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Hamowanie aktywnosci proteaz w preparacie biatkowym z lucerny
i lisci stonecznika poprzez poliaminy i regulatory wzrostu

Inhibiting Protease Activity in Protein Preparations from Alfalfa and Sunflower
by Polyamines and Growth Regulators

| Biatka tkanek roSlinnych wystepujace w chloroplastach niemal w réwnych cze-
$ciach dzielg si¢ na rozpuszczalne i nierozpuszczalne. Biatka nierozpuszczalne
potaczone z chlorofilem i innymi barwnikami oraz z lipidami tworza, wraz z fosforo-
1 galaktolipidami, btony tylakoidéw. Biatka rozpuszczalne klasyfikowane sa na
dwie frakcje: pochodzaca z chloroplastéw tzw. frakcje I, identyfikowana jako karbo-
ksylaza-oksygenaza rybulozo-1,5-bifosforanowa (E.C. 4.1.1.39), pelniacg istotna
funkcje w procesie fotosyntezy i fotooddychania; oraz tzw. frakcje II, wystepujaca
Jako mieszanina heterogennych bialek chloro- i cytoplazmatycznych (8).

Tkanki wegetatywnych czesciroslin zawieraja enzymy proteolityczne o r6znym
mechanizmie dzialania egzo- i endopeptydazy, karboksy-i aminopeptydazy. Fun-
kcja tych wewnatrzkomérkowych proteaz polega na utrzymywaniu réwnowagi
dynamicznej pomigdzy poziomem bialek i produktéw ich proteolizy. Podczas
ontogenezy w trakcie wzrostu komérek szybkos¢ biosyntezy bialek jest znacznie
wigksza od szybkosci ich rozpadu, natomiast intensywno$¢ rozpadu wzrasta pod-
czas starzenia si¢ organéw wegetatywnych ro$lin. Analogiczne przemiany zacho-
dza w procesie otrzymywania preparatéw biatkowych z zielonych czesci roslin.
Proteoliza bialek przebiega zaréwno w trakcie macerowania zielonek, jak i w
czasie frakcjonowania bialek zawartych w soku ro§linnym. Straty biatka spowodo-
wane tym procesem moga si¢gac¢ az do 50% (9, 10), gdyz niskoczasteczkowe
produkty hydrolizy bialek nie ulegaja koagulacji.
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Celem niniejszej pracy jest badanie procesu inhibicji aktywnosci enzyméw
proteolitycznych z soku lucerny i liSci stonecznika wybranymi substancjami che-
micznymi.

MATERIALY I METODY

Sok uzyskano poprzez ttoczenie prasa §limakowa zielonki lucerny i liSci stonecznika wstgpnie
rozdrobnionych na prasie Srubowej. Materiat wiéknisty usunigto z soku przy uzyciu sita o §rednicy
oczek 0,15 mm = 100 mesh. Z soku lucerny i liSci stonecznika wydzielono frakcje biatkowe
zawierajace aktywne enzymy proteolityczne poprzez odwirowanie frakcji chloroplastéw i nastgpne
trzykrotne wysycenie przesaczy do 50% siarczanem amonu w buforze Tris-HCI (pH = 7,5). Otrzy-
mane preparaty liofilizowano porcjami i przechowywano w temp. 4°C. Rozdziat biatek preparatéw
enzymatycznych przeprowadzono metoda saczenia molekularnego na kolumnie wypetnionej Sepha-
dexem G-100. W otrzymanych frakcjach aktywno$¢ proteolityczna mierzono stosujac jako substrat
azoalbuming.

Sktad aminokwasowy biatka preparatéw enzymatycznych oznaczono metoda chromatografii
jonowymiennej w automatycznym analizatorze aminokwas6w Aminochrom II. Hydrolizg preparat6w
prowadzono 6 M HCI, po uprzednim utlenieniu prébek kwasem nadmréwkowym (13).

Aktywno$¢ proteolityczna mierzono spektrofotometrycznie wobec BAEE (ester etylowy No-
benzoilo-L-argininy) po odsoleniu preparatéw na kolumnie wypetnionej Sephadexem G-25. Testo-
wano wptyw inhibicyjny nastgpujacych substancji: spermidyny, kadaweryny, sperminy, betainy,
inhibitora trypsyny, zredukowanego glutationu, hydroksymetyloaminy, 1,4-diaminobenzolu, siarcza-
nu dicyjanodiamidyny i regulatoréw wzrostu ro§lin— Flordimexu i CCC; stosujac wzrastajace stgzenia
od 0,1 do 1,0 mM.

OMOWIENIE WYNIKOW

W badaniach nad otrzymywaniem preparatéw zywieniowych z sokéw zielo-
nych czesci roslin poszukiwane sa metody skutecznego frakcjonowania zawartych
w nich biatek. Jedng z przyczyn obnizenia wydajnosci procesu jest dziatalno$¢
enzym6w proteolitycznych. Wczes$niejsze badania (5) hamowania ich aktywnosci
w wyttoczonym soku nie przyniosty korzystnych wynikéw z uwagi na obecno$¢ w
soku zwiazk6éw o zréznicowanych wlasciwosciach.

W celu scharakteryzowania wiasciwos$ci proteaz wystepujacych w tkankach
lucerny i lisci stonecznika wyizolowano preparaty zawierajace te enzymy. Dla obu
preparat6w otrzymano po saczeniu molekularnym na Sephadexie G-100 podobny
obraz frakcji, wymywanych 0,05 M buforem Tris-HCI pH=8,0 (ryc. 1).

Na chromatogramie uzyskano dwa piki, rézniace si¢ znacznie wielkoScia ab-
sorbancji, mierzonej przy 280 nm. Najwyzsza aktywnoS¢ proteolityczna (mierzona
wobec azoalbuminy jako substratu) wykazaty frakcje schodzace bezposrednio po
piku o najwyzszej absorbancji. Sktad aminokwasowy biatka obu preparatéw byt
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Ryc. 1. Chromatogram otrzymany po rozdziale bialek preparatéw enzymatycznych na zelu
Sephadex G-100
Chromatograme obtained after protein distribution of enzymatic preparations on gel
Sephadex G-100

zblizony — z lekka przewaga aminokwas6w siarkowych i zasadowych w preparacie
ze stonecznika (tab. 1). Aktywno$¢ neutralnych proteaz (mierzona wobec BAEE
po odsoleniu preparatéw na kolumnie wypetnionej Sephadexem G-25) lucerny
i stonecznika niewiele si¢ r6znita, wyniosta odpowiednio 28,83 U/l i 26,52 U/l

Tabela 1. Zawarto$¢ aminokwas6w w preparatach enzymatycznych otrzymanych z soku lucerny
i lisci stonecznika
The content of amino-acids in enzymatic preprations obtained from the juice of alfaalfa and sunflo-

wer leaves
PR 2/100g biatka 9% sumy aminokwas6w

lucerna stonecznik lucerna stonecznik
Lys 2,58 3,00 10,12 10,77
Phe 1,74 2,04 6,84 131
Met 0,71 1,07 2,79 3,84
Cys 0,79 0,85 3,10 3,04
Thr 1,47 1,41 5,77 5,06
Leu 257 3,03 10,08 10,87
Ile 153 1,58 5,99 5,66
Var 1,31 1,20 5,15 431
Arg 1,09 1,58 4,30 5,66
Asp 3,26 817 12,80 11,38
Ser 2,67 2,42 10,48 8,69
Glu 2,93 3,33 11,53 11,94
Gly 1,38 1,62 5,44 5,83
Ala 1,43 1,57 5,61 5,64
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Natomiast podatno$¢ enzyméw na czynniki inhibitujace ich aktywno$¢ byta dla obu
preparatéw zréznicowana (ryc. 2-5). Generalnie enzymy stonecznika byty szybciej
hamowane niz enzymy lucerny zaréwno przez aminy, jak i peptydy.
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Ryc. 2. Inhibicja aktywnosci proteaz preparatu enzymatycznego wyizolowanego z soku A — lucemny;
B - lisci stonecznika w zaleznos$ci od st¢zenie inhibitoréw
Inhibition of the activity of proteses of the enzymatic preparation isolated from the juice of A — alfalfa,
B - sunflower leaves depending on the concentration of the inhibitors

Poliaminom w ro§linach przypisuje si¢ wielorakie funkcje. Przypuszcza sig, ze
sa one niezbednymi sktadnikami bton cytoplazmatycznych i Scian komérkowych
(11, 15). Badano réwniez ich funkcj¢ regulatorowa w procesie biosyntezy biatka
(1,2, 6). Poprzez hamowanie degradacji bton cytoplazmatycznych (7) i opéZnianie
procesu zanikania chlorofilu (12) przeciwdziataja starzeniu si¢ organéw roslin-
nych. Typowym objawem starzenia si¢ ro$lin jest degradacja bialek zwiazana ze
wzrostem aktywno$ci proteaz. Przeprowadzone badania, jak i wyniki otrzymane
przez Balestreri i wsp. (3) wykazaty skuteczno$¢ dziatania poliamin jako
inhibitoréw aktywnosci enzyméw proteolitycznych. Przebieg procesu hamowania
aktywnosci proteaz przez polikationy, bedace naturalnymi sktadnikami tkanek
roslinnych i syntetycznych zwiazkéw (ryc. 2 i 3), wskazuje na kompetycyjny
charakter procesu inhibitowania neutralnych proteaz ro§linnych. Jego szybszy
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przebieg w przypadku stonecznika moze wynika¢ z mniejszego udzialu aminopep-
tydaz w preparacie enzymatycznym z tej roSliny i z mniejszej zawartosci natural-
nych inhibitoréw proteaz, wspétstraconych z biatkami enzymatycznymi. Preparat
ten zawiera rowniez mniej hydrolaz tiolowych, o czym $wiadczy niskie stgzenie
zredukowanego glutationu, niezb¢dne do inaktywacji dziatalnoSci proteaz stonecz-
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Ryc. 3. Inhibicja aktywnosci proteaz preparatu enzymatycznego wyizolowanego z soku A — lucer-
ny; B - lisci stonecznika w zaleznosci od stgzenie inhibitoréw
Inhibition of the activity of proteases of the enzymatic preparation isolated from the juice of: A —
alfalfa, B — sunflower leaves depending on the concentration of the inhibitors

nika (ryc. 4). Zblizony przebieg krzywych hamowania przy zastosowaniu inhibi-
tora trypsyny (ryc. 4) wskazuje na podobng zawarto$¢ w obu preparatach drobno-
czasteczkowych enzyméw typu trypsyny, z przewaga ich obecnosci w preparacie
z lucerny.

Stosowane w uprawie ro$lin regulatory wzrostu powoduja zmiany w procesach
metabolicznych, a wigc wplywaja takze na aktywno$¢ enzyméw. W przedstawio-
nych badaniach testowano dziatanie inhibicyjne na proteazy ro§linne CCC (chlorek
2-chloroetylotrimetyloamoniowy) i Flordimexu, ktérego substancja aktywna jest
zwiazek etylogenny, etefon (kwas 2-chloroetylofosfonowy). Zastosowanie tego
drugiego zwiazku wykazato najwigkszy efekt inhibicyjny ze wszystkich badanych
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Ryc. 4. Inhibicja aktywnosci proteaz preparatu enzymatycznego wyizolowanego z soku A — lucer-
ny; B - lisci stonecznika w zalezno$ci od st¢zenie inhibitor6w
Inhibition of the activity of proteases of the enzymatic preparation isolated from the juice of: A -
alfalfa, B — sunflower leaves depending on the concentration of the inhibitors

substancji (ryc. 5). Proteazy ze stonecznika byly nieco wolniej hamowane przez
CCC niz proteazy lucerny.

Stopniowe wyhamowania aktywno$ci badanych enzyméw proteolitycznych,
wzrastajace w miarg zwigkszania stgzenia dodawanych w roli inhibitoréw substan-
cji, wskazuja na kompetycyjny charakter procesu inhibicji. Nie mozna jednakze
wykluczy¢ ich jednoczesnego dziatania jako czynnikéw allosterycznych. Taki
mieszany mechanizm dziatania inhibicyjnego poliamin na proteazy lucerny propo-
nuja Balestreri i wsp. (3, 4). Zdaniem tych autoréw réwnolegle z inhibicja kompe-
tycyjna moze zachodzi¢ elektrowalencyjne wiagzanie wprowadzonych czynnik6w
z polianionowymi biatkami enzymatycznymi. Prowadzi to do zmiany struktury
biatek enzymatycznych, ograniczajac w efekcie ich aktywno$¢. Procesowi temu
zapobiega wzrost sity jonowej, bowiem w starzejacych si¢ liSciach brak wody
przeciwdziala wiazaniu wystepujacych w tkankach poliamin lub polipeptydéw,
pozostawiajac enzymy proteolityczne w niezmienionej konformacji, dajacej im
peina aktywno$¢. Cytowani autorzy nie stwierdzili podobnego efektu testujac
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Ryc. 5. Inhibicja aktywnosci proteaz preparatu enzymatycznego wyizolowanego z soku A — lucer-
ny; B - liSci stonecznika w zalezno$ci od st¢zenie inhibitoréw
Inhibition of the activity of proteases of the enzymatic preparation isolated from the juice of: A —
alfalfa, B - sunflower leaves depending on the concentration of the inhibitors

proteazy zwierzgce i ich zdaniem limitowanie sila jonowa procesu inhibitowania
aktywnoSci proteaz polikationami jest zjawiskiem charakterystycznym wylacznie
dla enzymoéw roslinnych.

PODSUMOWANIE

Proteazy izolowane z soku lisci stonecznika sa bardziej podatne na dzialanie
czynnikéw inhibitujacych ich aktywno$¢. Najskuteczniejsze w dziataniu okazaly
si¢ regulatory wzrostu ro§lin. W tym przypadku uzyskano analogiczne efekty
oddziatywarn dla obu badanych roslin. W celu wykorzystania otrzymanych zalez-
noSci w technologii produkcji koncentratéw liSciowych nalezy przetestowac wpty-
wy badanych substancji w stosunku do calego soku roslinnego.
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SUMMARY

Inhibiting activity of some chosen factors on preparations with proteases isolated from alfalfa

juice and sunflower leaves was studied. The following substances were examined: spermidine,
spermine, cadaverine, betaine, tripsine inhibitor, reduced glutation, hydroxymethyloamine, 1,4-dia-
minobenzol, dicyanodiamidine sulphate, Flordimex and CCC. Inhibition of proteolytic activity of
enzymes increased with the increase in the concentration of substances added; the process was quicker
in the case of preparation from sunflower leaves. Flordimex was the most active inhibitor.



