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Rezumat

Calitatea produselor albinei melifere (Apis mellifera L.) a fost evaluatd pe baza proprietétilor statice care pot fi determinate
prin analize chimice, fizice gi instrumentale. Astazi este acceptat in general cé definirea calitatii produselor apicole ar trebui facuta in
baza functiilor dinamice ale fiecarei componente. Léaptisorul de matca a fost acceptat si folosit adesea ca o substanta care sprijina
sdnéatatea. Se inmultesc documentele stiintifice in sprijinul conceptului c& cele mai atractive componente bioactive ale produselor
apicole sunt proteinele din laptisorul de matca. Descoperirea recentd ca proteinele din laptisorul de matcé ar putea detine functii
fiziologice imunomodulatoare, supresoare ale reactiilor alergice, dar si proprietatile lor antihipertensive si de stimulare a proliferarii au
deschis o noud epoca in utilizarea laptisorului de matca si a mierii de albine. Studiul nostru sistematic molecular-biological despre
proteinele individuale si despre peptidele laptisorului de matcé a relevat ca proprietatile lor multifunctionale ar putea fi folosite ca markeri
pentru standardizarea dozelor de utilizare a laptisorului de matcd, care poate fi consumat in dieta zilnica si care dupda ingerare regleaza
sau afecteazd un anume proces fiziologic. Efectele medicale si farmacologice ale produselor apicole vor fi evaluate si cuantificate mai
exact pe baza cantitatii individuale ale proteinelor din laptisorul de matca folosit zilnic. Vor fi prezentate proprietétile proteinelor
individuale ale laptisorul de matca si functiile lor fiziologice in timpul dezvoltérii larvale si ca ingrediente ale unor alimente functionale.
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Introducere

Colonia de albine melifere, un superorganism alcatuit din celule individuale care sunt de fapt insasi
albinele melifere, este reflectata si in mecanismele cu ajutorul carora culegatoarele culeg, proceseaza si
conserva nectarul si polenul si asigura hrana puietului. Proteinele si peptidele sintetizate de catre albinele
melifere in glandele cefalice, joaca un rol important in procese ca hranirea si protejarea puietului impotriva
agentilor patogeni.

Laptisorul de matca este un produs de secretie a glandelor cefalice ale albinelor doici si servegte
drept hrana pentru larvele albinelor melifere. Prin comportamentul profilactic el este distribuit intre indivizii
coloniei (CRAILSHEIM, 1992). Laptisorul de matca este un sistem de substante multiple, continand proteine
(12-15%), apa (60-70%), zaharuri totale (10-12%), lipide (3-7%), minerale, amino-acizi si vitamine
(TAKENAKA, 1982; SIMUTH, 2001). Laptisorul de matca este considerat a fi o hrand unica elaborats in
natura in timpul evolutiei animalelor.

Ingrijirea si hranirea larvelor eclozionate sunt asigurate de albinele melifere tinere care, prin
secretiile glandelor lor cefalice, aprovizioneaza larva viitoarei matci cu laptisor de matca, larva viitoarei albine
lucratoare cu laptisor de lucratoare si larva viitorului trantore cu laptisor de trantore. Aceste tipuri de laptisor
nu difera unul de celalalt din punctul de vedere al compozitiei chimice a componentelor de baza, precum
proteinele, carbohidratii i lipidele. Diferenta esentiala consta in faptul ca laptisorul de matca contine spre
deosebire de laptisorul de lucratoare o componenta(te) care determina ce va deveni un ou diploid egal din
punct de vedere genetic: o matca sau, Tn absenta acestei componente, o albina lucratoare. Totusi, aceasta
componenta nu a fost inca identificata. Cheia acestui mecanism de reglare se afla codificata in gene
speciale ale albinei melifere, care sunt activate in stadiul initial de dezvoltare larvara a viitoarei matci si
reprimate la larva viitoarei albine lucratoare. Este vorba despre asa numita manifestare diferentiatd a
genelor, adesea reglata pe baza hormonala, si care este implicata si in reglarea manifestarii altor gene
responsabile pentru diferite semnale fenotipice care diferenteaza matca de lucratoare. Datoritd aceastei
diferentieri si a faptului ca albinele melifere hranesc matca cu laptisor de matca pe parcursul intregii ei vieti,
matca are o duratd de viatd lunga. Matcile traiesc 4 pana 5 ani, lucratoarele doar 3-4 saptamani. Acest
fenomen a stat la baza ideii ca laptisorul de matca ar putea fi sursa longevitatii oamenilor. Desi aceasta este
doar o ipoteza nefondatad experimental, descoperirile stiintifice recente sugereazé ca mai ales proteinele
continute in laptisorul de matca ar actiona ca factorul de revitalizare in nutritia oamenilor. Proteinele
secretate de cétre albinele melifere in produsele lor au diferite functii in crearea unor conditii optime de
dezvoltare a coloniei de albine melifere. Glandele hipofaringiene, mandibulare si salivare reprezinta sursa
celor mai importante proteine ale albinelor melifere. In aceste glande sunt sintetizate sute de diferite proteine
si peptide care joaca un rol de neinlocuit in hranirea puietului si in diferentierea acestuia, in procesarea
polenului floral in ghemotoace de polen si apoi in pastura precum si in tehnologia unica de procesare a
nectarului in miere. Aceste proteine, o secretie exogena a albinelor melifere, inlesnesc contactul direct cu
sursa de hrana (carbohidratii din nectar, proteinele din polen) si protectia (bariera de protectie fata de agentii
patogeni).
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Proteinele exogene ale albinei melifere

Clasificarea proteinelor secretate de albina melifera in laptisorul de matca si in produsele derivate
din acesta

O cantitate importanta din laptisorul de matca este alcatuita din proteine, care formeaza aproximativ
50% din masa uscatd a laptisorului de matca (SIMUTH, 2001). Proteinele importante formeaza 90% din
cantitatea totala a proteinelor cu masa moleculara de 49-87 kDa atribuitd unei proteine si unei familii de
gend (HANES si SIMUTH, 1992; SCHMITZOVA et al., 1998; MALECOVA et al., 2003). Proteinele minore
continute de laptisorul de matca sunt alcatuite din proteine si peptide cu diferite functii, inclusiv proprietati
antimicrobiene si antifungice (FUJIWARA et al., 1990; BILIKOVA et al., 2001; BILIKOVA et al., 2002;
BACHANOVA et al., 2002).

Pe baza functiilor, proteinele si peptidele exogene ale albinelor melifere pot fi clasificate dupa cum
urmeaza:

Enzimele tehnologice — ele sunt implicate in transformarea nectarului in miere: a-glucozidaza,
glucozoxidaza, catalaza si amilaza.

Proteinele nutritive — sunt secretate in hrana larvelor ca principala sursa proteica a larvelor de albine
melifere.

Proteinele si peptidele protective — sunt secretate de albinele melifere in produsele lor si apara
puietul n timpul dezvoltarii impotriva agentilor patogeni.

Proteinele si peptidele fiziologic active — indeplinesc diferite functii in cadrul coloniei de albine sgi
influenteaza procesele din culturile de tesuturi ale celulelor de animale in conditii in vitro.

Proprietétile structurale ale laptisorului de matcéa

In general laptisorul de matca este definit ca o emulsie. Investigarea laptisorului de matca proaspat
cu microscopul electronic de scanare (SEM) a relevat trasaturile sale structurale unice (SIMUTH, 2001).

Examinarea cu SEM a aratat ca in unele zone stratul de laptisor de matca contine particule sferice
globulare relativ mari (fig. 1). Dimensiunea acestora oscila de la 20 la 80 ym. Aceste ,globule“ erau
conectate intre ele printr-un sistem de canale-flamente. Diametrul filamentelor este de aproximativ 2 ym, iar
lungimea variabila. O marire si mai mare a unui globul a aratat filamente care iradeau de la suprafata ca o
scoica a globulei. A fost emisa idea ca structura fina a laptisorului de matca este generata de glandele
hipofaringiene ale albinei melifere.

Fig. 1 - Vizualizare SEM a patrticulelor globulare tipice ale laptisorului de matca natural.
O celuld de matca cu o larva de 2 zile (Apis mellifera carnica L.) a fost tdiata dintr-un
fagure de la stupina particulara a autorului. Larva a fost inlaturata si laptisorul de matca
din celuld a fost congelat la -20 °C pentru a investiga in mare caracteristicele
structurale ai laptisorului de matca cu SEM. Pentru a preveni distrugerea structurii
originale a laptisorului de matca au fost omise procedurile de fixare. Probele de laptisor
de matcéa au fost prelevate din probele congelate. Ele au fost expuse la temperatura
camerei timp de 72 de ore si au putut forma un strat subtire pe discurile din aluminiu cu
un diametru de 1,2 cm. Probele au fost apoi colorate negativ cu Cu intr-o camera cu
vid la 107 Pascal si examinate cu SEM (Jeol, model JSM-580, Japonia).

Prepararea proteinelor din laptisorul de matca in forma naturala

Pentru a putea izola proteinele intr-un stadiu pe cat mai natural, am elaborat o metoda de fractionare
a l&ptisorului de matca prin ultracentrifugare (SIMUTH, 2001). Au fost obtinute astfel trei straturi distincte din
punct de vedere fizic. Fractiunea supranatanta a fost un fluid verde galbui, numit plasma si care reprezenta
61% (w/v) din laptisorul de matca nativ. O fractiune vascoasa galbui maronie, numita laptisor si care
reprezenta stratul intermediar, avea o consistentd gelatinoasa. Aceasta fractiune forma 32% din cantitatea
de laptisor de matca (w/v). Sedimentul alb de la fund (7% w/v din laptisorul de matca) parea sa fie o
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substanta aproape stabila. Cantitati semnificative de acizi grasi erau concentrate in fractiuni cu un continut
mai scazut de apa. La ultracentrifugare s-a obtinut un gel semi-solid galben auriu, asemanator
chihlimbarului. Analizele biochimice au aratat ca era o proteina importanta a laptisorului de matca (numita
anterior MRJP1) de tip albumina si de aceea a fost numita apalbumina-a. Este asadar normal sa sugeram ca
din interactiunea intre apalbumina-a si acizii grasi a rezultat fractiunea proteica insolubila in apa al
laptisorului de matca. Este interesant ca alte proteine ale laptisorului de matca, localizate predominant in
fractiunea supranatanta, cum ar fi apalbumina-B (numita anterior MRJP2) si apalbumin-y (numita anterior
MRJP3) nu pot forma un gel, desi sunt foarte asemé&natoare cu apalbumina-a (SCHMITZOVA et al., 1998).

Proprietétile fizice gi chimice ale apalbuminei-a

Apalbumina-a a format o structurd subunitard (SIMUTH, 2001). Subunitatea de bazd este de
aproximativ 420 kDa si s-a format din monomerul de baza 55 kDa. Observatiile la microscop au aratat ca
apalbumina-a formeaza in solutii apoase structuri similare celor care se intalnesc si in laptisorul de matca. In
functie de concentratia apalbuminei-a, au fost generate diferite structuri cu o repetabilitate regulata (fig. 2).
Este vorba despre o structura autoasamblatoare a proteinei, rezultat al oligomerizarii subunitatilor acestea.
Este interesant ca alte proteine din laptisorul de matca nu au abilitatea oligomerizarii, desi au un grad ridicat
de asemanari secventiale cu apalbumina-a.

Fig. 2 — Autoasamblarea structurilor filamentoase regulate al apalbuminei-c. Vizualizarea cu
microscopul cu lumina a fost efectuata la 20 de minute dupa aplicarea unei picaturi (3 ul) de
apalbumina-a (80 mg per 1 ml apé) pe sticla de acoperire.

Care este functia structurilor autoformatoare ale apalbuminei-a in colonia de albine melifere?
Numeroase proteine sunt mult mai stabile Tn structuri supra-moleculare decat in forme monomerice. Daca
este luat In considerare continutul ridicat Tn proteine al laptisorului de matca, atunci din punct de vedere
teoretic nu poate fi presupus ca toate proteinele hranitoare din laptisorul de matca sunt metabolizate imediat.
Concentratia ridicatd de aminoacizi ar induce o presiune osmotica disproportionat de mare in tractul digestiv
al larvei. Am mai constatat ca apalbumina-a apare de asemenea in miere si Tn ghemotocul de polen. Albina
melifera poate folosi proprietatile structurale ale apalbuminei-a in procesarea polenului floral in ghemotocul
de polen. S-ar parea ca albina melifera infasoara polenul in apalbumina ca pe un senvici. Apalbumina-a este
in laptisorul de matca un factor formatator de textura, de asemenea si in produsele cosmetice care contin
laptisor de matca. Se pare ca in cadrul dezvoltarii larvare apalbumina-a indeplineste mai multe functii decat
rolul ei nutritional.

Proprietatile fiziologice ale proteinelor din laptigsorul de matca

Pot fi facute cateva generalizari referitoare la propritetatile fiziologice ale proteinelor majore din
laptisorul de matca. Evidentele comportamentale atdt de sugestive nu ne indicd in mod direct daca
proteinele majore din laptisorul de matca au aceleasi functii in stadiul timpuriu si in cel tarziu al dezvoltarii
larvare. Studierea scindarii proteinei din laptisorul de matca in intestinul mediu al larvei (TSAO and SHUEL,
1968) a aratat ca unele proteine din laptisorul de matca au putut trece prin epiteliul intestinului fara sa fi
suferit vreo schimbare. Continutul ridicat de aminoacizi esentiali le-a predestinat rolul lor nutritional in cadrul
coloniei de albine.

Fractiunea proteica a laptisorului de matca produs de albinele melifere contine numeroase
componente valoroase si substante biologic active. in afara de proteinele majore ale I&ptisorului de matca
sunt prezente Tn el mai multe proteine minore n cantitati reduse, inclusiv peptide antibiotice (FUJIWARA et
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al., 1990; BILIKOVA et al., 2001; BILIKOVA et al., 2002). De un interes deosebit sunt proteinele si peptidele
bioactive prezente in secventa aminoacida a proteinelor din hrana. Aceste peptide, inactive in cadrul
secventei proteinei parentale, pot fi eliberate de catre proteoliza enzimatica, de exemplu Tn timpul digestiei
gastrointestinale sau in cel al procesarii hranei. Odata eliberate in corp, peptidele bioactive pot actiona ca
niste componente reglatoare cu o activitate asemanatoare celei a hormonilor. Structurile secventelor biologic
active nu au fost inca obtinute si este necesara in continuare cercetarea digestiei enzimatice in vitro si/sau a
digestiei gastrointestinale in vivo a proteinelor specifice.

Componentele bioactive ale laptisorului de matca nu au fost complet evaluate, dar oricum studii
recente in vitro demonstreaza ca unele proteine majore ale laptisorului de matca influenteaza procese
fiziologice foarte importante. Peptidele bioactive din laptisorul de matca si din proteinele majore ale acestuia
ar trebui luate in calcul ca potentiali modulatori ai diferitelor procese reglatoare din organism. Relatia dintre
activitate si structura si mecanismul prin care proteinele majore din laptisorul de matca isi exercita efectele
lor imunomodulatoare nu au fost inca stabilite. Totusi rezultatele obtinute cu proteinele 350 kDa si 55 kDa
din Iaptisorul de matca sugereaza ca proteinele majore ale laptisorului de matca ar putea afecta procese
celulare importante. Proteinele 350 kDa cu o secventd aminoacida cu terminal N, cum ar fi apalbumina-a
(SCHMITZOVA et al., 1998) stimuleaz& proliferarea monocitelor umane (linia de celule U 937) si hibridomele
uman-uman (linia de celule HB4C5) (KIMURA et al., 1995). Autorii citati au descoperit ca structurile lanturilor
de zahar cu legatura N a proteinei 350 kDa au de fapt structura tipica al manozei (Man9-GIcNAc2), intalnita
frecvent la animale, plante si insecte. Proteina 55 kDa al laptisorului de matca cu terminal N al secventei
aminoacide si care este identica cu a doua proteind importantd ca abundenta din laptisorul de matca, si
anume apalbumina-p (SCHMITZOVA et al., 1998; BILIKOVA et al., 1999), mentine viabilitatea ridicata a
culturii primare de celule de sobolan, dar nu stimuleaza proliferarea monocitelor umane (KIMURA et al.,
1996). Estimarea structurilor chimice ale proteinelor majore bioactive din Iaptisorul de matca este primul pas
spre descoperirea mecanismului molecular al activitatilor lor fiziologice in sinergie cu alte componente
bioactive ale laptisorului de matca.

Din punctul de vedere al activitatii fiziologice, pozitia dominantd este detinutda de proteinele
albuminoidelor cele mai abundente in laptisorul de matcd: apalbumina-a acidd (SIMUTH, 2001) si
apalbumina-p bazica (BILIKOVA et al., 1999), care apar si in creierul albinei melifere (KIMURA et al., 1995;
KUCHARSKI and MALESZKA, 2002). Aceste descoperiri ca si similaritatile dintre sistemul imun al insectelor
si al mamiferelor (DUSHAY et al., 1966; IMLER and HOFFMANN, 2001; BAUD and KARIN, 2001) au aratat
ca proteinele din laptisorul de matca ar putea fi factorul care este implicat in reglarea proceselor fiziologice
importante.

Datele referitoare la proprietatile fiziologice ale proteinelor din lIaptisorul de matca, precum
stimularea proliferarii monocitelor umane (KIMURA et al., 1995), sau proprietatile imunomodulatoare ale
laptisorului de matca (SVER et al., 1996), suprimarea reactiilor alergice (OKA et al., 2001), sau activitatea
antihipertensiva a peptidelor bioactive din laptisorul de matca (MATSUI et al., 2002) largesc potentialul
aplicarii acestuia in farmaceutica si indica functia lor naturala in evolutia albinei melifere, unde pot juca un rol
de inducere a mecanismului de aparare in timpul dezvoltarii larvare. Daca aceasta presupunere este
corecta, atunci proteinele din laptisorul de matca ar putea induce producerea de bioreglatori de tipul
citokinei, care au o functie importanta in cadrul sistemului imunitar, al proceselor inflamatorii, si ar putea sa
participe si la controlul proliferarii, diferentierii si apoptozei celulelor. Aceasta presupunere a fost coroborata
de experimentele noastre preliminarii, in cadrul carora am detectat inducerea de citokine in macrofagele
murine de catre proteinele din laptisorul de matca. Observatiile noastre indica faptul ca proteinele din
l&ptisorul de matca sunt responsabile de stimularea in vitro a producerii de TNF-a in monocitele umane de o
solutie apoaséa de miere 1% (TONKS et al., 2001). Acestea indica de asemenea céa actiunea proteinelor din
albinele melifere poate stimula un sistem specific (reteaua de citokine) care activeaza genele responsabile
de producerea de substante defensive, inaintea aparitiei infectiei bacteriene.

Albina melifera, la fel ca si alte insecte, raspunde la infectiile bacteriene prin inducerea marita de
gene codate pentru peptide antimicrobiene, care sunt secretate ulterior in hemolimfa. Un asemenea
Lrfaspuns imun” este foarte rapid (apare in cateva ore), dar adesea nespecific (CASTEELS, 1997; ZASLOFF,
2002). Anumite peptide antimicrobiene ale albinelor melifere (apidecina, abecina si himenoptecina) sunt
induse Tn mod specific si eliberate Tn hemolimfa abia dupa infectia bacteriana, in timp ce defensina-royalizina
(FUJIWARA et al., 1990) si apisimina (BILIKOVA et al., 2002), descoperite in I&ptisorul de matc&, sunt
probabil sintetizate pe tot parcursul vietii albinei melifere. Proteinele si peptidele din laptisorul de matca pot
participa la mecanismul defensiv al albinei melifere impotriva agentilor patogeni printr-o inactivare directa a
microorganismelor aparute in produsele apicole, ca si prin inducerea de citokine cu participare la reglarea
transcrierii proteinelor si peptidelor defensive.

Datele obtinute pe baza proprietéatilor biochimice si biologice ale proteinelor din laptisorul de matca
vor servi ca baza pentru genomele functionale ale sistemului de aparare al albinei melifere contra bolilor si la
o mai buna intelegere a proprietatilor fiziologice ale produselor apicole ca componente al hranei functionale.
Este inca dificila aprecierea eficacitatii clinice ale laptisorului de matca, dar exista speranta ca cercetarile sa
descopere conditiile de activitate ale laptisorului de matca, mecanismul de actionare sau dozele potrivite si
perioada lor de aplicare. Acest studiu experimental la nivel molecular despre proteinele secretate de albinele
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melifere in produsele lor este o incercare de a defini bioactivitatea proteinelor si peptidelor din laptisorul de
matca ca nutriente importante.
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