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IMMUNOLOGICZNY CZŁOWIEKA 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
Białko łubinowe, ze wzgl�du na du�� warto�� od�ywcz� i funkcjonalno��, znajduje coraz szersze 

zastosowanie w �ywieniu człowieka. Czynnikiem ograniczaj�cym wykorzystanie protein łubinu jako 
składnika �ywno�ci mo�e by� jego niekorzystne oddziaływanie na komórki układu immunologicznego 
człowieka. 

W celu zbadania tego wpływu przeanalizowano białka łubinu (L. angustifolius, odmiana Baron) 
w celu sprawdzenia ich zdolno�ci do indukowania apoptozy w populacji hodowlanej ludzkich limfocytów, 
wykorzystuj�c metod� cytometrycznego pomiaru aktywno�ci kaspaz. 

Materiał do zało�enia hodowli stanowiły limfocyty wyizolowane z krwi osoby atopowej. Komórki 
hodowlane poddano działaniu odpowiednio: induktora apoptozy (fitohemaglutyniny ro�linnej, PHA) oraz 
ekstraktu białka łubinowego. Po upływie 48 h od momentu zało�enia hodowli dokonano cytometrycznego 
pomiaru poziomu apoptozy poprzez ocen� aktywno�ci kaspaz w populacji komórek hodowlanych.  

Wykazano podwy�szon�, w stosunku do próby kontrolnej, aktywno�� kaspazow� w limfocytach, 
którym podano ekstrakt białka łubinowego. Uzyskane wyniki dowodz� zdolno�ci badanych białek 
łubinowych do indukowania apoptozy (wzmo�onej aktywno�ci kaspaz) w hodowli ludzkich limfocytów. 

 
Słowa kluczowe: łubin, białka, apoptoza, kaspazy, limfocyty, cytometria 
 

Wprowadzenie 

Łubin, jako �ródło białka, zyskuje obecnie coraz szersze znaczenie w �ywieniu 
człowieka [6]. Białko nasion łubinu charakteryzuje si� du�� warto�ci� od�ywcz� 
i funkcjonalno�ci� porównywaln� z białkiem sojowym. 
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Czynnikiem ograniczaj�cym wykorzystanie łubinu jako składnika �ywno�ci mo�e 
by� stwierdzona niedawno zdolno�� zawartych w nim białek do wpływania na 
odpowied� układu immunologicznego człowieka [3, 4, 5, 7, 8, 11, 12, 14, 15]. W 
literaturze dost�pne s� doniesienia na temat wyst�powania objawów reakcji 
alergicznej, w tym równie� tak niebezpiecznych, jak szok anafilaktyczny po spo�yciu 
produktów zawieraj�cych dodatek białek łubinu [5, 7, 8, 9, 11, 14, 15] lub inhalacji 
pyłu pochodz�cego z m�ki łubinowej [3, 12]. Ponadto stwierdzono, �e istnieje 
zagro�enie wyst�pieniem reakcji krzy�owych pomi�dzy alergenami pochodz�cymi z 
łubinu oraz z orzeszków ziemnych [1, 4, 8, 9] czy soi [1]. 

Niebezpiecze�stwo mo�e stanowi� równie� fakt, �e łubin, jak pozostałe ro�liny 
str�czkowe, wykazuje zdolno�� akumulacji metali ci��kich, w tym niklu [13], które 
mog� działa� jako tzw. hapteny i w ten sposób stymulowa� odpowied� układu 
immunologicznego. 

Innego rodzaju wpływem na układ odporno�ciowy mo�e by� zdolno�� pewnych 
substancji do indukowania apoptozy limfocytów [10]. Jak dot�d, w literaturze brak 
danych na temat wykazywania takich wła�ciwo�ci przez białka łubinowe czy te� 
doniesie� o próbach wykonania sprawdzaj�cych je testów. 

W niniejszej pracy przeprowadzono badania pilota�owe, których celem było 
uzupełnienie charakterystyki białek łubinowych poprzez sprawdzenie ich zdolno�ci do 
indukowania apoptozy ludzkich limfocytów. Do oceny takich wła�ciwo�ci łubinowych 
protein po raz pierwszy zastosowano metod� cytometrycznego pomiaru aktywno�ci 
kaspaz. 

Materiały i metody bada� 

Materiał do�wiadczalny stanowiły rozdrobnione w warunkach laboratoryjnych 
i pozbawione łuski nasiona łubinu w�skolistnego (Lupinus angustifolius, odmiana 
Baron), z których ekstrahowano białko.  

Materiał do zało�enia hodowli stanowiły limfocyty izolowane z krwi (pobranej 
w Wojewódzkiej Stacji Krwiodawstwa w Poznaniu) osoby (kobieta, lat 59) cierpi�cej 
na alergi� z powodu długotrwałego zawodowego kontaktu z łubinem. Symptomy 
alergii u tej kobiety (objawy nosowo-spojówkowe, duszno�� wdechowa i wydechowa, 
OAS, objawy ogólne) pojawiały si� wskutek wdychania pyłu z rozdrobnionych nasion 
łubinu, jak równie� spo�ywania produktów z jego dodatkiem. U badanej osoby nie 
wyst�powały reakcje alergiczne w dzieci�stwie ani wcze�niej w �yciu dorosłym. Testy 
skórne wykazały słabo dodatni� (+) odpowied� na groszek zielony. Wyniki testów 
komercyjnych były ujemne.  

Poszczególne etapy do�wiadczenia to: ekstrakcja białek łubinu, izolacja 
limfocytów z krwi, zało�enie hodowli komórkowej oraz cytometryczny pomiar 
apoptozy. 
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Na badania z wykorzystaniem materiału ludzkiego uzyskano pozwolenie Komisji 
Bioetycznej przy Akademii Medycznej w Poznaniu. 

Ekstrakcja białek łubinu 

Preparat łubinowy (1 g) zawieszano w 6 ml buforu Tris- HCl (100 mM Tris-HCl, 
pH 7,5; 0,5 mM EDTA; 500 mM NaCl). Po dokładnym wymieszaniu zawiesin� 
inkubowano 0,5 h w temp. 4oC, a nast�pnie wirowano (Hermle Z400K) przez 20 min, 
przy 400 x g. Do supernatantu dodawano 4 M siarczan(VI) amonu do ko�cowego 
st��enia 0,2 M. Roztwór umieszczano na 30 min w kuwecie z lodem. Po upływie tego 
czasu roztwór wirowano przez 20 min, przy 10000 x g. W supernatancie oznaczano 
st��enie białka metod� Bradford [2]. Otrzymany ekstrakt białkowy oczyszczano, 
stosuj�c filtry mikrobiologiczne Millex-GV o �rednicy porów 0,2 µm (Millipore). Tak 
przygotowany ekstrakt białkowy przechowywano w temp. 4oC, nie dłu�ej ni� jeden 
miesi�c.  

Izolacja limfocytów 

Krew, w ilo�ci 10 ml, pobierano jałowo do probówek typu S-Monovette 
(Sarstedt) zawieraj�cych kryształki heparyny litowej. Wszystkie etapy izolacji 
limfocytów wykonywano przy stole o laminarnym przepływie powietrza (Microflow 
Microsafe SL). 

Pobran� krew przenoszono do probówek wirówkowych (Blue MaxTMJr. 
Polypropylene Conical Tube), (Becton-Dickinson Labware) i rozcie�czano medium 
hodowlanym (D-MEM), (Gibco) w stosunku 1:1, dodaj�c gentamycyn� (Polfa 
Tarchomin) do st��enia ko�cowego 40 µg/ml. Tak przygotowan� mieszanin� 
podwarstwiano za pomoc� igły punkcyjnej, roztworem gradientowym (Gradisol L), 
(Aqua Medica) w stosunku 3:1 i wirowano przez 30 min przy 400 x g (Hermle Z400K). 
Wyodr�bnion� po wirowaniu warstw� limfocytów (interfaza) zbierano delikatnie i 
zawieszano w 5 ml płynu Hanksa (HBSS), (Gibco), wzbogaconego gentamycyn�, o 
st��eniu ko�cowym 40 µg/ml. Mieszanin� wirowano przez 10 min, przy 400 x g. Osad 
limfocytów zawieszano w 5 ml 0,9% NaCl i wirowano przez 10 min przy 300 x g. Osad 
komórek ponownie zawieszano w 5 ml 0,9% NaCl, po czym ustalano liczb� 
wyizolowanych limfocytów, zliczaj�c je za pomoc� cytometru przepływowego (Cytoron 
Absolute), (Ortho Diagnostic Systems, A Johnson&Johnson Company). Mieszanina 
przygotowana do liczenia komórek zawierała 100 µl limfocytów zawieszonych w 0,9% 
NaCl oraz 400 µl płynu lizuj�cego (Ortho Diagnostic Systems, A Johnson&Johnson 
Company). Zawiesin� wyizolowanych limfocytów rozcie�czano do st��enia 2 mln 
komórek/ml za pomoc� D-MEM wzbogaconego gentamycyn� (ko�cowe st��enie 
40 µg/ml) i surowic� z dziesi�ciodniowych ciel�t (NCS), (Gibco) o ko�cowym st��eniu 
10%. Tak przygotowane limfocyty stanowiły materiał do zało�enia hodowli. 
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Zało�enie hodowli limfocytów 

Hodowl� prowadzono w jałowych płytkach 96-dołkowych, płaskodennych (TC 
plates, flat bottom), (Sarstedt). W fazie pocz�tkowej do ka�dego dołka dodawano po 
100 µl przygotowanej wcze�niej zawiesiny limfocytów o st��eniu 2 mln komórek/ml 
oraz odpowiednio: A – 100 µl fitohemaglutyniny ro�linnej (PHA), (Wellcome) 
rozpuszczonej w D-MEM, do st��enia ko�cowego 10 µg/ml (kontrola pozytywna); B – 
100 µl ekstraktu białka łubinowego, rozpuszczonego w D-MEM, do st��enia 
ko�cowego 10 µg/ml (próba badana); C – 100 µl D-MEM (kontrola negatywna). Tak 
przygotowane płytki umieszczano w inkubatorze do hodowli komórkowych (CO2 
Incubator), (ASSAB Medicin AB). Hodowl� prowadzono przez 48 h, przy nasyceniu 
powietrza 5% CO2, w temp. 37oC. Do�wiadczenie wykonywano trzykrotnie w ka�dym 
wariancie. 

Cytometryczny pomiar apoptozy 

Podczas analizy cytometrycznej korzystano z zestawu do detekcji apoptozy 
z zastosowaniem barwienia dwukolorowego (ApoFluorR Green Apoptosis Detection 
Kit), (ICN Biomedicals). Po 48 h od momentu rozpocz�cia hodowli zawiesin� 
komórkow� (po 300 µl z ka�dego wariantu do�wiadczenia) przenoszono do sterylnych 
tub. Do ka�dej z nich dodawano po 10 µl barwnika 30X ApoFluor Green, po czym 
mieszano, delikatnie obracaj�c tuby. Wybarwian� zawiesin� komórek pozostawiano 
przez 1 h (bez dost�pu �wiatła) w inkubatorze do hodowli komórkowych, przy 
nasyceniu powietrza 5% CO2, w temp. 37oC. W celu wymieszania zawarto�ci tub 
dwukrotnie przerywano okres inkubacji. Po 1 h do zawiesiny komórkowej dodawano 
2 ml 1X buforu myj�cego. Próby starannie mieszano, a nast�pnie wirowano przy 
400 x g przez 5 min. Supernatant usuwano, a komórki zawieszano, dokładnie 
rozbijaj�c osad, w 1 ml 1X buforu myj�cego i powtarzano etap płukania. Po drugim 
płukaniu do komórek dodawano 400 µl 1X buforu myj�cego, a nast�pnie 2 µl PI 
(jodku propidionowego) i mieszano kilkakrotnie obracaj�c tuby. Próby pozostawiano 
przez 1 h bez dost�pu �wiatła w kuwecie z lodem, po czym mierzono aktywno�� 
kaspazow� wybarwionych komórek z wykorzystaniem cytometru przepływowego.  

Wyniki i dyskusja 

Wykonywane badania miały na celu scharakteryzowanie immunogennych 
wła�ciwo�ci łubinowych protein poprzez sprawdzenie ich zdolno�ci do indukowania 
apoptozy ludzkich limfocytów. Zastosowana, pierwszy raz w odniesieniu do łubinu, 
metoda umo�liwiła sprawdzenie poziomu apoptozy komórek po podaniu badanego 
ekstraktu białka łubinowego poprzez ocen� aktywno�ci kaspaz. 

W przeprowadzonych analizach wykazano prawie dwukrotnie wy�sz�, w 
stosunku do próby kontrolnej, aktywno�� kaspazow� w�ród limfocytów, którym 
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podano ekstrakt białka łubinowego (rys. 1 i 2). Stwierdzono równie� przeszło 
trzykrotnie słabsz� aktywno�� kaspaz w komórkach poddanych działaniu łubinowych 
protein ni� w limfocytach, którym podano fitohemaglutynin� ro�linn� (PHA) (rys. 1 
i 2). 

 

  
 
Rys. 1. Ogólny obraz populacji limfocytów hodowlanych.  
Fig. 1. Overall view of events in a lymphocyte culture. 
 
Cytogramy:  
Cz��� dolna prawa wykresu – odsetek komórek �ywych, w których zaobserwowano wzmo�on� 
aktywno�� kaspaz (indukcja apoptozy); cz��� dolna lewa wykresu – komórki �ywe, niewykazuj�ce 
aktywno�ci kaspazowej;  
Cz��� górna prawa wykresu – komórki martwe (apoptyczne i nekrotyczne); cz��� górna lewa wykresu – 
komórki martwe, nekrotyczne. 
Cytograms: 
LR – living, caspase-positive cells in which an increased activity of caspases was stated (induction of 
apoptosis); LL – living, caspase-negative cells showing no activity of caspases;  
UR – dead cells (apoptotic and necrotic); UL – dead, necrotic cells. 

 
Uzyskane wyniki pozwalaj� wst�pnie wnioskowa� o zdolno�ci białek łubinu do 

indukowania programowanej �mierci komórki (apoptozy) w populacji ludzkich 
limfocytów. 

�wiadczy o tym wzmo�ona aktywno�� kaspaz (enzymów szlaku apoptycznego) 
w komórkach, które poddano działaniu ekstraktu łubinowych protein. Aktywno�� t� 
zaobserwowano u 6,19% komórek całej populacji hodowlanej (warto�� �rednia 
z trzech pomiarów). Jest ona zdecydowanie silniejsza w stosunku do aktywno�ci 
kaspaz, widocznej w populacji kontrolnej limfocytów (3,33%), cho� nie tak du�a jak 
w komórkach poddanych działaniu silnego induktora apoptozy (PHA) (22,36%). 
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Rys. 2. Liczba komórek w populacji hodowlanej ulegaj�ca apoptozie.  
Fig. 2. The number of apoptotic events in the lymphocyte culture undergoing apoptosis.  
 
Histogramy:  
Bramka M1 – komórki z aktywnymi kaspazami; pik przed bramk� M1 – komórki niewykazuj�ce 
aktywno�ci kaspazowej.  
Histograms: 
Peak before the M1 region: Caspase-negative cells (they occur to the left of the M1 region); M1 Gate: 
caspase-positive cells (they lie within the M1 region). 
 

Uruchomienie programowanej �mierci komórki w populacji limfocytów mo�e 
by� efektem pobudzenia tych komórek przez białka łubinu do nadmiernych 
podziałów. Zjawisko proliferacji limfocytów jest odpowiedzi� tych komórek na 
kontakt z czynnikiem szkodliwym dla organizmu. Ma ono na celu neutralizacj� oraz 
usuni�cie poza ustrój czynnika szkodliwego. Naturalnym nast�pstwem proliferacji 
limfocytów jest ich apoptoza, powoduj�ca delecj� komórek, które spełniły ju� swoj� 
funkcj� eliminacji antygenu i staj� si� zb�dne dla organizmu. W tym kontek�cie 
powodowanie apoptozy przez łubinowe proteiny �wiadczy o ich niekorzystnym 
wpływie na organizm człowieka. 

Istnieje te� du�e prawdopodobie�stwo, �e poza wykazanym, niespecyficznym 
stymulowaniem apoptozy limfocytów, b�d�cej efektem ich proliferacji, białka łubinu 
mog� specyficznie indukowa� podziały tych komórek w organizmie człowieka. Mimo, 
i� jednoznacznie nie udowodniono jeszcze zale�no�ci pomi�dzy apoptoz� a 
wyst�powaniem alergii, taki mechanizm działania łubinowych protein mo�e by� jedn� 
z przyczyn wyst�powania objawów reakcji alergicznej u osób, które spo�ywały 
produkty zawieraj�ce dodatek łubinu [5, 7, 8, 9, 11, 14, 15] lub nara�one były na 
inhalacj� pyłu z m�ki łubinowej [3, 12]. 

Aby jednak odpowiedzie� na pytanie czy białka łubinowe maj� zdolno�� do 
specyficznego stymulowania limfocytów człowieka do podziałów i w efekcie do 
apoptozy, niezb�dne jest przeprowadzenie dodatkowych testów, z udziałem wi�kszej 
grupy reprezentatywnej osób atopowych i nieatopowych, jako grupy kontrolnej. 

Dokładne zbadanie wpływu wywieranego przez łubinowe proteiny na komórki 
układu immunologicznego człowieka mo�e przyczyni� si� do wyeliminowania 
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czynników ograniczaj�cych zastosowanie preparatów białka łubinowego w �ywno�ci i 
�ywieniu.  

Wnioski 

1. Zastosowana w badaniach, maj�cych charakter pilota�owy, metoda 
cytometrycznej oceny apoptozy na podstawie pomiaru aktywno�ci kaspaz 
umo�liwiła: 
� uzupełnienie informacji na temat oddziaływa� łubinowych protein na układ 

immunologiczny człowieka, 
� ustalenie, �e białka te maj� zdolno�� inicjowania programowanej �mierci 

komórki w populacji ludzkich limfocytów, manifestowanej jednak znacznie 
słabiej w porównaniu z fitohemaglutynin� ro�linn� (PHA), powszechnie 
znan� jako silny induktor apoptozy.  

2. Rezultaty przeprowadzonych bada� dowodz�, �e białka łubinu maj� 
niespecyficzny wpływ na limfocyty człowieka. 
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THE CYTOMETRIC ANALYSIS OF APOPTOSIS BASED ON THE MEASURED ACTIVITY 
OF CASPASES AS A METHOD OF EVALUATING THE IMPACT OF PROTEINS CONTAINED 

IN NARROW-LEAFED LUPINE (LUPINUS ANGUSTIFOLIUS, VAR. BARON) 
ON THE HUMAN IMMUNE SYSTEM  

 
S u m m a r y 

 
Lupine seed proteins are characterized by a high nutritional value and by functionality, and, owing to 

these properties they are more and more frequently used in human nutrition. However, its disadvantageous 
impact on the cells of the man’s immunological system is a factor limiting their use as a food component.  

For the purpose of investigating this impact, lupine seed proteins (L. angustifolius, Baron variety) 
were analyzed, and their ability to induce apoptosis in cultured human lymphocytes was examined using a 
cytometric measurement method of the activity of caspases.  

Lymphocytes isolated from the blood of an atopic person constituted the investigation material. The 
cultured lymphocytes were treated with: apoptosis inducer (phytohemagglutinin ‘PHA’) and an extract of 
the lupine seed protein, respectively. The cytometric analysis of the activity of caspases was performed 48 
hours after the cell culture was set up.  

It was shown that the activity of caspases in lymphocytes was higher compared to a control sample 
which was treated with an extract of the lupine protein. The results obtained prove that lupine proteins 
have a potential to induce apoptosis (i.e. an increased activity of caspases) in the cultured human 
lymphocytes. 

 
Key words: lupine, proteins, apoptosis, caspases, lymphocytes, flow cytometry � 


