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Nowe poglady na strukture 1 funkcje biatek
zapasowych zboz na przyktadzie pszenicy
(Triticum aestivum L.)

New aspects of the cereal grain storage protein structure and functions based
on wheat (Triticum aestivum L.)

Wobec znacznego postgpu badaf, w artykule przedstawiono najnowsze osiagnigcia w zakresie
struktury i wlasciwosci podjednostek uczestniczacych w tworzeniu kompleksu glutenowego biatek
zapasowych ziarniakow zb6z, na przyktadzie pszenicy. Gtoéwng uwage zwrocono na elastomeryczny
charakter tych bialek, wystgpowanie charakterystycznych sekwencji powtarzalnych aminokwaséw
odpowiedzialnych za tworzenie struktur lewoskretnych — [ oraz na typy i lokalizacje wigzan
sieciujacych, uczestniczacych w tworzeniu wielkoczasteczkowych kompleksow (disulfidowych,
wodorowych, sit hydrofobowych). Starano si¢ rowniez, w miar¢ mozliwosci, powigzaé strukture
podjednostek uczestniczacych w tworzeniu kompleksow z wiasciwosciami i wartoscia wypiekowa
glutenu i ciasta, jakkolwiek w tym zakresie istnieje nadal wiele watpliwos$ci. Przedstawiono wreszcie
mechanizm toksycznego oddzialywania prolamin na osoby cierpiace na chorobg pochodzenia
genetycznego — celiakig, a takze zastosowanie metod inzynieryjno-genetycznych dla uzyskiwania
naturalnych podjednostek w stanie czystym i wbudowywanie ich do kompleksow, co stanowi wazny
krok na drodze poznania cech jakosciowych wnoszonych przez poszczego6lne podjednostki.

Stowa Kkluczowe: biatka zbdz, budowa podjednostek, biatka elastomeryczne, funkcje jakosciowe,
struktura komplekséw

Because of the significant progress in investigations on the structure and properties of subunits
participating in the formation of gluten complex — the main storage proteins deposited in grain
endosperm, this review presents most important results obtained during the last decade in this area. The
main topics referred concern the elastomeric properties of gluten proteins, contents and regularities of
characteristic amino acid motifs of repetitive regions, responsible for the formation of left-turned p-
helices, as well as the types and localisation of crossing bonds (disulfide, hydrogen, hydrophobic
forces), which take part in complexing process to form the high-molecular-weight units. The trials to
establish possible relations between the monomer units participating in the complexing and mechanical
(rheological) properties and bread-making quality in laboratory bakings, were also described, though
many difficulties in that area exist until now. The elucidated recently mechanism of prolamin toxicity
against patients suffering from the genetic celiac disease, was also presented. Finally, the genetic
engineering methods applied to the synthesis of individual prolamin subunits in the pure form, were
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presented, as the mostly important step to recognise their quality contribution, when included in vitro
into gluten complex.

Key words: cereal proteins, complex structure, elastomeric proteins, subunit composition, quality
relationships

WPROWADZENIE

Dziesi¢¢ lat temu zostat opublikowany w Biuletynie IHAR artykut przegladowy
przedstawiajacy 6wczesny stan wiedzy o strukturze i funkcjach biatek glutenu pszennego,
jako najwazniejszego pod wzglegdem wykorzystania i najlepiej poznanego biatka
zapasowego ziarniakow zboz (Kaczkowski, 1991). Poniewaz technika badawcza w tym
zakresie znacznie si¢ od tego czasu rozwingta, a kierunki badan zostaty wzbogacone (np.
o izolowanie indywidualnych sktadnikow wraz z lokalizacja kodujacych je gendow), wydato
si¢ celowe przedstawienie aktualnych osiagnie¢ w zakresie struktury i funkcji tych biatek
oraz o ich miejscach aktywnych w tworzeniu komplekséw. Udalo si¢ rowniez wskazac te
frakcje (lub sktadniki) biatek glutenowych, ktdre wykazujg Scistg wspdtzaleznos¢ struktury
wtdrnej z typowymi dla glutenu wiasciwosciami elastycznymi (Tatham, Shewry, 2000).

W izolowaniu poszczegolnych frakcji i pojedynczych sktadnikéw biatkowych
szczegolnie przydatne okazaty si¢ metody elektroforetyczne i chromatograficzne, ktorych
wyczerpujgcego przegladu dokonali Bietz i Simpson (1992). Przy rozdzielaniu biatek
zapasowych zbdz najbardziej uzyteczna okazata si¢ elektroforeza w zelu poliakrylo-
amidowym, zarowno bezposrednia (PAGE), jak i w obecnosci SDS (SDS-PAGE),
ogniskowanie izoelektryczne (IEF), a ostatnio réwniez elektroforeza kapilarna (CE).
Stosowanie w tych metodach zelu o rdznej grubosci pozwala rowniez uzyskiwaé wigksze
ilosci frakcji, lub indywidualnych sktadnikéw biatkowych, wystarczajace do charakte-
rystyki szczegotowej.

Wisrod metod chromatograficznych najwieksze znaczenie ma rozdziat w chromatografii
kolumnowej w zelu, dziatajacy na zasadzie rdéznic wielkosci (SEC), wymiany jonowe;j
(IEC) oraz oddziatywan hydrofobowych (HIC). Te metody odznaczaty si¢ dtugim czasem
wykonania i niedostateczng powtarzalno$cia. Dlatego wprowadzono tzw. wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowa (HPLC) eliminujaca te niedostatki. Prowadzi si¢ j3 w kolumnach
0o jednorodnej porowato$ci 1 znacznej dlugosci, wypelionych pochodnymi
krzemianowymi o specyficznej zdolnosci reagowania z czgsteczkami biatek, pod
znacznym ci§nieniem. W rozdzielaniu biatek stosuje si¢ 3 sposoby oddzialywania:
wielkos$¢ czgsteczek (SE-HPLC), charakter jonowy (IE-HPLC), a szczegodlnie rozdziat na
zasadzie hydrofobowosci w odwrdconej fazie (RP-HPLC). Zostaty one wprowadzone do
rozdzialu gléwnie przez Bietza i wsp. (1987).

Znaczne osiggniecia uzyskano rowniez w ustaleniu wielosci i lokalizacji genow
kodujacych podstawowe podjednostki uczestniczace w budowie frakcji gtéwnych oraz
odpowiedniego ich krzyzowania metodami hodowlanymi, dla pozyskania linii
wzbogaconych w szczeg0lnie przydatne sktadniki glutenu. Ten kierunek nie bedzie
omawiany w artykule, natomiast zostanie opisana w skrécie technika klonowania cDNA
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odpowiadajacego okreslonym podjednostkom biatkowym 1 jego ekspresja w komorkach
bakterii w celu pozyskania czystych sktadnikow.

KLASYFIKACJA I BUDOWA BIALEK ZAPASOWYCH ZBOZ

Jak wiadomo, biatka ziarniakoéw, np. pszenicy dzieli si¢ zaleznie od rozpuszczalnosci
wg Osborne’a (1924) na albuminy i globuliny, rozpuszczalne odpowiednio w wodzie i
rozcienczonych roztworach soli oboj¢tnych oraz prolaminy i gluteliny, rozpuszczalne w
70% etanolu lub w kwasach. Pierwsze dwie frakcje pelnig liczne funkcje fizjologiczne i,
przynajmniej u zboz, nie sg lub tylko w czesci zaliczane do zapasowych. Natomiast dla
prolamin i glutelin, wystepujacych w ziarniakach zb6z w iloSci ok. 80% biatek
endospermu, nie s3 znane ich inne funkcje poza rezerwa aminokwasow, dlatego sa one
typowymi biatkami zapasowymi. Sa one zasadniczymi sktadnikami glutenu, czyli
kompleksu o szczegdlnych wilasciwosciach wiskoelastycznych, ktory pozostaje po
odmyciu sktadnikow rozpuszczalnych i skrobi w strumieniu wody biezacej 1 jest podstawa
formowania ciasta. Gluten dzielono na dwie frakcje: rozpuszczalng w 70% etanolu
gliadyne o znacznej lepkosci oraz glutening wykazujacg znaczne wlasciwosci elastyczne,
rozpuszczalng w kwasach lub zasadach; obie frakcje wystepuja w endospermie, w
podobnych proporcjach. Wspotdziatajacy zespot (kompleks) biatek obu frakcji tworzy
rozciggliwg mase zatrzymujacg gazy wytwarzane w fermentacji ciasta, a powstala
porowata struktura jest utrwalana w wysokiej temperaturze wypieku. Ta szczeg6lna
wlasciwos$¢ przesadza o gldownym kierunku wykorzystywania pszenicy (i w mniejszym
stopniu innych zb6z) w piekarstwie (Johansson, 1995; Shewry, Tatham, 1987).

Wykazano nastgpnie, ze zar6wno gliadyna, jak i glutenina wykazujg znaczna hetero-
genicznos¢, a ich podjednostki maja bardzo podobny sktad oraz sekwencje aminokwasow
(Bietz, 1987). Gdy okazalo sig, ze gliadyny i gluteniny zawierajg podjednostki o podobne;
strukturze i ze drugie z nich sg réwniez rozpuszczalne w 70% etanolu po uprzedniej
redukcji, zaproponowano zmiany w klasyfikacji biatek glutenowych, zaliczajac do
prolamin | — rozpuszczalne bezposrednio w 70% etanolu, a do prolamin II —
rozpuszczalne w tym rozpuszczalniku po redukcji. Natomiast do glutenin (bialek
resztkowych) zaliczono bardziej ztozone biatka (zawierajace rowniez sktadniki niebiat-
kowe), nierozpuszczalne po redukcji, o niewyjasnionym sktadzie; stanowig one do 10%
biatek glutenowych. Wykazano wigc, ze biatka prolamin I i II stanowia podstawowe
sktadniki czynne glutenu pszennego i zréznicowanie ich skladnikoéw (oraz wzajemne
proporcje) przesadzaja o roznicach cech jakosciowych (MacRitchie i in., 1990; Shewry,
Tatham, 1990). Nalezy zaznaczy¢, ze podziat na prolaminy I i II wprowadzany jest z
oporami i nawet w nowej literaturze nie zawsze jest stosowany.

SKEAD PODJEDNOSTKOWY PROLAMIN

Prolaminy sg zlozone z licznych polipeptydow o réznym sktadzie i sekwencji
aminokwasow oraz masach czasteczkowych (M,). W drodze elektroforezy w zelu polia-
kryloamidowym bez, lub z udziatem SDS (PAGE lub SDS-PAGE) a takze chromatografii
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— HPLC — szczeg6lnie w odwrdconej fazie (RP-HPLC), w ostatnim 20-leciu
rozdzielono, wyizolowano i scharakteryzowano wiele z nich. Prolaminy wydzielone z
glutenu zb6z dzieli sie na 2 grupy: monomeryczne - prolaminy | (d. gliadyny) i oligo- lub
polimeryczne — prolaminy Il (d. gluteniny). Jak wynika ze schematu na rysunku 1,
pierwsze z nich podzielono ze wzgledu na masy czasteczkowe i ruchliwo$¢ w elektro-
forezie na: a -, B-, y- 1 ®, a drugie na mato- i wielkoczgsteczkowe (LMW i HMW). Frakcje
a-, B- 1 y- oraz LMW, ze wzgledu na znaczng zawartos¢ cysteiny (Cys) zalicza si¢ do
bogatych w siarke (S+), natomiast -prolaminy - do ubogich w siarke (S-). Frakcja HMW
(prolamin IT) ma pod tym wzgledem charakter posredni.

Sktad aminokwasowy prolamin zbdz pokrewnych klimatu umiarkowanego (pszenicy,
zyta i jeczmienia oraz pszenzyta) jest szczeg6lnie bogaty w Glu + Gln (ponad 90% jest w
formie amidu) — od 100 do 300 reszt/mol oraz Pro — od 30 do 130 reszt/mol; rowniez
Gly wystepuje w prolaminach HMW w znacznych ilosciach (do 120 reszt/mol). Natomiast
prolaminy sg szczegdlnie ubogie w aminokwasy egzogenne, zwlaszcza Lys, Met i Trp,
nieco wigcej zawieraja Phe 1 Tyr, a poziom Val, Leu i lle (z lancuchem rozgalezionym) jest
dostateczny w zywieniu. Pod tym wzgledem prolaminy zb6z maja wigc malg wartosé
zywieniowa i winny by¢ uzupeliane w zywieniu innymi zroédtami (Shewry, Tatham,
1990), np. biatkami roslin motylkowatych lub zwierzecymi.

Prolaminy sg odktadane w endospermie ziarniakéw w niewielkich ciatach biatkowych,
ktore powstajg wczesnie po zapyleniu, specjalnie w celu ich upakowania, a od 40 dnia
rozwoju ulegaja stopniowemu rozkltadowi. Przebieg syntezy poszczegdlnych biatek w
trakcie rozwoju ziarniakéw badali m.in. Huebner i wsp. (1990), a stan oksydacyjny —
Gobin i wsp. (1997). Przej$ciowa lokalizacja tworzacych si¢ biatek zapasowych w ciatach
biatkowych ma istotne znaczenie dla ich ochrony w czasie najmniejszej stabilnosci, a
pozniejsze uwolnienie ich od tej ochrony pozwala na utlenienie grup -SH i tworzenie
wigzan -S-S-, €0 z kolei prowadzi do maksymalnej ich stabilnosci; w procesie tym, jak
wiadomo (Kaczkowski, 2001), podstawowe znaczenie ma udziat tioredoksyny, jako
przenosnika protonow i elektronow.

Prolaminy pszenicy i zbdz pokrewnych

Z rysunku 1 wynika, ze do prolamin sg zaliczane obecnie zar6wno monomeryczne
biatka rozpuszczalne w 70% etanolu (d. a-, B-, y- i @-gliadyny), jak i kompleksy oligo- i
polimeryczne (LMW i HMW-gluteniny). Niezaleznie, biatka zboz dzieli si¢ na bogate w S
(S+) i ubogie w S (S-); do pierwszych naleza: a-, B- i y-gliadyny , w ktérych Cys tworzy
wigzania disulfidlowe -S-S- wewnatrz- i migdzyczasteczkowe oraz LMW-prolaminy
(nalezace do prolamin II); Cys tworzy w nich oba rodzaje wigzan -S-S-. Wspomniano, Ze
glownymi prolaminami (S-) s3 monomeryczne o-prolaminy, jak i polimeryczne HMW-
prolaminy II (gluteniny). Poszczegodlne frakcje wykazuja znaczny polimorfizm, a ich
sktadniki monomeryczne r6znig si¢ sktadem i sekwencja aminokwasow. Dodatkowo,
frakcje oligo- i polimeryczne (LMW i HMW) zawieraja skladniki (podjednostki)
zréznicowane pod wzgledem struktury i lokalizacji genéw sterujacych ich synteza.
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gluten pszenny gluteniny
wheat gluten wielkoczasteczk.
complex glutenin

prolaminy
prolamins

l
l l

zagregowane gluteniny monomeryczne gliadyny
aggregated glutenin monomeric gliadin
HMW LMW w- Y- Pp-
(S+) ‘ (S+) ‘ (§+) ‘ (S-)
spadek mas czgsteczkowych

molecular mass decrease

Rys. 1. Klasyfikacja bialek zapasowych ziarniakow zb6z — prolamin pszenicy
Fig. 1. Classification of cereal grain storage proteins — wheat prolamins

Tabela 1

Klasyfikacja bialek zapasowych ziarniakow zb6z — odpowiedniki frakcji prolamin pszenicy,

jeczmienia i Zyta

Classification of cereal grain storage proteins — relative prolamin fractions of wheat, barley and rye

Pszenica Jeczmien Zyto
Wheat Barley Rye
HMW HMW — glutenina D — hordeina HMW — sekalina
HMW —glutenin D— hordein HMW — secalin
s() ® — prolamina C — hordeina ® — sekalina
® — prolamin C — hordein ®» — secalin
S(+) pierwotne y —prolamina vy — hordeina vy — sekalina
S(+) primary y — prolamin y — hordein y — secalin 40 kDa
S(+) wtérne a — prolamina
S(+) secondary (monomer) o — prolamin — —
LMW LMW — prolaminy 8 — hordeina —
LMW — prolamins B — hordein —

vy —sekalina
y —secalin 76 kDa

Sktad podjednostkowy wymienionych frakcji mono- i oligomerycznych wykazuje
roznice dziedziczace si¢ w tzw. blokach (p. dalej) pomigdzy odmianami danego gatunku
zboza. Roznice te sg znacznie wicksze pomigdzy gatunkami spokrewnionymi w podro-
dzinie Triticeae, najbardziej popularnymi w naszej strefie klimatycznej — pszenica, zytem
i jeczmieniem. Sklad jakoSciowy i ilosciowy poszczegolnych frakeji przesadza o
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wlasciwosciach fizycznych tzw. biatka glutenowego (m.in. lepkosci i elastycznos$ci), co
wigze si¢ z uzytkowymi cechami technologicznymi — gléwnie w piekarstwie.

Charakterystyka frakcji bialek glutenowych zbéz

Jednym z podstawowych kierunkow badan biatek glutenowych, obok ich frakcjono-
wania 1 sterowania genetycznego syntezy poszczegolnych sktadnikow, byto od wielu lat
znalezienie frakcji, czy ich podjednostek (i ewentualnie sktadnikow niebiatkowych), ktére
maja gldowny wplyw na tworzenie szczegdlnych cech wiskoelastycznych, tzn. lepkosci,
spoistosci i elastyczno$ci glutenu odmytego lub ciasta. Cechy te, spotykane bardzo rzadko
u biatek naturalnych sg wykorzystywane w tworzeniu porowatej struktury ciasta o
szczegolnych wlasciwo$ciach reologicznych. Bialka naturalne tego typu okresla si¢ jako
elastomeryczne (Tatham, Shewry, 2000), a mechanizm powstawania tych cech jest obecnie
intensywnie badany. Pionierskie prace Finneya i wsp. (Hoseney i in., 1970), a nieco pozniej
Ewarta (1979) wskazaty wyraznie na dodatnie dziatanie niektorych frakeji biatkowych oraz
ich struktury pierwotnej i wtdrnej.

Prolaminy wielkoczasteczkowe (HMW)

Wystepujag one we wszystkich wymienionych gatunkach podrodziny Triticeae i u
pszenicy stanowig ok. 10% glutenu ogotem, a w europejskich zbozach sktadajg si¢ z ponad
30 podjednostek. Roznice alleliczne ich sktadu i liczby wykazaty istotny wplyw na wartos¢
wypiekowa maki (Payne i in., 1981). Ustalono, ze wystepuja wsrod nich 2 typy czasteczek
roznigcych si¢ M, (Shewry, Tatham, 1990) i sekwencja aminokwaséw: typu x wedrujace
w SDS-PAGE wolniej oraz typu y — szybsze; ich schematyczne struktury oraz M,
pokazano na rysunku 2. Oba typy podjednostek zawieraja znaczne ilosci Gly (14-19%
mol), Glu (37-39% mol w tym ok. 90% w formie amidu) i Pro (12-14% mol).
Wyizolowano szereg genow kodujacych te podjednostki HMW 1 ustalono sekwencje
aminokwasow na podstawie namnozonego w PCR cDNA. Roéznig si¢ one dlugoscia
tancuchow peptydowych w granicach od 627 do 827 reszt aminokwasow i M, od 67,5 do
88,13 kDa.

Jak wynika z rysunku 2, podjednostki te majg prosta struktur¢ pierwotng domen:
sekwencje niepowtarzalne w regionie N-konca (8 1-104 reszt aminokwaséw) i C-konca (42
reszty), flankujace centralny region domen powtarzalnych. Regiony niepowtarzalne
zawieraja wszystkie (lub prawie) reszty Cys (typ x — 3, typ y — 5). Natomiast regiony
powtarzalne oparte sg na trzech motywach: heksapeptydu i nonapeptydu (Pro-Gly-GlIn-
Gly-GIn-GIn oraz Gly-Tyr-Tyr-Pro-Thr-Ser-Pro/Leu/-GIn-Gln), ktére sa obecne w obu
typach podjednostek (x i y) oraz tripeptydu Gly-GIn-GIn, ktéry wystepuje tylko w
podjednostkach typu x. Ponadto motyw heksapeptydu wystgpuje w szyku podwojnym, a
nonapeptydu — jest rozrzucony w sekwencji. Wreszcie, w niektorych podjednostkach
wystepuja na obu koncach domen powtarzalnych reszty Cys (Shewry, Tatham, 1990).
Uwaza si¢, ze domeny powtarzalne tworzg si¢ w wyniku zjawisk amplifikacji i delecji
blokow reszt aminokwasow.
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Rys. 2. Cechy struktury podjednostek HMW glutenin (prolamin I1); a, struktura pierwotna
podjednostek; b) typy czeSciej spotykanych motywoéw powtarzalnych; c) schemat struktury II-
rzedowej jednostek x i y; d) model struktury IlI-rzedowej podjednostek; (1) — strefa N-koncowa; (2) -
domeny powtarzalne; (3) — strefa C-koncowa; (Shewry, Tatham, 1990, 1997)

Fig. 2. Structural features of HMW glutenin (prolamin I1) subunits; a) the primary subunit structures;
b) the types of most popular repetitive motifs; c) schematic secondary structures of x and y subunits;
d) a model of tertiary subunit structure; (1) N-terminal region; (2) — repetitive domains; (3)
C-terminal region; (Shewry, Tatham, 1990, 1997)
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Na podstawie badan spektroskopowych dichroizmu kotowego (CD) podjednostek
HMW oraz potwierdzenia na syntetycznych oligopeptydach odpowiadajacych domenom
powtarzalnym wykazano, ze fragmenty C- i N-kohcowe przyjmujg w roztworze konfor-
macj¢ a-helikalng, natomiast domeny powtarzalne maja nietypowa strukture lewoskretng
— B-helikalng. Na podstawie badan wtasciwos$ci hydrodynamicznych i spektroskopowych
sporzadzono model czgsteczki HMW, ktory ma ksztatt -laski” o wymiarach 44-45 x 1,8
nm, a $-spirala ma przesuniecie wzdhuz osi 13,5 reszt aminokwasowych na 1 obrot. Nalezy
zaznaczy¢, ze struktury B-helikalne wykazano dotychczas dla niewielu biatek naturalnych,
okreslanych jako elastomeryczne (Tatham, Shewry, 2000), ze wzgledu na ich wlasciwosci
gumowato-elastyczne i zdolno$¢ deformacji (bez rozrywania wigzan), czemu towarzyszy
gromadzenie i wyzwalanie energii.

Nowsze badania potwierdzily, ze frakcja HMW-gluteniny ma zasadniczy wplyw na
warto$¢ technologiczng (wypiekowa) pszenicy, co zbadano zaréwno przez wypiek
laboratoryjny, jak 1 warto$ci reologiczne. Jako$¢ zalezy nie tylko od poziomu tej frakcji,
ale 1 jej struktury podjednostkowej; podjednostki x majg w tej wspotzaleznosci wigkszy
wplyw, niz jednostki y. Dodatkowych argumentow w tym wzgledzie dostarczyto
poréwnanie frakcji HMW pszenicy i zyta (Kipp i in., 1996). Wykazano m.in., ze Zyto
zawiera tylko ok. 30% frakcji HMW w stosunku do pszenicy. W petni utleniona frakcja
HMW pszenicy ma znacznie wickszy wptyw na wlasciwosci reologiczne, niz zytnia; m.in.
ta druga zawiera wytgcznie podjednostki typu y, a pszenna — oba typy, cho¢ ruchliwosci
elektroforetyczne w SDS-PAGE u obu zb6z byly podobne; Nizszy poziom Glu + Gln
(zwlaszcza Glu) réznicuje ich elastyczno$¢, a 2-3-krotnie wyzszy poziom Cys $wiadczy o
odmiennym sposobie polimeryzacji. Wreszcie, zytnia frakcja HMW wykazuje wyzszy
poziom glikozylacji, co zmniejsza hydrofobowos¢ powierzchniowa w stosunku do frakcji
HMW pszenicy. Wymienione rdéznice wskazuja na znacznie mniejsza mozliwo$¢
tworzenia typowych kompleksdw w glutenie ziarniakow zyta, w poréwnaniu z pszenicag.

Biatka HMW wystepuja w nasionach zbdz (gldwnie pszenicy) w wielkoczastecz-
kowych kompleksach o M, 500-5000 kDa, a nawet wigkszej, stabilizowanych
migdzytancuchowymi wigzaniami disulfidowymi -S-S-. Wigzania te tworza si¢ gtdéwnie w
regionach C- i N-koncowych, gdyz tam lokuje si¢ wiekszo$¢ reszt Cys. W wyniku powstajg
liniowe polimery taczace tancuchy wg zasady -glowa-ogon" (Ewart, 1979), cho¢ sa
rowniez mozliwe rozgal¢zienia lub usieciowania, a takze wigzania -S-S- wewnatrz-
lancuchowe, np. w podjednostkach typu y. Sugeruje si¢, ze w strukturze podjednostek
HMW prolamin wystepuja roznice regularnosci w strefach powtarzalnych, odbijajace si¢
na jakosci technologicznej, ale nie sa one wyjasnione w szczegotach.

Istniejg wstgpne dowody dotyczace znacznego podobienstwa pomiedzy struktura
podjednostek HMW pszenicy i pokrewnych zb6z — D-hordeiny jgczmienia i HMW-
sekaliny, ale brak szczegotow w tym zakresie Obok podobienstw i r6znic z HMW-sekaling,
opisanych wyzej, wiadomo, ze sekwencje powtarzalne biatek jeczmienia i zyta, maja
znaczne podobienstwo z sekwencjami HMW pszenicy, jednak ich dlugos¢ jest zwykle
mniejsza, a hydrofobowos¢ wigksza. Opracowane nowe metody badania tych struktur,
Tacznie z biatkami innych gatunkow zboz pozwoli uzyska¢ wigcej informacji o strukturach
podjednostek (Kasarda i in., 1998; Wieser i in., 1998).
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Bialka prolaminowe ubogie w siarke (S-)

Jak wynika z rysunku 1, do biatek o malej zawarto$ci siarki nalezg w-prolaminy
pszenicy, a takze C-hordeina jeczmienia i o-sekalina zyta. Ich masy czasteczkowe wahaja
si¢ w granicach 44-78 kDa, przy czym najwigkszym rozrzutem odznacza si¢ @-prolamina
pszenicy, a najmniejszym - m-sekalina — 48-53 kDa (wigkszo$¢ struktur C-hordeiny jest
réwniez mato zréznicowana — 52-54 kDa). Frakcja ta stanowi 10-20% glutenu w
jeczmieniu 1 11% w zycie i1 pszenicy i odznacza si¢ szczegdlnie duza zawartoscig
Glu+GIn+Pro+Phe — w sumie do 80% reszt/mol, ale wystepuja tu duze rdznice w
podjednostkach sterowanych przez rézne genomy, np. z genomow A i D — najmniej, a z
genomu B — najwiecej. Wynika to ze zréznicowanej sekwencji domen powtarzalnych.
Réznice wystapity rowniez w regionie N-koncowym, jakkolwiek homologia w tym
pryypadku jest duza. Wszystkie one zawieraja znaczny poziom struktury p-helikalnej w
domenach powtarzalnych, jakkolwiek w niejednakowej zwartosci przestrzenne;j.

Sktadniki w-prolaminy pszenicy w zasadzie nie zawierajg Cys, natomiast towarzyszace
tej frakcji sktadniki o podobnej budowie i wlasciwosciach zawierajg kilka reszt tego
aminokwasu (uzyskiwane w hydrolizie bialeck HMW), sa okreslane jako D-prolaminy
(Masci i in., 1998). Dotychczas wyizolowano ok. 15 frakcji w-gliadyny, dla ktérych
sugerowano sktad aminokwasowy sekwencji powtarzalnych i N-koncowych oraz ustalono
potozenie gendéw kodujacych je — gltownie w pozycjach G1 i B1, na krotszym ramieniu
odpowiednich chromosoméw (Zhao i in., 1999; Du Pont i in., 2000) Zaréwno sekwencja
domen powtarzalnych (szczeg6lnie bogata w GIn i Pro), jak i pomiary widma dichroizmu
kotowego (CD) oraz IR wykazaly, ze podobnie do podjednostek HMW prolamin, s3 one
bogate w struktury p-helikalne. Ich poziom w biatku glutenu wzrasta (podobnie do HMW
prolamin) przy niedoborze siarki w glebie. Jest to o tyle niezrozumiale, ze w-prolaminy
pozbawione Cys nie moga tworzy¢ ani wewnatrz ani miedzylancuchowych wigzan -S-S-,
a wiec uczestniczy¢ w tworzeniu kowalencyjnych struktur polimeréw glutenu. Dlatego rola
tej frakcji biatek ziarniakdéw w tworzeniu cech jako$ciowych jest nadal zagadkowa.

Bialka prolaminowe bogate w siarke (+) (S+)

Z rysunku 1 wynika, ze do biatek bogatych w S nalezg prolaminy monomeryczne
typow: a-, B- 1 y- oraz oligomeryczne zwane frakcja matoczgsteczkowa (LMW). Stanowia
one najwicksza grupe, gdyz ich zawartos¢ siega 80% bialek glutenowych. Ze wzgledu na
znaczng zawarto$¢ reszt Cys sg one zdolne do tworzenia licznych wigzan -S-S-, jednak
biatka monomeryczne (prolaminy a-, B- i y) moga w zasadzie tworzy¢ tylko wigzania
wewnatrztancuchowe, a biatka oligomeryczne (LMW) — zar6wno wewnatrz, jak i
miedzytancuchowe. Monomery tej grupy bialek majg M, w granicach 36-44 kDa, a
wyjatkiem jest y-sekalina zyta, ktorej jedna frakcja ma mas¢ 75 kDa. Wreszcie, wszystkie
biatka tej grupy wykazujg podobne struktury podstawowe z bogata w Pro powtarzalng
domeng N-koncowa oraz domeng C-koncowa zawierajaca wszystkie (lub prawie) reszty
Cys. Domena powtarzalna jest zwykle poprzedzona od N-konca krétkim fragmentem
roéznicujgcym (np. sygnatowym). Struktura podjednostkowa typowych biatek pszenicy S+
jest podana na rysunku 3 (Shewry, Tatham, 1990).
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Podjednostki monomeryczne - a-, B- i y-prolaminy pszenicy

y-Prolaminy
Najbardziej rozpowszechnione w naturze sg biatka typu y-prolamin, gdyz oprocz zboz

wystepujg w nasionach licznych traw tagkowych; grupa ta jest ewolucyjnie najstarsza.
Gléwny motyw swkwencji powtarzalnej stanowi heptapeptyd: Pro-GIn-GlIn-Pro-Phe-Pro-
GIn (113 aminokwasow), a ubogie w Pro sekwencje (151 aminokwasow) zawieraja
wszystkie reszty Cys, w ktora biatka te sa szczeg6lnie bogate. Wigkszos¢ y-prolamin ma
charakter monomerdw, ale spotyka sie tez oligomery. Zgodnie z oczekiwaniami struktura
powtarzalna ma konformacj¢ B-helikalng, a C-koncowa — a-helikalng i stabilng. Wynika
stad, ze struktura y-prolaminy jest bardziej zwarta, niz ubogie w S w-prolaminy; bardzo
podobne struktury wykazano dla y-sekalin zyta oraz C-hordeiny jeczmienia.

Rola y-prolamin w ksztaltowaniu cech reologicznych biatek glutenu (i ciasta), mimo
intensywnych badan fizycznych nad ksztattem i wielkos$cig czasteczek (Thomson i in.,
1999) oraz chemiczno-technologicznych (Uthayakumaran i in., 2001) nie zostata
jednoznacznie wyjasniona. Sugeruje si¢, jednak, ze prolaminy typu y moga by¢ odpo-
wiedzialne za obnizanie maksimum rezystencji, ale podwyzszenie czasu rozwoju 1 sity
ciasta, jednak wnioski te oparto na pozytywnych korelacjach (Field i in., 1987). Z drugiej
strony frakcja y najsilniej emulgowata sposrod frakcji monomerycznych i wykazywata
najwigksza stabilno$¢ emulsji, a takze zdolno$¢ pienienia i stabilno$¢ piany; parametry te
byty nawet wigksze, niz u o-prolamin. Zachowania te, a takze wynikajace z pomiarow
spektralnych (CD i w niskokgtowym promieniowaniu X) oraz z obecnosci domen
powtarzalnych bogatych w Pro i Gln, potwierdzaja udziat struktur B-helikalnych w
tworzeniu charakterystycznych wilasciwosci wisko-elastycznych, typowych dla biatek
elastomerycznych. Ponadto, zawarto$¢ licznych reszt Cys w strukturach y-prolaminowych
stwarza mozliwo$¢ powstawania migdzytancuchowyh wigzan -S-S- (m.in. z peptydami
innych typow). Rowniez obecnoé¢ licznych aminokwasow o tancuchach niepolarnych
(Leu, Val, Ile) prowadzi do powstania sit hydrofobowych i mozliwosci kompleksowania
czasteczek z ich udziatem, co wykazano juz dawno (Datek-Zawistowska i in., 1975). Nie
wyjasniono dotychczas, w jakim stopniu udzial czasteczek typu y w tworzeniu
komplekséw glutenowych jest przypadkowy, a w jakim kontrolowany.

Prolaminy typu a- i -. Istnieje w zasadzie mato informacji dotyczacych prolamin typu
B, a znacznie wigcej - typu a; obecnie obie frakcje omawia si¢ razem jako a-prolaminy, a
typ P jest pojeciem historycznym (Tatham, Shewry, 1990). Frakcja ta wystepuje
przypuszczalnie tylko w pszenicy i nie jest spotykana w biatkach jeczmienia i Zyta.
Organizacja struktury monomerycznych czasteczek typu a jest podobna do typu v (rys. 3),
jednak regiony powtarzalne sa w mniejszym stopniu zakonserwowane i sktadajg si¢ z
rozrzuconych motywdOw Pro-GIn-Pro-GIn-Pro-Phe-Pro oraz Pro-GIn-GIn-Pro-Tyr.
Ponadto jednak region C-koncowy zawiera sekwencje poli-GIn. Spokrewniona z tymi
strukturami jest tzw. A-gliadyna, ktéra powstaje przez agregacj¢ czasteczek a przy pH
okoto 5,0 i w 5 mM KCI. W tych warunkach tworzy ona wtokna o §rednicy 8 nm. Widkna
te dysocjuja do podjednostek wykazujacych konformacje a-helikalng w okoto 34%; biatko
to ma ksztalt globularny o stosunku osiowym 3,4:1.
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Peptydy pozyskiwane z A-prolaminy maja w regionie N-koncowym, zgodnie z
przewidywaniem, konformacj¢ B-helikalng w przewadze, nieco struktury o-heliksu,
pasmowej 3 oraz nicuporzagdkowanej. Co prawda konformacja [ jest mniej uporzadkowana
W poréwnaniu np. z y- i @-prolaminami, co sugeruje mate prawdopodobienstwo tworzenia
w ich strukturach regularnego B-heliksu. Natomiast region C-koncowy, podobnie do
uprzednio omawianych frakcji, ma w znacznej przewadze struktury a-helikalne.

12 125 276
NHZ“(U‘ 2) ‘ (3) }»COZH y-prolamina
\
SH SH SH SH SH SH SHSH
95 266
NH,— 1 @ [ 3) -COH  a-prolamina
{ N 3 7Y
SH SH SH SH SH SH
14 89 285 .
NHZ{ 1 | ) ‘ 3) |—C02H A-prolamina
[ [ [
SH SH SHSHSH SH SH
79 274 .
B1-hordeina
NH’—{ 2) ‘ : (3|) : %COZH polimer
SH SH SH SH SH SH SH

Rys. 3. Schemat poréwnujacy struktury I-rzedowe wazniejszych S(+) prolamin; (1), (2) i (3), jak w rys.
2; strefa zaciemniona w a-prolaminie — region poli-GIn (Shewry, Tatham, 1990)
Fig. 3. Schematic comparison of primary structures of most important S(+) prolamins; (1), (2) and (3),
as in Fig. 2; the darkened region in a-prolamin — poly-GlIn sequence (Shewry, Tatham, 1990)

Matoczasteczkowe, oligomeryczne sktadniki bogate w siarke (LMW)

Frakcja LMW-glutenin wystepuje w ziarniakach jeczmienia jako hordeina B oraz
pszenicy — jako LMW-glutenina (prolamina II). Sktada sie¢ ona z wielu typoéw
podjednostek podstawowych taczacych si¢ w kompleks z udziatem migdzytancuchowych
wigzan -S-S-. Roznica miedzy ta frakcja, a omoéwiona wezesniej frakcja HMW-glutenin
polega na wickszej ruchliwosci elektroforetycznej podjednostek podstawowych. Przez
redukcje frakcji LMW lub depolimeryzacjc w SDS uzyskuje si¢ znacznie wigcej
indywidualnych jednostek (Altenbach, 1998). Frakcja ta doczekala si¢ intensywnych prob
charakteryzacji (m.in. u gatunkdéw prymitywnych), wykazania genéw je kodujacych
(Masciiin., 1998; Lee i in., 1999), a takze mechanizmoéw biosyntezy.

Podjednostki S(+) polimerycznych prolamin (LMW) pszenicy zawieraja z reguty krotka
sekwencj¢ niepowtarzalng przy N-koncu (ktéra moze zawiera¢ 1 czasteczke Cys dotaczong
do domeny powtarzalnej bogatej w Pro i Gln), ztozong zwykle z motywdéw hepta- lub
oktapeptydowych, ulozonych w rozrzuceniu. Poszczegdlne podjednostki wykazuja
znaczne zroéznicowanie tych sekwencji; wykryto ich dotychczas ponad 40, a szczeg6lnie
wiele izolowano z prymitywnych form pszenicy (np. Tr. boeoticum, Tr. urartu). Do
czesciej spotykanych naleza motywy: Pro-GIn-GIn-Pro-Pro-Pro-Phe-Ser oraz GIn-GIn-

13




Jerzy Kaczkowski

GIn-GlIn--Pro-Val-Leu. Widmo CD podjednostek jest w zasadzie podobne do o- i y-
prolamin: od C-konca zgromadzone sg struktury o konformacji a-heliksu (ok. 35%), a od
N-konca — typowe ukltady pB-helikalne. Te ostatnie wydajg si¢ mniej regularne i
przypominajg bardziej struktury a- niz y-prolaminy, gdyz ta ostatnia ma bardziej sprecy-
zowane domeny o skrecie B. Wspomniana roznorodno$¢ motywow powtarzalnych
charakteryzuje sie znaczng iloscig Gln (30-50% mol) i Pro (10-30% mol), a przynajmniej
w czesci wystepuje His, Val, Leu, Ser, Phe, co wskazuje na réznice w ich polarnosci. W
domenach powtarzalnych moga wystepowac rowniez (1 lub kilka) reszty Cys (p. dalej).

Trudnos$ci w badaniu struktury podjednostek i kompleksow LMW-glutenin wynikaty z
wielosci ich rodzin genowych kodujacych je, z niedoskonatych metod oczyszczania i z
mniejszej rozpuszczalnosei niektorych podjednostek (Cassidy i in., 1998). Po zastosowaniu
nowych procedur podzielono frakcje LMW na 2 typy podstawowe: LMWs i LMWm,
przyjmujac za podstawe sekwencje aminokwasow N-kofncowych: typ s ma sekwencje Ser-
His-lle-Pro-Gly-Leu, a typ m - Met-Glu-Thr-Ser-His-Cys-Arg-lle-Pro-Leu. Pierwszy typ
(s) jest w przewadze i ma wigksza M, (35-45 kDa); a typ m ma t¢ warto$¢ o wigkszym
rozrzucie (30-45 kDa), a jego podtyp histydynowy jest gtownym takim sktadnikiem w
odmianach hodowlanych. Najrzadziej wystepuje podtyp cysteinowy (Lew i in., 1992).
Szczegolnie interesujace sa podjednostki zawierajace Cys w pozycji 5 podtypu m, gdyz
majg one dodatkowg mozliwos$¢ tworzenia migdzytancuchowego wiagzania -S-S-, mimo ze
spotykana jest najrzadziej sposrod izolowanych struktur (Masci 1 in., 1998); mogg one
zawiera¢ nawet 2 reszty Cys. Zaleznie od liczby reszt Cys moze ona oddziatywaé
pozytywnie lub negatywnie na wiskoelastyczne wtasciwosci glutenu. Niezaleznie od
obecnosci Cys w regionie N-koncowym, stwierdzono reszte(y) tego aminokwasu w
regionie sekwencji powtarzalnych obu typow (s i m — D’Ovidio, 1993).

Znaczne podobienstwo do LMW-gliadyn wykazuje B-hordeina jgczmienia, ktora
zbadano w wiekszym stopniu w zakresie struktury i kodujacych genéw; réwniez u niej
wykazano znaczny polimorfizm monomerdéw, obejmujacy takze sekwencje motywow
powtarzalnych, mas czasteczkowych i warto$ci pl.

TWORZENIE UKEADOW ZEOZONYCH BIALEK ZAPASOWYCH PSZENICY

Struktury elastomeryczne bialek naturalnych

Bialka elastomeryczne sg spotykane czgsto w tkankach zwierzgcych, gdzie dzigki swej
konstrukcji pelnig istotne funkcje fizjologiczne. Odznaczaja si¢ one elastycznos$cig i
sprezystoscia, pozwalajacymi na znaczne deformacje bez rozrywania czasteczek, a wiec sa
zdolne do gromadzenia energii pobieranej przy deformacji i odzyskiwanej przy powrocie
do konformacji wyjsciowej (Tatham, Shewry, 2000). Drugi etap przemiany ma tu charakter
pasywny i nie wymaga dostarczania energii. Do typowych biatek zwierzecych nalezg np.:
abduktyna wspotdziatajaca u §limakow w sprezystym zamykaniu okryw, biatka jedwabiu
i pajeczyny, elastyna naczyn krwiono$nych, czy skory oraz konnektyna (tytyna),
odpowiedzialna za sprezystos¢ miofibryli w mig$niach kregowcow, i inne. U roslin biatka
elastomeryczne spotykane sa rzadziej i wyrdznia si¢ wsrdod nich: ekstensyne,
odpowiedzialng za sprezystos¢ Scian komorkowych oraz biatka zapasowe zboz
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(glutenowe), ktorych wilasciwosci elastyczne sa eksploatowane w przemysle piekarskim

(Shewry, Tatham, 1990).

Zdolno$¢ biatek do eksponowania wlasciwosci gumowato-elastycznych odnosi si¢ do
ich struktury polimerycznej, przy czym musza one spetnia¢ 2 kryteria:

— 1. poszczegolne monomery winny by¢ gietkie i konformacyjnie swobodne (aby mogty
reagowac szybko na przytozona sile,

— 2. monomery winny by¢ usieciowane tworzac tréjwymiarowy polimer; wigzania
sieciujace moga by¢ kowalencyjne lub niekowalencyjne. Wickszos¢ biatek elasto-
merycznych taczy w swych czasteczkach elastyczne domeny w monomerach z
domenami zdolnymi do sieciowania. Dlatego wiskoelastyczne wiasciwosci biatek
winny by¢ zalezne od dtugosci i cech domen elastycznych oraz stopnia ich usieciowania
(Tatham, Shewry, 2000; Parchment i in., 2000). O ile kompleksy sa trudno
rozpuszczalne w wodzie, to podjednostki — zwtaszcza w regionach powtarzalnych, sg
rozpuszczalne, gdyz w miar¢ depolimeryzacji i rozpadu wigzah wodorowych uwalniaja
si¢ (tworza sie wigzania wodorowe migdzy biatkiem (Gln) i woda.

Z badan Fielda i wsp. (1987) oraz Miles i wsp. (1991) wynika, ze prawie wszystkie
biatka wystepujace w kompleksie glutenowym spetniajg (choéby cze$ciowo) zalozenia
struktur biatek elastomerycznych. Wykazano zwlaszcza, ze znaczng cze$¢ tancucha
podjednostek (monomerdéw) stanowia mniej lub bardziej regularne motywy powtarzalne
zdolne do przyjmowania drugorzedowej struktury P-helikalnej, oraz ze im bardziej
uporzadkowane i im dluzsze sa te regiony, tym wigkszy wptyw na elastyczno$¢ moze miec
dana czasteczka. Sekwencje powtarzalne w monomerach réznych frakcji glutenu
pszennego roznig si¢ budowa motywow, ich utozeniem i dlugoscia, ale wszystkie
przyjmuja podobna strukture Il-rzedowa w formie lewoskretnej f o réoznym stopniu
skrecenia. Skregcenie to jest okres§lonym stanem rownowagi miedzy skrgtem oraz
modelowym skreceniem poli-L-proliny typu Il. Stopien tej réwnowagi zalezy od
temperatury, rodzaju rozpuszczalnika oraz stopnia uwodnienia (Tatham, Shewry, 1995).
Sugeruje sig, ze stan tej rownowagi, przynajmniej w niektorych frakcjach glutenu, ma
zasadnicze znaczenie dla wlasciwosci wiskoelastycznych glutenu; np. we frakcji HMW-
gluteniny; jej zmiana dokonuje si¢ zaleznie od stopnia utlenienia grup -SH do wigzan -S-
S-, a wigc stopnia usieciowania polimeru.

Sita tworzenia stanu elastycznos$ci wynika ze spadku entropii przy rozcigganiu i zostaje
wyzwolona przy zniesieniu napre¢zenia. Co prawda badania w NMR wskazuja, ze
mechanizm entropii w petni pasujacy do dziatania elastyny, jako elastomeru, wykazuje dla
biatek HMW-gluteniny pewne odchylenia, ktore wymagatyby uscislenia (Belton i in.,
1994).

Wiazania disulfidowe -S-S- a struktura bialek glutenu

Wiadomo od dawna, Ze wigzania disulfidowe (-S-S-) tworzace si¢ pomigdzy grupami -
SH reszt Cys w warunkach utleniajacych, sa jednym z gtéwnych elementow struktury
bialek glutenowych pszenicy i innych zb6z (Bloksma, 1973; Kaczkowski, Bernacka-
Mieleszko, 1980). Migdzy innymi, na podstawie ich poziomu podzielono frakcje wcho-
dzace w sktad kompleksu glutenowego na: bogate w S (S+) - a-, B- i y-prolaminy oraz
frakcja LMW), ubogie w S (S-) — o-prolaminy oraz HMW-gluteniny — o posrednim
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poziomie S. Wspomniano tez o podziale na sktadniki monomeryczne oraz oligo(poli)-
meryczne (frakcje LMW 1 HMW). Pierwsze z nich: a- i y-prolaminy moga tworzy¢
wigzania -S-S- w obrebie jednego tancucha (wewnatrztancuchowe) i nie sg zdolne do
polimeryzacji, natomiast frakcje LMW i HMW tworza zarowno wewnatrz- jak i mi¢dzy-
fancuchowe wigzania -S-S-. Te ostatnie s3 wtedy podstawa tworzenia struktur polime-
rycznych (usieciowanych). Pewnym odstepstwem jest tu zdolno$¢ kompleksowania
monomerycznej y-prolaminy z biatkami innych frakcji, np. LMW — réwniez z udziatem
miedzyczasteczkowych wigzan -S-S- (Datek-Zawistowska i in., 1975; Lew i in., 1992).
Kilka takich zespotéw — tym razem y-prolamin z jednostkami HMW uzyskano w
pracowni Wiesera (Koechler i in., 1993).

Wykazano np., ze y-prolaminy zawieraja 8 reszt Cys w domenie C-koncowej
niepowtarzalnej, w znacznym skupieniu; 6 analogicznie zlokalizowanych reszt Cys
wystepuje rowniez w a-prolaminie. Mato informacji uzyskano dotychczas o strukturach
LMW, jakkolwiek wiadomo o wystepowaniu w ich sktadzie 3 typow monomeroéw (na
podstawie ruchliwo$ci w SDS-PAGE) — B, C i D, z ktorych ostatni jest, przeciwnie do
pozostatych, ubogi w Cys. Najbardziej rozpowszechniony jest typ B o zakresie M, 40—
50 kDa (Lew i in., 1992). Wiasnie z tego typu wyodrebniono frakcje LMWm i LMWs,
wspomniane wyzej. Wszystkie frakcje LMWm zawieraja po 6 reszt Cys, zlokalizowanych
w miejscach analogicznych, jak w y-prolaminie; ich sekwencja (wyznaczona na podstawie
wyizolowanego cDNA) zawiera ponadto w regionie niepowtarzalnym 3-4 dalsze reszty
Cys. Sadzi si¢, ze wlasnie one sg aktywne w powstawaniu polimeréw przez tworzenie
wigzan -S-S-. Jednostki typu D, jak wspomniano, ubogie w Cys, okazaty si¢ pod wieloma
wzglgdami podobne do frakcji w-prolaminy, ktéra moze zawieraé 1 reszte Cys, a wiec
kompleksowac¢ np. z biatkami LMW.

Najbardziej ztozong budowe i najwigksze zainteresowanie badaczy wykazuje bardzo
zroéznicowana i polimeryczna frakcja HMW o rozbudowanej strukturze IV-rzedowej. Jak
wspomniano, w ich budowie wystepuja 2 typy monomeréw: x i y o specyficznych
sekwencjach motywéw powtarzalnych. Wszystkie maja 3 podobne domeny: N-koncowa
(84-104 reszty aminokwasow), C-koncowa (42 reszty) oraz bardzo rozbudowany region
powtarzalny (481-681 reszt). Monomery typu y zawierajg 6 reszt Cys, z ktorych 5 jest
wbudowanych w region N-koficowy, a 1 — w C-koncowy. Dodatkowa reszta Cys jest
wbudowana w poblizu C- lub N-konca strefy powtarzalnej (zaleznie od pochodzenia
genetycznego monomerow). Reszta Cys blizej N-konca obecna w monomerze 1Dx5
wydaje sie szczegoOlnie aktywna w sieciowaniu kompleksow glutenowych, gdyz jej
obecnos$¢ wiaze si¢ ze znaczng poprawa wartosci wypiekowej pszenicy. Monomery typu x
zawieraja o 2 reszty Cys mniej, niz typu y (brak Cys-3 i Cys-4), natomiast pozostale reszty
Cys ze stref niepowtarzalnych stwierdzono we wszystkich izolowanych dotychczas
monomerach. Jednak w niektorych, reszty Cys-2 i Cys-5 sg podstawione resztami Tyr (np.
w monomerze 1Bx20 typowym dla Tr. durum), co znacznie ostabia jej zdolnos¢
sieciowania. Warto wreszcie zwroci¢é uwage, ze wbudowanie reszt Cys w sekwencje
niepowtarzalne jednostek HMW jest podobne do y-prolaminy (np. w SC4 i SC5 w uktadzie
Met-Arg-CysCys-GIn-GIn-Leu w  HMW i  GIn-GIn-Cys-Cys-GIn-GIn ~ w
v-gliadynie. Wiadomo, ze reszty Cys obecne w tancuchach peptydowych monomerow
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mogg uczestniczy¢ w tworzeniu wigzan wewnatrz- lub migdzyczasteczkowych. Na
podstawie hydrolizy monomeréw specyficznymi peptydazami i analizy uzyskanych
peptydow (Koch i in., 1995) okresla si¢ reszty Cys uczestniczgce w tworzeniu jednego Iub
drugiego typu wigzan -S-S- (Koechler i in., 1991; Tao i in., 1992). Przy uzyciu tej metody
uzyskano po raz pierwszy bezposredni dowdd na tworzenie kompleksow migdzy y-
prolaminami i kompleksami HMW. W podobny sposob wykryto 1 przypadek tworzenia
wigzan -S-S- pomigdzy dwoma okres§lonymi monomerami pochodzacymi z frakcji LMW
1 HMW, co wskazuje, ze rowniez taka interakcja jest mozliwa.

Wiele badan prowadzono w kierunku wyjasnienia stopnia specyficznosci tworzonych
sieciujacych wigzan -S-S- (przeglad - p. Veegels i in., 1996; Shevry, Tatham, 1997). Na
podstawie szczegdtowych danych mozna ustali¢, ze udziat poszczegdlnych reszt Cys w
tworzeniu tych wigzan jest specyficzny, nie tylko pod wzgledem wewnatrz- lub
miedzyczgsteczkowego ich charakteru, ale w przypadku tych drugich — réwniez pomig¢dzy
okreslonymi typami podjednostek. To ostatnie dotyczy zresztg nie tylko ich przynaleznosci
frakcyjnej (HMW, LMW, y-prolamin), ale rowniez drobniejszych rdznic mi¢dzy nimi,
wynikajacych zarowno z rodzaju genomu, jak i lokalizacji okreslonych genow kodujacych
te podjednostki. Wydaje si¢ jednak, ze nie wszystkie kryteria uzyskiwanych wynikoéw
moga prowadzi¢ do jednoznacznych wnioskow (np. reologia ciasta i glutenu, wartos¢
wypiekowa — Rogers i in.,, 1991; Bekes i in., 1994), a wielo$§¢ mozliwosci
kompleksowania monomeréw jest ogromna, wiec uzyskanie w tym zakresie Scistych
mechanizméw, nie wydaje si¢ w najblizszym czasie mozliwe. Istotne natomiast jest
stwierdzenie udzialu w tworzeniu frakcji HMW zaréwno monomeroéw typowych dla niej,
jak i jednostek typowych dla LMW, czy nawet struktur monomerycznych - y- lub nawet a-
prolamin (Koehler i in., 1993; Shani i in., 1992). Te stwierdzenia dodatkowo zwigkszyty
liczbe mozliwych monomeréw, ktére moga uczestniczy¢ w budowie wielkich kompleksow
glutenowych tworzacych si¢ w ziarniakach zboz.

Tworzenie wigzan niekowalencyjnych

Przy okazji dyskusji nad sieciowaniem czasteczek, w wyniku ktérego tworza sie¢
kompleksy biatkowe, warto wspomnie¢ o innej mozliwosci kompleksowania. Ukazatly si¢
dane wskazujace na udzial transglutaminazy (R-glutaminylo-peptydo-aminogluta-
mylotransferazy — TG — EC 2.3.2.13) w modyfikowaniu struktury biatek; poczatkowo
dotyczyty one leguminy grochu (1993), a ostatnio biatek glutenu pszennego (Larre i in.,
2001, Koeksal i in., 2001). Transglutaminaza moze katalizowa¢ zwigzanie biatka
rozpuszczalnego z nierozpuszczalnym, polimeru HMW, na skutek tworzenia innych niz -
S-S- wigzan sieciujacych, miedzy y-amidowa grupa Gln i e-aminowa grupa Lys. Scislej —
enzym katalizuje przeniesienie acylu migdzy zwigzang peptydowo resztg Gln oraz aminami
I-rzedowymi. Gdy grupy e-aminowe Lys zwigzanej peptydowo dziataja jako akceptory
acylow, tworzag si¢ wewnatrz- lub migdzylancuchowe wigzania izopeptydowe - &-(y-
glutamylolizynowe). Szczegdlnie podatne na rodzaj sieciowania sa biatka glutenu pszenicy
bogatego w Gln. Wykazano pozytywny wplyw zwigkszonej aktywnosci TG na poprawe
wlasciwosci reologicznych biatka i ciasta, przy czym réwnoczesny dodatek Lys miat
dziatanie dodatnie dwojakie — jako jeden z substratow reakcji TG, a dodatkowo — jako
uzupetnienie najbardziej deficytowego aminokwasu egzogennego. Na tej zasadzie dajg si¢
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zreszta dodatkowo kompleksowaé z glutenem niektore biatka zwierzgce (Moteki, Nio,
1983), co znajduje zastosowanie w zywieniu. System ten moze tez przeciwdziata¢ szkodom
przedzniwnym wywotanym przez zotwinka zbozowego (Eurygaster maura) lub lednice
zbozowa (Aelia sp.) — oba z rodziny pluskwiakéw, ktorych enzymy proteolityczne
znacznie obnizajg warto$¢ technologiczng maki. Jednak mato jest dotychczas informacji
teoretycznych o sieciowaniu tego typu.

Formowanie i rozklad wigzan -S-S- w bialkach zapasowych

Istnieja dyskusje o celowosci fizjologicznej tworzenia w ziarniakach zboz biatek
elastomerycznych, wykazujacych dwa zasadnicze elementy, komplikujagce w znacznym
stopniu strukture ich czasteczek: gigtkos¢ 1 plastyczno$é ich monomeréow oraz wysoki
stopien usieciowania z udzialem kowalencyjnych wigzan -S-S-. Jedyng dotychczas
poznang funkcjg biatek zapasowych nasion (w tym ziarniakow zbo6z) jest tworzenie
rezerwy kompletu aminokwasow, ktore po hydrolizie biatek, towarzyszacej kietkowaniu,
stanowig substrat azotowy dla rozwijajacego si¢ zarodka. Jedyna nasuwajaca si¢ sugestia
wyjasniajacg t¢ zagadke sg koncowe etapy syntezy bialek zapasowych ziarniakdéw, m.in.
upakowanie powstajacych czasteczek w tzw. cialach biatkowych (co chroni je przed
proteolizg we wczesnej fazie dojrzewania) oraz rozktad tych ciat z uwolnieniem biatek w
celu ich dalszej obrébki przy dojrzewaniu (Kgczkowski, 2000). Uznano, ze upakowanie w
ciatach biatkowych winno by¢ bardzo efektywne, tzn. zwarte i proces ten wymaga znacznej
elastycznosci czasteczek biatkowych (Shewry, Tatham, 1997).

Biatka uwolnione z cial biatkowych (ulegajacych roztozeniu), ok. 40 dni po zapyleniu
podlegaja stabilizacji w stosunku do czynnikow chemicznych i enzyméw w celu przecho-
wania ich w tym stanie do momentu kietkowania ziarniakéw. Zanim jednak rozpocznie si¢
ich proteoliza, musi nastapi¢ redukcja sieciujacych je wigzan -S-S-, co powoduje
depolimeryzacj¢ do monomeréw i dostepnos¢ wigzan peptydowych dla peptydaz.

W ostatnich latach wykazano, ze zarowno w procesie utleniajagcym, jak i w redukcyj-
nym, rozpoczynajacym kietkowanie uczestniczy poznany wczesniej (Buchanan, 1980), a
wykazany rowniez w ziarniakach w latach 90-ych przenos$nik elektronéw i1 protonow —
tioredoksyna — TR (Kobrehel i in., 1992), ktory posredniczy jako ich dawca lub akceptor
w przemianie odwracalnej.

2HT+2e”

2-SH -S-S-

Udziat tego przenosnika w przemianach roslinnych, a m.in. polimeryzacji i depoli-
meryzacji biatek glutenowych ziarniakow zbdz opisano w przegladach (Meyer i in., 1999;
Kaczkowski, 2000, 2001).

Znane sg obecnie 3 formy tioredoksyny: f, m i h, z ktérych tylko ostatnia (TR h)
cytosolowa uczestniczy w oksydoredukcyjnych przemianach bialek glutenowych; opisano
dotychczas 5 form strukturalnych TR h oraz kilka zwigzkéw o podobnych strukturach Jak
podano uprzednio (Kaczkowski, 2001) TR h jest niewielkim biatkiem (ok. 13,4 kDa)
zawierajgcym aktywng sekwencje Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-, ktérej 2 grupy -SH posrednicza
w przekazywaniu protonow i elektronéw. Nalezy przypomnie¢, ze TR h dziata w uktadzie
kaskadowym i w zasadzie odwracalnym. W kierunu redukcyjnym uktad ten czerpie H" i e’
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z NADPH i sg one przenoszone kolejno przez FAD, reduktaze tioredoksyny (TRR) i TR,
z ktorej sa przekazywane na akceptor koncowy przez specyficzng reduktazg. Jednym z
akceptorow sa wlasnie wigzania -S-S- sieciujgce kompleksy biatkowe dojrzalej pszenicy;
w wyniku redukcji nastgpuje depolimeryzacja bialek (Gobin i in., 1996). Warto
przypomnie¢, ze NADPH jako -réwnowaznik redukcyjny" w przemianie materii powstaje
dwiema drogami: w organizmach zdolnych do fotosyntezy w chloroplastach w fosforylacji
fotosyntetycznej niecyklicznej, a w pozostatych - w wyniku bezposredniego utlenienia
glukozy w cyklu fosforanow pentoz. System redukcyjny TR/NADPH okazat si¢
rownocze$nie wysoce specyficzny do redukcji wigzan -S-S- w biatkach glutenowych
(Kobrehel i in., 1992), a takze, ze TR h stanowi wczesny (pierwotny?) sygnat dla
kietkowania (Lozano i in., 1996; Kobrehel, Buchanan, 1997). Obie obserwacje
potwierdzaja specyficzng role TR h w redukcji wigzan -S-S- w biatkach zapasowych zboz.

Stwierdzono réwnoczes$nie, ze kietkowaniu ziarniakow zb6z i redukcji wigzan -S-S- w
biatkach glutenu towarzyszy dezaktywacja bialkowych inhibitorow hydrolaz, ktorych
obecno$¢ dodatkowo stabilizuje biatka i skrobi¢ w dojrzatych ziarniakach. Sa to znane od
wielu lat matoczasteczkowe biatka hamujace aktywnos¢ trypsyny (I’jao i in., 1992), np.
sojowy inhibitor Kunitza, Bowmana-Birka, a takze inhibitor a-amylazy/subtylizyny
obecny w ziarniakach zboz (Kobrehel, Buchanan, 1991). Synchronizacja procesu kietko-
wania z redukcjg wigzan -S-S- w biatkach zapasowych 0 zniesienie zahamowania
aktywnosci hydrolaz przez redukcje wigzan -S-S- w inhibitorach z udziatem TR h wydaje
si¢ w pelni logiczna i moze stanowi¢ jeden z czynnikow regulacyjnych, tym bardziej, ze
biatlkowym inhibitorom hydrolaz wystepujacym w zewnetrznych warstwach okrywy
OWOCOWO-nasiennej, przypisuje si¢ rowniez funkcje fizjologiczng ochrony ziarniakow
przed trawieniem w przewodzie pokarmowym zwierzat w warunkach naturalnych (gdy
ziarniaki nie sg uszkodzone mechanicznie).

Ostatnio wykazano rowniez udziat TR h w dojrzewaniu biatek zapasowych ziarniakdw,
a wigc dziatanie w kierunku odwrotnym do opisanego wyzej (Gobin i in., 1997). Wtedy
system wspoétdziatajacy z TR h odbiera protony i elektrony z grup -SH Cys wmontowanej
w lancuchy peptydowe i tworza si¢ wigzania -S-S-, zardbwno wewnatrz- jak i
migdzyczasteczkowe. Powstawanie tych ostatnich (sieciujgcych) powoduje polimeryzacje
monomerdw i wytwarzanie komplekséw. Tworzenie ich zwigksza stabilnos¢ czasteczek w
stosunku do rozpuszczalnikéw i enzymOw np. peptydaz, przez maskowanie wigzan
peptydowych. System dziatajacy w tym kierunku okazat si¢ tez specyficzny w stosunku do
biatek glutenowych, nie dziatat np. na grupy -SH Cys wbudowanej w peptydy albumin i
globulin. Na ile specyficzne jest atakowanie reszt Cys w zaleznosci od ich lokalizacji, nie
zostato dotychczas wyjasnione. Wykazano wreszcie obiektywna mozliwos$¢ przebiegu
utleniania grup -SH, gdyz maksymalne stezenie TR h i wspotdziatajacych z nig reduktaz,
przypada na okres od 40 dnia po zapyleniu, gdy ciata biatkowe (w ktorych jednostki
monomerdw byty upakowane), zaczety sie rozktadaé, uwalniajac biatka. W tym czasie
wysoki stopien uwodnienia i znaczna aktywno$¢ proteolityczna stwarzaty odpowiednie
warunki dla proteolizy zredukowanych monomeréw. Dlatego ich utlenianie i
polimeryzacja maja istotne znaczenie zabezpieczajace.
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Biatka zbéz a celiakia

Celiakia jest chorobg uwarunkowang genetycznie polegajgcg na uczuleniu na prolaminy
ziarna zbo6z. Pod ich wplywem nast¢puje uszkodzenie §luzowki jelita cienkiego. Skutkiem
tego powstajg istotne zmiany histologiczne kosmkow jelitowych oraz niewydolno$¢
trawienia i zwigzane z tym skutki (Tatham, Shewry, 1995). Mechanizm dziatania prolamin
jako alergenu wywotujacego celiakie, nie zostal wyjasniony, a gldwna uwaga badaczy bylta
poczatkowo zwrOcona na o- i PB-prolaminy. Badania dotyczyly glownie peptydow
uzyskiwanych w hydrolizie oczyszczonych frakcji prolamin przez enzymy trawienne;
okazato sig¢, ze frakcja o M, 7 7-8 kDa uzyskiwana z wszystkich prolamin: a-, -, y- 1 ©-
(Vu., Popineau, 1987) byly réwnie aktywne, podobnie, jak frakcje niehydrolizowane
(znaczng aktywnoS$cia odznaczat si¢ rowniez inhibitor a-amylazy/subtylizyny, izolowany
z pszenicy (Simonato i in., 2001). Odpowiedzialne peptydy zawieraty znaczne ilosci Pro i
Gln, a czesto powtarzanymi motywami w ich sekwencjach byty: Pro-Ser-GIn-Gln oraz Pro-
GIn-GlIn-Pro-; ten drugi stwierdzono w domenach powtarzalnych sekwencji uzyskanych z
bialek ubogich w S ( -prolaminy). Tanabe 1 wsp. (1996) wykazali, ze pentapeptyd Gln-
GIn-GIn-Pro-Pro  stanowit minimalng strukture pierwotng epitopu wigzacego
immunoglobuliny E (IgE), a jego N-koncowa reszta Gln i dwie reszty Pro byly zasadnicze
dla petienia funkcji epitopu. Dotaczenie reszty acetylowej do wymienionego peptydu od
N-konca dodatkowo wzmagato efekt alergiczny u pacjentéw z celiakig. Z rozwazan tych
wynika, ze proteoliza wszystkich monomerycznych frakeji biatek glutenowych prowadzi
do powstania oligopeptydéw o dziataniu alergicznym, natomiast rozpad frakcji HMW i
LMW nie prowadzi do takiego efektu. Przedstawiona wiasciwo$¢ immunologiczna
pozwolita na opracowanie metod oznaczania obecnosci glutenu w produktach
zywnos$ciowych (waznych w zywieniu pacjentow uczulonych na biatka pszenicy). Polegaja
one na reakcji precypitacji przeciwciata poli- lub monoklonalnego (Kaczkowski i in., 1985)
oraz bardziej precyzyjnej ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

W uzupehieniu nalezy wspomnie¢ o informacji wskazujacej, ze ograniczona redukcja
biatka przez TR h powoduje obnizenie toksycznego dziatania produktow trawienia biatek
pszenicy (Buchanan i in., 1997). By¢ moze, poprzedzajaca redukcja wigzan -S-S- wptywa
na zmieniong kolejno$¢ hydrolizowanych wigzan peptydowych, co moze prowadzi¢ do
tworzenia peptyddw o innej sekwencji aminokwaséw i 0 mniejszym powinowactwie do
IgE.

FUNKCJE FRAKCJI BIALEK ZAPASOWYCH ZBOZ W KSZTAL TOWANIU
WLASCIWOSCI WISKOELASTYCZNYCH CIASTA

Jak wspomniano, jedyna uznawang funkcja biatek zapasowych ziarniakéw zboz jest
przechowanie niezb¢dnych aminokwasoéw i ich dostarczenie przy kietkowaniu i rozwoju
ziarniakow. Z drugiej strony, wiekszo$¢ frakcji wchodzacych w sktad glutenu ma strukture
typowa dla bialek elastomerycznych, tzn. odpowiedzialng za gigtko$¢ i elastycznosc
podjednostek w roztworze (zwigzang z PB-helikalnymi domenami powtarzalnymi) oraz
mozliwo$¢ usieciowania licznych monomeréw w wielkoczasteczkowe twory (np.
migdzyczasteczkowymi wigzaniami -S-S-). Dlatego dyskutowanie o funkcjach sktadnikow
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glutenu ma w zasadzie aspekt utylitarny, a nie fizjologiczny. Jak wiadomo, te charakterystyczne
cechy struktury biatek sg wykorzystywane w praktyce piekarskiej i pokrewnych, a takze w
tworzeniu mas plastycznych, kompleksowania z innymi biatkami itp.

Struktury elastyczne, rozciggliwe i o znacznej lepkos$ci tworzg si¢ w kontakcie z woda
i sg zdolne do zatrzymywania CO, fermentacyjnego (wyrastanie ciasta), a rozciggni¢ta
porowata struktura ulega utrwaleniu w czasie pieczenia. Stopien wyrosnigcia i trwaloSci
Ciasta wynika, jak wspomniano, z dtugosci i zwartosci (regularno$ci) struktur B-helikal-
nych (powtarzalnych) oraz stopnia usieciowania kompleksow, tzn. ilosci (i rozmieszcze-
nia) tworzacych si¢ mig¢dzytancuchowych wigzan -S-S- (i ew. innych). Wartosci tych
parametrow sg niejednakowe w poszczegdlnych frakcjach glutenu, jak i podjednostkach
kontrolowanych przez rézne genomy, a nawet w miejscach lokalizacji (loci) w genach.
Kazda z frakcji sktada si¢ z zespolu monomeréw, w zasadzie bardzo podobnych, ale nieco
zroznicowanych migdzy sobg. Dlatego okreslenie funkcji tych frakcji w sposob
precyzyjny, jest trudne, tym bardziej, ze metody oznaczania wartosci reologicznych ciasta
i wskaznik ostateczny, czyli wypiek laboratoryjny (zwlaszcza na matych probach 2-10 g
maki), nie s doktadne. W doswiadczeniach z dodawaniem, czy podstawianiem badanego
sktadnika (np. Finney i in., 1982) oraz jego odziedziczalnosci, bierze si¢ tez pod uwage, ze
poszczegolne grupy biatek moga wykazywac zréznicowane wspotdziatanie z innymi
sktadnikami, czy warunkami.

Funkcje HMW-glutenin

W badaniach i1 dyskusjach dotyczacych funkcji poszczegoélnych frakcji bialek
glutenowych, wilasnie ta frakcja jest uwazana za najbardziej aktywna w kreowaniu cech
reologicznych ciasta i jakoSci pieczywa. Uwaza si¢ ostatnio, ze spelniajg one w
najwigkszym stopniu wymogi strukturalne dla bialek elastomerycznych (Tatham, Shewry,
2001). Wiadomo jednak, Zze monomery budujace kompleksy HMW sa kodowane we
wszystkich genomach i w wigkszej liczbie miejsc i sg zréznicowane strukturalnie, a wiec i
pod wzgledem cech wprowadzanych przez ich udziat w kompleksie ((jest znanych ponad
20 ich rodzajow). Dlatego wielu badaczy sktania si¢ do pogladu, ze nie skiad
podjednostkowy, ale procentowy udziat frakcji HMW w biatkach zapasowych ziarniakOw
ma zasadniczy wptyw na wlasciwosci reologiczne i jako$¢ pieczywa (Seilmeier i in., 1991;
Gianibelli i in., 2001). Co prawda w licznych badaniach powtarzajg si¢ stwierdzenia, ze
dodatek np. podjednostek 1Dx5 czy 1Dy10 ma wptyw pozytywny na wskazniki jakos$ci, a
np. 1By8, czy 1Dyl12 — ma wplyw negatywny. Wiadomo jednak, ze nie pojedyncze
podjednostki, ale struktury dimeryczne kontrolowane przez geny allelicznee, np. 1Dx2 —
1Dy12, czy Dx5 - Dyl0 maja zasadniczy wptyw na zmiennos$¢ jakosciowa kompleksu
(Payne, Lawrance, 1983; Cassidi i in., 1998; Ahmed, 2000). Z drugiej strony, nie tylko
ilo$¢, czy obecnos¢ okreslonych podjednostek ma wptyw na parametry jakosciowe, ale
réwniez zdolnos$¢ do polimeryzacji, np. podjednostki D5+10 maja w kompleksie wplyw na
wiekszy stopien polimeryzacji, a 2-12 na mniejszy; ma to m.in. wplyw na wyzsza lub
nizsza warto$¢ objetosci sedymentacyjnej w SDS (Moonen i in., 1982). Wyrazany jest wiec
poglad, ze $rednia M, wszystkich podjednostek we frakcji HMW winna by¢ bezposrednim
wskaznikiem jakos$ci 1 wlasciwosci reologicznych. Istotne znaczenie ma réwniez poziom
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gluteniny nierozpuszczalnej w kwasie octowym, np. kompleksu z innymi sktadnikami
(Bekes i in., 1993).

Najbardziej wiarygodne badanie funkcji poszczegélnych typéw podjednostek HMW-
glutenin polega na wzbogacaniu maki w pojedyncze podjednostki otrzymywane w
wigkszych iloSciach przez ekspresje¢ klonowanego cDNA odpowiadajacego danej
jednostce w komorkach E. coli (Bekes i in., 1994 a i b). W tej metodzie istotne znaczenie
miato skonstruowanie miksografu na 2 g maki, zachowanie naturalnej struktury monomeru
przy bezposredniej syntezie (a nie izolowaniu z kompleksu) oraz zastosowanie
preinkubacji w warunkach redukcji, a nastepnie utleniania (dla umozliwienia naturalnego
wlaczenia danej podjednostki do kompleksu) Zastosowana technika stanowi powazny krok
do przodu, gdyz np. ustalono juz bezposrednie zaleznosci, np. ze dodane monomery typu
x wplywaly korzystniej na wlasciwo$ci reologiczne ciasta, niz typu y, ale podane w
mieszaninie wykazaty efekt dodatni sumujacy si¢ przy optymalnym stosunku x:y = 1:1;
dotyczy to zwlaszcza podjednostek kodowanych przez geny alleliczne. Monomery znane
z poprzednich badan, jako dziatajace pozytywnie, czy negatywnie potwierdzaty te zacho-
wania znacznie bardziej wiarygodnie, niz w uprzednio stosowanych danych opartych na
korelacjach.

Probowano rowniez znalez¢ zalezno$¢ funkcji (wlasciwosci reologicznych) od
struktury makroczasteczek, stosujagc metody ekstrakcyjne, ekstensograficzne, mikrosko-
powe i pomiar hydrofobowosci wewnetrznej. Wykazano np. ze przedtuzone mieszanie
ciasta zwigksza jego ekstraktywnos$¢, a zmniejsza lepkos$¢, co dowodzi depolimeryzacji
(Bloksma, 1990; Carnes i in., 1994), np. przez mechaniczne zrywanie sit lub wigzan
nieckowalencyjnych, ale rowniez kowalencyjnych -S-S-. Obserwowano w tym procesie np.
przyrost poziomu grup -SH. Nie udato si¢ natomiast jednoznacznie ustali¢ zmiany ksztattu
czasteczek w trakcie obrobki ciasta, jakkolwiek wiadomo (Shewry, Tatham, 1997), ze
podjednostki HMW maja w domenach powtarzalnych tendencj¢ do przyjmowania ksztattu
Jaski” (struktura B-helikalna), a w domenach N- i C-koncowych - struktur globularnych
typowych dla a-heliksu. Przypuszcza si¢ jednak, ze ksztalt polimerow nie wigze si¢ z
ksztaltem podjednostek i1 zalezy od szybkosci mieszania; przy niedostatecznym lub
nadmiernym mieszaniu polimery przyjmujg ksztatt globularny lub fibrylarny, a przy
optymalnym - pasmowy (Paredes-Lopez, Bushuk, 1983). Poréwnano lewoskretna
strukture 3 jednostek HMW ze struktura typowego biatka zwierzecego — elastyny; Belton
(1999) wykazat roznice wlasciwosci fizycznych migedzy tymi strukturami i na tej podstawie
postuluje, ze ze wzgledu na znaczny udzial Gln w strukturze HMW pszenicy, w
sieciowaniu winny wspotdziata¢, obok wigzan -S-S- — rowniez liczne wigzania
wodorowe. Sugeruje on, ze zwlaszcza migdzytancuchowe wigzania tego rodzaju sg
odpowiedzialne za przyrost elastyczno$ci biatka, a w formie uwodnionej (ciescie) w czasie
rozciggania (mieszania) niektére z nich pekaja 1 tworza ruchliwe regiony (pgtle) oraz
zwigzane pasma. Usunigcie sily rozciggajacej powoduje elastyczng reakcje¢ petli. Teoria ta,
znana jako mechanizm -petli i pasm" jest stosowana dla wyja$nienia mechanizmu
rozciggliwo$ci polimerow o wtasciwosciach gumowatych (Giannibelli i in., 2001).
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Funkcje glutenin maloczasteczkowych

Mimo, ze biatka tej frakcji wystepuja w znacznej przewadze w stosunku do frakcji
HMW, sa w mniejszym stopniu zbadane pod wzgledem struktury i maja mniej
sprecyzowany wptyw na cechy reologiczne ciasta oraz jako$¢ pieczywa. Mimo znacznej
zawartosci Cys w monomerach (8-9 reszt), tylko 2 (Cys-1 i Cys-7) wydaja si¢ tworzy¢
migdzytancuchowe wigzania -S-S-, a pozostale — tylko wewnatrztancuchowe; majg wiec
niewielkie mozliwo$ci udzialu w tworzeniu struktur tréjwymiarowych. Przeciwnie —
wydaja si¢ uczestniczy¢ w formowaniu struktur liniowych ze wzgledu na lokalizacje reszt
Cys w strefach N- i C-koncowych (Shewry, Tatham, 1997); dlatego moga petni¢ funkcje
tzw. przedtuzacza (tacznika — Lew i in., 1992). Ten poglad potwierdza, przynajmniej w
czegsci, teori¢ Ewarta (np. 1995) o liniowym taczeniu si¢ podjednostek biatka glutenowego.
Jednakze znaleziono korelacj¢ migdzy poziomem jednostek LMW (zwlaszcza typu s) i
warto$cia wypiekowa pszenicy (D'Ovidio 1 in., 1996). Podjednostka 42K LMW
(najczesciej spotykana) ma My wyzszg od pozostalych ze wzgledu na dluzszy region
powtarzalny, odznacza si¢ szczegodlnie czestym motywem Pro-Pro-Phe-Ser-GIn-Gln (25x)
i ta frakcja, przeplatana wstawkami Gln, wydaje si¢ najbardziej regularna i trwata (Masci i
in., 1998). Sugeruje si¢, ze ten dtugi region uczestniczy w ksztaltowaniu sity ciasta i
elastycznosci. Jednak wstawki Gln utrudniaja tworzenie typowo B-helikalnej struktury i
raczej przypisuje si¢ tej frakcji lewoskretny typ IT heliksu prolinowego (Yang i in., 1996).
Nie bez znaczenia w stabilizacji jest tu mozliwos$¢ tworzenia licznych wigzan wodorowych
pomiedzy grupami amidowymi Gln; te wigzania z kolei ulatwiaja interakcje z czasteczkami
wody, co moze mie¢ wplyw pozytywny na wisko-elastyczno$¢ ciasta (Belton, 1994).
Zostato to ostatnio potwierdzone przez pozytywny wpltyw jakos$ciowy frakcji LMW pod
dziataniem zwigkszonej aktywno$ci amidotransferazy Gln (Koeksel i in., 2001), ktora
ulatwia tworzenie wigzan wodorowych w bogatych w Gln podjednostkach.

Na podstawie lokalizacji reszt Cys w podjednostkach LMW sugeruje sig, Ze istniejg 2
rozne ich typy: tzw. -przedtuzacze" zawierajgce co najmniej 2 reszty Cys zdolne do
tworzenia wigzan -S-S- migdzytancuchowych oraz -czgsteczki konczace", zawierajace
tylko jedng resztg Cys zdolng do tworzenia takich wigzan (pozostale stanowig pary
tworzace wigzania wewnatrztancuchowe (rys. 4) Podczas, gdy przedtuzacze moga spajaé
liniowo dwie inne czgsteczki, dzigki czemu majg pozytywny wplyw na sile ciasta, to
czasteczki konczace przerywaja ciaglo$¢ struktury kompleksu i majg wpltyw negatywny
(Masci i in., 1998; Greenfield i in., 1998).

Niespolimeryzowane frakcje prolaminy I (gliadyny)

o tym miejscu beda omowione funkcje frakcji prolamin bogatych w S (o-, B- i y-) oraz
ubogie w S w-prolaminy, wspoélnie z tzw. D-glutening, ktéra stanowi monomeryczng
podjednostke izolowana z frakcji HMW o strukturze bardzo podobnej do m-prolaminy

Frakcje S(+) dodane do maki razem (a- + B- + y-) powoduja zmniejszenie czasu
mieszania, maksimum rezystencji i oporno$ci na rozciaganie oraz wysokosci bochenka
przy wypieku. Frakcje a- + B-prolamin wykazuja mniej negatywne dzialanie na wysokos¢
bochenka, ale powoduja przy tym korzystne obnizenie czasu mieszania i pozytywne
dziatanie na rozcigganie (Fido i in., 1997). Kazda z frakcji ma stata mase czasteczkowa: a-
+ B- ok. 31, a y- - 35 kDa; ich negatywne dziatanie na obj¢tos¢ bochenka byto zgodne z
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M,, ale inne parametry reologiczne nie wykazywaly tej zaleznosci. W miksografie na 2g
maki wykazano (Khatkar, Schofield, 1996) negatywny efekt prolamin I na czas mieszania,
ktory roénie wraz z wielkoScig czasteczek, ale rownoczesnie sita ciasta i objetos¢ bochenka
ro$nie, podobnie, jak objetos¢ bochenka po dodaniu do ciasta dowolnej frakcji prolaminy
I. Podobny brak konsekwencji obserwowano przy badaniu korelacji migdzy dodatkiem
tych frakcji i wlasciwosciami reologicznymi ciasta oraz zdolnoscig emulgowania, a takze
tworzenia i trwato$ci piany. Wreszcie Waga i Wegrzyn (2000) wykazali, obok licznych
cech uprawowych, zgodno$¢ pozytywnego oddziatywania réznych gliadyn na liczbe
sedymentacji. W sumie wigc, niewiele jest udokumentowanych wynikow okreslajacych
jednoznacznie funkcje tych frakcji prolamin, zwtaszcza a- i - (Uthayakumaran i in., 2001).
Nieco wiecej danych dotyczacych elementdéw struktury zwigzanych z cechami i funkcjami
wykazano dla y-prolamin S(+) oraz o-prolamin S(-).

y-Prolaminy

Frakcja ta, obok a-prolamin, stanowi podstawowy skladnik biatka endospermu
ziarniakow zboz. Sktada si¢ z wielu podobnych podjednostek, a sekwencj¢ aminokwasow
wielu z nich ustalono na podstawie sekwencji sklonowanego cDNA. Wigkszosé
podjednostek zawiera 8 reszt Cys, z ktorych 6 wystepuje w strefie IIT (rys. 4a — Mueller,
Wieser, 1997), a 2 w strefie V; wydaja si¢ one uczestniczy¢ wylacznie w tworzeniu
wewnatrztancuchowych wigzan -S-S-.Powstale 4 wigzania -S-S- grupujg si¢ na malej
przestrzeni (rys. 4 b), tworzac zwartg strukture w regionie C-koncowym; powstajg m.in. 3
male pierécienie A, B i C oraz duzy pierscien D, w poréwnaniu z regionem powtarzalnym
przy N-koncu; wynika to z badan konformacyjnych i hydrofobowosci powierzchniowej
(Popineau, Pineau, 1988). Podobne struktury sg spotykane w czasteczkach a-prolaminy i
niektérych monomerach LMW, jednak nieco zmodyfikowane ze wzglgdu na brak 2 reszt
Cys 1 mozliwo$¢ tworzenia jednego mostka -S-S- migdzytancuchowego. Sugeruje sig, ze
y-prolaminy znacznie obnizaja maksimum rezystencji ciasta oraz oporno$¢ na rozcigganie,
a takze powoduja wzrost rozciagliwo$ci. Natomiast regiony powtarzalne zawierajg glowny
motyw Pro-GIn-GIn-Pro-Phe-Pro-GlIn-, ktéory moglby tworzy¢é typowa dla biatek
elastomerycznych strukturg B-helikalng, ale ze wzglgdu na jego rozrzucony charakter,
bylaby ona zbyt luzna. Obserwowane w niektorych badaniach pozytywne korelacje y-
prolamin z cechami jako$ciowymi moga wynika¢ z mozliwosci wbudowywania si¢ ich
struktur do frakcji LMW, lub nawet HMW (zwykle z udziatem innych, niz -S-S- wigzan),
gdyz przy degradacji wymienionych polimeréw uzyskiwano réwniez monomery typowe
dla y-prolamin.
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Rys. 4. Niektore elementy struktury prolamin monomerycznych; (a) - rozmieszczenie i funkcje wiazan
--S-S- w strukturach a i y-prolamin oraz LMW-prolamin 11 (Shewry, Tatham, 1997); (b) — struktura

C- koncowa prolamin typu y w obrebie reszt 143-307 aminokwasow (Mueller, Wieser, 1997)
Fig. 4. Some structural elements of monomeric prolamins (a) - localisation and functions of --S-S-

bonds in a-, y- and LMW-prolamins (Shewry, Tatham. 1997); b) C-terminal conformation of y-type

w-Prolaminy

prolamins in the 143-307 amino acid zone (Mueller, Wieser, 1997)
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Jak wiadomo, frakcja w-prolamin nie zawiera Cys i jest prawie w catosci zbudowana z
regiondw powtarzalnych, bogatych w Pro i Gln. Bardzo podobne monomery okreslane jako
D-prolaminy, jednak zawierajace Cys, wyizolowano z frakcji HMW (Masci i in., 1998).
Konstrukcja jednostek w-prolamin sugeruje stabilng strukture typu PP II (poliprolinowy
typ heliksu lewoskretnego), ktory przejawia interakcje z bialkami globularnymi (np.
domenami C-koncowymi). Wedtug sugestii Du Pont i wsp. (2000), np. 1D-w-prolaminy
sktadaja si¢ ze sprezystej petli (Iub kilku), PP II-heliksu oraz niewielkich fragmentow f3-
helikalnych (domen powtarzalnych). Fralcje kontrolowane przez inne genomy, np. 1B-o-
prolaminy majg strukture podobna, ale mniej sekwencji helikalnych poliprolinowych.
Lancuchy boczne Gln tworzg liczne wigzania wodorowe z analogicznymi resztami Gln
wbudowanymi we wilasny tancuch polipeptydowy, lub tancuchy sasiednich podjednostek.
Umozliwia to interakcj¢ i usztywnienie wlasnej czgsteczki, co przenosi si¢ na sgsiednie
podjednostki przez ich grupy amidowe GIn. Powoduje to wytworzenie réwnowagi
dynamicznej z protonami czasteczek wody otaczajacych ten uktad. Przy znacznej ilo$ci
wigzan wodorowych wystepuje silne dziatanie usztywniajace jednostek w-prolamin,
zwlaszcza ich niedoskonaty uktad B-helikalny domen powtarzalnych, a takze gigtki
(elastyczny), ale rozciagnigty charakter fragmentéw C-koncowych.

Sugerowane tu mozliwosci dynamicznych zmian czasteczek m-prolamin w srodowisku
wodnym oraz sity kohezji stwarzajgce mozliwo$¢ wbudowywania si¢ tych monomeréw w
duze kompleksy LMW lub HMW, pozwalajg przypisywac im istotny i pozytywny udziat
w ksztaltowaniu wisko-elastycznych wiasciwosci kompleksu glutenowego oraz ciasta.
Potwierdzaja to liczne badania korelacyjne i rekonstytucyjne, jakkolwiek ciagle brak w tym
zakresie dowodow bezposrednich.

PODSUMOWANIE

Z przedstawionego przegladu wynika, ze maka pszenna jest jednym z najbardziej
ztozonych uktadow wsrod $rodkow zywnosci. Skomplikowany jest nie tylko sktad
chemiczny (zwlaszcza biatek), ale rowniez zréznicowanie genetyczne oraz zlozone, dyna-
miczne interakcje miedzy sktadnikami, zachodzace w trakcie dojrzewania i przecho-
wywania ziarniakow oraz procesoOw technologicznych, prowadzacych zwlaszcza do
wytwarzania pieczywa. Poniewaz te zmienno$ci dotycza gltdwnie biatek, ktore odznaczaja
si¢ ogromng labilnoscig struktury, a jak obecnie wiadomo, kazda z frakcji zasadniczych
jest zbiorem wielu podobnych, ale i zroznicowanych indywiduéw molekularnych (do tego
syntetyzowanych na bazie réznych gendéw), trudno si¢ dziwié, ze wiedza o ich funkcjach
jest czesto ogolnikowa i poparta nie zawsze jednoznacznymi (i wiarygodnymi)
korelacjami.

Mimo opisanych trudnosci, osiggnigcia ostatnich kilkunastu lat sa duze i mozna je
podsumowac nastepujgco:

— wyjasnienie sekwencji aminokwaséw w licznych monomerach poszczego6lnych frakcji
zasadniczych;

— sprecyzowanie konformacji i charakteru domen N- i C-koncowych oraz wystepujacych
dos$¢ powszechnie domen powtarzalnych z charakterystycznymi motywami sekwencji;
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— zlokalizowanie i okreslenie typow wigzan disulfidowych -S-S- i ich roli w tworzeniu
trojwymiarowych struktur kompleksowych;

— stwierdzenie innych typow i funkcji wigzan (sit) uczestniczacych w kompleksowaniu;
monomerdéw (wodorowych, sit Van der Waalsa);

— izolowanie i oczyszczenie monomeroéw, wykazanie réznic mi¢dzy nimi i okreslenie
lokalizacji gendw sterujgcych ich biosynteza;

— okreslenie funkcji poszczegolnych frakeji w ksztattowaniu jakos$ci biatek i pieczywa,
ktore badano na podstawie:

a) frakcjonowania i porownywania sktadu z wartoscig wypiekowa;

b) frakcjonowania i rekonstytucji lub zwigkszenia stezen frakcji;

¢) korelowania frakcji wytwarzanych przez geny alleliczne z jako$cig pieczywa;
d) korelowania struktury i funkcji jako$ciowych;

— uzyskiwanie klonéw cDNA poszczeg6lnych gendw i ich ekspresja w komdrkach
bakterii; otrzymywany ta droga czysty monomer dodany do ciasta pozwala na
jednoznaczne okreslenie jego wptywu na cechy reologiczne;

Wiele innych elementow struktury, np. fizycznych, zostato wyjasnionych, co zbliza do
zrozumienia ich wptywu na cechy reologiczne i wypiekowe biatek zboz.
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