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CILE PRACE

Cilem teoretické Casti je vypracovani literarni reSerSe, ktera shrnuje poznatky na témata:

1.
2.
3.

Obranné reakce rostlin - hypersenzitivni reakce, systémové ziskana rezistence
Elicitiny - rozdélenti, klasifikace a t¢inky

Antioxidacni ochrana rostlin - nizkomolekuldrni antioxidanty a antioxidacni
enzymy

Peroxidace lipida

Cile experimentalni ¢asti jsou:

1.

Ptiprava biologického materidlu - prace se suspenzni kulturou tabdkovych bun¢k
(Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi)

Optimalizace  metod  stanoveni  aktivity  antioxida¢nich  enzymu
askorbatperoxidasy (APX), guajakolperoxidasy (GPX), katalasy (CAT)
a glutathionreduktasy (GR) u tabakovych bun¢k

Optimalizace metod stanoveni peroxidace lipidd a antioxidacni kapacity
u tabakovych bun¢k

Studium vlivu aplikace vybranych 6 elicitinii (kryptogein a infestin a jejich
mutantni formy) na aktivitu antioxida¢nich enzymi (APX, GPX, CAT a GR),

hladinu peroxidace lipida a antioxida¢ni kapacity u tabakovych bun¢k



1 UVOD

Rostliny jsou v prubéhu svého zivotniho cyklu vystaveny proménlivym vlivim
zivotniho prostfedi a interakcim s jinymi organismy. Pro své pfeziti jsou nuceny
aktivovat obranné mechanismy. Po interakci rostliny s patogenem je obrannéd reakce
spusténa elicitorem.

Soucasti odpovédi rostlin na stresové podminky je zvySena produkce reaktivnich
forem kysliku (ROS, z anglického reactive oxygen species). ROS byly zpocatku
identifikovany jako vedlejsi produkty aerobniho metabolismu a pozd¢ji byly popsany
jako dulezité signalni molekuly nezbytné jak pro normalni rist a vyvoj rostlin, tak i pro
odpovéd’ rostlin na bioticky a abioticky stres. Mezi hlavni zastupce ROS se fadi
singletovy kyslik, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal a dalsi (Tab. 1).

Vysoka hladina ROS v bunce vede k poskozeni makromolekul, napt. proteind, lipidii
a nukleovych kyselin, a miize vyustit az v bunéénou smrt. Aby buiky ptedesly
poskozeni, vyvinuly se U¢inné antioxida¢ni mechanismy, ve kterych jsou zapojeny
antioxida¢ni enzymy i neenzymové antioxidanty.

U fytopatogennich hub rodu Phytopthora a Pythium se setkavame se zastupci
specifickych proteinovych elicitord, tzv. elicitind. Elicitiny jsou pro tyto organismy
nezbytné, nebot’ vychytavaji z rostliny steroly, které jsou esencidlni pro jejich Zivotni
cyklus. Zakladni rozdéleni elicitint je podle izoelektrického bodu na kyselé (a, pl 3-5)
a bazické (B, pl 7-9). Rozdilny izoelektricky bod ma vliv na schopnost vyvolat nekrézu
rostlinného pletiva - bazické elictiny ptsobi jiz pfi nanomolarnich koncentracich, kdezto
kyselé elicitiny jsou nekrotické aZz pii mikromolarnich koncentracich. Rozdil ve
schopnosti vyvolat nekrozu byl pfif¢en aminokyselin€ na pozici 13 - u kyselych se na

této pozici obvykle nachazi valin, kdeZto u bazickych je zpravidla obsaZen lysin.

Tab. 1: Pfehled ROS a jejich biologického polocasu (ptepracovano podle Sies, 1993).

Reaktivni forma kysliku Biologicky polocas
OH', hydroxylovy radikal 10°s

RO, alkoxylovy radikal 10°s

ROO, peroxylovy radikal 7s

H0O,, peroxid vodiku Enzymaticky odbouran
O, ", superoxid anion radikal Enzymaticky odbouran
'0,, singletovy kyslik 10°s

Q’, radikal semichinonu dny




2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Obranné reakce rostlin

S handicapem piisedlého zplsobu zivota se rostliny musi vypofadat s plsobenim
stresovych faktort abiotického ¢i biotického charakteru (Tab. 2). Mezi biotické stresové
faktory ovlivilujici rast a vyvoj rostlin patfi plusobeni fady patogennich
mikroorganismd, jako jsou viry, bakterie a houby. V disledku kazdodenni expozice
témto organismim doslo u rostlin v prabéhu evoluce Kk vyvinuti velmi t¢inného aparatu
zahrnujiciho mechanismy specifické a nespecifické obrany (Prochazka, 1998). Mezi
projevy nespecifické obrany se fadi mimo jiné tvorba toxickych latek pro patogen
(peptidy s antimikrobialni aktivitou, sekundarni produkty metabolismu) nebo vytvoieni
¢i zpevnéni mechanickych bariér, které limituji pranik patogenu do rostliny a zamezuji
Sifeni infekce (Hammond-Kosack a Jones, 1996). Aktivaci mechanismi specifické
obrany se rostlina snazi limitovat patogen v rustu a vyvoji tim, ze v misté infekce dojde

napt. K hypersenzitivni reakci (Morel a Dangl, 1997).

Tab. 2: Piehled stresovych faktort, se kterymi se rostliny setkavaji (pfevzato a upraveno
Z Prochazka, 1998).

Stresovy faktor

Abioticky Fyzikalni Mechanické ptisobeni vétru
Vysoka intenzita zafeni (ultrafialové, viditelné)
Teplotni extrémy (horko, mraz)

Chemicky Nedostatek vody - sucho
Deficience kysliku - hypoxie, anoxie
Deficience zivin v pude
Nadbytek iontt soli a vodiku v pudé
Toxické kovy a organicke latky v pude
Toxické plyny ve vzduchu
Bioticky Bylozravi zivocichové (pastva)
Patogenni organismy (viry, bakterie, mikroby)
Vzajemné ovliviiovani - alelopatie, parazitismus




2.1.1 Interakce rostlina - patogen (bioticky stresovy faktor)
Uspéch rostlin v boji s patogenem je zaloZen na brzkém rozpoznani daného patogenu
a velmi rychlé aktivaci obrannych mechanismi. Z tohoto diivodu si patogeny vyvinuly
strategie jak obelstit rostlinu tak, aby je nerozpoznala nebo jak potlac¢it nasledky po
rozpoznani (Dokladal et al., 2012). Napiiklad u patogennich hub se setkavame s velkou
Skalou ucinnych lytickych exoenzymut (Prochazka, 1998). Podle toho, jestli rostlina
rozpozna patogen, délime interakci rostlina-patogen na kompatibilni a nekompatibilni.

Pti kompatibilni interakci je rostlina hostitelem patogenu. Rostlina patogen nedokaze
rozpoznat, nemize zahdjit své obranné reakce a patogen se v rostliné mtize volné
rozmnozovat a §ifit infekci.

Nekompatibilni interakce muze byt dana a) stavem, kdy rostlina neni hostitelem
patogenu a nemuze patogenu zarucit vhodné prostiedi, b) existenci predem vytvoienych
bariér nebo latek patogenu toxickych, které brani Sifeni infekce, c) aktivaci obrannych

mechanismu v dusledku rozpoznani patogenu (Hammond-Kosack a Jones, 1996).

2.1.2 Hypersenzitivni reakce

Castou odpovédi rostliny na nekompatibilni interakci s patogenem je hypersenzitivni
reakce (HR) vedouci k nekroze rostlinného pletiva v misté napadeni patogenem
a k navozeni rezistentnich reakci v ostatnich castech rostliny (Blein et al., 1991,
Rustérucci et al., 1996). U rostlin je povazovana za jisty typ programované bunééné
smrti (Hirasawa et al., 2005).

Béhem hypersenzitivni reakce dochazi k aktivaci fady obrannych gent, které brani
patogenu V ristu. Po infikovani rostliny patogenem dochazi k rapidnimu zvySeni
koncentrace ROS, K tzv. oxidativnimu vzplanuti (Foissner et al., 2000). Oxidativni
vzplanuti vede k zpevnéni bunéfnych membran a K stimulaci tvorby fytoalexint
a proteinu spojenych s patogenezi, tzv. PR-proteina (z anglického ,,pathogenesis related
proteins”) (Lamb a Dixon, 1997). ZvySena hladina ROS vede k peroxidaci lipida
anasledné¢ krozpadu bunéénych membran Skoneénym efektem bunécné smrti

(Prochazka, 1998).



2.1.3 Systémové ziskana rezistence

Systémové ziskana rezistence (SAR, z anglického ,,systemic acquired resistance™) je
mechanismus rostliny, kterym se rostlina brani vici Sirokému spektru patogenti. SAR
predchazi lokalni interakce S patogenem a spusti se udalosti vedouci k ustaveni
rezistence (Obr. 1) (Galiana et al., 1997). Pro vytvofeni SAR je nutna pfitomnost
signalni molekuly kyseliny salicylové (SA), ktera pochazi ptevazné z isochorismatové
drahy a indukuje akumulaci PR-proteint (tzv. SAR proteint), které k SAR piispivaji
(Durrant a Dong, 2004). K vytvofeni SAR muze dojit vystavenim rostliny virulentnim,
avirulentnim nebo nepatogennim mikrobtim. Zaroven mohou vytvofeni SAR indukovat
chemikalie, napf. 2,6-dichloroisonikotinova kyselina, benzothiazol nebo S-methylester

kyseliny 1,2,3-benzothiazolové (Sticher et al., 1997).

1. Infekce patogenem 3. Rezistence

' 4. Exprese gem’] SAR
2. Tvorba signahi na b 4
dlouhé vzdalenosti 3. Akumulace SA
b,

i

[T s |

Obr. 1: Zjednoduseny model popisujici udalosti vedouci k ustaveni SAR (piepracovano podle
Ryals et al., 1994). SA - kyselina salicylova, SAR - systémové ziskana rezistence



2.1.4 Lokalné ziskana rezistence

Pii lokaln¢ ziskané rezistenci (LAR, z anglického ,.,local acquired resistance”) dochazi
k akumulaci antimikrobialnich slouc¢enin ve vzdaleném mist¢ od mista penetrace
patogenu. Muze se jednat o SAR na krat$i vzdalenosti (Sticher et al., 1997). LAR se
projevuje tvorbou 1-2 mm z6n v okoli inokulace virem tabakové mozaiky (Costet et al.,
1999). LAR vede k absenci 1¢ézi lokalizovanych blizko jiz existujici 1éze nebo k tvorbé

mensiho poctu mensich 1ézi, které se rozvinuly dale od existujici 1éze (Agrios, 2005).

2.1.5 Indukovana systémova rezistence

U rhizobakterii podporujicich rist rostlin, mezi které se ftadi zastupci rodu
Pseudomonas, je znamo, ze uméji potlacit infekci rostliny potlacenim vyvoje patogenu
skrz antimikrobialni G¢inky nebo kompetici o Zelezo pies siderofory (Mauch-Mani
a Métraux, 1998). Oproti SAR je indukovana systémova rezistence (ISR, z anglického
»induced systemic resistance”) zavisla na signalnich drahach kyseliny jasmonové

a ethylenu (Pieterse et al., 1998).

2.1.6 Obranné mechanismy aktivované po napadeni patogenem

Mezi dalsi zplsoby obrany rostliny patii zesileni bunétné stény. Béhem infekce
patogenu dochazi k rychlé tvorbé polysacharidu kalosy (B-1,3-D-glukan), ktery je velmi
resistentni viéi patogennim hydrolasam, a akumulaci sekundarnich metabolitl
s antimikrobidlnim U¢inkem. Po infekci patogenem se v rostliné za¢nou syntetizovat
lipofilni latky s toxickym u¢inkem pro patogen, které nazyvame fytoalexiny
(nejznamgjsi je kapsidiol, Obr. 2). Ptehledné jsou mechanismy obrany shrnuty v knize
Fyziologie rostlin (Prochazka, 1998).

Jednim z dalSich moznych obrannych mechanismi je akumulace PR-proteintl, které
jsou toxické pro houbové patogeny. PR-proteiny jsou v rostliné za fyziologickych
podminek zastoupeny ve stopovém mnozstvi a jejich koncentrace se zvySuje v reakci na
prinik patogenu nebo stresovy podnét. Dosud bylo identifikovano pies 14 rodin
PR-proteinti, mezi n¢z fadime napf. chitinasy, defensiny, thioniny, proteiny bohaté na
cystein nebo glycin a dalsi. U raznych rostlin se mizeme setkat s mnoha isoformami

PR-proteinii (Agrios, 2005).
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Obr. 2: Kapsidiol, nejznamé;jsi zastupce fytoalexint.

Mezi prvni pozorovatelné reakce pii interakci rostlina-patogen patii zvySena tvorba
ROS. Zvysena tvorba ROS zacina aktivaci membranové NADPHoxidasy (EC 1.6.3.1)
vhodnym elicitorem (Prochézka, 1998). V obranné reakci na prunik patogenu zvysSena

hladina ROS inhibuje patogen v jeho rustu (Neill et al., 2002).

2.1.7 Elicitory

Spoustécim faktorem vSech obrannych reakci byva podnét zvany elicitor, ktery ma
obvykle charakter specifického metabolitu (Prochazka, 1998). Z pohledu chemické
struktury se jedna napt. 0 oligosacharidy, peptidy, proteiny a dalsi (Montesano et al.,
2003). Elicitory mizeme dé¢lit dle ptvodu na primarni (exogenni), které jsou
vylucované patogenem (napi. polysacharidy, specifické enzymy, peptidy). Sekundarni
(endogenni) elicitory se uvoliiuji z bunééné stény rostlin po jejim naruseni
patogenem (fadi se zde napf. oligogalaktourany) (Hahn, 1996). Patogenni organismy
produkuji elicitory specifické a nespecifické. Specifické elicitory jsou produktem Avr
geni konkrétniho patogenu, zatimco nespecifickymi elicitory, mezi které se fadi
polysacharidy bunécnych stén, mastné kyseliny nebo steroly, disponuje vétSina
patogent (Montesano et al., 2003). Stru¢ny pichled moznych elicitord je uveden
v Tab. 3.



Tab. 3: Stru¢ny prehled elicitori (pfepracovano podle Angelova et al., 2006).

Elicitor

Fyzikdlni  Poskozeni
Chemicky  Abioticky Ionty kovu (stfibro, lanthan, kadmium)
Bioticky =~ Komplexni slozeni ~ Spory hub, bunécna sténa mycelii
Definované slozeni
Sacharidy Polysacharidy Alginat, pektin
Oligosacharidy Chitosan, mannan,

guloronat, mannuoraty,
galaktouronidy

Bilkoviny Peptidy Glutathion
Proteiny Elicitiny, celulasa
Lipidy Lipopolysacharidy

Glykoproteiny  Nespecifikované

2.2 Elicitiny

Elicitiny se tadi do rodiny malych extracelularnich proteinti, které jsou produkty
oomycet fytopatogennich hub Phytophthora a Pythium a tadi se mezi specifické
elicitory (Yu, 1995). Prvni zminky o elicitinech pochazi z 80. let minulého stoleti.
Struktura elicitind je striktné konzervovana (Derevnina et al., 2016). Primarni strukturu
elicitinti tvoti 98 aminokyselin a jejich molekulova hmotnost ¢ini ptiblizné 10 kDa (Yu,
1995). Sekundarni struktura elicitini vykazuje typické rysy 5 a-helixti a 1 B-skladaného
listu (Obr. 3) a Q-otocky, ktera pii slozeni proteinu umoziuje vytvotit hydrofobni
dutinu (Fefeu et al., 1997).

Ve struktufe elicitind jsou ¢etné zastoupeny aminokyseliny cystein, threonin a serin,
avSak chybi arginin, histidin a tryptofan (Mikes et al., 1998; Ponchet et al., 1999).
Struktura je stabilizovana tfemi disfulfidovymi mustky, které jsou lokalizovany na
reziduich Cys3-Cys71, Cysz7-Cysse, Cyss1-Cyses (Fefeu et al., 1997). U elicitint nebyla
prokézana enzymova aktivita (Boissy et al., 1996). Radi se do skupiny proteini se
schopnosti prenaset steroly (SCP, z anglického ,,sterol carrier proteins”) (Mikes et al.,
1998).
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Obr. 3: Primarni struktura kryptogeinu s nazna¢enim sekundarnich struktur - modré useky znaci
shodné tseky s ostatnimi elicitiny, rdzové Gseky zna¢i variabilni residua, Zluté residuum (13) je
aminokyselina souvisejici s toxicitou, zelena residua (2, 72 a 96) mohou mit souvislost s urovni
toxicity (pfevzato z Boissy et al., 1996).

2.2.1 Rozdéleni elicitinii

Dle fylogenetické analyzy a celkové struktury proteint lze elicitiny rozdélit do péti tiid
(Kamoun et al., 1997). Do tiidy I tadime elicitiny, jejichz struktura je tvofena 98
aminokyselinami. Elicitiny této tfidy obsahuji Sest cysteind, dva fenylalaniny, tfi
glyciny a tii methioniny. Podle hodnoty isoelektrického bodu je Ize dale klasifikovat na
kyselé (o)) a bazické (IB) elicitiny (Nespoulous et al., 1992).

Ve tfid¢ II se nachézi siln€ kyselé elicitiny S poctem aminokyselin 103-104, které
obsahuji kratky hydrofilni C-terminalni konec (Panabiéres et al., 1996).

Do tiidy Il fadime elicitiny, které vedle charakteristické proteinové struktury
(98 aminokyselin) maji na C-terminalnim konci dalSich 70 aminokyselin, kde jsou
hojné zastoupeny aminokyseliny alanin, threonin a serin. Tento konec pfedstavuje
O-glykosylovanou doménu. (Kamoun et al., 1997).

Elicitiny produkované rodem Pythium se fadi do tfidy Py (taktéz 1"). Patii sem
elicitiny mirné odlisné od tidy I, které maji isoelektricky bod v kyselé oblasti a jsou
U nich pfitomna glykosyla¢ni mista na asparaginovych residuich (Panabiéres et al.,
1996).

Dalsim kritériem pro klasifikaci elicitind je hodnota isoelektrického bodu. Elicitiny

se déli na kyselé (o, pl v rozmezi 3 - 5) a bazické (B, pl v rozmezi 7 - 9) (Bourque et al.,



1998). Pocet negativné nabitych aminokyselin (kyselina asparagova a kyselina
glutamova) je témét vzdy neménny a hodnoty se pohybuji mezi tfemi az péti.
U B-elicitind je pozitivni naboj dan Sesti lysinovymi residui, kdezto a-elicitiny zpravidla
obsahuji dva az ¢tyfi lysiny (Ponchet et al., 1999).

Strukturni rozdily mezi a-elicitiny a B-elicitiny se odrazi ve schopnosti zpisobit
nekrézu rostlinného pletiva (O Donohue et al., 1995). Srovnani sekvenci aminokyselin
elicitinit s rozdilnym potencidlem vyvolat nekrotickou odezvu v rostlinném pletivu
poukazalo na mozZnou roli aminokyseliny v poloze 13 (Boissy et al., 1996). Zvyseny
nekroticky ucinek byl pozorovan u bazickych elicitin, které maji na pozici 13
hydrofilni residuum, obvykle lysin. U kyselych elicitinGi se na téze pozici nachazi
nepolarni valin (O'Donohue et al., 1995). Prace Dokladala et al. (2012), ktera se
zabyvala funkci vazby sterolu v kryptogeinem indukované rezistenci, prokdzala, Ze
mutace v poloze 84 (valin — fenylalanin) vedla k podobné intenzité tvorby ROS jako

U nemutované varianty.

2.2.1 Elicitiny jako pFenaSece sterolii a mastnych Kkyselin
Elicitiny byly identifikovany jako nova tfida proteinovych ptrenasecu sterolt (Dobes et
al., 2004). Jsou schopny vazat také mastné kyseliny, avSak afinita k nim je 27x mensi
nez ke sterolim (Osman et al., 2001). U hub je jejich Zivotni cyklus, tj. vyvoj, sporulace
a rozmnozovani, zavisly na sterolech (Stong et al., 2013). Druhy Phytophthora
a Pythium postradaji schopnost vytvaret latky sterolového charakteru a jsou tedy zavislé
na vng¢jSich zdrojich sterolti, coz muize byt spojeno s jejich parazitickym zptisobem
zivota (Hendrix a Guttman, 1970, Nes a Stafford, 1983). Elicitiny pro tyto patogenni
organismy vychytavaji steroly z plazmatickych membran rostlin a liposomt (Mikes et
al., 1998).

Vazba sterolu/mastné kyseliny se uskutecnuje v hydrofobni dutiné nachazejici se
v jadfe elicitinu, kde se vazi na Q-smycku. Vazby se ucasti tyrosinova residua v poloze
47 a 87, stechiometrie této vazby je 1:1 (Osman et al., 2001; Hirasawa et al., 2004).
Vazbou sterolu na elicitin je podminéna biologick4 aktivita elicitinl. Vznikajici
komplex elicitin-sterol je zasadnim krokem pro rozpoznani elicitinu vysokoafinitnim
receptorem, ktery se nachazi se na plazmatické membran¢ rostlinné bunky (Lochman et
al., 2005). Podle Mikese et al. (1998) se jako nejucinngjsi pienasece sterolll z fad

elicitini jevi kaktorein a Kryptogein anejméné 0Cinné pienaseCe jsou parasitecein



a kapsicein. Komplex elicitin-sterol hraje dtlezitou roli v rozmnozovani patogenu

a spusténi obrannych mechanismii rostliny (Blein et al., 2002).

2.2.2 Utinky elicitint
Rostlinna bunka rozpoznava elicitiny prostiednictvim receptorti nebo vysokoafinitnich
vazebnych mist nachazejicich se v plasmatické membrané (Lebrun-Garcia et al., 1999).
Vazba na receptor je pravdépodobné zprostiedkovana pies aminokyselinu na pozici 13
nebo 87 (Boissy et al., 1996). Castym modelem pro studium G&ink® elicitint (Obr. 4) je
model charakterizujici vliv elicitinu kryptogeinu na tabakové bunky. Po aplikaci
kryptogeinu k suspenzni kultufe tabakovych bunék dochazi v rané fazi k fosforylaci
proteind, zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych iontd, akumulaci ethylenu
a kapsidiolu, zvysené produkci oxidu dusnatého a ROS vlivem aktivace membranové
NADPHoxidasy (Blein et al., 1991; Viard et al., 1994; Rustérucci et al., 1996; Osman
et al., 2001; Asai et al., 2008; Ptackova et al., 2015). Pasobenim elicitini dochazi
k alkalizaci extracelularniho prostfedi, coz vede ke zvySeni aktivity NADPHoxidasy
a k zabudovani vapenatych iontd do bunétné stény (Blein et al., 1991; Hahn, 1996).
Aktivaci membranové NADPHoxidasy doprovazi acidifikace cytosolu (Pugin et al.,
1997). Rovnéz dochazi i k vyplaveni draselnych a chloridovych ionti, které vede
k depolarizaci plazmatické membrany (Viard et al., 1994; Pugin et al., 1997).

V ramci pozdni faze obrannych reakci dochazi k expresi obrannych gend vedouci
k zvySené produkci fady proteint, napt. se jedna o fenylalaninamoniaklyasu (EC
4.3.1.24), PR-proteiny nebo o proteiny biosyntézy ttislovin (Cormack et al., 2002;
Lecourieux et al., 2002). Béhem interakce rostlinnych bunék s elicitiny dochazi
k aktivaci signalnich drah rostlinnych hormonti, jako jsou ethylen, kyselina jasmonova

a kyselina salicylova (Kawamura et al., 2009).
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Obr. 4: Schéma indukovanych signalnich drah po vazbé kryptogeinu na receptor (pfepracovano
podle Garcia-Brugger et al., 2006). PK - proteinkinasa, PP - proteinfosfatasa, SOD -
superoxiddismutasa

2.3 Antioxida¢ni ochrana rostlin

ROS maji u rostlin dvoji roli: zastavaji funkci signalnich molekul pro normalni rast
a vyvoj rostlin a jsou zapojeny v odpovédich rostlin na stresové podminky, a zaroven
jejich nadprodukce vede k oxida¢nimu poskozeni buniky (Obr. 5). ROS jsou u rostlin
produkovany ptevazné v chloroplastech, v mitochondriich a v peroxisomech. Mohou
rovnéz vznikat i v buné¢nych membranach, v endoplasmatickém retikulu a v apoplastu.
Piehled produkce ROS byl podobrobné popsan v piehledném ¢lanku Das
a Roychoudhury (2014). Vzhledem k dvoji roli ROS je nutné jejich produkci a zhaseni
prisné regulovat antioxida¢nimi mechanismy tak, aby nedoslo k poskozeni buiiky. Pfi
odpovédi rostlin na stresové podminky produkce ROS vyznamné narista a zaroven

dochazi k aktivaci enzymovych a neenzymovych antioxida¢nich systému.
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Obr. 5: (A) Funkce ROS v zavislosti na jejich koncentraci v buiice. ROS jsou nezbytné

signalni molekuly pro rizné fyziologické procesy v rostliné. (B) Cile ROS pii jejich

nadprodukci a jejich mozné zpusoby poskoZeni pii jejich nadprodukei (piepracovano podle

Sharma et al., 2014 a Mittler 2017).

Antioxidacni systém rostlin zahrnuje enzymové i neenzymové komponenty (Tab. 4).
Mezi antioxidacni enzymy patii napf. peroxidasy, katalasa, superoxiddismutasa a dalsi.

Mezi u¢inné nizkomolekularni antioxidanty patii napt. kyselina askorbova, redukovany

glutathion, a-tokoferol a dalsi.
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Tab. 4: Prehled antioxida¢nich enzymii a neenzymovych antioxidanti podilejicich se na antioxida¢ni ochrané burky, jejich funkce a bunécna lokalizace
(pfepracovano podle Das a Roychoudhury, 2014). DHA - dehydroaskorbova kyselina, GSSG - glutathion disulfid, MDHA - monodehydroaskorbova kyselina

Antioxida¢ni enzymy EC Katalyzovana reakce Lokalizace
Superoxiddismutasa (SOD) 1.15.1.1 0,"+0," + 2H"—> 2H,0, + O, Peroxisomy, mitochondrie, cytosol, chloroplasty
Katalasa (CAT) 1.11.1.6 2H,0, —» 0O, + 2H,0 Peroxisomy, mitochondrie
Askorbatperoxidasa (APX) 1.111.11 H,0, + AsA — 2H,0 + DHA Peroxisomy, mitochondrie, cytosol, chloroplasty
Monodehydroaskorbatreduktasa 1.65.4 MDHA + NADPH — AsA + NAD" Mitochondrie, cytoplasma, chloroplasty
(MDHAR)
Dehydroaskorbatreduktasa 1.85.1 DHA + 2GSH — AsA + GSSG Mitochondrie, cytoplasma, chloroplasty
(DHAR)
Glutathionreduktasa (GR) 1.6.4.2 GSSG + NADPH — 2GSH + NADP*  Mitochondrie, cytoplasma, chloroplasty
Guajakolperoxidasa (GPX) 11117 H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG Mitochondrie, cytoplasma, chloroplasty, endoplasmatické
retikulum
Neenzymové antioxidanty Funkce Lokalizace
Kyselina askorbova (AsA) Odstranuje H,0, Vv reakci katalyzované APX Cytosol, chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy, vakuoly,
apoplast
Redukovany glutathion (GSH) Pusobi jako druhy substrat antioxida¢nich enzymut: Cytosol, chloroplasty, mitochondrie, peroxisomy, vakuoly,
peroxidasa, glutathion-S-transferasa, glutathionreduktasa apoplast
a-Tokoferol Zabranuje peroxidaci lipida Pievazné v membranach
Karotenoidy Zhasi nadbyte¢nou energii z fotosystému, Chloroplasty a dalsi nezelené plastidy
svétlosbérnych komplext
Flavonoidy Pimo reaguji s H,0,, *O,, OH’ Vakuoly
Prolin Utinng zhasi '0,, OH" Mitochondrie, cytosol, chloroplasty
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2.3.1 Nizkomolekularni antioxidanty

2.3.1.1 Glutathion

Glutathion je tripeptid (GSH, y-L-glutamyl-L-cysteinyl-L-glycin), ktery je u rostlin za
fyziologickych podminek pfitomen v milimolarnich koncentracich (Noctor et al., 2011).
GSH je jednou z hlavnich forem organické siry pfenaSenou floémem (Bourgis et al.,
1999). Mezibunéény pienos je zprostiedkovan apoplastickou i symplastickou cestou
nebo obéma zplsoby (Noctor et al., 2012). V bunéénych kompartmentech ma GSH
nejvetsi zastoupeni vV mitochondriich, v jadre, v cytosolu a v peroxisomech (Jiménez et
al. 1997; Fricker et al., 2000; Zechmann et al., 2008). Akumulace GSH je limitovana
dostupnosti siry (Nikiforova et al., 2003).

Syntéza GSH (Obr. 6) probiha ve dvou krocich, které jsou zavislé na ATP. V prvnim
kroku se wvytvoii peptidova vazba mezi vy-karboxylovou skupinou glutamatu
a aminoskupinou cysteinu za katalyzy y-glutamylcysteinsyntethasy (EC 6.3.2.2) za
vzniku y-glutamylcysteinu. V druhé reakci dochazi za katalyzy glutathionsyntethasy
(EC 6.3.2.3) k ligaci glycinu (Zechmann et al., 2008). Prvni reakce je lokalizovana
Vv chloroplastech, druhd reakce probihd pifevazn€¢ v cytosolu, ale mulze probihat

i v chloroplastech (Wachter et al., 2005).

t—-glutamylcysteinsyntethasa
)\(\/g )\(\ . HEN
.ﬂ.DP +P,
OH HS
o]
? 2 OH glutathionsyntethasa
HoN HN u N\/& _ .
0 OH HS ATP ADP + P,

o [0} O O
NH NH\/U\
NH»
HS

Obr. 6: Biosyntéza glutathionu (pfepracovano podle Pocernich a Butterfield, 2012).
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Funkce GSH v obrannych mechanismech rostlin spo¢iva v zapojeni do redoxnich
reakci (Noctor et al., 2011). Glutathion je snadno a rychle oxidovan ROS a vzhledem
k své vysoké koncentraci pusobi jako redukéni chemicka bariéra, ktera zabranuje
nadmérné oxidaci bunécnych komponent. GSH hraje dulezitou roli v rozmanitych
biologickych procesech. Podili se na bunééném déleni, regulaci transportu sulfatu,
konugaci s metabolity, regulaci enzymt a detoxikaci xenobiotik (Foyer et al., 1997,
Dixon a Edwards, 2010).

GSH je jednou z kli¢ovych slozek pro vyvoj meristémi a embrya. Syntéza GSH je
esencialni pro dozravani pylu (Zechmann et al., 2011). Pti infekci patogenem dochazi
K vyCerpani zasob GSH v mitochondriich, coz vede k hromadéni ROS odpovédnych za
indukci programované bunécéné smrti (Kuzniak a Sklodowska, 2005). GSH rovnéz hraje
dialezitou roli v detoxikaci tézkych kovu jakozto prekurzor fytochelatinti (Cobbett
a Goldsborough, 2002). Zaroven se podili na odstranovani reaktivnich ketoaldehyda, se
kterymi konjuguje za katalyzy glyoxalasou I (EC 4.4.1.5) (Skipsey et al., 2000).
Glyoxalasa II (EC 3.1.2.6) hydrolyzuje konjugdt za uvolnéni GSH a pfislusné
hydroxykyseliny (Noctor, 2006).

2.3.1.2 Kyselina askorobova

Kyselina askorbova (Obr. 7) hraje dulezitou roli v antioxida¢ni ochrané rostlin.
Fyziologicky aktivni formou kyseliny askorbové je resonancéné stabilizovana forma
aniontu.

Nejdtkladngji prostudovanou drahou biosyntézy kyseliny askorbové je draha
Smirnoffa a Wheelera (Wheeler et al., 1998). Syntéza kyseliny askorbové v tomto
ptipadé¢  vychazi D-glukosy, ktera je kaskddou reakci prfeménéna na
L-galaktono-1,4-lakton. Tento prekurzor je na kyselinu askorbovou pfeménén enzymem
L-galaktono-1,4-laktondehydrogenasou (EC 1.3.2.3) (Smirnoff et al., 2001). Soucasné
poznatky o biosyntetickych drahach kyseliny askorbové shrnuty v piehledném ¢lanku
Akram et al., (2017). U vysSich rostlin jsou tyto drahy lokalizovany v mitochondriich
(Wheeler et al., 1998).

Kyselina askorbovd je ptitomnd ve vSech bunéénych kompartmentech vcetné
bunééné stény, ale nejveétsi zastoupeni ma v chloroplastech, kde dosahuje koncentrace
pies 20 mmol-I". Kyselina askorbové je substratem pro askorbatperoxidasu (APX, EC

1.11.1.11), esencialni enzym tokoferol-askorbat-glutathionového cyklu (Obr. 9), ktery
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probiha témét ve vsech ¢astech bunky (Smirnoff a Wheeler, 2000). Askorbat se oxiduje
nejprve na monodehydroaskorbat a poté na nestabilni dehydroaskorbat (Smirnoff,
2000). Regenerace askorbatu probiha v askorbat-glutathionovém cyklu, ktery byl
poprvé popsan v chloroplastech a ¢asto je nazyvan jako cyklus Foyer-Halliwell-Asada
(Zsigmond et al., 2011). U rostlin jsou enzymy askorbat-glutathionového cyklu, jako je
askorbatperoxidasa, monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR, EC 1.6.5.4)
a glutathionreduktasa (GR, EC 1.6.4.2) lokalizovany v cytosolu, mitochondriich
a peroxisomech (Jiménez et al., 1997).

Kyselina askorbova se podili na regulaci hladiny fytohormond. V praci Sadak et al.
(2013) bylo po aplikaci kyseliny askorbové a citronové v poméru 2:1 zaznamenano
zvySeni hladiny brassinosteroidii, kyseliny giberrelové, zeatinu a indoloctové kyseliny
a naopak snizeni obsahu kyseliny abscisové. Snizena hladina kyseliny askorbové vede
k poskozeni fotosyntetického aparatu v dasledku neregulované zvysené produkci ROS,
coz vede k urychleni senescence (Barth et al., 2006). V chloroplastech se kyselina
askorbova spole¢né se zeaxanthinem podili na ochrané svétlosbérnych komplexi pied
destrukci pusobenim vysoké intenzity zafeni (Horton a Ruban, 2005). Ve vakuolach
hraje kli¢ovou roli pii detoxikaci ROS redukci fenoxylovych radikalii béhem stresu ze

sucha nebo vysoké intenzity svétla (Takahama, 2004).

Obr. 7: Strukturni vzorec kyseliny L-askorbové.
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2.3.1.3 a-Tokoferol

Tokoferol (Obr. 8) je sloucenina lipofilni povahy, ktera je povazovdna za jeden
z nejucinngjSich antioxidantd. Tokoferoly se fadi mezi amfipatické molekuly, které se
skladaji z polarni chromanolové hlavicky a lipofilniho isoprenoidniho ocasku
odvozeného od homogentisatu a fytyldifosfatu (Collakova a Dellapena, 2003).
Tokoferol se podobné jako cholesterol podili na stabilizaci membranovych struktur,
moduluje fluiditu membrany a jeji permeabilitu pro malé ionty a molekuly (Fryer,
1992).

Biosyntéza tokoferolu probiha vyhradné¢ u fotosyntetickych organismi, zacina
v plastidech a dalsi cast biosyntézy je lokalizovana v cytosolu (Soll et al., 1980).
Hydrochinonovy kruh pochazi z degradace tyrosinu, fytyldifosfat poskytuje prenylové
jednotky (Riewe et al., 2012; Yang et al., 2011). Podrobné je biosyntéza rozepsana
v piehledném c¢lanku Fritzsche et al., (2017). Tokoferol je skladovan ve stromatu
chloroplastii a v membranach thylakoidu (Lichtenthaler et al., 1981; Fryer, 1992).

Tokoferol je povazovan za hlavni antioxidant, ktery se podili na odstranovani
singletového kysliku (Foyer a Noctor, 2005). Jedina jeho molekula miize deaktivovat az
120 molekul singletového kysliku (Fahrenholtz et al., 1974). a-Tokoferol zabranuje
peroxidaci lipidii pfedanim atomu vodiku z chromanolového kruhu na peroxyradikal
mastné kyseliny. Pokud nedojde k zpétné recyklaci vznikajiciho a-tokoferoxylového
radikalu na a-tokoferol, dochazi k nenavratné degradaci tohoto antioxidantu. K zpétné
recyklaci na tokoferol miize dojit pomoci askorbatu nebo GSH (Fryer, 1992;

Munné-Bosch a Alegre, 2002).

HO CH,

Obr. 8: Strukturni vzorec a-tokoferolu.
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2.3.2 Antioxidacni enzymy

2.3.2.1 Askorbatperoxidasa

Enzym askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11) se tadi mezi hemové peroxidasy
. tiidy (Takeda et al., 1998). Podili na detoxikaci peroxidu vodiku reakci s kyselinou
askorbovou (Obr. 9). U rostlin nachazime mnoho isoforem v zavislosti na jejich
subcelularni lokalizaci. Cytosolicka APX (cAPX), mitochondrialni APX (mitAPX)
a APX ve stromatu chloroplastu (sAPX) jsou rozpustné isoformy APX, zatimco APX
v mikrotéliscich (peroxisom, glyoxysom) a thylakoidni APX v chloroplastech (tAPX)
jsou membranov¢ vazané isoformy APX (mAPX) (Shigeoka et al., 2002). Lokalizace

APX je dana N- a C-terminalni doménou proteinu (Teixeira et al., 2006).

tokoferol k. askorbova GSH

NADPH + HN

tokoferoxylovy k. dehydro- GSSG NADP +H '
radikal askorbova J
A A A
lipidovy tokoferloxylovy k. dehydro- GSSG H,0,
peroxyradikal radikal askorbova
+
k. askorbova
k. monodehydro-
lipohydroperoxid tokoferol H,0, askorbova G IR0
H,O k. askorbova

Obr. 9: Askorbat-glutathion-tokoferolovy cyklus (pfepracovano podle Szarka et al., 2012).
APX - askorbatperoxidasa, DHAR - dehydroaskorbatreduktasa, GR - glutathionreduktasa, GSH
- redukovana forma glutathionu, GSPX - glutathionperoxidasa, GSSG - oxidovana forma
glutathionu
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2.3.2.2 Glutathionreduktasa

Glutathionreduktasa (GR, EC 1.6.4.2) katalyzuje redukci oxidovaného glutathion
disulfidu (GSSG) na glutathion a fadi se mezi flavoproteiny s vysokou afinitou pro
NADPH a GSSG (Edwards et al., 1990; Noctor et al., 2012). GR existuje ve dvou
isoformach: selen-dependentni a selen-independentni (Matouskova et al. 2014). Vysoka
aktivita GR byla zaznamenana v chloroplastech, v cytosolu, mitochondriich
a peroxisomech (Foyer a Halliwell, 1976; Jiménez et al., 1997; Stevens et al., 2000).
Tento enzym udzuje fyziologickou rovnovéahu mezi GSH a GSSG v poméru 10 : 1 ve
prospéch GSH (Matouskova et al., 2014).

2.3.2.3 Glutathionperoxidasa

Enzym glutathionperoxidasa (GSPX, EC 1.11.1.9) je soucasti ochranného systému
organismu, jehoz pomoci se odstrani toxické peroxidy. Jedna se o selen-depedentni
enzym lokalizovany v cytosolu. GSPX katalyzuje pfeménu daného peroxidu na vodu
a prislusny alkohol za soucasné oxidace kofaktoru GSH na GSSG (van der Oost et al.,

2003). V ochranném systému je reakce GSPX sprazena s reakci GR.

2.3.2.4 Katalasa
Enzym katalasa (CAT, EC 1.11.1.6) se podili na heterolytickém $tépeni dvou molekul

peroxidu vodiku na molekulu kysliku a vody. U rostlin se nachdzi ptevazné
v peroxisomech (Mittler, 2002). Aktivita katalasy byla nalezena také v cytosolu,
Vv chloroplastech a v mitochondriich (Mhamdi et al., 2010). Katalasa vykazuje nizsi
afinitu (Ky = 40 - 600 mmol-1™") k peroxidu vodiku nez APX (Ky < 100 pmol-1™)
(Mittler, 2002).

SOD CAT

0, 7= 0 —7—= H0,+0, ——=H,0+0,
5 2H, 0, H,0,

Obr. 10: Detoxikace ROS pomoci SOD a CAT (ptepracovano podle Devine et al., 2012).
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2.3.2.5 Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) je metaloenzym, ktery v antioxida¢ni ochrané
v aktivnim mist¢ byly identifikovany 3 isoformy SOD: Fe-SOD,Mn-SOD a
Cu/Zn-SOD. Fe-SOD a Mn-SOD jsou si blizké svou N-terminalni sekvenci, 3D
strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (Kitagawa et al., 1986). Vsechny tii
isoformy se 1isi svou lokalizaci - Cu/Zn-SOD se nachazi v choroplastech, cytosolu a
peroxisomech, zatimco Fe-SOD a Mn-SOD jsou lokalizovany v mitochondriich a
chloroplastech (Alscher et al., 2002). SOD Kkatalyzuje reakci, pii které dochazi

k dismutaci superoxidového aniontu na peroxid vodiku a kyslik (Obr. 10).

2.4 Peroxidace lipidi

Peroxidace lipidi je chemicky proces, béhem kterého dochazi k oxida¢nimu poskozeni
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA, z anglického polyunsaturated fatty acids)
lipidii biologickych membran vlivem kysliku a volnych radikdli za pfitomnosti
stopového mnozstvi iontt kova (Esterbauer et al., 1991; Jones, 2008). PUFA maji
v organismu fadu funkci - podili se na udrZzovani bunééné homeostazy, bunécné
signalizaci nebo regulaci genové exprese a interakcich s makromolekulami vedoucich
k buné¢né smrti (Poulos et al., 1995; Fritz a Petersen, 2013). Peroxidace lipidu je tedy
Skodlivy proces, ktery vede k naruseni bunéfnych membran a nasledné k dysfunkci
buniky (Kiihn a Borchert, 2002). Jednotlivé typy bunéénych membréan se vyznamné lisi
zastoupenim PUFA (Fritz a Petersen, 2013). Citlivost k oxida¢nimu poskozeni je ptimo
umérna poctu dvojnych vazeb v molekule mastné kyseliny (Wagner et al., 1994).
Béhem peroxidace vznikaji hydroperoxidy jako primarni produkty, které se dale mohou
preménovat na velmi reaktivni sekundarni produkty, jez poskozuji strukturu dalSich

biomakromolekul (Siems a Grune, 2003).

2.4.1 Neenzymova peroxidace lipida
Neenzymova peroxidace lipidl je reakce s fetézovym charakterem sklddajici se ze tii
fazi — iniciace, propagace a terminace (Obr. 11) (Girotti, 1985). Reakce muze byt

iniciovana hydroxylovymi nebo superoxidovymi radikaly (Fritz a Petersen, 2013).

.....

v mastné Kkyselin€ a k ods$tépeni atomarniho vodiku za vzniku radikalu L;'.
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Nejreaktivnéjsi je methylenova skupina, kterou z obou stran destabilizuje dvojna vazba
(Vodrazka, 2002).

V propagacni fazi dochazi k adici molekularniho kysliku na radikal L;" za vzniku
peroxylového radikalu L;00’, ktery vstupuje do reakce s dalsi molekulou PUFA (L,H)
za vzniku radikalu L, a nestabilniho lipohydroperoxidu (L;O0H) (Vodrazka, 2002;
Fritz a Petersen, 2013). Nov¢ vznikly radikal opét reaguje s O, anastava fetézova
reakce, ve které se spotiecbovava kyslik a PUFA a hromadi se lipidové peroxidy
(Vodrazka, 2002). Béhem propagaéni faze dochazi k rozstépeni lipohydroperoxidu,
které jsou nestabilni zejména v ptitomnosti piechodnych kovl (Cu, Fe), na alkoxylové
a peroxylové radikaly (Cheeseman, 1993).

Nahromadéné primarni produkty, peroxidy lipidil, nasledné¢ mohou vytvoftit epoxidy,
hydrokyseliny nebo mohou byt pfeménény na reaktivni karbonylové slouceniny
(Vodrazka, 2002). V ptipadé, Ze na sebe narazi dvé molekuly radikalti nebo se molekula
radikélu setka s molekulou antioxidantu, dochézi k vytvofeni stabilniho neradikalového

produktu a fetézova reakce se ukonci, dochazi k tzv. terminaci (Fritz a Petersen, 2013).
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Obr. 11: Schéma neenzymové peroxidace Kyseliny dokosahexanové (pfepracovano podle
Catala, 2006).
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2.4.2 Enzymové katalyzovana peroxidace lipidi

Peroxidace lipidi mize byt enzymové katalyzovana lipoxygenasami (LOX, EC
1.13.11.12), kter¢ katalyzuji dioxygenaci polynenasycenych mastnych kyselin (Voros et
al., 1998). Lipoxygenasy oxiduji substrat molekularnim kyslikem a vytvati prislusné
hydroperoxidy (Kiihn a Borchert, 2002). U vétSiny LOX je kofaktorem nehemové
zelezo, které tvori vazbu se ¢tyfmi histidiny a C-terminalnim isoleucinem (Kuban et al.,
1998). Rostlinné lipoxygenasy se d€li podle jejich regio-specifické dioxygenaéni reakce
na dv¢€ skupiny oznacované jako 9-LOX a 13-LOX (Ptackova et al., 2015).
Mechanismus LOX probiha v cyklickych radikalovych reakcich (Obr. 12). V prvnim
kroku dochazi odejmuti atomu vodiku mastné kyseliné za tvorby radikdlu mastné
kyseliny (Vodrazka, 2002). Dal$im krokem je radikdlové uspoiadéani, po kterém
nasleduje dioxygenace na C-1 nebo C-4 uhlik pentadienylového systému za vzniku
hydroperoxidového radikalu mastné kyseliny. Cyklus je uzavien redukci meziproduktu

a oxidaci enzymu na Zelezitou formu (Kiihn a Borchert, 2002).

LOX-Fe”"
l Aktivace peroxidem
3+
LOX-Fe
LOOH +
+ LH H
H
3+ 2+
LOX-Fe LOX-Fe
LOO L
Elektronovy trar&
2+ 0]
LOX-Fe 2
LOO

Obr. 12: Predpokladany mechanismus reakce katalyzované LOX (piepracovano podle Kiithn
a Borchert, 2002).

23



2.4.3 Metody stanoveni peroxidace lipidu

2.4.3.1 Primarni produkty

Jednou z metod pro stanoveni peroxidace lipidi je metoda vyuzivajici oxidace
Zeleznatych iontd S xylenolovou oranzi (FOX, z anglického Ferrous oxidation - xylenol
orange). Hydroperoxidy lipidd, jakozto primarni produkty reakce bunéénych slozek
s volnymi radikaly, reaguji pfi nizkém pH s nadbytkem zeleznatych iontli v pfitomnosti
xylenolové oranzi (Obr. 13). Mé&ii se vznikly obsah Zelezitych ionti v komplexu zelezité
ionty-xylenolova oranz ve viditelné ¢asti spektra (Griffiths et al., 2000). U této metody
byly vyvinuty dvé testovaci procedury s riznou citlivosti - FOX1 a FOX2. Metodou
FOX1 mohou byt stanoveny hydroperoxidy ve vodné fazi. Diky sorbitolu, ktery ma
funkci radikalového fetézového nosice, je tato metoda vysoce citliva. Metoda FOX2 je
vyuZzivéana pro stanoveni hydroperoxidl pfitomnych v lipidovych frakcich (lipoproteiny,
membrany). Je mén¢ citlivd, ale miiZze byt pouzita za podminek, které¢ by byly pro
piedchozi metodu nevhodné (Wolff, 1994).

Pro stanoveni hydroperoxidii lipidd v ptecisténych rybich olejich byla vyvinuta
metoda, kterd vyuziva 3-perylendifenylfosfin, ktery reaguje s hydroperoxidy lipidi za
vzniku fluoreskujiciho produktu 3-perylendifenylfosfin oxidu. Vysledky této metody
koreluji s vysledky metody FOX (Chotimarkorn et al., 2005).

Fosfolipidova dvouvrstva membrany

""\=/\=/L“l

Volné mastné kyseliny

LOX
Metoda FOX2
&z/&(\ + Fe2* — Fe¥*+ A"\=/\¥(\ +OH"

OOH .

o

Hydroperoxidy mastnych kyselin
\ Fe¥* + XO -~ modro-fialovy komplex /
Aldehydy Hydroxy- Epoxy-hydroxy-mastné kyseliny

oxokyseliny mastné kyseliny

Obr. 13: Peroxidace lipidi a stanoveni primarnich produkti metodou FOX2 (pfepracovano
podle Orefice et al., 2015). XO - xylenolova oranz
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2.4.3.2 Sekundarni produkty

Metoda vyuzivajici kyselinu thiobarbiturovou (TBA) slouzi ke kvantifikaci obsahu
malondialdehydu (MDA), ktery je generovan béhem enzymové degradace nebo
autooxidace PUFA a je oznacovan jako uZzite¢ny index pro stanoveni miry peroxidace
lipida prostednictvim sekundéarnich produkt (Heath a Packer, 1968). Princip stanoveni
MDA touto metodou spoc¢iva v nukleofilni adici dvou molekul TBA na jednu molekulu
MDA v kyselém prostiedi za vzniku rizovo-¢erveného zbarveni s maximem absorbance
pii 532 nm (Du a Bramlage, 1992).

U rostlinnych extraktti miize byt obsah malondialdehydu nadhodnocen pfitomnosti
interferujicich latek, napt. sacharidd nebo antokyant (Taulavuori et al., 2001).
U korigované metody je vyuzito odecteni absorbance pii 532 nm roztoku rostlinného
extraktu inkubovaného bez ptidavku TBA od identického vzorku, k némuz byla TBA
ptidana (Hodges et al., 1999). HPLC analyza slouzi k ovéfeni koncentrace adukti
MDA-TBA z divodu mozné interference slouc¢enin obsazenych v rostlinnych pletivech.
Pouziti HPLC je mnohem ptesnéj$i nez spektrofotometrické stanoveni vlivem uc¢inné

V modifikované metodé¢ se misto TBA pouziva 1,3-diethyl-2-thiobarbiturova
kyselina (DETBA). Barevny komplex MDA-DETBA ma mensi polaritu nez komplex
MDA-TBA a je snadnéji odd¢litelny extrakei na pevné fazi s naslednou kvantifikaci
podobné jako u metody TBA (Guichardant et al., 1994).

Dalsi metoda je zaloZena na reakci chromogenniho ¢inidla N-methyl-2-fenylindolu
(NMPI) s MDA nebo 4-hydroxyalkenaly pti teploté¢ 45°C (Obr. 14). Principem reakce
je interakce jedné molekuly MDA nebo 4-hydroxyalkenalu s dvéma molekulami NMPI
za vzniku stabilniho zbarven¢ho komplexu s maximem absorbance pfi 586 nm. Pro
kvantifikaci MDA i 4-hydroxyalkenalli se do reakéni smési ptidava methanosulfonova
kyselina. Pro stanoveni pouze MDA se vyuziva ptidavku kyseliny chlorovodikové,
jelikoz za té€chto podminek dochdzi k irreverzibilni cyklizaci 4-hydroxyalkenall

(Gérard-Monnier et al., 1998).
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Obr. 14: Reakce metody vyuZzivajici NMPI.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Acetonitril (Sigma Aldrich, Némecko), albumin z hovéziho séra (Sigma Aldrich,
Némecko), akrylamid/bisakrylamid (AA/BIS, Sigma  Aldrich  Némecko),
dimethylformamid (Sigma Aldrich, Némecko), N,N,N’,N’-tetramethylendiamin
(TEMED; Sigma Aldrich, Némecko), kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich, Némecko),
bromfenolova modf (Sigma Aldrich, Némecko), n-butanol (Sigma Aldrich, Némecko),
5,5"-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB, Serva, Némecko), Brilliant Blue G250
(Sigma Aldrich, Némecko), dusik kapalny (Messer, Ceska republika), elicitiny
(kryptogein, mutanti kryptogeinu K13V a V84F, infestin, mutanti infestinu V13K/A14T
a V84F, Ustav biochemie, MU, Brno), dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, Ceské
republika), hydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma Aldrich, Némecko), L-glutamin
(Merck, Ceska republika), glutathiondisulfid (GSSG, Sigma Aldrich, Némecko),
glycerol (Sigma Aldrich, Némecko), glycin (Penta, Ceska republika), guajakol
(Sigma Aldrich, Némecko), 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat p-toluidinova sl (BCIP,
Sigma Aldrich, Némecko), kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Ceska republika),
chlorid sodny (Lach-Ner, Ceské republika), chlorid vapenaty (Penta, Ceska republika),
N-methyl-2-fenylindol (NMPI, Acros Organics, USA), kinetin (Sigma Aldrich,
Némecko), kumylhydroperoxid (Acros Organics, USA), kyselina listova (Sigma
Aldrich, Némecko), methanol (Lach-Ner, Ceska republika), D-mannitol (Duchefa
Biochemie, Nizozemsko), Murashige-Skoog médium s vitaminy dle Gamborga
(Duchefa Biochemie, Nizozemsko), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, Sigma
Aldrich, Némecko), hydrat kyseliny 2-(4-morfolino)ethansulfonové (Sigma Aldrich,
Némecko), 4-chloro-1-naftol (Sigma Aldrich, Némecko), kyselina
2,4-dichlorofenoxyoctova (2,4-D, Sigma Aldrich, Némecko), monosodna stl kyseliny
ethylendiamintetraoctové (Sigma Aldrich, Némecko), pantothenat vapenaty (Sigma
Aldrich, Némecko), Pefabloc (Sigma Aldrich, Némecko), peroxid vodiku (Penta, Ceska
republika), persiran amonny (APS, Sigma Aldrich, Némecko), 2,2-difenyl-
1-pikrylhydrazyl (DPPH, Sigma Aldrich, Némecko), polyvinolpolypyrrolidon (PVPP,
Sigma Aldrich, Némecko), primarni anti-APX krali¢i polyklonalni protilatka (Agrisera,
Svédsko), 1,1,3,3-tetracthoxypropan (TEP, Sigma Aldrich, Némecko), sacharosa
(Sigma Aldrich, Némecko), sekundarni antikrali¢i 1gG protilatka znacena alkalickou

fosfatasou (Sigma, USA), kyselina sirova (Lach-Ner, Ceska republika), siran draselny
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(Lachema, Ceska republika), siran Zeleznato-amonny (Lachema, Ceska republika),
p-nitrotetrazoliovd modi (Roth, Nemécko), 2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-
sulfonova kyselina) (ABTS, Sigma Aldrich, Némecko), dithiothreitol (DTT, Duchefa
Biochemie, Nizozemsko), butylhydroxytoluen (BHT, Sigma Aldrich, Némecko), Triton
X-100 (Acros Organics, USA), Tween-20 (Sigma Aldrich, Némecko), xylenolova oranz
(Acros Organics, USA)

3.2 Pristroje a vybaveni

Analytick¢ vahy Denver Summit (Denver Instrument, USA); automatické pipety
(Eppendorf, Némecko); dokumenta¢ni zafizeni Gel-Doc (Bio-Rad, USA);
elektroforeticky systém Mini PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad, USA); elektromagneticka
michacka (IKA, Némecko); chlazena centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko);
laminarni box Bioban-48 (Vetrotecnica, Itdlie); mikrodesticky Testplate 96F (TPP,
Svycarsko); minitfepatka Vortex-V1 Plus (Biosan, Litva); parni sterilizator (Tuttnauer,
Némecko); plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko); PVDF membrana (Merck
Millipore, USA); Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systém (Bio-Rad, USA); trepacka
chlazena Innova 42 (Eppendorf, Némecko); tfepacka orbitalni OS-20 (BioSan, Litva)
vahy (Kern and Sohn Gmbh, Némecko); vakuova vyvéva D-Lab (Edwards, USA); zdroj
pro elektroforézu Power Pac Basic (Bio-Rad, USA)

3.3 Rostlinny material

Pro experimentalni ¢ast byla pouzita suspenzni kultura tabakovych bunék Nicotiana
tabacum L. cv. Xanthi. Kultivace tabakovych bunék probihala na tfepacce pii teploté
25°C, s celodennim svételnym rezimem a S intenzitou tiepani 180 rpm. Burky byly
kultivovany v tekutém Murashige-Skoog médiu pfipraveném dle Tab. 5 (Murashige
a Skoog, 1962). Pfipravené médium bylo rozlito po 100 ml do Erlenmayerovych ban&k
a autoklavovano. Bunky byly pasazovany kazdy tyden - v laminarnim boxu bylo 25 ml
sedm dni staré suspenzni kultury ptevedeno do Cerstvého média. Pro experimenty byly
pouzity bunky ctvrty den po pasdzovani, kdy se bunéfna suspenze nachazela

V exponencidlni ¢asti ristove kiivky.
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Tab. 5: Navod pro ptipravu 11 tekutého Murashige-Skoog média s pfidavkem
hormont (pH 5,5 - 5,7).

Slozka MnoZstvi
Smés Murashige-Skoog médium s vitaminy dle Gamborga 4449
Glutamin 200 mg
Sacharosa 30¢
Zasobni roztok kinetinu (100 mg-1™) 1ml
Zasobni roztok 2,4-D (220 mg-1™) 0,8 mi

Zasobni roztok vitamini neobsazenych ve smési (panthotenat vapenaty

300 mg-1", glycin 200 mg-1", kyselina listova 50 mg-1", biotin 5 mg-1" 10ml

Ctvrty den po pasdzovani bylo pomoci Biichnerovy nalevky odsato kultivaéni
médium. Builky byly zvazeny na pfedvazkach a smiseny s ekvilibranim médiem
(Tab. 6) v poméru 1 g bunék : 10 ml ekvilibra¢niho média. Po hodinové ekvilibraci byly
k bun&né suspenzi aplikovany elicitiny ve vysledné koncentraci 5 nmol-1* a bun&ena
suspenze byla inkubovana po dobu 4 h. Po uplynuti doby inkubace bylo ekvilibra¢ni
médium odsato Biichnerovou nalevkou a buniky byly zamrazeny pii -80°C. Pro realizaci
experimentl byly buniky homogenizovany v tfeci misce s tlouckem v kapalném dusiku.

Nasledné byly bunky rozdéleny do plastovych mikrozkumavek a uchovany pii -80°C.

3.4 Elicitiny

V experimentalni ¢asti prace byly pouzity elicitiny kryptogein (X24) a jeho mutanti
K13V a V84F a infestin (INF) a jeho mutanti V13K/A14T (dale uveden jen INF V13K)
a V84F, které byly piipraveny jako rekombinantni proteiny a darovany Ustavem
biochemie Pfirodovédecké fakulty Masarykovy Univerzity v Brné. Elicitiny byly
nafedény na koncentraci 10 pmol-1" a pied aplikaci k bun&éné suspenzi byly zasobni

roztoky zamrazeny pii 28°C.

Tab. 6: Slozeni ekvilibra¢niho média. Uvedena mnozstvi jednotlivych slozek slouzi pro
pripravu 1 1 ekvilibra¢niho média (pH 5,8).

Slozka MnoZstvi
D-Mannitol 32¢g
MES-hydrat [hydrat kyseliny 2-(4-morfolino)ethansulfonové] 390 mg
K,SO, 87 mg
CaCl, 74 mg
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3.5 Experimentalni metody

3.5.1 Stanoveni celkovych proteinii Bradfordovou metodou

Koncentrace celkovych proteinti byla stanovena metodou podle Bradforda, ktera
vyuziva vazby barviva Coomassie Brilliant Blue G250 na molekuly proteint v kyselém
prostiedi (Bradford, 1976). Vznikajici modré zbarveni je imérné koncentraci proteini
ve vzorku.

Do jamek mikrotitraéni desticky bylo pipetovano 45 pl destilované vody, 5 pl
blanku, extraktu nebo standardu hovéziho sérového albuminu (BSA) a 200 pl
Bradfordova ¢inidla pfipraveného ziedénim zasobniho roztoku Coomasie Blue
Vv poméru 1:4. Zasobni roztok Coomasie Blue byl pfipraven rozpusténim 50 mg
Coomasie Blue G250 v 25 ml methanolu, 50 ml 85% H3PO4 a doplnénim H,O do
objemu 100 ml. Po péti minutové inkubaci byla zméfena absorbance pii 595 nm.
Kalibraéni kiivka byla sestavena ze standardi BSA o koncentracich 0,2; 0,4; 0,6; 0.,8;
1,0; 1,2; 1,4 a 1,6 mg'ml™. Standardy a vzorky byly méfeny ve tiech opakovénich.

3.5.2 Stanoveni aktivity antioxida¢nich enzymu

3.5.2.1 Priprava rostlinného extraktu

Extrakce vzorkli byla provedena pridanim extrakéniho pufru k zamrazenym
zhomogenizovanym buiitkdm v poméru 1:2 (w/v). Pro extrakci byl pouzit 0,1 mol-I*
K-fosfatovy pufr (pH 7,0) obsahujici 2 mmol- 1" EDTA-Na*, 1% PVPP, 2 mmol-1*
DTT a 0,5 mmol-1" Pefabloc. Vzorky byly ponechiny 20 min na ledové lazni
a v pravidelnych intervalech promichany na vortexu. Po uplynuti uvedené doby byly
vzorky centrifugovany 15 min pfi 16 900 g. Supernatant byl nasledné piepipetovan do

Cistych plastovych mikrozkumavek a uchovan na ledové lazni.

3.5.2.2 Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy
Askorbatperoxidasa katalyzuje reakci, ve které dochazi k oxidaci kyseliny askorbové na
kyselinu monodehydroaskorbovou a sou¢asné je H,O, redukovan na vodu. Ubytek
kyseliny askorbové je monitorovan jako pokles absorbance pii 290 nm. Molarni
absorpéni koeficient ma hodnotu 2800 I'mol™*-cm™ (Nakano a Asada, 1981).

Do jamek mikrotitraéni desticky bylo pipetovano 150 ul 0,1 mol-1" K-fosfatového
pufru (pH 6,0), 40 pl 1,75 mmol-1" kyseliny askorbové a 50 pl 10x zfedéného extraktu.
Extrakéni pufr slouil jako blank. Reakce byla zahdjena piidavkem 50 pl 10 mmol-1™
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peroxidu vodiku. Reakce probihala pii teplot¢ 30°C a absorbance pii 290 nm byla

monitorovana po dobu 30 s.

3.5.2.3 Stanoveni aktivity guajakolperoxidasy

Guajakolperoxidasa katalyzuje reakci, ve které dochdzi k oxidaci guajakolu na
3,3’-dimethoxyfenyl-4,4"-bifenochinon za vzniku zlutohnédého zbarveni, které muze
byt monitorovano spektrofotometricky pii 436 nm. Molarni absorp¢ni koeficient ma
hodnotu 4500 I'mol™*-cm™ (Frébort a Adachi, 1995; Doerge et al., 1997).

Do jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo pipetovano 150 pl 0,1 mol-1" K-fosfatového
pufru (pH 6,0), 40 pl 50 mmol-1™* guajakolu a 50 pl 50x ziedéného extraktu. Extrakéni
pufr slouzil jako blank. Reakce byla zahdjena ptidavkem 50 pul 10 mmol-1™" peroxidu
vodiku. Reakce probihala pfi teploté¢ 30°C a absorbance pii 436 nm byla monitorovana

po dobu 2 min.

3.5.2.4 Stanoveni aktivity katalasy

Katalasa katalyzuje reakci, ve které dochazi k disproporcionaci peroxidu vodiku na
vodu a kyslik. Ubytek peroxidu vodiku miize byt monitorovan spektrofotometricky pii
240 nm. Molarni absorpéni koeficient ma hodnotu 39,4 I-mol™-cm™ (Aebi, 1984).

Do jamek mikrotitraéni desticky bylo pipetovano 220 pl 0,1 mol-1" K-fosfatového
pufru (pH 7,0), 20 ul nefeddného extraktu a 60 pl 60 mmol 1™ peroxidu vodiku. Jako
blank slouZzila destilovanid voda. Reakce probihala pfi 30°C a absorbance pii 240 nm

byla monitorovana po dobu 4 mina45s.

3.5.2.5 Stanoveni aktivity glutathionreduktasy

Glutathionreduktasa katalyzuje reakci, ve které dochazi k redukci oxidovaného
glutathionu (GSSG) za vzniku redukovaného glutathionu (GSH). Ve spiazené reakci
GSH redukuje 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinu (DTNB) na dianion
5-thio-2-nitrobenzoové kyseliny (TNB) za vzniku zlutého zbarveni, které mize byt
monitorovano spektrofotometricky pii 412 nm. Molarni absorpéni koeficient ma
hodnotu 14 150 I'mol™-cm™ (Smith et al., 1988).

Do jamek mikrotitraéni desticky bylo pipetovano 200 pl 0,1 mol-1" K-fosfatového
pufru  (pH 7.4) obsahujiciho 0,5 mmol-1* EDTA-Na’, 0,95 mmol:I* DTNB
a123 mmol-1* NADPH a 25 pul nefedéného extraktu. Po promichani byla smés
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inkubovana v termobloku po dobu 2 min pfi teploté¢ 35°C. Po uplynuti doby inkubace
byla reakce zahdjena pridavkem 25 pl 50 mmol-1" K-fosfatového pufru (pH 7,4)
obsahujiciho 0,1 mmol-1* EDTA-Na* a 10 mmol-1? GSSG. Jako blank slouzil
50 mmol-1* K-fosfatovy pufr (pH 7,4) obsahujici 0,1 mmol-l* EDTA-Na*. Reakce

probihala pfi teploté 30°C a absorbance pii 412 nm byla monitorovana po dobu 5 min.

3.5.3 Stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity

3.5.3.1 Priprava rostlinného extraktu

Extrakce vzorka byla provedena pifidanim vychlazeného methanolu k zamrazenym
zhomogenizovanym buitkdm v poméru 1:2 (w/v). Vzorky byly ponechany 15 min na
ledové lazni, v pravidelnych intervalech byly vortexovany a poté byly centrifugovany
15 min pii 15 000 g. Supernatanty byl néasledné piepipetovany do Cistych plastovych

mikrozkumavek a byly uchovany na ledové lazni.

3.5.3.2 Spektrofotometricka metoda vyuzivajici DPPH

Principem této metody je reakce stabilniho radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu
(DPPH) s antioxidantem, ktery poskytuje atom vodiku, za vzniku redukovaného
DPPH-H (Obr. 15). Pokles absorbance, ktery je dan zménou fialového zbarveni ve
Zluté, a je sledovan spektrofotometricky pii vinové délce 515 nm (Paulova et al., 2004;
Prakash et al., 2001).

Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 50 ul blanku (methanol), standardu
nebo 10x zfedéné¢ho vzorku a 150 pl 67 umol-l'1 radikalu DPPH. Reak¢éni smés byla
inkubovana 10 min pfi laboratorni teploté ve tmé a poté byla zméfena absorbance pfi
515 nm. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena ze standardi troloxu v methanolu
0 koncentracich 10; 20; 40; 60; 80 a 100 umol~1’1. Antioxidacni kapacita byla vyjadiena

Vv ekvivalentech Troloxu vztaZzenych na gram Cerstvé vahy rostlinného materialu.
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Obr. 15: Reakce metody vyuzivajici DPPH.

3.5.3.3 Spektrofotometricka metoda vyuzivajici ABTS

V této metodé je testovana schopnost vzorku zhaset kation-radikdl ABTS™ (Obr. 16),
ktery ma modrozelenou barvu, ve vodném prostiedi nebo Castéji v prostiedi pufru
(Arnao et al., 1999). Ztrata charakteristického modrozeleného zbarveni v prub&hu
reakce je monitorovana jako pokles absorbance pfi vinovych délkéach 645, 734 a 815 nm
(Pellegrini et al., 2003).

Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 50 pl blanku (methanol), standardu
nebo 10x zieddného extraktu a 50 pl 372 pmol-1™" persiranu amonného. Reakce byla
zahajena piidavkem 100 ul 1,6 mmol-1™ radikalu ABTS. Reakéni smés byla inkubovana
pti laboratorni teploté po dobu 50 min a nasledn¢ byla zmétena absorbance pfi vinové
délce 734 nm. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena ze standardt troloxu v methanolu
o koncentracich 10; 20; 40; 60 a 80 pumol-1". Antioxidaéni kapacita byla vyjadiena

Vv ekvivalentech Troloxu vztaZzenych na gram Cerstvé vahy rostlinného materialu.

Obr. 16: Strukturni vzorec slou¢eniny ABTS.
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3.5.4 Stanoveni peroxidace lipida

3.5.4.1 Priprava rostlinného extraktu

Extrakce byla provedena pfidanim extrakéniho pufru k  zamrazenym
zhomogenizovanym bunkdm v poméru 1:2 (w/v). Pro extrakci byl pouzit 0,1 mol-I*
K-fosfatovy pufr (pH 7,0) obsahujici 1% (v/v) Triton X-100 a 0,01% (w/v)
butylhydroxytoluen. Vzorky byly ponechany 20 min na ledové lazni a v pravidelnych
intervalech promichany na vortexu. Po uplynuti inkubac¢ni doby byly vzorky

centrifugovany 20 min pfi 16 000 g.

3.5.4.2 Metoda FOX2 - primarni produkty peroxidace lipidi
Hydroperoxidy lipida (priméarni produkty peroxidace lipidi) oxiduji Zeleznaté ionty
Vv kyselém prostfedi na Zelezité, které tvoii komplex s xylenolovou oranzi za vzniku
modrofialového zbarveni, které je mozno monitorovat spektrofotometricky pti 560 nm
(Griffiths et al., 2000).

V mikrozkumavkach bylo inkubovano 40 pl blanku (extrakéni pufr), standardu nebo
vzorku a 10 pl methanolu. Inkubace probihala 30 min ve tm¢ pii laboratorni teploté. Po
uplynuti doby inkubace bylo do kazdé¢ mikrozkumavky pfiddno 400 ul pracovniho
¢inidla FOX 2, ktery byl pfipraven smichanim c¢inidla FOX A a FOX B (Tab. 6)
v pomé&ru 1:9. Obsah mikrozkumavek byl promichan na vortexu a mikrozkumavky byly
inkubovany 30 min ve tmé pii laboratorni teploté. Po uplynuti doby inkubace byly
mikrozkumavky centrifugovany 5 min pii 16 200 g pii laboratorni teploté. Do jamek
miktrotitracni desticky bylo pipetovano 180 ul supernatantu a byla zméfena absorbance
pfi 560 nm. Kalibraéni kfivka byla sestavena ze standardli kumenhydroperoxidu

0 koncentracich 1; 5; 10; 25; 50; 75 a 100 pmol-l’l.

3.5.4.3 Metoda s NMPI - sekundarni produkty peroxidace lipida
Chromogenni ¢inidlo N-methyl-2-fenylindol (NMPI) interaguje s malondialdehydem
(MDA), ktery je oznacovan jako uziteCny index pro stanoveni miry peroxidace lipidd
prosttednictvim sekundarnich produkti. Vznikajici barevny komplex je moZné
detekovat spektrofotometricky s maximem absorpce pii 586 nm (Gérard-Monnier et al.,
1998)

Do mikrozkumavek bylo pipetovano 80 pl blanku (extrakéni pufr), standardu nebo

vzorku a 260 pl 10 mmol-1™ &inidla NMPI (Tab. 7).
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Tab. 7: SloZeni roztokl pro metody stanoveni peroxidace lipida.

Roztok SloZeni

FOX A 250 mmol-1* H,SO,, 1 mmol-1? xylenolova oranz a 2,5 mmol 17
(NH,)2Fe(S0O,),

FOX B 4,4 mmol-1butylhydroxytoluen v methanolu

¢inidlo NMPI 41 mg NMPI (vysledna koncentrace je 10 mmol-1%), 15 ml
acetonitrilu, 5 ml methanolu

Reakce byla =zahajena piidavkem 60 pl koncentrované HCI a smés
v mikrozkumavkach byla inkubovana v termobloku 45 min pti 45°C. Po uplynuti doby
inkubace byly mikrozkumavky ochlazeny. Do jamek mikrotitraéni desticky bylo
pipetovano 150 pl roztoku ve dvojim opakovani a byla zméfena absorbance pii 586 nm.
Kalibra¢ni kiivka byla sestavena ze standardi malondialdehydu, ktery ve vodném

prostiedi poskytuje TEP, o koncentracich 0,1; 0,5; 1; 5; 10 a 20 umol-l'l.

3.5.5 Nativni elektroforéza - detekce aktivity peroxidas

3.5.5.1 Priprava vzorku

Extrakce byla provedena pfidanim extrakéniho pufru  k  zamrazenym
zhomogenizovanym buitkdm. Vzorky pfipravované pro detekci peroxidas (POX) byly
extrahovany Vpoméru 1:2 (w/v), vzorky pfipravované pro detekci APX byly
extrahovany v poméru 1:1 (w/v). Pro extrakei byl pouzit 0,1 mol-1?* K-fosfatovy pufr
(pH 7,0) obsahujici 2 mmol-1* EDTA-Na’, 1% PVPP, 2 mmol-I* DTT a 0,5 mmol-1*
Pefabloc. Vzorky byly ponechany 20 min na ledové lazni a v pravidelnych intervalech
promichény na vortexu. Po uplynuti uvedené doby byly vzorky centrifugovany 15 min
pii 16 900 g. Supernatanty byly nasledné smiseny s 60% (v/v) glycerolem v poméru 3:1

a takto pripravené vzorky byly uchovany na ledové lazni.

3.5.5.2 Elektroforeticka separace

Elektroforéza byla provedena v polyakrylamidovych gelech v tenké vrstvé mezi dvéma
sklenénymi deskami ve vertikdlni poloze a v diskontinudlnim uspotfadani. Gely byly
pfipraveny dle Tab. 8. Zaostiovaci gel obsahoval 0,5 mol-1™ Tris-chloridovy (Tris/HCI)
pufr (pH 6,8), zatimco délici gel obsahoval 1,5mol-1" Tris/HCI (pH 8,8). Vodivé
prostiedi mezi elektrodami bylo zajiSténo elektrodovym pufrem. Do krajnich jamek
gelu bylo aplikovano 15 pl roztoku bromfenolové modri, ktera indikovala pohyb cela

délicich se latek. Roztok bromfenolové modii byl piipraven rozpuSténim 1 mg
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bromfenolové modii v5ml dH,O a pfidanim 2,5 ml 60% glycerolu. Elektroforéza
probihala za konstantniho napéti, které bylo nizsi v zon¢ zaostfovaciho gelu a zvysilo se
po doputovani cela d¢licich se latek na rozhrani zaostfovaciho a dé¢liciho.
Elektroforetické déleni bylo ukonceno po doputovani ¢ela k dolnimu okraji skla.
Parametry nastaveni elektroforetického dé€leni se lisily podle enzymu, ktery mél byt
Vv gelu nésledné detekovan. Byly pfipraveny gely o rozdilné tloustce, procentudlnim
obsahu AA/BIS a liSilo se i nastaveni konstantniho napéti (Tab. 9). Do jamek gelu
0 tloust'’ce 0,75/1 mm bylo aplikovano 15/25 ul vzorku. Slozeni elektrodovych pufra je
uvedeno v Tab. 10. Vzorky pro detekci enzymi s peroxidasovou aktivitou byly do
jamek geld naneseny bezprostfedné po sestaveni elektroforetické aparatury a nasledné
byla zahdjena separace latek pfipojenim ke zdroji konstantniho napéti. Sestavena
elektroforeticka aparatura s gely pro detekci enzymu s askorbatperoxidasovou aktivitou
byla pfipojena ke zdroji napéti (100 V) 30 min pted aplikaci vzorkt, aby do gelt
vstoupila kyselina askorbova z elektrodového pufru. Vlastni elektroforetickd separace

probihala vzdy pfti 4°C.

3.5.5.3 Detekce enzymu s peroxidasovou aktivitou

Po elektroforetické separaci byly gely na 5 min pieneseny do 100 mmol-1™* Tris/HCI
(pH 7,0). Po uplynuti doby inkubace byly gely na 30 min pfeneseny do barviciho
roztoku, ktery byl pfipraven rozpusténim 4 mg 4-chlor-1-naftolu v 2,5 ml ledové
vychlazeném methanolu, pfidanim 12,5 ml 100 mmol 1™ Tris/HCI (pH 7,0) a 20 ul 30%
H.O, (Angelini a Federico, 1989). Po vybarveni byly gely 3x promyty destilovanou
vodou azdokumentovany pomoci piistroje Gel Doc (BioRad, USA) v programu
ImageLab. Denzitometrické vyhodnoceni bylo provedeno v programu UVP
VisionWorksLS.

Tab. 8: Slozeni polyakrylamidového gelu.

gel AA/BIS 0,5 mol-I"! 1,5 mol-1™ H,O TEMED 10% APS
(%T) (T30%,  Tris/HCI Tris/HCI

C2,67%) (pH6,8) (pH 8,8)
4%  13ml 2,5ml - 59ml 20 pl 200 pl
5%  1,6ml 2,5ml - 56ml 20 pl 200 pl
8%  2,6ml - 25ml 46ml 10l 150 pl
10% 3.2ml - 25ml 40ml 10l 150 pl
14% 45ml - 2,5 ml 27ml 10 pl 150 pul
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Tab. 9: Parametry elektroforetického déleni pred detekei aktivity POX a APX v gelech po
nativni elektroforéze.

detekovany  tloust’ka gelu  zaostrovaci gel: délici gel:

enzym sloZeni / napéti na zdroji sloZeni / napéti na zdroji
POX 0,75 mm 4% AA/BIS /100 V 8% AA/BIS /180 V
POX 1 mm 4 % AA/BIS /100 V 10% AA/BIS /180 V
APX 1 mm 5% AA/BIS /100 V 14% AA/BIS /120 V

Tab. 10: Slozeni elektrodového pufru pro nativni elektroforézu.

detekovany  sloZeni elektrodového pufru

enzym
POX 25 mmol-1™" Tris/HCI, 192 mmol-1"* glycin
APX 25 mmol-1"* Tris/HCI, 192 mmol-1™ glycin, 2 mmol-1™* kyselina askorbova

3.5.5.4 Detekce enzymu s askorbatperoxidasovou aktivitou

Po elektroforetické separaci byly gely inkubovany dle nasledujiciho rozpisu (Tab. 11).
Vsechny inkubace probihaly pfi laboratorni teploté. Po vybarveni byly gely 3x promyty
destilovanou vodou a zdokumentovany pomoci piistroje Gel Doc (BioRad, USA)
v programu Imagel.ab. Denzitometrické vyhodnoceni bylo provedeno v programu UVP
VisionWorksLS.

3.5.6 Imunodetekce askorbatperoxidasy

3.5.6.1 Priprava vzorku

Extrakce vzorkli byla provedena pfidanim extrakéniho pufru k zamrazenym
zhomogenizovanym buiikdm v poméru 1:2 (w/v). Pro extrakei byl pouzit 0,1 mol-1?
K-fosfatovy pufr (pH 7,0) obsahujici 2 mmol-I* EDTA-Na*, 1% PVPP, 2 mmol-1*
DTT a 0,5 mmol-1" Pefabloc. Vzorky byly ponechany 20 min na ledové lazni
a Vv pravidelnych intervalech promichany na vortexu. Po uplynuti uvedené doby byly
vzorky centrifugovany 15 min pii 16 900 g.

Do ¢cistych plastovych mikrozkumavek bylo napipetovano 20 pl supernatantu, 20 pl
10% SDS a 20 ul vzorkovaciho pufru (125 mmol-1* Tris/HCI (pH 6,8), 4% (w/v)
dodecylsiran sodny (SDS), 20% (v/v) glycerol, 0,2 mol-1* DTT, 0,02% (w/v)
bromfenolovd modf). Vzorky byly povafeny 5 min, ochlazeny na ledové lazni

a centrifugovany 5 min pti 6 000 g.
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Tab. 11: Postup inkubace geli po nativni elektroforéze pro detekci enzymu
s askorbatperoxidasovou aktivitou (upraveno podle Mittler a Zilinskas, 1993).

Doba inkubace Roztok

30 min 50 mmol-1" K-fosfatovy pufr (pH 6), 2 mmol-1" kyselina askorbové
kazdych 10 min vyménén za Cerstvy

20 min 50 mmol-1" K-fosfitovy pufr (pH 6), 4 mmol-1" kyselina askorbova,
2 mmol 1 H,0,

1 min 50 mmol-1"* K-fosfatovy pufr (pH 6)

20 — 30 min 50 mmol-1" K-fosfatovy pufr (pH 7,8), 28 mmol-1" TEMED, 2,45 mmol-1*

nitrotetrazoliova modi (NBT)

3.5.6.2 Elektroforeticka separace

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s piidavkem detergentu SDS je denatura¢ni
metodou diskontinudlni elektroforézy slouzici k separaci proteint dle jejich molekulové
hmotnosti. SDS ma zaporny ndboj, pii vazbeé na protein (1,4 g SDS : 1 g proteinu) méni
jeho konformaci a vyrovnava rozdily v ndbojich proteind, které se v gelu pohybuji
smérem od katody k anod¢ na zaklad¢ jejich rozdilné velikosti.

Elektroforéza byla provedena v polyakrylamidovych gelech s SDS v tenké vrstvé
(1 mm) mezi dvéma sklenénymi deskami ve vertikalni poloze a v diskontinualnim
usporadani. Separace proteinii vzorkll tabakovych bunék v 4% zaostfovacim a 10%
délicim gelu s pridavkem 10% SDS. Zaostfovaci gel obsahoval 0,5 mol-1™* Tris/HCI pufr
(pH 6,8), délici gel obsahoval 1,5 mol-1* Tris/HCI (pH 8,8) (Tab. 12).

Vodivé prostiedi mezi elektrodami bylo zajiiténo elektrodovym 125 mmol-1™
Tris/HCI pufrem (pH 8,3) obsahujicim 192 mmol-1" glycin a 0,1% (w/v) SDS. Do
jamek gelu bylo aplikovano 20 pl vzorku. Elektroforéza probihala za konstantniho
napéti 100 V v zoné zaostiovaciho gelu a 200 V v zo6né déliciho gelu. Elektroforetické

dé€leni bylo ukonceno po doputovani ¢ela de€licich se latek k dolnimu okraji skla.

Tab. 12: Slozeni polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE elektroforézu.

gel AA/BIS 0,5mol-I* 1,5 mol1* H,O 10% TEMED 10%

(% T) (T30%, TrissfHCl  Tris/HCI (Wiv) APS
C267%) (pH6,8) (pH8,8) SDS

4 % 1,3 ml 2,5 ml - 6,ml 100l 20 pul 200 pl

10% 3,3ml - 2,5 ml 41ml 100pl  10pul 100 pl
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3.5.6.3 Western blot a imunodetekce askorbatperoxidasy
Metoda Western blot slouzi pro kvalitativni detekci proteini nebo pro jejich
semikvantitativni stanoveni. Po separaci proteini SDS-PAGE elektroforézou nasleduje
jejich pfenos na membranu z nitrocelulosy nebo polyvinylidendifluoridu (PVDF)
pusobenim elektrického proudu.

Proteiny z gelu po SDS-PAGE elektroforéze byly pfeneseny na PVDF membranu
v tankovém usporadani Western blot metody. PVDF membréna byla pied pouzitim
ponofena na 5 min do methanolu. Gel se separovanymi proteiny, filtracni papiry,
membrana a porézni houbiC¢ky byly ponofeny na 30min do blotovaciho
25 mmol-1* Tris/HCI pufru (pH 8,3) obsahujiciho 192 mmol-1* glycin a 20% (v/v)
methanol. Jednotlivé vrstvy byly do blotovaci kazety naskladany v nasledujicim potadi:
cerna deska kazety — porézni houbicka — filtrani papir — gel — membrana — filtracni
papir — porézni houbicka — prasvitna deska kazety. Po vloZzeni kazety do blotovaci
komurky a ptidani blotovaciho pufru byl nastaven konstantni proud 0,8 mA-cm™
membrany a blotovani probihalo pies noc pii 4°C. Po ukonceni blotovani byla
membrana vyjmuta z kazety a byla detekovana piitomnost APX (Tab. 13).

Po vybarveni byla membrana 3x promyta destilovanou vodou a zdokumentovana
pomoci ptistroje Gel Doc (BioRad, USA) v programu Imagelab. Denzitometrické
vyhodnoceni bylo provedeno v programu UVP VisionWorksLS.

Tab. 13: Postup inkubace PVDF membrany pro detekci pfitomnosti APX.

Doba inkubace Roztok SloZeni

2h 5% BSA v TTBS TTBS: 20 mmol- 1" Tris/HCI (pH 7,5),
500 mmol-1"* NaCl, 0,1% Tween

3x 10 min TTBS

ptes noc primarni protilatka krali¢i anti-APX; fedéni 1 : 2000 v5% BSA
vTTBS

3x 10 min TTBS

2h sekundarni protilatka protilatka proti kralicim IgG znacend alkalickou
fosfatasou; fedéni 1 : 5 000 v 5% BSA v TTBS

3x 10 min TTBS

5-20 min barvici roztok 10 ml AP pufru (100 mmol-1"* Tris/HCI (pH 9),
150 mmol 1 NaCl, 1 mmol-1* MgCl,) + 33 pl
10% NBT v 70% dimethylformamidu + 33 pl
5% BCIP v 100% dimethylformamidu

3x 10 min destilovana H,O

39



4 VYSLEDKY A DISKUSE

Hlavnimi cily pfedlozené bakalaiské prace bylo studium a porovnani vlivu elicitini
infestinu a kryptogeinu a jejich mutantnich forem na aktivity klicovych antioxida¢nich
enzymu, celkové antioxidacni kapacity a miry peroxidace lipidd. Po aplikaci
kryptogeinu k suspenzni kultufe tabakovych bun€k dochazi v rané fazi obrannych
mechanism k fosforylaci proteinii, zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych
iont, akumulaci ethylenu a kapsidiolu, zvySené produkci oxidu dusnatého a ROS
vlivem aktivace membranové NADPHoxidasy. (Blein et al., 1991; Viard et al., 1994;
Rustérucci et al., 1996; Osman et al., 2001; Asai et al., 2008; Dokladal et al., 2012;
Ptackova et al., 2015). Po aplikaci elicitini byla pozorovana alkalizace extracelularniho
prostiedi, coz vede ke zvySeni aktivity NADPH oxidasy a k inkrustaci bunééné stény
Ca?* ionty (Hahn, 1996; Ptackova et al. 2015). Vzhledem k dvoji roli ROS, jejichz
koncentrace po aplikaci elicitind k tabdkovym buinikam je vyznamné zvysena, je dilezité
regulovat jejich produkci a zhaseni antioxidaénimi mechanismy tak, aby nebyly
poskozeny komponenty rostlinné buiky. Castou odpovédi rostlin na pisobeni
stresovych faktorti je produkce ROS a aktivace ochranného systému zahrnujici
enzymové i neenzymové antioxidanty (Das a Roychoudhury, 2014).

Do studie byly zafazeny vedle elicitini infestinu a kryptogeinu i jejich mutantni
formy. U kryptogeinu zaménou aminokyseliny lysinu na pozici 13 za valin je ovlivnéna
schopnost produkce ROS a s tim spojend schopnost indukce HR a tvorba nekroz.
Mutace kryptogeinu K13V posouva isoelektricky bod do kysel¢ oblasti. Naopak
U infestinu pfi zaméng valinu za lysin v poloze 13 jsou jeho G¢inky pfiblizeny G¢inkim
kryptogeinu. Po aplikaci INF V13K dochazi k aktivaci produkce ROS a objevuji se
nekrotickd mista (nepublikované vysledky Sedlat 2018). V préaci byl pouzit dvojity
mutant INF V13K/A14T. Bylo prokazano, ze mutace v poloze 84 u kryptogeinu (X24
V84F) zvysuje produkci ROS u rostlin tabaku (Dokladal et al., 2012). Podobny efekt
byl pozorovan i v pifipadé INF V84F u suspenzni kultury tabdkovych bunék
(nepublikované vysledky Sedlar, 2018).
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4.1 Stanoveni celkovych proteini Bradfordovou metodou

Kalibrac¢ni kiivka pro stanoveni celkovych proteinti byla sestrojena pomoci standard
BSA v rozmezi 0,2 — 1,6 mg-ml™ (Obr. 17). Rovnice regresni piimky byla pouZita pro

vypocet koncentrace celkovych proteinii ve vzorcich tabakovych bunék.

Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni proteini

1,2
y = 0,6165x + 0,0449

1 /4 R> = 0,9904

A (595 nm)

¢ (mg-ml?)

Obr. 17: Kalibraéni kiivka pro stanoveni celkovych proteinti Bradfordovou metodou. Graf
znazoriiuje zavislost absorbance pii vinové délce 595 nm na koncentraci kalibra¢nich standarda

BSA.
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4.2 Vliv elicitinti na aktivitu antioxida¢nich enzymi tabakovych bunék
Prvnim dil¢im ukolem bakalaiské prace bylo studium vlivu elicitinli na aktivitu enzymu
askorbatperoxidasy, guajakolperoxidasy, katalasy a glutathionreduktasy, které se podili
na antioxida¢ni ochrané bunck. Aktivita vSech studovanych enzymul byla stanovena
spektrofotometrickymi metodami a vliv elicitini (Obr. 18) byl vyjadifen jako nasobky
specifické aktivity kontrolnich vzorka (Tab. 14), ke kterym nebyly aplikovany elicitiny.

APX je jednim z kliCovych enzymu askorbat-glutathion-tokoferolového cyklu
(Szarka et al., 2012), ktery se podili na detoxikaci ROS. Po aplikaci kryptogeinu nebyla
zaznamenana zmeéna aktivity tohoto enzymu narozdil od efektu infestinu, kdy doslo
k navySeni aktivity APX. Dale byl sledovan vliv mutace aminokyseliny na pozici 13,
kterd je zapojena do nekrotickych ucinkt elicitinti. Efekt mutace kryptogeinu v poloze
13 i infestinu byl srovnatelny, byla detekovana mirné zvySend aktivita APX. U mutantu
kryptogeinu K13V, u kterého mutace posouva isoelektricky bod do kyselé oblasti
a priblizuje kryptogein ucinkliim infestinu, doSlo k narGstu APX aktivity v porovnéani
s efektem kryptogeinu a naopak APX aktivita po aplikaci infestinu s mutaci v poloze 13
byla niz$i nez v pripad¢ aplikace infestinu. V pfipadé mutantli infestinu i kryptogeinu
V84F, kdy byla prokazana zvysena schopnost aktivace produkce ROS (Dokladal et al.,
2012; Ptackova et al., 2015; nepublikované vysledky Sedlar 2018), jsme detekovali

vyznamné zvysenou APX aktivitu.

Tab. 14: Specificka aktivita antioxida¢nich enzymu kontrolnich neelicitovanych vzorkd.

enzym aktivita

GPX 2,387 pkat-mg™+ 0,114
APX 139,487 nkat-mg™ + 22,069
CAT 133,343 nkat-mg™ + 23,222
GR 0,187 nkat-mg™” + 0,017
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Obr. 18: Porovnani vlivu elicitini na aktivitu antioxida¢nich enzymu - askorbatperoxidasy
(APX), guajakolperoxidasy (GPX), katalasy (CAT) a glutathionreduktasy (GR). Specificka
aktivita enzyml v elicitovanych vzorcich je vyjadfena relativné jako nasobky kontrolniho
vzorku, ktery nebyl elicitovan. V praci byl pouzit dvojity mutant INF V13K/A14T - v grafu je
z diivodu prehlednosti uvedena pouze mutace v poloze 13.

Dalsim méfenym enzymem byla guajakolperoxidasa (GPX). Po aplikaci kryptogeinu
i infestinu doSlo k vyraznému sniZeni aktivity GPX. U mutantu X24 K13V byl
detekovan mirny narist aktivity GPX vici kontrolnimu vzorku. Aktivita GPX po
elicitaci mutanty X24 V84F, INF V13K a INF V84F nebyla vyrazné ovlivnéna.

Katalasa (CAT) je antioxida¢ni enzym, ktery se podili na detoxikaci ROS pievazné
v peroxisomech (Mittler, 2002). Na aktivitu CAT nebyl prokazan statisticky vyznamny
efekt kryptogeinu i infestinu. Vlivem aplikace mutantu X24 K13V doslo k mirnému
narastu aktivity CAT v porovnani s kontrolnim experimentem, aplikace mutantni formy
INF V13K naopak CAT aktivitu mirn¢ snizila. Pisobenim mutantl X24 V84F
a zejména INF V84F doslo k narlstu aktivity CAT.

Poslednim stanovovanym antioxida¢nim enzymem byla glutathionreduktasa (GR),

ktera je zapojena v askorbat-glutathionovém cyklu (Zsigmond et al., 2011). Je zajimavé,
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ze po aplikaci studovanych elicitinti a jejich mutantnich forem s vyjimkou INF V13K
byla aktivita oproti kontrolnimu vzorku snizena. Nejvyrazngjsi pokles GR aktivity byl
detekovan po aplikaci elicitinii s mutaci v poloze 84 a to zejména u mutantni formy
infestinu. Po aplikaci mutantu INF V13K doslo k nartistu aktivity vici kontrolnimu
vzoruku.

Zajimavy je rozdilny efekt elicitace tabdkovych bunék na aktivitu
askorbatperoxidasy a glutathionreduktasy, kdy v ptfipadé APX byla detekovana
vyznamné zvysSend aktivita a naopak v pfipadé GPX byl vétSinou pozorovan pokles
aktivity tohoto enzymu. Nejvyznamnéjsi zmény v pfipadé obou enzymi byly
zaznamenany po aplikaci elicitinli s mutaci v poloze 84. Zde je mozné poukazat na
souvislost zmény aminokyselin v pozici 84 (V84F) ve struktufe elicitind se schopnosti

aktivovat tvorbu reaktivnich forem kysliku tabdkovymi bunikami.

4.3 Vliv elicitinii na antioxida¢ni kapacitu tabakovych bunék

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity byly vybrany spekrofotometrické metody
vyuZivajici kation-radikal ABTS a radikal DPPH. Pfi stanoveni antioxida¢ni kapacity
metodou vyuzivajici ABTS je sledovan ubytek modrozeleného zbarveni pii 734 nm.
Metodou vyuzivajici DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) se spektrofotometricky
stanovuje antioxidacni kapacita monitorovanim zmény fialového zbarveni ve zluté (viz
kapitola 3.5 Experimentalni metody). Pro obé metody byly sestaveny kalibraéni kiivky
(Obr. 19 a Obr. 20) pomoci standardt syntetického antioxidantu Troloxu, pro metodu
ABTS vrozmezi 10-80 pmol-I* a pro metodu DPPH v rozmezi 10-100 pmol 1™
Rovnice regresnich piimek byly pouzZity pro vypocet koncentrace ekvivalent
antioxidacni kapacity syntetické latky Troloxu ve vzorcich tabadkovych bunék, které
byly nasledn¢ vztazeny na gram cerstvé vahy. Antioxida¢ni kapacita elicitovanych
vzorkl byla porovnéna relativné vici kontrolnimu vzorku.

Antioxida¢ni kapacita tabakovych bunék méfena metodou ABTS (Obr. 21) byla po
aplikaci elicitind infestinu a kryptogeinu a jejich mutantnich forem (mutace na pozici 13
a 84) vporovnani s antioxida¢ni kapacitou kontrolnich tabakovych bunék mirné
zvySena. Vyjimkou byl elicitin X24 V84F, u kterého doslo k snizeni celkové
antioxidac¢ni kapacity. Primérmd koncentrace ekvivalenti Troloxu v kontrolnich

neelicitovanych vzorcich byla 2,454 umol-g™ &erstvé véhy.
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Metodou vyuzivajici DPPH se antioxidacni kapacitu tabakovych bun€k nepodatilo
stanovit. Béhem inkubace se v jamkach mikrotitracni desticky tvofil zdkal a metoda

nebyla reprodukovatelnd. Pro méteni realnych vzorkii bude nutna dalsi optimalizace.
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Obr. 19: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity tabakovych bunék
metodou vyuzivajici ABTS. Graf znazornuje zavislost absorbance pii vinové délce 734 nm na
koncentraci kalibra¢nich standardt Troloxu.
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Obr. 20: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni celkové antioxidaéni kapacity tabakovych bunék
metodou vyuzivajici DPPH. Graf znazoruje zavislost absorbance pii vinové délce 515 nm na
koncentraci kalibra¢nich standardti Troloxu.

45



Antioxidacni kapacita - ABTS
14
=]
[
R 1,2
g
2 10
=
O 4
£2 os
(]
)g 0,4
s 02
0,0 T T T T T T
K X24 WT  X24 X24 INFWT INF INF
K13V  V84F V13K  V84F

Obr. 21: Porovnani vlivu elicitini na antioxida¢ni kapacitu metodou ABTS. V praci byl pouzit
dvojity mutant INF V13K/A14T - v grafu je z divodi prehlednosti uvedena pouze mutace
v poloze 13.

4.4 Vliv elicitinii na miru peroxidace lipidia v tabakovych buinkach

Se zvySenou produkci ROS po aplikaci elicitinil k suspenzni kultute tabakovych bunck
se zvySuje pravdépodobnost peroxidace lipidl, ktera miize vést k naruseni bunéénych
membran a nasledn¢ k dysfunkci bunky (Kiithn a Borchert, 2002). Peroxidace lipidu je
chemicky proces, pii kterém jsou oxida¢né poskozeny polynenasycené mastné kyseliny
(PUFA) lipidii biologickych membran vlivem ROS za pfitomnosti stopového mnoZstvi
iontli kovti (Esterbauer et al., 1991; Jones, 2008). Citlivost k oxida¢nimu poskozeni je
pfimo umérna poctu dvojnych vazeb v molekule mastné kyseliny (Wagner et al., 1994).
Vznikajici primarni produkty jsou hydroperoxidy mastnych kyselin, které se dale
mohou pifeménovat na vysoce reaktivni sekundarni produkty (aldehydy), jez poskozuji
strukturu dal$ich biomakromolekul (Siems a Grune, 2003). Pro detekci intenzity
peroxidace lipidi po elicitaci tabakovych bunék byly testované dvé metody (FOX2
a metoda vyuzivajici NMPI).

Kalibra¢ni ktivka pro stanoveni primarnich produkti peroxidace lipidi metodou
FOX2 (Obr. 22) byla sestavena pomoci standardii kumenhydroperoxidu v rozmezi
1-100 pmol-1". Kalibraéni kiivka pro stanoveni sekundarnich produkti metodou
vyuzivajici NMPI (Obr. 23) byla sestavena pomoci standard malondialdehydu, ktery
poskytuje 1,1,3,3-tetracthoxypropan (TEP) ve vodném prostiedi, v rozmezi
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0,1 - 20 pmol-I"*. Rovnice regresnich piimek byly pouzity pro vypodet koncentrace

produktt peroxidace lipidd, ve vzorcich tabakovych bunék.
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Obr. 22: Kalibraéni kiivka pro stanoveni primarnich produktd peroxidace lipidd metodou
FOX2. Graf znazornuje zavislost absorbance pti vinové délce 560 nm na koncentraci
kalibrac¢nich standardi kumenhydroperoxidu.
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Obr. 23: Kalibraéni kiivka pro stanoveni sekundarnich produkti peroxidace lipidi metodou
NMPI. Graf znazornuje zavislost absorbance pifi vinové délce 586 nm na koncentraci
kalibrac¢nich standardi malondialdehydu.
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Primarni produkty peroxidace lipidi metodou FOX2 nebylo mozné ve vzorcich
tabakovych bungk stanovit. Je mozné, ze jejich obsah byl nizsi, nez je limit detekce této
metody.

Pro sledovani vlivu elicitini na peroxidaci lipidt prostfednictvim sekundarnich
produktt byla vybrana metoda vyuzivajici chromogenni ¢inidlo N-methyl-2-fenylindol.
Vysledky méfeni (Obr. 24) byly vztazeny na standard malondialdehydu a byly
vyjadieny relativné va¢i kontrolnimu vzorku. Primérnd koncentrace MDA
Vv kontrolnich vzorcich, které nebyly elicitovany, byla 7,663 umol-l’l. Z vysledkt je
mozné usoudit, ze pusobenim elicitini dochazi ve vétsi mife k peroxidaci lipidi.
Zvysend mira peroxidace lipidl po elicitaci tabakovych bun€k byla zjisténa i v praci
Ptackova et al. (2015). Zajimavym zjisténim je, Ze nejvétsi zmeény v peroxidaci lipida
oproti kontrolnimu vzorku byly pozorovany u elicitint X24 K13V a INF V13K,
zatimco nejvetsi schopnost produkce ROS byla detekovana po aplikaci mutantni formy
elicitinu v poloze 84 (Dokladal et al., 2012; nepublikované vysledky Sedlafr, 2018).
Otazkou je vzajemné propojeni procesti odehravajicich se po elicitaci ve spojeni
schopnosti aktivovat produkci ROS, nasledné aktivovat signalni drahy vedouci
k expresi obrannych genii, mezi které patii i antioxidaéni enzymy, coz se mize projevit
v intenzité peroxidace lipidi. Jako ptiklad mize byt uvedeno pisobeni kryptogeinu
s mutaci v poloze 84, ktery vyznamné ovliviiuje produkci ROS a nésledné dochazi
k aktivaci APX, klicového enzymu v antioxida¢nim systému rostlin. To miZe byt
divodem potlaceni peroxidace lipidi v prostiedi, kde dochazi po elicitaci k intenzivni
produkci ROS. Je samoziejmé, ze obranny mechanismus rostlin aktivovany elicitiny je
tvofen komplexnim systémem reakci, které se mohou vzajemné dopliovat c¢i
ovlivilovat. PredloZzené vysledky dokumentuji jen dil¢i reakce tabdkovych bunék na

stres vyvolany pisobenim elicitini.
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Obr. 24: Porovnani vlivu elicitinu na peroxidaci lipida prostiednictvim sekundarnich produkta.
V praci byl pouzit dvojity mutant INF VI13K/A14T - v grafu je z ditvodu ptehlednosti uvedena
pouze mutace v poloze 13.

4.5 Detekce antioxidacnich enzymii

4.5.1 Detekce aktivity peroxidas v gelu po nativni elektroforéze
Vliv elicitinl na enzymy s peroxidasovou a askorbatperoxidasovou aktivitou byl kromé
spektrofotometrickych metod sledovan i1 v gelech po elektroforetick¢ separaci za
nativnich podminek. Peroxidasova aktivita byla detekovana barvici smési obsahujici
4-chloro-1-naftol, askorbatperoxidasova aktivita byla detekovana barvici smési
S nitrotetrazoliovou modii. Gely byly nasledné denzitometricky vyhodnoceny, jako
ukazatel intenzity signdlu byla vybrana plocha bandu v denzitometrickém zaznamu.
Vysledky téchto experimentd jsou pouze orientacni, protoze doposud nebyly potvrzeny
opakovanim experimentd.

Peroxidasova aktivita byla detekovdna v 8%/10% délicim gelu o tlouStce 0,75/1 mm.
V gelu o tloustce 1 mm byly detekovany 3 isoenzymy peroxidas, zatimco v gelu
o tloustce 0,75 mm byly detekovany pouze 2 isoenzymy (Obr 25 (A), (B)). Pro
denzitometrické vyhodnoceni byla z obou gelli vybrana nejintenzivnéji zastoupena
isoforma POX.

Askorbatperoxidasova aktivita byla detekovana v 14% délicim gelu (Obr. 25 (C)).
Ve vsech vzorcich bylo detekovano 5 isoenzymii. Dal§i optimalizace metody bude
zamefend na nastaveni takovych parametrii elektroforézy, aby byly jednotlivé

isoenzymy dobfe rozdélené a zaostiené.
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Obr. 25: Detekce aktivity POX a APX v gelu po nativni elektroforéze. (A) aktivita POX, 8%
délici gel, tloustka 0,75 mm; (B) aktivita POX, 10% délici gel, tloustka 1 mm; (C) aktivita
APX, 14% délici gel, tloustka 1 mm. 1- Kontrola, 2 - X24 WT, 3 - X24 K13V, 4 - X24 V84F, 5
- INF WT, 6 - INF V13K/A14T, 7 - INF V84F. V praci byl pouzit dvojity mutant INF
V13K/A14T v grafu je zdavoda piehlednosti uvedena pouze mutace v poloze 13.
Denzitometrické vyhodnoceni intenzity signalu vybranych izoenzymt.
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4.5.2 Imunodetekce askorbatperoxidasy

Enzym askorbatperoxidasa byl dale detekovan imunochemicky na PVDF membrané po
probéhnuté SDS-PAGE elektroforéze a Western blotu (Obr. 26). PVDF membrana byla
denzitometricky vyhodnocena, jako ukazatel intenzity singalu byla pouzita plocha
bandu jednotlivych isoenzymil v denzitometrickém zaznamu. U jednotlivych vzorkl
bylo detekovano 5-7 dobfe rozliSitelnych isoforem. U infestinu a jeho mutantnich forem
intenzita signalu pro isoformu 3 koreluje s vysledky ziskanymi spektrofotometrickym

méfenim.

g F 3 2 EAPX1 m®@APX2 m®@APX3
- -
. 3 :
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Obr. 26: Imunodetekce isoenzymi APX. 1 - Kontrola, 2 - X24 WT, 3 - X24 K13V, 4 - X24
V84F, 5 - INF WT, 6 - INF V13K/A14T, 7 - INF V84F. Denzitometrické vyhodnoceni intenzity
signalu vybranych izoenzymd.
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5 ZAVER

V teoretické Casti bakalaiské prace byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena na

problematiku tykajici se obrannych reakci rostlin pfi jejich interakci s patogenem,

elicitint, antioxida¢ni ochrany rostlin a peroxidace lipida.

V experimentalni ¢asti bakalatrské prace byl piipraven biologicky material, suspenzni

kultura tabakovych bun¢k Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi. Byla optimalizovana fada

metod pro realizaci na daném biologickém materialu:

spektrofotometrické metody pro stanoveni aktivity antioxidanich enzymu
askorbatperoxidasy, guajakolperoxidasy, katalasy a glutathionreduktasy;
spektrofotometrickd metoda vyuZivajici radikal ABTS™ ke stanoveni celkové
antioxidacni kapacity bun¢k;

spektrofotometrickd metoda vyuZivajici NMPI pro detekci sekundarnich

produktti peroxidace lipidu.

V réamci bakalatské prace byly realizovany i dal$i metody, z Casovych divodiu se

jednalo zatim o prvni orienta¢ni experimenty. Jedna se o metody:

diskontinualni nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s naslednou
detekci enzymové aktivity;
diskontinudlni elektroforéza v denaturujicim prostiedi v polyakrylamidovém

gelu, Western blot v tankovém uspofadani a imunochemicka detekce.

Hlavnim vystupem experimentalni prace bylo stanoveni a porovnani vlivu elicitinti

kryptogeinu a infestinu a jejich mutantnich forem v polohach 13 a 84 na aktivitu

antioxidacnich enzymt, celkovou antioxidacni kapacitu bun¢k a miru peroxidace lipidd.

Z ptedlozenych vysledkt je ziejmé, ze:

Aplikace elicitind X24 a INF nema vyznamny efekt na aktivaci antioxidacnich
enzymli APX, GPX a CAT. Pouze aplikace INF vyznamné&ji zvysSila aktivitu
APX. Tyto informace koreluji s malymi zménami v celkové antioxidacni
kapacité a se zvySenou peroxidaci lipidl. Otazkou je detekovand zvySend mira
peroxidace lipidi po aplikaci INF v porovnani s X24, pro ktery je
charakteristickd aktivace intenzivni produkce ROS.

Mutace v poloze 84 u obou elicitinli (X24 i INF) vyznamné zvysila schopnost
elicitini aktivovat APX a CAT. S tim miize byt spojena nizs$i detekovana

peroxidace lipidl v porovnani s efektem X24 a INF. V ptipad€ mutace v poloze
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84 u INF s vysledky stanoveni zmén aktivity antioxidacnich enzymu koreluje
zvySena antioxida¢ni kapacita. Otazkou zlstava detekované téméi 20% snizeni
antioxidac¢ni kapacity po aplikaci X24 V84F v porovnani s kontrolnimi buiikami.
Tento rozporuplny vysledek bude nutné overit.

Mutace v poloze 13 zejména u INF minimalné ovlivnila aktivitu APX, GPX
aCAT. V pripad¢ X24 KI3V bylo detekovano mirné zvyseni aktivity
antioxidacnich enzymu. Tyto vysledky koreluji s nejvetsi intenzitou peroxidace
lipidti pozorované po aplikaci elicitini s mutaci v poloze 13.

Obranny mechanismus rostlin je obecné tvoifen komplexnim systémem
vzajemn¢ se ovliviujicich reakcei a predlozené vysledky tak popisuji pouze dilci

udalosti, které jsou v tabdkovych bunikach vyvolany po aplikaci elicitinti.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D
AA/BIS
ABTS
APS
APX
AsA
BCIP
BHT
BSA
CAPX
CAT
Cu/Zn-SOD
DETBA
DHA
DHAR
DPPH
DTNB
DTT
Fe-SOD
FOX
GPX
GR
GSH
GSPX
GSSG
HR

INF
ISR
LAR
LOX
MAPX
MDA

kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctova
akrylamid-N,N-bisakrylamid
2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
persiran amonny

askorbatperoxidasa

kyselina askorbova

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat p-toluidinova stl
butylhydroxytoluen

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)
cytosolické askorbatperoxidasa

katalasa

superoxiddismutasa s atomy médi a zinku v aktivnim misté
diethylthiobarbiturova kyselina

dehydroaskorbova kyselina

dehydroaskorbatreduktasa

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

dithionitrobenzoova kyselina

dithiothreitol

superoxiddismutasa s atomem Zeleza v aktivnim misté
oxidace Zeleznatych iontl v pfitomnosti xylenolové oranzi
guajakolperoxidasa

glutathionreduktasa

glutathion (redukovana forma)

glutathionperoxidasa

glutathion (oxidovana forma)

hypersenzitivni reakce

infestin

indukovana systémova rezistence (induced systemic resistance)

lokaln€ ziskana rezistence (local acquired resistance)
lipoxygenasy
askorbatperoxidasa v mikrotéliscich

malondialdehyd
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MDHA monodehydroaskorbova kyselina

MDHAR monodehydroaskorbatreduktasa

MES kyselina 2-(N-morfolino)ethansulfonova

mitAPX mitochondrialni askorbatperoxidasa

Mn-SOD superoxiddismutasa s atomem manganu v aktivnim misté
NBT nitrotetrazoliova modf

NMPI N-methyl-2-fenylindol

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PK proteinkinasa

POX peroxidasy

PP proteinfosfatasa

PR-proteiny proteiny souvisejici s patogenezi (pathogenesis related)
PUFA polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
PVDF polyvinylidendifluorid

PVPP polyvinylpolypyrrolidon

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

rpm otacky za minutu (rotations per minute)

SA kyselina salicylova

SAPX stromatalni askorbatperoxidasa

SAR systémovée ziskana rezistence (systemic acquired resistance)
SCP proteiny pienasejici steroly (sterol carrier proteins)
SDS dodecylsiran sodny

SOD superoxiddismutasa

tAPX thylakoidni askorbétperoxidasa

TBA thiobarbiturova kyselina

TEMED N,N,N",N’-tetramethylenethan-1,2-diamin

TEP 1,1,3,3-tetraethoxypropan

TNB dianion kyseliny 5-thio-2-bis-nitrobenzoové

viv objem na objem

wiv hmotnost na objem

X24 kryptogein

X0 xylenolova oranz
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