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Uvod

Podstatnou ¢ast biologickych membran tvofii fosfolipidy, jejichz funkce ve vysSich
rostlinach zahrnuji mimo jiné zakotveni membranovych proteint, modifikaci mastnych
kyselin, aktivaci enzymil a zprostiedkovani signalnich kaskad (Chapman 1998).

Prenos signalu pfes membranu spociva obvykle v zachyceni signalu receptorem
na povrchu membrany. Transmembranova signalizace probiha ovlivnénim propustnosti
iontovych kanalii nebo pomoci kinasovych receptord a receptort, jez aktivuji efektorové
enzymy, které nasledn¢ produkuji intraceluldrni druhé posly. Ti mohou byt odvozeni
napf. od membranovych komponent. Druzi poslové nesou informaci k dal$im ciltiim,
napftiklad ke kinasam, které aktivuji dalsi kaskadu reakci (Munnik et al. 1999).

V ptipad¢ fosfolipidové signalni drahy jsou membranovymi komponentami fosfo-
lipidy a efektorovymi enzymy fosfolipasy, fosfatasy a kinasy. Tyto enzymy a produkty
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jejich reakei jsou organizovany do slozitého systému, schopného specificky reagovat na
ruzné extracelularni podnéty. Produkty hydrolysy fosfolipasami se mohou stat reaktanty
pro dalsi reakci jako v ptipad¢ kyseliny fosfatidové (PA), kterd mtize byt dale pfeménéna
fosfolipasou A, na kyselinu lysofosfatidovou nebo fosfatasou na diacylglycerol (DAG).
Zavedenim dalsiho fosfatu do molekuly PA za katalysy kinasou vznika v rostlindch nové
identifikovany fosfolipid, diacylglycerolpyrofosfat (DGPP) (Munnik et al. 1999). Celko-
vé schéma fosfolipidového signalniho systému je uvedeno na obr. 1.

V poslednim desetileti se, vzhledem k vysoké citlivosti a komerénimu zpfistupnéni,
rozsitilo pouzivani fluorescencné znacenych fosfolipidlii pro stanoveni aktivit fosfolipas
in vitro 1in situ. Detekce fosfolipidd nesoucich fluorescencni znacku BODIPY (4,4-di-
fluoro-3a,4a-diasa-s-indacen, firmy Molecular Probes) se objevuje v nékolika studiich se
zaméfenim zejména na fosfolipasu A, (Paul eral. 1998, Scherer et al. 2000). Zadna
z praci se vSak nevénuje fosfolipidovému signalnimu systému jako celku. Nasim cilem
bylo zavedeni metody, ktera by dovolovala sledovat aktivity hlavnich fosfolipas pomoci
stanoveni vznikajicich fluorescencné znacenych produktl a nasledné tak usuzovat na
mozné interakce mezi jednotlivymi fosfolipasami, tvoficimi komplexni sit’ fosfolipido-
vého signalniho systému.

Podstata metody

Metoda stanoveni fosfolipasovych aktivit in situ je zalozena na inkorporaci fluores-
cen¢n¢ znac¢eného substratu BODIPY -fosfatidylcholinu (BPC) (Paul et al. 1998) (obr. 2),
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Obr. 1. Fosfolipidovy signalni systém. DAG - diacylglycerol, DGPP - diacylglycerolpyrofosfat,
IP; - inositol-1,4,5-trisfosfat, JA - kyselina jasmonova, LPC - lysofosfatidylcholin, MK - mastné
kyseliny, PA - kyselina fosfatidova, PC - fosfatidylcholin, PIP, - fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat,
PC-PLC-fosfatidylcholin-specifickd fosfolipasa C, PI-PLC - fosfatidylinositol-specificka fosfo-
lipasa C, PLA, - fosfolipasa A,, PLD - fosfolipasa D. (Upraveno podle Munnik et al. 1999).
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do bunék suspenznich kultur tabaku BY-2 a VBI-0. S vyhodou byly pouzity tii rizné ty-
py fluorescencné znacenych substrati, liSicich se umistnénim fluorescen¢ni znacky v mo-
lekule; timto se docili rozpoznani vSech hlavnich produktt reakei katalyzovanych fosfo-
lipasami (tab. 1) (Pejchar 2002).

VétSina procesi spojenych s prenosem signalti fosfolipidovou signalni drahou probiha
v plasmatické membran¢. Nezbytnym piedpokladem pro vyuziti fluorescenéné znacenych
substratt ke studiu téchto drah in situ je tedy jejich zaclenéni do membrany.

Po oSetfeni uc¢innymi latkami jsou produkty reakci extrahovany do organické faze
a analyzovany tenkovrstevnou chromatografii.
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Obr. 2. Struktura eth-BODIPY -fosfatidylcholinu (eth-BPC). Fluorescen¢ni znacka v poloze sn-1,
etherova vazba.

Tab. 1 Produkty vzniklé hydrolyzou jednotlivych fluorescenénich substrati.

. : ‘o neznacené
typ substratu fosfolipasa produkty s fluorescencni znackou produkty
eth-BPC PLA1 nestepi nestépi
(fluorescenéni znacka ~ PLA2 lysofosfatidylcholin mastna kyselina
v poloze sn-1, PLC diacylglycerol fosfocholin
etherova vazba) ) . .
PLD kys. fosfatidova cholin
B-BPC PLA1 lysofosfatidylcholin mastna kyselina
(ﬂuorescenéni znacka PLA2 mastna kyselina lysofosfatidylcholin
v poloze Sﬂf» PLC diacylglycerol fosfocholin
esterovd vazba) PLD kys. fosfatidova cholin
bis-BPC PLA1 lysofosfatidylcholin, mastna kyselina X
(fluorescenéni znatka  PLA2 lysofosfatidylcholin, mastna kyselina X
v poloze s’n—l isn-2, PLC diacylglycerol fosfocholin
esterova vazba) o .
PLD kys. fosfatidova cholin
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Chemikalie, pristroje a rostlinny material

Chemikalie:
ethanol (Merck), glycin (Aldrich), chloroform (Merck), inositol (Sigma), hydrolyzat ka-
seinu (Sigma), kys. 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Sigma), kys. a-naftyloctova (NAA)
(Sigma), kys. nikotinova (Sigma), MES (Sigma), methanol (Merck), MS (Murashige,
Skoog) smés obsahujici KNO; a NH4NO; (Sigma), pyridoxin (Sigma), SDS (Pharmacia
Biotech), sodna siil kyseliny ethylendiamintetraoctové (Na,EDTA) (Sigma), thiamin
(Sigma), Triton X-100 (Aldrich), ostatni bézné pouzivané chemikalie Cistoty p.a.

Fluorescencni substraty BODIPY -fosfatidylcholin:
eth-BPC (Molecular Probes, D-3771), f-BPC (Molecular Probes, D 3792), bis-BPC
(Molecular Probes, B-7701).

Enzymy:
fosfolipasa A, z vceliho jedu (Apis mellifera) (Sigma P-9279), fosfolipasa C z Bacillus
cereus (Sigma P-6135), fosfolipasa D z kapusty, typ IV (Sigma P-8398).

Rostlinny material:
bunécné liniekultury tabdku BY-2 (Nagata ef al. 1992) a VBI-0 (Opatrny a Opatrna
1976), odvozené z Nicotiana tabacum L., cv. Bright Yellow 2, resp. Virginia Bright
Italia. Ob¢ linie byly udrzovany jako suspenzni kultury pasadzovanim v tydennim
intervalu. Linie BY-2 byla pasdZzovana v poméru 1:12,5 (8 ml inokula o hustoté
priblizng 2 x 10° bundk.ml'do 100 ml Gerstvého média). Slozeni média a vysledné
koncentrace: zakladni MS smés (4,492 g.I'"), KH,PO, (0,2 g.I"), sacharosa (30 g.1™),
myoinositol (50 mg.I"), thiamin (1 mg.I"), 2,4-D (0,553 mg.1"), upraveno na pH 5,8
ptidavkem 1M KOH. Linie VBI-0 pak byla pasaZzovana v poméru 1 : 8,3 (hustota
inokula pfiblizné 5 x 10* bunék ml™") do kapalného média dle Heller (1953), doplng-
ného syntetickymi auxiny NAA (1 mg.I") a2,4-D (1 mg.l"). Rast bundk probihal
v Erlenmayerovych bankach pfi 27 °C v temnu. Banky byly umistény na orbitalni
ttepacce (INR-200, Sanyo-Gallenkamp) pii 150 otackach za minutu (pramér otaceni
32 mm).

Ptistroje:
Digitalni kamera Kodak DC120, mikroskop Nikon Eclipse E600, monochromaticka
integrac¢ni kamera COHU 4910, nanéase¢ vzorkt pro TLC CAMAG Linomat IV, orbi-
talni inkubator pro buné¢né kultury Sanyo-Gallenkamp, transiluminator Biometra TI 1,
vakuovy koncentrator pro mikrozkumavky Savant SpeedVac SC100, vymrazovaci
past Heto CT 60E.

Programové vybaveni:
Kodak ds 1D (Kodak), LUCIA GF (Laboratory Imaging).

Pracovni postup

Sledovani inkorporace fluorescenéné znaceného substratu

Pribéh inkorporace fluorescentné znaceného substratu byl sledovan fluorescencni
mikroskopii. K suspenzni kultute byl piidan BPC (0,66 pg.ml™” suspenze o hustoté piiblizné
1 x 10* bungk.ml™). V riznych ¢asovych intervalech byl odebran 1 ml suspenze. Po filtro-
vani a promyti byly buiiky sledovany fluorescen¢ni mikroskopii v oblasti UV-B spektra
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(excitace: 450 — 490 nm, emise: 520 nm). Mikroskopické obrazky byly zaznamenany mo-
nochromatickou integracni kamerou a uloZeny v podobé¢ digitalizované¢ho snimku (obr. 3).

autofluorescence 15 min 30 min 2h

Obr. 3. Prubéh inkorporace fluorescencné znaceného substratu bis-BPC do bunék tabakové linie
VBI-0 (2-denni).

Zaclenéni substratu probihalo do buné¢nych membran a nikoliv do bunécné stény, coz
bylo dokazano pokusem, kdy byl k bunkam ptidan 1 M NaCl, jehoz pasobenim doslo
k plasmolyze bunék (obr. 4).

Inkubace bunék se substratem a oSetieni t¢innymi latkami

K suspenzi bun&k byl ptidan BPC (0,66 pg.ml™' suspenze). Suspenze byla inkubovana
v Erlenmayerové bafice 20 min v temnu za laboratorni teploty na tiepacce (150 ot.min™),
aby doslo k inkorporaci substratu do buné¢nych membran. Béhem inkubace bylo do skle-
nénych zkumavek pfipraveno 100 pl roztoku studovanych latek danych koncentraci
(vysledny objem reakce byl 1 ml). Po inkubaci bylo do zkumavek ptidano 900 pl suspen-
ze bunék a zkumavky byly umistény na tfepaCku v Sikmé poloze tak, aby dochazelo
k u¢innému michani suspenze. Typicky probihala tato inkubace 90 min pfi laboratorni
teploté v temnu a pii 150 ot.min™.

plasmolyza

Obr. 4. Plasmolyza bun¢k tabakové linie VBI-0 (2-denni) po ptisobeni NaCl (1 M; 15 min).
Substrat eth-BPC.

Extrakce fluorescen¢né znacenych produkti

Inkubace byla zastavena pfidanim 4 ml ledového ,stop ¢inidla® (methanol/chloro-
form/konc. HCl 200 : 100 : 1,5 (obj.)). Vzorky byly promichdny a ponechany 30 min
v temnu pfi laboratorni teploté. Poté byly pfidany 2 ml 0,1 M KCl, vzorky byly opét
promichany a ponechany v temnu pfi 4 °C minimaln¢ 30 min.

Oddéleni vodné a organické faze bylo urychleno centrifugaci 15 min pti 420 g a 4 °C.
950 pl spodni organické faze, obsahujici sledované produkty, bylo pitevedeno do mikro-
zkumavek, vysuseno vakuovym koncentratorem a rozpusténo ve 40 pl ethanolu.
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Kvantitativni stanoveni jednotlivych reakénich produktt byla provedena jejich srovna-
nim se znamymi standardy, které byly pfipraveny §tépenim fluorescencné znacenych
substrati (BPC) komer¢nimi preparaty jednotlivych fosfolipas (obr. 5).
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Obr. 5. Vysokoucinna tenkovrstevna chromatografie. a) rozdéleni produkti Sté€peni jednotlivych
fluorescencné znacenych substratli komerénimi preparaty fosfolipas. b) ukazka rozdéleni produktt
reakci in situ. (+) pasobeni AICI; (0,1 M; 30 min,1 h, 2 h) na buiiky linie BY-2 (2-denni) (-) kontro-
la. DAG —diacylglycerol, LPC - lysofosfatidylcholin, MK - mastnd kyselina, PA - kyselina
fosfatidova, PC - fosfatidylcholin.

Ptiprava standardi

Standard lysofosfatidylcholinu a mastnych kyselin

Standardy byly pfipraveny St€penim vsSech tii typl BPC fosfolipasou A,. Vysledné
koncentrace v reakcni smési byly: 43,9 mM Mes-NaOH (pH 5,6), 1 % (obj.) Triton X-100,
10 mM CaCl,, 3,33 pg.ml" BPC, 2,45 U.ml" PLA,. Objem reakéni smési byl 1 ml.

Standard diacylglycerolu

Standardy byly pfipraveny stépenim vsech tii typi BPC fosfolipasou C. Vysledné kon-
centrace v reak¢ni smesi byly: 48,9 mM Mes-NaOH (pH 6,0), 0,05 % (obj.) Triton X-100,
5 mM CaCl,, 3,33 pg.ml™ BPC, 0,2 U.ml"' PLC. Objem reakéni smési byl 1 ml.

Standard kyseliny fosfatidové

Standardy byly pripraveny Stépenim vSech tii typt BPC fosfolipasou D. Vysledné
koncentrace v reakéni smési byly: 39,5 mM Mes-NaOH (pH 5,6), 1 % (obj.) Triton X 100,
50 mM CaCl,, 8 mM SDS, 3,33 pg.ml” BPC, 30 U.ml’ PLD. Objem reakéni smési
byl 1 ml

Reakce byla vzdy zahajena pfidinim enzymu a probihala 30 min pfi 30 °C (fosfolipa-
sa D) nebo 37 °C (fosfolipasy A, a C). Zastaveni reakce a dalsi postup je shodny s postu-
pem popsanym vyse. Veskera spodni faze byla pfevedena do mikrozkumavek, vysuSena
vakuovym koncentratorem a rozpusténa v 500 pl ethanolu.
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Analyza produktd

Pro vysokoucinnou tenkovrstevnou chromatografii (HP-TLC) byly pouzity desky
silikagel 60 pro HP-TLC o rozmérech 10 x 10 cm (Merck). Vzorky byly na desku nane-
seny pomoci nanaseciho zafizeni Linomat IV 1 cm od spodniho okraje desky v objemu
1 - 20 pl podle toho, ktery produkt mél byt kvantifikovan. Jako mobilni faze byla pouzita
smes chloroform/methanol/voda 65 : 25 : 4 (obj.). Deska byla vlozena do horizontalni
vyvijeci nadoby (CAMAG) a sycena parami mobilni faze po dobu 10 min. Pak bylo pro-
vedeno samotné vyvijeni, dokud ¢elo mobilni faze nedosahlo ptiblizné 1 cm od horniho
okraje desky. K déleni latek dochazelo po dobu 20 - 25 min v temnu. Jednotlivé fluo-
rescencni produkty byly zviditelnény excitaci ultrafialovym svétlem transiluminatoru.
Obraz desky byl zaznamenan kamerou Kodak a produkty kvantifikovany pomoci progra-
mu Kodak ds 1D.

Alternativni metody

Vyzkousen byl i substrat s nitrobenzoxadiazolovou (NBD) fluorescen¢ni znackou. Jak
vysledky inkorporace, tak i citlivost metody byly vSak v tomto ptipad¢ nizsi nez u znacky
BODIPY.

Jako alternativa pro analyzu produkti je vyvijena metoda s pouzitim vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). V soucasné dobé probihd testovani riznych kolon,
sloZzeni mobilni faze a prib¢hu eluce. Nespornou vyhodou HPLC by byla vétsi moznost
automatizace nanaseni vzorkd ve velkych sériich pomoci automatického davkovace
a také vyssi citlivost, zajisténa fluorescennim detektorem.

Uskali metody

Fluorescencni substraty jsou citlivé na svétlo. Proto je tieba veskeré ukony provadét
v temnu nebo alespon zabranit pristupu svétla napt. pfikrytim reakéni smési ¢ernou latkou.

Fluorescencni znacka meéni velikost molekuly fosfolipidu, ¢imz mtize dochazet
k ovlivnéni interakce substrat - aktivni centrum fosfolipas a tim ke sniZeni jejich aktivity.
Tento jev byl ziejmé pfi¢inou nesnazi pii pfipravé standardu fosfatidové kyseliny, ktery
se nakonec podaftilo pfipravit, ale jen v omezené mife v porovnani s ostatnimi standardy.
Fosfolipasa D tedy jevi mensi ochotu pfeménovat tento typ substratu. K této skutecnosti
je tfeba prihlédnout pfi interpretaci vysledki.

Vzhledem k riiznému pozadi pii zaznamenavani obrazu TLC desky kamerou je porov-
nani mnozstvi jednotlivych fluorescen¢nich produkt (aktivit jednotlivych fosfolipas)
mozné pouze v ramci jedné TLC desky (pouzitim HPLC by byl tento problém odstranén).

Tipy a triky

Inkubace substratu mtize byt provedena i v kadince s magnetickym michadlem jako
alternativa k pouziti Erlenmayerovy baiiky. Pti praci se suspenzi bun¢k je tfeba pouzivat
zastfizené $picky. Vyhodné je Sikmé poloZené zkumavky umisténé ve stojanu na téepacce
vzajemné upevnit napf. lepici paskou tak, aby nedochazelo k otaceni zkumavek béhem
ttepani. Tim se zabrani ulpivani bun¢k na sténach zkumavek.
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Vzhledem k promichavani suspenze ajeji tendenci k usazovani je tfeba nalézt vhodny
pomér sklonu zkumavek arychlosti otacek v zavislosti na pouzité tiepacce. Také pouziti
zkumavek s kulatym dnem se ukéazalo vyhodnéjsi nez pouziti zkumavek se dnem Spicatym.
Ty jsou ale naopak lepsi pii pozdé€jsim odebirani spodni organické faze, obsahujici produkty.

Pii odebirani spodni organické faze se s vyhodou uplatituje nasledujici postup: Nej-
prve se odebere veskeré mnozstvi spodni faze do mikrozkumavky a nasledné se odebere
presné 950 ul do dalsich mikrozkumavky. Pfimé odebrani piesného mnozstvi spodni faze
je obtizné z diivodu protékani organické faze.

Pokud neni mozné provést cely pokus v jednom dni, da se pterusit po ptidani KCl
nebo po vysuseni vakuovym koncentratorem (zkumavky se umisti do -20 °C).

Financ¢ni a ¢asova naro¢nost

Cena jedné desky pro HP-TLC je 160 K¢, pfi¢emz na ni lze nanést az 10 vzorkd. Cena
fluorescencniho substratu se pohybuje v rozmezi 3,50 - 35 K¢ na vzorek, v zavislosti na typu
fluorescencniho substratu. Ostatni investice jsou v ramcei bézného laboratorniho vybaveni.

Cely pokus lze provést béhem 8 - 9 hodin.
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Uvod

Interakce bilkovin s DNA hraji klicové role v regulaci dulezitych procesti v bunkéach,
vcéetn¢ replikace DNA, transkripce, oprav DNA apod. Mezi vyznamné regulacni proteiny
interagujici specifickym zptsobem s DNA patti nadorovy supresor protein p53 (El-Deiry
1998, Apella a Anderson 2001). Tento protein, skladajici se z 393 aminokyselinovych
zbytkl, se vaze na DNA jako tetramer jednak sekvencné specificky (prostfednictvim své
centralni domény), jednak je schopen rozpoznavat urcité struktury DNA (C-koncovou
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