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Strategies for development of hypoallergenic wheat genotypes

Biatka gliadynowe sa waznymi skladnikami réznych $rodkéow spozywcezych wytwarzanych
z ziarna pszenicy a w konsekwencji odgrywaja istotng role w zywieniu czlowieka. Jednakze
w przypadku oséb z nietolerancja glutenowa sa one czynnikiem odpowiedzialnym za rézne formy
alergii pokarmowych, natomiast dla chorych na celiaki¢ substancja toksyczng. Stanowi to powazny
problem zwiazany z jako$cig, zdrowiem i bezpieczenstwem zywnosci. Badano zréznicowanie
wlasciwosci alergogennych gliadyn u wybranych odmian, rodéw oraz linii mieszancowych pszenicy
ozimej. Na podstawie testu ELISA oraz punktowych testow skornych okreslano intensywnosé reakc;ji
immunologicznej wywotywanej przez analizowane ekstrakty biatkowe. Zidentyfikowano szereg
mieszancow zawierajacych specyficzne kombinacje gliadyn warunkowane chromosomami /B badz
1D, wykazujacych obnizona immunoreaktywno$¢ w stosunku do form rodzicielskich. Korzystne
wlasciwosci w porownaniu do odmian uprawnych zaobserwowano tez w przypadku dzikich form
pszenicy, przede wszystkim Triticum monococcum oraz Triticum dicoccum. Stwierdzone
zréznicowanie immunoreaktywnosci gliadyn w obrebie gatunkow oraz linii mieszancowych stwarza
perspektywe wykorzystania metod stosowanych w genetyce ihodowli roslin w pracach nad
wytwarzaniem genotypdw pszenicy o obnizonych zdolnosciach wywotywania alergii i celiakii.

Stowa kluczowe: gliadyny, celiakia, alergie

Gliadins are one of the most important components in many foodstuffs produced from wheat seed,
so they play a significant role in the human diet. However, for people suffering gluten intolerance they
may be strong food allergens and in the case of celiac patients — even toxic. This is a serious problem
connected with food safety and quality. Immunoreactivity of gliadins extracted from chosen wheat
genotypes (species, cultivars and hybrid lines) was investigated. Based on ELISA and skin prick tests
binding of gliadin proteins with specific antigliadin antibodies as well as human sera containing IgE
antibodies to gluten was analysed. Hybrid genotypes containing a unique composition of gliadins coded
by chromosomes /B and /D were identified. They showed decreased immunoreactivity in comparison
with parental forms. Similar effect was observed in the case of wild progenitors of common wheat:

* Praca naukowa finansowana ze $rodkoéw Ministra Nauki w latach 2004-2007 jako projekt badawczy zamawiany nr PBZ-
KBN-097/P06/2003
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Triticum monococcum and Triticum dicoccum. Differentiation of the analysed wheat species and lines
in respect of immunoreactive properties suggest possibility of using genetics and plant breeding
methods in production of new hypoallergic wheat genotypes.

Key words: gliadins, celiac, allergies
WSTEP

Bialka gliadynowe sg szczeg6lnym przykladem substancji biochemicznych, ktorych
cechy korzystne i uzyteczne tacza si¢ z cechami niekorzystnymi, wrgcz szkodliwymi dla
zdrowia ludzi. Sg one waznym elementem strukturalnym glutenu, tym samym majg
znaczacy wplyw na wlasciwosci wypiekowe maki. Jako skladnik wielu pokarmow
odgrywaja istotng rolg w zywieniu cztowieka. Jednakze w przypadku osob uczulonych na
gluten sg silnym alergenem (wywolujagcym m.in.: astme¢, atopowe zapalenie skory,
pokrzywke, obrzek naczynioruchowy czy alergie pokarmowe) natomiast dla chorych na
celiaki¢ — substancjg toksyczng (Biirk iin. 2001, Vissers iin. 2001, Rujner, 1993).
Stanowi to powazny problem zwiazany zjakoScig, zdrowiem i bezpieczenstwem
zywnosci. Ranga problemu sprawia, ze ograniczenie wlasciwosci alergizujacych gliadyn
(podobnie jak innych grup biatek ziarniakéw pszenicy) stalo si¢ przedmiotem
intensywnych badan o charakterze interdyscyplinarnym. Dotychczas wiodaca role w tych
pracach odgrywatly nauki medyczne itechnologia zywnosci. Rozwoj wiedzy na temat
wlasciwosci biochemicznych isposobu dziedziczenia bialek zapasowych pszenicy dat
teoretyczne podstawy dla wigczenia w krag badan metod z zakresu genetyki i hodowli
roslin.

Mimo istotnych rdznic pomig¢dzy alergiami i celiakia oba typy zaburzef stanu zdrowia
sa wynikiem nieprawidlowego funkcjonowania systemu immunologicznego.

W przypadkach alergii organizm osoby uczulonej wytwarza nadmierne ilosci
przeciwcial klasy IgE przeciwko biatkom glutenowym pszenicy iich analogom
pochodzacym z ziarniakéw Zyta, jeczmienia czy owsa. Wigzanie antygenow z przeciw-
ciatami powoduje uwolnienie histaminy (pochodna aminokwasu histydyny), ktorej duze
iloéci zgromadzone sg w bazofilach. Po wydostaniu na zewnatrz histamina, zwickszajac
przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych, w rézny sposob uszkadza narzady organizmu
(Czerwionka-Szaflarska i Muller, 2001).

Inny rodzaj aktywno$ci immunologicznej biatek zapasowych pszenicy wystepuje
w przypadku celiakii. Biochemiczne aspekty rozwoju choroby sa wciaz przedmiotem
badan naukowych. Obecnie wiadomo, Ze istotne znaczenie w patogenezie celiakii odgrywa
enzym transglutaminaza tkankowa (tTG), ktory modyfikuje krotkie peptydy powstate
w wyniku trawienia enzymatycznego biatek gliadynowych w przewodzie pokarmowym
powodujac zamiang okreslonych reszt glutaminy na kwas glutaminowy (Green i Jabri,
2003). Tak zmodyfikowane peptydy sa szczegdlnie efektywnie wigzane przez biatka
gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (typu HLA DQ2), a nastepnie rozpoznawane przez
specyficzne dla gliadyn limfocyty T. Opisane reakcje inicjuja procesy zapalne wywotujace
typowe dla celiakii objawy, takie jak zanik kosmkow czy uszkodzenie btony $luzowe;j jelita
cienkiego (Mc Mowat, 2003).
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Nalezy zaznaczy¢, iz pewne grupy gliadyn sa bardziej szkodliwe dla zdrowia
pacjentow, inne mniej. Przyktadowo, w celiakii najbardziej aktywne sg lekkie frakcje a-
gliadyn natomiast jednym z wazniejszych alergenow sa szybko migrujace w trakcie
elektroforezy biatka nalezace do grupy w-gliadyn (Kasarda, 1994, Palosuo i in., 2001).
Z punktu widzenia struktur biatkowych istotng role w patogenezie odgrywaja krotkie,
powtarzajace si¢ sekwencje aminokwasow pelnigce funkcje epitopdw, a wiec regiondw
bezposrednio wigzanych przez przeciwciala (De Ritis iin., 1988). Zbudowane sg one
glownie zreszt proliny i glutaminy. W przypadku alergii szczegélnie aktywny jest
pentapeptyd Gln-GIn-Gln-Pro-Pro natomiast w celiakii — dwa tetrapeptydy: Gln-Gln-Gln-
Pro oraz Pro-Ser-GIn-Gln okre§lane w literaturze anglojgzycznej terminem "toxic
peptides".

Badania wtasciwos$ci alergizujagcych gliadyn — podobnie jak innych grup bialek
zapasowych zbdz sg mtoda, cho¢ intensywnie rozwijajacag si¢ dyscypling nauki. Z uwagi
na brak standardowych metod w ich ocenie czgsto wykorzystuje si¢ zmodyfikowane testy
diagnostyczne stosowane w praktyce klinicznej. Zaréwno alergie jak 1iceliakia sg
chorobami, ktorych rozwo6j spowodowany jest nieprawidlowym funkcjonowaniem
systemu immunologicznego. Dlatego wskaznikiem aktywnos$ci biologicznej alergenu
moze by¢ — migdzy innymi — zdolno$¢ jego wigzania przez rézne komponenty uktadu
odpornosciowego, takie jak przeciwciala przeciwko endomysium, gliadynie,
transglutaminazie obecne w surowicy pacjentow, molekuly DQ-2 czy specyficzne dla
glutenu linie komoérek T (Zwolinska-Wcisto i1 Galicka-Latata, 2004; Shuo-Wang i in.,
2005).

Celem niniejszej pracy bylto stwierdzenie czy biatka gliadynowe réznych form pszenicy
ozimej (gatunkdéw, odmian, linii mieszancowych) wykazuja zroznicowanie pod wzgledem
zdolno$ci wigzania przeciwciatl antygliadynowych w warunkach in vitro, w procesie
symulujagcym odpowiedZ immunologiczng organizmu pacjentéw uczulonych na gluten.

MATERIAL I METODY

Material roslinny
Materiat badawczy stanowity:
— formy uprawne — powszechnie znane odmiany i rody pszenicy ozime;j,
— blisko spokrewnione biotypy gliadynowe, wytworzone z linii heterogenicznych
potomstwa orkiszu odmiany Oberkumler Rotkorn i rodu LAD 480,
— dzikie gatunki pszenicy: Tr. monococcum, Tr. dicoccum oraz Tr. beoticum.
Ekstrakcja bialek gliadynowych
Biatka gliadynowe ekstrahowano z maki dwuetapowo. W pierwszej kolejnosci badane
proby oczyszczano z biatek nieglutenowych - albumin i globulin — 0,01 M roztworem
NaCl w proporcji 1:10 (w/v) przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu
(10,000 rpm, 10 min) iusunigciu supernatantu do pozostalego w probowce osadu
dodawano 70% roztwér alkoholu etylowego (rowniez w proporcji 1:10) i mieszano z przez
cata noc. Po ponownym odwirowaniu ekstrakty rozcieficzono w stosunku 1:10.000
1 1:100.000, i analizowano pod wzgledem wiasciwosci immunoreaktywnych.
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Ocena wlasciwosci immunoreaktywnych i alergizujacych gliadyn

Wiasciwos$ci immunoreaktywne biatek gliadynowych wybranych form pszenicy
okreslono na podstawie testu ELISA. W badaniach wykorzystano dwa warianty tej
metody: wariant bezposredni (,,direct”) oraz posredni (,,indirect”).

W pierwszym przypadku ekstrakty gliadynowe wprowadzano do studzienek
mikrotitracyjnych (w ilosci 100 pL na studzienke¢) ioptaszczano przez cala noc
w temperaturze 4°C. Na drugi dzien ekstrakty usuwano, ptytki plukano trzykrotnie
roztworem PBST, ado studzienek wprowadzano krolicze poliklonalne przeciwciata
antygliadynowe skoniugowane z peroksydazg chrzanowsg (aga-hrp, rozcienczenie 1:1000)
(Sigma Co.), ktore inkubowano w temperaturze 36°C przez 1,5 godziny. W wyniku reakcji
z substratem (fabrycznie przygotowany roztwor ortofenylenodwuaminy) powstawat
barwny produkt, ktorego intensywno$¢ wybarwienia okreslano przy uzyciu czytnika testu
ELISA. Wartosci gestosci optycznej (OD) analizowanych prob interpretowano jako
wskaznik wlasciwosci immunoreaktywnych badanych biatek.

W uktadzie ,,indirect” ELISA ptytki optaszczano roztworem gliadyny analogicznie jak
w uktadzie ,,direct”. Na drugi dzien do studzienek wprowadzano roztwor surowicy ludzkiej
rozcienczony w buforze PBST w stosunku 1:2. Surowice zawierajagce wysoki poziom
przeciwciat klasy IgE przeciwko glutenowi uzyskano od pacjentow wykazujacych objawy
alergii pokarmowych. Po inkubacji (36°C, 1,5 godziny) nadmiar surowicy usuwano, a na
jej miejsce wprowadzano koniugaty (przeciwciala typu ,,antihuman” skoniugowane
z alkaliczng fosfataza) rozcienczone w stosunku 1:1000 iponownie inkubowano
w temperaturze 36°C przez 1,5 godziny. Jako substratu uzywano BCIP/NBT. Wynik
reakcji immunologicznej okreslono na podstawie odczytu gestosci optycznej produktow
analogicznie jak w ukladzie ,,direct” ELISA.

Wiasciwosci alergizujace gliadyn okre§lano na podstawie zmodyfikowanego testu
skornego (SPT). W praktyce lekarskiej stuzy on do wykrywania alergii oraz identyfikacji
rodzaju alergenéw wywotujacych uczulenia u badanych pacjentow. Na powierzchnig
naktutego igla naskorka nanosi si¢ 1-2 kropel badanego roztworu. W efekcie wiazania
przeciwcial obecnych w krwi na skorze pojawia si¢ okragla czerwona plama, ktorej
$rednica jest miarg intensywnosci reakcji immunologicznej informujgc o stopniu uczulenia
badanego pacjenta. Opisang metode dostosowano do oceny wlasciwosci
immunoreaktywnych gliadyn, ktére po rozpuszczeniu w 0,01 M kwasie mlekowym
wykorzystano jako antygeny. Wielkos¢ obserwowanych plam byla, w niektorych
przypadkach, pordownywalna z odczynem fabrycznego standardu. W naszych badaniach,
w ktorych uczestniczyli pacjenci wykazujacy silne objawy alergii, wynik testu
interpretowano jako alergeniczno$¢ badanego roztworu gliadyn.

Redukcja wigzan disulfidowych

Wewnatrztancuchowe wigzania disulfidowe biatek gliadynowych poddano redukcji
przy uzyciu systemu tioredoksyny, w sktad ktorego wchodzity: tioredoksyna (0,3 mg/mL),
enzym reduktaza tioredoksyny (0,3 mg/mL) oraz 25 mM NADPH (Kobrehel i in., 1992).
Mieszaning reakcyjng rozpuszczong w buforze tris-HCI (pH = 7,9) inkubowano przez 30
minut w temperaturze 36°C. Uzyskane produkty reakcji analizowano pod wzglgdem
wlasciwosci immunoreaktywnych.
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WYNIKI

Immunoreaktywnos$¢ siedemnastu odmian, rodow i gatunkow pszenicy oszacowano na
podstawie wartosci OD produktow reakcji immunoenzymatycznej gliadyn z surowicg
pacjentow wykazujacych objawy alergii pokarmowych (tab. 1). Obliczono réwniez
warto$ci wskaznika, ktory informowat o ile procent wartosci OD kazdego z badanych
genotypow roznity si¢ od Sredniej wartosci OD dla form uprawnych. Wykazano, ze
zroéznicowanie immunoreaktywnosci gliadyn u wybranych odmian irodow pszenicy
ozimej bylo stosunkowo nieznaczne. Natomiast gliadyny dwoch form dzikich: Triticum
monococcum oraz Triticum dicoccum wykazywaly zdecydowanie nizszg (okoto 15%
1 20%) zdolno$¢ wiagzania przeciwcial surowicy w porownaniu do form uprawnych.

Tabela 1
Immunoreaktywnos¢ gliadyn w grupie wybranych form pszenicy
Gliadin's immunoreactivity in the group of chosen wheat genotypes

Lp. Genot
No. Genotype oD* 1o
1 Tonacja 2701 97,4
2 Sukces 2784 100,4
3 Jawa 2692 94,8
4 Elena 2781 100,3
5 Ostka strzelecka 2660 95,9
6 LAD 480 2965 96,9
7 Orkisz 2877 103,8
8 STH 146 2770 99,9
9 STH 626 2793 100,7
10 STH 650 2751 99,2
11 STH 764 2717 98.0
12 STH 5338 2849 102,7
13 Tr. aethiopicum 2714 97,9
14 Tr. araraticum 2627 94,7
15 Tr. boeoticum 2645 95,4
16 Tr. dicoccum 2379 85,8
17 Tr. monococcum 1985 81,6

*OD — Ggsto$¢ optyczna; Optical density
**] (%) — Procent $redniej warto$ci OD form uprawnych pszenicy; Percent of average OD value calculated for common
wheat genotypes)

W odrebnym doswiadczeniu poréwnywano parami blisko spokrewnione biotypy
wytworzone z linii mieszancowych orkiszu irodu LAD 480. Biotypy w obrgbie pary
roznity si¢ tylko jednym blokiem biatek gliadynowych (rys. 1 a). Taki dobor materiatu
pozwala okresli¢ wptyw roznicujacego bloku biatkowego na zmienno$¢ badanej cechy.
Poréwnanie wytworzonych linii mieszancowych sugeruje, ze frakcje powszechnie
obserwowane wsrod polskich odmian i rodéw, nie réznicujg analizowanych biotypow pod
wzglgdem immunoreaktywnosci gliadyn.
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Rys. 1 a. Obrazy elektroforetyczne oraz immunoreaktywnos$¢ gliadyn w blisko spokrewnionych liniach mieszancowych. A, B — biotypy

Fig. 1 a. Gliadin’s electrophoregrams and immunoreactivity of closely related hybrid genotypes. A, B — gliadin biotypes. s — blanks
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Rys. 1 b. Obrazy elektroforetyczne oraz immunoreaktywnos¢ gliadyn w blisko spokrewnionych liniach mieszancowych. A, B — biotypy
gliadynowe s — §lepe proby (kontynuacja 1 a)
Fig. 1 b. Gliadin’s electrophoregrams and immunoreactivity of closely related hybrid genotypes. A, B — gliadin biotypes. s — blanks
(continuation of 1 a)
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W trakcie badan zidentyfikowano szereg genotypow zawierajacych specyficzne
kombinacje prazkow elektroforetycznych (rys. 1b). Wich przypadku stwierdzono
wyraznie stabsze wigzanie przeciwcial w poréwnaniu z biotypami stanowigcymi punkt
odniesienia. Wartosci OD dla tych genotypow byly nizsze przecigtnie o okoto 20%.
Nietypowe kombinacje gliadyn obserwowano w grupach frakcji biatkowych warunko-
wanych chromosomami 1B i 1D.

W punktowych testach skornych gliadyny form dzikich oraz biotypow zawierajacych
nowe kombinacje gliadyn réwniez wykazywaly nieco stabszy odczyn immunologiczny
w poréwnaniu z typowymi odmianami uprawnymi.
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0_
sth 1596  orkisz tonacja ostka  sth2703  sth 3104
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Rys. 2. Wplyw tioredoksyny na strukture i wlasciwosci gliadyn. A — Cze$ciowe rozfaldowanie
struktury drugorzedowej w wyniku redukeji wiazan SS. B— Obnizenie wlasciwosci
immunoreaktywnych gliadyn
Fig. 2. Influence of thioredoxin on structure and properties of gliadin proteins. A — Partially unfolding
of secondary structure after reduction of SS bonds. B— Decreasing of gliadin’s immunoreactivity

Z kolei analizowano wplyw modyfikacji z wykorzystaniem tioredoksyny na
wlasciwosci immunoreaktywne gliadyn réznych form pszenicy. Tioredoksyna jest
niskoczasteczkowym biatkiem o wlasciwosciach oksydoredukeyjnych, ktore w obecnosci
enzymu — reduktazy tioredoksyny oraz NADPH redukuje wewnatrztancuchowe wigzania
disulfidowe (SS) frakcji a, B oraz y-gliadyn (Kobrehel i in., 1992). Zgodnie z hipoteza taka
modyfikacja moze tagodzi¢ whasciwosci alergizujace bialtek, a z drugiej strony poprawiaé
wlasciwosci wypiekowe maki, gdyz czgsciowo rozfaldowane tancuchy aminokwaséw
majg zdolno$¢ przylaczania si¢ do wielkoczasteczkowych molekul gluteninowych za
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posrednictwem uwolnionych grup hydrosulfidowych (SH). Zwigkszenie stopnia
polimeryzacji zwigksza ich elastyczno$¢ (Wong iin., 1993). Celem weryfikacji tej
hipotezy biatka gliadynowe wybranych odmian uprawnych irodéw hodowlanych
uzyskane metoda stopniowej ekstrakcji (a wigc po ich wstepnym oczyszczeniu z albumin
oraz globulin) poddano redukcji z wykorzystaniem systemu tioredoksyny.
Immunoreaktywnos$¢ uzyskanych produktow okreSlono na podstawie testu ELISA
zarbwno w ukladzie ,,direct” jak tez ,,indirect”. Wyniki badan w obu przypadkach
wskazuja na znaczny spadek immunoreaktywnos$ci bialek (rys. 2). Wahal si¢ on
w granicach od 40 do 50% w stosunku do préb nie modyfikowanych, co oznacza, ze
zdolno$¢ wigzania przeciwcial antygliadynowych przez biatka ziarniakow pszenicy
0 zmienionej, czgsciowo rozfaldowanej strukturze drastycznie zmalala. Sugeruje to, iz
alergeniczno$¢ produktéw spozywczych wytworzonych z maki poddanej modyfikacji
z wykorzystaniem systemu tioredoksyny moze by¢ réwniez mniejsza, a sama metoda
znalez¢ komercyjne zastosowanie do produkcji zywnosci o wiasciwosciach hipo-
alergicznych, a wigc niewywotujacych niepozadanych reakcji organizmu w przypadku
0s0b uczulonych na gluten.

Skutecznos¢ tioreoksyny zostata stwierdzona réwniez przez innych autoréw (Buchanan
iin., 1997). Uzyskane wyniki okazaly si¢ na tyle zachecajace, ze w chwili obecnej bada si¢
mozliwosci  wytworzenia pszenicy o podwyzszonej zawarto$ci poszczegolnych
sktadnikow systemu jak rowniez o podwyzszonej efektywnosci funkcjonowania systemu
tioredoksyny. Badania te prowadzone sa zaré6wno z wykorzystaniem tradycyjnych metod
hodowlanych, opartych na kombinacjach krzyzowan i selekcji mieszancéw, jak rowniez
z wykorzystaniem linii transgenicznych uzyskanych metodami biologii molekularnej
(Buchanan i in., 2001).

DYSKUSJA

Opisane przyktady ilustruja mozliwo$¢ wytwarzania linii pszenicy zawierajacych
gliadyny o obnizonej alergenicznosci droga:

— przeniesienia gendw warunkujacych biatka gliadynowe z niektorych gatunkéw dzikich
do pszenic uprawnych,

— identyfikacji, a nastepnie kumulacji w obrebie jednego genotypu stabiej alergizujacych
blokow biatek gliadynowych warunkowanych r6znymi chromosomami,

— identyfikacji genotypow o podwyzszonej zawartosci i efektywnosci systemu
tioredoksyny.

Zakres metod nieomowionych, pozwalajacych uzyskac zblizony efekt, jest z pewnoscia
znacznie szerszy. Nalezatoby wspomnie¢ o mozliwosci wykorzystania technologii
antysensownych nici DNA do wyciszania okreslonych genow warunkujacych najbardziej
toksyczne frakcje gliadyn, czy zastosowaniu ukierunkowanych mutacji punktowych
pozwalajacych zmienia¢ pojedyncze aminokwasy w obrebie epitopow (Brown, 2001,
Kuipers iin., 1997). Wydaje si¢ jednak, ze znacznie bardziej efektywnym podejSciem
bytoby zastosowanie strategii taczacej kilka wzajemnie uzupekniajgcych si¢ metod (rys. 3).
Indywidualnie kazda z nich moze przyczyni¢ si¢ do obnizenia wlasciwosci alergogennych,
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lecz nie do ich eliminacji. Tymczasem obnizenie — nawet znaczne — jest
niewystarczajace z punktu widzenia norm zywieniowych. Przyktadowo, gorna granica
stezenia gliadyny w produktach bezglutenowych, dopuszczalna przez Codex Alimentaris
wynosi 200 ppm (Codex Stan., 1981). Trudno przypuszczaé, aby zastosowanie
ktorejkolwiek z wymienionych metod pozwolito obnizy¢ immunoreaktywnos¢ gliadyn do
poziomu, ktorego efekt bylby poréwnywalny z efektem dziatania §ladowych ilosci biatka
o stezeniu 200 ppm. Mozna natomiast oczekiwac, ze potaczenie kilku takich metod
pozwoliloby w znacznie wigkszym stopniu osiagnac pozadany rezultat.
1

Wprowadzenie niektdrych
gendw warunkujgcych
biatka gliadyn owe
z gatunkdw dzikich do pszenicy uprawnej

Wyytwarzanie genotypdw pszenicy
0 podwyzszone] zawartosci i aktywnosci
systemu tioredoksyny

Kurnulacja stabiej alergizujacych
blokdw biatek gliadynowych
w obrebie jednego genotypu

PSZENICA HIPOALERGICZNA
bezpieczna w Zywieniu 0sob
Lczulonych na gluten

4
Syciszanie” nigktorych gendw, Ukierunkowane mutacje punktowe
warunkujacych frakcje gliadynowe Zrnieniajace
o podwyzszonej alergenicznosci, pojedyncze reszty aminokwasdn
z wykarzystaniem antysensawnych nici DNA w abrehie epitopdw

1 — Introduction of some genes coding gliadin proteins from wild species to the cultivated wheat

2 — Accumulation of low-allergenic gliadin protein blocks within a single genotype

3 — Production of wheat genotypes with higher concentration and activity of the thioredoxin system

4 — HYPOALLERGENIC WHEAT safe in nutrition of humans allergic to gluten

5 — “Silencing” of some genes coding high-allergenic gliadin fractions with the use of antisense DNA strands
6 — Targeted point mutations changing single aminoacid residues within the epitopes

Rys. 3. Strategia wytwarzania genotypéw pszenicy hipoalergicznej
Fig. 3. Strategy of developing hypoallergenic wheat genotypes

Nalezy wzig¢ pod uwagg, iz w przypadku biatek glutenowych nie mozna wyeliminowac
wszystkich polipeptydow (nawet gdyby takie rozwigzanie bylo teoretycznie mozliwe),
poniewaz w efekcie wlasciwosci wypiekowe uleglyby drastycznemu pogorszeniu, co
byloby niezgodne z zatozeniami badan.

Nalezy takze pamigta¢, iz poza gliadynami w ziarniakach pszenicy sg jeszcze inne
grupy biatek alergizujacych, zardéwno glutenowych jak inie glutenowych. Nie zostala
W sposob jednoznaczny wyjasniona rola glutenin w rozwoju choroby zaréwno tych
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o niskiej, jak i o wysokiej masie czasteczkowej (Anderson i Wieser, 2006). Zdania na ten
temat sg podzielone. Wiadomo natomiast, ze w niektorych przypadkach bardzo silnymi
alergenami sg albuminy i globuliny (Ikezawa iin., 1994). Jest to obszerne zagadnienie
i problem, ktory powinien by¢ rozwigzany na drodze do wytworzenia hipoalergicznych
genotypOw pszenicy.

Niemniej jednak stwierdzenie réznic odmianowych i gatunkowych pod wzgledem
immunoreaktywnos$ci gliadyn oznacza, iz metody stosowane w genetyce i hodowli ro§lin,
nawet te najbardziej tradycyjne, oparte na krzyzowaniach i selekcji, wspomagane testami
biochemicznymi oraz klinicznymi, mogg odegra¢ kluczowsg role w procesie ograniczania
lub eliminacji niekorzystnych, toksycznych cech bialek zapasowych pszenicy.
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