Mleko klaczy znane z obnizonych wiasciwosci alergicznych jest rozpatrywane jako zamiennik mleka krowiego, dla o0s6b
uczulonych na mleko krowie. Jednakze wczesniejsze badania wiasne wykazaty, ze biatka mleka klaczy posiadajg w swojej
strukturze immmunoreaktywne epitopy (miejsca odpowiedzialne za tgczenie z przeciwciatami), podobne to tych obecnych w
biatkach mleka krowiego. Dlatego tez, celem projektu jest zbadanie mozliwosci obnizenia immunoreaktywnosci (zdolnosci do
faczenia sie z przeciwciatami) biatek beta-laktoglobuliny i alfa-kazeiny mleka klaczy poprzez fermentacje mlekowa bakteriami z
rodzaju Lactobacillus i/oraz sieciowanie transglutaminaza w poréwnaniu do mleka krowiego z uwzglednieniem trawienia
zotadkowo-jelitowego w badaniu in vitro. Procesy bedg badane razem, oddzielnie i nastepczo.

Przyczyna podjecia wybranej tematyki badawczej sg badania naukowe informujace o nowej fali wzrostu wystepowania alergii
pokarmowej na biatka mleka krowiego. Dlatego istotne jest zbadanie mato popularnych dotychczas surowcéw, o zblizonej
wartosci odzywczej do mleka krowiego, ktére mogtyby stanowi¢ jego zamiennik. Takim produktem jest mleko klaczy, ktére jest
najbardziej zblizone pod wzgledem sktadu chemicznego do mleka kobiecego i najbardziej rézniace sie od mleka krowy, w
poréwnaniu do mlek pochodzacych od innych zwierzat (np. owcy, kozy, $wini). Zdarza sie, ze osoby uczulone na mleko krowie
moga réwniez by¢ uczulone na mleko innych zwierzat. Taka sytuacja nazywana jest reakcjg krzyzowa, gdzie przeciwciata obecne
w surowicy osoby z alergig pokarmowa w reakcji na spozywane okre$lone biatko-alergen moga taczyé sie réwniez z innymi
biatkami podobnymi strukturalnie do alergenu.

Celem projektu jest stworzenie podstaw naukowych w kierunku modyfikacji biatek mleka klaczy tak, aby w przysztosci mogty
byé kontynuowane badania nad bezpieczefAstwem stosowania mleka klaczy przez osoby uczulone na mleko krowie. W projekcie
wybrano dwie enzymatyczne metody modyfikacji biatek: pierwsza - hydroliza biatek poprzez fermentacje mlekowg szczepami
Lactobacillus, druga - sieciowanie (taczenie) biatek poprzez enzym transglutaminaze pochodzenia bakteryjnego. Pierwsza
metoda, czyli fermentacja mlekowa jest powszechnie stosowana, np. przy produkcji jogurtéw, w celu "degradacji” biatek i
uzyskania peptydéw o mniejszej immunoreaktywnosci. Fermentacje mlekowa stosuje sie w procesie wypieku pieczywa w celu
obnizenia alergennosci maki pszennej. We wczesniejszych badaniach zaobserwowano, ze rozny rodzaj bakterii oddziatywuje na
biatka mleka klaczy w odmienny sposéb. W niniejszym projekcie zaplanowano badania majace na celu weryfikacje czy rézne
szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus wykazujg zréznicowane wiasciwosci obnizenia immunoreaktywnosci i alergennosci.
Pozwoli to wskaza¢ najkorzystniejsze szczepy obnizajace immunoreaktywnos¢ biatek mleka klaczy. Natomiast druga metoda
stosowana jest w produkcji zywnosci w celu poprawy tekstury i struktury zywnos$ci oraz zwiekszenia zdolnosci wigzania wody
przez produkty modyfikowane tym enzymem. Transglutaminaza wystepuje naturalnie w tkankach, jednakze mozna ja réwniez
uzyskaé z zyjacych mikroorganizméw, np. bakterii Sreptoverticillium sp., Escherichia coli, Bacillus subtilis czy Physarum
polycephalum. Enzym ten wystepuje takze w tkankach roslinnych takich jak soja czy burak pastewny. Spozywanie
transglutaminazy nie jest obarczone ryzykiem wystapienia reakcji alergicznej (badania wykonane przez zespdt naukowcow z
National University Hospital w Kopenhadze w 2004 r.).

Reakcje enzymatyczne zachodzace w przewodzie pokarmowym powodujg przeksztatcenie spozywanego pokarmu w zbidr
antygenéw oddziatywujacych na uktad immunologiczny. W wiekszosci przypadkdw sg one identyfikowane jako czasteczki
neutralne, ale cze$¢ os6b w zwiazku z nadwrazliwosciag moze reagowaé w sposob alergenny. Uwaza sie, ze biatka i peptydy
odporne proteolitycznie sg najsilniejszymi alergenami. Ustalenie oddziatywania produktéw trawienia mleka klaczy poddanego
weczesniej modyfikacjom enzymatycznym stanowi kluczowe zagadnienie w poznaniu oddziatywania nowych rodzajow diety z
wykorzystaniem mleka klaczy na organizm. W projekcie zaplanowana jest separacja peptyddéw o niskiej masie czasteczkowej
(<15kDa) w celu zbadania immunoreaktywnosci tych peptydéw, ktére potencjalnie moga przedostaé sie przez $ciane jelita osoby
cierpigcej na alergie pokarmowg i wywotaé reakcje alergiczng. W projekcie zostanie zastosowany model symulacji trawienia
zotadkowo-jelitowego in vitro, obrazujacy hydrolize biatek pod wptywem enzymoéw trawiennych, w obecnosci soli zétciowych
oraz oznaczenie stopnia degradacji biatek mleka. Planowane jest zbadanie poziomu oddziatywan najbardziej alergennych biatek
mleka, czyli beta-laktoglobuliny i alfa-kazeiny mleka klaczy i krowiego z surowicami pacjentéw uczulonych na biatka mleka
krowiego.



