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Abstrakt

Vznik reaktivnich forem kysliku (ROS) v rostlinach je nevyhnutelnou soucasti aerobniho bunééného
metabolismu, béhem kterého vznikaji jako vedlejsi produkty zdkladnich metabolickych drah. ROS se
v rostlinach ucastni vice pochodi. Pokud je jejich hladina na b&zné trovni, slouzi jako signalni
molekuly. Pokud je vSak rostlina vystavena stresu, hladina ROS se zvysi. Nasledkem toho miize
dochazet k riznym oxidativnim poskozenim bunécnych komponent, ale také k aktivaci dalSich
signalnich drah spojenych s obranou proti oxidativnimu stresu. Rostliny se zvySené hladiné ROS brani
riznymi zpusoby. Bud’ se snazi hromadéni ROS ptedchazet, nebo se snazi akumulované ROS
zneskodnit. K zneSkodnéni pouzivaji dva efektivni antioxidani systémy - enzymaticky a
neenzymaticky. Hlavnim pfedmétem této prace je zasazeni sacharidii do kontextu neenzymatického
antioxida¢niho systému rostlin a shrnuti dosud navrzenych mechanismii, kterymi sacharidy piispivaji
ke zhaseni ROS. Studium téchto mechanismi je dulezité, protoze oxidativni poSkozeni zpiisobené
nadmérnou produkci ROS je povazovano za vyznamnou pfi¢inu ztraty produktivity zemédélskych
plodin. Tyto ztraty se patrn¢ jeSté prohloubi disledkem zvySené stresové zatéze zpiisobené
ocekavanymi klimatickymi zménami.

Kli¢ova slova: antioxidanty, hydroxylovy radikal, mechanismus zhaSeni, reaktivni formy kysliku,
sacharidy, stres

Abstract

The formation of reactive oxygen species (ROS) in plants is inevitable part of aerobic cellular
metabolism, during which ROS are generated as by-products of basal metabolic pathways. ROS
participate in many processes in plants. If the ROS are at normal level, they serve as signal molecules.
Under stress, however, the ROS level in plants increases. High ROS accumulation can cause severe
oxidative damage of cellular components, but simultaneously it activates other signal pathways
controlling defence against oxidative stress. Plants protect themselves against increased level of ROS
in different ways. Either they try to prevent increased level of ROS, or they try to detoxify them.
Plants utilize for detoxification two efficient antioxidative systems - enzymatic and non-enzymatic
ones. The main goal of this work is to put saccharides into context of plant non-enzymatic
antioxidative system and summarize saccharides-based ROS scavenging mechanisms, which have
been invented so far. Research on mechanisms of ROS scavenging is highly important, because
oxidative damage through excessive production of ROS is considered to be significant cause of
productivity losses in agricultural crops. These losses are likely to increase as a result of increased

stress burden connected with expected climatic changes.

Key words: antioxidants, hydroxyl radical, mechanism of scavenging, reactive oxygen species,
saccharides, stress
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Seznam pouzitych zkratek:

'Chl — Chlorofyl v zakladnim stavu

'0, — Singletovy kyslik

*Chl — Chlorofyl v tripletnim stavu

AsA — Kyselina askorbova (askorbat)

APX — Askorbat peroxidaza

CAT — Katalaza

DHA — Dehydroaskorbat

DHAR - Dehydroaskorbat reduktaza

FAD - Oxidovany flavinadenindinukleotid

Fe*" — Zeleznaty iont

Fe'" — Zelezity iont

FruCl, — 1,6-dichlor fruktoza

GalCl — 4-monochlor galakt6za

GolS — Galaktinolsyntaza

GPOX — Guajakol peroxidaza

GPX — Glutation peroxidaza

GR — Glutation reduktaza

GSH — Redukovana forma glutationu

GSSG — Oxidovana forma glutationu

GST — Glutation S-transferaza

H,0, — Peroxid vodiku

HO-+ — Hydroxylovy radikal

HO,* — Hydroperoxyl

IAA — Kyselina indol-3-octova

MDHA — Monodehydroaskorbat

MDHAR — Monodehydroaskorbat reduktaza
NAD - Oxidovany nikotinamidadenindinukleotid
NADH — Redukovany nikotinamidadenindinukleotid
NADP" — Oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH — Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat



O, — Superoxid

OH" — Hydroxidovy iont

PSI — Fotosystém 1

PSII — Fotosystém 11

RafS — Rafindzasyntaza

RFO — Oligosacharidy rafindzové fady
RO- — Alkoxyl

ROO-* — Peroxyl

ROS — Reaktivni formy kysliku

SOD — Superoxid dismutaza



1. Uvod

Diky vyvijejicim se fotosyntetizujicim organismim se asi pied 2,7 biliony let zacal
molekularni kyslik hromadit v atmosféfe Zemég. S touto zménou souvisi i vznik reaktivnich forem
kysliku (Halliwell, 2006). Reaktivni formy kysliku jsou reaktivni molekuly vznikajici z molekularniho
kysliku. Zkratka ROS ptevzatd z angliCtiny znamend ,,reactive oxygen species. ROS Ize rozd¢lit na 2
skupiny: radikély, které obsahuji neparovy elektron, a neutrdlni (molekulové) formy (shrnuto v

Karuppanapandian et al., 2011).

Za optimalnich podminek vznikaji ROS (konkrétné¢ superoxid, singletovy kyslik, peroxid
vodiku a hydroxylovy radikal) v rostlinnych bunkach jako vedlejsi produkty bunééného aerobniho
metabolismu, pfi mitochondridlni respiraci v mitochondriich (Moller, 2001), pifi fotosyntéze
v chloroplastech (Asada, 1999), dale pak vznikaji pfi fotorespiraci v peroxisomech (Bartoli et al.,
2004) a podle novéjsich studii dochazi k hromadéni ROS také ve vakuole (Peshev et al., 2013). Béhem
normalnich podminek prostfedi, kdy je hladina ROS na ur¢ité, relativné nizké tirovni, slouzi ROS jako
dilezité signalni molekuly podilejici se na regulaci mnoha fyziologickych a vyvojovych procest, jako
je naptiklad bunéény cyklus, programovana bunééna smrt, rast, diferenciace, odpovéd’ na bioticky ¢i
abioticky stres nebo obrana proti patogenim. Z tohoto hlediska jsou ROS nepostradatelnou soucasti

kontrolnich mechanismi rostlinnych bun¢k (Pei et al., 2000, shrnuto v Mittler et al., 2011).

Rostliny jako pfisedlé organismy jsou neustale vystavovany rtiznym druhtim abiotickych a
biotickych stresti. Béhem stresového pisobeni se zvysSuje hladina ROS, ¢imz dochazi k poruseni
rovnovahy mezi vznikem ROS a jejich odstranénim. ZvySena hladina ROS muze zpisobit v buiikach
oxidativni poskozeni, které nasledné muze vést az k bunééné smrti (Bowler et al., 1992, Foyer et al.,
1994, Alscher et al., 1997, Shigeoka et al., 2002, Blokhina et al., 2003). Zda ROS budou plnit
kontrolni ¢i signalni funkce nebo mit Skodlivy efekt na burnku, zavisi pravé na oné rovnovaze (Gratao
et al., 2005). Aby rostliny dosahly uré¢ité homeostaze, vyuzivaji dvé rizné zakladni strategie. V prvni
se snazi vyvarovat vzniku nadbyte¢nych ROS a vytvati rlizna preventivni opatieni, ve druhé, kdy uz
dochazi ke zvyseni hladiny ROS, jde o snahu reaktivni formy detoxifikovat (Foyer and Noctor, 2005).
K detoxifikaci dochazi diky obrannym antioxidacnim systémum, které zahrnuji enzymatické a

neenzymatické systémy (shrnuto v Mittler, 2002).

Cilem této prace je shrnout dostupné literarni idaje o ROS u vySsich rostlin, a to pfedevsim
podat prehled o jednotlivych formach ROS, stru¢né charakterizovat jednotlivé enzymatické
antioxidacni systémy a podrobng&ji charakterizovat jednotlivé neenzymatické antioxidacni systémy se

zaméefenim na sacharidy a mechanismy, kterymi zhasi ROS.



2. Reaktivni formy kysliku

2.1. Obecna charakteristika reaktivnich forem kysliku a jejich vznik

ROS vznikaji z molekuldrniho kysliku energetickym pienosem (singletovy kyslik) nebo
elektronovym pienosem (superoxid, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal) (Pospisil, 2016). Hlavnim
mistem vzniku ROS v rostlinnych buiikéch jsou chloroplasty, mitochondrie a peroxisomy. ROS se ale
také tvori v menSim mnozstvi v endoplazmatickém retikulu, plazmatické membrané, v oblasti bunécné
stény, apoplastu a k hromadéni ROS dochézi i ve vakuole. ROS mohou builky ovliviiovat dvojim
zptisobem. Za optimdlnich podminek funguji jako signdlni molekuly podilejici se na kontrole a
regulaci riiznych fyziologickych a vyvojovych procest. B€hem stresu, kdy dochézi ke zvyseni hladiny
ROS, mohou v bunkach zptsobovat rizna oxidativni poskozeni, jako je poskozeni nukleovych kyselin

a sacharidi, oxidaci proteind a peroxidaci lipidt (shrnuto v Das and Roychoudhury, 2014).

2.2. Charakteristika jednotlivych reaktivnich forem kysliku

Reaktivni formy kysliku lze rozdélit na dvé skupiny: volné radikaly a neutralni formy (viz
Tabulka 1).

Tabulka 1- piehled jednotlivych ROS

Volné radikaly Neutralni formy
Superoxid O, Peroxid vodiku H,0,
Hydroxylovy radikal HO- Singletovy kyslik '0,
Peroxyl ROO-
Alkoxyl RO-
Hydroperoxyl HO,*

2.2.1. Superoxid (0,*)

O,*" je produkovan pfedevS§im v chloroplastech, peroxisomech, mitochondriich a v oblasti
bunécné stény. Hlavnim mistem vzniku O, je primarni akceptor elektronti fotosystému 1 (PSI)
lokalizovany na tylakoidni membrané. DalSim mistem vzniku je respiracni elektronovy transportni
fetézec mitochondrii. Tento stfedné reaktivni radikdl mé& zaporny naboj, jeden neparovy elektron a
vznika jednoelektronovym pienosem.

02 + e —>02'_



Ptiblizny polo¢as rozpadu O, je 2-4 us. Obvykle jde o prvni radikal, ktery vznika
elektronovym pienosem, a je tedy vychozi molekulou pro vznik daldich ROS, napiiklad 'O, , H,0, ,
OHe (shrnuto v Gill and Tuteja, 2010). Je znamo, Ze v rostlinnych pletivech 1-2% spotieby O, vede ke
vzniku O, (Puntarulo et al., 1988). O, se mlze protonizovat na hydroperoxylovy radikal (HO,*),
ktery pfimo napadad nenasycené mastné kyseliny (viz Obrazek 1) (Bielski et al., 1983). Je znamo, ze
dismutacni reakci (dismutaci) mohou byt O, rychle pfemeénény na H,0,. Tato reakce mtize probihat
bez pfitomnosti enzymd, tedy spontanné, nebo mize byt katalyzovana superoxid dismutazou (SOD).
Dismutace je reakce, kdy latka vykazuje jak oxidacni, tak redukéni vlastnosti pfi vzajemné reakci

(Fridovich, 1972).

02‘- + 02‘- + 2H+—> H202 + 02

Superoxidovy . } Hydroxylovy

radikal Peroxid vodiku radilcl
e” < B Fe*
10 _30ﬁ‘0‘ ﬁquz ."DH'
2 2 2 Fentonova reakce
singletovy kyslik Kyslik 2H*

H+

HO,’
Hydroperoxylovy
radikal

Obrazek 1 - Vznik ROS energetickym pifenosem (singletovy kyslik) a elektronovym pfenosem (superoxid,

peroxid vodiku, hydroxylovy radikal) (upraveno dle Gill and Tuteja, 2010).

Navic miize O, poskytnout elektron Zelezitému iontu (Fe'") za vzniku redukované formy
(Fe™). Tato redukovana forma Zeleza mize poté redukovat dismutaci vznikly H,O, za vzniku OHe.
Cely tento komplex reakci, které vedou ke vzniku OHe, se nazyva Haber-Weissova reakce. Posledni
reakce je oznacovana jako Fentonova reakce, béhem niz dochazi k produkci OHe rozkladem H,O, za

pfitomnosti vhodnych ptechodovych kovi, naptiklad zeleza (Walling, 1975).

Fe’" + H,0, — Fe'" + OHe + OH

2.2.2. Singletovy kyslik ('O, )

Singletovy kyslik je prvni excitovany stav kysliku a velmi neobvykld forma ROS, protoze

nevznika elektronovym pienosem, ale excitaci elektronii v molekule kysliku spojenou se zménou



spinu jednoho z vng&jsich elektront. Nejdastdjsi reakce, pii které 'O, vznikd, je interakce mezi

chlorofylovymi triplety ("Chl) a zékladnim stavem molekularniho kysliku CO,).
’Chl +°0, — 'Chl +'0,

'0, také miize vznikat riiznymi kontrolovanymi chemickymi reakcemi, které jsou dileZité pro
programovanou bunéfnou smrt zptusobenou infekci patogenti (shrnuto v Gill and Tuteja, 2010).
Zivotnost O, je piiblizné 3 ps (Hatz et al.,, 2007). 'O, je oxida¢ni &inidlo pro Siroké mnoZstvi
biologickych molekul, a mlize tak reagovat s proteiny, pigmenty, lipidy a nukleovymi kyselinami
(Wagner et al., 2004, Krieger-Liszkay et al., 2008). 'O, vznikly béhem fotosyntézy miize vazné
poskodit fotosystém I a II (PSI a PSII) stejné tak jako ostatni Casti fotosyntetického aparatu (Gill and
Tuteja, 2010). Rostliny dokazi efektivné zhasit 'O, pomoci prolinu, tokoferolu a B-karotenu (viz

kapitola 3.2.3., 3.2.4., 3.2.5.) (Krieger-Liszkay et al., 2008).

2.2.3. Peroxid vodiku (H,O,)

Hlavnim mistem vzniku H,O, jsou chloroplasty, peroxisomy, mitochondrie a oblast
bunéénych stén. Peroxid vodiku vznikd jednoelektronovou redukci O,*. Sam o sobé H,0O, neni
radikal. Jedna se o stiedné reaktivni molekulu s relativné dlouhym polocasem rozpadu (1 ms), zatimco
ostatni ROS jako O,+™,'0,, OHe maji polo¢as rozpadu 2-4 us (Bhattacharjee, 2005). Jedna se tedy o
relativné stabilni molekulu, z tohoto divodu se mize H,O, Sifit na velké vzdalenosti a pfipadné miize
prochazet skrze bunécné membrany (Bienert et al., 2007). Podobné jako dal§i ROS, hraje H,0,
v rostlinnych buiikdch dvoji roli. Pfi svém nizkém obsahu funguje jako signalni molekula zapojena
v kontrole procesii vedoucich k toleranci proti riznym druhtim abiotickych a biotickych strest. Pti
nadbytku H,0O, dochazi ke vzniku oxidativniho stresu a nasledné programované bunécéné smrti
(shrnuto v Quan et al., 2008). Dale se H,O, v pfitomnosti redukovanych pfechodovych kovii podili na

vzniku nebezpecného OHe tzv. Fentonovou reakci (viz kapitola 2.2.1., 2.2.4.) (Walling, 1975).

2.2.4. Hydroxylovy radikal (OHe)

Nejreaktivnéjsi a nejvice nebezpeény znamy ROS je hydroxylovy radikal. V ptitomnosti
vhodnych prechodovych kovii mohou vzniknout OHe Fentonovou reakci, kdy dochazi k rozkladu
H,0, (viz kapitola 2.2.1.) (Walling, 1975). Tyto radikaly neprochazi skrze membrany a musi byt
zneskodnény v misté vzniku, protoze okamzité reaguji s jakymikoliv organickymi molekulami, které
se nachazi v jejich blizkosti (Griffiths and Lunec, 1996). Problém je vtom, ze rostlinné bunky

nedisponuji enzymatickymi systémy, které by tyto nebezpecné reaktivni formy detoxifikovaly



(Gechev et al., 2006, Peshev et al., 2013). Proto ke zhaseni OHe dochazi pomoci jednoduchych
organickych sloucenin, naptiklad sacharidt (Peshev et al., 2013, Matros et al., 2015).

3. Antioxidacni systémy
Jako ochranu pied oxidativnim poSkozenim si rostliny vyvinuly antioxidacni systémy, které
zneskodiuji nebezpecné ROS v riznych bunéénych kompartmentech. Antioxidacni systémy lze

rozdélit na enzymatické a neenzymatické (Mittler, 2002).

3.1. Enzymatické antioxidacni systémy

Mezi hlavni enzymatické antioxidacni systémy patii superoxid dismutiza (SOD), kataldza
(CAT), askorbat peroxidaza (APX), guajakol peroxidaza (GPOX), glutation reduktaza (GR),
monodehydroaskorbat reduktaza (MDHAR), dehydroaskorbat reduktaza (DHAR), glutation S-
transferaza (GST) a glutation peroxidaza (GPX).

3.1.1. Superoxid dismutaza (SOD)

SOD pattici do skupiny metaloenzymii se povazuje za nejefektivnéj$i intracelularni
enzymaticky antioxidacni systém. Vyskytuje se ve vSech aerobnich organismech a je lokalizovana
v riznych subcelularnich kompartmentech (chloroplast, peroxisom, mitochondrie, cytosol) (Alscher et
al., 2002, Fridovich, 1972). SOD katalyzuje dismutaci O,*" za vzniku H,O, a O,. Odstrafiuje tedy
Skodlivy superoxidovy radikal (Fridovich, 1972).

0, + 0, + 2H — 2H,0,+ 0,

3.1.2. Katalaza (CAT)

CAT je tetramerni enzym obsahujici prostetickou skupinu hem (Loew, 1901, pfevzato z
Anjum et al., 2016). Tento enzym se vyskytuje ve vSech aerobnich eukaryotech. Jeho funkce je
odstraiiovat z peroxisomi H,O,, ktery zde vznika pfi B-oxidaci mastnych kyselin, fotorespiraci a
béhem katabolismu purind (shrnuto v Deisseroth and Dounce, 1970). Katalyzuje tedy dismutaci H,0,

na HOa O, (Loew, 1901, pfevzato z Anjum et al., 2016).

2H202 — 2H20 + Oz



CAT je lokalizovana pfedevS§im v peroxisomech, ovSem byla prokazana jeji pfitomnost i

v mitochondriich (Anjum et al., 2016).

3.1.3. Askorbat peroxidaza (APX)

APX obsahuje stejné tak jako CAT prostetickou skupinu hem, oviem APX ma vyssi afinitu k
H,0, nez CAT. APX hraje nepostradatelnou roli v ochran¢ bunék proti oxidativnimu poskozeni a
zhaseni ROS ve vyssich rostlinach, fasach a dalSich organismech (Kelly and Latzko, 1979). Zatimco
CAT odstraniuje H,O, z peroxisomti, APX odstraiiuje H,O, ptedevsim z chloroplasti, mitochondrii a
cytosolu rostlinnych bunék za vzniku H,O a monodehydroaskorbatu (MDHA), ktery pokud neni
redukovan zpét na askorbat (AsA), nasledné disproporcionaci poskytuje askorbat a dehydroaskorbat
(DHA) (shrnuto v Asada, 1999). Tyto reakce jsou soucasti askorbat-glutationového cyklu, coz je
komplex reakci, kde dochazi k oxidaci askorbatu a pti jeho nasledné regeneraci dochazi k oxidaci
glutationu (GSH). Cely cyklus je katalyzovan nékolika enzymy (APX, MDHAR, DHAR, GR) a je
zavisly na ptitomnosti NADPH. Jako donor elektronti pro APX slouzi askorbat (viz Obrazek 2) (Foyer
and Halliwell, 1976, shrnuto v Asada, 1999).

H,0,+ AsA — 2H,0+ DHA
Superozid
u:Ii.-.mubaE.a
Cridovany
Askorbat HAD(F) glutathion MADFH
Askorbat Monodehydroaskorbat Dehydroaskarbat Glutathion
peroxidasa reduktasa reduktasa reduktasa
Manodehydroaskorbat MNAD{FH Redukovany \

\ / glutathion
Dehydroaskorbat

Obrazek 2 - Askorbat-glutationovy cyklus (pfevzato z Piterkova et al., 2005) Askorbat peroxidaza (APX)
odstranuje H,O, za vzniku H,O a monodehydroaskorbatu (MDHA). Pokud neni monodehydroaskorbat
redukovan zpét na askorbat (AsA) pomoci monodehydroaskorbat reduktdizy (MDHAR) (vyuzivajici
NAD(P)H), dochazi k nasledné disproporcionaci monodehydroaskorbatu na askorbat a dehydroaskorbat
(DHA). Dehydroaskorbat je zpétné pfeménén na askorbat pomoci dehydroaskorbat reduktazy (DHAR). Pii
této reakci je redukovany glutation (GSH) oxidovan a vznika jeho oxidovana forma (GSSG). Glutation je

obnoven pomoci glutation reduktazy (GR) v NADPH-zavislé reakci.



V rostlindch se vyskytuji 4 zakladni izoformy APX: cytosolickd, mitochondrilni,
peroxisomalni a glyoxysomalni a chloroplastova. VSechny tyto izoformy se podileji na zhaseni H,O,,

ktery nepfetrzité vznika béhem bunééného metabolismu (Miyake and Asada, 1996).

3.1.4. Guajakol peroxidaza (GPOX)

GPOX je enzym obsahujicich prostetickou skupinu hem. Tento enzym zbavuje buiku
nadbytku H,0,, ktery je produkovan za normalnich podminek i béhem stresu. Také ma dialezitou roli
pti biosyntéze ligninu. Vyrazny vliv na hormonalni rovnovahu ma tim, Ze rozklada kyselinu indol-3-
octovou (IAA). GPOX preferuje aromatické donory elektronti jako guajakol a pyrogallol (Welinder et
al., 1992, shrnuto v Almagro et al., 2009).

H,0,+ DHA — 2H,0 + GSSG

3.1.5. Glutation reduktaza (GR)

GR je flavoprotein oxidoreduktaza, ktera byla nalezena jak v prokaryotech, tak v eukaryotech.
Tento enzym je lokalizovan predev§im v chloroplastech, ale jeho malé mnozstvi se také vyskytuje
v cytosolu, mitochondriich a peroxisomech (Edwards et al., 1990, Romero-Puertas et al., 2006). GR je
soucasti askorbat-glutationového cyklu, ktery je dilezity pro zneSkodnéni ROS (viz Obrazek 2). GR
katalyzuje NADPH-zavislou reakci disulfidické vazby GSSG (oxidované formy glutationu), a je tedy

dilezita pro dosazeni redukovaného stavu glutationu (Akerboom et al., 1982).

GSSG + NADPH — 2GSH + NADP*

3.1.6. Monodehydroaskorbat reduktaiza (MDHAR), Dehydroaskorbat reduktaza
(DHAR)

Existuji 2 enzymy, které jsou zapojené v regeneraci askorbatu, monodehydroaskorbat
reduktdza a dehydroaskorbat reduktaza. MDHAR je flavin adenin dinukleotidovy (FAD) enzym
ptitomny v chloroplastech a cytosolu, kde dokaze zhasit H,O, (Asada, 1999, del Rio et al., 2002).
MDHAR vyuziva jako elektronovy donor NADH.

2MDHA + NADH — 2AsA + NAD



DHAR regeneruje askorbat zjeho oxidovaného stavu na redukovany stav a slouzi jako
dilezity regulator recyklace askorbatu. Zvyseni exprese DHAR zvysuje toleranci rostlin vici riiznym

druhtim abiotickych stresii (Asada, 1999).

DHA +2GSH — AsA + GSSG

3.1.7. Glutation S-transferaza (GST)

Rostlinna skupina GST je velmi §iroka a rtiznoroda skupina intracelularnich enzymu, které
katalyzuji konjugaci nebezpecnych elektrofilnich xenobiotickych subtrati (RX) s tripeptidem
glutationem (Marrs, 1996). Tyto enzymy maji funkci v detoxifikaci herbicidii, hormonalni homeostazi,
vakuolarni sekvestraci antokyanl, metabolismu tyrosinu, detoxifikaci hydroperoxidd, regulaci

apoptdzy a v rostlinnych odpovédich na stres (shrnuto v Edwards et al., 2000).

RX + GSH — HX + R-S-GSH

3.1.8. Glutation peroxidaza (GPX)

GPX je velka skupina rtiznorodych izoenzymil pouzivajici glutation k redukci H,0,, také
detoxifikuji produkty lipidové peroxidace, a tim tedy pomahaji bunikam s ochranou proti oxidativnimu

stresu. GPX rozklada H,0, na H,O a zaroven oxiduje GSH (Ahmad et al., 2008).

2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0

3.2. Neenzymatické antioxidacni systémy
Dalsi cast této prace se vénuje neenzymatickym antioxida¢nim systémiim, mezi které patii
kyselina askorbova, glutation, prolin, o-tokoferol, karotenoidy, fenolické slouceniny -  napf.

flavonoidy a v neposledni fad¢ i sacharidy, které jsou hlavnim pfedmétem této prace.

3.2.1. Kyselina askorbova (askorbat)

v

Nejhojnéjsi a nejsilngjsi antioxidant rozpustny ve vod¢€, ktery zabranuje vzniku ROS nebo
minimalizuje poSkozeni zplisobené ROS v rostlinach, je kyselina askorbova (Conklin et al., 1996).
Vyskytuje se v cytosolu, chloroplastech, mitochondriich, vakuole a oblasti bunééné stény
(Rautenkranz et al., 1994), je pfitomna ve vSech rostlinnych pletivech, ve vyssich koncentracich ve

fotosyntetizujicich bunkach, nékterych plodech a zasobnich organech (Fukuda et al., 1995, Horemans



et al.,, 2000). Za normalnich fyziologickych podminek se v chloroplastech kyselina askorbova
vyskytuje vétSinou v redukované formé (Foyer and Halliwell, 1976). Kyselina askorbova je
povaZovana za nejsilngjsi zhase¢ ROS ve vodnim prostiedi diky své schopnosti odevzdat elektrony
v mnoha enzymatickych i neenzymatickych reakcich (Horemans et al., 1994). Kyselina askorbova
maze pifimo zhaset O, '0, , OHe. Dale se mizZe podilet na ochrané¢ membran diky schopnosti
regenerace a-tokoferolu z tokoperoxylového radikalu (Conklin et al., 1996). Kyselina askorbova mtize
slouzit jako substrat pro askorbat peroxidazu v askorbat-glutationovém cyklu (viz Obrazek 2, kapitola
3.1.3.) (Foyer and Halliwell, 1976). V chloroplastech mtize kyselina askorbova pisobit jako kofaktor
violaxantin de-epoxidazy, kde takto piispiva k rozptylu nadbytecné excitacni energie a predchazi

oxidativnimu poSkozeni (Neubauer and Yamamoto, 1994).

3.2.2. Glutation

Daéle do skupiny latek s antioxidacnimi u€inky patii glutation, coz je tripeptid skladajici se ze
zbytkl kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu, obsahujici thiolovou (-SH) skupinu. Jde o jeden
Glutation se vyskytuje bud’ v redukované formeé (GSH) s volnou thiolovou skupinou nebo v oxidované
formé (GSSQ) s disulfidickou vazbou mezi dvéma identickymi molekulami. Rovnovaha mezi GSH a
GSSG je dulezita pro regulaci redoxniho stavu v bunce (Halliwell and Foyer, 1978). V rostlinnych
pletivech se cast&ji vyskytuje vredukované forme, je lokalizovan v cytosolu, endoplazmatickém
retikulu, vakuole, mitochondriich, chloroplastech, peroxisomech a v apoplastu (Jimenez et al., 1998).
Glutation hraje dulezitou roli v antioxidacni obrané diky své schopnosti regenerovat jiné ve vodé
rozpustné antioxidanty, jako naptiklad kyselinu askorbovou skrze askorbat-glutationovy cyklus, ktery
je dulezity pro odstranovani nadbytku H,O, (viz Obrazek 2, viz kapitola 3.1.3.) (Foyer and Halliwell,
1976). Glutation je potencialni zhase¢ 'O,, H,0,, OHe (Noctor et al., 1998). Glutation je také
prekurzorem fytochelatint, které jsou dilezité pro kontrolu obsahu tézkych kovt v butice (Grill et al.,

1987).

3.2.3. Prolin

Prolin je aminokyselina, ktera se diky mnoha mechanismim podili na ochrané¢ bun¢k proti
stresu. Funguje v buiice jako osmoprotektant vyrovnavajici turgorovy tlak béhem stresu (Csonka,
1989). Prolin je povazovan za silny antioxidant fungujici jako efektivni zhase¢ ROS, konkrétné¢ OHe
(Floyd and Zsnagy, 1984) a 'O, (Alia et al., 1997). V rostlinach dokaze prolin potla¢it produkci 'O,,
ktery vznika v tylakoidech (Alia et al., 1997). Ke zhaseni 'O, dochazi pomoci péti¢lenného kruhu

prolinu, pyrolidinu. Pyrolidin ma nizky ionizaéni potencidl a tim dokaze zhasit 'O, pomoci



mechanismu pienosu naboju, kterym se kyslik vraci do zakladniho molekularniho stavu (Young et al.,
1973, Clennan et al., 1989). Prolin se podili na udrzeni intracelularni redoxni homeostaze, udrzuje
pomér NADP'/NADPH hladin (Phang, 1985) a také GSH/GSSG (Hoque et al., 2008). V neposledni
tade¢ prolin funguje jako signalni molekula podilejici se na kontrole a regulaci programované bunécné

smrti, rastu a diferenciaci (shrnuto v Liang et al., 2013).

3.2.4. Tokoferol (vitamin E)

Tokoferoly jsou vtucich rozpustné antioxidanty a nezbytné slozky vsech biologickych
membran. Z ¢ehoz vyplyva, Ze jsou soucasti tylakoidnich membran chloroplasti rostlin, kde se podili
na jejich ochrané (Kiffin et al., 2006). V rostlinach byly nalezeny 4 izomery tokoferolt (a-, -, y-, 0-).
Nejvétsi antioxidacni aktivitu vykazoval a-tokoferol diky pfitomnosti 3 methylovych skupin ve své
molekule (KamalEldin and Appelqvist, 1996). Tokoferoly jsou povazovany za zhasece ROS,
konkrétng '0,. Tokoferoly jsou znamy tim, Ze chréani lipidy a dali sloZky chloroplastovych membran
vysSich rostlin, pfedevSim ochranuji strukturu a funkci PSII (Igamberdiev et al., 2004). Dale jsou
povazovany za zhasece lipidovych radikalt, protoze jsou schopny opravit oxidujici radikély, a tim
brani fetézové reakci beéhem lipidové autooxidace. a-tokoferol reaguje s lipidovymi radikaly, které
jsou odvozené od nenasycenych mastnych kyselin. Reakce mezi a-tokoferolem a lipidovymi radikaly
nastane na povrchu membrany, kde a-tokoferol odevzda atom vodiku lipidovému radikalu. Vznikly
tokoperoxylovy radikal mtize byt nasledné recyklovan zpét na a-tokoferol diky reakci s askorbatem

nebo jinym antioxidantem (Igamberdiev et al., 2004).

3.2.5. Karotenoidy

Karotenoidy jsou vtucich rozpustné antioxidanty nachazejici se v plastidech
fotosyntetizujicich i nefotosyntetizujicich rostlinnych pletiv. Prvni jejich dalezitou funkci je absorpce
zateni v rozmezi od 400 nm do 550 nm a nasledny pfenos zachycené energie na chlorofyl (Gill and
Tuteja, 2010). Déle jsou karotenoidy dilezité pro sestaveni PSI, stabilitu svételného komplexu
proteint a navic i pro stabilizaci tylakoidni membrany (Niyogi et al., 2001). Dalsi funkci je ochrana
fotosyntetického aparatu zhaSenim tripletnich excitovanych stavii chlorofylu (*Chl) a daliich
Skodlivych radikalt (Burton and Ingold, 1984). Karotenoidy dokézi v ramci fotosyntetického aparatu
zhaset i 'O, (Foote and Denny, 1968). Ke zhaseni 'O, dochazi pomoci lykopenu, coZ je analog P-
karotenu a nejefektivnéjsi zhase¢ mezi karotenoidy diky nejvyssi rychlostni konstanté reakce (Di

Mascio et al., 1989).
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3.2.6. Fenolické slouceniny

Fenolické slouceniny jsou tvofeny aromatickym kruhem, na kterém je navdzana minimalné
jedna hydroxylova funkéni skupina. Jedna se o sekundarni metabolity vyskytujici se hojné
v rostlinnych pletivech. Mezi fenolické slouceniny patii mimo jiné flavonoidy, taniny a lignin, které
mohou fungovat jako antioxidanty zhasejici ROS (Blokhina et al., 2003, Karuppanapandian et al.,
2011).

Flavonoidy

Flavonoidy se bézn€ vyskytuji na rtiznych rostlinnych ¢astech, nejcastéji v listech, kvétech a
pylu. K hromadéni flavonoid dochazi ve vakuolach, kde se vyskytuji jako ptislusné glykosidy. (Gill
and Tuteja, 2010). Flavonoidy lze rozd¢lit na flavonoly, flavony, izoflavony a antokyany. Flavonoidy
patii mezi nejvice bioaktivni sekundarni metabolity. V porovnani s kyselinou askorbovou a a-
tokoferolem je vétSina flavonoidd lepSimi antioxidanty (Hernandez et al., 2009). Flavonoidy dokazi

snizit tekutost membran a tim branit difuzi radikalt skrze membrany (Arora et al., 2000).

3.2.7. Sacharidy

Béhem stresu mohou rozpustné sacharidy pfispivat k osmotickému vyrovnani a rovnéz i ke
stabilizaci proteinli a membran (Tarczynski et al., 1993, Hincha et al., 2003). Malé rozpustné
sacharidy jsou spole¢n¢ s hormony soucasti rostlinné signalni sit¢ podilejici se na regulaci obrannych
odpoveédi vici stresu (Rolland et al., 2006). Jako o zhasecich ROS s prokazatelnymi antioxida¢nimi
vlastnostmi se o rozpustnych sacharidech uvazovalo uz diive (Smirnoff and Cumbes, 1989, Morelli et
al., 2003), ovSem az teprve nedavno se rozpustné sacharidy zaCaly povazovat za plnohodnotnou
soucast neenzymatického antioxidac¢niho systému, protoze se objevily studie tykajici se identifikace
mechanismti zhaSeni ROS (Peshev et al., 2013, Matros et al., 2015). Mezi hlavni sacharidy podilejici
se na regulaci zvySené¢ hladiny ROS se fadi monosacharidy (glukdza, fruktéza (Van den Ende and
Valluru, 2009)), disacharidy (sachar6za (Smirnoff and Cumbes, 1989, Morelli et al., 2003), maltoza
(Morelli et al., 2003), trehaléza (Stoyanova et al.,, 2011)), dale oligosacharidy (rafin6za),
oligosacharidy rafindzové fady (RFO) (Nishizawa et al., 2008, Schneider and Keller, 2009), k nimz
volné zafadime i galaktinol (Nishizawa et al., 2008), coz je prekurzor RFO. Dalsi sacharidy podilejici
se na regulaci zvySené hladiny ROS jsou fruktany (Peshev et al., 2013) a cukerné alkoholy (manitol,

sorbitol, myo-inozitol (Smirnoff and Cumbes, 1989)).

Existuje mnoho studii, které zkoumaji neenzymatické antioxidacni schopnosti in vitro u vyse
vyjmenovanych sacharidi. OvSem jednotlivé studie jsou provedeny na rtiznych urovnich zkoumani,
coz neumoznuje objektivni srovnani jednotlivych poznatkii. Jednou z prvnich studii zabyvajicich se

problémem sacharidd jako zhasecti ROS je studie Smirnoff and Cumbes (1989). Tato studie testovala

11



schopnost roztokti cukernych alkoholti a sachardzy zhaset OHe in vitro. Sachardza vykazovala silné
antioxidacni vlastnosti a byla efektivnim zhaseCem OHe. V této studii bylo zjisténo, ze cukerné
alkoholy jako manitol, sorbitol a myo-inozitol jsou také efektivnimi zhaSeCi OHe (Smirnoff and

Cumbes, 1989).

Dalsi ze starsich studii zabyvajici se touto problematikou je studie Morelli et al., (2003), ktera
se zabyvala antioxida¢nimi vlastnostmi nékterych rozpustnych sacharidii a hodnocenim posSkozeni
téchto sacharidii po reakci s OHe. Studie potvrdila antioxida¢ni vlastnosti sachardzy, které byly
prokazany uz diive (Smirnoff and Cumbes, 1989). Dale prokazala, ze maltéza umi zhaset OHe

(Morelli et al., 2003).

Na zaklad¢ dalsi provedené studie in vitro je predpokladana funkce galaktinolu a rafinozy jako
zhaseclti OHe. V transgennich rostlinach vysoka intracelularni hladina galaktinolu a rafindzy souvisela
se vzrustajici toleranci k oSetieni methylviologenem (herbicid), zasoleni nebo stresu zplisobenému
chladem. Existuje zde tedy mozZnost, Ze galaktinol a rafindza zhaseji OHe, a tim chrani rostlinné bunky

pred oxidativnim poskozenim (Nishizawa et al., 2008).

Dalsi rozsahla studie probihajici in vitro prokézala, ze inulin je velmi efektivni zhaSe¢ OHe a
O, stejné tak i trehal6za a sachardza. Mezi dalsi testované sacharidy patfila rafindza a manitol, u

nichz bylo také zjisténo, ze jsou efektivnimi zhaSeci OHe. (Stoyanova et al., 2011).

Dalsi studie, které se budu vénovat podrobngji, se zabyva problémem ochrany kliCové a
pfitom vyrazn€¢ ohrozené bunééné organely - chloroplastu (Schneider and Keller, 2009).
V chloroplastech se vyskytuje fada rozpustnych sacharidii, které maji potencial podilet se na jejich
ochrané pred oxidativnim poskozenim. Mezi sacharidy vyskytujici se v chloroplastech patii naptiklad
manitol, myo-inozitol (Bohnert et al., 1995), dale sachardza a rafindza. Vyse uvedena studie navrhuje
roli RFO jako soucast chloroplastového antioxida¢niho systému (Schneider and Keller, 2009). Ja se
v této Casti zaméfim na rafindzu, coz je trisacharid slozeny z galaktdzy, glukozy a fruktozy patiici
mezi oligosacharidy rafindzové tady (RFO). K syntéze rafindzy je potfeba galaktinol, ktery se
syntetizuje pomoci galaktinolsyntazy (GolS). Déle je potfeba sachardéza, na kterou se naslednym
pfidavanim pomoci rafindzasyntdzy (RafS) navazi galaktézové jednotky pochdzejici z galaktinolu
(Lehle and Tanner, 1973). Diky kompartmentacni analyze byla prokdzana piitomnost rafindzy
v chloroplastech rostlin Spenatu (Spinacia oleracea L.), zbéhovce (Ajuga reptans L.) a husenicku
(Arabidopsis thaliana L.), které byly vystavené chladu. Nicméné€ enzymy potiebné pro syntézu
rafin6zy, galaktinolsyntdza a rafindzasyntaza, byly nalezeny mimo chloroplast. Nyni je na misté
polozit si otazku, jakym mechanismem se rafin6za dostane do chloroplastu. Experimenty provedené
na izolovanych chloroplastech zb&hovce a huseni¢ku poskytly prvni dikaz, Ze rafindza je skuteéné
transportovana dovnitf chloroplastu pomoci transportéru, ktery se nachazi na chloroplastové

membrané (Schneider and Keller, 2009). Z ¢ehoz lze usoudit, ze transport rafindzy do chloroplastu
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skrze transportér lze povazovat za soucast obranného mechanismu rostliny, protoze rafindza
transportovana do chloroplastu se nasledné podili na ochrané této organely proti oxidativnimu

poskozeni.

U rozpustnych sacharidii byly tedy opakované prokazany antioxidacni vlastnosti poukazujici
na jejich moznou roli zhdse¢ ROS. Nicméné studie byly témét vyhradné provadény v umélych

systémech in vitro. Je tedy otazkou, zda by sacharidy prokazovaly antioxidacni vlastnosti i in vivo.

3.2.7.1. Mechanismy zhaSeni ROS sacharidy

Studii o mechanismech zhaseni ROS sacharidy existuje velmi malo. VSechny studie, které zde
uvadim, se tykaji zhaSeni OHe a jsou provedeny na riznych urovnich zkoumani. Myslim si, Ze je tieba

toto téma v budoucnosti vice prozkoumat.

3.2.7.1.1. ZhaSeni OHe vodikovou abstrakei

Podle teoretické studie Hernandez-Marin, Martinez, (2012) sacharidy zhasi OHe pomoci
mechanismu pfenosu atomu vodiku (vodikovou abstrakci). B€hem tohoto pfenosu dochazi piednostné
k reakci mezi vodikem vazanym na ten atom uhliku, kde je niz$i hodnota vazebné disociacni energie, a
nasledn¢€ dochazi ke vzniku na uhliku lokalizovaného radikalu a vody. Nicméné je mozna i reakce
mezi vodikovym atomem a kyslikem. Zpoc¢atku byly navrzeny dal$i dva mechanismy: elektronovy
prenos a radikalova adice. Nakonec byly ale tyto dva dals$i mechanismy na zakladé vypo¢tt zavrhnuty,

protoze bylo potvrzeno, ze se neuskute¢ni (Hernandez-Marin and Martinez, 2012).

3.2.7.1.2. Zhaseni OHe pomoci fruktani

Role vakuoly bé€hem oxidativniho stresu byla doneddvna ve vétSin€ studii, az na nékteré
vyjimky, zanedbavana. Vzhledem ke svoji velikosti je vakuola vyznamnou strukturou v rostlinnych
bunikach, zaujimé Casto vice nez 95% veskerého bunééného objemu. Teprve nedavno byla vakuola
navrzena jako soucast buné¢ného antioxidacniho systému (Peshev et al., 2013, Van den Ende and
Valluru, 2009). Stim souvisi propojeni a vzijemnd spoluprdce sacharidi a slouc¢enin od nich

odvozenych (naptiklad fruktand) s vakuolarnimi fenolickymi slou¢eninami (Peshev et al., 2013).

Peshev et al. (2013) navrhuji novy hypoteticky model, ktery se zabyva vakuolarnimi
antioxida¢nimi mechanismy a klade diraz na zhaseni OHe pomoci fruktan ve vakuole. Jak jiz bylo

feCeno, OHe jsou extrémné reaktivni formy kysliku a okamzité reaguji témeéf se vSemi biomolekulami.
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K zne$kodnéni téchto radikalt dochazi pomoci jednoduchych organickych sloucenin, napiiklad

sacharidi (viz kapitola 2.2.4.).

Studie Peshev et al. (2013) popisuje zhaseni OHe pomoci fruktanti nasledovné. Ve vakuole
rozeznavame 2 zakladni oblasti: 1. oblast v blizkosti tonoplastu a 2. oblast centralni vakuolarni lumen
(viz Obrazek 3). Fruktany i fenolické slouCeniny jsou povazovany piedevSim za vakuolarni
slouceniny. Fruktany se vyskytuji ve vyssich koncentracich v blizkosti tonoplastu, zatimco fenolické
slouceniny prevladaji v centralni ¢asti vakuolarniho lumen. Béhem stresu se do vakuoly pomoci prosté
nebo usnadnéné (vyuZzivajici aquaporiny) difuze mtize dostat H,O, vznikajici v cytosolu (Bienert et al.,
2007). Navic mize byt v tonoplastu NADPH oxiddzou (vyuzivajici cytosolicky NADPH) produkovan
0O,*’, ktery mtize byt pomoci superoxid dismutazy (SOD) pfeménén na vakuolarni H,O,. Ve vakuolach
existuji vakuolarni peroxidazy III. tfidy, které jsou spojené s vnitini stranou tonoplastu a jejichz
substrat je H,O, (Costa et al., 2008). Tyto peroxiddzy mohou produkovat nebezpecny OHe, ktery
reaguje s fruktany za vzniku novych sacharidovych radikalii. Mezi fruktany se fadi naptiklad inulin,
ktery je vnofen hluboko v tonoplastu a tim je v idealni pozici pro reakci s OHe. Takto vzniklé
sacharidové radikaly jsou dale rozstépeny na méné nebezpecné radikaly a na neradikalni slouceniny,
které maji sklon difundovat z blizkosti tonoplastu do centralni vakuolarni lumen. V centralni lumen
dochazi k recyklaci sacharidovych radikalii na sacharidy nebo k riznym rekombina¢nim reakcim,
které maji za nasledek vznik cukr-fenolickych slouCenin, neutralnich sacharidi s vys$Sim stupném

polymerace nebo fenolickych latek (Peshev et al., 2013).

Déle se spekuluje o tom, ze oxidované fenolické slouCeniny by mohly byt redukovany
askorbatem (AsA) nebo glutationem (GSH), které jsou soucasti vakuoldrniho antioxida¢niho systému
(Peshev et al., 2013). Je znamo, ze GSH se mize hromadit ve vakuole, ktera je vystavena stresu
(Queval et al., 2011). Dale byl nalezen AsA ve vakuolach Arabidopsis thaliana a v Nicotiana
tabacum, ovSem v nizsich koncentracich nez v jinych organelach. Nejveétsi nartist mnozstvi AsA ve
vakuole byl pozorovan nasledkem nadmérné ozafenosti (Zechmann et al., 2011). Nicméné propojeni
mezi vakuolou a zbytkem bunééné antioxidacni sit€ pomoci transportérit AsA a GSH neni dostate¢né
prozkoumano, a je tedy potfeba tomu vénovat vétsi pozornost. Také zistava otazkou, zda sacharidy

mohou s OHe reagovat ve vakuole 1 v systémech in vivo.
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Obrazek 3 - Zhaseni OHe pomoci fruktant ve vakuole (pfevzato z Peshev et al., 2013). Ve vakuole existuji
2 oblasti: 1. oblast v blizkosti tonoplastu, kde se vyskytuji predevsim fruktany, mezi které se fadi naptiklad
inulin a 2. oblast centralni vakuoldrni lumen, kde prevladaji fenolické slouCeniny. Béhem stresu se do
vakuoly mtze dostat H,O, z cytosolu. V tonoplastu mtize byt NADPH oxidazou produkovan O,e’, ktery
miZe byt nasledné pomoci superoxid dismutazy (SOD) pfeménén na vakuoldrni H,O,. Ve vakuolach
existuji vakuolarni peroxidazy III. tfidy (PRX), jejichz substrat je H,O, a mohou produkovat OHe. Inulin,
patfici mezi fruktany, je vloZen hluboko v tonoplastu a tim je v idealni pozici pro reakci s OHe. Reakci
fruktant (inulinu) s OHe dochdzi ke vzniku sacharidovych radikald, které jsou dale rozStépeny na méné
nebezpecné radikaly a na neradikalni slouceniny, které maji sklon difundovat z blizkosti tonoplastu do
centralni vakuolarni lumen. Tam dochézi k recyklaci sacharidovych radikalti na sacharidy nebo k riznym
rekombinacnim reakcim, které maji za nasledek vznik cukr-fenolickych sloucenin nebo neutrdlnich
sacharidd s vyS$sim stupném polymerace. Oxidované fenolické slouceniny by mohly byt redukovany

askorbatem nebo glutationem.
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3.2.7.1.3. Zhaseni OHe pomoci sukralézy

Dalsi studie zabyvajici se mechanismem zhaseni ROS pomoci sacharidu je studie Matros et al.
(2015), kde byl zkouman mechanismus reakce sukralézy s OHe. Sukral6za je umély analog sachar6zy
skladajici se z4-monochlor galaktézy (GalCl), ktera je spojena s 1,6-dichlor fruktéozou (FruCl,).
Sukral6za byla v tomto piipadé pouzita proto, ze ji builky nedokdzi metabolizovat, tim padem je
snadnéji dohledatelna v organismu. Ostatni sacharidy buriky metabolizuji a jejich produkty reakci jsou
soucasti normalniho bunécného metabolismu, takZe nelze rozeznat, jakou reakci produkt vznikl.
Ptedpokladdme tedy, ze rozpadové a rekombinacni produkty sukraléozy vznikaji na zakladé
neenzymatickych reakei radikali, protoze buiiky nedokéazi sukralézu metabolizovat. Podle teoretické
studie Hernandez-Marin, Martinez (2012) sacharidy zhas§i OHe pomoci mechanismu pfenosu atomu
vodiku (vodikovou abstrakci), ¢imz dojde ke vzniku na uhliku lokalizovaného radikdlu a vody.
Ocekava se tedy, ze se uplatiiuje podobny mechanismus i se zhaSenim OHe pomoci sukraldzy (Matros

et al., 2015), tak jako ve studii Peshev et al., (2013).

K prostudovani sacharidi jako pravych zhasecua in vivo, bylo nutno nejprve provést Fentonovu
reakci se sukralozou in vitro. Takto vzniklé produkty reakce sukralozy s OHe byly zkoumany pomoci
hmotnostni spektrometrie. Na zakladé studie Peshev et al., (2013) a literarnich dat byly pfedpovézeny
struktury vzniklych sukral6zovych produkti a jejich molekularni hmotnosti. Lze tedy ocekévat, zZe
OHe odebere vodikovy atom ze sukraldzy, ¢imz dojde ke vzniku H,O a sukral6zového radikalu. Tento
sukral6zovy radikal mtze byt oxidovan bud’to pfedtim nez dojde k jeho rozstépeni, nebo az poteé, co
dojde k jeho rozstépeni na dvé casti, kdy jedna cast je radikal a druha nikoliv. Navic se sukralozovy
radikal mize rekombinovat s jinymi sacharidovymi radikaly za vzniku neutralnich sloucenin s vy$$im

stupném polymerace (viz Obrazek 4) (Matros et al., 2015).

Za ucelem zkoumani reakce mezi sukralézou a OHe in vivo byly rostliny Arabidopsis thaliana
kultivovany v hydroponické kultute, ktera obsahovala sukralozu, a poté byly vystaveny oxidativnimu
stresu. Pomoci hmotnostni spektrometrie byly vyhledany a analyzovany rozpadové produkty
sukralozy a nové vzniklé slouceniny s veétsi molekularni hmotnosti. Diky témto provedenym

experimentiim bylo potvrzeno, Ze reakce sukral6zy s OHe prob¢hne in vitro a také in vivo.

Diulezity zavér téchto experimentd je, Ze vSechny tyto pozorované vysledky potvrzuji roli
sacharidl jako pravych zhasecti OHe. Dalsi klicovy zavér této prace je, ze neenzymatické reakce s

OHe+ jsou nedilnou soucasti rostlinného antioxida¢niho systému podilejici se na homeostazi

vvvvvv

byt vénovano vice pozornosti (Matros et al., 2015).
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Obrazek 4 - Zhaseni OHe pomoci sukraldézy (upraveno dle Matros et al., 2015). 1. OHe odebere atom
vodiku bud’ z FruCl, nebo z GalCl jednotky, coz vede ke vzniku sukraldzového radikalu, ktery mize byt
hydrolyzovan na monosacharidovy radikal a neutralni monosacharid. Monosacharidovy radikal mize byt
dale podroben oxidaci, kterd vede ke vzniku derivatu s keto-skupinou. 2. Sukralézovy radikal miize byt
oxidovan, vznika sukraldzovy derivat s keto-skupinou. Nasledné mtize dojit k odebrani vodiku a hydrolyze.
Vysledkem je neutralni monosacharid s keto skupinou a monosacharidovy radikal. 3. Radikaly se mohou

vzajemné rekombinovat a dochézi ke vzniku oligosacharidii s vy$§im stupném polymerace.
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4. Zavér

Z dosud publikovanych praci je ziejmé, Ze enzymatické antioxidacni systémy rostlin nestaci
na zneSkodnéni vSech typtt ROS. Z tohoto divodu jsou velmi dulezité neenzymatické antioxidacni
systémy, jejichz vyznamnou slozkou jsou sacharidy. Pokud dojde ke zvySeni hladiny ROS a nasledné
je nutno ROS zneSkodnit, je vyhodou ucasti sacharidi na tomto procesu fakt, ze sacharidy jsou
v rostlinnych buiikach univerzaln€ pfitomné a neni tfeba je noveé syntetizovat. Studie o tom, Ze urcité
sacharidy funguji jako uc¢inné zhasece ROS se objevovaly uz diive (Smirnoff and Cumbes, 1989,
Morelli et al., 2003) , ovSem studie tykajici se konkrétnich mechanisma, kterymi sacharidy zhasi ROS,
se zacaly objevovat az v nedavné dob¢ (Hernandez-Marin and Martinez, 2012, Peshev et al., 2013,
Matros et al., 2015). Nicméné stale neni jasné, zda tuto schopnost maji vSechny sacharidy a jakymi
mechanismy jednotlivé sacharidy dokazi zhasit ROS. Navic uvedené studie tykajici se mechanismii
zkoumaly pouze zhaseni OHe. Zistava tedy otazkou, zda a pfipadné jakymi mechanismy dochazi ke
zhaseni ostatnich ROS. Myslim si, Ze co se ty¢e mechanismi, jsme na zacatku vyzkumu a tomuto

tématu by v budoucnosti mélo byt vénovano vice pozornosti.
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