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ABSTRACT

In plants interplay between synthesis of nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS)
is decisive for the induction of cell death in some cases. This effect was also demonstrated
using donors of NO and ROS. The aim of our work was to verify the specific effect of sodium
nitroprusside (SNP; NO donor) on the cell viability, morphology and biochemical
characteristics, if cells are subjected to SNP and H,0O, simultaneously. Cell suspensions of
tobacco (BY-2) were treated by SNP, potassium ferricyanide (PFC, analogue of SNP which
can not release NO) and glucose with glucose oxidase (GGO, H,0O, donor), respectively, and
moreover by combination of GGO with SNP or PFC. Entirely combination of SNP and GGO
induced cell death. SNP possessed NO specific effect in this case, although the ferricyanide
itself influenced the experimental system. Morphology of cells changed and cell nuclei
exhibited features of programmed cell death. Controversially DNA was only slightly
degraded.
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ABSTRAKT

U rostlin je pro indukci bunééné smrti v nékterych piipadech klicova souhra produkce oxidu
dusnatého (NO) a reaktivnich forem kysliku (ROS). Tento fakt byl také prokazan pomoci
donorit NO a ROS. Cilem nasi prace bylo ovéfit specifické pisobeni nitroprussidu sodného
(SNP, donor NO) na zivotaschopnost, morfologii a biochemické charakteristiky rostlinnych

bunék, jestlize jsou tyto buniky soucasné ovlivnény SNP a H,O,. Bunééné suspenze tabaku



byly vystaveny ptsobeni SNP, ferrikyanidu draselné¢ho (PFC, analog SNP, ktery neuvoliuje
NO) a glukosy s glukosaoxidasou (GGO, donor H,0,) a dale kombinaci GGO s SNP nebo
PFC. Pouze kombinace SNP a GGO vyvoldvala bunéénou smrt. SNP plisobil specificky
prostiednictvim NO, ackoli ferrikyanid sdm o sobé ovliviioval experimentalni sytém. Doslo
ke zméndm morfologie bunc¢k a bunécna jadra jevila ptiznaky programované bunécné smrti,
zatimco DNA byla jen slabé fragmentovana.

Kli¢ova slova: ferrikyanid draselny, nitroprussid sodny, oxid dusnaty, peroxid vodiku,

programovana bunécéné smrt, tabak BY-2

Seznam zkratek
AOS aktivni formy kysliku
FDA fluoresceindiacetat
GGO glukosa s glukosaoxidasou
18} mezinarodni jednotka
MTT methylthiazolydifenyltetrazolium bromid
NR neutrdlni ¢erven
PFC ferrikyanid draselny
PI propidium jodid
SNP nitroprussid sodny

UvVoD

Oxid dusnaty (NO) ptedstavuje velmi vyznamnou signdlni molekulu v organizmu
obratlovci. Podili se na funkci nervového, kardiovaskularniho a imunitniho systému '.
V posledni dobé se ukazuje, ze hraje vyznamnou roli i u rostlin. Rostliny mohou reagovat
jednak na exogenni NO a dile jej jsou schopny syntetizovat. NO ovliviiuje mnoho
fyziologickych d&jii veetné riistu a vyvoje . Zasadni vyznam ma jeho plisobeni ve stresové
fyziologii. Béhem biotického stresu NO reguluje odezvu hostitelské rostliny na pfitomnost
patogenniho organizmu °. Bylo prokazano, ze NO miiZe pfi sou¢asném plsobeni s aktivnimi
formami kysliku (AOS) vyvolat bunéfnou smrt, jestlize jsou poméry staciondrnich
koncentraci NO a AOS v urditém rozmezi °. Tento efekt byl potvrzen i pomoci donorového
systému NO a H,O, *°. Pfi téchto experimentech byl jako donor NO pouzivan nitroprussid

sodny (SNP). Jedna se o ferrikyanidovy komplex a tudiz muze krom¢é¢ NO uvoliiovat

i kyanid °.



Cilem nasi prace bylo ovétit, zda SNP indukuje bunécnou smrt u rostlinnych bunék
specificky prostfednictvim NO. Dale charakterizovat pribéh bunééné smrti indukované

ptisobeni SNP a glukosy s glukosaoxidasou (donorovy systém H,0O,).

METODIKA
Chemikalie

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny pouzité chemikalie byly v ¢istoté p. a. Kultivacni
media byla pfipravena z chemikalii dodanych firmou Duchefa Biochemie BV (Haarlem,

Nizozemi). Media a roztoky byly pfipraveny rozpusténim pfislusnych latek v deionizované

vodé (18,2 MQ, Demiwa, Watek, CR).

Piistroje

Veskeré centrifugacni procedury byly provedeny na centrifuze MR 22 (Jouan, USA).
Pro méfeni fluorescence byl pouZit spektrifluorimetr RF 551 (Shimadzu, Japonsko).
Absorbance byla méfena na spektrofotometru Anthelie (Secomam, Francie). Prparaty byly

pozorovany na mikroskopu AX 70 (Olympus, Japonsko)

Bunééna suspenze BY-2

Suspenzni kultura tabaku linie BY-2 byla udrzovana v kapalném Murashige-Skoog
mediu obohaceném sacharosou (30 g.I™"), KH,PO, (0,2 g.I™"), thiaminem (1 mg.I"") a kyselinou
2,4-dichlorfenoxyoctovou (0,2 mg.I™) 7. Suspenze (20 ml) v 50 ml Erlenmeyerovych baiikach
byla umisténa na tfepacce (Kiihner Shaker, typ LT-W) za téchto kultivacnich podminek: tma,
teplota 27+1°C, 135 ot.min™. Subkultivace byla provadéna po 3 nebo 4 dnech pienesenim 2
resp. 1 ml suspenze do Cerstvého media. Pro experimenty byla pouzita 3 dny stard kultura

zaloZena z 1 ml inokula.

Indukce bunécné smrti

Do alikvoti bunééné suspenze tabaku o objemu 20 ml byl pfidan donor NO — SNP do
vysledné koncentrace 0,5 mM a nebo donor H,O, — glukosa s glukosaoxidasou (GGO) do
vysledné koncentrace 0,5 mM a 0,5 [U.ml™ ®. Paralelng byl namisto SNP pouzit ferrikyanid
draselny (PFC) o stejné koncentraci, ktery ma analogickou strukturu jako SNP, ale

neuvoliiuje NO. Roztoky SNP a glukosaoxidasy byly pfipraveny bezprostiedné pied



pouzitim. VSechny zde uvedené roztoky byly pfed pipetovanim do bunécné suspenze

membranové sterilizovany (Puradisc 25 AS, 0,2 um, Whatman, USA).

Test viability

Pro stanoveni viability bylo pouzito modifikované dvojit¢é  barveni
fluoresceindiacetastem (FDA) a propidiumjodidem (PI) °. Vzorek kultury byl doplnén
kapalnym mediem na objem 50 pl a byl inkubovan 5 min pfi pokojové teploté s FDA (1
pg.ml™) a PI (20 pg.ml™) '°. Zastoupeni Zivych (zelend zbarvenych) a mrtvych (Gervend
zbarvenych) bun¢k bylo vyhodnoceno pomoci fluorescenéniho mikroskopu vybaveného pro

sirokopasmovou UV excitaci (kostka U-MWU).

Stanoveni aktivity intraceluldrnich esteras

Intracelularni esterasy byly stanoveny fluoresceindiacetdtovym testem ''. Ve
struénosti: Vzorek suspenze byl 3x promyt 50 mM fofatovym pufrem (pH 8,7). Bunécna
biomasa byla 10 min homogenizovana s extrakénim pufrem (250 mM fosftat, pH 8,7, 1 mM
dithiotreitol) na ledové lazni. Zbytky bun€k byly odstranény centrifugaci (10000 g, 4 °C,
15 min.). Bunéény extrakt byl doplnén na 1 ml 1 M fosfatem (pH 8,7). Reakce byla zahdjena
ptidavkem FDA do vysledné koncentrace 5 uM. Po 15 min. inkubace pfi 45 °C byla reakéni
smés zfedéna do kyvety. Koncentrace vzniklého fluoresceinu byla detekovéana fluorimetricky
P Aexcitace 490 NM @ Aemise 514 nm. Aktivita esteras v IU (mezindrodni jednotka, 1 IU uvolni
1 umol fluoresceinu za minutu pii vySe definovanych podminkéch) byla ptfepocitina na

relativni hodnoty. 100% ptedstavuje nejvyssi aktivitu v daném experimentu.

MTT test

Do vzorku bunécné suspenze (0,5 ml) byl ihned po jeho odebrani ptidan MTT do
vysledné koncentrace 0,5 mg.ml”. Smés byla inkubovéna 1 h. na tfepacce (120 ot.min™) pii
teplot¢ 25 °C. Po centrifugaci (360 g, 25 °C, 5 min) byl odstranén veSkery supernatant.
Formazan vznikly redukci MTT byl z peletu extrahovan 1,5 ml isopropanolu po dobu 0,5 h za
neustalého promichavani smési (tiepacka, 120 ot.min™). Po skonceni extrakce byl
centrifugaci (10000 g, 25 °C, 10 min.) ziskén ¢iry roztok formazanu. Jeho absorbance byla
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zméfena pii 570 nm °. Vysledky MTT testu byly pfepocitany na relativni hodnoty. 100%

predstavuje nejvyssi naméienou absorbanci v daném experimentu.



Izolace DNA a detekce jeji fragmentace

DNA byla izolovana modifikovanou CTAB metodou . Ve stru¢nosti: K biomase
bun¢k (100—-500 mg) rozdrcené v kapalném dusiku byl pfidan extrakéni pufr (2 %
cetyltrimethylamonium bromid - CTAB, 2 % polyvinylpyrrolidon, 100 mM Tris-HCI, 25 mM
EDTA, 2 M NaCl, pH 8,0). Po roztati byla smés prevedena do mikrozkumavky a inkubovana
40 min. pi1 65 °C. Nasledn¢ byla 3x provedena extrakce smési chloroform:fenol (9:1). DNA
byla vysrdZzena pifidavkem propan-2-olu v poméru 1:1. Pelet DNA ziskany centrifugaci
(500 g, 25 °C, 5 min) byl promyt 70 % ethanolem a rozpu$tén v TE pufru (1 mM EDTA,
10 mM Tris, pH 8,0). Roztok byl inkubovan 10 min s RNasou (vysledna koncentrace
40 pg.ml™) pii 65°C. Po skonéeni inkubace byl zopakovan postup od extrakce smési
chloroform-fenol po rozpusténi DNA v TE pufru.

Na 1 % agarosovy gel obsahujici 0,1 pg.ml™" etidiumbromidu byl nanasen vzdy 1 pg
DNA v 5x fedéném davkovacim pufru (50 % glycerol, 0,04 % bromfenolovd modr).
Elektroforéza probihala 1 h pfi stejnosmérném napéti 70 V. DNA byla vizualizovdna pomoci
syst¢tmu GDS 8 000 (UVP, USA) fizeného programem Grab-IT 1.3 (UVP, USA). Pro
kalibraci byl pouzit délkovy marker 2-Log DNA Ladder (New England BioLabs, USA).

Detekce acidickych kompartment

Do vzorku bunécné suspenze byla ihned po jeho odebrani ptidina NR do vysledné
koncentrace 0,033 %. Po 5 min. inkubaci pfi pokojové teploté¢ byly buiiky pozorovany
pomoci fluorescenéniho mikroskopu za pouziti Sirokopasmové excitace v modrém svétle

(kostka U-MWB).

Pozorovani morfologie bunécnych jader

Vzorek bunécné suspenze byl smichdn v poméru 1:1 s PEM pufrem (100 mM PIPES,
10 mM EGTA, 10 mM MgCI2, pH 6,9) obsahujicim 4 % formaldehydu '*. Po 30 min. byly
fixované buiiky 3 krat promyty PEM pufrem a resuspendovany v PEM pufru s 0,1 % Tritonu
X100 a 1 pg.ml™ Hoechst 22385. Bun&ena jadra byla pozorovana pomoci fluorescenéniho

mikroskopu pii pouziti Sirokopasmové UV excitace (kostka U-MWU).



Pozorovani morfologie bunék
Vzorek suspenze byl 5 minut inkubovan s FDA (1 pg.ml™) a pozorovan pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu pfi pouziti: Sirokopasmové UV excitace (kostka U-MWU),

fazového kontrastu, a svétlého pole.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pti kontaktu rostlin s nevirulentnimi patogeny (respektive jejich elicitory) se ukazalo,
ze rostliny v odezvé na tuto udalost syntetizuji NO *'*'°. Dale bylo poukazéno na fakt, Ze
souhra syntézy NO a AOS miize indukovat buné&nou smrt *. Tento jev byl potvrzen i pomoci
donoru NO a AOS **, nicméné pouzity donor NO - SNP miize kromé& NO uvolfiovat i kyanid

% a blokovat tak energeticky metabolizmus bunék 7.

Indukce bunécéné smrti kombinaci SNP a GGO

V nasich experimentech jsme bunécnou smrt indukovali SNP a GGO (donor H,0,)
viz. metodika. Paralelné byl pouzit i PFC, ktery je stejné jako SNP ferrikyanidova slou€enina,
ale neuvoliiuje NO. Samostatné ptisobeni SNP, PFC a GGO stejné jako spoluptisobeni PFC a
GGO v ramci 12 hodinového experimentu nevyvolalo buné¢nou smrt. Naproti tomu soucasné
pusobeni SNP a GOG indukovalo vymirani bun¢k (Obr. 1A). Prostfednictvim MTT testu byla
sledovéana aktivita bunéénych oxidoreduktas. Veskeré aktivni slozky (SNP, PFC a GGO)
zpisobily rychly pokles aktivity téchto enzyma (Obr 1B). Tento jev je pravdépodobné
podminén poskozenim respira¢niho fetézce, ktery je zdrojem elektront k redukci MTT na

1

barevny formazan ', plisobenim kyanidu a H,O,. Pouze kombinace SNP a GGO vyvolala
uplné vymizeni aktivity oxidoreduktas (Obr. 1B), coz je v souladu s pozorovanym vymiranim
bun¢k (Obr. 1A). SNP tedy indukuje pii spoluptisobeni s H,O, bunéénou smrt specificky
prostiednictvim NO. Ferrikyanidova slozka SNP ale vyznamnym zpisobem poskozuje

energeticky metabolizmus bunék.
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Obr. 1: Casovy pribéh viability (A) a relativni aktivity oxidoreduktas (B) bunék ovlivnénych
GGO (), PFC (M), SNP (X), PFC a GGO (%), SNP a GGO (®). Jako kontrolni varianta

slouzila neovlivnénd suspenze (®).

Dale jsme se zabyvali charakterizaci buné¢né smrti indukované SNP (0,5 mM) a GGO
(0,5 mM glukosa s 0,5 TU.mlI™" glukosaoxidasou).

Esterdzova aktivita jako marker

V nasi predchozi praci jsme zjistili, Ze intracelularni esterasy mohou slouZzit jako
marker poétu zivych bunék a jejich metabolické aktivity '"'*'". Proto jsme kromé viability
sledovali aktivitu intracelularnich esteras (Obr. 2A). Ta s dobou plsobeni SNP a GGO
klesala, avSak jinym zplsobem nez viabilita. Rozdil mezi ¢asovym vyvojem viability a
aktivity intracelularnich esteras mize byt podminén charakterem obou metodik.
Mikroskopické vyhodnoceni Zivotaschopnosti na irovni jedné bunky piedstavuje kvalitativni
charakteristiku — bunka je Zivd nebo mrtvad. Zatimco stanoveni esteras v bunééném extraktu
dokaze podchytit spojitou zménu enzymové aktivity a tak odhalit naruseny metabolismus i

kdyz se buiky stale jevi jako Zivé.
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Obr. 2: Casovy priibéh viability (@) a aktivity intraceluldrnich esteras (M). 100 % aktivity
esteras predstavuje 5.7 x 107 IU (A) Analyza fragmentace DNA pomoci gelové elektroforesy

(B)

Viiv NO na DNA

Bunééna smrt v ramci biotického stresu, téz nazyvand hypersenzitivni bunééna smrt,
byvéa obvykle oznatovana jako programovana. 0,5 mM SNP a 0,5 mM glukosa s 0,5 [U.ml"
glukosaoxidasa v bunécné suspenzi navozuji podminky podobné jako pii hypersenzitivni
reakci **°. Béhem programované bunééné smrti (PCD) obvykle dochazi k degradaci DNA na
oligonukleosomalni fragmenty, deformaci bunéénych jader a kondenzaci chromatinu *'.
Degradace DNA se sleduje pomoci gelové elektroforézy, kde se pfitomnost
oligonukleosomalnich fragmentii (180 parti bazi) projevi typickym Zebiikovitym vzorem *'.
Ve 2 h intervalech byly odebirany vzorky bun¢k ze suspenze ovlivnéné SNP a GGO pro

vyhodnoceni fragmentace DNA a morfologie jader. Dochdzelo k velmi slabému a

nespecifickému stépeni DNA (Obr. 1C).

Ovlivnéni morfologie bunécnych jader po pitsobeni NO

Morfologie bunéénych jader byla sledovana Pomoci fluorescenéni sondy
(Hoechst 22385). V kontrolni varianté¢ méla jadra pravidelny kulovity tvar. Chromatin byl
homogenni a uvnitt bylo dobfe viditelné jadérko (Obr. 3A). Psobenim SNP a GOG doslo
k celkové deformaci jadra a intenzivni kondenzaci chromatinu. Po 8 hodinach od zah4jeni
experimentu obsahovala prakticky vSechna jadra kondenzovany chromatin. Pfitomnost jader

vykazujicich znaky PCD je v rozporu s velmi slabou a nespecifickou fragmentaci DNA.



Hypersenzitivni bunéénd smrt piedstavuje velmi komplexni jev do kterého je zapojena fada
signalnich procest. NO spolu s H,O, sice vyvoldva vymirani bunck, ale tato kombinace

nemusi nutné spustit vSechny udalosti které jsou typické pro PCD.

Oxid dusnaty indukuje vznik kyselych kompartmenti

V buitkach ovlivnénych SNP a GGO jsme se pokusili zjistit, zda je bunécna smrt
provazena vznikem acidickych kompartmentt. Pro tento tucel jsme pouzili barveni neutralni
cerveni (NR). NR predstavuje slabé bazickou latku. V zivych buiikach se proto hromadi
v kompartmentech o nizkém vnitinim pH, kde ji lze vizualizovat pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu . Po 4 — 6 h od zahajeni experimentu bylo moZné pozorovat vznik acidickych
kompartmentii v buiikach ovlivnénych SNP a GGO (Obr 3B). Tyto kompartmenty mohou

souviset s degradaci obsahu buiiky béhem bunécné smrti.

Vliv NO na morfologii BY-2 bunék

Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie a mikroskopie ve fdzovém kontrastu a svétlém poli
jsme sledovali zmény morfologie bunék. Neovlivnéné buiiky v exponencidlni fazi ristu mély
typicky obdélnikovy tvar a obsahovaly n€kolik mensich vakuol. V suspenzi ovlivnéné SNP a
GGO, ale i SNP, GGO, PFC a PFC spolecné s GGO se po 4 h objevovaly deformované bunky
(do 5 %) se siln€ zvySenym mnozstvim vakuol (Obr 3C). K tomuto dochézi pii plsobeni
riznych stresovych faktori na buiiky BY-2 (Vitecek nepublikované vysledky). Pouze
v suspenzi, kterd byla vystavena pusobeni SNP a GGO vétSina bunc¢k obsahovala snizené
mnozstvi vakuol a nebo jen jednu vakuolu. Kromé toho se v buiikkdch vyskytovaly drobné
vacky: negativné obarvené FDA v perinukledni oblasti cytoplazmy a pozitivné obarvené FDA
pozorovatelné i ve fazovém kontrastu a svétlém poli (Obr 3C). Identita téchto utvart je
nejasnd, avSak muze se jednat o struktury odvozené z endoplazmatického retikula, které jsou

indukovatelné stresem 2.
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Obr. 3: Mikroskopické pozorovani zmén morfologie bunécnych jader — barveni
Hoechst 22385(A), vzniku acidickych kompartment — barveni neutrani cerveni (B)
a morfologie bunek; C — cytoplazma, J — jadro, V — vakuola, zluta Sipka oznacuje negativané
obarvené vacky, bila pozitivne obarvené (C) v bunkach ovlivnenych SNP a GGO. Jendotlivé
snimky ukazuji typické priklady.

ZAVER

SNP pii spoluplisobeni s GGO indukuje bunécnou smrt specificky prostrednictvim
NO, ale ferrikyanidova slozka SNP ovliviiuje experimentalni systém. Bunétna smrt je
provazena kondenzaci chromatinu jadra ale nedochédzi degradaci DNA na oligonukleosomalni
fragmenty typické pro PCD. Uvnitf bunék se objevuji acidické kompartmenty, které mohou
souviset s destrukci bunécného obsahu. Zména morfologie bun¢k zahrnuje jak nespecifickou
odezvu na stres tak i specificky projev SNP a GGO, kdy se snizuje pocet vakuol a

v cytoplazmé se objevuji drobné vacky.
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