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Streszczenie

Lubin, w poréwnaniu z innymi ro$linami straczkowymi, zawiera niewielkie ilosci zwiazkoéw antyzy-
wieniowych, w tym lektyn. Dowiedziono jednak, Ze w jego nasionach znajduja si¢ substancje lektynopo-
dobne, co moze by¢ czynnikiem ograniczajacym zastosowanie tubinu w zywieniu cztowieka.

Celem przeprowadzonych badan byta ocena lektynopodobnych wtasciwosci globulin tubinu wasko-
listnego poprzez sprawdzenie, czy biatka te moga stymulowaé proliferacj¢ limfocytow oraz powodowaé
aglutynacjg erytrocytow czlowieka.

Wyizolowane erytrocyty poddawano dziataniu wybranych frakcji biatkowych. Wynik do$wiadczenia
oceniano mikroskopowo. Limfocytom w hodowli podawano odpowiednio: frakcje globulinowe oraz mito-
gen. Na podstawie ilosci inkorporowanej do DNA limfocytéw znakowanej radioaktywnie tymidyny okre-
$lano stopien ich proliferacji. Proliferacje limfocytéw oceniano réwniez z wykorzystaniem cytometrii
przepltywowe;j.

Wsrod erytrocytéw poddanych dziataniu tubinowych globulin nie zaobserwowano zjawiska aglutyna-
cji. Podobnie, w populacji limfocytéw inkubowanych z badanymi biatkami tubinu nie stwierdzono pod-
wyzszonego poziomu proliferacji komoérek. Na podstawie uzyskanych danych stwierdzono, ze badane
frakcje globulin tubinu nie wykazuja typowej dla lektyn zdolnosci aglutynowania erytrocytow. Nie indu-
kuja rowniez proliferacji limfocytéw. Otrzymane wyniki §wiadcza o tym, ze biatka te, spozyte z pokar-
mem, nie moga spowodowa¢ wystapienia reakcji odpornos$ciowej, wywolanej zlepianiem i aktywacja
limfocytow, czy hemaglutynacja.

Stowa kluczowe: globuliny tubinu, wtasciwosci lektynopodobne, aglutynacja, proliferacja

Wprowadzenie

Nasiona tubinu, coraz cze$ciej stosowane w przemysle spozywczym w krajach
Europy Zachodniej i Australii, sa, obok soi, uznawane za najbogatsze zrédto warto-
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$ciowego biatka roslinnego [5, 24]. O ich atrakcyjnosci stanowi korzystny sktad ami-
nokwasowy biatka, porownywalny z pelnowartosciowym biatkiem sojowym oraz za-
warto$¢ wielu zwiazkow o wlasciwosciach potencjalnie prozdrowotnych, jak chocby
btonnik [17], zwiazki fenolowe czy tokoferole [20]. Wszystkie te zalety sprawiaja, ze
nasiona tubinu sg przydatnym surowcem do produkcji zywnosci funkcjonalnej [6, 17,
25] oraz zywnosci specjalnego przeznaczenia [30].

Rodzina straczkowych, do ktorej nalezy tubin, obfituje w gatunki zawierajace
znaczne ilo$ci substancji antyzywieniowych, w tym lektyn. Substancje te moga wywo-
ta¢ reakcje odpornosciowa, poprzez zwiazanie si¢ z receptorami na powierzchni komo-
rek uktadu immunologicznego i ich aktywowanie. Odpowiadaja takze za aglutynacje
czerwonych krwinek [1, 4, 21]. W przeciwienstwie do wigkszos$ci roslin straczkowych,
tubin zawiera niewielkie ilosci lektyn i innych substancji antyzywieniowych [20]. Do-
wiedziono jednak, ze wsrdd globulin nasion tubinu znajduja sig substancje o wtasciwo-
$ciach lektynopodobnych, wiazace N-glikozylowane biatka [10, 12]. Ustalono tez, ze
ekstrakty biatkowe z nasion tubinu biatego maja wlasciwosci aglutynujace [13].

W literaturze Swiatowej liczne sa doniesienia na temat wystgpowania reakcji aler-
gicznej po spozyciu produktow wzbogaconych tubinem [8, 11, 23, 27]. Silne wlasci-
wosci alergizujace lubinowych biatek przyczynity si¢ do umieszczenia tubinu na liscie
glownych alergenéw pokarmowych, obok biatek mleka, jaja, czy soi oraz wprowadze-
nia obowiazku znakowania produktéw wzbogaconych tubinem [7]. Jak dotad, brak
jednak informacji na temat mitogennego oddzialywania bialek tubinu na komorki
uktadu immunologicznego, pomimo wykrycia wérdéd globulin tubinu biatek o wtasci-
wosciach zblizonych do lektyn. Brak rowniez doniesien na temat aglutynowania ery-
trocytow czlowieka przez biatka pochodzace z nasion tubinu waskolistnego, bedacego
najbardziej popularnym gatunkiem uprawnym tubinu (obok tubinu zottego) w Polsce
[30].

Celem badan bylo przeanalizowanie witasciwosci lektynopodobnych globulin z
nasion tubinu waskolistnego poprzez sprawdzenie czy bialka te moga, podobnie jak
wigkszo$¢ lektyn, stymulowaé podziaty komoérkowe limfocytow oraz powodowac
aglutynacje erytrocytow cztowieka. Takie wlasciwosci biatek tubinu, bedacych sktad-
nikiem zywnos$ci, moglyby mie¢ negatywny wptyw na prawidtowe funkcjonowanie
uktadu immunologicznego cztowieka.

Material i metody badan

Materiat doswiadczalny stanowily wybrane frakcje globulin tubinu waskolistnego,
odmiany Baron, uzyskane w wyniku ekstrakcji [14] i filtracji zelowej globulin. Ekstrak-
cje prowadzono przez 4 h, w temp. pokojowej, z uzyciem buforu o pH 8, zawierajacego:
10 mM CaCl,, 10 mM MgCl, oraz 1 mM PMSF. Filtracje zelowa wykonywano w ko-
lumnie chromatograficznej (szklana kolumna, 45 cm x 3 c¢m, Labart) wypehionej zto-
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zem Sephadex G 200 (Sigma). Na szczyt kolumny nanoszono 10 ml uzyskanego ekstrak-
tu globulinowego. Rozdzial prowadzono przy predkosci przeptywu 0,76 ml/min, stosujac
50 mM bufor Tris-HCI, pH 7,5 w iloéci rownej catkowitej objetosci kolumny. W otrzy-
manych frakcjach oznaczano st¢zenie biatka metoda wg Bradford [3]. Profil elucyjny
globulin przedstawiono na rys. 1. Do badan wybrano trzy frakcje globulinowe (1, 2, 3),
o najwigkszym st¢zeniu biatka, wynoszacym odpowiednio: 676, 177 i 144 pg/ml. Elek-
troforetyczna oceng mas czasteczkowych badanych frakcji wykonywano metoda wg
Laemmli [19], w 10 % zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS.

W testach proliferacji limfocytéw i aglutynacji erytrocytow uzywano krwi uzy-
skanej od pigciu zdrowych dawcow (po 10 ml) (Wojewodzka Stacja Krwiodawstwa
w Poznaniu). W przypadku testow proliferacji krew pobierano na krysztatki heparyny
litowej (S-Monovette®, Sarstedt), do testow aglutynacji — na cytrynian sodu (POCh).
Na badania na tkankach ludzkich uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Akademii
Medycznej w Poznaniu (numer uchwaty: 1139/05).

llosciowy odczyn aglutynacji (wg Kabat i Mayer) [18]

Krew pobierano do probowek zawierajacych 0,38 % roztwér cytrynianu sodu
(cztery objetosci krwi na jedna objetos$¢ cytrynianu). Po doktadnym wymieszaniu krew
saczono przez warstwe gazy do probowki wirdwkowej i wirowano (300 x g, 5 min). Po
zebraniu surowicy krwinki zawieszano w ptynie fizjologicznym (0,9 % NaCl) (do
10 ml) i wirowano (300 x g, 5 min). Supernatant usuwano, a krwinki plukano jeszcze
dwukrotnie. Po ostatnim wirowaniu (200 x g, 5 min) krwinki zawieszano w ptynie
fizjologicznym, w stosunku 1:10. Do dotkéw ptytki 96-dotkowej nakrapiano po 50 pl
zawiesiny krwinek uzyskanej z krwi grupy A, B lub 0, a nastgpnie uzupetiano do
100 pl frakcjami globulinowymi (odpowiednio: frakcja nr 1, 2 lub 3). Stezenie biatka
w badanych frakcjach wczesniej wyréwnywano za pomoca 50 mM buforu Tris-HCI,
pH 7.,5. Kontrolg ujemna stanowity krwinki inkubowane w roztworze soli fizjologicz-
nej. W kontroli dodatniej zawiesing krwinek poddawano dziataniu PHA (Sigma, nr kat.
L9132). Krwinki inkubowano nastgpnie z badanymi globulinami przez 30 min,
w temp. 37 °C, w inkubatorze Kebo Assab (Kebo Assab AB). Po tym czasie preparaty
nanoszono na szkietka podstawowe i ogladano pod mikroskopem (Olympus BX50)
przy powickszeniu x 100, z uzyciem olejku imersyjnego.

Zalozenie hodowli limfocytow (wg Seski i wsp.) [28]

Z krwi pobieranej na heparyng litowa izolowano limfocyty, stosujac metode wg
Boyum i1 wsp. [2]. Rozcienczona podlozem hodowlanym (D-MEM) (Gibco, nr kat.
31885-023), w stosunku 1:1, krew podwarstwiano roztworem gradientowym Gradisol
L (Aqua Medica, nr kat. H9003C) (3:1) i wirowano (30 min, 400 x g). Wyodrebniona
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po wirowaniu interfazg¢ zbierano i uzupeliano (do 20 ml) ptynem Hanksa (HBSS)
(Gibco, nr kat. 24020-091), wzbogaconym gentamycyna (1 ml/100 ml ptynu), a na-
stgpnie wirowano (10 min, 400 x g). Osad limfocytow przeptukiwano HBSS z dodat-
kiem gentamycyny (w ilosci - jak wyzej). W otrzymanym osadzie komorek ustalano
liczbg limfocytdéw, zliczajac je za pomoca cytometru przeptywowego Cytoron Absolu-
te (Ortho Diagnostic Systems, A Johnson&Johnson Company). Zawiesing wyizolowa-
nych limfocytéow rozcienczano do st¢zenia 4 mln komoérek/ml za pomoca D-MEM
wzbogaconego gentamycyng (1 ml/100 ml medium) i surowica cielgca ptodowa (Gib-
co, nr kat. 10106-151) o koncowym stezeniu - 10 %. Tak przygotowane limfocyty
stanowity material do zatozenia hodowli. Hodowlg limfocytéw prowadzono w jalo-
wych ptytkach 96-dotkowych, U-ksztaltnych. W fazie poczatkowej do kazdego dotka
dodawano po 100 ul przygotowanej wczesniej zawiesiny limfocytow o stezeniu 4 min
komorek/ml oraz odpowiednio:
A/ po 100 pl fitohemaglutyniny roslinnej PHA, rozpuszczonej w D-MEM do stg¢zenia
2 pg/ml (kontrola dodatnia),
B/ po 100 pl odpowiedniej frakcji globulinowej (préoby badane), rozpuszczonej
w D- MEM do stezenia 2 pg/ml,

C/ po 100 ul D-MEM (kontrola ujemna).

Tak przygotowane ptytki umieszczano w inkubatorze do hodowli komérkowych.
Hodowle prowadzono (w zaleznos$ci od jej przeznaczenia) przez 24 lub 72 h, przy na-
syceniu powietrza 5 % CO,, w temp. 37 °C.

Cytometryczny pomiar proliferacji limfocytow

Po uplywie 24 h od momentu zatozenia hodowli, przenoszono po 50 ul zawiesiny
komorkowej do szklanych probowek. Do wszystkich dodawano, starannie mieszajac,
po 2 pl przeciwcial skierowanych przeciwko czasteczkom CD3, znakowanych izotio-
cyjanianem fluoresceiny (FITC) (BD Pharmingen, nr kat. 555339) oraz przeciwciat
przeciwko czasteczkom CD25, znakowanych FITC (BD Pharmingen, nr kat. 555431).
Proby inkubowano przez ok. 20 min, w ciemnosci. Po tym czasie dodawano do nich po
400 pl ptynu do lizy erytrocytéw (8,26 g/l NH4CI, 1,0 g/l K2CO3, 0,037 g/l EDTA,
pH 7,2), a nastgpnie dokonywano pomiaru stopnia proliferacji limfocytow, przy uzyciu
cytometru przeptywowego FACScan (Becton Dickinson).

Ocena proliferacji limfocytow z wykorzystaniem znakowanej H3-tymidyny (wg Seski
iwsp.) [28]

W trzecim dniu od momentu zatozenia hodowli (72 h) komoérkom podawano zna-
kowana H’-tymidyne (Prospecta, nr kat. 24041) w iloéci 1 ul/studzienke. Po szeciu
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godzinach inkubacji z H’-tymidyna, hodowle przenoszono na filtry (Whatman). Filtry
suszono w temperaturze pokojowej, a nastgpnie umieszczano w rgkawach foliowych
z 4 ml plynu scyntylacyjnego (PerkinElmer, nr kat. 1200-437) i mierzono radioaktyw-
no$é¢ w liczniku scyntylacyjnym MicroBeta® TRILUX (Wallac). Na podstawie ilosci
inkorporowanej do DNA limfocytow, znakowanej radioaktywnie tymidyny, okre§lano
stopien proliferacji komorek.

Otrzymane wyniki poddawano obrobce statystycznej, wykorzystujac do tego celu

program StatisticaTMPL 7.0 (StatSoft). W celu okreslenia czy proba losowa pochodzi
z populacji o rozktadzie normalnym stosowano test Shapiro-Wilka. W celu poréwnania
warto$ci $rednich badanych cech wykorzystano analiz¢ wariancji w odniesieniu do
uktadéw czynnikowych o zréznicowanej badz réwnej liczbie obserwacji, a roznice
migdzygrupowe oceniono testem Tukey’a przy rownej licznosci prob. W zastosowa-
nych testach wartos¢ p< 0,05 byta uwazana za statystycznie istotna.

Wiyniki i dyskusja

Sposréd uzyskanych w wyniku filtracji zelowej frakcji globulinowych, do badan
wybrano trzy (frakcje nr 1, 2 i 3), o najwyzszym stg¢zeniu biatka, wynoszacym odpo-
wiednio: 676, 177 i 144 pg/ml (rys. 1).

Elektroforetyczna ocena mas czasteczkowych badanych frakcji globulin tubinu
wykazata obecno$é¢ biatek o wielkosci 35-10° - 55-10° Da, we frakcji nr 1 oraz biatek
o masach czasteczkowych ok. 35-10%, 40-10°, 55-10% 1 90-10° Da, we frakcjach nr 21 3
(fot. 1).

Wiasciwosci aglutynujace globulin zawartych w badanych frakcjach badano po-
przez inkubacj¢ poszczegdlnych frakcji biatkowych z erytrocytami izolowanymi z krwi
cztowieka, w uktadzie grupowym A, B, 0. W obserwowanych pod mikroskopem pre-
paratach erytrocytdw nie zaobserwowano obecnosci, charakterystycznych dla agluty-
nujacych krwinek, konglomeratéw komorek (fot. 2 i 3). Na tej podstawie stwierdzono,
ze zadna z badanych frakcji nie miala, typowej dla lektyn, zdolnosci aglutynowania
czerwonych krwinek.

W celu oceny mitogennych wtasciwosci globulin tubinu zastosowano cytometry-
cza oceng proliferacji komorek. Metoda ta pozwala oszacowaé ilo$¢ limfocytow T
(stanowiacych wigksza cze$¢ populacji limfocytéw), ulegajacych proliferacji pod
wplywem badanej substancji.

Badane globuliny tubinu nie wykazywaty wlasciwosci mitogennych w stosunku
do limfocytow cztowieka (rys. 2). llos¢ proliferujacych limfocytéw T, poddanych dzia-
faniu tubinowych globulin, w niewielkim stopniu réznita si¢ statystycznie od ilosci
proliferujacych komorek, hodowanych jedynie z pozywka (kontrola ujemna). Poziomy
proliferacji w populacji komoérek poddanych dziataniu frakcji nr 2 i 3 (biatka o masach
czasteczkowych 35:10°, 4-10°, 55-10° i 90-10° Da) nie roznily sig statystycznie miedzy
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soba i byly niewiele nizsze od poziomu proliferacji komorek kontrolnych. Liczba dzie-
lacych si¢ limfocytow T, hodowanych w obecno$ci globulin z frakcji nr 1 (biatka
o wielkosci 35-10° - 55-10° Da), roznila si¢ nieznacznie statystycznie od ilosci dziela-
cych sig komorek, poddanych dziataniu pozostatych dwoch frakeji i byta nieznacznie
wyzsza od liczby limfocytow kontrolnych. Statystycznie istotne roznice poziomu proli-
feracji komorek zaobserwowano natomiast pomigdzy populacjami limfocytow hodo-
wanych w obecnosci analizowanych frakcji, a populacja limfocytow, ktorym podano
mitogen (kontrola dodatnia). Poziom ten by} znaczaco wyzszy w komorkach podda-
nych dziataniu PHA (rys. 2).
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Objasnienia: / Explanatory notes:

1, 2, 3 — frakcje globulinowe o najwyzszym stezeniu biatka (odpowiednio: 676, 177 i 144 pg/ml) / globu-
lin fractions with the highest protein concentration (676, 177 and 144 pg/ml, respectively); Asgs — absor-
bancja przy A=595 nm / absorbance at A=595 nm.

Rys. 1. Rozdziat globulin tubinu w kolumnie chromatograficznej
Fig. 1.  The separation of lupin globulins in a chromatographic column.
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Fot. 1.  Elektroforegram  SDS-PAGE Fot. 2. Krwinki grupy B inkubowane z frakcja globulino-

trzech badanych frakeji globuli- wa nr 2 (powigkszenie x100).
nowych (1, 2, 3). M — wzorzec Phot. 2. B-group erythrocytes incubated with globulin frac-
mas czasteczkowych (103Da). tion No. 2 (magnification of 1x100).

Phot. 1. Electrophoregram (SDS-PAGE)
of the three globulin fractions (1,
2, 3) investigated. M — molecular
weight marker (10°Da).

Fot. 3.  Krwinki grupy B inkubowane w roztworze soli fizjologicznej (0,9 % NaCl), bez dodatku frakcji
globulinowych — kontrola ujemna (powigkszenie x100).

Phot. 3. B-group erythrocytes incubated with physiological saline (0.9 % NacCl), without the addition of
globulin fractions — negative control (magnification by 1x100).
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Rys. 2. Poziom proliferacji limfocytow poddanych dzialaniu badanych frakcji globulinowych oraz
mitogenu (PHA). CD3+CD25+ - receptory obecne na powierzchni proliferujacych limfocytow
T. Ich udziat procentowy odzwierciedla ilos¢ dzielacych sig limfocytow. Inskrypcje literowe
oznaczaja statystycznie istotna réznicg na poziomie p < 0,05.

Fig. 2.  Proliferation level of lymphocytes treated with the globulin fractions under analysis and the
mitogen (PHA), respectively. CD3+CD25+ - receptors present on the surface of proliferating T
lymphocytes. Their per-cent rate of content reflects the amount of proliferating cells. Small let-
ters denote a statistically significant difference (p < 0.05).

W celu weryfikacji danych, uzyskanych podczas analizowania podziatow limfo-
cytow pod wplywem frakcji globulinowych, zastosowano metodg oceny proliferacji
komorek z wykorzystaniem trytowanej tymidyny. Metoda ta pozwala oszacowac ilos§¢
wszystkich limfocytow (zaréwno T, jak i B), ktore ulegly podziatom. Przeprowadzone
badania potwierdzily, ze analizowane frakcje globulin tubinu nie maja wtasciwosci
mitogennych w stosunku do ludzkich limfocytow (rys. 3). Mimo, ze ilo$¢ proliferuja-
cych limfocytow, poddanych wczesniej dziataniu badanych frakcji globulinowych,
roznila sig¢ statystycznie istotnie od poziomu proliferacji zaobserwowanego wsrod lim-
focytow kontrolnych, réznice te byty niewielkie. Poziom proliferacji badanych komo-
rek limfocytow byl nieznacznie nizszy niz w przypadku populacji limfocytow kontrol-
nych. Poréwnujac natomiast ilo§¢ proliferujacych komoérek poddanych dziataniu mito-
genu z poziomem proliferacji w probach badanych, stwierdzono wystapienie staty-
stycznie istotnych rdznic. [lo§¢ proliferujacych limfocytow, ktorym podczas zaktadania
hodowli podawano PHA, byta znacznie wyzsza od ilosci dzielacych si¢ komorek, ktore
poddano dziataniu globulin tubinu. Jednoczesnie nie stwierdzono wystgpowania staty-
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stycznie istotnych réznic poziomu proliferacji pomigdzy poszczegdlnymi badanymi
probami.
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Rys. 3. Poziom proliferacji limfocytow poddanych dziataniu badanych frakcji globulinowych oraz
mitogenu (PHA). CCPM - ilo$¢ komorek zliczanych w ciagu 1 min. Inskrypcje literowe ozna-
czaja statystycznie istotng réznicg na poziomie p < 0,05.

Fig. 3.  Proliferation level of lymphocytes treated with the globulin fractions under analysis and the
mitogen (PHA), respectively. CCPM — number of cells counted during one minute. Small let-
ters denote a statistically significant difference (p < 0,05).

W warunkach in vivo, antygeny wnikajace do organizmu wiaza si¢ swoiscie z re-
ceptorami na powierzchni limfocytow i powoduja odpowiedz proliferacyjna tylko
okreslonego ich klonu (od ok. 0,01 do 0,1 % klonow), skierowanego przeciwko dane-
mu antygenowi. Zjawisko to umozliwia unieszkodliwienie, a nast¢pnie usunigcie
z ustroju czynnikoOw patogennych i jest korzystne dla organizmu [15, 22]. Lektyny,
wiazac okreslone reszty weglowodanowe na powierzchni limfocytéw, powoduja ich
aglutynacjeg, a w konsekwencji poliklonalna aktywacje¢ podziatow komoérkowych. Dzie-
je sie tak dlatego, ze proliferujace komorki nie sa specyficzne wzgledem dziatajacego
mitogenu [26, 29]. W konsekwencji aktywowania tak duzej liczby limfocytéw docho-
dzi do masowego wytwarzania cytokin prozapalnych, skutkujacego zwigkszeniem
przepuszczalno$ci naczyn krwiono$nych i szokiem, co jest zdecydowanie szkodliwe
dla organizmu [22]. W tym kontek$cie wynik badan, Swiadczacy o braku wlasciwosci
mitogennych gtéwnych frakcji globulinowych tubinu, jest wiadomos$cia pozytywna.
Oznacza bowiem, ze biatka te moga by¢ przyjmowane jako sktadnik pozywienia, bez
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obawy o wystapienie niepozadanej reakcji immunologicznej, spowodowanej zlepia-
niem i aktywacja limfocytow cztowieka.

Brak zdolno$ci aglutynowania czerwonych cialek krwi jest rowniez korzystnym
zjawiskiem. W zlepionych krwinkach moze dochodzi¢ do przerwania integralno$ci
blony i uwalniania hemu do przestrzeni pozakomoérkowej. Hem, ktory wydostal si¢
z erytrocytu, jest toksyczny dla otaczajacych tkanek i moze pobudzaé odpowiedz za-
palna, w tym réwniez produkcj¢ wolnych rodnikéow tlenowych przez neutrofile [16].

Pomimo, Ze globuliny stanowia wigkszos¢ biatek nasion tubinu (ok. 87 %) [9],
nie mozna wykluczy¢ aktywnosci mitogennej i aglutynujacej wsrod pozostatych tubi-
nowych protein. Aby wigc oceni¢ jednoznacznie czy biatko tubinu waskolistnego, bg-
dace cennym sktadnikiem zywno$ci, nie wykazuje zdolnos$ci stymulowania podziatow
ludzkich limfocytow lub zlepiania czerwonych krwinek, nalezaloby powyzsze badania
wykona¢ takze z udzialem pozostatych frakcji globulinowych oraz z frakcja albumi-
nowa.

Whioski

1. Zadna z analizowanych frakcji globulin tubinu waskolistnego nie wykazuje wta-
$ciwosci mitogennych w stosunku do ludzkich limfocytow.

2. Badane bialka nie aglutynuja rowniez erytrocytéw cztowieka.

3. W celu peinej oceny wtasciwosci lektynopodobnych biatek nasion tubinu wasko-
listnego niezbgdne jest przeanalizowanie pozostalych frakcji globulinowych oraz
frakcji albumin.

Praca zostata zrealizowana w ramach grantu MNiSzW nr 31206831/3782. Byta
prezentowana podczas XIII Ogélnopolskiej Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ,
Lodz, 28 - 29 maja 2008 r.
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EVALUATION OF LECTIN-LIKE PROPERTIES OF GLOBULINS FROM SEEDS OF
NARROW-LEAFED LUPIN (LUPINUS ANGUSTIFOLIUS, VAR. BARON)

Summary

In comparison to other legume plants, lupin contains small amounts of anti-nutritional compounds, in-
cluding lectins. However, it has been proved that lupin seeds may contain some lectin-like substances,
which can limit the use of lupin in human nutrition.

The objective of the study was to evaluate lectin-like properties of narrow-leafed lupin seed globulins.
To achieve this, their potential for stimulating lymphocyte proliferation as well as their hemagglutinating
properties were analysed.

The isolated erythrocytes were treated with some selected protein fractions. The result of the experi-
ment was microscopically assessed. The cultured lymphocytes were treated with globulin fractions and
a mitogen, respectively. The amount of proliferating cells was evaluated based on the amount of radioac-
tive thymidine incorporated into the DNA of lymphocytes. The proliferation of lymphocytes was also
assessed using a flow cytometry.

No cell agglutination was found among the erythrocytes treated with the lupin globulins. Furthermore,
the level of cell proliferation did not increase in the population of lymphocytes incubated with the lupin
proteins studied, either. Based on the results achieved, it was found that the lupin globulin fractions ana-
lysed did not show the ability, appearing typical for lectins, to agglutinate erythrocytes. They did not
induce the proliferation of lymphocytes, either. The results obtained prove that those proteins, if eaten with
food products, cannot cause the immune reaction to occur owing to the agglutination and activation of
lymphocytes or to hemagglutination.

Key words: lupin globulins, lectin-like properties, agglutination, proliferation
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