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Celem pracy bylo okreslenie stopnia hamowania aktywnosci peptydaz
karboksylowych: katepsyny D i katepsyny E przez ekstrakt z nasion z
uwzglednieniem ewentualnego wplywu polifenoli na aktywnos¢é tych peptydaz.
Stwierdzono, ze aktywnos¢ katepsyny D jest hamowana w najwiekszym stopniu
przez ekstrakty z soi (40%,), stonecznika (39%) i soczewicy (25,2%). Ekstrakty z
bobu, gryki i maku nie wywierajq wplywu na aktywnosc¢ tego enzymu. Ekstrakty
z soczewicy i grochu hamujq aktywnosc katepsyny E w okoto 70%. Ekstrakty z
maku i Zyta nie hamujq aktywnosci katepsyny E. Najwieksze stezenie polifenoli
stwierdzono w nasionach stonecznika, soczewicy, soi.

Hasta kluczowe: nasiona ro$lin, hamowanie aktywnos$ci katepsyny D
i katepsyny E
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Nasiona ro$lin zawieraja peptydazy i ich inhibitory (1, 2, 3, 4, 5, 6). W okre-
sie spoczynku inhibitory zabezpieczaja biatka nasion przed proteolityczna
degradacja. W okresie kietkowania, peptydazy zawarte w nasionach trawig biatka
zapasowe dostarczajac aminokwasow uczestniczacych w rozwoju rosliny (7, 8 ).
Nasiona stanowig zroédto biatek odzywczych, peptydaz, a takze ich inhibitorow/
inaktywatorow. Moga one wywiera¢ wplyw na ustrojowe enzymy proteolityczne
majace udzial w patogenezie niektorych chorob przewodu pokarmowego, naczyn
krwionos$nych i innych narzadéw (9, 10). Zawarte w nasionach zwiazki hamujace
aktywnos¢ peptydazowa to polipeptydowe inhibitory (4). Inaktywacji tych peptydaz
moga dokonywac¢ takze niespecyficzne inaktywatory, takie jak polifenole (11).

Celem pracy byto okreslenie stopnia hamowania aktywnosci peptydaz karboksy-
lowych: katepsyny D i katepsyny E przez ekstrakt z nasion roslin spozywanych
przez cztowieka. W interpretacji wynikéw uwzgledniono ewentualny wpltyw poli-
fenoli zawartych w nasionach na aktywno$¢ tych peptydaz.
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MATERIAL I METODY

Zrédtem katepsyny D byt homogenat aorty cztowieka (12), a katepsyny E
hemolizat erytrocytéw cztowieka (13).

Aktywno$¢ katepsyny D oznaczano przy uzyciu globiny wolu (13). Do
oznaczenia aktywnos$ci katepsyny E postuzono sig roztworem albuminy cztowieka
(14). Pozostate odczynniki: bufor Brittona i Robinsona o pH 2.5 i 3,5; odczynnik
miedziowy o skfadzie: 1 objgtos¢ 0,5% CuSO, x 5 H,O w 1% cytrynianie sodu x 5
H,O 1 30 objgtosci 10% Na,CO,; kwas trichlorooctowy (TCA), Chempur, Polska,
albumina ludzka, odczynnik Folina i Ciocalteau, Sigma, USA.

Pozbawione tupiny nasiona bobu wiasciwego (Vicia faba major), dyni olbrzy-
miej (Cucurbita maxima), fasoli zwyktej (Phaseolus vulgaris), grochu siewnego
(Pisum sativum), gryki zwyczajnej (Phagopyrum sagittatum), jeczmienia zwyczaj-
nego (Hordeum vulgare), kukurydzy zwyczajnej (Zea mays), maku lekarskiego (Pa-
paver somniferum), owsa siewnego (Avena sativa), prosa zwyczajnego (Panicum
miliaceum), pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum) , stonecznika zwyczajnego
(Helianthus napus), soczewicy jadalnej (Lens culinaris), soi zwyczajnej (Glycine
Willd) i zyta zwyczajnego (Secales cereale) rozdrabniano w mtynku mechanicznym.
Nastepnie poddano ekstrakeji 0,15 mol/dm® NaCl, pH 7,4 w stosunku 1:9 w/v w
ciagu 2 godzin, ciagle mieszajac. Plyn nadosadowy otrzymany przez wirowanie
(1500 x g, 4°C, 30 minut) uzyto do oznaczen. pH ekstraktow mierzono przy uzyciu
pehametru Lab 850 Schott Instruments. Biatko oznaczano metoda Bradforda (15).

W celu okres$lenia aktywnosci inhibitorowej katepsyny D do 0,35 c¢cm?® ho-
mogenatu aorty dodawano 0,05 cm?® ekstraktu z nasion, (w kontroli 0,05 ¢m?® bu-
foru), preinkubowano 30 minut w temperaturze 37°C, dodawano 0,1 cm® globiny
i inkubowano 6 godzin. w temperaturze 37°C Wszystkie odczynniki posiadaty
pH 3,5. Reakcjg przerywano przez dodanie 0,1 cm?® 10% TCA. Proby wytracone w
czasie zero stanowily kontrolg. W otrzymanym przez wirowanie plynie nadosad-
owym oznaczono ilo§¢ uwolnionej tyrozyny za pomoca odczynnika miedziowego i
odczynnika Folina i Ciocalteau (16).

W celu okreslenia aktywnosci inhibitorowej katepsyny E do 0,35 cm? hemolizatu
erytrocytow dodawano 0,05 cm3 ekstraktu z nasion, (w kontroli 0,05 cm?® buforu),
preinkubowano 30 minut w temperaturze 37°C, dodawano 0,1 cm’® albuminy i
inkubowano 30 minut w temperaturze 45 °C. Wszystkie odczynniki posiadaly pH
2,5. Reakeje przerywano przez dodanie 0,1 cm® 10% TCA. Proby wytracone w czasie
zero stanowily kontrole. W otrzymanym przez wirowanie ptynie nadosadowym
oznaczono ilos¢ uwolnionych peptydow (14).

Aktywnos¢ katepsyny D i katepsyny E w tescie bez ekstraktu przyjeto za 100%.
Z obnizenia iloSci uwolnionej tyrozyny w tescie z ekstraktami wnioskowano o
stopniu inhibicji peptydaz (16).

Stezenie polifenoli oznaczono metoda spektrofotometryczna Singletona i Rossi
(17) i wyrazono w przeliczeniu na ekwiwalenty kwasu galusowego.

Obnizenie aktywno$ci enzymatycznej o ponad 10%, w stosunku do proby bez
ekstraktu, przyjeto za znaczace. Oznaczenia wykonano w szesciu oddzielnych prob-
kach ekstraktu z nasion, a uzyskane wartosci srednie zamieszczono w tabelach.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Ekstrakty nasion wykazuja stabo kwasowe pH (tab. I). Zawarto$¢ biatka byla
najnizsza w ekstrakcie z nasion jgczmienia i wynosita od 0,8842 mg/cm’, a w
ekstrakcie z nasion soi byta najwyzsza — 1,49 mg/cm’.

Tabela |.Warto$¢ pH i stezenie biatka
Table |.pH value and protein content

Ekstrakt z nasion pH (SD) Stezenie biatka mg/cm?, (SD)
Bob 6,3 (0,14) 1,19 (0,26)
Dynia 6,8 (0,24) 1,09 (0,33)
Fasola 6,0 (0,15) 1,35 (0,21)
Groch 6,4 (0,13) 1,31 (0,19)
Gryka 6,2 (0,21) 1,05 (0,22)
Jeczmien 5,3 (0,11) 0,40 (0,13)
Kukurydza 6,1 (0,28) 1,34 (0,16)
Mak 6,0 (0,16) 1,46 (0,18)
Owies 6,0 (0,2) 0,66 (0,34)
Proso 6,3 (0,14) 0,52 (0,13)
Pszenica 6,3 (0,25) 0,73 (0,17)
Stonecznik 6,4 (0,16) 1,09 (0,19)
Soczewica 6,3 (0,5) 1,44 (0,35)
Soja 6,2 (0,17) 1,49 (0,12)
Zyto 6,3 (0,11) 0,88 (0,19)

Aktywnos$¢ katepsyny D jest hamowana w najwigkszym stopniu przez ekstrakty
z nasion soi (40%), stonecznika (39%) i soczewicy (25,2%) (tab. I1I). Aktywnos$¢
tego enzymu hamuja réwniez nieznacznie ekstrakty z owsa i pszenicy. Ekstrakty z
bobu, gryki i maku nie wywieraja wptywu na aktywno$¢ tego enzymu.

Ekstrakty z soczewicy i1 grochu hamuja aktywno$¢ katepsyny E w okoto 70%
(tab. IT). Znaczny stopien inhibicji wykazuja rowniez ekstrakty z bobu, dyni, fasoli,
gryki, jeczmienia, kukurydzy, owsa, prosa, pszenicy, stonecznika i soi. Ekstrakty z
maku i1 zyta nie hamuja aktywnosci tego enzymu.
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Tabela Il. Hamowanie aktywnos$ci katepsyny D i katepsyny E przez ekstrakty z nasion

Table Il.Impeding cathepsin D and cathepsin E activity by seeds extracts
Hamowanie aktywno$ci Hamowanie aktywnosci
Katepsyny D Katepsyny E
Ekstrakt z nasion
Tyrozyna, nmol/cm? (SD) %' Peptydy, ng/cm? (SD) %2
Béb 450,3 (9,25) 0,0 0,825 (0,20) 31,3
Dynia 430,5 (10,55) 4,1 0,888 (0,29) 26,0
Fasola 437,5 (14,29) 25 0,663 (0,34) 44,8
Groch 445,2 (7,02) 0,8 0,388 (0,22) 67,7
Gryka 450,1 (5,54) 0,0 0,663 (0,21) 44,8
Jeczmien 440,2 (21,76) 1,9 0,538 (0,41) 55,2
Kukurydza 429,7 (19,34) 4,3 1,063 (0,23) 11,4
Mak 453,2 (28,32) 0,0 1,25 (0,14) 0,0
Owies 352,6 (21,29) 21,4 0,663 (0,21) 44,8
Proso 448,2 (19,11) 0,3 0,95 (0,25) 20,8
Pszenica 381,4 (15,35) 15,0 0,625 (0,27) 47,9
Stonecznik 273,8 (7,78) 39,0 0,85 (0,31) 29,2
Soczewica 335,8 (21,94) 252 0,325 (0,10) 72,9
Soja 269,4 (16,36) 40,0 0,75 (0,24) 37,5
Zyto 439,2 (32,31) 2,1 1,238 (0,26) 0,0

1100% - 448,8 nmol/cm?

2100% - 1,20 ng/cm?

Najwigksze stezenie polifenoli stwierdzono w nasionach stonecznika, soczewicy,
soi i grochu, a najmniejsze w nasionach gryki, bobu, maku i zyta (tab. III).

Tabela |ll. Zawartos¢ polifenoli w ekstraktach z nasion roslin
Table Ill. Polyphenol content in seeds extract

Polifenole mg/100 g (SD)

Ekstrakt z nasion

72,00 (8,01)
Dynia 96,18 (2,80)
Fasola 102,86 (6,33)
Groch 314,06 (3,45)
Gryka 61,00 (4,56)

Jeczmien 157,94 (10,25)
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Kukurydza 148,58 (9,35)
Mak 84,68 (5,77)
Owies 166,18 (12,91)
Proso 96,46 (5,6)
Pszenica 123,40 (7,35)
Stonecznik 1202,28 (20,67)
Soczewica 558,86 (15,48)
Soja 376,58 (13,42)
Zyto 85,40 (15,20)

Ekstrakty z nasion, ktére w znacznym stopniu hamowaty aktywnos¢ peptydazowa
zawieraly duze stezenie polifenoli. Pozwala to na przypuszczenie, ze zwiazki te
moga mie¢ wptyw na inaktywacje peptydaz niezaleznie od hamujacego dziatania in-
hibitorow katepsyny D i E. Wymaga to jednak potwierdzenia oddzielnymi ekspery-
mentami.

WNIOSKI

1. Ekstrakty z nasion soi, stonecznika, soczewicy i w mniejszym stopniu innych
ro$lin hamuja aktywno$¢ katepsyny D.

2. Duze stgzenie polifenoli w nasionach, ktorych ekstrakty hamuja aktywnosé¢
katepsyny D i E, moze swiadczy¢ o wplywie tych zwiazkdw na obnizanie aktywnos$ci
enzymatycznej badanych peptydaz.

A. Karwowska, E. Grzegorczyk, A. Worowska,
J. Fiton, J. Karczewski

IMPEDING CATHEPSIN D AND CATHEPSIN E ACTIVITY BY SEEDS EXTRACTS

Summary

The seeds consumed by people contain proteolytic enzymes and their inhibitors that prevent seed storage
proteins from proteolytic degradation. They may affect systemic proteolytic enzymes that participate in
pathogenesis of certain diseases of gastrointestinal truct, vasels and other organs.

The aim of the work was an attempt to evaluate the influence of seeds extract on impediment of cathepsin
D and cathepsin E activity by extracts from these seeds.

Homogenate from abdominal aorta obtained from healthy organ donors was used as a source of cathepsin
D while human erythrocyte hemolysate was the source of cathepsin E.

Cathepsin D activity is to a largest extent impeded by extracts from soy (40%), sun flower (39%) and
lentil (25.2%). Extracts from broad bean, buckwheat and poppy seed exert no influence on this enzyme’s
activity. Extracts from lentils and peas impede cathepsin E activity in approximately 70%. Extracts from
poppy seed and rye do not impede it.
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