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Venované pamiatke prof. MUDr. Zdenka Lojdu
DrSc., F.1A.C., h.c. multiplex, JUDr. h.c., vynikajiicemu
odbornikovi na poli histochémie a cytochémie, ktory bol
dlhorocnym organizatorom europskych sympozii v oblasti
pokroku zdkladnej, aplikovanej a diagnostickej histoché-
mie (*7. 12. 1927 — 1 24. 4. 2004).

Uvod

Zdroje prirodnych latok st limitované. Mnohé biologic-
ky aktivne latky mozno pripravit pomocou modernych bio-
technologickych procesov. V pol'nohospodarstve a mikro-
propagéacii nachadzaju uplatnenie aj pocetné techniky kulti-
vacie rastlinnych buniek apletiv. Pri biosyntéze
a biotransformacii prirodnych latok sa vyuziva cely rad
multifunkénych enzymovych komplexov. Kvalita potravin
je vo vel’kej miere podmienend a zavisla na kvalite, kvanti-
te, Struktare a fyzikalno-chemickych vlastnostiach pepti-
dov, cukrov ainych zloziek potravin. Biotransformacia
takychto zlucenin hra dolezita Glohu v réznych biotechno-

logickych procesoch'”. Ukazalo sa, ze peptidy
a peptidhydrolytické enzymy maju doleziti ulohu
vroznych  oblastiach  zdkladného  a aplikovaného
vyskumu®?.

Imobilizacia buniek a enzymov reprezentuje efektiv-
ny spdsob ochrany mnohych biokatalyzatorov, ktoré na-
chédzaju uplatnenie vo vyrobnych procesoch. Rastlinné
bunky imobilizoval prvy raz Brodelius’. Obalovanie
(enkapsulacia) buniek a enzymov hydrogélmi sa zarad’uje
medzi frekventované imobilizacné techniky. Spontannu
adhéziu, ako aj kovalentnu vdzbu buniek na povrch nosi-
gov popisali Jirkt a spol.®, Gill a Ballesteros’. Pri imobili-
zécii buniek sa nedavno pouzil polyvinylalkohol®
a glutaraldehyd®.

Aminopeptidaza (aminoacylpeptidhydrolaza EC 3.4.11)
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katalyzuje hydrolyzu N-terminalnych aminokyselinovych
jednotiek peptidov resp. syntetickych substratov. V tejto
praci je popisana enzymova hydrolyza N-terminalnych
peptidovych vézieb syntetickych substratov, p-nitro-
anilidov aminokyselin vol'nymi a glutaraldehydom alebo
alginatom ako aj pektadtom imobilizovanymi bunkami las-
tovicnika. Pri imobilizacii sa vyuzivaju rozne techniky.

Dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej meto-
dy detekcie aminokyselin ma velky vyznam pre vedecké
a priemyselné ucely. Pri tejto jednoduchej a rychlej meto-
de dokazu a stanovenia extracelularnych aminopeptidaz sa
pouzivaju syntetické substraty B-naftylamidy aminokyse-
lin.

Experimentalna cast’
Rastlinny materidl

Kalusové a suspenzné kultiry lastovi¢nika vécSicho
(Chelidonium majus L.) sa odvodili zo sterilnych kli¢nych
rastlin. Takto odvodené kultlry sa pestovali v kultivacnom
médiu podl'a Murashigeho a Skooga’ s pridavkom 1 mg 1!
kyseliny dichlérfenoxyoctovej, 0,1 mg 1™ kinetinu a 3 %
sachardzy na rotacnej trepacke za Standardnych podmie-
nok (24 + 1 °C, 60 % relativnej vlhkosti, pri difiznom
osvetleni a 120 rpm min™") v priebehu 14 dni.

Permeabilizacia buniek Tweenom 80

Suspenzne pestované bunky sa po odfiltrovani
apremyti 1 1 0,15moll" NaCl permeabilizovali 5 %
Tweenom 80 (15 g/50 ml) 3 hodiny za pomalého mieSania
(60 rpm) pri laboratornej teplote. Permeabilizované bunky
sa premyli 2 1 destilovanej vody a 3 1 0,15 mol "' NaCl.

Imobilizacia buniek glutaraldehydom

Permeabilizované bunky sa vlozili do 0,15 mol I™*
NaCl (15 g/50 ml), pomaly sa pridalo 5 ml 25% glutaral-
dehydu a pri laboratornej teplote sa za pomalého mieSania
(60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bunky sa
premyli 2,5 1 destilovanej vody, 3 1 0,15 mol I"' NaCl
a uchovali v 0,15 mol 1"' NaCl pri 4 °C.

Imobilizacia buniek pektatom a alginatom

Suspenzne pestované bunky sa po odfiltrovani imobi-
lizovali jednotlivo pektidtom a algindtom (Na-sol). 5 g
buniek sa resuspendovalo jednotlivo v 20 ml 5 % pektatu
alebo alginatu a potom sa pomaly kvapkalo (pomocou
kapilary) do 100 ml 5-107 mol I"* CaCl, (za staleho mie-
Sania 50 rpm). Bunky imobilizované enkapsulaciou
(obalovanim) hydrogélom alginatu alebo pektatu sa nacha-
dzaju v homogénnych gulickach o priemere cca 4 mm.
Gélové gulicky (100 guliieck obsahuje 1 g buniek)
s imobilizovanymi  bunkami sa potom odfiltrovali
a premyli 500 ml 0,15 mol I"' NaCl. Guli¢ky (3 g) sa po-
tom preniesli do 20 ml kultivacného média a kultivovalo
v 100 ml Erlenmayerovych bankdch na rotacnej trepacke
(80 rpm, cit.'™™h).
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Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny

CerstvA hmotnost’ asu$ina suspenznej kultiry
a imobilizovanych buniek sa stanovili gravimetricky po
vysu$eni do konStantnej hmotnosti pri 105 °C.

Utilizacia glukozy

Utilizacia glukdzy suspenznymi a imobilizovanymi
bunkami sa sledovala 60 mintt. Bunky suspenznych kultar
a imobilizované bunky sa preniesli do roztoku glukozy
200 mg I v 0,05 mol I"' Na-fosfatovom tImivom roztoku
pH 7,0 a ubytok glukézy sa sledoval podl'a Trindera'?.

Viabilita buniek

Viabilita buniek sa sledovala podla Dixona'® za pou-
zitia trifenyltetrazolium chloridu (TTC), fluorescein diace-
tatu a kyslikovej elektrody.

Dokaz extracelularnych aminopeptidaz

Pri dokaze extracelularnej L-argininaminopeptidazy
(L-Arg-AP), L-fenylalaninaminopeptidazy (L-Phe-AP) a L-
tyrozinaminopeptidazy (L-Tyr-AP) sa pouzili B-naftyl-
amidy (BNA) tychto aminokyselin L-Arg, L-Phe a L-Tyr:
L-Arg-BNA, L-Phe-BNA a L-Tyr- BNA. Enzymovo uvol-
neny P-naftol kopuluje s Fast Garnet GBC solou za
tvorby odpovedajuceho azofarbiva. L-Arg-BNA, L-Phe-
BNA alebo L-Tyr-BNA (2 mg) sa jednotlivo rozpustilo
v 0,5 ml dimetylformamidu a4,5 ml 0,1 mol 1! Na-
fosfatového tlmivého roztoku pH 6,5 s pridavkom 10 mg
Fast Garnet GBC soli. K tomuto roztoku sa pridalo 5 ml
2 % agaru v 0,1 mol I"" Na-fosfitovom tlmivom roztoku
(pH 6,5), nalialo do Petriho misky a autoklavovalo.

Takto pripravené agarové platne sa inokulovali bun-
kami kalusovych kultar lastovi¢nika a sterilne vypestova-
nymi kli¢nymi rastlinami lastoviénika (46 dni starych)"
a inkubovali 30-90 minut.

Stanovenie aktivity intra- a extracelularnych
aminopeptiddz

Priprava enzymu

Pri stanoveni intracelularnej aktivity enzymu sa pou-
zili bunky suspenznych kultar. Bunky (10 g) sa premyli 2 1
destilovanej vody, zhomogenizovalo v predchladenej tre-
cej miske 1:1 (gml™") s 0,1 molI"' Na-fosfatovym tlmi-
vym roztokom pH 7,0 pri 4 °C. Homogenat sa prefiltroval
cez silonovu tkaninu, centrifigoval (10 min, 15 000 g pri
4 °C) a pouzil ako enzymovy preparat.

Pri stanoveni extracelularnej aktivity sa pouzilo kulti-
va¢né médium bez buniek (centrifugicia 10 min, 2000 g).

Stanovenie aktivity aminopeptidazy

Aktivity L-Arg-AP, L-Phe-AP a L-Tyr-AP sa stanovili
metodou podla Kovacsa a spol.'* pomocou syntetickych
chromogénnych substratov L-arginin-p-nitroanilid (L-Arg-
pNA), L-prolin-p-nitroanilid (L-Pro-pNA) a L-tyrozin-p-
-nitroanilid (L-Tyr-pNA). Reakcna ststava pozostava
z1,7ml  Theorell-Stenhagenovho  tlmivého roztoku
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(0,1 mol ! H;PO4-NaOH) pH 7.8, 6,8 a 7,2 jednotlivo,
0,3 ml substratu: 2-10~° mol I"' L-Arg-pNA, 7,6:107° mol 1!
L-Phe-pNA a 1,9-107 mol I"" L-Tyr-pNA. Imobilizované
a nativne bunky (0,1-0,3 g) alebo enzymovy preparat
(0,1-0,3 ml) sa predinkubovali 10 minat pri 30 °C
v tlmivom roztoku a potom sa pridal prisluSny substrat.
V kontrolnych vzorkach bol enzymovy preparat tepelne
inaktivovany (5 min pri 100 °C). Reak¢né sustavy inkubo-
vali 30 mintt pri 30 °C areakcia sa zastavila pridanim
0,5ml 30% kyseliny octovej. Koncentracia enzymovo
uvolneného p-nitroanilinu sa hodnotila spektrofotometric-
ky pri 410 nm. Enzymova aktivita je vyjadrend v kataloch.
Obsah bielkovin sa stanovil podla Doumasa a spol."” za
pouzitia hovddzieho sérumalbuminu ako Standardnej biel-
koviny.

Vysledky a diskusia
Rozvoj imobilizaénych technik ma velky vplyv na

vyvoj technologii. Imobilizécia buniek resp. biokatalyzato-
rov reprezentuje velmi dolezity spdsob uchovavania

(stabilizacie) vysoko ucinnych  biokatalyzatorov
(enzymov), ktoré su dolezité pre biotransformacné
procesy”'°.

Enkapsulacia (obal'ovanie) buniek resp. enzymov
hydrogélmi prirodného alebo syntetického pdvodu nacha-
dza uplatnenie v zakladnom a aplikovanom vyskume, ako
aj v priemyselnom meradle. V tejto praci sme zamerali
svoju pozornost’ na studium imobilizaénych technik pomo-
cou alginatu, pektatu a glutaraldehydu.

Pri imobilizacii buniek lastovi¢nika glutaraldehydom
sa v porovnani s bunkami suspenznych kultir pozorovali
niektoré zmeny — mierna plazmolyza a zhlukovanie bu-
niek. Pri glutaraldehydom imobilizovanych bunkach sa pri

testovani s 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridom (TTC),
300
mg
glukézy/ |
200

100
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Obr. 1. Casovy priebeh utilizacie glukézy v bunkach imobili-
zovanych glutaraldehydom, alginatom, pektatom a v bunkach
suspenznej kultary (10 g buniek, 20 ml tlmivého roztoku
s glukozou™), O glutaraldehyd, O suspenzna kultura,  pektat,
X alginat
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Aktivita argininaminopeptidazy (L-Arg-AP), fenylalaninaminopeptiddzy (L-Phe-AP) a tyrozinaminopeptidazy (L-Tyr-AP)
v 14-dnovych bunkach suspenznej kultary lastoviénika permeabilizovanej Tweenom 80 a imobilizovanej glutaraldehydom

Bunky Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[mg g ' susiny] [nkat g~' susiny] [nkat mg™' proteinu]
L-Arg-AP  L-Phe-AP L-Tyr-AP L-Arg-AP L-Phe-AP L-Tyr-AP
Suspenzia 12,8 £0,1 38,6 £0,1 31,4£0,1 36,8 £0,1 3,16 2,45 2,88
Permeabilizované 5,6 0,1 41,2+0,1 36,4 +£0,1 40,2 + 0,1 7,36 6,50 7,18
Imobilizované 5,7+0,1 2,7+0,1 2,4+0,1 2,5+0,1 0,47 0,42 0,44

fluorescein diacetdtom a merani spotreby kyslika nezazna-
menala viabilita. Glutaraldehydom imobilizované bunky
neutilizuji glukézu (obr. 1).

Po permeabilizacii Tweenom 80 a imobilizacii gluta-
raldehydom dochddza k vyraznejSiemu poklesu obsahu
bielkovin a k preukaznému poklesu aktivity aminopeptidaz
(tabulka I).

Srinivasan a spol.'” zistili, Ze po permeabilizacii bun-
kovej steny kvasiniek dochadza k preukaznému zvySeniu
fenylalaninamoniaklyazy (PAL). Pri permeabilizacii bun-
kovej steny suspenznych kultur (rastlinnych) buniek sa
také signifikantné zvySenie enzymovej aktivity nepozoro-
valo.

Imobilizaciu buniek pomocou glutaraldehydu na
rozdiel od aminopeptiddz mozno vhodne aplikovat’ pri
o- a B-galaktozidaze, invertaze, L-tyrozindekarboxylaze
a L-DOPA-dekarboxylaze®*. Pri imobilizacii buniek
a bielkovin pomocou glutaraldehydu dochadza k ich vnu-
tornému  zosietovaniu'®. Tato skutoénost poukazuje na
moznost' reakcie imobiliza¢ného agens glutaraldehydu
s aktivnym centrom aminopeptidaz'®. Predlozené vysledky
poukazuji na to, Ze ako permeabilizacia bunkovej steny
suspenznych kultlr rastlinného pdvodu, tak aj imobilizacia
bifunkénym agens glutaraldehydom si vyzaduje dalSie
Stidium.

Imobilizacia testovanych buniek hydrogélmi alginatu
a pektatu (tabul’ka IT) naznacuje, Ze pre pocetné biokataly-
zatory a bunky je tato metdda ovela vhodnejSia neZ imobi-
lizécia glutaraldehydom'*'*?°.

Imobilizované bunky maji v porovnani s bunkami
suspenznych kultar tieto vyhody: zabezpecenie nepretrzi-
tého prietoku, zlepSenie separacie biokatalyzatora, predize-

Tabulka I1

nie polCasu biokatalyzatora, fyzikalnu ochranu vo¢i striz-
nym silam, ochranu pred zhlukovanim, stimulaciu produk-
cie sekundarnych metabolitov, konzervaciu multifunk¢éné-
ho enzymového systému’' 2.

Biotransformécia pomocou imobilizovanych alebo
volnych biokatalyzatorov neposkytuje iba alternativne
a ucinné rieSenie syntézy pocetnych latok, ale tiez pontika
environmentalne nezavadné technologie, ktoré vyuzivaju
velmi prijatelné reakéné podmienky™.

Vysledky predlozené¢ho studia naznacuju, ze imobili-
zicia glutaraldehydom vedie k vnitornému zosietovaniu
testovaného materialu, ¢o sposobuje signifikantny pokles
aktivity aminopeptidaz. Z tohto dévodu je aplikacia hydro-
gélov ovel'a vhodnejsia. Proteolytické enzymy ako endo-
a exopeptidazy sa zucastiiuji mnohych biologickych pro-
cesov ako je regulacia peptidovych horménov, mobilizacia
a utilizdcia zasobnych bielkovin, imunologickd aktivéacia
$pecializovanych buniek, recyklacia proteinov, ktoré obsa-
huju prolin a pod.”**.

Proteazy, ktoré sa podiel'aju na transformacii peptidov
na volné aminokyseliny, st ddlezité aj pre sekundarny
metabolizmus®*?’. Dostupnost’ jednoduchej a rychlej metd-
dy detekcie aminopeptidaz ma velky vyznam pre vedecké aj
komercné ucely. Syntetické substraty ako 4-(fenylazo)
fenylamidy (PAP amidy), B-naftylamidy a p-nitroanilidy
aminokyselin spolu s d’al§imi chromogénnymi substratmi
st vhodné pre tento ucel*’?,

Pri dokaze a stanoveni intra- a extraceluldrnej aktivity
L-Arg-AP, L-Phe-AP a L-Tyr-AP sa pouzili B-naftylamidy
a p-nitroanilidy L-Arg, L-Pro a L-Tyr. Na kultivacné mé-
dia (agarové platne) s pridavkom substratov L-Arg-fNA,
L-Phe-BNA aL-Tyr-BNA jednotlivo a s Fast Garnet GBC

Aktivita argininaminopeptidazy (L-Arg-AP), fenylalaninaminopeptidazy (L-Phe-AP) a tyrozinaminopeptidazy (L-Tyr-AP)
v 14-dilovych bunkéch suspenznej kultiry lastoviénika imobilizovanej obalovanim alginatom a pektatom

Bunky Proteiny Aktivita Specifickd aktivita
[mg g™ susiny] [nkat g”' susiny] [nkat mg™" proteinu]
L-Arg-AP  L-Phe-AP  L-Tyr-AP  L-Arg-AP  L-Phe-AP  L-Tyr-AP
Suspenzia 12,8 £0,1 38,6+0,1 31,4+0,1 36,8+0,1 3,16 2,45 2,88
Imobilizované alginatom 12,8+ 0,1 13,1£0,1 92+0,1 10,8 £ 0,1 1,02 0,72 0,84
Imobilizované pektatom 12,8 +0,1 142+0,1 9,6+0,1 11,4+0,1 1,11 0,75 0,89
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Aktivita argininaminopeptidazy v bunkach a médiu 14-diiovej suspenznej kultiry lastovi¢nika

Frakcia Objem Proteiny Aktivita Specifickd aktivita
[ml] [mgg ' &erstvej hmoty] [nkat g™ Gerstvej hmoty] [nkat mg™' proteinu]

Intracelularna aktivita (homogenat 0,2 0,67 +0,07 2,90 + 0,08 3,05

z izolovanych buniek)

Extracelularna aktivita 1,0 0,27 £0,05 0,79 £0,07 2,92

(kultiva¢né médium bez buniek) *

# Zodpovedajlica obsahu izolovanych buniek

Tabul’ka IV

Aktivita fenylalaninaminopeptidazy v bunkéach a médiu 14-dnovej suspenznej kultary lastovi¢nika

Frakcia Objem Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[ml]] [mg g &erstvej hmoty] [nkatg ' Gerstvej hmoty] [nkat mg™ proteinu]

Intracelularna aktivita (homogenat 0,2 0,67 £0,07 1,57 £ 0,08 2,35

z izolovanych buniek)

Extracelularna aktivita 1,0 0,27 £0,05 0,55+0,07 2,05

(kultiva¢né médium bez buniek) *

* Zodpovedajica obsahu izolovanych buniek

solou (v pripade kontroly substrat chybal)*~*° sa inokulo- extracelularnych a majoritné zastpenie intracelularnych

vali bunky rastticich kalusov. Inokuld sa ponechali na kul-
tivaénych médiach 30—60 minat. Extracelularne amino-
peptidazy sa detekovali pomocou hnedocerveného zafarbe-
nia, ktoré vznika simultannou azokopulaciou Fast Garnet
GBC soli a zo substratu enzymovo uvolneného B-naftolu
pod a okolo inokula na agarovej platni. Po inokulacii kulti-
vacného média bez substratu resp. s tepelne inaktivova-
nym kalusom (10 min pri 100 °C) sa ziadne farebné zmeny
nepozorovali.

Po vysadeni sterilnych kli¢nych rastlin lastovi¢nika
na agarové platne so substratom a Fast Garnet GBC sol'ou
sa pozorovali farebné zmeny (hnedocervené zafarbenie) na
korienku, koreniovych vlaskoch, ako aj na platni v mieste
ich kontaktu s fiou.

Porovnanie distribtcie intra- a extracelularnej aktivity
Studovaného enzymu poukazuje na minoritné zastipenie

aminopeptiddz (tabulka III, IV, V). Distriblcia intra-
a extracelularnych ~ aminopeptidaz ainvertazy  je
podobna®'. Zaujimavé je, 7e aktivita extracelularnej o-
a B-galaktozidazy je ovela vyssia (3—4krat) nez invertazy
a aminopeptidaz™'.

Vysledky predloZzenej prace naznacuju, Ze metodu na
dokaz sekrécie aminopeptiddaz bude mozno vyuzit’ pri vy-
bere buniek vhodnych pre biotechnologické ucely. Imobi-
lizované bunky, ako aj biokatalyzatory typu aminopeptidaz
resp. inych hydroldz maji biotechnologické uplatnenie
v potravinarskom a farmaceutickom priemysle a vysku-
me™?'*?, Predpokladdme, Ze aminopeptidazy ako aj iné pro-
teazy sa vyuziju pri priprave aminokyselin resp. oligopepti-
dov potrebnych pre vyskumné a priemyselné ucely. Napriek
tomu, Ze tieto enzymy su pritomné aj v rastlinach, doposial
sa tento zdroj pre biotechnologické Uiely nevyuZziva.

Tabulka V

Aktivita tyrozinaminopeptiddzy v bunkach a médiu 14-dnovej suspenznej kultary lastovi¢nika

Frakcia Objem Proteiny Aktivita Specifické aktivita
[ml]] [mgg ' &erstvej hmoty] [nkatg ' Gerstvej hmoty] [nkat mg™ proteinu]

Intracelularna aktivita (homogenat 0,2 0,60 £ 0,07 1,77 £ 0,07 2,95

z izolovanych buniek)

Extracelularna aktivita 1,0 0,27 £ 0,05 0,64 + 0,07 2,35

(kultiva¢né médium bez buniek) *

* Zodpovedajlica obsahu izolovanych buniek



Chem. Listy 101, 65-69 (2007)

Zaver

V praci sa testovala vhodnost’ aplikacie roznych tech-
nik pri imobilizacii aminopeptiddz v suspenznych kultd-
rach lastovicnika. Vysledky experimentov poukazuju na
to, Ze pri imobilizacii aminopeptidaz st hydrogély alginatu
a pektatu ovela vyhodnejSie nez aplikacia glutaraldehydu
(zosiet'ovanie glutaraldehydom).

Majoritna Cast’ aktivity Studovanych aminopeptidaz sa
nachadza v intraceluldrnej frakcii aiba minoritnd cast’
v extracelularnej frakcii.

Pomocou syntetickych substratov (B-naftylamidov
aminokyselin) a Fast Garnet GBC soli sa vypracovala jed-
noduchd, rychla a spolahlivd metdoda dokazu extracelular-
nych aminopeptidaz.

Prdca bola vypracovand v ramci rieSenia grantového
projektu VEGA 1/3289/06. Za technicku spoluprdcu touto
cestou dakujeme p. P. KeckeSovi.
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J. Stano®, K. Micieta’, M. Koreiliova®, and
V. Blanarikova® (“ Faculty of Pharmacy, °Faculty of
Natural Sciences, Comenius University, Bratislava):
Study of Selected Extracellular and Immobilized
Aminopeptidases in Greater Celandine

Celandine cells, after permeabilization in Tween 80,
were immobilized by crosslinking with glutaraldehyde
without any carrier. The cells showed significantly lower
aminopeptidase activities than untreated cells. Pectate and
alginate hydrogels were successfully used for immobiliza-
tion of greater celadine cells while retaining the activity of
some aminopeptidases. A simple and rapid procedure for
determination of extracellular aminopeptidases was devel-
oped using synthetic substrates. 4-Nitroanilides of amino
acids were used as substrates for the determination of
extracellular and intracellular enzymatic activities. The
former were determined in culture media (without cells)
whereas the latter in a cell suspension culture.



