PRIRODOVEDECKA FAKULTA MASARYKOVY UNIVERZITY V BRNE

L~ S

Vyzkumné centrum pro chemii Zivotniho prostredi a ekotoxikologii

OXIDATIVNI STRES V ROSTLINACH

REAKTIVNI RADIKALY A ANTIOXIDACNI OCHRANA

Lenka Hudcovska

Rocnikova prace

Brno, 2002



OBSAH

A) TEORETICKA CAST

1.Uvod

1.1.0xidativni stres

1.2.Fyziologické, biochemické a molekularni efekty ROS
2.Mechanismus produkce ROS
2.1.Volné radikaly a jejich charakteristika
2.1.1.Radikal oxidu dusnatého
2.1.2.Superoxidovy radikal
2.1.3.Hydroxylovy radikal

2.1.4 Peroxid vodiku

2.2.Zdroje radikala

2.2.1.Chloroplasty

2.2.2.Mitochondrie

2.2.3.Peroxysomy

2.2.4.Expozice ze vzduchu

2.2.5.Sluneéni zatreni

2.2.6.Vliv teploty

2.2.7.0xidativni stres — interakce patogenti
3.Fyziologicky vyznam ROS

4.0chrana proti radikaliim

4.1 Katalasy

4.2.Superoxiddismutasa (SOD)
4.3.Glutathion (GSH)
4.4.Glutathionperoxidasa (GPx)
4.5.Glutathionreduktasa (GR)
5.Ekotoxikologické studie

B) PRAKTICKA CAST

1. Metodika stanoveni GSH
1.1. Metoda Glyoxalasa I

1.2. o-ftaldialdehydova metoda
1.3. Stanoveni pomoci DTNB
2. Kalibrace GSH

3. Zavér

Seznam zKkratek
Literatura

NeoliNolielie <EENEEN le ) Ne RV I

23
23
24
24
25
29

30
31



A)TEORETICKA CAST



1.UVOD

Oxidativni stres je stav, kdy v bunice dojde k naruSeni redoxni rovnovahy piimou
produkci reaktivnich kyslikovych radikald (ROS), nebo inhibici antioxidacnich latek. Jeho
disledkem je poSkozeni dilezitych makromolekul (proteiny, lipidy, DNA), coz vede
k naruSeni fyziologie buniky, apoptdze nebo nekrdze bunék, rozvoji nddori a k tade¢ dalSich
onemocnéni. Nékteré latky ze skupiny environmentalnich polutanta (chinony, peroxidy apod.)

mohou byt induktory oxidativniho stresu v bunéénych systémech riznych skupin organismii.

1.1.0xidativni stres

vvvvvv

ptfisedlym zplsobem Zivota, ktery neumoziiuje Unik pfed plsobenim stresorii (nepiiznivé
pusobeni jednotlivych faktorti prostfedi), ale také tim, Zze u rostlin je mnohem vétsi
mezidruhova variabilita i heterogenita vnitiniho prostfedi (bunck, pletiv).

Vyzkum vztahli mezi vnéj$im prostiedim a stresem v rostlinich zacina studiem
pfenosu podnétl vyvolavajici stres na rozhrani organt rostliny s vnéjSim prostiedim, a dale
pak pfenosem signald uvnitf rostliny. Stresové faktory, at” uz fyzikalné-chemické nebo
biologické, mohou pronikat do vnitiniho prostiedi rostlin riznych druhti nestejné snadno, a to
v disledku riizn€ vyvinutych ochrannych struktur.

Bezprostifedné po zacatku plsobeni stresového faktoru dochazi k naruseni bunéénych
struktur a funkci. Pokud intenzita piisobeni stresoru nepiekroc¢i letdlni troven, dochézi
k mobilizaci kompenzacnich mechanismi, které sméiuji ke zvySeni odolnosti rostliny vici
plusobicim faktoriim. Ne vzdy toto zvySeni ma trvaly charakter. Pii dlouhodobém a
intenzivnim pusobeni stresového faktoru muize byt vystfidano dalSim poklesem. Plsobeni
stresortl vSak muze na druhé stran¢ podminovat priabeh dulezitych morfogenetickych procest,
napt. kli¢eni ¢i tvorbu kvétnich orgédnd, a tim zvysit reprodukéni schopnosti.

Studium stresu u rostlin rostoucich v ptfirodnich podminkach je také komplikovano
tim, Ze Casto vice stresovych faktort piisobi souCasné (silné zatreni, vysoka teplota, aj.).
Interakce mezi nimi mohou podstatné ménit charakter stresové reakce ve srovndni

s pusobenim kazdého faktoru oddélené. Pisobeni stresortl byva také ¢asto omezeno pouze na



¢ast rostliny, ve které dochézi k lokalni stresové reakci, ale ta mize druhotné zptisobit stres i

v ostatnich orgénech.

1.2.Fyziologické, biochemické a molekularni efekty ROS

Vétsina biologickych systémt produkuje reaktivni kyslikové radikaly. Bunky maji
vyvinuté enzymatické a neenzymatické systémy pro tvorbu kyslikovych radikali a
mechanismy pro opravu poSkozeni. Pokud prevlada proces obnovy ROS, pak vznika
oxidativni stres bunék.

Nizka koncentrace kyslikovych radikald nastava béhem mirného oxidativniho stresu
nebo v buitkach vzdalenych od mista vzniku radikéald. Nejznaméjsi antioxidativni odpovéd’
zahrnuji antioxidativni enzymy, jako jsou superoxid dismutasa (SOD, Herouart et al. 1997),
katalasy (Willekens et al. 1994a), glutathionperoxidasa (Eshdat et al. 1997) a glutathion-S-
transferasa (Levine et al. 1994) a také glutathion, askorbat.

SOD spolecné s katalasou odstranuji ROS z biologickych systémiti. Kromé toho,
katalasa preménuje H,O, ve vodu. Podobné askorbatperoxidasa plisobi spolecné
s glutathionreduktasou. Koordinovana indukce vSech antioxida¢nich enzymu je nutnd pro
rychlou redukci oxidativniho poskozeni (Van Camp et al. 1996). Peroxidasy vyuzivajici
H,0,, efektivné snizuji jeho koncentraci. Také glutathion-S-transferasa se Ucastni opravy
oxidativniho poskozeni (Knoercer et al. 1996, Levine et al. 1994).

Chemické a biochemické efekty ROS jsou popsany obecné (Halliwell and Gutteridge
1989, Wojtaszek 1997). ROS reaguji s riznymi biologickymi molekulami, v¢etné lipidd,

proteint, nukleovych kyselin a s nékolika malymi molekulami.



2.MECHANISMUS PRODUKCE ROS

Stresové reakce rostlin jsou neodmyslitelné spojeny se zvySenou tvorbou aktivnich
forem kysliku (singletni kyslik, superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal a peroxid vodiku),
ale soucasné 1 se zvySenim potencidlu pro jejich odstraniovani. Mechanismus jejich vzniku i
zpusob odstrafiovani je rizny. Také uloha téchto latek v rostlinach je znané rozmanita a do
jisté miry rozpornd. Jednak vznikaji jako nebezpecné produkty pii ptisobeni fady stresovych
faktori, jednak mohou mit kladnou ulohu jako signaly ¢i ochranné latky pfi nékterych typech

strest , a proto je dulezité, udrzovat jejich koncentraci na urcité tirovni.

2.1.VOLNE RADIKALY A JEJICH CHARAKTERISTIKA

Volné radikaly jsou molekuly nebo ionty obsahujici neparovy elektron. Radikaly
mohou vznikat z neradikalovych molekul pfi elektron-transportnich reakcich, kdy dochézi ke
ztraté nebo piijmu jednoho elektronu. Také homolytické St€peni kovalentnich vazeb vede ke
tvorbé volnych radikali. Energie na rozbiti této vazby je ziskana z elektromagnetického
zateni nebo pii vysoké teplote.

Dtlezitym zdrojem volnych radikala v biologickych systémech je molekulovy kyslik.
ROS jsou obecné velmi reaktivni molekuly. Pfi jejich reakcich mohou vznikat neradikalové
molekuly s kovalentni vazbou, ale také jiné radikalové produkty. Hlavni zdroje ROS ukazuje

tabulka 1.



Molekula ROS Hlavni zdroj

Superoxid (O;") Unik elektronti z dychaciho fetézce
Aktivace fagocyt
Xantinoxidasa
Flavoenzymy

Peroxid vodiku (H,O;) Dismutaci O, reakei katalyzovanou SOD
NADPH-oxidasa (neutrofily)
Glukosoxidasa
Xantinoxidasa

Hydroxylovy radikal (OH) Z O;"a HyO, reakei s prechodnymi kovy
(CuaFe)

Oxid dusnaty (NO) NOsynthasa

Tab. 1 Hlavni zdroje reaktivnich derivatd kysliku v buiice a dalSich latek vyvolavajici
oxidativni stres.

2.1.1.Radikal oxidu dusnatého

NO je bezbarvy plyn, ktery vznikd piisobenim redukujicich latek na roztok kyseliny
dusi¢né: 8HNO;3 + 3Cu — 2NO + 3Cu(NOs), + 4H,0. Se vzdusnym kyslikem se okamzité
slucuje na oxid dusicity NO..

Volny radikdl oxidu dusnatého NO' je syntetizovdn z aminokyseliny L-argininu
v riznych bunikach, napt. cévni endotelidlni buiiky, fagocyty a v n€ktery nervovych buiikach.
NO ma dalezitou ulohu ve fyziologii, rozSifuje cévy a slouzi jako neurotransmiter.
V nékterych savéich bunkach se podili na zabijeni parazitii makrofagy.

V mensim mnoZstvi se nachazi i u rostlin, ale nema asi takovy vyznam jako u zvifat.

2.1.2.Superoxidovy radikal

0O, je nejvice prostudovany volny radikal, ktery vznika pfijmutim jednoho elektronu:
O, + ¢ — Oy. Tyto radikily mohou vznikat pfi metabolické aktivité v¢etné elektron-
transportniho fetézce, nebo mohou byt indukovany vnéjsSimi vlivy — ozon, UV-B a1y zéfeni aj.
Vznika také ve fagocytujicich buiikach (neutrofily, monocyty, makrofagové, eosinofily) a
pomaha nicit viry a bakterie, nebo vznika pti chemickych havériich.

Superoxidovy radikal je jedinecny, protoze z ného mizou vznikat jiné volné radikaly,

vcetné hydroxylového radikdlu (Esterbauer et al. 1986, Pryor 1984), peroxid vodiku a



hydroperoxidovy radikal (HO;). V kyselém prostiedi O,  snadno ptechdzi na H0..
V neutralnim a vy$§im pH je dismutace O,  katalyzovana superoxiddismutasou (SOD,

Fridovicii 1975, Gregory et al. 1973).

2.1.3.Hydroxvlovy radikal

Hydroxylovy radikél je potencialné nejsiln€js$i oxidant vyskytujici se v biologickych
systémech. Snadno reaguje s riznymi molekulami. Tyto radikaly vznikaji rozkladem H,O,
Fentonovou reakci: Fe?' + H,0, —» Fe*" + OH + OH’, nebo vznikaji interakci superoxidu
s peroxidem vodiku Haber-Weissovou reakci (Haber and Weiss 1934):

O, + H,0, —» O, + ‘OH + OH". Hydroxylovy radikal vznika také pii reakci H,O, s ionty
prechodnych kovi: Cu™ + H,0, — Cu®™ +-OH + OH".

2.1.4.Peroxid vodiku

Je to velmi slaba kyselina obsahujici vazbu -0O-O-. V {istém stavu 1 ve vodném
roztoku je pomérné staly. Katalytickym ucinkem nékterych latek (platiny, stfibra, alk.
louht...) se jeho rozklad urychluje.

H,O, vznikd pfi oxidaci superoxidového radikdlu, reakce je katalyzovana
superoxiddismutasou: 2 O, + 2H" — H,0, + O,.

Peroxid vodiku neni pokladdn za volny radikal kysliku. Patfi ale mezi biologicky
vyznamné oxidanty. Reakci s pfechodnymi kovy vznika vysoce reaktivni hydroxylovy radikal
(Aruoma et al. 1991).

H,0, mé 1 pozitivni vliv, podili se na dlouhodobé fyziologické odpovédi rostlin, ktera
se nazyva systematicky ziskana rezistence (SAR, Chen et al. 1993). H,O, indukuje biosyntézu
kyseliny salicylové (Neueschwander et al. 1995), ktera je dilezitou molekulou pro SAR (Bi et
al. 1995).



2.2. Zdroje radikalu

Rostliny jsou vice vystaveny ptisobeni ptirodnich faktorti nez jiné organismy a jsou
tudiz 1 vice nachylné k oxidativnimu poskozeni (Elstner and Osswald 1994, Foyer et al.
1994a, Hippeli and Elstner 1996). Mezi faktory, které pfispivaji k oxidativnimu stresu
v rostlindch, patii fotosyntéza (Heber et al. 1996, Polle 1996), expozice bunék atmosférickym
kyslikem (Foyer 1997), slune¢ni zateni (hlavné¢ UV, Hideg and Vass 1996), zména teploty
(Hippeli and Elstner 1996, Wise 1995), patogeny (Edlich et al. 1989, Tiedemann 1997),
vzdusné polutanty (ozon, SO,), kovy aj.

Nejvétsi mnozstvi aktivnich forem kysliku se vytvari v chloroplastech, vznikaji i
v mitochondriich a v jinych membranovych systémech (plazmalema, tonoplast, peroxizomy,
glyoxyzomy). Ve vétSin¢ pripadi jako redukcéni cinidlo slouzi NAD(P)H ve spojeni
s ptislusnou NAD(P)H oxidasou.

2.2.1.Chloroplasty

Chloroplasty jsou metabolicky aktivni organely, v nichz probiha proces fotosyntesy.
Stejn¢ jako mitochondrie maji vnéj$i a vnitfni membranu. Prostor uzavieny vnitini
membranou, stroma, obsahuje mnoho rozpustnych enzymii. Vnitini membrana netvoii kristy,
ale stroma uzavird tfeti membranovy systém, tvofici navzdjem spojené sady diskovitych
vackl, zvanych thylakoidy, které¢ obsahuji fotosynteticky pigment chlorofyl. Chlorofylem
zachycenou svételnou energii pouzivaji thylakoidy k tvorbé ATP a to je vyuzivano pfi
biosyntetickych pochodech.

Osvétleny chloroplast vytvaii O,” a nasledné¢ H,O,. Je odhadovéno, Ze piiblizné 10-
20% elektrond, které projdou pres fotosystém I, redukuji O, na H,O,.

V chloroplastech se rychle méni O,” na H,O, plsobenim superoxiddismutasy (SOD,
Baum and Scandalios 1979, Hayakawa et al. 1984). Naptiklad, O,” mlze reagovat se dvéma
molekulami NAD(P)H za vzniku H,O, (Nadezhdin and Dunford 1979). Také elektrony piimo
z elektrontransportniho fetézce fotosystému mohou redukovat O, na H,O, (Allen 1975).

Chloroplasty eliminuji H,O, ptes askorbatglutathionovy cyklus (Halliwell 1987).
Vtomto cyklu askorbatperoxidasa redukuje H,O, na vodu a dehydroaskorbat.
Askorbatreduktasa vyuzivda GSH k redukci dehydroaskorbatu a k obnové askorbatu. GSH je

nasledné obnoven pulsobenim glutathionreduktasy, vyuzivajici redukovanych ekvivalentd



z NAD(P)H. Chloroplasty mohou mit nadmérnou kapacitu pro degradaci H,O, a mohou hrat
roli v obnové redukovaného H,O, v jinych subbunéénych kompartmentech.

Byly izolovany chloroplasty, které mohou rychle eliminovat H,O, z SmM roztoku
H,0, béhem nékolika minut (Asada and Nakano 1980).

2.2.2.Mitochondrie

Mitochondrie jsou mistem oxida¢niho metabolismu eukaryot. Maji dvé membrany:
hladkou vnéj§i membranu a vysoce zprohybanou vnitini membranu, jejiz invaginace se
jmenuji Kristy.

Mitochondrie obsahuji enzymy, tj. pyruvatdehydrogenasu, enzymy citratového cyklu,
enzymy katalyzujici oxidaci mastnych kyselin, enzymy a redoxni proteiny podilejici se na
transportu elektront a oxidacni fosforylaci. Tyto enzymy jsou vétSinou integrovany do vnitini
mitochondrialni membrany.

Zde je produkce H,O, spojena s respiraci. Mitochondrialni respirace zahrnuje Ctyfi po
sobé jdouci jednoelektronové redukce. Dochéazi tak k formaci casteéné redukovanych
intermediati jako je superoxid, peroxid vodiku a hydroxylové radikaly, které mohou byt
prooxidanty.

Redukce molekuly kysliku:

O, +te — Oy
0" + ¢ + 2H — H,0,
H,0, + ¢ + H — HO + H,0
HO + ¢ + H — H,0
Dojde-li krozpojeni dychaciho fetézce ucinkem nékterych xenobiotik, mohou tyto
redukované formy kysliku unikat do cytosolu a zvysit koncentraci ROS v buiice.

0O, je prekurzorem H,0O, v mitochondriich. Ubichinon a ubisemichinon redukuji O, na
0O,” (Cadenas and Boveris 1980). O,  nepronikd pfes membranu a hromadi se
v mitochondriich. Mitochondridlni specificky izoenzym SOD odbourava O, na H,O, a O,
(Fridovich 1975, Baum and Scandalios 1979).

V sav€ich syst¢tmech obnova H;0O, mlize byt Ccastecné metabolizovana
glutathionperoxidasou. Dikazem je to, Ze vyznamné ¢ast mitochondrialné obnoveného H,O,
difunduje mimo mitochondrie a je odbourdvan jinymi systémy (Oshino et al. 1975). Kromé

toho, mitochondrie obsahuji katalasy, které ptimo inaktivuji H,O, (Radi et al. 1994).
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2.2.3.Peroxysomy

Jsou to organely obklopené membranou, které obsahuji oxida¢ni enzymy. Nékterych
reakci peroxysomt se ucastni peroxid vodiku, reaktivni latka, kterd je vyuzivana pfi
enzymovych oxidacich jejich slouc¢enin nebo degradovana v reakci enzymem katalasou:

2H0, — O+ 2H,0
Ukolem peroxysomtl je chranit citlivé asti buiiky pred oxidaci peroxidem.
Nekteré rostliny obsahuji specializované typy peroxysomt, tzv. glyoxysomy (Beevers

1982).

2.2.4.Expozice ze vzduchu

Koncentrace kysliku v daném pletivu zavisi na difGizi, rozpustnosti a spotiebé.
V rostlinnych pletivech je neustdld obnova kysliku béhem fotosyntézy, kratka difuzni
vzdalenost vzdusného kysliku vzhledem ke struktute listu nebo pfitomnost priducht, to vSe

ptispiva k vyssi dostupnosti kysliku do vzduSnych ¢asti rostliny.

2.2.5.Sluneéni zareni

Kromé toho, ze zareni poskytuje energii pro fotosyntézu, miize také produkovat
molekuly, z nichz se tvofi radikaly. Naptiklad, UV zafeni mize vyvolat homolytické Stépeni
H,0,, pii némz vznikaji dva hydroxylové radikaly. (Hippeli and Elstner 1996). Pti absorpci
svétla flaviny a jinymi tetrapyroly muize byt obnoven fetézec radikdlové reakce a poSkozeni
pletiv v listech. U rostlin s niz$i hladinou katalasy vznikaji pii vysoké intenzité¢ svétla
nekrotickd poskozeni (Chamnongpol et al. 1996). Rostliny s redukovanou aktivitou katalasy
hromadi v sobé ROS, jako vysledek poklesu produkce H,O,. VétSina radikali je odstranéna
specifickymi enzymy, nekrotické poskozeni zavisi také na intenzit€ a délce trvani slune¢niho

zareni.

2.2.6.Vliv teploty

Delsi expozice rostlin nizkymi teplotami (4-7°C) zplsobuje poskozeni nazyvané
zmrznuti. Tento efekt nizkych teplot je nejvice pozorovatelny u rostlin tropického a

subtropického ptivodu. Zmrznuti je vysledkem fotooxidativniho poskozeni. Béhem zmrznuti

11



rostlin nartistd produkce aktivnich kyslikovych radikdli a méni se charakter membran.
Vysledkem poruchy pruznosti membrany vlivem teploty mize byt zména usporadani

membranovych proteint nebo pronikéani elektronti (Prasad 1996).

2.2.7.0xidativni stres — interakce patogenu

Pfi napadeni rostliny patogeny reaktivni formy kysliku poskozuji membrany a vznikaji
tkanové nekrosy (Doke 1996, Godiard et al. 1994). Patogenni bakterie nebo houby produkuji
zvlastni latky, napt. cercosporin (houba Cercospora), které neposkozuji hostitelskou rostlinu,
ale mohou byt jen fotoaktivovany. Slune¢ni zéatfeni vyvolava chemické reakce s kyslikem a
tvoii se singletni kyslik, ktery zplsobuje dalSi oxidativni poSkozeni membran. Produkce
aktivnich kyslikovych radikdli mize byt ¢astecné zplisobena abrannymi mechanismy proti
patogendm.

Toto bylo studovano na nékolika rostlinadch. Pokusy s ryzi ukazuji, ze buiiky napadené
tkané produkuji superoxid (Doke et al. 1996), také buniky Arabidopsis produkuji superoxid za
pritomnosti bakterialniho proteinu harpinu (Desikan et al. 1996), v suspenzi ze s6jovych bobi

muzeme méefit mnozstvi H,O, (Legendre et al. 1993).
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3.FYZIOLOGICKY VYZNAM ROS

Protistresova uloha aktivnich forem kysliku dosud neni uspokojivé prozkoumana ve
vSech souvislostech. Peroxid vodiku a jiné ROS mohou slouzit jako antibiotika, zvIasté pii
napadeni rostliny patogeny (Tab.2, Apostol et al. 1989). Aktualni toxicita téchto radikala

zavisi na koncentraci pfitomnych ROS a na citlivosti patogenii vic¢i témto koncentracim.

Oxidative crosslinking
of cell wall proteins

Direct pathogen Host cell
killing \ / death
H,0,
Salicyl acid l Down-regulation of host
defense-related genes
Activation of host
defense-related genes
PR-1

gene activation

Obr.1. A central role for hydrogen peroxide in defense responses of plants to pathogen
infection. The responses show have been demonstrated in different plant species and may not
all occur within a given species.

Peroxid vodiku je zapojen i do dalSich obrannych reakci rostliny pii napadeni
patogeny. Stimuluje otevieni vapnikovych kanalti a vtok Ca®" ma dalekosahlé aktivaéni
nasledky. V soucinnosti s kyselinou salicylovou(ta je schopna inaktivovat katalasu a tim
docasn¢ udrzet zvySenou koncentraci H,O, v bunce) indukuje tvorbu nékterych stresovych
proteinti. Funkce H,O, jako pfenaseCe signdlu pro expresi nékterych genl je vyznamnd i u
zivocichil a bakterii. Regulacni pasobeni H,O, mize byt i nepfimé, a sice ovlivnénim poméru
mezi redukovanou (GSH) a oxidovanou formou glutathionu (GSSG). GSH vzhledem ke
svému mnozstvi vyrazn¢ ovlivituje redoxni poméry v buiice a jeho plisobeni na aktivitu
enzymu je dobie znamo.

Regulovana tvorba aktivnich forem kysliku miize mit ovSem 1 pfimy antimikrobialni
ucinek a mlze také vyznamné ptispivat ke zpevnéni bunécné stény a tim i k vétsi odolnosti
vici riznym stresovym faktorim. H,O; je jednak nezbytnym c¢inidlem pii tvorbé ligninu
z fenylpropanoidnich alkoholli, jednak se podili na vzniku pevnych vazeb mezi proteiny

v bunécné stén¢ a na zvyseni jejich nerozpustnosti.
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4.0CHRANA PROTI RADIKALUM

Oxidativni stres vede ke tvorbé kyslikovych radikala. Zvysujici se koncentrace téchto
ROS vede k oxidativnimu poskozeni rostlin. Pokud intenzita plisobeni stresoru nepiekroci
letalni Uroven, dochazi k mobilizaci ochrannych mechanismi, které sméfuji ke zvySeni
odolnosti rostliny vic¢i pisobicim faktortm. Tyto ochranné systémy jsou sloZeny
z hydrofilnich a lipofilnich metaboliti s antioxidativnimi vlastnostmi (askorbat, glutathion, o.-
tokoferol, karotenoidy), zenzymi, které se setkdvaji piimo s toxickymi oxidanty
(superoxiddismutasa, katalasy, peroxidasy) a z enzymt, které¢ udrzuji zasobu antioxidantt
v redukovaném stavu (dehydroaskorbatreduktasa, glutathionreduktasa). K nejdilezitéjSim
enzymUim ochranného systému patii suporoxiddismutasa (SOD).

SOD katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku, katalasy a glutathion (GSH).
Ten je dale rozkladan bud’ katalasou (pfedevsim v peroxisomech a glyoxisomech), nebo
askorbat peroxidasou (zejména v chloroplastech, kde chybi katalasa, nékdy i1 v cytosolu
jinymi typy peroxidas). K reakeci katalyzované askorbétperoxidasou je nutny askorbat a
k regeneraci vznikajiciho dehydroaskorbatu také redukovana forma GSH, spole¢né s enzymy
dehydroaskorbatreduktasou a glutathionreduktasou. Klicovou tlohu v antioxida¢ni ochrané

hraji askorbat a glutathion. Obou sloucenin byva zejména v chloroplastech velké mnozstvi.

20_2 -+ 2H+
A/l “““““ Smm- TTTTTTTT oo SOD
02 H202 HZO
\_/ B A
/\——k— ————————— askorbatperoxidasa
askorbat monodehydroaskorbat

dehydroaskorbat

"""""" dehydroaskorbatreduktasa

ghatathion (ox.) glutathion (red.)

glutathionreduktasa

2NADPH 2NADP™

Obr.2. Schéma inaktivace superoxidu a peroxidu vodiku s navazujicimi regenera¢nimi
cykly askorbatu a glutathionu s findlni redukci pomoci NADPH. Tento komplex
redoxnich reakci se oznacuje jako Halliwell-Ashadova cesta.
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4.1. KATALASY

Jsou to dulezité enzymy antioxidativni ochrany proti radikalaim. Rozkladaji H,O, na
vodu a kyslik (Cheng et al. 1981) spolecné s glutathionperoxidasou (Gpx). Tento rozklad je
pfimo uUmérny koncentraci enzymu a koncentraci substratu. Je to dualezité, pokud
porovnavame riizné systémy.

Oba enzymy maji riznou substratovou afinitu. Katalasy maji velmi vysoké maximum
katalytického poméru, ale maji nizkou substratovou afinitu. Pokud je v bunice nizka hladina

H,0,, organické peroxidy jsou katalyzované peroxidasami.

4.2.SUPEROXIDDISMUTASA

Je to enzym, ktery katalyzuje dismutaci superoxidovych radikal na peroxid vodiku a
kyslik: 20, + 2H" — H,0, + O, (Fridovich 1985). U vysSich rostlin se podili na odstranéni
toxikace zptisobené kyslikovymi radikaly.

SOD muzeme rozdélit do tfi tfid podle toho, ktery kov obsahuje — Cu/Zn SOD,
MnSOD a FeSOD. MnSOD se nachédzi v mitochondriich, peroxisomech a glyoxisomech
(delRio and Donaldson 1995), FeSOD v plastidech, peroxisomech a mitochondriich (Salin
1988) a Cu/ZnSOD je pritomnd v chloroplastech a cytosolu (Jackson et al. 1978, Asada
1992).

4.3.GLUTATHION

GSH je tripeptid (y-glu-cys-gly) obsahujici neobvyklou y-amidovou vazbu. Nékteré
rostliny obsahuji tripeptidové homology GSH, kde je koncovy gly nahrazen jinou
aminokyselinou. Jsou to y-glu-cys-B-ala (homoglutathion, Klapheck 1988), y-glu-cys-ser
(hydroxymethylglutathion, Klapheck et al. 1992) a y-glu-cys-glu (Meuwly et al. 1993).

Fyziologicky vyznam GSH v rostlinach lze rozdé€lit na dvé skupiny: 1)metabolismus
siry. Glutathion je pfevladajici neenzymaticky thiol, ktery reguluje absorpci siry kotfeny
(Herschbach and Rennenberg 1994, Lappartient and Touraine 1996), 2)vyuziti GSH-S-
transferasy pro detoxikaci xenobiotik (cizorodé latky), 3) je prekurzorem pro fytochelatiny,
které jsou dileZité pro kontrolu koncentrace tézkych kovli v buitkdch. GSH slouZi tedy jako

dilezity antioxidant a redoxni pufr (Foyer and Halliwell 1977, Law et al. 1983). Podili se také
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na biosyntéze leukotrienit a rovnovaha mezi jeho redukovanou (GSH) a oxidovanou (GSSH)
formou napomahé udrzovat spravny oxidacni stav sulthydrylovych skupin protein uvniti

bunék. Glutathion se podili na tvorb¢ a odstrafiovani nékterych volnych radikali (viz obr.3).

Dissociation (Rate limiting)
GSH < GS +H'
GS +'OH +H' = H,0 + GS'
GS + GS" = GSSG~
GSSG™+ O, = GSSG + Oy
The following may also accur:
GS + 0, = GSOO

or
GS +RH = GSH + R

Obr.3. Reactions of reduced glutathione (GSH).

Glutathion také ptsobi také jako koenzym v n€kolika enzymovych redukcich a hraje
dilezitou tlohu v pfenosu aminokyselin do urcitych bun¢k. GSH je nejprve pienesen na
vnéj$i stranu membrany, kde se jeho vy-glutamylova skupina pfenese na né&jakou
aminokyselinu. y-glutamylaminokyselina je transportovana zpét do bunky, kde se ve dvou
krocich uvolni transportovana aminokyselina a pfes 5-oxoprolin se opét vytvoii glutamat.
Poslednim krokem cyklu je hydrolyza oxoprolinu za spotieby ATP. Tento rys reakce je dan

neobvyklou stabilitou vnitini amidové vazby 5-oxoprolinu (obr.4).
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Obr.4. Syntéza GSH je soucasti y-glutamylového cyklu, jehoz jednotlivé reakce jsou
katalyzovany: 1.y-glutamylcysteinsynthetasou, 2.glutathionsynthetasou, 3.y-
glutamyltranspeptidasou, 4.y-glutamylcyklotransferasou, 5.5-oxoprolinasou,

6.vnitrobunéénou proteinasou.

GSH je syntetizovan v cytosolu a chloroplastech z glutamatu, cysteinu a glycinu za
postupné katalyzy y-glutamylcysteinsynthetasou a GSH-synthetasou. Volnou energii pro
kazdou z reakci poskytuje hydrolyza ATP. Rozklad je katalyzovan y-glutamyltranspeptidasou,

y-glutamylcyklotransferasou 5-oxoprolinasou a proteinasou.

4.4.GLUTATHIONPEROXIDASA

Patti k dilezitym enzymtm antioxidativni ochrany proti kyslikové toxikaci v organismu
(Kappus and Sies 1981, Cohen and Doherty 1987). Nachazi se v cytosolu a v mitochondrialni

matrix.
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Glutathionperoxidédza katalyzuje redukci H,O; a organickych hydroperoxidi:
2GSH + H,0; — GSSG + 2H,0
2GSH + ROOH — GSSG + H,O + ROH.
RozliSujeme dva typy glutathionperoxidasy (Gpx), Se-zavislé a Se-nezavislé. Oba enzymy se
podileji na ochrané proti radikdlovému posSkozeni béhem redoxni peroxidace. Se-zavislé

peroxidasy se nachéazeji v cytosolu a vykazuji nizkou kapacitu pro redukci HO,.

4.5.GLUTATHIONREDUKTASA

Tento enzym katalyzuje oxida¢né-redukéni reakci. Tyto reakce jsou dilezité pro
metabolické procesy. GR postupné katalyzuje n¢kolik procesii zahrnujici prenos elektrond.
GR je enzym patfici do skupiny disulfidové oxidoreduktasy. VSechny jsou pfinejmensim
dimérni, na NAD(P)H zavislé a FAD (flavinadenindinukleotid) obsahujici enzymy, které ve
vétSing piipadl obsahuji disulfidovou skupinu s redoxni aktivitou.

GR je téméf vSudypiitomny enzym, ktery katalyzuje na NADPH zavislou redukci
glutathiondisulfidu na glutathion.

o o
HyN" CH CH, CHy C NH CH C NH CHp COO™

oO—

Coo”~ H

2

n n

- CH
00 2
O | o)
H_N*

H CH, CHy C NH CH C NH CH,COO~

(GSSG)

NADPH+H *+
+ glutathionreduktasa
NADP :

o (e}

H,N" CH CH, CH, C NH CH C NH CH,COO"

3
(velely CH,
SH

(GSH)

Obr.5. Reakce glutathionreduktasy: redukce GSSG na GSH.
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Tabulka 2 prehledné shrnuje dostupné informace o hlavnich typech ROS, jejich zdrojich v
rostlinych bunikdch a biochemickych mechanismech, které se podileji na detoxikaci a

odstranovani reaktivnich radikalu.

Tabulka 2.

Hlavni typy radikald, jejich zdroje v rostlinném organismu a mechnanismy jejich

odstranovani
ORGANELA RADIKALY OCHRANA REAKCE
02 +e > Oz'-
- - +
mitochondrie H,0, GPx 0, +_e + 2+H — H0,
i H,O, +¢ +H — OH + H,O
0", OH SOD ‘OH+e¢ +H — H,0
chloroplasty 0,” SOD 20,"+2H — H,0, + O,
H,0, katalasa
GSH
askorbat
peroxysomy H,0, katalasa 2 H,0, - 0, +2 H,0
GPx
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5.EKOTOXIKOLOGICKE STUDIE

Ekotoxikologické studie, ve kterych se studovaly mechanismy pulsobeni reaktivnich
radikalti na zivé organismy zahrnuji jak in vitro tak i in vivo testy. Existuji studie jak s

zivoc¢iSnymi tak rostlingymi druhy.

Nejvice informaci o mechanismech oxidativniho stresu bylo ziskano z zivoc¢iSnych
modeli. Jako testovaci organismy se pouzivaji z bezobratlych a obratlovci Daphnie, Pstruh
duhovy, Drosophila, Sumecek skvrnity (Ictalurus punctatus), Okounek pstruhovy
(Micropterus salmoides), Kapr obecny (Cyprinus carpio), Treska obecna (Gadus morhua),
Mecoun obecny (Xiphias gladius), krysy.

Jako pfiklad studie oxidativniho stresu u pfirodnich organismi, lze zminit praci s
Daphnia magna (Borgeraas 2000) nebo Daphnia longispina (Vega 2000). Organismus byl
vystaven pisobeni UV-A a UV-B zéfeni. Byla zkouména aktivita antioxida¢nich enzymi a
lipidni peroxidace. Vysledkem byly rozdily v letalité, zplisobené UV-A a UV-B zafenim. Po
2h expozice UV-B zafenim bylo mrtvych 80% jedinct, zatimco po expozici UV-A zafenim
zemielo asi jen 20% jedinct. Obé zatfeni zpisobuji nartist koncentrace malonaldehydu (MDA)
a aktivita katalasy. Nartist antioxida¢nich enzyml muze byt dan reakénimi mechanismy na
oxidativni stres. Vysledky ukazuji, Ze také planktonni organismy jako je Daphnia, maji

mechanismy proti fotooxidativnimu stresu.

Pti reSersi literarnich podkladi v internetovych databéazich a dalSich zdroja 1ze najit i
fadu praci studujicimi parametry oxidativniho stresu (nebo detoxikace souvisejici s
oxidativnim stresem) v rostlinych organismech.

Existuji prace vyuzivajici Okiehek mensi (Lemna minor), Jilek vytrvaly (Lolium
perenne), Jecmen (Hordeum), Tabdk (Nicotiana tabacum), Huseni¢ek rolni (Arabidopsis
thaliana), Jitrocel (Plantago ovata), Hrach sety (Pisum sativum), Zito (Secale cereale),
Kukufice (Zea mays), obiloviny. Rada praci byla zaméfena na oxidativni stres u fas nebo
sinic. Dalé se jako testovaci organismy uzivaji bakterie Escherichia coli, Neurospora crassa

(houba) aj.
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K casto testovanym latkam patii herbicidy. Mnoho herbicidl ptsobi v rostlinach ptes
tvorbu aktivnich kyslikovych radikald, bézné se pouzivaji jako modelové systémy pro
studium zplisobu Ccinnosti fotooxidativniho stresu a zvlast¢ antioxidacnich sloucenin,
podilejicich se na toleranci rostlin.

Napt. herbicid paraquat, znamy také jako methylviologen, zplsobuje narust
koncentrace O,”. Zito (Secale cereale) byla exponovéana nariistajici koncentraci paraquatu.
Doslo ke ztrat€ aktivity katalasy, jenZ byla degradovdna na O,” (Kono and Fridovich 1982).
Pti nedostate¢né rovnovahy oxidativniho stresu se paraquat uklada a vysledkem jsou ptiznaky
poskozeni rostlin jako pokles chlorofylu, narast lipidni peroxidace a vét§i propustnost
membran.

Na rostlinach se také testovalo pisobeni teploty na produkci oxidativnich radikalf. U
jeCmene, ktery byl vystaven pulsobeni vysokych teplot a zafeni, doSlo kredukci ve
fotosystému II a k lipidni peroxidaci. Katalasa je velmi citliva k fotodegradaci a ke zvySené
teploté (Mattersand Scandalios 1986b, Volk and Feierabend 1989, Streb et al. 1993). Po
ozafeni jak vysokymi tak i nizkymi teplotami doslo k Gplnému vycerpani katalasy. Tyto
poklesy v substratové specifité a aktivit¢ dilezitych antioxidacnich enzymt ukazuji, ze
vysoké teploty zptsobuji fotooxidativni stres u rostlin, rizny stupent poskozeni a ztratu

schopnosti detoxikace aktivnich forem kysliku.
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B)PRAKTICKA CAST
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1. METODIKA STANOVENI GSH

GSH je tripeptid (y-glu-cys-gly) obsahujici neobvyklou y-amidovou vazbu. Nachazi se
jak v rostlinnych tak i v Zivo¢isSnych bunikach, kde ma nezastupitelnou ulohu (viz. teoreticka
cast, kap. 4.3.).

Glutathion mizeme stanovit pomoci n¢kolika metod, napt. metoda Glyoxalasa I, o-

ftaldialdehydova metoda, stanoveni GSH pomoci DTNB aj. metody.

1.1. Metoda Glyoxalasa 1

Princip: Redukovany GSH se specificky méni Glyoxalasou I podle reakce:

glyoxalasa I
GSH + methylglyoxal —— S-laktoyl-GSH

Formovani reak¢nich produktl miZzeme pozorovat pti 240nm (Akerboom and Sies
1981).

Cinidla - pufr: 0,05M draselnofosfatovy, pH = 7, pfipravuje se ze zasobniho roztoku
KH,PO4 (0,05M) a K;HPO4 (0,05M)
- methylglyoxal, 110mM: fedit 20ul methylglyoxalu v 1ml pufru
- Glyoxalasa I
Postup: Do kyvety se pipetuje: 1ml pufru, vzorek obsahuje 2-100mM GSH, a 2ul glyoxalasyI.
Vse se smicha a sledujeme absorbanci pii 240nm, reakce je zahdjena ptidanim 20ul

methylglyoxalu. Vzorky obsahuji nizkou koncentraci GSH.
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1.2. o-ftaldialdehydova metoda

Princip: GSH vytvaii fluorescentni komplex s o-ftaldialdehydem (OPT), ktery prokazuje
excitani max. pfi 350nm a emisni max. pii 420nm. Fluorescence je umérna

mnozstvi GSH (Akerboom and Sies 1981).

Cinidla - puftr: 0,1M draselnofosfatovy a 0,005M EDTA, pH =8
- o-ftaldialdehyd, Img/ml: rozpustit v methanolu a uchovavat ve tmé
- GSH, 0,ImM

Postup: Do kyvety pipetujeme: 1ml pufru a vzorek obsahujici 0,2-20nmol GSH. Zapiseme
zékladni ¢aru fluorescence. Teplotu vykalibrujeme na 25°C a ptidame 50ul OPT.
Nartst intenzity fluorescence miizeme ukoncit po 15min. Test se kalibruje pfidanim

ptiblizn¢ stejného mnozstvi GSH standardizovaného podle metody glyoxalasa I.

1.3. Stanoveni pomoci DTNB

Princip: Pocet redukovanych a oxidovanych forem GSH miZeme urcit pouZzitim kinetického
testu, ve kterém mnozstvi GSH nebo GSSG a glutathionreduktasy vyvola kontinualni
redukci 5,5~ dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB) ptes NADPH béhem
nasledujicich reakci:

2GSH+DTNB ____ 3 GSSG+2TNB

+
+t — +
GSSG + NADPH+H G3SGro duktasazGSH NADP

GSH/—GSSE 2TNB + NADP ™"
GSSGreduktasa

NADPH+H + DTNB

Pomér reakce je pfimoumérny koncentraci GSH pii hodnoté 2uM. Tvorba TNB je
sledovéna spektrofotometicky pii 412nm. CitlivEjsi test muZeme provést meérenim

NADPH fluorometricky (Akerboom and Sies 1981).

Cinidla - pufr: 0,1M draselnofosfatovy a 0,001M EDTA, pH = 7, pfipravuje se ze zdsobniho

roztoku KI‘I2PO4 (O,IM) a KzHPO4 (O,lM)
- 5,57~ dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB), 1,5mg/ml: DTNB rozpustit v

0,5% NaHCO; a uchovavat ve tmé
- NADPH, 4mg/ml: NADPH rozpustit v 0,5% NaHCOs a uchovavat pii 4°C

- glutathionreduktasa, 6units/ml

24



- glutathiondisulfid (GSSG)

Postup: Do kyvety pipetujeme: 1ml pufru a 100ul vzorku, jenZ obsahuje: 0,5-2nmol GSH,

50ul NADPH, 20ul DTNB a 20ul glutathionreduktasy. VSe smichame a zapisujeme

linedrni narlst absorbance pii 412nm. Pfipravime si blank (bez GSH) a soucasné

méfime 1 jeho absorbanci pfi 412nm. Na kalibraci se pouZije 100pul GSSG misto

vzorku.

Protoze test je kalibrovan se standardem, mnozstvi ve vzorku musi byt v rozmezi, ve

kterém je reakéni pomér linearné souvisly se standardni koncentraci GSSG. Reakéni

pomér neni zavisly pouze na koncentraci GSSG, ale také na aktivité¢ glutathionreduk-

tasy.

2.KALIBRACE GSH

CHEMIKALIE

m(GSH) = 0,7mg
m(DTNB) = 8.8mg

pfipravit zasobni roztok 1mM (3,07mg/10ml)
piipravit zasobni roztok 39,6mg/10ml

rozpustit v 2,3ml PBs
rozpustit v 2.2ml CH;0OH

Redéni1:9
a) 10ul GSH
90ul PBs

Redéni 1 : 4
a) 10ul GSH
40ul PBs

Redéni1:1
a) 30ul GSH
30ul PBs

Blank:
180ul PBs
20ul DTNB

b) 160ul PBs
20ul GSH
20ul DTNB

b) 160p1 PBs
20ul GSH
20ul DTNB

b) 160ul PBs
20ul GSH
20ul DTNB
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Vvsledky méreni:

Date: 7.10.02
Time: 12:20
Measurement mode: Absorbance
Measurement wavelength: 412 nm
Read mode: Accuracy
Shake duration (Outside Normal): 10s
Rawdata

2 S 4 5 6 7 8 9 10 11
0,3160 0,3090 0,3150 0,2620 0,2950 0,3080 0,3010 0,2680 0,2690 0,2850
0,2710 0,2750 0,2600 0,2750 0,3070 0,2850 0,3040 0,2530 0,2760 0,2820
0,2830 0,2560 0,2940 0,2870 0,2870 0,2970 0,2380 0,2660 0,2940 0,2750

0,2790 0,2850 0,2960 0,3020 0,2870 0,2710 0,3050 0,2790 0,2870 0,2760
0,2870 0,2530 0,2720 0,2660 0,2330 0,2740 0,2820 0,2750 0,2790 0,2280
0,2960 0,2660 0,2810 0,2740 0,3120 0,3090 0,2850 0,2800 0,2730 0,2670

0,3870 0,3170 0,3100 0,2900 0,2860 0,2670 0,2750 0,2590 0,2800 0,2560
g 0,4840 0,3760 0,2960 0,3080 0,2690 0,2740 0,2590 0,2660 0,2900 0,2900 0,2710
g | 0,4970 0,3550 0,3230 0,3550 0,2980 0,2890 0,2700 0,2950 0,2920 0,2700 0,2680

Fedéni 1:9 Fedéni 1:4

cuM) | A A A cuM) | A A A

1,E+01] 0,3320 | 0,3230 | 0,2990 20 0,3970 | 0,3460 | 0,3820
1,E+00 | 0,3160 | 0,2710 | 0,2830 4 0,2790 | 0,2870 | 0,2960
1,E-01 | 0,3090 | 0,2750 | 0,2560 0,8 0,2850 | 0,2530 | 0,2660
1,E-02 | 0,3150 | 0,2600 | 0,2940 0,16 0,2960 | 0,2720 | 0,2810
1,E-03 | 0,2620 | 0,2750 | 0,2870 0,032 | 0,3020 | 0,2660 | 0,2740
1,E-04 | 0,2950 | 0,3070 | 0,2870 0,0064 | 0,2870 | 0,2330 | 0,3120
1,E-05 | 0,3080 | 0,2850 | 0,2970 0,0013 | 0,2710 | 0,2740 | 0,3090
1,E-06 | 0,3010 | 0,3040 | 0,2380 0,0003 | 0,3050 | 0,2820 | 0,2850
1,E-07 | 0,2680 | 0,2530 | 0,2660 0,0001 | 0,2790 | 0,2750 | 0,2800
1,E-08 | 0,2690 | 0,2760 | 0,2940 0,00001]| 0,2870 | 0,2790 | 0,2730
blank | 0,2850 | 0,2820 | 0,2750 blank | 0,2760 | 0,2280 | 0,2670

Fedéni 1:1

c(uM) | A A A
50 | 0,5380 | 0,4840 | 0,4970
25 | 0,3870 | 0,3760 | 0,3550

12,5 | 03170 | 0,2960 | 0,3230
6,25 | 03100 | 0,3080 | 0,3550
3,125 | 0,2900 | 0,2690 | 0,2980

1,5625 | 0,2860 | 0,2740 | 0,2890

0,7813 | 0,2670 | 0,2590 | 0,2700

0,3906 | 0,2750 | 0,2660 | 0,2950

0,1953 | 0,2590 | 0,2900 | 0,2920

0,0977 | 0,2800 | 0,2900 | 0,2700

blank | 0,2560 | 0,2710 | 0,2680

Pram-blank 0,2676
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Vyvsledky po odecéteni blanku

c(uM)

A A A

1,E+01
1,E+00
1,LE-01
1,E-02
1,E-03
1,E-04
1,E-05
1,E-06
1,E-07
1,E-08

0,0644 | 0,0554 | 0,0314
0,0484 | 0,0034 | 0,0154
0,0414 | 0,0074 |-0,0116
0,0474 |-0,0076 | 0,0264
-0,0056 | 0,0074 | 0,0194
0,0274 | 0,0394 | 0,0194
0,0404 | 0,0174 | 0,0294
0,0334 | 0,0364 |-0,0296
0,0004 |-0,0146|-0,0016
0,0014 | 0,0084 | 0,0264

Rada 1:9

A A
O 0 g

r 0.08
r 0.06
r 0.04
r0.02 A
0.00

T o T
1E06 1.E-04 1.EO2A1.E+00 1E

A

koncentrace

t+02
+-0.02

- -0.04
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c(uM)

A A

20
4
0,8
0,16
0,032
0,0064
0,0013
0,0003
0,0001
0,00001

0,1294
0,0114
0,0174
0,0284
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Fedéni 1:1

c(uM) A A A |A(pram)
50 0,2704 |1 0,2164 | 0,2294 | 0,2388
25 0,1194 | 0,1084 | 0,0874 ] 0,1051
12,5 10,0494 | 0,0284 | 0,0554 | 0,0444
6,25 10,0424 | 0,0404 0,0414
3,125 10,0224 | 0,0014 | 0,0304 | 0,0181
1,5625 10,0184 | 0,0064 | 0,0214 ] 0,0154
0,7813 [-0,0006 |-0,0086 | 0,0024 | -0,0022
0,3906 | 0,0074 [-0,0016( 0,0274
0,1953 1-0,0086 | 0,0224 | 0,0244
0,0977 10,0124 | 0,0224 | 0,0024
0.30 - Rada 1:1 Kalibrace - fada 1:1 - pramér
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A 0.25 y = 0.0046x
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A0.15 0.15 4
0.10 - % AO.10 q
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Vypocet limitu detekce a kvantifikace:

1) Vypocet na zaklad¢ odchylek blankt
Smérodatna odchylka blankt (Sum): s=0,016
Limit detekce: LOD = 3*s

LOD = 10,7uM roztok v jamce
LOD = 0,66ng GSH

Limit kvantifikace: LOQ = 5*s
LOQ = 17,8uM roztok v jamce
LOQ =1.1ng GSH

2) Vypocet na zaklad¢ statistického srovnani variant v experimentu

Detekéni limit byl vyhodnocen na zéklad¢ statistického srovnani absorbanci u métenych
vzorkll s absorbancemi blankd. Byla vyuzita metoda ANOVA s naslednymi kontrasty proti
negativni kontrole Dunnetovym testem (= blank).

Ukéazalo se, Ze koncentrace 4 (6,25uM, tj. 0.38 pg GSH / jamku) se statisticky vyznamné
odliSuje od blankt. Tato hodnota je tedy experimentalné ur€enym detekénim limitem.

Experimentalni limit detekce
LOD = 6,25uM roztok v jamce
LOD =0.38 ng GSH

3. Zavér:

Byla zavedena metoda stanoveni glutathionu pomoci DTNB. Pii pokusech s fedicimi fadami
1:9 a 1:4 bylo dosazeno limitu detekce pfili§ brzy na stanoveni kalibra¢ni zavislosti.

Ta byla stanovena z pokusu s fedici fadou 1:1, rovnice kalibrace byla (po odecteni blanku): A
=0,0046*c
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ATP
FAD
NADPH
DTNB
OPT
GSH
GSSG
GPx
GR
SOD
ROS

SEZNAM ZKRATEK

adenosintrifosfat
flavinadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
5,5’- dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)
o-ftaldialdehyd

glutathion

oxidovana forma glutathionu
glutathionperoxidasa
glutathionreduktasa
superoxiddismutasa

reaktivni kyslikové radikaly

30



LITERATURA

Akerboom T.P.M. and Sies H., 1981 Assay of glutathion, glutathione disulfide, and glutathione mixed disulfides
In biological samples — Methods in enzymology, vol.77 (Academic Press)

Allen J.F., 1975, A two step mechanison for the photosynthetic reduction of oxygen by ferredoxin, Biochem. Boiphys.
Res. Commun. 66:36 - 43

Apostol I, Heinstein PF and Low PS, 1989, Rapid stimulation of an oxidative burst during elicitation of cultured plant cells.
Role in defense and signal transduction, Plant physiol, 90:109 —116

Asada K, 1992, Ascorbate peroxidase — A hydrogen peroxide scavenging enzyme in plants, Physiol. Plant. 85:235 — 241

Asada K. And Nakano Y., 1980, Spinach chloroplast scavenge H,O, on illumination, Plant cell physiol 21:1295 - 1307

Auroma OI, Halliwell B, Gajewski E and Dizdaroglu M, 1991, Copper-iron dependent damage to the bases in DNA in the
presence of hydrogen peroxide, Biochem J 273:2601 — 2604

Baum and Scandalios, 1979,Developmental expression and intracellular localozation of superoxide dismutase in maize,
Differentation 13:133 - 140

Bi YM, Felton GW, 1995, Foliar oxidative stress and insect herbivory: primary compounds, secondary metabolites, and
reactive oxygen species as componens of induced resistance, J Chem Ecol 21:1511 - 1530

Bi YM, Kenton P, Mur L, Darby R, Draper J, 1995, Hydrogen peroxide does not function downstream of salicylic acid in the
induction of PR protein expression, Plant J, 8:235-245

Borgeraas J, Hessen DO, 2000, UV-B induced mortality and antioxidant enzyme activities in Daphnia magna at different
oxygen concentrations and temperatures. J. Plankton Res. 22: (6) 1167-1183.

Brisson LF, Tenhaken R, Lamb C, 1994, Function of oxidative cross-linking of cell wall structural proteins in plant disease
resistance, Plant Cell 6:1703 — 1712

Cadens E. and Boveris A., 1980, Enhancement of hydrogen peroxide formation by protonhores and ionophores in antimycin
supplemented mitochondria, Biochem. J. 188:31 - 37

Chen Z, Silva H, Klessig DF, 1993, Active oxygen species in the induction of plant systemic acquired resistance by salicylic
acid, Science 262:1883 —1886

Chen Z, Chao G, Singh KB, 1996, The promoter of a H,O,-inducible. Arabidopsis glutathion-S-transferasagene contains
closely linked OBF- and OBPI-binding sites, Plant J10:955 — 966

Cheng L, Kellogg EW and Packer L, 1981, Photoinactivation of catalase, Photochem. Photobiol. 34:125 - 129

Chamnongpol S, Willekens H, Langebartels C, Van Montagu M, Inze D, Van Camp W, 1996, Transgenic tobacco with a
reduced catalase activity develops necrotic lesions and induces pathogenesis-related expression under high light,
Plant J 10:491 — 503

Cohen GM and d’Arey Doherty M, 1987, Free radical cell toxicity by redox cycling chemicals, Br. J. Cancer 55 (suppl.
VIII): 46 — 52

Del Rio LA and Donaldson RP, 1995, Production of superoxide radicals and superoxide dismutase activity in glyoxysomal
membranes from castor bean endosper, J. Plant. Physiol. 146:283 - 287

Desikan R, Hancock JT, Coffey MJ, Neill SJ, 1996, Generation of octive oxygen in elicited cells of Arabidopsis thaliana is
mediated by a NADPH oxydase-like enzyme. FEBS Lett 382:213 - 217

Doke N, Miura Y, Sanchez LM, Park HJ, Noritake T, Yoshioka H, Kawakita K, 1996, The oxidative burst protects plants
against pathogen attack? Mechanism and role as an emergency signal for plant bio-defense, Gene 179:45 - 51

Edlich W, Lorenz G, Lyr H, Nega E, Pommer EH, 1989, New aspects on the infection mechanism of Botrytis cinerea Pers,
Neth J Plant Pathol 95:53-62

Elstner EF, Osswald W, 1994, Mechanisms of oxygen activation during plant stress, Proc R Soc Edinb B:131 - 154

Eshdat Y, Holland D, Faltin Z, Ben-Hayyim G, 1997, Plant glutathione peroxidases, Physiol Plant, 100:234 —
240

Esterbauer H, Koller E, Slee RG, Koster JF, 1986, Possible involvement of the lipid-peroxidation product 4-hydroxynonenal
in the formation of fluorescent chromolipids, Biochem J 239:405 — 409

Foyer Ch, Halliwell B, 1976, The presence of glutathione and glutathione reductase in chloroplasts: a proposed role in
ascorbic acid metabolism, Planta 133:21 - 25

Foyer Ch, Descourvieres P, Kunert KJ, 1994a, Protection against oxygen radicals: an important defense mechanism studied
in transgenic plants, Plant Cell Environ 17:507- 523

Foyer Ch, 1997, Oxygen metabolism and electron transport in photosynthesis, In: JG Scandalios, ed., Oxydative Stress and
the Molecular Biology of Antioxidant Defenses, Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
pp 587 — 621

Fridovicii I, 1975, Superoxide dismutases, Annu. Rev. Biochem 44:147 - 159

Gloser Jan, Fyziologie rostlin, Masarykova univerzita, Brno 1998

Godiard L, Grant MR, Dietrich RA, Kiedrowski S, Dangl JL, 1994, Perception and response in plant disease resistance, Curr
Opin Genet Dev 4:662 — 671

Gregory EM, Yost FJ, Fridovich I, 1973, Superoxide dismutases of Escherichia coli: intracellular localization and functions,
J Bacteriol 115:987 — 991

Guilio R.T.D., Washburn P.C., Wenning R.J., Winston G.W. and Jeweli C.S., 1988, Biochemical responses in aquatic
animals: A review of determinants of oxidative stress, Enviromental toxicology and chemistry, vol.8, pp. 1103 —
1123, 1989

Haber F and Weiss JJ, 1934, The catalytic decomposition of hydrogen peroxide by iron salts, Proc. R. Soc. Lond. Ser. A
147:332 — 351

31



Halliwell B., 1987, Oxidative damage, lipid peroxidation and antioxidant protection in chloroplast, Chem. Phy. Lipids
44:327 - 340

Halliwell B, Gutteridge IMC, 1989, Free Radicals in Biology and Medicine, Oxford: Clarendon Press

Hayakawa T., Kanematsuand S., Asada K., 1984, Occurrence of Cu/Zn superoxide dismutase in the intrathylakoid space of
spinach chloroplast, Plant cell physiol. 25:883 - 884

Heber U, Miyake C, ManoJ, Ohno C, Asada K, 1996, Monodehydroascorbate radical detected by electron paramagnetic
resonance spectrometry is a sensitive prober of oxidative stress in intact leaves, Plant Cell Physiol 37:1066 - 1072

Herouat D, Van Montagu M, Inze D, 1993, Redox-activated expression of the cytosolic copper/zinc superoxide dismutase
gene in Nicotiana, Proc Natl Acad Sci USA 90:3108- 3112

Herschbach C and Rennenberg H, 1994, Influence of glutathione (GSH) on net uptake of sulphate and sulphate transport in
tobacco plants, J. Exp. Bot. 45:1069 - 1076

Hideg E, Vass I, 1996, UV-B induced free radical production in plant leaves and isolated thylakoid membranes, Plant Sci
115:251 - 260

Hippeli S, Elstner EF, 1996, Mechanisms of oxygen activation during plant stress: biochemical effects of air pollutans, J
Plant Physiol 148:249-257

Jackson C, Dench J, Moore AL, Halliwell B, Foyer CH and Hall DO, 1978, Subcellular localisation and identification of
superoxide dismutase in the leaves of higher plants, Eur. J. Biochem. 91:339 - 344

Kappus H and Sies H, 1981, Toxic drug effects associated with oxygen metabolism, redox cycling and lipid peroxidation,
Experientia 37:1233 - 1241

Klapheck S, 1988, Homoglutathione: isolation, quantification and occurrence in legumes, Physiol. Plant. 74:727-732

Klapheck S, Chrost B, Starke J and Zimmerman H, 1992, y-glutamylcysteinylserine — a new homologue of glutathione in
plants of the family Poaceae. Botanica acta 105:174 - 179

Knoerzer OC, Durner J, Boeger P, 1996, Alterations in the antioxidative system of suspensioncultured soybean cells (Glycine
max) induced by oxidative stress, Physiol Plant 97:388 — 396

Lappartient AG, Touraine B, 1996, Demand-driven control of root ATPsulfurylase activity and sulphate uptake in intact
Canola, Plant. Physiol 11:147 — 15

Law MY, Charles SA, Halliwell B, 1983, Glutathione and ascorbic acid in spinach (Spinacea oleracea) chloroplasts,
Biochem. J. 210:899 - 903

Legendre L, Rueter S, Heinstein PF, Low PS, 1993, Characterization of the oligogalacturonide-induced oxidative burst in
cultured soybean Glycine max cells, Plant Physiol 102:233 - 240

Levine A, Tenhaken R, Dixon R, Lamb C, 1994, H,O, from the oxidative burst orchestrates the plant hypersensitive disease
resistance response, Cell 79:583 — 593

Meuwly P, Thibault P, Rauser WE, 1993, y-Glutamylcysteinylglutamic acid — a new homologue of glutathione in maize
seedlings exposed to cadmium, FEBS Lett. 336:472 — 476

Nadezhdin D. and Dunford H.B., 1979, Oxidation of nicotinamide adenine dinucleotide by hydroxyperoxyl radical, a flash
photolysis study, I. Physiol. Chem. 83:1957 - 1961

Neuenschwander U, Vernooij B, Friedrich L, Uknes S, Kessmann H, Ryals J, 1995, Is hydrogen peroxide a second
messenger of salicylic acid in systemic acquired resistance? Plant J 8:227 —233

Oshino N., Jamieson D., Sugano T. and Chance B., 1975, Optical measurement of the catalase-hydrogen peroxide
intermediate compaund in the level of anaesthetized rats and its implication to H,O, production in vivo, Biochem.
J. 146:67 - 77

Polle A, 1996, Mehler reaction: friend or foe in photosynthesis? Bot Acta 109:84 — 89

Prasad TK, 1996, Mechanisms of chilling-induced oxidative stress injury and tolerance in developing maize seedlings:
changes in antioxidant system, oxidation of proteins and lipids, and protease activities, Plant J 10:1017 — 1026

Pryor WA, 1984, Free radicals in autoxidation and in aging. In: Free radicals in molecular biology, Aging, and Disease,
edited by D.Armstrong, RG Cutler, and TF Slater, New York:Raven pp. 13 — 42

Radi R., Rodriguez M., Castro L. and Telleri T., 1994, Inhibition of mitochondrial electron transport by peroxynitrite, Arch.
Biochem. Biophys. 308:89 - 95

Salin ML, 1988, Toxic oxygen species and protective systems of the chloroplast, Physiol. Plant. 72:681 - 689

Smirnoff N, 1993, The role of active oxygen in the response of plants to water deficit and desiccation, New Phytol 125:27 -
58

Tiedemann AV, 1997, Evidence for a primary role of active oxygen species in induction of host cell death during infection of
bean leaves with Botrytis cinerea, Physiol Mol Plant Pathol 50:151-166

Van Camp W, Capiau K, Van Motagu M, Inze D, Slooten L, 1996, Enhancement of oyidative stress tolerance in transganic
tobacco plants overproducing Fe-superoside dismutase in chloroplasts, Plant Physiol 112:1703 — 1714

Vega MP, Pizarro RA, 2000, Oxidative stress and defence mechanisms of the freshwater cladoceran Daphnia longispina
exposed to UV radiation. J. Photoch. Photobio B 54: (2-3) 121-125

Willekens H, Langebartels C, Tire C, Van Montagu M, Inze D, Van Camp W, 1994a, Differential expression of catalase
ganes in Nicotiana plumbaginifolia (L), Proc Natl Acad Sci USA 91:10450 — 10454

Wise RR, 1995, Chilling-enhanced photooxidation: the production, action and study of reactive oxygen species produced
during chilling in the light, Photosynth Res 45:79 - 97

Wojtaszek P, 1997, Oxidative burst: an early plant response to pathogen infection, Biochem J 322:681 — 692

32



