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Abstrakt

Abiotické faktory prostiedi mohou zptuisobovat v rostlinach nadmérnou produkci aktivnich forem
kysliku a dusiku (AFK/D). Rostliny se proti AFK/D brani antioxida¢nimi ochrannymi systémy a pokud
tyto selzou, dochazi ke vzniku oxidativniho stresu. Tato prace se zabyva fluorimetrickym stanovenim a
porovnanim antioxidacni aktivity extraktd z listd je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bonus),
vypéstovaného pii nizké (LI — 100 pmol.m?.s™) a vysoké (HI — 1000 umol.m?s™) ozafenosti. Byla
zavedena a zkalibrovana metoda ORAC (Oxygen Radical Antioxidant Capacity), S jejiz pomoci je mozné
stanovit relativni antioxida¢ni aktivitu rostlin in-vitro. Kalibrace byla provedena pomoci standardu Trolox.
Z vysledku je patrné, ze antioxidac¢ni aktivita LI a HI rostlin se 1isi. Byla stanovena primérna koncentrace
Troloxu, ktera by méla ekvivalentni antioxidacni aktivitu jako méfeny vzorek a pti které by doslo ke
stejnému poklesu intenzity fluorescence listovych extrakti u LI (¢ = 39,298 uM) i u HI (c = 44,123 uM)
rostlin.
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Uvod

Hlavnimi pavodci stresu u rostlin jsou faktory prostiedi, které ¢asto zpiisobuji naruseni
faktorii je napf. vysoka ozafenost (HI), ktera mlze zapfi¢init nadmérnou produkci oxidantd,
tzv. aktivnich forem kysliku a dusiku (AFK/D). AFK/D jsou i za normalnich podminek
Vv rostlinach vytvareny neustale. Mohou mit vyznamny vliv pii destrukénich procesech, ale jsou
také podstatnou soucasti signalnich drah rostlinného organismu. [2, 4]

Aby rostlina mohla udrzet hladinu AFK/D v normé, vyuzivd enzymatickych
¢i nizkomolekularnich antioxidativnich ochrannych systémi. Pokud se porusi rovnovaha mezi
mnozstvim AFK/D a G¢innosti antoxida¢nich systémi, dojde ke vzniku oxidativniho stresu. [1, 2,
4] Tento vede k poskozeni buné¢nych struktur a mize vést i K jejich nevratnému poskozeni. [2]

V této praci se zabyvadme experimentem, ktery umoziuje zavedeni a kalibraci metody
ORAC. Jejim principem je sledovani tbytku signalu fluorescenéni sondy (fluorescein), jez je
zhasena pusobenim radikald, generovanych za pomoci azo-iniciatoru (AAPH). V ptitomnosti
antioxidantti dochazi ke zhaseni fluorescence sondy (fluoresceinu) — dochazi tedy ke kompetici
antioxidantt s molekulami fluorescen¢ni sondy o molekuly AFK/D. K vyhodnoceni vysledki se
vyuziva AUC (Area Under Curve/Plocha pod ktivkou). [2, 5]

Material a metody

Jako rostlinného materialu bylo pouzito je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bonus).
Ten byl vypéstovan za kontrolovanych podminek v ristovych komorach. Zde byl ponechan
po dobu 8 dni, kdy byly rostliny vystaveny svétlu 16 h denné. LI rostliny byly v prabéhu rustu



vystaveny ozaienosti 100 pmol.m'z.s'1 FAR, zatimco HI rostliny byly vystaveny ozafenosti 1000
umol.m?s™? FAR. Teplota vzduchu v komorach byla 20 °C arelativni vihkost vzduchu byla
piiblizn¢ 65%. Osmy den byly tyto rostliny odebrany z riistovych komor a nasledné ze stfednich
segmentl listl bylo navazeno 6 vzorkli po 100 mg. Z téchto vzorkl byly postupné pfipravovany
extrakty ve vybraném rozpoustédle tj. 40% metanolu. Do tfeci misky byl nastiihan vzorek
je¢mene, k nému byla pfidana Spetka motského pisku a malé mnozstvi rozpoustédla. Listky byly
nasledné tlou¢kem rovnomérné tteny, dokud nebyl ziskan tekuty extrakt. Tento byl pak pielit do
centrifugacni zkumavky — tfeci miska i s tlou¢kem byla pomoci pipety promyta rozpoustédlem.
Zkumavka se vzorkem byla ultrasonifikovana za pomoci ultrazvuku (Ultrasonic Compactcleaner
UC 006 DMI, Tesla, CR) po dobu 5 minut a nasledné byla provedena 3 minutové centrifugace
pii 6000 otackach/min na centrifuze (EBA 20, Hettich Zentrifugen, Némecko). Vznikly
Supernatant byl opatrné pfelit do odmérné zkumavky adoplnén naobjem 3 ml.
Z koncentrovaného extraktu byl odebran 1 ml do dal$i odmérné zkumavky a tento byl doplnén na
objem 4 ml.

Pro piipravu fosfatového pufru (PBS) o pH =7,4 a koncentraci 75 mM bylo pouzito
hydrogenfosfore¢nanu draselného (K,HPO4, M, = 174,18 g/mol, Sigma-Aldrich, Spanélsko) a
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO4, M, = 119,98 g/mol, Riedel-de Haén AG, Némecko),
ob¢ slozky byly ptipraveny v koncentraci 75 mM. K vytvofeni zasobniho roztoku fluoresceinu
bylo navazeno 0,044 g fluoresceinu (CyoH1205, M, = 332,31 g/mol, Sigma-Aldrich, Japonsko).
Tento byl rozpustén ve 100 ml PBS a uloZzen v chladu. Ze zasobniho roztoku fluoresceinu byl
denn¢ pfipravovan pracovni roztok o koncentraci 0,78 nM. Roztok vybraného iniciatoru
peroxylovych radikali AAPH (2,2’-Azobis (2-methylpropionamidine) dehydrochloride),
(CgHigHg«2HCI, M, = 271,19 g/mol, Sigma-Aldrich, USA), byl piipraven rozpusténim 0,6 g
(AAPH) v 10 ml PBS. Jeho kone¢na koncentrace tedy byla 221 mM. Dale bylo v plastové
kyveté smichano 1,5 ml vzniklého 0,78 nM pracovniho roztoku fluoresceinu s 1,5 ml bud’ PBS
(blank), vzorku (extrakt) nebo standardu - Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman 2-
dikarboxylové kyseliny), (C14H1804, M, = 250,29 g/mol, Sigma-Aldrich, Némecko). Koncentrace
zasobniho roztoku Troloxu byla ImM. Redénim tohoto zasobniho roztoku Troloxu byly
pfipraveny koncentra¢ni fady pro kiivku TEAC.

Pomoci termostatu s ¢erpadlem (ILABO spol. s.r.o., CR) napojeného na spektrofluorimetr
LS — 50B (Perkin — Elmer, Anglie) byl roztok zahfivan na stalou teplotu 37 °C. Po ovéfeni
teploty méfeného vzorku v kyvété (37 °C) pomoci prenosného teploméru, bylo napipetovano do
kyvety 750 pl roztoku AAPH. Zaznamenani hodnoty fluorescence probihalo kazdou 1 s a jako
reakéni Cas byla vybrana hodnota t = 1800 s tedy 30 min. Pro kinetické méfeni fluorescence byla
zvolena hodnota excitacni vinové délky 485 nm a emisni vinova délka byla nastavena na 600 nm.
Sitka $térbin excitaéniho a emisniho monochromatoru byla nastavena na 10 nm.

Ze ziskanych dat byla v programu Microsoft Excel vypoc¢tena hodnota AUC (Area Under
Curve), podle rovnice (1).
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kde fo je pocateéni hodnota fluorescence a f, je fluorescence v ¢ase n. Z hodnot AUC byly
vypocitany AAUC dle rovnice (2):

AAUC = AUC,, — AUCy, @)

AUCy; — plocha pod krivkou daného vzorku
AUCg — plocha pod kiivkou blanku



Poté byl vytvoten graf zavislosti AAUC na mnozstvi Troloxu, viz. Obr.1.A.

Vysledky a diskuse

Podle vysSe uvedeného postupu byla zavedena spektrofluorimetrickd metoda ORAC.
Vyuzitim standardu Trolox (1mM) byla vytvofena kalibracni kiivka TEAC, kde koncentrace
Troloxu v méfeném roztoku byla 0 uM, 2,5 uM, 5 uM, 12,5 uM, 20 uM a 25 uM, viz. Obr.1.A.
Metodou ORAC jsme tedy schopni uréit, pomoci TEAC kiivky, ekvivalentni mnozstvi Troloxu,
které by mélo stejnou antioxida¢ni aktivitu jako méfeny vzorek a vyvolalo by tak stejny pokles
intenzity fluorescence. Trolox ekvivalenty neboli Relativni Antioxida¢ni Aktivity (RAA) byly
vypocitany zpétné pro LI i HI rostliny z regresni rovnice uvedené v Obr.1.A. Hodnoty Trolox
ekvivalenti pro LI a HI rostliny, viz. Tab.1.

Tabulka 1. Relativni antioxida¢ni aktivita (Trolox ekvivalent) extrakti ze 3 vzorku LI a ze 3
vzorkt HI rostlin, spole¢né s primérnou hodnotou téchto vzorku a SD.

Vzorky LI HI

vzl 39,27 44,85
vz2 41,55 44,82
vz3 37,08 42,71
pramér 39,3 44,13
SD 2,24 1,23

Dale byly vzajemné srovnany antioxida¢ni ucinky listovych extraktl z je¢mene jarniho,
vypéstovaného pii nizké a vysoké ozarenosti. Na Obr.1.B je patrna vyssi relativni zména plochy
pod kiivkou (AAUC) u extraktil z rostlin péstovanych pii vysoké ozarenosti. Vyssi AAUC je
dano tim, ze HI rostliny ziejm¢ obsahuji vétsi mnozstvi antioxidativnich latek nez LI rostliny,
jelikoz vlivem vysokého ozateni dochazi ke vzniku vétsiho mnozstvi radikald a rostlina se vyssi
produkci antioxidantl brani poSkozeni.
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Obrazek 1. A) TEAC kiivka — zavislost primérné zmény plochy pod kiivkou [rel.] méticiho
roztoku ORAC na koncentraci Troloxu [uM] (n=3, +SD), kdy trojice koncentra¢nich fad Troloxu
byla vytvorena fedénim ze stejného zasobniho roztoku. B) Srovnani AAUC extraktl
ptipravenych z LI a HI rostlin pomoci prumérnych zmén ploch pod kiivkou [rel.] (n=3,+SD).



Zavér

Byla zavedena, optimalizovana a zkalibrovana spektrofluorimetricka metoda ORAC.
Kalibrace byla provedena pomoci standardu Trolox. Byl navrzen ekofyziologicky experiment
zaméteny na antioxidacni aktivitu extraktti z jeémene jarniho (Hordeum vulgare, L. cv. Bonus)
pod vlivem nizké (LI) a vysoké (HI) ozéfenosti. Z vysledki byla patrna vétsi zména plochy pod
ktivkou (AAUC) pro rostliny péstované pii vysoké ozarenosti, coz znamend, ze maji i vetsi
antioxida¢ni aktivitu, nez-li rostliny s nizkou ozafenosti. Byly také stanoveny hodnoty Trolox
ekvivalentl, které urcuji relativni antioxidacni aktivitu rostlin.
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Abstract

Abiotic factors can cause excessive production of reactive oxygen and nitrogen species (RONS)
in plants. Plants prevent from RONS functioning due to antioxidant protective system. Moreover,
if this protective antioxidant system is failing, the oxidative stress takes place. This work deals with
fluorimetric determination and comparison of the antioxidant activity of leaf extracts from barley
(Hordeum vulgare, L. cv. Bonus), grown at low (LI - 100 pumol.m-2.s-1) and high (HI - 1000 micromol.
m-2.s-1) irradiation. Have been established and calibrated the method ORAC (Oxygen Radical
Antioxidant Capacity) for the determination of the relative antioxidant activity of plants in-vitro.
The calibration was performed using the standard TROLOX. The results indicate that the antioxidant
activity of LI and HI plants differs. It was determined the average concentration of Trolox with the same
antioxidant activity as the measured sample and which would cause the same growth of fluorescence
intensity of leaf extracts of LI (c = 39,298 uM) and HI (c = 44,123 uM) plants.

Key words: Reactive oxygen and nitrogen species (RONS), antioxidant protective systems, oxidative
stres, ORAC, Trolox



