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Vysoce ucinna kapalinova chromatografie
jako nastroj pro detekci fytochelatin syntazy
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Fytochelatiny (PCs) jsou post-translacné syntetizované po-
lythioly, hrajici duleZitou roli v detoxikaci tézkych kovli. Poprvé
byly popsany v kvasince Schizosaccharomyces pombe a dale
pak v rostlinich a fasiach. Cela rodina fytochelatinu se skldda
z dipeptidické repetice y-Glu-Cys, kterd se mize opakovat 2—11x
(nejcastéji ale 2-5x%) a je zakoncena aminokyselinou Gly. Existuji
i strukturni analogy pfitomné pouze v urcitych organismech,
které maji misto Gly jinou aminokyselinou (Ala, Ser a Glu),
nebo nejsou terminoviny tieti aminokyselinou vibec. Takové
latky se oznacuji desglycin fytochelatiny (Des-Gly-PC). PCs jsou
neribozomalné enzymaticky syntetizovany z glutathionu pomoci
fytochelatin syntetazy (PCS). Cilem piedklddané price bylo opti-
malizovat snadnou pfipravu vzorku s ndslednou detekci pomoci
vysoce ucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou
detekci (HPLC-ED) pro stanoveni fytochelatinti v rostlinnych
pletivech jako nového ukazatele aktivity fytochelatin syntdzy.

Materidl a metody

HPLC-ED systém se sklddd ze dvou chromatografickych
pump a chromatografické kolony s reverzni fazi Zorbax eclipse
AAA C18 (150 X 4,06; velikost astic 3,5 um, Agilent Technologies,
USA). K detekci jsme pouzili elektrochemicky dvanicti-kandlovy
detektor. Vzorek (20 pl) byl injektovan automaticky pomoci au-
tosampleru. Kolona byla termostatovdna na 30 °C. Pro stanoveni
aktivity PCS bylo odebirdno 200 mg suspenze tabakovych bunék
BY-2. Buiiky byly promyty 20 mM fosfitovym pufrem (pH 7,5)
a ve stejném pufru a prostfedi 1 mM dithiothreitolu homogeni-
zovany pomoci pistového homogenizatoru (10 min, na suchém
ledu). Nasledné byly homogenaty centrifugovany pii 14 000 g,
15 min, 4 °C. Potom byl k 100 pl supernatantu pfiddn substrat
enzymové reakce (100 mM redukovany glutation — GSH) a kov
pro aktivaci enzymu (50 pM Cd(NO;),). Takto nachystané vzorky
byly 15 minut inkubovany pfi teploté 35 °C. Po pfidani 20 pl
30% 5-sulfosalycilové kyseliny byla enzymova reakce ukoncena.

Vysledky a diskuse

Schopnost rostliny piezit v prostfedi kontaminovaném tézky-
mi kovy zahrnuje spusténi fady biochemickych procest, od se-
lektivniho pifjmu anorganickych litek z pady az po intracelularni
mechanismy obrany. Jednim z hlavnich obrannych mechanismu
je syntéza na cystein bohatych rostlinnych peptidti zvanych
fytochelatiny. Pro jejich identifikaci a kvantifikaci jsou vyvijeny
a optimalizoviany metody vysoce G¢inné kapalinové chromato-
grafie s riznymi typy detekce. Diky vysokému obsahu thiolové
skupiny jsou velmi vyhodné detektory elektrochemické. V nasi
praci jsme se zaméfili na aplikaci vysoce ucinné kapalinové
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chromatografie s elektrochemickou detekci pro stanoveni fyto-
chelatinu (PC,, PC;, PC; a PCs) a dvou dalsich vyznamnych thiolo-
vych sloucenin, redukovaného (GSH) a oxidovaného glutationu
(GSSG). Aktivita PCS byla sledovana v homogendtu pfipraveném
z bunék suspenzni kultury tabaku (Nicotiana tabacum cv. BY-2).
Tabdkové burnky byly kultivovany tfi dny v Murashige-Skoog-
médiu, které obsahovalo 0, 5 a 10 pM Cd(NO3),. Po ukonceni
kultivace bylo stanoveno mnozstvi fytochelatinu v homogenatu
bunék (pfiprava homogenitu viz. sekce Materidl a metody). Dile
jsme v téchto homogenatech aktivovali PCS. Je znamo, Ze -SH
skupinu obsahujici peptidy mohou béhem pfipravy a analyzy
redalného vzorku oxidovat za vzniku disulfidickych -S-S- skupin.
Z redukovanych forem peptidu, jako je GSH, vznikaji béhem
piipravy vzorku konjugity GSSG, ¢imz se sniZuje koncentrace
stanovovanych redukovanych peptidu. V piipadé, Ze peptid
obsahuje vice —SH skupin jako fytochelatin PC,, mohou navic
kromé PC-konjugatt vznikat intramolekularni disulfidické vazby.
Chromatograficky zdznam homogenatu piipraveného z buné¢k
kultivovanych 3 dny v médiu obsahujici 5 pM Cd(NO,), jasné
ukazuje narust koncentrace detekovanych fytochelatin®i. Aktivita
enzymu byla urCoviana jako ekvivalent syntetizovaného fyto-
chelatinu PC, v aktivovaném homogenatu oproti homogenatu,
ktery aktivovan nebyl. Z analyzy bunék, které byly ovlivnény
piidavkem Cd(NO3), vyplyvi, Ze koncentrace fytochelatinu PC,
narustd v zavislosti na zvysujici se koncentraci kovu v kultivac-
nim médiu a aktivita PCS zustava bez ohledu na to, zda byl do
média pfidin Cd(NOy),, pfibliZzné na stejné Grovni, coZ svédci
o funk¢nosti PCS enzymatického aparatu bunky i v pfitomnosti
toxickych ionti kadmia v pribéhu kultivace bunék.
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Phytochelatins are sulphur-rich peptides able to detoxify heavy
metals. Their synthesis is catalyzed by the enzyme called phyto-
chelatin synthase. In this study, we used high performance liquid
chromatography with electrochemical detection (HPLC-ED) for
sensitive determination of phytochelatins and phytochelatin synthase
activity. Chromatographic conditions were optimized. Phytochelatin
synthase activity was determined in homogenate prepared from
cell suspension cultures of tobacco (Nicotiana tabacum cv. BY-2).
The enzyme was induced by 50 pM Cd(NOj),. As a substrate,
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we used 100 mM reduced glutathione (GSH). Enzyme activity
was determined as the equivalent of synthesized phytochelatins
after an incubation lasting 15 minutes. Phytochaltins were detected
in the reaction mixture by HPLC-ED. The results obtained show that
the optimized HPLC-ED method is suitable not only for detection
of low concentrations of phytochelatins, but also for determination
the activity of phytochelatin synthase.

Key words: glutathione, phytochelatins, phytochelatin synthase, high per-
formance liquid chromatography with electrochemical detection (HPLC-ED).

Kontaktni adresa — Contact address:

doc. Ing. René Kizek, Ph. D., Mendelova univerzita, Ustav chemie a biochemie,
Zemédélska 1, 613 00 Brno, Ceska republika; e-mail: kizek@sci.muni.cz



