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Antyproteolityczna aktywno$¢ bialek nasion wiechliny lakowej
i tymotki takowe;j

Antiproteolytic activity of proteins from Poa pratensis and Phleum pratense seeds

W. MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN, I. LORENC-KUBIS

Metoda taninowa dzigki swojej czulo$ci oraz malej swoistosci w stracaniu bialek
1 polipeptydéw o masie czasteczkowej wyzszej od 3 tysiecy znalazia zastosowanie
do badania przebiegu proteolizy w postgpowaniu opracowanym przez Mejbaum-
-Katzenellenbogen, Wilusza i Polanowskiego (1966). W metodzie tej prze-
bieg proteolizy mozna §ledzi¢ dwoma testami — peptydowym i polipeptydowym.
Test peptydowy polega na oznaczaniu substratu reagujacego z tanina, test polipep-
tydowy — na selektywnym oznaczaniu polipeptydowych produktéow reakcji reagu-
jacych z taning i przechodzacych do przesaczu kwasu sulfosalicylowego lub troj-
chlorooctowego. Metoda ta zostata réwniez wykorzystana do oznaczania aktywnosci
inhibitorowej zaréwno w materiale zwierzgcym, jak i ro$linnym (Wilimowska-
-Pelc, Mejbaum-Katzenellenbogen 1969; Wilusz 1968; Polanowski 1967;
Lorenc-Kubis 1969: Mejbaum-Katzenellenbogen, Marciniak 1969).

Lorenc-Kubis (1969) wykazala obecnoé¢ inhibitoréw trypsynowych w nasio-
nach réznych gatunkow traw.

Celem tej pracy bylo blizsze okreslenie aktywnosci antyproteolitycznej biatek
nasion wiechliny lakowej i tymotki lakowe;j.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzano na nasionach 2 gatunkow traw — wiechlinie takowej
(Poa pratensis) i tymotce lakowej (Phleum pratense) ze zbioréw 1966, 1967 i 1968 roku
pochodzacych z Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin we Wroctawiu. Nasiona
przechowywano przy wilgotnosci wzglednej powietrza od 45 do 55 %,. Sita kietko-
wania analizowanych odmian wynosila 89 do 98%.

Ekstrakcje¢ biatek z nasion 0,99% roztworem chlorku sodu przeprowa-
dzano analogicznie jak w poprzedniej pracy (Lorenc-Kubis 1969).

Aktywnoé¢ proteolityczna i inhibitorowa oznaczano w tescie pepty-
dowym i polipeptydowym wg Mejbaum-Katzenellenbogen i wspolpracownikéw
(1966).
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Odczynniki:

Trypsyna firmy Merck A. G. Darmstadt o aktywnosci 20 000 jednostek Fulda-
Grossa na gram,

Trypsyna krystaliczna otrzymana z trzustek bydlecych metoda Northropa
i Kunitza (1931). W dwukrotnie krystalizowanych preparatach nie stwierdzono
aktywnosci chymotrypsynowej wobec TEE.

Chymotrypsyna 2 razy krystalizowana firmy Reanal.

Kazeina biala rozpuszczalna firmy British Drug House Poole, England.

Tanina oczyszczona poprzez ekstrakcje do octanu etylu wg Armitage i wspol-
pracownikow (1961). Pozostale odczynniki byly cz.d.a. i pochodzily z Polskich
Odczynnikéw Chemicznych — Gliwice.

WYNIKI

Na wykresie 1 przedstawiono przebieg trawienia kazeiny trypsynag Merck (za-
wierajaca drobne ilo$ci chymotrypsyny), w obecnosci i nieobecnosci biatek wiechliny
1 tymotki, mierzony testem peptydowym. Stwierdzono wyrazny hamujacy wplyw
bialek obu gatunkéw traw na degradacje kazeiny do produktéw nie oznaczajacych si¢
taning. Znaczne réznice wystapily natomiast w tescie polipeptydowym (wykres 2).

Bialka nasion wiechliny w poczatkowym etapie proteolizy nie hamowaly aktyw-
nosci trypsyny. Po 60 minutach wystgpowalo jednak wyrazne hamowanie, gdyz
stezenie polipeptydéw w przesaczu kwasu sulfosalicylowego bylo dwukrotnie wyzsze

Legenda do wykresow 1—4. — Legend for diagrams 1—4

1 Krzywa A4 bez inhibitora (curve 4 without the inhibitor)
Krzywa B i C w obecnosci inhibitora z nasion: B — tymotki i C — wiechliny
Curve B and C with the inhibitor from seeds of: B — Phleum pratense and C — Poa pratensis
1 mlinkubatu zawieral 2,5 mg kazeiny rozpuszczonej w 0,1 M moderatorze fosforanowym o PH 7,6, 10 pg
trypsyny i 100 pug biatka wyciagu. Inkubacja w 30°. Reakcje przerywano 0,3 N HCI (test peptydowy), lub
réwna objgtoicia 0,3 M kwasu sulfosalicylowego (test polipeptydowy). Wyniki podano w przeliczeniu na
1 ml inkubatu
The incubation mixture contained in 1 ml: 2,5 mg of casein in 0,1 M phosphate buffer, pH 7,6, 10 ug of
trypsin and 100 pg of seed extract protein. The incubation was carried out at 30°. The reaction was stopped
by.adding 0,3N HCI (peptide test) or 0,3 M sulphosalicylic acid (polypeptide test). The results are
calculated per 1 ml of incubation mixture

2 Krzywa A bez inhibitora (curve 4 without the inhibitor)
Krzywa B i C w obecnosci inhibitora z nasion: B — tymotki i C — wiechliny
Curve B and C with the inhibitor from seeds of: B — Phleum pratense and C — Poa pratensis
Warunki testu podano pod wykresem 1
Details of the assay are given in figure 1

3 Krzywa A bez inhibitora (Curve 4 without the inhibitor)
Krzywa B i C w obecnosci inhibitora z nasion: B — tymotkii C — wiechliny (curve B and C with the inhi-
bitor from seeds of: B — Phleum pratense and C — Poa pratensis.
1 ml inkubatu zawieral 2,5 mg kazeiny w 0,1 M moderatorze fosforanowym, pH 7,6, 5 pug trypsyny i 50 pg
bialek wyciagu. Warunki testu podano pod wykresem 1.
The incubation mixture contained in 1 ml:,2,5 mg of casein in 0.1 M phosphate buffer pH 7,6, 5 ug of trypsin
and 50 pg of seed extract protein. Details are given in figure 1.

4 Krzywa A — bez inhibitora (Curve 4 without the inhibitor)
Krzywe B i C w obecnosci inhibitora z nasion: B — tymotki i C — wiechliny (Curves B and C with the
inhibitor from seeds of: B — Phleum pratense and C — Poa pratensis
Warunki testu podano pod wykresem 1. (Details are given in figure 1.)
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Wykres 1. Przebieg proteolizy kazeiny trypsyna firmy Meck w obecnosci i nieobecnosci bialek
wyciggu chlorkowego z nasion wiechliny lakowej i tymotki lakowej. Test peptydowy
Time course of casein degradation by trypsin Merck in the presence or absence of
proteins from Poa pratensis and Phleum pratense seeds. Peptide test

Wykres 2. Przebieg proteolizy kazeiny trypsyna firmy Merck w obecnosci i nieobecnosei bialek
wyciagu chlorkowego z nasion wiechliny lakowej i tymotki lakowej. Test polipeptydowy
Time-course of casein degradation by trypsin Merck in presence or absence of protein
from Poa pratensis and Phleum pratense seeds. Polipeptide test
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Wrykres 3. Przebieg proteolizy kazeiny trypsyna krystaliczna w obecnosci i nieobecno$ci bialek
wyciagu chlorkowego z nasion tymotki takowej i wiechliny lakowej. Test peptydowy
Time-course of casein degradation by crystaline trypsin in the presence or absence
of proteins from Phleum pratenses and Poa pratensis seeds. Peptide test

Wrykres 4. Przebieg proteolizy kazeiny trypsyna krystaliczna w obecnosci i nieobecnosci biatek
wyciagu chlorkowego z nasion tymotki lakowej i wiechliny lakowej. Test polipeptydowy
Time-course of casein degradation by crystaline trypsin in the presence or absence
of proteins from Phleum pratense and Poa pratensis seeds. Polypeptide test
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Wykres 5. Trawienie kazeiny chymotrypsyna w obecnosci i nieobecnosci bialek wyciagu chlor-
kowego z nasion wiechliny lakowej i tymotki lakowej. Test peptydowy
Digestion of casein by chymotrypsin in the presence or absence of proteins from
Poa pratensis and Phleum pratense seeds. Peptide test
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‘Wykres 6. Hamowanie aktywnosci proteolitycznej chymotrypsyny przez bialka nasion wiechliny
fakowe;j.

Inhibition of proteolytic activity of chymotrypsin by proteins from Poa pratensis seeds
Wykres 7. Hamowanie aktywnosci proteolitycznej trypsyny krystalicznej przez bialka nasion
wiechliny lakowej.

Inhibition of proteolitic activity of crystaline trypsin by proteins from Poa pratensis
seeds
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niz w probie bez inhibitora. W obecnosci bialek nasion tymotki hamowanie wyste-
powalo od poczatku reakcji. Krzywa przebiegu proteolizy byla wigc przesunieta
w stosunku do krzywej ilustrujacej przyrost polipeptydéw w nieobecnosci inhibitora.

Dos$wiadczenia powtdérzono na preparacie trypsyny krystalicznej nie zawierajacej
zanieczyszczen chymotrypsyna (wykres 3 i 4). W tescie polipeptydowym w obecnosci
trypsyny krystalicznej nastgpowalo szybkie narastanie polipeptydowych produktéw
reakcji, po czym ilo$¢ powstalych polipeptydéw utrzymywala si¢ na tym samym
poziomie. Dla bialek obu gatunkéw traw stwierdzono aktywnos$¢ antytrypsynowa
w teécie peptydowym i polipeptydowym. W tescie polipeptydowym biatka tymotki
i wiechliny wykazywaly bardzo slaba aktywno$¢ antyproteolityczng.

Przebieg trawienia kazeiny chymotrypsyna w obecnosci bialek nasion wiechliny
i tymotki przedstawiono na wykresie 5.

Bialka wiechliny bardzo silnie hamowaly degradacj¢ kazeiny do produktéw
nie oznaczajacych si¢ tanina. Znacznie stabszy efekt hamowania chymotrypsyny
wykazywaly bialka nasion tymotki. W tym przypadku réznica miedzy ubytkiem
substratu w probie bez inhibitora a proba zawierajaca biatka nasion stanowila
zaledwie 109, podczas gdy w przypadku bialek wiechliny — 43%.

Na wykresie 6 i 7 przedstawiono wplyw wzrastajacych stezen bialek nasion wiech-
liny na degradacj¢ kazeiny chymotrypsyna i trypsyna. Catkowite hamowanie 1 pg
chymotrypsyny uzyskiwano dla bialek mnasion wiechliny przy stosunku enzymu:
inhibitora rownym 1:14, dla bialek tymotki stosunek ten wynosit 1:55. Catkowite
hamowanie aktywnosci 1 pg trypsyny dawato 35 pg biatek wiechliny i 90 pg
bialek tymotki.

DYSKUSJA

Stosowanie metody taninowej do badania proteolizy stwarza pewne mozliwosci
odréznienia powstajacych produktéw proteolizy, a wigc posrednio moze informo-
wac o charakterze i czystosci enzymu. Krzywa polipeptydowa pozwala odréznié
czysty preparat trypsyny od preparatu zanieczyszczonego drugim enzymem proteo-
litycznym.
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Legenda do wykreséw 5—7, — Legend for diagrams 5—7

4 Krzywa A bez inhibitora (Curve 4 without the inhibitor)
Krzywe B i C w obecnosci inhibitora z nasion: B — tymotki i € — wiechliny (curves B and C with the
inhibitor from seeds: of: B — Phleum pratense and C — Poa pratensis
1 ml inkubatu zawieral 2,5 mg kazeiny rozpuszczonej w 0,1 M moderatorze fosforanowym o pH 7,6, 5 ug
chymotrypsyny i 50 ug bialka wyciagu.
The incubation mixture contained in 1 ml: 2,5 mg of casein in 0,1 M phosphate buffer pH 7,6, 5 ug
of chymotrypsin and 50 ug of seed extract protein

[ 1 mlinkubatu zawierat 2,5 mg kazeiny, 5 pug chymotrypsyny i od 0 do 80 ug bialek nasion wiechliny takowej.
Inkubacje prowadzono w 30° przez 5 minut w pH 7,6
1 ml incubation mixture contained 2,5 mg of casein, 5 ug of chymotrypsin and 0 to 80 pg of protein
from Poa pratensis seeds. Incubation was carried out at 30° for 5§ min. pH 7,6

7 1 ml inkubatu zawierat 2,5 mg kazeiny, 5 pg trypsyny i od 0 do 200 ug bialek nasion wiechliny la-
kowej. Temperatura inkubacji 30°, pH 7.6
1 ml incubation mixture contained 2,5 mg of casein, 5 pg of trypsin and 0 to 200 pg of protein from
Poa pr is seeds. Incubation was carried out at 30° for 5 min. pH 7,6
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Stosowana w poprzedniej pracy (Lorenc-Kubis 1969) do badan aktywnosci
antytrypsynowej bialek nasion traw trypsyna Merck byla, jak pdzZniej stwierdzono,
zanieczyszczona chymotrypsyna. Z tych wzgledéw zajgto sig szczegélowym przeana-
lizowaniem przebiegu proteolizy kazeiny trypsyna zaréwno Merck, jak i krystaliczng
nie zawierajaca zanieczyszczen chymotrypsyna.

Przebieg krzywych ilustrujacych przyrost polipeptydowych produktéw trawienia
kazeiny tymi enzymami pozwolil na zréZnicowanie aktywnosci antyproteolitycznej
bialek mnasion dwoch gatunkéw traw — tymotki i wiechliny na aktywno$¢ anty-
trypsynowa i antychymotrypsynowa. Okazalo sig, ze biatka obu gatunkéw podobnie
jak biatka nasion jeczmienia (Mejbaum-Katzenellenbogen, Marciniak
1969) wykazuja aktywno$¢ zaréwno antytrypsynowa, jak i antychymotrypsynowa.
Bialka nasion wiechliny réznia si¢ istotnie od bialek tymotki, gdyz silniej hamuja
chymotrypsyne niz trypsyne, podczas gdy biatka nasion tymotki stabo hamuja oba
enzymy. Przewaga aktywnoS$ci antychymotrypsynowej w biatkach nasion wiechliny
thumaczy charakterystyczny przebieg krzywej polipeptydowej uzyskanej przy trawieniu
kazeiny trypsyna zanieczyszczona drobnymi ilo$ciami chymotrypsyny. W pierwszym
etapie proteolizy slabo hamowana trypsyna trawila kazeing do polipeptydowych
produktow, w dalszym etapie skutkiem zahamowania aktywnos$ci chymotrypsynowej
powstale polipeptydy nie ulegaly wtérnej degradacji do produktéw nieoznaczajacych
si¢ taning. Wigkszo$¢ inhibitoréw enzyméw proteolicznych obok aktywnosci anty-
trypsynowej wykazuje staba aktywnos$¢ antychymotrypsynowa. Biatka nasion wiech-
liny stanowia wigc pewien wyjatek, gdyz zawieraja gléwnie inhibitor o aktyw-
noséci antychymotrypsynowej i staby inhibitor trypsynowy.

Katedra Biochemii Uniwersytetu Wroclawskiego (Wplyneto dn. 8.5.1969 r.)
Wroclaw, ul. Szewska 38

SUMMARY

In proteins from seeds of Poa pratensis and Phleum pratense anti-trypsin and anti-chymotrypsin
activities were found.

The digestion of casein by trypsin and chymotrypsin in the presence or absence of proteins from
these seeds was studied. It was found that proteins from Poa pratensis seeds showed a higher
anti-chymotrypsin than anti-trypsin activity.



Antyproteolityczna aktywnosé bialek 669

LITERATURA

Armitage R., Bayliss G.S., Gramshaw J. W., Haslam E., Haworth R.D., Jones K.,
Rogers H.J., Searle T. 1961, J. Chem. Soc. 3: 1842,

Lorenc-Kubis 1., 1969, Acta Soc. Bot. Pol. 1: 165.

Mejbaum-Katzenellenbogen W., Marciniak H., 1969, Acta Soc. Bot. Pol. 38: 535.

Mejbaum-Katzenellenbogen W., Wilusz T., Polanowski A., 1966, Acta Biochim. Polon.
13: 87.

Northrop J. H., Kunitz M., 1931, Science 73; 262.

Northrop J. H,, Kunitz M., 1932, J. Gen. Physiol 16; 267 cyt. przez Laskowskiego M. Metods
in Enzymology (Colowick S.P and Kaplan N.O., 2, 26 1955 Academic Press New York)

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

Wilimowska-Pelc A., Mejbaum-Katzenellenbogen W., 1969 Acta Polon. Pharm,
(praca w druku).

Wilusz T., 1968 Acta Polon. Pharm. 25, 195.



		2015-05-03T21:29:56+0100
	Polish Botanical Society




