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novou buněčnou stěnu, zahájit buněčný cyklus a dělit se. K rekonstrukci buněčné 

stěny je důleţitá kontrolovaná produkce reaktivních forem kyslíku (ROS) a pro 

regenerující protoplasty je typická zvýšená aktivita katalasy a peroxidas, které hrají 

roli v procesu polymerizačních reakcí při stavbě buněčné stěny. Nanočástice stříbra 

(Ag-nč) představují v současné době významnou skupinu bioaktivních látek. Díky 

širokospektrým antimikrobiálním vlastnostem jsou pouţívány pro biomedicínské 

účely a s rychlým rozvojem nanotechnologií byly aplikace rozšířeny do mnoha 

spotřebitelských produktů. Široké pouţití Ag-nč v praxi má za následek zvýšený 
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a Ag-nč v nízké koncentraci (0,05 mg/l) na ţivotnost protoplastů C. sativus  

a následnou tvorbu mikrokalusů. Buňky B. oleracea vykazovaly vyšší citlivost  

na Ag+, Ag-nč i askorbát v kultivačním mediu v porovnání s C. sativus. Během 

regenerace protoplastů byly detekovány změny v hydroxymethylaci a methylaci DNA 

a rovněţ v expresi antioxidačních enzymů.  
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CÍLE PRÁCE 

 

I. Teoretická část  

 

Vypracování literární rešerše na téma: 

o Úloha ROS/RNS v procesu regenerace protoplastů 

o Vliv stříbrných iontů a nanočástic stříbra na rostlinnou buňku 

o Hydroxymethylace a methylace DNA  

 

 

II. Experimentální část  

 

Studium vlivu  

- kyseliny askorbové (antioxidant)  

- stříbrných iontů 

- nanočástic stříbra 

o na proces regenerace mezofylových protoplastů  

o na produkci ROS a RNS v procesu regenerace mezofylových protoplastů 

o na hydroxymethylaci DNA v procesu regenerace mezofylových protoplastů  

o na expresi antioxidačních enzymů v procesu regenerace mezofylových 

protoplastů   

u modelových rostlin lišících se schopností regenerace rostlin z protoplastové kultury: 

- Cucumis sativus  

- Brassica oleracea  
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1. Úloha reaktivních forem kyslíku v procesu 

regenerace protoplastů  

Pojmem protoplasty jsou označovány buňky zbavené buněčné stěny (Fowke  

& Constabel, 1986). Tento pojem se pouţívá v souvislosti s buňkami rostlinnými, 

bakteriálními a houbovými, které mají buněčnou stěnu. Jedinou bariéru mezi vnějším 

prostředím a vnitřní cytoplazmou buňky tvoří u protoplastů cytoplazmatická membrána. 

Rostlinné protoplasty jsou schopné dediferenciace a vznikají aseptickou kultivací 

izolovaných částí rostlin za definovaných experimentálních podmínek (Petřek et al., 

2006). Protoplasty lze izolovat z různých rostlinných pletiv a orgánů. Jedná se  

o totipotentní buňky, které jsou schopny při správných chemických a fyzikálních 

podnětech obnovovat novou buněčnou stěnu, zahájit buněčný cyklus a mitoticky se 

dělit nebo regenerovat do různých orgánů. Z nové dceřiné buňky se můţe za vhodných 

podmínek regenerovat celá rostlina (Davey et al., 2005). 

Mezi základní poţadavky na přeţití a následné dělení protoplastů patří 

rekonstrukce buněčné stěny a kontrolovaná produkce reaktivních forem kyslíku (ROS) 

(Meyer & Abel, 1975; Roubelakis-Angelakis, 1993). Pro regenerující protoplasty je 

typická zvýšená aktivita enzymů katalasy (H2O2:H2O2 oxidoreduktasa CAT,  

EC 1.11.1.6) a peroxidas (donor:H2O2-oxidoreduktasa POX, EC 1.11.1.7) (Siminis  

et al., 1993; Siminis et al., 1994). Mezi ROS vyskytující se v rostlinách patří peroxid 

vodíku H2O2, singletový kyslík O2, hydroxylový ion OH-, superoxidový anion-radikál O2
•-, 

hydroxylový radikál HO•, perhydroxylový radikál O2H
• (Scandalios, 1990). Produkce 

ROS v rostlinném organismu je lokalizována v chloroplastech, mitochondriích, 

peroxisomech, endoplazmatickém retikulu, plazmatické membráně, apoplastu  

a buněčné stěně (Mittler, 2002). Zdroji ROS u rostlin můţe být respirační  

a fotosyntetický elektronový transportní řetězec, β-oxidace mastných kyselin  

anebo aktivita enzymů xanthinoxidasy (xanthin:O2-oxidoreduktasa, EC 1.17.3.2), 

aminoxidasy (amin:O2-oxidoreduktasa obsahující flavin EC 1.4.3.4, obsahující meď  

EC 1.4.3.6 dělící se na: primární amin:O2-oxidoreduktasa EC 1.4.3.21, histamin:O2-

oxidoreduktasa EC 1.4.3.22), NADPH-oxidasy (NAD(P)H:O2-oxidoreduktasa,  

EC 1.6.3.1), oxalátoxidasy (oxalát:O2-oxidoreduktasa, EC 1.2.3.4) a dalších (Mittler, 

2002). ROS mají v biologických systémech dvě základní úlohy, vykazují signální funkci, 

která můţe vést aţ k expresi genů, nebo fungují jako toxické meziprodukty aerobního 

metabolismu způsobující poškození buňky případně její zánik (Neill et al., 2002). 

Produkce a degradace ROS musí být v rovnováze (Hernández et al., 2006). Peroxid 

vodíku a další ROS vznikající v extracelulárním prostoru se podílí na obranných 
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reakcích buňky, např. zapojením se v procesu lignifikace a následného zpevnění 

buněčné stěny chránící rostlinnou buňku (Olson & Varner, 1993; Wojtaszek, 1997). 

Rekonstrukce a zpevnění buněčné stěny u protoplastů vyţadují zvýšenou koncentraci 

peroxidu vodíku na vnější straně cytoplazmatické membrány, kde dochází 

k intenzivním polymerizačním reakcím, katalyzovanými enzymy s POX aktivitou. 

Peroxid vodíku vznikající spontánně nebo za katalýzy superoxiddismutasou 

(superoxid:superoxid-oxidoreduktasa SOD, EC 1.15.1.1) ze superoxidového anion-

radikálu produkovaného v reakci katalyzované NADPH-oxidasou lokalizovanou 

v cytoplasmatické membráně nebo peroxid vodíku produkovaný přímo při oxidaci 

aminů v apoplastu můţe být vyuţit POX buněčné stěny při lignifikaci a zesílení 

buněčné stěny jak během normálního růstu, tak v reakci na vnější podnět jako je např. 

poranění nebo napadení patogenenem (Vranová et al., 2002; Bolwell & Wojtaszek, 

1997). Vyšší koncentrace peroxidu vodíku byla prokázána také u kalusů 

s regeneračním potenciálem (Libik et al., 2005).  

Zvýšená akumulace peroxidu vodíku uvnitř buňky působí toxicky a pro přeţití je 

nutná aktivace antioxidačních systémů (de Marco & Roubelakis-Angelakis, 1996).  

Při nerovnováze mezi tvorbou a degradací ROS dochází k tzv. oxidačnímu stresu. 

Zvýšená tvorba ROS můţe být vyvolána během stresové situace jako je sucho, 

zvýšená salinita prostředí, vysoké a nízké teploty, UV záření, poranění, působení 

herbicidů nebo infekce patogenem (Papadakis & Roubelakis-Angelakis, 2002). Rostliny 

disponují celou škálou účinných antioxidačních systémů, které toxický vliv ROS 

eliminují.  

 

2. Antioxidační enzymový systém rostlin 

Aerobní organismy vyvinuly sloţité a vzájemně propojené reakce na ochranu 

před toxickými účinky ROS. U rostlin, podobně jako u řady dalších ţivých organismů, 

se jedná o obranné systémy enzymového a neenzymového charakteru (Mittler, 2002). 

Nízkomolekulární neenzymové antioxidanty přítomné v buňkách se podílí 

na neutralizaci volných radikálů za vzniku nereaktivních sloučenin (Arrigoni & de Tullio, 

2002). Mezi takto působící látky se řadí askorbát, glutathion, tokoferoly, karotenoidy, 

látky fenolické povahy a další (Baťková et al., 2008).  

Jedním z nejvýznamnějších neenzymových antioxidantů zapojených v obranné 

reakci rostlin je L-askorbát (vitamin C). Jeho přítomnost byla prokázána u většiny typů 

rostlinných buněk a organel a rovněţ v apoplastu. Za fyziologických podmínek se 

vyskytuje L-askorbát většinou v redukované formě v listech a chloroplastech (v 90 % 
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převládá forma askorbátu) a jeho intracelulární koncentrace se pohybuje 

v milimolárních mnoţstvích, např. koncentrace 20 mmol/l se vyskytuje v cytosolu  

a 20 - 300 mmol/l ve stroma chloroplastu (Smirnoff, 1996; Foyer & Lelandais, 1996). 

Vedle důleţité role askorbátu jako účinného antioxidantu podílejícího se  

na sníţení oxidačního stresu má v rostlinách askorbát široké spektrum dalších funkcí. 

Podílí se na modulaci aktivity enzymů, působí jako enzymový kofaktor  

(v chloroplastech vystupuje jako kofaktor deepoxidasy - violaxanthin:askorbát-

oxidoreduktasa, EC 1.10.99.3), která převádí violaxanthin a antheroxanthin  

na zeaxanthin v tzv. xantofylovém cyklu), účastní se syntézy buněčné stěny, jejího 

prodluţování a zesíťování, podílí se na regulaci buněčného dělení (postup buněčného 

cyklu z G1 do S fáze) a prodluţování buněk (Noctor & Foyer, 1998; Liso et al., 1988; 

Smirnoff, 1996; Arrigoni, 1994; Cordoba & Gonzalez-Reyes, 1994; Navas  

& Gomez-Diaz, 1995; de Tullio et al., 1999). 

Všechny rostliny mají schopnost de novo syntézy askorbátu  

přes GDP-D-mannosu a L-galaktosu v tzv. Smirnoff-Wheelerově cestě (Obr. 1) 

(Smirnoff et al., 2001; Wheeler et al., 1998). Wolucka & Van Montagu navrhli 

biosyntézu askorbátu přes L-gulosu vznikající z GDP-D-mannosy a GDP-L-gulosy.  

L-gulosa je konvertována na L-gulono-1,4-lakton a L-askorbovou kyselinu. Tato cesta 

bývá označována jako větev Smifnoff-Wheelerovy cesty biosyntézy askorbátu 

(Wolucka & Van Montagu , 2003; Badejo et al., 2009).  
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Obr. 1: Znázornění Smirnoff-Wheelerovy cesty biosyntézy askorbátu. Výchozí 

surovinou pro tvorbu askorbátu u rostlin je glukosa. Enzymy katalyzující reakce jsou 

hexokinasa (ATP:D-hexosa-6-fosfotransferasa, EC 2.7.1.1), fosfoglukosaisomerasa  

(D-glukosa-6-fosfát-aldosa-ketosa-isomerasa, EC 5.3.1.9), fosfomannosaisomerasa 

(D-mannosa-6-fosfát-aldosa-ketosa-isomerasa, EC 5.3.1.8), fosfomannosamutasa  

(α-D-mannosa-1,6-fosfomutasa, EC 5.4.2.8), GDP-D-mannosapyrofosforylasa  

(GTP:α-D-mannosa-1-fosfát-guanylyltransferasa, EC 2.7.7.13), GDP-D-mannosa-

epimerasa (GDP-mannosa-3,5-epimerasa, EC 5.1.3.18), GDP-L-galaktosafosforylasa 

(GDP:α-L-galaktosa-1-fosfátguanylyltransferasa, EC 2.7.7.69), L-galaktosa- 

1-fosfátfosfatasa (sacharidfosfát-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) (přepracováno z Hancock et al., 2003; Badejo et al., 2009). 

 

Na obranné reakci rostlin vedoucí ke sníţení nebo plné eliminaci oxidativního 

stresu se podílí i řada enzymů jako je SOD, CAT, glutathionperoxidasa (glutathion:lipid-

hydroperoxid-oxidoreduktasa GPX, EC 1.11.1.12), askorbátperoxidasa  

(L-askorbát:H2O2-oxidoreduktasa APX, EC 1.11.1.11) a další enzymy (Tab. 1). CAT  

je lokalizována v peroxisomech, SOD v cytosolu, peroxisomech, plastidech, 

mitochondriích, APX v cytosolu, stromatu a membráně plastidů, mitochondriích, 
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peroxisomech, v apoplastu a GPX v cytosolu a chloroplastech (Piterková et al., 2005). 

SOD katalyzuje disproporcionaci superoxidového aniontu na peroxid vodíku a kyslík. 

Peroxid vodíku je přeměněn CAT na vodu a molekulární kyslík. Číslo přeměny CAT  

je sice velmi vysoké, ale jeho afinita pro peroxid vodíku je relativně nízká. Z tohoto 

důvodu je důleţité zapojení v procesu odbourání peroxidu vodíku dalších 

antioxidačních enzymů typu GPX a APX, které naopak vykazují vysokou afinitu  

pro peroxid vodíku. I mírně zvýšená koncentrace peroxidu vodíku můţe být potenciálně 

nebezpečná, protoţe peroxid vodíku v reakci se superoxidovým aniontem vytváří 

vysoce reaktivní hydroxylový radikál (Arrigoni & de Tullio, 2002). 

 

Tab. 1: Enzymy podílející se na odstranění ROS (přepracováno z Blokhina et al., 

2003). 

Enzym Katalyzovaná reakce 

Superoxiddismutasa O2
.- + O2

.- + 2H+ ↔ 2H2O2 + O2 

Katalasa 2H2O2 ↔ O2 + 2H2O 

Glutathionperoxidasa 2GSH + PUFA-OOH ↔ GSSG + PUFA + 2H2O 

Askorbátperoxidasa AA + H2O2 ↔ DHA + 2H2O 

Monodehydroaskorbátreduktasa NADH + 2MDHA ↔ NAD+ + 2AA 

Dehydroaskorbátreduktasa 2GSH + DHA ↔ GSSG + AA 

Glutathionreduktasa NADPH + GSSG ↔ NADP+ + 2GSH 

 

Mezi nejvýznamnější enzymy podílející se na katabolismu ROS patří SOD  

a enzymy askorbát-glutathionového cyklu, který zahrnuje enzymy APX, 

monodehydroaskorbátreduktasu (NADH:monodehydroaskorbát-oxidoreduktasa,  

EC 1.6.5.4), dehydroaskorbátreduktasu (glutathion:dehydroaskorbát-oxidoreduktasa, 

EC 1.8.5.1) a glutathionreduktasu (glutathion:NADP+-oxidoreduktasa GR, EC 1.8.1.7) 

(Piterková el al., 2005). Tyto enzymy katalyzují přeměnu toxického peroxidu vodíku  

na vodu a dochází k regeneraci askorbátu a glutathionu. Reakce askorbát-

glutathionového cyklu jsou znázorněny na Obr. 2. 
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Obr. 2: Askorbát-glutathionový cyklus (přepracováno z May et al., 1998). 

 

3. Stříbrné ionty 

Stříbro je ušlechtilý kov vyuţívaný člověkem jiţ od středověku. Z fyzikálního 

hlediska se stříbro vyznačuje nejvyšší tepelnou a elektrickou vodivostí ze všech kovů  

a zároveň vysokou poddajností a kujností. Díky těmto vlastnostem je stříbro vyuţíváno 

v řadě aplikací. V současné době nachází mnoho uplatnění v elektrotechnice  

a nanotechnologických postupech (He & Li, 2001; Kříţková et al., 2009).  

 

3.1 Působení stříbrných iontů na rostlinný organismus 

Obecně působení těţkých kovů na organismus je zaloţeno na jejich interakci 

s biopolymery, především proteiny a nukleovými kyselinami a na indukci vzniku ROS  

a s tím spojené aktivace detoxikačních mechanismů. Vystavení buněk působení 

oxidačního stresu má za následek poškození proteinů, nenasycených mastných 

kyselin a DNA. Tyto jevy způsobují poškození buňky a mohou vyústit v její smrt 

(Ogonczyk et al., 2005). 

U rostlin dochází pravděpodobně k vazbě stříbrných iontů na polysacharidy 

buněčné stěny a následně k tvorbě ROS vedoucí k narušení membránové permeability 

s následnou buněčnou smrtí (Ogonczyk et al., 2005). Stříbrné ionty v rostlinách 

ovlivňují celou řadu procesů. Mezi nejvýznamnější patří vyvolání syntézy detoxikačních 

peptidů a proteinů (fytochelatiny, proteiny podobné metalothioneninu), tvorba 

obranných proteinů (fytoalexinů a thioninů), ovlivnění příjmu vody a syntézy 
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membránových lipidů, inhibice enzymů a ovlivnění signálních drah (inhibice působení 

ethylénu, vliv na biosyntézu ethylénu, zvýšení hladiny kyseliny abscisové) (Kříţková  

et al., 2009). Při submikromolárních koncentracích Ag+ dochází k interakci s enzymy 

dýchacího řetězce, jako je NADH-dehydrogenasa (NADH:ubiquinon-oxidoreduktasa, 

EC 1.6.5.3) a následně k rozpojení respirace a zastavení syntézy ATP. Ag+ se váţou 

na transportní proteiny,  dochází k úniku protonů s následnou indukcí kolapsu 

protonmotivní síly (Dibrov et al., 2002; Holt & Bard, 2005; Lok et al., 2006). Stříbro 

inhibuje příjem fosfátu a způsobuje sníţení jeho obsahu v intracelulárním prostoru 

(Schreurs & Rosenberg, 1982). Interakce s respiračními a transportními proteiny  

je dána vysokou afinitou Ag+ k thiolovým skupinám cysteinu těchto proteinů (Holt & 

Bard, 2005; Liau et al., 1997; Petering, 1976).  

Suchozemské rostliny jsou nejcitlivější na působení stříbra ve stadiu klíčení, 

kde byly negativní efekty Ag+ pozorovány při koncentraci 750 µg/l v mediu u salátu 

hlávkového (Lactuca sativa) (Ratte, 1999), letální efekt na rostliny kukuřice seté (Zea 

mays) se projevil při koncentraci Ag+ 9 800 µg/l (Kai et al., 2006). Semena kukuřice, 

salátu, ovsa (Avena sativa), brukve (Brassica rapa), čínského zelí (Brassica 

campestris), soji (Glycine max) a špenátu (Spinacia oleracea) pěstovaná v půdě 

obsahující sulfid stříbrný se vyvíjela bez známek růstové deprese i při nejvyšším 

testovaném obsahu Ag2S v půdě, který byl 106 µg/g (Hsieh & Graham, 2001; Kříţková 

et al., 2009). 

V nedávné studii byl zkoumán vliv dusičnanu stříbrného na klíčící rostliny 

huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana). Experimenty prokázaly zvýšenou expresi  

asi poloviny proteinů spojených se senescencí, ale geny specifické pro senescenci 

indukovány nebyly. To dokazuje, ţe k pravé senescenci působením stříbrných iontů  

u rostlin nedochází (Navabpour et al., 2003). 

Vliv Ag+ na indukci oxidačního stresu u rostlin potvrzuje detekovaný zvýšený 

obsah peroxidovaných mastných kyselin a indukce genu kódujícího GPX. Pokud byly 

rostliny ošetřeny zhášeči volných radikálů, vliv Ag+ byl výrazně niţší. V exponovaných 

rostlinách byla prokázána přítomnost singletového kyslíku, superoxidového  

a hydroxylového radikálu (Navabpour et al., 2003). 

Byl popsán vliv Ag+ na regeneraci protoplastové suspenze izolované z několika 

druhů a genotypů rodu Brassica (brukev) a některých vzdálených příbuzných tomuto 

rodu, např. řimducha fialová (Orychophragmus violaceus) (Hu et al., 1999). 

Vyizolované protoplasty byly kultivovány v regeneračním mediu obsahující dusičnan 

stříbrný. Testované koncentrace dusičnanu stříbrného byly 6 a 30 µmol/l a jako 

kontrola slouţila protoplastová suspenze kultivovaná v mediu bez obsahu AgNO3. Byl 

zaznamenán pozitivní vliv Ag+ na regeneraci protoplastů v obou testovaných 
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koncentracích. Dusičnan stříbrný přítomný v regeneračním mediu měl pozitivní vliv  

na tvorbu prýtů u některých genotypů, u kterých regenerace bez obsahu Ag+ nebyla 

zaznamenána (Hu et al., 1999).  

 

4. Nanočástice stříbra  

Nanočástice kovů (nč) jsou v současné době díky svým výjimečným 

vlastnostem předmětem značného zájmu jak ze strany vědeckého výzkumu, tak  

i ze strany průmyslových aplikací. Nč o velikosti menší neţ 100 nm alespoň v jednom 

rozměru našly uplatnění v mnoha oblastech, např. v textilním průmyslu, 

elektrotechnice, farmacii, kosmetice či lékařství (Dunphy Guzman et al., 2006a). 

Nanočástice stříbra (Ag-nč) představují významnou skupinu látek zejména díky svým 

optickým, elektrickým a biologickým vlastnostem. V současné době patří Ag-nč  

mezi znovuobjevené látky vykazující antimikrobiální aktivitu při výrazně niţší toxicitě 

v porovnání se stříbrnými ionty (Lambert, 2005; Panáček et al., 2010). Širokospektré 

antimikrobiální vlastnosti Ag-nč podporují jeho pouţívání v biomedicínských aplikacích, 

k čištění vody a vzduchu, k produkci potravin, kosmetiky, oblečení. S rychlým rozvojem 

nanotechnologií byly aplikace rozšířeny a nyní je stříbro jako nanomateriál běţně 

pouţíváno ve spotřebitelských produktech. 

 

4.1 Antimikrobiální účinky nanočástic stříbra 

Ag-nč jsou často vyuţívány pro své antimikrobiální účinky. Toxicky působí  

na řadu bakterií (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 virů (Hepatitis B,  

HIV-1, syncytial virus) (Elechiguerra et al., 2005; Lu et al., 2008; Sun et al., 2008; 

Zodrow et al., 2009). Antibakteriální účinky iontového stříbra jsou známé  

a prokázané. Předpokládá, ţe uvolněné ionty z Ag-nč v buňce jsou zodpovědné  

za část jejich antibakteriálních vlastností (Marambio-Jones & Hoek, 2010). 
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U bakterií byl navrţen mechanismus působení Ag-nč (Obr. 3) spočívající  

v uvolňování iontů stříbra z Ag-nč vedoucí k tvorbě ROS (Hwang et al., 2008; Smetana 

et al., 2008; Kim et al., 2007) a poškození buněčné membrány (Choi et al., 2008; Raffi 

et al. 2008; Smetana et al. 2008; Sondi & Salopek-Sondi, 2004). V předpokládaném 

mechanismu existuje ale stále několik nesrovnalostí.  

 

Obr. 3: Obrázek znázorňuje interakci Ag-nč s bakteriální buňkou. Ag-nč mohou 

uvolňovat stříbrné ionty, podporovat tvorbu ROS a interagovat s membránovými 

proteiny a ovlivňovat jejich správnou funkci. Uvolněné Ag+ jsou schopny interagovat 

s membránovými proteiny. Ag-nč se mohou akumulovat v buněčné membráně 

ovlivněním její propustnosti nebo vstupovat do buňky a generovat ROS nebo Ag+.  

Ag-nč v buňce mohou ovlivňovat DNA samotné nebo prostřednictvím uvolněných Ag+. 

Tvorba ROS v buňce můţe ovlivnit DNA, buněčnou membránu a membránové proteiny 

(přepracováno z Marabio-Jones & Hoek, 2010). 
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4.2 Mechanismus průniku a působení nanočástic stříbra 

v rostlinné buňce 

Průnik Ag-nč do buňky a mechanismus ovlivnění buňky je nejlépe prostudován 

u bakterií. S vyuţitím transmisní elektronové mikroskopie bylo zjištěno, jakým 

způsobem se Ag-nč mohou dostat do rostlinné buňky. Ag-nč jsou schopny přilnout  

na buněčnou stěnu a proniknout do buněk prostřednictvím pórů v buněčné stěně. 

Průměr pórů v buněčné stěně se pohybuje v rozmezí 5 aţ 20 nm a k plazmatické 

membráně tak projdou částice menší neţ 20 nm. Ag-nč pravděpodobně vyvolávají 

vznik nových pórů o větší velikosti neţ je obvyklé a tím zvyšují a usnadňují vstup  

nč přes buněčnou stěnu (Choi et al., 2008; Raffi et al., 2008; Sondi a Salopek-Sondi, 

2004; Morones et al., 2005). Podrobný mechanismus, jakým Ag-nč interagují  

s cytoplazmatickou membránou a jsou schopny proniknout do buněk, není zcela 

známý. Potenciální vstup Ag-nč přes dvojvrstvu lipidů tvořící membránu je předmětem 

řady studií. Moţnými cestami vstupu Ag-nč přes plazmatickou membránu do buňky je 

endocytosa, účast transportních proteinů nebo iontových kanálků. Po vstupu do buňky 

se Ag-nč mohou vázat na různé typy organel jako je např. endoplazmatické retikulum, 

Golgiho komplex a tak interferovat s metabolickými procesy (Navarro et al., 2008a).  

Obecně kovy mohou působit jako katalyzátory a vytvářet ROS v přítomnosti 

kyslíku (Stohs & Bagchi, 1995). V této souvislosti mohou Ag-nč katalyzovat reakce 

s kyslíkem, coţ vede k nadměrné produkci volných radikálů. Studie provedené  

v eukaryotických buňkách naznačují, ţe Ag-nč  brání působení antioxidačních 

obranných systémů interakcí s redukovaným glutationem (GSH), vazbou na GR  

a podobné enzymy (Carlson et al., 2008). To by mohlo sníţit poměr GSH/GSSG  

a následně zvýšit mnoţství ROS v buňce.  

 

4.3 Toxicita nanočástic stříbra  

Navzdory výborným antimikrobiálním vlastnostem je nutno podotknout, ţe vývoj 

v oblasti nanotechnologií a široké pouţití Ag-nč v praxi má za následek zvýšenou 

četnost Ag-nč v ekosystému a jeho působení na člověka. Moţné toxické dopady Ag-nč 

zatím nejsou známy. Ag-nč mohou být uvolněny do prostředí z místa jejich produkce 

nebo erozí z materiálů příslušných výrobků (např. antibakteriální nátěry, stříbrem 

impregnované vodní filtry) (Benn & Westerhoff, 2008). Objevily se studie, které 

naznačují, ţe stříbro uvolněné z těchto systémů můţe mít dopad na nejniţší trofickou 

úroveň, tedy bakterie.   
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Byl prokázán toxický vliv Ag-nč na ryby, např. dánio pruhované (Danio trio) 

(Asharani et al., 2008;. Yeo & Kang, 2008; Yeo & Yoon, 2009), dvoukřídlý hmyz, např. 

octomilku obecnou (Drozofila melanogaster) (Ahamed et al., 2010) a na savčí buněčné 

linie myší (Braydich- Stolle et al., 2005; Hussain et al., 2005), krys (Kim et al., 2008a, b; 

Sung et al., 2008) a lidí (Asharani et al., 2009; Braydich-Stolle et al., 2005.; Hsin et al., 

2008; Hussain et al., 2005). Experimenty prováděné u hlodavců poukazují na moţnost 

kumulace Ag-nč po vstupu do těla, kde následně dochází k poškození tkáně,  

např. játra, plíce, čichové buňky (Arora et al., 2009; Braydich-Stolle et al., 2005; 

Hussain et al., 2005; Sung et al., 2008). 

Ve studii Asharani et al. byl sledován vliv Ag-nč na lidské plicní buňky 

fibroblastů (IMR-90) a lidské buňky glioblastomu (U251). Testované koncentrace Ag-nč 

byly 25, 50, 100, 200, 400 µg/ml, v kontrolních experimentech byly buňky inkubované 

v mediu bez obsahu Ag-nč. Toxicita nanočástic byla hodnocena pomocí změn  

v buněčné morfologii, ţivotaschopnosti buněk, metabolické aktivitě a oxidačního 

stresu. Pomocí elektronové mikroskopie byla lokalizována přítomnost endosomů 

s nanočásticemi v cytosolu. Byla prokázána koncentračně a časově závislá 

cytotoxicita, genotoxicita a zastavení buněčného cyklu u buněk ošetřených Ag-nč. Ag-

nč sniţovaly obsah ATP v buňce, coţ způsobuje poškození mitochondrií a zvýšenou 

produkci ROS v závislosti na koncentraci Ag-nč. Ag-nč způsobily zastavení buněčného 

cyklu v G2/M fázi moţná kvůli opravě poškozené DNA. Experimenty však neprokázaly 

masivní apoptózu. Transmisní elektronová mikroskopie poukázala na přítomnost Ag-nč 

uvnitř mitochondrie a jádra, coţ můţe být spojeno s jejich přímým zapojením do 

mitochondriální toxicity  

a poškozením DNA. Moţným mechanismem toxicity je přerušení mitochondriálního 

respiračního řetězce Ag-nč vedoucího k produkci ROS a přerušení syntézy ATP, které 

způsobuje poškození DNA, coţ vede k zastavení buněčného cyklu (Obr. 4) (Asharani 

et al., 2009). Další rozsáhlé in vitro studie poukazují na toxicitu Ag-nč na savčí buňky 

odvozené od kůţe, jater, plic, mozku, vaskulárního systému, reprodukčních orgánů. 

Toxicita Ag-nč se můţe projevit na buněčné membráně, mitochondriích či genetickém 

materiálu (Ahamed et al., 2010).  
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Obr. 4: Znázornění pravděpodobného průniku Ag-nč do lidské buňky a jejich moţné 

působení uvnitř (přepracováno z Asharani et al., 2009).  

 

4.4 Potenciální účinky uměle vytvořených nanočástic  

na ekosystém 

Vývoj v oblasti nanotechnologií vede k intenzivní produkci a rychlému šíření 

nových materiálů, které jsou zdrojem nč působících na okolní prostředí. Jejich moţné 

ekotoxikologické dopady zatím nejsou známy. Očekává se, ţe se nč budou uvolňovat 

do atmosférického, pozemního i vodního prostředí (Nowack & Bucheli, 2007), kde  

je jejich chování do značné míry neznámé. Jedinečné vlastnosti nč, jako je vysoký 

specifický povrch, četná reaktivní místa na povrchu a jejich pohyblivost, by mohly vést 

k neočekávaným zdravotním rizikům a negativním důsledkům na ţivotní prostředí 

(Maynard et al., 2006; Wiesner et al., 2006). Proto organismy a především ty, které 

interagují s bezprostředním okolím, jako jsou řasy, rostliny a houby by mohly být 

nejvíce postiţeny působením nč. Potenciální neţádoucí účinky mohou mít nč  

na člověka, stejně jako na celý ekosystém (Obr. 5). Je potřeba tyto důsledky zkoumat  

v rané fázi rozvoje nanotechnologií (Colvin, 2003; Dunphy Guzman et al., 2006b; Nel  

et al., 2006; Oberdörster et al., 2005).  
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Obr. 5: Zjednodušené schéma některých procesů ekosystému. Zkonstruované nč 

obecně (tedy ne ty přirozeně se vyskytující v přírodě) mohou mít vliv na fotosyntetické 

organismy. Mohou redukovat fixaci oxidu uhličitého (1), nč adsorbované (2)  

nebo přichycené (3) na fotosynteticky aktivních plochách by mohly sníţit dostupnost 

světla nebo výměnu plynů (4) a tak ovlivnit intenzitu fotosyntézy. Nč přítomné 

v atmosféře mohou fungovat jako nukleační jádra a zvyšovat tvorbu dešťových kapek 

(5). Nč mohou mít dopad na bakterie, houby a jiné edafické ţivočichy (6), mohou 

ovlivnit dýchání v půdě (7) a další procesy, jako je transport kapalin (8) nebo plynů (9) 

v půdě a také modifikovat symbiotické vztahy (10). To by mohlo vést k poškození tří 

klíčových procesů ekosystému, tj. koloběh ţivin (11), vylučování vody (12) a produkce 

biomasy (13) (přepracováno z Navarro et al., 2008b).  
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4.5 Mechanismus vzniku nanočástic stříbra redukcí 

v alkalickém prostředí 

Základní metodou přípravy velkého mnoţství Ag-nč je redukce rozpustné 

stříbrné soli vhodným redukčním činidlem v komplexujícím prostředí. Metoda je 

zaloţena na modifikované Tollensově reakci (Kvítek et al., 2010). Redukce Ag+ probíhá 

v amoniakálním prostředí za vzniku komplexního kationtu [Ag(NH3)2
+] (pKdis=7,03), 

který se redukuje pomocí redukujících cukrů (glukosa, fruktosa, maltosa, laktosa)  

v alkalickém prostředí hydroxidu sodného (pH 10 a vyšší). Řízení velikosti částic lze 

realizovat právě výběrem vhodného reakčního prostředí, redukčního činidla  

a komplexotvorného činidla. Tímto způsobem je moţné připravit částice stříbra  

o velikosti 25 - 75 nm. Takto vzniklé částice je moţné modifikovat a stabilizovat  

z důvodu agregační nestability, která vzniká zejména po přídavku elektrolytů. Vysokou 

schopnost stabilizace mají např. anionický tenzid dodecylsíran sodný, z polymerů 

ţelatina či kasein (Kvítek et al., 2005; Kvítek et al., 2010; Yin et al., 2002). 

 

5. Epigenetické modifikace DNA  

Epigenetika byla definována a dnes je obecně přijímána jako studium změn  

v genové expresi (a tedy obvykle i ve fenotypu), které nejsou způsobeny změnou 

nukleotidové sekvence DNA. Jedná se o výjimku z obecného pravidla, ţe dědičné 

fenotypické změny jsou způsobeny změnami v genech. Epigenetické jevy mohou být 

děděny z buňky na buňku a z generace na generaci, tedy jak při mitóze, tak při meióze. 

Genom včetně epigenetických změn se označuje jako epigenom (Wu & Morris, 2001). 

Epigenetické modifikace popsané v současné literatuře zpravidla zahrnují modifikace 

histonových proteinů posttranslačními modifikacemi aminokyselin na aminokoncové 

části histonů, dále můţe docházet ke kovalentní modifikaci bází DNA. Typickým 

příkladem je methylace DNA. Methyly navázané na určitých místech molekuly DNA 

mají významný vliv na diferenciaci buněk a umoţňují exprimovat genom v různých 

buňkách odlišně. Můţe to vést aţ k úplné odlišnosti jedinců se stejným jaderným 

genomem (Dupont et al., 2009). 
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5.1 Základní informace o methylaci DNA 

Methylace DNA patří mezi důleţité a nejlépe charakterizované epigenetické 

znaky. Jedná se o kovalentní modifikaci pyrimidinové báze DNA, konkrétně cytosinu 

(pouze u prokaryot se methylace objevuje i u adeninu). Zpravidla je cytosin methylován 

v pozici 5 a představuje nejčastěji se vyskytující epigenetický znak ve spojitosti 

s dinukleotidy CpG v savčích buňkách. Akumulované CpG dinukleotidy se vyskytují 

hojně v repetitivních sekvencích, které se často nachází v oblasti promotoru. Asi 60 % 

genů má promotory asociované s těmito CpG ostrůvky. Ty jsou nemethylovány  

u aktivních genů, kde se váţí transkripční faktory. Methylace této oblasti je spojena  

s inaktivací genů. Buď methylace brání vazbě transkripčních faktorů, nebo umoţňuje 

vazbu inhibičních komplexů, obsahujících histondeacetylasy a další faktory, které 

vedou k přestavbě chromatinu do inaktivní podoby (Robertson, 2005; Low et al., 2001; 

Jones & Baylin, 2007). Methylace DNA je dědičná a reversibilní beze změny primární 

sekvence DNA bazí vedoucí v moţné 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 identifikovány enzymy, které jsou schopné methylovat 

DNA a jsou označovány jako DNAmethyltransferasy (DNA-MTasy, DNMT). Proces 

alkylace je umoţněn prostřednictvím S-adenosyl-L-methioninu, přenašečem methylové 

skupiny. U bakterií byla nalezena N4 cytosin specifická DNA-MTasa (S-adenosyl- 

L-methionin:DNA-cytosin-N4-methyltransferasa EC 2.1.1.113) a N6 adenin specifická 

DNA-MTasa EC 2.1.1.72 (Noyer-Weidner & Trautner, 1993).  

Eukaryotické genomy jsou methylovány prostřednictvím cytosin specifické 

DNA-MTasy (S-adenosyl-L-methionine:DNA-cytosin-5-methyltransferasa, EC 2.1.1.37) 

nejednotně, obsahují specifické methylované regiony (Bird 1986; Bird & Taggart, 

1980). Methylace cytosinu je regulována dvěmi odlišnými a vzájemně se doplňujícími 

enzymovými aktivitami. Jde o de novo a „udrţující“ DNA-MTasy spolu s DNA 

demethylasami, histon-modifikačními enzymy, sloţkami chromatin remodelingu  

a mechanismem interference RNA (RNAi). De novo methylace znamená syntézu 

methylových skupin u dříve nemethylovaných cytosinových zbytků. Udrţení methylace 

je proces, kterým dříve existující vzor methylace je po replikaci DNA udrţen (Chen  

& Li, 2004).  

Hladina methylací v genomické DNA se pohybuje u obratlovců od 3 do 8 %,  

u rostlin od 6 do 30 % (Chen & Li, 2004). Methylace cytosinu jsou evolučně zachovány 

v symetrických CpG dinukleotidech DNA, které se nachází v různých organismech 

včetně obratlovců, rostlin a některých hub (Bird, 2002). Nápadný rozdíl v methylaci  

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Gen
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Transkrip%C4%8Dn%C3%AD_faktory
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u rostlin a zvířat je v jejich lokalizaci. U rostlin byly methylace na DNA nalezené 

v sekvencích CpG nebo CpNpG, nebo v  sekvencích CpNpN (kde N můţe být adenin 

A, cytosin C nebo thymin T) a jsou zapojeny do normálního vývoje a regulace 

transkripce a transpozice (Finnegan et al., 1998; Zilberman et al., 2007).  

V savčích buňkách se methylová skupina na DNA nachází především  

na dinukleotidech CpG, v pluripotentních kmenových buňkách byly nalezené 

v sekvencích CpG a CpNpG. Methylace DNA je u těchto organismů spojena s regulací 

transkripce a udrţením genomické stability. U savců byly nalezeny tři hlavní enzymy, 

které jsou nezbytné pro de novo methylace (DNMT3A a DNMT3B) nebo její udrţení 

(DNMT1) (Chen & Li, 2004). 5-methylcytosin (5-mC), methylovaná báze DNA, 

představuje u savců 1% všech bazí DNA. Kromě 5-mC obsahuje savčí DNA velmi 

nízké hladiny dalších modifikovaných bazí. K methylaci a demethylaci DNA dochází 

dynamicky během časné embryogeneze a tyto procesy hrají klíčovou roli  

ve vývoji savců (Reik, 2007; Ooi et al., 2009; Weber & Schubeler, 2007; Klose & Bird, 

2006; Goll & Bestor, 2005). 

Methylace DNA je vysoce zastoupena u rakovinných buněk (Esteller, 2008; 

Gal-Yam et al., 2008; Smith et al., 2007) a deregulace methylace DNA můţe souviset 

s celou řadou nemocí (Gupta et al., 2010; Jones & Baylin, 2007). Změny v methylaci 

mohou být podnětem pro inaktivaci tumorových supresorů a aktivaci onkogenů,  

coţ přispívá ke vzniku nádorů (Gal-Yam et al., 2008). 

 

5.2 Methylace DNA u rostlin 

Methylace DNA u rostlin se vyskytují v sekvencích CpG, CpNpG nebo CpNpN 

(kde N můţe být A, C, T) a většina methylových frakcí genomu byla v modelové 

rostlině Arabidopsis thaliana lokalizovaná v tandemových nebo obrácených repeticích, 

transpozonech a také v okolí centromery. Některé regiony se vyskytují velmi 

methylované (aţ okolo 80 %), jako jsou transkripčně neaktivní heterochromatické 

regiony, včetně centromery a pericentromery u Arabidopsis. Euchromatické regiony, 

které zahrnují geny a neopakující se intergenové regiony, vykazují niţší, ale stále 

významnou úroveň methylace cytosinu. V těchto regionech, pseudogenech  

a neexprimovaných genech se vyskytuje vyšší úrovně methylace neţ v regionech  

s aktivně exprimovanými geny. To je v souladu s tvrzením, ţe methylace cytosinu je 

spojována s transkripčním umlčováním. Ze všech exprimovaných genů je asi 5 % 

methylováno v promotorech a 33 % je methylováno v transkripčních regionech (Zhang 

et al., 2010).  
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V rostlinách bylo nalezeno pět hlavních rodin DNA-MTas rozdělených  

na základě jejich lineárního uspořádání. První skupinu představuje methyltransferasa 1 

(MET1), coţ je homologní enzym savčích DNMT1. Funguje především jako udrţovací 

enzym a je zodpovědný za umlčování oblastí heterochromatinu rostlinného genomu 

(Suzuki & Bird, 2008). Další skupinu představuje chromomethyltransferasa 3 (CMT3), 

enzym unikátní pro rostliny důleţitý pro udrţení methylace DNA. Třetí skupinu tvoří 

methyltransferasa přeskupující domény (DRM) podobná savčím DNMT3 zajišťující  

de novo methylace (Finnegan & Kovac, 2000). Rodina enzymových proteinů zvaná 

DNMT2 má prozatím v procesu methylace DNA neznámou funkci.  

Skupina enzymů DRM funguje prostřednictvím methylace DNA řízené malými 

RNA (RdDM). Dochází k modifikaci DNA pomocí malých RNA, tedy k de novo 

methylaci v oblastech homologních siRNA, které vznikají např. z invertované repetice  

a dosahují délky 24 nukleotidů. Dojde k vytvoření komplexu siRNA s proteinem 

argonaut 4, coţ je katalytická sloţka RNA indukujícího komplexu umlčení genů (RISC), 

a k rozeznání komplementární sekvence na transkriptu, který vytváří polymerasa 

V (Pol V). Komplex následně váţe další proteiny a řídí methylaci DNA.  

Pol V pravděpodobně transkribuje celý genom a k RdDM dochází v těch místech,  

kde k transkriptu Pol V existují příslušné komplementární siRNA. Proces je 

zodpovědný asi za 30 % methylovaného cytosinu v genomu Arabidopsis (Lister et al., 

2008). Tento druh mechanismu methylace je důleţitý v buněčné obraně proti virům  

a transpozonům, které často vytváří dsRNA a mohou být mutagenní. Methylací těchto 

úseků DNA dochází k vypnutí genů a k chránění genomu před mutagenními účinky 

(Zhang et al., 2006).   

 

5.3 Úloha 5-methylcytosinu v buňce 

5-mC má důleţitý význam v mnoha biologických procesech. Jeho primární role 

ve vyšších eukaryotních organismech byla navrţena jako ochrana genomové integrity 

před vlastní DNA (převáţně transposibilními elementy) a exogenní virální invazí (Yoder 

et al., 1997; Zilberman, 2008). Většina methylovaných sekvencí se nachází 

v repetitivních elementech DNA, coţ téţ naznačuje, ţe methylace cytosinu se vyvinula 

jako obrana proti transpozonům a dalším parazitickým elementům (Goll  

& Bestor, 2005). Kromě toho methylace cytosinu u rostlin hraje roli v regulaci genové 

exprese při vývoji organismu a během stresových situací (Bird, 2002; Zhang et al., 

2006; Zilberman et al., 2007). Pravděpodobná souvislost mezi stavem methylace DNA 

a genovou expresí je taková, ţe promotery tzv. umlčených genů se nachází ve vyšším 
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methylačním stavu, zatímco promotery aktivních genů jsou methylované málo. 

Methylovaný cytosin je schopný přilákat methylvazebné proteiny, které postupně 

posilují histonovou deacetylaci a chromatin remodeling proteiny k tvorbě komplexu, 

který brání vazbě transkripčních faktorů a dochází tak k ovlivnění genové exprese 

(Fransz & de Jong, 2002).  

 

5.4 Základní informace o hydroxymethylaci DNA 

Hydroxymethylací na DNA se rozumí přítomnost 5-hydroxymethylcytosinu  

(5-hmC, Obr. 6) jako jedné z bazí DNA. Jedná se o modifikovaný pyrimidin poprvé 

nalezený v DNA fága T4 napadajícího buňky Escherichia coli (Wyatt & Cohen, 1953). 

U obratlovců můţe z přirozeně se vyskytující báze 5-mC vznikat 5-hmC in situ oxidací 

methylové skupiny 5-mC (Shapiro, 1970).  In vitro bylo zjištěno, ţe 5-mC můţe být na 

5-hmC konvertován reakcí s hydroxylovým radikálem, působením gama záření a UV 

záření (Cier, 1962; Khattak & Green, 1966; Privat &  Sowers, 1996).  

Jiţ v roce 1970 byl 5-hmC identifikován jako epigenetická značka v mozku  

a játrech potkanů, v mozku ţab a myší (Penn et al., 1972). Přítomnost 5-hmC byla 

prokázaná rovněţ u DNA rostlin. Bliţší informace o hydroxymethylaci rostlinné DNA 

nejsou dosud známy. Vysoká hladina 5-hmC byla detekována v savčích embryonálních 

kmenových buňkách a Purkyňových a zrnitých buňkách nervové soustavy (Purkyňové 

a zrnité buňky tvoří 50 % všech neuronů v centrálním nervovém systému). Bylo 

zjištěno, ţe v mozkové tkáni je ze všech cytosinových bazí 0,4 aţ 0,7 % přeměněno  

na 5-hmC (Kriaucionis & Heintz, 2009).  
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Obr. 6: Struktury cytosinu, 5-methylcytosinu, 5-hydroxymethylcytosinu (přepracováno  

z Tardy-Planechaud et al., 1997).  
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5.5 Úloha 5-hydroxymethylcytosinu v buňce  

Funkce této báze není přesně známa. 5-hmC můţe mít svou biologickou úlohu  

nebo můţe slouţit jako meziprodukt v přímé demethylaci DNA. Pravděpodobně se 

podílí na epigenetické regulaci dějů nebo na procesu aktivní demethylace (Liutkeviciute 

et al., 2009; Miller & Sweatt, 2007; Popp et al, 2010; Reik et al., 2001). Vzhledem 

k vysokému výskytu 5-hmC v embryonálních kmenových buňkách, které jsou vysoce 

proliferační a v neuronech, které jsou naopak postmitotické, se můţe biologický 

význam 5-hmC lišit v závislosti na typu buňky. U embryonálních buněk se ukazuje,  

ţe 5-hmC hraje klíčovou úlohu ve zprostředkování vnějších signálů, které řídí buněčný 

vývoj. Tyto značky jsou připojeny nebo odstraněny z genetické sekvence v závislosti 

na přijatých signálech a dochází k vypínání či zapínání genů. 5-hmC je epigenetický 

znak spojený s pluripotentním stavem embryonálních buněk (Koh et al., 2011). 

Přeměnou 5-mC na 5-hmC dochází k přesunu vazebného místa proteinu 

z methylované DNA, např. dochází k inhibici methyl-CpG-vazebné domény (MBD) 

methyl-CpG-vazebného proteinu 2 (MeCP2), coţ je transkripční represor. Tak dochází 

k regulaci genové exprese (Valinluck et al., 2004). 5-hmC můţe podporovat 

demethylaci DNA. Nahrazení 5-mC za 5-hmC můţe interferovat s udrţením methylace 

katalyzovanou enzymem DNMT1 během buněčného dělení a docházet tak  

k demethylaci DNA. 5-hmC můţe být rozpoznán jako anomální báze DNA opravným 

systémem, kdy dojde k nahrazení 5-hmC za cytosin, nebo je rozpoznán určitými 

vazebnými proteiny, které posilují specializované chromatin-modifikující partnery  

a mění strukturu chromatinu a stav methylace DNA. Deaminací 5-hmC dochází  

k vzniku 5-hydroxymethyluracilu (5-hmU) a vytváří se mismatch mezi 5-hmU  

a guaninem, coţ podporuje demethylaci DNA opravným systémem. 5-hmC a jeho 

deaminační produkt 5-hmU mohou fungovat jako substráty specializovaných DNA 

glykosylas (Cannon et al., 1988; Boorstein et al., 1992; Rusmintratip & Sowers 2000; 

Boorstein et al, 2001).   

5-hmC můţe v buňce podléhat několika reakcím (Obr. 7). Odstranění 

hydroxyskupiny a deaminace na 5-hmU byly jiţ uvedeny. Oxidace hydroxymethylové 

skupiny na formyl skupinu vede ke vzniku 5-formylcytosinu (5-fC), který uvolní kyselinu 

mravenčí a vzniká cytosin. Další oxidací se tvoří 5-karboxycytosin (5-caC),  

který podléhá okamţité dekarboxylaci a dochází k regeneraci cytosinu. Podobné 

oxidační a dekarboxylační reakce jsou známy u thyminu v pyrimidinové záchranné 

cestě určitých eukaryotních organismů (Liutkeviciute et al., 2009; Shaffer et al., 1975; 

Palmatier et al., 1970).  
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Obr. 7: Zobrazení známých modifikací cytosinu, 5-mC a 5-hmC a případných 

meziproduktů 5-fC a 5-caC. Oprava vyříznuté báze je další cesta moţné demethylace 

přes 5-hmU (přepracováno z Globisch et al., 2010). 

 

5.6 Přeměna 5-methylcytosinu na 5-hydroxymethylcytosin 

Nukleové báze byly jednoznačně identifikovány jako 5-hmC pomocí hmotnostní 

spektrometrie. Fukce 5-hmC není přesně známa, ale jisté je, ţe báze je tvořena  

z 5-mC (Globisch et al., 2010). S vyuţitím moderních přístupů se podařilo určit 

enzymy, které mohou modifikovat 5-mC a katalyzovat přeměnu 5-mC na 5-hmC v DNA 

savců, tzv. TET proteiny (Tahiliani et al. 2009). Jedná se o homology proteinů 

vyskytujících se u prvoků trypanosomy, které jsou nazývány jako J vazebné proteiny 
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(JBP1 a JBP2) a katalyzují přeměnu thyminu na bázi β-D-glukosylhydroxymethyluracil, 

která byla objevena v roce 1993 v DNA afrických prvoků trypanosoma způsobujících 

spavou nemoc (Borst et al., 1993). Tato neobvyklá báze se označuje jako J báze. 

Jedná se o modifikovaný thymin vytvořený postupnou hydroxylací a glykosylací 

methylové skupiny thyminu. Biosyntéza báze J vyţaduje proteiny JBP1 a JBP2,  

coţ jsou enzymy, které jsou součástí 2-oxoglutarát a Fe(II) dependentní oxygenasové 

rodiny. JBP1 a JBP2 katalyzují první krok biosyntézy J báze (Tahiliani et al, 2009; Yu 

et al., 2007; Cliffe et al., 2009). 

U Sapiens byly v některých tkáních identifikovány TET proteiny (TET1, TET2, 

TET3), které mají homologní oblasti s enzymy JBP1 a JBP2. TET enzymy vyuţívají 

molekulárního kyslíku k hydroxylaci methylové skupiny báze 5-mC. TET proteiny  

nebo jejich ortology byly nalezeny ve všech mnohobuněčných organismech  

a homologní domény také u hub a řas. Sekundární struktura ukazuje přítomnost  

N-terminální alfa šroubovice, na kterou navazuje kontinuální série beta-skládaných listů 

tvořící typický dvoušroubovicovitý beta helix (DSBH, Obr. 8) 2-oxoglutarát-Fe(II)-

oxygenasy [2OG-Fe(II)] (Aravind & Koonin, 2001). U myších embryonálních 

kmenových buněk bylo zjištěno, ţe TET1 a TET2 udrţují hladinu 5-hmC v těchto 

buňkách a jsou indukovány současně s 5-hmC během reprogramování fibroblastů na 

pluripotentní kmenové buňky (Koh et al., 2011).  

 

Obr. 8: Strukturální model střední části DSBH 2OG-Fe(II)-oxygenasové rodiny. Jsou 

zobrazeny postranní řetězce aminokyselinových zbytků zapojených v katalýze  
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a ve vazbě substrátu. Fe(II) ion je označen červeným krouţkem (převzato z Aravind  

& Koonin, 2001). 

 

TET proteiny vyskytující se u mnohobuněčných organismů obsahují unikátní 

konzervovaný úsek bohatý na cystein přiléhající k N konci DSBH regionu (Obr. 9) 

(Allen et al., 2006).  

 

 

Obr. 9:  Předpokládané domény lidských TET1 proteinů zobrazující CXXC-zinek 

vazebnou doménu (aminokyseliny 584 - 624), úsek bohatý na cystein (aminokyseliny 

1418 - 1610), doménu DSBH (aminokyseliny 1611 - 2074) a tři bipartitní jaderné 

lokalizační sekvence (NLS) (přepracováno z Tahiliani et al., 2009). 
 

2OG-Fe(II)-oxygenasy jsou obecně široce zastoupeny v eukaryotech  

i bakteriích a katalyzují reakce typu oxidace organického substrátu s vyuţitím 

molekuárního kyslíku (Prescott, 1993; Hegg & Que, 1997). A zatímco bakteriální 2OG-

Fe(II)-oxygenasy katalyzují široký rozsah reakcí zahrnující epimerizace, cyklizace, 

denaturace a halogenace, u mnohobuněčných organismů je funkce omezena  

na hydroxylace a demethylace prostřednictvím hydroxylace (Loenarz & Schofield, 

2009).
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6. Materiál a přístroje 

6.1 Chemikálie  

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 diacetát (DAF-FM DA, 

Alexis, USA), askorbová kyselina (Duchefa, Nizozemsko), 6-benzylaminopurin (BAP, 

Sigma Aldrich, USA), cellulasa Onozuka R 10 (Duchefa, Nizozemsko),  

4,5-diaminofluorescein diacetát (DAF-2 DA, Alexis, USA), dihydrogenfosforečnan 

draselný (Lachema, Česká republika), 2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina (2,4-D, Serva, 

USA), 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetát (H2DCF DA, Sigma Aldrich, USA), 

dusičnan draselný (Lachema, Česká republika), ethylendiamintetraoctová kyselina 

(EDTA, Sigma Aldrich, USA), ethanol (Merck, Německo), fluorescein diacetát (FDA, 

Serva, USA), glukosa (Lach-ner, Česká republika), hydrogenfosforečnan draselný 

(Lachema, Česká republika), Gamborg B5 medium včetně vitamínů (B5 medium, 

Duchefa, Nizozemsko), glukosa (Lachema, Česká republika), glutamin (Serva, USA), 

glycin (Serva, USA), guajakol (Sigma Aldrich, USA), 

hexadecyltrimethylamoniumbromid (CTAB, Sigma Aldrich, USA), 

hydroxyfenylfluorescein (HPF, Cayman, USA), chloramin B (Bochemie, Česká 

republika), chlorid draselný (Lachema, Česká republika), chlorid sodný (Lachema, 

Česká republika), chlorid vápenatý bezvodý (Lach-Ner, Česká republika), chloroform 

(Lach-Ner, Česká republika), 3-indolylmáselná kyselina (IBA, Serva, USA), jodid 

draselný (Lach-Ner, Česká republika), 2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-

1-oxyl-3-oxid (cPTIO, Sigma Aldrich, USA), kasein hydrolyzát (Duchefa, Nizozemsko), 

macerozym R 10 (Duchefa, Nizozemsko), mannitol (Duchefa, Nizozemsko),  

2-mercaptoethanol (Fluka, Švýcarsko), 2-(N-morfolino)ethansulfonová kyselina (MES, 

Duchefa, Nizozemsko), 3-methyl-1-buthanol (Lach-Ner, Česká 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),  

α-naftyloctová kyselina (NAA, Sigma Aldrich, USA), nanočástice stříbra a nanočástice 

stříbra stabilizované ţelatinou nebo kaseinem (Katedra fyzikální chemie UP 

v Olomouci, Česká republika), NukleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel, Německo), 

octan sodný (Lachema, Česká republika), peroxid vodíku (Lach-Ner, Česká republika), 

primery APX, CAT, GPX (Invitrogen, USA), primery glyceraldehyd-3-
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fosfátdehydrogenasa (GAPDH, EC 1.2.1.12) (Generi Biotech, Česká republika), prolin 

(Duchefa, Nizozemsko), sacharosa (Duchefa, Nizozemsko), savo (Bochemie, Česká 

republika), síran hořečnatý heptahydrát (Lach-Ner, Česká republika), stříbrné ionty  

- dusičnan stříbrný (Katedra fyzikální chemie UP v Olomouci, Česká republika), 

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Švýcarsko), 

tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS, Sigma Aldrich, USA), ţelatina z kůţe ryb 

(Sigma Aldrich, USA). 

 

6.2 Rostlinný materiál 

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

Brassica oleracea var. botrytis cv. SIRIA, homozygotní dihaploidní linie DH01 

odvozená od Siria F1.  

Semena obou rostlin byla poskytnuta Výzkumným ústavem rostlinné výroby Praha - 

Ruzyně.  

 

6.3 Přístroje a experimentální vybavení 

Analytické váhy (Sartorius, Německo), automatické pipety (Eppendorf, Něměcko) 

centrifuga Rotofix 32A (Hettich Zentrifugen, Německo) centrifuga 5414 D (Eppendorf, 

Německo), centrifuga 5804 R (Eppendorf, Německo), digitální předváţky (KERN, 

Německo), digitální pH metr MV-87 (Practictronic, Německo), elektromagnetická 

míchačka (IKA, Německo), flowbox Holten Lamin Air HH 1.2 Plus (Heto-Holten, 

Dánsko), inkubátor MELAG 306 (P-Lab a.s, Česká republika), lázeň ultrazvuková K5 

(Thermo Fisher Scientific, USA), mikrodestičkový spektrofotometr Reader Synergy HT 

(BioTek Instruments, USA), minicentrifuga MCF 2360 (Vitrum, Česká republika), 

multifunkční modulární reader Infinite M200 (Tecan, Švýcarsko), nanoDrop ND-1000 

Spectrophotometer (NanoDrop Technologist, USA), real-time PCR systém Mx3000P 

(Stratagene, USA), skříň termostatovaná ET 618 (Lovibond, Německo), světelný 

mikroskop Olympus CX21 (Olympus Optical, Japonsko), světelný a fluorescenční 

mikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, Japonsko), světelný mikroskop Olympus 

IX51 (Olympus Optical, Japonsko), termoblok CHB-202 (BIOER technology, Čína), 

termocykler XP (BIOER technology, Čína), třepačka Mixing Block MB-102 (BIOER 

technology, Čína), vortex mixer SA8 (Stuart, UK). 
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7. Použité metody 

7.1 Kultivace semen in vitro 

Nepoškozená semena byla povrchově sterilizována 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 prostředí flowboxu 

propláchnuta 5x sterilní vodou a přenesena do Petriho misek obsahujících asi 10 ml 

media ½ MS (Tab. 2). Klíčení probíhalo ve tmě při 27 °C. Naklíčené rostliny C. sativus 

byly po 5 - 7 dnech od výsevu zbaveny kořínků a přeneseny do kultivačních plastových 

boxů obsahujících 100 ml media OK (Tab. 2) a kultivace probíhala další 2 - 3 týdny.  

Naklíčené rostliny B. oleracea byly po 5 - 7 dnech od výsevu uloţeny na dalších 

7 - 10 dnů na světlo. Poté byly rostliny zbaveny kořínků a přeneseny  

do Erlenmayerových baněk obsahujících 100 ml media OK (Tab. 2). Kultivace 

probíhala dalších 4 - 5 týdnů. Po této době bylo několik listů z rostlin B. oleracea 

odebráno a přeneseno na nové medium a kultivováno po dobu 4 týdnů a proces byl 

opakován. Kultivace rostlin probíhala v kultivační místnosti s teplotou 22 ± 2 °C, 

světelným reţimem 16 h den a 8 h noc a s osvětlením 32 - 36 μmol/(m2.s). 

 

Tab. 2: Sloţení media ½ MS (Murashige & Skoog, 1962) a media OK (modifikováno  

dle Gajdová et al., 2007). 

Roztok Sloţení Mnoţství (g/l) 

Medium ½ MS MS medium 2,2 

 sacharosa 15 

 agar 8 

 pH 5,8  

 autoklávováno  

   

Medium OK MS medium 4,4 

 kyselina askorbová 0,02 

 sacharosa 20 

 IBA 0,00001 

 BAP 0,00001 

 agar 8 

 
pH 5,8 

autoklávováno 
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7.2 Izolace a purifikace protoplastů 

Zdrojem pro izolaci mezofylových protoplastů byly 3 aţ 4týdenní in vitro rostoucí 

rostliny C. sativus a 6 aţ 8týdenní in vitro rostoucí rostliny B. oleracea. Z rostlin byly 

odebrány plně vyvinuté mladé listy (0,5 g), které byly vloţeny do 5 ml enzymatického 

roztoku v Petriho misce a nařezány na 1mm prouţky. Vzniklé segmenty listů 

v enzymatickém roztoku byly inkubovány v termostatu 18 h ve tmě při 27 °C. Takto 

vzniklá hrubá protoplastová suspenze byla sterilně filtrována přes síťovinu uhelon  

72 µm, promyta a doplněna promývacím roztokem PGly (C. sativus) nebo W5  

(B. oleracea) na objem 6 ml. Suspenze byla pomocí Pasteurovy pipety přenesena  

do centrifugační zkumavky a centrifugována při 80 x g (C. sativus) nebo 70 x g  

(B. oleracea) po dobu 5 min. Vzniklý supernatant byl odstraněn a sediment 

resuspendován ve 4 ml 20% sacharosy. Suspenze byla převrstvena příslušným 

promývacím roztokem a centrifugována při 80 x g po dobu 10 min (C. sativus) nebo  

70 x g po dobu 5 min (B. oleracea). Po centrifugaci se protoplasty nacházely  

na rozhraní roztoků sacharosy a promývacího roztoku. Pasteurovou pipetou byla vrstva 

protoplastů odebrána do čisté centrifugační zkumavky a resuspendována ve 4 ml 

promývacího roztoku. Protoplastová suspenze byla centrifugována při 80 x g  

(C. sativus) nebo 70 x g (B. oleracea) po dobu 5 min, supernatant byl poté odstraněn  

a protoplasty v sedimentu byly resuspendovány v 1 ml kultivačního media LCM1  

(C. sativus) nebo media B (B. oleracea). Sloţení roztoků potřebných k izolaci 

mezofylových protoplastů je uvedeno v Tab. 3.  

 

Tab. 3: Sloţení enzymatického roztoku pro C. sativus (Debeaujon & Branchard, 1992)  

a enzymatického roztoku pro B. oleracea (Potrykus & Shillito, 1986), promývacího 

roztoku PGly (Debeaujon & Branchard, 1992) a W5 (Potrykus & Shillito, 1986), roztoku 

sacharosy, kultivačního roztoku LCM1 (modifikováno dle Debeaujon & Branchard, 

1992) a B media (Pelletier et al., 1983).  

Roztok Sloţení Mnoţství (g/l) 

Enzymatický roztok cellulasa Onozuka R 10 10 

C. sativus macerozym R 10 2,5 

 v promývacím roztoku PGly  

 pH 5,8  

 sterilizace filtrací  
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Roztok Sloţení Mnoţství (g/l) 

Enzymatický roztok cellulasa Onozuka R 10 10 

B. oleracea macerozym R 10 2,5 

 v promývacím roztoku W5  

 pH 5,8  

 sterilizace filtrací  

   

PGly KH2PO4 0,027 

(promývací roztok C. sativus) KNO3 0,101 

 CaCl2 (bezvodý) 1,117 

 MgSO4 . 7H2O 0,246 

 KI 0,0016 

 glycin 11,15 

 glukosa 18 

 MES 0,586 

 mannitol 65,58 

 pH 5,8  

 sterilizace filtrací  

   

W5 NaCl 9 

(promývací roztok B. oleracea) KCl 0,8 

 CaCl2 (bezvodý) 13,89 

 glukosa 1 

 glycin 1 

 pH 5,8  

 sterilizace filtrací  

   

Sacharosa sacharosa 200 

 pH 5,8  

 autoklávováno  
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Roztok Sloţení Mnoţství (g/l) 

LCM1 medium B5 medium 3,164 

(kultivační roztok C. sativus) inositol 0,9 

 kyselina askorbová 0,002 

 alanin 0,004 

 glycin 0,008 

 glutamin 0,02 

 prolin 0,02 

 kasein hydrolyzát 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 filtrací  

   

B medium B5 medium 3,16 

(kultivační roztok B. oleracea) mannitol 70 

 glukosa 20 

 BAP 0,001 

 2,4-D 0,00025 

 NAA 0,001 

 pH 5,8  

 sterilizace filtrací  

 

7.2 Stanovení hustoty protoplastů 

Hustota protoplastů v mediu byla stanovena mikroskopicky pomocí Bürkerovy 

komůrky. Bylo počítáno celkem 20 čtverců pro kaţdý vzorek a určen počet protoplastů 

v 1 ml kultivačního media. 
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7.3 Kultivace protoplastů 

Po stanovení hustoty proplastů byla buněčná suspenze naředěna na výslednou 

hustotu 1,5 x 105 buněk v 1 ml kultivačního media. Pouze pro histochemická stanovení 

byla pouţita koncentrace 1 x 106 buněk v 1 ml kultivačního media. Protoplasty byly 

kultivovány v Petriho miskách v termostatu ve tmě při 27 °C po dobu 1 aţ 14 dnů. 

K protoplastové suspenzi v Petriho misce byl přidán roztok Ag+, Ag-nč bez stabilizace 

nebo stabilizovaných ţelatinou případně kaseinem ve výsledných koncentracích 0,01; 

0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 mg/l nebo roztok askorbátu ve výsledných koncentracích  

50 a 100 mg/l. Kontrolní vzorek obsahoval pouze protoplastovou suspenzi 

v kultivačním mediu.  

 

7.4 Stanovení životnosti 

Ţivotnost byla stanovována mikroskopicky a spektrofluorimetricky s vyuţitím 

fluorescenční sondy FDA. Mikroskopické stanovení ţivotnosti bylo realizováno vţdy po 

izolaci protoplastů. K 50 µl buněčné suspenze na podloţním sklíčku bylo přidáno 5 µl 

FDA o koncentraci 25 µg/ml. Po 5min inkubaci bylo vyhodnoceno 10 zorných polí. 

Nejdříve byly počítány všechny buňky v procházejícím světle, ţivé buňky zeleně 

fluoreskující byly počítány s vyuţitím hranolu U-MWB2 fluorescenčního mikroskopu. 

Ţivotnost byla stanovena jako procentuální podíl ţivých buněk a celkového počtu 

buněk. 

Spektrofluorimetrické stanovení bylo prováděno v mikrodestičkovém uspořádání. 

Ke 100 µl protoplastové suspenze v jamce na destičce bylo přidáno 5 µl sondy FDA  

o koncentraci 25 µg/ml. Fluorescenční signál (excitace 485 nm, emise 515 nm) byl 

měřen ihned po přídavku detekční sondy k buněčné suspenzi a po 10min inkubaci  

ve tmě při 27 °C. Stanovení bylo prováděno v triplikátu.  

 

7.5 Stanovení produkce reaktivních forem kyslíku a dusíku  

Produkce ROS a RNS byla detekována pomocí tří fluorescenčních sond, APF, 

HPF (Obr. 10) a H2DCF DA (Obr. 11). Ke 100 µl buněčné suspenze v jamce bylo 

přidáno 5 µl 0,2 mmol/l detekční sondy. Byl měřen fluorescenční signál (excitace 485 

nm, emise 515 nm) okamţitě po přídavku sondy a po 1h inkubaci ve tmě při 27 °C. 

Stanovení bylo prováděno v triplikátu. 
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Obr. 10: Reakce fluorescenčních sond APF a HPF s ROS a RNS. 
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Obr. 11: Schéma průniku sondy H2DCF DA do buňky a její reakce s ROS a RNS  

za vzniku fluorescenčního produktu. 

 

7.6 Stanovení produkce oxidu dusnatého 

Produkce NO byla stanovena fluorimetricky pomocí dvou detekčních sond,  

DAF-FM DA a DAF-2 DA (Obr. 12, 13). Ke 100 µl protoplastové suspenze bylo přidáno 

5 µl 0,2 mmol/l sondy. Byl změřen fluorescenční signál (excitace 485 nm, emise 515 

nm) okamţitě po přídavku a po 1h inkubaci s fluorescenční sondou v termostatu ve 

tmě při 27 °C. Stanovení bylo prováděno v triplikátu. 
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Obr. 12: Schéma průniku sondy DAF-FM DA do buňky a její reakce s NO za vzniku 

fluorescenčního produktu.  
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Obr. 13: Reakce fluorescenční sondy DAF-2 s oxidem dusnatým za přítomnosti 

kyslíku.  

 

7.7 Stanovení peroxidasové aktivity  

Aktivita POX byla stanovena spektrofotometricky modifikovanou metodou  

s guajakolem (1-hydroxy-2-methoxybenzen) (Angelini et al, 1990). Po oxidaci 

guajakolu vzniká ţlutohnědý tetraguajakolchinon, jehoţ molární absorpční koeficient je 

ε = 4 500 l/(mol.cm) a byl měřen nárůst absorbance při 436 nm po 1 min při 30 °C. 

Reakční směs obsahovala 150 µl 0,1 mol/l K-fosfátového pufru, pH 6, 40 µl 50 mmol/l 

guajakolu, 50 µl homogenizované protoplastové suspenze a 50 µl 10 mmol/l peroxidu 

vodíku, jehoţ přídavkem byla reakce startována. Stanovení bylo prováděno v triplikátu. 
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7.8 Stanovení buněčného průměru 

Velikost buněk byla stanovena mikroskopicky pomocí měřítka vloţeného 

v okuláru jako průměrná hodnota 20 buněk.  

 

7.9 Stanovení mikrokalusů 

Vyhodnocení tvorby mikrokalusů bylo provedeno 14. den po izolaci protoplastů 

mikroskopicky. Pro kaţdý vzorek byl stanoven průměrný počet mikrokalusů ve 20 

zorných polích a průměrná velikost plochy 20 mikrokalusů s vyuţitím programu 

QuickPHOTO MICRO 2.3.  

 

7.10 Histochemické stanovení 

Histochemická detekce byla stanovena mikroskopicky. K 50 µl protoplastové 

suspenze na podloţním sklíčku bylo přidáno 5 µl fluorescenční sondy (APF, HPF, 

H2DCF DA, DAF-FM DA o koncentraci 0,1 mmol/l nebo FDA o koncentraci 12,5 µg/ml). 

Po inkubaci ve vlhkém prostředí (H2DCF DA a FDA 5 min, DAF-FM DA 20 min, APF  

a HPF 40 min) byly buňky pozorovány v procházejícím světle, detekce fluorescence 

byla pozorována s vyuţitím hranolu U-MWB2 fluorescenčního mikroskopu. 

Selektivnost stanovení produkce NO a ROS byla potvrzena v kontrolních 

experimentech: 50 µl buněčné suspenze na podloţním sklíčku bylo preinkubováno  

ve vlhkém prostředí po dobu 10 min s 5 µl roztoku cPTIO o koncentraci 25 mmol/l 

(lapač NO) nebo po dobu 5 min s 5 µl roztoku askorbátu o koncentraci 100 mmol/l 

(lapač ROS). Poté bylo k suspenzi přidáno 5 µl příslušné fluorescenční sondy  

a po inkubaci byly buňky pozorovány.  

 

7.11 Kultivace a zpracování protoplastové suspenze pro izolaci 

DNA a RNA 

Protoplastová suspenze izolovaná z listů C. sativus a B. oleracea o hustotě  

1,5 x 105 buněk v 1 ml kultivačního media byla kultivována v příslušných mediích 

v kultivačních lahvích v termostatu ve tmě při 27 °C. K protoplastové suspenzi 

v kultivačních lahvích byl ihned po izolaci přidán roztok Ag+, Ag-nč nebo askorbátu. 

Výsledné koncentrace Ag+ a Ag-nč byly 0,05 a 0,5 mg/l a výsledné koncentrace 
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askorbátu byly 50 a 100 mg/l. Kontrolní vzorek obsahoval pouze suspenzi protoplastů 

v kultivačním mediu. V časech 0, 24, 48 a 72 h od izolace protoplastů byla 

protoplastová suspenze přenesena do centrifugačních zkumavek a centrifugována  

při 80 x g 5 min. Supernatant byl odstraněn a sediment protoplastů byl přepipetován  

do mikrozkumavek. S vyuţitím tekutého dusíku byly vzorky zmrazeny a uchovány  

v -70 °C.  

 

7.12 Izolace DNA z protoplastové suspenze  

Ke zmrazené protoplastové suspenzi v mikrozkumavce byla přidána směs 1 ml 

pufru pro extrakci DNA (Tab. 4) s 2 µl 2-merkaptoethanolu předem zahřátá na 65 °C. 

Protoplastová suspenze spolu s extrakčním pufrem byla následně zahřívána na 65 °C 

po dobu 90 min. Poté bylo do mikrozkumavky přidáno 600 µl roztoku 

chloroformu:isoamylalkoholu (v poměru 24:1). Směs byla protřepána a centrifugována 

při 13 500 x g a 4 °C po dobu 15 min. Do čisté mikrozkumavky byla odebrána horní 

vodní vrstva, ke které bylo přidáno 60 µl octanu sodného o koncentraci 3 mol/l. Směs 

byla protřepána a bylo k ní připipetováno 500 µl chlazeného isopropanolu. Směs byla 

po dobu 30 min uloţena v -20 °C a poté 30 min centrifugována při 13 500 x g a 4 °C. 

Supernatant byl odstraněn a do mikrozkumavky bylo přidáno 200 µl 70% chlazeného 

ethanolu. Směs byla centrifugována 15 min při 13 500 x g při 4 °C. Ethanol byl 

odstraněn a vzorek se nechal mírně vyschnout volně na vzduchu. K peletě DNA bylo 

přidáno 50 µl sterilní vody. Po změření koncentrace byla DNA v mikrozkumavce 

uchována v -20 °C.  

 

Tab. 4: Sloţení pufru pro extrakci DNA a příslušných roztoků nezbytných k jeho 

přípravě (Kump & Javornik, 1996).  

Roztok Sloţení Mnoţství 

Pufr pro extrakci DNA CTAB 20 g/l 

 NaCl 81,8 g/l 

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

 TRIS 1 mol/l pH 8 100 ml/l 

 
sterilizace filtrací 

(filtr o velikosti pórů 0,22 µm) 
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Roztok Sloţení Mnoţství (g/l) 

EDTA 0,5 mol/l pH 8 EDTA 186,1 

 pH 8  

 autoklávováno  

   

TRIS 1 mol/l pH 8 TRIS 121,1 

 pH 8  

 autoklávováno  

 

7.13 Měření koncentrace nukleových kyselin 

Koncentrace dsDNA, ssDNA a RNA byla stanovena spektrofotometricky. Byla 

měřena absorbance při vlnových délkách 260 a 280 nm. Stupeň čistoty nukleových 

kyselin byl stanoven z poměru absorbancí změřených při uvedených vlnových délkách 

(260/280 nm). Koncentrace byla vypočtena na základě předpokladu, ţe roztok dsDNA 

o absorbanci 1 při vlnové délce 260 nm má koncentraci 50 ng/µl, pro ssDNA za daných 

podmínek platí koncentrace 33 ng/µl, pro RNA 40 ng/µl.  

 

7.14 Kvantifikace hydroxymethylované DNA specifickým 

stanovením 5-hydroxymethylcytosinu 

Kvantifikace 5-hmC byla provedena pomocí MethylFlash Hydroxymethylated 

DNA Quantification Kit (Colorimetric), postup byl proveden dle přiloţeného návodu. 

Stanovení bylo provedeno v jamkách dodávaných spolu s chemikáliemi výrobcem. Do 

jamek bylo napipetováno 80 µl roztoku HC2 (vazebný roztok). Do jedné jamky byl 

přidán 1 µl HC3 (negativní kontrola v koncentraci 20 µg/ml), do druhé 1 µl HC5 

(pozitivní kontrola v koncentraci 20 µg/ml) předem zředěné v poměru 1 µl HC5 a 3 µl 

sterilní vody a do dalších jamek bylo pipetováno 1 aţ 8 µl vzorku DNA, aby bylo 

v jamce vţdy 200 ng DNA. Jamky byly inkubovány po dobu 90 min při 37 °C ve tmě. 

Před inkubací byly jamky vţdy přikryty parafilmem. Po inkubaci byl roztok odstraněn  

a jamky byly 3x promyty 150 µl roztoku HC1 (promývací pufr, ve všech krocích byl 

pouţit 10x ředěný sterilní vodou). Do jamek bylo napipetováno 50 µl HC6 (vazebná 

protilátka v koncentraci 1000 µg/ml, ředěna 1:1000 ředěným HC1) a inkubovány  

po dobu 60 min při pokojové teplotě ve tmě. Zředěný HC6 byl odstraněn a jamky byly 

promyty 3x 150 µl HC1. Do jamek bylo napipetováno 50 µl HC7 (detekční protilátka 
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v koncentraci 400 µg/ml, ředěna 1:1000 zředěným HC1) a inkubovány po dobu  

30 min při pokojové teplotě ve tmě. Po inkubaci byl zředěný HC7 odstraněn a jamky 

byly promyty 4x 150 µl HC1. Do jamek bylo napipetováno 50 µl HC8 (zesilující roztok, 

ředěn 1:5000 ředěným HC1) a jamky byly inkubovány po dobu 30 min při pokojové 

teplotě ve tmě. Zředěný HC8 byl z jamek odstraněn a jamky byly promyty 5x 150 µl 

HC1. Do jamek bylo napipetováno 100 µl HC9 (roztok vyvíjející zbarvení) a byly 

inkubovány 1 aţ 10 min při pokojové teplotě dle vyvíjejícího se modrého zbarvení 

pozitivní kontroly. Poté bylo k roztoku napipetováno 50 µl HC10 (stop roztok). Modré 

zbarvení se změnilo na ţluté. Obsah jamek byl přepipetován do jamek na mikrotitrační 

destičce a do 15 min byla změřena absorbance při 450 nm. 

 

Výpočet relativní kvantifikace: 

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

 

OD je hodnota absorbance při 450 nm 

S je mnoţství přidané DNA v ng 

5 je faktor, který normalizuje hodnotu 5-hmC v pozitivní kontrole na 100 %, 

protoţe pozitivní kontrola obsahuje pouze 20 % 5-hmC 

P je mnoţství pozitivní kontroly (HC5) v ng 

 

7.15 Kvantifikace methylované DNA specifickým stanovením  

5-methylcytosinu 

Kvantifikace 5-mC byla provedena pomocí MethylFlash Methylated DNA 

Quantification Kit (Colorimetric), postup byl proveden dle přiloţeného návodu. 

Stanovení bylo provedeno v jamkách dodávaných spolu s chemikáliemi výrobcem.  

Do jamek bylo napipetováno 80 µl roztoku ME2 (vazebný roztok). Do jedné jamky byl 

přidán 1 µl ME3 (negativní kontrola v koncentraci 20 µg/ml), do druhé 1 µl ME4 

(pozitivní kontrola v koncentraci 20 µg/ml) předem zředěné v poměru 1 µl ME4 a 3 µl 

sterilní vody a do dalších jamek bylo pipetováno 1 aţ 8 µl vzorku DNA, aby bylo 

v jamce vţdy 100 ng DNA. Jamky byly inkubovány po dobu 90 min při 37 °C ve tmě. 

Před inkubací byly jamky vţdy přikryty parafilmem. Po inkubaci byl roztok odstraněn  

a jamky byly 3x promyty 150 µl roztoku ME1 (promývací pufr, ve všech krocích byl 

pouţit 10x ředěný sterilní vodou). Do jamek bylo napipetováno 50 µl ME5 (vazebná 

protilátka v koncentraci 1000 µg/ml, ředěna 1:1000 ředěným ME1) a byly inkubovány 

po dobu 60 min při pokojové teplotě ve tmě. Zředěný ME5 byl odstraněn a jamky byly 



- 47 - 

 

promyty 3x 150 µl ME1. Do jamek bylo napipetováno 50 µl ME6 (detekční protilátka 

v koncentraci 400 µg/ml, ředěna 1:2000 ředěným ME1) a inkubovány po dobu 30 min 

při pokojové teplotě ve tmě. Po inkubaci byl zředěný ME6 odstraněn a jamky byly 

promyty 4x 150 µl ME1. Do jamek bylo napipetováno 50 µl ME7 (zesilující roztok, 

ředěn 1:5000 ředěným ME1) a byly inkubovány po dobu 30 min při pokojové teplotě  

ve tmě. Zředěný ME7 byl z jamek odstraněn a jamky byly promyty 5x 150 µl ME1.  

Do jamek bylo napipetováno 100 µl ME8 (roztok vyvíjející zbarvení) a byly inkubovány 

1 aţ 10 min při pokojové teplotě dle vyvíjejícího se modrého zbarvení pozitivní kontroly. 

Poté bylo k roztoku napipetováno 50 µl ME9 (stop roztok). Modré zbarvení se změnilo 

na ţluté. Obsah jamek byl přepipetován do jamek na mikrotitrační destičce a do 15 min 

byla změřena absorbance při 450 nm.  

 

Výpočet relativní kvantifikace: 

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

 

OD je hodnota absorbance při 450 nm 

S je mnoţství přidané DNA v ng 

2 je faktor, který normalizuje hodnotu 5-hmC v pozitivní kontrole na 100 %, 

protoţe pozitivní kontrola obsahuje pouze 50 % 5-hmC 

P je mnoţství pozitivní kontroly (ME4) v ng 

 

7.16 Izolace RNA z protoplastové suspenze  

Izolace RNA byla provedena pomocí NukleoSpin RNA Plant komerčního kitu.  

Lýze buněk: Ke zmrazené protoplastové suspenzi bylo přidáno 350 µl RA1 roztoku 

(lyzační pufr) a 3,5 µl 2-merkaptoethanolu a směs byla prudce vortexována. 

Filtrace lyzátu: Do sběrné zkumavky byl umístěn filtr (NucleoSpin RNA plant Filter)  

a do něj byla aplikována lyzační směs a centrifugována 1 min při 11 000 x g. Poté byl 

filtrát přemístěn do nové mikrozkumavky. 

Úprava podmínek vázání RNA: K získanému filtrátu bylo přidáno 350 µl 70% ethanolu 

a směs byla vortexována.  

Vázání RNA: Lyzát byl přenesen na kolonu mikrozkumavky (NucleoSpin RNA Plant 

Column) a centrifugován 30 s při 8 000 x g.  

Vysušení silikátové membrány: Na kolonu bylo přidáno 350 µl MDB (pufr odsolující 

membránu) a centrifugována 1 min při 11 000 x g.  
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Štípání DNA: Na střed silikátové membrány kolony bylo aplikováno 95 µl reakční směsi 

DNasy (ta byla připravena smícháním 10 µl DNasyI a 90 µl reakčního pufru  

pro rDNasu). 

Promytí a vysušení silikátové membrány: Na kolonu bylo aplikováno 200 µl RA2 

(promývací pufr) roztoku a směs byla centrifugována 30 s při 11 000 x g. Kolona byla 

umístěna do nové zkumavky a bylo na ni aplikováno 600 µl RA3 (promývací pufr). 

Směs byla centrifugována 30 s při 11 000 x g a následně bylo na kolonu přidáno 250 µl 

RA3 a centrifugováno 2 min při 11 000 x g.  

Vymytí vysoce čisté RNA: Kolona byla umístěna do nové mikrozkumavky a bylo  

na ni aplikováno 50 µl RNase-free vody a centrifugována 1 min při 11 000 x g.  

Po změření koncentrace byla RNA uchována při -70 °C. 

 

7.17 Reverzní transkripce 

K přepisu genetické informace z mRNA do cDNA byl pouţit Transcriptor High 

Fidelity cDNA Synthesis Kit. Do mikrozkumavek bylo napipetováno: 

10,4 µl RNA o koncentraci 20 - 50 ng/µl, 

1 µl Anchored-oligo (dT)18 primer.  

Směs byla inkubována 10 min při 65 °C a poté byly mikrozkumavky ihned umístěny  

do ledu. Ke směsi bylo dále pipetováno: 

4 µl reakčního pufru, 

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

2 µl směsi deoxynukleotidů kaţdý v koncentraci 10 mmol/l,  

1 µl DTT 0,1 mol/l,  

1,1 µl reverzní transkriptasy 20 U/µl. 

Směs byla inkubována 30 min při 45 °C a poté 10 min při 85 °C. Po inkubaci byly 

mikrozkumavky umístěny ihned do ledu a byla změřena koncentrace DNA. 

Mikrozkumavky byly uloţeny v -20 °C.  

 

7.18 Navržení primerů 

Primery GAPDH byly navrţeny v programu Primer 3, sekvence genu byla zjištěna 

z databází (EMBL, GenBank). Sekvence primerů a další údaje jsou uvedeny v Tab. 5.  

 



- 49 - 

 

Tab. 5: Přehled primerů pouţitých pro sledování exprese referenčního genu (GAPDH) 

a cílových genů (APX, CAT, GPX).  

Sledovaný 

gen  

Sekvence primeru Počet 

bazí 

Velikost 

produktu (bp) 

GAPDH 

 

Forward primer 

5´-ACATCATTCCTAGCAGCACT-3´ 

Reverse primer 

5´-TTCAGTGTACCCCAAAATTC-3´ 

 

20 221 

APX Forward primer 

5´-CTCTGGTGGTCACACATTGG-3´ 

Reverse primer 

5´-CCTCATCGGCAGCATATTTT-3´ 

 

20 209 

CAT Forward primer 

5´-TTGACGATATTGGCATCC-3´ 

Reverse primer 

5´-TAGCATCTTCCTCCAGCA-3´ 

 

18 153 

GPX Forward primer 

5´-CAGCGCTTACAAAGCAAAGG-3´ 

Reverse primer 

5´-GTGCAAGCAAACTGCACAAT-3´ 

20 198 

 

7.19 Provedení real-time PCR 

Real-time PCR byla provedena s vyuţitím interkalačního barviva SYBR Green I. 

Pro přípravu reakční směsi byl pouţit ABSOLUTE QPCR SYBR Green ROX Mix.  

Do mikrozkumavek bylo pipetováno: 

ABSOLUTE QPCR SYBR Green ROX Mix   12,5 µl, 

forward primer 50 µmol/l     1,75 µl, 

reverse primer 50 µmol/l     1,75 µl, 

cDNA v koncentraci 900 ng/µl    4 µl. 
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Spolu se vzorky byla přidána do termocykleru i negativní kontrola (reakční směs 

obsahující místo cDNA vodu pro real-time PCR). Přehled pouţitých primerů je v Tab. 5. 

a real-time PCR probíhala podle programu, který je uvedený v Tab. 6. 

 

Tab. 6: Časový a teplotní profil pro nastavení termocykleru. 

 Teplota (°C) Čas Počet cyklů 

Aktivace enzymu 95  15 min 1 

Denaturace 95  15 s 40 

Navázání primerů 50  30 s 40 

Elongace 72  30 s 40 

 

Real-time PCR byla prováděna v termocykleru, který byl napojen na počítač  

a ovládán softwarem Mx3000P. K ověření vzorků a detekci nespecifických produktů 

byla pouţita analýza křivek tání PCR produktů. Po proběhnutí real-time PCR software 

provedl analýzu vzorků a automaticky určil Ct hodnoty pro jednotlivé vzorky. Vzorky 

byly do cykleru dávány v duplikátech a pro výpočet byl udělán průměr těchto hodnot.  

 

7.20 Hodnocení exprese mRNA 

Pro výpočet násobku indukce byl pouţit parametr prahového cyklu Ct (threshold 

cycle) pro kontrolní gen GAPDH a sledované geny APX, CAT a GPX. V tomto případě 

je základním předpokladem, ţe exprese kontrolního genu GAPDH je konstantní  

ve všech buňkách za různých situací, tedy ţe se chová jako „house-keeping“ gen.  

Pro výpočet násobku indukce byla normalizována hodnota Ct sledovaného genu  

pro příslušný vzorek vzhledem ke kontrolnímu genu GAPDH podle rovnice (1)  

a násobek indukce dopočítán dle rovnice (2): 

 (1) Ct (xinorm) = Ct (xi) / Ct (GAPDH) * Ct (xd0) 

(2) N = 2^ [Ct (xd0norm) - Ct (xinorm)] 

 

xinorm je normalizovaná hodnota Ct pro sledovaný gen v čase i, normalizovaná 

hodnota Ct pro příslušnou koncentraci Ag+, Ag-nč, askorbátu  

xi je hodnota Ct sledovaného genu v čase i, hodnota Ct pro příslušnou 

koncentraci Ag+, Ag-nč, askorbátu 

xd0 je hodnota Ct sledovaného genu v kontrolních buňkách (protoplasty 

kultivované bez Ag a askorbátu) 
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i je čas kultivace v rozsahu 0 - 72 h, Ag+ a Ag-nč v koncentracích 0,05  

a 0,5 mg/l, askorbát v koncentracích 50 a 100 mg/l 

 N je násobek indukce vůči negativní kontrole (protoplasty kultivované bez Ag  

a askorbátu v čase 0 h) 

 

7.21 Statistické vyhodnocení  

Většina experimentů byla provedena ve třech opakováních, pokud není uvedeno 

jinak. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměrná hodnota ± směrodatná odchylka. 

Vyhodnocení dat bylo provedeno pomocí programu Microsoft Excel 2007.  

 

8. Výsledky  
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9. Diskuze 
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10. Závěr 

I. V rámci teoretické části byla vypracována literární rešerše zaměřená na úlohu ROS 

a RNS v procesu regenerace protoplastů a antioxidační enzymovou ochranu 

rostlin. Teoretická část dále obsahuje informace o Ag+ a Ag-nč a jejich působení  

na rostlinný organismus a poznatky o methylaci a hydroxymethylaci DNA.  
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II. Z experimentální práce vyplývají následující poznatky a závěry: 

1. Na ţivotnost protoplastů má významný vliv stáří rostliny pouţité pro izolaci. 

Pro izolaci mezofylových protoplastů C. sativus jsou vhodné 3 - 4týdenní 

rostliny. Pro izolaci protoplastů B. oleracea jsou vhodné 4 - 8týdenní rostliny.  

2. Při regeneraci buněk z protoplastů dochází zpočátku k poklesu ţivotnosti,  

ale následně v souvislosti s procesem dělení ţivotnost vzrůstá, u C. sativus 

bylo první dělení detekováno od 48 h po izolaci, u B. oleracea od 72 h.  

3. Zapojení POX v regeneračním procesu tvorby buněčné stěny a následného 

dělení buněk potvrzuje několikanásobný nárůst aktivity jiţ od 24 h po izolaci 

protoplastů obou rostlin C. sativus i B. oleracea.  

4. Zvýšená produkce peroxidu vodíku detekovaná sondou H2DCF DA v procesu 

regenerace protoplastů je spojena s procesem dělení protoplastů a intenzivní 

tvorbou buněčné stěny. 

5. APF a HPF jsou selektivní fluorescenční sondy pro detekci hROS a byla 

prokázána jejich zvýšená produkce u C. sativus časně po izolaci protoplastů 

jako reakce na stres.  

6. Detekce produkce NO s vyuţitím dvou fluorescenčních sond DAF-FM DA  

a DAF-2 DA potvrdila cca desetinásobně vyšší citlivost sondy DAF-FM DA. 

7. Zvyšující se produkce NO během regenerace protoplastů u obou 

studovaných organismů C. sativus a B. oleracea poukazuje na moţné 

zapojení NO v procesu regenerace.  

8. Byl detekován významný rozdíl v produkci ROS a NO a zvýšení POX aktivity 

u buněk C. sativus a B. oleracea lišících se schopností plné regenerace 

v časovém intervalu 0 - 72 h po izolaci protoplastů. Je moţné, ţe se vyšší 

nárůst POX aktivity u B. oleracea podílí na schopnosti plné regenerace 

protoplastů (např. tvorba buněčné stěny, regulace hladiny ROS).  

U C. sativus výrazně vyšší produkce ROS a RNS můţe negativně ovlivnit 

regenerační proces (např. v důsledku nitrace a nitrosylace proteinů a lipidů 

apod.). Nastíněné moţnosti je nutné experimentálně ověřit.  

9. Zvýšená produkce NO vlivem Ag-nč stabilizovaných kaseinem 7. den  

po izolaci protoplastů C. sativus koreluje s výrazně zvýšenou ţivotností buněk 

a produkcí ROS. Ovlivnění je způsobeno pravděpodobně kaseinem, jak je 

zřejmé z kontrolních experimentů po aplikaci pouze Ag-nč. Bylo by vhodné 

ověřit vliv samotného kaseinu na schopnost regenerace protoplastů 

s moţností praktického vyuţití (např. modifikace kultivačního media).  
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10. Ag-nč stabilizované ţelatinou a ţelatina samotná působila na ţivotnost buněk 

C. sativus jiţ od 3 h po izolaci negativně. Není vhodné v daných 

experimentech pouţívat takto stabilizované Ag-nč. 

11. Ag+ vykazují toxický vliv na buňky v koncentraci o řád niţší v porovnání  

s Ag-nč. Buňky B. oleracea vykazovaly vyšší citlivost na přítomnost Ag 

v porovnání s C. sativus (Tab. 8). Koncentrace 5 mg/l Ag+ i Ag-nč byla 

neslučitelná s ţivotem protoplastů.  

 

Tab. 8: Shrnutí vlivu Ag+ a Ag-nč na ţivotnost protoplastů. 

Testovaná látka Koncentrace (mg/l) C. sativus B. oleracea 

Ag+ 0,05 0 - 

 0,5 - - 

Ag-nč 0,05 0 0 

 0,5 0 - 

Vliv na ţivotnost: 0 ţádný nebo slabě pozitivní, - negativní.  

 

12. Pro studie vlivu Ag na regeneraci protoplastů (z pohledu ovlivnění ţivotnosti 

buněk) je vhodné pouţít Ag v koncentraci 0,05 mg/l, v případě C. sativus  

i Ag-nč v koncentraci 0,5 mg/l.  

13. Buňky B. oleracea vykazovaly vyšší citlivost na přítomnost askorbátu 

v porovnání s buňkami C. sativus (Tab. 9).  

 

Tab. 9: Shrnutí vlivu askorbátu na ţivotnost protoplastů. 

Testovaná látka Koncentrace (mg/l) C. sativus B. oleracea 

Askorbát 50 + - 

 100 - - 

Vliv na ţivotnost: + pozitivní, - negativní.  

 

14. Orientačně byl detekován vliv testovaných látek Ag+, Ag-nč a askorbátu  

na schopnost tvorby mikrokalusů. Pozitivní vliv byl detekován v případě Ag-nč 

v koncentraci 0,05 mg/l, případně u askorbátu 50 mg/l.  

15. Během regenerace protoplastů byl detekován pokles methylace a naopak 

nárůst hydroxymethylace DNA. 

16. Přídavek Ag, s výjimkou Ag-nč v koncentraci 0,05 mg/l u B. oleracea a 0,05  

a 0,5 mg/l u C. sativus, způsobil intenzivnější pokles methylace DNA 

v průběhu regenerace protoplastů. V přítomnosti Ag v koncentraci 0,5 mg/l 
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nebyl zaznamenán nárůst hydroxymethylace u obou typů protoplastů  

(s výjimkou Ag-nč u C. sativus, kdy byl detekován mírný nárůst) a v případě 

B. oleracea stejný efekt vyvolala i přítomnost askorbátu v mediu v koncentraci 

100 mg/l (Tab. 10). Tyto výsledky potvrzují význam hydroxymethylace  

a methylace DNA v procesu regenerace protoplastů. 

 

Tab. 10: Shrnutí vlivu Ag+, Ag-nč a askorbátu na stav hydroxymethylace  

a methylace DNA u protoplastů.  

Modifikace DNA 
Testovaná 

látka 

Koncentrace 

(mg/l) 
C. sativus B. oleracea 

Hydroxymethylace Ag+ 0,05 0 ↑ 

  0,5 ↓ ↓ 

 Ag-nč 0,05 0 0 

  0,5 ↓ ↓ 

 askorbát 50 0 ↓ 

  100 0 ↓ 

Methylace Ag+ 0,05 0 ↓ 

  0,5 ↓ ↓ 

 Ag-nč 0,05 0 0 

  0,5 ↑ ↓ 

 askorbát 50 ↓ ↓ 

  100 ↓ ↓ 

Vliv: ↑ nárůst změn, 0 ţádná změna, ↓pokles změn. 

 

17. Ag+ v koncentraci 0,5 mg/l významně zvýšily expresi antioxidačních enzymů 

APX, CAT a GPX v čase 24 h po izolaci protoplastů. U Ag-nč bylo toto 

maximum při koncentraci 0,5 mg/l a v čase 48 h. Ag+ a Ag-nč v uvedených 

koncentracích působí na protoplasty toxicky a nárůst exprese antioxidačních 

enzymů je spojen s obrannou reakcí buněk na stres.  

18. Pro následující studie lze doporučit pouţití Ag-nč v koncentraci 0,05 mg/l 

v kultivačním mediu pro pozitivní ovlivnění procesu regenerace protoplastů. 

19. Rozdíl ve schopnosti regenerace rostlin z protoplastů izolovaných 

z mezofylového pletiva B. oleracea a C. sativus můţe být ovlivněn jiţ v první 

fázi regenerace (regenerace buněčné stěny, dělení buněk) a to na úrovni 

produkce ROS (hROS) a RNS a exprese antioxidačních enzymů a jejich 
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aktivity. Rozdíl byl pozorován i na úrovni změn hydroxymethylace  

a methylace DNA.  

 

SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

2,4-D   2,4-dichlorfenoxyoctová kyselina 

2OG-Fe(II)  2-oxoglutarát Fe(II)  

5-caC   5-karboxylcytosin 

5-fC   5-formylcytosin 

5-hmC   5-hydroxymethylcytosin 

5-hmU   5-hydroxymethyluracil 

5-mC   5-methylcytosin 

A   adenin 

APF   aminofenylfluorescein,  

2-[6-(4´-amino)fenoxy-3H-xanten-3-on-9-yl]benzoová kyselina 

Ag   stříbro (myšleno souhrnně stříbrné ionty i nanočástice stříbra) 

Ag-nč   nanočástice stříbra 

Ag-nč+ţelatina nanočástice stříbra stabilizované ţelatinou 

Ag-nč+kasein  nanočástice stříbra stabilizované kaseinem 

APX   askorbátperoxidasa 

ATP   adenosintrifosfát 

B5 medium  Gamborg B5 medium včetně vitamínů 

BAP    benzylaminopurin 

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

C   cytosin 

CAT   katalasa 

CMT3   chromomethyltransferasa 3 

Ct hodnota  prahový cyklus 

CTAB hexadecyltrimethylamoniumbromid, 

cetyltrimethylamoniumbromid 

Cys  cystein 

Cytc cytochrom c 

DAF-2    4,5-diaminofluorescein 

DAF-2 DA   4,5-diaminofluorescein diacetát 

DAF-FM DA  4-amino-5-methylamino-2´,7´-difluorofluorescein diacetát 

DHA   dehydroaskorbát 
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DNA-MTasa  DNA-methyltransferasa 

DNMT   DNA-methyltransferasa 

DRM   methyltransferasy přeměňující domény 

DSBH   dvoušroubovicový beta helix  

EDTA   kyselina ethylendiamintetraoctová 

FDA   fluorescein diacetát 

GAPDH  glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasa 

GDP   guanosindifosfát 

GPX   glutathionperoxidasa 

GTP   guanosintrifosfát 

GR   glutathionreduktasa 

GSH   redukovaný glutathion 

GSSG   oxidovaný glutathion 

H2DCF DA  2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetát 

HPF   hydroxyfenylfluorescein, 

2-[6-(4´-hydroxy)fenoxy-3H-xanten-3-on-9-yl]benzoová kyselina 

hROS   vysoce reaktivní formy kyslíku  

IBA   indolylmáselná kyselina 

J báze   β-D-glukosylhydroxymethyluracil 

JBP1, JBP2  J vazebný protein 1, 2  

L-Arg    L-arginin 

MBD   methyl-CpG-vazebná doména   

MDB   pufr odsolující membránu  

MDHA   monodehydroaskorbát 

MeCP2   methyl-CpG-vazebný protein 2  

MES   2-(N-morfolino)ethansulfonová kyselina 

MET1   methyltransferasa 1 

MS medium  Murashige a Skoog medium 

MTasy   methyltransferasy 

NAA    naftyloctová kyselina 

NAD(P)+  nikotinamid adenin dinukleotid (fosfát) oxidovaný 

NAD(P)H  nikotinamid adenin dinukleotid (fosfát) redukovaný 

Nč   nanočástice 

NLS   jaderné lokalizační sekvence  

NO   oxid dusnatý 

NOS    NOsyntasa 

Pol V   polymerasa V 
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POX   peroxidasa 

RdDM  methylace DNA řízená malými RNA  

RISC RNA indukující komplex umlčení genů  

ROS   reaktivní formy kyslíku  

RNS   reaktivní formy dusíku  

Real-time PCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce  

SMUG1 selektivní monofunkční uracil-DNA-glykosylasa  

SOD   superoxiddismutasa 

T   thymin 

TET   proteiny konvertující 5-mC na 5-hmC 
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