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Aktivita vybranych aminopeptidaz
v imobilizovanych bunkach uhoriek

KLAUS NEUBERT - JAN STANO* - KAROL MICIETA
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SUHRN. Suspenzné kultiry uhorky siatej (Cucumis sativus L.) sa permeabilizovali
Tweenom 80 a imobilizovali glutaraldehydom. pH optimum L-argininaminopeptidazy
a L-proliniminopeptiddzy v nativnych a imobilizovanych bunkdch je 7,6, resp. 7,4. V bun-
kéach imobilizovanych glutaraldehydom je v porovnani s nativnymi bunkami velmi nizka
aktivita sledovanych enzymov. Pri imobilizdcii aminopeptiddz v bunkdch uhorky siatej
sa uspesne aplikoval algindtovy gél.

KIUCOVE SsLOVA: imobilizdcia; permeabilizdcia; aminopeptiddza; suspenzné bunkové
kultiry; uhorka

Poznanie a zvlddnutie techniky imobilizdcie izolovanych buniek
a enzymov je nevyhnutnym predpokladom rozvoja biotechnoldgii a preto sa
v ostatnych rokoch §tudiu tejto problematiky venuje zvySend pozornost.
Rastlinné bunky prvykrdt imobilizoval v roku 1979 Brodelius so spolupra-
covnikmi. Pri tejto imobilizdcii pouzili algindt sodny [1]. Imobilizdcia buniek
alebo izolovanych enzymov je velmi dolezitou cestou uchovdvania (stabili-
zdcie) vysokoucinnych katalyzatorov (enzymov), ddlezitych pre biotransfor-
macné procesy [2,3]. Pri imobilizdcii sa pouzivajui hlavne gély prirodného
alebo syntetického povodu: agar, agardza, karagénan, polyuretdn, celuldza
alebo polyakrylamid [4-6].
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Suspenzné kultiry maku imobilizované algindtom vdpenatym su za opti-
malnych podmienok vitdlne 6 mesiacov a transformuju kodeinon na kodein
[7]. Rastlinné proteolytické enzymy maju dolezitd ulohu pri degraddcii oli-
gopeptidov a proteinov, pri postranslacnej modifikdcii proteinov a v dalSich
procesoch [8-11]. Aminopeptiddzy (EC 3.4.11) su pritomné v roznych rastli-
nach [8,9,12,13].

Predpokladdme, Ze imobilizované rastlinné bunky ndjdu uplatnenie aj
pri biotransformacii oligopeptidov a oligosacharidov [8-11,13-15].

V predlozZenej praci sme zamerali svoju pozornost na enzymovu hydro-
lyzu syntetickych substratov: aminokyselina-4-(fenylazo)-fenylamid intakt-
nymi a imobilizovanymi suspenznymi kultirami buniek uhoriek (Cucumis
sativus L.).

Material a metdédy

Pletivové kultiiry

Kalusové a suspenzné kultury uhorky siatej (Cucumis sativus L.
cv. Mélnické) sa odvodili z klicnych rastlin na Chemickom ustave Slovenskej
akadémie vied v Bratislave (RNDr. Daniela Kdkoniovd, CSc.). Uvedené kul-
tury sa pestovali v Zivnom médiu podla Murashigeho a Skooga [14] na rotac-
nej trepacke za Standardnych podmienok (241 °C, 60 % relativnej vihkos-
ti, v tme a 20 ot.min"!) po dobu 14 dni [15].

Imobilizdcia buniek glutaraldehydom

Suspenzne pestované bunky sa permeabilizovali 5 % Tweenom 80
a po premyti destilovanou vodou a 0,15 mol.I'! NaCl sa imobilizovali podla
Stano a kol. [15] za pouzitia 5 % glutaraldehydu (15 g/50 ml). Imobilizované
bunky sa odfiltrovali, premyli 3000 ml destilovanej vody, 3000 ml
0,15 mol.I'1 NaCl a ponechali v 0,15 mol.I'! NaCl s pridavkom azidu sodné-
ho (200 mg.11).

Imobilizdcia buniek algindtom

Zo suspenzne pestovanych buniek sa 3 g zmieSali s 10 ml 3 % algindtu
sodného a pomocou kapildry (& 1,5 mm) sa aplikovalo do 100 ml 0,05 mol.1-!
CaCl,. Takto vytvorené Castice - gulocky algindtu vapenatého, ktory obaluje
bunky suspenznej kultiry (& 3-4 mm) sa ponechali za stdleho mieSania
v roztoku 0,05 mol.I'! CaCl; 1 h a potom sa preniesli do kultiva¢ného média.
Mnozstvo 4 g Castic obsahuje 1g buniek (Cerstvej hmotnosti) [1,15].
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Stanovenie Cerstvej a suchej hmotnosti

Cerstvd hmotnost suspenznej kultiiry a imobilizovanych buniek sa stano-
vila po centrifugdcii gravimetricky (10 min, 15000 m.s-2). Suchd hmotnost
suspenznej kultiry a imobilizovanych buniek sa stanovila gravimetricky
po ich vysuSeni do konStantnej hmotnosti pri 100 °C.

Stanovenie aktivit enzymov

Enzymova aktivita aminopeptiddz sa stanovila modifikovanou metédou
podla Stano a kol. [17]. Ako substrdty sa pouzili: L-arginin-4-(fenylazo)-
fenylamid (L-Arg-PAP-amid) a L-prolin-4-(fenylazo)-fenylamid (L-Pro-
PAP-amid). Reakénd zmes obsahovala 1,7 ml Theorel-Stenhagenovho
tlmivého roztoku (0,1 mol.I'1 H3PO4 - NaOH pH 7,6, resp. 7,4) a 0,3 ml sub-
stratu (1,6.10-3 mol.l'l L-Arg-PAP-amid a 2,5.10-3 mol.I'! L-Pro-PAP-amid
jednotlivo). Po predinkubdcii (10 min pri 30 °C) sa pridalo vhodné mnozZstvo
nativnych alebo imobilizovanych buniek (0,1 az 0,3 g). V kontrolnom poku-
se sa pouzili tepelne inaktivované bunky (10 min pri 100 °C). Takto pripra-
vené zmesi sa ponechali 20 min pri 30 °C na rotacnej trepacke (60 ot.min-1),
a reakcia sa zastavila pridanim 0,5 ml 40 % kyseliny trichléroctovej. Po uko-
nceni sa bunky oddelili (centrifugdcia) [1], vysuSili a enzymova aktivita
sa vyjadrila na 1 g suSiny. MnoZstvo protonizovaného 4-fenylazofenylaminu
sa stanovilo spektrofotometricky pri 500 nm podla kalibracnej krivky.
Enzymova aktivita je vyjadrena v kataloch. Proteiny sa stanovili podla
Bradforda [11].

PpH optimum aminopeptiddz

Pri sledovani vplyvu tlmivého roztoku na aktivitu aminopetiddz sa pouzil
Theorel-Stenhagenov tlmivy roztok (0,1 mol.I! H3PO4 - NaOH) s pH 6,8;
7,0; 7,2, 7,4;7,6; 7,8 a 8,0.

Viabilita buniek
Viabilita buniek sa stanovila podla Dixona [19] s 2,3,5-trifenyltetrazoli-

umchloridom (TTC), fluoresceindiacetdtom a s pomocou kyslikovej elektro-
dy.

Utilizdcia glukozy

Utilizdcia glukdzy suspenznymi a imobilizovanymi bunkami sa sledovala
60 min. Bunky suspenznych kultir (100 mg) a imobilizované bunky (100 mg)
sa preniesli do roztoku glukézy 200 mg.I1 v 0,05 mol.I-! Na-fosfore¢nanovom
tlmivom roztoku pH 7,2 a ubytok glukdzy sa sledoval podla Trindera [20].
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Vysledky a diskusia

Imobilizdcia buniek a enzymov naSla Siroké uplatnenie v technoldgii.
V tejto préaci sa skumala imobilizacia buniek uhorky siatej pomocou gluta-
raldehydu (vnitorné zosietovanie) a algindtu vdpenatého (zabudovanie
buniek do gélu). V bunkdch imobilizovanych glutaraldehydom sa zazname-
nala vysoka aktivita tyrozindekarboxyldazy, DOPA-dekarboxyldzy, invertazy,
ako aj a— a B—galaktozidazy [15,21-23]. V bunkdach imobilizovanych algi-
natom je aktivita aminopeptiddz vysSia nez v bunkéch imobilizovanych glu-
taraldehydom (tab. 1 a 2).

TABUIKA 1. Aminopeptiddzové aktivity v suspenznej kultire a glutaraldehydom
imobilizovanych bunkdch uhoriek.
TABLE 1. Aminopeptidase activity of cell suspension culture and of cucumber cells
immobilized with glutaraldehyde.

., Aktivita Specifickd aktivita
Bunky! Proteiny [nkat/g susiny]? [pkat/mg proteinov]*
[mg/g susiny]?
A B A B
Suspenznés 43,2 62,9 77,3 1,45 1,78
Permeabilizované® 13,1 67,8 84,1 5,17 6,41
Imobilizované? 13,0 2,4 3,3 0,18 0,25

A - L-argininaminopetiddza (L-Arg-AP), B - L-proliniminopeptiddza (L-Pro-IP).

A - L-arginine aminopetidase (L-Arg-AP), B - L-proline iminopeptidase (L-Pro-IP).

1 - cells, 2 - proteins [mg/g of dry weight], 3 - activity [nkat/g of dry weight], 4 - specific activ-
ity [pkat/mg of proteins], 5 - suspension, 6 - permeabilized, 7 - immobilized.

TABUIKA 2. Aminopeptiddzové aktivity v suspenznej kultire a alginatom
imobilizovanych bunkdch uhoriek.
TABLE 2. Aminopeptidase activity of cell suspension culture and of cucumber cells
immobilized with alginate.

) Aktivita Specifick4 aktivita
Bunky! Protelvr}y [nkat/g susiny]? [pkat/mg proteinov]*
[mg/g susiny]?
A B A B
Suspenzné> 432 62,9 77,3 1,45 1,78
Imobilizované® 43,2 20,4 26,8 0,47 0,62

A - L-argininaminopetiddza (L-Arg-AP), B - L-proliniminopeptiddza (L-Pro-IP).

A - L-arginine aminopetidase (L-Arg-AP), B - L-proline iminopeptidase (L-Pro-IP).
1 - cells, 2 - proteins [mg/g of dry weight], 3 - activity [nkat/g of dry weight], 4 - specific activ-
ity [pkat/mg of proteins], 5 - suspension, 6 - immobilized.
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Pri imobilizdcii glutaraldehydom dochddza k plazmolyze a miernemu
zhlukovaniu buniek. Takto imobilizované bunky pri testovani s 2,3,5-trife-
nyltetrazoliumchloridom (TTC), fluoresceindiacetditom a merani spotreby
kyslika nejavili viabilitu. Glutaraldehydom imobilizované bunky glukézu
neutilizuji (obr. 1). Bunky imobilizované algindtom na rozdiel od buniek
imobilizovanych glutaraldehydom glukézu utilizuju.

250

® - glutaraldehydom
imobilizované bunky?

200 & - algindtom

imobilizované bunky#4

m - suspenznd kultira®
1507

1007

Glucose! [mg.I-1]
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0 20 40 60 380 100
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OBR. 1. Casovy priebeh utilizdcie glukézy bunkami suspenznej kultiry,
glutaraldehydom a algindtom imobilizovanymi bunkami.

F1G. 1. Course of glucose utilization by cells of suspension culture
and by cells immobilized with glutaraldehyde and alginate.
1 - glucose, 2 - time, 3 - cells immobilized with glutaraldehyde, 4 - cells immobilized with algi-
nate, 5 - cell suspension culture.

Po permeabilizacii Tweenom 80 dochddza k poklesu obsahu proteinov
a miernemu zvySeniu aktivity aminopeptiddz. Pri imobilizdcii buniek glu-
taraldehydom dochddza k vyraznému poklesu aktivity vSetkych sledovanych
aminopeptiddz (tab. 1). U skimanych aminopeptiddz v nativnych a imobili-
zovanych bunkdch, ako aj v ¢iastocne purifikovanych enzymoch, si zhodné
pH optima [24].

Je vSeobecne zndme, Ze rastlinné bunky imobilizované algindtom vdpe-
natym maju v porovnani so suspenznymi bunkami niektoré vyhody. Imobi-
lizované bunky sa menej agreguju, su chrdnené pred prudkymi narazmi, pro-
dukty biotransformdcie sa lepSie uvoliiuju, zvySuje sa ich vzdjomny kontakt
a zvysuje sa stabilita multienzymovych systémov [25,26]. Pri imobilizacii algi-
niatom su ovela vySSie ndklady, ako pri imobilizdcii glutaraldehydom.
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Aktivita tyrozindekarboxyldzy, DOPA-dekarboxyldzy, o— a f—galaktoziddzy
po imobilizdcii glutaraldehydom - bifunkénym cinidlom (prie¢nym
zosietovanim) je v porovnani s aktivitou aminopeptiddz pomerne vysokd [21-
23].

Glutaraldehyd sa pouzil pri imobilizdcii roznych rastlinnych buniek
[15,21,22]. Vydavky spojené s imobilizdciou si pomerne nizke, pristrojové
vybavenie je nendro¢né a zostatkovd aktivita enzymu je pomerne vysoka.
Takto imobilizované bunky su porovnatelné s bunkami imobilizovanymi
pomocou nosic¢ov [27].

Pri imobilizdcii aminopeptiddz je vzhladom na uvedené skutocnosti
vyhodnejSie zabudovanie buniek do algindtu vdpenatého. Aminopeptidazy,
ako aj niektoré protedzy, sa mdzu perspektivne vyuZif pri biotransformadcii
farmaceuticky a potravindrsky dolezitych latok [3,11,23,29,30]. PredloZzené
vysledky poukazujui, Ze enzymovu aktivitu aminopeptiddz v bunkach imobi-
lizovanych algindtom sodnym mozno vyuZit v biotechnologickych postupoch
pripravy niektorych oligopeptidov, pripadne pri Stidiu ich Struktury, taktiez
glykoproteinov [11,21,29,31,32].
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The activity of the choice aminopeptidases in the immobilized cucumber cells

NEUBERT, K. - STANO, J. - MICIETA, K. - GRANCAL D. - SAFARIK, L.:
Bull. potrav. Vysk., 38, 1999, p. 163-170.

SumMARY. Cell suspension cultures of cucumber (Cucumis salivus L.) were permeabilized
with Tween 80 and immobilized with glutaraldehyde. The activity pH optimum of L-arginine
aminopeptidase (L-Arg-AP) and L-proline iminopeptidase (L-Pro-IP) in native and immo-
bilized cells is 7.6 and 7.4, respectively. In the cells immobilized with glutaraldehyde the activ-
ity of the enzymes is very low in compare with native cells. Alginate jelly was applied succes-
fully at aminopeptidase immobilization of cucumber cells.

KEYWORDS: permeabilization; immobilzation; aminopeptidases; cells suspension cultures;
cucumber
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