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Ursachenforschung - Warum sind Apfelsorten unterschiedlich

allergen?

Hypothesen zu mogliche Einflussfaktoren
auf die Allergenitit verschiedener Apfelsor-
ten

Apfel gelten als duflerst gesund und sind das beliebtes-
te Obst in Deutschland. Im Jahr 2020/21 wurden
durchschnittliche 22 kg Apfel pro Bundesbiirger ver-
zehrt.[1] Gleichzeitig wird geschitzt, dass tiber 2,5
Mio. Menschen in Deutschland an einer Apfelallergie
leiden.[2] Bislang sind vier Hauptallergene (Mal d
1-4) im Apfel bekannt. In Nord- und Mitteleuropa ist
die Apfelallergie meist auf die Kreuzreaktivitit, aus-
gelost durch die strukturelle Ahnlichkeit zwischen
dem Mal d 1 und dem Birkenpollenallergen Bet v 1,
zurlickzufithren (Abb. 1). Beide Proteine gehoren zu
der Gruppe der PR-10 (pathogenesis-related proteins)
Proteine. Die Bedeutung dieser Proteine fiir die Pflan-
ze ist bislang noch nicht abschlieflend geklart.[3] Es
ist allerdings bekannt, dass ihre Expression durch bio-
tische oder abiotische Stressfaktoren angeregt werden
kann. Auch eine Zunahme mit fortschreitender Reife
wurde beobachtet.[4]
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Abb. 1: Aminosduresequenz und kombiniertes Bander-/
Oberflaichenmodell des Bet v 1.0101 (Uniprot: P15494, Bet
v1-A) und Mal d 1.0101 (Uniprot: P43211). Unterschiede in der
Aminosauresequenz zwischen beiden Proteinen sind
markiert. Die Darstellung mittels ChimeraX basiert auf den
Strukturdaten in der RCSB PDB Datenbank (6R3C [5] und
5MMU [6]).

Die Symptome der Apfelallergie, wie beispielsweise
Anschwellen, Brennen oder Jucken der Lippen, sind
meist mild und beschrdnken sich auf den Mund-Ra-
chen-Raum. Allergiker berichten iiber Unterschiede

in der Vertraglichkeit verschiedener Sorten.[7] Dies
wird durch klinische (orale Verzehrsstudien und
Hauttests) und immunochemische Studien bestétigt.
[8-10] Auffilliger Weise wird insbesondere fiir die
»alten’, traditionellen Sorten eine niedrigere Aller-
genitdt beobachtet. Bislang ist jedoch noch nicht um-
fassend gekldrt worauf dies zurtickzufiihren ist. Fol-
gende Hypothesen werden diesbeziiglich diskutiert:
1) Der oft erhohte Gehalt an Polyphenolen in tra-
ditionellen Apfelsorten konnte sich positiv auf
das allergene Potenzial auswirken,[11] denn
durch Wechselwirkungen mit dem Mal d 1
kann es zur Maskierung oder dem Verlust der
IgE-Epitope kommen.[12, 13]

2) Kommerziell bedeutsame Sorten konnten im
Vergleich zu traditionellen Sorten einen erhéh-
ten Mal-d-1-Gehalt aufweisen.[11, 14]

3) Moglicherweise besitzen die Isoallergene ein un-
terschiedliches allergenes Potenzial. Daher kénn-
ten Varianzen im Allergenprofil die verbesserte
Vertraglichkeit von traditionellen Sorten gegen-
iber kommerziellen Ziichtungen erklaren.[9]

Auch eine Kombination dieser Moglichkeiten so-
wie weiterer Effekte, z. B. die entziindungshemmen-
den Eigenschaften verschiedener Polyphenolstruktu-
ren,[15] sind denkbar. Die verschiedenen Einfluss-
faktoren auf die Allergenitit eines Apfels sind in der
Abbildung 2 zusammengefasst.

Apfel sind reich an Polyphenolen, insbesondere an
Hydroxyzimtsdure-Derivaten, Dihydrochalcon Gly-
cosiden und die zu den Flavonoiden gehérenden An-
thocyane, Flavanole und Flavonole.[16] Bei der Zell-
dekompartimentierung, z. B. wihrend des Anschnitts
eines Apfels oder dem Kauvorgang, bewirkt die im
Apfel vorhandene Polyphenolxidase die Oxidation
der Polyphenole zu hochreaktiven ortho-Dichinonen
und die Bildung oligomerer Braunungsprodukte
(Abb. 2).[17] Da dieser Effekt jedoch bei den Verbrau-
chern unerwiinscht ist, wurde im Verlauf der Ziich-
tung kommerziell bedeutsamer Sorten der Gehalt die-
ser sekunddren Pflanzenstoffe reduziert.

Fiir Apfel ist eine Reduktion des Mal-d-1-Gehalts
in der Gegenwart von Polyphenolen beschrieben.[13,
18] Generell ist bekannt, dass Proteine mit Polyphe-
nolen und/oder ihren Oxidationsprodukten reversi-
bel oder nicht-reversibel reagieren kénnen. (19) Da-
durch kann es zu Strukturdnderungen des Allergens
kommen, welche zum Verlust oder zur (teilweisen)
Maskierung des Epitops sowie zur Denaturierung und
Prizipitation des Allergens fithren kénnen.
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Abb. 2: Mégliche Einflussfaktoren auf die Allergenitit von Apfeln

Studien zeigten, dass die Zugabe von exogener Po-
lyphenoloxidase und Polyphenolen die starkste Re-
duktion der IgE-Bindungsfihigkeit des Mal d 1 be-
wirkte.[13,18] Dies verdeutlicht die Relevanz der
Polyphenoloxidase fiir die Interaktion von Polyphe-
nolen mit Mal d 1. Der direkte Nachweis fiir Interak-
tionen zwischen Polyphenolen und dem Mal d 1
konnte bisher jedoch nicht erbracht werden. Aus-
schliefllich eine Studie von Unterhauser et al. konnte
die Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen
oxidierten Polyphenolen und Cystein nachweisen.
[20] Eine deutliche Anderung der Proteinstruktur
wurde in dieser Studie nicht beobachtet, jedoch eine
(teilweise) Abdeckung eines Epitops. Auch eine direk-
te Oxidation der Tyrosinseitenkette durch die Poly-
phenoloxidase und eine damit einhergehende Reduk-
tion der Allergenitét wird diskutiert. (18)

Eine weitere Hypothese beziiglich des unterschied-
lichen allergenen Potenzials ist die Annahme eines ho-
heren Mal-d-1-Gehaltes in kommerziellen Ziichtungen
im Vergleich zu traditionellen Apfelsorten. Dies kann
entweder darauf beruhen, dass in den Zuchtlinien oft
Sorten mit einem hohen allergenen Potenzial, z. B. Gol-
den Delicious, eingekreuzt wurden[21,22] oder durch
zusdtzliche Stressfaktoren wéhrend der Produktion
und Lagerung bedingt sein (Abb. 2).

Fiir das Mal d 1 sind verschiedene Isoallergene lite-
raturbekannt. Isoallergene sind Mitglieder einer
Gruppe von allergenen Proteinen in einer Spezies die
eine dhnliche biologische Funktion und molekulare
Masse sowie eine Sequenzhomologie von > 67 % be-
sitzen. [23] Fiir das Mal d 1 in Apfeln sind bislang 13
Isoallergene beschrieben (Uniprot), die weiter in Iso-
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formen (Homologie > 90 %) unterteilt werden.[23] Es
wird vermutet, dass sich die Allergenitat der verschie-
denen Isoallergene unterscheidet (Abb. 2) [9], aller-
dings fehlen hierzu konkrete Studien. In der bisher
einzigen verfiigbaren Studie identifizierte Savazzini et
al. das Isoallergen 1.02 als besonders allergen. (24)
Weitere Erkenntnisse beruhen auf Korrelationsstudi-
en, die aber oft widerspriichliche Ergebnisse zeigen.
(10, 25]

Unterschiede im Polyphenolgehalt und -profil - besitzen
gut vertragliche Sorten einen héheren Polyphenolgehalt?

Um den postulierten Einfluss der Polyphenole auf
die Allergenitit einer Apfelsorte zu priifen, wurden in
neun traditionellen und zehn kommerziellen Apfel-
sorten (Handelsproben, Erntejahr 2019, Mischprobe
aus je 8 bis 10 Apfeln) der Polyphenolgehalt, das Poly-
phenolprofil sowie die Freisetzung der Polyphenole
wihrend der oralen Verdauphase ex vivo und in vitro
bestimmt.[26,27] Letzteres ist fiir die Bewertung des
Einflusses der Polyphenole auf die Apfelallergie von
besonderem Interesse, da die Apfelallergie auf den
Mund-Rachen-Raum beschrinkt ist.

Wihrend sich die individuellen Polyphenolstruktu-
ren zwischen den verschiedenen Apfelsorten nicht un-
terscheiden, konnten deutliche Unterschiede im Profil
und dem Gesamtgehalt festgestellt werden (Abb. 3a).
[26, 27] Generell war der Polyphenolgehalt in der Scha-
le 4-7-mal hoher als im Fruchtfleisch. Oft, aber nicht
grundsitzlich, besaflen traditionelle Sorten hohere Ge-
halte als kommerzielle Ziichtungen. Der individuelle
Einfluss der Sorte auf die Freisetzung der Polyphenole
war vernachldssigbar. Wihrend des simulierten oralen
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Verdaus wurden aus den Fruchtfleischproben 40-80%
der Polyphenole und aus der Fruchtschale 40-60 %, be-
zogen auf den quantifizierten Gesamtphenolgehalt
nach einer wissrigen Methanolextraktion, freigesetzt.
Insbesondere fiir Flavanole konnte eine reduzierte Frei-
setzung mit zunehmenden Oligomerisierungsgrad be-
obachtet werden. Der unterschiedliche Freisetzungsan-
teil zwischen Fruchtfleisch und -schale war auf das
unterschiedliche Polyphenolprofil zwischen den Gewe-
ben, u. a. das Fehlen der Flavonole und Anthocyane im
Fleisch zuriickzufithren.

Um sortenspezifische Unterschiede beziiglich Po-
lyphenoloxidase (aktive und latente Form) zu unter-
suchen, wurde mittels verschiedener Assays die Bil-
dung von Braunungsprodukten und ortho-Chinonen
(mittels Brenzkatechin-Prolin-Reaktion) analysiert.
Die sortenspezifischen Unterschiede zwischen den
einzelnen biologischen Replikaten waren jedoch oft
deutlich hoher als die Unterschiede zwischen den
Sorten, sodass der Einfluss der Polyphenoloxidaseak-
tivitdt auf das allergene Potenzial nicht bewertet wer-
den kann. Ein Trend zu einer héheren Polyphenoloxi-
daseaktivitdt in gut vertréglichen Apfelsorten konnte
somit aus den Daten nicht abgeleitet werden.

Mal-d-1-Gehalt und Isoallergenprofil - Ist der Allergenge-
halt ausschlaggebend fiir die Vertraglichkeit?

Die Quantifizierung des Allergens Mal d 1 erfolgte
bisher iiberwiegend mittels Enzyme-linked Immuno-
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sorbent Assay (ELISA).[9,18,28] Da diese Methode
jedoch keine isoallergenspezifische Quantifizierung
erlaubt, wurde eine gerichtete massenspektrometri-
sche Methode entwickelt.[14,29] Die Identifizierung
zweier Markerpeptide (sog. Globalmarker) ermog-
lichte die Quantifizierung des Gesamt-Mal-d-1-Ge-
halts und umfasste die Isoallergene 1.01-1.10. Zusétz-
lich konnten fiir die wichtigsten Isoallergene 1.01,
1.02, 1.03 und 1.06 spezifische Marker identifiziert
und so das Isoallergenprofil bestimmt werden (Abb.
3b). Besonders vorteilhaft ist zudem, dass die massen-
spektrometrische Methode die Uberwachung der Ex-
traktionseffizienz des Allergens durch Einsatz eines
Extraktionsstandards (modifiziertes r-Mal d 1 [30])
erlaubte. Die deutlichen Unterschiede in der Extrak-
tionseflizienz der Proteine, in Abhéngigkeit von der
Sorte aber auch der Lagerdauer, unterstreichen die
Relevanz eines Extraktionsstandards. Verglichen mit
der Literatur sind die in unseren Arbeiten quantifi-
zierten Gehalte oft hoher.[9,28]. Dies ist vermutlich
auf die Quantifizierung mittels Massenspektrometrie
zuriickzufithren, denn damit wird auch ungefaltetes,
fehlgefaltetes oder modifiziertes Mal d 1 sowie Bruch-
stiicke miterfasst. Andererseits ist bislang nicht ge-
Kkldrt, ob alle Isoallergene gleich gut an die beim Assay
eingesetzten Antikorper binden.

Die Mal-d-1-Gehalte der verschiedenen Sorten
unterschieden sich deutlich (Abb. 3B). Ein Trend zu
geringeren Mal-d-1-Gehalten in den oft besser ver-
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Abb. 3: Polyphenolprofil (MeOH, n = 2) und Polyphenolfreisetzung wahrend dem oralen Verdau (Speichel, n = 6) (A) (26, 27), sowie Mal
d 1-Gehalt und Isoallergenprofil quantifiziert anhand der Globalmarker (n = 2) und der Isoallergenspezifischen Markerpeptide (n = 2)
(B) [14] im Trockengewicht (TG) des Fruchtfleischs der 19 untersuchten Handelsproben. Die farbliche Markierung der Sortennamen
erfolgte entsprechend der berichteten Allergenitét der Sorte durch den BUND Lemgo.[7] Fiir Bohnapfel existieren keine Daten, aber
eine gute Vertraglichkeit wird allgemein angenommen. Die Vertraglichkeit des Braeburn wird, laut BUND als schlecht beschrieben,
wahrend in klinischen Studien ein eher geringes allergenes Potenzial gezeigt wurde.[7-9]
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Abb. 4: PCA- und Loadings-Plots der Hauptkomponentenanalyse des quantifizierten Isoallergengehalts mit (A) und ohne (B) Einbezug
der Gehalte der verschiedenen Polyphenolgruppen im Fruchtfleisch der Apfelproben. HZD Hydroxyzimtsdurederivate.

traglichen traditionellen Sorten wurde beobachtet,
allerdings ergaben die Daten keine klare Trennung
zwischen traditionellen und kommerziellen Apfelsor-
ten. [7,14]. Kommerzielle Ziichtungen mit einem mo-
deraten Mal-d-1-Gehalt (Santana, Holstein Cox, Bos-
koop) wurden anhand der BUND-Verbraucher-
umfrage als eher vertréglich beschrieben.[7]

In den untersuchten Proben waren Mal d 1.01 und
1.02 die Hauptisoallergene. Die Gehalte des Mal d
1.03 und 1.06 waren insbesondere im Fruchtfleisch
deutlich geringer (Minorisoallergene). Auffillig war,
dass der Gehalt dieser Minorisoallergene besonders
in den Sorten erhoht war, fiir die eine schlechte bis
mittlere Vertraglichkeit berichtet wurde. Dies kann
moglicherweise auf ein erhohtes allergenes Potenzial
dieser Isoallergene hindeuten. Die Isoallergene 1.04
und 1.05 wurden, entgegen den auf Datenbankeintra-
gen basierenden Erwartungen, in keiner der Proben
detektiert (Abb. 3b).

Bei der Interpretation der Daten muss beachtet
werden, dass es sich bei den 19 Sorten um Handels-
proben handelt, und keinerlei Informationen zum
Erntezeitpunkt sowie zur Lagerung vorlagen. In einer
Folgestudie wurde daher detailliert an zwei kommer-
ziellen Sorten untersucht, wie sich Lagerbedingungen
und Lagerzeiten auf den Mal-d-1-Gehalt und das Iso-
allergenprofil auswirken.[31] Die vorldufigen Ergeb-
nisse zeigen, dass sich Lagereffekte signifikant auf den
Mal-d-1-Gehalt aber auch auf das Isoallergenprofil
auswirken.

Interaktionsstudien zwischen Mal d 1 und Polyphenolen
- Sind Interaktionen nachweisbar, welche eine verbesser-
te Vertraglichkeit erklaren?

Korrelationsstudien zwischen dem Gehalt an Mal d 1
und den Polyphenolen sowie der berichteten Aller-
genitdt einer Sorte zeigten keinen direkten Einfluss

der im Apfel vorhandenen, meist monomeren, Poly-
phenole auf die Allergenitit. Wurde mit den Daten
des Polyphenolgehalts bzw. der einzelnen Polyphenol-
untergruppen, des isoallergenspezifischen Mal-d-
1-Gehalts und der berichteten Allergenitét eine PCA
durchgefiihrt, ergab dies eine Gruppentrennung ent-
sprechend der Vertréglichkeit der Sorten (Abb. 4a).
Auffallend ist, dass die Gruppierung der Sorten, wel-
che ausschlief3lich auf den Mal-d-1-Isoallergengehal-
ten basiert, koharenter war (Abb. 4b). Somit handelt
es sich bei dem oft zitierten Zusammenhang zwischen
dem Polyphenolgehalt und der Allergenitit einer Sor-
te vermutlich um eine Scheinkorrelation. Diese An-
nahme wird durch Interaktionsstudien mittels '"N-
HSQC und ITC untermauert, da mit diesen Methoden
nur schwache bis keine Interaktionen zwischen dem
Mal d 1 und monomeren Polyphenolen nachzuweisen
waren. Allerdings konnte mittels "N-HSQC bei Poly-
phenolen mit héherem Molekulargewicht und Brau-
nungsprodukten ein konzentrationsabhéngiger Inten-
sitdtsverlust beobachtet werden. Dies weif3t auf einen
reduzierten Gehalt an gelostem Mal d 1 hin. Nieder-
schlagserscheinungen in manchen Proben stiitzen die
Annahme der Bildung unléslicher Mal-d-1-Polyphe-
nolkomplexe.

Fazit

Unsere Untersuchungen zeigen keinen direkten An-
haltspunkt fiir einen Einfluss der im Apfel enthaltenen
Polyphenole auf die Allergenitit einer Apfelsorte. An-
hand unserer Daten gehen wir bei dem postulierten
Zusammenhang zwischen erhohten Polyphenolgehal-
ten mit einer niedrigen Allergenitét in traditionellen
Apfelsorten von einer Scheinkorrelation aus. Polymere
Briaunungsprodukte, fiir deren Bildung der orale Ver-
dau zeitlich nicht ausreichend ist, scheinen jedoch mit
dem Mal d 1 unlésliche Komplex zu bilden und so den
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Gehalt an gelostem, korrekt gefaltetem und allerge-
nem Mal d 1 zu reduzieren. Unsere Ergebnisse weisen
darauf hin, dass der Allergengehalt und moglicherwei-
se auch das Isoallergenprofil, den grofiten Einfluss auf
die Allergenitit einer Sorte besitzt. Beides wird durch
die Lagerbedingungen stark beeinflusst, sodass der ge-
ringere Mal-d-1-Gehalt in traditionellen Streuobst-
wiesensorten moglicherweise auch auf der meist nur
kurzen Lagerung dieser Sorten beruht.

Fir eine verlassliche Empfehlung beziiglich hypo-
allergener Apfel ist es wichtig die Einflussfaktoren auf
die Expression der Mal-d-1-Isoallergene besser zu
verstehen, um gezielt die Lagerbedingungen und
Ziichtungen auf einen niedrigen Mal-d-1-Gehalt zu
optimieren. Aufgrund der deutlichen Schwankungen
zwischen biologischen Replikaten, Erntejahren und
verschiedener Anbauregionen sowie der oft nicht
nachvollziehbaren Ernte- und Lagerhistorie, sollten
klinische Studien zur Allergenitét analytisch eng be-
gleitet werden. Die in den Studien eingesetzten Friich-
te miissen fiir eine umfassende Einordnung der Er-
gebnisse parallel zur klinischen Studie analytisch
charakterisiert werden.
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Meldung

Speisedle richtig erhitzen: Wissenschaftler/
innen finden mogliche neue Marker

Wie oft kann ein Frittier6l wiederverwendet werden?
Mit dieser Frage beschiftigt sich das Team des Lehr-
stuhls fiir Lebensmittelchemie unter der Leitung von
Prof. Dr. Nils Helge Schebb an der Bergischen Uni-
versitit Wuppertal. Den Wissenschaftler/innen ist es
gelungen, potenzielle neue Marker fiir die Bewertung
der Erhitzung von Pflanzendlen vorzuschlagen. Diese
Marker konnten in Zukunft dabei helfen, die Qualitat
von Frittierdlen zu bestimmen und dadurch die maxi-
male Anzahl an Frittierzyklen eines Ols festzulegen.
Beim Frittieren wird das Lebensmittel vollstindig in
erhitztes Ol getaucht. Beim Abkiihlen kann das Ol
zum Teil von den Lebensmitteln aufgenommen wer-
den, sodass die Qualitat des Frittierols eine entschei-
dende Rolle fur die Qualitit der zubereiteten Lebens-
mittel spielt. ,Deshalb ist es wichtig, die maximale
Zeit bzw. die Anzahl der Frittierzyklen festzulegen,
die ein Ol verwendet werden kann, bevor es vollstan-
dig durch frisches Ol ersetzt werden muss®, erklirt
Prof. Dr. Nils Helge Schebb.
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Fette und Ole bestehen aus einer Reihe gesittigter und
ungesittigter Fettsauren. Beim Erhitzen dieser bilden
sich komplizierte Muster verschiedener Oxidations-
produkte der ungesittigten Fettsduren — u. a. die Oxy-
lipine. Allerdings lagen bis jetzt keine umfassenden
Daten iiber die Muster der Oxylipine in Frittierdlen
vor. In einer im Journal of Agricultural and Food Che-
mistry erschienenen Studie hat sich das Team der
Arbeitsgruppe Schebb gemeinsam mit dem Max-
Rubner Institut in Detmold diesem Problem des Da-
tenmangels angenommen.

So konnten die Kooperationspartner/innen mithil-
fe eines Frittierexperimentes detailliertere Daten tiber
die Oxylipinmuster wihrend des Frittiervorgangs ge-
nerieren. Daflir wurden Kartoffeln mit Sonnenblu-
mendl in mehreren Zyklen frittiert und zwischen den
einzelnen Zyklen Proben des Ols entnommen, die
mittels LC/MS analysiert wurden.

Basierend auf den dabei erhaltenen Daten ist es
dem Team gelungen, die laufenden Veridnderungen
der Oxylipinkonzentrationen wahrend des Frittier-
prozesses quantitativ zu charakterisieren und neue
potenzielle Marker fiir die Bewertung der Erhitzung
von Speisedlen vorzuschlagen.

https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/acs.jafc.3c00964
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