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CIiLE PRACE

Cilem teoretické ¢asti bakalarské prace bylo vypracovat literarni resersi shrnujici funkce
oxidu uhelnatého u zivoc¢icht a rostlin, znamé pochody produkce se zaméfenim na enzym
hemoxygenasu (HO) a signalni drahy CO v rostlinach, vcetné obrannych odpovédi ve

stresovych podminkéch.

Cilem experimentalni ¢asti bakalafské prace bylo zavést protokol metod studia HO
Vv rostlinach. DalSim cilem bylo meétfeni enzymové aktivity HO, sledovani mnozstvi
proteinu v extraktech Western blotingem s pouzitim anti-HO protilatky, pfipadné i
histochemicka detekce HO v rostlinnych pletivech. Dalsim cilem byla aplikace metod na
vhodny modelovy systém kliceni a vyvoj semenackil rajcete véetné tvorby lateralnich

kofenu.



1 UVOD

Zivocichové a rostliny jsou vystaveni béhem svého Zivota mnoha stresovym faktrorim
zpusobujim oxida¢ni stres. Enzym hemoxygenasa je vyznamnou slozkou organismii,
jelikoz katalyza odbrouravani hemu vede ke tvorbé¢ latek podilejicich se na obrannych
mechanismech, které udrzuji stabilitu organismu. Nejvyznamnéji se na téchto obrannych
reakci podili prvni z produkti odbourdvani hemu - biliverdin, ktery muze byt dale
redukovan na bilirubin. Dals$i z produktii odbouravani hemu - oxid uhelnaty puisobi jako
signalni molekula. Pro posledni produkt odbourdvani hemu - Fe?* neni do dne$ni doby

zcela objasnéna draha pasobeni.

Hemoxygenasa je enzym, ktery byl dfive rozsdhle zkouman pfevazné v zivocisnych
tkanich. Vyzkum v rostlinnych buiikach se stal vyznamny az v poslednich letech. Velka
pozornost je kladena na zvySovani aktivity hemoxygenasy za pouziti aplikace latek, které
maji jeji zvysSeni vyvolat. Se zvySenim aktivity enzymu pak dale uzce souvisi studium
kofenového systému rostlin, na ktery by méla mit vyssi aktivita hemoxygenasy vliv (Chen

et al., 2012; Xuan et al., 2008a).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Hemoxygenasa

Hemoxygenasa (HO; EC 1.14.99.3) je vSudypfitomny a vysoce aktivni enzym.
Katalyzuje odbouravani hemu na biliverdin-IXa, Fe?* a oxid uhelnaty (Obr. 1). Vznikly
biliverdin-IXo je dale odbouravan biliverdinreduktasou (BVR; EC 1.3.1.24) na
bilirubin-IXa. Pro prubéh reakce je potiebny molekularni kyslik a NADPH, jako zdroj
elektroni (Muramoto et al., 2002; Terry et al., 2002; Gohya et al., 2006). Reakce
odbouravani hemu za ptitomnosti HO je spole¢nym rysem rostlin i zZivocichli, ovSem
V riznych organismech je pozorovano rozdilné vyuziti produktd reakce (Noriega et al.,
2004; Shekhawat a Verma, 2010). Navic je obecné znamo, ze rostliny, které nemaji
ekvivalent savéi BVR nevytvati bilirubin (Kohchi et al., 2001).

HO byla nejprve identifikovana v jatrech potkana, jako klicovy enzym pii degradaci
hemu (Tenhunen et al., 1968). Az poté nasledovala identifikace HO i u fotosyntetickych
organismil. HO byla rozséhle zkoumana hlavné v Zivoc¢isnych tkanich, kde bylo zjisténo,
ze se enzym podili na degradaci hemu a je soucasti antioxidacniho obranného systému
savcu (Synder a Baranano, 2001). Tyto ziskané informace vedly k podobnému vyzkumu
u rostlin, kde byly objeveny zatim 4 geny kodujici HO — HO1, HO2, HO3 a HOA4. Bylo
zjisténo, ze HO rostlin se podili nejen na degradaci hemu, ale i na mnoha dalsich
bunécnych procesech. Vyznamné se uplatiiuje pii ziskavani Zeleza, ochran€ bunék, tvorbé
postrannich kotfenti, syntéze fytochromi, ale také i pii regulaci otevirani a uzavirani

pruduchu (Shekhawat a Verma, 2010).
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Obr. 1 Katabolicka pfeména hemu na bilirubin-IXo za pfitomnosti hemoxygenasy,
MET = mikrosomalni elektronovy transportni systém (pievzato z Vitek et al., 2003).

2.1.1 Hemoxygenasa rostlin

Prvnim fotosyntetizujicim organismem, kde byla hemoxygenasa identifikovana, byla
¢ervena fasa Cyanidium caldarium (Troxler et al., 1979). Od té doby byla HO postupné
identifikovana nejen v ¢ervenych fasach, ale i Vv sinicich a vyssich rostlinach (Muramoto
et al., 1999; Ortiz de Montellano a Wilks, 2001; Terry et al., 2002; Balestrasse et al.,
2008). Byly pozorovany rozdilné funkce HO cervenych fas oproti HO vyssich rostlin
nebo zvifeci HO (Troxler et al., 1979). Piikladem rozdilnych funkci HO muze byt vyuziti
jednoho z produkti HO reakce - biliverdinu-IXo nebo bilirubinu-IXa. V ¢ervenych
fasach je vyuzit predevs§im k syntéze fytochromtl, zatimco pro vyssi rostliny a zivocichy
ma vyznam jako antioxida¢ni ¢inidlo (Elich et al., 1989; Stocker et al., 1987; Stevens a
Small, 1976).

Jak bylo jiz zminéno, do dne$ni doby byly identifikovany 4 geny HO, které Ize rozd¢lit
do dvou tfid, na zékladé rozdilné aminokyselinové sekvence v proteinu. Prvni tfidu tvofi

3 izoformy — HO1, HO3 a HO4. Druhou tfidu tvoii pouze HO2 izoforma. Nejvice



zastoupenym a zaroven i prozkoumanym izoenzymem je HO1, zatimco izoenzymy HO3
a HO4 jsou zastoupeny nejméné a byly identifikovany pouze v Arabidopsis thaliana
(Davis et al., 2001; Emborg et al., 2006).

U vyssich rostlin bylo za pomoci znaceni zelenym fluorescencnim proteinem a
imunodetekce zjisténo, ze HO1 je umisténa v chloroplastech rostlin a vétSina mnozstvi
byla nalezena pievazné ve stromatech chloroplastt (Muramoto et al., 1999). Doposud ale
neni zcela objasnéno, zda ma HO1 ptvod v plastidovém genomu nebo jiném genomu.
Presna lokalizace dalsich tfi izoenzymut HO rostlin neni znama. Jediné, co v tomto sméru
bylo zjisténo, je fakt, ze N-terminalni sekvence na konci proteinu sméruje HO do mista
jejiho piisobenti, v ptipadé HO1 jsou to chloroplasty. DalSim mistem ptisobeni HO mohou
byt i mitochondrie, ptipadné ob¢ zminéné bunééné organely (Silva-Filho, 2003; Rudhe
et al., 2004). Veskeré tyto poznatky je ale potieba vice prokazat dalsimi studiemi.

Produkty reakce HO vyssich rostlin se podili na fadé procest v nich probihajicich.
Vznikly biliverdin-1Xa a bilirubin-1Xa jsou prekurzory pro tvorbu fytochromut (Obr. 2A)
(Elich et al., 1989). Fytochromy jsou soucasti fotosyntetického aparatu rostlin, ktery je
potiebny pro riist a vyvoj rostliny. Systém reaguje na svételné podminky okolniho
prostfedi a jeho zmény. Fytochromy absorbuji cervenou slozku svételného spektra
(Obr. 2B). Tento fakt muze hrat velkou roli u fotoperiodickych rostlin, kdy kratké a
dlouhé dny ovliviiyji rostlinu tak, ze ji bud’ indukuji ¢i inhibuji ve vyvoji (Shekhawat
et al., 2011). Biliverdin-1Xa se také podili na ochrané bunék proti oxidativnimu stresu
rostlin (Balestrasse et al., 2005; Shekhawat a Verma, 2010). Byl sledovan i vliv
biliverdinu-IXo na snizeni stresu z nadmérného mnozstvi soli v okolnim prostiedi

kli¢icich semen (Liu et al., 2007).
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Obr. 2 Bilirubin-IXa a biliverdin-IXa jako prekurzory pro syntézu fytochromd. Zakladem
struktury je linedrni tetrapyrol. A — porovnani struktury bilirubinu-IXa a biliverdinu-IXa. Reakci
biliverdinu-1Xo. a BVR za pfitomnosti NADPH dochazi k nasyceni dvojné vazby ve struktuie
tetrapyrolu. B — zachyceni pfemény cis izoformy na trans formu vlivem ¢erveného svétla.

Exprese rostlinné hemoxygenasy je regulovana mnoha ciniteli, kterymi jsou naptiklad
svétlo, UV zafeni, mnozstvi Zeleza v organismu, hematin, oxid dusnaty, reaktivni formy
kysliku nebo kyselina abscisova (Xuan et al., 2008a; Chen et al., 2012). Typickym
inhibitorem HO je protoporfyrin zinku (ZnPP1X) nebo hemoglobin (Shekhawat a Verma,
2010; Chen et al., 2012). Mnohé studie se zabyvaly zapojenim hemoxygenasy do tvorby
postrannich kofent rostlin, kterd byla vyvolana auxiny a oxidem dusnatym. Pro rGzné
studie byly vybrany odli§né rostliny (ryze, Arabidopsis, rajée). Vzdy ale byly aplikovany
na skupiny sazenic rostlin latky hematin nebo hemin, auxin, zdroj NO — napi. SNP.
Hematin ¢i hemin mél vzdy pozitivni vliv na aktivitu HO (Chen et al., 2012). Jako
inhibitory aktivity HO byly pouzity ZnPPIX, hemoglobin ¢i specificky ,,vychytavac* NO
cPTIO. Ditlezitou informaci ziskanou témito studiemi bylo, Ze aplikace auxinu nebo
zdroje NO vedla ke zvySeni aktivity HO, coZz nésledné vedlo 1 ke zvySeni tvorby
postrannich kofenti jiZ po n€kolika dnech od aplikace latky. Nékteré studie také zachytily
pii zvysené koncentraci HO vyssi koncentraci CO. Pfi aplikaci inhibitort bylo sledovano
potlaceni aktivity HO. Coz se nésledné& projevilo i mensim poctem vzniklych postrannich

kofeni. Studie prokazaly vliv aplikovanych latek na aktivitu HO. Dosazené vysledky



dokazuji stimulaci tvorby postrannich kofent rostlin HO, ¢imz prokazuji provazanost
mezi auxiny, NO a systémem HO/CO (Xuan et al., 2008a; Chen et al., 2012; Fang et al.,
2014).

2.1.2 Hemoxygenasa zivo€ichi

Reakce katabolismu hemu na biliverdin IXa, CO a Fe?" za katalyzy HO je hlavnim
intracelularnim zdrojem Zeleza a oxidu uhelnatého (Ryter et al., 2006). Navic vSechny
vzniklé metabolity jsou bud’ vyznamnymi signalnimi molekulami - CO, nebo jim byly
prokazany antioxidaéni vlastnosti — biliverdin-IXa, Fe?* (Stocker et al., 1987). V sav¢ich
organismech byly identifikovany tfi izoformy HO — HO1, HO2 a HO3. Izoforma HOL je
pfitomna v celém organismu a jeji aktivita je ovliviiovana mirou oxidac¢niho stresu, ktery
muze byt vyvolany mnoha podnéty. 1zoforma HO2 se vyskytuje v mozku a varlatech.
Aktivita HO2 je stabilni a je konstitutivné produkovana ve stejném mnozstvi. Posledni
izoforma HO3 vykazuje velmi nizkou aktivitu a pfedpokladé se, Ze se podili na vazbé
hemu (Shekhawat et al., 2011). Kazda z izoforem je v organismu kédovana jinym genem
(Ryter et al., 2006).

Indukovatelna forma HOI je nejvice zastoupena ve sleziné a dalSich tkanich, kde
dochazi k degradaci ¢ervenych krvinek (Tenhunen et al., 1969; 1970). HO1 se vyskytuje
V hematopoetickych kmenovych bunikach kostni diené, kde ovliviiuje tvorbu novych
Cervenych krvinek na zakladé koncentrace hemu v organismu. Pokud je koncentrace
hemu nizka, probihd krvetvorba pomaleji (Abraham et al., 1989; 1991). Poslednim
mistem, kde je pozorovana vysoka koncentrace HO, je jaterni parenchym. Zde dochazi
k vychytavani a degradaci plazmatického hemu, hemoglobinu a methenalbuminu
(Pimstone et al., 1971; Tenhunen et al., 1970). Za normalniho stavu organismu bylo
pozorovano, ze tkané, které nejsou zapojeny do tvorby a odbouravani cervenych krvinek,
pfipadné metabolismu hemoglobinu, obsahuji minimalni, nékdy aZ nedetekovatelné
mnozstvi HO1. Pokud ale dojde ke stimulaci fyzikalnim ¢i chemickym podnétem, ktery
je signalem oxidacniho stresu, dochazi k silné expresi této izoformy, ktera je soucasti

ochranného systému organismu (Ryter et al., 2006).

Izoforma HO?2 je tvofena ve stabilnim mnoZzstvi a nejvétsi zastoupeni ma ve varlatech

amozku. Je soucasti celého nervového systému, cév, jater a stiev (Maines, 1997). Signaly



organismu upozornujici na oxidacni stres nemaji vliv na aktivitu této izoformy. Jedina
znama regulace HO2 probiha za ucasti glukokortikoidd, které jsou tvoieny
v nadledvinkach. Tvorba téchto steroidnich hormont je fizena ptfednim lalokem hypofyzy

(Maines et al., 1996; Raju et al., 1997).

Umisténi izoforem HO v buiikdch neni jednoznacné a predpokldda se rozdilnd a
variabilni subcelularni lokalizace (Obr. 3). Nejéastéjsi a nejznaméjsi je lokalizace HO1
v endoplazmatickém retikulu. Dale byl pozorovan vyskyt izoforem v jadru,
cytoplazmatické membrané a caveolach bun¢k (Kim et al., 2004; Ishikawa et al., 1991;

Shibahara et al., 1985).

Cytosol

Obr. 3 Subcelularni lokalizace enzymu katalyzujici rozklad hemu. HO - hemoxygenasa,
BVR - biliverdinreduktasa, RER - hrubé endoplazmatické retikulum, SER - hladké
endoplazmatické retikulum (upraveno dle Ryter et al., 2005).



2.2 Role hemoxygenasy v ochrané proti oxida¢nimu stresu

Zivogichové i rostliny jsou béhem svého vyvoje vystaveny biotickému a abiotickému
stresu, ktery vede ke tvorbé volnych kyslikovych radikala (ROS). ROS zpusobuji
nerovnovahy v metabolismu, které vedou az k naruseni bun€k. Proto je dtlezité, aby byly
jejich zvysené koncentrace vCasné rozpoznany a eliminovany. To se dé&je sledem reakeci,
které ROS nejprve rozpoznavaji, nasledné signalizuji jejich pfitomnost a na zavér je
odbouravaji tak, aby nebyly pro organismus nebezpe¢né (Shekhawat a Verma, 2010;
Verma et al., 2008; Sharma a Dietz, 2008). Tyto vyvolané reakce jsou obrannymi
mechanismy, které¢ zabrainuji vétSimu poskozeni organismu. Ochranu pied oxidacnim
stresem zajist'uji katalasy, peroxidasa a superoxiddismutasa. Vyznamnym ¢lenem této

antioxidacni sité je také hemoxygenasa (Balestrasse et al., 2005).

2.2.1 Oxidacni stres rostlin

Divodem, ke zkoumani HO jako ochranné slozky pted oxida¢nim stresem u rostlin byl
fakt, Ze produkt HO reakce biliverdin ma silné antioxidacni u€inky in vitro. Tato uloha
HO neni zatim u rostlin prostudovana do takové miry, jako u zivo¢ichti. Do dne$ni doby
existuje pouze n¢kolik studii, které ptimo prokazuji antioxida¢ni uc¢inky HO v rostlinach
(Balastrasse et al., 2005, 2008; Yannarelli et al., 2006). Navic mechanismus ptsobeni pfi
ochrang rostlinnych bunék neni zcela objasnén. Prozatim byl navrzen modelovy systém,
ktery ptedpoklada, Ze do ochrany proti oxidacnimu stresu se zapojuji vSechny tfi produkty
HO reakce, ale kazdy samostatné¢ (Obr. 4). Proto by mohl obranny mechanismus proti
ROS bézet tfemi zpusoby, tak jak je tomu u zivo¢icht (Shekhawat a Verma, 2010).

Ten prvni uvazuje biliverdin jako ucinny zhase¢ ROS (Stocker et al., 1987; Stocker,
1990). P#i aplikaci tézkych kovi (kadmia) na rostlinky so6ji, byl pozorovan narust
mnozstvi biliverdinu v dusledku zvysené aktivity HO1. Pfi spoleéné exogenni aplikaci
kadmia a biliverdinu byl sledovano pokles mnozstvi ROS. Z tohoto pozorovani lze
usoudit, ze biliverdin ma vliv na sniZeni oxida¢niho stresu vyvolanym tézkymi kovy

(Balastrasse et al., 2005; 2008).

Druhym produktem HO reakce je CO. Byly sledovany cytoprotektivni a antioxidaéni

ucinky CO v rostlinach pfi abiotickém stresu, zptisobeném vysokou salinitou. CO ptisobi



jako signalni molekula, ktera ma vliv na rizné signalni drahy. Mechanismus ptsobeni je
ptiblizné¢ takovy, ze CO aktivuje nebo stimuluje tvorbu jinych signalnich molekul, které
vyvolavaji odpovéd’ na dany podnét (Sa et al., 2007; Liu et al., 2007; Otterbein a Choi,
2000). CO je schopen aktivovat rozpustnou guanylatcyklasu, ktera stimuluje produkci
cGMP, ktery byva oznacovan jako druhy posel (Duckers et al., 2001). Dale ptisobi na
drahu MAPkinasy, kterd pfendsi signal o oxida¢nim stresu a zéanétlivych reakcich
(Otterbein a Choi, 2000). Piikladem vysledku signalizace pomoci CO muiZe byt uzavieni
pruduchu v listech rostliny, vlivem nedostatku vody ¢i vysoké teploty okolniho prostiedi
(Yu et al., 2007). Zapojeni CO do vyznamnych signalnich drah, obdobné jako
u zivocicht, vedlo K pfisouzeni cytoprotektivnich G¢inkt této molekule (Otterbein a
Choi, 2000).

Tretim produktem, u kterého se predpokladaji antioxida¢ni Uc¢inky, je uvolnéné
dvojmocné zelezo. Ochranné ucinky proti oxidacnimu stresu byly dokdzany pouze

u zivocichu a pro diikaz u rostlin je potieba dalsi vyzkum (Shekhawat a Verma, 2010).

Rostliny jsou béhem svého vyvoje velmi Casto vystaveny vysokému oxidacnimu
stresu. Casto na né pisobi i nékolik stresovych faktorl najednou. Naptiklad UV zafeni,
znedisténé ovzdusi, vysoka salinita a mnozstvi tézkych kovu v prostiedi, kde rostliny
rostou. Studie dokézaly, Ze HO je jednim z faktord, ktery rostlindm napomahd se s timto
stresem vyrovnat a umoziuje rust a vyvoj i v takto nepiiznivém prostiedi. (Shekhawat a

Verma, 2010; Shekhawat et al., 2011).



Hemoxygenasa-1
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Ochrana bunky

Obr. 4 Piedpokladany model piisobeni HO1 v ochrané proti oxida¢nimu stresu. Kazdy z produkti
HO reakce se ucastni na bunétné ochrané rozdilnou signalni drahou. CO pusobi jako signalni
molekula a biliverdin-IXa jako antioxidant (upraveno dle Shekhawat a Verma, 2010).

2.2.2 Oxidacni stres Zivocichu
Obdobné¢ jako u rostlin, jsou do obranného mechanismu zapojeny vSechny tii produkty
HO reakce. Zatimco u rostlin neni mechanismus puasobeni dikladné prozkouman,
u zivo€ichll je znam velmi dobfte.

Vétsina vzniklého biliverdinu-IXo a bilirubinu-IXa v organismu je produktem
degradace hemu. Degradace probiha za katalyzy HO, kdy vznika jako jeden ze tii
produkti biliverdin-IXa. Ten je nasledné BVR preménén na bilirubin-IXa (Ostrow et al.,

1962). V obou piipadech se jedna o zlucova barviva, pficemz biliverdin ma nazelenalou
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barvu, zatimco bilirubin je nazloutly. Struktura obou barviv je srovnana na Obr. 2-A.
Jedna se o metabolické odpadni produkty, které maji ve vétSim mnozstvi skodlivé ucinky
a za normalnich fyziologickych podminek jsou rychle eliminovany. V organismu jsou
vychytavany v jatrech, kde jsou dale metabolizovany, coz zabraiuje jejich zpétné
resorpei ve stievech. Pomoci Zlu¢i a vykalii jsou nasledné z organismu vyluovany
(Roy-Chowdhury, 1996). Pokud dojde k nahromadéni vzniklého bilirubinu v plazmé,
dochazi k onemocnéni zvané Zloutenka. Jedna se o toxicky stav, ktery mize zptsobovat
poskozeni nervové soustavy. Neurotoxicita bilirubinu souvisi s jeho lipofilnimi
vlastnostmi. Je schopen reagovat s fosfolipidy neuront a bun¢k mozku (Mustafa a King,
1970; Nagaoka a Cowger, 1978). Tento stav se velmi ¢asto vyskytuje u novorozenct jako
novorozenecké Zloutenka, kterd se 1é¢i pomoci fototerapie. V zavaznych ptipadech se
dokonce vyuziva transfuze krve, aby nedoslo k poskozeni organismu ditéte. Tyto vazné
stavy vedly k hypotéze, Ze by se mohla vyuzit inhibice HO pomoci farmakologickych
pripravkl, coz by zabranilo dalsi produkci téchto toxickych latek, pii stavu ohrozeni
zivota (Kappas, 2004). Tento model je navrzen pro ptipady, kdy toxicita bilirubinu je

daleko vyssi, nez o¢ekavané antioxida¢ni ucinky.

Prvni antioxida¢ni GCinky bilirubiny byly popsany jiz vroce 1976, kdy bylo
pozorovano, ze zhasi kyslikovy radikal v organickém rozpoustédle, ¢imZz zabratuje
fotooxidaci uhlovodikd (Stevens a Small, 1976). Toto zjisténi vedlo k mnoha
experimentim, jejichz vysledkem bylo zjisténi, Ze jak bilirubin, tak i biliverdin jsou
povazovany za silné antioxidanty. Mohou pusobit v tkanich, kde vznikaji. Dale pak
Vv séru, kde jsou transportovany a také ve zluci (Stocker, 1990). Pusobi jako vyznamné
slozky ochrany proti oxidaci a peroxidaci lipidi. Bilirubin je donorem elektronti a
stabilizuje tak ROS, zatimco biliverdin sdm reaguje s radikdly za vzniku adi¢nich
produktii (Stocker et al., 1987; Neuzil a Stocker, 1993). Navic jsou schopny likvidovat i
volné dusikaté radikaly, jako je NO nebo slouceniny, které mohou byt donorem NO (Kaur
et al., 2003, Mancuso et al., 2003). Veskeré tyto poznatky pfisuzuji antioxidacni funkci

HO, jako primarnimu tvirci zlucovych barviv.

Zelezo uvolnéné z hemu &innosti HO je dostupné pro bunééné procesy, které jsou na
jeho pritomnosti zavislé (Ryter et al., 2000). Pti nedostatku potfebného mnozstvi zeleza

burika neni schopna syntetizovat DNA a neroste. V takovém piipadé€ dochazi k apoptdze
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(Greene et al., 2002; Jiang et al., 2002; Kim et al., 2002; Kovar et al., 1997; Simonart
etal., 2002). HO hraje klicovou roli s hospodafenim zeleza v organismu. Existuji tfi
cesty, kterymi miize byt vzniklé Zelezo jako Fe?" vyuZito. Prvni naznacduje, Ze by mohlo
v daném okamziku podporovat vznik ROS, jako katalyzator Skodlivych reakci (Halliwell
a Gutteridge, 1999). Zatimco ta druha, poukazuje na jeho propojeni s Fe-regulacnim
proteinem, ktery zajist'uje jeho zachyceni. Nasledné dochazi ke vzniku feritinu, ktery je
oznacovan za cytoprotektivni molekulu. Tento fakt pfisuzuje HO ochrannou funkci i pies
uvolnéné Zelezo (Balla et al., 1992; 1993; Lin a Girotti, 1998; Vile et al., 1994). Posledni
cesta vede kuskladnéni zeleza pro bunécné procesy. Bylo zjisténo, ze pokud HO
vykazuje zvySenou aktivitu, dochdzi méné k ukladani zeleza, coz by mélo vést k vétsSim

cytoprotektivnim ucinktum (Ferris et al., 1999).

HO je pro zivocichy jedinym endogennim zdrojem CO, ktery je pro organismus velmi
dilezity. Jedna se o molekulu, ktera je zapojena do fady signalnich drah. Pii exogenni
aplikaci tézkych kovi, vystaveni UV zéfeni, hypoxii ¢i hyperoxii byl sledovan narist
aktivity izoformy HOI1, coz vedlo k vétsi produkci CO (Maines a Kappas, 1976; Maines,
1988; Keyse a Tyrrel, 1989; Tomaro et al., 1991; Noriega et al., 2004; Yannarelli et al.,
2006; Balestrasse et al., 2008). Tyto vysledky vedly k zavéru, ze CO pisobi jako signalni
molekula, kterd ve spolupréci s dal§imi signalnimi molekulami, kterymi jsou cGMP a
NO, zajistuje odpoveéd’ na stresové faktory (Otterbein a Choi, 2000). To znamena, Ze jak
CO tak i HO, jako jeho zdroj, jsou vyznamnou slozkou obranného systému organismi
(Maines, 1997).

2.3  Oxid uhelnaty

Oxid uhelnaty (CO) je dvouatomarni molekula s nizkou molekulovou hmotnosti (MW
28,01), ktera se pfirozen¢ vyskytuje jako plyn, ktery je bezbarvy a bez zapachu. Obecné
je CO znam jako toxicka latka, vznikajici nedokonalym spalovanim organické hmoty a
zneCist'ujici zivotni prostiedi (Xuan et al., 2008b; Von Berg, 1999). Jedna se o velmi
stabilni a malo reaktivni molekulu. Tyto vlastnosti jsou disledkem trojné vazby mezi

uhlikem a kyslikem (Allen, 1977).

CO byva oznacovan jako ,,tichy zabijak*“. Maze se hromadit v nevétranych prostorech,

kam se uvoliluje napt. ze Spatn€ tahnoucich kamen. Pravé diky jeho neviditelnosti a
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nemoznosti jej citit, byva vdechovan, aniz by si ¢lovék uvédomoval jeho pfitomnost
(Von Berg, 1999). Vysoké koncentrace nebo delsi expozice CO jsou velmi nebezpecné a
mohou byt az smrtelné (Tab. 1). Mezi projevy otravy CO patii zavraté, zvraceni, bolesti
hlavy, ospalost a Spatna koordinace (Gorman et al., 2003; Weaver, 1999). Dlouhodobé¢;si
vystaveni CO vede k dychacim potizim, bolestem na hrudi, dezorientaci a ztraté védomi,
coz muze vést az ke smrti. Opakovanad expozice vysokym koncentracim CO
zpusobuje poskozeni nervové soustavy (Weaver, 1999). Diivodem toxickych vlastnosti
CO je fakt, ze CO se reverzibilné vaze na hemoglobin (Hb) za wvzniku
karboxyhemoglobinu (CO-Hb), pficemz afinita vazby CO k Hb je piiblizné 240krat vEtsi
nez vazba Oz k Hb (Smith, 1986). Hb je metaloprotein, zajist'ujici transport O2 a CO>
Vv téle obratlovcli. O2 je transportovan z dychacich organt do tkani a CO2 opacnym
smérem. Hb obsahuje 4 hemové skupiny, které zajist'uji vazbu Oz a CO.. Celkem lze tedy
na jednu molekulu Hb navazat az 4 O2 (CO2) (Wikiskripta). Pokud dojde k expozici CO,
zacnou spolu Oz a CO soutézit o vazebna mista. Pouhé obsazeni poloviny vazebnych mist
Hb CO, vede K inhibici uvoliiovani Oz do tkani, coz vede ke stavu zvanému hypoxie a
ohroZeni organismu (Smith, 1986; Von Berg, 1999). CO z komplexu CO-Hb lze uvolnit
expozici vétsimu mnozstvi kysliku a Hb je pak znovu schopen zdsobovat tkan¢ O
(Gorman et al., 2003). Mimo Hb, miize CO vytvaiet komplexy i s jinymi metaloproteiny.
Napt. vazba CO na cytochromy zpusobuje inhibici enzymové aktivity (Brown a
Piantadosi, 1989; Estabrook et al., 1970).

Tab. 1 Patofyziologické ucinky CO odpovidajici expozici danym obj. % CO ve vzduchu a

pripadné nebezpeci pro organismus, 0,01 obj. % = 100 ppm (upraveno dle Otterbein a Choi,
2000).

CO (obj. %) ve vzduchu Mozna doba expozice a vliv na organismus

0,01 Ptipustna expozice nékolik hodin
0,04 - 0,05 Mize byt inhalovan po dobu 1 hodiny bez znatelného vlivu
0,06 - 0,07 Znatelny vliv po expozici 1 hodinu
0,1-0,12 Nepiijemné, ale ne nebezpecné symptomy po expozici 1 hodinu
0,15-0,20 Nebezpeény pro expozici 1 hodinu
0,4 a vice Smrtelné nebezpecny pii expozici <1 hodina
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I pres fakt, ze exogenni CO je toxicky, tak endogenni CO je pro organismus velmi
antikoagulacnich, antiapoptickych a antiproliferativnich ucinkii (Ryter a Otterbein,
2004). Hlavnim endogennim zdrojem CO je reakce degradace hemu za ptitomnosti HO.
Tato tvorba zahrnuje cca 86% endogenni produkce CO. Zbytek produkce predstavuji
degradace latek, neobsahujici ve své struktufe hem. Ptikladem mtize byt metabolismus
xenobiotik, oxidace lipidi nebo degradace halogenderivati uhlovodiki, které museji byt
Vv organismu eliminovany pro svoji vysokou toxicitu (Archakov et al., 2002; Vreman
et al., 1998; 2000; Guengerich a Shimada, 1991; Oh et al.,2002; Stewart et al., 1972).
Mnozstvi vytvofeného CO zavisi pfimou tmérou na aktivité¢ HO. Aktivita HO reaguje na
fyziologické podminky, napt. zanét, fyzickou zatéz nebo kvalitu Zivotniho prostiedi. Bylo
prokazano, ze vyssi hladiny CO ve vydechovaném vzduchu se objevuji u lidi trpicich
zanétlivym stavem (Donnelly a Barnes, 2001; Horvath et al., 1998; Maestrelli et al., 2001;
Slebos et al., 2003; Yasuda et al., 2002).

Pro CO, jako signalni molekulu se uvadi obdobny systém pusobeni, jako pro oxid
dusnaty (NO). Oba plyny jsou tvofeny endogenné a V organismu se uplatiuji jako signalni
molekuly. Bylo zjisténo, ze tyto molekuly spolu tizce spolupracuji a vzajemné ovliviuji
svoji aktivitu (Hartsfield, 2002). Ptikladem muize byt fakt, ze jak CO tak i NO, je schopen
se vazat na atom Zeleza hemové skupiny. To vede k aktivaci rozpustné guanylatcyklasy
(GC; EC 4.6.1.2), ktera stimuluje tvorbu cGMP z GTP (Longo et al., 1999; Verma et al.,
1993; Watts et al., 2003). Navic CO je schopen zesilit signal NO, ktery vede k aktivaci
GC (Dulak a Jozkowicz, 2003). Obé molekuly maji podobnou strukturu i velikost. I pfes
tyto diikazy jsou molekuly CO a NO odlisné (Obr. 5). Zatimco CO je stabilni a nema ve
své molekule volny elektron, tak NO jej ma, coz zpusobuje jeho reaktivnost (Maines,

1997; Ryter et al., 2006).
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Obr. 5 Porovnani elektronovych vzorci CO a NO. Molekula NO obsahuje neparovy elektron,
diky kterému neni natolik stabilni jako molekula CO.

2.3.1 Funkce CO u rostlin

Vyzkum vyznamu CO v rostlindch se intenzivn& rozvinul b&hem poslednich let a je
pfevazné zkoumdna signalizace pomoci této molekuly. Bylo zjiSténo, Ze pti signalizaci
pomoci CO se uplatiiuji i dalsi molekuly a to hlavné NO a cGMP. Zajimavé je zapojeni

ROS do signalizace (Xuan et al., 2008Db).

Vznik NO v rostlinich probihd pomoci dvou enzymatickych systémui. Prvnim je
syntasa oxidu dusnatého (NOS; EC 1.14.13.39), tim druhym nitratreduktasa (NR; EC
1.7.1.1). DalSimi zdroji jsou reakce, které nejsou katalyzovany enzymy. Pii téchto
procesech dochazi k uvoliiovani NO z dusitani (Crawford, 2006). Vznikly NO je vyuzit
pro intercelularni a intracelularni signalizaci. Signélni drahy vedou k riznym odpovédim.
Témi muze byt uzavieni praducht, kliceni semen, rust a kveteni rostliny, apoptéza nebo
odolnost vuci patogenum (Beligni a Lamattina, 2000; Delledonne, 2005; Kolla a
Raghavendra, 2007; Neill et al., 2002, She a Song, 2006; Wendehenne et al., 2004).

Studie prokazaly propojeni CO a NO s indukci auxind, které vedlo ke zvysené tvorbé
postrannich kofent (Pagnussat et al., 2002; 2003; 2004; She a Huang, 2004; Cao et al.,
2007a; Xu et al., 2006a). Dale byl sledovan vliv CO/NO signalli na uzavirani praduchi
vyvolanych kyselinou abscisovou (Cao et al., 2007b; Song et al., 2008). CO také ptisobi
na fytohormony ovliviiujici obdobi klidu a kli¢eni semen (Dekker a Hargrove, 2002; Liu
et al., 2007). Navic CO a NO chrani rostliny pted oxida¢nim stresem, zptisobenym napf.

vysokou salinitou prostiedi (Chen et al., 2004; Ruan et al., 2002; Xu et al., 2006b).
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Studie vénujici se propojeni CO/NO systému s auxiny nebo jeho zapojeni do vlivu na
pruduchy rostlin, vyuzivaly exogenni aplikace CO a NO. Zdrojem CO byl bud” hematin,
hemin nebo vodny roztok syceny CO, coz jsou latky zvySujici aktivitu enzymu HO. Jako
zdroj NO byl pak pouzit SNP. V riznych variantach byly aplikovany i specifické zhasece
CO a NO, kterymi byly hemoglobin, ZnPPIX a ¢PTIO (Song et al., 2008; Xuan et al.,
2008b). Bylo prokazano, ze vyssi koncentrace CO a NO vedou k uzavieni praduchu.
Dulezitym poznatkem také je, ze jak CO tak i NO, mohou pienaset signal samostatné.
Tedy, i kdyZ jeden z nich byl zachycen specifickym zhaseGem, K uzavieni priaducht
doslo. Pokud byly zachyceny obé signalni molekuly, k uzavieni priiduchii nedoslo. Navic
bylo zjisténo, ze CO a NO jsou také zapojeny do uzavirani pruduchd, v reakci rostlin na
tmu. Z toho lze usuzovat, Ze existuje urcita provazanost mezi CO, NO a uzaviranim
priducht rostlin. Pfedpoklada se, Ze nejvétsi vliv ma signal NO, jehoZ syntézu lze
ovlivnit CO signalem (Song et al., 2008). Ve studiich zabyvajicimi se propojenim CO,
NO a auxind pii tvorbé kofent bylo prokazano, Ze exogenni aplikace CO donori vedla
ke zvySené tvorbé kotfenového systému jako samostatna aplikace auxini nebo donoru
NO. Navic byla pozorovana vyssi aktivita HO1 a zvySena endogenni tvorba CO, zatimco
specifické zhaseCe zplsobily pfesny opak. Aktivita HOI1 a tvorba CO byla nizka. Byla
sledovana i snizena tvorba Kofenl. Na zaklad¢ vysledku se predpoklada jednoduchy
systém signalnich drah, vedouci k ristu kofenti (Obr. 6). V tomto modelu ptsobi CO,
vznikly reakci HO, jako signalni molekula, zajist'ujici spojeni mezi signalem auxinu a
naslednymi signaly vedoucimi k prodlouzeni kotfene. Témi muze byt NO, aktivujici
cGMP, ktery ptes Ca?" kanal vyvola prodlouzeni kofene. Ca?* kandl muze byt také
aktivovan piimo CO signalem. Posledni moZna drdha vedouci od signalu CO k tvorbé
kofenli miize byt zprostiedkovana pomoci ROS. Pro potvrzeni pifedpokladanych drah a

pochopeni jejich pribéhu je nadale potteba dalsiho vyzkumu (Xuan et al., 2008b).
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Obr. 6 Schéma navrhu signalni drahy HO/CO vedouci ke kofenovému ristu. Auxin kyselina
indol-3-octova (IAA) vyvolava prechodné hromadéni CO, které aktivuje NO nebo ROS drahu,
vedouci k prodlouzeni kotene (upraveno dle Xuan et al., 2008b).

2.3.2 Funkce CO u zZivo€ichi

CO endogenné vznikd v nizkych koncentracich pfi odbourdvani hemu a slouzi jako
signalni molekula. Je vyznamnym modulatorem zanétlivych reakci a zakladnich procest,
jako jsou bunécna proliferace a produkce cytokint a ristovych faktorii. Jeho exogenni

aplikace do organismu muze napodobit ucinky endogenniho CO, ale davky musi byt
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nizké. Aplikace vysSich davek miva nezadouci toxické ucinky a to i ptes to, ze CO plni

v organismu dilezité funkce (Ryter a Otterbein, 2004).

CO jako signalni molekula je zapojena do mnoha obrannych mechanismii bunky, které
brani naruseni buiiky. I ptes takto velké vyuziti CO je zndmo pomérné malo mechanismu
pusobeni. Prevladajicim mechanismem ptisobeni CO je vliv na aktivitu rozpustné
guanylatcyklasy (SGC), ktera katalyzuje tvorbu druhého posla c¢cGMP. Dalsim
mechanismem muze byt modulace aktivity ruznych mitogenem aktivovanych
proteinkinas (MAPK), ktera muze byt vyvolana bud’ pfimo CO nebo produktem prvniho
mechanismu, tedy cGMP (Obr. 7) (Ryter a Otterbein, 2004).

Aktivace sGC pomoci CO vede k mnohonasobnému zvySeni produkce CGMP oproti
aktivaci NO (Maines, 1997; Furchgott a Jothianandan, 1991). Aktivace CO je vyznamna
pro bunky a tkdn¢ s nizkym obsahem endogenniho NO. Pfi€emzZ pii piitomnosti NO
pasobi CO jako jeho antagonista pro interakce s hemem sGC (Kajimura et al., 2003).
Interakce hemu sGC s CO a NO se lisi tvorbou komplexu. Zatimco CO tvoii s hemem
hexakoordinaéni komplex, tak NO tvoii pentakoordinaéni komplex (Furchgott a
Jothianandan, 1991; Stone a Marletta, 1994). Pfi disociaci CO zhemu vznika
pentakoordina¢ni meziprodukt, velmi podobny komplexu tvofenému NO. Ptredpoklada

se, Ze tento jev mize za aktivaci sGC pusobenim CO (Kharitonov et al., 1995).

18



CO {#)

HAPK drahy e e e cGMP

Lk \

Ly}
|6 /
|16 | ETNF{:, IL-1B, MIP1cc
Cytokiny

Protizanétliva Anti-apopticka Antlprnliferace Protisrazliva
reakce reakce reakce

Ochrana bunky a tkané

Obr. 7 Schéma pusobeni signalnich drah aktivovanych CO vedouci k ochran¢é bunék a tkani.
Aktivace sGC vede ke tvorbé cGMP, ktery je schopen vyvolat danou odpoveéd’ nebo aktivovat
MAPK dréhu MAPK dréhy mohou b}'ft rtuzného druhu (JNK 1/2 p38 ERK 1/2), nékteré vedou
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U MAPK p38 drahy se HSF1 (faktor tepelného Soku) a Hsp70 (protein tepelného Soku) povazujl
za mozné meziprodukty této drahy (upraveno dle Ryter et al., 2006).

CO hraje dutlezitou roli v mnoha fyziologickych soustavach a organech. V ob&hové
soustavé plni CO roli v kontrakci cév a mé vliv na srde¢ni funkci. Pfitomnost CO vede
k vazodilataci cév a zabranuje vazokonstrikci, kterd miize byt vyvolana riznymi podnéty.
Bylo zjisténo, Ze pritomnost endogenniho nebo exogenniho CO vede ke zvySené tvorbé
CGMP v hladké svaloviné cév (Christodoulides et al., 1995; Morita et al., 1995). Tento
jev neplati jen pro cévy, ale i pro hladké svalstvo dychacich cest (Cardell et al., 1998).
Touto cestou CO chrani také bunky myokardu pfed poSkozenim vlivem infarktu a
hypoxie (Wu a Wang, 2005).

Role CO v nervové soustave je jesté vyznamngéjsi nez v cévni soustaveé. CO je dilezity
neurotransmiter. Uastni se pfenost signalti v ose hypotalamus-hypofyza-nadledviny. Ta

pfedstavuje vyznamnou drdhu pro zachovani vnitini homeostdzy organismu, ktera
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pomaha organismu se vyrovnat se stresovymi faktory. Déle se CO ucastni jako signalni
molekula procesu, kterymi jsou Cichova signalni transdukce (Verma et al., 1993) a
dlouhodoba potenciace (LTP), ktera je buné¢nym mechanismem uceni a paméti (Stevens
a Wang, 1993; Zhuo et al., 1993). Ugast CO v neurotransmisi je spojena s aktivaci
SGC/cGMP v mozku. Ptic¢emz jeho hlavnim zdrojem v mozku je izoforma HO2 (Verma
etal., 1993).

CO je zapojen i do signalizace v dalSich organovych soustavach. Je vyznamnou
signalni molekulou travici, vylucovaci a reprodukcni soustavy, kde se podili na fadé

pochodti (Wu a Wang, 2005).

Na zékladé téchto poznatkl, kdy HO/CO systém se podili na neutrotransmisi vedouci
k mnoha uzite¢nym aktivacim, byly vyvinuty chemické slouceniny (CORM, Carbon
Monoxide Releasing Compounds) pro cilenou distribuci a uvoliovani CO v tkanich. Tyto
slouCeniny jsou skvélou alternativou pro lééebné postupy, kde se vyuzivd inhalace
malych mnozstvi CO, pfipadné mohou byti vyuZity v genové terapii pro pacienty zavislé
na nad-expresi gentt HO1 a HO2. CORM jsou slouc¢eniny prechodnych kovi s karbonyly,
majici schopnost uvolnit CO. Existuje nékolik skupin sloucenin CORM, které jsou
rozdilné v zavislosti na zplisobu uvolnéni CO ze slouceniny. Napf. sloucenina ze skupiny
CORM-1 uvolni CO vlivem fotoaktivace, zatimco slou¢enina ze skupiny CORM-3 uvolni
CO pouze ve vodném prostiedi (Clark et al., 2003; Foresti et al., 2004; Motterlini et al.,
2005). Biologické t¢inky téchto sloucenin jsou oveéfeny a vyuzivaji se jako 1é¢iva. Maji

Siroku Skalu vyuZiti od vazodilatace, aZ po ochranu pfi septickém stavu organismu.

CO se terapeuticky aplikuje napt. pfi plicni fibréze, kde dochazi k zeslabeni apoptické
smrti buné€k, coz vede ke zmirnéni poskozeni tkané plic (Tsuburai et al., 2002). Zapojeni
CO do antiapoptickych reakcich neni ale pozorovano ve vsech situacich. V malém
mnozstvi byly pozorovany i proapoptické ucinky CO v endotelovych bunikach (Thom
et al., 2000). Navic exogenni aplikace CO inhalaci, vede ve vétSich davkach k poskozeni

mozku, kde dochazi k odumirani bun¢k vlivem hypoxie (Piantadosi et al., 1997).

-----

Y L
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Jednou z reakci na zanét mize byt zabranéni koagulace. Proto se 1é¢ba pomoci CORM,
které jsou donorem CO, vyuziva pfi sepsi, coz je vazny zdravotni stav, pii kterém je
organismus kriticky ohroZen. Byva ¢astou pii¢inou umrti u kriticky nemocnych pacientt
(Wenzel, 2002). Bylo prokazano, ze aplikace CO vede nejen k vazodilataci cév, coz
chrani bunky pfed hypoxii, ale navic k vétsi permeabilité tkanového moku, ktery tak
faktory, jako jsou cytokiny nebo neutrofily, coz vede ke zlepSeni stavu pacienta (Wyble
et al., 1996; Kuwabara et al., 2000). Béhem sepse dochazi ke zvySenému pusobeni
koagula¢niho systému, vznikaji srazeniny, které znemoziuji pratok krve, ¢imz miize dojit
k poskozeni bun¢k (Esmon, 2005). Lécba pomoci CORM vede ke snizeni koagulace, coz
chrani pacienta pfed selhanim organismu a zlepSuje jeho celkovy zdravotni stav. Systém
pusobeni CORM je zaloZen na interakci mezi zanétlivou reakcei a koagula¢nim systémem.

coz ptispiva ke snizeni koagulace (Sun a Chen, 2008).

Bylo zjisténo, ze CO ma antiproliferativni G€¢inek v hypoxickych bunikach hladkého
svalstva cév (Morita et al., 1995). V dusledku hypoxie produkuji cévni bunky hladkého
svalstva endogenni CO. To dale vede ke zvySené tvorbé cGMP v endotelovych buiikach
cév (Morita a Kourembanas, 1995). Aplikace CORM 1é¢iv vedla také k inhibici
proliferace cévnich bunék hladkého svalstva (Taille et al., 2005). Predpoklada se, ze
proliferace bunék, by mohla hrat velkou roli pfi astmatu. Burniky hladkého svalstva jsou
citlivé na pritomnost zanétlivych mediatord, coz by mohlo vést ke zvySené proliferaci a
spusténi zanétlivé reakce. CO je svoji pfitomnosti nejen schopen regulovat drahy vedouci
k potlaceni zanétlivé reakce, ale umoznuje dosahnout i inhibice proliferace bun&k
zasazenych zanétem (Song et al., 2002; Taille et al., 2005). Tyto poznatky by mohly vést
k dalsimu vyzkumu 1é¢by astmatu pomoci 1é¢iv typu CORM.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1
3.1.1

3.1.2

Material a chemikalie

Rostlinny material

Semena Solanum lycopersicum cv. Microtom

Pouzité chemikalie

Akrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Bilirubin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Biliverdin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Citronan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad, USA)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dimethylsulfoxid 99,9% (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

EDTA (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ethanol 96% (Lachema, Ceska republika)

Glukosa-6-fosfat (Sigma-Aldrich, Némecko)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Sigma-Aldrich, Némecko)
Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hemin (Sigma-Aldrich, Némecko)

HEPES (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hexahydrat chloridu draselného (Lach-Ner, Ceské republika)
Hoveézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydroxid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
Chemiluminiscenc¢ni substrat: Luminata Classico Western HRP Substrate (EMD
Millipore, USA)

Chlorid draselny (Merck, Némecko)
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Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, Ceska republika)

Manitol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methanol (Lach-Ner, Ceské republika)

NADPH (Sigma-Aldrich, Némecko)

N-N’-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

N, N, N', N'- tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich, Némecko)
n-butanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Persiran amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Polyvinylpyrrolidon (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ponceau S (Merck, Némecko)

Primarni protilatka: krali¢i polyklonalni anti-HO (Agrisera, Svédsko)
Proteinovy standard Unstained Protein Standards (Bio-Rad, USA)
Savo (Unilever, Ceska republika)

Sekundérni protilatka: kozi proti kralicim IgG znacena kienovou peroxidasou
(Sigma-Aldrich, USA)

Susené nizkotu¢né mléko (AppliChem, Némecko)

Triton X-100 (Acros Organics, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (MP Biomedicals, Francie)
Tween-20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga CL31R (Thermo Jouan, Francie)

Centrifuga Rotanta 460R (Schoeller)

Centrifuga 6K 15 (Sigma, Némecko)

Chemiluminiscen¢ni scanner (LI-COR, USA)

Digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko)

Digitéalni pfedvazky (KERN, Némecko)

Dokumenta¢ni zatizeni Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)
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e Elektroforeticky systém Mini PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA)

e Elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko)

e Michacka magnetickd (IKA, Némecko)

e Mikrodestickovy spektrofotometr Synergy HT (BioTek Instruments, USA)
e Mikrodestickovy spektrofotometr Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)
e Mikrodesti¢ky Test plate 96F (TPP, Svycarsko)

e Nitrocelulosova membrana 0,45 um (Bio-Rad, USA)

e Vihy Denver Summit (Biolink)

e Vortex (Stuart, UK)

e Zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA)

3.3 Metody
3.3.1 Priprava pufri a roztoki

3.3.1.1 Extrakéni pufr
Na ptipravu 0,5 1 pufru bylo potieba:

e 2,979 g HEPES (25 mM)

e 22,773 g manitol (250 mM)

e 0,186 g EDTA (1 mM)

e 0,005 g polyvinylpyrrolidon (1% w/v)

e 50 ml glycerol (10 % v/v)

Dana mnozstvi latek byla rozpuSténa v potfebném mnozstvi deionizované vody. Po
rozpus$téni a smichani vSech slozek pufru bylo pH pufru upraveno na hodnotu 7,4 a poté
byl objem doplnén deionizovanou vodou na 0,5 |. Pfed zac¢atkem extrakce rostlinného

materialu byl k potfebnému mnozstvi extrakéniho pufru ptidan DTT v 1 mM koncentraci
(na 50 ml bylo potieba 0,0077 g DTT).

3.3.1.2 0,1 M draselno-fosfatovy pufr s 2 mM MgCl;, pH 7,4
Na ptipravu 1 1 pufru bylo potieba navazky:

e 549gKH2PO4
e 10,4 g K:HPOq4
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e 0,49 MgCl,.6H,0

Navazky KH2PO4 a KoHPO4 byly rozpustény v deionizované vode. Poté byla pridana
a rozpusténa navazka MgCl,.6H20. Bylo nutno upravit pH na 7,4 pomoci KOH. Na zavér

byl deionizovanou vodou doplnén objem na 1 1.

3.3.1.3 20 mM draselno-fosfatovy pufr s 0,1 M KCI, pH 7,4
Na ptipravu 1 1 bylo pouzito 200 ml 0,1 M draselno-fosfatového pufru, pH 7,4. K tomuto
mnozstvi bylo pfidano 7,456 g KCl a roztok byl doplnén na objem 1 | deionizovanou

vodu.

3.3.1.4 0,1 M sodno-citratovy pufr s 10% glycerolem, pH 5
Na piipravu 0,5 | pufru bylo potieba navazky 14,705 g citronanu sodného, které bylo

rozpusténo v potiebném mnozstvi deionizované vody. Nasledné bylo pfidano 50 ml
glycerolu a bylo upraveno pH pomoci HCI na pH 5. Na zavér byl doplnén objem

deionizovanou vodou na 0,5 I.

3.3.1.5 Roztok 0,2 mM heminu

Na ptipravu 10 ml roztoku bylo potifeba navazit a rozpustit v deionizované vodé 1,3 mg
heminu.

3.3.1.6 Priprava substrati pro méreni aktivity enzymiu
e 5mM hemin — navazka 6,5 mg na 2 ml fosfatového pufru
e 200 mM glukosa-6-fosfat (G6P) — navazka 121 mg na 2 ml fosfatového pufru
e 100 U/ml glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (G6PDH) — 100 U bylo rozpusténo
v 1 ml fosfatového pufru s 10% glycerolem
e 3 mM BSA —navazka 3,96 g na 20 ml fosfatového pufru

Zasobni roztoky heminu a G6P byly rozpipetovany na alikvoty po 100 pl, G6PDH po
50 ul a BSA po 1 ml a zamrazeny.

e 200 uM bilirubin v DMSO — navazka 2,92 mg na 10 ml DMSO
e 500 uM biliverdin v DMSO — navazka 1,55 mg na 5 ml DMSO

Zasobni roztoky bilirubinu a biliverdinu uchovavany v lednici.
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e 10 mM NADPH - navazka 8,3 mg na 1 ml ddHO, pfipraven vzdy Cerstvy a byl

uchovavan na ledu pii 4°C

3.3.1.7 Reak¢ni pufr pro stanoveni aktivity hemoxygenasy
Na piipravu 5 ml:

e 4,8 ml fosfatového pufru

e 25 ul heminu (25 uM)

e 25ul G6P (1 mM)

e 25 ul G6PDH (0,5 U/ml)

e 50 ul BSA (300 uM)

Ptipraven vzdy Cerstvy a byl uchovavan na ledu pti 4°C.
3.3.1.8 Roztoky pro SDS-PAGE
e Elektrodovy pufr — 6,05 g Tris, 28,82 g glycin, 2 g SDS, pH 8,3, objem 2 |
e Akrylamid-N,N"-methylenbisakrylamid - 30 g akrylamid, 0,8 g
N,N’-methylenbisakrylamid, objem 100 ml
e n-butanol — 5 ml vody, 50 ml n-butanolu
e Vzorkovaci pufr — 2,5 ml 0,5 M Tris/HCI, 4 ml 10% SDS, 2 ml glycerolu, 2 mg
bromfenolové modii, 0,31 g dithiothreitolu, objem 10 ml
e 0,5M Tris/HCI, pH 6,8 — 3 g Tris, pH 6,8, objem 50 ml
e 15MTris/HCI, pH 8,8 — 36,3 g Tris, pH 8,8, objem 200 ml
e 10% persiran amonny — 0,1 g v 1 ml vody
e 10% SDS - 10 g SDS v 100 ml vody

3.3.1.9 Roztoky pro Western blotting

e Ponceau S - 0,2 g Ponceau S, 10 ml kyseliny octové, 90 ml vody
e Blotovaci pufr — 3,025 g Tris, 14,41 g glycinu, 200 ml methanolu, pH 8,3,

objem 11

3.3.1.10  Roztoky pro imunochemickou detekci

e 1% susené mléko — 1 g suseného nizkotucného mléka v 100 ml TBS

e TBS-4,84gTris, 58,44 g NaCl, pH 7,5, objem 2 |
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e TweenvTBS—-05ml Tween-20v 11 TBS

3.3.2 Kultivace semenackii rajéat

Seminka raj¢at Solanum lycopersicum cv. Microtom byla po dobu 10 minut sterilizovana
5% roztokem Sava. Poté byla 10x proplachnuta deionizovanou vodou. Po promyti byla
vyseta na Petriho misky na vlhkou vrstvu filtracniho papiru pomoci pinzety. Na kazdé
misce bylo v praméru 30 seminek. Po vyseti byly Petriho misky umistény do fytotronu,
ve kterém seminka kli¢ila 2 dny pfi teploté 26°C. Poté byla naklicend seminka opatrné
pfenesena na nové Petriho misky na vlhkou vrstvu filtracniho papiru. Na kazdé misce
bylo piiblizné 10 seminek, které byly vyrovnany do jedné tady v horni Casti misky.
K poloving z celkového mnozstvi nachystanych misek bylo pfidano 5 ml vody. Do druhé
poloviny misek bylo pfidano 5 ml 0,2 mM roztoku heminu. Poté byly Petriho misky
umistény do fytotronu po dobu 3 - 7 dni pii teploté 23°C a 12-ti hodinové fotoperiode

svétlo/tma. Po kultivaci byly semenacky zvazeny a zamrazeny k dal§imu pouziti.

3.3.3 Extrakce rostlinného materialu

Cely proces extrakce probihal za neustdlého chlazeni vzorkd na ledu a s pouZzitim
chlazené centrifugy (4°C). Semenacky rajcat byly homogenizovany v extrakénim pufru
v poméru 1:5. Homogenat byl pfeveden do ependorfek a centrifugovéan v centrifuze pii
200 xg po dobu 2 minut. Po centrifugaci byl odebran supernatant do Cistych ependorfek
a znovu centrifugovan pii 1000 xg po dobu 7 minut. Po skonceni druhé centrifugace byl
op¢t supernatant odebran a nachystan ke treti centrifugaci. Pevna frakce obsahujici
chloroplasty byla ponechéana. Tteti centrifugace probihala 20 minut pti 16000 xg. Po jejim
skonceni byl supernatant, obsahujici cytoplazmatickou frakci, oddélen zvlast od tfeti
pevné frakce obsahujici mitochondrie. VSechny takto ziskané frakce byly zamrazeny pro

meéteni aktivity hemoxygenasy.

3.3.4 Extrakce biliverdinreduktasy ze sleziny

Cely proces extrakce probihal za neustdlého chlazeni vzorku na ledu a s pouZzitim
chlazené centrifugy (4°C). Veptfova slezina byla rozkrajena na mensi kousky a
homogenizovana homogenizatorem v 0,1M citratovém pufru o pH 5 s pfidavkem 10%
glycerolu. Ziskany homogenat byl centrifugovan pifi 8500 xg po dobu 15 minut. Po

centrifugaci byl odebran veskery supernatant a zméten jeho celkovy objem (1000 ml).
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Z tabulky bylo zjiSténo potfebné mnozstvi siranu amonného (176 g), pro 30% koncentraci
roztoku této latky, ktery se vyuziva k precipitaci proteinti. Po pfidani a dikladném
rozpusténi veskerého mnozstvi siranu amonného byl vzorek centrifugovan 30 minut pfi
8500 xg. Opét byl odebran supernatant a zméfen jeho objem (1050 ml). Z tabulky bylo
zjisténo mnozstvi siranu amonného pro 70% koncentraci v daném objemu (287 g). Po
dikladném rozpusténi tohoto mnozstvi siranu amonného byl vzorek centrifugovan 30 min
pii 8500 xg. Po prvni a druhé centrifugaci byla vzdy pevna frakce odstranéna a dale
nebyla vyuzivana, zatimco po tieti centrifugaci byl odstranén supernatant a ponechana
pevna frakce. Tato frakce byla rozpusténa v minimalnim potfebném mnozstvi 20 mM
draselno-fosfatového (K-Pi) pufru. Poté byla provedena dialyza s timto pufrem a byl

ziskan koncentrovany roztok proteint ze sleziny obsahujici biliverdinreduktasu.

3.3.5 Méreni aktivity biliverdinreduktasy

Pro méteni aktivity biliverdinreduktasy bylo do jamek desticky napipetovdno 210 pl
300 uM pufru s BSA (na ptipravu 1 mL: 900 pl K-Pi pufru + 100 pul 3 mM BSA), 5 ul
biliverdinu v DMSO a 30 pl extraktu BVR. Takto pfipravena smés v jamkach desticky
byla inkubovéna v readru pfi teplot¢ 37°C po dobu péti minut. Po inkubaci byla
nastartovana reakce pfidavkem 20 pl Cerstvé piipraveného NADPH do kazdé jamky.
Nasledné pomoci readru byly méfeny zmény absorbance pii 468 nm po dobu 30 minut

kazdych 60 sekund.

3.3.6 Stanoveni mnoZstvi proteinti ve vzorku Bradfordovou metodou

Pfed méfenim bylo vzdy potieba pfipravit si Cerstvy roztok pracovniho Ccinidla
Bradfordové. Ptipravoval se tak, Ze zvolené mnozstvi zasobniho roztoku Coomasie Blue
G250 bylo fedéno v poméru 1:4 deionizovanou vodou (na 10 ml pracovniho roztoku 2 ml

Coomasie Blue a 8 ml ddH20). Stanoveni proteint se provadélo na mikrodesti¢kach.
Do jamek desti¢ky bylo pipetovano:

e 45 pl deionizované vody

e 5pulvzorku

e 200 pl pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla

e jemn¢ protiepano a 5 — 30 minut ponechdno vyvijet zbarveni, poté byla pomoci

readru zméfena absorbance pii 595 nm
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e pro kazdy vzorek byla provedena tfi opakovani na destic¢ce

3.3.7 Kalibra¢ni krivka pro bilirubin

Pied méfenim byly pfipraveny roztoky bilirubinu (BR) o koncentraci 0-1 uM dle Tab. 2.
Dané mnozstvi bilirubinu bylo rozpusténo v odpovidajicim mnozstvi Mastermixu.
Nasledné bylo do jamek desti¢ky napipetovano 200 pl vzorku vzdy ve tfech opakovanich

pro kazdou koncentraci. Na readru byla méfena fluorescence — excitace 441 nm a emise
528 nm.

Tab. 2 Ptiprava standardu bilirubinu (objemy uvedeny v pl).

Koncentrace BR pM  Zasobni BR ul  Reakéni pufr pl

0 0 1000
0,1 0,5 999,5
0,2 1,0 999,0
0,3 15 998,5
0,4 2,0 998,0
0,5 2,5 997,5
0,6 3,0 997,0
0,7 3,5 996,5
0,8 4,0 996,0
0,9 4,5 995,5
1,0 50 995,0

3.3.8 Stanoveni aktivity hemoxygenasy

Pied métenim byl ptipraven vzdy Cerstvy reakéni pufr a roztok NADPH. Méfeni aktivity

se provadélo na mikrodestickach.
Do jamek desticky pipetovano:

e 200 pl reakéniho pufru

e 30 ul extraktu BVR

e 20 pl vzorku (pro blank pouzit pufr)

e inkubace v readru pti 37°C po dobu 5 minut

e start reakce ptidavkem 20 ul NADPH do kazdé jamky

e méfeni zmén fluorescence - excitace 441 nm, emise 528 nm, po dobu 30 minut
kazdych 30 sekund.

e pro kazdy vzorek byla na desti¢ce provedena dvé opakovani
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3.3.9 SDS-PAGE

Vhodné natedéné vzorky pro elektroforézu byly smichany v poméru 1:1 se vzorkovacim
pufrem. Po dikladném promichani byly pét minut povareny. Nasledovalo ochlazeni

Vv ledové lazni a na zavér byl vzorek centrifugovan po dobu 5 minut pii 6000g.

Gely pro elektroforézu byly pfipraveny dle Tab. 2. Objemy odpovidaji ptiprave 2 gelt
pro skla o velikosti 10x10 cm se spacery tloustky 0,75 mm. Jako standard byl pouzit
Unstained Protein Standards (Bio-Rad).

Tab. 3 SlozZeni déliciho a zaostfovaciho gelu. Objemy danych slozek uvedeny v ml.

Typ gelu AA/BIS Tris Tris H->O SDS TEMED Start

3090/0,8% HCI HCI APS

1,5M, 0,5M,

pH 8,8 pH 6,8
Délici 10% 3,4 2,5 - 3,8 0,1 0,01 0,07
Zaostiovaci 1,3 - 2,5 59 0,2 0,02 0,12

4%

Start polymerace gelu byl proveden ptidavkem persiranu amonného (APS) do smési
pro dany gel. Jako prvni byl pfipraven mezi skly délici gel. Pro rovnou plochu na néj byla
nanesena vrstva n-butanolu. Po jeho zatuhnuti byl n-butanol vymyt a byl nanesen gel
zaostfovaci. Do zaostfovaciho gelu byly pfipraveny jamky pomoci plastového hiebinku.
Po dikladném zatuhnuti gelti, byla skla s gely umisténa do elektroforetické komurky a
prostor byl vyplnén elektrodovym pufrem tak, aby pufr pfesahoval horni hranu skla. Poté
byly do jamek naneseny vzorky a markery molekulové hmotnosti. Gely byly takto
piipraveny ve dvojici. Uzaviena elektroforetickd komurka byla pfipojena ke zdroji, kde
bylo nastaveno 100 V. Jakmile zona bromfenolové modii (Celo délicich se latek)
doputovala na rozhrani zaosttovaciho a dé€liciho gelu, bylo napéti zvyseno na 200 V. Po

doputovani této zony na troven dolniho okraje skla, byla komtrka od zdroje odpojena.

Po oddéleni gelu od skla, byl gel barven v komer¢nim roztoku Coomasie Blue BioSafe
a poté oplachnut deionizovanou vodou a vyfocen v piistroji Gel Doc EZ Imager. Druhy

gel s proteiny byl pouzit pro Western blotting.
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3.3.10Western blotting

Gel, ktery po elektroforéze nebyl barven roztokem Coomasie Blue, byl pouzit pro pfenos
proteint z gelu na membranu. Pouzita membrana byla nitrocelul6zova. Ta byla spole¢né
s dalsimi blotovacimi potiebami (gel, filtra¢ni papiry a porézni houbi¢ky) namocena do
blotovaciho pufru na 15 minut. Po dikladném namoceni v blotovacim pufru, byly vrstvy
skladany na ¢ernou desku blotovaci kazety v nasledujicim potradi: porézni houbicka,
filtracni papir, gel, membrana, filtracni papir a porézni houbicka. Kazeta byla uzaviena,
vlozena do blotovaci komurky, kterd byla naplnéna blotovacim pufrem a uzaviena vikem.
Takto pfipravena komurka byla umisténa do ledni¢ky a pfipojena ke zdroji proudu.
Velikost proudu, ktery prochdzel komirkou, byla spocitina na zdkladé velikosti
membrany (na 1 cm? pfipad4 0,8 mA). Blotovani bylo ponechano probihat pies noc. Po
jeho ukonceni byla z blotovaci kazety vyjmuta membrana. Pro detekci proteini byla
membrana barvena roztokem Ponceau S. Poté byla pro odbarveni promyvéana

deionizovanou vodou.

3.3.11 Imunochemicka detekce proteinti na membrané

Byl pfipraven 1% roztok susené¢ho mléka v TBS. Nejprve byla membrana obsahujici
proteiny inkubovana hodinu v 50 ml roztoku 1% susené¢ho mléka. Nasledné byla dvakrat
promyta 50 ml roztoku Tweenu v TBS po dobu 5 minut. Po promyti byla ptfes noc
inkubovana s 5 pl primarni protilatky (krali¢i polyklonalni anti-HO) v 5 ml 1% roztoku
suseného mléka (fedéni 1:1000). Druhy den nasledovalo opét dvojité promyti v 50 ml
roztoku Tweenu v TBS po dobu 5 minut. Poté byla membrana inkubovana s 2,5 ul
sekundarni protilatky (kozi proti krali¢im IgG znacena kifenovou peroxidasou) ve
25 ml 1% roztoku suSeného mléka (fedéni 1:10 000). Inkubace trvala dvé hodiny a po
jejim skonceni byla membrana dvakrat promyta v 50 ml roztoku Tweenu v TBS po dobu
5 minut. Poté byla membrana pfenesena na podlozku a byl na ni nanesen 1 ml roztoku
chemiluminiscen¢niho substratu Luminata Classico Western HRP Substrate. Naneseny
substrat reagoval s kienovou peroxidasou sekundarni protilatky. Tato reakce je

doprovazena chemiluminiscenci, kterd byla zachycena chemiluminiscenénim scannerem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Méreni aktivity biliverdinreduktasy

Biliverdinreduktasa je enzym vyuzivany pro stanoveni aktivity hemoxygenasy.
Hemoxygenasa katalyzuje odbouravani hemu na biliverdin a biliverdinreduktasa
biliverdinu na bilirubin. Ten je detekovan méfenim zmén absorbance nebo fluorescence
v ¢asovém intervalu. Pfi tomto méfeni byla métfena absorbance, protoZze miizeme piimo
vypocitat, na zaklad¢ znamé hodnoty molarniho absorpéniho koeficientu, koncentraci

vzniklého bilirubinu.

Pro vypocet aktivity biliverdinredukstasy byly méteny zmény absorbance pii 468 nm

po dobu 30 minut kazdych 60 sekund.

Z grafu na Obr. 8 je patrné, ze dochazelo k nartstu absorbance vzniklého bilirubinu
v ¢ase 30 minut. To znamena, Ze bilirubin byl pomoci BVR z biliverdinu tvofen stale a
jeho koncentrace ve vzorku narGstala, coZz odpovida ¢im dal vy$§im hodnotam
absorbance. Tyto vysledky ukazuji, ze pfipraveny preparat ze sleziny obsahoval funk¢ni
BVR a mohl byt vyuzivan v dalsich méfenich. Molarni extinkéni koeficient pro bilirubin
je 60,7 mM2ecm™. Z Lambert-Beerova zékona (A = e.l.c) lze vypoéitat koncentraci
bilirubinu pro danou zménu absorbance ktera ¢inila 0,155. V jamce mikrotitraéni desticky
se béhem 30 minut vytvofila 2,5 M koncentrace vzniklého bilirubinu. Vypoctena

vysledna aktivita enzymu biliverdinreduktasy v preparatu je 12,3 pkat/ml.
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Obr. 8 Stanoveni aktivity BVR sledovanim narGstu absorbance bilirubinu s ¢asem.

Z literatury bylo zjisténo, ze aktivita Cisté krysi rekombinantni biliverdinreduktasy je
3 pkat/mg (Enzolifesciences). Aktivita extrahovaného preparatu obsahujici BVR byla
12,3 pkat/ml. Je nutno zduraznit, Ze v naSem piipadé se nejednalo o Cisty preparat, ale

smés proteintl.

Aktivita BVR v preparatu pfipraveném z vepiové sleziny byla méfena pomoci zmén
absorbance, zatimco méfeni aktivity hemoxygenasy V rostlinnych vzorcich bylo
provedeno meéfenim zmén fluorescence. Divodem je, Ze zaznamendvani zmén

v

fluorescence je daleko citlivéjsi neZ zaznamenavani zmén absorbance.

4.2 Stanoveni mnoZstvi proteini ve vzorku Bradfordovou metodou
Pted stanovenim proteint v rostlinnych vzorcich byla nejprve sestavena kalibracni kiivka

pro hovézi sérovy albumin (BSA).

Pro méfeni byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentracich BSA 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1,0; 1,2 a 1,4 mg/ml. Ty byly do desti¢ky pipetovany stejné jako vzorky.
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Z kalibrac¢ni kiivky na Obr. 9. Byla ziskana rovnice, ktera dale poslouzila pro vypocet

koncentrace proteinil v rostlinnych vzorcich.

Rovnice: y = -0,3256x2 + 0,9401x + 0,0297

0.8 'y =-0,3256x2+0,9401x+ 0,0297
0,7
0.6
0.5
0.4
0.3

0,2

Absorbance (595 nm)

0,1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1,2 1.4 1.6
Koncentrace (mg/ml)

Obr. 9 Kalibraéni kiivka Bradfordovy metody pro BSA.

4.2.1 Méreni mnozZstvi proteinii v rostlinnych vzorcich
MnozZstvi proteinii bylo stanoveno ve frakcich ziskanych extrakci semendckl rajcat
osetfenych zvlast vodou (kontrola) a zvlast heminem (vzorek). Jednalo se o frakce

chloroplastovou, mitochondridlni a cytoplazmatickou.

V Tab. 3 jsou zachyceny vysledné koncentrace v mg/mL v danych frakcich extraktu
ze semenacku po aplikaci heminu po dobu 3 — 7 dni. Z Tab. 3 je patrné, Ze ve vSech
pfipadech vzorkli oSetfenych heminem byla sledovana vyssi koncentrace proteinii ve
frakei chloroplastové a mitochondridlni, nez v kontrolnich frakcich. MnoZstvi proteinti
Vv cytoplazmatické frakci bylo priblizné stejné. Tato frakce byla pro vyhodnoceni nejméné

dalezita, jelikoZz by vni nemél byt obsazen zkoumany enzym hemoxygenasa. Pfi
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spravném provedeni extrakce by hemoxygenasu méla obsahovat pouze frakce

chloroplastova a mitochondriélni.

Ziskané hodnoty mnozstvi proteinti dale poslouzili k vypoctu specifické aktivity

hemoxygenasy.

Dosazené vysledky mohou poukazovat na souvislost mezi aplikaci heminu a vyS$im
obsahem proteinii v semenaccich. Aplikace heminu vede ke zvySené aktivaci mnoha
signalnich drah, jejichz diisledkem muze byt napt. zvySena tvorba kofenového systému
rostlin. V semenaccich rajéat kotfenovy systém piedstavuje obsahové vétsi Cast celé
rostlinky, coZ by mohlo byt vysvétlenim pro naméfeny vyssi obsah protein u vzorkl
mitochondrialni frakce oSetienych heminem. Dal$im moznym vysvétlenim je, Ze aplikace
heminu zpisobila u semenackl rajéat zvySeny obsah zeleza, ktery vyvolal nadmérny
vyvoj semenackll. Pro méfeni obsahu proteini v rostlinnych vzorcich je dulezitym
faktorem 1 obsah vakuol, nebot’ ty neobsahuji zadné proteiny. Vysoky obsah vakuol maji

hlavné starsi rostlinky. Pro tato tvrzeni je ale potfeba dal§iho vyzkumu.

Tab. 4 Mnozstvi proteini v mg/ml ve frakcich extraktu semenacku rajéete po aplikaci heminu.

mg/ml Chloroplastova Mitochondrialni Cytoplazmaticka
frakce frakce frakce
3dny Hemin 49 3,4 1,1
Kontrola 3,4 2,2 1,1
5 dnt Hemin 54 4,2 1,7
Kontrola 3,6 2,2 1,9
7 dnu Hemin 55 4,4 1,9
Kontrola 4,1 31 2,0
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4.3 Méreni aktivity hemoxygenasy
4.3.1 Kalibrac¢ni kiivka pro bilirubin

Pro fedéni vzorkl byl pouzit reakéni pufr, jelikoz je dale vyuzivan ke stanoveni aktivity
hemoxygenasy, kde se méfila fluorescence vzniklého bilirubinu. Kalibrac¢ni kiivka pro
bilirubin byla sestavena proto, Ze z ni ziskana rovnice slouZzila ke stanoveni aktivity vyse

zminéného enzymu.

Na Obr. 10 je znazornéna kalibra¢ni kiivka pro bilirubin, z niz byla ziskana rovnice

y =10775x + 862,3.

14000y = 10775x+ 862.3

R*=0,9826
12000 »

10000
8000 p—
6000 o &

4000

Fluorescence (441, 528 nm)

2000 e

0e
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Koncentrace BR (uM)

Obr. 10 Kalibraéni kiivka pro bilirubin. Méfena zavislost fluorescence na koncentraci bilirubinu.

4.3.2 Stanoveni aktivity hemoxygenasy v rostlinnych vzorcich
Pro stanoveni aktivity hemoxygenasy v rostlinnych vzorcich byly vyuZity frakce
chloroplastova, mitochondridlni a cytoplazmaticka ziskané z extraktli semenacka rajcat

vystavenych pisobeni heminu a kontrolnich semenacki, ke kterym byla pfidana voda.

Na Obr. 11 je znazornén sloupcovy graf porovnavajici aktivity HO v chloroplastové
frakci z extraktu semenacku rajcat kultivovanych po dobu 3 - 7 dnti. Z grafu je patrné, ze

aktivita HO ve vzorcich vystavenych heminu je vzdy nizsi, nez u kontrolnich vzorki, coz
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je v rozporu s predpokladem, kde byla o¢ekavana vyssi aktivita HO u vzorki oSetfenych
heminem. Dal$im vyznamnym vysledkem je, ze byl zaznamenan postupny pokles aktivity
HO jak u kontrolnich vzork, tak i ve vzorcich vystavenych heminu. Vzorky vystavené
heminu mély jiz neméfitelnou aktivitu HO po 5-denni kultivaci s heminem, zatimco

kontrolni vzorky az po 7-denni.

Na Obr. 12 je znazornén sloupcovy graf porovnavajici aktivity HO v mitochondrialni
frakci z extraktu semendackli rajcat kultivovanych po dobu 3 - 7 dnia. Opét byla
pozorovana vyssi aktivita HO v kontrolnich vzorcich, nez u vzorki po aplikaci heminu.
Byl také zaznamenan postupny pokles aktivity HO béhem nartstajici doby kultivace.
V porovnani s grafem pro chloroplastovou frakci extraktu ze semenacku rajcat na Obr. 11
je ale ziejmé, Ze v mitochondrialni frakci extraktu ze semenacku rajcat je aktivita HO
vyssi a aktivity jsou meéfitelné i po 5-denni a 7-denni kultivaci. Jedinym vzorkem, kde
nebyla aktivita v mitochondrialni frakci extraktu ze semenacku raj¢at métitelna, je vzorek

kultivovany 7 dni s heminem.

0.35
I Kontrola
0.3

B Hemin
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05
. ]
3 3 5 3 7 ’
Doba kultivace (dny)

Specificka aktivita HO (pkat/mg)

Obr. 11 Stanoveni specifické aktivity HO v chloroplastové frakci u vzork semenack po aplikaci
heminu po dobu 3; 5 a 7 dnu.
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Obr. 12 Stanoveni specifické aktivity HO v mitochondrialni frakci u vzorkl semenacki po
aplikaci heminu po dobu 3; 5 a 7 dni.

Cytoplazmaticka frakce neni zndzornéna, protoze aktivita HO byla ve vSech ptipadech
neméfitelna, coz znamend, ze tato frakce enzym obsahovala ve velmi malém nebo

zadném mnozstvi.

Dosazené vysledky tykajici se vyssi aktivity HO v kontrolnich vzorcich oproti
vzorkim, kde byl aplikovan hemin, jsou v porovnani v rozporu s literaturou, kde byla
aktivita HO vyssi po aplikaci heminu/hematinu, nez u kontrolnich vzorka (Chen et al.,
2012; Xuan et al., 2008a). V literatuie Chen et al., 2012 byly jako rostlinny material
pouzity rostlinky ryze, zatimco v literaufe Xuan et al., 2008a byly pouzity semenacky
rajcat. Literatura Xuan et al., 2008a dale uvadi specifickou aktivitu HO pro semenacky
inkubované s 10 pM hematinem. Specificka aktivita HO je po 1-denni inkubaci s touto
latkou v rozmezi 13 - 15 nkat/mg (Xuan et al., 2008b). Nase vzorky po 3-denni inkubaci
s 0,2 mM heminem vykazovaly specifickou aktivitu HO 100 nkat/mg v chloroplastové
frakci a 245 nkat/mg v mitochondrialni frakci. Divod vyssi aktivity naSich vzorkd po
aplikaci heminu, miZze byt ten, Ze byla pouzita 20krat vyssi koncentrace pouzitého
roztoku heminu, coz by znamenalo, Ze aktivita HO se ve vzorcich po aplikaci heminu ve

srovnani s literaturou tolik nelisila. Dilezité je ale zdlraznit, ze v naSich pokusech byla
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aktivita HO méfena az po 3 a vice dnech po aplikaci heminu. Provedené studie ale
dokazaly, ze aplikace heminu/hematinu vede ke zvyseni aktivity HO jiz nékolik hodin od
aplikace (Xuan et al., 2008a). Z téchto vysledku Ize tedy usoudit, ze kdyby byla aktivita
HO v nasich vzorcich méfena diive jak po 3 dnech, bylo by mozné naméfit vyssi hodnoty
aktivity HO, jelikoz po delsi dob¢ od aplikace, jiz dochazelo k vyCerpani a odbouravani

aplikovaného heminu v semenaccich rajcat.

Zajimavosti je, ze V literatuie (Chen et al., 2012; Xuan et al., 2008a) se uvadi aktivita
HO pro kontrolni vzorky 5 nkat/mg, zatimco v nasem pokusu byly ziskany hodnoty HO

pro kontrolni vzorky az 60krat vyssi.

Ziskané vysledky potvrdily vyskyt HO v chloroplastech a mitochondriich. Méteni
aktivity HO zvlast’ v chloroplastové a zvlast’ v mitochondrialni frakci je pfinosem do
dalsich studii pro provedeni dikladnéj$i méteni. V citované literatufe probihalo meteni

pouze Vv jednom rostlinném extraktu, coZ mohlo mit také vliv na méfeni aktivity HO.

4.4 Analyza rostlinnych vzorki metodou SDS-PAGE
Gel srozdélenymi proteiny po provedené SDS-PAGE se dale vyuzival pro Western

blotting, na ktery navazovala imunochemicka detekce proteini na membrang.

Pro elektroforézu byly pouzity rostlinné vzorky z Arabidopsis thaliana a okurky.
Vzorky z okurky byly ziskany z listii rostliny a z A. thaliany z celé mladé rostlinky (stati
10 dni). Vzorky byly extrahovany dle uveden¢ho navodu pro extrakci rostlinného
materidlu. Jako vzorky byly pouzity chloroplastova, mitochondridlni a cytoplazmaticka
frakce. Do jamek bylo naneseno 20 pl rostlinného vzorku a 5 pl markeru molekulové

hmotnosti.

Na Obr. 13 je snimek po provedeni SDS-PAGE -elektroforézy danych vzorkd.
Z literatury bylo zjisténo, ze molekulova hnotnost izoformy HO1 je 32 kD (Barton et al.,
2003). Priblizné misto vyskytu izoformy HO1 je na Obr. 13 naznacenou Sipkou.
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Obr. 13 Detekce proteint ve vzorcich extrakti. Jamka 1 marker molekulové hmotnosti, jamka 2;
3 a 4 extrakt z Arabidopsis thaliana: 2 - chloroplastova frakce, 3 - mitochondrialni frkace,
4 - cytoplazmaticka frakce. Jamka 5; 6 a 7 extrakt z listd okurky: 5 - chloroplastova frakce,
6 - mitochondrialni frkace, 7 - cytoplazmaticka frakce. Gel po provedeni SDS-PAGE barven
Coomasie Blue.

4.5 Imunochemicka detekce proteinii na membrané
Nejprve byla provedena SDS-PAGE elektroforéza rostlinnych vzorku. Nasledné byl

proveden pfenos proteinii na membranu pomoci Western Blottingu.

Na Obr. 14 je snimek zachycujici vysledek detekce HO na membrang. Vysledek ale
neodpovida ptredpokladim. Divodem je pouziti zkuSebniho vzorku komeréni primarni
protilatky, ktera zfejmé interaguje s jinymi proteiny, nez je HO. Divodem je zachyceni
luminiscence v horni ¢asti membrany, zatimco HO by méla poskytovat luminiscenéni

signal ve stfedové oblasti membrany. Tato oblast je na Obr. 14 vyznacena Sipkou.
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Obr. 14 Zachyceni luminiscence rostlinnych proteinti na membrané po imunochemické detekci.
Jamka 1 marker molekulové hmotnosti, jamka 2; 3 a 4 mitochondriélni frakce z: 2 - semenacek
rajcete, 3 - listy rajcete, 4 - listy okurky. Jamka 5; 6 a 7 chloroplastova frakce z: 5 - semenacek
rajCete, 6 - listy rajéete, 7 - listy okurky.

Dosazené vysledky byly konzultovany s literaturou, kde se detekce pro izoformu HO1
uvadi v pase 32 kD a pro izoformu HO2 v pase 36 kD (Barber et al., 1999). ZkuSebni
vzorek komeréni primarni anti-HO protilatky, pouzity pro detekci HO v rostlinnych
vzorcich, ale interagoval s proteiny v oblasti 250 - 150 kD, tudiz se jednalo o zcela jiné
proteiny. Tento fakt znemoznil dal§i mozné postupy po detekci, jako bylo napf. stanoveni

mnozstvi proteinll v extraktech pomoci metody Western blotting.
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5 ZAVER

V teoretické Casti bakalaiské prace byla vypracovana literadrni reSerSe tykajici se
biologickych funkci hemoxygenasy (HO) se zaméfenim na oxidativni stres Zivocicht a
rostlin. Dale byla vypracovana literarni reSerSe shrnujici signélni role oxidu uhelnatého

(CO) u zivocicht a rostlin.

Nejvyznaméjsimi vystupy praktické Casti bakalatské prace tykajici se hemoxygenasy

jsou:

e Provedeni izolace biliverdinreduktasy (BVR) z vepfové sleziny s naslednym
meéfenim aktivity.

e Pozorovani vlivu aplikace roztoku heminu na aktivitu HO v S. lycopersicum.

e Porovnani dosazenych vysledka s literaturou, ¢imz bylo zjisténo, Ze aplikace
heminu zplsobila zvySeni aktivity HO.

e Zavedeni protokolu metod studia HO v rostlinach.

e Provedeni imunochemické detekce HO na membrané pomoci zkusebniho vzorku
komer¢ni anti-HO protilatky, ktera se ukazala jako nevyuzitelna pro dalsi detekci.

e Zavedeni kultivace semenackt S. lycopersicum na filtraénim papife s aplikaci

roztoku.

V bakalatské praci byl ovéfen vliv heminu na aktivitu HO v S. lycopersicum. Provedené
metody lze oznadit jako soucast protokolu metod studia HO v rostlinach. V budoucnu se
nabizi detailn&j$i prozkoumani vlivu aplikace heminu na aktivitu HO v kratSich ¢asovych

intervalech zavedenymi experimentalnimi metodami.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
e AA/BIS - akrylamid-N,N"-methylenbisakrylamid
e APS - persiran amonny
e BSA - hovézi sérovy albumin
e CGMP - cyklicky guanosinmonofosfat
e CPTIO - 2,4-karboxyfenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazol-1-oxyl-3-oxid
e DMSO - dimethylsulfoxid
e DTT - dithiotreitol
e EDTA - kyselina ethylendiaminotetraoctova
o GC - guanylatcyklasa
e GTP - guanosin trifosfat
e |AA - kyselina indol-3-octova
e MAPK - mitogenem aktivovana proteinkinasa
e NADPH - redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
e ROS - Volné kyslikové radikaly
e SDS - dodecylsiran sodny
e SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrilamidovém gelu za pfidavku dodecylsiranu
sodného
e SGC - rozpustna guanylatcyklasa
e SNP - nitroprussid sodny
e TEMED - N, N, N', N'- tetramethylethylendiamin
e ZnPPIX - protoporfyrin zinku
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