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Uvod

Esterasy katalyzuji hydrolytické §tépeni molekul jed-
noduchych esterti obsahujicich kratké uhlikaté fetézce'.
V rostlinnych buiikach a pletivech se ucastni mnoha bio-
chemickych d&ja, napt. vystavby bundéné stény?, degrada-
ce n&kterych xenobiotik®* a signalnich procest’. Na rozdil
od mikrobialnich' nejsou rostlinné esterasy pouzivany jako
biokatalyzatory v organické syntéze. Nicmén¢ z vySe uve-
den¢ho vyplyvd, zZe predstavuji znacny potencial
pro rostlinné biotechnologie °'°. Diky své souvislosti
s bunéénym metabolismem slouzi esterasy jako ukazatel
zivotaschopnosti'' ™. Kromé& toho n&které prace upozorni-
ly na fakt, Ze aktivita intracelularnich esteras bunécné sus-
penze je pfimo imérna poétu zivych bungk'>™'°. Cilem této
prace bylo vyuzit intracelularni esterasy jako ukazatele
hustoty Zivych bun&k v nékolika experimentalnich systé-
mech a vyuzit ziskana data pro konstrukci rastové kiivky.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a pfistroje

Pokud neni uvedeno jinak, byly pouzity chemikalie
dodané firmou Lachema Neratovice (CR) v &istoté p.a.
Fosfatové pufry byly pfipraveny z hydrogen- a dihydro-
genfosfore¢nanu draselného. Jejich pH bylo upraveno po-
moci KOH. Fluoresceindiacetait (FDA) byl zakoupen
u firmy Sigma Aldrich Chemical Corp. (USA). Pouzivan
byl jeho roztok v bezvodém acetonu. Na kultivac¢ni media
byly pouzity chemikalie dodané firmou Duchefa Bioche-
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mie BV (Nizozemi). Media a roztoky byly pfipraveny
rozpusténim piisluSnych latek v deionizované vod¢
(18,2 MW, Iwa 20, Watek, CR).

Veskeré centrifugace byly provedeny na centrifuze
MR 22 (Jouan, USA). Fluorescence byla méfena fluorime-
trem RF-551 (Shimadzu Scientific Instruments Inc., USA).

Biologicky materiéal

Bunécna suspenze BY-2

Bunécna suspenze tabaku (Nicotiana tabacum) linie
BY-2 byla udrzovana v tekutém mediu podle Murashiga
a Skooga'® modifikovaném podle Nagaty'’. Suspenze
(20 ml) v 50 ml Erlenmeyerovych bankach byla umisténa
na tfepacce (Kithner Shaker LT-W, Adolf Kiihner AG,
Svycarsko) pii 27 £ 1 °C a 135 ot min™' ve tm&. Subkulti-
vace probihala dvakrat tydné. Pro experimenty byla pou-
zita kultura zaloZena z 1 ml inokula.

Rana somaticka embrya (ESE) smrku ztepilého klon 2/32
ESE smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.) byla
kultivovana na polotuhém mediu'® modifikovaném podle
autort'’. Kolonie slozené z mnoha ESE byly umistény na
povrchu media ve 100 mm Siroké Petriho misce. Kultura
byla udrZzovéana ve tmé pfii teploté 23 + 2 °C. Subkultivace
byla provadéna po dvou tydnech. Pro ucely experimentl
byla kultura sledovana béhem jednoho tydne od zalozeni.
Rist kultury ESE byl sledovan pocitacovou analyzou obra-
zu'?. Pocet ESE ve vzorku byl zjistovan na zakladé empi-
rické korelace: 1 mg biomasy odpovida 15 ESE (cit.'?).

Suspenzni kultura cibule

Kalus cibule kuchyniské (Allium cepa L.) byl odvozen
na VFU v Brné z baze cibule na mediu podle Murashiga
a Skooga modifikovaném (medium I) 30 g I sacharosy,
0,2 mg 1™ kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové, 1 mg 1™ ky-
seliny 2-naftyloctové a 1g1™" gelritu (nédhrazka agaru).
Dale byl udrzovan na mediu podle Murashiga a Skooga
modifikovaném (medium II) 30 g 1" sacharosy, 0,2 mg 1!
kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové a 1 g 17! gelritu. Subkul-
tivace probihala jednou za meésic. Suspenzni kultura byla
pfipravena  roztiepanim  vySe uvedené¢ho  kalusu
v kapalném mediu II (bez gelritu). Pro experimenty byla
pouzita kultura zalozena pfenesenim 5 ml roztfepaného
kalusu do 15 ml ¢erstvého media II.

Bakterialni kultury

Kultury bakterii Escherichia coli CCM 3954, Staphy-
lococcus aureus CCM 2022 a Staphylococcus epidermidis
CCM 4418 byly udrzovany na Sikmych masopeptonovych
agarech pri 37 °C ve tmé. Z agaru byly pfeneseny do 20 ml
kapalného media (16 g I" trypton, 10 g 1" kvasniny ex-
trakt a 5 g I"' chlorid sodny). Po 24 h kultivace ve tm& na
tepacce pi 37 °C a 100 ot min~' byl zaloZen experiment
pfenesenim 100 ml inokula do 20 ml Cerstvého media.
Kapalné kultury byly charakterizovany prostiednictvim
absorbance pti 600 nm (ODggg) (cit.2%?h.
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Test Zivotaschopnosti
a stanoveni hustoty suspenze

Vzorek kultury doplnény Cerstvym mediem na objem
50 ml byl inkubovén 5 min pfi pokojové teploté¢ s FDA
(1 mg.ml™") a PI (20 mg.mI™")*%. Zastoupeni Zivych (zelen&
zbarvenych) a mrtvych (Cervené zbarvenych) bunék bylo
vyhodnoceno fluorescenénim mikroskopem (Olympus
AX 70) vybavenym pro Sirokopasmovou UV excitaci
(sestava filtra U-MWU). Hustota suspenze (pocet bunék
na ml suspenze) BY-2 byla stanovena mikroskopicky pfi-
mym pocitanim ve Fuchsové-Rosenthalové komirce.

Stanoveni aktivity
intracelularnich esteras

Kultura cibule (1 ml) a kultura tabaku (0,2 ml) byla
sklizena 10 min centrifugaci pfi 360 g a 20 °C. Shluky
ESE byly odebrany ztuhého media. Suspenze bakterii
(1 ml) byla sklizena centrifugaci pii 2000 g a 20 °C. Ziska-
na biomasa byla dvakrat promyta extrakénim pufrem
(250 mM fosfat, pH 8,7). Veskera biomasa byla uchovava-
na pii —20 °C. Vzorky byly po rozmrazeni doplnény na
celkovy objem 1 ml (0,2 ml u cibule) extrakénim pufrem
a desintegrovany ve sklenéném pistovém homogenizatoru
(Kavalier, CR) ulozeném v ledové lazni po dobu 10 min.
K bakterialni biomase bylo ptidano 100 pl extrakéniho
pufru a cca 1/5 celkového objemu sklenéného prachu
(velikost ¢astic 25 mm, Ultrasonic). Smés byla po 20 min
intenzivné promichavana na tiepacce (1400 ot min™") pfi
4 °C a pak byla umisténa v ledu do ultrazvukové 1azné na
dobu 20 min. Ziskané rostlinné a bakteridlni homogenaty
byly centrifugovany (10000 g, 15 min, 4 °C). Alikvot
¢irého extraktu byl pfiddn do reakéni smési obsahujici
fosfatovy pufr (250 mM, pH 8,7) a 5 mM FDA, jehoz za-
sobni roztok vbezvodém acetonu byl uchovavan
v uzavienych nadobkach pfi —20 °C. Mnozstvi acetonu
v reakéni smési neptekrocilo 1% (v/v). Po 15minutové
inkubaci v termostatu pfi 35 °C byla zmétena fluorescence
— excitace 490 nm / emise 514 nm.

Aktivita esteras v IU (jedna mezinarodni jednotka

fluoresceindiacetat
fluorigenni substrat

hydrolyza

pH>7,0
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uvolni za vyse uvedenych podminek 1 pmol fluoresceinu
za minutu) byla prepo€itdna na relativni hodnoty, kdy
100 % predstavuje nejvyssi naméfenou aktivitu v daném
experimentu.

Vysledky a diskuse

Esterasy jsou enzymy vykazujici nizkou substratovou
specifitu’. V tabulce 1 jsou uvedeny vybrané substraty
bézné vyuzivané pro detekci esteras. V naSi praci jsme
jako substrat zvolili fluorescein-diacetat (FDA)***. Fluo-
rescein, ktery z FDA vznikd pusobenim esteras (obr. 1),
byl detegovan spektrofluorimetricky. Excitacni i emisni
pas fluoresceinu lezi ve viditelné oblasti svétla (Aex 490 nm
a Aem 514 nm), takze bylo mozné provadét detekci v bézné
dostupnych plastovych kyvetach. Jistou nevyhodu predsta-
vuje znacnd rychlost samovolné hydrolyzy FDA pfi
pH > 9,0 (data neuvedena).

Nejdrive jsme se zabyvali detekci intracelularnich
esteras v bunécné suspenzi tabaku linie BY-2, ktera je
povazovana za jeden ze zakladnich rostlinnych modelo-

Tabulka I
Substraty pouzivané pro stanoveni esteras

Substrat Zpusob detekce Lit.

Ethyl-butyrat alkalimetricky 28

Estery 1- a 2-naftolu spektrofotometricky 28,29

a alifatickych karboxylo-

vych kyselin (C2-C4)

Estery 4-nitrofenolu spektrofotometricky 30,31

a alifatickych karboxylo-

vych kyselin (C2—-C18)

Fluorescein-diacetat spektrofotometricky 14,15,
i spektrofluorimetricky 23

4-Methylumbelliferyl- Spektrofluorimetricky 28

acetat

fluorescein

intenzivni zelena fluorescence,
spektrofluorimetricka detekce:
Lexcitace = 490 NM, Aepise = 514 nm

Obr. 1. Schéma reakce; fluorescein-diacetat je esterasami konvertovan na fluorescein, ktery pii pH > 7,0 vykazuje intenzivni fluorescen-

ci; Ac —acetat
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Obr. 2. Aktivita intracelularnich esteras bunééné suspenze tabaku linie BY-2 a kultury ranych somatickych embryi smrku ztepilé-
ho (ESE); a — rlstova kiivka bunécné suspenze BY-2 stanovena na zakladé mikroskopického pocitani bunék a aktivity intracelularnich
esteras. Vlozeny snimek ukazuje buitky BY-2. Usecka predstavuje 50 mm; b — riistova kiivka kultury ESE stanovena na zékladg pocita-
Sové analyzy obrazu a aktivity intracelularnich esteras. Vlozeny snimek ukazuje shluk ESE na mediu. Usetka piedstavuje 1 mm; ¢ —
aktivita intracelularnich esteras 10° Zivych bundk BY-2 v zavislosti na kultivaéni dobg; d — aktivita intracelularnich esteras 100 ESE
v zavislosti na kultiva¢ni dob¢; 100 % aktivity intracelularnich esteras predstavuje: 0,002 mezinarodnich jednotek (IU) na 1 ml bunécné
suspenze (a), 0,0004 IU (b), 4,5'10° IU (c) a 1,8°'107° IU (d); experimentalni body piedstavuji priimémou hodnotu tfech méfeni + SD;
RA — relativni aktivita intracelularnich esteras, # — doba kultivace

vych systémt v biologii rostlin'”. Morfologie BY-2 bunék
je ukazana ve vlozeném obrazku 2a. Aktivita intracelular-
nich esteras byla stanovena v bunécném extraktu. Detekéni
limit stanoveni esteras s FDA jako substratem ptedstavuje
ekvivalent 800 zivych bunék BY-2. Diky vysoké citlivosti
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metody bylo mozné pouzit malé mnozstvi vzorku bunécné
suspenze (200 pl). Studovali jsme moznost, zda lze data
ziskana métenim aktivity intracelularnich esteras vyuzit ke
konstrukci rustové kiivky a nahradit tak Casové ndrocné
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Obr. 3. Aktivita intracelularnich esteras suspenze cibule a bakterialnich kultur; a — snimek kalusu (I) cibule kuchynské (usecka
predstavuje 3 mm) a rlistové kiivka suspenze cibule stanovend na zéklad¢ intracelularnich esteras (II); b — ristova kiivka bakteridlnich
kultur S. aureus CCM 2022, ¢ — rlstova ktivka bakterialnich kultur S. epidermidis CCM 4418, d — rustova kiivka bakterialnich kultur
E. coli CCM 3954 stanovena pomoci absorbance pfi 600 nm a intracelularnich esteras; 100 % aktivity intracelularnich esteras predstavu-
je: 5,9.107° mezinarodnich jednotek (IU) na 1 ml bun&éné suspenze (a), 4,5.10° U (b), 8,6.107° IU (c) a 7.107 IU (d); RA — relativni

aktivita intracelularnich esteras, t — doba kultivace

pfimé pocitani bun¢k ve Fuchsové-Rosenthalové komtrce.
Ze suspenze byly v danych Casech odebirany vzorky pro
stanoveni zivotaschopnosti, hustoty suspenze (pocet buné¢k
na ml suspenze) a aktivity intraceluldrnich esteras. Riisto-
va kiivka byla sestavena na zaklad¢ poctu zivych bunck
(celkovy pocet bun€k X Zivotaschopnost) v 1 ml suspenze
anaméfenych aktivit intracelularnich esteras (obr. 2a).
Piimé pocitani vykazuje experimentalni chybu az 20 %.
Naproti tomu vyuziti intracelularnich esteras umoznilo
vyznamné snizeni experimentdlni chyby (kolem 6 %)
a ziskana kiivka je v dobré korelaci s pfimym pocitanim
bun€k (obr.2a). Abychom provéfili, zda intracelularni
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esterasy predstavuji vhodny ukazatel vyuzitelny pro kon-
strukei rustové kiivky, byla sledovana aktivita intracelular-
nich esteras konstantniho mnozstvi zivych bunék
v riznych ¢asech kultivace. Obr. 2¢ ukazuje, ze se aktivita
intracelularnich esteras konstantniho mnozstvi zivych bu-
nék v prubéhu kultivaéni doby nemeéni. Porovnali jsme
detekci zivych bunék dvojitym barvenim FDA a PI
s méfenim aktivity intracelularnich esteras'>*7. V Zivych
bunkach zptusobuje FDA zelenou fluorescenci, protoze je
schopen proniknout do cytoplazmy, kde je nasledn¢ hydro-
lyzovan esterasami na fluoreskujici fluorescein, ktery jiz
neni schopen difundovat cytoplazmatickou membranou
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zpét. Naproti tomu cCervend fluorescence zpusobena PI
ukazuje, ze buiiky jsou mrtvé, protoze PI je schopen pro-
niknout pouze poskozenou cytoplazmatickou membranou.
Zjistili jsme, zZe ob& metody jsou ve velmi dobré shodg,
¢imz jsme ovérili, ze mnozstvi aktivnich esteras je ptimo
umeérné hustote zivych bunek v suspenzi. Kolisdni namére-
nych hodnot je zpisobeno experimentalni chybou v pocita-
ni bunék.

Na rozdil od bunétné suspenze tabaku predstavuje
kultura tvotend shluky ESE (viz vlozeny obr. 2b) na tuhém
mediu zna¢né heterogenni systém. Ristova kiivka byla
sestavena na zaklad¢ ploch shlukd ESE zjisténych pocita-
govou analyzou obrazu'?. Paralelné byla sledovana Zivo-
taschopnost bungk a aktivita intracelularnich esteras. Zivo-
taschopnost (90 = 7 %) se v priibéhu experimentu nemeni-
la. Aktivita intraceluldrnich esteras rostla soub&ézné
s plochou shlukid ESE (obr. 2b). Abychom provétili vhod-
nost pouziti intracelularnich esteras jako markeru pro kon-
strukci rustové kiivky ESE, byla sledovana aktivita kon-
stantniho mnozstvi ESE. Ta zlstdvala v prib&éhu experi-
mentu konstantni (obr. 2d).

Na dvou diametraln¢ odlisnych, dobfe experimentalné
definovanych rostlinnych systémech jsme proverili, ze
intracelularni esterasy mohou byt vyuzity pro urceni rasto-
vé kiivky. Proto jsme se pokusili ovéfit metodiku stanove-
ni aktivity intracelularnich esteras na suspenzni kultufe
cibule kuchyniské (obr. 3) a u riznych druht bakterii. Nové
odvozena suspenzni kultura cibule je tvofena velkymi
shluky bun¢k v kapalném mediu. Tento charakter kultury
znemoziuje mikroskopické stanoveni hustoty suspenze.
Nami vypracovand metoda stanoveni aktivity esteras
umoznila ze ziskanych experimentalnich dat sestavit rdsto-
vou kfivku suspenzni kultury cibule. Pozorované zavislost
jasn¢ ukazuje exponencialni fazi rastu bunék cibule
v pritbéhu 11denniho experimentu (obr. 3a II).

Na zavér jsme testovali moznost vyuziti intracelular-
nich esteras z bakterialnich kultur. Pro tyto ucely byly
pouzity tfi rozdilné druhy bakterii: Staphylococcus aureus,
S. epidermidis a Escherichia coli. V experimentu byl stu-
dovan rist méfenim ODgyg a aktivity intracelularnich este-
ras. Ve vsech tfech pfipadech korelovala rastova kiivka
stanovena na zédkladé intracelularnich esteras s kiivkou
ziskanou métenim ODggo. Na ziskanych experimentalnich
kiivkach je velmi dobfe pozorovatelna lag, exponencialni
a stacionarni faze ristu. U bakteridlnich suspenzi se pro
stanoveni poc¢tu zivych bun¢k standardné vyuziva kulti-
vacni metoda — Cast suspenze se nanese na tuhé medium
a po fadove desitkach hodin se sleduje vznik kolonii bakte-
rii*!. Naproti tomu stanoveni intracelularnich esteras, které
mize kultivatni metodu nahradit, vyzaduje priblizné
1 hodinu vcetné piipravy vzorku.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze esterasy mohou slouzit
jako vhodny univerzalni marker pro stanoveni ristovych
charakteristik bun¢k jak eukaryotickych, tak prokaryotic-
kych. Zna¢nou vyhodu ptedstavuje fakt, ze se do stanoveni
aktivity intracelularnich esteras promitnou pouze Zivé bun-
ky, tedy takové, které prispivaji k ristu kultury a event.
produkuji  biotechnologicky vyznamné metabolity.
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U rostlinnych bunéénych suspenzi lze stanovenim esteras
nahradit pfimé pocitani bunck, které je casové znacn¢ na-
ro¢né a nepresné. Esterasy lze dokonce vyuzit i tam, kde
kvuli ptitomnosti velkych shlukd bun¢k neni pfimé pocita-
ni mozZné.

Prace byla financovana z dlouhodobého zaméru Ag-
ronomické fakulty MZLU ¢& 4321 00001, FRVS 180/2004,
GACR ¢ 525/04/P132, 3/2004 IGA MZLU, IGA FaF VFU
1G342012 a grantu Ndrodniho vyzkumného centra
LNO0A0SI.

Seznam zkratek a symbola

BY-2  kultura tabaku (linie Bright Yellow 2)
FDA fluorescein-diacetat

PI propidium-jodid

1 mezinarodni jednotka

ESE rana somaticka embrya smrku ztepilého
ODgyy  absorbance pii 600 nm
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Esterases show a great potential in plant biotechno-
logy. In this article we report a simple method for assess-
ment of their activity using fluorescein diacetate. The
method was applied to cell suspension cultures of tobacco
BY-2 line, a culture of early somatic embryos of Norway
spruce on a semisolid medium and to a suspension culture
of onion. We demonstrated that the intracellular esterases
can be used for construction of growth curves of the above
mentioned cultures. In addition, we tested the method on
suspension cultures of onion and bacteria.
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POKROKY V ORGANICKE, BIOORGANICKE
A FARMACEUTICKE CHEMII — ,,LIBLICE 2005¢

Sportovni Centrum Nymburk, 18.—20. listopadu 2005

Vazeni kolegové,

Odborné skupina organické, bioorganické a farmaceutické chemie Ceské spoleénosti chemické si Vas
dovoluje pozvat na tradi¢ni forum ceskych a slovenskych chemikti. Vedle zvanych hlavnich prednasek
(40+5 min) a (25+5 min) budou tvorit napli konference kratkd ptivodni sdéleni (10+5 min) a postery
(0,85 x 0,85 m). Tématika téchto prispévkl nemusi navazovat na vyse uvedené referaty. Vitana jsou
sdéleni z oblasti, které lezi na hranici okruhu témat vytcenych ndzvem konference. Podrobnosti a for-
mulare naleznete na webové strance nasi odborné skupiny, http://uoch.vscht.cz/orbifachos/. Uzavérka
prihlasek a abstrakti je 5. zari 2005. V pripadé€, ze nemate pristup k e-mailu nebo budete potiebovat
dalsi informace, kontaktujte, prosim, organizatory konference, prof. Pavla Drasara, tel. 220 444 283,
fax 233 339 990, e-mail Pavel.Drasar@vscht.cz, nebo doc. Jaroslava Kvicalu, tel. 220 444 242,

fax 220 444 278, e-mail kvicalaj@vscht.cz.
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