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ABSTRACT

Nowadays, studies of metabolic pathways and processes in living organisms cannot be easily
done at the cellular level. That is why the development of a new analytical methods and
approaches is needed, to allow detection of different biologically important species at very
low concentrations levels and sample volumes, especially in individual cells. In the present
work, we optimised the analysis of plant esterases based on fluorimetric detection of the
products of the enzymatic hydrolysis of fluorescein diacetate. The detection limits was 17
amol in 2 ml (8.5 fM). We assumed that the optimised method for the determination of PE in
cell extracts accomplishes all requirements for a sensitive analysis which could be usable for
single cell analysis. Therefore we used this technique for analysis of plant cell cultures (BY-2
tobacco cells and early somatic embryos of Norway spruce, clone 2/32) The detection limit
was 1.5 in case of analysing BY-2 tobacco cells and 0.5 in early somatic embryos. Finally we
used the optimised technique to study of the individual BY-2 protoplasts.

Keywords: Esterases, Fluorescein diacetate, Fluorimetry, Tobacco BY-2 cells, Early somatic
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ABSTRAKT

Metabolické drahy a procesy probihajicich v zivych organismech je velmi slozité studovat
pifimo na bunécéné Urovni. A proto je nezbytné vyvijet nové analytické metody a postupy,
které¢ by umoznily detekovat rtizné biologicky diilezité latky ve velmi nizkych koncentracich a
objemech, zejména v jednotlivych bunkach. V této praci jsme optimalizovali metodu pro
analyzu rostlinnych esteras zaloZzenou na fluorimetrické detekci produktu enzymatické
hydrolyzy fluorescein diacetatu a ziskany detekéni limit byl 17 amol ve 2 ml (8,8 tM).
Predpokladali jsme, ze tato velmi sensitivni technika spliiuje vSechny pozadavky pro
rozpoznani poctu rostlinnych bunék. A proto jsme fluorimetrické stanoveni esteras pouzili pro
analyzu rostlinnych bunécénych kultur (tabakové BY-2 buiiky a rand somatické embrya smrku



ztepilého, klonu 2/32). Detek¢ni limit byl v pfipade analyzy tabakovych BY-2 bunck 0.5
buniky a v piipad¢ ranych somatickych embryi 1.5 embrya. A navic jsme pomoci natolik
sensitivni metody byly schopni studovat jednotlivé BY-2 protoplasty.

Klicova slova: esterasy, fluoresceindiacetat, fluorimetrie, tabakové BY-2 buiky, Rana
somaticka embrya smrku ztepilého, protoplasty.

UvVoD

Esterasy katalyzuji hydrolytické St€peni molekul jednoduchych esterti obsahujicich
kratké uhlikaté fetézce'. V rostlinnych buiikach a pletivech se ucastni mnoha biochemickych
d&jt, napf. vystavby bunééné stény’, degradace nékterych xenobiotik®” a signalnich procesi’.
Na rozdil od mikrobidlnich' nejsou rostlinné esterasy pouzivany jako biokatalyzatory
v organické syntéze. Nicméné z vySe uvedené¢ho vyplyva, Ze predstavuji znany potencial

6-10

pro rostlinné biotechnologie . Diky své souvislosti s bunéénym metabolizmem slouzi

11-13 y Clah .
. Kromé¢ toho né€které prace upozornily

esterasy jako ukazatel Zivotaschopnosti (viability)
na fakt, Ze je aktivita intracelularnich esteras bunécné suspenze piimo imérnd poctu zivych
bun&k'*'"*"°. Cilem této prace bylo vyuZit intracelularni esterasy jako ukazatele hustoty
zivych bunék v nékolika experimentalnich systémech a vyuzit ziskana data pro konstrukci

rustové kiivky.

MATERIALY A METODY
Chemikalie a pristroje

Pokud neni uvedeno jinak, byly pouzity chemikélie dodané firmou Lachema Sigma
Aldrich. Fluoresceindiacetat (FDA) byl zakoupen u firmy Sigma Aldrich Chemical Corp.
(USA). Jeho roztok byl pfipraven rozpusténim navazky v bezvodém acetonu. Na kultivacni
media byly pouzity chemikélie dodané firmou Duchefa Biochemie BV (Nizozemi). Media a
roztoky byly pfipraveny rozpusténim ptislusnych latek v deionizované vodé (18,2 MQ, Iwa
20, Watek, Ceska republika). Centrifugace byly provedeny na centrifuze MR 22 (Jouan,
USA). Fluorescence byla méfena pomoci fluorimetru RF-551 (Shimadzu Scientific
Instruments Inc., USA)

Biologicky material

Bunééna suspenze tabaku (Nicotiana tabacum) linie BY-2 byla udrzovana v tekutém
Murashige-Skoog mediu'® modifikovaném podle Nagaty'’. Suspenze (20 ml) v 50 ml
Erlenmeyerovych batikach byla umisténa na tfepacce (Kiithner Shaker LT-W, Adolf Kiihner
AG, Svycarsko) pti 27+1°C a 135 ot.min™' ve tm&. Subkultivace probihala dvakrat tydn&. Pro
experimenty byla pouzita kultura zaloZzend z 1 ml inokula. Rand somatickd embrya smrku
ztepilého klon. 2/32 ESE smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.) byla kultivovédna na
polotuhém LP mediu'® modifikovaném podle". Ve stru¢nosti: Kolonie slozené z mnoha ESE



byly umistény na povrchu media ve 100 mm Siroké Petriho misce. Kultura byla udrzovana ve
tm¢ pii teplote¢ 23+2 °C. Sub-kultivace byla provadéna po dvou tydnech. Pro ucely
experimentl byla kultura sledovana v ramci jednoho tydne od zaloZeni. Riist kultury ESE byl
sledovan pomoci po&itatové analyzy obrazu'’. Pocet ESE ve vzorku byl zjistovan na zakladg
empirické korelace: 1 mg biomasy odpovida 15 ESE". Suspenzni kultura cibule. Kalus cibule
kuchyiiské (Allium cepa L.) byl odvozen na VFU v Brn&” z baze cibule na modifikovaném
Murashige-Skoog mediu 1  (obsahujicim 30 g/l sacharosy, 0,2 mg/l kyseliny
2,4-dichlorfenoxyoctové, 1 mg/l kyseliny 1-naftyloctové kyseliny a gelrit 1 g/l) a kalus byl
dale udrzovan na modifikovaném Murashige-Skoog mediu II (obsahujicim 30 g/l sacharosy,
0,2 mg/l kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové, gelrit 1 g/l). Subkultivace probihala jednou za
mésic. Suspenzni kultura byla pfipravena roztiepanim vysSe uvedené¢ho kalusu v kapalném
modifikovaném Murashige-Skoog mediu II (bez gelritu). Pro experimenty byla pouZita
kultura zaloZena ptenesenim 5 ml rozttepaného kalusu do 15 ml cerstvého Murashige-Skoog
media II.

Test viability a stanoveni hustoty suspenze

Vzorek kultury doplnény Cerstvym mediem na objem 50 pl byl inkubovéan 5 min pfi
pokojové teploté s FDA (1 pgml') a PI (20 pg.ml™")?. Zastoupeni zivych (zelend
zbarvenych) a mrtvych (Cervené zbarvenych) bunck bylo vyhodnoceno pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus AX 70) vybavenym pro Sirokopasmovou UV excitaci
(kostka U-MWU). Hustota suspenze (pocet bunck na ml suspenze) BY-2 byla stanovena
mikroskopicky pfimym pocitanim pomoci Fuchs—Rosenthalovy komirky.

Stanoveni aktivity intracelularnich esteras

Kultura cibule (1 ml) a kultura tabaku (0,2 ml) byla sklizena 10 min. centrifugaci pti
360 g a 20 °C. Shluky ESE byly odebrany z pevného media. Suspenze bakterii (1 ml) byla
sklizena centrifugaci pfi 2000 g a 20 °C. Ziskana biomasa byla dvakrat promyta extrakénim
pufrem (250 mM fosfat, pH 8,7). Veskerd biomasa byla uchovavéana pii —20 °C. VSechny
vzorky byly po rozmrazeni doplnény na celkovy objem 1 ml resp. 0,2 ml v ptipad¢ cibule
extrakénim pufrem a desintegrovany ve sklenéném pistovém homogenizatoru (Kavalier,
Ceska republika) ulozeném v ledové lazni po dobu 10 min. K bakteridlni biomase bylo
ptiddno 100 pl extrakéniho pufru a cca 1/5 celkového objemu sklenéného prachu (velikost
¢astic 25 pum, Ultrasonic). Smés byla po 20 min. intenzivné protfepavana na vortexu pii 4 °C
a pak byla umisténa v ledu do ultrazvukové ldzn¢ po dobu 20 min. Ziskané rostlinné a
bakterialni homogenaty byly centrifugovany (10 000 g, 15 min, 4 °C). Alikvot supernatantu
byl pfidan do reakéni smési obsahujici fostatovy pufr (250 mM, pH 8,7) a 5 uM FDA, jehoz
zasobni roztok v bezvodém acetonu byl uchovavan v uzavienych nadobkach pii —20 °C.
Mnozstvi acetonu v reakéni smési neptekroCilo 1% (v/v). Po 15 minutové inkubaci



v termostatu pii 35 °C byla zmétena fluorescence (RF-551, Shimadzu Scientific Instruments
Inc., USA) — excitace 490 nm / emise 514 nm.

Aktivita esteras v IU (jedna mezinarodni jednotka uvolni pii vySe uvedenych
podminkach 1 umol fluoresceinu za minutu) byla pfepocitana na relativni hodnoty, kdy 100
% predstavuje nejvyssi namétenou aktivitu v daném experimentu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Esterasy jsou enzymy vykazujici nizkou substratovou specifitu'. V nasi praci jsme
jako substrat zvolili fluoresceindiacetat (FDA)*, kterym lze stanovit esterasy”. Fluorescein,
ktery zFDA vznika pusobenim esteras (Obr. 1), byl detekovan spektrofluorimetricky.
Nejdiive jsme se zabyvali detekci intracelularnich esteras v bunééné suspenzi tabaku linie
BY-2, ktera je povazovana za jeden ze zakladnich rostlinnych modelovych systémi v biologii
rostlin'’. Detekéni limit fluoresceindiacetitového stanoveni esteras predstavuje ekvivalent
jednotek zivych bunék BY-2. Diky vysoké citlivosti metody bylo mozné pouzit malé
mnozstvi vzorku bunécné suspenze (200 pl). Studovali jsme moznost, zda lze data ziskana
meétenim aktivity intracelularnich esteras vyuzit ke konstrukei ristové kiivky a nahradit tak
casové narocné piimé pocitdni bunék pomoci Fuchs-Rosenthalovy komirky. Ze suspenze
byly v danych Casech odebirdny vzorky pro stanoveni Zivotnosti, bunéné hustoty (pocet
bunck na ml suspenze) a aktivity intraceluldrnich esteras. Rustova kiivka byla sestavena na
zakladée poctu zZivych bunék (celkovy pocet bunék x Zivotnost) v 1 ml suspenze a namétenych
aktivit intracelularnich esteras. Pfimé pocitani vykazuje experimentalni chybu az 20 %.
Naproti tomu vyuziti intracelularnich esteras umoznilo vyznamné snizeni experimentalni
chyby (kolem 6%) a ziskana kiivka je v dobré korelaci s pfimym pocitanim bun€k. Abychom
provéfili zda intracelularni esterasy ptredstavuji vhodny ukazatel vyuzitelny pro konstrukci
rustové kiivky, byla sledovéna aktivita intracelularnich esteras konstantniho mnozstvi zivych
bunék v riznych ¢asech kultivace. Na rozdil od buné¢éné suspenze tabaku ptedstavuje kultura
tvofend shluky somatickych embryi na pevném mediu zna¢né heterogenni systém. Rustové
ktivka byla sestavena na zaklad¢ ploch shlukti ESE zjisténych pomoci pocitatové analyzy
obrazu'’. Na dvou diametralné odlisnych, dobfe experimentalné definovanych rostlinnych
systémech jsme provéfili, ze intracelularni esterasy mohou byt vyuzity pro ur€eni ristové
ktivky. Proto jsme se pokusili ovefit metodiku stanoveni aktivity intracelularnich esteras na
suspenzni kulturu cibule kuchynské. Nami vypracovand metoda stanoveni aktivity esteras
umoznila ze ziskanych experimentalnich dat sestavit rdstovou kiivku suspenzni kultury
cibule.

Stanoveni intraceluldrnich esteras v jednotlivych bunkach

Viabilita bunééné suspenze byla vedle mikroskopického pocitani zivych bunék (barveni
pomoci fluoresceindiacetatu a propidiumjodidu) stanovena na zaklad¢ aktivity intracelularnich esteras.
Jako substrat esteras byl pouzit fluoresceindiacetat. Stanoveni esteras bylo optimalizovano pro
bunécny extrakt tabaku linie BY-2. Byly nalezeny tyto optimalni parametry: Prostfedi pro enzymovou



hydrolyzu fluoresceindiacetatu bylo tvoreno 1 M fosfatovym pufrem o pH 8,75. Reakcni smés byla
inkubovana pfi teplot¢ 45°C po dobu 15 minut. Limit detekce ptedstavoval aktivitu esteras
odpovidajici 1,5 bunkam tabaku linie BY-2. Navic byla metoda aplikovana na analyzu jednotlivych
bunéénych protoplasti. Pomoci tohoto postupu bylo mozné studovat zmény aktivity esteras
v jednotlivych buiikach.

Obr 1.: Stanoveni intracelularnich esteras: Schema reakce (A). Vliv pH (Ba) a koncentrace
(Bb) fosfatového pufru, teploty (Bc) a doby inkubace (Bd, kfivka I: intenzita signalu, krivka Il
koncentrace fluoresceindiacetatu). Schema zpracovani vzorku (C).
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ZAVER

Z vyse uvedeného vyplyva, ze esterasy mohou slouzit jako vhodny univerzalni marker
pro stanoveni rastovych charakteristik bunck, jak eukaryotickych, tak prokaryotickych.
Znacnou vyhodu pfedstavuje fakt, Ze se do stanoveni aktivity intracelularnich esteras
promitnou pouze zivé bunky, tedy takové které pfispivaji k rastu kultury a eventuelné
produkuji biotechnologicky vyznamné metabolity. V piipadé rostlinnych bunécnych suspenzi
1ze pomoci stanoveni esteras nahradit pfimé pocitani bunék, které je Casoveé znacné narocné a
neptesné. Esterasy lze dokonce vyuzit i tam, kde z divodu piitomnosti velkych shluka bunék
neni piimé pocitdni mozné. Navic nami navrhnutd metodika umoznuje analyzovat jednotlivé
bunky.
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