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Uvod

Peptidhydrolytické enzymy selektivne katalyzuju rad
anabolickych a katabolickych  procesov, biosyntézu
a biotransformaciu rdéznych peptidov. Dipeptidylpeptidazu
IV (DP IV/CD 26, EC 3.4.14.5) objavili a popisali Hopsu-
Havu a spol.'. Pritomnost’ tejto serinovej protedzy sa
v rastlinach dokazala neskor a bolo akceptované, ze DP
IV/CD 26 je ubiquitarnym enzymom. DP IV/CD 26 enzy-
movo uvolfiuje z N-konca oligo- alebo polypeptidov pre-
dovsetkym dipeptidy typu Gly-Pro, Ala-Pro, Ala-Ala resp.
Ser-Hyp za predpokladu, Ze sa za prolinom nenachadza
dalsi prolin alebo hydroxyprolin. DP IV/CD 26 sa
v rozhodujticej miere podiel'a na inaktivacii inkretinovych
hormonov, ktoré podporuju metabolizmus glukozy stimu-
laciou sekrécie inzulinu, ¢o sa prejavi vznikom diabetes
mellitus 2. typu. Inhibitory DP IV/CD 26 sa tak stavaji
predstavitePmi nového typu antidiabetik’.

Studovala sa imobilizacia a distribucia DP IV/CD 26
v kalusovych kultarach lastovi¢nika s cielom zachovania
katalytickej aktivity tohto enzymu. Jednoduch4 arychla
metoda dokazu a stanovenia intra- a extracelularnej DP
IV/CD 26 vyuziva syntetické substraty: f-naftylamidy a p-
nitroanilidy (resp. iné¢ chromofory) prislusnych dipeptidov.
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Experimentilna ¢ast’
Rastlinny material

Kalusové a suspenzné kultury lastovi¢nika vacsieho
(Chelidonium majus L.) sa odvodili zo sterilnych klicnych
rastlin a kultivovali podl'a Stano a spol.’.

Permeabilizacia buniek Tweenom 80

Suspenzne pestované bunky sa po odfiltrovani a pre-
myti 1,510,15 mol I"" NaCl permeabilizovali 5% Twee-
nom 80 (20 g/60 ml) 3 hodiny za pomalého mieSania
(60 otaok/min) pri 20 °C. Permeabilizované bunky sa
premyli 2 1 destilovanej vody a3 1 0,15 mol 1" NaCl.

Imobilizacia buniek glutaraldehydom

Permeabilizované bunky sme vlozili do 0,15 mol I”'
NaCl (20 g/60 ml), pomaly sa pridalo 6 ml 25% glutaral-
dehydu a pri laboratornej teplote sa za pomalého mieSania
(60 otaok/min) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované
bunky sa premyli 3 I destilovanej vody, 3,51 0,15 mol I
NaCl a uchovali v 0,15 mol I"' NaCl pri 4 °C.

Imobilizacia buniek pektatom a alginatom

Suspenzne pestované bunky sa po odfiltrovani imobi-
lizovali jednotlivo pektitom a alginitom (Na-sol). 5 g
buniek sa resuspendovalo jednotlivo v 20 ml 5% pektatu
alebo 5% alginatu a potom sa pomaly pridalo (pomocou
kapilary) do 125 ml 5-107 mol I"' CaCl, (za staleho mie-

Sania 50 otacok/min). Bunky imobilizované enkapsulaciou
(obal'ovanim) hydrogélom alginitu alebo pektatu sa nacha-
dzaju v homogénnych gulickach o priemere cca 4 mm.
Gélové gulicky (100 guliciek obsahuje 1 g buniek) s imo-
bilizovanymi bunkami sa potom odfiltrovali a premyli
800 ml 0,15 mol "' NaCl. Guli¢ky (3 g) sa potom preniesli
do 30 ml kultivaéného média a kultivovali v 100 ml Ehr-
lenmi%/erovych bankéach na rotacnej trepacke (80 otacok/
min)™".

Dokaz extracelularnej DP IV/CD 26

Pri dokaze extracelularnej DP IV/CD 26 sa pouzili
syntetické substraty Gly-Pro-BNA alebo Gly-Pro-MBNA.
Enzymovo uvolneny BNA resp. MBNA kopuluje s Fast
Garnet GBC sol'ou za tvorby odpovedajuceho azofarbiva.
Gly-Pro-fNA alebo Gly-Pro-MBNA (2 mg) sa jednotlivo
rozpustil v 0,5 ml dimetylformamidu a 4,5 ml 0,1 mol "'
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 "' Na-fosfatovom tlmivom rozto-
ku (pH 6,5), nalialo do Petriho misky a autoklavovalo.
Pripravené agarové platne sa inokulovali bunkami kaluso-
vych kultur a sterilne vypestovanymi klicnymi rastlinami
(4—6 dni star}’/ch)5 a inkubovali 30—90 minnt.
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Stanovenie aktivity intra- a extraceluldrnej DP IV/CD 26

Priprava enzymu

Pri stanoveni intracelularnej aktivity enzymu sa pou-
zili bunky suspenznych kultr. Bunky (10 g) sa premyli 2 1
destilovanej vody, zhomogenizovali v predchladenej trecej
miske 1:1 (gml™") s 0,1 mol ™" Na-fosfatovym tlmivym
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 extracelu-
larnej aktivity sa pouzilo kultivatné médium bez buniek
(centrifugacia 10 min, 2000 g).

Stanovenie aktivity DP IV/CD 26

Aktivita DP IV/CD 26 sa stanovila pomocou syntetic-
kého substratu Gly-Pro-pNAS. Reakénd sustava pozostiva
z1,7ml 0,1 moll" Tris-HCI tlmivého roztoku pH 7.8
a0,3ml 6:107° mol 1" roztoku substratu. Imobilizované
a nativne bunky (0,1-0,3 g) alebo enzymovy preparat (0,1
az 0,3 ml) sa predinkubovali 10 min pri 30 °C v timivom
roztoku a potom sa pridal substrat. V kontrolnych poku-
soch bol enzymovy preparat tepelne inaktivovany (5 min
pri 100 °C). Reak¢né sustavy sa inkubovali 30 min pri 30 °C
a reakcia sa zastavila pridanim 0,5 ml 30% kyseliny octo-
vej. Koncentracia enzymovo uvol'neného p-nitroanilinu sa
hodnotila spektrofotometricky pri 410 nm. Enzymova akti-
vita je vyjadrena v kataloch. Obsah bielkovin sa stanovil
za pouzitia Standardnej bielkoviny-hovéddzieho sérum-
albuminu’.

Vplyv pH na aktivitu DP IV/CD 26

Vplyv pH na aktivitu enzymu sa testoval pomocou
0,05 mol I'' Tris-HCI tlmivého roztoku v rozsahu pH 5,0
az 9,5. Reakénd zmes obsahovala Gly-Pro-pNA v 0,05
mol 1" Tris-HCI tlmivom roztoku od pH 5,0 po pH 9,5.

Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny

Cerstva hmotnost’ a susina suspenznej kultiry a imo-
bilizovanych buniek sa stanovili gravimetricky po vysuse-
ni do konStantnej hmotnosti pri 105 °C.

Utilizacia glukozy

Utilizacia glukézy suspenznymi a imobilizovanymi
bunkami sa sledovala 60 min. Bunky suspenznych kultar
a imobilizované bunky sa preniesli do roztoku glukozy
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200 mg 1" v 0,05 mol 1" Na-fosfatovom tlmivom roztoku
pH 7,0 a sledoval sa ubytok glukozy®.

Viabilita buniek

Viabilita buniek sa sledovala podl'a Dixona® za pouZi-
tia trifenyltetrazolium chloridu (TTC), fluorescein diaceta-
tu a kyslikovej elektrody.

Vysledky a diskusia

Imobilizacia buniek resp. biokatalyzatorov reprezen-
tuje vel'mi dolezity sposob uchovavania (stabilizacie) vy-
soko ucinnych biokatalyzatorov (enzymov), ktoré¢ su dole-
7ité pre biotransformaéné procesy’.

Enkapsulécia buniek resp. enzymov prirodnymi alebo
syntetickymi hydrogélmi ma §iroké uplatnenie®'’ Gluta-
raldehydom imobilizované bunky neutilizuju glukézu,
kym algindtom a pektatom imobilizované bunky su viabil-
né a utilizuji glukoézu (obr. 1). Imobilizacia testovanych
buniek hydrogélmi alginatu a pektatu (tab. I) naznacuje, ze
pre pocetné biokatalyzatory (peptidhydrolazy) a bunky je
tito metdoda ovela vhodnejSia nez imobilizacia
glutaraldehydom™'!. Vysledky potvrdzuju, e imobilizécia
glutaraldehydom vedie k vnitornému zosiet'ovaniu testo-
vané¢ho materialu, ¢o sposobuje signifikantny pokles akti-
vity DP IV/CD 26 a aminopeptiddaz. Z tohto dovodu je
aplikacia hydrogélov ovela vhodnejSia. Imobilizované
bunky maji v porovnani sbunkami suspenznych kultur
tieto vyhody: zabezpecenie nepretrzitého prietoku, zlepse-
nie separécie biokatalyzatora, prediZenie poléasu biokata-
lyzatora, fyzikalnu ochranu vodi striznym silam, ochranu
pred zhlukovanim, stimulaciu produkcie sekundarnych
metabolitov, konzervaciu multifunkéného enzymového
systému™”'>13,

Pri dokaze a stanoveni intra- a extracelularnej aktivity
DP IV/CD 26 sa pouzili chromogénne substraty'*: Gly-Pro
-BNA a Gly-Pro-pNA. Na kultivatné médium (agarové
platne) s pridavkom substratu Gly-Pro-BNA a s Fast Gar-
net GBC sol'ou (v pripade porovnavacieho pokusu substrat
nebol pritomny)'>'® sa preniesli bunky rastucich kalusov.
Kalusy sa na kultivaénych médiach ponechali 30—60 mi-
nat. Extracelularna DP IV/CD 26 sa detegovala pomocou
hnedocerveného zafarbenia, ktoré vznika simultannou
azokopulaciou Fast Garnet GBC soli a zo substratu enzy-

Tabulka I

Aktivita DP IV/CD 26 v 14dnovych bunkéach suspenznej kultlry lastovi¢nika imobilizovanej obal'ovanim alginidtom

a pektatom

Bunky Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[mg g susiny] [nkat g' susiny] [nkat mg™' proteinov]

Suspenzia 12,6+0,1 29,6+0,09 2,35

Imobilizované alginatom 12,6+0,1 8,9+0,08 0,71

Imobilizované pektatom 12,6+0,1 9,1+0,1 0,72
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Obr. 1. Casovy priebeh utilizicie glukézy v bunkach lastovi¢-
nika imobilizovanych glutaraldehydom a v bunkach suspenz-
nej kultiry (10 g buniek, 20 ml timivého roztoku s glukézou); @
glutaraldehyd, m suspenzna kultura, ¢ pektat, A alginat

movo uvolneného B-naftolu pod a okolo inokula na agaro-
vej platni. Po preneseni kalusu na kultivacné médium bez
substratu resp. so substratom a s tepelne inaktivovanym
kalusom (10 min pri 100 °C) sa ziadne farebné zmeny
nepozorovali.

Po vysadeni sterilnych klicnych rastlin lastovicnika
na agarové platne so substratom a Fast Garnet GBC sol'ou
je na korienku, korenovych vlaskoch, ako aj na platni

Tabul’ka I1
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v mieste ich kontaktu s fiou pozorovatelné hnedocervené
zafarbenie. Porovnanie distriblcie intracelularnej a extra-
celularnej DP IV/CD 26 poukazuje na minoritné zastipe-
nie extraceluldrnej a majoritné zastiipenie intraceluldrnej
DP IV/CD 26 (tab. II). Distribtcia intracelularnej DP IV/
CD 26, aminopeptidaz a invertdzy je podobna. Je zaujima-
vé, ze aktivita extracelularnej a- a B-galaktozidazy je ove-
la vys$§ia nez DP IV/CD 26, invertdzy aamino-
peptidaz**"’.

DP IV/CD 26 podobne ako aminopeptidazy je vhod-
nejsie imobilizovat’ pomocou hydrogélov nez glutaralde-
hydom. Pri imobilizacii glutaraldehydom — bifunkénym
reagens dochadza k tvorbe kovalentnych vézieb medzi
aminoskupinami a glutaraldehydom. Pretoze aminoskupi-
ny su v oboch pripadoch v aktivnom centre, po tejto imo-
bilizacii dochadza k vyraznému poklesu aktivity oboch
enzymov'’. Hladinu glukézy v krvi reguluju aj inkretiny
GLP-1 agluk6za — dependentné inzulinotropné peptidy
(GIP), ktoré spolu s rastovymi horménmi otvaraji nova
cestu terapie diabetu. DP IV/CD 26 vsak zapriCinuje de-
gradaciu GLP-1 a GIP. Po aplikacii $pecifického inhibito-
ra DP IV/CD 26 izoleucyl tiazolidinu moZzno tito degrada-
ciu celkom zablokovat'®. Porovnanie distribucie intra-
a extracelularnej aktivity Studovaného enzymu poukazuje,
ze jeho prevazna cast’ (82,2 %) sa nachadza v bunke a iba
mala cast’ (17,8 %) je v kultivacnom médiu. Distribicia
intra- a extracelularnej DP IV/CD 26, aminopeptidaz
a invertazy je podobna®'’. Aktivita extracelularnej o- a p-
galaktozidazy je ovel'a vyssia (3—4 krat) nez DP IV/CD 26,
aminopeptidaz a invertazy'™'®. Metoda skriningu DP IV/

Aktivita DP IV/CD 26 v 14dihovych bunkich suspenznej kultiry lastovi€nika permeabilizovanej Tweenom 80

a imobilizovanych glutaraldehydom

Bunky Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[mg g susiny] [nkat g ' suiny] [nkat mg ' proteinov]

Suspenzia 12,6+0,1 29,6+0,09 2,35

Permeabilizované 5,4+0,1 32,7+0,09 6,05

Imobilizované 5,5+0,1 2,3+0,07 0,42

Tabul’ka III

Aktivita DP IV/CD 26 v bunkéach a médiu 14diovej suspenznej kultiry lastovi¢nika

Frakcia Objem Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[ml] [mg g ' Cerstvej hmoty]  [nkat g ' Eerstvej hmoty]  [nkat mg ™' proteinov]

Intracelularna aktivita 0,2 0,65+0,08 1,96+0,08 3,01

(homogenat z izolovanych

buniek)

Extracelularna aktivita 1,0 0,26+0,06 0,42+0,06 1,61

(kultiva¢né médium bez

buniek) *

*Zodpovedajtca obsahu izolovanych buniek
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CD 26 umozni jednoduchy anendrocny vyber zdrojov
Studované¢ho enzymu. Cielom bolo ziskanie dostupného
zdroja DP IV/CD 26 potrebného pri §tadiu jeho vhodnych
inhibitorov ako aj d’alSich dipeptidaz, v snahe zvysit’ uc¢in-
nost’ inkretinovych horménov. NajzndmejSimi a do terapie
zaradenymi inhibitormi dipeptiddz patria sitagliptin, vil-
dagliptin, saxagliptin, izoleucyl tiazolid a izoleucyl
pyrolidid>'®.

Zaver

Vysledky poukazuju, ze pri imobilizacii DP IV/CD
26 st hydrogély alginatu a pektatu ovel'a vyhodnejsie nez
aplikacia glutaraldehydu. Majoritna ¢ast DP IV/CD 26
(82,2 %) sa nachadza v intracelularnej frakcii a iba mino-
ritna Gast (17,8 %) v extraceluldrnej frakcii. Specificka
aktivita intracelularnej frakcie je 1,87krat vySSia neZ Speci-
ficka aktivita extracelularnej frakcie. Pomocou syntetické-
ho substratu B-naftylamidu Gly-Pro-BNA a Fast Garnet
GBC soli sa vypracovala jednoduchd, rychla a spolahliva
metéda dokazu extracelularnej DP IV/CD 26. Studovany
enzym DP IV/CD 26 je perspektivnym modelom pre $tu-
dium potencidlnych farmak.

Prdca bola vypracovand v ramci rieSenia grantového
projektu VEGA 1/0182/09.
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Cells in suspension culture of celandine (Chelidonium
maius L.) were permeabilized with Tween 80 and immobi-
lized with glutaraldehyde, alginate or pectinate. Glutaral-
dehyde-immobilized celandine cells lost their viability.
Celandine cells immobilized with pectinate or alginate
have retained the high activity of dipeptidylpeptidase (DP)
IV/CD 26 with apH optimum at 7.8. The immobilized
cells showed a good activity, fair stability and convenient
physicomechanical properties. The extracellular activity of
DP IV/CD 26 estimated in cell suspension accounts for
82.2 % of the total activity the rest being due to the intra-
cellular activity. The latter activity is 1.87 times higher
than the extracellular one. Secretion of DP IV/CD 26 by
root tips, root hairs, callus and suspension cells was detec-
ted histologically. The method permits a rapid, simple and
specific identification of DP IV/CD 26.



