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LABORATORNI RAD

1. Student je povinen se sezndmit pred zahajenim prace v laboratofi s laboratornim fadem,
s bezpecnostnimi predpisy a s poskytovanim prvni pomoci.

2. Pro ziskani zapoctu je nutnd 100% ucast na cviceni. V pfipadé¢ nemoci si lze cviceni
nahradit v ramci zapoctového tydne (vyjimecné situace se budou feSit individualng,

pt. pobyt v nemocnici).

3. Kazda absence musi byt omluvena. Ma-li student vazné osobni duvody, pro které se
nemuze zucastnit cviceni, sdéli to vedoucimu predem. Kazdad zameskand tloha musi byt
nahrazena. Na terminu ndhradniho cvic¢eni se dohodne posluchac s vedoucim cviceni.

4. Student je povinen pfichdzet do laboratoie vcas.

5. Student musi byt na praktické cviceni teoreticky pfipraveny. Pied zahdjenim cviceni
vyucujici ovéiuje znalosti studentti. Pokud student nema dostatecné znalosti k feSeni dané
ulohy, cvi¢eni vykond v ndhradnim terminu. Maximalni pocet ndhradnich cviceni je 2.

6. Pti praci v laboratofi musi mit student pracovni plast’ a prezivky.

7. Studenti pracuji ve dvojicich. Pfed zahajenim prace zkontroluji podle ptilozeného seznamu
pracovni still, na ptipadné nesrovnalosti upozorni vyucujiciho.

8. Pfi praci je nutné postupovat presné podle zadané ulohy a pokynii vyucujiciho. Pted
pouzivanim piistroji se musi student nejprve seznamit s jejich obsluhou.

9. Pribéh prace a dosazené vysledky si kazdy student zaznamenava do protokolarniho sesitu.
Po skonceni cviceni ptedlozi vysledky k ovéfeni vedoucimu cviceni.

10. Nasledujici cviceni dvojice studentl, feSici spolu danou ulohu, odevzda jeden spolecny
protokol, ktery musi obsahovat: jména studentt, studijni kombinaci, datum, ndzev ulohy,
strucny princip ulohy, strucny pracovni postup, vysledky, diskusi, zavér (tabulky, grafy)
a odpovédi na otazky uvedené u kazdé ulohy.

11. Po skonceni prace je student povinen dat své pracovni misto do poradku, fadné umyt sklo
a oplachnout jej destilovanou vodou.

12. Student smi opustit laboratot az po kontrole dosazenych vysledki a stavu pracovniho stolu
vyucujicim.

13. V laboratofi je zakézano jist, pit a koufit.
14. Studenti jsou povinni dodrzovat bezpecnostni piedpisy.
15. Prace s jedovatymi t€kavymi a pachnoucimi latkami se provadi pouze v digestofi.

16. Zvlastni opatrnosti je tieba dbat pfi manipulaci s otevienym ohném, hoflavinami,
ziravinami a jedovatymi latkami.

17. Pfipadné zavady, nedostatky, nehody nebo poranéni je nutné ihned hlésit vyucujicimu
a v ptipad€ potieby poskytnout okamzité prvni pomoc.



BEZPECNOST PRACE V CHEMICKE LABORATORI

VSichni studenti musi byt pfed zahajenim cviceni seznameni a piezkouseni ze zakona
¢. 356/2003 Sb. V chemické laboratofi miiZze dojit k poranéni pti praci se sklem, pii neopatrné
manipulaci s elektrickymi pfistroji a zejména pii praci s chemikaliemi. Aby nedochéazelo
k poskozeni zdravi, je nutné dodrzovat zdkladni zasady bezpecnosti prace:

1. Provadime pouze prace podle pokynil vyucujiciho.

2. Sezndmime se s rozmisténim hasicich pfistroji a s unikovymi vychody z laboratofe.

3. V laboratofi nikdy nejime, nepijeme a nekoufime. K jidlu a piti nikdy nepouZzivame
chemické sklo.

4. Po skonceni prace si dikladné umyjeme ruce.

5. TaSky a obleceni ulozime na vyhrazené misto mimo laboratof.

6. Pti praci v laboratofi vZdy nosime pracovni plast a vhodnou obuv.

7. Neprovadime samovolné opravy nebo upravy na elektrické instalaci a ptistrojich.
8. Chemikalie nikdy nezkouSime sty a neinhalujeme vypary.

9. Nepipetujeme Usty!

10. Pfi praci se ziravinami a jinymi nebezpecnymi latkami si chrdnime oblicej a oci
ochrannym S§titem, ruce gumovymi rukavicemi.

11. Na pracovisti udrzujeme potadek a Cistotu. Dbame, abychom vnéjsi stény nddob nebo
pracovni misto nepotfisnili chemikaliemi.

12. Koncentrované kyseliny a zasady fedime tak, ze kyselinu nebo zasadu lijeme tenkym
proudem po ty¢ince do vody za souasného michani a chlazeni.

13. Pi provadéni pokust ve zkumavkach drzime tusti zkumavek odvracené od obliceje (svého
1 spolupracovnikil).

14. Pfi préci s hoflavinami nesmi byt v blizkosti otevieny ohen.
15. Zbytky jedi likvidujeme podle pokynt vyucujiciho.

16. Pfi préci s étherem dbame uzkostlivé na bezpecnostni opatfeni (moznost vzniceni i od
horkych soucasti).

17. V piipadé nehody okamzité informujeme vyucujiciho a poskytneme prvni pomoc.

18. Po skonceni prace uzavieme vodu a vypneme elektrické spotiebice.



PRVNI POMOC PRI NEHODE

. Pfi poleptani ktize silnou zasadou nebo kyselinou zasazené misto ihned dikladné¢ omyjeme
proudem vody. Pii poleptani kyselinou provedeme neutralizaci roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného (20 g/l), pti poleptani zasadou ziedénou kyselinou octovou

5 g/l).

. Pfi zasaZeni oka chemikalii ihned oko vypldchneme slabym proudem vody. V piipadé
zasazeni zasadou oko vyplachneme borovou vodou (roztok kyseliny borité 30 g/1), jedna-li
se o kyselinu pouZijeme k vyplachu roztok boraxu (20 g/l). V kazdém piipad€ je nutné
vyhledat odborné vysetieni u o¢niho 1ékare.

. Pfi poleptani sliznice v ustech provedeme dukladny vyplach ust vodou a nasledné
neutralizaci vyplachem kyselinou octovou (poleptani zadsadou) nebo hydrogenuhli¢itanem
sodnym (poleptani kyselinou).

. Pti poziti

— louhu se doporucuje pit ziedénou kyselinu octovou (0,5-2,0 g/),

— kyseliny pijeme suspenzi oxidu hofecnatého nebo hydroxidu hlinitého ve vode,

— jedi je charakter prvni pomoci specificky podle druhu otravy, doporucuje se vypit
sponi 0,5 1 vody a vyvolat zvraceni,

chemikalii je nutné vyhledat odborné l1¢kai'ské osetreni.

. V pfipad¢ vzplanuti hotlavych latek okamzité¢ vypneme elektricky proud a odstranime
vSechny hoftlavé latky z blizkosti pozéaru. Hotici odév hasime ptikryvkou nebo sprchovou
vodou. Pfi likvidaci vétSich plament pouzijeme hasici pfistroje. Pfi malych popaleninach
oSetfime postizené misto masti na spaleniny a zakryjeme sterilnim obvazem. VEtsi
popéleniny oSetii 1¢kat.

. Pfi pofezani sklem odstranime z povrchové rany sklo, okoli otfeme zfedénym peroxidem
vodiku (0,9 mol/l) a ovazeme sterilnim obvazem. Vétsi zranéni oSetii 1ékar.



1. PRIPRAVA ROSTLINNEHO MATERIALU A PUSOBENI
STRESOVYCH FAKTORU

1A. Priprava rostlinného materialu

1.1 Teoreticky uvod
Charakteristika rodu Cucumis

Rod Cucumis patii do ¢eledi Cucurbitaceae (tykvovité), kterd je velmi riznoroda jak
z hlediska taxonomického, tak i genetického. V této Celedi je 118 rodi a 825 druhd. Rod
Cucumis je geneticky rozmanity, nejCastéji se vyskytuje v tropickych a subtropickych
oblastech (Lebeda & Kiistkova, 1993). Jedné se o vyznamné plodiny v zemédélstvi mirného
pasu. Mezi dulezité zemedeélské zastupce patii C. sativus L. (okurka seta), C. melo L. (meloun
cukrovy), C. metuliferus (metulony, kiwano) (Ktistkova et al., 2003).

Rod Cucumis zahrnuje asi 30 druhG. C. sativus (okurka setd, obr. 1) pochazi
pravdépodobné z indického podhtii Himaldji. Tento druh tvofi izolovanou a kompaktni
skupinu. C. sativus je charakterizovan relativné omezenou genetickou diverzitou. C. sativus,
C. hardwickii a C. callosus maji diploidni pocet chromozémul 2n=14. U vSech ostatnich druhti
rodu Cucumis se pocet chromozoémii pohybuje v nasobku 12, a to v rozmezi 24 az 72
(Ktistkova & Lebeda, 1995). C. sativus je nejrozsifenéj$i kultivovand rostlina z cCeledi
Cucurbitaceae. Péstuje se pro plody, které se pouzivaji jako zelenina.

Mezi nejvyznamnéjsi abiotické faktory ovliviiujici rod Cucumis néalezi zejména nizka
teplota, vysoka zasolenost pidy, ptidni kyselost a vysoka ptdni vlhkost (Kftistkova et al.,
2003).

Obr. 1 Cucumis sativus (okurka seta).

Charakteristika rodu Lycopersicon

Z dosavadnich vyzkuma vyplyvda, ze mezi planymi druhy rodu Lycopersicon byla
nalezena rezistence vuci témet vSem vaznym chorobam a sktidctiim rajcete. Rod Lycopersicon
1ze rozdélit na dva komplexy, tzv. esculentum-komplex a peruvianum-komplex.

Esculentum-komplex zahrnuje celkem Sest druhii, tfi z nich (L. esculentum,
L. cheesmanii a L. pimpinellifolium) se vyznacuji syntézou barevnych karotenoidti v plodech,
tt1 dalsi druhy (L. hirsutum, L. parviflorum a L. pennellii) jsou zelenoplodé. VSichni zéstupci
tohoto komplexu jsou bez problému kiizitelni s komerénimi odridami rajcete.




Peruvianum-komplex se sestavd ze dvou zelenoplodych druh (L. peruvianum
a L. chilense). AvsSak pravé tyto dva druhy, které jsou nositeli vyznamnych vlastnosti,
se vyznacuji problematickou sexudlni kiizitelnosti s L. esculentum. Tato sexualni
inkompatibilita miiZze byt pfekonana pouZitim tzv. genotypi-mostd, nebo pomoci nékterych
modernich metod bunécné biologie, jako je napf. technika "embryo-rescue" a somaticka
hybridizace. Také oblast molekularni biologie poskytuje dal$i mozZnosti pfi Slechténi rajcete,
zejména klonovani gent odpovédnych za rezistenci a moznost jejich inkorporace do genomu
rajc¢ete (Lebeda & Mieslerova, 1998).

Na katedfe biochemie a botaniky se k experimentim nejcastéji pouzivaji tyto dva
genotypy Lycopersicon spp.: L. esculentum cv. Amateur - vysoce nachylny a L. chmielewskii
(LA 2663) - stfedné rezistentni (obr. 2).

A
Obr. 2 Lycopersicon esculentum (A), Lycopersicon chmielewskii (B).

Charakteristika rodu Pisum

Rod Pisum tvoii mnoho morfologicky odlisnych typl rozsifenych po celém svéte.
Hrach (Pisum) tadime do celedi bobovitych (Fabaceae). Hospodatrsky nejvyznamnéj$im
druhem je hrach sety (Pisum sativum) (obr. 3) patfici mezi nejrozsifenéjsi druhy luskovin.
Péstuje se v celém mirném pasmu pievazné jako jarni plodina. Semena hrachu maji vysoky
obsah bilkovin, ktery je asi 2x vy$si nez u obilovin. Skladba aminokyselin je rovnéz
piizniv€j$i nez u obilovin, nebot’ ma vice nepostradatelnych aminokyselin, vy$si obsah
vitaminid a mineralnich latek. Semena hrachu jsou dilezitym zdrojem bilkovin pro vyzivu lidi
1 zvifat (http://www.agromanual.cz). NejvétS§im kladem je fixace vzduSného dusiku
symbiotickymi bakteriemi a jeho exkrece do pudy.




Obr. 3 Pisum sativum (hrach sety).

Existuje né€kolik publikaci pouzivajicich hrach sety jakozto modelovou rostlinu
pii studiu vlivu salinitniho stresu na rast rostlin a jejich kli¢eni (Okgu et al., 2005), na indukci
rostlinnych hormont (Atanassova et al., 1996; Atanassova et al., 1997; Zdunek-Zastocka
et al., 2004) a antioxida¢nich enzymt (Gémez et al., 2004; Hernandez et al., 1995; Hernandez
et al., 1999; Hernandez et al., 2000; Hernandez et al., 2001) a na produkci stresovych proteini
(Kav N. nv et al., 2004), reaktivnich forem kysliku (Hernandez et al., 2001) a NO (Kolbert
et al., 2005).

1.2. Material, chemikalie a pFistroje

Chemikalie:
3% roztok Sava, 8% roztok chloraminu B, 70% ethanol, 1 M KOH, alar,
benzylaminopurin (BAP), CaCl, - 2 H;0O, Ca(NOs3), - 4 H,O, CoCl, - 6 H;O,
CuSOs - 5 H,O, FeEDTA, FeSO4- 7 H,0, fytoagar, H;BOs;, IBA, KH,PO,4, KCI, KI,
KNOs, kyselina askorbova, manitol, MES, MgSO, - 7 H,O, MnSOs - HO,
MI’ISO4 -4 Hzo, MS médium, NaCl, NazMOO4 -2 Hzo, NazEDTA -2 HzO, NH4H2PO4,
NH4NO3, (NH4)sM070,4 - 4 H,O, sacharosa, sterilni destilovana voda, ZnSO, - 7 H,O.

Material:
Alobal, Erlenmayerovy banky, filtratni papir, kadinky, kultiva¢ni plastové boxy,
kvétinace, 1zicky, michadla, nizky, odmérné valce, paska na autokldvovani, perlit,
pinzeta, pipety, plastové kelimky, plastové zkumavky, Petriho misky, raSelina, vazenky,
zahradnicky substrat, zdsobni lahve.

Rostlinny materidl:
Semena C. sativus cv. Marketer, C. sativus L. STELA F1, C. melo L. (PI 313970),
L. esculentum cv. Amateur a L. chmielewskii (LA 2663), L. esculentum Mill. a mutanta
7B-1, P. sativum cv. Lantra a cv. Lincoln.

Pristroje:
Akvarijni motorek, analytické véahy, autokldv, flow-box, fytotron, chladici box,
elektromagneticka michacka, predvazky, pH metr, termostat, varic.

1. 3. Pracovni postup
1.3.1. Péstovani rostlin ve skleniku (fytotronu)
1.3.1.1. Pestovani rostlin rodu Cucumis

Vhodné genotypy rodu Cucumis pro experimenty zaméfené na studium vlivu
biotického stresového faktoru (infekce patogenem Golovinomyces cichoracearum (Gc.,
syn. Erysiphe cichoracearum) rasa 51/01): C. sativus L. STELA F1, C. melo L. (P1313970).




—

Semena rostlin vysejeme do perlitu.

Dvoutydenni semenacky presadime do kvétinaca se zahradnickym substratem (objem
31).

Rostliny péstujeme ve fytotronu pfi fotoperiodé 14/10 h (den/noc) a teploté 26/18 °C
(den/noc) po dobu 7-8 tydnii.

4.3.1.2. Pestovani rostlin rodu Lycopersicon

Vhodné genotypy rodu Lycopersicon pro experimenty zaméfené na studium vlivu

biotického stresového faktoru (infekce patogenem Oidium neolycopersici): L. esculentum
cv. Amateur - vysoce nachylny a L. chmielewskii (LA 2663) - stfedné rezistentni.

1.
2.

3.

Semena vysejeme do plastovych kelimka s perlitem o priméru 7 cm.

Sazenice splné¢ vyvinutymi déloZznimi listy pfemistime do plastovych kelimka
o praméru 7 cm obsahujicich zahradni zeminu/raselinu v poméru 2:1 (v:v).

Rostliny péstujeme ve fytotronu pii konstantni teplot¢ 20 °C a fotoperiod¢ 12/12 h
(den/noc). Pro vlastni experiment pouzijeme rostliny ve stafi cca 8-10 tydnd.

1.3.2. Péstovani rostlin za sterilnich podminek

1.3.2.1. Priprava rostlin pro izolaci protoplasti

Vhodné genotypy rodu Cucumis: C. sativus cv. Marketer; rodu Lycopersicon:

L. esculentum cv. Amateur a L. chmielewskii (LA 2663).

1.

2.

Neposkozend semena kratce povrchové sterilizujeme 70% ethanolem a nasledné
aplikaci 8% roztoku chloraminu B po dobu 25-30 min.

Po sterilizaci semena ve flow-boxu 3x oplachneme sterilni destilovanou vodou
a pfeneseme po 6 kusech na sterilni vlhky filtraéni papir v Petriho misce o priméru
9 cm. Kli¢eni probiha ve tmé pti 25 °C.

Po 5 az 7 dnech od vysevu zbavime nakli¢ené rostliny kotinki a vysadime je
po 6 kusech do kultivacnich plastovych boxt obsahujicich 100 ml média OK
(MS médium + alar, doplnéné rlstovymi regulatory a kyselinou askorbovou, tab. 1
a2, obr. 4). Kultivace probiha 3-4 tydny v kultivacni mistnosti s teplotou 22 + 2 °C
a svételnym rezimem 16/8 h (den/noc).

Tab. 1 SloZeni MS média (Murashige & Skoog, 1962).

SloZeni MnoZzstvi [mg/1]
NH4NO; 1650
H3;BO; 6,2
CaCl;, - 2 H,O 440
CoCl, - 6 H,O 0,025
MgSO4 - 7 H,O 370
CuSOy - 5 H,O 0,025
KH,;PO4 170
FGSO4 -7 H20 27,8
KNO; 1900
MnSOys - 4 H,O 22,3
KI 0,83
Na2M004 -2 Hzo 0,25
ZHSO4 -7 HzO 8,6



NazEDTA -2 Hzo 37,2

Tab. 2 SloZeni OK média (modifikovano podle Gajdova et al., 2007).

SloZeni MnozZstvi [g/1]
MS médium

IBA 0,00001
BAP 0,00001
Sacharosa 20

Alar 0,01
Kyselina askorbova 0,02
Agar 8

C

Obr. 4 Vysev, kli¢eni (A) a kultivace rostlin C. sativus za sterilnich podminek (B-D).

1.3.2.2. Priprava rostlin pro studium vlivu abiotickych stresovych faktorii

Vhodné genotypy rodu Lycopersicon pro experimenty zaméfené na studium vlivu
abiotického stresového faktoru (salinitni a osmoticky stres): L. esculentum Mill. a mutant
7B-1.

1. Pfipravime si médium pro vyseti semen dle tab. 3.

2. pH tohoto roztoku upravime 1 M KOH na hodnotu 6,1.

3. Do kazdé zasobni lahve navazime 2,8 g fytoagaru, ke kterému poté pridame 400 ml
vySe zminéného roztoku.



e

*®

10.

11.

Lahve s agarem ihned autoklavujeme.

Vyautoklavovany agar uchovavame v chladicim boxu.

Semena oSetiime pred umisténim na agar 3% roztokem Sava po dobu 20 min
pro zajisténi sterility.

Ve sterilnim prostiedi flow-boxu semena 10x propldchneme sterilni destilovanou
vodou a nésledné pfendSime pomoci pinzety na Petriho misky s agarem (20 ml
agar/miska).

Misky se semeny zabalime do alobalu a pfeneseme do péstebniho boxu.

Semena rajcete (L. esculentum Mill.) nechame nakli¢it 3 dny (mutant 7B-1) nebo
4 dny (WT) ve tmé v péstebnim boxu pii 25 °C na zékladnim agaru.

Nakli¢ena semena preneseme opét za prisné sterilnich podminek na dva typy agaru:
a) agary obsahujici manitol o koncentraci 0, 100, 120, 150 mM, b) agary obsahujici
NaCl o koncentraci 0, 20, 40, 60, 80, 100 mM. Tyto agary obsahujici stresovy faktor
pfipravime stejnym postupem jako zdkladni agar s vyjimkou piidavku pfislusné
navazky manitolu ¢i NaClL

Rostliny obou genotypt péstujeme 7 dnit v péstebnim boxu ve tmé pii 25 °C nebo
pod modrym svétlem pii fotoperiodé 24/0 h (den/noc) pti 23 °C. ,,Sklizime™ pouze
nadzemni ¢asti rostlin.

Tab. 3 Slozeni zakladniho média.

SloZeni MnoZstvi [g/1]
MS médium 43
sacharosa 10

MES 0,1952

1.3.3. Pfiprava rostlin pro studium vlivu abiotickych stresovych faktoru

Vhodné genotypy rodu Pisum pro experimenty zamétené na studium vlivu abiotického

stresového faktoru (salinitni a osmoticky stres, vliv toxickych kovt): P. sativum cv. Lantra
a cv. Lincoln.

1.

2.

(98]

Nabobtnand semena hrachu setého (P. sativum cv. Lantra a cv. Lincoln) narolujeme
do filtracniho papiru, ktery umistime do kadinky s vodou (obr. 5).
Semena takto nechame 6 dni klicit v termostatu.
Kli¢ni rostliny premistime do péstebnich boxii se zavedenym provzduSnovanim
a obsahujicich Hoaglandiv roztok (tab. 4), ktery si pfipravime nésledujicim
zpisobem:
a) Pfipravime si 7 lahvi pro piipravu zéasobnich roztokti dle tab. 4 (KCI,
MHSO4 . HQO, ZnSO4 -7 Hzo, CUSO4 -5 HzO a (NH4)6M07024 -4 H20 pfipravime
do 1 zasobni lahve).
b) FeEDTA ptipravime nasledovné. V 800 ml vody rozpustime 7,44 g Na,EDTA
a 5,56 g FeSO, - 7 H,O. Roztok zahtejeme na teplotu 60 °C po dobu 1 h, poté jej
nechame schlddnout a doplnime na objem 1 1. Pfipraveny FEEDTA skladujeme
v chladicim boxu.
Rostliny péstujeme ve fytotronu pfi teploté 25/18 °C (den/noc) a 16 h fotoperiodé.

Tab. 4 Priprava Hoaglandova roztoku.

SloZeni Molekulova Koncentrace objem|[ml/l] Vysledna
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hmotnost zasobnich koncentrace

roztoku|[mM] [pM]
KNO; 101,1 1000 1,5 1500
Ca(NOs), . 4 H,O 236,16 1000 1 1000
NH4H,PO,4 115,08 1000 0,5 500
MgSO, . 7 H,O 246,49 1000 0,25 250
KCI 74,55 50 50
MnSOy . H,O 169,01 2 2
ZnS0O, . 7 H,O 287,55 2 1 2
CuSOy . 5 H,O 249,75 0,5 0,5
(NH4)5M07024 .4 Hzo 161,97 0,5 0,5
H;BO; 61,84 25 0,5 12,5
FeEDTA 381,08 20 1 20
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G

Obr. 5 Bobtnani (A), rolovani (B), kli¢eni (C-F) a péstovani (G-I) semen hrachu setého.
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1.B PUSOBENI STRESOVYCH FAKTORU

1.1. Teoreticky uvod

Rostliny jsou béhem svého Zivota vystaveny ménicim se podminkam vné&jSiho
prostiedi. Tyto zmény mohou zpomalovat zivotni funkce rostlin a pii piekroceni urcité
hranice (tzv. hranice tolerance) dochédzi k poskozeni jednotlivych organi nebo dokonce
k uhynuti (Prochazka et al., 1998). Trvalé pusobeni nevhodnych podminek vnéjSiho prostredi
na rostliny vede ke stresu (Bohnert & Sheveleva, 1998). Jako stres je obvykle oznacovan stav,
kdy se rostlina nachazi pod vlivem stresort (stresovych faktort), které mohou byt povahy
abiotické nebo biotické.

V rostlinach je bioticky stres zpusoben biotickymi faktory (herbivorni zivocichové,
patogenni mikroorganizmy, vzajemné ovliviiovani). Mezi vzijemné ovliviiovani patii
parazitizmus a alelopatie. Pti alelopatii rostlinné sekundarni metabolity (terpeny, fenolické
latky,...) ptisobi inhibicné az toxicky na jiné rostliny vyskytujici se v tésné blizkosti.
Mezi zivoCichy, které poskozuji rostlinné orgdny, patii hmyz a bylozravci. Pro omezeni
herbivorie u rostlin dochazi k morfologickym, morfogenetickym (ostré trny, trichomy, vysoky
obsah tuhych sklerenchymatickych pletiv, schopnost rychlé regenerace poskozenych
organd,...) a biochemickym adaptacim. Mezi Sirokou $kalu potencidlnich patogent patii viry,
bakterie, houby, oomyceta a nematoda.

Abioticky stres je zplsoben pievazné extrémnimi klimatickymi podminkami (chlad,
horko, sucho) a nevhodnym slozenim ptdy (polutanty, zasoleni, nedostatek zivin) (Mittler,
2006). Zivotni prostfedi dnes obsahuje velké mnozstvi toxickych latek. Kadmium, rtut
a jiné kovym, unikajici z primyslovych provozi, znecistuji vodu, pidu i vzduch. Rostliny
jsou tak vystaveny vys§im koncentracim kovii, coZ ovliviiuje jejich rast a produktivitu.

Rostliny maji vyvinuté vyznamné strategie piizpusobeni se vnéjSim zménam
za pouziti fady stalych nebo indukovanych biochemickych a molekularnich mechanismd.
Ptislusna odpovéd’ rostliny nastava po rozpoznani extracelularniho signalu a jeho pfenosem
do bunék (Prochazka et al., 1998). Aby bylo mozno zabranit témto negativnim vliviim
pusobeni stresu, je tieba diikladné zkoumat mechanismy, kterymi jednotlivé stresové faktory
na rostliny ptsobi.

1.2. Material, chemikalie a pFistroje

Chemikalie:
AICl;, Ca(NOs); - 4 H,0O, CdCl,, CuSOy4 - 5 H,0, FeEDTA, H3;BO;, KCI, KNOs, NaCl,
NH4H2PO4, (NH4)6MO7024 - 4 HzO, manitol, MgSO4 -7 H20, MHSO4 : H20,
ZnSO0y - 7 H0, tekuty dusik.

Material:
Alobal, bunic¢ina, ependorfky, filtra¢ni papir, igelitové kryty, igelitové sacky, kadinky,
korkovrt o priméru 12 mm, nddoby pro péstovani rostlin, ostfi¢, Petriho misky, pinzeta,
pipety, péstebni boxy, prkénko.

Rostlinny material:
Rostliny L. esculentum cv. Amateur, L. esculentum cv. Lucy, C. sativus, C. melo,
semena P. sativum cv. Lantra a cv. Lincoln, L. esculentum cv. Amateur
a L. chmielewskii (LA 2663).

Patogen:
O. neolycopersici, G. cichoracearum (Ge 51/01).

Pristroje:
Fytotron, hlubokomrazici box, chladici box, pH metr, termostat, akvarijni motorek.
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1.3. Pracovni postup

1.3.1. Inokulace patogenem O. neolycopersici
1.3.1.1. Priprava inokula

Pro experimenty pouzijeme izolat padli rajéatového O. neolycopersici (C-2), ziskany
z rajcete (cv. Lucy), péstovaného ve skleniku Statni rostlinolékatské spravy, Olomouc.

1. Izolat udrzujeme na 2-3 mésice starych rostlinach vysoce nachylného genotypu rajcete
L. esculentum cv. Amateur. Kvili zabranéni volnému S$ifeni konidii pfikryjeme
rostliny igelitovymi kryty.

2. Tyto rostliny poté umistime do fytotronu pii teploté¢ 20 °C a fotoperiodé¢ 12/12 h
(den/noc).

3. V dvoutydennich intervalech pfeinokulovavdme padli rajéatové na nové zdravé
rostliny.

1.3.1.2. Vlastni inokulace testované rostliny

1. Ctvrty pravy list rostlin L. esculentum cv. Amateur a L. chmielewskii inokulujeme
na svrchni strané konidiemi O. neolycopersici metodou otisku napadenymi listy rajcat,
které byly z 80-100 % pokryty €erstvym sporulujicim myceliem. Inokulaci provedeme
na zacatku svételné faze.

2. Po inokulaci umistime rostliny zpét do fytotronu, kde je dale péstujeme za stejnych

podminek.

Kontrolni (neinokulované) rostliny kultivujeme oddélené za stejnych podminek.

4. Ve vhodnych ¢asovych intervalech realizujeme odbéry vzorkl (napt. 4, 8, 24, 48, 72,
96, 168 a 216 h po inokulaci (hpi)). V kazdém odbéru odebirame listy ze tii rostlin.

5. Vzorky bud’ okamzité zpracujeme nebo rychle zamrazime pomoci tekutého dusiku
a skladujeme v hlubokomrazicim boxu pfti -80 °C.

98]

1.3.2. Inokulace patogenem G. cichoracearum
1.3.2.1. Priprava inokula

1. Izoladt patogenu G. cichoracearum (Gc 51/01), poskytnuty katedrou Botaniky
Palackého Univerzity v Olomouci, namnozime na semenaccich nachylného genotypu
C. sativus.

2. Semenacky dale péstujeme ve fytotronu pii 12 h svételném rezimu a pii teplotach
18/15 °C (den/noc).

3. Dva tydny po inokulaci semenacka pouzijeme konidie padli k inokulaci pokusnych
rostlin nebo listovych diskd.

1.3.2.2. Vlastni inokulace testované rostliny

1. Sporulujici mycelium G. cichoracearum Gc 51/01 ptreneseme z listi semenacku
C. sativus kontaktem listu se 4.-5. nejmladSim listem pokusné rostliny C. sativus
a C. melo.

2. K zamezeni Sifeni patogenu na ptilehlé listy zabalime inokulovany list do igelitového
sacku s odsttizenym otvorem (pro respiraci listu).

3. Kontrolni neinokulované rostliny péstujeme za stejnych podminek jako inokulované
rostliny, ale prostorové oddéleny.
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1.3.3. Salinitni a osmoticky stres

1.

98]

Sestidenni semenacky hrachu set¢ého po naklideni transplantujeme do nadob
obsahujicich modifikovany Hoaglandav roztok (tab. 4) s 1 mM NaCl nebo manitolem,
pH 6.

Po tfidenni adaptaci vystavime rostliny postupnému zasolovani.

9., 11. a 13. den po vyseti pfidavdme 25 mM NaCl nebo manitol pro vytvofeni
4 salinitnich/osmotickych  prostfedi, 1 kontrolni (I mM  NaCl/manitol)
a 3 salinitni/osmotické s koncovou koncentraci 15. den po vyseti 25, 50 a 75 mM
NaCl nebo manitol.

Rostliny tak péstujeme 9 dnii ve fytotronu pii teploté 25/18 °C (den/noc) a 16 h
fotoperiodé (obr. 11).

Obr. 11 Hrach sety péstovany 9 dnii v rizné koncentraci NaCl: 1 mM (vlevo dole),
25 mM (vpravo dole), 50 mM (vlevo nahote) a 75 mM (vpravo nahofe).

1.3.4. Teplotni a chladovy stres

Pro experiment pouzijeme dva genotypy Lycopersicon spp.: L. esculentum

cv. Amateur a L. chmielewskii (LA 2663) ve stafi cca 10 tydnl péstované ve skleniku
pii 20 °C a 12 h fotoperiodé. Experiment provedeme dvojim zptisobem (obr. 12, tab. 6).

1.3.4.1. Diskové usporadani experimentu

1.

Pfipravime si Petriho misky na jejichz dno ddme 3 vrstvy buni¢iny a jedno kolecko
filtracniho papiru.

Na kazdou misku napipetujeme 10 ml destilované vody.

Ze 4. pravych listh rostlin vykrojime pomoci korkovrtu o priméru 12 mm listové
disky.

Na vlhky filtra¢ni papir umistime vzdy 16 listovych diskt.

Petriho misky s disky umistime na 2 h do 3 teplotnich prostfedi:

26 °C (kontrola) — fytotron, 5 °C (chladovy stres) — chladici box a 40 °C (teplotni
stres) — termostat.

Odebirame vzdy 4 disky z kazdé misky v ¢asovych intervalech 8, 24, 48 a 72 h
po vystaveni stresu (hps).

Odebrané vzorky v ependorfkach zamrazime.
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1.3.4.2. Experiment realizovany na celych rostlindach

1. Rostliny umistime na 2 h do 3 teplotnich prostfedi: 26 °C (kontrola) — fytotron, 5 °C

(chladovy stres) — chladici box a 40 °C (teplotni stres) — termostat.

2. Po 2 h vystaveni rostlin teplotnimu stresu pfeneseme vSechny rostliny do fytotronu

s teplotou 26 °C.

3. V casovych intervalech 8, 24, 48 a 72 h po vystaveni stresu vykrojime ze 4. pravych

listd rostlin pomoci korkovrtu o priméru 12 mm 4 listové disky.
4. Odebrané vzorky v ependorfkach zamrazime.

Tab. 6 Porovnani testovaci metody v diskovém usporadani a p¥i realizaci na celych

rostlinach.
Experim. krok Diskové usporadani Experiment realizovany na celych
experimentu rostlinach
1. Ptiprava diskt z listi rostlin, a -
jejich umisténi do Petriho misek.
2. Vystaveni diskil teplotnimu nebo Vystaveni celych rostlin teplotnimu
chladovému stresu po dobu 2 h. nebo chladovému stresu po dobu 2 h.
3. Odbér diskt ve zvolenych Ve zvolenych ¢asovych intervalech
Casovych intervalech. ptiprava diska z listQ rostlin.
4. Zmrazeni odebranych vzorkd.
A

Obr. 12 Testovaci metoda v diskovém usporadani (A) nebo pFi realizaci na celych

rostlinach (B).

1.3.5. Vliv tézkych kovii

1. Sestidenni semenatky hrachu setého po nakli¢eni transplantujeme do nadob
obsahujicich modifikovany Hoaglandiv roztok, pH 6 (tab. 4) obsahujici 0- 0,1-10 mM

CdCl; nebo AICIs.

2. Rostliny péstujeme 9 dnli ve fytotronu pii teplot¢ 25/18 °C (den/noc) a 16 h

fotoperiodé.
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2. PRIPRAVA PROTOPLASTU

2.1. Teoreticky uvod

Protoplast je ¢ast bunky, kterou obaluje cytoplazmatickd membrana. Z tohoto diivodu
se pojem protoplast uziva u bun¢k rostlinnych, bakteridlnich a bun€k hub, které byly zbaveny
své bunécné stény, a to bud’ mechanickym nebo enzymovym procesem. Cytoplazmaticka
membrana protoplastii tvofi jedinou bariéru mezi vnéjSim okolim a vnitini cytoplazmou
buiikky (Fowke & Constabel, 1985). Protoplasty lze izolovat z riiznych rostlinnych pletiv
aorganil. Jedna se o totipotentni bunky, které jsou schopny pii spravnych chemickych
a fyzikalnich podnétech regenerovat novou bunécnou sténu a mitoticky se délit. Z nové
dcefiné buiiky se mize za vhodnych podminek regenerovat nova rostlina (Davey et al., 2005).

Protoplasty mohou byt izolovany mechanicky nebo enzymaticky (Davey et al., 2005;
Navratilovd, 2004). Poprvé provedl izolaci protoplasti Klerceker roku 1892,
a to mechanickym zptisobem (mikrochirurgicky) z pletiva rostliny Stratiotes aloides.
Tato historicky vyznamnd metoda se vSak jiZ nepouzivd pro malou vytéznost izolovanych
protoplastl (Fowke & Constabel, 1986; Navratilova, 2004).

Pokud je tfeba ziskat vétSi mnozstvi protoplastl, je nutno provést enzymatickou
izolaci. Ta byla poprvé realizovana roku 1960 Cockingem (Fowke & Constabel, 1986).
K enzymatické degradaci bunééné stény slouzi zejména celulasy (EC 3.2.14,
1,4-(1,3;1,4)-B-D-glukan-4-glukanohydrolasa) a hemicelulasy (EC 3.1.1.73,
4-hydroxy-3-methoxycinnamoyl- sacharidhydrolasa), které rozrusi vlastni bunécnou sténu,
a pektinasy (EC 3.2.1.15, poly(1,4-0-D-galakturonid)glykanohydrolasa) zajist'ujici rozpusténi
sttedni lamely, a tim rozpad pletiva na jednotlivé buiikky (Davey et al., 2005; Navratilova,
2004). K izolaci protoplastl Ize pouzit také macerozym R-10 (smés pektinasy, celulasy
a hemicelulasy) (Navratilova, 2004) a driselasu (EC 3.2.1.23, B-D-galaktosidgalaktolyasa)
(Gajdova et al., 2007).

Protoplastové kultury jiz byly pfipraveny z fady druhlt jednodéloznych
i dvoudeloznych rostlin (Davey et al., 2005). Protoplasty je mozno izolovat z rGznych
rostlinnych pletiv a organii, nebot’ vSechny buiiky v rostlinném organismu jsou totipotentni.
Nejvhodnéjsim zdrojem bunék pro protoplastové kultury jsou vsSak malo diferenciované
buiiky, napt. embryondlni nebo meristematické (Petiek et al., 2006; Davey et al, 2005).

Uspésnost izolace protoplasti je ovlivnéna fadou faktorti. Patii mezi né napf. rostlinny
material (druh, kultivar) a jeho fyziologicky stav, teplota, sloZzeni enzymatickych smési, doba
pusobeni enzymt, pH a osmotické podminky béhem izolace (Navratilova, 2004; Davey et al.,
2005).

Po enzymatické izolaci je tfeba oddélit protoplasty od nenatrdvenych bunék
a komponentli, vzniklych rozruSenim stfedni lamely bun¢k b&hem inkubace s enzymy.
Nejprve je suspenze filtrovana ptes ocelové sitko nebo nylonovou membranu o velikosti pora
50-100 um (Fowke & Constabel, 1986; Navratilova, 2004). Poté je provedena centrifugace
(75-100 g, 3-10 min, 3-4x), aby doslo k odstranéni poSkozenych bunc¢k a enzymu
(Navratilova, 2004).

Supernatant je odstranén a sediment obsahujici protoplasty je rozsuspendovan
v roztoku sacharosy (20%). Tato suspenze je poté pfevrstvena promyvacim roztokem nebo
roztokem osmotika a opét nasleduje centrifugace. Béhem ni protoplasty vyplouvaji na povrch
roztoku sacharosy a odd¢li se od necistot. Po centrifugaci jsou protoplasty odebrany z vrstvy
na rozhrani roztoku sacharosy a promyvaciho roztoku, tzv. flotujiciho krouzku protoplasti.
Poté jsou protoplasty 2-3x promyty promyvacim roztokem (Navratilova, 2004). Je mozno
pouzit také jiné gradienty vyuzivajici napf. fikol (Gupta & Durzan, 1986), manitol
(Kovalenko et al., 2004), sorbitol (Lindberg et al., 2007) nebo Percoll (Bennett et al., 2001).
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Uspésnost izolace protoplastii 1ze zhodnotit stanovenim vytéZznosti izolace a Zivotnosti
ptipravenych bunék. Vytéznost je stanovovana pomoci hemocytometru (Biirkerova komurka),
poté je bunécna suspenze nafedéna kultivaénim médiem na pozadovanou hustotu. Je dilezité
zvolit vhodnou vyslednou hustotu protoplastli, protoze ta ovliviiuje napt. bunécné déleni
a vznik mikrokalusu (Fowke & Constabel, 1986; Kovac, 1995). Za optimalni je obvykle
povazovana hustota 5 x 10*-10°na 1 ml média (Davey et al., 2005).

Testovani zivotnosti je zalozeno na méteni podilu zivych a mrtvych bunék v populaci.
Jako sondy pro stanoveni Zivotnosti bunck slouzi fluorogenni substraty esteras, které mohou
pasivné pronikat do bunék. MeEfi se zachovani enzymové aktivity bunéénych esteras.
Zivotnost protoplastil lze stanovit nékolika metodami. Nejéastéji se provadi vitalni barveni
fluorescein diacetdtem (FDA) (obr. 6). Ten prochazi ptes plazmatickou membranu a v zivych
protoplastech je metabolizovan na fluorescein, ktery 1ze detekovat UV zafenim a pozorovat
pomoci fluorescencniho mikroskopu. DalSimi pouzivanymi barvivy jsou neutralni Cerven
(hromadi se v metabolicky aktivnich buiikach), Evansova modf (zivé buiiky ji nepropusti pies
plazmatickou membréanu), Calcofluor MR2 nebo Calcofluor white (obr. 6) (vdzou se na nove
vznikajici bunéénou sténu Zivych bunék; fluorescencni sondy) (Fowke & Constabel, 1986;
Navratilova, 2004), fenolsafranin (zivé bunky jej nepropusti pies plazmatickou membranu),
methylenova modf (v zivych buiikach je redukovéana na Zluté barvivo) (Fowke & Constabel,
1986) a MTT (zivymi buikami metabolizovan na formazanové barvivo) (Plumb, 2004).

A

Obr. 6 Stanoveni Zivotnosti protoplasti C. sativus (zvétseno 200x). Metoda FDA — zivé
protoplasty metabolizujici FDA na zelen¢ fluoreskujici fluorescein (A). Metoda Calcofluor
white — zivé bunky produkujici celulosu modre fluoreskuji (B).

Rozhodujicimi faktory pii kultivaci protoplasti jsou teplota (22-30 °C), intenzita
svétla (2000-5000 lux) (Barsby et al., 1986) a sloZeni kultivacniho média, zvlasté pak obsah
cukrii (Navratilova, 2004). Pro kultivaci protoplastii se pouzivaji tekutd, polotuhd a tuhd
média (Navratilova, 2004; Davey et al., 2005).

Tekuté kultury v Petriho miskach patii mezi nejbéznéjsi metody kultivace protoplastii.
Jejich vyhodou je snadnd kontrola a zména hustoty protoplastl a osmotickych podminek
béhem kultivace (Fowke & Constabel, 1986; Navratilova, 2004). Nejjednodussim pouzitim
tekutych kultur je umisténi suspenze protoplastii v tekutém kultivaénim médiu na dno Petriho
misky (Navratilova, 2004; Davey et al., 2005). Vrstva média s protoplasty musi byt tenka
(asi Imm), aby byl zarucen dobry pfistup kysliku ke vSem buitkkdm (Fowke a Constabel,
1986). Pokud mame k dispozici pouze malé mnozstvi suspenze protoplastli lze pouzit také
kapkovou (kapky po 40-100 pl na dn€ nebo vicku Petriho misky), microchamber (kapky
po 30 pl obsahujici 1 nebo nékolik protoplastil) nebo microdroplet kulturu (malé kapicky
po 0,25-0,5 ul obsahujici vZzdy pouze 1 protoplast) (Fowke & Constabel, 1986; Navratilova,
2004; Davey et al., 2005)

K pfipravé tuhych médii se nejCastéji pouzivaji agar a agarosa, nebot’ nereaguji
s ostatnimi slozkami médii a tuhnou za nizkych teplot (Navratilova, 2004). Jako gelujici

18



slozka média miZe byt pouzit také alginat, jehoz ztuhnuti je zptsobeno pridanim Ca*" iont.
Protoplasty lze pak z alginatu uvolnit pomoci citronanu sodného, ktery odstrani ionty vapniku
(Davey et al., 2005). Tuhé médium slouzi jako podklad pro tekuté médium s protoplasty
nebo jsou v ném piimo protoplasty zality. V druhém ptipad¢ je gel s protoplasty po ztuhnuti
nafezan na kosticky a prenesen do tekutého média (Fowke & Constabel, 1986; Navratilova,
2004). Dalsi moznosti je tuhé médium s protoplasty nakapat pfimo na dno Petriho misky
a po ztuhnuti jej prevrstvit tekutym kultivaénim médiem (Davey et al., 2005). Pokud tuhé
médium slouzi pouze jako podklad pro tekuté médium s protoplasty je vhodné obé& vrstvy
odd¢lit filtracnim papirem. Ten pozd¢ji usnadni pienos bunék do nového kultiva¢niho média.
Pro oddé€leni vrstev je mozno pouzit také membrinovy filtr, celulézovou membranu
nebo nylonovou sitku (Davey et al., 2005).

Protoplasty izolované z riznych druhi rostlin a dokonce z riznych zdroji (list, kalus)
u stejného druhu maji odlisné naroky na vyzivu. Optimalni médium pro dlouhodobou
kultivaci je vzdy nutno stanovit empiricky (Navratilova, 2004; Davey et al., 2005). Kultiva¢ni
média pro protoplasty jsou vétSinou modifikovana média pouzivana pro kultivaci rostlin
in vitro. Obsah anorganickych soli je stejny jako v médiich pro rostliny, v piipadé
makroprvkll se snizuje na polovinu. Médium déale obsahuje vitaminy a rdstové hormony
(kombinace cytokininli a auxinl) a osmotikum. Zdrojem energie a uhliku byva glukosa
nebo sacharosa (Davey et al., 2005). Vétsina médii je odvozena od MS (Murashige & Skoog,
1962) a B5 médii (Gamborg et al.,, 1968), ke kterym je pifidano osmotikum, obvykle
nemetabolizovatelny cukerny alkohol jako je manitol nebo sorbitol (Davey et al., 2005).

Proces regenerace rostlin z izolovanych protoplastii zahrnuje tfi na sebe navazujici
faze. Tyto faze jsou definované slozenim kultivacnich médii s rozdilnym obsahem auxint,
cytokininll a osmotik (Nagata & Takebe, 1971). Protoplasty bunék jsou ve fazi GO. K jejich
navraceni do bunééného cyklu je tfeba specifickych podnéti fyzikalniho nebo chemického
charakteru (napft. slozeni média — vhodné koncentrace rastovych latek). Tyto podnéty mohou
byt pfi¢inou, pro¢ se nedati vzdy indukovat déleni bunék (Navratilova, 2003).
buné¢éné stény a iniciaci prvniho déleni bunék az po tvorbu volné viditelnych kolonii
a mikrokalusi. Médium obsahuje osmotika, vitaminy, rastové latky, cukry a soli. Prvni
viditelny signdl rlstu protoplastii zahrnuje uspofadani vétSiny organel kolem jadra a tvorbu
nové bunécné stény (Willison & Cocking, 1975). Béhem 1-2 dnt kultivace ztraci protoplasty
svij sféricky tvar, to nasvédcuje tomu, ze doslo k obnove bunééné stény.

Druha faze - diferenciatni. Médium indukujici tvorbu vyhonkid na kalusu je
charakteristické svym niz§im obsahem auxinli a vy$§im obsahem cytokinint. V tomto stadiu
1ze ptejit z tekutych a polotekutych forem médii na pevnd agarova média.

Treti faze - kofenici. Médium je zpravidla bez ristovych latek. Podporuje tvorbu
kofenti na vyhoncich, které byli oddélené od kalusii (Dedicova, 1995).

Usp&sna regenerace rostlin (obr. 7) se zda byt geneticky podminéna (Roest & Gilissen,
1989). Jsou rostlinné druhy a typy pletiv, u kterych se regenerace rostlin z protoplasti
podafila, naopak u ftady dalSich rostlinnych druhi bylo dosazeno jen nékolika déleni
po regeneraci bunécné stény.

Rostlinné protoplasty predstavuji unikdtni a jednoduchy bunéény systém, ktery je
vhodny pro vyzkum v mnoha oblastech moderni biotechnologie. Nejcastéji jsou protoplastové
kultury vyuZzivany napt. pifi studiu syntézy bunééné stény a transportu pies bunécnou sténu.
Pouzivaji se také pii somatické hybridizaci (fuze protoplastli), inkorporaci exogenniho
genetického materidlu (cybridizace) nebo genové transformaci rostlin (Navratilova, 2004;
Davey et al., 2005). Rostlinné protoplasty jsou také pouzivany pii studiu abiotického stresu,
napf. stresu tézkymi kovy (Parys et al., 1998), teplotniho (Dong et al., 2007) a salinitniho
stresu (Lynch et al., 1989).
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Obr. 7 Regenerace rostlin z protoplasti. PM, plazmaticka membrana.

2.2. Material, chemikalie a pristroje

Chemikalie:
2,4-D, alanin, askorbové kyselina, BS médium + vitamin, BAP, celulasa Onozuka R-10,
CaCl, (bezvody), CuSO4.5H,0, ethanol, FDA, glukosa, glutamin, glycin, chloramin B,
IBA, kasein hydrolysat, KH,PO4, KI, KNOs;, LCMI1, macerozym R-10, manitol,
MgS0,4.7H,0, MES, MTT, myo-inositol, NAA, prolin, sacharosa.

Material:
Automatické pipety, Biirkerova komitrka, centrifugaéni zkumavky, kryci sklicka,
nylonova sitka, Pasteurova pipeta, Petriho misky, podlozni sklicka, skalpel, sklenéné
zkumavky.

Rostlinny material:
Rostliny C. sativus cv. Marketer, L. esculentum cv. Amateur a L. chmielewskii.
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Pristroje:

Analytické vahy, digitalni pH metr, digitalni pfedvazky, elektromagnetickd michacka,
flow-box, chlazend centrifuga, svételny a fluorescenéni mikroskop Olympus BX50
s digitalni chlazenou kamerou, termostat, termostaticka skiin, ttepacka.

2.3. Pracovni postup

2.3.1.

Izolace protoplastu

1.

2.

Obr.

Z dobte in vitro rostouci a kotenici rostliny 4 tydny po nakliceni rostlin odebereme
2 az 3 pln¢ vyvinuté mladé listy.

0,5 g listd steriln¢ (ve flow-boxu) nafezeme na 1 mm prouzky a vlozime
do enzymového roztoku (6 ml) v Petriho misce (primér 6 cm).

Segmenty listli v enzymové smési inkubujeme ve tmé, v termostatu pii teploté 25 °C
po dobu 18 h (tab. 2, obr. 8). Pokud je pletivo nedostate¢né macerované, umistime
Petriho misky se vzorky v zavéru inkubace na 10-20 min na tfepacku.

Po inkubaci suspenzi protoplastii a nerozlozenych ¢asti listil sterilné prefiltrujeme pies
specidlni technickou sitovinu uhelon o velikosti pord 72 pm (obr. 8) a doplnime
promyvacim roztokem PGly (Debeaujon & Branchard, 1992) na objem 6 ml.
Pasteurovou pipetou preneseme smes do sterilni centrifugaéni zkumavky
a centrifugujeme pii 800 g po dobu 5 min.

Po odstranéni supernatantu sediment resuspendujeme ve 4 ml 20% roztoku sacharosy
a opatrn¢ prevrstvime 2 ml promyvaciho roztoku PGly tak, aby nedoslo k promichani.
Opét provedeme centrifugaci po dobu 10 min pii 800 g. Pfi centrifugaci vznika
na rozhrani roztoku sacharosy a PGly vrstva flotujicich protoplasti (obr. 9), kterou
odebreme Pasteurovou pipetou a premistime do Cisté sterilni centrifuga¢ni zkumavky.
Odebrané protoplasty resuspendujeme ve 4 ml promyvaciho roztoku a opét
centrifugujeme 5 min pii 800 g.

Po odstranéni supernatantu protoplasty resuspendujeme v 1 ml kultivaéniho média
LCMI (tab. 5, Debeaujon & Branchard, 1992).

8 Izolace protoplasti. Listy C. sativus nafezané na tenké prouzky po 18 h inkubaci

v enzymovém roztoku (A). Filtrace izolovanych protoplasti pies nylonovou sitku o velikosti
pora 72 um (B).
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Obr. 9 Izolace protoplastii hustotni gradientovou centrifugaci. Suspenze protoplasti
po filtraci a prvnim centrifugacnim kroku (A). Flotujici prouzek protoplastii po centrifugaci

v hustotnim gradientu (20% roztok sacharosy pievrstveny PGly médiem) (B).

Tab. 5 Slozeni PGly média (Debeaujon & Branchard, 1992), sacharosového gradientu
(Gajdova et al., 2007), LCM1 média (Debeaujon & Branchard, 1992) a enzymatického

roztoku.

Roztok SloZeni MnoZstvi [g/1]

PGly KH,PO4 0,0272
KNOs; 0,101
CaCl, (bezvody) 1,1176
MgS04.7H,0 0,246
KI 0,00016
CuS04.5H,0 0,000025
glycin 11,15
glukosa 18,016
MES 0,5857
manitol 65,58
pH 5,8
sterilizace filtraci

Gradient sacharosa 200
pH 5,8
autoklavovéano

LCM1 médium  BS5 (Gamborg) dle vyrobce
myo-inositol 0,9
kyselina askorbova 0,002
glycin 0,008
glutamin 0,02
kasein hydrolysat 0,1
MES 0,586
manitol 70
sacharosa 10
glukosa 5
NAA 0,001
2,4-D 0,0005
BAP 0,00075
alanin 0,004
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prolin 0,02
pH 5,7-5,8
sterilizace filtraci
Enzymaticky celulasa Onozuka R-10 10
roztok macerozym R-10 2,5
do promyvaciho roztoku PGly
pH 58
sterilizace filtraci

2.3.2. Stanoveni hustoty protoplastti

Hustota suspenze vyizolovanych protoplasti v médiu byla stanovena pomoci
Biirkerovy komurky (obr. 10). Komurka obsahuje dvé pocitaci mtizky. Kazda z nich je
rozdélena tfemi Carami na devét velkych ctvercovych poli, jejichz strana méfi 1 mm.
Tato pole jsou tvofena stfednimi Gtverci o plose 1/25 mm? a v jejich rozich jsou malé &tverce
s plochou 1/400 mm®. Po stranach stfednich &tverct jsou obdélniky, jejichZ plocha se rovna
tyfem malym &tverctim, tedy 1/100 mm?®. Pikrytim ploch s m¥izkami krycim sklem vznika
prostor na pocitani buniek vysoky 0,1 mm.

1. Pfed nanesenim bunécné suspenze umistime kryci sklicko na pocitaci povrch
Biirkerovy komirky.

2. Pomoci Pasteurovy pipety naneseme roztok do jedné z V-tvarovanych prohlubni.

Oblast pod krycim skli¢kem je naplnéna pomoci kapilarni elevace. Naneseme takové

mnozstvi kapaliny, aby byl zrcadlovy povrch zakryt a pod sklickem nebyly vzduchové

bubliny.

Poté naplnénou pocitaci komtrku umistime pod mikroskop.

Pro provedeni méfeni uréime potiebné zvétSeni pro rozpoznani zadaného typu buiiky.

Nyni systematicky pocitdme buiiky ve vybranych ¢tvercich tak, aby celkovy pocet byl

cca 100 bunck. V pifipad¢ velkych bunék pocitame ve ctyfech velkych rohovych

¢tvercich a jednom prostfednim. Husté roztoky malych bunék vyhodnocujeme
ve &tyfech rohovych 1/25 mm?® &tvercich plus prostiednim &tvereci lokalizovaném

v centralnim ¢tvereci.

6. Abychom dostali findlni pocet bunck/ml, nejdiive vyd€lime celkovy pocet Cislem
0,1 mm (hloubka komurky) a potom vydélime vysledek celkovou plochou, na které
jsme pocitali. Naptiklad, jestlize jste spocitali 125 bun¢k na kazdém velkém rohovém
¢tverci plus ve stfedu, vydéime Cislo 125 cislem 0,1 a poté 5 (celkova oblast pocitani,
kazdy velky &tverec ma 1 mm?, celkem 5 Gtverci).

whw

125/0,1 = 1250. 1250/5 = 250 bun&k/mm’
Vysledna hustota je 250 000 bunék/ml (1 ml = 1000 mm®). Ob&as budeme potiebovat

ziedit bunéény roztok, abychom dostali hustotu bunck potfebnou pro pocitani.
V tomto ptipad€ budeme muset vynasobit nas vysledek rozied’ovacim faktorem.
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Obr. 10 Biirkerova komiirka (A), schéma Biirkerovy komurky (B), schéma pocitani
protoplastl v Biirkerové komurce. Pocitdme napft. protoplasty dotykajici se levé a horni strany
obvodu pole, protoplasty dotykajici se pravé a spodni strany nepocitame (C).

2.3.3. Stanoveni zivotnosti protoplastu

1.

2.

K 50 ul bunééné suspenze na podloznim sklicku ptiddme 5 pul FDA o koncentraci
25 pg/ml.

Po 5 min inkubaci vyhodnotime 10 zornych poli. V kazdém poli nejprve spocitame
vSechny buiiky v prochazejicim svétle.

Zivé bunky zelené fluoreskujici spo¢itime s vyuzitim hranolu U-MWB2
fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX50.

Zivotnost stanovime jako procentualni podil soudtu Zivych bunék k celkovému poétu
bunck v 10 zornych polich.

2.3.4. Kultivace protoplasti

1.

2.

3.

Po stanoveni hustoty protoplastli pfiddme k bunétné suspenzi kultivaéni médium
LCMI tak, aby vysledna hustota byla 10° protoplasti na 1 ml média.

Protoplasty kultivujeme v Petriho miskach o priméru 3,5 nebo 6 cm ve tmé pfi teplote
27 °C po dobu 1-14 dnt.

Protoplasty pouzijeme pro nésledujici experimenty pii studiu obrannych mechanismil
rostlin po ovlivnéni vybranymi stresovymi faktory.

2.4. Vyhodnoceni vysledki

Nk W=

Do tabulky ptehledné uvedeme:

vychozi mnozstvi rostlinného materialu

objem vyizolované protoplastové suspenze

hustotu

pocet vyizolovanych protoplastl pfepocitany na g vychoziho rostlinného materialu
zivotnost vyizolovanych protoplastii.

2.5. Kontrolni otazky

1.

(98]

Jaké enzymy se nejCastéji pouzivaji pii izolaci protoplasti? Do které tfidy jsou
tyto enzymy fazeny?

Co je to protoplast?

Jaké dva druhy izolace protoplastli rozeznavame?

Jaké znate faktory ovliviiujici uspéSnost izolace protoplasti?
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3. Stanoveni zivotnosti a bunééné smrti

Teoreticky uvod
Bunécnd smrt zajist'uje v organismu tkdiiovou homeostazu mezi vznikem a zanikem
bunék, ktera znamena udrzeni optimalniho poctu spravné fungujicich bunék v jednotlivych
organech. V Zivém organismu se setkadme s riznymi formami bunécné smrti (Obr. 2), které
1ze délit napt. nasledovné:
1. Programovand bunécnéa smrt (Programmed cell death = PCD)

a) Apoptosa, typ PCD I

b) Autofagicka nekrosa, typ PCD Il
2. Onkoticka nekrosa
3. Dalsi neprozkoumané formy bunééné smrti

a) Aponekrosa

b) Paraptosa

Termin programovana bunécna smrt (PCD) byl poprvé publikovan v roce 1964. Predstavuje
geneticky kodovanou bunéénou smrt, pro kterou je typicky konzervovany programovy
mechanismus a je charakteristicka pfesnym nacasovanim i lokalizaci v organismu. Jedna se o
Sirsi pojem nez je apoptosa, nemusi mit vzdy vSechny jeji znaky (Lockhin & Williams, 1964;
Willingham, 1999).

Apoptosa (z feétiny anontwdic, apo = z a ptosis = padani) je jeden z hlavnich a nejcastéjSich
typll programované bunécné smrti buiiky (Obr. 3). Je to proces umyslné sebevrazdy nechténé
builky v mnohobunééném organismu s geneticky fizenym, programovanym charakterem,
regulovanym v mnoha stupnich. Je aktivnim procesem vyZadujicim energii. Apoptosa je
spusténa, jestlize buiika ztraci kontakt s vnéjSim prosttedim, pokud je buiika neopravitelné
poskozena, dostava signdly indukujici apoptosu, neboli signdly smrti. Pro stanoveni a
charakterizaci apoptosy se vyuziva studium kaspasové aktivity, exprese ,,apoptosis-related
proteinl, zmén cytoplasmatické membrany, kdy se sleduje translokace fosfatidylserinu z
cytoplasmatické strany bunééné membrany na jeji extracelularni stranu (metoda vazby
Annexinu V), fragmentace DNA (metody DNA Laddering, ISNT, TUNEL), studium
mitochondrii — pfi apoptose dochazi k vyliti cytochromu

c a AIF (Apoptosis Inducing Factor) (Barrett et al., 2001; Rode et al., 1998).

Bunécénd smrt indukovand béhem hypersensitivni reakce u rostlin je programovanou
bunécnou smrti analogickou apoptose u zivocichii (Lam et al., 2001). Hypersenzitivni reakce
je charakterizovana rychlou smrti individudlnich rostlinnych bunék, infikovanych patogenem,
ptipadné bun¢k sousednich (Atkinson et al., 1985).

Vitalita

Termin vitalita je moZno vylozit jako Zivotaschopnost - schopnost buiiky, organismu

nebo populace zit, udrzovat a obnovovat zivotni funkce ve stale se ménicich podminkach
zivotniho prostfedi. Poukazuje na fyziologicky stav buiiky a na jeji metabolickou aktivitu. V
optimalnich podminkéch je vyvoj organismu plnohodnotny. Za neptiznivych, stresovych
podminek dochazi k porucham vyvoje (Prochdzka, 1967). Ke studiu vitality se v laboratornich
podminkach nejcastéji pouzivaji metody zalozené na metabolické aktivité builkky nebo na
méefeni nekterych bunéénych slozek, jako jsou zasobni latky, napt. glykogen nebo
adenosintrifosfat - ATP &i redukované formy nikotinamidadenindinukleotidu - NADH. Rada
metod vyuziva fluorogennich substratti pro detekci reakci probihajicich v zivych bunkach,
napt. FDA, BCECF AM, Calcein AM ... (Dostalek, 2005).
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Viabilita

Viabilita je definovana jako schopnost bun¢k reprodukce. Urcuje, zda jsou bunky zivé a
vykazuji metabolickou aktivitu. Oznacuje pocet bunck v populaci, které jsou schopné riistu a
dalsiho rozmnozovani. V laboratoii se stanovuje nékolika metodami s odliSnym principem.
Nejpresnéjsi, ovSem také Casoveé nejnarocnéjsi jsou metody zaloZené na bunécné replikaci.
Nejcastéji pouzivané jsou metody zalozené na barveni bunék a méné rozsifené jsou metody
jejichz principem je méfeni obsahu nékterych bunéénych slozek, ATP nebo NADH (Dostalek,
2005).

Typy buné¢né smrti u rostlin

Bunéénd smrt u rostlin je béZnou soucasti jejich vyvojovych procesit (Tab. 2., Obr. 10)
(Vianello et al., 2007). Uplatiuje se napft. pii formovani kvétd, kdy dochazi k zakrnéni
samcich a sami¢ich pohlavnich organii (ty¢inek a vajicek), pti degradaci podptrné buiiky,
endospermu a aleuronové buiiky, dochazi k ni pti formovani trichomti, senescenci list,
odumirani bun¢k kotenové epicky nebo formovani vzduSného pletiva (aerenchymu)
(Beers, 1997; Gray, 2004). PCD se také objevuje pii hypersenzitivni reakci zpiisobené
interakci mezi rostlinou a patogenem (Hatsugai et al., 2004).

Bunky tvofi rizné kombinace signall smrti se signdly pro pieziti a jejich vysledkem

je nakonec rozhodnuti, zda, popf. jak k bunééné smrti dojde ¢i nikoli (Obr. 11). O tom,
jakym zpiisobem burika zemfte rozhoduji enzymy ve vakuolach (hydrolasy). Bunécné smrt
je spusténa vyplavenim Ca2+ a poskozenim struktury vakuoly. Hydrolasy rozhoduji jaky
bude mit PCD disledek, napt. pti autolyzi bunééného obsahu vznika cévni vodivé pletivo
(Obr. 12), pti hydrolyze bunétné stény vznika pletivo aerenchym (Jones, 2001).

Tabulka Rozdily bunééné smrti u zivocicht a rostlin (Collazo et al., 2006; Krishnamurthy
et al., 2000).
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Zivoéigna buiika

Rostlinna bunka

o U Zivotichd lze rozdélit buriky podléhajici BS
do 8 kategorii (viz tabulka 2).

« Yznikaji fragmenty DNA o velikosti pfiblizné
160 bp.

« Ca*-zavislé endonukleasy se ukazuji jako
zodpovédné za DNA fragmentaci, nukleasy
Jsou produkovany pravé umirajici buikou.

+ Expozice fosfatidylserinu na vnéjsi stranu
plazmatické membrany, demonstrovano
metodou navazani Annexinu V.

+ Vidy dochazi ke kondenzaci, fragmentaci
cytoplasmy:.

« Smriténi buriky.

» Aktivace enzymi kaspaz.

+ Antiapoptoticky protzin Bel-2 potlatuje PCD.

+ ROS jsou signalnimi molekulami potfebnymi
k aktivaci PCD.

« Narist hladiny cytosolamiho Ca™ aktivuje
PCD prostfednictvim aktivace endonukleas a
kaspas.

s Role mitochondrie v prabéhu PCD je velmi
dobfe znama.

» Fosforylace/defosforylace proteind je béZna u
vEech typd bunék.

+ Vidy kondenzace chromatinu.
+ DNA fragmentace je objasnéna u viech typd
bunék pomoci elektroforetickych metod.

« Yznikaji typické apoptoticke t&liska.

« MNejsou syntetizovany stresové proteiny b&hem
buné&éné smrti.

+« U rostlin je prokazano 6 kategorii. Kateogie
Y1: Bun&éna smrt bunék produkovanych

v nadbytku a kategorie V1lI: Buiky svou vlastni
smrti davaji podnét ke vzniku nemaoci, nebyly u
rostlin prokazany.

« V&SI DNA fragmenty o 50 kb (50 000 bp).

+ Nukleasy jsou produkovany nékterymi

umirajicimi nebo pfilehlymi bufikami, neni zcela

objasnén jejich vyznam v PCD. Rostlinné

nukleasy jsou zavislé na mnozstvi Ca** nebo

Zn*

+ Stejné rychla expozice fosfatidylserinu jako u

Zivotisne bunky byla prokazana jen u

protoplastu tabaku vystavenému abiotickému

stresu.

+ Dochazi ke kondenzaci cytoplasmy, ale

neobjevuje se fragmentace.

« Smrsténi u v&tsiny bunék, ne u viech.

+ K expresi kaspaz nemusi vZdy dojit.

+ Protein Bel-2 neplsobi antiapoptoticky pii
hypersenzitivni reakc.

« Zvjena hladina cytosolamiho Ca® aktivuje
PCD prostrednictvim zziktivace endonukleas, ale
neni prokazan viiv Ca™ na aktivitu kaspas.

« Fosforylace/defosporylace proteind se
objevuje jen pii hypersentizivni reakci bunék a u
aleuronovych bunék.

» Kondenzace chromatinu u nékterych druhi
umirajicich bunék, ne u viech.

+ Elektroforetické metody objasfiuji apoptosu
jen z nékterych typd bunék.

+ Mejsou zaznamenany typicka apoptotické
t&liska.

+ Stresové proteiny bohaté na hydroxyprolin,
glycin a threonin jscu €asto syntetizovany a
stavaji se soulasti bun&éné stény nékterych
bunék podlehajicich bunééné smrti

1. Metody stanoveni vitality

Testovani zivotnosti je zalozeno na méfeni podilu zivych a mrtvych bunék

v populaci. Pro stanoveni Zivotnosti 1ze vyuzit mikroskopickou detekci. Metody stanovujici
zivotnost populace bunék se v laboratofi Casto provadi v 96-jamkovych mikrotitra¢nich
destickach. Tato miniaturizace umoziuje analyzu mnoha vzorkl v kratkém case,
minimalizuje se spotieba kultivacniho media i bun¢k. Metody se vyhodnocuji s vyuzitim
mikrodestickového readeru (Rode et al., 1998). Postupl pro stanoveni bunécné vitality je
velké mnozstvi, mizeme je rozdélit do tii zakladnich skupin: 1. Metody zalozené na
stanoveni metabolické aktivity; 2. Metody zaloZené na stanoveni propustnosti bunécné
membrany; 3. Metody detekujici syntézu DNA jako indikator rastu.

1.1. Metody zaloZené na stanoveni metabolické aktivity
Stanoveni metabolické aktivity buné€k je jednim z méfitelnych parametri
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pouzivanych ke studiu vitality bunék. Nejcastéji se pouzivaji metody zalozené na detekci
enzymu s dehydrogenasovou a esterasovou aktivitou. Jako dalsi parametr Zivotnosti mlize
byt analyzovana napt. hladina ATP v buiice (Rode et al., 1998; Sieuwerts et. al, 1995).

1.1.1. Kolorimetrické metody vyuZivajici tetrazoliové soli MTT, XTT a WST-1

Soli tetrazolia jsou Zivymi, metabolicky aktivnimi bufikami pfeménény na

formazanové barviva analyzované spektrofotometricky s vyuzitim mikrodestickového
readeru (Tab. 4, Obr. 15-18). Tetrazoliové soli jsou pfevedeny na formazan enzymem
sukcinatdehydrogenasou (EC 1.3.99.1), ktery je soucasti dychaciho feté¢zce mitochondrii.
Tento enzym je aktivni pouze v zivych buiikach. MTT v zivé buiice tvoii nerozpustné
barvivo, zatimco produkt reakce s XTT a WST-1 je rozpustny, v disledku toho jsou metody
s XTT a WST-1 experimentaln¢ a asové méné€ narocné (Obr. 15) (Rode et al., 1998).
Metoda s WST-1 je v porovnani s MTT a XTT 5x citlivejsi. V ptipadé MTT je vznikly
produkt, tj. fialovy ve vodé nerozpustny formazan rozpustén alkalickym roztokem DMSO.

Systematicky nazev

MTT 3-{4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-difenyl-2H-tetrazolium bromid
xXIT 2, 3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid
WST1 4-[3-{4-lodofenyl)-2-(4-nitrofenyl}-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat

Tabulka 4b Prehled tetrazoliovych soli pouZivanych pii stanoveni Zivotnosti bunék (Rode et
al., 1998; www.sigma-aldrich.com, 15.5. 2007).

MTT test XTT test WST-1 test

Sumarni C15H1EBFN5S CEHmN?NHO-gS: C19H-1|N5N30552
vZorec
Mr 414,32 673,52 651,34

Stanoveni Vitality, proliferace, Vitality, proliferace, Vitality, proliferace,

cytotoxicity cytotoxicity cytotoxicity

Vzorky Populace, Populace, Populace,
individualni buriky individualni buriky individualni buriky

Dekekce Zivych bunék Zivych bunék Ziviich bunék
Metoda Inkubace bunék s MTT, Inkubace bunék s XTT, Inkubace bunék s WST-1,

rozpudténi produktu,
spekirofometricka
vyhodnoceni

spektrofometricke
vyhodnoceni

spektrofometricke
vyhodnoceni

Vinova délka 550-600 nm 450-500 nm 420-430 nm
Casova 4 hodiny 2-4 hodiny 0,5-2 hodiny
narocnost

1.1.2. Fluorescen¢ni metody vyuzivajici FDA, Calcein AM a BCECF AM
V praxi se velmi ¢asto vyuzivaji fluorescencni testy, které jsou mnohem citlivejsi

24

vyhodou metod vyuzivajicich fluorescencni barveni je rychlost (vysledky ziskdme fadoveé
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v minutach) a jednoduchost (Fisar, 2003; Rode et al., 1998). Testovani zivotnosti a
cytotoxicity je zaloZeno na méfeni podilu Zivych a mrtvych bun€k v populaci. Jako sondy
pro stanoveni zivotnosti bun¢k slouzi fluorogenni substraty esteras, které mohou pasivné
pronikat do bun¢k. M¢éfi se zachovani enzymatické aktivity bunéénych esteras a soucasné
membranova integrita, kterd zajist'uje nitrobunéénou retenci vznikajicich fluoreskujicich
produktl. Esterasy katalyzuji hydrolytické st€peni molekul jednoduchych esterii
obsahujicich alkoholy s kratkym uhlikatym fetézcem. Diky své souvislosti s bunéénym
metabolismem slouZi esterasy jako marker Zivotaschopnosti bun¢k. Nékteré prace ukéazaly,
ze aktivita intracelularnich esteras bunécné suspenze je ptimo umérna poctu zivych bunék.
Acetatovy nebo acetoxymethylovy ester vhodného fluoroforu se rozpusti v DMSO
(dimetylsulfoxid) v koncentraci 1-10 mM a ptida k buiitkam v kone¢né koncentraci 1-25 pM.
Jako jeden z prvnich a dosud €asto pouZivany je fluorescein diacetat (FDA) (Tab 5, Obr.
19). Mezi nejlepsi indikatory Zivotnosti bunék patii Calcein AM (diky vysokému zachytu v
zivych bunkach a silné fluorescenci) (Obr. 20). Dal§imi vhodnymi indikatory Zivotnosti jsou
napt. BCECF AM (Obr. 21), karboxyeosin diacetat, karboxyfluorescein diacetat.

1.1.3. Test s neutralni ¢erveni

Velmi ¢asto se pro stanoveni Zivotnosti bunék pouziva vitalni barvivo neutralni

erveit (NC) (Tab. 5), které pasivné vstupuje do bunék (Obr. 22). V tomto p¥ipadé je princip
metody zaloZen na piijmu vitalniho barviva NC Zivotaschopnou buiikou, ktera ho uklada do
lysozomii (Maines, 1998; Rode et al., 1998).

Pii hodnoté pH ve fyziologické oblasti je molekula NC neutralni a prostupuje tak

bunéénou membranou (Babich and Borenfreund 1990). Lysozomy udrzuji pH nizsi nez je v
okolni cytoplazmé. Udrzovani tohoto protonového gradientu na membrané lysozomu je
energeticky narocné. Neutralni Cerven vstupujici do lysozomu ziskava naboj a proto
nemuze prostoupit zpét do cytoplazmy. Ztrata gradientu pH pfi poskozeni buniky nebo
bunécné smrti zptisobi zvySeni propustnosti bunééné membrany a uvolnéni zadrzené¢ho
barviva, pfipadné zabrdni jejimu hromadéni v lysozomech (Filman et al. 1975). Jako
cytotoxicky ucinek tento test zapocitava jak lyzi bunck (vliv ptisobeni vyssich koncentraci
toxickych latek), tak depolarizaci membran jako disledek snizené produkce ATP (pfi
mensim poskozeni).

1.2. Metody zaloZené na stanoveni propustnosti bunééné membrany.

Monitorovani propustnosti bunééné¢ membrany prepoklada barveni mrtvych nebo

zivych bunék s vyuzitim barviv jako je methylenova modf, neutralni cervén, propidium jodid
a dalsich. Tyto metody jsou rychlé, vysledky ziskdme béhem nékolika minut. Vyhodnoceni
muizeme provést mikroskopicky, pfipadné spektrofotometricky.

1.2.1. Fluorescen¢ni metody vyuzivajici propidium jodid a ethidium bromid
Barviva pro nukleové kyseliny neprostupuji do membrany zivych bunék a lze je

tudiz pouzit pro detekci mrtvych bun¢k. Mezi tyto barviva patii ethidium bromid (EtBr),
propiduim jodid (PI) (Tab 6, Obr. 23-24), a dalsi. Pouzivaji se ¢asto v kombinaci s
nitrobunécnymi substraty esteras, sondami citlivymi na membranovy potencial, sondami
pro organely nebo indikatory propustnosti membran.

Zminény PI je interkalarni barvivo, které neprochazi neporusenymi membranami

zivych bunék. Pokud maji buniky cytoplasmatickou membranu porusenu, barvivo volné
proudi do bun¢k. Ma vysokou afinitu k nukleovym kyselindm a po vazb¢ cca 40x vétsi
fluorescenci. Toho se vyuziva pravé ke znaceni mrtvych bunék (Rode et al., 1998).
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Obr. 23 Struktura ethidium bromidu.

Obr. 24 Struktura propidium jodidu.

Tabulka 6b Ptehled pouzivanych fluorescencnich sond (King, 2000; Rode et al., 1998;
www.sigma-aldrich.com, 15.5. 2007).

FDA

Calcein AM BCECF AM Pl EtBr
Sumarni 'ngHmOf CdﬁHqENEOQE CJQHEO [} CQ?H34|:N4 CE1H3:BFN3
vzorec
Mr 4164 954.9 808.7 6654 3943
Stanoveni Vitality, Vitality, Vitality, Vitality, Vitality,
viability, viability, viability, viability, viability,
cytotoxicity cytotoxicity cytotoxicity cytotoxicity cytotoxicity
Signal Zelena Zelena Zelena Cervena OranZova
fluorescence  fluorescence fluorescence fluorescence  Flucrescence
Detekce  Zivé bufiky  Zivé buiky Zivé buiky Mrtvé buiky  Mrtvé buiky
Vyhody Menakladny, Netoxicky, Netoxicky, Pomalé
netoxicky velmi dobfe velmi dobfe vysvécovani
zadrZovan, zadrZovan
relativné
nizka citlivost
ke zméné pH
Newyhody Rychly dnik  %ysokacena  Wysoka cena Vysoka Toxicky
vznikajiciho chemikalie chemikalie. toxicita
barviva, Intenzitu
rychle fluorescence
vysvEcovani, ovliviiuje
pH citlva intracelularni
fluorescence pH,slabne se
vristajcim pH
Vinova
delka 489/514 4941517 505/545 535/617 518/605
excitiem
[nm]
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Test dvojiteho barveni

Pro sledovani Zivotnosti buné¢k mize byt vyuZito barveni bunécné suspenze vice
fluorescenénimi barvivy — napt. propidium jodidem (PI) a fluorescein diacetatem (FDA).
Barvivo propidium jodid v ptipad€ mrtvé buiiky pronika pfes cytoplasmatickou membranu
dovnitt bunky a zptsobuje ve fluorescenénim mikroskopu ¢ervené fluorescen¢ni zbarveni.
Fluorescein diacetét je v zivych buiikach $tépen na octan a fluorescein, ktery vydava
zelené fluorescencni zbarveni. Soucasné se detekuji mrtvé a zivé bunky.

1.2.2. Laktatdehydrogenasovy test

Enzym laktatdehydrogenasa (LDH) (EC 1.1.1.27) patii mezi skupinu nadorovych

markerd, mezi tzv. tkanové nespecifické antigeny. Jedna se o enzym, ktery se vyskytuje

v fad¢ zivocisSnych tkani a rostlinnych pletiv, jejichz hladinu lze detekovat i za fyziologickych
podminek. Pti bunééné smrti dochazi ke zvyseni permeability bunééné membrany, to ma

za nasledek vyplaveni enzymu. LDH katalyzuje redukci pyruvatu na laktat (Obr. 25), po
vyliti enzymu do media je stanovovan kvantitativné pomoci chromogenniho substratu.
Ubytek NADH, ktery je nezbytny pro priibéh reakce je sledovan spektrometricky pfi 340nm
(Bergmeyer & Bernt, 1974). Test neni pfilis$ citlivy, nebot’ k uvolnéni LDH dochazi az pti
znacné destrukci plazmatické membrany (Harbell et al. 1997).

1.2.3. Kolorimetrické metody vyuZivajici barevné slouceniny trypanovou modr,
Evansovu modi, methylenovou modr

Metody stanoveni zivotnosti bunék zalozené na propustnosti membran mohou byt
realizovany detekci ve viditelném svétle barevnych latek, které prostupuji poskozenou
membranou do mrtvych bunék (Tab. 7). Zivotnost se poté vyhodnoti bud’ mikroskopicky
pocitdnim mrtvych bunék, nebo spektrofotometricky s vyuzitim mikrodesti¢kového readeru
po odstranéni nadbyte¢ného barviva a nasledném uvolnéni barviva z bunék s poskozenou
cytoplasmatickou membranou. Piikladem latek barvicich mrtvé butiky jsou napf. trypanova
modi (TM) (Obr. 26), Evansova modi (EM) (Obr. 27), methylenova modi (MM) (obr. 28),
barvivo se dostava do mrtvé bunky (bunécnd membrana je poskozena), ziva burka, ktera
ma bunécnou membranu neposkozenou, barvivo nepropousti.

+ N N
—4 0 0 —, 9
| -
_|I| ¢ N 4 — _/ }_Q—s—c Na’
h—
_ “—”W@“‘”M S
0 N
0o na & 0N

Obr. 26 Struktura trypanove modii.
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Obr. 27 Struktura Evansovy modii.
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1.3. Metody detekujici syntézu DNA jako indikator riistu

DNA syntéza jako indikator bunétného rlstu je vyuzivana v metodach stanovujici jak
zivotnost, tak bunécnou proliferaci. Pouzivaji se radioaktivni, napt. thymidin tritia (3H)-TdR
a neradioaktivni analogy nukleotid, napt. 5-bromo-2’-deoxy-uridin (BrdU) (Obr. 29-30),
které¢ jsou ptfiddny k bunécéné kultufe a inkorporuji se do nové se syntetizujici DNA
replikujicich se bunék. Mnozstvi nové syntetizované DNA obsahujici (3H)-TdR nebo BrdU je
poté kvantifikovana. Inkorporovany BrdU miiZze byt detekovan imunometodou vyuZivajici
monoklondlni protilatky znac¢ené napt. enzymem peroxidasou (Rode et al., 1998; Vistica et.

al, 1991).

1. Kvantifikace Zivvch bunék — spektrofotometrické stanoveni

Metoda s FDA (fluorescein diacetat, Fluka 31545, MW = 416,39)
- zasobni roztok 5 mg/ml acetonu — rozpipetovat po alikvotech 10 ul do 0,5ml
eppendorfek, uchovat v mrazaku
- pracovni roztok 0,01% — vzdy cerstvy, ziedit 50x zdsobni roztok do média (u
protoplasti 20ul zasobniho FDA + 980 ul LM1 média)
- vyslednd koncentrace 20uM FDA (tj. na 100ul bunécné suspenze 10ul pracovniho
roztoku)

—_—

K 100 pl bunééné suspenze pridame 10 pl roztoku FDA v ¢erné desticce

2. Jako kontroly pipetovat do jamky 100 pl bunééné suspenze +10ul vody a jamku se
100 pl vody a 10 pl pracovniho roztoku FDA.

3. Po 15 min inkubaci v termostatu ve tm¢ zméfime fluorescenci (excitace 490 nm,

emise 514 nm)

2. Mikroskopicka detekce Zivvch/mrtvvch bunék - test dvojiho barveni FDA + PI

Zasobni roztoky (uschovat v tmavé lahvicce v aliquotech pii -20°C - max. cca 4 mésice):
FDA — 5mg/ml acetonu
PI - 10mg/ml PBS

Pracovni roztok — piipravit tésné pred pouzitim, uchovavat na ledu
0,005 FDA mg/ml (3ul zés. roztoku)

0,05 PI mg/ml (10ul zas. roztoku)

do 10ml DPBS nebo bunéé¢ného média

Postup:

- na podlozni sklicko nanést 50ul roztoku

- ptidat co nejmensi objem bunécné suspenze — pouzit usttizenou Spicku !!!
- inkubace ve tm¢ nejméné 3min

- prikryt krycim sklickem a zalepit lakem

- pozorovat fluorescenci — nejdiive zelenou pro FDA (dfive se vysvécuje)
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3.3. Barveni trypanovou modri

Trypanova modf se pouziva pro barveni mrtvych bunék. Jednéd se o derivat toluidinu, ktery
neprochdzi pfes membranu buné¢k zivych, ale prochdzi membranu bunék mrtvych (nerozlisuje
zda se jedna o apoptozu nebo nekrozu).

Mikroskopické stanoveni viability v bunécné kultuie
1) Pripravte si roztok 0,4% trypanové modfi v pouzitém rustovém médiu (navazka 40mg
trypanové modii na 10ml)

2) Smichejte vhodny objem bunééné kultury (20-200ul) se stejnym objemem 0,4% roztoku
trypanové modii

Barveni rostlinnych pletiv (listy. listové disky apod.)

Material a chemikalie:

Laktofenol: 10 ml kyseliny mlé¢né, 10 ml glycerolu, 10 g fenolu, 10 ml vody)
70 % glycerol, dest. voda

6-12 jamkova desticka, vodni lazen, skalpel

Postup:
1) Pfipravte si barvici roztok: do 50 mL plastové zkumavky piipravte 25 mL roztoku 2,5

mg/mL trypanové modfi v laktofenolu, k tomuto roztoku ptidejte 2-nasobny objem etanolu
2) Vlozte kousky listll do titra¢nich desticek (6-12-jamkové)

3) Pokryjte barvicim roztokem a povaite 1 minutu na vrouci lazni

4) Nechte pfii laboratorni teploté 1-24 hodin

5) Slijte barvici roztok a listy ponechejte v 70% glycerolu

6) Rezy preneste do kapky 50 % glycerolu na podloznim skle a uzaviete krycim sklickem
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4. STANOVENI REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU

Spolec¢ny teoreticky uvod

Rostliny jsou v pritbéhu svého zivota vystavovany pusobeni fady stresovych faktort, které
mohou nejen zpomalovat jejich Zivotni funkce, ale také poskozovat jednotlivé organy a v
krajnim piipad¢ vést az k uhynuti rostliny.

Typickou reakci rostlin na piisobeni stresovych faktort je tvorba reaktivnich forem
kysliku (ROS). ROS jsou vysoce reaktivni molekuly, které mohou rychle napadnout v§echny
typy biomolekul a tim narusit metabolismus bunky. Jsou schopny samostatné existence, ale
1181 se vyrazné svym polocasem Zivota (Florence, 1990). Mezi ROS patii singletovy kyslik,
peroxid vodiku, superoxidovy anion-radikal, hydroxylovy radikal, hydroxylovy ion a
perhydroxylovy radikal. Nejvétsi roli vzhledem k relativné dlouhému polocasu zivota ma
peroxid vodiku (H,0). U rostlin se tvoti pfevazné tyto: singletovy kyslik (‘O,), superoxidovy
radikal (O,7), hydroxylovy radikal (OH"), hydroxylovy ion (OH), perhydroxylovy radikal
(O2H) a peroxid vodiku (H,0,).

Tvorba reaktivnich forem kysliku probihd u vSech rostlin, a to i pfi jejich ristu
v optimalnich podminkach. Za normalnich rastovych podminek je produkce reaktivnich
forem kysliku v bunice nizka, napt. v chloroplastu 240 pmol/s O, a 0,5 uM H,O,. Pisobi-li
na rostlinu stresové faktory, které narusi jeji bunéénou homeostazu, dochézi k vyraznému
zvyseni koncentrace ROS v bunice, napt. v chloroplastu az 720 umol/s O;", 5-15 uM H,0,
(Polle, 2001). Nejvétsi mnozstvi reaktivnich forem kysliku se v rostlinach tvoti predev§im
v chloroplastech, ale nezanedbatelna je produkce v mitochondriich a dalSich membranovych
systémech, a rovnéz v bunécné st€né. Tvorba ROS miiZe byt podstatné zintenzivnéna
pusobenim stresovych faktorti (Mittler, 2002). Pisobeni stresovych faktorti mize vyvolat u
rostlin oxidativni stres, charakteristicky prudkou pfechodnou tvorbou velkého mnozstvi
aktivnich forem kysliku (ROS).

V biologickych systémech tedy hraji ROS dvoji roli:

1) slouzi jako signalni molekuli pro expresi genti

2) jako toxické meziprodukty aerobniho metabolismu zplisobuji poSkozeni ¢i zanik
bunky (oxidativni poskozeni DNA a RNA, oxidace proteintl, peroxidace nenasycenych
mastnych kyselin)

Produkce ROS Lokalizace Typ ROS
Fotosyntéza PSI nebo PSII Chloroplast 0,
Respirace Mitochondrie O,
Glykolatoxidasa Peroxisom H,0,
Excitovany chlorofyl Chloroplast 0,
NADPH oxidasa Plasmatickda membrana 0O,
B-oxidace mastnych kyselin Peroxisom H,0,
Oxalatoxidasa Apoplast H,0,
Peroxidasy Buné¢na sténa H,0,, O,
Aminoxidasa Apoplast H,0,

4.1. Stanoveni peroxidu vodiku
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Peroxid vodiku je bezbarva, kapalnd latka, jejiz bod varu se pohybuje okolo
115-157 °C a bod tani je niz8i nez 50°C. Peroxid vodiku miiZze vystupovat jako oxidacni
¢inidlo (za vzniku vody), nebo jako reduk¢ni c¢inidlo (tvorba kysliku) jak v kyselém,
tak alkalickém prostedi. Peroxid vodiku je pon¢kud silngjsi kyselina neZ voda. Je proto
schopen tvorit peroxidy a hydrogenperoxidy (Kasparek et al., 2001).

H,0, se podobé svou molekularni strukturou vod¢ a je velice difusibilni uvnitf 1 mezi
buitkami. Pronikéd skrz aquaporiny dovnitt bunky a spolu se salicylovou kyselinou a oxidem
dusnatym aktivuje mnoho rostlinnych obrannych systéml a podili se na regulaci exprese
urcitych gen (Schreck et al., 1991). H,O, v mikromolarnich davkach vykazuje nizkou
reaktivitu, ale ve vysSich hladinach (>50 uM) mulze atakovat bunécéné cile (Cochrane, 1991).
Peroxid vodiku je schopny znicit proteiny. Dochazi k oxidaci sulthydrylovych skupin
na cysteinech s naslednou tvorbou disulfidovych vazeb, které mohou zasahovat
do konformace a funkce proteinu (Radi et al., 1991). Peroxid vodiku také mize degradovat
nenasycené mastné kyseliny. Tento proces milize naruSit membrdnovou strukturu a jeji
propustnost (Scandalios, 1992).

Peroxid vodiku vzniké v zivé buiice v prib¢hu fady metabolickych procest. Zvysena
produkce peroxidu vodiku je spojena s obrannou reakci rostlin vyvolanou ptsobenim
stresovych faktort. Peroxid vodiku vystupuje jednak jako signélni, ale také jako obranna
molekula (Bolwell et al., 1998).

Superoxidovy anion-radikal je =za katalyzy superoxiddismutasy pireménovan
na peroxid vodiku. Peroxid vodiku je dale produkovan v reakcich katalyzovanych
aminoxidasami a peroxidasami, lokalizovanymi v bunécné sténé. Rostlinné bunécné stény
jsou velmi bohaté na tento typ peroxidas (Bolwell et al., 1995). Peroxid vodiku, tvofici se
v blizkosti bunécné stény, se aktivné ucastni procesu lignifikace, jednoho z moznych
obrannych mechanismti rostliny (Mittler, 2002).

Koncentraci peroxidu vodiku lze stanovit fadou metod. Znamé jsou metody
luminiscenc¢ni, nej€astéji pouzivajici ¢inidlo luminol, i titrani, mezi které patii jodometrie,
manganometrie nebo cerimetrie. Pro detekci v rostlinach se vSak nejc€astéji pouzivaji metody
spektrofotometrické.

Piehled metod pouzivanych pro stanoveni peroxidu vodiku

metody

titraéni

jodometrie

manganomerie

cerimetrie
spektrofotometrické

s jodidem draselnym
s hydrochinonem a anilinem
s xylenolovou oranzi
s Amplex Red
s aminoantipyrinem a fenolem
s aminoantipyrinem a 3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonovou
kyselinou
luminiscen¢ni

s kfenovou peroxidasou a luminolem

Spektrofotometrické metody
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A. Metoda vyuZivajici jodid draselny

Princip metody spo¢ivd v reakci jodidu draselného s peroxidem vodiku
ve stechiometrii 1:1 za tvorby jodu, ktery Ize stanovit méfenim absorbance pii 390 nm
(Klapheck et al., 1990).

2KI+2H,O, - H,O+2KOH+1,

Metoda stanoveni peroxidu vodiku s vyuZzitim jodidu draselného byla modifikovéna
pridavkem $krobu a manganistanu draselného jako katalyzatoru. V tomto ptipadé dochazi
k posunu vinové délky, pfi které je monitorovan produkt. Absorbance je detekovéna
pfi 570 nm. Metoda je linearni do 2,9 umol/l peroxidu vodiku (Graf & Penniston, 1980).
Jednd se o pomérné casto pouZivanou metodu pii stanovovani peroxidu vodiku
v rostlinnych extraktech, metoda je experimentalné i finanén€ nendro¢na.

B. Metoda s hydrochinonem a anilinem
Princip metody spoc¢ivd v reakci hydrochinonu, ktery se za pfitomnosti peroxidu
vodiku oxiduje na p-benzochinon. Tento vznikly meziprodukt dale reaguje s anilinem
na kone¢ny produkt, ten je spektrofotometricky meéfitelny pii 550 nm. Molybdenan
amonny zde pusobi jako katalyzator. Metoda je linedrni do koncentrace 0,4 mM peroxidu
vodiku (Elnemma, 2004).

OH (e} OH OH
NHph
H,0, anilin P H,0, NHph
B —_— >
NHph
P NHph
OH (e} OH OH

hydrochinon p - benzochinon

C. Metoda s xylenolovou oranzi
Princip metody spocivd v oxidaci zeleza (II) na zelezo (II) peroxidem vodiku,
za piitomnosti sorbitolu, ktery funguje jako katalyzator. Zelezo (III) vytvéii s xylenolovou
oranzi fialovy komplex, ktery je spektrofotometricky méfitelny pii 560 nm. Metoda je
linedrni do koncentrace 2 pM peroxidu vodiku (Millington & Maurdev, 2004).

D. Metoda s Amplex Red

Princip metody spoc¢iva v reakci Amplex Red (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin)
s peroxidem vodiku v pfitomnosti peroxidasy ve stechiometrii 1:1 za tvorby resorufinu,
ktery lze stanovit méfenim absorbance pii 570 nm nebo fluorescence (excitacni filtr:
530/25, emisni filtr 590/35). Pro vzorky, které obsahuji nizkou koncentraci peroxidu
vodiku je vhodné pouzit fluorescencni meéteni, které je linearni do 0,004 pmol/l
koncentrace peroxidu vodiku a je citlivéjsi. Naopak pii vysSich koncentracich je vhodné
pouzit méfeni absorbance, tato metoda je linearni do 0,3 umol/l koncentrace peroxidu
vodiku (Zhou et al., 1997).
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E. Metoda s aminoantipyrinem a fenolem
Princip metody spocivd v reakci aminoantipyrinu s peroxidem vodiku a fenolem
za pfitomnosti peroxidasy. Barevny produkt této reakce lze stanovit méfenim absorbance
pii 505 nm. Metoda je linearni do koncentrace 6 nM peroxidu vodiku (Seki et al., 2004).

o O
HoN J peroxidasa \ N\ + H,0
AAP + fenol + | N—@ _— @N\ |
/ (6]
CHg

HsC
4 - aminoantipyrin chinonimin

F. Metoda s aminoantipyrinem a 3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonovou kyselinou
Princip metody spociva \ reakci oxidovaného aminoantipyrinu
s dichlorhydroxybenzensulfonovou kyselinou (DCHBS). Produkt mé rtzovofialové
zbarveni a lze jej stanovit méfenim absorbance pii 515 nm. Tato metoda se ¢asto pouziva
ve sprazené reakci pfi stanoveni diaminooxidasové aktivity (Angelini et al., 1995).

POX + H202 —> POX- H202
POX- HzOz + AH2 —> POX +2 H20 +A
Luminiscen¢ni metody

Podstatou chemiluminiscence je zafiva relaxace excitovanych stavi, které byly produkovany
exotermni chemickou reakci (chemiexcitaci). Aby mohla chemicka reakce vykazovat
chemiluminiscenci, musi splitovat fadu kritérii. Musi byt dostate¢né exotermni, produkt musi
fluoreskovat a pii reakci musi byt preferovana tvorba excitované¢ho stavu. Jednou z nejcastéji
pouzivanou metodou monitorovdni volnych radikdli a reaktivnich metabolitd je
luminiscen¢ni metoda vyuzivajici kienovou peroxidasu a luminol. Tato metoda se velmi ¢asto
pouziva pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity. Pfi rozkladu peroxidu vodiku
katalyzovaném kienovou peroxidasou (HRP) dochéazi ke vzniku reaktivnich sloucenin a
nasledné chemiluminiscenci luminolu.

0 NH,

HN
HN

@)

luminol
4.1.1. Stanoveni peroxidu v rostlinném extraktu

37



4.1.1.1.

Chemikalie:

Metoda s Amplex Red:

30% peroxid vodiku — zasobni 1dhev ulozena v lednicce

0,2 mM Amplex Red (10mM Amplex Red (AR), 1,3 mg do eppendorfky, rozpustit v 0,5 ml
DMSO, rozpipetovat aliquoty 50 pL a zamrazit pii -20°C)

100 mM K-fosfatovy pufr pH 7

0,4 U/ml kfenova peroxidasa (navazka 0,2 mg HRP- aktivita cca 550 U/mg, do 15-ml
zkumavky, rozpustit v 10 ml zasobniho pufru, rozdélit na aliquoty po 0,5 ml a zamrazit na -
20°C) v 50 mM Na-fosfaitovém pufru pH 7,4 ( 1,56 g NaH,PO,H,O/L; 10,37 g
Nay,P04.7H,0/L na 1L vody)

Kfienova peroxidasa (HRP) (10 U/ml)

Zasobni roztok H,0; 5,19 mM (100 pL 30 % peroxidu doplnit do 100 ml vodou)

Metoda s KI: zasobni roztok: 1M jodid draselny (KI): 16,6 g KI do 100 ml vody

Material:
Centrifuga¢ni zkumavky, miska sledem, kadinky, pipety. homogeniza¢ni miska
s tlouckem, motsky pisek, ependorfky, 100 mL odmérné baiika, 10 mL odmérné baiika,
96-jamkova deska a 96-jamkova desticka pro métfeni v UV oblasti, pipety
Rostlinny material: Hrach sety (Pisum sativum, cv. Lantra) — zelené a etiolované rostliny
—10 denni rostliny péstované v perlitu ve fytotronu, pfi konstantni teploté¢ 21°C a
fotoperiodé 15/9 hod den/noc;

Pristroje:
Analytické vahy, digitalni predvazky, digitalni pH metr, elektromagnetickd michacka,
homogenizator, chlazena centrifuga, mikrodestickovy spektrofotometr.

4.1.1.2. Pracovni postup

Kontrolni stanoveni koncentrace zasobniho roztoku peroxidu vodiku

1) do jamky na 96-jamkové desticce napipetujte 250 pL 1000x zfedéného roztoku 30 %
peroxidu vodiku

2) zméite absorbanci peroxidu pii 240 nm, jako blank pouZzijte deionizovanou vodu (desticky
pro méieni v UV oblasti)

SR
3) urcete pfesnou koncentraci zasobniho roztoku peroxidu vodiku (¢ = 0,0436 mM cm )

Extrakce — zpracovani rostlinného materialu

1. Testovany rostlinny material homogenizujeme ve 100 mM K-fosfatovém pufru, pH 7
v poméru 1:2 (w:v).

2. Homogenaty napipetujeme do mikrozkumavek a centrifugujeme 15 min pti 15 000
otaCkach/min, pfi teploté 4 °C.

3. Pro ziskani ¢istého extraktu centrifugaci opakujeme 2 x v 10 min intervalech.

Stanoveni peroxidu vodiku metodou s KI
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1) nachystejte kalibra¢ni fadu peroxidu vodiku, fed’'te TCA, standardy 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50
uM peroxid vodiku (metoda linearni v rozsahu koncentraci H,O, 1-50uM) (5,19 mM zasobni

roztok)

2) na 96-jamkovou desticku napipetujte v tripletu do jamek 50 pL standardu, Blanku (TCA)
nebo 50 pL vzorku

3) ptidejte 100 pL 1M KI (celkovy objem reakéni smési 150 pL)

4) nechte inkubobvat 20 minut

5) zméite absorbanci pii 390 nm

Stanoveni koncentrace peroxidu vodiku metodou s Amplex Red

Stanoveni peroxidu vodiku metodou s Amplex Red (potfebuje uzké rozmezi pH 7-8)
A) méfeni absorbance:
1) Nachystejte si kalibra¢ni fadu peroxidu vodiku — standardy 0,5; 1; 5; 10; 50; 100uM H,O,
(0,5 —-100 uM) — viz tabulka ptilozena nize
2) Ptipravte reakcni €inidlo: 50 pL zdsobniho roztoku 10 mM Amplex Red (AR)
100 pL zasobniho roztoku 10 U/ml kienové peroxidasy (HRP)
4,85 ml zasobniho pufru
1) Na 96-jamkovou desticku napipetujte v tripletu do jamek 50 pL standardu, vzorku nebo
blanku (zasobni pufr)
2) Pridejte 50 pL reakéniho Cinidla
3) Nechte 10 minut inkubovat
4) Zméite absorbanci pti 570 nm

Tab. 8 priprava peroxidu vodiku o rizné koncentraci pro stanoveni kalibra¢ni kfivky.

Jamka Koncentrace Destilovana 10 pm H,0;

H,0; (pm) voda (pl) (uD)

A 0 50 0

B 0,1 49,5 0,5

C 0,5 47,5 2,5

D 1 45 5

E 3 35 15

F 5 25 25

G 7,5 12,5 37,5

h 10 0 50

B) méfeni fluorescence:

1) Nachystejte si kalibra¢ni fadu peroxidu vodiku — standardy 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 2,5 uM
H,0, (metoda linearni pro 0,01 — 5 uM)

2) Reakeni €inidlo stejné jako v bodé A)

3) Na ¢ernou 96-jamkovou desticku napipetujte v tripletu do jamek 50 uL standardu, vzorku
nebo blanku (z&sobni pufr)

2) Pridejte 50 pL reakéniho Cinidla

3) Nechte 10 minut inkubovat ve tmé

4) Zméite fluorescenci, excitacni filtr 530/25, emisni filtr 590/35

4.1.1.2. Vyhodnoceni vysledki
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1.

Vynesenim absorbanci kalibra¢nich standardid proti koncentraci peroxidu vodiku
vytvotime kalibra¢ni graf.

Interpolaci ur¢ime koncentraci peroxidu vodiku ve vzorku. Vysledny obsah peroxidu
vodiku vztahneme na g Cerstvé hmotnosti rostlinného materidlu (fw) a dale uvadime v
jednotkach nmol/g fw.

V ptipad€¢ sledovani casového nebo koncentraéniho vlivu zvoleného stresového
faktoru vypracujeme graf s prislusnou zavislosti zmén produkce h,0, na sledovanych
parametrech.

4.1.3 Kontrolni otazky

1.

2.
3.
4

Jaké znate reaktivni formy kysliku?

Vysvétlete principy stanoveni koncentrace peroxidu vodiku pouzivané v dané uloze.
Jaké znate metody pro stanoveni koncentrace peroxidu vodiku?

Kdy dochézi ke zvySeni hladiny ros u rostlin? Jakou roli mize mit peroxid vodiku
v obranné¢ reakci rostlin?
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5. STANOVENI OXIDU DUSNATEHO A REAKTIVNICH FOREM
DUSIKU

Teoreticky uvod

Rostliny, které jsou v pribéhu svého Zivota vystaveny pusobeni riiznych stresovych faktort,
vyvinuly u¢inné obranné mechanismy potiebné pro pieziti v jejich prirozeném prostiedi. Na pfenosu
informace o plsobeni stresového faktoru jak biotické tak i abiotické povahy a nasledném spusténi
obrannych reakci se podili fada signalnich molekul. Vyznamnou roli hraji reaktivni formy kysliku
(ROS) a v posledni dob¢ intenzivné studovany oxid dusnaty (NO).

NO je velmi rozsSifenym vnitrobunéénym a mezibunéénym poslem se Sirokym spektrem
regulacnich funkci mnoha fyziologickych i patologickych procesit (Wendehenne et al., 2001,
Lamattina et al., 2003, Neill et al., 2003, del Rio et al., 2004). Znalosti funkci NO v rostlinnych
systémech jsou ve srovnani s zivociSnymi systémy velmi malé. Emisi NO u rostlin poprvé zaznamenal
Klepper v roce 1975 (Klepper, 1979). Teprve nedavné studie potvrdily ulohu NO jako dilezitého
efektoru rostlinného riistu, vyvoje a rostlinnych obrannych reakci. Rada z publikovanych praci byla
zamétena na roli NO v iniciaci nebo propagaci rostlinné hypersenzitivni reakce a programované
bunécné smrti v misté infekce (Zaninotto et al., 2006; Mur et al., 2006). Byla prokazana ucast NO na
indukci exprese komplementarni sady rostlinnych obrannych genti, véetné dvou kli¢ovych enzymu
fenylpropanoidni drahy, ktera reguluje produkci riznych sekundarnich sloucenin, véetné ligninu a
nizkomolekularnich antimikrobialnich sloucenin znamych jako fytoalexiny (Dixon, 2001).
Vyznamnou obrannou strategii rostlin vii¢i biotrofnim patogentiim je hypersenzitivni reakce (HR), kdy
infikovana bunka nebo nékolik bunék v blizkém okoli mista infekce podléhaji programované bunécné
smrti, ¢imz nasledné eliminuji pfimé zdroje energie a vyzivy pro vstupujici biotrofni patogen (Low &
Merida, 1996; Greenberg, 1997). Jednim z rannych procestt HR je prudka akumulace ROS (Keller et
al., 1998) a NO (Durner et al., 1998; Delledonne et al., 1998). Nov¢ byla prokazana rovnéz uloha NO
v ramci HR. Cytotoxicky uc¢inek NO a ROS vyplyva z reakce NO s O,’, kdy dochazi ke tvorbé velmi
reaktivniho peroxynitritového aniontu (ONOQO"), ktery poSkozuje lipidy, proteiny a nukleové kyseliny
(Lipton et al., 1993; Yamasaki et al., 1999).

NO je vysoce reaktivni molekula, snadno difundujici pfes bunécné membrany. Je to volny
radikal, ktery mtze bud’ ziskat, nebo ztratit elektron pro vytvofeni energeticky vyhodnéjsich struktur,
pi. nitrosoniovy kation (NO") a nitroxylovy radikal (NO") (Durner et al., 1998). Polo¢as Zivota NO
v biologickych tkanich byl stanoven na mén¢ nez 6 s (Thomas et al., 2001). Takto kratky polocas
zivota odrazi vysoce reaktivni povahu NO. NO reaguje piimo s kovovymi komplexy a dal$imi
radikaly a nepiimo jakozto reaktivni druh oxidu dusiku s DNA, proteiny, a lipidy (Wink & Mitchell,
1998). U rostlin byly popsany jak cytotoxické tak cytoprotektivni vlastnosti NO (Beligni & Lamattina,
2001).

V savCich bunkach je NO produkovan zejména pétielektronovou oxidaci guanidinového
dusiku L-argininu enzymy nazyvanymi NO synthasy (NOS, EC 1.14.13.39). Produkty této reakce jsou
L-citrulin a NO. NO synthasy jsou hemoproteiny pfibuzné rodin¢ cytochromt P450. Tyto enzymy
byly piivodné charakterizovany jako homodimery, ale protoze je pro enzymovou aktivitu potfebna
navic vazba dvou monomerti kalmodulinu mezi malou a velkou podjednotkou NOS, je funkéni
holoenzym ve skutecnosti heterotetramer (Knowles & Moncada, 1994). Kromé kalmodulinu je pro
katalyticky mechanismus NOS nutnad soucasna ucast dalSich 4 kofaktori zahrnujicich hem, FAD,
FMN a tetrahydrobiopterin. V zivocisSnych bunkach byly popsany tfi isoformy NOS: konstitutivni
formy endotelialni NOS a neuronalni NOS a indukovana forma iNOS. Podle nejnoveéjsich poznatkt
mohou byt formy NOS v rizné mife soucasné exprimovany v jednom typu bunck rGznych tkani
v zavislosti na stavu vyvoje buiiky ¢i vnéjSich podminkach (Kavya et al., 2006).

V poslednim desetileti hledalo mnoho rostlinnych biologli analogicky enzym produkujici NO
reakénim mechanismem obdobnym NO synthasam sav¢ich bunék. Vysledkem je rostouci pocet
publikaci naznacujicich ptitomnost NOS aktivity v rostlinach, ale existence tohoto enzymu nebyla
doposud presveédCiveé experimentalné prokazana. Proto navzdory znalosti fady procest kontrolovanych
nebo indukovanych vlivem NO u rostlin ziistavaji pfesné molekularni mechanismy syntézy tohoto
radikalu u riiznych rostlin za riznych podminek stale pfedmétem intenzivni diskuse. V soucasnosti
bylo popsano celkem Sest enzymdu, které mohou katalyzovat syntézu NO v rostlinnych buiikach
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(Crawford, 2006). Ke vzniku NO v rostlinach mtze vést také fada dalSich neenzymovych reakci
vychazejicich z anorganickych sloucenin dusiku (obr. 13).
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Obr. 13 Zdroje NO vrostlinaich. NO je produkovan Cinnosti nitratreduktasy (NR),
nitrit:NO reduktasy (NiNOR) a NO synthasy (NOS). Dalsimi generatory NO jsou neenzymové reakce
NO;": redukce za kyselého pH a svétlem pohanéna redukce v pfitomnosti karotenoidii. NO muize
vznikat také jako vedlejsi produkt denitrifikace, nitratové asimilace, nebo respirace (Wojtaszek, 2000).

Oxid dusnaty je latka s velice kratkou dobou zivota, ktera rychle reaguje zejména
s reaktivnimi radikaly kysliku, peroxidy lipidd, thiolovymi a hemovymi skupinami. Reaktivita NO a
jeho metaboliti in vivo a in vitro znaéné omezuje ptimé metody jejich detekce. Pfimé stanoveni NO je
mozno provést chemiluminiscenéni metodou po reakci s ozonem v plynné fazi, nebo
elektrochemickou detekci pomoci specifickych amperometrickych elektrod v roztoku. Obé zminéné
metody jsou vSak velmi naro¢né z hlediska ceny pouzitého ptistrojového vybaveni, navic v rostlinném
materialu se vyskytuje celd fada latek, které s t¢mito metodami interferuji. U zivociSnych systémti jsou
kone¢nymi produkty metabolismu NO v aerobnim prostiedi dusitany a dusi¢nany, které 1ze jednoduse
stanovit spektrofotometricky. Naproti tomu je metabolismus dusikatych latek u rostlin daleko
bohaté¢jsi, coz omezuje pouziti celé fady metod a interpretaci ziskanych hodnot. Pro stanoveni
produkce NO lze pouzit specifické sondy na bazi derivati diaminonaftalenu, diaminofluresceinu a
diaminorhodaminu, které reaguji s reaktivnimi radikaly dusiku vzniklymi z NO v aerobnim prostiedi
za vzniku vysoce fluoreskujicich derivat. Tyto sondy neprochdzeji pfes membrany buné¢k a jsou proto
pouzitelné pro méfeni NO v bunéénych extraktech nebo v extracelularnim médiu bunéénych kultur.
Jejich esterové derivaty lze naopak pouzit pro vnitrobunécné sledovani vznikajiciho NO, protoze k
reakci s metabolity NO a zvySeni fluorescence dochazi az po rozstépeni esterové vazby
vnitrobunécnymi esterasami. Pfes svou jednoduchost maji fluorescenéni metody detekce NO urcitd
omezeni v disledku moznych nespecifickych reakci v rostlinném materialu a proto je nutno vSechny
metody optimalizovat pro konkrétni rostlinny model.

Pro méfeni aktivity synthasy oxidu dusnatého se v piipadé nizkych aktivit pouziva metoda
vyuzivajici radioaktivné zna¢eny substrat [14C]-L-arginin, pfi které se stanovuje mnozstvi znaceného
produktu L-citrullinu po separaci na kolonce katexu. Tato metoda ovSem opét vyzaduje specializované
pristrojové vybaveni a navic neni pro vyuziti radioaktivniho materidlu vhodna pro studentské védecké
prace. Alternativné je mozno sledovat tvorbu citrulinu v reakéni smési spektrofotometrickymi
metodami, které dosahuji fadové cca pM citlivosti. Casto vyuzivanou metodou stanoveni aktivity NO
synthasy je oxyhemoglobinova metoda, zaloZzend na reakci NO s oxyhemoglobinem za vzniku
methemoglobinu.
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5.1. Griessova metoda stanoveni koncentrace dusitanu a dusi¢nanu

5.1.1. Teoreticky uivod

Griessova metoda je nepiima kolorimetrickd metoda pro stanoveni dusitanti a dusi¢nanti, které
vznikaji reakci NO s kyslikem nebo superoxidem. Principem metody je tvorba diazoniové soli (reakci
dusitant se sulfanilamidem) v kyselém prosttedi a jeji nasledna kopulace s N-(1-
naftylethylen)diaminem (NED) za tvorby azobarviva s An.x = 543 nm. Dusi¢nany je tfeba nejprve
prevést na dusitany redukci kovem, napf. trojmocnym vanadem, kadmiem nebo enzymaticky pomoci
bakterialni nitratreduktasy. Tato metoda je vhodna pro méfeni dusitani v mikromolarnich
koncentracich (Miranda et al., 2001).

5.1.2. Material, chemikalie a pristroje

Chemikalie:
1 mM standardy NaNO, a NaNQO;, aprotonin, neionizovana voda, dithiotreitol (DTT), EDTA
(kyselina ethylendiaminotetraoctova), glycerol, HEPES, PMSF (fenylmethylsulfonyl fluorid),
PVPP (polyvinylpoly-pyrrolidon),
Griessovo ¢inidlo A (1% sulfanilamid v 5% kyselin¢ fosforec¢né)
Griessovo ¢inidlo B (0,1% N-(1-naftylethylen)diamin (NED)
Roztok VCl; (navazka 40 mg na 5 ml 1M HCI).

Material:
Centrifugacni zkumavky, homogeniza¢ni zkumavky, kadinky, mikrotitracni desticka, miska
s ledem, pipety.

Pfistroje:
Analytické vahy, digitdlni predvazky, digitdlni pH metr, elektromagnetickd michacka,
homogenizator, chlazena centrifuga, mikrodestickovy spektrofotometr, termostat.

5.1.3. Pracovni postup
5.1.3.1. Ptiprava rostlinnych extraktd pro stanoveni koncentrace dusitant a dusicnant

1. Pro extrakci pouzijeme zasobni pufr obsahujici 20 mM HEPES, 2 mM EDTA, 0,5% PVPP a
10% glycerol, do kter¢ho tésné pied extrakei pfidame DTT (vysledna koncentrace 5 mM),
aprotonin (vysledna koncentrace 2 mM) a PMSF (vysledna koncentrace 2 mM) (Chandok et
al., 2003).

2. Extrakci provedeme homogenizaci testovaného rostlinného materialu s extrakénim pufrem v
poméru 1:2 (w:v) s vyuzitim automatického homogenizatoru (homogenizace 2 x 15 s pfi
intenzité 6,5 m/s s pétiminutovym mezichlazenim).

3. Homogenat centrifugujeme po dobu 10 min pti 13200 otackach/min a teploté 4 °C.

4. Supernatant znovu centrifugujeme za stejnych podminek.

5. Veskerou manipulaci s extrakty provadime pii chlazeni v ledové 1azni.

5.1.3.2. Stanoveni koncentrace dusitanii a dusi¢nanu
Spektrofotometrické  stanoveni dusitanii a  dusicnani  provedeme s  vyuZitim
mikrodesti¢kového readeru pti vinové délce 540 nm.

1. Roztoky o rizné koncentraci dusi¢nant a dusitanii se pfipravi podle tabulky ¢. 7 fedénim
zasobniho standardniho roztoku dusitanu nebo dusi¢nanu.
2. a)
- Pii stanoveni obsahu dusitand pipetujeme do jamek desticky 50 pl extrakéniho pufru (blank),
standardu NO, (tab. 7) a vzorku, v§e ve dvojim opakovéani.
- K blanku, standardim a vzorkim nasledné piidame 50 pl deionizované vody a 100 pl
Griessova Cinidla (roztoky Griessova ¢inidla A a B smichané v poméru 1:1).
- Desti¢ku se vSemi komponenty po promichani ponechame 1 h ve tmé pfi laboratorni teplot¢.
2. b)
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- Obsah dusi¢nanii stanovime po jejich redukci na dusitany pomoci VdCl; z celkového
detekovaného obsahu dusitanti v extraktech.

- Do jamek desticky opét pipetujeme 50 pl extrakéniho pufru (blanku), standardu NO; (tab. 7) a
vzorku, v§e ve dvojim opakovani.

- K blanku, standardiim a vzorkdm nasledné pfidame 50 pl roztoku Griessova ¢inidla A, 50 ul
roztoku VdCl; a 50 pl roztoku Griessova Cinidla B.

- Desticku se vsemi komponenty po promichani ponechame 3 h v inkubatoru pii 45 °C.

3. Mg¢time absorbanci vzorki pfi vinové délce 540 nm.

Tab. 7 Piiprava kalibracni fady dusitant a dusi¢nanu.

Jamka Koncentrace Destilovana NO; Koncentrace Destilovana NO5”
NO, (uM) voda (ul) 1 mM (ul) NO; (uM) voda (ul) 1 mM (ul)

A 0 50 0 0 50 0

B 10 49,5 0,5 20 49 1

C 20 49 1 50 47,5 2,5
D 30 48,5 1,5 100 45 5

E 40 48 2 200 40 10
F 50 47,5 2,5 300 35 15
G 80 46 4 400 30 20
H 100 45 5 500 25 25

5.1.4. Vyhodnoceni vysledkt
1. Vynesenim absorbanci kalibracnich standardti proti koncentraci dusitanu nebo dusi¢nanu
vytvorime kalibra¢ni grafy.
2. Interpolaci uréime koncentrace dusitanu a dusi¢nanu ve vzorku. Jejich vysledny obsah
vztahneme na g Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu (FW) a dale uvadime v jednotkach
pg/g FW.

5.1.5. Kontrolni otazky
1. Jaky je vyznam dusitant ptipadn€ dusi¢nand v rostlinach?
2. Jak probiha metabolismus dusi¢nand u rostin?
3. Jaky je princip metody stanoveni koncentrace dusitan( a dusi¢nanti pouzité v této tloze?
4. Proc pfi stanovovani koncentrace dusi¢nant pfidavame do reakéni smési VCI;?

5.2. Stanoveni produkce NO oxyhemoglobinovou metodou

5.2.1. Teoreticky uivod

Pro stanoveni produkce NO se pouziva velmi Casto oxyhemoglobinovd metoda.
Tato metoda je zaloZena na reakci oxyhemoglobinu (oxyHb, Fe*") se vznikajicim NO
za tvorby methemoglobinu (metHb, Fe’") a dusi¢nanu. NarGst absorbance v &ase je
disledkem konverze oxyHb na metHb, jejiz rychlost (intenzita) je pfimo Umérnd mnozstvi
vznikajiciho NO. Maximalni citlivost stanoveni je zaru¢ena vybérem vhodné vinové délky,
pti které je rozdil mezi absorbanci oxyHb a metHb nejvétsi, tj. 401 nm (Hevel & Marletta,
1994). Mnozstvi vzniklého NO lze urcit z ptisluSnych spektralnich zmén oxy/methemoglobin
s detekénim limitem cca 10 nM. Oxyhemoglobinovou metodu lze pouzit pro stanoveni
NOS-like aktivity u rostlin.

5.2.2. Material, chemikalie a pFistroje
Chemikalie:
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2 U/ul SOD, 20 U/5 ul CAT, 1 mM kalmodulin, 8§ mM H4B, 10 mM FAD, 10 mM
FMN, dithiotreitol (DTT), 20 mM K-fosfatovy pufr pH 7, 50 mM L-Arginin, 50 mM
Nor-Valin, 100 mM CaCl,, aminoguanidin, aprotonin, hovézi hemoglobin, dithionicitan
sodny, EDTA, glycerol, HEPES, L-NAME, NaOH, NADPH, octan hofe¢naty, PMSF,
PTIO, PVPP.

Material:
Centrifugacni zkumavky, dialyzacni stfevo, homogeniza¢ni zkumavky, kadinky, kolona
Sephadex G-25, mikrotitra¢ni desticka, miska s ledem, pipety.

Ptistroje:
Akvarijni motorek, analytické vahy, digitdlni predvazky, digitdlni pH metr,
elektromagnetickd michacka, homogenizator, chlazend centrifuga, mikrodestickovy
spektrofotometr.

Roztoky:
Pufr pro extrakci: 20 mM HEPES (navazka HEPES 476 mg/100 ml) s 2 mM EDTA (navazka

Na+-EDTA 58 mg/100 ml), 0,5% PVPP (polyvinyl(polypyrolidon) — navazka 0,5 mg/100
ml), 10% glycerol (10 g/100 ml — davkovat na predvazkach)

Pufr pro méfeni aktivity NOS: 100 mM HEPES (2,38 g/100 ml) s I mM octan hotfe¢naty (21
mg/100 ml), odméite priblizné ¥ mnozstvi deionizované vody, poté upravte pH pomoci konc.
NaOH na 7,5 a dolijte vodu po rysku.

Chemikalie pro metodu oxyHb a DAF-2: (vSechny roztoky kromé FAD a FMN se pfipravuji
v zasobnim pufru, roztoky ponechejte celou dobu na ledové 1azni)

Superoxidismutasa (SOD) - aktivita 2 U/ul reakéniho pufru (navazka 0,4 mg SOD na 2ml
pufru),

katalasa (CAT) - aktivita 20 U/5 pl reakéniho pufru (navdzka 20 mg CAT na 2 ml pufru),
Oxyhemoglobin (cca 80 uM oxyHb - Human A, ferrous, navazka 5 mg/1,5 ml, pfipadné
pfipraveny oxyHb)

100 mM CaCl, (na 10 ml navazka 147 mg CacCl, . 2 H,0)

50 mM L-Arginin - L-Arg (1,05 g/100 ml),

50 mM Nor-Valin - Nor-Val (0,6 g/100 ml),

10 mM FAD (4,2 mg/500 ul H,0),

10 mM FMN (2,4 mg/500 pl H,0),

1 mM calmodulin (MW cca 17 kDa, preparat celkem 60 pg rozpustén v 3,53 ml)

5.2.3. Pracovni postup
5.2.3.1. Ptiprava oxyhemoglobinu

1. Kolonu Sephadex G-25 equilibrujeme piipravenym 20 mM K-fosfatovym pufrem, pH 7
obsahujicim 1 mM EDTA.

2. Na kolonu naneseme 300 mg dithionicitanu sodného rozpusténého ve 2 ml pufru a nechame

ho vsaknout do gelu.

Poté naneseme 1 ml pufru a nechame opét vsaknout do gelu.

4. Na zavér naneseme na kolonu 150 mg hovéziho hemoglobinu rozpusténého v 5 ml pufru.

98]
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5.2.3.2.

W

5.2.3.3.
Zmeénu

Do kadinky zachytime syté rudy eluat, ktery potom probublavame 10 min vzduchem
z akvarijniho motorku s ustfizenou S$pickou, ktera neni zcela ponofena do roztoku. Pozor,
roztok velmi péni!
Poté preparat dialyzujeme cca 8 h ve vychlazeném pufru nasyceném kyslikem.
Koncentraci ptipraveného oxyhemoglobinu ovéfime méfenim jeho absorbance pti 560, 576 a
630 nm oproti pufru. Koncentraci potom vypocitame podle vzorce:

oxyHb (uM) = (1,013 As76 — 0,327 Agzo — 0,7353 Aseo) x 107
Obvyklé hodnoty koncentrace oxyhemoglobinu jsou cca 3 pM pro 5x fedény preparat, tj. 15
uM oxyHb v ziskaném preparatu.

Ptiprava rostlinnych extraktd pro méfeni NOS-like aktivity

Pro extrakci pouzijeme zasobni pufr obsahujici 20 mM HEPES, 2 mM EDTA, 0,5% PVPP a
10% glycerol, do kterého tésné pied extrakci pfiddme DTT (vysledna koncentrace 5 mM),
aprotonin (vysledna koncentrace 2 mM) a PMSF (vysledna koncentrace 2 mM), PEFABLOC
- 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochlorid (23,97 mg, vysledna koncentrace 1
mM).

Extrakci provedeme homogenizaci testovaného rostlinného materialu s extrakénim pufrem v
poméru 1:2 (w:v) s vyuzitim automatického homogenizatoru (homogenizace 2 x 15 s pfi
intenzité 6,5 m/s s pétiminutovym mezichlazenim).

Homogenat centrifugujeme po dobu 10 min pfi 13200 otackach/min a teploté 4 °C.
Supernatant znovu centrifugujeme za stejnych podminek. VeSkerou manipulaci s extrakty
provadime pfti chlazeni v ledové lazni.

Stanoveni zmén produkce NO (NOS-like aktivity)
produkce NO v rostlinném materidlu stanovime pomoci nepiimé metody s vyuzitim

ptipraveného oxyhemoglobinu.

1.

2.

5.2.3.4.

Ptiprava zasobniho pufru: 100 mM HEPES s obsahem 1 mM octanu hote¢natého, pH 7,5 (pH
upravime pomoci koncentrovaného NaOH).

Ptiprava reakéniho pufru (pfipravujeme vzdy Cerstvy): k 10 ml zasobniho pufru pfidame 1 mg
DTT, 100 pl 100 mM roztoku CaCl, v zadsobnim pufru, 200 pl 50 mM L-Arg, 200 pl 50 mM
Nor-Val, 10 ul 10 mM FAD, 10 pl 10 mM FMN a 10 pl 1 mM kalmodulinu.

Ptiprava roztoku NADPH (pfipravujeme vzdy Cerstvy): k 1 ml 1 mM NADPH (0,55 mg/1 ml)
v zasobnim pufru pfidame 10 pl 8 mM roztoku HyB a 100 mM DTT v zasobnim pufru.

Redéni oxyHb - 80 uM oxyHb je nutné 5x natedit pomoci reakéniho pufru (s FAD, Arg, Nor-
Val, DTT). Pokud bude absorbance blanku a vzorku pfili§ vysoka, je nutno oxyHb nafedit
vice.

Ptiprava reakéni smési v jedné jamce: 100 pl reakéniho pufru, 5 ul CAT, 5 ul SOD, 30 ul
oxyhemoglobinu a 30 pul roztoku NADPH.

Vlastni stanoveni zmén produkce NO: Reakci startujeme piidavkem 50 pl vzorku (jako blank
pouzijeme 50 pl reakéniho pufru). NarGst absorbance pfi vinové délce 401 nm
zaznamendavame po 10 min (s intervaly detekce po 30 s). Kazdé stanoveni opakujeme 3x.

Potvrzeni produkce NO enzymem s NOS like aktivitou

200 ul ziskaného extraktu (7.2.3.2.) napipetujeme do eppendorfky a 10 min povaiime (100
°C).

K 200 pl ziskaného extraktu ptipipetujeme lapa¢ NO (PTIO), a 2 inhibitory NOS (L-NAME a
aminoguanidin), tak aby vysledna koncentrace v reakéni smési byla: 1 mM PTIO, 1 mM L-
NAME a 5 mM aminoguanidin. 5 min inkubujeme.

Zmetime zménu produkce NO v extraktu, v povafeném extraktu a v extraktu s pfidavkem
lapace NO a inhibitort NOS pomoci oxyhemoglobinové metody (viz 7.2.3.3.).
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5.2.4. Vyhodnoceni vysledk

1. Do tabulky zapiSete hodnoty absorbance pii 560, 576 a 630 nm zméfené pii stanoveni
koncentrace ptipraveného oxyhemoglobinu a jeho vyslednou koncentraci.

2. 'V tabulce uvedeme k jednotlivym vzorkim absorbance naméfené pti 401 nm, primérnou
hodnotu, pfepocet na koncentraci NO, prepocet na koncentraci NO/g FW.

3. Vpiipadé sledovani casového nebo koncentracniho vlivu zvoleného stresového faktoru
vypracujeme graf s ptisluSnou zavislosti zmén produkce NO na sledovanych parametrech.

4. Ptehledné v tabulce uvedeme NOS-like aktivitu v prostiedi bez a s lapacem NO, inhibitory
NOS a po vystaveni extraktu pisobeni vyssi teploty.

Tvorba metHb z oxyHb je provazena narGstem absorbance, ale extinkéni koeficient se méni podle
poméru met-oxyHb. Nejlepsi aproximace je €40, = 60000 M'cm’™ [A401(mettib) - A401(oxyHb)]-

Podle nasledujici rovnice vypocitejte celkovou aktivitu enzymu NOS:
An/At = (V/el) . (AA/AY)

kde An/At = aktivita v kat,

V = celkovy objem smési v |,

& = absorpéni koeficient v M cm™,

1 = délka optické drahy,

AA = zména absorbance,

At = Casovy interval v s.

5.3. Aktivita NOS - metoda s 2,3-diaminofluoresceinem (DAF-2)

Pro méfteni je nutno pfipravit roztok DAF-2:

Z vychozi koncentrace 5 mM roztoku DAF-2 v DMSO (dimethyl sulfoxid) pfipravte roztok o
koncentraci 0,1 mM (fedit zasobnim pufrem pro méfeni aktivity!!!). Z n¢j pak pfipravte roztok o
koncentraci 7,3 uM, ktery pipetujete do jamky. Vysledna koncentrace DAF-2 vjamce je 1 pM.
Ptipravte vzdy 1 ml téchto roztokti. Je nutno vSe spocitat.

Meéteni aktivity NOS provadéjte v destickach urcenych pro méfeni fluorescence (Cerné), celkovy
objem v jamce je 220 pl, do jamky napipetujte latky v uvedeném potadi!!!

100 pl pufru (HEPES, Mg*, DTT, Ca*", L-Arg, Nor-Val, FAD, FMN, calmodulin), u jednoho blanku
pouzijte reakéni pufr bez L-Arg

5 ul CAT

5 ul SOD

30 ul 7,3 uM DAF-2

30 ul NADPH + H4B (v jednom blanku bude chybét)

Reakci startujte piidavkem 50 pl vzorku (v jednom blanku pouzijte misto vzorku extrakcéni pufr).
Budete mit tedy sérii 3 rGznych blanki a vzorek (vzdy ve 3 opakovanich).

vvvvv

30 s intervalech po dobu 20 min.

5.4. Kontrolni otazky
1. Jaky je princip oxyhemoglobinové metody?
2. Pt které vinové délce je rozdil mezi absorbanci oxyHb a metHb nejvétsi?
3. Které enzymy se mohou podilet na produkci NO u rostlin?
4. Jaké znate kofaktory NOS-like enzymu?

Literatura
Hevel J. M., Marletta M. A. (1994) Nitric-Oxide Synthase Assays, Meth. Enzymol. 233, 250-8.
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6. Lokalizace produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku

6.1. Lokalizace peroxidu vodiku metodou DAB a superoxidu metodou NBT
(podle Driever et al. 2009, Plant Signal Transduction Methods and Protocols)

Principem detekce peroxidu je reakce 3,3 -diaminobenzidinu (DAB) s peroxidem vodiku
katalyzovana rostlinnymi peroxidasami. Polymeraci oxidavaného DAB vznika stabilni hnédy
produkt nerozpustny v alkoholu, ktery se béhem odbarveni chlorofylu pfed mikroskopovanim
ezl z rostlinnych pletiv nevyplavi.

Pro detekci superoxidu se pouziva tetrazoliovd modf (nitroblue tetrazolium chlorid, NBT).
Ten se jako rozpustna slouc¢enina dostava do bunky, kde redukuje superoxidem na
nerozpustny tmaveé modry formazan, ktery se uklada v cytoplazmé jako nerozpustna
sraZenina.

NH, NO,

O e

S e

NI N

N* +

o -aKC OO
NH, O cr

O,N

Material a chemikalie:

23mM DAB (3,3 -diaminobenzidin, MW=214,27, navazka 4,9mg/ml dH20), pH upravit
piidavkem HCl na 3,8 (pozor: roztok DAB je nestaly a citlivy na svétlo — pfipraveny roztok
prechovavejte ve tme!)

6mM NBT (nitroblue tetrazolium, MW=817,64; navazka 4,9mg/ml — rozpustit v 50ul
metanolu a doplnit vodou na 1ml) — roztok NBT je staly né¢kolik dni v lednicce pii 40C
Kyselina askorbova

Odbarvovaci roztok — etanol : kys. mlécna : glycerol 4:1:1

Postup:

1) Ptipravte si Cerstvy roztoky DAB a NBT

2) Rostlinny material ponoite do roztoku DAB nebo NBT, vlozte na Smin pod vakuum pro
zvySeni infiltrace roztoku do pletiv a nechte inkubovat 2-8 hod — negativni kontrola se
inkubuje s ptidavkem kys. askorbové ve findlni koncentraci 10 mM

3) Po ukonceni inkubace listy oplachnéte v destilované vodé

4) Pro odbarveni listy vloZte na 20 minut do odbarvovaciho roztoku pii 80°C

5) Odbarvené listy uschovejte v roztoku glycerolu a pozorujte pod mikroskopem — pfitomnost
peroxidu se sleduje jako Cervenohn&dé zbarveni, ptitomnost superoxidu jako tmavomodra
barva.
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6.3 Lokalizace produkce reaktivnich forem dusiku a kysliku s vyuzitim fluorescen¢nich
sond

6.3.1. Teoreticky uvod

Pro detekci NO se pouziva fada fluorescencnich sond. Nejcasteji pouzivany indikator
intracelularniho NO je 4,5-diaminofluorescein diacetat (DAF-2 DA). Sonda lehce prochéazi
pres membranu, kde je nasledné deacetylovana esterasami na 4,5-diaminofluorescein

(obr. 14). Po reakci s NO je detekovan fluorescenéni signal (Aexc- 495 nm, Aepy, - 515 nm).
Detekéni limit DAF-2 DA pro NO je ~5 nM (Kojima et al., 1999).

o Bun&ina membrana
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Obr. 14 Reakce fluorescenéni sondy DAF-2 DA.

Dalsi pouzivanou sondou je 4-amino-5methylamino-2",7 -difluorofluorescein diacetat (DAF-
FM DA) (obr. 15), ktery reaguje podobné jako DAF-2 DA. Po reakci s NO je detekovan
fluorescencni signdl (Aexe- 495 nm, Aey, - 515 nm). DAF-FM je naproti DAF-2 fotostabilnéjsi,
detekéni limit pro NO je ~3 nM (Kojima et al., 1998).

Pro detekci RNS a ROS se pouZziva fluorescenéni sonda 2,7-dichlorodihydrofluorescein
diacetat (H,DCF DA), ktera ma schopnost prochéazet skrz buné¢né membrany, esterasy
H,DCF DA ptfeménuji na H,DCF, které se oxiduje pomoci H,O,, HO, ROO’, NO a NOO™ na
fluorescencni DCF (obr. 16). Po reakci je detekovan fluorescenéni signal (Aexe- 498 nm, Aey,, -
522 nm) (Kojima et al., 1999).
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Obr. 15 Reakce fluorescenéni sondy DAF-FM DA.
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Obr. 16 Reakce fluorescenéni sondy H,DCF DA.

Histochemické stanoveni NO pomoci fluorescenéni sondy je nutné vzdy ovéfit detekcei

v prostiedi s lapa¢i NO. Jako lapa¢ NO se pouziva 2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-
1-oxyl-3-oxid (PTIO) (obr.17) a jeho derivaty, napt. carboxy-PTIO (2-(4-carboxyphenyl)-
4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxid) (cPTIO) (obr. 18). cPTIO stechiometricky
reaguje s NO, redukuje jeho akumulaci v butice. Tim tedy inhibuje fyziologické efekty
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zpusobené NO (Goldstein et al., 2003). PTIO stechiometricky reaguje s NO (obr. 17), ale

neovliviiuje funkci NOS (Goldstein et al., 2003).
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Obr. 17 Reakce PTIO.
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Obr. 18 Reakce cPTIO.

POSTUP PRO BUNKY

6.3.2. Material, chemikalie a pFistroje
5 mM DAF-FM DA v DMSO

5 mM H,DCF DA v DMSO

LCMI1 médium

0,1 M HEPES s obsahem 1 mM MgSO4, pH 7,5 (pH upravime pomoci NaOH).

Material: Kadinky, mikrotitracni desticka, pipety.
Ptistroje: Mikrodesti¢kovy spektrofotometr.

6.3.3.1.

1))
2)

3)
4)

Detekce produkce NO pomoci fluorescenéni sondy DAF-FM DA v protoplastech
Ptipravime si vzdy Cerstvy roztok 0,2 mM DAF-FM DA nafedénim zasobniho SmM
roztoku pufrem 0,1 M HEPES, pH 7,5. Roztok uchovavame ve tmé.

Do jamky desti¢ky pro méfeni fluorescence pipetujeme 100 pl bunécné suspenze
nebo 100 pul LCM1 média (blank)

Ptidame 5 pl Cerstvé pripravené 0,2 mM DAF-FM DA

Zmétime fluorescencni signal (excitace 485 nm, emise 515 nm) okamzité po pridavku
DAF-FM DA a po 1 h inkubaci buné¢k s detekéni sondou. Kazdé stanoveni opakujeme
3x.

6. 3.3.2. Detekce produkce RNS a ROS pomoci fluorescen¢ni sondy H,DCF DA
v protoplastech

1)
2)

3)
4)

Ptipravime si vzdy Cerstvy roztok 0,2 mM H,DCF DA natedénim 0,1 M HEPES,

pH 7.5. Roztok uchovédvame ve tm¢.

Do jamky desti¢ky pro méfeni fluorescence pipetujeme 100 pl bunécné suspenze
nebo 100 pul LCM1 média (blank)

Ptidame 5 pl Cerstvé piipravené 0,2 mM fluorescencni sondy H,DCF DA.

Zmétime fluorescencni signal (excitace 485 nm, emise 515 nm) okamzité po pridavku
H,DCF DA apo 1 h inkubaci bun¢k s detekéni sondou. Kazdé stanoveni opakujeme
3x.
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6.3.4. Vyhodnoceni vysledku

V tabulce uvedeme piehledné namétené hodnoty fluorescence pro jednotlivé vzorky zméfené
ve trojim opakovani, vypocitame jejich primérnou hodnotu.

V piipad¢ sledovani casového nebo koncentracniho vlivu zvoleného stresového faktoru
vypracujeme graf s pfislusnou zavislosti zmén produkce NO na sledovanych parametrech.

6.3.5. Kontrolni otazky

Jaké znate fluorescencni sondy pouzivané pro detekci NO?

Jaky je detekéni limit DAF-2 DA pro NO?

Ktera ze sond ma vyssi fotostabilitu: DAF-2 DA nebo DAF-FM DA?
Pro detekci kterych latek se pouziva sonda H,DCF DA?

POSTUP PRO REZY

6.6.2. Material, chemikalie a pFistroje

Chemikalie:

100 mM HEPES, pH 7,5

0,2 mM PTIO, 10 mM H,DCF DA, 10 mM DAF-2 DA

4% agarosa, 50% glycerol.

Materiél: Ziletky, filtrani papir, §tétce, Petriho misky, kultivaéni misky, miska s ledem,
skalpel, kryci a podlozni skla, pipety, teplomér, vtetinové lepidlo.

Rostlinny materidl: 7 denni semenacky Pisum sativum

Ptistroje: Svételny mikroskop, digitalni kamera, mikrovlnna trouba, vibratom.

6.6.3. Pracovni postup

1) Do Petriho misky obsahujici 4% agarosu zahtatou na 40 °C vlozZime kolmo 0,5 cm
segmenty stonku nebo kotene hrachu.

2) Po ochlazeni v misce s ledem skalpelem vytizneme kvadr agarosy 1,5 cm x 1,5 cm se
vzorkem uprostied, ten upravime do tvaru pyramidy a zakladnu ptilepime na zékladni
kostku vibratomu.

3) Podle pokynt vyucujiciho ptipravime fezy 50-100 um, které pomoci Stétecku
pfenasime do oznacenych Petriho misek obsahujicich 100 mM HEPES, pH 7.,5. Pro
piipravu fezii pouzijeme kontrolni rostliny a rostliny odebrané 4h po mechanickém
poskozeni.

4) Rez preneseme na podlozni skli¢ko a p¥idame 20 pl 10 pM roztoku DAF-2 DA
resp. H,DCF DA.

5) Po 5-10 min inkubaci barvici roztok odpipetujeme a fezy oplachneme 100 mM
HEPES, pH 7,5.

6) Pomoci fluorescen¢niho mikroskopu pozorujeme zeleny fluorescencni signal
(pouzivany hranol U-MWB?2). Rezy barvené porovname s fezy nebarvenymi (mozna
autoflourescence) a s fezy 10 min pred vlastnim barvenim piedinkubovanymi
v prostiedi 0,1 mM PTIO.

7) Pomoci digitalni kamery nainstalované na mikroskopu zhotovujeme snimky,
které budou slouzit jako dokumentace vysledk.
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Protokol histochemie NO

Pracovni roztoky:

vSechny roztoky se pfipravuji v zdsobnim pufru (obvykle 100mM HEPES, pH=7,5)
barvicky typu DAF jsou velmi citlivé na svétlo a oxidaci = vzdy pfipravit Cerstvé a
ptechovévat ve tmé

10uM DAF-FM
nafedénim 1000x zés. roztoku 10mM DAF-FM v DMSO (lednicka 516)
obvykle pipetovat 999 ul pufru + 1,0 pl zdsobniho DAF-FM

0,ImM cPTIO
- nafedénim 320x zas. roztoku 32mM cPTIO v DMSO (mrazak -500C)
- obvykle pipetovat 997 ul pufru + 3,1 ul zasobniho cPTIO

ImM L-NAME
navazka 0,23 mg L-NAME / 1ml pufru

ImM aminoguanidin
navazka 0,11 mg aminoguanidinu / 1ml pufru

SmM wolframan sodny (dihydrat, MW= 329,86)
- navazka 1,6mg Na2WO4 /1ml pufru

0,1mM SNP (nitroprusside sodny dihydrat, MW=297,95)
- nejprve piiprava 10mM SNP — navéazka 2,97g / 1ml pufru
- ziedit 100x pufrem na 0,1 mM

0,1mM rutin (MW = 664,57)

- nejprve piiprava 10mM roztoku — navéazka 6,64 mg /1 ml DMSO
- zfedit 100x pufrem na 0,1mM
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7. STANOVENI PEROXIDACE LIPIDU

Polynenasycené¢ mastné¢ kyseliny (PUFA, polyunsaturated fatty acids), a jejich metabolity maji
nezastupitelnou roli v . membranovych strukturach, bunééné signalizaci, regulaci genové exprese (Poulos,
1995) a udéluji fluiditu, flexibilitu a selektivni permeabilitu bunéénym membrandm. Vsechny bunécné
membrany jsou nachylné k oxidaci, a to vlivem vysokého obsahu PUFA, které jsou tvofeny piisobenim
desaturas na nasycené mastné kyseliny (Enoch et al., 1976). Mezi bunéénymi makromolekulami vykazuji
PUFA nejvétsi citlivost k oxidativnimu poskozeni. Citlivost k oxidaéni pfeméné se zvySuje s poctem
dvojnych vazeb v molekule mastné kyseliny (Wagner et al., 1994).

U rostlin jsou PUFA obsazeny zejména v cytoplazmatické membrané, mitochondriich a plastidech.
Jakékoli podminky, kdy je narusena bunééna redoxni homeostaza, mohou byt definovany jako oxidativni
stres. Zmény okolnich podminek jako proménlivost teploty, vlhkost, dostupnost vody, zasoleni nebo
intenzita zafeni mohou zplsobovat oxidativni poSkozeni rostlin(Alscher et al., 1997). Membranové
fosfolipidy jsou zvlasté citlivé k oxidaci nejen vlivem vysokého obsahu PUFA, ale také kviili jejich asociaci
S neenzymovymi a enzymovymi systémy, schopnymi tvofit prooxidativni formy volnych radikalti v bunécné
membran¢ (Catala, 2006).

Proces lipidni peroxidace rozdélujeme na enzymovou a neenzymovou. S procesem enzymové lipidni
peroxidace souvisi lipoxygenasy, jenz zahrnuji skupinu enzymu katalyzujici lipidni peroxidaci, ktera oxiduje
volné a esterifikované PUFA na odpovidajici hydroperoxidové derivaty (Kiihn a Thiele, 1999). V piipadé
neenzymoveé lipidni peroxidace se jedna o fetézovou reakci, fizenou volnymi radikaly, kdy jeden radikal
muze vyvolat oxidaci velkého poctu lipidnich molekul, ptedevsim fosfolipidii obsahujicich PUFA (Porter,
1984).

4.1 Neenzymova lipidni peroxidace

Reakce lipidni peroxidace je jako jiné radikalové reakce rozd€lena na tii Casti, a to iniciace,
propagace a terminace (Griotti, 1985). Probihajici fetézova reakce je iniciovana oddélenim atomu vodiku
z atakované cis-methylenové skupiny residua PUFA (Dix a Aikens, 1993). Mononenasycené a nasycené
mastné kyseliny jsou mnohem méné reaktivni a obvykle se neucastni lipidni peroxidace. Mastné kyseliny
s zadnou nebo s jednou dvojnou vazbou mohou podléhat oxidaci, ale ne fetézové lipidni peroxidace
(naptiklad kys. olejova s 18 uhliky a jednou dvojnou vazbou). |
niciace je obvykle provedena radikalem s pfisluSnou reaktivitou:

LH+R - L +RH

Molekularni kyslik velmi rychle atakuje lipidové radikaly za tvorby lipidového peroxylového radikalu:

L +0,—LOO"
Tento vytvoreny radikal ma schopnost oddélit vodik z dalsi polynenasycené mastné kyseliny (podobné jako
je tomu pfi iniciaci):

LH+LOO" — L™+ LOOH
Tato reakce se nazyva propagace a naznacuje, Ze jedina iniciace miize zplsobit pireménu nékolika molekul
polynenasycenych mastnych kyselin na lipidni hydroperoxidy. Lipidni hydroperoxidy (LOOH) jsou prvni,
relativng€ stabilni produkty reakce lipidni peroxidace. Rozsah tohoto procesu limituje terminacni reakce, kdy
dochazi k vytvoreni neradikalového produktu:

LOO" +LOO" — NRP

Pritomnost iontli pfechodnych kovlii muze dat LOOH vzniknout radikalim schopnych reiniciovat lipidni
peroxidaci: LOOH + Me™ — LO" + Me™V*
LOOH +Me™""— LOO" + Me"*

Pokud probiha ve zvyseném rozsahu, je neenzymova peroxidace lipidi velmi destruktivni proces.
Jednak piimo poskozuje fosfolipidy membran, navic vznikajici sekundarni metabolity jsou velmi reaktivni a
narusuji strukturu dalSich biomolekul. Toxické jsou pfedevsim nékteré vyse uvedené aldehydy
(malondialdehyd, 4-hydroxy-2-nonenal), které se navazuji na volné aminoskupiny proteinti. V dasledku toho
se proteiny agreguji, situji a stavaji se citlivéjsi k proteolytické degradaci. Méni se fluidita membran, zvysuje
se propustnost pro ionty, méni se membranovy potencial a dochazi k 1yzi bunék.

4.2. Enzymova lipidni peroxidace
Na enzymové lipidni peroxidaci se podileji lipoxygenasy (LOX). Tyto enzymy katalyzuji
specifickou oxidaci PUFA atmosférickym kyslikem (sekunddrnim substratem). Jedna se o rodinu
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vSudyptitomné exprimovanych enzymii. Na rozdil od lipidnich monooxygenas (napi. cytochrom P-450),
které vétSinou katalyzuji hydroxylaci substratu, LOX vnaSeji na substrat molekularni kyslik za tvorby
hydroperoxidi mastnych kyselin (Kithn a Borchert, 2002). Vétsina LOX obsahuje v molekule enzymu
nehemové zelezo, které je vazano 4 histidiny a C-termindlnim isoleucinem (Kuban et al., 1998).

LOX katalyzuji oxidaci PUFA na jejich odpovidajici peroxidové radikaly. V principu se tyto reakce
skladaji ze tii zakladnich krokt. Nejprve je vodik ve forme€ protonu odstranén z methylenové skupiny PUFA
za tvorby radikalu mastné kyseliny (pfebyvajici elektron je odstranén aktivovanym zelezitym enzymem).
Dale dochazi k radikalovému usporadani, které je spojeno s konjugaci Z,E-dvojnych vazeb. Nasledné
molekularni kyslik stereospecificky vstupuje na C-1 nebo C-4 uhlik pentadienylového systému za tvorby
hydroperoxidového radikdlu mastné kyseliny. Tento reakéni meziprodukt je redukovan na odpovidajici anion
a enzym je oxidovan zpét na zelezitou formu. Za normalnich okolnosti nemohou reakce katalyzované LOX
slouzit jako vykonny zdroj volnych radikalti. Avsak za urcitych experimentalnich podminek je mozné docilit
oslabeni kontroly reak¢niho systému. Takto radikdlovy meziprodukt pak mtize uniknout z aktivniho mista a
mize nespecificky reagovat s dal§imi latkami (Kiihn et al., 1990).

4.3. Reaktivni aldehydy generované béhem lipidni peroxidace

Pfeména primarnich produktt lipidni peroxidace, lipidni peroxidii, vede v biologickych systémech
ke vniku $iroké $kala aldehydt. Nékteré z téchto aldehydd jsou vysoce reaktivni a mohou rozsifovat
a zvySovat aktivitu volnych radikali. Nejintenzivnéji studovanymi aldehydy jsou4-hydroxy-2-
nonenal, 4-hydroxy-2-hexenal a malonaldehyd. 4-hydroxyl-2-nonenal (HNE) je znamy jako hlavni aldehyd
tvoteny béhem lipidni peroxidace w-6 polynenasycenych mastnych kyselin, jako naptiklad kyselin linolové a
arachidonové. HNE se akumuluje v membranach v koncentraci 10uM az 5SmM jako odpovéd na oxidativni
stres (Esterbauer et al., 1991). Na druhé stranég, lipidni peroxidace w-3 polynenasycenych mastnych
kyselin jako a-linolenova a dokosahexanova vytvari blizce ptibuzné slouceniny, napt. 4-
hydroxy-2-hexenal (HHN), ktery je potencidlnim zprostiedkovatelem piechodu mitochondridlni
permeability (Kristal et al., 1996). 4-hydroxy-2-alkenaly reprezentuji nejvyznamngjs$i aldehydové latky,
tvorené béhem lipidni peroxidace.

V porovnani s volnymi radikaly jsou aldehydy relativné stabilni a mohou difundovat nebo dokonce
unikat z buiiky a atakovat cile, které jsou daleko od piivodniho mista vzniku. Tyto aldehydy vykazuji velkou
reaktivitu s biomolekulami, jako jsou proteiny, DNA a fosfolipidy, pficemz tvoii velké mnozstvi inter- a
intramolekularnich kovalentnich aduktd. Tyto aldehydy také mohou bioaktivovat molekuly za
fyziologickych ¢i patologickych podminek. Mohou ovliviiovat a regulovat uz ptfi velmi nizkych
koncentracich nékteré bunécné funkce napt. prevod signalil, expresi gend, rist bunék a vSeobecné odezvu
klicovych bun€k (Uchida, 2003). Dalsi dulezité, reaktivni aldehydy pochazeji z lipidni peroxidace jsou
ketoaldehydy, napt. malondialdehyd (MDA) a glyoxal (Jain, 1984). Konkrétné MDA byva oznacovan jako
nejvice zastoupeny koncovy produkt lipidni peroxidace. Odhadem je vice nez 75% MDA odvozeno od
trienovych mastnych kyselin, napf. kyseliny a-linolenové (Davey et al., 2005). Malondialdehyd vznika
z PUFA obsahujicich vice nez 2 dvojné vazby. Prvotnim produktem oxidace polynenasycené mastné
kyseliny je peroxylovy radikal. Z tohoto mtize dale vznikat hydroperoxid mastné kyseliny (obr. 7, draha 1),
pokud se nachazi radikalova ¢ast na jednom ze dvou koncii systému dvojnych vazeb. V piipade, Ze je
radikalova ¢ast uvnité systému dvojnych vazeb, konkuruje tvorbé hydroperoxidu cyklizace na sousedni
dvojnou vazbu (obr. 7, drdha 1). V takovém piipadé¢ pak vznikd endoperoxid polynenasycené¢ mastné
kyseliny (meziprodukt vzniku MDA). Radikalovy uhlik sousedici s cyklizaci vytvotfenou endoperoxidovou
skupinou muze reagovat s kyslikem a vznika peroxylovy radikal mastné kyseliny. Ten mtize byt redukovan
na hydroperoxid nebo mize dochazet k sekundarni cyklizaci a vznika pak nestabilni bicyklicka sloucenina,
ze které reakci s O, a redukci dochazi k tvorbé bicyklického endoperoxidového hydroperoxidu mastné
kyseliny. Pii degradaci této komponenty vznika MDA
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Obr. 1: Schéma tvorby MDA z kyseliny a-linolenové (upraveno podle Marnett, 1999).
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7.1. Metody zaloZené na stanoveni LPO prostfednictvim primarnich koncovych produkti

1) Metoda s xylénovou oranzi

Organické peroxidy a hydroperoxidy jsou primarni produkty reakce mezi bunécny slozkami a
volnymi radikaly. Hydroperoxidy ve vzorku reaguji snadbytkem Fe®* pii nizkém pH v piitomnosti
xylenolové oranze a vznikly obsah Fe'™ iontil se méfi prostiednictvim vzniklého komplexu Fe-xylenva oranz
(FOX) ve viditelné ¢asti spektra (Griffiths et al., 2000). Pouzitim této metody mohou byt bud’ pfimo nebo po
drobnych optimaliza¢nich Upravach stanoveny napi. H,O,, butyl- a kumenhydroperoxidy a hydroperoxidy
kyseliny linolové (Gay et al., 1999; Wolff, 1994).

2) Metoda s 3-perylendifenylfosfinem

Metoda s vyuzitim 3-perylendifenylfosfinu (3-PeDPP) byla vyvinuta ke studiu lipidnich
hydroperoxidii v rafinovanych rybich olejich. 3-Perylendifenylfosfin reaguje s lipidnimi hydroperoxidy
za tvorby fluoreskujiciho produktu 3-perylendifenylfosfin oxidu (3-PeDPPO). Vysledky analyz lipidnich
hydroperoxidi zjisténych fluorescenci 3-PeDPPO dobte koreluji s klasickou metodou FOX (Chotimarkorn et
al., 2005).

3) Analyza metodami hmotnostni spektrometrie

Plynovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) je vysoce citlivd a
specificka metoda pro stanoveni tékavych alkanti. Ty mohou byt ze vzorku separovany na chromatografické
koloné a jednotlivé slozky uvedenych produktt lipidni peroxidace sledovany MS detektorem (Baryla et al.,
2000). Metoda MALDI-TOF MS obdobné¢ umoziiuje moznost analyzy produktti peroxidace a fragmentace
lipidi s vysokou senzitivitou, reprodukovatelnosti a presnosti provedeni. Metoda pracuje stejn¢ dobie
s Cistymi fosfolipidy jako s bunéénymi extrakty v organickych rozpoustédlech. Jako nejlepsi matrice se
ukazala 2,5-dinitrobenzoova kyselina (Schiller et al., 2006). Metoda MALDI je také perspektivni metodou
pro sledovani lipido-proteinovych konjugatti, které vznikaji jako adukty mezi reaktivnimi produkty lipidni
peroxidace, zejména 4-hydroxy-2-nonenalu, a nukleofilnich ¢asti proteinové molekuly, zejména
s histidinovymi a cysteinovymi zbytky. S vyhodou je mozné pro detekci aduktd vyuzit jejich
difenylhydrazony pii soucasném pouziti 2,4-dinitrofenyhydrazinu jako MALDI matrice (Fenaille et al.,
2004).

7.2. Metody zaloZené na stanoveni LPO prostiednictvim sekundarnich koncovych produkti

A) Metoda TBARS

Tento test vyuziva kyseliny thiobarbiturové (TBA) pro méfeni obsahu malondialdehydu (MDA),
ktery je tvofen b¢hem autooxidace nebo enzymové degradace polynenasycenych mastnych kyselin
v bunkach, jako sekundarni koncovy produkt. Je tedy ozna¢ovan jako uziteény index pro hodnoceni lipidni
peroxidace (Heath a Packer, 1968).

Stanoveni MDA spociva v reakci malondialdehydu se dvémi molekulami thiobarbiturové kyseliny
prostfednictvim nukleofilni adice v kyselém prostiedi, kdy vznika rdzovo-Cervené zbarveni s maximem
absorbance pfi 532 nm. Tento postup stale ziistava oblibeny, diky své jednoduchosti a rychlosti.

S s. H o o H ¢
S ¢ VP Ay

0
P~ + HN NH o o N

X,
¥ N\

O O o} 0
MDA TBA MDA(TBA),

Reakce mezi MDA a kyselinou thiobarbiturovou vedouci k tvorbé slouceniny s maximem absorbance pii
532 nm (upraveno podle Du a Bramlage, 1992).
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Nevyhodou pouziti této metody u rostlinnych extraktl je moznost nadhodnoceni obsahu MDA
vlivem interferujicich latek jako jsou anthokyany a sacharidy (Taulavuori et al., 2001). Korigovana metoda
TBARS vyuziva odeéteni absorbance pii 532 nm roztoku obsahujiciho rostlinny extrakt inkubovany bez
pridavku TBA od identického vzorku, k némuz byla TBA ptidana (Hodges et al., 1999).

B) Metoda s vyuZzitim 1,3-diethyl-2-thiobarbiturové kyseliny

Metoda s vyuzitim kyseliny TBA je velmi roz§ifena pro své jednoduché provedeni. Avsak jak jiz
bylo zminéno, negativni roli zde hraji interferujici slouCeniny, které mohou obsah MDA nadhodnocovat.
V této metodé byla TBA nahrazena kyselinou 1,3-diethyl-2-thiobarbiturovou (DETBA). Chromogen MDA -
DETBA je méné polarni nez MDA-TBA a je mozno jej 1épe oddélit extrakci na pevné fazi a pak
kvantifikovat jako u TBARS metody (Guichardant et al., 1994).

C) Metoda s vyuzitim HPLC analyzy

Tato technika se vyuziva k ovéfeni koncentrace adukti MDA-TBA v rostlinném extraktu, protoze
rostlinnd pletiva obsahuji mnoho sloucenin, které mohou v reakci TBARS interferovat. Je tedy vyuzivan
Cisté spektrofotometrické stanoveni TBARS, ale dochazi k mnohem piesnéjsimu stanoveni produktt lipidni
peroxidace vlivem jejich U¢inné separace na chromatografické koloné. Je tedy mozné eliminovat
nadhodnoceni obsahu MDA zplisobované interferujicimi slou¢eninami. Dale muZzeme techniku vyuzit
v systémech HPLC s UV detekci nebo LC-MS k urceni derivatd reaktivnich karbonylovych sloucenin, a to
derivatt 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH), pentafluorfenylhydrazinu (PFPH), cysteinaminovych nebo N-
methylhydrazinovych (Shibamoto, 2006).

D) Metoda s N-methyl-2-fenylindolem

Tato metoda je zaloZena na reakci chromogeniho ¢inidla N-methyl-2-fenylindolu (NMPI) s MDA a
4-hydroxyalkenaly pti 45°C. Jedna molekula MDA nebo 4-hydroxyalkenalu reaguje se dvéma molekulami
NMPI a poskytuje stabilni zbarveni s maximem absorbance pii 586 nm. Pro soucasné stanoveni MDA i 4-
hydroxyalkenali se pouziva postup vyuzivajici ptfidavek methanosulfonové kyselinu (MSA). Naopak
varianta metody pouzivajici HCI detekuje pouze MDA, protoze 4-hydroxyalkenaly za téchto podminkach
netvofi zbarveni s NMPI (Gerard-Monnier, 1998).
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POSTUP
1. Spektrofotometrické stanoveni TBARS — nekorigovana metoda (podle Hodges 1999)

Zasobni roztoky:

Extrak¢ni Cinidlo: etanol / 20% kys. trichloroctova v poméru 4:1

TBARS - ¢inidlo A:  20% kys. trichloroctova, 0,01% butyl-hydroxytoluen

TBARS - ¢inidlo B 20% kys. trichloroctova, 0,01% butyl-hydroxytoluen + 0,65% TBA

Standard MDA = 1,1,3,3- tetraethoxypropan (MW 220,31, hustota 0,919)
- pfipravit 10ml ImM MDA (navézka 2,2 mg — odpovida 2,3 ul)
- pro kalibraci natedit ImM MDA na koncentra¢ni fadu 0,1-0,5—-1-2,5-5-7,5-10 uM MDA
v objemu 5ml (odpovida 0,1-10nmol/ml vzorku)

Piiprava rostlinnych extrakti

1) Odvazte cca 2g rostlinného materialu

2) Krostlinnému vzorku pfidejte ve tfeci misce 2-nasobny objem extrak¢niho cCinidla a rozetiete na
homogenni extrakt

3) Extrakt napipetujte do 2ml plastovych zkumavek a centrifugujte 15 min pii 13000g. Supernatant pouZijte
pro reakci s TBARS.

Provedeni metody TBARS :
Pro kazdy vzorek se provadi reakce ve dvojim opakovani s obéma Cinidly A i B:
1. Do 2ml plastové zkumavky pipetujte 1ml vzorku nebo standardu (jako blank pouzijte 1ml
extrakéniho Cinidla)
Do zkumavek pridejte 1ml ¢inidla A nebo ¢inidla B
Zahiivejte 25min na termobloku pfti 95°C
Ochlad’te na ledové 1azni
Centrifugujte Smin pti 15000 x g
Ptepipetujte 200ul supernatantu do mikrotitracni desticky
Zm¢éite absorbanci supernatantu pti 440, 532 a 600nm

Nownkwn

Vyhodnoceni vysledkii:

1) [(Abs s32+18A) - (AbS 600+BA) - (AbS 532-TBA - AbS600-TBA) ] = A
2) [(ADs 440+1BA - AbS 600+184) 0.0571] =B
3) MDA equivalents (nmol /ml)) = (A-B)/157 000) x 10°
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8. STANOVENI CELKOVE ANTIOXIDACNI KAPACITY
V ROSTLINNYCH EXTRAKTECH

Teoreticky uvod

Na rostliny v prubéhu jejich vyvoje a rastu plsobi fada stresovych faktort, které
mohou vyvolat zvySenou tvorbu reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species, ROS).
Jedna se o nestalé a vysoce reaktivni molekuly, vznikajici ¢aste€nou redukci atmosférického
kysliku. Stav, kdy dochazi ke nadmérné produkci ROS, vede k tzv. oxidativnimu stresu.
Organismy maji schopnost se proti oxidativnimu stresu branit a to pomoci antioxida¢nich
systémd. Ty chrani rostlinu proti negativnimu a Skodlivému piisobeni volnych radikali.
Antioxidacni systémy mohou byt povahy enzymové nebo neenzymové.

Ke stanoveni celkové antioxidaéni kapacity se pouziva tada spektroskopickych a
luminiscen¢nich metod zalozenych na méteni kapacity vzorku inhibovat produkci radikalu:

A) Spektrofotometrické metody se pouZzivaji pro stanoveni vlastnosti latek reagovat
jako zhasece volnych radikald méfenim zmény absorbance pfi danych vinovych délkach
charakteristickych pro jednotlivé radikdly. Mezi nej€astéji pouzivané patii metody sledujici
zhéaseni radikalt DPPH a ABTS.

B) Chemiluminiscenéni metoda je zaloZzena na méfeni kapacity vzorku zhaSet
radikaly produkované oxidaci luminolu (3-aminoftalhydrazid). K oxidaci dochéazi ptisobenim
peroxidu vodiku za katalyzy kienovou peroxidasou. Reakce vede k emisi modrého svétla.
Svételnd emise je inhibovéana po pfidavku antioxidacniho ¢inidla. Chemiluminiscencéni reakce
maji vysokou citlivost a selektivitu, jsou jednoduché a pomérné levné.

Antioxidacni kapacita se nejcastéji udava v pmol pouzitého standardu, jakym je napf.
latka Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina), kys. askorbova
a dal$i antioxidanty..

Spektrofotometrickd metoda s DPPH: Stabilni radikal DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
nebo také 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) ma purpurovou barvu a je Siroce uzivan
pro stanoveni antioxidacni aktivity latek. Mechanismus reakce spocivd ve spdrovani
neparového elektronu radikdlu DPPH s atomem vodiku antioxidantu za vzniku redukovaného
DPPH-H (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazinu, Obr. 1). Pokles absorbance je méfen
spektrofotometricky pii absorpénim maximu 515 nm a je dan zménou purpurového zbarveni
ve zluté. Celkova antioxidacni aktivita se vyjadfuje v ekvivalentech molarniho mnozstvi umol
Troloxu nebo kyseliny askorbové popft. jiného pouzitého standardu na 1 gram vzorku.
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Obr. 1: Reakce radikalu DPPH s antioxidantem za vzniku 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazinu.
Spektrofotometrickd metoda s ABTS: Metoda testuje schopnost latek zhaset kationradikal
ABTS"  (2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina, Obr. 2) ve vodném
prostiedi, ¢ast&ji v prostiedi pufru (K-fosfatovy pufr, pH 7,5). Kationradikil ABTS" ma
modrozelenou barvu a je nejcastéji generovan oxidaci systémem ABTS/H,0,/peroxidasa nebo
systétmem ABTS/metmyoglobin/H,0,, jehoZ pribéh mizeme znadzornit schématem:

HX-Fe"' + H,0, — X—[ Fe'¥ (0)] + H,0
ABTS + X—[ Fe" (0)] —» ABTS" + HX-Fe""

(HX-Fe'" - myoglobin; X—[Fe'"(0)] - ferrylmyoglobin).

Dalsi cestou oxidace ABTS miZze byt pouziti peroxodisiranu draselného nebo oxidu
manganic¢itého. Antioxidacni ¢inidlo se pridava k jiz pripravenému radikalu nebo k Cerstveé
vyvijejicimu se radikalu ABTS" piimo v reakéni smési. Pokles absorbance je méfen
spektrofotometricky pti vlnovych délkach 645, 734 a 815 nm a je patrny ztratou
charakteristické modrozelené barvy. Vyslednd antioxidacni kapacita je srovnavana s
antioxidacni kapacitou syntetické latky Troloxu a je vyjadfena v mmol Troloxu na 1 gram
vzorku. Proto se pro metodu cCasto uziva ndzev TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity). Metoda je rychld, jednoduchd a instrumentalné nenaroc¢na.

Obr. 2: Strukturni vzorce reagencii: a) TROLOX, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova kyselina, b) ABTS, 2-azinobis-(3-ethyl-benzthiazolin-6-sulfonat.

Chemikalie a material

Methanol, p.a.

0,1 M fosfatovy puftr, pH 7 (navazka 5,44 g KH,PO4 a 10,4 g K,HPO4/1 L, upravit pH na 7,0
pomoci NaOH nebo kyselinou fosfore¢nou)

Roztoky pro spektrofotometrickou metodu s DPPH:

67 uM DPPH (MW = 395,326; 1,32 mg/50 ml methanolu)

1 mM kys. askorbova (MW = 176,12; navazka 1,8 mg/10 ml 0,1 M fosfatového pufru, pH 7)
Roztoky pro spektrofotometrickou metodu s ABTS:

372 mM persiran amonny - (NH4),S,03 (MW = 228; navazka 4,24 mg na 50 ml 0,1 M
fosfatového pufru, pH 7)

1,6 mM ABTS (MW = 548,68; navazka 8,78 mg/10 ml 0,1 M fosfatového pufru, pH 7)

1 mM Trolox (MW = 250,29; navazka 2,503 mg/10 ml methanolu)

motsky pisek, tfeci miska s tlouckem, centrifuga, pipety a Spicky, vahy, mikrodesticka,
mikrodestickovy reader, eppendorfky, 50 ml kadinky, laboratorni 1zicka, Spachtle, plastova
zkumavka
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rostlinny material (etiolovany a zeleny hrasek)

POSTUP

I.

a)

b)

c)
a)
b)

Priprava extrakti klickil (nadzemni ¢asti) etiolovaného a zeleného hrasku

Odvazte 1,5 g rostlinného materialu a homogenizujte jej v tfeci misce s moiskym
piskem v poméru 1:1 (w/v) a svychlazenym 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7
v piipadé¢ metody s DPPH, nebo s vychlazenym methanolem v pfipadé metody
s ABTS. Homogenizaci a veSkeré ostatni operace je nutné provadét za chlazeni
v ledové lazni!!!

Homogenat ptelijte do eppendortky a centrifugujte 15 minut pfi 15000 x g a teploté
4°C.

Supernatant odpipetujte do cCisté eppendorfky a pouZijte pro nasledujici méfeni
celkové antioxidacni kapacity. Vzorek ponechejte v ledové l1azni.

. AOX Kkapacita - metoda s ABTS s &erstvé pripravenym radikalem ABTS"

Ptipravte si ze zdsobniho 1mM roztoku TROLOXu roztoky Troloxu o koncentraci 10;
20; 40; 60; 80 a 100 uM (vzdy po 1 ml) fedéné metanolem

Do jamky na mikrodesti¢ce napipetujte v trojim opakovani 50 pl metanolu (blank)
nebo 50 pl roztoku Troloxu (standardy o rizné koncentraci) nebo 50 ul extraktu

Do kazdé jamky pfidejte 50 pul 372 mM persiranu amonného .

Reakei startujte ptidavkem 100 pl 1,6 mM radikalu ABTS

Inkubujte 50 min pfi laboratorni teploté a zméite ubytek absorbance pii 734 nm.

I11.Stanoveni antioxida¢ni kapacity spektrofotometrickou metodou s DPPH

a) Ptipravte si ze zdsobniho 1mM roztoku kys. askorbové roztoky kys. askorbové
o koncentraci 10; 20; 40; 60; 80 a 100 uM (vzdy po 1 ml) fedéné fosfatovym
pufrem

b) Do jamky na mikrodesticce napipetujte v trojim opakovani 50 pl fosfatového
pufru (blank) nebo 50 pl standardu nebo 50 pl extraktu

c) Reakci startujte ptidavkem 150 pl 67 uM radikalu DPPH

d) Inkubujte 10 min pii laboratorni teploté¢ a zméite ubytek absorbance pii
515nm.

Vyhodnoceni

Celkovou antioxidacni  kapacitu  vyjadiete v pmol standardu  (Kkyseliny
askorbové/troloxu)/1g éerstvé vahy (FW) vzorku. Vysledky obou experimentl porovnejte.

Kontrolni otazky

Literatura
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9. STANOVENI AKTIVITY ENZYMU PODILEJICICH SE NA
DEGRADACI AKTIVNICH FOREM KYSLIKU

Teoreticky uvod

Rostliny jsou v pritbé¢hu svého zivota vystavovany piisobeni fady stresovych faktort,
které mohou zpisobit poskozeni jejich zivotnich funkci nebo jednotlivych organti a vést az k
uhynuti rostliny. Plsobeni stresovych faktori mize u rostliny vyvolat oxidativni stres,
charakteristicky prudkou ptechodnou tvorbou velkého mnozstvi reaktivnich forem kysliku
(Reactive oxygen species, ROS). Dochazi k poruseni rovnovdhy mezi jejich produkci a
odbouravanim. Zdrojem ROS je fada redoxnich reakci, jako napt. redukce kysliku v pribéhu
elektronového transportu v mitochondriich nebo fotolyza vody chloroplastovym
elektronovym transportnim fet¢zcem. Produkce singletového kysliku nasledné stimuluje vznik
dalsich aktivnich forem kysliku (Tab. 1), napi. peroxidu vodiku, superoxidového nebo
hydroxylového radikalu. Tyto reaktivni molekuly piisobi destruktivné na lipidy, nukleové
kyseliny a proteiny. ROS nejsou jen toxickymi vedlej$imi produkty metabolismu, ale funguji
také jako signdlni molekuly kontrolujici obranné procesy rostlinného organismu a hraji
vyznamnou roli v procesu programované bunécné smrti. Ochranu pied oxidacnim
poskozenim organismu aktivnimi formami kysliku zajistuje fada antioxidacnich obrannych
systémi lokalizovanych v rtiznych bunéénych strukturach, jednd se o neenzymové a
enzymové systémy. Antioxidacni kapacita je velmi zavisla na pisobeni stresovych faktord,
stejn¢ jako na druhu, stadiu vyvoje a na fyziologickém vé€ku rostliny. Z neenzymovych
systému fadime mezi velmi uc¢inné antioxidanty askorbat, B-karoten, redukovany glutation ¢i
a-tokoferol.

Nejuniverzalnéjsi ochranu proti poskozeni aktivnimi formami kysliku ve vSech
castech bunck poskytuji nékteré specidlni enzymy a enzymové systémy. Zabraiiuji iniciaci
feté¢zovych oxidaci odstrannovanim castecné redukovanych kyslikovych forem jako superoxid
a peroxid vodiku. Aby rostliny mohly kontrolovat mnozstvi reaktivnich forem kysliku a
chranit buniky pfed oxidativnim stresem, obsahuji rostlinné pletiva fadu mechanismu, které se
podileji na degradaci ROS. Jednd se o enzymy (napf. superoxiddismutasa, katalasa,
peroxidasa a glutathionperoxidasa) a systém nizkomolekularnich antioxidantl (napt. kyselina
askorbova, glutathion, fenolické slouceniny, tokoferol) (Blokhina et al., 2003). Jednotlivé
enzymové aneenzymové antioxidanty se specificky vyskytuji v riznych subceluldrnich
strukturach. Antioxidacni kapacita je velmi zdvisld na typu a intenzité¢ pisobeni stresového
faktoru, stejn¢ jako na druhu, stadiu vyvoje a na fyziologickém véku rostliny (Dat et al.,
2000).

Jeden z antioxidacnich enzymi je katalasa, ktera se nachdzi ve vSech aerobnich
eukaryotech a ucastni se odstrafiovani peroxidu vodiku (katalyzuje reakci 2 H;Oz <> Oy + 2
H,0) produkovaného v peroxisomech oxidasami [-oxidace mastnych kyselin,
glyoxylatového cyklu nebo pii katabolismu purini. Mize katalyzovat ptimy rozpad peroxidu
vodiku (katalasova aktivita) nebo oxidaci substrati jako methanol, ethanol, formaldehyd,
format a nitrit peroxidem vodiku (peroxidasova aktivita). Existuji tfi hlavni isoformy tohoto
enzymu: CATI1, CAT2 a CAT3. Katalasa je enzym obsahujici skupinu Hem.

Dalsim z antioxida¢nich enzym, ktery se podili na degradaci peroxidu vodiku, je peroxidasa.
Rostlinné peroxidasy (POX, donor:H,0O, oxidoreduktasy, EC 1.11.1.7) jsou enzymy, které

redukuji peroxid vodiku (nebo jiné peroxidy) za soucasné oxidace dalsi slouceniny (Siegel,
1993):
donor + H,O,— oxidovany donor + H,O
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Identifikovat specifické funkce individudlnich peroxidas je diky jejich nizké substratové
specifité in vitro a diky pfitomnosti mnoha isoenzymu obtizné (Hiraga et al., 2001). Existuje
vSak funkce spole¢na pro vSechny peroxidasy, a tou je schopnost detoxikovat peroxid vodiku.
Peroxidasy se také ucastni vyvojovych procest, pravdépodobné skrze jejich zahrnuti v
metabolismu auxinu a zesitovani vazeb mezi slozkami bunééné stény (Cella & Carbonera,
1997).

Peroxidasy jsou vétsinou monomerni hemoglykoproteiny, jejichz prostetickou skupinu tvori
obvykle ferriprotoporfyrin IX. Existuji vSak i peroxidasy s pozménénym porfyrinovym
skeletem nebo v nich porfyrin dokonce chybi. Tyto peroxidasy pak obsahuji ionty nékterych
prvkd, napf. manganu (Mn®") nebo vanadu (V>"). Pravé podle charakteru aktivniho mista jsou
peroxidasy clenény do tii skupin: hemové peroxidasy, vanadové peroxidasy a ostatni
peroxidasy. Nejpocetnéjsi je skupina peroxidas, jejichz katalytické centrum obsahuje hem.
Relativni molekulova hmotnost funkéni peroxidasy se pohybuje v rozmezi 42-158 kD.

V rostlinnych buiikach jsou peroxidasy bohaté zastoupeny. Mohou byt but’ volné (pfitomné v
cytoplazmé, vakuolach, mezibunééném prostoru) nebo vazané (v bunééné stén¢, plazmatické
membrané nebo organelovych membranach). Vazba miZze byt iontovd, aleikovalentni.
Distribuce souvisi s bazicitou peroxidas. Ve volné form¢ jsou piedevsim aniontové formy
POX, zatimco kationtové jsou spiSe vazané v membranovych a bunéénych strukturach.
Peroxidasova aktivita se v rostlindch zvySuje v priibéhu starnuti a jako reakce na stres. Dalsi
funkci peroxidas v rostlinach je zapojeni do regulace ristu. Peroxidasy reguluji hladinu
ristového hormonu auxinu a jsou rovnéz klicovymi molekulami v procesech rychlé adaptace
rostlin pfi zméné vnéjSiho prostiedi. Peroxidasy lokalizované v bunécné stén¢ se podileji na
vychytavani radikald, které poSkozuji membrany. Hraji také vyznamnou roli pfi vSech
oxida¢né-kondenzacnich procesech tj. ptfedevSim pii procesech lignifikace. POX se podileji
na zesitovani stavebnich jednotek ligninu. Jiné peroxidasy (ligninperoxidasa,
manganperoxidasa) maji schopnost lignin depolymerovat (Chroma et al., 2001).

POX se nachazi prakticky ve vSech rostlinnych pletivech (kofeny, stonky, listy, jehlice a
dalsi) (Chroma et al., 2001), z nichz se extrahuje pievazné pomoci fosfatovych a Tris-HCI
pufrid. DalSimi pufry, které se pouZzivaji pro extrakci peroxidasy jsou napi. Tris-glycinovy,
Bis-Tris, acetatovy, imidazol-HCI a citratovy pufr. Volnd (rozpustnd) peroxidasa se ziska
extrakci rostlinného materidlu s vyuzitim extrakénich pufrii o nizké koncentraci a vhodném
pH. Pro uvolnéni iontové véazané peroxidasy je nutné pouzit extrakéni pufr s vysokym
obsahem KCI1 (NaCl). Membranové vazanou peroxidasu lze extrahovat pufrem obsahujicim
Triton X-100. Kovalentn¢ vazané peroxidasy v bunécné sténé se uvolni extrakénim pufrem
s obsahem celulasy a pektinasy (Sanches-Romero et al., 1993).

Aktivita peroxidasy se detekuje prevazné spektrofotometricky za pouziti
chromogennich substratii. Existuje vice nez 200 metod na stanoveni aktivity tohoto enzymu.
NejpouzivanéjSimi substraty jsou guajakol a pyrogalol (Gramss & Rudeschko, 1998). Dalsimi
substraty, které Ize pouzit pro stanoveni aktivity peroxidasy jsou napiiklad Amplex Red
(10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin), aminoantipyrin, syringaldazin
(4-hydroxy-3,5-dimethoxy-benzaldehydazin), nebo dianisidin.

Nejcastéji pouzivanym substratem pro stanoveni aktivity peroxidasy je guajakol.
Reakce je realizovana zejména v prostiedi fosfatového pufru, pfipadné acetatového
a Tris/HCI pufru. Peroxid vodiku je za pfitomnosti guajakolu (2-methoxyfenolu) a peroxidasy
rozkladan na kyslik a vodu. Kyslik oxiduje bezbarvy guajakol na Zlutohnédy
3,3’-dimethoxy-4,4"-bifenochinon (Doerge et al., 1997), coz se projevi zmeénou absorbance.
Aktivita POX se stanovi na zédkladé zmény absorbance za minutu. Pouzivana vinova délka
se pohybuje v rozmezi 420-485 nm (napf. 420 nm - Prasad et al., 1999; 436 nm - Criquet
et al., 2001; 470 nm - Teisseire & Guy, 2000 nebo 485 nm - Sanchez et al., 2000).
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Vlastni usporadani guajakolové metody stanoveni POX se vyrazné lisi v publikovanych
pracich, zaméfenych na studium POX a jeho zapojeni v obranném mechanismu rostlin.
Rozdily jsou jak v pouziti typu, koncentrace a pH pufru, tak i v koncentraci peroxidu vodiku a
guajakolu v reakéni smési.

Mezi vyznamné enzymové systémy uplatiiujici se zejména pii zamezeni peroxidace
membranovych lipidd patii rozsahla skupina glutathionperoxidas, které katalyzuji redukci
peroxidu vodiku, organickych peroxidii a peroxidi lipidi piislusné alkoholy a vodu za
pritomnosti glutathionu jako redukéniho ¢inidla:

R-0-O-H + 2 GSH — R-O-H + GSSG + H;0
Oxidovany glutathion GSSG je recyklovan na redukovanou formu (GSH) enzymem
glutathion reduktasou (GR) za souc¢asné oxidace NADPH:
GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP"
Oxidace NADPH na NADP" je spojena se snizenim absorbance pfi 340nm.

Dale se na odstranniovani ROS podili enzymy askorbat-glutathionového cyklu. Tento
cyklus, také nazyvany Foyeriv-Halliwelliv-Asadiv, odstraiiuje peroxid vodiku z bunéénych
oddélent, ve kterych tento metabolit vznika a ve kterych neni pfitomna katalasa. Tento cyklus
vyuzivd neenzymové antioxidanty askorbat a glutathion v sérii reakci katalyzovanych
antioxida¢nimi enzymy a probiha v chloroplastech, peroxisomech, cytosolu a mitochondriich.
Prvni enzym cyklu, askorbatperoxidasa, katalyzuje reakci peroxidu vodiku a askorbéatu za
vzniku monodehydroaskorbatu, ptipadné dehydroaskorbatu (AA + H,O; <~ DHA + 2 H,0).
Neni-li monodehydroaskorbat zZnovu redukovan na askorbat
monodehydroaskorbatreduktasou,  samovoln€¢  disproporcionuje = na  askorbat a
dehydroaskorbat. Ten je zpétné preménovan na askorbat reakei katalyzovanou
dehydroaskorbatreduktasou v pfitomnosti redukovaného glutationu (GSH) za vzniku jeho
oxidované formy (GSSG). Redukovany glutathion je obnoven glutathionreduktasou v reakci
zavislé na NADPH.

Z dal8ich enzymt podilejicich se na odstraiiovani ROS je to napi. superoxiddismutasa
nebo fosfolipidhydroperoxidglutathionperoxidasa.

Tab. 1.: Znaceni a molekularni struktury aktivnich forem kysliku v rostlinach.

Sloudenina ZKkracené znaceni
Singletovy kyslik '0,
Superoxidovy anionradikal 0,
Hydroxylovy radikal OH
Perhydroxylovy radikal O.H
Peroxid vodiku H,0,

Chemikalie a material

Zasobni pufr pro extrakce a méfeni aktivity:

0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,5 (5,44 g KH,PO4 a 10,4 g K,HPO4/1 L, upravit pH na 7,5 pomoci
NaOH nebo kyseliny fosfore¢né)

2 mM EDTA-Na" (MW =372,32; 0,74 g/ 1 1)

moftsky pisek, rostlinny material (zeleny hrasek a etiolovany hrasek),

treci miska s tlou¢kem, pipety a Spicky, centrifuga, eppendorfky, vahy, mikrodesticka pro
méteni v UV oblasti, mikrodestickovy reader, laboratorni 1zi¢ka, Spachtle, 50 ml kadinka,
10 ml odmérny valec, plastova zkumavka, vaZenky
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POSTUP
I.  Piiprava rostlinného extraktu

Ptipravte si extrakéni pufr - na kazdych 10 ml zadsobniho pufru pfidejte:
1% PVPP (polyvinylpolypyrrolidon), navazka 100 mg

2 mM DTT (dithiothreitol, MW = 154,253); navazka 3,1 mg

0,5 mM pefabloc (inhibitor proteas, MW = 230,69; 0,055 g/0,5 1)

Pii extrakci enzymmii je nutné veSkerou manipulaci s rostlinnym materidlem provadét
za chlazeni v ledové lazni!!!

a) Odvazte cca 2 g rostlinného materidlu a ve tieci misce, ktera je ulozena v ledové 1azni,
rozetfete s vychlazenym extrakénim pufrem v poméru 1:4 (w/v) spolu s moiskym
piskem.

b) Homogenat prelijte do 2ml eppendorfky a centrifugujte 10 minut pii 15 000 xg a
teploté 4°C.

¢) Supernatant odpipetujte do Cisté eppendorfky a pouzijte k méteni. Vzorek skladujte na
ledové lazni.

II.  Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy (APX) a guajakolperoxidasy

Pro méreni je nutné pripravit Cerstvé roztoky:
a) 0,7 mM peroxid vodiku (MW = 34,0; 30%, cca 8,8 M) — nafedit nejprve na 100 mM
(11 pl + 989 ul vody), z ného poté pripravit 0,7 mM (7 ul + 993 ul vody),
b) 1,75 mM roztok askorbdtu (MW = 176,12; navazka 3,06 mg/10 ml dH20)

Postup —aktivita askorbatperoxidasy:
Do jamky na mikrodesticce, kterd je uréena pro méteni v UV oblasti, napipetujte:
a) 125 ul 0,1 M fostatového pufru, pH 7,0
b) 72 ul 1,75 mM roztoku askorbatu
c) 15 pl extraktu (pravdépodobné jej budete muset fedit, zejm. u zeleného hrasku), u
blanku pouzijte misto extraktu extrak¢ni pufr
d) Reakei startujte pridanim 38 pl 0,7 mM Cerstve ptipraveného roztoku peroxidu vodiku
(ve vysledné koncentraci je 0,1 mM)
e) Sledujte pokles absorbance pti 290 nm v intervalech 10 s po dobu 1 minuty.

Postup — aktivita guajakolperoxidasy:
Do jamky na mikrodesticce napipetujte:
a) 125 ul 0,1 M fostatového pufru, pH 7,0
b) 72 ul 35 mM guajakolu
c) 15 pl extraktu (pravdépodobné jej budete muset fedit, zejm. u zeleného hrasku), u
blanku pouzijte misto extraktu extrak¢ni pufr
d) Reakei startujte pridanim 38 pl 0,7 mM Cerstve ptipraveného roztoku peroxidu vodiku
(ve vysledné koncentraci je 0,1 mM)
e) Sledujte nartist absorbance pti 436 nm v intervalech 8 s po dobu 1 minuty.

Meéfteni proved'te ve 3 opakovani (3 jamky).
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III.  Stanoveni aktivity katalasy (CAT)

Pfed méfenim je nutné pfipravit 10 ml 60 mM roztoku peroxidu vodiku H,O, (68 pl 30 %
HzOz/lO ml HQO)

Do jamky na desticce, ktera je ur¢ena pro mefeni v UV oblasti, napipetujte:
Blank:

a) 290 ul 0,1 M fosfatového pufru, pH 7,0

b) 10 pl extraktu
Vzorek:

a) 240 pul 0,1 M fostatového pufru, pH 7,0

b) 10 pl extraktu

c) 50 ul 60 mM peroxidu vodiku

d) Zméfte zmeénu absorbance pii 240 nm po 30 s po dobu 5 minut.
Me¢éfteni proved'te ve 3 opakovani (3 jamky).

Soubézné proved'te méfeni 1 s komeréné dostupnou katalasou Catalase from bovine 2114
U/mg:
Z komercné dostupného preparatu piipravte roztok: odvazte 2 mg enzymu a rozpust'te v 1 ml
0,1 M fosfatového pufru, pH 7.
Do jamky na desticce, kterd je uréena pro méteni v UV oblasti, napipetujte:
Blank:
a) 250 ul 0,1 M fosfatového pufru, pH 7,0
b) 50 pl 60 mM peroxidu vodiku
Vzorek:
a) 245 ul 0,1 M fostatového pufru, pH 7,0
b) 50 ul 60 mM peroxidu vodiku
c) 5 ul pfipraveného roztoku katalasy, ktery jste pfedem ztedili 100x
d) Zméite zménu absorbance pii 240 nm po 30 s po dobu 5 minut.
Meéfteni proved'te ve 3 opakovani (3 jamky).

IV. Stanoveni aktivity glutathioperoxidasy (GPX)

Pro méreni je nutné pripravit Cerstvé roztoky, které uchovavejte na ledové lazni:

¢) 60 mM GSH (MW = 307,43; 18,5 mg/ml reak¢niho pufru),

d) 2 mM NADPH v 0,1% Na,CO; (MW = 744,41; 1,5 mg/ml 0,1% Na,CO5),

e) 1 mM peroxid vodiku (MW = 34,0; 30%, cca 8,8M) — natedit nejprve na 100 mM (11
ul + 989 ul vody), z ného poté pripravit 1 mM (10 pl + 990 ul vody) — pouzijte jiz ten
piipraveny z méfeni aktivity APX

f) 1 mM t-butylhydroxyperoxid (MW = 90,1 (70 %, cca 7,8 M) — nafedit nejprve
100 mM (13 pl + 987 ul vody), z ného poté 1 mM (10 ul + 990 ul vody),

g) glutathionreduktasa (Sigma, 2,7 mg/ml, 168 U/mg =453,6 U/ml, 1U v 2,2 pul)

Déle ptipravte 20 ml reakéniho pufru ze zasobniho reakéniho pufru pfidanim 40 mM aminotriazolu -
inhibitor katalas, (MW = 84; 3,4 mg/ml).

Do jamky na desticce, ktera je urcena pro méteni v UV oblasti, napipetujte:

a) 138 ul reakéniho pufru
b) 10 ul GSH
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c) 10 ul NADPH

d) 2 pl gluthathionreduktasy

e) 20 pl vzorku (u blanku se misto vzorku pouzije reakéni pufr)

f) Smé&s lehce promichejte a inkubujte min. 3 min pii 37°C.

g) Reakci startujte pridavkem 20 pl 1 mM peroxidu. Pouzijte ve 3 jamkach peroxid
vodiku, v dalSich 3 pak t-butylhydroxyperoxid.

h) Meéite zménu absorbance pii 340 nm pii 37 °C (méfeni provadéjte az nakonec nebot’
mikrodestickovy reader pak delSi dobu chladne zpét na 30 °C) po 10 s béhem 1
minuty.

Vyhodnoceni

Vypocitame aktivitu peroxidasy ze vztahu A = c.e.l (A = absorbance, € = moldrni absorpcni
koeficient, | = délka optické drahy v cm). Jednotka katal (zkratka kat) odpovida mnozstvi
enzymu, které¢ katalyzuje za optimalnich podminek pfeménu jednoho molu substratu za
sekundu. Jeden nanokatal (nkat) je 10~ kat.

Vyslednou aktivitu POX vztdhneme na g Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu (FW) a dale
uvadime v jednotkach kat/g FW. Specifickou aktivitu (v kat/mg proteinu) daného enzymu
ziskate podilem celkové aktivity enzymu vkat/l ml a koncentrace proteinii v mg/ml.
Koncentraci proteint ziskate stanovenim proteinit metodou Bradfordové. Z kalibraéni kiivky
BSA urcite koncentraci proteintil ve vzorku v mg/ml.

V ptipadé sledovani ¢asového nebo koncentra¢niho vlivu zvoleného stresového faktoru
vypracujeme graf s pfislusnou zavislosti zmén produkce NO na sledovanych parametrech.

Katalasa: extinkéniho koeficient €49 = 39,4 Mtem.

APX: extink¢ni koeficient € = 39,4 M em™.
Guajakolperoxidasa: extinkéni koeficient € = 4500 M™' cm’™.
GPX: extinkéni koeficient pro NADPH, € = 6220 M cm™.

Kontrolni otazky

1) Jakou reakci katalyzuje peroxidasa?

2) Do kolika a jakych skupin jsou ¢lenény peroxidasy podle charakteru aktivniho mista?
3) Vysvétlete princip stanoveni aktivity peroxidasy pouzivany v dané uloze.

4) Jakou dalsi metodu pro stanoveni aktivity peroxidasy je mozné pouzit?

Literatura
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10. Stanoveni izoenzymového zastoupeni rostlinnych peroxidas
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek

Cile ulohy:
Cilem této laboratorni ulohy je studium pfitomnosti izoenzymil v rostlinném materidlu
metodou nativni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu. Sezndmite se s principem a
obecnym experimentdlnim postupem pii déleni proteinli nativni elektroforézou a detekce
aktivnich isoenzymii pomoci specifickych reakci za tvorby barevnych produkti enzymové
reakce.. Po absolvovani této tllohy byste méli byt schopni:

v popsat obecny princip déleni proteint pii elektroforéze

v" zhodnotit vysledky z pokust pro detekci isoenzymii peroxidas v rostlinnych vzorcich

v vytvofit hypotézy vysvétlujici rozdily v isoenzymovém zastoupeni peroxidas

Uvodni otazky:
e Uvedte pfiklad alesponn 2 enzyml, jejichZ isoenzymové zastoupeni je sledovano
lidském séru pfi klinickych biochemickych testech
e Pokuste se vysvétlit, co je podstatou toxického ucinku zvySenych koncentraci
peroxidu vodiku v Zivych bunkach?

I. Teoreticky uvod

Peroxidasy (POX, EC 1.11.1.7) jsou enzymy, které redukuji peroxidu vodiku (nebo i
jiné peroxidy) za soucasné oxidace dal$i slouceniny. Mezi nejlepsi substraty peroxidas lze
fadit fenoly a aromatické aminy. Podle charakteru aktivniho mista jsou POX déleny do tfi
skupin — nejpocetnéjsi skupinou jsou hemové, dale vanadové a ostatni peroxidasy. Obsah
sacharidl se u jednotlivych POX velmi lisi. Relativni molekulovd hmotnost je v rozmezi
42 000-158 000. O peroxidasach je znamo, Ze se vyskytuji ve velkém mnozstvi forem, napt. u
kfenové peroxidasy je znamo celkem 14 forem. Jsou-li tyto formy skuteCnymi izoenzymy,
které jsou dany i geneticky podminénymi rozdily v primarni sekvenci aminokyselin nebo se
jedna o posttranslacni modifikace neni dosud zcela zndmo. Dokonce se zvazuje, nejedna-li se
1 o artificidlni rozdily zplisobené extrakci, izolaci ¢i zplisobem stanoveni. Rostlinné
peroxidasy vykazuji jasnou piibuznost - peroxidasy kienu, tufinu, tabaku a brambor jsou
homologni v rozmezi 36-50%. Peroxidasy byly nalezeny prakticky ve vSech rostlinnych
pletivech. Mohou byt pfitomny bud volné (v cytoplazmé, vakuoldch, mezibunécném
prostoru) nebo vazané (bunécna sténa, plazmatickd membrana, organelové membrany). Vazba
muze byt iontova, ale 1 kovalentni.

Elektroforéza v polykaryamidovém gelu (Casto oznaCovdna anglickou zkratkou
PAGE, ,polyacrylamide gel electrophoresis) patii mezi tzv. elektromigratnimi metody,
které vyuzivaji pohybu ionizovanych &astic v elektrickém poli. Céstice nesouci naboj
rozpusténé v elektrolytu se v elektrickém poli pohybuji konstantni rychlosti imérnou velikosti
jejich néboji, anionty k anodé a kationty ke katod€. Rychlost pohybu iontd ve stejnosmérném
elektrickém poli je pfimo umérnéd intenzit¢ vlozené¢ho pole, poméru ndboje iontu k jeho
velikosti a odporu prostfedi. Malé castice s velkym ndbojem maji velkou mobilitu
(pohyblivost), zatimco velké castice s malym ndbojem maji mobilitu malou. Efektivni
mobilita, tj. mobilita, kterou skutecné pfi elektroforéze naméfime, byva obvykle nizs§i nez
teoreticka elektroforeticka mobilita a je zavisla na pH a iontové sile elektroforetického pufru.
Zména teploty ma vliv na viskozitu prostfedi a tudiZ i na silu vnitiniho tfeni. Pokud se ion
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pohybuje v roztoku lze odpor prostiedi vyjadiit viskozitou. V piipadé elektroforézy na nosici
je pro odpor prostiedi rozhodujici napi. porozita nosice nebo interakce iontll s nosicem.
Dostatecné odlisSna efektivni elektroforetickd pohyblivost délenych latek je zakladnim
predpokladem pro uspésnou separaci.

Historicky byla vypracovana fada elektromigracnich technik a jejich modifikaci:
1. elektroforéza s pohyblivym rozhranim neboli volné elektroforéza
2. elektroforéza na nosic¢ich neboli zonova elektroforéza
3. rovnovazna elektroforéza reprezentovana izoelelektrickou fokusaci
4. kapilarni elektroforéza

Zavedenim zonové elektroforézy byly odstranény problémy souvisejici s konvekénim
michanim putujicich proteini a potieba pomérné velkého mnozstvi vzorku. Pii zénové
elektroforéze se vzorek pohybuje na pevném podkladu (nosi¢i). Sloupcové uspotfadani je
typické pro preparativni ucely, ploSné uspotradani naopak pro analytické ucely. Prvnimi
pouzitymi nosi¢i byly chromatograficky papir, acetdt celulozy, Skrob nebo celulosa. V
soucasné dobé se pouzivaji predev§im gelové materidly, a to agarosovy gel, Skrobovy gel
(ztidka) a polyakrylamidovy gel. Elektroforetické nosic¢e musi byt hydrofilni, nerozpustné ve
vod¢é a mély by mit co nejméné adsorpcnich schopnosti. Pouziti poréznich gelti umoznuje
separaci molekul na principu sitového efektu (velké molekuly jsou zpomalovany vice nez
molekuly malé) a zaroven na zaklad¢ elektroforetické pohyblivosti.

BéZn¢ pouzivanym nosiCem je polyakrylamidovy gel, ktery je inertni, pruzny,
mechanicky pevny, pruhledny a s moznosti nastaveni hustoty zesitovani gelu, gradientu
hustoty gelu aj. Gel se pfipravuje kopolymerizaci dvou monomert akrylamidu (CH2=CH-
CO-NH2; zkratka AA) a N,N-metylén-bis-akrylamid (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO=CH-
CH2; zkratka BIS). Kopolymerace probiha radikalovym mechanismem. Jako inicia¢ni ¢inidlo
se pouziva nejéastéji persiran amonny (ammonium persulfate; zkratka APS) Jako stabilizator
volnych radikali se pouziva N,N’-tetrametyléndiamin (TEMED). Kyslik je inhibitorem
polymerace, proto je vhodné polymera¢ni smés pied piidavkem iniciatoru zbavit kysliku.
Kopolymerizaci vzniknou dlouhé linearni fetézce polyakrylamidu, kiizové propojené mustky
bifunk¢niho ¢inidla BISu.

Polyakrylamidovy gel si mizeme piedstavit jako strukturu sestadvajici z otevienych
porh urcité velikosti, obsahujicich kapalinu s pufrem. Velikost porti je nepfimo Umeérna
koncentraci bifunkéni slozky gelu, tedy N,N’- methylen -bis (akrylamidu). Vzajemny pomér
obou slozek kopolymeru je velmi dalezity a ovliviiuje fyzikalni vlastnosti vzniklého gelu.
Vyssi koncentrace obou slozek vede k ziskani gelti tuhych a kiehkych, nizka koncentrace
naopak ke gelim mékkym.

Volba vhodné koncentrace AA a BIS je klicovou podminkou k dosaZeni dobré
separacni UCinnosti gelu. Pomér AA:BIS se muze pohybovat v rozmezi 100:1 az 20:1
(zpravidla 40:1). Pfi nizké celkové koncentraci monomert (pod 5%) ma gel vzdy malou
mechanickou pevnost, takze neni mozné s nim manipulovat, coz Ize pouze ¢astecné napravit
snizenim poméru AA:BIS aZ na 20:1. Celkova koncentrace monomert pfi daném pomeéru
AA:BIS urcuje hustotu polymernich vlaken v gelu a tim i mechanickou pevnost gelu.
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V soucasnosti pravdépodobné nejpouzivangj$§im technickym provedenim PAGE je
diskontinualni elektroforéza. Jeji ndzev je odvozen od toho, Ze vzorek putuje po €as separace
pres dva gely s riznou porozitou a s riznymi elektrolyty. Nejpouzivanéjsi je modifikace dle
Laemmliho. Ukolem prvniho gelu (koncentrujici; stacking gel), obsahujiciho velké pory, je
zakoncentrovani (fokusace) vzorku do uzké zony. Takto koncentrovany vzorek vstupuje do
déliciho gelu, jehoz separacni Gc€innost je pak vysoké bez ohledu na plivodni objem vzorku.
Zaostiovaci gel a vzorkovaci pufr obsahuji Tris-chloridovy pufr, jehoz pH 6,8 je asi o dvé
jednotky niz$i nez ma pufr déliciho gelu. Elektrodovy roztok obsahuje Tris-glycindtovy pufr
pH 8,3. V prostiedi zaostfovaciho gelu je nejpohybliveéjsim aniontem chloridovy, pohyblivost
komponent vzorku (bilkovin) je mensi. Za zénou chloridi nasleduji zony bilkovin sefazené
podle elektroforetickych pohyblivosti. Posledni zoénu tvofi glycin. Hodnota intenzity proudu
je nastavena na urCitou konstantni velikost. Sefazené zony se pohybuji stejnou rychlosti,
dochdzi k vzniku ostie ohrani¢enych za sebou tésné nasledujicich zon ionti (uvedeny princip
je zékladem dalsi elektromigra¢ni metody - izotachoforézy). Vzhledem k tomu, Ze rychlost
pohybujicich se zon je konstantni, vytvari se stupiiovity gradient potencidlu. Projevuje se tzv.
»samozaostiujici efekt”. Zpozdi-li se néktery ion za ,,svou” zonou, tj. zonou odpovidajici
ptislusné pohyblivosti, octne se v prostiedi s vétsi hodnotou potencialu, ktery ho okamzité
urychli tak, aby ,,dohnal” svou z6nu (a naopak). Po vstupu setazenych iontti do déliciho gelu,
ktery ma vyssi hodnotu pH, se glycin stava druhym nejpohyblivéj$im iontem po chloridovych
iontech a soucasné v disledku rizné pohyblivosti v gelové matrici dochézi k rozdéleni zén od
sebe (d¢leni podle naboje a velikosti molekul). Pohyb c¢ela se indikuje pridanim
nizkomolekuldrniho barviva (bromfenolové modii) ke vzorku, které vytvaii ostry pruh
putujici s ¢elem.

Po skonceni elektroforézy je nutné rozdélené bilkoviny detekovat (vizualizovat). Toho
1ze dosahnout pomoci barviv, ktera se s vysokou afinitou vazou na molekuly bilkovin, jako je
Amidocern 10B, Coomassie Brilliant Blue R-250, Ponceau S. Impregnace gelu roztokem
barviva a posléze vymyti nespecificky vazané¢ho prebytecného barviva (odbarveni) umozni
pozorovat jednotlivé zony bilkovin jako modré pasy na slabé modrém pozadi. Pomoci 1-
anilin-8-naftalensulfonatu Ize vizualizovat bilkoviny s pouzitim fluorimetrické detekce. Po
osviceni zdrojem UV zéfeni Ize detekovat zony bilkovin jako zelené fluoreskujici pruhy na
nefluoreskujicim pozadi. Velmi citlivou metodou je detekce bilkovin stiibrem, pfi niz se z
amoniakalniho stfibrného komplexu adsorbovaného redukuje kovové stiibro.
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Elektroforeticka separace probihajici v nedenaturujicim prostiedi pro proteiny, kdy si proteiny
zachovavaji své pfirozené vlastnosti (napi. enzymatickou aktivitu, sérologické vlastnosti) a
jsou déleny podle svého tvaru/velikosti a naboje se vyuziva pfi:

1. detekci enzymové aktivity,

2. stanoveni isoenzymovych spekter,

3. separaci biologicky aktivnich molekul.

Z divodl zachovani enzymatické aktivity je nutné pii piipravé vzorku (extrakci)
provadét vSechny kroky pii nizké teploté, pomérné rychle, a pfipadné pouzivat latky blokujici
proteasy. Spektrum isoenzymii se mnohdy vyrazné¢ lisi u rostlin v riznych ontogenetickych
fazich, v riznych rostlinnych orgénech, proto je zapotiebi rostliny péstovat za definovanych
a kontrolovatelnych podminek a vzorky odebirat z rostlin ve stejné vyvojové fazi.

Material a chemikalie
1. kli¢ni rostliny hrachu (etiolovany i zeleny), kukufice, pSenice, listy rajcete, libovolny
rostlinny
vzorek
2. roztok komercné¢ dodavané kienové peroxidasy (konc. 1 mg/ml)
3. extrakéni pufr — 0,1 M Tris/HCl, pH 7 (priprava: 12 g Tris (Mw 121,1) rozpustit ve 600 ml
vody, upravit pH na 7 s HCI a doplnit vodou na 1 I, uchovavat pri 4°C)
4. Lowryho cinidlo A a B pro detekci proteinii
. roztoky pro ptipravu geld
- akrylamid-N,N’-methylenbisakrylamid: 30 % (w/v) akrylamidu, 0,8 % bisakrylamidu
- 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’-tetrametyléndiamin (TEMED)
- 10 % (w/v) persiran amonny ((NH4),S203) - pripravovat vidy cerstvy!
- vodou nasyceny r-butanol
6. elektrodovy pufr: 0,025 mol.L™ Tris, 0,192 mol.L™" glycin, pH 8,3
. 60% roztok glycerol
8. Bromfenolova modt (pFiprava: 1 mg bromfenolové modri rozpustit v 5 ml vody, k 2 ml
roztoku  bromfenolové modri pridat 1 ml 60% glycerolu)
9. barvici roztoky
- barvici roztok BioSafe (BioRad) pro detekci proteind
- roztok s 4-Cl-1-naftolem
- roztok s pyrokatecholem a p-fenylendiaminem
10. kadinky, centrifugacni kyvety, ledova lazei, teflonova michadla, automatické pipety,
Hamiltonova pipeta (50 puL), nalévaci stojanek, elektroforeticka komirka, skla pro
elektroforézu, mezerniky (spacery), hiebinek, stficka s destilovanou vodou, stficka
s lihem, tiepacka, zdroj pro elektroforézu, chlazena centrifuga.

9]
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II. PRAKTICKA CAST

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

1. Priprava vzorku

l.
2.

3.

4.
5.

Na ptevazkach navazte cca 2g rostlinného materialu

K odvazenym semenacku pridejte ve vychalzené tfeci misce extrakéni pufr v poméru
Iml na na 1 g vahy, Spetku motského pisku a na ledové 1azni rozettete

Obsah misky pfeneste do centrifugacni zkumavky a centrigugujte ve vychlazené
centrifuze 15 min centrifugujeme pii 12 000 ot/min.

Supernatant pieneste do Cisté zkumavky a ulozte v ledové 1azni

Vzorek pro elektroforézu ptipravite smichdnim 0,6ml rostlinného extraktu s 60%
glycerolem v poméru 3:1 (v:v).

2. Priprava skel a elektroforetické aparatury

l.
2.
3.

Diikladné odmast’te isopropanolem dva pary sklenéné desky (s a bez zatezu) .

Vlozte a upevnéte pod dohledem vedouciho skla do nalévaciho stojanku.

Mezi skla vlozte plastovy hiebinek a na sklenénou desku popisovacem oznacte
vzdalenost cca 1 cm dolti pod koncem zubtl hiebinku a poté hiebinek vytahnéte.

3. Priprava polyakrylamidového gelu

1.

Pfichystejte si dvé oznacené kadinky na piipravu zaostfovaciho a déliciho gelu.

2. Podle nésledujici tabulky napipetujte jednotlivé roztoky (slozky gelu) do piislusnych
kadinek (objemy jsou uvedeny v ml)..
Typ gelu AA/BIS Tris HCI Tris HCI H,O TEMED start
30%/0,8% 1,5M,pH 88  0,5M,pH6,8 APS
8% délici 52 5 - 9,2 0,02 0,20
4% zaostirovaci 1,3 - 2,5 5,9 0,02 0,12
3. Piidavkem cerstvé pfipraveného roztoku persiranu amonného do kadinky, obsahujici

e

komponenty pro délici gel, zahajte polymeracei gelu.

Pfipravenou smes po cca S5s promichani rychle pieneste pomoci Pasteurovy pipety do
prostoru mezi skla. V roztoku mezi skly se nesmi objevit vzduchové bubliny. Gel
nalévame az po znacku na skle (tj. 1 cm pod hiebinek).

Gel prevrstvéte tenkou vrstvou vodou nasyceného n-butanolu.

Po cca 15 minutdch polymerace slejte n-butanol a povrch gelu oplachnéte
destilovanou vodou ze stiicky a vysuste pomoci filtraéniho papiru.

Po nastartovani polymerizace zaostfovaciho gelu pifidavkem roztoku persiranu
amonného preneste ihned piipravenou smés pomoci Pasteurovy pipety do prostoru
mezi skla na jiz zpolymerovany délici gel

Do gelu ihned vlozte opatrné hiebinek tak, aby pod zuby hiebinku nezlstaly zaddné
vzduchové bubliny. Stane-li se tak, hiebinek rychle vyjmeme a znovu vsuneme.
Pozor, roztok se stava silné viskozni béhem nékolika minut!

Po naliti nechte gel 30min tuhnout.
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4. Aplikace vzorki

1. Skla s pfipravenym gelem vlozte do elektroforetické komurky.

2. Popisovacem vyznacte zuby hiebinku a poté hiebinek opatrné vyjméte.

3. Do elektrodové komurky nalijte pod dohledem vedouciho elektrodovy puft.

4. Dle pokynti vedouciho naneste Hamiltonovou pipetou do jamek 30 pl vzorki. Krajni
jamky, ve kterych dochazi k deformaci zon, pouzijte pro aplikaci smési bromfenolové
modii s glycerolem v poméru 3:1 (v:v), ktera je dilezita pro monitorovani prab&hu
elektroforézy.

5. Pied uzavienim aparatury odstraiite vzduchové bubliny na spodni hran¢ desek.

5. Vlastni elektroforetické déleni
1. Komirku pro elektroforézu uzavtete vikem a ptipojte ke zdroji.
2. Na zdroji nastavte konstantni napéti 100 V a spust’te zdroj hlavnim vypinacem.
3. Jakmile zona bromfenolové modii doputuje na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu
nastavte zdroj na konstantni napéti 180 V.
4. Po doputovani zony bromfenolové modii téméef na uroven dolniho okraje skla
vypnete zdroj napéti.
Odstrante viko a vylijte do odpadu elektrodovy pufr.
6. Pomoci plastové Spachtle oddélte skla od gelu a gel oznaéte odkrojenim levého
dolniho rohu (nutné pro orientaci ve vzorcich pii vyhodnocovani gelu).

e

Sledovanim laboratorniho postupu do tohoto bodu jste provedli rozdéleni proteint
obsazenych ve vzorku metodou nativni elektroforézy ve dvojim opakovéani. Jeden
z vyslednych gelti pouzijete pro specifickou detekci proteind, druhy gel pro specifickou
detekci peroxidasové aktivity s 2 riznymi substraty.

6. Detekce proteinti na gelu
1. Preneste gel do pfipravené nadoby s barvicim roztokem BioSafe a inkubujte na
ttepacce 1hod
2. Slijte barvici roztok do urc¢ené nadoby a gel oplachnéte nékolikrat destilovanou vodou
3. Umistéte gel do fixacniho roztoku a pozorujte vyvoj zbarveni

7. Detekce peroxidasové aktivity na gelu
1. Pteneste gel do pripravené nadoby obsahujici cca 15 ml 0,1 M Tris/HCI pH 7
2. Po 5 min opatrné odlijeme pufr, tak aby gel nevypadl do vylevky
3. Pridame piipraveny barvici roztok a nechame inkubovat 15 — 30 min na tfepacce a
kontrolujeme vyvoj zbarveni
4. Po dosazeni pozadovaného vyvoje zbarveni gelu slijte barvici smés a gel nékolikrat
proplachnéte destilovanou vodou.

Vyhodnoceni vysledkii:
a) Izoenzymové zastoupeni peroxidas ve vzorcich dokumentujeme naskenovanym gelem
opatienym popisky vzorki.
b) Do tabulky piehledné¢ uved’te pocet pozorovanych izoenzymi u studovanych rostlin a
jejich relativni mobilitu - porovnejte vysledky ziskané pouzitim dvou rozdilnych
barvicich systémt.
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Kontrolni otazky:

a) Jaky vliv bude mit na rychlost pohybu proteinit v gelu nasledujici zmény
experimentalnich podminek: zvySeni obsahu bisakrylamidu, zvySeni napéti zdroje,
sniZzeni teploty elektrodového pufru, zvySeni koncentrace proteinti ve vzorku.

b) Vyhledejte v literatuie, co jsou to protilatky konjugované s kifenovou peroxidasou a
jaké je jejich vyuziti v biochemickych experimentech.

Literatura:

1. Feren¢ik M. a kol. (1981) : Biochemické laboratorne metody, Alfa — VTEL, Bratislava

2. Chroma L., Mackova M., Macek T., Martinek V., Stiborovda M.(2001): Rostlinné
cytochromy P450 a peroxidasy a jejich uloha pii degradaci kontaminantii Zivotniho
prostiedi, Chem. Listy 95, 212-222

3. Pingoud A. et al.(2002): Biochemical Methods, Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim
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11. Stanoveni aktivity fenylalaninamoniaklyasy. Lokalizace produkce
fenolickych latek ligninu v rostlinném pletivu

Fenylalaninamoniaklyasa (PAL, EC 4.3.1.5) patfi mezi intenzivn¢ studované enzymy
sekunddrniho metabolismu rostlin diky své uloze klicového enzymu, jez katalyzuje prvni krok
fenylpropanoidové cesty. PAL je indukovana celou tadou stresovych faktort a lze tedy
studovat zavislost jeji exprese a aktivity na intenzité stresovych faktorti a obranné reakce.
Rostliny obsahuji velké mnozstvi fenolovych derivata, které zahrnuji jak jednoduché fenoly,
tak fenylpropanoidy (flavonoidy, stilbeny, taniny, lignany, lignin, suberin a kutin).

Fenylalaninamoniaklyasa katalyzuje pocate¢ni reakci metabolismu fenylpropanoida
deaminaci L-fenylalaninu za vzniku kyseliny trans-skoficové. Néslednou hydroxylaci
katalyzovanou trans-cinnamat-4-monooxygenasou (EC 1.14.13.11) vznika kyselina 4-
hydroxyskoficova, kterd je prekurzorem fenolovych kyselin (napf. kyseliny kdvové, ferulové
a sinapové). Muze také vznikat pfimo, deaminaci tyrosinu jako druhého substratu. Enzym je
pak nazyvan tyrosinamoniaklyasa (TAL). Phe a Tyr vznikaji Sikimatovou cestou .

Tvorba latek fenylpropanoidového metabolismu
Sikimatova draha
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PAL je ptfedevSim pfitomna u vyssich rostlin, nékterych hub a prokaryot. V zivocisnych
tkanich se nevyskytuje. U mikroorganismi ma katabolickou funkci a dovoluje jim tak vyuZit
L-Phe jako jediny zdroj uhliku. Nejcastéji se vyskytuje jako tetramer (zfidka dimer)
s podjednotkami od 77 do 83 kDa, které se mohou navzijem lisit, byt identické nebo se
vyskytovat jako 2 a a 2 B podjednotky.

Aktivita PAL je primarné regulovana na urovni genové exprese. DalSi regulacni
mechanismy jsou zpétnovazebna aktivace, inhibice produkty vétvi fenylpropanoidové cesty,
enzymova inaktivace a fosforylace.

Ackoliv PAL byla pivodné povazovana za rozpustny cytosolarni protein, jeji
pfitomnost byla také prokdzana ve frakcich mikrosomil, peroxisomu, glyoxysomi a
chloroplasti.

Spektrofotometrické stanoveni aktivity PAL:

Metoda urceni aktivity PAL, kterou se budeme zabivat, je zalozena na zédkladé zmény
absorbance (vznik kyseliny trans-skoticové/t-CA) pii 290 nm. Absorpéni maximum t-CA je
pii 275 nm. VSechna spektrofotometrickda métfeni budou proto provadéna pii této vinové
délce. Reakéni smés obsahuje extrakt PAL, pufr o definovaném slozeni a pH, substrat (L-
Phe). Po inkubaci a ukonceni reakce pfidavkem pftislusné kyseliny bude smés centrifugovana
a vsupernatantu bude zméfena absorbance pii 275 nm vici blanku s vyuZzitim
mikrodestickového readru. Aktivita PAL bude vypoctena s vyuzitim Lambert-Beerova
zakonu.

Prakticka ¢ast: Stanoveni aktivity fenylalaninamoniaklyasy

Materidl a chemikdlie: Listy rajcete nebo salatu, zasobni pufr: 150mM Tris-HCL pH 8.8;
Polyvinylpyrrolidon (PVP); 2-Merkaptoethanol (2-MeSH); trans-skotficova kyselina (t-CA),
M = 148, 161; 5SM HCI (4,43 ml 35 % HCI do 10 ml vody); 100 mM L-fenylalanin (L-Phe)
M=165,191 g/mol (82,9mg L-Phe v 5 ml pufru) uschovat (-20°C); 100 mM D-fenylalanin (D-
Phe) (82,9 mg L-Phe v 5 ml pufru)

Materidl: tieci miska s tlouckem, pisek, miska s ledem, nylonova sitka, ependorfky, 96-
jamkova desticka pro méteni v UV oblasti, odmérna barika,

Ptistroje: chlazend centrifuga, reader mikrotitracnich desticek PowerWave XS, software Gen5
, vodni lazen, jadnokanalové pipety

1) Stanoveni kalibra¢ni kiivky s kys. trans-skoticovou

1) Piipravte 10 mM zésobni roztok kyseliny trans-skotficové: do 10 mL odmérné banky
odvazte 14,8 mg t-CA a dopliite do 10 mL zasobnim Tris-HCI pufrem

2) Postupnym fedénim si piipravte do 1,5 mL ependorfek ze zasobniho roztoku t-CA roztoky
o obejmu 1 mL a koncentraci 0,001; 0,005; 0,01; 0,05 a 0,1 Mm t-CA (celkem 5 standardi),
fed’te opét zasobnim pufrem

3) 200 puL standardu ptepipetujte v dubletu na 96-jamkovou desticku pro méteni v UV oblasti
a na readru zméite absorbanci pii 275 nm

2) Ptiprava extraktu z listu rajcete (salatu)

1) Pfipravte extrakéni pufr: v50 mL plastové zkumavce rozpustte 200 mg
polyvinylpyrrolidonu ( 1 % PVP ve vysledné koncentraci) a 1,6 uL. merkaptoethanolu (1mM
MeSH ve vysledné konentraci) do 20 mL zasobniho Tris-HCI pufru

2) Listy rajcete (cca 1-2 g) homogenizujte ve vychlazené tieci misce (miska stoji v ledu)
s vychlazenym extrakénim pufrem (na 1g rostlinného materidlu 2 ml pufru) a motskym
piskem

3) Vznikly produkt ptefiltrujte pies nylonovou sitku do 2 ml ependortky
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4) Homogenat centrifugujte 15 minut pii 15 000 x g ve vychlazené centrifuze (4°C)
5) Supernatant pepitujte do ¢isté zkumavky a uloZte na ledové lazni

3) Méfeni aktivity se substratem L-fenylalaninem, jako blank D-fenylalanin

1) Do 0,5 ml ependorfky napipetujte 250 pL extraktu a 200 pL zdsobniho 150 mM Tris-HCl
pufru

2) Reakci zahajte ptidavkem 25 pL. 100mM L-fenylalaninu (vysledn4 koncentrace 5 mM)

3) Jako blank napipetujte 250 uL extraktu, 200 pL zdsobniho 150 mM Tris-HCI pufru, 25 pL
100mM D-Phe k némuz ihned ptidejte 25 pL. SM HCI — uloZzte do lednice po dobu inkubace
4) Vzorky nechte inkubovat 1 hod pii 37 °C

5) Reakci ukoncete ptidavkem 25 pL. 5SM HCI (kromé¢ blanku)

6) Proved'te centrifugaci 10 minut pfi 15 000 x g

7) Na desticku napipetujte 200 pL. supernatantu a zméite absorbanci viic¢i blanku pii 275 nm
(desticky pro méteni v UV oblasti)

Vyhodnoceni:

1) vytvorte kalibra¢ni kiivku t-CA a urcete rovnici linearni regese
2) z rovnice vypocitejte koncentraci t-CA ve vzorcich

3) urcete aktivitu vzorku:

Histochemicka lokalizace ligninu

Material a chemikalie:

semenacky hrachu, vibratom, Ziletky, Petriho misky, §tétce, lepidlo, parafilm, podlozni a kryci
sklicka, mikroskop

agarosa, destilovana voda, 20mM K-fosfatovy pufr pH 7, fluoroglucinol, 50% glycerol,

postup:
1) Ptipravte 4 % agarosu ( 4 g agarosy do 100 ml vody, rozvafit)

2) Ziletkou nafeZte 0,5 cm segmenty stonku hrachu

3) Agarosu (40 °C) vlejte do Petriho misky a segmenty stonku vloZte kolmo do agarosy

4) Po zatuhnuti vytezte skalpelem kvadr agarosy 1,5 cm x 1,5 cm se stonkem uprostied, ten
upravte do tvaru pyramidy a zékladnu pfilepte na zdkladni kostku vibratomu

5) Podle pokynii vyucujiciho pfipravte fezy 50 — 100 um, které pomoci StéteCku preneste do
Petriho misky obsahujici 20mM K-fosfatovy pufr, pH 7

6) Na parafilm preneste 3 fezy, ke kterym piidejte velkou kapku fluoroglucinolu nebo pufru
(kontrola) a inkubujte 10 minut

7) Poté odsajte roztok a fezy 3x proplachnéte destilovanou vodou

8) Rezy preneste do kapky 50 % glycerolu na podloznim skle a uzaviete krycim sklickem

9) Mikroskop pred pouzitim ocistéte od prachu. Preparat upevnéte na stolek a setfid’te si
mikroskop podle instrukci uvedenych v teoretické casti. Pro fotodokumentaci pouzijte
digitalni kameru a pocitac. Vytvoite soubor do které¢ho budete ukladat fotografie. Oteviete
program pro fotografovani. Pro orientaci v dokumentaci oznacte fotky cislem a datem,
zvétSenim a charakterem vzorku. Do zdznamového seSitu uved'te pouzity objektiv a popis
sledovaného objektu.
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12. Stanoveni volnych a vazanych fenoli v rostlinnych extraktech.

Chemikalie: kyselina kavova, metanol, deionizovana voda, Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo, 5 %
uhli¢itan sodny (5 g Na,COsna 100 mL vody), motsky pisek

Materialy: listy zeleného a ethiolovaného hrachu, ependorfky 1,5 mL, tfeci miska
s tlouckem, odmérna baikka s objemem 10 mL, miska sledem, 96-jamkova desticka pro
mefeni ve viditelné oblasti (prihlednd se zlutym pruhem), jednokandlové pipety, vahy,
termostat, centrifuga, Reader mikrotitra¢nich desticek PowerWave XS, software Gen5

A) Priprava standardu:

1) pfipravte zasobni roztok ( 1g/L): v 10 mL odmérné bance rozpustit 10 mg kyseliny kavové
a 1 mL metanolu a doplnit deionizovanou vodou na 10 mL.

2) pripravte koncentra¢ni fadu 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150 mg/L fedénim zasobniho roztoku
vodou (staci pripravit od kazdé koncentrace objem 1 mL, 0 mg/L = Blank (voda))

B) Extrakce fenoli ze vzorku:

1) rostlinny material homogenizujte v tieci misce v 50% metanolu v poméru 1:6 (g Cerstvé
vahy/ml metanolu) s trochou moiského pisku

2) smés rozdélte do nékolika ependorfek a nechte inkubovat v termostatu pfi teploté 90 °C po
dobu 90 minut

3) vzorek centrifugujte 15 minut pii 14 000 g

4) do cisté ependorfky piepipetujte supernatant obsahujici extrahované volné fenoly

C) stanoveni volnych fenoli:

1) do ependorfek napipetujte 100 pL vzorku, standardu nebo Blanku

2) ptidejte do vSech ependorfek 100 pL Folin-Cicealteova ¢inidla a dobfe protiepejte

3) ptesné po 2 minutach ptidejte do vSech ependorfek 800 uL 5 % (w/v) roztoku uhli¢itanu
sodného

4) smési protiepejte a nechte inkubovat pii 40 °C po dobu 20 minut

5) poté smesi rychle ochlad'te v ledu, rozpipetujte na 96-jamkovou desti¢ku (200 pL do
jamky) a zméfte absorbanci kyseliny kdvové pii 740 nm

Literatura:
(F-C mikrometoda, podle Cicco et al. (2008) Microchemical J91, 107-110)
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13. Stanoveni volnych a konjugovanych polyamini

Teoreticky uvod

Alifatické polyaminy jsou nizkomolekularni organické polykationty vyskytujici se ve vSech
typech prokaryontnich a eukaryontnich organismii. V rostlinach jsou obecné za nevyznamnéjsi
polyaminy povaZovany diamin putrescin (Put, 1,4-diaminobutan), triamin spermidin (Spd, 1,8-
diamino-4-azaoktan) a tetraamin spermin (Spm, 1,12-4,9-diazadodekan). I kdyz jejich pfesna
funkce v rostlinnych bunkach a organeldch neni zcela vyjasnéna, jsou tyto polyaminy ucastniky
dilezitych fyziologickych a vyvojovych procest jako bunécné déleni, diferenciace a rtst. V ptipadé
rostlin se polyaminy podileji na regulaci embryogeneze, senescence, vyvoje kvétl, zrani plodi a
také obrannych a adapta¢nich mechanismi pii rznych typech biotického a abiotického stresu.
Casto vyskytujicimi se polyaminy jsou také 1,3-diaminopropan (Dap), produkt oxida¢niho
odbouravani Spd a Spm, a kadaverin (Kad, 1,5-diaminopentan), hojné se vyskytujici v rostlinach
celedi Fabaceae. Polyaminy jsou také dilezitymi prekursory biosyntézy alkaloidi u vice nez 50
rostlinnych roda.

Kromé¢ této velmi rozsahle studované skupiny polyamini a jejich metabolismu se v podle
vyzkumt poslednich let v rostlinach vyskytuji také tzv. ,,nevSedni polyaminy. Jedna se o linearni a
vétvené tri-, tetra-, penta- a hexaaminy (viz tab.1), vyskytujici se zejména u extremofilnich baktérii,
ale nalezené také u dalSich baktérii, fas, hub a vysSich rostlin. Tyto nevSedni polyaminy mayji
pravdépodobné vztah k odolnosti a adaptaci organismil na stresové podminky jako salinita, teplo a
sucho. Biologicka aktivita polyaminti je odvozena zejména od jejich bazickych vlastnosti, diky
které interaguji s anionickymi skupinami nukleovych kyselin, proteinti, fosfolipidid, pektickych
polysacharidi

V rostlinach se polyaminy vyskytuji také ve formé& konjugatl, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou
amidy fenolickych kyselin a polyaminy vazané na proteiny. Nejcastéjsi formou fenolickych
konjugat jsou amidy kys. hydroxyskoficové, které mohou mit bazickou nebo neutralni formu,
podle toho zda je amidova vazba vytvofena na obou primarnich aminovych skupinich. Tvorba
konjugath polyamintl s proteiny je katalyzovdna specifickymi enzymy transglutaminasami. Ty se
nachazeji predev§im v chloroplastech, kde se predpoklada regulacni mechanismus uc€innosti
komplexu svétlosbérnych antén prostfednictvim konjugace s polyaminy. Za urcitych podminek
mohou pravé konjugované formy piedstavovat hlavni frakci celkového poolu polyaminid nékterych
rostlinnych organel, coz je tieba mit na zfeteli pfi volbé vhodnych extrakénich a analytickych metod
pro jejich analyzu.

Extrakce PA z rostlinného materialu

Extrakce volnych PA se obvykle provadi 5-10% nebo 1M roztokem kyseliny chloristé,
trichloroctové nebo chlorovodikové. Extrakce je spojena shomogenizaci rostlinné tkané
v piislusném extrakénim roztoku v mechanickém homogenizatoru, sonikaci ultrazvukem nebo je
mozno povést predbéznou homogenizaci po zmrazeni kapalnym dusikem a poté extrakci.
Nerozpustny podil po centrifugaci vzorku je obvykle podroben druhé extrakci a vysledné
supernatanty spojeny. Rozpustny extrakt je vhodné podrobit pied vlastni analyzou frakcionaci
(napt. extrakci na pevné fazi) pro oddéleni bazickych polyamint od neutralnich a kyselych latek
interferujicich s jejich analyzou (zejména aminokyseliny a cukry). Fenolické konjugaty PA lze
pouziti extrakci na pevné fazi pro kvantitativni extrakci skupiny bazickych konjugati. Alternativné
je mozno PA uvolnit z konjugati hydrolyzou v 6M HCI. Protoze diky sv¢ silné bazicité se PA Casto
siln¢ a ireverzibiln¢ vazi na nejriznéj$i chromatografické sorbenty a také povrchy plastovych,
sklenénych nadob a kapilar, je doporuceno pouzivat pro zjisténi experimentalniho vytézku extrakce
vhodny polyaminovy vnitini standard, kterym je obvykle 1,6-diaminohexan nebo 1,7-
diaminoheptan, které se pfirozen¢ nevyskytuji.



Kromeé alifatickych polyamint se v rostlinach vyskytuji dalsi 2 vyznamné skupiny latek aminovych
latek — aromatické polyaminy a alifatické monoaminy, jejichZ vyznam a analyza nejsou pfedmétem
této ulohy.

Purifikace extrakti

U nékterych vzorkdh mize byt vhodné pied vlastni analyzou provést chromatografickou
purifikaci extraktu . Obvyklym postupem je pouziti silného katexu, vymyti kyselych a neutralnich
latek vodou a postupné eluce skupin amini pomoci 1-6N HCIL. Obdobné 1ze aplikovat silny anex a
eluci roztokem NaOH, coz muze byt vyhodou pfi nasledném pouziti derivatizaéni metody
v alkalickém prostfedi. Modern¢j$i metodou je tzv. extrakce na pevné fazi, kterd je pouziva
pfipravené komercni minikolonky se silnym katexem nebo reverzni fazi na vysoce odolném
polymernim nosi¢i, které¢ umoziiuji rychlé a efektivni déleni smési latek na zakladég jejich polarity a
acidobazickych vlastnost

Piimé stanoveni PA

Piimé stanoveni volnych PA bez pfipravy vhodnych derivatii predstavovalo do nedavné
doby obtizné feSitelny experimentalni ofisek. Polyaminy neabsorbuji v rozsahu UV-VIS a nelze je
detekovat obvyklymi typy spektrofotometrickych nebo fluorometrickych detektorii. Nové moznosti
prinesla dostupnost elektrochemickych detektori pracujicich na principu pulsni amperometrické
detekce, ty vSak nejsou v praxi pfili§ rozSifeny a zatim byly vétSinou aplikovany na vzorky
z zivocisnych tkani. Teoreticky lze vhodné detekovat polyaminy chromatografickymi analyzami
spojenymi s hmotnostni detekci, ovSem diky vysoké polarité a bazicité a vyplivajici nulové retenci
na reverzni fazi nelze pouzit typické upotadani LC-MS s ionizaci elektrosprejem. Efektivné Ize
volné PA rozdélit na koloné katexu, pouzité anorganické pufry ale opét nejsou kompatibilni
s vétSinou hmotnostnich spektrometri. Velmi slibné je v tomto sméru pouziti metody kapilarni
elektroforézy s hmotnostni detekci.
Historicky Siroce pouzivanou a osvédcenou metodou pro kvalitativni a semikvantitativni stanoveni
PA patifi chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Obvyklé provedeni TLC polyaminii na
silikagelovych deskach zahrnuje pouziti silné¢ bazické organické mobilni faze (napf. aceton-
amoniak 4:1), ktera zarucuje urcitou pohyblivost Spd, Spm a vysSich PA pftes jejich velice silnou
vazbu na kyselé skupiny silikagelu. Skupiny polyaminti mohou poté byt detekovany specifickymi
detek¢nimi €inidly — napf. primarni aminoskupiny ninhydrinem, sekundarni nitroprussidem sodnym
a terciarni Dragendorffovym ¢inidlem.

Stanoveni derivatia PA
V zévislosti na sledovaném analytu, typu vorku, dostupném pfistrojovém vybaveni a cenové
narocnosti je mozno vybrat si z celé fady metod pouzivajicich chemickou derivatizaci primarni
nebo sekundarni aminoskupiny polyaminti.
Mezi nej€astéji pouzivanymi derivaty PA lze vyc¢lenit 3 vyznamné skupiny:

a) volatilni derivaty pro GC-MS — napf. heptafluorobutylderivaty polyamini ...

b) fluorescencni derivaty — napt. derivatizace dansylchloridem, o-ftaldehydem ...

¢) derivaty absorbujici v UV-VIS — napt. derivatizace benzoylchloridem, dabsylchloridem ..

Ptipravené derivaty lze poté analyzovat celou fadou chromatografickych a lektroforetickych
metod, znichZz nejvétsiho praktického pouziti dosdhly tenkovrstvda (TLC) a vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC). TLC je vhodn4 metoda pro rychlé a na pfistrojové vybaveni
kvalitativni a semikvatitativni stanoveni polyaminli. Fluroescencni derivaty PA Ize vhodnou
mobilni fazi na tenké vrstvé rozdélit a poté pii osviceni UV lampou vyhodnotit obsah pomoci
digitalni kamery a pfisluSného softwaru densitometricky. Metoda HPLC je daleko citlivejsi
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(zejména pii pouziti fluorescenénich derivati PA), pfesnéjSivy a robustnéjsi, ale také vyzaduje
drahé pfistrojové vybaveni a vySkoleny personal.

Ve cviceni pouzitd metoda stanoveni benzoylderivatl je jednou ve vyzkumné i analytické
praxe z nejCastéji pouzivanych. Vyuziva reakci primarnich aminoskupin poylaminl
s benzoylchloridem v alkalické prostfedi. Vysledné benzoylderivaty absorbuji v UV oblasti
s maximy pifi 224 a 254 nm. Pro stanoveni se obvykle pouziva detekce pii 254nm, kde méné
absorbuji vedlejsi produkty benzoyla¢ni reakce methylbenzoat a benzanhydrid. Pti reakci také
vznika kys. benzoovd, kterd se do roganické faze extrahuje v zanedbatelném mnozstvi, ale mize
opét vznikat hydrolyzou po rozpusténi odpatenych eterickych extraktti v mobilni fazi pro HPLC.

Material a chemikalie

Dilezité upozornéni: Metoda HPLC je narocna na cistotu pouzitych chemikalii po strance
chemické (necistoty interferuji s detekci analyti na detektoru HPLC) a fyzikalni (mechanické
castice mohou zpiisobit poskozeni nebo ucpani jemnych poriu staciondrni faze kolony). Proto je

k pripravé cinidel a mobilnich fazich nutno vzdy pouZivat specidlni chemikalie oznacované stupném
cistoty ,,HPLC grade “,pripadné ,, HPLC Gradient grade. Vodu a vodné roztoky soli je zcela
bezpodminecné pripravit pouze z deionizované vody a bezprostiedné pred pouzitim prefiltrovat
40um filtrem Millipore.

Standardy polyamini
Dap, Put, Kad, Spd, Spm, Dahx — vS§echny 1mM roztoky v deionizované vodé

Benzoylac¢ni ¢inidlo (pfipravuje se vzdy Cerstvé)
100 ul benzoylchloridu + 100 pl methanolu pro HPLC

Nasyceny roztok NaCl -pfipraven v zasobni lahvi (cca 357g/1)

2M NaOH- pfipraven v zasobni lahvi

5% Kkys. trichloroctova (TCA) — pfiprava rozpusténim 1,0 g krystalické TCA ve 20 ml H,O
Diethylether — pracujeme vzdy v digestofi. Vypocitiné mnozstvi potfebné pro extrakci vSech
vzorkl si odlejeme ze zasobni 1dhve do kadinky a z té pipetujeme do plastovych zkumavek.

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 ul

HPLC kolona - Supelco C18 (5um), 250 x 4.6 ID mm

Mobilni faze - MeOH (Cistota HPLC), deionizovana voda - piefiltrovana na 40 um Millipore
filtru

Postup

Cast 1 — Priprava standardii a vzorki

1. Extrakce polyamint kyselinou trichloroctovou — OdvaZeny vzorek rostlinné tkané
homogenizujeme v 10ml plastové zkumavce s Cerstve pripravenou S%TCA, v poméru cca 4ml
TCA na 1g rostlinné tkané. Po skonceni homogenizaéni nastavec diikladné ocistime
destilovanou vodou!

2. Homogenizované vzorky déle extrahujeme sonikaci 2 min na ultrazvukové lazni.

3. Homogenat pteneseme do 1,5ml eppendorfek a centrifugujeme Smin na 12000 rpm (stolni
chlazena centrifuga v laboratoti 515).

4. Derivatizace polyamind — Do ¢isté plastové 10ml zkumavce se Sroubovaci uzavérem
napipetujeme:
- blank: Iml 5% TCA jako slepy vzorek




standardy: 100ul polyaminového standardu a 900ul 5% roztoku TCA
Iml supernatantu rostlinného extraktu a 100ul standardu Dahx jako vnitini standard

Do vsech zkumavek pfidaime 2ml 2M NaOH a 10ul ¢erstvé pripraveného benzoyla¢niho €inidla,
thned dikladné promichame (3x10s vortex) a nechat stat 30min pfi laboratorni teplot¢.
5. Extrakce benzoylderivati — do kazdé zkumavky k reakéni smési pfidime 2ml nasyceného

roztoku NaCl a 2ml diethyletheru, promichame (3 x 10s vortex) a centrifugujeme 10min pfi
4.000xg (centrifuga Rotanta v ptipravce) pii laboratorni teploté pro odd¢leni etherové a vodné
VIStvy.

6. Opatrné¢ odebereme 1.5 ml horni etherové vrstvy do 1,5ml eppendorfky. Etherovou frakci
nechame odpafit v digestofi ve vyhiivacim bloku pti 45°C. Takto pfipravené benzoylderivaty
jsou pfi uloZeni ve tmé a chladu stalé fadove tydny.

Cist 2 - HPLC analyza

1.

10.

11.

Priprava vzorku - k odparku benzoylovanych polyamint pfidame 100ul pouzité mobilni
faze pro HPLC (55% MeOH), sonikujeme 10min v polystyrenovém plovacku na
ultrazvukové lazni a centrifugujeme Smin na 12.000 rpm (stolnicentrifuga v laboratofi mol.
biologie)

Priprava 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 pokyni vedouciho proplachneme hadicky (pozice trojcestného ventilu
»Prime Lines®) a pisty (pozice trojcestného ventilu ,,Prime Pumps*) pump A a B a poté
pumpy proplachneme kazdou Imin pfi priutoku 10ml/min (ventil v pozici ,,Operate®).
Nastavime sloZeni mobilni faze na 55%, uzavieme odpadni ventil a bez zapojené HPLC
kolony prutokem Sml/min proplachneme detektorovou celu.

Nastavime pratok na 0,5ml/min a zapojime pouZitou HPLC kolonu — pozor na zapojeni ve
spravném sméru, naznaceném graficky Sipkou na téle kolony!

Kolonu nechdme proplachnout po dobu 10min. Spravnou funkci kolony a vystup signalu
detektoru zkontrolujeme pomoci funkce ,,Preview*.

Otevieme uloZenou metodu ,,C18benzo.met* s parametry pritok 0,8ml/min, vychozi slozeni
mobilni faze 55% MeOH, gradient z 55% na 65% od 5:00min do 10:00 min a zpét gradient
na 55% od 15 do 17min, konec analyza ve 20min.

Spustime analyzu tladitkem ,,Single Run* a v dialogovém okné zaddme metodu a nazev
souboru pro ulozeni dat, pfipadn¢ doplnime popis experimentalnich podminek a pozndmky
v ,,Description*

Otocime injekéni ventil do polohy ,,Load* (nahote), pomoci Hamiltonovy stfikacky

s tupym koncem nastiikneme do smycky o objemu 20ul objem cca 50 pl vzorku (pro
dosazeni dokonalého naplnéni kapilary vzorkem) a oto¢enim ventilu doli do polohy ,,Inject
spustime vlastni analyzu.

Po skonc¢eni béhu HPLC provedeme analyzu chromatogramu pii vinové délce 254nm
tlacitkem ,,Analyze* a odecteme hodnoty retenéniho €asu a plochy chromatografickych
pikt.

Provedeme postupné analyzu standardt a vzorki nésttikem 20ul roztoku ptislusného
benzoylovaného polyaminu v pouzité mobilni fazi.
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1) Provedem analyzu a srovnanim reten¢nich ¢ast chromatografickych piki pii vinové délce
254nm identifikujeme polyaminy ve vzorku rostlinné tkang.

2) Vypocitame hodnotu koncentrace polyamind nalezenych ve vzorku metodou 1-bodové
kalibrace srovnanim ploch pfislusnych chromatografickych piki.
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14. Stanoveni nizkomolekularnich a proteinovych S-nitrosothioli
v rostlinnych extraktech

Teoreticky uvod

Oxid dusnaty ptisobi jako signdlni molekula prostfednictvim cGMP-dependentnich a
cGMP-independentnich drah. Ovliviiovani funkce proteinti pomoci S-nitrosace piedstavuje
dilezity mechanismus nezavisly na cGMP. S-Nitrosace je zahrnuta v buné¢né signalizaci i
patologii, S-nitrosothioly velkou mérou zprostiedkovavaji jak fyziologické, tak
patofyziologické u€inky NO. S-Nitrosace je reakce probihajici bez enzymové katalyzy. Jedna
se o reversibilni kovalentni vazbu —NO skupiny na —SH skupinu cysteinu v cilovém proteinu
(Hoffmann et. al., 2003). Na S-nitrosaci se podili exogenni donory NO, inducibilni i
konstitutivni formy NOS (Gow et. al., 2002).

S-Nitrosace cysteinu v proteinu byla poprvé popsana v roce 1992 na
S-nitrosoalbuminu (NO-BSA) cirkulujicim v krvi jako hlavni transportni forma NO (Stamler
et. al., 1992). Od té doby byla v biologickych systémech objevena fada proteint podléhajicich
S-nitrosaci; jejich pocet stoupd v souvislosti s rozvojem novych a citlivéjSich metod pro
jejich detekci. S-Nitrosothioly vznikaji bud’ reakci donoru nitrosylu (NO") s volnym thiolem
(Obr. 4), nebo transnitrosylacni reakci mezi S-nitrosothiolem a aminokyselinou, peptidem ¢i
proteinem s volnou thiolovou skupinou (Akhter et. al., 2003). S-Nitrosace predstavuje
komplikovanéj$i chemicky proces, u kterého 1ze predpokladat vice mechanismii. Pii pH 7 NO
sam od sebe s thioly za vzniku S-nitrosothioli nereaguje. Na zaklad¢é S-nitrosace pozorované
v ptitomnosti kysliku Ize ptedpokladat, Ze probiha prostfednictvim tvorby oxidi dusiku, napf.
N>O3 a NyO4, dimeru NO,. Nejcastéji uvazovany mechanismus lze popsat nasledujicimi
rovnicemi (18-21; R — alkyl; Kharitonov et. al., 1995):

(1) 2NO+0;—2NO,

(2) NO + NO; — N,0O3

(3) N203 + Hzo — 2 HN02

(4)  N;O3+RSH — RS-NO + HNO;

Oxid dusnaty je v pfitomnosti kysliku oxidovan za vzniku NO, (18), ktery reaguje
s dals$i molekulou NO (19). Vznikajici N,Oj3 rychle podléha hydrolyze (20), ale mtze byt také
donorem NO pro —SH skupinu (21). Takto mohou byt S-nitrosylovany thioly, napf.
cysteinova residua sérového albuminu a glutathionu, za vzniku S-nitrosothiolti (Akhter et. al.,
2003). Rychlost-urcujicim krokem u tohoto mechanismu je reakce NO s kyslikem a tvorba
nitrosa¢nich Cinitell (Kharitonov et. al., 1995).

S-Nitrosothioly mohou dale vznikat reakci thiolu s NO™ (Boese et. al., 1995), ktery se
uvolni z dinitrosyl-Zeleznatych komplexi, nebo reakei thiolu s peroxydusitanem (ONOO';
van der Vliet et. al., 1998), ktery se tvofi pii reakci NO se superoxidem (O5).

Jiny mechanismus, zvazovany za fyziologickych koncentraci NO, lze popsat
nasledujicimi rovnicemi (22-24; Gow et. al., 1997):

(22) RSH+°°NO — RS-'N-O-H

(23) RS—'N-O-H + 0O; — RS-NO + 0,"

24) 0O," +°NO — ONOO

Pfi takto uvazovaném mechanismu NO pfimo reaguje sthiolem za vzniku
radikdlového meziproduktu (22), ktery muize byt v pfitomnosti akceptoru elektronli, napft.
molekularniho kysliku, redukci akceptoru pfeménén na S-nitrosothiol (23). Vznikajici
superoxid reaguje sdal$i molekulou NO za vzniku peroxydusitanu (24). Popsany

&5



mechanismus tvorby S-nitrosothioll probihd i v anaerobnich podminkach za pfitomnosti
akceptoru elektrond, napt. NAD" (Gow et. al., 1997).

Zustava nejasné, ktery zpopsanych mechanisml prevlada in vivo, a za jakych
podminek se tak dé&je. Stejné tak neni zcela objasnéno, ¢im je zplisobena vysokd specifita
S-nitrosace. Obvykle dochézi k S-nitrosaci pouze jednoho cysteinového residua z mnoha
ptitomnych (Derakhshan et. al., 2007).

Ustalena koncentrace S-nitrosylovaného proteinu v bufice je ur€ena mirou S-nitrosace
a denitrosace. S-Nitrosothioly jsou nestabilni a velice snadno podl¢haji neenzymové
degradaci redukénimi Ciniteli pfitomnymi v cytosolu. Je pravdépodobné, Ze neenzymova
denitrosace nasleduje ihned po S-nitrosaci proteinii v redukénim prostiedi cytosolu. Hladina
nékterych S-nitrosothiolli je pfimo regulovana intraceluldrni koncentraci glutathionu
(Clementi et. al., 2008). Kdenitrosaci proteini muze dojit 1 enzymové S-
nitrosoglutathionreduktasou (Liu et. al., 2001) nebo transnitrosa¢ni reakci mezi S-
nitrosylovanym proteinem a thioredoxinem (Mitchell et. al., 2007).

Byla identifikovana 1 mala skupina nezvykle stabilnich S-nitrosothiolli (Paige et. al.,
2008); S-nitrosace v téchto piipadech pravdépodobné vede k takové zméné konformace
proteinu, kterd chrani nitrososkupinu pted ptistupem redukénich Ciniteld.

Provedené studie naznacuji, ze S-nitrosylované proteiny rozdilné stability zastavaji
v signalnich drahach NO odli$né funkce. VéEtSina S-nitrosothioll je nestabilni v pfitomnosti
fyziologické koncentrace glutathionu; mira S-nitrosace téchto proteint je vyssi pfi vysokych
hladinach NO (Paige et. al., 2008). Signalizace je v tomto pfipad¢ pfimo spojena s pribc¢hem
syntézy NO. Mala ¢ast proteinii mize byt S-nitrosylovéana i v pfitomnosti velkého mnozstvi
glutathionu a po inhibici NOS. Takto stabilni S-nitrosylované proteiny dale pfenasi signal
NO; k ukonceni signalizace jsou potieba specifické denitrosacni drahy (Paige et. al., 2008).

Specifita S-nitrosace miZe byt regulovana nékolika faktory; citlivéjsi by viici ni mohly
byt proteiny bohaté na cystein. Dilezity se ukazal byt prostorovy ptivod zdroji NO a jeho cile
v buiice (Mannick et. al., 2001). Pfedpoklada se, Ze NO ndhodné difunduje z mista své
syntézy az do okamziku, kdy se zucastni chemické reakce. SouCasné poznatky ale ukazuji, ze
NO je ¢asto smérovan k pfisluSnym thiolim v proteinu pomoci protein-protein interakce.

1. Prehled metod analyzy S-nitrosothiolt

Pro stanoveni S-nitrosothiolti miize byt pouzita fada metod vyuzivajicich rozdilnych
technik: napt. chemiluminiscenci, spektrofotometrii, fluorimetrii, vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC), hmotnostni spektrometrii (MS), imunochemické a dalsi metody.
Vhodnou volbou metody Ize jak sledovat celkové mnoZstvi S-nitrosothiold, tak rozliSit mezi
S-nitrosylovanymi proteiny a nizkomolekularnimi S-nitrosylovanymi latkami (Giustarini et.
al., 2007).

1.1. Stépeni vazby S-NO

VétsSina metod pro stanoveni S-nitrosothiolit zahrnuje pfeménu S-nitrososkupiny na
dusitan, ptipadné jeji redukci na NO. Mezi nejrozsifenéjSi postupy pro uvolnéni NO
z S-nitrosothiold patii fotolyza a chemickd redukce. Vybér vhodné metody vedouci
k uvolnéni NO z S-nitrosothiolt je velice dilezity, protoZze mozné mechanismy se od sebe
vyznamné odliSuji redukénimi vlastnostmi, coz ma vliv na ucinnost i specifitu zvolené
metody.

Bylo pozorovano, ze fotolyza neni specifickd pro Stépeni vazby S—-NO, ale miize
S-nitrososkupinu uvolnit také z nitrosamint a dinitrosyl-Zeleznatych komplexli, a to miZze
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vést k nadhodnocenym vysledkiim (Alpert et. al., 1997). Fotolyza mlze zpiisobit také redukci
dusi¢nantt na NO v pfitomnosti thiold (Dejam et. al., 2003). Témto problémiim je mozné se
vyhnout, alesponi ¢aste¢n¢, chemickou redukci. Pro chemickou redukci se obvykle vyuziva
trijodidové metody a ¢inidla Cu'/cystein (Cu'/Cys).

Trijodidova metoda spociva ve Stépeni vazby S—NO pomoci I,/I" (Hilliquin et. al.,
1997). Jodovodik (HI), ktery vznika nasledkem pouziti I v kyselém prostiedi, je schopen
redukovat dusitany a poskytuje tak nespecifikované mnozstvi NO. Proto jsou vzorky
pfedbézné upraveny acidifikovanym sulfanilamidem, ktery reakci s dusitanem vytvaii
diazoniovy ion, jenz neni jodovodikem redukovan na NO (Marley et. al., 2000). To zvysSuje
selektivitu této procedury. Jiny zpiisob rozliSeni S-nitrosothiolti od nitrosylovych komplexii
vyuziva Savillovy reakce, kte_r+ou 1ze popsat rovnici (25):

H

25) 2RS-NO —» RS-SR +2 NO

MnozZstvi S-nitrosothioll je pak stanoveno jako rozdil signalu vzorki, ke kterym byl,
resp. nebyl ptidan HgCl, (Yang et. al., 2003).

Stépeni vazby S-NO ¢inidlem Cu’/Cys probih4 pfi neutralnim pH, a tim je zaji§téno,
ze dusitany, dusi¢nany ani jiné oxidy dusiku nejsou detekovany (Fang et. al., 1998). Cystein
transnitrosylaci pfevede vSechny S-nitrosothioly na S-nitrosocystein (Cys-SNO); nasledné je
NO" m&dnym iontem redukovan za vzniku NO a Cu®’, Cu” je regenerovan redukci
cysteinem.

1.2. Spektrofotometricka stanoveni

Kolorimetrické metody pro stanoveni S-nitrosothiolli v biologickych vzorcich nejsou
ptili§ vhodné, protoze jejich limit detekce — pfiblizné 500 nm — je blizky fyziologickym
koncentracim.

Nejjednodussi metodou ke stanoveni S-nitrosothiolil je modifikace Griessovy metody:
v prvnim kroku reakce dusitanu se sulfanilamidem (SULF) v prostiedi o pH < 3 poskytuje
diazoniovy kation; ten v dal§im kroku reaguje s N-(1-naftyl)ethylendiaminem (NED) za
vzniku diazoslouceniny (Obr. 5), kterd vykazuje silnou absorbanci pti 540 nm.
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Obr. 5 Griessova reakce: a) dusitany v kyselém prostiedi reaguji s diazotacnim ¢inidlem,
sulfanilamidem, za vzniku diazoniového kationu; b) diazoniovy kation v dal$im kroku
reaguje s kopulacnim ¢inidlem, NED, za vzniku stabilni azoslouceniny.

Protoze je tato metoda zalozena na detekci dusitanu, jehoz koncentrace v biologickych
tekutinach je mnohem vyssi nez je hladina S-nitrosothiold, pied analyzou S-nitrosothioll je
nutné odstranit dfive ptitomné dusitany (Marley et. al., 2000) — toho lze docilit napf.
ultracentrifugaci, gelovou filtraci nebo redukci dusitanii na N, sulfamatem. Kazdy z postupt
pro odstranéni dusitani vykazuje urCité nedostatky. Materialy, které se pouzivaji pro
ultracentrifugaci, mohou uvoliovat metabolity interferujici s méfenim. Odstranéni dusitanti
sulfamatem musi probihat v kyselém prostiedi, dochazi k protonizaci dusitanu na kyselinu
dusitou, ktera je silnym nitrosyla¢nim ¢inidlem (Marley et. al., 2000). Pfitomnost sulfamatu
muze zpusobit pfili§ nizky odhad hladiny S-nitrosothioll, nebot’ miize odstranit i dusitany
vznikajici Stépenim S-nitrosothioldl, tfebaze reakce dusitanu se sulfamatem probiha pomaleji
ve srovnani s reakci dusitanu se sulfanilamidem (Tsikas et. al., 2001). Naopak pfitomnost
kadmia, které lze pouzit pro usnadnéni Stépeni S-nitrosothiolti, miize poskytnout
nadhodnocené vysledky, protoze je schopno redukovat dusi¢nany na dusitany, ¢imz umozni
jejich detekci (Giustarini et. al., 2007).

Detekéni limit této metody se pohybuje v blizkosti 0,2 uM dusitani (Rossi et. al.,
2001; Giustarini et. al., 2004). To ptedstavuje hlavni piekazku, kterd nedovoluje vyuziti
metody pro stanoveni S-nitrosothioll v biologickych vzorcich. Hladina S-nitrosothioli napf.
v lidské plasmé ¢i krvi je mensi nez 0,2 uM (Rossi et. al., 2001).

Jiny mozny zpusob stanoveni S-nitrosothiol spocivd v detekci NO kyselinou
2,2¢-azinobis(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonovou  (ABTS). Oxid dusnaty  pifeméni
v piitomnosti kysliku ABTS na ABTS" (Obr. 6), a to ma za nasledek zvyseni absorbance
v rozmezi 400 az 800 nm (Cook et. al., 1996).
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Obr. 6 Schéma detekce oxidu dusnatého ABTS.

1.3. Fluorimetricka stanoveni

Fluorimetrické metody vyuzivaji schopnosti NO tvofit N-nitrosylované latky;
aromatické diaminy v pfitomnosti kysliku reaguji s NO za vzniku triazoli. Stanoveni
S-nitrosothiold  fluorimetricky vychdzi z diazotacnireakce dusitanu, uvolnéného
z S-nitrosothiolu, s 2,3-diaminonaftalenem (DAN; Marzinzig et. al., 1997). Pfitomné dusitany
jsou pied vlastni analyzou S-nitrosothiol odstranény sulfamatem, néasleduje inkubace vzorku
se sme¢si DAN a HgCl, a poté uprava pH na alkalické hodnoty (11,5 — 12); fluorescence
kone¢ného produktu je v alkalickém prostiedi vyrazné vyssi. Reakei DAN, ktery je relativné
nefluoreskujici, s dusitanem vznika vysoce fluoreskujici sloucenina 2,3-naftotriazol (NAT;
Obr. 7), jejiz fluorescence se méfi pii excitatni vinové délce 365 nm a emisni vlnové délce
405 nm; detek¢ni limit této metody je 20 nM. Fluorimetrické metody, které vyuzivaji této
diazota¢ni reakce, 1ze pouzit pro stanoveni dusitanti, dusi¢nanli a S-nitrosothiold.
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Obr. 7 Mechanismus fluorimetrické detekce: reakci DAN s N-nitrosylacni latkou odvozenou
od NO, napt. dusitanem, vznika fluoreskujici NAT.

Fluorimetrické metody mohou byt ovlivnény stejnymi interferencemi, které jsou
popsany u stanoveni S-nitrosothiolil spektrofotometrickymi metodami (viz. kapitola 5.2.);
nejveétsi problém vtomto piipadé predstavuje nizkda selektivita metod a omezend
reprodukovatelnost experimenti (Giustarini et. al., 2007).

1.4. Chemiluminiscen¢ni stanoveni
Chemiluminiscenéni metody jsou pro stanoveni S-nitrosothiolli nejrozsitenéjsi; jejich
pouZzitelnost spo¢ivd pfedevS§im v nizkém limitu detekce. Pfistroje  detekujici
chemiluminiscenci vyuzivaji stejného zakladu; mechanismus Ize popsat rovnici (26):
(26) O3;+NO ——> 0, +NO,, ——> NO, +hv

NO reaguje s ozonem za vzniku excitovaného oxidu dusicitého (NOz*). Excitované
molekuly NO, pfi navratu do zékladniho stavu uvolni prebytetnou energii emisi svétla.
Vinova délka emitovaného svétla lezi v Cervené a infracervené oblasti spektra (640 — 3000
nm); intenzita chemiluminiscence je pfimo umérna koncentraci NO.

K reakci dochazi v plynné fazi a je nezbytné, aby byly oba reaktanty smiseny ve
stejném poméru; nadbytek jednoho z nich zpisobuje tlumeni luminiscence (Sexton et. al.,
1994). Citlivost piistroje pro detekci luminiscence je vyznamné ovlivnéna dvéma okolnostmi:
umérnym smisenim meéfen¢ho toku plynu a ozonu a ucinnosti fotondsobice pouzitého
k méfeni emitovaného svétla. Pfi méfeni NO a jeho metaboliti v kapalnych vzorcich je
dilezitym faktorem mira, s jakou je NO uvoliovan do plynné faze — vyhodou je jeho nizka
rozpustnost (pfiblizné¢ 2 mM pii1 20°C), a jak suchy mtize byt udrzovan plynny proud. Pro
uvolnéni NO z S-nitrosothiold se v chemiluminiscencni analyze nej¢astéji vyuziva trijodidové
metody (Hilliquin et. al., 1997). Moznosti, jak rozstépit vazbu S—NO, aby se uvolnil NO,
existuje nekolik, ve vSech piipadech je nezbytnd pfitomnost proudu inertniho plynu, ktery
uvolnény NO odvede do chemiluminiscen¢niho analyzatoru (Gow et. al., 2007; Giustarini
et. al., 2007).

1.5. HPLC-MS

Pro detekci S-nitrosothioldt HPLC se casto vyuzivd mobilni faze kyselého pH;
v takovém prostifedi a v pfitomnosti thioll a dusitanii dochazi k rychlé a znacné tvorbé
S-nitrosothiold. Pfi analyze S-nitrosothioli v biologickych vzorcich, kterd probiha v kyselém
prostiedi, se tvorbé S-nitrosothiolti pfedchazi obvykle redukci dusitanti na N, sulfamatem
amonnym (Kluge et. al., 1997). Protoze tato reakce probihd v kyselém prostiedi, umély vznik
S-nitrosothioli nemuze byt vyloucen.

Aby se predeslo moznym interferencim v dasledku kyselého pH, byla pro stanoveni
S-nitrosoglutathionu popsana metoda iontove-paroveé HPLC s vyuzitim
tetrabutylamoniumhydrogensulfatu, kterd umoziuje analyzu S-nitrosothiolti pfi neutrdlnim ¢i
mirn¢ alkalickém pH 1 v pfitomnosti velkého mnozstvi glutathionu a dusitanii (Tsikas et. al.,
2001); vprosttedi o tomto pH nedochdzi kreakci glutathionu s dusitany za vzniku
S-nitrosoglutathionu.

Touto metodou se zaroven prokédzalo, Ze odstranéni dusitani sulfamatem neni
kompletni navzdory jeho aplikaci ve vysoké koncentraci (Tsikas et. al., 2001). Tim se
zdiraznila potieba neutralniho pH pro analyzu S-nitrosothiolt.
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2. Prehled metod analyzy S-nitrosylovanych proteini

Detekce konkrétnich S-nitrosylovanych proteint se zaklad4 na nepiimych metodach,
protoze S-nitrososkupinu neni mozné oznacit radioaktivné a pro piimou detekci neexistuji
spolehlivé protilatky (Kettenhofen et. al., 2008). V soucasné¢ dobé v pouzivanych metodach
dochazi k nahrazeni —-NO skupiny znackou, ktera je dalSim postupem detekovana (Jaffrey
et. al., 2001; Han et. al., 2008).

V nedavné dob¢ byla popsana redukcni ligace probihajici cilené na S—-NO skupiné
(Obr. 8; Wang & Xian, 2008). Reakce S-nitrosothiolu s trifenylfosfinem dava vznik azaylidu,
ktery mtze byt nasledn¢ izolovan.

- SR
a

Obr. 8 Schéma tvorby azaylidu z S-nitrosothiolu a trifenylfosfinu (upraveno podle Wang &
Xian, 2008).

Jedna se ziejmé o prvni metodu, kterd umoziuje preménu S—NO skupin na stabilni
produkt v jednom kroku. Pfedpoklada se, ze s vyuzitim této reakce mize byt navrzena nova
metoda pro detekci S-nitrosothiolid v biologickych systémech.

2.1. Biotin-switch metoda
Pro detekci S-nitrosylovanych proteinlt lze vyuzit specifického oznaceni
S-nitrosylovaného cysteinu biotinem (Jaffrey et. al., 2001). Pfevedeni S-nitrosylovanych
cysteinll na biotinylované cysteiny se déje ve tiech krocich (Obr. 9; Jaffrey et. al., 2001).
Proteiny oznacené biotinem je mozno detekovat imunoblottingem a purifikovat afinitni
chromatografii s avidinem.
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Obr. 9 Schéma modifikace S-nitrosylovanych proteinti Biotin-switch metodou (upraveno
podle Jaffrey et. al., 2001).

V prvnim kroku je nutno zablokovat volné —SH skupiny proteinu, resp. smési
proteint, methylmethanthiosulfondtem (MMTS), c¢inidlem specifickym pro thioly. Tomu
pfedchazi rozbaleni struktury proteinu dodecylsiranem sodnym (SDS), aby mél MMTS
zajistén pristup 1 ke skrytym —SH skupinam. Nadbytek MMTS se odstrani odsolenim vzorku
na kolonce nebo srdzenim acetonem, aby pfi dalSim postupu nedochazelo ke kompetici o
volné —SH skupiny. Nasleduje redukce vazeb S—NO askorbatem za vzniku —SH skupiny
(Singh et. al.,, 1996). Nové vytvorené¢ thioly v poslednim kroku reaguji s N-[6-
(biotinamido)hexyl]-3-(2-pyridyldithio)propionamidem (biotin-HPDP; Obr. 10), a tak dojde
k specifickému oznaceni cysteinovych residui, kterd byla ptivodné S-nitrosylovana.

O]
H
\7—N
\ O HN
| NH
N/ S/S\/\H/ \/\/\/\NH S

(@]
Obr. 10 Biotin-HPDP

Blokace volnych —SH skupin proteinu miize byt nekompletni, a tak se mohou objevit
falesn¢ pozitivni vysledky. Kinetika redukce S-nitrosothiolt askorbatem je pomald, navic
muze dojit 1 k redukci disulfidovych mustkil (Kettenhofen et. al., 2008). Askorbat sodny je
sam o sob¢ velice slabym redukénim ¢inidlem S-nitrosothiolli, aby doslo k fadnému oznaceni
proteinu biotinem, je zapotfebi uzit vyrazné¢ vetsi mnozstvi askorbatu, nez je v pivodné
popisované metodé. Dale bylo zjisténo, ze redukce askorbatem je vyS$i v pritomnosti
kovovych iontd, napf. m&di (Wang et. al., 2008). Role askorbatu potom spociva v redukci
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médnatych iontli na médné (27), které pak redukuji S-nitrosothioly za vzniku thiolu, NO a
médnatych iontd (28):

(27) askorbat + Cu*" — askorbyl + Cu”

(28) RS-NO + Cu" — RSH + NO + Cu**

2.2. AMCA-switch metoda
AMCA-switch metoda (Han et. al., 2008) vsobé zahrnuje shodné kroky jako
biotin-switch metoda (Obr. 11): blokace volnych —SH skupin proteinu, redukce vazeb S—-NO
askorbatem a oznaceni nové vytvofenych —SH skupin. Thioly vytvofené po redukci
askorbatem se, na rozdil od biotin-switch metody, znaéi fluorescenéné¢ N-[6,7-(amino-4-
methylcumarin-3-acetamido)hexyl]-3°-(2‘-pyridyldithio)propionamidem (AMCA-HPDP;
Obr. 12).

I
— H;,C—S——S—CH —
S —SH Sl 3 = — S-S CH,4
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Obr. 11 Schéma modifikace S-nitrosylovanych proteint AMCA-switch metodou (upraveno
podle Han et. al., 2008).

Nejvyhodnéjsi pomér S-nitrosothioli ku AMCA-HPDP byl stanoven jako 1:2.
S-Nitrosylované proteiny jsou vizualizovany vystavenim UV zafeni, po kterém AMCA
emituje vinové délky 440 — 460 nm. Ve srovnani s metodou vyuzivajici znaceni biotinem je
metoda AMCA-switch rychlej$i, protoze neobsahuje krok detekce imunoblottingem a
proteiny mohou byt vizualizovany piimo v gelu po elektroforese, a predchazi interferencim ze
strany endogenné biotinylovanych proteint, napt. pyruvatkarboxylasy (EC 6.4.1.1). Neftesi
vSak mozné problémy spojené s nedostate¢nou blokaci volnych —SH skupin a s redukci
askorbatem, jak je popsano v kapitole 6.1.

AMCA-switch metoda ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii s vyuzitim
kapalinové chromatografie (LC-MS/MS) umoziiuje urceni piesné pozice modifikovaného
S-nitrosocysteinu. Proteiny jsou rozdéleny neredukujici SDS-PAGE elektroforesou,
jednotlivé bandy se z gelu vyfiznou a proteiny v nich obsazené jsou Stépeny trypsinem.
Znaceni AMCA-HPDP je mozné vyuzit 1 pro sledovani S-nitrosylovanych proteinti in situ
(Han et. al., 2008)

93



N/ S/S\/\[(NH\/\/\/\NH
o] CHj
Obr. 12 AMCA-HPDP

2.3. CyDye-switch metoda

CyDye-switch metoda (Kettenhofen et. al., 2008) vznikla modifikaci biotin-switch
metody; umoziiuje urcit rozdil v modifikaci proteinu vystaveného resp. nevystavené¢ho
donorim NO (Obr. 13). Jako znacek se vyuziva fluorescen¢nich cyaninovych barviv (CyDye)
aktivovanych maleimidem. Tato barviva tvofi s thiolovymi skupinami proteint pii pH 7
slouceniny, které nejsou redukovany redukénimi CcCinidly bézné¢ pouzivanymi pfi
elektroforesach.

Pii CyDye-switch metod¢ je experimentalni vzorek vystaven donoru NO a od této faze
prochazi spolu s kontrolnim vzorkem stejnym procesem srozdilem v pouZziti jiné
fluorescenéni znacky. V prvnim kroku postupu dochazi k zablokovani volnych —SH skupin
N-ethylmaleimidem (NEM); ty, které blokaci uniknou, budou v poslednim kroku u
experimentalniho i kontrolniho vzorku oznaceny. Nasleduje redukce S-nitrososkupin na —SH
skupiny pomoci askorbatu a siranu méd’natého; dojde-li k redukci i jinych —NO skupin na —
SH, budou v poslednim kroku také oznaceny. Posledni c¢asti postupu je navazani
fluorescencnich znafek na —SH skupiny nové vytvoiené v pfedchozim kroku; kontrolni a
experimentalni vzorky jsou oznaceny jinym CyDye.

i —SH . oS {_sx I S ol — (i
S EE=9)—8  blokace volnych S Oy _'?' redukee a A= ==)—5
HS— s -SH skupin ~ gyg— —8 oznaceni CyDye A—g— r :I)
vystaveni
donoru NO

Sl ‘iﬂ_ SH ‘ff_‘ CEQﬂ —SX P
.l_‘ B — —S-NO blokace VOln}”Ch |_‘ oL —5-NO redukce a B];: 2_ — % —8 —B
5 o) — ? -SH skupin 5 =7 ) — fla‘- oznaceni CyDye : —) — ,I‘
HS— -5 HS— -5 B—S— -5

Obr. 13 Schéma stanoveni S-nitrosylovanych proteinti CyDye-switch metodou. Zablokované
—SH skupiny jsou v ndkresu oznaceny jako —SX; kontrolni a experimentalni vzorky jsou
oznaceny rozdilnymi CyDye, v ndkresu oznaceno pismeny A, B (upraveno podle
Kettenhofen et. al., 2008).

Kontrolni a experimentalni vzorky jsou po oznaceni CyDye smiseny tak, aby ve
vysledné smeési byly proteiny zobou ze vzorkli pfitomny v poméru 1:1. Proteiny se
elektroforeticky rozd€li a mohou byt vizualizovany pifimo v gelu; gel je sniman dvakrat,
vyhodnoti se fluorescence odpovidajici prvnimu a druhému CyDye. Rozdil fluorescen¢nich
signalli odpovida modifikacim vyvolanym donorem NO (Kettenhofen et. al., 2008).
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CyDye-switch metodu Ize vyuzit v proteomickych studiich ve spojeni
s dvoudimenziondlni elektroforesou (2D-elektroforesou). Detergenty s SDS, které se
pouzivaji béhem postupu znaceni CyDye, musi byt nahrazeny pufry, které nijak neinterferuji
s isoelektrickou fokusaci, jenz je soucasti 2D-elektroforesy.

Santhanam et. al. publikovali analogicky postup detekce S-nitrosylovanych proteinti
oznacenim CyDye sndzvem metody S-FLOS.. K blokaci volnych —SH skupin pouzili
MMTS; redukci provedli askorbatem (Santhanam et., al., 2008).

2.4. Imunochemické metody
S-Nitrosylované proteiny je mozné detekovat imunochemickymi metodami, které
vyuzivaji protilatky proti S-nitrosocysteinu. Byly izolovany monoklondlni i1 polyklonalni
protilatky; anti-S-nitrosocystein s redukovanym cysteinem nereaguje (Gow et. al., 2002).

2.4.1. Detekce na Western blotu

Detekce S-nitrosylovanych proteini na Western blotu miiZze nasledovat po jejich
oznaceni biotinem; daji se pfimo pouzit také protilatky proti S-nitrosocysteinu. Proteiny jsou
rozdéleny SDS-PAGE elektroforesou a pieblotovany na nitrocelulosovou membranu.
Membrany jsou inkubovany s protilatkou proti S-nitrosocysteinu a S-nitrosylované proteiny
jsou vizualizovany s vyuzitim sekundéarni protilatky znacené peroxidasou.

2.4.2. Imunohistochemie

Protilatky proti S-nitrosocysteinu lze pouzit pro imunohistochemickou detekci
S-nitrosylovanych proteinii (Gow et. al., 2002). Jejich pouziti se nijak zdsadné nelisi od
pouzivani jinych protilatek pti imunohistochemickych detekcich, je vSak nezbytna pozitivni a
negativni kontrola. Pro pozitivni kontrolu se pouZzivd chemickd S-nitrosace piidavkem
dusitanu v 0,4 M HCI. U negativni kontroly jsou S-NO vazby $tépeny HgCl,. To nebyva
vzdy zcela ucinné, proto je doporuceno pouzit organické slouceniny rtuti.

2.5. Hmotnostni spektrometrie

Metody spojené s hmotnostni spektrometrii (MS) jsou pro analyzu S-nitrosothiolll
podstatné predevsim diky jejich selektivité a presnosti. K analyzovani biologickych vzorka se
vyuzivd hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou chromatografii (LC-MS),
plynovou chromatografii (GC-MS) a hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
(ESI-MS). Kazdy ztéchto pfistupli vsobé skryva urcité limity. U GC-MS predstavuje
komplikaci tepelna labilita S-NO skupiny a s tim spojena nestalost S-nitrosothiolii. Vyuziti
LC-MS je znesnadnéno pfitomnosti smési proteinii pii analyze biologickych vzorka
(Giustarini et. al., 2007).

2.5.1. ESI-MS

ESI-MS je moZné vyuZit pro identifikaci a kvantifikaci modifikaci proteind, které jsou
zpisobené jejich vystavenim NO (Mirza et. al., 1995). Labilita vazby RS-NO vyzaduje pii
experimentech pouziti mirnych podminek. ESI-MS se prokézalo, Ze molekulovda hmotnost
peptidu/proteinu obsahujicitho jedno cysteinové residuum po modifikaci NO se lisi od
molekulové hmotnosti vychoziho peptidu/proteinu o 29 Da. To odpovida navazani skupiny —
NO (30 Da) za soucasné substituce vodikového atomu (1 Da). Na hormonu somatostatinu,
ktery obsahuje dvé cysteinova residua, se ukdzalo, Ze tvorba S-nitrosothiolt zéavisi na
koncentraci nitrosyla¢niho cinidla; tuto zavislost lze sledovat pomoci ESI-MS. ESI-MS
umoznuje analyzu velmi malého mnozstvi biologického vzorku (Mirza et. al., 1995).
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2.5.2. LC-MS

LC-MS metody mohou detekovat S-nitrosothioly bez jejich derivatizace, nicméné
nékteré jsou omezeny na detekci nizkomolekuldrnich  S-nitrosothiolti, napf.
S-nitrosoglutathionu, takze nenachazi Siroké wuplatnéni v analyze S-nitrosothiola
v biologickych vzorcich (Giustarini et. al., 2007).

2.53. GC-MS

GC-MS metoda pro detekci S-nitrosothioli (Obr. 14) byla popséna pro analyzu
S-nitrosylovaného albuminu, ktery pfedstavuje nejpocetnéjsi formu transportu NO u lidi.
S-Nitrososkupina S-nitrosothiolti je pfevedena na dusitan Stépenim HgCl, (Tsikas et. al.,
1999) nebo je vyuzitim ¢inidla Cu’/Cys prevedena na cystein za vzniku S-nitrosocysteinu, ze
kterého nasledné Cu’ odstépi NO za vzniku dusitanu (Tsikas et. al., 2002); uvolnéné dusitany
jsou derivatizovany pentafluorobenzylbromidem (PFB-Br), substitu¢ni reakce dava vznik
nitro-PFB, ktery mlze byt analyzovan GC-MS. Jako standard byva pouzivan
S-["*N]nitrosoalbumin, ktery prochazi celym analytickym procesem stejné jako vzorek.
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Obr. 14 Schéma stanoveni S-nitrosoalbuminu (ve schématu oznacen R-S-N-O) GC-MS analyzou:
(1) S-nitrososkupina je Stépena rtutnatymi ionty; (2) uvolnéné dusitany jsou derivatizovany PFB-
Br; (3) PFB-NO,/PFB-""NO; jsou separovany GC, ionizovany na
NO,/"°NO, a MS rozdéleny podle poméru m/z (upraveno podle Tsikas et. al., 2002).

3. Stanoveni nizkomolekularni S-nitrosothiold Savillovou metodou

Princip metody: Metoda je zaloZena na uvolnéni NO+ z S-nitrosothioll za katalyzu rtutnatymi
solemi, vznikly dusitan je detekovan tvorbou diazoniové soli v kys.prostfedi a naslednou kopulaci

s N-(1-naftyletylen)diaminem za tvorby azobarviva. Detekcni limit metody je cca 500nM S-
nitrosothiold, linearna kalibrace metody je obvykle v oblasti cca 10-100pM NO,

Upozornéni: odpad obsahujici rtut je nutno likvidovat jako nebezpecny odpad do prislusné nadoby!

Zasobni chemikalie :
Cinidlo A 3,5 % sulfanilamid v 0,5M HCI
Cinidlo B

3,5 % sulfanilamid v 0,5M HC + 1 % HgCl,

¢inidlo NED 0,1% N-(1-naftyletylen)diamin - v deion. H>O — rozpustit, zfiltrovat
(roztoky Griess A a Griess B jsou stalé cca mésice ve tmé pii 4°C)

Standardy NaNO;:

- Cerstvé sady standardi v eppendorfkach o koncentraci 10-500 uM se ptipravuji z Cerstveé

ptipraveného zasobniho 1mM roztoku

Standard SNG

- komer¢ni SNG pfipraveny tésn¢ pied pouzitim v koncentraci 0,1 - 0,5-1-5-10 pM v 0,5M

HCI + srovnat s nasim preparatem Sirova a spol.

Deproteinizace vzorku:
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- filtrace Centricon
Postup:

A) Méreni v kyveté:

- pipetovat 50 pl standardu nebo vzorku (blank = puftr pro vzorky nebo 0,5M HCI pro standard)
- ptidat 1950ul ¢inidla A nebo B

- inkubovat Smin pfi lab. teploté

- ptidat 1ml ¢inidla NED

- inkubovat Smin pfi lab. teploté

- zméfit Abs pti 540nm oproti blanku

B) Méreni na destickach v readru:

- pipetovat 5 pl standardu nebo vzorku (blank = pufr pro vzorky nebo 0,5M HCI pro standard)
- pridat 195pl ¢inidla A nebo B

- inkubovat Smin pfi lab. teploté

- ptidat 100yul ¢inidla NED

- inkubovat Smin pfi lab. teploté

- zméfit Abs pti 540nm oproti blanku

Literatura:
Moore KP and Mani AR (2002), Meth Enzymol 359, 256-268, upraveno podle Gow 2007, J
Chromat B 851, 140-151)
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina

BAP benzylaminopurin

cPTIO 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxid
CAT katalasa

DAF-2 DA 4,5-diaminofluorescein diacetat
DAF-FM DA 4-amino-5methylamino-2’,7 -difluorofluorescein diacetat

DCHBS kyselina 3,5-dichloro-2-hydroxybenzensulfonova
DMSO dimethylsulfoxid

DTT dithiotreitol

EDTA kyselina ethylendiaminotetraoctova

FAD flavinadenindinukleotid

FDA fluorescein diacetat

FMN flavinadeninmononukleotid

FW hmotnost Cerstvého rostlinného materialu
H,DCF DA 2,7- dichlorodihydrofluorescein diacetat

H4B tetrahydrobiopterin

HR hypersenzitivni reakce

hpi hodin po inokulaci

hps hodin po (vystaveni) stresu

IBA indolylmaselna kyselina

L-NAME NG-nitro-L-argininmethyl ester

LCM1 tekuté kultivaéni médium 1

metHb/oxyHb methemoglobin/oxyhemoglobin

MES 2-(N-morfolino)ethanolsulfonova kyselina

MS médium  Murashige a Skoog médium

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
NAA naftyloctova kyselina

NADPH redukovand forma fosfonikotinamidadenindinukleotidu
NED N-(1-naftylethylen)diaminem

NiNOR nitrit:NO reduktasa

NO oxid dusnaty

NOS NO-synthasa

NR nitratreduktasa

PM plazmatickd membrana

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid

POX peroxidasa

PTIO 2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid
PVPP polyvinylpolypyrrolidon

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

SOD superoxiddismutasa

UV zafeni ultrafialové zafeni

WT plany druh (,,wild-type”)
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PRISTROJOVE VYBAVENI

Obr. 19 Pristroje. Digitalni predvazky (A), analytické vahy (B), elektromagneticka michacka
(C), flow-box (D), pH metr (E), homogenizator (F), mikrodesti¢kova tiepacka (G), chlazena
centrifuga (H), mikrodestickovy spektrofotometr (I), svételny a fluorescencni mikroskop
Olympus BX50 s digitalni kamerou (J), vibratom (K), termostaticka skiin (L).
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