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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Vypracovat literarni reSersi na téma fotomorfogeneze rostlin.
Experimentalni ¢ast

Napéstovat pokusné rostliny a spektrofotometricky stanovit koncentraci chlorofylu
a protochlorofylidu. Pomoci SDS-PAGE a Western blottingu imunodetekovat dulezité
proteiny souvisejici s fotomorfogenezi a stanovit aktivitu fotosystému I metodou in vivo
fluorescence chlorofylu. Pomoci uvedenych metod zjistit, zda diethylether inhibuje
fotomorfogenetické procesy, predev§im formovani fotosyntetického aparatu v priabéhu

deetiolizace.

Zpracovat vysledky a sepsat experimentalni cast bakalafské préace.



1 UvOoD

Termin anestezie je odvozen z feckého slova ,,necitlivost” a predstavuje stav, kdy je
organismus necitlivy na podnéty pfichazejici z vnéjsiho okoli. Nyni je anestezie
spojovana zejména s medicinskym kontextem, kdy jsou vyuzivany terapeutické cile
zahrnujici analgezii, imobilitu a stav bezvédomi. Anestezie zaujima v klinické pééi velmi
dilezitou tlohu, ovSem anestetika pasobi na Sir$i okruh organismu, nez by se na prvni
pohled mohlo zdat. Jedna se o organismy od paramecii az po zivoCichy a rostliny.
Celkova anestezie se tedy nevymezuje pouze na oblast moderni mediciny, ale ma Siroky
biologicky vyznam.

VSechny zivé organismy mohou byt znecitlivény volatilnimi anestetiky. Anestezii
rostlin se vénoval také Charles Darwin a Claude Bernard. Experimenty Clauda Bernarda
na rostlinach v 18. stoleti jej dovedly k definovani Zivota tak, ze veskeré zivé organismy
mohou byt anestetizovany. Rostliny jsou navic schopné vylucovat vlastni anestetické
plyny, zejména béhem stresu.

Po vétSinu 20. stoleti byly lipidy povazovany za nespecificky molekularni cil
volatilnich anestetik. Jedna se o teorii Meyera a Overtona, ktera poukazuje na korelaci
mezi ucinnosti anestetik a jejich rozpustnosti a schopnosti se akumulovat v lipidovych
membranach. Nasledné doslo k objevu, ze anestetika mohou podobné inhibovat i protein
luciferasu, coz byl prvni krok k definovani dalsi, tzv. proteinové teorie. Dalsi teorii
mechanismu t¢inku anestetik je kombinace lipidové a proteinové teorie.

Pozornost v této praci byla vénovana nejdiive teoretické ¢asti pojednavajici 0 anestezii
a molekularnich cilech anestetik nachézejicich se u Zivo€ichil a u rostlin. V druhém useku
teoretické casti se prace zabyvd fotomorfogenezi rostlin, biosyntézou pigmenti
chlorofylt a karotenoidu, které patii mezi jevy, jez jsou u rostlin ovlivnény aplikaci
anestetik.

V experimentalni ¢asti se prace zabyva otazkou, zda vybrané anestetikum diethylether
inhibuje fotomorfogenetické procesy u modelové rostliny je¢mene setého (Hordeum
vulgare) za pomoci spektrofotometrickych metod, SDS-PAGE, Western blottingu

a in vivo fluorescence chlorofylu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Anestetika

2.1.1 Historie anestezie a teorie mechanismu ucinku anestetik

Pojem ,,anestezie” byl poprvé pouzit uz ve starovéku feckym chirurgem Dioscoridem.
Poté jej v roce 1846 pievzal Dr. Oliver Wendell Holmes k popisu necitlivého stavu, ktery
se projevil u pacienta po inhalaci diethyletheru (Kissin, 1997).

Vyznamnym lékafem, zabyvajicim se anestetiky a jejich pusobenim, byl Claude
Bernard. Uz pied vice nez 100 lety popsal u zvifat tii stadia anestezie, kterd zavisi
na davce volatilnich anestetik. V prvnim stadiu je ovlivnén centralni nervovy systém
a zvife neni schopno vnimat chlad ani bolest, upada do stavu bezvédomi, ov§em zivotni
funkce zlstavaji neposkozené. V druhém stddiu je zasazen somato-senzoricky systém,
dochazi k blokaci nervového systému a také k zastaveé dychani. V poslednim stadiu buniky
uplné ztraci schopnost reagovat na podnét a mize dojit K zastaveé srdce (Grémiaux et al.,
2014). Formuloval také teorii koloidni koagulace protoplasmy, kdy protoplasmu
povazoval za ,,latku nesouci Zivot* u vSech organismu. Bernard se v§ak nezabyval pouze
studiem zvitat, anestezii aplikoval také na rostliny.

Na prelomu 20. stoleti nezavisle na sobé Meyer a Overton formulovali lipidovou teorii.
Tato teorie spoc¢iva v korelaci mezi G¢innosti anestetik a jejich rozpustnosti a schopnosti
se akumulovat v olivovém oleji, ktery vtomto experimentu napodoboval lipidovou
dvojvrstvu membran (Meyer, 1899; Overton, 1901; Cantor, 2001). Anestetika podle této
teorie modifikuji vlastnosti membran tim, ze se v nich rozpousti. Aby se projevil
anesteticky uc¢inek, musi koncentrace anestetika v membrané dosahnout urcité kritické
koncentrace (Yoakawa et al., 2019). Tato myslenka vSak byla opusténa zejména diky
praci poukazujici na podobnou korelaci mezi u¢innosti anestetik a schopnosti inhibovat
funkci rozpustného proteinu luciferasy. Jedna se o teorii protein-receptor, ktera
piedpoklada proteiny jako specifické receptory pro anestetika (Franks a Lieb, 1984;
Saraiva, 1994). Anestetika se pfednostné vazi do vytvofenych ,,dutin“ v proteinech, coz
zpusobuje malou lokalni strukturni zménu proteinu. Pro svoji spravnou funkci
anestetikum musi projit hematoencefalickou bariérou, coz piedpoklada, ze musi byt
pomérné nepolarni (Franks, 2008). Pfestoze ma vazba anestetika na protein pievazné

nepolarni povahu, zahrnuje také polarni interakce, které pomahaji stabilizovat
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a orientovat anestetikum v misté vazby (Bertaccini, 2007). Dalsi teorii mechanismu
ucinku je kombinace lipidové a proteinové teorie. Anestetika podle této teorie méni

vlastnosti lipidické membrany a zaroven blokuji funkci proteinového kanalu (Lerner

et al., 1997; Andersen a Koeppe, 2007).

2.1.2 Utinky anestetik

Celkova anestetika piedstavuji v mediciné jedine¢nou skupinu 1é¢iv, jako jediné jsou
pouzivany Kk cilenému vyvolani stavu bezvédomi (Forman a Chin, 2008).

Obecna anestetika je mozné rozdélit do ¢tyt skupin: volatilni anestetika, anestetické
plyny, alkoholy a intraven6zni anestetika (Harrison a Flood, 1998). Volatilni anestetika
predstavuji rozmanitou skupinu sloucenin (Seeman, 1972), do niz patii alkany,
cykloalkany, diethylethery, cyklické ethery, alkeny, alkyny, alkoholy, ketony, aromatické
slouceniny a mnoho z jejich halogenovanych derivati. Tyto slou¢eniny se li§i v mnoha
vlastnostech, jako je velikost, tvar, konformac¢ni flexibilita, a rozlozeni naboje (Sonner
a Cantor, 2013).

Fyziologicky stav vyvolany pusobenim anestetik zahrnuje ptfedev$im bezvédomi,
amnézii, analgezii, ztratu schopnosti zpracovani smyslového vjemu a depresi mis$nich
motorickych reflexti. Anestetika tlumi ¢innost nervového systému piisobenim na iontové
kanaly. Inhibuji vétSinu excitaénich iontovych kanalt, které jsou citlivé na anestetika, coz
jsou napiiklad nikotinové acetylcholinové receptory (nACh), N-methyl-D-aspartat
receptory (NMDA) nebo napétové fizené sodné kanaly. Zaroven ale zvysSuji aktivitu
inhibi¢nich iontovych kandll, mezi néz patii naptiklad receptory kyseliny -
-aminomaselné typu A (GABAA), glycinové receptory a draslikové kanaly se dvéma
pory. Anestetika zptisobuji zvyseni toku iontl kanaly inhibi¢nich receptord a sniZeni toku
iontl kanaly excita¢nich receptorti (Sonner a Cantor, 2013). Obecné Ize fici, ze vSechna
vice polarni anestetika pusobi na inhibi¢ni receptory a na acetylcholinové receptory,
zatimco méné polarni anestetika piisobi na NMDA receptory (Miller, 2002). Ackoli v
prib&hu let bylo zkoumano velké mnoZzstvi riznych iontovych kanald, receptort, enzymi
a dalSich proteinti jako predpokladanych cilovych molekul, na které anestetika plisobi,
presvédCivy dikaz o jejich pfimém zapojeni existuje pouze pro nekolik z nich (Franks,
2008).



2.1.3 Akcni potencialy u Zivocichi

Neurony jsou specializované buniky pro komunikaci s dalSimi neurony nebo jinymi typy
bun¢k. Typicky neuron se skldda z téla obsahujiciho jadro, dendritl, coz jsou dlouhé
filamenty vystupujici z téla neuronu, a axonu, ktery mize byt nékolikandsobné vétsi nez
télo neuronu (Sidiropoulou et al., 2006).

GABAA, NMDA a dalsi iontové kanaly piedstavuji spolu sak¢énimi potencialy
vyznamnou soucast systému pro pienos informace mezi neurony. Ak¢ni potencialy maji
odlisnou funkci v télech neuronti, kde predevsim koduji informace ve své frekvenci
avzorci, nez v axonech, kde plni tlohu rychlého S$ifeni signalta (Bean, 2007). Misto
vzniku akéniho potencialu se nazyva axon hillock. Kazdy neuron udrzuje na své
membrané napét'ovy gradient, a to v disledku metabolicky fizenych rozdilti koncentraci
sodnych, draselnych, chloridovych a vapenatych iontl v buiice, z nichZ kazdy ma odlisny
naboj (Borisyuk et al., 2015). Pfi iniciaci a $ifeni akéniho potencialu hraji dilezitou roli
napétove fizené sodné kanaly, které se nachazi na téle neuronu, dendritech a axonu. Tyto
kanaly mohou byt aktivovany a deaktivovany béhem milisekund (Kress a Mennerick,
2009). Pokud se napéti na membrané dostatecné zmeéni, vytvaii se elektrochemicky puls

nazyvany akéni potencidl. Tento puls putuje rychle podél axonu buniky a je pfenaSen
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Obr. 1 Graf pribéhu akéniho potencialu u Zivoc¢isnych neuront.
Upraveno dle: Zhang, 2019.



specializovanym spojenim, které oznaCujeme jako synapse, do sousedniho neuronu, jenz
jej prijima pomoci dendritti (Borisyuk et al., 2015).

Membranovy klidovy potencial je rozdil v elektrickych potencidlech ve vnitinim
a vng&jsim prostiedi buky, jeho hodnota je -70 mV (Obr. 1). Intracelularni prostor je
negativni vuci extracelularnimu prostoru. Akéni potencidly jsou vytvareny specialnimi
typy napétové fizenych iontovych kandli vyskytujicich se v bunécné plazmatické
membrané. Tyto kanaly jsou uzavieny, pokud je membranovy potencial blizko zaporného
klidového potencialu bunky. Jestlize se membranovy potencidl zvySuje na presné
definované prahové napéti, jehoz hodnota je obvykle -55 mV (Obr. 1), dochazi
k rychlému otevirani sodnych kanald a k depolarizaci transmembranového potencialu
(Barnett a Larkman, 2007; Zhang, 2019). Aktivace velkého mnozstvi sodnych kanaltt ma
za nasledek rychly pfiliv sodnych iont do bunky a dalsi depolarizaci membrany. Tento
proces probiha velmi rychle, dokud nejsou vSechny dostupné sodné kanaly otevieny.
Membranovy potencial velmi vzroste. Rychly vtok sodnych ionti do buriky zpisobuje
obraceni polarity plazmatické membrany a nésledné¢ dochazi k rychlé inaktivaci sodnych
kanalt. Potom se aktivuji draselné kanaly a dochazi k migraci draselnych iontti ven
z buniky a elektrochemicky gradient se vraci do klidového stavu. Inaktivace sodnych
kanalti se spolu s oteviranim draslikovych kanalti podili na repolarizaci akéniho
potencidlu (Zhang, 2019). Draslikové kandly se aktivuji mnohem pomaleji nez sodné
kandly (Barnett a Larkman, 2007).

Sifeni akéniho potencidlu bylo nejrozsahleji studovano v perifernim nervovém
systému, jelikoz tato vlakna jsou velka a myelinovana a jsou sndze pfistupna
pro experimentalni manipulace ve srovnani s nervovymi vldkny centralniho nervového
systému (Kress a Mennerick, 2009).

Interakce mezi neurony je elektrochemicka. Kazdé zakonceni axonu obsahuje
molekuly neurotransmiteru, nejvice zastoupenymi neurotransmitery jsou glutamat
a GABA, dale pak acetylcholin, dopamin, adrenalin, melatonin, histamin nebo serotonin
(Valenzuela et al., 2011). Po stimulaci elektrickym pulsem jsou neurotransmitery
uvolnény z presynaptického neuronu do synaptické Stérbiny (chemickd synapse).
Nasledné se vazi na piislusné receptory na dendritech postsynaptického neuronu, coz
zpusobi otevirani iontovych kanali a vstup vapenatych, sodnych, draselnych nebo
chloridovych ionti do buriky. To ma vliv na potencialni naboj postsynaptického neuronu,

ktery pak generuje novy elektricky signal. Elektrochemicky signal uvoliiovany
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konkrétnim neurotransmiterem muze podporovat postsynapticky neuron, aby obnovil,
inhiboval nebo zabranil Sifeni akéniho potencidlu. Existuji neurotransmitery excitacni
(napt. acetylcholin, glutamat, aspartat, noradrenalin, histamin) nebo inhibi¢ni (napf.
GABA, glycin, serotonin), a nékteré mohou mit funkci obou (napf. dopamin) (Zhang,
2019).

Elektricky ptenos signalu mezi neurony je zprostfedkovan také pomoci mezerovych
spoju, jedna se o klastry mezibunéénych kanall, jez pfimo spojuji vnitini prostor
sousedicich bunék (elektricka synapse). Tento spoj zabezpecuje pruchod elektrického
proudu a také malych molekul obéma sméry. Mezerové spoje jsou tvoreny dvéma
hexamernimi konexony, kazdy z nich pochazi z jedné sousedici buiiky. U bezobratlych
a obratlovci jsou konexony tvofeny dvéma odlisSnymi multigenovymi rodinami proteini.
Konkrétn€ to jsou konexiny, které jsou typické pro strunatce, druhd rodina zahrnuje
innexiny a pannexiny, které se nachazi jak u bezobratlych, tak i u strunatct (Pereda,

2014).
2.1.4 Akéni potencialy u rostlin

Elektrické signaly jsou schopny pienaset informace mnohem rychleji na velké
vzdalenosti, nez chemické signaly jako jsou napi. hormony. Tvorba a propagace ak¢énich
potencialll je u rostlin spojovdna s primarni odpovédi na pisobeni riiznych faktorii
z prostfedi (Sukhov et al., 2011) a neni typickd pouze pro sensitivni rostliny
(napf. Mimosa), ale také pro nesensitivni rostliny (napf. Vicia faba L.) (Yan et al., 2009).
Akeni potencialy vyvolavaji zmény ve fyziologickych procesech rostlin, zahrnujici
fotosyntézu, respiraci, transport floémem a expresi genti (Grams et al., 2009). Vodivé
cévni svazky jsou mistem tvorby akénich potenciald v rostlinach. Tvorba akéniho
potencialu je spojena s tokem Ca?*, CI, K" a H* iontd (Krol et al., 2010; Sukhov et al.,
2011). Akeni potencialy jsou vyboj elektrické aktivity, ktery je zavisly na depolarizaénim
proudu, kdy u rostlin je depolariza¢ni fize zavisla na toku Ca?* iontf do intracelularniho
prostedi, zejména pii pocateéni fazi depolarizace, a toku ClI iontt do extracelularniho
prostiedi, coz urychluje depolarizaci. Repolariza¢ni faze je naopak zavisla na toku
K" a H" ionti, diky nimZ se membranovy potencial vraci zpét k negativnim hodnotam
(Felle a Zimmermann, 2007). Mechanismus akéniho potencialu je stejné jako u zivocichi
fizen elektrochemicky pomoci vlastnosti plasmatické membrany s iontoveé selektivnimi

kandly. Jejich pfitomnost byla pfedpokladana Hodgkinem a Huxleym a nésledné byla
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I potvrzena Neherem a Sakmannem pomoci patch clamp metody (Krol et al., 2010).
V roce 1984 byla objevena pritomnost iontovych kanalt, které byly do té¢ doby znamy
pouze u zivo¢isnych bunék, také u rostlin (Schroeder et al., 1984). Bylo zjisténo,
ze U rostlin jsou exprimovany GABA receptory a receptory pro glutamat, které slouzi
pro signalizaci pti kontrole ristu, vyvoji a odpovédi na stres. Podobn¢ jako u zvifat a lidi
GABA snizuje a glutamat naopak zvysuje excitabilitu membran (Ramesh et al., 2015;
Zarsky, 2015). Dulezité je, Ze rostliny exprimuji podobné napétové a ligandem fizené
kanaly jako se vyskytuji v neuronech zvifat a lidi (Yokawa et al., 2019), ackoliv
se vyznacuji neptitomnosti nervového systému nebo jakékoli struktury umoziujici
elektrickou signalizaci podobnou neuronim (Lam et al., 1998). Napiiklad rostliny
Arabidopsis mutantni ve dvou glutamatovych receptorech (glr3.3a a glr3.6a) nejsou
schopné propagace elektrického signalu (Mousavi et al., 2013), coz dokazuje jejich
zapojeni v elektrické signalizaci.

U rostlin se kromé akénich potenciall vyskytuji také potencialy variacni a systémové.
Variacni potencidly vznikaji jako odpovéd na faktory poskozujici rostlinu
(napf. zahtivani, mechanické poskozeni) (Zimmermann et al., 2009). Tyto potencialy
jsou lokalni elektrickou odezvou, ktera je vyvolana propagaci hydraulické viny nebo
chemického ¢inidla a jsou definovany jako piechodna depolarizace s nepravidelnym
tvarem. Pro vyvolani varia¢niho potencidlu je nejCastéji vyuZzivano popaleni rostliny.
Varia¢ni potencial mé nepravidelny tvar, ktery se skladéa z depolarizace trvajici az nékolik
minut, ov§em miiZe také zahrnovat rychlou impulsni depolarizaci, ktera je podobna jako
u ak¢nich potencialti. Amplituda variacniho potencialu je imérné intenzit€ poSkozujiciho
podnétu a spolu s rychlosti $ifeni klesa se vzdalenosti od mista poskozeni (Vodeneev
v pletivech nachazejicich se ve vétsi vzdalenosti od mista poranéni. Pfi poranéni rostliny
putuje signal do vzdalengjsich listdi, spusti se syntéza jasmonové kyseliny a jejich
prekurzorti v xylém kontaktnich bunkach, ty pak prekurzory jasmonové kyseliny
a samotnou jasmonovou kyselinu transportuji do okolnich tkéni. Varia¢ni potencialy
se §ifi cévnimi svazky floému a xylému (Nguyen et al., 2018).

Systémové potencidly byly popsany relativné nedavno a byly prokazany jak
u jednodéloznych, tak dvoudéloznych rostlin. Mohou byt vyvolany poranénim rostliny,
patogeny nebo napadenim herbivorem a §iii se jako hyperpolarizace membrany. Na rozdil

od akénich a varia¢nich potencidli dochazi k pohybu iontl jako jsou CI, K*, H* a Ca?*
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az po zacatku zmény napé€ti. Amplituda systémového potencidlu je ovliviiovana povahou
1 koncentraci dané latky, tudiz je uroven informace pfendSené systémovym potencidlem
vys$i nez informace, kterou piendsi jeden akcéni potencidl. Systémovy potencidl je
realizovan pomoci aktivace H® pumpy, u variacniho potencidlu dochazi naopak

K inaktivaci této pumpy (Zimmermann et al., 2009).
2.1.4.1 GABAA receptory

Receptory kyseliny y-aminomaselné typu A (GABAA) zprostiedkovavaji vétsinu rychlé
synaptické inhibice v mozku savct, pficemz fidi aktivitu jak na irovni nervové sité, tak
na bunéfné turovni (Jacob et al., 2009). GABA je hlavnim neurotransmiterem
Vv centralnim nervovém systému (Beverley et al., 2002). U savci GABA pusobi proti
excitaénim neurotransmiterim v mozku prostiednictvim aktivace vodivosti chloridovych
iontt, které prochazi GABAA receptory, coz vede k hyperpolarizaci membrany a tudiz
k zabranéni vzniku akéniho potencialu (Ramesh et al., 2017).

Receptory tohoto typu se vyskytuji v celém centrdlnim nervovém systému a jsou ¢leny
superrodiny, kterd zahrnuje také receptory pro acetylcholin, glycin a serotonin, z nichz
nékteré jsou také citlivé na anestetika (Franks, 1994). Jedna se o heteropentamerni
proteiny obsahujici chloridovy kanal. Pro celou tuto superrodinu je typické, ze receptory
jsou sestaveny z fady homolognich podjednotek, které sdili spole¢nou strukturu, jedna
se 0 velkou N-koncovou extracelularni doménu a 4 transmembranové domény s velkou
intracelularni doménou mezi doménami 3 a 4 (Obr. 2) (Jacob et al., 2009). Neuronalni
GABAA receptory jsou slozeny z podjednotek o1, P13, y1-3, O, €13, @ a m. Tyto
podjednotky jsou v centralnim nervovém systému riizn¢ rozmistény a ud€luji receptoriim
odlisné biofyzikalni a farmakologické vlastnosti (Jenkins et al., 2001). Kazda
podjednotka ma velkou N-koncovou doménu, ktera zahrnuje doménu vazajici ligand
a motiv cys-loop. Cys-loop se sklada ze dvou cysteinli, mezi nimiz je disulfidova vazba.
Cysteiny jsou oddéleny 13 aminokyselinovymi zbytky, z nichz nékolik je vysoce
konzervovanych a tvoii tak signaturni sekvenci. Vazebné misto agonisty GABA je
lokalizovano na rozhrani mezi podjednotkami f a o a je tvofeno ze smycek, které
se vyskytuji v N-terminalni oblasti podjednotky (Hanrahan, 2011). Nejvice zastoupenou
kombinaci podjednotek je ai1f2y2 dale pak a2Psy2a osPi-ayz. Strukturni diverzita téchto
receptori je navic zvySena pomoci alternativniho sestfihu nékterych receptorovych

MRNA.



GABAA receptory jsou sestavovany z dil¢ich podjednotek v endoplazmatickém
retikulu. Teoreticky je mozné sestavit mnoho kombinaci z podjednotek, ov§em pouze
nekolik ztéchto kombinaci muze opustit endoplazmatické retikulum a zaclenit
se do membrany neuronti. EXprese a sestaveni téchto podjednotek je v endoplazmatickém
retikulu regulovano pomoci mechanismi, kterych se ucastni chaperony, jako je vazebny
protein tézkého fetézce a kalnexin (Connolly et al., 1996). Sekvence na N-konci GABAA
receptoru podjednotek reguluji oligomerizaci receptoru, ¢imz podporuji sestavovani
konkrétnich kombinaci podjednotek (Kittler et al., 2002).

Receptory GABAA se na povrchu neurondlnich bunék vyskytuji jako difuzni
receptorové populace, synaptické nebo extrasynaptické klastry. Navazanim GABA
na specifickd mista se aktivuje otevieni kanalu, coZ zpusobuje membranovou
hyperpolarizaci a snizeni excitability neuront. Volatilni i intravenozni anestetika zvysuji
synaptickou inhibici prostfednictvim postsynaptické modulace GABAAa receptori
(Herold a Hemmings, 2012).

Receptory GABAA jsou Klinicky relevantni cile pro antikonvulzivni, anxiolyticka
a sedativné-hypnoticka 1é¢iva (Jacob et al., 2009). TéméF vSechna obecna anestetika
zvySuji tok chloridovych iontl kandly GABAA receptorii a ve vyssSich koncentracich
mohou piimo aktivovat GABAA receptory i v ptipad¢ neptitomnosti GABA. Pouze mala
nepolarni anestetika jako je xenon a cyklopropan maji maly nebo zddny ucinek
na GABAA receptory (Franks, 2008). Existuji dvé vazebna mista pro anestetika: vysoce
afinitni misto, kde je u¢ineck GABA zesilen nizkymi mikromolarnimi koncentracemi
anestetika, a mistem s nizkou afinitou, kdy vysoké mikromolarni koncentrace anestetik
ptimo aktivuji receptor (Hanrahan et al., 2011). Deficity ve funkéni expresi GABAA
receptord jSOU zavazné zejména u epilepsie, tizkostnych poruch, kognitivnich deficitt,
schizofrenie, deprese a zneuzivani navykovych latek. Z tohoto diivodu existuje zna¢ny
zadjem o pochopeni bunéénych mechanismu, které reguluji akumulaci téchto receptort
na neuronalni plazmatické membrané (Jacob et al., 2009).

V ptipadé rostlin dochazi k rychlému zvyseni koncentrace GABA v reakci na extrémni
teploty, dehydrataci, salinitu, mechanické poskozeni, acidozu, virovou infekci a obranu
vici herbivorim. U rostlin se nachazi hlinikem aktivované malatové receptory (ALMT)
(Ramesh et al., 2015), které vykazuji podobnost se Zivo¢isnymi GABAA receptory. Mezi
témito dvéma typy receptor existuji spolecné znaky, jako jsou napf. vazebnd mista

pro GABA, regulace aniontového toku pomoci GABA a lé¢iva, kterda moduluji aktivitu
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receptoru GABA. Mezi rozdilné znaky patfi omezend homologie mezi kompletni
aminokyselinovou sekvenci receptoru GABAAa, kdy podobnost nalezneme pouze
u 12 aminokyselinovych usekti. Dalsi rozdilnou vlastnosti je, ze savci receptor ma Ctyii
transmembranové domény, kdezto rostlinny ALMT jich obsahuje $est nebo vice (Ramesh
etal., 2017).

Aktivace ALMT vede k depolarizaci membrany, naopak GABA inhibice vede
k hyperpolarizaci membranového potencialu, coz ma za nasledek stav nizké excitability
membrany. Vysledek je podobny G¢inku GABA na Zivo¢isné neurony (Zarsky et al.,
2015).

2.1.4.2 Draslikovy kanal se dvéma pory

Draslikové kandly se dvéma pory (K2P kandly) ptredstavuji hlavni vétev v nadrodiné
K" kanalti. Nadrodina K" kanali ma dilezitou roli pii kontrole excitability neuront
auvolnovani neurotransmiter. v  centrdlnim nervovém systému stanovenim
membranového potencialu neuront (Li et al., 2018). Dalsi dvé rodiny ptedstavuji
nap&tové fizené K* kanaly a usmérfiovaci draslikové kanaly. K2P kanaly se vyskytuji
v bunécnych membranach jak u zivoc€ichd, tak i u rostlin a v poslednich letech byly
identifikovany jako dulezité molekularni cile volatilnich i intraven6znich anestetik. Tok
draselnych ionti je dulezity pro udrzovani zakladnich vlastnosti bunky, jako je jeji rlst,
objem, excitabilita membran a udrzovani negativniho klidového potencialu (O’ Connell
et al., 2002). Anestetiky aktivované draslikové kanaly byly poprvé identifikovany
u meékkyse Lymnaea stagnalis (Franks a Lieb, 1988) a nasledné¢ byla nova tiida
draslikovych kanalii objevena a popsana také u savci. Bylo prokdzano, ze nékteré
z téchto savcich draslikovych kanalli byly aktivovany pomoci volatilnich anestetik, coz
je u€inilo potencialnimi cilovymi strukturami pro anestetika.

Existuje 15 odlisnych podjednotek téchto kanall, ze kterych jsou skladany funkcni
kanaly. Funkéni kanal je sestaven z dimerd, které mohou byt homomerické nebo
heteromerické. Podjednotky tvofici K2P kandly jsou tvofeny ¢&tyfmi odlisnymi
transmembranovymi helixy, jez ozna¢ujeme TM 1-4 a dvéma sekvencemi pord, které
oznacujeme jako P. Tyto jsou uspofadané v nasledujicim pofadi: TM1-P-TM2-TM3-P-
-TM4 s N- i C-konci umisténymi v cytosolu (Obr. 2) (Braun, 2012). Pravé P oblast, ktera
je vysoce konzervovana, umoziuje rozliit K* ionty od ostatnich iontd a usnadiuje

prachod kanalem vice nez milionu K* iontli za sekundu. Pro sav¢i K2P kanaly je
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charakteristické, ze v nepfitomnosti koncentraéniho gradientu prochazi ionty pies
membranu stejné¢ dobfe v obou smérech. Pfi normalnich koncentrac¢nich gradientech,
tzn. s vysokou koncentraci K™ uvnité a nizkou koncentraci K™ vné buiky, je tok iontl
smérem ven kvuli dostupnosti ionti vétsi nez tok iontti smérem dovniti butiky. Tato vnéjsi
korekce toku iontt je odstranéna, pokud se vné&jsi koncentrace K* zvysi na cytosolickou
uroven (O’Connell et al., 2002).

K2P kanaly jsou citlivé na anestetika, ovSem vykazuji rozdilnou citlivost, co se tyce
inhala¢nich a lokalnich anestetik. Zejména halogenovana volatilni anestetika podporuji
otevirani téchto kanalt, zvySuji intenzitu toku draselnych iontl, coz vede ke snizeni
excitability neuronti. To pfispiva k ptrechodu z védomého stavu do stavu bezvédomi
(Steinberg et al., 2015). Naopak lokalni anestetika reversibilné K2P kanaly inhibuji. Pét
typu této skupiny kanalli, konkrétné TREK1, TREK2, TASK1, TASK3 a TRESK jsou
volatilnimi anestetiky aktivovany piimo, ovSem citlivost na anestetika se mezi témito
typy lisi (Berg et al., 2004). Kanaly typu TASK1 jsou v lidském organismu zastoupené
nejvice, nachazi se napiiklad v mozku, slinivce bfi$ni, ledvinach, zaludku a pokozce
(O’Connell et al., 2002). Kanaly K2P nejsou fizeny napétim a jejich aktivita mize byt
regulovana fadou podnétl, jako je mechanicka sila, polynenasycené mastné Kyseliny
(napt. Kyselina arachidonova), jiz zminéna volatilni anestetika a jina farmakologicka
¢inidla, pH, teplota a signalizace, zejména fosforylace a interakce protein-protein (Braun,
2012). Kanaly K2P se lisi také strukturami, které jsou potiebné pro jejich citlivost
k anestetiktim, napt. pro kanal TREK1 je dilezita C-terminalni doména, naopak u kanalu
typu TASK ma mensi vyznam. AvSak region, ktery spojuje transmembranové jadro
tohoto kanalu s velkou cytoplazmatickou C-terminalni doménou, je dilezity pro oba typy
kanald. Bylo prokazano, ze segment Sesti aminokyselin (238-VLRFLT-243) v této oblasti
je nezbytny pro aktivaci kanali TASK anestetiky (Patel et al., 1999).

U savcu diethylether aktivuje kanaly TREKI, u rostlin jsou témto kanalim nejvice
pfibuzné TPK draslikové kanaly. Podili se na kontrole membranového potencidlu

a vnimani mechanickych podnéti (Becker et al., 2004).
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2.1.4.3 NMDA receptory

Ionotropni glutamatové receptory jsou rozdéleny na tfi hlavni strukturné odlisné tiidy,
kam kromé¢ NMDA receptord fadime také AMPA a kainatové receptory. NMDA (N-
-methyl-D-aspartat) receptory se vyskytuji presynapticky i postsynapticky,
zprostiedkovavaji pomalé slozky synaptického pienosu V centrdlni nervové soustave,
kde dochazi zaroven k jejich expresi. Maji diilezitou ulohu v procesu uc¢eni, paméti a jsou
dulezité v souvislosti se synaptickou plasticitou. Podili se na patofyziologii n€kolika

a GABA, receptory
o- podjednotka p- podjednotka

EGABA vazebna

|doména

GABA vazebna
o N265

domeéna M286

Cytoplasmaticka Cytoplasmatickd
doména doména

b 2PK kanély

MIS9 C-termindlni

domena

238-VLRFLT-243

¢ NMDA receptory

N-termindini Glycin vazebné domény  nterminaini Glycin vazebné domény

doména NRI domeéna NR2A
0000 0000 0000 0000
C-terminalni C-terminalni
F639 doména A825 doména

Obr. 2 Tii klic¢ové molekularni cile anestetik a jejich determinanty dulezité
pro sensitivitu k anestetikim (oznaéené hvézdi¢kou). Obrazek zaznamenava
strukturu GABAA a NMDA receptoru a K2P kanalu v lipidové membrané.
Upraveno dle: Franks, 2008.
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poruch centralniho nervového systému (Traynelis et al., 2010) a jsou spojovany
S patologii depresi, psychéz a neurodegenerativnich chorob, vcetné¢ Alzheimerovy
choroby (Wudick et al., 2018). NMDA receptory se od ostatnich glutamatovych receptorti
1idi vlastnostmi jako je vysoké propustnost pro Ca®* kationty, napétové zavisla blokace
iontového kandlu pomoci extracelularnich Mg?" kationti a nutnost vazby dvou
koagonisti (glutamatu a glycinu, piipadn¢ D-serinu) pro aktivaci kanalu (Traynelis et al.,
2010).

NMDA receptory vytvaii tetramerické komplexy slozené z podjednotek, jez vytvaii
por iontového kanalu (Hansen et al., 2018). Podjednotky jsou sestavovany do funkénich
receptorl s riznym slozenim, rdznymi funk¢énimi vlastnostmi a rolemi v centralnim
nervovém systému. Receptory NMDA jsou slozeny vzdy z podjednotky NR1 a z alespoil
jedné ze ¢ty podjednotek NR2 (A-D), dale existuji také dvé podjednotky NR3 (Obr. 2).
Podjednotka NR1 je kédovana genem grinl, ¢tyfi geny grin2 koduji podjednotky NR2
(A-D) a NR3 podjednotky jsou kodovany dvéma geny grin3 (Traynelis et al., 2010).

Tato heterogenita poskytuje bohatou kinetickou a farmakologickou variabilitu
(Honor¢ et al., 2002). Stechiometrie NMDA receptoru byla prokazana jako dvé NR1
podjednotky, na néz se vaze glycin a dvé NR2 podjednotky vazajici glutamat (Karakas
a Furukawa, 2014). NR1 podjednotka se vyskytuje u vSech funkénich NMDA receptort,
tudiz jeji exprese probiha téméf ve vSech centralnich neuronech (Hansen et al., 2018).
NR2 podjednotky zajistuji kontrolu vice biofyzikalnich vlastnosti. Sestaveni
a fyziologické role podjednotek NR3 zatim ztstavaji nejasné. Receptory NMDA vyZaduji
pro svou funkci vazbu agonisty, jimz je glutamat, a koagonisty, jimz je glycin a D-serin
(Benveniste a Mayer, 1991). D-serin je dominantnim koagonistou Vv oblasti synapsi,
pficemz glycin je naopak dulezity v extrasynaptickych oblastech (Papouin et al., 2012).
Vétsina inhalacnich anestetik na NMDA kanaly pusobi inhibi¢n€, ovSsem mira jejich
ucinkl se mezi nimi markantné 1isi. Inhibice téchto kanali je ¢astecné zavisla na lokalni
koncentraci glycinu, ktery se vaze na podjednotku NR1.

V rostlinach se vyskytuji homology glutamatového receptoru (GLRS) a zabezpecuji
specifické fyziologické funkce jako je rist pylové lacky, fotomorfogeneze, proliferace
kotfenového meristému, vrozena imunita a systémova odpovéd’ na mechanické poranéni
(Lam et al., 1998; Michard et al., 2011; Mousavi et al., 2013). S Zivo¢isnymi NMDA
receptory sdili sekundarni strukturu (Lam et al., 1998). Tyto receptory jsou spojeny

se signalizaci Ca?" a jeho piilivem do cytosolu, nachazi se zejména v membranach
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chloroplastii, mitochondrii a také vakuol (Wudick et al., 2018). GLRs jsou také senzory,
které reaguji na zvySené mnozstvi glutamatu pii poranéni rostliny a prevadi tento signal
na elektricky signal, jenz se nasledné §iii do organti zodpovédnych za spusténi obrannych

reakci (Toyota et al., 2018).
2.2 Anestetika a jejich pasobeni na rostliny

Jak bylo jiz diive zminéno, vyznamnym Iékaiem a védcem, zabyvajicim se rostlinnou
anestezii, byl Claude Bernard. Bernard navrhl hypotézu, Ze rostliny, stejné jako
zivocichové, mohou vnimat zmény svého okoli. Tuto schopnost ve svych pracich
oznacuje jako ,.sensitivita“. Pro potvrzeni své hypotézy aplikoval anestetika na rostliny
a vysledky vyzkumu zvetejnil v roce 1878. Bernardovy experimenty ukazaly, Ze volatilni
anestetika neplsobi pouze na neurony, ale ovliviuji fyziologické procesy ve vSech
bunkach, tudiz Ze sensitivita neni omezena pouze na organismy S nervovou soustavou,
ale jedna se o obecnou vlastnost vsech bun¢k. Rizné druhy bunék maji k anestetikim
odlisnou citlivost, pficemz prav€é neurony patii mezi nejcitlivéjsi. Mezi neurony
a rostlinnymi bunikami nalezneme fadu podobnosti.

U rostlin citlivka stydliva (Mimosa pudica), mucholapka podivna (Dionaea
muscipula) a rosnatka kapska (Drosera capensis) lze po aplikaci anestetik pozorovat
doCasnou ztratu schopnosti pohybu, ktery vznika jako odpovéd na dotyk, ovSem
po odstranéni dané latky s anestetickym G¢inkem dochazi k Giplné obnové této schopnosti
(Yokawa et al., 2018). Stimulace listu vyvola lokalni modifikaci elektrického potencialu,
ktery zahajuje fetézeC reakci, jez vedou k modifikaci turgoru v bunkach pulvinu
anasledné ke zménam tvaru a objemu bunék (Grémiaux et al., 2014). Past masozravé
rostliny je schopna se uzavfit béhem zlomku sekundy a zachytit tak kofist. KdyZz se kofist
dotkne smyslovych vlaskl, dojde k vytvotfeni akéniho potencidlu, ktery se nésledné
rychle §ifi. Pfi dotyku stejnych nebo jinych senzorickych vlaski dvakrat v rozmezi
20 sekund dalsi akéni potencial uzavie past. Po vyCerpani vSech Zivin z polapené koftisti
je past opét oteviena (Hedrich, 2012). Pod vlivem anestetik je tvorba elektrického
vzruchu uplné blokovana, stejné tak 1 jeho Sifeni, coz zpiisobuje, Ze rostlina neni schopna
travit svou kofist kvuli inhibici jasmonatové signalni drahy (Yokawa et al., 2018;
Pavlovic et al., 2020). Anestetika ovliviuji dalsi jevy Vv rostlinach, mimo jiné maji vliv
také na zastaveni kliceni semen, ¢inek je stejné jako v ostatnich ptipadech reversibilni

(Yokawa et al., 2018).
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Vliv anestetik na fotosyntézu byl zkouman pomoci experimentu s vodnimi rostlinami
Spirogyra a Potamogeton. Tyto rostliny byly umistény v nadobach obsahujicich vodu
a oxid uhli¢ity a byly umistény na svétlo. Do jedné ladhve byla vloZzena houba nasakla
diethyletherem a do druhé byla vlozena houba s destilovanou vodou. Plyn z kontrolni
lahve byl bohaty na kyslik, na rozdil od lahve obsahujici diethylether, kde byl detekovan
pouze oxid uhli¢ity. Z toho vyplyva, ze diethylether inhibuje fotosyntézu bez naruseni
procest respirace (Yokawa et al., 2018).

Anestetika u rostlin vyvolavaji ucinky podobné tém, které miizeme pozorovat
u zivocichll. Jedna se o zastaveni tvorby akénich potencial, ovlivnéni recyklace
endocytickych vezikul a homeostazu reaktivnich forem kysliku (Yokawa et al., 2018).

Samotné rostliny vystavené stresu syntetizuji vlastni anestetika, nejcastéji je to
diethylether a ethylen. Ethylen je klasifikovan jako rostlinny hormon, ktery rostliny
syntetizuji pfi poranéni nebo napadeni patogenem, stejné tak je dilezity pro zrani ploda
(Grémiaux et al., 2014). Mezi dalsi anestetika vytvarené rostlinami patii alkaloidy,
flavonoidy, mentol, kokain, atropin a monoterpeny (Behcet, 2014). Rostliny rovnéz
syntetizuji mnohé blokatory NMDA receptort, které ovliviiuji i samotné rostliny,
napt. S(+)-p-methyl-a,B-diaminopropionova kyslina (BMAA) a kainat (Lam et al., 1998;
Brenner et al., 2000).
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2.3 Fotomorfogeneze rostlin

Svétlo je nezbytné pro rust a vyvoj rostlin, slouzi jako zdroj energie pro fotosyntézu a je
nepostradatelnym stimulem pro fotomorfogenezi. Vyssi rostliny se neustale ptizptsobuji
svételnym podminkdm, aby optimalizovaly sviij vyvoj a rist, coz je zabezpecovano
prostiednictvim rtznych fotoreceptoriit véetné fytochromu. Fytochromy jsou dimerni
chromoproteiny, které absorbuji ¢ervené a dlouhovlnné, tzv. far red Cervené svétlo.
Kazdy monomer mé kovalentné vazany otevieny tetrapyrrolovy fytochromobilin
predstavujici chromofor (Tripathi et al., 2019).

Neaktivni fytochrom (Pr forma absorbujici Cervené svétlo) mize byt preménén
na aktivni fytochrom (forma Pfr absorbujici far red svétlo) absorbovanim ¢erveného
svétla (Quail, 2010). Pfr forma muze byt pfeménéna zpét na Pr formu po absorbovani far
red svétla nebo ve tmé. Aktivni fytochrom je schopny migrace do jadra, kde muze
iniciovat transkripci na svétle zavislych gent (Yamaguchi et al., 1999). Fytochromy
rozpoznavaji razné svételné informace vcetné intenzity a délky osvétleni a prenasi tak
signaly, které zasahuji do vyvoje témét kazdého kroku zivotniho cyklu rostliny, od kliceni
az po senescenci. Béhem rtstu a vyvoje rostlin fytochromy zabezpecuji rist smérem
za svétlem, prechod z vegetativni do reprodukéni faze ve spravny cas a také jiz zminénou
senescenci. Ugastni se procesu kli¢eni, deetiolizace, kveteni, vyvoje chloroplastl
a biosyntézy chlorofylu. (Tripathi et al., 2019).

Dalsi skupinou fotoreceptorti jsou kryptochromy. Jedna se o receptory modrého svétla,
které reguluji cirkadianni rytmy, otevirani praduchi, vyvoj kofene, odpovédi na napadeni
bakteriemi ¢i viry, reakce na abioticky stres a programovanou bunéénou smrt.
Kryptochromy maji dvé domény, prvni z nich vaze chromofor FAD a pterin 5,10-
-methyltetrahydrofolat (MTHF), druha je dilezita pro regulaci kryptochromu (Yu et al.,
2010). Kryptochromy jsou hromadény v jadie (Kleiner et al., 1999) a podléhaji
fosforylaci nebo ubikvitinaci v zavislosti na modrém svétle. Fotony excituji elektrony
flavinu, coz vede k redoxni reakci a konformaéni zméné fotoreceptorti. Fosforylaci
fotoexcitovaného kryptochromu vznika oteviend konformace, kterd je schopna
interagovat se signalnimi proteiny, coz vede ke zméné exprese gend, k metabolické
a vyvojové zméné u rostlin (Yu et al., 2010).

Treti tfidou fotoreceptorti jsou fototropiny. Jsou to receptory modrého svétla,

konkrétn¢ se jedna o svétlem aktivované serin/threoninové proteinové kinasy (Christie,

16



2007). Jejich ukolem je regulace zasadnich fyziologickych reakci, které kontroluje svétlo.
Patii sem pozitivni fototropismus vyhonkd, negativni fototropismus kofenti, akumulace
chloroplastii, expanze listl, prodluzovani rostlin a otevirani praducha (Li et al., 2015).
Vnimani svétla fototropiny je umoznéno diky opakujicimu se motivu v N-terminalni
oblasti proteinu, tedy tzv. LOV doménou. Pokud je LOV doména fotoexcitovana, dochazi
k autofosforylaci receptoru a k iniciaci signalizace fototropinu (Christie, 2007).

Také UV-B svétlo plisobi na fotomorfogenezi rostlin. UVRS zprostiedkovava
fotomorfogenni odpovédi na UV-B zafeni tim, Ze reguluje transkripci cilovych gend.
Po absorpci UV-B zatfeni dochazi k disociaci dimeru UVR8 na monomery, coz iniciuje
transdukci signdlu. Nejvice charakterizovanou fotomorfogenni odpovédi na UV-B zatfeni
je biosyntéza flavonoidl, které se nachazi ve fotoprotekénich strukturach rostliny
(Jenkins, 2014). UV-B zafeni muze také ve vétSich davkach poSkodit DNA (Rozema
etal.,, 1997), to je zpasobeno zejména zafenim o vilnové délce 260 nm, kdezto
fotomorfogenni reakce zptsobuje zafeni o vinové délce 295-300 nm (Jenkins, 2009).

Plastidy jsou organely nachazejici se u fotosytetizujicich eukaryotickych bunék.
Vsechny plastidy se vyviji z proplastidt (Solymosi et al., 2004). V piipadé nepfistupu
svétla se proplastidy vyvijeji v etioplasty, které obsahuji prolamelarni télisko, coz je
pravidelna sit’ tubuldrnich membran, ze kterych vychazi prothylakoidni lamely ve strom¢.
Prolamelarni télisko obsahuje protochlorofylid (Pchlide) spolu s proteiny, zejména
NADPH-protochlorofylid oxidoreduktasou (POR), coz je klicovy enzym pro deetiolizaci
u krytosemennych rostlin. Béhem deetiolizace prolamelarni télisko desintegruje
a reorganizuje se s prothylakoidy na thylakoidni membranu (Kanervo et al., 2008).
Nasledkem osvétleni etioplastu je fotoredukce Pchlide na chlorofylid (Chlide) pomoci
POR, coZz pfedstavuje zasadni krok v procesu piemény etioplastu na chloroplast
(von Wettstein et al., 1995). Chlorofyl je potiebny na stabilizaci pigment-proteinovych
komplexti, které se experimuji pies fytochromem aktivovanou transkripci,
v thylakoidnich membranach (Hoober et al., 2007). Etiolizace je také spojena s typem
ristu nazyvanym skotomorfogeneze, po osvétleni takovato rostlina prechdzi
na fotomorfogeneticky riist. Pro etiolovanou rostlinu je typické, Ze ma znac¢n¢ protahly
hypokotyl, zkracené kofeny a malé, uzaviené kotyledony. Deetiolizace tedy kromé
piechodu z etioplastli na chloroplasty zahrnuje také procesy narovnani apikéalniho hacku,
zezelenani kotyledonti a jejich otevieni u dvoudé€loznych rostlin (Armarego-Marriott

etal., 2019).
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2.3.1 Biosyntéza chlorofylu

Fotosyntéza u vyssich rostlin probihd v chloroplastech, coz jsou specializované organely
se dvéma membranami. Ve vnitinim prostoru nazyvaném stroma se nachazi membranové
utvary oznacované jako thylakoidy, v nichz probihd svételnd faze fotosyntézy.
Thylakoidy obvykle vytvaii grana. Pribéh temné faze fotosyntézy zajist'uji enzymy, které
se nachazi ve stromatu. Tmava faze zabezpecuje fixaci vzdusného CO: a jeho zabudovani
do organickych molekul a nasledné metabolické procesy, kdezto svétla faze zabezpecuje
syntézu ATP a NADPH. V chloroplastech dochazi také k mnoha biochemickym
procestm, jako je biosyntéza pigmentu, lipidi a hormont (Kodicek et al., 2018).
Chlorofyl je tetrapyrrolovy makrocyklus, ktery obsahuje Mg, fytolovy fetézec
a charakteristicky paty, tzv. isocyklicky kruh. Chlorofyl je pro fotosyntézu zésadni,
absorbuje svétlo a prenasi svételnou energii nebo elektrony na dal$i molekuly. Vyssi
rostliny obsahuji dva typy chlorofylu, konkrétné chlorofyl a a chlorofyl b. U chlorofylu b
je methylova skupina vyskytujici se u chlorofylu a nahrazena formylovou skupinou
(Tanaka a Tanaka, 2007). Molekuly chlorofylu a a b jsou nejvice zastoupenymi
Biosyntéza chlorofylu zagina aktivaci glutamatu tRNA®Y pomoci glutamyl-tRNA
syntetasy (Obr. 3). Glutamyl-tRNA reduktasa (GIUTR) redukuje aktivovanou
karboxylovou skupinu glutamyl-tRNA na formylovou skupinu za vzniku glutamat-1-
-semialdehydu (GSA). Nasledné je GSA konvertovan na 5-aminolevulinovou kyselinu
(ALA) pomoci GSA aminotransferasy (GSA-AT). Rostliny syntetizuji ALA z glutamatu,
dvé molekuly ALA jsou kondenzovany ALA dehydratasou a vysledkem je molekula
porfobilinogenu (PBG). Cty¥i molekuly PBG jsou polymerizovany PBG deaminasou.
Dale dochazi k tvorbé 1-hydroxymethylbillanu, z néhoz vzniké uroporfyrinogen III
pomoci uroporfyrinogen III synthasy (Tanaka a Tanaka, 2007). Uroporfyrinogen Ill
predstavuje misto, ve kterém se biosyntetickd draha tetrapyrrolti rozd€luje na vétev hemu,
chlorofylu, sirohemu a vitaminu B1z (Papenbrock a Grimm, 2001). Uroporfyrinogen
a nasledujici meziprodukty této biosyntetické drahy jsou fotosensibilni @ mohou vytvaret
singletni kyslik. V dalSim kroku dochazi ke konverzi uroporfyrinogenu III
na koproporfyrinogen 1ll za katalyzy uroporfyrinogen Il dekarboxylasou. Nasledné
dochazi k dekarboxylaci dvou propionatovych skupin koproporfyrinogenu III za vzniku

protoporfyrinogenu IX pomoci na kysliku zavislé koproporfyrinogen III oxidasy
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(CPOX). V dalsi reakci protoporfyrinogen IX oxidasa (PPOX) katalyzuje vznik
protoporfyrinu 1X (Obr. 3) (Tanaka a Tanaka, 2007). Nasledujicim krokem je ATP-
-dependentni inzerce iontu Mg?* do protoporfyrinogenu IX, tuto reakci katalyzuje Mg-
-chelatasa. Mg-chelatasa je enzym slozeny ze tfi podjednotek ChlH, Chll, ChlD (Joyard
et al., 2009). Podjednotka ChlH obsahuje katalytické misto, kdezto mezi podjednotkami
ChlI a ChID dochazi k vazbé, coz aktivuje podjednotku ChlH. V dal§im kroku dochazi
k pfenosu methylové skupiny z S-adenosyl-L-methioninu na karboxylovou skupinu 13-
-propionatu na Mg protoporfyrinu IX pomoci Mg-protoporfyrin IX methyltransferasy
(MgMT), coz vede k tvorbé Mg-protoporfyrin 1X monomethyl esteru. Nasledné¢ Mg-
-protoporfyrin 1X monomethyl ester cyklasa (MgCy) inkorporuje atomarni kyslik
do molekuly Mg-protoporfyrinu IX a vytvaii tak 3,8-divinyl protochlorofylid. U rostlin

Tvorba ALA

Glutamate + tRNA" )
Glutamyl-tRNA

GluRS

GIuTR

Glutamate-1-semialdehyde |Gsar
S-Aminolevulinic acid

(Vitamine B;,)

Tvorba Proto IX

Tvorba hemu

Tvorba chlorofylu

Obr. 3 Biochemicka cesta biosyntézy rostlinnych tetrapyrrold. Prekurzorem vsech
tetrapyrroli je kyselina S5-aminolevulinova (ALA), kterd je syntetizovana
z glutamatu. Biosyntéza dale pokracuje k protoforfyrinu IX, kde dochazi k vétveni
na biosyntézu hemu a chlorofylu. V chlorofylovém cyklu dochazi k vyvazovani
poméru chlorofylu a a b. Upraveno dle: Czarnecki a Grimm, 2012.
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je tato reakce zabezpecena pomoci MgCy zavislé na kysliku. D pyrrolovy kruh 3,8-
-divinyl protochlorofylidu je redukovan NADPH-protochlorofylid oxidoreduktasou
(POR), pfi¢emz vznika 3,8-divinyl chlorofylid (Obr. 3). U krytosemennych rostlin je tato
reakce zcela zavisla na svétle, protoze obsahuji pouze na svétle zavislou POR (LPOR).
Ostatni rostliny, fasy a cyanobakterie obsahuji kromé LPOR také na svétle nezavislou
POR (DPOR), takzZe tyto organismy jsou schopné syntetizovat chlorofyl ve tm¢ (Tanaka
a Tanaka, 2007). Jestlize krytosemenna rostlina zacne kli¢it ve tmé, dochazi
k nahromadéni Pchlide spolu s NADPH a POR, rostliny nejsou schopny pokracovat
v syntéze chlorofylu do té doby, nez dojde k jejich expozici svétlu (Masuda, 2008).
V dalsi reakci biosyntézy je 8-vinylova skupina kruhu B redukovéna divinylchlorofylid
reduktasou (DVR) a vznika 3-vinyl chlorofylid a. V poslednim kroku je 17-propionat
na kruhu monovinyl chorofylidu a esterifikovan fytol-pyrofosfatem pomoci chlorofyl
syntasy a vysledkem je vytvoteni chlorofylu a (Obr. 3) (Tanaka a Tanaka, 2007).

Cast chlorofylu a mize byt pfeménéna na chlorofyl b, pro tuto pfeménu je klicova
reakce oxygenace chlorofylidu a na chlorofylid b pomoci chlorofylid a oxygenasy (CAO)
(Tanaka a Tanaka, 2011). Tato pfeména se oznacuje jako chlorofylovy cyklus, ktery je
pro rostlinu diilezity zejména v procesu adaptace na rozdilné svételné podminky.

Enzym GIuTR plni nejvyznamnéjsi tlohu v regulaci biosyntézy. Na transkripéni
urovni je regulovan svétlem pomoci fytochromu a na posttranslaéni Grovni obsahem
protochlorofylidu pomoci regulaéniho FLU proteinu. Ten se vaze na enzym GluTR a tim
inhibuje jeho aktivitu. Tyto mechanismy maji za ukol zabranit pfilisné akumulaci
protochlorofylidu ve tmé, coz by po osvétleni zplsobilo fotooxidacni poskozeni
membran. Pfi deetiolizaci rostlin se uplatiiuje regulace na urovni transkripce, naopak
posttranslaéni regulace se uplatiiuje piedevsim pii stiidani dne a noci (Meskauskiene

et al., 2001; Kauss et al., 2012).
2.3.2 Biosyntéza karotenoidi

Karotenoidy jsou pigmenty s typickou barvou v rozmezi zluté az Cervené. Tato fyzikalni
vlastnost je zplisobena pfitomnosti polyenového fetézce a konjugovanych dvojnych
vazeb, které funguji jako chromofor (Ruiz-Sola a Rodriguez-Concepcion, 2012). Jedna
se o skupinu isoprenoidnich molekul, které¢ jsou syntetizovany de novo fotosyntetickymi
organismy, ale také ne¢kterymi nefotosyntetickymi bakteriemi a houbami. Karotenoidy

délime do dvou hlavnich tfid, konkrétné¢ to jsou karoteny a xantofyly. U rostlin
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karotenoidy zastavaji celou fadu funkci. Slouzi jako pfidavné pigmenty a tvoii tak
zékladni strukturni jednotky fotosyntetického aparatu. Umoziuji rostlinam se adaptovat
na stres zosvétleni tim, ze funguji jako fotoprotektanty. Piioxidacnim S$tépeni
karotenoidu vznikaji apokarotenoidy. Ty maji signalni roli ve vyvoji rostlin a vyznacuji
se antifungalnimi Gc¢inky (Auldridge et al., 2006). Nejvyznamnéj$im z apokarotenoidu je
fytohormon kyselina abscisova (ABA).

Karotenoidy jsou syntetizovany v chromoplastech 1 ostatnich typech plastidi.
Mnozstvi akumulovanych karotenoidti se u riiznych typi plastidii 1i$i, nejvyssi mnozstvi
akumuluji chromoplasty, velké mnozstvi téchto pigmenti se nachdzi také
v chloroplastech fotosyntetizujicich tkani. Jejich biosyntéza zacina syntézou pétiuhlikaté
molekuly isopentenylpyrofosfatu (IPP) a dimethylallyl pyrofosfatu (DMAPP) (Ruiz-Sola
a Rodriguez-Concepcion, 2012). Tti molekuly IPP jsou navazany k DMAPP za ucasti
geranyl-geranyl difosfat syntasy za wvzniku geranyl-geranyl difosfatu (GGDP)
(Lichtenthaler, 1999). Kondenzaci dvou molekul GGDP fytoensyntasou (PSY) vznika
fytoen (Sandmann et al., 2006). Fytoen je nasledné desaturovan na lykopen pomoci
fytoen desaturasy a (-karoten desaturasy. Molekula lykopenu je mistem, kde dochazi
k vétveni biosyntézy. Cyklizaci se ziska a-karoten (B, e-karoten) za ucasti lykopen B-
-cyklasy a lykopen e-cyklasy. Lykopen e-cyklasa je klicova pro determinaci poméru [3-
karotenu a a-karotenu. Z a-karotenu a p-karotenu vznika hydroxylaci lutein a zeaxantin
(Lu a Li, 2008), lutein je v listech nejvice zastoupenym karotenoidem. Dalsi epoxidaci
zeaxantinu zeaxantin epoxidasou (ZEP) vznika violaxantin. V poslednim kroku je
violaxantin konvertovan na neoxantin neoxantin syntasou (NSY) (North et al., 2007).
Na rozdil od biosyntézy chlorofylu neni syntéza karotenoida striktné zavisla na svétle

a karotenoidy syntetizuji i etiolované rostliny.
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2.4 Je¢men sety (Hordeum vulgare)

Je¢men sety (Hordeum vulgare) byl domestikovan na Blizkém vychodé. Jedna se
0 samosprasnou, dobie prostudovanou plodinu co se ty¢e genetiky, genomiky a Slechténi.
Je to modelova rostlina pro vyzkum tribu Triticeae, patiiciho do celedi Poaceae
(Sreenivasulu et al., 2008). Jeémen je jako modelova rostlina vyuzivan v biochemii,
fyziologii, genetice a molekularni biologii. Jedna se o diploid se 14 chromosomy,
ptiblizné 84 % jeho genomu tvoii mobilni elementy nebo jiné repetitivni struktury.
Velkou vyhodou je¢mene je jeho snadna kultivace v laboratornich podminkach
(Gozukirmizi a Karlik, 2017). Dnes se je¢men fadi mezi obilovinami na ¢tvrté misto
Vv celosvétové produkei. Kromé jeho vyuziti jako modelové rostliny se také pouziva jako
krmivo pro hospodaiska zvifata, jako vychozi surovina pro produkci piva a dalSich

potravin (Sreenivasulu et al., 2008).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Komer¢né dostupné chemikalie a roztoky

= 50% akrylamid/bisakrylamid (AB-3) (Biorad, USA)

= Aceton (VWR, Francie)

= Diethylether (Sigma-Aldrich, USA)

= Dithiotreitol (DTT) (Biorad, USA)

* Dodecylsiran sodny (SDS) (Biorad, USA)

= Ethanol 96% (Lihovar Kojetin, CR)

= Glycin (Sigma, USA)

= Hexan (Supelco, Némecko)

» Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, USA)

= Hydroxid sodny (NaOH) (Lachema, CR)

= KHyPO4(Lachema, CR)

= Kyselina chlorovodikova (HCI) (Penta, CR)

=  Kyselina octové (Lachner, CR)

» Kyselina trichloroctova (TCA) (Sigma, USA)

» Kyslina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma, USA)
= Methanol (Roth, Némecko)

*  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (BioRad, USA)
= NaCl (Lachner, CR)

= NH4OH (Sigma, USA)

» Peroxodisiran amonny (APS) (BioRad, USA)

= Sacharosa (Lachner, CR)

= Savo (Unilever, CR)

» Standard molekulovych velikosti Protein Ladder (Thermo Scientific, USA)
= Tableta antiproteas (Merck, USA)

= Tekuty dusik (Linde, CR)

= Tricin (Biorad, USA)

=  Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Sigma, USA)

=  Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)

23



= Uhli¢itan sodny (Na2CO3) (Lachema, CR)
= Uhli¢itan vapenaty (MgCOs) (Lachema, CR)

3.1.2 Komerc¢ni soupravy

=  BCA kit (Thermo Scientific, USA)
= Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, USA)

3.1.3 Roztoky pro izolaci proteinti, SDS-PAGE a Western blotting

* Anodovy (lower) tlumivy roztok 10x (1 M Tris baze; 0,225 M HCI; pH 8,9)

» Barvici roztok (0,1% (w/v) Ponceau S; 5% (v/v) kyselina octova)

* Blokovaci roztok (5% (w/v) BSA v TBST)

= Blotovaci roztok 10x (15,1 g Tris baze; 72 g glycin; 0,01 g SDS; doplnit dH.0
do 1000 ml)

* DTE extrakéni roztok (28 mM DTT; 28 mM NaxCOs; 175 mM sacharosa;
5% SDS; 10 mM EDTA, 1 tableta antiproteas na 50 ml roztoku)

*  Gelovy tlumivy roztok 3x (3 M Tris; 1 M HCI; 0,3% SDS; pH 8,45)

» Katodovy (upper) tlumivy roztok 10x (1 M Tris baze; 1 M Tricin; 1% SDS; pH
8,9)

» Odbarvovaci roztok (250 ml methanol; 100 ml kyselina octova; 650 ml dH20)

= Separacni gel 10% (7,5 ml gelovy pufr 3x; 8,55 ml dH20; 4,5 ml AB-3; 2,4 mi
glycerol; 115 ul APS (10%); 15 ul TEMED)

=  TBS tlumivy roztok 10x (7,5 g Tris baze; 44 g NaCl; doplnit dH20 do 500 ml;
pH 7,4 upravit pomoci 37% (v/v) HCI)

= TBST tlumivy roztok (100 ml TBS 10x; 1 ml Tween 20; 900 ml dH-0)

* Transferovy roztok 1x (100 ml blotovaci roztok 10x; 900 ml dH20)

* Vzorkovy tlumivy roztok (25 mg bromfenolovad modf, 3 ml glycerol, doplnit
dH20 do 10 ml)

= Zaostiovaci gel 4% (2,25 ml gelovy pufr 3x; 6 ml dH20; 0,75 ml AB-3; 70 pl
APS (10%); 7,5 ul TEMED)

3.1.4 Protilatky

= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-actin 1:2500 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-CP43 1:2000 (Agrisera, Svédsko)
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= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-CP47 1:1000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-D1 1:30000 (Agrisera, Svédsko)

=  Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-D2 1:5000 (Agrisera, Svédsko)

=  Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-GIUTR 1:1000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-Lhcal 1:2000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-Lhca2 1:2000 (Agrisera, Svédsko)
=  Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-Lhca3 1:2000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-Lhca4 1:2000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonélni protilatka rabbit anti-Lhcb2 1:500 (Agrisera, Svédsko)

= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-Lhch3 1:2000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-Lhcb4 1:500 (Agrisera, Svédsko)

= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-Lhch5 1:2000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-POR 1:2000 (Agrisera, Svédsko)

= Primarni polyklonélni protilatka rabbit anti-PsaA 1:1000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-PsaB 1:1000 (Agrisera, Svédsko)

=  Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-PsbO 1:2000 (Agrisera, Svédsko)
= Primarni polyklonalni protilatka rabbit anti-RbcL 1:5000 (Agrisera, Svédsko)
» Sekundarni polyklonalni protilatka goat anti-rabbit 1:10000 (BioRad, USA)

3.1.5 Pristroje

= Amersham Imager 600 (GE Health Care Life Sciences, Japonsko)
* Analytické vahy (Kern, Némecko)
= Centrifuga (Eppendorf, Némecko)
= Fluorometr Hansatech PEA (Hansatech, UK)
» Fotoaparat (Nikon D50, Japonsko)
= Fytokomora (Percival, USA)
» Laboratorni chladni¢cka a mraznicka
» Magnetické michadlo s ohfevem (Ika, Némecko)
= Spektrofluorometr JASCO FP-8500 (Jasco, USA)
= Spektrofotometr (Specord 250 Plus Jena, Nemecko)
= Termoblok (Biosan, Lotyssko)
= Tiepacka vykyvna (Wavetec, Spanélsko)
»  Vyrobnik ledu (Scotsman, USA)
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=  Zdroj elektrického napéti (Biorad USA)
3.1.6 Laboratorni material

= Eppendorf mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

= Eppendorf mikrozkumavky 2 ml (Eppendorf, Némecko)

= Falcon zkumavky (15 ml)

= Filtracni papir

»  Kadinky

= Nastroje pro elektroforézu (BioRad, Némecko)

= Nitrocelulosova membrana (BioRad, Némecko)

*  Odmérné valce

» Pipety (Eppendorf, Némecko)

= Plastové krabicky s vicky

= Sestava pro elektroforézu (BioRad, USA)

= Sestava pro Western blotting Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
(BioRad, Némecko)

= Sklenéné zkumavky

= Sterilni $pi¢ky (Eppendorf, Némecko)

= Tteci misky s tlouckem
3.1.7 Rostlinny material

» Je¢men sety (Hordeum vulgare cv. Bojos L.)
3.1.8 Ostatni material

= Kvétinace

*  Mofisky pisek

= Perlit

= Polypropylenové sacky
3.1.9 Software

= Biolyzer.V.1.800 (The Fluoromatics Lab, MediaSoft, Svycarsko)
= Excel (Microsoft, USA)
= Origin 8.5.1. (Northampton, USA)

= Spectra Manager ver. 2 (Jasco, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace rostlinného materialu

Semena je¢mene (Hordeum vulgare cv. Bojos L.) byla nejprve sterilizovana 2 hodiny
v roztoku Sava a nasledné ponechdna namocena v destilované vodé po dobu 3 hodin.
Do kvétinact byl nabran perlit a tyto kvétinace byly vystaveny po dobu 1 hodiny teploté
72 °C pro sterilizaci. Semena byla umisténa na povrch perlitu, zalita destilovanou vodou
a nasledn¢ kultivovana po dobu 7 dni ve tmé Vv dfevéné bedné. Tato bedna byla
pred umisténim kvétinach také vysterilizovana Savem. Po tydenni kultivaci byla jedna
skupina rostlin (3 kvétinace) vystavena na 8 hodin atmosféie s diethyletherem, kdy 4 ml
diethyletheru byly napipetovany do kadinky, jez byla umisténa spolu s kvétina¢em do 5 1
polypropylenového sacku. Kontrolni rostliny (3 kvétinace), neosetiené diethyletherem,
byly umistény rovnéz do polypropylenového sacku, aby byla zarucena stejna intenzita
osvétleni pii nasledné expozici svétlu. Takto pfipravené rostliny byly ponechany 2 hodiny
ve tmé a nasledné byly pfemistény na 6 hodin na svétlo o intenzité 100 umol-m™2-s1PAR.
Po 8 hodinach byly diethyletherové i kontrolni rostliny vyjmuty ze sackd.
U diethyletherovych rostlin byl nasledné sledovan jejich navrat z anestezie
(tzv. recovery) a pokracovalo vystaveni kontrolnich i diethyletherovych rostlin svétlu
0 intenzit& 100 pmol-m2-s PAR po dobu 24 a 48 hodin od vystaveni anestetiku.

Vzorky pro analyzu obsahu chlorofyl, karotenoidii a proteinti byly nejdiive odebrany
v ¢ase 0 hodin, tzn. z rostlin, které byly etiolované a nevystavené svétlu. Dalsi vzorky
byly odebrany v ¢ase 6 hodin, tzn. z kontrolnich rostlin a z rostlin, které byly vystaveny
diethyletheru po dobu 2 hodin ve tm¢ a 6 hodin svétlu. Analogicky probéhl odbér vzork
z rostlin po 24 a 48 hodinach.

Pro analyzu chlorofyll a karotenoidli bylo v kazdém zminéném c¢asovém Useku
odebrano 500 mg vzorku z kontrolnich i diethyletherovych rostlin do 15 ml Falcon
zkumavek. K analyze protochlorofylidu bylo odebrano 100 mg vzorku, které byly
nejdiive zafixovany pomoci horkych vodnich par. Fixace kontrolnich i diethyletherovych
vzorki odebranych v ¢ase 0 a 6 hodin probihala ve tmé, vzorky odebrané v ¢asech 24 a 48
hodin byly fixovany na svétle. Fixace horkou parou ma za ukol zejména denaturaci
enzymu LPOR, ktery by pii dalsi praci probihajici na svétle mohl redukovat Pchlide
na Chlide, coz je nezadouci. Vzorky byly odebrany do 2 ml Eppendorf mikrozkumavek.

Pro analyzu proteint metodou Western blot bylo odebrano 50 mg listd z kontrolnich
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I diethyletherovych rostlin do 2 ml Eppendorf mikrozkumavek. Zkumavky se vzorky byly
zmrazeny V tekutém dusiku a umistény do laboratorni mrazni¢ky pfti teploté -80 °C

pro pozdé¢jsi analyzu.
3.2.2 Analyza pigmentt

3.2.2.1 Stanoveni koncentrace chlorofylu a a b a karotenoidi

Piipravené vzorky rostlinného materidlu (500 mg) byly zhomogenizovany
ve 4 ml chlazeného 80% acetonu s pridanym uhli¢itanem hofecnatym a moiskym
piskem. Uhlicitan hofec¢naty byl piidan z divodu zamezeni degradace pigmentli a moisky
pisek pro lepsi rozm¢Inéni materialu. Nasledné byl extrakt centrifugovan v 15 ml Falcon
zkumavkach 10 min pfi teploté 4 °C a pii rychlosti 6000 g. Supernatant byl pouzit
pro spektrofotometrické méfeni absorbanci pii vlnovych délkach 663,2 nm (Chl a);
648,8 nm (Chl b); 470 nm (karotenoidy) a 700 nm (pozadi) pomoci spektrofotometru.
Koncentrace asimila¢nich pigmentl byla vypoctena podle Lichtenthalera (1987).
Vysledné hodnoty byly pfepoéteny na jednotky pg gt FW. Na zavér byly vysledky
vyhodnoceny statisticky dvouvybérovym Studentovym t-testem.

3.2.2.2 Stanoveni koncentrace protochlorofylidu a jeho detekce

Protochlorofylid byl ze vzorkt (100 mg) extrahovan pomoci 3 ml alkalizovaného acetonu
(100% aceton s 0,1 M NH4OH v poméru 9:1) ve tfeci misce. Extrakt byl poté prenesen
do 15 ml Falcon zkumavky. Postupné bylo pfidano 2,5 a 1,2 ml hexanu pro promyti.
Pii kazdém promyvani bylo nutné vzorky dikladné protiepat. V acetonové fazi se
akumuluji neesterifikované tetrapyrroly, kdezto v hexanové fazi se akumuluji
esterifikované tetrapyrroly s fytolem, tedy chlorofyly, a také karotenoidy. Pii kazdém
promyti byla hexanova faze odpipetovana. Vzorky procisténé od esterifikovanych
tetrapyrrolt byly nakonec centrifugovany pfi rychlosti 8000 g a vysledny extrakt byl
pouzit na stanoveni Pchlide. Koncentrace Pchlide byla stanovena pomoci
spektrofluorometru (JASCO PMU 830 FP—-8500), excita¢ni vinova délka byla nastavena
na 438 nm a emisni spektrum skenovano v rozsahu 600—700 nm.

Pro spravné vyhodnoceni bylo nutné vytvofit kalibra¢ni pfimku Pchlide. Ke stanoveni
byly pouzity rostliny péstované 7 dni ve tmé. Vzorky byly homogenizovany pomoci tfeci
misky a tlouc¢ku v alkalizovaném acetonu (100% aceton s 0,1 M NH4OH v poméru 9:1).

Extrakt byl centrifugovan pfi rychlosti 8000 g. K supernatantu bylo ptidano 20 ml hexanu
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pro odstranéni karotenoidii. Nasledné byl odstranén hexan a vzorek byl dvakrat promyt
dal$im pfidanim 15 ml hexanu. Hexan byl opét odstranén a v nasledujicim kroku bylo
ptidano 5 ml diethyletheru, 2 ml saturovaného roztoku NaCl a 2 ml saturovaného roztoku
KH2POg, cela smés byla protiepana a Pchlide se akumuloval do diethyletheru. Takto
pfipraveny vzorek byl preveden do sklenéné zkumavky, jelikoz diethylether interaguje
s plastem. Piebyte¢ny aceton byl vymyt 4 ml vody. Vysledny objem vzorku pro stanoveni
kalibraéni pfimky Pchlide byl 3 ml. Koncentrace Pchlide byla stanovena pomoci
spektrofotometrického méteni pii vinové délce 623 nm. Koncentrace byla vypoctena
pomoci vzorce Lambert-Beerova zakona A = c-1-¢, kde A = absorbance, ¢ = koncentrace,
1 = tloustka kyvety a ¢ = molarni extinkéni absorpéni koeficient, jehoz hodnota je
v piipadé Pchlide v diethyletheru rovna 3,56 -10* M™cm™. Nésledné bylo provedeno
spektrofluorometrické méfeni pro sestaveni kalibra¢ni p¥imky pii excita¢ni vinové délce
438 nm a emisni vinové délce 633 nm, kdy do alkalizovaného acetonu (100% aceton
s 0,1 M NH4OH v poméru 9:1) bylo postupné napipetovano 0; 10; 25; 50; 75 a 100 ul
standardu do celkového objemu 2 ml (Stolarik et al., 2017).

Na zavér byl obsah Pchlide ve vzorcich pfepoéitdn na jednotky pg Pchlide g FW
a vysledky byly vyhodnoceny dvouvybérovym Studentovym t-testem.

3.2.3 Analyza proteinii metodou Western blotting

3.2.3.1 1Izolace a stanoveni koncentrace proteint

Vzorky (50 mg) byly vytazeny z mrazaku a zhomogenizovany na jemny prasek v tekutém
dusiku pomoci tfeci misky a tlou¢ku. Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo
napipetovano 700 pl DTE extrakéniho roztoku a nasledné byl pfidan vznikly praSek. Tyto
mikrozkumavky byly ponechany po dobu 10 minut na tiepacce a poté byly vzorky
denaturovany v termobloku 30 minut pii 70 °C. Dale byly vzorky centrifugovany
10 minut pii rychlosti 20000 g pii 20 °C. Supernatant byl odpipetovan a byly vytvoreny
alikvoty po 100 pl, které byly uskladnény v mrazaku pfti teploté -80 °C pro pozdéjsi
pouziti.

Koncentrace proteini byla stanovena pomoci BCA Kitu. Nejdiive byly ptipraveny

vzorky pro stanoveni kalibra¢ni pfimky BSA podle Tab. 1.
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Tab. 1 Ptiprava standardu nafedéného sérového hovéziho albuminu (BSA).

. Objem BSA 0 Vysledna
Zkumavka Objem 0’11M NaOH korjlcentraci 2 konce}r;trace BSA
(b mg/ml (u) (ng/ml)

A 0 300 2000

B 125 375 1500
C 325 325 1000

D 175 175 ze zkumavky B 750

E 325 325 ze zkumavky C 500

F 325 325 ze zkumavky E 250
G 325 325 ze zkumavky F 125

H 400 100 ze zkumavky G 25

[ 400 0 0 (= blank)

Z kazdého rostlinného vzorku bylo odpipetovano 25 ul do 525 ul 10% TCA
pro vysrazeni proteinii. Nasledné byly vzorky centrifugovany 10 minut pfi rychlosti
14770 ¢. Supernatant byl odstranén a pelet byl vysuSen v termobloku pii 40 °C,
mikrozkumavky se vzorky byly ponechany pii vysouseni oteviené. Po vysuseni byl pelet
rozpustén v50 pl 0,1 M NaOH. Do vzorkii pro stanoveni kalibracni ptimky
I do rostlinnych vzorkt byl pfidan 1 ml vyvijejiciho roztoku. Nasledné probéhla inkubace
pti 37 °C po dobu 30 minut.

Po inkubaci byla spektrofotometricky zmétena absorbance vzorkiu pro stanoveni
kalibra¢ni pfimky pfi vlnové délce 562 nm. Jako blank byla pouzita destilovana voda.
Nésledné byla zméfena absorbance také u rostlinnych vzorkl. Z naméfenych hodnot byla
sestrojena kalibrani pfimka, s jejiz pomoci byla vypoctena koncentrace proteint

Vv rostlinnych vzorcich a také mnozstvi proteinii pro nanasky pro elektroforézu.
3.2.3.2 Elektroforéza v denaturujicich podminkach

Zmrazené alikvoty byly rozmrazeny a nasledné denaturovany pomoci termobloku
po dobu 15 minut a teploté 70 °C. Do kazdého vzorku bylo piidano 30 pl vzorkového
tlumivého roztoku, ktery zbarvil vzorek, coz bylo dilezité pii nanaseni vzorku na gel a pfi
samotné separaci vzorku. Vzorkovy tlumivy roztok obsahuje také glycerol, ktery
napomaha spravnému dosednuti vzorku do jamky v gelu.

Pro separaci proteinti byly pfipraveny dva typy gelu, separacni a zaostfovaci. Jako
prvni byl pfipraven 10% separac¢ni gel. Na ¢tyfi skla bylo pro ptipravu gelu pouzito 7,5 ml

gelového tlumivého roztoku 3x; 8,55 ml dH20; 4,5 ml AB-3; 2,4 ml glycerolu; 115 ul
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APS (10%) a 15 ul TEMEDu. APS a TEMED bylo nutné pridat jako posledni, jelikoz
zpusobuji polymerizaci gelu. Separacni gel byl béhem ptipravy promichavan pomoci
magnetického michadla. Takto pifipraveny roztok gelu byl nanesen mezi skla upevnéna
ve stojanu a ihned byl pievrstven 96% etanolem. B&hem nasledujicich 30 minut probéhla
polymerizace gelu, po niz byl ethanol slit a jeho zbytky byly vysuseny pomoci filtra¢niho
papiru. Nasledné byl ptipraven zaostfovaci gel, po jeho naneseni na jiz ztuhly separacni
gel do n¢j byly vloZeny hiebeny, které vytvari ptislusSné jamky pro nanaSeni vzorki.
Po 30 minutach byl gel jiz zpolymerizovany a hiebeny z néj mohly byt vytazeny. Mezi
dvojice skel byl nalit 1x fedény katodovy tlumivy roztok tak, aby byly zality také jamky
a zaroven bylo diikladné zkontrolovano, zda tento tlumivy roztok neuniké ze sestavené
aparatury. Do prvni jamky byly nejdiive naneseny 3 pl standardu molekulovych velikosti
anasledné také piislusné objemy vzorki vzdy ve stejném poiadi na kazdy gel. Sklas gely
upevnéna ve stojancich byla pfenesena do elektroforetické vany, do niz byl nalit 1x
fedény anodovy tlumivy roztok po naznacenou rysku. Poté byla cela aparatura uzaviena
a pfipojena ke zdroji napéti. Pti pouziti Ctyf skel bylo pouzito konstantni napéti
130 V podobu 80 minut. V prib&hu elektroforetické separace bylo sledovano
ke konci skel, byla elektroforéza ukoncena. V této fazi byla aparatura odpojena od zdroje

napéti a gely byly z aparatury vyjmuty.
3.2.3.3 Western blotting

Na blotovaci zafizeni byla umisténa podlozka navlh¢ena v blotovacim roztoku, na niz
byla poloZena nitrocelulosova membrana. Na nitrocelulosovou membranu byly umistény
gely s elektroforeticky rozdélenymi proteiny, které byly nasledné ptikryty dalsi
navlhéenou podlozkou. Dale byla celd aparatura uzaviena vikem blotovaciho zatizeni
a pripojena ke zdroje elektrického napéti. Blotovani probihalo po dobu 70 minut pii
elektrickém proudu 200 mA (50 mA na jeden gel). Po pieneseni elektroforeticky
separovanych proteind na nitrocelulosovou membranu byly tyto membrany inkubovany
10 minut v roztoku Ponceau S, pomoci néhoz se na membrané obarvily proteiny, timto
byl ovéten spravny pirenos proteinti na membranu. Nasledné byly membrany odbarveny
v 1x TBST tlumivém roztoku a pfes noc byly inkubovany v blokovacim roztoku
v lednici. Nasledujici den byl blokovaci roztok vymyt v 1x TBS tlumivém roztoku.
Membrany byly vloZzeny do vhodné nafedénych primérnich protilatek a byly inkubovany
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po dobu 1 hodiny na vykyvné tfepacce. Po inkubaci byly membrany promyty v 1x TBST
tlumivém roztoku na vykyvné tfepacce. Membrany byly promyty v tomto tlumivém
roztoku celkem pétkrat. Nasledné byly inkubovany v sekundarni protilatce konjugované
s kienovou peroxidasou s fedénim 1:10000 po dobu 1 hodiny. Sekundarni protilatka byla
vzdy na rozdil od primarni protilatky pfipravovana Cerstva, primarni protilatky byly jiz
natfedény v 5% BSA a uchovavany v laboratorni mrazni¢ce. Sekundérni protilatka byla
opét pétkrat vymyvana v 1x TBST tlumivém roztoku a posesté v 1x TBS tlumivém
roztoku. Pro vizualizaci proteini znacenych protilatkou byl pouzit kit Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate a signal byl zaznamendn a kvantifikovan

pomoci piistroje Amersham Imager 600.
3.2.4 Nizkoteplotni fluorescence (77 K)

Pro zjisténi, zda dochazi u rostlin osetfenych diethyletherem k inhibici fotofyzikalnich
drah, bylo provedeno méfeni nizkoteplotni fluorescence. Pomoci této metody bylo
sledovano, zda ve vzorcich dojde k redukei protochlorofylidu na chlorofylid, k ¢emuz je
nutna piitomnost enzymu protochlorofylid oxidoreduktasy (POR) a fotonu. Pii emisni
vlnové délce 635 nm je pomoci nizkoteplotni fluorescence detekovatelny volny Pchlide
a pii vlnové délce 656 nm Ize touto metodou detekovat Pchlide vazany v prolamelarnim
télisku s LPOR.

Pii mé&feni nizkoteplotni fluorescence (77 K) byly pouzity vzorky kontrolni a oSetiené
diethyletherem stejné jako u predeslych metod, a také vzorky osvétlené pouze po dobu
5 minut, které¢ byly nasledné vystaveny tmé po dobu 2; 10 a 20 minut pro sledovani
tzv. Shibata shiftu. Reprezentativni kli¢enec byl odebran a ptipevnén na podlozku
z lepenky pomoci dratku. Takto piipraveny vzorek byl vlozen do vialky naplnéné
tekutym dusikem. Vialka byla vzdy nejdfive fadné vychlazena pomoci kapalného dusiku,
jinak by dochazelo k tvorbé bublin, diky nimZ vznikd neZadouci Sum V emisnich
spektrech. Kapalny dusik byl ve vialce pravidelné vyménovan, jinak by dochazelo
Kk tvorbé ledovych krystalkd, které opét neptiznivé ovliviiuji vysledky méfeni. Méfeni
probéhlo pii nasledujicim nastaveni spektrofluorometru: excita¢ni vinova délka 440 nm
a emisni vinova délka od 600-800 nm. Stérbina na excitadnim a emisnim
monochromatoru byla nastavena na 2,5 nm. Veskera prace s rostlinnymi vzorky byla

provedena ve tmé¢ pouze pfi tlumeném zeleném osvétleni.
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3.2.5 Stanoveni aktivity PSI1 metodou in vivo fluorescence chlorofylu

Pomoci PEA fluorometru (Hansatech) byl zméfen maximalni kvantovy vytézek
fotosystému II (Fv/Fm) u rostlin kontrolnich i osetienych diethyletherem. Pro méteni byly
napéstovany vSechny varianty rostlin (kontrolni a oSetfené diethyletherem, osvétlené 6;
24 a 48 hodin 1 etiolované). Rostliny byly pfed samotnym méfenim vystaveny tmé
po dobu 20 minut pro reoxidaci plastochinonu. Nasledné byly na kazdy list pfipevnény
svorky a bylo provedeno méfeni se sedmi opakovanimi pro kazdou variantu vzorki.
Saturaéni zablesk svétla byl nastaven na 24000 pmol fotonii m? s s ¢asem méfeni
3 sekundy. Pomoci programu Biolyzer.V.1.800 byla ziskana data z fluorometru
exportovana do pocitace a zpracovana pomoci Excelu.

Pii zméfeni minimalni fluorescence (Fo) a maximalni fluorescence (Fm) ve vzorku,
ktery byl adaptovan na tmu, Ize vypocitat pomér (Fm—Fo)/Fm = Fu/Fm (Fv je variabilni
fluorescence (Fm—Fo)). Tento pomér vyjadfuje maximalni kvantovy vytézek
fotochemickych reakci ve fotosystému II (PSII) a charakterizuje miru funkénosti PSII,
tedy miru vyuziti svétla na fotochemické reakce. Idedlni hodnota tohoto poméru je 0,83,
pokud je ovSem rostlina vystavena stresovym faktorim, hodnota maximalniho
kvantového vytézku se snizuje, coz znaci posSkozeni PSII. Tento parametr je hojné
vyuzivan pfi studiu zmén fotosyntézy pfi stresu rostlin, funguje také jako citlivy néstroj
pro detekci vyvinu fotosyntetického aparatu v prubéhu deetiolizace. Pomoci fluorometru
PEA byl detekovan OJIP prub¢h fluorescence, kde faze O odpovida Fo a faze P odpovida
Fm (Kalaji et al., 2014). Na zavér byly vysledky vyhodnoceny dvouvybérovym

Studentovym t-testem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1.1 Kultivace rostlin

Experiment byl zahajen vysevem semen je¢mene (Hordeum vulgare cv. Bojos L.),
k analyze koncentrace chlorofylu a a b, karotenoidi, protochlorofylidu a proteind.
Pro analyzu Western blot byly pouzity vzorky zmrazené v kapalném dusiku, kdezto
pro analyzu nizkoteplotni fluorescence a fluorescence in vivo byly pouzity Cerstvé
vzorky. Vliv diethyletheru na biosyntézu chlorofylu byl ziejmy jiz pii kultivaci rostlin,
oSetfeni diethyletherem a jejich nasledném vystaveni svétlu. Kontrolni rostliny byly vice
zelené nez rostliny oSetiené diethyletherem. Nejvétsi rozdil v barvé rostlin byl pozorovan
v Case osvétleni 6 hodin, coz je dokumentovano na Obr. 4. S naristajicim Casem
od pteneseni rostlin na svétlo a odstranéni diethyletheru se rozdily v barvé postupné

vyrovnavaly.
4.1.2 Stanoveni koncentrace chlorofylu a a b a karotenoidi

Pfi stanoveni koncentrace chlorofylu a a b a karotenoidt bylo zjisténo, ze v ¢asovém

intervalu osvétleni 6 hodin je koncentrace chlorofylu u rostlin po aplikaci diethyletheru

na trovni 23 % hodnoty koncentrace kontrolnich rostlin vystavenych osvétleni po stejnou

kontrola I l
Oh

0 h (ether) 6 h (ether) 24 h

Obr. 4 Snimek zachycujici kliCence jeCmene v jednotlivych fazich experimentu. Meérka
pfedstavuje 4 cm.
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Obr. 5 Graf zavislosti koncentrace chlorofylu a na ¢ase, po ktery byly rostliny vystaveny
osvétleni 100 umol-m?-s* PAR. Srovnani koncentrace chlorofylu a u vzorkd z rostlin
oSetfenych diethyletherem se vzorky zrostlin kontrolnich. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny Studentovym t-testem, n = 3. ** = p < 0,01; * = p < 0,05.
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Obr. 6 Graf zavislosti koncentrace chlorofylu b na ¢ase, po ktery byly rostliny vystaveny
osvétleni 100 umol-m?-s? PAR. Srovnani koncentrace chlorofylu b u vzorkd z rostlin
oSetfenych diethyletherem se vzorky zrostlin kontrolnich. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny Studentovym t-testem, n = 3. ** = p <0,01; * = p <0,05.
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Koncentrace Chl a + b (ug - g 1 FW)
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Obr. 7 Graf zavislosti koncentrace chlorofylu a a b na ¢ase, po ktery byly rostliny vystaveny
osvétleni 100 umol-m™-s* PAR. Srovnani koncentrace chlorofylu a a b u vzorki z rostlin
oSetfenych diethyletherem se vzorky zrostlin kontrolnich. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny Studentovym t-testem, n = 3. **=p <0,01; * = p < 0,05.

-g 1FW)

Koncentrace karotenoidl (ug

120

Karotenoidy

H = Cas (hodiny)

wp KONLrOla e Dicthylether M Rostliny vystavené atmosfére diethyletheru

Obr. 8 Graf zavislosti koncentrace karotenoidd na Case, po ktery byly rostliny vystaveny
osvétleni 100 pumol-m?-s? PAR. Srovnani koncentrace karotenoidii u vzorkdl z rostlin
oSetfenych diethyletherem se vzorky zrostlin kontrolnich. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny Studentovym t-testem, n = 3. **=p < 0,01; * =p < 0,05.
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dobu, tedy 6 hodin. V ptipad¢ vzorkl odebranych po 24 hodinach osvétleni dosahovala
koncentrace chlorofylu a i b u diethyletherovych rostlin 50 % z hodnoty koncentrace
kontrolnich rostlin. Po 48 hodinach byla koncentrace u diethyletherovych vzorku pouze
0 20 % niz8i nez u vzorkl pochézejicich z rostlin kontrolnich, coz dokumentuje Obr. 5, 6
a 7. Vpripadé karotenoidi po 6 hodinach expozice svétlu se koncentrace
u diethyletherovych a kontrolnich rostlin vyrazné nelisila, po 24 hodinach koncentrace
karotenoidi ve vzorcich z diethyletherovych rostlin dosahovala 69 % z hodnoty
koncentrace kontrolnich rostlin. Po 48 hodinach uz koncentrace karotenoidti dosahovala
76 % hodnoty koncentrace kontrolnich rostlin, jak lze vidét na Obr. 8. Se zvysujicim
se casem od expozice rostlin v atmosféte s diethyletherem (tedy vzorky 24 a 48 h)
dochazi k navratu rostlin z anestezie, stim je také spojena tvorba fotosyntetického

aparatu a nasledna syntéza tetrapyrrolovych barviv a karotenoidu.
4.1.3 Stanoveni koncentrace protochlorofylidu a jeho detekce

Pii stanoveni koncentrace Pchlide byl pozorovdn opacny trend nez u stanoveni
koncentrace chlorofylu a a b, tedy ze koncentrace Pchlide se s nartstajicim ¢asem
osvétleni nezvySovala. Nejvy$$i mnozstvi Pchlide bylo detekovano v ¢ase 0 hodin,
po 6 hodinach byla naopak zaznamenana nejniz$i koncentrace, jak lze vidét na Obr. 9.
V ¢ase 24 hodin bylo mnozstvi Pchlide u kontrolnich i diethyletherovych vzorkt vyssi
nez v ¢ase 6 hodin. To souvisi s nastartovanim biosyntézy chlorofylu. V ¢ase 48 hodin
se mnozstvi Pchlide vyrazn€ nezménilo. Koncentrace Pchlide se vyrazné lisi
od koncentraci zjisténych u chlorofyli, které se pohybovaly zejména v ramci desitek
az stovek pg gt FW, kdezto koncentrace Pchlide se pohybovala v ramci jednotek pg-g™
FW. Pii srovnani koncentrace Pchlide v kontrolnich vzorcich a ve vzorcich z rostlin
osetienych diethyletherem nebyly shledany vyznamné rozdily.

Enzym POR je nezbytny pro pfeménu protochlorofylidu na chlorofylid. Ke své funkci
vyzaduje také piitomnost NADPH a fotonu. Existuji dva typy POR u krytosemennych
rostlin, PORA a PORB, jejich pfitomnost byla prokazana u Arabidopsis thaliana
i Hordeum vulgare. V piipadé Hordeum vulgare je PORA negativné regulovan svétlem,
kdezto PORB je exprimovan konstitutivné (Armstrong et al., 1995; Holtorf et al., 1995).
MRNA obou typi POR se tvofi v etiolovanych rostlinach, ovSem po expozici svétlu
mRNA PORA rychle mizi, kdezto mRNA PORB se stale aktivné akumuluje (Masuda,
2008). PORA a PORB plni svou funkci spole¢né béhem casnych stadii zelenani
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Obr. 9 Graf zavislosti koncentrace protochlorofylidu na ¢ase, po ktery byly rostliny vystaveny
osvétleni 100 umol-m?-s PAR. Srovnéani koncentrace protochlorofylidu u vzorki z rostlin
osetienych diethyletherem se vzorky zrostlin kontrolnich. Vysledky byly statisticky
vyhodnoceny Studentovym t-testem, n = 4. **=p <0,01; * = p < 0,05.

a diferenciace chloroplast, kdezto udrzovani biosyntézy Chl u starSich rostlin ma

pod kontrolou samotny PORB (Armstrong et al., 1995).
4.1.4 Analyza proteini metodou Western blotting

Metodou Western blot byla stanovena pfitomnost dulezitych proteinli souvisejicich
S biosyntézou chlorofylu a fotosyntézou, konkrétné se jednalo o proteiny D1, D2, CP43,
CP47, PsbO, Lhcb2, Lhch3, Lhcb4, Lheb5, GIUTR, RbcL, aktin, PsaA, PsaB, Lhcal,
Lhca2, Lhca3, Lhca4, PORA a PORB. Byl zkouman vliv diethyletheru na ptitomnost
téchto proteini ve vzorcich pochazejicich z rostlin oSetfenych diethyletherem.
Pfi porovnani kontrolnich vzorkii a vzorkd oSetfenych diethyletherem byly pozorovany
nejvetsi rozdily u vzorkll po expozici svétlu po dobu 6 hodin, se zvySujicim se Casem
se rozdily mezi kontrolou a vzorky vystavenymi diethyletheru snizovaly. Lze fici,
7e U kazdého stanovovaného proteinu bylo pozorovano, ze proteiny ze vzorka
odebranych z diethyletherovych rostlin mély mensi abundanci (pfipadné nebyly
detekované vubec v ¢ase 6 hodin) ve srovnani s kontrolnimi vzorky v kazdém ¢asovém

useku, kdy byl proveden odbér.
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CP47 a CP43 jsou jadrové antény vyskytujici se u rostlin, fas a sinic. Ob¢ jsou
kédovany chloroplastovym genomem a jejich funkci je vazat chlorofyly a karotenoidy
Vv reak¢nim centru fotosystému II. Oba tyto proteiny jsou pozitivné regulované svétlem
(Kanervo et al., 2008), coz znamena, ze s delsi expozici rostlin svétlu se jejich mnozstvi
zvysuje (Obr.10).

Protein PsbO je jednim ze Ctyf proteini, které spole¢né u rostlin tvoii kyslik vyvijejici
komplex. V tomto piipadé byl jeho vyskyt u diethyletherovych rostlin vyrazné vyssi, nez
u rostlin kontrolnich, jak dokumentuje Obr. 10. PsbO protein se v niz§i hladin¢ exprimuje
i ve tm¢ (Kanervo et al., 2008).

Dalsi dvojici proteini, na kterou byla zamétena pozornost, jsou D1 a D2 proteiny.
Ty tvofi dimer reakéniho centra PSII, na néj jsou vazany redoxni faktory, mezi nézZ patii
také chlorofyl P680 (Nanba a Satoh, 1989). U proteinu D1 bylo mozné vidét velky rozdil
v abundanci v ¢ase 6 hodin u diethyletherovych a kontrolnich rostlin (Obr. 10). Oba jsou
pozitivné regulovany svétlem (Kanervo et al., 2008).

Lhcb2, Lhcb3, Lhch4 a Lhch5 jsou proteiny, které jsou soucasti svétlosbérného
komplexu Il (LHCII). Opét se jedna o pozitivné fotoregulované proteiny (Kanervo et al.,
2008), nejvétsi rozdil mezi diethyletherovymi vzorky a kontrolnimi lze pozorovat
Vv ptipadé Lhcb2 (Obr. 10).

Glutamyl-tRNA reduktasa (GIUTR) je kli¢ovym enzymem v biosyntéze tetrapyrrol,
stejné jako predeslé proteiny je pozitivné fotoregulovan. Exprimuje se i ve tmé, ovSem
Vv niz§im mnozstvi (McCormac et al., 2001) (Obr. 10).

Dale byla pouzita protilatka proti ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylase/oxygenase
(RbcL), coz je enzym zapojeny do hlavniho kroku fixace uhliku, tedy do procesu, kdy je
oxid uhli¢ity pfeménén na energeticky bohaté molekuly (Obr. 10). Exprimuje se na svétle
i ve tmé, na svétle vSak vétsi intenzitou (Kanervo et al., 2008).

Protilatka proti aktinu zna¢i strukturni protein nachazejici se v bunkach, jehoz
polymerizaci vznikaji mikrofilamenta, ktera jsou soucasti cytoskeletu bunék. Aktin neni
zavisly na svétle a jeho pfitomnost byla prokézana ve vSech vzorcich podle ocekavani
(Obr. 10).

PsaA a PsaB jsou proteiny, které tvoii reakéni centrum fotosystému I (PSI), bylo
potvrzeno, ze u kontrolnich vzorkid byla jejich pfitomnost vyS$$i nez v pripadé

diethyletherovych vzorka (Obr. 11). Proteiny PsaA a PsaB pozitivné fotoregulované
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(Kanervo et al., 2008), i po 48 hodinach nedoslo k uplnému vyrovnani mnozstvi téchto
proteind u diethyletherovych a kontrolnich rostlin (Obr. 11).

V piipadé LHCI se jedna o pfidavnou integralni anténu sestavajici ze ¢ty proteini,
které jsou kodovany jadrovym genomem, konkrétné se jednd o proteiny kodované geny
Ihcal, Ihca2, Ihca3 a Ihca4, kdy proteiny Lhcal s Lhca4 vytvaii heterodimer a proteiny
Lhca2 a Lhca3 spolu vytvaii heterodimer nebo homodimer. Dohromady vytvari
piidavnou integralni anténu. Tyto proteiny jsou také pozitivné fotoregulované, jak vidime
na Obr. 11.

Poslednimi proteiny, které byly v rdmci této prace detekovany metodou Western blot,
jsou PORA a PORB. Jedna se o dva isoenzymy, kter¢ katalyzuji na svétle zavisly krok
biosyntézy chlorofylu u vyssich rostlin. Bylo prokazéano, Ze PORB neni citlivy na svétlo,
jeho mnozstvi zlistavalo konstantni pfi pfeneseni rostlin z tmy na svétlo, kdezto PORA je
negativné fotoregulovan, (Holtorf et al., 1995) bez ohledu na pfitomnost diethyletheru,
jak lze vidét na Obr. 11.
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Obr. 10 Ovéfeni piitomnosti dulezitych proteint souvisejicich s fotosyntézou pomoci metody
Western blot v ruznych ¢asovych tsecich, v nichz byl odebran rostlinny material. Byl
zkouman efekt ptitomnosti nebo nepiitomnosti diethyletheru (0 a 6 hodin) a jeho odstranéni
(24 a 48 hodin) na abundanci jednotlivych proteini. Molekulova hmotnost je uvadéna v kDa
V levém sloupci. Kvantifikace byla provedena pomoci Amersham Imager 600 a relativni
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Obr. 11 Ovéfeni ptitomnosti dilezitych proteint souvisejicich s fotosyntézou pomoci metody
Western blot v riznych ¢asovych tsecich, v nichz byl odebran rostlinny material. Byl
zkouman efekt pfitomnosti nebo neptitomnosti diethyletheru (0 a 6 hodin) a jeho odstranéni
(24 a 48 hodin) na abundanci jednotlivych proteinii. Molekulova hmotnost je uvadéna v kDa
V levém sloupci. Kvantifikace byla provedena pomoci Amersham Imager 600 a relativni
abundanci proteinu zna¢i hodnoty nachazejici se pod jednotlivymi imunobloty. Na spodni
casti obrazku se nachdzi snimek nitrocelulosové membrany s pfenesenymi proteiny, ktera byla
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4.1.5 Nizkoteplotni fluorescence (77 K)

Pii méfeni nizkoteplotni fluorescence (77 K) byly méfeny vzorky kontrolni a oSetfené
diethyletherem stejné jako u ptredeslych metod, a navic byly pro analyzu pouzity také
vzorky osvétlené pouze po dobu 5 minut, které byly nasledné vystaveny tmé po dobu 2;
10 a 20 minut (pro méfeni Shibata shiftu). V prvnim piipadé se u vzorki, které nebyly
vubec osvétleny, nachazi fluorescencni maxima (633; 656 nm), které predstavuji volny
protochlorofylid a vazany protochlorofylid v prolamelarnim télisku. U kontrolnich
vzorki osvétlenych po dobu 6 h pak Ize pozorovat maxima (685; 694 nm) predstavujici
jadrové antény PSII CP43 a CP47 a maximum pii 742 nm, které znaci ptitomnost PSI
(Obr. 12), kdezto u vzorku oSetfenych diethyletherem a osvétlenych po dobu 6 h,
pozorujeme maximum pii 683 nm piedstavujici navdzany chlorofylid/chlorofyl
na neznamy protein (pravdépodobné LHCII anténu) (Obr. 13), pficemz jadro fotosystému
se neformuje (absence emise pii 685 a 694 nm). Pti delSim osvétleni (24 a 48 h) jsou
ktivky pro kontrolu i pro vzorky oSetiené diethyletherem velmi podobné,
coz dokumentuje navrat z anestezie (Obr. 12 a 14). V druhém piipadé¢, kdy byly vzorky
osvétleny pouze 5 minut a nasledné¢ umistény do tmy po dobu 2; 10 a 20 minut, lze
pozorovat tzv. Shibata shift (Obr. 14 a 16). Uz pouhé 5 minutové osvétleni bylo
dostate¢né na kompletni redukci vazaného Pchlide v POR u obou variant pokusu.
Nésledné, ¢im del$i dobu jsou osvétlené vzorky vystaveny tmé, tim vice se maxima
posouvaji k niz§im hodnotam vlnovych délek. Spektra jsou i v tomto piipadé
pro kontrolni vzorky i vzorky oSetiené diethyletherem shodna, coz znaci, Ze diethylether
neinhibuje fotochemické reakce redukce protochlorofylidu, ¢imz lze vysvétlit pfitomnost
chlorofylu ve vzorcich pod anestezii, ackoliv ve vyrazné niz§im mnozstvi (Obr. 5-7).
Jak bylo dfive zminéno, k pfeméné protochlorofylidu na chlorofylid je potiebny
enzym NADPH-protochlorofylid oxidoreduktasa (POR) za pfitomnosti NADPH
a fotonu. Jako fotoaktivni Pchlide je oznacovan ternarni komplex Pchlide-NADPH-POR,
ktery umoziuje pteménu Pchlide na Chlide pfi kratkém osvétleni v rozmezi 1-5 ms.
Naopak jako fotoinaktivni Pchlide je oznacovan Pchlide, ktery neni rychle pfeménén
na Chlide. Jednd se zejména o smés komplexi POR-Pchlide-NADP*, Pchlide
a protochlorofylu. Po osvétleni je pii fluorescenénim maximu 675 nm detekovan
spektralni shift, ktery odpovidda uvolnénému Chlide z aktivniho mista POR.
Fluorescen¢ni maximum pii 694 nm piedstavuje komplex Chlide, NADPH a POR.
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Obr. 12 Emisni fluorescenéni spektrum. Jedna se o kontrolni vzorky (nadzemni &asti)
vystavené tmé a nasledné osvétlené, jak je uvedeno v ramecku v pravém hornim rohu. Byl
sledovan vliv délky osvétleni na preménu Pchlide na Chlide pomoci enzymu POR.
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Obr. 13 Emisni fluorescenéni spektrum. Jedna se o vzorky (nadzemni ¢ast), jez byly vystaveny
diethyletheru atmé, nasledné byly osvétlené, jak je uvedeno v ramecku v pravém hornim rohu.
Byl sledovan vliv diethyletheru a délky osvétleni na pfeménu Pchlide na Chlide pomoci
enzymu POR. Rozdil oproti kontrolnim vzorktim lze pozorovat zejména v ¢ase 6 hodin.
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Obr. 14 Emisni fluorescenéni spektrum. Jedna se o kontrolni vzorky (nadzemni ¢ast)
vystavené tmé a nasledné osvétlené na 5 minut, pficemz vzorky poté byly opét vystaveny tmé,
jak je uvedeno v ramecku v pravém hornim rohu. Sledovan byl vliv délky opétovného

vystaveni rostlin tmé¢ na uvolnéni Chlide z ternarniho komplexu.
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Obr. 15 Emisni fluorescen¢ni spektrum. Jedna se o vzorky (nadzemni ¢ast) vystavené
diethyletheru a tm¢ a nasledné osvétlené na 5 minut, pfi¢emz vzorky poté byly opét vystaveny

tmée, jak je uvedeno v ramecku v pravém hornim rohu. Sledovan byl vliv délky opétovného
vystaveni rostlin tmé na uvolnéni Chlide z ternarniho komplexu.
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Fluorescen¢ni maximum pii 681 nm, oznaované jako Shibata shift, odpovida rozruseni
komplexu vzniklym mezi Chlide a POR, dochazi k uvolnéni Chlide z aktivniho mista
enzymu POR (Schoefs a Bertrand, 1997).

4.1.6 Stanoveni aktivity PSIl1 metodou in vivo fluorescence chlorofylu

Pro stanoveni aktivity fotosystému II byl zméfen maximalni kvantovy vytézek PSII.
Pii porovnani kiivek je nejvétsi rozdil vidét opét v piipadé osvétleni po dobu 6 h, kdy
u vzorku oSetieném diethyletherem nevykazuje kiivka typicky OJIP prub¢h, jak Ize vidét
na Obr. 16 a 17. V ptipadé osvétleni po dobu 24 a 48 hodin byla fluorescenéni kinetika
u kontrolnich vzorkid téméf shodna se vzorky diethyletherovymi. Pfi méteni vzorkd, které
nebyly viibec vystaveny svétlu, byly ziskdny kiivky, které¢ také nemaji OJIP pribéh,
ovSem divod této skutecnosti je rozdilny. Jelikoz aktivaéni svétlo zplsobilo konverzi
protochlorofylidu na chlorofylid, nejedna se v tomto piipadé o sledovani aktivity PSII,
ale o zménu absorp¢nich a fluorescen¢nich vlastnosti molekul (molarni extinkcni
koeficient a kvantovy vytézek fluorescence u Pchlide nizsi).

Pii porovnani hodnot maximélniho kvantového vytézku u kontrolnich rostlin
a u rostlin diethyletherovych bylo zjisténo, ze nejvyssi rozdil mezi hodnotami je v Case
6 hodin, kdy v ptipad¢ diethyletherovych rostlin dosahuje hodnota maximalniho
kvantového vytézku pouze 0,084, kdezto u rostlin kontrolnich je to hodnota vyrazné
vyssi, konkrétné 0,425. Jednd se o diikaz, Ze pieneseni etiolovanych rostlin na svétlo
indukuje tvorbu funkéniho fotosyntetického aparatu, predev§im u rostlin nevystavenych
diethyletheru. Hodnoty v c¢asech 0; 24 a 48 hodin nejsou mezi kontrolnimi

a diethyletherovymi rostlinami vyrazn¢ odli$né, coz lze vidét na Obr. 18.
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Obr. 16 OJIP kiivka pro vzorky (nadzemni ¢ast) pochazejici z kontrolnich rostlin zobrazena
na logaritmické ¢asové stupnici. Zkouman byl vliv doby osvétleni rostlin, které byly tyden
kultivovany ve tmé¢ a nasledné osvétleny, jak je uvedeno v tabulce v pravém hornim rohu.

= tma + ether
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Obr. 17 OJIP kiivka pro vzorky (nadzemni cast) pochazejici z rostlin oSetfenych
diethyletherem zobrazena na logaritmické ¢asové stupnici. Zkouman byl vliv doby osvétleni
rostlin, které byly tyden kultivovany ve tm¢, nasledné vystaveny diethyletheru a osvétleny,
jak je uvedeno v tabulce v pravém hornim rohu.
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Obr. 18 Graf znazorfiuje hodnoty maximalniho kvantového vytézku u kontrolnich rostlin a rostlin
oSetfenych diethyletherem v ¢ase 0; 6; 24 a 48 hodin. Hodnoty niz$i nez 0,83 znac¢i nekompletni
zotaveni PSII. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny Studentovym t-testem, n = 7.
**=p<0,01, *=p<0,05.
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Z vyse prezentovanych vysledkli vyplyva, Ze hypotéza o inhibici zelenéni rostlin
zpusobené aplikaci diethyletheru byla potvrzena. Jelikoz proces budovani
fotosyntetického aparatu je velice komplexni, nabizi se hned nékolik moznych hypotéz,
kde muze vSeobecné anestetikum diethylether ptisobit. Po osvétleni etiolovanych rostlin
se indukuje transkripce gent, kodujicich pigment-proteinové komplexy a enzymy
biosyntetické drahy chlorofylt. Svétlo redukuje Pchlide na Chlide a vznikajici chlorofyly
jsou nutné na stabilizaci translatovanych pigment-proteinovych komplexa
v thylakoidnich membranach. Na to vie je potiebny vtok Ca?" do bunky fizeny
fytochromem (Spalding, 2000). Diethylether proto mize pisobit v kterémkoliv bodu této
kaskady, pfipadn¢ mize inhibovat i vicero procesu.

Jednou z moznych pfi¢in inhibice deetiolizace mtze byt inhibice migrace fytochromu
do jadra. Fytochrom je sloZzen ze dvou domén, k NHz-termindlni ¢asti se pfipojuje
chromofor, diky némuz fytochrom ziskava charakteristické spektralni vlastnosti. COOH-
-terminalni ¢ast se podili na dimerizaci molekuly a také na ptenosu signalu. (Quail, 1997).
Fytochrom A a B se za ucelem zprostiedkovani svételnych reakci premistuji do jadra
(Sakamoto a Nagatani, 1996), kde mohou iniciovat transkripci na svétle zavislych gent
(Yamaguchi et al., 1999). Jestlize je tento proces inhibovan, nedochazi k transkripci
ptislusnych genti. Jelikoz lipofilni anestetika mohou ovliviiovat vlastnosti membran
(v€etné jaderné), mize to byt misto puisobeni anestetika.

Dal$im moZnym vysvétlenim je, ze diethylether mize mit také negativni Gcinky
na tvorbu thylakoidnich membran chloroplasti kvili jeho lipofilnimu charakteru.
Tomlze branit stabilizaci pigment-proteinovych komplexd v thylakoidnich
membranach. Vysledky Yokawa et al. (2018) naznacuji, Ze anestetika jako diethylether
vyraznym zpusobem naruSuji vezikuldrni transport, coZ muize podporovat hypotézu
0 naruSené tvorb€ thylakoidnich membran. Anestetika také naruSuji mitochondridlni
funkce (Sanchez et al., 2011; Boscolo et al., 2012), které jsou na membranach zavislé.

Dal§i moznou pii¢inou je inhibice Ca?* signalizace. Jak uz bylo zminéno, u rostlin
se vyskytuji homology glutamatového receptoru (GLRs), které zabezpecuji specifické
fyziologické funkce, mezi nez se fadi pfenos svételného signalu a tedy i fotomorfogeneze.
(Lam et al., 1998). S zivoc¢isnymi ionotropnimi glutamatovymi receptory sdili homologni
sekvence, dokonce i v misté, v némz dochazi k vazbé ligandu. Po aplikaci latky 6,7-
-dinitroquinoxalin-2,3-dionu ~ (DNQX), coz je  antagonista  zivoci$nych

kainatovych/AMPA ionotropnich glutamatovych receptorti, doslo u rostlin ke zhorseni
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Vv transdukci svételného signalu, coz bylo posuzovano podle dvou nezavislych kritérii.
DNQX blokuje schopnost svétla inhibovat prodlouzeni hypokotylu rostlin a indukovat
syntézu chlorofylu u rostlin pé€stovanych ve tmé a nasledné osvétlenych, jak uvadi Lam
etal. (1998). Z téchto poznatkd je patrné, ze zminéné receptory jsou nezbytné pro spravny
prenos svételnych signald rostlinou, pokud dojde K inhibici téchto kanalt, dojde
K naruseni signalnich drah.

Je znamo, Ze ervené svétlo pisobici prostfednictvim fytochromu indukuje proud Ca?*
ionth skrze kanaly do vnitiniho prostfedi buniky (Ermolayeva et al. 1996; Ermolayeva
etal., 1997; Spalding 2000), tedy fotokonverze Pr na Pfr formu fytochromu vede
ke zméné aktivity Ca?* kandlu (Shacklock et al., 1992; Spalding 2000). B&éhem né&kolika
sekund dochazi k depolarizaci membrany a souc¢asné dochazi ke zvySovani koncentrace
téchto iontd v cytoplazmé bunky (Ermolayeva et al. 1996; Ermolayeva et al., 1997,
Spalding 2000). Mikroinjektaz Ca?* do fytochrom deficientniho hypokotylu rajéete
mimikovala fytochromem indukované procesy (Neuhaus et al., 1997). Diethylether tedy
mize zpusobovat inhibici téchto kanalti a mize tak dochazet k pieruseni signalni drahy.

To, Ze tomu tak opravdu muize byt, naznacuji vysledky inhibice elektrickych signali
anestetiky v rostlinach (Yokawa et al., 2018; Pavlovic et al., 2020). Rostliny mucholapky
podivné (Dionaea muscipula) byly kultivovany v atmosféte 15% diethyletheru a nasledné
byly jejich senzorické vlasky stimulovany kazdych 100 sekund. Pii méfeni akénich
potenciali bylo zjisténo, ze aplikace diethyletheru zcela utlumila akéni potencialy
v reakci na stimulaci senzorickych vlaska. Jakmile byl diethylether odstranén, amplituda
akénich potenciali se postupné zaCala obnovovat. Amplituda byla méfena kazdych
100 sekund a az po 900 sekundach se vratila do normalniho stavu, tedy stavu
srovnatelného s kontrolou (YYokawa et al., 2018).

Dalsi vyzkum v této oblasti je nezbytnym krokem k pochopeni, které mechanismy
se pii anestezii rostlin uplatiuji, jelikoz zde zlstava velké mnozstvi nezodpovézenych
otazek, pomoci mohou predev§im analyza genové exprese metodou qPCR

a imunolokaliza¢ni studie tykajici se migrace fytochromu do jadra rostlinné burnky.
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5 ZAVER

V ramci této prace byla v teoretické casti zpracovana témata tykajici se obecnych
informaci o anesteticich, ak¢énich potencialech u zivocicht i rostlin a vyznamnych
receptorech interagujicich s diethyletherem, vyskytujicich se jak u zivocichd, tak
i urostlin. Na zavér této ¢asti byla popsana biosyntéza chlorofylu a karotenoidu.
Experimentalni ¢ast se zabyva otdzkou vlivu anestetika diethyletheru
na fotomorfogenetické procesy u modelové rostliny je¢mene setého (Hordeum vulgare),
zejména zda-li toto anestetikum inhibuje formovani fotosyntetického aparatu. V prvni
fazi experimentu byly napéstovany pokusné rostliny a spektrofotometricky byla
stanovena koncentrace chlorofylu a protochlorofylidu. Jiz po vystaveni rostlin
diethyletheru byl pozorovan rozdil ve zbarveni kli¢enct a to zejména v ¢ase 6 hodin
od poc¢atku osvétleni, po 48 hodinach, kdy byl proveden posledni odbér vzorkd, bylo
mozné pozorovat, ze s narustajicim Casem po odstranéni diethyletheru se rostliny
z anestezie probraly. Ze zjisténych dat o koncentraci chlorofylu a jeho prekurzoru
protochlorofylidu vyplyva, ze se zvySujicim se ¢asem od expozice rostlin v atmosféfe
s diethyletherem dochazi k postupnému navratu rostlin z anestezie, s tim je také spojena
tvorba fotosyntetického aparatu a naslednd syntéza tetrapyrrolovych barviv
a karotenoidu.

Nésledné byly imunodetekovany dilezité proteiny souvisejici s fotomorfogenezi
rostlin pomoci SDS-PAGE a Western blottingu. Bylo zjisténo, ze u rostlin osetienych
diethyletherem byl vzdy dany protein méné abundantni nez u rostlin kontrolnich,
coz potvrzuje puasobeni diethyletheru na rostlinu je¢mene.

Dale byla stanovena aktivita fotosystému II metodou nizkoteplotni fluorescence
a metodou in vivo fluorescence chlorofylu. Metodou nizkoteplotni fluorescence bylo
potvrzeno, ze diethylether neinhibuje biofyzikalni reakce redukce protochlorofylidu
na chlorofylid, ale spi§ signdlni kaskddu zodpovédnou za akumulaci chlorofylu
a budovani fotosyntetického aparatu. Ze zjisténych dat z méfeni in vivo fluorescence
chlorofylu se opét potvrdil inhibujici efekt diethyletheru.

Anestezie rostlin neni zcela dobife prozkoumanou oblasti, tudiz je nutné se zabyvat
dalsim vyzkumem v této oblasti, ktera by mohla pfinést poznatky aplikovatelné
I na anestezii zivocicht, jejiz mechanismus neni také zcela objasnén, ackoliv je nedilnou

soucasti dnesni mediciny.
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ALA
ALMT receptory
AMPA
ATP
BCA
BMAA
BSA
CAO
CPOX
dH.0
DMAPP
DNQX
DPOR
DVR

€

Fo

FAD
Fm

Fv

FW

g
GABA
GABAA receptory
GGDP
GLRs
GIuTR
GSA
GSA-AT
Chlide
IPP

7 SEZNAM ZKRATEK

absorbance
5-aminolevulinové kyselina

hlinikem aktivované malatové receptory

kys. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionové

adenosintrifosfat

bicinchoninova kyselina
S(+)-B-methyl-a,B-diaminopropionova kyslina
hovézi sérovy albumin

chlorofylid a oxygenasa

koproporfyrinogen 111 oxidasa

deionizovana voda

dimethylallyl pyrofosfat

6,7-dinitroquinoxalin-2,3-dion

na svétle nezavisla protochlorofylid oxidoreduktasa

divinylchlorofylid reduktasa

molarni extinkéni absorp¢ni koeficient
minimalni fluorescence
flavinadenindinukleotid

maximalni fluorescence

variabilni fluorescence

cerstva hmotnost

tihové zrychleni

kyselina y-aminomaselna

receptory kyseliny y-aminomaselné typu A
geranyl-geranyl difosfat

rostlinné homology glutamatovych receptorti
glutamyl-tRNA reduktasa
glutamat-1-semialdehyd

GSA aminotransferasa

chlorofylid

1sopentenylpyrofostat
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K2P kanaly draslikové kandly se dvéma pory

I tloustka kyvety

Lhca anténni chlorofyl fotosystému I

Lhcb anténni chlorofyl fotosystému II

LHCI svétlosbérny komplex fotosystému I

LHCII svétlosbérny komplex fotosystému II

LPOR na svétle zavisla protochlorofylid oxidoreduktasa
MgCy Mg-protoporfyrin X monomethyl ester cyklasa
MgMT Mg-protoporfyrin IX methyltransferasa

MTHF 5,10-methyltetrahydrofolat

NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nACh receptory nikotinové acetylcholinové receptory

NMDA receptory N-methyl-D-aspartat receptory

NSY neoxantin syntasa

PAR fotosynteticky aktivni zareni

PBG porfobilinogen

Pchlide protochlorofylid

POR NADPH-protochlorofylid oxidoreduktasa
PPOX protoporfyrinogen IX oxidasa

PSI fotosystém I

PSII fotosystém II

PSY fytoensyntasa

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce
RbcL ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
TCA kyselina trichloroctova

TPK draslikové kandly  draslikové kandly se dvéma pory (z angl. Tandem-Pore K*)

UV zareni ultrafialové zareni
UVRS8 receptor UV-B zareni
viv objem na objem

wiv hmotnost na objem
ZEP zeaxantin epoxidasa
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