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Souhrn

Kartagovy lem krysich enterocytd jsme izolovali dife-
rencidini centrifugac{ s pouZitim chloridu védpenatého
podle Schimitze [22). Tento materidl byl solubilizovén
papainem, trypsinem a Tritonem X-100 (1%}, ktery uvol-
nil do supernatantu nejvétdl mnoZstvi membrdnovych
enzymil. Tritonizovany supernatant (105000 xg) jsme trd-
vili papainem, bromelinem, ficinem a trypsinem (jednot-
livé a v kombinacich). Po simultannim plsobeni papainu
a bromelinu jsme dosdhli chromatografil na Sephadexu
G-200 Casteéné oddsleni aminopeptiddzy [(substrat:
AlaNAp) od endopeptiddazové  aktivity {substrat:
SucAlasNAp). Obg aktivity byly zretelné odd&leny izo-
elektrickou fokuzaci (pl aminopeptiddzy — 4,73; pl endo-
peptidazy 5,23}. Endopeptiddaza krysiho enterocytu
zatim nebyla presn&ji popsdna ani lokalizovana,
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Summary

Kocna P, Frié P, Slaby ], Kasafirek BE:
Endopeptidase Isolation in Rat Enterocyte Brash Border

Rat enterocyte brush border was isolate by differen-
tial centrifugation using calcium chloride according to
Schmitz ({22). The inaterial was then solubilized with
papaine, trypsine and Triton X-100 (1%) which released
a maximum of membrane enzymes in the supernatant.
_Tritonized swpernatant (105.000 xg) was treated with pa-
paine, bromelin, ficin and trypsine (individually and in
combinations). Following the simultaneous action of pa-
paine and bromeline, Sephadex G-200 chromatography
helped to achieve the partial separation of aminopepti-
dase (substrate: AlaNAp)
[substrate: SucAlasNAp). Both activities were visibly
separated from one another by means of isoelectric
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from endopeptidase activity

focusation {pl aminopeptidase — 4.73; pl endopaptidase
— 5.23). Rat enterocyte endopeptidase has so far failed
to be either described in detail or localized. Ha

Cas. Lék. ¢es., 117, 1978, No. 40, p. 1258--1261.

Résumé

Kocna P, Fri¢ P, Slaby [, Kasafirek K.
Isclation de 'endopeptidase du bord a brosse de Pen-
téroecyte du rat :

Le bord a brosse des entérocytes du rat étalent isolé
par la centrifugation différentielle & 'emploi du chlor-
ure du calcium selon Schmitz. Ce matériel était solu-
bilisé par la papaine, par la trypsine et par Triton X-100
(1%} qui libérait, dans le surnatant, la quantité maxi-
male d’enzymes de la membrane. Le surnatant tritonisé
(105.000 xg) était digéré par la papaine, par la broméline,
par la ficine et par la trypsine (séparément et en combi-
naisons). Aprés l'effet simultané de la papaine et de la
broméline nous avons atteint, par la chromatographie
sur Sephadex G-200, la séparation partielle de l’amino-
peptidase {substrat: AlaNAp) de Vactivité endopeptidase
(substrat: SucAlasNAp). Les deux activités étaient net-
tement séparées par la focusation isoélectrique (pl de
Paminopeptidase — 4,73; pl de lendopeptidase — 5,23).
L’endopeptidase de 'entérocyte du rat n'était pas encore
décrite ou localisée exactement. v.

Gas. Lék. des., 117, 1978, No. 40, p. 1258 —1261.

Uvod

Zihany lem enterocytu obsahuje Fadu peptidédzo-
vych aktivit, které se ucastni termindlni faze tré-
veni proteindi. V krysim enterocytu jsou p¥itomny
rlizné dipeptidazy (12), oligopeptidazy (24), amino-
oligopeptidézy (5) a né&kolik dalSich typl amino-
peptiddz (21).

Prokazali jsme endopeptidazovou aktivitu v lid-
ském enterocytu (23) a bez bliZ81 lokalizace v ten-
kém stFevu krysy {13). Endopeptidazova aktivita
§tépi synteticky substrat 3-karboxypropionyl-triala-
nin-4-nitroanilid (SucAlasNAp), ktery byl d¥ive po-
psdan jako vhodny substrat pro pankreatickou ela-
stdzu (3, 4, 8, 9). Tato prdce se zabyva oddé&lenim
endopeptiddazy od aminopeptiddzy [(EC 3.4.11.2.}.
Obé& tyto aktivity spolu vyznamné koreluji v, duo-
denu, jejunu i ileu {13) a dosud. se p¥edpoklddala
existence spole¢né nosné bilkoviny (23].

Materidal a metody

Slizniéni stér jsme ziskali z jejuna Kkrysich samci
Wistar (320—350 g). Zvifata jsme po 24hodinovém hla-
dovéni usmrtili dekapitaci a vypreparovali jsme tenké
stievo. Po jeho rozst¥iZeni a opldchnuti ve vychlazeném

Cas. Lék. es., 117, 1978, &. 40
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fyziologickém roztoku jsme ziskal ster iethm tlakem
tupé hrany skalpelu na sliznici.

[zolace kartdéového lemu

Pro izolaci kartdéového lemu jsme modifikovalli Schmit-
zovu metodu diferencidlni centrifugace s chloridem vé-
penatym (22). 1% homogendt v 50mmol manitolu-2 mmol
Trisu jsme ziskall ma mixéru (Unipan 309, PLR} homo-
genizacl 2 X 30 sekund pri plném napéti za chlazeni
smési voda - led. Podle Andria (1} jsme zvy$ili kon-
centraci pevného CaClz na 20 mmol a koneénou centri-
fugaci na-60 minut [MSE Superspeed 65).

Solubilizace kartdéového lemu

Vystednou peletu P2 (20 000 xg), kterd obsahuje karta-
dovy lem, jsme solubilizovali pomoci papainu (Merck,
0,4 mg/mi), trypsinu [Boehringer, 0,44 mg/ml) a Tritonu
X-100 (1%) stejnd jako u lidského materidlu {23). Po
solubilizaci jsme materidl centrifugovali (105000 xg) 60
minut pri 4°C [MSE Superspeed 65].

Proteolytické Stépeni

Tritonizovany supernatant jsme inkubovali 60 minut
prl 37 °C ve 0,075 mol fosfdtovém tlumici pH 6,8 v pii-
tomnosti papainu (Merck, 0,4 mg/ml}, bromelinu (Merck,
0,15 %], ficinu (Koch-Light, 0,1 %) nebo trypsinu [Boeh-
ringer, 0,44 mg/ml), a to jak samostatnd, tak v kombi-

Tab. 1. Aktivity membranovych enzymit (mU/mg bilkoviny)
v raznyeh fazich izolace kartdééového lemu enterocytu u keysy

;
Aeovine H, S, P,
mU/mg bilkoviny T (2000 xg) (20 000 xg)
i i
Lindopeptiddza 15,1 31.5 69,5
Aminopeptidiza 112 <192 499
Alkalicka |
fosfatdza 679 543 1875
Sachardza : 0,36 0,66 1,65

nacich. Vzorky jsme po proteolyze centrifugovali pii
20000 xg 30 minut {4°C, Janetzki K24). PFi trdveni pa-
painem, bromelinem nebo ficinem byl do inkubadéniho
média pridan jako aktivator cysteinhydrochiorid (0,2
mg/ml).

Gelovd filtrace

Supernatant (20 000 xg) po proteolytickém Sté&peni byl
nanesen -na kolonu K 16/100 (Pharmacia) Sephadexu
G-200. Déleni probihalo pfi 4°C a pii pritoku 10 ml‘hod.
Pritok byl Fizen peristaltickou pumpou [LKB Varioper-
pex 12000}. 5 ml frakce byly po prichodu UV jednotkou
(UV-Analyser, Vyvojové dilny CSAV) sbirdny do kolek-
toru.

Izoelektrickd fokuzace

Proteiny jsme rozdélili na koloné LKB 8101 {110 ml)
v sachar6zovém gradientu 0—84 %, v pritomnosti 1%
amfolytu pH 4—6 (LBK, 1. c. 6). Déleni na koloné& pro-
bihalo 14 hodin p#i z4at&Zi 23 W za chlazeni vodou
{pocatetni .napéti 500V, proud 5 mA; konetné napéti
1200 V, proud 2,5 mA). Tricetikapkové frakce byly po
prichodu UV jednotkou (Uvicord II, LKB) sbirdny do
kolektoru Ultrorac 7000 [LKB). pH jednotlivych frakci
jsme mérili na pH-metru PHM 62 (Radiometer).

Enzymatické aktivity
Alkalickou fosfatdzu [EC 3.1.3.1.) jsme stanovili setem
Lachema (substrdt: 10 mmo!l 4-nitrofenylfosfat] metodou
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Tab. 2. Enzymatické aktivity kartdacového lemu (v 9 celkové
aktivity) po solubilizact papainem, trypsinem a Tritonem
X-100 v supernatantu (sup., 105 000 xg) a sedimentu (sed.)

9, aktivity Papain Trypsin Triton

sup. | sed. | sup. | sed. ; sup. | sed.

Endopeptidaza 47 53 11 89 89 11

Aminopeptiddza | 81 19 35 65 82 18
Alkalicka 89 11 35 65 78 22
fosfatdza

Besseye-Lowryho (2). V izolovaném kartdCovém lemu
jsme prokazali alkalickou fosfatdzu simultdnni azokopu-
laci: 1 ml resuspendované pelety P2 @ 1 ml barviciho
média {0,22 mg beta-naftylfosfatu a 0,5 mg Fast Blue BB
v 0,08 mol bordtovém tlumic¢i pH 9,0} jsme inkubovali
30 minut pFi 25°C.

Sacharfzovou aktivitu (EC 3.2.1.29.) jsme stanovili
Dahlqgvistovou metodou v modifikaci podle MaliSe (sub-
strat: 56 mmol sacharodza, l.c.16).

Aminopeptiddzu (EC 3.4.11.2.} jsme stanovili chromogen-
ni metodou Sté&penim Ala-NAp (2,5 mmol, 1.c.13).

Endopeptiddzu jsme stanovili Stépenim SucAlasNAp
nepiimo chromogenni metodou (13} nebo po oddéleni
aminopeptidazy pfimou metodou. Jejim principem je vy-
tfepdni tydrofobniho AlaNAp do octanu etylnatého a
stanoveni koncentrace NAp po alkalické hydrolyze hy-
drofobni fdze. Enzymova frakce (0,2 ml) se inkubuje 90
minut s 2,5 mmol SucAlasNAp (rozpustidlo: dimetylsul-
foxid) v 0,1 mol Tris-HCI tlumicéi (pH 8,0) pri 37°C. Po
inkubaci se vytiepe 1,0 ml vzorku do 1,0 ml octanu etyl-
natého, 0,5 ml horni hydrofébni fdze se pomalu vmicha
do 2,0 ml 5 N NaOH v 50 % etanolu a koncentrace uvol-
ngného NAp se stanovi fotometricky {405 nm, Unicam
SP-800).

Aktivita endopeptidazy = K405 . Fi.Fz. V. 1000

(mU/ml) €405 . t.d .V
. D+l
Fy... 1,18 — faktor extrakce {F; = 5 ;D oje 5,49

D ... rozdélovacl koeficient o

F2...5 — ziedovaci faktor (0,5 ml hydrofébni frakce na
2,5 ml po piridani NaOH)

V... 1,5 — objem inkubatnilo média [ml)

v... 0,2 — objem enzymové Ifrakce (ml)

t... 90 — inkubace {min}

d... 1 — 8ifka kyvety (cm}

ed05. .. 9,35 — moldrni extinkéni koeficient NAp X 10--3

E. A - AF

g 90 4-60

J T ! )
10 15 20 FRAKCE
Graf 1. Sephadex G-200: vozloZeni aktivit (mU/ml) endo-
peptidazy {E —————], aminopeptidazy (A-————)
a alkalické fosfatdzy (AF—.—.—) v ftritonizovaném su-
pernatantu Zihaného lemu
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Bilkovinu jsme stanovili podle Lowryho (14) nebo pii.

vypousténi kolony 280 nin
LKB}.

Stapy jsme chromatograficky detekovait TLC metodou
na Silufolu. D8lici smés: BuOH/AcOH/H20 v poméru 4:1:

: 1, detekce po redukci SnClz Ehrlichovym reagens [9).

kontinuéalng pri (Uvicord,

E — A . AF

9 90 -} 60

3 30 20
\\r-\

10 15 20 FRAKCE

Graf 2. Sephadex (-200: dstetné oddéleni aktivit {inU/

/m1) endopeptiddzy, aminopeptiddzy a alkalické fosfatd-

zy po traveni tritonizovaného supernatantu papainem;
symboly jako v grafu 1

Vysledky

Piitomnost kartadového lemu v peleté Pz jsme
oveFli histochemickou reakci na alkalickou fosfa-
tazu. Izoladni postup je zachycen v tabulce 1, kde
jsou uvedeny koncentrace sledovanych membrano-
vych enzymi v jednotlivgch fazich izolace. Aktivita
endopeptiddzy vzrostla vice neZ 4krét.

Solubilizace kartdtového lemu a proteolgza

Nejvy$si Kkoncentrace membranovych enzyma
v supernatantu byly zji§tény po pouZiti Tritonu
X-100 (78—89 %, tab. 2). P¥i gelové filtraci na Se-
phadexu G-200 byly alkalicka fosfataza, aminopep-
tidaza a endopeptidaza pritomny spoletné v jedné
frakci (grat 1). Je proto pravdépodobneé, Ze frag-
menty membrany ziskané timto solubilizatnim po-
stupem jsou pomérné velké.

Nejlepsi vysledek p¥i trdveni tritomizovaneho su-
pernatantu jednotlivymi enzymy prinesto pouZiti
papainu, ktery odd&luje ¢ast aktivity alkalické fos-
fatdazy a aminopeptidazy (graf 2). ProtoZe se neod-
délila aminopeptiddza od endopeptiddzy, pflisobili
jsme na tritonizovany supernatant soufasné papai-
nem a bromelinem. PFi chromatografii na Sephade-
xu G-200 se obd aktivity oddélily (graf 3). Endopep-
tidaza ve frakcich 11 a 12 byla prokdzéna nepfimou

E A L AF
9- 90--60
3-1 \ \ sotf20
N
™
20 FRAKCE

Graf 3. Sephadex G-200: distribuce aktivit (mU/mi]} en-

dopeptiddzy, aminopeptiddzy a .alkalické fosfatdzy po

simultdnni proteolyze tritonizovaného supernatantu pa-
painem a bromelinem; symboly jako v grafu 1

1260

metodou  po izolované
z frakce 17.

Detekci na Silufolu (graf 4) jsme prokazali ve
frakcich 11 a 12 pouze endopeptiddzu (odStépeny
AlaNAp). Aminopeptidaza piitomna ve frakcich 13
a dalsich je prezentovana skvrnami NAp po rozsté-
peni AlaNAp.

piidédnt aminopeptiddzy

Izoelektrickd fokuzace

Na kolonu jsme nasadili 5 ml supernatantu po si-
multanni proteclyze papainem a bromelinem. Ami-
nopeptiddzu jsme nalezli ve frakcich 35—45 (graf
5) a endopeptidazu po pFiddni aminopeptidazy ve
frakcich 55—65. Ob& aktivity jsme prokédzall detek-
¢i na Silufolu a endopeptiddzu jsme stamovili takée

nami vypracovanou metodou.

Diskuse

Pro izolaci subceluldrnich komponent jsou popsa-
ny riizné metody. Nejnovéjsi z nich zaloZend ma zo-
nalni centrifugaci v hustotnim gradientu neni v3ak
pro krysi materidl vhodnd (19). PouZili jsme proto
Schmitzovu metodu (22), kterd je popsana pro lid-
sky materidl, ale byla jiZ poufita i pro izolace kar-

e e e e e e e — — | CELO

S 7L X
@ | J7R010R%,

®@ 08eo

b o e e START
10 11 12 13 14 15

Graf 4. Detekce $tépti SucAlassNAp na Silufolu. Intenzita

zbarveni: 9, ®,e.1—2,5 mmol SucAlasNAp (Rf — 0,55},

225 mmol AlaNAp (Rf — 0,35), 3—2,5mmol NAp (Rf

— 0,70). Vzorky 10—15 odpovidaji frakcim ziskanym

chromatogratii tritonizovaného supernatantu po simul-

tanni proteolyze papainem a bromelinem na Sephadexu
6—200

tadovéeho lemu krysich enterocytdl (18, 20). V na8i
praci jsme pouZili modifikaci podle Andria (1).
Schmitzova metoda je zaloZend ma specifické vaz-
bé Ca2+ na membrany (7). P¥ prvni centrifugaci
2000 xg sedimentuji mitochondrie a bazolateralnt
membrany a pii centrifugaci 20 000 xg sedimentuji
agregované membrany kartadfovych lemd.

Trypsin a papain uvoliiuji ve srovndni s Tritonem
X-100 jen malé mnoZstvi endopeptidazy z Zihaného
lemu enterocytfl. RovngZ Marshall (17) pii studiu
riiznych solubilizaénich metod pro membréanové en-
zymy uvadi Triton X-100 jako nejicinnéjsi. Pii dalsi
preparaci tritonizovaného supernatantu jsme dosahli
gastedného oddéleni aminopeptiddzové a endopepti-
dazové aktivity a¥ p¥i soufasném plisobeni papainu
a bromelinu. Uginek této kombinace byl lepSi neZ
pFi trdveni supernatantu samotnym papainem, ktery
sam o sob& se povaZuje za G¢inngjsi neZ ostatni pro-
tedzy (15, 23}. Tyto vysledky dovoluji pFedpokla-

Cas. Lék. des., 117, 1978, &. 40




>

R

Tt

EDD /ABAQOS - tato rozmnozenina slouZf vyhradné pro Gely vyzkumu a soukromého studia driitele uzivatelského konta

dat, Ye endopeptiddzova aktivita jepomérng pevnd
zabudovana do struktury Zihaného lemu.
Endopeptiddza, kterou jsme v papain-bromelino-
vém lyzatu zFetelné oddélili od aminopeptidazy izo-
elektrickou fokuzaci, nebyla dosud v krysim entero-
cytu podrobngjl popsdna ani lokalizovana. Zatim by-

5,23

E A

60

20~

I
70 FRAKCE

Graf 5. Izoelektrickd fokuzace v rozsahu pH 4—86; tri-

tonizovany supernatant po soucasné proteolyze papainem

a bromelinem; aminopeptiddza {A—-—-——] je od endo-
peptiddzy (E ————-———) zPetelné oddélena

la tato aktivita uvedena v slizni¢nim stéru u krysy
(13) a v kartaCovém lemu lidského enterocytu (23}.
Neutrdlni endopeptidaza, jejiZz pribuznost nebyla
zatim objasnéna, byla zjiSténa v kartatovém lemu
ledvinnych tubultt krdlika (10, 11).
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Plan akei Ceské gerontologické spoleénosti pro rok 1979

1979:

Bfezen

Pracovni den s Ceskou diabetologickou spoleénosti v Usti nad Labem na téma Diabetes

mellitus ve stdFi. — Koordindtor: MUDr. Ivan BroZek, Usti nad Labem.
Duben: Pracovni den s Cévni komisi Ceské neurologické spole€nosti v Praze na téma ZAavratd ve stari, —

Koordinator: MUDr. Hana Hefmanovd, CSc.

Cerven: IL jihoteské gerontologické dny se Spolkem lékati v Ceskych Bud&jovicich na téma: Onkologie,
thanatologie. — Koordindtofi: prof. MUDr. Vladimir Pacovsky, DrSc., MUDr. Jan Reban.

Listopad:

Védecka konference s Ceskou gastroenterologickou spoleénosti v PFerové na téma: Onemocnéni

gastrointestindlntho traktu ve stari. — Koordindtor: MUDr, Kvétoslav Sipr.
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