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2S albumins – plant storage proteins and food allergens

S u m m a r y

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-CXn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C and four disulphide bonds.
Due to their structure, 2S albumins are stable to thermal processing and prote-
olysis. Some of the 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. Wstêp

W ci¹gu ostatnich 15-20 lat obserwuje siê gwa³towny rozwój
chorób alergicznych wywo³ywanych przez alergeny zawarte
w produktach ¿ywnoœciowych. Szacuje siê, ¿e w spo³eczeñ-
stwach krajów rozwiniêtych z powodu alergii pokarmowych
cierpi obecnie 1-2,5% doros³ych i a¿ 5-8% dzieci. Oznacza to, ¿e
tylko w krajach Unii Europejskiej z powodu alergii pokarmowych
cierpi ok. 5-10 milionów ludzi. Alergenami pokarmowymi s¹
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z regu³y termostabilne, rozpuszczalne w wodzie bia³ka o masie cz¹steczkowej
10-70 kDa, które z powodu szczególnej struktury drugo- i trzeciorzêdowej wyka-
zuj¹ odpornoœæ na denaturacjê termiczn¹ i degradacjê enzymatyczn¹. Dziêki temu
zachowuj¹ epitopy niezbêdne do interakcji z immunoglobulinami klasy IgE oraz IgG
(1). Problemem zdrowotnym s¹ nie tylko alergie spowodowane przez typowe aler-
geny pokarmowe, ale tak¿e alergie krzy¿owe, do których dochodzi, jeœli pomiêdzy
sekwencjami aminokwasowymi bia³ek bêd¹cych alergenami pokarmowymi albo
wziewnymi istnieje przynajmniej 70% homologii (1).

Nie ulega w¹tpliwoœci, ¿e w najbli¿szej przysz³oœci liczba alergików w spo³eczeñ-
stwach rozwiniêtych bêdzie stale wzrastaæ (2). Z tego powodu alergeny pokarmo-
we, mechanizmy ich dzia³ania oraz sposoby obni¿ania w³aœciwoœci alergennych
staj¹ siê obiektem coraz wiêkszego zainteresowania zarówno naukowców jak
i przemys³u.

2. Alergeny pokarmowe pochodzenia roœlinnego

Wœród alergenów pokarmowych istotn¹ grupê stanowi¹ alergeny pochodzenia
roœlinnego. Do niedawna bia³ka roœlinne klasyfikowano na podstawie ich rozpusz-
czalnoœci w ró¿nych rozpuszczalnikach. Na tej podstawie Osborne (3), a w œlad za
nim inni autorzy (4) wyró¿nili albuminy (rozpuszczalne w wodzie), globuliny (roz-
puszczalne w roztworach soli), prolaminy (rozpuszczalne w mieszaninach wody i al-
koholu) oraz gluteliny (rozpuszczalne w roztworach kwasów lub zasad). Ostatnio
dokonano nowej klasyfikacji bia³ek roœlinnych – na podstawie ich znanej lub przy-
puszczalnej funkcji. Tej nowej klasyfikacji poddano bia³ka dwóch modelowych roœ-
lin – ry¿u i rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) (5). Najnowszej klasyfikacji bia³ek
roœlinnych dokonano na podstawie ich podobieñstwa strukturalnego i pokrewieñ-
stwa ewolucyjnego. Efektem tej klasyfikacji jest baza danych Pfam, która pod koniec
2006 r. obejmowa³a 8957 rodzin bia³ek (wersja 21.0) (http://www.sanger.ac.uk/So-

ftware/Pfam/). Wed³ug tej bazy ponad 50% alergenów roœlinnych nale¿y do dwóch
nadrodzin, mianowicie do prolamin lub kupin. O ich alergennoœci decyduje przede
wszystkim struktura drugorzêdowa warunkuj¹ca odpornoœæ na obróbkê termiczn¹
oraz degradacjê enzymatyczn¹. Chocia¿ alergenne dzia³anie kupin udowodniono
w przypadku soi i orzeszków ziemnych, udzia³ tej grupy bia³ek w alergennoœci in-
nych nasion i orzechów pozostaje niejasny (5). Znacznie wiêksze zainteresowanie
wzbudzaj¹ w ostatnich latach bia³ka nale¿¹ce do drugiej nadrodziny, mianowicie do
prolamin. Przedmiotem opracowania bêd¹ wybrane bia³ka nale¿¹ce do tej w³aœnie
nadrodziny.

Nadrodzina prolamin obejmuje dwie rodziny bia³ek. Pierwsz¹ z nich stanowi¹
w³aœciwe prolaminy, do których nale¿¹ bia³ka zapasowe zbó¿. Charakteryzuj¹ siê
one wysok¹ zawartoœci¹ proliny i glutaminy oraz obecnoœci¹ powtarzaj¹cych siê
wielokrotnie krótkich sekwencji peptydowych (np. PQQPFPQQ lub PGQGQQ). Kon-
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sekwencj¹ tej szczególnej struktury pierwszorzêdowej jest nietypowa struktura
drugo- i trzeciorzêdowa oraz odpornoœæ prolamin na degradacjê enzymatyczn¹.
Podczas gdy alergenne w³aœciwoœci tej grupy prolamin (m.in. glutenin i gliadyn
wchodz¹cych w sk³ad glutenu) zosta³y ju¿ stosunkowo dobrze poznane, druga ro-
dzina alergennych bia³ek roœlinnych (w tym: albuminy 2S) s¹ obecnie przedmiotem
szczegó³owych badañ. Ich charakterystyczn¹ cech¹ jest obecnoœæ bogatego w reszty
cysteiny motywu strukturalnego o nastêpuj¹cej sekwencji aminokwasów:
C-Xn-CXn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C (gdzie C oznacza cysteinê, a X – dowolny amino-
kwas) (6). S¹ to niskocz¹steczkowe (poni¿ej 15 000 Da), bogate w siarkê inhibitory
�-amylazy i trypsyny, niespecyficzne bia³ka transportuj¹ce lipidy (nsLTP, ang.
non-specific Lipid Transfer Proteins,) oraz tzw. albuminy 2S. Najlepiej poznano i opisa-
no, jak dotychczas, albuminy 2S znajduj¹ce siê w nasionach roœlin oleistych oraz
w pulpie otrzymywanej jako produkt uboczny po ekstrakcji oleju.

3. Albuminy 2S

Albuminy 2S wystêpuj¹ w nasionach wielu roœlin u¿ytkowych, takich jak soja,
s³onecznik, gorczyca czy orzech brazylijski, gdzie pe³ni¹ funkcje bia³ek zapasowych
(7). Poniewa¿ zawieraj¹ znaczne iloœci metioniny i cysteiny, stanowi¹ dla rozwi-
jaj¹cych siê zarodków cenne Ÿród³o siarki i azotu. Ponadto albuminy 2S chroni¹
ziarna roœlin przed ró¿nymi patogenami, m.in. hamuj¹ wzrost grzybów i bakterii
oraz wykazuj¹ aktywnoœæ inhibitorów proteaz serynowych. Dodatkow¹ barier¹ chro-
ni¹c¹ zarodek jest antagonizm albumin w stosunku do kalmoduliny (bia³ko bior¹ce
udzia³ w przenoszeniu jonów wapnia) (8).

Albuminy, jako grupa bia³ek roœlinnych, zosta³y po raz pierwszy wyizolowane
w 1924 roku przez Osborne’a, który wyró¿ni³ je jako bia³ka rozpuszczalne w wodzie
(3). W 1981 r. Youle i Huang zdefiniowali tê grupê na podstawie wspó³czynnika se-
dymentacji, który wynosi dla nich oko³o 2S (9). Bia³ka te s¹ syntezowane w postaci
pojedynczego polipeptydu, który jest przenoszony do œwiat³a retikulum endopla-
zmatycznego, gdzie podlega modyfikacjom potranslacyjnym, prowadz¹cym do po-
wstania dwóch krótszych ³añcuchów polipeptydowych po³¹czonych czterema most-
kami disiarczkowymi. Nastêpnie bia³ko jest transportowane do struktur Golgiego,
a potem do wakuoli.

Cz¹steczki albumin 2S zbudowane s¹ zazwyczaj z dwóch podjednostek: mniej-
sza podjednostka zawiera 30-40 aminokwasów, a wiêksza – 60-90 reszt amino-
kwasowych. Maj¹ one charakterystyczn¹ struktur¹ drugorzêdow¹ niespotykan¹
wœród innych bia³ek. Konsekwencj¹ tej nietypowej struktury jest du¿a stabilnoœæ al-
bumin 2S oraz ich unikatowe w³aœciwoœci, w tym tak¿e w³aœciwoœci alergenne. Ana-
lizuj¹c strukturê trzeciorzêdow¹ albumin mo¿na stwierdziæ, ¿e ³añcuch g³ówny two-
rz¹cy rdzeñ bia³ka formuje siê w piêæ helikalnych regionów (�-helis), które s¹ wzglê-
dem siebie u³o¿one antyrównolegle i tworz¹ prawoskrêtn¹ superhelisê. Motyw ten
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jest powszechnie spotykany nie tylko w albuminach 2S, ale tak¿e w niespecyficz-
nych bia³kach przenosz¹cych t³uszcze (nsLTPs, ang. non-specific Lipid Transfering Pro-
teins), hydrofobowych bia³kach pochodz¹cych z soi (HPS) oraz w inhibitorach �-amy-
lazy (10). Regiony helikalne s¹ po³¹czone szkieletem cysteinowym usztywniaj¹cym
strukturê cz¹steczki. Osiem reszt cysteiny tworzy wspomniany ju¿ wzór:
C-Xn-CXn-CC-Xn-CXC-Xn-C-Xn-C, powtarzaj¹cy siê w ka¿dym bia³ku z tej grupy.

Oprócz dwóch charakterystycznych podjednostek, w budowie albumin mo¿na
wyró¿niæ region zwany pêtl¹ hiperró¿norodn¹. Pêtla hiperró¿norodna (ang. hyperva-
riable loop) znajduje siê miêdzy helis¹ III i IV (w albuminach helisy liczy siê nastê-
puj¹co: Ia, Ib, II, III, IV; przy czym Ia i Ib tworz¹ ma³¹ podjednostkê, a pozosta³e heli-
sy tworz¹ du¿¹ podjednostkê). „Hiperró¿norodny” region albumin 2S wykazuje wy-
sok¹ zmiennoœæ pod wzglêdem d³ugoœci i sekwencji aminokwasów. W tym miejscu
czêsto znajduj¹ siê epitopy decyduj¹ce o alergennoœci bia³ka.

Pomimo podobnej struktury drugo- i trzeciorzêdowej albuminy 2S maj¹ doœæ
zró¿nicowane w³aœciwoœci alergenne. Najlepiej poznana dotychczas albumina 2S
znana jako bia³ko SFA 8 (pochodz¹ce z nasion s³onecznika) wykazuje niewielk¹ aler-
gennoœæ. Natomiast do najbardziej alergennych nale¿¹ albuminy pochodz¹ce z orze-
cha brazylijskiego. Przyczyn¹ tych ró¿nic s¹, byæ mo¿e, ró¿ne struktury pêtli hiper-
ró¿norodnych i wynikaj¹ce z tego ró¿nice w ich oddzia³ywaniach z przeciwcia³ami
klasy IgE (10). Co wiêcej, preparat z frakcji albumin r¹cznika pospolitego (Ricinus
communis) nie tylko nie jest alergenny, ale ma w³aœciwoœci immunostymuluj¹ce. Po-
nadto w najnowszych badaniach wykazano, ¿e wœród albumin 2S soi (Glycine max)
znajduje siê bioaktywny peptyd (lunazyna, ang. lunasin) o dzia³aniu przeciwnowo-
tworowym.

Okreœlenie za pomoc¹ magnetycznego rezonansu j¹drowego trójwymiarowej
struktury niektórych albumin (SFA 8, napiny BnIb z nasion rzepaku i bia³ka RicC3
z nasion r¹cznika) (8,10-12) pozwoli³o stwierdziæ ich du¿e podobieñstwo do innej
grupy bia³ek alergennych – nsLTP, które równie¿ charakteryzuj¹ siê wysok¹ stabil-
noœci¹ oraz odpornoœci¹ na denaturacjê termiczn¹ i trawienie pepsyn¹ (13). Analiza
podobieñstw i ró¿nic pomiêdzy albuminami 2S oraz bia³kami nsLTP mo¿e u³atwiæ
wyjaœnienie przyczyn alergennoœci i immunogennoœci tych bia³ek. Przedstawiamy
charakterystykê najlepiej dotychczas poznanych albumin 2S.

3.1. Albuminy 2S s³onecznika

Albuminy 2S s³onecznika okreœlane skrótem SFAs (ang. Sunflower Albumins) s¹ po-
limorficzn¹ grup¹ sk³adaj¹c¹ siê z 8-13 bia³ek, o masie cz¹steczkowej od 10 do
18 kDa. S¹ to bia³ka zasadowe, dla których punkt izoelektryczny (pI) wynosi ok. 8,8.
Dotychczas okreœlono sekwencjê aminokwasow¹ dwóch albumin s³onecznika:

1) HaG 5 (od ³aciñskiej nazwy s³onecznika – Helianthus annuus) o masie cz¹stecz-
kowej 15777Da i pI = 8,69, sk³adaj¹cego siê ze 134 aminokwasów;
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2) SFA 8 (bia³ka bogatego w metioninê) o masie cz¹steczkowej 12133 Da i pI = 5,91,
sk³adaj¹cego siê z 103 aminokwasów (14).

Do tej pory nie uda³o siê jednoznacznie stwierdziæ czy albuminy s³onecznika s¹
alergenne, czy te¿ za alergie powodowane spo¿yciem nasion s³onecznika odpowia-
daj¹ inne sk³adniki. Mimo ¿e albuminy SFA nale¿¹ do grupy bia³ek o wysokim stop-
niu alergennoœci, to ogromne ich spo¿ycie przy niewielkiej liczbie osób uczulonych
na nasiona s³onecznika nie pozwala tego problemu w sposób jednoznaczny wyjaœ-
niæ. Podejrzewa siê, ¿e powodem alergii w przypadku nasion s³onecznika mog¹ byæ
wystêpuj¹ce w ziarnach bia³ka nsLTP (15,16). Ponadto w badaniach dotycz¹cych
sposobu pobudzania komórek uk³adu immunologicznego przez albuminê SFA 8 wy-
kazano, ¿e indukuje ona wytwarzanie takich czynników jak interleukina-12 (IL-12)
oraz czynnik martwicy nowotworów TNF� (ang. Tumor Necrosis Factor) (17). Substan-
cje te stymuluj¹ proliferacjê limfocytów grupy Th1 i jednoczesny wzrost poziomu
interferonu-�. Limfocyty Th1 mog¹ z kolei stymulowaæ powstawanie wszystkich klas
przeciwcia³ oprócz IgE. Na podstawie tych badañ (17) sugeruje siê, ¿e albuminy
s³onecznika mog¹ pobudzaæ uk³ad immunologiczny, jednak¿e nie jest to odpowiedŸ
typowa dla pokarmowych reakcji alergicznych, poniewa¿ w tym przypadku obser-
wuje siê zwiêkszony poziom immunoglobulin klasy IgE.

SFA 8 jest najlepiej, jak dotychczas, poznan¹ albumin¹ s³onecznika. Sk³ada siê ze
103 aminokwasów, wœród których znajduje siê bardzo du¿a liczba aminokwasów
hydrofobowych: 16 reszt metioniny, 9 reszt leucyny, 3 reszty izoleucyny, 3 reszty ty-
rozyny, 2 reszty waliny i jedna reszta tryptofanu, co stanowi 30% aminokwasów
tworz¹cych bia³ko (patrz tabela). Ponadto SFA 8 ma 13 reszt aminokwasowych
ujemnie na³adowanych (Asp i Glu) i 14 reszt aminokwasowych obdarzonych ³adun-
kiem dodatnim. Wiêkszoœæ z tych reszt jest ulokowana na powierzchni bia³ka.
W przeciwieñstwie do innych albumin 2S, SFA 8 jest monomerem. W jej strukturze
mo¿na wyró¿niæ 5 regionów o strukturze �-helikalnej stabilizowanych przez cztery
mostki disiarczkowe, tworz¹ce charakterystyczne dla albumin ugrupowanie. SFA 8
wykazuje niewielki stopieñ homologii w stosunku do sekwencji aminokwasowych
innych albumin 2S. Warto jednak podkreœliæ, ¿e swoj¹ struktur¹ trzeciorzêdow¹ al-
bumina ta w du¿ym stopniu przypomina bia³ko rRicC3 (rekombinowane bia³ko z na-
sion r¹cznika – Ricinus communis C3), chocia¿ istniej¹ pomiêdzy nimi pewne ró¿ni-
ce (np. liczba i u³o¿enie aminokwasów w pêtli hiperró¿norodnej oraz liczba amino-
kwasów w helisie II) (8).

SFA 8 nale¿y do bia³ek o bardzo stabilnej strukturze, któr¹ mo¿na rozfa³dowaæ
stosuj¹c wysok¹ temperaturê (90°C) lub wysokie stê¿enie czynników denaturuj¹-
cych, np. 4 M roztwór chlorowodorku guanidyny. Proces fa³dowania tego bia³ka by³
poddany szczegó³owej analizie, m.in. z wykorzystaniem dichroizmu ko³owego
i spektroskopii w podczerwieni (18,19). Zaobserwowano, ¿e w obecnoœci niewiel-
kich stê¿eñ czynników denaturuj¹cych ulega ono szybszemu fa³dowaniu ni¿ w wo-
dzie. Prawdopodobnie bia³ko to mo¿e ulegaæ fa³dowaniu w dwojaki sposób.
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T a b e l a

Sekwencje aminokwasowe wybranych albumin 2S

�ród³o bia³ka Nazwa bia³ka Sekwencja aminokwasowa

s³onecznik SFA 8 PYGRGRTESGCYQQMEEAEMLNHCGMYLMKNLGERSQVSPRMREEDHKQLCCMQLKNLDEKCMC
PAIMMMLNEPMWIRMRDQVMSMAHNL PIECNLMSQPCQM

podjednostka

ma³a du¿a

soja rAL1 SKWQHQQESCREQLKGINLNPCEHIMEKIQA
GRRGEDGSDEDHILIR

RKKEGKEEEEEGHMQKCCSEMSELKSPICQCK
ALQKIMDNQSEQLEGKEKKQMERELMNLAIRC
RLGPMIGCDLSSDD

soja AL3

(lunazyna)

SKWQHQQDSCRKQLQGVNLTPCEKHIMEKIQ
GRGDDDDDDDDDN

EGKDEDEEEEGHMQKCCTEMSELRSPKCQCK
ALQKIMENQSEELEEKQKKKMEKELINLATMC
RFGPMIQCDLSSDD

rzepak BnIb QPQKCQREFQQEQHLRACQQWIRQQLAGSPF QSGPQQGPWLREQCCNELYQEDQVCVCPTLK
QAAKSVRVVQGQHGPFQSTRIYQIAKNLPNVCN
MKQIGTCPFIAI

r¹cznik rRic C3 AEFMESKGEREGSSSQQCRQEVQRKDLSSCE
RYLRQSSS

RRSTGEEVLRMPGDENQ (³¹cznik)

QQESQQLQQCCNQVKQVRDECQCEAIKYIAED
QIQQGQLHGEESERVAQRAGEIVSSCGVRCMR
QTRTN

orzech

brazylijski

Ber e 1 QEECREQMQRQQMLSHCRMYMRQQMEES HCRRGMEPHMSECCEQLEGMDESCRCEGLR
MMMMRMQQEEMQPRGEQMRRMMRLAENI
PSRCNLSPMRCPMGGS

W œrodowisku wodnym ³añcuchy boczne aminokwasów o charakterze niepolar-
nym formuj¹ rdzeñ cz¹steczki SFA 8, dodatkowo pewna liczba aminokwasów niepo-
larnych uczestniczy równie¿ w tworzeniu warstwy zewnêtrznej. Polarne i niepolar-
ne ³añcuchy boczne aminokwasów uk³adaj¹ siê na powierzchni bia³ka w sposób spo-
laryzowany. Tego rodzaju fa³dowanie wymaga czasu i „³agodnych” warunków oto-
czenia. Istnieje opinia, ¿e taki sposób fa³dowania jest charakterystyczny dla tych
bia³ek roœlin oleistych, które maj¹ kontakt z olejem znajduj¹cym siê w nasionach.
Sytuacja ulega zmianie, jeœli w œrodowisku znajduj¹ siê czynniki denaturuj¹ce. W za-
le¿noœci od stê¿enia i rodzaju czynnika denaturuj¹cego mo¿e on mieæ wp³yw na sta-
bilnoœæ cz¹steczek bia³ka przyjmuj¹cych pewne przejœciowe konformacje. W takiej
sytuacji mog¹ wyst¹piæ nietypowe interakcje hydrofobowe powoduj¹ce powstanie
bia³ka o innej ni¿ zwykle konformacji. W tak sfa³dowanym bia³ku nie obserwuje siê
rdzenia cz¹steczki z³o¿onego z niepolarnych reszt aminokwasowych, ani te¿ polar-
nych i niepolarnych regionów na powierzchni bia³ka. Te nietypowe konformery cha-
rakteryzuj¹ siê znacznym stopniem „wymieszania siê” reszt polarnych i niepolar-
nych rdzenia i regionów powierzchniowych cz¹steczki bia³ka.

Byæ mo¿e, w obecnoœci niewielkiej iloœci czynników denaturuj¹cych nie ma wa-
runków do zaistnienia oddzia³ywañ hydrofobowych niezbêdnych w procesie fa³do-
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wania wed³ug pierwszego schematu (18) i powstaje konformer o znacznym stopniu
„wymieszania siê” reszt polarnych i niepolarnych. Charakterystyczn¹ cech¹ tej niety-
powej konformacji jest zmiana po³o¿enia pojedynczej reszty tryptofanu, która poja-
wia siê na powierzchni cz¹steczki bia³ka, chocia¿ normalnie jest ukryta w jej rdze-
niu. Opisane badania strukturalne s¹ interesuj¹ce nie tylko z poznawczego punktu
widzenia. Stwierdzono, ¿e bia³ko to ma silne w³aœciwoœci emulguj¹ce i z mieszani-
nami woda/olej tworzy stabilne emulsje (19). Z tego powodu SFA 8 mo¿e byæ wyko-
rzystywane jako emulgator w przemyœle spo¿ywczym (20).

3.2. Albuminy AL1 i AL3 soi

Od kilku lat albuminy 2S wystêpuj¹ce w nasionach soi s¹ obiektem du¿ego zain-
teresowania ze wzglêdu na wyodrêbnion¹ z nich lunazynê (21). Stwierdzono, ¿e
obecna w nasionach soi frakcja albumin 2S sk³ada siê z dwóch ró¿nych bia³ek okreœ-
lanych jako AL1 i AL3. Pod wzglêdem sekwencji aminokwasowej bia³ka te wykazuj¹
niewielk¹ homologiê w stosunku do innych cz³onków rodziny albumin 2S, ale za-
wieraj¹ charakterystyczny uk³ad mostków disiarczkowych tworzonych przez osiem
cystein i ³¹cz¹cych obie podjednostki. Stwierdzono, ¿e albuminy soi charakteryzuj¹
siê wysok¹ stabilnoœci¹ i odpornoœci¹ na denaturacjê termiczn¹ oraz denaturacjê
w obecnoœci chlorowodorku guanidyny (22). Dotychczas nie stwierdzono ich w³aœ-
ciwoœci alergennych (23).

Albuminy wyizolowane z nasion soi ró¿ni¹ siê w zdecydowany sposób od pozo-
sta³ych albumin wysok¹ zawartoœci¹ aminokwasów kwasowych. Zawartoœæ kwasu
asparaginowego w AL1 wynosi 5,66%, a w AL3 – 12,285%, natomiast iloœæ kwasu
glutaminowego wynosi w AL1 16,99% oraz 15,38% w AL3. Sekwencja aminokwasowa
obu albumin jest zamieszczona w tabeli. Albumina AL3 sk³ada siê z dwóch podjed-
nostek: ma³ej – z³o¿onej z 43 aminokwasów i du¿ej z³o¿onej z 77 aminokwasów.
Podjednostki s¹ po³¹czone 17-aminokwasowym ³¹cznikiem. Du¿a podjednostka ma
masê 8 kDa i zawiera: 7,8% metioniny, 13% lizyny i 7,8% cysteiny. Ma³a podjednostka
stanowi biologicznie aktywny peptyd – lunazynê, która ma w³aœciwoœci przeciwno-
wotworowe. Zosta³a ona po raz pierwszy wyizolowana i zsekwencjonowana
w 1987 r. (21). Stwierdzono, ¿e pod jej wp³ywem w komórkach nowotworowych na-
stêpuje zatrzymanie procesu mitozy, fragmentacja chromosomów oraz liza komó-
rek (24).

W trzecim tygodniu po kwitnieniu w ziarnach soi pojawia siê mRNA koduj¹cy lu-
nazynê, natomiast sam peptyd pojawia siê w nich dopiero po piêciu tygodniach od
kwitnienia. Jego zawartoœæ jest przede wszystkim uwarunkowana odmian¹ soi. Nie
stwierdzono jednoznacznie wp³ywu warunków uprawy oraz stopnia dojrza³oœci zia-
ren na iloœæ lunazyny w ziarnie. Jej zawartoœæ w ziarnach soi wynosi 5,9-7,2 mg/g
bia³ka. Niestety, tendencja do selekcjonowania i uprawy odmian wysoko wydajnych
doprowadzi³a do otrzymania odmian pozbawionych tego peptydu. Obecnoœæ luna-
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zyny zosta³a równie¿ stwierdzona w ziarnach ró¿nych odmian jêczmienia, gdzie jej
zawartoœæ wynosi 5,93-8,71 mg/g bia³ka (od 14 do 21 �g/g ziarna) (25,26).

Analizuj¹c sekwencjê aminokwasow¹ lunazyny warto zwróciæ uwagê na obec-
noœæ motywu RGD (arginina, glicyna i kwas asparaginowy), który umo¿liwia wi¹za-
nie siê peptydu do powierzchni komórek zwierzêcych albo ludzkich. Motyw RGD
wystêpuje w bia³kach b³onowych komórek nowotworowych i umo¿liwia tym komór-
kom wi¹zanie siê z bia³kami macierzy zewn¹trzkomórkowej. Lunazyna zawieraj¹ca
motyw RGD konkuruje z komórkami nowotworowymi, chroni¹c zdrowe narz¹dy
przed przerzutami. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e lunazyna pozbawiona tego motywu nie
wykazuje w³aœciwoœci przeciwnowotworowych i nie hamuje procesu mitozy (24).

Lunazyna po wejœciu do komórki wnika do j¹dra, gdzie mo¿e wp³ywaæ na proces
mitozy, jeœli przebiega on w obecnoœci substancji kancerogennych. W j¹drze komór-
kowym peptyd ten wi¹¿e siê z hipoacetylowan¹ chromatyn¹ wystêpuj¹c¹ w centrome-
rze, a bia³ka kompleksu kinetochoru ulegaj¹ od³o¿eniu w postaci agregatów. Zwi¹za-
nie chromatyny zapobiega utworzeniu prawid³owego kompleksu kinetochoru w cen-
tromerze i prowadzi do zaburzeñ mitozy, a w konsekwencji do œmierci komórki. Po-
dobny sposób dzia³ania wykazuj¹ takie substancje przeciwnowotworowe jak: taksol,
winblastyna, kolchicyna oraz nokodazol (24). Ponadto lunazyna hamuje acetylacjê hi-
stonów H3 i H4, co prowadzi do zahamowania transkrypcji w komórkach penetrowa-
nych przez cz¹steczki tego peptydu (27). W transformowanych komórkach poddanych
dzia³aniu lunazyny w pocz¹tkowej fazie nastêpuje nieprawid³owe wyd³u¿enie w³ókien
wrzeciona kariokinetycznego, a w póŸniejszym okresie niesymetryczny rozdzia³ chro-
mosomów przy jednej z centrioli, co ostatecznie prowadzi do œmierci komórki (24).

W warunkach in vitro lunazyna zapobiega transformacji nowotworowej komórek
inicjowanej przez dimetylobenzantracen (DMBA), metylonitrozomocznik oraz mety-
lonitrozoguanidynê, natomiast nie powoduje zmian w morfologii i proliferacji ko-
mórek pod nieobecnoœæ tych substancji (28). Trzeba jednak dodaæ, ¿e pomimo licz-
nych dowodów na przeciwnowotworow¹ aktywnoœæ lunazyny, dotychczas nie wszczê-
to badañ klinicznych ani nawet przedklinicznych.

3.3. Albuminy 2S nasion rzepaku

Izolat bia³kowy rzepaku, uzyskany jako produkt uboczny podczas t³oczenia ole-
ju, sk³ada siê w 70% z globulin, w 30% z albumin oraz niewielkiej iloœci kwasu fityno-
wego (oko³o 1%). Albuminy rzepaku s¹ bia³kami zasadowymi (pI wynosi ok.10), któ-
rych sekwencja aminokwasowa wykazuje niski stopieñ homologii w stosunku do in-
nych bia³ek nale¿¹cych do tej rodziny. Bia³ka 2S nasion rzepaku s¹ bogate w struk-
tury helikalne, a ich struktura trzeciorzêdowa jest stabilizowana przez cztery most-
ki disiarczkowe, charakterystyczne dla albumin. Jak wszystkie albuminy, s¹ one syn-
tezowane w postaci pojedynczego polipeptydu, który w wyniku póŸniejszej obróbki
zostaje przekszta³cony w bia³ko o dwóch podjednostkach.
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Polimorficzna frakcja albumin 2S rzepaku okreœlona mianem NT2SAs (ang. na-
pin-type 2S albumins) obejmuje dwie frakcje bia³ek o masie cz¹steczkowej, odpo-
wiednio, ok. 12 kDa oraz ok. 15 kDa. Frakcja niskocz¹steczkowych albumin 2S rze-
paku sk³ada siê w g³ównej mierze z bia³ka BnIb i niewielkich iloœci BnIa. Albuminy
2S o wy¿szej masie cz¹steczkowej zawieraj¹ bia³ka oznaczone jako BnII, BnIII i BnIV.
Wœród licznych albumin rzepaku najlepiej poznan¹ jest albumina BnIb z³o¿ona ze
106 aminokwasów (tab.) (7,22).

W bia³ku BnIb wystêpuj¹ cztery mostki disiarczkowe, utworzone przez nastê-
puj¹ce reszty cysteiny: 5-56, 58-101, 18-45 i 46-93. Na podstawie trójwymiarowego
modelu mo¿na stwierdziæ, ¿e obserwowany w strukturze BnIb uk³ad helis i pêtli jest
charakterystyczny dla albumin 2S. BnIb zawiera 15 reszt aminokwasowych dodatnio
na³adowanych i 8 reszt na³adowanych ujemnie. Hydrofobowe reszty aminokwasów
ukryte s¹ we wnêtrzu bia³ka (12).

Aby u³atwiæ i przyspieszyæ badania nad struktur¹ i w³aœciwoœciami BnIb dokona-
no ekspresji jego prekursora w dro¿d¿ach Pichia pastoris. Otrzymana proteina (rproBnIb)
jest d³u¿sza od bia³ka naturalnego o trzy aminokwasy: Ser 32, Glu33 i Asn3. Ta czêœæ
bia³ka jest najprawdopodobniej usuwana z bia³ka natywnego podczas obróbki po-
translacyjnej. Stwierdzono, ¿e rproBnIb odznacza siê znaczn¹ odpornoœci¹ na dena-
turacjê termiczn¹ oraz na dzia³anie enzymów proteolitycznych, co sugeruje jego
w³aœciwoœci alergenne. Na podstawie dodatkowych badañ w tym kierunku stwier-
dzono, ¿e w dwóch pêtlach znajduj¹ siê alergenne epitopy (jeden w rejonie „pêtli
hiperró¿norodnej”) (12).

Albuminy rzepaku wykazuj¹ aktywnoœæ antagonistyczn¹ w stosunku do kalmo-
duliny, za co odpowiedzialna jest ma³a podjednostka zawieraj¹ca motyw helisa-
-skrêt-helisa. Motyw ten powoduje hamowanie aktywnoœci kalmoduliny w wyniku
inhibicji kompetycyjnej. Frakcja albumin rzepaku posiada w³aœciwoœci stabilizuj¹ce
pianê i emulsje, jednak¿e alergenne w³aœciwoœci nie pozwalaj¹ na ich wykorzystanie
w przemyœle spo¿ywczym (30,31).

3.4. R¹cznik pospolity

R¹cznik pospolity (Ricinus communis) zwany w epoce œredniowiecza d³oni¹ Chry-
stusa jest cennym Ÿród³em oleju, rycyny oraz albumin 2S. Albuminy 2S r¹cznika s¹
kodowane przez pojedynczy mRNA, ale w wyniku translacji powstaj¹ dwa bia³ka
RicC1 i RicC3. Oba bia³ka s¹ z³o¿one z mniejszej i wiêkszej podjednostki po³¹czo-
nych mostkami disiarczkowymi. Bia³ko RicC1 ma masê 11,2 kDa, a RicC3 – 12 kDa.
Bia³ka te wykazuj¹ du¿e wzajemne podobieñstwo pod wzglêdem sekwencji amino-
kwasowej (6,32).

RicC3 zawiera w swojej cz¹steczce peptyd o w³aœciwoœciach immunomodulu-
j¹cych. Preparat albumin r¹cznika jest dostêpny handlowo jako lek o nazwie Immu-
noferon (znany równie¿ pod nazw¹ AM3). Jest to lek stymuluj¹cy uk³ad odporno-
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œciowy w odpowiedzi na infekcjê wirusow¹ lub bakteryjn¹. Jednoczeœnie wykazuje
on dzia³anie przeciwzapalne, gdy¿ dzia³a hamuj¹co na procesy uwalniania cytokin,
np. TNF-� oraz interleukiny IL-6 (33,34).

Wiêkszoœæ badañ dotycz¹cych albuminy RicC3 przeprowadzono wykorzystuj¹c
bia³ko rekombinowane, którego ekspresjê uzyskano w bakteriach Escherichia coli
(11). Rekombinowane bia³ko rRicC3 ró¿ni siê od bia³ka naturalnego 16-aminokwaso-
wym peptydem ³¹cz¹cym obie podjednostki. £¹cznik ten nie wystêpuje w natywnym
bia³ku RicC3, poniewa¿ jest usuwany w wyniku dzia³ania endopeptydaz i karboksy-
peptydaz. Obecnoœæ ³¹cznika znacznie stabilizuje strukturê bia³ka rRicC3, co umo¿-
liwi³o okreœlenie jego struktury metod¹ magnetycznego rezonansu j¹drowego (8).
Bia³ko rRicC3 sk³ada siê ze 125 aminokwasów, które tworz¹ ma³¹ podjednostkê
[8-39], du¿¹ podjednostkê [56-120] i ³¹cznik [40-55]. Bia³ko to charakteryzuje siê
wysok¹ zawartoœci¹ aminokwasów hydrofobowych. Jego struktura jest usztywniona
czterema mostkami disiarczkowymi.

Analizuj¹c sekwencjê aminokwasow¹ RicC3 stwierdzono, ¿e zawiera ono 21
ujemnie na³adowanych i 19 dodatnio na³adowanych reszt aminokwasowych. Wiêk-
szoœæ z nich jest zlokalizowana na powierzchni bia³ka i dostêpna dla rozpuszczalni-
ka. Natomiast reszty hydrofobowe s¹ ukryte i upakowane w kilka skupisk wewn¹trz
cz¹steczki bia³ka (11). Sekwencjê aminokwasow¹ bia³ka RicC3 przedstawiono w ta-
beli.

Badaj¹c alergennoœæ bia³ek RicC3 i rRicC3, poddawano je dzia³aniu niskiego pH,
enzymów proteolitycznych i chemicznej denaturacji. Stwierdzono, ¿e w wymienio-
nych warunkach (symuluj¹cych warunki panuj¹ce w uk³adzie pokarmowym), albumi-
ny r¹cznika cechuj¹ siê wysok¹ stabilnoœci¹. W dodatkowych badaniach wykazano,
¿e w obszarze pêtli hiperró¿norodnej znajduj¹ siê epitopy charakterystyczne dla
alergenów roœlinnych, wobec czego bia³ko to zosta³o zaliczone do bia³ek alergen-
nych (11).

3.5. Albuminy 2S orzecha brazylijskiego

Albuminy 2S orzecha brazylijskiego (Bertholletia excelsa) s¹ frakcj¹ polimorficzn¹
sk³adaj¹c¹ siê z siedmiu izoform pojawiaj¹cych siê w nasionach po 9 miesi¹cach od
okresu kwitnienia (35). Bia³ka s¹ syntezowane w postaci polipeptydów o masie
18 kDa, z których w nastêpstwie obróbki potranslacyjnej powstaj¹ cz¹steczki z³o-
¿one z dwóch podjednostek: mniejszej o masie 3 kDa i wiêkszej o masie 9 kDa.
Punkt izoelektryczny szeœciu polipeptydów mieœci siê w zakresie od 4,6 do 6,6, na-
tomiast pI jednego z polipeptydów wynosi powy¿ej 7,0. Albuminy 2S orzecha brazy-
lijskiego charakteryzuj¹ siê wysok¹ zawartoœci¹ asparaginy, glutaminy, argininy
oraz aminokwasów siarkowych: metioniny (~18%) i cysteiny (8%). Z tego powodu
orzechy brazylijskie s¹ uznawane za wa¿ne Ÿród³o tych aminokwasów (36). Izofor-
my powsta³e w wyniku obróbki potranslacyjnej ró¿ni¹ siê przede wszystkim se-
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kwencj¹ aminokwasow¹ fragmentów C-koñcowych, co powoduje, m.in. ró¿nice
w zawartoœci metioniny (10-18%) (37).

W po³owie lat dziewiêædziesi¹tych XX w. przeprowadzono próbê otrzymania
transgenicznej soi wzbogaconej w albuminy orzecha brazylijskiego. W tym czasie
alergenne w³aœciwoœci albumin 2S orzecha nie by³y jeszcze w pe³ni udowodnione.
Celem tych prac by³o podwy¿szenie zawartoœci metioniny oraz cysteiny w nasionach
soi, poniewa¿ wartoœæ od¿ywcza naturalnej soi jest w znacznym stopniu ograniczo-
na przez niedobór tych aminokwasów. Otrzymano transgeniczn¹ sojê wzbogacon¹
w aminokwasy siarkowe, ale tak¿e bardziej alergenn¹ ni¿ soja naturalna. Na podsta-
wie dok³adnych badañ wykazano, ¿e bia³ka orzecha obecne w nasionach zmodyfiko-
wanej genetycznie soi nie zmieni³y swych alergennych w³aœciwoœci (38,39).

Albuminy 2S orzecha brazylijskiego s¹ globularnymi bia³kami o zwartej budowie
typowej dla tej rodziny (piêæ �-helis po³¹czonych czterema mostkami disiarczkowy-
mi). Nale¿¹ one do bia³ek szczególnie odpornych na denaturacjê termiczn¹ oraz de-
gradacjê chemiczn¹ lub enzymatyczn¹. Ich rozfa³dowanie wymaga drastycznych wa-
runków (5 M roztwór chlorowodorku guanidyny, pH 2) lub 1-godzinnej degradacji
enzymatycznej, katalizowanej przez pepsynê (38). Co wiêcej, stwierdzono, ¿e szkie-
let oœmiu reszt cysteiny z czterema mostkami disiarczkowymi na tyle stabilizuje
strukturê fragmentu peptydowego powstaj¹cego podczas trawienia w ¿o³¹dku, ¿e
nadal jest on zdolny do aktywacji limfocytów. Wysoka stabilnoœæ bia³ka jest jednym
z kryteriów uznania go za alergen. Na podstawie badañ albumin 2S orzecha brazylij-
skiego dowiedziono, ¿e zawieraj¹ one zarówno epitopy liniowe jak i konformacyjne
(40).

Albuminy orzecha brazylijskiego s¹ klasycznym alergenem, który ³¹cz¹c siê z im-
munoglobulinami powoduje reakcjê alergiczn¹. Jej objawy mog¹ przybieraæ postaæ
od ³agodnych podra¿nieñ w obrêbie jamy ustnej i krtani a¿ do wstrz¹su anafilatycz-
nego. Alergie powodowane przez orzechy brazylijskie wystêpuj¹ u osób wra¿liwych
przez ca³e ¿ycie, a jedynym sposobem unikniêcia reakcji alergicznej jest unikanie
po¿ywienia zawieraj¹cego ten alergen. Dlatego wa¿ne jest, aby ¿ywnoœæ zawie-
raj¹ca nawet najmniejsze iloœci orzechów lub zanieczyszczona nimi podczas pro-
dukcji by³a dobrze oznakowana. Wysoka odpornoœæ termiczna epitopów znajdu-
j¹cych siê w orzechu brazylijskim, pozwala traktowaæ albuminy 2S jako markery wy-
stêpowania orzechów w po¿ywieniu, niezale¿nie od procesów, jakim wczeœniej
poddano produkt (40,41).

4. Podsumowanie

Systematyczne badania albumin 2S prowadzone s¹ zaledwie od kilku lat, ale wy-
niki tych prac œwiadcz¹, ¿e s¹ to bia³ka o bardzo interesuj¹cych, choæ zró¿nicowa-
nych w³aœciwoœciach. Wiadomo, ¿e albuminy 2S charakteryzuj¹ siê wysok¹ zawartoœ-
ci¹ takich aminokwasów jak: metionina, cysteina, arginina, asparagina i glutamina.
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Z tego powodu geny koduj¹ce albuminy 2S sta³y siê obiektem zainteresowania ge-
netyków, którzy wykorzystuj¹ je w celu otrzymania roœlin transgenicznych o podwy¿-
szonej zawartoœci aminokwasów egzogennych. Tak np. geny koduj¹ce albuminy 2S
s³onecznika wykorzystano, m.in. do zwiêkszenia zawartoœci metioniny i cysteiny
w nasionach lucerny (Medicago sativa Tabe) (42) i ³ubinu w¹skolistnego (Lupinus
angustifolius L.) (43). Jednak tego typu badania nale¿y prowadziæ z odpowiedni¹
ostro¿noœci¹, poniewa¿ ze wzglêdu na alergenne w³aœciwoœci albumin 2S, efekt ta-
kich prac mo¿e byæ inny od oczekiwanego, czego przyk³adem s¹ wyniki prac nad
otrzymaniem transgenicznej soi, wzbogaconej w albuminy orzecha brazylijskiego
(39). Albuminy 2S s³onecznika, a w szczególnoœci SFA 8, to bia³ka o du¿ej zawartoœci
aminokwasów hydrofobowych. Obecnoœæ hydrofobowych reszt na powierzchni SFA
8 jest wa¿nym czynnikiem stabilizuj¹cym emulsje, gdy¿ dziêki tym aminokwasom
mo¿liwa jest adsorpcja bia³ka na granicy woda-olej. Uk³ad taki jest stabilizowany
przez hydrofobowe interakcje pomiêdzy cz¹steczkami bia³ka i oleju (19,20). Bada-
nia nad albuminami s³onecznika maj¹ na celu, m.in. zastosowanie ich w przemyœle
spo¿ywczym do stabilizowania emulsji (dotychczas w tym celu wykorzystuje siê
bia³ka mleka). Takie rozwi¹zanie pozwoli³oby wzbogaciæ ¿ywnoœæ w egzogenne
aminokwasy pochodz¹ce z albumin s³onecznika oraz umo¿liwi³oby spo¿ywanie tak
stabilizowanych produktów przez osoby uczulone na bia³ka mleka.

Opisane albuminy 2S to jedynie wybrane przyk³ady bia³ek tej rodziny. Ze wzglê-
du na gospodarcze znaczenie roœlin, w których wystêpuj¹ (s³onecznik i rzepak) lub
silne w³aœciwoœci alergenne (albuminy orzecha brazylijskiego) zosta³y one zbadane
lepiej ni¿ wiele innych albumin 2S wystêpuj¹cych w nasionach lub orzechach wielu
roœlin jadalnych. Na podstawie wyników najnowszych prac wskazuje siê, ¿e lista
alergennych albumin 2S mo¿e byæ znacznie d³u¿sza ni¿ to wynika z dotychczaso-
wych badañ. Ostatnio znalaz³y siê na niej albuminy 2S orzechów arachidowych
(Ara h 2 oraz Ara h 6), albumina Ses i 1 z nasion sezamu oraz albumina Ana o 3
z orzecha nerkowca.

Charakterystyczna struktura drugo- i trzeciorzêdowa albumin 2S powoduje, ¿e s¹
one wysoce odporne na denaturacjê termiczn¹, chemiczn¹ i enzymatyczn¹. Jest to
bezpoœredni¹ przyczyn¹ alergennych w³aœciwoœci tych bia³ek. Poniewa¿ nasiona,
w których wystêpuj¹ albuminy 2S, stanowi¹ wa¿ny element naszej diety, a technolo-
gie stosowane dotychczas w przemyœle spo¿ywczym nie eliminuj¹ alergennych w³aœ-
ciwoœci albumin 2S, ju¿ w niedalekiej przysz³oœci konieczne bêdzie opracowanie te-
stów pozwalaj¹cych wykryæ w ¿ywnoœci nawet minimalne iloœci tych alergenów.
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