18. ANALYZA POLYAMINU V ROSTLINNEM MATERIALU
METODOU HPLC S FLUORESCENCNI DETEKCI

1. Teoreticky tvod:

Polyaminy jsou nizkomolekularni polykationty vyskytujici se u vSech organismu
véetné zivocCichu, rostlin, hub a bakterii. V organismech se nachazeji hlavné tyto polyaminy:
putrescin  (butan-1,4-diamin),  kadaverin  (pentan-1,4-diamin),  spermidin  ([N-(3-
aminopropyl)butan-1,4-diamin]) a spermin ([N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin]). U
rostlin jsou polyaminy lokalizovany pfedev§im v cytoplasmé, dale ve vakuolach,
mitochondriich a chloroplastech. Prekursory biosyntézy polyamint jsou aminokyseliny L-
arginin a L-methionin (Obr. 1). Syntéza putrescinu probiha pies ornithin, ktery je produkovan
z argininu za katalyzy enzymem arginasou (EC 3.5.3.1) a ornithindekarboxylasou (EC
4.1.1.17). Druhou alternativni cestou je syntéza putrescinu z agmatinu tfemi naslednymi
reakcemi katalyzovanymi arginindekarboxylasou (EC 4.1.1.19), agmatiniminohydrolasou (EC
3.5.3.12) a N-karbamoylputrescinamidohydrolasou (EC 3.5.1.53). Pfeména putrescinu na
spermidin probihd za ucasti enzymu spermidinsynthasy (EC 2.5.1.16). Dekarboxylovany S-
adenosylmethionin syntetizovany z methioninu ve dvou néslednych reakcich katalyzovanych
methioninadenosyltransferasou (EC 2.5.1.6) a S-adenosylmethionindekarboxylasou (EC
4.1.1.50) je donorem aminopropylové skupiny. Syntézy sperminu se ucastni enzym
sperminsynthasa (EC 2.5.1.22). Diamin kadaverin je syntetizovan z L-lysinu za ucasti enzymu
lysindekarboxylasy (LDC, EC 4.1.1.18). Degradace polyamini se ucastni enzym
polyaminoxidasa (EC 1.5.3.11-17) s kofaktorem flavinadenindinukleotidem (FAD). Rostlinna
polyaminoxidasa katalyzuje pfeménu spermidinu a sperminu na 4-aminobutanal nebo N-(3-
aminopropyl)-4-aminobutanal za soucasné tvorby propan-1,3-diaminu a peroxidu vodiku. Na
katabolismu polyamint se dale podili i Cu?* diaminoxidasa (DAO, EC 1.4.3.6). DAO
upiednostiiuje odbouravani diamind, katalyzuje oxidaci putrescinu na 4-aminobutanal za
souCasné tvorby amoniaku a peroxidu vodiku. Vznikly aminoaldehyd je nésledné
metabolizovan na y-aminomaselnou kyselinu pres “'-pyrrolin. DAO analogicky odbourava i
diamin kadaverin.

Polyaminy hraji dulezitou roli vtad¢ fyziologickych procesti, mezi néz patii rist
kofenli, somatickd embryogeneze, iniciace kveteni, vyvoj kvétl a plodl. Je znamo, Ze se
polyaminy akumuluji v rostlindich jako odezva na pulsobeni abiotickych i biotickych
stresovych faktorti. Byla prokdzana zvySend hladina polyamini po plsobeni osmotického
stresu u kukufice, Ciroku, ryze a rajcete. Béhem ptisobeni stresového faktoru se nevytvareji
pouze volné polyaminy, ale i jejich konjugaty. Syntéza téchto konjugéati je zaloZena na
posttranslaénim vazbé na proteiny za ucasti enzymu transglutaminas (EC 2.3.2.13.). Rovnéz
bylo zjisténo, Ze transglutaminasy mohou byt stresem indukovatelné. Vyznamnym
polyaminovymi konjugaty jsou konjugity s kyselinou skoficovou, ktery ma zvySenou
schopnost vazby vychytavat reaktivni formy kysliku. Rostliny vystavené stresu jsou schopné
produkovat konjugaty polyamini ke zlepSeni antioxidativniho obranného mechanismu a
zmirnit tim poSkozeni organismu. Zavisi to ovSem také na druhu rostliny, obsahu polyamini a
fenolickych sloucenin jako substrati pro produkei jejich konjugatt.
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Obr. 1 Biosyntéza polyamind

Protoplasty jsou rostlinné buiiky, které¢ byly zbaveny své bunétné stény plsobenim
enzymatickych roztokl s celulasovou a pektinasovou aktivitou na pletiva. Jsou vhodnym
modelovym systémem studium struktury a funkce bunéénych organel, cytoplazmatické
membrany, membranového v rostlinach a syntézy bunécné stény. Vhodnym zdrojem
protoplasti jsou mladé, pln¢ vyvinuté listy z in vitro rostoucich rostlin, umoziujici izolaci
velkého mnozstvi relativné uniformnich bunék. Hustota a zivotaschopnost izolovanych
protoplastl zavisi na koncentraci pouZitych enzymil, dobé plsobeni, pH enzymatického
roztoku, teploté a poméru enzymatického roztoku k mnozstvi rostlinného pletiva. V
izolovanych protoplastech je tlak chybéjici bunééné stény na protoplast nahrazen vhodnymi
osmotickymi hodnotami pouZzitych enzymatickych, promyvacich roztoki a kultivaénich médii.
U protoplastovych suspenzi lze vyuzit flotace protoplastli v gradientu, kdy jsou protoplasty
smichany s 20% sacharosou a prevrstveny promyvacim médiem. Po centrifugaci jsou flotujici
protoplasty sbirdany z prstence na horni vrstvé sacharosy, zatimco organely a zbytky bunck
jsou v sedimentu na dné centrifugacdni zkumavky.

Obr. 2 Protoplasty izolované z Cucumis sativus



2. Material a metody:

DuleZité upozornéni: Metoda HPLC je narocnad na cistotu pouzitych chemikalii po
strance chemické (necistoty interferuji s detekci analytii na detektoru HPLC) a fyzikalni
(mechanicke castice mohou zpiisobit poskozeni nebo ucpani jemnych porii stacionarni faze
kolony). Proto je k pripravé cinidel a mobilnich fazi nutno vzdy pouzivat specialni chemikalie
oznacované stupném cistoty ,,HPLC grade*, pripadné ,,HPLC Gradient Grade“. Vodu a
vodné roztoky soli je zcela bezpodminecné nutné pripravit pouze z deionizované vody a
bezprostiredné pred pouzitim prefiltrovat 40 um filtrem Millipore.

2.1. Roztoky a pristroje

v' 5% Kys. trichloroctovd (TCA) — rozpuSténi 1 g krystalické TCA ve 20 ml
deionizované vody

v" 10 mM amoniak — 2,33 ul amoniaku do 10 ml deionizované vody

v' Derivatizaéni ¢inidlo — 5 mg dansylchloridu v 1 ml acetonu — vzhledem k fotolabilité
uchovavat v temnu (pfipravuje se vzdy Cerstvé)

v’ Standardy polyamind - putrescin, kadaverin, spermidin, spermin (vSechny 1 mM
roztoky v deionizované vod¢)

v" HPLC systém ,,Gold“ Beckman, 126NM — HPLC pumpy A a B, 168NM -
spektrofluorimetricky detektor FP-2020 Plus (Jasco), injektor Rheodyne s injekéni
smyckou o objemu 20 pl, kolona Zorbax Eclipse XDB C18 (150 x 4,6 mm, velikost
¢astic 5 um).mobilni faze - MeOH (Cistota HPLC), deionizovana voda - ptefiltrovana
na 40 um Millipore filtru

2.2. Rostlinny material
Priprava protoplastii:

1) Do sterilni Petriho misky napipetujeme 5 ml enzymatického roztoku.

2) Sterilni pinzetou a skalpelem oddélime mladé listy okurky seté a pfeneseme je do
Petriho misky, pomoci skalpelu nafezeme tyto listy na tenké prouzky a nechame 18
hodin plisobit enzymaticky roztok pii laboratorni teploté. Pfitom nezapomeneme
zvazit hmotnost pouZitého rostlinného materialu.

3) Druhy den prefiltrujeme hrubou protoplastovou suspenzi pies sitko, promyjeme 5 ml
roztoku PGLy a centrifugujeme 5 min pii 800 rpm.

4) Supernatant odsajeme a precipitat resuspendujeme v4 ml 20% sacharosy, poté
prevrstvime 2 ml promyvaciho roztoku PGLy a centrifugujeme 10 min pti 800 rpm.

5) Vznikly prstenec tvofeny protoplasty na rozhrani téchto dvou kapalin pfeneseme
Pasteurovou pipetou do nové zkumavky a resuspendujeme ve 4 ml roztoku PGLy.
Poté opét centrifugujeme 5 min pti 800 rpm.

6) Odstranime supernatant a precipitat resuspendujeme v 1 ml média LCM1.

Abioticky stres protoplastii: Protoplasty inkubovat 1hod v médiu obsahujicim 50 uM CdCl,
(91,7 mg CdCl; rozpustit v 10 ml média)

3. Postup

3.1. Extrakce polyamini kyselinou trichloroctovou
1) Vyizolované protoplasty centrifugujeme 10 min pii 400g.
2) K 0,5 ml sedimentu protoplasti pfidame 1,5 ml 5% trichloroctové kyseliny.
3) Sonikujeme 5 min na ultrazvukové lazni.
4) Centrifugujeme 5 min na 12000 rpm.



3.2.

3.3.

Derivatizace biogennich amini — pozor po pridani derivatiza¢niho cinidla —

fotolabilita vzorki, uchovavat zabalené v alobalu!

1) K1 ml extraktu ptidame 0,1 ml vnitiniho standardu (1,7-diaminoheptan) o koncentraci
1 mg/ml, smichame s 0,5 ml nasyceného uhli¢itanu sodného.

2) Piidame 1 ml derivatiza¢niho ¢inidla, promichame 1 min na michacce.

3) Derivatizaci nechame probihat 1 h pii 40°C ve tmé.

4) Po derivatizaci pfidime 250 ul 10 mM amoniaku a opét michame 1 min na michacce.
Amoniak zreaguje s prebytkem dansylchloridu.

5) Po 30 min reakce extrahujeme hydrofobni derivaty diethyletherem (3x 1 ml).

6) Organickou fazi odpaiime do sucha proudem dusiku.

7) Odparek rozpustime v 0,5 ml acetonitrilu, pokud se jedna o standard - v1 ml
acetonitrilu.

8) Prefiltrujeme pies membranovy filtr 0,40 um.

Separace a analyza metodou HPLC

1) Priprava pristroje — pod dohledem vedouciho cviéeni spustime postupné pumpy,
detektor a fidici PC. Spustime HPLC software ,,Gold Nouveau®, pouzijeme fidici
modul ,,Instrument 1“ a v ném spustime ovladaci okno pfistroje ,,Direct Control®.
Zkontrolujeme otevieni odpadniho ventilu a podle pokynii vedouciho propldchneme
hadi¢ky (pozice trojcestného ventilu ,,Prime Lines*) a pisty (pozice trojcestného
ventilu ,,Prime Pumps®) pump A a B a poté pumpy propldchneme kazdou Imin pfi
pratoku 10ml/min (ventil v pozici ,,Operate®).

2) Nastavime slozeni mobilni faze, uzavieme odpadni ventil a bez zapojené HPLC
kolony prutokem 5 ml/min proplachneme detektorovou celu.

3) Nastavime pritok na 0,8 ml/min a zapojime pouzitou HPLC kolonu — pozor na
zapojeni ve spravném sméru, naznaceném graficky Sipkou na téle kolony!

4) Kolonu nechame proplachnout po dobu 10 min. Spravnou funkci kolony a vystup
signalu detektoru zkontrolujeme pomoci funkce ,,Preview®. Teplota kolony: 25 °C.

5) Otevieme ulozenou metodu ,,dansylderiv.met s parametry prutok 0.8 ml/min, vychozi
slozeni mobilni faze 55% MeOH, gradient z 55% na 65% od 5:00 min do 10:00 min a
zpét gradient na 55% od 15 do 17min, konec analyza ve 20min. Spustime analyzu
tlac¢itkem ,,Single Run*“ a v dialogovém okné zaddme metodu a ndzev souboru pro
ulozeni dat, pfipadné¢ doplnime popis experimentdlnich podminek a poznamky v
,Description‘

6) Otocime injekéni ventil do polohy ,,.Load“ (nahote), pomoci Hamiltonovy stiikacky
s tupym koncem nastiikneme do smyc¢ky o objemu 20 pl objem cca 50 ul vzorku (pro
dosaZzeni dokonalého naplnéni kapildry vzorkem) a oto¢enim ventilu doli do polohy
»Inject® spustime vlastni analyzu.

7) Po skonceni béhu HPLC provedeme analyzu chromatogramu pii Aex/Aem = 330/500 nm
tlac¢itkem ,,Analyze a odecteme hodnoty retencntho c¢asu a plochy
chromatografickych piki. Provedeme postupné analyzu standardi a vzorkd.

4. Vyhodnoceni:
Provedeme analyzu a srovnani reten¢nich ¢asti chromatografickych pikd pii Aex/Aem = 330/500

nm

a identifikujeme polyaminy ve vzorcich protoplasti. Porovnanim plochy polyamind u

jednotlivych standardii a plochu piislusnych pikii ve vzorcich pouzijeme pro kvantifikaci.

5. Kontrolni otazky:
1. Jaky je fyziologicky vyznam polyamint u rostlin?



19. ANALYZA FENOLICKYCH LATEK A FLAVONOIDU
METODOU HPLC

1. Teoreticky uvod

Pribéh obranné reakce rostlin 1ze rozdélit na ranou a pozdni fazi. Ranou fazi obranné
reakce rostlin nazyvame déje probihajici bezprostiedné po kontaktu patogena s hostitelskou
bunkou. Ta nastava jiz béhem nékolika minut po interakci. Po rozpoznani patogena je spusténa
signalni kaskada vedouci ke vzniku obranné reakce. Dojde ke specifickym fyziologickym déjum,
kam fadime depolarizaci cytoplasmatické membrany. Zde dochazi k toku K* a CI ionti z buiiky
a dovnitt vstupuje Ca®*. Velmi rychlou odpovédi na stres V intervalu krat§im neZ 5 minut je
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS). V reakci katalyzované NADPH-oxidasou vznika
superoxidovy anionradikal, ktery je rychle uc¢inkem superoxiddismutasy rozkladan na peroxid
vodiku. ROS hraji roli v procesu zmén a zesileni struktur bunééné stény, ktera tak predstavuje
fyzickou bariéru vici napadeni patogenem. Peroxid vodiku je také dilezity prvek aktivujici
syntézu kyseliny salicylové a expresi fady obrannych gent. Za nejvyznamnéjsi zdroj ROS jsou
povazovany chloroplasty, které pti fotosyntéze absorbuji velké mnozstvi energie, coz ma za
nasledek zvySeni koncentrace kysliku. V rané fazi také dochazi ke tvorbé NO (oxidu dusnatého),
ktery se ucastni iniciace a rozvoje hypersenzitivni reakce (HR) rostlin. Pfi HR nedochdzi jen ke
znic¢eni patogena, ale znici se i vSechny infikované a sousedni bunky. HR patii mezi nejuc¢inné;jsi
obranné mechanismy rostlin. B&hem pozdni fize, ktera trva n€kolik hodin az dnt, dochazi ke
tvorbé kyseliny salicylové, méné ¢asto jasmonové. Tyto kyseliny indukuji systémovou rezistenci,
kdy je signal Sifen v celé rostliné. SAR (systemic acquired resistence) — systémové ziskana
rezistence — je nespecificka, pouze docasnd a chrani rostliny pied Sirokou Skalou biotrofnich
patogent. Pro jeji aktivaci je nutny proces nekrozy zptisobenych bakterialni, houbovou ¢i virovou
infekci. Bylo dokazano, ze pro dosazeni rozvoje SAR musi nejdiive dojit k nahromadéni kyseliny
salicylové. Mechanismus pisobeni SAR neni zcela objasnén. ISR (induced systemic resistence,
systtmoveé vyvolana rezistence) znamena, Ze rostliny jsou rezistentni vici nekrotrofnim
patogentim. Také dochazi ke zvySené produkci fytoalexinli. Dale jsou tvofeny tzv. pathogen
related proteiny (PR proteiny), které se podileji na aktivni obrané rostlin. PR proteiny jsou
stresové proteiny, které se nevyskytuji u zdravych rostlin, ale jsou syntetizovany ve velkém
mnoZstvi aZ po napadeni patogenem. Dosud bylo identifikovano 17 skupin PR proteint.

Polyfenoly patii v rostlinné iSi k hojné¢ zastoupenym latkam. Jsou to rGznorodé latky,
slouZzici jako stavebni a strukturni slozky. Polyfenoliim se pfisuzuji chutové, vonné a barevné
vlastnosti kvétli a plodt, dale také ptsobi jako obranné latky chrénici pted Skidci a infekcemi.
Polyfenoly jsou skupiny latek, které jsou charakterizovany ptitomnosti jednoho nebo vice
aromatickych jader substituovanych hydroxylovymi skupinami. Polyfenoly se obecné déli na
hydrolyzovatelné taniny (estery kyseliny gallové a glukosy nebo jinych cukri) a fenylpropanoidy
(naptiklad ligniny, flavonoidy a kondenzované taniny). Rozdéleni polyfenoll neni jednoduché a
Casto se setkdvame s rGznymi variantami jejich klasifikace. Napiiklad je mozné klasifikovat
polyfenoly podle jednotlivych subkomponent, ze kterych piislusné polymery vznikaji. Dale je
mozné rozdéleni podle poctu uhlikd a jejich vazeb nebo také podle poctu aromatickych kruhti a
jejich vzajemnych vazeb. Polyfenoly se klasifikuji také podle typu a poctu ptritomnych
fenolickych subkomponent. V daném polyfenolu mize byt obsazena vice nez jedna
subkomponenta.



Tab. 1: Mozné fenolické subkomponenty a priklady prislusnych polyfenoli

Subkomponenty | Piiklady polyfenolu

Fenol ligniny odvozené od kyseliny kumarové¢, kampeferol

Pyrokatechol katechin, kvercetin, ligniny odvozené od kyseliny kavové a ferulové, estery
hydroxytyrosolu

Pyrogallol gallokatechiny, taniny, myricetin, ligniny odvozené od sinapylalkoholu

Resorcinol resveratrol

Floroglucinol témer vSechny flavonoidy

Hydrochinon arbutin

Tab. 2: Typy fenolickych latek podle poctu uhliku

SloZeni Pocet uhliki | Typy fenolickych latek Priklad
C6 6 Jednoduché fenoly Katechol
C6-C1 7 Fenolické kyseliny Kys. salycilova
C6-C3 9 Fenylpropanoidy Chromen
C6-C2-C6 14 Stilbeny Resveratrol
C6-C3-C6 15 Flavonoidy Kvercetin
(C6-C3)2 18 Lignany Yatein
(C63-C6)2 30 Biflavonoidy Amentoflavon
(C6-C3-C6)n | n Flavolany Gallotaniny
(C6-C3)n n Ligniny -
(C6)n n Katecholmelaniny Rostlinné pigmenty

Polyfenolické slouceniny se mohou délit také podle po¢tu aromatickych kruhi a zptasobu

vazby mezi nimi:

A) Fenolickée kyseliny

B) Lignany
C) Flavonoidy (d¢li se dale na ttidy)
D) Stilbeny

1.1.  Fenolické kyseliny
Fenolové kyseliny, napf. kyselina kdvova, ferulova nebo gallova, se nejcastéji nachazeji v
rostlinach ve formé esterti, v nichz se vazi karboxylem na hydroxylové skupiny organickych

kyselin nebo sacharidi. Nejbézné&jsi latkou tohoto typu je kyselina chlorogenova neboli 5-
kofeylchinova kyselina.
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Kyselina kavova Kyselina ferulova



1.2. Lignany

Lignany tvoii jednu z bohat¢ zastoupenych, biogeneticky pfibuznych a charakteristickych
skupin fenylpropanoidi. Lignany jsou striktné definovany jako dimery vzniklé oxidativni
dimerizaci dvou fenylpropanovych jednotek spojenych centralnimi uhliky jejich propanovych
bocnich fetézc v polohach C-8 a C-8'. Propojenim dalSich vazeb C-C a C-O, za spoluucasti
propanovych ¢asti molekuly v rizném oxida¢nim stupni, vznikaji vS§echny mozné strukturni typy
a formy lignani.

1.3.  Flavonoidy

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 6 400 raznych flavonoidl vyskytujicich se v rostlinné
fi8i. Jejich zékladni strukturu tvofi flavanové jadro nebo 2-fenyl-benzo-y-pyren. Tato struktura je
charakteristicka pro 3-deoxyflavonoidy (flavony, flavanony, isoflavony a neoflavony) a 3-
hydroxyflavonoidy (flavonoly, antokyaniny, flavanoly). Flavonoidy se nejCastéji vyskytuji ve
form¢ glykosidi. Tato forma jim umoziluje vysS$i rozpustnost v béznych fyziologickych
podminkach a zaroven snizuje jejich reaktivitu a zabezpecuje lepsi stabilitu. Glykosidovou ¢asti
flavonoidii byva obvykle glukosa, galaktosa, xylosa a arabinosa. Flavonoidy jsou pfitomné
pfiblizné v 80 % vyssich rostlin.

1.4.  Flavonoly

Dominantni flavonoid ve vyzivé ¢lovéka je flavonol kvercetin. Nachazi jednak ve formé
volné, jednak vazan s cukernymi jednotkami, napf. jako kvercetin-3-O-glukosid, kvercetin-4'-O-
glukosid, kvercetin-3-O-rhamnosid. Kvercetin se vyskytuje ve vysokych koncentracich v bézné
ptijimanych potravinach jako cibule (300 mg.kg-1 Cerstvé vahy), jablka (21 - 72 mg.kg-1),
kapusta (100 mg.kg-1), ¢ervené vino (4 — 16 mg.I-1), zeleny a ¢erny ¢aj (10 - 25 mg.l-1).

Rutin (kvercetin-3-O-rhamnoglukosid) je soucasti 1€kt pouzivanych jako venofarmaka.
Ma tadu pozitivnich zdravotnich G¢inkl, mezi jeho nejvetsi piinosy patii predevSim schopnost
lécit kiehkost krevnich kapilar a zvySovat pruZznost cév. SniZzuje LDL cholesterol. Také je
vyznamna jeho antioxida¢ni aktivita a s tim souvisejici antikarcinogenni u¢inky a schopnost
zhaset volné radikaly. Zesiluje ucinek vitaminu C.

Kvercetin Rutin

Flavanoly miizeme nalézt bud’ jako monomery nebo polymery. Mezi jejich typické
zastupce patii napt. katechin, epikatechin, epigallokatechin a jejich estery s kyselinou gallovou.



Katechin

1.5.  Proanthokyanidiny
Proanthokyanidiny jsou polymerni flavanoly. Jsou pfitomny v rostlinach jako komplexni
smesi polymert. Vyskytuji se také vazany esterove s kyselinou gallovou nebo ve formé dvojité
spojenych dimert.
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1.6.  Anthokyany

Anthokyany jsou blizké derivaty flavonolu, avSak obsahuji misto karbonylové skupiny —
CO- oxoniovou skupinu. V rostlinach se nachazeji jako barviva, pro ktera je charakteristicka
cervend, modrofialova az modra barva kvéta, listd a plodi.

2. Material a chemikalie:

Dulezité upozornéni: Metoda HPLC je narocna na cistotu pouzitych chemikalii po
strance chemické (necistoty interferuji s detekci analytii na detektoru HPLC) a fyzikalni
(mechanické castice mohou zpiisobit poSkozeni nebo ucpani jemnych porii staciondarni fdze
kolony). Proto je k pripravé cinidel a mobilnich fizi nutno vidy pouzivat specialni chemikdlie
oznacované stupném cistoty ,,HPLC grade*, pripadné ,, HPLC Gradient Grade“. Vodu a vodné
roztoky soli je zcela bezpodminecné nutné pripravit pouze z deionizované vody a bezprostiedné
pred pouzitim prefiltrovat 40 pum filtrem Millipore.

2.1. Roztoky a chemikalie

e Extrakéni ¢inidlo: 2 N NaOH s 10 mM EDTA a 1% kyselinou askorbovou

e Mobilni faze: A - 5% acetonitril s 0,1% kyselinou fosfore¢nou, B - 80% acetonitril s 0,1%
kyselinou fosfore¢nou



HPLC systém ,,Gold”“ Beckman 126NM — HPLC pumpy A a B, 168NM - Detektor
UV/VIS s diodovym polem, injektor Rheodyne s injekéni smyckou o objemu 20 pl,
kolona Phenomenex Gemini 5u C18 110A (250 x 3 mm)

2.2. Rostlinny material
Patogen padli rajcatové (Oidium neolycopersici (C2)), ziskany z rajcete (L. esculentum cv.

Lucy) ze skleniku Statni rostlinolékaiské spravy (Olomouc) je udrzovany na 2-3 mésice starych
rostlinach vysoce nachylného genotypu rajéete (S. lycopersicum cv. Amateur) péstovanych ve
fytotronu pii teplot¢ 18-20 °C a se svételnym rezimem 12/12 h (den/noc). Ve dvoutydennich
intervalech je padli rajatové pieinokulovano vzdy na nové Cisté rostliny. Inokulace rostlin
patogenem O. neolycopersici se provadi na zacatku svételné faze metodou otisku infikovanymi
listy S. lycopersicum, cv. Amateur, které byly z 80-100 % pokryty cerstvym sporulujicim
myceliem. Po inokulaci jsou rostliny infikované a kontrolni kultivovany oddélené ve fytotronech
pti teplot¢ 20 °C a se svételnym rezimem 12/12 h. Odbéry vzorkli se provadi v casovych
intervalech 8, 24, 48, 72 h po inokulaci (hpi).

1)
2)
3)
4)
5)
6)
1)

2)

Postup:

Piiprava vzorku pro analyzu metodou HPLC

Navazku 200 mg listd rajcete (kontrolni neinfikované list a infikované listy)
homogenizujeme v tekutém dusiku.

Homogenat pieneseme do 15ml centrifugacni zkumavky s 5 ml roztoku 2 N NaOH s 10
mM EDTA a 1% kyselinou askorbovou.

Nechame inkubovat 30 min pfi 40-45°C, poté piidame 1,4 ml 7,2 N HCI a vortexujeme 5-
10 s.

Fenolické kyseliny extrahujeme ethylacetatem (2x 6,4 ml). Spojené organické vrstvy
odpaiime do sucha v proudu dusiku.

Odparek rozpustime ve 2 ml roztoku methanol:voda (75:25 %, v/v), sonikujeme 5 min.
Pfed samotnou analyzou extrakt filtrujeme ptes PVDF filtr (0,45 um).

Separace a analyza metodou HPLC

Piiprava pristroje — pod dohledem vedouciho cviceni spustime postupné pumpy,
detektor a tidici PC.

Spustime HPLC software ,,Gold Nouveau®, pouzijeme fidici modul ,,Instrument 1 a v
ném spustime ovladaci okno pfistroje ,,Direct Control*. Zkontrolujeme otevieni
odpadniho ventilu a podle pokynti vedouciho propldchneme hadicky (pozice trojcestného
ventilu ,,Prime Lines®) a pisty (pozice trojcestného ventilu ,,Prime Pumps®) pump A aB a
poté pumpy propldchneme kazdou 1min pfi priitoku 10ml/min (ventil v pozici ,,Operate®).

3) Nastavime slozeni mobilni faze, uzavieme odpadni ventil a bez zapojené HPLC kolony

pratokem 5 ml/min proplachneme detektorovou celu.

4) Nastavime prutok na 0,5 ml/min a zapojime pouzitou HPLC kolonu — pozor na zapojeni

5)

ve spravném sméru, naznaceném graficky Sipkou na téle kolony!
Kolonu nechame proplachnout po dobu 10 min. Spravnou funkci kolony a vystup signalu
detektoru zkontrolujeme pomoci funkce ,,Preview*. Teplota kolony: 25 °C.



6) Otevieme ulozenou metodu ,,C18fenolicke.met™ s parametry pratok 0.5 ml/min, vychozi
slozeni mobilni faze A - 5% acetonitril s 0,1% kys. fosfore¢nou, B - 80% acetonitril
s 0,1% kys. fosfore¢nou, gradient: od A/B (10 : 90) do A/B (35 : 65) v 55 min.

7) Spustime analyzu tlacitkem ,,Single Run“ a v dialogovém okné zadame metodu a nazev
souboru pro ulozeni dat, pfipadné doplnime popis experimentdlnich podminek a
poznamky v ,,Description‘

8) Otoc¢ime injekéni ventil do polohy ,,.Load“ (nahofe), pomoci Hamiltonovy stiikacky
S tupym koncem nastiikneme do smycky o objemu 20 ul objem cca 50 ul vzorku (pro
dosazeni dokonalého naplnéni kapilary vzorkem) a otoCenim ventilu doli do polohy
»Inject” spustime vlastni analyzu.

9) Po skonceni béhu HPLC provedeme analyzu chromatogramu pfi vinové délce 220 nm
tlacitkem ,,Analyze* a odecteme hodnoty retencniho Casu a plochy chromatografickych
piku.

10) Provedeme postupné analyzu standardi a vzorkd.

4. Vyhodnoceni:

a) Provedeme analyzu a srovnani reten¢nich ¢asti chromatografickych pika pii vinové délce
220 nm, identifikujeme fenolické latky a flavonoidy.

b) V tabulce piehledné uvedeme identifikované analyty ve vzorku neinfikovaného a
infikovaného listu. Kvantifikujeme jejich mnozstvi v nmol-g™ &erstvé vahy.

5. Kontrolni otazky:

1. Popiste rozdily mezi ranou a pozdni fazi obranné reakce rostlin.
2. Jaky je vyznam systémové ziskané rezistence?

3. Stru¢né shriite vyznam polyfenolt u rostlin.



20. KVANTIFIKACE AKUMULACE STRESOVYCH PROTEINU
VE VZORCICH ROSTLIN METODOU WESTERN BLOT

1. Teoreticky uvod:

Zivé organismy jsou schopny potladit nebo zastavit syntézu fady proteinii a naopak
syntetizovat nové proteiny jako odpovéd k abiotickému environmentalnimu stresu.
Organismy vystavené vysokym neletdlnim teplotam, tj. teplotdm, které jsou pro dany
organismus nad prahem jeho optima, spousti de novo syntézu charakteristickych proteint, tzv.
heat shock proteinii (Hsps). Dochazi k fyziologické odpovédi na teplotni stres, oznacované
jako heat shock odpovéd’ (HSR), ktera je jednou z nejvice evoluéné konzervovanych
biochemickych drah v pfirodé. HSR vede k ochran¢ bunck pied poskozenim, k obnové
normalnich bunéénych a fyziologickych aktivit a k dosaZzeni vys§i trovné termotolerance.
V zivych systémech se vétSina Hsps nachazi konstitutivné, avSak piisobenim stresovych
faktori a behem rtznych vyvojovych stadii organismu dochazi k jejich intenzivni expresi.
Zvysenou produkci Hsps vyvolavaji environmentdlni (stresové) podminky (napt. pisobeni
vysoké teploty, inkorporace tézkymi kovy a analogy aminokyselin, hodnota extracelularniho
pH, dale pak pasobeni detergentti, peroxidu vodiku a mocoviny), patofyziologické podminky
(viralni nebo bakterialni infekce, intracelularni hladina vapniku a hodnota intracelularniho pH)
a nestresové podminky (diferenciace a vyvoj, stddia bunééného cyklu). Hsps maji hlavni
funkci jako molekularni chaperony, dokéazi rozpoznat proteiny, které jsou v nestabilnim,
inaktivnim stavu a interagovat s nimi. Molekularni chaperony jsou definovany jako rodina
strukturné neptfibuznych celuldrnich proteint, které se ucastni translokace, skladéni,
usporadani a degradace proteintl, a to zejména stabilizaci ¢astecné neslozenych forem, avsak
netvoii slozky jejich finalnich struktur. Chaperony se Gcastni skladani nové syntetizovanych
proteint a udrzuji proteiny v jejich funkéni konformaci. Chaperony neobsahuji informaci pro
spravné slozeni, ale spiSe ochrafnuji proteiny ptred jejich agregaci. Hsps jsou klasifikovany
podle molekulové hmotnosti do péti hlavnich rodin : nizkomolekularni malé Hsp (sHsp),
Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hspl00. U eukaryot jsou jednotlivé rodiny dale rozliSovany na
podrodiny a skupiny lisici se inducibilitou, intracelularni lokalizaci a funkci.

Hsp70/DnaK (69-71 kDa) jsou povazovany za jedny z nejvyznamnéjSich proteinti
indukovanych teplotnim stresem. Hsp70 proteiny maji dv€ hlavni funkéni domény. N-
termindlni doména (~40kDa) vaze ATP a hydrolyzuje ho na ADP. C-terminélni doména (~25
kDa) zodpovida za vazbu substratovych proteinii a polypeptidi. Domény odd¢luje kratka
spojujici sekvence, ktera je nachylnd na Sté€peni proteasou. Hsp70 maji vyznamnou funkci
v ochrané proteinli pfed agregaci, podili se na skladani proteinii a pfi tvorbé jejich nativni
konformace. Déle se ucastni proteinového importu, translokacnich procesti a usnadiuji
proteolytickou degradaci tak, Ze nestabilni proteiny nasméruji do lysosomill nebo proteasomu.
U tady proteint z rodiny Hsp70 bylo popsano zapojeni v importu a translokaci proteind do
chloroplasti a mitochondrii.

Metoda elektroforézy v polyakrylamidové gelu za denaturujicich podminek
v piitomnosti detergentu SDS (SDS-PAGE) je zalozena na schopnosti proteinti vazat
dodecylsulfat sodny (SDS) pomoci hydrofobni interakce a rozdilné rychlosti pohybu proteinti
Vv elektrickém poli v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti. Velké mnozstvi navazaného
SDS zptsobuje, Ze naboje postrannich zbytkli aminokyselin jsou zanedbatelné vii¢i naboji
sulfatovych skupin, které jsou pfi biologicky relevantnich hodnotach uplné disociované. SDS
davéa proteintim uniformni naboj, dochazi k jejich migraci k anodg¢, pti¢emz jejich pohyblivost
zavisi na velikosti molekuly. Povrchovy naboj proteinli v pfitomnosti SDS také vede k
rozruSeni jejich kvartérni struktury, proto lze pozorovat pouze podjednotky slozenych
proteinti. PAGE je provedena v diskontinualnim systému.



Metoda Western blot umoziuje pievedeni separovanych proteinit z gelu na
membranu pomoci adsorpénich nebo kovalentnich sil. Pfenos byva nejcastéji realizovan
dvéma zplisoby : ,,semi-dry blotting®, ktery je vyuzivan pro svou nizsi spotiebu ptenosovych
pufri. Gel je v tomto uspotradani spolecn¢ s membranou vlozen mezi horizontalni uhlikové
elektrody. Druhé je uspotadani ,tank blotting s plné ponofenou membranou a gelem v
blotovacim pufru.

Imunochemické metody vyuzivaji interakce antigenu se specifickymi protilatkami in
vitro za tvorby imunokomplexu antigen-protilatka. Imunochemicka detekce proteinu na
membrané se provadi pomoci série dvou protilatek. Prvni protilatka reaguje imunochemicky
S detekovanym proteinem za tvorby komplexu. Takto vytvoreny komplex je rozpoznan
druhou protiladtkou znacenou detekovatelnou sondou (napt. vazana alkalicka fosfatasa).

Klasicky Western blot versus rychld imunodetekce na pristroji SNAP id.

Ptiprava Elektroforéza Ptenos na Blokovani Imunochemické Detekce
vzorku membranu membrany reakce
45min-2h 05-1h 1-25h 1h 3h 15 min
SNAP i.d. System
30 min

Vyhody oproti klasické metodé¢ Western blot

o Rychlost
o Kompatibilita se standardnimi pufry a blokovacimi roztoky
. Zpracovani az Sesti membran zaroven
o Moznost recyklace protilatek
o Nizka interference signalu pozadi
Nevyhody
o Nutné optimalizace podminek pied zahajenim vlastniho experimentu
. NiZzs$i citlivost — nutno pouzit koncentrovangjsi roztoky protilatek
. Cena pfisluSenstvi

2. Material a chemikalie
1) rostlinny material : 3 genotypy Solanum spp., Pisum sativum cv. Audit
2) a) standard Hsp70 z hovéziho mozku
- ptiprava: k 10 pl zamrazeného Hsp70 ptidat 190 pl "R" roztoku (vysledna koncentrace 0,2
pg/ul), nechat inkubovat 5 min pti 100°C a do jamky aplikovat 5 pl (1 pg).
b) standard rekombinantni SIGSNOR
- ptiprava: k20 pl rekombinantni GSNOR o koncentraci 0,4 mg/ml piiddme 20 pl
vzorkovaciho pufru, promichame, inkubujeme 5 min p#i 100°C a do jamky aplikujeme 5 ul (1
He).
3. roztoky pro ptipravu gell:
akrylamid-N,N"-methylenbisakrylamid: 30 % (w/v) akrylamidu, 0,8 % bisakrylamidu
(w/v) ve vode
pufr do zaostfovaciho gelu (stacking gel buffer): 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
pufr do déliciho gelu (running gel buffer): 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
N,N’-tetrametylendiamin (TEMED)
10 % (w/v) persiran amonny (APS) ((NH4)2S208 )



- 10% (w/v) SDS
- vodou nasyceny n-butanol

4. Elektrodovy pufr: 0,025 mol.L-1 Tris, 0,192 mol.L-1 glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3
5. Vzorkovaci pufr: 0,125 M Tris/HCI, 4% (w/v) SDS, 20% v/v glycerol, 5%
merkaptoethanol, 0,02% (w/v) bromfenolova modt, pH 6,8)
6. Barvici roztok s Ponceau S: 0,2% (w/v) Ponceau S v 10% (v/v) kys. octové
7. Blotovaci pufr: 0,025 mol.L™ Tris, 0,192 mol.L™ glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3
(ptiprava: 3,025 g Tris a 14,41 g glycinu, rozpustime v 200 ml vody, pfidame 200 ml
methanolu, zkontrolujeme pH a doplnime vodou do 1 1, uchovavat pii 4°C).
8. Pracovni pufr pro imunodetekci TBS: 20 mM Tris , 500 mM NaCl, pH 7,5 ( pfiprava: 4,84
g Tris, 58,44 g NaCl rozpustit v 1 |, upravit pH na 7,5 a doplnit do 2 | vodou)
9. Tween-20 TBS (ptiprava: 0,3 ml Tween-20 do 600 ml TBS
10. 0,5% nizkotuéné mléko v Tween-20 TBS (ptiprava: 0,5 g susené¢ho nizkotu¢ného mléka
do 100 mlI TTBS)
11. Barvici roztok s NBT-BCIP: 150 pl komeréniho roztoku NBT-BCIP smichat s 10 ml
barviciho pufru
12. Primarni protilatka: monoklonalni mysi protilatka anti-Hsp70 (fedéni 1:500): 6 ul do 3000
ul 0,5% nizkotu¢ného mléka v TTBS: 30 pl do 3000 pl 0,5% nizkotuéného mléka v TTBS
13. Sekundarni protilatka: sek. anti-mysi Ab znafena alkalickou fosfatasou (fedéni 1:1000):
12 pl do 3000 pl 0,5% nizkotuéného mléka v TTBS
14. Barvici pufr (staining buffer) : 0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, 0,005 M MgCl,, pH 9,5
15. Kadinky, teflonovd michadla, automatické pipety, ependortky, ledova lazen,
mikrocentrifuga, termoblok, nalévaci stojanek, elektroforetickd komdurka, skla pro
elektroforézu, mezerniky (spacery), hiebinek, stficka s destilovanou vodou, stficka s lihem,
titepacka, zdroj pro elektroforézu, blotovaci aparatura, ntizky, misky pro imunodetekci.

UPOZORNENI

Akrylamid a N,N’- methylenbisakrylamid jsou neurotoxické latky. S jejich
roztokem vZdy pracujeme s nejvétsi opatrnosti a v gumovych rukavicich.

3. Postup:

3.1. Piiprava rostlinného extraktu

a) kvantifikace Hsp70 ve vzorcich rajCete:

Extrakce bude provedena v poméru 1:2 (w:v) v ,,R* roztoku. Listy rajcete zvazime.
ZapiSeme si jejich hmotnost a vypocitame si potiebny objem "R" roztoku pro extrakci. Poté
provedeme homogenizaci Vv tieci misce na ledové lazni s piidavkem motského pisku a
piislusného objemu "R" roztoku. Extrakt centrifugujeme po dobu 10 minut pii 16000 g a
teplot¢ 4 °C. Odebereme supernatant do predem pfipravenych a popsanych eppendorfek.
Vzorky inkubujeme 5 minut v termobloku pii 100 °C. Do jamek aplikujeme po zchladnuti 15
ul vzorku.

3.2. SDS-PAGE

Malé (bez zatezu) 1 velka sklicka (se zafezem) dikladné odmastime lihem. Ptipravime
skla k nalévani gelu : na rovné podlozce pfilozime malé sklicko na zafezovou stranu velkého
sklicka,tak, aby mezi nimi vznikl prostor pro gel a umistime do stojanku pro nalévani gelu. Je
tieba zkontrolovat, zda gumové podlozky ve stojanku dobte tésni (hrozi vyteceni gelu). Mezi
skla vlozime hiebinek a na sklo si fixou ozna¢ime vzdalenost 1 cm od konce zubl hiebinku.
Poté hiebinek odstranime.



Ptichystame si dvé oznacené kadinky na piipravu zaostfovaciho a déliciho gelu. Podle
nasledujici tabulky napipetujeme jednotlivé roztoky (slozky gelu) do pfisluSnych kadinek.
Rozpis je uveden pro 2 gely a 0,75 mm skla.

Slozeni deliciho a zaostFovaciho gelu. Objemy jsou uvedeny v ml.

Typ A T T H S T S

gelu A/BIS risHCI | risHCI |0 DS EMED tart 10%
30%/0,8% 1, 0, APS
5mol-1?* | 5 mol1?

Déli 2, 2, - 5 0 0, 0
ci 7% 3 5 1 1 01 1

Zaos 0, - 1, 3 0 0, 0
tirovaci 4% | 65 25 ,05 ,05 01 1

Polymerace gelu je vZdy zahajena piidavkem roztoku persiranu amonného. Piipraveny
délici gel po promichani (cca 5-10 s) rychle pieneseme pomoci Pasteurovy pipety do prostoru
mezi skla. V roztoku mezi skly se nesmi objevit vzduchové bubliny. Gel nalévame az po
znaCku na skle (I cm pod hiebinek). Gel opatrné pievrstvime n-butanolem. Po 15-30
minutdch polymerace pfi laboratorni teploté odstranime n-butanol pomoci filtraéniho papiru
(nedotykat se povrchu ptipravené¢ho gelu) a povrch gelu proplachneme destilovanou vodou a
op¢t vysuSime pomoci filtraéniho papiru.

Po nastartovani polymerizace piidavkem roztoku APS do kadinky, obsahujici
komponenty pro zaostfovaci gel, pfeneseme piipravenou smés pomoci Pasteurovy pipety do
prostoru mezi skla na jiz zpolymerovany délici gel az po okraj skla. Mezi skla vlozime
hiebinek pro vytvotfeni pozadovaného mnozstvi jamek. Pod zuby hiebinku se nesmi dostat
vzduchové bubliny. Pokud se tak stane, rychle hiebinek vyjmeme a znovu vsuneme. Pozor,
roztok se stava siln€ viskozni béhem nékolika minut. Poté nechame gel polymerovat 30 minut.

Skla s pfipravenym gelem vlozime do elektroforetické komurky. Fixou si oznacime
zuby hiebinku. Nalijeme pfipraveny elektrodovy pufr — nejprve do prostoru mezi skly a poté
do zbyvajiciho prostoru okolo. Pod elektrodovym pufrem opatrné vyjmeme hiebinek a
pomoci Pasteurovy pipety jamky diikladné proplacheneme.

Do jamek aplikujeme piipravené vzorky (15 pl) a standard (5 ul) dle uvedeného
schématu. Pozor, vzorky neaplikujeme do krajnich jamek, dochazi zde k deformacim drah
seprovanych proteint.

Elektroforetickou komirku uzavieme vikem, vlozime do chladni¢ky a pfipojime ke
zdroji. Je nutné dbat na spravnou orientaci vika a elektrod. Déleni probiha pii konstantnim
napéti. Na zdroji nastavime 120 V. Jakmile zoéna bromfenolové modfi doputuje na rozhrani
zaostfovaciho a déliciho gelu (cca 10 min), nastavime zdroj na 180 V. Po doputovani zony
bromfenolové modii (Celo délicich se latek) téméf na uroven dolniho okraje skla vypneme
zdroj napéti. Odstranime viko a vylijeme pufr. Pomoci plastové Spachtle oddélime od gelu
skla, oddélime a vyhodime zaostiovaci gel. Odkrojime levy dolni roh gelu (pro orientaci ve
vzorcich pfi vyhodnocovani gelu).

3.3. Tank blotting

Ptipravime si blotovaci membrany (nitrocelulosovd), 4 ks silnych filtraénich papirt
stejné velikosti jako jsou rozméry gelu (8,4 x 4,2 cm). Pozor, nedotykat se membrany bez
rukavic. Membrany, filtra¢ni papiry a porézni houbi¢ky ponofime na 5 minut do blotovaciho
pufru. Do blotovaci kazety skladame smérem od cerné desky kazety k prusvitné stran¢ kazety
nasledovné jednotlivé vrstvy :



Porézni houbicka - filtra¢ni papir - gel - membrana - filtra¢ni papir* - porézni
houbicka

* je nutné odstranit vzduchové bubliny mezi gelem a membranou pomoci sklenéné
tyCinky

Kazetu uzavieme a vlozime do blotovaci komtirky. Cerna strana kazety sméfuje vzdy
k cerné stran¢ blotovaci komurky (katoda (-)). Blotovaci komurku naplnime blotovacim
pufrem, uzavieme vikem (nutno dbat na spravnou orientaci elektrod) a vlozime do chladnicky
(nutné chlazeni). Pted pfipojenim ke zdroji je nutné vypocitat na zédklad¢ velikosti membrany
proud, ktery se na zdroji nastavi dle nasledujiciho vzorce :

Plocha gelu x pocet geli x 0,8 mA-cm™

Po 2 hodinach ukoncime blotovani. Blotovaci pufr slijeme zpét do zasobni lahve a
vyjmeme blotovaci kazetu. Pro ovéfeni pienosu proteinti na membranu pouzijeme c¢inidlo
Ponceau S. Do misek vlozime membrany a ke kazdé ptidame 5 ml ¢inidla Ponceau S. Po 5
min inkubaci se na membrané vizualizuji pfenesené proteiny. Cinidlo poté vymyjeme
destilovanou vodou.

3.4. Imunodetekce na pristroji SNAP id.

SNAP id. polozime na rovnou plochu pracovniho stolu. Pfipojime hadici ptfivodu
vakua K zadni ¢asti pfistroje s pouzitim plastové spojovaci trubicky, ktera se zaklapne do
otvoru v zadni ¢asti. Pfipojime druhy konec hadice ke zdroji vakua, pouZzijeme 1 1 odsévaci
lahev a filtr pro ochranu zdroje vakua pted kapalinami a kontaminaci. Pfi zapojovéani dbame
na dostatek prostoru pro hadice, aby nedoslo k jejich ohybani ptipadné zaskrceni. Pted
zahdjenim skladani drzaku blotu pro dvé membrany si piedem pfipravime protilatky,
blokovaci roztok a promyvaci roztok.

Otevieme viko drzéku blotu, nedotykédme se bilého vnitiniho povrchu. Navlh¢ime bily
vnitini povrch drzdku deionizovanou vodou, az zméni barvu na Sedou. Pfebytecnou vodu
odstranime blotovacim valeCkem pro zamezeni posunii blotovaci membrany v drzaku.
VloZime navlhé¢enou membranu na stfed komulrky drzdku stranou s proteiny smérem doli.
Jemnym prejetim valeckem odstranime veskeré vzduchové bubliny mezi blotovaci
membranou a povrchem komurky drzdku. Na membranu poloZime spacer (neni tfeba vlhcit)
tak, aby kompletné¢ pokryval celou blokovaci membranu a znovu jemnym pohybem
pfejedeme valeckem pro zajisténi dokonalého kontaktu spaceru a membrany. Pokud spacer
nepokryva celou plochu blokovaci membrany, po vyvoldni membrany mohou byt pozorovany
tmavé Cary v mistech polohy okraje spaceru na membrané. Uzavieme viko drzaku blotu a
pevné drzék zespodu zmackneme pro dokonalé uzavieni drzdku. Otevieme viko pfistroje a
vlozime drzdk do komory pfistroje komirkou smérem vzhlru tak, aby drzdk zapadl v téle
pfistroje. Zavieme viko pfistroje.

Do kazdé komurky drzaku blotu pro jednu membranu nalijeme 30 ml 0,5% roztoku
nizkotuéného mléka v roztoku Tween-20 v TBS (TTBS) a ihned zapneme piivod vakua
otocenim pfepinace vakua ptislusného drzaku. (kazdy piepinac reguluje nezavisle vakuum pro
ptisluSny drzak). Pti pouziti systému SNAP id. neni nutn4 inkubace s blokovacim roztokem.
Po uplném vyprazdnéni komurky drzaku (10-20 sekund) vypneme zdroj vakua otoCenim
pfepinace.

Do kazdé komurky aplikujeme 3 ml piislusné primarni protilatky v 0,5% mléku s
TTBS. Roztok protilatky musi rovnomérné pokryt cely povrch komurky! Se zdrojem vakua
stale odpojenym provedeme inkubaci s primarni protildtkou 10 minut pfi laboratorni teploté.
Roztok bude absorbovéan do povrchu drzéku blotu a povrch se miize jevit zdanliveé jako suchy.
Dobu inkubace je mozno prodlouZit, coz ale miiZze vést ke zvyseni signdlu pozadi. Po uplynuti
10 min zapojime zdroj vakua a vyckame 10-20 sekund pro dokonalé odstranéni roztoku
protilatky z komirky drzaku.



Se zdrojem vakua stéle ptipojenym, promyjeme kazdou komurku 30 ml promyvaciho
roztoku Tween-20 v TBS. Pro optimalni promyti opakujeme nejméné tiikrat. Kazdy
promyvaci krok by mél trvat nejméné 20 s. Po poslednim promyvani a Gplném odsati
promyvaci roztoku odpojime zdroj vakua.

Do kazdé komirky aplikujeme 3 ml pfislusné sekundéarni protilatky v 0,5% mléku s
TTBS. Roztok protilatky musi rovnomémneé pokryt cely povrch komurky! Se zdrojem vakua
stdle odpojenym, inkubujeme s primarni protilatkou 10 min pfi laboratorni teploté. Roztok
bude absorbovan do povrchu drzéku blotu a povrch se muze jevit zdanlivé jako suchy. Dobu
inkubace je mozno prodlouzit, ale mtze to vést ke zvySeni signdlu pozadi. Po uplynuti 10 min
zapojime zdroj vakua a poCkame 10-20 s pro dokonalé odstranéni roztoku protilatky z
komirky drzaku.

Se zdrojem vakua stale pfipojenym, promyjeme kazdou komurku 30 ml promyvaciho
roztoku TTBS. Pro optimalni promyti opakujeme nejméné tiikrat. Kazdy promyvaci krok by
mél trvat nejméné 20 s. Po poslednim promyvani a Uplném odsati promyvaci roztoku
odpojime zdroj vakua. Vyjmeme drzak blotu z pfistroje, polozime na pracovni plochu
komurkou doli a otevieme viko drzdku. Pinzetou opatrn€ odstranime spacer. Vyjmeme
membranu a pokra¢ujeme v postupu vizualizace proteinti. Drzak blotu recyklujeme do odpadu
pro plasty a vyc€istime pfistroj proplachnutim deionizovanou vodou.

Pro detekci barevného produktu pouzijeme chromogenni substrat NBT-BCIP
(nitrotetrazoliova modf ve spojeni s 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fosfatem) pro sekundarni
protilatku znacenou alkalickou fosfatasou. Pfipravime si 10 ml barviciho roztoku : 150 pl
komeréniho roztoku NBT-BCIP smichdme s 10 ml barviciho pufru. Inkubujeme maximalng
10 minut do vyvinuti tmavé fialového zbarveni. Membranu vyfotime a vyhodnotime
v dokumenta¢nim systému Biospectrum 410 vybavenym citlivou chlazenou CCD kamerou a
napojenym na pocita¢ s programem VisionWorks pro sbér a analyzu ziskanych obrazovych
dat.

4. Vyhodnoceni:
a) Membranu s detekovanymi proteiny vyfotime v dokumenta¢nim systému Biospectrum
410.
b) Podle pokyni vyucujiciho provedeme denzitometrickou analyzu a kvantifikaci
proteinti ve vzorcich. Vysledky piehledné uvedeme do tabulky a grafu.

5.) Kontrolni otazky:
1. Jake jsou fyziologické funkce Hsp proteinli a enzymu GSNOR v Zivych organismech?




21. HISTOCHEMICKA DETEKCE DEHYDROGENAS

1. Teoreticky uvod:

Enzymova histochemie (téZ nazyvana katalytickd histochemie) je metoda slouzici k
detekci aktivity enzymu v buiikach nebo tkanich/pletivech organismu. V soucasnosti je in situ
prokézano okolo 150 enzymd, tj. asi 1/10 z celkového poctu enzyml. Samotny princip
katalytické aktivity spo¢iva ve dvou krocich. Prvni krok je samotna "histochemicka reakce":
tkan s enzymem + substrat = produkt. Druhy krok je "reakce vizualizace": z testovaného
produktu prvni reakce vznikne barevna a nerozpustna sloucenina. Aby prob&hly obé tyto vyse
uvedené reakce, musi byt dodrzeny urcité¢ podminky: zachovani aktivity enzymii, zachovani
struktury bunék a tkani/pletiv - kryostatové rezy (chemicka fixace témer vzdy snizuje aktivitu
enzymu), pH prostiedi, Substrdt v nadbytku.

Tyto optimalni podminky zajistime pomoci inkubacniho prostredi, které ma tyto slozky:

A. Substrat: m¢l by byt rozpustny ve vodée pii pH optimalnim pro dany enzym a mé¢l by
mit schopnost vytvaret barevny finalni produkt a zaroven dostate¢né rychle pronikat do
mist fyziologické lokalizace enzymu. Pokud je produkt reakce bezbarvy, pfidava se
¢inidlo slouzici k jeho zviditelnéni.

Aktivator: latka zvysujici aktivitu enzymu
Inhibitor: latka snizujici aktivitu enzymu
. Vhodny pufr: zajisti potiebné pH optimum

OOw

Vybrané enzymy a substraty vhodné pro jejich lokalizaci:

Dehydrogenasy | Oxidovatelny substrat odstépujici vodik

Peroxidasy Peroxid vodiku

Esterasy Hydrolyzovatelny ester

Glykosidasy Glykosidicka vazba (cukry, glykoproteiny,
glykolipidy)

Sulfatasy Sulfoestery

Nasleduje zviditelnéni reakéniho produktu reakei s chromogenem — vizualiza¢ni reakce:

Precipitace s kationty

. Vznik barevné nerozpustné soli Pb, Co
kovu

Simultanni azokopulace Produkt (naftol) se prevede na azobarvivo

Indigogenni reakce Stépeni na indoxyl a jeho oxidace na indigo

Tetrazoliovd metoda Redukce tetrazoliové soli na barevny formazan

Peroxidasova reakce Oxidace DAB (diaminobenzidin)

Detekce se provadi na volnych fezech (na hodinovém sklicku nebo v malych Petriho
miskach v inkubaénim roztoku), dale na fezech adhezi pfilepenych na podlozni sklicko nebo
na celych rostlinaich. Vyhodou metod provadénych na celé rostliné je moZzZnost urcit
prostorovou a ¢asovou distribuci biomolekul v jednotlivych bunikach neporuseného organismu,
jde tedy o rychlou a levnou analyzu. Inkubace je provedena vétSinou pii laboratorni teploté,
neni-li zndma piesnéjsi specifikace podminek. Totéz plati 1 o jeji délce — fadoveé se pohybuje
vV rozmezi n¢kolika minut aZ hodin a je zavisld na mnozZstvi enzymu v tkani a citlivosti dané
metody. Rezy mohou byt pfipraveny &erstvé, kryostatované z nefixované tkang, dale pak
z fixovanych vzorkl a nebo mohou byt pfipraveny lyofilizaci.

Kazdy histochemicky experiment je nutné doplnit o kontrolni pokus a inhibi¢ni
test(y). Kontrolni pokus slouzi k verifikaci vysledkti a provadi se jednoduse tak, ze se v
inkubac¢nim médiu vynechd substrat. Inhibicni testy jsou indikovany v téch ptipadech, kdy
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stejny substrat je atakovan n€kolika enzymy soucasné. Vysledek katalytické histochemie mize
byt znehodnocen pravé pridanim substratu do kontrolniho fezu, nevhodné zvolenym pH pii
ptipravé preparatu nebo difuzi reakéniho produktu pres bunééné membrany.

V této uloze se budeme zabyvat histochemickou lokalizaci dehydrogenas — konkrétné
aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) a S-nitrosoglutathionreduktasy (alkoholdehydroge-
nasa tfidy III). Jedna se o enzymy, které katalyzuji oxidaci substratu odnétim vodiku, jehoz

akceptorem je NAD®. Nasledujici schéma znazorfiuje princip detekce aktivity
aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH):
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Nitrotetrazoliovda modi (NBT) je ve své oxidované formé bezbarva a nerozpustni latka,
redukci za pfitomnosti fenazinmethosulfatu (PMS) se pfeméni na modry nerozpustny formazan.
Aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH, EC 1.2.1.19) je NAD(P)-dependentni enzym,
podilejici se v zivych systémech na procesu degradace biogennich aminoaldehydi,
vznikajicich pii oxidacni deaminaci polyaminl. Touto reakci tak dochazi k oxidaci ®-
aminoaldehydi na piislusné m-aminokyseliny za soucasné redukce koenzymu NAD®, dle
rovnice:
NH,(CH,),CHO + NAD" + H,0 — NH,(CH,),COOH + NADH + H*

AMADH je zatazena do rozsahlé rodiny aldehyddehydrogenas 9 (ALDH9) nalezejicich
do nadrodiny aldehyddehydrogenas (ALDH). Skupinu ALDH9 vzajemné propojuji tii
nesouvisejici metabolické drahy, jsou to: metabolismus polyamint, cholinu a lysinu.
Klasifikace jednotlivych ¢lenit ALDHY je tedy vztazena k substratové specificnosti, na zakladé
které je dale rozdélujeme na:

- 4-aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH, EC 1.2.1.19)

- 4-guanidinobutyraldehyddehydrogenasy (GBALDH, EC 1.2.1.54)

- betainaldehyddehydrogenasy (BADH, EC 1.2.1.8)

- 4-trimethylaminobutyraldehyddehydrogenasy (TMABALDH, EC 1.2.1.47)



Mezi typické substraty tak mizeme zafadit 4-aminobutyraldehyd (ABAL), 3-
aminopropionaldehyd (APAL), 4-guanidinobutyraldehyd (GBAL), betainaldehyd (BAL),
N,N,N-trimethyl-4-aminobutyraldehyd (TMABAL) a dale n¢kolik aromatickych a alifatickych
aldehydi. Rozsah substratové specifi¢nosti daného enzymu, ktery byl izolovan z rtznych
organismu, neni vzdy striktné vymezen, proto by vySe uvedené enzymy mély byt obecnéji
povazovany za AMADH.

Aktivita AMADH byla poprvé vizualizovand v etiolovanych semenaccich hrachu.
Nejintenzivnéjsi zbarveni, a tedy i nejvyssi aktivita AMADH byla detekovana v bunkach
pericyklu a endodermis kotene a hypokotylu. Slabsi zbarveni bylo pozorovano ve vaskularnim
kambiu kofene. V piipad¢ epikotylu a vrcholku vyhonu byla ¢innost AMADH prokazana
zejména ve vaskularnim kambiu, dale pak v pericyklu a endodermis, kde jiz intenzita
vybarveni byla niz$i. Aktivita AMADH byla také studovana v reakci na stres, konkrétné na
mechanické poSkozeni, které vyvolalo zvySeni aktivity enzymi ucastnicich se degradacni
drahy polyamint (jako jsou peroxidasy, aminooxidasy a aminoaldehyddehydrogenasy),
paraleln¢ s nariastem putrescinu, kadaverinu, spermidinu a 4-aminomaselné kyseliny. Zvysena
aktivita AMADH byla histochemicky lokalizovana na fezech semenackt hrachu, konkrétné v
epidermalnich buiikéach a bunkach kortikalniho parenchymu, jez ptiléhaly k mistu poskozeni -
byla zde patrnd i intenzivni lignifikace.

S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR) je enzym ndlezejici do rodiny zinek-
dependentnich alkoholdehydrogenas ttidy III (ADH3; EC 1.1.1.1). Ve starsi literatufe se
setkdme s oznaCenim glutathion-dependentni formaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.1). Po
odhaleni reakéniho mechanismu, kterym je NAD"-dependentni oxidace aduktu formaldehydu a
glutathionu S-(hydroxymethyl)glutathionu (HMGSH) byl nazev enzymu od roku 2005 zménén
na S-(hydroxymethyl)-glutathiondehydrogenasu (EC 1.1.1.284). Katalyza NAD"-dependentni
oxidace S-HMGSH piedstavuje klicovy krok detoxifikace exogenniho i endogenniho
formaldehydu. OvSem z fyziologického hlediska se za podstatngj$i povazuje role GSNOR v
katabolismu nejvyznamnéjsiho nizkomolekularniho S-nitrosothiolu  S-nitrosoglutathionu
(GSNO) na oxidovany glutathion (GSSG) a amoniak (NH3). I pies vysokou specifi¢nost pro
GSNO byla potvrzena role enzymu v nepiimé kontrole intracelularni hladiny proteinovych S-
nitrosothiold u Arabidopsis thaliana. Podobn¢ jako u zivocichu se i u rostlin predpoklada role
GSNOR v ochrané proti nitrosacnimu stresu, a to udrzovanim homeostazy oxidu dusnatého
(NO) a reaktivnich forem dusiku (RNS) uvnitf bunék. Aktualni védecké prace popisuji
vyznamnou funkci enzymu v obrannnych reakcich na abiotické a biotické stresové faktory.

Kolorimetricka metoda pro detekci aktivity GSNOR byla jiz popsana in situ v
elektroforetickych ~ gelech. Je  zalozena na  skutenosti, ze  oxidace  S-
(hydroxymethyl)glutathionu enzymem GSNOR zptisobi redukci NAD* na NADH, coz dale
vede k redukci nitrotetrazoliové modii na nerozpustny formazan. Tato metoda byla pozdéji
pfizpisobena  histochemické  detekci GSNOR v ZivocisSnych  tkanich.  Barveni
nitrotetrazoliovou modfi bylo dfive pouzivano v cytochemickych testech pro méfeni respiracni
aktivity v kofenech. V roce 2004 byla popsana nova metoda pro rychlou detekci aktivity
GSNOR vcelé rostling. Jedna se o kombinaci metody pro detekci GSNOR
v elektroforetickych gelech spolu s histochemickou lokalizaci B-glukuronidasy v semenaccich
A. thaliana. 3-denni rostliny vykazovaly vysokou aktivitu GSNOR v kofeni, u 16-dennich
rostlin byla vysoka aktivita také v kofeni, ale i v listech s vyjimkou fapiku. Jako kontrolni
vzorky byly pouZity semenacky inkubované ve smési obsahujici pouze formaldehyd (bez
glutathionu) a semenacky inkubované vesmeési obsahujici pouze glutathion (bez
formaldehydu). Na téchto kontrolnich vzorcich byla detekovana oxidace formaldehydu,
pfipadn¢ glutathionu jinymi enzymatickymi systémy jako jsou mitochondridlni
aldehyddehydrogenasy nebo glutathionreduktasy, projevuje se zde také endogenni piitomnost



glutathionu a formaldehydu v bunkach rostliny. Metoda mtize byt aplikovana na studium zmén
aktivity GSNOR v disledku odpovédi na abiotické a biotické stresové faktory.

2. Material a chemikalie

2.1. Zasobni roztoky :

4% agarosa (ptiprava: 2 g do 50 ml vody, rozvaftit)

Pufr pro detekci AMADH - 0,15 M Tris-HCI, pH 8,5

Pufr pro detekci GSNOR: 100 mM fosfore¢nan sodny, pH=7,5, obsahujici 0,1% Triton X-100
(pipetovat 100 pl na 100 ml pufru)

Pied experimentem je nutné pripravit ¢erstvou reakéni smés:

a) detekce AMADH (na 10 ml pufru):

- 1 mM APAL: rozpis na 100 mM APAL: 16,2 ul 1-amino-3,3-diethoxypropan + 983,8 ul 0,4
M HCI — do termobloku 10 min pti 100°C. Do reakéni smési pridame 100 pl 100 mM APAL.
-1 mM NAD": navazka 6,634 mg

- 0,15 mM PMS: navéazka 0,459 mg

- 0,75 mM NBT: navazka 6,132 mg

b) detekce GSNOR (na 10 ml pufru):

- 9 mM pyruvat sodny: navazka 10 mg

- 65,3 uM PMS: navézka 0,2 mg

- 24,5 uM NBT: navazka 0,2 mg

Ptipravit Cerstvé a nepiidava se do reakéni smési:

- 60 mM NAD™: 4 mg navazky rozpustit ve 100 ul destilované vody

- 500 mM formaldehyd: 5 pl konc. formaldehydu ptidat do 100 pl destilované vody
- 100 mM glutathion: 1,7 mg navazky rozpustit ve 100 pl destilované vody

Ptiprava Cerstvého formaldehydu z paraformaldehydu:

- 3 g paraformaldehydu rozpustime v 10 ml destilované vody, za stalého michani zahiejeme na
70°C

- ptidame né¢kolik kapek 6N NaOH do tuplného rozpusténi paraformaldehydu

- poté nechdme roztok zchladnout a rozpipetujeme po 1 ml, uchovdme zamrazené pii -20°C

- vysledna koncentrace je 10 M formaldehyd

Extrakéni roztok pro kvantifikaci formazanu: 125 pl 2 M KOH, 125 pl DMSO

2.2. Rostlinny material :

a) AMADH: 7-denni semenacky P. sativum — 24 h pfed pokusem mechanicky poskodit stonek
b) GSNOR: 9-denni semenacky A. thaliana ekotyp Columbia pé&stované na horizontalnim
agaru — 2 h pred experimentem proveést inkubaci pii 42°C

2.3. Material

v' vibratom, Ziletky, filtraéni papir, §tétce, Petriho misky, kultivaéni misky, skalpel,
kapatko, kryci a podlozni skla, vtetinové lepidlo, svételny mikroskop

3. Postup



3.1. Postup pro pripravu iezi - detekce AMADH:

1. Zahiejeme 50 ml 4% agarosy v mikrovinné troubg.

2. Agarosu nalejeme do Petriho misky, po zchladnuti na cca 40°C kolmo vlozime pomoci
pinzety 0,5 cm segmenty stonku hrachu, které si pfipravime nakrajenim Zziletkou na sklenéné
podlozce.

3. Po ochlazeni agarosy v misce s ledem skalpelem vyfizneme kvadr agarosy 1,5 cm x 1,5 cm
se vzorkem stonku uprostfed, ten upravime do tvaru pyramidy a zékladnu pfilepime na
zakladni kostku vibratomu.

4. Podle pokynti vyucujiciho pfipravime 100 pum silné fezy, které pomoci Stétecku pieneseme
do kapky pufru v Petriho misce.

5. Detekce AMADH: barveni pti 25°C 1-3 h ve tm¢ — kompletni reakéni smés obsahujici 1

mM APAL, 1 mM NAD", 0,15 mM PMS a 0,75 mM NBT.

6. Jako kontrola budou slouzit fezy inkubované v reakéni smési bez substratu APAL.

3.2. Postup pro barveni celych rostlin - detekce GSNOR:

1. Cerstvé piipravenou reakéni smés rozdélime do 2ml zkumavek podle uvedeného rozpisu.

2. Pinzetou opatrné do zkumavek vlozime semenacky A. thaliana.

3. Poté postupné¢ do zkumavek pfidavame podle rozpisu uvedené slozky o finalnich
koncentracich: 0,6 mM NAD*, 5 mM formaldehyd, 1 mM glutathion.

4. Na vSechny vzorky aplikujeme vakuum po dobu 10 minut, poté vzorky umistime do tmy a
inkubujeme po dobu 40 minut pti 42°C.

5. Po ukonceni inkubace vzorky opakované proplachujeme 70% ethanolem.

Tab. 1 Rozpis experimentu pro detekci GSNOR:

Barveni Kontrola Kontrola Kontrola Kontrola
bez NAD* bez GSH bez
formaldehydu

Reakéni smés 2mi 2mi 2 ml 2mi 2mi
60 mM NAD+ 20ul - - 20ul 20ul
500mM 20ul - 20ul 20yl -
formaldehyd

100 mM glutathion 20l - 20ul - 20ul

3.3.  Kvantifikace formazanu:
Rostlinky po odbarveni ethanolem nechame uschnout v pfedvazené eppendorfce a poté opatrné
vysuSime fénem. Pro ur€eni suché vahy zvazime eppendorfky s usuSenymi rostlinkami. Na 10
mg suché hmotnosti pfidame 250 pl extrakéniho roztoku. Extrakci nechame probihat 10 minut
na ultrazvukové lazni. Poté 5 min centrifugujeme pii 16000 g a odebereme 200 pl extraktu do
jamky mikrotitraéni desticky. Zmétime absorbanci pfi 620 nm. Jako blank pouZijeme 200 pl
extrak¢éniho roztoku.

4. Vyhodnoceni:

1. Vysledna pozorovani dokumentujeme fotografii opatienou meéfitkem a popisem
pozorovaného objektu.

2. Do tabulky ptehledné uvedeme pozorovani po inkubaci fezt/celych rostlin za riznych
podminek a zdivodnime.

3. Sestavime graf pro kvantifikaci formazanu v kofenech semenackt A. thaliana po vystaveni
teplotnimu stresu.

5. Kontrolni otazky:



1. Pro¢ je nutné kazdy histochemicky experiment dopliiovat o kontrolni vzorky?
2. Popiste princip detekce AMADH a GSNOR.
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