodatne
senzibilizacije na LTP (58). U novije vrijeme dokazano je da ¢ak i nakon
termicke obrade, koja dovodi do denaturacije trodimenzionalne strukture,
termolabilni alergeni mogu utjecati na imunoloski sustav. lako zbog nestanka
konformacijskih epitopa nema rane klinicki manifestne reakcije nakon ingestije,
lmearni epitopi 1 dalje mogu stimulirati specificne T limfocite. Posljedicno,
moguca je pojava kasne alergijske reakcije (npr. pogorSanje simptoma atopijskog
dermatitisa). Takoder se smatra da se ovakvom stimulacijom podrzava
produkcija pelud-specifiénih IgE protutijela izvan sezone polinacije, kada nema

kontakta s uzro¢nim alergenom (108).

Specifictna imunoterapija

Princip je specificne imunoterapije (SIT), modulacija imunoloskog
odgovora senzbilizirane osobe primjenom uzronog alergena. Primjena
adekvatno standardiziranih ekstrakata peludi breze, vrlo je ucmnkovita u LjeCenju
polinoze te brzo dovodi do redukcije respiratornih simptoma. Budu¢i da je OAS
induciran jabukom takoder posljedica senzbilizacije na pelud breze, ocekivalo se
da ¢e specificna imunoterapija ekstraktima peludi breze 1 ovdje biti uCinkovita.
Medutim, studije koje su se bavile ovim pitanjem dale su proturijecne rezultate.

Ranije studije (109, 110) pokazale su slabu u¢inkovitost SIT-a u redukciji
simptoma OAS-a. U kasnijim studijama ucinkovitost je bila bolja. U studiji
talijanskih autora (111), u 84% bolesnika preosjetljivih na pelud breze doslo je

do znatne redukcije ili potpunog nestanka simptoma OAS-a induciranih
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jabukom, ve¢ nakon godinu dana lijeCenja. Pracenje ovih bolesnika pokazalo je
da uCmak perzstira dvije 1 pol godine po zavrSenoj terapiji u >50% slucajeva
(112). U studiji Nizozemskih autora (100), do redukcije simptoma OAS-a
induciranih jabukom doslo je u 69% bolesnika preosjetljivin na pelud breze, a uz
to se znaCajno smanjila i kozna reaktivnost na pelud breze, jabuku, Bet v 1 1 Mal
d 1. U studiji Svicarskih autora (113), u 87% bolesnika lije¢enih SIT-om kroz
godinu dana, kolicina jabuke koju su mogli pojesti bez pojave simptoma znatno
se povecala u odnosu na koli¢mu koju su tolerirali prije pocetka terapie. lako je
porast bio statisticki znacajan, prosjecna koli¢ina jabuke koju su ljeceni
bolesnici tolerirali i dalje je bila relativno mala pa autori zakljuuju da je ucinak
munoterapije u ljeCenju OAS-a ogranicen. Retrospektivna analiza prikazanih
studija (114) pokazala je da su u studjama sa slabijim ucinkom SIT-a na
simptome OAS-a (109, 110, 100, 113), primjenjene nize doze Bet v 1. U studiji s
najboljiim u¢inkom (111), primjenjenc doze Bet v 1 u vecine bolesnika bile su
vise. Razlke u primjenjenim dozama Bet v 1 proizlaze iz razlka u alergenskom
sastavu ekstrakata razliCitih proizvodaca te razlika u protokolu po kojem se
provodio SIT. Rezultati ove analize ukazuju na moguénost da je za postizanje
uc¢inka SIT-a na simptome OAS-a potrebna veca doza alergena u odnosu na dozu
kojom se postize zadovoljavaju¢i ucinak na respiratorne simptome (114).
Opisani  sluaj 37-godiSnjeg muskarca s multiplom senzibilizacijom na
razliCite vrste peludi i simptomima OAS-a induciranog bilo kojom wvrstom
sviezeg voca ili povréa (115), pokazuje da SIT moze biti ucinkovit nacin
lijeCenja OAS-a cak i kada su uzrok biljni panalergeni. Bolesnik je lijecen s dvije
mjeSavine alergenskih ekstrakata: pelud 15 razliCith stabala u jednoj te pelud 4
trave, 5 korova, 2 plijesni 1 2 grinje u drugoj. Nakon 8 mjeseci terapije, slucajno

je pojeo komadi¢ svjeze jabuke u salati nakon ¢ega se nisu pojavili simptomi
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OAS-a. Potom je oralnim provokacijama potvrdeno da vise nema Kklinicki
manifestnih reakcija niti nakon ingestije drugih vrsta voca i povréa.

Alergeni za SIT, za sada su dostupni samo u obliku alergenskih
ekstrakata. lako dobro standardizirani, oni osim glavne komponente (Bet v 1)
sadrze 1 niz drugih alergena (Bet v 2, Bet v 4, itd.), koji ponekad u tijeku terapije
mogu dovesti do senzbilizacije 1 tako stvoriti moguénost novih kriznih
reaktivnosti (85, 116). Zbog toga se ispituju novi oblici imunoterapije kojima bi
se u buducnosti ljecenje provodilo ciljano 1 sa Sto manje nuspojava. Jedan od
njih je mutirani Mal d 1, Kkoji je u in vivo testovima, ukljuCuyuéi i oralnu
provokaciju, pokazao znatno smanjenje alergogenosti u odnosu na nemutirani
(101). Drugi oblici imunoterapije koji se trenutno ispituju su peptidna
imunoterapija, DNA imunizacija, imunizacija imunostimulirajuéim sekvencama

te anti-IgE imunoterapija (117).

ZAKLJUCAK

Senzibilizacija na alergene prisutne u svjezem vocu 1 povréu je
kompleksna. U zemljama sjeverne i centralne Europe do senzibilizacije dovode
inhalacijski alergeni, a njihovi homolozi u hrani odgovorni su za pojavu
simptoma OAS-a (nutritivna alergija tipa II). U Mediteranskom podrucju, osobe
se mogu senzibilizirati i primarnim alergenima biljnih  namirnica, koji u
ponovnom kontaktu dovode do pojave sistemskin reakcija (nutritivna alergija
tipa 1). Stoga je u osoba s alegijom na namirnice biljnog podrijetla potreban

oprez zbog mogucnosti pojave Cak 1 najtezih oblika anafilaktickih reakcia.
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Nestabilnost alergenskin ekstrakata, varijabilnost alergenskog sastava
bijnth namirnica te c¢este kliniCki irelevantne krizne reakcije, znatno otezavaju
standardizirano izvodenje dijagnostickih testova.

Eliminacijska dijeta Cesto je jedina uCinkovita terapijska opcija.
Ucinkovitost specificne imunoterapije ekstraktom peludi breze na simptome

OAS-a jos je uvijek predmet rasprave.
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Summary

Allergic reactions to plant foodstuffs comprise a whole spectrum of
clinical manifestations - from very mild ones, localized to the oral mucosa, to the
most severe, including the life-threatening anaphylactic shock. The reason is the
presence of a few structurally and functionally different allergens in each
foodstuff. On the other hand, the similarity between particular allergens in
different foodstuffs, and the presence of their homologues in other sources
(pollens, insect venoms) give a lot of possibilities of cross-reactions during the
allergic sensitization.

Apple has a significant place in human nutrition. However, it is also a
fruit which most frequently causes allergic reactions. Apple allergens are well
known and adequately characterized, and their homologues are present in other
vegetable foodstuffs. Thus, apple represents a good model of plant food

hypersensitivity.
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The aim of this paper was to review the mechanisms of allergic
sensitization, the types of clinical manifestations, the influence of allergen
content variability, and the diagnostic and therapeutic issues connected with

plant food allergy, using apple as a model.

Key words
food allergy, apple, Mal d 1, Mal d 3, plant food, cross-reactivity, sensitization

profile, birch pollen
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