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Aktywnos¢ antyproteolityczna bialek ziarniakéw jeczmienia
w czasie ich rozwoju

Anti-proteolytic activity of proteins from barley caryopses during their development

H. MARCINIAK

WSTEP

Embrionalny rozwdj roslin rozpoczyna sie od momentu zapylenia i na-
stepujgcego po nim zaplodnienia komorki jajowej (Avery, Berger,
Shalucha 1942; Modilewski 1950; Polakow i Michajto-
wa 1951), obejmuje okres formowania nasion i trwa do chwili ich kiel-
kowania. We wczesnym okresie tego rozwoju roéznorodne substancje
organiczne intensywnie doplywaja z rosliny macierzystej do tworzgcego
sie nasienia (Arutjunowa i Gubanow 1950; Britikow 1951,
1954; Grzesiuk 1961), w ktorym ulegaja przeksztalceniu na zwigzki
tworzace strukture komoérki i substancje zapasowe. W tym czasie w wo-
recziku zalgzkowym nagromadza sie zestaw enzymow o wyzszej aktyw-
nosci anizeli w otaczajgcych go tkankach. Powyzszym procesom towa-

rzyszy intensywna synteza bialek — w pierwszym oxresie biologicznie
‘czynnych, a w miare rozwoju ziarniaka — zapasowych (Grzesiuk
1967).

Intensywno$¢ przemiany materii w miare rozwoju ziarniaka maleje.
Spowodowane to jest stopniowym obnizaniem sie aktywnos$ci enzymow,
glownie dzieki pojawieniu sie w ziarniakach inhibitorow (Grzesiuk
1967), ktorych zadaniem jest regulacja proceséw anabolicznych i katabo-
licznych w zywej komoérce (Reifer, Muszynska, Ber 1968). Inhi-
bitory mogg mie¢ charakter drobnoczasteczkowy (Ferenczy 1957,
Sumere 1960; Meyer & Poliakoff-Mayber 1963) lub sa
biatkami tworzacymi z enzymami nieaktywne kompleksy (Rackis &
Sasame 1962). W nasionach wielu gatunkow roslin stwierdzono wy-
stepowanie biatkowych inhibitoréw enzyméw proteolitycznych. Ostatnio
tego typu inhibitory wykryto w nasionach réznych gatunkéw roslin z ro-
dziny Gramineae, m. in. w nasionach jeczmienia (Lorenc-Kubis
1969; Mejbaum-Katzenellenbogen i Marciniak 1969).
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Celem tej pracy bylo zbadanie zachowania si¢ bialek oraz przesledze-
" nie pojawienia sie i narastania aktywnosci antyproteolitycznych w “czasie
rozwoju ziarniaxéw jeczmienia.

CZESC DOSWIADCZALNA

Uzyte odczynniki chemiczne zostaly podane w pracy Mejbaum-
-Katzenellenbogen i Marciniaka 1969.

Material roslinny

Badania prowadzono na rozwijajacych sie nasionach jeczmienia bro-
warnianego, odmiany 'PZHR’, wysianego.w 1968 r. w Wojewodzkiej Sta-
cji Doswiadczalnej Oceny Odmian w Zebiszowie przez Katedre Biologii
i Przechowalnictwa Nasion IHAR we Wroctawiu. Material zbierano od
momentu wykloszenia sie jeczmienia az do catkowitej dojrzatosci nasion,
pobierajac prébki do badan w odstepach 3—4-dniowych.

Ekstrakcje bialek z rozwijajacych sie nasion jeczmienia przeprowa-
dzano w ten sposob, ze 2 g ziarniakow ucierano w mozdzierzu z 5 ml
0,9% NaCl i nastepnie wirowano przy 12 000 obr/min przez 20 min. Osad
odrzucano.

Metody analityczne

Biatko oznaczano turbidymetryczng mikrometoda taninowg wediug
Mejbaum-Katzenellenbogen 1955. Przebieg proteolizy mie-
rzono w tescie peptydowym wedlug Mejbaum-Katzenellenbo-
gen, Wilusza i Polanowskiego 1966. W 1 ml inkubatu znaj-
dowalo sie 180 ug kazeiny, 1 ug enzymu i 20 ug bialek ziarniakow jecz-
mienia. Inkubacje prowadzono w 30°C w 0,1 M buforze fosforanowym
o pH 7,6. Reakcje enzymatyczng przerywano przez dodanie 1 ml odczyn-
nika taninowego do 0,5 ml mieszaniny inkubacyjnej uzupelnionej do
1 ml 0,1 M buforem fosforanowym o pH 7,6 i w tym samym momencie
rozpoczynano oznaczanie biatka metodg taninows.

Iloé¢ produktéw nie reagujacych z taning obliczano z réznicy ilosci
biatka oznaczonego w inkubacie przed i po reakcji.

Ilo$¢ biatka przechodzacego do 0,15 M kwasu sulfosalicylowego ozna-
czano w ten sposob, ze 1 ml wyciggu chlorkowego zadawano 1 ml 0,3 M
kwasu sulfosalicylowego i po 10 min. wirowano przy 3000 obr/min. przez
10 min. W plynie znad osadu oznaczano bialko mikrometods taninowa.

WYNIKI

Na wykresie I (ryc. 1) przedstawiono ilo§¢ bialek ekstrahujgcych sie
do 0,9% NaCl z ziarniakéw jeczmienia w czasie ich rozwoju. W pierw-
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Ryc. 1. Ekstrakcja bialek z rozwijajgcych sie ziarniakéw jeczmienia do 0,9% NaCl
Fig. 1. Proteins extracted into 0.9% NaCl during development of barley caryopses

szych dniach rozwoju zawartos¢ biatek spada, a od 9 do 33 dnia wzrasta
i od tego momentu utrzymuje sie na stalym poziomie stanowigc 2,3%
swiezej masy‘ ziarniakow.

Na wykresie II (ryc. 2) przedstawiono ksztaltujace sie w czasie roz-
woju ziarniakéw wzajemne stosunki miedzy frakcjg biatek ekstrahujg-
cych sie 0,9% NaCl i stracajacych sie kwasem sulfosalicylowym oraz roz-
puszczalnych w tym kwasie. Wartosci na diagramie przedstawiono w pro-
centach bialek ekstrahowanych do chlorku sodu z ziarniakow pierwszego
-zbioru. Stezenie tych bialek w pierwszych dniach rozwoju spada, nato-
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Ryec. 2. Zachowanie sie bialek ziarniakdéw jeczmienia w czasie ich rozwoju
Fig. 2. Behaviour of proteins from barley caryopses during their development
1 — Bialka ekstrahujgce sie 0,9% NaCl (proteins extracted into 0.9% NaCl); 2 — biatka strag-
cajgce sle kwasem sulfosalicylowym (proteins precipitated with sulphosalicylic acid); 3 —
bialka rozpuszezalne w kwasie sulfosalicylowym (proteins soluble in sulphosalicylic acld)
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Ryc. 3. Narastanie aktywno$ci antyproteolitycznych biatek ziarniakéw jeczmienia

Fig. 3. lIncrease of anti-proteolytic activity of proteins from barley caryopses
during their development ’
1 — aktywnoéé antytrypsynowa (anti-trypsin activity); 2 — aktywnos$é antychymotrypsynowa
(anti-chymotrypsin activity). Za Jjednostke aktywnosci inhibitora przyjeto hamowanie 1 ug
enzymu, ktory trawi w ciggu 10 min, w 30° w pH 7,6, w przypadku trypsyny 26 pg, a w przy-
padku chymotrypsyny 50 ug kazeiny
One unit of the inhibitor activity is defined as the amount of protein which inhibits the
activity of 1 pg of the enzyme which causes a degradation of 26 pg (in case of trypsin) or
50 vg (in case of chymotrypsin) of caseine during 10 min. at 30°, pH 7.6 ’

miast od 9 do okolo 33 dnia, to jest do optycznej dojrzalosci nasion,
szybko wzrasta i po tym czasie utrzymuje sie na stalym poziomie.

Bialka przechodzgce do kwasu sulfosalicylowego utrzymuja sie na
stalym poziomie do 9 dnia rozwoju, nastepnie ich zawartoé¢ wzrasta do
33 dnia, po czym szybko obniza sie.

Odmiennie zachowuja sie bialka strgcajace sie kwasem sulfosalicylo-
wym, ktérych poziom ulega periodycznym wahaniom. Minima stezenia
przypadaja na 9 i 33 dzien, a maksima na 3, 23 i 44 dzien rozwoju. Waha-
nia te wskazywalyby na zmiane charakteru bialek strgcajacych sie kwa-
sem sulfosalicylowym w czasie rozwoju ziarniakéw i na wzajemne prze-
chodzenie bialek strgcajgcych i rozpuszczajacych sie w tym kwasie.

Poniewaz aktywnosci antyproteolityczne wystepuja w biatkach stra-
cajgcych sie kwasem sulfosalicylowym, zachowanie si¢ w czasie rozwoju
aktywnosci antytrypsynowej i antychymotrypsynowej biatek ziarniakow
jeczmienia przedstawiono w przeliczeniu na 1 mg bialek stracajacych sie
kwasem sulfosalicylowym i w przeliczeniu na 1 g ziarniakéw. Aktywnosci
antytrypsynowa i antychymotrypsynowa bialek stracajacych sie kwasem
sulfosalicylowym wykazuja zgodny wzrost w czasie rozwoju ziarniakow.
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Rve. 4. Przebieg trawienia kazeiny trypsyna w obecnosci bialek ziarniakéw jecz-
mienia ekstrahowanych do 0,9% NaCl
Fig. 4. Time-course of casein degradation by trypsin in the presence of proteins

extracted into 0.9% NaCl from barley caryopses
1 — proba wlaseiwa, 20 pg bialek ziarniakdéw (sample containing 20 pg of proteins from
caryopses); 2 — proba kontrolna, bez bialek ziarniakéw (sample without proteins fromn
caryopses). Inkubat zawieral bialko ziarniakéw zebranych w 26 dniu rozwoju. W 1 ml znaj-
dowalo sie 180 pg kazeiny, 1 pg trypsyny, temperatura inkubacji 30°, pH 7,6
The incubation mixture contained proteins from caryopses collected on the 26th day of
development, 1 ml contained 180 pg casein, 1 pg trypsin, the temperature was 30° ph 7.4

Ryc. 5. Przebieg trawienia kazeiny alfa-chymotrypsyng w obecnosci bialek ziar-
niakéw jeczmienia ekstrahowanych do 0,9% NaCl
Fig. 5. Time-course of casein degradation by alfa-chymotrypsin in the presence

of proteins extracted with 0.9% NaCl from barley caryopses
1 — proba wiasciwa, 20 pg bialek ziarniakéw (sample containing 20 pg of proteins from
caryopses); 2 — proba kontrolna, bez bialek =ziarniakow (sample without proteins from
caryopses). Inkubat zawieral bialko ziarniakéw zebranych w 28 dniu rozwoju. Warunki do-
$wiadczenia podano pod ryc. 4
The incubation mixture contained proteins from caryopses collected on the 38th day of
development. Details of experiment given in Fig. 4

Wzrost aktywnosci wlasciwej zachodzi do 33 dnia rozwoju, a po tym
czasie obie aktywnosci malejg (ryc. 3). Wzrastaniu axktywnosci antypro-
teolitycznych odpowiada obnizanie sie procentowej zawarto$ci biatek
stracajacych sie kwasem sulfosalicylowym w biatkach ekstrahowanych
0,9% NaCl. Przy rozpatrywaniu obu aktywnosci w odniesieniu do biatek
ekstrahowanych chlorkiem sodu lub stracajacych sie kwasem sulfosalicy-
lowym, zawartych w 1 g ziarniakéw, uwidoczniajg sie rozbieznosci w ich
narastaniu. Aktywnosé antytrypsynowa osigga szczyt w 26, natomiast
aktywnosé antychymotrypsynowa w 38 dniu rozwoju. Na wykresie (ryc. 4)
przedstawiono przebieg trawienia kazeiny trypsynag, a na ryc. 5 alfa-
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-chymotrypsyng w obecnosci bialek ziarniakéw jeczmienia. W obu przy-
padkach uwidacznia sie hamowanie powstawania produktow nie oznacza-
jacych sie taning (peptydy).

DYSKUSJA

Mejbaum-Katzenellenbogen i Lorenc-Kubis 1967
zastosowaly do oznaczania bialek nasion Gramineae mikrometode tanino-
wa i wykazaly, ze zachodzi dobra zgodno$¢ wynikéw uzyskanych przy
oznaczaniu bialek przez pomiar zmetniénia, jaki dajg kompleksy biatko-
wo-taninowe i przez oznaczanie azotu tych komplekséw metodg Kjel-
dahla. Wykazano ponadto, ze material bialkowy oznaczajacy sie taning
mozna rozfrakcjonowaé przez zastosowanie kwasu sulfosalicylowego lub
trojchlorooctowego na dwie grupy. Grupe pierwsza stanowia bialka stra-
cajace sie tymi kwasami, ktére sa odpowiednikiem ,biatka surowego”
oznaczonego metoda Kjeldahla, a drugg stanowiag polipeptydy lub gliko-
proteidy, ktore przechodza do odbialcza, oznaczaja sie taning i zwykle
lacznie z innymi drobnoczasteczkowymi zwiagzkami azotu sg zaliczane do
tak zwanego ,,azotu niebialkowego”.

Caloé¢é materialu bialkowego oznaczanego w tej pracy mikrometoda
taninowa w wyciagach chlorkowych ziarniakoéw jeczmienia zawiera za-
tem dwie frakcje — bialkowa i polipeptydowa. W wyciggach odbialcza-
nych kwasem sulfosalicylowym pierwsza byla obreslana jako ,bialko
stracajace sie”, a druga jako ,,bialko rozpuszczalne” w kwasie sulfosali-.
cylowym.

Periodyczne wahania ilosci bialek wigza sie z dynamikg rozwoju za-
rodka, w ktorym skupia sie wigkszo$¢ enzymoéw ziarniaka. Pierwszy
okres wzrostu bialek zwigzany jest z szybkim rozwojem ziarniaka, za-
réwno zarodka, jak i bielma, a tym samym nagromadzaniem sie bialek
funkcjonalnych. Ponowny wzrost, przypadajacy na dojrzatos¢ morfolo-
giczng ziarniakow, wiaze sie z rozbudowaniem aparatu enzymatycznego,
szczegolnie w zarodku i warstwie aleuronowej bielma. W tym samym
czasie nastepuje gromadzenie inhibitorow typu biatkowego, blokujacych
dzialanie enzymoéw w chwili wchodzenia ziarniakoéw w okres spoczynku.

Zachowanie sie polipeptydow mozna tlumaczy¢ ich powigzaniem
z synteza biatek zapasowych. Polipeptydy moga stanowi¢ forme trans-
portowa materialu biatkowego syntetyzowanego w zielonych czesciach
rosliny. W poczatkowym okresie rozwoju ziarniaka synteza bialek struk-
turalnych wyprzedza gromadzenie biatek zapasowych (Grzesiuk
1967). W tym okresie stezenie polipeptydow nie wykazywalo zmian.
Pozniejsze wazrastanie stezenie polipeptydéw w ziarniakach przebiegato
zgodnie z rozwojem bielma i magazynowaniem w nim substancji zapa-
sowych. W okresie dojrzalosci morfologicznej stezenie polipeptydow
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Tabela 1 — Table 1

Zachowanie sie aktywno$ci antyproteolitycznych bialek ziarniakéw jeczmienia
w czasie rozwoju
Anti- proteolyt1c activity of proteins from barley caryopses during
their development

Bialko stracajace Jednostki aktylw.noéci
sig 0,156 M SSA Units of activity
Proteins precipi- i w przeliczeniu na
tated with Wi 4L e blale%: biatko stracajace
.| OI5MSSA | w1 mgbialek | Stracaiacych sie | o915 M sSA
! ) ekstrahowanych 0,15 M SS"} zawarte w1l g
2 g do 0,97 NaCl (ak}tyéw‘nos}c ziarniakéw
g % w.l mg w przg- in 1 mg prqteins in lwmag (;:;ieins calc?lated I.or‘
5 = | bialka | liczeniu extracted into i ) protein precipi-
5O | ekstr. | nalg 0,0% NaCl p"e;“;“a‘egs‘:“h tated with 0,15
8 "i do 0,9% ziarnia- (speﬁifi:{activity) M SSA from 1 g
g inN;dCrLg cal;::)xja- caryopses_m_
: protein | ted for antychy- antychy-| . nty. |antychy-
extrac- | 1 g of antryp- | motry- | antytry- | motry- trypsy- motry-
ted into | caryop- synowe psyno.we psym?we psyn(:'lwe nowe |Psynowe
0,9% NaCl|  geg anti- anti- anti- anti- anti- anti-
trypsin chymf)- trypsin chymF;- trypsin chymo-
I SN () - trypsin trypsin trypsin
0,927 10,2 19 | - 0 20 ; 0 204 0
0,866 5,2 36 8 2 | 9 218 47
| 0800 | 48 48 20 | 59 | 25 283. | 120
12 | o714 | 50 | 59 24 32. 34 410 170
16 | 0579 | 55 | 66 25 114 43 627 236
19 | 0543 | 76 70 26 129 48 980 365
23 | 0,520 i 10,4 72 29 139 56 1446 582
26 | 0447 | 97 73 32 162 72 1571 698
30 | 0212 | 60 56 3¢ | 203 125 1218 750
33 | 0,200 4,6 49 37 | 244 185 1122 851
38 0,408 9,4 45 42 | 110 103 1034 968
40 0,426 9,8 41 33 | 97 7 | 950 754
44 0,480 11,3 40 25 | 84 52 | 949 588

gwaltownie obnizalo sie przy roéwnoczesnym wyraznym wzroscie steze-
nia frakeji ,bialkowej”, pomimo zatrzymania doplywu substancji od-
zywcezych z ro$liny. Synteza bialka przebiega zatem kosztem polipepty-
dow. Materiat bialkowy oznaczany metoda taninowa w wyciagach chlor-
kowych ziarniakéw po 33 dniu rozwoju utrzymuje sie na stalym pozio-
mie, a zachodzace zmiany dotyczg jedynie obu badanych frakeji.
Przebieg narastania aktywnosci antytrypsynowej i antychymotrypsy-
nowej w czasie rozwoju ziarniaka jest podobny do zachowania sie frak-
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cji polipeptydowej. Obie aktywnosci pojawiaja si¢ w biatkach ziarnia-
kow prawie réwnoczeénie w bardzo wezesnym stadium rozwoju, osiggaja
maksimum w tym samym dniu co i polipeptydy i nastepnie wykazuja
tendencje znizkowe. Ich dynamiczny wzrost, trwajgcy do 33 dnia roz-
woju ziarniaka, moze by¢ uwazany za wstgpny proces przygotowujacy
ziarniaki do. okresu spoczyniku, osigganego Zzablokowaniem enzymow
przez inhibitory. Spadek aktywnosci antyproteolitycznych po osiggnieciu
przez ziarniaki dojrzalosci morfologicznej nie oznacza -zmniejszenia sie
ilogci inhibitoréw w biatkach ziarniaka. Zjawisko to prawdopodobnie jest
objawem lgczenia sie w tym okresie inhibitoréw z odpowiednimi pro-
teazami, co ujawnia sie utratg aktywnosci zaréwno inhibitoréw, jak
i enzymoéw. Wezeéniejsze osigganie maksimum przez aktywnosé anty-
trypsynowa od aktywnosci antychymotrypsynowej, przy rozpatrywaniu
tych aktywnosci w odniesieniu do bialek, przechodzacych do chlorku
sodu i do bialek stracajacych sie kwasem sulfosalicylowym, zawartych
w 1 g ziarniakow, $wiadezyloby o wczeéniejszym blokowaniu proteaz
o aktywnosci trypsynowej od proteaz o aktywnosci antychymotrypsyno-
wej, jak rowniez o tym, ze inhibitory te sg réznymi biatkami.

STRESZCZENIE

Zawartoéé bialek w ziarniakach jeczmienia wykazuje dynamiczne zmiany w za-
leznosci od stadium rozwoju. Ilo$é bialek ekstrahowanych chlorkiem sodu w pierw-
szych dniach rozwoju maleje, a nastepnie wzrasta i w okresie dojrzalosci morfo-
logicznej ziarniakéw utrzymuje sie na stalym poziomie. Zawarto$¢ bialek rozpu-
szezalnych w kwasie sulfosalicylowym nie wzrasta do 9 dnia rozwoju, w nastep-
nym okresie iloéé ich roénie i od chwili dojrzalosci morfologicznej ulega spadkowi.
Natomiast poziom biatek stracajgcych sie kwasem sulfosalicylowym ulega w cza-
sie rozwoju ziarniakow periodycznym wahaniom.

Aktywnoéé antytrypsynowa i antychymotrypsynowa bialek ziarniakow pojawia
sie w pierwszych dniach rozwoju i dynamicznie wzrasta do chwili dojrzalo$ci mor-
fologicznej nasion, a potem spada.

Pani Profesor dr Wandzie Mejbaum-Katzenellenbogen skladam ser-
deczne podziekowanie za cenne wskazowki udzielane w czasie wykonywania i pisa-
nia tej pracy.

Katedra Biochemii
Uniwersytetu Wroctawskiego }
(Wplynelo dn. 15.5.1969 r.)

SUMMARY

Dynamic changes occur in the protein content of barley caryopses in different
stages of their development. In the first period a successive decrease of proteins
extracted into NaCl has been observed followed by their increase in the next pe-
riod. A constant level of these proteins appeared in the stage of morphologic ma-
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turity. An increase of proteins soluble in sulphosalicylic acid was observed start-
ing from the 9-th day of development but when the seeds reached their matu-
rity a decrease of these proteins occurred. However, proteins precipitated with
sulphosalicylic acid showed periodical fluctuations during development.

The anti-trypsin and anti-chymotrypsin activity of proteins from caryopses
appeared in the first days of the development and rapidly increased up to the
stage of morphologic maturity of the seeds. Then a successive decrease of these
activities was observed.
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