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1. UVOD

Poskozeni je denni soucast zivota rostlin. Jde o jakékoliv zranéni vyvolané d¢ji jako je
zaSlapnuti rostliny ¢lovékem ¢i jinym zvifetem, pokousani listli rostliny herbivorem,
napadeni patogenem ¢i vlivem nevhodného prosttedi. Toto poskozeni vyvolava odchyleni
od ocekavanych fyziologickych podminek Zivota rostlin. Pro toto odchyleni si rostliny
vyvinuly odpovéd’, kterou obecné nazyvame stres. Stres je kaskada reakci slouzici jako
obranny mechanismus k zajiSténi navraceni zpét do normalniho stavu. Mezi par druhti
poskozeni fadime napiiklad mechanické ¢i oxidativni poskozeni. Oxidativni stres je
soubor poskozeni zptisobenych reaktivnimi formy kysliku (ROS) a mtze vést az ke smrti
buiiky/Casti pletiv, kde se vyskytl. Mechanické poSkozeni je zobecnéni terminu zahrnujici
poskozeni rostlin zplisobené pocasim nebo zivocichy/stroji, coz ponechava rostlinu
otevienou k napadeni patogenem.

Reaktivni formy kysliku jsou molekuly obsahujici atom kysliku a jsou zodpovédné za
oxidativni poSkozeni bun¢k. ROS se d¢€li na radikély a neradikaly. Mezi radikély patfi:
hydroxylovy radikal (OH"), superoxidovy aniontovy radikal (O»-") a dals$i. Nejznamé;jsi
neradikélové ROS jsou peroxid vodiku (H20:) a singletni kyslik ('02). V buiice se ROS
podili na lipidové peroxidaci, coz je kaskdda reakci vedouci ke trvalému poskozeni
membrany a mize vést az ke smrti buiiky. Behem lipidové peroxidace dochazi k oxidaci
nenasycenych mastnych kyselin v membranach — a jejich rozkladu na meziprodukty.
Rostliny mohou odbouravat ROS dvéma hlavnimi cesty, a to bud’ enzymaticky nebo
neenzymaticky. Pod enzymatickou drahu spadaji enzymy jako superoxid dismutdza
(SOD), katalasa (CAT), askorbat peroxiddza (APX), glutanin reduktasa (GR), a mnoha
dalSich. Mezi neenzymatickou cestu patii glutathion, fenolické latky, alkaloidy a dalsi.
Tyto cesty zaroven slouZi jako kontrola trovné ROS v rostliné a v pfipadnych navySenych
hodnotach ROS se rostlina dokéze s témito nebezpecnymi molekuly zbavit stejnymi cesty
pfi jejich vzniku.

Tyto antioxidanty vyhledavaji ROS v metabolismu a inhibuji jejich funkce a piipadné
reakce.

Jednim z produktd lipidové peroxidace je malondialdehyd (MDA), coz je hojné
studovand molekula vyuzivana jako marker oxidativniho poSkozeni. Je to mutagenni

molekula, kterd zpisobuje poskozeni DNA/RNA a proteind.



V této bakalaiské praci byl studovan malondialdehyd, jeho vznik pfi mechanickém
poskozeni a korelace mezi koncentraci a casovou zavislosti od poSkozeni. Cilem této
prace bylo polozit a nasledn¢ odpoveédét na otazku, zdali je malondialdehyd vhodny

marker lipidové peroxidace béhem mechanického poskozeni.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Co to je stres?

Rostliny jsou sedimentdrni organismy, které jsou pln€ zavislé na svém prostiedi, aby
obdrzely vSechny potiebné ziviny k Zivotu. Bud’ rostliny tyto Ziviny pfimo pfijimaji
v pivodni form¢ anebo jsou schopny si je pieménit. At uz se jedna o vodu, riizné mineraly
anebo svétlo, rostliny nedokazi ptezit v nevhodném prostfedi s nedostatkem Zivin.
V ptirod¢ pravidelné dochdzi ke zméndm podminek a rostlina ¢asto postrada ne¢kterou
zivinu. Proto doslo k tvorbé ochrannych mechanismii u rostlin. Rostliny neceli jenom
nedostatku nutnych zivin a molekul kjejich zivotu, celi zaroven i vlivu rostlin,
nejobvykleji ve form¢ parazitli, a i vlivu zivo€ichii. At uz jde o rizné bylozravce nebo
¢lovéka anebo pocasi, poskozeni a z toho plynouci stres je normalni soucasti zivota
rostlin. Takové odchylky od o¢ekévanych fyziologickych podminek rostlin vyvolavaji u
rostlin metabolické reakce. Tyto reakce a nasledné celkova odpovéd’ u rostlin se nazyva
stres rostlin. Podminky vyvolavajici stres jsou nazyvany stresory. A tyto stresory mtizeme
obecné¢ oznacovat jako biotické a abiotické. Biotické stresory, jak
bylo naznaceno, jsou ty stresory biologick¢ho puvodu jako jsou bylozravcei, rizni
parazité, ale 1 jiné rostliny. Stresory abiotického plivodu jsou naopak ty, které vznikly
mechanickymi nebo chemickymi vlivy. Od poskozeni rostliny zaSlapnutim ¢lovékem ¢i
jinym Zivym tvorem, po nedostatek nutnych Zivin a mineralti nebo naopak nadbytek
nekterych latek. Zde mizeme zatadit 1 vlivy pocasi jako sucho, mraz ¢i zaplavy.
,»Mnoho autorli vyuziva termin ,,stres rostlin® ve velmi uzkém smyslu, protoze
si pfedstavujeme definici jako ustanoveni jednoho konceptu. Ve skute¢nosti je rostlinny
stres mnohem slozit&jsi nez si myslime. Existuje veliké mnozstvi stresori s rliznymi
modely funkce a pivodu, které kromé velice specifickych efektti, podobné anebo stejné

odpovédi rostliny.“ (Lichtenthaler H. K., 1998).
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2. 2 Metabolické procesy pri stresu

Odpoveéd’ na stres je slozita reakce o nékolik krokii od rozpoznani stresoru po jeho
eliminaci a nasledné regeneraci rostliny. Odpovéd miizeme rozdé€lit na pocatecni fazi,
kdy vrostlingé dochézi ke zpomaleni metabolickych procesti jako je regenerace
rostlinnych pletiv, fotosyntéza a mnoha dalsi procest vyzadujici energii. Po zpomaleni
metabolismu se rostlina pomalu adaptuje a zahajuje samotnou reakci na stresor. Tento typ
reakce je zavisly na typu stresoru, ktery reakci vyvolal. Pocatecnim krokem adaptacni
faze je tedy rozpoznani stresoru, ktery na rostlinu plsobi. V rostliné zacind tvorba
reaktantli, oxidantii a ostatnich pomocnych molekul, které plni fadu funkci. Od produkce
molekul, které predavaji signal o poskozeni rostliny po molekuly, které se maji zdroje
stresu zbavit. Jednou z téchto molekul jsou takzvané antioxidanty, jejiz hlavnim cilem je
zbavit se pro rostlinu toxickych a nebezpecnych latek. Za predpokladu, Ze rostlina
se dokaze vyporadat se stresem, rostlina obnovuje svoji regeneracni schopnost a obnovuji
se puvodni funkce. ,,M¢li bychom si pamatovat, Ze vystaveni stresu neni vzacné, praveé
naopak. Rostliny se se stresem vyrovnavaji denné kviili Sirokému spektru stresort. Tedy,
stres a rizné zatéze jsou denni udalosti v zivote rostliny. A pravé kvili témto faktoriim

musime piedpokladat, Ze rostlina se se stresem naucila zit.” (Lichtenthaler H. K., 1998).
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3. Mechanické poskozeni
Mechanické poskozeni je dalSim z mnoha faktorti ovliviujici, pfipadné az ohrozujici
rostliny. Rostliny si tedy musely taktéz vyvinout mechanismus odpovédi na tento typ
strestu. Pod timto pojmem si mizeme piedstavit jakékoliv zranéni, které bylo zptisobeno
prytu rostliny. Pfesna definice mechanického poskozeni se béhem nékolik desetileti
studia rostlin nékolikrat vyvinula. V minulém stoleti existovala pfedstava, ze mechanické
poskozeni je Skoda zplisobena sementim rostlin bud’ béhem ristu nebo pfi zachazeni
s nimi, v dnesni dobé je uz vSeobecné uznavana rozsifenéjsi definice. Do této nové
definice jiz fadime poskozeni vyvolané ztratou integrity organu rostliny. Pod timto si
muzeme predstavit napadeni rostliny patogenem, hmyzem ¢i herbivorem. Zaroven zde i
fadime Skodu zplsobenou zivly ¢i nedostatkem Zivin. Pti
vzniku takového poskozeni se rostlina snazi integritu znova obnovit, a to z toho divodu,
ze takové rany ji ponechévaji nachylnou moznym infekcim ¢i dal$im randm. Rostlina se
brani dvéma hlavnima cestami: fyzickou a chemickou. Fyzick4 cesta zahrnuje tvorbu
metabolitli, které slouzi jako ochranné vrstva v takovychto ptipadech poskozeni. Pod
témito metabolity si miizeme piedstavit vosky ¢i chemické molekuly chranici pted infekci
jako jsou fytoalexiny. Rostlinné vosky tvofi tenkou vrstvu na povrchu rostlin a chrani
ptfed dalSim poSkozeni anebo infekcemi/patogeny. Hlavni slozky rostlinnych vosk jsou
tvofeny procesem kondenzace a naslednim prodluZovanim. Pfi tomto procesu primer této
reakce doseda na dlouhé acylové fetézce a pridava reakéni skupiny od acetyl-CoA s
jednotkami od malonyl-CoA. Vznikajici fetézce dosahuji az tficeti uhlikd. Takto
vznikajici vosky jsou tvofeny z mastnych kyselin, aldehydt, alkant, alkoholi ¢i ketond.
Chemicka cesta zahrnuje reakci na mechanické poSkozeni pfes mnohé signalni
drahy. Mohou reagovat pies rtizné molekuly jako hormony nebo ionty, kdy hlavnimi
signalnimi ionty jsou Ca*" a H* (Savatin D. V., et al., 2014; Nurnberger T., et al., 2004;
Mithofer A., et al., 2005). Mezi signalni hormony mizeme zatadit kyselinu abscisovou
nebo jasminovou ¢i rostlinné estrogeny. Dale mohou rostliny reagovat i pies jiné cesty, a
to bud’; elektrickymi signdly anebo mitogen aktivované proteinové kindzami, tak zvané
MAPK. MAPK spoustéji kaskadu reakci né€kolika dalSich MAPK, které se postupné
aktivuji pfes receptory a elektrické signaly vzbuzuji vzruch v rostliné. U rostlin je
elektricka signalizace poSkozeni jesté stale zkoumana (Savatin D. V., et al., 2014). Znamé

zpusoby signalizace ptes elektrické signaly jsou ionty, protonové pumpy, NAPDH
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oxidazy ¢i exprese specifickych genli. Mezi takové geny fadime geny kodujici
glutamatové receptory. ,,K identifikaci dalSich geni, které jsou zédkladem elektrickych
aktivit v rostlindch, je zapotiebi zna¢né¢ho pokroku ve vyzkumu. Ten dosud nebyl
piimocary. Nékteré geny zapojené do dalkové elektrické signalizace mohou byt nezbytné
pro funkci floému nebo xylému: jejich role mize byt tfeba studovat u hypomorfnich
mutanti. Molekularni mechanismy, které pfevadéji zmény membranového potencidlu
reakce na ranu do modulace koncentraci hormontl, nejsou znamy a tyto chybéjici clanky

je tteba identifikovat.“ (Farmer E. E. et al.,2020).

Chemické odpovédi rostliny mizeme déle rozdélit dle toho, jestli jsou tyto

signaly v blizkém prostiedi poSkozeni nebo se nesou déle od mista poSkozeni.
Za prvotni rozpoznani poSkozeni slouZzi bud’ jiz zmiflované elektrické signaly (Savatin D.
V., et al., 2014) anebo molekuly nazyvan¢ DAMPs, danger associated molecular patterns.
Tyto riiznorodé molekuly obstardvaji dalezitou roli nejen v signalizaci, ale taktéz
v néslednych opravach béhem této reakce. Pod timto pojmem si mlzeme predstavit
molekuly jako ATP, MAPK, peptidy, eDNA, NAD" a mnoho dalSich. DAMP piisobi tak,
ze dosednou na ptihodné receptory a tim, tak zptsobi kaskddu reakci, ktera vede
k signalizaci poskozeni a rostlina tak miize vhodn¢ odpovédét syntézou nebo premisténim
vhodnych molekul na mist& vzniklého poskozeni.

ODbeé tyto cesty, jak fyzicka ¢i chemicka, zplisobuji aktivaci genové exprese. Tuto
genovou expresi, a ndlezici geny, studoval Reymond a jeho tym ve snaze se 1épe
porozumét genové expresy poskozeni, jaké geny se zapojuji a jestli je rozdil expresy mezi
mechanickym poSkozenim a tim vytvofeného hmyzem na rostlin€ 4. thaliana. Jenom pér
gent, které pozorovali byly touch geny, mitogen aktivované geny, LOX, COI a AOS.
Jejich prvni experiment spocival v pozorovani genové exprese genll v riznych ¢asovych
usecich, kdy napozorovali, ze rozdily v ¢asové expresi studovanych genti byly minimalni.
Dosli k zavéru, Ze expresované geny musi patiit do stejné rodiny (Reymond et al., 2000).
Reymond et al. zaroven poznamenali, ze primér mezi AOS a LOX naznacoval aktivaci
genu JR3 a syntézu jeho produktl jako kyselina jasmonova. K provéreni této myslenky
vyuzili mutantni postradajici gen JR3 a znova provedli ¢asové méieni po provedeni
poskozeni. Béhem méfteni zjistili patrny rozdil v genové expresi mezi mutanty a WT a

prohlésili rozdéleni dvou zékladnich tfid genti odpovidajici na mechanické poskozeni. A
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to skupina COI1 zavislych geni a druha skupina gend zavislych na signalizaci kyseliny

jasmonoveé.
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4. Oxidativni stres a vznikajici molekuly

Oxidativni stres je jeden z mnoha strest, kterym si rostlina prochazi. Z chemického
pohledu jde o nerovnovahu mezi antioxidanty a ROS v metabolismu rostliny. Je zaroven
definovany tvorbou specidlnich molekul na odpovéd. Dvé z mnoha =z téchto
odpovidajicich molekul jsou jiz zminéné antioxidanty a ROS.

Radikély jsou molekuly, které obsahujici aspon jeden nesparovany valen¢ni
elektron ve svém obale. Tyto valen¢ni elektrony mohou reagovat s molekuly, se kterymi
dosly do kontaktu. Z tohoto divodu velice rychle reaguji s t¢émi molekuly za vzniku
novych latek. Radikaly jsou proto velice reaktivni molekuly. Samotné radikély vznikaji
rozkladem vétSich molekul za rozpadu existujicich kovalentnich vazeb. Vznikajici
molekuly z tohoto rozpadu maji volné valen¢ni elektrony a velice jednoduse se z nich
stavaji radikaly. Dal§i metoda vzniku radikald je redukce molekul s jednim elektronem
ve valenéni vrstvé za piredpokladu, Ze se v blizkosti reakéniho mista jiz nachazi radikal.

Radikaly ROS vznikaji pfes dvou typl reakci, kdy jedna reakce je pienos
elektronu mezi molekuly anebo reakci, kde dochazi k pfenosu excita¢ni reakce. ROS
mohou zpisobit poskozeni v bunice anebo mohou naopak pomoc. Jedna z nejznaméjsich
reakci ROS z pohledu oxidativniho poskozeni a stresu je reakce lipidové peroxidace, dale
v kapitole 4.

Antioxidanty jsou hlavni obranné molekuly v pifipad€ zvySeni koncentrace
volnych radikal a nasledné i vznikajici oxidaci. V bunice se vyskytuji ve forme substratu
a pasobi tak, ze zachycuji volné radikaly vznikajici jako meziprodukty oxidaénich fetézcti
a metabolismu, a tak zpomaluji oxida¢ni reakce. Dale plsobi jako redukéni €inidla.
Antioxidanty jsou dulezitou soucasti rostlinného metabolismu a jsou vSudyptitomné.
V rostlin€ se vyskytuji v mnoha forméch, od enzymi jako jsou superoxido dismutazy ¢i
po volné chemické molekuly jako jsou ROS. Maji totiz 1 jiné funkce nez Cisté

antioxidac¢ni.
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4. 1 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou vysoce toxické, nebezpecné a nevyhnutelné meziprodukty
vznikajici v rostlinach béhem riiznych oxidativnich metabolickych drah jako je bunécné
dychani, oxidativni vzplanuti, fotosyntéza a mnoha dalSich drah. Jsou zaroven ale i
tvofeny pii oxidativnim stresu rostlin, kdy jejich mnozstvi muze piekrocit bezpe¢nou
hranici a mohou zpusobit posSkozeni bunice a nasledné dané rostliné. ROS jsou molekuly
vznikajici v buitkach v misté vysokého vyskytu kysliku. Mezi zdkladni kameny vzniku
téchto molekul mizeme ptifadit vodu, kyslik a H2O2 (Choudhury F. K., ef al., 2016). Od
téchto molekul se odrazi kaskada reakci vedouci ke vzniku dal§ich ROS. I piesto, ze ROS
jsou pro buiiku nebezpecné, pak se ukazalo, Ze maji 1 jiné funkce (Choudhury F. K., et
al., 2016).

»ROS hraji klicovou roli v rostlinné obran¢ proti patogenim. Béhem této
metabolické odpovédi, ROS jsou produkovany rostlinnymi buiiky za pomoci urychlené
enzymatické aktivity plazmaticky navdzanych NADPH-oxidés, sténou navéazanych
peroxiddz a amino oxiddz v apoplastu. Za idedlnich podminek miize byt tvofeno az pM
H>0, bud’ piimo nebo enzymatickou aktivitou...Na rozdil od superoxidového
aniontového radikalu, peroxid vodiki mize vstoupit do buiiky a aktivovat mnoho obran,
jako je napiiklad apoptoza.© (Apel K., Hirt H., 2004).

Péar z Casto zminovanych drah vzniku ROS jsou naptiklad oxidativni vzplanuti a
lipidovd peroxidace a mnoho dalSich drdh. Lipidova peroxidace je déle probrana
v kapitole 5.

ROS jsou tvofeny riznymi mechanismy. Jednim z prvnich je redukce vzdusného
kysliku coz vede ke vzniku O»-;

O+e — Oy

Za spravnych podminek takto tvofeny radikdl odevzdava ziskany elektron druhé
molekule O»-- a nésledn¢ z toho radikalu, ktery odevzdal elektron, vznika H>O».
Superoxidové aniontové radikaly jsou neustale produkovany béhem fotosyntézy a byvaji
prvni druh ROS, ktery vznika béhem oxidativniho stresu.

Hydroperoxylovy radikal se v bunice vyskytuje ve stejném poméru s O»-- pokud
vyskytujici se pH je kyselé, pak probihajici formace a reakce vypadé néjak nasledovné:

O, +H,O=HO,+0OH"
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Hydroxylovy radikal vzniké excitaci OH iontd nebo vody, kdy OH odevzdavaji elektron
a pozustava radikal.
HO - OH' +H" + e
OH — OH' +e”

RO je formovan zlomem vazby mezi dvéma uhliky. H>O> vznikd nékolika zpiisoby.
Miuze to byt praci enzymua ¢i jako produkt elektronového transportu probihajiciho
v mitochondriich a chloroplastech.

0,-' a '0; jsou jediné ROS nevznikajici elektronovym transportem. Naopak vznikaji
béhem fotosyntézy. Vznik 'O, nastava, kdyz je prechod chlorofylu do tripletniho stavu
doprovazen piebytkem energie. Tento chlorofyl reaguje s volnym kyslikem za vzniku
10y;

Chlorofyl — excitovany chlorofyl* + 0, — 'O

O2-+ avSak nevznikd jenom pies excitovany chlorofyl. MlZe vzniknout i1 pfes reakci
tvorby peroxidu vodiku za aktivity myeloperoxidazy:
H>O02+ CI'— CIO" + H20
H>0,+ ClIO"— 02+ H20 + CI

Dalsi zplsob vzniku je pies Haber-Weissovu reakci za vyuZziti Oz-'. Haber-Weissova
reakce je dale probrana v kapitole 4. 1. 2;
Oz~ + H202 — '02+OH- + OH

Peroxid vodiku je nejdéle Zijici ROS s nejvétsim poloCasu eliminace a je tvofen v
mitochondriich. ,,Peroxid vodiku hraje dvoji roli v rostlinné bunce. V nizsich
koncentracich funguje jako signalni molekula zahrnuta v zahajeni signalizace odpovédi
na rizné biotické a abiotické stresy. Naopak za vysSich koncentraci peroxid vodika vede
k apoptdze buiice. Déle se ukézalo, Ze peroxid vodiku je klicovym reguldtorem mnoha
metabolickych procesti jako jsou senescence, fotorespirace, fotosyntéza a bunécny cyklus
(Gill S. S., Tuteja N., 2010).

Organely, kde se ROS nejcastéji nachazi jsou ty, kde dochazi k elektronovému

transportu anebo fotosyntéze. Tyto organely jsou tedy chloroplasty, mitochondrie a
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peroxisomy. Tyto metabolické drahy, oxidativni a elektronové transporty, jsou velice
ucinné diky vyskytu vzdusného kysliku, ktery sice sdm o sobé neni reaktivni, ale velice
dobie funguje jako akceptor elektronu, ktery mize vést ke vzniku ROS. Mitochondrie
nejsou jenom tvircem ROS, je zaroveii i cilovou destinaci téchto ROS. Predpoklada se,
ze tato tendence shromazd’ovat ROS pochézi z toho, ze mitochondrie dokdzi manipulovat
s buné¢nou energii a diky této vlastnosti dokazi mitochondrie ROS degradovat a udrzovat
na stalé a bezpeéné urovni. Chloroplasty a peroxisomy jsou mista produkce 'O..

Spolecna vlastnost vSech ROS je zptisobeni oxidativniho poskozeni proteinti,
lipidi, sacharidli a samotné DNA/RNA, coz mize vést k oxidativnimu poSkozeni rostliny
anasledné az ke smrti buiikky. ROS utoci hlavné na nenasycené mastné kyseliny s dvojnou
vazbou mezi uhliky. Toto vede k lipidové peroxidaci, kterd je vice popsand v kapitole 5.
Tohle ma za nasledek rozpad napadané nenasycené mastné kyseliny s poskozeni
bunécnych membran. Zaroven musi byt zminéna i jejich schopnost ptisobit jako signalni
molekula.

»Zatimco nékteré rostliny maji mechanismy, jak se zvySenymi Grovnémi ROS
bojovat béhem abiotického stresu, v jinych ptipadech to vypadd, Ze rostliny schvalné
generuji ROS jako signalni molekuly pro kontrolu mnoha metabolickych drah jako
obrana proti patogeniim, apoptdza a mnoha dalsi.*“ (Apel K., Hirt H., 2004). Pfesna funkce
ROS neni zndmé na sto procent, 1 kdyZ mame vcelku jasnou pfedstavu ohledné jejich
pusobeni v rostlinné burice, tak se dodnes provadi experimenty, jestli by ROS nemohli

byt pouziti jako signdlni molekuly pro studium stresu.
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4. 1.1 Fentonova reakce
Fentonova reakce je jedna z moznych reakci vznikit ROS. Obecné feceno, je to redukce
peroxidu vodiku v pfitomnosti pfechodnych kovovych iont za vzniku OH* a OH iontu.
Ptechodné kovy jsou vSudypiitomné v bunice, kde obstardvaji transport elektronti mezi
bunéénymi organely/ostatnimi bunky. Jejich koncentrace je hlidana tak zvanymi
metalloenzymy, které piipadné volné kovové ionty zachycuji. V piipad¢, ze tyto enzymy
nejsou schopné zachytit kovovy iont, pak mtize dojit k Fentove reakci.
Mechanismu Fentovy reakce je nékolik, ale v nejzékladnéjsi a nejjednodussi formée jde o
reakci radikali s pfechodnymi kovy. Jenom par moznych pribéhu této reakce jsou
nasledovné;

Fe + 0y — Fe + 0,

Fe! + H0; — Fe™ + OH + OH™
‘OH + H,0,—HO>" + H20
‘OH + -OH—H20:

Jeden ze zpiisobii prib¢hu Fentovy reakce je ten, kdy H>O: oxiduje ionty kovu, tyto
kationty kovi jsou nasledn¢ zpét redukovany pomoci dal$i molekuly peroxidu vodiku za
vzniku LOO" a volného protonu (Ayala A., et al., 2014). Dvé molekuly peroxidu vodiku,
které se zapojili do pfedchozich kroki reakce, poté tvoii OH a LOO";
Fe! + H,0; — Fe™ + HO- + OH~
Fe™ + H,0, — Fe™ + HOO: + H"
2 HO; — HO" + HOO" + H,O

Hydroxylové radikaly jsou vysoce reaktivni formy ROS, které vznikaji pravé béhem
Fentonovy reakce. Bunku ohrozuji svoji reaktivitou a tendenci interagovat s DNA, RNA
a lipidy. V ptipadé nukleovych kyselin, ROS zpisobuji zlom ve fosfo-cukratové pateti
tim, ze zptsobuji rozklad vazeb. ROS podobné rozkladaji vazby i v lipidech, hlavné téch
nenasycenych.

Dalsi mozné prubéhy Fentovy reakce jsou s ligandy, kde reaguje volny
pfechodny kov s peroxidem vodiku za vzniku oxidovaného stavu kovu s potrad

navazanym ligandem spolu s OH' a volnym OH, ktera ihned reaguje.

20



V lipidovém prostiedi dochazi u Fentové reakce s reakci kovi s lipidovymi peroxidy,
kde je tvoten RO" s hydroxylovou skupinou a kov v oxidovaném stavu;

ROOH + Fe — RO + ‘OH + Fe™

4. 1. 2 Haber-Weissova reakce

Haber-Weissova reakce je reakce spojena s Fentovou reakci, kdy obé dvé probihaji
v ptitomnosti prechodnych kovovych iontii. Tam, kde Fentonova reakce vyobrazuje
reakce prechodnych kovovych iontil s peroxidem vodiku, tak Haber-Weissova reakce
popisuje reakci Oz- s H2O». Prvni zminky o Haber-Weissovy reakce pochézi z toku 1934,
kdy dva némecti védci — Fritz Haber a Joseph Joshua Weiss — popsali vznikajici OH" po
reakci peroxidu vodiku s Oz-.

Prvni krok Haber-Weissovy reakce je reakce O-' s pfechodnym kovovym
iontem, kdy je kovovy iont redukovan na stabilni stav a ze O»-* se stava stabilni molekula
kysliku (Ayala A., et al., 2014)..

2+ Fe 4 Fe + O,

Fe™ + H,0,—Fe™ + OH™ + OH"

Nasleduje samotna Fentova reakce;

Fe™ + H,0, — Fe™ + HO™ + HO"

V druhém kroku této kaskady vznikajici kovovy iont reaguje s pfitomnym
peroxidem vodiku za oxidace kovového iontu, ktery se navracuje do ptivodniho stavu
pted zahdjenim Haber-Weissové reakce. Zaroven vznika OH- a volny OH. Hydroxylovy
radikal je slabsi kyselina, ktera mize ztratit svlij proton za vzniku Oz-* a uvolnéni vodiku;

HO- + H202 — H20 + O + HY
Oz~ + H" + H202 — Oz + HO™ + H20

Samotna reakce je ukoncena reakci Zelezitého iontu s OH';

Fe® + HO,* — Fe™ + HO»
Fe!™ + HOy'— Fe®™ + H,0 + H

21



V ptipad€ vhodnych podminek, jako je dostatek kovovych iont a substrati, pak
Haber-Weissova reakce — spole¢né s Fentovou reakci — mohou probihat tak dlouho,
dokud nejsou volné substraty vyuzity. Jelikoz konecnym produktem reakce jsou ROS,
které¢ mohou byt velice nebezpecné pro bunku v ptipad¢ vyssich koncentraci, je nutné
tuto reakci kompletné zastaven ¢i omezit jeji prub&h na velice malé mnozstvi. Bunka
kontroluje prubéh Haber-Weissovy reakce stejn¢ jako prubeh samotné Fentovy reakce, a

to pfes metalloenzymy, jak bylo naznaceno v kapitole 3. 1. 1.
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4. 2 Antioxida¢ni systémy

4. 2. 1 Superoxid dismutaza

Superoxid dismutazy, SOD, jsou rodina metalloenzymt, které katalyzuji reakci preménu
0;-' a preménuji jej na H2O» (Gill S., et al., 2010). H2O» je pro buitku nebezpecny ve
veétsim mnozstvi, a proto SOD casto spolupracuji v kombinaci s jinymi enzymy jako
kataldzy nebo peroxidazy (Stephenie S. ef al., 2020).

Pti dalsi reakei O»-" je jeden Oz oxidovan zpét na obycejnou molekulu kysliku a
druhy O» je redukovan na H,O». Tento H>O» je pfemistén do peroxizomu, kde se ho bunka
zbavuje (Gill S., et al., 2010).

20 +2H — H0,+ 0,

SOD jsou povazovany za jednu z nejlepSich obran rostlin proti ROS z nékolika diivodi.
Prvni divod je jejich schopnost rychlé reakce, kdy patii za jednu z prvnich aktivnich
obrannych latek ve stresové reakei (Gill S., et al., 2010).

Dalsi divod, pro¢ jsou SOD tak ucinny obranny mechanismus je ten, Ze se
vyskytuji nejen ve tiech zndmych formach, délené podle typu kofaktoru, ale i ten fakt, ze
soucasn¢ se vyskytuji v téch bunéénych organelach, kde je nejvétsi pravdépodobnost
vyskytu ROS a oxidativniho stresu jako jsou cytoplazma, prostor mitochondrii a
extracelularni prostor (Stephenie S. et al., 2020). Jsou tedy vSudypiitomné a v ptipadé

stresu mohou ihned reagovat.

4. 2. 2 Katalazy

Katalazy, CAT, jsou enzymy nachazejici se v peroxizomech rostlinnych bunék, kde
katalyzuji degradaci H2Oz na vodu a kyslik. Oz- je za SOD pfeménén na H2O», ktery je
nasledné odchycen a v peroxizomé degradovan na vodu a kyslik (Gill S., et al., 2010).;

0Oz- — H,02 — H,O

Peroxid vodiku je b&zny meziprodukt mnoha metabolickych drah. Peroxizomy jsou
organely, kde probiha fotorespirace a fixace dusiku (Gill S., ef al., 2010). Zaroven zde
probihaji 1 jiné metabolické drahy, kde H,O, je meziprodukt, a proto je nutné se s nim

spolehlivé vypofadat a pfipadné nutnosti i rychle eliminovat.
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4. 2. 3 Kyselina askorbova neboli askorbat

Kyselina askorbova je multifunkéni antioxidant nachazejici se v nejvétSim zastoupeni
v chloroplastech, dale v bunééné membrané a jinych organelach bunky. Zaroven plsobi
jako kofaktor riznych enzymu. Hraje roli v reakci na oxidativni stres a soucasn¢ taktéz
ovlivituje ristovy cyklus a reguluje fotosyntézu (Gill S., et al., 2010).

Ve své molekule obsahuje dvé hydroxylové skupiny. Za idealnich podminek —
coz znamena v redukované form¢é — se nejCastéji vyskytuje ve form¢ AscH, kterad
nejcasteji funguje jako elektron donorovy antioxidant tvofici stabilni askorbovy radikal,
kterého je rostlina se schopna bezpeéné zbavit. Kyselina askorbova degraduje OH", O»-
a !0, (Gill S., et al., 2010). Jeji hlavni funkce v obranné reakci naleZi v obrané membran
pfed oxidaci. Bunécné membrany chrani béhem fotosyntézy, kdy reaguje s askorbat
peroxidazou k regulaci a piipadné redukci oxidacniho stavu elektronovych transportéru
(Smirnoft N, et al., 2000). Timto redukuje excitacni stavy a brani tvorbé O.".

Askorbat je jedna z dalSich forem kyseliny askorbové nachézejici se ve vyssich
rostlindch a fasach, pracujicich ve dvou stupiiovych reakei. Vyuziva H.O2 nachéazejiciho
se ve vodnich metabolickych drah rostlin. Taktéz zaroven vyuzivad koenzymu A jako
substratu pro cyklus koenzymu A/glutathionu, kdy koenzym A piisobi jako elektronovy
donor béhem fotosyntézy (Noctor G, ef al., 1998). Vyskytuje se ve stromatu chloroplastli
a bunécném cytosolu. Jeho afinita k H>O; je jeSté vyssi nez u katalaz.

Askorbat je zapojen do reakci vSech druhu stresti, ale je nejvice pozorovany u
sucha a pfevodnéni rostliny. ,,U rostlin se askorbat dok4ze akumulovat do koncentraci do
hodnot mM u obou fotosyntetizujicich a nesyntetizujicich tkani. Takto pfesahuje
koncentraci ostatnich antioxidant. Listy takto Casto obsahuji vice askorbatu nez
chlorofylu, kdyz askorat zastupuje az 10 % vSech vyskytujicich se karbohydratu... Je
jasné, Ze askorbat je hlavni antioxidant reagujici pfimo s hydroxylovymi radikaly,

superoxidy a singletnim kyslikem.* (Foyer, G.; 1998).

4. 2. 4 Glutathion

Glutathion, GSH, je hlavni tripeptidicky antioxidant thiold. Nachazi se v cytosolu a
chloroplastech, kde byva soucasné i tvofen, a v jadie a mitochondri, do kterych je
transportovan. Hlavni funkce GSH je pusobit jako kofaktor dalSich enzymu a zajisténi

jejich funkce (Gill S., et al., 2010). Reakci, do kterych takto vstupuje, je Siroka fada. Jen
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mezi par vybranych patii glutathion oxiddsa, glutathion peroxiddza, glutathion
transferaza.

2 GSH + R202 — GSSG + 2 ROH

GSH detoxikuje H20; a lipidovy peroxid. Dale piimo reaguje s OH" a 'O».
GSH + H,02 — [GSH-H202] — GSSG + 2 H,O

Soucasné ovliviiuje a soucasné i1 zvysuje hladinu kyseliny askorbové a vitaminu E. Bylo
pozorovano, ze GSH oddaluje apoptézu bunék a jeho nizké hladiny vedou k zastaveni
proliferaci bunek.

Glutathion reduktasa je dulezity enzym kvuli jeho katalyzaci reakci pfevodu
glutathion disulfid na glutathion za vyuZiti FAD"a NADPH jako donor vodiku (Gill S.,
et al., 2010). Byla nalezen v obou prokaryotickych a eukaryotickych bunék. Plsobi jako
dodavatel redukované formy glutathionu. Pouze v jeho redukované formé piisobi jako
antioxidant.

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP*
2GSH + R(OOH)COOH — GSSG + R(OH)COOH

4. 2. 5 Fenolické latky

Fenolické molekuly jsou velice dilezit¢é metabolick¢é molekuly pro rostlinu, které
obstaravaji spravnou funkci metabolickych procest jako je bunééné déleni, fotosyntéza,
regulace hormontl a enzymil a mnoha dal$i. Z chemického pohledu se jedna o molekuly
obsahujici aromaticky kruh — nej¢astéji benzen — s hydroxylovou skupinou.

Pokud se rostlina vyskytuje ve stresové situaci, pak zacina zvySovat produkci
fenolickych latek. Béhem stresu fenoly pfebiraji funkci antioxidantfi. Rostlina produkuje
fenolické latky pies metabolizaci fosfat pentdsy a kyseliny Sikimikové. ,,Nedavno,
fenolické latky byly oznaceny jako mocné antioxidanty in vitro a prokazaly se byt silngjsi
nez vitaminy C a E nebo karotenoidy.... Bylo pozorovéno, ze antioxida¢ni schopnosti
fenolickych latek mohou byt kontrolovany pomoci naslednych tfi mechanism: Prvnim
mechanismem je vyhledavani radikalnich molekul vznikajicich ROS, za druhé dochazi k
umlcovani ROS formace pfes zastaveni zapojenych enzymi, 3. ochrany antioxidanti...*

(Dai I., et al., 2010).
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V metabolismu bunky fenolické latky pisobi jako akceptofi radikdlnich
molekul. Jejich hlavni vyznam ale spociva je v jejich schopnosti rozbijet vazby. Vazby
dokazi rozbit tim, Zze dodavaji vodik do molekuly latky, se kterou reaguji (Dai J., et al.,
2010). Takto vznikajici fenolické meziprodukty jsou velice stabilni a malo reak¢ni.
Reakeéni vodikovy atom pochazi z fenolické hydroxylové skupiny. Aromatickd skupina

fenolickych latku zarucuje jejich stabilitu i po odevzdani vodiku.
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S Lipidy a lipidova peroxidace

Lipidy jsou dilezitou a stdlou soucasti vSech bunck, ve kterych zastavaji tadu
vyznamnych funkci. Jedna z té€chto funkci je stavba bunééné membrany, kde ptsobi jako
stavebni kdmen. Dalsi funkce lipidu v buiikéch je skladovani energie, transportni funkce
a bunécna signalizace.

Je vSeobecné pfijimano, ze vétsi koncentrace ROS, a zaroven 1 jejich delsi
expozice v buiice, zpusobuje poskozeni bunécnym organelam a miize vést az ke smrti
samotné buiice a ptipadné celé rostliny. Jeden z mnoha zplsobi, jak oxidativni poSkozeni
vede ke smrti je oxidace lipidl, coz spousti kaskddu reakci, kde v zavéru dochazi
k poSkozeni lipidovych vazeb tvofici bunéfnou membrénu, rozkladu napadané
membrany a nasledné smrti buniky (Ayala A., ef al., 2014). Jednou z takovych reakei je
proces takzvané lipidové peroxidace.

Lipidova peroxidace je zjednodusené feceno proces, kde volné¢ nachézejici se
radikdly v rostlinné bufice nebo navezené na jiné molekuly, poSkozuji lipidy nebo
molekuly obsahujici lipidy. Je to kaskéda reaket, ktera vede k tvorbé lipidovych peroxida,
coz jsou molekuly obohacené o kyslikové vazby. Hlavnim substratem lipidové
peroxidace jsou lipidy obsahujici dvojnou uhlikovou vazbu, pievazné nenasycené mastné
kyseliny. Par ptikladi zasazenych nenasycenych kyselin je kyselina arachidonova,
kyselina dokosahexaenova a eikasopenteonovad. Toto jsou lipidy vyskytujici se
v membranach rostlinné builky a jsou zodpovédéné za jejich permeabilitu a stabilitu.
Lipidova peroxidace nezasahuje nejen jen nenasycené lipidy membran, ale zasahuje
taktéZ 1 fosfolipidy, glykolipidy, ale i steroidy. Nejcastéj$i molekuly, které zpusobuji
lipidovou peroxidaci a jeji poskozeni jsou ROS, jmenovité hlavné !0, s OH: (Ayala A.,
etal., 2014).

Naznacené nenasycené mastné kyseliny s dvéma a vice dvojnasobnymi vazbami
pusobici jako substraty mizeme déle fadit podle zplsobu, jak jsou déale redukovany
(Ayala A., et al., 2014). Mazou byt redukovany enzymaticky, kdy hlavni rodina enzymu
fidici tuto reakci jsou oxygenazy. Takto vznikajici produkty jsou razné derivaty
cytochromu P. Druhym zpisobem, kterym mohou byt degradovany je neenzymaticka
cesta. Neenzymatickd drdha vede naopak ke vzniku aldehydickou produkti, jako je

napiiklad malondialdehyl a 4-hydroxynonenal. Neenzymatickd cesta vede ke vzniku
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antioxidacéni systémy.

Lipidova peroxidace probiha ve tfech fazich (Ayala A., et al., 2014). V prvni fazi
dochazi k reakci volnych radikalt s lipidem, LH, v membrané za vznikem lipidového
radikalu L-. ROS ptisobi jako redukéni €inidlo a odebiraji volny elektron z lipidu. Tento
radikal dale reaguje s volnym kyslikem za vzniku lipidovéhydroxylového radikdlu LOO-
(Ayala A., et al., 2014). Jiny zpiisob prabehu reakce je reakce radikalu s volnym kyslikem
za vzniku Oy . Vznikajici O»-" je preménovan na H,O; za vyuziti SOD. GSH peroxidaza
nasledn¢ tento H>O; degraduje.

R'+LH — L'+ O, — LOO"
R+ 02 — O — H202 — H20

LOO- nasledné pritahuje vodiky z jinych lipidd a tvoii lipidovy hydroperoxid
LOOH a zaroven je tvotfen i novy lipidovy radikal L-. Tento novy radikdl mize znova
reagovat s OH' nebo terminacnimi molekuly jako jsou antioxidanty. LOOH déle reaguje
s molekulami vyskytujici se v membranéch bunky jako jsou lipidové radikaly, aldehydy
a mnoha dalsi (Ayala A., et al., 2014).. Tato reakéni cesta vede k poskozeni membran.
LOO + ASH — Stabilni radikal
LOO'+L-— LOOH + L-

Pokud dojde k reakci s antioxidantem, pak je lipidova peroxidace zastavena a rostlina
zahajuje antioxida¢ni metabolismy a metabolismy degradace vzniklych produkti.
Antioxidant mtze do reakce vstoupit v jakékoliv fazi a ukoncit celou kaskadu. Mezi
mozné antioxidanty ukoncujici tuto kaskadu patii enzymy jako GSH, CAT, ASH (Ayala
A. etal.,2014)..

Problémem lipidové peroxidace, a pro¢ je tak devastujici pro bunécné
membrany, je ten, ze pokud neni lipidova peroxidace regulovana tak velice jednoduse
dochézi k nekontrolovatelnému pribéhu, kdy — pokud nezasdhne antioxidant — miize
pokracovat, dokud existuji vhodné substraty, na které se mohou radikaly navézat. DalSim
problematickym faktorem je ten, Ze radikaly zptisobujici lipidovou peroxidaci ptisobi po

celé bunécné membrang, nikoliv jenom na jednom miste.
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Lipidova peroxidace konci tvorbou fady produktii, jenom par z nejvice vznikajicich
produktti jsou lipidové peroxidy, které jsou sami o sobé relativné stabilni, ale mohou dale
v metabolismu bunky reagovat. Pfikladem takovou reakci je Fentonova reakce, ktera byla
probrana v kapitole 3. 1. 1. Lipidové peroxidy jsou prvni vznikajici produkty lipidové
peroxidace, vznikaji totiz uz v prvni reakci této kaskady. ,,Pozorovali jsme, Ze lipidové
peroxidy mohou byt uzite¢né v pozorovani oxidativniho stresu v tkanich, kdy se urovein
oxidativniho stresu spolu s lipidovou peroxidaci, béhem dne zvysila. Jakmile jsou
stvofeny, podléhaji riznym reduk¢énim reakcim vedouci k peroxidativnimu poskozeni
nebo naopak jeho inhibici,” (Ayala A, et al., 2014)..

Lipidové peroxidy mohou byt dale rozkladany za predejiti oxidativniho
poskozeni anebo naopak mohou z nich, ptes reakce s jinymi radikaly, vznikat kyslikaté
radikdly a mohou znova poskodit buiiku. Inhibice poskozeni lipidovymi peroxidy je
kontrolovana in vivo ptes dvoji reakci elektronové redukce. Za tuto reakci zodpovidaji
enzymy glutathion peroxidazy spolu s proteiny, které maji selenové jadro, kdy glutathion
peroxiddzy redukuji peroxidy na vodu a kyslik. Funkce druhych enzyml neni
stoprocentné¢ jistd, ale predpoklada se, ze urychluji reakci redukce diky jejich schopnost
vazat jak peroxidy, tak i glutathion.

Dalsi z mnoho produktt jsou rizné aldehydy. Mezi nejvyznamnéjsi aldehydy
fadime malondialdehyd, MDA, a 4-hydroxynonenal, HNE. Rada t&chto produktd
elektrofilni, kdy reaguje s DNA/RNA a jsou mutagenni, a proto nebezpecné. MDA je
probrano v nasledujici kapitole 5. 1. 2.

Vyssi arovné radikalil nejsou tvofeny pouze metabolismy kysliku v rostlinné
bunice. V posledni dobé se ukazuje, Ze i jiné exogenni podnéty zpusobuji vznik ROS
v rostlinné bunice. Mezi takové podnéty patii ionizacni zafeni, ultrafialové svétlo,

patogenni infekce, pfirodni toxiny, ale taktéZ herbicidy a insekticidy.
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5. 1. 1 Produkty lipidové peroxidace: Malondialdehyd

Malondialdehyd je pravdépodobné jeden znejvice zkoumanych produkti lipidové
peroxidace. Je to mald nestabilni molekula se tfemi uhliky a dvéma aldehydovymi
skupinami na pozici prvniho a tfetiho uhliku o sumarnim vzorecku C3H40O,. Mezi témito
uhliky se nachdzi methylenova skupina, ktera je velice citlivd na oxidaci. Toto misto
slouzi jako zaklad k tvorbé radikali, kdy methylenova skupina odevzdava vodik do
vznikajicich radikali. Malondialdehyd se dle pH vyskytuje v bunkach v nékolika
konformacich. Nad pH 4,5 se malondialdehyd vyskytuje jako enolovy aniont, pod pH 4,5
se ale vyskytuje v pfimétené bilanci enolové a jeho dialdehydové formy. Tak ¢i tak, je
jeho enol forma HOCH=CH-CHO preferovana (Morales M., et al., 2019). Oba dva tyto
tautomery jsou reaktivni a velice jednoduse dale reaguji.

Pro vyzkum a pozorovani malondialdehydu se vyvinulo nékolik metod,
jmenovité kapalné a plynovita chromatografie, hmotnostni spektrometrie a assay metoda
s kyselinou thiobarbiturovou. Studium malondialdehydu ale saha uz dlouho do minulosti,
kdy je Heath R. L, Packer L. pted 50 lety popsali vznik malondialdehydu pti peroxidaci
chloroplastii a jejich metodu pozorovani jeho vzniku zalozenou na elektrofilnich
schopnostech malondialdehydu, kdy se za nizké pH hladiny vaze na piidanou
thiobarbiturovou kyselinu za tvorby cerveného komplexu, ktery lze pozorovat
spektrofotometricky pfi maximu 532 nm (Heath R. L., 1968). Tato metoda, v dobé svého
vzniku, byla velice populdrni a pouzivana. Bylo vSak zjisténo, Ze je velice citliva
k interferenci latek, které se ptirozen¢ vyskytuji v rostlinnych bunikach.

Kyselina thiobarbiturova je stale vyuZivana reak¢ni latka pfi studiu malondialdehydu, kdy
ob¢ latky ochotné vstupuji do reakce za vzniku komplexu, ktery lze spektrofometricky
pozorovat ¢i métit hmotnostni spektrometrii (Morales M., Munné-Boch S., 2019)

Tuto metodu méfeni malondialdehydu za vyuziti kyseliny thiobarbituroveé
rozvinuli Hodges et al. vroce 1999 rozdélenim spektrometrickych vzorkd na vzorky
obsahujici thiobarbiturovou kyselinu a vzorky ji neobsahujici (Hodges et al.,1999).
Spolehlivost a uc¢innost této spektrofotometrické metody byla hodnocena zménou
relativnich pomérta ptidavka exogenniho MDA a/nebo extraktli z listi Cerveného zeli
(Brassica oleracea L.) obsahujicich interferujici slouceniny a poté méfenim vytéznosti
MDA. ,,Spolehlivost byla také ovéfena pomoci technik vysokoucinné kapalinové

chromatografie a vysokoucinné kapalinové chromatografie-hmotnostni spektrometrie.
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Vysledky ukazaly, ze ptes 90 % exogenné ptidaného MDA mohlo byt ziskano
prostfednictvim vylepseného protokolu. Pokud nebyly provedeny zadné korekce pro
interferujici slouceniny, byly ekvivalenty MDA nadhodnoceny az o 96,5 %. RuSivé
slouceniny nebyly zjistény...*“ (Hodges et al.,1999).

MDA je produkovana peroxidaci mastnych kyselin s dvéma a vice dvojnymi
vazbami jako jsou arachidonové, dokosahecanové, eikosatetranové kyseliny. Toto je
neenzymaticky zpiisob tvorby MDA vyvolany ROS. Béhem kaskady téchto reakci
lipidové peroxidace vznika velké mnozstvi radikalti (Cordiano R., ef al., 2023, Ayala A.,
et al., 2014). Jeden z prvnich takto vznikajicich radikala je LOO-, ktery mtze projit
dvéma riznymi reakcemi.

PUFA-AA + R- + H"— PUFA-R" + O, — PUFA-LOO-

V membranach zpisobuje vitamin E ¢i dalSi mastna kyselina redukci LOO- radikalu.
Redukci vznikaji endoperoxidazy, které prechézi na MDA;
PUFA-LOO" + H"— LOOH — endoperoxidazy
PUFA-LOO" — (Cyklizace) — O;H: + H" + O, — endoperoxidazy — MDA

Enzymaticka cesta syntézy MDA nastava, pokud PUFA-AA reaguji s volnymi molekuly
kysliku. Je to, stejné jako neenzymaticka cesta, kaskada reakci o n¢kolika krokt a
produkti (Cordiano R., et al, 2023). Enzymatickou cestu obstardvaji enzymy
cyklooxygendzy, hydroperoxidazy a tromboxan syntaza;
PUFA-AA + 2 O2+ cykloxygenaza — PPG;
Prostaglandin + hydroperoxiddza — PHG:
PHG:; + tromboxan syntdza — MDA

V enolové formé je MDA mutagenni molekula. V rostlinnych bunikach zptisobuje inzerci,
deleci a substituci uhlikatych bazi. Zarovein miize reaguje s dusikem a tvofti adukty. Tento
typ aduktd jsou nejpocetnéjsi druh tvofenych adukti. Ostatni adukty, jako ty tvofené
s reakci karbonylovych nebo aldehydovych skupin s lipidy, jsou méné casté.

Za idealnich podminek MDA reaguje s e-amino skupinou proteinil, coz zpiisobuje zménu
konformace a vzdjemnou interakci tam, kde by neméla probihat (Janero D. R., 1990).

Takto zplsobuje rizné mutace proteinti, které mohou vést az k jejich degradaci.
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MDA reaguje s thiobarbiturovou kyselinu za tvorby dobie pozorovatelného
rizového chromogenu v piku 532-535 nm pozorovatelného svétla, ktery miize byt méten
pomoci HPLC.

MDA, jako nestabilni molekula, podléhd aldehyd dehydrogenazam, které ho
pfeménuji na acetaldehyd, ktery mtze byt zpétné oxidovan na acetat. Samotny MDA
muze podléhat kondenzaci a naslednému rozpadu za vzniku nékolika dalsich skodlivych
produktii jako jsou oligomery, methanoly a acetaldehydy. Tyto produkty, stejn¢ jako
samotné MDA, se mohou vazat na DNA/RNA.
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5. 1. 2 Produkty peroxidace: 4-hydroxynonenal

HNE, CoHi602, je produkt peroxidace vétSich mastnych kyselin jako je kyselina
dokosahexanova nebo arachidonova. Je to velice reaktivni molekula s dvojnou uhlikovou
vazbou, thiolovou skupinou, karbonylovou a hydroxylovou skupinu. VSechny tyto
funk¢éni skupiny jsou cilem mnoha dalSich reakcei jako je tvorba Schiffovovy baze, rizné
alkoholové metabolické reakce a dalsi jiné redukeni ¢i oxidacni reakce. HNE je tvotfen
dvéma cesty: jedna cesta je reakce lipooxygenas s kyselinou linolovou ¢i linolenovou za
vzniku HNE (Ayala A., et al., 2014).

Druha cesta je rozvinutéjsi, kdy dochazi reakei radikalii za tvorby nékolika HNE.
Zpisoby, jak mize vzniknout HNE pfes radikaly, je n€kolik (Ayala A., et al., 2014). Tyto
cesty Casto zahrnuji pfidavani a reakce s kyslikem ¢i vodikem a néslednou fragmentaci ¢i
cyklizaci. Kyselina se rozkladé na lipidovy radikal, ktery po reakci s kyslikem piechazi
na LOO-. Ten mize voln¢ prejit na RO a ten cyklizaci prechdzi na HNE. Peroxylovy
radikal mize reagovat s volnym vodikem, kdy tvoti hydroperoxylovy radikal, ktery mize
voln¢ pfejit na novy RO". Hydroperoxylovy radikal miize dale reagovat s kyslikem a po
nasledné fragmentaci je z n¢ho tvofen HNE.

Dalsi osud HNE v bunice zalezi na typu buiiky, kde byl HNE vytvoien, a dle typu
probihajiciho metabolismu (Ayala A., ef al., 2014). Pokud vznikajicitho HNE je malo,
buiika je schopna se s nim vypotradat. ,HNE o stfedni koncentraci mize aktivovat
organelové a proteinové posSkozeni, coz muze vést az k fagocytdze, senescenci Ci
zastaveni bunéénému cyklu. Buitka miiZe tuto koncentraci jesté prezit. Pokud se ale HNE
nachazi ve velké koncentraci, pak dochdzi k apoptdze ¢i nekrdze a buniky odumiraji. Tyto
procesy v zaveéru vedou k riiznym trovnim patologického poskozeni bunck. Vysoké
urovné HNE mohou dale reagovat s DNA a nebo/s proteiny za tvorby adukt vedouci

k riznym cytotoxickym a genotoxickym nasledkim.*“ (Ayala A., ef al., 2014).
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CIL PRACE

Cilem této bakalafské prace je vypracovani literarni reSerSe na téma tvorby
malondialdehydu pfi mechanickém poskozeni listi se zaméfenim na mechanické a
oxidativni poskozeni rostlin, antioxidacni systémy v rostlinach, reaktivni formy kysliku,
lipidovou peroxidaci a malondialdehyd. V praktické Casti je cilem méfeni tvorby
malondialdehydu po mechanickém poskozeni rostlin a stanoveni pfipadného trendu jeho
vzniku. DalSim cilem bylo studovat vznikajici malondialdehyd v rtzné zvolenych
Casovych tusecich a zmapovat jeho mnozstvi v ¢ase. DalsSim cilem bylo stanovit, zda-li
existuje rozdil mezi vznikem malondialdehydu wild typu a mutantem. Cilem prace bylo
polozeni a zodpovédéni otazky, zda malondialdehyd je adekvatni marker oxidativniho

stresu rostlin.
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5 METODY A MATERIALY

5. 1 Pristrojové vybaveni

Stolni centrifuga Centrifuge 5430 R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko), stolni
Termoblock (Waters Corporation, Videni, Rakousko), chromatograf Alliance HPLC
System (Waters Corporation, Viden, Rakousko), detektor Photodiode Array Detector
(Waters Corporation, Viden, Rakousko), chromatograficka kolona Astra C18-HL, 150 x

4,6 mm s velikosti ¢astic 3 um (Waters Corporation, Viden, Rakousko).

5.2 Arabidopsis thaliana — Wild type plus mutant
V této praci jsme vyuzili A. thaliana rolniho typu wild type ColO, a jeho mutanta [Lox 2.

ILox 2 je mutantni kmen A. thaliana, ktery byl zbaven enzymu lipoxygendzy.
Lipoxygendza katalyzuje oxidaci nenasycenych mastnych kyselin lipidd s jednou nebo

vice dvojnasobnymi vazbami za vzniku signalnich molekul.

Obrazek ¢. 1: Obrazek pripraveného A. thaliana, kdy na pravé strané rostliny jsou
poskozené listy a na levé jsou neposkozené.
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5. 3 Priprava vzorki izolaci malondialdehydu na HPLC a jeho méreni
Izolace malondialdehydu z rostlinného materidlu probihala v nékolika krocich. Prvnim

krokem byla homogenizace poSkozenych listli v tfeci misce. Homogenizovana smés byla
presunuta do mikrozkumavek a nasledné centrifugovana (4°C, 6000 g, 10 min). Nasledné
bylo odebrano 100 pl supernatantu do nové mikrozkumavky, do které soucasné s
supernatantem bylo ptfidano 20 pl 6M hydroxidu sodného. Po smichani probéhla tepelna
inkubace na Termoblocku (60 °C, 30 minut). Po tepelné inkubaci bylo ptfidano do roztoku
supernatantu 60 pl kyseliny chloristé a probéhla dalsi centrifugace (4 °C, 16 000 g, 10
min). Po probéhlé centrifugaci bylo odebrano 100 pl supernatantu do nové
mikrozkumavky, do které bylo soucasné ptidan 1 pl 50 mM 2,4-dinitrofenylhydrazinu.
Probé¢hla inkubace ve tm€ po minimélni dobu 30 minut a vzorek mohl byt méten pomoci
HPLC. SlozZeni mobilni faze (50:50) voda:acetonitrile, priitok 1,5 ml/min, kolona C18-

HL, temperovéna na 37°C, absorbance méfena pii 310 nm.

5. 4 Priprava vzorki na pozorovani konfokalnim mikroskopem
List byl z rostliny odebran, tak aby zlstala jenom cepel, kterd byla nasledné rozstiihdna

vertikaln¢, tak aby nami pouzitd polovina neobsahovala tapik. Nasledn¢ byl list
mechanicky poskozen postfihdnim ntizkami, tak ale aby tvar byl zachovén. Poté byl takto
poskozeny list tlakové zpracovan v injekéni stiikacce za wvyuziti barviva 2,7-
dichlorofluoresceinu dioctanu ve finalni koncentraci 5 uM. Tento postup byl opakovan
zhruba 5 minut nebo dokud do té doby, nez byl list prihledny a syté svétlezeleny. Na to
byl list opatrné odebran ze stfikacky a premistén do mikrozkumavky naplnéné stejnym
barvivem. Takto byl inkubovan ve tmé minimalné tficet minut. Poté byl vzorek pfipraven
na pozorovani.

Nasledna pfiprava na pozorovani byla jednoduchd, kdy byl list vyndan
z mikrozkumavky a byl z n¢ho pfipraven jednoduchy preparat, ktery byl nésledné vlozen

do benchtop konfokalniho mikroskopu.

5. 5 Konfokalni mikroskop

Pozorovani prob&hla na benchtop konfokalnim mikroskopu (Andor, Belfast, Severni
Irsko) s dodanym softwarem Fusion. Pozorovani probéhlo ve formé 2,5D projekce
s maximalni intenzitou a dvé dvou sadach zvétSeni, 40x a 20x, a ve dvou vlnovych
délkach, cervené a zelené. Pro pozorovani v fad¢ zvétSeni 20x byly intenzity nastaveny

v rozmezi pro ¢ervenou ¢ast spektra od 1000 az po 20 000 a pro zelenou ¢ast od 1000 po
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10 00. Naopak, pro zvétseni 40x byla intenzita ¢ervena casti spektra 1000 az 5000 a pro
zelenou ¢ast taktéz od 1000 po 5000.

6 VYSLEDKY

6.1 Tvorba ROS pri mechanickém poskozeni

Obrdazek ¢. 2: Kolaz nami provedenych méreni provedenych konfokalnim mikroskopem.
Obrazky A) a B) jsou obrazky ColO, kdy obrazek A) je zvetseni 20x a B) je zvétseni 40x.
Obrazky C), zvetseni 20x, a D), zvétseni 40x, jsou obrazky ILox 2 mutanta. Méritko

predstavuje 50 um.

V obrazku ¢. 2 si lze vSimnout Cervené a zelené fluorescence meétfené v blizkosti
poskozeni. Cervena barva znazoriiuje fluorescenci chloroplastii a zelena barva znazorfiuje
fluorescenci samotnych ROS. Rozsifeni zelené barvy od poskozeni naznacuje, Ze ROS
jsou tvofeny bunikami déale od samotného mista poSkozeni. Zaroven lze pozorovat, Ze

ROS jsou tvoreny jak u ColO, pak i ILox 2.
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6. 2 Studium vlivu stafi rostliny na tvorbu MDA

Byl zkouman vliv stafi rostliny na tvorbu MDA pomoci HPLC-PDA metodiky. Nami
zvoleny Usek veku rostliny byl od 5 tydnl az po 8 tydnii. Nami piipravené vzorky na
nasledné méteni byly odebrany od rostlin o riznych vékl a nasledné¢ méreny na HPLC-
PDA. Nasledn¢ byly vysledky, ve formé primérnych hodnot, vneseny do tabulky pro

piehlednost a studium €asového vlivu (Graf €.1 a 2 a tabulky 1 a 2).
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Graf ¢. 1: Graf porovnavajici viiv stari na tvorbu MDA mezi WT kontrolnich a
stresovanych rostlin A. thaliana, hodnoty predstavuji prumeér a smérodatnou odchylku; n

=3.

Vliv staii na [Lox 2
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Graf ¢. 2: Graf porovnavajici vliv stari rostlin na tvorbu MDA mezi ILox kontrolnich a
stresovanych rostlin A. thaliana, hodnoty predstavuji prumeér a smérodatnou odchylku; n

=3.
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Z tabulky ¢. 1 plyne, ze mladsi rostliny tvorily primérné vys$si mnozstvi MDA.
S rostoucim vékem rostliny naopak mnozstvi tvofeného MDA klesalo.
Z grafti €. 1 a2 silze v§imnout, Ze vliv stafi na koncentraci MDA je nahodny a bez jasného

priibéhu.

6. 3 Rozdily vzniku MDA mezi WT a ILox 2 mutanty

Zajimalo nas, jestli je rozdil ve vzniku MDA mezi WT a nami zvolenym ILox 2
mutantem. Tento faktor byl zkouman jak pro WT tak i [Lox 2.
Vsechny naméfené hodnoty byly zaroven dany do spole¢nych tabulek (tabulky 1 a 2).

Rozdily mezi nestresovanymi WT a [Lox 2
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Graf ¢. 3: Graf porovnavajici rozdily vzniku MDA mezi nestresovanymi WT a ILox 2

mutantem, hodnoty predstavuji priumér a smerodatnou odchylku; n = 3.
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Rozdily mezi stresovanymi WT a [Lox 2

v
o

D
o
H

w
o
1

| Stresovany WT

N
o

= Stresovany [Lox 2

Koncentrace MDA [nmol/g]
=
o

o

0 30 60 120
Cas od poskozeni [min]

Graf ¢. 4: Graf porovnavajici rozdily vzniku MDA mezi stresovanymi WT a ILox 2

mutantem, hodnoty predstavuji prumér a smerodatnou odchylku; n = 3.

Z grafl €. 3 a 4 Ize vidét, Ze rozdily mezi WT a ILox 2 mutantem jsou pfevazné ndhodné.
Jediny pozorovatelny trend je narust koncentrace MDA v Sedesaté a devadesaté minuté€ a

rychly pokles ve stodvacaté minuté.

6.4 Rozdily mezi tvorbou MDA u listi na rostliné a z rostliny

odstranénych

Jeden z faktorti, ktery byl bran v potaz byl ten, zdali je rozdil ve vzniku MDA mezi listy,
které byly ponechany na rostlin€ oproti listim, které byly odstranény z rostliny. Pro
zachovani podminek co nejvice podobnych pro vSechny intervaly a zaroven co nejblizsi
k nativnim podminkach byly odebrané listy ponechané v mikrozkumavkach naplnénych

vodou pro nejvétsi zachovani vodniho rezimu a minimalizace dehydratace listu.
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Vliv odstranéni listi na tvorbu MDA
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Graf ¢. 5: Graf porovnavajici rozdily vzniku MDA mezi WT a ILox 2 listy které byly

odebrany z rostliny, hodnoty predstavuji primeér a sméerodatnou odchylku; n = 3.
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Graf ¢. 6: Graf porovnavajici rozdily vzniku MDA mezi WT a ILox 2 listy, které byly

ponechany na rostline, hodnoty predstavuji priumeér a smerodatnou odchylku; n = 3.

Z grafi €. 5 a 6 1ze vidét, Ze rozdily mezi WT a ILox 2 mutantem jsou hlavné ndhodné.
Jediny trend, ktery je spole¢ny v obou grafech, je ten ve 180. minuté, kde koncentrace
MDA je mnohonasobn¢ vyssi u WT. Tento nasobny narust by mohl byt pfirazen k amrti
odebranych listd, ale z grafu ¢. 8 si jde vSimnout, Ze toto neni pravda, kdy rostlina

s odebranymi listy méla vétsi koncentraci MDA.
6. 5 Tvorba MDA v zavislosti na ¢asu od posSkozeni

Jeden z mnoha zkoumanych faktort byl faktor tvorby MDA a jeho mnoZzstvi v rtiznych

Casovych intervalech po vzniku poskozeni, rychlost jeho vzristu a jak dlouho trva
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rostlin€, nez je se ho schopna zbavit, ¢i jak dlouho trvé, nez se urovné MDA vrati do
puvodni hodnoty. K tomu byly pouzity listy, které byly zmrazeny v riznych

casovych intervalech od vzniku poSkozeni. Listy byly po vzniku poskozeni ponechany na
rostlin€. Mezi tyto ¢asové intervaly poskozeni byly vybrané okamzité zmrazeni od vzniku
poskozeni pro pozorovani prvotnich zvysenych MDA. Intervaly byly déle od sebe déleny
30 minutami, kdy se ukdzalo, Ze tento ¢asovy rozdil poskytuje dostatecné velky rozdil

mezi jednotlivymi méteni pro jednodussi pozorovani vzniku MDA.

Vliv ¢asu poskozeni na tvorbu MDA u WT

D
o

[
o

N
o

m Kontrolni WT

N
o

= Stresovany WT

Koncentrace MDA [nmol/g]
= w
o o

o

0 30 60 90 120 180
Cas od poskozeni [min]

Graf ¢. 7: Graf porovnavajici vliv trvani poskozeni na tvorbu MDA mezi WT kontrolnich
a stresovanych rostlin A. thaliana, hodnoty predstavuji prumeér a smerodatnou odchylku,

n=23.
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Vliv ¢asu poskozeni na tvorbu MDA u ILox 2
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Graf ¢. 8: Graf porovnavajici viiv trvani poskozeni na tvorbu MDA mezi [Lox 2 mutantii
kontrolnich a stresovanych rostlin A. thaliana, hodnoty predstavuji prumer a

smerodatnou odchylku, n = 3.

Pokud porovname casové intervaly a mnozstvi MDA v grafech ¢. 7 a 8 pak si lze
vSimnout, ze rast MDA v téchto intervalech probiha bez jasného trendu. Nékdy nejvyssi
hodnota mnozstvi MDA nastava 30 minut po vzniku poSkozeni a nasledné klesa. Byl
vyzkouSen i delsi ¢asovy usek pro tvorbu MDA, kdy se, avSak ukazalo, Ze mnozstvi MDA
nahodné skace, a proto byl pro dalsi pokusy vybran celkovy interval od 0 po 120 minut,
s méfenim dalSiho vzorku po 30 minutach. Jedinou vyjimkou tohoto trendu je v 90.
minuté, kde mnozstvi mnohokrat narostlo u stresované rostliny WT a naopak u

nestresované rostliny u ILox 2.
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Tabulka ¢. 1: Tabulka vyjadrujici priomeérné hodnoty MDA v nmol/g u WT.

WILD TYPE

Kontrolni rostliny Stresované rostliny

Cas [min] Cas poranéni [min]
Vek Okamzité | 30 60 90 120 180 Okamzité | 30 60 90 120 180
rostliny
[tydny]
5 25,02 44,15 47,31 44,72 41,72
5 21,33 20,38 | 32,77 24,41 25,03 43,33
7 27,21 27,42 | 34,022 25,80 | 24,66 |29,73 29,15 31,75 23,98 29,63
7 32,45 35,02 | 12,29 25,87 |38,49 30,23 14,70 14,32 29,52 37,32
8 41,24 39,25 | 46,19 47,14 46,91 41,61 37,69 20,39 18,15 18,02




Tabulka ¢. 2: Tabulka vyjadrujici priimérné hodnoty MDA v nmol/g v ILox 2 mutantu.

ILox mutant

Kontrolni rostliny Stresované rostliny

Cas [min] Cas poranéni [min]
Vek Okamzité | 30 60 90 120 180 Okamzité | 30 60 90 120 180
rostliny
[tydny]
7 23,17 21,84 | 22,01 20,43 | 24,17 |25,30 22,94 19,45 27,74 27,56
7 16,30 22,51 ]26,73 26,73 | 20,35 17,20 23,21 36,71 13,22 20,91
8 39,39 44,05 | 7,66 44,88 41,70 37,31 36,89 46,83 56,20 3,31




DISKUZE

Vyhledani ,,Malondialdehyde® na Scopus databazi podava 89 000 vysledkii (Scopus
databaze, 2024) a jeho vyhledavani na Web of Science podava 59 000 vysledk (Web of
Science databaze, 2024). Par diivodu, proc je dodnes malondialdehyd tak ¢asto zkoumana
molekula je ten, ze mechanismus jeho tvorby je sice prozkoumany, ale pofad se nabizi
dalsi a dalsi otazky ohledné jeho funkénosti. Zaroven se nabizi jako mozny marker pfi
vyzkumech oxidativniho poskozeni a odrazny bod pro dalsi vyzkum. Dalsi diivod, pro¢
je tak zkoumany je jeho toxicita jak u savc¢ich tkéani, tak 1 u rostlin. Jeho tvorba a
biologické interakce jsou dodnes zkoumané a dokumentovana témata.

Prvotné jsme overili tvorbu ROS v poskozenych listii za vyuziti konfokalniho
mikroskopu. Studované vzorky listl jsme poSkodili a inkubovali v barvivu 2,7-
dichlorofluoresceinu dioctanu. Takto inkubované vzorky byly pozorovany, kde jsme
mohli nejen pozorovat vznikajici ROS, mohli jsme i vidét, jak zarovenn ROS vznikaji i
nékolik bun¢k od poskozeného mista. Takto jsme si potvrdili tvorbu ROS. Tento trend
jsme pozorovali jak u WT, tak 1 ILox 2 mutanta, ktery byl vybran jako pomérovy rozdil
Vv nasem experimentu.

Po potvrzeni tvorby ROS jsme piesli na méfeni a zkoumani vlivii ovliviiujici
tvorbu MDA. Prvni zkoumany faktor byl vliv stafi rostliny na vznik MDA, kde jsme
pouzili rostliny ve véku 5 aZ 8 tydnli. AvSak literatury k tomuto tématu je velice malé
mnozstvi. Po provedeni méfeni jsme pozorovali, ze WT A. thaliana produkuje primérmé
vétsi mnozstvi MDA (Graf 1 a 2). Zaroven jsme pozorovali to, Ze u osmi tydennich
rostlin, jak WT tak i ILox 2, se zvétSila namétena koncentrace MDA. Zaméfili jsme se
tedy dale na rozdily mezi WT a [Lox 2 mutantem a vliv lipoxygenazy jako peroxidacniho
enzymu.

Lox 2 jako enzym se podili na tvorbé MDA pii mechanickém poskozeni. Jelikoz
ILox 2 je mutant, ktery je o tento enzym chudsi, o¢ekavali jsme pokles MDA. Reymond
et al. a jeho tym provedli experiment, kdy pozorovali expresi genit béhem mechanického
poskozeni vyvolané klestickami, poSkozeni béhem dehydratace a poSkozeni zptisobené
larvou hmyzu. Taktéz zjistili zvySenou aktivitu Lox enzymu, a jeho kodujicich gent,
beéhem mechanického poskozeni a poSkozeni vyvolané klestickami (Reymond et al.,
2000). V nasem experimentu se nam podatilo naméfit jasny rozdil mezi WT a [Lox 2,

kdy jsme u kontrolnich rostlin pozorovali mensi hodnoty MDA u ILox 2 rostlin. Podobny



trend jsme pozorovali i u stresovanych rostlin, kdy v okamzitém zptsobeni poskozeni i
po pul hodinové odlevé, a dokonce i dvouhodinové odlevé, jsme pozorovali vétsi hodnoty
MDA u WT. Jediny rozdil, kdy vétsi mnozstvi MDA bylo pozorované u ILox 2 mutanta,
bylo po jedné hodin¢ vyvolani poSkozeni (Grafy €. 3 a 4). V tomhle méteni, jako celku,
se naSe hodnoty neshoduji s Reymond et al., ale s jistotou nemizeme fict pro¢. Tyto
vysledky spise poukazuji na to, Ze neni korelace mezi aktivitou LOX a koncentraci MDA.
Jedno z moznych vysvétleni tohoto trendu je ten, ze kromé aktivity LOX je zvySena i
aktivita antioxida¢nich enzymt, které nasledné detoxifikuji MDA.

Jelikoz odstranéni listu je samotné mechanické poSkozeni rostliny, a Reymond et
al. prokazali, ze pfi mechanickém poskozeni vede k zvySené aktivit¢ LOX, prozkoumali
jsme efekt odd¢leni listu na koncentraci MDA. J. S. Boyer proved] experiment méteni
vodniho potencialu a hladiny fotosyntézy po vodnim deficitu listu. Z jeho experimentu
vychazi, ze vodni potencial klesa postupné v rdmci dnti s poc¢atkem par hodin po vyvolani
deficitu. Zaroven ale stanovuje graf opravy vodniho potencialu, kdy list, pokud jsou
vhodné podminky potkany, je schopen vodni potencidl béhem par hodin napravit na
tolerované hodnoty (Boyer J. S., 1971).J. S. Boyer navrhuje vloZeni mista, ze kter¢ho byl
list odebran, do oblasti s ¢istou vodou a nechat list na osvétleném misté za stalé teploty.
Pro zachovéani podminek co nejbliZe podobnych nativnim podminkdm a sniZeni vlivu
odstranéni listu zrostliny tak jsme wucinili to, co J. S. Boyer doporucuje
k zachovani/navraceni vodniho potencialu do normalnich hodnot a pokracovali s nasim
méfenim. Takto jsme uskute¢nili dvoje sady meéteni a porovnali vysledky mezi
jednotlivymi sety. Tyto sety byly rozdéleny do rostlin, ze kterych byly odebrany listy,
nasledné poskozeny a poté inkubovany v mikrozkumavce s vodou. Toto bylo provedeno
jak u WT, tak i ILox 2 a vysledky byly nasledné porovnany. Tyto vysledky miizeme vidét
u grafli €. 5 a 6, ze kterych si miiZzeme vSimnout aZ nahodného trendu tvorby MDA, kdy
v urcitych ¢asovych usecich od poSkozeni bylo naméteno vétsi mnozstvi MDA u WT a
nékdy u [Lox 2. U rostlin s odebranymi listy, jak WT 1 [Lox 2, si miiZeme vS§imnout
stabiln¢jSiho pribéhu, kdy poméry a rozdily mezi jednotlivymi rostlinami skacou
mnohem mén¢ nez u rostlin s ponechanymi listy. Odhadujeme tedy, ze tento trend zavisi
na antioxidacnich schopnost rostliny, a vSechny zapojené antioxidanty, které se na

rostliné s ponechanymi listy nachazi oproti rostlindm s odebranymi listy.
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Mg¢tili jsme tvorbu MDA v zavislosti na ¢ase od poSkozeni. Kdy nami ocekavané
vysledky mély prubéh zaddného az mensiho narust MDA od okamzitého poskozeni,
nasledné narust koncentrace MDA po celou dobu pribehu lipidové peroxidace. Podobny
trend jsme o¢ekavali i u ILox 2 mutanta, ale s mensimi hodnoty a naslednymi pom¢éry.
Toto nam ale nevyslo, kdy jsme spiSe namé&fili az nahodné poméry a prub&hy. Z literatury
se o této problematice nejde moc dodist, kdy vétsi ¢islo osob studujici koncentraci MDA
v ¢ase neni. Reymond et al. (Reymond et al., 2000) studovali aktivitu antioxida¢nich
enzymu a enzymu spojenymi s mechanickym poskozenim, kdy jsme ve vlastnim méteni
pozorovali rozdily mezi WT a mutantem odebraného o ILox enzym.

Jedna ze studii koncentrace MDA pochazi od Weber H. et al., kdy on a jeho tym
provedli nékolik experimentli s koncentraci MDA, kdy zkoumali vliv inhibitord,
rustovych podminek (jako tma), genovou expresi a dalSich faktorti na tvorbu MDA. Pro
nas nejzajimavéjsi vysledky, které prezentovali ale, bylo méfeni mnozstvi MDA v Case a
nasledn€ po umélém piidani MDA do listu. Poté, co byla MDA um¢le ptidana do listi A.
thaliana, pak mnozstvi mnohonasobn¢ vyrostlo a nasledné, v prub¢hu ¢asu, zase rychle
klesalo (Weber H. et al., 2004). Tyto vysledky nam poukazuji na schopnost A. thaliana
se rychle a efektivn€ vypotadat s MDA. Tento fakt ndAm muaze pomoc vysvétlit, pro¢ nami
méfena koncentrace MDA nekoreluje s dobou, po kterou bézela lipidova peroxidace
a nabada k zavéru, ze MDA neni vhodny marker pro lipidovou peroxidaci pii
mechanickém poskozeni. Pokud se rostlina dokédze s MDA velice jednoduSe vypotadat,
pak nemizeme MDA doporucit jako marker pii mechanickém poskozeni a nasledném
oxidativnim stresu.

Havaux M. ef al. své studii zvySené senzitivité vitamin B deficitnich rostlin ke
svétlu a oxidativnimu stresu pouzil jako marker lipidové peroxidace HOTE, coz jsou 9-
hydroxyoktadekadienové kyseliny, které vznikaji oxidaci kyseliny linolenové.
Doporucujeme prozkoumat vhodnost HOTE jako markru pro lipidovou peroxidaci

vyvolanou mechanickym poskozenim listl
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ZAVER

Teoreticka Cast této bakalarské prace byla zaméfena na téma mechanického poskozeni,
oxidativni stresu, reaktivnich forem kysliku a vznikajictho meziproduktu lipidové
peroxidace, malondialdehydu.

Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace bylo pozorovani vzniku
malondialdehydu po oxidativnim stresu rostliny v disledku mechanického poskozeni a
stanoveni jeho koncentrace v Case. Zaroven byla polozena a zodpovézena otazka, zdali je
malondialdehyd vhodny marker oxidativniho stresu.

V nasi praci doslo k potvrzeni vzniku ROS pfi mechanickém poskozeni nejen
v misté samotného poskozeni, ale i vzniku ROS par bun¢k od vzniklého poskozeni.

Dale probéhlo méteni zavislosti MDA na stafi rostliny, kdy jsme dospéli
k zavéru, Ze existuje zavislost koncentrace vznikajici MDA na stafi rostliny, kdy starsi
rostliny prokazovali narust hodnot MDA a narust vznikajiciho poméru mezi kontrolni
se stresovanou rostlinou, viz grafy ¢. 1 a 2.

Naésledujici méfeni poukézalo na vznikajici rozdily v hodnotich MDA mezi WT
a ILox 2 A. thaliana. Hlavni rozdil vznika u kontrolnich rostlin, kde ILox 2 4. thaliana
dosahla niz§ich hodnot koncentrace MDA, coZ prob¢hlo dle o¢ekavani. Podobny trend
jsme predpokladali 1 u poskozenych rostlin, ale po vzniku poSkozeni tomuto jiz tak neni
a nami naméfené hodnoty nesleduji jasny trend u stresovanych rostlin.

Posledni méfeni, na které jsme se zaméfili, byla korelace mezi ¢asem od vzniku
poskozeni a mnozstvim vznikajictho MDA. V tomto méfeni jsme oc¢ekavali mensi narust
hodnot MDA od vyvolani poskozeni az po doby ukonceni lipidové peroxidace, ale ndmi
naméfené hodnoty tomuto trendu neodpovidali. V zavéru jsme tedy nemohli stanovit
jasny trend, a myslime si tedy, Ze neexistuje korelace mezi mnozstvim MDA a ¢asu od
vzniku poskozeni.

Podle nas neni MDA vhodny marker lipidové peroxidace pfi mechanickém
poskozeni rostlin. Naopak doporucujeme prozkoumat moznost vyuzit HOTE jako marker

lipidové peroxidace pii mechanickém poskozeni.
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