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9 PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI INHIBITOR
SERIN-PROTEAZIC DIN CULTURI CELULARE INDUSE DE

LA LINUM USITATISSIMUM

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu de obtinere
a unui inhibitor serin-proteazic din culturi celulare
induse de la in (Linum usitatissimum), prin sterilizarea
materialului biologic format din culturi celulare utilizand,
ca sursa, explantule, dupa sterilizare, explantulele se
plaseaza in cutii Petri, pe suprafata unui mediu de
cultura Murashige-Skoog, si se incubeaza in camera de
crestere. Periodic, la interval de 3 saptamani, se face
transferul pe mediu de cultura proaspat, cu respectarea
masurilor de asepsie, pentru a preveni contaminarea
accidentald cu microorganisme. Explantele somatice
obtinute se prelucreaza in vederea izolarii inhibitorului
proteazic, prin delipidizare cu acetona, extractie cu

solutie tampon acetat 0,1 M, pH=5, si precipitare frac-
tionata cu etanol, obtinandu-se un precipitat proteic cu
activitate inhibitoare proteazicéa specifica de 3129 Ul/mg
proteind, care se purifica prin aducere, in tampon fosfat
0,05 M, pH=7,5, pe coloana de cromatografie de afini-
tate, pe tripsind imobilizata, echilibratd cu tampon
fosfat. Proteinele nelegate se spalé cu acelasi tampon
si, prin eluare cu tampon fosfat pH 7,5, in gradient de
concentratie de la 0 la 0,3 M, in volume egale, rezulta
un inhibitor serin-proteazic cu o activitate specifica de
9681 Ul/mg proteina.

Revendicari: 1

Cu incepere de la data publicérii cererii de brevet, cererea asigura, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
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PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI INHIBITOR SE -PROT!

CULUTURI CELULARE INDUSE DE LA LINUM USITATISSIMUM

Inventia de fata se refera la un procedeu gprivind obtinerea unui inhibitor serin-
proteazic din biomasa celulara de la Linum usitatissimum, ca sursa importanta de
compusi activi cu utilizari in medicina.

Inhibitorii serin-proteazici sunt capabili sii blocheze actiunea serin-proteazelor
prin formarea unor complexe partial sau total inactive cu enzimele pe care le recunosc
si ca urmare pot servi ca medicamente, sau ca modele pentru elaborarea unor
medicamente cu un grad ridicat de specificitate pentru proteazele implicate in reactiile
inflamatoare de tipul celor asociate cu astmul si alergiile |[Leung, D. si colab, 2000].

Inhibitorii proteazici din plante sunt in general proteine mici, prezente mai ales in
organe de rezerva (tuberculi, seminte, etc.}, dar si in partile aeriene ale plantelor, ca
reactie de raspuns la atacul insectelor si patogenilor [Rai, S. si colab, 2008].

In categoria speciilor de plante studiate ca potentiale surse de inhibitori ai serin-
proteazelor inul ocupa un loc important, avand in vedere efectul bine-cunoscut al
semintelor de in in alevierea afectiunilor digestive, in stabilizarea nivelurilor ridicate ale
zaharului in sange, in sanatatea pielii si in inhibarea evolutiei unor forme de cancer
[Chen, J. si colab., 2006].

Primul inhibitor serin-proteazic izolat din semintele unor plante din Familia
Linaceae a fost descris ca o molecula cu masa moleculara de 7655 Da, continand 69
resturi de amino-acizi, cu o singura legatura disulfidica si 2 resturi "Cys”, membru al
familiei Potato-Inhibitor [ [Lorenc — Kubis, I. si colab., 2001].

Cu toate ca inul (Linum usitatissimum L.) ocupa un loc special intre plantele
importante ca surse de inhibitori ai tripsinei §. ca s-a demonstrat ca biotehnologiile
bazate pe culturi de celule si de tesuturi reprezinta metode alternative eficiente pentru
producerea unei game largi de compusi activi, cercetarile s-au concentrat pana in
prezent numai asupra purificarii si caracterizarii inhibitorilor serin-proteazici din
semintele de in |[Lorenc — Kubis, [., si colab., 2001.; Polanowski, A. si colab., 2003].

In ce priveste abordarile in vitro, eforturile s-au axat pe strategiile de regenerare de
plante prin aplicarea tehnicilor de embriogeneza somatica, izolare si fuziuni de
protoplasti, obtinere de haploizi, transfer si expresie genica. Sunt de mentionat si
cercetarile care au utilizat suspensiile celulare de in ca instrumente valoroase pentru
studii biochimice si moleculare privind formarea peretilor celulari. Ca urmare, culturile
celulare de in au devenit sisteme model pentru studiul ligninei si al peretilor celulari,
cu semnificatii clare si pentru alte specii [Millam, S. si colab., 2005].

Nu cunoastem existenta in literatura de specialitate disponibila a unor date
privind producerea de inhibitori serin-proteazici in culturi celulare de Linum
usitatissimum.

In consecinta cercetarile noastre au avut ca scop atat experimentarea producerii
unor noi surse de inhibitori serin-proteazici, constand din biomasa celulara de calus
indus de la explante somatice de in, cat si elaborarea unor metode eficiente de
purificare a inhibitorilor rezultati.

Pentru obtinerea inhibitorului proteazic din seminte de in sunt publicate
urmatoarele rezultate:
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1. Pulberea de seminte de in se degreseaza cu 5 volume de acetona (w/v) timp de
24 de ore. Extractia se repeta de doua ori. Materialul delipidizat se separa prin
centrifugare si se usuca la vacuum.

2. Pulberea degresata uscatad se supune unei extractii apoase cu un volum de
solutie tampon acetat 0,1M pH=5, cu agitare la 4°C timp de 1 ora. Materialul
rezultat se centrifugheaza la 9000g timp de 30 minute. Se indeparteaza turta.

3. Supernatantul se supune precipitarii mucilagiilor prezente, cu un volum egal
de etanol, la temperatura camerei si precipitatul format se indeparteaza prin
filtrare.

4. La supernatantul limpede se adauga 4 volume de etanol la temperaturi scazute
(-200C), iar pentru perfectarea precipitarii proteinei solutia alcoolica se lasa la
frigider la 4°C, timp de 24 ore; dupa care precipitatul proteic se centrifugheaza
sl se usuca la vacuum.

5. Pulberea rezultata se solubilizeaza in apa distilata si de filtreaza. La solutia
proteica se adauga un volum egal de tampon acetat 0,1M pH=5,5 si se purifica
prin cromatografie de schimb ionic, pe o coloana de CM-Sephadex C-25,
preechilibrata cu tampon acetat 0,05M pH = 5,5. Proteina cu activitate
inhibitoare se elueaza cu o solutie de NaCl in gradient liniar de concentratie (O
- 0,6M) in acelasi tampon, la o viteza de curgere de 60 ml/ora.

6. Fractiile cu activitate inhibitoare proteazica se reunesc si se aduc cu o solutie
de Tris 2M la un pH 7,5 si solutia obtinutd urmeaza sa se purifice prin
cromatografie de afinitate, pe metil-chimotripsina imobilizata (a-chimotripsina
in care His 57 a fost convertit la 3-metilhistidina], in prezenta de NaCl 5M. S-a
utilizat ca eluant apa si solutie de HC1 0,01N.

Prezenta inventie inlatura dezavantajele acestor procedee prin aceea ca:

biosinteza inhibitorilor prin germinarea semintelor de Linum, stimuleaza
exprimarea completd a unor secvente metabolice care au ca rezultat sinteza
metabolitului dorit, proteina cu activitate inhibitoare serin-proteazica;

plantulele obtinute prin germinarea semintelor de Linum in conditii aseptice
constituie sursa optima de explante, cu o pronuntata capacitate morfogenetica si
calogena;

procedeul de obtinere a inhibtorului proteazic din culturi de celule conduce la
cresterea concentratiei proteinei si implicit cresterea activitatii inhibitoare,
micsorand concentratia In alti componenti, ceea ce conduce la micsorarea
numarului fazelor de purificare a proteinei cu activitate serin-proteazica.

In aceste conditii se realizeaza:

0 cantitate mai mare de precipitat de 2 ori mai mare din biomasa calusala
comparativ cu semintele, acesta avand in acelasi timp o activitate superioara de
inhibare a serin-proteazelor;

se diferentiazd pulberea din biomasa calusala fata de seminte dupa cum
urmeaza;

- seminte de Linum — pulbere cu un continut proteic total de 320 mg la 100 g
delipidizat si o activitate inhibitoare tripsinica de 96047Ul/g pulbere;

- biomasa celulara din calus de Linum - pulbere cu un continut proteic total
de 451mg/100g delipizat si o activitate inhibitoare tripsinica de 209085UlI/g
pulbere.
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Avantajele inventiei

1. Procedeul de obtinere prin biosinteza in vitro a proteinei din Linum
usitatissimum se realizeaza prin strategii de dezvoltare si exploatare a
culturilor de celule si tesuturi ca surse pentru inhibitorii serin-proteazic.

2. Procedeul descris pentru obtinerea inhibitorului de serin-proteaze prin
dirijarea selectiva a unor anumite secvente de biosinteza, in functie de scopul
urmarit, ofera importante avantaje economice prin posibilitatea realizarii
sintezei la scara industriala, in bioreactoare.

3. Studiul biosintezei inhibitorilor serin-proteazici nefiind specificat in literatura
de specialitate inventia de fata confera o notd de originalitate si are o
semnificatie teoretica si practica.

4. Tematica brevetului se incadreaza intr-una din cele mai dinamice directii de
dezvoltare a cercetarilor din domeniul biotehnologiei, directie ce se axeaza pe
valorificarea potentialului materiilor prime vegetale, In scopul obtinerii de
principii active naturale.

5. Purificate corespunczator, principiile active naturale, permit, fata de terapia
clasica cu medicamente de sintez&, o maniera de tratament neagresiv asupra
organismului, cu efecte favorabile de lunga durata, fara reactii secundare si
fara actiuni toxice pregnante.

Prezentam in continuare un exemplu de realizare a inventiei. Rezultatele studiului

flind prezentate in tabelul 1.

1.

Experimentul s-a efectuat utilizand ca sursa de explante, plantule in varsta de
10 zile, obtinute prin germinarea semintelor speciei Linum usitatissimum in
conditii de laborator, intr-un amestec de 2:1 compost si turba.

Materialul biologic format din culturi celulare s-a sterilizat prin inmuiere timp de
3 minute in 10% w/v hipoclorit de sodiu, urmata de 3 clatiri succesive, fiecare
de 5 minute, in apa bidistilata; sterilizarea externa, inocularea si transferurile
ulterioare s-au efectuat in conditii aseptice, in boxa cu flux laminar.

Explantele sterilizate se plaseaza pe suprafetele mediilor de cultura, distribuite
in cutii Petri cu diametru de 5 cm, continand 5 ml mediu de cultura steril,
solidificat cu agar 8g/l, apoi incubate In camera de crestere, la 25 + 20C, In
cadrul unei fotoperioade de 16/8 ore, cu o intensitate de lumina de 3000 lux.
Transferuri periodice pe medii de cultura proaspete s-au efectuat la intervale de
3 saptamani cu respectarea tuturor masurilor de asepsie care sa previna
contaminarile accidentale cu microorganisme.

. Ca mediu de cultura s-a utilizat mediu bazal Murashige-Skoog (MS) pentru

stimularea proliferarii celulare si a dezvoltarii calusului, un bogat in azot ce
intruneste cerintele nutritionale ale explantelor cultivate in vitro; acesta a
constituit formula optima imbunatatita prin adaos de sucroza 3%, agar 0,8% si
reglatori de crestere vegetali; adaugarea nutrientilor de crestere (auxina lmg/l,
tidiazuron 0,5 mg/l, hidrolizat de cazeina 200mg/l), precum si ajustarea pH la
5,8-6,0 s-au efectuat inainte de sterilizarea mediului, care s-a facut timp de 20
min la 1210C.

Explantele somatice obtinute au fost supuse prelucrarii conform procedeului
elaborat si aplicat pentru semintele de Linum utitatissimum, in vederea izolarii
inhibitorului proteazic, prin delipidizare cu acetona, extractie cu solutie tampon
acetat 0,1M pH=5, precipitare fractionata cu etanol.

Purificarea inhibitorului serin-proteazic se realizeaza prin cromatografie de
afinitate pe tripsina imobilizata. Solutia proteica adusa in tampon fosfat 0.05M
pH 7,5 si se aplica pentru legarea specifica a inhibitorului, pe coloana umpluta
cu tripsina imobilizatd, coloana echilibrata in prealabil cu tampon fosfat 0.05M,
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pH 7,5. Proteinele nelegate se spald cu acelasi tampon. Inhibitorul serin-
proteazic se desoarbe prin elutie cu tampon fosfat, pH7,5 in gradient de
concentratie (0-0,3M] in volume egale.

Tabelul 1. Rezultatele obtinute in urma aplicarii procedeului obtinere a inhibitorului
serin-proteazic din culturi celulare induse de la Linum usitatissimum

Nr. Proba { Continut Activitate Activitate
Crt. proteic inhibitoare specifica
(mg) (Ul) (Ul/mg
proteina )
1 | Extract proteic 380 303445 800
(extract apos cu solutie
tampon) .
2 | Extract proteic T 83,6 261610 3129
{precipitat cu ETOH)
3 | Solutie proteica 19,6 189750 9681
(eluat cromatografie de
afinitate)
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PROCEDEU DE OBTINERE A UNUI INHIBITOR SERIN-PROTEAZIC DIN
CULUTURI CELULARE INDUSE DE LA LINUM USITATISSIMUM

REVENDICARI

Procedeul de obtinere a inhibitorului serin-proteazic din culturi celulare induse de
la Linum usitatissimum este caracterizat prin aceea ca acesta conduce la o crestere a
concentratiei proteinei de interes si implicit la cresterea activitatii inhibitoare,
micsorand concentratia in alti componenti. Se realizeaza micsorarea numarului fazelor
de purificare a inhibitorului serin-proteazic, datorita obtinerii unei cantitati mai mare
de din biomasa calusala comparativ cu semintele ca atare, acesta avand in acelasi timp
o activitate superioara de inhibare a serin-proteazelor. Astfel, se diferentiaza pulberea
din biomasa calusala fata de seminte prin continutui proteic total de 451mg/ 100g
delipizat si o activitate inhibitoare tripsinica de 209085Ul/g pulbere. Extractia se
realizeaza in tampon acetat O,1M pH 5 si prin precipitare fractionata cu etanol, urmata
de purificare prin cromatografie pe tripsina imobilizatda. Inhibitorul serin-proteazic se
desoarbe prin elutie cu tampon fosfat, pH7,5 in gradient de concentratie (0-0,3M) in
volume egale, rezultand un inhibitor serin-proteazic cu o activitate specifica de

9681Ul/mg proteina.
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