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Zivotni prostfedi je kontaminovano stale v&tSsim mnoZstvim riznych typt
xenobiotik. Pomérné ,,novou” skupinou kontaminantii jsou nanomaterialy. Uinnou
metodou pifi dekontaminaci zivotniho prostiedi mize byt fytoremediace, kterd vyuziva
vyssi rostliny k biotransformaci a uklddani kontaminantd. Rostlina vhodna
pro fytoremediaci dokaze kontaminant pfijmout, metabolizovat a ulozit, aniz by byl
zasadné naruSen jeji metabolismus. Ovlivnéni funkce a stavby rostliny lze pozorovat jiz
na urovni proteomu. V této praci byl pozorovan vliv nanocastic oxidu médnatého
(CuO) na proteom huseniCku rolniho (Arabidopsis thaliana). Pro porovnani byl
sledovan 1 vliv standardnich ¢astic CuO a iontové slouceniny siranu médnatého
(CuSOg4) v jednodennim a ctyfdennim casovém obdobi. Proteomy byly vzijemné
srovnany a zmény vyhodnoceny pomoci softwaru PDQuest. Zmény intenzit
jednotlivych spotti proti kontrolnimu vzorku odpovidaly zméndm v mnozstvi riznych
rostlinnych proteinii v zavislosti na typu castice a dobé pisobeni. Toxicky vliv
narostliny se projevuje napi. sniZenim obsahu stavebnich proteinli nebo proteinli
ucastnicich se fotosyntézy. Naproti tomu se zvySuje obsah proteinli podilejicich se
na stresové reakci. Jednodenni piisobeni oxidu méd’natého ve standardni formé (bulk)
zpusobilo sniZeni intenzity Sesti proteinovych spotli a zvySeni intenzity u Ctyt spoti.
Proteom ovlivnény nanocasticemi oxidu méd’natého ukazal snizeni intenzity osmi spotl
a zvySeni pouze u tfech spotl. Delsi vliv oxidu méd’natého ve standardni i nanoforme
zpusobil sniZeni intenzity témét vSech spotll. Po kratkodobém uc¢inku méd'naté soli byla
intenzita mnoha proteinovych spotii zvySena. Na proteomu ovlivhéném meédnatou soli
po dobu ctyt dnt bylo detekovano jen par spotli, vSechny se snizenou intenzitou.

vvvvvv

bulk forma. St byla pouzita pouze pro porovnani, protoze jeji toxicita byla o¢ekavana.
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The environment is contaminated by increasing amounts of different types
of xenobiotics. Nanomaterials are relatively “new” group of pollutants. Effective
method used for decontamination of the environment can be phytoremediation which
uses higher plants for biotransformation and accumulation of pollutants. The plant
is suitable for phytoremediation when it can absorb, metabolize and store contaminants
without significant impact on its metabolism. Influence on the function and construction
of the plant can be detected at the proteome level. In this work, we observe the effect
of copper oxide nanoparticles on plant proteome of Arabidopsis thaliana. The effect of
standard copper oxide particles and copper sulfate ions was also studied in one-day
and four-day period for comparison. The proteomes were compared and changes were
analyzed by software PDQuest. Changes in intensity of protein spots comparing to the
control sample correspond to modulation of the amount of different types of plant
proteins. This modulation depends on the particle type and time of acting. Toxic effect
on plants is manifested for example by reducing the amount of structural proteins
or proteins involved in photosynthesis. Conversely, the amount of proteins involved
in stress response was increased. One day treatment by bulk copper oxide caused
decrease of intensity of six protein spots and four spots were increased. Proteome
influenced by copper oxide nanoparticles shows decrease of intensity of eight spots and
increase of only three spots. Longer influence of both copper oxide nanoparticles and
bulk form caused a decrease of almost all spots. After short acting of copper salt a lot of
protein spots were increased. On proteome exposed to copper salt for four days were
detected only a few spots with decreased intensity. By comparing the results, it was
found that nanoparticles are more toxic than bulk form of copper oxide. Salt was used

only for comparing, because its toxicity was expected.
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1 UVOD

Zavaznym problémem soucasnosti je stidle se zvySujici riziko zneciSténi
zivotniho prostfedi. Jednim z moznych kontaminantll jsou nanocastice tézkych kovi.
Nanocastice jsou struktury, které alesponn ve dvou rozmérech neptfesahuji 100 nm
(Cyrusova a kol. 2015). Ve vétSingé pripadt se jednd o produkty lidské Cinnosti, ale
mohou téz vznikat pfirozenou cestou (Sovova a Koci 2012). V ptirod¢ se pak ukladaji
v pudé, vodé a sedimentech, odkud se dostavaji do rostlin a prostfednictvim potravniho
fetézce mohou piechazet i do zivoCisSnych organismi (Cyrusova a kol. 2015).
Do lidského organismu pronikaji nejen epitelem travici soustavy, ale 1 dychacim
systétmem a skrz kuzi. V lidském téle mohou pusobit jako patogeny rtiznych nemoci
(Nohavica 2011), proto je tieba tyto kontaminanty z Zivotniho prostfedi odstranovat.
Jednou z Setrnych a levnych metod odstraiiovani nezaddoucich latek z Zivotniho prostredi
je fytoremediace (Kucerova a kol. 1999), kterd vyuziva fyziologickych funkci rostlin
(Pivetz 2001). Rostliny dokazi n¢které toxiny akumulovat, nebo degradovat na méné
toxické produkty (Kucerova a kol. 1999). Podminkou fytoremediace je zajisténi, aby

nedoslo ke kontaminaci jinych slozek zivotniho prosttedi (Pivetz 2001).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Husenicek rolni

Huseni¢ek rolni (Arabidopsis thaliana) je tazen do celedi brukvovitych
(Brassicaceae). Je to jednoletd bylina s ptfizemni listovou rtzici. Ma ptfimou, c¢asto
veétvenou lodyhu a dosahuje vysky 5-30 cm. Listy pfizemni rtizice maji elipticky tvar
apfisedaji zuZzenou bazi. Kvéty tvoifi hrozen. Kalisni listky jsou zlutozelené
s namodralou $pickou a listky korunni jsou bilé 2-4 mm dlouhé. Plodem je Sesule. Jedna
se o efemerni rostlinu schopnou dokoncit sviij zivotni cyklus za velmi kratkou dobu

n¢kolika dnii (Hanzl 2008) (Obr. 1).

Obr. 1 Arabidopsis thaliana — a) cela rostlina, b) kvétenstvi, c) listova ruzice (Racek 2012)

Druh je rozsifen téméi v celé Evropé kromé severni oblasti Skandindvie
a Ruska. Vyskytuje se i v Asii a Africe. Druhotné byl zavlecen i do Severni Ameriky
a Australie. V Ceské republice se vyskytuje hojné s vyjimkou horskych oblasti. Roste
na polich, rumistich, na okrajich cest, u Zelezni¢nich trati a na skalnatych a kamenitych
svazich (Hoskovec 2007).

Husenicek ziskal vysadni postaveni v genetice rostlin, protoZe spliiuje vSechny
podminky modelového organismu. Je snadno kultivovan v laboratornich podminkach
1 v podminkach in vitro. Ma velmi kratkou generacni dobu (6-8 tydnil) a umoziiuje tak
ziskat 6-8 generaci ro¢né. Jedna rostlina je schopna vyprodukovat az nékolik tisic
semen. Jeho genom je velikosti srovnatelny s genomem zivocisného modelového

organismu Drosophyla melanogaster (Repkova 2007).



2.2 Fytoremediace

Spolu s rozvojem védy a techniky zacaly vznikat latky syntetizované ¢lovékem,
tzv. xenobiotika. Zpravidla byly nové latky primyslové vyznamné, avSak postupem
Casu bylo zjiSténo, ze se tyto latky hromadi v zivotnim prostfedi, dostavaji se
do potravniho fetézce a stavaji se nebezpecnymi nejen pro ¢lovéka (Kucerova a kol.
1999). Mezi primyslové vyznamné zneciStujici latky fadime zejména latky
organického pavodu. Jako ptiklad lze uvést polychlorované bifenyly (pesticidy),
polycyklické aromatické uhlovodiky (produkty nedokonalého spalovéni), nitroaromaty
(vybusniny) nebo polychlorované alifatické uhlovodiky (freony). VétSina téchto latek
pusobi nejen toxicky, ale i teratogenné nebo karcinogenné. Z tad anorganickych latek,
které mohou tvofit rezidua v zivotnim prostiedi, to jsou zejména tézké kovy
a radionuklidy (Meagher 2000).

Jednou z metod odstraiiovani téchto kontaminant z plidy a vod je fytoremediace.
Jedna se o vyuziti zelenych rostlin k akumulaci a odstraiovani kontaminant z Zivotniho
prostfedi (Kucerova a kol 1999). Fytoremediace vyuziva piirozenych procest
v rostlinach (Pivetz 2001). Je to pomérn¢ levnd a Setrnd metoda dekontaminace
znecisténych ploch. Rostliny dokdzou absorbovat anorganické i1 organické latky
a akumulovat je v tkanich. Jednou ze strategii fytoremediace je fytodekontaminace, kdy
rostliny akumuluji kontaminanty v tkdnich, nasledné jsou sklizeny a je s nimi nakladano
jako sodpadem. Druhou strategii je fytodegradace, kdy jsou rostliny schopny
akumulované kontaminanty pomoci svého metabolismu degradovat na méné toxické
produkty, které pak zabuduji do svych struktur (Kucerovd a kol. 1999), zejména
do vakuol a bunééné stény (Pfibylova 2014). V piipade organickych polutantl je cilem
fytoremediace tyto latky mineralizovat na relativn€ netoxické latky, jako je oxid
uhlicity, dusi¢nany, chlor a amoniak. U anorganickych latek se pfedpoklada akumulace
toxické latky ve formé iontl v nadzemni cCasti rostliny (Meagher 2000). Na procesu
fytoremediace se podileji 1 mikroorganismy Zijici v symbidze s kofenovym systémem
rostlin (Jirkii 2012). Béhem fytoremediace je nutné zajistit, aby nedoSlo k pfenosu
kontaminace na jinou slozku Zivotniho prostfedi (Pivetz 2001). Vyhody a nevyhody

fytoremediace jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tab. 1 Vyhody a nevyhody fytoremediace (Pivetz 2001, Ozcan a kol 2012, Soudek a kol. 2008)

Vyhody Nevyhody

nizké ekonomické naklady omezenost rozsahem kofenového systému
Setrnost k zivotnimu prostredi ¢asova narocnost zavisla na riistu biomasy
moznost vyuziti in situ slozita likvidace kontaminované biomasy

neni destruktivni vliv na trodnost fytotoxicita vysokych koncentraci necistot
vegetace mlze snizovat erozi mnozstvi biomasy (kontaminanty snizuji rtst)
1ze kombinovat s , klasickymi‘ nizky transport kontaminantii z kotenit
dekontaminac¢nimi technologiemi do nadzemnich ¢asti (koteny nelze sklidit)
pasivni metoda nebezpeci kontaminace potravniho fetézce
vyuziti solarni energie nedostatek rostlinnych druhi

vys$si akceptovatelnost verejnym ztrata ucinnosti v zimnim obdobi, nepiiznivém
minénim (,,zelen‘) pocasi, vlivem $klidcti nebo onemocnénim rostlin

2.2.1 Fytoremedia¢ni techniky a jejich vyuziti

Fytoremediace mutze probihat v rostliné riznymi zplisoby. Jednd se
o fytodegradaci, rhizodegradaci,  fytostabilizaci,  fytoakumulaci,  rhizofiltraci
a fytovolatilizaci (Obr. 2). Ve vétSiné ptipadii dochazi ke kombinaci vice metod.

Fytodegradace. Jde o proces, kdy k preméné kontaminanti dochdzi uvniti
rostliny. VyuZziva se pifi odstraiovani organickych latek z zivotniho prosttedi. Je tfeba
(Soudek a kol. 2008). Rostlinné enzymy, které se ucastni fytodegradace, zahrnuji
napt. dehalogenasu, nitroreduktasu, peroxidasu a dalsi (Pivetz 2001).

Rhizodegradace. Metoda spoc¢iva ve zvySeni poc¢tu pudnich bakterii. Kofeny
rostlin vylucuji do plidy organické slouceniny (napt. cukry, aminokyseliny, rlstové
faktory), které se stavaji potravou pro bakterie. Diky dostatku Zivin, roste pocet bakterii,
které jsou schopny odbourdvat okolni kontaminanty (Soudek a kol. 2008). K degradaci
necistot dochazi mimo rostlinu, proto neni tfeba sklizen a likvidace biomasy
(Pivetz 2001).

Fytostabilizace. Kofenovy systém rostlin brani vymyvani kontaminantt z ptidy
do podzemnich vod a vodnich tokti. Rostliny svym vzristem rovnéz zabranuji vodni
a vétrné erozi a zabranuji tak rozptylu kontaminace po povrchu (Soudek a kol. 2008).
Pti fytostabilizaci dochazi k zadrZzovani necistot na daném misté. VyZzaduje proto
rostliny, které budou schopny rist v kontaminované pude. Je zaméfena predevsim

na dekontaminaci olova, chromu a rtuti (Pivetz 2001).
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Fytoakumulace (fytoextrakce). Kotfeny absorbuji kontaminanty z pudy, které
se poté¢ akumuluji v nadzemni ¢asti rostliny. Rostliny s akumulovanymi kontaminanty
jsou sklizeny a je s nimi nakladéno jako s odpadem (Soudek a kol. 2008). Metoda
se vyuziva pii dekontaminaci kovti (Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Zn),
polokovii (As, Se), radionuklidd (*°Sr, *Cs, 2**U, 2*8U) a nekovii (B). K fytoakumulaci
dochdzi zejména u anorganickych latek, protoze organické jsou v rostliné
metabolizovany. Priméarni vyuziti fytoakumulace je pfi sanaci oblasti s nebezpecnym
odpadem (Pivetz 2001).

Rhizofiltrace. Metoda slouzi k odstranovani kontaminant z povrchovych
a splaskovych vod s vyuzitim kofenového systému rostlin. Kontaminanty jsou
kofenovym systémem absorbovany, nebo precipituji na jeho povrchu. Vyuziva se pii
znecisténi  velkého  objemu  vody malymi  koncentracemi  kontaminant
(Soudek a kol. 2008). Podobn¢ jako u fytoakumulace dochazi k ukladani necistot s tim
rozdilem, Ze u rhizofiltrace jsou cilovym organem kotfeny. S rostlinnou biomasou
se opct nakldda jako s odpadem. Metoda je vyuzitelnd pro kovy a radionuklidy
(Pivetz 2001).

Fytovolatilizace. Kontaminanty jsou piijimany kofenovym systémem
a transportovany do nadzemni Casti rostliny. Nasledné jsou pievedeny na t€kavou formu
a opét rostlinou uvolnény. Pii fytovolatizaci nedochédzi k odstranéni kontaminant,
ale pouze k jejich ptesunu z piidy do ovzdusi (Soudek a kol. 2008). Pted uvolnénim
tékavé formy do atmosféry dochazi k ¢asteCné degradaci, nebo transformaci
kontaminanti na méné toxické produkty (Pivetz 2001).

Kontaminovana piida mize byt ¢iSt€éna pomoci fytoakumulace, fytostabilizace,
rhizodegradace, fytodegradace i fytovolatizace. Fytoremediace je vhodna pro velké
plochy s relativné tenkou povrchovou vrstvou kontaminované pidy, kterd je dostupna
kotenovému systému rostlin. Necistoty ulozené v hlubSich vrstvach plidy nelze
degradovat rostlinami. Zarovenn nesmi byt koncentrace zneciSténi pfili§ vysoka.
U povrchovych a odpadnich vod se vyuzivda rhizofiltrace, fytoakumulace
a fytodegradace. V pfipad¢, Ze je kontaminovana voda pouzita k zavlaZovani, ptestoupi
kontaminace do pidy a miize byt vyuzita 1 rhizodegradace a fytostabilizace

(Pivetz 2001).
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Obr. 2 Fytoremediacni techniky (Wikipedia)

2.2.2 Mechanismus fytoremediace

Rostliny jsou schopny pomoci specifickych mechanism@ pfijimat z okolniho
prostiedi makronutrienty a esencialni mikronutrienty jako Ziviny a udrZovat si
fyziologické rozmezi jejich koncentrace. Proto rostliny dovedou snadno pfijimat rizné
ionty z prostfedi, at uz mechanismem piimo pro n¢ urenym, nebo urenym
pro analogicky iont (napt. kadmium je pfijimano jako vapnik a selen jako sira).
Rostliny, které jsou schopny akumulovat vysoké koncentrace iontli, se nazyvaji
hyperakumulatory (Pivetz 2001, Soudek a kol. 2008). Jako ptiklad hyperakumulatoru
1ze uvést penizek modravy (Thlaspi cearulescens), ktery je schopen akumulovat vysoké
mnozstvi kadmia (Salava 2013). Mechanismus fytoremediace tézkych kovi lze tedy
popsat jako jejich odstranéni z piidy transportem a ulozenim v rostlinnych tkanich.
Aby byly anorganické i1 organické necistoty rostlinou absorbovany, musi byt ve formé
vodného roztoku (Pivetz 2001, Soudek a kol. 2008).

Pti fytoremediaci organickych latek dochazi k jejich degradaci v rostling.
Aby mohly byt organické latky rostlinou degradovany, musi pro ni byt biologicky
dostupné. Dostupnost kontaminant zavisi na typu ptdy, lipofilité, rozpustnosti, polarité
a molekulové hmotnosti sloucenin a jejich stafi, tj. jak dlouho byly ve styku s pidou.

Cim del§i byla expozice pudy toxickym latkam, tim hlubsi byl jejich prinik do &astic
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pudy a vznikla pevnéj$i vazba. Metabolismus organickych latek v rostliné probiha
obdobné jako metabolismus zivo€ichi. V prvni fazi dochdzi k oxidaci, redukci nebo
hydrolyze substratu za vzniku rozpustnéjsi formy. Zaroven jsou do molekuly zavedeny
reak¢éni skupiny umoznujici konjugaci nejCastéji s cukry (druhd faze). Nakonec jsou
hydrofilni kojugaty v rostlinach ukladany, na rozdil od zivocichd, kde dochazi k jejich
vyluovéni. Rozpustné konjugaty jsou ukladany ve vakuolach a nerozpustné v bunécné

sténé (Kucerova a kol. 1999, Pivetz 2001).

2.2.3 ZvySeni UCinnosti fytoremediace

ZvySeni uinnosti fytoremediace souvisi a agronomickymi znalostmi. Dilezit4 je
podpora produkce biomasy hnojenim, selekci rostlin, hustotou rostlin pii vysadbé,
stiiddnim plodin na poli, hubenim $ktdci a zavlazovanim. Dale se vyuziva geneticka
modifikace rostlin, kdy se kombinuji vyhodné vlastnosti riznych rostlinnych druhi.
Nejcastéji jsou vnaSeny geny hyperakumulatori do rostlin s rychlym rlstem nebo

velkou produkci biomasy (Soudek a kol. 2008).

2.2.4 Rostliny uzivané pii fytoremediaci

Fytoremediace oblasti kontaminovanych riznymi organickymi nebo
anorganickymi latkami vyZzaduje pokazdé jiny rostlinny druh. Velmi vhodné jsou
rostliny celedi Salicaceae. Jedna se o stromy (topoly a vrby), které velmi rychle rostou
ajsou odolné. Hybridni topoly se vyuzivaji pro dekontaminaci organickych latek,
snaseji vysoké koncentrace organickych necistot, avSak vyssi koncentrace kovi a jejich
soli jsou pro n¢ toxické. Hybridni topoly druhu Populus deltoides nigra maji
modifikovany kofenovy systém pro rist do hloubky. Mohou tak snizovat i kontaminaci
spodnich vod. VyuZivaji se zejména ke snizovani koncentrace dusi¢nanti. Topoly
zaroven sniZuji hladiny prasnych Skodlivin.

Dalsim ptikladem je stolistek vodni (Myriophyllum aquaticum) obsahujici
enzym trinitratreduktasu. Je vysazovan v oblastech s vyskytem trinitrotoluenu. Bylo
zjisténo, ze podél okrajii kontaminovanych oblasti proristaji koteny stolistku hloubé&;ji
amohou tak vychytavat Skodliviny 1 zhlubSich vrstev vody. Své vyuziti

ve fytoremediaci nalezne 1 tolice vojtéska (Medicago sativa), ktera vychytava
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chlorované organické slouceniny. Vysokou schopnost akumulace dibenzofurant z pudy
vykazuje rod Cucurbita (dyné€, cuketa), ze vzduchu pak rod Cucumis (okurka).

Rostliny mohou byt vyuzivany i pfi identifikaci a stanoveni koncentrace necistot
ve vzduchu. K takovym ucelim se vyuziva naptiklad Pinus sylvestris (borovice lesni),
kterd dokéze akumulovat kyselinu trichloroctovou jako emisi nékterych papiren. Déle
pak rody Juglans (otfesak), Quercus (dub) a Acer (javor) ke stanoveni koncentrace
polychlorovanych bifenyld (PCB), které se kumuluji v kife stromi (Kucerova

a kol. 1999).

2.3 Nanocastice

2.3.1 Charakteristika

Jestlize velikost Castic alespont ve dvou rozmérech nepiesahuje 100 nm, lze je
oznacit jako nanocastice (obr. 3). Jejich produkci a vyuzivanim se zabyva obor
nanotechnologie (Cyrusova a kol. 2015). Na skuteCnost, Ze celd pfiroda funguje
na urovni atomd a molekul poukazal jako prvni vyznamny americky fyzik a nositel
Nobelovy ceny Richard Feynman ve své prednaSce ,,There is Plenty of Room at the
Bottom* piednesené v roce 1959 (Navratil 2008). Nejedna se o nové latky, ale pouze
0 nové rozmeéry jiz existujicich latek. Jsou to praveé rozméry Castic v fadech nanometrt,
které davaji latkdm nové nebo lepsi vlastnosti (Sovova a Koci 2012). Zména vlastnosti
souvisi s velikosti povrchu castic. Snizuje se pocet povrchovych atomti a vazeb mezi
nimi a dochazi tak ke zvysSeni vazebné energie a v dusledku toho i ke zvySeni chemické

reaktivity (Kerberova 2015).
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Obr. 3 Porovnani velikosti nanocastic (AZONANO)

Nanocastice nejsou pouze produkty lidské Cinnosti, ale vznikaji 1 v ptirod¢€ jiz
od pradavna (Sovova a Koc¢i 2012). Lze je proto rozdélit do dvou skupin, a to
na pfirodni a antropogenni (Kerberova 2015). Mezi hlavni zdroje ptirodnich nanoc¢éstic

patii lesni pozary, vulkanickd ¢innost, eroze a biologické procesy. Lidska ¢innost ma
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vliv na vznik nanocéstic zejména spalovacimi procesy motorovych vozidel a letecké
dopravy, v prumyslu a energetice (Sovova a Koci 2012). V ptipadé tryskovych motort
klesaji Castice k zemi pomémné dlouho a zaroven se shlukuji do méné toxickych
aglomeratti (Nohavica 2011). U motorovych vozidel navic dochédzi k uvoliovani
nanocastic opotfebovavanim pneumatik. Sekundarné vznikaji nanocastice chemickymi
reakcemi v atmosféfe s plynnymi produkty spalovani (Nohavica 2011). Um¢éle
syntetizované¢ nanomateridly jsou latky, které se v nanoformé diive v pfirodé
nevyskytovaly (Sovova a Koc¢i. 2012).

Nanomateridly mizeme rozdélit na nanomateridly na bazi kova (napt. Au, Ag,
Cu) a oxidi kova (napt. ZnO, TiO, CeO,, CuO) a nanomaterialy na bazi uhliku
(nanotrubice, fullereny) (Cyrusova a kol. 2015). Nej€astéji se pouZzivaji nanocastice
pfechodnych kovii (Ag, Fe), oxidl kovil (Zn, Ti, Ce), kitemiku a uhliku (Sovova a Koci
2012).

V minulosti byly nanocéstice zlata a stfibra v Persii pouzivany pii vyrobé
tipytivych keramickych glazur a v Egypté uzivali nanocéstice zlata k dusevni a télesné
ocist¢ (Nohavica 2011). Nyni nachizeji nanomateridly uplatnéni v mnoha oblastech
bézného zivota (Navratil 2008). Antibakterialni vlastnosti stfibra jsou vyuzivany
v textilnim primyslu pfi vyrobé ponozek a vlozek do bot a ve zdravotnictvi
do antimikrobnich pfipravkil jako prevence bakteridlni kontaminace katetrli, protéz
a lidské kiize. Nanocastice oxidu titani¢itého jsou diky své schopnosti pohlcovat UV
zéteni pridavany do kosmetiky a opalovacich krému, déale jako bily pigment
do natérovych hmot. Méd’ nalezla uplatnéni ve strojirenském primyslu pii vyrobé
mazadel ke zmirnéni tfeni mezi kovovymi povrchy. Nanocastice zinku slouZi
v chemickém primyslu jako katalyzatory chemickych reakci a ve formé oxidu podobné
jako titan. V optice byly diky nanoc¢ésticim objeveny nové zdroje laserovych svétel
a optickych systémi (Kerberova 2015, Nohavica 2011). Dalsi uplatnéni nachézeji
nanocastice v elektronice, automobilovém a leteckém primyslu, pfi remediacnich
a dekontamina¢nich procesech, v kosmickém primyslu a dalSich odvétvich

(Navratil 2008, Sovova a Koci 2012).
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2.3.2 VIiv nanocastic na zivotni prostiedi

S rostoucim vyuzivanim nanocastic roste i riziko jejich emisi do zivotniho
prostfedi. Pfirodni nanoc¢éastice mohou mit na Zzivotni prostiedi toxicky vliv, proto
se predpoklada, Zze uméle vyrobené nanocastice budou toxické také. Je dokazano, Ze
nanoforma raznych latek je vyznamné toxictéjsi nez forma klasickd, protoze toxicita
souvisi s velikosti ¢astic a jejich povrchu. Nanocastice jsou ukladany v ovzdusi, vode,
pudé¢ a sedimentech. Nejvétsim rezervoarem vsech typld nanocastic jsou pobiezni
oblasti. Nejen v dusledku kosmetiky na opalovani, ale také proto, ze do moie miii
vétsina primyslového odpadu (Sovovd a Koc¢i 2012). Nanocastice mohou mit
Sirokospektralni dopad na Zivotni prostfedi a potravni fetézec diky své malé velikosti
a vysoké reaktivite.

Zdrojem kontaminace pro rostliny je pida, voda a vzduch. Obsahuji-li tyto
sloZzky zivotniho prostfedi nanocastice, dochdzi snadno k jejich ptfechodu do rostlin
(Cyrusova a kol. 2015). Rostliny je absorbuji kofenovym systémem nebo povrchem
listd (Jirkd a kol. 2012). K pfenosu do jinych organismi dochézi prostfednictvim
dychani a potravniho fetézce. Stale neni znamo, ktera slozka Zivotniho prostfedi miize
byt nejvétsim rezervodrem a miliZe se stat nejvice nebezpecnou z hlediska pienosu
kontaminace (Kerberova 2015). Jiz praclovék nevédomé inhaloval nanocastice
vznikajici pii1 pozarech nebo sopecnych erupcich. Je pravdépodobné, ze si lidsky
organismus postupem casu vytvofil samocistici mechanismus, kterym dokéze do jisté
miry chrénit plice pfed inhalovanymi kontaminanty (Nohavica 2011).

V zavislosti na plsobicich faktorech mohou nanocastice vstupujici do Zivotniho
prostiedi tvorit mén¢ toxické agregaty. Jako piiklad faktorti ovliviiujicich agregaci lze
uvest salinitu vody. Salinita zvySuje schopnost agregace nanocastic, proto v moiskeé
vodé vznikaji agregaty stabilngjsi. Dale pak pH, koncentrace, teplota a proudéni, které
ovliviiuji Getnost srazek mezi Gasticemi. Cim Gast&j$i jsou srazky, tim vetsi je
pravdépodobnost vzniku agregati. Mezi faktory, které naopak brani shlukovani, fadime
huminové latky obsazené v pudé€, rizné proteiny, polymery a povrchové aktivni latky.
Takové latky se pfidavaji cilené do produktli s primysloveé vyrabénymi nanoc¢ésticemi,
aby se zabranilo nezadouci tvorbé agregatii (Sovova a Koci 2012). Pti zkouméni udélu
a chovani nanocastic v Zivotnim prostfedi je nutné se zabyvat 1 jejich fyzikdlné-
chemickymi vlastnostmi (napft. velikost povrchu, povrchova aktivita, chemické slozenti,

hmotnost, tvar). Dulezita je jejich rozpustnost ve vodé, ktera souvisi se schopnosti
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dispergace v rizném prostfedi. Cim vétsi je schopnost dispergace v uréité slozce
zivotniho prostfedi, tim vys$§i je moznost expozice organismi témto casticim
(Kerberova 2015). Velky specificky povrch nanoc¢astic mize hrat roli v transportu
jinych kontaminanti prostiedim. Adsorpce kontaminanti na nanocastice je cilené
vyuzivana ke snizovani kontaminace. K tomuto ucelu se vyuzivaji zejména uhlikové

nanocastice ve forme fullerenti a nanotrubic (Sovova a Koci 2012).

2.3.3 Vliv nanocastic na lidsky organismus

Toxicita nanocastic pro lidsky organismus je dana jejich ptfechodem
ptes epitelidlni bariéru. Podobné jako u rostlin toxicita zavisi na rozméru, chemickém
slozeni, povrchové aktivit¢ cCéastic a na celistvosti epitelu. Nanocastice mohou
prostupovat pies epitel traviciho traktu prostfednictvim potravniho fetézce nebo
respiraénim epitelem pfi inhalaci cigaretového koufe, prachovych c¢astic nebo
znecisténého vzduchu. DalSi cestou pro vstup nanocastic je spojivkovy epitel oka
akozni epitel. Nanocastice pronikaji do mitochondrii, kde aktivuji pfedcasnou
apoptdézu. Mohou také aktivovat makrofagy k sekreci enzymut zpisobujicich zanéty.
V organismu mohou nanocastice pisobit jako patogeny riznych nemoci. Mohou byt
puvodci alergie, astmatu, ekzému, zanétlivého onemocnéni stfev, celiakie nebo

rakoviny (Nohavica 2011).

2.3.4 Vliv nanocastic na rostliny

Nanocastice z atmosféry se shlukuji na povrchu rostliny a poté pronikaji skrz
priduchy dovnitf. Pldni nanocastice interaguji s kofenovym systémem, pronikaji
pokozkou a po dosazeni cévniho systému putuji do nadzemnich ¢asti. Priichod rostlinou
je zprostfedkovan napf. pomoci proteinovych pienasect, iontovymi kandly nebo
endocytézou. V¢EtSina kovovych nanocastic prostupuje iontovymi kandly pifimo
uréenymi pro pfirozeny piijem kovil ve formé Zivin. Sklon nanocastic prostupovat
bunéénymi bariérami a interagovat s vnitrobunéénymi strukturami je dan zejména jejich
pusobeni, které se nejCastéji projevuje indukci oxidac¢niho stresu (Cyrusova a kol.
2015). Nanocastice mohou také pronikat do rostliny spolu s organickymi latkami,

na které jsou navazany. Uvnitf rostliny jsou nanoc¢éstice piepravovany prostiednictvim
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plasmodesmat (obr. 4). Interakce nanocéstic s rostlinami zavisi na druhu rostliny a na

velikosti, typu, chemickém sloZeni a stabilité nanocastic (Rico a kol. 2011).
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Obr. 4 Moznosti priiniku nanocastic do rostliny (Rico a kol. 2011)

2.4 Méd v rostlinach

Méd je zdkladnim esencidlnim prvkem rostlin, plisobi jako kofaktor fady
fyziologickych procesti a je nutnd pro normdlni rust a vyvoj rostliny (Yruela 2005).
Slouc¢eniny médi se v ptirodé vyskytuji velmi Casto jako soucast fady minerald. Diky
vazbé na plidni ¢astice se méd’ kumuluje ve svrchnich vrstvach plidy a mize byt snadno
rostlinou akumulovana (Babula a kol. 2010). Pfestoze je méd’ biogennim prvkem, je
Casto pozorovdna 1 jeji vysoka toxicita, ktera je zpusobena snadnym prinikem
médnatych iontl do buiiky a jejich schopnosti tvofit komplexy s fadou organickych
latek. Jako soucéast proteinii se UCastni pfenosu elektronit v procesu fotosyntézy
abunééného dychani a je souCdsti enzymii nezbytnych pro tvorbu reaktivnich
kyslikovych radikala (Babula a kol. 2010). Mize hrat vyznamnou roli v syntéze
a stabilité chlorofylu a dalich rostlinnych pigmentt. Udastni se i proteinového
a sacharidového metabolismu bunécné stény (Richter 2004). Koncentrace médi

v buitkkdch musi byt udrzovdna na nizké Urovni, kvili jeji toxicité. Primérny obsah

19



v rostlinné tkani se pohybuje kolem 10 pg/g susiny (Yruela 2005). Vyssi obsah byl
zjistén v listech, generativnich organech, plodech a semenech (Richter 2004).

Typické ptiznaky nedostatku médi se projevuji nejprve na Spickach listii a pak
se rozsifuji podél okraje listi dal. Listy mohou byt zkroucené nebo Spatné tvarované
a vykazuji chlor6zu nebo dokonce nekrézu (Yruela 2005). Takto poskozené byvaji
hlavn¢ staré listy, jelikoz je méd’ ze starych listi piepravovana do mladych. Dale
se nedostatek médi projevuje zastavenim rustu a poruchou vnitiniho tlaku, s ¢imz
souvisi vadnuti rostliny (Richter 2004). Zavazny nedostatek médi plisobi degeneraci
thylakoidnich membran chloroplastt a snizeni obsahu pigmentt (Yruela 2005).

Nadbytek médi podobné jako jeji nedostatek plisobi snizeni rdstu a inhibici
respirace a fotosyntézy, se kterou souvisi i sniZeny obsah chlorofylu (Yruela 2005).
Toxicita médi se projevuje podobné jako nedostatek Zeleza, protoze méd’ negativné
ovlivituje jeho pfijem (Babula a kol 2010). Vysoka koncentrace médi také zpusobuje
oxidacni stres rostlin jako odpovéd na zvySenou tvorbu kyslikovych radikali

(Yruela 2005).

2.5 Proteomika

Proteomika je dynamicky obor, ktery se zabyva systematickou analyzou
bilkovin zhlediska jejich identity, mnozstvi a funkci (Chmelik 2005). Cilem
proteomiky je analyzovat vSechny proteiny v buikach, tkanich a télnich tekutinach
zariznych podminek (Kovéarova a kol. 2005) i ve velmi nizkych koncentracich.
Je klicem k systematickému studiu biologickych dé&t (Kovafova 2005). Zahrnuje
identifikaci bilkovin, jejich interakce s jinymi latkami a kvantitativni a kvalitativni
stanoveni zmén jejich slozeni béhem biologickych procesi (Chmelik 2005).
Proteomické analyzy rostlinnych organi a tkani byly aplikovany pro sledovani
vyvojovych zmén nebo vlivu environmentidlnich podnéti na  proteiny
(Canovas a kol. 2004). Soubor vSech proteinli ur¢ité bunécné struktury se nazyva
proteom. Vedle celkového proteomu se rozezndva i proteom bunécny, tkanovy nebo
proteom télnich tekutin (Kovarova a kol. 2005).

Proteomické studie jsou logickym pokracovanim genomickych analyz, protoze
znalost genl a jejich usporadani neni dostate€na pro pochopeni vSech aspekti zivého
organismu (Cerny a kol. 2011). Proteom je zpravidla vétsi neZ genom, protoZe geny

jsou ruzné piepisovany a proteiny dale modifikovany (Kovarova a kol. 2005). Jako
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modelova rostlina je sledovan husenicek rolni (Arabidopsis thaliana). Nejnizsi odhady
predpokladaji, ze k ptiblizn¢ 25000 geniim existuje minimaln¢ 100 000 rtznych
proteinil. Zatimco sekvence genomu je jiz znama, sekvence proteomu je stale z velké
Casti neidentifikovana (Cerny a Brzobohaty 2010). Jedna z nejobsahlejsich
proteomickych analyz Arabidopsis thaliana nalezla 13 029 rGznych proteinl, coz
odpovida zhruba poloviénimu mnoZstvi znamych genti této rostliny (Cerny a kol. 2011).
Doposud vsak bylo identifikovano pouze cca 5 000 proteini Arabidopsis thaliana
(Skalak a kol. 2010). Jednim z divod, pro¢ jsou pocty detekovanych proteinti tak
nizké, je pritomnost majoritnich proteind, které jsou v rostliné ve vysokych
koncentracich a znemoznuji tak detekci proteinii v malém mnozstvi. Jako ptiklad lze
uvést fotosynteticky enzym Rubisco (ribulosabisfosfatkarboxylasa/oxygenasa), ktery je
nejrozsifenéjSim proteinem v piirod€ a v rostliné se jeho obsah pohybuje kolem 45 %
(Cerny a Brzobohaty 2010, Cerny a kol. 2011). Z toho vyplyvé, Ze proteomika je
mnohem slozitéjsi nez genomika (Kovarova a kol. 2005). Slozeni proteomu se béhem
bunécného ristu neustdle méni v zavislosti na vlivu vnéjsiho prostiedi a adaptaci rostlin
nebo v prubéhu nemoci (Kovaifova 2005). Proteomickd analyza dokdze detekovat
zmény v okamzité odpovédi organismu na podnét, které nemusi byt zavislé na regulaci

genové exprese (Skaldk a kol. 2010).

2.5.1 2D-elektroforéza

Hlavni metodou analytické proteomiky je dvourozmérnd gelova elektroforéza
na polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE). Vyuziva se k separaci proteinti a k ziskavani
dvourozmérnych proteinovych map (Chmelik 2005). Elektroforéza spoc¢iva v migraci
elektricky nabitych castic ve stejnosmérném elektrickém poli, které se vytvari
vkladanim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody (HoleSinska 2006).
Pohyblivost v elektrickém poli zavisi na tvaru a velikosti molekuly, na jejim naboji
a koncentraci (Hromadova 2014). Vysledkem elektroforetického dé€leni je proteinova
mapa, kde mé kazdy protein svou specifickou polohu (Kovarova a kol. 2005).

Déleni v prvnim sméru 1ze oznacit jako izoelektrickou fokusaci (IEF) (Obr. 5),
kdy jsou proteiny odd€leny na zdkladé svého izoelektrického bodu (pl). Tento krok
se provadi na gelovém pésu se stabilnim pH gradientem (BIO-RAD). Kazd4 molekula
se vlivem elektrického napéti zastavi v misté, kde je pH gelového pasu rovno jejimu pl.

V takovém okamziku je celkovy naboj molekuly nulovy (Seda a kol. 2006).
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Pfed délenim v druhém rozméru dle hmotnosti jsou proteiny oSetieny
dodecylsiranem sodnym (SDS) spolu s redukénimi ¢inidly. Dojde k rozvinuti proteinti
do dlouhych ptimych molekul spojenych s SDS. Vzhledem k tomu, Zze molekuly SDS
jsou negativné nabité, ziskaji vSechny proteiny zaporny naboj a piiblizn€ stejny pomér
naboje k hmotnosti molekuly (Creative Proteomics). Nasleduje elektroforéza
na polyarylamidovém gelu (PAGE), kde je napéti aplikovano kolmo oproti isoelektrické
fokusaci (Obr. 5). Dojde k rozdéleni molekul dle velikosti (Seda a kol. 2006).
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Obr. 5 Princip dvourozmérné elektroforézy (Creative Proteomics)

Ziskané¢ proteinové mapy jsou ruznymi zplUsoby barveny, aby doslo
ke zviditelnéni separovanych proteinti. K tomuto ucelu se pouzivaji rizné typy barviv.
Jako ptiklad 1ze uvést fluorescencni barvivo ethidium bromid, které interaguje
s fragmenty na gelu a umozni jejich vizualizaci pod UV zafenim (Hromadova 2014).
Dalsim ptikladem je barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue (CBB) barviva, které
zbarvi gel na mistech obsahujicich proteiny modre. Jako treti pfiklad 1ze uvést barveni
stiibrnym koloidem (Obr. 6), ktery se vaze na cysteinové skupiny proteind a oblasti

s proteiny zbarvi do Seda (Creative Proteomics).
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Obr. 6 Dvourozmérna elektroforéza, barveni spotii stiibrem (Seda a kol. 2006)

2.5.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda, ktera slouzi k identifikaci jednotlivych
proteinii na zakladé jejich molekulové hmotnosti (Seda a kol. 2006). Je zalozena
na interakci iontl molekul s magnetickym polem (Vankova 1999). Pivodni proteiny
jsou rozs§tépeny na specifickych mistech na mensi fragmenty (peptidy) (Kovérova a kol.
2005). Fragmenty molekul jsou nejprve ionizovany a nasledné rozdéleny podle své
hybnosti a energie (Vaitkova 1999). Spektra ziskand hmotnostni spektrometrii jsou
porovnana s teoretickymi spektry v databazich (Kovarova a kol. 2005).

Hmotnostni spektrometr se skladd zioniza¢niho zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru castic. Nejprve je tfeba prevést analyzované vzorky na ionty
pomoci vhodné ionizac¢ni techniky (Dvofakova a kol. 2014). Jednou z ionizac¢nich
technik je elektronova ionizace, kterd je zaloZzena na pifedavani energie leticich
elektronit molekulam analytu. Dal§im ptikladem je ionizace elektrosprejem, kdy
dochdzi k tvorbé nabitych kapicek (aerosolu) mobilni faze s analyty. Odpafovanim
kapaliny dojde k uvolnéni jednotlivych iontd. Tfetim typem ioniza¢ni techniky je
desorpcni ionizace vzorku laserem za asistence matrice (MALDI) (Friedecky
a Lemr 2012). Jako matrice slouZi organicka kyselina, kterd pohlcuje energii zateni
laseru a dojde k jejimu zahtati a desorpci (Dvoirakova a kol. 2014). Ionizované vzorky

pfechdzi do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou separovany na zakladé¢ poméru
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hmotnosti k naboji (m/z). Analyzatory se daji rozd¢lit do n€kolika skupin. Jako prvni
lze uvést skenujici analyzatory, které kontinualné vysilaji k detektoru ionty o urcitém
m/z. Ptikladem takového analyzatoru je kvadrup6l. Dalsim typem jsou analyzatory, kde
dochazi k separaci iontii podle rozdilné doby letu letovou trubici, tzv. pruletové
analyzatory. Posledni skupina zahrnuje analyzatory, které zachycuji ionty v cele,
napft. iontové pasti (Friedecky a Lemr 2012). Po separaci dopadaji ionty na detektor,
ktery srovnava pocet iontit s hodnotami m/z. Vysledkem meéteni je hmotnostni spektrum

(Dvorakova a kol. 2014).
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo zhodnotit, jaky vliv maji oxidy tézkych kovii ve formé nanocastic

na husenicek rolni. Dil¢imi cili bylo:

sledovat zmény v proteomu Arabidopsis thaliana po expozici CuO v nanoformé,

standardni form¢ a CuSO4 pomoci dvourozmérné elektroforézy,

na zéklad¢ vysledkl odvodit miru toxicity nanocastic CuO v porovnani
se standardni formou CuO a rozpustnou iontovou slouceninou CuSOg4 (u které je

toxicita ocekavana),
porovnat vliv téchto ¢astic po jednodennim a ¢tyfdennim plisobeni,

urCit, zda k dekontaminaci nanocCéastic z zivotniho prostiedi lze uzit

fytoremediacni techniku.
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4 PRISTROJE, POMUCKY, CHEMIKALIE

4.1 Pfistroje

Analytické vahy Ohaus AS 200 Analytical Standard
Analyzator Gel Doc Ez Imager Bio-Rad

Centrifuga Hettich Universal 32R

Digestoi Flores Valles

Elektroforéza Power Pac 3000 Bio-Rad

Fokusétor Protean IEF Cell Bio-Rad

Kyvacka Biosan Multi Bio 3D

Kyvacka Labnet Revolver 360°Sample Mixer
Laboratorni vahy Ohaus AV413CN Adventure Pro RX
Laminarni box Holten Laminair model 1.2

Magnetickd michacka Yellow Line MSH basic
Mrazak Sanyo V.I.P Series -86°C

Spektrofotometr TECAN Infinite M200

Sterilizator Systec DB-23

Sterilizator Tuttnauer 3850 EL

Svételny box Sanyo Verstile Environmental Test Chamber MLR-350T
Termotiepacka Biosan Thermo-Shaker TS 100C
Vortex Microspin FV 2400 Biosan

Vyrobnik ledu Brema Ice-Makers

4.2 Pomiucky

Alobal, automatické pipety, elektroforeticka vana, Erlenmayerovy bariky,
filtrani papir, fixy, gely (Criterion TGX Stain-Free, Bio-Rad), kadinky, kopistky,
kultivaéni krabicky se sitky, ledova lazen, 1Zicky, magneticka michadla, mikrotitraéni
desky, mikrozkumavky Eppendorf, nizky, nadoba na tekuty dusik, odmérné valce,
pinzety, plastové zkumavky s uzavérem, stojan na zkumavky, stripy (11 cm, pH 5-8,

Bio-Rad), stficky, Spicky, tfeci miska s té€rkou, vazenky.
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4.3 Chemikalie

2-merkaptoethanol (ME)
3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propansulfonat (CHAPS)
Aceton

Agar

Agaroza

Bradfordové ¢inidlo

Bromfenolovd modf

Dithiotreitol (DTT)

Dodecylsiran sodny (SDS)

Ethanol 70%

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)
Glycerol 100%

Glycin

Hydroxid sodny

Jodacetamid

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Kyselina trichloroctova (TCA)
Mineralni olej

Mocovina

Sachar6za

Savo 10%

Tekuty dusik
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Tris hydrochlorid

Ultracista voda

Zasobni roztoky pro ptipravu kultivaéniho média (tab. 1)
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5 METODIKA

5.1 Kultivace rostlin in vitro

Jednd se o péstovani rostlinnych kultur v uméle vytvofenych podminkéch. Lze
kultivovat celé rostliny, rostlinna pletiva nebo jednotlivé bunky. Kultivace probiha
ve zcela sterilnim prostiedi, aby nedosSlo ke kontaminaci jinymi organismy. Je tieba
regulovat dobu a intenzitu osvétleni a teplotu prostiedi. Dostupnost Zivin je zajiSténa
spravnym slozenim kultivatniho média. Média se déli na pevna a tekuta, ktera
se navzajem lisi pfidavkem agaru. Tento polysacharid rostliny nedovedou $tépit, slouzi
ke zpevnéni tuhého média a umoziluje snazsi uchyceni rostliny kofenovym systémem
ajeji orientaci v prostoru. Vzhledem k rozdilnym narokim jednotlivych rostlinnych
druhti je tfeba slozeni médii optimalizovat pro konkrétni rostlinny material. Kazdé
médium obsahuje vodu, organickou a anorganickou slozku. Anorganickd slozka
pfedstavuje ionty dulezité pro vyzivu rostlin. Ionty jsou obsazeny ve formé soli
makroprvkl (N, K, Ca, Mg, P, S) a mikroprvkla (Cl, B, Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, Ni).
Organickd slozka zahrnuje napf. vitaminy a aminokyseliny. Média pro zelené
fotosyntetizujici rostliny musi obsahovat také cukry, nejcastéji ve formé sachardzy,
pro zajisténi energetickych potfeb. Optimalni hodnota pH se pohybuje kolem 5,8
(Skala 2011).

5.1.1 Pfiprava meédia

Murashige a Skoog definovali v roce 1962 zakladni slozeni kultivaéniho média
(MS médium) (Murashige a Skoog 1962), které¢ lze dalSimi Upravami obsahu
optimalizovat pro poZadavky jednotlivych rostlinnych kultur. Medium pro Arabidopsis
se od zékladniho MS média li§i slozenim z4sobniho roztoku F a obsahem vitamin.
Dulezité je uprava pH média na 5,7-5,8 ptidavkem HCI nebo NaOH.

Tuhé medium bylo pfipraveno smichanim zasobnich roztokdt A-F a ostatnich
slozek (tab. 1) vcetné¢ agaru a zahtatim k varu. Poté bylo jeste¢ teplé rozlito
do ptipravenych sklenic do vysky ptiblizné jednoho centimetru. Sklenice byly uzavieny
vickem a sterilizovany v autoklavu. Do vychladlych sterilnich sklenic s médiem byla
vyseta semena Arabidopsis thaliana. Tekuté médium se liSi od tuhého pouze tim, ze
neobsahuje agar, proto nebylo tfeba jej zahtivat. Rovnou bylo pfelito do

Erlenmeyerovych ban€k. Hrdla ban¢k byla piekryta hlinikovou folii a stejné jako
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v pfedchozim pfipadé pevného média byly banky sterilizovany v autoklavu. Tekuté
médium bylo vyuzito do krabicek pro kultivaci vytfidénych rostlin a k naslednému

ovliviiovani nanoc¢asticemi kovu.

Tab. 1 Slozeni MS média pro Arabidopsis thaliana (Seidlovad 2013)

zasobni roztok sloZeni ZR mnoZstvi sl. mnozstvi ZR koncentrace

(ZR) v11ZR v 11 média

A NH4NO; 825¢g 20 ml 1650 mg/l

B KNO3 95¢g 20 ml 1900 mg/1

C KH,PO4 34¢ 5 ml 170 mg/1
H;BO; 1,24 ¢ 6,2 mg/l
Na;Mo004.2H,0 50 mg 250 pg/l
CaCl,.6H,O 5 mg 25 ng/l
KI 166 mg 830 ng/l

D CaClL.2H,O 88¢g Sml 440 mg/1

E MnSO4.4H,0 5¢g Sml 25 mg/l
ZnS04.7TH20 2g 10 mg/1
CuS04.5H;0 Smg 25 ng/l
MgS04.7H,0 74 g 370 mg/1

F FeSO4.7H20 223 ¢g 10 ml 22,3 mg/l
Na;EDTA.2H,0 745 ¢ 74,5 mg/1

ve 100ml ZR  ve 100ml média

vitaminy myoinositol 10g I ml 100 mg/1
thiamin lg 10 mg/1
kys. nikotinova 0,1g 100 pg/l
pyridoxin 0,1g 100 pg/l

v 11 média
agar (tuhé médium) 8g
sacharoza 30g

5.1.2 Sterilizace semen a vysev

Semena bylo nutné pied vysevem sterilizovat. Pfiméfené mnozstvi semen bylo
dvé minuty intenzivné protiepavano v mikrozkumavce s 1 ml 70% ethanolu. Ethanol
byl opatrné odpipetovan, byl pfidan 1 ml 10% roztoku Sava a opét se protiepavalo deset
minut. Dale bylo tieba pracovat steriln¢ v laminarnim boxu. Roztok Sava byl
odpipetovan sterilni Spickou a semena tfikrat promyta sterilni vodou. Nakonec byla
semena s trochou sterilni vody rozpipetovana do sklenic na tuhé médium. Sklenice
se semeny byly kultivovany pti 20 °C v kultivaénim boxu s rezimem 8 h svétla a 16 h

tmy. Kliceni trvalo pfiblizné deset dni.
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5.1.3 Presazovani

Po nakliceni byly rostliny vytfidény a piesazeny. Byly piesazovany po péti
do krabicek s tekutym médiem opatienych plovakem a sitkem (obr. 7). Opét bylo nutné
pracovat ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Kultivace probihala za stejnych

podminek jako kliceni asi Ctyficet dntl.

Obr. 7 Presazovani Arabidopsis thaliana — a) naklicené rostliny pripravené k presazovani,
b) kultivacni krabicka s plovikem, sitkem a tekutym médiem, c) sitko s rozsazenymi rostlinami

5.2 Ovlivnéni rostlin ¢asticemi kovu

Rostliny byly ovlivitovany riznym typem castic médi, konkrétné¢ siranem
médnatym (,,sul) a oxidem méd'natym ve standardni formé (,,bulk®) a v nanoformé
,»hano). Cely postup probihal v lamindrnim boxu. Praskové formy céstic byly
rozpustény ve sterilni vodé a rozpipetovany do novych sterilnich krabi¢ek s 50 ml
tekutého média tak, aby vyslednd koncentrace médi v médiu dosahla 100 mg/l. Vzdy
jedna krabicka obsahovala jen Cisté médium (,,kontrola®). Kazdy typ véetn¢ kontrolniho
vzorku byl pfipraven tfikrat ve dvou sadach. Do krabic¢ek s takto oSetienym médiem
bylo ptfeneseno sitko s narostlymi rostlinami. Jedna sada byla kultivovana za stejnych

podminek jako doposud jeden den a druha sada Ctyfi dny.
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5.3 Zpracovani vzorktl

Po celou dobu manipulace se vzorky bylo nutné pracovat vyhradné v rukavicich,
aby se zabranilo ptisobeni proteolytickych enzymi lidské pokozky. Cinnost enzymi
by mohla narusit ptivodni sloZeni rostlinného proteomu. Vzorky byly mezi jednotlivymi
fazemi zpracovavani vzdy uchovavany v -80 °C.

Ovlivnéné rostliny bylo tieba sklidit a rozdélit na jednotlivé vzorky, které byly
dale zpracovany (obr. 8). V prvni fad¢ byla niizkami oddé€lena kotenova a listova ¢ast.
Rostlinny material byl rozd€len na vzorky o ptiblizné hmotnosti 0,5-1,0 g. V ptipadé
kotfenti bylo materialu velmi malo, proto byly vytvofeny vzorky o 0,1-0,3 g. Vzorky
byly jednotlivé zabaleny do hlinikové folie, oznaceny a uchovavany az do zpracovani

v -80 °C.

Obr. 8 Ovlivnéné rostliny pripravené ke sklizni — zleva nahore: nanocastice, bulk,
dole: sul, kontrola

5.3.1 Homogenizace

VSechny zmrazené vzorky byly homogenizovany v tekutém dusiku
v porcelanové tfence s térkou. Rostlinny materidl o hmotnosti 0,5-1,0 g byl pomoci
tekutého dusiku hluboce zmrazen, stal se kiehkym a bylo tak umoznéno jeho rozdrceni
(obr. 9). Treci misku bylo mozné podlozit polystyrenovou deskou, aby byl izolovan jeji
rozetfit co nejjemnéji, aby nasledujici extrakce proteinli byla co nejefektivnéjsi.
Zhomogenizovany material byl ihned pfenesen do plastovych zkumavek o objemu

15 ml a uchovavan v ledové lazni.

31



Obr. 9 Homogenizace — a) zmrazeny vzorek na -80 °C, b) castecné zhomogenizovany vzorek

5.3.2 Extrakce proteint

Pfipravené roztoky (tab. 2) byly uloZeny v -20 °C. Ke zhomogenizovanému
materialu v plastové zkumavce bylo pfidano 10 ml roztoku A a obsah byl protiepan.
Zkumavky byly uloZzeny za obcasného protfepavani v -20 °C na jednu hodinu.
Po vymrazeni byla suspenze rozpipetovana po 1,5 ml do mikrozkumavek uloZenych
v ledové lazni a zcentrifugovana pii nastaveni 10 min/4 °C/14000 rpm.

Supernatant byl slit a do mikrozkumavek v ledové lazni byl ptfidan po 1,5 ml
roztok B. Obsah byl resuspendovan pomoci Spachtlicky a vortexu a mikrozkumavky
op¢t ulozeny na jednu hodinu do -20 °C. Po vymrazeni byly vzorky zcentrifugovany
pii stejném nastaveni, supernatant slit a znovu byl pfidan roztok B. Po resuspendaci
byly mikrozkumavky bez vymrazeni zcentrifugovany. Po poslednim sliti supernatantu
byly vzorky vysuSeny na vakuové odparce. Vysuseny proteinovy prasek byl zvazen
na analytickych vahach (tab. 3). Vzhledem k velmi malému mnoZstvi kofenového

materidlu byly vZdy vzorky 1, 2 a 3 spojeny v jeden.

Tab. 2 Slozeni roztokii pro extrakci proteini

sloZeni mnoZzstvi slozky
roztok A TCA 20g
2-merkaptoethanol 140 pl
aceton 200 ml
roztok B 2mM EDTA 0,2340 g
ImM PMSF 0,0700 g
2-merkaptoethanol 280 pl
aceton do 400 ml
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Tab. 3 Hmotnost proteinového prasku — K (kontrola), B (bulk), N (nano), S (siil)

jednodenni stres étyrdenni stres
listy kofeny listy kofeny
vzorek m [mg] vzorek m [mg] vzorek m [mg] vzorek m [mg]
K1 21,0 K 149 K1 13,8 K 27,7
K2 14,0 K2 559
K3 123 K3 10,8
Bl 84 B 13,5 B1 319 B 328
B2 18,7 B2 262
B3 49 B3 413
N1 84 N 20,8 N1 279 N 40,3
N2 55 N2 29,8
N3 6,6 N3 142
S1 134 S 11,7 S1 25,5 S 11,1
S2 274 S2 193
S3 12,7 S3 22,6

5.3.3 Solubilizace proteint

K proteinovému prasku v mikrozkumavkach bylo pfidano na kazdy 1 mg 50 ul
solubiliza¢niho pufru (Tab. 4). Mikrozkumavky byly zahfivdny na termotfepacce
pfi37°C jednu hodinu za obcasného promichani. Poté byly zcentrifugovany
pii nastaveni 15 min/20 °C/14000 rpm. Supernatant byl slit do Cisté mikrozkumavky

a znovu zcentrifugovan. Tento proces se opakoval, dokud nebyl supernatant Cisty.

Tab. 4 Slozeni solubilizacniho pufiu

sloZeni mnoZstvi slozky
mocovina 27 g
CHAPS lg
DTT 0,4630 g
voda do 50 ml
amfolyty® 500 pl

famfolyty — ve své molekule obsahuji kyselé i zasadité skupiny, av§ak navenek se jevi jako neutralni

5.3.4 Mc¢feni koncentrace proteinil

Pro zjisténi koncentrace proteini v roztoku byla vyuZita metoda
dle Bradfordové. Na mikrotitracni desku bylo do kazdé jamky napipetovano
Bradfordové ¢inidlo po 250 pl. V prvnich tfech sloupcich byla vytvofena koncentracni
fada napipetovanim vZzdy 5 pl standardd hovéziho sérového albuminu ttikrat od kazdé

koncentrace (0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml,
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2 mg/ml). Pro nulovou koncentraci bylo pouzito 5 p solubiliza¢niho pufru. Poté bylo
ptipipetovano tfikrat po 5 ul od kazdého vzorku.

S mikrotitracni deskou bylo jemné zatfepano, aby se obsah jamek promichal.
Cim byla koncentrace proteint vy$§i, tim bylo modré zbarveni smési v jamce
intenzivnéjsi (obr. 10). Vizualné bylo zhodnoceno, zda se koncentrace proteinti vzorkt
pohybuje v rozmezi koncentracni fady standardti. Pokud se modré zbarveni zdalo piili§
intenzivni, byly vzorky 2-4krat zfedény solubilizaénim pufrem. Redéni bylo poté
zohlednéno pti dopocitani koncentraci z kalibra¢ni kiivky.

Po péti minutach byla zméfena absorbance pfi vinové délce 595 nm. Z hodnot
absorbanci standardii byla sestavena kalibra¢ni pifimka a dle rovnice pfimky byla

dopocitana koncentrace proteinil jednotlivych vzork.

Obr. 10 Méreni koncentrace proteinit pomoci Bradfordové cinidla — vievo koncentracni fada

5.4 2D-elektororéza

5.4.1 Isoelektricka fokusace

Do zlabkl fokusacni desticky bylo naneseno 200 ul vzorku o koncentraci
proteint 800-1200 pg/ml (obr. 1la). Koncentrace vzorkl zjisténd metodou dle
Bradfordové byla upravena pomoci solubiliza¢niho pufru. Do kazdého zlabku byl
ulozen dle naboje strip o délce 11 cm s pH gradientem 5-8 gelem doli (obr. 11b).
Po patnacti minutach byly stripy pfevrstveny 1,5 ml mineralniho oleje. Desticka byla
prekryta vickem a uloZzena do fokusatoru dle naboje elektrod. Byla spusténa
rehydratace.

Po patnicti hodinach byla rehydratace zastavena. Stripy byly v misté¢ dotyku
s elektrodami podloZeny filtracnimi papirky napusténymi 8 ul ultracisté vody (obr. 11¢).

Poté byla spusténa fokusace. Pribéh fokusace lze rozdélit do nékolika fazi. Cela
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fokusace je provedena pfi teplot¢ 20°C. V prvni fazi je napéti nastaveno na 200 V.
Béhem této faze jsou odstranény nadbytecné soli. V dalSich fazich je napéti postupné
zvySovano. V druhé fazi je dosazeno 500 V, ve tfeti je zvySeno na 1000 V a ve Ctvrté az
na 8000 V. V zavéru fokusace je napéti opct snizeno na 200 V a setrvava tak dlouho,

dokud nejsou stripy vyjmuty. Tuto posledni fazi 1ze nazvat jako udrzovaci.

a)

Obr. 11 Priprava stripii pro fokusaci — a) naneseni vzorku na fokusacni desticku, b) umisténi
stripu dle naboje, c) podlozeni stripu filtracnim papirkem

5.4.2 Ekvilibrace

Byl pfipraven zasobni ekvilibra¢ni roztok a nasledné roztoky 1 a 2 v mnozstvi
odpovidajicimu poctu stripti (tab. 5). Roztoky 1 a 2 byly uchovavany v lednici
v tmavych uzavienych zkumavkach, aby bylo zabranéno pristupu svétla. Po ukoncéeni
fokusace byly okapané stripy umistény jednotlivé do tmavych zkumavek s roztokem 1
a ekvilibrovany deset minut na kyvacce. Po deseti minutich byly stripy pfeneseny
do tmavych zkumavek s roztokem 2 a promyvany opét deset minut na kyvacce. Vzdy

bylo ekvilibrovano tolik stript, kolik bylo mozné ihned dale zpracovat.

Tab. 5 Slozeni roztokii pro ekvilibraci

sloZeni mnoZstvi sloZKky (pro 1 strip)
ekvilibra¢ni roztok mocovina 144 ¢
1,5M Tris HCI (pH 8,8) 1 ml
SDS 0,08 g
glycerol (100%) 0,8 ml
ultracista voda do 4 ml
roztok 1 DTT 0,04 g
ekvilibra¢ni roztok 2 ml
roztok 2 jodacetamid 0,05¢g
ekvilibra¢ni roztok 2 ml
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5.4.3 Elektroforéza

Byly ptipraveny dva litry elektroforetického pufru (tab. 6). Zakoupené gely byly
vyjmuty z krabi¢ky, oplachnuty deionizovanou vodou a zbaveny ochranné
zabezpecovaci pasky. Po okapani byly pfipraveny do stojanku. Na misto urcené
pro standardy byl umistén filtracni papirek napustény 5 ul standardu. Do zldbku
urceného pro strip byla napipetovana 0,8% agar6za v elektroforetickém pufru obarvena
bromfenolovou modii. Agardéza byla piedem zahfivina za stdlého michéani
do rozpusténi. Kazdy strip byl ihned po wukonceni ekvilibrace promyt
v elektroforetickém pufru a ponofen do zldbku s agar6zou. Kolem stripu nesmély
vzniknout bubliny (obr. 12a).

Po deseti minutich, kdy agar6za ztuhla, bylo mozné gel umistit
do elektroforetické vany. Vana byla naplnéna elektroforetickym pufrem po znacku
abyla spusténa elektroforéza (200 V, 30 mA). Byl pozorovan modry pruh cela
elektroforézy, dokud neprostoupil celym gelem (obr. 12b).

Po ukonceni elektroforézy byly gely opatrné vyjmuty z plastového obalu,
umistény na skenovaci desku pro ,,stain free* a naskenovany do datové podoby. Poté
byly ponofeny do Coomassie barviva (tab. 7) a barveny pfiblizn€ Sest hodin. Po Sesti
hodinach byly pieneseny do ultraist¢é vody a za prubézného vyménovani vody
odbarveny. Odbarvené gely byly opét naskenovany do datové podoby pomoci desky pro

,»Coomassie* (obr. 13).

Tab. 6 Slozeni elektroforetického pufru

sloZeni mnoZstvi slozky
0,025M TRIS 6,057 g
0,192M glycin 28,827 g
0,1% SDS 2g
ultracista voda do21

Tab. 7 Slozeni Coomassie Brilliant Blue (CBB)

sloZeni mnoZstvi slozky
kyselina o-fosforecna 16 ml
destilovana voda 768 ml
siran amonny 80 g
5% roztok CBB v destil. vodé 16 ml
methanol 200 ml
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Obr.

Obr. 13 Gel po odbarveni na skenovaci desce
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6 VYSLEDKY

Rostliny Arabidopsis thaliana byly vystaveny pusobeni rtiznych typl castic
médi. Bylo testovdno, jakym zpisobem ovlivni rostlinny proteom. Rostliny byly
inkubovany s riznymi formami médi nejprve jeden a poté Ctyfi dny. Z biologického
materidlu byly izolovany proteiny a provedena elektroforéza. Hodnoceny byly proteiny
listh na neobarvenych ,stain free gelech. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci
softwaru PDQuest. Softwarem byla porovnana intenzita spotl charakterizujicich
jednotlivé proteiny oproti kontrolnimu vzorku. Na obr. 14 jsou ukazky naskenovanych

gell ptipravenych pro hodnoceni softwarem.

a) _ b)

-

-

=

Obr. 14 Proteom Arabidopsis thaliana — a) stain free gel s proteomem korene, b) gel
s proteomem korene obarveny Coomassie barvivem, c¢) stain free gel s proteomem listu, d) gel
s proteomem listu obarveny Coomassie barvivem
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6.1 Jednodenni inkubace

6.1.1 Vliv oxidu médnatého ve standardni forme — ,,bulk*

Pfi porovnani spotli u listl vystavenych pusobeni standardnich ¢astic oxidu
médnatého proti kontrole bylo nalezeno deset rozdilti (obr. 15). U ¢tyi spotii doslo

ke zvySeni intenzity a u Sesti ke snizeni (obr. 16).

L
- o —
x
0ED3 ® v
1602 z 9. 7505
&7 302 . i
7301
L1
1202 -
L3
-
2 203 ., 2B x
9101
®
4001 -
kontrola
-
a8 v .
L]
UE03 1emp o «
P 7505
5502 -
- 7301
1202
. u -
1203 - 2
3101
E]
4001 - Pl

Obr. 15 Porovndni proteomu po jednodennim puisobeni oxidu médnatého ve standardni
formé proti kontrolnimu vzorku
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Obr. 16 Porovnani intenzity spotii po jednodennim piisobeni oxidu médnatého ve standardni
formé proti kontrolnimu vzorku
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6.1.2 Vliv oxidu médnatého v nanoformé — ,,nano*

Porovnanim spoti u listd ovlivnénych oxidem méd’natym v nanoformé proti
kontrole bylo nalezeno jedenéct rozdil (obr. 17). V osmi ptipadech byla intenzita spotu

oproti kontrole sniZzena a ve tfech ptipadech zvysena (obr. 18).
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Obr. 17 Porovnani proteomu po jednodennim piisobeni oxidu mednatého v nanoformé proti
kontrolnimu vzorku
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Obr. 18 Porovnani intenzity spotii po jednodennim pusobeni oxidu médnatého v nanoformé
proti kontrolnimu vzorku
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6.1.3 Vliv siranu méd’natého — ,,sul*

Spoty proteinli z listli ovlivnénych siranem médnatym se oproti kontrole lisily
ve dvandcti ptipadech (obr. 19). V deviti pfipadech byla intenzita spotu oproti kontrole

zvysena a ve tifech ptipadech sniZzena (obr. 20).
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Obr. 19 Porovnani proteomu po jednodennim piuisobeni siranu médnatého proti kontrolnimu
vzorku
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Obr. 20 Porovndni intenzity spotii po jednodennim piisobeni siranu médnatého proti
kontrolnimu vzorku
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6.1.4 Porovnani vlivu oxidu méd'natého ve standardni
a nanoform¢
Pfi porovnani standardni a nanoformy oxidu méd’natého byly nalezeny rozdily

u jedenacti spotl (obr. 21). Intenzita spott u listi ovlivnénych nanoformou byla snizena

v sedmi ptipadech, ve ¢tyiech piipadech byla naopak zvysena (obr. 22).

- L
4803 ga02 .
- 8703 9703
o 5F . ; 9605
1401 ssoe S0
L
301
-
[ ]
- 7002
bulk
W
-
4303 ik
- U ——— 87039703
- = "
-y BG b . Z Tl
e . 504 550 - o
i
o
: it E301
-

ol
To0z2
nano |

Obr. 21 Porovnani proteomu po jednodennim puisobeni oxidu médnatého ve standardni
a nanoformé
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Obr. 22 Porovnani intenzity spotit po jednodennim piisobeni oxidu médnatého ve standardni
a nanoformé
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6.2 Ctyfdenni inkubace

6.2.1 Vliv oxidu médnatého ve standardni forme — ,,bulk*

Porovnanim proteinové mapy ovlivnéné oxidem méd’natym ve standardni forme
s kontrolni bylo nalezeno Sestniact rozdilii (obr. 23). Ke snizeni intenzity doslo

u patnécti spotti, pouze v jednom piipad¢ byla intenzita zvySena (obr. 24).
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Obr. 23 Porovndni proteomu po ctyrdennim piisobeni oxidu médnatého ve standardni formé
proti kontrolnimu vzorku
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Obr. 24 Porovnani intenzity spotit po ctyrdennim pusobeni oxidu médnatého ve standardni
formé proti kontrolnimu vzorku
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6.2.2 Vliv oxidu médnatého v nanoformé — ,,nano*

Pifi porovnani spotl proteini z listd ovlivnénych oxidem médnatym
v nanoformé proti kontrolnimu vzorku bylo nalezeno jedenact rozdili (obr. 25).

Ve vSech ptipadech doslo ke snizeni intenzity spotil oproti kontrole (obr. 26).
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Obr. 25 Porovnani proteomu po CtyFdennim piisobeni oxidu médnatého v nanoformé proti
kontrolnimu vzorku
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Obr. 26 Porovnani intenzity spotii po CtyFdennim pusobeni oxidu médnatého v nanoformé
proti kontrolnimu vzorku
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6.2.3 Vliv siranu méd’natého — ,,sul*

V ptipadé ovlivnéni list siranem méd’natym byly nalezeny pouze tfi rozdily

v porovnani s kontrolou, pravdépodobné z diivodu denaturace vzorku plsobenim soli

(obr. 27). Opét doslo ke snizeni intenzity spott ve vSech piipadech (obr. 28).
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Obr. 27 Porovnani proteomu po ctyrdennim piisobeni siranu
vzorku
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Obr. 28 Porovnani intenzity spotii po Ctyrdennim pilisobeni

proti kontrolnimu vzorku
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6.2.4 Porovnani vlivu oxidu méd’natého ve standardni
a nanoform¢
Listy ovlivnéné oxidem méd’natym ve standardni form¢ se oproti nanoformé

lisily v sedmi spotech (obr. 29). Spoty proteini ovlivnéné nanoformou jsou ve ¢tyfech

piipadech intenzivnéjsi, ve tfech ptipadech naopak intenzita klesla (obr. 30).
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Obr. 29 Porovnani proteomu po ctyrdennim piisobeni oxidu médnatého ve standardni
a nanoformé
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Obr. 30 Porovnani intenzity spotii po ctyrdennim pusobeni oxidu médnatého ve standardni
a nanoformé
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6.3 Porovnani jednodenni a ¢tyfdenni inkubace

6.3.1 Rozdil jednodenniho a ctyfdenniho ptisobeni oxidu

médnatého ve standardni formé
Porovnanim proteomit bylo nalezeno dvandct rozdild (obr. 31). V sedmi

pripadech doslo po del§im ovliviiovani ke zvySeni intenzity spotu, v péti ptipadech byla

intenzita spotu nizsi (obr. 32).
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Obr. 31 Porovnéni érotét;lhﬁ po jednodennim (bulk 1) a ctyrdennim (bulk 4) puisobeni oxidu
médnatého ve standardni formé
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Obr. 32 Porovnani intenzity spotii po jednodennim (bulk 1) a ctyrdennim (bulk 4) puisobeni
oxidu médnatého ve standardni formeé
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6.3.2 Rozdil jednodenniho a ctyfdenniho ptisobeni oxidu
médnatého v nanoformé
V proteinovych mapach bylo nalezeno dvacet jedna rozdilnych spotii (obr. 33).

V naprosté vétSiné (devatenact) spotli doslo pti delSim ptlisobeni ke zvySeni intenzity,

pouze u dvou byla intenzita snizena (obr. 34).
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Obr. 33 Porovnani proteomu po jednodennim (nano 1) a ¢tyrdennim (nano 4) piisobeni oxidu
médnatého v nanoformé
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Obr. 34 Porovnani intenzity spoti po jednodennim (nano 1) a ctyrdennim (nano 4) piisobeni
oxidu médnatého v nanoformé
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6.3.3 Rozdil jednodenniho a ¢tyfdenniho plisobeni siranu
méd’natého
Mezi proteomy bylo nalezeno tfinact rozdilii (obr. 35). U deseti spotii doslo

pii delsim ovlivnéni ke snizeni intenzity, u zbylych tfech spotii byla naopak intenzita

zvysena (obr. 36).

T
- — 30 !
.-. - - % .
- -‘32' > L s
3504 B503 2
- . B4
- -
- o
034301 < g2t
5101
sal 1
-8
: 3904
L FT05 2
3804 © EE0E
. .
- J L]
3 - & 30
L]
- 5101
-
— sul 4

Obr. 35 Porovnani proteomu po jednodennim (sul 1) a ctyrdennim (sil 4) pusobeni siranu
médnatého
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Obr. 36 Porovnani intenzity spotii po jednodennim (sul 1) a ctyrdennim (sul 4) pusobeni
siranu méd'natého
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7 DISKUZE

Nanocastice se stavaji velkym ekotoxikologickym problémem soucasnosti. Jako
produkty mnoha procest lidské ¢innosti se snadno ukladaji v Zivotnim prosttedi, odkud
se dostavaji do rostlinnych organismti a nasledn¢ potravnim fetézcem 1 do organismi
zivoc¢iSnych. Ukladani nanocastic v rostlinach je cilen¢ vyuzivano pii fytoremediacnich
procesech. Otazkou ziistava, jakym zplsobem nanocastice rostlinny organismus
ovliviiuji, zda jsou Skodlivymi, ¢i prospeSnymi.

V experimentech jsou rostliny vystavovany nejen nanomateridliim, ale
pro porovnani také latkdm bézné velikosti o stejném chemickém slozeni. Jen tak lze
urcit, jestli je vliv na rostliny dan specifickymi vlastnostmi nanocastic nebo jejich
chemickym  slozenim. Byla potvrzena rlUznorodost biologické odpovéedi
na nanomaterialy (Cyrusové a kol. 2015).

V této praci bylo sledovano, jakym zplisobem nanocéstice ovliviiuji proteom
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Pokusy byly provedeny i s jinymi formami
Castic pro porovnani. Konkrétné¢ byl porovnavan vliv castic oxidu médnatého
ve standardni form¢ a nanoformé a soli médi v podobé siranu méd’natého. Zaroven byl
sledovan i ¢asovy vliv téchto Castic na rostlinny proteom. Jednodenni piisobeni castic
muzeme oznacit jako akutni stres, Ctyfdenni plsobeni potom jako stres chronicky
(Zou a kol. 2014).

Pro zpracovani vzorku bylo tfeba alesponi 0,5 g rostlinného materidlu. Vzorky
ziskané z listd tvofily aZ trojnasobek tohoto mnoZstvi a nebyl problém z nich izolovat
proteiny v dostatecné koncentraci pro elektroforézu. Kofenového materialu bylo naopak
velmi malo. Jeho mnozstvi se pohybovalo kolem 0,1-0,3 g. Vzhledem k tomu, ze béhem
zpracovavani vzorku dochazelo ke ztratam a vyslednd koncentrace proteind by
nemusela byt dostate¢nd, byly vzdy kofenové vzorky 1, 2 a 3 spojeny v jeden. Ani tak
nebylo dosazeno vyuzitelnych koncentraci. Elektroforéza kotfenovych vzorkii byla
pfesto provedena, avSak software PDQuest nedokazal gely porovnat. Mozna praveé
proto, ze méd’ obecné brzdi rast kofenového systému (Stampoulis a kol. 2009), nebyl
ziskan dostatek rostlinného materialu.

Pro porovnani vlivu riznych forem ¢astic médi byly pouzity pouze neobarvené
,stain free* gely, které byly analyzovany softwarem na zakladé fluorescen¢niho znaceni

proteinovych skvrn. Naproti tomu nékteré gely znaené barvivem Coomassie Brilliant
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Blue nebyly dostate¢né obarveny a software nedokéazal proteiny zméfit. Nebylo tak
mozné provést kompletni porovnani vSech sad vzorki.

Pro pfeziti rostlinnych buné¢k je dulezité zachovat funkéni konformaci proteinii
(Fiser a kol. 2014). Vzhledem k tomu, Ze se rostliny nepohybuji a nemohou uniknout
fad¢ stresujicich faktorii, které maji dopad na stabilitu proteind, vyvinuly se u nich
slozit¢ obranné mechanismy (Sugio a kol. 2009). V pfipadé, Ze rostlina pomoci
receptorti rozpozna stresujici faktor, je aktivovana signalni draha, ktera vede k expresi
proteinti vedoucich k obranné reakci (Dadakova 2015). Jako ptiklad Ize uvést tvorbu
,heat shock® proteinti, které jsou schopny opravovat proteiny poskozené tepelnym
stresem. Pii detoxikaci kovt a kovovych iontti se uplatituji peptidy zvané fytochelatiny
a metalothioneiny (FiSer a kol. 2014). Tvorba téchto obrannych proteinl
a biotransformacnich enzymu se projevi na proteinové mapé jako zvySeni intenzity
spotu. Pokud je stresovy faktor pfili§ silny a obranné mechanismy nedovedou ochranit
strukturu bézné se vyskytujicich proteinti, dochézi k jejich degradaci. Ta se naopak
projevi na proteinové mapé snizenim intenzity spotu. Vedle biotransformacnich
enzymd, stavebnich proteinli a proteinli ucastnicich se obranné stresové reakce jsou
v rostliné ovliviiovany 1 proteiny zodpovédné =za energeticky metabolismus,
metabolismus sacharidii, fotosyntézu, degradaci RNA a transport xenobiotik
(Zou a kol. 2014).

Porovnanim vysledki experimentu bylo zjisténo, jaké formy castic médi
v zavislosti na Case jsou pro rostliny toxické a se kterymi se dovedou do jisté miry
vyportadat. Je-li rostlina schopna dany kontaminant ve svém organismu degradovat, aniz
by byly naruSeny jeji funkéni proteiny, dalo by se uvazovat o uziti rostliny pii
fytoremediaci.

Pisobeni oxidu méd’natého v nanoformé (,,nano*). Vétsina literatury hodnoti
vliv nanocastic CuO na kotenovy systém. Napiiklad Tang a kol. (2016) sledoval vliv
CuO nanocastic o koncentraci 20 mg/l u Arabidopsis a Wang a kol. (2015) pouzil
koncentraci 5 mg/l u Oryza sativa. V obou ptipadech byl pozorovan vyrazny prinik
¢astic pres pokozku kotenil. Doslo k inhibici kofenového ristu, poskozeni kofenového
systétmu a k tvorbé reaktivnich forem kysliku v disledku oxidativniho stresu. Byla
zvySena exprese proteint ucCastnicich se odpovédi na oxidativni stres. Ze zminénych
vyzkumt je patrné, Ze jiz malé koncentrace nanocastic pusobi na kofenovy systém
negativné. Atha a kol. (2012) uvadi, ze toxicita nanocastic CuO je zavisla na rostouci

koncentraci. Vzhledem ktomu, ze tato prace sleduje moznost vyuZziti rostlin
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pfi fytoremediaci nanocastic, byla pouzita koncentrace 100 mg/l, kterd je pomérné
vysoka a Iépe charakterizuje ukladani kontaminantd v rostliné béhem fytoremedia¢niho
procesu. Lze tedy pfedpokladat, ze nékolikanasobné vyssi koncentrace nanocéstic
prohloubila negativitu ucinku a doslo k redukci rastu kotfentii. Skutec¢nost, Ze s rostouci
koncentraci CuO nanocéstic roste jejich prinik do kofeni a poskozeni kofenového
systému, zjistil i Deng a kol. (2016) u Allium cepa.

Nanocastice se kumuluji v chloroplastech (Da Costa a kol. 2016)
a v mitochondriich (Karlsson 2009). V chloroplastech Oryza sativa narusSuji membrany
thylakoidii a pasobi snizeni jejich poctu, dale snizuji mnozstvi chlorofylu a celkové
zpomaluji fotosyntetické procesy (Da Costa a kol. 2016). Rieger a kol. (2015) pozoroval
sniZzeni chlorofylu vlivem CuO nanocéstic u Landoltia Punctata. Zjistil 1 ¢asovou
zavislost mezi plsobenim ¢astic a zménou ve fotosyntetickém systému. Tvrdi, Ze
24 hodin je prili$ kratkd doba na to, aby mohlo dojit ke snizeni obsahu fotosyntetickych
pigmentli. Ani na vzorcich ovlivnénych jednodennim pusobenim meédénych castic
nebyla zména v obsahu chlorofylu patrnd. Po CEtyfdennim pasobeni byla uz ztrata
pigmentu pozorovatelnd pouhym okem. Na obr. 8 je vidét, ze k nejveétsi ztrate
fotosyntetického barviva doslo u rostliny ovlivnéné soli (vlevo dole), nasleduje rostlina
ovlivnéna nanocasticemi (vlevo nahoie), kde lze pozorovat mirné¢ Zloutnuti listi
ve stfedu riizice. Na rostliné¢ ovlivnéné bulk formou CuO (vpravo nahote), neni ztrata
zbarveni zfetelnd. Jednim z kli¢ovych mechanismi toxicity nanoc¢astic muze byt jejich
schopnost poskozovat mitochondrie a v disledku toho narusovat energeticky
metabolismus (Karlsson 2009).

Dalsi odpovédi na toxicitu nanocastic CuO je zpomaleni kliceni a celkové
sniZeni rstu a produkce biomasy (Da Costa a kol. 2016). Atha a kol. (2012) sledoval
vliv nanocastic na poskozeni DNA. Bylo zji§téno, ze zplisobuji oxidativni naruseni bazi
DNA reaktivnimi formami kysliku. Takto poSkozend DNA vede ke genové nestabilité,
snizuje rust rostlin a zvysuje riziko vyskytu rostlinnych onemocnéni. Pravé oxidativni
stres je dle Regiera a kol. (2015) povazovan za hlavni mechanismus toxicity CuO
nanoéastic. Cinnost enzymii téastnicich se reakce rostlin na oxidativni stres se vyrazné
méni v pribéhu Casu. Mezi tyto enzymy patii superoxid-dismutaza (SOD) a peroxidaza
(POD). Mnozstvi téchto enzymi nartsta béhem akutni reakce rostlin na stres. Po Case
se rostliny stresu ¢aste¢né prizplisobi a obrannou funkci pfesunou na jiné enzymy. POD
ma v rostliné nékolik funkei a jeji mnoZstvi se neustidle méni. Dojde-li vSak

k oxidativnimu stresu, jeji mnozstvi vyrazné stoupne (Regier a kol. 2015).
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Po jednodennim piisobeni oxidu médnatého v nanoform¢ dosSlo v porovnani
s kontrolnim vzorkem ke snizeni intenzity u osmi spotli, u tfech spotii byla intenzita
zvySena (obr. 18). ZvySeni intenzity by se dalo zhodnotit jako reakce rostlinného
organismu na akutni oxidativni stres. Spoty se snizenou intenzitou pravdépodobné
charakterizuji proteiny energetického metabolismu, jehoz funkce je snizena diky
poskozenym mitochondriim. Snizeni fotosyntézy dle Riegera a kol. (2015)
po jednodennim stresu neptipada v ivahu. Nizka intenzita spotti by mohla znacit 1 nizsi
produkci biomasy oproti kontrolnimu vzorku.

Ctyidenni puisobeni nanoformy CuO zpisobilo sniZeni intenzity u viech spotil
(obr. 26). Stejn¢ jako v ptedchozim ptipadé lze usuzovat, ze se jedna o proteiny
naruSen¢ho energetického metabolismu a o proteiny stavebni, jejichz ubytek souvisi
se snizenim produkce biomasy. Po delSim vlivu &astic pravdépodobné dochézi
1 ke snizeni fotosyntézy. Rostliny se jiz z vEtsi ¢asti vyrovnaly s akutnim stresem, proto
nejsou patrné zadné spoty s vyrazné zvysenou intenzitou.

Na obr. 34 je znazornén rozdil mezi jednodennim a Etyfdennim plisobenim
nanocastic CuO. Pouze u dvou spoti doslo po ¢tyfdennim plisobeni ke sniZeni intenzity.
Tyto proteiny by nejspiSe mohly souviset s fotosyntézou a jeji inhibici v zavislosti
na ¢ase. Ostatnich devatenact spoti mé po delSim plsobeni intenzitu zvySenou. Tuto
skutecnost Ize vysvétlit jako adaptaci rostlin na akutni oxidativni stres. Pravdépodobné
se jedna o strukturni proteiny, které byly zpocatku vlivem akutniho stresu degradovany.
Béhem adaptace si rostliny znovu vytvofily degradované proteiny a jejich mnozZstvi
se znovu vyrovnalo kontrolnim rostlindm. Proto nejsou tyto vyrazné zmény patrné
na obr. 26.

Pisobeni oxidu méd’natého ve standardni formé (bulk). VétSina vyzkumi
uziva bulk formu pro porovnani G¢inku nanocastic. Bylo zjisténo, Ze biodostupnost
nanocastic CuO je oproti bulk nékolikandsobné vyssi. Aruoja a kol. (2009) uvadi, ze
pii pouziti stejné koncentrace bylo po 72 hodinach biologicky dostupno 25 % Cu
z nanoformy CuO a pouze 0,18 % Cu z bulk CuO. To by mohlo vysvétlovat, pro¢ neni
v z&4dné literatufe popsan toxicky vliv konkrétné téchto ¢astic na rostlinu. V porovnani
s nanocasticemi se do rostlinného organismu témét nedostanou. Lze logicky usuzovat,
ze pokud toxicita nanocastic roste s koncentraci, bude to podobné i u bulk formy. Tento
vliv lze ptisoudit spiSe ucinku meédi jako takové. Je-li meéd’ v rostliné v nadbytku, mize
zpusobit inhibici riistu kofenli i biomasy a snizeni dilezitych bunéénych procest,

napt. fotosyntézy. Pti vysokych koncentracich mutze dohdzet k ubytku chlorofylu
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anaruseni thylakoidnich membran (Yruela 2005). Je ziejmé, ze Ucinky meédi jsou
totozné u vSech forem ¢éstic, budou se lisit pouze svoji mérou.

Porovnanim proteomu ovlivnéného jednodennim pusobenim oxidu médnatého
ve standardni formé (bulk) s kontrolnim bylo nalezeno sedm spotii, u kterych doslo
vlivem bulk formy ke snizeni intenzity, u Ctyf spotii byla intenzita zvySena (obr. 16).
Zvyseni intenzity 1ze podobné jako u nanocastic piisoudit akutni reakci rostliny na
nezadouci podminky. Stejné tak snizeni intenzity odpovida narusenému energetickému
metabolismu a sniZzené produkci biomasy.

Ctyidenni ptsobeni CuO ve standardni formé zpisobilo sniZeni intenzity
u patnacti spotli v porovnani s kontrolnim vzorkem (obr. 24). Opét je vidét podobnost
s proteomem ovlivnénym nanoc¢asticemi. Snizeni intenzity lze chéapat jako sniZenou
funkci fotosyntézy, poruSeny energeticky metabolismus a niz§i produkci biomasy.
Zajimavé je zjisténi, Ze na obou obrazcich (obr. 24 a 26) je zaznamenan stejny
spot 2701. Zde je nazorné vidét, ze v obou piipadech dosSlo ke snizeni intenzity
z ptiblizné stejné hodnoty, avSak sniZeni intenzity vlivem nanocastic bylo vyraznéjsi.

Rozdil oproti nanocasticim je vidét az na obr. 32, ktery znédzoriiuje zménu
v mnozstvi proteinti po jednodennim a ¢tyfdennim ptisobeni bulk formy. U sedmi spott
doslo ke zvyseni intenzity oproti kontrole a u péti byla intenzita snizena. Spoty 2705,
3302, 3701, 5304 a 7101 jsou svymi hodnotami intenzit srovnatelné se spoty na obr. 34,
ktery charakterizuje plisobeni nanocastic. Stejné jako v pfipad€ nanocastic 1ze tyto spoty
oznacit jako ty, které charakterizuji adaptaci rostliny na akutni stresové podminky.
Je vidét, Ze bulk forma nezpisobila tak vyrazny akutni oxidativni stres jako nanocastice,
a adaptace rostliny neni tak rozsahld. Pokles intenzity opét odpovidd inhibici
fotosyntézy a sniZené produkci biomasy.

Na obrazcich 22 a 30 je znazornéno piimé porovnani proteomil ovlivnénych
nanocasticemi a bulk formou. S pfihlédnutim k ose y je patrné, Ze zmény intenzit jsou
u vétsiny spotl zanedbatelné. Po jednodennim plisobeni (obr. 22) se jevi jako vyrazné;si
sniZovani intenzity spotii po ptisobeni nanocastic oproti bulk. Dalo by se to vysvétlit
jako vyraznéj$i vliv nanocastic na naruSeni energetického metabolismu a degradaci
strukturnich proteinil. Po ¢tyfdennim plisobni se naopak jevi jako vyrazné;si zvySovani
intenzity spotll po plsobeni nanocéstic oproti bulk., coZ by se dalo chapat jako
vyraznéjsi adaptace rostlin vici stresu.

Pisobeni siranu méd’natého (sil). Zou a kol. (2014) sledoval pulsobeni

chloridu méd’natého (Cu?" stejné jako u siranu) na moiské fase Sargassum fusiforme.
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Rozd¢lil casovy vliv iontd na akutni (I den) a chronicky (7 dnil). Jako néasledek
akutniho stresu uvedl snizeni mnozstvi proteinli uCastnicich se energetického
metabolismu a fotosyntézy. Ke zvySeni mnozstvi doSlo u proteinii ucastnicich se
sacharidového metabolismu a degradace RNA. Chronicky stres vyrazné indukoval
proteiny spojené¢ se spotiebou energie, proteiny sacharidového a energetického
metabolismu a fotosyntézy. V men$im mnoZzstvi byly obsazeny transportni proteiny
a proteiny membran.

Vliv soli hodnotil 1 Roy a kol. (2016) u Sorghum. Sledoval pétidenni ptisobeni
siranu méd’natého. Doslo ke zvySeni intenzity spotl charakterizujicich proteiny stresové
reakce, transportu a proteinii Ucastnicich se metabolismu sacharidi. K ubytku doslo
u proteinl energetického metabolismu a fotosyntézy.

Tang a kol. (2016) zmitiuje, Ze Cu®" ionty silné inhibuji riist kofenového
systému a zvySuji obsah reaktivnich forem kysliku stejné jako nanocastice, avSak
s delsim ¢asovym odstupem. Stejné¢ jako nanocastice puisobi oxidac¢ni poskozeni DNA
(Atha a kol. 2012). Inhibice fotosyntézy se dle Regiera a kol. (2015) jevi stejné jako
u nanocastic zavisla na case.

Na proteinové mapé po jednodennim pulsobeni siranu je zietelné zvySeni
intenzity naprosté vétSiny spotll oproti kontrolnimu vzorku (obr. 20). Toto zvySeni lze
vysvétlit jako akutni reakci na stresové podminky. SniZeni intenzity u tfech spoti mize
znamenat degradaci strukturnich proteint nebo sniZeni energetického metabolismu.

Ctytdenni ptisobeni siranu mélo na proteom velmi negativni vliv. Vyrazné
zmény byly pozorovany jiz na rostlinach (obr. 8). Pocet spotd byl viditelné snizen,
pravdépodobné zvySenou degradaci proteinii (obr. 27). Software nalezl pouze tfi
rozdilné spoty (obr. 28). U vSech spotli byla vlivem ctyfdenniho plsobeni siranu
médnatého sniZena intenzita oproti kontrolnimu vzorku. Velmi vyraznd zmeéna nastala
u spotu 7001. Dle Cerného a Brzobohatého (2010) se jedna o enzym Rubisco, ktery se
ucastni fotosyntézy. Je ziejmé, ze v tomto piipad¢ nenastala zddnd adaptacni reakce
rostliny. Obr. 28 jednozna¢né zobrazuje vyrazny toxicky vliv méd’natych iontd.

Na obrazku 35, ktery porovnava jednodenni a ¢tyfdenni vliv méd’natych ionti
na proteom, je patrné snizeni intenzity u témet vSech spoti. Z toho vyplyva, Ze toxicky
vliv soli byl postupem casu prohlubovan. U spotil, jejichz intenzita byla po delSim
pusobeni soli zvySena, byl rozdil intenzit velmi maly, proto neni tfeba je povazovat

za vyznamneé.

55



Jako nejvice toxicka forma médi byla, jak se pfedpokladalo, stl, za ni nésleduji
v ptipad¢ rtznych forem castic ucastni rtizné bunééné mechanismy (Gomes a kol.
2014). Rozdil mezi toxicitou nanocastic a bulk formy CuO je dan schopnosti priniku
do kotfenového systému, ktery mtize souviset s velikosti Castic. Nejlépe pronikaji
médnaté ionty diky dobré rozpustnosti ve vod¢, nésleduji nanocéstice, a nejméné
prostupuje bulk forma CuO. Tato skutecnost vSak neplati pro vSechny slouceniny. Jako
piiklad lze uvést oxid titanicity, kde se nanocastice jevi jako méné toxické nez bulk
forma (Karlsson a kol. 2009). Vliv nanocastic na rostliny je variabilni i dle druhu
rostliny. Atha a kol. (2012) uvadi, ze ptisobeni nanoc¢astic oxidu zine¢natého zptsobilo
u Lolium perenne inhibici kotfenového ristu, zatimco u Cucurbita pepo nebyla tato
inhibice pozorovana.

Protoze nanocastice CuO dobfte pronikaji kofenovym systémem a jsou rostlinou
akumulovany, jevi se vici rostliné jako toxické. Vyuziti fytoremediace
pfi dekontaminaci nanoc¢astic CuO z zivotniho prostiedi je zvlasté pii vysokych

koncentracich velmi diskutabilni.
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8 ZAVER
Bylo zjisténo, ze:
- vliv riznych typi ¢astic médi na rostliny odpovida u¢inku médi jako takové; je-
li v nadbytku, jevi se jako toxicka,
- toxicita ¢astic médi souvisi s jejich velikosti; nejmensi ¢astice nejlépe pronikaji
pokozkou kotenového systému a ukladaji se v rostlin€ ve véts§im mnozstvi,

vvvvv

vysoka toxicita rozpustné formy CuSOg4 byla ocekavana,

- po jednodennim pulsobeni vyvolaji ¢astice CuO v rostliné akutni obrannou
reakci, po ctyfdennim plsobeni dojde k casteéné adaptaci rostliny nebo

k prohloubeni toxicity castic,

- fytoremediaci nelze doporudit pfi dekontaminaci nanocastic CuO z zivotniho

prostiedi kviili jejich negativnimu vlivu na rostliny jiz v nizkych koncentracich.

57



9 SEZNAM ZKRATEK

2D-PAGE
CBB
DTT
EDTA
CHAPS
IEF
MALDI
ME

MS
PAGE
PCB
PMSF
POD
Rubisco
SDS
SOD
uv
TCA
TRIS
/R

Dvourozmérna elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
Coomassie Brilliant Blue

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraoctova kyselina
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-propanosulfonat
Isoelektrické fokusace

Desorpc¢ni ionizace vzorku laserem za asistence matrice
2-Merkaptoethanol

Murashige a Skoog

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
Polychlorované bifenyly

Fenylmethylsulfonyl fluorid

Peroxidaza

Ribulézabisfosfatkarboxylaza/oxygenaza

Dodecylsulfat sodny

Superoxid dismutéza

Ultrafialové zareni

Trichlotoctova kyselina
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Zasobni roztok
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