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Souhrn

Reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) u rostlin vznikaji i za fyziologickych
procesu, pfi vystaveni organismu stresovym faktorim pak jejich koncentrace nartsta
- podileji se na signalizaci, obrannych reakcich a programované smrti bunky. Tato bakalaiska
prace se zaméiila na detekci RONS, predevsim singletniho kysliku a oxidu dusnatého,
pii oxidacnim poskozeni bun¢k fotosyntetizujicich mikroorganismi v diisledku abiotického
stresu (pasobeni chladu a tézkého kovu - kadmia). Jednotlivé RONS byly po aplikaci
specifickych  fluorochromt v bunikach lokalizovany laserovou konfokalni skenovaci
mikroskopii, tvorba singletniho kysliku byla kvantifikovana elektronovou paramagnetickou

rezonancni spektroskopii.

Chlamydomonas reinhardtii patii mezi jednobunécné zelené fasy s vysokou schopnosti
adaptace. Roste v mnoha raznych prostiedich na celém svété. Bunky obvykle ziskavaji
energii fotosyntézou a uhlik z oxidu uhli¢itého, avSak mohou vyuzivat i organicky zdroj
uhliku, coz jim umoziuje rist ve tme. Pfizplsobivost a rychld generacni doba byly hlavnimi
duvody toho, ze se Ch. reinhardtii stala dulezitym modelovym organismem v biologickém
vyzkumu. V ramci této prace byly studovany tfi kmeny Ch. reinhardtii (ptivodni ,,divoky*
kmen a dva kmeny mutantni). Pisobeni kadmia vyvolalo vyssi produkci reaktivnich forem
kysliku a dusiku nez pusobeni chladového Soku. Nepatrné rozdily byly i v produkci
reaktivnich forem mezi jednotlivymi kmeny, pfi¢emz mutantni kmeny vykazovaly vyssi

citlivost k danym stresovym faktorim nez kmen divoky.



Summary

Reactive oxygen and nitrogen species (RONS) are also produced in physiological
processes although their concentration increases when plant is exposed to stress factors. They
participate in signaling, defense reactions and in programmed cell death. This thesis deals
with the detection of RONS especially with detection of singlet oxygen and nitric oxide
in oxidative cell damage of photosynthetic microorganisms due to abiotic stress (exposure
to cold and heavy metal-cadmium). The RONS in cells were localized by laser confocal
scanning microscopy after application of specific fluorochrome, production of singlet oxygen
was quantified by electron pramagnetic resonance spectroscopy.

Chlamydomonas reinhardtii is the unicellular green algae with a high capacity
of adaptation. It grows in many different environments throughout the world. The cells
usually use energy by photosynthesis and from carbon dioxide but they can also use
an organic carbon source which allows them to grow in the dark. Their flexibility and quick
generation time were the main reason why Chlamydomonas reinhardtii has become
an important model organism in biological research. Three strains of Ch. reinhardtii (the
original wild strain and two mutant strains) were studied in this thesis. The exposure
to cadmium led to higher formation of reactive oxygen and nitrogen species than the effect
of cold shock. There were slight differences between various types when mutant strains

exhibited higher sensitivity to the given stress factors than the wild-type.
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1 CILE PRACE

Cilem mé bakalafské prace bylo stanoveni produkce a lokalizace reaktivnich forem

kysliku a dusiku u autotrofnich mikroorganisma, konkrétné u vybranych druh sinic a fas.

V teoretické Casti bylo mym ukolem zpracovat literarni reSerSi k dané problematice
vlivu stresu na tvorbu reaktivnich forem kysliku a dusiku u mikroorganismi, dale pak
zpracovat obecnou charakteristiku modelovych fas, sinic a faktorti vyvolavajicich u téchto

organismd stres s naslednou produkci RONS.

V experimentalni ¢asti bylo mym ukolem naulit se pfipravovat kultivacni média,
kultivovat fotosyntetizujici mikroorganismy na tuhém a V tekutém médiu, a nasledné tyto
modelové organismy vybranymi faktory stresovat. Hlavnim cilem pak bylo RONS,
produkované v zavislosti na typu stresu, detekovat pomoci histochemické lokalizace
za pouziti konfokalni laserové skenovaci mikroskopie a intenzitu signilu vyhodnotit
obrazovou analyzou. Singletni kyslik u stresovanych bun¢k byl kvantifikovan pomoci EPR

spektroskopie.



2 UVOD

Reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) jsou za béznych podminek vedlej$imi
produkty metabolismu bunék. V ptipad¢ vystaveni buiky stresovym podminkdm dochazi
K poruSeni rovnovahy mezi tvorbou a odbouravanim RONS, ¢imZ nastava oxidacni stres.
RONS mohou velmi rychle degradovat pigmenty, proteiny, lipidy a nukleové kyseliny.
Inaktivuji enzymy, poskozuji bunééné organely a naruSuji membrany, coz V konecném
dusledku mtze vést i K bunééné smrti. V nizkych koncentracich RONS slouzi jako signalni
molekuly v klicovych metabolickych drahach nebo jako sekundarni posli v mezibunécéné

komunikaci, pfedevs§im v prib&hu stresové reakce.

wevr

kyslik, jehoz tvorba byla u rostlin dosud spojovana piedev§im s procesy fotosyntézy.
Produkce singletniho kysliku u Chlamydomonas reinhardtii byla dosud studovana
pii nadmérném osvétleni. Ve své bakalaiské praci jsem se vénovala vlivu dalsich abiotickych
faktordi na bunééné kultury této fasy - chladového Soku a kadmia (t€zkého kovu). Pasobeni
tézkych kovii na tvorbu RONS byl dosud studovan piedevSim u vyssSich rostlin a jejich
protoplastovych  kultur. Prvotni mySlenkou bylo srovndni stresovych reakci
u zelenych fas sdals$i skupinou fotosyntetizujicich mikroorganismili, a to cyanobakterii.
Béhem mikroskopickych experimenti se vSak zivé buiky sinic neosvédCily jako vhodné

objekty pro pozorovani (malé rozméry a pomérn¢ rychly pohyb).



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Charakteristika modelovych organismi

3.1.1 Sinice

Na celém svéteé existuje kolem 2000 druhd sinic. Taxonomicky se sinice fadi
do domény Prokarya, fiSe Bacteria a odd¢leni Cyanobacteria (Kalina et Vana, 2005). Jedna se
0 organismy, které se vyznacuji jednobunéfnou a vlaknitou stélkou, pficemz neprochazi
zadnymi bicikatymi stadii. Charakteristickych rysem sinic je pfitomnost fotosyntetickych
barviv, a to chlorofylu a a piidatnych barviv, do kterych patii tzv. fykobiliny, konkrétné se
jedné o fykocyanin a fykoerytrin, které u sinic zpisobuji modrozelené zbarveni.

Na povrchu bunék téchto organismii je plazmatickd membrana, Ctyfvrstevna bunécna
sténa a slizové pouzdro. Zajimavosti je, ze sinice jsou vybaveny tzv. aerotopy, které¢ jim
umoziuji vznaset se ve vodé, vyplouvat na hladinu a zase se ponofovat. Jedna se o plynové
vacky, které jsou u sinic jedinou bunéfnou strukturou obsahujici plyn. Dalsi zajimavou
strukturou jsou buiky specializované pro vazbu vzdusného dusiku, tzv. heterocysty, které
v anaerobnich podminkach nitrogenasou syntetizuji amonné slouceniny a uvoliuji
je do okolniho prostfedi, kde jsou vyuzitelné dalsimi organismy. Nitrogenasa je aktivovana
pouze pii nedostatku kysliku.

Déle je dutlezit¢ se zminit o tom, jak se sinice pohybuji. U sinic se jedna
o tzv. fototaktické pohyby, které jsou zéavislé na intenzité¢ svétla. AvSak u nékterych sinic
napf. u fadu Oscillatoriales existuje pohyb, ktery je spojen s tvorbou slizu, ale za samotnym
pohybem stoji shluky kontraktilnich filament a tento pohyb miiZze byt bud’ klouzavy ¢i rotacni.

Sinice se rozmnozuji zejména nepohlavnim bunéénym délenim, pii kterém se od okraji
ke stfedu bunky zacne vchlipovat plazmatickd membrdna a nakonec 1 bunéfna sténa.
Nasledné probiha odSkrcovani jednotlivych bunék - exocytl, kouski vlaken tzv. hormogonii,
a v neposledni fadé i odskrcovani trvalych bun¢k neboli akinet. ,,Pohlavni® procesy jako je
rekombinace a transformace byly prokazany teprve nedavno, zatim pouze u jednobunéc¢nych
druhti. Pribéh genové rekombinace u sinic je velmi podobny rekombinaci u bakterii. Béhem
transformace je do recipientni bunky inkorporovana plazmidova DNA a nasledné
transponovana do DNA nukleoidu. Proces transformace byl prokazan v laboratornich
podminkach, ale je zfejmé, ze probihd i v pfirodé, coz by vysvétlovalo morfologickou

a fyziologickou variabilitu sinic.



V ptirodé€ se sinice vyskytuji zejména ve vodnim prostiedi, ve kterém jsou dilezitou
soucasti vodniho planktonu. Dale je muZzeme nalézt také v padé¢, v oblastech s extrémnimi
podminkami (teplotou, salinitou, pH), a dokonce i v poustnich ¢i polarnich oblastech.

V disledku eutrofizace vod tvoii sinice v letnim obdobi tzv. vodni kvét a v pfipadé, ze
je ve vodé Siroce rozptylen, znamena to, Ze tato voda neni vhodné k rekreaci, jelikoz sinice
pfi pfemnozeni uvoliuji toxiny a alergeny, které stoji za mnoha zdravotnimi potizemi. Prvni
paleontologické nalezy sinic pochazi z doby pted 3,2 miliardami let a je dilezité zminit také
to, Ze s vyvojem sinic souvisi téz vznik kyslikové atmosféry (Poulickova et Jurcak, 2001;
Kalina et Vana, 2005).

3.1.1.1 RODY SYNECHOCOCCUS A SYNECHOCYSTIS

Sinice roda Synechococcus a Synechocystis jsou fazeny do ttidy Cyanophyceae a fadu
Chroococcales (Komarek et Hauer, 2014). Bunky zastupci roda Synechococcus
a Synechocystis jsou solitérni, kulovité (viz Obr. 1 a 2) nebo ty¢inkovité a bez slizového

pouzdra, typického pro ostatni zastupce sinic (Kalina et Vana, 2005).

Obr. 1: Jednotlivé buiky sinic rodu Synechococcus endogloeicus (zvétseni 1000x).
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Obr. 2: Shluk bun¢k sinic rodu Synechocystis NEXON WT (zvétseni 1000x).

3.1.2 Zelené rasy
Zelené tasy jsou skupinou organismil, které se taxonomicky fadi do domény Eukarya,

fiSe Plantac a oddéleni Chlorophyta (Kalina et Vana, 2005). Bunky zelenych fas obsahuji
chloroplasty, které jsou vybaveny sadou biochemicky a funkcéné odlisnych fotosyntetickych
v tylakoidech chloroplast fas vyskytuje ve ¢tyfech formach - chlorofyl a, b, ¢ a d. Hlavnim
fotosyntetickym pigmentem zelenivek a vyssich rostlin je chlorofyl a. Dalsimi jsou pigmenty
¢ervenooranzové nebo zluté barvy, zejména karotenoidy a xantofyly.

Rasy miizeme nalézt téméi ve viech prostiedich, zejména viak ve vodnim prostiedi, at’
uz v tekoucich ¢i stojatych vodach, v ptidé, na klife stromt, a dokonce i na snéhu ¢i ledu.
V ptirod€ maji dulezity vyznam jako primérni producenti organické hmoty, na jejichz aktivité
zavisi fetézce sekundarnich producentd, konzumentii i destruentd organické hmoty
(Kalina et Vana, 2005).

Rasy je mozné vyuzivat jako potravu, krmivo & zdroj agaru. Nékteré sladkovodni fasy se
také vyuzivaji k produkci potravin, vitaminovych preparati a potravinovych doplika

s mineralnimi latkami (Poulickova et Jurcak, 2001).
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3.1.2.1 RoD CHLAMYDOMONAS

Rasy rodu Chlamydomonas fadime do tiidy Chlorophyceae (= zelenivky), fadu
Chlamydomonadales (Kalina et Vana, 2005). Pro experimentalni praci byl vybran druh
Chlamydomonas reinhardtii, ktery popsal v roce 1888 P. A. Dangeard a pojmenoval jej

po ukrajinském botanikovi Ludwigu Reinhard(t)ovi (Harris, 2009).

Zastupci rodu Chlamydomonas jsou solitérni bicikovci S obnazenou ¢i oblanénou
buitkou (chlamys). V pfedni casti builky jsou zakotveny 2 biciky, vyrGstajici
Z tzv. kinetozomi (bazalni téliska). Tyto biciky, uréené k pohybu bunky, vystupuji otvory
v bunééné sténé, ktera se sklada z glykoproteini obsahujicich zejména hydroxyprolin.
V piipad¢ r. Chlamydomonas je bunécna sténa na piednim konci zesilena, coz tvofi
tzv. papilu. Pro jednotlivé druhy je charakteristicky tvar buiiky - kapkovity, kulovity, nékdy
s hvézdicovitou strukturou v oblasti bic¢iki. Vtomto misté se v piipadé stresu

nebo pii rozmnozovani bi¢iky odlomi. Stavba buiiky je znazornéna na Obr. 3.

bi¢ik

jadro
chloroplast
pyrenoid

pulzujici vakuola

mmoOoO®m >

stigma

Obr. 3: Submikroskopicka stavba buiiky Chlamydomonas (Kalina et Vana, 2005).

Buiky r. Chlamydomonas jsou vybaveny dvéma pulzujicimi vakuolami, které se
opakované napliuji a uvoliiuji, ¢imz reguluji osmoticky tlak uvniti bufiky v hypotonickém
vodnim prostiedi. VéEtSinu obsahu bunky vyplituje velky chloroplast, jehoz soucasti je stigma

a pyrenoid, na jehoz povrchu jsou skrobova zrna.
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Jadro zelenych tas (zelenivek) je kulovitého tvaru, s jadérkem a je obklopeno nékolika
diktyozomy a mitochondriemi. V jadie probiha tzv. uzaviena mitéza a ve fazi cytokineze
vznika fykoplast a septum, diky kterému se separuji dcefiné protoplasty. Ve vétSiné piipada
maji zelenivky stélku bunécnou nebo vldknitou a tvofi tzv. cenobia (nékolikabunéény celek,
tvofeny haploidnimi bufikami jedné generace). V. bunééné sténé¢ maji zabudovany odolny
sporopolenin, ktery zvySuje odolnost proti chemickému i mechanickému stresu, a predevs§im

chréani bunky proti UV zafeni (Kalina et Vana, 2005).

Rasy rodu Chlamydomonas (viz Obr. 4) se nejéastdji rozmnozuji nepohlavné
- neoblanéné druhy se déli podéIné tzv. schizotomii, zatimco u oblanénych druhd probiha
déleni bunék uvniti bunécné stény tzv. schizogonii. Po kazdém nepohlavnim déleni je pomoci

enzymu zvanych autolyziny odbourana bunééna sténa, ¢imz se dcefiné buiky rozdé&li.

Pohlavni proces (izogamie, anizogamie ¢i oogamie) probihd u chlamydomonad pouze

vzacné za vhodnych podminek (Kalina et Vana, 2005).

Obr. 4: Kolonie bun¢k Chlamydomonas reinhardtii na agaru (vlevo) a detail bunék (vpravo).

Rasy mohou vyuzivat zdroj uhliku tfemi zptisoby. Fototrofni nebo fotoautotrofni riist
fas zahrnuje asimilaci CO; pti fotosyntéze, ktery je zde hlavnim zdrojem uhliku. Dale pak
se muze jednat o rist heterotrofni, kdy fasy (i Chlamydomonas) vyuzivaji jako zdroj uhliku
acetat. Tretim pfipadem je rist mixotrofni, pfi¢emz kultury rostou za svételnych podminek,

probiha tedy fotosyntéza a vyuzivaji COg, ale zaroven vyuzivaji také acetat obsazeny v médiu.
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V laboratornich podminkach muzeme Chlamydomonas kultivovat v tekutém médiu
nebo na agaru sobsahem mineralnich soli. Nejpouzivanéj$im anorganickym médiem je

tzv. BBM médium, z organickych je to TAP médium (Harris, 2009).

3.2 Vyznam, funkce a metabolismus RONS

3.21 ROS

Reaktivni formy kysliku (,,reactive oxygen species®, ROS) jsou V rostlinich tvoieny
kontinudln¢ jako vedlejsi produkty aerobniho metabolismu. Neékteré molekuly fazené
mezi ROS mohou byt vysoce toxické, i kdyz jsou rychle detoxikovany mnoha bunéénymi

enzymovymi a neenzymovymi mechanismy.

V piipadé¢ nadmérného osvétleni vyuzije rostlina pouze ¢ast svételné energie potiebné
k pokryti metabolickych procest. Nevyuzita energic je spoticbovana pii redukci
fotosyntetickych elektron-transportnich molekul, konkrétné kyslik je fotoredukovan
ptes fotosystém I a fotosystém II, ¢imz dochazi k tvorbé reaktivnich forem kysliku (Asada,
1999). Fotosystém I je ovliviiovan produkci ROS a nemuze dostate¢né rozptylit piijatou
prebytecnou energii, coZ vede k tvorbé tripletnich stavii ve fotosystému II, vedoucich k tvorbé
singletniho kysliku, ktery poSkozuje reakéni centra tohoto fotosystému (Hideg et al., 2002;
Sinha et al., 2012).

V malych koncentracich se ROS podileji na signalizaci v rdmci buiiky/mezi sousednimi
bunikami, v nadbytku jsou vSak toxické. Diky ROS jsou rostliny schopny ovladat rtizné
procesy souvisejici s ontogenezi (kliceni, rtst, kveteni, tvorba plodl, pohyby priduchii)
a stresem (biotického i abiotického pivodu) (Apel et Hirt, 2004). Na druhé strané vétSina
makromolekul (nukleové kyseliny, proteiny, lipidy, pigmenty) byva reakcemi sROS
oxidaén¢ poskozeno, coz zpravidla vede kbunétné smrti (Asada, 2006). K ochrané
proti toxickym ROS si rostliny vytvotily spektrum obrannych systémd, zahrnujici enzymy
a molekuly antioxidant (Asada, 1999).

Jak bylo zminéno, vznik ROS u sinic, fas, rostlin, ale i zivo¢ichd je spojen s riznymi

vykyvy biotickych a abiotickych faktort prostiedi.
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Extrémné reaktivni formy kysliku, konkrétné superoxidovy anionovy radikal
(02, hydroxylovy radikal (HO") a singletni kyslik (*O2), byly detekovany v podminkach

in vivo i in vitro. Prehled ROS je zobrazen na Obr. 5.

Singletni kyslik Kyslik Superoxidovy radikal Peroxidovy anion

1 3 = o & y o
O, «—°0, /™ 0, — 0O,

- -
H 2H 24

Fe

HOZ. HzOz —> OH’

Hydroperoxylovy radikal Peroxid vodiku Hydroxylovy radikal

Obr. 5: Ptehled a pfeména jednotlivych reaktivnich forem kysliku (Gill et Tuteja, 2010).

Peroxid vodiku a superoxid byly v poslednich letech nejvice studovany a byly
povazovany za hlavni ROS v biologii, avSak v bufice je superoxid velmi rychle pfeménén
na peroxid vodiku, ktery je nejstabilngjsi reaktivni formou kysliku v bunice. H2O2 byl poprvé
izolovan v roce 1818 Thénardem a velmi rychle se zjistilo, Ze vysokd koncentrace H20>
Vv buiice ma za nasledek poskozeni klicovych molekul jako je DNA a lipidy (Plaine, 1955).

Donedéavna byl peroxid vodiku povazovan za toxicky bunéény metabolit, ale dnes je
na rizné podnéty v rostlinnych i Zivocisnych bunkach a komunikaci mezi nimi (Neill et al.,
2002). Peroxid vodiku interaguje s proteiny obsahujici —SH skupinu a aktivuji odlisné
signalni drahy, stejn€ jako je tomu u transkripcnich faktord, které reguluji expresi geni
a bunécny cyklus (Slesak et al., 2007). Peroxid vodiku je relativné trvanliva molekula, jejiz
polo¢as rozpadu je 1 ms. Jelikoz se jednd o elektricky neutralni molekulu, mize volné
difundovat pfes membrany do mist vzdalenych od mista jeho vzniku. Muze tak inaktivovat
enzymy oxidaci jejich thiolové skupiny, napiiklad enzymy Calvinova cyklu ¢&i

superoxiddismutasy (Charles et Halliwell, 1980; Bowler et al., 1994).

Velmi reaktivni formou je také singletni kyslik, ktery mize byt produkovan reakci
kysliku s fotonem excitovanym chlorofylem. Nedostatecny odvod piebyte¢né energie, kterd
se vytvortila béhem fotosyntézy, mlze vést k tvorbé chlorofylu v tripletnim stavu. Tento stav
je velice reaktivni a takto excitovany chlorofyl mizZe reagovat s3>0, za vzniku 'O

(Buchert et Forreiter, 2010). Tvorba 'Oz mé negativni dopad na fotosystém I, fotosystém II
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a dalsi ¢asti fotosyntetického aparatu (Hatz et al., 2007). Experimenty dokazaly, Ze 1O, miize
v organismu difundovat az nekolik stovek nm, reagovat s nukleovymi kyselinami, proteiny,

lipidy i pigmenty (Krieger-Liszkay et al., 2008; Prasad et Pospisil, 2013).

Singletni kyslik, ktery je v buiikach produkovan jako odpovéd’ na fotooxidacni stres
¢i poranéni, je mozné detekovat pomoci SOSG (,,singlet oxygen sensor green®). Tento
fluorochrom je vyuzivan v mnoha biologickych systémech (Flors et al., 2006; Rac et al.,
2015; Sinha et al., 2012). V Chlamydomonas reinhardtii je singletni kyslik hlavni formou
ROS produkovanou pii fotooxidaénim stresu znadmérné intenzity osvétleni
(Triantaphylidés et al., 2008; Triantaphylidés et Havaux, 2009). Navic singletni kyslik
produkovany V reakénim centru fotosystému II je schopen stimulovat transkripci genu, ktery
koduje glutathionperoxidasu (GPXH) - enzym, obsahujici selen a vyznamné se podilejici
na obran¢ proti oxidaénimu stresu, jehoz hlavni funkci je katalyza degradace H20>
(Fisher et al., 2006; Ledford et al., 2007; Fisher et al., 2007).

Singletni kyslik rychle oxiduje molekuly obsahujici dvojné vazby mezi uhliky za vzniku
hydroperoxidi nebo endoperoxidfl. V proteinech 'O, specificky oxiduje aminokyseliny
jako je cystein, histidin, methionin, tryptofanové derivaty a vyvolava peroxidaci

membranovych lipida (Halliwell et Gutteridge, 1999).

3.22 RNS

Mezi reaktivni formy dusiku patii zejména oxid dusnaty a jeho vyssi oxidy, které hraji
dulezitou roli pii signalizaci v mnoha Zzivotnich procesech (Ignarro, 2000). Puvodné bylo
velmi slozité objasnit, které funkce jednotlivé RNS vykonavaji, jelikoz nebylo mozné je
spolehlivé detekovat za biologickych podminek. Nyni vSak jsou k dispozici fluorescenéni
sondy, které jsou specifické k danym dusikatym molekulam (derivaty fluoresceinu, komplexy

s kovy).

Reaktivni formy dusiku jsou odvozeny od zakladniho oxidu dusnatého. Muze se jednat
0 oxidy jako NO2z a N2Osz a mezi RNS patii také peroxydusitan a jeho derivaty. Peroxydusitan
je produktem velmi rychlé reakce mezi NO a superoxidovym O  radikalem, ktery funguje
jako oxida¢ni a nitraéni ¢inidlo schopné prochdzet biologickymi membranami. Cilovym
mistem peroxydusitanu jsou cysteinové thiolové skupiny v proteinech, tudiZ inhibuji
napiiklad thiol obsahujici tyrosinové fosfatasy, antioxidacni enzymy a cysteinové proteasy.

AvSak peroxydusitan také modifikuje proteiny nitraci nékterych aminokyselin
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(Alvarez et Radi, 2003). Mezi derivaty NO patii také mala molekula tzv. S-nitrosoglutathion.
Primarnim procesem tvorby RNS je produkce NO. NO je volny radikal, ktery ma velmi
kratky polo¢as rozpadu a hraje duleZitou roli pii rustu, vyvoji a abiotickém ¢i biotickém
stresu. V rostlindch existuje minimalné sedm signalnich oxida¢né redukénich drah

zodpovédnych za produkci NO (Gupta et lgamberdiev, 2011).

Nitratreduktasa je hlavnim enzymem schopnym produkovat cytosolicky NO.
Piitomnost NADH, jakoZzto elektronového donoru, zajiStuje redukci dusi¢nanu
na dusitan, avSak mize dojit i kredukci dusitani na NO (Dean et Harper, 1988;
Yamasaki et Sakima, 2000).

Oxid dusnaty mé v organismech velmi dilezitou ulohu. Je velmi rozsifenym
intracelularnim a mezibunéénym poslem s mnoha regula¢nimi funkcemi ovliviujicimi
fyziologii a patologii téchto organismil. Nejdiive byla role NO detailn€ popséna u savci,
u kterych NO hraje dtlezitou roli ve vasorelaxaci, pfenosu nervového signalu ¢i v regulaci
imunitniho systému (Ignarro et al., 1986). Az pozdé&ji bylo zjisténo, ze NO ma dulezitou
signdlni funkci v obrannych mechanismech rostlin pfi stresovych podminkéach

(Delledonne et al., 1998; Diirner et Klessig., 1999).

3.2.3 Oxidacéni stres

Odstranéni ROS je kliCovym procesem pro pieziti zivych organismt. Proto si tyto
organismy vyvinuly fadu obrannych mechanismt k zajisténi rovnovahy mezi tvorbou

a odstranovanim ROS, a pravé nerovnovaha mezi témito procesy se znaci jako oxidacni stres

(Sies, 1985).

Rasy Vyuzivaji pro udrzeni rovnovahy dva typy latek, a to nizkomolekularni latky
a latky vysokomolekularni. Mezi nizkomolekularni obranné latky patii zejména karotenoidy,
neméng dilezitymi bunéénymi antioxidanty jsou enzymy, katalyzujici degradaci ROS. Patfi
sem napiiklad superoxiddismutasa, katalasa, glutathionperoxidasa, askorbatperoxidasa,

thioredoxin a glutathionreduktasa (Gill et Tuteja, 2010).

Jak je jiz zminéno vySe, V rostlinném metabolismu hraji dilezitou roli karotenoidni

lipofilni latky, které maji mnoho funkci, v¢etné role dopliujicich pigmentt pti pohlcovani
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svétla, zhdSeni a role antioxidantli proti oxidaénimu poskozeni. V pfipad¢ antioxidacni funkce
téchto latek se jedna zejména o ochranu fotosystému interakei s produkty lipidové peroxidace,
coz vede kukonceni fetézové reakce, odstranéni singletniho kysliku a vyuziti energie
ve form¢ tepla. Pomoci excitovaného chlorofylu ¢i excitovanych chlorofylovych molekul pak
dochazi k prevenci tvorby singletniho kysliku nebo k odstranéni piebytecné excitacni energie
pres xantofylovy cyklus, ve kterém probihd konverze violaxanthinu na antheroxanthin
a zeaxanthin (Miiller et al.,, 2001). Karotenoidy jsou lokalizovany pobliz chlorofylu
ve svétlosbérném komplexu a jsou kompetitivnimi inhibitory pfi tvorbé singletniho kysliku.
Tato s karotenoidy spojena ochrana je dilezita zejména pii intenzité svétla vyssi, nez je

satura¢ni troven chlorofyld (Collins, 2001).

Lipidova peroxidace je povazovana za hlavni molekularni mechanismus oxida¢niho
poskozeni buné&¢nych struktur a bunécné smrti. Pivodné byla lipidova peroxidace studovana
V potravinafském pramyslu (mechanismus poSkozeni potravinaiskych oleji a tukt), nicméné
zavaznéjsi je v biologickych systémech, kde tvorba reaktivnich molekul zptsobuje naruSeni
intracelularnich membran (Dianzani et Barrera, 2008). Lipidova peroxidace snizuje tekutost
membran, ¢imz dochézi k omezeni jejich bariérovych funkci. Mnoho produktii peroxidace
lipidi jako jsou hydroperoxidy nebo jejich aldehydové derivaty inhibuji syntézu bilkovin
a modifikuji chemotaktické signaly a aktivitu enzymi (Fridovich et Porter, 1981).

Peroxidace lipidu je fetézova reakce, ktera je zahajena odstépenim vodiku nebo vazbou
kyslikového radikalu, kdy vysledkem je pravé oxidacni poskozeni nenasycenych mastnych
kyselin. Lipidova peroxidace, nebo také reakce kysliku s nenasycenymi mastnymi kyselinami,
ovlivituje produkci velkého mnozstvi oxidacnich produkti. Hlavnim primarnim produktem
peroxidace lipidl jsou lipidové hydroperoxidy (LOOH). Mimo jiné mohou vznikat i mnohé
aldehydy, jakozto sekundarni produkty peroxidace, do kterych patii malondialdehyd (MDA),
propanal, hexanal a 4-hydroxynonenal (4-HNE), které byly intenzivn¢ studovany jiz
v 80. letech (Esterbauer, 1982). MDA je povazovan za nejvice mutagenni produkt lipidové
peroxidace, zatimco 4-HNE je nejvice toxickou latkou (Esterbauer et al., 1990).

Malondialdehyd je Siroce uzivany biomarker peroxidace omega-3 a omega-6 mastnych
kyselin, protoze je schopen reagovat s thiobarbiturovou kyselinou (TBA). TBA test je zalozen
na reakci TBA s MDA za vzniku intenzivné zbarvené fluorescencni Cervené molekuly
TBA-MDA. Tento test byl poprvé aplikovan k vyhodnoceni autooxidaéni degradace tukt
a olejii (Sinnhuber et al., 1958).
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Nicméné reakéni latky kyseliny thiobarbiturové (TBARS) jsou nespecifické, tudiz se
vyskytuji spory o jeho vyuziti pfi kvantifikaci MDA ve vzorcich in vivo. Proto existuji
metody pro stanoveni volného a celkového MDA jako je plynova chromatografie, kapalinova
chromatografie a nékolik podobnych metod (Giera et al., 2012).

4-HNE byl studovan jiz v 60. letech (Schauenstein, 1967). Pozdé&ji pak v 80. letech byl
4-HNE povazovan za cytotoxicky produkt peroxidace mikrozomalnich lipida
(Benedetti et al., 2008). 4-hydroxyalkeny jsou také vyznamnymi produkty peroxidace, jelikoz
jsou produkovany v relativné velkém mnozstvi a funguji jako sekundarni pfenasece volnych

radikalt (Esterbauer et al., 1991).

Lipidova peroxidace miiZze nastat dvéma zptisoby, a to bud’ autooxidaci zptisobenou
ROS nebo regulovanym procesem za ucasti enzymu lipoxygenasy (Farmer et al., 2003).
Biosyntéza kyseliny jasmonové byva u rostlin aktivovana v uréitych obdobich vyvoje
(kliceni, starnuti) nebo pii vystaveni organismu mechanickému poskozeni ¢i patogenezi
nekrotrofli, v mensi mife i pii dalSich stresovych reakcich (Creelman et Mullet, 1997).
Okamzitou reakci na stresovy podnét je zvyseni koncentrace Ca?* v butice, snizeni pH
vnitiniho prostfedi buiiky, fosforylace proteint, oxida¢ni vzplanuti a dochazi také k aktivaci
lipas a lipoxygenas, které inkorporuji molekularni kyslik do polynenasycenych mastnych

kyselin v membranach (Mueller, 1997; Creelman et Mullet, 1997).

3.3 Stresové faktory

Stresové faktory vyvolavaji produkci RONS a rozdé€luji se do dvou zakladnich skupin;
mezi stresory abiotické patii vlivy vnéjsiho prostiedi (extrémy v zasobovani vodou, v teploté,
zateni, salinita, t¢Zké kovy, chemikalie) ¢i mechanické poSkozeni; mezi stresory biotické pak

patii predevsim infekce patogeny (Prochazka et al., 1998).

Pted samotnou stresovou reakci dochdzi na zacatku k plisobeni stresoru a naslednému
poskozeni funkci bunék i jejich dil¢ich struktur, tato faze je tzv. poplachova. Jestlize intenzita
pusobeni stresového faktoru nezplisobi ihned smrt buiky, tak v buiice dochézi
k aktivaci mechanismt (tzv. restitu¢ni faze), diky kterym nasledn¢ dochazi k nartstu
rezistence rostliny vi¢i danym stresortim, odtud faze rezisten¢ni. Pokud vSak je intenzita
pusobeni stresoru vysoka a dlouhodobd, nastava faze vycerpani (pribch stresové reakce viz

Obr. 6) (Piterkova et al., 2005).
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Odpoveédi na riuzné stresové faktory byly podrobné prostudovany u vyssich rostlin,
ale i u fas jsou velmi podobné. Rasy jsou V ptirodé vystaveny predev§im abiotickym stresam
(Mendez-Alvarez et al., 1999). U Chlamydomonas reinhardtii byl studovan vztah
mezi odpovédi na fyzikalni stres (intenzivni osvétleni) a na stres chemicky (kontaminace
vodniho prostiedi fosfaty). Zjistilo se, ze béhem stresové odpovédi doslo ke zméné toku
energii v buiice. Pfedev§im se jednalo o zmény v pfijmu a uvolnéni vapniku z mitochondrii
a v pohybu vezikuli obsahujicich vapnik. Detekce téchto zmén byla provedena pomoci
mikroskopie (Stephens et Allan, 2003). Zjistilo se tak, ze v mitochondriich dochazelo
Kk produkci peroxidu a superoxidu, jakozto ROS, a také dochazelo ke zménam v produkci
ATP ( Brickley, 2003).

poplachova faze
restitucni faze

maximalni odolnost
(rezistence)

otuZovani

: faze vycerpani

+
odolnost

I
|
|
|
|

I
+
I
|
I
I

I pocatek stresu cas

Obr. 6: Prub¢h stresové reakce (Larcher, 1995).

Odpovéd’ na dany stresovy faktor je spousSténa aZz tehdy, kdy rostlina tento stresovy
signal rozpozna na bunécné Urovni. Nasledné pak dochézi k preprogramovani metabolismu.
V kratkém cCase se do obrany zapojuji molekuly, které jsou v buiice jiz pfitomny; v delSim
casovém horizontu dojde zménou transkripce genli k syntéze enzymii a sekundarnich
metabolitti, které se ucastni obranné reakce proti abiotickému ¢i biotickému stresu
(Edreva et al., 2000). Ke zvyseni produkce sekundarnich metabolitl (napf. pro zvySeni
odolnosti rostlin proti urcitym patogenim) a K syntéze téchto latek de novo v in vitro
podminkach se uziva tzv. elicitace (Dicosmo et Misawa, 1985). Proces elicitace je zalozen
na elicitoru neboli signalu, ktery je po rozpoznani receptory buiky schopen vyvolat expresi
gend, diky které dochazi k postupnému zvySovani syntézy sekundarnich metabolitd v rostliné

nebo in vitro kulturach (Slobodianova, 2014).
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3.3.1 Abioticky stres

Rostliny jsou Casto vystaveny abiotickym stresovym faktortim, jako je naptiklad sucho,
nadmérné mnozstvi vody, nadmérné svétlo, extrémni teploty (tj. chlad, mraz, teplo), salinita,
nedostatek mineralnich latek ¢i pusobeni toxickych latek (viz Obr. 7).

Negativnim u¢inkem abiotického stresu jsou zejména zmény v rostlinném metabolismu,
rstu, vyvoji a v extrémnich pfipadech mize nastat i jejich smrt. Ke zménam v metabolismu
vSak dochazi proto, aby byla zachovana rovnovaha mezi tvorbou a spotiebou energie. Tato
Vv zivotnim cyklu rostlin, mezi které patii zejména fotosyntéza, Calvintiv cyklus, fotorespirace
a procesy spojené s prenosem elektrond, substrat, reduktant a energie (Noctor et al., 2007;
Foyer et Noctor, 2009; Foyer et al., 2009; Pfannschmidt et al., 2009). Pisobenim abiotického
stresu dochéazi ke zfetelnému omezeni produkce rostlin a nésledné¢ pak k ekonomickym

ztratam (Sha Valli Khan et al., 2014).

Abiotické stresové signaly

[
v
v

Teplota  Salinita 4 - H—_— v
& Voda Zareni Chemicky stres Mechanicky stres
Y ' |
' Sucho, vihko v el o .
Horko Chlad 5 Svétlo, UV, Mineraini + Polutanty, Tézke
lonizujici zafeni !* Plynné kovy, Pesticidy,
v N toxiny Aerosoly
Chlazeni Mrazeni )
! I I
Vitr Pohyb pudy  Zaplavy

Obr. 7: Ptehled abiotickych stresovych signalti (Mahajan et Tuteja, 2005).

3.3.1.1 CHLADOVY STRES

v

Nizka teplota je jednim z nejskodlivéjSich abiotickych strest, ktery ovliviiuje zejména
rostliny mirného péasu. Tyto druhy jsou adaptovany ke zméndm teplot Gpravou jejich
metabolismu béhem podzimu, zejména vSak zvySenim produkce ochrannych sloucenin, diky

kterym jsou schopny maximalizovat chladovou toleranci.
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V pribéhu zimy je metabolismus takovych rostlin pfesmérovan k syntéze ochrannych
molekul, mezi které patii cukerné alkoholy (sorbitol, ribitol, inositol), rozpustné cukry
(sachardza, rafindza, stachydza, trehaloza) a nizkomolekularni dusikaté slouceniny
jako je prolin nebo glycin betain, ktery se vyskytuje jak u jednodéloznych, tak
i dvoudé€loznych rostlin a jedna se o derivat glycinu (Janska et al., 2010). Chladovy stres
zvySuje v rostlinach produkci fenolovych latek a jejich nasledné inkorporovani do bunécné

stény jako suberin ¢i lignin (Griffith et Yaish, 2004).

Nékteré druhy rostlin stresuje az nahly pokles teploty o nékolik desitek °C, ale u jinych
dochazi ke stresové reakci jiz pii mirnéj§im poklesu teploty pod 10 °C. Je-li rostlina
vystavena klimatu s nizkymi teplotami, zacne v ni dochazet k akumulaci osmoaktivnich latek,
S naslednou produkci stresovych proteinli neboli chladem indukovanych proteinti a néslednou

zménou struktur v membranach. Podobné je tomu prave také u fas (Prochazka et al., 1998).

3.3.1.2 TEPLOTNI STRES

Je-li rostlina vystavena zvySené teploté, dochazi k jejimu piehiati a stresové reakei.
Vlivem tepla mize dojit k rozpadu cytoskeletu a zastaveni pohybu cytoplazmy. Teplem jsou
rychle zasazeny lipidy membranovych struktur bunky, které se timto stresem stavaji
superfluidni a ztraci tak schopnost plnit svou funkci. Nejdiive je poskozena tylakoidni
membrana chloroplastli, a tim i1 funkce fotosystému II, kterou mizeme pomoci citlivych
kamer detekovat na zakladé zmén fluorescence chlorofylu in vivo. Pii zpétném poklesu
teploty jsou zmény fluidity membran reverzibilni. Teplo negativné ovliviiuje také proteiny
V téchto membranach, které denaturuji a méni svou konformaci, ¢imz ztraci svou ulohu. Prvni
reakci na zvySenou teplotu je syntéza chaperont, tzv. heat-shock proteind, které napomahaji

spravné konformaci bilkovin, a tak zvysuji termostabilitu organisma (Prochazka et al., 1998).

3.3.1.3 STRES VYVOLANY PUSOBENIM TEZKYCH KOVU

Kadmium patii mezi tézké kovy znamé predev§im svymi fytotoxickymi ucinky.
Na molekularni trovni je kadmium schopné nahradit vapnik v molekule kalmodulinu

a nasledné ovliviiovat bunécné signalni kaskady (Rivetta et al., 1997).

Toxické kovy jsou schopny prochazet membranami nékolika rliznymi mechanismy
transportu (Van Ho et al., 2002; Zalups et Ahmad, 2003). Jeden z téchto mechanismt
se oznacuje pojmem molekularni mimikry, ve kterém se jednd bud’ o kompetici ve vazbé
na multivalentni iontové nosi¢e (napf. Ca?" kanald) nebo kompetici ve vazbd
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na nizkomolekularni thioly (jako je cystein). Tyto kovy vSak mohou byt transportovany
i pomoci aktivniho transportu za pomoci aminokyselinovych transportéri. DalS$i moZznosti
transportu téchto kovu je i ponékud odlisny mechanismus, v jehoz piipadé jsou kovy vazany

na chelatacni proteiny (napi. metalothioteiny) nebo endocytdzou.

Pusobenim tézkych kovti dochazi k depolarizaci a snizeni pH cytoplazmy, coZ nasledné
vede K poruSeni homeostazy bunky (Cumming et Gregory, 1990; Cardozo et al., 2002;
Conner et Schimid, 2003).

Stejn¢ jako je tomu u jinych abiotickych stresorti, dochdzi v buinice vlivem pusobeni
tézkych kovi k oxida¢nimu stresu a produkci ROS. Proto modulace antioxida¢ni kapacity
predstavuje dilezitou adaptivni reakci vuci rGznym typtim stresu (Pedrajas et al., 1993;
Dat et al., 1998; Thomas et al., 1999).

Co se tyce pusobeni téZkych kovili, konkrétné prechodné kovy mohou byt soucasti
Haber-Weissova cyklu, jehoz vychozimi latkami je O2-~ a H>O. a produktem pak OH-
(Halliwell, 1982). Kovy bez redoxniho potencidlu (Cd*, Pb* a Hg") mohou zvySovat
preoxidacni stav redukci glutathionu (GSH), aktivujici systémy zavislé na véapniku
a ovlivilujici Zelezem zprostiedkované procesy. Tyto tézké kovy mohou také narusit

fotosynteticky fetézec, ¢imzZ dochazi k produkci O, a O2 (Asada et Takahashi, 1987).

Aktuélné byl studovan vliv vysoké koncentrace Cd na rostlinné protoplasty, ve kterych
doslo k nartstu hladin NO a RONS celkové. Po dvou az ¢étyfech hodinach byla odezva
na pisobeni Cd nejvyssi, dosSlo k vyraznému zvySeni produkce NO a RONS, zatimco
po dlouhodobém ptisobeni Cd, konkrétné po 24-168 hod bylo pozorovano opétovné snizeni
hladin téchto latek. Studie potvrdila jiz diive zvefejnéné negativni ucinky Cd** iontd
na zivotaschopnost buné€k, avsak sniZzena zivotaschopnost mize byt zplisobena nejen vlivem
toxickych ROS, ale také i schopnosti Cd?* jonti nahradit potiebné kationty v proteinech, coz
mize vést k inhibici enzymatické aktivity. U kadmia podobné jako u rtuti bylo prokéazano,
7ze dokdze ménit redoxni homeostazu prostiednictvim sniZzeni endogenni hladiny
redukovaného GSH, jakozto klicové slozky intracelularni redoxni kontroly (Piterkova et al.,

2015).

3.3.2 Bioticky stres
Bioticky stres zptisobuje poSkozeni rostlin plisobenim Zivych organismu: fytoplazmami,
bakteriemi, houbami, hmyzem, pfezvykavci ¢i jinymi rostlinami. Fyziologii rostlin vyznamné
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narusuji obligatni parazité¢ ze skupin vird a viroidd, 1 kdyz se jedna 0 nebunécné organismy.
Symptomy biotického stresu jsou krom¢ zmén vzhledu rostliny tvofeny i strukturami
samotného patogena, napf. mycelium a sporulace hub, bakterialni sliz, tvorba cyst
¢1 pfitomnost roztoct a hmyzu (Flynn, 2003). Zatimco abiotické faktory jsou pomérn¢ dobie
identifikovatelné, symptomy biotického stresu jsou vysoce variabilni (postupny vyvoj
patogena nebo S$kudce, vliv vnéjSich podminek a fitness rostliny atd.) a mohou interagovat
I S jinymi abiotickymi faktory.

Vliv biotického stresu byl dosud vice prostudovan u vyssich rostlin nez u fas, piestoze
jsou i tasy hostiteli fady patogenti (napt. vird nebo chytridiomycet). Patii sem napiiklad
zastupci rodu Chlorovirus, kteti infikuji pfevazné sladkovodni fasy. Takové typy virt jsou
schopny pfipojit se na vnéjs$i povrch bunétné stény, poté zacnou uvoliovat specifické
enzymy, které buné¢nou sténu rozrusi a nasledné dochazi k fzi viralni DNA s DNA hostitele.
V pribéhu c¢asu replikace viralni DNA pokracuje tak dlouho, dokud nedojde
ke kompletnimu rozpadu bunky (Yamada et al., 2006; Meints et al., 1984).

3.4 Metody studia RONS

3.4.1 Histochemické znaceni

Histochemicky je mozné lokalizovat vybrané molekuly ve vzorku na zakladé chemické
reakce. K oznaceni danych struktur se vyuzivaji nizkomolekularni znacky, fluorescenéni
proteiny, kvantové te¢ky (viz Obr. 8), aj. Dalsim zplsobem znaceni téchto molekul je
imunohistochemické znaceni pomoci protilatek s navazanymi fluorochromy, nebo znacéeni

na zaklad¢ enzymové reakce, ptipadné pomoci vneseni fuznich proteinti do organismu.
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Obr. 8: Princip histochemie A) pouziti fluorescenéni molekuly a B) fluorescen¢niho proteinu

(Lavis, 2011).

V dal$im textu jsou zminény tii fluorochromy pro urcité molekuly RONS, které byly
pouzity v experimentdlni cCasti. Kazd4d fluorescencni molekula ma specifickou afinitu

pro urcité cilové molekuly (Kiernan, 2008).
DAF-FM

Ke znacéeni NO se vyuziva fady diamint, nékdy v komplexu s médi. Prvnimi znackami
pouzivanymi  k  fluorescen¢ni  detekci NO byly naftalen-2,3-diamin  (DAN)
¢i 4,5-diaminofluorescein (DAF-2), které v ptitomnosti kysliku reaguji s NO za vzniku
triazoll. Metoda nebyla vSak selektivni pro NO, nebot’ reaguji i dusitany. Schopnost DAF-2
detekovat NO je vyssi v pfitomnosti dvojmocnych kationtd (Kupkova et Benes§, 2004).
Dals$im derivatem testovanym k detekci extracelularniho NO byl 4-amino-5-(N-metylamino)-
2',7'-difluorofluorescein (DAF-FM). Puvodné se tvrdilo, Ze DAF-FM je nefluorescenéni,
avSak pouze do doby, kdy nechali reagovat DAF-FM s NO a vytvofili tak fluorescen¢ni
benzotriazol (Kojima et al., 1999). Pro ptenos fluorochromu do bunky byly na jeho molekulu
navazany zbytky kyseliny octové. Po proniknuti DAF-FM DA (4-amino-5-(N-metylamino)-
2', 7'-difluorofluorescein diacetatu) do nitra bun¢k dochazi ptirozené k deacetylaci barviva
vnitrobunéénymi esterasami. Tim vznikda DAF-FM, ktery vykazuje velmi nizkou fluorescenci,
ale po reakci s NO tvoti benzotriazolovy derivat, ktery je silné fluorescenéni (viz Obr. 9).
Jedna se o fluorochrom s excitaci 495 nm a emisi 515 nm. Tento derivat miiZze byt detekovan

metodami  zalozenymi na fluorescenci, napt. mikroskopii, pratokovou cytometrii,
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spektrofotometrii (fluorescencnimi readery) ¢i fluorometrii (Thermo Fisher Scientific Inc.,
2015).

2 2
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Obr. 9: Pfeména nefluorescencniho DAF-FM DA na fluorescen¢ni benzotriazolovy derivat

(Thermo Fisher Scientific Inc., 2015).

Za fluorochrom s nejvyssi specificitou pro NO je v soucasnosti povazovan Fluorescent
Nitric Oxide Cheletropic Trap (FNOCT), v jehoz piipadé se jedna o pyren na bazi
o-cyklického quinodimetanu (Vandana et al., 2012), ktery vSak neni dostupny komer¢né ani

od jeho autord, proto neni mozné tyto informace ovéfit.

c-H2DCF DA

Ke znaceni ROS, produkovanych vlivem oxidacniho stresu, se pouZziva derivati
fluoresceinu. V experimentalni ¢asti byl pouzit konkrétn¢ derivat carboxy-H>DCF DA, neboli

5-(and-6)-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat s excitaci 495 nm a emisi 529 nm.

Nefluorescen¢ni c-H2DCF DA prochazi ptes plazmatickou membranu do nitra zivych
bunék, kde je deacetylovan intracelularnimi esterasami. V pfitomnosti ROS produkovanych
vlivem oxidacniho stresu je redukovania molekula c-DCFH oxidovana na c-DCF, ktery jiz

vykazuje silnou fluorescenci, reakce viz Obr. 10 (Thermo Fisher Scientific Inc., 2015).
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Obr. 10: Pfeména nefluorescenéniho c-H2DCFDA na fluorescenéni ¢c-DCF (Thermo Fisher

Scientific Inc., 2015).

SOSG

Ke specifické detekei vznikajiciho singletniho kysliku v burnikach se uziva fluorochrom

Singlet Oxygen Sensor Green® (SOSG). Tento fluorochrom je excitovan zarenim o vinové

délce 504 nm, nésledné pak dochézi k emisi o vinové délce 525 nm. Vyrobce uvadi, ze SOSG

je vysoce selektivni pro Oz a nevykazuje zaddné znatelné odpovédi k hydroxylovym ani

superoxidovym radikalim. Pavodné byl dodavan pro extracelularni detekci, ale zjistilo se,

Ze prochéazi do nitra bunck. Po interakci SOSG se singletnim kyslikem dochézi k pieruSeni

ptrenosu elektronti a tvorbé endoperoxidu, vykazujiciho fluorescenci, reakce viz Obr. 11

(Thermo Fisher Scientific Inc., 2015). Vlivem svétla mize dochazet k autooxidaci SOSG,

proto je nutné v experimentech piipadné odecitat pozadi.

prenos elektronti

prenos elektront

slaba fluorescence

SOSG

silna fluorescence

SOSG-EP

Obr. 11: Pfeména slab¢ fluorescencniho SOSG na SOSG-EP (endoperoxid) (Gollmer et al.,

2010).
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Nedavno byla pro detekci singletniho kysliku déanskymi védci syntetizovdna nova
sloucenina, ktera se oznacuje ASG neboli Aarhus Sensor Green, kterd ma tidajn¢ nesporné
vyhody v pouziti pro detekci singletniho kysliku diky vyssi specifité. ASG ptekondva fadu
omezeni, ktera jsou spojend s pouzivanim komercné dostupného SOSG. Funkcné se obé
slouceniny chovaji stejné, v ptitomnosti singletniho kysliku dochazi k nevratné preméné slabé
fluorescencni molekuly na vysoce fluorescen¢ni endoperoxid. Hlavni vyhodou ASG a ASG-
EP je to, ze pti fyziologickych hodnotach pH samy o sob¢ nevyvolavaji produkci singletniho
kysliku a ASG snadno vstupuje do protoplastu bunék. ASG je chemicky modifikovany
fluorescein odvozeny od SOSG. Jedna se o fluorovany derivat, konkrétné¢ o tetrafluor-
substituovany derivat fluoresceinu, ktery je kovalentné navazan na 9,10-difenylantracenové
komeréné dostupna (Pedersen et al., 2014). Pocate¢ni slibna komunikace s autory ¢lanku
Vv poslednim roce dosud nevedla k ziskani fluorochromu ani postupu pro jeho syntézu, coz

¢ini vyuziti ASG pro specifickou detekcei singletniho kysliku diskutabilnim.

3.4.2 Mikroskopické metody

3.4.2.1 HISTORIE MIKROSKOPU

Kofeny mikroskopie sahaji do prvniho stoleti, kdy Rimané pozorovali objekty
ptes sklicko, diky némuz byly pozorované objekty vétsi. Postupem casu vznikaly jednoduché
¢ocky, jejich kombinaci pak slozit&jsi pfistroje. Za vynalezce prvniho ,,mikroskopu“ se
zvétSenim 9x zr. 1590 jsou oznaovani Hans a Zacharias Jansenovi. Prukopnikem
mikroskopie na konci 17. stoleti byl anglican Robert Hooke, jehoz mikroskop zdokonalil jeho

soucasnik holand’an Anton van Leeuwenhoek (History of Microscope, 2010).

3.4.2.2 FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Fluorescen¢ni mikroskop je typem svételného mikroskopu, umoznujici detekci latek
schopnych fluorescence, ktera vznika pti ozatreni vzorku obsahujiciho fluorochromy. Jedna se
0 molekuly, jejichz elektrony jsou 0zafenim svétlem o uréité vinové délce excitovany na vyssi

energetickou hladinu a pfi navratu na hladinu ptivodni emituji zafeni o vinové délce vyssi.

Zdroj svétla u fluorescencéniho mikroskopu je rtutova vybojka ¢i xenonova obloukova
p yboj

lampa, dalezitymi ¢astmi jsou excitacni a emisni filtry, které umoznuji propoustét paprsky
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o urcité vinové délce. Filtry se pro pozorovani vzorku vybiraji podle spektralnich vlastnosti
daného fluorochromu. Dilezitou komponentou je také tzv. dichroické zrcadlo neboli déli¢
paprskil, ktery eliminuje nezadouci paprsky. Tyto mikroskopy se staly dulezitou soucasti

biologickych studii (Bradbury et Evennett, 1996).

3.4.2.3 KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Konfokalni mikroskop ma rozliSovaci schopnost zhruba 1,6x vyssi nez fluorescenéni,
coz je dano detekci svétla pouze z ohniskové roviny mikroskopu. Idea konfokalniho
mikroskopu pfisla od Marvina Minského, ktery ji roku 1957 patentoval, ale praktickému
vyuZiti tohoto objevu branil nedostatecné intenzivni zdroj svétla. V roce 1966 Mojmir Petran
ve spolupraci s kolegou Milanem Hadravskym patentovali princip konfokalniho mikroskopu
s dvojitym Fadkovanim, ktery fungoval na principu Nipkowova kotouce (Egger et Petran,
1967; Pawley, 2005).

Zdrojem intenzivniho svétla je vétSinou laser, dalsi dilezitou soucasti je dichroické
zrcadlo, konfokalni clony a fotonasobié¢. Pruchod paprski konfokalnim mikroskopem je
znazornén na Obr. 12. Vysledna data, ve kterych jsou obsaZeny i informace o soufadnicich X
a' Y daného bodu ve vzorku jsou preneseny do skenovaci techniky, ktera je schopna z téchto
soufadnic vytvofit kompletni obraz (Plasek, 1995). Velkou vyhodou moderniho konfokalniho
mikroskopu je i to, ze pofizenim jednotlivych ostrych optickych fezl lze softwarové
rekonstruovat 3D obraz vzorku (Porter et al., 1984).

Konfokalni mikroskopie se vyuziva pro studium dynamiky v Zivych bunikach. Ptiprava
takovych vzorkd je naro¢na, stejné jako je tomu u pozorovani zivych bunék konvencni
mikroskopii. Dale musi byt vzato v ivahu i poskozeni vzorku zpisobené cilenym vysoce
intenzivnim excitatnim svétlem. Fluorescence také predstavuje problém v ovliviiovani
chovani bunék flurochromem. Molekuly kysliku reaguji s molekulami fluorochromu
za vzniku tripletnich excitovanych stavii a mohou tak tvofit volné radikaly, které nasledné

mohou poskozovat bunky (Terraski et Dailey, 1995).
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Obr. 12: Prichod svétla konfokalnim mikroskopem (Olympus America Inc., 2015).

3.4.2.4 OBRAZOVA ANALYZA

Soucasti systému potiebného pro analyzu obrazu je pocitac¢ se specidlnim softwarem
a digitalizacni zafizeni. K digitalizaci slouZi specidlni skener nebo mikroskop, ktery je
propojen s digitalni kamerou a vysledny obraz je pak uloZen v poéitaci a mize byt dale

hodnocen a upravovan.

Dilezitou soucasti analyzy obrazu je segmentace, pii které se oznaéi v obraze
konkrétni oblasti, které jsou nasledné hodnoceny a mohou byt méfeny nebo umoZiuji
stanovovat poZadované morfometrické a denzitometrické vlastnosti objektl. Mlze byt také

kvantifikovana intenzita fluorescencniho signalu (Plachy, 2004).

Obrazy vzniklé¢ konfokélni mikroskopii jsou definovany v Ciselné (digitalni) formé,
proto je snadné je nasledné pocitacové zpracovavat. Naptiklad ze sady optickych ezl
muzeme vytvorit prostorové objekty, které¢ nam nasledné umoznuji sledovat napt. lokalizaci

fluorochromu v jednotlivych organelach eukaryotnich bunék (Plasek, 1995).
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3.4.3 EPR spektroskopie

EPR neboli elektronova paramagneticka rezonance (oznacovana také jako ,.elektronova
spinova rezonance, ESP) je spektroskopicka technika, jejiz princip je velmi podobny principu
NMR, nuklearni magnetické rezonance. Ob¢ tyto techniky jsou zalozeny na interakcich
mezi magnetickymi momenty a elektromagnetickym zafenim - u EPR jsou pivodem téchto

momentt elektrony, zatimco u NMR jadra (Weil et Bolton, 2007).

EPR je velmi citliva technika slouzici k detekci a identifikaci volnych radikala
jako ROS a NO (Gibella et al., 2000). Obecné je metoda zaloZzena na piechodech
mezi energetickymi hladinami, které vznikaji pisobenim magnetického pole na neparovy
elektron (Wertz et Bolton, 1972). Po vlozeni radikalu (latky s neparovym elektronem)
do vné&jsiho magnetického pole dojde k orientaci magnetického momentu elektronu do dvou
povolenych orientaci, které jsou energeticky rtizné. Po ozafeni vhodnou energii méfime
hodnotu rozdilu mezi obéma spinovymi stavy elektronu. Zaznamem tohoto méteni je pak

spektrum EPR.

Naptiklad NO obsahuje v molekule 11 valen¢nich elektronii, ale EPR spektrum vzniké
u volné molekuly NO pouze za situace, je-li v excitovaném stavu. Pro stanoveni NO se
vyuziva metody zachytu spinu, kdy reaguje radikal s diamagnetickou latkou nachylnou
k vytvofeni komplexu, tak vznikne radik4dl majici dels$i biologicky polocas a lepsi
detekovatelnost. NO vytvari tyto komplexy napiiklad s pfechodnymi kovy, thioly

nebo s reaktivnimi formami kysliku (Kupkova et al., 2004).

Terminem singletni kyslik 'O, je oznacovdna molekula kysliku v energeticky
excitovaném stavu, v némz jsou vSechny elektrony sparovany, tudiz multiplicita spinu je 1
(singlet). V zakladnim energeticky nejniz$im stavu ma molekula kysliku v nejvy$sim orbitalu
dva neparové elektrony s paralelnimi spiny a multiplicitu spinu 3 (triplet). Oproti tomu
naprostd vétSina latek ma v zédkladnim stavu vsechny elektrony sparované, jsou tedy
v singletnim stavu. Pro jejich reakce s tripletnimi molekulami kysliku tak plati pravidla
zachovani spinu, tzv. spinovy zdkaz, avSak termodynamicky jsou tyto reakce mozné.
V pripad€, ze by neexistoval spinovy zakaz, byla by veskera organicka hmota v pfitomnosti

vzdusného kysliku oxidovana na oxid uhli¢ity a vodu (Lang et al., 2005).

Podobné¢ jak je tomu u NO, tak i u singletniho kysliku se jedna téZ o metodu spinového

zachytu, ktery je zaloZen na reakci 'O, s neradikélovou slou¢eninou za vzniku stabilniho

31



radikdlového produktu. Ke stanoveni 'O2 se pouzivd 2,2,6,6-tetramethylpiperidin a jeho
derivaty. Vznikajici nitroxidovy radikal nasledné vykazuje EPR spektrum se tfemi liniemi,

jejichz vyska je piimo umérna koncentraci 1O, v roztoku (Lang et al., 2005).

2,2,6,6-tetramethylpiperidine (TEMP) a 2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidinone (TEMPD)
se pouzivaji ke kvantifikaci tvorby singletniho kysliku z rostlinného materialu (Hakala-Yatkin
et Tyystjarvi, 2011). V pripadé TEMPD se jedna o hydrofilni spin-trap, zatimco TEMP je
lipofilni povahy. Obé¢ tyto latky slouzici ke spinovému zachytu, jsou specifické k detekci
singletniho kysliku (Lion et al., 1980; Moan et Wold, 1979). Srovnani hydrofilniho
a lipofilniho spin-trapu je popsano v Tab. | (Sigma Aldrich Co. LLC, 2015).

Tab. I: Rozdily mezi TEMP A TEMPD.

TEMP TEMPD
Charakter lipofilni hydrofilni
Redéni s etanol destilovana voda
Empiricky vzorec CoH1oN CoH17NO
Molekulova hmotnost 141,25 155,24
[g/mol]
Cistota [%] >99 95
Strukturni vzorec O
s e

Bylo také zjisténo, ze tyto latky vyvolavaji zavazné vedlejsi ucinky ve fotosystému II,
ktery je hlavnim mistem tvorby singletniho kysliku (Hakala-Yatkin et Tyystjarvi, 2011). Ob¢
slouceniny, TEMP i TEMPD, vychytavaji singletni kyslik a nasledné tvofi nitroxidy, které jiz
mohou byt méfeny pomoci elektronové paramagnetické rezonance. Specifita obou latek
k singletnimu kysliku se odviji od pouzitého biologického materialu. TEMPO, jakozto
nitroxidovy produkt TEMP a rGzné jeho derivaty jsou Siroce pouzivany V organické
i anorganické chemii, jako radikalové trapy v oblasti biologickych véd (Vogler et Studer,
2008; Wilcox, 2010).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

K experimentim byly pouzity kultury tfi kmena fasy Chlamydomonas reinhardtii,
konkrétn¢ divoky kmen CC002-WT a dva mutantni kmeny typu CC125 a typ CC2929. Také
byly pozorovany kultury sinic, kmen Synechococcus endogloeicus, ktery ze sbirky
mikroorganismi UPOC poskytl doc. RNDr. Petr Hasler, Ph.D. z Katedry botaniky, PfF UP
v Olomouci, a Synechocystis NEXON- WT, ktery byl ziskan ze sbirky AV CR v Ceskych

Budéjovicich.

V piipadé Ch. reinhardtii CC002 se jedna o ,,wild-type*, ktery charakterizuje u druhu
fenotyp vyskytujici se v pfirodé. Pavodné byl wild type povazovan za produkt standardni
alely na daném lokusu, zatimco mutantni druhy za produkty alely nestandardni neboli
mutantni. VeSkeré genové lokusy se vSak vyskytuji v nékolika alelickych formach, které se
lisi frekvenci zastoupeni v populacich druhu Vv jednotlivych arealech a neexistuje tak jednotny
wild-type daného druhu. Prevladajici alela genu je povazovana za alelu ,,standardni®. Co se
ty€e mutantni alely, miize se ménit a ma i moznost se stat opét divokym typem, pokud dojde

K jeji selekci v dané populaci (Chari et Dworkin, 2013; Jones et Hartl, 1997).

Druhym pouzitym kmenem Ch. reinhardtii byl kmen CC125, s mutaci mt+ [137c],
ktery byl popsan v Boynton-Gilhamové laboratofi, Duke University (Durham, USA).
Genovym pozadim pro kmen CC125 byl ptivodné ,,wild type“ 137c izolovany G. M. Smithem
roku 1945 pobliz Amherstu v Massachusetts, USA (ve sbirce r. Chlamydomonas je
pravdépodobné identicky s kmenem 11/32c). Tento kmen byl vroce 1968 pienesen
do Dukovy laboratoie, kde byly provedeny mutace v genu nitl a nit2, které koduji enzym
nitrat reduktasu podilejici se na asimilaci dusi¢nand, tudiz nemuze rlst v pfitomnosti
dusi¢nanu jako jediného zdroje dusiku (UniProt, 2015). Také nese alelu AGG1 (aggl)
zodpovédnou za fototaktickou agregaci. CC125 je kmen, ktery byl vyuzit ke studiu fady
dalsich mutaci, vznikl tak napfiklad kmen CC503 cw92 mt+, ktery byl zdrojem DNA

pro sekvenovani genomu (Matt Laudon, Chlamydomonas Resource Center).

Tretim pouzitym kmenem Ch. reinhardtii byl mutant CC2929, ktery byl popsan v roce
1993 P. A. Lefebvrem z University v Minnesoté. Tneto kmen je rezistentni vici
streptomycinu a vyzaduje pro svij rast acetat. Jedna se o kmen A54-e18 s nitl-e18 mutaci,
konkrétné deleci na 5’konci NIT1 nebo NIA1 genu pro nitratreduktasu.
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4.2 Kultivace ras a sinic

Bunky Ch. reinhardtii nejsou kultivaéné¢ naro¢né. Pro experimenty byly fasy
kultivovany v tekutych médiich, které slouzi k jejich pomnozeni (Obr. 13). Dlouhodobéjsi
kultivace se provadi nal1,5% agaru, a to bud na Petriho miskach (Obr. 14)
¢1 ve zkumavkach (Sikmy agar).

Rasy rodu Chlamydomonas patii mezi fotosyntetické organismy, tudiz mohou v procesu
fotosyntézy vyuzivat jako zdroj uhliku CO2. Na druhou stranu mohou Chlamydomonas rist
1 za nepfistupu svétla, a to za predpokladu, ze je ptitomny acetat neboli stl kyseliny octové,
ktera je zde hlavnim zdrojem uhliku pro chemosyntézu.

Pokud chceme skladovat kultury fas dlouhodobé, je zapotiebi utésnit kultivacni
zkumavku ¢i Petriho misku parafilmem a skladovat pti teploté 10-15 °C (Adams, 2015).

Pti vybéru vhodného média pro kultivaci tas je dilezité se rozhodnout pro takové
médium, na kterém by byla nizké bakteridlni kontaminace. Takovd média jsou vSeobecné
vybirana, jelikoz fasam poskytuji prostiedi velmi podobné tomu, vnémz se V piirodé
vyskytuji. Proto je nejuzivangj$im kultivatnim médiem tzv. Bold-Basal médium (BBM),
které je misitelné s vodou a obsahuje pouze mineralni soli potfebné pro optimalni rtst. Méné
vhodné, ale pouzivané je organické kultivatni médium Tris-acetate-phosphate (TAP)
médium, které umoziuje fasam vyuzivat acetat, avSak tento zdroj uhliku je dostupny
i pro bakterie a jiné kontaminanty. Na druhou stranu na TAP médiu rostou bunky

fas mnohem rychleji a v mnohem vyssi hustot¢ nez na médiu anorganickém

(Barsanti et Gualtieri, 2014). Slozeni BBM média je popsano v Ptiloze viz Tab. 11l a sloZeni
TAP média viz Tab. IV.

|

Obr. 13: Kultury fas
Vv tekutém médiu BBM

ve zkumavkach.
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Obr. 14: Kultury jednotlivych kmenti Chlamydomonas reinhardtii v/na BBM médiu.
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4.3  Aplikace stresu

Aplikace stresu na kultury bun¢k fas spociva ve vystaveni kultury danému stresovému
faktoru. V nasledujicich experimentech byly kultury (suspenze bunék v mikrozkumavce)
vystaveny abiotickym stresorum - chladovému Soku (1 hod pii 4 °C) a pusobeni téZkého kovu
(2 hod 0,5 mM CdClz). Po uplynuti pusobeni jednotlivych stresort nasledovalo ihned

histochemické barveni stresované bunééné suspenze a po inkubaci mikroskopie.

4.4  Histochemicka lokalizace RONS konfokalni mikroskopii, obrazova

analyza

K detekci a lokalizaci RONS vznikajicich v bunkach byly pouzity specifické
fluorochromy, emise jejichz zafeni (fluorescence v rozmezi 505-525 nm) byla studovana
konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii (CLSM). Excitaénim zdrojem byl argonovy
laser, konkrétné vlnova délka 488 nm, s celkovym vykonem 30 mW. Pro zobrazeni
viditelného kandlu byl pouzit diodovy laser 405 nm s celkovym vykonem 20 mW. Snimky
pofizené invertovanym fluorescenénim mikroskopem Olympus IX 81 s konfokélni jednotkou
Fluoview 1000 byly dale upraveny a integralni rozlozeni intenzit signalu v nich bylo
vyhodnoceno obrazovou analyzou v softwaru FV10-ASW Viewer (stupné jasu v rozmezi
0-4095; jednalo se tedy o bezrozmérnou veli¢inu). Série optickych fezy vzorkem byly

skladany do 3D objektt softwarem LSC Imaris 7. 3. (Vecefova, 2013).

Oxid dusnaty byl detekovan pomoci 20 uM DAF-FM DA (viz kapitola 3.4.1), ktery
ma maxima excitace pti 495 nm a emise pii 515 nm (Thermo Fisher Scientific Inc., 2015).
K detekci ROS byl aplikovan 50 uM c-H>DCF DA (viz kapitola 3.4.1) s maximem excitace
pii 495 nm a emise pti vinové délce 529 nm (Thermo Fisher Scientific Inc., 2015). Singletni
kyslik byl detekovan pomoci 50 uM SOSG (viz kapitola 3.4.1), jehoz molekuly jsou
maximalné excitovany vinovou délkou 504 nm a maximalné emituji svétlo o vinové délce

525 nm. Vlastnosti pouzitych fluorochromu jsou shrnuty v Tab. I1.
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Tab. Il: Charakteristiky pouzitych fluorochromd.

Vysledna Maximum
Fluorochrom Detekuje molekuly | koncentrace excitace/ emise
[nM] [nm]
DAF-FM DA
4-amino-5-(N-metylamino)-2’, 7'- NO 20 495/515
difluorofluorescein diaacetate
c-H2DCF DA ROS
5-(and-6)-carboxy-2',7'- (H20,, HO, ROO", 50 495/529
dichlorodihydrofluorescein diacetate NO a NOO)
SOSG 1
Singlet Oxygen Sensor Green® 02 50 504/525

4.5 Meéfeni tvorby 'O, pomoci EPR

K posouzeni oxida¢niho poSkozeni tvorbou singletniho kysliku byla pouZita metoda
EPR spinového zachytu. Pro detekci byl pouzit EPR spektrometr znacky MiniScope MS400.
Jako spin-trap byla zde pouzita lipofilni latka TEMP a hydrofilni TEMPD.

Nejdiive bylo zapotiebi narostlé buiiky, kultivované v TAP médiu, o koncentraci 2.10°
bun&k/ml zakoncentrovat na vyslednou koncentraci 2.10” bunék/ml. K zakoncentrovani bylo
zapotfebi puvodni zkumavky zcentrifugovat pomoci centrifugy Sigma 3-30K, Sartorius,
pii 1000 g, 10 min a 22 °C, nasledné byl odebran patii¢ny objem, aby vysledna koncentrace

bunék byla u vSech kmenti stejna.

Do jednotlivych mikrozkumavek bylo napipetovano 13,5 pl bunécné suspenze
0 koncentraci 2.107 bun&k/ml (méfeno pomoci Automated Cell Counter, BIO-RAD TC20),
ke které se nasledné napipetovalo 13,5 pl ImM CdClz. Poté byly ptidany 3 pl lipofilniho
50mM spin-trapu TEMP, ktery byl fedén v 50% etanolu. Spin-trap byl tedy ptidan ihned
na zacatku inkubace bunék s CdCl,. Celkovy objem tj. 30 ul byl nasledn€ nasat sklenénou
kapilarou, kterd byla ut€ésnéna pomoci specialni hmoty. Po uplynuti 120 min inkubace bun&k
s kadmiem, byla kapilara vloZena do spektrometru, ve kterém probihalo méfeni singletniho

kysliku. Stejny postup byl proveden pii pouziti hydrofilniho spin-trapu.
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5 VYSLEDKY

5.1 Kaultivace ras — vyhodnoceni dynamiky ristu jednotlivych kmenu

Rasy Ch. reindhardtii byly kultivovany na anorganickém BBM médiu, kmeny CC002-
WT a CC2929 rostly mnohem rychleji a jejich bunky obsahovaly vice chlorofylu nez bunky
kmene CC125 (Obr. 14). Pii kultivaci bun¢k v TAP médiu byla rychlost i intenzita ristu
vSech kmenu fas strovnatelna, ale z divodu vysokého stupné kontaminace dal§imi
mikroorganismy toto médium nebylo vhodné. Sinice na agarovém médiu rostly mnohem

pomaleji nez fasy, proto byla jejich kultivace provadéna piimo v tekutém médiu.
5.2 Histochemicka detekce RONS konfokalni laserovou mikroskopii

K histochemickému barveni a nasledné detekci RONS byly pouzity hlavné kultury
Chlamydomonas reindhardtii, konkrétné se jednalo o ,,divoky“ kmen CC002 a dva mutantni
kmeny CC125 a CC2929. Bunky byly pied histochemickym barvenim stresovany chladovym
Sokem a pasobenim 0,5mM CdCl. Nasledné bylo provedeno histochemické barveni in vivo,
tii rizné fluorochromy slouzily postupné k detekci jednotlivych RONS. Kvantifikace byla
provedena na zakladé¢ vyhodnoceni intenzity fluorescenéniho signalu Vv mikrofotografiich

obrazovou analyzou.

5.2.1 Detekce NO pomoci DAF-FM DA u kmenu Ch. reinhardtii

Produkci oxidu dusnatého bunkami fas kmene CC002-WT demonstruje Obr. 15, ktery
shrnuje rozdily u neoSetfenych bunék (kontrola), bunc€k stresovanych chladovym Sokem
a CdCl,. V kontrolnich bunkach nebyl detekovan témét zadny signal, po hodinové aplikaci
chladového $oku se produkce NO v buiikach zvysila a nejvyssi byla v disledku stresu Cd?*
ionty. Intenzita signalu ve vSech piipadech detekce NO byla v rozmezi 0-2 200 jednotek jasu.
V ptipadé chladového Soku byl signal lokalizovan ptevazné v chloroplastech a pfi piisobeni
kadmia byl tento signal detekovatelny Vv celé bunice (kromé vakuol). U mutantniho kmene
CC2929 (Obr. 17) byla situace obdobna jako u CCO002-WT, signal byl v priméru o néco
slabsi. V bunikach kmene CC125 (Obr. 16) byl signal nejsilngjsi, lokalizovany pievazné
vakuolizovany a obsahovaly fadu Skrobovych zrn (z divodu pomalého rustu musela byt

pouzita starsi kultura z agaru).

38



5.2.1.1 DEeTEKCE NO UKMENE CC002-WT

Obr. 15: Lokalizace signalu NO u kmene CC002-WT vV kontrolnich bunikdch (A), v buitkach
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl> (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescenéni kandl (DAF-FM DA) a vpravo integralni rozloZeni intenzit signalu

z prosttedniho fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signalt je 0-2200 jednotek jasu.
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5.2.1.2 DETEKCE NO U MUTANTNIHO KMENE CC125

A
\‘r'

Obr. 16: Lokalizace signalu NO u kmene CC125 v kontrolnich burnikach (A), v bunkach
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl, (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescenéni kanal (DAF-FM DA) a vpravo integralni rozloZeni intenzit signalu

z prostiedniho fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signalii je 0-2200 jednotek jasu.
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5.2.1.3 DETEKCE NO U MUTANTNIHO KMENE CC2929

Obr. 17: Lokalizace signdlu NO u kmene CC2929 v kontrolnich bunkach (A), v buiikach
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl; (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescenéni kanal (DAF-FM DA) a vpravo integralni rozloZeni intenzit signalu

z prosttedniho fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signalt je 0-2200 jednotek jasu.
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5.2.2 Detekce ROS pomoci c-H>DCF DA u kmenu Ch. reinhardtii

Podobny trend jako u tvorby oxidu dusnatého byl sledovan u stresovanych bunék fas také
pii tvorbé peroxidu vodiku a dalsich ROS detekovanych pomoci c-H.DCF DA. Lokalizace
a kvantifikace signalu pro ROS v kontrolnich a stresovanych buikach je zobrazena na Obr. 18
pro kmen CC002-WT, na Obr. 19 pro CC125 a na Obr. 20 pro kmen CC2929. Kontrolni
buniky byly opét téméi bez signalu, intenzita signalu se zvySovala Vv dasledku chladového
Soku a nejvice vlivem oxida¢niho stresu po aplikaci CdCls. Signal byl u bunék vsech kmeni
lokalizovan prevazné v chloroplastech, nékdy pouze v okoli membran (Obr. 18B). Rozmezi
intenzit signalu pouzité pro srovnani jednotlivych kment bylo v tomto ptipadé 0-800 jednotek

jasu. Nejvyssi signal byl zaznamenan u kmene CC2929 stresovaného kadmiem (Obr. 20).
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5.2.2.1 DETEKCE ROS UKMENE CC002-WT

Obr. 18: Lokalizace signalu ROS u kmene CC002-WT v kontrolnich bunkach (A), v buitkach
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl; (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescenéni kanal (c-H2DCF DA) a vpravo integralni rozloZeni intenzit signalu

z prosttedniho fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signalt je 0-800 jednotek jasu.

43



5.2.2.2 DETEKCE ROS UMUTANTNIHO KMENE CC125

A
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Obr. 19: Lokalizace signalu ROS u kmene CC125 v kontrolnich bunkach (A), v bunkach
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl, (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescenéni kandl (c-H2DCF DA) a vpravo integralni rozloZeni intenzit signalu

z prostfedniho fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signalti je 0-800 jednotek jasu.
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5.2.2.3 DETEKCE ROS UMUTANTNIHO KMENE CC2929

¢
&

Obr. 20: Lokalizace signdlu ROS u kmene CC2929 v kontrolnich buiikdch (A), v buitkach
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl: (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescenéni kandl (c-H2DCF DA) a vpravo integralni rozloZeni intenzit signdlu

z prostfedniho fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signalti je 0-800 jednotek jasu.
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5.2.3 Detekce 'O, pomoci SOSG u kmeni Ch. reinhardtii

Abioticky stres spousti i tvorbu singletniho kysliku. Po chladovém Soku a aplikaci SOSG
Cd?*. Tento trend byl opé&t pozorovéan u viech kmend (viz Obr. 21-23), ale vyrazné nejvyssi
tvorba singletniho kysliku byla zaznamenana u kmene CC2929 v dasledku oxida¢niho
poskozeni bunck ionty kadmia. Pouzitd intenzita signalu pro srovnani jednotlivych kment
dosahovala 0-2800 jednotek jasu. Lokalizace signalu v buiikach kmene CC125 byla diky

N 24

a CC2929. Signal se vyskytoval v cytoplazmé i v chloroplastu.
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5.2.3.1 DETEKCE 'O, U KMENE CC002-WT

Obr. 21: Lokalizace signalu 'O, u kmene CC002-WT v kontrolnich buiikach (A), v buiikdch
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl; (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescencni kanal (SOSG) a vpravo integralni rozlozeni intenzit signalu z prostiedniho

fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signald je 0-2800 jednotek jasu.
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5.2.3.2 DETEKCE 'O, U MUTANTNIHO KMENE CC125

Obr. 22: Lokalizace signalu 'O, u kmene CC125 v kontrolnich buiikach (A), v buiikdch
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl, (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescencni kanal (SOSG) a vpravo integralni rozlozeni intenzit signalu z prostiedniho

fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signala je 0-2800 jednotek jasu.
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5.2.3.3 DETEKCE 'O, UMUTANTNIHO KMENE CC2929

Obr. 23: Lokalizace signalu 'O, u kmene CC2929 v kontrolnich buitkach (A), v buiikach
ovlivnénych chladovym Sokem (B) a CdCl, (C). Vlevo kanal Nomarského DIC, uprostied
fluorescencni kanal (SOSG) a vpravo integralni rozlozeni intenzit signalu z prostiedniho

fluorescen¢niho kanalu. Rozmezi intenzit signala je 0-2800 jednotek jasu.
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5.3 Kvantifikace tvorby 'O, pomoci EPR spektroskopie

Me¢étenim vzorkt jednotlivych kment fasy Chlamydomonas pomoci EPR spektroskopie

bylo provedeno s pouzitim hydrofilniho TEMPD a lipofilniho TEMP spin-trapu.

V ptipad¢ uziti hydrofilniho spin-trapu nebyl detekovan Zadny signdl. Zatimco pfi uZziti
lipofilniho spin-trapu byl signal jiz detekovatelny. Dle EPR spekter se v kontrole (Obr. 24A)
jednalo pouze o signaly nespecifického pozadi, zatimco po dvouhodinové inkubaci bunék
s kadmiem se jednalo jiz o signaly vykazujici produkci singletniho kysliku (Obr. 24B).
Nejnizs$i koncentrace singletniho kysliku byla zaznamenana u bun¢k kmene CCO002-WT,
nejvyssi u kmene CC125. Pozadi bylo vSak stale dost vysoké a je potieba tuto metodu

optimalizovat.
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Obr. 24: Ukazka EPR spektra pti méfeni tvorby singletniho kysliku pomoci TEMP v ¢ase 120
min u kontrolnich bun¢k Ch. reindhardtii (A) a bunék stresovanych 0,5mM CdCl. (B).

Parametry na ose x znazorfuji silu magnetického pole.
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6 DISKUSE

V této praci byla studovana tvorba RONS, a to predevsim singletniho kysliku,
vSeobecné reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého. Lokalizace a kvantifikace RONS
byla provedena u trech kmenu zelené fasy Chlamydomonas reinhardtii, péstovanych v BBM
médiu. Pisobenim abiotického stresu na jednotlivé bunécné suspenze byla vyvolana tvorba
RONS, které byly nasledn¢ histochemicky barveny v zivych buiikach a detekovany pomoci
konfokalni laserové skenovaci mikroskopie. Navic ve vzorcich se vyskytovaly nejen
reprezentativni buiiky se signalem, ale v mensi mife i buniky neobarvené (pfevazné jiz mrtveé).
Tudiz hodnoty intenzit signalu ilustrované jejich integralnim rozlozenim v Obr. 15-23
neudavaji absolutni mnozstvi jednotlivych molekul RONS ve vzorku. Z metodickych divoda
vSak neni vhodna soucasnd aplikace CdClz s fluorochromy; pfi sledovani ¢asovych zmén
(studium vlivu doby puisobeni stresoru) je nezbytné zpracovani jednotlivych vzorkt pro ruzné
Casy a dodrzovat fixni dobu inkubace vzorku s fluorochromem, aby byly vysledky
srovnatelné. U fluorescen¢nich prob je také nutné dodrzovat inkubaci ve tmé¢, vhodném pH
a teploté, jinak mulze dochazet k autooxidaci a Kk nespecifickym reakcim s ostatnimi

molekulami (Wardman, 2007).

Co se ty¢e méfeni singletniho kysliku pomoci EPR spektroskopie, zde je mozné signaly
zaznamenavat postupné jiz od zacatku pusobeni stresoru a vysledné kumulativni hodnoty
mnozstvi dané molekuly pochazeji z celé populace bunék ve vzorku. Na pracovistich PfF UP
byla produkce singletniho kysliku u fasy Chlamydomonas reinhardtii CC002-WT nedavno
studovana v souvislosti s puisobenim vysoké teploty a spektralnich zmén svétla (Prasad,
Sedlafova a PospiSil, dosud nepublikované udaje). Tvorba singletniho kysliku byla
detekovana pomoci EPR s pouzitim lipofilntho TEMP spin-trapu (Prasad, dosud
nepublikované udaje), ktery byl pouzit 1 v této praci. Pfi¢inou vysokého pozadi a malé¢ho
mnozstvi detekovaného singletniho kysliku v této bakalarské praci mohla byt vysoka citlivost

spin-trapu na svétlo, jeho stafi ¢i jeho omezené pronikani do nitra bunék.

Na zacatku experimentt bylo snahou pouzit stejné metody i u bunék sinic roda
Synechococcus a Synechocystis, a tak srovnat stejné parametry tvorby RONS
u prokaryotickych a eukaryotickych bun¢k fotosyntetizujicich mikroorganismti. Bohuzel v§ak

z divodu vysoké pohyblivosti bunék, jejich shlukovani, tvorby slizu a vysoké kontaminace
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nebylo mozné vhodné dokumentovat signaly pomoci konfokalni mikroskopie (viz Ptiloha,

Obr. 25 a 26). Proto byly v ramci BP provedeny experimenty pouze na kulturach fas.

V této bakalaiské praci je stres bunék Ch. reinhardtii vyvolan pusobenim tézkého kovu
(kadmia) a ptsobenim chladového Soku, ktery jesté u této fasy nebyl v souvislosti s produkci
RONS studovan. Puasobeni kadmia na vznik RONS vsSak u rostlin bylo popsano,
napft. na protoplastech okurky, kde 4 h po aplikaci CdCl, dochazi k oxida¢nimu stresu, ktery
korespondoval s naristem NO, zatimco po 24-168 hod dochazelo k rapidnimu sniZeni signalu,
a také ke sniZzeni mnozstvi NO (Piterkova et al., 2015). Proto je dilezité sledovat pusobeni
tézkych kovi predev§im v fadech desitek minut az nékolika hodin. ZvySend produkce
peroxidu vodiku a superoxidového radikalu vlivem plisobeni kadmia byla zaznamenana také
Vv kotenech vojtésky (Ortega-Villasante et al., 2005 a 2007), v buiikach soji (Kopyra et al.,
2006), v kofenech a listech hrachu (Romero-Puertas et al., 1999; Rodriguez-Serrano et al.,
2006) a v listech ryze (Hsu et Kao, 2004).

Piisobeni Cd?" iontu spoleéné s Co?*, Cu?* a Ni?* ionty bylo zatim studovano u dvou
mutantnich kmentt Chlamydomonas reinhardtii, zatim vSak pouze pisobeni tézkych kovl
Vv zavislosti na pH a pfitomnosti bunécné stény. Také u tas, podobné jako u rostlin, toxicita
iontll kovl byla nizsi u bun€k s bunécnou sténou (kmen. UTCC 11) nez bunék mutantniho
kmene bez bunétné stény (kmen UTCC). VSechny testované kovy byly pro buiky
Ch. reinhardtii podstatné¢ méné toxické pii pH 5.0, nez tomu bylo pii pH 6,8 (Macfie et al.,
1994).

Mnohé studie prokdzaly, ze zvyseni toxicity kovl zvySenim pH je vysledkem snizeni
kompetice mezi kovovym iontem a H" iontem na bunééném povrchu (Franklin et al., 2000;
De Schamphelaere et al., 2003). Morlon et al. (2005) uvedl, Ze toxicita kovi tidajné primarné
souvisi s intracelularni akumulaci kovil, zatimco Wilde et al. (2006) tvrdil, Ze napiiklad
zinkem indukovana inhibice rustu nesouvisi s intracelularni koncentraci zinku, ale s jeho

koncentraci extracelularni.

Z praktického hlediska je zajimavé zjisténi, ze imobilizované buiky Ch. reinhardtii
v Ca-alginatovych kulickich tvoii velmi Gi¢inny biosorbent k odstranéni Hg?* Cd?*" a Pb?

z vodného prostiedi (Bayramoglu et al., 2006).

Vétsina rostlin a fas reaguje na stres vyvolany tézkym kovem zvySenim mnozstvi

aminokyseliny prolinu, avSak Siripornadulsil et al. (2002) wuvedl, Ze v pfipadé
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Chlamydomonas nedochazi k akumulaci prolinu v zavislosti na expozici kadmia. Jejich

ve kterych témeét polovina vSech vazebnych mist pro kadmium byla tvofena karboxylovymi

skupinami (Adhiya et al., 2002).

Kromé studia vlivu Cd?* iontfl byly provedeny i studie vlivu jinych kovi naptiklad Cu?*,
Pb?* a Zn®*iontd, pti kterych se zjistilo, ze oproti Cd®* maji tyto ionty ponékud odligné
biologické ucinky, konkrétné¢ bylo prokdzéno, ze ptfimo interaguji s tylakoidni membranou
chloroplastu, zatimco Cd?* a Ni?* ovliviiuji jiné metabolické procesy rostlin

(Szalontai et al., 1999).

Vzhledem k tomu, ze Cu?" primarné vyvolavaji oxidaéni stres v chloroplastech, zvyseni
mnozstvi chloroplastové APX a SOD je pravdépodobné ti¢innym zplisobem, jak se vyhnout
Skodlivym U¢inkiim tohoto kovu. Zvyseni aktivity téchto antioxidacnich enzyml umoziuje
snizeni koncentrace O2” a H20: Vv chloroplastech, ¢imz se snizuje 1 riziko vzniku OH-
prechodem mezi Cu® a Cu?. Celkové je zvySeni aktivity peroxidasy povazovano
za ndikator stresu vyvolany fytotoxicitou tézkych kovl, ptfiCemz dochazi k naruSeni
plazmatické membrany lipidovou peroxidaci a vlivem akumulace téZkych kovl dochézi

k produkci ROS (Macfarlane et Burchett, 2001).

V ramci této bakalaiské prace bylo zjisténo, ze plisobenim abiotického stresu, a to
chladového Soku i ptsobeni kademnatych ionti dochazi k narustu tvorby reaktivnich forem
kysliku a dusiku. Mikroskopicky zaznamenany nartst signalu pro singletni kyslik, NO a ROS
vSeobecné vykazoval u vSech testovanych kmenti stejny trend, pfi¢emz signal byl slabsi
Vv piipad¢ pasobeni chladového Soku nez pii plisobeni CdClz. V malém mnozstvi dochézi
K tvorbé RONS i za fyziologickych podminek, jak bylo pozorovano u kontrolnich bunék.
Mutantni kmeny CC125 a CC2929 jevily vyssi citlivost k danym stresorim. Produkce
singletniho kysliku v zavislosti na stres vyvolany kadmiem, byla u vSech testovanych kmenii

Chlamydomonas také potvrzena metodou elektronové paramagnetické rezonance.
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7 ZAVER

Zvysledkt vyplyva, ze bunky Chlamydomonas rienhardtii jsou mnohem vice
stresovany pusobenim kadmia nez snizenim teploty, kterému jsou fasy vystaveny v piirodé
a vuci kterému mély jejich buiky moznost si béhem fylogeneze vytvofit obranné
mechanismy. Pfitomnost Cd?* vede k oxidaénimu stresu, ktery byl histochemicky lokalizovan
v bunkach i po odstranéni stresoru. Lokalizace signalu NO u testovanych kment CC002-WT
a CC2929 byla vptipad¢ chladového Soku sledovana predevsim Vv chloroplastech
a pii pusobeni kadmia castecné i v cytoplazmé, zatimco tvorba singletniho kysliku byla
lokalizovana v celé buiice (kromé vakuol) a ROS byly detekovany pievazné v chloroplastech.
Lokalizace signalu RONS u kmene CC125 byla ponékud obtizna, jelikoz byly pouzity buiky
a vakuolizaci. Produkce singletniho kysliku v disledku aplikace kadmia byla také potvrzena

pomoci EPR spektroskopie, ikdyz hladiny byly nizké a je potfeba metodu dale optimalizovat.

V dalsich experimentech by bylo vhodné podrobnéji studovat mechanismy oxida¢niho
poskozeni u fas vlivem stresu zptisobeného puisobenim kadmia (lipidova peroxidace, studium
tvorby dalsich RONS a enzymu zapojenych do jejich metabolismu). V budoucnosti bude také
dulezité stanovit mechanismus vzniku singletniho kysliku a oxidu dusnatého, které jsou spolu
s peroxidem vodiku dulezitymi signalnimi molekulami nejen u rostlin. Pfi studiu téchto
signdlnich drah bude diky pomérné Siroké sbirce mutanti modelové zelené fasy
Ch. rienhardtii mozné vyuzit dalsi specifické mutanty a zapojenim riznych biofyzikalnich,
biochemickych a molekularnich metod rozsifit naSe poznéani o nizkomolekuldrnich signalnich

molekulach.
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10 PRILOHY

Ptiprava kultivaé¢nich médii:

. BBM médium:

Tab. I1I: Slozeni BBM média (Bold, 1949; Bischoff et Bold, 1963).

MnozZstvi zasobniho roztoku

Slozka [glfl%rg)crerﬂtcrj?—(l:ZeO] roztokllll1 g(;li :fig);']avu 11
NaNOs 2,5 1
CaCl, . 2H,0 0,25 1
MgSOs . 7TH.0O 0,75 1
K2HPO4 0,75 1
KH2PO4 1,75 1
NaCl 0,25 1
Roztok EDTA 1
EDTA 5
KOH 3,1

Kysely roztok zeleza 1

FeSOs . 7TH0 0,498

H>S04 (96%) 0,1 [ml]
H3BO3 1,142 1
Roztok stopovych prvki 1

ZnS0; . TH20 0,882

MnClz . 4H.0 0,144
MoQOs 0,071
CuS0O4 . 5H0 0,157
Co(NOs)2 . 6H20 0,049
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TAP médium

Tab. IV: Slozeni TAP média (modifikované Durnford Lab).

Ptiprava 1 1 TAP média

1 | 2X Filner’s Beijernicks Solution 25 ml
2 | 1M Potassium Phosphate 1ml
3 | Trace mineral solution or 5ml
4 | Tris-Base 2,424
5 | Glacial Acetic Acid (17,4 mM acetate) pH 7,2 1ml
Ad 1. 2X Filners$ Beijernicks Solution
NH.CI 8¢
CaCl, . 2H,0 1g
MgSOs . 7H20 24

Poté doplnit do objemu 500 ml deionizovanou nebo destilovanou vodou,

autoklavovat.

Ad 2. 1M Potassium Phosphate Stock

1M roztok KH2PO4 (6,8 g/50 ml)

20 ml

1M roztok K;HPO4 (8,7 g/50 ml)

30 ml

pH 7,2 RT

Ad 3.Trace Mineral Solution

A Rozpustit 5 g EDTA ve 400 ml destilované ¢i deionizované vody
B Neutralizovat pH 6,5 s 5M NaOH
C Pridavat jednotlivé slozky presné dle potadi, po ptidani jednotlivych slozek vzdy

dikladné rozpustit ped pfidanim slozky dalsi.

FeSOs . 7TH,0 059
ZnS0, . 7TH,0 2,29
HsBOs 1,149
MnClI; . 4H,0 0,519
CuSOs . 5H20 0,016 ¢
Na;MoO, . 2H,0 0,073 g
CoCl; . 6H,0 0,016 g

Poté doplnit deionizovanou ¢i destilovanou vodou na objem 500 ml, autoklavovat.
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Obr. 25: Detekce RONS pomoci konfokalni mikroskopie u sinice Synechocystis NEXON-WT

(pohyb bun¢k, malé rozméry, a tudiz rozmisténi vV riznych vrstvach vzorku).

Obr. 26: Detekce RONS pomoci konfokalni mikroskopie u sinice Synechococcus

endogloeicus (kontaminace, sliz).
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