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Dojrzale i zywotne nasiona cechuje stan spoczynku. W ciagu tego okresu na-
siona nie tracg zywotno$ci i nie sa atakowane przez mikroorganizmy (Grzesiuk
1967). Przyczyna tego zjawiska jest obecno§¢ w nasionach substancji hamujacych
kietkowanie.

Badania nad substancjami hamujacymi procesy wzrostu oraz kietkowania
nasion siggaja konca XIX wieku, kiedy to Wiesner sugerowal wystgpowanie we-
wnatrz owocoéw jemioly inhibitoréw kietkowania. Oppenheimer (1922) byt jednym
z pierwszych, ktéry eksperymentalnie proébowat wykaza¢ obecno$¢ substancji
inhibitorowych w soku pomidorowym.

Wzrost zainteresowania tymi substancjami obserwuje si¢ szczeg6lnie w ostatnim
pieédziesiecioleciu. Przebadano szereg nasion, owocow i wydzielono z nich drobno-
czasteczkowe organiczne substancje o wlasciwoSciach inhibitoréw (Ferenczy 1957,
Sumere 1958).

Do najczgéciej spotykanych inhibitoréw wystepujacych w organach spoczynko-
wych, a wigc w nasionych, pakach, bulwach, cebulach, klaczach naleza zwiazki
cyjanowodorowe, olejki eteryczne, kwasy organiczne, aldehydy, estry, nienasycone
laktony i fenole. Te ostatnie podobnie jak kumaryna sa najbardziej rozpowszechnio-
nymi inhibitorami w przyrodzie. Van Sumere (1960) uwaza, ze substancje fenolowe
z uwagi na powszechne ich wystepowanie w nasionach mozna zaliczy¢ do natu-
ralnych inhibitoréw kietkowania warunkujacych stan spoczynku. Mimo wiclu
doniesien (Grzesiuk 1967, Hemberg 1961, Mayer i Poljakoff-Mayber 1963) odno$nie
roli inhibitorébw w dojrzewaniu i kielkowaniu nasion mechanizm ich dzialania
nie zostal wyjasniony. Wielu autoréw, migdzy innymi Mayer, Poljakoff-Mayber
(1963), Grzesiuk (1967) przypuszcza, ze dzialanie ich moze z jednej strony polegaé
na hamowaniu procesow wzrostowych przez inaktywowanie substancji wzrosto-
wych typu auksyn, z drugiej za$ strony — na inaktywowaniu niektorych enzymow..
Za przyktad moze stuzy¢ wplyw kumaryny na aktywno$¢ lipaz (Mayer, Poljakoff-
Mayber 1963) wzglednie proteaz (Shain, Mayer 1965).

W ostatnich latach stwierdzono w nasionach wielu gatunkéw roslin obecnoéc
biatek lub polipeptydéw (Rackis, Sasame 1962) posiadajacych zdoIno$¢ tworzenia
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nieaktywnych kompleksow z trypsyna. Bialka te przypuszczalnie moga odgrywac
pewna rol¢ w procesie inaktywacji wlasnych proteaz. Taka aktywnoscia charakte-
ryzuja si¢ biatka nasion sataty (Shain, Mayer 1965) i zyta (Polanowski 1967), ktére
inaktywuja nie tylko trypsyng, ale rowniez wlasna proteazg, z ktéra tworza nieakty-
wny kompleks.

Badania nad inhibitorami trypsynowymi roslin zostaly zapoczatkowane przez
Borchersa i Ackersona (1947), ktorzy wykazali aktywno$¢ antytrypsynowa w na-
sionach niektérych gatunkéw roélin motylkowych. Od tego czasu przebadano
szereg gatunkéw i podjeto préby wydzielania i scharakteryzowania roélinnych
inhibitoréw trypsynowych.

Najlepiej zbadanym pod wzgledem chemicznym inhibitorem trypsynowym jest
wykrystalizowany i opisany przez Kunitza (1946, 1947, 1948) inhibitor z nasion
soji. Inhibitor ten jest jedynym z tych inhibitoréow, ktére postuzyly do badania
mechanizmu hamowania trypsyny (Finkenstat, Laskowski 1953, 1965; Laskowski,
Wu 1953; Davie, Neurath 1955; Ozawa, Laskowski 1966). Inhibitor z soji jest
bialkiem o masie czasteczkowej 21000 zbudowanym z pojedynczego tancucha
polipeptydowego zawierajacego mostki dwusiarczkowe (Steiner 1965). Amino-
kwasem N-konicowym jest kwas asparaginowy, lub asparagina, natomiast C-kon-
cowym leucyna (Davie, Neurath 1955). Inhibitor ten wykazuje aktywno$¢ zarowno
w stosunku do trypsyny, jak i & chymotrypsyny, przy czym aktywno$¢ w stosunku
do tej drugiej proteazy jest znacznie mniejsza (Birk 1961).

W nasionach soji stwierdzono obecno$¢ kilku inhibitorow trypsynowych.
W 1961 r. Birk wyizolowal z nasion soji, a nastepnie scharakteryzowat (Birk, Gert-
ler, Khalef 1963) inhibitor trypsynowy, ktéry réznilt si¢ od inhibitora Kunitza.
Inhibitor ten nie ulegat inaktywacji w obecnosci kwasu solnego, nie trawit si¢ pe-
psyna i wykazywal znacznie wyzsza aktywno$¢ antytrypsynowa. W czasteczce
tego biatka o masie czasteczkowej 24000 nie stwierdzono obecnoéci tryptofanu
(Birk, Gertler, Khalef 1963) podczas gdy inhibitor Kunitza zawiera znaczne ilo$ci
tryptofanu (Laskowski, Laskowski 1954). Cztery dalsze inhibitory trypsynowe
zostaly wyizolowane z nasion soji przez Rackisa i wspolpracownikéw (Rackis,
Sasame 1962, Rackis, Anderson 1964). Inhibitory te oznaczone jako A,, A,, By,
B, r6znily si¢ znacznie wiasciwo$ciami fizykochemicznymi i aktywnoscia antytrypsy-
nowa. Inhibitor A, o masie czasteczkowej 21600 (Rackis, Sasame 1962) okazal
si¢ identycznym z krystalicznym inhibitorem Kunitza. Duza stosunkowo liczba
i r6znorodno$¢ inhibitorow trypsynowych wystepujacych w nasionach soji spoty-
kana jest rowniez w innych gatunkach roSlin. Z nasion Phaseolus lunatus, Jones
1 wspolpracownicy (1963) wydzielili cztery inhibitory trypsynowe i podali ich skiad
aminokwasowy. W cztery lata pézniej Haynes i Feeney (1967) frakcjonujac biatka
réznych odmian Phaseolus lunatus za pomoca chromatografii na DEAE sepha-
dexie otrzymali we wszystkich przypadkach 8 frakcji, z ktorych 6 wykazywalo
aktywno$¢ antytrypsynowa. W skladzie aminokwasowym poszczegélnych frakcji
wystepowaly nieznaczne réznice w zawartosci fenyloalaniny, cysteiny, seryny
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i kwasu glutaminowego. Minimalny ci¢zar czasteczkowy oznaczony na podstawie
sktadu aminokwasowego dla dwdch inhibitoréw wynosit 9670 i 9050. Inhibitory
trypsynowe izolowane z nasion Phaseolus lunatus hamowaly réwniez chymotryp-
syne¢ natomiast nie hamowaly pronazy i proteinazy grzybéw. Podwodjna aktywnosS¢
inhibitorow w stosunku do dwoch proteaz jest cecha nie tylko wigkszosci inhibi-
tor6w pochodzenia rolinnego, ale réwniez czgsto spotykang wérdd inhibitoréw
pochodzenia zwierzgcego. Taka aktywno$cia charakteryzuje si¢ inhibitor trzust-
kowy (Wu, Laskowski 1955) ovoinhibitor jaja kurzego (Feeney, Stevens, Osuga
1963) i owomukoid jaj réznych gatunkéw ptakéw (Rhodes, Bennet, Feeney 1960).

Z nasion innych gatunkéw rodziny motylkowych wydzielono i scharakteryzo-
wano inhibitory trypsynowe: bobiku — Vicia faba (Sohonie, Huprikar, Joshi
1958), Vigna sinensis (Ventura, Filho 1967), Phaseolus aureus (Chu, Chi 1963;
Chu, Lo, Jen, Chi 1965; Wang, Chi, Wu 1966) i licznych odmian Phaseolus vulgaris:
navy bean (Wagner, Reihm 1967), kidney bean (Pusztai 1966) i white bean (Czerni-
kow, Abramowa 1966). Z nasion Vigna sinensis (Ventura, Filho 1967) wydzielono
inhibitor trypsynowy, ktory wykazywat aktywno$§¢ zardwno w stosunku do trypsyny,
jak i chymotrypsyny. Inhibitorten o masieczasteczkowej 17000 niezawieralmetioniny.

Inhibitor trypsynowy wydzielony z nasion Phaseolus aureus (Chu, Lo, Jen,
Chi 1965) zostal rozdzielony na dwa skladniki A i B rozniace si¢ iloScia grup ami-
dowych. Badania przeprowadzone na $wiezych wyciagach z nasion wykazaly,
7e inhibitor w nich zawarty wystepuje glownie w formie B, charakteryzujacej si¢
znacznie wyzszym procentem azotu amidowego w poréwnaniu z inhibitorem A.
Przejécie skladnika B w A zwiazane jest z odczepieniem grup amidowych. Inhi-
bitor trypsynowy Phaseolus aureus o masie czasteczkowej 8000 zawiera 72 reszty
aminokwasowe z aminokwasem N-koficowym seryna. 8 reszt cysteinowych obecnych
w lancuchu polipeptydowym polaczonych jest za pomoca mostkéw dwusiarczko-
wych (Chu, Lo, Jen, Chi 1965). Rozerwanie 2 mostkoéw dwusiarczkowych powoduje
spadek aktywnosci inhibitora powyzej 709, (Chou, Chi 1965). '

W 1967 roku Wagner i Reim wydzielili i scharakteryzowali inhibitor trypsynowy
z Phaseolus vulgaris — navy bean. Inhibitor ten jest jedynym z dotychczas pozna-
nych inhibitoréw trypsynowych roélin, ktéry hamuje aktywnosS¢ trypsyny w sto-
sunku molarnym 1:2, co §wiadczy¢ moze o obecnoséci dwoch centrow w czasteczce
tego bialka. Podobna wlasciwoscia charakteryzuja si¢ niektoére inhibitory pocho-
dzenia zwierzgcego, jak np. ovoinhibitor jaja kurzego (Tomimatsu, Clary, Bar-
tulovich 1966), owomukoid jaja kaczki (Rhodes, Bennet, Feeney 1960).

Inhibitor trypsynowy Phaseolus vulgaris — navy bean o masie czasteczkowej
23000 sklada si¢ z pojedynczego lanicucha polipeptydowego zawierajacego znaczng
ilo§¢ reszt cysteiny, kwasu asparaginowego, seryny, proliny, mata ilo§¢ metioniny
i zupelny brak tryptofanu.

Procz roélin motylkowych obecnoéé inhibitoréw trypsynowych stwierdzono
w nasionach salaty (Shain, Mayer 1965), ziemniakach (Ryan 1966) i kilku gatunkach
rodziny traw.
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Z ziemniakéw otrzymano w formie krystalicznej dwa inhibitory trypsynowe
rézniace sie aktywnoscia w stosunku do trypsyny i proteazy bakteryjnej (Yoshi-
kawa, Kiyohara, Ito 1966). Inhibitor I wysalajacy si¢ z wyciagéw chlorkowych
ponizej 0,3 nasycenia siarczanem amonu wykazywal wigksza aktywno$¢ w sto-
sunku do proteazy bakteryjnej niz do trypsyny. Natomiast inhibitor IT wysalajacy
sie od 0,3 do 0,6 nasycenia siarczanem amonu charakteryzowat si¢ znacznie wyzsza
aktywnoscia antytrypsynowa.

W rodzinie traw aktywno$¢ antytrypsynowa stwierdzono w wyciagach z nasion
pszenicy (Shyamala, Kennedy, Lyman 1961; Learmonth, Wood 1963) i zyta (Po-
Jlanowski 1967). _ '

Inhibitor trypsynowy pszenicy oczyszczony i czgSciowo scharakteryzowany
przez Shyamala i Lymana (1964) wykazywal aktywno$¢ jedynie w stosunku do
trypsyny, nie hamowal natomiast chymotrypsyny i pepsyny. Nieco odmienne
wlasnoéci wykazuje inhibitor Zyta (Polanowski 1967), ktoéry w odréznieniu od inhi-
bitora pszenicy wytraca si¢ kwasem sulfosalicylowym i wykazuje aktywno$¢ nie
tylko w stosunku do trypsyny, ale tworzy nieaktywny kompleks z wiasng proteaza.
Badania przeprowadzone na nasionach 8 gatunk6w traw nalezacych do 5 podrodzin:
kostrzewowatych, mietlicowatych, jeczmieniowatych, owsowatych i prosowatych
wykazaly obecno$é inhibitoréw trypsynowych w nasionach wiechliny iakowe,
kostrzewy lakowej, tymotki lakowej, rajgrasu wloskiego, jeczmienia browarnianego,
owsa siewnego, kukurydzy i prosa (Lorenc-Kubis 1969).

Duza powszechno$¢ i réznorodno$é inhibitoréw trypsynowych w $wiecie ro-
§linnym moze wskazywaé z jednej strony na znaczng ich rolg w procesie dojrzewania
i kietkowania nasion. Niektoérzy autorzy jak np. Shain, Mayer (1965) oraz Pola-
nowski (1967) wskazuja na ich role w inaktywacji wlasnych proteaz. By¢ moze
istnienie tych nieaktywnych komplekséw proteaza-inhibitor uniemozliwia stwier-
dzenie obecnosci proteaz w nasionach. Z drugiej strony duza powszechno$¢ wyste-
powania bialek o aktywnoéci antytrypsynowej w nasionach réznych gatunkow
wskazywaé moze na podobienistwa w budowie pewnych fragmentéw laricucha
polipeptydowego, dzigki ktérym biatka znacznie roznigce si¢ budowa i wlasciwo-
$ciami fizyko-chemicznymi posiadaja wsp6lna ceche jaka jest zdolno$¢ inaktywo-
wania trypsyny.

Katedra Biochemii Uniwersytetu Wroclawskiego i Katedra Chemii Fizjologicznej Wydzialu Farmacji
Akademii Medycznej we Wroclawiu

LITERATURA

Birk Y., 1961. Biochim. Biophys. Acta, 54, 378.

Birk Y., Gertler A., Khalef S., 1963, Biochem. J. 87, 281.

Borchers R., Ackerson C. W., Kimett L., 1947. Arch. Bioch. 13, 291.
Czernikow M. P., Abramowa E. P., 1966. Vopr. Pitanija 25, 59.
Chou Y. T., Chi C. W., 1965. Chem. Abstr. 63, 13635d.



137

Chu H. M., Chi C. W,, 1963. Chem. Abstr. 59, 10405.

Chu H. M., Lo S. 8., Jen M. H,, Chi C. W,, 1965. Chem. Abstr. 62, 16537g.

Davie E. W., Neurath H., 1955. J. Biol. Chem. 212, 507.

Feeney R. E., Stevens F. C,, Osuga D. T., 1963. J. Biol. Chem. 238, 1415.

Ferenczy L., 1957. Acta Biol. Hung. 8, 31.

Finkenstat W. R., Laskowski M., 1953. J. Biol. Chem., 204, 797.

Finkenstat W. R., Laskowski M., 1965. J. Biol. Chem. 240, 962 PC.

Grzesiuk S., 1967. Fizjologia nasion. Pafistwowe Wydawnictwo Rolnicze i Lesne, Warszawa.

Haynes R., Feeney R. E., 1967. J. Biol. Chem. 242, 5378.

Hemberg T., 1961. Handbuch der Pflanzenphysiologie. Berlin, Géttingen, Heidelberg 14, 1162
(cyt. za Grzesiukiem S.; 1967, Fizjologia nasion).

Jones G., Moore S., Stein W. H., 1963. Biochemistry 2, 1, 66.

Kunitz M., 1946. J. Gen. Physiol. 29, 149.

Kunitz M., 1947. J. Gen. Physiol. 30, 291.

Kunitz M., 1948. J. Gen. Physiol. 32, 249.

Laskowski M., Laskowski M., 1954. Advanc. Protein. Chem. 9, 203.

Laskowski M., Wu F. C., 1953, J. Biol. Chem. 204, 797.

Learmonth E. M., Wood J. C., 1963. Cereal Chem. 40, 63.

Lorenc-Kubis I., 1969. Acta Soc. Bot. Polon. 38, 165

Mayer A. M., Poljakoff-Mayber A., 1963. The Germination of Seeds. Pergamon Press Oxford London-
New York-Paris.

Oppenheimer H., 1922. Sitz. Akad. Wiss. Vien Abt. 1, 131, 279. (cytowane za Mayer A. M., Poljakoff-
Mayber A., 1963. The Germination of Seeds. Pergamon Press Oxford London-N. York-Paris).

Ozawa K., Laskowski M., 1966. J. Biol. Chem. 241, 3955.

Polanowski A., 1967. Acta Biochim. Polon. 14, 389.

Pusztai A., 1966. Biochim. J. 101, 379.

Rackis J. J., Anderson R. L., 1964. Biochem. Biophys. Res. Commun. 15, 230.

Rackis I. J., Sasame H. A., 1962. Archiw. Biochem. Biophys. 98. 471.

Rhodes M. B., Bennet M., Feeney R. F., 1960. 1960. J. Biol. Chem. 235, 1686.

Ryan C. A., 1966. Biochemistry 5, 1952.

Shain Y., Mayer A. M., 1965. Physiol. Plantarum 18, 853.

Shyamala G., Kennedy B. M., Lyman R. L., 1961. Nature, 192, 360.

Shyamala G., Lyman R. L., 1964. Canad. J. Biochem. 42, 1825.

Sohonie K., Huprikar S. V., Joshi M. R., 1958. J. Sci. Ind. Res. 18C, 95. (cytowane za Haynes R.,
Feeney R. E., 1967, J. Biol. Chem. 242, 5378).

Steiner R. F., 1965. Biochim. Biophys. Acta, 100, 111,

Sumere van C. F., 1960. Phenolics in Plants in Health and Disease. Pergamon Press, Oxford.

Sumere van C. F., Hilderson H., Massart L., 1958. Naturwiss. 45, 292

Tomimatsu Y., Clary J. J., Bartulovich J. J., 1966. Arch. Biochem. Biophys. 115, 536.

Ventura M. M., Filho J. X., 1967. Chem. Abstr. 67, 1054974d.

Wagner L. P., Reihm J. F.,, 1967. Arch. Biochem. Biophys. 121, 672.

Wang K. I, Chi Ch. W., Ts’'ae T. Ch., 1966. Chem. Abstr. 64, 13000b.

Wu F. C., Laskowski M., 1955, J. Biol. Chem. 213, 609.

Yoshikawa M., Kiyohara T., Ite K., 1966 Chem. Abstr. 64, 17937¢, g.



		2018-02-07T15:13:56+0000




