UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA
KATEDRA FYZIOLOGIE ROSTLIN

INDUKCE A DETEKCE PROGRAMOVANE BUNECNE SMRTI (PCD)
V BUNECNYCH LINIICH TABAKU

ANDREA KUTHANOVA

DIZERTACNI PRACE

Katedra
fyziologie
rostlin

PRAHA 2008



Skolitel: Prof. RNDr. Zdenék Opatrny, CSc.
Konzultanti:  RNDr.. Lukas Fischer, Ph.D.
RNDr. Ale$ Kovarik, CSc.
RNDr. Sylva Zelenkova, CSc.

Prohlasuji, ze jsem piedkladanou dizertacni praci vypracovala samostatné pod
vedenim Prof. Zdernika Opatmého v letech 2000-2008 a Ze nebyla piedlozena jako dizerta¢ni

prace na zadné jiné vysoké skole.

V Praze dne 28. 3. 2008 Andrea Kuthanova

VI



Na tomto misté bych rada podékovala vsem, ktefi mi byli ndpomocni pii vypracovani

predkladané dizertacni prace, ymenovité pak:
Prof. Zderiku Opatrnému za pfivedeni k zajimavému tématu — tj. programované bunécné
smrti u rostlinnych kultur a nadchnuti pro studium tohoto procesu; za vedeni prace, podnétné

diskuze a za korektury predkladaného textu.

Dr. Lukasi Fischerowvi za cenné konzultace, diskuze a rady pii vypracovani prace. A také za

korektury konecného textu.

Dr. Helené Lipavské a Dr. Petie MaSkové za kvantitativni stanoveni Skrobu v dodanych

vzorcich.

Dr. Zuzané Lenochové za TEM dodanych vzorki a za diskuze nad TUNEL reakci.

Dr. Katefiné Schwarzerové a Dr. Janu Petraskovi za poskytnuti transgennich linii BY-2/
GT16 a BY-2/TGFP3 a obcasné podnétné konzultace.

Prof. Seiichiro Hasezawovi za poskytnuti trasgenni linie BY/GV7.

Mgr. Ondreji Smetanovi za pfinosné (zivé) diskuze nad tématem a za to Ze je takovy

kamarad.

Doc. Jaromiru Kutikovi za diskuze nad elektronmikroskopickymi obrazky.

Celé Laboratoi1 bunécné biologie a biotechnologie za vytvoreni pratelského tvirciho
prostiedi (jmenovité Evé, Erice, Halce, Jané, Lenkam, Mirkovi a Zderikovi) a véem ostatnim

neymenovanym za cenné diskuze nad tématy mé dizertacni prace.

Nakonec bych rada podékovala mym rodi¢um a hlavné manzelovi Brariovi za obrovskou

trpélivost a podporu béhem studia.

Prace byla vypracovana za finan¢ni podpory granti Ministerstva Skolstvi, mladeze a
télovychovy (VS 96145, LNOOAO81, MSM1131000003 a MSM0021620858) a programem
COST (OC 844.20).



3.LITERARNI UVOD ... 19
3.1. Programovana a neprogramovana bunééna smrt — zakladni pojmy .......... 19
3.1.1. Morfotyp I. - apoptoticka buné&na smrt .......................oooeeiiii 19
3.1.2. Morfotyp II. - autofagie nebo také cytoplazmaticky degenerativni bunééna smrt ............. 19
3.1.3. Morfotyp III. - tzv. lyzozomaln¢ degenerativni bunééna smrt ... 21
31040 PArapPUOZa ..ot 22
3.1.5. MItoticka Katastrofa .......o.oooiiiiii e 22
3.1.6. Onkoza nebo také onkotickd bun&&na smrt ... 22
3.1.7. Neprogramovana bunééna smrt &1 nekontrolovana bunéna smrt ................................... 23
3.2. Molekularni mechanizmy a signalni draha vedouci KPCD ... . 23
3.2.1. Regulaéni mechanizmy signalll pii apOPLtOZe .........cooooiiiiiiiiiiii e 23
3.2.2. Proteolytické enzymy @ @POPLOZA ..........c..oooiiiiiiiiiieii e 24
3.2.2.1. ZAVOSIENY MOAC] ..o 24
3.2.2.2. Rostlinny model ... 27
3.2.2.2.1. Serinové a newtralni Proteazy .............cocoooriiiiriiiiieen e 28

3.2.2.2.2. CYSICINOVE PIOICAZY ....ooviviiiiiineteit et 29

3.2.2.2.3. ASPArtatoVve PIOCAZY ........ccooiiriiiiiiiiiiiiiie et 33

3.2.2.2.4. Metaloendopeptidazy ............cccoooiiiiiiiii i 33

3.2.2.2.5. TrONINOVE PIOCAZY .....oviviiiiieiiitt ettt ettt 33

3.2.2.2.6. EndonuKI€AZY ........cocooiiiiiiii 34

3.2.3.ROAINA BCI-2 ..o 35
3231 ZAvo&iEnY mOodel ... 36
3.2.3.2. RoStnny model ... 36

3.3. Bunéény cyklus a PCD ... 38
3.3.1. Buné&ny cvklus — zakladni pojmy ... 38
3.3.2. PCD a bunéény cyklus u zivo&idnveh bun€k ... 39
3.3.3. PCD a bun&ny cyklus u rostlinnych bunék ... 39
3.4. Degradace organel béhem PCD ... 40
3401 BUNEENE JAATO ...t 40
3.4.2. Golghiho komplex (GK) ... 42
3.4.3. Endoplazmatické retikulum (ER) ... 42
3.4.4. MIOCRONAIIE ... 43
345 VAKUOLY . 44



6. PIaSHAY oo 45

347 Plazmatickd MEMDIANA ..o 45
3.5. PCD ve vyvoji roStlin ... 46
3.5.1. PCD pii vegetativiim VY VOIT TOSHII ... 46

3.5 1.1 Aleuronova vistva @ endOSPEITIL ...ttt 46
3.5.1.2. Trachedlni €ICmEnty ..o 47
3.5.1.3. Autolyza floemovych BUNEK ... 50
3.5.1.4. PCD behem somatické embryogeneze ..........ooooioiiiiiiiiiiiiie e 50
3.5.1.5. Umirani bunék Kofenove GEepicKy ... 50

3.5, 1.6 VYKRIaJovaANT TS ..o 51

3.5 1.7 0P LIS oo 51

35 18 SENICSCOIICE ..o e, 52

3.5.2. PCD pi1 generativnim VY VO TOSEIN ..o 53
35201 KIVEINT OTZANY ..ot 53
3.5.2.2  GAMEIOIVLY 1ottt 53
3523, OpVICn @ OPIOZEN ...t 54
3.5.2.40 SINIT SUSPEIIZOTU ...ttt ettt ettt ettt 54

3.6. PCD astres u roStlin ... 55
3.0 1 BIOUHCKY oot 55
3.0 11 PAOENIY .o 55

3.6.1. 1.1 HypersenzZitiVii TCAKCE .......o.oiiiiiiiiiiiei e 55

3.0.2. ADIOICKY SIICS ..ottt et 57
3.6.2.1. Vznik lyzigenniho aerenchymu ... 57
3.6.2.2. SloZKky zneCiSUujici atmMOSTEIU ...t 58
3.6.2.3. UV ZATeni @ OZATENT ... e 59
3.6.2.4. Teplotni ovIIvneni BUNSK ..o 59
3.0.2.5. TONXICKE 10MEY ..ottt 60

3.7. Metody studia programované bunééné smrti ... 62
4. MATERIALA METODY ..o 65
AL VIATEIIAD oo e 65
411 Buneend Hnie BY-2 oo e 65
4.1.2. Buneéna linie BY-2/HDEL ... 66
4.1.3. Buneena linte BY-GT L6 ..o 66
414, Buneend Inie BY-2/ 1GR3 e 66
1.5 BUneena Inie BY-GV T e e 66
B2, MtOAY ..o, 66
4.2.1. Kultivace bunénych KUltur ..., 66
4.2 11 SUrEesOVE PUSODEII L.......oiuiiiiiiiiiii et 66
4.2.1.1.1. Indukee bunééné smrti pomoci ryvchlého zabiti ... 67



4.2.2 VIabilta DUNEK ... o e 68

4.2.3. Barveni jader a mitoticKy INAEX ... 68
4.2.3. 1. Barveni Jader ... 68
4.2.3.2. MIOUCKY INACX ..ottt 69

4.2.4. Mefeni délky a SIEKY DUNEK ... 69

4.2.5. Vizualizace vaKuol i1 VIVO .............ccooiiiiiiiiiii i 69
4.2.5.1. Barveni tonoplastu lipidickou sondou FM4-64 ... 69

4.2.5. Vizualizace vakuol za pouziti transgenni linmie BY/GV7 ... 69

4.2.6. Vizualizace endoplazmatického retikula in vivo ... 69

4.2.7. Vizualizace cVIOSKEICIU ... 70
4.2.7.1. Vizualizace mikrotubulamiho cvtoskeletu in vivo ... 70
4.2.7.2. Imunochemicka metoda vizualizace tubulinu ... 70
4.2.7.3. Z0ACENH AKUIU .....o.oiiiiii i 71
4.2.7.4. Vizualizace aktinového cytoskeletu in vivo ... 72

4.2.8. PHPIava ProtOPlastll ... ..o 72

4.2.9. 1Z018CE JAART .......oiiiiieii e 7

4.2.10. Synchronizace bunek BY-2 ... 73

4.2.11. Hodnoceni fragmentace IINA ... 73
4.2.11.1. Izolace chromozomalni DNA ... 73

4.2 11.1.1. Méfeni KONCENIIACE .........oooiiiiiiiiiiei e 74
4.2.11.1.2. VYPOCEt NANASEI ..ottt 74
4.2.11.1.3. Elektroforéza DINA ...t 74
4.2 112 TUNEL TEAKCE ..ottt 75

4.2.12. Transmisni eleKtronova miKroSKOPIE ............ccooiiiiiiiiiiiiiiii i 76

4.2.13. Kvantitativni stanoveni SKTODU ...........ocooooiiiiiii e 76

4.2.14. Dokumentace a archivace ODTAZU .............coiiiiiiiiii e 76
4.2 14,1, MIKTOSKOPIC ..ot 76
4.2.14.2. Digitalni archivace dat a obrazova analyza ... 76

4.2.15. Statistické hodnoceni dat ... 77

5. VYSLEDKY .o 79
5.1. Indukce programované bunéfné smrti ... 79

5.1.1. Chladovy SIES (%) .ottt 79
S LT VIabilita DUNCK (..o 79
5.1.1.2. Stav vakuomu / cytoplazmaticke Site .................cooiiiiiiiiiii 79
5.1.1.3. MOTfologie BUNEK .......ooiiii et 81

5.1.1.3.1 Tvarové zmeny DUNEK ... 81
5.1.1.3.2. MOrOlogie Jader ... 81
S 114 Fragmentace DNA Lo 81
ST LA T TUNEL TEAKCE ..o 8]



5.1.1.4.2. Elcktroforetickd deteKee ..o 81

5.1.1.5. Zmény v usporadani aktinového cvtoskeletu ... 84

S L2 VIIVRAAMIA Lo 85
51201 Viabilita BUnEK ..o 85
5.1.2.2. Morfologie Bunek ... 87
5.1.2.2.1. Tvarové zmeény bunék ... 87

5.1.2.2.2. Granulace CytOPlaZmMYy .............ocooiiiiiiiiiiiiiii e 88

5.1.2.2.3. Stav vakuom / cvtoplazmatické Site .............ccooiiiiiiiiiiiiii 91

5.1.2.2.4. Endoplazmatické retikulum ... 93

5.1.2.2.5. Ultrastruktura ovlivnénych bunék ... 94

5.1.2.2.6. MOrfOlogie JAAET .....ooiiiiiiiiiiii e 96

5.1.2.3  Fragmentace DINA L 98
51231 TUNEL TEAKCE ..ot 98

5.1.2.3.2. Elektroforeticka detekee ... 99

512040 CYLOSKEICT ..o 99
5.1.2.4. 1 ARUNOVY CYtOSKEICT ..o 99

5.1.2.4.2. Mikrotubuldrni cytosKelet ... 102

5.2. Rychla bunéna smirt ... 104
5.2 1 Fragmentace DINA ..o 104
5.2, 1.1 Elektroforetickd deteKee ... 104
5.2 12  TUNEL FCAKCE ... 104
5.2.2. Mortologie umirajicich /mrtvych bunek ... 106
5.2.30 INRIDIOTY PIOICAZ ... 108
5.3. Bunécny cyklus a programovana bunéénasmrt ... 109
5.3.1. Cithvost dilcich fazi bunéeného cykIu ... 109
5.3.1.1. Uginky synchronizacnich TateK ... 109
5.3 111 Pribéh synchromizace ... 109

5.3.1.2. Uginek ionti kadmia na dynamiku bun&&ného evKIU ............cooccoovooiiiiooecceeeceoe . 110
531201 VIADIIA oo 111

5.3.1.2.2  Fragmentace DNA L. 112

5.3 1221 TUNEL TEAKCE ..o 112

5.3.1.2.2.2. Elektroforetickd detekee ..o 113

5.3.1.2.3. 7Zmeény v morfologil Jader ... 114

S5.4. ProdluZovani JAder ... 115
5.4.1. Prodluzovani jader po aplikact HU @ APC ... 115
5411 VIV BUNEENE SIEMY ... 115
3.4, 120 VIV GVIOSKEICU L. 119
5.4.1.2.1. Mikrotubuldrmi eytoskelet ... 120

10



5.4.1.2.2. AKtinova fillamenta ... 122

5.4.1.2.3. Jademy cytoskelet - intermedialni filamenta ... 124

6. DISKIUZE ... 125
6.1. Bunééna smrt u tabakoveé linie BY-2 ..., 125
6.1.1. Viabilita bunék - bunky Zive, mrtvé nebo néco mezi tim ... 126
6.2. Abioticky stres jako induktor PCD u bunék BY-2 ... 127
6.2.1. Koncentragni zavislost stresové odpovedi na plsobeni kadmia ... 127
6.2.2. CyI010@ICKE NOAMOCEI ... 127
6.2.2.1. Zastaveni mitotické aktivity bunék ... 127
6.2.2.2. Prodluzovani bunck ... 127
6.2.2.3. Granulace CYOPLAZIMY ..ot 128
6.2.2.4. Vakuolizace CYLOPLAZIMY ..ottt 129
6.2.2.5. Zmeny v architektufe endoplazmatického retikula ... 129
6.2.2.6. MOTTOLO@IC JAACT ..ot 130
6.2.2.7. Souhmn cytologicKych POZOTOVANI ... 132

6.2.3. Fragmentace IDIINA ..o e 132
6.3. Rychlé zabiti Dun@K ...l 134
6.4. BUuné€ny CYKIUS ... 137
6.4.1. Uginné a jemna synchronizace bungk BY-2 pomoci hydroXymo&oviny ..o, 137

6.4.2. Kadmium zpisobuje rizné typy bunééné smrti pii aplikaci v riznych fazich buncéného cyklu ... 138

6.5. Protahovani Jader ... 141
6.5. 1. Tvar Interfaznich JAACT ... e 141
6.5.2. Mechamzmus protahovani interfaznich jader ... 142

6.5.2.1. Uloha BUNGENE SIINY ..o oo 142
6.5.2.2. Uloha eVIOSKEICI ......_...oooo oo oo oo 142
6.5.2.3. Uloha Jadem@ho SKEICIU ..., oiooooooooeoe e 144
T SOUHRN e 147
8. ZAVERY ..o 149
9. SEZNAM LITERATURY o 5]

Priloha volna: datovy nosi¢ (CD) - video

11



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

24D 2. 4-dichlorfenoxyoctova kyselina, auxin

ABA kyselina abscisova

ADP adenosindifosfat

Apaf-1 protease activating factor-1, soucast aktivatoru kaspaz

APC aphidicolin, antireplikativni latka

ATP adenosintrifosfat

BAP 6-benzylaminopurin, cytokinin

Bcl-2 B cell lymphoma 2, anti-apoptoticky gen nebo nazev genové rodiny
BI-1 Bax inhibitor-1

bp basis pairs, pary bazi

BSA bovine serum albumin, albumin izolovany z hovéziho séra

BY-2 bunécna linie tabaku Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2

cde cell division cycle, geny spojené s bunécnym cyklem

CDK(s) cycline-dependent kinase (s), cyklin-dependentni kinaza(y)
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1. UVOD

Programovana bunétna smrt (PCD, z anglického programmed cell death) se
uplatiiyje jednak pii vyvoji rostlin v bunééné diferenciaci, utvareni rostlinnych organt a
senescenci a jednak hraje vyznamnou roli v obrannych reakcich a odpovédich na nejruznési
stresové pusobeni jak abiotickych, tak 1 biotickych stresori. Mechanizmus PCD umoziuje
organizmu eliminovat staré ¢i naru$ené buriky bez poskozeni okolnich bunék / pletiva.
Tento vysoce komplexni proces je oproti rostlinnym burikam velmi dobie prostudovan u
zivocisnych bunék, ve kterych existuje nékolik typa PCD: napi. apoptoticka, autofagicka
bunécna smrt, paraptdza ¢i mitoticka katastrofa (Broker ef al. 2005). Pouze nékteré znaky
téchto zivocisnych PCD byly popsany u rostlinnych bunék. Navic nékteré typy PCD, jako
mitoticka katastrofa u rostlinnych bunék, vykazuji znaky neprogramovaného umirani. U
rostlinnych bunék, a zeyména pak u bunécnych kultur, v§ak pravdépodobné zcela nelze, 1
kdyz se o to riizni autofi stale snazi, striktné odlisit jednotlivé typy programovaného umirani
bunék. V posledni dobé se ukazuje, ze existuje pouze jeden faktor spoleény vSem rostlinnym
PCD, a to vakuolami kolaps (Groover et al. 1997, Groover a Jones 1999). Jde o rozpad vakuol
a nasledné vyplaveni hydrolytickych enzymi ven z vakuol, vedouci az k autolyze bunék
(Jones 2001). Tato hypotéza vyplyva z faktu existence vakuol ve vSech typech rostlinnych
bunék a znalosti jejich funkce nejen zasobni, ale zieymé 1 cilené lytické.

Studium mechanizmu PCD v celych rostlinach je komplikované, zejména v dusledku
toho, Ze se vétSinou vyskytuje jen v malém poctu Casto slozité piistupnych bunék, které
jsou obklopeny velkym mnozstvim bunék bez probihajici PCD. Ke studiu procesu PCD
Jsou proto ¢asto vyuzivany bunécné kultury, které predstavuji v mnoha ptfipadech pouzitelny
zjednoduseny model slozitych fyziologickych procesu probihajicich v celé rostling in vivo.
Studium PCD v buné¢nych kulturach in vitro je vSak nutné vzdy srovnavat s mechanizmem
programovaného umirani bunék in vivo, kde je cela rostlina ovliviiovana fadou riznych
faktorii. Nicméné v obou pfipadech maji buiiky pravdépodobné predem definovany PCD

Existuje fada divodl, pro¢ jsou bunééné linie vhodnym modelovym materialem
pro studium mechanismu PCD. Piednostné jde o vysoce uniformni populaci bunék. Diky
intenzivnimu déleni bunék je velmi jednoduché ziskat velké mnozstvi materialli v relativné
kratkém ¢ase pro pokusné Gcely. V neposledni fadé je nutné zduraznit, ze bunécné kultury
jsou vlastné skupinou nediferencovanych bunék, coz je vhodné pro studium zakladnich
odpovédi rostlinnych bunék na PCD podnéty.

Bunééné kultury rizného typu, at’ kratkodobé ¢i dlouhodobé, je mozné vyuzivat ke
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studiu vyvojovych programu PCD mj. studium embryogeneze - bunétné kultury smrku a
jedle (Filonova et al. 2000, Bozhkov ef al. 2004), studium xylogeneze - bunécné kultury
Zinna clegans (Fukuda a Komamine 1980a) nebo umirani bunék aleuronové vrstvy - bunééné
kultury je¢mene (Fath er al. 2000). Ale jsou také velmi vhodnym modelem PCD vyvolané
stresem. Latky, které jsou schopné vyvolavat nebo inhibovat PCD, jsou jednoduse k burikam
piidany nebo naopak z média vymyty.

Zvlastni postaveni mezi témito pokusnymi modely predstavuji bunécné linie. Tedy
bunécné kultury vyznacujici se vysokou strukturalni 1 funk¢éni homogenitou dané bunécné
populace a jejim standardnim chovanim v priibéhu tzv. subkultivacniho intervalu, do zna¢né
miry simulujiciho rizné faze bunécné ontogeneze in vivo - fazi intenzivniho déleni, fazi
expanze, resp. rustu, fazi zrani az senescen¢ni. Umoziuji tak velmi detailni, pfesnou a
hlavné simultanni analyzu svého chovani na urovni molekulami, biochemické, cytologické,

az morfologické.
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2. CiLE PRACE

Téma dizertacni prace bylo zadano v kontextu Siroké vyzkumné problematiky tymu
zaméfené na vy zkum fyziologie stresu u rostlin (program ,,Rostlinna burika a stres*). Z téchto
divodu se predlozena dizertacni prace zabyva programovanou bunéénou smrti vyvolanou
abiotickym stresem u bunék tabakove linie BY-2.

Hlavnim cilem prace bylo pochopit mechanizmy vedouci k programovanému
umirani bunék BY-2 po pusobeni vybranych abiotickych stresori (siranu kademnatého a
chladu - 4°C).

Dil¢imi cili pak byl jednak detailni popis ucinku jednotlivych induktorii PCD jak na
cytologické, tak molekularni urovni. Jednak podrobné studium mechanizmu indukce PCD v
ruznych fazich bunécného cyklu.

V priibéhu feSeni se samozieymé strukturovaly i dal$i oblasti studia, ptvodné
neplanované — napf. detekce projevu PCD (specifické fragmentace DNA) u bunék

podléhajicich PCD a u rychle zabitych bunék (neprogramovang).
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3. LITERARNIi UVOD

3.1. Programovana a neprogramovana bunécna smrt — zakladni pojmy

Buné¢na smrt hraje velmi dulezitou roli béhem fyziologickych procest u
mnohobunéénych organizmii, zeyména v ontogenezi a morfogenezi. Pojem programovana
bunééna smrt (PCD, z anglického programmed cell death) byl poprvé pouzit v roce 1951
Glicksmannem, jako bunécna smrt béhem vyvoje organizmii (pro piehled Lockshin a Zakeri
2004).

Nejlépe je prostudovana morfologie umirani bunék zivoéisnych. PCD je vétSinou
délena do tii skupin (tab. 3.1, obr. 3.1, pro piehled Jones 2000, Noodén 2004):

3.1.1. Morfotyp L - apoptoticka bunééna smrt (Kerr ez al. 1972). Pojem apoptoza (dnes
Casto a nespravné zaménovan s vyznamove $ir§im pojmem programovana bunécna smrt)
byl poprvé pouzit v souvislosti s popisem morfologickych zmén jader a celé buriky Kerrem,
Wylliem a Curriem (Kerr er al. 1972). Tento typ je odvozen od feckého slova apoprosis, coz
znamena spad nebo opad v analogii s opadem kvétnich platki rostlin nebo listu ze stromu
(apo = od, ptosis = padani). Tato analogie zduraziuje, Ze bunécna smrt je velmi dilezitou a
neoddélitelnou soucasti zivotniho cyklu organizmi. Apoptoticka bunécna smrt je aktivni a
piesné definovany proces, ktery hraje dulezitou roli ve vyvoji mnohobunéénych organizmi,
v regulaci a zachovavani bunécné populace v tkanich za fyziologickych 1 patologickych
stavl. Je typicka pro zivocisné bunky, kde je také velmi casta. Jde o typ PCD, ktery je
nejlépe prostudovan u zivoéisnych bunék. U rostlin maji 1 jiné typy bunééné smrti stejné
dulezitou biologickou funkci jako apoptoza.

Apoptoticka buné¢na smrt ma tii zakladni charakteristické znaky:

* 'V jadre probiha tzv. pykndza, pii niz jsou shluky DNA natésnané u vnitini strany
dosud neporuseného jaderného obalu. DNA je specificky $tépena mezi nukleozomy a
vznika tzv. apoptoticky zebricek. Tato fragmentace je zpiisobena nukleazami (Wyllie
et al. 1980).

+ Na tyto jaderné zmény navazuje vznik tzv. apoptotickych mechyiku (apototickych
télisek). Coz jsou cCasti cytoplazmy s fragmenty jadra a nékterymi bunéCnymi
organelami, obalené jednou ¢1 vice membranami.

*  Méchyiky jsou potom Casto pohlceny okolnimi fagocyty.

3.1.2. Morfotyp Il - autofagie nebo také cytoplazmaticky degenerativni bunééna smrt
(pro piehled Bursch 2001, Baehrecke 2003, Bursch er al. 2004).
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« Jednim z hlavnich rysu této PCD je ,konzumace™ cytoplazmy autofagickymi
organelami. Casto je doprovazena degradaci jadra a pyknozou. VétSinou nevyzaduje
ptitomnost makrofagu.

e V zavislosti na draze dopravovaného cytoplazmatického materialu do lumen
lyzozomu byla autofagie rozdélena na 4 typy (pro piehled Eskelinen 2005): 1)
makroautofagii nebo také pouze autofagii, kde pfi degradaci cytoplazmy dochazi
nejprve k fuzi dvou a vice membranovych autofagozomu s endozémy nebo lyzozomy,
2) mikroautogafii, kde lyzozomalni membrany pohlcuji €asti cytoplazmy procesem
podobnym odSkrcovani fagozomli od plazmatické membrany, 3) chaperony
zprostiredkovanou autofagii, kde jsou proteiny se specifickou signalni sekvenci
transportovany z cytoplazmy do lumen lyzozomu pfes lyzozomalni membrany, 4)
crinofagii, pi1 niz sekretorické vacky pfimo fuzuji s lyzozémy, ¢imz se degraduje

obsah jednotlivych vacku.

Tab. 1. Hlavni typy programované bunécné smrti a jejich projevy
(upraveno podle Clarke 1990)

MORFOTYP

PCD JADRO MEMBRANY CYTOPLASMA
Apopléza kondenzace
poploze chromatinu;
degradace jddra a zkroucent; vytvéfeni ztrata ribozémi z
, apoptotickych . ’
pyknéza méchyki drsného

autofagickd bunécnd
smrt

Castecnd pykndza;
¢ést jadra maze
vytvifet méchyiky

endocytdza v
nékterych piipadech
a vznik puchytkd

autofagické vakuoly;
rozsifeni

lysozomdlné
degenerativni
bunéind smrt

pozdéjsi vakuolizace
a desintegrace

zlomy

desintegrace,
roz$ifen{ organel
a vytvéfen{
“prazdnych” mist,
které splyvajf spolu
navzdjem nebo s
extraceluldrnim
prostorem

onkdza

pozdejsi zvyseni
granularity a chro-
matinu

zaoblovani

roz8ifeni endoplas-
matického retikula,
jadernd membrana,
Golgiho komplex a
nékdy také mito-
chondrie vytvéfeji
“prazdnad” mista

S timto typem bunécné smrti se u zivocichu setkame v souvislosti s metamorfozami.

U rostlin je tato bunétna smrt spojovana a nejvice prostudovana zejména s odumiranim
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suspenzorovych bunék v embryogenezi.

V poslednich letech si degradace intracelulamich kompartmenti (autofagie)
ziskava pozornost mnoha védeckych skupin. Termin autofagie je b&zné pouzivan pro
mnoho intracelularnich procesu, které konéi degradaci cytozolickych komponentu uvnit¥

lysozomti.

o

Q

apoptoticka téliska

Obr. 3.1. Porovndni programované bunécné smrti rostlinnych a fivocisnych bunék na zdkladé
morfologie umirdni bunék (upraveno podle Lam 2004)

A - Hypersenzitivni reakce rostlinnych bunék zahrmuje nasledujici po sobé jdouci kroky: kondenzaci
chromatinu, fragmentaci DNA, vakuolarni kolaps, rozpad plazmatické membrany, rozpad organel a lvzi celé
buriky.

B - Pri diferenciaci mezofvlovvch bunék v trachedlni elementy dochazi k bobtnani vakuol a naslednému
vakuolamimu kolapsu, rozpadu bunéénvch stén a fragmentaci DNA.

C  Apoptoticka bunécna smrt Zivocisnych bunék zacina kondenzaci chromatinu a fragmentaci, zménami na
plazmatické membrané a vznikem apoptotickych télisek.

3.1.3. Morfotyp III. - lyzozomalné degenerativni bunééna smrt
Tato PCD je u zivocisnych bunék prostudovana neyméné. Zatimco u rostlin je prave
tento typ PCD tim nejstudovanéjsim. Jelikoz u rostlinnych bunék dochazi témér vzdy k
preméné vakuol na lytické kompartmenty, ze kterych se po aktivaci ,,vyplavuji* hydrolazy
(napt. Fukuda 2000).
¢ Je charakteristicka degradaci celého obsahu cytoplazmy bez jakékoliv pomoci jinych

bunék.
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e Piedpokladany mechanizmus zahrnuje sekreci hydrolytickych enzymi z lysozomu.

V nékterych pfipadech je autofagicka a lysozomalné degenerativni bunééna smrt
zaménovana. Autoii van Doom a Woltering (2005) ukazuji, ze pfeména mezofylovych
bunék v trachealni elementy (Fukuda 2000) je ptikladem klasické autofagie. Tito autofi
pravdépodobné vychazeji z toho, ze u rostlin dochazi casto k prolinani vsech typu PCD.
Kombinace umirani bunék autofagicky a apoptoticky byla jiz dfive popsana u somatické
embryogeneze smrku ztepilého (Filonova ef al. 2000).

Dalsimi, méné znamymi typy PCD jsou paraptéza nebo mitoticka katastrofa.

3.1.4. Paraptoza

Je charakterizovana intenzivni vakuolizaci cytoplazmy, ktera Casto zacina zdufenim
mitochondrii a endoplazmatického retikula. Béhem této smrti nedochazi k aktivaci
cysteinovych proteaz kaspaz, nevytvareji se morfologické zmény znamé u apoptotické
bunécné smrti a ani se nevytvareji tzv. apoptoticka téliska. Prestoze je praci o této bunééné
smrti stale malo, je si védecka komunita jista, Ze se nejedna o autofagickou bunécnou smrt
(pro predhled Sperandio ¢f al. 2000).

U rostlin nebyl tento typ PCD zatim popsan.

3.1.5. Mitoticka katastrofa

Je zpusobena selhanim mitdzy, které nasledné vyvola zastaveni bunécného cyklu dik
defektim v jeho kontrolnich bodech. Tim se mohou vytvaiet az aneuploidni bunky, které
Jsou odsouzené k zaniku (Castedo er al. 2004). Charakterem podobna bunétna smrt byla
pozorovana i u rostlinnych bunék, kde v§ak méla chrakter neprogramované bunééné smrti

(Kuthanova er al. 2008).

3.1.6. Onkéza nebo také onkoticka bunéfna smrt je vétSinou povazovana za
neprogramovanou bunécnou smrt (Van Cruchten a Van den Broeck 2002).
» Je charakteristicka bobtnanim cytoplazmy, mitochondrii a dal$ich organel a vylitim
obsahu bunky do okoli.
Presto, ze ptitomnost celulozni bunécné stény u rostlinnych bunék znemoziuje bobtnani
cytoplazmy, vykazuji rostlinné PCD mnohé rysy zivocisné onkotické bunétné smrti jako

napf. naruSeni membran a bobtnani organel (Jones 2001).
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3.1.7. Neprogramovana bunécna smrt ¢i nekontrolovana bunééna smrt se nékdy nazyva
také nekréza. Jedna se o nefyziologicky proces, ktery nevyzaduje téméf zadnou energii u
velmi starych a poskozenych bunék. Béhem nekrozy dochazi k naruseni iontovych pump
na plazmatické membrané, coz vede k bobtnani jak nékterych organel, tak 1 celych bunék.
Nasledkem pak dochazi k prasknuti bunék a bunéény obsah se uvolni do okoli. Enzymy,
které se timto procesem uvolni, mohou zpusobovat nekrozu okolnich bunék a nasledné
zpusobit zanét v zivociSnych tkanich.

Vzhledem k velkému mnozstvi riznych typi PCD, které byly v nedavné dobé
identifikovany, byla ustanovena védecka komise (NCCD, The Nomenclature Committee on
Cell Death), ktera méla za ukol doporucit spravné pouzivani jednotlivych typi PCD. Kroemer
et al. (2005) mj. navrhovali pouzivat termin apoptdza pouze pii konkrétnich morfologickych
zménach (pf1 pyknodze jader, kondenzaci cytoplazmy nebo bobtnani plazmatické membrany)
béhem bunécné smrti. Naopak specificka fragmentace DNA neni vhodnym markerem pro
apoptdzu, jelikoz muze byt aktivné inhibovana. Proto je mnohem vyhodnéj$i pouZzivat terminy
apoptdza zavisla a nezavisla na kaspazach, tedy proteazach vedoucich k fragmentaci DNA.
Druhym probiranym terminem je autofagie. Ta by méla byt pouzivana jen tehdy, pokud
dochazi k masivni vakuolizaci bunék béhem jejich umirani. Obdobnou snahou pro zptesnéni
et al. 2005). Leist a Jaittala (2001) rozdélili bunéénou smrt na 4 skupiny podle morfologie
jader: na apoptozu s kondenzovanym chromatinem, apoptéze podobnou bunécnou smrt s
méné kompaktnim kondenzovanym chromatinem, nekrézu s uplnou a nahodilou lyzi bunék
a nekrdze podobnou buné¢nou smrt bez kondenzace chromatinu. VSechny tyto navrhy plati
pro zivoci$né bunky. U rostlin je situace mnohem slozitéjsi, nékteré typy zivocisnych PCD
u nich stale nebyly detekovany anebo vykazuji znaky neprogramované bunécné smrti. Proto

Je pravdépodobné nelze u nich bez vyhrad pouzivat.

3.2. Molekularni mechanizmy a signalni draha vedouci k PCD
3.2.1. Regula¢ni mechanizmy signalu pii apoptoze
Existuji tfi hlavni signalni drahy, kterymi se apoptoza u zivocisnych bunék spousti.
Prvni draha je spousténa Fas ligandy, které se vazou na plazmatické membrané
na Fas receptory. Ty pak aktivuji kaspazu 8 a tim je aktivovan komplexni proces reakci
vedoucich k postupnému rozpadu jadra.
Druha cesta je také aktivovana zménami na plazmatické membrané, na niz se vytvari
specialni por spojenim molekul perforinu. Timto porem se dostavaji do buriky molekuly

granzymu B a vapniku, které aktivyji kaspazu 10.

23



Treti signalni draha je aktivovana vyplavenim molekuly cytochromu ¢ z vnitini
strany mitochondnalni membrany do cytozolu. Cytochrom c spolu s Apaf-1 a ATP vytvari
velky proteinovy komplex, tzv. apoptozom, ktery aktivuje kaspazu 9. Kaspazy hraji jednu z
dulezitych aloh v procesu PCD.

3.2.2. Proteolytické enzymy a apoptoza
3.2.2.1. Zivoéisny model

Koneéna stadia PCD zivocisSnych bun€k jsou az na vyjjimky charakterizovana
hydrolyzou genomové DNA. Béhem tohoto procesu je DNA fragmentovana nukleazami a
vznika tzv. apoptoticky zebficek. Jedna se o tzv. doménovou nukleazu, jejimz pusobenim
vznikaji vysokomolekularni fragmenty o velikosti 200-300bp a 30-50bp. Tento enzym S$tépi
DNA v mistech vazby s jadernou matrix a neni inhibovan zine¢natymi ionty a serinovymi
proteazami. Fragmenty o niz$i molekulové hmotnosti vznikaji ¢innosti tzv. fragmentaéni
nukleazy. Pravé ta dava vznik internukleozomalniho zebricku. Aktivita téchto enzymu
muze byt inhibovana zine¢natymi ionty (Wyllie er al. 1980). Fragmentacni nukleazy byly
identifikovany jako DNaza 1. a 1. Cinnosti téchto enzymi vznikaji fragmenty o velikosti
20-40 kDa. DNaza 1. produkuje 3'OH a 5'P konce. Ke svému pusobeni nutné vyzaduje
hofeénaté a vapenaté ionty a neutralni pH (Gaido and Cidlowski 1991). Je také znama vazba
DNazy 1. na G aktin, ¢imz zpusobuje zablokovani polymerace aktinu do vldken a vznik
-krystalické™ struktury. DNaza II. naopak produkuje S'OH a 3'P konce. Ke své aktivaci
nepotiebuje dvoumocné ionty a je aktivni pfi kyselém pH (Wu er al. 2000).

Az asi 13 let po Wylliem, v roce 1993, bylo prokazano, ze dalsimi dulezitymi
enzymy aktivovanymi pii apoptotické PCD jsou proteazy. Jde o rodinu Ced-3/ICE proteaz,
které iniciuji exekucni fazi PCD. Poprvé byly popsany u Cenorhabditis elegans v Ced-3
mutantech. Protein Ced-3 je homologni k zivoc¢isné cysteinové proteaze ICE (z anglického
Interleukin-13-Converting- Enzyme, Yuan er al. 1993). Tyto proteazy také iniciuji exekuéni
fazi rozkladem jednoho nebo vice dilezitych bunéénych substrati. Jejich inhibitorem je Crm
A, ktery je sekvencné podobny inhibitorim serinovych proteaz. Dal$im inhibitorem muze
byt YVAD-chlorometylketon, jenz muze zastavit PCD.

Dals$im ¢lenem rodiny ICE proteaz je prICE (proteinase resembling ICE) proteaza.
Jejim substratem je PARP (z anglického poly ADP-ribose polymerase), polypeptid, ktery
je ,,rozstipan™ jiz po 3 min po aktivaci prICE proteazou (pro piehled Soldani a Scovassi
2002). Rozpoznavaci sekvenci pro ICE proteazu na PARP je vysoce konzervativni EVD| G
sekvence. Jde o ekvivalent k 1-2 sekvencim, které ICE proteazy obvykle rozpoznavaji. PARP

se ucastni oprav poskozené DNA, replikace, transkripce a buné¢né smrti (pro piehled Smith
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2001). PARP-1 je jaderny enzym zavisly na ADP (de Murcia a Ménissier-de Murcia 2003).
Dal8imi enzymy jsou PARP-2 (Amé et al. 1999) a-3 (Schreiber et al. 2002), VPARP (=PARP-
4) a tankyraza (=PARP-5). Tankyraza je soucasti lidské telomerazy a Gcastni se syntézy
poly(ADP-ribdzy) na RTF1 proteinu (Smith ef al. 1998). Funkce VPARP souvisi s velkymi
ribonukleovymi komplexy (Kickhoefer ez al. 1999). Funkce jednotlivych homologti PARP (1,
2 a 3) zatim nejsou zcela znamé. PARP jsou aktivovany zlomy DNA. Maji 3 funkéni domény:
46 kDa DNA vazebnou doménu (DBD, z anglického DNA-binding domain), ktera je na
N-konci, oboustranou jadernou lokaliza¢ni doménu (NLS, z anglického nuclear localization
domain) a dvé domény s motivem zinkového prstu, které rozeznavaji fragmentovanou DNA.
V centralni oblasti je tzv. automodifika¢ni doména, ktera je zodpovédna za autofosforylaci.
Na C- konci je lokalizovana NAD vazebna doména, kde probiha konverze NAD* na ADP-
ribézu. Uvniti DBD je DEVD sekvence, které je rozpoznavano kaspazami. Jejich §tépenim
vznikaji charakteristické fragmenty PARP. Vétsi 89 kDa fragment je na C-konci a obsahuje
katalytickou doménu (pro piehled Amé 2004) a i po rozstépeni si tento fragment stale udrzuje
svoji enzymatickou aktivitu. Mensi fragment, 24 kDa je umistén na N-konci a obsahuje
DBD, tudizZ je stale schopny irreverzibilni vazby na DNA. In vitro je PARP-1 substratem
pro vSechny kaspazy, ale in vivo bylo prokazano $tépeni pouze kaspazami 3 a 7 (Wesierska-
Gadek et al. 2004). Navic bylo potvrzeno, Ze PARP miiZe byt §t€pena i pti Zivocisné nekroze.
Timto $tépenim vznikaji fragmenty o jiné molekulové hmotnosti (vétsi 89 az 50 kDa a mensi
o velikosti 40-35 kDa) neZ pti apoptotickém Stépeni.

Dalsi specifickou proteazou, ktera hraje roli v apoptoze, je Lam P proteaza. Jde o
laminovou proteazu, ktera je v signalni draze umisténa niZe od prICE. Ta zptisobuje $tépeni
lamind A a C na 46 kDa fragmenty, které maji ATPazovou aktivitu. Ke své aktivaci nutn¢
potfebuje vapenaté ionty. MiZe byt inaktivovana leupeptinem a TLCK (z anglického tosyl-
2-lysylchloromethylketon) a inhibitory serinovych proteaz (Gorczyca ef al. 1993).

Posledni skupinou proteolytickych enzymi, které jsou aktivovany pii apototické PCD
procesech jsou kalpainy (z anglického calcium-activated neutral cysteine endopeptidase).
U bunék thymocytt byly poprvé popséany jako thiolové proteazy (Saido et al. 1994) a jsou
aktivovany v ¢asnych fazich apoptozy (Carafoli a Molinari 1998).

Kaspazy jako hlavni iniciatory a exekutory apoptotickych procesi (pro piehled
napt. Villa et al. 1997, Fussenegger et al. 2000, Kumar 2007).

Kaspazy (z anglického cysteine-dependent aspartate-specific proteases) jsou
cysteinové proteazy, které St€pi své substraty za zbytkem kyseliny asparagové. Na N-konci
maji kaspazy konzervativni pentapeptid QACXG. Jsou syntetizovany jako inaktivni pro-

enzymy (zymogeny) a jsou aktivovany pfimo proteolyzou, ¢imz se pak odstépi N-koncovy

25



pentapeptid. Po $tépeni kaspazové molekuly vznikaji velka (a, 20 kDa) a mala (B, 10
kDa) podjednotka, které se spojuji v enzymaticky aktivni heterodimer. Kazdy z aktivnich
heterodimerti jsou sloZeny ze $esti podjednotek, které vytvareji sto¢enou strukturu B-listu se
Styifmi a-helixy. In situ se kaspazova molekula vyskytuje ve formé (a/B)2 tetramerd.

Do dnesni doby bylo identifikovano 7 riznych kaspaz u drozofily a 14 usavci. Kaspaza
exekuéni a zanétlivé (obr. 3.2). Iniciaéni kaspazy maji velkou pro-doménu, ktera je mistem
interakci mezi proteiny. Obsahuji také jiZ zminény konzervativni pentapeptid. Mezi tyto
kaspazy patii kaspaza 2, 8, 9, 10 a 12. Mezi exeku¢ni kaspazy, které maji malou pro-doménu,
kaspazy mohou obsahovat bud’ CARD doménu (z anglického caspase recruitment domains)

jedna-li se o kaspazu 9 a 2 nebo DED doménu (z anglického death effector domains) jedna-

li se o kaspazu 8 a 10. Posledni jmenovana ——

0N

skupina kaspaz (zanétlivé) nejsou soucasti e l S~
/7 ~
: ’ C
drahy PCD. , / aspase L‘ ;;spase o
Kaspazy mohou byt selektivngé | ey, ©3%e® \

Effector

inhibovany malymi peptidy, aldehydy, ketony

caspases
nebo nitrily, jejichz C-konec reaguje s Cys Caspase 3 %~ ’
N -t
aktivnim mistem. Dal$imi inhibitory jsou S ,f 7‘/995‘*’“’
~
L e yers . /
tzv. IAP (z anglického inhibitors of apoptotic Sa 7
Apoptosis

proteins, pro piehled Deveraux a Reed 1999,

. Obr. 3.2. Schéma jednotlivych typii kaspdz
Yang a Li 2000). Jecnoliyet bpi Kasp

(iniciaéni a efektorové)

Diky svym prodoménam iniciaéni
kaspazy aktivuji pfi bunééné smrti signalni komplexy bud’ v odpovédi na ligaci receptori
bunééného povrchu (vnéjsi apoptoticka draha), nebo v odpovédi na signaly vnéjsiho
prostiedi (vnitini apoptoticka draha).

Existuji dva typy vnéjsi apoptotické drahy. Prvni typ vnéjsi apoptotické drahy je
aktivovan tzv. receptory smrti. Ty patfi mezi receptory bunééného povrchu, které pienaseji
apoptotické signaly po ligaci specifickych ligandti. Receptory smrti patfi k rodiné TNFR (z
anglického tumor necrosis factor receptor), ktera zahrnuje TNF-1, Fas/CD95 a také receptory
TRAIL (DR-4 a 5, Armitage 1994). VSechny ¢lenové rodiny TNFR maji extracelularni
subdoménu (bohatou na cystein). Ta jim dovoluje rozpoznat ligandy zpisobujici trimerizaci
a aktivaci receptorii smrti. Dale je signal pfenasen pfes cytoplazmatické receptory smrti,
které obsahuji konzervativni doménu smrti (DD, z anglického death domain), jejim ¢lenem

je 1 prokaspaza 8, ktera je aktivovana svou DED doménou k DISC (z anglického death
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inducing signalling complex). Ta je soucasti receptorového komplexu vznikajiciho pii ligaci
¢lenit TNFR. Po spojeni s DISC je mnoho prokaspazovych 8 molekul velmi blizko sebe,
¢imz se predpoklada aktivace jedna druhé autolyzou (Denaut a Salvesen 2002).

Druhy typ vnéjsi apoptotické drahy zahrnuje signaly piichazejici z aktivovanych
receptoru, které nejsou schopny generovat kaspazovou aktivitu v exekucnich fazich PCD.
Propojeni mezi kaspazovou signalni drahou a mitochondriemi je zprostredkovano pres Bid
protein, ¢lena Bcl-2 rodiny. Bid je $tépen kaspazou 8, jeho trandsuk¢ni forma (tBID) spolu
s proapoptotickymi proteiny rodiny Bcl-2 (Bak a Bax) zpusobuji vyplaveni cytochromu
¢ a dalSich proapoptotickych faktori z mitochondni do cytozolu (Eskes er al. 2000).
Cytozolicky cytochrom ¢ se vaze na monomericky Apaf-1, ktery oligomerizuje ve velky
signalni proteinovy komplex, apoptozom. Struktura apoptozomu je podobna kolu se sedmi
draze nize od apoptozomu (Adams a Cory 2002). Pokud jsou ty jiz aktivovany, mohou sami
proteolyticky aktivovat efektorové prokaspazy 3, 6 a 7 a pozdé)i $tépi specifické substraty
zahmujici 1 samy prokaspazy.

Vnitiniapototickadraha (obr. 3.3) souvisi takés mitochondrialnimi zménami signal i
(degradace DNA, oxidativni stres, hladovéni a také zmény vyvolané chemoterapeutickymi
drogami), coz zpusobuje poruSeni mitochondrialniho membranového potencialu (Ay). Tento
fenomén je také nazyvan jako PT (z anglického permeability transition). Osmotické bobtnani
mitochondrialni membrany bylo pozorovano pii pfijmu vody do mitochondrialni matrix.
Mozné prasknuti vnéjsi mitochondrialni membrany zpusobuje 1 vyplaveni proapoptotickych
proteinu z intermembranového prostoru do cytoplazmy (pro piehled Desagher a Martinou
2000). Mezi tyto proteiny muze byt zahrnut 1 cytochrom ¢ (Jemmerson ef al. 2002),
ktery aktivuje apoptozom a tim 1 celou kaspazovou kaskadu. Spolu s cytochromem c se
do cytoplazmy dostavaji 1 AIF (z anglického apoptosis inducing factor, Joza ef al. 2001)
endonukleaza endoG (L1 ef al. 2001), Smac/Diablo (Chai er al. 2000) a Htr/Omi (van Loo ef
al. 2002).

3.2.2.2. Rostlinny model

U rostlin je znamo mnoho proteolytickych enzymd, které hraji dulezitou roli v
procesech PCD (pro piehled Beers ef al. 2000, Palma et al. 2002).
Proteolytické funkce u rostlin jsou nasledujici: odstranéni abnormalnich, modifikovanych
a Spatné zacilenych proteini nebo doplnéni aminokyselin potiebnych ke vzniku novych
proteint.

Proteazy pusobici uvniti peptidového fetézce jsou nazyvany jako tzv. endopeptidazy
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Obr. 3.3. Vnitini apoptotickd drdha (Lawen 2003)

Initni apoptotickd drdha je spojend s vyplavenim cytochromu ¢ z mitochondrii do cytoplazmy. tvorbou

apoptozému a aktivaci kaspiz a dalsich proteinit vedoucich ke smrti bunék.
(EP). Proteolytické enzymy pusobici na konci peptidového fetézce jsou nazyvany jako
exopeptidazy. EP se podle substratové specifity déli na aminopeptidazy, které jsou schopné
stépit peptidy na N-konci, a karboxypeptidazy, které degraduji peptidy na jejich C-konci.
Aminopeptidazy jsou ubikvitinacni enzymy, které byly identifikovany v celé rostlinné fisi,
v ruznych stadiich rustu a vyvoje, pfi zrani semen a plodi, senescenci nebo pii interakci
patogen-hostitel. Karboxypeptidazy jsou jednou velkou skupinou proteaz vyskytujicich
se v semenech, ve zralych zelenych a také v senescentnich listech. Endopeptidazy jsou
dale klasifikovany podle svého katalytického mechanizmu. Nejen u rostlin se déli do
nékolika skupin: na serinové poteazy, cysteinové proteazy, proteazy aspartatového typu a

metaloproteazy.

3.2.2.2.1. Serinové a neutralni proteazy u rostlin stejné jako u zivociSnych bunék jsou
dulezitou soucasti procesu PCD. Jsou nazyvany podle aktivniho serinu v katalytickém misté.
Byly nalezeny pii riznych fyziologickych procesech, napt. v senescenci (Parrott ez al. 2005),
v xylogenezi (Groover a Jones 1999, Thomas ef al. 1999) nebo v interakci hostitel-patogen
(Yano er al. 1999). Vétsina serinovych proteaz patfi mezi chloroplastové ATP-zavislé ClpP
proteazy (Halperin eral. 2001a, b), aktivované v prubéhu senescence, kde ale nejsou hlavnimi
regulatory. Dalsi skupinami jsou subtilisiny (Tanaka et al. 2001) a enzymy kexinového typu
(Schaller er al. 2004).
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Subtilisiny patii do velké multigenni rodiny, jejich exprese je odlisna v riznych
rostlinnych organech. U rostlin byly identifikovany pii1 fadé PCD procesti. Napi. LIMO,
subtilisin z lilie, ktery je dulezitym enzymem mikrosporogeneze. Jinym subtilisinem je
LeSBT]1, ktery byl identifikovan u kofenu a kvétu rajcat (Janzik er al. 2000) a je dulezitou
soucasti PCD u téchto rostlinnych organi. Do této rodiny patii také 60kDa protein Zinnia
elegans (Beers a Freeman 1997), ktery je aktivovan v cytoplazmé pred tzv. vakuolamim
kolapsem.

Kexiny byly doposud u rostlin popsany jen ¢aste¢né. Jde o bioaktivni peptidy bunécné
stény, které iniciuji signalni drahu souvisejici s obranou reakci a také s PCD (Beers er al.
2000).

3.2.2.2.2. Cysteinové proteazy jsou nejvice studovanou skupinou rostlinnych proteaz.
Do této skupiny patii kaspazam podobné proteazy (pro piechled Hoeberichts a Woltering
2003 nebo Woltering et al. 2004). Ackoli do dnesni doby nebyly u rostlin identifikovany
sekvenéni homology zivoéisnych kaspaz, obrovské mnoZstvi nepfimych dukazi naznacuje
na existenci praveé kaspazove aktivity u rostlin a zapojeni téchto enzymi do rostlinné PCD.
Studium kaspazové aktivity u rostlin je spojeno zejména s pouzitim specifickych inhibitort
zivo¢i$nych kaspaz (Lam a del Pozo 2000). Syntetické kaspazove inhibitory byly vytvoreny
pro nejriznéjsi farmakologicka pouziti. Tyto inhibitory jsou schopny potlacit kaspazovou
aktivitu riznych sav¢ich a v posledni dobé 1 rostlinnych enzymu. Nutno v$ak podotknout,
Ze doposud nebyl nalezen specificky kaspazovy inhibitor (Krammer Gstni sdéleni). U rostlin
tabaku, kde PCD byla navozena Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola dochazelo po
pouziti kaspazovych inhibitorii k jejimu zastaveni (Lam a del Pozo 2000). Jako inhibitory
kaspaz byly pouzity chlorometylketon Ac-YVAD-CMK (irreverzibilni a vice specificky
pro kaspazu 1) nebo aldehyd Ac-DEVD-CHO (reverzibilni a vice specificky pro kaspazu
3). Sekvence YVAD a DEVD kaspazovych inhibitorii je zaloZena na sekvencich §tépenych
kaspazou 1 v prointerleukinu 1b kaspazou 3 v PARP. Navic pii pouziti inhibitoru serinovych
a cysteinovych proteaz (napt. PMSF a TPCK) dochazelo k ¢astecnému zastavené bunécné
smrti u tohoto systému (Lam a del Pozo 2000). Obdobné tomu bylo u protoplastii tabaku,
kde po aplikaci inhibitoru kaspazy-3 Ac-DEVD-CHO dochazelo k zastaveni PCD vyvolané
menadion (Sun ef al. 1999). Na systému chemicky indukované bunéc¢né smrti u suspenzni
bunééné kultury rajete bylo kromé jiz popsanych inhibitori pouzito Sirokospektrého
inhibitoru kaspaz Z-asp-CH2-DCB (de Jong et al. 2000, 2002). Pro efektivni pilisobeni
téchto inhibitord je nutné jejich pouziti v prubéhu prvni hodiny po indukci PCD (Woltering
et al. 2004). Pii pouzti syntetickych fluorogennich substrati pro kaspazu 1 (Ac-YVAD-
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aminometylcumarin, AMC) byla kaspazova aktivita naméfena v extraktu z listi tabaku
infikovanych virem mozaiky tabaku. Tato kaspazova aktivita byla inhibovana inhibitory
kaspazy 1 (Ac-YAD-CMK) a kaspazy 3 (Ac-DEVD-CHO, Ac-DEVD-fluorometylketon,
FMK). Naopak pi1 pouziti jiného fluorogenniho substratu pro kaspazu-3 (Ac-DEVD-AMC)
zadna aktivita nebyla detekovana (Lam a del Pozo 2000). U embryonalnich suspenznich
bunék jeémene byla po pouziti fluorogenniho substratu pro kaspazu |1 (Ac-YVAD-AMC)
a kaspazu 3 (Ac-DEV-AMC) naméfena aktivita obou kaspaz (Korthout er al. 2000).
Pokud vsak existuje v rostlinnych burikach podobna aktivacni kaskada kaspazy 3 jako u
zivo¢isnych bunék, ktera zacina vyplavenim cytochromu ¢ z mitochodrii do cytozolu, lze
se pak domnivat, ze lokalizace proteinu podobnému kaspaze 3 bude pravé v cytoplazmé.
Mikroinjekci fluorogenniho substratu pro kaspazu 3 do velkych bunék fasy Chara byla
zjisténa jeji lokalizace pravé v cytoplazmé bunék (Korthout er al. 2000). U bunék bunécne
kultury Nicotiana Tlabacum cv. Xanthi byl pouzit efektivné inhibitor kaspaz zZVAD-FMK. Po
pouziti specifickych fluorogennich substratu byla sledovana lokalizace kaspazy 1 v ¢asnych
stadiich PCD v jadrech a v cytoplazmé. V pozd§sich fazich byla kaspaza 1 pozorovana
pouze v cytozolu (Elbaz ef al. 2002). Obdobné byly G¢inné pouzity inhibitory kaspaz 1 a 3
Z-YVAD-FMK a Z-DEVD-FMK u bunééné linie BY-2 vystavené vysokym koncentracim
isopentenyladenosinu (1PA). Mikromolarni koncentrace iPA vyvolaly u bunék smrsténi
cytoplazmy, kondenzaci chromatinu jader a internukleozomalni fragmentaci DNA (Mlejnek
a Prochazka 2002).

Podle tercialni struktury byly kaspazy rozdéleny do dvou velkych skupin: na
parakaspazy a metakaspazy (pro piehled Lamkanfi er al. 2002). Parakaspazy jsou napf. lidské
a z Cenorhabditis elegans, metakaspazy jsou rostlinné a houbové. Rostlinné metakaspazy se
dale déli na dva typy.

Metakaspazy typu L. obsahuji kaspazam podobnou proteolytickou doménu a
N-koncovou prodoménu s vysokym obsahem prolinu. U rostlin velmi ¢asto tato prodoména
také obsahuje motiv zinkového prstu, ktery byl nalezen 1 u LSDI proteinu (z anglického
lession simulating disease 1) Arabidopsis thalina, ktery negativné reguluje hypersenzitivni
reakci (Aviv et al. 2002).

Metakaspazy typu Il. jsou typicky rostlinné. Misto charakteristické prodomény maji
konzervativni 180 aminokyselinové misto podobné podjednotkam p20 a p10 aktivovanych
kaspaz. V genomu Arabidopsis thaliana byly nalezeny 3 metakaspazy typu I. (AtMCPla-c)
a 6 metakaspaz typu Il. (AtMCP2a-f, Uren er al. 2000). Na zakladé srovnavacich analyz
v existujicich EST databazich bylo ukazano, ze AtMCPla a AtMCP2d jsou velmi ¢asto
exprimovany, oproti tomu AtMCP2¢ a AtMCP2e jsou nefunkénimi pseudogeny (Watanabe
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a Lam 2005). U bunék listt rajcete infikovanych Botrytis cinerea byla identifikovana
metakaspaza LeMCA1. Geny pro LeMCALI lezi v tésném sousedstvi genu souvisejicich s
PCD (Hoeberichts er al. 2003). Jde o geny kodujici PIRIN, zprostiedkovatele interakci mezi
proteiny béhem PCD (Orzaez ef al. 2001) a 2 geny pro rezistenci (SW-5a,b). Ty oba obsahuji
Jadernou NB-ARC vazebnou doménu typickou pro CED 4 a lidsky APAF-1.

V systému somatické ebryogeneze jedle bélokoré, kde dochazi k autofagické bunécné
smrti pii odumirani bunék suspenzoru, byl popsan protein mcll-Pa (Bozhkov ef al. 2004).
Je vysoce konzervativni protein homologni k metakaspazam typu I1. Nema sice efektorovou
a aktivacni doménu, ale 6bsahuje p20 podobnou doménu s aktivnim mistem DXCHS
typickym pro metakaspazy. Navic byly testovany riizné fluorogenni substraty pro kaspazy
1-9, nejucinngj$im byl nalezen VEID-AMC (substrat pro kaspazu 6). Jeho aktivita byla
lokalizovana v embryonalnich burikach trubicovitého tvaru a v ptilehlych suspenzorovych
buiikach (Bozhkov er al. 2004), jeho sekvence odpovidala sekvenci mista §tépeni laminu A
sav(i kaspazou 6.

Dal$i moznosti jak studovat proteolytickou aktivitu rostlinnych bunék prochazejicich
procesem PCD je pouziti PARP (blize kapitola 3.2.2.1) jako substratu pro kaspazu-3. Jak
u zivo€isnych, tak 1 u rostlinnych bunék existuji nejméné dva riizné druhy PARP. Oba se
ucastni oprav fragmentované DNA. PARP-1 Arabidopsis thaliana je homologem lidského
Jaderného PARP-1. Obsahuje konzervativni DSVD-N misto, které je rozpoznavano kaspazou
3 (Soldani a Scovassi 2002). U zivo¢isnych apoptotickych bunék dochazi ke vzniku 89 kDa
fragmenti PARP. U bunék tabakové linie BY-2 po aktivaci vysokou teplotou dochazelo jiz 4
hodiny po indukci PCD ke s$tépeni PARP a ke vzniku 89 kDa fragmentu (Tian ef al. 2000),
navic 1 aktivaci kaspazy 3.

Aktivita kaspaz muze byt kontrolovana riiznymi virovymi nebo makromolekularnimi
inhibitory, a to zeyména pfimou vazbou na proteazy. IAP (z anglického inhibitors of apoptotic
proteins) jsou vysoce konzervativni mezi ruznymi organizmy. VSechny IAP se ucastni
procesu zastaveni PCD. Maji stejnou BIR (z anglického baculoviral IAP repeat) doménu,
ktera brani smrti bunék. Dulezitym 1AP je 1 p35 protein, ktery je efektivnim supresorem
CED-3 z Cenorhabditis elegans a lidskych kaspaz 1, 3, 6, 7, 8 a 10 (Higashi er al. 2005).

Relativné nedavno byly u rostlin nalezeny i homology zivo¢isnych legumaiunu,
ke kterym patfi i tzv. VPE (z anglického vacuolar-processing enzyzmes, pro piehled Rosin
er al. 2005). Jde o skupinu enzymi zodpovédnych za zrani riiznych zasobnich proteini v
zasobnich vakuolach zrajicich semen (Hara-Nishimuraeral. 1991). VPE Arabidopsis thaliana
(a-VPE a y-VPE) jsou souéasti lytickych vakuol ve vegetativnich organech (Kinoshita et al.
1995). Naproti tomu B-VPE a 6-VPE je protein zasobnich vakuol (Kinoshita er al. 1999,
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Hara-Nishimura er al. 2005, Nakaume et al. 2005). y-VPE byly nalezeny v prekurzorech
proteazovych vezikuli, organelach obsahujici hydrolazy (Schmid er al. 1999), ale 1 ve
vakuolach (Yamada er al. 2005) pii vakuolarnim kolapsu, hlavni soucasti PCD u rostlin.
Nikdy vsak nebyla u bunék po aktivaci VPE nalezena internukleozomalni fragmentace DNA,
pouze nespecificka fragmentace DNA (Hatsugai ef al. 2004). VPE tabaku a Arabidopsis
thaliana jsou také schopny $tépit substraty rozpoznavané kaspazou | pfi hypersenzitivni
bunééné smrti vyvolané Pseudomonas syringae nebo Botrytis cinerea (Kuroyanagi et
al. 2001, Rojo er al. 2004). Pomoci inhibitoru pro VPE (Ac-ESEN-CHO) bylo ukazano,
ze VPE silné inhibuyji tvorbu 1ézi vzniklych pii HR (Hatsugai er al. 2004). Tento protein
je syntetizovan na drsném endoplazmatickém retikulu, kde probiha 1 glykozylace jeho
propeptidu. Proteolytickym $tépenim dochazi ke vzniku fragmentti o molekulové hmotnosti
43 kDa (1VPE) a40 kDa (mVPE) (Hiraiwa er al. 1999). Matarasso ef al. (2005) identifikovali
ortologni VPE u rajcete. Aktivace VPE je zalozena na podobném principu jako u kaspaz
autokatalyzou, kdy je odstépena C-koncova doména propeptidu. Navic je tento enzym
schopen autoinhibice. Tato zjis$téni jsou naprosto odlisna od aktivity jinych cysteinovach

proteaz, které nikdy nemaji autoinhibi¢ni funkci.

Kalpainy nebo Ca-zavislé peptidazy (pro prehled Margis a Margis-Pinheiro 2003).
Kalpainy jsou cysteinové proteazy, které se lisi koncentracemi vapenatych iontl potifebnych
pro jejich aktivaci. Maji vysoce konzervativni katalytickou doménu. Geny pro fytokalpainy
byly identifikovany u kukufice, jeCmene, ryze, pSenice, Arabidopsis thaliana a dalSich
rostinnych druhti. Navic byla jejich aktivita zjisténa 1 u hypoxickych koteni Arabidopsis
thaliana a kukufice (Ahn er al. 2004).

Dalsi 2 typy cysteinovych proteaz, ubikvitin-C-koncové hydrovazy a ubikvitinové
peptidazy, jsou soucasti ubikvitinové proteolytické drahy u rostlin (Ingvardsen a Veierskon
2001).

Poslednim dosud znamym typem cysteinovych proteaz jsou papainu podobné
peptidazy. Tyto enzymy, které se ucastni autolyzy pi1 PCD, se vyskytuji jako cca 50 kDa
zymogeny a jsou aktivovany kyselym pH. Byly lokalizovany v lumen endoplazmatického
retikula (Okamoto er al. 2001, 2003), ve vakuole (Holwerda er al. 1990) a apoplastu
(Holwerda e¢r al. 1992). U Arabidopsis thaliana byla nalezena cysteinova proteaza RD21,
jejiz akumulace v listech zpusobuje jejich senescenci (Yamada e al. 2001). Do této skupiny
patfi 1 38kDa protein, ktery je dllezity pro stadium II. prfemény mezofylovych bunék Zinnia
clegans na trachealni elementy (Ye a Varmner 1996). Kromé jiz zminénych vyvojovych
typu PCD hraji dulezitou roli pfi interakci rostlina — patogen (blize Shino a van der Hoorn
2008).



3.2.2.2.3. Aspartatové proteazy

Tyto proteazy prednostné S$tépi peptidové vazby mezi hydrofobnimi zbytky
aminokyselin a jsou aktivovany kyselym pH (Beers e al. 2000). Prestoze se vyskytuji
po celé rostlinné fisi, nejvice poznatki je ze studia zm jeCmene, kde tyto proteazy maji
majoritni postaveni (napi. Voigt et al. 1997). Jelikoz se vyzkum rostlinnych proteaz
zaméfuje zeyjména na cysteinove a serinoveé proteazy, neni jejich funkce zatim zcela znama.
Do skupiny aspartatovych proteaz patii fytepsiny, rostlinné enzymy pepsinového typu,
které jsou inhibovany pepstatinem. Tato skupina také zahrnuje kardosiny a kathepsinu
D podobné proteiny. Kardosiny jsou proteiny extrahované ze usuSenych kvétii rostliny
Cynaria cardunculus L. V zapadnim Spanélsku a v Portugalsku se tento extrakt pouziva pfi
tradicnim zpracovani ov¢iho mléka. Proteiny podobné Zivo¢isnému kathepsinu D byly u
rostlin nalezeny jak u neklicicich semen, tak pii kliceni semen (Park er al. 2000). U sav¢ich
bunék je znamo propojeni kathepsinu D s PCD, jeho funkce je spojena s lyzozomalnim

kompartmentem bunék.

3.2.2.2.4. Metaloendopeptidazy

V porovnani s cysteinovymi, serinovymi a aspartatovymi proteazami jsou
metaloendopeptidazy velmi malou a také velmi malo prostudovanou skupinou proteaz. Do
této skupiny patii mnoho enzymu, které v sobé obsahuji zinek, kobalt nebo mangan. Ty ve vodé
aktivuji molekuly pro hydrolyzu peptidovych vazeb. Typicky rostlinou metaloendopeptidazou
je ATP-zavisla FtSH peptidaza chloroplastu, ktera je homologem bakterialni ATP-zavislé
peptidazy FtSH (Lindahl ef al. 1996). Dalsi rostlinnou peptidazou je CPE (z anglického
chloroplast processing enzyme, Richter a Lamppa 1998). Oba tyto enzymy jsou lokalizovany
v apoplastu a jejich koncentrace se zvySuje v pozdnim stadiu expanze listi (Graham et al. |
1991) a jsou vysoce homologni k tzv. matrixovym proteazam zivoc¢isnych bunék, MMP
(z anglického matrix methalo proteinase), které se ucastni degradace extracelularni matrix
(Delorme et al. 2000).

3.2.2.2.5. Treoninové proteazy

Hlavnim mechanizmem, jakym jsou proteiny v cytozolu a v jadre eukaryotickych
bunék degradovany nelyzozomalni cestou, je proteazom. Tento systém je slozen z neékolika
podjednotek vytvaiejici 700-kDa cylindr, kterym nesloZzené polypeptidy proplouvaji a
jsou $tépeny uvnitt na peptidy. Tzv. 20S proteazom, nazvany podle svého sedimentacniho
koeficientu, sousedi s dalsi multipodjednotkovym proteinem 19S epickou. Dohromady

vytvaieji ATP-zavisly 2100-kDa 26S proteazom. Eukaryoticky protezom ma ti1 zakladni
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proteolytické specificity: je trypsinu podobny (§tépi za bazickymi zbytky), je chymotrypsinu
podobny (Stépi za dlouhymi hydrofobnimi zbytky) a je peptidylglutamyl peptohydrolazou
(Stépi za kyselymi zbytky). Proteiny, které jsou predurceny k degradaci v cytozolu, jsou
oznaceny ubikvitinem. U bunék BY-2 ovlivnénych vysokou teplotou se proteazom ucastni
aktivace PCD (Vacca et al. 2007).

3.2.2.2.6. Endonukleazy (pro piehled Sugiyama ef al. 2000)

Nukleazy jsou enzymy, které Stépi fosfodiesterové vazby mezi nukleotidy v
nukleovych kyselinach. Podle zpuisobu Stépeni se déli na exonukleazy a endonukleazy.
Exonukleazy hydrolyzuji fosfodiesterové vazby na 5'nebo 3" konci polynukleotidového
fetézce. Endonukleazy jsou schopny rozstépit molekulu nukleové kyseliny uvniti fetézce
nukleotidli. Stejné jako u z1vocisnych bunék hraji endonukleazy dilezitou roli v zavérecnych
fazich PCD u rostlin. Béhem hydrolyzy DNA dochazi k fragmentaci genomové DNA a
zvySuje se mnozstvi volnych konci DNA.

Rostlinné endonukleazy jsou déleny podle svych pozadavki na dvoumocné ionty a
optimalni pH na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou Zn*'zavislé endonukleazy. Jsou obdobné
zivo¢isnym nukleazam typu 1. Tyto enzymy pro své pusobeni vyzaduji Zn*' ionty a kyselé
prostiedi (pH 5-6.5). Jako své substraty preferujyi RNA a jednofetézcovou DNA (ssDNA). U
rostlin byly identifikovany a sekvenovany dva tyto enzymy, 35kDa endonukleaza z jeCmene
(BEN 1, Zaina er al. 2003) a 43kDa endonukleaza z cinie (ZEN 1, Ito a Fukuda 2002).
Jejich aminokyselinova sekvence je podobna Zn** zavislym endonukleazam hub a protozoi
(Aoyagi ef al. 1998). V molekulamé biologickych databazich nalezeno dalSich 5 sekvenéné
podobnych endonukleaz (1 z denivky, 2 z husenicku a 2 dalsi z cinie). Posledni 2 nejsou
v§ak podobné ZEN 1. Coz naznacuje, ze u jednoho rostlinného druhu muze existovat vice
druhti riznych Zn-* zavislych endonukleaz. BEN 1 je syntetitovana de novo béhem umirani
bunék. Tento enzym byl identifikovan jako 3SkDa monomericky glykoprotein s Zn*' zavislou
endonukleazovou aktivitou. Az pozdé byl popsan jako BEN | (Aoyagi ef al. 1998). V
experimentalnim systému kultury 1zolovanych mezofylovych bunék, kde je diferenciace
TE indukovana auxiny a cytokininy byla identifikovana 43kDa Zn*' zavisla endonukleaza,
pozdéji popsana jako ZEN 1. Jeji aktivita koreluje s autolyzou béhem vyvoje TE (Ito a
Fukuda 2002). Oproti BEN 1 je ZEN | béhem diferenciace TE transportovan do vakuoly.
(Kuniyama 1999, Ito a Fukuda 2002). U denivky (Panavas et al. 1999), jecmene (Muramoto
ct al. 1999) a Arabidopsis thaliana (Perez-Amador ef al. 2000) byly identifikovany geny
(DSA 6, Bnuc | a BFN 1), které koduji predpokladanou Zn** zavislou endonukleazu se

signalnim peptidem na N-konci. Aminokyselinova sekvence Bnuc | je podobna, ale ne
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identicka k BEN 1 (Muramoto et al. 1999).

Druhou skupinou rostlinnych endonukleaz jsou Ca** zavislé endonukleazy. Od
predeslych endonukleaz se lisi tim, Ze pro svou aktivitu vyzaduji Ca*'ionty a neutralnim pH
(az 8.5, Nakamura ef al. 1987). Substratem pro tyto enzymy jsou ssDNA, méné pak RNA.
Byly nalezeny od fas az po krytosemenné rostliny (Nakamura ef al. 1987). Jsou podobné
savéim Ca’'/Mg** zavislym endonukleazam, DNazamI. ayy. V prvnim stadiu degradace bunék
Skrobového endospermu, kdy dochazi k fragmentaci DNA, byly nalezeny 3 endonukleazy
(33.5, 36 a 38.5 kDa, Young ef al. 1997). Prvni z nich je zodpovédna pravé za fragmentaci
DNA. Vsechny tyto enzymy se sice fadi mez1 Ca** zavislé endonukleazy, 1 kdyz je jejich pH
optimum spise kyselé (5-6.8). U mezofylovych bunék Zinnia elegans podléhajici diferenciaci
v TE byla nalezena Ca*'/Mg*' zavisla 24kDa endonukleaza, ktera je aktivni pfi neutralnim
pH (Ito a Fukuda 2002). Dalsi Ca*' zavisla endonukleaza byla nalezena u senescentnich listl
Je¢mene. Mittler a Lam (1995) popsali dal3i 3 Ca>* zavislé endonukleazy pti hypersenzitivni

reakci u tabaku, které se li$i molekulovou hmotnosti (100.5 kDa NUC 1., 38 kDa NUC 11. a
36 kDa NUC II1.).

3.2.3. Rodina Bcl-2 (z anglického B cell lymphoma) proteini
3.2.3.1. Zivo&isny model

Bcl-2 proteiny jsou velkou skupinou zahrujici vice nez 30 proteinii. Byla
pojmenovana podle anti-apoptotického proteinu Bcl-2, identifikovaného v roce 1958 jako
onkogen folikularnich lymfoma B bunék, ktery je asto pfipojen na imunoglobulinovy lokus
pomoci chromozomové translokace t (14;18). Toto bylo poprvé popsano u onkogenu, které
zpusobovaly bunéénou smrt ve vétsi mife neZ proliferaci bunék (Tsujimoto er al. 1984).
U savct existuje vice nez 30 ¢lent této rodiny, které zahmuji jak pro-apoptotickou, tak i
anti-apoptotickou skupinu proteinti (pro piehled Tsujimoto 1998). Navic jsou schopny tyto
proteiny inhibovat i1 nékteré typy nekrotické bunétné smrti (napt. diky inhibici kaspaz).
VSechny proteiny této rodiny vykazuji homologii alesponn v jedné ze 4 homolognich
domén (BH 1-4, z anglického Bcl-2 homology). Samotné BH 1, 2 domény jsou jen u anti-
apoptotickych proteinti. BH 3 doména je nékdy oznacovana jako doména smrti a spolu s
interak¢éni doménou je zodpovédna za zabijeni bunék. Posledni doménou je BH 4 doména,
ktera se nikdy nevyskytuje u induktori PCD, kromé proteinu Bcl-xs. VSechny proteiny této
rodiny obsahuji (TM) doménu (transmembranovou), ktera ukotvuje proteiny na membranach.
Proteiny Bad a Bid, které maji tuto doménu blokovanou, jsou v dusledku toho umistény v
cytoplazmé. Proteiny s TM doménou byly lokalizovany na vnéjsi strané mitochondrialni

membrany, kde jsou navazany C-terminalni hydrofobni doménou (Zha er al. 1996a). Proteiny
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Bcl-2 a Bax jsou navazany na endoplazmatické retikulum (Gotow er al. 2000). V roce 1997
bylo pomoci fuzniho Bax/GFP proteinu zjisténo, ze Bax se po aktivact PCD redistribuje z
cytoplazmy na vnéjsi stranu mitochondrialni membrany (Wolter er al. 1997) a oligomerizuje
(Nechushtan eral. 2001). Posledni doménou je tzv. variabilni smycka (asi 60 aminokyselin),
kde dochazi k posttranslacnim modifikacim (zeyména k fosforylacim), diky nimz jsou Bcl-2
proteiny schopny vazby na membrany (Kelekar a Thompson 1998).

Mezi anti-apoptotické proteiny patii Bcl-2, Bcl-xi,, Bag, Bid nebo Bcl-w. Ty obsahuji
vSechny ctyfi BH domény. Pro-apoptotické proteiny jsou rozdéleny do dvou podskupin.
Podskupina Bax je slozena z proteinii mj. Bax a Bak obsahujici BH 1, 2 a 3 doménu. Druhou
podskupinou jsou proteiny s BH3 doménou (napi. Bid, Bim, Bad, Bmf, Blk a Puma, Zha er
al. 1996b, Kelekal a Thompson 1998, Huang er al. 2000, obr. 3.4.).

Zatim vSak neni zcela jasné jak Bcl-2 proteiny funguji. Existuji dva modely ucinku
téchto proteinu. Prvni model fika, Ze Bcl-2 pfimo kontroluji kaspazy (Strasser 2000) a druhy
naopak poukazujenato, ze tyto proteiny chrani integritu mitochondrii (Wang 2001). Bcl-2 jsou
schopny zvySovat permeabilizaci mitochondrialni membrany tim, ze mohou samy vytvaret
kanaly (Antonsson a Martinau 2000) nebo interagovat s komponenty mitochondrialniho PT
poru (podjednotkou VDAC, Tsujimoto a Shimizu 2000, Crompton 2000). Dalsi dulezitou
charakteristikou této rodiny je schopnost vytvaret homo a hetero diméry (Sato er al. 1994)
prostrednictvim svych BH domén. Napf. homodimery Bax/Bax vedou k indukci PCD,
naopak heterodimery Bcl-2/Bax zabranuji propuknuti PCD (Yang er al. 2002, Liu er al.
2004). Bylo prokazano, ze proteiny této rodiny jsou také schopny in vitro vytvaiet kanaly
v syntetickych lipidovych membranach a tim umoziuji pasivni tok iontii a malych molekul

pres intracelulami membrany (Hennet ef al. 1993).

3.2.3.2. Rostlinny model

Do dnesni doby nebyly u rostlin nalezeny zadné geny koédujici nékteré proteiny z
rodiny Bcl-2 proteinii. Nicméné srovnavaci genomové studie ukazuji, ze u Arabidopsis
thaliana by mohly existovat proteiny podobné sav¢im Bcel-2. Lancomme a Santa Crus (1999)
vektor odvozeny z viru mozaiky tabaku (TMV) a pii overexpresi Bax se u rostlin tabaku
vytvarely léze podobné tém, které vznikaji pi1 hypersenzitivni reakci. Také byla navozena
indukce obrannych PR-1 a N gent.

Bylo prokazano, Ze rostliny jsou schopny exprese vnesenych zivociSnych Bcl-2
proteint z rodiny Bcl-2, napt. Bcl-xi.,, CED-9 nebo Bax (Kawai-Yamada 2001).

Jednim ze supresoru Bax je BI-1 (Bax inhibitor 1), ktery brani PCD u kvasinek a
zivoc¢iSnych bunék (Xu a Reed 1998, Yu ef al. 2002, Huckelhoven 2004). Homolog Bl-1 byl



Obr. 3.4. Klasifikace Bcl-2 proteinii anti-apoptotické
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potlaceni aktivity Bax pomoci rostlinného BI-1 i role v regulaci a aktivaci PCD je zatim
neznama. U Arabidopsis thaliana byly nalezeny dva rizné homology Zivoc¢isnych BI-1 (pro
ptehled Lam et al. 2001). AtBI-2, ktery byl nejprve popsan jako AtBI-1 (Xu a Reed 1998) a
AtBI-3. Ten byl identifikovan na zaklad¢ sekvenc¢nich analyz. Oba tyto geny koduji protein
s konzervativni C a N-koncovou doménu a jsou také strukturné podobné genu OsBH-1 ryze
(Sanchez et al. 2000). Na zékladé sekvenci byly pfedpovézeny ABRs (z anglického AtBI-2
related proteing), které jsou 650 aminokyselin dlouhé a obsahuji 5-6 transmembranovych
helixd. Diky tomu mohou podobné jako Bax a Bcl-2 vytvafet nebo modifikovat iontové
kanaly v membranach vzniklé Bax nebo Bcl-2 (Lam el at. 2001).

Dva homology BI-1 byly nalezeny u Brassica napus (BnBI-1) au Nicotiana tabaccum
(NtBI-1). Oba proteiny jsou vysoce identické k AtBI-1 a k lidskym HuBI-1 (Bolduc ef al.
2003). Jsou schopné potla¢it PCD vyvolanou Bax u lidskych embryonalnich bunék ledvin
293. Lokalizaéni studie pomoci fiizniho proteinu BnBI-1/GFP ukazaly, Ze BI-1 je asociovan
s t¢Zkou membranovou frakci (mitochondrie, lysozomy a drsné endoplazmatické retikulum)
a s jadernou membranou (Xu a Reed 1998, Kawai-Yamada ef al. 2001, Bolduc et al. 2003).
Jelikoz je endoplazmatické retikulum rezervoarem vapenatych iontl a vzhledem k potencialni
aktivité iontového kanalu BI-1, miZe byt BnBI-1 reguldtorem koncentrace cytozolického
vapniku (Bolduc e al. 2003).
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3.3. Bunéény cyklus a PCD
3.3.1. Bunéény cyklus — ziakladni pojmy

Bunéény cyklus eukaryotickych bunék, ktery je sloZzen ze &tyf po sobé jdoucich
fazi, G1, S, G2 a M faze, je jednim z nejkonzervativnéjsich procesti viech eukaryotickych
bunék. Stejné jako vechny procesy v Zivych organizmech tak i bunéény cyklus je vysoce
regulovan. Systém ma dva dilezité kontrolni body. V prvnim kontrolnim bod€ v pozdni
G1 fazi se vlivem signélii z prostfedi buiika rozhoduje, zda bude pokracovat v cyklu nebo
vstoupi do tzv. klidové GO faze. Dalsi kontrolni bod se nachazi na ptechodu G2/M faze.
Regulace bunééného cyklu probiha u vSech eukaryot na urovni transkrip€ni, posttranskripéni
a posttranslaéni.

Kontrolni body a vstupy do jednotlivych fazi jsou fizeny kliCovymi proteiny v
komplexu. Hlavnimi hra¢i buné&ného cyklu jsou cyklindependentni serin threoninové kinazy
(CDK) a cykliny.

K pochopeni indukce PCD béhem bunééného cyklu (resp. prostiednictvim
kontrolnich bodii) u rostlin je nutné nejprve pochopit jednotlivé prechody bunééného cyklu.
Prvni kontrolni bod je umistén v pozdni G1 fazi (Gutierrez-2002, Rossi a Varotto 2002).
Pro vstup to S faze je nutna aktivita transkripniho faktoru E2F. Béhem GI faze je tento
transkripéni faktor navazan na retinoblastomovy RB protein. Ten hraje u Zivo¢isnych bunék
dilezitou roli v regulaci buné&Eného cyklu a zejména pak tam, kde se buiiky rozhoduji mezi
délenim, klidovou fazi anebo smrti. Jedna se vlastné o negativniho regulatora E2F, ktery
aktivuje histon deacetylazu v promotorech genti regulovanych E2F (napf. Myb, Myc nebo
DNA polymerazy II) a tim zastavi jejich transkripci. Fosforylace Rb cyklinem D vyusti v
uvolnéni vazby E2F a Rb a regulaci E2F zavislych genii. U rostlin bylo nalezeno nékolik
vysoce homolognich proteinii k Zivo¢isnym Rb (napf. Zm RBRI1, 2, 3 nebo At RbR, Dewitte
a Murray 2003, Sabelli ef al. 2005). Rostlinny transkrip¢ni faktor E2F ma vSechny hlavni
domény jako sav¢i E2F (DNA vazebnou, dimeriza¢ni a interakéni doménu s Rb). E2F se
déli podle toho, zda dimerizuji s DP nebo jsou monomerické. Diméry E2F/DP maji vysoce
konzervativni vazebnou doménu a pravdépodobné se diky tomuto vaZou na stejnou sekvenci
DNA jako jejich Zivo&isné homology (Shen et al. 2002).

Druhy kontrolni bod je umistén na pfechodu G2 a M faze (Inzé a De Veyled 2006)
a je kontrolovan aktivitou komplexu CDK-cyklinu Bl. Ten je pravdépodobné u rostlin
asociovan jak s CDK typu A, tak typu B1. Jejich aktivita je regulované ptes KRP proteiny
(z anglického KIP-related protein, Nakai et al. 2006) patfici mezi inhibitory CDK a také
inhibiéni fosforylaci WEE1 kinazy (De Schutter et al. 2007). 1 kdyZ nebyl u rostlinnych
bun&k nalezen p¥imy homolog fosfazazy Cdc25, ktera u zivo¢isnych bunék aktivuje CDK,
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hraji pravdépodobné fosfatazy dilezitou roli pii vstupu bunék do mitozy (Boudolf er al.
2006, Duan et al. 2007, Teichmanov et al. 2007).

3.3.2. PCD a bunéény cyklus u zivecisnych bunék

PCD apoptotického typu u zivocisnych bunék je indukovana zejména na pfechodu
G1/S faze pomoci p53 proteinu (obr. 3.5.). Jde o produkt tumor supresorového genu, ktery
je dulezitym jak v kontrole prechodovych t;odﬁ bunécného cyklu, indukce bunécné smrti,
tak 1 v genetické stabilité (Levine 1997). Je sekvencné specificky transkripéni transaktivator
(Farmer et al. 1992), ktery kontroluje riizné geny tim, ze je schopen vazby do jejich regulacni
oblasti obsahujici secifickou DNA konsenzus sekvenci. Do této skupiny patii mj. geny
pro p21 nebo Bax proteiny (Bunz er al. 1998, Helt er al. 2001). Diky transkripéni aktivaci
téchto genl dochazi k zastaveni buné¢ného cyklu jak na prechodu G1/S, tak na prechodu
G2/M faze, ktery nasledné vede az k aktivaci PCD. p21 patii mezi tzv. CKI (z anglického
cyclin-dependent kinase inhibitor, Besson er al. 2008) a je nezbytnou soucasti pro zastaveni
bunék v Gl fazi v zavislosti na poskozeni DNA. Je-li aktivovan, navaze se na komplex
CDK a cyklinu, ¢imz ho znefunkéni a tak nasledné zabrani odpojeni RB proteinu od E2F
transkripéniho faktoru a tim 1 postupu bunék v bunééném cyklu. Dale se vaze na PCNA (z
anglického proliferating-cell nuclear antigen), ¢imz brani replikaci DNA, ale uz neovliviiuje
pre-replikativni reparact DNA (Chen er al. 1995). Ta je pravdépodobné také spousténa p53

proteinem, ktery se ucastni riiznych typu reparace DNA (blize Bernstein et al. 2002).

1433 —»| 1433/cdc25C | ———> Inaktivni COD/cyklin —)-» G2

poskozeniDNA - > pS3

v

4
2t »| p21/CDK > inaktivni CDD/cyklin X » G1

Obr. 3.5. Schéma poskozeni DNA zpusobujici zastaveni bunééného cyklu pomoci p53
(upraveno podle Hermeking et al. 1997)

3.3.3. PCD a bunéény cyklus u restlinnych bunék

Na pfechodu G2/M faze pS53 zastavuje bunécny cyklus a navozuje PCD tim, ze
aktivuje protein kinazu Chk1 (z anglického checkpoint kinase 1), ktera inhibi¢ni fosforylaci
inaktivuje Cdc25C a tim zablokuje pruchod bunéénym cyklem (Ruppenthal er al. 2007,
Wang et al. 2007).



I kdyZ u rostlinnych bunék nebyl v genomu nalezen homolog p53 (The Arabidopsis
genome initiative 2000, Vanderpoele er al. 2002), byla snaha najit protein s podobnou funkeci.
Ten v3ak nebyl u rostin nikdy nalezen ani pomoci ruznych heterolognich sond u navozené
PCD v buiikach hrachu (Klosterman e al. 2000) a ani pomoci monoklonalni protilatky Pab
240 proti mysi pS53 u suspenzi kultury jeCmene a kli¢nich semen je¢mene ovlivnénych UV
zaifenim (Korthout er al. 2000, 2002). Pokud v$ak néjaky funéni homolog zivo¢isnych p53
existuje, pak pravdépodobné vykazuje pouze nizkou sekvencni podobnost (Whittle er al.
2001).

Dosud existuje jen nékolik praci, které ukazuji na propojeni zastaveni bunécného
cyklu v urcité fazi a aktivaci PCD po stresovém pusobeni u rostlin. Modelem pro v§echny
tyto studie byla bunécna linie tabaku BY-2, jejiz bunky lze dobfe synchronizovat. Herbert
et al. (2001) ukazali rychlou indukci PCD béhem bunécného cyklu. Po aplikaci etylénu
bunky vykazovaly nartst mortality, v zavislosti na aplikaci hormonu v S fazi a na prechodu
G2/M faze. U mrtvych bunék byla obarvena jadra s fragmentovanou DNA pomoci ApoTag
testu. Kadota er al. (2004b) ukazali, ze pomoci proteinového elicitoru kryprogeinu bylo
indukovano zastaveni bunééného cyklu v G1 nebo G2 fazi v zavislosti na indukci bunééné
smrti v piedchazejici fazi bunééného cyklu. Kryptogeinem indukovana bunééna smrt byla
detekovana pouze u bunék, kterymi byl tento elicitor rozpoznan v Gl nebo S fazi buné¢ného
cyklu. Rozpoznani elicitoru burikami v G2 nebo M fazi nebylo doprovazeno bunéénou smrti.
Coz pravdépodobné souvisi s tim, ze pusobeni kryprogeinu muze byt inhibovano délicimi se
buikami (Kadota a Kuchitsu 2006). Ovlivnéni kryprogeinem v Gl nebo S fazi indukovalo
zmeny v koncentraci cytozolického vapniku, produkci ROS a aktivacit MAPK doprovazenou
zastvenim v bunécném cyklu a aktivaci obrannych reakci (Kadota er al. 2005a, Kadota a
Kuchitsu 2006). Prozatim je vSak mechanizmus zastaveni bunééného cyklu a signalni draha

vedouci k PCD u rostlin neznama.

3.4. Degradace organel béhem PCD

Tato kapitola ma za cil ukazovat na rozdily a podobnosti v degradaci rostlinnych
a zivocisnych bunécnych organel. Jelikoz je literatura tykajici se rostlinné PCD znaéné v
tomto ohledu omezena, bude vycet zmén tykajicich se organel pii PCD zaméien zejména na

Zivoci$né buriky.
3.4.1. Bunécné jadro

Bunécné jadro eukaryotickych bunék je tvofeno nukleoplazmou a chromatinem

(komplexem DNA a proteiny). Struktura chromatinu hraje u eukaryotickych bunék rizné
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role. Je nastrojem strukturni organizace a sbaleni genomu. A také spolu s proteiny jademe
matrix vytvareji specialni fixni body genomu, které zpuisobuji lokaliza¢ni typologii genomu.
Timto zabalenim genomu zplisobuje jeho pfistupnost k transkripci. Aviak vSechny tyto
funkce souviseji s uréitou formou struktury chromatinu (blize Paul a Ferl 1999).

Jednim z hlavnich znaku apoptotické bunécné smrti je kolaps chromatinu vidi
okrajim jadra, ¢imZ vznikaji vétsi shluky chromatinu uwnitf jadra. Casto chromatin
kondenzuje do malych denznich balonku, které se shlukuji a vytvareji strukturu podobnou
vinnym hroznum obklopenou jadernym obalem (Kerr er al. 1972). Zmény chromatinu pfi
apoptoze souviseji se zménami na jaderné membrané. Zménou prochazeji 1 jaderné pory,
které klouzaji po obalu jadra v dusledku rozpadu jaderné laminy a vytvaieji tak klastry
mezi misty s kondenzovanym chromatinem (Holaska er al. 2002). Oproti rozpadu jaderné
laminy pfi mitoze, ktery je zpusoben fosforylaci jednotlivych slozek je apoptoticky rozpad
jader zpusoben proteolytickou cestou (Buendia er al. 2001). Vzniklé fragmenty mohou
poskytovat strukturalni informaci membrané a tim jsou dialezitymi pro vznik mikrojader a
posléze 1 apopotickych télisek (Earnshaw 1995). Bylo zjisténo, ze chromatinové proteiny
histon HI a HMGB-1 (z anglického high-mobility group box protein 1) mohou slduiit jako
signal béhem zivocisné apoptdzy 1 nekrozy. Histon Hl1 (resp. H1.2) predava informaci o
poskozené DNA do mitochondrii a tim dochazi k aktivaci mnoha molekul G¢astnicich se
apoptotického procesu (zeyména vyplaveni cytochromu ¢ do cytozolu, Konishi er al. 2003).
HMBG-1 naopak prenasi informaci o neprogramované bunécné smrti (Scaffidi er al. 2002).
S fragmentaci jader do mikrojader souvisi 1 aktivace riznych nukleaz. Jejich funkce byla jiz
popsanav kap. 3.2.2.1a23.2.2.2.6.

Vsechny tyto poznatky by mohly viceméné platit i u rostlin, av§ak u u nich nebyla
existence lamini potvrzena (Meier ef al. 2001). Presto vSak byly nalezeny kandidatni coiled-
coil proteiny pro tuto funkci i u rostlin (napt. NMCPI - Masuda er al. 1997, FPPs - Gindullis
et al. 2002, NMP1 - Rose er al. 2003 anebo MFP1 - Meier ef al. 1996).

Kromeé fragmentovanych jader do mikrojader (napt. Danon a Gallois 1998, Kuthanova
et al. 2004) byly u rostlin nalezeny také ruzné tvary interfaznich jader bunék prochazejicich
PCD. Prodlouzena jadra byla pozorovana u tabakové linie BY-2 vystavené pusobeni
H.O, (Houot er al. 2001). Podobna jadra byla pozorovana u rostlin tabaku podléhajicich
hypersenzitivni reakci po infekci virem mozaiky tabaku (Mittler er al. 1997). Pii PCD
u starSich kofenu pSenice byly nalezeny pomoci TEM ruzné tvary jader (lalokovita €i
prodlouzena jadra) s vysoce kondenzovanym chromatinem (Liljeroth a Bryngelsson 2001).
Obdobna extrémné elongovana jadra byla nalezena i po pisobeni CdSO, na BY-2 buriky
(Kuthanova er al. 2004).
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3.4.2. Golghiho komplex (GK)

Hlavni roli pii zpracovani a tfidéni membran a jejich sekreci z endoplazmatického
retikula k plazmatické membrané nebo post Golgi hraje GK. Degradace GA béhem
apoptotického procesu je podobna rozpadu pii mitéze. Proteiny GK golgin-160, GRASP
65 a pl15 byly u zivocisnych bunék nalezeny jako substraty kaspaz (Machamer 2003), a
tedy dochazi k jejich Stépeni béhem apoptotické bunécné smrti. Protein golgin-160 patii
do skupiny tzv. golgint, perifernich membranovych proteinu asociovanych s GK. Ty jsou
zodpovédné za udrzeni struktury GK. Pii apoptdze dochazi ke §té€peni tohoto proteinu in
vitro kaspazou 2, kaspazou 3 a 7. Kaspaza 2, ktera je lokalizovana v jadre, cytoplazmé,
ale také na GK $tépi tento protein v unikatnim misté (Mancini et al. 2000), ¢imz vznikaji
fragmenty o 140 a 163 kDa. Vznikly fragment s NH2 koncem obsahuje NLS (z anglického
nuclear localization sequence) a je tazen do jadra (Hick a Machamer 2002). Druhym
proteinem GK, ktery je Stépen kaspazou 3, je GRASP 65 (z anglického Golgi reassembly
and stacking protein of 65kDa) a je lokalizovan ve stiedni ¢asti GK. Je $tépen kaspazou 3
v konzervativnim misté na COOH konci na pocatku exekucni faze apoptodzy. Pii apoptoze
je protein pl115 Stépen kaspazami 3 a 8. Pti kolapsu celého proteinu nebo jen N koncového
fragmentu nedochazelo k zadnym zménam ve struktuie GK. Naopak, exprese fragmentu s
COOH koncem vyvolalo §tépeni GK. Navic dochazelo k transportu tohoto fragmentu do

Jadra, kde aktivoval apoptoticky program (Chin er al. 2002).

3.4.3. Endoplazmatické retikulum (ER)

Endoplazmatické retikulum eukaryotickych bunék je mistem syntézy, modifikace a
transportu proteinii pomoci sekretorickych drah spojujici je s extracelularmim prostorem.
Proteiny jsou v ER sbaleny do jejich nativni konformace a podléhaji posttranslaénim
modifikacim. Pouze spravne sbalené proteiny mohou byt dale exportovany do GK. Ty,
které nejsou spravné sbalené, jsou zadrzovany v ER, aby dokoncily tento proces, anebo
jsou v ER degradovany. V ER jsou take syntetizovany lipidy, steroly a velka ¢ast buné¢né
stény. Pokud se vsak narusi néjaky z téchto procesu (nejcastéji jde o poruseni spravného
sbaleni proteinll), vznika tzv. ER stres (napt. Hussain a Ramaiah 2007). Existuji tf1 hlavni
signalni drahy, které vedou k redukci mnozstvi nové syntetizovanych proteint presunutych
do lumen ER, zvy$enému piesunu a degradaci nespravné sbalenych proteinu a konecné
zvétdni sbalovaci® aktivity proteini ER, ¢imz zabrani ER stresu. K t€émto draham patfi
tzv. UPR (z anglického unfolded protein response, Malhorta a Kaufman 2007), EOR
(z anglického ER overloading response) a ERAD drahy (z naglického ER associated

degradation, Kincaid a Cooper 2007). Pomoci jednoduchych adaptacnich mechanizmii se
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pak aparat ER vraci do fyziologického stavu. Pokud vsak tyto mechanizmy selZou, spousti
se draha vedouci k bunééné smrti apoptotického a autofagického typu (pro ptehled Rao ef al.
2004, Hoyer-Hansen a Jaitteld 2007) a nesbalené proteiny jsou akumulovany v lumen ER.
Transmembranové proteiny maji v lumen ER N-konec, C-konec je lokalizovan v cytozolu,
¢imZ vznikd most mezi témito dvémi kompartmenty bunék. Za normalnich podminek je
N-konec téchto transmembranovych proteint drZzen v lumen ER pomoci chaperonu Grp 78
(BiP) zabrariujici jejich hromadéni. Ale pokud dojde k hromadéni $patné sloZzenych proteini,
Grp 78 se uvolni a tim se zvy$i hromadéni téchto transmemranovych proteind a iniciuje UPR
drahu. Bunééna smrt apoptotického typu vyvolana ER stresem zahrnuje proteiny rodiny
Bcl-2, které souviseji s udrzenim homeostazy vapenatych iontii v ER (Rudner et al. 2002,
Scorrano et al. 2003) a také s aktivaci kaspazy 12, 9 a 7 (Morishima ef al. 2001).

Analyzy chovani Golgiho komplexuaendoplazmatickéhoretikulabéhem PCDurostlin
jsou zatim spiSe ojediné€lé. Byla poséna jejich degradace téméf ihded po vakuolarnim kolapsu
pfi pfeméné mezofylovych bun€k Zinnia elegans na trachearni elementy (Obara a Fukuda
2004). Béhem vzniku lyzigenniho aerenchymu u kukufice dochazelo k tvorbé jednoduchych
méchytkid, ve kterych byly pozorovany zbytky organel, hlavné endoplazmatického retikula
a Golgiho komplexu. Tyto méchytky pravdépodobné piedstavuji apoptotické méchyrky

znamé z zivocisnych bunék (Gunawardena et al. 2001).

3.4.4. Mitochondrie

Vétsina funkci mitochondrii spojena s PCD byla jiZ popsana v kap. 3.2.2.1 — vnitini
apoptoticka draha. Je nutné ale znovu pfipomenout, Ze mitochondrie jsou klicovou organelou
ucastnici se zejména aktivace apoptoticke’ drahy uZivocicht. Jeji funkce je jednak v koordinaci
kaspazové aktivity pfes vyplaveni molekuly cytochromu c¢ do cytozolu. Cytochrom c
spolu s Apaf-1 a ATP vytvafi velky proteinovy komplex, tzv. apoptozom, ktery aktivuje
kaspazu 9. Existuji alespori dva mechanizmy, jakymi se cytochrom ¢ dostava do cytoplazmy
(Green a Reed 1998). Jednak pomoci tzv. PT pori (z anglického permeability transition
pore), které jsou vysoce vodivé neselektivni kandly vytvafejici se mezi vnitini a vnéjsi
mitochondridlni membranou (Crompton ef al. 1998). Jsou slozeny z VDAC (z anglického
voltage-dependent anion channel) umisténého na vnéjsi mitochondridlni membrang, z ANT
(z anglického adenin nucleotide transporter) na vnitini stranu mitochondridlni membrany.
Posledni slozkou tohoto poru je cyklofilin D, ktery je umistén v mitochondridlni matrix.
Otevieni tohoto kanalu zptisobuje mnoho fyziologickych efektori, jako jsou toky vapenaté
ionty, sniZzena koncentrace adeninu, zvySené koncentrace reaktivnich forem kysliku, zmény

pH (Green a Reed 1998). Pii vytvafeni transientnich pori dochazi k obrovskému toku vody,
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bobtnani cytoplazmy a nakonec k prasknuti vné&j§i mitochondridlni membrany, ¢imz se
dostava do cytozolu cytochrom c. Druhou mozZnosti jak dochazi k vyplaveni cytochromu ¢
je ptes samotny VDAC, oznacovany také jako porin. V tomto pfipad€ vétSinou nedochazi k
bobtnani mitochondrii a ani k praskani mitochondrialni membrany. U bunék krysich jater se
PT pory vytvateji pro prichod cytochromu c. Oproti tomu u mozkovych bunék krys dochézi
k vyplaveni cytochromu ¢ do cytozolu jinou cestou, pfes VDAC (Andreyev a Fiskum 1999).
Vyplaveni cytochromu c je také izce spojeno s regulaci pro a anti apoptotickych proteint
rodiny Bcl-2 (bliZe kap. 3.2.3.1).

U rostlinnych bunék plati toto schéma vyplaveni cytochromu c téméf bez vyhrad.
Translokace cytochromu ¢ do cytozolu po ovlivnéni kotyledont okurky vysokou teplotou
(55°C) byladoprovazena fragmentaci DNA (Balk et al. 1999). U suspenzni kultury mrkve bylo
ukazano, Ze pfidany Zivo¢isny cytochrom c je schopen aktivovat enzymy podobné kaspazam
(Zhao et al. 1999). Pii hypersenzitivni reakci dochazelo také k vyplaveni cytochromu ¢ z
mitochondrii do cytozolu a to ptes PT pory (Saviani ef al. 2002). Po ovlivnéni rostlin tabaku
cv. BelW3 ozénem byly pozorovany 1éze podobné tém, které vznikaji pfi HR, TUNEL-
pozitivni jadra a translokace cytochromu ¢ (Pasqualini et al. 2003).

Pti PCD dochazi ke zménam také na elektrontransportnim fetézci na vnitini
mitochondridlni membrané. Je sloZzen ze 4 komplexi: NADH-dehydrogenazy,
sukcinatdehydrogendzy, cytochromu b, cl a cytochromuoxiddzy. U rostlin ale existuje
unikatni enzym alternativnioxidaza (AOX), ktera je aktivovana, pokud je klasicka respiraéni
cesta saturovana. Studium transgennich rostlin tabaku se zablokovanou AOX pii HR ukazalo,
Ze tyto mutanti podléhaji ireverzibilni buné¢né smrti. Byla pozorovana i fragmentace DNA
(Robson a Vanlerberghe 2002). Paradoxné, mitochondrie jsou také jednim z hlavnich
producentti reaktivnich forem kysliku v burice. AOX tim, Ze je schopna pfenaset elektrony z
ubichinonu na kyslik, ktery je pak redukovan na vodu, slouZi jako ochrana pied oxidativnim
stresem v mitochondriich. Kone¢né funkce mitochondrii pfi PCD souvisi s aktivaci Mg?*
zavislé nukledzy v mezimembranovém prostoru mitochondrii. Po pfidani této nukleazy k
izolovanym jadrim dochazelo k fragmentaci DNA a kondenzaci chromatinu téchto jader
(Balk et al. 2003).

3.4.5. Vakuoly (pro piehled Jones 2001)

Vakuolizace u zivo¢is$nych bunék pozorovana béhem PCD je spojovana zejména s
apoptotickym a autofagickym umiranim bunék. U téchto typti PCD dochézi k intenzivni
vakuolizaci cytoplazmy a v pfipadé autofagie i ke vzniku autofagickych vakuol, a tak k

degradaci cytozolu a organel.
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U rostlinnych bungk je situace odlisna. Rostlinné vakuoly jsou schopny transformace
ve velké kompartmenty, které jsou zasobarami hydrolytickych enzymi. Ty se po prasknuti
tonoplastu vyplavuji do cytozolu, kde zpusobuji destrukci bunécného aparatu (Kuriyama
1999). Dramatickym zménam podléhaji vakuoly napt. pii HR, senescenci a terminalni
diferenciaci TE. Kolaps tonoplastu byl poprvé popsan pomoci casosbémé videomikroskopie
Grooverem et al. (1997). Vakuolarni kolaps neni vysledkem metabolického vycerpani buriky,
ale je fizen burikou. Je indukovan zvySenou koncentraci vapenatych iontu, jejichz vtok pres
plazmatickou membranu je zpusoben pravdépodobné fragmentovanymi proteiny. Témér
thned po kolapsu vakuol dochazi k rozpadu organel a nespecifické fragmentaci DNA. Béhem
senescence listil byly pozorovany invaginace tonoplastu do vakuol, které ¢asto obsahovaly

cytoplazmu a organely (Inada er al. 1998).

3.4.6. Plastidy

Mutanti lin2 a acd2 s tvorbou tzv. mimickych lézi (podobnych tém, které se objevuyji
pii HR) u Arabidopsis thaliana a Zea mays se pouzivaji pro studium porfyrinového
metabolizmu, ktery je nutny pro biosyntézu chlorofylu. Béhem spontani bunééné smrti u
téchto mutantu vznikaji tyto léze zieymé poSkozenim chloroplasti (Hu er al. 1998).

Béhem senescence listu dochazi u fotosynteticky aktivnich pletiv k degradaci
chloroplasti (dilataci a rozpadu tylakoidnich membran, zvétSeni poctu plastoglobulii a
snizeni obashu pigmentu, Simeonova ef al. 2000). Dale byla pozorovana 1 degradace
chloroplastové DNA (Inada er al. 1998). Degradace chlorolastu byla také popsana béhem
druhého stadia premény mezofylovych bunék Zinnia elegans v trachealni elementy (Obara
a Fukuda 2004).

3.4.7. Plazmaticka membrana

Plazmaticka membrana prodélava béhem PCD plno modifikaci jako napf. ztratu
symetrie a presun fosfatidylserinu z vnéjsi na vnitini stranu plazmatické membrany. Tento
pfesun fosfatidylserinu patii u zivocisnych bunék k ¢asnym markerim PCD. Je méren
pomoci vazby annexinu V, ktery se preferencné vaze na negativné nabité fosfolipidy, ke
kterym patfi 1 fosfatidylserin. U rostlin existuji prace, které ukazuji na stejnou translokaci

fosfatidylserinu na plazmatické membrané (Ning er al. 2002).



3.5. PCD ve vyvaoji restlin (obr. 3.6)
3.5.1. PCD pri vegetativnim vyvoji rostlin
3.5.1.1. Aleuronova vrstva a endosperm (pro piehled Fath er al. 2000)

Degenerace bunék endospermu béhem zrani a kliceni embryi podporuje vyvoj
(rust) embrya pt1 mobilizaci energetickych rezerv. Vhodnym modelem pro studium tohoto
typu bunécné smrti je je¢men nebo kukufice. Aleuronova vrstva obilnych zm je nejlépe
prostudovany systém hormonalni signalizace ve vyvoji rostlin. Jde o sekretorické pletivo,
které produkuje hydrolytické enzymy pouzivané pro mobilizaci zasobnich produkti (uhliku
a dusiku) v endospermu béhem klic¢eni semen. U jecmene byl také vytvoien model odumirani
téchto bunék. V prvnim stadiu bunky skrobového endospermu degeneruji, ztraceji svou
fyziologickou aktivitu béhem zrani semen. Proto je Skrobovy endosperm zralych zm slozen
z mrtvych bunék. Presto si v§ak udrzuje svou bunéénou strukturu se zbytky jader, ribozomu
a endoplazmatického retikula. Tyto zbytky jsou poté ,uklizeny* za pomoci degradacnich
enzymu z aleuronové vrstvy. Jde o druhé stadium degradace bunék endospermu. Tieti
stadium je charakteristické programovanym umiranim bunék aleuronové vrstvy (obr. 3.7,
Fath er al. 2000).

Obr. 3.6. Schéma PCD
(nejen) béhem vyvoje rostlin
(Buchanan ¢t al. 2002)
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Young a Gallie 1999). Gibereliny (GA) a abscisova kyselina (ABA) také reguluji produkci

enzymu pro mobilizaci Skrobovych rezerv endospermu pii PCD u je¢mene (Wang er al.
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1996a, Bethke er al. 1999), pSenice (Kuo ef al. 1996) a ryze (Wei ef al. 2002). Protoplasty
vytvorfené z bunék aleuronové vrstvy ovlivnéné GA jsou vice senzitivni k ROS (z anglického
reactive oxygen species) nez protoplasty ovlivnéné ABA (Bethke a Jones 2001). GA indukuyi
v aleuronovych burkach syntézu a sekreci hydrolaz (a-amylaz a proteaz). Fath er al. (1999)
ukazali, ze existuji alespon 3 nukleazy, které mohou zpusobit zZlomy ssDNA a RNA stejné
jako ds DNA. Aktivity téchto nukleaz jsou regulovany jak GA, tak ABA (Fath er al. 1999).
Navic bylo pozorovano znaceni jader TUNEL reakci a internukleozomalni DNA fragmentace
(Wang et al. 1996a). Toto zjisténi je vSak povazovano Easteéné za technicky artefakt, jelikoz
buriky skrobového endospermu nevykazji charakteristické znaky apoptotické PCD (Fath er
al. 1999), spise byla v protoplastech aleuronovych bunék u jeémene pozorovana zvysena
vakuolizace, nahla ztrata integrity plazmatické membrany a nasledny rychly tbytek zbytku
protoplastu (Bethke et al. 1999). Aleuronové buriky obsahuji zasobni vakuoly, kde se skladuji
proteiny (PVS, z anglického protein storage vacuole) s pH kolem 7. Po o3etieni protoplastil
z bunék aleuronové vrstvy GA dochazeko ke zvysené vakuolizaci (autofagické vakuoly),
jejich pH se snizovalo na 5.5 a zacaly se v nich hromadit hydrolytické enzymy. Piisobenim
ABA se naopak PCD oddaluje (Young a Gallie 2000), pH téchto vakuol se neménilo.

Dal3i soucasti embrya, jehoz buinky podléhaji PCD béhem kliceni, je skutelum.
S timto typem bunécné smrti je spojovano studium zivocisného anti-apoptotického genu
dad (z anglického defender against apoptotic cell death). Exprese tohoto genu klesa pred
fragmentaci DNA, naopak ve stejné dobé se zvySuje exprese jinych genu (napi. dad 2 nebo
ost 1, Lindholm er al. 2000).

Obr. 3.7. ZvySend vakuolizace . . ) ~ r—
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vacuoles (zdasovni vakuoly s proteiny).

3.5.1.2. Trachealni elementy (pro prehled napt. Fukuda 1996, Fukuda 1997, Fukuda 2000,
Obara a Fukuda 2004)

Rostlinné cévni svazky, které jsou slozeny z bunék xylému a floému, slouzi k
transportu zivin, iontu a vody. Cévy a cévice, které jsou tvofeny mrtvymi bunkami, jsou
nazyvany cévnimi (trachealnimi) elementy (TE, z anglického tracheary elements). Prazdne
TE jsou dilezité pro vedeni transpiraéniho proudu a museji proto odolavat velkému sacimu

tlaku. U téchto bunék dochazi k nerovnomémému tloustnuti bunécné stény. Autolyza TE je
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nejlépe prostudovanym typem rostlinné PCD. Xylémoveé bunky se diferencuji z prokambia
nebo kambia, avSak pouze terminalni diferenciace xylému zahrnuje proces PCD. Na konci
nové vzniklych TE dochazi k perforacim bunécnych stén. In vivo tyto perforace vznikaji
pouze na jednom konci, v misté kde je vznikajici element spojen s jiz vzniklym, mrtvym,
TE (Shinohara er al. 2000). /n vitro byla tato polarita potvrzena pomoci SEM u kultury
mezofylovych bunék cinie (Nakashima er al. 2000). Modelovym organizmem pro studium
této PCD je témér ve vSech laboratofich Zinnia elegans cv. Yellow Bird nebo Green Envy,
u niz lze in vitro velmi snadno izolovat mezofylové bunky (Fukuda a Komamine 1980 a,
b), které v pfitomnosti auxini a cytokininu jsou schopné takika synchronni rediferenciace v
TE. Tento proces zahrnuje 3 po sobé jdouci kroky (Fukuda 1997, Obara a Fukuda 2004). Pii
prvnim stadiu jsou mezofyloveé buriky izolovany, ztraceji fotosynteticky aparat a dediferencuyi
se. Druhé stadium je shodné s diferenciaci prokambia v TE v meristémech. Ve tietim stadiu
se vytvori sekundarni bunééna sténa, ktera se nasledné lignifikuje. Thned po lignifikaci
dochazi k uplné autolyze celého protoplastu. Mezofylové buiiky podléhajici PCD prochazeji
fadou cytologickych zmén. Rychla a postupna degradace organel zahmuje endoplazmatické
retikulum, Golgiho komplex, mitochondrie, jadra, vakuoly, ztratu plazmatické membrany
1 Castt pnmami bunécné stény. Prvnim a nejdilezitéjSim krokem vedoucim k uplné
degradaci bunécného obsahu je tzv. vakuolami kolaps, zména permeability tonoplastu (obr.
3.8, Groover et al. 1997, Groover a Jones 1999, Kuriyama 1999). V centralni vakuole se
akumuluji hydrolytické enzymy, které se po prasknuti tonoplastu vyplavuji do celého obsahu
buniky. Vakuolarnimu kolapsu predchazi vtok vapenatych iontu do burky. Roberts a Haigler
(1992) ukazali, ze vtok Ca™' je nutny pro vznik sekundari bunécné stény a pravdépodobné
neni nutny pro pfimou indukci vakuolarniho kolapsu. Po vyplaveni hydrolytickych enzymu
nasleduje popraskani jednomembranovych organel. Endoplazmatiské retikulum a Golgiho
komplex ,,bobtnaji*, vytvareji strukturu podobnou balonu a nasledné praskaji. Degradace
dvoumembranovych organel (mitochondni a chloroplastii) za¢ina porusenim jejich matrix
a az pak membran. Bunécné jadro je v dusledku rozpinavosti centralni vakuoly tlaceno k
bunécéné sténé. Po vakuolarnim kolapsu dochazi k pieméné jeho tvaru z ovalného na kulaté a
do 20min k Gplné degradaci jaderné 1 chloroplastové DNA (Obara ef al. 2001). Avsak nikdy
nebyla pozorovana fragmentace chromatinu a celého jadra.

Diferenciace TE se ucastni nékolik typi proteolytickych enzymu, které jsou
aktivovany prasknutim vakuolarni membrany. VétSina proteaz, které se Gcastni pfemény
mezofylovych bunék na TE, byly jiz popsany v kap. 3.2.2.2. Tésné pted vlastni autolyzou
bunek je prechodné aktivovana 30k Da cysteinova proteaza p48h-17 (Minami a Fukuda 1995,
Ye a Varner 1996) a také ZCP4 (Yamamoto ef al. 1997). Dvé dalsi proteazy podobné p48h-
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17 a ZCP4 byly nalezeny u Arabidopsis thaliana (XCP1 a 2, Zhao et al. 2000). Pomoci GFP
fuze bylo ukazano, Ze tyto proteazy jsou transportovany z cytozolu do vakuoly (Funka er al
2000).

Obr. 3.8. Diferenciace
mezofylovych bunék Zinnia
elegans v trachedln{ elementy
(Groover a Jones 1999)

A - Lzolované mezofvlové buriky
cinie.

B - Izolované buriky po

96hod kultivace, fluorescencéni
mikroskopie  nediferencované
buriky wkazuji cervenou
autofluorescenci jejich
chloroplastii. Zlutd
autofluorescence lignifikovanych
hunécnych stén diferencovamch
trachealnich elementi.

C - Sekunddarni bunééné stény
diferencovanych trachedlnich
elementii znacené Caucofluorem
white.

D - Trachedlni elementy pred
vakuoldarnim kolapsem.

E - Trachealni elementy po vakuoldarnim kolapsem. Barveno fluoresceindiacetatem.
F - Jddro oznacené TUNEL reakci. Autofluorescence sekunddarnich bunécmvch stén.

Jeden z hlavnich znaki apoptotické PCD je fragmentace DNA do nukleozomui.
Vznikly DNA zebiicek je dusledkem aktivace endonukleaz. U bunék Zinnia elcgans
kultivovanych in vitro bylo nalezeno 7 skupin s RNazovou nebo DNazovou aktivitou. Sest z
nich jsou specifické pro TE. 43kDa nukleaza, ZEN1 ma jako jedina RNazovou 1 DNazovou
aktivitu. Je podobna S| nukleaze z Aspergilus. Optimalni pH pro tuto nukleazu je 5,5 a proto
je funkéni ve vakuolach nebo tésné po vakuolamim kolapsu (Sugiyama e al. 2000, Ito a
Fukuda 2002).

Béhem diferenciace bunék v TE byly nalezeny geny, které se této pfemény ucastni.
TED geny (z anglického tracheary element differentiation) byly nalezeny zejména v ¢asnych
stadiich diferenciace. TED 2 koduje protein podobny alkoholdehydrogenaze. TED 3 je
preferecné exprimovan v prekurzorovych buikach TE a koduje protein a motivem asp-
gly-tyr, ktery je pravdépodobné komponentem bunécné stény (Demura ef al. 1997). TED
4 z je¢mene koduje protein podobny nespecifickym lipid transferovym proteinim (Demura
a Fukuda 1993, 1994) a slouzi jako supresor proteazomu mrtvych bun¢k TE (Endo er al.
2001).
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3.5.1.3. Autolyza floémovych bunék

Zakladni stavebni jednotkou floému jsou tzv. sitkové elementy, které slouzi k
transportu asimilatui (zeyména cukrii, vody, ale 1 organickych a anorganickych sloucenin)
v rosthiné. V dospélosti jsou tyto elementy mrtvé. Béhem autolytické reakce dochazi k

degradaci jadra, poruseni tonoplastu, zméné plastidii a mitochondrii (Beers er al. 1997).

3.5.1.4. PCD béhem somatické embryogeneze

Somaticka embryogeneze rostlinnych bunék prochazi stejnymi stadii vyvoje embrya
jako zygoticka embryogeneze. Prvni déleni téchto bunék je asymetrické, dava vznik apikalni
a bazalni bunce. Apikalni burika se dale vyviji v embryo, zatimco bazalni bunka vytvari
suspenzor. PCD u somatické embryogeneze konifer je rozdélena do 2 fazi. Prvni faze
piedstavuje umirani bunék proembryonalni hmoty (PEM). Impulsem pro vyvoj embrya
je odebrani fytohormoni, neménici se buriky podléhaji bunééné smrti. Nasleduje druha
faze, ktera zahrnuje vyvoj somatického embrya od PEM az po maturacni fazi embrya. V
casnych stadiich embryonalniho vyvoje dochazi k umirani suspenzorovych bunék. Ty tvofi
mechanickou ochranu embrya a jsou jimi transportovany ziviny. Pfi umirani téchto bunék
dochazi ke kondenzaci cytoplazmy. PCD u téchto bunék byla hodnocena pomoci znaku
typickych pro apoptotické umirani bunék. Pozitivni TUNEL reakce (Havel a Durzan 1996)
a fragmentace DNA do oligonukleozomalnich zbytku byla nalezena v obou vinach umirani
bunék (Filonova er al. 2000). Morfologické zmény pozorované pii umirani téchto bunék
jsou vsak typicke spiSe pro autofagickou bunéénou smrt. Pomoci TEM byla popsana také
zvySena vakuolizace bunék vedouci az k vakuolarmimu kolapsu a zmény jaderného tvaru
(Filonova et al. 2000). U suspenzorovych bunék byla pozorovana kondenzace a fragmentace
jader a vyplaveni jadérek do cytoplazmy (Havel a Durzan 1996). Kromé morfologickych
zmén byl na modelu somatické embryogeneze jedle bélokoré nalezen mcll-Pa protein, ktery
je vysoce homologni k metakaspazam typu Il. V tomto pfipadé byla také naméfena aktivita

kaspazy 6 pomoci jejiho fluorogenniho substratu VEID-AMC (Bozhkov er al. 2004).

3.5.1.5. Umirani bunék korenové cepicky

Bunky kofenové Cepicky slouzi k ochrané kofenového meristému béhem kliceni
semen a rustu semenacku. Tyto bunky vznikaji z inicial meristému a presunuyi se k periferii
kotenu pomocinovych bunék, kde po nékolika dnech umiraji. U téchto bunék byla pozorovana
redukce jejich obsahu, kondenzace chromatinu jader a fragmentace DNA (pozorovano
pomoci TUNEL reakce, Wang ef al. 1996b).
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3.5.1.6. Vykrajovani listu
U nékterych vy3sich rostlin dochazi k programovanému umirani bunék pii remodelaci
lista. U perforovanych listi rostliny Monsetra obliqua. vznikaji malé dirky procesem PCD,
které se pak zvétSuji expanzi listi (obr. 3.9). Velké diry (pathces) vznikaji dfive nez trhliny
na okraji listii a vytvareji se tak hluboké laloky. Oproti tomu, ke vzniku perforovanych listu
rostliny kalatka magaskarka dochazi naprosto odlisnym zptisobem. Béhem expanze listt si
listové Cepele zachovavaji podélny tvar. Pii perforaci v8ak vznikaji obdelnikové diry, které
se posouvaji pravidelné mezi longitudinalné a transverzalné usporadané cévy (Gunawardena
et al. 2005). U obou téchto rostlin byla buné¢na smrt popsana zejména cytologicky.
Podrobnéjsi molekulami studie zatim nejsou
mamy. Pomoci elektronové mikroskopie %Zni:agﬁ:x:;j,"gzzzn ykrajovdni listu
(SEM a TEM) bylo zji$téno, Ze tyto burky .
podléhajici PCD prochazeji podobnymi

stadii jako mezofylové bunky Zinnia
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Ve téchto stadiich byla pozorovana pouze

nespecificka fragmentace DNA.

3.5.1.7. Opad listu

Opad ¢asti rostlin je specificky proces, kdy dochazi k oddéleni urcité ¢asti rostlin,
zejména pak listl, plodi a kvétl aniz by byla néjak poskozena mateiska rostlina. Tomuto
procesu podléhaji buiiky tzv. abscizni zony, které syntetizuji a sekretuji hydrolazy potiebne
k oddéleni a uplnému zni¢eni bunénych stén, pfi némz dochazi k odstranéni stiedni lamely,

¢asti primamich bunécnych stén a celych bunék (Beers er al. 1997).
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3.5.1.8. Senescence (pro prehled Orzaez a Granell 2004)

Termin senescence je Casto spojovan a hlavné zaménovan s pojmem PCD. Tento
problém se striktnim vymezenim pouzivani t€chto dvou termindi se snazili vyfesit rizni autofi.
Thomas ¢r al. (2003) navrhovali pouzivat termin senescence pouze pro umirani urCitych
organt (listi a korentl) a to v pripadé, kdy zacinaji tyto organy Zloutnout, av§ak zloutnuti
listi nevede pfimo k bunécné smrti. U bunék téchto organii muze dochazet k reverzibilnimu
procesu senescence a termin senescence je mozno pouzivat az do tzv. bodu, kdy uz neni
navratu. Pro ostatni ¢asti rostliny je vhodné pouzivat termin PCD, ne senescence. K tomuto
nazoru se priklan€ji 1 jini autofi, napt. van Doorn a Woltering (2004).

Senescence rostlin je energeticky narocnd, zahrnuje mnoho metabolickych déju,
které se vyskytuji ve finalnich stadiich vyvoje rostlin. Lze ji rozdéht do tfi stadii: iniciace,
degenerace (propagace) a terminace (Noodén et al. 1997). Jednim z nejdulezitéjSich aspektii
senescence je také senescence listu. Zahrnuje ztratu chlorofylu, ktera vsak nezpusobuje smrt
bunék listu (Dangl er al. 2000). U fotosynteticky aktivnich pletiv byly pozorovany jako
jedny z prvnich zmén degenerace chloroplastt: dilatace a poskozeni tylakoidu, zvétseni
poctu a velikosti plastoglobulii a snizeni obsahu pigmentt (Simeonova er al. 2000). Inada
et al. (1998, 1999) ukazali, ze témér thned po indukci PCD u koleoptile ryze dochazelo k
degradaci chloroplastové DNA, diive nez byly degradovany organely. Mitochondrialni a
Jaderné DNA nebyla degradovana v koncovych stadiich senescence. Coz je vysvétlovano
nutnosti udrzet ATP pro spravny rozpad bunécného obsahu (Orzaez a Granell 1997).
Ultrastrukturalni analyzy ukazaly signifikantni zmény ve vakuolarnim systému. Casto jsou
pozorovany invaginace tonoplastu do vakuol nékdy 1 s kousky cytoplazmy a organel. Ne vzdy
pi1 senescenci byla pozorovana fragmentace DNA, jeden z markera zivo¢i$né apoptozy. U
senescentnich koleoptili ryze byl nalezen typicky DNA zebficek (Kawai a Uchimiya 2000).
Naopak fragmentace nebyla nalezena u senescentnich listu ryze (Lee a Chen 2002). Coz
ukazuje na spojeni fragmentace DNA s urcitymi organy jedné rostliny nebo by fragmentace
DNA mohla byt spojena pouze s pozdnimi stadii rostlinné senescence (Gietl a Schmid
2001).

U rostlin Arabidopsis thaliana bylo nalezeno velké mnozstvi genl ucastnici se
senescence, tzv. SR (z anglického senescence related genes, Jones 2004). 30 z nich patii do
skupiny SAG genu (z anglického senescence associated genes) a vétSinou jsou exprimovany
v zelenych nesenescentnich listech (resp. rizné SAG geny v ruznych stadiich zrani a vyvoje
lista, Weawer et al. 1998, Quirino et al. 2000).

52



3.5.2. PCD pri generativnim vyvoji rostlin
3.5.2.1. Kvétni organy

Asi 10% vsech kvetoucich rostlin ma jednopohlavni kvéty. Oddéleni samcich a
sami¢ich organli a vznik jednopohlavnich kvétli je dano programovanym umiranim bunék
zakladil generativnich organi opaéného pohlavi. Vhodnym modelem pro studium této PCD
je napf. kukufice. Pomoci SEM a TEM bylo ukazano, ze buiiky odumirajiciho pletiva jsou
silné vakuolizované. Obdobné jako pfi vyvoji TE dochazi i zde k praskani tonoplastu a
vyplaveni hydrolytickych enzym a tim i spudténi celé fady reakci vedouci k programované
smrti bunék (Cheng ef al. 1983). Mutanti kukufice dwarf (d1, 2, 3 a 5) a anthem ear | (anl)
souviseji s biosyntézou kyseliny giberelové a mutanti tasselseed (ts 1, 2, 4, 5 a 6) se u€astni
vyvoje samcich kvétl (pro prehled Buckner er al. 1998). Gen ts 1 je nutny pro aborci bunék
pestiku a gen ts 2 je spojen s metabolizmem brasinosteroidu. Koduje protein (sekvencné

podobny alkoholdehydrogenaze) ucastnici se aborce gynecea (Delong er al. 1993).

3.5.2.2. Gametofyty

Pfiprocesu megasporogeneze vznikaji 4 haploidnijadra. Tfi znich umiraji, preferencné
ta, ktera jsou blize mikropyle. U kapradiny Marsiela vestita byly pozorovany béhem umirani
bunék znaky charakteristické pro zivo¢isnou apoptozu, kondenzace chromatinu a pyknoza
jadra (Bell 1996).

Mikrosporogeneze prasniku spojena s PCD byla pozorovana u riznych rostlin. Smrt
bunék tapeta je nutna pro vyvoj pylu. U téchto bunék byla pozorovany zvysena vakuolizace
a redukce celého bunécného obsahu, ztenéeni a Casté ruptury bunéénych stén. Predosetieni
prasniki hyperosmotickym Sokem vyvolalo kondenzaci chromatinu jader a fragmentaci
DNA (detekovanou pomoci TUNEL reakce, Wang et al. 1999). Burky ovlivnénych prasnikd,
jak uz osmotickym Sokem, tak zvy$enou teplotou nebo ABA, jsou schopny si zvysit viabilitu
bunék mikrospor a tim taky 1 zvy$it u¢innost androgeneze (Morgan a Drew 2004). Buiky
tapeta mutanta ms 26 (z anglického male sterile 26) z kukufice jsou vysoce vakuolizovany a
pred€asné umiraji (Loukides e al. 1995).

Se smrti bunék tapeta se setkavame také pii cytoplazmatické samc¢i sterilité (CMS).
CMS je samc¢i fenotyp dédici se po samici linii, kdy nejsou produkovana viabilni pylova
zma. Mitochondrialni DNA rostlin kukufice ,, T cytoplasm* (Texas male sterile cytoplasm)
snizuje obsah genu Turf-13, jehoz produkt URF 13 zptisobuje tok iontii a tim taky zménu
membranoveého potencialu, coz vyustuje az ke sterilité pylu (Loukides ef al. 1995, Buckner
et al. 1998). Obdobné byly popsany mutace PET1-CMS u slunecnice. Kondenzace jader

a cytoplazmy mladych mikrospor je spojeno s internukleozomalni fragmentaci DNA a
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vyplavenim cytochromu ¢ z mitochondrii do cytozolu (Balk a Leaver 2001).

3.5.2.3. Opyleni a oplozeni

Opyleni i oplozeni je také spojeno s programovanym umiranim bunék. Pylové
zrno po dosednuti na bliznu kli¢i v pylovou l1acku. Ta prepravuje sam¢i pohlavni buriky do
embryonalnich vakd. Béhem tohoto procesu mize dochazet ke smrti pylu. Cnélka je mj.
schopna rozlisit meti tzv. kompatibilnim a inkompatibilnim pylem, ¢imz se u rostlin zabrani
samoopyleni nebo opylenim pylem nespravného druhu. Hlavni roli v tomto procesu hraje
inkompatibilni reakce, ktera zabranuje kliceni a rustu pylové lacky. S-RNazy ¢nélky, které
bud’ proniknou do kazdé pylové lacky, ale pouze v té inkompatibilni pylové lacce zabrani
S-lokus (z anglického self-incompatibility locus) inaktivaci S-RNaz. Nebo je produkt
S-lokusu pylové lacky schopen rozpoznat S-RNazy pritomné ve vodivém pletivu ¢nélky a
umozni vstup téchto RNaz do inkompatibilni pylové lacky. Coz vede k zastavé rustu pylové
lacky a nasledné pak k jejimu odumfieni (pro piehded Beers e al. 1997, Wang ¢f al. 1996a,
Mc Clure et al. 2006).

PCD byla pozorovana pii opyleni, kdy pylova lacka pronika az do zarode¢ného vaku
pies mikropyle, kde dochazi k praskani jedné ze dvou synergid. Nasledné pak muze odumfit
1 druha synergida procesem PCD (Russel er al. 1996).

Umirani parenchymatickych bunék nucelu je doprovazeno fragmentaci DNA (zji$téno
pomoci TUNEL reakce, Dominguez et al. 2001). Tato fragmentace byla doprovazena
také zménou morfologie jader a degradaci riznych organel. Chen a Foolad (1999) nalezli
v bunkach nucelu aspartatovou proteazu nucellin, ktera se zieymé ucastnila degradace

nucelarnich bunék.

3.5.2.4. Smrt suspenzoru

Prvnim délenim zygoty vznikaji dvé bunky: apikalni, ktera dava zvnik embryu, a
bazalni bunka, ze které posléze vznika suspenzor. Po nékolika nasledujicich déleni vsak
suspenzorové burky zanikaji. Degradace suspenzoru je Casto spojovana s PCD. U rostlin,
které maji velké suspenzory (napt. Phascolus cocnineus a Tropacolum mojus) byly nalezeny

nékolikamembranové utvary — autofagicka téliska (Beers ef al. 1997).
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3.6. PCD a stres u rostlin
3.6.1. Bioticky
3.6.1.1. Patogeny

Patogeny (viry, barkterie, houby a nematody) jsou schopny penetrovat do rostliny i
pres jeji mechanické a chemické bariéry a jsou schopny se v ni mnozit. Existuji dveé hlavni
interakce mezi rostlinou a patogenem (Nurnberger a Scheel 2001): 1) Patogen infikuje
rostlinu, je schopen se v ni mnozit a miiZe navodit onemocnéni rostliny. 2) Rostlina ihned po
setkani s patogenem vytvofi bariéry proti jeho $ifeni a brani se tak onemocnéni. Tyto interakce
jsou doprovazeny aktivaci fady genti kodovanych rostlinou (R geny, geny rezistence) a dalsi
skupinou gend kddovanych patogenem (avr geny, geny avirulence). Interakce mezi témito
geny jsou nazyvany jako gen proti genu. Pfi interakci rostlina-patogen (zejména tehdy, kdy
byl potlacen riist patogenu) byly nalezeny riizné typy PCD. Symptomy bunééné smrti, které
byly pozorovany pii vyvoji nemoci, byly ptivodné povaZzovany hlavné za zmény vyvolané
toxiny produkované patogeny. Pozdéji vSak bylo ukazano, Ze timto zptisobem jsou aktivované
signalni drahy vedouci k PCD. PCD propuka v buiikach infikovanych patogenem nebo v
burikach okolnich, kde vytvari 1éze (suché jizvy, jasn¢ oddélené od okolniho Zivého pletiva)
nazyvané také jajo léze hypersenzitivni reakce (Dangl ef al. 1996). Nazev tato bunécna smrt
dostala diky tomu, Ze je velmi rychla a je velmi uspé€sna v obrané proti patogeniim, v jejich
Sifeni a mnoZeni se v Zivych buiikach. Nicméné vSak existuji tzv. nekrofilni patogeny, které

jsou schopny se $ifit i v mrtvych burikach a aktivovat PCD (Govrin a Levine 2000).

3.6.1.1.1. Hypersenzitivni reakce (HR)

Po napadeni rostliny patogenem dojde nejprve k rozpoznani avirulentniho faktoru
geny rezistence a nasledné k aktivaci signalni kaskady obrannych rekci Gsticich v PCD. K
HR dochazi nejcastéji u bunék kolem cévnich svazkii, které patogeny pouZivaji ke svému
Sifeni rostlinou. Na poc¢atku HR vétsinou dochazi k velmi rychlé produkci ROS (z anglického
reactive oxygen species) ve formé superoxidu, peroxidu vodiku a hydroxylového radikalu
(Jabs 1999, Lamb a Dixon 1997, Kawano 2003), ¢imZ dochazi ke otevieni iontovych
kanali pro Ca?*, K*, Cl- a H* na plazmatické membrané (Mittler e al. 1995). Zména toku
iontt, resp. vtok vodiku a vapniku je jednim z prvnich biochemickych zmén po rozpoznani
patogenu rostlinou (Pontier ef al. 2002). Déle patogeny vyvolaji zesileni bunééné stény,
syntézu fytoalexini a aktivaci genti resistence (Mittler ef al. 1999, Romeis et al. 1999, Yang
et al. 2001, Yoshicka et al. 2003). Piechodné zvyseni koncentrace vapenatych iontd a vodiku
vede k okyseleni cytoplazmy, coZ nasledné¢ miize vyvolat fosforylaci a aktivaci NADPH

oxidazy a tim se zvysi i produkce ROS a také se miiZe aktivovat MAPK draha.
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Dilezitym druhym poslem pfi pfenasSeni signalu u Zivocichi je NO, ktery hraje také
dtlezitou roli pfi zprostfedkovani HR bunééné smrti (Van Camp a Van Montagu 1998). NO
slouzi jako inhibitor mitochondrialni cytochrom c oxidazy, a tudiZ zvysuje produkci ROS.
Funkce NO p#i HR byla pfedevsim studovana v souvislosti se zvySenou koncentraci peroxidu
vodiku (Delledonne ef al. 1998). U bunééné linie BY-2 ovlivnéné nitroprusidem sodnym.,
ktery je donorem NO, a H,0, byla pozorovéna kondenzace chromatinu a degradace periferie
jader (ViteCek et al. 2007). Kyselina salicylova, ktera je hlavnim prostfednikem SAR (z
anglického systemic acquired resistance), se také ucastni HR (Durner a Klessig 1995) a
inhibuje kli€ovy enzym tcastnici se odstranéni H,0, v chloroplastech a cytoplazmé. Znovu
tedy dochazi ke zvysené produkci ROS a vzniku 1€ézi a amplifikaci signalu k vedouciho az k
PCD (Shirasu et al. 1997). Endogenné ptidana kyselina salicylova vyvolava spontanni HR-
PCD u mutantd Arabidopsis thaliana ssil a acd6 (Rate ef al. 1999, Shah et al. 1999).

Ke studiu HR-PCD jsou €asto pouzivany mutanty vytvatejici tzv. mimické léze, které
vznikaji spontanné bez pfitomnosti patogena (pro piehled Mittler a Rizhsky 2000, Dangl et
al. 1996). Mutanty byly vytvofeny u rajcete, kukufice, je€mene, ryze. Velké mnozZstvi gent,
které kdyZ jsou mutovany indukuji tvorbu mimickych 1ézi bylo izolovano z Arabidopsis
thaliana. U Arabidopsis thaliana byly popsany mutanty acd (z anglického accelerate cell
death, Greenberg et al. 1994). Zastupce téchto letdlnich mutaci je napf. mutant acd 11, ktery
je defektni v genu koédujici protein podobny savéi glykolipidtransfraze (Brodersen et al.
2002). Dalsi skupinou mutantti jsou lsd mutanti (z anglického lession simulation disease
mutanty, jejichZ léze se nezvétSuji od iniciace HR. Dalsi skupinu tvofi tzv. propagaéni
mutanti, u nichZ dochazi po iniciaci HR roz§iteni 1ézi. Mezi prvni skupinu patii napf. mutant
Isd5, kde je mutace v genu nutném pro spusténi HR (Dangl ef al. 1996). Druhou skupinu
reprezentuje napf. Isd1 mutant defektni v genu kddujici protein s motivem zinkového prstu,
fungujici jako negativni regulator bunécné smrti (Dietrich et al. 1997). U Arabidopsis
thaliana byl charakterizovan mutant lol 1 (z anglického Isd one like 1, Epple et al. 2003).
U kukufice existuji obdobni mutanti lls 1 (z anglického lethal leaf spot 1, Gray et al. 2002),
ktery je defektni v genu pro dioxigenazu a tim zpisobuje detoxifikaci pti propuknuti PCD
(Gray et al. 1997). Mutant mlo z je¢mene je zase defektni v genu kddujici transmembranovy
protein lokalizovany na plazmatické membrané. VSechny tyto mutanty vykazuji mnohem
vy$8i rezistenci vii¢i houbovym a bakterialnim patogeniim. Mutantni rostliny podléhajici
spontanni HR jsou také hojné vyuzivany pro studium hlavnich Zivo€isnych regulatord PCD
— proteinti z rodiny Bcl-2 a proteaz podobnych kaspazam (Lam ef al. 2001).

Puasobeni fady mikroorganizmti vede ke spusténi HR. Stejné efekty miZou mit
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i elicitory extrahované z téchto patogenl. Jde o znamé, vétSinou malé peptidy. Harpiny,
sekretorické proteiny z gramnegativnich bakterii (Erwinia amylovora, Pseudomonas
syringae) indukovaly HR reakci u bunék kultury BY-2 (Andi er al. 2001, Ichinose et al.
2001). Pomoci elicitoru kryprogeinu z Phytophora Cryptogea byla upésné indukovana HR
také u bun&k tabakové linie BY-2, ktera byla doprovazena zménou v koncentraci Ca*' iontli
(Kadota er al. 2004a, Kadota ef al. 2005a), produkci ROS a aktivaci MAPK (Kadota e/
al. 2004a, Kadota er al. 2005b, Kadota a Kuchitsu 2006). Dale byly aktivovany obranné
mechanizmy a bunééna smrt v zavislosti na postaveni bunék v bunécném cyklu, které tento
elicitor rozpoznaly (Kadota ef al. 2004b, Kadota e al. 2005b, Kadota a Kuchitsu 2006).

K odliseni HR od bézné senescence byly vybrany 2 markerové geny. Oba tyto
tabakové geny jsou indukovany TMV nebo pusobenim iontd médi (Pontier er al. 1999).
HSR203]J je specifickym markerem HR, ktery koduje esterazu (Pontier ef al. 1998). Druhym
markerem HR je HIN 1. Jde o gen 1zolovany zrostlin jejich po ovlivnéni elicitorem harpinem
nebo aviulentni bakterialnim patogenem (Gopalan er al. 1996). Jelikoz se v3ak vyskytuje i
pfi senescenci, je jeho pouziti jako marker HR omezené.

Proteolytické enzymy ucastnici se HR reakce byly popsany v kap. 3.2.2.2.

3.6.2. Abioticky stres
3.6.2.1. Vznik lyzigenniho aerenchymu

Buné¢na smrt u primarnich kofenu je spojena s umiranim bunék kortikalni vrstvy
témér 1thned po dokonceni expanze bunék, vétsinou jiz par centimetru od kofenové Spicky.
Aerenchym je druh parenchymatického pletiva tvofeného velkym mnozstvim intercelular.
Jeho funkce souvisi s piizplusobenim rostlin hypoxickému prostiedi, kde je nutné umoznit
dostatecné vedeni kysliku z nadzemnich organii ke kofeniim a odvod CO, a dalSich plynii.
Existuji dva hlavni typy aerenchymu lyzigenni a schizogenni (Seago et al. 2005). Vznik
lyzigenniho aerenchymu je spojen a programovanym umiranim bunék (Gunawardena ef al.
2001). V hypoxickém prostiedi dochazi k akumulaci etylénu uvnitf pletiva. U kukufice miize
byt tvorba aerenchymu indukovana jak hypoxickym prostiedim, tak etylénem endogenné
pfidanym nebo endogenné produkovanym a je inhibovana vapenatymi ionty (Gunawardena et
al. 2001). Béhem PCD pii vytvaieni aerenchymu byly nalezeny Cetné zmény v ultrastrukture
bunék ve stiedni kufe: invaginace plazmalemy, kondenzace cytoplazmy, tvorba malych
membranovych méchyiku, zvySena vakuolizace, degradace bunécné stény a vytvareni
apoptotickych vackl, tj membranou obalenych méchytki obsahujicich chromatin a zbytky
organel (Gunawardena ef al. 2001, Lenochova 2004). V burikach primarni kury a epidermis

byla nalezena TUNEL-pozitivni jadra, tedy jadra s jednofetézcovymi zlomy v DNA.
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Vyvoj aerenchymu je také nékdy spojovan s pojmem smrt bunék kury v mladych
kotenech nékterych trav a obilnin (RDC, z anglického root cortical cell death,). RDC miize
byt indukovana stresem, a také muze byt tato PCD vyvolana pusobenim mikrobt — predevsim
saprofytl. Pomoci DNA elektroforézy a TUNEL reakce byla prokazana fragmentace DNA v
burikach primarni kiiry a stfedniho valce jiz u 2 dny starych kofenovych segmentti pSenice a
jeCmene. Pi1 porovnani téchto dvou rostlin bylo zjisténo vyssi procento TUNEL-pozitivnich
jader u psenice, u niz také dochazi k PCD drive. Liljeroth a Bringelsson (2001) popsali pomoci
TEM riazné zmény tvaru jader (lalokovita 1 prodlouzena jadra) se silné kondenzovanym

chromatinem pi1 RDC.

3.6.2.2. Slozky znecist’ujici atmosféru

Rizné plynné polutanty jsou schopny indukovat tvorbu ROS, které nejen u rostlin
vedou k bunécné smrti. Studium ROS je ¢asto spojeno s HR. Oxidativni stres je pfevazné
zprostiedkovan ROS (nékdy taky nazyvany jako AOS, z anglického active oxygen species),
které zahmuyji superoxid (O, "), peroxid vodiku (H,0,) a hydroxylovy radikal (OH). Zvysena
tvorba ROS ovliviiyje nukleové kyseliny, proteiny a lipidy. Pii této reakci se také aktivuji
obranné mechanizmy, aktivuje se syntéza nizkomolekularni latky (glutation, kyselina
askorbova, a-tokoferol) nebo antioxidacnich enzymu (superoxid dismutaza, peroxidaza a
alternativni oxidaza, pro prehled Blokhina er al. 2003).

Ozon (0O,) je nejrozsifenjSim atmosferickym polutantem. Do rostlin se dostava
pies oteviené pory, poté apoplastickou cestou do mezofylovych bunék. Je znamo, ze 0zén v
apoplastu intenzivné indukuje tvorbu ROS. Interakce O3 s bunécnou sténou a plazmalemou
vyvolavaji vznik lézi podobnym pifi HR (Langebartels er al. 2002). U bunék listl biizy
bélokore doprovazena tvorbou nekrotickych lézi po aplikaci O, dochazi k akumulaci H.O, a
indukci riznych obrannych genu (Pellinen er al. 2002). Ke studiu indukce ROS o0zénem jsou
Casto pouzivany ozon-senzitivni mutanty Arabidopsis thaliana rcd 1 (z anglického radical-
induced cell death, Overmyer ef al. 2000) nebo kultivar tabaku Bel W3, ktery je senzitivni k
ozonu (van Buuren er al. 2002). Po ovlivnéni rostlin tabaku riznymi koncentracemi ozonu
se vytvaieji léze podobné HR lézim, které byly doprovazeny akumulaci PR-1a proteinu
(jednoho z hlavnich markeri HR), vyplavenim cytochromu ¢ z mitochondrii do cytozolu,
TUNEL-pozitivni reakci a aktivaci proteaz. Pomoci TEM byly nalezeny 1 ultrastrukturalni
zmény: kondenzace chromatinu a bobtnani plazmalemy (Pasquallini ef al. 2003). Diky tomu,
ze rostliny ovlivnéné O, vykazuji stejné odpovédi na stres jako pfi HR (zejména se jedna
o produkci ROS, vznik nekrotickych 1ézi a bunécnou smrt) je 0zon idealnim nastrojem pro

studium funkce a role extracelularnich ROS v regulaci odezvy rostlin a buné¢né smrti (Rao
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et al. 2000, Rao a Davis 2001). U bun&k BY-2 ovliviiovanych H,O, bylo detekovano snizeni
celého obsahu buiiky, kondenzace chromatinu, zvy$ena tvorba vezikld u plazmatické i jaderné
membrany a fragmentace jader do mikrojader (Hout et al. 2001). Dal3im producentem ROS je
napt. menadion, ktery po konjugaci s glutationem vyvolava tvorbu ROS. Obdobné 1 quinony
se mohou redukovat na hydroquinonové nebo semiquinonové radikaly. Obé tyto latky jsou
schopné rychlé autoxidace a tvorby ROS (zejména H,0,). Tyto latky také redukovaly S fazi
bun&éného cyklu a jejich autoxidace souvisela se zablokovanim bunééného cyklu v obou
prechodovych bodech (Reichheld ef al. 1999). Zvysena produkce ROS byla nalezena také
po aplikaci elicitoru kryprogeinu k buitkam linie BY-2 (Kadota ef al. 2004a), ktera byla
doprovazena zménami v koncentraci cytozolického vapniku, aktivaci MAPK a zastavenim
buné&ného cyklu na v G1 nebo G2 fazi, coz vedlo az k aktivaci HR (bliZze Kadota a Kuchitsu
2006).

3.6.2.3. UV zafeni a ozareni

Vy§8i ozateni zplsobuje rozpad fotosyntetického aparitu rostlin, coz indukuje
uzavirani pruduchi a tim se pfetiZi transport elektrond a ¢asto se také zacinaji tvorit ROS.

Zmény pojené s programovanym umiranim bunék byly nalezeny u protoplasti
semenacki Arabidopsis thaliana vystavenych plsobeni UV-C zafeni. Toto zafeni neni
fyziologicky relevantni, jelikoZ jeho efekt je blokovan stratosférou. Doze ovlivnéni 10-50
kJm? vyvolala jiZ po 6 hodinach fragmentaci DNA detekovanou pomoci TUNEL reakce a
DNA elektroforézy. Navic byla nalezena prodlouZena jadra a také jejich fragmentace jader
do mikrojader (Danon a Gallois 1998). Navic byla u téchto semenacki detekovana aktivita
kaspazy 1 a 3 pomoci jejich substratti (YVAD-CHO a DEVD-CHO). Pomoci inhibitoru
kaspaz p35 byla uspésné zablokovana specificka fragmentace DNA a buné¢na smrt (Danon
et al. 2004). U suspenzni kultury je¢méne a také u kli¢icich semen je¢mene byla po ovlivnéni

bun¢k UV-B zafenim ispé$né navozena internukleozomalni fragmentace DNA (Korthout er
al. 2002).

3.6.2.4. Teplotni ovlivnéni bunék

Vliv zvySené teploty vyvolavajici u rostlinnych bunék PCD byl popsan u semenacki
a kalusi kfizench Nicotiana suaveolius Lehm. a Nicotiana tabacum L. cv. Hicks-2.
Teplota 28°C vyvolavala letalitu téchto semenackii. U bunék byla pozorovana kondenzace
chromatinu, fragmentace jader a sniZeni obsahu cytoplazmy doprovazena fragmentaci DNA
(Yamada et al. 2000). U bunék suspenzni kultury mrkve kultivované v 55°C po dobu 10

min byly v ¢ase 5-7 hodin po ovlivnéni pozorovany protoplasty odchlipnuté od bunééné
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stény, kondenzovana jadra a fragmentace DNA (detekovana jak elektroforeticky tak TUNEL
reakci). Ovlivnéni bun€k niZsi teplotou (45°C, 10min) vedlo k pieziti téméf viech bunék a
DNA Zebii¢ek nebyl pozorovan. Obdobné se chovaly buriky ovlivnéné vyssi teplotou nez
55°C. V obou téchto pfipadech byla pozorovana pouze nespecificka degradace bunék (Mc
Cabe et al. 1997). Specificka internukleozomalni fragmentace DNA byla detekovana také u
bunék kotyledonii okurky vystavenych piisobeni 55°C (Balk ef al. 1999).

Nizka teplota (0°C) vyvoléavala u bunék rostliny Saintpaulia ionantha kondenzaci
chromatinu. U bunééné kultury Vigna radiata bylo po 3min inkubaci bunékv 10°C
pozorovano ,,zdufeni* jader s fragmentovanym chromatinem a jadérek (pro piehled Evans
et al. 2004). Koukalova e al. (1997) ukézali typicky apoptoticky Zebti¢ek po plisobeni 4°C
na buriky linie BY-2. K fragmentaci DNA dochazelo po 14 dnech plisobeni, v dobé, kdy byly
jiz vSechny buitky mrtvé.

3.6.2.5. Toxické ionty

Je znamé, Ze nékteré ionty (zinek, Zelezo nebo kadmium) jsou uzite¢né nebo nutné pro
rast rostlin, ale pouze v niZ§ich koncentracich. Vy§§i koncentrace jsou vétSinou pro rostlinu
toxické a mohou vyvolat azZ bunéénou smrt. Mnoho toxickych iontti vyvolava v zavislosti
na pouzité koncentraci velmi rychlou smrt bunék. Kationty Zeleza, manganu a médi jsou
dilezitymi kofaktory mnoha enzymatickych reakci. Jiné kovy, napi. zinek, hraji dilezitou
strukturalni roli v proteinech. V poslednich letech se ukazuje, Ze se tyto ionty mohou Gcastnit
i signalizace.
rostlinnych bunék. Jde o relativné vzacny prvek, ktery ma vSak vyznamné toxikologické
vlastnosti. Efekt kadmia na rostliny je vysoce pleiotropni. Je znamé tim, Ze velmi drasticky
ovliviiuje rizné metabolické procesy, zahrnujici fotosyntézu, respiraci, metabolizmus dusiku,
sniZzeni vodniho a latkového pfesunu. Zmény v metabolizmu rostlin vyustuji ve zmény v
ristu rostlin. Bylo ukazano, Ze k ptisobeni kadmia je mnohem senzitivnéjsi fotosystém II,
kde kadmium vyvolavalo zmény jak v donorové (oxidované), tak akceptorové (redukované)
&asti. Poskozena miiZze byt jak struktura proteini, tak enzymaticka aktivita reak¢niho centra
fotosystému II (Wu ef al. 2003a). U semenackt Brasica napus dochazelo k inhibici syntézy
chlorofylu a sniZeni fotochemickych kvant (Larsson ef al. 1998).

Kadmium je schopno indukovat tvorbu ROS. Nejde vSak o pfimou indukci, ale
pravdépodobné zprostfedkovanou pfes Fentonovu reakci (di Toppi a Gabbrielli 1999).
U bunék tabakové linie BY-2 kadmium stimuluje produkci H,O,. Pfi indukci biosyntézy
H,0, se aktivuji NADPH oxid4za a antioxidacni enzymy (Piqueras ef al. 1999, Olmos et
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al. 2003). U semenackli jeémene byla popsana indukce oxidacnich enzymi v kofenech.
V listech se sice akumulovalo jen 1-3% z celkového mnozstvi kadmia, které vSak vedlo
ke snizeni obsahu chlorofylu v chloroplastech (Hegediis ef al. 2001). Schitzendubel er al.
(2001) popsali u hydroponicky péstovanych semenackt Pinus sylvestris jiz po 12 hodinach
zastaveni prodluzovani kofentl, indukci nespecifickych peroxidaz, akumulaci fenolyckych
latek v cytozolu a zvy$enou lignifikaci. U listd hrachoru (Pisum sativum) byla po aplikaci
CdCl, nalezena oxidace Rubiska, glutation reduktazy, mangan superoxid dismutazy a
katalazy. Proteolyticka aktivita po oxidaci proteinu se zvétsila az o 20 % (Romero-Puertas
et al. 2002). Tato oxidace souvisi také se senescenci peroxizomu (Mc Carthy et al. 2001).
V ovlivnénych listech byly pozorovany zvétsené buriky palisadového parenchymu a snizeni
poctu chloroplasti. Na ultrastrukturalni arovni byla pozorovano poruseni ultrastruktury
chloroplastii (dezorganizace tylakoidniho systému a zvySeni po¢tu a mnozstvi plastoglobuli
a skrobovych zm). Casto byly pozorovany i invaginace tonoplastu do vakuol (Sandalio
et al. 2001). Kademnaté ionty také ovliviiuji fungovani membran v dusledku peroxidace
lipidu (Skorzynska-Polyt a Krupa 2003, Wu er a/. 2003b). Kadmium se také ucastni
signalizace tim, ze aktivuje signalni MAPK drahu. Po piidani kadmia byly aktivovany
ruzné MAPK u vojtésky (SIMK, MMK2, MMK3 a SAMK, Jonak er al. 2004), u ryze byla
nalezena aktivovana OsMAPK2 (Yeh ef al. 2004). Stale vsak neni jasné, zda je MAPK
draha aktivovana pfimo ionty kadmia nebo pies tvorbu ROS. Navic bylo zisténo, ze Cd
indukuje vyplaveni vapenatych ionta z vnitrobunéénych zasob a reguluje kalmodulin tim,
ze si konkuruje s vapnikem o vazebné misto na kalmodulinu (Perfus-Barbeoch ¢f al. 2002).
Pomoci patch-clamp techniky, ktera umoziuje analyzovat proudy tekouci pres jednotlivé
iontové kanaly, byla u protoplasti bunék pruducht rostlin Vicia faba studovana senzitivita
ruznych iontovych kanali pro Cd**. K' kanaly nejsou senzitivni k pusobeni Cd, naopak
vapenatymi kanaly je kadmium schopno prochazet (Perfus-Barbeoch er al. 2002). Olmos et
al. (2003) dosahli stejnych vysledkii pfi pouziti specifickych inhibitorii vapenatych kanalt
u bunék tabakové linie BY-2. La’' vyvolalo absolutni inhibici vzniku peroxidu vodiku
vylané pisobenim kadmia. Prenosu kademnatych iontl pfes plazmatickou membranu se
ucastni také integralni membranové proteiny Nramp (z anglického natural resistance
associated macrophage protein), které byly nalezeny u bakterii, hub, zivo¢icht a rostlin.
Exprese AtNramp 3 z Arabidopsis thaliana se zvySovala pii ovlivnéni bunék kadmiem a
pi1 nedostatku zeleza (Thomine er al. 2000). Do vakuoly jsou pak transportovany pomoci
ABC transportéru (z anglického ATP binding cassette), mezi které patii AtMRP3 (Bovet er
al. 2003), AtHMA4 (Mills et al. 2003) a TcHMA4 (Bernard ef al. 2004). Dalsi moznosti jak
se kademnaté ionty dostavaji do vakuoly je pomoci Ca*"/H" antiportu (Clements 2001). V
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cytozolu je kadmium vyvazovano chelatony (fytochelatiny — Cobbett a Goldsbrough 2000
nebo kyselinou citratovou) a jsou sekretovany do vakuoly (Vogelilange a Wagner 1990).
Ulozeni kademnatych iontu do vakuol je zakladni proces detoxifikace bunék kadmiem. Pro
studium fytochelatini jsou ¢asto pouzivany rostliny schopné akumulace vétsiho mnozstvi
toxickych kovii. Brassica jincea L. je schopna odebirat kadmium ze zamofené puidy a vody a
akumulovat ho v listech. Tato akumulace je doprovazena metabolickou adopci, napf. rychlou
indukci biosyntézy fytochelatind, které jsou enzymaticky syntetizovany z glutationu a jeho
mnozstvi se v bunikach snizuje pt aplikaci kadmia (Haag-Kerwer er al. 1999).

Kadmium zpuisobuje také genotoxické zmény v burnice. Zeyména u Zivocichi bylo
nalezeno velké mnozstvi mutaci (bodové mutace nebo chromozomalni aberace, Zhang a Xiao
1998, Coen er al. 2001). Symptomy charakteristické pro PCD (fragmentace jader a DNA)
byly nalezeny u bunék BY-2 ovlivnénych riiznymi koncentracemi CdSO, (Fojtova a Kovarik
2000). Cytologické zmény byly pozorovany po aplikaci 50uM CdSO, u bunék tabakové
linie BY-2. Zvysena vakuolizace bunék, tvorba skrobovych zm, elongace a fragmentace
jader byly doprovazeny fragmentaci DNA (zji$téno pomoci TUNEL reakce, Kuthanova er
al. 2004). Efekt kadmia na ristové parametry, viabilitu a morfologii bunék jiné tabakové
linte, VBI-0 byl ukazan Domazlickou a Opatrnym (1989). Tito autoii také ukazali, ze je
mozné in vitro selektovat sublinii, ktera je schopna tolerovat vysoké davky kadmia.

Poskozeni DNA po aplikaci kadmia bylo zjisténo také pomoci kometového testu u
kofent in vitro rostlin tabaku a bramboru (Gichner er al. 2004, 2006). U zivoéisnych bunék
byla uvazovana mozna kovalentni vazba kadmia na DNA nebo nepfima interakce souvisejici
s oxidativnim poskozenim DNA (Hossain a Hug 2002). Kademnaté ionty pusobi na reparaci
DNA asi nejspis diky interakci s proteiny s motivem Zn prstu (Predki and Sarkar 1992 a
1994, Hartwing et al. 2002).

3.7. Metody studia programované bunéc¢né smrti

Existuje velké mnozstvi metod pro zjisténi a méfeni riznych typi PCD. Fenomén
apoptoza byl poprvé definovan na zakladé morfologickych metod (Kerr et al. 1972).
Hlavni rysy apoptdzy jsou nejlépe pozorovany pomoci elektronové mikroskopie a nékdy
i pod svételnym mikroskopem pii pouziti jadené specifickych kyselych barviv (napf.
propidium jodid, akridinova oranz). Elektronova mikroskopie, zejména pak transmisni
elektronova mikroskopie je velmi dobrym dokumentaénim zatizenim pro sledovani ¢asnych
morfologickych zmén nejen pii apoptoze, ale 1 jinych typli PCD.

Jednim z prvnich znakt apoptotickych bunék je kondenzace chromatinu a nasledné

morfologické zmény jadra, na které navazuje redukce celého bunécného obsahu. Pii
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fragmentaci zivo¢isnych bunék vznikaji puchyiky, tzv. blebs (Kerr ef al. 1972). Tento proces
se da velmi dobie prozkoumat pomoci ¢asosbémeé in vivo video mikroskopie (napf. http:/
www.biologie-Ifhk.cz/index.php?node=48). I kdyz existuje mnoho jinych metod a technik,
kterymi se da apoptoza kvantifikovat, studium morfologie ma stale vysokou diilezitost.
Rostlinné buriky oproti zivo¢isnym obsahuji bunécnou sténu, ktera znemoziuje bobtnani a
vytvaieni bunéénych puchyiki. Aviak zmény tvaru jader a fragmentace jader do mikrojader
byly u rostlinnych bunék nalezeny (napi. Mittler ef al. 1997, Danon a Gallois 1998, Houot
et al. 2001, Kuthanova er al. 2004).

Bé&hem procesu PCD se aktivuji specifické endonukleazy, které §tépi DNA v mistech
mezi nukleozomy. Vzniklé oligonukleozomalni fragmenty rizné velikosti na neutralni
gelové DNA elektroforéze podavaji spec. obraz, typicky DNA zebricek (Wyllie er al.
1980). U rostlinnych bunék je casto DNA Zzebfiicek pouzivan pro detekci PCD. Avsak ¢asto
byla specificka fragmentace DNA pozorovana az u mrtvych bunék (Koukalova er al. 1997
nebo Fojtova a Kovarik 2000). U bunék rostlinnych pletiv vSak fragmentace DNA neni
zcela vzdy detekovana, a to zeyména diky vysoké heterogenité pouzitého materialu (napf.
Drew er al. 2000). Existuje nékolik zpusobu, kterymi je mozné zvysit pravdépodobnost
detekce intemukleozomalnich zebticku DNA. Giuliani ef al. (2002) pii studiu PCD béhem
embryogeneze vyuzili PCR. Ph pouziti primeru vazajicich se na volné konce DNA a po
20-25 cyklech bylo dosazeno typického DNA Zzebficku. Jiny pfistup zvolili Koukalova cr
al. (1997), kde pi1 pouziti repetitivni DNA sondy HRS60 zvyraznili fragmentaci DNA u
chladem vyvolané PCD u tabakové linie BY-2. Poskozenou DNA lze také detekovat pomoci
kometového testu nebo také gelové elektroforézy jednotlivych bunék (Collins 2004). U
rostlin byla m). pouzita po aplikaci kadmia u kofent in vitro péstovanych rostlin tabaku a
bramboru (Gichner ef al. 2004, 2006).

Mezi metody, které detekuji zlomy DNA bunék podléhajicich apoptoze, patii take
komercné dostupna TUNEL reakce (z anglického terminal deoxynukleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labeling, Gavrieli ef al. 1992). Tato metoda je zalozena na enzymu
terminalni transferazy, ktery je pfidavan ke 3"OH volnym konciim dvouretézovych zlomi
vzniklych béhem PCD znacenych nukleotidii (napi. fluoresceinem). Takto znaceny vzorek
muze byt dale pozorovan pod fluorescencnim mikroskopem nebo otestovan na pritokovém
cytometru. V obou pfipadech muze byt kvantifikovano velké mnozstvi znacené DNA.
TUNEL reakce ma vsak u rostlinnych bunék 1 sva uskali, nevyhodou je pfitomnost falesné
pozitivnich, resp. negativnich nalezii. Diky vysoké autofluorescenci jader mrtvych bunék je
s vyhodou u rostlinnych bunék pouzivat komer¢ni testy zalozené na Cervené fluorescenci

(Bozhkov ustni sdéleni) nebo dokonce 1 nefluoroscenéni TUNEL testy (Lenochova a
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Kuthanova nepublikovano). ISEL (in situ end-labeling) reakce vyuziva jiny enzym Klenow
fragment DNA polymerazy | pro zafazeni znacenych nukleotidi do zlomi DNA béhem
internukleozomalniho Stépeni. Po Klenowem zprostfedkovaném znaceni nukleotidi muize
byt signal amplifikovan kaskadou reakci antigen-protilatka podle detekéniho systému FISH.
Tato metoda umoziuje vizualizovat PCD in situ na chromozdmech a je bézné pouzivana i
u rostlinnych bunék (Ning er al. 2002). Senzitivita tohoto testu je vSak mnohem nizsi nez
TUNEL reakce (pro prehled Mundle 1995, Hall 1999). Kromé téchto metod zalozenych
na fluorescencnim znaceni existuje velké mnozstvi jinych znacicich metod. Mezi né patfi 1
znaceni radioaktivnimi nukleotidtrifosfaty.

V posledni dobé se objevilo mnoho protilatek proti nejriznéjSim proteinim (napf.
protilatky proti proteinum rodiny Bcl-2, Apaf-1, cytochromu ¢, komponentum VDAC nebo
PARP), které hraji riizné role pfi procesech PCD.

Dalsim nastrojem jak pozorovat expresi ruznych pro- 1 antiapoptotickych proteinti je

vytvareni nejruznéjsich fuznich proteinu s GFP, zeyména z rodiny Bcl-2. Tento pfistup je v
posledni dobé hojné vyuzivan jak u zivocisnych, tak u rostlinnych bunék.
Dalsi metodou jak detekovat PCD v bunikach je FRET (z anglického fluorescence resonance
energy transfer) technika. V zivocisnych bunkach je ¢asto pouzivana ke studiu proteinovych
interakci in vivo. Tato metoda zalozena na pfenosu energetickych kvant z donorové
fluorescencni molekuly na akceptorovou molekulu fluoroforu. U Zivoc¢isnych bunék byla
tato technika vyuzita mj. pro studium kaspazove aktivity (Wuer al. 2006a, b). U rostlin byla
poprve tato metoda pouzita pii studiu chovani bunécné linie BY-2 po aplikaci BAP (Smetana
2006).

Pomoci fluorogennich substratu pro ruzné proteazy a také pomoci jejich
uc¢innych inhibitoru lze studovat aktivaci riznych typa proteaz aktivujici exekuéni faze
PCD.

Fosfatidylserin je v urcitém stadiu apopdzy translokovan na povrch bunék. Tento
proces je mozné prokazat pomoci fluorescenéné znaceného anexinu V (napi. Calderon a Kim
2008). Anexin V se specificky vaze na negativné nabité fosfolipidy, jako je fosfatidylserin. U
rostlinnych bunék bylo ukazano, ze fosfatidylserin se stejnym zplisobem jako u Zivo¢isnych
bunék translokuje na vné)si stranu plazmatické membrany pii PCD (Ning ¢r al. 2002).

Integrita mitochondrii je ¢asto studovana pomoci spolecného obarveni specifickym
mitochondnalnim barvivem MitoTrackeremRed a pomoci protilatky proti cytochromu c.
Rozpad mitochondrialnich membran lze také méfit jako mnozstvi vzniklého superoxidu.
Samoziejmosti ve studiu PCD je také pouziti metod molekularni biologie, které zahmuyi

mj. exprese genu, DNA ¢ipy nebo inzeréni mutagenezi.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

Jako pokusny material byly pouzity rizné bunécné linie tabaku odvozené od

puvodniho, dnes jiz celosvétového ,,standardu®, bunécné linie tabaku BY-2.

4.1.1. Bunééna linie BY-2 (Nicotiana tabacum I.., cv. Bright Yellow 2), byla v sedmdesatych
letech vyselektovana z primyslové vyuzivané suspenzni kultury tabaku. Ta byla jesté nékolik
let pfedtim odvozena z kalusu na in vitro péstovanych semenaccich tabaku (blize Nagata cf
al. 1992, Nagata 2004). Je trvale vedena jako zasobni suspenzni kultura na modifikovaném
Murashige a Skoog médiu (tab. 4.1). Je vsak schopna riist také ve stacionarni kultufe, na

agarovém médiu. Ziskana nebyla pifimo od prof Nagaty, ale z kolekce vedené v IBMP

CNRS ve Strasbourgu.

Tab. 4.1. Slofeni kultivaéniho media pro tabdkovou linii BY-2 (Nagata et. al. 1992)

Slozky media Mnozstvi (mg/l)
Mikroelementy NH NO, 1650
a KNO, 1900
kroel
l:o::i leoe ementy H,BO, 6.2
Murashige a Skooga KH.PO, 170
(1962), KI 0.83
Sigma - Aldrich Na,MoO,2H.O 0,25
CoCl,.6H.O 0,025
CaCl, 322
MgSO,.7H,0 370
MnSO,.5H,0 24,05
ZnS0O,7H.,0 8,6
CuSO,.5H.0 0,025
FeSO_.7H.O 27,8
Na2EDTA 372
Vitaminy Vitamin B1(Sigma) 1
Rustové regulatory Kyselina 2,4dichlorfeno- 0,2
xyoctova (2,4D) (Sigma)
Ostatni slozky KH2PO4 (Lachema) 200
Inositol (Sigma) 100
Sachar6za (Lachema) 30000
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K vizualizaci ruznych bunécnych struktur in vivo bylo pouzito riznych transgennich
linii odvozenych od linie BY-2 bud’ dfive pfipravenych nasi laboratofi, nebo ziskanych z

jinych pracovist’

4.1.2. Bunécna linie BY-2/HDEL

Transgenni linie BY-2/HDEL (Petrasek eral. 2003) s vnesenym genovym konstruktem
m-gfpS-ER, ktery koduje fizni protein mGFPS-ER lokalizovany v ER (Haseloff er al. 1997)
byla pouzita ke sledovani chovani endoplazmatického retikula za stresovych podminek in

VIvo.

4.1.3. Bunécna linie BY-2/GT16

Zmény mikrotubulamiho cytoskeletu byly in vivo sledovany za pomoci transgenni
linite BY-2/GT 16 s vnesenym genovym konstruktem sGFP-TUA kodujici fuzni protein sGFP
a TUA3 (Kumagaki er al. 2001).

4.1.4. Bunécna linie BY-2/TGFP3
Chovani aktinového cytoskeletu bylo pozorovano in vivo pomoci transgenni linie
BY-2/TGFP3 (Srba, nepublikovano). Tato linie nese konstrukt GFP-mTn, kodujici fazni

protein GFP s mySim talin F aktin vazebnou doménou (Kost e al. 1998).

4.1.5. Bunécna linie BY-2/GV7
Zmény v usporadani vakuolami sité po aplikaci siranu kademnatého byly in vivo studovany
za pomoci transgenni linie BY-2/GV7 s vnesenym genomovym konstruktem, kddujici fuzni

protein GFP a AtVam3p (protein tonoplastu z Arabidopsis thaliana, Kutsuna a Hasezawa
2002).

4.2. Metody
4.2.1. Kultivace bunécnych kultur

Standardné byly linie BY-2 vedeny ve 100 ml Erlenmayerovych barikach v tekutém
mediu, ve tmé pi1 25°C na orbitalni trepacce IKA KS.125 se 150-200 otackami za minutu.
Byly pasazovany jednou za 7 dni v poméru | dil narostlé subkultury : 30 dilum nového

tekutého média. Fenotyp zasobnich kultur byl prubézné kontrolovan.

4.2.1.1. Stresové pusobeni

Ucinky raznych abiotickych stresorti, byly - pokud neni uvedeno jinak - studovany na
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burikach BY-2 nachazejicich se v exponencialni fazi rastu (3 dny staré). Jako PCD induktory
PCD byly ve vétsiné srovnavacich studii pouzity dva abiotické stresory: chlad (4°C) a siran
kademnaty (CdSO,). V pfipadé chladovych pokust byly buriky v souladu s nasimi dfivéjSimi
pracemi - kultivovany ve 4°C po dobu 1-14 dnd. Uginek CdSO, byl nejprve ovéren pomoci
koncentracni fady. Jako nejvhodnéjsi byly vybrany dvé: 50uM a ImM CdSO,, které byly
pouzity témért pro vSechny pokusy.

4.2.1.1.1. Indukce bunéc¢né smrti pomoci rychlého zabiti
Zamrazeni bunck v tekutém dusiku.

Buniky BY-2 (jak neovlivnéné, tak po aplikaci ImM CdSO4)nebo listy 3 tydny starych
rostlin tabaku byly zabyty rychle zamrazenim v tekutém dusiku (3min). Po rozmrazeni Smin v
60°C byly nasledné tyto mrtvé buriky kultivovany za standardnich kultivaénich podminek.
Mechanické zabiti.

Buriky BY-2 byly prefiltrovany pfes filtraéni zafizeni Nalgene (Nalgene Nunc
International, Rochester, NY, USA) s nylonovou membranou (20 um), ¢imz se snizil objem
kultury cca 20x. Tyto bunky byly zabity mechanicky ve 2ml eppendorfkach homogenizaci
v kulovém mlynku Retsch MM301 (Retsch Gmbh, Haan, Germany, 5 min, 25 kmitu/s,
25°C).

Nasledné byly takto zabité bunky kultivovany 7 dnl za standardnich kultiva¢nich
podminek pro buriky BY-2. Zamrazené a nasledné rozmrazené listy tabaku byly kultivovany
az 7dnu ve sterilnich falkonach s malym obsahem Murashige a Skoog média pro udrzeni
vlhkosti.

Detergent Triton X-100.

Detergent byl ptidan k tfidennim burikam BY-2 ve vysledné koncentraci 5 %. Buriky

byly nasledné kultivovany 7 dnti za standardnich kultiva¢nich podminek pro BY-2 buriky.

Ke tfidennim bunkam BY-2 byly pfi studiu proteolytickych enzymu indukuwicich
internukleozomalni fragmentaci DNA piidany inhibitory proteaz tésné pred jejich zabitim
v tekutém dusiku. K témto pokusiim byly pouzity nasledujici inhibitory proteaz: inhibitor
cysteinovych proteaz E-64c (rozpustény v 1% metanolu) ve finalni koncentraci 10uM a
50uM (Moriyasu e al., 1996), inhibitor serinovych a Castecné cyteinovych proteaz PMSF
(phenylmethansulfonyl fluoride, rozpustén v DMSO) ve finalni koncetraci ImM a 10mM a
inhibitor serinovych proteaz aprotinin (rozpustény v destilované vodé) ve finalni koncentraci
0,10uM a 0,05uM.
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4.2.2. Viabilita bunék

Viabilita (zivotaschonost) bunék byla hodnocena pomoci FDA (fluorescein diacetat,
Molecular Probes) testu., ovéfujiciho jednak esterazovovou aktivitu bunék, jednak zachovani
integrity jejich membran po ruzném stresovém ovlivnéni.

Po piidani do suspenze pronika FDA do bunék. Je Stépen esterazami a vznikly
fluorescein coby nepolari substance, obtizné pronikajici intaktni membranou, se hromadi
v zivych bunkach, které v modrém svétle zafi svétlezelené (excitacni vinova délka 493nm,
emisni vinova délka 520nm). Mrtvé bunky nesviti, protoze bud’ nemohou uvolnit molekulu
fluoresceinu z komplexu, nebo ji nemohou hromadit v cytoplazmé (jejich cytoplazmaticka
membrana je naru$ena). Bunky se pozoruji pii kombinaci fluorescené¢niho a bilého svétla.

Zasobni roztok FDA byl uchovavan pi1 -20°C (20mg FDA bylo rozpusténo v 10
ml acetonu). Pro barveni suspenze bylo piidano 2 ul zasobniho roztoku do 7 ml cerstvého
media a pak smichano na podloznim skle 1:1 se suspenzi bunék. Pracovni roztok FDA byl
pfipraven vzdy Cerstvy.

Pii stanoveni viability bylo vzdy pocitano 3 x 500 bunék.

4.2.3. Barveni jader a mitoticky index (MI)
4.2.3.1. Barveni jader

Jadrabunék bylaobarvena pomoci riznych fluorescenénich jadernych barviv Hoechst
33258, SYTO 12 a SYTO 64 (vse Molecular Probes).

Hoechst 33258 je DNA fluorescencni barvivo, které se preferencné vaze na A-T pary
DNA a ma schopnost omezené prochazet pfes membrany.

Postup pii barveni: Substance Hoechst 33258 (zasobni roztok 10mg/ml Hoechst
33258 v DMSO, fedéni 1:10 000 na kone¢nou koncentraci 0,1 pug/1ml). Pro obarveni | mi
suspenze bylo pouzito 0,2 ul zasobniho roztoku.

Excitace: 350nm, emise:450nm.

SYTO barviva jsou netoxicka fluorescencni barviva volné prochazejici membranou
a vazi se na DNA 1 RNA. Veskera SYTO barviva se lisi svou afinitou k DNA nebo RNA a
absorpci. Jak SYTO 12, tak 1 SYTO 64 v komplexu s DNA vykazuji az 2x vyssi fluorescenci
nez v komplexu s RNA.

SYTO 12: excitace: 499nm, emise: 522nm

SYTO 64: excitace: 599nm, emise: 611nm
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4.2.3.2. Mitoticky index

Stanoveni mitotického indexu bylo provedeno po fluorescenénim obarveni bunék
barvivem Hoechst 33258 a pocitino pod fluorescenénim mikroskopem.
MI = podil poétu bunék v mitéze ku celkovému poctu bunék, vyjadieno v procentech.
Pro stanoveni MI bylo po¢itano vzdy 3 x 500 bunék.

V nékterych pFipadech, zejména pfi delSim casovém pocitani a velkém mnozZstvi

vzorki byly buiiky fixovany v Carnoyové fixazi (smés 96% ethanolu a ledové kyseliny

octové v poméru 3:1) a nasledné postupné zpracovavany.

4.2.4. Méreni délky a SiFky bunék

Délka bunék byla méfena pomoci obrazového analyzatoru LUCIA G. Pomoci
interaktivniho méfeni vybraného objektu (Measure, Length). Vzdy bylo pocitano 3 x 500
bunék, pro jednotliva méfeni délky bunék.

4.2.5. Vizualizace vakuol in vivo
4.2.5.1. Barveni tonoplastu lipidickou sondou FM4-64

Vakuoly byly zobrazeny pomoci membranového markeru FM4-64 (Molecular
Probes). Jde o netoxické lipofilni styrylové barvivo, které se u kvasinek bézné pouziva
k vizualizaci lyzozémti a vakuol (Vida a Emr 1995), a u rostlinnych bunék barvi kyselé
kompartmenty trans-Golgi, endozomy a také rostlinné vakuoly, resp. tonoplast (Kutsuna a
Hasezawa 2002).

Zasobni roztok FM4-64 se uchovava ve tmé pii 4°C. Pro obarveni suspenze byly
pfidany 4ul ze zasobniho roztoku do 2,5ml suspenze (vysledna koncentrace 32 uM). Po
24 hodinach inkubace bunék ve tmé a za kontinualniho tfepani byly obarveny vsechny

vakuoldrni membrany v buiice.

4.2.5. Vizualizace vakuol za pouZiti transgenni linie BY/GV7
Zmény v usporadani tonoplastu po aplikaci siranu kademnatého byly sledovany in

vivo pii pouziti transgenni linie BY/GV7 (Kutsuna a Hasezawa 2002, viz kap. 4.1.5).

4.2.6. Vizualizace endoplazmatického retikula in vivo

Zmény v uspofadani endoplazmatického retikula in vivo béhem stresového pisobeni
ionti kadmia bylo pouzito transgenni linie BY-2/HDEL (Petrasek et al. 2003, viz kap.
4.1.2).
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4.2.7. Vizualizace cytoskeletu
4.2.7.1. Vizualizace mikrotubularniho cytoskeletu in vivo

Zmény v uspotadani mikrotubularniho cytoskeletu byly in vivo hodnoceny pomoci
transgenni linie BY-2/GT16 (viz kap. 4.1.3).

4.2.7.2. Imunochemicka metoda vizualizace tubulinu

K vizualizaci tubulinového cytoskeletu byla pouZita modifikovana metoda nepfimé
imunofluorescence podle Smertenko ef al. 1997 (Schwarzerova et al. 2002) s vyuZzitim
monoklonalni anti-atubulinové protilatky (Amersham) a sekundarni protilatky znacené
FITC (Sigma). Jadra byla barvena pomoci Hoechst 33258 (Sigma).

Pouzité roztoky:

MSB_(Microtubule stabilizing buffer): 0,05M PIPES (Sigma), upravit pH na 6.9, 2mM
EGTA (Sigma), 2mM, MgSO4 (Lachema)

Fixaz PBS: 3,7% paraformaldehyd (Serva) v PBS

Fixaz MSB: 3.7% paraformaldehyd, 0,05M PIPES, pH=6.9, SmM EGTA, 2mM MgSO04,
1%, Triton X-100 (Serva)

PBS (phosphate buffered saline): NaCl (P-lab) 8 g/I, KCl (Lachema) 0,2 g/l, KH,PO,
(Lachema) 0,158 g/I, Na2HPO4x12 H20 (Lachema) 2,31 g/l

Enzymaticky koktejl: 1% macerozym (Serva), 0,2% pektindza (Serva) v MSB

0.5% PBSA: BSA (bovine serum albumin) v PBS. Hoechst 33258 zasobni roztok: 100mg
Hoechst /ml PBS

Postup:

A. P¥iprava krycich skli¢ek:
1. Skla byla diikladné ocisténa vrouci destilovanou vodou a odmasténo v 96% etha
nolu. Poté byla skla inkubovana 30 min s poly-L-lysinem ve vlhké komtrce (40pul/
sklo) a nasledn& vysusena 30 min pfi 60°C.

B. Pfiprava bunék:
Buné&é&na suspenze byla pfevedena do ,.kosi¢ku* s nylonovym dnem a odsato médium.
Buiiky byly fixovany hodinu v PBS fixaZi a 20min v MSB fixazi. Po promyti v MSB
(3 x 10min) byla bun&na sténa natravena enzymy enzymatického koktejlu (7 min).
Poté byly buiiky znovu promyty v MSB (3 x 10 min). Buriky byly pfeneseny na poly-
L-lysinova skla vrstvou vzhiiru a nechala se 10 min sedimentovat na podklad. Dale

byly buiiky promyty 20 min v roztoku 1% Tritonu X-100 v MSB, 5 min v PBS a 30
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min v 0,5% PBSA. Inkubace s primami protilatkou (fedéni 1:500) byla provadéna ve
vlhké komiirce (45 min, RT nebo pfes noc v lednici, 40pl protilatky/sklo). Poté byly
bunky promyty v PBS (3 x 10 min). Buriky byly inkubovany se sekundami protilatkou
(fedéni 1:30) znovu 45 min ve vihké komurce a temnu pii laboratorni teploté (40ul
protilatky/sklo). Po promyti bunék v PBS (2 x 10 min) byla obarvena jadra bunék
roztokem Hoechst (4l zasobniho roztoku Hoechst 33258/3ml PBS, 10 min). Poté
byly buniky promyty v destilované vodé (2 x 1 min) a pozorovany pod fluorescenc¢nim
mikroskopem pii pouziti excitaéniho filtru 450 az 480 nm a bariérového filtru 515

nm.

4.2.7.3. Znaceni aktinu
Aktinova filamenta byla zobrazena fluorescencné pomoci znaceného faloidinu
(TRITC, Sigma) (Pokoma et al. 2004).

Pouzité roztoky:

Zakladni pufr: 100mM PIPES, pH=7.0, 1 mM MgCl2, SmM EGTA, 0,1% Trnton X-100
Fixaz 1. 1,8% paraformaldehyd v zakladnim pufru bez tritonu

Fixaz II: 1,8% paraformaldehyd v zakladnim pufru

TRITC/faloidin (TRITC/Ph): zasobni roztok 6,6uM komercné dostupné substance v 96%
ethanolu. Uchovavat pii -20°C.

Zasobni roztok ziedit 10x v 1%PBSA (vysledna koncentrace 0,66uM TRITC/Ph)

PBS (phosphate buffered saline): NaCl 8 g/, KCl 0,2 g/I, KH,PO, 0,158 g/l, Na,HPO x12
H,0231 g/l

1%PBSA: 1%BSA (bovine serum albumin) v PBS

Hoechst: zasobni roztok 100 mg Hoechst /ml PBS

Protokol:

Buriky byly pfeneseny do , ko$icku“ s nylonovym dnem a odsato medium. Buiky byly
nejprve inkubovany 5 min ve fixazi I, pi1 RT a poté 5 min ve fixazi I, pfi RT. Po promyti v
zakladnim pufrubylafixaz odsata z . kosi¢ku* a buiiky byly 10 min inkubovany pfi laboratorni
teploté v zakladnim pufru. Pro obarveni aktinu byly buriky v pufru inkubovany 25 min pfi RT
s roztokem TRIC/faloidinu (vysledna koncentrace 0,33uM). Buiky sedimentovaly na dno
eppendorfky. Po odstranéni supematantu byly promyty v PBS. Jadra bunék byla obarvena
Hoechst 33258 (2ul zasobniho roztoku Hoechst/l1 ml suspenze bunék). Takto byly bunky

piipraveny k pozorovani pod fluorescenénim mikroskopem pii pouziti excitacniho filtru 510
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az 550 nm a barnérového filtru 590 nm.

4.2.7. 4. Vizualizace aktinového cytoskeletu in vivo
Zmény v uspofadani aktinového cytoskeletu byly in vivo sledovany pomoci transgenni
linie BY-2/TGFP3 (viz. kap. 4.1.4).

4.2.8. Priprava protoplastu
Technika byla pouzita v pokusech sledujicich tvarové zmény jader, vyvolané aplikaci

nékterych stresort, souviseji s pfitomnosti ¢i absenci bunécéné stény.

Pouzité roztoky:
kultivaéni médium pro BY-2
kultivacni médium pro BY-2 obohacené o 0,4M sacharozou

enzymaticky koktejl: 1% celulaza, 1% pektolyaza, 0,45M manitol

Postup:

Protoplasty byly 1zolovany ze 7denni kultury BY-2 (stacionarni faze rustu). 10ml
7denni kultury bylo prefiltrovano pies filtracni zafizeni Nalgene a rozsuspendovano v 10ml
enzymatické smési a nechano velmi mimné tiepat na tirepacce. Po 3-4 hodinach se uvoliiovaly
protoplasty. Do centrifugacnich zkumavek s 10ml MS média obohaceného o 0,4M sachar6zu
byly opatmé piipipetovany protoplasty v enzymatickém roztoku, tak aby se mezi nimi
vytvorilo viditelné rozhranni. Po centrifugaci (10min, 200g, RT) byly flotujici protoplasty
na rozhranni fazi odebirany Spickou s ustfizenym hrotem a znovu rozsuspendovany v
cerstvém roztoku kultivacniho média s 0,4M sacharozou. Po centrifugaci (200g, 10 min, RT)
protoplasty sedimentovaly na dné. Po odsati supernatantu byly protoplasty resuspendovany

v kultivaénim médiu obohaceném o 0,4M sacharozu.

4.2.9. Izolace jader

Jadra byla 1zolovana velmi rychle pomoci sonikatoru.

Pouzité roztoky:
pufT stabilizujici jadra; 10mM Tris, SOmM NaCl, 0,1% Triton X-100, pH 7

Postup:

Iml suspenze bunék byl preveden do 2ml ependorfek a buriky se nechaly sednout na
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dno (cca 10 min). Poté bylo odebrano prebyte¢né médium. Takovato kompaktni suspenze
byla sonikovana pomoci sonikatoru (Bandelin electronic) 1 min, 10 impulzivs, vykon 70%.
Poté byly zbytky bunék promyty v pufru stabilizyjicim jadra a izolovana jadra byla pak

pozorovana pod fluorescenénim mikroskopem po obarveni barvivem Hoechst 33258.

4.2.10. Synchronizace bunék BY-2

Utinna synchronizace bunék BY-2 byla provedena za pouziti blokatort syntézy DNA
hydroxymocoviny (HU) nebo aphidicolinu (APC). Pro synchronizaci bunék BY-2 byl pouzit
modifikovany protokol podle Nagata er al. 1992 a Samuels ef al. 1998.

Postup:

3 ml 7 denni kultury BY-2 byly pfepipetovany do 30 ml Cerstvého média pro BY-
2 bohaceného o0 4mM hydroxymocovinu (HU). Bunky kultivovany na tiepacce 24 hodin
pii 25°C a tmé. Obsah barky byl pieveden do homni €asti filtraéniho zafizeni Nalgene, a
prefiltrovan do dolni ¢asti. Buriky byly zachyceny na filtru z mlynafského hedvabi (30
um). Do homni ¢asti bylo pfidano 80 ml 3% roztoku sacharozy (odpovida 30 ml bunécné
suspenze). Tento okamzik byl povazovan za ¢as 0. Cela uzaviena nadoba byla dana znovu na
15 minut tfepat na trepacku. Suspenze byla piefiltrovana a znovu piridano 80 ml 3% roztoku
sachar6zy. Tento krok byl opakovan jesté ¢tyfikrat. 10 ml pipetou se $pi¢kou s ustiizenym
koncem bylo odpipetovano 30 ml suspenze a pievedeno do 100 ml Erlenmayerovy banky. V
hodinovych intervalech byl monitorovan vyskyt mitdz (po obarveni jader Hoechst 33258).
Ve srovnavacich pokusech bylo misto HU pouzito 15uM aphidicolinu. Postup byl stejny
Jjako pii synchronizaci bunék BY-2 pomoci HU.

Pro zjisténi indukce programované bunécné smrti v urcité fazi bunééného cyklu bylo
50uM kadmium piidano v jednotlivych fazich bunééného cyklu. Tedy v ¢ase 1, 5, 7a 10.5
hodin vymyti antireplikativnich latek (resp. v S fazi, pozdni G2 fazi, M fazi a ¢asné G1 fazi
bunééného cyklu, podle Swiatek et al. 2002, obr. 5.28).

4.2.11. Hodnoceni fragmentace DNA
Fragmentace DNA byla hodnocena pomoci DNA elektroforézy a TUNEL reakce.

4.2.11.1. 1zolace chromozomalni DNA
Celkova DNA byla izolovana pomoci cetyltrimethylamonium bromidovou metodou,
blize Fojtova a Kovatik 2000.



Pouzité roztoky:
Koncentrovany lyticky pufr (na 33m): 2,5ml IM tris-HCI, pH8, 8,0ml 5M NaCl, 1,0ml 0,5M
EDTA, 0,5g CTAB (cetyltrimethylamonium bromid), 21,5ml destilované vody

0,05ml merkaptoetanolu - piidat tésné pied pouzitim
Fenol/chloroform: 1:1, pH 8
Roztok RNazy: (10mg/ml)

Postup:

250mg cerstvé hmotnosti suspenze bylo zmrazeno v tekutém dusiku. Vzorky byly
homogenizovany (rozemlety) v kulovém mlynku (Retsch MM301, S min, 25 kmitw/s). K
homogenatu bylo pfidano 450ul lytického pufru a smés byla inkubovana | hodinu v 60°C.
Po piidani 650ul roztoku fenol/chloroform byla smés dukladné promichana pomoci vortexu
(5 min) a poté centrifugovana (15 min,13000g, RT). K homi fazi bylo piidano 2/3 objemu
1zopropanu a promichano prevracenim zkumavky. Sedimentace srazené DNA bylo dosazeno
centrifugaci (5 min,13000g, RT). Odsoleni DNA promytim v 70% etanolu (3x5 min).
Precisténa DNA byla vysusena (cca | hod., RT), resuspendovana v 50ul TE pufru
s lul roztoku RNazy a inkubovana 30min v 55°C. Izolované DNA byla skladovana pii -
20°C.

4.2.11.1.1. Méreni koncentrace

Koncentrace DNA byla méfena pomoci spektrofotometru (Thermo Spectronics
— BioMateS5) po stonasobném ziedéni vzorku. v kyveté z kiemenného skla pti vinové délce
260nm. Koncentrace byla spocitana z absorbance OA260 podle vztahu: c(ug/ml) = 50 x
fedéni x OA260. OA260 je opticka aktivita pi1t A=260nm

4.2.11.1.2. Vypocet nanaseni
Z koncentrace byl vypocitan objem nanaseného roztoku DNA podle vzorce V = m/c,

kde V je objem (ul), m hmotnost nanasené DNA (ug, pouzito 10) a ¢ je koncentrace (ug/
ul).

4.2.11.1.3. Elektroforéza DNA

Integrita DNA byla hodnocena za pomoci 1,8% agardzového gelu (agaroza v 0,5
TAE pufru). Po vychladnuti rozpusténé agarozy na cca 50°C byl piidan etidiumbromid
(Sul zasobniho roztoku/100ul roztoku agarozy). Do vanicky na elektroforézu byl nalit gel,
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odstranény bubliny a nasazen hieben. Po ztuhnuti gelu byl cely prelit 0,5x TAE pufrem.
DNA byla nanasena do jamky v gelu po smichani vzorku s roztokem bromfenolové modfi
v poméru 5:1. Elektroforéza byla nastavena tak, ze ,,bézela” cca 15-20 hod pii1 napéti 14V.

Agarozovy gel byl pak sniman digitalni kamerou pod UV zafenim.

4.2.11.2. TUNEL reakce

TUNEL reakce (terminal deoxynucelotidyl transferase (Tdt)-mediated deoxy-
uridinetriphosphate (dUTP)-nick labelling) byla pouzita pro detekci 3'OH koncu jaderné
DNA. TUNEL reakce byla provedena podle Jones e al. 2001 s kitem od firmy Roche TMR-
red in situ cell death detection kit (Roche Diagnostic GmbH, Manhaim, Némecko).

Pouzité roztoky:

PBS 10x: NaCl 8 g/, KC1 0,2 g/l, KH,PO, 0,158 g/, Na,HPO x12 H,0 2,31 g/l

Fixaz: 150ul paraformaldehydu (37%), 850 pl kultiva¢niho média pro BY-2
Permeabilizacni pufr; 0,1% Triton X-100, 0,1% sodium citrat (ph 7,2)

TUNEL reakce (In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red, Roche Molecular Biochemicals):

9:1 (pufr:enzymaticka smés)

Postup:

250ul bunééné suspenze bylo prevedeno do centrifugaénich zkumavek s modrym
vickem. Po centrifugaci (1000rpm, 3 min, RT) byl odstranén supernatant. Dale byly bunky
inkubovany v Iml fixaze 30 min pii RT (v tomto kroku se daji vzorky skladovat v lednict).
Po promyti 1ml kultiva¢niho média byly buriky znovu centrifugovany (1000rpm, 3 min,
RT) a odstranén supernatant. Tento krok (promyvani kultivaénim médiem a centrifugace)
byl opakovan. Poté byly burky inkubovany ve 200 pl permeabiliza¢niho pufru S min, pfi
4°C. Bunky byly promyty 1ml PBS 1x a po centrifugaci (1000rpm, 3 min, RT) byl odstranén
supernatant. Tento krok byl jesté jednou opakovan. Buiiky byly inkubovany v TUNEL reakci
30 min pi1 37°C (50ul TUNEL smési/varianta). Poté byly buiiky promyty v Iml PBS 1x a
centrifugovany (1000rpm, 3 min, RT) a odstranén supernatant. Jadra byla obarvena pomoci
barviva Hoechst (4ul Hoechst 33258/3ml PBS 1x) 10 min. Po pfidani 50-100ul PBS 1x byla
suspenze piipravena k okamzitému pozorovani pod mikroskopem.

TMR red je pi1 pozorovani pod fluorescenénim mikroskopem excitovano zelenym
svétlem o vinové délce 520-560 nm, detekovano v Cervené oblasti (570-620nm), (Roche
Instruction manual 1999). Jako kontrola metody byl proveden standardni postup bez ptidani

enzymatické smési a standardni postup bez fluorescenéné znacenych nukleotidi
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4.2.12. Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

Zmény vyvolané ptisobenim kadmia na burniky BY-2 byly pozorovany také pomoci
TEM, ktera byla provedena zakazkové Zuzanou Lenochovou (blizsi popis viz. Lenochova
2004).

4.2.13. Kvantitativni stanoveni Skrobu
Obsah skrobu byl stanoven kvantitativné jako obsah glukézy vzniklé enzymatickym
Stépenim Skrobu pomoci HPLC za pouziti Pb-" kolony. Kvantitativni stanoveni skrobu bylo

provedeno zakazkové laboratofi RNDr. Heleny Lipavske, PhD.

4.2.14. Dokumentace a archivace obrazu
4.2.14.1. Mikroskopie

K mikroskopickym hodnocenim byl pouzit fluorescen¢ni mikroskop Olympus Provis
AX 70 (objektivy UplanApo 2x, 4x, 10x, 20x, 40x, LUM Plan FI 40x a 60x) s vyuzitim
Nomarského fazového diferencialniho kontrastu.

Pomoci konfokalni mikroskopie byly sledovany zmény Vv usporadani
mikrotubularniho a aktinového cytoskeletu a v usporadani tonoplastu in vivo ph pouziti
BY-2 transgennich linii. Konfokalni skenovaci mikroskop Leica TCS SP2 AOBS (TCS
NT; Leica, Heideberg, Némecko) je vybaven ArKr lasery vyuzivajici sety filtri pro FITC
(excitace 488nm a emise 500-530nm) a TRITC (excitace 543nm a emise 545-590nm) a UV
laserem (excitace 350nm a emise 450nm). Pro pozorovani byl pouzit objektiv Plan Apo
(63x, 1.2).

Elektronmikroskopické preparaty byly hodnoceny pomoci elektronového
mikroskopu Philips 268 Morgagni a snimany pomoci digitalni kamery Megaview 2. Pouzité
zvétSeni ¢inilo 1 500 az 100 000. K digitalizaci obrazu byl pouzit software Soft Imaging

System s prohlizecem Soft Imaging Viewer.

4.2.14.2. Digitalni archivace dat a obrazova analyza

Mikroskopické preparaty byly archivovany v podobé digitalniho obrazu naobrazovém
analyzatoru LUCIA 4.60 (Laboratory Imaging, Praha). Tato archivace umoziuje zobrazit
jak fixované, tak zivé buiiky a pomoci vhodného programu vyhodnotit nejriznéjsi parametry
bunécnych linii.

LUCIA G je softwarovy systém obrazové analyzy pro snimani a digitalizaci
barevného obrazu. Obraz z fluorescencniho mikroskopu Olympus Provis AX70 byl sniman
pies 1/2* 3 CCD TV kameru Sony DXC-950P v normé PAL a digitalizovan kartou Matrox
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Magic (RGB (3M) s rozlisenim 600x800x24 bitu).

Pomoci této sestavy byly zpracovavany mikroskopické preparaty po obarveni FDA,
FM4-64, Hoechst 33258, SYTO 12 a Lugolovym barvivem a buiiky pod Nomarského
diferencialnim kontrastem. Videomikroskopie vyuzivala tento systém obrazové analyzy.
LUCIA G/F je barevny analyzator obrazu vyrobeny specialné pro praci s jednotlivymi
slozkami barevného obrazu (Cervena, zelena a modra slozka). Signal byl sniman 1/2*
integrujici monochromatickou TV kamerou COHU4910 ze tii kanala (R, G, B) a vysledny
obraz vznikl sloZzenim téchto signal. Jednotlivé monochromatické kanaly mohly byt
samostatné upravovany (zvyseni ¢i snizeni intenzity jednotlivych fluorescencnich signalu).

Timto systémem byly zpracovavany zejména preparaty s viceCetnym znacenim.

4.2.15. Statistické hodnoceni dat

U hodnoceni viability bunék, mitotického indexu a méfeni délky bunék byly
z naméfenych hodnot, jejichz pocet je udavan v kapitolach u jednotlivych parametra,
vypocitany prumémé hodnoty a smérodatné odchylky pomoci statisticko-grafického

programu SigmaPlot 8.00 (Sigma).
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5. VYSLEDKY

5.1. Indukce programované bunécné smrti

Pro navozeni PCD u bunék tabakové linie BY-2 nejprve testovany znamé induktory
apototické PCD u zivoéisnych bunék: camptothecin ¢ staurosporin (inhibitory enzymi
topoizomerazy 1. aproteinkinazy C) amykotoxin fumonisin B (inhibitor syntézy sfignolipidu).
Z4dna z téchto latek viak nebyla po aplikaci ke kulturam schopna vyvolat takovou bunéénou
smrt, jez by vedle obecnych, nespecifickych pfiznaku (jako celkovy kolaps burky, nulova
viabilita ap.) byla doprovazena specifickymi symptomy — internukleozomalni fragmentaci
DNA. Proto byly pozdéji pro systematické studium procesu PCD pouzity jiné xenobioticke
faktory, znamé induktory PCD v rostlinnych buiikach: chladovy stres a 1onty kadmia.

5.1.1. Chladovy stres (4°C)

Jako relativné spolehlivy stresor vyvolavajici v systémech rostlinnych bunécnych
linii pfiznaky PCD byl pouzit dlouhodobé aplikovany chlad (kultivace pii 4°C). Fragmentaci
DNA u tabakovych bunék linie BY-2 po ovlivnéni 4°C pozorovali a jako fenomén PCD
Koukalova et al. 1997, avsak neprovedli zadnou podrobnéjsi cytologickou charakteristiku

kultur.

5.1.1.1. Viabilita bunék

V nasich pokusech vyvolal chlad, pii teploté 4°C vyrazny pokles viability bunék az
na cca 40 % jiz po prvnim dnu kultivace (obr. 5.1 A). Nasledny pokles byl pozvolny az do
¢trnactého dne puasobeni, kdy byly jiz vSechny buriky mrtvé. Béhem celého standardniho
kultiva¢niho intervalu nebyl pozorovan vyrazny pokles viability kontrolnich bunék oproti
viabilité bunék ovlivnénych. Az ke konci kultivace umiraly 1 bunky kontroly (cca 70 %
zivych bunék, 14.den), zeyména v dusledku hladovéni a hypoxie, vyvolanymi extrémné

dlouhou dobou, bez subkultivace do ¢erstvého media (obr. 5.1 A).

S.1.1.2. Stav vakuomu / cytoplazmatickeé sité

Proti kontrolnim burikam s dlouhodobé zachovanou siti cytoplazmatickych provazci
(obr. 5.1 B), byly u bun€k ovlivnénych chladem pozorovany rychlé zmény v usporadani
této vnitini architektury. Dochazelo k postupnému rozpadu sité cytoplazmatickych provazcu
(obr. 5.1 E, sipka). Navic se od prvniho dne pusobeni az u 80 % vsech bunék objevovaly
drobné vakuoly zeyména v perinuklearni oblasti (obr. 5.1 C). Po delSim pusobeni (4 dny)

byly pozorovany cetné granule po celé buice (obr. 5.1 D).
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Obr. 5.1. Viabilita a vnitini architektura bunék BY-2 po chladovém pusobeni (4°C)

A - Graf viabiliv bunck BY-2 béhem 14denni kultivace ve 4 C. KaZdy bod reprezentuje prumér 3 nezavislvch
pokusu - SE.

B - Kontrolni neoviivnéné bunky v exponencialni fazi rustu (4 dny staré). FIDA je u téchto bunék lokalizovan v
perinuklearni oblasti, v cvtoplazmatickych provazcich a v nasténné vrstvé cvtoplazmy.

C - Bunky vystavené jednodenninm pusobeni 4 C' s cetymi drobnymi vakuolami.

D - Bunky vystavené étvidennimu pusobeni 4 C s velkymi granulemi znacenvmi fluoresceinem, které se vvskytuji
po celém obsahu bunky.

E - Bunky vystavené sedmidennimu pusobeni 4 C s rozpadlymi evtoplazmatickymi provazei (Sipka).

F, G - Tvarové malformace bunék BY-2 vystavenveh 4 C.

F - 1'Vrazné elongované bunky po 4 dnech pusobeni.

G - Bunky rohlikovitého tvaru po 4 dnech pusobeni.

C - E - {iabilni barveni FD:A: F. G - Nomarského diferencidlni kontrast; méfitko 50 um
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5.1.1.3. Morfologie bunék
5.1.1.3.1 Tvarové zmény bunék

U bunék ovlivnénych chladem byly jiz po prvnim dnu kultivace pozorovany také
zmény tvarubunék. Témér viechny burky se vyrazné protahovaly, unékterych bunék zpusobil
nerovnomémy rust bunécné stény rohlickovité stoceni (obr. 5.1 F, G). Od desatého dne se

tvorily pouze velké bunécné shluky s mensimi spise sférickymi buiikami (data neuvedena).

5.1.1.3.2. Morfologie jader

Na rozdil od neovlivnénych kontrolnich bunék (obr. 52 A, B, C) se u bunék
kultivovanych ve 4°C objevovaly malformace tvaru jader. Zvlasti tvary jader byly
pozorovany jiz po prvnim dnu kultivace a jejich vyskyt se postupné zvySoval az na 25 %
¢trnacty den kultivace (obr. 5.2 D-I, M). Také byl pozorovan zvySeny rozpad mitotickych
struktur (aZ cca 30% 14.den kultivace, obr. 5.2 J). Pomoci jaderného barviva Hoechst 33258
viak byla obarvena vsechna jadra v bunkach, tedy jadra Zivych i mrtvych bunék a nelze

odlidit zmény predchazejici smrti bunék od téch , postmortalnich*.

5.1.1.4. Fragmentace DNA
Specificka fragmentace DNA je jednim z charakteristickych znakd apoptotického
typu PCD. Zlomy genomové DNA je mozné detekovat pomoci tzv. TUNEL reakce in situ i

elektroforeticky.

5.1.1.4.1. TUNEL reakce

V porovnani s kontrolnimi burikami, které po celou dobu kultivace vykazovaly pouze
1 -2 % TUNEL-pozitivnich jader (obr. 5.3 A, B, C, J), buriky kultivované pii 4°C vykazovaly
az 10 % TUNEL-poazitivnich jader jiz ¢tvrty den kultivace (obr. 5.3 D-J). Procento takovychto
Jjader se zvySovalo s dobou puisobeni azna 35 % étrnacty den kultivace (obr. 5.3 J). Negativni
kontrola (pouze pouziti enzymatické smési nebo pouze fluorescenéné znacenych nukleotidu

- substratu pro enzymy) nedavala témér zadny signal (cca 1-2% data neuvedena).

5.1.1.4.2. Elektroforeticka detekce

Fragmentace DNA na délku oligonukleozomalnich jednotek (typicky apoptoticky
,DNA zebricek*) bylo mozné detekovat az sedmy a desaty den kultivace (obr. 5.3 K). Vétsina
DNA izolované z bunék kultivovanych pii 4°C vsak zistala nefragmentovana podobné jako

DNA izolovana z neosetfenych bunék.
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Obr. 5.2. Malformace jader bunék BY-2 po chladovém pusobeni (4°C)
A - C - Kontrolni neovlivnéné bunky, 4 dny staré.

D - L - Lalokovita jadra pozorovana po 4 dnech kultivace bunék ve 4°C.

J - Rozpad mitotickych struktur po 7 dnech kultivace.

M - Graf malformovanych jader bunék BY-2 po 4 C pusobeni.

Kazdy bod reprezentuje prumér 3 nezavisich pokusu i - SIZ,

A - L -Jaderné barveni lHoechst 33258.

MeFitko = 25 um

82




| .

P 3
(2]

— kontroini neovlivnéné buiiky 25°C
wmmm chlad 4°C

TUNEL-pozitivni jadra (%)
-h -h N N w (7] o
S " O » © U\ ©

i

LI A B

(-]

4 7

01 10 14

Obr. 5.3. Detekce fragmentace DNA u bunék BY-2 vystavenych 4°C
A-J - In situ detekce fragmentace DNA.

A= C - Neovlivnéné kontrolni bunky po 24 hod kultivace.

D - F - Bunky ovlivnéné 4°C po dobu 1 dne.

G - I - Bunky ovliviéné 4°C po dobu 4 dni.

A, D, G - TUNEL-pozitivni jadra.

B. E, H - Hoechst 33258.

C. F, I - Slozeny obrazek.

J - Graf mnozstvi TUNEL-pozitivnich jader béhem 14 denni kultivace ve 4 C.
Kazdy bod reprezentuje primér 3 nezavishich pokusii +- SE.

K - fragmentace DNA, M - marker molekularich vah, 1 - kontrolni neovliviéné buriky 4dny. 2 - chladové prisobeni 4 C 1

den, 3 - chlad 4 C 4 dny, 4 - chlad 4 C 7 dnu, 5 - chlad 4°C 10 dm, specificka degradace DN do oligonukleozomdalnich
Sfragmentu (sipkv). méFitko = 50 um
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5.1.1.5. Zmény v uspoi‘adani aktinového cytoskeletu

Aktinova filamenta byla zobrazena fluorescencné pbmoci znaceného faloidinu
(TRITC).

V kontrolnich tfidennich bunkach byla pozorovana jemna sit’ transverzalné
usporadanych aktinovych filament v kortikalni oblasti (obr. 5.4 A). Zmény v uspofadani
aktinového cytoskeletu byly u bunék kultivovanych v teploté 4°C jiz po prvnim dnu
pusobeni, kdy byly pozorovany jednak buriky protazené (50 %) s hustou siti jemnych vlaken
v kortikalni oblasti buriky (obr. 5.4 C) a jednak buriky se silnymi dezorientovanymi vlakny
zejména v cytoplazmatickych provazcich a hustou siti téchto vlaken v perinuklearni oblasti
vytvarejici jaderny kosicek (obr. 5.4 E), ktery se vyskytoval az do sedmého dne kultivace
(az u 75 % vsech bunék s barvitelnym cytoskeletem, obr. 5.4 G). Pozdéji, desaty den byl

aktinovy cytoskelet jiz detekovan pouze ve sférickych burikach, kde byl tvofen chaoticky

84



Obr. 5.4. Stav aktinového cytoskeletu u bunék BY-2 po chladovém piisobeni (4°C)

A= B - Kontrolni neovlivnéné buiiky BY-2 v exponencidlni fazi ristu (3 dny staré) s hustou siti jenmyveh aktinovveh
Silament v kortikalni oblasti cvtoplazmy.

C - D - Elongované bunky s transverzalné usporadanou hustou siti aktinovveh filament v kortikalni oblasti cvtoplazniy po
24 hod pusobeni chladu (4°C).

E - F- Burnky se zviastnim aktinovym kosickem a silavmi vigkny v cvtoplazmatickveh provazcich po 24 hod pusobeni
chladu (4°C).

G - H - Bunky se zvlasmim aktinovem kosickem a silnymi viikny v cvtoplazmatickvch provazcich po 7dennim pusobeni
chladu (4°C).

I - J - Sférické bunky se znacné chaoticky uspordadanymi silnymi viikny po 10 dennim pusobeni chladu (4°C).

A, C, E, G, I - TRITC faloidin.

B. D, F, H, J - Jaderné barvivo IHoechst 33258.

MeéFitko = 50 um

5.1.2. Vliv kadmia

Proces programovaného umirani bunék tabakové linie BY-2 byl dale studovan
po aplikaci tonti kadmia. Obdobné jako v ptipadé chladového stresu byla u kadmiem
ovlivnénych bunék jiz dfive potvrzena specificka internukleozomalni fragmentace DNA

(Fojtova et al. 2001). Komplexni cytologicka charakteristika tohoto procesu vsak chybéla.

5.1.2.1. Viabilita bunék

Pied zahgjenim detailn€jSich analyz byly na zakladé stanoveni viability bunék
vybrany vhodné koncentrace ionti kadmia, které pii aplikaci ke kultufe v exponencialni tazi
ristu zpiisobovaly bud’ rychlé (ImM CdSO,), nebo pozvolné umirani bunék (S0uM CdSO,

obr. 5.5 A). Byla také provedena srovnavaci analyza citlivosti bunék ruzného staii. Pri



aplikaci kadmia k burikam ve stacionarni fazi rustu bylo umirani bunék pii vSech pouzitych

koncentracich vyrazné pomalejsi (obr. 5.5 B). Pro nasledné pokusy proto byla pouzivana

kultura (inokulum) v exponencialni fazi

rustu.

Kontrolni buriky si udrzely vysokou viabilitu (cca 98 %, obr. 5.6) po celou dobu

tydenniho kultiva¢niho intervalu. Pfi pouziti ImM koncentrace kadmia doslo k rychlému

odumfeni bunék jiz po 12 hodinach kultivace (obr. 5.6). V ptipadé 50uM koncentrace kadmia

klesla viabilita bunék béhem prvniho dne na cca 50-60 %. Nasledujici pokles byl jiz méné

vyrazny, paty den kultivace byly téméf vSechny burnky mrtvé.

Diky velmi rychlému umirani bunék po oSetfeni ImM CdSO,, byly k hodnoceni vétSiny

parametri umirajicich bunék pouzity bunky ovlivnéné 50uM koncentraci siranu

kademnatého.
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Obr. 5.5. Viabilita bunék po vystaveni piusobeni ruznych koncentraci kadmia

A - Graf viability bunék v exponencidlni fazi ristu vystavenych prisobeni riznych koncentraci kadmia.
B - Graf viability bunék ve staciondmi fazi ristu vvstavenych piisobeni ruznveh koncentraci kadmia.
Kazdy bod reprezentuje prumér z pocitani tFikrat pétset bunck +-SE.
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Obr. 5.6. Viabilita bunék BY-2 po aplikaci
50mM kadmia

Graf viability bunék po aplikaci 50mM kadmia.
Kazdy bod reprezentuje privmér 3 nezdvislych
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5.1.2.2. Morfologie bunék
5.1.2.2.1. Tvarové zmény bunék

Niz8i koncentrace ionti kadmia (S0uM) vyvolala znatelné zmény ve tvaru a velikosti
prezivsich bunék (obr. 5.7). Jizod prvniho dne kultivace bunék za ptitomnosti SOuM kadmia,
kdy se burky jiz viibec nedélily, byly pozorovany vyrazné protazené burky, jejichz délka se
zvySovala s dobou pusobeni (obr. 5.7 B, D, E). Tteti den kultivace dosahovala az 120 pum,

coz bylo az dvakrat vice nez u neovlivnénych kontrolnich bunék.

Obr. 5.7. Abnormilné protatené buriky BY-2 100-
po aplikaci 50uM kadmia € -
A, C - Kontrolni neovlivaéné bunky po jednodenni = 8o
kultivaci. % 60 _
B. D - Bunky po jednodenni kultivaci v médiu F] ;
obohaceném o 50uM kadmium. 3 40.
E - Graf délky bunék BY-2 vystavené piisobeni ;
50mA{ kadmia. 20!

Kazadv bod reprezentuje prumer ze 17i nezavislvch
pokusu +-SE.
Nomarského diferencialni kontrast (DIC). o]
MeFitko - 25 um

Doba pusobeni (dny)
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5.1.2.2.2. Granulace cytoplazmy

Na rozdil od kontrolnich bunék (obr. 5.8 A, B), jiZ od prvniho dne kultivace v
médiu s S0uM CdSO,, byly v burikach pozorovany granule neznamého slozeni a puvodu.
Granule dvoji velikosti (relativné malé a vyrazné velké) byly pozorovatelné jak Nomarského
diferencialnim kontrastem (obr. 5.8 C), tak po obarveni bunék pomoci FDA (obr. 5.8 D).
Mensi granule se nachazely po celé cytoplasmé, vétsi kopirovaly cytoplazmatické provazce

(obr. 5.8 C, D, sipka) nebo se vyskytovaly v perinuklearni oblasti. Tyto vétsi granule byly

nalezeny az u 80 % vSech bunék.

DIC FDA

Obr. 5.8. Vnitini architektura bunék BY-2 v exponencidlni fdzi subkultivaéniho intervalu (3 dny staré)
A, C - Kontrolni neovlivnéné bunky. I'D-A barvi cvtoplazmatické provazee a jadro s perimikledarni cvtoplazmon.

B. D - Buiitky vystavené pusobeni S0uM  kadmia. Cetné granule po celé busice a pobliz cvtoplazmatickveh provazeu
(Siphv).

A, C - Nomarského diferencialni kontrast (DIC).

B, D - Viabilini barvivo FD.{.

NMerFitko 50 uym

Pi1 pouziti polariza¢niho filtru byl u malé ¢asti granuli pozorovan tzv. maltézsky kfiz
typicky pro skrobova zrna (obr. 5.9 A). Pritomnost Skrobu v téchto granulich se podarilo
prokazat i po barveni Lugolovym roztokem (modfe zbarvené granule oznacené Sipkou

v obrazku obr. 5.9 B, C). Vétsina granuli vSak byla obarvena zlutohnédé (obr. 5.9 B, C).
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Zvy3sené mnozstvi Skrobu bylo prokazano i kvantitativné pomoci HPLC - u ovlivnénych
bunék byl tieti den kultivace zjistén az ¢tyinasobny narist obsahu Skrobu oproti kontrolnim

burikam (obr. 5.9 D).

D .

18 1
Obr. 5.9. Analyza $krobu u bunék tabdkové linie 16 -
BY-2 po aplikaci 50mM kadmia
A - Cetné granule po celém obsahu buiiky, které
wkazuji pod polarizacnim svétlem typicky lom svétla
ve tvaru kfiZe. Barevné ¢étverce ukazuji zvétseni
Jednotlivich ,, maltézskych krizi*.
B. C - Bunky vystavené piisobeni 50uM kadmia.
Cetné granule po celé buiice po obarveni Lugolovim
roztokem zlutohnédé. Modre obarvené granule (Sipky).
C - Detail obrazku B.

12

Skrob (ug $krobu/mg susiny)
-
®

O N & 0O

D - Kvantitativni analvza skrobu pomoci HPLC.
AfeFitko - 25 ym 50 uM CdSO, 3dny  Kontrola 3dny
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Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) se ukazalo, ze Cetné granule
pritomné zejména v perinuklearni oblasti burnky jsou pravdépodobné rizné typy plastidi
(obr. 10). Jednalo se zeyména o amyloplasty s jednim 1 vice $krobovymi zmy (obr. 5.10 A-E)
atzv. ¢isSkovité plastidy s vchlipenou cytoplazmou uvniti stromatu (obr. 5.10A, B, F, G, H, I).
V této cytoplasmé byly ¢asto pozorovany drobné vakuoly nebo zbytky endoplazmatického
retikula (obr. 5.10 H, I). V nékterych pripadech obsahovaly ¢iskovité plastidy 1 Skrobova
zra (obr. 5.10 J, K). U kontrolnich neovlivnénych bunék byly rovnéz nalezeny riizné tvary
plastidl, Casto se zbytky tylakoidnich membran, vcietné velkého mnozstvi Ciskovitych
plastidii (obr. 5.10 A),
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Obr. 5.10. Riuzné typy plastidu v burikdch BY-2 vyskytujici se v oblasti kolem jadra
A - Plastidy kontrolnich bunék BY-2, ciskovité plastidy (Sipky)

MeéFitko = 5 uym

B - Amyloplasty se skrobovvmi zmy a Giskovité plastidy (sipky) bunék vystavenvch puobeni kadmia po 3 dny.
Meéritko = 2 ym

C, D - Amyloplasty bunék po aplikaci kadmia s 1-vice Skrobovwmi zrmy.

E - Skrobové zrno obalené dvouvrstevnou membrdnou.

MeFitko = 1 um

F - I - Ciskovité plastidy bunék po aplikaci kadmia s cvtoplazmou uvnit.

MeFitko = 1 um

J, K - Kombinace amvloplastu a ¢iskovitveh plastidu.

MeéFitko - 1 um

bs - bunécna sténa, ¢ - cvtoplazma. cp - cvtoplazmatické provazce, j - jadro, p - plastidv, v - vakuola

5.1.2.2.3. Stav vakuom / cytoplazmatické sité

V ¢asti populace bunék ovlivnénych 50uM kadmiem (70-80 % vSech bunék) bylo
po obarveni bunék FDA od tietiho dne kultivace pozorovano velké mnozstvi malych vacku,
které se vyskytovaly zeyména v cytoplazmatickych provazcich (obr. 5.11 A). Vyvstala otazka,
zda tyto vacky mohou byt drobnymi vakuolami? Proto bylo pouzito fluorescencni barvivo
FM4-64, které se specificky vaze na bunééné membrany (obr. 5.11 B, C, D). Témér ihned

po aplikaci dochazelo ke koncentrovani barviva v plazmatické membrané (obr. 5.11 E) a byl

také pozorovan signal membran ER a GA (obr 5.11 E, Sipka).

FM4-64

Obr. 5.11. Vizualizace vakuol u bunék BY-2

A - Mnoho drobnych vakuol v perinukledrni oblasti buiiky BY-2 po (Fidennim puisobeni 50pM | kadmia, vizualizovanveh
pomoci viabilniho barviva FD.1.

B - D - Porovnani vizualizace vakuol pomoci Nomarského diferencialniho kontrastu, I'D.A a specifického vakuoldarniho
barviva FA14-64 u kontrolnich bunék BY-2 (3 dny staré).

E - Obarveni plazmatické membrany a endomembranového svstému (Sipka) pomoci barviva FAI4-64.

A, C - liabilni barvivo FDA.

B - Nomarského diferencialni kontrast (DIC).

D, E - Barvivo I'A4-64.

Meritko 25 um
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Po 24 hodinovém pusobeni, kdy se pomoci FM4-64 vizualizuji zeyména vakuolarni membrany,
byly u kontrolnich bunék pozorovany pouze velké vakuoly, zatimco u bunék ovlivnénych

kadmiem byly navic obarveny 1 zminnované malé vacky, které tedy zieymé maji charakter

vakuol (obr. 5.12 A — F). Nékteré z nich se vyskytovaly v cytoplazmatickych provazcich
(obr. 5.12 F, J, Sipka).

Obr. 5.12. Vizualizace
vakuoldrniho systému u bunék
BY-2 pomoci barviva FM4-64
po aplikaci 50uM kadmia

A - D - Kontrolni bunky BY-2 (1 den
staré) s velkym mmozstvim malych
vakuol.

E - J - Bunky BY-2 po | dennim
ovlivaeni S0uM kadmicem s
Setrvmi drobnymi vakuolami v
cvtoplazmatickych provazcich
(Siphv).

A, E - Nomarského diferencidlni
kontrast (DIC).

B.C, D, F,. G, H, I J - Barvivo
FA14-64.

MéFitko = 25 um

Stejné tak jako pod fluorescen¢nim mikroskopem, také za pomoci transmisni
elektronové mikroskopie byla pozorovana zvy$ena vakuolizace ovlivnénych bunék. Drobné
vakuoly se vyskytovaly zeyména na bunécnych polech (obr. 5.13 A) v oblasti nasténné

cytoplazmy (obr. 5.13 B), ale také v cytoplazmatickych provazcich (obr. 5.13 C).
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Obr. 5.13. ZvySend vakuolizace bunék BY-2 po
tFidenni aplikaci 50uM CdSO,

A - Mnoho drobnych vakuol na polu bunky. splyvani
vakuol (Sipka).

MeFitko = 5 um

B - Malé vakuoly v ndsténné cytoplasmeé.

MeéFitko = 1 um

C - Malé kulaté vakuoly v cvtoplazmatickych provazcich.
vysrazené CaSO , ($ipky).

bs - bunécna sténa. ¢ - cvtoplazma. cp - cvtoplazmatické
provazce, er - endoplazmatické retikulum,
pm - plazmaticka membrana, v - vakuola

5.1.2.2.4. Endoplazmatické retikulum

Pro studium reakce endoplazmatického retikula na aplikaci kademnatych iontu in
vivo byla pouzita transgenni linie BY-2/HDEL s vnesenym genovym konstruktem m-GFP5-
ER, ktery koduje fuzni protein mGFP5-ER lokalizovany v endoplazmatickém retikulu.
Uneovlivnénych bunék BY-2/HDEL bylapozorovana jemna tubulami sit endoplazmatického
retikula v kortikalni oblasti cytoplazmy (obr. 5.14 A), v oblasti kolem jadra a v
cytoplazmatickych provazcich (obr. 5.14 B). Také byl pozorovan velmi intenzivni pohyb
membranovych utvaru (pfiloha — video). Na rozdil od kontrolnich bunék byla tubulami sit’ v
kortikalni oblasti po jednodennim piisobeni S0uM CdSO, viceméné zachovana (obr. 5.14 C),
navic byl pozorovan vyrazny signal v cytoplazmatickych provazcich (obr. 5.14 D). Zvlastni
téliska endoplazmatického retikula se v ovlivnénych bunkach objevovala jiz kolem tretiho
dne pusobeni kadmia (obr. 5.15 A, C). Tato téliska skoro vzdy korelovala s pritomnosti
téch, ktera byla pozorovana pod Nomarského diferencialnim kontrastem (obr. 5.15 B,
D). Navic nikdy nebyla pozorovana u kontrolnich bunék. Jejich motilita byla sledovana
pomoci ¢asosbérné mikroskopie. Ta ukazala, Ze tyto granule jsou viceméné statické (ptiloha

- video).
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Obr. 5.14. Stav endoplazmatického retikula u bunék BY-2/HDEL po aplikaci 50uM kadmia
A - B - Kontrolni neovlivnéné bunky (1 den staré).

A - Endoplazmatické retikulum v oblasti okolo jadra a v cytoplazmatickych provazcich.

B - Tubuldrni sit endoplazmatického retikula v kortikdlni oblasti cvtoplazmy.

C- D - Bunky oviiviiované 50udl kadmiem po dobu 24 hod.

C - Endoplazmatické retikulum v oblasti okolo jadra a hlavneé v cvtoplazmatickych provazcich.

D - Tubulirni sit endoplazmatického retikula v kortikalni oblasti cyvtoplazmy.

MerFitko - 25 ym

5.1.2.2.5. Ultrastruktura ovlivnénych bunék

U kontrolnich neovlivnénych bunék BY-2 byl pomoci TEM pozorovan standardni
stav mitochondrii, membran endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu, odpovidajici
aktualnimu stafi subkultury / pozice v SBI (obr. 5.16). U bunék BY-2 ovliviiovanych 50uM
CdSO, po 3 dny nebylo pomoci této mikroskopie pozorovano intaktni endoplazmaticke
retikulum a Golgiho komplex. Navic dochazelo k invaginacim plazmatické membrany a
k jejimu odchlipovani od bunécné stény. Tim mohly vznikat jednoduché kulaté méchyrky

(obr. 5.17, Sipka). U vSech ovlivnénych bunék byla pozorovana tzv. membranova klubka.
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Jde o kulovité utvary s cetnymi membranami uvniti ¢asto posetymi ribozomy (obr. 5.18).

Tato klubka byla nalezena zejména ve vakuolach (obr. 5.18 A).

Obr. 5.15. Zvldstni téliska
endoplazmatického
retikula

A - D - Zvlasmi téliska
endoplaznatického retikula
(Sipka) v kortikalni oblasti po
Jjenodennim pitsobeni 50pA [
kadmia.

A, D - Vizualizace
endoplazmatického retikula in
vivo pomoci transgenni linic
(BY-2ZHDEL).

B, C- Nomarského

| diferencialni kontrast (DIC).
MeFitko — 50 um

Obr. 5.16. Nezménéné mitochondrie,
endoplazmatické retikulum a
Golgiho komplex

A - Mitochondrie, endoplazmatické
retikulum a Golgiho komplexv nasténné
cvtoplazmé kontrolnich bunck BY-2
MéFitko - 2 um

B - Golgiho komplex kontrolnich bunck
(3 dny).

MeFitko - 500um

C - Golgiho komplex.

MeéFitko = 500um

D - Endoplazmatické retikulum
kontrolnich bunék (3 dny).
MeéFitko = 500um

E - Endoplazmatické retikulum,

Meritko = 500um

bs - bunécéna sténa
¢ - cvioplasma
) : K er - endoplazmatické retikulum
e ® . -q >¢ ’%‘ .. B4 p gk - Golgiho komplex
TN «um ‘ ; m - mitochondrie
F : pm - plazmaticka membrana
v - vakuola
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Obr. 5.17. Odchlipovini plazmatické membrdny od bunécné stény a vinik méchyrku
A - 1znik jednoduchvch méchyrku (Sipka) v misté odchlipovani plazmatické membrany od bunécéné stény u bunék
vestavenveh pusobeni kadmia po 3 dny.

B - 1znik jednoduchych méchyrkii (sipka) v misté odchlipovani plazmatické membrany od bunécné stény u bunck
vistavenyeh pusobeni kadmia po 3 dny, v nasténné cvioplazmé zachované mitochondrie.

Meritko - 500 nm

bs - bunécna sténa, ¢ - cvtoplazma, m - mitochondrie, mk - membranova klubka, pm - plazmaticka membrdina,
v - vakuola

Obr. 5.18. Vznik membrdinovych klubek u bunék BY-2, 3 dny po aplikaci kadmia
A - Membranové klubko ve vakuole.

MeFitko = 1 um

B - Membranové klubko ve vakuole.

MeFitko 500 nm

C - NMembranové klubko volné v cvtoplazmé.

Meritko — 500 nm

bs - bunécna sténa, ¢ - cvtoplazma, m - mitochondrie. pm - plazmaticka membrdna, v - vakuola

5.1.2.2.6. Morfologie jader

Velka kulata jadra, ktera jsou typicka pro kontrolni neovlivnéné burky (obr. 5.19
A), méla po pusobeni 50uM kadmia tendenci se protahovat. Po 3 dnech pusobeni bylo
az 30 % vSech jader extrémné protazenych (obr. 5.19 B, E). Navic v téchto jadrech byla
pozorovana ,,granuldzni struktura chromatinu (obr. 5.19 B). Po del$im ¢asovém pusobeni
byla pozorovana fragmentace jader do ,,mikrojader, ktera se zvySovala s dobou kultivace
(na cca 30 % sedmy den kultivace, obr. 5.19 C, F). Velmi rychlé a drastické malformace jader
byly navozeny po aplikaci ImM kadmia. Tato koncentrace vyvolala tvorbu abnormalnich

filamentamich jader (obr. 5.19 D), ktera byla nalezena jiz po 1 hod kultivace az u 70 % v3ech
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bunék (Zivych 1 mrtvych).

Tteti den kultivace bunék v médiu s 50pM CdSO, byla také nalezena pomoci TEM
ruzné tvarové pozménéna jadra. Proti viceméné kulatym jadrum kontrolnich bunék (obr.
5.20 A, Cervené, B) byla u téchto bunék pozorovana lalokovita jadra s castymi hlubokymi
invaginacemi (obr. 5.20 A, ¢erné C). Témér vSechna tato lalokovita jadra byla degradovana

uprostied burky se zbytky cytoplazmy a organel (obr. 5.20 C, E).

4 ‘ <. Kkontrola - Lo kontrola
3 :: —e— 50 M CdSO4 2 —e— 50 uM CdSOy4
v1'4‘ - - 1 mM CdSO4 © 3 —v- 1mMCdSO4
LR 3
© ' oy
:; 14 - g
S 12 S
'a 10 el
5 8- %
a6 g,
4 ®
2:f _A=—---- w
0 ¢ . , ey : ,
) 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 8 7
Doba pusobeni (dny) Doba pusobeni (dny)

Obr. 5.19. Zmény v morfologii jader BY-2 po ovlivnéni 50uM kadmiem

A - Tvpicky kulaty tvar jader kontrolnich neovlivaényeh bunck (3 dny staré).

B - Extrémé protaZena jadra bunék po jednodenni kultivaci v médiu obohacené o S0uM kadmium.

C - Fragmentace interfaznich jader do mnoha ., mikrojader” po téidenni kultivaci v médiu obohaceném o 50uM f kadmium.
D - Filamentozni jadra po Sestihodinovém pusobeni 1mAf kadmia.

E - Graf mnozstvi elongovanych jader béhem sedmidenni kultivace v médiu obohaceném o 50uXl kadmium.
KazZdy bod reprezentuje prismér ze tFi nezavislich pokusu +-SE.

F - Graf mnozstvi rozpadlveh (fragmentovanyeh) jader béhem sedmidenni kultivace v médiu obohaceném o 50u
kadmium.

KaZdv bod reprezentuje priimér ze (i nezavislych pokusu +-SE.

A= D - Jaderné barveni Hoechst 33258, méFitko ~ 25 um
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Obr. 5.20. Degradace jader bunék BY-2 po aplikaci kadmia

A - Ruzné tvary jader kontrolnich neovlivaénvch bunck (cervené) a po tfidenni aplikaci CdSO4 (cerné).
B - Kulata jadra kontrolnich, neovlivaénych bunék, cervend obrys jaderné membrany.

Meritko 2 um

C - Degradace jadra buncék BY-2 po tfidennim pusobeni kadmia, ¢ervené obrys jaderné membrdany.
Meritko - 1 um

D - Detail jaderné membrany s pory (sipka) kontrolnich bunck BY-2.

Meritko 500 nm

E - Uplnd degradace jadra a celého obsahm buky uprostred centrdlni vakuoly,

MerFitko 10 um

¢ - evtoplazma, j - jadro, jm - jadernd membrana, p - plastidy, § - skrobové zrno, v - vakuola

5.1.2.3. Fragmentace DNA
5.1.2.3.1. TUNEL reakce

V porovnani s kontrolnimi burikami, u kterych bylo nalezeno pouze 1 % TUNEL-
pozitivnich jader po celou dobu sedmidenni kultivace (obr. 5.21 A - C, J), buriky ovlivnéné

50uM kadmiem vykazovaly az 10 % TUNEL-pozitivnich jader jiz prvni den kultivace.
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Toto procento se zvy3ovalo s dobou pusobeni az na cca 45 % sedmy den kultivace (obr.
521 D - F, J). ImM koncentrace kadmia, ktera zpusobila smrt bunék thned, neindukovala
specifickou fragmentaci DNA. Béhem celého kultivaéniho intervalu bylo nalezeno pouze
1-2 % TUNEL-pozitivnich jader (obr. 5.21 G -1, J).

5.1.2.3.2. Elektroforeticka detekce

Typicky ,,apoptoticky Zebiiek tvoteni oligonukleosomalnimi fragmenty DN A nebyl
detekovan ani u kontrolnich neovlivnénych bunék (obr. 5.21 K), ani u bunék ovlivnénych
ImM kadmiem (data neuvedena, obr. 5.21 K). Naopak u bunék ovlivnénych 50uM kadmiem
byla nalezena specificka degradace DNA na oligonukleozomalni fragmenty paty a sedmy
den kultivace (obr. 5.21 K).

5.1.2.4. Cytoskelet
Vzhledem k uloze cytoskeletu (jak aktinového, tak mikrotubularniho) pii zménach

tvaru a struktury bunék byl jeho stav studovan po ovlivnéni bun¢k 50uM CdSO,.

5.1.2.4.1. Aktinovy cytoskelet

Aktinova filamenta byla zobrazena fluorescenéné pomoci znaéeného faloidinu
(TRITC).

V interfaznich kontrolnich buiikach BY-2 v exponencialni fazi ristu je sit’ aktinovych
filament tvofenavlakny v cytoplazmatickych provazcich aokolojadra (obr. 5.22 B) achaoticky
uspofadanymi jemnymi a silnéj$imi vlakny v kortikalni oblasti (obr. 5.22 A). Stav aktinového
cytoskeletu se po oSetieni liSil u protazenych a neprotazenych bunék. Po 24 hodinovém
pusobeni nebyly nalezeny zmény v usporadani aktinovych filament u neprotazenych bunék
v zadném z obou sledovanych optickych fezu (obr. 5.22 C, D). Podobné jako u kontrolnich
bunék zde byla nalezena sit’ jemnych a silnéjSich vlaken v kortikalni oblasti buriky (obr.
5.22 C) a silna vlakna v oblasti kolem jadra a v cytoplazmatickych provazcich spojujicich
perinuklearni oblast s nasténnou cytoplazmou (obr. 5.22 D). U extrémné protazenych bunék
se Jiz od prvniho dne sit” aktinovych filament zménila v obou sledovanych optickych fezech.
V kortikalni oblasti cytoplazmy nebyla vubec detekovana, oproti tomu sit’ v perinukleami
oblasti byla, zhusténa“ a vytvarela tak jaderny kosicek (obr. 5.22 G, H). V cytoplazmatickych
provazcich byla detekovana silna aktinova vlakna (obr. 5.22 G, H). Toto uspofadani
aktinovych filament bylo pozorovano az do tretiho dne kultivace bunék v 50uM kadmiu. Po
delsi dobé kultivace, kdy vétSina bunék byla jiz mrtva, byl detekovan pouze difuzni signal

aktinovych filament (data neuvedena).
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Obr. 3.21. Detekce fragmentace DNA po pusobeni 50uM kadmia 300bp
A= J - In situ detekee fragmentace DN 200bp
A - C - Neovliviené kontrolni bunky (1 den staré). <"
D - I - Bunky vystavené pusobeni S0udl kadmia po dobu 24 hod. 1 OObp

G - I - Bunky vystavené prisobeni 1m\ kadmia po dobu 24 hod.
A, D, G - TUNEL-pozitivai jadra.

B. E. H - Hoechst 33258

C, I I - Slozeny: obrazek.

J - Graf mnozstvi TUNIL-pozitivaich jader béhem 7denni kultivace v médiu obohaceném o 50mA kadmium.

Kazdy bod reprezentuje priumér 3 nezavishich pokusi +- SE.

K - Fragmentace DNA. M - marker molekuldarnich vah, 1 - bunky ovlivaené 50uM kadmiem 1 den. 3- bunky ovlivnené
30mAN ! kadmiem 3 dny. 7 - bunky oviivaené S0uM kadmiem 7 dnu, specifickd degradace DN.1 do oligonukleozomdlnich
Sragmentu (Sipky). MEFitko 50 um
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Obr. 5.22. Stav aktinového cytoskeletu po aplikaci S0uM kadmia

A-C - Kontrolni bunky BY-2 v exponencidlni fizi rustu (3 dny).

A - Sit jemnych ( ) a silngjsich ( —) vidken v kortikdlni oblasti bunék.

B - Silna vidkna v oblasti kolem jadra a v cvtoplazmatickych provazcich u bunék.

C - Kulatd jadra bunék.

D-F - Bunky vystavené pusobeni 50uM kadmia po dobu 24 hod

D - Sit jemnych ( ) a silnéjsich ( —— ) vidken v kortikdlni oblasti bunék.

E - Silnd vidkna v oblasti kolem jadra a v cvtoplazmatickyeh provazcich bunék.

F - Ovilnd jadra bunék.

G-I - Buiky vvstavené prisobeni S0u\ 1 kadmia po dobu 3 dnu.

G, I - Sit’ silnych vidken vvtvarejicich kosicek kolem prodlouzenych jader a husta sit' v cvtoplazmatickych
provazich (— ).

I - Prodlouzend jadra bunék.

A B. D, E, G, H-TRITC-faloidin; C, F, I - jaderné barvivo Hoechst 33258: Aléritko - 50 um

5.1.2.4.2. Mikrotubularni cytoskelet

K vizualizaci tubulinového cytoskeletu byla pouzita modifikovana metoda nepiimé
imunofluorescence.

Kortikalni mikrotubuly jsou v interfaznich burikach BY-2 uspofadany transverzalné k
ose rustu bunék (obr. 5.23 A). Mikrotubularni sit’ nebyla detekovana ani v cytoplazmatickych
provazcich aani v oblasti kolemjadra. Po jednodenni aplikaci SOuM kadmia nebyla kortikalni
sit’ mikrotubulii naruSena a ani jejich orientace nebyla pozménéna (obr. 5.23 C). Stejné
vysledky byly nalezeny 1 po tfidennim puisobeni, zddné zmény v uspotadani kortikalnich
mikrotubulli nebyly nalezeny ani u bunék s fragmentovanymi jadry (obr. 5.23 E, sipka). Po
delsi dobé kultivace byl podobné jako v ptipadé aktinového cytoskeletu detekovan pouze

difuzni signal (data neuvedena).
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Nepiitomnost vyraznéjSich zmén v uspofadani mikrotubulamiho cytoskeletu byla
potvrzena 1 pouzitim bunék transgenni linie BY-2/GT-16 s in vivo znaCenymi mikrotubuly
pomoci GFP (Kumagaki ef al. 2001). Béhem 3 dnu jejich kultivace v médiu s pfidavkem
50uM kadmia nebyly nalezeny zadné rozdily v uspofadani kortikalnich mikrotubuld v
kontrolnich neovlivnénych burikach (obr. 5.23 G, H).

Obr. 5.23. Stav
mikrotubuldrniho

cytoskeletu po inkubaci
bunék BY-2 v médiu C
obohaceném o 50uM
kadmium

A= B - Transverzalné
uspordadané kortikalni
mikrotubuly u kontrolnich
neovlivnénych bunék (1 den
staré).

C - D - Transverzalné
uspordadané kortikalni

mikrotubuly u bunék
vystavenych pusobeni S0uM
kadmia po 24 hod.

E - F - Transverzdlné
usporadané kortikalni
ntikrotubuly u bunck
wstavenvch pusobeni

50uM kadmia po 3 dny.
Fragmentovanda jadra ( Sipka).
G - H - Transverzdlné
uspofadané kortikdlni
mikrotubuly u transgennich
bunék BY-2'GT-16 vystavenych
prisobeni S0uM kadmia po 3
dny.

A, C, E - Imunofluorescencni
znaceni mikrotubulii pomoci
anti-a tubulinové protilatky.
B. D, F - Jaderné znaceni
Hoechst 33258.

G - H - Transgenni linie BY-
2GT-16.

MeFitko = 50 pym

)




5.2. Rychla bunééna smrt

Pii pokusech zaméfenych na studium doby potfebné k indukct PCD phi
chladovém stresu a pii oSetfeni kadmiem se ukazalo, Ze ke specifické fragmentact DNA
na oligonukleosomalni jednotky dochazi nejen pii uvedenych oSetfenich, ale 1 po rychlém
zamrazeni a rozmrazeni neovlivnénych bunék. Dalsi ¢ast prace se tedy zaméfila na studium
relevance internukleosomalni fragmentace DNA coby indikatoru programované bunécné

smrti.

5.2.1. Fragmentace DNA
5.2.1.1. Elektroforeticka detekce

Specificka fragmentace DNA, ktera byla izolovana z bunék ovliviiovanych 50uM
CdSO4, byla nalezena po péti a sedmi dnech kultivace, tedy v dob€, kdy vsechny buriky byly
J1Z mrtvé (obr. 5.6, obr. 5.21 K a obr. 5.24 B). Po izolaci DNA z kontrolnich neovlivnénych
bunék nebyla fragmentace DNA nikdy nalezena (obr. 5.24 A). Aplikace 1uM CdSO,
vyvolavala téméf okamzitou smrt bunék (obr. 5.6), v nichz v§ak zustala DNA béhem jejich
nasledné sedmidenni kultivace bez znamek vyrazné;si degradace (obr. 5.21 K, obr. 5.24 C).

Pokud vsak byly buriky ,,rychle zabity* zamrazenim v tekuté dusiku a po rozmrazeni
tyto mrtvé bunky dale kultivovany v 26°C 1-7 dnt, byl DNA zebfi¢ek detekovan jiz prvni
den kultivace (obr. 5.24 D). DNA fragmentace byla zjisténa 1 u bunék, které byly zamrazeny
v tekutém dusiku thned po pfidani 1mM kadmia (obr. 5.24 E). Jako kontrola k buné¢nym
kulturam byly pouzity listy ze Sestitydennich rostlin tabaku. I u nich byla po zamrazeni v
tekutém dusiku pozorovana degradace DNA tieti a ssdmy den po rozmrazeni (obr. 5.24 F).

Obdobnych vysledkii jako po zabiti bunék linie BY-2 v tekutém dusiku bylo
dosazeno také u bunék zabitych mechanicky drcenim v kulovém mlynku, které byly dale
kultivovany 7 dni. DNA zebficek byl po tomto oSetieni detekovan jiz prvni den kultivace po
rozdrceni bunék (obr. 5.24 G). Fragmentace DNA byla zji$téna také po 1zolaci DNA z bunék
kultivovanych za piitomnosti detergentu (5% Tritonem X-100, obr. 5.24 H).

5.2.1.2. TUNEL reakce

TUNEL reakce byla pouzita jako paralelni metoda detekce fragmentace DNA k
elektroforetické analyze. Phi kultivaci bunék za pfitomnosti 50pM CdSO4 bylo pozorovano
az 40 % TUNEL-pozitivnich jader sedmy den kultivace (obr. 5.21 J a obr. 5.25 D). Bunky
zabité rychle zamrazenim v tekutém dusiku mély az 60 % jader s fragmentovanou DNA
sedmy den kultivace po rozmrazeni (obr. 5.25 A — D). Az 80 % vSech TUNEL-pozitivnich

vy v

jader bylo malformovanych (obr. 5.25 A — C). Témét zadna TUNEL-pozitivni jadra nebyla
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detekovana u neovlivnéné kontroly (obr. 5.25 D) a bunék ovlivnénych ImM CdSO, (obr.
5.21 Jaobr. 5.25 D).

M 1
700bp
500bp 700bp gggg
300bp S00bp 500b§
100bp 200bp 300bp
100bp
700bp
700bp 700bp 500bp 4_
500b 5°°bp
P 400bp <
400bp <
<«
Obr. 5.24. Fragmentace DNA po
rychlém zabiti buné¢k
A - Nedegradovana DN:A z kontrolnich B}-2
bunék prvni den kultivace.
B - DNA izolovana z BY-2 bunék
oviliviiovanvch 50pM kadmiem po dobu | a2
7 dnui.
C - DNA izolovana z BY-2 bunck
ovliviiovanych 1mA [ kadmiem po dobu 1 az
7 dnu.
700bp 4- D - DNA izolovanda z BY-2 bunék zabitvch
500bp ‘. zamraZenim v tekutém dusiku.
E - DNA izolovand z BY-2 bundk
300bp 4- ovlivaénvch Inm\  kadmiem a ihned
zahitvch v tekutém dusiku, kultivovanyeh po
4_ zamrazeni po dobu 1 aZ 7 dnu.
F - DN izolovana z listu rostlin tabdku,

zabitich zamrazenim v tekutém dusiku a
kultivovanvch po zamrazZeni po dobu 1 az 7

dnu.

G - DN izolovanad z BY-2 bunék zabitvch homogenizaci v kulovém mlinku a kultivovanych poté po dobu 1 az 7 dnu.
H - DN izolovand z BY-2 bunék zabitveh pomoci 5% Tritonu X-100 a kultivovanych po dobu 1 aZ 7 dnu.

M - marker molekuldrnich vah, K - kontrola, 0.5 - 12hodin kultivace, 1 - 1den kultivace. 2 - 3dny kultivace, 3 - 7dnu
kultivace, Sipky ukazuji fragmentaci DN do oligonukleozomalnich fragmentu
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slozeny
TUNEL TMR-red Hoechst 33258 obrazek

C

O

. kontrola

_ 70| EEER tekuty dusik

£ g0l == soumcaso,

© 2270 1mM CdSO,

o .. .

5 50 Obr. 5.25. Detekce fragmentace DNA in situ (TUNEL reakce)

5 40 A = D - rychlé zabiti bunék BY-2 zamraZenim v tekutém dusiku.

"é 30 A - TUNEL-pozitivni jadra.

2 20 B - Hoechst 33238.

- L .

Y 40 C - SloZeny obrazek.

2 3 D - Graf TUNEL-pozitivnich jader u bunék zabitych v tekutém dusiku.

0° 0 1 3 7 I\'a_z'ff'd hodnota reprezentuje priumer 3 nezavislveh pokusii + -SE.

Kultivace (doba ptisobeni) AléFitko = 20 pum

5.2.2. Morfologie umirajicich / mrtvych bunék

Soucasné s analyzami fragmentace DNA byla provedena cytologicka charakteristika
ruzné ovlivnénych kultur. Pozornost byla vénovana zeyména integrit¢ membran (zejména
pak vakuomu). Bunéc¢na struktura byla sledovana po obarveni bunék membranovou sondou
FM4-64 a pomoci Nomarského diferencialniho kontrastu (DIC). Specifita membranového
barveni bunék BY-2 sondou FM4-64 byla ovéfena pomoci transgenni linie BY/GV7 s GFP-
AtVam3p flznim proteinem lokalizovanym na tonoplastu (Kutsuna a Hasezawa 2002).

Vysledky této série pokusu s aplikaci kademnatych ionti odpovidaly diivéj$im
poznatkim, uvedenym v kap. 5.1.1.2.2. Mensi téméf izodiametrické neovlivnéné buriky BY-
2 v exponencialni fazi se vyznacovaly jadrem uprostred buriky a cetnymi cytoplazmatickymi
provazci prochazejicimi mezi nékolika mensimi vakuolami (obr. 5.26 A — D). Po aplikaci
S0uM CdSO4 dochazelo k protahovani bunék (obr. 5.7 B, D, E; obr. 526 E — H), U
elongovanych bunék byly nalezeny jednak velké vakuoly a jednak vétsi mnozstvi drobnych
kulatych vakuol zeyména v oblasti cytoplazmatickych provazcut (obr. 5.12 E —F a J; obr. 5.26
E —H). Delsi pusobeni vyvolalo postupny pokles integrity bunék, rozpad endomembranového
systému. Po aplikaci ImM CdSO4 byla vnitini architektura bunék ¢aste¢né zachovala, tedy
pokud se jednalo o vakuolami membrany, plazmatickou membranu a bunéénou sténu, 1 kdyz
tyto buniky podléhaly plazmolyze (obr. 5.26 1 - L).

Bunky zabité rychle napf. zamrazenim v tekutém dusiku ztracely integritu membran
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bezprostfedné pii jejich zabiti, pozorovano bylo naruSeni tonoplastu a bunééné stény
a ,.zdufeni* membran (obr. 5.26 M — P). Pii pouziti vakuolarniho barviva FM4-64 byl
pozorovan pouze difuzni signal, stejné jako v pfipadé GFP signalu transgennich BY/GV7
bunék (obr. 5.26 N, O). K rychlé desintegraci vnitini architektury bunék doslo 1 pii zabiti
bunék mechanicky homogenizaci v kulovém mlynku nebo po aplikaci 5% Tritonu X-100

(data neuvedena).

schématicky
BY-GV obrazek

Obr. 5.26. Integrita bunék po rychlém zabiti

A - C - Kontrolni neovlivnéné bunky. jeden den kultivace.

D - E - Buniky ovliviované S0uM kadmiem po jeden den.

G - J - Bunky ovliviiované 1mA 1 kadmiem po jeden den.

I - L - Bunky zabité zamrazenim v tekutém dusiku a kultivované po rozmrazeni | den.
A, E, I, M - Nomarského diferencialni kontrast (DIC).

B, F J, N - Transgenni linie BY-G1!

C, G, K, O - lukuoldrni barvivo FAH-64.

D, H, L, P- Schematicky obrazek integrity bunék, zejména vakuolarnich membran.
MeéFitko - 10 um
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5.2.3. Inhibitory proteaz

Dulezitou roli pii aktivaci nukleaz zodpovédnych za internukleozomalni fragmentaci
DNA pii PCD hraji proteolytické enzymy. Pomoci specifickych inhibitoru proteaz byla
studovana role riiznych proteaz pii internukleozomalni fragmentaci DNA jak u bunék rychle
zabitych, tak u bunék podléhajicich PCD. Sirokospektry inhibitor cysteinovych proteaz
E-64c silné potlacil fragmentaci DNA a jeho Gc¢inek byl koncentracné zavisly (obr. 5.27
A). Naopak aprotinin, ktery inhibuje pfevazné serinové proteazy, a PMSF inhibujici jak
serinové proteazy, tak pfi pouzité vysoké koncentraci cysteinové proteazy (Reiner er al.
2004), blokovaly pouze minimalné fragmentact DNA u bunék BY-2 zabitych v tekutém
dusiku, v pfitomnosti aprotininu (resp., obr. 5.27 B, C). Pouzita rozpoustédla (metanol a

DMSO) zadny vliv na fragmentaci DNA neméla (data neuvedena).

A M KN 10uM 50uM B M 1mM 10mM C M 0.1uM 0.5uM

700bp
5006p 700bp i
700b
SOObp 300bp 500bp <
P < oo 400b
400bp P P <
<

Obr. 5.27. Efekt inhibitoru protedz na fragmentaci DNA

A - C - Bunky zabity zamraZenim v tekutém dusiku kultivované jeden den po rozmrazeni v pFitomnosti:
A - inhibitoru cysteinovch protedz E-64c v koncentraci 10a 50uM.

B - inhibitoru serinovych a ¢dstecné cvsteinovych protedz PASE v koncentraci 1 a 10mAl.

C - inhibitoru serinovvch protedz aprotininu v koncentraci 0.1 a 0.5pd 1.

M - marker molekularnich vah, KN - kontrola (buiiky zamrazené v tekutém dusiku). Sipky ukazuji oligonukleozomalni
fragmentaci DNA.
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5.3. Bunéény cyklus a programovana bunééna smrt

Prestoze linie BY-2 piedstavuje extrémné homogenni rostlinnou bunéénoulinii s velmi
vyrovnanym fenotypem, nebyla reakce jednotlivych bunék kultury na oSetfeni kadmiem 1
pusobeni chladového stresu z hlediska indukce programované bunécné smrti homogenni.
Jelikoz Cetné studie, provadéné zejména na zivo¢isnych modelech, ukazuji souvislost indukce
PCD s bunéénym cyklem, jednou z pfi¢in této nejednotné odezvy jednotlivych bunék kultury
by mohla byt aktualni faze bunétného cyklu, v niz se ovlivnéné bunky pravé nachazely.
K ovéfeni platnosti této hypotézy a zaroven k obecné)Simu posouzeni ulohy bunééného cyklu
v indukci PCD u rostlinnych bunék byla proto pouzita synchronizovana bunééna kultura
BY-2, kde 50uM CdSO, bylo pfidano v riiznych fazich bunéného cyklu.

5.3.1. Citlivost dil¢ich fazi bunéc¢ného cyklu
5.3.1.1. Uginky synchronizaénich litek
5.3.1.1.1. Prubéh synchronizace

Standardni protokol pro synchronizaci bunék BY-2 je zaloZzen na kombinaci
aphidicolinu (APC), inhibitoru DNA polymerazy a, a mikrotubulami drogy propyzamidu
(Nagata er al. 1992). Vzhledem k relativni finan¢ni naro¢nosti APC a hlavné jeho vlastnimu
pozitivnimu efektunaindukci PCD (Matthewer al. 2007) byla pouzita alternativni replikativni
latka, hydroxymocovina (HU), ktera je znamym inhibitorem ribonukleotid reduktazy (obr.
5.28 A, Adams a Lindsay 1967).

Jejich synchronizacni Gcinek na kultury se mimé lisil. Po aplikaci jak HU, tak APC
bylo pozorovano nejvyssi mnozstvi bunék v mitdéze 7 hod po jejich vymyti. Hodnota tohoto
maxima byla cca 40 % pti pouziti HU a cca 55 % pii pouziti APC (obr. 5.28 B).

Hustota bunék pocitana pred (v ¢ase 2 hod po vymyti antireplikativa) a po rozdéleni bunék (v
case 12 hod po vymyti antireplikativa) prokazala, ze se béhem uvedeného intervalu musely
prakticky vSechny buiiky rozdélit (obr. 5.34 A). Neovlivnéné (nesynchronizované) bunky
vykazovaly kolisani hodnoty mitotického indexu béhem celého sledovaného intervalu.

[ kdyz byl efekt HU 1 APC na synchronizaci témét podobny, byla délka mitéz u jednotlivych
bunék mnohem delsi po pouziti APC (blize diskuze, kap.6.4.1). Diky vSem témto poznatkiim
je mozné piedpokladat, Ze pouziti 4mM HU pro synchronizaci bunék BY-2 je mnohem méné
populaci.

Béhem optimalizace synchroniza¢niho protokolu byly také testovany ruzne
koncentrace HU (1 - 4mM). 4mM HU zablokuje bunéény cyklus po 24h puisobeni. 2mM

koncentrace HU, tedy polovi¢ni, nez byla pouzivana k synchronizaci bunék BY-2, pfirozené
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synchronizovala bunky bez nasledného vymyti po 28hod pusobeni. Posledni pouzita
koncentrace HU (ImM) neméla bez nasledného vymyti po 28hod plisobeni zadny efekt na
zastaveni bunééného cyklu (data neuvedena).

Aplikaci antireplikativ nebyla negativné ovlivnéna viabilita bunék (cca 95-98 %, obr.
5.29). Jako vedlejsi ucinek vsak vyvolavala antireplikativa protahovani bunécnych jader,
které bylo pozorovano az u 50% bunék 4 az 5 hodin po vymyti zminénych drog. Jelikoz
podobné protahovani bylo dfive pozorovano i po aplikaci kadmia, byl tento fenomén a jeho
mozna souvislost s indukci PCD studovan detailnéji a je mu vénovana samostatna kapitola
(kap. 5.1.2.2.1 a5.4).

5.3.1.2. U¢inek iontti kadmia na dynamiku bunééného cyklu

Dynamika bunéc¢ného cyklu byla studovana po aplikaci SOuM CdSO4 k buiikam
hydroxymocovinou synchronizované kultury v jednotlivych fazich buné¢ného cyklu; tedy v
case 1, 5, 7 a 10.5 hodin po vymyti hydroxymocoviny, tedy v S, pozdni G2, M a ¢asné Gl
fazi bunécného cyklu, podle Swiqtek etal 2002, obr. 528 C, D, E).
Po piidani kadmia v S fazi bunécného cyklu dochazelo ve srovnani s kontrolnimi
synchronizovanymi bunkami ke zpozdéni maximalniho dosazeného mitotického indexu o
2 hod (obr. 5.28 C). Naopak burky ovlivnéné v G2 fazi (obr. 5.28 D) nevykazovaly zadny
posun maxima mitotického indexu, ale byl u nich zjistén nejvyssi mitoticky index (cca 40%).
Coz ukazuje na prodlouzeni doby trvani mitéz u jednotlivych bunék. Nejrychleji na aplikaci
kadmia odpovidaly buriky v priubéhu M faze (obr. 5.28 E). Byl u nich detekovan vyrazny
pokles mitotické aktivity témér az na 0 % ihned po aplikact induktoru PCD.

Mozny dlouhodoby efekt kadmia byl studovan az po 30hod pusobeni po vymyti
HU. Oproti kontrolnim buitkkam s HU, kde druhy vrchol mitotické aktivity dosahoval cca
10%, byl mitoticky index vSech bunék ovlivnénych kadmiem témér 0% (max. 2%, data
neuvedena). A

HU/ APC

7D staré BY-2

S-faze

24 h

vymyti HU/ APC 90% —

™~

4-5h 7-8h 10-12h
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Obr. 5.28. Synchronizace bunééné linie BY-2

A - Schéma synchronizacniho procesu 7 dennich bunék BY-2 podle Nagata et al. 1992 vwizivajici antireplikativni latky
(APC nebo HU), méreno jako mitoticky index.

B - Graf synchronizace kontrolnich bunék BY-2 pomoci APC nebo HU.

C-E - Ifekt 50uM kadmia na mitotického indexu u bunék BY-2 po vymyti HU. Kadmium bylo pFidano v riiznveh fazich
bunééného cvklu, v S fazi (v ¢ase 1 po vymyti HU, C), v pozdni G2 fazi (v ¢ase 5 po vvmvti HU, D) a v M fazi (v case 7 po
wwmvti HU., E).

Kazdy bod reprezentuje prumér ze tri nezavisboch pokusti +-SE.

5.3.1.2.1. Viabilita

Jak u kontrolnich neovlivnénych bunék, tak 1 u kontrolnich bunék synchronizovanych
HU byla viabilita po celou dobu desetidenniho kultivacniho vysoka (cca 98 %, obr. 5.29).
Aplikace 50uM koncentrace kadmia v M fazi bunééného cyklu vyvolala vyrazny pokles
viability bunék béhem prvnich 24 hod kultivace az o 80 %. Naopak aplikace kadmia v S
a Gl fazi méla v pribéhu 24 hodin mirny az zadny efekt na viabilitu bunék (obr. 5.29).
Nasledna dlouhodoba kultivace vSech synchronizovanych bunék v médiu obohaceném o
kadmium ukazovala snizeni viability bunék ke konci desetidenniho kultivacniho intervalu
(cca 0 % sedmy den kultivace). Sama aplikace kadmia k nesynchronizovanym burnkam

vyvolala pokles viability na cca 60 % béhem prvnich dnt pusobeni (obr. 5.6).
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Obr. 5.29. Viabilita bunék oviivnénych ionty
kadmia v urcitych fazich bunécného cyklu
Graf viability bunék BY-2 po indukci
programované bunécné smrti v ruznveh fazich
bunéeného cvklu.

KazZdv bod reprezentuje prumér ze (ri
nezavislveh pokusu +-SI..

5.3.1.2.2. Fragmentace DNA
5.3.1.2.2.1. TUNEL reakce
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Procento TUNEL-pozitivnich jader (bunék s fragmentovanou DNA) bylo sledovano

béhem desetidenniho kultivacniho intervalu (obr. 5.30 D). Obé kontroly (kontrolas HU 1 bez

HU) vykazovaly maximalné | % jader obarvenych TUNEL reakci po celou dobu kultivace.

Vétsi mnozstvi TUNEL-pozitivnich jader bylo zjisténo az ke konci kultiva¢niho intervalu

(7. a 10. den), a to pouze u variant, kde bylo kadmium piidano v S a G2 fazi (40-60 %, obr.

5.30 D). U dalsich dvou variant (s pfidanym CdSO, v M a Gl fazi) bylo mnozstvi jader s

fragmentovanou DNA minimalni, cca 10-15 % jader (obr. 5.30 D).

TUNEL-TMR red HOECHST 33258  obrazek

.

Obr. 5.30. Detekce fragmentace
DNA in situ (TUNEL reakce)

A= D - 50pM kadmium pFidano v S fazi
bunécného cvkl. 7 dnu po indukci
programované bunécné smrti.

A - TUNEL-pozitivni jadra.

B - Hoechst 33258.

C - Slozeny obrazek.

D - Graf TUNEL-pozitivnich jader v
zavislosti na indukci programované
bunécné smrti na fazi bunécného cvkliu.
Kazdd hodnota reprezentuje prumer 3
nezavislich pokusu » -SE.

MeFitko 20 um

TUNEL-pozitivni jadra (%)
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IR kontrola
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5.3.1.2.2.2. Elektroforeticka detekce

U variant, kde bylo kadmium aplikovano v S a G2 fazi, dochazelo ke specifické

degradaci DNA na oligonukleozomalni fragmenty (obr. 5.31 C, D). Tato degradace byla

dobfe patma 7. a 10. den kultivace, kdy bylo rovnéz detekovano vyssi procento TUNEL-
pozitivnich jader a viabilita byla nulova (obr. 5.29, 30 a 5.31 C, D). Zadna degradace DNA
nebyla pozorovana u obou kontrolnich bunék s HU nebo APC (obr. 5.31 A, B). Podobné jako

u kontrolnich bunék nebyla u variant s kadmiem aplikovanym v M fazi a G1 fazi buné¢ného

cyklu vyrazné)si degradace DNA pozorovana béhem celého sledovaného intervalu (obr. 5.3 1

E, F).

A

1000 bp
700 bp

500 bp

250 bp

700 bp
500 bp

300 bp
200 bp

freigec e @

M1371OB

M 1 3 70
LB
B
-

M1 3 710
5 AT

Obr. 5.31. Fragmentace DNA zdvisld na indukci
programované bunécné smrti a fdazi bunécéného
cvklu

A - DNA z kontrolnich bunék s HU s nedegradovanou
DNA v prubéhu desetidenniho kultivacniho intervalu.
B - DNA z kontrolnich bunék s APC s nedegradovanou
DNA v pribéhu desetidenniho kultivacniho intervalu.
C - DNA varianty, kde 50uM kadmium bvlo pFidano

v S fazi bunécného cvklu. Specificka degradace DNA
(Sipky).

D - DNA varianty, kde 50uM kadmium bvlo pFidino v
G2 fazi bunécného cvklu. Specificka degradace DN A
(Sipky).

E - Nespecificka degradace DNA u bunék varianty.
kde 50m\ kadmium bylo pridano v M fazi bunécného
cvklu.

F - DNA varianty. kde 50pd  kadmium bvlo pFidano v
G fazi bunécného cvkliu.

M - marker molekularnich vah, 1 - 1 den kultivace,

2 - 3 dny kultivace, 3 - 7 dnii kultivace, 4 - 10 dnu
kultivace

M1 3 710 M1 3 710
Efg-:" F

L
L
-
-
-
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5.3.1.2.3. Zmény v morfologii jader

Fragmentace interfaznich jader do mikrojader byla pozorovana po del§im pusobeni
50uM koncentrace kadmia na nesynchronizovanou populaci bunék (béhem 7 dnu, az 30 %
rozpadlych jader). I toto chovani bylo ziejmé podminéno citlivosti bunék k aplikaci siranu
kademnatého v urcitych fazich bunééného cyklu. Po pfidani S0uM kadmia k buikam v M
fazi bunééného cyklu dochazelo téméf ithned k rychlému rozpadu pozdné telofaznich jader
(az 94 % 3 hod po aplikaci kadmia, obr. 5.32 D). Nicméné tento rozpad jadra vychazejici z
narus$eni mitotickych struktur se da velmi tézko odliit od typické fragmentace interfaznich
jader. Po piidani SOuM kadmia v S fazi bunécného cyklu dochazelo nejprve k protahovani
jader, pozorovanému po tiidenni kultivaci az u 25 % bunék (obr. 5.32 B) a pak nasledoval
jejich rozpad. Az 35 % rozpadlych jader bylo pozorovano sedmy den kultivace bunék po

vymyti HU.

Obr. 5.32. Morfologické unény jader u bunék BY-2
béhem synchronizace

A - Jadra kontrolnich neovlivnénvch bunék.

B - Protazena jadra bunék varianty S faze.

C - Telofazni jadra kontrolnich bunék.

D - Rozpadla pozdné telofizni jadra bunck varianty M fuize.

A - D - Jaderné barvivo Hoechst 33258.
Meritko = 10 ym
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5.4. Prodluzovani jader

Vedle jiz zminéné fragmentace interfaznich jader, piipadné rozpadu mitotickych figur
bylo po aplikaci nejen nékterych stresoru (kadmium, obr. 5.19), ale také antireplikacnich latek
(HU a APC, obr. 5.32) u bunék linie BY-2 pozorovano vyrazné prodluzovani interfaznich
Jader. Tento fenomén byl proto blize studovan s cilem osvétlit jeho mechanizmus na systému

velmi rychlé indukce tvorby téchto jader po aplikact HU.

5.4.1. Prodluzovani jader po aplikaci HU a APC

Béhem celého procesu synchronizace bylo pozorovano vétsi mnozstvi jader do
ruzné miry prodlouzenych (cca 40% u obou pouzitych antireplikativnich latek, obr. 5.33).
V okamziku jejich vymyti bylo detekovano cca 3-5 % prodlouzenych jader (obr. 5.34 A),
ale dale se jejich Cetnost zvySovala az do 4. a 5. hodiny az na 40-50 % (obr. 5.34 A). Pocet
protazenych jader tedy nartstal do doby, kdy byl detekovan nastup déleni bunék. Hustota
bunék pocitana pied (v ¢ase 2 hod po vymyti antireplikativa) a po rozdéleni bunék (v ¢ase
12 hod po vymyti antireplikativa) prokazala, ze prakticky vSechny bunky, tedy i bunky s
protazenymi jadry, se musely béhem mitozy rozdélit (obr. 5.34 A).

Pomoci €asosbémé mikroskopie vyuzivajici Nomarského diferencialniho kontrastu
bylo zjisténo, ze prodlouzena interfazni jadra bunék ovlivnénych HU byla schopna se
smrstit do bézného kulatého tvaru béhem probihajici metafaze (obr. 5.36). Na zakladé tohoto
pozorovani bylo vytvoreno schéma predpokladanych kroku protahovani jader bunék BY-2 a
Jejich dalSiho osudu po synchronizaci s HU nebo APC (obr. 5.32 B).

Dal$i experimenty se zaméfily na studium mechanizmu protahovani jader. V této

souvislosti byla zkoumana zeyména uloha bunécné stény, cytoskeletu a jademého skeletu.

Obr. 5.33. Protahovdni jader u

bunék BY-2 béhem synchronizace - - -
Tabulka frekvence vvskviu jednotlivich

stadii elongovamveh jader po pouditi 0 o P 0
svachronizacénich latek HU nebo APC APC 22,8% 26,3% 23.7% 21.1%
béhem synchronizace bunék (0-12h po HU 21,4% 36,1% 22,7% 20,3%
vwmvti HU  APC, kontrolni buriky s

HU nebo APC). kontrola 97,0% 3% 0% 0%

Jaderné barvivo Hoechst 33258.

5.4.1.1. Vliv buné¢né stény
Vyznam bunééné stény pii protahovani jader byl studovan z hlediska jeji ulohy pii
protahovani a z hlediska jeji role pfi udrzovani protahlého tvaru jader.

Pii enzymatickém odstrafiovani bunéc¢né stény z bunék synchronizované kultury BY-2
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(obr. 5.37 A - P) bylo po tifech az ¢tyfech hodinach az 90 % vSech bunék sfénckych. V
pozorovanych protoplastech se vyskytovaly stejné granule jako u velkych protazenych jader
(obr. 5.35). Protoplasty se podle pozorované vnitini struktury daly rozdélit do dvou skupin.
Prvni skupinou byly protoplasty, u nichz bylo mozno jasné rozlisit jednotlivé bunécné
kompartmenty (zejména jadro a cytoplazmatické provazce, obr. 5.37 A - D). Protoplasty
druhé skupiny byly v téméf celém svém objemu vyplnény granulovitou hmotou (obr. 5.37 E
- H), ktera byla barvitelna viabilnim jadernym barvivem SYTO 12 (preferencné se vaze na
DNA), a tudiz lze tuto hmotu definovat jako rozpad jader. Podobné obarvené struktury byly
pozorovany jak ithned po 1zolaci protoplastt, tak 1 po 24 hodinach inkubace protoplastii (obr.
537 M, N, O, P). V protoplastech se zachovanymi kompartmenty byla pozorovana jadra s
pozménénym tvarem, ale nikdy klasicka elongovana jadra v neprotoplastovanych burikach
(obr. 5.37 1-P). Tvorba protoplastii je relativné zdlouhavy proces (vytvoreni protoplastu trva
podle aktualniho stavu kultury cca 3-5 hod) a mohlo by tedy eventualné dojit 1 k rozdéleni
jader béhem této doby. Proto byly protoplasty vytvoreny také z bunék, kde se protazenajadra
teprve zacinala objevovat (cca 2-3 hod po vymyti HU). A ani v tomto pfipadé vsak nebyla
pozorovana zadna protazena jadra.

Pro posouzeni role bunétné stény pii vlastnim protahovani byly vytvofeny
protoplasty z neoSetienych (stacionarnich) bunék, a tyto protoplasty byly osetieny 4mM
HU jako pfi synchronizaci intaktnich bunék. K protoplastim byl navic pfidan isoxaben
(inhibitor syntézy celulozy), aby se zabranilo obnoveni bunécné stény. Po Setrném vymyti
HU nebyla ani v tomto pfipadé nalezena zadna ovalna nebo ¢1 extrémné protazena jadra po
obarveni cervenym fluorescenénim viabilnim jademym barvivem SYTO 64 v Case |,3 a §
hod po vymyti HU, kdy je v pfipadé synchronizace intaktnich bunék pozorovano az 40 %
protazenych jader (obr. 5.38).

A 60 ~ @~ mitcticky index hontla 60
—@— protalena jadra kontrola
50 - //K\ 2 ianamae | 50
\  —® - nuoticky mdex HU —
40 II ! \\—-—puuzmmnnu 40 %
~ 3
= 307 30 o
= 5
= 20 - - N
20 g
10 1 10 ©
3
0 - - > —o—o
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Doba po vymyti HU / APC (hodiny)
1.3 x 10°bunék/ml 2.7 x 10°bunék/mi
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Obr. 5.34. Protahovdni jader béhem synchronizace bunék BY-2.

A - Graf mnoZstvi protaZenych jader po synchronizaci pomoci HU nebo APC a mitoticky index téchto bunék.
Pocet bunék/ml byl pocitin pred délenim a po déleni bunék (Sipka).

Kazdy bod reprezentuje priomér 3 nezavislych pokusti +- SE.

B - Schéma mozného procesu elongace jader po pouZiti synchronizacnich latek (HU nebo APC).

Obr. 5.35. Velkd prota%end jddra s granulovitou hmotou

A-D - Velkd extrémé protaZend jadra s vysoce granulovitou hmotou po celé oblasti jadra a v prilehlé perinukledarni
oblasti.

Nomarského diferencialni kontrast (DIC), méritko = 50 um
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Obr. 36. Déleni elongovanych jader bunék BY-2

A, B - Prodlowzend interfazni jadra po aplikaci HU.

C. D - Spiralizované chromozomy profdaznich protaZenych jader.

E, F - Metafiazni chromozomy v ekvatorialni roviné kulatveh jader (Sipka).
Nomarského diferencialni kontrast (DIC).

\IeFitko = 25 ym
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Obr. 5.37. Protoplasty vytvoFené 7 bunék
kultury synchronizované za pomoci HU

A-D - Protoplasty s rozeznatelnou vnitini strukturou.
E-F - Protoplasty s vvsoce granulovitou hmotou.

I, M - Protoplasty s fragmentovanym jadrem.

J, N - Protoplasty s difiznim signilem SYTO 12.

K, O. L, P - Protoplasty s malformovanymi jadry.
A-L - Nomarského diferencidlni kontrast (DIC).

M-P - Viabilni jaderné barvivo SYTO 12.
MeéFitko = 25 ym

Obr. 5.38. Protoplasty vytvorené ze
sedmidennich staciondrnich bunék
A - B - Protoplasty z kontrolnich
neovlivnenych bunék.

C - D - Protopasty ovlivnéné
hvdroxymocovinou a isoxabenem po 24h.
E - F - Protoplasty ovlivnéné
hvdroxymocovinou po 24hod,

A, C, E - Nomarského diferencialni
kontrast (DIC).

B, D, F - Viabilni jaderné barvivo SYTO 64.
MeéFitko = 25 uym

F

5.4.1.2. Vliv cytoskeletu

Pro posouzeni
ulohy cytoskeletu v procesu
protahovani jader byl
sledovan  ucinek  aplikace
cytoskeletamich  drog na
protahovani jader asledovany zmény v usporadani mikrotubulamiho a aktinového cytoskeletu

v souvislosti s protahovanim jader pomoci transgennich linii BY-2/GT16 a BY-2/TGFP3.
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5.4.1.2.1. Mikrotubularni cytoskelet

Pomoci stabilni transgenni linie BY-2/GT16 exprimuyjici GFP znaceny tubulin byly
sledovany zmény v uspofadani mikrotubulamiho cytoskeletu u bunék s protazenymi jadry.
V interfaznich bunikach BY-2/GT16 ve stacionarni fazi rustu byly kortikalni mikrotubuly
usporadané jak transverzalné k ose rustu buriky (obr. 5.39 A), tak chaoticky (obr. 539 B). V
centralni oblasti byl signal detekovan okolo jadra a v cytoplazmatickych provazcich (obr. 5.39
(). U synchronizovanych bunék pomoci HU nebyla 4 hod po vymyti antireplikativa (v Case
s nejvétsim procentem protazenych jader) kortikalni sit’ mikrotubull nijak pozménéna (obr.
5.40 A - C). Az v 60% vsech pozorovanych bunék s elongovanymi jadry byly pozorovany
invaginace cytoplazmy s mikrotubularim signalem (obr. 5.40 D - F, Sipka) nebo mozné
kanaly prochazejici skrz jadro taktéz s mikrotubularmim signalem (obr. 5.43 G - 1, Sipka,
ptiloha -video).

Dale byl vliv mikrotubulii na protahovani interfaznich jader zkouman pomoci
mikrotubulari drogy oryzalinu, zpusobujici depolymeraci mikrotubuli, ktery v pouzité
koncentraci 20uM vyrazné€ nesnizil viabilitu bunék po cely sledovany interval (7 dni).
Rozpad mikrotubulami sité byl pozorovan jiz po 12hod (data neuvedena). Proto byl oryzalin
piidan k burikam ovliviiovanym HU uprostied 24 hodinové inkubace (tedy po 12hod). Béhem
dalsich 12hod spole¢ného ptsobeni HU a oryzalinu, ani béhem 5 hodin po vymyti HU a po
znovupiidani oryzalinu nebyla pozorovana zadna protazena jadra. Naopak, témér ithned po
vymyti HU bylo pozorovano az 90 % vsech jader s vysoce kondenzovanym chromatinem.

Tato jadra piipominala rozpadajici se jadra.

Obr. 5.39. Stav mikrotubuldrniho cyctoskeletu
kontrolnich bunék BY-2/GTI6.

A - D - Kontrolni neovlivnéné buriky ve stacionami
fazi ristu (7 dnu staré).

A - Transverzalné usporadané kortikalni
mikrotubuly.

B - Chaoticky uspordadané kortikilni mikrotubuly.

C - Oblast kolem jadra a cvtoplazmatické provazce.
Meritko = 20 um
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BY-2/GT16 SYTO 64 slozeny obrazek
C

Obr. 5.40. Stav mikrotubuldrniho cytoskeletu u kultury BY-2/GT16 synchronizované pomoci HU, 4 hodiny
po vymyti antireplikativa.

A - C - Transverzdilné uspordidané kortikalni mikrotubuly.

D - I - Mikrotubuly v oblasti okolo jadra a v cvtoplazmatickvch provazcich. Pozorovano casté protinani jader
mikrotubularmimi vidgkny (D - F, sipka) nebo invaginace do jader (G - 1, Sipka).

J - L - SloZené jednotlivé optické rezy.

A, D, G, J - transgenni linie BY-2 GT-16

B. E. H, K - jaderné barvivo SYTO 64

C. F I L - sloZeny obrazek

MeFitko 7 um
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Obr. 5.41. Stav
aktinového
cytoskeletu u
kontrolnich bunék
BY-2/TGFP3

A - Chaoticky
usporadand aktinova
vilakna v kortikdlni
oblasti burky.

B - E - Riizné optické
Fezy bunék BY-2:GT16
v oblasti kolem jadra
a cvtoplazmatickych
provazcich. Aktinovy
kosicek kolem jadra. MéFitko = 20 um

5.4.1.2.2. Aktinova filamenta

Obdobné  jako pifi  studiu  zmén
mikrotubularniho cytoskeletu u bunék s protazenymi
jadry bylaipti sledovani zmén aktinového cytoskeletu
pouzita transgenni linie s in vivo fluorescencné
znacenymi mikrofilamenty (linie BY-2/TGFP3 nese
fuzni protein GFP s talinem). Kontrolni neovlivnéné
bunky mély zachovanou chaoticky uspofadanou
aktinovou sit’ v kortikalni oblasti tvofenou silnymi
aktinovymi vlakny (obr. 5.41 A). V optickych fezech
kolem jadra byl pozorovan tzv. aktinovy koSicek
z velkého mnozstvi jemnych vlaken a dale byla
pozorovana silna vlakna v oblasti cytoplazmatickych
provazcu (obr. 5.41 B - E).

Buniky ovlivnéné HU nemély zachovanou
aktinovou sit’ v kortikalni oblasti buriky (obr. 5.42 A
- (), jaderny kosicek kolem elongovanych jader byl
tvofen jemnymi aktinovymi viakny (obr. 5.42 D - L)
a Casto bylo pozorovano protinani jader silnéjSimi
aktinovymi vlakny (45 % vSech pozorovanych bunék
s pozménénymi jadry, obr. 5.42 G - I, Sipka).

Obdobné jako pi1  zkoumani vlivu
mikrotubularmiho cytoskeletu na protahovani jader
bylo pii zj$tovani vlivu aktinového cytoskeletu

pouzito tzv. aktinové drogy latrunkulinu B, ktery
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BY-2/TGFP3 SYTO 64 slozeny obrazek

Obr. 5.42. Stav aktinového cytoskeletu u kultury BY-2/TGFP3 synchronizované pomoci HU, 4 hodiny po
vymyti antireplikativa

A - C - Kortikdlni vrstva.

D - I - Aktinova filamenta v oblasti okolo jadra a v cvtoplazmatickych provazcich. Jaderny kosicek z jemmyeh aktinovych
vidken. Protindni jader silnymi aktinovvmi vidkny (Sipka).

J - L - Slozené jednotlivé optické rezy.

A, D, G, J - transgenni linie BY-2 TGEFP3

B. E, H, K - jademé barvivo SYTO 64

C. F I, L - slozeny obrazek

AeFitko 11 um



brani polymeraci aktinu. 500nM koncentrace latrunkulinu B navodila rozpad aktinové
sité, ale nevyvolala sniZeni viability bunék béhem 7 denniho kultiva¢niho intervalu. Po 12
hodinovém ptisobeni HU byl latrunkulin B pfidan k burikam a po dal$im 12hod spole&ném
pusobeni HU a latrunkulinu B po nasledném vymyti HU a znovuptidani latrunkulinu B

nebyla nalezena zadna elongovana jadra.

5.4.1.2.3. Jaderny cytoskelet - intermedialni filamenta

Moznost funkce hypotetického vnitrojaderného cytoskeletu v té€chto zmeénach
jaderného tvaru naznacil vysledek pokusu, v némz byla, po rychlém rozbiti bunék s
protazenymi jadry (sonikaci), pozorovana uvolnéna protazena jadra, ktera si udrzela svuj
tvar po celou sledovanou dobu 6 hodin (obr. 543 B - L).

Mozna piitomnost proteinum podobnych ZivociSnych intermedialnim filamentiim
a jejich vlivu na protahovani jader byla studovana po aplikaci Sirokospektrého inhibitoru
zivoci$nych intermedialnich filament akrylamidu. 10mM akrylamid béhem 12hod pisobeni
nesnizoval vyrazné viabilitu bunék (data neuvedena). Uspotradani pokusu bylo totozné s
pusobenim mikrotubulamich a aktinovych drog. Po 12hod plisobeni HU byl akrylamid
piidan k bunkam a po dal$im 12hod spolecném pusobeni HU a akrylamidu a nasledném
vymyti HU a znovu pfidani akrylamidu nebyla ani v tomto ptipadé nalezena Zadna protazena

jadra. Navic nebyl u téchto bunék pozménény ani mikrotubularni a ani aktinovy cytoskelet.

Obr. 5.43. Izolace extrémé protaienych jader u bunék BY-2 po synchronizaci pomoci
HU nebo APC

A - F - Nomarského diferencidlni kontrast.

G - L - Jademé barvivo Hoechst 33258.

MeéFitko 10 um
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6. DISKUZE

6.1. Bunééna smrt u tabakové linie BY-2

Mechanizmy programované bunécné smrti byly nejprve studovany na zivoci¢nych
modelech, zejména se jednalo o studium chovani bunék v intaktnich tkani a organech ¢i
studium tkanovych kultur. Z praci tyma Prof. Kerra nebo Prof. Lockshina (napi. Kerr er
al. 1972, Lockshin a Zakeri 2004) byly odvozeny zakladni morfologické charakteristiky
procesu apoptdzy, coby jednoho zkli¢ovych typu PCD (kondenzace chromatinu, fragmentace
jader a vznik apoptotickych méchyikl). Teprve po rozvoji biochemickych a molekularné
biologickych technik bylo mozné k nim prifadit nové charakteristiky: detekci aktivity proteaz
(vCetné kaspaz), specifickou fragmentaci DNA pomoci DNA elektroforézy, TUNEL reakci a
anexinovy test.

Zpftesnila se tak detekce nejruznéjSich typu programované bunééné smrti, ¢imz se
vSak naopak vyrazné zkomplikovala jeji puvodni klasifikace. Na piijeti jednotného typu
¢lenéni se v soucasné dobé neshoduji ani tymy pracujici jak s zivo¢isnymi, tak rostlinnymi
bunkami. Jako jeden z vice nedavno navrzenych systému lze uvést kategorizaci PCD podle
Leist a Jaattala (2001) nebo Broker et al. (2005). Pomémé recentni je 1 navrh nazvoslovné
komise NCCD (z anglického The Nomenclature Committee on Cell Death), doporuéuyjici
pouziti uréitych typu PCD pouze za pfesné stanovenych podminek (blize kap. 3.1, Kroemer
et al. 2005). Nékolik obdobnych pokusti o kategorizaci riiznych typii PCD bylo u¢inéno 1 v
ptipadé rostlin (Jones 2001, van Doorn a Woltering 2005).

Autofi van Doorn a Woltering (2005) ve svém ¢lenéni kombinuji morfologické znaky
(kondenzace jader nebo vakuolami kolaps) se znaky biochemicko molekularnimi (aktivita
kaspaz, internukleozomalni fragmentace DNA a TUNEL reakce). Jak v jejich pracech (jako
model pouzivaji bunéénou supenzni kulturu rajéete), tak v pracech dalSich autoru je vsak
cytologicka charakteristika bunééné smrti minimalni, ¢imz tak snizuji vypovédni hodnotu
svych zavéri. Divodem muze byt zeyména nevhodny heterogenni pokusny model nebo
piejimani pro popis chovani rostlinnych bunék obecné terminologie popisu zivocisnych
PCD.

Jednim z prvnich cill pfedkladané prace bylo proto vyuzit unikatni vlastnosti modelu
bunééné linie BY-2 pro ziskani spolehlivé cytologické charakterizace specifickych odpovédi
na rizné faktory indukujici PCD. Metodické moznosti této prace byly vyrazné rozsifeny
1 tim, ze kromé standardni linie BY-2 bylo mozno pouzit i rizné jeji GFP transgenni
linie. To dovolovalo sledovat rané reakce ruznych bunéénych struktur/organel in vivo

(endoplazmatického retikula, vakuomu, mikrotubuli a aktinovych filament) a srovnavat
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tak vysledky pfimého pozorovani bunék pomoci svételné, fluorescencni a konfokalni
mikroskopie s vysledky z TEM.

Tato detailni cytologicka charakteristika spolu s biochemickym a molekularné
biologickym pfistupem by méla na modelu BY-2 od sebe odlisit zakladni typy PCD, jejich

Cetnost a eventuelné i biologicky vyznam.

6.1.1. Viabilita bunék - buiniky zZivé, mrtvé nebo néco mezi tim

Vétsina praci studujicich problematiku PCD u rostlin kombinuje hodnoceni
molekulamich resp. biochemickych znaku pouze se stanovenim poctu zivych ¢ mrtvych
bunék pomoci trypanové modii nebo FDA testu. Je ovSem treba si uvédomit, ze zadny z
téchto testl neni se zarukou a mira jejich spolehlivosti je dana zeyména paralelni kontrolou
intaktnosti bunécnych struktur (pravé pomoci zminénych cytologickych charakteristik).
Hodnoceni viability bunék, nejen pomoci FDA testu, je casto velmi subjektivni. Pozitivni
reakci mohou davat 1 zcela mrtvé bunky s pretrvavajici esterazovou aktivitou (Zelena
2000).

Vynikajicim nastrojem studia samozieymé jsou linie znacené GFP, unichz bylo mozno
vedle celkového kolapsu buiky hodnotit 1 dil¢i poskozeni jednotlivych GFP znaéenych
struktur (a tim 1 funkce).

Z vyse uvedenych bézné pouzivanych cytologickych markeri zivo¢isné apoptozy
(Kerr er al. 1972) jsou pouze jen nékteré pouzitelné pro hodnoceni chovani rostlinnych
bunék. Pevna celulozni bunécna sténa nedovoluje hodnotit bobtnani plazmalemy. Proto je
tedy nutné hodnotit zmény vnitini architektury bunék, avsak s pfesnym vymezenim jejich

terminologie.
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6.2. Abioticky stres jako induktor PCD u bunék BY-2
6.2.1. Koncentraéni zavislost stresové odpovédi na pusobeni kadmia

PCD byla ve vétsiné pokusu navozena dvéma jiz znamymi induktory PCD u
rostlinnych bunék; chladovym stresem (kultivaci ve 4°C, Koukalova ef al. 1997) a siranem
kademnatym (Fojtova a Kovarik 2001). V obou piipadech byla buné¢na smrt doprovazena
internukleozomalni fragmentaci DNA, jak dokumentuji uvedené prace, av$ak jednotlivé
procesy vedouci k degradaci bunécného obsahu nebyly, zeyména na cytologické trovni,
ve zminovanych pracich téméf vibec popsany. Vzhledem k pomalé odezvé bunék BY-2
kultivovanych pti nizké teploté byly pruvodni jevy a mechanizmus indukce PCD detailnéj
studovany po aplikaci ionti kadmia. Vysledky ziskané po ovlivnéni bunék chladovym
stresem (zejména rychlost umirani bunék, rychlost fragmentace DNA a rozpad interfaznich
jader) jsou pouzity jako srovnavaci.

Utinek ionta kadmia byl koncentracné zavisly. Vy3si koncentrace kadmia (1mM)
zabila buriky téméf thned (po cca 6-12hod), S0uM koncentrace CdSO, zplisobila postupnou
degradaci a ztratu cytoplazmatickych provazcli, doprovazenou vyznamnymi zménami
vnitini struktury bunék. Obdobné zmény byly jiz diive popsany u jiné tabakové linie VBI-0
ovlivnéné ruznymi koncentracemi iontu kadmia, ktera je charakterem velmi podobna linii
BY-2 (Domazlicka a Opatrny 1989). Vysledky pokust s linii BY-2 umoznily studovat jejich
dynamiku a posoudit souvislost s riznymi typy odpovédi bunék na PCD induktory na arovni

molekulamich, resp. biochemickych znaku.

6.2.2. Cytologické hodnoceni
6.2.2.1. Zastaveni mitotické aktivity bunék

Obecnou reakci zivych, opakované délicich se bunék na aplikaci urCitych stresoru je
docasné ¢i trvalé zastaveni tohoto procesu. Pokud je naruseno samotné déleni jader, vstupuje
buiika do stavu tzv. mitotické smrti. Pii zastaveni mitotické aktivity bunék je takova zména
provazena tendenci uchovat si ,,nukleocytoplasmaticky* pomér objemovym rustem burky
(rychlym dlouzenim bunék). Pokud neni nadale narusena syntéza DNA, zvétSuji se take
interfazni jadra, ktera méni 1 svij tvar. V nasich pokusech bylo takové chovani bunék BY-2

za uritych podminek opakované pozorovano a blize charakterizovano.

6.2.2.2. Prodluzovani bunék
Prodluzovani bunék linie BY-2 béhem prvnich dnt plsobeni S50uM CdSO, (obr.
5.7) s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi se zablokovanim mitotické aktivity bunék nebo

navozenou bunéénou smrti. Tedy obecnou, nespecifickou reakci na podminky, v nichz
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maji buriky dostatek zivin, avsak stresové piisobeni CdSO, nedovoluje realizovat bunécné
déleni.

Prodluzovani vsak muze byt indukovano 1 specificky, napf. rozvolnénim bunécné
stény v dusledku masivni syntézy reaktivnich forem kysliku (ROS), kterou nepfimym
zpusobem vyvolava pusobeni kadmia prostiednictvim Fentonovy reakce (Sanita di Toppi
a Gabbrielli 1999, Olmos ef al. 2003). ROS jsou takto schopné indukovat rozvolnéni
bunééné stény u koleoptile kukufice a trav a také v listech kukufice (Rodriguez et al. 2002).
Mechanizmus pusobeni ROS nabunéénousténu dosud neni zcelaznam. Hydroxylové radikaly
pravdépodobné rozvolriuji bunéénou sténu tim, ze $tépi dlouhé fetézce polysacharidi, a to
zejména pektinu nebo xyloglukanu (Fry er al. 2001). Navic by snizena rigidita bunécné
stény mohla byt zptsobena zvy$enym mnozstvim nerozpustnych konjugati polyamin, které
bylo pozorovano u bunék BY-2 po aplikaci 50uM CdSO, béhem prvnich 12 hod pusobeni
(Kuthanova er al. 2004). Interakce putrescinu a spermidinu s komponenty bunécné stény
totiz muze vést k jejimu rozvolnéni (Berta er al. 1997).

Tyto vysledky prozatim nedovoluji povazovat rychlé dlouzeni bunék BY-2 po aplikaci
50uM CdSO, za projev pfimo souvisegjici s nastupem PCD, spiSe za obecnou stresovou
reakci nebo projev docCasného zablokovani mitotické aktivity bunék. Prodlouzovani bunék

pravdépodobné souvisi 1 s prodluzovanim jader (blize kap. 6.5).

6.2.2.3. Granulace cytoplazmy

Ve srovnani s neoSetienou kontrolou byly u bunék vystavenych pusobeni S0uM
CdSO, pozorovany jiz od prvniho dne piisobeni granule neznamého typu. TEM analyza
odhalila kromé& drobnych vakuol (viz nize) pouze ¢etné amyloplasty s jednim nebo vice
skrobovymi zmy (obr. 5.10 B - E, J, K) a ¢iskovité plastidy (obr. 5.10 F -I) s jednim nebo
vice dutinami ve stromatu plastidi vyplnénymi zakladni cytoplazmou. Pozorované granule
jsou tedy zieymé plastidového puivodu, prestoze pritomnost Skrobu (detekovatelna pomoci
HPLC) v nich byla prokazana na zakladé barveni Lugolovym roztokem a pozorovani v
polarizovaném svétle jen castecné.

Rozlisitelnost limitovana svételnou mikroskopii vS§ak muze vést napf. k zaméné
takovychto granuli s drobnymi vakuolami. Mozna proto, v rozporu s na§im pozorovanim,
popisuji Moriyasu a Oshumi (1996) podobné granule jako autolyzozomy, jejichz tvorba
se indukovala téméf thned u bunék BY-2 vystavenych sacharozovému hladovénim v
perinuklearni cytoplazmé (Moriyasu a Ohsumi 1996, Takatsuka er al. 2004). Autolyzozomy
jsou definovany jako organely se dvéma membranami obklopené casti cytoplazmy, které

posléze splyvaji s vakuolou nebo lysozomem. Zda se v obou pripadech jednalo o stejny
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typ bunécnych struktur, neni vsak jasné. Tvorba ¢iskovitych plastidi, v jejichz stromatu by
mohlo dochazet 1 k hydrolyze bilkovin (Newcomb 1967) a mohly by tedy funkéné odpovidat
vySe zmifovanym autolyzozomum, by vSak mohla byt obecnou reakci bunék na stresové
pusobeni. Cigkovité plastidy totiz byly ¢asto pozorovany pii indukovaném starnuti (Hudak et
al. 1983, Lux a Hudak 1987) a obdobné utvary byly rovnéz nalezeny i u bunék kultivovanych
v chladu pii1 4°C (obr. 5.1 D, E, F).

6.2.2.4. Vakuolizace cytoplazmy

Jak u bunék ovlivnénych nizkou teplotou (obr. 5.1 C), tak u bunéek kultivovanych v
50uM koncentraci kadmia (obr. 5.8 C, D, 12 a 11 A) byly nalezeny v perinuklearni oblasti 1 v
cytoplazmatickych provazcich drobné vezikuly barvitelné FDA 1 FM4-64. Podle pozorovani
Kutsuny a Hasezawy (2002) se tato fluorescencni sonda specificky vaze po 24hod barveni
na tonoplast bunék BY-2. Tato zvy$ena vakuolizace (vznik drobnych vakuol / vezikul) by
mohla znamenat pfedzvést tzv. vakuolamiho kolapsu, ktery je jednim z typickych rysu
programované bunécné smrti u rostlin (Jones 2001). Vznik drobnych vakuol, které postupné
splyvaji s témi jiz existujicimi v jednu velkou centralni vakuolu, byl u rostlinnych bunék
podléhajicich bunécné smrti popsan jiz diive u bunék BY-2 po pusobeni H202 (Houot ¢/
al. 2001), pi1 umirani suspenzorovych bunék smrku ztepilého (Filonova er al. 2000), pii
preméné mezofylovych bunék Zinnia elegans na trachealni elementy (Groover et al. 1997)
anebo pii tzv. kortikalni bunééné smrti kotfenu obilovin (Liljeroth a Bryngelsson 2001). Ve
velké centralni vakuole se pak akumulyji hydrolytické enzymy, které se vylévaji do bunky
po prasknuti tonoplastu a degraduji cely bunécny obsah (Hatsugai e al. 2006).

Kromé zvySené vakuolizace bun¢k ovlivnénych nizkou teplotou nebo S0uM CdSO,
byla navic pozorovana tvorba jednoduchych membranovych méchytiku v misté oddélovani
plazmalemy od bunécné stény (obr. 5.17). Podobné utvary byly popsany i pfi bunécné smrti
v burikach primami kiry kukufice (Gunawardena ef al. 2001, Lenochova 2004) nebo pfi
hypersenzitivni reakci u rostlin tabaku (Mittler er al. 1997). Lee a Chen (2002) popisuji
podobné utvary nalezené v senescentnich listech ryze jako plazmalemazomy. Diky témto
vSem poznatkiim lze predpokladat, Zze v naSich pokusech vznik drobnych vakuol/vezikul,
splyvani s jiz existujicimi velkymi vakuolami a jejich nasledny rozpad hraji dulezitou a

pravdépodobné i kli¢ovou roli pii programovaném umirani bunék BY-2.
6.2.2.5. Zmény v architektui-e endoplazmatického retikula

U bunék ovlivnénych 50uM CdSO, byla pozorovana zména v typickém usporadani

sité endoplazmatického retikula. Kromé obvyklé jemné tubulami sité endoplazmatického
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retikula (obr. 5.14 C, D) byly v kortikalni cytoplazmé bunék linie BY-2/HDEL s GFPzna¢enym
endoplazmatickym retikulem pozorovany také velké, viceméné kulovité utvary (obr. 5.15).
V délohach transgenni linie Arabidopsis thaliana, s vnesenym konstruktem kodujicim flzni
protein s GFPreten¢nimsignalem v endoplazmatickém retikulu, byly podobné utvary popsany
jako mozné leukoplasty nebo proplastidy (Haseloff er al. 1997). Gunning (1998) vSak stejné
utvary popisuje jako tzv. ,tajemné organely* a za pomoci elektronové mikroskopie zjistil,
ze se jedna o cisterny endoplazmatického retikula, které vSsak maji od znamych cisteren
endoplazmatického retikula odli$ny tvar, maji vnitini vlaknitou strukturu a jsou obklopeny
nbozomy, coz napovida o tom, ze vznikly pravé z endoplazmatického retikula (Matsushima
et al 2003). Tyto cisterny endoplazmatického retikula byly pozorovany pomoci BY-2/HDEL
u rostlin Arabidopsis thaliana a bunék listu tabaku (Boevink er al. 1999, Hawes ef al. 2001).
Navic byla tato téliska pozorovana také u semenackl Arabidopsis thaliana vystavenych
vysoké koncentraci soli, po poranéni nebo u bunék podléhajicich bunécné smrti (Hayashi
et al. 2001). Proto by zminéné zvlastni utvary endoplazmatického retikula, pozorované v
naSem pripadé u bunék stresovanych ionty kadmia, mohly predstavovat obdobné cisterny
endoplazmatickeého retikula aktivované stresovym plisobenim.

Vétsina  vakuolarnich  proteinu  rostlinnych bunék je transportovana z
endoplazmatického retikula do vakuol pres Golgiho komplex, kde dochazi k jejich
modifikacim. Nekteré proteiny vSak opoustéji Golgiho komplex a jsou zpét transportovany
do endoplazmatického retikula. U epidermalnich bunék Arabidopsis thaliana bylo
prokazano, ze tyto cisterny endoplazmatického retikula neakumuluji proteiny z Golgiho
komplexu (Mitsuhashi er al. 2000, Hayashi er al. 2001). U semenacku Arabidopsis thaliana,
ktere byly vystaveny vysoké koncentraci soli, tato téliska endoplazmatického retikula spolu
fuzovala a nasledné fuzovala také s vakuolou v zavislosti na pokro¢ilosti bunééné smrti. Tyto
cisterny endoplazmatického retikula tak zfeymé predstavuji zcela novy, velmi sofistikovany
mechanizmus, jakym jsou proteiny z endoplazmatického retikula ukladany pfimo do vakuol
pi1 indukci programované smrti. Tomu by nasvédcovalo 1 zjisténi, ze byly v téchto cisternach
nalezeny inaktivni prekurzory hydrolytickych enzyma (RD21 a yVPE), které mohou byt
takto dopravovany do lytickych vakuol a nasledné pouzity k degradaci bunééného obsahu
pii vakuolamim kolapsu (Hayashi er al. 2001). Lze se domnivat, ze obdobny mechanizmus

funguje 1 v ranych fazich PCD vyvolané aplikaci 1onti kadmia na buiky linie BY-2.

6.2.2.6. Morfologie jader
Fragmentace interfaznich jader do mikrojader je jednim ze zakladnich znaku

apoptotické programované smrti u zivocisnych bunék (Kerr et al. 1972). Té vsak predchazeji



zmény v usporadani chromatinu. Nejprve dochazi ke kondenzaci jaderného chromatinu pii
Jaderném okraji, ktery je nasledovan bobtnanim jaderné membrany (ale také bobtnanim
vSech membran v bunce) a konéi fragmentaci zbylych jademych ¢asti do jednotlivych,
membranou spojenych apoptotickych télisek (Kerr er al. 1972). Obdobna kondenzace
chromatinu byla pozorovana u bunék ovlivnénych 50uM koncentraci iontii kadmia (obr.
5.19 B, C). U rostlinnych bunék podléhajicich riznym formam programované bunécné
smrti byla kondenzace jaderného chromatinu nékolikrate popsana, napt. pii senescenci listu
Nicotiana plumbaginifolia nebo Fucommia ulmodes (O'Brien et al. 1998, Cao et al. 2003),
pf1 napadeni rostlin jeCmene riiznymi virovymi, bakterialnimi ¢i houbovymi patogeny (Yao
et al. 2002), pfi bunécné smrti protoplastt z listu Brassica napus (Watanabe et al. 2002)
nebo u suspenznich bunék BY-2 podléhajicim ruznym stresovym pusobenim (NO, Clarke ef
al. 2000; (B-D-galaktosyl)3 Yariv reagent, Chaves er al. 2002; ROS, Houot er al. 2001).

Morfologie jader s kondenzovanym chromatinem se vsak 1isi u jednotlivych typu
programované bunécné smrti u rostlinnych bunék. Kromé typicky fragmentovanych jader
byla pozorovana také prodlouzena jadra, kromé nasich experimentu napf. i u rostlin tabaku
podléhajicich hypersenzitivni reakci po infekci virem mozaiky tabaku (Mittler ez al. 1997),
dale pfi umirani bunék kortexu kotenti nékolika obilovin (Liljeroth a Bryngelsson 2001),
pii senescenci listu Fucommia ulmodes (Cao et al. 2003) nebo u tabakovych bunék BY-2
ovlivnénych peroxidem vodiku (Houot ef al. 2001). U buné&k ovlivnénych 50pM CdSO,
byla extrémné protazena jadra pozorovana jiz od prvniho dne pusobeni (obr. 5.19 B, E).
Na zakladé naSich pozorovani vsak nelze spolehlivé fici, zda tato malformace jadra, ktera
pravdépodobné predchazela jadernému rozpadu (obr. 5.19 C E) souvisi s programovanym
umiranim bunék, nebot’se jedna pouze o nepfimé dikkazy (frekvence protazenych arozpadlych
jader vztazenych na jednotku casu). Danon a Gallois (1998) predpokladaji tuto souvislost
u protoplastu Arabidopsis thaliana vystavenych pusobeni UV-C zafeni, u nichz pozorovali
tfi typy jader: a) kulata jadra, b) srpkovité prodlouzena jadra a kone¢né c) fragmentovana
jadra, jejichz vyskyt a pfeména zieymé souvisely s fizenym procesem neodvratitelné bunécné
smrti.

Nase vysledky zameéiené na studium prodluzovani jader v dusledku aplikace
hydroxymodoviny jasné ukazuji, ze prodlouzeni jader nemusi byt nutné nasledovano jejich
fragmentaci. Svételna videomikroskopie dokumentuje schopnost protahlych jader vstoupit
do mitézy a znovu se smrstit na kulata jadra béhem metafaze mitozy (obr. 5.36). Také grafy
protazenych a rozpadlych jader po aplikaci 50uM CdSO, (obr. 5.19 E, F) naznacuji, ze oba
procesy spolu nemusi nutné spolu souviset.

Rozpad jader po aplikaci kadmia tedy zieymé neodpovida vyse zminénému schématu
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klasicke apoptozy, ale souvisi s vakuolamim kolapsem bunék. Kondenzace jader, rozpad
jaderné membrany a nasledné smiseni obsahujader s vakuolou po jejim rozpadu bylo popsano
napiiklad u kortikalnich bunék Sagittaria lancifolia (Schussler a Longstreth 2000). Obdobné
fragmentace jader byly v nasich pokusech pozorovany 1 u bunék BY-2 podléhajicich PCD
po ovlivnéni nizkou teplotou (obr. 5.2 D - M). V tomto pfipadé byl pozorovan jednak rozpad
mitotickych struktur (obr. 5.2 J) a jednak malformace interfaznich jader, které také mohly
veést az k jejich postupnému rozpadu (obr. 5.2 J - M). Avsak rozpad mitotickych struktur je
u zivocisnych bunék Casto spojovan s tzv. mitotickou katastrofou (typem programované
bunééné smrti, Castedo er al. 2004). V nasich pokusech s indukci riiznych bunéénych smrti
po aplikaci siranu kademnatého v urcitych fazich bunéc¢ného cyklu tento rozpad souvisel
pouze s rychlym a tedy neprogramovanym umiranim bunék v M fazi bunééného cyklu. V
tomto kontextu je tedy vysoce pravdépodobné, ze vySe popsana protazena jadra nalezena
po aplikaci iontu kadmia souviseji s aktivaci PCD v ur¢ité fazi bunééného cyklu (blize kap.
6.4).

6.2.2.7. Souhrn cytologickych pozorovani

Vétsina pokusu, zejména srovnavaci studie faktorti vyvolavajici PCD byla provedena
s mladymi, délicimi se burikami nachazejicimi se v exponencialni fazi ristu. Cytologickou
klasifikaci (vezikulace / vakuolizace cytoplazmy, rozpad cytoplazmatické sité nebo
zmény v usporadani endoplazmatického retikula) lze tak vyuzit pouze pro né. V pfipadé
presenescentnich stacionamich bunék s jedinou velkou centralni vakuolou toto samoziejmé
neplati. Srovnavaci cytologicka hodnoceni exponencialnich a stacionarnich bunék provedena
nebyla. Nelze tedy zatim fici, zda se jejich PCD odpovéd’ v tomto kontextu l1§i dynamikou.
Tyto vysledky prozatim jen z€asti ilustruji tlohu riznych bunéénych struktur v ranych fazich
bunécné smrti. Nelze proto pomoci téchto cytologickych analyz jednoznaéné odlisit smrt
programovanou od neprogramované, ale ani dostatecné urcit charakter této smrti. Nutnym
voditkem je jejich konfrontace s vyskytem molekularich markeru, zeyména zmény integrity
DNA.

6.2.3. Fragmentace DNA

Internukleozomalni fragmentace DNA detekovana pomoci DNA elektroforézy je u
zivociSnych bunék povazovana za symptom a Casto také indikator programované buné¢né
smrti, zejména apoptotického typu (Wyllie er al. 1998). Specificka fragmentace DNA byla
vsak v naSich pokusech u bunék linie BY-2 ovlivnénych 50uM CdSO, ¢i kultivaci pii 4°C
nalezena po ¢trnacti dnech kultivace, kdy uz byly téméf vSechny burniky mrtvé (obr. 521 K
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a 5.3 K), jak je dolozeno jiz v pracech Fojtové a Kovarika (2001) a Koukalové ef al. (1997).
V nasich pokusech bylo ve stejné dobé detekovano 1 nejvétsi mnozstvi fragmentace DNA u
jednotlivych bunék in situ pomoci tzv. TUNEL reakce (obr. 5.21 A-J a 5.3 A -J, Gavrieli
et al. 1992), s jejiz pomoci vsak nelze rozlisit, zda jde o specifickou internukleozomalni
fragmentaci DNA nebo nespecifickou nahodnou fragmentaci DNA. Kromé uvedenych
oSetfeni byla specificka fragmentace DNA na stejném modelovém materialu (buiikach BY-
2) a se stejnym Casovanim popsana po teplotnim Soku (Vacca ef al. 2004) nebo po aplikaci
(B-D-galaktosyl)3 Yaniv reagentu (Chaves ef al. 2002).

Narozdil od uvedenych pozorovani byla v piipadé bunék rajcatove suspenzni kultury
oSetfené znamymi induktory PCD u Zivocisnych bunék (camptothecin, staurosporin a
fumonisin B1) detekovana fragmentace DNA jiz v dobé, kdy bylo témér 30-40 % bunék
jesté zivych (De Jong et al. 2000). Pii pouziti stejnych induktori PCD v naSich pokusech na
bunkach BY-2, ale nikdy nebyla fragmentace DNA pozorovana (data neuvedena), podobné
Jjako po oSetieni ruznymi elicitory (napf. elicitor harpin, Andi ez al. 2001, Ichinose ef al. 2001 ;
elicitor kryptogein Kadota ef a/. 2004a, b, Kadota a Kuchitsu 2006). Pfi¢inou rozdilnych
vysledki z hlediska detekce internukleozomalni fragmentace DNA je ziejmé odli$na reakce
rostlinnych bunék na ruzné induktory smrti, ale nelze vyloug¢it ani rozdilnou reakci riznych
rostlinnych bunék na stejna oSetteni ¢i rozdily dané experimentalnim upofadanim a zptisobem
detekce fragmentace.

V neposledni fadé vsak srovnani vysledku vlastnich 1 jinych autori vedlo k sérii
pokusu oveérujicich, zda vubec Ize vyskyt internukleozomalni fragmentace DNA u urcitého

materialu povazovat za spolehlivy marker PCD u rostlin.
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6.3. Rychlé zabiti bunék

Fragmentace DNA do oligonukleozomalnich jednotek byla poprvé popsana u
apoptoticky umirajicich zivo¢isnych bunék (Wyllie er al. 1980). U rostlinnych bunék byla
specificka fragmentace DNA mj. popsana u bunék BY-2 kultivovanych pfi nizké teploté
(4°C, Koukalova er al. 1997) nebo u bunék ovlivnénych siranem kademnatym (50uM
CdSO,, Fojtova a Kovafik 2000). Ackoliv elektroforeticka detekce fragmentace DNA je
povazovana za jeden z typickych projevu a soucasné indikatoru programované bunécné
smrti, bylo ukazano, Ze k této fragmentact miize dochazet 1 u zivociSnych bunék, které
umiraji neprogramované (Dong ef al. 1997, obr. 5.24).

U rostlinnych bunék tento fenomén nikdy nebyl popsan. Vysledky naSich pokusti
vSak ukazaly, Ze fragmentace DNA do oligonukleozomalnich jednotek je detekovatelna u
tiech odlisnych typu rychlého zabiti bunék (zamrazenim v tekutém dusiku, mechanicky
zabitych v kulovém mlynku a 5% Tritonen X-100, obr. 5.24 D, G, H). Oproti tomu v pfipadé
bunék relativné rychle zabitych po aplikaci ImM CdSO4 fragmentace pozorovana nebyla
(Fojtova a Kovarik 2001, obr. 5.24 C). Vzhledem ke skuteCnosti, ze ImM CdSO, vyznamné
neinhiboval fragmentaci DNA u bunék zabitych zamrazenim v tekutém dusiku (obr. 5.24 E),
nebyla zfeymé nepfitomnost fragmentace po piimé aplikaci mM kadmia disledkem pfimé
inhibice enzymatickych aktivit relevantnich exekuénich enzymii vysokou koncentraci iontii
kadmia. Proto byla studovana 1 morfologie umirajicich bunék.

Cytologicka analyza materialu ukazala, ze ve vSech tfech ptipadech, kde byly bunky
zabity rychlym zamrazenim, mechanicky nebo pomoci detergentu dochazelo témér okamzité
ke ztraté integrity membran, zeyména tonoplastu (obr. 5.26), bylo zretelné pozorovatelné
pomoci konfokalniho mikroskopu jak po obarveni bunék standardni linie BY-2 specifickou
lipidickou sondou FM4-64 (Kutsuna a Hasezawa 2002, obr. 5.26 C, G, K, O), tak po pouziti
transgenni linie BY/GV7 koduyjici fuzni protein s GFP lokalizovanym do tonoplastu (Kutsuna
a Hasezawa 2002, obr. 526 B, F, J, N).

Na rozdil od bunék zabitych mechanicky ¢i pusobenim detergentu mély burnky, které
zemiely po nékolika hodinach ptsobeni ImM CdSO,, viceméné zachovanou vakuolami
sit’ (obr. 5.26 1 - L), coz koresponduje s faktem, ze v tomto pfipad¢ nebyla pozorovana
fragmentace DNA. Velké zmény v usporadani vakuolamiho systému (splyvani vakuol)
doprovazené postupnou indukci programované bunééné smrti byly naopak pozorovany u
bunék ovlivnénych 50uM CdSO, (obr. 5.26 E - H). Podobné jako ztrata integrity tonoplastu,
tak internukleozomalni fragmentace DNA byly u téchto bunék pozorovany az v pozdnich
fazich umirani bunék. Vsechny tyto morfologické zmény ukazuji na to, ze internukleozomalni

fragmentace DNA ziejmé souvisi se ztratou integrity membran, zejména tonoplastu.
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Dalezitou roli pfi programované bunééné smrti hraje u vétsiny rostlinnych bunék
vakuolarni kolaps, pfi némz dochazi k uvolnéni hydrolytickych enzymii ven z vakuol (Jones
2001). Regulovany vakuolarni kolaps doprovazeny vylitim hydrolaz byl poprvé popsan
pii vyvoji trachealnich elementi (Groover a Jones 1999). ZvysSena vakuolizace bunék
byla také popsana pfi umirani bunék aleuronové vrstvy (Bethke et al. 1999), pi1 somatické
embryogenezi (Filonova ef al. 2000) nebo pii hypersenzitivni reakci (Hatsugai ef al. 2004).
Vysledky naSich pokusu ukazuji, ze exeku¢ni faze programované bunééné smrti, ktera
Jje za normalnich okolnosti spousténa programovanym vakuolamim kolapsem, muze byt
navozena 1 u neoSetfenych bunék rychlym rozbitim vakuoly. Pfi ném se zieymé z vakuoly
uvolnuji pfimo aktivni DNazy nebo aktivujici proteazy, které zpusobuji degradaci bunééného
obsahu.

V experimentalnim systému kultury izolovanych mezofylovych bunék, kde je
diferenciace TE indukovana fytohormony, byla identifikovana ZEN | nukleaza, jejiz aktivita
korelovala s autolyzou béhem vyvoje TE (Ito a Fukuda 2002). ZEN 1, ktera nezpusobuje
specifickou internukleosomalni fragmentaci DNA, je transportovana v aktivni formé do
vakuoly az béhem diferenciace TE a za normalnich okolnosti zde neni pfitomna (Kuriyama
1999, Groover a Jones 1999, Ito a Fukuda 2002). U zivocisnych bunék podléhajicich
programované bunécné smrti apoptotického typu dochazi k aktivaci specifickych nukleaz
(CAD, Enari et al. 1998; DNase 1., Oliveri et al. 2001 a DNase II, Barry a Eastman 1993)
pomoci cysteinovych proteaz, kaspaz. Specifické nukleazy v$ak mohou byt aktivovany
také alternativni cestou, ktera je na kaspazach nezavisla. U zivo€isnych bunék byla zjisténa
aktivace nukleazy L-DNazy Il pomoci serinovych proteaz (Torrigha et al. 1999). U
rostlinnych bunék mechanizmus aktivace nukleaz zodpovédnych za specifickou fragmentaci
DNA neni doposud pfili§ znam. Fragmentace DNA indukovana toxinem viktorinem u
bunék ovsa byla zavisla na cysteinovych proteazach (Kusaka ef al. 2004). Avsak typicke
zivocis$né cysteinové proteazy kaspazy nebyly u rostlin identifikovany (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Jejich roli zde mohou zastavat jiné cysteinové proteazy, VPE
(z anglického vacuolar processing enzymes), jak bylo ukazano pii programované bunécné
smrti vyvolané infekci virem mozaiky tabaku (Hatsugai ef al. 2004, Kuroyanai ef al. 2005).
I v nasich pokusech se zjevné na aktivaci nukleaz podilely cysteinové proteazy, nebot’ byla
fragmentace DNA zdarné potlacena pomoci inhibitoru cysteinovych proteaz E-64c (obr. 27
A). Jelikoz byla fragmentace navic doprovazena rozpadem vakuolamich membran (obr. 26),
Jjsou VPE vhodnym kandidatem pro aktivaci DNaz u rychle zabitych bunék, byt nukleazy
aktivované pomoci VPE po infekci virem mozaiky tabaku zptisobovaly pouze nespecifickou

degradaci DNA (Hatsugai ef al. 2004). Z naSich vysledku lze navic usuzovat, Ze nukleazy

135



zodpovédné za internukleozomalni fragmentaci DNA jak u rychle zabitych bunék, tak u
bunék umirajicich pomalu (programované), jsou zieymé aktivovany stejnymi proteolytickymi
enzymy. Naproti tomu u Zivo¢is$nych bunek, kde je apoptoticka fragmentace DNA (aktivace
nukleaz) zprostiedkovana zejména cysteinovymi proteazami, byla fragmentace DNA u
nekroticky umirajicich bunék aktivovana serinovymi proteazami (Dong er al. 1997).

Vzhledem k téméf okamzité neprogramované degradaci DNA (a patrné 1 dalsich
bunéénych komponent) pi1 desintegraci intaktnich bunék se zda, ze rostlinné bunky jsou
pravdépodobné predureny k velmi rychlé autolyze v pripadé zavaznéjSiho mechanického
poskozeni. Jejich enzymaticky aparat je pripraven k aktivaci specifické fragmentace DNA,
ktera muze byt realizovana nejen pii programovaném vakuolarim kolapsu, ale 1 po rychlém
zabiti bunék. Otazkou vsak zustava, co je duvodem takovéto predispozice bunék? Jelikoz
mechanické poskozeni rostlinnych pletiv je relativné ¢astym jevem a miize byt spojeno s
prunikem nejruznéjSich patogenu do rostliny, muze rychla autolyza poskozenych bunék
piedstavovat obranny mechanizmus rostliny, obdobny napt. hypersenzitivni reakci.

Z nasich pozorovani vyplyva, ze na zakladé pfitomnosti internukleozomalni
fragmentace nelze zcela spolehlivé rozlisit mezi programovanou a neprogramovanou smrti
bunék. Proto je nutné, hlavné u bunék, které byly zabity velmi rychle, vzdy hodnotit 1
morfologické zmény po studovaném oSetieni, zejména pak zmény integrity tonoplastu. Z
tohoto diivodu byla vytvorena tabulka, ktera by mohla slouzit jako kli¢ k urceni relevantnosti

DNA zebiicku pit bunécné smrti u tabakové linie BY-2 (tab. 6.1).

Tab. 6.1. Prukaznost internukleozomdlini fragmentace DNA u tabdkové linie BY-2

Rychlost 1 hNA zebiicek | Intesrita PCD Piiklad
zabiti bunék
pomala NE ANO ANO 50uM CdSO,
(nékolik dnt) —
ive NE ANO NE neovlivnéna
kontrola
ANO NE NE rychlé zabiti
ihned (min) bunék
rychla (h)
NE ANO NE ImM CdSO,
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6.4. Bunécny cyklus

Programovana bunééna smrt indukovana jak ionty kadmia, tak chladovym ptisobenim
na buriky BY-2 vyvolala vzdy odpovéd jen ¢asti populace bunék. Predpokladali jsme proto
mj., Ze reaguji jen ty burky, které jsou pfi ovlivnéni v uréité fazi bunééného cyklu. Studium
indukce PCD pomoci siranu kademnatého v zavislosti na fazi bunécného cyklu vyzaduje
zvladnuti u¢inné synchronizace bunék BY-2, proto byl nejprve studovan pouze ucinek
samotnych antireplikativnich latek, aby se minimalizovalo mozné vzajemné ovlivnéni s

pusobenim siranu kademnatého.

6.4.1. U¢inna a jemna synchronizace bunék BY-2 pomoci hydroxymo¢oviny

Obé pouzité latky aphidicolin (APC) 1 hydroxymocovina (HU) blokuji bunéény
cyklus na prechodu G1/S faze, ale li8i se mechanizmem svého G¢inku. APC blokuje syntézu
DNA tim, zZe inhibuje aktivitu DNA polymerazy a (Sala er al. 1980, Bryant et al. 1992).
HU je zase velmi G¢innym inhibitorem ribonukleotid reduktazy, klicového enzymu syntézy
dNTP (Adams a Lindsay 1967).

Uginnost synchronizace bunék BY-2 pomoci HU byla stejna jako synchronizace
bunék pomoci bézné pouzivaného APC, prakticky vSechny buiky se rozdélily béhem
mitozy trvajici piiblizné 5-6 hodin (obr. 5.28 B). Vys$siho maxima mitotického indexu (MI)
bylo dosazeno po pouziti latky APC (napf. Nagata er al. 1992, Samuels ef al. 1998), coz
by mohlo byt chybné povazovano za u¢innégj$i synchronizaci déleni bunék. Jelikoz trvani
mitézy jednotlivych bundk BY-2 je za normalnich podminek kolem 2,5 hod (Swiatek et
al. 2002), vyssi a Sirsi kitvka MI po aplikact APC ukazuje na prodlouzeni trvani mitézy u
jednotlivych bunék (za situace, kdy se v pripadé obou oSetfeni rozdélily v daném intervalu
vSechny buriky). Vy$8i maximum mitdz pak odrazi asté)si piekryvy (pocatecni faze) casnych
a (koncovych fazi) pozdnich mit6z v populaci synchronizovanych bunék.

Prodlouzeni normalniho trvani mitdzy muize ¢asto ukazovat na poskozeni bunék, které
pak vede k naslednému zastaveni v postupu bunécnym cyklem (Paulovich er al. 1997). Coz
pravdépodobné souvisi také se zvySenou indukci bunééné smrti po zablokovani bunécného
cyklu pomoci APC u lidskych rakovinnych bunék (Matthew et al. 2007). Navic, tvar a vySka
kiivky MI po synchronizaci bunék pomoci APC je podobna kiivce MI po aplikaci kadmia v
G2 fazi (pi1 synchronizaci HU, pro porovnani obr. 5.28 B, D). Efekt kadmia by pfi pouziti
APC nemusel byt odlisitelny od pusobeni samotného antireplikativa. Z uvedenych divodu
se HU ve 4mM koncentraci ukazuje jako velmi vhodna latka pro spolehlivou a u¢innou

synchronizaci bunék BY-2.
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6.4.2. Kadmium zpusobuje ruzné typy bunécné smrti pri aplikaci v ruznych fazich
bunéé¢ného cyklu

Ptidani 50uM CdSO, ve vsech fazich bunécného cyklu vyvolalo masivni umirani
bunék. Charakter bunécné smrti pfimo souvisel s pozici bunék v bunééném cyklu, ve kterém
bylo piidano kadmium. Programovanabuné¢nasmrtindukovand ubunék skadmiem piidanym
v S a G2 fazi bunécného cyklu byla podobna zivocisné apoptoze (,,apoptosis-like PCD*) tim,
ze vykazovala typickou internukleozomalni fragmentaci DNA. Pozorovano bylo 1 vysoké
procento TUNEL-pozitivnich jader. Smrt bunék indukovana kadmiem v M a Gl fazi nebyla
fragmentaci DNA doprovazena. Cytologicka analyza bunék v téchto pokusech byla pouze
orientacni, chovani vakuomu nebylo detailné sledovano, jako v pokusech s rychlym zabitim
bunék (viz kap. 5.2). Jelikoz nebyla fragmentace DNA, ktera je disledkem vyplaveni nebo
aktivace hydrolytickych enzymu, pozorovana v piipadé pomalé bunécné smrti indukované
ionty kadmia v Gl fazi, zieymé k bunécné lyzi nedochazelo. Tento druh smrti je tedy dale
zkracené nazyvan nelyticka G1 buné¢na smrt (,,non-lytic GI cell death**). Kadmium piidané
k bunkam v M fazi bunécného cyklu indukovalo odlisny typ velmi rychlé buné¢né smrti,
tzv. mitotickou smrt (,,mitotic cell death*), ktera byla charakteristicka rychlym rozpadem
mitotického aparatu (fragmentaci pozdné telofaznich jader). Lze se domnivat, ze burnky
vstupujici do mitdzy, beéhem niz je rozpustén jaderny obal, asi docasné a vyrazné snizuji
agresivitu hydrolytickych enzymu, a tedy riziko nechténé sebevrazedné reakce. Absence
specifické fragmentace DNA u téchto bunék by této predstavé odpovidala.

Odezva bunék BY-2 na kadmium byla podobné jako odezva na bakterialni elicitor
kryptogein zavisla na pozici bun€k v bunééném cyklu v okamziku aplikace latky. Kryptogein
indukoval aktivaci obrannych genu a bunéénou smrt jen v S a Gl fazi bunééného cyklu,
piicemz tato odpovéd’ byla potlaena béhem G2 a M faze (Kadota er al. 2004b). Rozdilné
pusobeni iontli kadmia a elicitoru kryptogeinu je pravdépodobné zavislé na cilovém misté
jejich puisobeni. Utinek kryptogeinu je vysoce specificky, naopak G&inek obecného stresoru
kadmia je silné pleiotropni. Kadmium ovliviiuje mnoho metabolickych procesu nezavisle
na bunééném cyklu: zpusobuje oxidativni stres (Sandalio er al. 2001, Olmos er al. 2003),
inhibuje aktivitu mnoha antioxidativnich enzymii (Piqueras ef al. 1999, Olmos ef al. 2003),
anebo zpusobuje zmény ve funkcnosti membran tim, ze peroxiduje lipidy (Skorzynska-Polyt
a Krupa 2003). Kadmium zpusobuje také genotoxické zmeény, zejména bodové mutace a
chromozomalni aberace (Zhang a Xiao 1998), které pravdépodobné souviseji s nahrazenim
ionti kadmia za ionty zinku napfiklad v proteinech s motivem zinkového prstu (Predki a
Sakar 1992), ucastnicich se mj. reparace DNA (Hartwig ef al. 2002). Rychlé poskozeni DNA

bylo dokumentovano také pomoci kometového testu u in vitro péstovanych rostlin tabaku a



bramboru (Gichner ef al. 2006).

I kdyz je efekt kadmia velmi pleiotropni, charakter buné¢né smrti indukované
pfidanim kadmia k burikam v S a M fazi mohl byt pomémé specificky — v S fazi ionty
kadmia zieymé narusily replikaci DNA, v M-fazi zieymé navodily rychly rozpad mitotického
aparatu. Velmi zajimave je zeyména srovnani pomalé programované bunécné smrti podobné
apotdze (indukované v G2 fazi) s pomalou nelytickou smrti indukovanou v G1.

Vysledky pokusu sledujicich indukci fragmentace DNA po rychlém zabiti bunék
(viz kap. 5.2) ukazuji, Ze neovlivnéné buriky BY-2 jsou predisponovany k rychlé indukci
internukleozomalni fragmentace DNA. Ta byla detekovana jiz prvni den po rychlém
mechanickém zabiti bunék, pfi némz nebylo mozné aktivovat pochody vedouci az k PCD.
Naproti tomu, fragmentace DNA, bezprostfedné souvisejici s PCD podobné zivocisné
apoptoze, je doprovazena pomalym umiranim bunék, u nichz posléze dochazi k tzv.
vakuolarnimu kolapsu — uvolnéni hydrolytickych enzymu z vakuoly (Groover a Jones
1999). Vzhledem k uvedenym poznatkum piedpokladame, ze absence fragmentace DNA po
aplikaci kadmia v M a G1 fazi je disledkem (fizeného) potlaceni autolyzy (tedy vyplaveni ¢i
aktivace hydrolytickych enzymt). Jelikoz riizné typy rostlinné PCD spojuje jeden spolecny
znak, a to rozpad vakuol a nasledné vyplaveni hydrolytickych enzymu vedouci az k autoly ze
bunék (Jones 2001), domnivame se, ze mitoticka smrt a nelyticka G1 smrt nemaji charakter
programované bunécné smrti.

Charakter jednotlivych typu bunécné smrti po aplikaci kadmia zieymé souvisel s
prechodem pres kontrolni body bunécného cyklu, které obecné sméruyji buniku v zavislosti na
mife poskozeni bud’ k reparaci, nebo k nezvratnym procesim vedoucim az k programované
sebevrazdé. Existuji ti zakladni body bunécného cyklu, ve kterych je kontrolovano poskozeni
bunék: jde o prechod mezi Gl a S fazi, o samotnou S fazi a konecné pak prechod mezi G2 a
M fazi bunééného cyklu (Paulovich eral. 1997). Integrita DNA, naruSena po ovlivnéni bunék
kadmiem (Zhang a Xiao 1998, Gichner ez al. 2006), je piedmétem kontroly pied vstupem do
S a M faze bunééného cyklu (Sobkowiak a Deckert 2004). S ohledem na zminéné kontrolni
body bunééného cyklu by mohlo k indukci specifické (apoptoze podobné) bunécné smrti u
bunék BY-2 dochazet na pfechodu G2/M, nebot’ piidani siranu kademnatého v predchozich
fazich (tzn. S a G2) zpusobuje smrt doprovazenou internukleozomalni fragmentaci DNA.

Charakter umirani bunék v zavislosti na piidani kadmia v Gl a G2 fazi (tedy u
nelytické, pomalé bunécné smrti a apoptoze podobné PCD) je silné v rozporu s efektem
kryptogeinu, ktery vyvolal umirani bunék v Gl fazi, zatimco v G2 fazi byla indukce smrti
potlac¢ena (Kadota er al. 2004b). Kadota a Kochitsu (2006) predpokladaji, ze indukce

jak obrannych mechanizmi, tak PCD muze byt potlatena u délicich se bunék. Naopak
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diferencované nedélici se buriky (napi. mezofylové burnky listi nachazejici se v GO nebo G1
fazi bunéného cyklu) jsou pfirozenym cilem elicitord, které v nich indukuji hypersenzitivni
reakci, ktera slouzi k potlaceni Sifeni patogent z mista infekce.

Kadmium a pravdépodobné i jin€ abiotické stresory pusobi na ruzné bunécné procesy
a vétSinou poSkozuji buriky v celé rostliné. Proto musi byt odezva rostlin na jejich plisobeni
naprosto odlidna od lokalizované hypersenzitivni reakce bunék indukované infekci patogenti.
Jestlize by vSechny poskozené bunky odpovidaly na pusobeni kadmia (abiotického stresoru)
hypersenzitivnim zpusobem, tedy indukci masivni PCD, pak by to znamenalo rychlou smrt
celé rostliny. Indukce PCD tedy miize byt u diferencovanych nedélicich se bunék potlacena,
jak naznacuje charakter umirani bunék v Gl fazi (nelyticka G1 bunécna smrt), tak aby bylo
mozné aktivovat reparacni procesy. Pomalé umirani téchto bunék a absence fragmentace
DNA ukazuje na neprogramovanou bunécnou smrt, pravdépodobné zpiisobenou postupnou
akumulaci riznych poskozeni buriky.

Na druhou stranu vSak rostliny potiebuji udrzet genetickou integritu meristematickych
bunék, ktera je nezbytna pro dalsi rust a reprodukci rostlin. Poskozené buriky musi byt
tedy ucinné odstrafiovany, coz se zieymé déje programovanou bunéénou smrti, jak ukazuji
apoptotické rysy bunééné smrti indukované kadmiem aplikovanym v S a G2 fazi buné¢ného

cyklu.
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6.5. Protahovani jader
6.5.1. Tvar interfaznich jader

Tvar interfaznich jader rostlinnych bunék je ovlivnén ruznymi faktory: typem bunék
nebo pletiv, stafim bunék, fazi bunécného cyklu, ve kterém se bunka pravé nachazi. V
rostlinnych burikach jsounejastéji pozorovanajadrakulata, nékdy se v interfazi objevuji jadra
cockovita. V nékterych ptipadech vsak jadra do znaéné miry kopiruji tvar bunék a vysledny
tvar jadra je pak dan charakterem pfiislusného pletiva nebo burky. Napfiklad protazena
jadra byla pozorovana u dlouhych protahlych bunék v prodluzovaci zoné kofrene, zatimco
¢inkovita jadra zase do jisté miry kopiruji tvar svéracich bunék pruduchi trav (Pazourek a
Votrubova 1997, http://kfrserver.natur.cuni.cz/kfrserver/studium/prednasky/anatomie/index.
html). Prodlouzena jadra byla také nalezena ve specializovanych burikach kofenovych
vlasku (Chytilova er al. 1999) a pylovych lacek (Laitiainen er al. 2002). Ptestoze, je tento
jev pozorovan témér od zaCatku oboru anatomie a fyziologie rostlin, neni zatim znamo, pro¢
se jadra v téchto burikach protahuji.

Co je vsak pfi¢inou protahovani jader u nespecializovanych bunék bunécnych
suspenznich kultur, u nichz lze mj. vylouéit u€inek extemich mechanickych tlakia? Je v
téchto bunikach dan protazeny tvar jader stafim bunky?

Pro buriky linie BY-2 je typicky kulovity jaderny tvar. Pouze jen jadra velmi starych
bunék jsou viceméné ovalna v dusledku tlaku centralni vakuoly na zbylou povrchovou
vrstvu cytoplasmy, v niZ se jadro nachazi. Jelikoz byla protazena jadra v bunécné kulture
BY-2 prvné pozorovana po aplikaci znamych induktoru zivocisné PCD (camptothecin, data
neuvedena) a siranu kademnatého (obr. 5.19), jedna z vychozich hypotéz predpokladala,
Ze by protahovani jader mohlo byt priuvodnim jevem ¢i predzvésti PCD. Takovato jadra
byla navic nékolikrat popsana pii nejruznéj$im programovaném umirani rostlinnych bunék
1 v literatufe (napt. Mittler ef al. 1997, Liljeroth a Bringelsson 2001, Hout er al. 2001).
U protoplastu Arabidopsis thaliana vystavenych pusobeni UV-C zafeni byla protazena
jadra povazovana za mozny piedstupen fragmentace jader (Danon a Gallois 1998). Nase
pozorovani tuto souvislost pouze nepfimo naznacuji — nastup rozpadlych jader vlivem delSiho
piisobeni 50pM CdSO, ¢asové odpovida poklesu mnoZstvi protazenych jader (obr. 5.19).
Za uréitych podminek (napf. dlouhodobé stresové pusobeni) je tedy mozné, ze elongovana
jadra podléhaji rozpadu a nasledné odumiraji spolu s celou burikou. Pfimy dukaz, tedy
nasnimani rozpadu protazenych jader pomoci ¢asosbémé videomikroskopie, lze ziskat jen
velmi obtizné, zejména kvuli velmi pomalému rozpadu jader, jehoz presné casove rozpéti
neni u rostlinnych bunék znamo.

Protahovani jader v3ak bylo u bunék BY-2 pozorovano i1 v situacich, kdy PCD
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nalezena nebyla, napf. pf1 synchronizaci bunék pomoci HU nebo APC, a proto tento jev
nelze povazovat za symptom specificky pro PCD. Pfi synchronizaci pomoci HU, kdy je po
vymyti antireplikativa pozorovano az cca 40% protazenych jader, bylo pocitanim hustoty
bunék pred a po probéhlé mitoze zjisténo, ze vSechny bunky, tedy 1 ty, které mély protazena
jadra, se musely rozdélit. Osud protazeného jadra byl posléze 1 piimo dokumentovan pomoci
casosbémé videomikroskopie zachycujici smrsténi protazeného jadra béhem pocateénich fazi
mitozy (obr. 5.36). Protazena jadra tedy mohou kromé zminovaného rozpadu na mikrojadra

(pi1 probihajici PCD) rovnéz vstoupit do mitdzy a rozdélit se.

6.5.2. Mechanizmus protahovani interfaznich jader
Jaky je mechanizmus protahovani interfaznich jader a co je p¥ic¢inou protahovani
jader? Tvarové zmény interfaznich jader mohou byt dusledkem ovliviiovani riznych

bunécnych struktur, s nimiz muze byt jadro propojeno.

6.5.2.1. Uloha bunééné stény

Bunécna sténa je spoluzodpovédna za tvar burnky, a tedy by se mohla podilet 1 na
tvarovanijader. Nase vysledky s protoplasty ukazaly, Zeintaktnibunécnasténa(pravdépodobné
pies zprostiedkovanou interakci) je v pripadé oSetieni HU nutna pro vznik protazenych
jader. Protazena jadra se nevyskytovala ani v protoplastech izolovanych z bunék ptivodné
obsahujicich tato jadra (ato az v cca 40 %), ani nebyla pozorovana v protoplastech dodate¢né
ovlivnénych HU (koncentraci navozujici protahovani jader v bunkach pii synchronizaci,
obr. 5.38). Naopak u protoplastu Arabidopsis thaliana byla pozorovana protazena jadra po
pusobeni UV-C zafeni vyvolavajici PCD (Danon a Gallois 1998), coz naznacuje mozny

rozdilny mechanizmus protahovani jader souvisejiciho s PCD.

6.5.2.2. Uloha cytoskeletu

Pusobeni bunééné stény na tvar jader by mohlo byt do jisté miry zprostfedkovano
pies cytoskeletalni proteiny (aktinova filamenta a mirotubuly) ukotvené jednim koncem v
plazmatické membrané nebo bunécné sténé a druhym koncem na jaderné membrané. Timto
zpusobem ziejmé rostlinna burika zaji$tuje pozici jadra béhem interfaze, ptipadné fidi jeho
usmérnéné pohyby.

Aktivni ulohu cytoskeletu v protahovani naznacuje 1 pozorovani Chytilove er al.
(1999), ktefi pozorovali pomoci GFPs jadernym lokaliza¢nim signalem zmeény tvaru a pohyby
jader v kofenovych vlascich Arabidopsis thaliana (Chytilova et al. 2000, Sliwinska ef al.

2002). Role cytoskeletu v protahovani jader byla studovana aplikaci jak mikrotubularnich,
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tak aktinovych drog. JelikoZz pohyby a protahovani jader bylo mozné zablokovat pomoci
aktinovych drog (latrunkulinu B a cytochalazinu D) zatimco mikrotubularni drogy nemély
na protahovani jader zadny vliv, autofi predpokladaji, ze jak zmény tvaru jader, tak jejich
pohyb je zpusoben aktinovymi filamenty (Chytilova er al. 2000). Oproti tomu u kofenovych
vlaskti Medicago truncatula bylo zji$téno, ze za pozici jadra uvnitt buriky jsou zodpovédné
pouze mikrotubuly (Sieberer er al. 2002). V nasich pokusech s cytoskeletalnimi drogami
(latrunkulinem B a oryzalinem) nebyla po jejich spole¢ném puisobeni s HU nikdy nalezena
zadna protazena jadra. Pravdépodobné jsou tedy obé slozky cytoskeletu (aktinovy i
mikrotubularmni cytoskelet) nutné pro protahovani interfaznich jader a jejich pohyb do stiedu
bunky.

Pro posouzeni ulohy cytoskeletu byl rovnéz studovan jeho stav v burikach s
protazenymi jadry. Pomoci transgenni linie BY-2/GT-16 s GFP zna¢enymi mikrotubuly byl
pozorovan standardni stav tranverzalné uspofadanych mikrotubularnich vlaken v kortikalni
oblasti. V oblasti kolem jadra a cytoplazmatickych provazcich byla pozorovana vlakna jdouci
od poli jadra k okraji buriky (obr. 5.40). Tyto tzv. radialni mikrotubuly jsou typické pro S
fazi bunétného cyklu (napf. Kumagai a Hasezawa 2001). Vyraznéj$i u¢inek mélo osetieni
HU na aktinovy cytoskelet. Pfi protahovani jader byl pozorovan (pomoci transgenni linie
BY-2/TGFP3 s GFP znacenymi aktinovymi filamenty) rozpad kortikalni sité aktinovych
filament a tvorba ,jaderného kosicku* ze svazkii vlaken aktinovych filament (obr. 5.42).
Husta sit’ aktinovych vlaken propojovala jaderné poly a oba konce buriky.

V burkach ovlivnénych synchroniza¢nim agens HU byly pomoci konfokalniho
mikroskopu pozorovany na povrchu jader ¢etné invaginace se signalem GFP znacenych
mikrotubulii a aktinovych filament a pravdépodobné 1 kanaly protinajici jadro (obr. 5.40 a
5.42). Podobné invaginace byly nalezeny jak u zivocisnych bunék - NIH-3T3 nebo HelLa
bunék (Johnson er al. 2003, Lee et al. 2006), tak napi. u rostlinnych bunék cibule nebo
tabaku NT-1 (Collings ef al. 2000, Gupton ef al. 2006). U zivoéisnych bunék bylo pomoci
TEM ukazano, ze tyto ryhy nebo invaginace mohou byt zna¢né hluboké a pravdépodobné
vedou ke zvétSeni povrchu jader. Takové ryhy mohou pravdépodobné vznikat invaginacemi
obou jadernych membran, z jadernych vakuol a membranami obalenych inkluzi.

Ryhy, invaginace a mozné transjaderné kanaly by u prodlouzenych bunék mohly
usnadnit signalizaci mezi jadrem a cytoplazmou pii stresovém pusobeni, jak bylo popsano
u zivo€iSnych 1 u rostlinnych bunék (Lui er al. 1998a,b, Collings er al. 2000, Gupton et al.
2006). Ficker ef al. (1997) predpokladaji vyznam jadernych ryh zeyména v exportu mRNA
do cytoplazmy. Nami pozorovana piitomnost mikrotubult 1 aktinovych filament v téchto

ryhach by v souladu s uvedenymi predpoklady mohla slouzit k signalizaci nebo transportu
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latek do jadra nebo z ného pfi stresu. To by odpovidalo 1 pozorovani Collingse er al. (2000),
ktefi u tabakovych bunék NT-1 (charakterem podobnych buinkam BY-2) nalezli svazky
aktinovych filament v jadernych ryhach, kde zieymé podporovaly proudéni cytoplazmy.
Vzhledem k nutnosti pritomnosti intaktniho cytoskeletu pro protahovani jader by vsak
invaginace mikrotubuli a aktinovych filament mohly mit kromé signalizacni funkce 1 funkci
strukturni, podpurnou, stabilizaéni.

Celkové z naSich vysledku vyplyva, ze protahovani interfaznich jader je zieymé
zprostiredkovano interakci bunécné stény s cytoskeletalnimi proteiny, které by mohly
zplisobovat pfimé natahovani jader. Nemusi se vSak nutné jednat o proces specificky, ale
samo protahovani jader muze byt pouze projevem nespecifické reakce bunék na stresové

pusobeni v podminkach prostiedi, kdy mohou rust, ale nemohou se délit.

6.5.2.3. Uloha jaderného skeletu

Tvar interfazniho jadra nejen u rostlinnych bunék je dan takeé vnitini strukturou samotného
jadra. Ten byl jiz potvrzen u Zivocisnych bunék (Holaska er al. 2002), u rostlinnych bunék se
o karyoskeletu nevi prakticky nic. Jademy skelet je u zivo¢iSnych bunék tvoren siti proteinii,
intermedialnich filament, jejichz hlavni soucasti jsou laminy (lamin A, B a C). Jejich funkci je
stabilizace jadermého povrchu, prestavba béhem mitozy, ukotveni chromatinu nebo piipadné
fragmentace jader (Broers ¢ al. 2006). AvSak homology zivoc¢i$nych lamini u rostlin nebyly
nalezeny (Meier er al. 2001).

Obecné piijimana teorie sice fika, Ze u bunék s bunécnou sténou (rostlinné bunky a
kvasinky) neni pravdépodobné z evolu¢niho hlediska nutna strukturni ochrana jader (napf.
Galbraith 2004), ale presto jiz byly nalezeny kandidatni coiled-coil proteiny pro tuto funkci
i u rostlin: 1) laminim biochemicky podobny protein NMCP1 (z anglického nuclear matrix
constituent protein 1) mrkve, celeru a Arabidopsis thaliana (Masudaeral. 1997). 2) Funkénim
homologem zivo¢isnych laminu jsou povazovany FPPs (z anglického long filament-like
plant proteins) nalezené u ryze, rajCete a Arabidopsis thaliana (Gindullis ef al. 2002). Mezi
né patii 1 MAF1 protein, lokalizovany na periferii jader tabakovych bunék (Gindullis er
al. 1999, Gindullis a Meier 1999). 3) Typicky rostlinny, vysoce konzervativni strukturni
jaderny protein NMP1 (z anglického nuclear matrix protein 1) byl nejprve nalezen u rajcete
(Rose ¢r al. 2003). 4) Dalsimi laminiim podobnymi proteiny jsou myosinu a tropomyosinu
podobné 65 a 60kDa proteiny (Blumenthal er al. 2004). 5)Ve vazbé na jadernou matrix byl
identifikovan MFP1 (z anglického MAR binding filament-like protein 1), ktery ma vazebné
misto pro DNA (Meier ef al. 1996). 6) V neposledni fadé do této skupiny patii 1 AHMI
protein (z anglického AT hook containing MAR binding protein 1), ktery se taktéz vaze na
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jadernou matrix (Morisawa ef al. 2000).

Nase pokusy s rychlou izolaci protazenych jader pomoci sonikatoru z bunék
ovlivnénych HU v ¢ase nejvyssiho vyskytu protazenych jader (obr. 5.43), vSak ukazuji, ze
takto 1zolovana jadra jsou schopna po nékolik hodin udrzet protazeny tvar i bez pfitomnosti
bunécné stény, plazmalemy a cytoskeletu. Bunécna sténa je tedy sice nutna pro vznik
prodlouzenych jader (viz kap. 5.4), ale neni nutna pro udrzeni tvaru iz prodlouzenych jader.
Neni-li tvar jadra udrzovan pouhou ,,tvarovou paméti chromatinu®, podili se na ném velmi
pravdépodobné struktura obecné oznacovana jako jaderny skelet.

To by aspon castecné naznacovaly 1 vysledky aplikace Sirokospektrého inhibitoru
zivocisny chintermedialnichfilamentakrylamidu, poniznebylo protahovanijader (indukované
HU) pozorovano. Ackoliv je akrylamid inhibitorem zejména vimentinu (Arocena 2006),
ktery neni v rostlinach ptitomen, je mozné ze u rostlinnych bunék je schopen inhibovat 1 jina

strukturné podobna intermedialni filamenta.

Z predlozenych vysledku vSak zatim nelze uzavfit, zda pozorovany fenomén
prodluzovani interfaznich jader bunék linie BY-2 bezprostiedné souvisi s nastupem
nékterého z typu PCD nebo nikoliv. Nejspise se jedna o obecnou stresovou reakci do urcité

miry reversibilni. Zda pozd€ji napomaha napf. procesu fragmentace jader nelze odhadnout.
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7. SOUHRN

Pouzité stresory — nizka teplota (4 °C) 1 ionty kadmia — oCekavané vyvolavaly, v

zavislosti na pouzité koncentraci ¢1 délce pusobeni stagnaci déleni, celkového pribytku
biomasy a posléze i smrt bunék tabakové linie BY-2.
Tato smrt méla riznou frekvenci 1 charakter. Nicméné vsak ani predpokladané fyziologicky
homogenni bunécna populace (kultury nachazejici se v exponencialni fazi riistu) nereagovala
vyrovnané. Zietelné se tedy ve stresové inhibi¢ni a posléze i letalni reakci bunék na dany
faktor odrazil jejich aktualni fyziologicky stav. V tomto kontextu byl podrobnéji studovan
vliv postaveni bunék v bunécném cyklu na frekvenci 1 charakter bunécné smrti.

K hodnoceni typi bunécné smrti u bunécné kultury BY-2 byla pouzita cela fada
molekulamich, biochemickych i cytologickych markert. Vysledky potvrdily, ze terminologii
resp. fenomenologii standardné pouzivanou pro studium bunék zivocisnych lze jen velmi
obtizné pouzit pro charakterizaci chovani rostlinnych bunék. Riizné pfi¢iny mize mit
kolaps jader, obtizné hodnotitelé jsou zmény plazmatické membrany, riizny prubéh (a tedy 1
mechanizmus) mize mit vakuolami kolaps. Hodnotici stupnici je tedy nutno standardizovat
pro konkrétni pokusny model a v kazdém ptipadé kombinovat vice pfistupti (molekulamich
1 cytologickych).

Spoleénym jmenovatelem reakce rostlinnych bunék na viechna stresova puisobeni je
pravdépodobné zvysena vakuolizace bunék a nasledny vakuolarni kolaps, po némz dochazi k
rozpadu bunéénych organel a nasledné k rychlé lyzi celé buriky. Po vyplaveni hydrolytickych
enzymu z rozpadlych vakuol dochazi k intemukleozomalni fragmentaci DNA. Pfi némz se
pravdépodobné z vakuol uvoliuji bud’ aktivni DNazy nebo aktivuji proteazy zpusobujici
degradaci bunék. V nasich pokusech jsme vSak ukazali, ze lyze bunék muiize byt takeé navozena
tzv. rychlym zabitim neosetienych bunék. Sam vyskyt DNA zebticku v rostlinném materialu

tedy jesté neni zarukou toho, Ze buriky zahynuly programovang.
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8. ZAVERY

1. lonty kadmia a chlad spolehlivé navodily bunéénou smrt zejména programovaného
typu
— Pomoci kultivace exponencialnich bunék BY-2 v médiu obohaceném o SO0uM
koncentraci siranu kademnatého a pii1 nizké teploté (4°C) byla spolehlivé navozena
programovana bunécna smrt (detekovana jako intemukleozomalni fragmentace DNA
pomoci DNA elektroforézy). Nelze vsak vylouéit 1 podil neprogramované bunécné

smrti na celkovém , uhynu“kultur.

2. Programované umirani bunék bylo doprovazeno ¢etnymi morfologickymizménami,
ale jen omezené specifickymi

— Obapouzité stresory vyvolaly nejruznéjsi morfologické zmény v burnikach (protahovani

bunék, malformace az rozpad interfaznich jader, zvy$ena vakuolizace bunék), které

vedly az k jejich zaniku. Nékteré z téchto zmén byly klasifikovany jako privodni jevy

programovaného umirani bunék, jiné byly pravdépodobné jen nespecifickou reakci

bunék na stresové piisobeni.

3. Vyskyt internukleozomalni fragmentace DNA do oligonukleozomalnich jednotek
neni spolehlivym indikatorem procesu PCD
— Relevance DNA Zzebficku (internukleozomalni fragmentace DNA) jako
pruvodniho jevu programované bunécné smrti byla potvrzena v pfipadé pomalého
(programovaného) umirani bunék. Naopak byla pozorovana jako ,,artefakt pf1 velmi
rychlém zabiti bunék. Tento jev souvisel s tzv. vakuolarnim kolapsem, naslednym

vyplavenim hydrolytickych enzymu zptsobujicich pak lyzi bunék.

4. Rizné faze bunééného cyklu jsou rizné citlivé k pisobeni SOuM CdSO,

— Aplikace 50uM CdSO, v riznych fazich bun&ného cyklu u synchronizovanych
bunék vyvolala rozdilné reakce bunék vedouci k jejich rozdilnému umirani. Zivo¢isné
apoptoze podobna bunééna smrt byla detekovana u bunék ovlivnénych kadmiem v
S a G2 fazi bunééného cyklu. V M fazi byla detekovana rychla tzv. mitoticka smrt a
v G1 fazi buiiky umiraly pomalu nelytickou bunécnou smrti. Indukce programované
bunééné smrti (apoptoze podobné) zieymé primarné souvisela s prechodem bunék
ptres G2/M kontrolni bod.
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S. Ruzné stresové vlivy vyvelaly tvarové malformace jader, které v§ak pravdépodobné
primarné nesouvisely s programovanou bunécénou smrti bunék

— Pusobeni nejruznéjsich latek (induktort PCD ¢&i synchronizaénich agens) vyvolalo

protahovani jader. Mechanizmus protahovani jader a pfipadny biologicky vyznam

byl naznacen po ovlivnéni bunék hydroxymocovinou.
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1. UVOD A CILE PRACE

Programovana bunécna smrt (PCD, z anglického programmed cell death) se uplatiuje
jednak pfi vyvoji rostlin v bunééné diferenciaci, utvareni rostlinnych organu a senescenci a jednak
hraje vyznamnou roli v obrannych reakcich a odpovédich na nejriznéjsi stresové pusobeni jak
abiotickych, tak 1 biotickych stresorii. Mechanizmus PCD umoziuje organizmu eliminovat staré ¢i
narusené buriky bez poskozeni okolnich bunék / pletiva. Tento vysoce komplexni proces je oproti
rostlinnym butikam velmi dobfe prostudovan u zivo¢isnych bunék, ve kterych existuje nékolik typu
PCD: napi. apoptoticka, autofagicka bunécna smrt, paraptoza ¢i mitoticka katastrofa (Broker er
al. 2005). Pouze nékteré znaky téchto zivocisnych PCD byly popsany u rostlinnych bunék. Navic
nékteré typy PCD, jako mitotickakatastrofa u rostlinnych bunék, vykazuji znaky neprogramovaného
umirani. U rostlinnych bunék, a zeyména pak u bunéénych kultur v§ak pravdépodobné zcela nelze,
1 kdyz se o to rlzni autofi stale snazi, striktné odlisit jednotlivé typy programovaného umirani
bunék. V posledni dobé se ukazuje, Ze existuje pouze jeden faktor spolecny v§em rostlinnym PCD
a to vakuolarmni kolaps (Groover et al. 1997, Groover a Jones 1999). Jde o rozpad vakuol a nasledné
vyplaveni hydrolytickych enzymi ven z vakuol, vedouci az k autolyze bunék (Jones 2001). Tato
hypotéza vyplyva z faktu existence vakuol ve vSech typech rostlinnych bunék a znalosti jejich
funkce nejen zasobni, ale ziejmé i1 cilené lytické.

Studium mechanizmu PCD v celych rostlinach je komplikované, zejména v dusledku
toho, Zze se vétSinou vyskytuje jen v malém poctu Casto slozité pristupnych bunék, které jsou
obklopeny velkym mnozstvim bunék bez probihajici PCD. Ke studiu procesi PCD jsou proto ¢asto
vyuzivany bunééné kultury, které predstavuji v mnoha piipadech pouzitelny zjednoduSeny model
slozitych fyziologickych procesu probihajicich v celé rostliné in vivo. Studium PCD v bunéénych
kulturach in vitro je v§ak nutné vzdy srovnavat s mechanizmem programovaného umirani bunék
in vivo, kde je cela rostlina ovliviiovana fadou riiznych faktori. Nicméné v obou pfipadech maji
a exekucni faze.

Existuje fada divodi, pro¢ jsou bunécné linie vhodnym modelovym materiadlem pro
studium mechanizmu PCD. Piednostné jde o vysoce uniformni populaci bunék. Diky intenzivnimu
déleni bunék je velmi jednoduché ziskat velké mnozstvi materialt v relativné kratkém case pro
pokusné ucely. V neposledni fadé je nutné zdiraznit, ze bunécné kultury jsou vlastné skupinou
nediferencovanych bunék, coz je vhodné pro studium zakladnich odpovédi rostlinnych bunék na
PCD podnéty.

Bunécné kultury rizného typu, at’ kratkodobé ¢i dlouhodobé, je mozné vyuzivat ke studiu

vyvojovych programi PCD (mj. studium embryogeneze - bunééné kultury smrku a jedle (Filonova



et al. 2000, Bozhkov ef al. 2004), studium xylogeneze - bunécné kultury Zinna elegans (Fukuda
a Komamine 1980) nebo umirani bunék aleuronové vrstvy - bunécné kultury jecmene (Fath et al.
2000). Ale jsou také velmi vhodnym modelem PCD vyvolané stresem. Latky, které jsou schopné
vyvolavat nebo inhibovat PCD, jsou jednoduse k burikam pfidany nebo naopak z média vymyty.
Zv]a3tni postaveni mezi témito pokusnymi modely predstavuji bunééné linie. Tedy bunécné
kultury vyznacujici se vysokou strukturalni i funkéni homogenitou dané bunééné populace a jejim
standardnim chovanim v pribéhu tzv. subkultivaéniho intervalu, do zna¢né miry simulyjiciho
rizné faze bunétné ontogeneze in vivo - fazi intenzivniho déleni, fazi expanze, resp. rustu, fazi
zrani az senescen¢ni. Umoziuji tak velmi detailni, pfesnou a hlavné simultanni analyzu svého

chovani na urovni molekulami, biochemické, cytologické, az morfologické.

Téma dizertacni prace bylo zadano v kontextu Siroké vyzkumné problematiky tymu
zaméfené na vyzkum fyziologie stresu u rostlin (program ,,Rostlinna burika a stres). Z téchto
divodu se predlozena dizertatni prace zabyva programovanou bunéfnou smrti vyvolanou
abiotickym stresem u bunék tabakové linie BY-2.

Hlavnim cilem prace bylo pochopit mechanizmy vedouci k programovanému umirani
bunék BY-2 po pusobeni vybranych abiotickych stresoru (siranu kademnatého a chladu — 4°C).
Dil¢imi cili pak byl jednak detailni popis G¢inku jednotlivych induktori PCD jak na cytologicke,
tak molekulamni arovni. Jednak podrobné studium mechanismu indukce PCD v riiznych fazich
bunééného cyklu.

V prubéhu feSeni se samoziejmé strukturovaly 1 dalsi, piavodné neplanované, oblasti

studia.



2. MATERIAL A METODY

2.1. Material
Tabakova bunééna linie BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv.Bright Yellow, Nagata er al. 1992).

Tabakova bunécna linie BY-2/HDEL (transgenni linie s vnesenym genovym konstruktem
m-gfp5-ER, ktery koduje zeleny fluorescencni protein mGFPS a lokalizaénim signalem do
endoplazmatického retikula; Haseloff er al. 1997, Petrasek er al. 2003).

Tabakova bunécna linie BY-2/GT 16 (transgenni linie BY-GT 16 s vnesenym genovym konstruktem
sGFP-TUA kodujici fuzni protein sGFP a alfa podjednotky tubulinu; TUA3; Kumagaki er al.
2001).

Tabakova bunécna linie BY-2/TGFP3 (transgenni linie nesouci konstrukt GFP-mTn, kodujici fuzni

protein GFP s doménou mysiho talinu vazajici F aktin; Kost er al. 1998, Srba nepublikovano).

Tabakova bunécna linie BY/GV7 (transgenni linie BY/GV7 s vnesenym genovym konstruktem

kodujicim fuzni protein GFP a AtVam3p lokalizovany do tonoplastu, Kutsuna a Hasezawa 2002).

2.2. Metody

Svételna a fluorescencni (konfokalni) mikroskopie:
— morfologické hodnoceni, stanoveni viability bunék a mitotického indexu
— vizualizace bunécnych struktur (jader, vakuol, cytoskeletu) in vivo

Synchronizace bunék

Priprava protoplastu

Izolace jader

Transmisni elektronova mikroskopie - morfologické hodnoceni

Analyzy integrity genomové DNA (izolace DNA, DNA elektroforéza, TUNEL reakce)



3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1. Uéinek chladu a kadmia na buiiky BY-2

Kultivace bunék tabakové linie BY-2 v médiu s 50uM CdSO, vyvolala snizeni viability
bunék jiz béhem prvnich 24h plsobeni (az na cca 60 %). Obdobné reagovaly buriky i na kultivaci
pii 4°C, kde byl pozorovan pokles viability bunék na cca 40% prvni den kultivace. Nasledny
pokles viability bunék byl pii obou stresovych pusobenich vyrazné pomalejsi (obr. 1) — rychlou
smrti pravdépodobné reagovala jen ¢ast populace bunék. Odlisna citlivost byla pfitom ziejmé dana
aktualni pozici v bunécném cyklu v okamziku aplikace stresu (blize kapitola 3.3).

Zmény ve viabilité bunék byly doprovazeny morfologickymi zménami (protahovanim
bunék, protahovanim a rozpadem jader, zvySenou vakuolizaci bunék a granulaci cytoplazmy).
Protahovani bunék béhem prvnich dnli ptisobeni abiotickych stresi pravdépodobné souviselo
s obecnou, nespecifickou reakci bunék na stresové podminky, na které buiky reagovaly
zablokovanim své mitotické aktivity. V piipadé ovlivnéni bunék 50uM koncentraci kadmia, vSak
mohlo byt takovéto prodluzovani bunék zpusobeno 1 specificky: rozvolnénim bunécné stény v
dasledku masivni syntézy aktivnich forem kysliku, kterou nepfimym zpusobem pies Fentonovu
reakci vyvolavaji kademnaté ionty (Sanita de Topp:t a Gabbrielli 1999, Olmos ef al. 2003, Fry et
al. 2001).
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Obr. 1. Viabilita bunék BY-2 po kultivaci ve 4°C a po aplikaci S0mM kadmia
A - Grafviabiliy bunék BY-2 béhem 14denni kultivace ve 4°C.

B - Graf viability bunék po aplikaci 50uM kadmia.

Kazadv bod reprezentuje primér 3 nezavistch pokusii +- SE.

Pfi stresovém pusobeni (jak nizké teploty, tak siranu kademnatého) dochazelo ke zménam
morfologie jader: rozpadlé mitotické struktury, zvlastni tvary jader (lalokovita jadra) po chladovém
puisobeni, protazena jadra po ovlivnéni bunék kadmiem (které zieymé souviselo s prodluzovanim

bunék - bliZe kapitola 3.4). Po del$im ptsobeni obou stresorti byla navic nalezena fragmentovana



interfazni jadra, typicka pro apoptoticky umirajici buriky (Kerr e al. 1972, obr. 2). U protoplastu
Arabidopsis thaliana vystavenych UV-C zareni byl vysloven pfedpoklad, zalozeny na pozorovani
tiech tvarovych typu jader (kulatych, srpkovité prodlouzenych a fragmentovanych), ze vSechny
tyto typy jader v sebe béhem PCD piechazeji (Danon a Gallois 1998). Coz ukazuje na moznou

ucast protazenych jader v casnych fazich PCD.

) . Obr. 2. Malformace jader bunék BY-2 po chladovém
Rozpadu jader v naSich pokusech  piisobeni (4°C) a po aplikaci 50uM CdSO,
. . , ., A -C-Malformace jader po kultivaci bunék ve 4°C
pravdépodobné piedchazel tzv. vakuolarni  p. k. proahovini a rozpad jader po aplikaci 50puA CdSO
" , o , A, D - Kontrolni neovlivnéné bunky, 3 dny staré.
kolaps. Pfi obou Stresovyd‘l pUSObemCh B - Lalokovita jadra pozorovand po 4 dnech kultivace bunék
ve 4°C.
C - Rozpad mitotickvch struktur po 7 dnech kultivace ve 4°C.
E - ProtaZena jadra po jednodenni kultivaci v médiu
obohaceném o 50uM kadmium.

po chladovém pﬁsobem’ v oblasti kolem F - Rozpadid jadra po tfech dnech kultivace bunék v médiu
obohaceném o 50uM ! kadmium.
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byla nalezena zvySena vakuolizace bunék.

Drobné vakuoly/vezikuly byly pozorovany

jadra a po pusobeni kadmia také v

Jaderné barveni Hoechst 33258.
cytoplazmatickych provazcich (obr. 3).  aseritko - 25 um
Vakuolarni kolaps je povazovan za jeden
z hlavnich znakt PCD u rostlin (Jones 2001). Vznik drobnych vakuol, které postupné splyvaji
s témi jiz existujicimi v jednu velkou centralni vakuolu, byl u rostlinnych bunék podléhajicich
bunécné smrti popsan jiz dfive: u bunék BY-2 po pusobeni H202 (Houot er a/. 2001), pfi umirani
suspenzorovych bunék smrku ztepilého (Filonova er al. 2000), pii pfeméné mezofylovych bunék
Zinnia elegans na trachealni elementy (Groover ef al. 1997) anebo pfi tzv. kortikalni buné¢né smrti
kotent obilovin (Liljeroth a Bryngelsson 2001). Ve velké centralni vakuole dochazi k akumulaci
hydrolytickych enzymii, které se po prasknuti tonoplastu vylévaji do buriky a degraduji cely
bunécny obsah (Jones 2001).

U bunék ovlivnénych kadmiem byla jesté navic pozorovana zvlastni, viceméné kulata



téliska endoplazmatického retikula, ktera byla pozorovana jak in vivo pomoci transgenni linie
BY/HDEL, tak pod Nomarského diferencialnim kontrastem. U bunék Arabidopsis thaliana byly
v podobnych cisternach endoplazmatického retikula (Mitsuhashi er al. 2000, Hayashi e al. 2001)
nalezeny inaktivni prekurzory hydrolytickych enzyma (RD21 a yVPE), které mohou byt takto
dopravovany do lytickych vakuol a nasledné pouzity k programované degradaci bunécného obsahu
pii1 vakuolamim kolapsu (Hayashi ef al. 2001). Lze se domnivat, Ze obdobny mechanizmus funguje
(vzhledem k pfitomnosti uvedenych struktur) i v buiikach BY-2 pii ranych fazich PCD vyvolané

aplikaci ionta kadmia.

Obr. 3. Vizualizace vakuoldrniho systému u bunék BY-2

pomoci barviva FM4-64 po aplikaci 50uM kadmia
Programovany charakter umirani A, B - Busky BY-2 po | dennim ovlivnéni 50uM kadmiem s

Setmvmi drobnymi vakuolami v cvtoplazmatickych provazcich

bunék po aplikaci 50uM CdSO, a po (siphy.

ovlivnéni bunék chladem naznacuje 1 f;::,:;(z M_:;,s:

pritomnost specifické intemukleozomalni

fragmentace DNA (Koukalova er al. 1997, Fojtova a Kovaiik 2000, obr. 4). Ztrata integrity
DNA byla také potvrzena u vyznamné ¢asti bunék in situ, TUNEL reakci. Internukleozomalni
fragmentace DNA byla pozorovana az ke konci kultivace bunék (7-14 dni), v dobé, kdy byly
prakticky vSechny buriky jiz mrtvé. Kromé uvedenych oSetieni byla specificka fragmentace DNA
s podobnym ¢asovanim popsana 1 po teplotnim $oku (Vacca et al. 2004) nebo po aplikaci (B-D-
galaktosyl)3 ,,Yariv reagents™ (Chaves e al. 2002). Oproti uvedenym pozorovanim byla v pfipadé
bunek rajcatové suspenzni kultury osetrené induktory PCD u zivoc¢isnych bunék (camptothecinem,
staurosporinem a fumonisinem B1) detekovana fragmentace DNA jiz po 48 hodinach, v dobé, kdy
bylo téméf 30-40 % bunék jesté zivych (de Jong er al. 2000). Piicinou rozdilnych vysledki mize
byt odli$na reakce ruznych rostlinnych bunék na rizné induktory smrti - v nasich experimentech s
linii BY-2 napf. ani jedna z uvedenych latek specifickou fragmentaci DNA nevyvolavala. Vzhledem
k rychlosti fragmentace v$ak nelze vylouéit ani moznost, ze se jednalo o experimentalni artefakt

souvisejici s rychlym zabitim bunék (viz kapitola 3.2).



3.2. Internukleozomalni fragmentace DNA

Internukleozomalni fragmentace DNA je povazovana za jeden z typickych projevi
programované bunécné smrti apoptotického typu (Wyllie er al. 1998). U rostlin byla pozorovana
napf. u vySe zminéného oSetfeni bunék BY-2 50uM CdSO, (Fojtova a Kovarik 2000, obr. 4, 5).
Nase vysledky v$ak ukazuji, ze podobna specificka fragmentace DNA muze byt navozena i u
bunék umirajicich neprogramované. Velmi ,,rychlé zabiti* intaktnich bunék BY-2 tfemi rozdilnymi
zpusoby (zamrazenim bunék v tekutém dusiku, homogenizaci v kulovém mlynku a detergentem
5% Tritonem X-100) vyvolalo specifickou fragmentaci DNA pozorovatelnou jiz po jednom dni
kultivace mrtvych bunék (obr. 5). Podobna fragmentace byla pozorovana i u DNA izolované ze
zamrazenych (a po rozmrazeni dale kultivovanych) neoSetfenych listi tabaku. Naopak u bunék
BY-2 osetfenych ImM CdSO,, ktery vyvolal okamzitou smrt téméf vSech bunék, nebyla béhem
nasledné sedmidenni kultivace fragmentace DNA nalezena (Fojtova a Kovatik 2000, obr. 5).
Jelikoz ImM CdSO, vyznamné neinhiboval fragmentaci DNA u bunék zabitych zamrazenim v
tekutém dusiku, nebyla nepfitomnost fragmentované DNA pravdépodobné dusledkem inhibice

enzymatické aktivity hydrolytickych enzymi vysokou koncentraci iontii kadmia, ale jinym

100bp

3000 bp i
2500 bp 700D
P <+
1000 bp <4 500bp <
* 300bp *
< 200bp <
<+

Obr. 4. Fragmentace DNA u bunék BY-2 ovlivnénych v 50uM kadmiem a nizkou teplotou
A - nizka teplota (4°C)
B - 50uM CdSO,

M - marker molekulamich vah, K - kontroli neovlivnéné bunky, 1 - jeden den kultivace, 3 - 3 dny

kultivace, 4 - 4 dny kultivace, 7 - 7 dimi kultivace, 10 - 10 dmi kultivace, Sipky ukazuji intermukleozomdlni
Sragmentaci DNA

charakterem smrti (obr. 5).
Problizsi charakterizaci aporovnani riizny ch typlismrtinavozené S0uM CdSO,, ImM CdSO,

a mechanickou desintegraci byla provedena cytologicka charakterizace takto ovlivnénych kultur.



700bp

500bp 700bp < 788BB

300bp 500bp < 200

200bp 300bp <

100bp 200bp 300bp
100bp

£
-
w
~

700bp

500bp
400bp

A AA

Obr. 5. Fragmentace DNA po rychlém
zabiti bunék

A - Nedegradovania DNA z kontrolnich BY-2
bunék prvni den kultivace. 700bp
B - DN izolovand z BY-2 bunék 500b.
ovliviiovanvch 50mM kadmiem po dobu | a2 400bg
7 dmi. Specificka degradace DNA (sipky).
C - DNA izolovand z BY-2 bunék
ovliviiovanych 1mM kadmiem po dobu | a2
7 dni.

D - DNA izolovana z BY-2 bunék zabitvch
zamraZenim v tekutém dusiku. Specificka
degradace DNA ($ipky).

E - DNA izolovand z BY-2 bunék ovlivnénvch ImA{ kadmiem a ihned zabitich v tekutém dusiku, kultivovamch
pozamrazeni po dobu 1 az 7 dnu.

F - DNA izolovana z listi rostlin tabdku, zabitych zamraZenim v tekutém dusiku a kultivovanvch po zamrazeni po dobu 1
az 7 dnu.

G - DNA izolovana z BY-2 bunék zabitych homogenizaci v kulovém mivnku a kultivovamich poté po dobu 1 az 7 dnu.

H - DNA izolovand z BY-2 bunék zabitvch pomoci 5% tritonu X-100 a kultivovanych po dobu 1 aZ 7 dim.

A AA

A-H - M - marker molekulamich vah, K - kontrola, 1 - lden kultivace, 2 - 3dny kultivace, 3 - 7dnu kultivace. sipky
ukazuji fragmentaci DNA do oligonukleozomalnich fragmentii
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Obr. 6. Integrita bunék po rychlém zabiti

A - C - Kontrolni neovlivnéné bunky, jeden den kultivace.

D - E - Buriky ovliviiované 50uM kadmiem po jeden den.

G - J - Bunky ovliviiované 1mA ! kadmiem po jeden den.

I - L - Buriky zabité zamrazenim v tekutém dusiku a kultivované po rozmraZeni | den.
A, E, I, M - Nomarského diferencidlni kontrast

B. F J. N - Transgenni linie BY-G1”

C G. K, O- Vakuoldirni barvivo FA14-64

D, H. L, P - Schematicky obrazek integrity bunck, zejména vakuoldarnich membrdan
MeéFitko = 10 um

Pozomost byla vzhledem k predpokladané kompartmentaci lytickych enzymu vénovana integrité
membran (zejména pak vakuomu). Bunécné struktury a jejich integrita byla sledovana pomoci
Nomarského diferencialniho kontrastu (DIC), po obarveni bunék membranovou sondou FM4-64 a

pomoci transgenni linie BY-GV7 s GFP-AtVam3p flznim proteinem lokalizovanym v tonoplastu
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(Kutsuna a Hasezawa 2002). Buiiky zabité rychle, napf. zamrazenim v tekutém dusiku, ztracely
integritu membran bezprostiedné pii jejich zabiti (obr. 6). Naopak buriky zabité (béhem nékolika
hodin) po aplikaci ImM CdSO, nevykazovaly zadnou vyraznou zménu v integrité vakuolamnich
membran, coz koresponduje s faktem, Ze po tomto ovlivnéni nebyla detekovana fragmentace DNA.
Zmény v usporadani vakuolamiho systému, doprovazejici programovanou bunécnou smrt, byly
pozorovany u bunék ovlivnénych 50uM CdSO, v pozdnich fazich ovlivnéni bunék a predchazely
vakuolarnimu kolapsu a detekci fragmentace DNA (obr. 6). Na zakladé uvedenych pozorovani lze
vyvodit, ze internukleozomalni fragmentace DNA zieymé ve vSech pfipadech souvisela ¢1 byla
podminéna ztratou integrity membran, zeyména tonoplastu.

Regulovany vakuolami kolaps doprovazeny vylitim hydrolazhraje kli¢ovou roli pii spusténi
exekucni faze PCD u rostlin (Jones 2001). Nase vysledky ukazuji, Ze tato faze programované
bunécné smrti miize byt navozenai u neoSetienych bunék desintegraci buriky (vakuoly)— z vakuoly
se pfitom uvoliuji bud’to piimo aktivni exekucni lytické enzymy (v¢. DNaz) nebo proteazy,
které tyto enzymy aktivuji. U zivoCichu hraji dulezitou roli pi1 aktivaci nukleaz zodpovédnych
za internukleozomalni fragmentaci DNA cysteinové proteazy kaspazy, které vSak u rostlinnych
bunék chybi. Tam mohou jejich funkci zastavat jiné cysteinové proteazy, VPEs (z anglického
vacuolar processing enzymes, Hatsugai ef al. 2004, Kuroyanagi et al. 2005).

Fragmentace DNA, navozena v rychle zabitych burikach, byla vyrazné potlacena pomoci
inhibitoru cysteinovych proteaz E-64c, naopak aprotinin a PMSF (inhibitory serinovych proteaz)

A M KN 10uM 50uM B M 1mM 10mM C M 0.1uM 0.5:M

700bp
500bp i
700bp 300bp <« :—,%%z‘:, <
=00t < 20000 <  2000p <
4.

Obr. 7. Efekt inhibitoru protedz na fragmentaci DNA

A - C - Bunky zabity zamraZenim v tekutém dusiku kultivované jeden den po rozmraZeni v pritomnosti:
A - inhibitoru cysteinovvch protedz E-64c v koncentraci 10a 50ubM .

B - inhibitoru serinovych a éastecné cysteinovvch protedaz PAISE v koncentraci | a 10mA [

C - a inhibitoru serinovvch protedz aprotininu v koncentraci 0.1 a 0.5uM .

A-C - M - marker molekulamich vah, KN - kontrola (bunky zamraZené v tekutém dusiku). Sipky ukazuji
oligonukleozomdlni fragmentaci DNA.
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blokovaly fragmentaci pouze minimalné (obr. 7). Jelikoz byla fragmentace navic doprovazena
rozpadem vakuolamich membran (obr. 6), jsou cysteinové proteazy VPEs vhodnym kandidatem

pro aktivaci DNaz u rychle zabitych bunék.

3.3. Souvislost indukce PCD vyvolané kadmiem a bunééného cyklu

Charakter bunécné smrti se lisil u jednotlivych bunék (nesynchronizované kultury BY-
2) vystavené pusobeni siranu kademnatého ¢i nizké teploty 4° C. Piedpokladali jsme, Ze reakce
bunék by mohla souviset s aktualni pozici jednotlivych bunék v bunééného cyklu v okamziku
aplikace stresoru, a proto byla pro detailni studium indukce programované bunécné smrti pomoci
siranu kademnatého pouzita synchronizovana linie BY-2.

Standardni protokol pro synchronizaci bunék BY-2 je zalozen na kombinaci antireplikativa
aphidicolinu (APC) a mitotické drogy propyzamidu (Nagata ef al. 1992). Vzhledem k moznému
pfimému vlivu APC na indukci PCD (Matthew er al. 2007) byla testovana i alternativni
antireplikativni latka, hydroxymocovina (HU). Obé tyto uvedené latky zastavuji bunéény cyklus
na prechodu GI1/S faze, ale jejich synchronizac¢ni ucinek se mimé lisil. Po aplikaci jak HU, tak
APC bylo pozorovano nejvyssi mnozstvi bunék v mitoze 7 hod. po jejich vymyti. Hodnota
tohoto maxima byla cca 40 % pfi pouziti HU a cca 55 % pii pouziti APC (obr. 8), coz vsak
nevypovida o lepsi synchronizaci - béhem stejného casového intervalu 5-6 hodin, ktery je asi
dvakrat del$i nez trvani mitdzy individualni bunky, se pfi pouziti obou antireplikativ rozdélily
prakticky vSechny buiiky. Duvodem pozorovaného rozdilu je zfejmé prodlouzeni trvani mitéz u
jednotlivych bunék po pouziti APC - vy$s$i maximalni mitoticky index dosazeny po aplikaci APC
odrazi Castéjsi prekryvy ¢asnych a pozdnich mitéz v ramci populace synchronizovanych bunék.
Jelikoz prodlouzeni normalniho trvani mitézy Casto ukazuje na poskozeni bunék, které pak vede
az k zastaveni bunécného cyklu (Paulowich ef al. 1997), mohl by G¢inek vlastniho antireplikativa
interferovat s uc¢inkem kadmia. Navic kifivka mitotického indexu po synchronizaci APC byla
podobna kiivce mitotického indexu po aplikact kadmia v G2 (pfi synchronizaci HU) a efekt kadmia
by tak mohl byt pii pouziti APC maskovan. Diky uvedenym poznatkiim jsme usoudili, Ze pouziti
4mM HU pro synchronizaci bunék BY-2 je méné invazivni nez pouziti APC, a tudiz 1 vhodnéjsi
pro synchronizaci bunék linie BY-2 za Gi¢elem studia indukce PCD.

Utinek 50uM CdSO, na hydroxymocovinou synchronizovanou kulturu byl studovan
po aplikaci v jednotlivych fazich bunééného cyklu (v Case 1, 5, 7 a 10.5 hodin po vymyti
hydroxymocoviny, tedy v S, pozdni G2, M a ¢asné Gl fazi buné¢ného cyklu, podle Swiatek er al.
2002, obr. 8). Kadmium piidané k buitkam v S fazi bunééného cyklu vyvolalo zpozdéni maxima
mitotického indexu o 2 hodiny (obr. 8). Buiiky ovlivnéné v G2 fazi (obr. 8) nevykazovaly zadny

posun maxima mitotického indexu, ale bylo u nich pozorovano celkové zvyseni mitotického indexu
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(cca 40%), pravdépodobné diky prodlouzeni doby trvani mitoz jednotlivych bunék, podobné jako
v ptipadé APC.

U variant, kde bylo kadmium ptidano v S a G2 faz, byla pozorovana internukleozomalni
fragmentace DNA (obr. 9) sedmy a desaty den kultivace, kdy bylo detekovano také vy3si procento
TUNEL-pozitivnich jader a nulova viabilita. Nejrychlej$i odezvu na piidani kadmia vykazovaly
buriky v M fazi bunééného cyklu, kde témér ihned po aplikaci kadmia klesl mitoticky index na cca
0 % (obr. 8). Slo o velmi rychlou ziejmé neprogramovanou smrt bunék, ktera byla doprovazena
velmi rychlym rozpadem pozdné telofaznich jader, coz by se dalo pfirovnat k tzv. mitotické
katastrofé zivoc¢isnych bunék, ktera je vSak smrti programovanou (Castedo er al. 2004). Pii
rychlé smrti navozené aplikaci kadmia v M fazi a rovnéz pii pomalé smrti indukované v Gl fazi

bunécného cyklu nebyla detekovana degradace DNA (podobné jako u kontrolnich bunék s HU
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Obr. 8. Synchronizace bunécné linie BY-2

A - Graf svnchronizace kontrolnich buncék BY-2 pomoci APC nebo HU.

B - D - Efekt 50uM kadmia na mitotického indexu u bunck BY-2 po vymvti HU. Kadmium bylo pFidano v riznveh fazich bunécné-
ho cvkiu, v S fazi (v ¢ase | po vvmvti HU, B), v pozdni G2 fazi (v ¢ase 5 po vvmyti HU, C) a v Al fazi (v ¢ase 7 po vemyvti [1U, D).
Kazdy bod reprezentuje priimer ze 17i nezavislvch pokusi +-SE.
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nebo APC). Jelikoz je fragmentace DNA zpusobena vyplavenim nebo aktivaci hydrolytickych
enzymt, v uvedenych fazich buné¢ného cyklu zieymé k témto pochodiim souvisejicim s bunécnou
lyzi nedochazelo, na rozdil od vyse zminéné S a G2 faze.

Narozdil od nasich vysledku s kadmiem byla pii aplikaci bakterialniho elicitoru kryptogeinu
pozorovana aktivace obrannych mechanizmtii a indukce bunécné smrti jen v S a G1 fazi bunééného
cyklu, zatimco tato odpovéd’ byla potlatena béhem G2 a M faze (Kadota er al. 2004). Pusobeni
kadmia je vSak oproti specifickému Gcinku kryptogeinu vysoce pleiotropni (Zhang a Xiao 1998,
Piqueras et al. 1999, Sandalo er al. 2001, Olmos ef al. 2003) a tyto dva induktory PCD se lisi 1z
hlediska cilovych bunék in planta.

Vzhledem ke klicové uloze vakuolarniho kolapsu béhem programovaného umirani
rostlinnych bunék (blize Jones 2001) lze predpokladat, ze absence fragmentace DNA po aplikaci
kadmia v M a Gl fazi je dusledkem fizeného potlaceni vyplaveni ¢i aktivace hydrolytickych

A B

M 12 34 M 1 2 34

Obr. 9. Fragmentace DNA zdvisld na indukci
programované bunééné smrti a fizi bunééného cyklu
A - DNA z kontrolnich bunék s HU s nedegradovanou DNA v
prubéhu desetidenniho kultivacniho intervalu.

B - DNA z kontrolnich bunék s APC' s nedegradovanou DNA v
prubélu desetidenniho kultivacniho intervalu.

C - DNA varianty, kde 50u\M kadmium bvlo pridino v S fazi

1000 bp bunécného cvklu.
700 bp D - DNA varianty, kde 50uM kadmium bylo pridino v G2 fazi
500 b bunécného cvkiu.
P E - Nespecificka degradace DNA u bunék varianty, kde 50uM
kadmium bvlo pridino v M fazi bunécéného cvkiu.
250 bp F - DNA varianty. kde 50uM kadmium bylo pridino v Gl fazi

bunécného cyklu.

M - marker, 1 - lden kultivace, 2 - 3dny kultivace, 3 - 7dnti
kultivace, 4 - 10dni kultivace. Sipky ukazuji internukleozomdlni
Sragmentaci DNA.
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enzymu, o nichz vime, ze jsou predpfipraveny i v intaktnich neosetfenych buiikach (viz kapitola
3.2). K indukci PCD (podobné apoptoze) by mohlo dochazet na prechodu G2/M, nebot’ tento typ
smrti zpusobilo pfidani siranu kademnatého jen v predchazejicich fazich (tzn. S a G2).

Charakter umirani bunék v zavislosti na pfidani kadmia v G1 a G2 fazi je zna¢né odlisny

14



s efektem kryptogeinu, ktery vyvolal umirani bunék v GI fazi, zatimco v G2 fazi byla indukce
smrti potlatena (Kadota ef al. 2004). Kadota a Kochitsu (2006) predpokladaji, ze indukce PCD
miiZze byt potlacena u délicich bunék. Naproti tomu diferencované nedélici se buiiky nachazejici
se v GO nebo GI fazi bunééného cyklu jsou piirozenym cilem elicitoru, které v nich indukuji
hypersenzitvni reakci, ktera slouzi k potlaceni §ifeni patogenii z mista infekce. Kadmium 1 jiné
abiotické stresory pusobi na ruzné bunééné procesy a vétsinou poskozuji buriky v celé rostling, coz
je odlisné od lokalizované hypersenzitivni reakce bunék.

Pokud by buriky odpovidaly na pisobeni kadmia hypersenzitivnim zptisobem, tedy indukci
masivni PCD, pak by to zfeymé znamenalo rychlou smrt celé rostliny. Indukce PCD tedy muze
byt u diferencovanych nedélicich se bunék potlacena, jak naznacuje charakter umirani bunék v Gl
fazi, ¢imz by bylo mozné aktivovat reparacni procesy. Rostliny ale potiebuji udrzet genetickou
integritu meristematickych bunék, ktera je nezbytna pro dalsi rust a reprodukci rostlin. PoSkozene
buriky musi byt tedy G¢inné odstranovany, coz se zieymé déje programovanou bunécnou smrti, jak
doklada pozorovany internukleozomalni DNA zebticek bunék ovlivnénych kadmiem v S a G2

fazi bunécného cyklu.

3.4. Mechanizmus a piiciny protahovani jader

Tvar interfaznich jader rostlinnych bunék je ovlivnén typem bunék nebo pletiv, stafim
bunék nebo fazi bunécného cyklu, ve kterém se burika pravé nachazi. Kromé kulatych, nékdy
az Cockovitych jader se u rostlinnych bunék mizeme setkat i s protazenymi interfaznimi jadry,
ktera do znacné miry kopiruji tvar bunék pfislusného pletiva (viz Pazourek a Votrubova 1997).
Prodlouzena jadra byla také nalezena ve specializovanych burikach kotenovych vlasku (Chytilova
et al. 1999) apylovych lacek (Laitiainen ef al. 2002). Takovato jadra byla navic né€kolikrat popsana
pfi nejriznéj$im programovaném umirani rostlinnych bunék (napf. Mittler er al. 1997, Liljeroth a
Bringelsson 2001, Houteral. 2001), s tim, ze u protoplastu Arabidopsis thaliana vystavenych UV-C
zateni byl vysloven pfedpoklad, ze prodlouzeni jader je piedstupném jejich fragmentace béhem
PCD (Danon a Gallois 1998). Vyrazné protahovani interfaznich jader jsme pozorovali také u bunék
linie BY-2 jak po aplikaci nékterych stresori vyvolavajici PCD (kadmium a camptothecin), tak po
pusobeni antireplikativnich latek (HU a APC), které bunéénou smrt nezpiisobovaly. Protahovani
tedy rozhodné neni pouze privodnim jevem ¢i predzvésti PCD, coz dobfe ukazuji i vysledky
dokumentujici dalsi osud protazenych jader po synchronizaci HU — jejich smrsténi a nasledné
rozdéleni (obr. 10).

Tvarové zmény interfaznich jader mohou byt disledkem ovliviiovani riznych bunécnych
struktur, s nimiz mize byt jadro propojeno. Proto bylo studium mechanizmu protahovani

interfaznich jader zaméfeno zejména na Ulohu bunétné stény, cytoskeletu a jaderného skeletu.
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Vyznam bunécné stény pi1 protahovani jader byl studovan jak z hlediska ulohy pfi samotném
protahovani jader, tak pfi udrzeni protazeného tvaru jader. Zatimco u protoplastit Arabidopsis
thaliana byla pozorovana protazena jadra po pusobeni UV-C zafeni vyvolavajici PCD (Danon
a Gallois 1998), po enzymatickém odstranéni bunécné stény z bunék BY-2 synchronizovanych
pomoci HU s nejvétsim procentem protazenych jader nebyla nalezena zadna protazena jadra (obr.
11), coz naznacuje mozny rozdilny mechanizmus protahovani jader souvisejiciho anesouvisejiciho
s PCD. Intaktni buné¢na sténa (pravdépodobné pres zprostiedkovanou interakci) je tedy v piipadé

oSetfeni HU nutna pro vznik protazenych jader. Tato interakce jadra a bunécné stény by mohla byt

zprostiedkovana pies cytoskeletalni proteiny ~ Obr. 10. Déleni elongovanych jader bunék BY-2

A, B - ProdlouZena interfizni jadra po aplikaci HU.
(aktinové filamenta a mirotubuly) ukotvené C., D - Spiralizované chromozomy profiznich protaZzenvch jader.
) E. F - Metafazni chromozomy v ekvatoridlni roviné kularvch
jednim koncem na plazmalemé a druhym  jader (sipka).

koncem na jademé membrané. Aktivni Nomarského diferencialni kontrast.
. ., v - MeéFitko - 25

alohu cytoskeletu v protahovani naznaluje o
1 pozorovani Chytilové ef al. (1999), ktefi pozorovali zmény tvaru a pohyby jader v kofenovych

vlascich Arabidopsis thaliana pomoci GFP s jadernym lokaliza¢nim signalem (Chytilova er
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al. 2000, Sliwinska er al. 2002). Pomoci stabilni transgenni linie BY-2/GT 16 exprimujici GFP
znaceny tubulin byly v nasich pokusech pozorovany az u 60 % bunék s protazenymi jadry etné
invaginace jaderné membrany s mikrotubularim signalem, které by mohly pfedstavovat mozna
mista ukotveni mikrotubulti (obr. 12). Pomoci mikrotubulami drogy oryzalinu v koncentraci 20uM,
vyvolavajici rozpad mikrotubularni sité jiz po 12h pisobeni, nebyla nalezena zadna protazena jadra
po spole¢ném piisobeni s HU. Podbné jako pfi studiu zmén mikrotubulariho cytoskeletu u bunék
s protazenymi jadry byla 1 pii sledovani zmén aktinového cytoskeletu pouzita transgenni linie
dovoluyjici sledovani stavu cytoskeletu in vivo (BY-2/TGFP3 nesouci fuzni protein GFP's talinem).
U bunék oSetfenych HU nebyla na rozdil od kontrolnich neosetfenych bunék nalezena zadna sit’
kortikalnich aktinovych filament, zatimco aktinovy ko$i¢ek z jemnych vlaken kolem jader byl
zachovan. Az u 45 % bunék s protazenymi jadry byly nalezeny invaginace jademé membrany
obsahuyjici aktinovy signal (obr. 13). Podobné jako po pouziti cytoskeletalni drogy 20uM oryzalinu
a ani po pouziti aktinové drogy 500nM latrunkulinu B nebyla nalezena zadna protazena jadra. Cetné
invaginace se signalem GFP znaCenych mikrotubulii a aktinovych filament a pravdépodobné i
kanaly protinajici jadro pozorované po aplikaci HU byly dfive nalezeny jak u zivo¢isnych (Johnson
et al. 2003, Lee et al. 2006), tak rostlinnych bunék (Collings er al. 2000, Gupton ef al. 2006) a
pravdépodobné usnadiuji signalizaci mezi jadrem a cytoplazmou pfi stresovém pusobeni (Lui
et al. 1998, Collings et al. 2000, Gupton ef al. 2006). Nami pozorovana pfitomnost mikrotubulu
1 aktinovych filament v téchto ryhach by v souladu s uvedenymi piedpoklady mohla slouzit k
signalizaci nebo transportu latek pii stresu do jadra nebo z ného. Vzhledem k nutnosti pfitomnosti
intaktniho cytoskeletu pro protahovani jader by v$ak invaginace cytoskeletalnich proteini mohly
mit kromé signalizacni funkce 1 funkci strukturni, podptirnou, stabilizaéni.

Pii rychlé izolaci jader sonikaci bylo zji§téno, ze izolovana prodlouzena jadra jsou schopna
st svuyj tvar udrzet po nékolik hodin. To naznacilo, ze ani bunééna sténa ani cytoskelet nejsou nutné
k udrzovani tvaru jiz protazeného jadra a soucasné to naznacilo moznou ulohu hypotetického
Jjaderného skeletu pii prodluzovani jader. Na rozdil od charakterizovaného karyoskeletu u
zivociSnych bunék (Holaska er al. 2002), u rostlinnych bunék ale jeho pritomnost néktefi autofi
nepredpokladaji (Galbraith 2004), mj. proto, Zze nebyly v rostlinnych genomech nalezeny homology
zivo€iSnych lamini (Meier ef al. 2001).

Neni-li v8ak tvar jadra udrzovan pouhou ,tvarovou paméti chromatinu®, pak by se dalo
predpokladat u¢ast hypotetického jaderného skeletu, coz by naznacovalo 1 blokovani protahovani
jader po aplikaci Sirokospektrého inhibitoru intermedialnich filament akrylamidu (v koncentraci
10mM). Ackoliv akrylamid inhibuje zeyména vimentin (Arocena 2006), ktery také neni v rostlinach
pfitomen, je mozné, ze u rostlinnych bunék je schopen inhibovat i jina struktumé podobna

intermedialni filamenta.
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BY-2/GT16 SYTO 64 slozeny obrazek

N

Obr. 11. Stav mikrotubuldrniho cytoskeletu u kultury BY-2/GT16 synchronizované pomoci HU, 4 hodiny
po vymyti antireplikativa

A-C - Transverzalng usporadané kortikalni mikrotubuly.

D-I - Mikrotubuly v oblasti okolo jadra a v cyvtoplazmatickych provazcich. Pozorovano ¢asté protinani jader
mikrotubulamimi vlakny (D-F. $ipka) nebo invaginace do jader (G-1. $ipka).

J-L - Slozené jednotlivé optické fezy.

A D, G, J-BY-2:GT-16. B, E, H, K - SYTO 64: C, F, I, L - slozenvV obrazek
Meéfitko = 7 um
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Obr. 12. Stav aktinového cytoskeletu u kultury BY-2/TGFP3 synchronizované pomoci HU, 4 hodiny po vymyti
antireplikativa
A-C - Kortikalni vrstva.

D-I - Aktinova filamenta v oblasti okolo jadra a v cvtoplazmatickych provazcich. Jaderny kosicek z jemmych aktinovych vidken.
Protinani jader silnvmi aktinovymi vidkny (Sipky).
J-L - SloZené jednotlivé optické rezy.

A, D, G, J-BY-2TGFP3; B, E, H, K -SYTO 64; C. F. I, L. - slozeny obrazek
MeFitko - 11 um

19



y

Obr. 13. Izolace extrémé protatenych jader u bunék BY-2 po synchronizaci pomoci HU
nebo APC

A - F - Nomarského diferencialni kontrast.

G - L - Jademé barvivo Hoechst 33258.

Meéfitko = 10 um
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4. ZAVERY

1. lonty kadmia a chlad spolehlivé navodily bunéénou smrt zejména programovaného typu

2. Programované umirani bunék bylo doprovazeno ¢etnymi morfologickymi zménami, ale

jen omezené specifickymi

3. Vyskyt internukleozomalni fragmentace DNA do oligonukleozomalnich jednotek neni

spolehlivym indikatorem procesu PCD

4. Rizné faze bunééného cyklu jsou razné citlivé k pisobeni S0pM CdSO,

5. Ruzné stresové vlivy vyvolaly tvarové malformace jader, které vSak pravdépodobné

primarné nesouvisely s programovanou bunéénou smrti bunék
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1. INTRODUCTION AND AIMS

Programmed cell death (PCD)isinvolved during the plantdevelopment in cell differentiation,
in forming of plant organs and senescence and plays an important role during different stress
conditions (biotic and abiotic ones) as well. The mechanisms of PCD allows organisms to eliminate
old or disturbed cells without the damage of surrounding cells/tissue. This complex process is
opposite to plant cells, well-studied in animal cells, in which several different types of PCD exist:
e.g. apoptosis, autophagy, paraptosis or mitotic catastrophe (Broker er al. 2005). However, only
some features of these animal PCD types were described within plant cells. Moreover, some types
of PCD, such as mitotic catastrophe, demonstrated features of unprogrammed cell death in plants.
It is probably not possible to strictly distinguish between individual types of PCD in plant cells and
in particular in cell cultures, however various authors strive after. Recently the existence of only
one factor common to all plant PCD types was proved, namely the vacuolar collapse (Groover e/
al. 1997, Groover and Jones 1999). Vacuolar disintegration is concemed with subsequent release
of hydrolytic enzymes from vacuoles leading to cell autolysis (Jones 2001).

The study of complex PCD mechanisms in whole plants is rather complicated, principally
due to the fact that it appears only in a small amount of intricate spaces which are surrounded by a
high amount of cells without PCD manifestation. Cell cultures are frequently used for PCD studies
since they represent, in many cases, a simplified model of complex physiological processes in a
whole plant in vivo. The study of PCD must always be compared with a mechanism of programmed
cell death within cells in vivo, where many other elements exert influence on the whole plant body.
Though cells posses their own predefined program in both cases, which is composed of initial,
effector and executional phases.

There are various reasons why cell cultures apply as a suitable model for PCD studies. Cell
cultures are primarily highly uniform. Due to the fact of intensive cell division, it is possible to gain
an extent amount of experimental “material” in a relatively short period. It must be emphasized not
least, that cell cultures in principle form a group of undifferentiated cells allowing to study basic
responses to plant cells on PCD stimuli.

It is possible to utilize different cell line types, short- or long-term, for the evolution of PCD
studies (1.a. for embryogenesis - cell cultures Norway spruce (Filonova er al. 2000), for xylogenesis
- cell cultures Zinna elegans (Fukuda a Komamine 1980) or cells dying within aleurone layer - cell
cultures of barley (Fath er al. 2000). But they are a very suitable PCD model induced by stress.
Substances responsible for invocation or inhibition of PCD are simply added to or removed from
cells.

A specific position between these experimental models is represented by cell lines. These



are basically cell lines characterized by high structural and functional homogeneity in given cell
cultures, specified by intrinsic behavior during so-called subcultivation period imitating different
cell ontogenesis in vivo - phases of intensive division, expansion / growth, maturing and senescence.
They enable quite detailed and accurate analysis of their behavior on molecular, biochemical,

cytological and morphological level.

The subject of presented thesis is based on a wide range of research activities of our
research team focused on plant physiology studies (research program “Plant cell and stress™). For
this reasons this thesis deals with programmed cell death invoked by abiotic stress in tobacco BY-2

cell line.

The current thesis was aimed to explore decisive mechanisms leading to programmed cell
death of BY-2 cells after CdSO4 treatment and cold exposure (4° C).

The aim of the partial work was a detailed description of an effect of partial PCD inductors,
on cytological and molecular levels as well. Further analogous study of PCD induction mechanisms
during different cell cycle phases.

During work flow other research scopes implicitly crystallized.



2. MATERIALAND METHODS

2.1. Material
Tobacco cell line BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv.Bright Yellow, Nagata er al. 1992).

Tobacco cell line BY-2/HDEL (transgenic cell line with gene construct m-gfpS-ER (Haseloft ef
al. 1997), which codes green fluorescent protein mGFP5 and ER-localization signal, Petrasek es
al 2003).

Tobacco cell line BY-2/GT16 (transgenic cell line with gene construct sGFP-TUA, which codes
fusion protein sGFP and alpha tubulin; TUA3; Kumagaki er al. 2001).

Tobacco cell line BY-2/TGFP3 (transgenic cell line with gene construct GFP-mTn, which codes
GFP-mouse talin fusion protein labeling actine filament (Chua er al. 1998, Srba unpublished).

Tobacco cell line BY/GV7 (transgenic cell line BY/GV7 with gene construct, which codes fusion
protein GFP and AtVam3p localising into tonoplast, Kutsuna a Hasezawa 2002).

2.2. Methods
Light and fluorescent (confocal) microscopy:
— evaluation of morphology, determination of cell viability and mitotic index
— visualization of different cell structures (nuclei, vacuoles, endoplasmic reticulum and
cytoskeleton) in vivo
Synchronization of cells
Protoplast isolation
Isolation of nuclei
Transmission electron microscopy — morphological evaluation

Analysis of genomic DNA integrity (DNA isolation, DNA electrophoresis, TUNEL reaction)



3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Effect of cold and cadmium treatment on BY-2 cells

Cultivation of tobacco cells BY-2 in a medium with the presence of 50uM CdSO, induced
significant decrease of cell viability as early as first 24h of exposure (nearly to 60%). Cells cultivated
in 4°C responded similarly and the decrease of cell viability was observed also during first day
of cultivation to approximately 40%. Subsequent decrease of cell viability was markedly slower
under both of these stress conditions (Fig. 1) — probably only a part of cell population responded
to stress conditions by rapid cell dying. Different sensitivity was probably given by actual cell
position in cell cycle during stress application (se Chapter 3.3).

Changes in cell viability were accompanied by morphological changes (cell elongation,
elongation and fragmentation of nuclei, increased vacuolisation and vesiculation of cytoplasm).
Elongation of cells during first days of exposure to abiotic stresses was probably related to general,
non-specific reaction of cells to stress conditions, under which cells reacted by blocking their
mitotic activity. In case of cells affected by SOuM cadmium treatment, the elongation could be
caused also specifically by cell wall attenuation as a result of massive synthesis of reactive oxygen
species, which is evoked by cadmium ions through Fenton reaction (di Toppi and Gabbrielli 1999,
Olmos et al. 2003, Fry et al. 2001).
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Fig. 1. Viability of BY-2 cells

A - Graph of BY-2 cell viabiliy during 14 days cultivation in 4°C.

B - Graph of BY-2 cell viability during 7 days exposure to 50uM kadmia.
Each value represents the mean of three independent experiments + SE.

During stress conditions (low temperature and cadmium ions) changes of nuclear
morphology: disintegration of mitotic structures, special lobbed nuclei after cold stress and elongated
nuclei after cadmium treatment (which is probably related to cell elongation — see Chapter 3.4.)
were observed. After longer cultivation under stress conditions fragmented interphasic nuclel, as a

typical feature for apoptotically dying cells, were observed (Kerr et al. 1972, Fig. 2). A hypothesis



has been expressed for protoplasts of Arabidopsis thaliana seedlings exposed to UV-C, based on the
observation of three different nuclear shape types (rounded, crescently elongated and fragmented
nuclet), that all these types during PCD merge each other (Danon and Gallois 1998). This could

indicate a participation of elongated nuclei during early PCD phases.

. . Fig. 2. Nuclear malformations
Fragmentation of nuclet in our 4 c.; ¢
. D - F-50uMCdSO,
expenments was probably a CONSequUencCe 4 p . Untreated control cells (3 days old).
B - Lobbed nuclei after 4 davs cultivation ind C.
C - Mitotic structure fragmetation after 7 days cultivation
ind C.
E - Elongated nuclei after 1 day exposure to 50ud CdSO,

observed. Small vacuoles/vesicules after cold  F - F'ragmented nuclei after 3 davs exposure to 50u
CdSO
o

of vacuolar collapse. In case of both stress

influences increase cell vacuolisation was

stress were detected around nuclel, in case of
cadmium treatment in cytoplasmic strands as [slc(::)/:hi:::f 32;:#”:
well (Fig. 3). Vacuolar collapse is believed to
one of the main feature of plant PCD (Jones
2001). Generation of small vacuoles, that are gradually fusioned with existing ones to one big
central vacuole, was previously demonstrated by Houot ef a/. (2001) in BY-2 cells after H202
influence, by Filonova er al. (2000) during dying process of suspensor cells Norway spruce, during
tracheary element differentiation in Zinnia elegans (Groover ef al. 1997), or during cortical cell
death in cereal roots (Liljeroth and Bryngelsson 2001). The accumulation of hydrolytic enzymes
turns up in a central vacuole and results in a degradation of cell contents after bursting released to
cytoplasm (Jones 2001, Hatsugai ef al. 2006).

Unusual endoplasmic reticulum bodies were observed during cadmium treatment both using
BY-2/HDEL cell line and light microscopy using Nomarski differential contrast (DIC). In similar

endoplasmic reticulum cisterns of Arabidopsis thaliana cells (Mitsuhashi et al. 2000, Hayashi ef



al. 2001) inactive precursors of hydrolytic enzymes (RD21 a yVPE) were found, which could be by
this way transported into lytic vacuoles and subsequently used to programmed degradation of cell
content in vacuolar collapse (Hayashi ef al. 2001). It may be assumed that analogous mechanism,
corresponding to the presence of mentioned structures, is found also in BY-2 cells during onset of

PCD after application of cadmium.

Specific  internucleosomal DNA

Fig. 3. Vacuolar system of BY-2 cells treated with 50uM
fragmentation indicated a programmed cadmium after FM4-64 staining.

, A, B - Small vacuoles - vezicules in cvtoplasmic strands treated
character of cells dying both after treatment with SOuM  cadminum for | day (arrows).
with SOuM CdSO, and cold influence oo pm. 29
(Koukalova er al. 1997, Fojtova and Kovafik
2000, Fig. 4).

The loss of DNA integrity was also confirmed in significant part of cell population by
TUNEL reaction in situ. Internucleosomal DNA fragmentation was observed at the end of
cultivation interval (7-14 days), in time, where nearly all cells were practically death. Compared to
the treatment mentioned above, the specific DNA fragmentation with similar timing was described
after temperature shock (Vacca er al. 2004) or after application of (B-D-galaktosyl)3 , Yariv
reagents” (Chaves et al. 2002). Opposite to these observations, DNA fragmentation induced by
camptothecin, staurosporin and fumonisin B1 in tomato suspension culture was detected already
after 48h, in time, where nearly 30-40% cells were still alive (de Jong et al. 2000). The reason of
such various results may be caused by different cell response to specific cell death inductors — none
of mentioned substances induced DNA fragmentation using BY-2 cells in our experiments. With
respect to fragmentation velocity, a possibility cannot be ruled out (excluding our experiments),
that those results appearing as experimental artifacts were related to very fast cell killing (see
Chapter 3.2).

3.2. Internucleosomal DNA fragmentation

DNA fragmentation into oligonucleosomal units is usually considered as a typical



symptom and indicator of apoptosis in animal cells (Wyllie ef al., 1980). In plant cells, progressive
intemnucleosomal fragmentation was documented during programmed cell death (PCD) for instance
in abiotically stressed tobacco BY-2 cell line treated with 50uM CdSO, (Fojtova and Kovarik,
2000, Fig. 4, S). Our results show that similar specific DNA fragmentation could be induced in
cells dying in an unprogrammed manner as well. Very “rapid cell killing” of intact BY-2 cells by
three different processes (freezing in liquid nitrogen, mechanically in a homogenisator or with 5%
Triton X-100 as a detergent) caused specific DNA fragmentation already after cultivation of death
cells (Fig. 5). Similar fragmentation was observed also in DNA isolated from frozen (and further
cultivated after thawing) untreated tobacco leaves. On the contrary, BY-2 cells treated with ImM
CdSO4 induced immediate cell death and during subsequent 7days cultivation of internucleosomal
DNA fragmentation was not observed (Fojtova and Kovarik 2000, Fig. 5). Since ImM CdSO4
significantly not suppressed DNA fragmentation in cells killed by freezing in liquid nitrogen, the

absence of DNA fragmentation was probably not a consequence of the inhibition of hydrolytic

enzymatic activity by high concentration of cadmium ions, but other cell death type (Fig. 5).
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characterization of these treated cultures
was performed. Regarding presumed
compartmenation of lytic enzymes an attention was paid to the membrane integrity (particularly
tonoplast). Cell structure and its integrity was detected using DIC, after staining with membrane

probe FM4-64 and using tonoplast targeted GFP in the BY-GV7 transgenic line (Kutsuna and
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A - Untreated control BY-2 cells in
exponential phase of growth. B - BY- 2 cells
treated with 50mA{ CdSO,

C - BY-2 cells treated with ImA CSO,

D - BY-2 cells killed by freezing in liquid 700bp
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Line markers: M - molecular mass marker: C - untreated control leaves; 0.5, 1, 3, 7 day(s) of culture (exposure in case of
CdSO, and Triton X-100 treatments). Arrows indicate positions of oligonucleosomal fragments.
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Fig. 6. Morphology of BY-GV'7 cells on one day after different treatments.

A-D - Untreated cells.

E - H - Elongated cells in the presence of 50uh CdSO, with small rounded vacuoles.

I- L - Plasmolvzed dead cells in the presence of ImA CdSO4 with preserved vacuolar membranes.
M - P- Disintegrated cells with diffusional signal of tonoplast after freezing in liquid nitrogen.

A, E, I. M - Nomarski differential contrast (DIC)

B, F, J, N - tonoplast targeted GIP signal

C. G, K, O - staining with vacuolar membrane probe FAN4-64

D. H, L, P - schematic figure of membrane system. Scale bars - 10 um.

Hasezawa 2002). Cells killed rapidly for instance by freezing in liquid nitrogen exhibited a loss
of integrity of the whole membrane system in particular tonoplast immediately after killing (Fig.
6). On the contrary, in cells treated with ImM CdSO,, killed within several hours, the tonoplast

integrity seemed to be preserved demonstrating no DNA fragmentation. Intensive changes in



vacuolar system accompanied by a stepwise induction of PCD in cells treated with 50uM cadmium
preceded the loss of cell integnty and internucleosomal fragmentation both observed during late
phases of cell dying (Fig.6). Our results indicate that internucleosomal DNA fragmentation was
probably related or determined by membrane disintegration, particularly tonoplast, in all cases.

Regulated vacuolar collapse accompanied by release of hydrolytic enzymes 1s essential
for triggering executive phases of plant PCD (Jones 2001). Our results indicate that this phase of
programmed cell death could be induced also in untreated cells by cell (vacuolar) disintegration
— active executive lytic enzymes (including DNases) or proteases that activate these enzymes are
releasing during from vacuole. In animal cells, cysteine protease caspases play an important role
in activation of nucleases that are responsible for internucleosomal DNA fragmentation. Such
protease caspases are not identified in plants. Their function could be substituted by different
cysteine proteases called as vacuolar-processing enzymes (VPEs, Hatsugai ef al. 2004, Kuroyanagi
et al. 2005).

A M CN 10uM 50uM B M TmM 10mM C M 0.1uM 0.5uM

400bp

700bp
500bp 70000 3
700bp 300bp 500bp <
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Fig. 7. Effect of protease inhibitors on DNA fragmentation in BY-2 cells frozen in liquid nitrogen and
incubated for one day in the presence of:

A - Cysteine protease inhibitor E-64c (10uM, 50ub).

B - serine (partially also cysteine) protease inhibitor PAISF (1m\f, 10mA ).

C - serine protease inhibitor aprotinin (0. 10pM ., 0.5uM).

Line markers: M - molecular mass marker; CN - control cells (frozen and thawed in liquid nitrogen) with no
inhibitor added. Arrows indicate positions of oligonucleosomal fragments.

DNA fragmentation, induced in rapidly killed cells, was markedly suppressed by
cysteine proteases inhibitor E-64c compared to aprotinin and PMSF (serine proteases inhibitors),
which blocked DNA fragmentation only partially (Fig. 7). Whereas specific fragmentation was
accompanied by disintegration of vacuolar membranes (Fig. 6), cysteine protease VPEs are

assumed as a suitable candidate for DNases activation in rapidly killed cells.
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3.3. Connection between PCD induced by cadmium and cell cycle

The form of cell death was different in individual cells (unsynchronized BY-2 culture)
exposed to cadmium or low temperature 4°C. We assumed that the reaction of cells could be
related to actual position of individual cells during cell cycle phase, in time of the stressor
application. Therefore, detailed studies of the PCD induction by cadmium ions using BY-2 cells
was performed.

Standard protocol for synchronization of BY-2 cells is based on combination of
antireplicative drug aphidicolin (APC) and mitotic drug propyzamid (Nagata e/ al. 1992). With
respect to possible direct influence of APC on PCD induction (Matthew e7 al. 2007), an alternative
antireplicative substance, hydroxyurea (HU) was tested. Both substances blocked cell cycle on the
G1/S transition, but their synchronization effect was slightly different. After both HU and APC
application the highest number of mitotic cells was observed after 7 hours of treatment. Peak of
mitotic index reached approximately 40% in case of HU and to cca 55% in case of APC 7 hours
after the removal of the inhibitor (Fig. 8), imply not the evidence of efficient synchronization
— during equal time interval of 5-6h, twice as longer than normal mitotic time in individual cells,
almost all cells divided after both antireplicative application. Prolongation of individual mitosis
after APC treatment is probably the reason for the observed difference— the higher and broader
maximal mitotic index peak after APC application reflects more frequent overlap of the final phases
of first mitoses in the population with initial phases of the later ones. Prolonged duration of mitosis
generally reflects troubles in cell cycle progression, which leads to cell cycle arrest (Paulovich er
al. 1997), the effect of respective antireplicative could interfere with cadmium impact. Moreover,
the curve of mitotic index after synchronization of APC was similar to mitotic index curve after
application of cadmium in G2 (during HU synchronization) and the effect of cadmium could be
masked using APC. We conclude from our results that HU is less invasive using of 4mM and
preferable to BY-2 cell synchronization than APC for PCD studies

The effect of 50uM CdSO, on synchronized cell culture was studied after application in
each phases of cell cycle (in time 1, 5, 7 and 10.5h after removal of HU, in S, G2, M and GI
phase of cell cycle respectively, according to Swiatek er al. 2002, Fig. 8). Cadmium applied to
cells in S phase of cell cycle induced about 2h delay of mitotic index peak (Fig. 8). Cells affected
during G2 phase (Fig. 8) did not shift the time of the mitotic peak, but increased the total mitotic
index integral - up to about 40 %, probably due to prolongation of mitotic time in individual cells,
similarly as in case of APC.

In cases, where cadmium was applied in S and G2 phase the internucleosomal DNA fragmentation
was observed (Fig. 9) seven and ten days of cultivation. In the same time, the higher percentage of

TUNEL-positive nuclei and approximately 0% of cell viability was observed. The fastest response
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to cadmium was detected in cells treated in M phase (Fig. 8), where this treatment resulted in rapid
decrease of the mitotic index down to 5%. This very rapid probably unprogrammed cell death,
reflecting quick disintegration of the mitotic structures late telophasis nuclei could be compared
to mitotic catastrophe of animal cells, which is obviously programmed (Castedo er al. 2004). No
DNA fragmentation was observed during rapid cell death induced by cadmium in M phase and
also in slow cell death induced in G1 phase of cell cycle (similarly to both control cells with HU
or APC. Since DNA fragmentation arises from hydrolytic enzymes release or their activation, in
appropriate phases these processes related to cell lysis did not appear compared to above mentioned
S and G2 phases.

Compared to our results with cadmium, the activation of defense mechanisms after
application of bacterial elicitor cryptogein together with cell death induction in S and Gl phase

of cell cycle was observed as well, while this response was suppressed during G2 and M phase
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Fig. 8. Synchronization of BY-2 cells and the effect of 50uM CdSO, on mitotic index progression.

A - Synchronization with 4mM hydroxyurea (HU) and 15 pM aphidicolin (APC).

B - D - The affect of 50pA{ CdSO, on mitotic index progression compared to control cells (synchronized with HU): CdSO,
was applied in S phase (1h after HU removal, B), in late G2 phase (5h after HU removal, C) and in M phase (7h after HU
removal, D).

Each value represents the mean of three (cadmium treatments) independent experiments + SE.
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(Kadota er al. 2004). The specific effect of cryptogein compared to cadmium effect i1s highly
pleiotropis (Zhang and Xiao 1998, Piqueras ef al. 1999, Sandalo et al. 2001, Olmos et al. 2003)
and these two PCD inductors also differ in targeted cells in planta. With regard to the key role
of vacuolar collapse during plant programmed cell death (see Jones 2001) it could be assumed,
that the absence of DNA fragmentation after application of cadmium in M and GI phase 1s a
consequence of controlled suppression of hydrolytic enzymes release or activation, we know that
they are ready to use in intact untreated cells (see Chapter 3.2.). The G2/M transition appears to be

the best candidate for the induction of specific apoptosis-like death of our BY-2 cells, since only

Fig. 9. Time course of DNA cleavage in BY-2
cells treated with 50uM CdSO4 at particular
phases of cell cycle.

A - Control cells synchronized by HU.

B - Control cells synchronized by APC.

C - Cells treated with S0uM CdSO , in the S phase.
D - Cells treated with 50pM CdSO  in the (2 phase.
E - Cells treated with 50uM CdSO , in the M phase.
F - Cells treated with 50N CdSO | in the G phase.
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Lanes marker: M - molecular mass marker; 1, 3, 5,
7 dav(s) of culture exposure to S0uM CdSO, The
arrows indicate the specific DN:A degradation into
oligonucleosomal fragments.
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cells treated with cadmium in the preceding cell cycle phases (1.e. in S and G2) exhibited apoptotic
DNA fragmentation.

The character of cell death responses induced by cadmium in Gl and G2 phases strongly
differ from the effect of cryptogein, whose cell-death inducing effect was very strong in G1 and
suppressed in G2 (Kadota er al. 2004). Kadota and Kuchitsu (2006) suggested that the defense

and PCD-inducing responses to cryptogein might be suppressed in dividing cells. On the contrary,
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differentiated cells, situated in GO or G1 phase, are expected to strongly respond to the elicitors by
induction of hypersensitive cell death, primarily serving to inhibit spreading of pathogens from out
of infection site. Cadmium and also other abiotic stressors induce numerous cell processes, usually
affect cells unselectively in a whole plant unlikely the localized hypersensitive cell reaction.

If all cells responded hypersensitively to cadmium treatment by induction of massive
PCD, the whole plant body would probably quickly die. Induction of PCD could be suppressed
in differentiated somatic cells, as suggested by a character of non-lytic G1 cell death whereby
reparation processes could be activated.

Plant need to preserve its genetic integrity of meristematic cells, which is essential to
further growth and reproduction. Impaired cells can be efficiently eliminated probably by PCD,
as suggested from the internucleosomal DNA ladder of cells affected by cadmium in S and G2
phase.

3.4. Mechanisms and causes of nuclear elongation

The shape of interphasic nuclei of plant cells is affected by cell type or tissue, cell age or
phase of cell cycle, which a cell currently inheres in. Except of rounded, sometimes lenticular
nuclei, elongated nuclei are also detected in plant cells, which significantly imitate cell shape
of respective tissue (see Pazourek and Votrubova 1997). Elongated nuclei were also found in
specialized cells of root hair (Chytilova er al. 1999) and pollen tube (Laitiainen er al. 2002).
These nuclei were also observed during different programmed cell death (e.g. Mittler ez al. 1997,
Liljeroth and Bringelsson 2001, Hout eral. 2001). In protoplast from Arabidopsis thaliana seedlings
exposed to UV-C radiation it was hypothesized, that nuclear elongation is a precedent stage of their
fragmentation during PCD (Danon and Gallois 1998). Distinct elongation of interphasis nuclei
was observed also in BY-2 cell line both after an application of some stressor, which induced PCD
(cadmium and camptothecin), and treatment with antireplicative drugs (HU and APC), without
evoking cell death. Nuclear elongation is consequently not only an accompaniment phenomenon
or precursor of PCD, which is demonstrated by results indicating the destiny of elongated nuclei
after HU synchronization — their shrinkage and subsequent division (Fig. 10).

Changes in nuclear morphology of interphasic nuclei could be the consequence of an
influence between different cell structures, in which nucleus could be connected. Therefore the study
of mechanisms of interphasis nuclei elongation was focused on the role of cell wall, cytoskeleton
and nuclear skeleton during this process. The significance of cell wall in nuclear elongation was
studied both in term of functioning during nuclei elongation process and its maintenance. Whereas
elongated nuclei were observed in protoplast of Arabidopsis thaliana after UV-C exposure

inducing PCD (Danon and Gallois 1998), we did not see any elongated nuclei after enzymatic
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elimination in BY-2 cells synchronized with HU (with the highest percentage of elongated nuclei,
Fig. 11). This possibly indicates a different mechanism of nuclear elongation related and unrelated
to PCD. Intact cell wall (probably by mediated interaction) is, in case of HU treatment, essential
for elongated nuclei formation. This interaction between nuclei and cell wall could be mediated by
cytoskeletal proteins (actin filaments and microtubules) anchored with one termination on plasma

membrane and in nuclear membrane by second one. The observation of Chytilova et al (1999)

Fig. 10. Division of BY-2 cells.

indicate also an active role of cytoskel eton in A B - Llongated interphasis nuclei after synchronization with
HU.

nuclear elongation, who observed changes C. D - Prophasic miclei
E, F - Metaphasis nuclei,

in nuclear shape and movement in root hairs

) ) ) Nomarski diferential contrast.
Arabidopsis thaliana using GFP cell line with  Scale bar - 25mm
nuclear localization signal (Chytilova er al
2000, Sliwinska et al. 2002). Using stabile transgenic cell line BY-2/GT 16 expressing GFP labeled
tubulin, in nearly 60% cells with elongated nuclei numerous invagination of nuclear membrane
with microtubular signal were observed (Fig. 12). These invaginations could represent a possible

position of microtubule anchoring. Using microtubular drug oryzalin in 20uM concentration,
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which caused disintegration of microtubular network already after 12h of exposure, none
elongation nuclei were found after common treatment together with HU. Similarly as in a study
of microtubular cytoskeleton, a transgenic cell line BY-2/TGFP3 (with fusion protein GFP with
talin) was used for observation of changes in cells with elongated nuclei. Opposite to untreated
control cells any cortical actin filament were observed in cells treated with HU, while the actin
basket from fine actin filaments around nuclei was preserved. Invaginations of nuclear membrane
with actin signal were observed in approximately 45% cells with elongated nuclei (Fig. 13). As
in the case of cytoskeletal drug application — oryzaline, the application of anti-actin drug 500mM
latrunculin B did not induced any elongated nuclei. Numerous invaginations with GFP signal of
labeled microtubules and actin filaments and probably also channels crossing nucleus, which were
observed in cells after synchronization with HU, were previously detected in animal (Johnson ef
al. 2003, Lee et al. 2006) and plant cells (Collings et al. 2000, Gupton ef al. 2006). They probably
facilitate a signalization between nucleus and cytoplasm under stress conditions (Lw ef al. 1998,
Collings et al. 2000, Gupton et al. 2006). The presence of microtubules and actin filaments in these
grooves detected in our experiments, could serve, with the view of presented presumptions, to
signalization or transport of different substances from/or into nuclei during stress treatment. With
respect to presence necessity of intact cytoskeleton for nuclear elongation, the invagination of
cytoskeletal proteins could be of structural, supporting and stabilizing function besides functional
one.

Elongated nuclei preserved their shape several hours after quick nuclear isolation by
sonication. This indicates that neither cell wall nor the cytoskeleton are not essential to preserve
nuclear shape of already elongated nuclei and this simultaneously it indicated a possible role of
hypothetical nuclear skeleton during nuclear elongation. In contrast to the well characterized
karyoskeleton of animal cells (Holaska er al. 2002), in plant cell studies some authors the presence
of this structure do not assume (Galbraith 2004) i.a. therefore homologues of animal lamins were
not been detected in plant genomes (Meier et al. 2001).

Unless the nuclear shape is not sustained purely by “a shape memory of chromatin”,
a participation of hypothetical nucleus skeleton could be presumed, which would also signify
blocking of nuclei elongation after the application of 1mM acrylamide - an broadwide inhibitor
of intermedial filaments. As acrylamide inhibits especially vimentin (Arocena 2006), being absent
in plant cells as well, it is probable to be able to inhibit other intermedial filaments of analogous

structure.
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BY-2/GT16 SYTO 64

merged

Fig. 11. Microtub.

ular cytoskeleton 4h after HU removal in synchronized BY-2/GT-16 transgenig cell line.
A - C - Transversal microtubules in cortical laver.

D - I - Microtubules around nuclei and in cvtoplasmic strands. Invagination(s) with microtubular signal (arrows).

J - L - Merged optical

A D, G, J-BY-2GT1-16; B. E, H. K - SYTO 64. C, F I, L - merged
Scale bar 7 ym
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BY-2/TGFP3

Fig. 12. Actin cytoskeleton 4h after HU removal in synchronized BY-2/TGFP3 transgenic cell line.
A-C- Cortical layer.

D - I- Nuclear basket from thin actin filaments. nvagination(s) with microtubular signal (arrows).

J - L - Merged optical layers.

A, D, G, J-BY-2TGFP3; B, E, H, K - SYTO 64; C, E I, L - merged
Sacle bar = 11 mm
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Fig. 13. Isolated elongated nuclei during synchronization with HU.
A - F - Nomarski diferential contrast.

G - L - Hoechst 33258.

Scale bars = 10 um
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. CONCLUSIONS

. Cadmium ions and cold stress reliably induced cell death, in particular programmed

type

. Programmed cell death was accompanied only by several, but limited, specific

morphological changes

. The occurrence of internucleosomal DNA fragmentationis is not a reliable indicator of
PCD

. Particular cell cycle phases yield to SOuM CdSO, treatment with a different intensity

. Different stress conditions induced nuclear malformaions, which were however, probably

not interrelated to PCD
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