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BIOTECHNOLOGICZNA MODYFIKACJA BIOLOGICZNYCH
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Streszczenie

Przedstawiono w a ciwo ci biologiczne peptydow otrzymywanych z bia ek zapasowych ziarniakéw
zb6 . Wskazano na sekwencje aminokwasdw w peptydach uwanianych z biaek m.in. zbo
wykazuj cych aktywno biologiczn . Przedstawiono udzia peptydéw w reakcjach alergicznych
prowadz cych do takich chordb, jak celiakia czy astma. Scharakteryzowano funkcje epitopéw peptydow
izolowanych z biaek zbd odpowiedzialnych za reakcje aergiczne. Omowiono funkcje transglutaminazy
w przemianach bia ek w blaszkach w a ciwych jelita. Wskazano na potencjalne zastosowanie enzymow
(transglutaminazy, peptydaz prolinowych) i mikroorganizmoéw (bakterii fermentacji mlekowej zakwasu
chlebowego) w redukcji aergenno ci  peptydéw pochodzenia ro linnego. Scharakteryzowano
biotechnol ogiczne metody zmnigjszania alergenno ci bia ek ziarniakow zb6 .

S owakluczowe: biaka, zbo a, aergeny, transglutaminaza, peptydazy prolinowe

Wprowadzenie

W analizie przyczyn alergenno ci niektorych biaek zbd zwracasi m.in. uwag
na produkty ich hydrolizy w surowcach oraz technologii ich przetwarzania. Niezb dna
jest wiedza o aktywno ci proteaz na ka dym z wymienionych etapéw oraz o
w a ciwo ciach biologicznych produktow enzymatycznel degradacji biaek. W
opracowaniu przedstawiono obecny stan wiedzy o biologicznie aktywnych peptydach
pochodzenia ro linnego oraz sposobach ich enzymatycznegj modyfikacji w celu
eliminacji cech niepo  danych, w tym tak e immunoreaktywno ci.

Biaka s podstawow i integraln cz ci  ywnoci. S rédem energii i
aminokwasdw niezb dnych do wzrostu ywego organizmu. Ponadto dzi ki swoim
w a ciwo ciom fizykochemicznym mog peni r6 ne funkcje w  ywno ci.
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Dodatkowo wiele biaek ma specyficzne w a ciwo ci biologiczne. W a ciwo ci te
nieobecne w spo ywangj ywnoci mog S uaktywnia w czasie procesdw
trawiennych zachodz cych w przewodzie pokarmowym. Peptydy uwalniane z bia ek
przez enzymy proteolityczne mog wykazywa w a ciwo ci regulatorowe podobne do
tych, jakie wykazuj hormony [20] lub w a ciwo ci aergizuj ce[34].

Z charakterystyki enzymow proteolitycznych zb6 wynika, e proteazy s obecne
w ziarnach w stanie spoczynku, uaktywnig ¢ s podczas kie kowania. Ponadto, cz
enzymow jest syntetyzowana w czasie kie kowania [26]. Proteazy hydrolizuj biaka
zapasowe uwalnigi ¢ peptydy i aminokwasy wykorzystywane przez zarodek do
wzrostu. Modyfikuj one sk ad i w a ciwo ci uwanianych peptydéw mog cych sta
s potencjalnym rod em bioaktywnych zwi zkéw regulatorowych.  Ponadto
udowodniono, e biaka zb6 obecne w ywnoci i trawione w przewodzie
pokarmowym mog by rod em aergennych peptydow [24].

Bioaktywne peptydy

Najpowszechnigjszym rdéd em bioaktywnych peptydéw s bia ka mlieka[20], ale
wyst puj one tak e w biakach jagj, ryb czy biakach ziaren takich ro lin, jak: soja,
kukurydza, ry , pszenica [3]. Poznano fizjologiczn  aktywno peptydow
otrzymywanych podczas hydrolizy in vivo i in vitro bia ek zapasowych zb6é [13].

W sekwencjach biaek mog wyst powa fragmenty o aktywno ci przeciw-
nadci nieniowej, opioidowej, antagonistycznej w stosunku do opioidowej, immuno-
modulacyjnej, antybakteryjngl i antywirusowej, przeciwutlenigj cej, wi cg i
transportuj cel metale, antyamnezyjnej, powoduj cef skurcze mi ni gadkich i
przeciwkrzepliwe [20, 23]. Aktywno  biologiczna uwanianych peptydéw wynika z
ich specyficzng sekwencji aminokwasow.

Miyoshi i wsp. [25] wyizolowali z kukurydzy poddang dziaaniu termolizyny
inhibitor enzymu konwertuj cego angiotensyn (inhibitor ACE), wpywa cy ha
regulacj ci nienia krwi w organizmach ludzi. Inhibitor ACE by izolowany tak e z
bia ek zapasowych ry u (glutenin i prolamin) i soi (11S glycinina, 7S konglycynina)
[27]. Z biaek ry u, glutenin i prolamin, wyizolowano peptydy o dziaaniu
przeciwnadci nieniowym [20].

réd em bioaktywnych peptydéw mog te by biaka pszenicy. Fukudome
i wsp. [12] wyizolowali z biaek glutenu, w wyniku trawienia enzymatycznego,
peptydy o aktywno ci opioidowej zwane egzorfinami. W rod tych peptydow egzorfina
GE-B5, 0 sekwencji aminokwasowej Y GGWL, wykazywa a ngjwi ksz aktywno in
vitro i antagonizm do mi d receptoréw opioidowych. W poréwnaniu z L-enkefalin
o sekwencji YGGFL, ré ni cgf s jedn reszt aminokwasow , egzorfina GE-B5
wykazywa a aktywno opioidow ni sz 1,2-i 4,2-krotnie w stosunku do receptoréw
mi d oraz ni sze powinowactwo odpowiednio 1,2- i 1,7-krotnie [12].
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Peptydy o aktywno ci morfinowej uwaniane z glutenu przez hydroliz in vivo
przez o dkow proteinaz i pepsyn wykazyway odporno na dziaanie trypsyny
i chymotrypsyny [36]. Sugeruje si, e peptydy te nie s dalg trawione i w
niezmieniongl postaci przenikgy barier jelita. Niektore peptydy mog by
absorbowane bez degradacji z przewodu pokarmowego do Krwi. Zioudrou i wsp. [36]
udowadnili, e peptydy te mgj zdolno do przenikania bariery krew-mézgi czenia
si z receptorami opioidowymi w mézgu, jak i innych organach wewn trznych.

Alergeny zb6

Mills i wsp. [24] wskazuj na nast puj ce grupy ro linnych aergenéw, ktore
mog uczula poprzez uk ad pokarmowy: prolaminy, 2S albuminy, niespecyficzne
biaka enzymatyczne transferuj ce lipidy (nsLTP), kupiny, proteazy cysteinowe i
serynowe oraz inhibitory a-amylazy i trypsyny.

Biaka aergenne wykryto w pszenicy, | czmieniu, ycie, owsie, a tak e w
kukurydzy, sorgo i gryce [24]. Jednym z ngjcz cigj znanych objaw6w alergenno ci
biaek zbo owych jest zespd chorob okre lonych nazw celiakii. Nietolerancja
okre lonych frakcji biaek zapasowych zb6 mo e prowadzi tak e do astmy, zmian
dermatologicznych i wywo anego wiczeniami fizycznymi szoku anafilaktycznego
[34].

Badania przyczyn celiakii wykazay, e jest ona wywo ywana mi dzy innymi
spo yciem produktéw zawierg) cych biaka pszenicy, a przede wszystkim glutenu
[28]. To jedna z najcz stszych i podstawowych chordb genetycznych. Jg dok adny
mechanizm nie jest znany, jednak wiadomo, etow a nie gluteninicjuje a cuch niew
peni poznanych reskcji, wywouj ¢ aktywacj uk adu immunologicznego
u predysponowanych genetycznie oséb [14].

Gluten zawiera dwie grupy biaek: monomerowe gliadyny i polimerowe
gluteniny, ale tylko te pierwsze uwa a s za odpowiedzialne za reakcje uczuleniowe
[21]. Biaka glutenu ma nietypowy sk ad chemiczny. Zawiergj one du e ilo ci
prolaminy (P) i glutaminy (Q), odpowiednio ok. 15 i 35% reszt aminokwasowych [7].
Budowa chemiczna proliny i glutaminy powoduje, e wi zania peptydowe utworzone
przy udziale tych aminokwasdéw w a cuchu polipeptydowym s odporne na dzia ania
enzymow proteolitycznych przewodu pokarmowego cz owieka.

Procesy trawienia bia ek glutenu uwalnigy wiele peptydow i polipeptydow. Shan
i wsp. [30] prowadzili enzymatyczn hydroliz in vitro rekombinowane a2-gliadyny
(b d cg odpowiednikiem a-gliadyny) uzyskuj ¢ m.in. 33-merowy peptyd bogaty
w prolin i glutamin . Peptyd ten by odporny na dzia anie proteaz. Analiza sekwencji
aminokwasow tego peptydu wykazaa obecno epitopow:  PFPQPQLPY,
PQPQLPYPQ, PYPQPQLPY oraz WQIPEQSR odpowiedzialnych za reakcje z
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komodrkami CD4" T i biakami HLA-DQ2 lub HLA-DQ8, b d cymi mediatorami w
reakcjach immunologicznych u pacjentdw chorych na celiaki . Wymienione epitopy
w swej sekwencji zawiergj co ngmnigj jedn reszt glutaminy, b d ceg substratem
w reakcji z transglutaminaz . Proces deaminagji tych reszt jest istotny w stymulowaniu
komorek T. Od czenie grupy amonowej od glutaminy powoduje wytworzenie
ujemnego adunku odpowiedzialnego za czenie s z biakami HLA-DQ2 [1]. St d
sugestie, e trawienie enzymatyczne biaek glutenu w przewodzie pokarmowym, a
nast pnie modyfikacja uwolnionych peptydow przez transglutaminaz odgrywa
krytyczn rol w patogenezie celiakii [22].

Mcl Mowat [22] zaproponowa hipotetyczny schemat interakcji mi dzy glutenem
a systemem immunologicznym u chorych na celiaki . Z glutenu poddanego trawieniu
enzymami proteolitycznymi uwalniane s peptydy o okre long sekwencji, bogate
w prolin i glutamin . Peptydy te przenika) barier jelitai s poddane dziaaniu
transglutaminazy w blaszkach w a ciwych, w wyniku czego od reszt glutaminy po
deaminacji zostgj od czone grupy amonowe. Tak zmodyfikowany peptyd
rozpoznawany jest przez komoérki T i biaka HLA-DQ2 lub HLA-DQ8, wywo uj ¢
reakcje immunologiczne, powoduj ce aktywacj  -interferonu i mechanizméw
odpowiedzianych za zanik kosmkow jelitowych i hyperplazi  uchy kéw jelita.

U osdb chorych na celiaki obecno  frakgji gliadynowych w organizmie
wywo uje reakcje immunologiczne objawigi ce s m.in. wysokim poziomem
przeciwcia IgA i 1gG w surowicy krwi [28]. Alergenno  prolamin zbé zale y od
zawarto ci i sekwencji aminokwasow. Tanabe i wsp. [32] badali w a ciwo c¢i struktury
pierwszorz dowej glutenu i wykazali, e najkrétszym peptydem zdolnym do reakcji z
przeciwciaami IgE jest peptyd o sekwencji QQQPP. Ensari i wsp. [10] podg , e
tetrapeptydy o sekwencji PSQQ, PQQP lub QQQP s charakterystyczne dla peptydow
alergennych w celiakii. Badaniain vivo 12 i 13-merowych oligopeptyddw uzyskanych
z N-ko ca a cucha a-gliadyny (reszty aminokwasowe 3-96) wykazay aktywno
oligopeptydow tylko w przypadku wyst pienia sekwencji PQQP.

Badania proteomiczne biaek zb6 wykazay obecno w -gliadynie pszenicy,

-sekalinie ytai C hordeiniej czmienia oktapeptydu PQQPFPQQ odpowiedzialnego
za reakcje aergiczne [10]. Wyznaczona sekwencja aminokwasow zawiera motyw
PQQP charakterystyczny dla a-gliadyny. Ponadto Cornel i Mothes [5] sugeruj , €
obecny we frakcjach  motyw QQPY wywo uje celiaki . Arentz-Hansen i wsp. [1]
wykazali immunoreaktywno  epitopu peptydéw w 57-75 regionie a-gliadyny.
Kolgine badania tych autorow [2] dowiody, e T-komorki CD4+ rozpozng trzy
peptydy bogate w prolin i glutamin o sekwencjach: PFPQPQLPY, PQPQLPYPQ i
PYPQPQLPY otrzymane z regionu a-gliadyny. Region ten reaguje z przeciwcia ami u
pacjentow chorych naceliaki .
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Inn postaci aergii wywo angl kontaktem z biakami zb6 jest astma. Gomez
i wsp. [16] wyizolowali i oczy cili ré6 ne antygeny zwi zane z uczuleniami nam k
pszenn i | czmienn , reaguj ce z przeciwciaami IgE. Alergeny o masach
cz steczkowych od 12-10° do 15-10° Da nale ay do grupy inhibitoréw a-amylazy i
trypsyny. Z kolei Armentia i wsp. [4] scharakteryzowali dwa dominuj ce alergeny w
j czmieniu i pszenicy. By y to glikozydowe pochodne tetramerowych inhibitoréw a-
amylazy: CM16 z pszenicy i CMb z ] czmienia oraz monomerowy inhibitor BMAI-1 z
j czmienia. Inhibitory a-amylazy uwaniane podczas procesdw trawienia w
przewodzie pokarmowym tak e wykazuj dziaanie alergizuj ce. James i wsp. [17]
wydzielili z ziaren pszenicy frakcj biakow o0 masie cz steczkowg 15-10° Da
wywo uj ¢ reakcje uczuleniowe. Tsuji i wsp. [34] tak e wyizolowali z biaek
pszenicy inhibitory a-amylazy CM16 i CM17 o masach cz steczkowych 17-10° Da
b d ce glikoproteinami. Sugeruj oni, e kluczow rol w reakcjach aergicznych
mo e odgrywa reszta glikozydowa. Kimoto i wsp. [19] badali serum 65 pacjentéw
wra liwych na biaka m ki pszenngj i wykryli 15 antygendw rozpoznawanych przez
przeciwciaa IgE. Alergeny omasach cz steczkowych (27, 31 i 47)-10° Da byy
g éwnymi alergenami w pszenicy.

réd em alergenéw mog by tak e inhibitory a-amylazy i trypsyny oraz biaka

j czmienia. Alergeny zawarte w j czmieniu mog przechodzi do produktéw
wytworzonych przy jego udziale, np. do piwa. Figueredo i wsp. [11] wyizolowali z
piwa polipeptyd o masie cz steczkowej 38-10° Da rozpoznawany przez przeciwciaa
IgE. Podobnie Curioni i wsp. [6] wyizolowali polipeptyd o masie cz steczkowej 16:10°
Dab d cy alergenemw j czmieniu i obecny w piwie.

Mo liwo ci redukcji alergenno ci bia ek zbo

Zmnigjszeniu immunoreaktywno ci biaek zbé sprzyja stosowanie enzyméw lub
mikroorganizmoéw zdolnych do degradacji aergennych peptydow. Wiadomo, e za
alergenno  biaek zb6 odpowiadg uwalniane z nich peptydy przewa nie bogate
w prolin i glutamin . Ich eliminacja powinna polega na dalszej degradacji lub
wytworzeniu dodatkowych izo-wi za poprzez czenie reszt aminokwasowych
blokuj cych glutamin . W rozwi zaniu tego problemu pomocne s dwie grupy
enzymaow: transglutaminazy oraz peptydazy prolinowe.

Transglutaminaza (EC.2.3.2.13) to ogdlna nazwa enzymu R-glutaminyl-peptyd-g-
glutamyltransferazy. Enzym ten bierze udzia w reakcjach katalitycznych m.in.
przenosi reszty aminokwasowe (-e-aminoacylowe) w specyficzne migjsce g-amidowe,
tworz ¢ wi zanie peptydowe z glutamin , katalizuje reakcje: deaminacji w migjscu g
amidowym, nitrozylacj i denitrozylacj grup —SH cysteiny, przy czania aminy lub
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aminokwasu do a cucha peptydowego i tworzenia lub hydrolizy wi zania
izopeptydowego [18].

Transglutaminaza wyst puje w tkankach ssakéw, jak réwnie w komodrkach
mikroorganizméw. By a onaizolowana z komorek Streptoverticillium sp., Escherichia
coli, Bacillus subtilis czy Physarum polycephalum [31]. Enzym ten wyst puje tak e
w tkankach takich ro lin, jak: soja, topinambur, burak pastewny, jab o domowa [29,
31].

Transglutaminazy s obecnie stosowane w technologii piekarnictwa w celu
wytworzenia po cze mi dzy a cuchami polipeptydowymi prolamin, a przez to
polepszaj waciwo ci reologiczne ciasta, zapewnigi odpowiednie pory i
elastyczno chleba po wypieku [33]. Transglutaminazy wykorzystywane s tak e we
wzbogacaniu prolamin  w lizyn lub inne aminokwasy egzogenne, czy
fruktooligosacharydy [18].

Perspektywiczne wydaje s zastosowanie transglutaminaz do odtwarzaniawi za
mi dzy a cuchami polipeptydowymi prolamin. Wytworzenie izo-wi za przy udziae
glutaminy prawdopodobnie blokuje mo liwo  rozpoznawania takiego fragmentu
peptydu przez T-komorki, a tym samym zostaje zahamowany mechanizm prowadz cy
do celiakii. Migjsce powstawania peptyddw o sekwencjach rozpoznawanych, jako
adergenne w wyniku dziaania transglutaminazy nie jest do ko ca wyja nione.
Skovbjerg i wsp. [31] sugeruj , e przyczyn aergenno ci peptydow mog by
transglutaminazy syntetyzowane przez mikroorganizmy bytuj ce stale lub okresowo
w przewodzie pokarmowym cz owieka. Ponadto réd em transglutaminaz mog by
mikroorganizmy i pokarm ro linny spo ywany przez cz owieka.

Drug grup enzyméw mg cych znaczenie w eliminacji czy obni aniu
alergenno ci biaek zbd s peptydazy prolinowe. Prowadz one hydroliz wi za
peptydowych utworzonych przy udziale proliny. S produkowane przez niektore
szczepy bakterii fermentacji mlekowej zakwasu chlebowego: Lactobacillus brevis, Lb.
brevis ssp. linderi, Lb. plantarum, Lb. delbruecki ssp. delbruecki, Lb. sanfranciscensis,
Lb. alimentarius, czy Lb. hilgardii [8, 9, 15], a tak e przez Flavobacterium
meningosepticum [30]. Hydroliza bia ek glutenowych, bogatych w prolin , w czasie
fermentacji zakwasu piekarniczego zaley od aparatu  enzymatycznego
mikroorganizmoéw. Degradacja wi za peptydowych utworzonych przez prolin
pozytywnie wp ywa natolerancj glutenu przez organizm cz owieka [8, 9]. Di Cagno i
wsp. [9] zastosowali bakterie fermentacji mlekowe] do hydrolizy aergennych
peptydéw wywo uj cych celiaki . Badania fragmentow syntetyzowanej chemicznie A-
gliadyny wykazay, e krotkie sekwencje aminokwasow (PSQQ i QQQP) s aergenne
dla pacjentow chorych na celiaki . Fragmenty 31-43 A-gliadyny poddano 4-godzinnej
hydrolizie przy zastosowaniu preparatdw enzymatycznych uzyskanych z paeczek
mlekowych. W do wiadczeniu wykorzystano dwie frakcje: enzymy zwi zane ze cian
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komorkow i z cytoplazm . Wszystkie frakcje enzymow uzyskanych z nast puj cych
szczepow bakterii fermentacji mlekowey: Lb. alimentarius 15M, Lb. brevis 14G, Lb.
sanfranciscensis 7A i1 Lb. hilgardii 51B hydrolizoway badany peptyd [9]. Wy sz

aktywno ci charakteryzoway s frakcje uzyskane z cytoplazmy. Autoliza komorek
bakterii zachodz ca podczas przygotowywania i fermentacji zakwasu piekarniczego
wp ywa korzystnie na uwalnianie enzyméw wewn trzkomoérkowych. Di Cagno i wsp.
[9] badali wp yw hydrolizy (trawionej wcze nigj pepsyn 1 trypsyn ) frakgji gliadyny
pszenicznej przez bakterie fermentacji mlekowe na aglutynacj komorek K 562 (S).
Peptydazy biosyntetyzowane przez Lb. alimentarius 15M i Lb. brevis 14G ca kowicie
zapobiega y aglutynacji komérek K562 (S) przez polipeptydy przy ich st eniu 0,875
g/l. Wy sze st enia prolamin powodoway ni sz procentowo inhibicj procesu
aglutynacji.

Przeprowadzone przez Shanai wsp. [30] do wiadczeniawykazay, e 33-merowy
polipeptyd bogaty w prolin i glutamin jest odporny na dzia anie pepsyny, trypsyny,
chymotrypsyny i estalazy. Analiza struktury drugorz dowej tego peptydu wykaza a
helikaln budow typu Il stabilizowan przez poliprolin . Tego typu konformacja
drugorz dowa jest typowa dla peptydéw wi  cych biaka MHC klasy Il. Liczebno
i lokalizacja reszt proliny w peptydzie jest czynnikiem warunkuj cym odporno  na
dzia anie enzymo6w przewodu pokarmowego. Zngj ¢ struktur drugorz dow peptydu,
Shan i wsp. [30] poddali go dzia aniu propyl-endopeptydazy biosyntetyzowanej przez
Flavobacterium meningosepticum. Wst pne badania in vitro i in vivo wykazay
obni enie alergenno ci  badanego peptydu. Ponadto, zmodyfikowany peptyd
wykazywa mnigjsz stymulacj komorek T. Di Cagno i wsp. [8] wykorzystali ten sam
33-merowy polipeptyd poddaj ¢ go degradacji przez enzymy szczepdw: Lb.
alimentarius 15M, Lb. brevis 14G, Lb. sanfranciscensis 7A i Lb. hilgardii 51B.
Szczepy te wykazyway aktywno enzymatyczn  charakterystyczn  dla
iminopeptydaz, dipeptydyl-peptydaz, prolyl-endopeptydaz, prolidaz, prolinaz i
aminopeptydaz. Wyniki 12- i 24-godzinng} hydrolizy wykazay rozk ad badanego
peptydu, odpowiednio w 70 i 100%.

Alergenno  prolamin pszenicy mo natak e obni y stosuj ¢ bromelain , ktéra
hydrolizuje wi zania w pobli u proliny w epitopie IgE: QQQPP lub stosuj c
kolagenaz [24]. Uzyskana w ten sposdb m ka nie traci w a ciwo ci funkcjonalnych i
wykorzystywana jest do produkcji buek dro d owych. Innym przyk adem
zastosowania procesow enzymatycznych w obni aniu alergenno ci jest produkcja
hipoalergicznego ry umetod dwu-etapow z wykorzystaniem aktinazy [35].

Podsumowanie

Przedstawiono z o ono procesu biodegradacji biaek zapasowych ziarniakdéw
Zzb6 . ywno zawiera biaka ro linne, ktére w czasie trawienia w przewodzie
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pokarmowym ulegagj modyfikacjom. Produkty przemian biaek — peptydy i
polipeptydy nie pozostaj oboj tne dla zdrowia cz owieka. Immunologiczne reakcje z
biakami ywno ci w tym tak e biakami zb6 , aniekiedy bia kami enzyméw s coraz
powszechnigjsze. Poznanie, a nast pnie wykorzystanie aparatu enzymatycznego
bakterii fermentacji mlekowej zakwasow piekarniczych do zmniegjszenia alergenno ci
bia ek i produktéw ich przemian wskazuje kierunek dalszych bada w tym zakresie.
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BIOTECHNOLOGICAL MODIFICATION OF BIOLOGICAL PROPERTIES
OF PROTEINSIN CEREALS

Summary

In the paper, there were presented biological properties of peptides obtained from storage proteins of
cereal grains. Aminoacids sequences were pointed out in the peptides released from the proteins contained
in, among other things, cereals showing biologica activity. It was aso shown what role those peptides
played in allergic reactions causing such diseases as coeliac disease or asthma. There were characterized
those functions of the peptide epitops isolated from cereals proteins that were responsible for allergenic
reactions. The functions of transglutaminase were discussed with regard to their role in the conversion of
proteinsin the lamina propria of colon. Potential applications of some enzymes (transglutaminase, proline,
and peptidase) and microorganisms (sourdough lactic acid bacteria) were suggested with regard to the
possibility of reducing the allergenity of plant-originating peptides. Several biotechnological methods of
reducing the allergenity of cereals proteins were described.

Key words: proteins, cereals, allergens, transglutaminase, proline peptidase



