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Abstrakt:

Protoplast je oznaCeni pro bunku zbavenou bunécné stény. Dulezitou
vlastnosti protoplast je schopnost dediferenciace a skutecnost, ze se jedna
o totipotentni burky, které jsou schopné pfi spravnych podminkach obnovovat
novou bunécnou sténu, zahajit bunécny cyklus a délit se. K rekonstrukci bunécné
stény je dullezitd kontrolovana produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a pro
regenerujici protoplasty je typicka zvySena aktivita katalasy a peroxidas, které hraji
roli v procesu polymerizaCnich reakci pfi stavbé bunécné stény. Nanocastice stfibra
(Ag-n€) predstavuji v sou€asné dobé& vyznamnou skupinu bioaktivnich latek. Diky
Sirokospektrym antimikrobialnim vlastnostem jsou pouzivany pro biomedicinské
ucely a s rychlym rozvojem nanotechnologii byly aplikace rozSifeny do mnoha
spottebitelskych produktd. Siroké pouziti Ag-né v praxi ma za nasledek zvyseny
vyskyt Ag-n¢ v ekosystému a jejich plsobeni na ¢lovéka. V této praci byl sledovan
vliv Ag-n¢ a Ag” na regeneraci protoplasti Cucumis sativus mechanismem produkce
ROS a reaktivnich forem dusiku (RNS). DalSi experimenty byly zaméfeny
na porovnani dvou genotypu rostlin s vyrazné rozdilnou schopnosti regenerace
protoplastt, C. sativus a Brassica oleracea. Byl sledovan vliv Ag-n¢, Ag’
a antioxidantu askorbatu na proces regenerace. Byl detekovan pozitivni vliv Ag*
a Ag-n€ v nizké koncentraci (0,05 mg/l) na zivotnost protoplastd C. sativus
a naslednou tvorbu mikrokalusu. Buriky B. oleracea vykazovaly vysSi citlivost
na Ag’, Ag-n¢ i askorbat v kultivaénim mediu v porovnani s C. sativus. Béhem
regenerace protoplastu byly detekovany zmény v hydroxymethylaci a methylaci DNA

a rovnéz v expresi antioxida¢nich enzyma.
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CIiLE PRACE

I y vz

Teoreticka cast

Vypracovani literarni reSerSe na téma:
o Uloha ROS/RNS v procesu regenerace protoplastti
o Vliv stfibrnych iontl a nanoc&astic stfibra na rostlinnou buriku

o Hydroxymethylace a methylace DNA

Il. Experimentalni ¢ast

Studium vlivu
- kyseliny askorbové (antioxidant)
- stfibrnych iontd
- nanocastic stfibra
o na proces regenerace mezofylovych protoplast(
o na produkci ROS a RNS v procesu regenerace mezofylovych protoplastt
o na hydroxymethylaci DNA v procesu regenerace mezofylovych protoplastt
o na expresi antioxidacnich enzym( v procesu regenerace mezofylovych
protoplastu

u modelovych rostlin liSicich se schopnosti regenerace rostlin z protoplastové kultury:

- Cucumis sativus

- Brassica oleracea
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1. Uloha reaktivnich forem kysliku v procesu

regenerace protoplasti

Pojmem protoplasty jsou oznaCovany burniky zbavené bunécéné stény (Fowke
& Constabel, 1986). Tento pojem se pouziva v souvislosti s burfikami rostlinnymi,
bakterialnimi a houbovymi, které maji bunéénou sténu. Jedinou bariéru mezi vnéjSim
prostfedim a vnitfni cytoplazmou buriky tvofi u protoplastl cytoplazmaticka membrana.
Rostlinné protoplasty jsou schopné dediferenciace a vznikaji aseptickou kultivaci
izolovanych ¢asti rostlin za definovanych experimentalnich podminek (Petfek et al.,
2006). Protoplasty Ize izolovat z rGznych rostlinnych pletiv a organld. Jedna se
o totipotentni buriky, které jsou schopny pfi spravnych chemickych a fyzikalnich
podnétech obnovovat novou bunéénou sténu, zahajit bunéény cyklus a mitoticky se
délit nebo regenerovat do raznych organt. Z nové dcefiné buriky se muze za vhodnych
podminek regenerovat cela rostlina (Davey et al., 2005).

Mezi zakladni pozadavky na preziti a nasledné déleni protoplastu patfi
rekonstrukce bunécné stény a kontrolovana produkce reaktivnich forem kysliku (ROS)
(Meyer & Abel, 1975; Roubelakis-Angelakis, 1993). Pro regenerujici protoplasty je
typicka zvySena aktivita enzymu katalasy (H,O,:H,O, oxidoreduktasa CAT,
EC 1.11.1.6) a peroxidas (donor:H,O,-oxidoreduktasa POX, EC 1.11.1.7) (Siminis
et al., 1993; Siminis et al., 1994). Mezi ROS vyskytujici se v rostlinach patfi peroxid
vodiku H,0,, singletovy kyslik O,, hydroxylovy ion OH", superoxidovy anion-radikal O,",
hydroxylovy radikal HO, perhydroxylovy radikal O,H" (Scandalios, 1990). Produkce
ROS vrostlinném organismu je lokalizovana v chloroplastech, mitochondriich,
peroxisomech, endoplazmatickém retikulu, plazmatické membrané, apoplastu
a bunécné sténé (Mittler, 2002). Zdroji ROS u rostlin muOze byt respiracni
a fotosynteticky elektronovy transportni fetézec, [(-oxidace mastnych kyselin
anebo aktivita enzym( xanthinoxidasy (xanthin:O,-oxidoreduktasa, EC 1.17.3.2),
aminoxidasy (amin:O,-oxidoreduktasa obsahujici flavin EC 1.4.3.4, obsahujici med
EC 1.4.3.6 délici se na: primarni amin:O,-oxidoreduktasa EC 1.4.3.21, histamin:O,-
oxidoreduktasa EC 1.4.3.22), NADPH-oxidasy (NAD(P)H:O,-oxidoreduktasa,
EC 1.6.3.1), oxalatoxidasy (oxalat:O,-oxidoreduktasa, EC 1.2.3.4) a dalSich (Mittler,
2002). ROS maiji v biologickych systémech dvé zakladni ulohy, vykazuji signalni funkci,
ktera mlze vést az k expresi genll, nebo funguji jako toxické meziprodukty aerobniho
metabolismu zpusobujici posSkozeni buriky pfipadné jeji zanik (Neill et al., 2002).
Produkce a degradace ROS musi byt v rovhovaze (Hernandez et al., 2006). Peroxid
vodiku a dalsi ROS vznikajici v extracelularnim prostoru se podili na obrannych
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reakcich buriky, napf. zapojenim se v procesu lignifikace a nasledného zpevnéni
bunécné stény chranici rostlinnou bunku (Olson & Varner, 1993; Wojtaszek, 1997).
Rekonstrukce a zpevnéni bunécné stény u protoplastu vyzaduji zvySenou koncentraci
peroxidu vodiku na vnéjSi strané cytoplazmatické membrany, kde dochazi
k intenzivnim polymerizaénim reakcim, katalyzovanymi enzymy s POX aktivitou.
Peroxid vodiku vznikajici spontanné nebo za Kkatalyzy superoxiddismutasou
(superoxid:superoxid-oxidoreduktasa SOD, EC 1.15.1.1) ze superoxidového anion-
radikalu produkovaného v reakci katalyzované NADPH-oxidasou lokalizovanou
v cytoplasmatické membrané nebo peroxid vodiku produkovany pfimo pfi oxidaci
amind v apoplastu mize byt vyuzit POX bunécné stény pfi lignifikaci a zesileni
bunécné stény jak béhem normalniho rudstu, tak v reakci na vnéjsi podnét jako je napf.
poranéni nebo napadeni patogenenem (Vranova et al.,, 2002; Bolwell & Wojtaszek,
1997). VysSi koncentrace peroxidu vodiku byla prokazana také u kalusu
s regeneracnim potencialem (Libik et al., 2005).

Zvysena akumulace peroxidu vodiku uvniti buriky psobi toxicky a pro preziti je
nutna aktivace antioxidaCnich systému (de Marco & Roubelakis-Angelakis, 1996).
PFfi nerovnovaze mezi tvorbou a degradaci ROS dochazi k tzv. oxidaénimu stresu.
ZvySena tvorba ROS muze byt vyvolana béhem stresové situace jako je sucho,
zvySena salinita prostfedi, vysoké a nizké teploty, UV zafeni, poranéni, pUsobeni
herbicidl nebo infekce patogenem (Papadakis & Roubelakis-Angelakis, 2002). Rostliny
disponuji celou Skalou ucinnych antioxidacnich systému, které toxicky vliv ROS

eliminuji.

2. Antioxida¢ni enzymovy systém rostlin

Aerobni organismy vyvinuly sloZité a vzajemné propojené reakce na ochranu
pfed toxickymi u€inky ROS. U rostlin, podobné jako u fady dalSich Zivych organisma,
se jedna o obranné systémy enzymového a neenzymového charakteru (Mittler, 2002).
Nizkomolekularni neenzymové antioxidanty pfitomné v bufkach se podili
na neutralizaci volnych radikall za vzniku nereaktivnich slou¢enin (Arrigoni & de Tullio,
2002). Mezi takto pusobici latky se fadi askorbat, glutathion, tokoferoly, karotenoidy,
latky fenolické povahy a dalSi (Batkova et al., 2008).

Jednim z nejvyznamnéjSich neenzymovych antioxidant( zapojenych v obranné
reakci rostlin je L-askorbat (vitamin C). Jeho pfitomnost byla prokazana u vétSiny typu
rostlinnych bunék a organel a rovnéz v apoplastu. Za fyziologickych podminek se

vyskytuje L-askorbat vétSinou v redukované formé v listech a chloroplastech (v 90 %
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prevlada forma askorbatu) a jeho intracelularni koncentrace se pohybuje
v milimolarnich mnozstvich, napf. koncentrace 20 mmol/l se vyskytuje v cytosolu
a 20 - 300 mmol/l ve stroma chloroplastu (Smirnoff, 1996; Foyer & Lelandais, 1996).

Vedle dulezité role askorbatu jako uc€inného antioxidantu podilejiciho se
na snizeni oxida¢niho stresu ma v rostlinach askorbat Siroké spektrum dalSich funkci.
Podili se na modulaci aktivity enzym(, pusobi jako enzymovy kofaktor
(v chloroplastech vystupuje jako kofaktor deepoxidasy - violaxanthin:askorbat-
oxidoreduktasa, EC 1.10.99.3), ktera prevadi violaxanthin a antheroxanthin
na zeaxanthin v tzv. xantofylovém cyklu), Uu¢astni se syntézy bunécné stény, jejiho
prodluzovani a zesitovani, podili se na regulaci bunééného déleni (postup bunééného
cyklu z G1 do S faze) a prodluzovani bunék (Noctor & Foyer, 1998; Liso et al., 1988;
Smirnoff, 1996; Arrigoni, 1994; Cordoba & Gonzalez-Reyes, 1994; Navas
& Gomez-Diaz, 1995; de Tullio et al., 1999).

VS8echny rostliny maji schopnost de novo syntézy askorbatu
pfes GDP-D-mannosu a L-galaktosu v tzv. Smirnoff-Wheelerové cesté (Obr. 1)
(Smirnoff et al., 2001; Wheeler et al., 1998). Wolucka & Van Montagu navrhli
biosyntézu askorbatu pfes L-gulosu vznikajici z GDP-D-mannosy a GDP-L-gulosy.
L-gulosa je konvertovana na L-gulono-1,4-lakton a L-askorbovou kyselinu. Tato cesta
byva oznaCovana jako vétev Smifnoff-Wheelerovy cesty biosyntézy askorbatu
(Wolucka & Van Montagu , 2003; Badejo et al., 2009).

-13-
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Obr. 1: Znazornéni Smirnoff-Wheelerovy cesty biosyntézy askorbatu. Vychozi
surovinou pro tvorbu askorbatu u rostlin je glukosa. Enzymy katalyzujici reakce jsou
hexokinasa (ATP:D-hexosa-6-fosfotransferasa, EC 2.7.1.1), fosfoglukosaisomerasa
(D-glukosa-6-fosfat-aldosa-ketosa-isomerasa, EC 5.3.1.9), fosfomannosaisomerasa
(D-mannosa-6-fosfat-aldosa-ketosa-isomerasa, EC 5.3.1.8), fosfomannosamutasa
(a-D-mannosa-1,6-fosfomutasa, EC 5.4.2.8), GDP-D-mannosapyrofosforylasa
(GTP:a-D-mannosa-1-fosfat-guanylyltransferasa, EC 2.7.7.13), GDP-D-mannosa-
epimerasa (GDP-mannosa-3,5-epimerasa, EC 5.1.3.18), GDP-L-galaktosafosforylasa
(GDP:a-L-galaktosa-1-fosfatguanylyltransferasa, EC 2.7.7.69), L-galaktosa-
1-fosfatfosfatasa  (sacharidfosfat-fosfohydrolasa EC  3.1.3.23), L-galaktosa-
dehydrogenasa (D-galaktosa:NAD'-oxidoreduktasa EC 1.1.1.48), L-galaktono-
1,4-laktondehydrogenasa (L-galaktono-1,4-lakton:ferricytochrom c-oxidoreduktasa,
EC 1.3.2.3) (pfepracovano z Hancock et al., 2003; Badejo et al., 2009).

Na obranné reakci rostlin vedouci ke sniZeni nebo pIné eliminaci oxidativniho
stresu se podili i fada enzymu jako je SOD, CAT, glutathionperoxidasa (glutathion:lipid-
hydroperoxid-oxidoreduktasa GPX, EC 1.11.1.12), askorbatperoxidasa
(L-askorbat:H,0,-oxidoreduktasa APX, EC 1.11.1.11) a dal8i enzymy (Tab. 1). CAT
je lokalizovana v peroxisomech, SOD v cytosolu, peroxisomech, plastidech,

mitochondriich, APX v cytosolu, stromatu a membrané plastidd, mitochondriich,
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peroxisomech, v apoplastu a GPX v cytosolu a chloroplastech (Piterkova et al., 2005).
SOD katalyzuje disproporcionaci superoxidového aniontu na peroxid vodiku a kyslik.
Peroxid vodiku je pfem&nén CAT na vodu a molekularni kyslik. Cislo pfemény CAT
je sice velmi vysoké, ale jeho afinita pro peroxid vodiku je relativné nizka. Z tohoto
divodu je dulezité zapojeni v procesu odbourani peroxidu vodiku dalSich
antioxida¢nich enzymu typu GPX a APX, které naopak vykazuji vysokou afinitu
pro peroxid vodiku. | mirné zvySena koncentrace peroxidu vodiku mize byt potencialné
nebezpecna, protoze peroxid vodiku v reakci se superoxidovym aniontem vytvari
vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (Arrigoni & de Tullio, 2002).

Tab. 1: Enzymy podilejici se na odstranéni ROS (pfepracovano z Blokhina et al.,
2003).

Enzym Katalyzovana reakce
Superoxiddismutasa O, + 0, + 2H" «» 2H,0, + O,
Katalasa 2H,0; « O, + 2H,0
Glutathionperoxidasa 2GSH + PUFA-OOH <« GSSG + PUFA + 2H,0
Askorbatperoxidasa AA + H,0, « DHA + 2H,0
Monodehydroaskorbatreduktasa NADH + 2MDHA < NAD" + 2AA
Dehydroaskorbatreduktasa 2GSH + DHA «— GSSG + AA
Glutathionreduktasa NADPH + GSSG «> NADP" + 2GSH

Mezi nejvyznamnéjSi enzymy podilejici se na katabolismu ROS patfi SOD
a enzymy askorbat-glutathionového cyklu, ktery zahrnuje enzymy APX,
monodehydroaskorbatreduktasu (NADH:monodehydroaskorbat-oxidoreduktasa,
EC 1.6.5.4), dehydroaskorbatreduktasu (glutathion:dehydroaskorbat-oxidoreduktasa,
EC 1.8.5.1) a glutathionreduktasu (glutathion:NADP*-oxidoreduktasa GR, EC 1.8.1.7)
(Piterkova el al., 2005). Tyto enzymy katalyzuji pfeménu toxického peroxidu vodiku
na vodu a dochazi k regeneraci askorbatu a glutathionu. Reakce askorbat-

glutathionového cyklu jsou znazornény na Obr. 2.
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Obr. 2: Askorbat-glutathionovy cyklus (pfepracovano z May et al., 1998).

3. Stribrné ionty

Stfibro je uslechtily kov vyuzivany Clovékem jiz od stfedovéku. Z fyzikalniho
hlediska se stfibro vyznacuje nejvyssi tepelnou a elektrickou vodivosti ze vSech kovl
a zaroven vysokou poddajnosti a kujnosti. Diky témto vlastnostem je stfibro vyuzivano
v fadé aplikaci. V sou€asné dobé nachazi mnoho uplatnéni v elektrotechnice

a nanotechnologickych postupech (He & Li, 2001; KFizkova et al., 2009).

3.1 Puasobeni stfibrnych iontl na rostlinny organismus

Obecné pusobeni téZkych kovl na organismus je zaloZeno na jejich interakci
s biopolymery, pfedevdim proteiny a nukleovymi kyselinami a na indukci vzniku ROS
a s tim spojené aktivace detoxikacnich mechanism(. Vystaveni bunék plsobeni
oxidaéniho stresu ma za nasledek poskozeni proteind, nenasycenych mastnych
kyselin a DNA. Tyto jevy zpusobuji poSkozeni buriky a mohou vyustit v jeji smrt
(Ogonczyk et al., 2005).

U rostlin dochazi pravdépodobné k vazbé stfibrnych iontd na polysacharidy
bunécné stény a nasledné k tvorbé ROS vedouci k naruseni membranové permeability
s naslednou buné&cnou smrti (Ogonczyk et al., 2005). Stfibrné ionty v rostlinach
ovliviiuji celou fadu procesu. Mezi nejvyznamngjSi patfi vyvolani syntézy detoxikacnich
peptidd a proteind (fytochelatiny, proteiny podobné metalothioneninu), tvorba

obrannych proteind (fytoalexind a thionint), ovlivnéni pfijmu vody a syntézy
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membranovych lipidd, inhibice enzymU a ovlivnéni signalnich drah (inhibice pusobeni
ethylénu, vliv na biosyntézu ethylénu, zvySeni hladiny kyseliny abscisove) (Kfizkova
et al., 2009). Pfi submikromolarnich koncentracich Ag* dochazi k interakci s enzymy
dychaciho fetézce, jako je NADH-dehydrogenasa (NADH:ubiquinon-oxidoreduktasa,
EC 1.6.5.3) a nasledné k rozpojeni respirace a zastaveni syntézy ATP. Ag® se vazou
na transportni proteiny, dochazi k uniku protond s naslednou indukci kolapsu
protonmotivni sily (Dibrov et al., 2002; Holt & Bard, 2005; Lok et al., 2006). Stfibro
inhibuje pfijem fosfatu a zplsobuje snizeni jeho obsahu v intracelularnim prostoru
(Schreurs & Rosenberg, 1982). Interakce s respiraCnimi a transportnimi proteiny
je dana vysokou afinitou Ag”® k thiolovym skupinam cysteinu téchto proteind (Holt &
Bard, 2005; Liau et al., 1997; Petering, 1976).

Suchozemské rostliny jsou nejcitlivéjSi na plsobeni stfibra ve stadiu kli¢eni,
kde byly negativni efekty Ag" pozorovany pfi koncentraci 750 ug/l v mediu u salatu
hlavkového (Lactuca sativa) (Ratte, 1999), letalni efekt na rostliny kukufice seté (Zea
mays) se projevil pfi koncentraci Ag® 9 800 ug/l (Kai et al., 2006). Semena kukufice,
salatu, ovsa (Avena sativa), brukve (Brassica rapa), c&inského =zeli (Brassica
campestris), soji (Glycine max) a Spenatu (Spinacia oleracea) péstovana v pudé
obsahujici sulfid stfibrny se vyvijela bez znamek rustové deprese i pfi nejvysSim
testovaném obsahu Ag.,S v pudé, ktery byl 106 ug/g (Hsieh & Graham, 2001; Kfizkova
et al., 2009).

V nedavné studii byl zkouman vliv dusi¢nanu stfibrného na kli€ici rostliny
huseniCku rolniho (Arabidopsis thaliana). Experimenty prokazaly zvySenou expresi
asi poloviny proteini spojenych se senescenci, ale geny specifické pro senescenci
indukovany nebyly. To dokazuje, Ze k pravé senescenci pusobenim stfibrnych iontd
u rostlin nedochazi (Navabpour et al., 2003).

Vliv Ag® na indukci oxidaéniho stresu u rostlin potvrzuje detekovany zvyseny
obsah peroxidovanych mastnych kyselin a indukce genu kédujiciho GPX. Pokud byly
rostliny o8etfeny zhasecdi volnych radikalud, vliv Ag® byl vyrazné nizsi. V exponovanych
rostlinach byla prokazana pfitomnost singletového kysliku, superoxidového
a hydroxylového radikalu (Navabpour et al., 2003).

Byl popsan vliv Ag* na regeneraci protoplastové suspenze izolované z nékolika
druh( a genotypl rodu Brassica (brukev) a nékterych vzdalenych pfibuznych tomuto
rodu, napf. Ffimducha fialova (Orychophragmus violaceus) (Hu et al.,, 1999).
Vyizolované protoplasty byly kultivovany v regeneracnim mediu obsahujici dusi¢nan
stfibrny. Testované koncentrace dusiCnanu stfibrného byly 6 a 30 umol/l a jako
kontrola slouzila protoplastova suspenze kultivovana v mediu bez obsahu AgNOs. Byl

zaznamenan pozitivni vliv Ag® na regeneraci protoplastll v obou testovanych
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koncentracich. DusiCnan stfibrny pfitomny v regeneracnim mediu mél pozitivni vliv
na tvorbu prytll u nékterych genotypl, u kterych regenerace bez obsahu Ag* nebyla

zaznamenana (Hu et al., 1999).

4. Nanocastice stribra

Nanocastice kovl (n€) jsou v souCasné dobé diky svym vyjimecnym
vlastnostem predmétem znaéného zajmu jak ze strany védeckého vyzkumu, tak
i ze strany pramyslovych aplikaci. N¢ o velikosti mensi nez 100 nm alespon v jednom
rozméru nasly uplatnéni v mnoha oblastech, napf. v textinim primyslu,
elektrotechnice, farmacii, kosmetice ¢i lékarstvi (Dunphy Guzman et al., 2006a).
Nanocastice stfibra (Ag-n€) predstavuji vyznamnou skupinu latek zejména diky svym
optickym, elektrickym a biologickym vlastnostem. V souCasné dobé patfi Ag-né
mezi znovuobjevené latky vykazujici antimikrobialni aktivitu pfi vyrazné nizSi toxicité
v porovnani se stfibrnymi ionty (Lambert, 2005; Panadgek et al., 2010). Sirokospektré
antimikrobialni vlastnosti Ag-n¢ podporuji jeho pouzivani v biomedicinskych aplikacich,
k CiSténi vody a vzduchu, k produkci potravin, kosmetiky, obleceni. S rychlym rozvojem
nanotechnologii byly aplikace roz8ifeny a nyni je stfibro jako nanomaterial bézné

pouzivano ve spotfebitelskych produktech.

4.1 Antimikrobialni t€inky nanoc¢astic stribra

Ag-n¢ jsou Casto vyuzivany pro své antimikrobialni ucinky. Toxicky pusobi
na fadu bakterii (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis,
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis, Klebsiella mobilis, Klebsiella pneumonia
apod.) (Benn & Westerhoff, 2008; Chen & Chiang, 2008; Falletta et al., 2008;
Hernandez-Sierra et al., 2008; Ingle et al., 2008; Jung et al., 2009; Kim, 2007; Kim
et al., 2007, 2009a, b; Raffi et al., 2008; Ruparelia et al., 2008; Smetana et al., 2008;
Sondi & Salopek-Sondi, 2004; Vertelov et al., 2008; Yang et al., 2009; Yoon et al.,
2008a, b), hub (Aspergillus niger, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Trichophyton mentagrophytes a Penicillium citrin) (Kim et al., 2007, 2008a, b, 2009a, b;
Roe et al., 2008; Vertelov et al., 2008; Zhang et al., 2008) a také virl (Hepatitis B,
HIV-1, syncytial virus) (Elechiguerra et al., 2005; Lu et al., 2008; Sun et al., 2008;
Zodrow et al., 2009). Antibakterialni ucinky iontového stfibra jsou znamé
a prokazané. Prfedpoklada, ze uvolnéné ionty z Ag-n¢ v burice jsou zodpovédné
za Cast jejich antibakterialnich vlastnosti (Marambio-Jones & Hoek, 2010).
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U bakterii byl navrzen mechanismus pusobeni Ag-n¢ (Obr. 3) spocivajici
v uvolfiovani iontl stfibra z Ag-n¢ vedouci k tvorbé ROS (Hwang et al., 2008; Smetana
et al., 2008; Kim et al., 2007) a poSkozeni bunéfné membrany (Choi et al., 2008; Raffi
et al. 2008; Smetana et al. 2008; Sondi & Salopek-Sondi, 2004). V pfedpokladaném

mechanismu existuje ale stale nékolik nesrovnalosti.

\ . P 05O L .
ROS ~ - e / = ° nanocastice stfibra
~ P ,? .
oa s @ E N ® stiibrnyion

membranovy protein

Obr. 3: Obrazek znazorfiuje interakci Ag-nC s bakteridlni burikou. Ag-n¢ mohou
uvolfiovat stfibrné ionty, podporovat tvorbu ROS a interagovat s membranovymi
proteiny a ovlivilovat jejich spravnou funkci. Uvolnéné Ag® jsou schopny interagovat
s membranovymi proteiny. Ag-n¢ se mohou akumulovat v bunéfné membrané
ovlivnénim jeji propustnosti nebo vstupovat do buiiky a generovat ROS nebo Ag'.
Ag-n¢ v burice mohou ovliviiovat DNA samotné nebo prostiednictvim uvolnénych Ag”.
Tvorba ROS v bufice muze ovlivnit DNA, buné€nou membranu a membranové proteiny
(pfepracovano z Marabio-Jones & Hoek, 2010).
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4.2 Mechanismus priniku a pulUsobeni nanocastic stribra

v rostlinné bunce

Prinik Ag-n¢ do bufky a mechanismus ovlivnéni bunky je nejlépe prostudovan
u bakterii. S vyuzitim transmisni elektronové mikroskopie bylo zjiSténo, jakym
zplsobem se Ag-n¢ mohou dostat do rostlinné buriky. Ag-n¢ jsou schopny pfilnout
na bunécnou sténu a proniknout do bunék prostfednictvim poérd v bunééné sténé.
Priimér pérl v bunééné sténé se pohybuje vrozmezi 5 az 20 nm a k plazmatické
membrané tak projdou Castice mensSi nez 20 nm. Ag-n¢ pravdépodobné vyvolavaji
vznik novych pori o vétsi velikosti nez je obvyklé a tim zvySuji a usnadnuji vstup
n¢ pfes bunécénou sténu (Choi et al., 2008; Raffi et al., 2008; Sondi a Salopek-Sondi,
2004; Morones et al., 2005). Podrobny mechanismus, jakym Ag-n¢ interaguji
s cytoplazmatickou membranou a jsou schopny proniknout do bunék, neni zcela
znamy. Potencialni vstup Ag-n¢ pfes dvojvrstvu lipidl tvofici membranu je pfedmétem
fady studii. Moznymi cestami vstupu Ag-nC pfes plazmatickou membranu do bunky je
endocytosa, Ucast transportnich protein nebo iontovych kanalkd. Po vstupu do buriky
se Ag-n¢ mohou vazat na razné typy organel jako je napf. endoplazmatické retikulum,
Golgiho komplex a tak interferovat s metabolickymi procesy (Navarro et al., 2008a).

Obecné kovy mohou pUlsobit jako katalyzatory a vytvaret ROS v pfitomnosti
kysliku (Stohs & Bagchi, 1995). V této souvislosti mohou Ag-n¢ katalyzovat reakce
s kyslikem, coz vede k nadmérné produkci volnych radikaltd. Studie provedené
v eukaryotickych burikach naznacuji, ze Ag-n¢ brani plsobeni antioxidacnich
obrannych systému interakci s redukovanym glutationem (GSH), vazbou na GR
a podobné enzymy (Carlson et al.,, 2008). To by mohlo snizit pomér GSH/GSSG

a nasledné zvysit mnozstvi ROS v bunice.

4.3 Toxicita nanocastic stribra

Navzdory vybornym antimikrobialnim vlastnostem je nutno podotknout, ze vyvoj
v oblasti nanotechnologii a Siroké pouziti Ag-n€ v praxi ma za nasledek zvySenou
Cetnost Ag-n¢ v ekosystému a jeho pusobeni na Clovéka. Mozné toxické dopady Ag-n¢
zatim nejsou znamy. Ag-n¢ mohou byt uvolnény do prostfedi z mista jejich produkce
nebo erozi z materiald pfisluSnych vyrobkd (napf. antibakterialni natéry, stfibrem
impregnované vodni filtry) (Benn & Westerhoff, 2008). Objevily se studie, které
uroven, tedy bakterie.
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Byl prokazan toxicky vliv Ag-n¢ na ryby, napf. danio pruhované (Danio trio)
(Asharani et al., 2008;. Yeo & Kang, 2008; Yeo & Yoon, 2009), dvoukfidly hmyz, napf.
octomilku obecnou (Drozofila melanogaster) (Ahamed et al., 2010) a na sav¢i bunééné
linie mysi (Braydich- Stolle et al., 2005; Hussain et al., 2005), krys (Kim et al., 2008a, b;
Sung et al., 2008) a lidi (Asharani et al., 2009; Braydich-Stolle et al., 2005.; Hsin et al.,
2008; Hussain et al., 2005). Experimenty provadéné u hlodavcu poukazuji na moznost
kumulace Ag-n¢ po vstupu do téla, kde nasledné dochazi k poskozeni tkané,
napr. jatra, plice, Cichové buriky (Arora et al., 2009; Braydich-Stolle et al., 2005;
Hussain et al., 2005; Sung et al., 2008).

Ve studii Asharani et al. byl sledovan vliv Ag-n¢ na lidské plicni buriky
fibroblastd (IMR-90) a lidské buriky glioblastomu (U251). Testované koncentrace Ag-né
byly 25, 50, 100, 200, 400 ug/ml, v kontrolnich experimentech byly bufky inkubované
v mediu bez obsahu Ag-n¢. Toxicita nanocastic byla hodnocena pomoci zmén
v bunééné morfologii, zivotaschopnosti bunék, metabolické aktivit¢ a oxidacniho
stresu. Pomoci elektronové mikroskopie byla lokalizovana pritomnost endosoma
s nanocasticemi v cytosolu. Byla prokdzana koncentratné a Casové zavisla
cytotoxicita, genotoxicita a zastaveni bunééného cyklu u bunék oSetfenych Ag-n¢. Ag-
n¢ snizovaly obsah ATP v burice, coz zplUsobuje posSkozeni mitochondrii a zvySenou
produkci ROS v zavislosti na koncentraci Ag-n¢€. Ag-n¢ zpusobily zastaveni bunééného
cyklu v G2/M fazi mozna kvuli opravé poskozené DNA. Experimenty vSak neprokazaly
masivni apoptézu. Transmisni elektronova mikroskopie poukazala na pfitomnost Ag-n¢
uvnitf mitochondrie a jadra, coz muaze byt spojeno s jejich pfimym zapojenim do
mitochondrialni toxicity
a poSkozenim DNA. Moznym mechanismem toxicity je pferuSeni mitochondrialniho
respiraCniho fetézce Ag-n¢ vedouciho k produkci ROS a pferuSeni syntézy ATP, které
zpusobuje poskozeni DNA, coz vede k zastaveni bunécného cyklu (Obr. 4) (Asharani
et al., 2009). DalSi rozsahlé in vitro studie poukazuji na toxicitu Ag-n¢ na savci buriky
odvozené od klze, jater, plic, mozku, vaskularniho systému, reprodukénich organa.
Toxicita Ag-n¢ se muze projevit na bunéfné membrané, mitochondriich i genetickém
materialu (Ahamed et al., 2010).

-21-



Ag-np Endocytosa

Difuze —
%j

\\

Ubytek ATP
Mltochondrlalnp dysfunkce 14 '\\\
*’l . . Ag* \( )/
ROS‘ B S =0
e o
359"
’? *

/' “ Poskozeni DNA — 1.Oprava

A m .

Chromozomalni ‘
aberace ‘G2 —_

Zastaveni -
bunééného cyklu v g
S/IG2M fazi = 2. Apoptéza
Obr. 4: Znazornéni pravdépodobného pruniku Ag-n¢ do lidské bunky a jejich mozné

plasobeni uvnitf (pfepracovano z Asharani et al., 2009).

4.4 Potenciadlni ua€inky umeéle vytvofenych nanocéastic

na ekosystém

Vyvoj v oblasti nanotechnologii vede k intenzivni produkci a rychlému Sifeni
novych materialll, které jsou zdrojem n& pusobicich na okolni prostfedi. Jejich mozné
ekotoxikologické dopady zatim nejsou znamy. Oclekava se, Ze se n¢ budou uvolfiovat
do atmosférického, pozemniho i vodniho prostfedi (Nowack & Bucheli, 2007), kde
je jejich chovani do znacné miry neznameé. JedineCné vlastnosti n¢, jako je vysoky
specificky povrch, Cetna reaktivni mista na povrchu a jejich pohyblivost, by mohly vést
k neoCekavanym zdravotnim rizikim a negativnim dasledkim na Zivotni prostfedi
(Maynard et al., 2006; Wiesner et al., 2006). Proto organismy a pfedevsim ty, které
interaguji s bezprostfednim okolim, jako jsou fasy, rostliny a houby by mohly byt
nejvice postizeny pusobenim n&. Potencialni nezadouci u€inky mohou mit né
na Clovéka, stejné jako na cely ekosystém (Obr. 5). Je potieba tyto dusledky zkoumat
v rané fazi rozvoje nanotechnologii (Colvin, 2003; Dunphy Guzman et al., 2006b; Nel
et al., 2006; Oberdorster et al., 2005).
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Obr. 5: ZjednoduSené schéma nékterych procest ekosystému. Zkonstruované né
obecné (tedy ne ty pfirozené se vyskytujici v pfirodé€) mohou mit vliv na fotosyntetické
organismy. Mohou redukovat fixaci oxidu uhli¢itétho (1), n¢ adsorbované (2)
nebo pfichycené (3) na fotosynteticky aktivnich plochach by mohly snizit dostupnost
svétla nebo vyménu plynad (4) a tak ovlivnit intenzitu fotosyntézy. N& pfitomné
v atmosféfe mohou fungovat jako nukleacni jadra a zvySovat tvorbu destovych kapek
(5). N¢ mohou mit dopad na bakterie, houby a jiné edafické Zivo€ichy (6), mohou
ovlivnit dychani v padé (7) a dalsi procesy, jako je transport kapalin (8) nebo plynu (9)
v pudé a také modifikovat symbiotické vztahy (10). To by mohlo vést k poSkozeni tfi
kliCovych procesu ekosystému, tj. kolobéh Zivin (11), vylu€ovani vody (12) a produkce
biomasy (13) (pfepracovano z Navarro et al., 2008b).

-23-



4.5 Mechanismus vzniku nanocastic stribra redukci

v alkalickém prostredi

Zakladni metodou pfipravy velkého mnozZstvi Ag-n¢ je redukce rozpustné
stfibrné soli vhodnym redukénim ¢inidlem v komplexujicim prostfedi. Metoda je
zalozena na modifikované Tollensové reakci (Kvitek et al., 2010). Redukce Ag* probiha
v amoniakalnim prostiedi za vzniku komplexniho kationtu [Ag(NHs)."] (pKqs=7,03),
ktery se redukuje pomoci redukujicich cukrd (glukosa, fruktosa, maltosa, laktosa)
v alkalickém prostfedi hydroxidu sodného (pH 10 a vy$$i). Rizeni velikosti &astic Ize
realizovat pravé vybérem vhodného reakéniho prostfedi, redukéniho Ccinidla
a komplexotvorného Cc¢inidla. Timto zplsobem je mozné pfipravit Castice stfibra
o velikosti 25 - 75 nm. Takto vzniklé Castice je mozné modifikovat a stabilizovat
z divodu agregacni nestability, ktera vznika zejména po pfidavku elektrolyt(i. Vysokou
schopnost stabilizace maji napf. anionicky tenzid dodecylsiran sodny, z polymer(
zelatina i kasein (Kvitek et al., 2005; Kvitek et al., 2010; Yin et al., 2002).

5. Epigenetické modifikace DNA

Epigenetika byla definovana a dnes je obecné pfijimana jako studium zmén
v genové expresi (a tedy obvykle i ve fenotypu), které nejsou zpusobeny zménou
nukleotidové sekvence DNA. Jedna se o vyjimku z obecného pravidla, ze dédicné
fenotypické zmény jsou zplsobeny zménami v genech. Epigenetické jevy mohou byt
dédény z buniky na bunku a z generace na generaci, tedy jak pfi mitéze, tak pfi mei6ze.
Genom vcetné epigenetickych zmén se oznacuje jako epigenom (Wu & Morris, 2001).
Epigenetické modifikace popsané v sou€asné literatufe zpravidla zahrnuji modifikace
histonovych proteint posttranslacnimi modifikacemi aminokyselin na aminokoncové
Casti histonu, dale mize dochazet ke kovalentni modifikaci bazi DNA. Typickym
pfikladem je methylace DNA. Methyly navazané na urcitych mistech molekuly DNA
maji vyznamny vliv na diferenciaci bunék a umoznuji exprimovat genom v rlznych
burikach odliSné. Mize to vést az k uplné odliSnosti jedinct se stejnym jadernym

genomem (Dupont et al., 2009).

-24 -


http://cs.wikipedia.org/wiki/Genov%C3%A1_exprese
http://cs.wikipedia.org/wiki/Fenotyp
http://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleotid
http://cs.wikipedia.org/wiki/Sekvence_DNA
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mit%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Mei%C3%B3za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Genom
http://cs.wikipedia.org/wiki/Histon
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Methylace_DNA&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_diferenciace
http://cs.wikipedia.org/wiki/Genov%C3%A1_exprese

5.1 Zakladni informace o methylaci DNA

Methylace DNA patfi mezi dulezité a nejlépe charakterizované epigenetické
znaky. Jedna se o kovalentni modifikaci pyrimidinové baze DNA, konkrétné cytosinu
(pouze u prokaryot se methylace objevuje i u adeninu). Zpravidla je cytosin methylovan
v pozici 5 a predstavuje nejCastéji se vyskytujici epigeneticky znak ve spojitosti
s dinukleotidy CpG v sav€ich bunkach. Akumulované CpG dinukleotidy se vyskytuji
hojné v repetitivnich sekvencich, které se ¢asto nachazi v oblasti promotoru. Asi 60 %
gend ma promotory asociované s témito CpG ostrlivky. Ty jsou nemethylovany
u aktivnich genu, kde se vazi transkripCni faktory. Methylace této oblasti je spojena
s inaktivaci genll. Bud methylace brani vazbé transkripCnich faktori, nebo umoznuje
vazbu inhibi¢nich komplext, obsahujicich histondeacetylasy a dalSi faktory, které
vedou k pfestavbé chromatinu do inaktivni podoby (Robertson, 2005; Low et al., 2001,
Jones & Baylin, 2007). Methylace DNA je dédi¢na a reversibilni beze zmény primarni
sekvence DNA bazi vedouci v mozné epigenetické modulace fenotypu a genové
exprese (Holliday & Pugh, 1975; Riggs, 1975).

U prokaryot se methylace DNA vyskytuje v pozici C5 a N4 cytosinu,
nebo v pozici N6 adeninu. Byly identifikovany enzymy, které jsou schopné methylovat
DNA a jsou oznaCovany jako DNAmethyltransferasy (DNA-MTasy, DNMT). Proces
alkylace je umoznén prostfednictvim S-adenosyl-L-methioninu, pfenaSe¢em methylové
skupiny. U bakterii byla nalezena N4 cytosin specificka DNA-MTasa (S-adenosyl-
L-methionin:DNA-cytosin-N4-methyltransferasa EC 2.1.1.113) a N6 adenin specificka
DNA-MTasa EC 2.1.1.72 (Noyer-Weidner & Trautner, 1993).

Eukaryotické genomy jsou methylovany prostfednictvim cytosin specifické
DNA-MTasy (S-adenosyl-L-methionine:DNA-cytosin-5-methyltransferasa, EC 2.1.1.37)
nejednotné, obsahuji specifické methylované regiony (Bird 1986; Bird & Taggart,
1980). Methylace cytosinu je regulovana dvémi odliSnymi a vzajemné se dopliujicimi
enzymovymi aktivitami. Jde o de novo a ,udrzujici‘ DNA-MTasy spolu s DNA
demethylasami, histon-modifikacnimi enzymy, sloZkami chromatin remodelingu
a mechanismem interference RNA (RNAi). De novo methylace znamena syntézu
methylovych skupin u dfive nemethylovanych cytosinovych zbytkd. Udrzeni methylace
je proces, kterym dfive existujici vzor methylace je po replikaci DNA udrzen (Chen
& Li, 2004).

Hladina methylaci v genomické DNA se pohybuje u obratlovci od 3 do 8 %,
u rostlin od 6 do 30 % (Chen & Li, 2004). Methylace cytosinu jsou evolu¢né zachovany
v symetrickych CpG dinukleotidech DNA, které se nachazi v riznych organismech

v€etné obratlovcl, rostlin a nékterych hub (Bird, 2002). Napadny rozdil v methylaci
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u rostlin a zvifat je v jejich lokalizaci. U rostlin byly methylace na DNA nalezené
v sekvencich CpG nebo CpNpG, nebo v sekvencich CpNpN (kde N mlze byt adenin
A, cytosin C nebo thymin T) a jsou zapojeny do normalniho vyvoje a regulace
transkripce a transpozice (Finnegan et al., 1998; Zilberman et al., 2007).

V sav€ich bunkach se methylova skupina na DNA nachazi pfedevSim
na dinukleotidech CpG, v pluripotentnich kmenovych bunkach byly nalezené
v sekvencich CpG a CpNpG. Methylace DNA je u téchto organismu spojena s regulaci
transkripce a udrzenim genomické stability. U savcl byly nalezeny tfi hlavni enzymy,
které jsou nezbytné pro de novo methylace (DNMT3A a DNMT3B) nebo jeji udrzeni
(DNMT1) (Chen & Li, 2004). 5-methylcytosin (5-mC), methylovana baze DNA,
pfedstavuje u savcl 1% vSech bazi DNA. Kromé 5-mC obsahuje savCi DNA velmi
nizké hladiny dalSich modifikovanych bazi. K methylaci a demethylaci DNA dochazi
dynamicky béhem Casné embryogeneze a tyto procesy hraji kliCovou roli
ve vyvoji savcl (Reik, 2007; Ooi et al., 2009; Weber & Schubeler, 2007; Klose & Bird,
2006; Goll & Bestor, 2005).

Methylace DNA je vysoce zastoupena u rakovinnych bunék (Esteller, 2008;
Gal-Yam et al., 2008; Smith et al., 2007) a deregulace methylace DNA muze souviset
s celou fadou nemoci (Gupta et al., 2010; Jones & Baylin, 2007). Zmény v methylaci
mohou byt podnétem pro inaktivaci tumorovych supresorl a aktivaci onkogenu,

coz prispiva ke vzniku nadort (Gal-Yam et al., 2008).

5.2 Methylace DNA u rostlin

Methylace DNA u rostlin se vyskytuji v sekvencich CpG, CpNpG nebo CpNpN
(kde N mlze byt A, C, T) a vétSina methylovych frakci genomu byla v modelové
rostliné Arabidopsis thaliana lokalizovana v tandemovych nebo obracenych repeticich,
transpozonech a také v okoli centromery. Nékteré regiony se vyskytuji velmi
methylované (az okolo 80 %), jako jsou transkripn& neaktivni heterochromatické
regiony, v€etné centromery a pericentromery u Arabidopsis. Euchromatické regiony,
které zahrnuji geny a neopakujici se intergenové regiony, vykazuji nizsi, ale stale
vyznamnou urovenn methylace cytosinu. V téchto regionech, pseudogenech
a neexprimovanych genech se vyskytuje vySSi urovné methylace nez v regionech
s aktivné exprimovanymi geny. To je v souladu s tvrzenim, Zze methylace cytosinu je
spojovana s transkripénim umliCovanim. Ze vSech exprimovanych genu je asi 5 %
methylovano v promotorech a 33 % je methylovano v transkripénich regionech (Zhang
et al., 2010).
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Vrostlinach bylo nalezeno pét hlavnich rodin DNA-MTas rozdélenych
na zakladé jejich linearniho uspofadani. Prvni skupinu pfedstavuje methyltransferasa 1
(MET1), coz je homologni enzym sav¢ich DNMT1. Funguje pfedevSim jako udrzovaci
enzym a je zodpovédny za umlovani oblasti heterochromatinu rostlinného genomu
(Suzuki & Bird, 2008). Dalsi skupinu pfedstavuje chromomethyltransferasa 3 (CMT3),
enzym unikatni pro rostliny dllezity pro udrzeni methylace DNA. Treti skupinu tvofi
methyltransferasa preskupujici domény (DRM) podobna savéim DNMT3 zajistujici
de novo methylace (Finnegan & Kovac, 2000). Rodina enzymovych proteind zvana
DNMT2 ma prozatim v procesu methylace DNA neznamou funkci.

Skupina enzym( DRM funguje prostfednictvim methylace DNA fizené malymi
RNA (RdDM). Dochazi k modifikaci DNA pomoci malych RNA, tedy k de novo
methylaci v oblastech homolognich siRNA, které vznikaji napf. z invertované repetice
a dosahuji délky 24 nukleotidd. Dojde k vytvofeni komplexu siRNA s proteinem
argonaut 4, coz je katalyticka slozka RNA indukujiciho komplexu umiéeni gena (RISC),
a krozeznani komplementarni sekvence na transkriptu, ktery vytvafi polymerasa
V (Pol V). Komplex nasledné vaze dalSi proteiny a fidi methylaci DNA.
Pol V pravdépodobné transkribuje cely genom a k RdDM dochazi v téch mistech,
kde k transkriptu Pol V existuji pfislusné komplementarni siRNA. Proces je
zodpovédny asi za 30 % methylovaného cytosinu v genomu Arabidopsis (Lister et al.,
2008). Tento druh mechanismu methylace je dulezity v bunééné obrané proti virim
a transpozonum, které Casto vytvari dsRNA a mohou byt mutagenni. Methylaci téchto
usekl DNA dochazi k vypnuti genli a k chranéni genomu pfed mutagennimi ucinky
(Zhang et al., 2006).

5.3 Uloha 5-methylcytosinu v burice

5-mC ma dulezity vyznam v mnoha biologickych procesech. Jeho primarni role
ve vySSich eukaryotnich organismech byla navrzena jako ochrana genomoveé integrity
pfed vlastni DNA (pfevazné transposibilnimi elementy) a exogenni viralni invazi (Yoder
et al.,, 1997; Zilberman, 2008). VétSina methylovanych sekvenci se nachazi
v repetitivnich elementech DNA, coz téz naznacuje, ze methylace cytosinu se vyvinula
jako obrana proti transpozonim a dalSim parazitickym elementdm (Goll
& Bestor, 2005). Kromé toho methylace cytosinu u rostlin hraje roli v regulaci genové
exprese pfi vyvoji organismu a bé&hem stresovych situaci (Bird, 2002; Zhang et al.,
2006; Zilberman et al., 2007). Pravdépodobna souvislost mezi stavem methylace DNA

a genovou expresi je takova, Ze promotery tzv. umléenych genll se nachazi ve vys$§im
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methylacnim stavu, zatimco promotery aktivnich genud jsou methylované malo.
Methylovany cytosin je schopny pfildkat methylvazebné proteiny, které postupné
posiluji histonovou deacetylaci a chromatin remodeling proteiny k tvorbé komplexu,
ktery brani vazbé transkripénich faktord a dochazi tak k ovlivnéni genové exprese
(Fransz & de Jong, 2002).

5.4 Zakladni informace o hydroxymethylaci DNA

Hydroxymethylaci na DNA se rozumi pfitomnost 5-hydroxymethylcytosinu
(5-hmC, Obr. 6) jako jedné z bazi DNA. Jedna se o modifikovany pyrimidin poprvé
nalezeny v DNA faga T4 napadajiciho buriky Escherichia coli (Wyatt & Cohen, 1953).
U obratlovcl mize z pfirozené se vyskytujici baze 5-mC vznikat 5-hmC in situ oxidaci
methylové skupiny 5-mC (Shapiro, 1970). In vitro bylo zjisténo, ze 5-mC muze byt na
5-hmC konvertovan reakci s hydroxylovym radikalem, pusobenim gama zafeni a UV
zareni (Cier, 1962; Khattak & Green, 1966; Privat & Sowers, 1996).

Jiz vroce 1970 byl 5-hmC identifikovan jako epigeneticka znacka v mozku
a jatrech potkant, v mozku zab a mysi (Penn et al., 1972). Pfitomnost 5-hmC byla
prokézana rovnéz u DNA rostlin. BlizSi informace o hydroxymethylaci rostlinné DNA
nejsou dosud znamy. Vysoka hladina 5-hmC byla detekovana v savCich embryonalnich
kmenovych burikach a Purkyfiovych a zrnitych burikach nervové soustavy (Purkyriové
a zrnité bunky tvofi 50 % vS8ech neuronu v centralnim nervovém systému). Bylo
zjisténo, Ze v mozkové tkani je ze vSech cytosinovych bazi 0,4 az 0,7 % pfeménéno
na 5-hmC (Kriaucionis & Heintz, 2009).

NH, NH, NH,
NF | H = | CHg NF | CH,OH
PN A PN
07 N 0~ N 07 N
H H H
cytosin 5-methylcytosin 5-hydroxymethylcytosin
© (5-mC) (5-hmC)

Obr. 6: Struktury cytosinu, 5-methylcytosinu, 5-hydroxymethylcytosinu (pfepracovano
z Tardy-Planechaud et al., 1997).
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5.5 Uloha 5-hydroxymethylcytosinu v burnice

Funkce této baze neni presné znama. 5-hmC muze mit svou biologickou Ulohu
nebo muze slouzit jako meziprodukt v pfimé demethylaci DNA. Pravdépodobné se
podili na epigenetické regulaci déju nebo na procesu aktivni demethylace (Liutkeviciute
et al., 2009; Miller & Sweatt, 2007; Popp et al, 2010; Reik et al., 2001). Vzhledem
k vysokému vyskytu 5-hmC v embryonalnich kmenovych burikach, které jsou vysoce
proliferaCni a v neuronech, které jsou naopak postmitotické, se muzZe biologicky
vyznam 5-hmC lisit v zavislosti na typu buiky. U embryonalnich bunék se ukazuje,
Ze 5-hmC hraje klicovou ulohu ve zprostfedkovani vnéjSich signalu, které Fidi bunécny
vyvoj. Tyto znacky jsou pfipojeny nebo odstranény z genetické sekvence v zavislosti
na pfijatych signalech a dochazi k vypinani &i zapinani gent. 5-hmC je epigeneticky
znak spojeny s pluripotentnim stavem embryonalnich bunék (Koh et al., 2011).

Pfeménou 5-mC na 5-hmC dochazi k pfesunu vazebného mista proteinu
z methylované DNA, napf. dochazi k inhibici methyl-CpG-vazebné domény (MBD)
methyl-CpG-vazebného proteinu 2 (MeCP2), coz je transkrip&ni represor. Tak dochazi
k regulaci genové exprese (Valinluck et al., 2004). 5-hmC muize podporovat
demethylaci DNA. Nahrazeni 5-mC za 5-hmC muze interferovat s udrzenim methylace
katalyzovanou enzymem DNMT1 béhem bunééného déleni a dochazet tak
k demethylaci DNA. 5-hmC mUze byt rozpoznan jako anomalni baze DNA opravnym
systémem, kdy dojde k nahrazeni 5-hmC za cytosin, nebo je rozpoznan urCitymi
vazebnymi proteiny, které posiluji specializované chromatin-modifikujici partnery
a méni strukturu chromatinu a stav methylace DNA. Deaminaci 5-hmC dochazi
k vzniku 5-hydroxymethyluracilu (5-hmU) a vytvafi se mismatch mezi 5-hmuU
a guaninem, coz podporuje demethylaci DNA opravnym systémem. 5-hmC a jeho
deaminaéni produkt 5-hmU mohou fungovat jako substraty specializovanych DNA
glykosylas (Cannon et al., 1988; Boorstein et al., 1992; Rusmintratip & Sowers 2000;
Boorstein et al, 2001).

5-hmC mulze v burice podléhat nékolika reakcim (Obr. 7). Odstranéni
hydroxyskupiny a deaminace na 5-hmU byly jiz uvedeny. Oxidace hydroxymethylové
skupiny na formyl skupinu vede ke vzniku 5-formylcytosinu (5-fC), ktery uvolni kyselinu
mravenCi a vznika cytosin. DalSi oxidaci se tvofi 5-karboxycytosin (5-caC),
ktery podléha okamzité dekarboxylaci a dochazi k regeneraci cytosinu. Podobné
oxidaCni a dekarboxylacni reakce jsou znamy u thyminu v pyrimidinové zachranné
cesté urcitych eukaryotnich organismu (Liutkeviciute et al., 2009; Shaffer et al., 1975;
Palmatier et al., 1970).

-29-



OH NH, NH,
o~ i XN 0¥ | XN
P P
DNAO X0 DNAO N o
@] O
?
i R R -eeeneeen
? | ODNA ODNA )
V 5-caC 5-C
NH, NH, NH,
H,C
| XN 3 | XN HOAK\N
)\ )\ )\
DNAO N~ X0 pnwr ODNA o N N0 TET DNAO o N o
—_— e
ODNA ODNA ODNA
C 5-mC 5-hmC
MTasa (in vitro/bez kofaktoru)
oprava AP mista
I ?
HoAfNH
DNAO OH BNAO Nko
SMUG1 O
- - -
ODNA ODNA
AP misto 5-hmuU
Obr. 7: Zobrazeni znamych modifikaci cytosinu, 5-mC a 5-hmC a pfipadnych

meziproduktl 5-fC a 5-caC. Oprava vyfiznuté baze je dalSi cesta mozné demethylace

pfes 5-hmU (pfepracovano z Globisch et al., 2010).

5.6 Pfeména 5-methylcytosinu na 5-hydroxymethylcytosin

Nukleové baze byly jednozna¢né identifikovany jako 5-hmC pomoci hmotnostni
spektrometrie. Fukce 5-hmC neni pfesné znama, ale jisté je, Ze baze je tvorfena
z5-mC (Globisch et al.,, 2010). S vyuzitim modernich pfistupl se podafilo urcit
enzymy, které mohou modifikovat 5-mC a katalyzovat pfeménu 5-mC na 5-hmC v DNA
savcl, tzv. TET proteiny (Tahiliani et al. 2009). Jedna se o homology proteinu

vyskytujicich se u prvokl trypanosomy, které jsou nazyvany jako J vazebné proteiny
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(JBP1 a JBP2) a katalyzuji premé&nu thyminu na bazi B-D-glukosylhydroxymethyluracil,
ktera byla objevena v roce 1993 v DNA africkych prvokud trypanosoma zpUsobujicich
spavou nemoc (Borst et al., 1993). Tato neobvykla baze se oznaluje jako J baze.
Jedna se o modifikovany thymin vytvofeny postupnou hydroxylaci a glykosylaci
methylové skupiny thyminu. Biosyntéza baze J vyzaduje proteiny JBP1 a JBP2,
coZ jsou enzymy, které jsou soucasti 2-oxoglutarat a Fe(ll) dependentni oxygenasoveé
rodiny. JBP1 a JBP2 katalyzuji prvni krok biosyntézy J baze (Tahiliani et al, 2009; Yu
et al., 2007; Cliffe et al., 2009).

U Sapiens byly v nékterych tkanich identifikovany TET proteiny (TET1, TET2,
TET3), které maji homologni oblasti s enzymy JBP1 a JBP2. TET enzymy vyuzivaji
molekularniho kysliku k hydroxylaci methylové skupiny baze 5-mC. TET proteiny
nebo jejich ortology byly nalezeny ve vSech mnohobunéCnych organismech
a homologni domény také u hub a Fas. Sekundarni struktura ukazuje pfitomnost
N-terminalni alfa Sroubovice, na kterou navazuje kontinualni série beta-skladanych listt
tvorici typicky dvouSroubovicovity beta helix (DSBH, Obr. 8) 2-oxoglutarat-Fe(ll)-
oxygenasy [20G-Fe(ll)] (Aravind & Koonin, 2001). U mySich embryonalnich
kmenovych bunék bylo zjisténo, ze TET1 a TET2 udrzuji hladinu 5-hmC v téchto
burikach a jsou indukovany soucasné s 5-hmC bé&hem reprogramovani fibroblastd na

pluripotentni kmenové buriky (Koh et al., 2011).

Obr. 8: Strukturalni model stfedni ¢asti DSBH 20G-Fe(ll)-oxygenasové rodiny. Jsou

zobrazeny postranni Fetézce aminokyselinovych zbytk(i zapojenych v katalyze
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a ve vazbé substratu. Fe(ll) ion je oznacen Cervenym krouzkem (pfevzato z Aravind
& Koonin, 2001).

TET proteiny vyskytujici se u mnohobunéénych organismu obsahuji unikatni
konzervovany usek bohaty na cystein pfiléhajici k N konci DSBH regionu (Obr. 9)
(Allen et al., 2006).

CXXC Cys bohaty usek
| | DSBH
TETH 1 —@ I &) 213
NLS  NLS NLS
TET1 katalyticka doména 1418 ) 2136

Obr. 9: Pfedpokladané domény lidskych TET1 proteini zobrazujici CXXC-zinek
vazebnou doménu (aminokyseliny 584 - 624), usek bohaty na cystein (aminokyseliny
1418 - 1610), doménu DSBH (aminokyseliny 1611 - 2074) a ftfi bipartitni jaderné

lokaliza€ni sekvence (NLS) (pfepracovano z Tahiliani et al., 2009).

20G-Fe(ll)-oxygenasy jsou obecné Siroce zastoupeny v eukaryotech
i bakteriich a katalyzuji reakce typu oxidace organického substratu s vyuzitim
molekuarniho kysliku (Prescott, 1993; Hegg & Que, 1997). A zatimco bakterialni 20G-
Fe(ll)-oxygenasy katalyzuji Siroky rozsah reakci zahrnujici epimerizace, cyklizace,
denaturace a halogenace, u mnohobunéénych organismi je funkce omezena
na hydroxylace a demethylace prostfednictvim hydroxylace (Loenarz & Schofield,
2009).
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6. Material a pristroje

6.1 Chemikalie

ABsolute QPCR SYBR Green ROX Mix (Thermo Scientific, USA), agar (Duchefa,
Nizozemsko), alanin (Duchefa, Nizozemsko), aminofenylfluorescein (APF, Sigma
Aldrich, USA), 4-amino-5-methylamino-2°,7 -difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA,
Alexis, USA), askorbova kyselina (Duchefa, Nizozemsko), 6-benzylaminopurin (BAP,
Sigma Aldrich, USA), cellulasa Onozuka R 10 (Duchefa, Nizozemsko),
4,5-diaminofluorescein diacetat (DAF-2 DA, Alexis, USA), dihydrogenfosforecnan
draselny (Lachema, Ceska republika), 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D, Serva,
USA), 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat (H,DCF DA, Sigma Aldrich, USA),
dusiénan draselny (Lachema, Ceska republika), ethylendiamintetraoctova kyselina
(EDTA, Sigma Aldrich, USA), ethanol (Merck, Némecko), fluorescein diacetat (FDA,
Serva, USA), glukosa (Lach-ner, Ceska republika), hydrogenfosfore¢nan draselny
(Lachema, Ceska republika), Gamborg B5 medium v&etné vitamind (B5 medium,
Duchefa, Nizozemsko), glukosa (Lachema, Ceska republika), glutamin (Serva, USA),
glycin (Serva, USA), guajakol (Sigma Aldrich, USA),
hexadecyltrimethylamoniumbromid (CTAB, Sigma Aldrich, USA),
hydroxyfenylfluorescein (HPF, Cayman, USA), chloramin B (Bochemie, Ceska
republika), chlorid draselny (Lachema, Ceska republika), chlorid sodny (Lachema,
Ceska republika), chlorid vapenaty bezvody (Lach-Ner, Ceska republika), chloroform
(Lach-Ner, Ceska republika), 3-indolylmaselna kyselina (IBA, Serva, USA), jodid
draselny (Lach-Ner, Ceska republika), 2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-
1-oxyl-3-oxid (cPTIO, Sigma Aldrich, USA), kasein hydrolyzat (Duchefa, Nizozemsko),
macerozym R 10 (Duchefa, Nizozemsko), mannitol (Duchefa, Nizozemsko),
2-mercaptoethanol (Fluka, Svycarsko), 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina (MES,
Duchefa, Nizozemsko), 3-methyl-1-buthanol (Lach-Ner, Ceska republika), MethylFlash
Hydroxymethylated DNA Quantification Kit Colorimetric (Epigentek, USA), MethylFlash
Methylated DNA Quantification Kit Colorimetric (Epigentek, USA), Murashige a Skoog
medium (MS medium, Duchefa, Nizozemsko), myo-inositol (Duchefa, Nizozemsko),
a-naftyloctova kyselina (NAA, Sigma Aldrich, USA), nanocastice stfibra a nanocastice
stiibra stabilizované Zelatinou nebo kaseinem (Katedra fyzikaini chemie UP
v Olomouci, Ceska republika), NukleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel, Némecko),
octan sodny (Lachema, Ceska republika), peroxid vodiku (Lach-Ner, Ceska republika),
primery APX, CAT, GPX (Invitrogen, USA), primery glyceraldehyd-3-
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fosfatdehydrogenasa (GAPDH, EC 1.2.1.12) (Generi Biotech, Ceska republika), prolin
(Duchefa, Nizozemsko), sacharosa (Duchefa, Nizozemsko), savo (Bochemie, Ceska
republika), siran hofeénaty heptahydrat (Lach-Ner, Ceska republika), stfibrné ionty
- dusiénan stfibrny (Katedra fyzikalni chemie UP v Olomouci, Ceska republika),
Transcriptor  High  Fidelity ~cDNA  Synthesis Kit (Roche, Svycarsko),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS, Sigma Aldrich, USA), Zelatina z kGze ryb
(Sigma Aldrich, USA).

6.2 Rostlinny material

Cucumis sativus cv. Marketer (CZ 09 H39 00121).

Brassica oleracea var. botrytis cv. SIRIA, homozygotni dihaploidni linie DHO1
odvozena od Siria F1.

Semena obou rostlin byla poskytnuta Vyzkumnym ustavem rostlinné vyroby Praha -

Ruzyné.

6.3 Pristroje a experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko), automatické pipety (Eppendorf, Némécko)
centrifuga Rotofix 32A (Hettich Zentrifugen, Némecko) centrifuga 5414 D (Eppendorf,
Némecko), centrifuga 5804 R (Eppendorf, Némecko), digitalni pfedvazky (KERN,
Némecko), digitadlni pH metr MV-87 (Practictronic, Némecko), elektromagneticka
michacka (IKA, Némecko), flowbox Holten Lamin Air HH 1.2 Plus (Heto-Holten,
Dansko), inkubator MELAG 306 (P-Lab a.s, Ceska republika), lazer ultrazvukova K5
(Thermo Fisher Scientific, USA), mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT
(BioTek Instruments, USA), minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Ceska republika),
multifunk&ni modularni reader Infinite M200 (Tecan, Svycarsko), nanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologist, USA), real-time PCR systém Mx3000P
(Stratagene, USA), skfifl termostatovana ET 618 (Lovibond, Némecko), svételny
mikroskop Olympus CX21 (Olympus Optical, Japonsko), svételny a fluorescencni
mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko), svételny mikroskop Olympus
IX51 (Olympus Optical, Japonsko), termoblok CHB-202 (BIOER technology, Cina),
termocykler XP (BIOER technology, Cina), tfepatka Mixing Block MB-102 (BIOER
technology, Cina), vortex mixer SA8 (Stuart, UK).
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7. Pouzité metody

7.1 Kultivace semen in vitro

Neposkozena semena byla povrchové sterilizovana 70% ethanolem 20 s a 8%
chloraminem po dobu 30 min (C. sativus), nebo 70% ethanolem 20 s a 30% savem
po dobu 30 min (B. oleracea). Poté byla semena v aseptickém prostfedi flowboxu
proplachnuta 5x sterilni vodou a pfenesena do Petriho misek obsahujicich asi 10 ml
media Y2 MS (Tab. 2). Kli¢eni probihalo ve tmé pfi 27 °C. Nakli¢ené rostliny C. sativus
byly po 5 - 7 dnech od vysevu zbaveny kofinkd a pfeneseny do kultivacnich plastovych
boxl obsahujicich 100 ml media OK (Tab. 2) a kultivace probihala dalsi 2 - 3 tydny.

Nakli¢ené rostliny B. oleracea byly po 5 - 7 dnech od vysevu ulozeny na dalSich
7 - 10 dnd na svétlo. Poté byly rostliny zbaveny kofinkl a pFeneseny
do Erlenmayerovych banék obsahujicich 100 ml media OK (Tab. 2). Kultivace
probihala dalSich 4 - 5 tydn(. Po této dobé bylo nékolik listd z rostlin B. oleracea
odebrano a pfeneseno na nové medium a kultivovano po dobu 4 tydnd a proces byl
opakovan. Kultivace rostlin probihala v kultivaéni mistnosti s teplotou 22 + 2 °C,

svételnym reZimem 16 h den a 8 h noc a s osvétlenim 32 - 36 ymol/(m?.s).

Tab. 2: Slozeni media 2 MS (Murashige & Skoog, 1962) a media OK (modifikovano
dle Gajdova et al., 2007).

Roztok Slozeni Mnozstvi (g/l)
Medium 2 MS MS medium 2,2
sacharosa 15
agar 8
pH 5,8

autoklavovano

Medium OK MS medium 4.4
kyselina askorbova 0,02
sacharosa 20
IBA 0,00001
BAP 0,00001
agar 8
pH 5,8

autoklavovano
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7.2 lzolace a purifikace protoplastt

Zdrojem pro izolaci mezofylovych protoplastl byly 3 az 4tydenni in vitro rostouci
rostliny C. sativus a 6 az 8tydenni in vitro rostouci rostliny B. oleracea. Z rostlin byly
odebrany pIné vyvinuté mladé listy (0,5 g), které byly viozeny do 5 ml enzymatického
roztoku v Petriho misce a nafezany na 1mm prouzky. Vzniklé segmenty listd
v enzymatickém roztoku byly inkubovany v termostatu 18 h ve tmé pfi 27 °C. Takto
vznikla hruba protoplastova suspenze byla sterilné filtrovana pfes sitovinu uhelon
72 uym, promyta a doplnéna promyvacim roztokem PGly (C. sativus) nebo W5
(B. oleracea) na objem 6 ml. Suspenze byla pomoci Pasteurovy pipety pfenesena
do centrifugacni zkumavky a centrifugovana pfi 80 x g (C. sativus) nebo 70 x g
(B. oleracea) po dobu 5 min. Vznikly supernatant byl odstranén a sediment
resuspendovan ve 4 ml 20% sacharosy. Suspenze byla pfevrstvena pfislusnym
promyvacim roztokem a centrifugovana pfi 80 x g po dobu 10 min (C. sativus) nebo
70 x g po dobu 5 min (B. oleracea). Po centrifugaci se protoplasty nachazely
na rozhrani roztokl sacharosy a promyvaciho roztoku. Pasteurovou pipetou byla vrstva
protoplastll odebrana do Cisté centrifugacni zkumavky a resuspendovana ve 4 ml
promyvaciho roztoku. Protoplastova suspenze byla centrifugovana pfi 80 x g
(C. sativus) nebo 70 x g (B. oleracea) po dobu 5 min, supernatant byl poté odstranén
a protoplasty v sedimentu byly resuspendovany v 1 ml kultivaéniho media LCM1
(C. sativus) nebo media B (B. oleracea). Slozeni roztok(i potfebnych k izolaci

mezofylovych protoplastl je uvedeno v Tab. 3.

Tab. 3:SloZzeni enzymatického roztoku pro C. sativus (Debeaujon & Branchard, 1992)
a enzymatického roztoku pro B. oleracea (Potrykus & Shillito, 1986), promyvaciho
roztoku PGly (Debeaujon & Branchard, 1992) a W5 (Potrykus & Shillito, 1986), roztoku
sacharosy, kultivaCniho roztoku LCM1 (modifikovano dle Debeaujon & Branchard,
1992) a B media (Pelletier et al., 1983).

Roztok SloZeni Mnozstvi (g/l)
Enzymaticky roztok cellulasa Onozuka R 10 10
C. sativus macerozym R 10 2,5

v promyvacim roztoku PGly
pH 5,8

sterilizace filtraci
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Roztok

Slozeni

Mnozstvi (g/l)

Enzymaticky roztok

B. oleracea

PGly

(promyvaci roztok C. sativus)

W5

(promyvaci roztok B. oleracea)

Sacharosa

cellulasa Onozuka R 10

macerozym R 10

v promyvacim roztoku W5

pH 5,8

sterilizace filtraci

KH,PO,
KNO;
CacCl, (bezvody)
MgSO, . 7H,0O
Kl
glycin
glukosa
MES
mannitol
pH 5,8

sterilizace filtraci

NaCl
KCI
CaCl, (bezvody)
glukosa
glycin
pH 5,8

sterilizace filtraci

sacharosa
pH 5,8

autoklavovano

10
2,5

0,027
0,101
1,117
0,246
0,0016
11,15
18
0,586
65,58

0,8
13,89

200
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Roztok SloZeni Mnozstvi (g/l)
LCM1 medium B5 medium 3,164
(kultivaéni roztok C. sativus) inositol 0,9
kyselina askorbova 0,002
alanin 0,004
glycin 0,008
glutamin 0,02
prolin 0,02
kasein hydrolyzat 0,1
MES 0,586
mannitol 70
sacharosa 10
glukosa 5
NAA 0,001
2,4-D 0,0005
BAP 0,00075
pH 5,8
sterilizace filtraci
B medium B5 medium 3,16
(kultivacni roztok B. oleracea) mannitol 70
glukosa 20
BAP 0,001
2,4-D 0,00025
NAA 0,001
pH 5,8

sterilizace filtraci

7.2 Stanoveni hustoty protoplastu

Hustota protoplastd v mediu byla stanovena mikroskopicky pomoci Burkerovy

komurky. Bylo pocitano celkem 20 &tvercl pro kazdy vzorek a ur€en pocet protoplastu

v 1 ml kultivaéniho media.
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7.3 Kultivace protoplastu

Po stanoveni hustoty proplasti byla bunééna suspenze nafedéna na vyslednou
hustotu 1,5 x 10° bunék v 1 ml kultivaéniho media. Pouze pro histochemicka stanoveni
byla pouZita koncentrace 1 x 10° bun&k v 1 ml kultivaéniho media. Protoplasty byly
kultivovany v Petriho miskach v termostatu ve tmé pfi 27 °C po dobu 1 az 14 dnu.
K protoplastové suspenzi v Petriho misce byl pfidan roztok Ag®, Ag-n¢ bez stabilizace
nebo stabilizovanych Zelatinou pfipadné kaseinem ve vyslednych koncentracich 0,01;
0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 mg/l nebo roztok askorbatu ve vyslednych koncentracich
50 a 100 mg/l. Kontrolni vzorek obsahoval pouze protoplastovou suspenzi

v kultivaénim mediu.

7.4 Stanoveni zivotnosti

Zivotnost byla stanovovana mikroskopicky a spektrofluorimetricky s vyuzitim
fluorescenéni sondy FDA. Mikroskopické stanoveni zivotnosti bylo realizovano vzdy po
izolaci protoplast. K 50 yl bunééné suspenze na podloznim skli¢ku bylo pfidano 5 ul
FDA o koncentraci 25 ug/ml. Po 5min inkubaci bylo vyhodnoceno 10 zornych poli.
Nejdfive byly pocitany vSechny burnky v prochazejicim svétle, zivé buriky zelené
fluoreskujici byly pocitany s vyuzitim hranolu U-MWB2 fluorescenéniho mikroskopu.
Zivotnost byla stanovena jako procentudlni podil Zivych bunék a celkového podtu
bunék.

Spektrofluorimetrické stanoveni bylo provadéno v mikrodestiCkovém uspofadani.
Ke 100 pl protoplastové suspenze v jamce na destiCce bylo pfidano 5 ul sondy FDA
0 koncentraci 25 ug/ml. Fluorescenéni signal (excitace 485 nm, emise 515 nm) byl
méfen ihned po pfidavku detekéni sondy k bunééné suspenzi a po 10min inkubaci

ve tmé pfi 27 °C. Stanoveni bylo provadéno v triplikatu.

7.5 Stanoveni produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku

Produkce ROS a RNS byla detekovana pomoci tfi fluorescenénich sond, APF,
HPF (Obr. 10) a H,DCF DA (Obr. 11). Ke 100 pl bunécné suspenze v jamce bylo
pfidano 5 pl 0,2 mmol/l detekéni sondy. Byl méfen fluorescencni signal (excitace 485
nm, emise 515 nm) okamzité po pfidavku sondy a po 1h inkubaci ve tmé pfi 27 °C.

Stanoveni bylo provadéno v triplikatu.
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XH

X=0 3’-(p-hydroxyfenyl)fluorescein (HPF)
X=NH 3’-(p-aminofenyl)fluorescein (APF)

bez fluorescence fluorescence

Obr. 10: Reakce fluorescencnich sond APF a HPF s ROS a RNS.

CH4CO0 OCOCH;,
nebo OH" oxidace
l COOH l COOH

H,DCF DA H,DCF DCF

bez fluorescence fluorescence

Obr. 11: Schéma pruniku sondy H,DCF DA do bunky a jeji reakce s ROS a RNS

za vzniku fluorescenéniho produktu.

7.6 Stanoveni produkce oxidu dusnatého

Produkce NO byla stanovena fluorimetricky pomoci dvou detekénich sond,
DAF-FM DA a DAF-2 DA (Obr. 12, 13). Ke 100 ul protoplastové suspenze bylo pfidano
5 pl 0,2 mmol/l sondy. Byl zméFen fluorescencni signal (excitace 485 nm, emise 515
nm) okamzité po pfidavku a po 1h inkubaci s fluorescen¢ni sondou v termostatu ve

tmé pfi 27 °C. Stanoveni bylo provadéno v triplikatu.
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Obr. 12: Schéma pruniku sondy DAF-FM DA do bunky a jeji reakce s NO za vzniku

fluorescenéniho produktu.

NO, O,

Y

DAF-2 DAF-2T
bez fluorescence fluorescence

Obr. 13: Reakce fluorescentni sondy DAF-2 s oxidem dusnatym za pfitomnosti

kysliku.

7.7 Stanoveni peroxidasové aktivity

Aktivita POX byla stanovena spektrofotometricky modifikovanou metodou
s guajakolem (1-hydroxy-2-methoxybenzen) (Angelini et al, 1990). Po oxidaci
guajakolu vznika Zlutohnédy tetraguajakolchinon, jehoz molarni absorpéni koeficient je
€ = 4500 l/(mol.cm) a byl méfen narlst absorbance pfi 436 nm po 1 min pfi 30 °C.
Reakéni smés obsahovala 150 pl 0,1 mol/l K-fosfatového pufru, pH 6, 40 yl 50 mmol/I
guajakolu, 50 yl homogenizované protoplastové suspenze a 50 yl 10 mmol/l peroxidu

vodiku, jehoZ pfidavkem byla reakce startovana. Stanoveni bylo provadéno v triplikatu.
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7.8 Stanoveni bunééného priméru

Velikost bunék byla stanovena mikroskopicky pomoci méfitka vlozeného

v okularu jako pramérna hodnota 20 bunék.

7.9 Stanoveni mikrokalust

Vyhodnoceni tvorby mikrokalust bylo provedeno 14. den po izolaci protoplastu
mikroskopicky. Pro kazdy vzorek byl stanoven priameérny pocet mikrokalust ve 20
zornych polich a pridmérna velikost plochy 20 mikrokalusti s vyuzitim programu
QuickPHOTO MICRO 2.3.

7.10 Histochemické stanoveni

Histochemicka detekce byla stanovena mikroskopicky. K 50 pl protoplastové
suspenze na podloznim sklicku bylo pfidano 5 ul fluorescenéni sondy (APF, HPF,
H,DCF DA, DAF-FM DA o koncentraci 0,1 mmol/l nebo FDA o koncentraci 12,5 pg/ml).
Po inkubaci ve vlhkém prostfedi (H,DCF DA a FDA 5 min, DAF-FM DA 20 min, APF
a HPF 40 min) byly buriky pozorovany v prochazejicim svétle, detekce fluorescence
byla pozorovana s vyuzitim hranolu U-MWB2 fluorescenéniho mikroskopu.
Selektivnost stanoveni produkce NO a ROS hyla potvrzena v kontrolnich
experimentech: 50 yl bunéfné suspenze na podloznim sklicku bylo preinkubovano
ve vihkém prostfedi po dobu 10 min s 5 pyl roztoku cPTIO o koncentraci 25 mmol/l
(lapa€ NO) nebo po dobu 5 min s 5 pl roztoku askorbatu o koncentraci 100 mmol/l
(lapa€ ROS). Poté bylo k suspenzi pfidano 5 pl pfislusné fluorescenéni sondy

a po inkubaci byly buriky pozorovany.

7.11 Kultivace a zpracovani protoplastové suspenze pro izolaci
DNA a RNA

Protoplastova suspenze izolovana zlistd C. sativus a B. oleracea o hustoté
1,5 x 10° bunék v 1 ml kultivaéniho media byla kultivovana v pfislusnych mediich
v kultivaénich lahvich vtermostatu ve tmé pfi 27 °C. K protoplastové suspenzi
v kultivaénich lahvich byl ihned po izolaci pfidan roztok Ag®, Ag-n¢ nebo askorbatu.

Vysledné koncentrace Ag® a Ag-n¢ byly 0,05 a 0,5 mg/l a vysledné koncentrace
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askorbatu byly 50 a 100 mg/I. Kontrolni vzorek obsahoval pouze suspenzi protoplastl
v kultivaénim mediu. V ¢asech 0, 24, 48 a 72 h od izolace protoplastd byla
protoplastova suspenze pfenesena do centrifugaénich zkumavek a centrifugovana
pfi 80 x g 5 min. Supernatant byl odstranén a sediment protoplastl byl prepipetovan
do mikrozkumavek. S vyuzitim tekutého dusiku byly vzorky zmrazeny a uchovany
v -70 °C.

7.121zolace DNA z protoplastové suspenze

Ke zmrazené protoplastové suspenzi v mikrozkumavce byla pfidana smés 1 ml
pufru pro extrakci DNA (Tab. 4) s 2 ul 2-merkaptoethanolu pfedem zahfata na 65 °C.
Protoplastova suspenze spolu s extrakénim pufrem byla nasledné zahfivana na 65 °C
po dobu 90 min. Poté bylo do mikrozkumavky pfidano 600 pl roztoku
chloroformu:isoamylalkoholu (v poméru 24:1). Smés byla protfepana a centrifugovana
pfi 13 500 x g a 4 °C po dobu 15 min. Do ¢isté mikrozkumavky byla odebrana horni
vodni vrstva, ke které bylo pfidano 60 ul octanu sodného o koncentraci 3 mol/l. Smés
byla protfepana a bylo k ni pfipipetovano 500 pl chlazeného isopropanolu. Smés byla
po dobu 30 min uloZena v -20 °C a poté 30 min centrifugovana pfi 13 500 x g a 4 °C.
Supernatant byl odstranén a do mikrozkumavky bylo pfidano 200 ul 70% chlazeného
ethanolu. Smés byla centrifugovana 15 min pfi 13 500 x g pfi 4 °C. Ethanol byl
odstranén a vzorek se nechal mirné vyschnout volné na vzduchu. K peleté DNA bylo
pfidano 50 pl sterilni vody. Po zméfeni koncentrace byla DNA v mikrozkumavce

uchovanav -20 °C.

Tab. 4: Slozeni pufru pro extrakci DNA a pfislusnych roztok( nezbytnych k jeho
pFipravé (Kump & Javornik, 1996).

Roztok Slozeni Mnozstvi

Pufr pro extrakci DNA CTAB 20 g/l
NacCl 81,8 g/l

EDTA 0,5 mol/l pH 8 40 ml/l

TRIS 1 mol/l pH 8 100 ml/l

sterilizace filtraci

(filtr o velikosti p6rd 0,22 pm)
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Roztok Slozeni Mnozstvi (g/l)
EDTA 0,5 mol/l pH 8 EDTA 186,1
pH 8

autoklavovano

TRIS 1 mol/l pH 8 TRIS 121,1
pH 8

autoklavovano

7.13 Méreni koncentrace nukleovych kyselin

Koncentrace dsDNA, ssDNA a RNA byla stanovena spektrofotometricky. Byla
méfena absorbance pfi vinovych délkach 260 a 280 nm. Stupefi Cistoty nukleovych
kyselin byl stanoven z poméru absorbanci zméfenych pfi uvedenych vinovych délkach
(260/280 nm). Koncentrace byla vypoctena na zakladé predpokladu, ze roztok dsDNA
0 absorbanci 1 pfi vinové délce 260 nm ma koncentraci 50 ng/ul, pro ssDNA za danych

podminek plati koncentrace 33 ng/ul, pro RNA 40 ng/ul.

7.14 Kvantifikace = hydroxymethylované DNA specifickym

stanovenim 5-hydroxymethylcytosinu

Kvantifikace 5-hmC byla provedena pomoci MethylFlash Hydroxymethylated
DNA Quantification Kit (Colorimetric), postup byl proveden dle pfiloZzeného navodu.
Stanoveni bylo provedeno v jamkach dodavanych spolu s chemikaliemi vyrobcem. Do
jamek bylo napipetovano 80 pl roztoku HC2 (vazebny roztok). Do jedné jamky byl
pfidan 1 pl HC3 (negativni kontrola v koncentraci 20 pg/ml), do druhé 1 pl HC5
(pozitivni kontrola v koncentraci 20 yg/ml) pfedem zfedéné v poméru 1 yl HC5 a 3 l
sterilni vody a do dalSich jamek bylo pipetovano 1 az 8 pul vzorku DNA, aby bylo
v jamce vzdy 200 ng DNA. Jamky byly inkubovany po dobu 90 min pfi 37 °C ve tmé.
Pfed inkubaci byly jamky vzdy pfikryty parafimem. Po inkubaci byl roztok odstranén
a jamky byly 3x promyty 150 pl roztoku HC1 (promyvaci pufr, ve vSech krocich byl
pouzit 10x Ffedény sterilni vodou). Do jamek bylo napipetovano 50 pyl HC6 (vazebna
protilatka v koncentraci 1000 pg/ml, fedéna 1:1000 fedénym HC1) a inkubovany
po dobu 60 min pfi pokojové teploté ve tmé. Zfedény HC6 byl odstranén a jamky byly
promyty 3x 150 yl HC1. Do jamek bylo napipetovano 50 pyl HC7 (detek&ni protilatka
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v koncentraci 400 pg/ml, fedéna 1:1000 zfedénym HC1) a inkubovany po dobu
30 min pfi pokojoveé teploté ve tmé. Po inkubaci byl ziedény HC7 odstranén a jamky
byly promyty 4x 150 pyl HC1. Do jamek bylo napipetovano 50 ul HC8 (zesilujici roztok,
fedén 1:5000 fedénym HC1) a jamky byly inkubovany po dobu 30 min pfi pokojové
teploté ve tmé. Zfedény HC8 byl z jamek odstranén a jamky byly promyty 5x 150 pl
HC1. Do jamek bylo napipetovano 100 pl HC9 (roztok vyvijejici zbarveni) a byly
inkubovany 1 az 10 min pfi pokojové teploté dle vyvijejiciho se modrého zbarveni
pozitivni kontroly. Poté bylo k roztoku napipetovano 50 pyl HC10 (stop roztok). Modré
zbarveni se zménilo na zluté. Obsah jamek byl pfepipetovan do jamek na mikrotitracni

desti¢ce a do 15 min byla zméfena absorbance pfi 450 nm.

Vypocet relativni kvantifikace:
5-hmC (%) = [(vzorek OD - HC4 OD) / S]/ [(HC5 OD - HC4 OD) * 5/ P] * 100

OD je hodnota absorbance pfi 450 nm

S je mnozstvi pfidané DNA v ng

5 je faktor, ktery normalizuje hodnotu 5-hmC v pozitivni kontrole na 100 %,
protoze pozitivni kontrola obsahuje pouze 20 % 5-hmC

P je mnozZstvi pozitivni kontroly (HC5) v ng

7.15 Kvantifikace methylované DNA specifickym stanovenim

5-methylcytosinu

Kvantifikace 5-mC byla provedena pomoci MethylFlash Methylated DNA
Quantification Kit (Colorimetric), postup byl proveden dle pfilozeného navodu.
Stanoveni bylo provedeno vjamkach dodavanych spolu s chemikaliemi vyrobcem.
Do jamek bylo napipetovano 80 pl roztoku ME2 (vazebny roztok). Do jedné jamky byl
pfidan 1 pyl ME3 (negativni kontrola v koncentraci 20 pg/ml), do druhé 1 pl ME4
(pozitivni kontrola v koncentraci 20 pg/ml) pfedem zfedéné v poméru 1 pyl ME4 a 3 ul
sterilni vody a do dalSich jamek bylo pipetovano 1 az 8 pl vzorku DNA, aby bylo
v jamce vzdy 100 ng DNA. Jamky byly inkubovany po dobu 90 min pfi 37 °C ve tmé.
Pfed inkubaci byly jamky vzdy pfikryty parafiimem. Po inkubaci byl roztok odstranén
a jamky byly 3x promyty 150 pl roztoku ME1 (promyvaci pufr, ve vSech krocich byl
pouzit 10x fedény sterilni vodou). Do jamek bylo napipetovano 50 ul ME5 (vazebna
protilatka v koncentraci 1000 pg/ml, fedéna 1:1000 fedénym ME1) a byly inkubovany
po dobu 60 min pfi pokojové teploté ve tmé. Ziedény MES5 byl odstranén a jamky byly
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promyty 3x 150 pyl ME1. Do jamek bylo napipetovano 50 ul ME6 (detekéni protilatka
v koncentraci 400 pg/ml, fedéna 1:2000 fedénym ME1) a inkubovany po dobu 30 min
pfi pokojoveé teploté ve tmé. Po inkubaci byl zfedény ME6 odstranén a jamky byly
promyty 4x 150 yl ME1. Do jamek bylo napipetovano 50 pl ME7 (zesilujici roztok,
fedén 1:5000 fedénym ME1) a byly inkubovany po dobu 30 min pfi pokojové teploté
ve tmé. Zfedény ME7 byl z jamek odstranén a jamky byly promyty 5x 150 pyl ME1.
Do jamek bylo napipetovano 100 ul MES8 (roztok vyvijejici zbarveni) a byly inkubovany
1 az 10 min pfi pokojové teploté dle vyvijejiciho se modrého zbarveni pozitivni kontroly.
Poté bylo k roztoku napipetovano 50 ul ME9 (stop roztok). Modré zbarveni se zménilo
na zluté. Obsah jamek byl pfepipetovan do jamek na mikrotitracni desti€ce a do 15 min

byla zméfena absorbance pfi 450 nm.

Vypocet relativni kvantifikace:
5-mC (%) = [(vzorek OD - ME3 OD) / S]/[(ME4 OD - ME3 OD) * 2/ P] * 100

OD je hodnota absorbance pfi 450 nm

S je mnozstvi pfidané DNA v ng

2 je faktor, ktery normalizuje hodnotu 5-hmC v pozitivni kontrole na 100 %,
protoze pozitivni kontrola obsahuje pouze 50 % 5-hmC

P je mnozZstvi pozitivni kontroly (ME4) v ng

7.161zolace RNA z protoplastové suspenze

Izolace RNA byla provedena pomoci NukleoSpin RNA Plant komer&niho kitu.
Lyze bunék: Ke zmrazené protoplastové suspenzi bylo pfidano 350 yl RA1 roztoku
(lyza¢ni pufr) a 3,5 pl 2-merkaptoethanolu a smés byla prudce vortexovana.
Filtrace lyzatu: Do sbérné zkumavky byl umistén filtr (NucleoSpin RNA plant Filter)
a do néj byla aplikovana lyza¢ni smés a centrifugovana 1 min pfi 11 000 x g. Poté byl
filtrat pfemistén do nové mikrozkumavky.
Uprava podminek vazani RNA: K ziskanému filtratu bylo pfidano 350 pl 70% ethanolu
a smés byla vortexovana.
Vazani RNA: Lyzat byl pfenesen na kolonu mikrozkumavky (NucleoSpin RNA Plant
Column) a centrifugovan 30 s pfi 8 000 x g.
VysuSeni silikatové membrany: Na kolonu bylo pfidano 350 yl MDB (pufr odsolujici

membranu) a centrifugovana 1 min pfi 11 000 x g.
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Stipani DNA: Na stfed silikatové membrany kolony bylo aplikovano 95 pl reakéni smési
DNasy (ta byla pfipravena smichanim 10 pl DNasyl a 90 pl reakcniho pufru
pro rDNasu).

Promyti a vysuSeni silikatové membrany: Na kolonu bylo aplikovano 200 pl RA2
(promyvaci pufr) roztoku a smés byla centrifugovana 30 s pfi 11 000 x g. Kolona byla
umisténa do nové zkumavky a bylo na ni aplikovano 600 pyl RA3 (promyvaci pufr).
Smés byla centrifugovana 30 s pfi 11 000 x g a nasledné bylo na kolonu pfidano 250 ul
RAS3 a centrifugovano 2 min pfi 11 000 x g.

Vymyti vysoce Cisté RNA: Kolona byla umisténa do nové mikrozkumavky a bylo
na ni aplikovano 50 pl RNase-free vody a centrifugovana 1 min pfi 11 000 x g.

Po zméreni koncentrace byla RNA uchovana pfi -70 °C.

7.17 Reverzni transkripce

K prepisu genetické informace z mRNA do cDNA byl pouzit Transcriptor High

Fidelity cDNA Synthesis Kit. Do mikrozkumavek bylo napipetovano:

10,4 ul RNA o koncentraci 20 - 50 ng/pl,

1 yl Anchored-oligo (dT),g primer.
Smés byla inkubovana 10 min pfi 65 °C a poté byly mikrozkumavky ihned umistény
do ledu. Ke smési bylo dale pipetovano:

4 ul reakéniho pufru,

0,5 pl protector RNase inhibitoru 40 U/pl,

2 ul smési deoxynukleotidu kazdy v koncentraci 10 mmol/I,

1yl DTT 0,1 mol/l,

1,1 ul reverzni transkriptasy 20 U/pl.
Smés byla inkubovana 30 min pfi 45 °C a poté 10 min pfi 85 °C. Po inkubaci byly
mikrozkumavky umistény ihned do ledu a byla zméfena koncentrace DNA.

Mikrozkumavky byly uloZeny v -20 °C.

7.18 Navrzeni primert

Primery GAPDH byly navrzeny v programu Primer 3, sekvence genu byla zjisténa

z databazi (EMBL, GenBank). Sekvence primer0 a dalSi udaje jsou uvedeny v Tab. 5.
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Tab. 5: Pfehled primerd pouzitych pro sledovani exprese referenéniho genu (GAPDH)
a cilovych genu (APX, CAT, GPX).

Sledovany Sekvence primeru Pocet Velikost
gen bazi produktu (bp)
GAPDH Forward primer 20 221

5-ACATCATTCCTAGCAGCACT-3’
Reverse primer
5-TTCAGTGTACCCCAAAATTC-3’

APX Forward primer 20 209
5-CTCTGGTGGTCACACATTGG-3’
Reverse primer
5-CCTCATCGGCAGCATATTTT-3’

CAT Forward primer 18 153
5-TTGACGATATTGGCATCC-3’
Reverse primer
5-TAGCATCTTCCTCCAGCA-3’

GPX Forward primer 20 198
5"-CAGCGCTTACAAAGCAAAGG-3’
Reverse primer
5"-GTGCAAGCAAACTGCACAAT-3’

7.19 Provedeni real-time PCR

Real-time PCR byla provedena s vyuZitim interkala¢niho barviva SYBR Green |.
Pro pfipravu reakéni smési byl pouzit ABSOLUTE QPCR SYBR Green ROX Mix.

Do mikrozkumavek bylo pipetovano:

ABSOLUTE QPCR SYBR Green ROX Mix 12,5 pl,
forward primer 50 ymol/l 1,75 pl,
reverse primer 50 ymol/l 1,75 pl,
cDNA v koncentraci 900 ng/pl 4 ul.
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Spolu se vzorky byla pfiddna do termocykleru i negativni kontrola (reakéni smés
obsahujici misto cDNA vodu pro real-time PCR). Pfehled pouZzitych primer( je v Tab. 5.
a real-time PCR probihala podle programu, ktery je uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6: Casovy a teplotni profil pro nastaveni termocykleru.

Teplota (°C) Cas Poget cykld
Aktivace enzymu 95 15 min 1
Denaturace 95 15s 40
Navazani primer( 50 30s 40
Elongace 72 30s 40

Real-time PCR byla provadéna v termocykleru, ktery byl napojen na pocita¢
a ovladan softwarem Mx3000P. K ovéfeni vzorku a detekci nespecifickych produkti
byla pouzita analyza kfivek tani PCR produktd. Po prob&hnuti real-time PCR software
provedl analyzu vzork( a automaticky ur€il C; hodnoty pro jednotlivé vzorky. Vzorky

byly do cykleru davany v duplikatech a pro vypocet byl udélan primeér téchto hodnot.

7.20Hodnoceni exprese mRNA

Pro vypocet nasobku indukce byl pouzit parametr prahového cyklu C; (threshold
cycle) pro kontrolni gen GAPDH a sledované geny APX, CAT a GPX. V tomto pfipadé
je zakladnim predpokladem, Ze exprese kontrolniho genu GAPDH je konstantni
ve v8ech bunkach za rGznych situaci, tedy Ze se chova jako ,house-keeping“ gen.
Pro vypolet nasobku indukce byla normalizovana hodnota C; sledovaného genu
pro pfislusny vzorek vzhledem ke kontrolnimu genu GAPDH podle rovnice (1)
a nasobek indukce dopocitan dle rovnice (2):

(@H)] Ct (Xinorm) = Ci (X)) / C; (GAPDH) * C; (Xg0)
(2) N = 27 [C; (Xdonorm) = Ct (Xinorm)]

Xinorm j€ NOrmalizovana hodnota C; pro sledovany gen v ¢ase i, hormalizovana
hodnota C; pro pfislu$nou koncentraci Ag*, Ag-n¢, askorbatu

X; je hodnota C; sledovaného genu v ase i, hodnota C; pro pfisluSnou
koncentraci Ag*, Ag-n¢, askorbatu

X4 Je hodnota C; sledovaného genu v kontrolnich burikach (protoplasty

kultivované bez Ag a askorbatu)
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i je Gas kultivace vrozsahu 0 - 72 h, Ag" a Ag-n¢ v koncentracich 0,05
a 0,5 mg/l, askorbat v koncentracich 50 a 100 mg/!
N je nasobek indukce vici negativni kontrole (protoplasty kultivované bez Ag

a askorbatu v Case 0 h)

7.21 Statistické vyhodnoceni

VétSina experimentu byla provedena ve tfech opakovanich, pokud neni uvedeno
jinak. Vysledky jsou vyjadfeny jako primérna hodnota * smérodatna odchylka.

Vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu Microsoft Excel 2007.

8. Vysledky
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9. Diskuze
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10. Zaveér

V ramci teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena na ulohu ROS
a RNS v procesu regenerace protoplasti a antioxidaéni enzymovou ochranu
rostlin. Teoreticka ¢ast dale obsahuje informace o Ag™ a Ag-né a jejich pusobeni

na rostlinny organismus a poznatky o methylaci a hydroxymethylaci DNA.
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Z experimentalni prace vyplyvaji nasledujici poznatky a zaveéry:

1.

Na Zivotnost protoplastd ma vyznamny vliv stafi rostliny pouZzité pro izolaci.
Pro izolaci mezofylovych protoplasti C. sativus jsou vhodné 3 - 4tydenni
rostliny. Pro izolaci protoplastt B. oleracea jsou vhodné 4 - 8tydenni rostliny.
PFi regeneraci bunék z protoplastli dochazi zpoc&atku k poklesu Zzivotnosti,
ale nasledné v souvislosti s procesem déleni zivotnost vzrusta, u C. sativus
bylo prvni déleni detekovano od 48 h po izolaci, u B. oleracea od 72 h.
Zapojeni POX v regeneracnim procesu tvorby bunééné stény a nasledného
déleni bunék potvrzuje nékolikanasobny narlst aktivity jiz od 24 h po izolaci
protoplastd obou rostlin C. sativus i B. oleracea.

Zvysena produkce peroxidu vodiku detekovana sondou H,DCF DA v procesu
regenerace protoplastl je spojena s procesem déleni protoplastu a intenzivni
tvorbou bunécné stény.

APF a HPF jsou selektivni fluorescenéni sondy pro detekci hROS a byla
prokazana jejich zvySena produkce u C. sativus ¢asné po izolaci protoplastu
jako reakce na stres.

Detekce produkce NO s vyuZitim dvou fluorescenénich sond DAF-FM DA
a DAF-2 DA potvrdila cca desetinasobné vyssi citlivost sondy DAF-FM DA.
ZvysSujici se produkce NO béhem regenerace protoplastl u obou
studovanych organism C. sativus a B. oleracea poukazuje na mozné
zapojeni NO v procesu regenerace.

Byl detekovan vyznamny rozdil v produkci ROS a NO a zvySeni POX aktivity
u bunék C. sativus a B. oleracea liSicich se schopnosti plné regenerace
v Casovém intervalu 0 - 72 h po izolaci protoplasti. Je mozné, Zze se vySsi
narlst POX aktivity u B. oleracea podili na schopnosti plné regenerace
protoplasti (napf. tvorba bunécné stény, regulace hladiny ROS).
U C. sativus vyrazné vysSi produkce ROS a RNS muzZe negativné ovlivnit
regeneracni proces (napf. v disledku nitrace a nitrosylace proteinu a lipidu
apod.). Nastinéné moznosti je nutné experimentalné ovéfit.

ZvySena produkce NO vlivem Ag-n¢ stabilizovanych kaseinem 7. den
po izolaci protoplastt C. sativus koreluje s vyrazné zvySenou zivotnosti bunék
a produkci ROS. Ovlivnéni je zpUsobeno pravdépodobné kaseinem, jak je
ziejmé z kontrolnich experimentt po aplikaci pouze Ag-n¢. Bylo by vhodné
ovéfit vliv samotného kaseinu na schopnost regenerace protoplastu

s moznosti praktického vyuziti (napf. modifikace kultivaCniho media).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Ag-n¢ stabilizované Zelatinou a Zelatina samotna pusobila na Zivotnost bunék
C. sativus jiz od 3 h po izolaci negativné. Neni vhodné v danych
experimentech pouzivat takto stabilizované Ag-n¢.

Ag" vykazuji toxicky vliv na buriky v koncentraci o fad niz8i v porovnani
s Ag-nC. Bunky B. oleracea vykazovaly vySSi citlivost na pfitomnost Ag
v porovnani s C. sativus (Tab. 8). Koncentrace 5 mg/l Ag® i Ag-n¢ byla

neslucitelna s Zivotem protoplasta.

Tab. 8: Shrnuti vlivu Ag™ a Ag-n¢ na Zivotnost protoplastu.

Testovana latka Koncentrace (mg/l) C. sativus  B. oleracea

Ag 0,05 0 -
0,5 - -

Ag-né 0,05 0 0
0,5 0 -

Vliv na zivotnost: 0 Zadny nebo slabé pozitivni, - negativni.

Pro studie vlivu Ag na regeneraci protoplastd (z pohledu ovlivnéni zivotnosti
bunék) je vhodné pouzit Ag v koncentraci 0,05 mg/l, v pfipadé C. sativus
i Ag-n¢€ v koncentraci 0,5 mg/I.

Buniky B. oleracea vykazovaly vySsi citlivost na pfitomnost askorbatu

v porovnani s burfikami C. sativus (Tab. 9).

Tab. 9: Shrnuti vlivu askorbatu na zZivotnost protoplastu.

Testovana latka  Koncentrace (mg/l) C. sativus  B. oleracea
Askorbat 50 + -
100 - -

Vliv na zivotnost: + pozitivni, - negativni.

Orientatné byl detekovan vliv testovanych latek Ag®, Ag-n¢ a askorbatu
na schopnost tvorby mikrokalusu. Pozitivni vliv byl detekovan v pfipadé Ag-n¢
v koncentraci 0,05 mg/I, pfipadné u askorbatu 50 mg/l.

Béhem regenerace protoplastll byl detekovan pokles methylace a naopak
narlst hydroxymethylace DNA.

Pfidavek Ag, s vyjimkou Ag-n¢ v koncentraci 0,05 mg/l u B. oleracea a 0,05
a 0,5 mg/l u C. sativus, zpusobil intenzivnéjSi pokles methylace DNA

v pribéhu regenerace protoplastl. V pfitomnosti Ag v koncentraci 0,5 mg/I
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17.

18.

19.

nebyl zaznamenan narGst hydroxymethylace u obou typla protoplast
(s vyjimkou Ag-n€ u C. sativus, kdy byl detekovan mirny narust) a v pfipadé
B. oleracea stejny efekt vyvolala i pfitomnost askorbatu v mediu v koncentraci
100 mg/l (Tab. 10). Tyto vysledky potvrzuji vyznam hydroxymethylace

a methylace DNA v procesu regenerace protoplastu.

Tab. 10: Shrnuti vlivu Ag®, Ag-n¢ a askorbatu na stav hydroxymethylace

a methylace DNA u protoplastu.

Testovana Koncentrace

Modifikace DNA C. sativus B. oleracea

latka (mg/l)

Hydroxymethylace Ag” 0,05 0 1

0,5 ! !

Ag-n¢ 0,05 0 0

0,5 ! !

askorbat 50 0 !

100 0 !

Methylace Ag” 0,05 0 !

0,5 l l

Ag-né 0,05 0 0

0,5 ) !

askorbat 50 ! !

100 l |

Vliv: 1 narast zmeén, 0 Zzadna zmeéna, |pokles zmeén.

Ag" v koncentraci 0,5 mg/l vyznamné zvysily expresi antioxida¢nich enzym
APX, CAT a GPX v ¢ase 24 h po izolaci protoplastu. U Ag-n¢ bylo toto
maximum pfi koncentraci 0,5 mg/l a v ¢ase 48 h. Ag" a Ag-n¢ v uvedenych
koncentracich pusobi na protoplasty toxicky a narlst exprese antioxidacnich
enzymu je spojen s obrannou reakci bunék na stres.

Pro nasledujici studie Ize doporucit pouziti Ag-n¢ v koncentraci 0,05 mg/l
v kultivaénim mediu pro pozitivni ovlivnéni procesu regenerace protoplastu.
Rozdil ve schopnosti regenerace rostlin z protoplasti izolovanych
z mezofylového pletiva B. oleracea a C. sativus muze byt ovlivnén jiz v prvni
fazi regenerace (regenerace bunécné stény, déleni bunék) a to na urovni

produkce ROS (hROS) a RNS a exprese antioxidacnich enzym( a jejich
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aktivity. Rozdil byl pozorovan i na urovni zmén hydroxymethylace

a methylace DNA.

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2,4-D
20G-Fe(Il)
5-caC

5-fC
5-hmC
5-hmuU
5-mC

A

APF

Ag
Ag-n¢

Ag-nc+Zelatina

Ag-nc+kasein

APX

ATP

B5 medium
BAP

cPTIO

C

CAT

CMT3

C: hodnota
CTAB

Cys

Cytc

DAF-2
DAF-2 DA
DAF-FM DA
DHA

2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

2-oxoglutarat Fe(ll)

5-karboxylcytosin

5-formylcytosin

5-hydroxymethylcytosin

5-hydroxymethyluracil

5-methylcytosin

adenin

aminofenylfluorescein,
2-[6-(4"-amino)fenoxy-3H-xanten-3-on-9-yllbenzoova kyselina
stfibro (mysleno souhrnné stfibrné ionty i nanocastice stfibra)
nanocastice stfibra

nanocastice stfibra stabilizované Zelatinou

nanocastice stfibra stabilizované kaseinem
askorbatperoxidasa

adenosintrifosfat

Gamborg B5 medium v&etné vitaminu

benzylaminopurin
2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid
cytosin

katalasa

chromomethyltransferasa 3

prahovy cyklus

hexadecyltrimethylamoniumbromid,
cetyltrimethylamoniumbromid

cystein

cytochrom ¢

4 5-diaminofluorescein

4.,5-diaminofluorescein diacetat

4-amino-5-methylamino-2°,7 -difluorofluorescein diacetat

dehydroaskorbat
-101 -



DNA-MTasa
DNMT
DRM
DSBH
EDTA
FDA
GAPDH
GDP

GPX

GTP

GR

GSH
GSSG
H,DCF DA
HPF

hROS
IBA

J baze
JBP1, JBP2
L-Arg
MBD
MDB
MDHA
MeCP2
MES
MET1
MS medium
MTasy
NAA
NAD(P)*
NAD(P)H
N¢E

NLS

NO

NOS

Pol V

DNA-methyltransferasa
DNA-methyltransferasa
methyltransferasy pfeménujici domény
dvousSroubovicovy beta helix

kyselina ethylendiamintetraoctova
fluorescein diacetat
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
guanosindifosfat

glutathionperoxidasa

guanosintrifosfat

glutathionreduktasa

redukovany glutathion

oxidovany glutathion
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat

hydroxyfenylfluorescein,

2-[6-(4"-hydroxy)fenoxy-3H-xanten-3-on-9-yllbenzoova kyselina

vysoce reaktivni formy kysliku

indolylmaselna kyselina
B-D-glukosylhydroxymethyluracil

J vazebny protein 1, 2

L-arginin

methyl-CpG-vazebna doména

pufr odsolujici membranu

monodehydroaskorbat

methyl-CpG-vazebny protein 2
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina
methyltransferasa 1

Murashige a Skoog medium

methyltransferasy

naftyloctova kyselina

nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat) oxidovany
nikotinamid adenin dinukleotid (fosfat) redukovany
nanocastice

jaderné lokalizani sekvence

oxid dusnaty

NOsyntasa

polymerasa V
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POX peroxidasa

RdDM methylace DNA fizena malymi RNA

RISC RNA indukujici komplex umli€eni genu

ROS reaktivni formy kysliku

RNS reaktivni formy dusiku

Real-time PCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce
SMUG1 selektivni monofunkéni uracil-DNA-glykosylasa
SOD superoxiddismutasa

T thymin

TET proteiny konvertujici 5-mC na 5-hmC
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