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Abstrakt

V zivotnim prostiedi se diky plisobeni ¢lovéka nachazi t€zké kovy jako je kadmium, olovo,
rtut, bismut a dalsi ve velkém, né€kdy az kriticky nadbytecném mnozstvi. Rostliny se oproti
zivo¢ichim mohou témto koviim rtiznymi mechanismy Iépe bréanit. Jednim z mechanismu je
syntéza fytochelatini(PCs).PCs jsou peptidy schopné na sebe vazat tézké kovy. Jejich syntéza
je katalyzovana enzymemfytochelatinsyntazou (PCS). PfedloZzena metodika ptinasi uceleny
postup pro stanoveni aktivity fytochelatinsyntazy, ktery vyuziva analyzu primarniho produktu
enzymové reakce fytochelatinu, (PC;) pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
s elektrochemickou detekci (HPLC-ED). Ke stanoveni PCS byly pouzity buiiky tabdku BY-2,
které¢ byly kultivovany s piidavkem 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM Cd(NOs),. Pro potvrzeni
vysledki a jejich vyklad byla provedena analyza skute¢ného obsahu kadmia v buiikdch

pomoci elektrochemického stanoveni a také esterdzova aktivita fluorimetrickou detekci.

Klicova slova:

fytochelatinsyntaza, suspenzni tabakové buiky BY-2, tézké kovy, kadmium,

Abstract

There is numerous of heavy metals as cadmium, lead, mercury, bismuth or others occurring in
higher or even in critical high quantity due to human effect. Plants are able to be more
resistant to these metals in comparison to animals. It is due to one of the most evolved
mechanism as synthesis of phytochelatins (PCs). The PCs peptides are able to heavy metal
binding. Its synthesis is catalysed by enzyme called PhytochelatinSnythase (PCS). Here
proposed methodics covers a complete approach for PCS activity assay which is possible due
to determination of product of enzyme reaction which is phytochelatin, (PC,) using high
performance liquid chromatography with electrochemical detection (HPLC-ED). For
determination of PCS activity tobacco cells BY-2, which were cultivated under treatment of
0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM Cd(NOs),. For confirmation of the results obtained the

electrochemical determination of total Cd and fluorimetric assay of esterases were carried out.

Keywords:

fytochelatinsynthasis, suspensiontobacocells BY-2, heavy metals, cadmium



Uvod

Program OSN pro zivotni prostiedi (UNEP) je specialni instituce Organizace spojenych
narodl, ktera vykonava celosvétovou kontrolu nad zivotnim prostfedim, vcetné aktivit
spojenych se spravnym nakladanim s chemikaliemi. Jedno z poslednich doporu¢eni UNEP
bylo vénovano olovu a kadmiu jako zastupciim nebezpecnych latek. Tyto t€zké kovy mohou
ovlivnit mnohé biochemické a biologické pochody v bakteridlnich, rostlinnych a zivo¢isnych
bunikach. VétSina organismu si proto vyvinula specifické ochranné mechanismy, jako je
syntéza na cystein bohatych sloucenin, mezi které patii glutathiony, fytochelatiny nebo
metalothioneiny(Clemens, et al. 2009).Glutathion (GSH) je tri-peptid sloZzeny z aminokyselin
kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu, patfici mezi nejhojnéj$i nizkomolekularni thiolové
latky ve vSech eukaryotickych organismech (Dixon, et al. 1998), (Dubreuil-Maurizi, et al.
2011), (Foyer, et al. 1997), (Foyer and Noctor 2011). V rostlinach se podili GSH na celé fadé
bunécnych procesii, véetné ochrany proti reaktivnim formam kysliku (ROS) a tézkym koviim
a umoziuje detoxifikaci cizorodych latek (Seth, et al. 2012)). Dale ma GSH dulezitou roli v
regulaci bunééného déleni a vyvojovych procesii napif. kvétu. GSH je také dilezity v
transportu a ukladani redukované siry a jako signalni molekula (Foyer, et al. 2001).Syntéza
GSH probihd pomoci dvou ATP-dependentnich reakei. y-glutamylcysteinsyntetdza (GSHI,
EC 6.3.2.2) katalyzuje vytvofeni peptidové vazby mezi karboxylovou skupinou kyseliny
glutamové a aminoskupinu cysteinu za vzniku y-glutamylcysteinu (y-EC). Ve druhé reakci,
glutathionsyntetaza (GSH2, EC 6.3.2.3) spojuje zbytek glycinu s y-EC za vzniku GSH. Oba
enzymy, GSH1 a GSH2 se vyskytuji u Arabidopsisthaliana a Brassicajuncea v plastidech, s
tim, Ze GSH2 byl zjistén 1 v cytosolu ((Anjum, et al. 2012), (Liu, et al. 2012), (May, et al.
1998), (Ohkama-Ohtsu, et al. 2009), (Szalai, et al. 2009), (Yadav 2010)). Glutathion existuje
ve dvou podobéach, a to jako redukovany glutathion (GSH) a oxidovany glutathion (GSSG)
(Szalai, et al. 2009). Redukéni potencial glutathionu zavisi na poméru intracelularniho
GSH/GSSG. Zména redoxniho poméru glutathionu zéavisi hlavné na pH, celkové intenzité
biosyntézy a katabolismu GSH (Yadav 2010). Glutathiony jsou zdkladnimi jednotkami tvotici
komplexnéjsi struktury, jeZ se nazyvaji fytochelatiny(Obr. I).Fytochelatiny(PCs) (y-Glu-
Cys)y-Gly (n = 2 az 11)) se podileji na detoxikaci tézkych kovil a jsou jednim z nejvice
studovanych rostlinnych stresovych peptidii. Pokud nejsou buiiky ohrozeny akutni toxickou
davkou, jsou schopny vazat tézké kovy pomoci -SH skupiny cysteinovych jednotek a
nasledné je transportovat do vakuoly(di Toppi and Gabbrielli 1999),(Cobbett 2000a),(Zenk
1996),(Cobbett and Goldsbrough 2002),(Grill, et al. 1985). Rovnéz bylo prokdzéano, ze
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fytochelatinovy mechanismus detoxikace tézkych kovll neni omezen jen na rostliny a nékteré
houby, ale vzacné se vyskytuje i u zvifat. Dale bylo zjisténo, Ze gen ce-pcs-1hlistice had’atka
obecného (Caenorhabditiselegans) koduje funkéni PC syntazu, jejiz Cinnost je rozhodujici

pro toleranci té¢zkych kovii v organismu (Cobbett 1999),(Vatamaniuk, et al. 2001).
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Obrazek 1: Syntéza a degradace glutathionu v rostlinach. Glutathion (GluT) je syntetizovan v
cytosolu a chloroplastech pomoci gama-glutamylcysteinsyntetazy g(ECS) kodované genem
GSHI1 a glutathionsyntetdzy (GSH-S) kodované genem GSH. Jako antioxidant se glutathion
oxiduje na GSSG. Diky ptisobeni glutathion reduktazy (GSH-R) kédované genem (GSR) se
GIuT vyskytuje ve své redukované formé (GSH) a to pfedevs§im v cytosolu, mitochondriich a
chloroplastech. GIuT mé schopnost detoxifikovat xenobobiotika a to diky glutathion-S-
transferdze (GST), kterd zajistuje vazbu mezi Glu a xenobiotikem za vzniku konjugatu GS-X.
GST je kodovana velkym mnozstvim GST gent, které mohou exprimovat i Cd ionty nebo
H,0,. Glutathion je také substratem pro enzym fytochelatinsyntetazu (PCS), ktera umoZiiuje
tvorbu fytochelatinti. Degradace GIuT se uskuteciiuje pomoci gama-glutamyltranspeptidazy
(GGT) koédovana geny GGT1-4. Hydrolyza GIuT na kyselinu glutamovou (Glu) a
dipeptidcysteinylglycin (Cys-Gly). Degradace GluT pies aminokyselinovy nebo peptidovy
receptor (aa-pp) za vzniku gama-glutamylové aminokyseliny a dipetidu Cys-Gly. Obrazek byl
upraven podle (Foyer, et al. 2001).



Syntéza fytochelatinti z glutathionu je katalyzovana enzymem fytochelatinsyntazou (PCS) (y-
Glu-Cysdipeptidyltranspeptidasou) (EC 2.3.2.15)(Obr. 2).

Substrat:
GEH v-glu-cys-gly . + y-glucysgly

J~ . . Fytochelatinsyntaza

' EC 23215

Produkt:
PC-2.... [VBIU<ys) .orgly  +gly

v-glu-cys-gly L

pc-3.. lvglucys)gly | +gly

¥-glu-cys-gly i i

PC-sinrcrernsrnie N8|

FE—SHH-“-““-“-- n = 5

Obrazek 2. Schéma syntézy fytochelatini (PCs) pomoci fytochelatinsyntetazy pfi
syntetézefytochelatinti. Molekula GSH je prekurzorem k syntéze PC-2 ktery je primarnim
produktem.

Primarnim mechanismem detoxifikace tézkych kovi je jejich chelatace pomoci PCs a rovnéz
za Ucasti antioxidacniho systému zastoupeného enzymy jako je superoxiddismutaza,
Guajakol peroxidaza, askorbat peroxiddza ¢i glutathion reduktaza, branici rostlinu pred
volnymi radikély vznikajici piisobenim tézkych kovi (Cobbett and Goldsbrough 2002; Pal
and Rai 2010). PCs interaguji s t€Zkymi kovy prostfednictvim tiolovych skupin (-SH), které
ma ve své struktufe cystein (Pal and Rai 2010). Stupeni polymerace ve struktute fytochelatinu
roste s koncentraci intracelularniho kovu indukujiciho zvyseni vazebné stability celého PCs-
kov komplexu (Padmavathiamma and Li 2007). Vytvoieni komplexu PCs-kov souvisi
s dostupnosti ligandi, kinetice vznikajictho komplexu a sterickém faktoru. Strukturni model
komplexu PC-Cd ukazuje, Ze vazebna stechiometrie atomi siry muze byt bud’ z jedné nebo
vice molekul fytochelatinu (4 az 1), a vytvaii tak amorfni komplexy (Obr.3)(Cobbett 2000b).

Komplex kov-PCs se oznacuje jako nizko molekuldrni komplex (lowmolecularweight —
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LMW). Tento komplex je transportovan do vakuoly za ucasti transportéru HMT1, (heavy
metal tolerance factor 1), patfici do velké rodiny transportnich proteini ABC (Ortiz, et al.

1992; Ortiz, et al. 1995).

N S

Obrazek 3: Interakce PCs s kademnatymi ionty. PCs vazi Cd*"pomoci —SH skupin z
aminokyseliny cysteinu. Cd™ mohou vytvafet s —SH skupinami rtizné komplexy. Obrazek
upraven podle (Pal and Rai 2010).

Po vstupu do vakuoly je LMW komplex transformovan na vysoko molekularni komplex
HMW (highmolecularweight) pomoci vazby ptes —S-S- skupiny (Najmanova, et al. 2012;
Supalkova, et al. 2007). Stres generovany ¢asteCnou akumulaci Cd v listech Triticumaestivum
byl potlacovan antioxidacni odpovédi a biosyntézou PCs(Ranieri, et al. 2005). Pokud vsak
dojde k akumulaci nadmérného mnozstvi Cd iontd, vzroste prudce koncentrace H,O; i pies
zvysené mnozstvi dostupnych PCs a ostatnich tiolovych latek (Ranieri, et al. 2005). Existuji
ekotypy, které jsou tolerantni k t€Zkym koviim 1 piestoze syntetizuji méné PCs nez ekotypy
senzitivni. Rostlina Sedumalfredii u niZ bylo pozorovéano, Ze pokud rostla ve starém dole, kde
byla ptida kontaminovana vysokou koncentraci olova a zinku, méla vysokou miru tolerance

na tyto kovy, oproti stejnym druhiim rostoucich mimo tyto oblasti (Pal and Rai 2010).



Mutantni rostliny Arabidopsisthaliana, které mély naruSenou syntézu PCs jasné prokdzaly
vyznamnou roli PCs v detoxifikaci tézkych kovi. Mutant (cadl)ktery nema gen pro PC
syntetazu,izolovany z EMS-mutagennich (mutagenni latka - Ethylmethanesulfonate) rostlin
F2 populace, byl hypersenzitivni k iontim Cd (Cazale and Clemens 2001; Howden and
Cobbett 1992; Howden, et al. 1995; Lee, et al. 2003). Tento mutant neni schopen rtst v
ptitomnosti 30 mM Cd oproti WT rodicim, coz zpusobuje recesivni mutace genu
souvisejictho se syntézou PCs. Té¢zké kovy tak vyznamné ovliviuji syntézu tiolovych
sloucenin (Babula, et al. 2008; Hasan, et al. 2009; Rai 2008; Shah and Nongkynrih
2007).Aktivita PCSv rostlinné bunice vystavené tézkym kovim mize byt studovéna
stanovenim fytochelatini pomoci elektrochemickych metod, které jsou vysoce citlivé a ve
spojeni se separacni metodou jako je vysokoucinnad kapalinova chromatografie (HPLC)
(Diopan, et al. 2010),(Zitka, et al. 2011b)(Lawrence, et al. 2002),(Trojanowicz, et al.
2003),(Zehnalek, et al. 2004a),(Zehnalek, et al. 2004b),(Petrlova, et al. 2006),(Potesil, et al.
2005),(Vignaud, et al. 2004),(Vandeberg and Johnson 1993),(Minocha, et al.
2008),(Bramanti, et al. 2006),(Elviri, et al. 2010),(Sadi, et al. 2008),(Zitka, et al.
2010b),(Shestivska, et al. 2010),(Zitka, et al. 2011a), (Zitka, et al. 2011b), (Zitka, et al.
2010a), kapilarni elektroforéza (Fanguy and Henry 2002),(Minami, et al. 2002)a nebo

kapilarni kapalinovéa chromatografie(Deng, et al. 2003), jsou rovnéz selektivni.

I. Cil metodiky

Cilem této metodiky je vytvofit uceleny postup stanoveni fytochelatinsyntazy pro zjiSténi
odolnosti rostlinnych bunc¢k vici vlivu tézkych kovi.Do celé metodiky jsou zahrnuty i
stanoveni parametrii jako skuteCny obsah kadmia (stanoveno pomoci diferencni pulsni

voltametrie) a stanoveni aktivityesterdz (fluorimetrickou detekci).
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I1. Vlastni popis metodiky

2.1 Suspenzni kultura a jeji priprava

Suspenzni kultura Nicotianatabacumcv. BY-2 byla kultivovana podle Nagata et al (Nagata, et
al. 1992) v médiu Murashige and Skoog (MS medium Micro and Macroelements, Duchefa,
Holandsko) s pridavkem sacharozy (30 g.I™), KH,PO, (0,2 g.1™), thiaminu (1 mgl™) a 2.4-
dichlorophenoxyoctové kyseliny (0,2 mg.l") (vie z Duchefa, Testovano na rostlinach,
Holandsko). Suspenzni kultury o objemu 20 ml byly kultivovany v 50ml Erlenmayerovych
bankach pii 27°C a tfepani na 135rpm (ES-20, Biosan, LotySsko. Subkultivace kultury
probihala tak, Ze po 3 a 4 dnech bylypfenesenyl az 2 ml suspenzni kultury do Cerstvého
media o celkovém objemu 20 ml. K 1 den star¢ kultute bylo pfidano 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM
Cd(NOs),. Kultivace pokrac¢ovala dalsi tii dny pti 27°C a tfepani na 135rpm.

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekei

HPLC-ED systém byl slozen ze dvou chromatografickych pump Model 582 ESA (ESA Inc.,
Chelmsford, MA)(pracovni rozsah 0,001-9,999 ml.min') a chromatografické kolony s
reverzni fazi Zorbaxeclipse AAA CI18 (150 x 4,6; 3,5 um velikost castic, Agilent
Technologies, USA) a dvanacti-kanadlového CoulArray elektrochemického detektoru (Model
5600A, ESA, USA), ktery byl slozen ze tii pritocnych analytickych komirek (Model 6210,
ESA, USA). Kazdda komirka obsahovala Ctyfi analytické cely. Jedna analytickd cela
obsahovala dvé referencni (hydrogen paladiové), dvé pomocné a jednu porézni grafitovou
pracovni elektrodu. Elektrochemicky detektor byl ulozen v fidicim modulu, jehoZ cely prostor
byl termostatovan. Vzorek (20 pl) byl injektovan automaticky pomoci autosampleru (Model
542, ESA, USA), ktery mél v sobé zabudovan i termostatovany prostor pro kolonu. Vzorky
byly béhem analyzy uchovany v karuselu pfi teploté 8°C. Jako mobilni faze byly pouzity A:
kyselina trifluorooctova (80 mM) a B: 100% metanol. Pro stanoveni byla pouzita gradientova
eluce 0—1 min (3 % B), 1—12 min (20 % B), 12—15 min (98 % B), a 15 —20 min (98 %
B).

2.3 Priprava bunék pro analyzu

Ze vzorkl bunék s piidavkem Cd 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM bylo odebrano 10 ml kultivacniho
média s obsahem BY-2 bungk, které byly nasledné centrifugovany (Eppendorf 5804, USA)pfti
2000 g, 24 °C po dobu 20 min. Vznikly supernatant byl odstranén a precipitat bunék byl
promyt fosfatovym pufrem (20 mM, pH 7,5). Tento promyvaci krok byl zopakovan tfikrat,

aby bylo dosaZeno odstranéni Zivného media z bun¢k. Nasledné bylo odebrano 200 pg bunék,



které bylyza pomoci kapalného Nyrozdrceny v tieci misce(2 min).Poté byly bunky dalsi 2 min
tteny s pridavkem 800 pl20 mM fosfatového pufru (pH 7,5) s1 mMitris(2-
carboxyethyl)phosphinem(TCEP).Vznikly homogenat byl centrifugovan (16400 g, 4 °C, 15
min) (Eppendorf 5417R, USA).Odebrany supernatant byl analyzovan.

2.4 Optimalizace stanoveni PCS

2.4.1 Kalibrace

Kalibrace byla ptipravena pro PC, a pro GSH a GSSG. Prolozeni zdznam a kalibra¢ni kiivky
jsou uvedeny na (Obr. 4). Z této kalibrace je patrné, ze se zvySujici se koncentraci thiolll se
zvySuje i intenzita signalu. Kalibra¢ni kiivky byly linearni v rozmezi 0,05 - 100 pg.ml”
(GSH), 0.2 - 100 pg.ml" (GSSG) a 0.1 - 100 pg.ml”’ (PC,). Rozsah kalibrace zahrnuje
koncentrace cilovych molekul v redlném mnozstvi v bunikdch, tyto hodnoty jsou srovnatelné s
Diopan, et al. 2010 (Diopan, et al. 2010). Krom¢ toho je detek¢ni limit thiold stanoven pro
GSH na 6 nM, GSSG na 26 nM a u PC, na 17 nM. V porovnani s podobnou metodou
(Diopan, et al. 2010) dosahujeme nizs$ich hodnot. Dalsi analytické parametry jsou uvedeny

v (Tab. 1).

A
B 1200 100 pg/ml
60 + = 50 pg/ml
25 pg/ml
© 1000 He
12.5 pg/ml
50 ~ R*=09994 6.25 ng/ml
2 s00 - 3.12 pg/ml
E 1.56 ng/ml
40 -: 500 0.78 pg/ml
z S 0.39 pg/ml
3 B, 0.19 pg/ml
Z ,§ 400 0.097 pg/ml
2 30 - 5] 0.048 pg/ml
ﬁ 75} R2=0.9997
Z. 200
> ~
20 - R2=0.9993 8
0 T T
0 50 100 150 )
Koncentrace (ug/ml) 2
10 - )
0 —
1 1 1 1 1 1 1
5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00
Reten¢ni ¢as (min)

Obrazek 4.: (A) HPLC-ED zaznamy GSH, GSSG a PC2 pii aplikovaném potencialu 900
mV. ProloZeni chromatogramu kalibra¢ni fady. (B) Zavislost plochy HPLC-ED signali GSH,
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GSSG a PC2 v zavislosti na koncentraci. Podrobnosti analytického stanoveni jsou popsany
v Casti Materialy a metody.

2.4.2 Koncentrace substratu GSH

Pfidanim substratu enzymové reakce (GSH o koncentracich 5; 2,5; 1; 0,5; 0,3; 0,1; 0,05;
0mM ve fosfatovém pufru (20mM, pH 7,5)) a kovu pro aktivaci enzymu (50 uM CdCl,)
k 100 pl supernatantu byla pfipravena reakéni smés vzorku. Soubézné s touto reakéni smési
bylo pfidanim 20 mM fosfatového pufru (pH 7,5) s1 mMTCEP k 100ul
supernatantuzhotoven kontrolni vzorek. Takto nachystané vzorky byly 30 minut inkubovany
pfi teploté 35 °C (Thermomixercomfort 1,5ml , Eppendorf, USA) a nasledné¢ k nim byly
pfidany 4 pl 30% S-sulfosalicylové kyseliny, ¢imz byla enzymovéa reakce ukoncena.
Supernatant byl vzdy pfefiltrovdn pomoci membranového filtru (0,45 pm, Millipore,
Billerica, Mass., USA). Vznikly PC,byl detekovan pomoci optimalizované metody HPLC-
ED.

Po vyhodnoceni ploch piku ziskanych pomoci analyzy HPLC-EDbyly tyto hodnoty
prepocteny pomoci kalibracni kiivky. Jak je vidét na (Obr. 5A) hodnoty nasyntetizovanéPC,
se skoncentraci substratu enzymové reakce zvysuji. Pro dalsi optimalizace byla tedy zvolena

koncentrace GSH 5 mM.

A 160 B 250
140 B 15 min I %\ 230 -
o 1204 =30min é
E 100 45 min 8 210
= ~
@n
O 80 8 19 -
£ z
[} 60 =
= = 170 -
k= o
z 9 2 == Aktivita
= 150
20 = PCS
@}
0 - 130 ‘ ‘
0.1 05 10 50 15 min 30 min 45 min
Koncentrace GSH (mM) Doba inkubace

Obrazek 5. (A) Vliv doby inkubace bunééného extraktu z BY-2 bunc¢k s CdCl, (50 uM)a
substratem enzymové reakce (GSH 0,1, 0,5, 1 a 5 mM) na aktivitu PCS. (B) Hodnoty rovnic
linearni regrese ziskanych z pfedchoziho grafu A.



2.4.3 Doba inkubace

Pfidanim substratu enzymové reakce (GSH 5 mM ve fosfatovém pufru (20mM, pH 7,5)) a
kovu pro aktivaci enzymu (50 uM CdCl,) k 100 ul supernatantu byla pfipravena reakéni smés
vzorku. Soubézné s touto reakéni smési bylo pfidanim 20 mM fostatového pufru (pH 7,5) s 1
mMTCEP k 100 pl supernatantu zhotoven kontrolni vzorek. Takto nachystané vzorky byly
inkubovany pii teplot¢ 35 °C po dobu 15, 30 a 45 minut v termomixeru
(Thermomixercomfort 1,5ml , Eppendorf, USA) a nésledné k nim byly ptidany 4 pl 30% 5-
sulfosalycilové kyseliny, ¢imz byla enzymova reakce ukoncCena. Supernatant byl vzdy
prefiltrovan pomoci membranového filtru (0,45 pum, Millipore, Billerica, Mass., USA). PC,
byl detekovan pomoci optimalizované metody HPLC-ED.

Po vyhodnoceni ploch piku ziskanych pomoci analyzy HPLC-ED byly tyto hodnoty
pfepocteny pomoci kalibracni kiivky. Jak je vidét na (Obr. 5B) aktivita fytochelatinsyntazy
ma vzristajici trend s delSi dobou inkubace. Pro dal§i analyzy byla tedy zvolena doba
inkubace 30 minut z divodu zanedbatelného rozdilu mezi casy 30 a 45 minut. Z praktického

divodu je vhodnéjsi krats$i doba inkubace.

2.5 Stanoveni aktivity PCS

2.5.1 Vilastni stanoveni

Reakéni smés byla pfipravena pfidanim substratu enzymové reakce (GSH o koncentracich 0;
0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 a 5SmM ve fosfatovém pufru (20mM, pH 7,5) s 1 mMTCEP) a kovu
pro aktivaci enzymu (50 uM CdCl,) ke 100 pl vzorku bun€k. Soubézné byl pfidanim 20 mM
fosfatového pufru (pH 7,5) s | mMTCEP k 100 pl supernatantu zhotoven kontrolni vzorek.
Takto nachystané vzorky byly inkubovany v termomixeru pii teploté 35 °C po dobu 30 minut
300 rpm (Thermomixercomfort 1,5ml , Eppendorf, USA) a nésledné k nim byly pfidany 4 pl
30% S5-sulfosalycilové kyseliny, ¢imz byla enzymové reakce ukoncena. PC, byl detekovan

pomoci optimalizované metody HPLC-ED. MnozZstvi PC, na syntetizovaného bé&hem

inkubace, odpovida aktivité¢ enzymu. Postup piipravy vzorku je uveden na (Obr. 6).

Metoda vykazuje 98% navratnost. Navratnost byla vypocitdina metodou standardniho
piidavku, pii které bylo k vzorku bun&éného extraktu ptidano 50, 100 a 500 ng.ml™' standardu
PC,.Vysledky jsou uvedeny v (Tab. 2). Opakovatelnost metody byla okolo105 % (Tab. 3).
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Obrazek 6. Schéma ptipravy vzorku biologického vzorku pro stanoveni aktivity PCS. Bunky
jsou nejdiive homogenizovany v tfeci misce po jejich dezintegraci tekutym dusikem. Po té
nasledovala centrifugace. K odebranému supernatantu se prida substrat GSH a aktivuje se

PCS ptidavkem kademnatych ionti.



Tabulka 1. Analytické parametry HPLC-ED pro detekci redukovaného (GSH) a oxidovaného (GSSG) glutathionu a fytochelatinu, (PCy).

Slouéeniny' Retenéni ¢as Rovnice regrese Linearni dynamiky rozsah  Linearni dynamiky rozsah ~ R*? LOD’ LOD LOD (fmol) LOQ* LOQ LOQ (nmol) RSD’
(uM) (ng.ml™) (M)  (ng.ml™) na nastiik (nM)  (ng.ml™) na nastiik (%)
GSH 5,13 y=10,71x - 0.154 0,159 - 325 0,0488 - 100 0,999 6 2 110 60 17 1 32
GSSG 9,26 y=1,187x - 0.106 0,318 - 163 0,195 - 100 0,999 26 16 510 260 160 5 4.8
PC, 10,66 y =2,028x - 0.021 0,180 - 185 0,097 - 100 0,999 17 9 340 170 90 3 43

1...studie thiolovych sloucenin.

..regresni koeficient.

..limit detekce detektoru (3 S/N).

.. limit kvantifikace detektoru (10 S/N).

[V NS I )

..relativni smérodatnd odchylka.

Tabulka 2. Navratnost analyzy PC, ze vzorku suspenznich tabakovych BY-2 bun¢k (n =5).

Bunéény extrakt +

Slouceniny Standartni pfidavek Bunéény extrakt Navratnost
standartni pfidavek
(ng.ml") (ng.ml") (ng.ml") (%)
500 + 22 610 + 26 1086 + 47 98
PC, 100 + 4 610 + 26 691 + 30 97
50 + 2 610 + 26 613 + 26 93

Tabulka 3. Vnitro- a mezi-denni pfesnost a spravnost chromatografické metody.

. Vnitro-denni Mezi-denni
Slouceniny Pridavek Navratnost Navratnost
(n=8) (0=3)
1 %) %)
(ugml™) C.V. (%) C.V. (%)
10 7,5 102 10,2 106
PC, 50 6,2 105 8,9 104

100 53 106 9,6 102
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2.6 Stanoveni obsahu kadmia v bunécné kulture

Bunky BY-2 (primérné navazka byla 0,2 g) byly promyty 0,1 M etylen diamin tetra-octovou
kyselinou (EDTA) a pak byly rozlozeny pomoci mikrovinného zatizeni Multiwave 3000
(Anton Paar, Germany). Byl pouzit tfikrokovy rozkladny postup ((i) 120 s, 250 W; (ii) 120 s,
0 W (120 °C); (iii) 10 min 250 W (180 °C)) s piidavkem 5 ml 35 % HNOs a 3 ml vody. Ciry

roztok byl kvantitativné pfeveden do nadoby a zfedén na 8§ ml vodou.

Elektrochemické analyza byla provedena pomoci 747 VA Stand ve spojeni s 746 VA
TraceAnalyzer a 695 Autosamplerem (Metrohm, Svycarsko), za pouziti standardni cely s
ttielektrodovym zapojenim a chlazenym karuselem (4 °C) pro vzorky. Visici rtutova kapkova
elektroda (HMDE) s povrchem kapky 0,4 mm® byla pouZita jako pracovni. Referenéni
elektroda byla Ag/AgCl1/3M KCI elektroda a jako pomocna elektroda byla pouzita elektroda
ze skelného uhliku. Program GPES verze 4.9 dodany EcoChemie byl pouZit pro ovladani
celého systému. Acetatovy pufr (0,2 M CH3;COOH + 0,2 M CH3;COONa) byl pouzit jako
nosny elektrolyt. Méfeni se provadélo pii pokojové teploté. Vzorky byly pfed méfenim
procistény argonem (99,999%) nasycenym ve vod¢ po dobu 10 minut. Koncentrace kadmia
byla méfena pomoci adsorpcni rozpoustéci diferencni pulsni voltametrie. Anodické skenovani
bylo inicializovano na -0,7 V a zastaveno na -0,4 V. Kadmium bylo vylu¢ovdno na HMDE pfi
potencialu -0,7 V a dobou akumulace 120 s. Roztok byl béhem depozice michan (1450 rpm).
Ostatni parametry metody byly: modula¢ni ¢as 0,02 s, ¢asovy interval 0,1 s, potencidlovy
krok 1,05 mV rychlost snimani 10,5 mVs™, modula¢ni amplitude 49,5 mV (Krystofova, et al.
2010), (Klejdus, et al. 2004).

Pro analyzu kadmia byly pouZity buiiky pfipravené dle kapitoly 2.1. Na obrazku (Obr. 7A)
jsou porovnany ziskané vysledky analyz. Je zde patrné, Ze koncentrace kademnatych ionta se

v bunikach zvySuje jak s koncentraci kadmia v Zivné pade¢, tak s dobou expozice.

2.7 Stanoveni esterazové aktivity

Kultiva¢ni medium bylo z tabdkovych BY-2 bunck odstranéno centrifugaci (360 g, 5 min, 20
°C, (Eppendorf 5804, USA). Bunky byly nasledn¢ dvakrat promyty 50 mM fosfatovym
pufrem (pH 8,7). 100 — 200 pg promytych bunék bylo smiseno s extrakénim pufrem (250 mM
fosforecnan draselny pH 8,7 na kone¢ny objem 1 ml a byly homogenizovany pomoci
homogenizatoru (Schuett-BiotecGmbH, Gotingen, Némecko) po dobu 2 minut. Redoxni stav
ziskaného roztoku se udrzoval ptidavkem 1 mMitris(2-karboxyethylfosfinu)(TCEP).

Homogenizované vzorky byly dale rozruSovany pomoci ultrazvukového homogenizatoru



(Sonoplus mini 20, Bandelin, Némecko) po dobu 2 minut. Homogenat byl centrifugovan po
dobu 15 min, 10 000 g, 4 °C (Eppendorf5417R, USA). Alikvoty 5 ul supernatantu byly
smiseny s fosfato-drasenym pufrem o objemu 995 ul (1 M, pH 8,75). Reakce byla
nastartovana piiddnim fluorescein diacetditu (FDA) o koncentraci 5 uM. Kone¢ny objem
reakéni smési byl 1 ml. Jako slepy vzorek byl pouzit extrakéni pufr. Po inkubaci v
termomixeru (Thermomixercomfort 1,5ml , Eppendorf, USA) po dobu 15 min, pii 45 °C byly
alikvoty reak¢ni smési (5 pl) pfidany k fostato-drasenému pufru (pH 8,7, 1995 ul). U vzorkt
byla zmétena fluorescence (Aexcitation 490 NM @ Aemission d14 nm). Zasobni roztok FDA byl
pfipraven v acetonu. Mnozstvi acetonu v reakéni smési nebylo vyssi nez 1 % (v/v).
Esterazova aktivita v mezindrodnich jednotkach (IU, 1IU = jeden mikromol fluoresceinu
uvolnény za minutu, pfi stanovenych podminkéch) byla prepocitana na relativni jednotky

(100 % predstavuje nejvyssi namétenou aktivitu) (Vitecek, et al. 2004; Vitecek, et al. 2007).

Pro analyzu kadmia byly pouzity bunky pfipravené dle kapitoly 2.1. Z vysledka
vyplyva (Obr. 7B), ze kadmium meélo nepiiznivy vliv na rist bunék, ktery se zesiloval
s dobou expozice. Se zvySujici se koncentraci kadmia v Zivné pidé, se zvySoval 1 inhibi¢ni

efekt.
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Obrazek 7. (A) Vliv Casu kultivace bunék na celkovy obsah kadmiaktery byl v bunkach
stanoven pomoci metody DPV (podle kapitoly 2.6). (B) Stanovena esterazova aktivita
v prubé¢hu tiidenni kultivace (podle kapitoly 2.7).
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2.8 Vyhodnoceni PCS

Aktivita PCS byla charakterizovana rozdilem koncentraci PC, kontrolniho vzorku a vzorki z
reak¢énich smési s pfidanym kovem. Tyto zavislosti i s vlivem Cd(II) pouzitého pii kultivaci
bunék jsou zndzornény na (Obr. 8), 1 s pfisluSnymi chromatografickymi zaznamy (Obr. 8C),
které ukazuji rust piku PC, po ptidavcich raznych koncentraci substratu (GSH) enzymové
reakce u nejvyssi aplikované koncentrace Cd(II) kterd byla 100 puM. Vysledky byly

prepocitany na fmol/s=fkat.

Realny vzorek — bunéény
extrakt s Cd 100 nM
Added GSH:
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Obrazek8. (A) Porovnani vlivu obsahu pouzit¢ Cd(I) a koncentrace substrdtu enzymové
reakce (GSH). (B) Vliv pouzit¢ koncentrace Cd(II) na PCS aktivitu. (C) Prolozeni
chromatogramil ziskanych pro homogenaty bunck BY-2 ovlivnénych nejvyssi aplikovanou
koncentraci Cd(II) (100pug/ml) s raznymi ptidavky GSH (0 — SmM) jako substratu enzymové
reakce.

2.8.1 Linearizace (charakterizace kultury)

Diky pouziti riznych koncentraci kovu u experimentalniho modelu bun¢k a nasledné inkubaci
homogenatd pii riznych koncentracich substratu bylo mozno dosdhnout urceni konstanty
Michales-Mentenové (Km), ktera charakterizuje maximalni aktivitu enzymu PCS. Nejnizsi
ur¢enda Km ukazuje pii jaké koncentraci je syntéza PCS v rostlinnych buiikach nejvyssi a

rostlina je schopna odoldvat. Charakterizace bunécné kultury z hlediska hodnot Km pro



jednotlivé aplikované koncentrace kovu byla zjisténa pfidavkem substratu enzymové reakce
v koncentracichGSH (0 — 5 mM). Tuto zavislost znazoriiuje (Obr. 9A). Dale byly provedeny
vypolty prevracené hodnoty tvorby PC, (1/v) a prevracend hodnota koncentrace substratu
(1/S), které jsou potiebnépro provedenilinearizace dle Lineweaver-Burka a nasledny vypocet
Km zrovnice Michaelis-Mentenové. Z hodnot Km v zavislosti na aplikované koncentraci
Cd(II) byl sestaven graf (Obr. 9B), ktery vyjadiuje schopnost kultury odoldvat piisobeni

tézkého kovu.
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Obrazek9.(A) Vliv aplikované koncentrace substratu enzymové reakce na aktivitu PCS. (B)
Zhodnoceni schopnosti kultury odolavat tézkym kovim. Vyjadieno pomoci konstanty
Michaelis-Mentenové.
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I11. Aplikace na realné vzorky
Pro aplikaci této metodiky Ize pouzit jakykoli rostlinny materidl, u néhoz mé potencial

stanoveni praveé fytochelatinsyntazové aktivity.

Pro znazornéni moznosti aplikace této metodiky lze uvést vzorky kukufice, jez byly

vystaveny expozici t¢zkého kovu, konkrétné PtCly o koncentraci 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM.

3.1.1 Priprava rostlin

Kukufi¢néd zrna byla aplikovdna na roztok a nechdna ve tmé po dobu 5 dnt, z divodu
nakliceni. Naklicené rostlinky byly vsazeny do hydroponickych kosickl a v zivném médiu za
nastavené¢ho svételného rezimu byly dale ponechany v kultivacnim boxu.V zivhém médiu
byly obsazeny i aplikované koncentrace PtCly 0, 5, 10, 25, 50 a 100 uM. V 8 a 12 dnu
kultivace probéhli odbéry kultivovanych rostlin. Tyto rostliny byly rozdéleny na kofeny a

nadzemni ¢asti a nasledn¢€ zamrazeny, pro uchovani k analyzam.

3.1.2 Piiprava vzorku pro analyzu PCS

Bylo navéazeno 0.050 g vzorkil kukufice z kotenil 1 z nadzemnich casti, ty byly rozdrceny
v tfeci misce za plsobeni tekutého dusiku a nasledné homogenizovany s 250 pl 20 mM
fostatového pufru (pH 7,5) a ImM tris(2-karboxyethylfosfinu)(TCEP) 2 minut. Homogenaty
byly centrifugovany (16400 g, 20 min, 4 °C) (Eppendorf 5417R, USA). Vzniklé supernatanty
od kazdého vzorku byly rozdéleny na dva dily (kontrola a reak¢ni smés). Kontroly byly
smichany v objemu 50pul1 supernatantu s 50 pl smési 20 mM fosfatovy pufr s 1 mMTCEP (pH
7,5). Reakéni smési byly smichany tak, ze k 50 ul supernatantu bylo pfidano 50 pl smési
SmM GSH v prosttedi 20 mM fosfatovy pufr s | mMTCEP (pH 7,5) a posléze bylo pfidano
jesté 0,5ul CdCI2 (10 mM). VSechny takto ptipravené kontroly i reak¢ni smési, vzdy
v celkovém objemu 100 pl, byly 30 minut inkubovany v termomixu pii teplot¢ 35°C a
300RPM (Thermomixercomfort 1,5ml , Eppendorf, USA). Nasledovalo pfidani 2 pul 5 mM 5-
sulfosalycilové kyseliny, pomoci které doslo k zastaveni enzymové reakce. Po piepipetovani
roztokl do jednotlivych vialek, které byly nasledné naskladany do autosampleru s chlazenim
na 8°C, bylo pfistoupeno k analyze na HPLC-ED. MnoZstvi PC2 nasyntetizované bé¢hem
inkubace odpovida aktivité enzymu. Vzorky byly po celou dobu (mimo dobu inkubace)

udrzovany na ledu.

3.1.3 Vysledky
Aktivita PCS byla charakterizovéana rozdilem koncentraci PC2 kontrolniho vzorku a vzorki z

reakénich smési s pridanym kovem. Na (Obr. 10) je uvedena stanovend aktivita



fytochelatinsyntdzy jak pro koteny, tak pro nadzemni ¢asti v obou provedenych odbérech. Je
zde patrné, ze ndmi pouzité rostliny kukufice dosahuji nejvyssi aktivity fytochelatinsyntazy
pii koncentraci platiny v pidé 25 uM. Po této hranici se zacina tato aktivita sniZovat, ale pii

pouzitych koncentracich nedochéazi k uplné zahubé¢ rostlin a to jak v nadzemni, tak ani

v kofenové ¢asti.
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Obrazek10. Zména aktivity fytochelatinsyntdzy ve vzorcich kukufice péstované v pudé s

riznymi koncentracemi platiny (A) kofeny (B) nadzemni ¢asti. Vice podrobnosti je uvedeno
v ¢asti materidly a metody.

IV. Srovnani novosti postupii

Metodika pfinasi nové postupy v souladu s §2, odst. 1, pism. a) bod 2 zékona €. 130/2002 Sb.
Popsaného metodického postupu bylo dosaZeno systematickou tvur¢i praci v zdkladnim
1 aplikovaném vyzkumu, kterymi byly experimentdlni a teoretické prace provadéné s cilem
ziskani novych poznatki zaméfenych na budouci vyuziti v praxi. Vyuziti metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekce dosud v souvislosti se

studiem aktivity enzymu PCS aplikovéno.

V. Popis uplatnéni metodiky

Navrzena metodika stanoveni aktivity fytochelatinsyntazy je uréena pro hodnoceni rezistence
rostlinnych bunck vici t€Zkym kovim. Uplatnéni je mozné jak ve vyzkumu zaméfeném na

vlastnosti rostlin, tak pfi obdobné zaméfeném genovém inZenyrstvi.
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Fytoremediace
Metodiku Ize uplatnit pfi hodnoceni odolnosti rostlin vici tézkym koviim. Toho lze vyuzit pfi
vysazovani kulturnich plodin voblastech, které jsou prokazateln¢ zatizené kontaminaci

tézkymi kovy pro technologie zndmé jako fytoremediace.

Hodnoceni vhodné genetické modifikace rostlin

Metodu lze vyuzit pii hodnoceni geneticky modifikovanych rostlin zamyslenych pro
fytoremediace. Zde je dalezité zhodnotit, zda a kolik tézkého kovu je rostlina schopna do sebe
v daném zamoteném prostiedi jesté akumulovat. S tim souvisi jak ur€eni maximalni efektivni

koncentrace tak urceni vlivu prostiedi a sledovani zmén ostatnich fyziologickych parametri.

Dostupnost a uplatnéni
Metoda ma potencidlni uplatnéni zejména pro vyvojové laboratofe, které se zabyvaji
vyzkumem stresu odolnych rostlin a pro laboratofe zabyvajici se genetickymi modifikacemi.

Z pohledu instrumentalni naro¢nosti takovychto laboratofi je tato metoda stfedné dostupna.

VI. Ekonomické aspekty

Rostliny mohou byt péstovany kvili riznym ekonomickym divodim zahrnujici nutriéni,
energetické, konstrukéni ¢i jiné technologické ucely. Diky bioremediacim se vSak do poptedi
dostavaji i1 ekologické ucely v ramci, kterych Ize rostliny vyuzit pro odstranovani xenobiotik
z prostfedi. Proto jsou hledany dal$i postupy, pomoci kterych by bylo moZzno hodnotit
vlastnosti rostlin z hlediska odolnosti viici samotnym xenobiotikim. Zavedeni metodiky
pfispéje k moznostem hodnoceni odolnosti rostlin vici t€Zkym kovim, coZ méa vyznam
nejenom pro rozvoj zemé&délstvi v regionech, které se potykaji s nadmérnym ptirodnim ¢i
antropogenné generovanym vyskytem téZkych kovi v pidach ale i pro tcely Slechténi novych
druhli odolnych rostlin.Zavedeni postupli popsanych v metodice je mozné v ramci
spotifebniho materidlu vyc¢islit sumou 40 000 K¢. Uplatnéni vysledkti umozni zvysit efektivitu
odstranovani kovii z kontaminovanych pid a tim snizit ekonomickou nakladnost téchto
technologii.Naklady na konven¢i likvidaci zamofené piidy mohou byt velmi vysoké — v fadu
miliont: odbagrovani zeminy a odvozu na skladku (cca 1ha do hloubky 20cm / 900tis K¢) do
specialni Gpravny (naklady na recyklaci 200m’ zeminy jsou neznimé) a pak navratu zeminy
zpét na misto (zavisi na vzdalenosti) ¢i nahrazovanim transportem z jinych lokalit. Oproti
tomu remediaéni technologie, které zahrnuji vysadbu a sklizeni rostlin, transportu ususenych

rostlin do spalovny, dosdhnou podobného efektu byt’ za delsi, dobu ktera je ddna vegetacnim



cyklem nicméné se zlomkovymi naklady v fadech desetitisicti K&. Dale pak tyto vysledky
mohou pfispét 1 ke zvySeni ucinnosti cilené té¢zby nekterych vzacnych kovli pomoci rostlin ve

spojeni s dal§imi specidlnimi technologiemi extrahovani kovi z rostlin.
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