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1. Wprowadzenie

Słodki smak jest ważną cechą wiełu produktów rośłinnych. Może być wy
woływany, w różnym stopniu, przez szereg związków występujących w stę

żeniach rzędu 10’^-10'^ M, w tym mono- i disachaiydy, niektóre aminokwasy, 
glicerol jak również syntetyczne związki słodzące (sacharyna, cyklaminiany, 
aspartam).

Na ogół substancje o masie cząsteczkowej powyżej 2,5 kDa, a tym bardziej 
makrocząsteczki takie jak białka, nie wykazują aktywności smakowej. Jed
nym z niezwykłych odkryć było stwierdzenie występowania, w owocach nie
których roślin tropikalnych, białek o słodkim smaku (BSS). Do chwili obecnej 
poznano ich pięć. Są to: brazzeina (ang. brazzein) (1), mabinlina (ang. ma- 
binlin) (2), monellina (ang. monellin) (3), kurkulina (ang. curcuUn) (4) i tau- 
matyna (ang. thaumatin) (3). Skrótowy przegląd BSS podano w tabeli 1. 
Niektóre, jak taumatyna i monellina, wykazują aktywność smakową u na
czelnych {Primates), gdy występują w stężeniach podobnie niskich jak hor
mony (10 ® M) (5).

Badania nad mechanizmem działania BSS nie są zaawansowane, chociaż 
znane są inhibitory smaku słodkiego jak zyzyfina (ang. ziziphin), gurmaryna 
(ang. gurmarin) i związek z grupy O-glikozydów kwasu głikonowego (ang. 
gymnemic acid) (6). Istnieje dowód na to, że słodki i gorzki smak są prze
kazywane przez receptory związane z białkiem G (ang. G-protein-coupled re
ceptor, GPCR) (7). GPCR stanowią liczną rodzinę receptorów; są wśród nich 
receptory stymulowane przez substancje smakowe i zapachowe. Receptory 
są białkami transbłonowymi i działają za pośrednictwem białek G (białka 
wiążące GTP). Jedno z nich, gustducyna (ang. gustducin), jest białkiem sprzę
gającym sygnał z procesem pobudzania smaku; inne białko G, transducyna 
(ang. transduciń) sprzęga sygnał z procesem pobudzania wzroku. Sygnał pier-
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Tabfcla i

Zestawienie właściwości roślinnych białek chai^kteryzujacych się słodkim smakiem

1 BIAŁEK MODYFIK-UJĄCYCH SMAK (6)

Charakterystyka
białka Brazzeina Mabinlina

II
Monełłina Taumatyna

I Mirakułina Kurkulina

smak białka słodki słodki słodki słodki brak słodki

smak kwasu po 
spożyciu białka - - - - słodki słodki

smak wody po 
spożyciu białka - - - - - słodki

liczba
aminokwasów:

monomer 54 105 94 207 191 114
łańcuch A - 33 44 - - -

łańcuch B - 72 50 - - -

masa
cząsteczkowa [KD]:

monomer 6,473 12,441 11,086 22,209 24,600 12,491
łańcuch A - 4,147 5,251 - - -
łańcuch B - 8,294 5,835 - - -

zawartość cukrów
(%) - - - - 13,9 -

punkt
izoelektryczny

brak
danych 11,3 9,3 12,0 9,1 7,1

wotny dochodzący do komórki z przestrzeni pozakomórkowej powoduje zmianę 
konformacyjną receptora, co stymuluje białko G. Akt}wne białko G uruchamia 
kaskadę enzymatyczną, rośnie stężenie cAMP i dochodzi do aktywącji fosfo- 
diesterazy, co powoduje zmniejszenie poziomu cAMP lub cGMP. Obniżenie 
poziomu tych wtórnych przekaźników informacji bezpośrednio przyczynia się 
do zmiany przepuszczalności kanałów jonowych (rys. 1). Zamknięcie kanałów 
w błonie komórkowej powoduje powstanie sygnału nerwowego (8). Inny wtórny 
przekaźnik, 1,4,5-trifosforan ino/wtolu (IP3), jest odpowiedzialny za wewnątrz
komórkową mobilizację jonów Ca^"^ (9). W przenoszeniu wrażenia smaku słod
kiego mogą być wykorzystane, IP3 i jony Ca^'^. Wykamno, że sacharoza i in
tensywnie słodkie substancje powodują wysokie poziomy wewnątrzkomórko
wych Ca^'^ (10). Receptory smaku słodkiego nie zostały do tej pory wyizolo
wane. Shimazaki i wsp. (11) podjęli próbę izolacji receptora taumatyny 1. Z kub
ków smakowych małpy, w których zlokalizowane są komórki smakowe, wy
odrębnili kompleks: taumatyna 1 — białko o masie około 50 kDa. Do łączenia 
nie dochodziło, gdy taumatyna była acylowana (niesłodka), co dało podstawę 
do przypuszczania, że zidentyfikowali białkowy receptor.
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Fosfodlestraza 

Fosfolipaza C

rozkład cAMP lub cGMP 

uwalnianie IP3 + diacyloglicerolu

Rys. 1. Schematyczny rysunek systemu przenoszenia smaku słodkiego i gorzkiego: IP3 (1,4,5 
trifosforan inozytolu).

BSS mogą być wykorzystane w dwojaki sposób: 1) służyć do uatrakcyj
niania smaku różnych produktów, w tym pochodzenia roślinnego; geny BSS 
wprowadzone do roślin nie wytwarzających BSS mogą zwiększyć walory użyt
kowe, np. słodkie owoce pomidora lub dyni lub 2) spowodować nowy sposób 
użytkowania rośliny, np. liście transgenicznych roślin tytoniu, u których 
następuje ekspresja BSS mogłyby być surowcem do ekstrakcji tych białek 
na cele przemysłu spożywczego.

Najbardziej rozpowszechnionym podejściem przy ocenie sensorycznej 
względnej słodyczy różnych produktów jest porównanie ich stężeń progo
wych. Próg rozpoznania jest minimalnym natężeniem bodźca sensorycznego 
pozwalającym na rozpoznanie odbieranego wrażenia. Do oceny sensorycznej 
produktów żywnościowych stosuje się m.in. tzw. metodę trójkątową na pod
stawie której uz^-^skuje się ocenę porównawczą. Metoda ta polega na jedno
czesnej prezentacji trzech zakodowanych próbek, z których dwie są identy
czne. Zadaniem oceniającego jest wskazanie losowej próbki różnej. W przy
padku wykrycia różnic pomiędzy próbkami prezentuje się serię trójkątowych 
zestąwów większej grupie oceniających. Każdy z nich ocenia jeden lub kilka 
zestawów. Próbka losowa nie jest zciznaczona. Zastosowanie większej liczby



Roślinne białka charakteryzujące się słodkim srnakiem oraz modyfikujące smak 67

Rys. 2. Struktura rdzeniowa taumatyny (5); 
równoległe linie symbolizują wiązania S-S; za
ciemnione strzałki symbolizują rejony homolo
giczne do monełliny, koniec aminowy i karbo
ksylowy oznaczono N i C.

"NA

Rys. 3. Schemat przedstawiający elementy 
strukturalne kryształów monełliny i cystatyny 
(21); a-heliks jest przedstawiony w postaci cy
lindra, a łańcuchy (3 w postaci ponumerowa
nych strzałek; pętle przedstawiono w postaci 
pogrubionych linii; pętle L23, L45 i wystę
pują wyłącznie w cząsteczkach cystatyn i sta
nowią miejsca wiązania; koniec aminowy łań
cucha A monełliny (NA) i karboksylowy łańcu
cha B (CB) oznaczone są liniami przerywanymi.

powtórzeń pojedynczych elementów trójkątowych zmniejsza prawdopodobień
stwo przypadkowego poprawnego wyniku.

Celem pracy jest przedstawienie niektórych cech BSS i podsumowanie 
obecnego stanu ich wykorzystania w biotechnologii.

2. Taumałyna i monellina

Selektywne wiązanie receptorów smaku słodkiego jest podstawową cechą 
taumatyny i monełliny. Jeśli wziąć za podstawę stężenie molarne, to słodycz 
obu białek jest koło 100 tysięcy razy bardziej intensywna od słodyczy sa
charozy (12), ogólnie przyjętego wzorca słodyczy. Chociaż oba są intensywnie 
słodkie, zawierają tylko pięć homologicznych tilpeptydów. Pomimo bardzo 
ograniczonego podobieństwa sekwencji aminokwasów tych białek (8), prze
ciwciała wiążące się in vitro z taumatyną, oddziałują również z monełliną 
i vice versa, ale nie oddziałują z niesłodką monełliną, uzyskaną po modyfi
kacji chemicznej (13). Wskazuje to na obecność w cząsteczkach tych białek 
identycznych grup rozpoznawanych przez przeciwciała (determinant, epito-
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pów) utworzonych być może z więcej niż jednego z homologicznych tripep- 
tydów, bowiem pojedynczy jest zbyt krótkim fragmentem by mógł stanowić 
kompletną antygenową determinantę. Dla pełniejszego zrozumienia krzyżo
wego reagowania antygenów, określono struktury krystaliczne taumatyny i mo- 
nelliny, ale nie stwierdzono podobieństwa przestrzennyeh struktur tych bia
łek (5,14) (rys. 2 i 3).

Białka funkejonują poprzez selektywne wiązanie się do innych cząsteczek. 
Mogą to być krótkotrwałe oddziaływania z innymi białkami, w wyniku któ
rych zachodzi przekazywanie sygnałów do wnętrza komórki (receptory ko
mórkowe). Innym przykładem swoistego oddziaływania między białkami jest 
wiązanie antygenu białkowego do przeciwciała. Podstawą do zrozumienia fun
kcjonowania białka jest określenie konformacji miejsca wiążącego inne czą- 
steezki. Dość dobrze zostały poznane miejsca wiązania przeciwciała. Tauma- 
tyna i monellina mają właściwości immunogenne (13). Badania z użyciem 
przeciweiał skierowanych przeciwko tym białkom mogą dostarczyć informacji 
o oddziaływaniu pomiędzy słodkimi substancjami i ich receptorami. Przy 
użyciu monoklonalnych przeciwciał do taumatyny i monelliny, w cząsteczce 
taumatyny, zidentyfikowano grupy rozpoznawane przez przeciwciała: wyróż
niono epitopy wiążące się swoiście z przeciweiąłami do taumatyny oraz re
agujące krzyżowo (15). Reagujące krzyżowo stanowiły prawdopodobnie eentra 
wiążąee reeeptor smaku, a reagujące swoiście mogą być bardzo przydatne 
do oznaezeń ilościowyeh taumatyny w ekstraktach roślinnych.

2.1. Taumatyna
Choć pierwsze informacje na temat walorów smakowych owoców roślin 

T. daniellii sięgają zeszłego wieku, to taumatyna jako białko została ziden
tyfikowana stosunkowo niedawno. Obecnie wyróżnia się pięć form taumaty
ny: I, 11, 111 (16), b i c (17). Są to monomeiyezne białka zasadowe (pl 12) 
o masie około 22 kDa (17), które występują wyłącznie w owocach zacho- 
dnioafrykańskiej bezpędowej byliny Thaumatococcus daniellii Benth (3) i cha
rakteryzują się słodkim smakiem (16-18). Wykazują szczególnie wysoką in
tensywność słodyezy. Wywoływane przez nie wrażenie smaku słodkiego po
jawia się z niewielkim opóźnieniem (15 s) i zanika powoli (30 min) (19). 
Taumatyna w stężeniach niższych niż 10'® M obniża próg rozpoznania innych 
słodkich substancji, jak sacharo2iy i sztucznych środków słodzących, a także 
intensyfikuje smakowitość niektórych produktów żywnościowych (20).

Spośród pięciu form taumatyn, pierwsza i druga występują w znamiennej 
przewadze. Zostały one dobrze scharakteryzowane fizykochemicznie. Obie są 
pojedynczymi łańcuchami polipeptydowymi zbudowanymi z 207 reszt ami
nokwasów (12), a różnią się tylko pięcioma resztami (12,18). Taumatyna jest 
syntetyzowana w postaci dłuższego łańeucha polipeptydowego, preprotau- 
matyny (rys. 4) (18) i zawiera od strony końca N sekwencję sygnałową zbu
dowaną z 22 reszt hydrofobowych (presekwencja), podobnie jak białka se- 
krecyjne. Sekwencje sygnałowe deeydują o translokacji białka poprzez błonę 
retikulum endoplazmatyeznego. Od strony końca karboksylowego eząsteczka
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N-końcowa sekwencja
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Rys. 4. Schemat budowy preprotaumatyny II (30), N i C oznaczają odpowiednio koniec ami
nowy i karboksyłowy łańcucha polipeptydowego.

preprotaumatyny zawiera odeinek o długośei 6 reszt (prosekweneja). Przy- 
puszeza się, że ten C-końcowy fragment stanowi sygnał dla transportu białka 
do ostateeznego miejsea przeznaczenia (sygnał kompartymentacji) — orga
nelli podobnych do pęcherzyków (18). W strukturze rdzeniowej taumatyny I 
można wyróżnić trzy domeny (5). Główna, zbudowana jest z jedenastu łań
cuchów (3; sąsiadujące ze sobą łańcuchy są ułożone w przeciwnych kierun
kach (antyrównoległa harmonijka (3, rys. 2). Pozostałe dwie domeny są bogate 
w mostki dwusiarczkowe. Każdy z łańcuchów (3 zawiera średnio 6 amino
kwasów. Szesnaście cystein, występujących w cząsteczce taumatyny, bierze 
udział w tworzeniu wiązań dwusiarczkowych. Jedno wiązanie pozycji 145 
i 158, jest łabiłne, a jego redukcja wyzwała właściwości enzymatyczne tau
matyny (3). Cząsteczka taumatyny z częściowo zredukowanymi wiązaniami 
dwu siarczkowymi podlega autotrawieniu, a w obecności odpowiednich sub
stratów wykazuje aktywności proteazy, amidazy i esterazy (3). Acylacja grupy 
aminowej lizyny przy atomie węgła w pozycji e obniżając zasadowość pod
wyższa jego aktywność hydrołityczną w sposób skorelowany z liczbą wpro
wadzonych grup acetylowych (3). Acylowana monelłina zachowuje się podo
bnie i w środowisku redukującym wykazuje aktywność amidazy (3). Wpro
wadzenie grup acetylowych do cząsteczki taumatyny redukuje słodycz tego 
białka również w sposób skorelowany z liczbą wprowadzonych grup (20).

2.2. Monelłina

Monelłina występuje w owocach afrykańskiej liany Dioscoreophyllum cum- 
minsii Diełs (21). Cząsteczka tego białka składa się z dwóch podjednostek; 
łańcucha A o długości 45 reszt i łańcucha B o długości 50 reszt (22). Przy 
wykorzystaniu techniki krystalografii rentgenowskiej ustalono strukturę prze
strzenną monełliny (21) (rys. 3). Cząsteczka monelliny zawiera układ anty- 
równoległych (3-struktur i prostopadły a-hełiks. Każdy z łańcuchów (3 zawiera 
średnio 10 reszt. Koniec karboksylowy łańcucha B sąsiaduje z końcem ami
nowym łańcucha A. Murzin sugeruje, że oba łańcuchy dojrzałej cząsteczki 
monelliny mogą pochodzić od pojedynczego prekursorowego polipeptydu (21). 
Ponieważ nie zsekwencjonowano ani genu ani cDNA monelliny, to brak mole
kularnego poparcia tej sugestii. Elementy strukturalne monelliny, heliksu- 
harmonijki, zaobserwowano w kryształach dwóch białek zwierzęcych z ro
dziny inhibitorów proteinaz cysteinowych: 1) cystatyny białka jaja kurzego

biotechnologia 1 (40) ’98
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i 2) ludzkiej stefiny B (23) (rys. 3). Poza podobieństwem struktur, białka te 
łąezy podobieństwo sekweneji aminokwasów (21). Pojawiło się zatem pytanie, 
czy monełłina może pełnić funkcję inhibitora proteinazy? Okazało się jednak, 
że centra aktywne cząsteczki monełłiny i cząsteczki cystatyny nie mają iden
tycznych sekwencji aminokwasowych.

Przekonstruowano natywny gen kodujący monełłinę w ten sposób, że syn
tetyzowany jest jeden łańcuch połipeptydowy o długości równej sumie dwóch 
podjednostek monełłiny. Dojrzałe białko tak przekonstruowanego genu oka
zało się intensywnie słodkie (24).

3. Inne BSS

Mabinłina jest białkiem nasion chińskiej rośliny Capparis masaikai Levł. 
(25). Występuje w formie heterodimeru. Znanych jest 5 homołogów mabin- 
łiny, z których mabinłina Ił jest najbardziej termostabiłna, a zatem najatra
kcyjniejsza dla przemysłu spożywczego. Jest odporna na działanie tempera
tury -i-80°C przez okres przynajmniej 48 h (25). W niedużej cząsteczce ma- 
binłiny (12,4 kDa) występują aż 4 wiązania dwusiarczkowe, którym przypi
suje się tworzenie termostabiłnej struktury. Pozostałe BSS, poza opisaną 
w dalszej części podrozdziału brazzeiną (1), nie są odporne na działanie wy
sokich temperatur. Po ustaleniu sekwencji aminokwasów mabinłiny łł wska
zano na brak znaczącego podobieństwa w sekwencji aminokwasów mabinłiny 
II i pozostałych BSS oraz mirakułiny (25), przeciwnie do białek zapasowych 
nasion, szczególnie 2S albuminy AT2S3 Arabidopsis thaliana, chociaż białko 
to nie charakteryzuje się słodkim smakiem (26).

Przykładem BSS o ciekawych właściwościach jest brazzeina występująca 
w owocach Pentadiplandra brazzeana Baiłłon (1). Jest 2000 razy słodsza od 
2% roztworu sacharozy. Stanowi najmniejsze (6,473 kDa) i najlepiej rozpu
szczalne w wodzie (50 mg/ł) z dotychczas poznanych BSS (1). Różni się 
smakiem od taumatyny (27). Oznaczono sekwencję aminokwasową tego biał
ka (1). Zawiera aż 8 cystein na ogólną liczbę 54 aminokwasów. Przypusz
czalnie termostabilną strukturę brazzeiny stabilizują liczne, jak na tak małą 
cząsteczkę, mostki dwusiarczkowe. Produkcja brazzeiny na większą skalę 
może być uzasadniona z następujących powodów: 1) termostabilności, 2) 
znacznej zawartości reszt lizyny oraz 3) wywoływania długotrwałego wrażenia 
smaku słodkiego tak, że może ono stanowić wartościowy dodatek do sztu
cznych substancji słodzących, które na ogół wywołują efekt krótkotrwały. 
Z 200 g owoców można otrzymać 720 mg brazzeiny (1). Dla wytwarzania 
większych ilości przygotowano gen syntetyczny, który wstawiono do wektora 
plazmidowego pGEMEX-l. Wektor pochodny wprowadzono do komórek 
szczepu Escheńchia coli JM 109 (28). Nie podano informacji na temat eks
presji rekombinacyjnej brazzeiny w komórkach tych bakterii.
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Na atrakcyjność taumatyny jako dodatku do żywności składają się przede 
wszystkim następujące właściwości: 1) polepszanie walorów smakowych żyw
ności, 2) wywoływanie wrażenia smaku słodkiego u człowieka po spożyciu 
mikrogramowych ilości, 3) brak toksycznego i mutagenicznego działania, 4) 
wyjątkowa trwałość termiczna. Cechy te czynią taumatynę atrakcyjną w ho
dowli tych gatunków transgenicznych, u których ceni się słodkie owoce. 
Obecnie przemysł spożywczy wykorzystuje jedynie ekstrakty z owoców T, da- 
niellii. Częściowo oczyszczona taumatyna stanowi ofertę handlową firmy Sig
ma. Na rynku pojawiła się pod nsizwą tałin. Od 1973 r. jej dystrybucją 
zajmuje się firma Tatę & Lyle, a od 1992 r. również firma Hays Ingredients. 
Rośliny T. daniellii uprawiane poza tropikiem zawiązują owoce partenokar- 
piczne, które nie mają słodkiego smaku. Z jednego owocu (od 6 do 30 g) 
można otrzymać do 12 mg taumatyny (29). Biorąc pod uwagę popularność 
talinu na rynku, ilość ta nie zaspokaja potrzeb handlowych. Ponadto tau
matyna jest droga, pomimo że procedura jej izolacji i oczyszczania jest sto
sunkowo prosta (16). Wobec tego podjęto prace nad wytwarzaniem tauma
tyny przez inne organizmy. W komórkach bakterii i drożdży, z wyjątkiem 
Aspergillus oryzae (30), nie udało się jednak otrzymać taumatyny chara
kteryzującej się słodkim smakiem. Wydajność biosyntezy taumatyny w ko
mórkach A. oryzae była niska.

4.1. Synteza taumatyny w komórkach bakteryjnych

Dla uzyskania ekspresji genu kodującego taumatynę II w komórkach E. co
li przygotowano cDNA otrzymany w reakcji odwrotnej transkrypcji mRNA pre- 
protaumatyny II (18). Wyznaczono jego sekwencję nukleotydową. Fragmenty 
DNA, które stanowiły cDNA preprotaumatyny II, pretaumatyny II, protauma- 
tyny II bądź dojrzałej taumatyny II (pozbawionej końców: N i C) sklonowane 
w dwóch wektorach, pochodnych pBR322; pod promotorem trp operonu bio- 
synte2^y tryptofanu (wektor pUR538), w dmgim — pod promotorem lac ope
ronu laktozowego (wektor pUR528). Rekombinacyjne plazmidy wprowadzono 
do komórek E. coli. Dostępne są wyłącznie dane dotyczące wydajności bio- 
synte2y preprotaumatyny II w komórkach bakteryjnych — maksymalnie 500 
cząsteczek na komórkę (18). Prawdopodobnie białka heterologiczne nie były 
wydzielane do otoczenia. Aby zachodził transport tych białek poza obręb ko
mórki bakteryjnej powinny zawierać bakteryjny peptyd sygnałowy (31).

Bakterie z rodzaju Bacillus wytwarzają szereg pozakomórkowych enzy
mów, głównie a-amylazę. B. subtilis zastosowano do produkcji różnych białek 
rekombinacyjnych zawierających wiązania dwusiarczkowe. W tym gospoda
rzu udało się uzyskać syntezę białek eukariotycznych, między innymi inter
feronu a-2 (32). Dla wytworzenia aktywnej biologicznie taumatyny do komó
rek tego gospodarza wprowadzono wektory ekspresyjne zawierające fuzję 
cDNA taumatyny II z regionem kodującym peptyd przewodni (ang. leader] 
a-amylazy (33). Fuzja genowa była pod kontrolą promotora genu a-amylazy
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B. subtillis. Dla uzyskania maksymalnej ekspresji, cDNA taumatyny II wpro
wadzono bardzo blisko silnego promotora bakteryjnego z zachowaniem po
prawnej ramki odczytu, a dla zapewnienia efektywnej translacji w mRNA 
wektora ekspresyjnego przed kodonem inicjującym znajdowało się miejsce 
wiązania mRNA z rybosomami. Stężenie rekombinacyjnej taumatyny w po
żywce wzrostowej Bacillus mierzono przy użyciu owczych przeciwciał specy
ficznych w stosunku do taumatyny i techniki Western blotting. Poziom eks
presji obcego białka zależał od rodzaju szczepu bakteryjnego. Maksymalną 
wydajność biosyntezy (1 mg/l pożywki wzrostowej) taumatyny uzyskano 
w szczepie, dla którego stwierdzono mniej niż 4% aktywności proteolitycznej 
szczepu dzikiego B. subtilis. Brak jest danych na temat oceny sensorycznej 
heterologicznego białka.

Klonowanie genów do celów biotechnologicznych jest także możliwe w ko
mórkach Streptomyces lividans i jest często podobnie korzystne jak w B. sub
tilis. Przygotowano konstrukt genowy kodujący fuzję: taumatyna-peptyd 
przewodni (ang. leader) (3-galaktozydazy. Gospodarzem klonowanej fuzji ge
nowej były komórki S. lividans. Bakterie wydzielały około 0,2 mg białka 
fuzyjnego na litr pożywki wzrostowej, za mało do przeprowadzenia oceny 
sensorycznej.

4.2. Synteza taumatyny w komórkach drożdży
Saccharomyces cereuisiae jest organizmem niepatogennym dla człowieka, 

stosowanym do wytwarzania białek o biotechnologicznym znaczeniu. Jako 
eukariotyczny jest zdolny do przeprowadzenia posttranskrypcyjnych mody
fikacji (tworzenie wiązań dwusiarczkowych, acylacja, fosforylacja, 0-gliko2^- 
lacja), których wymaga wiele białek eukariotycznych, w tym taumatyna, dla 
osiągnięcia pełnej aktywności biologicznej.

Wektory drożdżowe, pozwalające na wydajną syntezę białek heterologicz- 
nych, powinny występować w dużej liczbie kopii na komórkę i wykazywać 
znaczną stabilność mitotyczną w warunkach nieselekcyjnych. Dla osiągnięcia 
stabilności klonowanego genu stosuje się wektory integrująee do genomu 
drożdży, w locus rDNA. U drożdży geny kodujące rDNA powtórzone są od 
100 do 200 razy w obrębie haploidalnego genomu (34). Gwarantuje to zdol
ność komórki do wytwarzania odpowiedniej ilości rybosomów potrzebnych 
do syntezy białka.

Przygotowano wektor plazmidowy pMIRY2 (ang. Multiple Integration into 
the Ribosomal DNA of Yeast), który zawierał kilka tysięcy par zasad rDNA 
i występował w 100-200 kopiach na komórkę (34). Około 80-100% jego kopii 
utrzymało się w wamnkach nieselekcyjnych przez ponad 70 generacji. 
W miejsca Bgl II-Hind III, wstawiono, pod kontrolą promotora drożdżowego 
genu dehydrogenazy 3-fosfoglicerynianu (GAPDH), gen kodujący preprotau- 
matynę II (2,1 kpz). Otrzymano transformowane komórki zawierające 140 
kopii klonowanego genu. Pojedyncza transformowana komórka drożdży syn
tetyzowała około 10® cząsteczek preprotaumatyny (test ELISA). Była to niska 
wydajność biosyntezy tego białka.
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Celem doświadczenia Edensa i wsp. (35) było sprawdzenie czy w komór
kach drożdży może zachodzić procesowanie preprotaumatyny. Gen struktu
ralny preprotaumatyny 11 sklonowano pod promotorem GAPDH w wektorach 
wahadłowych, pochodnych wektora pUR528 (18). Stosując metodę elektro- 
forc/^y w żełu porównano masę taurnatyny syntetyzowanej w komórkach 
drożdży i wyizolowanej z owoców T. daniellL Oba białka miały masy podobne, 
co wskazywało na zachodzenie w komórkach drożdży odcinania przynajmniej 
dłuższego N-końcowego peptydu preprotaumatyny.

Lee i wsp. (36) skonstruowali trzy wektory wahadłowe niosące geny syn
tetyczne trzech form taurnatyny, w tym taurnatyny 1, i uzyskali wysokie 
wydajności produkcji w komórkach drożdży (20% ogólnej puli nierozpusz
czalnych białek) poszczegółnych form rekombinacyjnych białek. Uzyskanie 
tak wysokiej wydajności biosyntezy taurnatyny u drożdży wynikało z wpro
wadzenia do syntetycznych genów kodonów preferowanych przez tego go
spodarza. Przyczyną występowania taurnatyny we frakcji białek nierozpusz
czalnych mogło być środowisko wewnątrz komórki gospodarza niesprzyjające 
tworzeniu mostków dwusiarczkowych, niezbędnych do utworzenia prawidło
wej struktury przestrzennej białka.

Aspergillus jest powszechnie stosowany w biotechnologii, szczególnie do 
produkcji wtórnych metabolitów i enzymów. Także i w tym organizmie opra
cowano system klonowania taurnatyny (30). Do ekspresji genu taurnatyny 
wykorzystano promotor GAPDH. Tylko niewielka ilość (50 ng/ml pożywki) 
obcego białka była wydzielana do otoczenia; po oczyszczeniu charakteryzo
wało się słodkim smakiem, a zatem stanowiło formę dojrzałą taurnatyny. 
W ekstraktach komórkowych zidentyfikowano natomiast białko, którego ma
sa (25 kDa) wskazywała, że stanowi niedojrzałą formę taurnatyny.

5. BSS w transgenicznych roślinach wyższych

Podwyższenie zawartości słodkich substancji w jadalnych częściach rośli
ny można osiągnąć przez wprowadzenie do jej genomu genu kodującego BSS 
zaopatrzonego w organoswoisty promotor. Obecnie znane są sekwencje cDNA 
niektórych BSS. Modyfikowanie smaku owocu tymi fragmentami DNA może 
być szczególnie pożądane w uprawach prowadzonych w strefach klimatycz
nych o słabszym nasłonecznieniu i/lub niższej temperaturze.

5.1. Transgeneza roślin kasetami ekspresyjnymi zawierającymi cDNA 
genu monelliny

Do transgenezy pomidora i sałaty przygotowano dwa wektory płazmidowe 
zawierające syntetyczny gen monelliny kodujący pojedynczy polipeptyd. Syn
tetyczny gen był pod kontrolą promotora organoswoistego z genu E8 pomi
dora bądź promotora genu 35S RNA z wirusa mozaiki kalafiora CaMV35S 
(37). Pierwszy z wymienionych promotorów wykazuje specyficzność tkanko
wą: jest aktywny w dojrzewającym owocu pomidora i zastosowano go do
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Rys. 5. Schemat organizacyjny obszaru T- 

DNA plazmidu pWIT2 (19); LB-lewa sekwencja 
skrajna: Y-region kodujący funkcje replikacji 
plazmidu colEl; A-DNATNS; CaMV35S-promo- 
tor 35S RNA z wirusa CaMV; preprotaumatyny 
11; tml3’-region terminacyjny oncogenu tml 
A. tumęfaciens\ X-gen oporności na ampicilinę; 
NPTIl-sekwencja kodująca genu nptil (neomy- 
cynowej fosfotransferazy 11): ocs5’-region pro- 
motorowy onkogenu A. tumefaciens kodującego 
syntazę oktopinową: RB-prawa sekwencja
skrajna; B-region kodujący funkcje replikacji 
plazmidu pRK290.
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ukierunkowanej transfekcji, a drugi do uzyskania ekspresji transgenu w ob
rębie całej rośliny. W wyniku transgenezy pomidora za pomocą Agrobacte- 
rium tumefaciens kasetą ekspresyjną zawierającą cDNA monelliny pod kon
trolą promotora E8 uzyskano 30 roślin, z których 50% wykazywało obecność 
mRNA monelliny specyficznie w dojrzałym owocu. Tego transkryptu nie wy
kryto w niedojrzałym owocu i liściu roślin transgenicznych oraz w dojrzałym 
owocu rośliny nietransgenicznej. Stężenie mRNA monelliny w transgenicz- 
nym owocu było podobne do stężenia mRNA natywnego białka E8 w dojrza
łym owocu pomidora. Na podstawie uzyskanych wyników przypuszcza się, 
że ekspresja chimerycznego genu jest, podobnie jak natywnego genu E8, 
specyficzna dla owocu i aktywowana przy transkrypcji podczas jego dojrze
wania. Od dawna wiadomo, że rozwijające się owoce wytwarzają etylen; stwier
dzono, że jego działanie powoduje wcześniejsze dojrzewanie. Traktowanie nie
dojrzałych owoców transgenicznych roślin pomidora etylenem spowodowało 
podwyższenie stężenia zawartej w nich monelliny do poziomu przekraczają
cego dziesięciokrotnie próg wykrywalności. Tylko owoce traktowane etylenem 
wywoływały u człowieka wrażenie smaku charakterystyczne dla monelliny. 
W wyniku transfekcji pomidora i sałaty (druga kaseta ekspresyjna) uzyskano 
rośliny transgeniczne obu gatunków. Obecność mRNA monelliny potwierdzo
no w tkankach zielonych sałaty i dojrzałym owocu pomidora. Nie zamiesz
czono danych o występowaniu rekombinacyjnej monelliny w innych tkan
kach transgenicznych roślin pomidora.

Wyniki omówionych doświadczeń wskazują na kontrolę ekspresji chimery
cznego genu monelliny przy transkrypcji i na trwałość transkryptu tego genu 
w różnych organach transgenicznych roślin.
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Do transgenezy ziemniaka Solarium tuberosum L. cv. Iwa, za pomocą 
A. rhizogenes, genem taumatyny II zastosowano konstrukt genowy zawiera
jący gen chimeryczny: promotor CaMV35S5’-c DNA kodujący preprotaumaty- 
nę II — terminator tmlS' (38) (rys. 5). Przy użyciu techniki Western blotting 
wykazano, że tumorowate korzenie oraz tkanki zregenerowanych z nich ro
ślin (liść, łodyga, korzeń, stolon, bulwa) wytwarzały taumatynę. Ocenę smaku 
słodkiego tumorowatych korzeni przeprowadzono stosując metodę trójkąto
wą: każdy z 12-osobowego zespołu testujących otrzymał do oceny trzy iden
tycznie rozdrobnione próbki tkanki o masie 0,1 g.

Rośliny ziemniaka wykazujące ekspresję genu taumatyny II stanowią 
przykład kombinacji ciekawych cech użytkowych: słodkości i wysokiej zdol
ności do plonowania odmiany, którą w przeciwieństwie do T. daniellii, można 
uprawiać z powodzeniem w różnych strefach klimatycznych. W przeprowa
dzonych doświadczeniach nie było jednak zamiaru wytworzenia nowej od
miany ziemniaka. Chodziło raczej o model badawczo-biotechnologiczny, który 
mógłby być przydatny w pracach nad doskonaleniem walorów smakowych 
i dietetycznych części jadalnych komercyjnie użytecznych roślin dwuliścien
nych tym bardziej, że istnieją obecnie odmiany, dla których opracowano 
systemy transfekcji wektorowej, jak jabłoń (39), truskawka (40) czy też kiwi 
(41). Doniesienie o transgenezie kiwi {Actinidia deliciosa) (41) jest pierwszym 
dotyczącym efektów genów roi A. rhizogenes w drzewach. Inny z wymienio
nych przykładów dotyczy wprowadzenia genu markerowego npfll do truska
wki (40) i uzyskania pierwszego pokolenia transgenicznych roślin, w których 
wprowadzona cecha segreguje w sposób mendlowski. Podobne doświadczenie 
wykonane na jabłoni było ograniczone do uzyskania pokolenia Tq (39).

6. Białka podobne do taumatyny

Dzisiejszy stan wiedzy nie pozwala na jednoznaczną odpowiedź na pytanie 
jaką inną rolę in vivo, poza wywoływaniem i/lub modyfikowaniem smaku, 
mogą pełnić BSS. Próbą znalezienia odpowiedzi są poszukiwania białek 
homologicznych, o poznanych funkcjach biologicznych. Najwięcej danych 
literaturowych, jak dotąd, dotyczy białek podobnych do taumatyny (ang. 
thaumatin-like, TL). Do rodziny TL zalicza się białka w^^kazujące od 40 do 
70% homologii w sekwencji aminokwasów do taumatyny (42). Zostały one 
zidentyfikowane w różnych gatunkach roślin jedno- i dwuliściennych. Podo
bnie do taumatyny mają masę około 22 kDa i zawierają 16 konserwowanych 
reszt cysteiny. Żadne z dotychczas poznanych nie charakteryzuje się słodkim 
smakiem. Wiedza na temat białek TL pochodzi z następujących obszarów 
badań: 1) odpowiedzi roślin na atak patogenów, 2) odpowiedzi roślin na stres 
osmotyczny oraz 3) białek nasion zbóż o anty grzybowej aktywności. Wyni
kiem tych badań jest identyfikacja wielu białek TL.
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6.1. Białka TL w patogenezie zakażenia grzybami i wirusami

W swoim naturalnym środowisku rośliny narażone są na oddziaływanie 
stresów biotycznych. Jedną ze strategii jaką stosują broniąc się przed ata
kiem patogenów jest synteza białek PR (ang. Pathogenesis Related) (43). Biał
ka PR zostały usystematyzowane w pięć rodzin, z których PR-5 obejmuje 
białka homologiczne do taumatyny (44,45). Białka TL zostały zidentyfikowane 
w różnych gatunkach roślin, w liściach oraz nasionach, pierwotnie w liściach 
roślin tytoniu [Nicotiana tabacwn). W tym gatunku zostały zidentyfikowane 
jako białka kwaśne, zaangażowane w odpowiedzi typu HR (ang. hypersen
sitive response) (46). Infekowanie liści roślin tytoniu Samsun NN wirusem 
mozaikowatości tytoniu (TMV) indukuje syntezę de novo białka (226 reszt), 
wykazującego 65% homologii w sekwencji aminokwasów z taumatyną (44). 
Białko to, podobnie do taumatyny, zawiera peryferyczną sekwencję sygnało
wą (25 reszt) i 16 reszt cysteiny. Z liści roślin tytoniu zainfekowanych TMV 
i pomidora — grzybem Pytophthora infestans wyizolowano inne białko TL, 
AP24 (45): podobnie do innych zasadowych białek TL zawiera przy końcu C 
sekwencję spełniającą rolę sygnału kierującego to białko do wakuoli, gdzie 
jest przechowywane. Z dojrzałych liści roślin soi {Glycine max) wykazujących 
objawy infekcji i stresu wyizolowano inne kwaśne białko TL, P21. Po zse- 
kwencjonowaniu okazało się białkiem TL (47).

Białka PR syntetyzowane są również w roślinach jednoliściennych. W li
ściach jęczmienia [Hordeum vulgare) infekowanych niekompatybilną rasą 
grzyba Erysiphe graminis f.sp. hordei dochodzi do akumulacji kwaśnego biał
ka (pl 3,4), Hv-1 (19 kDa), zaangażowanego w odpowiedzi typu HR. Stopień 
homologii w sekwencji aminokwasów białka Hv-1 z taumatyną pozwala na 
zakwalifikowanie tego białka do rodziny TL (42). U pszenicy (Triticum aesti- 
vum) został opisany cDNA kodujący kwaśne białko TL, PW1R2 (15,6 kDa). 
Ekspresja mRNA białka PW1R2 zachodzi w odpowiedzi na nabytą odporność 
(48). Znaczące jest podobieństwo (97%) w sekwencji nukleotydów cDNA ko
dujących białka: Hv-1 i PW1R2.

Białka TL zostały zidentyfikowane również w nasionach. W ekstraktach 
z nasion roślin takich jak: kukurydza, jęczmień, pszenica, owies, len i sorgo 
stwierdzono występowanie białek o aktywności chitynaz degradujących ścia
ny komórkowe grzybów (49). Rodzinę tych białek nazwano permatynami (ang. 
permatin). Okazało się, że wykazują one podobieństwo w sekwencji amino
kwasów z taumatyną (49). Do rodziny permatyn należy białko o masie 22 
kDa, zeamatyna (ang. zeamatin), występująca w nasionach Zea mays (50). 
Zeamatyna hamuje in vitro wzrost takich grzybów chorobotwórczych jak: Neu- 
rospora crassa, Trichoderma resei i Candida albicans, gdy jest zastosowana 
w stężeniach fizjologicznych (kilka pg/ml) (42). Identyczne działanie wykazuje 
osmotyna, małe (24 kDa) zasadowe białko z rodziny PR-5, pierwotnie wyizo
lowane z komórek tytoniu przystosowujących się do stresu zasolenia (51,52). 
Inne białko TL, PR-S, zidentyfikowane w roślinach tytoniu zainfekowanych 
TMV, wykazuje in vitro silniejsze działanie hamujące wzrost grzyba Cerco- 
spora beticola niż zeamatyna i osmotyna, a nie hamuje, niepodobnie do tych
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dwóch białek, wzrostu trzech gatunków grzybów, na które działa zeamatyna 
hamując ich wzrost (46). Być może aktywność skierowaną przeciw grzybom 
wykazują wszystkie białka TL, ale jest ona swoista dla gatunku grzyba.

6.2. Białka TL związane ze stresem asmołycznym

W warunkach stresu rośliny syntetyzują i akumulują specyficzne białka 
(białka stresowe). Przykładem jest osmotyna (51). Istnieje ponad dziesięć 
rodzajów bodźców indukujących ekspresję genu osmotyny, w tym zasolenie, 
infekcje wirusowe czy zranienie. Sekwencje aminokwasów osmotyny i tau- 
matyny wykazują wysoki stopień homołogii (52% identyczności aminokwa
sów). Podobnie do taumatyny i innych zasadowych białek TL, cząsteczka 
osmotyny, przy końcu aminowym zawiera peptyd sygnałowy i przy końcu 
karboksylowym, jako białko importowane do wakuoli, sekwencję kierującą 
ją do tego przedziału komórkowego (42,53). Osmotyna wykazuje aktywność 
skierowaną przeciwko grzybom chorobotwórczym (52). Uzyskano zwiększenie 
odporności na infekcję P. infestans roślin ziemniaka i tytoniu, do których 
wprowadzono gen kodujący osmotynę (54). Transgeniczne białko stanowiło 
2% z całkowitej puli białek.

Innym przykładem białka indukowanego przez różne czynniki stresowe 
jest białko P23 (23 kDa), wyizolowane z liści roślin pomidora zainfekowanych 
wirioidem CEVd {citrus exocortis virioid) (55). Okazało się, że w warunkach 
stresu osmotycznego rośliny pomidora syntetyzują białko (NP24) o sekwencji 
aminokwasów identycznej z sekwencją białka P23 (56). Białko NP24 syn
tetyzowane jest także w korzeniu roślin pomidora nie poddanych stresowi 
(56).

6.3. Białka TL o aktywności inhibitora a-amylazy/proteinazy

Tkanki roślinne zawierają enzymy proteolityczne o różnym mechanizmie 
działania. Uszkodzenia mechaniczne (57), infekcje mikrobiologiczne (58) oraz 
atak żerujących owadów (59) prowadzą do znacznego podwyższenia w tkan
kach stężenia niektórych inhibitorów proteaz. Inhibitory proteaz i amylaz 
stanowią białka obronne i są rozpowszechnione w królestwie roślin, w tym 
w zbożach (60). Taumatyna II okazała się białkiem homologicznym (52% 
homołogii sekwencji aminokwasów) do dwu funkcyjnego inhibitora proteina- 
zy/a-amylcizy z ziarna kukuryd2y (61). Ten dwufunkcyjny enzym stanowi 
białko o masie 22 kDa (206 reszt, w tym 16 reszt cysteiny). W doświadcze
niach in vitro hamował aktywność enzymów trawiennych: a-amylazy chrzą
szcza Tribolium castaneum i trypsyny wołowej (42). Wynik uzyskany dla T. ca- 
staneum sugeruje ochronną rolę białek TL przed atakiem żerujących owadów. 
Okazało się, że działanie hamujące aktywność inhibitora a-amylazy/protei- 
nazy wykazują tylko niektóre białka TL. Tej aktywności nie wykazują ani 
zeamatyna, ani permatyny występujące w nasionach jęczmienia (42,49).

Występowanie często znacznej homołogii do sekwencji aminokwasów tau
matyny w różnych białkach zaangażowanych w mechanizmach obronnych
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cząsteczka mirakuliny

efektu słodkiego smaku
występowanie 

efektu słodkiego smaku

Rys. 6. Schemat przedstawiający łączenie mirakuliny z miejscem aktywnym receptora smaku 
słodkiego (65).

roślin sugeruje, że poza wywoływaniem wrażenia smaku słodkiego białko to 
może pełnić inne funkcje biologiczne.

7. Białka o właściwościach modyfikowania smaku

w królestwie roślin występują dwa gatunki, Richadella dulcijica i Curculigo 
latifolia, których owoce zawierają białka zdolne do modyfikowania smaku. 
Jednym z tych białek jest mirakulina będąca glikoproteiną występującą w owo
cach zachodnioafrykańskiej rośliny R. dulcijica (62). Mirakulina nie należy 
do BSS i w stanie natywnym występuje w formie tetrameru. Znana jest 
sekwencja cDNA kodującego białko prekursorowe (prepromirakulinę) oraz 
pełna sekwencja aminokwasowa prepromirakuliny (63).

Dla ustalenia funkcji biologicznej mirakuliny podjęto, na większą skalę, 
jej syntezę w komórkach E. coli. Syntetyzowany chemicznie gen kodujący 
mirakulinę (601 pz) wprowadzono do wektora ekspresyjnego zawierającego 
promotor/operator operonu biosyntezy tryptofanu E. coli wraz z „rejonem 
liderowym” (ang. leader) trpL, dla uzyskania fuzji: mirakulina-peptyd prze
wodni TrpL (64). Transformowane tym wektorem komórki E. coli wytworzyły 
białko o masie 28 kDa oddziałujące z przeciwciałami do mirakuliny. Trwają 
prace nad biochemiczną i biologiczną charakterystyką tego białka.

Mirakulina ma niezwykłą właściwość modyfikowania smaku kwaśnego do 
słodkiego. Kurihara i Beidler (65) zaproponowali mechanizm działania, we
dług którego zachodzi ten efekt. W środowisku obojętnym mirakulina nie 
tworzy kompleksu z receptorem. Przy niskim pH środowiska dochodzi do 
zmiany konformacji receptora błony i centrum aktywne cząsteczki mirakuliny 
wiąże się z komplementarnym obszarem receptora (rys. 6). Usunięcie kwasów 
powoduje powrót receptora do stanu charakteryzującego się brakiem powi
nowactwa do mirakuliny.

Drugim z białek modyfikujących smak jest kurkulina. Występuje w owo
cach bezpędowych roślin C. latifolia, rosnących w zachodniej Malezji (66).
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Działanie kurkuliny modyfikujące smak jest podobne jak dla mirakuliny. 
Kurkulina, podobnie do pozostałych BvSS, ma właściwości antygenowe i wy
wołuje wytworzenie swoistych przeciwciał. Okazało się, że przeciwciała spe
cyficzne w stosunku do kurkuliny nie wiążą się z innymi BSS i vice versa 
(66). Wynik ten sugeruje brak wspólnych epitopów w cząsteczkach białek 
modyfikujących smak i BSS. Kurkulina w stanie natywnym występuje w for
mie dimeru (66). Z owoców C. latęfolia przygotowano bibliotekę cDNA (67). 
Sklonowano go w wektorze fagowym ?igtlO i przeszukano bibliotekę miesza
niną trzech zestawów sond hybrydyzacyjnych. Z wyselekcjonowanych dwu
dziestu klonów dwa, zawierające dłuższe fragmenty cDNA, sekwencjonowano. 
W obu znaleziono pojedyncze ramki odczytu o identycznej długości i sekwen
cji nukleotydów. Sekwencja aminokwasowa białka określona na podstawie 
budowy cDNA tych klonów była prawie identyczna z sekwencją oznaczoną 
przy użyciu chemicznej analizy samego białka (67), co wskazywało, że oba 
klony kodują kurkulinę. W wydedukowanej, na podstawie budowy cDNA, 
sekwencji aminokwasów można było wyróżnić, przy obu końcach, krótkie 
fragmenty o identycznej długości (22 reszty). Fragment od strony końca N, 
podobnie jak w cząsteczce taumatyny, może pełnić funkcję sekwencji syg
nałowej. Warto zwrócić uwagę, że nie znaleziono homologii sekwencji ami
nokwasów preprokurkuliny do znanych białek (baza danych NBRF).

8. Podsumowanie

w niektórych roślinach występują białka o unikatowych właściwościach 
wywoływania wrażenia smaku słodkiego. Białka te są poszukiwanymi pro
duktami na rynku spożywczym skąd powstała potrzeba ich wytwarzania 
w większych ilościach niż dostarczają źródła naturalne. Nie powiodły się, jak 
dotyehczas próby wytworzenia BSS w komórkach mikroorganizmów. Duże 
zainteresowanie i nadzieje wiąże się z ich produkcją w transgenicznych ro
ślinach wyższych, tym bardziej, że doświadczenia z wprowadzeniem cDNA 
taumat3oiy do genomu S. tuberosum i cDNA monelliny do pomidora dowiodły 
możliwości uzyskania cechy smaku słodkiego u gatunków systematycznie 
odległych od naturalnych gospodarzy słodkich białek. Te udane doświadcze
nia świadczą o możliwości przeniesienia cechy smaku słodkiego, wywołanego 
przez określone białko, do innych gatunków, które mają znaczenie gospo
darcze i u których byłoby to pożądane albo ze względu na wzrost atrakcyj
ności lub nowy sposób użytkowania. Najbardziej wartościowymi z punktu 
widzenia przemysłu spożywczego, jak się wydaje, są: mabinlina, brazzeina 
i kurkulina.

Autorz>" dziękują Pani Zofii Orłowskiej za pomoc w przygotowaniu ilustracji. 
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Plant sweetness-inducing proteins and taste-modyfying proteins

Su rnmary

This work reviews the plant proteins which stimulate the sweet receptor in humans and 
primates. Identification of the sweet site of thaumatin is a promising target. Thaumatin as a 
sweetener and flavor enhancer has been used in a wide range of foods. Some of recombinant 
sweet proteins have been expressed in microbes below economically viable levels. Significance 
of high-quality production of sweet proteins in higher plant is discussed. Thaumatin and thau- 
matin-related family have been characterized.
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