UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Studium ulohy biliverdinu jako antioxidacni latky

V rostlinnych modelech

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Bc. Petra Vasickova
Studijni program: N1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezen¢ni
Vedouci prace: doc. Mgr. Marek Petrivalsky, Dr.

Rok: 2018



ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné s vyznacenim vsech
pouzitych pramentl a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim diplomové prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozd¢jsich predpisti. Byla jsem
seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdéjSich predpisi.

V Olomouci dne 25.4.2018 Bc. Petra Vasickova



Rada bych podékovala vedoucimu prace panu doc. Mgr. Markovi Petiivalskému, Dr. za
odborné vedeni, ochotu, cenné rady a c¢as vénovany zpracovani teoretické i

experimentalni ¢asti diplomové prace.

Velmi rada bych podékovala panu Mgr. Tiborovi Béresi, Ph.D. za pomoc, ochotu a

odborné rady pii vypracovani analytické ¢asti diplomové prace.

Dale bych rada podékovala Mgr. Tereze Tiché, Ph.D. a dalSim zaméstnancim katedry
biochemie za vstficny pfistup a cenné rady pifi vypracovani experimentalni Casti

diplomové préce.



Bibliograficka identifikace
Jméno a pfijmeni autora Bc. Petra Vasickova

Nazev prace Studium ulohy biliverdinu jako antioxida¢ni latky

Vv rostlinnych modelech

Typ prace Diplomova

Pracovisté Katedra biochemie

Vedouci prace doc. Mgr. Marek Petiivalsky, Dr.
Rok obhajoby prace 2018

Abstrakt

Teoretickd Cast diplomové prace je zaméfena na biliverdin (BV) a metody jeho
stanoveni. V uvodu prace jsou shrnuty funkce hemu u rostlin. Dale je pozornost
vénovana funkcim BV U rostlin se zaméfenim na biosyntetické drahy BV - vznik BV
degradaci hemu katalyzovanou hemoxygenasou (HO) a vyuziti BV Vv syntéze
fytochromt. Nasledujici kapitoly se zabyvaji ulohou BV ve stresovych podminkach,
kde se piedpoklada uloha BV jako antioxidantu. Zavére¢né kapitoly shrnuji doposud

publikované metody stanoveni BV.

V ramci praktické Casti byla zavedena a testovana metoda fluorimetrické kvantifikace
BV, ktera ma nizkou citlivost pro stanoveni BV v rostlinnych vzorcich. Byla zavedena
UHPLC-MS/MS metoda analyzy BV za vyuziti syntetického standardu BV, vcetné
citlivé metody kvantifikace s vyuzitim deuteriem-znaceného BV. Optimalizovana
metoda UHPLC-MS/MS byla aplikovana pro stanoveni BV v rostlinnych vzorcich. Byl
pozorovan vliv induktord HO na vyvoj kofenového systému, aktivitu HO a obsah BV
ve vzorcich kofenovych ¢asti Solanum lycopersicum cv. MicroTom. Byl pozorovan vliv
abiotického stresu na vyvoj, aktivitu HO, obsah BV a peroxidaci lipidi v kofenovych a
nadzemnich Castech semenacka S. lycopersicum cv. MicroTom a S. lycopersicum
cv. Amateur. Dale byla sledovana interakce BV s reaktivnimi formami dusiku in vitro.

Vysledky prace potvrzuji zmény hladin BV v kofenech rostlin v souvislosti se zménami



aktivity HO a vlivem stresovych podminek. Pro objasnéni funkci BV v kofenech rostlin

bude potieba dalsiho vyzkumu.

Kli¢ova slova Biliverdin, hemoxygenasa, Solanum lycopersicum,
ultravysokotlaka kapalinova chromatografie,
hmotnostni spektrometrie, hemin, abioticky stres,

oxidacni stres
Pocet stran 93
Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Bc. Petra Vasickova

surname

Title Study of biliverdin role as antioxidant compound in
plant models

Type of thesis Diploma

Department Department of biochemistry

Supervisor doc. Mgr. Marek Pettivalsky, Dr.

The year of presentation 2018

Abstract

The diploma work is focused on biliverdin (BV) and methods of its determination in its
theoretical part. The introduction summarizes function of heme in plants. Further
attention is paid to functions of BV in plants with a focus on biosynthetic pathways - the
formation of BV by heme degradation by catalysis of heme oxygenase (HO) and the use
of BV in phytochrome synthesis. The following part focuses on role of BV in stress
conditions where the role of BV is assumed as an antioxidant. The final part summarizes

methods of BV determination which have been published up to now.

In practical part the method of fluorimetric quantification was introduced and tested
which has a low sensitivity for BV determination in plant samples. UHPLC-MS/MS
method of BV analysis was introduced using the synthetic standard of BV including
sensitive method of quantification using deuterium-labeled standard of BV. Optimized
UHPLC-MS/MS method was used for BV determination in plant samples. Effect of HO
inductors was observed for development of root system, HO activity and BV content in
root samples of Solanum lycopersicum cv. MicroTom. Effect of abiotic stress was
observed for development, HO activity, BV content and lipid peroxidation in root and
overground part of seedlings of S. lycopersicum cv. MicroTom and S. lycopersicum
cv. Amateur. Further, interaction of BV with reactive nitrogen species was observed

in vitro. Results of work confirm changes of BV levels in roots of plants which are in



connection with changes of HO activity under influence of stress conditions. Further
research is needed for clarification of BV function in plant roots.

Keywords Biliverdin, heme oxygenase, Solanum lycopersicum,
ultra-high pressure liquid chromatography, mass
spectrometry, hemin, abiotic stress, oxidation stress

Number of pages 93
Number of appendices 0

Language Czech



L UVOD oo 1
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .........ccooovvimmmriimnnriinnieiens 3
2.1 KataboliSmus NEMU ........coiiiiiiiic s 3
2.2 Biliverdin V rostlinach ..........cccooeieiiiiiiiiienee e 7
2.2.1 Biosyntéza a ptemeény biliverdinu............cccoooveriiiiiiiiiienieec e 7
2.2.2  Syntéza fytoChromil .......cccccveviiiiiiiii 9
2.2.3  Uloha biliverdinu ve stresovych podminkach...........ccoeuevvereererereiennnn. 13
2.2.3.1  Biliverdin v zivo¢isnych tkanich ..........ccocovviininiiiiien e, 13

2.2.3.2  Biliverdin v rostlinnych pletivech .........c.ccoovviiiiniiiinenien, 15

2.2.3.3  BIlIVErdin @StreS ......cooeiiiiiiieiiicc e 16

2.2.4  Interakce biliverdinu S ROS a RNS ........cccoviiiiiiice e 17

2.3 Prehled MetOdiKy ......coiviiiiieiiiiesieee e 21
2.3.1  Stabilita a extrakce BilIVErdinu............ccocooeiiiieii 21
2.3.2  Spektralni metody kvantifikace biliverdinu...........c.ccoeovrveniiiiniiiinnn 23
2.3.3  Metody kvantitativni analyzy biliverdinu ............cocceoveieiieniiicnicnenn 24

3 EXPERIMENTALNI CAST .....ccooconiiiimiiiiiinirissniss s 27
3.1 Materidl @ ChemiKAlIe .........c.ccouiiiiiiiieiie e 27
3.1.1  Rosthinny materidl ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiciiee e 27
3.1.2  Pouzité chemikAlie .......ccuiiiiiiiiiiie e 27

3.2 PHStroJoVE VYDAVENT.....ccviiiiiiiii i 28
3.3 MBLOOY ..t 29
3.3.1  Ptiprava pufrl, roztokll @ mEdii ........coooviiiiiiiiiiiii 29

3.3.1.1  Pufr pro ptipravu kultivacniho média (25 mM HEPES, pH 7,4) ...... 29



3.3.1.2 Mobilni faze pro UHPLC (20 mM roztok hydrogenuhli¢itanu

N 1010201 1<) 10 ) T TP UP PP 29

3.3.1.3  Extrak¢ni pufr pro stanoveni aktivity hemoxygenasy (0,1 M draselno-

fosfatovy pufr s 2 mM MQCl2, PH 7,4) c.cvi e 29
3.3.1.4  Ptiprava substratii pro stanoveni aktivity hemoxygenasy.................. 30
3.3.1.5  Reakeni pufr pro stanoveni aktivity hemoxygenasy .......ccccovevvevivennns 30
3.3.1.6  R0ztok 200 M Dilirubinu ......cvevviveieiiiiiieieeseees e 30
3.3.1.7  R0ztok 0,5 MM heMINU ......ovviiiiiiiiiec e 30
3.3.1.8  Roztok 1 mM hydrogensulfidu sodného...........cccceevriirieniniinennns 31
3.3.1.9  Roztok 10 mM chloridu kademnatého.............ccooveviiiiriiininiiiienne 31
3.3.1.10  MS mEdium Pro rajCata......cccovrvereerririeriesieereseesresee e 31
3.3.1.11 Roztoky pro stanoveni peroxidace lipidll ..........c.ccevvriiriiniiniiiieennns 31
3.3.1.12 Extrakeni Cinidlo pro stanoveni peroxidace lipidQ .........cccccevevvrvennnne 32
3.3.1.13 Zasobni 10 uM roztok biliverdinu............ccccooovvvriieninencneens 32
3.3.1.14 Roztoky latek uvoliiujicich RNS ... 32
3.3.1.15 Roztoky pro fluorimetrickou kvantifikaci biliverdinu....................... 32
3.3.2  Sterilizace a KHCeNT SEMEN ........ccceviiiiiiiiiiieiie e 32
3.3.3  Kultivace semenackl rajcat na pevném agarovém MS médiu ................. 33
3.3.4  Kultivace semenacki rajcat na filtranim papiru........cccccevviiiniiiiiiiennnns 33
3.3.5  Priprava rostlinnych vzorkil ..........cccoceiiiiiiiiii 34
3.3.6  Stanoveni mnozstvi proteinti ve vzorku Bradfordovou metodou ............. 35
3.3.7  Stanoveni aktivity hemMOXYZENaSY ......ccceerviriierieiiiiieiieiisie e 35
3.3.8  Stanoveni peroxidace lipidll.........cccoriveiiiiiiiiiiieiisee e 35
3.3.9 Metoda UHPLC-MS/MS analyzy biliverdinu ...........ccccoeverereninennnnnn. 36
3.3.10 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody za vyuziti interniho standardu
DIHIVEIAINU-04....ccecc e 37
3.3.11 Analyza interakce biliverdinu s RNS...........ccooiiiiiii 37



3.3.12 Fluorimetricka kvantifikace biliverdinU..........cooeo 37

3.3.13 Statistické vyhodnoceni dat............ccoceeiiiiiiiiiiiiiiie e 38
VYSLEDKY ..ottt 39
4.1  Stanoveni interakce biliverdinu s RNS ... 39
4.2  Analyza obsahu biliverdinu v rostlinném materialu...........c.ccocoviiiiiniinnnne. 40
4.2.1  Fluorimetricka kvantifikace biliverdinu.............ccceovvriiiniiiiieiec e 40
4.2.2  Vyvoj a optimalizace metody UHPLC-MS/MS analyzy biliverdinu ....... 43

423 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody za vyuziti interniho standardu

DIIVEIAINU-04...cocec e 47
4.2.4  Stabilita DIVErdinU..........ccooveiiiii e 48
4.2.5  Vliv ptipravy vzorku na obsah biliverdinU ...........c.ccooevviiiiiiniiininiiniennns 49

4.3  Vliv induktori hemoxygenasy na aktivitu hemoxygenasy, hladiny biliverdinu a

vyvoj kotfenového systému semenackil TajCELE ......ovviriiriiiiiiieiiierie e 50
4.3.1  Stanoveni aktivity hemMOXYZENASY ......cccverviiierieiiirieiieii e 50
4.3.2  Stanoveni koncentrace biliverdinu............cccoooeiiiiiiiiiiiiice 51
4.3.3  Vyvo] kotenovEeho SYStEMU........cccviiiiiiiiiiiiice e 52

4.4  Vliv abiotického stresu na vyvoj kofenového systému, aktivitu hemoxygenasy a

hladinu biliverdinu v semenaccich rajeete ........oovviriiiiiieiciicic e 53
4.4.1 Vliv abiotického stresu na vyvoj kofenového systému.............ccceeverenne 53
4.4.2  Vliv abiotického stresu na obsah proteinl ............cocevvveiiiieeiienenienieennens 59
4.4.3  Vliv abiotického stresu na aktivitu hemoxXygenasy..........c.ccovvererivereennnns 61
4.4.4  Vliv abiotického stresu na obsah biliverdinu..........c.cccocooiviieiiiiicnnen 63
445  Vliv abiotického stresu na peroxidaci lipidli...........ccooviriiiiieiiiniicnnnnn 65
DISKUZE ... .ottt sttt eneas 68

5.1 Stanoveni interakce biliverdinu s RNS ... 68

5.2  Analyza obsahu biliverdinu v rostlinném materialu.............cccooeviiiiiinnnnnnn 68

5.2.1  Fluorimetrickd kvantifikace biliverdinu............oovevereuooeieieeiieeeiieee e eeeeeeenns 68



7

8

5.2.2  Vyvoj a optimalizace metody UHPLC-MS/MS analyzy biliverdinu ....... 69

5.2.3 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody za vyuziti interniho standardu

DIVEIINU=04.....cveeceee e 71
524  Stabilita DIVErdinU.........ccooiiiiiii e 72
5.2.5  Vliv pfipravy vzorku na obsah biliverdinu ..........ccccvviveniiiniiiienniensinnen, 73

5.3  Vliv induktori hemoxygenasy na aktivitu hemoxygenasy, hladiny biliverdinu a

vyvoj kofenového systému semenackll TaJCELE ......uvvvvviviiiiiiiiien et 73

5.4  Vliv abiotického stresu na vyvoj kofenového systému, aktivitu hemoxygenasy a

hladinu biliverdinu v semenaccich rajeete ........oovvvriiriiiriniiieieee e 75
ZAVER .......ooooiiiitiitiet s 85
LITERATURA e 87

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .......oooovooeeeeeeeeeeeereeern, 93



CIiLE PRACE

Cilem teoretické ¢asti diplomové prace bylo vypracovat literarni resSersi shrnujici funkce
biliverdinu u rostlin, zndmé¢ drahy biosyntézy vcetné obrannych odpovédi ve stresovych

podminkach.

Cilem experimentalni casti diplomové prace bylo zavést metodu kvantifikace biliverdinu
metodou HPLC analyzy na reverzni fazi s vyuZzitim syntetického standardu a oveéfit jeji
pouziti pro rostlinné vzorky. Dal§im cilem byla aplikace metody pro sledovéani hladiny

biliverdinu v rostlinach vystavenych abiotickému stresu.



1 UVOD

Hem je vysoce konzervativni rovinnd struktura, kterd je zivotné dilezitd pro vétSinu
organismu, kde se uplatiiuje zejména pfi transportu kysliku, oxidacni katalyze a pienosu
elektronti dychaciho fetézce. Zakladem struktury hemu je porfyrinovy kruh obsahujici
Styfi atomy dusiku, které koordinuji centralni atom Fe?* (Obr. 1). V Zivych organismech
se hem vaze na proteiny za vzniku hemoproteind. V hemoproteinech se hem uplatiuje
jako prostetickd skupina, majici Siroku skalu vyuziti. Vyuziti hemu je striktné dano
vazbou axialnich ligandi na jeho strukturu, tudiz strukturné odlisné skupiny
hemoproteinti maji zcela rozdilné funkce a nemohou se vzajemné nahradit. V ptipadé
hemoglobinu a myoglobinu je hlavni funkci hemu vazba a pfenos plynt, predev§im
kysliku. Ve skupiné enzyml cytochromu P450, které zodpovidaji za metabolismus
cizorodych latek, hem védze vodu a Ucastni se hydroxylace a dalSich reakci. V ptipade
velké skupiny redoxnich enzymu je hem vyuzivan jako katalyzator ptenosu elektronti
(Balk a Schaedler, 2014). Molekula hemu se podili i na signalni transdukei, jelikoz je
soucasti guanylatcyklasy (GC; EC. 4.6.1.2) nebo NOsyntasy (NOS; EC 1.14.13.39). Hem
se v organismech mlZe vyskytovat také jako volny hem, ktery je ale vysoce nerozpustny.
Volny hem mé funkci regulacni molekuly. Koncentrace a intracelularni lokalizace
volného hemu, v cytosolu nebo jadie buniky, ovliviiuje transkripci, translaci, degradaci a
stabilitu hemoproteind (Ponka, 1999). Pfenos hemu pfes membrany je aktivni a je zajistén
transportéry, o kterych prozatim nejsou jednotné informace. Pasivni pienos hemu difuzi
neni mozny z téchto diivodu. Tim prvnim je fakt, Ze hem je lipofilni povahy a akumuluje
se V lipidové dvojvrstvé membran. Dal$im divodem je pfitomnost dvou karboxylovych
skupin ve struktufe hemu, které molekule udéluji zaporny naboj (Krishnamurthy et al.,
2007; Balk a Schaedler, 2014). Koncentrace volného hemu a hemoproteinti musi byt
Vv organismu udrZzovana na urcité hladin€. Pokud by doslo k ptekroc¢eni daného limitu, byl
by hem cytotoxicky, jelikoz katalyzuje tvorbu reaktivnich forem kysliku (Heinemann
et al., 2008). Z tohoto diivodu je v organismu udrZzovana stabilni nizka koncentrace hemu,
ktera je soucasné vyhodna i kK ochrané proti bakteriim. Obranny princip je zalozen prave
na toxicité hemu (Anzaldi a Skaar, 2010). Cytotoxicita hemu je zptisobena atomem Fe?*
nachazejicim se Vv centru struktury porfyrinového kruhu. lonty pfechodnych kovi jsou
zdrojem poskozeni mnoha vyznamnych bunécnych struktur, kterymi jsou DNA,

bilkoviny, cytoskelet nebo membrany (Maines a Kappas, 1975; Solar et al., 1990;
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Chiabrando et al., 2014). K minimalizaci rizika oxida¢niho poskozeni je zvysena hladina
hemu regulovana nejen na urovni genové exprese, ale i enzymaticky. Enzymova regulace
spo¢iva v rovnovaze mezi biosyntézou a katabolismem hemu. Pocatecni molekulou
biosyntézy hemu je kyselina 5-aminolevulova (ALA), ktera je syntetizovana za katalyzy
enzymem ALAsyntasa (ALAS; EC 2.3.1.37). ALAS je enzymem regulujici celou syntézu
hemu. Je-li hemu dostatek, je ALAS inhibovana produktem enzymové reakce, kterou je
ALA. Je-1i hem syntetizovan, ALA se spotiebovava a ALAS je aktivovana nedostatkem
produktu enzymové reakce (Ponka, 1999). Déle je hladina hemu regulovana dostupnosti
zeleza v organismu. Nizka koncentrace volného zeleza v organismu je velmi hlidéana,
jelikoz se ucastni Fentonovy reakce vedouci ke tvorbé Skodlivych radikalt. I pies svoji
pfechodnou povahu je atom zeleza dilezity pro syntézu Fe-proteinii a vyznamné se
uplatiiuje pii prenosu elektroni. Hem je degradovan za tvorby Fe?" a hladina hemu klesa.
Pokles koncentrace hemu spusti kaskddu reakci vedouci k syntéze hemu (Balk a

Schaedler, 2014).

CH,

Obr. 1 Struktura hemu. Je tvofena porfyrinovym kruhem skladajicim se ze ¢ty pyrolu
s navazanymi substituenty. V centru kruhu se nachazi atom Fe?, ktery je zodpovédny za
cytotoxicitu této molekuly (pfevzato z Chemspider).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Katabolismus hemu

V zivych organismech bylo identifikovano nékolik typt hemu: hem A, hem B, hem C a
hem O. Tyto struktury se li§i funk¢nimi skupinami vazanymi na uhlicich 3, 8 a 18
tetrapyrrolového jadra (Obr. 2) Nejvice zastoupena je struktura hemu B od niz jsou
odvozené dalsi derivaty hemu: hem I, hem m, hem D a hem S (Wikipedia). Hem B je
soucasti proteint s funkci pfenosu plyni a skupiny enzymu peroxidas. Hem A je soucasti
skupiny cytochromi a. Hem A spole¢né s hemem C jsou soucasti cytochromu ¢ oxidasa
(COX; EC 1.9.3.1.). COX je vyznamny enzymovy komplex dychaciho fetézce ulozeny
vV membrané¢ mitochondrii. Vyuziva oxidaci cytochromu ¢ ke tvorbé protonového
gradientu skrz membranu. Vyznamnou roli hraje cytochrom c pii apoptoze. Ta je
vyvolana akumulaci cytochromu c¢ obsahujici hem C v cytoplazmatické membrané.
Hem O se vyskytuje pouze u bakterii a ma stejné funkce jako hem A v dychacim fetézci.
Hem A, hem B a hem C se vyskytuji jak u zivocicht, tak u rostlin a plni stejné, vyse
zminéné funkce. V rostlinach se navic hem vazany v cytochromech tcastni fotosyntézy,
kde plni roli pfenaseCe elektronl. Soucasné jsou zmény koncentraci volného hemu
v plastidech pro buiiku informaci o jejich stavu. Pokud je funkce plastidi narusena,
dochazi k akumulaci volného hemu, ktera spusti signalni drahu vedouci k zablokovani

exprese jaderného genu (Espinas et al., 2012; Wikipedia).



Obr. 2 Struktury hemu vyskytujici se v zivych organismech. Oproti zakladni struktufe hemu B se
ostatni struktury 1i§i modifikacemi na uhlicich 3, 8 a 18. Pro hem A a O je typicka vazba farnasenu
na uhliku 3. Od sebe se tyto struktury li§i funkéni skupinou na uhliku 18, kde hem A ma
navazanou formylovou skupinu, zatimco hem O methylovou skupinu. Hem C ma na uhlicich 3 a
8 navazané zbytky cysteinu (upraveno dle Chemspider).

Katabolismus hemu zajistuje enzym hemoxygenasa (HO; EC 1.14.99.3). HO je enzym
vyskytujici se ve vSech Zzivych organismech. Jak u Zivocichl, tak 1 v rostlinnych

systétmech ma svoji nezastupitelnou roli, kterou je Katalyza degradace hemu na
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biliverdin-IXo, Fe?* a oxid uhelnaty. Produkty degradace hemu maji v Zivych
organismech vyznamnou roli, jsou zapojeny do signalnich a obrannych mechanismti nebo
biosyntetickych drah (Obr. 3). Exprese HO je regulovdna mnoha signaly. ZvySena
koncentrace reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) vede K jeji zvySené
produkci (Motterlini et al., 2000). Tento fakt poukazuje na vyznamnost HO
v organismech. HO zajist'uji nejen degradaci hemu, ale zaroven jsou vyznamnou soucasti
antioxida¢niho systému a mnoha signalnich drah. V rostlinnych systémech se podili na

syntéze fytochromt, tvorbé postrannich kofent a regulaci otevirdni a zavirani praduchi

(Shekhawat a Verma, 2010).

Hemoxygenasa

CcO ' Fe2*
Biliverdin-IXa

|/

Ochrana buiky

Obr. 3 Zapojeni hemoxygenasy do antioxida¢niho systému rostlin. Produkty degradace hemu jsou
rozdilné¢ zapojeny do signalnich a obrannych drah. CO se uplatfiuje jako signalni molekula,
biliverdin-1Xa jako antioxidant a kation Fe?* je vazan do proteinu ferritinu. Pro rostlinny ferritin
se predpoklada antioxidacni piisobeni obdobné jako u zivocicht, kde bylo potvrzeno (upraveno
dle Shekhawat a Verma, 2010).
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Nejprve byla HO identifikovana v jatrech potkana (Tenhunen et al., 1968). Az o
mnoho let pozdéji byla provedena identifikace HO u fotosyntetickych organismi. Po
prvotnim vyzkumu HO v zivoc¢iSnych tkanich vedly ziskané informace k dikladné studii
HO v celé fadé organismu. Takto byly izolovany geny kodujici HO z tkani savcu, pletiv
vyssich rostlin, ¢ervenych fas, sinic nebo Kultur patogennich bakterii. Bylo zjisténo, ze
primarnim ukolem HO je vzdy katalyza degradace hemu. Rozdil v uloze HO mezi
organismy byl pozorovan az ve vyuziti produktii ziskanych odbouravanim hemu (Stevens

a Small, 1976; Stocker et al., 1987; Elich et al., 1989).

U vyssich rostlin byly prozatim identifikovany 4 geny kédujici izoenzymy HO - HO1,
HO2, HO3 a HO4 (Shekhawat a Verma, 2010). Tyto izoenzymy lze rozdélit do dvou tiid
dle rozdilnosti aminokyselinové sekvence proteinu. Prvni tfida je tvofena izoenzymy
HO1, HO3 a HO4. Do druhé tiidy patti pouze izoenzym HO2. Nutno zduraznit, ze
izoenzymy HO3 a HO4 byly identifikovany pouze v Arabidopsis thaliana (Davis et al.,
2001; Emborg et al., 2006). Studie prokazali, ze nejvice je exprimovan izoenzym HOI,
coZ znamena, Ze je mu vénovana i nejvétsi pozornost (Matsumoto et al., 2004). HO1 je
lokalizovana pievazné ve stromatu chloroplasti (Muramoto et al., 1999). Dal§im mistem
lokalizace HO1 jsou mitochondrie. Lokalizace izoenzymt HO2, HO3 a HO4 neni zcela
pfesné urcena, ale dosavadni vysledky jsou podobné jako u HO1. Diivodem je pfitomnost
N-terminalni sekvence ve struktufe izoenzymu HO, ktera urCuje piesnou lokalizaci
Vv chloroplastech a mitochondriich. Pfesto ale neni objasnéno, zda ma gen kodujici HO
puvod v plastidovém a mitochondrialnim genomu nebo genomu rostliny (Silva-Filho,
2003; Rudhe etal., 2004). Transkripce HO1 genu muzZe byt up-regulovana mnoha
faktory, kterymi mohou byt ROS, UV zafeni nebo tézké kovy. Tento fakt poukazuje na
podobnost mezi rostlinnou a zivo¢isnou HO1 (Maines, 1988, Shekhawat a Verma, 2010).
Tyto informace vedou ke studovani mozné podobnosti mezi rostlinnou a zivo¢isnou HO2,
jelikoz k dne$nimu dni stale neni znama piesna funkce HO2 v rostlinach. Zivociina i
rostlinna HO2 je produkovana konstitutivné a jeji expresi nelze indukovat tak, jako u
izoenzymu HOL. Jeji ptesnou identifikaci 1ze provést rentgenostrukturni krystalografii,
ktera odhalila zna¢nou rozdilnost mezi strukturami izoenzymia HO1 a HO2 ato i v oblasti
aktivniho mista izoenzymu. Vyznamnou tlohou HO2 v Zivo¢i$nych tkanich je udrzovani
homeostazy kysliku (Adachi et al., 2004). HO2 nekatalyzuje degradaci hemu, ale plni

funkci proteinu vazajici hem. Podili se na udrzeni stabilni hladiny intracelularniho hemu.
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To je v souladu s udrzovanim stabilni koncentrace kysliku v organismu, jelikoz hem, jako
prosteticka skupina, hraje vyznamnou roli v pienosu kysliku (Adachi et al., 2004). Je

mozné, Ze i rostlinna HO2 plni obdobnou funkci.

2.2 Biliverdin v rostlinach

2.2.1 Biosyntéza a premény biliverdinu

Biliverdin (BV) je metabolit tmavé zelené barvy, ktery je produkovany intracelularné
v pribéhu degradace hemu. Degradaci hemu za katalyzy HO vznikd jako jeden z
produktt biliverdin-IXa (BV-IXa). Ten je u zivo€ichi dale odbouravan na bilirubin-IXo
(BR) za katalyzy enzymem biliverdinreduktasou (BVR; EC 1.3.1.24). K prub¢hu reakce
je potiecba NADPH (Muramoto et al., 2002; Terry et al., 2002; Gohya et al., 2006).
Naproti tomu Vv rostlinnych systémech nevznika BR, jelikoz v rostlinnych pletivech neni
ptitomen enzym BVR. Vznikly BV je vyuzit k syntéze fytochromu. Prvni reakce syntézy
fytochromi probihd za katalyzy enzymem fytochromobilinsynthasou (P$B synthasa;
EC 1.3.7.4) a je lokalizovana v plastidech, pti¢emz z BV vznika fytochromobilin, prvni
z meziproduktd syntézy fytochromi. P¢B synthasa je ferredoxin-dependentni BVR
(Kohchi et al., 2001).

Zakladem struktury BV je linedrni tetrapyrol obsahujici systém konjugovanych vazeb
(Stocker et al., 1987). Linearni tetrapyrol vznika $§tépenim jednoho z methinovych
mustkl ve struktute porfyrinového kruhu hemu. Methinové mustky jsou celkem ¢tyfi - a,
B,y a 8. St&penim rozdilnych miistkii vznikaji strukturni izomery BV: -IXa, -IXB, -IXy a
-IX5 (Obr. 4). Béhem degradace hemu katalyzované HO dochazi pouze ke $tépeni
a-methinového miistku, coz znamena, ze vznikéd pouze jeden ze zminé€nych izomeri a to

BV-IXa (Obr. 5) (Yamaguchi a Nakajima, 1995).



Biliverdin-IXd Biliverdin-IX[3

Biliverdin-IXy

Obr. 4 1zomery biliverdinu vzniklé stépenim odlisnych methinovych mustkd ve struktuie hemu.
P = -CH;CH,COOH (upraveno dle Cunningham et al., 2000).
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Obr. 5 Katabolismus hemu za pfitomnosti hemoxygenasy. V pribéhu reakce dochazi ke $tépeni
a-methinového mistku ve struktufe hemu, coz vede ke vzniku biliverdinu-1Xa (upraveno dle
Vitek et al., 2003).

2.2.2 Syntéza fytochromu

V rostlinnych systémech je BV vyuzivan jako prekurzor pro biosyntézu fytochromd.
Fytochromy jsou soucasti fotosyntetického aparatu rostlin, ktery je potiebny pro rist a
vyvoj rostliny. Systém fytochromt reaguje na svételné podminky okolniho prostiedi a
jeho zmény. Fytochromy absorbuji ¢ervenou slozku svételného spektra (R, 660 nm) a
dlouhovinné ¢ervené svétlo (FR, 730 nm) (Quail et al., 1995; Furuya a Schéfer, 1996;
Neff et al., 2000). Fytochromy jsou homodimerni chromoproteiny, jejichz monomer ma
velikost ptiblizn¢ 120 kDa. Kazda z podjednotek ma kovalentné navazanou prostetickou
skupinu, kterou je linearni tetrapyrolovy chromofor fytochromobilin (P$B). Kovalentni
vazba mezi proteinem a P$B je zprostiedkovana thioetherovou vazbou. Takto sestaveny
fytochrom se vyskytuje ve form¢ jednoho ze dvou stabilnich konformert (Obr. 6). Prvni
je forma Pr, kterd absorbuje Cervené svétlo, druhou formou je Pfr absorbujici dlouhovinné
cervené svétlo. Fytochromy jsou syntetizovany jako Pr forma, kterd je biologicky
neaktivni. K aktivaci dochazi ozafenim Cervenym svétlem, coz vede k fotokonverzi na
Pfr formu, kterd je biologicky aktivni. Pfr forma mlzZe pfejit zpet na Pr formu po ozareni
dlouhovinnym c¢ervenym svétlem, tento jev se oznaCuje jako fotoreverze. Plusobeni
fytochromi je zavislé na schopnosti piechodu mezi Pr a Pfr formou v disledku absorpce

slozek svételného zareni. Schopnost fotokonverze a fotoreverze fytochromt je uloZzena
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v molekule P$B. Pr forma obsahuje linearni tetrapyrol v konformaci cis-cis-cis, zatimco
Pfr forma ma konformaci cis-cis-trans. Rostliny vyuzivaji pfepinani mezi Pr/Pfr formou
a jejich pomér k hodnoceni intenzity, sméru, trvani a spektralniho slozeni svételného
prostiedi. Timto zpsobem rostliny hodnoti i konkurenci na stanovisti a to tak, ze pfi
prichodu svételného zafeni listy jinych rostlin se pomér mezi Cervenou slozkou
svételného spektra a dlouhovinnym cervenym svétlem méni, coz se projevi v poméru
mezi Pr a Pfr formou. Pii pfenosu ziskanych informaci dochazi k signalizaci, kde se
uplatnuje biologicka aktivita Pfr formy, ktera je schopna autofosforylace a ma kinazovou
aktivitu, ktera vyvola fosforyla¢ni kaskadu, ¢imz je signal pfeveden az na uroven genové
exprese, ktera je timto zptisobem ptizplsobena potiebam ristu a vyvoje. Odpovedi na
tento signal vedou ke kontrole zivotniho cyklu, rozvoji chloroplastt, kli¢ivosti semen,

vyvoji stonku a listt (Lagarias a Rapoport, 1980; Smith, 1995; Quail, 2002; Wikipedia).
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Obr. 6 Struktura fytochromu. Cis izomer je biologicky neaktivni Pr forma absorbujici ¢ervené
svétlo. Absorpci dochazi ke strukturni zméné a vznika trans izomer, coz je biologicky aktivni Pfr
forma. Trans izomer miize byt pfeveden zpét na Cis izomer absorpci dalekého ¢erveného svétla
(upraveno dle Andel et al., 1997).

Na syntéze fytochromu se podileji dvé metabolické drahy (Obr. 7). Prvni drahou je
drdha pro syntézu apoproteinu, ktery je kddovan malou multigenovou rodinou. Pocet
genl v genové rodin€ kodujici apoprotein je v ramci rostlinnych druht rizny, naptiklad
v A. thaliana bylo detekovano pét gend. Apoprotein, nebo-li apofytochrom je
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syntetizovan v cytosolu (Quail et al., 1995; Quail, 2002). Druha draha vede k syntéze
P$B z ALA a probiha pouze v plastidech. Vznikly P$B je z plastidi uvolnén do cytosolu,
kde se spoji s apofytochromem za vzniku holofytochromu. Reakce je katalyzovana
bilinlyasou, ktera se vaze na apofytochrom poté, co je P$B transportovan do cytoplasmy

(Terry et al., 2002).

ALA je vychozi molekulou nejen pro syntézu P$B, ale i chlorofylu a hemu. Kli¢ovym
bodem syntetické drahy z ALA je vznik cyklické struktury protoporfyrinu IX. V tomto
bod¢ je vznikly protoporfyrin IX bud’ nasmérovan k produkci chlorofylu za katalyzy
enzymem Mg?*chelatasou (MgCH; EC 6.6.1.1) nebo je syntetizovan hem za katalyzy
enzymem ferrochelatasou (FECH, EC 4.99.1.1) (Papenbrock a Grimm, 2001). Draha
syntézy P$B vede ptes degradaci molekuly hemu. Tento krok je katalyzovan HO a vznika
BV-IXa. V rostlinach je pro prubéh této reakce potiebny Kyslik a ferredoxin, ktery ptisobi
jako donor elektronti (Muramoto et al., 2002). Vznikly BV-1Xa je déle enzymaticky
redukovan P$B synthasou za vzniku 3Z-P$B. Aktivita P$B synthasy je zavisla na
ferredoxinu. 3Z-P$B je izomerizovan na 3E-P$B. Zda je tato pfeména enzymova nebo
probiha spontanné, neni doposud znamo. Jeden nebo oba izomery P¢B jsou

transportovany do cytosolu, kde je sestaven funkéni fytochrom (Emborg et al., 2006).
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Obr. 7 Biosyntéza fytochromu. V plastidech je lokalizovana syntéza fytochromobilinu z kyseliny
5-aminolevulové, ktera je zaroven prekurzorem chlorofylu. V cytoplazmé je nasledné sestaven
holofytochrom  z proteinové struktury apofytochromu a zplastidu transportovaného
fytochromobilinu (upraveno dle Kohchi et al., 2001).

2.2.3 Uloha biliverdinu ve stresovych podminkach

2.2.3.1 Biliverdin v zivo¢iSnych tkanich

Uloha BV v organismu byla doposud diikladné zkoumana hlavng u Zivogicht. Vyzkum
zameéteny na tkané nizsich zivocichi - ptaku, plazl a obojzivelniki, se zabyva pouze BV
(Marilena, 1997). BV vznikly v tkanich nizsich Zivo¢ichti je bud’ pfimo vylucovan jako
odpadni produkt nebo je vyuzivan k pigmentaci napt. skotfapek vajec. Naproti tomu
vyzkum v sav€ich tkanich tkani je zaméfen na dvojici metabolith hemu BV a BR.
Enzymaticka pfeména BV na BR je katalyzovana enzymem BVR (Obr. 8) a je evoluéni
zalezitosti. Ta ma plivod ve fyzikdlné-chemickych vlastnostech obou metaboliti,
konkrétn¢ v hydrofobicité, kdy BR je hydrofobné&jsi nez BV. Piedpoklada se, ze vyvoj
placenty je diivodem nutnosti pfemény BV na BR, jelikoz méné hydrofobni BV by pfes
placentu nepiechazel a dochazelo by k jeho akumulaci v téle plodu. Vyznam tedy spoc¢iva
ve snizeni rizika cytotoxicity vyssich koncentraci BV pro plod (Pascolo et al., 2001).

Dal§im divodem evolu¢niho tlaku ve prospéch BR je fakt, ze hydrofobnéjsi BR se 1épe
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vaze na lipidy, ¢imz je zajiSténa lepsi ochrana membran pfed oxidaci a peroxidaci

(Stocker et al., 1987; Sedlak a Snyder, 2004).
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Obr. 8 Redukce biliverdinu IXa na bilirubin IXa. Reakce je katalyzovana enzymem
biliverdinreduktasou. Pribéh reakce vyzaduje pfitomnost NADPH jako redukéniho kofaktoru
(upraveno dle Vitek et al., 2003).
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Enzymova redukce BV na BR je rychla a kvantitativni. Vznikly BR je povazovan za
nejucinnéjsi antioxidant savcich tkani. Pfedpoklada se redoxni cyklicka draha piisobenti,
kdy BR je vyuzit jako redukéni ¢inidlo, ke stabilizaci reaktivnich forem kysliku a dusiku
(ROS, RNS), pticemz je sam oxidovan na BV. Vznikly BV muZe byt opét enzymaticky
redukovan na BR nebo vyuzit jako antioxidant intracelularniho prostoru. Tento navrzeny
antioxida¢ni redoxni cyklus je v soucasné dob¢ stale diskutovan. Jsou provadény studie
za ucelem potvrzeni vyskytu a vyznamu cyklu. V posledni dobé nové studie argumentuji
proti redoxnimu cyklu zprostfedkovanému BVR, piestoze z pocatku byly piedkladany
chemické dikazy o jeho vyskytu (Maghzal et al., 2009; McDonagh, 2010; Jansen a
Daiber, 2012; Gonzalez-Sanchez et al., 2016). Studie zabyvajici se existenci
antioxida¢niho redoxniho cyklu vedly k zisku mnoha poznatkli o vyznamnosti a
pusobenim nejen BR, ale i BV. Ziskané informace jsou diilezité pro potvrzeni vyznamu
BV jako ochranné molekuly zivocisnych tkani. Obecné popsané ochranné vlastnosti BV
antiproliferativni a imunomodulacni. Veskera ochrana spoc¢iva v antioxidacnich
vlastnostech BV. Postizend tkan je chranéna tak, ze BV se spotfebovava pfi snizovani
koncentraci ROS a RNS, které maji béhem téchto procest dileZitou signalni funkci
(Baranano et al., 2002; Florczyk et al., 2011; Jansen a Daiber, 2012; Gonzalez-Sanchez
etal., 2016).

2.2.3.2 Biliverdin v rostlinnych pletivech

BV vzniklému v rostlinach degradaci hemu za katalyzy HO je pfipisovan velky vyznam.
Nejen ze je vychozi molekulou pro syntézu fytochromt, ale na zakladé poznatki
zamétenych na studium BV v Zivoc¢iSnych tkdni jsou predpokladany antioxidacni
vlastnosti a Snimi souvisejici antiapoptické a antiproliferativni vlastnosti BV i
Vv rostlinnych modelech. Za ti¢elem potvrzeni téchto predpokladl jsou provadény studie.
Ty se primarné nezabyvaji BV, ale enzymem HO. Balastrasse et al. (2005; 2008) se
zaméfil na vliv té€zkych kovu (kadmia) na rostlinky s6ji. Publikované vysledky dokazuji,
ze vlivem aplikace kadmia doslo ke zvyseni koncentrace biliverdinu v disledku zvysené
aktivity izoenzymu HOL1, ktera je vyznamnou soucasti antioxidacniho systému rostlin.
Studie se dale zamétuji na spolecnou exogenni aplikaci kadmia a biliverdinu, jejichz

vysledkem je sledovani poklesu mnozstvi ROS. Tyto studie potvrzuji antioxida¢ni tlohu
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HO a jsou prvotni informaci potvrzujici vliv biliverdinu na snizeni oxida¢niho stresu

vyvolaného tézkymi kovy (Balestrasse et al., 2005; 2008).

2.2.3.3 Biliverdin a stres
Dlouhou dobu byly BV, spole¢né s BR povazovany pouze za odpadni produkty degradace

hemu, kterym nebyly pfisuzovany zadné dalsi vyznamné role. I pfesto, ze se opravdu
jedné o metabolické odpadni produkty, které maji ve vétsSim mnozstvi skodlivé uéinky a
za normalnich fyziologickych podminek jsou rychle eliminovany, nelze tyto metabolity
povazovat za bezvyznamné (Roy-Chowdhury, 1996). Vroce 1976 bylo poprvé
pozorovano, ze BR v organickém rozpoustédle zhasi kyslikové radikdly, coz vedlo
k mnoha dal§im experimentim (Stevens a Small, 1976). Bylo zjisténo, ze BV a BR jsou
silnymi antioxidanty. Maji nezastupitelnou roli v ochrané¢ bunéénych struktur, obzvlaste
membran, jelikoz zabraniuji oxidaci a peroxidaci lipidi. Antioxida¢ni vlastnosti molekul
BV a BR maji puvod v jejich struktuie (Stocker et al., 1987). Mechanismus jejich
pusobeni je takovy, ze BV interaguje s radikaly (ROS, RNS) za vzniku stabilnich
produktii, BR je naopak donorem elektrontl, potfebnych ke stabilizaci radikald. Tvorba
stabilnich produktii po interakci s radikaly a stabilizace radikalt vede ke snizovani
vyS$§ich koncentraci radikali v Zivych organismech, coz vede ke snizeni toxicity radikalt

na zivy organismus (Stocker et al., 1987; Neuzil a Stocker, 1993).

Bé&hem vyvoje jsou jak Zivocichové, tak rostliny vystaveny biotickému a abiotickému
stresu. Stres zpusobuje nadmérnou tvorbu ROS aRNS. Jako ROS a RNS jsou
oznacovany slouceniny odvozené od kysliku nebo dusiku obsahujici ve své struktuie
nesparovany elektron, piipadné latky, které jsou zdrojem radikalu. Jedna se o molekuly,
které se v organismu pfirozené vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich a vyznamné se
uplatiiuji pfi signalizaci na molekularni urovni (Kaur et al., 2003; Jansen a Daiber, 2012).
Pokud ale ptisobi na organismus néktery ze stresovych faktort, dochazi mimo jiné ke
zvysené produkci ROS a RNS, ktera je Skodlivd. Vysoké koncentrace jsou toxické a
mohou zpiisobit bunécnou smrt. ROS a RNS jsou reaktivni molekuly narusujici bunééné
struktury. Vyssi koncentrace ROS zpisobuji oxidaci a peroxidaci struktur. Vznikaji
behem aerobniho metabolismu v riznych strukturach bunky. Patfi mezi né€ singletovy
kyslik (*02), superoxidovy anionradikdl (Oz7), hydroxylovy radikal (OH),
perhydroxylovy radikal (O2H) a peroxid vodiku (H202) (Neuzil a Stocker, 1993).
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RNS zahrnuji oxid dusnaty (NO) a jeho energeticky vyhodnéjsi struktury nitrosoniovy
kation (NO") a nitroxylovy radikal (NO’). RNS interaguji se strukturami v cilovych
mistech, kterymi jsou thiolové skupiny a ionty pfechodnych kovu. (Durner et al., 1998).
ROS spolecné s RNS se mohou pfeménovat na jiné, reaktivnéjsi formy. Piikladem je
peroxynitritovy anion (ONOQO") vznikly reakci NO s O (Lipton et al., 1993; Yamasaki
et al., 1999). Mechanismus ptisobeni ROS a RNS je zaloZen na jejich vysoké reaktivité.
Jsou schopné reagovat se slozkami bunéénych struktur, kterymi jsou lipidy, proteiny,
DNA, RNA, enzymové komplexy a dalsi molekuly. Reakce mezi reaktivni formou a
buné¢nou strukturou vede K funkénim a strukturnim zménam, které mohou vést az
k dysfunkci bunéénych slozek. V ptipadé DNA muze reakci dojit k pozménéni informace
Vv ni ulozené, coZz miize mit pro buiiku katastrofalni nasledky (Neuzil a Stocker, 1993;
Hughes, 1999). Proto maji zivocichové a rostliny vyvinuté obranné mechanismy, které
nadbytecné ROS a RNS efektivné odbourdvaji. Na ochrané buiky se podili Siroké
spektrum nizkomolekularnich latek a enzymovych systémt. Enzymy se podili na obrané
dvojim zpisobem, bud’ katalyzuji reakci degradace/stabilizace reaktivni formy nebo
katalyzuji reakci, pii které vznikaji molekuly s antioxida¢nimi u¢inky. Pravé produkce
antioxida¢ni molekuly je charakteristicka pro enzym HO (Balestrasse et al., 2005;
Sharma a Dietz, 2008; Verma et al., 2008; Shekhawat a Verma, 2010). Bylo zjisténo, Ze
zvySené koncentrace ROS a RNS vyrazné ovliviiuji bunénou expresi HO v tkénich.
Obecné plati, Ze oxidacni stres vede ke zvySené regulaci aktivity enzymu HO, konkrétné
izoformy HO1, jejiz aktivita je indukovana za stresovych podminek a slouzi k ochrané

tkani (Otterbein a Choi, 2000; Otterbein et al., 2000).

2.2.4 Interakce biliverdinu s ROS a RNS
Byla provedena fada studii zabyvajici se interakci BV a BR s ROS a RNS. JelikozZ se

Vv rostlinnych pletivech vyskytuje pouze BV, budou interpretovany ziskané informace pro
tuto molekulu. Zpisob provedeni sledovani interakci spoc¢iva v aplikaci zdroje ROS nebo
RNS do média obsahujiciho BV ziskany z tkdniové kultury nebo do roztoku o znamé
koncentraci standardu BV. Po aplikaci nasleduje sledovani zmén a intenzity absorpénich
spekter, pomoci kterych se hodnoti prub¢h interakce. Zaroven se studie vénuji uréeni mist
ve struktufe BV, kde reakce s reaktivnimi formami probiha a objasnéni struktur reakénich
produkti. Zdroje RNS lze rozdélit do skupin dle molekul, které uvoliuji a jejich

reaktivnosti. Prvni skupinu tvofi donory NO¥, majici vy$$i afinitu ke thiolovym
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skupinam, nez k atomim dusiku. Mezi tyto donory patii napf. nitroprusid sodny (SNP).
Druhou skupinu tvoii donory 3-morpholinosydnomin (SIN-1) a ONOO, které uvolnuji
soucasné NO a Oy". Do tieti skupiny patéi donor Angeliho sul (AS), uvoliujici NO".
Ctvrtou skupinu tvofi zdroje NO, mezi které patii diethylamino-NONOat (DEA-NO).
Pata skupina latek je donorem jak NO, tak i NO®. Piikladem takové latky je
S-nitrosoglutathion (GSNO). Kaur et al. (2003) uvadeéji, ze ptidavek téchto latek vedl
k poklesu koncentrace BV v ¢ase (Obr. 9). Vyjimkou je pouze donor SNP, jehoZ ptidavek
k BV nevyvolava zadnou reakci. Reaktivita donori RNS je limitovana pouze jejich
stabilitou. Vliv pfitomnosti kysliku na reakci RNS s BV byl vyloucen provedenim
experimentu za anaerobnich podminek. Vysledky experimentl za aerobnich a
anaerobnich podminek jsou srovnatelné, s BV reagovaly vsechny donory RNS mimo
SNP. Obdobné vysledky byly ziskany métenim s BR. To poukazuje na podobnou
antioxida¢ni tlohu BV a BR, majici pivod ve struktufe molekul. Zajimavym vysledkem
téchto studii je fakt, Ze BV je oproti BR citlivéjsi na nizs§i koncentrace NO. To by mohlo
vést k dal$im studiim, zabyvajicim se citlivosti obou antioxidantli na reaktivni formy.
Zaroven byly provedeny experimenty zaméfujici se na pivod antioxidacnich vlastnosti
ve struktufe BV a BR (Obr. 10). Pro provedeni experimentu byl vybran meso-BR, majici
stejnou strukturu jako BR, ale s nasycenymi postrannimi vinylovymi fetézci. Jelikoz
doslo k poklesu koncentrace meso-BR v ¢ase v disledku reakce meso-BR s NO, lze
usoudit, Ze antioxidac¢ni vlastnosti jsou uloZeny ve struktufe linedrnich tetrapyrold a

postranni fetézce se na nich nepodili (Kaur et al., 2003).
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Obr. 9 Pokles koncentrace BV v zavislosti na ¢ase pfi reakci s RNS. BV reaguje se vS§emi donory
RNS mimo SNP. Donory AS a ONOO" podléhaji rychlému rozkladu, coz znemoziuje pozorovani
reakce v delsim ¢asovém intervalu. Reakce BV s GSNO je pouze ¢asteéna, zatimco piidavek
DEA-NO a SIN-1 zpiisobil po 90 minutach uplnou reakci BV (pievzato z Kaur et al., 2003).
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Obr. 10 Pokles koncentraci linearnich tetrapyroli (LTP) v zavislosti na zvySujici se koncentraci
NO. BV reaguje s niz§imi koncentracemi NO ve srovnani s BR. Meso-BR reaguje s NO taktéz,
coz podporuje hypotézu o piivodu antioxidacnich vlastnosti ve struktufe linearnich tetrapyrold
(pfevzato z Kaur et al., 2003).

Interakce BV s ROS prozatim nebyly provedeny. Do dne$ni doby se studie zamétuji
pouze na reaktivitu BR s ROS. Tyto studie prokazali ochranou ulohu BR vici ROS
(Stocker et al., 1987; Neuzil a Stocker, 1993). Na zaklad¢ podobnosti ziskanych dat
z méfteni interakci BV a BR s RNS se predpoklada, ze i reaktivita BR a BV s ROS bude
obdobna.

Na zékladé téchto informaci se v rostlinnych modelech pfedpoklada obdobné piisobeni
BV jako ochranné molekuly. Do dnesni doby nebyly provedeny prace zabyvajici se pfimo
antioxida¢ni utlohou BV v rostlindch. Veskeré domnénky o jeho antioxidacni tloze
v rostlinnych systémech jsou predevsim zavislé na studiich provedenych se standardy
nebo vzorky ziskanymi z zivociSnych tkani a sér. Problémem mnoha studii je jejich
provedeni se savCimi vzorky. Ty obsahuji velké mnozstvi BVR, kterd pfeménuje skoro

vSechen BV na BR, tudiz je koncentrace volného BV velmi nizkd a je znemoZnéno
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objektivni studium BV jako antioxidantu v savéich tkanich (Stocker et al., 1987; Sedlak
a Snyder, 2004, Martelanc et al., 2016).

2.3 Prehled metodiky

Metodam analyzy BV je vénovana vét§i pozornost az v poslednich letech, kdy byly
prokazany ochranné vlastnosti BV. VétSina metod se zaméiuje na spolecné stanoveni
volného BV a BR ve vzorcich z lidskych sér. Divodem k vyvinuti spole¢né analyzy bylo
zjisténi, ze pomér BR/BV mize slouzit jako biomarker nékterych chorob, u kterych
dochazi k oxidacnimu poskozeni tkani. Ptikladem je Parkinsonova choroba, kdy nemocni
jedinci maji vyssi hodnoty BV a celkovy pomér BR/BV je tak snizen (McDonagh, 2010;
Martelanc et al., 2016). Ob¢ zlucova barviva se v biologickych vzorcich vyskytuji ve
stopovych mnozstvich z divodu G¢inné kontroly obou struktur kvuli cytotoxicité.
Vyvinuté analytické metody musi byt selektivni a citlivé (Martelanc et al., 2016). Metody
slouzici k analyze BV v rostlinnych vzorcich nebyly prozatim vyvinuty. Pro rostlinné

vzorky se pfedpoklada aplikace metod vyvinutych pro zivocisné vzorky.

2.3.1 Stabilita a extrakce biliverdinu

BV je polarni molekula, z toho divodu je nutné standardy BV a vzorky obsahujici BV
pro analyzy rozpoustét, piipadné fedit polarnimi organickymi rozpoustédly (Martelanc
et al., 2016). Vhodnymi polarnimi organickymi rozpoustédly pro BV jsou chloroform,
methanol a DMSO (Gray et al., 1972; Kaur et al., 2003; Martelanc et al., 2016).
Z praktického hlediska a velkého vyuziti HPLC analyz je nejpouzivangjs$i methanol. Jina

organicka rozpoustédla zpisobuji leptani kapilar a poskozeni kolony HPLC analyzatoru.

Molekula BV je obecné nestabilni a velmi snadno podléhd oxidaci a fotooxidaci
v oblasti B- a d-methinovych mustki. Oxidaci jednoho z mistkd vznika struktura
nazyvana purpurin, oxidaci obou mustkd choletelin (Obr. 11) (Gray et al., 1972;
Silvestrini et al., 2014). Dtivodem nachylnosti BV k oxidaci je pfitomnost ,,reaktivnich
atomu vodiku®, které jsou navdzany na atomy dusiku pyrolii (-NH skupina). BV ma ve
sveé struktufe tfi takové to ,,reaktivni atomy vodiku“. Tyto vodiky mohou byt snadno
preneseny na radikal za vzniku pyrolového radikalu. Ten je nasledné stabilizovan
delokalizaci elektronti a reakci s dal$imi radikaly (Chepelev et al., 2006; MacLean et al.,
2008).
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Obr. 11 Oxidaéni produkty biliverdinu. Purpurin vznika oxidaci na jednom methinového mistku
a choletelin oxidaci na dvou methinovych mustcich (upraveno dle Silvestrini et al., 2014).
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Ptitomnost oxida¢nich produktd v pivodnim vzorku BV lIze snadno detekovat
zméfenim absorpcéniho spektra. BV ma absorpéni maxima pii 380 a 650 nm, v oblasti
kolem 500 nm se nachazi absorpcni minimum. Pfitomnost oxida¢nich produktti posunuje
absorp¢ni maxima Vv absorp¢nim spektru smérem doleva. Pfeména BV na purpurin se
projevi posunem absorp¢nich maxim na 350 a 550 - 650 nm, absorpéni minimum se
vyskytuje kolem 450 nm. Vyskyt choletelinu se projevi posunem absorpénich maxim na

315 a 490 - 510 nm, absorpéni minimum se vyskytuje kolem 415 nm (Gray et al., 1972).

Kwvili nizké stabilit¢ BV a moznosti degradace BV na oxida¢ni produkty je nutno
vzorky BV chranit pted pfistupem svétla, které zpusobuje jeho fotooxidaci. Zaroven je
nutné 1 co nejvice omezit ptistup kysliku, aby byla zajisténa co nejdelsi stabilita vzorki

BV.

2.3.2 Spektralni metody kvantifikace biliverdinu

Spektralni metody kvantifikace BV jsou zalozené bud’ na jeho enzymové preméné na BR
nebo jeho oxidaci na purpurin. Diivodem je nestabilita BV a jeho snadna fotooxidace.
Proto je BV pievadén na struktury s vyssi stabilitou, které jsou spektralnimi metodami

detekovany.

Studie zaméfena na prekurzory bilinovych pigmenta vyvinula fluorimetrickou metodu
k jejich stanoveni (Gardikas et al., 1950). Princip této metody je zalozen na degradaci
hemoglobinu za vzniku BV. Vznikly BV je v prostiedi acetatu zine¢natého oxidovan
oxidacnim ¢inidlem, kterym je jod v roztoku jodidu draselného. Za téchto podminek se
tvori fluoreskujici zinec¢nata sul purpurinu, ktery je prvnim oxida¢nim produktem BV.
Ziskany fluorescencni signal je natolik silny, Ze je nutné reak¢ni smés ziedit methanolem
a az poté je mozné méfit fluorescencni signal. Pro spravné provedeni metody je nutné
zamezit ptistupu vody do reakéni smési, coZ by mélo za néasledek sniZeni fluorescen¢niho
signalu. Dale je nutné dodrzovat pfesny rozsah koncentraci octanu zine¢natého a jodu,

aby nedochazelo k oxidaci vznikajiciho purpurinu az na choletelin (Gardikas et al., 1950).

Metody stanoveni aktivity HO vyuzivaji jako druhy reakéni krok kvantitativni
pfeménu BV na BR, ktera je katalyzovana izolovanou BVR. Vznikly BR byl diive
z reak¢ni smési extrahovan do chloroformu a poté se métila absorbance chloroformové
faze (McNally et al., 2004). Divodem nutnosti extrakce BR do chloroformu je piekryv

absorp¢niho spektra BR a absorp¢niho spektra heminu, ktery ma v reakéni smési vyznam
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jako substrat pro enzym HO. Navic vznikly BR vreakéni smési nelze mérit
fluorimetricky, jelikoz signdl BR je zkreslen jinymi slozkami reakéni smési. Tyto
poznatky vedly k vyvoji metody, ktera vyuziva tvorby komplexu BR/albumin (Klemz et
al., 2009). Na zakladé tvorby komplexu BR/albumin se zvySuje rozpustnost BR ve
vodnych roztocich, ¢imz se podstatné zvySuje fluorescencni signal BR a fluorescence
reakcni smési je zanedbatelnd. To umoziuje spolehlivé méfeni vzniklého BR (Klemz et

al., 2009).

Nevyhodou spektralnich metod kvantifikace je jejich limit detekce, ktery fadové
odpovida mM a puM koncentracim BV ve vzorku. Aplikace téchto metod je vhodna na
vzorky s vysokych obsahem BV. Pro stanoveni endogenniho BV vV Zivoéisnych a
rostlinnych vzorcich tyto metody nejsou vhodné, jelikoz endogenni koncentrace BV

V téchto vzorcich jsou nizsi, nez je limit detekce téchto metod.

2.3.3 Metody kvantitativni analyzy biliverdinu

Biologickym vzorkem cCasto byva smés latek o rizné polarité. Pro analyzu volného BV
ve vzorku se vyuziva metody HPLC na reverzni fazi vyuzivajici k detekci detektor
diodového pole (DAD) nebo spektroskopii tepelnou ¢ockou (TLS). Provedeni HPLC na
reverzni fazi (RP), tedy za pouziti nepolarniho adsorbentu, se vyuziva pro separaci latek
Sruznou polaritou. Stacionarni fiaze je védzdna na nosi¢, kterym byva silikagel
modifikovany nepolarnimi skupinami. Cim vice je molekula polarni, tim méné se
stacionarni fazi interaguje. Zatimco molekuly s méné€ polarnim charakterem interaguji
vice a jsou zadrZovany. Samotna interakce mezi molekulami vzorku a stacionarni fazi ma
puvod v hydrofobnich interakcich. Z téchto faktl 1ze odvodit, Ze nejdiive budou eluovany
vysoce polarni latky, které budou se stacionarni fazi interagovat minimaln¢. Eluce dalSich
molekul vzorku bude zavisla na jejich klesajici polarité. Jako mobilni faze pro RP-HPLC
je hojné vyuzivana smés vody nebo vodného roztoku o daném pH a polarniho
organického rozpoustédla (methanol, acetonitril). Eluce se provadi isokraticky nebo
gradientové. Pfi isokratické eluci se sloZzeni mobilni fdze béhem separace neméni,

zatimco pfi gradientové ano.

Pro analyzu volného BV se jako staciondrni faze osvédcila kolona typu C18 obsahujici
oktadecylové uhlikové fetézce a jako mobilni faze roztok octanu amonného (Martelanc

et al., 2016). Divodem, pro¢ se vyuziva roztok octanu amonného je ptitomnost dvou
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karboxylovych skupin ve struktute BV. Pravé octan amonny zajistuje pH mobilni faze
takové, Zze ob& skupiny by jiz mély byt disociované. Hodnoty pKa BV jsou
3,9 a 5,3 (Lightner et al., 1996). Disociace karboxylovych skupin BV vyrazné ovliviiuje
jeho rozpustnost. Proto byva pro lepsi rozpustnost BV vyuzivano organického
rozpoustédla s ptidavkem alkalii (NH3, NH4OH). Roztok octanu amonného je michan

s organickymi rozpoustédly v riznych pomérech v zavislosti na typu eluce.

On-line detekce eluovanych molekul mize byt provedena pomoci DAD detektoru
nebo vysoce citlivym detektorem TLS. Pomoci DAD jsou monitorovany souc¢asné vinové
délky spektra v obvyklém rozsahu vinovych délek 190 - 800 nm, coz poskytuje rychlou
a jednoduchou analyzu. TLS detektor vyuziva tepelnou cocku v kombinaci se
spektrofotometrii. Signal TLS detekce je zavisly na termo-optickych vlastnostech
prostiedi, pfesnéji na teplotnim koeficientu indexu lomu a souciniteli tepelné vodivosti.
Tato zavislost ¢ini TLS techniku detekce citlivéjsi oproti jinym konvenénim technikam a
pomoci ni bylo mozné poprvé detekovat volny BV v lidském séru. Pro tuto detekéni
metodu je ale dulezité vzdy nejprve experimentalné zjistit tolerovany obsah vody
v mobilni fazi, jinak dojde ke snizeni signalu, coZ je neZadouci. To ¢ini TLS detekci

naro¢nou (Martelanc et al., 2016).

Piesnou a citlivou detekci BV umoZituje spojeni separace kapalinové chromatografie
(LC) a detekce hmotnostni spektrometrii (MS). Princip LC-MS a LC-MS/MS metod je
takovy, separované molekuly vzorku po prichodu chromatografickou kolonou vstupuji
do iontového zdroje, kde jsou ionizovany elektrosprejem, ktery zajist'uje pievod nabitych
molekul z kapalné do plynné faze. Pro ionizaci BV je vybiran pozitivni méd, coz
znamend, 7e se na molekulu BV navaze H*. Molekulovd hmotnost BV se z piivodnich
582.,2 zvysi na 583,3. Ionty vstupuji do MS analyzatoru, kde jsou déleny dle poméru
hmotnost/naboj (m/z) a detekovany v MS detektoru. V hmotnostni spektru je pak
vyhledavano m/z 583,3, které odpovida jednonasobné nabitému iontu molekuly BV
(Evans et al., 2009). V ptipadé¢ MS/MS detekce za pouziti trojitého kvadrupolu jsou
V prvnim MS analyzatoru vybrany ionty o zvoleném m/z, v ptipad¢ BV tedy o m/z 583,3.
Po selekci iontl nasleduje jejich fragmentace v kolizni cele. Ziskané fragmenty jsou
analyzovany ve druhém MS analyzatoru snéslednou detekei. Je detekovano

fragmentacni spektrum vybraného iontu. Pro identifikaci izomeru BV-I1Xa se detekuji
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fragmenty o m/z 297,3 (Nytofte et al., 2011), které vznikaji rozbitim zakladniho skeletu
molekuly BV (Obr. 12).

Pro analyzu BV se vyuzivaji vySe zminéné metody. Vybér metody je zavisly na
ptedpokladaném obsahu BV ve vzorku. Pro méteni nizkych koncentraci BV ve vzorcich
(pod 20 nM) je vhodné vyuzit metodu HPLC s TLS detekci nebo LC/MS metody. Metoda
HPLC s DAD detekci je nejméné citliva, tudiz je vhodna jen pro vyssi koncentrace BV.
V zivocisnych i rostlinnych vzorcich je endogenni hladina BV nizké a pohybuje se fadové
v uM a nM koncentracich (Martelanc et al., 2016). Vybér citlivych metod pro analyzu
BV v biologickych vzorcich je tedy nutny.

F1

297.33 m/z F2

Obr. 12 Fragmentace molekuly BV-IXa probihajici v kolizni cele hmotnostniho spektrometru.
Ve fragmentac¢nim spektru je vénovana pozornost intenzité fragmentu o m/z 297,3 (F1), ktery je
hlavnim produktem fragmentace BV (pfevzato z Nytofte et al., 2011).

26



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1
311

Material a chemikalie

Rostlinny material

Semena Solanum lycopersicum cv. MicroTom
Semena Solanum lycopersicum cv. Amateur

Pouzité chemikalie

Acetonitril (Sigma-Aldrich, Némecko)

Agar (Sigma-Aldrich, Némecko)

Angeliho stl (Sigma-Aldrich, Némecko)

Bilirubin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Biliverdin hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Némecko)
Biliverdin-ds (Sigma-Aldrich, Némecko)
Butyl-hydroxytoluen (Sigma-Aldrich, Némecko)

Chlorid kademnaty (Sigma-Aldrich, Némecko)

Chloroform (Sigma-Aldrich, Némecko)

Coomasie brilliant blue G250 (Bio-Rad, USA)
Diethylamino-NONOat sodna siil (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dimethylsulfoxid 99,9% (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ethanol 96% (Lachema, Ceska republika)

Extrakt biliverdinreduktasy (pfipraveno v ramci bakalaiské prace)
Glukosa-6-fosfat (Sigma-Aldrich, Némecko)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Sigma-Aldrich, Némecko)
Glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hemin (Sigma-Aldrich, Némecko)

HEPES (Fisher Scientific, USA)

Hexahydrat chloridu hofeénatého (Lach-Ner, Ceska republika)
Hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydrogensulfid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Hydroxid draselny (Lach-Ner, Ceské republika)

Jod (Lach-Ner, Ceska republika)

Jodid draselny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina thiobarbiturova (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina trichloroctova (Lach-Ner, Ceska republika)

MES hydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Murashige and Skoog Basal Medium (Duchefa, Nizozemsko)
NADPH (Sigma-Aldrich, Némecko)

Nitroprusid sodny (Fisher Scientific, USA)

Octan zineénaty (Lach-Ner, Ceska republika)

Sacharosa (Sigma-Aldrich, Némecko)

Savo (Unilever, Ceska republika)
S-nitroso-N-acetylpenicillamin (Sigma-Aldrich, Némecko)

1,1,3,3-tetraethoxypropan (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko)
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Box Biohazard Bioban 48 (Schoeller, Ceska republika)
Centrifuga 5418R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga MiniSpin (Sigma, Némecko)

Digitalni pH metr (InoLab pH levell, Némecko)
Digitalni predvazky (KERN, Némecko)
Elektromagnetickd michacka (IKA, Némecko)
Fotoaparat Huawei P9 Lite (Huawei, Cina)
Hmotnostni spektrometr TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific,
USA)

Inkubator nechlazeny (Niive, Turecko)

Kulovy mlynek (Retsch, Némecko)

Laboratorni vahy (RADWAG, Ceské republika)
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e Lazen ultrazvukova AU-32 (ArgoLab, Italie)

e Lazef ultrazvukova K5 (Kraintek, Ceska republika)

e Lyofilizator (Christ, Némecko)

e Michacka magneticka (IKA, Némecko)

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

e Termostat blokovy CH-100 (Biosan, Lotyssko)

e Ttepacka orbitalni PSU-201 (Biosan, LotySsko)

e Ttepacka temperovana TS-100 (Biosan, LotySsko)

e UHPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Vortex (Stuart, UK)

3.3 Metody
3.3.1 Priprava pufri, roztoka a médii

3.3.1.1 Pufr pro pripravu kultiva¢niho média (25 mM HEPES, pH 7,4)
Na piipravu 250 ml pufru bylo navazeno 1,49 g HEPES. Navazka byla rozpusténa

Vv deionizované vodé a pomoci KOH bylo upraveno pH na hodnotu 7,4 a objem byl

doplnén deionizovanou vodou na 250 ml.

3.3.1.2 Mobilni faze pro UHPLC (20 mM roztok hydrogenuhli¢itanu

amonného)

Na ptipravu 500 ml roztoku bylo navazeno a rozpusténo v deionizované vod¢ 0,7906 mg

NH4HCOs.

3.3.1.3 Extrakéni pufr pro stanoveni aktivity hemoxygenasy (0,1 M
draselno-fosfatovy pufr s 2 mM MgCl,, pH 7,4)

Na pripravu 500 ml pufru bylo navazeno:

o 2,79 KH2PO4
o 529gKoHPO4
e 0,2 gMgCl2.6H20
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Navazky KH2PO4 a KoHPO4 byly rozpustény v deionizované vodé. Poté byla pridana a
rozpu$téna navazka MgCl..6H20. Pomoci KOH bylo upraveno pH na hodnotu 7,4 a

objem byl doplnén deionizovanou vodou na 500 ml.

3.3.1.4 Priprava substrati pro stanoveni aktivity hemoxygenasy
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 ul, G6PDH po
50 pl a BSA po 1 ml a zamrazeny.

e 10 mM NADPH - navazka 8,3 mg na 1 ml ddH»0O, roztok byl pfipraven vzdy

cerstvy a byl uchovavan na ledu

3.3.1.5 Reak¢ni pufr pro stanoveni aktivity hemoxygenasy

Na ptipravu 10 ml reakéniho pufru bylo pouzito:

e 8,85 ml fosfatového pufru
e 50 pl heminu (25 uM)

e 50 ul G6P (1 mM)

e 50 pl G6PDH (0,5 U/ml)
e 1mlBSA (300 uM)

Reakeni pufr byl ptipraven vzdy Cerstvy a byl uchovavan na ledu.

3.3.1.6 Roztok 200 uM bilirubinu

Na ptipravu 10 ml roztoku bylo navézeno a rozpusténo v DMSO 2,92 mg BR.

3.3.1.7 Roztok 0,5 mM heminu

Na ptipravu 10 ml roztoku bylo navazeno a rozpusténo v deionizované vodé 3,26 mg

heminu.
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3.3.1.8 Roztok 1 mM hydrogensulfidu sodného
Na ptipravu 150 ml roztoku bylo navazeno a rozpusténo Vv deionizované vod¢ 8,4 mg

NaHS.

3.3.1.9 Roztok 10 mM chloridu kademnatého
Na piipravu 100 ml roztoku bylo navazeno a rozpusténo v deionizované vod¢ 0,1833 g
CdCla.

3.3.1.10 MS médium pro rajéata

Na ptipravu 1 1 MS média bylo navézeno:

e 4,3 g MS média s vitaminy
e 10 g sacharosy
e 0,145 g MES hydratu

Navazky byly rozpustény v deionizované vod¢. Pomoci KOH bylo upraveno pH na
hodnotu 6,1 a objem byl dopInén deionizovanou vodou na 1 |. Byly navazeny 4 g agaru

a pfidany do 500 ml pfipraveného MS roztoku. Roztok byl vysterilizovan v autoklavu.

3.3.1.11 Roztoky pro stanoveni peroxidace lipidu

Na ptipravu 100 ml ¢inidla A bylo navaZeno:

e 20 g kyseliny trichloroctové
e 0,01 g butyl-hydroxytoluenu

Navéazky byly rozpustény ve 100 ml deionizované vody.
Na ptipravu 100 ml ¢inidla B bylo navaZeno:

e 20 g kyseliny trichloroctové
e 0,01 g butyl-hydroxytoluenu
e 0,65 g kyseliny thiobarbiturové

Navazky byly rozpustény ve 100 ml deionizované vody.
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3.3.1.12 Extrakéni ¢inidlo pro stanoveni peroxidace lipidu
Na piipravu 500 ml extrak¢niho ¢inidla bylo smichano 400 ml ethanolu a 100 ml 20%
kyseliny trichloroctové. Pro ptipravu 20% kyseliny trichloroctové bylo potieba navazit a

rozpustit 20 g kyseliny trichloroctové ve 100 ml deionizované vody.

3.3.1.13  Zasobni 10 uM roztok biliverdinu
Navazka 3,1 mg BV byla rozpusténa v 50 ml HEPES pufru.

3.3.1.14 Roztoky latek uvoliiujicich RNS
e 10 mM DEA-NO - navazka 2,1 mg rozpusténa v 1 ml DMSO
e 10 mM SNAP - objem 220 pul zasobniho roztoku (45,4 mM) rozpustén v 780 pul
DMSO
e 10 mM AS - navazka 1,22 mg rozpusténa v 1 ml DMSO

e 10 mM SNP - navéazka 29,8 mg rozpusténa v 10 ml deionizované vody

3.3.1.15 Roztoky pro fluorimetrickou kvantifikaci biliverdinu

e 5% octan zineCnaty - navazka 2,5 g byla rozpusténa v 50 ml methanolu

e 0,006% jod a 0,008% jodid draselny - navazky 0,003 g jodu a 0,004 g jodidu
draselného byly rozpustény v 50 ml methanolu

e zasobni 1 mg/ml roztok standardu BV - navazka 1 mg BV byla rozpusténa v 1 ml

chloroformu

3.3.2 Sterilizace a kli¢eni semen

Semena Solanum lycopersicum byla sterilizovana 70% ethanolem po dobu 30 sekund. Po
odsati ethanolu byla semena proplachnuta sterilni deionizovanou vodu. Po odsati sterilni
deionizované vody byla semena dale sterilizovana 30% roztokem Sava po dobu 30 minut.
Po odsati roztoku Sava byla semena tfikrat proplachnuta sterilni deionizovanou vodu. Po
promyti byla semena pienesena na vrstvu sterilnich filtraénich papirti (sterilizovany
v autoklavu) vlh¢enych sterilni deionizovanou vodou ve sterilnich Petriho miskach. Na
kazdou misku bylo pfeneseno v priméru 100 semen. Petriho misky byly obaleny
parafilmem a umistény do inkubatoru, ve kterém semena kli¢ila po dobu 3 dnt pfi teploté

25°C.
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3.3.3 Kaultivace semenackii rajéat na pevném agarovém MS médiu

Byl piipraven zasobni roztok 10 mM CdCl; a sterilni agarové MS médium. Pracovalo se
ve sterilnim prostiedi. Na kazdou sterilni ¢tvercovou misku bylo vzdy nalito 30 ml média.
Prvni skupina misek slouzila jako kontrola a neobsahovala CdCl.. Dalsi skupiny misek
obsahovali médium s ptidavkem CdCl, v koncentracich 50, 100, 200 a 500 uM. Pro
ptipravu 30 ml média s 50 uM CdCl2 bylo ptidano 150 ul 10 mM CdCls. Pro piipravu 30
ml média se 100 uM CdClI2 bylo ptidano 300 ul 10 mM CdCl;. Pro piipravu 30 ml média
s 200 uM CdCl; bylo ptidano 600 pl 10 mM CdCls. Pro ptipravu 30 ml média s 500 uM
CdCl2 bylo ptidano 1,5 ml 10 mM CdClz. Po ztuhnuti médii bylo na kazdou misku s
médiem pieneseno 10 sterilnich nakli¢enych semen Solanum lycopersicum, které byly
vyrovnany do fady v horni ¢asti misky. Misky byly obaleny parafilmem a umistény do
fytotronu, kde byly semenacky kultivovany na médiu po dobu 10 dni pfi teploté 23°C a
12-ti  hodinové fotoperiodé svétlo/tma. Po skonceni kultivace byly misky
vyfotografovany a v programu ImageJ 1.33 software (National Institute of Health, USA)
byla zmétena délka kotend. Po vyfotografovani byly semenacky vytazeny z média,
o¢istény od zbytkt agaru a skalpelem od sebe byly oddéleny kofenové a nadzemni Casti.

Ziskané mnozstvi rostlinného materialu bylo zvazeno a zamrazeno pro dalsi pouziti.

3.3.4 Kaultivace semenacki rajcéat na filtraénim papiru

Nakli¢ena semena Solanum lycopersicum byla pienesena do novych Petriho misek na
vrstvu filtraénich papirt, které byly vlhéené 4 ml deionizované vody nebo 1 mM roztoku
NaHS nebo 0,5 mM roztoku heminu. Kazda miska obsahovala 10 nakli¢enych semen.
Petriho misky byly obaleny parafilmem a umistény do fytotronu, kde byla naklicena
semena inkubovana s danymi roztoky po dobu 6 hodin za svétla pfi teplot¢ 23°C. Po

inkubaci byly skalpelem odiezany kofinky, zvaZeny a zamrazeny pro dal$i pouziti.

Od kazdé experimentalni skupiny misek, kde byl filtraéni papir vlhéeny jinym
roztokem, byla ponechana jedna miska pro sledovani vlivu aplikovanych roztokt na
tvorbu kofenového systému. Tyto misky byly inkubovany s danymi roztoky po dobu 7
dni pfi teploté 23°C a 12-ti hodinové fotoperiodé svétlo/tma. Po inkubaci byly semenacky

vyfotografovany a byl spocitan pocet postrannich kotenti.

33



3.3.5 Priprava rostlinnych vzorki

Pro stanoveni aktivity HO byly vzorky piipravovany na ledu s vyuzitim chlazené
centrifugy. Rostlinny materidl byl homogenizovan ve vychlazené tieci misce s
vychlazenym extrakénim pufrem v poméru 1:4. Homogenizovany material byl pfenesen
do mikrozkumavek a centrifugovan v centrifuze vychlazené na 4°C pii 16000 xg po dobu
10 minut. Do ¢istych mikrozkumavek byl odpipetovan supernatant, ktery byl uchovavan

na ledu a byl vyuzit jako vzorek pro méteni aktivity HO.

Pro stanoveni peroxidace lipidil byl rostlinny materidl homogenizovan ve tfeci misce
S pfipravenym extrakénim cinidlem v poméru 1:2. Homogenizovany materidl byl
pienesen do mikrozkumavek a centrifugovan v centrifuze pti 13000 xg po dobu 15 minut
pii laboratorni teploté. Do Cistych mikrozkumavek byl odpipetovan supernatant, ktery byl

vyuzit jako vzorek pro méteni peroxidace lipida.

Pro stanoveni BV byl rostlinny material umistén do tfeci misky, zalit dostatecnym
mnozstvim tekutého dusiku a rozdrcen na prasek, ktery byl pfenesen do mikrozkumavky.
V poméru 1:2 byl do mikrozkumavky pfidan methanol. Mikrozkumavka se smési
methanolu a rostlinného vzorku byla umisténa do ultrazvuku po dobu 15 minut. Poté byla
smés centrifugovana pii 16000 xg po dobu 10 minut pii laboratorni teploté. Do Cistych
mikrozkumavek byl odpipetovan supernatant, ktery byl vyuzit jako vzorek pro méteni
obsahu BV. Vzorky byly pfed samotnym méfenim piefiltrovany pies stiikackové filtry

(Chromservis, Ceska republika).

V jiné varianté¢ byl pro stanoveni BV cerstvy rostlinny materidl umistén do
lyofilizatoru a pies noc vysusen. Vysuseny materidl byl ru¢né podrcen na malé kousky a
do mikrozkumavky bylo navézeno potfebné mnozstvi suchého materidlu. Material
v mikrozkumavce byl rozdrcen na prasek v kulovém mlynku za pomoci kovové kulicky.
Po homogenizaci byl do mikrozkumavky vpoméru 1:10 pfidin methanol.
Mikrozkumavka se smesi methanolu a rostlinného vzorku byla umisténa do ultrazvuku
po dobu 15 minut. Poté byla smés centrifugovana pii 16000 xg po dobu 10 minut pfi
laboratorni teploté. Do cCistych mikrozkumavek byl odpipetovan supernatant, ktery byl
vyuZit jako vzorek pro méfeni obsahu BV. Vzorky byly pfed samotnym meéfenim

prefiltrovany ptes stiikackové filtry.
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3.3.6 Stanoveni mnoZstvi proteinii ve vzorku Bradfordovou metodou

Nejprve byl ptipraven Cerstvy roztok pracovniho ¢inidla Bradfordové a to tak, Ze zvoleny
objem zasobniho roztoku Coomasie Blue G250 byl fedén v poméru 1:4 deionizovanou
vodou (na 10 ml pracovniho roztoku: 2 ml Coomasie Blue a 8 ml ddH20). Stanoveni

proteinti bylo provedeno méfenim v mikrodestickach.

Do jamek mikrodesti¢ky bylo pipetovano 45 pl deionizované vody, 5 pl vzorku a 200
ul pracovniho roztoku Bradfordova ¢inidla. Reakéni smés byla jemné protiepana a 5
minut bylo ponechdno vyvijet zbarveni. Poté byla pomoci mikrodesti¢kového
spektrofotometru zméfena absorbance pii 595 nm. Pro kazdy vzorek byla provedena tii

opakovani v mikrodesticce.

3.3.7 Stanoveni aktivity hemoxygenasy
Pied kazdym méfenim byl pfipraven Cerstvy reakéni pufr a roztok NADPH. Pro stanoveni

byl vyuzit preparat enzymu BVR pfipraveny z vepiové sleziny v ramci bakalarské prace.

Do jamek mikrodesticky bylo pipetovano 200 pl reakéniho pufru, 30 ul extraktu BVR
a 20 ul vzorku (jako blank pouzit pufr). Takto pfipravena reak¢ni smés byla inkubovana
po dobu 5 minut pii 37°C. Poté byla reakce zahajena ptidavkem 20 ul NADPH do kazdé
jamky. Pomoci mikrodesti¢kového spektrofotometru byly méfeny zmeény fluorescence
(excitace 441 nm, emise 528 nm) po dobu 60 minut v intervalu 1 minuta. Pro kazdy

vzorek byla provedena tii opakovani méfeni v mikrodesticce.

3.3.8 Stanoveni peroxidace lipidi

Pro stanoveni peroxidace lipidt v rostlinném materialu byla zvolena korigovana TBARS
metoda, ktera zahrnuje korekci vlivu interferujicich latek. Pro kazdy vzorek byla
provedena zvlast reakce s Cinidlem A a zvlast reakce s ¢inidlem B. Ke vzorku
v mikrozkumavce byl pfidan stejny objem c¢inidla A nebo cinidla B. Reakéni smés
v mikrozkumavce byla zahiivana v termobloku pi1 75°C po dobu 30 minut. Poté byla
ochlazena na ledové l4zni a centrifugovéana v centrifuze pti 15000 xg po dobu 5 minut pfi
laboratorni teploté. Do jamek mikrodesticky bylo pipetovano 200 ul supernatantu.
Pomoci mikrodesti€¢kového spektrofotometru byla zmétena absorbance supernatantu pti
440; 532 a 600 nm. Pro kazdy vzorek byla provedena tfi opakovani méteni

Vv mikrodestiéce.

35



Vyhodnoceni stanoveni peroxidace lipidl probihalo na zaklad¢ téchto krok:
Cinidlo A = -TBA
Cinidlo B = +TBA

1. [(Abs532+TBA - Abs 600+TBA) - (Abs 532-TBA - Abs 600-TBA)] = A
2. [(Abs 440+TBA - Abs 600+TBA) x 0.0571] = B
3. obsah MDA (nmol /ml) = [(A-B) / 157 000] x 10°

3.3.9 Metoda UHPLC-MS/MS analyzy biliverdinu

Pro stanoveni biliverdinu byla v ramci diplomové prace vyvinuta metoda UHPLC
analyzy ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Rozdé€leni analytt ve vzorku
probihalo na koloné Acquity BEH C18 (2,1 x 100 mm, velikost ¢astic 1,7 pm; Waters,
USA) ktera byla vybavena piedkolonkou. Vzorek byl nanaSen v objemu 2 ul. Eluce
probihala gradientové za vyuziti mobilnich fazi 20 mM roztoku NHsHCOs
a 100% methanolu. Gradient mobilni faze je zobrazen v Tab. 1. Rychlost pritoku mobilni
faze byla 0,2 ml/min. Detekce BV probihala pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie, kdy v pozitivnim moédu byl pro fragmentaci vybiran matefsky ion
0 m/z 583. Po fragmentaci byly detekovany ionty o m/z 297. Napéti v kolizni cele bylo
40 V. Retencni ¢as BV byl 6,5 minuty.

Tab. 1: Gradient mobilni faze pro analyzu BV.

Cas (min) 20 Mm NH4HCOs (%) 100% methanol (%)
0 80 20
1 80 20
6 5 95
8 5 95
8 80 20
12 80 20
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3.3.10 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody za vyuziti interniho

standardu biliverdinu-ds

Byly pfipraveny zasobni roztoky standardu BV o koncentracich 2000, 1000, 200, 100,
20, 10, 2, 1, 0,2 a 0,1 ng/ml. Byl pfipraven zasobni roztok interniho standardu BV-ds 0
koncentraci 20 ng/ml. Pfipravené zasobni roztoky BV a BV-ds byly smichany v poméru
1:1, tudiz vysledné koncentrace standardu BV byly 1000, 500, 100, 50, 10, 5, 1, 0,5, 0,1
a 0,05 ng/ml a obsahovaly vzdy 10 ng/ml interniho standardu BV-ds. Standard BV a
interni standard BV-ds4 byly stanoveny zavedenou UHPLC-MS/MS metodou analyzy BV,
kdy byly detekovany soucasné ionty standardtt BV a BV-da. Pro BV-ds byl fragmetnovan
matetsky ion o m/z 587 za vzniku iontu o m/z 299, ktery byl detekovan. Integrace piki
byla provedena automaticky za vyuziti programu XCALIBUR 3.1 (Thermo Fisher
Scientific, USA).

3.3.11 Analyza interakce biliverdinu s RNS

Do jamek mikrodesticky bylo napipetovano 198 pl 10 uM BV v HEPES pufru. Do jamky
byly pfidany vzdy 2 pl 10 mM roztoku RNS (vysledna koncentrace 100 uM). Pomoci
mikrodestickového spektrofotometru byly méfeny zmény absorbance pii 370 nm po dobu
60 minut co 5 minut. Pro kazdy roztok RNS byla provedena tfi opakovani méteni
v mikrodesticce. Jako blank pro tato méteni bylo pouzito 200 pl HEPES pufru. Soubézné
s méfenim zmén absorbance BV po pifidavku RNS byly méfeny zmény absorbance
zasobniho 10 uM BV v HEPES pufru, pro sledovani samovolné degradace BV v prub&hu

méfeni.

3.3.12 Fluorimetricka kvantifikace biliverdinu

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 100 ul standardu BV nebo vzorku. Poté bylo
pfidano 50 pl acetatu zine¢natého a ihned bylo pfidano 5 ul oxida¢niho €inidla, kterym
byl roztok jodu a jodidu draselného. Reakéni smés v mikrozkumavce byla fadné
promichéna a inkubovana po dobu 10 sekund. Poté byla zfedéna 1 ml methanolu. Do
jamek mikrodestiCky bylo pipetovano 200 pl. Pomoci mikrodestickového

spektrofotometru byla zméfena fluorescence (excitace 345 nm, emise 700 nm).
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3.3.13 Statistické vyhodnoceni dat

Experimentalné stanovena data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti dvouvybérového
parového t-testu na stfedni hodnotu na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 v programu
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA). V grafech jsou zobrazeny hodnoty

pruméra s odchylkami.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni interakce biliverdinu s RNS

Byla zavedena metoda stanoveni interakce BV s RNS dle postupu publikovaného
Vv literatuie (Kaur et al., 2003). Princip metody je takovy, ze k BV rozpusténému ve
fyziologickém roztoku byla pfiddna latka plsobici jako donor RNS. S vyuzitim
destickového spektrofotometru byly pifi vinové délce 370 nm sledovany zmény
absorbanci 10 pM roztoku BV bez a s pfidavkem donoru RNS po dobu 1 hodiny
(Obr. 13). Jako donory RNS byly dle literatury zvoleny chemikalie
diethylamino-NONOat (DEA-NO), Angeliho sl (AS, trioxodnitrat sodny),
S-N-acetylpenicillamin (SNAP) a nitroprusid sodny (SNP). Nevyznamné zmény
absorbance BV bez piidavku donoru RNS potrvdily jeho stabilitu a pomalou samovolnou
degradaci BV v prubéhu pouzité doby méfeni. Byl zaznamenan mirny pokles absorbance
v dtsledku snizeni koncentrace BV vlivem interakce s RNS pouze po aplikaci chemikalie
AS. Ostatni donory RNS nezptisobily zménu absorbance roztoki BV v disledku reakce
vedouci k ocekavanému poklesu koncentrace BV. Duvodem zvySené absorbance u
vzorku BV s pfidavkem chemikalie SNAP je absorbance této latky v pouzité Casti spektra

(ptipraveny zasobni roztok této chemikalie mél svétle zelenou barvu).
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Obr. 13 Zmény absorbanci pii 370 nm 10 pM BV po pfidavku donori: diethylamino-NONOat
(DEA-NO), Angeliho sal (AS), S-nitroso-N-acetylpenicillamin (SNAP) a nitroprusid sodny
(SNP). Jako hodnota 100 % byla pouzita hodnota absorbance roztoku BV v ¢ase 0.
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4.2 Analyza obsahu biliverdinu v rostlinném materialu

4.2.1 Fluorimetricka kvantifikace biliverdinu

Byla zavedena metoda fluorimetrické kvantifikace BV dle postupu publikovaného
V literatuie (Gardikas et al., 1950). Princip metody je zalozen na oxidaci BV Vv prostiedi
acetatu zine¢natého oxida¢nim €inidlem, kterym byl jod v roztoku jodidu draselného za
vzniku fluoreskujici zine¢naté soli purpurinu. Reakéni smés byla zfedéna methanolem za
ucelem zisku vhodné intenzity fluorescenéniho signalu. Nejprve byla pro tuto metodu
provedena kalibrace s vyuzitim standardu BV (obr. 14 a 15). Nasledn¢ bylo testovano
mozné Vyuziti této metody pro stanoveni obsahu BV v extraktech z kofent rajcat. Za
ucelem zjisténi vlivu realného vzorku na kalibra¢ni méfeni s ¢istym standardem BV byly
ke 100 pl rostlinného vzorku pfidany jednotlivé body kalibra¢ni fady (Obr. 16). Po
provedeni reakce sreakénimi Cinidly se pfedpokladal mozny mirny nardst
fluorescencniho signalu pro vSechny body kalibracni fady. Ziskana data ale
nezaznamenala vzdy ndrGst signalu, naopak dochazelo i k poklesu fluorescen¢niho
signalu oproti kalibra¢ni fad¢. Tento zpusob stanoveni se ukdzal jako malo citlivy pro

stanoveni BV v rostlinnych extraktech a dale uz nebyl vyuZzivan.
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Obr. 14 Zavislost intenzity fluorescen¢niho signalu na koncentraci BV v rozsahu 0,01 - 10 pg/ml
a0,01-1 pg/ml.
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Obr. 15 Zavislost logaritmu intenzity fluorescen¢niho signalu na logaritmu koncentrace BV
Vv koncentra¢nim rozsahu 0,01 - 10 pg/ml.
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Obr. 16 Zavislost intenzity fluorescen¢niho signalu na koncentraci BV v realném vzorku
v rozsahu 0,01 - 10 ug/ml a 0,01 - 1 pg/ml.

4.2.2 Vyvoj a optimalizace metody UHPLC-MS/MS analyzy

biliverdinu
Pfi vyvoji metody pro stanoveni BV v rostlinnych vzorcich se vychazelo z publikace
Martelanc et al., 2016. Tato prace se zabyvala stanovenim BR a BV v lidském séru
pomoci metody HPLC a byly z ni vyuzity informace o kolong, eluci a slozeni mobilni
faze pro HPLC. Na zéklad¢ ziskanych informaci z publikace probihaly v rdmci zavedeni

metody prvotni separace vzorku standardu BV na koloné C18 a cluce byla provadéna
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izokraticky 20 mM roztokem acetatu amonného 0 pH 6,7 - 7,3 bez obsahu organické
slozky a nasledné s obsahem 60% methanolu. Rychlost pritoku mobilni faze byla
nastavena na 0,2 ml/min. Detekce rozdélenych molekul probihala za vyuziti DAD pfi
vlnovych délkach 377, 407, 457 a 650 nm. Na kolonu byly nandseny vzorky standardu
BV o koncentraci 100 a 10 pg/ml a objemu 2 a 5 ul. Chromatograficky pik z takto
provedené analyzy byl asymetricky zepfedu i zezadu. Z toho divodu byla mobilni faze

20 mM acetatu amonného nahrazena 20 mM hydrogenuhli¢itanem amonnym o pH 7- 8,5.

Z dtivodu zachytavani BV na koloné byl vzorek do systému nanasen pouze v objemu
2 ul. Soucasné byla izokraticka eluce nahrazena eluci gradientovou, kde jako druha slozka
mobilni faze byly testovany acetonitril a nasledné methanol. Ulpivani BV na jehle
odebirajici vzorky v autosampleru ptistroje bylo zamezeno nastavenim oplachu jehly

pted a po odbéru vzorku v methanolu.

Soucasné v disledku obsahu BV v rostlinnych vzorcich pod limit detekce DAD byla
jako vhodna detekce zvolena detekce tandemovou hmotnosti spektrometrii. Potiebné
informace o chovani BV pfi analyze tandemovou hmotnostni spektrometrii byly ziskany
z prace Nytofte et al., 2011. Tato prace uvadi, ze fragmentaci matefského iontu o m/z 583
vzniké fragment o m/z 297. Pro fragmentaci BV bylo nutné navysit napé€ti v kolizni cele
az na 40 V, jelikoZ pfi niz8ich napéti k fragmentaci nedochazelo. Chromatograficky pik
z takto provedené analyzy je symetricky a dava informace o relativnim zastoupeni iontu
BV, které vyjadiuje podil BV ve vzorku v daném Case a je zavislé na signalu z detektoru

(Obr. 17).

V ramci testovani vyuziti methanolu a acetonitrilu jako organické slozky mobilni faze
byly provedeny kalibrace s obéma organickymi rozpoustédly (Obr. 18 a 19). Metodou
linearni regrese byly pro obé kalibrace ziskany hodnoty koeficientu determinace R?, které
byly porovnany a jako druhd slozka mobilni faze pro gradientovou eluci byl vybran

methanol.
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Obr. 17 Chromatograficky pik standardu BV o koncentraci 100 ng/ml s retenénim ¢asem 6,5
minuty.

45



y=1,1288x + 4,6376
8 R? = 0,9995 e

log plochy piku

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
log koncentrace BV

Obr. 18 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody analyzy BV Vv rozsahu koncentraci 0,1 - 1000 ng/ml
pfi pouziti methanolu jako organické faze.

7 R2 = 0,9866 L

log plochy piku

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

log koncentrace BV

Obr. 19 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody analyzy BV v rozsahu koncentraci 0,1 - 1000 ng/ml
pii pouziti acetonitrilu jako organické faze.
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4.2.3 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody za vyuZiti interniho standardu
biliverdinu-ds
Pro zavedenou UHPLC-MS/MS metodu byla provedena kalibrace za vyuziti standardu
BV znaceného 4 atomy deuteria (BV-ds). K piipravené koncentra¢ni fadé standarda BV
v rozsahu koncentraci 1000 - 0,05 ng/ml byl ptidan BV-ds ve finalni koncentraci
10 ng/ml. Vybér koncentrace 10 ng/ml pro BV-ds vychazi z toho, ze se jedna o bod
nachazejici se ve stfedu kalibra¢ni fady a souc¢asné¢ o koncentraci podobnou pozorovanym
endogennim koncentracim BV Vv rostlinnych vzorcich. Experimentalné stanovena data
byla zpracovana a vynesena do grafu (Obr. 20). Na osu x se obdobn¢ jako u bé&zné
kalibrace vynasi logaritmus koncentrace BV, zatimco na osu y se vynasi logaritmus

odezvy (R), které se vypocita dle vzorce:

R = (plocha piku BV/plocha piku BV-ds)*c BV

y=2,0723x + 0,23

6 R?=0,9994
5
4

I

o0 3

o
2
1
(6}

-0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

log koncentrace BV (ng/ml)

Obr. 20 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody analyzy BV v rozsahu koncentraci 0,5 - 1000 ng/ml
za vyuziti BV-ds 0 koncentraci 10 ng/ml.
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4.2.4 Stabilita biliverdinu

Pro tento experiment byl pfipraven zasobni roztok BV v methanolu o koncentraci
100 ng/ml, ktery byl po stanoveni pfesné koncentrace BV za pomoci kalibrace zavedenou
metodou UHPLC-MS/MS rozdélen do ¢ty vialek po 1 ml. Kazda z vialek s roztokem
BV byla uchovavana rozdilnym zptsobem. Prvni byla uloZzena do mraziciho
boxu (-20°C), druha do lednice (4°C), tieti byla skladovana pfi laboratorni teploté ve tmé
a Ctvrta pii laboratorni teploté na polici za pristupu svétla (22°C). Koncentrace BV byla
V jednotlivych vzorcich stanovena za pomoci Kkalibrace zavedenou metodou
UHPLC-MS/MS a to vzdy po 7 dnech od piedchoziho méfeni. Na Obr. 21 je graf
znazoriyjici zmény koncentraci BV pii rozdilném zplsobu skladovani vzorku.
Z vysledk je patrné, Ze pii uchovavani roztoku BV v mrazicim boxu nedochéazelo béhem
prvnich 14 dni k vyznamnéjsi degradaci BV, zatimco po 21 dnech doslo k ibytku BV o
20 %. U roztoku BV skladovaného v lednici byl zaznamenan mirny ubytek BV jiz po 7
dnech, po 21 dnech bylo degradovano 30 % BV ve vzorku. BV ve vzorcich uchovavanych
pfi laboratorni teploté ve tmé a za piistupu svétla byl v prubéhu experimentu zcela

degradovan.

140
120
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koncentrace BV (ng/ml)

20

Cas (dny)

mrazici box lednice lab. teplota tma lab. teplota svétlo

Obr. 21 Zmény koncentraci BV v ¢ase v zavislosti na zpisobu skladovani vzorku.
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4.2.5 Vliv pripravy vzorku na obsah biliverdinu

Obsah BV byl stanoven ve vzorcich pfipravenych riznymi metodami 2z
cerstvych kofenovych a nadzemnich Casti 14-ti dennich semenacku rajcat (Obr. 22).
Cerstvé vzorky byly piipraveny homogenizaci v tekutém dusiku nebo extrakci
vysusen¢ho materidlu lyofilizaci. Lyofilizaci je vzorek zcela zbaven obsahu vody, tudiz
navazené mnozstvi materidlu obsahuje vyrazné véEétSi mnozstvi organickych a
anorganickych latek nez material homogenizovany za pomoci tekutého dusiku. Z grafu
je patrné, ze vzorek z kofenové Casti piipraveny lyofilizaci obsahuje pétindsobné
mnozstvi BV nez vzorek z kofenové ¢asti pripraveny homogenizaci v tekutém dusiku. Ve
vzorcich ptipravenych z nadzemnich ¢asti bylo naméteno piiblizné stejné mnozstvi BV

pii obou zplsobech pfipravy.

Je nutno zdiraznit, Ze ke stejné navaZzce homogenizovaného rostlinného materialu byl
pridan methanol v rozdilném mnozstvi. K rostlinnému materidlu po homogenizaci v
tekutém dusiku byl methanol ptfidan v poméru 1:2, zatimco po lyofilizaci v poméru 1:10.
Tento postup byl nutny z diivodu niz§i hustoty vysuseného materidlu, kdy mnozstvi se
stejnou hmotnosti zaujimalo vétSi objem ve srovnani s materidlem homogenizovanym

V tekutém dusiku.
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Kofenova cast Nadzemni ¢ast

koncentrace BV (ng/g)

W tekuty dusik lyofilizace

Obr. 22 Srovnani obsahu BV ve vzorcich ptipravenych z kofenové a nadzemni ¢asti semenackt
rajcete. Vzorky byly pfipraveny homogenizaci cerstvého rostlinného materialu v tekutém dusiku
nebo za vyuziti lyofilizatoru.
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4.3 Vliv induktori hemoxygenasy na aktivitu hemoxygenasy, hladiny
biliverdinu a vyvej koi‘enového systému semenacki rajcete
4.3.1 Stanoveni aktivity hemoxygenasy

V této Casti prace byly pouzity 3-denni semenacky Solanum lycopersicum cv. MicroTom,
které byly inkubovany na filtranim papiru s roztoky induktord HO (1 mM NaHS a

0,5 mM heminem), zatimco kontrolni semenacky byly inkubovany s vodou.

V extraktech ptipravenych z kotfenti 3-dennich semenackti pted a po 6 hodinové
inkubaci s vodou, 1 mM NaHS a 0,5 mM heminem byla stanovena specificka aktivita HO
(Obr. 23). Specificka aktivita HO se po 6 hodinové inkubaci S vodou a NaHS vyznamné
nelisi od specifické aktivity HO stanovené pred zahajenim inkubace, naopak po inkubaci

s heminem byl zaznamenan vyrazny narust specifické aktivity HO.

350 >

300
250
200

150

100
50
0

CTRLO hod CTRL 6 hod NaHS 6 hod Hemin 6 hod

specificka aktivita HO (%)

Obr. 23 Specificka aktivita HO v kotenech 3-dennich semenackl inkubovanych po dobu 6 hodin
s deionizovanou vodou (CTRL), 1 mM NaHS a 0,5 mM heminem. Jako hodnota 100 % byla
brana hodnota specifické aktivity HO stanovena pfed zahdjenim inkubace (CTRL 0 hod). Data
byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny
s primérnou hodnotou vyznamné odlisnou od kontroly jsou oznaceny hvézdickou (*).
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4.3.2 Stanoveni koncentrace biliverdinu

Ve vzorcich kofent 3-dennich semenacki inkubovanych s vodou, 1 mM NaHS a 0,5 mM
heminem byla provedena analyza hladiny BV optimalizovanou UHPLC-MS/MS
metodou (Obr. 24). Po 6 hodinové inkubaci s NaHS se obsah BV vyznamné nelisi od
obsahu BV vV kontrolnich vzorcich. Naproti tomu po inkubaci s heminem doslo k

vyraznému narustu obsahu BV.

*

CTRLO hod CTRL 6 hod NaHS 6 hod Hemin 6 hod

400

koncentrace BV (ng/g)

[N = N N w w
nl o ul o w1 = g
S =) o o o S o

o

Obr. 24 Stanoveni BV Vv kofenech 3-dennich semenacktl inkubovanych po dobu 6 hodin
s deionizovanou vodou (CTRL), 1 mM NaHS a 0,5 mM heminem. Data byla statisticky
vyhodnocena za vyuziti t-testu na hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou
vyznamné odliSnou od kontroly jsou oznaceny hvézdickou (*).
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4.3.3 Vyvoj korenového systému

Po 7 dnech byl u semenackti vyhodnocen pocet postrannich koteni (Obr. 25).
Nejvyraznéjsi vliv na vyvoj postrannich kofenii méla aplikace heminu, ktera vedla k
tvorbé zvysSeného poctu postrannich kofend, zatimco v pifipadé aplikaci NaHS bylo

zaznamenanO nevyznamné zvysSeni po¢tu postrannich kofenll ve srovnani s kontrolni

skupinou (Obr. 26).

Obr. 25 Vyvoj kofenového systému semenackl po 7-denni inkubaci s 1 mM NaHS a 0,5 mM
heminem. A - kontrola (deionizovana voda), B - 1 mM NaHS, C - 0,5 mM hemin.
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Obr. 26 Pocet postrannich kofenti semenack rajcete inkubovanych s 1 mM NaHS nebo 0,5 mM
heminem (kontrolni skupina byla inkubovana v deionizované vod¢). Data byla statisticky
vyhodnocena za vyuziti t-testu na hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou
vyznamné odlisnou od kontroly jsou oznac¢eny hvézdickou (*).

4.4 Vliv abiotického stresu na vyvoj koienového systému, aktivitu

hemoxygenasy a hladinu biliverdinu v semenaccich rajcete
V této Casti prace se pracovalo se dvéma rozdilnymi kultivary rajcete, a to Solanum
lycopersicum cv. MicroTom a Solanum lycopersicum cv. Amateur. Oba kultivary byly
kultivovany po dobu 10 dni na agarovych médiich s obsahem CdCl: v koncentracich O,
50, 100, 200 a 500 uM. Po skonceni doby kultivace byl u obou kultivart sledovan vliv
CdCl; na vyvoj kofenového systému a byla stanovena koncentrace proteint, aktivita HO,

koncentrace BV a peroxidace lipidi v kofenovych a nadzemnich ¢astech semenacka.

4.4.1 Vliv abiotického stresu na vyvoj kofenového systému

Na fotografiich jsou zachyceny semenacky S. lycopersicum cv. MicroTom po ukonceni
10-ti denni kultivace na médiich bez CdCl; a s CdCl2 v koncentracich 50, 100, 200 a
500 uM  (Obr. 27 - 30). Byly porovnany délky hlavnich kofenli semenackt
S. lycopersicum cv. MicroTom kultivovanych po dobu 10 dnti na médiich obsahujici
CdCl; v koncentracich 50, 100, 200 a 500 uM (Obr. 35). Délky hlavnich kofent
jednotlivych skupin semendckil jsou srovnavany s délkou hlavnich kofenli semenackil

kultivovanych na médiich bez obsahu CdCl,. Kofeny semenackli kultivovanych na
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médiich s obsahem CdCl o koncentraci 50 uM jsou delsi nez koteny kontrolni skupiny
semenackd. V ramci kultivace na médiich s CdCl2 v koncentracich od 50 po 500 uM byl
zaznamenan pokles délky hlavnich kofenli jednotlivych skupin semenackt, kdy
nejvyrazngjsi byl zaznamenan u semenackt kultivovanych na médiu s obsahem CdCl;
0 koncentraci 500 uM. Délka kofent se snizila na tietinu délky kofend kontrolni skupiny.
Délka hlavnich kofend semenackt kultivovanych na médiu s obsahem CdCl»
v koncentraci 100 uM se vyznamné neli$i od délky hlavnich kofent kontrolni skupiny
semenackt. U skupiny semenacki kultivovanych na médiu s obsahem CdCl
v koncentraci 200 uM byl zaznamenan pokles délky hlavnich kofenti oproti kontrolni

skupiné semenacku.

Obr. 27 Vliv piidavku 50 uM CdCl; v agarovém médiu na vyvoj 10-ti dennich semenacka
S. lycopersicum cv. MicroTom. A - kontrola, B - 50 uM CdCl..
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Obr. 28 Vliv ptidavku 100 uM CdCl; v agarovém médiu na vyvoj 10-ti dennich semenacki
S. lycopersicum cv. MicroTom. A - kontrola, B - 100 uM CdCl..

Obr. 29 Vliv pfidavku 200 uM CdCl; v agarovém médiu na vyvoj 10-ti dennich semenacki
S. lycopersicum cv. MicroTom. A - kontrola, B - 200 uM CdCl..
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Obr. 30 Vliv ptidavku 500 uM CdCl; v agarovém médiu na vyvoj 10-ti dennich semenacki
S. lycopersicum cv. MicroTom. A - kontrola, B - 500 uM CdCl..

Na fotografiich jsou zachyceny semenacky S. lycopersicum cv. Amateur po ukonceni
10-ti denni kultivace na médiich bez CdCl; a s CdClz v koncentracich 50, 100, 200 a
500 uM (Obr. 31 - 34). Byly porovnany délky hlavnich kofeni semenacku
S. lycopersicum cv. Amateur kultivovanych po dobu 10 dnti na médiich obsahujici CdCly
Vv koncentracich 50, 100, 200 a 500 uM (Obr. 35). Délky hlavnich kotenti jednotlivych
skupin semenacku jsou srovnavany s délkou hlavnich kofent semenackt kultivovanych
na médiich bez obsahu CdCl,. Délka hlavnich kofeni semenacku kultivovanych na
médiich s obsahem CdCl; v koncentracich 50, 100 a 200 uM se vyznamné nelisi od délky
hlavnich kofenii kontrolni skupiny semenackl. Pokles délky hlavnich kofen vici
kontrolni skupiné semenacki byl zaznamenan pouze u skupiny semenacki kultivovanych
na médiu s obsahem CdCl o koncentraci 500 uM. Délka kofeni se snizila na méné jak

polovinu délky koteni kontrolni skupiny.
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Obr. 31 Vliv pfidavku 50 uM CdCl; v agarovém médiu na vyvoj 10-ti dennich semenacka
S. lycopersicum cv. Amateur. A - kontrola, B - 50 uM CdCl..

Obr. 32 Vliv pfidavku 100 uM CdCl; v agarovém médiu na vyvoj 10-ti dennich semenacki
S. lycopersicum cv. Amateur. A - kontrola, B - 100 uM CdCl..

57



Obr. 33 Vliv ptidavku 200 uM CdCl; v agarovém médiu na vyvoj 10-ti dennich semenacki
S. lycopersicum cv. Amateur. A - kontrola, B - 200 uM CdCl..

Obr. 34 Vliv pfidavku 500 uM CdCl; v agarovém médiu na vyvoj 10-ti dennich semenacki
S. lycopersicum cv. Amateur. A - kontrola, B - 500 uM CdCl..
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Obr. 35 Délka hlavnich kofenti semenacku S. lycopersicum cv. MicroTom a cv. Amateur po 10-ti
denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl., v koncentraci 50, 100, 200 a 500 pM.
Skupiny s prumérnou hodnotou vyznamné odlisnou od kontroly jsou oznaceny hvézdic¢kou (*).
Data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na hladin¢ vyznamnosti 0,05.

4.4.2 Vliv abiotického stresu na obsah proteint

Ve vzorcich kofenové a nadzemni ¢asti semenacka S. lycopersicum cv. MicroTom
kultivovanych po dobu 10 dnli na médiich obsahujici CdCl. v koncentracich 50, 100, 200
a 500 uM byl metodou Bradforda stanoven celkovy obsah proteint (Obr. 36). U vzorkt
kofenovych ¢asti doslo k vyznamnému nartGstu obsahu proteini vlivem Kkultivace na
médiich s obsahem CdCl, v koncentraci 500 uM. U dalSich skupin vzorkt kofenovych
casti nedoSlo k vyznamnym zménam. U vzorkd nadzemnich c¢asti semenackl
kultivovanych na médiich s obsahem CdCl, nebyly zaznamenany vyznamné zmény

obsahu proteint vV porovnani s kontrolni skupinou.
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Obr. 36 Obsah proteind stanoveny Ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenacki
S. lycopersicum cv. MicroTom po 10-ti denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl,
v koncentraci 50, 100, 200 a 500 pM. Data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na
hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou vyznamné odli§nou od kontroly jsou
oznaceny hvézdickou (*).

Obdobné byl stanoven obsah proteini ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti
semenacka S. lycopersicum cv. Amateur kultivovanych po dobu 10 dnii na médiich
obsahujici CdCl2 v koncentracich 50, 100, 200 a 500 uM (Obr. 37). U vzorkl kofenovych
casti doSlo k vyznamnému narGstu obsahu proteinit vlivem kultivace na médiich
s obsahem CdCl. v koncentraci 500 uM. U dalsich skupin vzorkl kofenovych ¢&asti
nedoslo k vyznamnym zméndm. U vzorkli nadzemnich ¢asti semenackt kultivovanych
na médiich s obsahem CdCl, v koncentracich 50, 100, 200 a 500 uM byly zaznamenany

vyssi koncentrace proteint v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obr. 37 Obsah proteind stanoveny Ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenacki
S. lycopersicum cv. Amateur po 10-ti denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl;
v koncentraci 50, 100, 200 a 500 pM. Data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na
hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou vyznamné odli§nou od kontroly jsou
oznaceny hvézdickou (*).

4.4.3 Vliv abiotického stresu na aktivitu hemoxygenasy

Ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenacka S. lycopersicum cv. MicroTom
kultivovanych po dobu 10 dnli na médiich obsahujici CdCl. v koncentracich 50, 100, 200
a 500 uM byla stanovena specificka aktivita HO (Obr. 38). U vzorka kofenovych ¢asti
doslo k poklesu specifické aktivity HO vlivem kultivace na médiich s obsahem CdClo.
Pokles vii¢i kontrolni skupiné nebyl zaznamenan pouze u vzorkl z kofenovych ¢asti
kultivovanych na médiich s obsahem CdCl; v koncentraci 200 uM. U vzorki
ptipravenych z nadzemnich ¢asti semenackt kultivovanych na médiich s obsahem 50 a
500 uM CdCl; byl zaznamenan narust specifické aktivity HO v porovnani s kontrolni
skupinou. Naopak u skupiny kultivované na médiich s obsahem CdCl> v koncentraci
100 uM nebyly zaznamenany vyznamné zmény ve specifické aktivit¢ HO. U skupiny
kultivované na médiich s obsahem CdCl v koncentraci 200 uM byl zaznamenan pokles

specifické aktivity HO.
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Obr. 38 Specificka aktivita HO stanovena ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenacku
S. lycopersicum cv. MicroTom po 10-ti denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl,
v koncentraci 50, 100, 200 a 500 pM. Data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na
hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou vyznamné odli§nou od kontroly jsou
oznaceny hvézdickou (*).

Ve vzorcich nadzemnich ¢asti semenacka S. lycopersicum cv. Amateur kultivovanych
po dobu 10 dnt na médiich obsahujici CdCl2 v koncentracich 50, 100, 200 a 500 uM byla
stanovena specificka aktivita HO (Obr. 39). Vysledky specifické aktivity HO vzorku
kotfenovych ¢asti semenacku nejsou uvedeny, jelikoz aktivita HO byla v téchto vzorcich
pfiliS nizkd a zvolenou metodou ji nebylo mozné méfit. U vzorkli pfipravenych
z nadzemnich ¢asti semenacki kultivovanych na médiich s obsahem 50 a 100 uM CdCl;
nebyly zaznamenany vyznamné zmeény ve specifické aktivit¢ HO oproti kontrolni
skupin€é. Vyznamny pokles specifick¢ aktivity HO byl zaznamendn u vzorkl

z nadzemnich ¢asti kultivovanych na médiich s obsahem CdCl, v koncentraci 200 a
500 pM.
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Obr. 39 Specificka aktivita HO stanovena ve vzorcich nadzemnich ¢asti semenacki
S. lycopersicum cv. Amateur po 10-ti denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl;
v koncentraci 50, 100, 200 a 500 pM. Data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na
hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou vyznamné odli§nou od kontroly jsou
oznaceny hvézdickou (*).

4.4.4 Vliv abiotického stresu na obsah biliverdinu

Obsah BV ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenackd S. lycopersicum
cv. MicroTom kultivovanych po dobu 10 dnd na médiich obsahujici CdCl
v koncentracich 50, 100, 200 a 500 uM (Obr. 40). Jak u vzorkt kofenovych ¢asti, tak u
vzorkt nadzemnich ¢asti semenackut kultivovanych na médiich s obsahem CdCl> nedoslo

K vyznamnym zménam V porovnani s kontrolnimi skupinami.
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Obr. 40 Obsah BV stanoveny ve vzorcich kofenovych a nadzemnich c¢asti semenacki
S. lycopersicum cv. MicroTom po 10-ti denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl,
v koncentraci 50, 100, 200 a 500 pM. Data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na
hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou vyznamné odlisnou od kontroly jsou
oznaceny hvézdickou (*).

Obsah BV ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenacka S. lycopersicum
cv. Amateur kultivovanych po dobu 10 dnti na médiich obsahujici CdCl, v koncentracich
50, 100, 200 a 500 uM (Obr. 41). U vzorka kofenovych ¢asti semenacki kultivovanych
na médiich s obsahem CdClz nedoslo k vyznamnym zménam v porovnani s kontrolni
skupinou. Pro vzorky nadzemnich ¢asti semenackt kultivovanych na médiich s obsahem
CdCl; bylo zaznamenano mirné navySeni koncentrace BV V porovnani s kontrolni

skupinou.
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Obr. 41 Obsah BV stanoveny ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenackt
S. lycopersicum cv. Amateur po 10-ti denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl;
v koncentraci 50, 100, 200 a 500 pM. Data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na
hladiné vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou vyznamné odli§nou od kontroly jsou
oznaceny hvézdickou (*).

4.4.5 Vliv abiotického stresu na peroxidaci lipidi

Obsah malondialdehydu (MDA) ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenackt
S. lycopersicum cv. MicroTom kultivovanych po dobu 10 dni na médiich obsahujici
CdCl2 v koncentracich 50, 100, 200 a 500 uM (Obr. 42). Pro vzorky kotenovych ¢asti
semenackd kultivovanych na médiich s obsahem CdCl, byl zaznamenan pokles
koncentrace MDA v porovnani s kontrolni skupinou. V ramci skupin vzorka
kultivovanych na médiich s obsahem CdCl. Vv koncentracich od 50 po 500 uM byl
zaznamenan narust obsahu MDA. U vzorkl pfipravenych z nadzemnich ¢asti semenack
kultivovanych na médiich s obsahem CdCl> nedoslo k vyznamnym zménam Vv porovnani

s kontrolni skupinou.
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Obr. 42 Obsah MDA stanoveny ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenacku
S. lycopersicum cv. MicroTom po 10-ti denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl;
v koncentraci 50, 100, 200 a 500 pM. Data byla statisticky vyhodnocena za vyuziti t-testu na
hladin¢ vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou vyznamn¢ odlisnou od kontroly jsou
oznaceny hvézdickou (*).

Obsah MDA ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenacka S. lycopersicum
cv. Amateur kultivovanych po dobu 10 dnti na médiich obsahujici CdCl2 v koncentracich
50; 100; 200 a 500 uM (Obr. 43). U vzorki kofenovych ¢asti semenacka kultivovanych
na médiich s obsahem CdCl> v koncentracich 50, 100 a 200 uM byl zaznamenan pokles
koncentrace MDA v porovnani s kontrolni skupinou. Pro skupinu vzorku kultivovanych
na médiich s obsahem CdCl, v koncentraci 500 uM byl zaznamenan vyznamny narust
koncentrace MDA v porovnani s kontrolni skupinou. Pro vzorky nadzemnich ¢asti
semenackd kultivovanych na médiich s obsahem CdCl; bylo zaznamenano mirné

navyseni koncentrace MDA v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obr. 43 Obsah MDA stanoveny ve vzorcich kofenovych a nadzemnich ¢asti semenacki
S. lycopersicum cv. Amateur po 10-ti denni kultivaci na médiich bez CdCl, (CTRL) a s CdCl.
v koncentraci 50, 100, 200 a 500 uM. Data byla statisticky vyhodnocena za vyuZiti t-testu na
hladin¢ vyznamnosti 0,05. Skupiny s primérnou hodnotou vyznamn¢ odlisnou od kontroly jsou
oznaceny hvézdickou (*).
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5 DISKUZE

5.1 Stanoveni interakce biliverdinu s RNS

Dosazené vysledky neodpovidaji vysledkiim uvedenym v literatufe Kaur et al., 2003. Ta
uvadi, ze po ptidavku DEA-NO doslo za 90 minut k Gaplnému poklesu koncentrace BV a
v reakci s pridanym AS poklesla koncentrace BV na polovinu pocéatecni hodnoty.
Odlisnost stanovenych vysledkli od vysledkti uvedenych v literatuie by mohla byt
disledkem rozdilného reakcniho prostfedi pro reakci, které bylo v rdmci stanoveni
pouzito. Kaur et al., 2003 dle popsané metody v publikaci uvadi jako pouzité reakéni
prostiedi Dulbeccovo médium modifikované dle Iscova. V ramci provedeného
experimentu byl pouzit 25 mM HEPES pufr o pH 7,4, ktery je jednou z hlavnich slozek
uvedené¢ho média. Prave pritomnost dalSich slozek v modifikovaném Dulbeccovu médiu
by mohla byt faktorem zajistujici reakci mezi BV a RNS. V soucasnosti je publikace
Kaur et al., 2003 doposud jedinou publikaci zabyvajici se interakci mezi BV a RNS
v podminkach in vitro. V budoucnu by bylo vhodné testovat méteni interakce BV s RNS

za vyuziti stejného reakéniho prostiedi jako uvadi literatura.

V rdmci experimentu se pouzité donory RNS 1isi typem molekul, které uvoliuji. SNP
je donorem NO¥, AS uvoliiuje NO", DEA-NO je zdrojem NO a SNAP uvolfiuje souéasné
NO a NO™. V literatute se dale predpoklada vyznam BV jako ,,lapace RNS (Kaur et al.,
2003). Na zakladé provedeného experimentu byla prokazana reakce mezi BV a NO
(nitroxylovy anion), ktery byl uvolnén z AS. Nitroxyl ma vysokou afinitu k thiolovym
skupinam, metaloproteinim a kovovym atomtim, Ztoho divodu je povazovan za
nebezpecnou molekulu pro Zivé organismy. NO™ snadno podléhé reakci s kyslikem za
vzniku dal§i molekuly RNS, kterou je peroxynitrit (ONOO") (Smulik et al., 2014).
Predpokladany princip interakce mezi NO™ a BV je takovy, Ze dochazi k tvorbé reakéniho

produktu, ktery jiz neni tak reaktivni (Kaur et al., 2003).

5.2 Analyza obsahu biliverdinu v rostlinném materialu

5.2.1 Fluorimetricka kvantifikace biliverdinu
Dlvodem testovani metody fluorimetrické kvantifikace byla jeji nenarocnost na
provedeni a pfiistrojové vybaveni. Experimentdln¢ stanoveny limit detekce zavedené

metody fluorimetrické kvantifikace byl 2 nM, naproti tomu literatura uvadi limit detekce

pro HPLC-DAD 6 nM a pro HPLC-TLS 1,2nM (Martelanc et al., 2016).
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UHPLC-MS/MS metodou zavedou dale v ramci diplomové prace byl experimentalné
stanoven limit detekce BV 17 pM.

Hodnota koeficientu determinace pro vyhodnoceni experimentalnich dat zavislosti
intenzity fluorescence na koncentraci BV metodou linearni regrese byla R? = 0,9349. To
poukazuje na nelinearni charakter zavislosti v Sirokém koncentraénim rozmezi BV.
Mirn¢ lepsiho vysledku bylo dosazeno linedrni regresi zlogaritmovanych dat, kdy byla
ziskana hodnota koeficientu determinace R? = 0,9436. Pro experimentalni data zavislosti
intenzity fluorescence na koncentraci BV v realném vzorku byla metodou linearni regrese

stanovena hodnota koeficientu determinace R? = 0,7144.

Z pohledu presnosti a opakovetelnosti metody mize byt problémem piitomnost dvou
organickych rozpoustédel v reakéni smési. Pro métfeni byla odebirana pouze methanolova
faze, ale je mozné, ze doslo k jeji kontaminaci fazi chloroformovou, kterd méla vliv na
meéteny fluorescenéni signal. Méfeni rostlinného vzorku s ptidavkem standardu BV bylo
pravdépodobné negativné ovlivnéno obsahem vody, kterou vzorek obsahoval. Vzorek byl
pfipravovan homogenizaci v tekutém dusiku, tudiZ nebyl zbaven vodné faze. V literature
je kladen diraz na zamezeni pienosu vodné faze extraktu do reakéni smési, jelikoz je
nasledné snizen fluorescenéni signal (Gardikas et al., 1950). Vhodnym zplsobem
ptipravy vzorku pro tuto metodu by tedy mohla byt lyofilizace, kterd by vzorek zbavila
vodné slozky. Ptiprava vzorku lyofilizaci se uk4zala jako vhodna metoda ptipravy vzorku
pro metodu UHPLC-MS/MS analyzy BV, ktera byla v ramci diplomové prace zavedena.
Pro tato tvrzeni je potieba dalSiho vyzkumu, ale jelikoZ je koncentrace BV v rostlinnych
vzorcich niZsi neZ limit detekce zvolené metody, je metoda fluorimetrické kvantifikace

BV pro stanoveni BV v rostlinnych vzorcich nevhodna.

5.2.2 Vyvoj a optimalizace metody UHPLC-MS/MS analyzy
biliverdinu

V ramci vyvoje a optimalizace metody UHPLC analyzy BV bylo potieba vyfesit

problémy tykajici se ulpivani BV na koloné€ a kovovych €astech systému. Dale byla velka

pozornost vénovana vybéru a nastaveni citlivé detekce BV v dusledku nizkého obsahu

BV v rostlinnych vzorcich.
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Diivodem vybéru hyrogenuhli¢itanu amonného misto acetdtu amonného jako slozky
mobilni faze byla nutnost disociace obou karboxylovych skupin ve struktufe BV, ¢imz
byla zajisténa jeho lepsi rozpustnost. Hodnoty pKa karboxylti BV jsou 3,9 a 5,3 (Lightner
et al., 1996). Pufrovana oblast pH, kterou zvoleny pufr zajistuje, by méla vzdy byt
pK £ 1. V piipadé¢ BV je vhodné zvolit oblast pH 4,3 - 6,3. Hydrogenuhli¢itan amonny
pufruje oblast pH 5,4 - 7,4, zatimco acetat amonny pufruje oblast pH 3,6 - 5,6. Na zakladé
pufrovanych oblasti pH je patrné, Ze hydrogenuhli¢itan amonny zajisti vyssi pH, které

zajisti jistou disociaci obou karboxylovych skupin BV.

V ramci zamezeni zachytu BV na koloné byla dale zavedena gradientova eluce. Jako
organicka slozka mobilni fize byl testovan methanol a acetonitril. Pfi pouZiti kolony se
staciondrni fazi na bazi silikagelu je elu¢ni sila methanolu 0,73 a elu¢ni sila acetonitrilu
0,5 (Klouda, 2003). Pouzitim methanolu, ktery ma vyssi elu¢ni silu nez acetonitril, bylo
podstatné vice zamezeno zachytu molekul BV na koloné a naslednému pienosu BV do
dalsich analyz. Vyhodou vyuziti acetonitrilu jako druhé slozky mobilni faze byla kratsi
doba analyzy. Pii teploté¢ 25°C ma methanol viskozitu 0,553 mPa-s a acetonitril 0,343
mPA-s (Mikulcak et al., 2013). Z té&chto udaju je patrné, Ze methanol pii prichodu HPLC
systémem klade vétsi odpor a je nutné vyvinout podstatné vyssiho tlaku v systému, aby
bylo dosazeno stejné pritokové rychlosti pro obé organickd rozpoustédla. Pouziti
acetonitrilu umoznilo navyseni pritokové rychlosti na 0,3 ml/min a to z toho diivodu, Ze
tlak v UHPLC systému nebyl tak vysoky, jako za vyuziti methanolu pfi této prutokové
rychlosti. Dal§i vyhodou acetonitrilu je kvalitn€j§i rozdéleni molekul vzorku,
vV chromatografickém piku bylo mozZné odliSit necistoty od BV. Nevyhodou vyuziti
methanolu, jako druhé sloZky mobilni faze, je nemoZnost odlisit necistoty od BV a delsi
doba analyzy. Analyza se prodlouzila kviili nutnosti sniZzeni pritokové rychlosti na
0,2 ml/min z toho duvodu, Ze by tlak v UHPLC systému byl pii vyssi pratokové rychlosti
pfilis vysoky a hrozilo by poSkozeni kolony. Snizenim priitokové rychlosti se prodlouzila

doba analyzy na 12 minut s retenénim ¢asem BV 6,5 minuty.

Z analyz provedenych s rostlinnymi vzorky bylo zjiSténo, ze koncentrace BV je nizsi
nez je limit detekce DAD. Literatura Martelanc et al., 2016 uvadi, ze limit detekce DAD
je 6 nM. Ztohoto divodu byl k UHPLC systému pfiipojen hmotnostni spektrometr.
Detekce tandemovou hmotnostni spektrometrii vykazovala vyssi citlivost, soucasné byl

odstranén problém vyskytu necistot ve standardu BV a pouzitim nizsich koncentraci BV
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bylo zcela zamezeno pifenosu BV mezi analyzami. Pro tandemovou hmotnostni
spektrometrii bylo potfeba v diisledku nizké fragmentace BV pii niz§ich napétich nastavit
napéti v kolizni cele na 40 V. To poukazuje na stabilitu molekuly BV. V disledku nizké
fragmentace matefského iontu BV by signal jeho detekovaného fragmentu mohl byt
nizky, coz by se negativné projevilo na stanovenych koncentracich BV. Pfi tandemové
hmotnostni spektrometrii je vhodné po fragmentaci matetského iontu detekovat jeho dva
nejvice zastoupné fragmenty. V piipadé BV je ale ¢etné zastoupen pouze jediny fragment

0 m/z 297.

Provedeni kalibraci standardu BV UHPLC-MS/MS metodou za vyuziti methanolu
nebo acetonitrilu jako organické slozky mobilni faze vedlo k pouziti methanolu jako
organické slozky mobilni faze. Kalibrace je hodnocena metodou linearni regrese dle
hodnoty koeficientu determinace R% Pro LC-MS/MS metody by kalibrace mély mit
alespoi R?=0,999. Pouziti methanolu zajistuje lepsi kalibraci metody s vyuzitim
standardu BV, jelikoz R? = 0,9995. Vyuzitim acetonitrilu jako organické slozky mobilni
faze nebylo dosazeno tohoto parametru a R? = 0,9866. Diivod vyssi hodnoty R? pii pouziti
methanolu je takovy, Ze methanol, oproti acetonitrilu, méné potlacuje ionizaci molekul
vzorku, protoZe je t€¢kavejsi, snadno se odpatfuje a pouze v malém mnoZstvi se ionizuje.
Teplota varu methanolu je 65°C, zatimco teplota varu acetonitrilu je 82°C (Mikul¢ak

etal., 2013).

V ramci optimalizace UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni BV bylo testovano jeji
vyuziti pro rostlinné vzorky, pfi¢emz se metoda prokazala jako vhodna. Zavedena
UHPLC-MS/MS metoda je prvni citlivou metodou vhodnou pro stanoveni BV
Vv rostlinnych vzorcich v nM rozsahu koncentraci. V ramci kalibrace byly zavedenou
metodou detekovany koncentrace standardu BV v rozsahu pM. V budoucnu se nabizi
validace zavedené¢ UHPLC-MS/MS metody.

5.2.3 Kalibrace UHPLC-MS/MS metody za vyuZiti interniho standardu
biliverdinu-ds

Interni standard BV-ds je vyuzivan z toho divodu, Ze se jedna o standard BV znaceny

stabilnim izotopem vodiku deuteriem, ktery se v ramci zvolenych analytickych metod

chova stejnym zplsobem jako neznacCeny standard BV a soucasné neni piirozenou

slozkou komer¢niho nezna¢eného standardu BV ani biologickych vzorkd. Na zakladé
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toho lze pomoci interniho znacené¢ho standardu odhalit nedostatky zavedenych metod,
kterymi jsou napt. potlaceni ionizace vzorku, ztraty analytu béhem ptipravy vzorku nebo
degradace vzorku béhem analyzy (Iwamori et al., 2015). V ramci prace byla z ¢asovych
divodu provedena pouze kalibrace zavedené UHPLC-MS/MS metody za vyuziti BV-da.
Pro kalibra¢ni pfimku ziskanou linearni regresi logaritmovanych dat byla stanovena
hodnota koeficientu determinace R? = 0,9994. V budoucnu by bylo vhodné vyuzit méieni
s internim standardem pro vzorky kofenovych a nadzemnich ¢asti rostlin. V piipadé
nadzemnich ¢asti by za vyuziti interniho standardu mohlo byt testovano potlaceni
ionizace BV obsahem chlorofylu ve vzorku. Literatura uvadi, ze pfitomnost chlorofylu
ve vzorcich znaéné potlacuje ionizaci ostatnich analytt (Ikonomou et al., 1991). Soucasné
by se mohly odhalit ztraty BV pii ptipravé vzorkl. Dale by bylo vhodné vyuzit interni
standard BV-ds k validaci zavedené UHPL-MS/MS metody.

5.2.4 Stabilita biliverdinu

Narutst koncentrace BV v prubéhu experimentu u vzorkl uchovavanych v mrazicim boxu
a lednici je mozno vysvétlit moznym zakoncentrovanim vzorkd, ke kterému mohlo dojit
v disledku odpatovani rozpoustédla methanolu. Vialky, ve kterych byly roztoky BV
uchovavany, nebyly hermeticky uzaviené, tudiZz pary methanolu mohly z vialek

V prib¢hu experimentu unikat.

Dosazené vysledky naznacuji, Ze hlavni vliv na degradaci BV ma teplota prostfedi.
U vzorkli uchovavanych pfi laboratorni teploté¢ ve tmé a za pfistupu svétla nebyl
zaznamenan rozdil v degradaci BV v dusledku fotooxidace. Pokud by méla fotooxidace
BV vyrazny vliv na jeho degradaci, vzorek uchovéavany za ptistupu svétla by byl rychleji
degradovan. Soucasné je nutno zdlraznit, Ze vSechny roztoky BV obsahovaly kyslik,
ktery zptsobuje oxidaci BV. Na zaklad¢ vysledkt 1ze hodnotit, Ze uchovavani vzorki v
mrazu a chladu zpomaluje degradaci BV v dusledku jeho oxidace. Oxidaci BV
v disledku ptritomnosti kysliku ve vzorku Ize snizit probublavanim roztokii inertnim
plynem. Vyrobce standardu BV doporucuje jako vhodny zpiisob uchovavani skladovéani
pii teplot¢ -20°C (Sigma-Aldrich). Z provedeného experimentu plyne, Ze vzorky
standardu BV pftipravené ke stanoveni je vhodné uchovavat v mrazicim boxu, kde jsou
stabilni po dobu 14 dni. Soucasn¢ by pfi Casové delSich analyzach mél postacit k zajisténi

stability vzorki standardu BV vychlazeny zasobnik vzorki HPLC systému na 4°C. Tento
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experiment se zabyval pouze stabilitou vzorkt standardu BV. V budoucnu by bylo
vhodné provést obdobny experiment pro vzorky pfipravené z rostlinného materialu,
jelikoz stabilita BV v rostlinnych vzorcich mtze byt ovlivnéna pfitomnosti dalSich latek

ve vzorku.

5.2.5 Vliv pripravy vzorku na obsah biliverdinu

Predpoklada se, Ze namétené priblizné stejné mnozstvi BV pfi obou zplisobech ptipravy
vzorkli znadzemnich ¢asti je disledkem vysokého obsahu chlorofylu ve vzorku
pfipraveném lyofilizaci, jelikoz obsah chlorofylu ve vzorku zna¢né potlacuje ionizaci

jinych molekul (Ikonomou et al., 1991).

Nevyhodou lyofilizace je potieba vyrazné vétsiho mnozstvi Cerstvého rostlinného
materidlu nez u pfipravy vzorku homogenizaci v tekutém dusiku. Pouzité 14-ti denni
semendcky maji malou kofenovou ¢ast a pro zisk potiebného mnozstvi cerstvého
rostlinného materiadlu bylo potfeba pfiblizné¢ 150 kusi semenackd. Naproti tomu pro
pfipravu vzorku homogenizaci v tekutém dusiku bylo potfeba pfiblizn¢ 30 kust
semenacki. Z téchto diivod byla homogenizace v tekutém dusiku vybrana jako hlavni

zpusob piipravy vzorki pro stanoveni obsahu BV v naslednych experimentech této prace.

5.3 Vliv induktori hemoxygenasy na aktivitu hemoxygenasy, hladiny
biliverdinu a vyvoj kofenového systému semenacku rajcete
Na zaklad¢ diive publikovanych studii se predpokladalo, ze aplikace NaHS a heminu
vyvola nartst aktivity HO a zvySenou tvorbu postrannich kofenti. Hemin je substratem
pro enzym HO a bylo popsano, Ze aplikace heminu v koncentraci 0,2 mM vyvola jiz po
6 hodinach zvysenou expresi genu HO u sazenic rajcat (Fang et al. 2014). Indukce
aktivity HO ptisobenim heminu je popsana i v dalSich studiich, kde jsou aplikovéany jeho
rozdilné koncentrace (1 a 10 pM) na rizné rostlinné druhy jako jsou brukvovité rostliny,
Arabidopsis thaliana, ryze nebo okurka (Xuan et al., 2008; Cao et al., 2011; Chen et al.,
2012). Obdobné je HO vyznamné zapojena do tvorby postrannich kofent (Shekhawat a
Verma, 2010). Zapojeni HO do tvorby postrannich kotenti spociva v produkci CO, ktery
je jednim z produktd degradace hemu, kterou HO katalyzuje. Molekula CO piisobi jako
plynna signalni molekula aktivujici drahy vedouci ke tvorbé postrannich koteni (Fang

et al. 2014).
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NaHS je donorem H:S, ktera se v rostlinach vyskytuje ptirozené a ptisobi jako signalni
molekula pfi spusténi obrannych odpovédi na stresové faktory. H2S muze indukovat
tvorbu postrannich kotent, protoze se jako signalni molekula ti€astni modulace exprese
regulacnich gend bunécného cyklu, coz vede ke zvyseni exprese genu HO, konkrétné

izoformy HO1 (Zhang et al., 2009; Lin et al., 2012; Fang et al. 2014).

Ptedpoklad vlivu vedouciho ke zvyseni aktivity HO byl potvrzen u semenacki po
6-hodinové¢ inkubaci s 0,5 mM roztokem heminu, Ve srovnani s kontrolni skupinou
semenacki doslo k vyraznému vyvoji postrannich kofenti a specifickd aktivita HO
vzrostla dvojnasobné. Soucasné bylo pozorovano i dvojnasobné zvyseni koncentrace BV
jako specifického produktu reakce katalyzované HO. Dosazené vysledky potvrzuji vliv
heminu na aktivitu HO a tvorbu postrannich kofend, tak jako uvadi literatura Fang et al.,
2014. Soucasné byly optimalizovanou metodou UHPLC-MS/MS stanoveny zmény
koncentrace BV v disledku indukce aktivity HO. Jednalo se o viibec prvni stanoveni

endogenni koncentrace BV v ramci podobnych experiment S rostlinnymi vzorky.

Ve srovnani s aplikaci heminu neméla oproti pfedpokladiim aplikace 1 mM NaHS
ocekavané ucinky: ve srovnani s kontrolni skupinou semenacka doslo jen k nevyznamné
mirné zvysené tvorbé postrannich kotfent, a ani specificka aktivita HO a koncentrace BV
se oproti kontrolni skupin¢ vyznamné nezménila. Literatura Fang et al., 2014 uvadi, ze
aktivita HO vzroste jiZz 3 hodiny po aplikaci latky a v ¢ase 6 hodin je zaznamendan jeji
nejvyssi nartst. Tyto vysledky ale nepotvrzuji vliv NaHS na aktivitu HO a tvorbu
postrannich kofent. Provedeny experiment se od experimentu uvedeném v publikaci
Fang et al., 2014 1isi v pouzitém kultivaru rajcete. Pro provedeni experimentu byl pouzit
kultivar MicroTom, zatimco publikace uvadi jako pouzity kultivar Jiangshu 14 (Fang
et al., 2014). Pribeh experimentt byl v obou piipadech stejny, na semenacky rajéat byly
aplikovany roztoky NaHS v 1 mM koncentraci po dobu 6 hodin. V ramci provedeného
experimentu nelze vyloucit moznost, ze se vliv NaHS projevil dfive nez po 6 hodinach
od aplikace a po 6 hodinov¢ inkubaci byl jiz zaznamenan pokles aktivity zpét na ptivodni
hladinu. Tento pfedpoklad by se ale projevil zvySenym obsahem BV, coZ se na zaklad¢
stanoveni BV nepotrvdilo. Pfesto ale nelze zcela vyloucit, ze nadbytek vzniklého BV byl
transportovan dosud neobjevenymi transportéry do nadzemnich casti semenacku, ve
kterych aktivita HO a obsah BV nebyly stanoveny. DalSim odivodnénim pro tento

vysledek mtize byt fakt, Ze roztok NaHS je nestabilni a po jeho aplikaci muze dojit k
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rychlému rozkladu. Roztok NaHS je plynule rozkladan na plynny H»S, rychlost rozkladu
je ovlivnéna hodnotou pH rozpoustédla a teplotou okolniho prostiedi. Jako rozpoustédlo
pevného NaHS byla pouzita deionizovana voda, jejiz pH spada do kyselé oblasti (5,5 - 7).
Literatura uvadi, Ze pro zamezeni uvoliiovani plynného H2S by mélo byt pH pouzitého
rozpoustédla vétsi jak 10. Soucasné uvadi, Ze pii pH = 7 se uvolni az 80 % plynného H»S.
Vlivem vzristajici teploty dochazi k rychlej§imu rozkladu roztoku NaHS (Pubchem).
Pravé v dusledku rychlého rozkladu roztoku NaHS mohlo dojit ke vzniku pouze malého

mnozstvi HoS, které nevyvolalo dostatecnou odpovéd'.

5.4 Vliv abiotického stresu na vyvoj korenového systému, aktivitu

hemoxygenasy a hladinu biliverdinu v semenaccich rajcete
Kadmium (Cd) je toxicky kov. Hlavnim z diivodi toxicity Cd je jeho vysoka afinita
K thiolovym skupinam, které jsou vyznamnymi skupinami enzymt, peptidi a proteint.
Navaze-li se Cd na thiolovou skupinu enzymu, dojde ¢asto k nevratné inaktivaci enzymu,
coz je pro organismus nezddouci. Soucasné je Cd v zivych organismech vazano na
tripeptid glutathion, ktery se ucastni vyznamnych reakci katalyzovanych antioxida¢nimi
enzymy. Vazbou Cd na glutahion je sniZzena koncentrace glutathionu v organismu a
dochazi tak k naruseni redoxni rovnovahy za vzniku oxidativniho prostredi zpiisobeného
tvorbou ROS, které by za normalnich podminek glutathion redukoval (Cuypers et al.,
2010). I pfesto, ze se nejedna o esencialni prvek, je velmi snadno rostlinami pfijiman, a
to v disledku flexibility iontovych kanalii a kovovych transportéru (Liu et al., 2003).
Akumulace Cd zptisobuje mnoho bunéénych zmén, dochazi k inhibici enzymii, coz mize
vést k porucham fotosyntézy, ¢imZ je zna¢né narusen cely bunéény metabolismus. Dalsi
zmeény se tykaji propustnosti cytoplazmatické membrany nebo bunééného cyklu (Hasan
et al., 2015). Vystaveni rostlin nebezpe¢né chemické latce se oznacuje jako abioticky
stres. Riizné typy abiotického stresu Casto vyvolavaji stres oxida¢ni, béhem které¢ho
dochazi k vyrazné nadprodukci ROS a RNS v buiikach rostlin. ZvySené koncentrace
molekul ROS a RNS musi byt sniZeny, aby nedoslo k naruseni buné¢énych struktur nebo
bunééné smrti. Predpokldda se, Ze do enzymové obrany proti oxida¢nimu stresu
Vv bunikach rostlin je zapojen také enzym HO. HO nekatalyzuje pfimou pfeménu ROS
nebo RNS, tak jako jiné antioxida¢ni enzymy, ale ptedpoklada se, ze se podili na
obrannych reakcich nepiimo, a to prostiednictvim produkti degradace hemu, kterou HO

katalyzuje (Shekhawat a Verma, 2010). V této praci je vénovana pozornost BV, ktery je
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jednim z degradacnich produkti hemu a jsou u néj predpokladany antioxida¢ni vlastnosti.
Stanoveni aktivity HO tizce souvisi se stanovenim koncentrace BV. Pokud dojde ke
zvyseni nebo snizeni aktivity HO, mtze to vést ke zvySené nebo snizené koncentraci BV.

Z toho diivodu, byla u rostlinnych vzorkl stanovovana jak koncentrace BV, tak i aktivita

HO.

Pojem peroxidace lipida se tyka polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA), které
se Vrostlinnych bufikach vyskytuji Vv cytoplazmatické membrané a membranach
bunécnych organel. Peroxidaci lipidi lze rozdé€lit na enzymovou a neenzymovou.
Enzymova peroxidace je katalyzovana skupinou enzymi lipoxygenas (Kiihn a Thiele,
1999). V piipad¢ neenzymové peroxidace lipida je oxidace PUFA vyvolana volnymi
radikdaly. Pasobeni volnych radikal vyvola fetézovou reakci, béhem které je oxidovano
velké mnozstvi PUFA (Shah et al., 2001). Béhem peroxidace lipidi vznika jako jeden
z koncovych sekundarnich produkti molekula malondialdenydu (MDA), ktera ma ze
vSech koncovych produktl nejvétsi zastoupeni. Z toho diivodu se stanoveni koncentrace
MDA vyuziva k hodnoceni peroxidace lipidt (Hodges et al., 1999). MDA je toxicka
molekula, kterd se ve struktufe proteinii vaze na volné aminoskupiny, ¢imz méni
vlastnosti proteinti. Soucasné je procesem peroxidace lipidi pozménéna tekutost a
propustnost membran, jelikoZ je naruSen obsah PUFA (Shah et al., 2001). Rostlinné
bunky vystavené vysSimu oxidacnimu stresu obsahuji vyssi koncentrace ROS a ty mohou

snadno vyvolat fetézovou reakci oxidace PUFA.

Predpokladalo se, ze vyvoj kofenového systému, koncentrace proteind, aktivita HO,
koncentrace BV a peroxidace lipidii u semenackt kultivovanych po dobu 10 dni na
médiich s CdCl, by méla byt vyrazné ovlivnéna pravé pfitomnosti Cd?* kationtd, ale
soucasné¢ by mohla byt ovlivnéna i pfitomnosti Cl” aniontu, jehoz zdrojem je taktéz CdClo.
V kontrolnim médiu bez CdCl byl obsah CI" aniontu 3 mM (Duchefa). Pfidavek CdCl»
Vv rozsahu koncentraci 50 - 500 uM zptisobi minimalni zménu koncentrace Cl™ aniontu

Vv pouzivanych agarovych médiich, tudiz 1ze moznost vlivu CI” aniontu zanedbat.

Na zaklad¢ dosazenych vysledkli lze porovnat i odpovédi obou kultivari
S. lycopersicum cv. MicroTom a S. lycopersicum cv. Amateur na abioticky stres. Je
znamo, ze kultivary se od sebe lisi rezistenci vii¢i napadeni patogenem, které se oznacuje

jako bioticky stres (Lebeda et al., 2014). S. lycopersicum cv. MicroTom je stfedné
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rezistentni va¢i napadeni patogenem Pseudoidium neolycopersici, zatimco
S. lycopersicum cv. Amateur je vysoce nachylny k napadeni patogenem Pseudoidium
neolycopersici. Odolnost a obranné reakce vuci abiotickému stresu nebyly doposud pro

oba kultivary vzajemné porovnany.

Kultivace semenacki S. lycopersicum cv. MicroTom na médiich s obsahem CdCl;
méla za nasledek vyznamné zmény ve vyvoji a délce hlavniho kofene. Literatura uvadi,
ze v dusledku aplikace vzristajicich koncentraci Cd dochazi ke zvySovani koncentraci
melatoninu (Hasan et al., 2015). Melatonin je signalni molekula uplatiujici se pfi
signalizaci rustu a stresu v rostlinnych bunkach. Vyznamné se podili na regulaci rustu
kofenti a toleranci vici abiotickému stresu (Hasan et al., 2015). Pfi kultivaci na médiich
s obsahem CdCl> v koncentraci 50 pM mohlo dojit k mirnému zvySeni hladiny
melatoninu, ktera mohla aktivovat signalizaci vedouci k proliferaci bunék kofenové ¢asti,
coz se projevilo naridstem délky hlavniho kofene vuci kontrolni skupiné semenack.
V ramci dalSich skupin semendcki byl zaznamenany pokles délky hlavniho kotfene
jednoznacnou odpovédi na zvysujici se aplikované koncentrace CdClz. ZvySena hladina
melatoninu, mize prostfednictvim signalnich drah aktivovat zvySenou tvorbu bunéc¢né
stény a vakuol, zatimco signalizace ristu miize byt omezena. Pravé ukladani Cd do vakuol
je jednim ze zakladnich mechanismi snizeni toxicity Cd v rostlinach (Hasan et al., 2015).
Na fotografiich na Obr. 30 je vidét vyrazné ztloustnuti kofenové ¢asti oproti kontrolni
skupin€ u semenacku kultivovanych na médiu s obsahem CdCl; v koncentraci 500 uM.
To muze byt zplisobeno nadmérnou tvorbou bunééné stény v dusledku vysoké
koncentrace melatoninu vyvolané vysokou koncentraci CdCly, ktera je pro semenacky jiz
toxickd. Zaroveil byly pozorovany zmény ve vyvoji nadzemnich ¢asti semendckti vlivem
kultivace na médiich s obsahem CdCl». Z fotografii na Obr. 27 - 30 je patrné ze vlivem
CdCl; doslo k snizenému vyvoji nadzemnich ¢asti oproti kontrolni skupin€. Tento jev
muze byt odlivodnén negativnim vlivem vazby Cd na proteiny, kdy pravé akumulace Cd
ma znacny vliv na metabolismus rostliny v disledku snizeni aktivity enzymi fotosyntézy.
Jednim z nich je i enzym RuBisCo aktivasa (RCA; EC 4.1.1.36). Vazbou Cd na RCA
dochézi ke snizeni aktivity RCA, ¢imzZ se sniZi asimilace COz a je tak negativné ovlivnén

celkovy metabolismus sacharidi v rostlinach (DalCorso et al., 2013).

Piidavek CdCl, do kultiva¢niho média mél mén¢ vyrazny vliv na vyvoj semenacku

S. lycopersicum cv. Amateur oproti S. lycopersicum cv. MicroTom. S. lycopersicum
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cv. Amateur béhem svého vyvoje podstatné vice toleroval obsah CdCl, v médiich, jelikoz
nebyly zaznamendny zmény v délce hlavnich kofenli oproti kontrolni skuping. Soucasné
nebyly zaznamenany vyrazné zmény ve vyvoji nadzemnich ¢asti semenackua
kultivovanych na médiich s obsahem CdCl; oproti kontrolni skupiné (Obr. 31 - 34). Je
mozné, ze kultivace na médiich s obsahem CdCl> vedla ke zvySeni koncentrace
melatoninu, kterd se zucastnila signalizace vedouci k obrannym reakcim, v jejichz
disledku se semenacky adaptovaly na abioticky stres béhem vyvoje. Vyjimku
predstavovala pouze skupina semenacku kultivovana na médiich s obsahem CdCl»
v koncentraci 500 uM. Ta je pro semenacky jiz zna¢né toxicka a opé&t doslo k vyvolani
obranné reakce, kterou je ztloustnuti kofenové ¢asti semenackd. Tento jev mohl byt
dusledkem zvyseni koncentrace melatoninu, tak jako u S. lycopersicum cv. MicroTom.
Pro dalsi studia by bylo vhodné provést analyzy testujici hladinu melatoninu ve vzorcich

ze semenackt obou kultivart kultivovanych na médiich s obsahem CdCl».

Vliv CdCl, na obsah proteinti ve vzorcich kofenovy ¢asti semenacka S. lycopersicum
cv. MicroTom a S. lycopersicum cv. Amateur byl pozorovan pro koncentraci 500 uM
CdCl; u obou kultivar. U zbyvajicich skupin semenack obou pouzitych kultivard
kultivovanych s niz§imi koncentracemi CdClz nebyly zaznamenany vyznamné zmény
v obsahu proteint viéi kontrolnim skupinam. To znamena, ze Cd pfijaté rostlinou mohlo
byt ulozeno do vakuol v kofenové ¢asti nebo mohlo byt transportovdno proteinovymi
transportéry vdazajici kovové ionty do nadzemnich ¢asti rostliny. Pritomnost Cd
Vv kotenové ¢asti mohlo mit vliv na zmény v zastoupeni proteinii, nékteré proteiny mohly
byt exprimovany vice, jiné proteiny naopak méné. V dusledku aplikace 500 uM
koncentrace CdCl; mohlo byt Cd ukladano nejen do vakuol, jako pfi aplikaci nizsich
koncentraci CdCly, ale sou¢asn¢ mohly byt vyvolany obranné reakce vedouci ke zvySené
tvorbé antioxidacnich enzymd, proteinli tepelného Soku (HSP) a specialnich proteinli
vazajicich Cd, tzv. akumulatorovych proteini. HSP je skupina proteinti podilejicich se na
obranné reakci viic¢i abiotickému stresu. Akumulatorové proteiny jsou proteiny, jejichZ
exprese je podpoiena zvySenou koncentraci tézkého kovu v rostlin€. Jedna se o proteiny
vazajici tézky kov, ¢imz je zamezeno vazbé tézkého kovu na vyznamné rostlinné
proteiny. Pfikladem skupiny akumulatorovych proteinti jsou fytochelatiny, obsahujici ve
sve struktufe opakujici se motiv glutathionu - aminokyseliny glutamat, cystein a glycin,
a prav¢ na thiolové skupiny cysteinu se Cd vaze (DalCorso et al., 2013).
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Vlivem kultivace na médiich s obsahem CdCl> doslo ke zvySeni obsahu proteint vici
kontrolni skupin€ ve vzorcich nadzemnich ¢asti semenacka S. lycopersicum cv. Amateur.
Tento jev mohl byt diisledkem akumulace Cd v semendaccich, ktera spustila signalni drahu
vedouci k expresi akumulatorovych proteint, které vazou Cd. Jejich tvorbou bylo
zabranéno vazbé Cd na jiné, pro rostlinu zivotné dulezité proteiny. Z toho divodu se
nadzemni ¢asti semenackt S. lycopersicum cv. Amateur kultivovanych na médiich s
obsahem CdCl, vyvijely obdobné jako kontrolni skupina semenacki. Souc¢asné¢ mohly
byt ve zvySeném mnoZstvi exprimovany dalsi proteiny podilejici se na ochrané rostliny
proti oxida¢nimu stresu, a to celd fada antioxidac¢nich enzymi a HSP. Naopak ve
vzorcich nadzemnich ¢asti semenackd S. lycopersicum cv. MicroTom nebyly
zaznamenany zmény V obsahu proteint vlivem kultivace na médiich s obsahem CdCl..
To muze znamenat, ze akumulace Cd zde nevedla ke zvySené expresi antioxida¢nich
enzymu, HSP nebo akumulatorovych proteinti, coz mohlo byt pfi¢inou vazby Cd na
vyznamné rostlinné proteiny. Tato hypotéza je podpofena pozorovanim zpomaleného
vyvoje nadzemnich ¢asti semenacka S. lycopersicum cv. MicroTom v dasledku kultivace
na médiich s obsahem CdCly, kdy tento jev byl diskutovéan pravé vazbou Cd na vyznamné

rostlinné proteiny.

U semenacku S. lycopersicum cv. MicroTom vysledky stanoveni specifické aktivity
HO ve vzorcich jak kofenové, tak nadzemni ¢asti nevykazuji zadny jednoznacny trend.
Z toho dtivodu byly dosazené vysledky diskutovany s vysledky stanoveni koncentrace
BV, jelikoz BV je produktem degradace hemu, kterou HO katalyzuje. V ramci stanoveni
koncentrace BV nebyly zaznamendny vyznamné zmény vlivem kultivace na médiich s
obsahem CdCl2 oproti kontrolni skupiné a soucasné ani v ramci jednotlivych skupin
semenackl kultivovanych na médiich s obsahem CdCl». Tento vysledek byl zaznamenan
pro vzorky kofenové i nadzemni Casti a je v souladu se zjisténim, Ze aktivita HO nebyla
u kultivaru MicroTom vyznamné ovlivnéna kultivaci na médiich s obsahem CdCl..
Jednim z moznych vysvétleni téchto vysledki je mozna akumulace Cd do rostlinnych
Casti, ¢imz by byla ovlivnéna jejich hmotnost. V ramci vSech stanoveni aktivity HO byla
navazovana vzdy stejna hmotnost rostlinného materialu. V ptipad¢ vyrazné akumulace
Cd by u stresovanych rostlin vzorky se stejnou hmotnosti odpovidaly mensimu mnozstvi
rostlinného materidlu ve srovnani s kontrolnimi skupinami. Literatura uvadi mnozstvi

akumulovaného Cd v kofenech semenacku rajc¢at v rozsahu 0,1 - 1,5 mg/g suché vahy

79



rostlinného materialu po 3-tydenni aplikaci roztoku Cd o koncentraci 1 - 100 uM (Dong
et al., 2006; Gaion etal., 2017). Mnozstvi akumulovaného Cd vyznamné zavisi na
aplikované koncentraci Cd a zvoleném zptsobu ristu semenacki rajcat. Se zvysujici se
koncentraci Cd je v kofenech semenacku rajcat akumulovano vétsi mnozstvi Cd.
Péstovani semenackl raj¢at hydroponicky v Zivnych roztocich snizuje akumulaci Cd,
zatimco rust semenacku rajéat na pevnych médich nebo v pevnych zahradnickych
substratech zvySuje akumulaci Cd v kofenové casti rostliny (Gaion et al., 2016).
Soucasné literatura uvadi, ze byl pozorovan pokles Cerstvé vahy rostlinného materialu v
dusledku akumulace Cd (Gaion et al., 2016). Prozatim se jedna o jedinou publikaci
zabyvajici se vlivem akumulace Cd na Cerstvou vahu semenackt rajéat, tudiz publikované
vysledky nemusi platit pro vSechny genotypy rajcat. Pro tato tvrzeni by bylo vhodné

provést dalsi vyzkum zahrnujici vyznamné genotypy rajcete.

U semenacka S. lycopersicum cv. Amateur nebyla aktivita HO zvolenou metodou
méfitelnd ve vzorcich kofenovych €asti. SouCasné v ramci stanoveni koncentrace BV
Vv kofenovych ¢astech semenacku kultivovanych na médiich s obsahem CdCl, nebyly
zaznamenany zmény hodnot koncentraci BV oproti kontrolni skupiné. Stanovené
koncentrace BV v kofenovych ¢astech semenackt S. lycopersicum cv. Amateur mély
ptibliznou hodnotu 10 ng/g, zatimco koncentrace BV v kofenovych ¢astech semenackt
S. lycopersicum cv. MicroTom byly desetkrat vyssi. Nizké koncentrace BV odpovidaji
nizkym aktivitam HO v kofenovych ¢astech semenackt S. lycopersicum cv. Amateur.
Jednim z moznych diivodi vyrazného snizeni aktivity HO v kofenovych ¢astech je
regulace degradace hemu, a to za Ufelem omezeni tvorby degradacnich produktl
(Balestrasse et al., 2008). Potteba BV neni natolik vysoka v kotfenovych ¢astech oproti
nadzemnim c¢astem, kde je BV soucasti syntetické drahy fytochromt. Soucasné nizka
potieba BV jako antioxidantu v kofenovych castech poukazuje na jiné obranné
mechanismy vici vlivu Cd, které mohly byt v semenaccich béhem 10-ti denni kultivace
aktivovany. Literatura uvadi, ze HO, jakozto enzym zapojeny do antioxida¢niho systému
rostlin, by mél pfi zvySeném oxidacnim stresu vyvolaném Cd vykazovat vyssi aktivitu
(Balestrasse et al., 2008). Jsou publikovany vysledky potvrzujici zvySeni exprese HO do
48 hodin od aplikace Cd. Avsak po 72 hodinach od aplikace Cd je zaznamenan vyrazny
pokles exprese HO oproti kontrolni skuping, ktera je exprimovana po celou dobu na stejné

hladiné. Tyto vysledky byly ziskany experimentem zabyvajicim se vlivem Cd na koieny
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semenackd soji (Balestrasse et al., 2008). Je mozné, Ze v ramci naseho experimentu doslo
na pocatku kultivace na médiich s CdCl k navyseni aktivity HO vlivem zvys$ené exprese
HO, ale po n€kolika dnech mohlo dojit k prudkému poklesu HO a po ukonceni 10-ti denni
kultivace byla aktivita jiz neméfitelna. Aktivita HO u kontrolni skupiny mohla byt
snizovana pomaleji neZz u skupin semenackl kultivovanych na médiich s CdClo.
Dtivodem rychlého poklesu aktivity HO mtize byt ptetizeni antioxida¢niho systému nebo
vyvolani dalSich obrannych reakci v dusledku zvysené aktivity HO (Balestrasse et al.,
2008). Duvodem, proc¢ byla aktivita HO méfena aZz po ukonceni 10-ti denni kultivace a
ne v kratSich casovych intervalech, tak jak uvadi literatura, je fakt, ze v ramci
experimentu se pracovalo s rostlinkami rajcat a tudiz ptisobeni Cd na aktivitu HO mohlo
byt jiné neZ u rostlinek soji. Soucasné by pro stanoveni aktivity HO v rGznych ¢asovych
intervalech bylo potfeba napéstovat podstatné vice rostlinného materidlu. Samotny
experiment zabyvajici se stanovenim vlivu abiotického stresu na vice faktort
V jednotlivych vzorcich byl uz sam o sobé velmi naroény na mnozstvi pouzitého

rostlinného materialu.

V ramci stanoveni specifické aktivity ve vzorcich kofenovych Casti semenacku
S. lycopersicum cv. MicroTom a S. lycopersicum cv. Amateur byly ziskany odlisné
vysledky. Pro kultivar MicroTom byla aktivita HO zvolenou metodou méfitelnd, zatimco
pro kultivar Amateur ne. Jednim z odiivodnéni miiZze byt rozdilna citlivost kultivard a
soucasné prizpasobeni vyvoje na pfitomnost Cd v kultivaénim médiu. Na zakladé
dosazenych vysledku Ize kultivar MicroTom oznadit za vice citlivy a hiife ptizptusobitelny
na piitomnost Cd. Z toho divodu je mozné, ze aktivita HO u kultivaru MicroTom byla
udrZzovéana na vyssi hlading, aby se béhem vyvoje nadale podilela na antioxida¢nich a
obrannych mechanismech semenackll. Soucasné u kultivaru MicroTom byla méfena 1
aktivita HO v kofenovych ¢astech kontrolni skupiny, tudiz odlisné vysledky stanoveni
aktivity HO v kotfenovych ¢astech obou kultivarit by mohly byt dusledkem rozdilnych

urovni exprese genu HO.

U vzorkiu nadzemnich ¢asti semenacka S. lycopersicum cv. Amateur se vysledky
stanoveni specifické aktivity HO a koncentrace BV zcela neshoduji. V rdmci stanoveni
aktivity HO byl u semenackt kultivovanych na médiich s CdCl> zaznamenan mirny
pokles oproti kontrolni skupin€. Naopak v ramci stanoveni koncentrace BV byl u

semenacki kultivovanych na médiich s CdCl, zaznamenan mirny narust oproti kontrolni
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skupiné. Je mozné, ze vlivem piisobeni vyssich koncentraci CdCl, doslo k rychlejsi

aktivaci exprese genu HO, coz vedlo k vyssi produkci BV. Nasledné¢ mohlo dojit k

vvvvvv

vvvvvv

pokles exprese HO vlivem pusobeni vyssi koncentrace Cd (Balestrasse et al., 2005;
Balestrasse et al., 2008). Vlivem ptisobeni 200 uM Cd doslo ke snizeni exprese HO uz
po 48 hodinach od aplikace, zatimco vlivem ptsobeni 50 uM Cd az po 72 hodinach od
aplikace (Balestrasse et al., 2008). Moznym oduvodnénim pro stanoveni nizSich
koncentraci BV ve vzorcich nadzemnich ¢asti oproti vzorkiim kotfenovych ¢asti je vyuziti

BV pro syntézu fytochromda.

Na zéklad¢ dosazenych vysledkli by bylo pro dal§i experimenty vhodné stanovit
aktivitu HO také po krat$i dobé kultivace na médiich s CdCly, jelikoz aktivita HO se
béhem dlouhodobéjsi kultivace muze opét snizovat k hodnotam kontrolnich rostlin.
Vysledky z experimentli vypovidaji o kratkodobém zapojeni HO do antioxida¢niho
systému, kde je zapojena do tvorby signalu, ktery dale puisobi. Oxida¢ni stres vyvola
zvySenou expresi HO, kterd se prostfednictvim degradacnich produktii hemu podili na
antioxidacnich a signaliza¢nich drahach vedoucich k aktivaci dalSich obrannych reakci.
V disledku kratkodobého zapojeni HO do antioxidacniho systému dochazi v prib&hu
delSich casovych intervall ke sniZeni aktivity HO na nizkou hladinu, kterd zajisti pouze
potiebné mnozstvi degradacnich produkti hemu pro rostlinu, a to z toho divodu, ze dalsi
vyznamné obranné mechanismy jsou jiz aktivni a neni jiz tfeba signdlu pro jejich aktivaci.
Soucasné by bylo vhodné provést i stanoveni obsahu Cd v rostlinném materialu, které by

potvrdilo akumulaci Cd.

V ramci stanoveni peroxidace lipidi byl v kofenovych ¢astech semenacku
S. lycopersicum cv. MicroTom a S. lycopersicum cv. Amateur kultivovanych na médiich
s CdCl; zaznamenan pokles obsahu MDA oproti kontrolni skuping. Tento jev mize byt
vysvétlen zvySenym pusobenim antioxida¢niho systému vlivem abiotického stresu.
Literatura uvadi, ze vlivem pusobeni 200 uM Cd byl zaznamenan nartst koncentrace
MDA po 48 hodinach od aplikace (Balestrasse et al., 2005). Je mozné, ze k navyseni
produkce MDA v piipadé naseho experimentu doslo, ale soucasné v pribéhu kultivace
mohly semenacky aktivovat metabolické drahy odbourani MDA. Semenacky si také

mohly v dasledku dlouhodobé kultivace vytvofit obranny mechanismus, ktery zabranil
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dalsi zvysené peroxidaci lipidi. Tato tvrzeni souhlasi s vysledky uvedenymi v publikaci
Dong et al., 2006. V této publikaci autofi nejprve zaznamenali po 7 dnech kultivace s Cd
narast koncentrace MDA, ovSem po 14 dnech kultivace s Cd byl jiz zaznamenan pokles
koncentrace MDA v dusledku jeho degradace. Na procesu degradace MDA se podili
skupina enzymi aldehyddehydrogenas (Sunkar et al., 2003). Zaroven byl zaznamenan
uvadi, ze v rdmci skupin vzorka koncentrace MDA timémé¢ vzrostla v dasledku 7-denni
expozice stoupajicim koncentracim Cd. Vyssi obsah MDA je pomaleji metabolizovan,
coz se projevilo pomalejsim poklesem koncentrace MDA po 14 dnech u skupin vzorkt
vystavenych vy$§im koncentracim Cd (Dong et al., 2006). Tyto informace potvrzuji, ze
vyssi koncentrace Cd zpusobuji vys$si narust lipidové peroxidace, ktera zpisobuje
poskozeni bunéénych membran vedoucich k naruSeni bunéénych funkci. Tento fakt se
vyrazné projevil u kofenti semenackl obou kultivart kultivovanych s 500 uM CdClo.
Tuto koncentraci lze oznacit pro oba pouzité kultivary semenacki S. lycopersicum za
toxickou. Aplikované koncentrace CdClz byly porovnany s koncentracemi uvedenymi v
diskutované literatufe. Jako nejvyssi aplikovana koncentrace na semenacky soji se uvadi
koncentrace 200 uM (Balestrasse et al., 2005; Balestrasse et al., 2008). Publikace
zaméefené na vliv Cd na rostlinky rajcat uvadi jako nejvyssi aplikovanou koncentraci

100 uM (Hasan et al., 2015; Gaion et al., 2017).

V nadzemnich ¢astech semenackt S. lycopersicum cv. MicroTom a S. lycopersicum
cv. Amateur nebyly zaznamenany vyrazné zmény Vv obsahu MDA oproti kontrolnim
skupinam. Muze byt predpokladan stejny trend jako pro kofenové ¢asti, kdy nejprve doslo
K mirnému navySenim produkce MDA, které bylo nasledné¢ metabolizovano, coz
zpusobilo pokles na hodnoty blizké kontrolnim skupindm. Soucasné ale nelze vyloucit
mozZnost slabsi peroxidace lipidii po celou dobu kultivace, ktera se projevila nizkymi

hladinami MDA, které byly blizké hodnotdm MDA kontrolnich skupin.

Na expozici Cd reaguje kazdy kultivar S. lycopersicum zcela odlisn€. Rozdilnost je
Vv toleranci Cd, spusténi a G¢innosti obrannych mechanismu. V literatue se uvadi, ze
tolerance vici tézkym kovim je dana schopnosti se vyrovnat s ROS a schopnost
akumulace tézkych kovl je dana spusténim silné exprese proteind vazajicich kovové
ionty (DalCorso et al., 2013). Soucasné se dale uvadi, Ze vyznamné je i snizeni exprese

geni majicich vliv na odolnost vici chorobam (Plessl et al.,, 2010). Srovnanim
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dosazenych vysledkii u semenacka S. lycopersicum cv. MicroTom a S. lycopersicum
cv. Amateur bylo zjisténo, ze S. lycopersicum cv. Amateur byl vice tolerantni vuci
pritomnosti CdCl; béhem svého vyvoje. Vysvétlenim odlisné tolerance mtize byt prave
rozdilna nachylnost k napadeni patogenem, ktery je puvodcem rostlinnych chorob (Plessl
et al., 2010). Na zaklad¢ této informace muze byt dosazeny vysledek provedenych
experimentti vysvétlen tak, ze S.lycopersicum cv. Amateur je Knapadeni vysoce
nachylny, tudiz exprese genti zodpovidajicich za odolnost vii¢i biotickému stresu neni za
béznych podminek vysoka a v piipadé abiotického stresu je snadné ji rychle snizit.
V disledku toho je rostlina schopna rychlé aktivace obrannych mechanismd, kterymi se
brani proti pasobeni abiotického stresu. Naopak S. lycopersicum cv. MicroTom je vuci
napadeni patogenem stfedné rezistentni. To znamend, Ze exprese gend zodpovidajicich
za odolnost vii¢i biotickému stresu je za béznych podminek vyssi nez u pfedchoziho
kultivaru. V ptipad¢é ptsobeni abiotického stresu je tedy nutno snizit podstatné silngjsi
expresi obrannych mechanismua vuci stresu biotickému. Tento proces trva déle, rostlina

v

Skodlivym vliviim.
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6 ZAVER

V teoretické casti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe shrnujici funkce
biliverdinu u rostlin a jeho znamé drahy biosyntézy a pfemény. Dale byla vypracovana
literarni reSerSe zabyvajici se antioxida¢ni tlohou biliverdinu ve stresovych podminkach.

Soucasn¢ byl vypracovan pichled metodiky pro stanoveni biliverdinu.

Nejvyznamngjsimi vystupy praktické ¢asti diplomové prace tykajici se biliverdinu a

hemoxygenasy:

e Byla testovana reaktivita BV slatkami uvoliiujicimi RNS in vitro, kdy
vyznamngéjs§i reakce byla na rozdil od diive publikovanych vysledkli pozorovana
pouze V piipad¢é donoru nitroxylu Angeliho soli.

e Byla zavedena a testovana metoda fluorimetrické kvantifikace BV, kterou vSak
v disledku nizké citlivosti metody nelze pouzit pro analyzu BV v extraktech
rajcete.

e S vyuzitim syntetického standardu BV byla zavedena a optimalizovéna vysoce
citiva. UHPLC-MS/MS metoda pro kvantitativni analyzu BV ve vzorcich
nadzemni a kofenové Casti semenackl rajCete. Kalibrace zavedené
UHPLC-MS/MS metody byla provedena také s vyuzitim deuteriem-zna¢eného
standardu BV-da.

e Optimalizovana UHPL-MS/MS metoda analyzy BV byla aplikovana pro vzorky
kofenovych a nadzemnich casti rajCat, ve kterych byl stanoven obsah BV na
urovni nM koncentrace.

e Byla pozorovana stabilita zasobnich roztokt standardu BV. Z experimentu bylo
zjisténo, ze zasobni roztok standardu BV je stabilni v mrazicim boxu pii -20°C po
dobu 14 dnt.

e Byl pozorovan pozitivni i¢inek heminu na aktivitu HO, obsahu BV ve vzorcich
kofenovych ¢asti a pocet postrannich kofenti u semenackt Solanum lycopersicum
cv. MicroTom.

e Vdisledku vlivu abiotického stresu na semenacky Solanum lycopersicum
cv. MicroTom byly zaznamendny vyznamné zmeény ve vyvoji semendckil

v disledku aplikace CdCl2 v 50, 100, 200 a 500 uM koncentraci, zatimco pro
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kultivar Amateur byly zaznamenany vyznamné zmény az v disledku
aplikace CdCl, v 500 uM koncentraci.

e Vliv abiotického stresu na aktivitu HO a obsah BV nebyl u semenackt Solanum
lycopersicum cv. MicroTom jednozna¢ny. Zmény aktivit HO nebyly
doprovdzeny vyznamnymi zménami obsahu BV ve vzorcich kofenovych i
nadzemnich casti semenackt. Pro kultivar Amateur byla aktivita HO méfitelna
pouze Vnadzemnich c¢astech, zatimco obsah BV byl zméfen ve vzorcich
kofenovych i nadzemnich c¢asti. Odlisné vysledky stanoveni pro oba kultivary
mohou byt diisledkem rozdilné odolnosti kultivart na stresové podminky.

e Byl potvrzen vliv abiotického stresu na peroxidaci lipidii, kdy byly zaznamenany

vyznamné zmény peroxidace pro oba kultivary ve vzorcich kofenovych ¢asti.

Pro metodu stanoveni interakce BV s RNS by bylo vhodné otestovat reakéni prostiedi o
rizném slozeni za G¢elem studia vlivu reakéniho prostiedi na priabéh reakce. V budoucnu
by méla byt provedena validace zavedené UHPLC-MS/MS metody analyzy BV za
vyuziti deuteriem-znaceného standardu BV-ds. Pro dalsi experimenty vlivu abiotického
prostiedi se nabizi detailnéjsi prozkoumani vlivu aplikace CdCl, na aktivitu HO, obsah
BV a peroxidaci lipidl Vv kratSich ¢asovych intervalech zavedenymi experimentalnimi
metodami. Soucasné by bylo vhodné stanovit mnozstvi Cd akumulovaného rostlinou jak
Vv kofenové, tak nadzemni ¢asti rostliny. Vhodnou metodou pro takové stanoveni by byla

plamenova atomova absorpéni spektrometrie.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
e AS - Angeliho sil
e BSA - hovézi sérovy albumin
e BR - bilirubin
e BV -biliverdin
e BVR - biliverdinreduktasa
e DEA-NO - diethylamino-NONOat
e DMSO - dimethylsulfoxid
e HEPES - 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina
e HO - hemoxygenasa
e HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
e HSP - protein teplotniho Soku
e MDA - malondialdehyd
e MS - hmotnostni spektrometrie
e NADPH - redukovany nikotinamidadenindinukleotid fosfat
e ROS - reaktivni formy kysliku
e RNS - reaktivné formy dusiku
e SNAP - S-nitroso-N-acetylpenicillamin
e  SNP- nitroprusid sodny
e UHPLC-MS/MS - ultravysokotlaka kapalinova chromatografie ve spojeni

s tandemovou hmotnostni spektrometrii
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