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1.Wprowadzenie

todki smak jest wazng cecha wietu produktéw rostinnych. Moze by¢ wy-

wolywany, w réoznym stopniu, przez szereg zwigzkoéw wystepujgcych w ste-
zeniach rzedu 10°~-10'"* M, w tym mono- i disachaiydy, niektére aminokwasy,
glicerol jak rowniez syntetyczne zwiazki stodzgce (sacharyna, cyklaminiany,
aspartam).

Na ogot substancje o masie czasteczkowej powyzej 2,5 kDa, a tym bardziej
makroczgsteczki takie jak biatka, nie wykazujg aktywnosci smakowej. Jed-
nym z niezwykilych odkry¢ byto stwierdzenie wystepowania, w owocach nie-
ktérych roslin tropikalnych, biatlek o stodkim smaku (BSS). Do chwili obecnej
poznano ich pie¢. Sa to: brazzeina (ang. brazzein) (1), mabinlina (ang. ma-
binlin) (2), monellina (ang. monellin) (3), kurkulina (ang. curcuUn) (4) i tau-
matyna (ang. thaumatin) (3). Skrétowy przeglad BSS podano w tabeli 1.
Niektore, jak taumatyna i monellina, wykazujg aktywnos$¢ smakowa u na-
czelnych {Primates), gdy wystepujg w stezeniach podobnie niskich jak hor-
mony (10 ® M) (5).

Badania nad mechanizmem dziatania BSS nie sg zaawansowane, chociaz
znane sg inhibitory smaku stodkiego jak zyzyfina (ang. ziziphin), gurmaryna
(ang. gurmarin) i zwigzek z grupy O-glikozydéw kwasu glikonowego (ang.
gymnemic acid) (6). Istnieje dowdd na to, ze stodki i gorzki smak sg prze-
kazywane przez receptory zwigzane z biatkiem G (ang. G-protein-coupled re-
ceptor, GPCR) (7). GPCR stanowiag liczng rodzine receptoréow; sa wsroéd nich
receptory stymulowane przez substancje smakowe i zapachowe. Receptory
sa biatlkami transblonowymi i dzialajga za posrednictwem biatek G (biatka
wigzgce GTP). Jedno z nich, gustducyna (ang. gustducin), jest biatkiem sprze-
gajacym sygnal z procesem pobudzania smaku; inne biatko G, transducyna
(ang. transducin) sprzega sygnat z procesem pobudzania wzroku. Sygnatl pier-
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Tabfcla i
Zestawienie wiasciwosci roslinnych biatek chai”™kteryzujacych sie stodkim smakiem
| BIALEK MODYFIK-UJACYCH SMAK (6)

Chara{(terystyka Brazzeina Mabinlina Monehina Taumatyna Mirakutina Kurkulina
biatka 1l |

smak biatka stodki stodki stodki stodki brak stodki
smak kwasu po todki i
spozyciu biatka - - - - stodki stodki
smak wody po .
spozyciu biatka - - - - - stodki
liczba
aminokwasow:

monomer 54 105 94 207 191 114
fancuch A - 33 44 - - _
tancuch B - 72 50 - - _
masa
czgsteczkowa [KD]:

monomer 6,473 12,441 11,086 22,209 24,600 12,491
tancuch A - 4,147 5,251 - - -
tancuch B - 8,294 5,835 - - _
zawartos¢ cukrow 139

(%) ) - ) } ’ -
punkt brak

izoelektryczny danych 11.3 9,3 12,0 91 7.1

wotny dochodzgacy do komorki z przestrzeni pozakomadrkowej powoduje zmiane
konformacyjna receptora, co stymuluje biatko G. Akt}wne biatko G uruchamia
kaskade enzymatycznag, rosnie stezenie cAMP i dochodzi do aktywacji fosfo-
diesterazy, co powoduje zmniejszenie poziomu cAMP Ilub cGMP. Obnizenie
poziomu tych wtdrnych przekaznikéw informacji bezposrednio przyczynia sie
do zmiany przepuszczalnosci kanatéw jonowych (rys. 1). Zamkniecie kanatow
w btonie komérkowej powoduje powstanie sygnatu nerwowego (8). Inny wtoérny

przekaznik, 1,4,5-trifosforan ino/wtolu (IP3), jest odpowiedzialny za wewnatrz-
komoérkowa mobilizacje jondw CaM" (9). W przenoszeniu wrazenia smaku stod-

kiego moga by¢ wykorzystane, IP3 i jony CaM*. Wykamno, ze sacharoza i in-
tensywnie stodkie substancje powodujga wysokie poziomy wewnatrzkomaorko-
wych CaM" (10). Receptory smaku stodkiego nie zostaty do tej pory wyizolo-
wane. Shimazaki i wsp. (11) podjeli prébe izolacji receptora taumatyny 1. Z kub-
kéw smakowych maltpy, w ktdrych zlokalizowane sg komorki smakowe, wy-
odrebnili kompleks: taumatyna | — biatko o masie okoto 50 kDa. Do igczenia
nie dochodzito, gdy taumatyna byta acylowana (niestodka), co dato podstawe
do przypuszczania, ze zidentyfikowali biatkowy receptor.

biotechnologia 1 (40) '98
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Fosfodlestraza rozktad cAMP lub cGMP

Fosfolipaza C uwalnianie IP3 + diacyloglicerolu

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

BSS moga by¢ wykorzystane w dwojaki sposoéb: 1) stuzy¢ do uatrakcyj-
niania smaku ré6znych produktéw, w tym pochodzenia roslinnego; geny BSS
wprowadzone do roslin nie wytwarzajgcych BSS moga zwiekszy¢ walory uzyt-
kowe, np. stodkie owoce pomidora lub dyni lub 2) spowodowa¢ nowy sposoéb
uzytkowania rosliny, np. liscie transgenicznych roslin tytoniu, u ktérych
nastepuje ekspresja BSS moglyby by¢ surowcem do ekstrakcji tych biatek
na cele przemystu spozywczego.

Najbardziej rozpowszechnionym podejSciem przy ocenie sensorycznej
wzglednej stodyczy réznych produktdw jest porédwnanie ich stezen progo-
wych. Prdég rozpoznania jest minimalnym natezeniem bodzca sensorycznego
pozwalajgcym na rozpoznanie odbieranego wrazenia. Do oceny sensorycznej
produktéw zywnosciowych stosuje sie m.in. tzw. metode trojkatowa na pod-
stawie ktorej uz~-"“skuje sie ocene poréwnawczg. Metoda ta polega na jedno-
czesnej prezentacji trzech zakodowanych prébek, z ktérych dwie sg identy-
czne. Zadaniem oceniajgcego jest wskazanie losowej probki roznej. W przy-
padku wykrycia r6znic pomiedzy probkami prezentuje sie serie tréjkatowych
zestgwoOw wiekszej grupie oceniajacych. Kazdy z nich ocenia jeden lub kilka
zestawow. Prébka losowa nie jest zciznaczona. Zastosowanie wiekszej liczby
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Rys. 2. Struktura rdzeniowa taumatyny (5);
réwnolegte linie symbolizujg wigzania S-S; za-
ciemnione strzatki symbolizujg rejony homolo-
giczne do monelliny, koniec aminowy i karbo-

"NA

Rys. 3. Schemat przedstawiajgcy elementy
strukturalne krysztatéw monelliny i cystatyny
(21); a-heliks jest przedstawiony w postaci cy-
lindra, a fancuchy (3 w postaci ponumerowa-

nych strzatek; petle przedstawiono w postaci
pogrubionych linii; petle L23, L45 i wyste-
puja wytacznie w czasteczkach cystatyn i sta-
nowig miejsca wigzania; koniec aminowy tan-
cucha A monetliny (NA) i karboksylowy tancu-
cha B (CB) oznaczone sg liniami przerywanymi.

ksylowy oznaczono N i C.

powtdrzen pojedynczych elementdéw tréjkatowych zmniejsza prawdopodobien-
stwo przypadkowego poprawnego wyniku.

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

2. Taumatyna i monellina

Selektywne wigzanie receptoréw smaku stodkiego jest podstawowa cechag
taumatyny i monelliny. Jesli wzig¢ za podstawe stezenie molarne, to stodycz
obu biatek jest koto 100 tysiecy razy bardziej intensywna od stodyczy sa-
charozy (12), ogdlnie przyjetego wzorca stodyczy. Chociaz oba sg intensywnie
stodkie, zawieraja tylko pie¢ homologicznych tilpeptydéw. Pomimo bardzo
ograniczonego podobiernistwa sekwencji aminokwasow tych biatek (8), prze-
ciwciata wigzgce sie in vitro z taumatyng, oddzialujg réwniez z monelling
i vice versa, ale nie oddzialuja z niestodkg monelling, uzyskang po modyfi-
kacji chemicznej (13). Wskazuje to na obecnos¢ w czagsteczkach tych biatek
identycznych grup rozpoznawanych przez przeciwciata (determinant, epito-
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péw) utworzonych by¢ moze z wiecej niz jednego z homologicznych tripep-
tydow, bowiem pojedynczy jest zbyt krotkim fragmentem by moégt stanowic
kompletng antygenowa determinante. Dla petniejszego zrozumienia krzyzo-
wego reagowania antygenow, okreslono struktury krystaliczne taumatyny i mo-
nelliny, ale nie stwierdzono podobienstwa przestrzennyeh struktur tych bia-
tek (5,14) (rys. 2 i 3).

Biatka funkejonuja poprzez selektywne wigzanie sie do innych czasteczek.
Moga to by¢ kroétkotrwate oddziatywania z innymi biatkami, w wyniku kto-
rych zachodzi przekazywanie sygnatéw do wnetrza komorki (receptory ko-
morkowe). Innym przykiadem swoistego oddzialywania miedzy biatkami jest
wigzanie antygenu biatkowego do przeciwciata. Podstawg do zrozumienia fun-
kcjonowania biatka jest okreslenie konformacji miejsca wigzacego inne cza-
steezki. Dos¢ dobrze zostaly poznane miejsca wigzania przeciwciatla. Tauma-
tyna i monellina maja wtasciwosci immunogenne (13). Badania z uzyciem
przeciweiat skierowanych przeciwko tym biatkom moga dostarczy¢ informaciji
0 oddziatywaniu pomiedzy stodkimi substancjami i ich receptorami. Przy
uzyciu monoklonalnych przeciwcial do taumatyny i monelliny, w czgsteczce
taumatyny, zidentyfikowano grupy rozpoznawane przez przeciwciata: wyrdz-
niono epitopy wigzace sie swoiscie z przeciweiglami do taumatyny oraz re-
agujace krzyzowo (15). Reagujace krzyzowo stanowity prawdopodobnie eentra
wigzgee reeeptor smaku, a reagujace swoiscie moga by¢ bardzo przydatne
do oznaezen ilosciowyeh taumatyny w ekstraktach roslinnych.

2.1. Taumatyna

Cho¢ pierwsze informacje na temat walorow smakowych owocow roslin
T. daniellii siegaja zesziego wieku, to taumatyna jako biatko zostala ziden-
tyfikowana stosunkowo niedawno. Obecnie wyrdznia sie pie¢ form taumaty-
ny: I, 11, 111 (16), b i ¢ (17). Sa to monomeiyezne biatka zasadowe (pl 12)
0 masie okolo 22 kDa (17), ktére wystepujga wylgcznie w owocach zacho-
dnioafrykanskiej bezpedowej byliny Thaumatococcus daniellii Benth (3) i cha-
rakteryzujg sie stodkim smakiem (16-18). Wykazuja szczegdlnie wysoka in-
tensywnos¢ stodyezy. Wywolywane przez nie wrazenie smaku stodkiego po-
jawia sie z niewielkim opo6znieniem (15 s) i zanika powoli (30 min) (19).
Taumatyna w stezeniach nizszych niz 10'® M obniza proég rozpoznania innych
stodkich substancji, jak sacharo2iy i sztucznych srodkéw stodzacych, a takze
intensyfikuje smakowito$¢ niektérych produktéw zywnosciowych (20).

Sposréd pieciu form taumatyn, pierwsza i druga wystepuja w znamiennej
przewadze. Zostaly one dobrze scharakteryzowane fizykochemicznie. Obie sg
pojedynczymi tancuchami polipeptydowymi zbudowanymi z 207 reszt ami-
nokwasow (12), a r6znig sie tylko piecioma resztami (12,18). Taumatyna jest
syntetyzowana w postaci diluzszego taneucha polipeptydowego, preprotau-
matyny (rys. 4) (18) i zawiera od strony kornica N sekwencje sygnalowg zbu-
dowang z 22 reszt hydrofobowych (presekwencja), podobnie jak biatka se-
krecyjne. Sekwencje sygnatlowe deeydujg o translokacji biatka poprzez btone
retikulum endoplazmatyeznego. Od strony konca karboksylowego ezgsteczka
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N-koricowa sekwencja ..dojrzafa" C-koﬁcovya
taumatyna | sekwencja
MmMaaccocFFFIF pFli. | I 1 sraMa-—-- LELETDE

Rys. 4. Schemat budowy preprotaumatyny Il (30), N i C oznaczajg odpowiednio koniec ami-
nowy i karboksytowy tancucha polipeptydowego.

preprotaumatyny zawiera odeinek o dilugosei 6 reszt (prosekweneja). Przy-
puszeza sie, ze ten C-koncowy fragment stanowi sygnat dla transportu biatka
do ostateeznego miejsea przeznaczenia (sygnat kompartymentacji) — orga-
nelli podobnych do pecherzykéw (18). W strukturze rdzeniowej taumatyny |
mozna wyrézni¢ trzy domeny (5). Gtéwna, zbudowana jest z jedenastu tan-
cuchow (3; sasiadujace ze soba tancuchy sa ulozone w przeciwnych kierun-
kach (antyréwnolegta harmonijka (3, rys. 2). Pozostale dwie domeny sg bogate
w mostki dwusiarczkowe. Kazdy z tancuchéw (3 zawiera Srednio 6 amino-
kwasow. Szesnascie cystein, wystepujgcych w czasteczce taumatyny, bierze
udziat w tworzeniu wigzan dwusiarczkowych. Jedno wigzanie pozycji 145
i 158, jest tabilne, a jego redukcja wyzwatla wlasciwosci enzymatyczne tau-
matyny (3). Czagsteczka taumatyny z czesciowo zredukowanymi wigzaniami
dwusiarczkowymi podlega autotrawieniu, a w obecnosci odpowiednich sub-
stratow wykazuje aktywnosci proteazy, amidazy i esterazy (3). Acylacja grupy
aminowej lizyny przy atomie wegta w pozycji e obnizajac zasadowos¢ pod-
wyzsza jego aktywnos¢ hydrotityczng w sposob skorelowany z liczbg wpro-
wadzonych grup acetylowych (3). Acylowana monellina zachowuje sie podo-
bnie i w srodowisku redukujgcym wykazuje aktywnos¢ amidazy (3). Wpro-
wadzenie grup acetylowych do czasteczki taumatyny redukuje stodycz tego
biatka réwniez w sposob skorelowany z liczbga wprowadzonych grup (20).

2.2. Moneltina

Monellina wystepuje w owocach afrykanskiej liany Dioscoreophyllum cum-
minsii Diets (21). Czasteczka tego biatka skiada sie z dwoéch podjednostek;
tancucha A o dtugosci 45 reszt i tancucha B o dilugosci 50 reszt (22). Przy
wykorzystaniu techniki krystalografii rentgenowskiej ustalono strukture prze-
strzenng monelliny (21) (rys. 3). Czasteczka monelliny zawiera ukiad anty-
rownolegtych (3-struktur i prostopadly a-heliks. Kazdy z taricuchéw (3 zawiera
Srednio 10 reszt. Koniec karboksylowy fanncucha B sasiaduje z koncem ami-
nowym faricucha A. Murzin sugeruje, ze oba tancuchy dojrzatej czasteczki
monelliny moga pochodzi¢ od pojedynczego prekursorowego polipeptydu (21).
Poniewaz nie zsekwencjonowano ani genu ani cDNA monelliny, to brak mole-
kularnego poparcia tej sugestii. Elementy strukturalne monelliny, heliksu-
harmonijki, zaobserwowano w krysztatach dwéch biatek zwierzecych z ro-
dziny inhibitoréw proteinaz cysteinowych: 1) cystatyny biatka jaja kurzego

biotechnologia 1 (40) '98
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i 2) ludzkiej stefiny B (23) (rys. 3). Poza podobienstwem struktur, biatka te
taezy podobienstwo sekweneji aminokwasow (21). Pojawito sie zatem pytanie,
czy monellina moze petni¢ funkcje inhibitora proteinazy? Okazalo sie jednak,
ze centra aktywne czasteczki moneHiny i czasteczki cystatyny nie maja iden-
tycznych sekwencji aminokwasowych.

Przekonstruowano natywny gen kodujacy monelling w ten sposdb, ze syn-
tetyzowany jest jeden fancuch polipeptydowy o dtugosci rownej sumie dwadch
podjednostek monelliny. Dojrzate biatko tak przekonstruowanego genu oka-
zalo sie intensywnie stodkie (24).

3.Inne BSS

Mabintina jest biatkiem nasion chinskiej rosliny Capparis masaikai Levt.
(25). Wystepuje w formie heterodimeru. Znanych jest 5 homotogéw mabin-
tiny, z ktérych mabintina I jest najbardziej termostabitna, a zatem najatra-
kcyjniejsza dla przemystu spozywczego. Jest odporna na dzialanie tempera-
tury -i-80°C przez okres przynajmniej 48 h (25). W nieduzej czasteczce ma-
bintiny (12,4 kDa) wystepuja az 4 wigzania dwusiarczkowe, ktérym przypi-
suje sie tworzenie termostabitnej struktury. Pozostale BSS, poza opisang
w dalszej czesci podrozdziatu brazzeing (1), nie sa odporne na dziatanie wy-
sokich temperatur. Po ustaleniu sekwencji aminokwaséw mabintiny H wska-
zano na brak znaczacego podobienstwa w sekwencji aminokwasow mabintiny
Il i pozostalych BSS oraz mirakutiny (25), przeciwnie do bialek zapasowych
nasion, szczegodlnie 2S albuminy AT2S3 Arabidopsis thaliana, chociaz biatko
to nie charakteryzuje sie stodkim smakiem (26).

Przyktadem BSS o ciekawych wiasciwosciach jest brazzeina wystepujgaca
w owocach Pentadiplandra brazzeana Baitton (1). Jest 2000 razy stodsza od
2% roztworu sacharozy. Stanowi najmniejsze (6,473 kDa) i najlepiej rozpu-
szczalne w wodzie (50 mg/t) z dotychczas poznanych BSS (1). Ro6zni sie
smakiem od taumatyny (27). Oznaczono sekwencje aminokwasowa tego bial-
ka (1). Zawiera az 8 cystein na ogolng liczbe 54 aminokwasow. Przypusz-
czalnie termostabilng strukture brazzeiny stabilizujg liczne, jak na tak maitg
czgsteczke, mostki dwusiarczkowe. Produkcja brazzeiny na wiekszg skale
moze by¢ uzasadniona z nastepujacych powoddéw: 1) termostabilnosci, 2)
znacznej zawartosci reszt lizyny oraz 3) wywotywania diugotrwatego wrazenia
smaku stodkiego tak, ze moze ono stanowi¢ wartosciowy dodatek do sztu-
cznych substancji stodzacych, ktére na ogét wywolujg efekt krotkotrwaty.
Z 200 g owocdw mozna otrzymaé¢ 720 mg brazzeiny (1). Dla wytwarzania
wiekszych ilosci przygotowano gen syntetyczny, ktory wstawiono do wektora
plazmidowego pGEMEX-I. Wektor pochodny wprowadzono do komorek
szczepu Eschenchia coli IM 109 (28). Nie podano informacji na temat eks-
presji rekombinacyjnej brazzeiny w komoérkach tych bakterii.
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4. Taumatyna w biotechnologii

Na atrakcyjnos¢ taumatyny jako dodatku do zywnosci skladajg sie przede
wszystkim nastepujace wiasciwosci: 1) polepszanie waloréw smakowych zyw-
nosci, 2) wywotywanie wrazenia smaku stodkiego u cztowieka po spozyciu
mikrogramowych ilosci, 3) brak toksycznego i mutagenicznego dziatania, 4)
wyjatkowa trwatos¢ termiczna. Cechy te czynig taumatyne atrakcyjna w ho-
dowli tych gatunkdéw transgenicznych, u ktoérych ceni sie stodkie owoce.
Obecnie przemyst spozywczy wykorzystuje jedynie ekstrakty z owocéw T, da-
niellii. Czesciowo oczyszczona taumatyna stanowi oferte handlowg firmy Sig-
ma. Na rynku pojawita sie pod nsizwg talin. Od 1973 r. jej dystrybucja
zajmuje sie firma Tate & Lyle, a od 1992 r. réwniez firma Hays Ingredients.
Rosliny T. daniellii uprawiane poza tropikiem zawigzujg owoce partenokar-
piczne, ktdére nie maja stodkiego smaku. Z jednego owocu (od 6 do 30 g)
mozna otrzymac¢ do 12 mg taumatyny (29). Biorac pod uwage popularnosc
talinu na rynku, ilos¢ ta nie zaspokaja potrzeb handlowych. Ponadto tau-
matyna jest droga, pomimo ze procedura jej izolacji i oczyszczania jest sto-
sunkowo prosta (16). Wobec tego podjeto prace nad wytwarzaniem tauma-
tyny przez inne organizmy. W komodrkach bakterii i drozdzy, z wyjatkiem
Aspergillus oryzae (30), nie udato sie jednak otrzymaé¢ taumatyny chara-
kteryzujacej sie stodkim smakiem. Wydajnos¢ biosyntezy taumatyny w ko-
morkach A. oryzae byla niska.

4.1. Synteza taumatyny w komoérkach bakteryjnych

Dla uzyskania ekspresji genu kodujacego taumatyne Il w komodrkach E. co-
li przygotowano cDNA otrzymany w reakcji odwrotnej transkrypcji mRNA pre-
protaumatyny Il (18). Wyznaczono jego sekwencje nukleotydowa. Fragmenty
DNA, ktore stanowity cDNA preprotaumatyny Il, pretaumatyny Il, protauma-
tyny Il badz dojrzatej taumatyny Il (pozbawionej koncéw: N i C) sklonowane
w dwoch 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 komodrek E. coli. Dostepne sa wylacznie dane dotyczace wydajnosci bio-
synte2y preprotaumatyny Il w komérkach bakteryjnych — maksymalnie 500
czgsteczek na komoérke (18). Prawdopodobnie biatka heterologiczne nie byty
wydzielane do otoczenia. Aby zachodzit transport tych bialek poza obreb ko-
morki bakteryjnej powinny zawiera¢ bakteryjny peptyd sygnatowy (31).

Bakterie z rodzaju Bacillus wytwarzajg szereg pozakomodrkowych enzy-
mow, gldownie a-amylaze. B. subtilis zastosowano do produkcji r6znych biatek
rekombinacyjnych zawierajgcych wigzania dwusiarczkowe. W tym gospoda-
rzu udato sie uzyskac synteze biatek eukariotycznych, miedzy innymi inter-
feronu a-2 (32). Dla wytworzenia aktywnej biologicznie taumatyny do komo-
rek tego gospodarza wprowadzono wektory ekspresyjne zawierajgce fuzje
cDNA taumatyny Il z regionem kodujgcym peptyd przewodni (ang. leader]
a-amylazy (33). Fuzja genowa byta pod kontrolg promotora genu a-amylazy
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B. subtillis. Dla uzyskania maksymalnej ekspresji, cDNA taumatyny Il wpro-
wadzono bardzo blisko silnego promotora bakteryjnego z zachowaniem po-
prawnej ramki odczytu, a dla zapewnienia efektywnej translacji w mRNA
wektora ekspresyjnego przed kodonem inicjujgcym znajdowato sie miejsce
wigzania mMRNA z rybosomami. Stezenie rekombinacyjnej taumatyny w po-
zywce wzrostowej Bacillus mierzono przy uzyciu owczych przeciwciat specy-
ficznych w stosunku do taumatyny i techniki Western blotting. Poziom eks-
presji obcego biatka zalezat od rodzaju szczepu bakteryjnego. Maksymalng
wydajnos¢ biosyntezy (1 mg/l pozywki wzrostowej) taumatyny uzyskano
w szczepie, dla ktérego stwierdzono mniej niz 4% aktywnosci proteolitycznej
szczepu dzikiego B. subtilis. Brak jest danych na temat oceny sensorycznej
heterologicznego biatka.

Klonowanie gendéw do celéw biotechnologicznych jest takze mozliwe w ko-
morkach Streptomyces lividans i jest czesto podobnie korzystne jak w B. sub-
tilis. Przygotowano konstrukt genowy kodujacy fuzje: taumatyna-peptyd
przewodni (ang. leader) (3-galaktozydazy. Gospodarzem klonowanej fuzji ge-
nowej byly komorki S. lividans. Bakterie wydzielaly okoto 0,2 mg biatka
fuzyjnego na litr pozywki wzrostowej, za mato do przeprowadzenia oceny
sensorycznej.

4.2. Synteza taumatyny w komorkach drozdzy

Saccharomyces cereuisiae jest organizmem niepatogennym dla cziowieka,
stosowanym do wytwarzania bialek o biotechnologicznym znaczeniu. Jako
eukariotyczny jest zdolny do przeprowadzenia posttranskrypcyjnych mody-
fikacji (tworzenie wigzan dwusiarczkowych, acylacja, fosforylacja, O-gliko2/-
lacja), ktérych wymaga wiele biatlek eukariotycznych, w tym taumatyna, dla
osiggniecia pelnej aktywnosci biologiczne;.

Wektory drozdzowe, pozwalajgce na wydajng synteze biatek heterologicz-
nych, powinny wystepowac¢ w duzej liczbie kopii na komoérke i wykazywac
znaczng stabilnos¢ mitotyczng w warunkach nieselekcyjnych. Dla osiggniecia
stabilnosci klonowanego genu stosuje sie wektory integrujgee do genomu
drozdzy, w locus rDNA. U drozdzy geny kodujgce rDNA powtérzone sa od
100 do 200 razy w obrebie haploidalnego genomu (34). Gwarantuje to zdol-
nos¢ komorki do wytwarzania odpowiedniej ilosci rybosoméw potrzebnych
do syntezy bialka.

Przygotowano wektor plazmidowy pMIRY2 (ang. Multiple Integration into
the Ribosomal DNA of Yeast), ktory zawierat kilka tysiecy par zasad rDNA
i wystepowat w 100-200 kopiach na komoadrke (34). Okoto 80-100% jego kopii
utrzymato sie w wamnkach nieselekcyjnych przez ponad 70 generacji.
W miejsca Bgl II-Hind lll, wstawiono, pod kontrolg promotora drozdzowego
genu dehydrogenazy 3-fosfoglicerynianu (GAPDH), gen kodujacy preprotau-
matyne Il (2,1 kpz). Otrzymano transformowane komorki zawierajace 140
kopii klonowanego genu. Pojedyncza transformowana komodrka drozdzy syn-
tetyzowata okoto 10® czasteczek preprotaumatyny (test ELISA). Byifa to niska

wydajnos¢ biosyntezy tego biatka.
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Celem doswiadczenia Edensa i wsp. (35) bylo sprawdzenie czy w komor-
kach drozdzy moze zachodzi¢ procesowanie preprotaumatyny. Gen struktu-
ralny preprotaumatyny 1l sklonowano pod promotorem GAPDH w wektorach
wahadlowych, pochodnych wektora pUR528 (18). Stosujgc metode elektro-
forc/ry w zelu poréwnano mase taurnatyny syntetyzowanej w komodrkach
drozdzy i wyizolowanej z owocoéw T. daniellL Oba biatka mialty masy podobne,
co wskazywato na zachodzenie w komodrkach drozdzy odcinania przynajmniej
dluzszego N-koncowego peptydu preprotaumatyny.

Lee i wsp. (36) skonstruowali trzy wektory wahadtowe niosace geny syn-
tetyczne trzech form taurnatyny, w tym taurnatyny 1, i uzyskali wysokie
wydajnosci produkcji w komoérkach drozdzy (20% ogdlnej puli nierozpusz-
czalnych biatek) poszczegoéinych form rekombinacyjnych biatek. Uzyskanie
tak wysokiej wydajnosci biosyntezy taurnatyny u drozdzy wynikalo z wpro-
wadzenia do syntetycznych genéw kodondéw preferowanych przez tego go-
spodarza. Przyczyng wystepowania taurnatyny we frakcji biatek nierozpusz-
czalnych mogto by¢ srodowisko wewnatrz komorki gospodarza niesprzyjajace
tworzeniu mostkdéw dwusiarczkowych, niezbednych do utworzenia prawidto-
wej struktury przestrzennej biatka.

Aspergillus jest powszechnie stosowany w biotechnologii, szczegdlnie do
produkcji wtérnych metabolitdw i enzymoéw. Takze i w tym organizmie opra-
cowano system klonowania taurnatyny (30). Do ekspresji genu taurnatyny
wykorzystano promotor GAPDH. Tylko niewielka ilos¢ (50 ng/ml pozywki)
obcego biatka byta wydzielana do otoczenia; po oczyszczeniu charakteryzo-
walo sie stodkim smakiem, a zatem stanowito forme dojrzalg taurnatyny.
W ekstraktach komoérkowych zidentyfikowano natomiast biatko, ktérego ma-
sa (25 kDa) wskazywata, ze stanowi niedojrzata forme taurnatyny.

5. BSS w transgenicznych roslinach wyzszych

Podwyzszenie zawartosci stodkich substancji w jadalnych czesciach rosli-
ny mozna osiggna¢ przez wprowadzenie do jej genomu genu kodujgcego BSS
zaopatrzonego w organoswoisty promotor. Obecnie znane sg sekwencje cDNA
niektérych BSS. Modyfikowanie smaku owocu tymi fragmentami DNA moze
by¢ szczegdlnie pozadane w uprawach prowadzonych w strefach klimatycz-
nych o stabszym nastonecznieniu i/lub nizszej temperaturze.

5.1. Transgeneza roslin kasetami ekspresyjnymi zawierajgcymi cDNA
genu monelliny

Do transgenezy pomidora i sataty przygotowano dwa wektory ptazmidowe
zawierajgce syntetyczny gen monelliny kodujacy pojedynczy polipeptyd. Syn-
tetyczny gen byt pod kontrolg promotora organoswoistego z genu E8 pomi-
dora badZz promotora genu 35S RNA z wirusa mozaiki kalafiora CaMV35S
(37). Pierwszy z wymienionych promotoréw wykazuje specyficznos¢ tkanko-
wa: jest aktywny w dojrzewajgcym 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 kodujacy funkcje replikacji
plazmidu colEl; A-DNATNS; CaMV35S-promo-
tor 35S RNA z wirusa CaMV; preprotaumatyny
11, tml3’-region terminacyjny oncogenu tml
A. tumefaciens\ X-gen opornosci na ampiciline;
NPTIlI-sekwencja kodujgaca genu nptil (neomy-
cynowej fosfotransferazy 11). ocs5’-region pro-
motorowy onkogenu A. tumefaciens kodujagcego
syntaze oktopinowa: RB-prawa sekwencja
skrajna; B-region kodujacy funkcje replikaciji
plazmidu pRK290.

ukierunkowanej transfekcji, a drugi do uzyskania ekspresji transgenu w ob-
rebie catej rosliny. W wyniku transgenezy pomidora za pomoca Agrobacte-
rium tumefaciens kasetg ekspresyjna zawierajaca cDNA monelliny pod kon-
trola promotora E8 uzyskano 30 roslin, z ktérych 50% wykazywato obecnos¢
MRNA monelliny specyficznie w dojrzatym owocu. Tego transkryptu nie wy-
kryto w niedojrzatym owocu i lisciu roslin transgenicznych oraz w dojrzatym
owocu rosliny nietransgenicznej. Stezenie mRNA monelliny w transgenicz-
nym owocu bylo podobne do stezenia mMRNA natywnego biatka E8 w dojrza-
tym owocu pomidora. Na podstawie uzyskanych wynikéw przypuszcza sie,
ze ekspresja chimerycznego genu jest, podobnie jak natywnego genu ES8,
specyficzna dla owocu i aktywowana przy transkrypcji podczas jego dojrze-
wania. Od dawna wiadomo, zZe rozwijajace sie owoce wytwarzajg etylen; stwier-
dzono, ze jego dziatanie powoduje wczesniejsze dojrzewanie. Traktowanie nie-
dojrzalych owocéw transgenicznych roslin pomidora etylenem spowodowato
podwyzszenie stezenia zawartej w nich monelliny do poziomu przekraczaja-
cego dziesieciokrotnie prog wykrywalnosci. Tylko owoce traktowane etylenem
wywotlywaly u cztowieka wrazenie smaku charakterystyczne dla monelliny.
W wyniku transfekcji pomidora i sataty (druga kaseta ekspresyjna) uzyskano
rosliny transgeniczne obu gatunkéw. Obecno$s¢ mRNA monelliny potwierdzo-
no w tkankach zielonych sataty i dojrzalym owocu pomidora. Nie zamiesz-
czono danych o wystepowaniu rekombinacyjnej monelliny w innych tkan-
kach transgenicznych roslin pomidora.

Wyniki oméwionych doswiadczen wskazujg na kontrole ekspresiji chimery-
cznego genu monelliny przy transkrypcji i na trwatos¢ transkryptu tego genu
w réznych organach transgenicznych roslin.



Roslinne biatka charakteryzujace sie stodkim srnakiem oraz modyfikujagce smak 75

5.2. Transgeneza ziemniaka kasetg ekspresyjna zawierajagca cDNA
genu taumatyny

Do transgenezy ziemniaka Solarium tuberosum L. cv. lwa, za pomoca
A. rhizogenes, genem taumatyny |l zastosowano konstrukt genowy zawiera-
jacy gen chimeryczny: promotor CaMV35S5’-c DNA kodujgcy preprotaumaty-
ne Il — terminator tmIS' (38) (rys. 5). Przy uzyciu techniki Western blotting
wykazano, ze tumorowate korzenie oraz tkanki zregenerowanych z nich ro-
slin (lis¢, todyga, korzen, stolon, bulwa) wytwarzaly taumatyne. Ocene smaku
stodkiego tumorowatych korzeni przeprowadzono stosujac metode trojkato-
wa: kazdy z 12-osobowego zespolu testujgcych otrzymat do oceny trzy iden-
tycznie rozdrobnione prébki tkanki o masie 0,1 g.

Rosliny ziemniaka wykazujace ekspresje genu taumatyny Il stanowig
przykiad kombinacji ciekawych cech uzytkowych: stodkosci i wysokiej zdol-
nosci do plonowania odmiany, ktérg w przeciwienstwie do T. daniellii, mozna
uprawia¢ z powodzeniem w réznych strefach klimatycznych. W przeprowa-
dzonych doswiadczeniach nie bylo jednak zamiaru wytworzenia nowej od-
miany ziemniaka. Chodzito raczej o model badawczo-biotechnologiczny, ktory
mogtby by¢ przydatny w pracach nad doskonaleniem waloréw smakowych
i dietetycznych czesci jadalnych komercyjnie uzytecznych roslin dwuliscien-
nych tym bardziej, ze istniejg obecnie odmiany, dla ktérych opracowano
systemy transfekcji wektorowej, jak jabton (39), truskawka (40) czy tez Kiwi
(41). Doniesienie o transgenezie Kiwi {Actinidia deliciosa) (41) jest pierwszym
dotyczacym efektéw gendw roi A. rhizogenes w drzewach. Inny z wymienio-
nych przyktadéw dotyczy wprowadzenia genu markerowego npfll do truska-
wki (40) i uzyskania pierwszego pokolenia transgenicznych roslin, w ktérych
wprowadzona cecha segreguje w sposob mendlowski. Podobne doswiadczenie
wykonane na jabtoni bylo ograniczone do uzyskania pokolenia Tq (39).

6. Biatka podobne do taumatyny

Dzisiejszy stan wiedzy nie pozwala na jednoznaczng odpowiedz na pytanie
jaka inng role in vivo, poza wywotltywaniem i/lub modyfikowaniem smaku,
moga petlni¢ BSS. Prdéba znalezienia odpowiedzi sg poszukiwania biatek
homologicznych, o poznanych funkcjach biologicznych. Najwiecej danych
literaturowych, jak dotad, dotyczy bialek podobnych do taumatyny (ang.
thaumatin-like, TL). Do rodziny TL zalicza sie biatka w”kazujgce od 40 do
70% homologii w sekwencji aminokwaséw do taumatyny (42). Zostaly one
zidentyfikowane w réznych gatunkach roslin jedno- i dwulisciennych. Podo-
bnie do taumatyny majg mase okoto 22 kDa i zawierajg 16 konserwowanych
reszt cysteiny. Zadne z dotychczas poznanych nie charakteryzuje sie stodkim
smakiem. Wiedza na temat bialek TL pochodzi z nastepujacych obszarow
badan: 1) odpowiedzi roslin na atak patogenéw, 2) odpowiedzi roslin na stres
osmotyczny oraz 3) bialek nasion zb6z o antygrzybowej aktywnosci. Wyni-
kiem tych badan jest identyfikacja wielu biatek TL.
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6.1. Biatka TL w patogenezie zakazenia grzybami i wirusami

W swoim naturalnym s$rodowisku rosliny narazone sg na oddziatywanie
stres6w biotycznych. Jedng ze strategii jakg stosujg bronigc sie przed ata-
kiem patogendéw jest synteza biatek PR (ang. Pathogenesis Related) (43). Bial-
ka PR zostaly usystematyzowane w pie¢ rodzin, z ktérych PR-5 obejmuje
biatka homologiczne do taumatyny (44,45). Biatka TL zostaly zidentyfikowane
w réznych gatunkach roslin, w lisciach oraz nasionach, pierwotnie w liSciach
roslin tytoniu [Nicotiana tabacwn). W tym gatunku zostaly zidentyfikowane
jako bialka kwasne, zaangazowane w odpowiedzi typu HR (ang. hypersen-
sitive response) (46). Infekowanie lisci roslin tytoniu Samsun NN wirusem
mozaikowatosci tytoniu (TMV) indukuje synteze de novo biatka (226 reszt),
wykazujgcego 65% homologii w sekwencji aminokwasow z taumatyng (44).
Bialko to, podobnie do taumatyny, zawiera peryferyczng sekwencje sygnato-
wa (25 reszt) i 16 reszt cysteiny. Z lisci roslin tytoniu zainfekowanych TMV
i pomidora — grzybem Pytophthora infestans wyizolowano inne biatko TL,
AP24 (45): podobnie do innych zasadowych biatlek TL zawiera przy koncu C
sekwencje spetniajaca role sygnatu kierujgcego to biatko do wakuoli, gdzie
jest przechowywane. Z dojrzatych lisci roslin soi {Glycine max) wykazujgcych
objawy infekcji i stresu wyizolowano inne kwasne biatko TL, P21. Po zse-
kwencjonowaniu okazato sie biatkiem TL (47).

Bialka PR syntetyzowane sg réwniez w roslinach jednolisciennych. W li-
Sciach jeczmienia [Hordeum vulgare) infekowanych niekompatybilng rasag
grzyba Erysiphe graminis f.sp. hordei dochodzi do akumulacji kwasnego biat-
ka (pl 3,4), Hv-1 (19 kDa), zaangazowanego w odpowiedzi typu HR. Stopien
homologii w sekwencji aminokwaséw biatka Hv-1 z taumatyna pozwala na
zakwalifikowanie tego biatka do rodziny TL (42). U pszenicy (Triticum aesti-
vum) zostal opisany cDNA kodujacy kwasne biatko TL, PW1R2 (15,6 kDa).
Ekspresja mRNA biatka PW1R2 zachodzi w odpowiedzi na nabytga odpornosé¢
(48). Znaczace jest podobienstwo (97%) w sekwencji nukleotydéw cDNA ko-
dujacych biatka: Hv-1 i PW1R2.

Biatka TL zostaly zidentyfikowane rowniez w nasionach. W ekstraktach
z nasion roslin takich jak: kukurydza, jeczmien, pszenica, owies, len i sorgo
stwierdzono wystepowanie bialek o aktywnosci chitynaz degradujacych Scia-
ny komadrkowe grzybéw (49). Rodzine tych biatek nazwano permatynami (ang.
permatin). Okazato sie, ze wykazujg one podobienistwo w sekwencji amino-
kwasoéw z taumatyng (49). Do rodziny permatyn nalezy bialko o masie 22
kDa, zeamatyna (ang. zeamatin), wystepujaca w nasionach Zea mays (50).
Zeamatyna hamuje in vitro wzrost takich grzybéw chorobotwérczych jak: Neu-
rospora crassa, Trichoderma resei i Candida albicans, gdy jest zastosowana
w stezeniach fizjologicznych (kilka pg/ml) (42). Identyczne dziatanie wykazuje
osmotyna, mate (24 kDa) zasadowe biatko z rodziny PR-5, pierwotnie wyizo-
lowane z komorek tytoniu przystosowujgcych sie do stresu zasolenia (51,52).
Inne biatko TL, PR-S, zidentyfikowane w roslinach tytoniu zainfekowanych
TMV, wykazuje in vitro silniejsze dzialanie hamujace wzrost grzyba Cerco-
spora beticola niz zeamatyna i osmotyna, a nie hamuje, niepodobnie do tych
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dwoch bialek, wzrostu trzech gatunkéw grzyboéw, na ktére dziata zeamatyna
hamujac ich wzrost (46). By¢ moze aktywnos$¢ skierowang przeciw grzybom
wykazuja wszystkie biatka TL, ale jest ona swoista dla gatunku grzyba.

6.2. Biatka TL zwigzane ze stresem asmotycznym

W warunkach stresu rosliny syntetyzuja i akumulujg specyficzne biatka
(biatka stresowe). Przyktadem jest osmotyna (51). Istnieje ponad dziesie¢
rodzajow bodzcow indukujacych ekspresje genu osmotyny, w tym zasolenie,
infekcje wirusowe czy zranienie. Sekwencje aminokwasdéw osmotyny i tau-
matyny wykazuja wysoki stopien homotogii (52% identycznosci aminokwa-
s6w). Podobnie do taumatyny i innych zasadowych biatlek TL, czasteczka
osmotyny, przy koncu aminowym zawiera peptyd sygnatowy i przy koncu
karboksylowym, jako biatko importowane do wakuoli, sekwencje kierujgca
ja do tego przedzialu komdrkowego (42,53). Osmotyna wykazuje aktywnosc
skierowang przeciwko grzybom chorobotwdérczym (52). Uzyskano zwiekszenie
odpornosci na infekcje P. infestans roslin ziemniaka i tytoniu, do ktérych
wprowadzono gen kodujacy osmotyne (54). Transgeniczne biatko stanowito
2% z catkowitej puli biatek.

Innym przykiadem biatka indukowanego przez rézne czynniki stresowe
jest biatko P23 (23 kDa), wyizolowane z lisci roslin pomidora zainfekowanych
wirioidem CEVd {citrus exocortis virioid) (55). Okazalo sie, ze w warunkach
stresu osmotycznego rosliny pomidora syntetyzuja biatko (NP24) o sekwencji
aminokwasow identycznej z sekwencjg biatka P23 (56). Biatko NP24 syn-
tetyzowane jest takze w korzeniu roslin pomidora nie poddanych stresowi
(56).

6.3. Biatka TL o aktywnosci inhibitora a-amylazy/proteinazy

Tkanki roslinne zawierajg enzymy proteolityczne o r6znym mechanizmie
dzialania. Uszkodzenia mechaniczne (57), infekcje mikrobiologiczne (58) oraz
atak zerujacych owadéw (59) prowadzg do znacznego podwyzszenia w tkan-
kach stezenia niektdrych inhibitorow proteaz. Inhibitory proteaz i amylaz
stanowig biatka obronne i sa rozpowszechnione w krélestwie roslin, w tym
w zbozach (60). Taumatyna Il okazata sie biatkiem homologicznym (52%
homotogii sekwencji aminokwaséw) do dwufunkcyjnego inhibitora proteina-
zyla-amylcizy z ziarna kukuryd2y (61). Ten dwufunkcyjny enzym stanowi
biatko o masie 22 kDa (206 reszt, w tym 16 reszt cysteiny). W doswiadcze-
niach in vitro hamowat aktywnos¢ enzymoéw trawiennych: a-amylazy chrza-
szcza Tribolium castaneum i trypsyny wotowej (42). Wynik uzyskany dla T. ca-
staneum sugeruje ochronnag role biatek TL przed atakiem zerujgcych owadow.
Okazalo sie, ze dziatanie hamujgce aktywnos¢ inhibitora a-amylazy/protei-
nazy wykazujg tylko niektore biatka TL. Tej aktywnosci nie wykazujg ani
zeamatyna, ani permatyny wystepujace w nasionach jeczmienia (42,49).

Wystepowanie czesto znacznej homotogii do sekwencji aminokwasow tau-
matyny w réznych biatkach zaangazowanych w mechanizmach obronnych
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czgsteczka mirakuliny

wystepowanie
efektu stodkiego smaku efektu stodkiego smaku

Rys. 6. Schemat przedstawiajacy taczenie mirakuliny z miejscem aktywnym receptora smaku
stodkiego (65).

roslin sugeruje, ze poza wywolywaniem wrazenia smaku stodkiego biatko to
moze peini¢ inne funkcje biologiczne.

7.Biatka o wiasciwosciach modyfikowania smaku

w krélestwie roslin wystepuja dwa gatunki, Richadella dulcijica i Curculigo
latifolia, ktérych owoce zawierajg bialka zdolne do modyfikowania smaku.
Jednym z tych bialek jest mirakulina bedaca glikoproteing wystepujgcg w owo-
cach zachodnioafrykanskiej rosliny R. dulcijica (62). Mirakulina nie nalezy
do BSS i w stanie natywnym wystepuje w formie tetrameru. Znana jest
sekwencja cDNA kodujacego biatko prekursorowe (prepromirakuline) oraz
petna sekwencja aminokwasowa prepromirakuliny (63).

Dla ustalenia funkcji biologicznej mirakuliny podjeto, na wiekszg skale,
jej synteze w komoérkach E. coli. Syntetyzowany chemicznie gen kodujacy
mirakuline (601 pz) wprowadzono do wektora ekspresyjnego zawierajgcego
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 komorki E. coli wytworzyty
biatko o masie 28 kDa oddzialujace z przeciwciatami do mirakuliny. Trwajg
prace nad biochemiczna i biologiczng charakterystyka tego biatka.

Mirakulina ma niezwyklg whasciwos¢ modyfikowania smaku kwasnego do
stodkiego. Kurihara i Beidler (65) zaproponowali mechanizm dziatania, we-
dlug ktérego zachodzi ten efekt. W sSrodowisku obojetnym mirakulina nie
tworzy kompleksu z receptorem. Przy niskim pH $rodowiska dochodzi do
zmiany konformacji receptora btony i centrum aktywne czasteczki mirakuliny
wigze sie z komplementarnym obszarem receptora (rys. 6). Usuniecie kwasow
powoduje powrdt receptora do stanu charakteryzujgcego sie brakiem powi-
nowactwa do mirakuliny.

Drugim z biatek modyfikujacych smak jest kurkulina. Wystepuje w owo-
cach bezpedowych roslin C. latifolia, rosngcych w zachodniej Malezji (66).
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Dziatanie kurkuliny modyfikujgce smak jest podobne jak dla mirakuliny.
Kurkulina, podobnie do pozostatych BvSS, ma wtasciwosci antygenowe i wy-
wotuje wytworzenie swoistych przeciwciatl. Okazalo sie, ze przeciwciala spe-
cyficzne w stosunku do kurkuliny nie wigza sie z innymi BSS i vice versa
(66). Wynik ten sugeruje brak wspoélnych epitopéw w czgsteczkach biatek
modyfikujgcych smak i BSS. Kurkulina w stanie natywnym wystepuje w for-
mie dimeru (66). Z owocéw C. latefolia przygotowano biblioteke cDNA (67).
Sklonowano go w wektorze fagowym ?igtlO i przeszukano biblioteke miesza-
ning trzech zestawéw sond hybrydyzacyjnych. Z wyselekcjonowanych dwu-
dziestu klonéw dwa, zawierajace diuzsze fragmenty cDNA, sekwencjonowano.
W obu znaleziono pojedyncze ramki odczytu o identycznej dilugosci i sekwen-
cji nukleotyddéw. Sekwencja aminokwasowa biatka okreslona na podstawie
budowy cDNA tych klondw byla prawie identyczna z sekwencjg oznaczong
przy uzyciu chemicznej analizy samego biatka (67), co wskazywalo, ze oba
klony koduja kurkuline. W wydedukowanej, na podstawie budowy cDNA,
sekwencji aminokwaséw mozna byto wyrézni¢, przy obu koncach, kroétkie
fragmenty o identycznej diugosci (22 reszty). Fragment od strony konca N,
podobnie jak w czasteczce taumatyny, moze peini¢ funkcje sekwencji syg-
natlowej. Warto zwrdci¢ uwage, ze nie znaleziono homologii sekwencji ami-
nokwasow preprokurkuliny do znanych biatek (baza danych NBRF).

8. Podsumowanie

w niektorych roslinach wystepuja biatka o unikatowych wlasciwosciach
wywotywania wrazenia smaku stodkiego. Biatlka te sg poszukiwanymi pro-
duktami na rynku spozywczym skad powstata potrzeba ich wytwarzania
w wiekszych ilosciach niz dostarczajg zrodla naturalne. Nie powiodly sie, jak
dotyehczas préby wytworzenia BSS w komoérkach mikroorganizmdéw. Duze
zainteresowanie i nadzieje wigze sie z ich produkcjg w transgenicznych ro-
Slinach wyzszych, tym bardziej, ze doswiadczenia z wprowadzeniem cDNA
taumat3oiy do genomu S. tuberosum i cDNA monelliny do pomidora dowiodty
mozliwosci uzyskania cechy smaku stodkiego u gatunkdéw systematycznie
odleglych od naturalnych gospodarzy stodkich bialek. Te udane doswiadcze-
nia swiadcza o mozliwosci przeniesienia cechy smaku stodkiego, wywotanego
przez okreslone biatko, do innych gatunkéw, ktére maja znaczenie gospo-
darcze i u ktérych byloby to pozadane albo ze wzgledu na wzrost atrakcyj-
nosci lub nowy sposéb uzytkowania. Najbardziej wartosciowymi z punktu
widzenia przemystu spozywczego, jak sie wydaje, sa: mabinlina, brazzeina
i kurkulina.
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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. ldentification 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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