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Oceniano wplyw ekstraktu z nasion roslin spozywanych przez czlowieka na
aktywnos¢ katepsyny A, B, C i D. Zaden z ekstraktow nasion badanych roslin
nie hamuje aktywnosci katepsyny A. Aktywnosé katepsyny B hamuje ekstrakt z
nasion gryki, jeczmienia, kukurydzy, maku i prosa. Aktywnos¢ katepsyny C
hamuje ekstrakt maku i stonecznika. Aktywnosé¢ katepsyny D hamuje ekstrakt z
nasion fasoli, soczewicy i soi.

Hasta kluczowe: ekstrakt z nasion, aktywno$¢ katepsyny A, B, C i D.
Key words: seed extract, A, B, C, and D cathepsin activity.

Nasiona roslin spozywanych przez czlowieka zawieraja inhibitory peptydazy
przewodu pokarmowego: pepsyny, enteropeptydazy, trypsyny, chymotrypsyny,
elastazy trzustkowej oraz karboksypeptydazy A i karboksypeptydazy B (1-4).

Celem pracy jest ocena wptywu ekstraktu z nasion czternastu gatunkow roslin na
aktywno$¢ peptydaz lizosomalnych: katepsyny A, katepsyny B, katepsyny C
i katepsyny D.

MATERIALY I METODY

Nasiona bobu, dyni, fasoli, grochu, gryki, jeczmienia, kukurydzy, maku, owsa,
prosa, pszenicy, stonecznika, soczewicy, soi i Zyta rozdrabniano za pomoca mtynka
mechanicznego. Rozdrobnione nasiona ekstrachowano 0,9% NaCl w stosunku 1:9
w/v, w temperaturze laboratoryjnej, w ciagu dwoch godzin, stosujac ciagle
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mieszanie. Ptyn nadosadowy otrzymany przez wirowanie (2500 x g, 30 minut)
poshuizyt do badan.

Oceniano wptyw ekstraktu z nasion w/w roslin na aktywnos¢: katepsyny A przy
uzyciu Z-Phe-Ala, w pH 5,5 (5), katepsyny B przy uzyciu Bz-DL-Arg-pNa, w pH
6,5 (6), katepsyny C przy uzyciu Gly-Phe-pNA, w pH 6,0 (7) i katepsyny D przy
uzyciu globiny w pH 3,5 (8). Zrodtem tych katepsyn byt 20% homogenat watroby
wotu sporzadzony wg (9). Test sktadat si¢ z 0,2 ml homogenatu, 0,2 ml ekstraktu z
nasion i 0,1 ml odpowiedniej dla kazdej katepsyny nieszaniny aktywujacej lub
takiej samej objetosci buforu. Po 10 minutowej preinkubacji dodawano 0,5 ml
odpowiednio dla kazdej katepsyny substratu i proby inkubowano 2 godziny w
temperaturze 37°C. Reakcje przerywano przez dodanie 0,1 ml 10% kwasu
trichlorooctowego. Proby wytracone w czasie zero stanowily kontrole. Proby
wirowano (1500 x g, 30 minut, 2°C). W klarownym plyniec nadosadowym
oznaczono ilo§¢ uwolnionej alaniny (Ala) metoda ninhydrynowa, ilo$¢
p-nitroaniliny (pNA) przez pomiar absorbancji przy 410 nm i ilo§¢ tyrozyny (Tyr)
metoda Folina i Ciocialteau.

Obnizenie aktywnos$ci poszczegodlnych katepsyn o 10% i wyzsze przyjeto jako
znaczace.

Aktywnos¢ katepsyno -A, katepsyno -B, katepsyno -C i katepsyno -D podobnag
oznaczano w testach zawierajacych zamiast 0,2 ml homogenatu watroby bufor
fosforanowy o odpowiednim pH. Dalsze postepowanie metodyczne bylo jak w
przypadku oznaczania aktywnos$ci inhibitorowe;j.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Jak wynika z tabeli I zaden z ekastraktow badanych nasion nie hamuje znaczaco
aktywnoséci katepsyny A. Najwigksze hamowanie aktywnosci katepsyny B
(powyzej 30%) wykazuje ekstrakt nasion kukurydzy i maku, mniejsze (hamowanie
10-20%) ekstrakt z nasion bobu, gryki i jeczmienia, natomiast ekstrakt z nasion
dyni, fasoli, grochu, owsa, pszenicy, stonecznika, soczewicy i zyta nie zawiera
inhibitoréw katepsyny B. Hamowanie aktywnosci katepsyny C (powyzej 30%)
wykazuje ekstrakt z nasion maku, mniejsze (hamowanie 10-20%) ekstrakt z nasion
dyni i stonecznika. Ekstrakt z pozostatych nasion nie hamuje aktywnosci katepsyny
C. Aktywnos$¢ katepsyny D hamuje znacznie (hamowanie powyzej 30%) jedynie
ekstrakt z nasion soczewicy.

Nie znana jest struktura chemiczna substancji hamujgcych aktywno$é
poszczegdlnych katepsyn. Najprawdopodobniej sa nimi inhibitory peptydowe, w
strukturze ktorych niezbedna jest obecno$¢ grupy -S-S- dla wystapienia aktywnos$ci
inhibitorowej (10). Mogg je inaktywowa¢ zwiazki polifenolowe wystepujace w
nasionach (11-13). Nie mozna tez wykluczy¢ dziatania inhibitoréw zbudowanych z
nietypowych aminokwasoéw syntetyzowanych przez drobnoustroje (14, 15).
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Tabela |I. Hamowanie aktywnosci katepsyny A, katepsyny B, katepsyny C i katepsyny D przez ekstrakt z nasion roslin

Table 1. Inhibition of A cathepsin, B cathepsin, C cathepsin and D cathepsin activities by plant seed extracts

Aktywnos¢ (Y%ohamowania)
Nasiona Katepsyna A, Katepsyna B, Katepsyna C, Katepsyna D,
Ala nmol/ml/h pNa, nmol/ml/h pNa, nmol/ml/h Tyr nmol/ml/h
Bob 55,0 (0.9) 19,8 (10,0) 55,0 (0,0) 184,0 (0,0)
Dynia 44,0 (2,1) 28,6 (0,0) 44,0 (16,7) 175,0 (0,0)
Fasola 56,0 (0,0) 26,4 (0,0) 56,4 (0,0) 152,0 (2,0)
Groch 54,0 (2,0) 33,0 (0,0) 75,9 (0,0) 168,0 (0,0)
Gryka 54,0 (1,9) 19,8 (10,0) 56,0 (0,0) 180,8 (0,0)
Jeczmien 42,0 (2,5) 17,6 (20,0) 59,4 (0,0) 182,0 (0,0)
Kukurydza 54,0 (1,4) 13,2 (40,0) 50,6 (0,0) 176,0 (0,0)
Mak 56,0 (0,0) 15,4 (30,0) 36,3 (30,0) 180,0 (0,0)
Owies 52,0 (7,0) 33,0 (0,0) 64,0 (0,0) 176,6 (0,0)
Proso 55,0 (1,0) 19,8 (10,0) 56,0 (0,0) 178,6 (0,0)
Pszenica 56,0 (0,0) 24,2 (0,0) 55,0 (0,0) 182,0 (0,0)
Stonecznika 56,0 (0,0) 37,0(0,0) 44,0 (16,6) 158,4 (1,0)
Soczewica 56,0 (0,0) 23,0 (0,0) 76,2 (0,0) 48,6 (72,0)
Soja 56,0 (0,0) 22,0 (0,0) 54,8 (0,0) 129,0 (33,0)
Zyto 56,0 (0,0) 22,0 (0,0) 59,0 (0,0) 160,0 (0,0)
Kontrola 56,0 22,6 52,8 168,0
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INFLUENCE OF EXTRACTS OF CONSUMED SEEDS ON A, B, C, AND D CATHEPSIN
ACTIVITY

Summary

Seed extract influence on A, B, C, and D cathepsin activity was evaluated. A cathepsin activity is not
inhibited by any seed extracts while B cathepsin activity is inhibited by seed extracts from buckwheat,
barley, corn, poppy, and millet. Seed extracts from poppy and sunflower inhibit C cathepsin activity
and seed extracts from bean, lentil, and soya inhibit D cathepsin activity.
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