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1.1 STARNUTI ROSTLIN A SENESCENCE

Starnuti je pfirozeny proces, ktery nakonec vede k odumirdni bunék, pletiv, organt
a celych rostlin. Kon¢i, stejné jako u vSech mnohobunéénych organismu, smrti. V sou¢asné
dobé neexistuje obecna teorie starnuti, nejvice pfijimana je teorie zaloZend na ucinku
volnych radikald. V roce 1956 navrhl Denham Harman, Ze volné radikdly produkované
pfi aerobni respiraci zplsobuji oxidacni poSkozeni, které se s pfibyvajicim vékem
akumuluje, a je tak pfiCinou starnuti a smrti [1,2]. Poslednim staddiem starnuti je
senescence.

Listy jsou specializované organy pro fotosyntézu a rostlina vynaloZi mnoho energie
a zivin na jejich produkci. Po skonCeni stadia dospélosti, kdyZz poklesne jejich
fotosynteticka aktivita, pfestanou byt listy pro rostlinu vyhodné. Rostlina se jich postupné
zbavuje a listy vstupuji do posledni etapy vyvoje: senescence. Pii ni klesa schopnost
fotosyntézy a dochazi k postupnému fizenému odbouravani bunéénych komponent
za uCelem pifesunu degradacnich produkti do mladych rostoucich organt, plodi ¢i
zasobnich pletiv. Jako prvni jsou odbourdvany chloroplasty, které obsahuji vétSinu
proteinti. Dale pak peroxisomy a endoplazmatické retikulum. Jadro, které je dulezité pro
transkripci gend a mitochondrie, ktera je nezbytna pro poskytovani energie, zlstavaji celé
aZz do posledniho kroku senescence [3,4]. Ubyva chlorofyl, lipidy, proteiny a RNA [5].
Ztrata chlorofylu se vyznacuje tim, Ze listy zaCinaji Zloutnout, a to od okraji do jejich
sttedu. Tento jev je viditelny na podzim v listnatych lesich. Béhem senescence dochézi
k fizenym zménam v bunécné struktuie, metabolismu [6] a expresi gent [7,8]. Dochazi
k mobilizaci hlavné dusikatych latek, dale pak sacharidi a minerdlnich latek. Tato
mobilizace je dileZita jak u jednoletych, tak i u vytrvalych rostlin. Letni¢ky, do kterych
patii vétSina zeméde€lsky vyznamnych plodin, ukladaji ke konci Zivota vSechny latky do
vyvijejicich se semen. Vytrvalé rostliny ukladaji na konci vegeta¢niho obdobi ¢ast Zivin do
zasobnich pletiv, aby je mohly vyuzit k ristu v pfistim roce [9].

Senescence je zakoncena programovanou bunénou smrti (PCD) [10,8].
V poslednim kroku senescence, kdyz jsou listy kompletné Zluté, se zatnou objevovat

charakteristické znaky apoptézy, jako je kondenzace chromatinu a fetézeni DNA [11,12].




1. LITERARNI UVOD

Senescence je aktivni proces, vyZzadujici energii. Ta je dodavana ve formé ATP a
slouzi hlavng pro udrZovani zékladnich Zivotnich pochodt v buiice, syntézu specifickych
RNA a proteinti a pro transport mobilizovanych Zivin.

Rostliny jsou béhem svého Zivota vystaveny riznym nepfiznivym vliviim vnéjsiho
prostiedi. Tyto vlivy nazyvame stresové faktory a mohou vyvolat senescenci. Stresové
faktory lze rozd€lit na biotické (napf. poranéni herbivornimi Zivodichy, napadeni parazity a
patogeny) a abiotické. Abiotické faktory lze dale délit na chemické (napf. nedostatek vody,
kysliku, Zivin, pfitomnost toxickych latek v pud€) nebo fyzikalni (napf. UV zéfeni,

extrémni teploty).
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1.2 REGULATORY SENESCENCE

Senescenci urychluje kyselina abscisovda (ABA), kyselina jasmonova (JA)
a ethylen. Senescenci naopak brzdi gibereliny, auxiny a cytokininy.

ABA je schopna brzdit ve zralych pletivech metabolickou aktivitu a naopak
podporuje degradacni procesy. Syntéza ABA je vy$si béhem obdobi s kratkymi dny a jesté
vyrazné€ji stoupd pii nedostatku vody. Tedy za podminek, které spoustéji a urychluji
senescenci [13]. ABA pulsobi i na expresi nékterych gend ovliviiyjicich starnuti. Jeji uc¢inek
se napiiklad mlze projevovat na zvySeni exprese genu, které koduji enzymy rozkladajici
chlorofyl [14].

JA, methyljasmonat (MJ) a slouceniny s touto kyselinou souvisejici (jasmonaty)
jsou skupinou rostlinnych ristovych reguldtori, které ovliviiuji riist a vyvoj rostliny.
Ovliviyji kliceni, vyvoj kvétll, dozravani ovoce a semen, a také senescenci [15,16,17].
Prvni pokus, ve kterém byl zji$té€n vliv MJ na priibéh senescence, byl provadén s listy ovsa
[18,19]. JA muZe pusobit v rostlinném organismu i nepiimo jako latka, kterd zvySuje
tvorbu ethylenu [20].
cytokininy a ethylen [4].

Ethylen byl prvni zndmy plynny fytohormon. Jeho koncentrace v burice je velmi
nizka, dana rozpustnosti v cytoplazmé. V cytoplazmé byla nalezena specifickda vazebna
mista pro ethylen a pfedpoklada se, Ze biologicky ucinek je zprostfedkovan vazbou na tyto
bilkoviny. U ethylenu je dobfe znama jeho regula¢ni uloha v mnoha procesech, jako je
kli¢eni semen, vyvoj semenacki, zrani plodu, defoliace (odlisténi) a dozravani ovoce [21].
Utastni se také odpovédi rostlin na vng&jsi faktory [22,23]. Jeho Gast v senescenci miiZe
byt odvozena z pokusd, kdy inhibice produkce ethylenu oddalila néastup senescence.
Transgenni rajéata exprimujici ,antisense“ geny, které branily tvorbé enzymu
syntetizujicich ethylen, vykazovaly opozdénou senescenci listd [24]. U rostlin huseni¢ku
(Arabidopsis thaliana) s mutaci, kterd je €inila necitlivymi na ethylen, byla senescence
rovnéZ oddalena [25,2].

SniZzeni hladiny cytokinind v listech mutze zahdjit ndstup senescence [26]. A
skute¢né se ukézalo, Ze senescence miize byt iniciovana jen tehdy, poklesne-li hladina
cytokininti pod jistou uroven [27,28]. Na druhé stran€, aplikace cytokinind na rostliny,

nebo i jednotlivé listy oddalila senescenci u mnoha druht rostlin [29,30]. Vysledky téchto

-10-
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a dal$ich pokusii naznacuji, Ze u€inek cytokininti se odbyva na transkripéni urovni, a
zvySené koncentrace cytokinini inhibuji expresi geni podilejicich se na spusténi
senescence [31,32]. U transgennich rostlin s vnesenym genem [PT pro biosyntézu
isopentenyltransferasy, a tim zvySenou koncentraci cytokinind, byla pozorovana oddalena

senescence [33,34,10].
1.2.1 Cytokininy

K objevu cytokinini vedl rozvoj technik rostlinnych tkanovych kultur. Buiky
v rostlinnych explantatech se mohly délit pouze v pfitomnosti uritych latek, které byly
podle své hlavni funkce, stimulace bunééného de€leni, nazvany cytokininy. Jejich
nejbohat§im zdrojem je autoklavovand DNA, ze které byl jako u¢inna latka izolovan a

identifikovan 6-furfurylaminopurin (6-furfuryladenin, kinetin) [35] (obr. 1).

2

N | 5\1

L L
H

Obr. 1: Kinetin

Na zakladé vysledkid testovani biologické aktivity kinetinu byly cytokininy
definovany jako latky, které v pfitomnosti auxinu stimuluji bunétné dé€leni. Prvni
pfirozeny (endogenni) cytokinin byl nalezen v nezralém endospermu kukufice a byl

nazvan zeatin [36] (obr. 2).

H,CHOH
HN—CH ™ en,
NL/ I
Y
N I\IJJ
H

Obr. 2: trans-zeatin

-11-
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V soucasné dob¢ zname vice nez 30 pfirozenych cytokininl. Strukturné vSechny
vychazeji z adeninu substituovaného na aminoskupiné v poloze 6. Tato konfigurace je
podminkou biologické aktivity.

V kulturach in vitro byl jako cytokinin nejcastéji pouZivan spolu s kinetinem
6-benzyladenin neboli 6-benzylaminopurin (BAP). Tato latka byla dlouho povaZovana
za latku syntetickou. Vroce 1972 popsali Horgan et al. (1972) vyskyt o-hydroxy-
benzyladeninu v listech topolu. Dnes je vSeobecné znadmo, Ze se benzyladenin a jeho
derivaty, nesouci v poloze ortho nebo meta benzenového kruhu hydroxylovou skupinu,
vyskytuji v rostlinach. Podle vyskytu v topolu byly nazvany o- a m-topoliny a obecné je
nazyvame aromatické cytokininy. Nejvy$si aktivitu v fad€ biotestli vykazuje m-topolin
(m-hydroxybenzyladenin).

Hlavnim mistem biosyntézy cytokinini jsou kofeny, odkud jsou cytokininy
transportovany do nadzemni €asti xylémem. Presto v3ak za urcitych podminek se nékteré
¢asti rostlin mohou stat autonomni a pravdépodobné produkovat cytokininy samy.
Nejvyssi hladiny cytokininli nachdzime v intenzivné se délicich a rostoucich pletivech.
Koncentrace cytokininti miZe byt ovlivnéna i dal§imi hormony; napf. vyssi hladiny auxinu

a ethylenu potlacuji akumulaci cytokinini [21].

1.2.1.1 Biosyntéza cytokinini

Cytokininy se vyskytuji v rostlindch jako volné latky a jako souéast nékterych
molekul tRNA. Prvnim krokem biosyntézy cytokininii s isoprenoidnim fetézcem je
prenylace adenosin 5°-fosfati (AMP, ADP nebo ATP) s dimethylallyldifosfatem nebo
hydroxymethylbutenyldifosfatem. Tato reakce je katalyzovana enzymem adenosinfosfat-
isopentenyltransferasou (/PT ; EC 2.5.1.27.) (obr. 3, str. 13). V malé mife se podili na
biosyntéze cytokinint také prenylace tRNA pro leucin a serin. Prenylovany adenosin se
uvolni pii degradaci tRNA. Tento zdroj cytokininti byl identifikovan nejdiive [37]. Geny
pro IPT byly izolovany teprve nedavno u Arabidopsis [38,39] petunie [40] a chmelu [41].
Akceptorem prenylu u vyssich rostlin je ADP a ATP za vzniku isopentenylribosid-5’-
difosfatu nebo isopentenylribosid-5’-trifosfatu, donorem prenylu je dimethylallyldifosfat
nebo hydroxymethylbutenyldifosfat. Pii syntéze trans-zeatinu se pifedpoklada hydroxylace

postranniho fetézce cytochromem P450 [42]. Dal§im zdrojem jsou tRNA.

-12-
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Obr. 3: Primdrni reakce biosyntézy cytokinini u bakterii a vy$Sich rostlin.

Reakce je katalyzovana adenosinfosfat-isopentenyltransferasou (IPT). Jako jeji substraty slouzi DMAPP a
HMBDP.

DMAPP = dimethylallylpyrofosfat (difosfat), HMBDP = hydroxymethylbutenyldifosfat.

Upraveno podle Sakakibara [43].

1.2.1.2 Hlavni fyziologické ucinky cytokinini

Hlavnim ucinkem cytokinini je stimulace bunéného déleni. Ve viech
meristematickych, intenzivné se délicich pletivech nachazime vysoké koncentrace
aktivnich cytokinind. Cytokininy ovliviiuji nékteré reakce vbunéném cyklu,
pravdépodobné simuluji n€které z kinas. Maji ale také vyznamny vliv na replikaci DNA
ve fazi S mitézy: zvySuji mnoZstvi pocatkh replikace, tzn. Ze zkracuji replikony, urychluji
pfepis DNA a synchronizuji bunécné déleni v pletivech. Tento G¢inek cytokinind je
ve spojeni s G¢inky auxinti zakladem regenera¢nich procesu in vitro (a samoziejmé i in
vivo, napf. po poranéni). Aplikace cytokinini na rostlinu vyrazné zpomaluje starnuti, coz
se da dobfe demonstrovat u segmentu listi. Takové segmenty na svétle velmi rychle
ztraceji chlorofyl, Zloutnou a zacina rozklad nukleovych kyselin i proteini. Aplikace

cytokininil proces starnuti vyrazné zpomali.

- 13-
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1.2.1.3 VyuZiti cytokininu v rostlinné vyrobé

Nejvyznamnéj§i praktickou aplikaci cytokininli je jejich vyuZiti v rostlinnych
biotechnologiich jako slozek kultivaénich médii. Dale se pouZivaji pro stimulaci vétveni
okrasnych rostlin. U obilovin zvySuje aplikace cytokinini v dobé kveteni pocdet zrn
v klasech. Cytokininy také prodluzuji obdobi fotosyntetické produktivity rostlin a zvysuji
celkovou produkci biomasy. Perspektivni je rovnéZ pouziti cytokinind pfi zvySovani

odolnosti rostlin ke stresovym podminkam.

-14-
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1.3 INICIACE SENESCENCE A ROS

Jednim z moZnych faktori spusténi senescence je ur¢ité nahromadéni reaktivnich
forem kysliku. Z Harmanovy teorie vyplyvad vyznamna uloha volnych radikald in vivo.
Reaktivni formy kysliku se oznacuji zkratkou ROS (z angl.- reactive oxygen species).
Molekularni kyslik v nasi atmosféfe je pomérné¢ malo reaktivni, oviem né€kterymi procesy
v rostlinich muZe byt pfeménén na mnohem reaktivnéj$i formy. Kolektivni oznaceni
,,volné radikaly*, které se n¢kdy v této souvislosti pouZiva neni zcela pfesné, proto se
radéji pouziva termin reaktivni formy kysliku [21].

ROS vznikaji v burikach obecné jako vedlejsi produkty pfi aerobnim metabolismu a
jsou ve vysSich koncentracich toxické pro vSechny formy Zivota [44]. Vznikaji pti aerobni
respiraci v mitochondriich (obr. 4), pfi odbouravani mastnych kyselin v peroxisomech a pfi
metabolismu xenobiotik, kterého se ucastni enzymy obsahujici cytochrom P450. Zdrojem

ROS mohou byt i reakce neenzymové — glykace, Fentonova a Haber-Weissova reakce
[2,45].

POSKOZENI MITOCHONDRIALNI DNA

H,0
Matrix N E i /q Reaktivni formy ]
mitochondrie Oy lda ni — 1:20,

pmlmztni ) kysliku

Mezimembranovy

prostor

Téj6t wltoch

Obr. 4: Oxidalni poSkozeni zpiisobend reaktivnimi formami Kysliku, které vznikaji pFi aerobni fosforylaci
v mitochondriich.

C; = NADH:ubichonon-oxidoreduktasa, C; = sukcinat: ubichonon-oxidoreduktasa, C;; =

ubichinol:cytochrom c-oxidoreduktasa, C;y = ferrocytochrom c:kyslik-oxidoreduktasa (cytochromoxidasa).

Pfevzato ze Srbova [2].

- 15-
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V zivocis$nych burikach je hlavnim zdrojem ROS mitochondridlni dychaci fetézec
[46,47]. Také v rostlinich je jejich vyznamnym zdrojem. Mitochondrie produkuji ROS
b&hem aerobniho metabolismu. Ve vnitini mitochondridlni membran€ probiha soucasné
s pfenosem elektrond v respiraénim (elektrontransportnim) fetézci tvorba ATP. Kolem
95 % kysliku tkafovych bun€k spotfebuji mitochondrie, z toho je asi 1-5 % kysliku
neuplné redukovano (pfevazné na rovni koenzymu Q) za vzniku ROS a organickych
volnych radikali [48].

U rostlin pochazi vétSina ROS z fotosystému I (PS I). Pfi normalnim metabolismu
je jejich hladina ptisné kontrolovana. Pfi stresovych podminkach se vsak produkce ROS
mnohonasobné zvySuje. Zaroven v téchto podminkach pusobi jako signalni molekuly,
jejich prostfednictvim dochazi k expresi genti riznych sloZzek ochranného systému, napf.
antioxida¢niho. Dojde-li k nerovnovaze mezi tvorbou prooxida¢nich molekul a jejich
odstrafiovanim pomoci antioxidanich obrannych systémii, nastiva oxida¢ni stres. Jeho
disledkem jsou zmény v metabolizmu a vznik oxida¢niho poskozeni bunéénych
komponent [49].

Transport elektrond, lokalizovany v thylakoidnich membranach chloroplasti,
zahrnuje dva fotosystémy (PS I, PS II), které jsou vzajemné propojeny nékolika pfenaseci
elektront, tzv. ,,Z schéma“ (obr. 5).

sine
reduktans
LT NAmt !
~ J
redoxii slabié o N
putencial reduktans ‘ M
’ SNADET
a4
. Lytslnun
ha/f _
H BN slabi
™ : oviaans
\..v
s K PSI
O 0 ART
siine
oxidans
[ 1]

Obr. 5: Schéma Z pro fotosyntézu u sinic a rostlin.
Dva fotosystémy, PSI a PSII, pfenaseji elektrony postupné z H,O na NADPH.
Upraveno podle Voet a Voet [50].
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Ve PS Il probiha rozklad vody za uvolnéni molekularniho kysliku [21]. Chlorofyl
je zachycenim kvanta zafivé energie excitovan do singletového stavu. K deexcitaci muize
dojit trojim zplsobem: fluorescenci, vyuZitim excitaéni energie dale v procesu fotosyntézy,
nebo mezisystémovou konverzi, kdy vznika tripletovy excitovany stav chlorofylu, ktery

muze podnitit formovani velmi nebezpeéného singletového kysliku [51].

Chl + hv > 'Chl®
'chi® >  ‘chl’
3chl® + 0 > Chl + 0,

K fotoredukci molekularniho kysliku miiZze dochdzet predev§im ve fotosystému I
(Mehlerova reakce). PS I ziskava elektron pro své reakéni centrum z cytochromového
komplexu be/f Elektron v reakénim centru PS I je po pohlceni svételného kvanta excitovan,
uvolnén a pfes primarni prenaseée prenesen na ferredoxin. Ten pfimo redukuje NADP”. Pii
nedostatku akceptoru NADP" miiZe reagovat s kyslikem za vzniku superoxidu a peroxidu

vodiku v tzv. Mehlerove reakci [21] (obr. 6).

STROMA CHLOROPLASTU

2H" 2As  2MDHA

Askotbét-
peroxidasae

\J¢)
THYLAKOIDNI MEMBRANA .
a,

r'iv LUMEN THYLAKOIDU

HO 2As
F

Obr. 6: Vznik a odbourdni ROS v chloroplastech.
Fd = ferredoxin, As = askorbat, MDHA = monodehydroaskorbat, SOD = superoxiddismutasa.
Upraveno podle Srbova [2].
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Mezi ROS fadime singletovy kyslik 'O, superoxidovy anionradikal O,7,
hydroxylovy radikal OH', perhydroxylovy radikal HO, a peroxid vodiku H,O,.

Za normalnich podminek je produkce ROS v buiice nizka. Pusobi-li na rostlinu
stresové faktory, které narusi jeji buné€nou homeostdzu, dochazi k vyraznému zvySeni
aktivnich forem kysliku v burice. V biologickych systémech hraji dvoji roli. Slouzi jako
signalni molekuly pro expresi genli a jako toxické produkty aerobniho metabolismu
zpuisobuji poskozeni ¢i zanik buriky [52,53]. ROS mohou inaktivovat enzymy, oxidovat
proteiny a poskozovat DNA i RNA. V disledku uvedenych reakci nastava bunééné smrt.
Rostliny vyvinuly u¢inné obranné systémy, které odstraniuji ROS a chrani tak buiiky proti

oxida¢nimu poskozeni [54,55].

1.3.1 Typy ROS a jejich metabolismus

1.3.1.1 Singletovy kyslik

Molekularni kyslik je pomérné malo reaktivni. Jeho aktivace probiha riznymi
mechanismy. Prvnim z nich je obraceni spinu jednoho z nepérovych elektronli absorpci
dostate€ného mnozstvi energie. Ta je ziskdna pfenosem excitacni energie svételnych kvant
z pigmentli fotosyntetického reakéniho centra [56]. Vznikd velmi reaktivni singletovy

kyslik 'O, (obr. 7, str.20).

1.3.1.2 Superoxidovy anionradikdl

Aktivace kysliku nastava také jednoelektronovou redukci, kdy dochéazi ke tvorbé
superoxidového anionradikalu (obr. 7, str. 20). Superoxidovy anionradikal je mirné
reaktivni. Neprochazi ptes biologické membrany [54]. Funguje jako oxida¢ni i redukéni
¢inidlo. V zZivych buiikdch existuje superoxidovy radikdl vrovnovdze se svou
protonovanou formou, perhydroxylovym radikalem. Vyskyt jedné ¢i druhé formy zavisi
na pH, kdy za fyziologickych podminek pfevlada superoxidovy anionradikal.

Ve vodném rozpoustédle, v neutrdlnim nebo mimé€ kyselém pH dismutuje
superoxidovy radikal v obou formach na peroxid vodiku a kyslik [57]. Reakce probihé

samovolné nebo za katalyzy enzymem superoxiddismutasou (SOD).

0o, + 0,y + 2H" > H,O, + 0,
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1.3.1.3 Perhydroxylovy radikdl

Je vice hydrofobni neZ superoxid a mize tedy snaze pronikat lipidovou dvojvrstvou
membran, podobné¢ jako H;O, a voda [58]. Tam mulze odebirat protony
z polynenasycenych mastnych kyselin a lipidovych hydroperoxidi, ¢imz zahajuje oxidaci

lipida [54].

H* + 0,° > HO,

1.3.1.4 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku vznikd v organismu pii nékterych metabolickych pochodech.
Vyznamny je vznik vreakci katalyzované SOD (obr. 6, str. 17). Dale mohou H,0,
produkovat rizné flavoproteinové oxidasy, které katalyzuji dvouelektronovy pfenos. Patfi
mezi né napf. monoaminoxidasa, coZ je enzym vyskytujici se na vnitfni mitochondrilni
membran€. Nebo nékteré peroxisomalni oxidasy [59], naptiklad glykolatoxidasa.

Je to pomérné stabilni molekula. Snadno prochazi pies bunéénou membranu.
V rostlinné buiice mize byt disproporciovan na vodu a kyslik enzymem katalasou nebo byt
substratem nespecifickych peroxidas. Déale mize byt detoxikovan askorbatperoxidasou
(EC 1.11.1.11), ktera ptsobi spolu s glutathionreduktasou (EC 1.8.1.7) v Halliwelloveé-

Asadové cyklu [57]. Tato reakce je velmi dulezita z hlediska oxida¢niho stresu.

1.3.1.5 Hydroxylovy radikdl

Vznikd v postupné tiielektronové redukci molekularniho kysliku, kdy je
produkovana nejreaktivnéjsi forma kysliku — hydroxylovy radikal [60].
MizZe vznikat bud’ z peroxidu vodiku nebo se tvoii ptimou reakci peroxidu vodiku

a superoxidového anionradikalu [61].
H,O, + 0,° > 2H,0 + 0,
Za normélnich podminek probiha uvedena reakce pomalu. A tudiZ se tvofi takto jen malé

mnozstvi hydroxylového radikdlu. Jeho dostatecné mnozstvi se vSak mulzZe tvofit

Fentonovou reakci zahrnujici oxidaci ptechodnych kovi, jako jsou Zeleznaté nebo
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médnaté ionty [62,63]. V pfitomnosti superoxidového anionradikalu dochazi k Haber-

Weissove cyklu:

H,0, + Fe¥*(Cuh) > F @) + OH + OH
0, + Fe** (Cu®*) >  Fe**(Cu") + 0,

H,O, + 0,” > OH + OH + 0O,

Naésledna regenerace oxidovanych ionti na jejich redukovany stav probiha cestou reakce se
superoxidovym radikalem. Hydroxylovy radikal je velmi silny oxidant [53]. Je schopny
spustit fet€zové reakce, pfi kterych mohou vznikat dalsi nebezpecné slouceniny, jako jsou
alkoxylové a peroxylové radikaly. Ty indukuji sled reakci zplsobujicich peroxidaci lipida

a poSkozeni proteini [64].

N

0, HO;

hv T \\\ $H+

e- j e- e- e-
o, —> O — H0O, — OH — H)O
L/ 2H' \_H_:,) T

Fe**

Haber-Weissova/
Fentonova
reakce

Fe?

Obr. 7: Celkovd redukce molekuldrnitho kysliku na vodu.

Vyzaduje &tyfi elektrony a je vZdy doprovéazena postupnou jedno aZ tfi elektronovou redukcei, kdy dochazi ke
tvorb¢ superoxidového radikélu, peroxidu vodiku a hydroxylového radikélu.

Upraveno podle Piterkova [53].
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1.4 OXIDACNI POSKOZENI PROTEINU

V burice dochéazi k riznym oxidaénim modifikacim proteint. Patfi sem oxidace
sulfhydrylovych skupin, sitovani proteinl, reakci proteini s aldehydy, modifikaci
postrannich fetézcu a fragmentaci peptidi. Oxida¢ni modifikace na skeletu aminokyselin v
proteinech se projevi vzristem po¢tu karbonylovych skupin v molekule proteinu. Takto
zménéné proteiny mohou vyvolat pokles fyziologickych funkci a navodit tak vznik
patologickych stavil a projevy starnuti.

Mirné oxidace miZe generovat mnoZstvi odlisnych modifikaci aminokyselinovych
zbytkl v proteinech bez rozstépeni peptidové vazby. K H,0O, jsou zejména citlivé nékteré
enzymy Calvinova cyklu, enzymy s thiolovymi skupinami jsou citlivé i k O;", OH" a '0,.
[65]. Ireverzibilni modifikace aminokyselinovych zbytkd jsou katalyzovdny ionty
prechodnych kovi (Fe**, Cu®"), které jsou zachycovéany ve vazebnych mistech proteind.
Pfi oxidaéni modifikaci katalyzované kovy vznikd o-, ¢i m-tyrosin z fenylalaninu a
dityrosin z tyrosinu. Z tyrosinu mize kromé dityrosinu vznikat i 3,4-dihydroxyfenylalanin
(DOPA) [66]. DOPA mé redukéni ucinky a pravdépodobné se ucastni redukce
pfechodnych kovovych ionti, které mohou spustit dalsi radikalové reakce [67]. Methionin
lze oxidovat na methioninsulfoxid, ktery je zpétn¢ redukovan methioninsulfoxireduktasou,
tato reakce piedstavuje dulezity obranny mechanismus buriky proti oxidaénimu stresu.
Oxida¢ni produkty lze zjistit u vétSiny aminokyselinovych zbytki v poskozenych
proteinech [68,2].

NejcastéjSim produktem oxidace proteinii jsou vsak slouceniny s karbonylovou
skupinou, aldehydy a ketony, vznikajici na postrannich fetézcich aminokyselin [69].
Radikél na postrannim fetézci reaguje s kyslikem za vzniku nestabilniho peroxylového
radikalu, ktery se déle rozpada na alkoxylové radikaly. Stépenim alkoxylovych radikalt se

tvoti karbonylovy radikal a slou¢enina s karbonylovou skupinou (obr. 8, str.22).
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Obr. 8: Hlavn/ radikdlové reakce probithajicl na postrannich aminokyselinovych Fetézcich p¥i oxidaci
proteinii za pFitomnosti kysiliku.

Slou¢eniny, podle nichZ se uréuje mira oxida¢nich modifikaci, jsou vyznateny &erveng.

Upraveno podle Dean [66].
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Oxida¢ni poskozeni proteint a nasledné hromadéni karbonylovych skupin je
povazovano za jeden z didlezitych projevi starnuti a bylo popsdno od prokaryot pies
rostliny aZ po Zivoc€ichy. U ¢lové€ka se postupny rist vyskytuje jak v pribéhu ptirozeného
starnuti, tak béhem fady onemocnéni, jako jsou Alzheimerova a Parkinsonova choroba
[70]. U rostlinné senescence byl narist karbonyli popsan naptiklad v hlizkach soji [71], ¢i
v okvétnich listkach listopadky Dendranthema morifolium, kde obsah poSkozenych
proteinti vzrostl dvakrat a obsah ROS dokonce devétkrat [72]. Proteiny, u nichZ dojde
v disledku reakce s volnymi radikaly ke zméné€ konformace, jsou navic snadnéji dostupné
pro rizné proteasy [73]. Jednotlivé proteasy jsou zna¢né specifické. Proteiny se velmi lisi
v citlivosti na poSkozeni volnymi radikaly [74]. Béhem starnuti klesd celkovy obsah
proteini v burice a to pravdépodobné jak v disledku jejich sniZzené syntézy, tak diky
intenzivn€jsi proteolysy [59]. Nejvice proteini obsahuji v rostlinné burice chloroplasty, a
tak je pfirozené, Ze se starnutim klesa i velikost a pocet téchto organel. Jest¢ pied uplnym
rozloZenim celého chloroplastu dochéazi k degradaci chlorofyl-proteinovych komplexi a
enzymu Rubisco (ribulosa-1,6-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa). Rubisco je kli¢ovy enzym
v asimilaci uhliku béhem fotosyntézy [75]. V temné fazi fotosyntézy katalyzuje ptipojeni
CO; k molekule ribulosa-1,5-bisfosfatu a nasledné rozsté€peni vzniklého meziproduktu na
dvé molekuly 3-fosfoglyceratu. Kromé této karboxyla¢ni reakce katalyzuje i oxygenacni
reakci. Oxygenasovou aktivitou tohoto enzymu dochézi k fotorespiraci. Po navazani
kysliku na ribulosa-1,5-bisfosfat vznika nestdly meziprodukt s péti atomy uhliku, ktery se
rozpada na dva produkty, 3-fosfoglycerat a 2-fosfoglykolat. Modifikace a odbouravani

Rubisco je pomérné dobie prostudované [75,76].
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1.5 GENY SPOJENE SE SENESCENCNIM SYNDROMEM (SAG)

Je znamo, Ze cely proces senescence je geneticky fizeny, proto se b&hem
senescence zachovava jadro, kde dochazi k transkripci gend. Geniim, spojenym se
senescenci fikame senescenéni geny (senescence-associated genes) a znacime je zkratkou
SAG. V priibé¢hu senescen¢niho syndromu se jimi kédované proteiny uplatiuji jako
efektory nebo regulatory. VSeobecné tyto geny muzeme délit do dvou ttid. Prvni tfidu tvoii
typické geny senescence. mRNA téchto SAGU se v rostoucich listech nevyskytuje a mtize
byt detekovana pouze v prib€hu senescence. Druhou tfidu tvofi geny, jejichz mRNA se
nachazi i v rostoucich listech, a béhem senescence se jejich mnozZstvi jest¢ zvysi [32].
Do prvni tiidy fadime napt. SAG}, a SAG,3 z Arabidopsis thaliana [10], a LSCs4 z Brassica
napus [77]. SAG), a SAG3 se nevyskytuji jen v listech, ale k jejich expresi dochazi i
ve stoncich, okvétnich listcich, pesticich.

SAGy byly identifikovany v mnoha rostlinach. Napf. jiz v zmifiované Arabidopsis
thaliana [78,79,7,80] a Brassica napus [77], dale pak v je¢meni [81], kukufici [82],
fedkvi€ce [83] a rajceti [84,85].

Porovnanim sekvenci SAGu byla zjisténa jejich enzymaticka funkce. Jsou to geny
kodujici degradacni enzymy jako napi: RNAasy [79], proteinasy [78,7,85], lipasy [86] a
glutaminsynthetasy (GS) [87]. GS se podileji pti senescenci na syntéze glutaminu z NH,".
V listech jsou zndmy dvé glutaminsynthetasy: cytosolickd GS1 a v chloroplastech se
vyskytujici GS2.

Zajimavou skupinu SAG tvofi metalothioneiny, které v organizmech plni
detoxikacni funkci. Béhem starnuti se mohou uplatiiovat pii degradaci metaloproteinti, kdy
dochazi kuvoliiovani potenciondlné nebezpe¢nych kovovych iontl, které jsou
vychytavany metalothioneiny. Takovym proteinem je napf. vy$e zmifiovany LSCss.

Ve starnoucich rostlinach také stoupd exprese genu kddujiciho oxidasu kyseliny
aminocyklopropankarboxylové (ACC), ktera se uiCastni biosyntézy ethylenu.

Jedna skupina SAG tvoii v rostlinach geny kodujici cysteinové proteasy. Proteasova
aktivita t€chto genti nebyla zji$té€na, ale tfida cysteinovych proteas je dobie prozkoumana a
vSechny tyto SAGy ukazuji silnou podobnost jejich konzervativnich motivi s motivy
skupiny znamych proteas. TakZe piitomnost proteasové aktivity je redlnd. V rajcatech byly

objeveny dvé cysteinové proteasy C14/SENU2 a SENU3 [88]. V Arabidopsis byla
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nalezena cysteinova proteasa SAG, jejiz DNA je velmi podobna DNA SENU3 [78,85].

Jinou cysteinovou proteasou izolovanou z Arabidopsis je SAGy,.

1.5.1 SAG2

K expresi tohoto genu dochazi pouze béhem pfirozené senescence. Nebyl
detekovan pfi pokusech s indukovanou senescenci stresy napf. pomoci tmy, pfidanim
ethylenu nebo pfidanim ABA. Zaéne se aktivovat aZ v okamziku, kdy list vstupuje do
senescence. Na tuto praci byly pouzity tabaky s vnesenym chimerickym genem. Promotor
SAG12 (Psaci2), na n&jz se ptipoji IPT (gen pro isopentenyltransferdzu, kterd se
ucastni biosyntézy cytokininil), vytvofi konstrukt Psagi2-/PT [10]. Promotor Pgsagi2 byl
izolovan z Arabidopsis thaliana. IPT byla izolovana z bakterie Agrobacterium. Na pocatku
senescence muiZe tento promotor aktivovat expresi IP7, tim se zvy$i koncentrace
cytokininti, které zabrani nadstupu senescence v listu. Inhibice senescence zmirni expresi
IPT, protoze promotor pfestava byt aktivni (obr. 9). Psagi2-/PT byl do bunék listu tabaku
vloZen pomoci Agrobacterium tumefaciens. Jinym zplisobem je ostfelovani jader (useky
DNA, které nas zajimaji se roz§tipnou, navaZzou se na ¢astecky zlata a vsteli se do rostliny

nebo tieba piimo do listu).

SAG; promotor Isopentenyltransferasa

t v
Senescence ' Cytokininy

Obr. 9: Inhibice senescence zvySenou koncentract cytokinini.
Upraveno podle Gan a Amasino [32].

Transgenni rostliny byly porovnavany se svymi kontrolami. Po 12 tydnech doslo
u kontrol k viditelné senescenci. Dolni (nejstar$i) listy za€aly Zloutnout od kraji
ke sttedim. U transgennich rostlin nebyly po uplynuti této doby viditelné Zadné znamky
senescence. KdyZ kontrolni rostliny odkvetly a senescence byla pozorovana u vsech listd,

transgenni rostliny byly stale zelené a pokracovaly v produkcei kvétt [10].
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Misto genu IPT se pouziva k pokusiim i reportérovy gen GUS, coZ je gen pro B-
glukuronidasu. Vyskytuje se pouze v bakteriich a na rozdil od IPT je detekovatelny. Tam
kde je aktivni promotor SAG, nastane syntéza B-glukuronidasy a ta katalyzuje hydrolyzu

vhodného glukuronidového substratu za tvorby modré indigové srazeniny, kterd se da

v pletivech snadno detekovat.
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CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit:

1.

Zda, kdy a jakym zptisobem dochazi v priibéhu senescence listll tabdku ke zménam

obsahu cytosolickych proteinti a v jejich distribuci.

Zda a kdy dochazi v priibéhu senescence listi tabaku k naristu oxidaéniho poskozeni

proteint.

Jakym zpisobem je ovlivnéno oxida¢ni poskozeni cytosolickych proteint cytokininy.

Zda lze nalézt korelaci mezi oxidaénim poskozenim proteinil a nadstupem senescence

listu.
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2. MATERIAL A METODY

2.1 POUZITE CHEMIKALIE

2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH) — (Fluka)
4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonova kyselina (Hepes) — (Fluka)
Aceton — (Lachema)

Acetonitril — (Lachema)

Agar — (Sigma-Aldrich)

Akrylamid (AA) — (Sigma-Aldrich)

Bromfenolova modf — (Sigma-Aldrich)
Butylhydroxytoluen (BHT) — (Lachema)

Cinidlo Bradfordové — (Sigma-Aldrich)

Cinidlo Coomassie Brilliant Blue G-250 — (Fluka)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,PO,) — (Lachema)
DL-Dithiothreitol (DTT) — (Sigma-Aldrich)
Dodecylsulfat sodny (SDS) — (Koch-Light)

Dvojsodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA neboli chelaton III) — (Lachema)
Ethanol — (P-LAB a.s.)

Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) — (Sigma-Aldrich)
Folinovo fenolové ¢inidlo — (Penta)

Glycerol (1,2,3-propantriol) — (Fluka)

Guanidin hydrochlorid - (Sigma-Aldrich)

Hovézi sérovy albumin (BSA) — (Koch-Light)
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO,) — (Lachema)
Hydroxid sodny (NaOH) — (Lachema)

Inositol - (Sigma-Aldrich)

Kanamycin - (Sigma-Aldrich)

Kyselina 6-aminokapronova — (Sigma-Aldrich)
Kyselina chlorovodikové — (Spolchemie a.s.)

Kyselina octova — (Penta)

Kyselina trichloroctova (TCA) — (Fluka)

Leupeptin — (Sigma-Aldrich)
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Methanol — (Lachema)

Molekulové hmotnostni standardy pro SDS elektroforézu — (Sigma-Aldrich)
Murashige a Skoog smés soli (kat. ¢. M 5524) — (Sigma-Aldrich)
N-tris(hydroxymethyl)methylglycin (Tricin) — (Sigma-Aldrich)
N,N’-methylen-bis-akrylamid (Bis) — (Fluka)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) — (Sigma-Aldrich)
Octan ethylnaty (ethylacetat) — (Lachema)

Pepstatin A — (Sigma-Aldrich)

Persiran amonny (APS) — (Fluka)

Sacharosa — (P-LAB a.s.)

Siran méd’naty (CuSO4 x 5 H,0) — (Lachema)

Streptomycin sulfat — (Sigma-Aldrich)

Thiamin — (Sigma-Aldrich)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) — (Sigma-Aldrich)

Triton X-100 — (Sigma-Aldrich)

Tween-20 (polyoxyethylensorbitan monolaurat) — (Sigma-Aldrich)
Uhli¢itan sodny (Na,COs3) — (Lachema)

Uhli¢itan hote¢naty (MgCO3;) — (Lachema)

Vinan sodno-draselny — (Lachema)

X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-glukuronid cyklohexylamin) — (Fluka)

Chemikalie byly zakoupeny u firem:

Fluka Chemie AG (Svycarsko)

Koch- Light Laboratories Ltd. (Velka Britanie)
Lachema (CR)

Penta (CR)

P-LAB a.s. (CR)

Sigma-Aldrich (USA)

Spolchemie a.s. (CR)

2.2 POUZITE PRISTROJE

Homogenizator Turrax (IKA, Némecko)
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Spektrofotometr U-3300 (HITACHI, Japonsko)

Centrifuga Biofuge 28 RS (HERAEUS, Némecko)
Centrifuga Universal 16 R (HETTICH, Némecko)
Elektroforeticka komtirka SE 260 (HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENT, USA)
pH-metr Jenway 3510 JENWAY, England)

Termostat Dri Block DB.3 (TECHNE, England)

Inkubator Plus II (GALLENKAMP, England)
Horkovzdusny autoklav Chirana PS 20 A (Ceskoslovensko)
Flow Box - ,,Clean Air* Type DLF 360 (Holandsko)
Piistroj na elektroforézu OMNI-BIO (Brno)

Systém HPLC (SPECTRA-PHYSICS, USA)

Kolona s reverzni fizi Sepharon SGX C18 (TESSEK, CR)

Skener Genius Color page HRP s prosvécovacim dia nastaveem (GENIUS)

2.3 POKUSNY MATERIAL A JEHO KULTIVACE

2.3.1 Rostlinny material

Pro experimenty jsem pouzila listy dvanact tydni starého tabdku (Nicotiana
tabacum L.). V tomto vyvojovém stadiu byly nejstarSi listy kontrolnich rostlin Zluté,
senescentni (obr. 10, str. 32). Pé&stovala jsem jak kontrolni, tak transgenni rostliny
s pozménénou koncentraci cytokinini. Prvni skupina transgennich rostlin obsahovala
promotor SAGj; s IPT genem pro isopentenyltransferasu. Druhad skupina transgennich
rostlin obsahovala promotor SAG;; s GUS genem pro [B-glukuronidasu. Obé skupiny
transgennich rostlin byly pfipraveny Prof. Sushengem Ganem a Prof. Richardem
M. Amasinem, Department of Biochemistry, 420 Henry Mail, University of Winsconsin,
Madison, USA.

2.3.2 Péstovani tabaku

Sterilizace semen:

Seminka jsem odsypala do sklenéné trubicky. Ta byla na jednom konci zakryta

4 vrstvami gazy, pfipevnéné niti. Horni konec trubic¢ky jsem potom také prekryla gazou a
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pfevazala niti. Poté jsem sni provedla sterilizaci. Nejprve jsem ji ponechala v70 %
ethanolu po dobu 1 minuty a nasledné jsem ji pfenesla do 100 ml smési 30 % Sava
se 3 kapkami Tween-20 na dobu 10 minut. Pak jsem ji 3x proplachla ve sterilni vodé¢
(autoklavovana destilovana voda). Takto desinfikovand semena jsem poté pouzivala pro

vysev.

Pfiprava agarového media:

Tabulka 1: SloZeni agarového media pro péstovdni tabdkii ze semen

Murashige a Skoog smés 4,6¢g
Agar 8g
Sacharosa I5g

Zasobni roztok vitaminu 10 ml

Kanamycin 50 mg

Jeden litr agarového media jsem pfipravila podle tabulky 1. Medium jsem vzdy
pfipravovala Cerstvé. Pro péstovani kontrolnich rostlin jsem pouzila téhoZz media, ale
bez pfidavku kanamycinu. Zasobni roztok vitaminli obsahoval 5 g inositolu a 500 mg
thiaminu v 500 ml destilované vody. Po rozpusténi jsem jej sterilizovala 20 minut pfi tlaku
120 kPa v horkovzdu$ném autoklavu Chirana PS 20 A. K pozdé&j$imu pouziti jsem ho
uchovévala pti 4 °C. pH agarového media jsem upravila na 5,8 pomoci HCI, sterilizovala
20 minut pfi tlaku 120 kPa v autoklavu a nakonec jsem medium rozlila po 20 ml do Petriho
misek o praméru 10 cm, které jsem po obvodu zalepila chirurgickou paskou. Agar jsem

nechala ztuhnout a vychladnout.

Vysev a péstovani:

Na povrch agaru v Petriho miskach o priméru 10 cm jsem dala sterilizovana
seminka (asi 20 ks do jedné misky), misky jsem oznacila a opét oblepila po obvodu
chirurgickou paskou. Vysev jsem provadéla ve sterilnim ,,Flow boxu”. Semenacky jsem
péstovala meésic v kultivaéni mistnosti pfi 16ti hodinové svételné period€, osvétleni

80 pmol.m™.s™" a teplot& 25 °C.
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Po tfech tydnech jsem asi 1,5 cm vysoké rostliny pfesadila do umélohmotnych
stolnich skleni€¢ki do pldniho (raSelinného) substratu a dal§i mésic je péstovala
pki 220 pmol.m™.s™ a teploté& 25 °C. Rostliny jsem kazdy den zalévala destilovanou vodou.

Sedm tydni staré rostliny jsem piesadila do kvétina¢d o priméru 12 cm
a premistila je do skleniku, ve kterém byla teplota udrzovana na 22 °C. Rostliny jsem

denné zalévala destilovanou vodou a dvakrat tydn€ zZivnym Hewittovym roztokem.

SloZeni Hewittova Zivného roztoku:

4 mM Ca(NOs3),, 4 mM KNO3, 1,5 mM MgSOy,, 1,33 mM NaHPO,, 0,5 mM FeNa,EDTA,
10 pM MnSOy4, 0,5 uM CuSOs, 1 pM ZnSO4, 30 uM H3BO;, 0,1 mM NaCl, 0,5 pM
Na;MoOy.

Sklizen:
12 tydnl po vysevu jsem rostliny sklidila. Z kazdého listu jsem odstfihla hlavni
cévy, listy jsem zvéZila, a poté je jednotlivé zmrazila v tekutém dusiku. Oznacila jsem je

¢iseln€é smérem od kofent k vrcholu a uchovavala je k dal§imu pouziti pfi -70 °C.

Pancin— 1P7T T CONTRON

Obr. 10: Pokusny materidl — rostlina tabdku Nicotiana tabacum L.
Vlevo je transgennf rostlina tabaku s vnesenym konstruktem Pg,g,-IPT.
Vpravo je kontrolni rostlina tabaku.
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2.4 DELENI PIGMENTU POMOCIi VYSOKOUCINNE KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE (HPLC)

2.4.1 Extrakce pigmenti

Zvazené listy tabaku (cca 1 g Cerstvé hm.) jsem lyofilizaci zbavila vody a do doby
pouziti jsem je skladovala pfi -20 °C. Ke vzorkim jsem pfidala 0,03 g uhliCitanu
hote¢natého, ktery zneutralizuje kyseliny a zabrafiuje uvoliiovani hof¢iku z chlorofylu a
rozetfela je v 0,2 ml acetonu s 0,1 % butylhydroxytoluenem (BHT, antioxidant). Suspenzi
jsem zfedila 0,5 ml acetonu a centrifugovala pfi 5000g, 2 min, 22 °C. Ciry supernatant
jsem pielila do Cisté mikrozkumavky. Sediment jsem resuspendovala v 0,5 ml acetonu, a
pak znova centrifugovala. Supernatant obsahujici vyextrahované pigmenty jsem pfilila
k prvnimu supernatantu do mikrozkumavky. Aceton jsem odpafila proudem plynného
dusiku. Takto jsem vzorky uchovavala v uzaviené mikrozkumavce v mrazéku aZ do jejich
analyzy. Pfed analyzou pomoci HPLC jsem pigmenty rozpustila v 0,05 ml acetonu.
Vzorky jsem odebrala z jedné rostliny kontrolni i transgenni a provedla jsem dva nastiiky

téhoZ vzorku. Uveden je primér obou méfeni.
2.4.2 Déleni pigmenti

Obsah pigmentd jsem analyzovala na systému HPLC pfi vinové délce 445 nm.
K déleni pigmentt jsem pouZzila kolonu s reverzni fazi Sepharon SGX C18 o rozmérech
150 x 3 mm a o priméru ¢astic 5 um. Davkovaci smycka pro naneseni vzorkii méla objem
0,01 ml, pritokova rychlost kolonou &inila 1 cm® za 1 min. Mobilni fazi byl linearni
gradient mezi smési A (acetonitril:methanol:voda v pomérech 80:12:6) a B (methanol)

podle tabulky 2.

Tabulka 2: St¥ddni mobilnich fdzl pFi stanovovdnl fotosyntetickych pigmentii pomoc{ HPLC.

Retenéni ¢as (min) Mobilni faze
0-8 100 % A
8-12 Gradient 50% A 50%B
12-25 100 % B
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Hodnoty z detektoru jsem ptepocitala podle kalibra¢nich kfivek na odpovidajici

hodnoty obsahu pigmenti (pg g™ Serstvé hm.).
2.5 STANOVENI OXIDACNIHO POSKOZENI PROTEINU

2.5.1 Stanoveni obsahu karbonylovych skupin metodou podle Levine et al. (1990).

Tato metoda [89] je zaloZend na schopnosti 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH)
vazat se na karbonylové skupiny proteinti. Vznika dinitrofenylhydrazon, ktery se stanovuje
spektrofotometricky pfi 365 nmm (obr. 11). Karbonylové skupiny vznikaji na
aminokyselinovych fetézcich proteint pfi jejich reakci s volnymi kyslikovymi radikaly.

Mnozstvi karbonylovych skupin vypovida o mife oxidaéniho poskozeni proteinti.
c=0 HN-NH C =N-NH

+

NO

NO, NO,

Obr. 11: Schematické zndzornéni vazby DNPH na karbonylovou skupinu proteinu.
Sedg je znazornén protein s karbonylovou skupinou.
Upraveno podle Frank [90].

Z mraziciho boxu jsem odebrala vzorek tabakovych listl, ktery byl uchovavan
pii -70 °C. Aby nedoSlo k rozmrazeni vzorku, pfenasela jsem ho v tekutém dusiku.
Odvézila jsem cca 1 g, zkfehly vzorek rozdrtila a nasypala do plastové kyvety. Pfidala
jsem k nému izola¢ni pufr s inhibitory proteas pH 7,0 v poméru 1 g vzorku: 5 ml pufru.
Obsah kyvety jsem rozmixovala na pfistroji Turrax. Homogenizovala jsem 10 sekund
pfi 100 otaCkach za minutu. Vznikly homogenat jsem piefiltrovala pies 8 vrstev gazy
do centrifuga¢nich kyvet, které jsem chladila ledem.

Kyvety jsem umistila do vychlazené centrifugy Biofuge 28 RS a nechala
centrifugovat pii 11 800 ot. (= 15 000 g), 25 min, 4 °C. Touto centrifugaci doslo k oddéleni
rozpustné ¢asti proteinti od ¢asti membranové. Sediment jsem odstranila. Ze supernatantu
jsem odebrala cca 100 pl do mikrozkumavky na stanoveni obsahu rozpustnych proteini

(metoda podle Bradfordové). Dale bylo nutné odstranit nukleové kyseliny. Proto jsem
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k 9 dilim supernatantu (2,7 ml) pfidala 1 dil (0,3 ml) 10 % streptomycinsulfatu v 50 mM
HEPES- pH 7,2. Streptomycin totiZ vaZe a srazi nukleové kyseliny. Kyvety jsem nechala
stat 15 min na ledu a obcas jsem jejich obsah protiepala. Pak jsem je dala opét
centrifugovat pii 11 800 ot. (= 15 000 g), 10 min, 4 °C. Sediment jsem i tentokrat
odstranila.

Supernatant jsem odpipetovala do &ty mikrozkumavek. Do kazdé jsem
napipetovala 500 pl supernatantu a pfidala k tomu 500 pl 20 % kyseliny trichloroctové
(TCA), aby se vysrazely proteiny. Mikrozkumavky jsem dala centrifugovat v centrifuze
Universal 16 R pfi 14 000 ot. (=22 130 g), 15 min, 4 °C. Supernatant jsem odstranila.

K sedimentu jsem ptidala 500 pl 10 mM DNPH v 2 M HCI. Jednu mikrozkumavku
jsem vedla jako blank, zbylé tfi mikrozkumavky jako triplikat na barveni DNPH.
Do blanku jsem tedy misto DNPH pfidala 500 pl HCIL SraZeninu jsem
v mikrozkumavkach pofadné rozetiela a nechala 1 hodinu inkubovat pii pokojové teplote.
Kazdych 15 min jsem mikrozkumavky protfepala. Po jedné hodin¢ jsem do kazdé
mikrozkumavky pfidala 500 pl 20 % TCA, promichala a dala centrifugovat pti 14 000 ot.
(=22 130 g), 5 min, 21 °C. Supernatant jsem odstranila a k sedimentu jsem napipetovala
1 ml smési ethanol-ethylacetat (1:1). Tim se odstranilo volné barvivo (DNPH). Obsah
mikrozkumavek jsem zamichala a nechala stat pfi laboratorni teplot¢ 10 min. Poté je
centrifugovala pfi 14 000 ot. (= 22 130 g), S min, 21 °C. Toto promyti pomoci ethanol-
ethylacetatu jsem zopakovala trikrat.

Nakonec jsem k sedimentu ptidala 600 pul 6 M guanidinu. Vzorky jsem inkubovala
15 min pfi 37 °C. Tim dosSlo k rozpusténi proteini. Mikrozkumavky jsem nechala
centrifugovat pfi 14 000 ot. (= 22 130 g), S min, 21 °C. Sediment jsem odstranila a
supernatant nalila do spektrofotometrické mikrokyvety. Blank jsem umistila jako referenci
a absorbanci vzorkd méfila pfi vinové délce 365 nm. K vypoctu obsahu karbonylovych
skupin jsem pouZila molarni absorpéni koeficient € = 22 000 M .cm™. Koncentraci jsem

vypocitala podle vzorce:

¢ (nmol mI™") = As¢s (vzorek-blank) x 10%/¢

Kone¢ny vysledek je vyjadren jako nmol karbonylu na mg proteinu.
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SloZeni izolaéniho pufru pH 7.0:

Celkovy objem 500 ml:
fosfatovy pufr: 305 ml 0,2 M Na,HPO,
195 ml 0,2 M NaH,PO4
navazky: 2 mM EDTA (chelaton III)
PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid)
Leupeptin
Pepstatin A

Slozeni roztoku streptomycinu v HEPES:
Celkovy objem 100 ml - 50 mM HEPES pH 7,2

- 10 % streptomycinsulfat

0,372 g
0,0002¢g
0,0002g
0,0002¢g

1,192 ¢
11,11 g

HEPES se na pfesné pH roztoku upravi pfidanim HCI na pH metru — moZno udélat vic

do zésoby.

10 mM DNPH (2.4-dinitrofenylhydrazin):
10 mM DNPH - 0,198 g do 100 ml 2 M HCl

Slozeni 6 M guanidinu:

Celkovy objem 500 ml - 20 mM fosfat KH,PO4 pH 2,3

Titruje se pomoci koncentrované TFA (kyselina trifluoroctova).

Do 100 ml fosfatu se ptida 57,32 g guanidinu.

1,361 ¢g
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2.6 STANOVENI OBSAHU PROTEINU

2.6.1 Stanoveni obsahu proteini podle Bradfordové (1976)

Tato metoda [91] mi slouZila ke stanoveni obsahu cytosolickych proteint. Je
zaloZena na zméné absorpéniho maxima barvy Coomassie Brilliant Blue G-250 po jejim
navazani na protein. Tato zména se stanovuje spektrofotometricky pii vinové délce 595
nm.

Pro kazdé meéfeni jsem sestrojila novou kalibra¢ni kiivku pro koncentrace 0 az
8,70 png/ml. Od kazdé koncentrace jsem ud¢lala triplikaty. Zkumavku s koncentraci 0 jsem
udélala Ctyfikrat. Ttikrat na méfeni, jednou do reference. Jako standard jsem pouZila
hovézi sérovy albumin (BSA). Cinidlo s Coomassie Brilliant Blue G-250 se musi nechat
stat ve tm¢ a pipetovat, aZ bude mit pokojovou teplotu.

Do zkumavek jsem postupné pipetovala ¢inidla podle tabulky 3.

Tabulka 3: Kalibraén{ kFivka na stanovent obsahu proteinii podle Bradfordové

BSA H,0 ¢inidlo konc.bilkovin
[u1] m [w1] [ug ml’]

0 800 200 0

1 799 200 1,45

2 798 200 2,90

3 797 200 4,35

4 796 200 5,80

5 795 200 7,25

6 794 200 8,70

Zkumavky jsem poté promichala, ale opatrn€, aby jejich obsah nezacal pénit.
Po 5 minutach jsem zméfila absorbanci vzorkd na spektrofotometru pii vinové délce
595 nm.

Stejnym zplisobem jsem pak méfila jednotlivé vzorky z listd tabaku. K 5 pl vzorku
jsem pfidala 795 ul H>O a 200 pl €inidla s Coomassie Brilliant Blue G-250. Koncentraci

proteinti ve vzorkach jsem odecetla z kalibra¢ni kiivky.

-37.-



2. MATERIAL A METODY

2.6.2 Stanoveni obsahu proteini podle Lowryho

Metodu podle Lowryho modifikovanou Millerem (1959) [92] jsem pouZila také

pro stanoveni cytosolickych proteind. Jako zasobni roztoky jsem pouZila:

A: 10 % Na,CO5; v H,O 50 g Na,COj3; + 450 ml H,O
B: 0,5 % CuSO4x H,0 v 1 % vinanu (draselno-sodném):
1 % vinan NaK v H,O 1 g vinanu + 99 ml H,O

0,5 g CuSO4 + 99,5 ml vinanu
Fehlingliv roztok: 10 dilt A + 1 dil B (musi se délat vzdy Cerstvy)
Folinovo ¢inidlo: fedi se vodou 1 dil koncentrovaného ¢inidla + 6 dili H,O (Ize udélat

do zasoby)
Nejdiive jsem sestrojila kalibra&ni kfivku pro koncentrace 0 — 20 pg.ml™” , ktera se
déla vzdy pfi novych roztocich. Jako zdkladni roztok jsem pouzila 10 mg BSA na 10 ml

0,5 M NaOH. Kazdou zkumavku jsem pipetovala tiikrat, podle tabulky 4.

Tabulka 4: Kalibraéni kfivka na stanoveni obsahu proteinii podle Lowryho

Koncentrace proteini
p 0 1 2 5 10 20
[ng.ml™]
BSA 10 10 25
- 25 50
[ul] 4 x fed. | 2 x ted. | 2 x fed.
0,5 M NaOH
0,5 0,49 0,49 | 0,475 | 0475 | 045

(ml]

2 x fedény BSA: 1 ml koncentrovaného BSA + 1 ml 0,5 M NaOH
4 x fedény BSA: 0,5 ml 2 x fedén¢ho BSA + 0,5 ml 0,5 M NaOH

Do takto pfipravenych zkumavek jsem pfidala 0,5 ml Fehlingova roztoku, promichala a
nechala jsem je inkubovat 10 min p#i pokojové teploté. Potom jsem piidala 1,5 ml
ziedéného Folinova ¢inidla, opét promichala a nechala inkubovat 10 min tentokrat
pfi 50 °C. Zkumavky jsem poté nechala vychladnout a na spektrofotometru jsem meéfila

absorbanci pii vinové délce 750 nm.
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Stejnym postupem jsem méfila i vzorky. Do zkumavky jsem napipetovala
10 pl vzorku a pridala k nému 0,49 ml 0,5 M NaOH. Dale jsem postupovala jako

pfi proméfovani kalibra¢ni kiivky.

2.7 GUS BARVENI

2.7.1 GUS barveni metodou podle Jeffersona et al. (1987)

Pro zjisténi aktivity promotoru SAG), jsem péstovala za stejnych podminek
transgenni tabaky s vnesenym genem GUS kontrolovanym promotorem SAG),. GUS je gen
pro B-glukuronidasu a na rozdil od IPT je detekovatelny. PouZiva se jako ,,reportérovy*
gen. Jako substrat se pouziva X-gluc. Tento substrat po enzymatické hydrolyze poskytuje
ve vodé rozpustny indoxylovy intermediat, ktery po oxidativni dimerizaci poskytuje
modrou sraZeninu. Ta vznikd v misté exprese genu GUS, tedy tam, kde je aktivovan jeho
promotor a syntetizuje se aktivni glukuronidasa [93].

Ze spodnich listd rostliny jsem vykrojila korkovrtem devét tercikt, z kazdého listu
tii. Jeden terCik ze $picky listu, druhy ze stfedu a tieti z baze listu. Teréiky jsem vykrojila
jak ztransgenni rostliny, tak z jeji kontroly. VlozZila jsem je do mikrozkumavek pfedem
vyplachnutych ethanolem. Odvazila jsem 3,33 mg substratu X-gluc a pfilila k ni 10 ml
pufru (50 mM fosfatovy pufr pH 7,2 + 0,01 % Triton). Pfes filtr jsem do mikrozkumavek
piefiltrovala 1,5 ml pufru se substratem. Mikrozkumavky s listovymi ter¢iky jsem dala do
exikatoru a infiltrovala je pod sniZzenym tlakem do té doby, neZ se zacaly délat bublinky,
cca 5 min. Poté jsem mikrozkumavky dala inkubovat na 72 hodin, pti 37 °C, za neustalého
tiepani. KdyZz teriky zmodraly, mikrozkumavky jsem vyndala, odsdla substrat
Pasteurovou pipetou a nalila misto ni aceton. Ten jsem vyménovala do té¢ doby, nez se

z teréiku vymyl chlorofyl. Ter¢iky jsem uchovavala v ethanolu.

-39-



2. MATERIAL A METODY

2.8 SDS-ELEKTROFOREZA PROTEINU

2.8.1 Izolace rozpustnych proteinii pro elektoforézu

Z mraziciho boxu jsem odebrala vzorky kontrolnich i transgennich tabakovych lista
¢. 2, 6, 10, které byly skladovény pii -70 °C. Aby nedo$lo k rozmrazeni vzorkd,
uchovavala jsem je v tekutém dusiku. Odvazila jsem z kazdého listu cca 0,8 g, zkiehly
vzorek jsem rozdrtila a nasypala do sklenéného homogenizatoru. Pfidala jsem k nému 2 ml
izola¢niho pufru s DTT pH 7,0 a provedla homogenizaci. Vznikly homogenat jsem
piefiltrovala pies 8 vrstev gézy do plastové kyvety a dala jej centrifugovat na centrifugu
Biofuge 28 RS pii 11 800 ot. (= 15 000 g), 25 min, 4 °C. Z kyvety jsem opatrné odebrala
supernatant, abych nezvifila sediment. Do 3 mikrozmumavek jsem napipetovala 300 pl
supernatantu a pfidala k nému 300 pl kys. trichloroctové (TCA). Mikrozkumavky jsem
potom dala centrifugovat na centrifugu Universal 16 R pfi 14 000 ot. (=22 130 g), 15 min,
4 °C. Supernatant jsem odstranila a ke srazenin€ ptidala 300 pul HCI. Mikrozkumavky jsem
nechala inkubovat hodinu pfi laboratorni teploté, pak jsem je dala centrifugovat pfi
14 000 ot. (= 22 130 g), S min, 21 °C. Supernatant jsem opatrn¢ slila a sraZzeninu nechala
45 min inkubovat pfi 50 °C ve 200 ul 12 % SDS. Mikrozkumavky jsem poté nechala
vychladnout a jejich obsah zneutralizovala ptidanim 66,6 pul 2 M Tris/30 % glycerol (w/v).
Vzorky jsem zamrazila v tekutém dusiku a uchovévala je v mrazéku pii - 20 °C. Jejich

absorbanci jsem méfila na spektrofotometru pti 280 nm.

2.8.2 Priprava gela

Pouzila jsem diskontinudlni elektroforézu. Je to metoda pro zvySeni citlivosti
(rozliSeni) u elektroforézy. Transportni gel je rozdélen na vice Casti s riznym pH.
Vysledkem je vytvofeni ostiejSich prouzkovych obrazci.

Pouzila jsem vertikalni elektroforetickou komtrku SE 260 HOEFER. Velikost gelu
byla 10 x 8 x 0,15 cm. SloZeni geli je popsdno pomoci pismen T a C podle Hjertena.
T (total) znaci celkovou koncentraci obou monomert, tj. AA (akrylamid) a Bis (N,N'-
methylen-bis-akrylamid). C (crosslinker) udava relativni koncentraci latky, ktera
zprostiedkuje zesit'ovani., tedy Bis.

Ptipravila jsem si 25 ml separa¢niho gelu (10 % T, 2,6 % C) podle tabulky 5, str. 41.

-40-
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Tabulka 5: SloZen! separaéniho gelu pro diskontinudini SDS-ELFO

AA + Bis 30,8% T;2,6% C 8,3 ml
Gelovy pufr (10 %) 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 3,6 ml
10 % SDS 250 pl
H,O 10 ml

10 % (w/v) APS (persiran amonny) — Cerstvy 125 pl
TEMED (N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin) 8,3 ul

AA = akrylamid, Bis = (N,N"-methylen-bis-akrylamid)

Po 5 minutach jsem gel prevrstvila vodou pomoci kapatka, zakryla parafilmem a

nechala pfes noc polymerovat v lednici. Ze ztuhlého separa¢niho gelu jsem slila vodu,

osusila ho pomoci filtraniho papiru a pfevrstvila zaostfovacim gelem, do kterého jsem

vnotila hieben s 10 zuby. 10 ml zaostfovaciho gelu jsem pfipravila podle tabulky 6.

Tabulka 6: SloZent zaostFovaciho gelu pro diskontinudin! SDS-ELFO

AA + Bis 30,8=T;2,6%C 1,33 ml
Gelovy pufr (4 %) 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml
10 % SDS 100 pl
H,O 6 ml
10 % (w/v) APS (persiran amonny) — ¢erstvy 50 ul
TEMED (N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin) 5ul

Zaosttovaci gel jsem nechala polymerovat 45 minut pii laboratorni teploté. Poté

jsem uvolnila skla s gelem uprostfed a ze zaostfovaciho gelu jsem vyndala hieben. Skla

jsem upevnila do elektroforetické komurky a o druhé poloviny jsem proti nim umistila

samotné sklo. Za gel i sklo jsem nalila 150 ml katodového pufru [1 M Tris-HCI, 1 M

Tricine, 1 % SDS (w/v); pufr je 10krat koncentrovany a pied pouzitim se fedi, tzn. 15 ml

pufru + 135 ml H,O].

Mikrostiikackou jsem nanesla do jednotlivych jamek v gelu vzorky a standardy

o zname molekulové hmotnosti. NanaSela jsem 50 pl vzorku a 10 pl standardu.

Do komiirky jsem poté nalila 300 ml anodového pufru [2 M Tris-HCI, pH 8,9; pufr se taky

10 krat fedi, tzn. 30 ml pufru + 270 ml H,O]. Po uzavieni komulrky jsem aparaturu
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2. MATERIAL A METODY

pfemistila do lednice, aby nedoslo k pfehtati gelu a zapojila ji do zdroje. Elektroforéza
probihala za konstantniho napéti a méla dvé faze. Napéti bylo prvnich 30 minut 80 V, aby
se vzorky zaostfily do separa¢niho gelu. Poté jsem hodnotu zvysila na 150 V a tyto
podminky jsem ponechala aZ do konce elektroforézy, tj. asi hodinu, dokud celo se
standardy nedoputovalo na konec gelu.

Potom jsem gel uvolnila ze skel a vloZila ho do Petriho misky s fixaénim roztokem
[50 % methanol, 10 % kyselina octova (v/v)]. Po jedné hodiné jsem dala gel pfes noc
do barvici lazn¢ [60 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 ve 100 ml 10 % kyseliné octové].
Piebyte¢nou barvu jsem vymyla v 10 % kyselin¢ octové, kterou jsem ¢asto vyméiovala.

V 10 % kyselin€ octové jsem obarvené gely i skladovala a to v lednici pii 4 °C.

2.9 IMUNOCHEMICKE BARVENI OXIDOVANYCH PROTEINU

2.9.1 Izolace vzorku

Vzorky jsem izolovala stejné, jako v kapitole 2.8.1. Po odstranéni supernatantu
jsem vSak ke sraZening€ pfidala do t¥i mikrozkumavek misto HCI 300 ul DNPH. Jednu

mikrozkumavku od kazdého vzorku vedla jako blank.

2.9.2 SDS-elektroforéza

Proteiny jsem po inkubaci s DNPH rozdé¢lila na elektroforéze. Pfed nanesenim
na gel jsem vzorky jest¢ smichala v poméru 1:1 se solubiliza¢nim pufrem, jejiz slozeni

uvadi tabulka 7. Vzorky jsem 1 minutu povaftila ve vodé a nechala je vychladnout.

Tabulka 7: SloZen( solubilizaéniho pufru

Gelovy pufr pH 6,8 2,5ml
10 % SDS 4 ml]
Glycerol 25¢g
Bromfenolova modft 2mg
DTT 0,31g

Doplnit do 10 ml destilovanou vodou.
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Pii pfipravé gelt a SDS-elektroforézy jsem postupovala stejné jako v kapitole 2.8.2.
Vyse popsanym postupem jsem si pfipravila k dal§im pokusiim dva gely. Do jednoho jsem
mikrostiikackou nanasela 80 pg vzorkti bez obsahu DNPH. Tento gel jsem po skonéeni
elektroforézy vlozila do vanicky s fixaénim roztokem a po hodin¢ jsem ho nechala pies
noc barvit v Coomassie Brilliant Blue G-250. Do druhého gelu jsem nanéSela 80 pg
vzorki s DNPH. Tento gel jsem po skonéeni elektroforézy opléachla v destilované vodé a

pouZila na metodu tzv. pfenosu (Western Blot).

2.9.3 Metoda tzv. pienosu (z angl. ,,blotting*) proteinmi z gelu na membranu -

Western blot

Pro pfenos proteinli na nitrocelulézovou membranu jsem pouZivala pfistroj
OMNI-BIO pro polosuchy ptenos. Vyhodou tohoto postupu je rychlost a snadnost ptenosu
ve srovnani s klasickym zafizenim pro pfenos mokrou cestou. RovnéZz se minimalizuje
mnoZstvi pouZitého pufru. Grafitové elektrody blotovaci komurky jsem uZ od réna
polévala destilovanou vodou, aby byly dobte nasdknuté. Na katodu jsem postupné sklddala
tfi vrstvy specialniho filtra¢niho papiru smoceného katodovym pufrem. Déavala jsem pozor,
aby mezi jednotlivymi vrstvami filtracniho papiru nebyly vzduchové bubliny. Déle jsem
pfilozila gel, ktery obsahoval rozdélené vzorky s DNPH, ne né nitrocelulézovou
membranu (Serva, Némecko, velikost pérd 0,45 pum). Tu jsem piedtim navlhéila
destilovanou vodou. Membranu jsem piekryla jednou vrstvou filtra¢niho papiru
navlh¢eného anodovym pufrem €. 1. Na n€j jsem priloZila dal§i dvé vrstvy filtratniho
papiru navlhéenych anodovym pufrem ¢. 2. Opét jsem dbala na to, aby mezi jednotlivymi
vrstvami nebyly vzduchové bubliny. Komurku jsem uzaviela deskou s anodou, pro
zlepSeni kontaktu jednotlivych vrstev jsem ji zatiZila a zapojila do zdroje. Pfenos probihal
dv& hodiny p#i stalém proudu o hodnoté 0,8 mA/cm® membrany. Po skondeni ptenosu
proteind z gelu na nitrocelulézovou membranu, jsem blotovaci komirku odpojila od
zdroje. Gel jsem dala barvit do barvici lazné obsahujici 60 mg Coomassie Brilliant Blue
G-250 a 100 ml 10 % kyseliny octové. Gel jsem v této 1azni nechala pfes noc. Potom jsem
jej odbarvila jako v kap. 2.7.1. Membranu jsem dala do vani¢ky s blokovacim pufrem
(0,3 ml/cm* membrany) a nechala ji stat do druhého dne v lednici p#i 4 °C. Blokovaci pufr

zablokuje volné vazebna mista na membrané.

-43-



2. MATERIAL A METODY

SloZeni katodového pufru:

Celkovy objem 100 ml:

25 mM Tris-HCl 03¢g
40 mM kyselina 6-aminokapronova 0,5¢g
methanol 20 ml

SloZeni anodového pufru &. 1:

Celkovy objem 100 ml:
0,3 M Tris-HCl 36¢g

methanol 20 ml

SloZeni anodového pufru ¢. 2:

Celkovy objem 100 ml:
25 mM Tris-HCI 03¢g

methanol 20 ml

SloZeni PBS-T pufru pH 7,4:

Celkovy objem 500 ml:
fosfatovy pufr: 210 m] 0,2 M Na,HPO4
40 ml 0,2 M NaH,PO4
navazky: Tween-20 025¢g

SloZeni blokovaciho pufru:

Do 250 ml PBS-T pufru se ptida 2,5 g BSA.
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2.9.4 Inkubace proteinu s protilitkou

Pro imunochemickou detekci proteinti obsahujicich karbonylové skupiny jsem
pouzila soupravu OxyBlot™ S7150 (Chemicon international, USA, Kanada) s primarni
krali¢i protilatkou proti DNPH a sekundarni kozi protilatkou proti této krali¢i protilatce.

Membranu jsem vyndala z blokovaciho pufru. Prvni protilatku jsem smichala
s blokovacim pufrem v poméru 1:150. Na membranu 10 x 10 cm se potfebuje 15 ml této
smési. Membranu jsem nechala inkubovat v této smési 1 hodinu na tfepacce. Poté jsem ji
dvakrat oplachla pufrem PBS-T a 15 minut jsem ji v tomto pufru inkubovala na tfepacce.
Membranu jsem pak promyvala 2 x 5 minut opét pufrem PBS-T. Nafedila jsem druhou
protilatku s blokovacim pufrem v poméru 1:300. Na membranu 10 x 10 cm se potiebuje
15 ml této smési. Inkubace stouto druhou protilatkou trvala 1 hodinu za neustilého
ttepani. Opét jsem membranu promyla pufrem PBS-T stejné jako po inkubaci s prvni
protilatkou. VSechny ukony jsem provadéla pii laboratorni teplot€. Namichala jsem
chemiluminiscenéni €inidlo a képla 1-2 ml do Petriho misky. Potom jsem do této misky
polozila osuSenou membranu tak, aby strana sproteiny byla v kontaktu
s chemiluminiscenénim ¢inidlem. V temné komotfe jsem po jedné minut¢ membranu
vytahla, nechala z ni odkapat zbytky ¢inidla a takto oSetfenou membranu jsem zabalila
do potravinatské folie. Davala jsem pozor, aby pii zabaleni nevznikly vzduchové bubliny.
Membranu jsem pftiloZila na RTG film, zatizila ji a zakryla ¢ernou latkou. Film jsem
nechala exponovat 5 minut. Poté jsem film umistila do vyvojky na tak dlouhou dobu,
dokud se na filmu nezacaly objevovat dobie viditelné prouzky (cca 2 minuty). Film jsem
vyjmula, oplachla jej destilovanou vodou a nakonec vloZila na 2 minuty do ustalovace.
Takto vyvolany film jsem pak dikladné opléchla pod proudem tekouci vody a nechala ho
zavéSeny oschnout na vzduchu. Membranu jsem osusila a ulozila ji do lednice pti 4 °C.
Takto oSetfend membrana se miiZze pouZzivat opakovang.

VS8echny elektroforetické separace jsem opakovala tfikrat. Pro dokumentaci
rozdéleni rozpustnych bilkovin a oxidovanych proteini jsem gely i film skenovala na

prosvécovacim skeneru pfi rozliSeni 300 dpi.
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2.10 STATISTICKE HODNOCENIi VYSLEDKU

Experimentélni data jsem zpracovala v programu EXCEL. Statistické hodnoceni
jsem provedla v programu NCSS 6.0 Jr pomoci analyzy variace (ANOVA) a Scheffého
testu. Statistickou priikaznost jsem testovala na pétiprocentni hladiné pravdépodobnosti

(p< 0,05).
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3. VYSLEDKY

3.1 ROZDILY MEZI KONTROLNI A TRANSGENNI ROSTLINOU
NICOTIANA TABACUM L.

Kontrolni i transgenni rostliny (obsahujici konstrukt Psag12-/PT) jsem péstovala za
stejnych podminek ve skleniku po dobu 12 tydnd. Rust a vyvin obou typu rostlin byl
nejprve shodny. Po 12 tydnech byly kontrolni i transgenni rostliny stejné veliké, mély
stejny pocet listd, ale liSily se jejich barvou. Spodni (nejstarsi) listy kontrolnich rostlin
zacCaly v tomto staii Zloutnout, tzn. zacaly byt senescentni. Jejich horni listy vSak byly jesté

zelené. Transgenni rostliny mély vSechny listy zelené (obr. 12).

Obr. 12: Srovndn{ kontroln{ a transgenn{ rostliny Nicotiana tabacum L.
Kontrolni rostlina je umisténa vpravo.
Transgenni rostlina s vnesenym konstruktem Pgag2-I/PT je umist&na vlevo.
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3.2 VLIV STARNUTi NA OBSAH VYBRANYCH
FOTOSYNTETICKYCH PIGMENTU V LISTECH TABAKU

Béhem pfirozeného starnuti dochézi u tabdku k postupnému Zloutnuti a svrastovani
listti. Tento jev lze pozorovat u spodnich listd kontrolnich rostlin. Tento viditelny projev
senescence je zpusoben ubytkem obsahu chlorofylu.

Zmény obsahu chlorofylti a+b v listech tabaku rizného stafi popisuje obrazek 13,
str. 49. U kontrolnich i transgennich rostlin je jasn€ vidét pokles chlorofylid od nejmladSich
listi (listy €. 11) k nejstar§im (listy ¢. 1). Nejvice chlorofyli a+b obsahovaly nejmladsi
listy kontrolnich rostlin. Nejméné jich obsahovaly nejstar$i listy kontrolnich rostlin.
U transgennich rostlin byl pokles obou chlorofylii pozvolny, u kontrolnich rostlin byl
pokles prudsi.

V ptipadé pomérii chlorofylii a/b doslo u obou typi rostlin tabaku k jejich poklesu
v zévislosti na stafi. U kontrolnich rostlin byl tento pomér vyssi neZ u transgennich rostlin,
pouze u nejstarSich listd (listy ¢. 1) mirné klesla jeho hodnota pod hodnotu nalezenou
v transgennich rostlindch. U transgennich rostlin klesal pomér chlorofylii a/b mnohem
pozvolnégji oproti kontrolnim rostlindm (obr. 14, str. 49).

Odlisnosti mezi jednotlivymi typy tabaki jsem zaznamenala u obsahu pigmentt
xantofylového cyklu, tedy v souétu obsahii koncentraci violaxantinu, anteraxantinu a
zeaxantinu. Celkovy obsah pigmentt xantofylového cyklu u obou typt rostlin v zavislosti
na stafi zobrazuje obrazek 15, str. 50. Koncentrace téchto pigmentti byla vyssi
v transgennich rostlinach a to ve vSech jejich listech. V nejmladsich listech transgennich
rostlin bylo dvakrat vice pigmenti xantofylového cyklu nez v nejmladSich listech
kontrolnich rostlin. U kontrolnich rostlin byl ubytek pigmentd v zavislosti na staii listl
nejprve pozvolny, u listu ¢. 7 doslo k vétsimu poklesu pigmentd a od listu &. 5 se jiZ jejich
obsah nijak vyrazn¢ nemeénil. U transgennich rostlin doslo nejprve k prudkému poklesu
obsahu xantofylu, ale od listu ¢&. 7 jiZ byl tento pokles mirné;si.

Postupnou pieménou violaxantinu na zeaxantin, za ucasti enzymu
violaxantindeepoxidasy, se rostlina brani u€inkim nadmérné ozafenosti. Rozsah této
pfemény se vyjadifuje jako mira (stuperi) deepoxidace (DEPS). Zmény ve stupni
deepoxidace zavislé na starnuti jsou shrnuty v obrazku 16, str. 50. U nejmladSich listd
kontrolnich rostlin (listy ¢. 11) byl stupeii deepoxidace ¢tyfikrat mensi, nez tomu bylo u

nejmladsich listd transgennich rostlin. Poté doslo ke zvySeni miry deepoxidace. Nejvyssich
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hodnot dosahovala u listl &. 3, pak nastal jeji pokles. Stupen deepoxidace byl v nejstar$ich
listech (listy ¢.1) kontrolnich rostlin tfikrat mensi neZ v nejstarSich listech transgennich
rostlin. U transgennich rostlin méla kiivka vyjadfujici miru deepoxidace jiny prib¢h. Mira
deepoxidace se nejprve snizovala. Nejmensi hodnoty dosahla u listu €. 7. Potom doslo
k jejimu narustu.

Obrazek 17, str. 51 zobrazuje vyvoj obsahu B-karotenu béhem starnuti. Krivky
vyjadiujici ubytek P-karotenu béhem starnuti mély u obou typu rostlin obdobny pribéh.
Nejmladsi listy obou typi rostlin (listy ¢. 11) obsahovaly nejvice B-karotenu. Od listu &. 5
byl jeho ibytek pozvolny a od listi ¢. 3 doslo opét k jeho zvySeni. Nejméné B-karotenu
obsahovaly nejstarsi listy (listy €. 1) obou typt rostlin. Transgenni rostliny obsahovaly ve

vSech svych listech vice B-karotenu neZ mély odpovidajici listy kontrolnich rostlin.

Obsah chlorofylu a+b
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Obr. 13: Obsah chlorofyli a+b béhem starnuti listii tabdku.
K = kontrolni rostliny, S = transgenni rostliny
Listy jsou &islovany odspoda rostlin (nejstarsi list - list &.1, nejmladsi list - list &.11)

Pomér chlorofyli a/b
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Obr. 14: Pomér chlorofyli a/b béhem stirnuti listii tabdku.
K = kontrolni rostiiny, S = transgenni rostliny
Listy jsou &islovany odspoda rostlin (nejstarsi list - list &.1, nejmlad3i list - list &.11)
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Obsah pigmenti xantofylového cyklu
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Obr. 15: Obsah pigmentii xantofylového cyklu béhem starnuti listii tabdku.

K = kontrolni rostliny, S = transgenni rostliny

Listy jsou &islovany odspoda rostlin (nejstarsi list - list &.1, nejmladsi list - list £.11)
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Obr. 16: Stuperi deepoxidace (DEPS) béhem stdrnuti listii tabdku.

K = kontrolni rostliny, S = transgenni rostliny

Listy jsou &islovany odspoda rostlin (nejstarsi list - list &.1, nejmlad3i list - list €.11)
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Obsah p-karotenu
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Obr. 17: Obsah p-karotenu béhem stdrnuti listii tabdku.
K = kontrolni rostliny, S = transgenni rostliny
Listy jsou &islovany odspoda rostlin (nejstarsi list - list &.1, nejmladsi list - list £.11)

3.3 ZMENY V AKTIVACI PROMOTORU SAG,, DETEKCi AKTIVITY
GLUKURONIDASY (GUS BARVENI) METODOU PODLE
JEFFERSONA et al. (1987)

K tomuto pokusu jsem pouZila jednu kontrolni a jednu transgenni rostlinu tabaku
s vnesenym genem GUS pod kontrolou promotoru SAG,,. Po dvanacti tydnech péstovani
jsem u téchto transgennich tabaki pozorovala Zloutnuti nejstarSich list, podobné jako
v kontrolach. Oba typy rostlin mély shodné 8 listli. Z rostlin jsem viak pouZila jen jejich
Ctyfi nejstarsi listy, tj. listy €.1, 2, 3 a 4. Z kazdého listu jsem vykrojila korkovrtem t¥i
ter¢iky. Jeden ze $picky, druhy ze stiedu a tfeti z baze listu. Pokus jsem opakovala dvakrat
se stejnym vysledkem.

Na obr. 18, str. 52 jsou jasné vidét rozdily v barvé listovych teréiku. Terciky
z kontrolni rostliny jsou bilé, ter¢iky z transgenni rostliny jsou modré. Tuto modrou barvu
zpisobuje oxidativni dimerizaci vznikly indoxylovy intermediat, ktery se tvofi
enzymatickou hydrolyzou substratu X-gluc. Na tericich jak z kontrolni tak transgenni
rostliny se misty vyskytuje i zelena barva, coZ je nevymyty chlorofyl. Pfi del$im
promyvani v acetonu by se pravdépodobné i tato zelena barva vymyla a zbyly by jen Cisté

bilé ter¢iky u kontrolnich a ¢isté modré teréiky u transgennich rostlin.
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Obr. 18: Zmény v aktivaci promotoru SAG; pomoci GUS barveni.

V horni fadé€ jsou ter¢iky z kontrolni rostliny. Ve spodni fad& jsou ter¢iky z transgenni rostliny s vnesenym
genem GUS.

V levych Petriho miskach jsou ter¢iky z listli &.1. V prostfednich Petriho miskach jsou teréiky z listii .2 a
v pravych Petriho miskach jsou ter¢iky z listd ¢.3.

Prvni terCik zleva v jakékoliv misce je ze ¥pitky, druhy z stfedni &asti a t¥eti z baze listd.

Porovnavala jsem ter¢iky z riznych ¢asti listové ¢epele. Je vidét, Ze promotor genu
SAG;,, ktery fidi expresi glukuronidasy v tomto pokusu nebo genu IPT je exprimovan i
v listech, které jesté nejsou zcela senescentni (Zluté).U ter¢iku z transgennich rostlin je dale
vidét, Zze teréiky vykrojené zbaze listi (v Petriho miskach vpravo) jsou vice modie
zbarvené nez terciky ze $picky a stfedu listt. U mlad$ich lista (list &. 4 a vySe) zabarveni

nebylo pozorovano (vysledky nejsou ukazany).
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3.4 VLIV STARNUTI NA OBSAH PROTEINU V LISTECH TABAKU

3.4.1 Zmény v obsahu cytosolickych proteini mérené spektrofotometricky

V cytosolické bunééné frakci jsem zjistovala, jakym zplisobem dochéazi b&hem
senescence listh tabdku ke zménam v obsahu proteinti. Obsah cytosolickych proteinti jsem
méfila tfemi odliSnymi metodami. Metodou podle Bradfordové (Ases), metodou podle
Lowryho (A7s0) a metodou méfeni absorbance pii 280 nm. U vSech metod jsem dosla
k podobnym vysledkim. Jen vysledky méfeni absorbance pfi 280 nm poskytovaly nizsi
hodnoty. K pokusiim jsem pouZivala étyfi kontrolni a ¢tyfi transgenni rostliny tabaku.
Odebrala jsem z kazdé rostliny vzdy liché listy. Nejstar§im listim jsem pififadila €.1.
Vysledky méfeni jsem poté zprimérovala.

Kfivky na obr. 19, str. 54 ilustruji ubytek cytosolickych proteini béhem pfirozené
senescence, méfeny metodou podle Bradfordové. Zmény koncentrace proteint
v kontrolnich rostlindch znéazoriiuje modrd k¥ivka, v transgennich rostlinaich &ervena
kfivka. U nejstarSich listh (listy €.1) byla nejniz$i, u nejmladsich listt (listy €. 11) byla
nejvys$si koncentrace cytosolickych proteini. Nejstar§i listy transgennich rostlin
obsahovaly vice cytosolickych proteinli nez nejstarsi listy kontrolnich rostlin. Od tfetiho
listu se pomér proteinti v kontrolnich a transgennich rostlinach zménil, listy kontrolnich
rostlin obsahovaly vice proteinii neZ listy transgennich rostlin, tato zména vSak nebyla
statisticky vyznamna.

Kiivky na obr. 20, str. 55 znazoriuji ubytek cytosolickych proteini b&hem
pfirozené senescence, méfeny metodou podle Lowryho. Zmény koncentrace proteinli
v kontrolnich rostlinidch zndzoriiuje modra kfivka, v transgennich ¢ervena kiivka. I v tomto
pokusu obsahovaly mély listy transgennich rostlin vys$si koncentraci cytosolickych
proteini neZ listy kontrolnich rostlin. A stejné¢ tak jako u metody méfeni podle
Bradfordové se pomér proteini v kontrolnich a transgennich rostlinach zmeénil. Listy
kontrolnich rostlin obsahovaly vice proteind nez listy transgennich rostlin.

Ktivky na obr. 21, str. 56 znazoriiuji ubytek cytosolickych proteinti b&hem
pfirozené senescence, zjistény metodou meéteni absorbance pii 280 nm. Také pfi tomto
pokusu jsem zjistila, Ze koncentrace cytosolickych proteinl v nejstarsich listech byla vyssi
u transgennich rostlin, kdeZzto jejich koncentrace v nejmladSich listech byla vys$§i u

kontrolnich rostlin.
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3.4.2 Zmény v obsahu a rozdéléni cytosolickych proteini zjiSténé

SDS-¢lektroforézou

Pro pfesné&j§i uréeni zmén v zastoupeni jednotlivych cytosolickych proteint
v kontrolnich a transgennich rostlinach béhem starnuti listi jsem provedla elektroforézu na
10 % SDS-polyakrylamidovém gelu. K pokusim jsem pouzila listy ¢. 2, 6 a 10 z jedné
kontrolni a jedné transgenni rostliny tabaku. Doba péstovani rostlin byla 12 tydnu.

Cytosolické proteiny jsem izolovala postupem uvedenym v kapitole 2.8.1.

Kontroly SAGy
List ¢. 2 6 10 2 6 10

66 —»

45
36
29

L

24

W
20 :

b

14 —»>»

Obr. 22: Elektroforetické rozdéleni cytosolickych proteinii 7 kontroln{ a transgenni rostliny.

Proteiny byly rozdélené na 10 % SDS-polyakrylamidovém gelu a obarvené v Coomassie Brilliant Blue
G-250. Sipky oznatuji molekulové hmotnostni standardy a jejich velikost v kDa.

Zlutou Sipkou v gelu je zndzomény protein o velikosti 66 kDa, jehoz obsah behem starnuti vzriista. Cervené
Sipky v gelu oznacuji proteiny, jejichZ obsah se starnutim klesa.

Nanaseny byly stejné objemy vzorki (50 pl), které odpovidaly 25 mg &erstvé hmotnosti jednotlivych listi.

Obrazek 22 ukazuje rozdéleni cytosolickych proteini kontrolni a transgenni
rostliny na 10 % SDS-polyakrylamidovém gelu. Do prvni jamky jsem nanesla 10 pl smési
markerti. Poté jsem nanaSela vzorky jednotlivych listi kontrolni a transgenni rostliny.
Od kazdého vzorku jsem do jamky napipetovala vzdy 50 pl. To odpovida stejnému
mnoZstvi erstvé hmotnosti. Z obrazku 22 je patrné, Ze nejvice proteinti obsahuji nejmladsi

listy (listy ¢. 10) a nejméné proteint je v nejstarSich listech (listy ¢. 2). V mladych listech
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je nejvice zastoupeny protein o velikosti 63 kDa. Zajimavy je protein o velikosti 66 kDa,
jehoz obsah se se senescenci zvySuje. Na obr. 22, str. 57 je zndzornény Zlutou Sipkou.

Ostatni proteiny ubyvaji s vékem listu.

3.5 VLIV STARNUTI NA OBSAH OXIDACNE POSKOZENYCH
PROTEINU V LISTECH TABAKU

3.5.1 Zmény v oxidaénim poSkozeni cytosolickych proteini méiené

spektrofotometricky

V bunééné cytosolické frakci jsem zjistovala, zda béhem senescence listi tabaku
dochazi ke zmé€nam v oxidacnim poskozeni proteind. Oxidaéni poskozeni proteind jsem
méfila spektrofotometricky jako obsah karbonyld, vyjadfeny jako nmol karbonylii na mg
proteind.

Ke stanoveni obsahu cytosolickych proteinti jsem pouzila metodu méfeni pfi
280 nm na spektrofotometru Hitachi U-3300. Cytosolické proteiny jsem izolovala
postupem uvedenym v kapitole 2.8.2. Pokusy jsem provadéla vzdy ze ¢tyfmi kontrolnimi a
¢tyfmi transgennimi rostlinami. Odebirala jsem jen liché listy, tj. list ¢. 1,3,5,7,9a 11.

Na obr. 24, str. 59 jsou znazornéné kiivky, které odpovidaji primérnym hodnotam
jednotlivych méfeni. Zmény koncentrace oxidacné poskozenych proteinli v transgennich
rostlindch znazortiuje Cervend kiivka. Zmény koncentrace oxida¢né poskozenych proteind
v kontrolnich rostlindch znazoriiuje modrd kiivka. Obe kfivky maji podobny pribéh.

V nejmladSich listech kontrolnich rostlin bylo méné karbonylovych skupin nez
v jejich nejstarSich listech. U transgennich rostlin tomu bylo naopak, jejich nejmladsi listy
obsahovaly vice karbonylovych skupin nez jejich nejstarsi listy. Potom dos$lo u obou typt
rostlin k nartstu karbonylovych skupin. Nejvice karbonylovych skupin bylo u transgennich
1 kontrolnich rostlin v listech €.3, pak jejich pocet klesal. V nejstarsich listech (listy €.1)
bylo u transgennich rostlin nejméné oxidovanych proteint.. Nejstarsi listy kontrolnich

rostlin obsahovaly téchto proteini cca 1,5x vice.
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3.5.2 Zmény v oxida¢nim poSkozeni rozpustnych proteini zjiSténé imunochemickou

detekei

Pro piesné€jsi uréeni zmén v zastoupeni proteinli s karbonylovymi skupinami jsem
provedla jejich imunochemické barveni protilatkou proti DNPH. Cytosolické proteiny jsem
izolovala postupem uvedenym v kapitole 2.9.1. Od kazdého vzorku jsem nanesla 60 pg
proteind. Obsah proteinl jsem zjistila tésné pfed nanesenim vzorki na gel metodou méfeni
pti 280 nm po solubilizaci v SDS.

Zmeény ve sloZeni cytosolickych proteint kontrolnich a transgennich rostlin béhem
starnuti ilustruje horni ¢ast obrazku 24, str. 61. Proteinové spektrum se nejvice lisilo u
nejstarSich listd kontrolni rostliny, kde byl nejvice zastoupen protein o velikosti 66 kDa (na
obrazku je znazornén ¢ernou Sipkou). U ostatnich listd obou typu rostlin byl nejhojnéji
zastoupen protein o velikosti 63 kDa (na obrazku je zndzornén Zlutou Sipkou).

Spodni ¢ast obrazku ukazuje, jak se v listech tabaku b&hem starnuti ménilo
oxida¢ni poskozeni cytosolickych proteini. Detekovala jsem tfi oxidaéné poskozené
proteiny. U proteinu 45 kDa (na obrazku je zndzornén zelenou Sipkou) dochazelo
v pribéhu starnuti rostlin k jeho ubytku, mira jeho oxida¢niho poSkozeni se vSak
zvySovala. Pfesn€ stejny pribéh vykazoval i protein 40 kDa (na obrazku je zndzornén
¢ervenou Sipkou). U proteinu o velikosti 63 kDa (na obrdzku je zndzornén Zlutou Sipkou)
dochézelo v pribéhu starnuti rostlin také k jeho ubytku, ale na rozdil od pfedchazejicich
dvou proteind se mira jeho oxida¢niho poskozeni sniZovala. Nejvétsi oxidaéni poskozeni

vykazoval tento protein u nejmladsich listt kontrolnich rostlin.
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Kontroly SAGy
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Obr. 24: Imunochemickd detekce oxidacné poskozenych cytosolickych proteinii 7 kontroini a transgenni
rostliny.

Na hornim snimku je celkové spektrum cytosolickych proteind na 10 % SDS-polyakrylamidovém gelu

obarvené pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250. Spodni snimek ukazuje tytéZ vzorky po imunochemickém

barveni za pouziti protilatky proti DNPH.

Cerné Sipky na okraji gelu oznatuji molekulové hmotnostni standardy a jejich velikost v kDa. Od kazdého

vzorku bylo naneseno 60 pg proteind.

Barevnymi $ipkami jsou oznaéeny proteiny, u kterych roste mira oxidaéniho po8kozeni b&hem starnuti.

Zlut4 Sipka oznatuje protein o velikosti 63 kDa.

Zelena 3ipka oznacuje protein o velikosti 45 kDa.

Cervena %ipka oznatuje protein o velikosti 40 kDa.
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Senescence listu piedstavuje posledni ¢ast ve vyvoji organu, béhem niZ dochazi
k postupnému fizenému odbouravani jednotlivych buné¢nych komponent [14]. Viditelnym
ptiznakem senescence jsou zmény v zastoupeni fotosyntetickych pigmentt, které se
projevuji jako Zloutnuti. U kontrolnich rostlin tabaku byla senescence dobie viditelna po
12 tydnech péstovani. Rostlina zaala Zloutnout od spodnich listl. Listy transgennich
rostlin zustaly zelené.

Piedtim, neZ je mozZné detekovat znamky senescence elektronovou mikroskopii,
objevi se postupny ubytek koncentrace chlorofylu [94]. V chloroplastech izolovanych
zruzné starych déloh dyné klesaly s naristajicim vékem fotosyntetické aktivity [95].
Progresivni ztrata fotosyntetickych funkci byla pozorovana v listech mnoha jednoletych
rostlin, jako je okurka [96], je¢men [97], kukufice [98], nebo s6ja [99]. Pti senescenci jsou
nejprve odbouravany chlorofyly a pozdé&ji ubyva také obsah karotenoidi, které v buiikach
plni ochrannou ulohu [100]. Vétsinou dochézi také k poklesu poméru chlorofyld a/b,
jelikoZ chlorofyl a je odbouravan rychleji nez chlorofyl b [101]. Obé tyto teorie se mi
podafilo potvrdit. Pokles chlorofylii a+b v prib¢hu starnuti jsem zaznamenala jak u
kontrolnich tak transgennich rostlin. Obsah chlorofyld klesal rychleji u kontrolnich rostlin
a vjejich nejstarSich listech dosahoval polovi¢nich hodnot neZz u nejstarSich listd
transgennich rostlin. Divodem mtize byt zvySend produkce cytokininli v transgennich
rostlinach, kterd brani senescenci a tim i odbourdvani chlorofyld. Pokles poméru
chlorofylti a/b v listech kontrolnich rostlin béhem starnuti byl vét$i nez u transgennich
rostlin, kde klesal jen pozvolna.

Karotenoidy, mezi které patii pigmenty xantofylového cyklu a P-karoten, jsou
pigmenty absorbujici v modré oblasti spektra a chrani rovnéz fotosynteticky aparat pied
nadmérnym zafenim. Pisobi tedy ochranné proti oxida¢nimu stresu. Za pfispéni enzymu
violaxantindeepoxidasy se violaxantin postupné pfeméiiuje pfes anteraxantin na zeaxantin,
ktery je schopny disipace pfebytecné energie. Kromé toho karotenoidy ptimo zhaseji
singletovy kyslik nebo tripletovy chlorofyl [102]. V nejmladSich listech transgennich
rostlin jsem naméfila dvakrat vétsi obsah pigmentii xantofylového cyklu nez u kontrolnich
rostlin. Mira deepoxidace vykazovala u transgennich rostlin velkou hodnotu jak

v nejmladSich, tak nejstarSich listech, pfesné naopak tomu bylo u kontrolnich rostlin, kde
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jsem naméfila v jejich nejmladlich i nejstarSich listech hodnotu miry deepoxidace
nejmensi. U transgennich rostlin byl také prikazné vyssi obsah B-karotenu.

Transgenni rostliny obsahovaly opoti kontrolnim rostlinAm vloZeny konstrukt
Psag12-IPT. SAG); se exprimuje vyhradné s ndstupem senescence a kdduje cysteinovou
proteasu. Na poc¢atku senescence aktivuje v transgennich rostlinach tento promotor gen pro
isopentenyltransferasu, ktera zvysi v listech biosyntézu cytokinind. ZvySena koncentrace
cytokininli poté inhibuje senescenci. Pro zjisténi aktivity tohoto promotoru byly vyvinuty
transgenni tabaky, kde je misto genu IPT vloZen reportérovy gen GUS, ktery koduje
-glukuronidasu izolovanou z bakterii (Agrobacterium tumefaciens). Tam kde je aktivni
promotor SAG |, nastane syntéza B-glukuronidasy. Ta poté katalyzuje hydrolyzu vhodného
glukuronidového substratu za tvorby modré indigové sraZeniny. Zménu zbarveni lze
pozorovat pouhym okem.

Z vysledkli pokustt vyplyva, Ze promotor genu SAG),, ktery fidi expresi
glukuronidasy, je exprimovan i v listech, které jeSt¢ nejsou zcela senescentni (Zluté).
Dalsim zji§ténim je, Ze promotor SAG; je exprimovan v ploSe listu rizn€. Nejvice ho vzdy
obsahuji baze listh. To vSak nemusi odrdZet rozdily v expresi GUS, ale spiSe rozdily
v relativnim mnozZstvi cytopasmy pfitomné v buiikach. K podobnym vysledkiim dospéla i
Grbié¢ [103]. Tyto zavéry podpotila i mikroskopickymi studiemi.

Béhem senescence se rostlina snaZi vyuZivat co nejvice Zivin z senescentnich
(fotosynteticky neaktivnich) organt.. V Zivoté rostlin byva limitujicim faktorem ristu
nedostatek dusiku, ktery muze rostlina ziskat z odbouranych proteinid. Pokles koncentrace
proteinli pozorovany v senescenci je vysledkem jednak zvySené degradace i sniZené
syntézy [104,9]. S timto zji§ténim se shoduji i ma méfeni provedena na cytosolické frakci
listd tabdku. Obsah cytosolickych proteind jsem méfila pro srovnani tfemi odliSnymi
metodami. Metodou podle Bradfordové, metodou podle Lowryho a metodou méfeni
absorbance pii 280 nm. VSechny tfi metody potvrdily, Ze obsah cytosolickych proteint
béhem starnuti klesa. Kontrolni rostliny obsahovaly v mladych listech vice proteinl, nez
transgenni rostliny. V nejstarSich listech transgennich rostlin v§ak bylo proteinti vice. To
pravdépodobné souvisi s omlazenim listu v duisledku zvySené syntézy cytokinind. Tyto
vysledky jsou ve shod€¢ se zpomalenou degradaci chlorofylu. Oba tyto parametry se
zaroven pouzivaji jako markery senescence v nejstarSich listech transgennich tabaku, tedy

na rozdil od kontrol senescence nenastala.
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Pro blizsi uréeni obsahu cytosolickych proteinl jsem extrakty z listl nanesla na gel.
Po probéhnuti elektroforézy dosSlo krozdéleni jednotlivych proteind. V kontrolnich
rostlinach podle naSich zjisténi ubyvaji vSechny cytosolické proteiny s v€kem listu.
Vyjimku tvofi protein o velikosti 66 kDa, ktery piedstavuje néjaky protein spojeny se
senescenci. V nejstarsich listech je ho nejvice. Pfi srovnani nejstarSich listli kontrolnich a
transgennich rostlin je patrné, Ze transgenni rostliny obsahuji vSech proteini vice
s vyjimkou proteinu o velikosti 66 kDa.

V burikdch dochézi béhem pfirozeného i urychleného starnuti k hromadéni ROS.
K jejich hromadéni dochazi jak diky zvySeni jejich produkce, tak v disledku selhdvani
antioxida¢nich mechanismii [44,105]. ROS jsou vysoce reaktivni a délka jejich Zivota se
pohybuje v fadu mikro- aZ nanosekund. Méfeni jejich obsahu v Zivych systémech je proto
obtizné. Pro buiiku je smérodatné, zda dokéze hladinu ROS regulovat a tim zabranit
oxidaénimu poSkozeni dilezitych makromolekul. Ur€ovani obsahu oxida¢né
modifikovanych makromolekul se proto pouzivéd jako nepiima metoda k méfeni mnoZstvi
ROS a miry oxida¢niho stresu. Ve vétsin€ praci, které se tykaji rostlinné senescence, se
jako mira oxidaéniho poSkozeni uvadi peroxidace lipidi méfena thiobarbiturovym testem
[106,107,108] ¢i tvorba fluorescencnich pigment [109,110,111,112] a podstatné méné
informaci je zndmo o oxida¢nich modifikacich nukleovych kyselin a proteint. Rostouci
podil oxida¢n€é poskozenych proteini v souvislosti se starnutim byl dokumentovan na
mnoha Zivoc¢isnych systémech [70]. J4 jsem se ve své préaci pokousela zjistit, zda a v jaké
mife dochazi k oxidaénim modifikacim proteinit béhem senescence rostlin tabaku.
Oxida¢ni poskozeni proteinli jsem méfila pomoci DNPH vézajiciho se na karbonylové
skupiny a jejich obsah jsem meéfila spektrofotometricky jako koncentraci vzniklého
dinitrofenylhydrazonu.

MnozZstvi oxidaéné¢ modifikovanych cytosolickych proteinii u obou rostlin tabaku
nebylo nejvyssi u starych listi, v kterych byla pravé iniciovana senescence, jak dokazuji
pokusy zjist'ujici aktiviti promotoru SAG);. Nejvyssi koncentraci jsem zaznamenala u
tietich listl odspoda rostliny (list ¢.3). Zajimavé je, Ze u nejstarSich listi pak mnoZstvi
oxidovanych proteind pokleslo. To zifejmé souvisi s masivnim odbourdvanim proteinti
v nejstarSich listech. Pfednostné jsou odbourdvany pravé oxidované proteiny. Desimone a
kolektiv prokazali, Ze se oxidacné poSkozenéd Rubisco stala substratem pro chloroplastové
proteasy [113]. Cytosolické oxidované proteiny se odbouravaji v proteasomech [20].

Pribéh koncentrace oxidovanych proteini tak mda charakter signalu pro spusténi

-64 -



4. DISKUZE

senescence. Podobné zjistili Johanson a kolegové, Ze dochazi k vyraznému poklesu
oxidovanych proteini ve starych listech Arabidopsis t€sné pred rozkvétem [114]. Podobny
pribéh zmén koncentraci oxidovanych proteinli jsem pozorovala i u transgennich rostlin.
Zda se, Ze hladina cytokinini nema vliv na hladinu oxidovanych proteind, jejich
metabolismus je pravdépodobné fizen nezavisle na hladin€ cytokinind, ale souvisi s vékem
listu.

Pro ptesnéjsi ureni zmén v zastoupeni proteind s karbonylovymi skupinami jsem
provedla jejich imunochemické barveni protilatkou proti DNPH pro dalsi stanoveni
pomoci metody Western Blot. Cytosolické proteiny jsem izolovala nékolika postupy
(neuvedeno), z nichZ jako nejspravnéjsi se jevil postup popsany v kapitole 2.9.1. B€hem
izolace jsem zjistila, Ze pii sraZeni proteind pomoci TCA dochazi k jejich ubytku, proto
jsem pocet sraZeni omezila na jedno. Déle jsem hledala nejvhodnéjsi metodu pro zjisténi
obsahu cytosolickych proteini ve vzorich pfed nandSenim na gel. Roztok bilkovin totiz
obsahuje fadu sloucenin, které riznym zpusobem a rtiznou meérou ovliviiuji jednotliva
stanoveni koncentrace bilkovin. Obsah cytosolickych proteini jsem méfila na pocatku
izolace, a pak na konci izolace. Proteiny jsem méfila vSemi tfemi metodami tzn. metodou
podle Bradfordové, metodou podle Lowryho a méfenim absorbance pfi 280 nm. Vysledky
jednotlivych metod se zna¢né liSily. Abych mohla rozhodnout, ktera metoda dava
nejpiesnéjsi vysledky, provedla jsem izolaci se znamou koncentraci BSA. NavaZila jsem
10 g BSA a rozpustila jej v 10 ml fosfatového pufru s inhibitory pH 7. Zméfila jsem jeho
koncentraci viemi metodami na zacatku izola¢niho postupu a totéZ jsem udé€lala na konci
izola¢niho postupu.

Nameétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 10, str. 66. Prvni sloupec tabulky
srovnava spravnost pouZzitych metod. Po¢ate¢ni koncentrace vzorku meéla byt 1 mg ml™.
Nejblizsi hodnotu (1,16 mg ml") jsem naméfila metodou méfeni absorbance pfi 280 nm.
Druhy sloupec tabulky srovnava naméiené koncentrace po provedeni izola¢niho postupu a
tedy zaroveni zahrnuje ztratu bilkovin béhem procedury. Ukazalo se, Ze vysledky méfeni
metodou podle Lowryho i metodou podle Bradfordové jsou $patné. Podle Lowryho by se
pocet proteind b&hem izolace zvySoval, coZ je nepravdépodobné. Vysledky méfeni
metodou podle Bradfordové nelze povazovat za pravdivé z divodu velkého rozptylu
hodnot kalibra¢ni kfivky. Proto jsem pfi dalSich izolacich méfila cytosolické proteiny
metodou méfeni pti 280 nm. Z téchto méfeni vyplyvd, Ze v pribéhu izolace dochazi

k vyznamnému ubytku v obsahu proteini oproti pivodnimu extraktu a to cca na tietinu.
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Tabulka 10: Vysledky méfeni koncentrace BSA pred a po skoné&eni izola¢niho procesu

konc. BSA konc. BSA
pfed provedenim izol. postupu| po provedeni izol. postupu
mg m]” mg ml

Metoda podle Lowryho 0,73 1,2
Metoda podle

0,64 0,44
Bradfordové

Metoda Asgo 1,16 0,36

V poslednich letech se diky metod¢ imunochemického barveni protilatkou proti
DNPH navazanému na karbonylové skupiny zjistilo, Ze oxidacni poSkozeni proteint
v dusledku stresu 1 starnuti neni sledem néhodnych reakci, ale Ze mezi jednotlivymi
proteiny existuji kvalitativni rozdily. Tento fakt podporuje teorii o senescenci jako o
geneticky fizeném procesu. Oxida¢ni modifikace proteind souviseji se ztratou jejich
funkénosti, coz bylo dokumentovano pifedevSsim u riznych enzyma v ZivociSnych
systémech [115,116,117] a tim pfispivaji k poruchdm buné€ného metabolismu. U rostlin
byla tato metoda pouzita k detekci oxidaéniho poskozeni thylakoidnich proteint z listd
pSenice vystavené pusobeni sucha. Listy stresovanych rostlin vykazovaly niz§i u€innost
PS II, sniZzenou aktivitu elektrontransportniho feté¢zce a zvySeny obsah karbonylovych
skupin v proteinech thylakoidnich membran [118]. Imunochemickd detekce oxidaéné
modifikovanych proteini umoziuje ziskat informace o kvantitativnich i kvalitativnich
zménach, proto jsem ji pouzila také ve své praci a vysledky jsem porovnala se
spektrofotometrickymi méfenimi.

Jako oxida¢né poskozené proteiny jsem identifikovala tfi proteiny o velikostech 40,
45 a 63 kDa. I piesto, Ze obsah proteind o velikosti 40 a 45 kDa b&hem senescence
v listech ubyval, zvySovala se mira jejich oxidacniho poskozeni. Nejvice proteinu o
velikosti 63 kDa obsahovaly piekvapivé mladé listy kontrolnich rostlin. Je to mozZné
vysvétlit tim, Ze se ho vyskytuje v builkkdch velké mnoZstvi a nemuzZe byt tak rychle

odbouravan.
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U zivocicht je pribéh koncentrace oxidovanych proteini ponékud odlisny. Jejich
koncentrace se starnutim roste [2]. V zivo¢iSnych burikach se na odbouravani poskozenych
proteint za podminek oxidaéniho stresu aktivné podili proteasomovy komplex 20S. Pokud
se oxidacni stres zvysi a obsah poskozenych proteinti pfili§ vzroste, dojde k navéazani takto
modifikovanych proteini na proteasomovy komplex 20S a tim k jeho nevratné inhibici
[119]. Podobny multikatalyticky proteinasovy komplex byl prokézén i v rostlinach [120].
JelikoZ u listh tabdku do jistého véku mnoZstvi oxidovanych proteini nepfibyva, jsou
zfejmé rychle odbourdvany. ZvySenim oxida¢niho stresu u starych listdh miZe dojit
k inhibici proteasomového komplexu. Tim se oxidované proteiny nahromadi. To mlze byt
signalem k navozeni senescence v téchto listech. Tak se rozb€hne fizeny degradaéni
proces, ve kterém pak jsou vSechny bunééné komponenty, vcéetné oxidovanych proteind,

postupné odbouravany.
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S. SOUHRN

V prib&hu senescence listi tabaku dochazi ke zménam obsahu cytosolickych
proteini. Pomoci tii spektrofotometrickych metod a SDS-elektroforézy jsem zjistila, Ze
celkovy obsah cytosolickych proteint klesa v listech v zavislosti na jejich starnuti. Nejvice
proteinti tedy obsahuji mladé listy, nejméné staré listy tabaku. Zastoupeni jednotlivych
proteini se vSak v zavislosti na stafi meéni. Koncentrace vétSiny cytosolickych proteinil
v listech s vékem klesd, ale mohou se vyskytovat i proteiny, které se pii senescenci
syntetizuji. V mém pfipadé takovymto proteinem byl cytosolicky protein o velikosti
66 kDa. Kontrolni rostliny obsahovaly v mladych listech vice proteinid, neZ transgenni
rostliny, ve starych listech byl ale tento pomér obraceny. To pravdépodobné souvisi
s omlazenim listd transgennich rostlin v disledku zvySené syntézy cytokinint. Tyto
vysledky se shoduji i se zpomalenou degradaci chlorofylu.

Béhem piirozené senescence listd tabaku dochdazi také k nartstu celkového obsahu
oxida¢né poskozenych cytosolickych proteint. Vysledky spektrofotometrického stanoveni
ukazaly, Ze pribéh koncentrace oxidovanych proteinli mé charakter signalu pro spusténi
senescence. V nejstarSich listech nebylo nejvice oxidovanych proteind, protoZe uz v nich
dochazelo k jejich odbouravani, tzn. uz v nich probihala senescence. Transgenni rostliny
vykazovaly obdobné hodnoty, jako kontrolni rostliny. Proto se zda, Ze metabolismus
oxidovanych proteinti je pravdépodobné fizen nezavisle na hladin€ cytokininl a souvisi
s vékem listu.

Pouze tii proteiny vykazovaly oxida¢ni poSkozeni, jak prokazala metoda Western
blot. Protein o velikosti 63 kDa byl pozorovan u mladych kontrolnich rostlin, dva proteiny

o velikostech 45 a 40 kDa byly patrné vzdy a jejich mnoZstvi rostlo s vékem.
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