VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY A KOMUNIKACNICH
TECHNOLOGII

USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVIFACULTY OF

ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION

DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

FYTOTOXICITA VYBRANYCH NAFTOCHINONU NA
VYBRANEM ROSTLINNEM MODELU

PHYTOTOXICITY OF SELECTED NAPHTHOQUINONES ON A SELECTED PLANT MODEL

DIPLOMOVA PRACE

MASTER’S THESIS

AUTOR PRACE Bc. JAKUB RUCKY

AUTHOR

VEDOUCT PRACE prof. Ing. IVO PROVAZNIK, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2013



LT TT] VYSOKE UGENI
TECHNICKE V BRNE

Fakulta elektrotechniky
a komunikacnich technologii

NS

I \‘ Ustav biomedicinského inzenyrstvi

Diplomova prace

magistersky navazujici studijni obor
Biomedicinské inZenyrstvi a bioinformatika

Student: Bc. Jakub Rucky ID: 115113
Roc¢nik: 2 Akademicky rok: 2012/2013
NAZEV TEMATU:

Fytotoxicita vybranych naftochinont na vybraném rostlinném modelu

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Prostuduijte problematiku fytotoxicity vybranych naftochinonti na rostlinném modelu (Hypericum
perforatum L.), zejména s ohledem na allelopatické plsobeni téchto latek. Zaméfte se na kofen jako
organ, ktery zabezpetuje prijem latek z pldniho roztoku. 2) Navrhnéte metody uréeni cytotoxicity, ato s
ohledem na vybrané biochemické (antioxidacni enzymy) nebo cytologické (zmény v bunécné strukture,
programovana bunécna smrt), zvlastni zfetel vénujte zménam v anatomické stavbé kofene a
programované bunécné smrti. 3) Navrhnéte experimentalni protokol a vyberte parametry, které budou
meéfeny Ci sledovany. 4) Provedte mikroskopickou analyzu zvolenou metodou s vyuzitim
fluorescenéni/konfokalni mikroskopie. 5) Vyhodnotte také zmény v syntéze sekundarnich metabolitd
(celkové polyfenoly, HPLC analyza). 5) Vyhodnotte vysledky ve formé uceleného souboru informaci o
fytotoxicité zvolenych latek a 0 mechanismu jejich G€inku. 6) Vysledky diskutujte.

DOPORUCENA LITERATURA:

[1] BABULA, P., ADAM, V., HAVEL, L., KIZEK, R. Noteworthy Secondary Metabolites Naphthoquinones
- their Occurrence, Pharmacological Properties and Analysis. Current Pharmaceutical Analysis. 2009,
ro€. 5, €. 1, s. 47-68. ISSN 1573-4129.

[2] BABULA, P., ADAM, V., KIZEK, R., SLADLY, Z., HAVEL, L. Naphthoquinones as allelochemical
triggers of programmed cell death. Environmental and Experimental Botany. 2009, roc. 65, €. 2-3, s.
330-337. ISSN 0098-8472.

Termin zadani: 11.2.2013 Termin odevzdani: 24.5.2013
Vedouci prace: prof. Ing. lvo Provaznik, Ph.D.

Konzultanti diplomové prace:

prof. Ing. lvo Provaznik, Ph.D.
Pfedseda oborové rady



Abstrakt

Uvodni ¢ast mé diplomové prace je zaméfena na teoreticky rozbor fesené problematiky, jako
je zkoumani toxicity naftochinoni plumbagin a juglon a to piedev§im s ohledem na jejich
alelopatické ptisobeni. Dalsi ¢ast se zamétuje na stres rostlin, vyvolany pisobenim stresovych
faktorti, vedouci az k jejich thynu. Je zde rozebran experimentalni protokol a moznosti
stanoveni vlivu naftochinond na rostlinny model. Experimentalni ¢ast pojednava o meénicich
se rustovych parametrech rostlinnych vzorkd, v zdvislosti na rdznych koncentracich
naftochinonu. Je zkoumana zivotaschopnost bunék a zmény v syntéze sekundarnich
metabolith. Data ziskand pomoci spektrofotometrické a mikroskopické analyzy jsou
vyhodnocena pomoci softwaru STATISTICA a statistické vyznamnosti jsou vyneseny do
grafti.

Klicova slova

Naftochinony, juglon, stres rostlin, fluorescenéni mikroskopie, spektrofotometricka analyza.

Abstract

The introductory part of this thesis is focused on the theoretical analysis of solved problems as
examining the toxicity of naphthoquinones plumbagine and juglone, especially with regard to
their allelopatic action. The next section is focuses on the plant stress, caused by the action of
stress factors leading to their death. There is an experimental protocol and the possibilities of
determination the effect of naphthoguinones on the plant model. Experimental section
discusses changing growth parameters of the plant samples in different concentrations of the
naphthoquinone. There is examined cell viability and changes in the synthesis of the
secondary metabolites. Data obtained by using spectrophotometric and microscopic analysis
are evaluated with STATISTICA software and statistical significance are plotted.
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4. Uvod

Naftochinony jsou barevné pigmenty ptirodniho piivodu, vyskytujici se ve formé
glykosid ve vakuoldch bunék. V pfirodé jsou zastoupeny jako sekundarni metabolity
v nékolika celedich rostlin, hub a mikroorganismti. Jedna se o vysoce cytotoxické latky,
u kterych byly pozorovany antimikrobni, antifungalni, antiviralni a antiparazitalni Gc¢inky.
Nejcastéjsimi zastupci naftochinonti jsou plumbagin, juglon, lawson a rtzné derivaty
lapacholu.

Naftochinony vykazuji silné alelopatické uc¢inky. Termin alelopatie oznacuje tvorbu
urcitych specifickych biomolekul jednou rostlinou, které mohou néasledné ovliviiovat rostliny
dalsi. Naftochinony jako sekundarni metabolity ovliviiuji fotosyntetické a mitochondrialni
funkce, naruSuji strukturu buiiky jako celku a z divodu jejich plsobeni dochazi k tvorbé
reaktivnich forem kysliku, coz mize vézt az Kk bunééné smrti.

Negativni vlivy na rostliny u nich vyvolava stres. Rostliny jsou schopny se do urcité
miry branit proti neZzadoucim UCinkiim stresord. Jakmile je rostlina vystavena pilisobeni
stresoru, dochazi ke spusténi celé fady obrannych mechanismu, které zahrnuji fyzikalni
a chemické bariéry. Mezi tyto mechanismy patii naptiklad produkce celé fady proteinti nebo
zesilovani bunécné stény. Obranné mechanismy mohou mit trvaly dasledek projevujici se
urcitou evolu¢ni zménou rostliny, napt. zesilenim kutikuly na listech a vyraznou impregnaci
bunécéné stény nebo dojde ke spusténi obrannych reakci, kdy dojde k tzv. aktivni odolnosti
rostliny, kterd tlumi negativni dopad stresovych faktorti az po jejich proniknuti k plazmatické
membran¢ bunék a do symplastu.

Existuje tfada chemickych metod, vhodnych pro analyzu rostlinnych vzorkl
ovlivnénych plsobenim stresovych faktort. K nejrozsifenéjSim a nejpouzivanéjSim metodam
se fadi spektrofotometrie. Jedna se o optickou metodu zalozenou na absorpci zatreni z oblasti
UV (ultrafialového spektra) ptipadné VIS (viditelného spektra) molekulami analytu
v roztocich. Principem spektrofotometrie je interakce elektronii umisténych v orbitalech
molekuly s fotony UV — VIS zafeni (200 — 800 nm). Diky energii tohoto zafeni dochazi
k excitaci elektronti v orbitalech na vyssi excita¢ni hladinu. Soucasné dochazi k absorpci
zéateni o konkrétni vinové délce. Absorbuje se vzdy ta Cast elektromagnetického zéteni, ktera
svou energii odpovidd excitacni energii potfebné k ptechodu elektronu na vyssi excitaéni
hladinu.
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5. Zea mays L. (Poaceae) — kukurice seta

Kukufice setd, neboli Zea mays L. je druh jednodélozné rostliny z celedi lipnicovitych
(Poaceae). Jedna se o jednoletou robustni rostlinu, dorGstajici vySky nejcastéji 1-3 metra.
Listy kukufice jsou stfidavé, maji soub&znou zilnatinu a jsou pfisedlé s listovymi pochvami.
Kvétenstvi kukuftice seté je pohlavné rozliSeno. Sam¢i kvétenstvi je tvofeno vrcholovou latou
klaska, které jsou uspotadany v parech, kdy vzdy jeden z klaski je ptisedly a druhy stopkaty
a kazdy z nich obsahuje 2 kvéty. Samici kvétenstvi vyrlstaji z uZlabi listu. Jedna se o klas,
nazyvany také jako palice, ktery se skldda z nékolika fad obilek. Tento klas je uzavien
Vv pochvach listend, na jejichz vrcholu vy¢uhuje chomac ¢nélek s bliznami. Samici klasky jsou
stejné jako sam¢i dvoukvété, dolni kvét je vsak sterilni a proto vznika z kazdého klasku pouze

jedna obilka (obr. 1). [1], [2]

Obr. ¢ 1: Samici a samdci kvetenstvi kukurice sete.

Kukufice patfi mezi vétrosprasné rostliny a pyl je prendSen predevSim vétrem.
RozpraSovani pylu probiha ptiblizné po dobu 14 dni. JelikoZ pylova zrna kukufice seté rychle
vysychaji, pohybuje se jejich Zivotnost v rozmezi 10 - 30 minut. Rozmnozovani kukufice
probiha nejcastéji obilkami, ale z divodu ztraty jeji schopnosti uvoliiovat obilky z palice,
kniz doslo v prubéhu domestikace, je rozmnozovani kukufice mozné hlavné s pomoci
cloveéka. Kukufice patii mezi tropické rostliny, které jsou schopny s dostateCnym osvétlenim
velmi rychle rust a vyprodukovat enormni mnozstvi biomasy. [1], [2]
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6. Naftochinony

Naftochinony jsou barevné pigmenty ptirodniho pivodu a vyskytuji se ve formé
glykosidii ve vakuolach bunék. V pfirod¢ se vyskytuji ve formé¢ sekundarnich metaboliti
v n¢kolika cCeledich rostlin (Plumbaginaceae, Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae,
Dioncophyllaceae,  Ancistrocladaceae, Iridaceae, Verbenaceae, Scrophulariaceae,
Avicenniaceae, Balsaminceae, Bignoniaceae, Gentianaceae, Droseraceae, Nepenthaceae,
Lythraceae, Euphorbiaceae) hub a také mikroorganismu (Streptomyces, Fusarium) (obr. 2).
Jedna se o vysoce cytotoxické latky, u kterych byly pozorovany antimikrobni, antifungalni,
antivirdlni a antiparazitalni ¢inky. K tvorbé naftochinonti dochazi v procesu biosyntézy a to
celou fadou chemickych reakci. Tyto biosyntetické pochody jsou zpravidla charakteristické
pro urcité celedi nebo rody rostlin. Bylo stanoveno, Ze zédkladnim prekurzorem pro syntézu
vétSiny naftochinont je kyselina Sikimova.[3], [4]

&

Obr. ¢. 2: Plumbago europaéa (vlevo) a Juglans regia (vpravo).

6.1. Biosyntéza naftochinonii u rostlin

Na biosyntéze naftochinont se podili nékolik prekurzort (sloucenin). U rostlin se jedna
pfedevsim o derivaty 1,4—naftochinonu. NejcastéjSimi zastupci této skupiny jsou plumbagin,
juglon, lawson a rtizné derivaty lapacholu. [5]

Ke vzniku naftochinontt muze dojit n€kolika biochemickymi cestami. Nékteré z nich jsou
charakteristické pro urcité ¢eledi a rody rostlin. K prozkoumani jejich biosyntézy byly pouzity
prekurzory znaené radioaktivnimi izotopy. Byly prozkoumany dvé hlavni biosyntetické
cesty. [6]
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6.1.1. Sikimatova cesta

Kyselina §ikimova je zékladnim prekurzorem biosyntézy vétsiny naftochinontl. Casta
biosynteticka cesta je kondenzace kyseliny Sikimové a kyseliny a-ketoglutarové za
soucasného pusobeni enzymu thiaminpyrofosfdzy. Dochazi ke vzniku kyseliny o-
sukcinylbenzoové, ze které se tvoii naftochinon typu juglonu a droseronu (obr. 3). [3], [4], [6]

COOH

o]
COOH }OH QOH H COOH
+
N HOOC = =)
HO OH ‘
OH (¢] (0] (o]
kys. sikimova kys.a-ketoglutarova kys.o-sukcinyl-benzoova naftochinon typudroseron, juglon

Obr. ¢. 3 : Kondenzacni reakce kyseliny Sikimové a kyseliny a-ketoglutarové za vzniku
naftochinonii typu droseronu a juglonu.

Dalsi syntetickd cesta je zahdjena opét reakci kyseliny Sikimové, ze které vznika
kyselina 3-fosfosikimova. Ta reaguje s kyselinou 2-fosfoenolpyrohroznovou za vzniku
kyseliny chorismové, ze které vnika presmykem kyselina prefenova. Z té se tvotfi dvéma
moznymi zpusoby tyrosin. Prvni znich je redukci kyseliny arogenové, ktera vznikla
Z kyseliny prefenové a druhy zacina odstépenim molekuly vody a oxidu uhli¢itého z kyseliny
prefenové za vzniku kyseliny fenylpyrohroznové, ktera po transaminaci dava vzniku tyrosinu.
V¢lenéni tyrosinu do naftochinonu probihd neptimo, kdy sledem nejriiznéjSich reakci vznika
kyselina homogentisova a toluchinol. Poté dochazi ke kondenzaci toluchinolu s izoprenovou
jednoutkou Cs, po které se jiz tvofi substituované naftochinony typu methyljuglonu
a plumbaginu (obr. 4). [3], [4], [6]
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Obr. ¢. 4: Vznik naftochinonii typu plumbaginu a 7-methyljuglonu.
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6.2. Alelopatické uc¢inky naftochinonu

Termin alelopatie oznacuje tvorbu urcitych specifickych biomolekul jednou rostlinou,
které mohou nasledné ovliviiovat rostliny dal$i. Existuje nékolik zpisobil, kterymi jsou
sekundarni metabolity z rostlin uvoliiovany (tab. 1). [7]

.. Sekundéarni metabolity mohou byt uvolfiovany ve formé
Vyparovani Y e o o T ;
plynu prostiednictvim praduchu v listech rostliny.
Exsudace Seku?démi ’metaE)olity jsou uvoliovany do pudy
prostiednictvim koiene.
., Sekundarni metabolity jsou ulozeny v listech, po jejichz
Louzeni , oy , T o
opadnuti se rozlozi a uvolni chemické latky do pady.

Tab. ¢. 1: Zpisoby uvoliiovani chemikalii z rostlin.

Tyto alelopatické pochody byvaji nejcastéji odstartovany ptisobenim sekundarnich
metabolitli, které¢ vykazuji Sirokou skalu u€inkl a to od uc¢inki na DNA (alkaloidy), ¢innosti
fytohormonti, iontového pfijmu a vodni bilance (fenoly), az po ovlivnéni fotosyntetické
a mitochondrialni funkce (chinony). [7]

Jednou skupinou téchto alelopatickych sloucenin jsou pravé kyslikové derivaty
naftalenu — naftochinony. Mezi nejrozsifenéjsi naftochinony fadime juglon (5-hydroxy - 1,4-
naftochinon), coz je jantarové zbarvena sloucenina izolovana ze zastupcu ¢eledi Juglandaceae
a plumbagin (5-hydroxy—2—-methyl-1,4-naftochinon, oranzové zbarveny, izolovany ze
zastupcu Celedi Dioncophyllaceae, Droseraceae, Plumbaginaceae. Tyto sekundarni
metabolity vznikaji v procesu jiz vySe zminéné biosyntézy naftochinoni. Plumbagin
a obzvlasté juglon jsou v poslednich letech podrobné studovany, a to pravé pro jejich
alelopatickou aktivitu. [7]

Jiz v roce 1925 se piedpokladalo, ze ofesak Cerny (Juglans nigra L.) ma inhibiéni vliv
na rust nékterych rostlinnych druht. Tato inhibice méla byt zplisobena vylu€ovanim urcité
slouceniny prostrednictvim kotene do pidy. V roce 1928 byla tato smés sloucenin stanovena
jako juglon. Juglon je uloZen v rostlinnych pletivech ve vakuolach ve formé hydrojuglon—f—
D—glukopyranosidu a mize byt rozloZzen pomoci enzymu hydrojuglon—f—D—glukopyranosidu
na juglon. Juglon, stejné jako plumbagin ma schopnost vytrvat v pidé tydny az mésice, a
proto se jejich alelopatické vlastnosti mohou projevit i po delSi dobé. Maji schopnost
inhibovat p—hydroxyfenylpuryvat dioxygenazu, dilezity enzym pii syntéze plastochinond, a
tim dochazi k naruseni fotosyntetickych vlastnosti a transpirace rostliny. DuleZitou
skutecnosti je také schopnost naftochinoni vytvaret reaktivni formy kysliku, coz hraje
rozhodujici roli v ochrang rostlin proti patogentim. [7]
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7. Stres rostlin

Rostliny jsou po dobu celého svého Zivota vystavovany nejriznéj$im nezadoucim vliviim,
které ovliviiuji negativné vétSinu jejich zivotnich funkci a mohou vyustit az k jejich uhynuti.
Témto nezddoucim vliviim se fiké stresory, nebo také stresové faktory a délime je na stresory

biotické a abiotické povahy (obr. 5). [8]

Nadmgrné zafeni
(viditelné, UV)

Mechanickeé dginky
vétru

Fyzikalni

Extrémni teploty
{horko, chlad)

Abiotickeé faktory Nedostatek vody

Nedostatek kysliku
(hypoxie, anoxie)

Nedostatek Zivin v
pidé

Chemické

Herbivorni
ZivoEichové
(spasani, poranéni)

Patogenni
mikroorganismy
(viry, mikrobi,
houby)

Biotické faktary

Vzdjemné
ovliviiovani
(alelopatie,

parazitismus)

\ Nadbytek iontd soli
avodiku v plidé

Toxické plyny ve
vzduchu

Toxické kovy v plidé

Obr. ¢. 5: Stresové faktory rostlin.

Tyto neZadouci faktory vyvoldvaji u rostlin stres. Problematika stresu je mnohem
komplikovanéjsi u rostlin nez u zivocichtl, jelikoZ rostliny Ziji pfisedlym zpiisobem Zivota
anemaji na rozdil od ZivoCichli moznost Uniku. Dal§i nevyhodou rostlin je jejich velka
mezidruhova variabilita a heterogenita vnitiniho prostiedi (bungk, pletiv). Z téchto divodu je
velmi tézké stanovit, kdy se jedna o stresové podminky a kdy ne. [9]

7.1. Obranné mechanismy rostlin

Jakmile je rostlina vystavena piisobeni stresoru, dochazi ke spusténi celé fady obrannych
mechanismi, které zahrnuji fyzikalni a chemické bariéry. Mezi tyto mechanismy patii
napiiklad produkce celé fady proteinti nebo zesileni bunééné stény a jeji lignifikace. [10] Tyto
obranné mechanismy mohou mit zaprvé trvaly dasledek v podobé urcité evolu¢ni zmény
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rostliny, kterd ma geneticky dané ptedpoklady pro odpovéd’ na plisobeni stresového faktoru
napf. tlustd kutikula na listech a vyrazna impregnace bunécnych stén. Druhym duasledkem je
spusténi obrannych reakci, kdy dochazi k tzv. aktivni odolnosti, ktera tlumi negativni dopad
stresovych faktord az po jejich proniknuti k plazmatické membrané bunck a do symplastu.
V tomto piipad€ dochézi ke spusSténi fetézce reakcei, ktery se oznacuje jako stresova reakce
rostliny (obr. 6). [10]

Normalni
stav

Pocatek
stresu

Obr. ¢. 6: Idealizovany priibéh stresové reakce (Podle Larchera 1995).
Zjednodusené lze tuto reakci rozd¢lit na 4 hlavni faze (obr. 6). [10]
1. Poplachova faze
2. Restituéni faze
3. Faze rezistence
4. Faze vycerpani

Na samém pocatku pisobeni stresového faktoru a tedy poplachové faze dochézi
k naruSeni bunéénych struktur a funkci rostliny. Pokud se nejedna pouze o letalni intenzitu
pusobeni stresového faktoru, dojde k imobilizaci kompenzac¢nich mechanismi (restitucni
faze), kter¢ vedou ke zvySeni odolnosti rostliny (fize rezistence). ZvySeni odolnosti
a opétovné ustaveni homeostdzy byvd obvykle dosahovano jen za cenu dodate¢nych
energetickych ndkladd, hlavné na syntézu specifickych enzymil a metabolitd. I n€které dalsi
zmeény v metabolismu zajist'ujici vysokou odolnost byvaji ¢asto provazeny sniZzenim rychlosti
ziskavani novych zdroji hmoty a energie, a tedy sniZzenim rychlosti tvorby biomasy.
Pii dlouhodobém a intenzivnim pisobeni stresového faktoru miize byt vystiidano dal$im
poklesem (faze vyCerpani). [11]

Na rostliny nemusi plisobit pouze jeden stresovy faktor. Je pomérné ¢astym jevem, Ze na
rostlinu pisobi dva ¢i vice stresorii soucasné. Muze se jednat napf. o nedostatek vody
zpusobeny vysokymi teplotami. Disledkem toho byva rozdilné plsobeni stresového faktoru
na rostlinu, neZ pfi samostatném napadeni. Stresory mohou také ptlisobit jen na urcitou Cast
rostliny, kde dojde ke stresové reakci a odtud je poté stres Sifen do zbylych ¢asti rostliny. [9]
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Pribéh a konecny disledek stresové reakce je ovlivnén intenzitou a délkou plsobeni
stresového faktoru na danou rostlinu a v neposledni fadé také adaptacni schopnosti rostliny.
Ptechodné zvyseni odolnosti ziskané pod vlivem stresoru — aklimatizace, mize byt zalozeno
jak na zménach rychle pomijivych (tvorba specifickych metabolitl), tak i na zménach
trvalejSich (zmény v tvorbé novych organti a v jejich vnitini struktuie).

7.2. Stresové markery

V pribéhu vyvoje se rostliny vybavily celou fadou obrannych drah, pii kterych
vznikaji a zpétné se regeneruji slouceniny, diky kterym mohou rostliny aktivné ovliviiovat
stresové faktory a nasledky vzniklé jejich pisobenim.

7.2.1. Thiolové slouceniny
Thiolové slouceniny maji pro organismus nepostradatelny vyznam. Podileji se na
vyznamnych metabolickych pochodech, jako je naptiklad eliminace volnych radikali a iontd
tézkych kovu, regulace transkripce a translace a dal$i. Tuto schopnost maji diky pfitomnosti
SH skupin. Mezi tyto slouceniny fadime hlavné cystein, glutathion, oligomery glutathionu
fytochelaniny a metalothionein, ktery je ovSem typicky pro zivo¢isné bunky (obr. 7). [12]
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Obr. ¢. 7: Strukturni vzorce vybranych thiolovych sloucenin. [12]
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7.2.2. Stresové proteiny

Pod vlivem stresovych faktord, at’ uz se jedna o aktivni formy kysliku nebo tézké
kovy, dochéazi v bunkach jiz béhem nékolika desitek minut k dramatickym biochemickym
zménadm. Krom¢ zmény enzymové aktivity a biochemickych procesii stoupd i tvorba
nékterych proteind, u jinych se naopak zastavuje. Dochazi vSak také k hojné syntéze proteint,

které bychom za normalnich okolnosti v buiikkach nenasli. [9] Z né¢kolika desitek proteini,
jejichz syntéza se plisobenim urcitého stresoru prudce zvysuje (stresové proteiny), se jen jista
cast vyskytuje pravidelné i u jinych typt stresti. Indukce zbyvajici ¢asti stresovych proteint je
specificky vazéna na urcity stresovy faktor [9]. Nové tvofené stresové proteiny maji velmi
rozmanitou velikost i1 funkci. Je velmi snadné rozdélit je pomoci béznych detekénich metod
(napt. dvojrozmérné gelové elektroforézy) do skupin podle hmotnosti. Mnohem obtiznéjsi je
urcit jejich funkei. Vétsina z téch proteint, jejichz tvorba je indukovana nespecificky, tedy
riznymi typy stresort, patii do nékteré ze tii funkénich skupin. (tab. 2)

Molekularni chaperony

Jedna se o specialni proteiny, které v bunice poméahaji
skladat pravé vytvoiené proteiny (které po translaci
opoustéji velkou podjednotku ribozomu). Kontroluji
a zabezpe€uji spravnou prostorovou strukturu proteinil
a brani vzniku nespravnych vazeb[9].

Jsou enzymy produkované bunikami, které §tépi proteiny.

Proteazy Hydrolyzuji peptidické vazby aminokyselin, pomoci
kterych aminokyseliny drzi v peptidickém fetézci [9].
Je protein slouzici k oznac¢eni molekul proteind, u kterych
Ubiktivin doslo k nenapravitelnym zménam v konformaci. Jejich

intenzivni tvorba souvisi se vzristem poctu poSkozenych
proteinll v riznych bunéénych strukturach [9].

Tab. ¢. 2: Stresové proteiny.
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8. Fluorescen¢ni mikroskopie

8.1. Uvod do fluorescen¢ni mikroskopie

Po mnoho desetileti slouzila ke zkoumani veSkerych zivych objekti klasicka svételna
mikroskopie. S rostoucimi pozadavky na zkoumané vzorky bylo potiecba technologické
inovace a to piedevs§im s ohledem na velikost rozliSitelnych objekti pod arovni nejkratSich
vlnovych délek viditelného svétla. V tomto ohledu bylo prilomem objeveni elektronového
mikroskopu, ktery vyuziva misto fotona elektromagnetické vinéni. DalSim pozadavkem bylo
simultanni sledovani nékolika bunéénych struktur a to v zivych bunkdch. Simultanniho
pozorovani bylo umoznéno vynalezenim fluorescencni mikroskopie, ktera je zalozena na jevu
zvaném fluorescence. [14]

Fluorescence patii podobné jako fosforescence k jeviim, kdy latka po ozéfeni vysilad do
prostiedi svétlo. Obecny nazev pro tyto jevy je luminiscence. Zareni, které luminiscenci
vyvolava se oznacuje jako excitaéni a zafeni vysilané latkou jako emisni. Zatimco
u fluorescence trva vyzarovani emisniho svétla kratkou dobu a po zhasnuti excitacniho zatreni
téméei okamzité emise zhasina, u fosforescence muze k emisi dochazet i dlouhou dobu po
zhasnuti excita¢niho zafeni. [14]

. . Excita¢ni / Emisni
Fluorofor Popis a aplikace xeitatni / Emisni
spektrum
Zeleny fluorescenéni protein -
GFP fluoreskuje  zelené po ozafeni 489 nm /509 nm
modrym svétlem.
Fluorescein isothiokyanat —
FITC oblibeny ) ﬂuor9for o snadnf) 495 nm / 525 nm
kovalentné  modifikujici  napf.
protilatky.
Ethidium bromid Vaze se na dvoufetézcovou DNA a 596 nm / 605 nm
RNA.
Propidium jodid Barvi ¢ervené DNA. 535nm /617 nm
Congo red Vaze se na amyloid a barvi rizové. 560 nm /630 nm
cY3 Oba. fluorofory  byly specmlvne’ 550 nm / 570 nm
vyvinuty pro fluorescencni
mikroskopii. Jednd se o vysoce
Alexa 568 fotostabilni ldtky s vysokou | 50g 603 nm
ucinnosti fluorescence.

Tab. ¢. 3: Zdakladni fluorofory pouzivané ve fluorescencni mikroskopii.[14, 15, 16]

Klicovym terminem fluorescen¢ni mikroskopie je fluorofor. Elektrony téchto latek
absorbuji foton excita¢niho zateni, ¢imz dochazi k nartstu jejich energie (tab. 3). Tato nové
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nabyta energie je po chvili vyzarena jako foton s niz$i energii a tedy del$i vinovou délkou.
Jelikoz dochazi ke ztraté energie, plati zde tzv. Stokeovo pravidlo, ze vinovéa délka emisniho
svétla je vzdy delsi nez vinova délka svétla excitacniho. Diky Stokeovu pravidlu pozorujeme

u emitovaného zafeni v porovnani s excitatnim zafenim posun k cervené ¢asti spektra (obr.8).
[14], [15]
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Propidium jodid

CcY3

Congo Red
560 nm
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600 nm

640 nm

Excitacni zareni Emisni zareni

Obr. ¢. 8: Excitacni a emisni spektra vybranych fluoroforii.

8.2. Konstrukce fluorescen¢niho mikroskopu

24

Jestlize chceme dobfe pozorovat emisni zafeni o mnohem niz§i intenzité¢ nez zéteni
excitacni, je potieba dvojice filtrd. Do okularu tak proniké pouze emitovany signal na cerném
pozadi (excitujici zafeni je odfiltrovano). [15] Pfes prvni z nich, tzv. excitacni filtr prochazi
z barevného spektra pouze ¢ast potfebnd pro excitaci fluorescence a dochazi k zamezeni
prichodu zéafeni o stejné nebo podobné vinové délce jako ma svétlo emisni. Druhy filtr je
bariérovy a ten zamezuje prichodu intenzivniho excita¢niho zafeni a propousti pouze emisni
cast spektra, ktera je diky odfiltrovani excita¢niho zafeni viditelna. [14]
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Obr. ¢. 9: Princip excitacniho a bariérového filtru.

Zdrojem svétla u fluorescencnich mikroskopt je rtutové vybojka. Podle konstrukce
délime fluorescen¢ni mikroskopy na dva zékladni typy.

8.2.1. Transmisni fluorescencni mikroskopie

Jedna se o typ mikroskopu, u které¢ho pfichazi svétlo proslé excitacnim filtrem zespodu na
preparat, jako je tomu u klasické svételné mikroskopie. K osvétleni preparatu vsak neni
pouzito klasického kondenzoru, ale kondenzoru zastinového, ktery rozptyluje svétlo tak, aby
dopadalo na preparat z boku. Timto je docileno toho, ze se excitacni zafeni vyhne objektivu,
do kterého se dostane pouze zareni emitované. Od tohoto typu mikroskopie se vSak upousti
a vice se pouziva epifluorescencni mikroskopie. [14]

8.2.2. Epifluorescencni mikroskopie

Tyto typy mikroskopli pracuji za pomoci specialniho zrcadla, které odrazi excitaéni zareni
do objektivu a propousti emisni zafeni do okularu. V zacatcich epifluorescen¢ni mikroskopie
se pouzivalo polopropustné zrcadlo, které v§ak polovinu zafeni odrazilo a polovinu propustilo
a to bez ohledu na typ zafeni. Touto metodou dochazelo k velkym ztratdm svétla, a proto se
zacalo pouzivat tzv. dichroické zrcadlo. [14]

Dichroické zrcadlo propousti i odrazi svétlo v zavislosti na jeho vinové délce. Chceme
docilit nalezeni takového zrcadla, které maximum excita¢niho zafeni odrazi a maximum
emisniho zéafeni propusti. Existuje tzv. kostka, coz je kombinace dichroického zrcadla
a excitacniho a bariérového filtru, kterd je vhodna pro urCité pouzité typy fluorofori. Dvé
stény této kostky tvofti filtry a uhloptickou mezi nimi je dichroické zrcadlo. Tyto kostky jsou
specifické pro kazdy jiny fluorofor a proto jsou umistény na vymeéniku, kde je lze podle
potifeby ménit. [14], [15]
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Obr. ¢. 10: Konstrukce epifluorescencniho mikroskopu.

8.3. Vyuziti fluorescence

Fluorescencni mikroskopie je v souCasnosti nejpouzivanéj§i metodou k detekci
strukturalnich a funkénich zmén uvniti bunek a specifickych molekul (napf. proteind, lipidd,
konkrétnich sekvenci DNA a RNA) v bunikach, bez nutnosti jejich zni¢eni. N&které fluorofory
(napft. ethidium bromid a propidium jodid) se vazi na urcité molekuly (napf. DNA) a miiZeme
je tedy pouzit k jejich zviditelnéni. Tomuto postupu se fika pfima fluorescence.

8.3.1. Imunofluorescence

V piipadé, Zze nelze nalézt pro struktury v buiice fluorofor, ktery by se na ni specificky
vazal, pouzijeme tzv. imunofluorescenci. Existuji urcité postupy, diky kterym lze vyrobit
protilatku, specificky se vazajici témét na jakoukoli molekulu. Jestlize ziskame tuto
protilatku, mizeme vytvofit kovalentni vazbou na fluorofor fluoreskujici molekulu, kterd
specificky rozeznava to, co potiebujeme. Tento postup se oznacuje jako piima
imunofluorescence. [14]
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Z diivodu pomérné komplikované vyroby této fluoreskujici molekuly se Casto pouziva
nepiimé imunofluorescence. U této metody se ze vSeho nejdiive pfipravi primarni protilatka,
ktera se nasledné€ navaze na strukturu nebo molekulu, kterou chceme detekovat. Poté se
Z preparatu vymyje piebytecnd primarni protilatka a pfidéd se komer¢né dodavand protilatka
obsahujici fluorescein. Ta ndm vazbou na primdrni protilatku zviditelni hledanou strukturu,
ktera ma vSak v porovnani s piimou fluorescenci nizsi specifitu. [14]

Treti, Casto pouzivand metoda imunofluorescence vyuziva silné vazby bazického
glykoproteinu avidinu a biotinu. Biotin se vaze na molekuly primdrnich protilatek, na které se
poté vaze fluorofor znaceny avidin. Vysledkem této metody je jasna a ostrd fluorescence.
Diky této metod¢ lze zviditelnit vice riiznych struktur v jedné buiice a sledovat tak jejich
vzajemnou polohu. Toho je docileno pfitomnosti celého barevného spektra fluorofort. [14]

26



9. Chromatografie

Chromatografie je separacni a soucasn¢ analytickd fyzikalné chemicka metoda, ktera se
uziva k separaci a analyze slozitych smési. M4 Siroké uplatnéni v chemickych, biochemickych
a Dbiologickych laboratofich, ale také v rtiznych pramyslovych odvétvich, napt. ve
farmaceutickém prumyslu. [17], [18]

Existuje celd fada chromatografickych metod, které se 1isi pouzitou mobilni a staciondrni
fazi, zptisobem separace a celkovou konstrukci ptistroje. Analyzovana smés latek (vzorek) je
rozpusténd v mobilni fazi (plyn, kapalina, kapalina v superkritickém nebo subkritickém
stavu). Tato mobilni faze obohacena o rozpustény vzorek je tlacena skrz stacionarni fazi, ktera
je nemisitelna, vici okoli nepohybliva a kazdou slozku délené smési zadrzuje riiznou silou.
Slozky analyzované smési se lisi svoji afinitou k obéma fazim a maji snahu stfidavé vnikat do
obou z nich. Do kazdé faze vnikaji na rizné¢ dlouhou dobu, az se po urcité chvili ustavi
dynamicka rovnovéha, kdy pomér latkovych mnozstvi kazdé latky ve fazi mobilni
a stacionarni je konstantni. To je zakladnim principem chromatografického procesu. [17], [18]

Chromatografické metody se déli podle riznych hledisek a vzdy zalezi na usporadani
a druhu pouzité mobilni a stacionarni faze. Mobilni (pohybliva) faze mize byt kapalinnd nebo
plynna. V prvnim piipadé se jedna o kapalinovou chromatografii, v druhém o chromatografii
plynovou. Stacionarni (nepohyblivou) fazi mize byt pevna latka nebo film kapaliny
zakotveny na pevné latce. Podle uspofadani obou fazi délime chromatografii na sloupcovou,
kdy je staciondrni fdze umisténa Vv uzké trubici, kterou pod tlakem prochazi fize mobilni
a planarni, kdy se stacionarni faze nachazi na rovné desce (papiru) a mobilni faze do ni
prochazi vzlinanim nebo vlivem gravitace. Jelikoz ve své praci uzivam HPLC (High
performance liquid chromatography) analyzu, zaméfim se dale pouze na ni. [17]

9.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie,
HPLC

Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie vyuziva kapalné mobilni faze a stacionarni faze
ve form¢ filmu pfislusné latky zakotveném na povrchu nosi¢e nebo pevného adsorbentu. Jiz
Znazvu této metody vyplyva, Ze se jedna o vysoce U¢inny separacni proces, kterého je
docileno pouzitim kolon s velmi jemné zrnénym sorbentem (3 — 10 um), s dobte definovanou
velikosti ¢astic, vysokou hustotou a homogenitou naplné. Separacni proces se tak stava
ucinngj$im a krat$im a pouzivané kolony maji mensi rozméry. Z diivodu klesajici velikosti
Castic vSak nartstd odpor kolony a pro dosaZeni potiebné rychlosti pritoku mobilni faze je
tteba pouzit tlak jednotek az desitek MPa. Proto se nékdy tato metoda oznacuje jako
vysokotlaka kapalinova chromatografie.
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9.1.1. Zékladni komponenty HPLC

e Zasobnik mobilni faze
e Vysokotlaké cerpadlo
e Davkovaci zafizeni

e Dg¢lici kolona

e Detektor

e PC
Davkovaci
zafizeni

Zéscbl?r h ) Vysokotlaké ) Délici ) | Detektor
m;zz:anl terpadlo kolona

Obr. ¢. 11: Schématicky nakres vysokoucinného kapalinového chromatografu. [19]

Zasobniky mobilni faze

Jsou zasobarnou mobilni faze, kterd je z nich transportovana cerpadly na kolony. Pred
samotnym Cerpanim mobilni faze musi dojit k odstranéni rozpusténého plynu z kapaliny,
jelikoz pifi vys$Sim tlaku dochazi v kolonach ke vzniku nezédoucich bublin. K odplynéni
dochazi za pomoci ultrazvuku, snizenim tlaku nebo varem. [18]

Vysokotlaka ¢erpadla

Ukolem vysokotlakych &erpadel je zajistovat konstantni nebo programovatelny
bezpulzni pratok (0,1 — 10 ml/min) pii tlacich do 60 MPa. Nejcastéji pouzivana jsou dveé
pulzni pistova Cerpadla s fazové posunutou Cinnosti, kterd se pohybuji zptisobem vhodnym
pro maximalni potlaceni pulzace toku mobilni faze.
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NejcCastéji pouzivanym rezimem cerpani mobilni faze je rezim isokraticky. Mobilni
faze vném mize mit konstantni polaritu, pficemz cerpadlo pumpuje do kolony jedno
rozpoustédlo. Pii ménicim se zastoupeni dvou ¢i vice rozpoustédel miizeme libovolné
korigovat elu¢ni silu mobilni faze. Tento postup je mozny s vyuzitim gradientového Cerpadla
S programatorem gradientu. [18]

Davkovaci zarizeni

Hlavni piekézkou davkovani je velky pracovni tlak uvniti kolony. Proto se v HPLC
analyze nejCastéji pouziva 6 - cestny injekeni ventil s vyménitelnou smyckou, diky kterému je
tlak snizen (obr. 12). Na levé casti obrazku je znazornéno, jak dochézi k naplnéni davkovace
vzorkem za pomoci stiikacky. Pfitom se vzorkem zaplni externi smycka (5 — 100 ul).
V pribéhu jejiho plnéni prochdzi mobilni fize ventilem na kolonu. Pravd cast obrazku
znazoriuje rotujici ventil takovym zptisobem, aby zacala mobilni faze proudit pies smycku
a vzorek se tak vnesl na kolonu. [18]

PLNENI SMYCKY NASTRIK

—\__ KOLONA PUMPA

SMYCKA

VZOREK ODPAD VZdREK ODPAD
Obr. ¢. 12: Princip smyckového davkovace. Prevzato z: [19]
Délici kolony

NejvyuZivangj§im materidlem pro konstrukci kolony je sklo a nerezova ocel.
Vyhodnou variantou je kombinace kovové kolony, jejiz vnitini povrch je potaZen vrstvou
skla. Délka kolony byva volena vrozmezi od 10 — 30 cm, s primérem v fadu jednotek
milimetrd. Uginnost kolony zavisi na typu pouzité stacionarni faze, rozmérech, tvaru
a materialu kolony a také na upravé vnitiniho povrchu kolony na mnoZstvi spojovacich ¢asti.
Kolony se nejcastéji kupuji jiz hotové od vyrobcti, ale je mozno je plnit stacionarni fazi
I v laboratofi.

Napli kolony je volena vzdy podle charakteru analyzovanych sloucenin a principu,
ktery se pii d€leni uplatiiuje. Obecné by vSak kolony mély spliiovat podminku mechanické
stability pfi pracovnich tlacich do 30 — 40 MPa, mély by byt vysoce ucinné a poskytovat
symetrické piky i pti separaci polarnich, kyselych, bazickych nebo vysokomolekularnich latek
a me¢ly by mit co nejvyssi permeabilitu, aby bylo moZno dosahovat rychlych separaci. [18]
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Detektory

Ukolem detektort je kontinualni monitorovani vytékajictho eluentu z kolony. Je
dualezité, aby detektor rozeznal specificky signal eluentovanych latek od signalu rozpoustédel.
Nejcastéji uzivanym typem detektoru je UV/VIS detektor. Jelikoz rozpoustédla pouzivana
v HPLC obvykle neabsorbuji v oblasti UV/VIS, je tento detektor pouzitelny k detekci
mnohych latek. Muze pracovat pii vinovych délkach v rozsahu od 190 — 600 nm, pii¢emz jeji
hodnota mize byt pevné stanovena nebo se postupné meénit. Citlivost UV detektoru je
obvykle v rozsahu absorbanci 0,001 — 1. [18]

Spektrofotometricky detektor s diodovym polem (angl. diode array detector, DAD)

Jedna se o typ detektoru, ktery umoznuje snimat absorpcni spektrum v zavislosti na
case. Detekuje 3D zaznam absorpcnich spekter vSech eluovanych latek. Vzniklé diodové pole
nam poskytuje jednodussi spektrum, nez spektrum meéfené v kyveté, coz nam komplikuje
identifikaci latky ze vzniklého spektra. Tento typ detektoru je uzivan ptedevsim, pokud
pozadujeme kvalitni posouzeni Cistoty zaznamenaného piku analyzované latky. Citlivost je
Vv porovnani s UV detektorem ptiblizné o 1 fad horsi. [18]

Hmotnostni detektory (MS detektory — angl. mass spectrum)

Vysoce ucinny prostiedek pro identifikaci latek obsazenych ve vytékajicim eluentu.
Detektory méfi jejich hmotnostni spektrum, které je pro kazdou latku vysoce specifické.
Z technickych a finan¢nich divodu je vSak spojeni HPLC s MS velmi naro¢né. Napf.
vzhledem Kk tomu, ze HPLC analyza probiha za vysokych tlakii a MS méfeni v hlubokém
vakuu. Vystup z tohoto detektoru je obvykle napojen na pocita¢ se softwarem, ktery za
pomoci AD pievodniku pfevadi analogovy signal na digitalni, déle jej zpracovava a uklada.
[18]

9.1.2.Vyhodnoceni HPLC

Chromatografické detektory jsou umistény na konci kolony a zaznamenavaji
chromatogram, coZ je odezva detektoru v Case. Jednotlivé separované latky jsou zobrazovany
jako koncentrani profily neboli chromatografické piky. V idedlnim ptipadé ma pik
Gaussovsky tvar a je symetricky. Plocha piku odpovidd mnozstvi daného analytu.
Chromatogram nadm poskytuje kvalitativni 1 kvantitativni informace o latkach obsazenych ve
vzorku (obr. 13). Pro urovani ptitomnosti ¢i neptitomnosti jednotlivych sloZzek dané smési
slouzi kvalitativni informace v podob¢ reten¢niho ¢asu. Kvantitu (mnozstvi) obsazenych latek
ziskdme srovnanim dvou nebo vice sloupct méfeného vzorku se standardy. Hodnoti se vyska
nebo plocha piku. [17], [18]

Zakladni parametry separace v chromatografii

e Retencni ¢as komponenty vzorku (t;) — cas, ktery latka potiebuje od vneseni do
kolony, do doby kdy detektor zaznamend maximu piku.
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Mrtvy Cas kolony (tp) — Cas, ktery potiebuje jakakoliv latka na prichod kolonou
mobilni fazi.

Sitka piku (W) — ode¢ita se na urovni zakladni linie, v poloving vysky piku (Wis) nebo
V inflexnim bodu. Udava se v ¢asovych jednotkach.

tr

ry
h.

to

Fy
hd

VAN Ww | Zakladni linie

wr

Nastrik na kolonu Cas

Obr. ¢. 13: Zakladni parametry chromatogramu.
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10. Spektrofotometrie

V oblasti chemickych analyz patii spektrofotometrie k nejrozsifengj$im metodam, jelikoz
se jedna o ¢asoveé nendrocnou, vysoce citlivou a specifickou metodu. Jde o optickou metody
zalozenou na absorpci zafeni z oblasti UV (ultrafialového spektra) ptipadné VIS (viditelného
spektra) molekulami analytu v roztocich.

Principem spektrofotometrie je interakce elektroni umisténych v orbitalech molekuly
s fotony UV — VIS zafeni (200 — 800 nm). Diky energii tohoto zareni dochazi k excitaci
elektront v orbitalech na vyssi excitacni hladinu. Soucasné dochazi k absorpci zatreni
0 konkrétni vinové délce. Absorbuje se vzdy ta ¢ast elektromagnetického zaieni, kterd svou
energii odpovida excitacni energii potiebné k prechodu elektronu na vyssi excitacni hladinu.
[20]

Ke spektrofotometrickému stanoveni analytu dochazi v piipad¢, Ze alespoii ¢ast molekuly
analytu absorbuje UV nebo VIS zafeni. Za tuto absorpci jsou odpov€dny tzv. chromofory, coz
jsou atomy nebo funkéni skupiny analytu. Tyto chromofory jsou pfitomny ptedevSim
v organickych latkach, avSak spektrofotometrickd meétfeni se cCasto vyuzivaji také pro
stanoveni anorganickych latek, naptiklad kovi. [20]

Absorpce UV — VIS zafeni je popsana pomoci Lambert — Beerova zakona, ktery fika, ze
intenzita zabarveni roztoku (méfena jako absorbance A) dané slouceniny je pii konstantni
tloust’ce vrstvy méfeného roztoku d (rozmér kyvety) a konstantni vinové délce zafeni ptimo
umérna molarni koncentraci ¢ barevné slouceniny v roztoku. [20]

A=c¢ccd

, kde ¢ je molarni absorpéni dekadicky koeficient [dm*smol™ecm™]. V p¥ipadg, Ze je absorpce
zéateni nulova, je nulova také absorbance.
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11. Experimentalni protokol

Bylo prokazano, ze naftochinony juglon a plumbagin maji negativni u¢inky na ruast
a zivotaschopnost bun¢k a to v zévislosti na jejich délce piisobeni a na aplikované davce.

Obdobn¢ jsme postupovali pii nasi praci s rostlinnym modelem Zea mays L. Jelikoz byla
méfeni provedena ve spolupraci s panem doc. Pharm.Dr. Petrem Babulou, Ph.D. na
Veterinarni a farmaceutické univerzité Brno, neuvadim podrobnéjsi metodiku.

10 denni rostliny Zea mays, byly hydroponicky kultivovany v Hoaglandové¢ kultiva¢nim
roztoku, pfi teploté 22 °C +-2 °C, vlhkosti 60% a 150 umol (PAR) m-2 s-1.

11.1. Reaktivni formy kysliku

Mezi reaktivni formy kysliku fadime radikély s nesparovanym elektronem (superoxidovy
anionovy radikal Oz a hydroxylovy radikal -OH). Patfi sem také peroxid vodiku, ktery vsak
volnym radikdlem neni. Nejtoxi¢téjsi formou ROS jsou hydroxylové radikaly, které mohou
iniciovat peroxidazu lipidii v membranach. ROS se tvoii ve v§ech aerobnich organismech a to
napfiklad v mistech pienosu elektrond (mitochondriich a chloroplastech), ale také
specifickymi enzymy jako jsou rizné oxidazy.[22]

ROS nemusi plisobit vZdy jen negativné. Podileji se na regulaci genové exprese, rastu
bunécné stény, interakci s patogeny a podobné. Jakmile vSak dojde vlivem stresovych
podminek k jejich narGstu a prekroci kapacitu ucinku antioxidac¢nich enzymi, stavaji se
vyznamnou pfi¢inou poskozeni biomakromolekul a pii dlouhodobém pilisobeni az smrti
organismu.[22]

11.2. Metody urceni viability

Viabilitu bunék se muze stanovovat vyuzitim barvicich technik. Tyto techniky nam
umoziuji zviditelnit nejriznéjsi strukturdlni a funkéni zmény uvnitt buiky. V zavislosti na
aktualnim stavu buiiky dojde k jejimu obarveni, které se daji pozorovat pomoci fluorescencni
mikroskopie a stanovovat pomér mezi zivymi a odumielymi bunikami. Barviva uzivana pro
barveni rostlinnych bunék se 1i8i podle zkoumaného parametru. Mezi nejcastéji vyuzivana
barviva patii fluorescein diacetat (FDA), propidium jodid (PI) a Calcein — AM, uzivana pro
zkoumani integrity bunééné membrany, noveé uZzivané barvivo JC-1 pro zkoumani
mitochondridlnich markert, déale také barvivo uzivané pro zkoumani struktury bunécné
membrany YO-PRO®-1 a dalsi. (tab. 4) [23]
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Typ Barviva

Popis barviva

Fluorescein diacetat — FDA
Propidium Jodid - PI

Zivotaschopnost bunék je testovana kombinaci FDA a PI. PI
obarvuje nukleovou kyselinu bunék s poskozenou bunéénou
membranou, coz nam umozni urcit mnozstvi mrtvych
bunék, jelikoz pouze ty budou obarveny. [7]

JC-1

Barvivo uzivané ve fluorescen¢ni mikroskopii pro stanoveni
mitochondridlnich markert. Fluorescencni emise se méni
V zdvislosti na rostoucim potencidlu mitochondrialni
membrany. V pfipadé vysokého potencidlu zafi Cervené
vzniklé agregaty barviva a naopak pifi nizkém potencialu
obsahuji buitky monomery JC — 1 zafici zelené. [24]

YO-PRO®-1

Jedna se o kyanidové barvivo excitované zdrojem zafeni o
vlnové délce 488nm a emitujici zelené fluorescenéni zafeni.
Dokéze snadno prochazet membranou bunék, ze kterych je
vypuzeno V, pfipadé¢ ze se jednd o neposkozenou burku.
[20]

2,7 - dichlorofluorescein diacetat —
DCF - DA

Fluorescen¢ni barvivo, které je vyuzivano v moderni
zobrazovaci metodé pro vizualizaci peroxidu vodiku (H20z2)
Vv pletivech. Barvivo vstupuje do bunék a wuzitim
fluorescenéniho mikroskopu vyhodnotime obsah  H202.
Nevyhodou je pomérné vysoka cena této latky. [22]

AmplexRed

Barvivo uzivané pro kvantitativni urceni obsahu H202.
Fluorescence se vzdy detekuje snadnéji na kotenech, jelikoz
u listd je potieba eliminovat autofluorescenci chlorofylu.
Vyhodnoceni se provadi na zaklad¢ intenzity zabarveni
preparatu. [22]

4.5 - diaminofluorescein diacetat —
DAF - 2DA

Nejbéznéji pouzivana latka k detekci NO. Principem
plsobeni je reakce NO s timto barvivem, za vzniku vysoce
fluorescenéniho ,,triazo* produktu. [22]

Tab. ¢. 4: Barviva uzivana pro testovani Zivotaschopnosti bunék.
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12.  Vysledky

Cilem mé prace bylo sledovat Uc¢inky naftochinonii na zvoleny rostlinny model. Ve
spolupraci s panem doc. Pharm.Dr. Petrem Babulou, Ph.D., byla ziskdna mikroskopicka
a spektrofotometrickd data. Méteni byla provadéna na rostlinném modelu kukufice seté (Zea
mays L.). Na tento rostlinny model ptisobil naftochinon typu juglon, a to o koncentracich 1 a
10 uM, pri¢emz navic bylo ke kazdé z téchto koncentraci pfidano 100 uM benzoatu sodné¢ho
nebo 500 uM peroxidu sodiku. Zvoleny rostlinny model byl po dobu 10 dni kultivovan
Vv kultiva¢nim médiu podle Hoaglanda s pravidelnym dolévanim deionizované vody. Tento
kultiva¢ni roztok predstavuje idealni zivnou ptidu pro rist a vyvoj rostliny (obsahuje potebné
ziviny).

12.1. Spektrofotometricka vyhodnoceni riustovych
faktoru

Méiené parametry

Meéfeni bylo zaméfeno na zkoumani zmén kotene jako celku (délka kotene), se kterou
souvisi také jeho svézi hmotnost a hmotnost susiny. Byl zkouméan také obsah vody kotene.
Pro porovnani byly tyto parametry méfeny také pro nadzemni ¢ast experimentalnich rostlin, je
tedy mozné porovnat vliv naftochinonii na jednotlivé rostlinné ¢asti. U nadzemnich c¢asti
rostliny se dale vyhodnocoval meénici se obsah chlorofyl typu a i b, karoteinoidi a
aminokyseliny prolinu.

Nazev parametru Popis

Jednd se o zeleny pigment obsazeny v zelenych rostlinach,
sinicich a nékterych fasdch. V pribéhu fotosyntézy absorbuje
svételnou energii a uziva ji k syntéze sacharidii z oxidu uhlic¢itého
a vody. Molekuly chlorofylu jsou umistény v chloroplastech, kde
Chlorofyl spole¢né s proteiny a dal§imi pigmenty tvoii zaklad fotosystému.
Existuji dva zakladni typy chlorofylti. Chlorofyl a a chlorofyl b.
Ob¢ tyto formy chlorofylu se li§i pouze v substituci methylové
skupiny (b) za aldehydovou (a) na tfetim atomu uhliku. Tyto dvé
formy se v ptirodé vyskytuji v poméru 3:1 (a:b). [25]

Jedna se o barviva rostlin, hub, fas, mikroorganismil a zivoc¢ichti.
D¢li se na karoteny (Cervené barvivo) a xantofyly (zluté barvivo).
Podobné jako chlorofyl patii mezi fotosyntetickd barviva,
vyskytujici se bézné u vétSiny rostlin, maji vSak odliSnou barvu
Karotenoidy a absorbuji tak energii z odlisného spektra viditelné svételné
energie. Karotenoidni barviva tvoti skupinu Zlutych, oranzovych,

cervenych a fialovych pigment, doprovézejicich chlorofyly
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Vv rostlinach. Jsou vazany v chloroplastech a funkéné se ucastni
fotosyntézy. [26]

Prolin je aminokyselina, kterd neobsahuje  primérni
aminoskupinu, ale postranni fetézec v podobé cyklu. Diky této
Prolin zvlastnosti ve své chemické struktufe ma specifické moznosti pii
vytvareni prostorové struktury bilkovin. Prolin se hojné vyskytuje
v kolagenu a je nezbytny pro jeho tvorbu.

Tab. ¢. 5: Popis vyhodnocovanych parametrii.

Pro ovéfeni zivotaschopnosti bun€k byly pro kofen i nadzemni ¢ast rostliny provedeny
MTT a TTC testy.

Nazev testu Popis
TTC test nebo také formazan test je uzivan v bunécné biologii
pro stanoveni zivotaschopnosti nebo metabolické aktivity

bunék. Muze se pouzivat také pro stanoveni antibiotické
TTC citlivosti bakterii. Test je zaloZen na reakci bezbarvého 2,3,5-
trifenyl tetrazolium chloridu (TTC) s Zivymi buiikami. Jedna
se o redoxni reakci, pfi které se aktivuji dehydrogenazy, které
jsou po smrti bunky deaktivovany a tim padem je pro n¢ test
negativni. [27]

MTT test je vyspélejsi verzi TTC testu. Tato metoda je
zalozena na  redukci  zlutého  solubilniho  3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT)
MTT na nerozpustny formazan. K reakci dochézi na mitochondridlni

membrané Zivych bun€k. Hodnota vysledné absorbance
odpovidd mnozstvi zivych bunék. Cim je absorbance vyssi, tim
je ve vzorku vétsi mnozstvi zivych bunék.[28]

Tab. ¢. 6: Popis testii Zivotaschopnosti bunék.

12.1.1. Vyhodnoceni spektrofotometrickych dat

Na zakladé ziskanych spektrofotometrickych dat bylo provedeno jejich statistické
vyhodnoceni. Pomoci softwaru STATISTICA Dbyly provedeny testy normality
vyhodnocovanych dat. Bylo potifeba urcit vhodny korelacni test pro spojitd data. Pro
porovnavani dvou skupin dat s normalnim rozloZenim byl pouzit Pearsonliv korelacni test.
Jestlize méla jedna skupina zkoumanych dat nenormalni rozloZeni a druhd normalni, byl
pouzit Spearmanniv korela¢ni test. Pro zvolené méfené parametry si mizeme formulovat
nulovou hypotézu Hy, kterd vyjadiuje zadny, neboli nulovy rozdil mezi testovanymi soubory
dat. V ptipadé, Ze je nulova hypotéza Hy zamitnuta, plati tzv. alternativni hypotéza Hj, ktera
popird platnost nulové hypotézy Hp a testované soubory dat maji mezi sebou statisticky
vyznamny rozdil. Pro zvolené, statisticky vyznamné soubory dat byly sestrojeny grafy
znazoriujici ménici se hodnoty zkoumanych parametrli v zavislosti na riznych koncentracich
latek ovliviiyjicich dany rostlinny model.
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Zmény délek rostlinnych ¢asti

Me¢éieni délky kotene a 2. plné vyvinutého listu bylo provedeno pro kazdy vzorek
Sestkrat. Do grafu byla vynesena vzdy primérna hodnota s chybovou useckou reprezentujici
smérodatnou odchylku (graf 1). Bylo tedy ziskdno Sest hodnot pro Sest riznych rostlin dané
varianty a jedna hodnota zastupujici kontrolni vzorek.

Délka kofene [mm] Délka 2. plné vyvinutého listu [mm]
Typ vzorku
Primér |Smeérodatna odchylka| Primér | Smérodatna odchylka
Kontrola 36,1 1,1 33,5 15
Juglon 1uM 32,1 1,1 30,3 0,7
+
Juglon 1uM + 100M 1o 0,9 32,7 0,6
benzoatu sodného
+
Tuglon TuM =+ 300uM | 5 1,3 27,7 0,9
peroxidu vodiku
Juglon 10uM 24,4 1,6 24,1 0,8
J’_
Juglon 10uM +100uM | g 2,0 27,5 2,3
benzoatu sodného
J’_
Juglon 10uM + 500uM 15,2 18 19.3 13

peroxidu vodiku

Tab. ¢. 7: Délky korene a 2. plné vyvinutého listu.

cvwr

ucinky na délku kotene 1 listu (graf 1). K této koncentraci juglonu byl pfidan benzoat sodny
0 koncentraci 100 uM, diky kterému nedochéazelo k tak velké zméné délky kotene a listu
rostlinnych vrozkt, a mizeme tvrdit, Ze do jisté miry tlumi negativni t€inky juglonu (graf 2).
Naopak ptidani peroxidu vodiku o koncentraci 500 uM ma za nésledek vétsi zkraceni kotene
i listu neZ u vzorkd pouze sjuglonem (graf 3). Peroxid vodiku tedy negativni G¢inky
naftochinonu prohlubuje. Podobné je tomu pii koncentracich juglonu 10 uM, kdy benzoat
sodny i peroxid vodiku maji prakticky stejny vliv na délku vzork, jako u koncentrace juglonu
I uM.
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Zmeény délek rostlinnych casti v zavislosti na
pusobicich latkach
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Graf ¢. 1: Zmény délek rostlinnych casti v zavislosti na pusobicich latkach.
Vliv juglonu a benzoatu sodného na délku
korene
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Graf ¢. 2: Vliv juglonu a benzoatu sodného na délku korene.
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Vliv juglonu a peroxidu vodiku na délku
korene
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Graf ¢. 3: Vliv juglonu a peroxidu vodiku na délku korene.
Zmény obsahu vody rostlinnych ¢asti

Obsah vody v kofeni a v nadzemni ¢asti rostlinného vzorku kukufice seté byl méfen
tiikrat, pficemz hodnoty vynesené v grafu vznikly opét zprimérovanim téchto tfi méfeni.
Byla stanovena také smérodatna odchylka (graf 4).

Obsah vody - kofen [%] Obsah vody — nadzemni ¢ast [%]
Typ vzorku
Primér |Smérodatna odchylka| Prumér | Smérodatna odchylka
Kontrola 87,4 03 86,2 0,3
Juglon 1pM 85,0 12 87,4 0,5
Juglon ll.lM + IOOIJ,M 87,8 0’7 86,5 0,8
benzoatu sodného
Juglon ll.lM + SOOIJ,M 81,5 1,0 82,9 1,6
peroxidu vodiku
Juglon 10pM 80,7 0,8 80,2 1,5
benzoatu sodného
peroxidu vodiku

Tab. ¢. 8: Obsah vody korene a nadzemni cdasti.

Z grafu 4 je znatelné, ze zvySujici se koncentrace juglonu maji také znacny vliv na
obsah vody v métenych vzorcich. Pii koncentraci 1 uM se nejedna o pfili§ markantni rozdily,
ale 1 zde lze pozorovat pozvolny pokles obsahu vody a to pfedev§im u vzorkl ovlivnénych
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navic jesté peroxidem vodiku o koncentraci 500 puM. U koncentrace juglonu 10 uM hraje
dilezitou roli benzoat sodny, ktery znacné potlac¢uje negativni U¢inky juglonu a obsah vody
ve vzorku je snizen jen nepatrné (graf 5). Peroxid vodiku naopak napoméha k vétSimu ubytku
vody ve vzorcich (graf 6). Ve vysledku mtzeme fici, Ze benzoat sodny podobné jako
v predchozim ptipadé u délek rostlinnych casti potlacuje ucinek naftochinonu juglon
a peroxid vodiku tyto u¢inky prohlubuje (graf 4).

Zmény obsahu vody v rostlinnych castiv
zavislosti na plisobicich latkach
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Graf ¢. 4: Zmény obsahit vody rostlinnych casti v zavislosti na pusobicich latkach.

Vliv benzoatu sodného na obsah vody v
koreni
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Graf ¢. 5: VIiv benzoatu sodného na obsah vody v koreni.

40



Vliv peroxidu vodiku na obsah vody v koreni
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Graf ¢. 6: VIiv peroxidu vodiku na obsah vody v koreni.
Zmény svézi hmotnosti rostlinnych ¢asti

Svézi hmotnost kofene a nadzemni ¢asti rostliny by se méla podle piredpokladii odvijet
od jejich ménici se délky a obsahu vody. Tento pfedpoklad je ovéfen na vyhotoveném grafu 7,
ve kterém jsou opét zobrazeny primérné hodnoty tii méfeni s vypocitanou smérodatnou
odchylkou.

Hmotnost kofene [mg] Hmotnost nadzemni ¢asti [mg]
Typ vzorku
Primér |Smérodatna odchylka| Prumér | Smérodatna odchylka
Kontrola 1951,9 60,4 2257,9 112,0
Juglon 1uM 1632,7 99,6 2247,1 25,4
Juglon IuM +100uM | 1744 g 100,0 2291,7 50,2
benzoatu sodného
Juglon IuM +500uM | 1396 6 136,0 2071,7 28,1
peroxidu vodiku
Juglon 10uM 1403,3 81,5 1851,1 108,2
Juglon 10uM +100uM | 1708 1 16,9 1998,1 36,2
benzoatu sodného
Juglon 10uM +500uM | 11039 15,6 1098,3 66,0
peroxidu vodiku

Tab. ¢. 9: Svézi hmotnost korene a nadzemni ¢asti.
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Zmény svézich hmotnosti rostlinnych castiv
zavislosti na plsobicich latkach
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Graf ¢. 7: Zmeény svezich hmotnosti rostlinnych casti v zavislosti na pusobicich latkach.

Zmény obsahu chlorofyli

Statisticky vyznamnym se ukazal byt také vliv juglonu, benzoatu sodného a peroxidu
vodiku na obsah chlorofylu v nadzemnich ¢astech rostlinného vzorku. Obsah chlorofylu a i b
byl zméten tiikrat a byla spo€tena primérna hodnota z téchto méteni. Podle ptedpokladl by
se mél chlorofyl a vyskytovat v poméru 3:1 s chlorofylem b. Tato skute¢nost je potvrzena
U kontrolnich vzorkl, kdy se pomér jednotlivych chlorofyli pohybuje tésné¢ pod hranici
3 mg/g svézi hmotnosti coz odpovida vyse uvedenému poméru (tab. 10).

Chlorofyl a [ng/g] Chlorofyl b [ng/g]
Typ vzorku Primér Smérodatna Primér Smérodatna Pomér (a/b)
odchylka odchylka

Kontrola 3562,0 69,5 1246 1 24,3 2.9

Juglon 1yM 32747 33,0 11257 17,2 2.9

Juglon TuM +100uM | 3567 3 49,1 1213,7 193 29
benzoatu sodného

Juglon TuM +500uM | 3055 52,3 1067.3 105 2.9
peroxidu vodiku

Juglon 10uM 2295 3 51,5 10043 16,4 2.2

Juglon 10uM +100uM | 5689 3 56.0 1162,0 113 23
benzoatu sodného

Juglon T0uM +300uM | 1654 7 40,4 837,7 28,4 2,0
peroxidu vodiku

Tab. ¢. 10: Obsah jednotlivych chlorofylii.
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Lze pozorovat, ze vzorky ovlivnéné juglonem o koncentraci 1 uM a to 1 s piidanym
benzoatem sodnym a peroxidem vodiku, maji na oba typy chlorofylti obdobné ucinky, jelikoz
poméroveé se oba chlorofyly u prvnich 4 vzorkll témét neméni. Pomoci spojnice trendil lze

predpovédét, jak by se mohl pomér chlorofylii ménit s navysujici se koncentraci naftochinonu
(graf 8).

Pomér chlorofylti a/b

3,5
g 3 =
225 T
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N
’g 1,5
21
bh
=
— 0,5
0
Kontrola Juglon 1 pM Juglon 1 pM Juglon 1 uM  Juglon 10  Juglon 10  Juglon 10
+Benzoat  + Peroxid UM UM + UM +
sodny 100 vodiku 500 Benzoat Peroxid
UM UM sodny 100 vodiku 500
TLY TLY

Graf ¢. 8: Pomer chlorofyli a/b.

Se zvySenou koncentraci juglonu dochazi ke snizeni poméru chlorofylti a a b. Hlavnim
divodem tohoto poklesu je rozdilny vliv puasobicich latek na oba chlorofyly. Zatimco
u chlorofylu typu a je u koncentrace 10 uM znatelny vyrazny pokles, chlorofyl typu b se
pohybuje téméf na stejné hodnoté jako pii nizsi koncentraci juglonu.

Jelikoz se tyto dvé formy chlorofyll 1isi pouze v substituci methylové skupiny (b) za
aldehydovou (a) na tfetim atomu uhliku, mizeme ptedpokladat, Ze je chlorofyl typu b
odolngjsi viici naftochinonim pravé diky ptitomnosti methylové skupiny ve své struktuie. Ve
vysledku v8ak dochazi s rostoucimi koncentracemi naftochinonu k celkovému poklesu obsahu
chlorofylli, coZ ma za nasledek snizenou fotosyntetickou schopnost rostliny.
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Zmény obsahu karotenoidii a prolinu

Karotenoidy [ng/g] svézi hmotnosti Prolin [pg/g] svéZi hmotnosti
Typ vzorku
Primér | Smérodatna odchylka | Primér | Smérodatna odchylka
Juglon 1pM 1600,0 47,6 1204,0 42,5
Juglon 1nM+100uM | 1337 3 24,0 1056,0 17,2
benzoatu sodného
Tuglon IpM +500uM | 174 7 35,1 1663,3 64,4
peroxidu vodiku
Juglon 10uM 1905,7 56,6 4192,7 60,0
Juglon 10uM + 100uM | 9058 1 32,5 2057,1 38,5
benzoatu sodného
Juglon 10uM +500uM | 196, 7 19,8 5271,3 718
peroxidu vodiku

Tab. ¢. 11: Obsah karotenoidii a prolinu.

Karotenoidy patii podobné jako chlorofyly mezi fotosynteticka barviva. Je tedy
zajimavé pozorovat, Ze pusobici latky juglon, benzoat sodny a peroxid vodiku na né maji
pon¢kud jiny vliv nez na chlorofyly. JiZ od nejnizsi koncentrace juglonu mizeme sledovat
zvySeni obsahu karotenoidll.. S rostouci koncentraci juglonu na 10 uM pozorujeme dalsi
pozvolné zvySovani obsahu karotenoidid ve vzorcich, az po koncentraci juglonu 10 uM
s ptidanym peroxidem vodiku o koncentraci 500 uM, kdy se obsah karotenoidii snizi ptiblizné
na hodnotu namétenou u kontrolnitho vzorku. Dtvod odlisSnych uc¢inkti naftochinonu na
karotenoidy a chlorofyly mize byt odlisna barva karotenoidd, které absorbuji energii
z odlisného spektra viditelné svételné energie (graf 9).

Druha zkoumana latka znazoriiujici zmény obsahu prolinu ndm aZ po koncentraci
juglonu 1 uM s ptidanym peroxidem vodiku o koncentraci 500 uM koreluje s hodnotami pro
karotenoidy. Pro vzorek se zvySenou koncentraci juglonu na 10 uM vsSak dochazi k rapidnimu
narstu obsahu prolinu, ktery byl utlumen pfidanym benzoitem sodnym, ale naopak jesté
navySen peroxidem vodiku. Jelikoz se prolin hojné vyskytuje v kolagenu a je dilezitou
slozkou pro jeho tvorbu, lze piedpokladat, Ze u vySSich koncentraci naftochinonu dojde
k vyraznému zvySeni produkce kolagenu (graf 9).
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Zmény obsahu karotenoidi a prolinu v
zavislosti na pusobicich latkach
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Graf ¢. 9: Zmény obsahu karotenoidii a prolinu v zavislosti na piisobicich latkach.
Vliv na viabilitu

Pro testovani zivotaschopnosti bun¢k byl uzit TTC test a jeho modifikovana forma
MTT test. Ob& metody se vyhodnocuji na zakladé zméfenych absorbanci, pficemz ¢im vyssi
je hodnota absorbance, tim je vice zivych bunék v daném vzorku. Namétené hodnoty
absorbance byly vztazeny vzdy ke kontrolnimu vzorku dané rostlinné c¢asti, kdy kontrola
ptredstavovala 100%

MTT — ko¥en [%] MTT - nadzemni ¢ast [%0]
Typ vzorku
Primér | Smérodatna odchylka | Prumér | Smérodatna odchylka
Juglon 1pM 114,7 3.9 123,4 1,9
Juglon IuM + 100uM | 107,2 39 152,7 4,3
benzoatu sodného
Juglon IpM +500uM | 128 7 3,1 111,7 8,9
peroxidu vodiku
Juglon 10uM 79,1 1,7 88,5 1,8
Juglon 10uM + 100uM 93,5 1,0 105,9 2.7
benzoatu sodného
Juglon 10uM + 500uM 53.4 26 37.9 0.4
peroxidu vodiku

Tab. & 12: Data MTT test.
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TTC - koien [%] TTC — nadzemni ¢ast [%0]
Typ vzorku
Priumér | Smérodatna odchylka | Primér | Smérodatna odchylka
Juglon 1M 142,6 4,2 163,0 59
Juglon 1pM + 100pM 116,5 4,2 128,7 41
benzoatu sodného
Juglon IuM +500uM | g5 6 51 104,0 4,9
peroxidu vodiku
Juglon 10pM 93,5 1,8 85,7 3,4
Juglon 10puM + 100uM 106,0 3,0 106,6 4,6
benzoatu sodného
Juglon 10uM + 500uM 52 9 8.2 826 27
peroxidu vodiku

Tab. ¢ 13: Data TTC test.

Testy MTT a TTC nam urcuji aktivitu oxidoreduktaz-dehydrogenaz. Z grafu 10
a grafu 11 je znatelné, zZe mald koncentrace naftochinonu by mohla stimulaéni G¢inky na
jejich aktivitu. U obou typi testll a pro ob¢€ rostlinné ¢asti je zaznamenana zvySena aktivita
oxidoreduktaz-dehydrogenaz u koncentrace juglonu 1 M. Pro koncentraci juglonu 10 pM se
vSak jiz tato aktivita snizila pod troven kontrolnich vzorki a lze tedy pfedpokladat, ze pro
zvySujici se koncentrace naftochinonu by byla aktivita bunék stdle mensi, az by dochézelo
k jejich postupnému odumirani.
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Graf ¢. 10: Testovani viability bunék pomoci MTT testu.
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Graf'¢. 11: Testovani viability bunek pomoci TTC testu.
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13. Spektrofotometrické vyhodnoceni
syntézy sekundarnich metabolitu

Po domluvé s vedoucim mé diplomové prace prof. Ing. Ivo Provaznikem, Ph.D. byla
Z technickych divodi misto HPLC analyzy vyhodnocovana syntéza sekundarnich metaboliti,
to za vyuziti spektrofotometrické analyzy. Jednalo se o celkové fenoly, flavonoidy,
proanthokyanidiny a anthokyany kofene a nadzemni ¢asti rostliny (tab. 14).

Sekundarni metabolit Popis

Jednd se o slouceniny, které ve své struktuie obsahuji
hydroxylovou funk¢ni skupinu (-OH), které je navazana piimo
Fenoly na aromatické jadro. Fenoly a jejich derivaty jsou rozsifenou
pfirodni latkou, ktera je hojné produkovana celou tadou
rostlin. [29], [34]

Flavonoidy patii do skupiny rostlinnych fenolickych latek.
Neucastni se piimo fotosyntézy, ale napomdhaji rostlindm
Flavonoidy reagovat na zmény podminek zivotniho prostiedi ¢i Géinky
patogenu. [30], [34]

Esencidlni polymerni fetézce flavonoidi obsazené v mnohych
Proanthokyanidiny rostlindch. Proanthokyanidiny vykazuji silnou antioxidacni
aktivitu. [31], [34]

Anthokyany patii podobné¢ jako proanthokyanidiny do skupiny
Anthokyany fenolickych latek flavonoidid. V ptirodé€ jsou znacné rozsifeny
a Vv rostlinach se vyskytuji ve formé glykosidu. [32], [34]

Tab. ¢. 14: Vyhodnocované sekundarni metabolity.

Méteni byla provaddéna na kofeni a nadzemnich castech rostliny. Pro vSechny
zkoumané parametry byla vypoc€itdna primérnd hodnota ze tii méfeni. Pfed samotnou
analyzou ziskanych se provedly testy normality a na zaklad¢ rozloZeni jednotlivych datovych
skupin se testovala statisticka vyznamnost uzitim Pearsonova nebo Spearmanova korela¢niho
testu.

Zména syntézy celkovych fenoli

Jelikoz hodnoty celkovych fenolli pro kofenovou i nadzemni ¢ast maji podle testu
normality normalni rozloZeni (tab. 15), pro zji§téni statistické vyznamnosti byl uZzit Pearsontiv
korelac¢ni test. U obou zkoumanych rostlinnych ¢asti je znatelnd zména syntézy fenola. Podle
vysky jednotlivych sloupct v grafu 12 mazeme tvrdit, Ze vétsi mnozstvi celkovych fenolu je
syntetizovano v nadzemnich ¢astech rostliny.
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Celkové fenoly — kofen Celkové fenoly - nadzemni ¢ast
Typ vzorku [ng/gl su§inyv , [ng/gl su§iny¥ ,
Priimér Smérodatna Primér Smérodatna
odchylka odchylka
Juglon 1uM 2086,7 77,6 4473,3 165,8
Juglon 1uM + 100pM 1780,0 163,9 3300,0 196,5
benzoatu sodného
Juglon IuM +500uM 4290,0 109,8 8733,3 606,9
peroxidu vodiku
Juglon 10pM 3246,7 91,0 12106,7 834,9
benzoatu sodného
Juglon 10uM + 500uM 7153,3 75,9 15523,3 953,6
peroxidu vodiku
Tab. ¢. 15.: Syntéza celkovych fenolii.
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Graf ¢. 12: Zména syntézy celkovych fenoli.

Pfi srovndvani rozdilného vlivu benzoatu sodného a peroxidu vodiku pozorujeme, jak
tyto latky ovliviiuji narast syntézy celkovych fenold. Zatimco benzoat sodny o koncentraci
100 uM syntézu fenolli pomérne tlumi (graf 13), peroxid vodiku ji velmi navySuje (graf 14).
Pfi koncentraci juglonu 10 pM se li§i hodnoty pro vzorky ovlivnéné benzoatem sodnym
a peroxidem vodiku o témét 4500 pg/g suSiny. Také podle spojnice trendu dat mizeme
piedpovédét, jak by se syntéza pohybovala s rostoucimi koncentracemi ptisobicich latek a jeji
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strmost napovida, Ze peroxid vodiku aktivné zvySuje syntézu fenolti mnohem vic, nez benzoat
sodny (graf 14).

Zména syntézy celkovych fenolul s vlivem
benzoatu sodného
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Graf ¢. 13: Zména syntézy celkovych fenolii s vlivem benzodtu sodného.
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Graf'¢. 14: Zmeéna syntézy celkovych fenolu s vlivem peroxidu vodiku.
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Zména syntézy celkovych flavonoidi

Celkové flavonoidy — koi‘en | Celkové flavonoidy - nadzemni ¢ast
Typ vzorku ng/el ;“gij‘yd _ [ng/g] susiny
mérodatna
Primér ero Prumér | Smérodatna odchylka
odchylka
Kontrola 972,7 93,7 1450,0 90,9
Juglon M+ 100uM | 1053 9 154,2 1226,7 114,7
benzoatu sodného
Juglon 1M +300sM | 1976 9 152,5 3476,7 2123
peroxidu vodiku
Juglon 10uM 1677,1 169,4 6436,7 301,4
Juglon 10pM +100uM | 1595 155,0 2296,7 189,3
benzoatu sodného
Juglon 10_pM +500uM | 40179 263.4 8236,7 2504
peroxidu vodiku

Tab. ¢. 16: Syntéza celkovych flavonoidii.

Skupina dat reprezentujici syntézu celkovych flavonoidi ma podobné jako je tomu
u celkovych fenoll rostouci charakter. VEt§i mnozstvi syntetizovanych flavonoidi mizeme
pozorovat u nadzemnich ¢asti rostliny (graf 15).
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Graf'¢. 15: Zmena syntézy celkovych flavonoidu.

Pro zkoumani vlivu benzoatu sodného a peroxidu vodiku byla tentokrat vybrana data
reprezentujici nadzemni ¢ast rostlin. Podobné jako u celkovych fenolti mizeme pozorovat, ze
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benzoat sodny nezvysSuje syntézu celkovych flavonoidi v takové mife jako peroxid vodiku.
Rozdil téchto vzorkid pii koncentraci juglonu 10 uM je ptiblizné 6000 pg/g susiny. Podle
spojnice trendu dat mizeme opét predpoveédét, ze syntéza flavonoidii by se zvysujici
koncentraci juglonu narustala. (graf 16, graf 17).
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Graf ¢. 16: Zmeéna syntézy celkovych flavonoidii s vlivem benzodtu sodného.
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Graf ¢. 17: Zmeéna syntézy celkovych flavonoidu s vlivem peroxidu vodiku.
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Zména syntézy proanthokyanidini

Proanthokyanidiny — kefen | Proanthokyanidiny - nadzemni ¢ast
Typ vzorku ng/el ;“givnyd _ [ng/g] susiny
mérodatna
Primér ero Prumér | Smérodatna odchylka
odchylka
Kontrola 353,3 40,3 1016,5 146,7
Juglon 1uM 493,3 60,2 1416,7 105,1
Juglon 1pM + 100uM 516.7 49,9 10375 98,5
benzoatu sodného
Juglon IuM + 500uM | 1443 3 79,3 21330 304,2
peroxidu vodiku
Juglon 10uM 1013,3 97,4 2396,3 188,9
Juglon 10puM + 100pM 870,0 1105 1790,7 87.8
benzoatu sodného
Juglon 10puM + 500uM 21233 102,7 4276,5 2137
peroxidu vodiku

Tab. ¢. 17: Syntéza proanthokyanidinii

Mnozstvi proanthokyanidini v rostlinnych vzorcich je ukazatelem miry antioxidacni
aktivity rostliny. Na grafu 18 mulZeme pozorovat zvySenou antioxidacni aktivitu a to
ptedevs§im u vzorkl s pfidanym peroxidem vodiku. Lze ptfedpokladat, Ze u vzorkl se
zvySenou antioxidacni aktivitou dochdzi ke snaze bojovat s ménicimi se nepiiznivymi
podminkami, zplsobenymi plsobicimi latkami. VétSi mnozstvi syntetizovanych
proanthokyanidinti se nachazi opét v nadzemnich ¢astech rostliny. Pro vzorek nadzemni ¢asti
rostliny ovlivnény juglonem 1 pM a peroxidem vodiku 500 uM je pozorovatelna pomérné
velka smérodatna odchylka. JelikoZ jsou v grafu vyneseny priimérné hodnoty tfi méfeni, tato
smérodatnd odchylka nam uréuje rozdil v jednotlivych méfenich. Cim vys§i je hodnota

v

smérodatné odchylky, tim rozdilngjsi jednotliva méteni jsou a narista nam chyba méteni (graf
18).
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Zména syntézy proanthokyanidint
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.Graf ¢. 18: Zména syntézy proanthokyanidinii.

Zména syntézy anthokyanui

Anthokyany — koi'en Anthokyany - nadzemni ¢ast
Typ vzorku [ng/g] susiny [ng/g] susiny
Primér Smérodatns Primér | Smérodatna odchylka
odchylka

Kontrola 156,7 23,6 753,3 74,1

Juglon 1pM 263,3 49,9 648,5 435

Juglon IuM +100pM | 946 7 20,5 4395 435
benzoatu sodného

Juglon InM +500uM | 5g0 g 29,4 1587,2 131,0
peroxidu vodiku

Juglon 10pM 573,3 66,5 11477 85,1

Juglon 10uM +100pM | 373 3 68,5 896,0 65,3
benzoatu sodného

Juglon 10uM +300uM | g46,7 54,4 2722,1 94,3
peroxidu vodiku

Tab. ¢. 18: Syntéza anthokyanii.

Syntéza anthokyanii podobné jako syntéza vSech predeSlych fenolickych latek
vykazuje rostouci charakter s navySujicimi se koncentracemi pusobicich latek. Nejveétsi
syntéza je prokazatelna u vzorkl s pfidanym peroxidem vodiku a opét Ize z grafu vycist, Ze
anthokyany jsou vice syntetizovany nadzemnimi ¢astmi rostliny (graf 19).
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Zména syntézy anthokyanu
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Graf ¢. 19: Zména syntézy anthokyanii.
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14. Vyhodnoceni mikroskopickych dat

Zména syntézy fenolickych latek byla stanovovdna také wuzitim fluorescencni
mikroskopie. Pro ziskani mikroskopickych obrazi byly pouzity tii typy emisnich filtrt, které
absorbuji zafeni o ruznych vlnovych délkach. Jedna se o filtr DAPI, ktery méd emisni
spektrum kalibrovano pro latku DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol dihydrochloride). Tento
typ filtru detekuje zateni v modré oblasti na vlnovych délkach od 358 — 461 nm. Druhym
typem pouzitého filtru je FITC (fluorescein isokyanat), ktery detekuju na vilnovych délkach
495 — 525 nm, coz odpovida zelené oblasti spektra. Poslednim filtrem je filtr TRICT
(tetramethylrhodamin isokyanat) o rozsahu vinovych délek 535 — 580 nm, diky kterému jsou
ziskany Cervené zbarvené mikroskopické obrazy (obr. 14). [33]

Obr. ¢. 14: Fluorescencni mikroskopické obrazy korene ziskané s vyuzitim DAPI, FITC a
TRITC filtru.

Ziskané obrazy kofene mizeme rozdélit na dvé zékladni Casti. Vngjs$i cast neboli
primarni kiru, kterd se skladd z exodermis, mezodermis a endodermis a vnitini Cast stéle,
jinak téz stfedni valec, ktery obsahuje perikambium, primarni xylém (cévy protoxylému, cévy
metaxylému), primarni floém a dien (obr. 15).

Stfedni valec Primarni kara

Dren .
Exodermis
Primarni floém
Cévy metaxylému Mezodermis
Cévy protoxylému _
Endodermis

Perikambium

Obr. ¢. 15: Popis korene.

Zkoumané vzorky kotene byly stejn€ jako vzorky pro spektrofotometrickou analyzu
ovlivnény naftochinonem juglon o koncentracich 1 a 10 pM, benzoatem sodnym
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0 koncentraci 100 uM a peroxidem vodiku o koncentraci 500 uM. Byla pozorovana zména
syntézy fenolickych latek pro tfi rizné reagencie (NH4OH — hydroxid amonny, ZrCly —
chlorid zirkonic¢ity a NP).

Hlavnim cilem analyzy mikroskopickych obrazli bylo stanovit zmény jejich intenzity
pfi ménicich se koncentracich piisobicich latek. Tato zména intenzity byla riznd pro primarni
kiiru 1 pro stfedni vélec a z tohoto diivodu se jasové hodnoty stanovovaly pro vnitini 1 vnéjsi
cast kotfene zvlaSt. Pomoci programového prostiedi MATLAB je vytvofen skript, diky
kterému si z kazdého analyzovaného obrazu kotene uré¢ime vysec, pro kterou je vypocitana
jasova hodnota kazdého pixelu (obr. 16). Ziskané hodnoty jsou poté zprimérovany a kazda
vysec je reprezentovana jedinou jasovou hodnotou. Pro zamezeni zkresleni vysledku je skript
opatten piikazem pro pocitani jasovych hodnot pouze vyssich nez 0, coz znamena, ze pixely
odpovidajici ¢erné barvé s jasovou hodnotou 0 nejsou do pruméru zapocitany (obr. 16).

picturel= ...
picture= ...

D
\]/+

disp(prumer)

Obr. ¢. 16: Vyvojovy diagram.
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Obr. ¢. 17: Vybrané vysece stredniho valce a primarni kury pro analyzu intenzity

v MATLABU.

Intenzita nabyvajici hodnot od 0 — 1 ptfedstavuje miru koncentrace fenolickych latek
ve vzorku. Cim vys§i tato hodnota je, tim vy3ii je také koncentrace fenolli ve vzorcich. Pro
lepsi vykresleni jsou jasové hodnoty vynasobeny 100.

Meéreni s DAPI filtrem

JelikoZ bylo provedeno pro kazdy vzorek pouze jedno meéteni, neni u vzorki
vypocitana zadna smérodatna odchylka. Vice méfeni nebylo potieba, jelikoZ intenzita v dané
vyseci vychazela vzdy témér stejnd a smérodatna odchylka nebyla téméft patrna.

Reagencie NH4OH Reagencie NP Reagencie ZrCla
Typ vzorku Stifedni | Primarni | Stfedni | Primarni | Stiedni | Primarni
valec kiira valec kiira valec kiira
Kontrola 10,37 3,87 7,13 2,86 6,92 3,96
Juglon 1 uM 8,97 5,19 9,89 3,63 14,04 3,98
Juglon 1 uM + Benzoat
1 77 1 4 12,82 4,04
sodng 100 1M 9,15 3, 0,63 8,8 8 0
Juglon 1 uM + Peroxid
vodiku 500 uM 9,48 6,86 6,58 2,91 18,67 8,50
Juglon 10 uM 10,88 7,08 4,16 1,50 16,48 5,15
Juglon 10 pM +
8,68 4,89 6,68 2,09 13,93 3,94
Benzoat sodny 100 uM ’ ' ’ ' ' '
Juglon 10 pM + Peroxid
vodiku 500 M 10,49 4,83 9,50 5,72 21,04 9,40

Tab. ¢. 19: Jasové hodnoty s pouzitim DAPI filtru.
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S vyuzitim DAPI filtru byly naméfeny nejvySsi hodnoty intenzity pro stiedni valec
kotene. Na grafu 20, vyhodnoceném pro vSechny tii typy reagencii, mizeme pozorovat
zmény syntézy fenolickych latek. Pro prvni reagencii NH4OH se syntéza fenold pohybuje
uvsech vzorki kolem hranice intenzity 10. U téchto vzorkl Ize tvrdit, ze ménici se
koncentrace naftochinonu a ostatnich pisobicich latek neméla na syntézu fenold velky vliv.
Naopak u reagencie ZrCl, vzrostla intenzita jiz u vzorku ovlivnéného 1 uM juglone, a az na
vzorky ke kterym byl spolecné s juglonem piidan také benzoat sodny intenzita neustale
narustala. Jelikoz koncentrace fenolickych latek poukazuje na antioxidacni aktivitu, mizeme
tvrdit, ze u vzorkll se zvysSenou syntézou fenolli dochazelo ke snaze eliminovat negativni
ucinky pusobicich latek (graf 20).

Intenzita zareni stfrednich valcu kofene s DAPI
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Graf ¢. 20: Zmény intenzity zareni strednich valcu korene s DAPI filtrem.

U reagencie ZrCly je zajimavé pozorovat vliv benzoatu sodného a peroxidu vodiku na
dané vzorky. Zatimco benzoat sodny vzdy u dané koncentrace juglonu (1 nebo 10 puM)
syntézu fenoll snizil, peroxid vodiku ji zvysil (graf 21). Tato skutecnost ndm potvrzuje vliv
benzoatu sodného a peroxidu vodiku z pfedeslych spektrofotometrickych méfeni syntézy
fenolickych latek (graf 14, graf 17).
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Vliv peroxidu vodiku na intenzitu zareni
stfednich valcl kofene s DAPI filtrem
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Graf ¢. 21: Vliv peroxidu vodiku na intenzitu zareni stiednich valcu korene s DAPI filtrem.

Meéreni s FITC filtrem

Reagencie NH4sOH Reagencie NP Reagencie ZrCls
Typ vzorku Stiedni | Primarni | Stfedni | Primarni | Stfedni | Primarni
valec kiira valec kiira valec kiira
Kontrola 22,95 5,45 11,54 11,17 2,54 8,52
Juglon 1 uM 58,57 8,88 43,62 34,14 28,82 32,25
Juglon 1 uM + Benzoat
sodng 100 M 13,26 6,53 44,86 62,01 2,44 10,98
Juglon 1 uM + Peroxid
vodiku 500 uM 38,84 16,61 31,79 33,33 35,44 41,82
Juglon 10 uM 40,05 10,64 22,68 29,60 16,00 33,12
Juglon 10 uM +
Benzodt sodng’ 100 M 22,16 8,78 50,60 37,33 25,92 36,62
Juglon 10 pM + Peroxid
vodiku 500 uM 28,07 15,68 65,59 58,42 25,87 44,41

Tab. ¢. 20: Jasové hodnoty s pouzitim FITC filtru.

Z jasovych hodnot naméfenych pouzitim filtru FITC je zfejmé, jak dochazelo ke
zvyseni syntézy fenolickych latek. Jak pro stfedni véalec kofene, tak pro jeho primarni kiru 1ze
pozorovat témef u vSech vzorkd, na které ptisobil juglon, benzoat sodny nebo peroxid vodiku
zvySenou intenzitu, tedy syntézu fenoll (graf 22, graf 23). U nékterych vzorki, jako napf.
uvzorku ovlivnéného juglonem 1 uM a benzoatem sodnym o koncentraci 100 puM,
pozorujeme u obou kofenovych casti srovnatelnou hodnotu intenzity jako u kontrolniho
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vzorku. K této skuteCnosti mohlo dojit z divodu tlumicich u¢inkt benzoatu sodného
(pfedevsim v kombinaci s 1 uM juglonem), jako tomu bylo jiz v ptedeslych méfenich. Viibec
nejvyss$i hodnota intenzity byla namétfena pro vzorek stfedniho valce kotene, ktery byl
ovlivnén 10 uM juglonem a 500 pM peroxidem vodiku. Jednd se o vzorek, ve kterém
fenolické slouceniny reagovaly s reagencii NP. Hodnota intenzity se zde pohybuje kolem
hodnoty 65, coz své€d¢i o velkém mnozstvi syntetizovanych fenolickych latek a vysoké
antioxidacéni aktivité.

Intenzita zareni pro stfedni valec korene s FITC
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Graf ¢. 22: Intenzita zareni pro stiedni valec korene s FITC filtrem.
Intenzita zareni pro primarni kliru kofene s
FITC filtrem
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Graf ¢. 23: Intenzita zareni pro primdrni kiru s FITC filtrem.
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Na grafu 24 je znazornéna rozdilnd intenzita pro vzorky stiedniho valce a primarni
kiry, vnichz fenolické slouceniny reagovaly s NH4sOH. Je zfejmé, ze syntéza fenoll
probihala ve zvySené mife piredevsim ve stiednim valci, coz vedlo ke zvySené antioxidacni
aktivité¢ v této vnitini struktufe kofene. Buinky primarni kiry na puasobici latky pfili§
nereagovaly a neda se fici, Ze by se zde né&jak vyrazné syntéza fenolickych sloucenin zvysila.

Porovnani syntézy fenoltli ve stfednim valci a
primarni kare uzitim FITC filtru
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Graf ¢. 24: Porovnani syntézy fenolii ve strednim valci a primarni kure uzitim FITC filtru.

Meéreni s TRITC filtrem

Reagencie NH4sOH Reagencie NP Reagencie ZrCls
Typ vzorku Stfedni | Primarni | Stiedni | Primarni | Stiedni | Primarni
valec kiira valec kiira valec kiira
Kontrola 7,50 7,73 3,43 3,93 2,34 3,71
Juglon 1 uM 1,87 2,90 17,89 14,43 12,54 12,85
Juglon 1 uM + Benzoat
2,31 16,44 19,7 2,82 2
sodng 100 uM 3 0,95 6, 9,70 8 3,9
Juglon 1 uM + Peroxid
vodiku 500 uM 3,30 6,27 19,01 14,68 17,92 21,36
Juglon 10 uM 6,78 5,52 4,02 8,89 6,81 8,35
Juglon 10 uM + Benzoat
sodng 100 M 3,02 3,33 8,54 9,81 4,26 7,21
Juglon 10 pM + Peroxid
4,4 2 18,4 2 16,2 18,2
vodiku 500 uM ,40 9,20 8,43 32,83 6,28 8,23

Tab. ¢. 21: Jasoveé hodnoty s pouzitim TRITC filtru.
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4

S vyuzitim TRITC filtru byly naméfeny nejvyssi intenzity pii pouziti reagencii NP a
ZrCly ato pro obé zkoumané kotenové ¢asti. U vzorku s reagencii NH4OH byla prokazana
nejvyssi syntéza fenolt u kontrolniho vzorku, coz nasvédcuje o tom, ze syntéza fenoll ve
vzorcich ovlivnénych plisobicimi latkami se snizovala a tedy nedochédzelo ke zvySovani

antioxidac¢ni aktivity, jako by se dalo predpokladat (graf 25, graf 26).
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Graf'¢. 25: Intenzita zareni strednich valcu korene s TRICT filtrem.
Intenzita zareni primarni kiry korfene s TRITC
filtrem
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Graf'¢. 26: Intenzita zdareni primdrni kiry s TRITC filtrem.
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Nejvyssi hodnoty intenzity zaifeni byly naméfeny pro vzorky, v nichz fenolické
slouceniny reagovaly s reagentem NP. U vSech vzorkl pozorujeme zvySenou syntézu fenoll
V porovndni s kontrolou. Hodnoty intenzity pro vzorky ovlivnéné¢ 10 uM juglonem jsou
V porovnani se vzorky ovlivnénymi 1 uM juglonem pomérné nizké, coz miize byt zplisobeno
snizenou antioxida¢ni aktivitou téchto vzorkli. Divodem je jiz pfiliS vysoka koncentrace
naftochinonu. Poté pro koncentraci juglonu 10 uM s peroxidem vodiku o koncentraci 500 uM
vSak dojde k nahlému zvysSeni intenzity a pozorujeme, jaky pozitivni vliv mé na syntézu
fenolti peroxid vodiku (graf 27).
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Graf ¢. 27: Intenzita zdreni pro stiedni valec a primarni kiiru korene s TRITC filtrem.

Na grafu 28 pozorujeme, jak ovlivnil benzoat sodny a peroxid vodiku syntézu fenoll
ve stfednim valci a primarni kiife kofene. Zatimco benzoat sodny zpusobil jeji snizeni a tim
padem také sniZenou antioxidac¢ni aktivitu vzorkl, diky peroxidu vodiku dos$lo k naristu
intenzity neboli syntézy fenolickych latek. MiZzeme tedy tvrdit, Ze diky peroxidu vodiku mayji
buniky zvySenou antioxidacni aktivitu a tedy se 1épe vypotadavaji s ucinky naftochinonu.
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Intenzita zareni pro stredni valec a primarni
karu kofene s TRITC filtrem
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Graf'¢. 28: Intenzita zareni pro stredni vilec a primarni kiiru korene s TRITC filtrem.
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15. Zavér

Cilem mé diplomové prace bylo prostudovat problematiku fytotoxicity vybranych
naftochinonll na vybraném rostlinném modelu, se zamétenim na alelopatické ptisobeni téchto
latek. Na zvoleném rostlinném modelu Zea mays L. — kukufici seté, byla provedena
spektrofotometricka a mikroskopicka analyza.

Rostlinné vzorky byly ovlivnény naftochinonem juglon 0 koncentracich 1 a 10 pM,
pfi¢emz navic bylo ke kazdé z téchto koncentraci ptfidano 100 pM benzodtu sodného nebo
500 uM peroxidu sodiku. S vyuzitim spektrofotometrického méfeni byl stanovovan vliv
téchto latek na rstové faktory rostliny, zmény v syntéze sekundarnich metabolitii a celkové
zivotaschopnosti rostlinnych vzorkd.

U vSech zkoumanych rlstovych faktor (délka rostlinnych ¢asti, obsah vody, hmotnost
vzorku, pomér chlorofylu, obsah karotenoidi a prolinu) byl prokazan negativni vliv
pusobicich latek a to s jejich pfibyvajicimi koncentracemi. Délka kofene a 2. pIné vyvinutého
listu, obsah vody v kofeni a nadzemni ¢asti rostliny a také jejich svézi hmotnosti se ménily
v zavislosti na puisobicich latkach prakticky stejné. Zatimco benzoat sodny, mél vzdy ponékud
tlumici G¢inky na negativni plsobeni naftochinonu, peroxid vodiku jeho dopad naopak
prohluboval. Vliv na pomér chlorofyli a a b, ktery se pohybuje za normalnich podminek
kolem 3, mély pusobici latky az s vysSi koncentraci juglonu, kdy se jejich pomér snizil
K hranici 2. Zivotaschopnost bun&k v rostlinnych vzorcich byla testovana pomoci MTT a TTC
testu. Ob¢ tyto metody prokézaly, Ze se vzrlstajici koncentraci naftochinonu klesé aktivita
oxidoreduktaz-dehydrogenaz, coz je dikazem snizujici se Zivotaschopnosti bunck ve
vzorcich.

Pomoci spektrofotometrické analyzy byla méfena také zména v syntéze fenolickych latek.
U vzorkli s1 puM koncentraci juglonu sice doSlo k mirnému navySeni syntézy fenold,
nejednalo se vSak o vyznamné navySeni. Jakmile se koncentrace naftochinonu dostala na
10 uM, syntéza fenolickych slouCenin téméf u vSech vzorkd rapidné narostla.
Nejmarkantnéjsi zvySeni syntézy je u vzorkt ovlivnénych juglonem spole¢né s peroxidem
vodiku. Jelikoz fenolické slou€eniny vykazuji vysokou antioxidacni aktivitu, jejich zvySena
produkce je diikazem snahy rostliny bojovat s nepfiznivymi podminkami a u¢inky ptisobicich
latek.

Ze spektrofotometrické analyzy rustovych faktorti, zivotaschopnosti bunék a zmény
vV syntéze fenolll vyplyva, ze naftochinony maji jednoznaéné negativni dopad na rostlinné
vzorky, kdy pti kombinaci juglonu s peroxidem vodiku dochazi dokonce k jeho prohloubeni.
Tento fakt je potvrzen rapidnim snizenim zkoumanych hodnot u rstovych faktorti a zvySenou
syntézou fenolickych latek.

Zména v syntéze fenolickych latek byla provedena také na zakladé¢ mikroskopickych
obrazli kofene kukufice seté, pofizenych s vyuzitim fluorescen¢ni mikroskopie. Na zakladé
zkoumani intenzit zafeni jednotlivych snimki, které predstavovaly métfené vzorky, byla
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s pomoci mikroskopické analyzy potvrzena ptedesla spektrofotometrickd meéteni. Jelikoz se
mira intenzity zafeni zvySovala pro vzorky ovlivnéné pisobicimi latkami, mizeme tvrdit, Ze
U téchto vzorkd dochazelo ke zvySené syntéze fenolt. Zalezelo také na vlivu benzoatu
sodného a peroxidu vodiku. Nejviditelnéjsi je jejich rozdilny ucinek pii vyuziti filtru TRITC,
kdy benzoat sodny tlumi negativni dopad naftochinonu a proto je syntéza fenolli nizka,
naopak peroxid vodiku jeho Uc¢inky umociiuje a soucasné s tim také syntézu fenolickych

sloucenin.
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Prilohy A

Seznam zkratek

DNA — Deoxiribonukleova kyselina

RNA — Ribonukleova kyselina

ROS — Reactive oxygen species

O3 - Superoxidovy anionovy radikal

‘OH - Hydroxylovy radikal

FDA — Fluorescein diacetat

Pl — Propidium jodid

JC-1 — Fluorescen¢ni barvivo

YO-PRO®-1 — Kyanidové barvivo

DCF — DA - 2,7-Dichlorofluorescein diacetat
DAF - 2DA - 4,5-Diaminofluorescein diacetat
H,0, — Peroxid vodiku

NO — Oxid dusnaty

HPLC — High performance liquid chromatography (Vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie)

MTT - 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
TTC - 2,3,5-trifenyl tetrazolium chlorid

UV — ultrafialové spektrum

VIS — viditelné spektrum

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid

FITC — tetramethylrhodamin isokyanat

TRITC — fluorescein isokyanat

NH;OH — hydroxid amonny

ZrCly — chlorid zirkoni¢ity
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Priloha B
Obsah CD:

e text diplomové prace

e program vytvoreny v programovém prostiedi MATLAB pro vypocet jasovych hodnot
vyseci v mikroskopickych obrazech

e zpracovavané mikroskopické obrazy kotfene

69



16. Seznam literatury

[1] WWW stranky: Dostupné z: http://www.herbarium.usu.edu/treatments/Zea.htm, [cit.
2013-05-11].

[2] WWW stranky: Dostupné z: http://www.kew.org/data/grasses-db/www/imp10873.htm,
[cit. 2013-05-11].

[3] Babula, P.; Mikelova, R.; Potésil, D.; Kizek, R.; Havel, L.; Sladky, Z.;

Napthoquinones — appearance in nature, biological properties. Dostupné z:
http://mnet.mendelu.cz/mendelnet2004/obsahy/biorost/babula.pdf, [cit. 2012-11-14].

[4] Wagner, H.; Pharmaceutische Biologie. Drogen und ihre Inhaltsstoffe. HIP Wissenschaftl.
Versandbuchhandlung, 1993, ISBN: 343-720-341-X.

[5] Medentsev, A. G.; Akimenko, V. M.; Phytochemistry. 1998, ISBN 3-517-28850-3.

[6] Tomko, J. et al.; Farmakognozia. 1999, Osveta, ISBN 80-217-0083-1.

[7] Babula, P.; Vojtéch, A.; Kizek, R.; Sladky, Z.; Havel, L.; Naphthoquinones as
allelochemical triggers of programmed cell death. 2009, ISBN 0098-8472.

[8] Dalcorso, G.; Farinati, S.; Maistri, S.; Furini, A., How plants cope with cadmium: Staking

all on metabolism and gene expression. Journal of Integrative Plant Biology, 2008, s. 1268-
1280.

[9] Gloser, J.; Havel, L.; Krekule, J.; Machackova, I.; Natr, L; Prasil, I.; Prochazka, S.;
Sladky, Z.; Santrtiek, J.; Sebanek, J.; Tesafova, M.; Vyskot, B.; Fyziologie rostlin. 1998,
Academia, Praha, 484 s., ISBN 80-200-0586-2.

[10] Prochazka, S; Machackova, 1.; Kerkule, J.; Sebanek, J.; Fyziologie rostlin. 2003,
Academia, Praha, 261 s., ISBN 80-246-0563-5.

[11] Tlustos, P.; Pavlikov, D.; Balik, J.; Mechanismus prijmu rizikovych prvkii rostlinami a
Jjejich hromadeni v biomase. Dostupné z
http://www.phytosanitary.org/projekty/2005/VVF_05 2005.pdf, [cit. 2012-10-05].

[12] Diopan, V.; Shestivska, V.; Zitka, O.; Galliova, M.; Adam, V.; Kaiser, J.; Horna, A;
Novotny, K.; Liska, M.; Havel, L.; Zehnalek, J.; Kizek, R.; Determination of Plant Thiols by

Liquid Chromatography Coupled with Coulometric and Amperometric Detection in Lettuce
Treated by Lead(ll) lons. Electroanalysis. 2010, s. 1248-1259., ISBN: 978-80-7395-282- 2.

[13] WWW stranky: Fluorescencni mikroskopie. Dostupné Z:
http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/fluorescencni.htm, [cit.
2013-03-30].

70


http://www.herbarium.usu.edu/treatments/Zea.htm
http://www.kew.org/data/grasses-db/www/imp10873.htm
http://mnet.mendelu.cz/mendelnet2004/obsahy/biorost/babula.pdf
http://www.phytosanitary.org/projekty/2005/VVF_05_2005.pdf
http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/fluorescencni.htm

[14] Cerny, J.: Fluorescencni mikroskopie. Ptirodovédecka fakulta UK v Praze, 2011.
Dostupné z: http://archiv.otevrena-veda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/Biolog/3cerny.pdf,
[cit. 2013-03-30].

[15] WWW stranky: Dostupné z: http://flowcyt.salk.edu/fluo.html, [cit. 2013-03-30].

[16] Cerny, J.: Fluorescencni mikroskopie. Ptirodovédecka fakulta UK v Praze, 2011.

Dostupné z: http://archiv.otevrena-veda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/Biolog/3cerny.pdf,
[cit. 2013-03-30].

[17] Kolafova, J.: Chromatografie. Pfednasky pfedmétu FLAB magisterského studia BTBIO-
F, FEKT, VUT Brno.

[18] Taborska, E.: Chromatografické metody. Studijni material predmétu ABCH bakalatrského
studi BTBIO-A, FEKT, VUT Brno.

[19] Kolatrova, J.: Kapalinova chromatografie. Piednasky predmétu FLAB magisterského
studia BTBIO-F, FEKT, VUT Brno.

[20] Klouda, P.; Moderni analytické metody. 2003, 1SBN 80-86369-07-2.

[21] Nooden, D. L.; Plant cell death processes. 2004, Academic Press, ISBN 978-0-12-
520915-1.

[22] Kovacik, J.: Stresovd fiziologia rastlin. 2012, Univerzita Pavla Jozefa Safirika
v Kosiciach, ISBN 978-80-7097-941-9.

[23] Kovacik, J.; Klejdus, B.; Hedbavny, J.; Stork, F.; Graz, J.: Modulation of Copper Uptake
and Toxicity by Abiotic Stresses in Matricaria chamomilla Plants. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf3013426, [cit. 2012-11-02].

[24] WWW stranky: Sigma — Aldrich. Dostupné z: http://www.sigmaaldrich.com, [cit. 2012-
10-22].

[25] WWW stranky: Dostupné z: http://www.sciencemag.org/content/329/5997/1318.abstract,
[cit. 2013-04-27].

[26] WWW stranky: Dostupné z: http://hplcl.sweb.cz/Carotenoids/ch_karotenoids.htm, [cit.
2013-04-27].

[27] WWW stranky: Dostupné z: http://flowcyt.salk.edu/fluo.html, [cit. 2013-03-30].

[28] WWW stranky: Dostupné z: http://lem.ocol.cz/cs/info/mtt-test, [cit. 2013-04-27].

[29] WWW stranky: Dostupné z: http://www.irz.cz/node/37, [cit. 2013-05-16].

[30] Buer, Ch.; Muday, G. K.; The transparent testa4 mutation prevents flavonoidii synthesis
and alter auxin transport and the response of Aabidopsis roots to gravity and light. - Plant
Cell. 2004, s. 1191 — 1205.

71


http://archiv.otevrena-veda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/Biolog/3cerny.pdf
http://flowcyt.salk.edu/fluo.html
http://archiv.otevrena-veda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/Biolog/3cerny.pdf
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf3013426
http://www.sigmaaldrich.com/
http://www.sciencemag.org/content/329/5997/1318.abstract
http://hplc1.sweb.cz/Carotenoids/ch_karotenoids.htm
http://flowcyt.salk.edu/fluo.html
http://lem.ocol.cz/cs/info/mtt-test
http://www.irz.cz/node/37

[31] WWW stranky: Dostupné z: http://www.reflexnutrition.cz/zpravy?nid=60, [cit. 2013-05-
16].

[32] WWW stranky: Dostupné z: http://www.madsci.org/FAQs/anthocyanins.html, [cit. 2013-
05-16].

[33] Klouda, P.; Moderni analytické metody. 2003, 1SBN 80-86369-07-2.

[34] Hajlaoui, H.; Denden, M.; EI Ayeb, N.; Differential responses of two maize (Zea mays

L.) varieties to salt stress: Changes on polyphenols composition of foliage and oxidative
damages. 2009, s. 144 — 151.

72


http://www.reflexnutrition.cz/zpravy?nid=60
http://www.madsci.org/FAQs/anthocyanins.html



