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Glyco-centres of Faba bean globulins as a source of epitops
Summary

The reaction of non-enzymatic glycation of Faba bean globulins progressed
effectively in weakly basic medium. The cross-linking of globulins was formed
first of all in the results of Schiffs reaction between amine group of Lys and al-
dehyde group of glucose. The glycated globulins demonstrated higher immunogenic
activity in comparison with the non-glycated ones. This means that non-enzy-
matic glycation of Faba bean globulins caused the formation of new epitops in
the pepide chains. The results achieved prove that non-enzymatic glycation of
Faba bean globulins changes their immunogenic properties.
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1. Wprowadzenie

Bobik jest dobrze plonujaca rosling w polskich warunkach
klimatycznych i glebowych. Nasiona bobiku wykorzystywane sa
gtéwnie na cele paszowe, ze wzgledu na wartosciowe biatka,
ktére coraz czesciej rozpatruje sie jako potencjalne zrodto biatek
zywnosci (1). Przeszkodg w ich wykorzystaniu na cele zywienio-
we sg towarzyszace im zwigzki przeciwzywieniowe. We wcze$-
niejszych naszych badaniach dowiedlismy, ze ekstrakty globulin
bobiku sg nukleo-gliko-metalobiatkowym kompleksem (2). Ozna-
cza to, ze zaréwno grupy aminowe biatek jak i kwaséw nukleino-
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Rys. 1. Mechanizm glikacji biatlek oraz powstawania produktéw zaawansowanej glikacji AGE-s {ad-
vanced glycation end products) (6).

wych moga wchodzi¢ w reakcje nieenzymatycznej glikacji (rys. 1) (3). Produkty tej
reakcji najprawdopodobniej moga wykazywaé immunogenne, a moze i alergenne
wiasciwosci.

Celem pracy byly badania wptywu nieenzymatycznej glikacji globulin bobiku na
ich whasciwosci immunogenne.
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2. Materiat i metody

2.1. Ekstrakcja globulin

Globuliny bobiku (odmiana ,,Dino”) ekstrahowano wg metody Schwenke i wsp. (4)
z wlasng modyfikacja. Maczke nasion bobiku (10 g) zalewano 7,5-krotna iloscig wody
doprowadzonej do pH 8,0 i wstrzasano 30 min w tazni wodnej w temperaturze 25°C.
Nierozpuszczalne sktadniki usuwano za pomocg wirowania (3000 x g, 20 min). Globu-
liny oddzielano od supernatantu po doprowadzeniu roztworu do pH 4,2 przez wiro-
wanie (3000 X g, 20 min). Osad liofilizowano i przechowywano do dalszych badan.

2.2. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

Zel poliakrylamidowy o stezeniu 100 g/kg przygotowywano wedtug metody Ng i Bus-
huk (5). Rozdziaty globulin przeprowadzano w buforze tris-glicynowym o pH 8,3 i przy na-
pieciu 40 V/cm zelu. Mase czagsteczkowsg frakcji biatkowych po ich uwidocznieniu barwni-
kiem Comassie Brillant Blue R-250 okre$lano z krzywej wzorcowej (I gM = HRf).

2.3. Oznaczanie N-koncowych aminokwasow

N-koricowe aminokwasy ekstraktu globulin identyfikowano metodg opisana
w pracy Saul i Needleman (6).

2.4. Nieenzymatyczna glikacja globulin bobiku

200 mg globulin bobiku i 150 mg glukozy rozpuszczono w 40 ml buforu fosfora-
nowego o pH 8,0. Roztwor stabilizowano dodatkiem 0,5 ml 2% roztworu azydku
sodu, po czym inkubowano go w temp. 37°C przez 48 h. Po inkubacji roztwér diali-
zowano wobec wody dejonizowanej w temp. 5°C do momentu usuniecia glukozy,
po czym liofilizowano.

2.5. Badania immunochemiczne

Kroliki immunizowano wstrzykujac im podskérnie | mg zglikolizowanych i nie-
zglikolizowanych glubulin zemulgowanych 0,2 ml adjuwantu Freuda. W pierwszym
szczepieniu stosowano petny adjuwant, w kolejnych czterech niepetny. Kroliki skrwa-
wiano po 6 tygodniach, surowice oddzielano poprzez wirowanie (600 x g, 10 min).
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Chromatografia powinowactwa: zel Sepharose 4B aktywowano roztworem CNBr
wysyconym eterem etylowym. Przeciwciata wobec zglikolizowanych globulin w ilo-
§ci 100 mg rozpuszczone w 10 ml buforu weglanowego o pH 8,3 immobilizowano
na kolumnach (2,5 x 60 cm) wypetnionej zaktywowanym zelem. Na tak przygoto-
wane kolumny nanoszono zglikolizowane i niezglikolizowane globuliny w ilosci
50 mg rozpuszczone w | ml buforu fosforanowego o pH 6,86. Zwigzane na kolum-
nie antygeny eluowano 0,1 M buforem glicyna-HCI o pH 2,8 w temp. ok. 2°C. Uzy-
skane frakcje natychmiast alkalizowano buforem fosforanowym.

Test podwdéjnej dyfuzji ptytkowej wykonano wedtug Ouchterlony (7).

3. Wyniki i dyskusja

Wyniki analizy elektroforetycznej przedstawiono w tabeli 1. Ekstrakt globulin bo-
biku rozdzielit sie na 13 frakcji o masach czasteczkowych w zakresie od 18-84 kDa.
Podobne wyniki uzyskali inni badacze (8). W wyniku rozdziatu ekstraktu zglikolizo-
wanych globulin uzyskano 10 frakcji. Nie stwierdzono frakcji o0 masach czasteczko-
wych 18, 23 i 50 kDa. Prawdopodobnie frakcje te utworzyty kompleksy z innymi frak-
cjami globulin za pomocg wigzan z udziatem grup aminowych biatka i aldehydowej
glukozy. W przeprowadzonej analizie zglikolizowanego ekstraktu globulin metoda
chromatografii powinowactwa wykazano, ze nieenzymatycznej glikacji ulegty frakcje
0 masach czasteczkowych 18, 23, 30, 32, 50, 55, 66, i 79 kDa. Wyniki te, jak sie zda-
je, potwierdzajg przypuszczenie o tworzeniu sie komplekéw nie tylko miedzy jedno-
rodnymi frakcjami, ale rdwniez pomiedzy roznymi frakcjami globulin (tab. 1).

Tabela |

Masy czasteczkowe niezglikolizowanych, zglikolizowanych i zglikolizowanych oczyszczonych frakcji globulin
bobiku rozdzielonych metodg elektroforezy

Globuliny (Da)

Frakcja L - -
niezglikolizowane zglikolizowane zglikolizowane oczyszczone

1 84 000 84 000 84 000
2 79 000 79 000 -

3 66 000 66 000 -

4 60 000 60 000 60 000
5 55 000 55 000 -

6 50 000 - -

7 48 000 48 000 48 000
8 44 000 44000 44 000
9 36 000 36 000 36 000
10 32 000 32 000 -
1 30 000 30 000 -
12 23 000 - -
13 18 000 - -

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 202-207 2001 205



Henryk Kostyra i inni

N-koiAcowymi aminokwasami stwierdzonymi w ekstrakcie globulin byty: Lys,
Leu, Thr, Tyr i Gly. W ekstrakcie zglikolizowanych globulin wykryto te same N-kon-
cowe aminokwasy z wyjatkiem Lys. Mozna zatem przyja¢, ze gtdwnym aminokwa-
sem tancuchow peptydowych globulin wchodzagcym w reakcje nieenzymatycznej gli-
kacji byka Lys. Wspomniano, ze globuliny bobiku sg powigzane z kwasami nukleino-
wymi, nie mozna réwniez wykluczy¢, ze ich grupy aminowe braty takze udziat w re-
akcji nieenzymatycznej glikacji.

Tabela 2

N-koricowe aminokwasy zglikolizowanych i niezglikolizowanych globulin bobiku

Globuliny N-koficowe aminokwasy
niezglikolizowane Lys, Leu, Thr, Tyr, Gly
zglikolizowane Leu, Thr, Tyr, Gly

W tescie podwdjnej dyfuzji phtytkowej okreslono efekty precypitacyjne wywo-
tane interakcjami przeciwciat uzyskanych w wyniku immunizacji krélikéw zglikoli-
zowanymi globulinami ze zglikolizowanymi, niezglikolizowanymi i oczyszczonymi
zglikolizowanymi uzyskanymi z chromatografii powinowactwa globulinami (rys. 2).
Dwie dodatkowe linie precypitacyjne stwierdzono tylko w przypadku zglikolizowa-
nych globulin.

Rys. 2. Test podwdjnej immunodyfuzji ptytko-
wej: 1) niezglikolizowane globuliny: 2) zglikolizo-
wane globuliny; 3) oczyszczone zglikolizowane glo-
buliny; 4) przeciwciata wobec zglikolizowanych glo-
bulin.
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4. Podsumowanie

Reakcja nieenzymatycznej glikacji globulin bobiku przebiegata efektywnie w sta-
bo zasadowym Srodowisku, gtownie tworzgc wigzania pomiedzy grupg aminowa Lys
i grupg aldehydows glukozy. W wyniku tej reakcji powstajg nowe glikocentra w tancu-
chach peptydowych frakcji globulin o wiasciwosciach epitopéw. Na podstawie uzy-
skanych wynikéw przypuszcza sie, ze nieenzymatyczna glikacja biatek zywnosci
moze zmieniac ich whasciwosci immunogenne, a takze produkowac prekursory bio-
logicznie aktywnych peptydéw, rowniez o wiasciwosciach alergennych.
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