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Abstrakt
V životním prostředí se díky působení člověka nachází těžké kovy 
jako je kadmium, olovo, rtuť, bismut a další ve velkém, někdy až 
kriticky nadbytečném množství. Rostliny se oproti živočichům mo-
hou těmto kovům různými mechanismy lépe bránit. Jedním z me-
chanismů je syntéza fytochelatinů (PCs). PCs jsou peptidy schopné 
na sebe vázat těžké kovy. Jejich syntéza je katalyzována enzymem 
fytochelatinsyntázou (PCS). Předložená metodika přináší ucelený 
postup pro stanovení aktivity fytochelatinsyntázy, který využívá ana-
lýzu primárního produktu enzymové reakce fytochelatinu2 (PC2) 
pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografi e s elektrochemickou 
detekcí (HPLC-ED). Ke stanovení PCS byly použity buňky tabáku 
BY-2, které byly kultivovány s přídavkem 0, 5, 10, 25, 50 a 100 µM 
Cd(NO3)2. Pro potvrzení výsledků a jejich výklad byla provedena 
analýza skutečného obsahu kadmia v buňkách pomocí elektroche-
mického stanovení a také esterázová aktivita fl uorimetrickou detekcí.

Klíčová slova: 

fytochelatinsyntáza, suspenzní tabákové buňky BY-2, těžké kovy, 
kadmium

Abstract

Th ere are numerous  heavy metals such as cadmium, lead, mercury, 
bismuth or others increased in higher or even in critical quantity due 
to human eff ect. Plants are able to be more resistant to these me-
tals in comparison to animals. It is due to one of the most evolved 
mechanism as synthesis of phytochelatins (PCs). Th e PCs peptides 
are able to heavy metal binding. Its synthesis is catalysed by enzyme 
called Phytochelatin Snythase (PCS). Here proposed methodics co-
vers a complete approach for PCS activity assay which is possible due 
to  determination of product of enzyme reaction which is phytoche-
latin2 (PC2) 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 µM Cd(NO3)2 were used. For confi rmation of the 
results obtained the electrochemical determination of total Cd and 
fl uorimetric assay of esterases were carried out.

Keywords: 

fytochelatin synthasis, suspension tobacco cells BY-2, heavy metals, 
cadmium
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Úvod
Program OSN pro životní prostředí (UNEP) je speciální in-
stituce Organizace spojených národů, která vykonává celo-
světovou kontrolu nad životním prostředím, včetně aktivit 
spojených se správným nakládáním s chemikáliemi. Jedno z 
posledních doporučení UNEP bylo věnováno olovu a kadmiu 
jako zástupcům nebezpečných látek. Tyto těžké kovy mohou 
ovlivnit mnohé biochemické a biologické pochody v  bakteri-
álních, rostlinných a živočišných buňkách. Většina organis-
mů si proto vyvinula specifi cké ochranné mechanismy, jako 
je syntéza na cystein bohatých sloučenin, mezi které patří 
glutathiony, fytochelatiny nebo metalothioneiny (Clemens, 
et al. 2009). Glutathion (GSH) je tri-peptid složený z amino-
kyselin kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu, patřící mezi 
nejhojnější nízkomolekulární thiolové látky ve všech euka-
ryotických organismech (Dixon, et al. 1998), (Dubreuil-Mau-
rizi, et al. 2011), (Foyer, et al. 1997), (Foyer and Noctor 2011). 
V rostlinách se GSH podílí na celé řadě buněčných procesů, 
včetně ochrany proti reaktivním formám kyslíku (ROS) a těž-
kým kovům a umožňuje detoxifi kaci cizorodých látek (Seth, 
et al. 2012). Dále má GSH důležitou roli v regulaci buněčného 
dělení a vývojových procesů např. květu. GSH je také důle-
žitý v transportu a ukládání redukované síry a jako signální 
molekula (Foyer, et al. 2001). Syntéza GSH probíhá pomocí 
dvou ATP-dependentních reakcí. γ-glutamylcystein syntetáza 
(GSH1, EC 6.3.2.2) katalyzuje vytvoření peptidové vazby mezi 

karboxylovou skupinou kyseliny glutamové a aminoskupinu cys-
teinu za vzniku γ-glutamylcysteinu (γ-EC). Ve druhé reakci, glu-
tathion syntetáza (GSH2, EC 6.3.2.3) spojuje zbytek glycinu s γ-EC 
za vzniku GSH. Oba enzymy, GSH1 a GSH2 se vyskytují u Arabi-
dopsis thaliana a Brassica juncea v plastidech, s tím, že GSH2 byl 
zjištěn i 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 podobách, a to jako reduko-
vaný glutathion (GSH) a oxidovaný glutathion (GSSG) (Szalai, et 
al. 2009). Redukční potenciál glutathionu závisí na poměru intra-
celulárního GSH/GSSG. Změna redoxního poměru glutathionu 
závisí hlavně na pH, celkové intenzitě biosyntézy a katabolismu 
GSH (Yadav 2010). Glutathiony jsou základními jednotkami tvo-
řící komplexnější struktury, jež se nazývají fytochelatiny (Obr. 1). 
Fytochelatiny (PCs) (γ-Glu-Cys)n-Gly (n = 2 až 11)) se podílejí na 
detoxikaci těžkých kovů a jsou jedním z nejvíce studovaných rost-
linných stresových peptidů. Pokud nejsou buňky ohroženy akutní 
toxickou dávkou, jsou schopny vázat těžké kovy pomocí -SH sku-
piny cysteinových jednotek a následně je transportovat do vakuo-
ly (di Toppi and Gabbrielli 1999), (Cobbett 2000a), (Zenk 1996), 
(Cobbett and Goldsbrough 2002), (Grill, et al. 1985). Rovněž bylo 
prokázáno, že fytochelatinový mechanismus detoxikace těžkých 
kovů není omezen jen na rostliny a některé houby, ale vzácně se 
vyskytuje i u zvířat. Dále bylo zjištěno, že gen ce-pcs-1 hlístice 
háďátka obecného (Caenorhabditis elegans) kóduje funkční PC 
syntázu, jejíž činnost je rozhodující pro toleranci těžkých kovů v 
organismu (Cobbett 1999), (Vatamaniuk, et al. 2001). 



8

Obrázek 3. (vpravo) Interakce PCs s kademna-
tými ionty. PCs váží Cd2+ pomocí –SH skupin z 
aminokyseliny cysteinu. Cd2+ mohou vytvářet s –
SH skupinami různé komplexy. Obrázek upraven 
podle (Pal and Rai 2010).

Primárním mechanismem detoxifi kace těžkých kovů je je-
jich chelatace pomocí PCs a rovněž za účasti antioxidačního 
systému zastoupeného enzymy jako je superoxiddismutá-
za, guajakol  peroxidáza, askorbát peroxidáza či glutathion 
reduktáza, bránící rostlinu před volnými radikály, které 
vznikají působením těžkých kovů (Cobbett and Goldsbrou-
gh 2002; Pal and Rai 2010). PCs interagují s těžkými kovy 
prostřednictvím tiolových skupin (-SH), které má ve své 
struktuře cystein (Pal and Rai 2010). Stupeň polymerace ve 
struktuře fytochelatinu roste s koncentrací intracelulárního 
kovu indukujícího zvýšení vazebné stability celého PCs-
-kov komplexu (Padmavathiamma and Li 2007). Vytvoření 
komplexu PCs-kov souvisí s dostupností ligandů, kinetikou 
vznikajícího komplexu a sterickými faktory. Strukturní 
model komplexu PC-Cd ukazuje, že vazebná stechiometrie 
atomů síry může být buď z jedné nebo více molekul fyto-
chelatinu (4 až 1), a vytváří tak amorfní komplexy (Obr. 3) 
(Cobbett 2000b). Komplex kov-PCs se označuje jako nízko 
molekulární komplex (low molecular weight – LMW). Tento 
komplex je transportován do vakuoly za účasti transportéru 
HMT1, (heavy metal tolerance factor 1), patřící do velké  ro-
diny transportních proteinů ABC (Ortiz, et al. 1992; Ortiz, 
et al. 1995).  

Obrázek 1. Syntéza a degradace glutathionu v rostlinách. Glu-
tathion (GluT) je syntetizován v cytosolu  a chloroplastech 
pomocí gama-glutamylcystein syntetázy g(ECS) kodované ge-
nem GSH1 a glutathion syntetázy (GSH-S) kodované genem 
GSH.  Jako antioxidant se glutathion oxiduje na GSSG. Díky 
působení glutathion reduktázy (GSH-R) kódované genem 
(GSR) se GluT vyskytuje ve své redukované formě (GSH) a to 
především v cytosolu, mitochondriích a chloroplastech. GluT 
má schopnost detoxi� kovat xenobobiotika a to díky glutathi-
on-S-transferáze (GST), která zajišťuje vazbu mezi Glu a xe-
nobiotikem - (X) za vzniku konjugátu GS-X. GST je kódována 
velkým množstvím GST genů, které mohou být exprimovány i 
Cd ionty nebo H2O2. Glutathion je také substrátem pro enzym 
fytochelatinsyntázu (PCS), která umožňuje tvorbu fytochela-
tinů. Degradace GluT se uskutečňuje pomocí gama-glutamyl 
transpeptidázy (GGT) kódovaná geny GGT1-4. Hydrolýza 
GluT na kyselinu glutamovou (Glu) a dipeptid  cysteinylglycin 
(Cys-Gly). Degradace GluT přes aminokyselinový nebo pepti-
dový receptor (aa-pp) za vzniku gama-glutamylové aminoky-
seliny a dipeptidu Cys-Gly. Obrázek byl upraven podle (Foyer, 
et al. 2001).

Syntéza fytochelatinů z glutathionu je katalyzována enzymem fy-
tochelatinsyntázou (PCS) (γ-Glu-Cys dipeptidyl transpeptidásou) 
(EC 2.3.2.15) (Obr. 2). 

Obrázek 2. (nahoře) Schéma syntézy fytochela-
tinů (PCs) pomocí enzymu fytochelatinsyntáza 
při syntéze fytochelatinů. Molekula GSH je pre-
kurzorem k syntéze PC-2 který, je primárním 
produktem.
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Po vstupu do vakuoly je LMW komplex transformován na 
vysoko molekulární komplex HMW (high molecular wei-
ght) pomocí vazby přes –S-S- skupiny (Najmanova, et al. 
2012; Supalkova, et al. 2007). Stres generovaný částečnou 
akumulací Cd v listech Triticum aestivum je potlačován 
antioxidační odpovědí a biosyntézou PCs (Ranieri, et al. 
2005). Pokud však dojde k akumulaci nadměrného množství 
Cd iontů, vzroste prudce koncentrace H2O2 i přes zvýšené 
množství dostupných PCs a ostatních tiolových látek (Rani-
eri, et al. 2005). Existují ekotypy, které jsou tolerantní k těž-
kým kovům i přesto, že syntetizují méně PCs než ekotypy 
senzitivní. Rostlina Sedum alfredii u níž bylo pozorováno, 
že pokud rostla ve starém dole, kde byla půda kontamino-
vána vysokou koncentrací olova a zinku, měla vysokou míru 
tolerance na tyto kovy, oproti stejným druhům rostoucím 
mimo tyto oblasti (Pal and Rai 2010). Mutantní rostliny Ara-
bidopsis thaliana, které měly narušenou syntézu PCs jasně 
prokázaly významnou roli PCs v detoxifi kaci těžkých kovů. 
Mutant (cad1), který nemá gen pro PCS, izolovaný z EMS-
-mutagenních (mutagenní látka - Ethyl methanesulfonate) 
rostlin F2 populace, byl hypersenzitivní k iontům Cd (Ca-
zale and Clemens 2001; Howden and Cobbett 1992; How-
den, et al. 1995; Lee, et al. 2003). Tento mutant není scho-
pen růst v přítomnosti 30 mM Cd oproti WT rodičům, což 
způsobuje recesivní mutace genu souvisejícího se syntézou 
PCs. Těžké kovy tak významně ovlivňují syntézu tiolových 
sloučenin (Babula, et al. 2008; Hasan, et al. 2009; Rai 2008; 
Shah and Nongkynrih 2007). Aktivita PCS v rostlinné buňce 
vystavené těžkým kovům může být studována stanovením 
fytochelatinů pomocí elektrochemických metod, které jsou 
vysoce citlivé a ve spojení se separační metodou jako je vy-
sokoúčinná kapalinová chromatografi e (HPLC) (Diopan, et 
al. 2010), (Zitka, et al. 2011b) (Lawrence, et al. 2002), (Troja-
nowicz, 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), kapilár-
ní elektroforéza (Fanguy and Henry 2002), (Minami, et al. 
2002) a nebo kapilární kapalinová chromatografi e (Deng, et 
al. 2003), jsou rovněž selektivní. 
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I. Cíl metodiky
Cílem této metodiky je vytvořit ucelený postup stano-
vení fytochelatinsyntázy  pro zjištění odolnosti rostlin-
ných buněk vůči vlivu těžkých kovů. Do celé metodiky 
jsou zahrnuty i stanovení parametrů jako skutečný ob-
sah kadmia (stanoveno pomocí diferenční pulsní vol-
tametrie) a stanovení aktivity esteráz (fl uorimetrickou 
detekcí).

II. Vlastní popis metodiky

2.1 Suspenzní kultura a její příprava

Suspenzní kultura Nicotiana tabacum cv. BY 2   byla  kultivována 
podle Nagata et al (Nagata, et al. 1992) v médiu Murashige and 
Skoog (MS medium Micro and Macro elements, Duchefa, Holand-
sko) s přídavkem sacharózy (30 g.l-1), KH2PO4 (0,2 g.l-1), thiaminu 
(1 mg.l-1) a 2,4-dichlorophenoxyoctové kyseliny (0,2  mg.l-1) (vše 
z Duchefa, Testováno na rostlinách, Holandsko). Suspenzní kul-
tury o objemu 20 ml byly kultivovány v 50 ml Erlenmayerových 
baňkách při 27 °C a třepání na 135 rpm (ES-20, Biosan, Lotyšsko). 
Subkultivace kultury probíhala tak, že po 3 a 4 dnech byly přene-
seny 1 až 2 ml suspenzní kultury do čerstvého media o celkovém 
objemu 20 ml. K 1 den staré kultuře bylo přidáno 0, 5, 10, 25, 50 a 
100 µM Cd(NO3)2. Kultivace pokračovala další tři dny při 27 °C a 
třepání na 135 rpm.

2.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatogra� e s 
elektrochemickou detekcí

HPLC-ED systém byl složen ze dvou chromatografi ckých pump 
Model 582 ESA (ESA Inc., Chelmsford, MA) (pracovní rozsah 
0,001-9,999 ml.min-1) a chromatografi cké kolony s reverzní fází 
Zorbax eclipse AAA C18 (150 × 4,6; 3,5 µm velikost částic, Agilent 
Technologies, USA) a dvanácti-kanálového CoulArray elektroche-
mického detektoru (Model 5600A, ESA, USA), který byl složen ze 
tří průtočných analytických komůrek (Model 6210, ESA, USA). 
Každá komůrka obsahovala čtyři analytické cely. Jedna analytická 
cela obsahovala dvě referenční (hydrogen paladiové), dvě pomoc-
né a jednu porézní grafi tovou pracovní elektrodu. Elektrochemic-
ký detektor byl uložen v řídícím modulu, jehož celý prostor byl 
termostatován. Vzorek (20 µl) byl injektován automaticky pomocí 
autosampleru (Model 542, ESA, USA), který měl v sobě zabudován 
i termostatovaný prostor pro kolonu. Vzorky byly během analýzy 
uchovány v karuselu při teplotě 8 °C. Jako mobilní fáze byly po-
užity A: kyselina trifl uoroctová (80 mM) a B: 100% metanol. Pro 
stanovení byla použita gradientová eluce 0→1 min (3 % B), 1→12 
min (20 % B), 12→15 min (98 % B), a 15 →20 min (98 % B).

2.3 Příprava buněk pro analýzu

Ze vzorků buněk s přídavkem Cd 0, 5, 10, 25, 50 a 100 µM 
bylo odebráno 10 ml kultivačního média s obsahem BY-2 
buněk, které byly následně centrifugovány (Eppendorf 5804, 
USA) při 2000 g, 24 °C po dobu 20 min. Vzniklý superna-
tant byl odstraněn a precipitát buněk byl promyt fosfátovým 
pufrem (20 mM, pH 7,5). Tento promývací krok byl zopako-
ván třikrát, aby bylo dosaženo odstranění živného media z 
buněk. Následně bylo odebráno 200 µg buněk, které byly za 
pomocí kapalného N2 rozdrceny v třecí misce (2 min). Poté 
byly buňky další 2 min třeny s přídavkem 800 μl 20 mM fos-
fátového pufru (pH 7,5) s 1 mM tris(2-karboxyetyl)fosfi nem 
(TCEP). Vzniklý homogenát byl centrifugován (16400 g, 
4 °C, 15 min) (Eppendorf 5417R, USA). Odebraný superna-
tant byl analyzován. 

2.4 Optimalizace stanovení PCS

2.4.1 Kalibrace

Kalibrace byla připravena pro PC2 a pro GSH a GSSG. Prolo-
žení záznamů a kalibrační křivky jsou uvedeny na (Obr. 4). Z 
této kalibrace je patrné, že se zvyšující se koncentrací thiolů 
se zvyšuje i intenzita signálu. Kalibrační křivky byly lineární 
v rozmezí 0,05 - 100 µg.ml-1 (GSH), 0,2 - 100 µg.ml-1 (GSSG) 
a 0,1 - 100 µg.ml-1 (PC2). Rozsah kalibrace zahrnuje koncen-
trace cílových molekul v reálném množství v buňkách, tyto 
hodnoty jsou srovnatelné s Diopan, et al. 2010 (Diopan, et al. 
2010). Kromě toho je detekční limit thiolů stanoven pro GSH 
na 6 nM, GSSG na 26 nM a u PC2 na 17 nM. V porovnání s 
podobnou metodou (Diopan, et al. 2010) dosahujeme nižších 
hodnot.  Další analytické parametry jsou uvedeny v (Tab. 1).

2.4.2 Koncentrace substrátu GSH 

Přidáním substrátu enzymové reakce (GSH o koncentracích 
5; 2,5; 1; 0,5; 0,3; 0,1; 0,05; 0 mM ve fosfátovém pufru (20 mM, 
pH 7,5)) a kovu pro aktivaci enzymu (50 µM CdCl2) k 100 µl 
supernatantu byla připravena reakční směs vzorku. Souběž-
ně s touto reakční směsí bylo přidáním 20 mM fosfátového 
pufru (pH 7,5) s 1 mM TCEP k 100 µl supernatantu zhotoven 
kontrolní vzorek. Takto nachystané vzorky byly 30 minut in-
kubovány při teplotě 35 °C a 300 rpm (Th ermomixer comfort 
1,5 ml, Eppendorf, USA) a následně k nim byly přidány 4 µl 
30% 5-sulfosalicylové kyseliny, čímž byla enzymová reakce 
ukončena. Supernatant byl vždy přefi ltrován pomocí mem-
bránového fi ltru (0,45 μm, Millipore, Billerica, Mass., USA). 
Vzniklý PC2 byl detekován pomocí optimalizované metody 
HPLC-ED. 

Po vyhodnocení ploch píku získaných pomocí analýzy 
HPLC-ED byly tyto hodnoty přepočteny pomocí kalibrační 
křivky. Jak je vidět na (Obr. 5A) hodnoty nasyntetizované 
PC2 se s koncentrací substrátu enzymové reakce zvyšují. Pro 
další optimalizace byla tedy zvolena koncentrace GSH 5 mM. 
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Obrázek 5. (A) Vliv doby inkubace buněčného extraktu z BY-2 buněk s CdCl2 
(50 µM) a substrátem enzymové reakce (GSH 0,1, 0,5, 1 a 5 mM) na aktivitu 
PCS. (B) Hodnoty rovnic lineární regrese získané z předchozího grafu A.

Obrázek 4.: (A) HPLC-ED záznamy GSH, GSSG a 
PC2 při aplikovaném potenciálu 900 mV. Proložení 
chromatogramů kalibrační řady. (B) Závislost plochy 
HPLC-ED signálů GSH, GSSG a PC2 v závislosti na 
koncentraci. 
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2.5 Stanovení aktivity PCS

2.5.1 Vlastní stanovení

Reakční směs byla připravena přidáním substrátu enzymové reakce 
(GSH o koncentracích 0; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 a 5 mM  ve fos-
fátovém pufru (20 mM, pH 7,5) s 1 mM TCEP) a kovu pro aktivaci 
enzymu (50 µM CdCl2) ke 100 µl supernatantu získaného ze vzorku 
buněk. Souběžně byl přidáním 20 mM fosfátového pufru (pH 7,5) s 
1 mM TCEP k 100 µl supernatantu zhotoven kontrolní vzorek. Tak-
to nachystané vzorky byly inkubovány v termomixeru při teplotě 

Obrázek 6.  Schéma přípravy biologického vzorku pro 
stanovení aktivity PCS. Buňky jsou nejdříve homoge-
nizovány v třecí misce po jejich dezintegraci tekutým 
dusíkem. Po té následovala centrifugace. K odebrané-
mu supernatantu se přidá substrát GSH a aktivuje se 
PCS přídavkem kademnatých iontů. 

35 °C po dobu 30 minut 300 rpm (Th ermomixer comfort 
1,5 ml, Eppendorf, USA) a následně k nim byly přidány 4 
µl 30% 5-sulfosalycilové kyseliny, čímž byla enzymová re-
akce ukončena. PC2 byl detekován pomocí optimalizova-
né metody HPLC-ED. Množství PC2, nasyntetizovaného 
během inkubace, odpovídá aktivitě enzymu. Postup pří-
pravy vzorku je uveden na (Obr. 6).

Metoda vykazuje 98% návratnost. Návratnost byla vypo-
čítána metodou standardního přídavku, při které bylo k 
vzorku buněčného extraktu přidáno 50, 100 a 500 ng.ml-1 
standardu PC2. Výsledky jsou uvedeny v (Tab. 2). Opako-
vatelnost metody byla okolo 105 %  (Tab. 3).

2.4.3 Doba inkubace

Přidáním substrátu enzymové reakce (GSH 5 mM ve fosfátovém 
pufru (20 mM, pH 7,5)) a kovu pro aktivaci enzymu (50 µM CdCl2) k 
100 µl supernatantu byla připravena reakční směs vzorku. Souběžně 
s touto reakční směsí bylo přidáním 20 mM fosfátového pufru (pH 
7,5) s 1 mM TCEP k 100 µl supernatantu zhotoven kontrolní vzorek. 
Takto nachystané vzorky byly inkubovány při teplotě 35 °C a 300  rpm 
po dobu 15, 30 a 45 minut v termomixeru (Th ermomixer comfort 
1,5ml, Eppendorf, USA) a následně k nim byly přidány 4 µl 30% 
5-sulfosalycilové kyseliny, čímž byla enzymová reakce ukončena. 
Supernatant byl vždy přefi ltrován pomocí membránového fi ltru 
(0,45 μm, Millipore, Billerica, Mass., USA). PC2 byl detekován 
pomocí optimalizované metody HPLC-ED. 

Po vyhodnocení ploch píku získaných pomocí analýzy HPLC-ED 
byly tyto hodnoty přepočteny pomocí kalibrační křivky. Jak je vidět 
na (Obr. 5B) aktivita fytochelatinsyntázy má vzrůstající trend s delší 
dobou inkubace. Pro další analýzy byla tedy zvolena doba inkubace 
30 minut z důvodu zanedbatelného rozdílu mezi časy 30 a 45 minut. 
Z praktického důvodu je vhodnější kratší doba inkubace.

2.6 Stanovení obsahu kadmia v buněčné 
kultuře

Buňky BY-2 (průměrná navážka byla 0,2 g) byly promyty 
0,1 M etylendiamin tetra-octovou kyselinou (EDTA) a pak 
byly upraveny pomocí mikrovlnného rozkladu Multiwave 
3000 (Anton Paar, Germany). Byl použit tříkrokový roz-
kladný postup ((i) 120 s, 250 W; (ii) 120 s, 0 W (120 °C); 
(iii) 10 min 250 W (180 °C)) s přídavkem 5 ml 35 % HNO3 
a 3 ml vody. Čirý roztok byl kvantitativně převeden do ná-
doby a zředěn vodou na objem 8 ml.

Elektrochemická analýza 
byla provedena pomocí 747 
VA Stand ve spojení s 746 
VA Trace Analyzer a 695 
Autosamplerem (Metro-
hm, Švýcarsko), za použití 
standardní cely s tříelektro-
dovým zapojením a chlaze-
ným karuselem (4  °C) pro 
vzorky. Visící rtuťová kap-
ková elektroda (HMDE) s 
povrchem kapky 0,4 mm2 
byla použita jako pracovní. 
Referenční elektroda byla 
Ag/AgCl/3M KCl elektroda 
a jako pomocná elektroda 
byla použita elektroda ze 

skelného uhlíku. Program GPES verze 4.9 dodaný Eco-
Chemie byl použit pro ovládání celého systému. Acetátový 
pufr (0,2 M CH3COOH + 0,2 M CH3COONa) byl použit 
jako nosný elektrolyt. Měření se provádělo při pokojové 
teplotě. Vzorky byly před měřením pročištěny argonem 
(99,999%) nasyceným ve vodě po dobu 10 minut. Koncen-
trace kadmia byla měřena pomocí adsorpční rozpouštěcí 
diferenční pulsní voltametrie. Anodické skenování bylo 
inicializováno na -0,7 V a zastaveno na -0,4 V. Kadmi-
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um bylo vylučováno na HMDE při potenciálu  -0,7  V 
a dobou akumulace 120  s. Roztok byl během depozice 
míchán (1450  rpm). Ostatní parametry metody byly: 
modulační čas 0,02 s, časový interval 0,1 s, potenciálový 
krok 1,05 mV rychlost snímání 10,5 mVs-1, modulační 
amplituda 49,5 mV (Krystofova, et al. 2010), (Klejdus, et 
al. 2004).  

Pro analýzu kadmia byly použity buňky připravené dle 
kapitoly 2.1. Na obrázku (Obr. 7A) jsou porovnány zís-
kané výsledky analýz. Je zde patrné, že koncentrace ka-
demnatých iontů se v buňkách zvyšuje jak s koncentrací 
kadmia v živné půdě, tak s dobou expozice.

2.7 Stanovení esterázové aktivity

Kultivační medium bylo z tabákových BY-2 buněk odstraněno 
centrifugací (360 g, 5 min, 20 °C, (Eppendorf 5804, USA). Buňky 
byly následně dvakrát promyty 50 mM fosfátovým pufrem (pH 8,7). 
100 – 200 µg promytých buněk bylo smíseno s extrakčním pufrem 
250 mM fosforečnan draselný pH 8,7 na konečný objem 1 ml a byly 
homogenizovány pomocí homogenizátoru (Schuett-Biotec GmbH, 
Götingen, Německo) po dobu 2 minut. Redoxní stav získaného 
roztoku se udržoval přídavkem 1 mM tris(2-karboxyetyl)fosfi nu 
(TCEP). Homogenizované vzorky byly dále rozrušovány pomocí 
ultrazvukového homogenizátoru (Sonoplus mini 20, Bandelin, 
Německo) po dobu 2 minut. Homogenát byl centrifugován po 
dobu 15 min, 10 000 g, 4 °C (Eppendorf 5417R, USA). Alikvoty 5 µl 
supernatantu byly smíseny s fosfáto-draseným pufrem o objemu 
995 µl (1 M, pH 8,75). Reakce byla nastartována přidáním fl uorescein 
diacetátu (FDA) o koncentraci 5 µM. Konečný objem reakční směsi 
byl 1 ml. Jako slepý vzorek byl použit extrakční pufr. Po inkubaci 
v termomixeru (Th ermomixer comfort 1,5ml, Eppendorf, USA) po 
dobu 15 min, při 45 °C byly alikvoty reakční směsi (5 µl) přidány k 
fosfáto-drasenému pufru (pH 8,7, 1995 µl). U vzorků byla změřena 
fl uorescence (λexcitace 490 nm a λemise 514 nm). Zásobní roztok 
FDA byl připraven v acetonu. Množství acetonu v reakční směsi 
nebylo vyšší než 1 % (v/v). Esterázová aktivita v mezinárodních 
jednotkách (IU, 1 IU = jeden mikromol fl uoresceinu uvolněný za 
minutu, při stanovených podmínkách) byla přepočítána na relativní 
jednotky (100 % představuje nejvyšší naměřenou aktivitu) (Vitecek, 
et al. 2004; Vitecek, et al. 2007).

Pro stanovení esterázové aktivity byly použity buňky připravené dle 
kapitoly 2.1. Z výsledků vyplývá (Obr. 7B), že kadmium mělo nepříz-
nivý vliv na růst buněk, který se zesiloval s dobou expozice. Se zvyšu-
jící se koncentrací kadmia v živné půdě, se zvyšoval i inhibiční efekt. 

Obrázek 7. (A) Vliv času kultivace buněk na celkový 
obsah kadmia, který byl v buňkách stanoven pomocí 
metody DPV (podle kapitoly 2.6). (B) Stanovená es-
terázová aktivita v průběhu třídenní kultivace (po-
dle kapitoly 2.7).

2.8 Vyhodnocení PCS

Aktivita PCS byla charakterizována rozdílem koncentra-
cí PC2 kontrolního vzorku a vzorků z reakčních směsí s 
přidaným kovem. Tyto závislosti i s vlivem Cd(II) použi-
tého při kultivaci buněk jsou znázorněny na (Obr. 8), i s 
příslušnými chromatografi ckými záznamy (Obr. 8C), které 
ukazují růst píku PC2 po přídavcích různých koncentrací 
substrátu (GSH) enzymové reakce u nejvyšší aplikované 
koncentrace Cd(II), která byla 100 µM. Výsledky byly pře-
počítány na fmol/s=fk at. 

2.8.1 Linearizace (charakterizace kultury)

Díky použití různých koncentrací kovu u experimentál-
ního modelu buněk a následně inkubací homogenátů při 
různých koncentracích substrátu bylo možno dosáhnout 
určení konstanty Michales-Mentenové (Km), která charak-
terizuje maximální aktivitu enzymu PCS. Nejnižší určená 
Km ukazuje při jaké koncentraci je syntéza PCs v rostlin-
ných buňkách nejvyšší a rostlina je schopna odolávat. Cha-
rakterizace buněčné kultury z hlediska hodnot Km pro 
jednotlivé aplikované koncentrace kovu byla zjištěna pří-
davkem substrátu enzymové reakce v koncentracích GSH 
(0 – 5 mM). Tuto závislost znázorňuje (Obr. 9A).  Dále byly 
provedeny výpočty převrácené hodnoty tvorby PC2 (1/v) a 
převrácená hodnota koncentrace substrátu (1/S), které jsou 
potřebné pro provedení linearizace dle Lineweaver-Burka 
a následný výpočet Km z rovnice Michaelis-Mentenové. Z 
hodnot Km v závislosti na aplikované koncentraci Cd(II) 
byl sestaven graf (Obr. 9B), který vyjadřuje schopnost kul-
tury odolávat působení těžkého kovu.
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Obrázek 8. (nahoře) (A) Porovnání vlivu obsahu 
použité Cd(II) a koncentrace substrátu enzymové 
reakce (GSH). (B) Vliv použité koncentrace Cd(II) 
na PCS aktivitu. (C) Proložení chromatogramů zís-
kaných pro homogenáty buněk BY-2 ovlivněných 
nejvyšší aplikovanou koncentrací Cd(II) (100µg/ml) 
s různými přídavky GSH (0 – 5 mM), jako substrátu 
enzymové reakce.

Obrázek 9. (dole) (A) Vliv aplikované koncentrace sub-
strátu enzymové reakce na aktivitu PCS. (B) Zhodnoce-
ní schopnosti kultury odolávat těžkým kovům. Vyjád-
řeno pomocí konstanty Michaelis-Mentenové.
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III. Aplikace na reálné vzorky
Pro aplikaci této metodiky lze použít jakýkoli rostlinný materiál,  
u něhož má stanovení fytochelatinsyntázové aktivity potenciál. 

Pro znázornění možnosti aplikace této metodiky lze uvést vzorky 
kukuřice, jež byly vystaveny expozici těžkého kovu, konkrétně 
PtCl4 o koncentraci 0, 5, 10, 25, 50 a 100 µM. 

3.1  Příprava rostlin

Kukuřičná zrna byla aplikována na Richterův živný roztok a 
nechána ve tmě po dobu 5 dnů, z důvodu naklíčení. Naklíčené 
rostlinky byly vsazeny do hydroponických košíčků a v živném 
médiu za nastaveného světelného režimu byly dále ponechány v 
kultivačním boxu. V živném médiu byly obsaženy i aplikované 
koncentrace PtCl4 0, 5, 10, 25, 50 a 100 µM. V 8. a 12. dnu kulti-
vace proběhly odběry kultivovaných rostlin. Tyto rostliny byly 
rozděleny na kořeny a nadzemní části a následně zamrazeny, pro 
uchování k analýzám.

3.2 Příprava vzorku pro analýzu PCS

Bylo naváženo 0,050 g vzorků kukuřice z kořenů i z nadzemních 
částí, ty byly rozdrceny v třecí misce za působení tekutého dusíku 
a následně homogenizovány s 250 µl 20 mM fosfátového pufru 
(pH 7,5) a 1mM tris(2-karboyetyl)fosfi nu (TCEP) 2 minut. Ho-
mogenáty byly centrifugovány (16 400 g, 20 min, 4 °C) (Eppen-
dorf 5417R, USA). Vzniklé supernatanty od každého vzorku byly 
rozděleny na dva díly (kontrola a reakční směs). Kontroly byly 
smíchány v objemu 50 µl supernatantu s 50 µl směsi 20 mM fos-
fátového pufru s 1 mM TCEP (pH 7,5). Reakční směsi byly smí-
chány tak, že k 50 µl supernatantu bylo přidáno 50 µl směsi 5mM 
GSH v prostředí 20 mM fosfátového pufru s 1 mM TCEP (pH 7,5) 
a posléze bylo přidáno ještě 0,5 µl CdCl2 (10 mM). Všechny tak-
to připravené kontroly i reakční směsi, vždy v celkovém objemu 
100 µl, byly 30 minut inkubovány v termomixu při teplotě 35 °C 
a 300 rpm (Th ermomixer comfort 1,5 ml, Eppendorf, USA). Ná-
sledovalo přidání 2 µl 5 mM 5-sulfosalycilové kyseliny, pomocí 
které došlo k zastavení enzymové reakce. Po přepipetování roz-
toků do jednotlivých vialek, které byly následně naskládány do 
autosampleru s chlazením na 8 °C, bylo přistoupeno k analýze na 
HPLC-ED. Množství PC2 nasyntetizované během inkubace od-
povídá aktivitě enzymu. Vzorky byly po celou dobu (mimo dobu 
inkubace) udržovány na ledu.

3.3 Výsledky

Aktivita PCS byla charakterizována rozdílem koncentrací PC2 
kontrolního vzorku a vzorků s reakční směsí a aktivačním ko-
vem. Na (Obr. 10) je uvedena stanovená aktivita fytochelatinsyn-
tázy jak pro kořeny, tak pro nadzemní části v obou provedených 
odběrech. Je zde patrné, že námi použité rostliny kukuřice dosa-
hují nejvyšší aktivity fytochelatinsyntázy při koncentraci platiny 
v půdě 25 µM. Po této hranici se začíná tato aktivita snižovat, ale 
při použitých koncentracích nedochází k úplné záhubě rostlin a 
to jak v nadzemní, tak ani v kořenové části.  
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Dostupnost a uplatnění

Metoda má potenciální uplatnění zejména pro vývojové 
laboratoře, které se zabývají výzkumem stresu odolných 
rostlin a pro laboratoře zabývající se genetickými modifi -
kacemi. Z pohledu instrumentální náročnosti takovýchto 
laboratoří je tato metoda středně dostupná.

VI. Ekonomické aspekty
Rostliny mohou být pěstovány kvůli různým ekonomic-
kým důvodům zahrnující nutriční, energetické, konstrukč-
ní či jiné technologické účely. Díky bioremediacím se do 
popředí dostávají i ekologické důvody. Díky těmto techno-
logiím lze využít rostliny k odstraňování xenobiotik z pro-
středí. Proto jsou hledány další postupy, pomocí kterých by 
bylo možno hodnotit vlastnosti rostlin z hlediska odolnosti 
vůči samotným xenobiotikům. Zavedení metodiky přispě-
je k možnostem hodnocení odolnosti rostlin vůči těžkým 
kovům, což má význam nejenom pro rozvoj zemědělství 
v regionech, které se potýkají s nadměrným přírodním 
či antropogenně generovaným výskytem těžkých kovů v 
půdách, ale i pro účely šlechtění nových druhů odolných 
rostlin. Zavedení postupů popsaných v metodice je možné 
v rámci spotřebního materiálu vyčíslit sumou 40 000 Kč. 
Uplatnění výsledků umožní zvýšit efektivitu odstraňová-
ní kovů z kontaminovaných půd, a tím snížit ekonomic-
kou nákladnost těchto technologií. Náklady na konvenč-
ní likvidaci zamořené půdy mohou být velmi vysoké – v 
řádu milionů: od bagrování zeminy a odvozu na skládku 
(cca 1 ha do hloubky 20 cm/900tis Kč) do speciální úprav-
ny (náklady na recyklaci 200 m3 zeminy jsou neznámé) a 
pak návratu zeminy zpět na místo (závisí na vzdálenosti) či 
nahrazováním transportem z jiných lokalit. Oproti tomu 
remediační technologie, které zahrnují výsadbu a sklizeň 
rostlin, a transport usušených rostlin do spalovny, dosáh-
nou podobného efektu  byť za delší dobu, která je dána 
vegetačním cyklem, nicméně se zlomkovými náklady v 
řádech desetitisíců Kč. Dále pak tyto výsledky mohou při-
spět i ke zvýšení účinnosti cílené těžby některých vzácných 
kovů pomocí rostlin ve spojení s dalšími speciálními tech-
nologiemi extrahování kovů z rostlin.

Obrázek 10.  Změna aktivity fytochelatinsyntázy ve vzorcích 
kukuřice pěstované v půdě s různými koncentracemi platiny 
(A) kořeny (B) nadzemní části. 

IV. Srovnání novosti postupů

Metodika přináší nové postupy v souladu s §2 odst. 1 písm. a) bod 2 
zákona č. 130/2002 Sb. Popsaného metodického postupu bylo do-
saženo systematickou tvůrčí prací v základním i aplikovaném vý-
zkumu, kterými byly experimentální a teoretické práce prováděné 
s cílem získání nových poznatků zaměřených na budoucí využití v 
praxi. Využití metody vysokoúčinné kapalinové chromatografi e s 
elektrochemickou detekcí dosud v souvislosti se studiem aktivity 
enzymu PCS nebylo aplikováno. 

V. Popis uplatnění metodiky
Navržená metodika stanovení aktivity fytochelatinsyntázy je ur-
čena pro hodnocení rezistence rostlinných buněk vůči těžkým ko-
vům. Uplatnění je možné jak ve výzkumu zaměřeném na vlastnosti 
rostlin, tak při obdobně zaměřeném genovém inženýrství. 

Fytoremediace

Metodiku lze uplatnit při hodnocení odolnosti rostlin vůči těžkým 
kovům. Toho lze využít při vysazování kulturních plodin v oblas-
tech, které jsou prokazatelně zatížené kontaminací těžkými kovy 
pro technologie známé jako fytoremediace.

Hodnocení vhodné genetické modi� kace rostlin

Metodu lze využít při hodnocení geneticky modifi kovaných rost-
lin zamýšlených pro fytoremediace. Zde je důležité zhodnotit, zda 
a kolik těžkého kovu je rostlina schopna do sebe v daném zamoře-
ném prostředí ještě akumulovat. S tím souvisí jak určení maximální 
efektivní koncentrace, tak určení vlivu prostředí a sledování změn 
ostatních fyziologických parametrů. 
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