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2S albumins - plant storage proteins and food allergens
Summary

Plant 2S albumins are known as storage proteins present in seeds of some
edible plants such as soybean, sunflower, mustard and Brazil nuts. These pro-
teins have unusual secondary structure resulting from the presence of
cysteine-rich motif C-Xn-CX,,-CC-Xn-CXC-X,,-C-Xn-C and four disulphide bonds.
Due to their structure, 2S albumins are stable to thermal processing and prote-
olysis. Some ofthe proteins have been identified as food allergens, but 2S albu-
mins include also proteins of anti-inflammatory and antitumor activities. This
review describes the properties and structures of the best characterized 2S al-
bumins.
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1. Wstep

W ciaggu ostatnich 15-20 lat obserwuje sie gwattowny rozwoj
chordéb alergicznych wywotywanych przez alergeny zawarte
w produktach zywnos$ciowych. Szacuje sie, ze w spoteczen-
stwach krajow rozwinietych z powodu alergii pokarmowych
cierpi obecnie 1-2,5% dorostych i az 5-8% dzieci. Oznacza to, ze
tylko w krajach Unii Europejskiej z powodu alergii pokarmowych
cierpi ok. 5-10 milionéw ludzi. Alergenami pokarmowymi sa
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z reguly termostabilne, rozpuszczalne w wodzie biatka 0 masie czasteczkowej
10-70 kDa, ktére z powodu szczego6lnej struktuiy drugo- i trzeciorzedowej wyka-
zuja odporno$é na denaturacje termiczng i degradacje enzymatyczna. Dzieki temu
zachowuja epitopy niezbedne do interakcji z immunoglobulinami klasy IgE oraz IgG
(1). Problemem zdrowotnym sg nie tylko alergie spowodowane przez typowe aler-
geny pokarmowe, ale takze alergie krzyzowe, do ktoiych dochodzi, jesli pomiedzy
sekwencjami aminokwasowymi biatek bedacych alergenami pokarmowymi albo
wziewnymi istnieje przynajmniej 70% homologii (1),

Nie ulega watpliwosci, ze w najblizszej przysztosci liczba alergikow w spoteczen-
stwach rozwinietych bedzie stale wzrasta¢ (2). Z tego powodu alergeny pokarmo-
we, mechanizmy ich dziatania oraz sposoby obnizania wiasciwosci alergennych
stajg sie obiektem coraz wiekszego zainteresowania zaréwno naukowcow jak
i przemystu.

2. Alergeny pokarmowe pochodzenia roslinnego

Wsréd alergendéw pokarmowych istotng grupe stanowig alergeny pochodzenia
roslinnego. Do niedawna biatka roslinne klasyfikowano na podstawie ich rozpusz-
czalnosci w réznych rozpuszczalnikach. Na tej podstawie Osborne (3), a w $lad za
nim inni autorzy (4) wyroznili albuminy (rozpuszczalne w wodzie), globuliny (roz-
puszczalne w roztworach soli), prolaminy (rozpuszczalne w mieszaninach wody i al-
koholu) oraz gluteliny (rozpuszczalne w roztworach kwaséw lub zasad). Ostatnio
dokonano nowej klasyfikacji biatek roslinnych - na podstawie ich znanej lub przy-
puszczalnej funkcji. Tej nowej klasyfikacji poddano biatka dwdch modelowych ros-
lin - ryzu i rzodkiewnika {Arabidopsis thaliana) (5). Najnowszej klasyfikacji biatek
roslinnych dokonano na podstawie ich podobienstwa strukturalnego i pokrewien-
stwa ewolucyjnego. Efektem tej klasyfikacji jest baza danych Pfam, kt6ra pod koniec
2006 r. obejmowata 8957 rodzin biatek (wersja 21.0) (http://www.sanger.ac.uk/So-
ftware/Pfam/). Wedtug tej bazy ponad 50% alergendw ro$linnych nalezy do dwdch
nadrodzin, mianowicie do prolamin lub kupin. O ich alergennosci decyduje przede
wszystkim struktura drugorzedowa warunkujaca odporno$¢ na obrébke termiczng
oraz degradacje enzymatycznag. Chociaz alergenne dziatanie kupin udowodniono
w przypadku soi i orzeszkdw ziemnych, udziat tej grupy biatek w alergennosci in-
nych nasion i orzechéw pozostaje niejasny (5). Znacznie wigksze zainteresowanie
wzbudzajg w ostatnich latach biatka nalezace do drugiej nadrodziny, mianowicie do
prolamin. Przedmiotem opracowania beda wybrane biatka nalezace do tej wiasnie
nadrodziny.

Nadrodzina prolamin obejmuje dwie rodziny biatek. Pierwszg z nich stanowig
wiasciwe prolaminy, do ktérych nalezg biatka zapasowe zb6z. Charakteryzujg sie
one wysoka zawartoscig proliny i glutaminy oraz obecnoscig powtarzajacych sie
wielokrotnie krétkich sekwencji peptydowych (np. PQQPFPQQ lub PGQGQQ). Kon-
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sekwencjg tej szczegdlnej struktury pierwszorzedowej jest nietypowa struktura
drugo- i trzeciorzedowa oraz odporno$¢ prolamin na degradacje enzymatyczna.
Podczas gdy alergenne wiasciwosci tej grupy prolamin (m.in. glutenin i gliadyn
wchodzacych w skiad glutenu) zostaty juz stosunkowo dobrze poznane, druga ro-
dzina alergennych biatek roslinnych (w tym: albuminy 2S) sa obecnie przedmiotem
szczegOtowych badan. Ich charakterystyczng cechg jest obecno$é bogatego w reszty
cysteiny motywu strukturalnego o nastepujacej sekwencji aminokwasow:
C-Xn-CXn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C (gdzie C oznacza cysteing, a X - dowolny amino-
kwas) (6). Sg to niskoczasteczkowe (ponizej 15 000 Da), bogate w siarke inhibitory
a-amylazy i trypsyny, niespecyficzne biatka transportujgce lipidy (nsLTP, ang.
non-specific Lipid Transfer Proteins,) oraz tzw. albuminy 2S. Najlepiej poznano i opisa-
no, jak dotychczas, albuminy 2S znajdujgce sie w nasionach roélin oleistych oraz
w pulpie otrzymywanej jako produkt uboczny po ekstrakcji oleju.

3. Albuminy 2S

Albuminy 2S wystepuja w nasionach wielu roslin uzytkowych, takich jak soja,
stonecznik, gorczyca czy orzech brazylijski, gdzie petnig funkcje biatek zapasowych
(7). Poniewaz zawierajg znaczne ilosci metioniny i cysteiny, stanowia dla rozwi-
jajacych sie zarodkdéw cenne zrodto siarki i azotu. Ponadto albuminy 2S chronig
ziarna roélin przed réznymi patogenami, m.in. hamujg wzrost grzybow i bakterii
oraz wykazujg aktywnos$¢ inhibitoréw proteaz serynowych. Dodatkowsg barierg chro-
nigcg zarodek jest antagonizm albumin w stosunku do kalmoduliny (biatko biorgce
udzial w przenoszeniu jondéw wapnia) (8).

Albuminy, jako grupa biatek roslinnych, zostaty po raz pierwszy wyizolowane
w 1924 roku przez Osborne’a, ktéry wyrdznit je jako biatka rozpuszczalne w wodzie
(3). W 1981 r. Youle i Huang zdefiniowali te grupe na podstawie wspétczynnika se-
dymentacji, ktéry wynosi dla nich okoto 2S (9). Biatka te sa syntezowane w postaci
pojedynczego polipeptydu, ktéry jest przenoszony do Swiatta retikulum endopla-
zmatycznego, gdzie podlega modyfikacjom potranslacyjnym, prowadzacym do po-
wstania dwdch krétszych tancuchdw polipeptydowych potaczonych czterema most-
kami disiarczkowymi. Nastepnie biatko jest transportowane do struktur Golgiego,
a potem do wakuoli.

Czasteczki albumin 2S zbudowane sg zazwyczaj z dwoéch podjednostek: mniej-
sza podjednostka zawiera 30-40 aminokwaséw, a wieksza - 60-90 reszt amino-
kwasowych. Majg one charakterystyczng strukturg drugorzedowsa niespotykang
wsrdd innych biatek. Konsekwencjg tej nietypowej struktury jest duza stabilno$¢ al-
bumin 2S oraz ich unikatowe wkasciwosci, w tym takze wiasciwosci alergenne. Ana-
lizujac strukture trzeciorzedowg albumin mozna stwierdzi¢, ze faricuch gtéwny two-
rzacy rdzen biatka formuje sie w pie¢ helikalnych regiondw (a-helis), ktére sg wzgle-
dem siebie utozone antyréwnolegle i tworzg prawoskretng superhelise. Motyw ten
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jest powszechnie spotykany nie tylko w albuminach 2S, ale takze w niespecyficz-
nych biatkach przenoszacych ttuszcze (nsLTPs, ang. non-specific Lipid Transfering Pro-
teins), hydrofobowych biatkach pochodzacych z soi (HPS) oraz w inhibitorach a-amy-
lazy (10). Regiony helikalne sg potaczone szkieletem cysteinowym usztywniajgcym
strukture czasteczki. Osiem reszt cysteiny tworzy wspomniany Juz wzor:
C-Xn-CXn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C, powtarzajacy sie w kazdym biatku z tej grupy.

Oprécz dwdch charakterystycznych podjednostek, w budowie albumin mozna
wyréznié region zwany petlg hiperr6znorodna. Petla hiperréznorodna (ang. hyperva-
riable loop) znajduje sie miedzy helisg Ill i IV (w albuminach helisy liczy sie naste-
pujaco: la, Ib, 11, IlI, IV; przy czym la i Ib tworzg matg podjednostke, a pozostate heli-
sy tworzg duza podjednostke). ,,Hiperrdznorodny” region albumin 2S wykazuje wy-
sokg zmienno$¢ pod wzgledem dtugosci i sekwencji aminokwaséw. W tym miejscu
czesto znajdujg sie epitopy decydujace o alergennosci biatka.

Pomimo podobnej struktury drugo- i trzeciorzedowej albuminy 2S maja dos¢
zroznicowane wilasciwosci alergenne. Najlepiej poznana dotychczas albumina 2S
znana Jako biatko SFA 8 (pochodzace z nasion stonecznika) wykazuje niewielkg aler-
genno$¢. Natomiast do najbardziej alergennych nalezg albuminy pochodzace z orze-
cha brazylijskiego. Przyczyng tych roznic sa, by¢ moze, r6zne struktury petli hiper-
réznorodnych i wynikajace z tego réznice w ich oddziatywaniach z przeciwciatami
klasy IgE (10). Co wiecej, preparat z frakcji albumin racznika pospolitego {Ricinus
communis) nie tylko nie Jest alergenny, ale ma wiasciwosci immunostymulujace. Po-
nadto w najnowszych badaniach wykazano, ze wsréd albumin 2S soi {Glycine max)
znajduje sie bioaktywny peptyd (lunazyna, ang. lunasin) o dziataniu przeciwnowo-
tworowym.

Okreslenie za pomocg magnetycznego rezonansu Jadrowego tréjwymiarowej
struktury niektérych albumin (SFA 8, napiny Bnib z nasion rzepaku i biatka RicC3
z nasion racznika) (8,10-12) pozwolito stwierdzi¢ ich duze podobieistwo do innej
grupy biatek alergennych - nsLTP, ktére rowniez charakteryzujg sie wysokg stabil-
noscig oraz odpornoscig na denaturacje termiczng i trawienie pepsyna (13). Analiza
podobienstw i réznic pomiedzy albuminami 2S oraz biatkami nsLTP moze utatwic
wyjasnienie przyczyn alergennosci i immunogennosci tych biatek. Przedstawiamy
charakterystyke najlepiej dotychczas poznanych albumin 2S.

3.1. Albuminy 2S stonecznika

Albuminy 2S stonecznika okreslane skrotem SFAs (ang. Sunfiower Albumins) sg po-
limorficzng grupg sktadajacg sie z 8-13 biatek, o masie czagsteczkowej od 10 do
18 kDa. Sa to biatka zasadowe, dla ktdrych punkt izoelektryczny (pl) wynosi ok. 8,8.
Dotychczas okreslono sekwencje aminokwasowg dwoch albumin stonecznika:

1) HaG 5 (od tacinskiej nazwy stonecznika - Helianthus annuus) o masie czgstecz-
kowej 15777Da i pl = 8,69, sktadajgcego sie ze 134 aminokwasow;
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2) SFA 8 (biatka bogatego w metioning) o masie czasteczkowej 12133 Da i pl = 5,91,
sktadajacego sie z 103 aminokwaséw (14).

Do tej pory nie udato sie jednoznacznie stwierdzi¢ czy albuminy stonecznika sg
alergenne, czy tez za alergie powodowane spozyciem nasion stonecznika odpowia-
dajg inne sktadniki. Mimo ze albuminy SFA nalezg do grupy biatek o wysokim stop-
niu alergennosci, to ogromne ich spozycie przy niewielkiej liczbie 0séb uczulonych
na nasiona stonecznika nie pozwala tego problemu w sposéb jednoznaczny wyjas-
ni¢. Podejrzewa sig, ze powodem alergii w przypadku nasion stonecznika moga by¢
wystepujace w ziarnach biatka nsLTP (15,16). Ponadto w badaniach dotyczacych
sposobu pobudzania komérek uktadu immunologicznego przez albumine SFA 8 wy-
kazano, ze indukuje ona wytwarzanie takich czynnikow jak interleukina-12 {IL-12)
oraz czynnik martwicy nowotwordw TNFa (ang. Tumor Necrosis Factor) (17). Substan-
cje te stymulujg proliferacje limfocytow grupy Thl i jednoczesny wzrost poziomu
interferonu-y. Limfocyty Thl moga z kolei stymulowa¢ powstawanie wszystkich klas
przeciwcial oprocz IgE. Na podstawie tych badan (17) sugeruje sig, ze albuminy
stonecznika mogg pobudzaé uktad immunologiczny, jednakze nie jest to odpowiedz
typowa dla pokarmowych reakcji alergicznych, poniewaz w tym przypadku obser-
wuje sie zwiekszony poziom immunoglobulin Kklasy IgE.

SFA 8 jest najlepiej, jak dotychczas, poznang albuming stonecznika. Sklada sie ze
103 aminokwasow, wsrdd ktorych znajduje sie bardzo duza liczba aminokwasow
hydrofobowych: 16 reszt metioniny, 9 reszt leucyny, 3 reszty izoleucyny, 3 reszty ty-
rozyny, 2 reszty waliny i jedna reszta tryptofanu, co stanowi 30% aminokwaséw
tworzacych biatko (patrz tabela). Ponadto SFA 8 ma 13 reszt aminokwasowych
ujemnie natadowanych (Asp i Glu) i 14 reszt aminokwasowych obdarzonych fadun-
kiem dodatnim. Wiekszo$¢ z tych reszt jest ulokowana na powierzchni biatka.
W przeciwienstwie do innych albumin 2S, SFA 8 jest monomerem. W jej strukturze
mozna wyrdznic¢ 5 regiondw o strukturze a-helikalnej stabilizowanych przez cztery
mostki disiarczkowe, tworzgce charakterystyczne dla albumin ugrupowanie. SFA 8
wykazuje niewielki stopienr homologii w stosunku do sekwencji aminokwasowych
innych albumin 2S. Warto jednak podkresli¢, ze swoja strukturg trzeciorzedowsg al-
bumina ta w duzym stopniu przypomina biatko rRicC3 (rekombinowane biatko z na-
sion racznika - Ricinus communis C3), chociaz istnieja pomiedzy nimi pewne rézni-
ce (np. liczba i utozenie aminokwasow w petli hiperréznorodnej oraz liczba amino-
kwasow w helisie 1) (8).

SFA 8 nalezy do biatek o bardzo stabilnej strukturze, ktéra mozna rozfatdowac
stosujac wysoka temperature (90°C) lub wysokie stezenie czynnikéw denaturuja-
cych, np. 4 M roztwdr chlorowodorku guanidyny. Proces fatdowania tego biatka byt
poddany szczegétowej analizie, m.in. z wykorzystaniem dichroizmu kotowego
i spektroskopii w podczerwieni (18,19). Zaohserwowano, ze w obecnosci niewiel-
kich stezen czynnikéw denaturujgcych ulega ono szybszemu fatdowaniu niz w wo-
dzie. Prawdopodobnie biatko to moze ulega¢ fatdowaniu w dwojaki sposob.
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Tabela
Sekwencle amInokwasowe wybranych albumin 2S

Zrédio biatka Nazwa biatka Sekwencja aminokwasowa

stonecznik SFA 8 PYGRGRTESGCYQQMEEAEMLNHCGMYLMKNLGERSQVSPRMREEDHKQLCCMQLKNLDEKCMC
PAIMMMLNEPMWIRMRDQVMSMAHNL PIECNLMSQPCQM

podjednostka
mata dnia
80)a rALI SKWQHQQESCREQLKGINLNPCEHIMEKIQA ~ RKKEGKEEEEEGHMQKCCSEMSELKSPICQCK
GRRGEDGSDEDHILIR ALQHMDNQSEQLEGKEKKQMERELMNLAIRC
RLGPMIGCDLSSDD
80)a AL5 SKWQHQQDSCRKQLQGVNLTPCEKHIMEHQ  EGKDEDEEEEGHMQKCCTEMSELRSPKCQCK
(lunazyna) GRGDDDDDDDDDN ALQKIMENQSEELEEKQKKKMEKELINUTMC
RFGPMIQCDLSSDD
rzepak Bnib QPQKCQREFQQEQHLRACQQWIRQQLAGSPE  QSGPQQGPWLREQCCNELYQEDQVCVCPTLK
QAAKSVRWQGQHGPFQSTRIYQIAKNLPNVCN
MKQIGTCPFIAI
racznik rRic C3 AEFMESKGEREGSSSQQCRQEVQRKDLSSCE  QQESQQLQQCCNQVKQVRDECQCEAIKYIAED
RYLRQSSS QIQQGQLHGEESERVAQRAGEIVSSCGVRCMR
QTRTN

RRSTGEEVLRMPGDENQ (tacznllO

orzech Berel QEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQMEES ~ HCRRGMEPHMSECCEQLEGMDESCRCEGLR
brazylijski MMMMRMQQEEMQPRGEQMRRMMRLAEN1
PSRCNLSPMRCPMGGS

W $rodowisku wodnym taicuchy boczne aminokwasOw o charakterze niepolar-
nym formujg rdzen czasteczki SFA 8, dodatkowo pewna liczba aminokwasow niepo-
lamych uczestniczy réwniez w tworzeniu warstwy zewnetrznej. Polarne i niepolar-
ne tancuchy boczne aminokwasow uktadaja sie na powierzchni biatka w sposéb spo-
laryzowany. Tego rodzaju fatdowanie wymaga czasu i ,,tagodnych” warunkéw oto-
czenia. istnieje opinia, ze taki sposob fatdowania jest charakterystyczny dla tych
biatek roslin oleistych, ktére majg kontakt z olejem znajdujacym sie w nasionach.
Sytuacja ulega zmianie, jesli w Srodowisku znajdujg sie czynniki denaturujgce. W za-
leznosci od stezenia i rodzaju czynnika denaturujagcego moze on mie¢ wptyw na sta-
bilnos¢ czasteczek biatka przyjmujacych pewne przejsciowe konformacje. W takiej
sytuacji moga wystapi¢ nietypowe interakcje hydrofobowe powodujace powstanie
biatka o innej niz zwykle konformacji. W tak sfatdowanym biatku nie obserwuje sie
rdzenia czasteczki ztozonego z niepolamych reszt aminokwasowych, ani tez polar-
nych i niepolamych regionéw na powierzchni biatka. Te nietypowe konformery cha-
rakteryzujg sie znacznym stopniem ,,wymieszania sie” reszt polarnych i niepolar-
nych rdzenia i regionéw powierzchniowych czasteczki biatka.

By¢ moze, w obecnosci niewielkiej ilosci czynnikéw denaturujgcych nie ma wa-
runkéw do zaistnienia oddziatywan hydrofobowych niezbednych w procesie fatdo-
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Wania wedtug pierwszego schematu (18) i powstaje konformer o znacznym stopniu
»,Wwymieszania sie” reszt polarnych i niepolamych. Charakterystyczng cechg tej niety-
powej konformacji jest zmiana potozenia pojedynczej reszty tryptofanu, ktéra poja-
wia sie na powierzchni czasteczki biatka, chociaz normalnie jest ukryta w jej rdze-
niu. Opisane badania strukturalne sg interesujace nie tylko z poznawczego punktu
widzenia. Stwierdzono, ze biatko to ma silne wasciwosci emulgujace i z mieszani-
nami woda/olej tworzy stabilne emulsje (19). Z tego powodu SFA 8 moze by¢ wyko-
rzystywane jako emulgator w przemysle spozywczym (20).

3.2. Albuminy ALI i AL3 soi

Od kilku lat albuminy 2S wystepujace w nasionach soi sg obiektem duzego zain-
teresowania ze wzgledu na wyodrebniong z nich lunazyne (21). Stwierdzono, ze
obecna w nasionach soi frakcja albumin 2S sktada sie z dwdch r6znych biatek okres-
lanych jako ALI i AL3. Pod wzgledem sekwencji aminokwasowej biatka te wykazujg
niewielkg homologie w stosunku do innych cztonkéw rodziny albumin 2S, ale za-
wierajg charakterystyczny uktad mostkéw disiarczkowych tworzonych przez osiem
cystein i fgczacych obie podjednostki. Stwierdzono, ze albuminy soi charakteryzujg
sie wysokg stabilnoscig i odpornoscig na denaturacje termiczng oraz denaturacje
w obecnosci chlorowodorku guanidyny (22). Dotychczas nie stwierdzono ich wihas-
ciwosci alergennych (23).

Albuminy wyizolowane z nasion soi r6znig sie w zdecydowany sposéb od pozo-
statych albumin wysokg zawartoscig aminokwaséw kwasowych. Zawarto$¢ kwasu
asparaginowego w ALl wynosi 5,66%, a w AL3 - 12,285%, natomiast ilos¢ kwasu
glutaminowego wynosi w ALl 16,99% oraz 15,38% w AL3. Sekwencja aminokwasowa
obu albumin jest zamieszczona w tabeli. Albumina AL3 skada sie z dwdch podjed-
nostek: matej - zlozonej z 43 aminokwasow i duzej ztozonej z 77 aminokwasow.
Podjednostki sg potaczone 17-aminokwasowym tgcznikiem. Duza podjednostka ma
mase 8 kDa i zawiera: 7,8% metioniny, 13% lizyny i 7,8% cysteiny. Mata podjednostka
stanowi biologicznie aktywny peptyd - lunazyne, ktéra ma wiasciwosci przeciwno-
wotworowe. Zostata ona po raz pierwszy wyizolowana i zsekwencjonowana
w 1987 r. (21). Stwierdzono, ze pod jej wptywem w komoérkach nowotworowych na-
stepuje zatrzymanie procesu mitozy, fragmentacja chromosoméw oraz liza komé-
rek (24).

W trzecim tygodniu po kwitnieniu w ziarnach soi pojawia sie mMRNA kodujacy lu-
nazyne, natomiast sam peptyd pojawia sie w nich dopiero po pieciu tygodniach od
kwitnienia, jego zawartos¢ jest przede wszystkim uwarunkowana odmiang soi. Nie
stwierdzono jednoznacznie wptywu warunkow uprawy oraz stopnia dojrzatosci zia-
ren na ilo$¢ lunazyny w ziarnie, jej zawartos¢ w ziarnach soi wynosi 5,9-7,2 mg/g
biatka. Niestety, tendencja do selekcjonowania i uprawy odmian wysoko wydajnych
doprowadzita do otrzymania odmian pozbawionych tego peptydu. Obecnos¢ luna-
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zyny zostata rowniez stwierdzona w ziarnach r6znych odmian jeczmienia, gdzie Jej
zawartos¢ wynosi 5,93-8,71 mg/g biatka (od 14 do 21 ng/g ziarna) (25,26).

Analizujac sekwencje aminokwasowa lunazyny warto zwrdci¢ uwage na obec-
no$¢ motywu RGD (arginina, glicyna i kwas asparaginowy), ktéry umozliwia wiaza-
nie sie peptydu do powierzchni komdrek zwierzecych albo ludzkich. Motyw RGD
wystepuje w biatkach btonowych komdérek nowotworowych i umozliwia tym komor-
kom wigzanie sie z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej. Lunazyna zawierajgca
motyw RGD konkuruje z komorkami nowotworowymi, chronigc zdrowe narzady
przed przerzutami. Nalezy zaznaczy¢, ze lunazyna pozbawiona tego motywu nie
wykazuje wiasciwosci przeciwnowotworowych i nie hamuje procesu mitozy (24).

Lunazyna po wejsciu do komorki wnika do jadra, gdzie moze wptywaé na proces
mitozy, jesli przebiega on w obecnosci substancji kancerogennych. W jadrze komér-
kowym peptyd ten wigze sie z hipoacetylowang chromatyng wystepujgca w centrome-
rze, a biatka kompleksu kinetochoru ulegajg odtozeniu w postaci agregatow. Zwigza-
nie chromatyny zapobiega utworzeniu prawidtowego kompleksu kinetochoru w cen-
tromerze i prowadzi do zaburzen mitozy, a w konsekwencji do $mierci komorki. Po-
dobny spos6b dziatania wykazujq takie substancje przeciwnowotworowe jak: taksol,
winblastyna, kolchicyna oraz nokodazol (24). Ponadto lunazyna hamuje acetylacje hi-
stonéw H3 i H4, co prowadzi do zahamowania transkrypcji w komérkach penetrowa-
nych przez czasteczki tego peptydu (27). W transformowanych komérkach poddanych
dziataniu lunazyny w poczatkowej fazie nastepuje nieprawidtowe wydtuzenie wiokien
wrzeciona kariokinetycznego, a w p6zZniejszym okresie niesymetryczny rozdziat chro-
mosomaAw przyjednej z centrioli, co ostatecznie prowadzi do Smierci komorki (24).

W warunkach in vitro lunazyna zapobiega transformacji nowotworowej komorek
inicjowanej przez dimetylobenzantracen (DMBA), metylonitrozomocznik oraz mety-
lonitrozoguanidyne, natomiast nie powoduje zmian w morfologii i proliferacji ko-
morek pod nieobecnosé tych substancji (28). Trzeba jednak dodaé, ze pomimo licz-
nych dowodow na przeciwnowotworowg aktywno$¢ lunazyny, dotychczas nie wszcze-
to badan klinicznych ani nawet przedklinicznych.

3.3. Albuminy 2S nasion rzepaku

Izolat biatkowy rzepaku, uzyskany jako produkt uboczny podczas ttoczenia ole-
ju, sktada sie w 70% z globulin, w 30% z albumin oraz niewielkiej ilosci kwasu fityno-
wego (okoto 1%). Albuminy rzepaku sg biatkami zasadowymi (pl wynosi ok.10), kt6-
rych sekwencja aminokwasowa wykazuje niski stopiefi homologii w stosunku do in-
nych biatek nalezacych do tej rodziny. Biatka 2S nasion rzepaku sg bogate w struk-
tury helikalne, a ich struktura trzeciorzedowa jest stabilizowana przez cztery most-
ki disiarczkowe, charakterystyczne dla albumin. Jak wszystkie albuminy, sg one syn-
tezowane w postaci pojedynczego polipeptydu, ktory w wyniku pdzniejszej obrébki
zostaje przeksztatcony w biatko o dwoch podjednostkach.
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Polimorficzna frakcja albumin 2S rzepaku okreslona mianem NT2SAs (ang. na-
pin-type 2S albumins) obejmuje dwie frakcje biatek o masie czgsteczkowej, odpo-
wiednio, ok. 12 kDa oraz ok. 15 kDa. Frakcja niskoczasteczkowych albumin 2S rze-
paku sktada sie w gtéwnej mierze z biatka Bnib i niewielkich ilosci Bnia. Alouminy
2S 0 wyzszej masie czasteczkowej zawierajg biatka oznaczone jako Bnfl, Bnlll i BnlV.
Wsrdd licznych albumin rzepaku najlepiej poznang jest alboumina Bnlb ztozona ze
106 aminokwaséw (tab.) (7,22).

W biatku Bnlb wystepuja cztery mostki disiarczkowe, utworzone przez naste-
pujace reszty cysteiny: 5-56, 58-101, 18-45 i 46-93. Na podstawie trojwymiarowego
modelu mozna stwierdzi¢, ze obserwowany w strukturze Bnlb ukfad helis i petli jest
charakterystyczny dla aloumin 2S. Bnlb zawiera 15 reszt aminokwasowych dodatnio
natadowanych i 8 reszt natadowanych ujemnie. Hydrofobowe reszty aminokwasow
ukryte sg we wnetrzu biatka (12).

Aby utatwic¢ i przyspieszy¢ badania nad strukturg i wiasciwosciami Bnlb dokona-
no ekspresji jego prekursora w drozdzach Pichia pastoris. Otrzymana proteina (rproBnlb)
jest dtuzsza od biatka naturalnego o trzy aminokwasy: Ser 32, Glu33 i Asn3. Ta cze$¢
biatka jest najprawdopodobniej usuwana z biatka natywnego podczas obrobki po-
translacyjnej. Stwierdzono, ze rproBnlb odznacza sie znaczng odpornoscia na dena-
turacje termiczng oraz na dziatanie enzyméw proteolitycznych, co sugeruje jego
wiasciwosci alergenne. Na podstawie dodatkowych badan w tym Kierunku stwier-
dzono, ze w dwdch petlach znajduja sie alergenne epitopy (jeden w rejonie ,,petli
hiperréznorodnej”) (12).

Albuminy rzepaku wykazujg aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku do kalmo-
duliny, za co odpowiedzialna jest mata podjednostka zawierajaca motyw helisa-
-skret-helisa. Motyw ten powoduje hamowanie aktywnosci kalmoduliny w wyniku
inhibicji kompetycyjnej. Frakcja albumin rzepaku posiada wiasciwosci stabilizujgce
piang i emulsje, jednakze alergenne wiasciwosci nie pozwalajg na ich wykorzystanie
w przemysle spozywczym (30,31).

3.4. Racznik pospolity

Racznik pospolity {Ricinus communis) zwany w epoce $redniowiecza dtonig Chry-
stusa jest cennym Zrédtem oleju, rycyny oraz albumin 2S. Albuminy 2S racznika sg
kodowane przez pojedynczy mRNA, ale w wyniku translacji powstajg dwa biatka
RicCl i RicC3. Oba biatka sg ztozone z mniejszej i wiekszej podjednostki potgczo-
nych mostkami disiarczkowymi. Biatko RicCl ma mase 11,2 kDa, a RicC3 - 12 kDa.
Biatka te wykazujg duze wzajemne podobienstwo pod wzgledem sekwencji amino-
kwasowej (6,32).

RicC3 zawiera w swojej czasteczce peptyd o wihasciwosciach immunomodulu-
jacych. Preparat albumin racznika jest dostepny handlowo jako lek o nazwie Immu-
noferon (znany réwniez pod nazwg AM3). jest to lek stymulujacy uktad odporno-

122 PRACE PRZEGIADOWE



Albuminy 2S - roslinne biatka zapasowe o wiasciwosciach alergennych

sciowy w odpowiedzi na infekcje wirusowg lub bakteryjng. Jednoczesnie wykazuje
on dziatanie przeciwzapalne, gdyz dziata hamujgco na procesy uwalniania cytokin,
np. TNF-a oraz interleukiny IL-6 (33,34).

Wiekszo$¢ badan dotyczacych albuminy RicC3 przeprowadzono wykorzystujac
biatko rekombinowane, ktorego ekspresje uzyskano w bakteriach Escherichia coli
(11). Rekombinowane biatko rRicC3 rdzni sie od biatka naturalnego 16-aminokwaso-
wym peptydem tgczacym obie podjednostki. £gcznik ten nie wystepuje w nhatywnym
biatku RicC3, poniewaz jest usuwany w wyniku dziatania endopeptydaz i karboksy-
peptydaz. Obecnosc¢ tacznika znacznie stabilizuje strukture biatka rRicC3, co umoz-
liwito okreslenie jego struktury metoda magnetycznego rezonansu jadrowego (8).
Biatko rRicC3 sktada sie ze 125 aminokwasow, ktére tworzg malg podjednostke
[8-39], duzg podjednostke [56-120] i tacznik [40-55]. Biatko to charakteryzuje sie
wysokg zawartoscig aminokwasow hydrofobowych, jego struktura jest usztywniona
czterema mostkami disiarczkowymi.

Analizujgc sekwencje aminokwasowg RicC3 stwierdzono, ze zawiera ono 21
ujemnie natadowanych i 19 dodatnio natadowanych reszt aminokwasowych. Wiek-
sz0S¢ z nich jest zlokalizowana na powierzchni biatka i dostepna dla rozpuszczalni-
ka. Natomiast reszty hydrofobowe sg ukryte i upakowane w kilka skupisk wewnatrz
czasteczki biatka (11). Sekwencje aminokwasowsg biatka RicC3 przedstawiono w ta-
beli.

Badajac alergennos$¢ biatek RicC3 i rRicC3, poddawano je dziataniu niskiego pH,
enzymow proteolitycznych i chemicznej denaturacji. Stwierdzono, ze w wymienio-
nych warunkach (symulujacych warunki panujace w uktadzie pokarmowym), albumi-
ny racznika cechujg sie wysoka stabilno$cia. W dodatkowych badaniach wykazano,
ze w obszarze petli hiperréznorodnej znajdujg sie epitopy charakteiystyczne dla
alergendw roslinnych, wobec czego biatko to zostato zaliczone do biatek alergen-
nych (11).

3.5. Albuminy 2S orzecha brazylijskiego

Albuminy 2S orzecha brazylijskiego {Bertholletia excelsa) sg frakcjg polimorficzng
sktadajgcy sie z siedmiu izoform pojawiajgcych sie w nasionach po 9 miesigcach od
okresu kwitnienia (35). Biatka sg syntezowane w postaci polipeptydéw o masie
18 kDa, z ktérych w nastepstwie obrobki potranslacyjnej powstajg czasteczki zto-
zone z dwoéch podjednostek: mniejszej o masie 3 kDa i wiekszej o masie 9 kDa.
Punkt izoelektryczny szesciu polipeptyddw miesci sie w zakresie od 4,6 do 6,6, na-
tomiast pl jednego z polipeptydéw wynosi powyzej 7,0. Albuminy 2S orzecha brazy-
lijskiego charakteryzuja sie wysoka zawartoscig asparaginy, glutaminy, argininy
oraz aminokwasow siarkowych: metioniny (—18%) i cysteiny (8%). Z tego powodu
orzechy brazylijskie sg uznawane za wazne zrodto tych aminokwaséw (36). Izofor-
my powstate w wyniku obrébki potranslacyjnej réznig sie przede wszystkim se-
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kwencjg aminokwasowg fragmentéw C-koricowych, co powoduje, m.in. réznice
w zawartosci metioniny (10-18%) (37).

W potowie lat dziewiecdziesigtych XX w. przeprowadzono prébe otrzymania
transgenicznej soi wzbogaconej w albuminy orzecha brazylijskiego. W tym czasie
alergenne wiasciwosci albumin 2S orzecha nie byly jeszcze w peini udowodnione.
Celem tych prac bylo podwyzszenie zawartosci metioniny oraz cysteiny w nasionach
soi, poniewaz warto$¢ odzywcza naturalnej soi jest w znacznym stopniu ograniczo-
na przez niedobor tych aminokwasdw. Otrzymano transgeniczng soje wzbogacong
w aminokwasy siarkowe, ale takze bardziej alergenng niz soja naturalna. Na podsta-
wie doktadnych badan wykazano, ze biatka orzecha obecne w nasionach zmodyfiko-
wanej genetycznie soi nie zmienity swych alergennych wiasciwosci (38,39).

Albuminy 2S orzecha brazylijskiego sg globularnymi biatkami o zwartej budowie
typowej dla tej rodziny (pie¢ a-helis potaczonych czterema mostkami disiarczkowy-
mi). Nalezg one do biatek szczeg6lnie odpornych na denaturacje termiczng oraz de-
gradacje chemiczng lub enzymatyczna. Ich rozfaldowanie wymaga drastycznych wa-
runkéw (5 M roztwor chlorowodorku guanidyny, pH 2) lub 1-godzinnej degradacji
enzymatycznej, katalizowanej przez pepsyne (38). Co wiecej, stwierdzono, ze szkie-
let oSmiu reszt cysteiny z czterema mostkami disiarczkowymi na tyle stabilizuje
strukture fragmentu peptydowego powstajacego podczas trawienia w zotadku, ze
nadal jest on zdolny do aktywacji limfocytow. Wysoka stabilnos$¢ biatka jest jednym
z kryteriow uznania go za alergen. Na podstawie badan albumin 2S orzecha brazylij-
skiego dowiedziono, ze zawierajg one zaréwno epitopy liniowe jak i konformacyjne
(40).

Albuminy orzecha brazylijskiego sg klasycznym alergenem, ktory tgczac sie z im-
munoglobulinami powoduje reakcje alergiczna. Jej objawy moga przybieraé¢ posta¢
od tagodnych podraznien w obrebie jamy ustnej i krtani az do wstrzasu anafilatycz-
nego. Alergie powodowane przez orzechy brazylijskie wystepuja u 0s6b wrazliwych
przez cale zycie, a jedynym sposobem unikniecia reakcji alergicznej jest unikanie
pozywienia zawierajacego ten alergen. Dlatego wazne jest, aby zywno$¢ zawie-
rajgca nawet najmniejsze ilosci orzechéw lub zanieczyszczona nimi podczas pro-
dukcji byta dobrze oznakowana. Wysoka odpornos¢ termiczna epitopow znajdu-
jacych sie w orzechu brazylijskim, pozwala traktowaé albuminy 2S jako markery wy-
stepowania orzechdéw w pozywieniu, niezaleznie od procesow, jakim wczesniej
poddano produkt (40,41).

4. Podsumowanie

Systematyczne badania aloumin 2S prowadzone sg zaledwie od kilku lat, ale wy-
niki tych prac $wiadcza, ze sg to biatka o bardzo interesujacych, cho¢ zréznicowa-
nych whasciwosciach. Wiadomo, ze albuminy 2S charakteryzujg sie wysoka zawartos-
cig takich aminokwasow jak: metionina, cysteina, arginina, asparagina i glutamina.
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Z tego powodu geny kodujace albuminy 2S staty sie obiektem zainteresowania ge-
netykdw, ktdrzy wykorzystujg je w celu otrzymania roslin transgenicznych o podwyz-
szonej zawartosci aminokwasow egzogennych. Tak np. geny kodujgce albuminy 2S
stonecznika wykorzystano, m.in. do zwiekszenia zawarto$ci metioniny i cysteiny
w nasionach lucerny {Medicago saliva Tabe) (42) i tubinu waskolistnego {Lupinus
angustifolius L) (43). jednak tego typu badania nalezy prowadzi¢ z odpowiednig
ostroznoscia, poniewaz ze wzgledu na alergenne wiasciwosci albumin 2S, efekt ta-
kich prac moze by¢ inny od oczekiwanego, czego przyktadem sg wyniki prac nad
otrzymaniem transgenicznej soi, wzbogaconej w albuminy orzecha brazylijskiego
(39). Albuminy 2S stonecznika, a w szczegélnosci SFA 8, to biatka o duzej zawartosci
aminokwasow hydrofobowych. Obecnos¢ hydrofobowych reszt na powierzchni SFA
8 jest waznym czynnikiem stabilizujacym emulsje, gdyz dzieki tym aminokwasom
mozliwa jest adsorpcja biatka na granicy woda-olej. Uklad taki jest stabilizowany
przez hydrofobowe interakcje pomiedzy czasteczkami biatka i oleju (19,20). Bada-
nia nad albuminami stonecznika majg na celu, m.in. zastosowanie ich w przemysle
spozywczym do stabilizowania emulsji (dotychczas w tym celu wykorzystuje sie
biatka mleka). Takie rozwigzanie pozwolitoby wzbogaci¢ zywnos¢ w egzogenne
aminokwasy pochodzgce z albumin stonecznika oraz umozliwitoby spozywanie tak
stabilizowanych produktéw przez osoby uczulone na biatka mleka.

Opisane albuminy 2S to jedynie wybrane przyktady biatek tej rodziny. Ze wzgle-
du na gospodarcze znaczenie roslin, w ktérych wystepuja (stonecznik i rzepak) tub
silne wiasciwosci alergenne (albuminy orzecha brazylijskiego) zostaty one zbadane
lepiej niz wiele innych albumin 2S wystepujacych w nasionach lub orzechach wielu
rodlin jadalnych. Na podstawie wynikéw najnowszych prac wskazuje sie, ze lista
alergennych albumin 2S moze by¢ znacznie dtuzsza niz to wynika z dotychczaso-
wych badan. Ostatnio znalazty sie na niej albuminy 2S orzechéw arachidowych
(Ara h 2 oraz Ara h 6), albumina Ses i ! z nasion sezamu oraz albumina Ana o 3
z orzecha nerkowca.

Charakterystyczna struktura drugo- i trzeciorzedowa albumin 2S powoduje, ze sg
one wysoce odporne na denaturacje termiczna, chemiczng i enzymatyczng, jest to
bezposrednig przyczyna alergennych wiasciwosci tych biatek. Poniewaz nasiona,
w ktorych wystepuja albuminy 2S, stanowig wazny element naszej diety, a technolo-
gie stosowane dotychczas w przemysle spozywczym nie eliminujg alergennych wias-
ciwosci albumin 2S, juz w niedalekiej przysztosci konieczne bedzie opracowanie te-
stéw pozwalajgcych wykry¢é w zywnosci nawet minimalne ilosci tych alergendw.
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