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SOUHRN

Tato diplomova prace se zabyva vlivem abiotického stresu na fasy Chlamydomonas
reinhardtii s vyuzitim kmene CC002 (wild type, WT) a dvou odvozenych mutantnich kmenti
(bez bunécné stény a bez lipoxygenazové aktivity). Byly studovany kratkodobé a dlouhodobé
ucinky expozice fas kadmiu ve formé chloridu kademnatého. Kratkodobé puisobeni (do 2 h)
vyvolalo tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), které ve vysokych koncentracich narusuji
strukturu a funkci proteint, lipidd a DNA. Vybrané ROS byly histochemickym barvenim
a konfokalni mikroskopii lokalizovany, intenzita signalu fluorochroma byla vyhodnocena
obrazovou analyzou. Koncentrace 100 mg/l CdCl, vyvolala vyssi tvorbu ROS, piedev§im
pfi expozici 2 h, zatimco koncentrace 400 mg/l CdCl; indukovala jiz ultrastrukturalni zmény
bun¢k (zména velikosti bunék, morfologie chloroplastu, vakuolizace az lyze bunék). Produkce
singletniho kysliku byla nejvyssi u koncentrace 400 mg/l po 2 h. Fluorescen¢ni signal
odpovidajici produkci superoxidovych radikalti byl slaby a mezi variantami nebyly patrné
rozdily. Produkce singletniho kysliku byla potvrzena elektronovou paramagnetickou
rezonancni spektroskopii, superoxidovy radikdl byl opét detekovan v minimalni mife.
Naruseni lipidd V membrandch bunc¢k vlivem hydroperoxidovych radikald vznikajicich
pii stresu bylo stanoveno spektrofotometricky. Lipidova peroxidace byla nejvyssi
u mutantniho kmene bez bunééné stény, ktery byl nejcitlivéjsi k pisobeni kadmia.
Dlouhodoby ucinek na rist a mnozeni bun€k studovanych kmentd byl studovan v pribéhu
6 dnu kultivace v tekutém médiu s kadmiem. Ovlivnéni rustové kiivky bylo patrné u vSech
kmenti, pficemz nizké koncentrace kadmia podpofily déleni bunék, zatimco vysoké
koncentrace byly pro buiiky letalni. Schopnost regenerace stresovanych kultur byla nasledné

ovéiena kultivaci v médiu bez kadmia.



SUMMARY

This thesis deals with the influence of abiotic stress on Chlamydomonas reinhardtii
algae using CC002 strain (wild type, WT) and two derived mutant strains (without cell wall
and without lipoxygenase activity). Short-term and long-term effects of exposure to cadmium
in the form of cadmium chloride were studied. Short-term exposure (up to 2h) has led to the
formation of reactive oxygen species (ROS) which, in high concentrations, disrupt the
structure and function of proteins, lipids and DNA. Selected ROS were localized by
histochemical staining and confocal microscopy, the fluorescence signal intensity then
assessed by image analysis. Concentration of 100 mg/l of CdCl, induced higher ROS
formation, especially after 2h, while 400 mg/l CdCl, induced changes in cell ultrastructure
(change in cell size, chloroplast morphology, vacuolization up to lysis of cells). Singlet
oxygen production was the highest at 400 mg/l after 2 h. The fluorescence signal
corresponding to the production of superoxide radical was weak and no variation was
apparent in between the variants. Singlet oxygen production was confirmed by electron
paramagnetic resonance spectroscopy, and the superoxide radical was again detected in
minimal amounts. Disruption of lipids in cell membranes due to hydroperoxide radicals
formation resulting from stress was determined spectrophotometrically. Lipid peroxidation
was the highest in the mutant strain which lacks the cell wall and thus is the most sensitive to
cadmium exposure. The long-term effect on cell growth and multiplication of the studied
strains was studied during 6 days of culturing in the liquid medium with cadmium. Influence
of the growth curve was evident in all strains, with low cadmium concentrations encouraging
cell division, whereas high concentrations were lethal for the cells. The ability to regenerate

stressed cultures was subsequently verified by culturing in a cadmium-free environment.
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1 CILE PRACE

Naplni mé diplomové prace bylo studium dlouhodobého a kratkodobého uc¢inku kadmia,
tj. dalezitého téZkého kovu, na produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) u fas, konkrétné

modelového druhu Chlamydomonas reinhardtii.

Prvnim cilem bylo zpracovani literarniho piehledu k problematice metabolismu reaktivnich
forem kysliku u tas, roli ROS ve stresové fyziologii rostlin a zejména mechanismim ptsobeni

a toxicity tézkych kovi u fas.

Cile praktické casti l1ze shrnout nésledovné:

vyhodnotit dynamiku rastu C. reinhardtii, tj. srovnat rastové kiivky wild-typu
a mutantnich kmentt CC406 (bez bunécné stény) a LOX mutanta (knockoutovany gen
kodujici enzym lipoxygenazu) v tekutém médiu;

- testovat vliv kadmia (koncentrace, doby piisobeni) na Zivotnost a rust fas;

- pri kratkodobém pisobeni studovat produkci a lokalizaci ROS (pomoci elektronové
paramagnetické rezonance, resp. konfokélni laserové skenovaci mikroskopie),
pti dlouhodobém puisobeni ovétit moznosti regenerace fas;

- stanovit uroven lipidové peroxidace u fas pomoci spektrofotometrie



2 UVOD

V piirodé jsou zelené fasy Casto vystaveny mnoha stresorim at’ uz abiotické ¢i biotické
povahy. V zavislosti na intenzité ¢i dobé ptisobeni daného stresoru dochazi v buiice k mnoha
jevum, které bud’ dostavaji builku do stresu, nebo ji poskozuji natolik, ze dojde pifimo

Kk naruseni struktur bunky a nasledn¢ také k bunécné smrti.

Vzhledem Kk tomu, Ze jsou fasy soucasti vodnich ekosystému, které jsou Casto znecCiStény
tézkymi kovy, je dilezité nejen chemicky stanovit miru znecisténi, ale také studovat toxické
ucinky tézkych kovil na bunééné 1 molekuldrni Grovni. Proto ma diplomova prace pojednava
o vlivu tézkého kovu, konkrétné kadmia, na rlst a fyziologii modelové ftasy rodu
Chlamydomonas reinhardtii. Tato prace se vSak zaméfuje zejména na UCinky, které lze
pozorovat v brzké fazi puisobeni daného stresoru jako je produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS), které mohou svou pfitomnosti v buiice vyvolat stresovou reakci nebo dokonce

narusovat bunééné struktury jako jsou lipidy, proteiny a DNA.

Nejvice zastoupenymi reaktivnimi formami kysliku jsou singletni kyslik, peroxid vodiku,
superoxidovy a hydroxylovy radikal. U fas C. reinhardtii byla produkce singletniho kysliku
na katedie Biofyziky Pif UP jiz studovéna, avSak pouze po vystaveni bunék nadmérnému
osvétleni, vysoké teplot¢ a chladového Soku. V publikovanych studiich byl jiz sledovan
ucinek nékolika tézkych kovl jako je rtut, kadmium, méd’ a zinek, avSak vétSina
z téchto praci se nezamétovala na urcity typ kovu a jeho G¢inky poskozeni, ale jednalo se
0 pusobeni vice tézkych kovi a studium jejich Géinkt jako je zména pH bunky, aktivity
antioxidaénich enzymil, mnozstvi chlorofylu ¢i ovlivnéni fotosystému v procesu fotosyntézy.

Obecné jsou vlivy a u¢inky kadmia vice prostudovany u vyssich rostlin nez u fas.

V této praci bylo studovano kratkodobé a dlouhodobé plisobeni kadmia ve formé chloridu
kademnatého o rGzné koncentraci na bunky fas tfi kment C. renhardtii. Pti kratkodobé
inkubaci bunck s kadmiem byla sledovana zejména produkce reaktivnich forem kysliku,
peroxidace lipidl a pfi dlouhodobé kultivaci byl sledovan zejména ucinek na rlst, Zivotnost

a regeneraci fas.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Chlamydomonas reinhardtii

3.1.1 Obecna charakteristika

Chlamydomonas reinhardtii patii mezi zelené tasy (Obr. 1), které se tadi do fiSe
Plantae a jeji nazev byl popsan v roce 1888 P. A. Dangeardem, ktery jej pojmenoval
po ukrajinském botanikovi Ludwigu Reinhard(t)ovi (Harris, 2009). Tyto jednobunééné

fototrofni fasy ziji jak ve sladkych, tak i ve slanych vodach a v ptirodé hraji dilezitou roli

Vv primarni produkci organické hmoty. Rasy jsou rozmanitou skupinou organismil s riznymi

typy stélek (Kalina et Vana, 2005).

Doména: Eukarya
Rise: Plantae

Oddgleni: Chlorophyta

Ttida: Chlorophyceae

Rad: Volvocales

Porad: Chlamydomonadineae
Celed”: Chlamydomonadaceae
Rod: Chlamydomonas

Obr. 1: Detail bunky C. reinhardtii a systematické zatazeni druhu.

3.1.2 Bunééna stavba

Burnka Chlamydomonas ve vegetativni fazi ma v priméru asi 10 um a muze byt
sféricka, hruSkovita, elipsoidni ¢i sub-valcovita. V piedni Casti je bunka vice zaSpicatéla
a prodlouzend, jelikoz zde dochazi k tvorbé apikdlnich papil. U néckterych druht
r. Chlamydomonas se na povrchu bunééné stény vytvaii slizovy obal.

V cytosolu bunky jsou ptitomny organely (Obr. 2) jako je jadro, kontraktilni vakuoly
Srespiracni a osmoregulaéni funkci, ¢i chloroplast, ktery zabird nejvétsi cast buiiky.
Chloroplast obsahuje fotosynteticka barviva (chlorofyl a, b) a je schopen ménit sviij tvar dle
intenzity svétla. Soucasti chloroplastu je také Cervena svétlo¢ivna skvrna ,,stigma“, ktera
obsahuje karotenoidy, oranzovo-Cervené pigmenty citlivé na svétlo, umoznujici pohyb za
svétlem, tj. fototaxi. Soucasti chloroplastu je také pyrenoid, coz je ovalné nebo kulovité

bilkovinné télisko obalené Skrobovymi zrny, obsahujici enzymy jako napt. RUBISCO, ktery
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hraje dulezitou roli v temnostni fazi fotosyntézy, kdy se syntetizuji polysacharidy. V apikalni
¢asti bunky jsou taktéz ukotveny dva bi¢iky, které umoznuji buinkam pohyb a reprodukci
(Harris, 2009).

Chlamydomonas

bigiky

kontraktilni vakuoly - vakuola

stigma

jadro

mitochondrie M

Golgiho aparat

buné&éné sténa .
chloroplast

tylakodni membréna
~ pyrenoid

tkrobova zrna

Obr. 2: Stavba bunky fasy rodu Chlamydomonas. (Pievzato z: <http://cronodon.com>).

3.1.3 Rozmnozovani

Bunky zastupct r. Chlamydomonas se mohou rozmnozovat sexualné i asexualng.
V prostiedi s dostatkem zivin dochazi k nepohlavnimu rozmnoZovani. Naopak v prostiedi
s deficitem Zivin zahajuji pohlavni rozmnozovani (Kalina et Vana, 2005).

Vin vitro podminkach se buniky fas rozmnozuji zejména nepohlavné (Obr. 3).
Nepohlavni rozmnozovani je zahajeno v pfiznivych podminkach s dostatkem zivin a zacina
vznikem zoospor. Béhem tvorby zoospory se buika stava nepohyblivou, pfi¢emz jsou bic¢iky
zatazeny nebo piimo zlikvidovany. Kontraktilni vakuoly se pfestanou stahovat a cely
protoplast se za¢ne podéln¢ délit na dveé casti. Soucasné také dochazi k rozdéleni kazdého
dcefiného protoplastu. Kazdému rozdé€leni protoplastu pfedchazi rozd€leni jadra na mnoho
¢asti. Timto zptsobem jedna buitkka vyprodukuje 2-16 novych dcefinych buné€k, kolem
kterych se nasledné zacne zakladat novd bunécna sténa a dva biciky. Pozdé€ji se zacnou
objevovat také kontraktilni vakuoly a stigma. Tento proces déleni se opakuje kazdych 12-
24 h, jedna se o tzv. ,,doubling time®, coZ je doba, za kterou se poc¢et bun€k zdvojnasobi.

Pohlavni rozmnozovani Chlamydomonas probiha pouze vzacné (za vhodnych

podminek) a zahrnuje tii faze, a to gametogenezi, syngamii a vznik zygospory (Obr. 3).
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V procesu gametogeneze dochéazi k opakovanému rozdéleni protoplastu, za vzniku 16-32
pohyblivych gamet z jediné buiiky. Ty jsou nasledné uvolnény do prostiedi, kde dochazi
k syngamii, pii které probihda fuze gamet za vzniku zygoty. Na zakladé podminek
a zpusobu fuze se rozeznava nékolik druhl syngamie. A to izogamie, anizogamie a oogamie.
Z gamety nasledn¢ vznikaji zygospory, neboli vytrusy, které se vyznacuji silnou sténou, ktera
je chrani pfed extrémnimi podminkami a za pfiznivych okolnosti zacinaji zygospory zrat.
Diploidni jadro se meioticky déli za vzniku ctyf haploidnich dcefinych jader, ze kterych
vznikaji dcefiné buiiky, u kterych dochazi k obnové bunééné stény a bi¢iku (Kalina et Vana,

2005).

pohlavni rozmnoZovani nepohlavni rozmnoZovani

zygospora

Zoospory

+gameta

% '_/
/",_‘
< NS
-

- gameta

Zoospory

Obr. 3: Rozmnozovani fas rodu Chlamydomonas. (Pievzato z / upraveno podle Goodenough,
1978).

3.1.4 Rustova krivka

Dynamiku mnozeni a thynu bun¢k v tekutém médiu pfi statické kultivaci 1ze vyjadrit
tzv. ristovou kiivkou, kterd vyjadiuje zavislost mnozstvi Zivych bun€k v médiu na case
(Obr. 4). Po nao¢kovani fas do Cerstvého tekutého média se buiiky adaptuji na nové prostiedi,
syntetizuji bunécné slozky, ale nedéli se (lag faze). Délka této faze zavisi na mnoha faktorech,
jako je objem média, pocatecni koncentrace bunék, ale také faze bunécného cyklu, ve které se
inokulované bunky nachazeji. Nasleduje faze zrychleného rustu, kdy se intenzita metabolismu
jiz ptizpusobenych bunék zvysuje, a zacinaji se délit. Tuto fazi ovliviuji faktory jako je pH,

intenzita svétla, teplota ¢i pfitomnost Zivin. Nasledné bunky piechazeji do exponencialni faze,
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intenzivné se deli, jejichz pocet nartsta geometrickou fadou. De¢leni probiha konstantni
rychlosti a ubytek bun€k odumiranim je v poméru k pfiristku minimalni. V této fazi jsou
ziviny rychle spotiebovavany a hustota bun¢k se rychle zvySuje, coz vyrazné ovlivituje
dostupnost svétla. Zmény prostiedi zpusobi piechod bun€k do faze zpomaleného rustu, kdy
rychlost déleni klesa a pocet odumirajicich bun€k nartsta vlivem vyc€erpani zivin a hromadéni
metabolitd. V dalsi tzv. stacionarni fazi kultura dosahuje maximalniho poctu vitalnich bunék,
rychlost d€leni je nulova a pocet odumirajicich buné¢k odpovida ptriristku novych bunék.
Tempo odumirani bun¢k se zvySuje v tzv. fazi poklesu ¢i zrychleného odumirani, kdy
pievazuje ubytek bunék nad jejich prirastkem (Willey et al., 2008).

Dynamika rustu tedy zéavisi pfedev§im na kultiva¢nich podminkach. Je ziejmé, ze se
charakteristika rustové kiivky muize li§it i podle pouzitého kmene daného druhu,
napt. V pomalejSi/rychlejsi adaptaci bun€k, ndstupu exponencialni fize, maximalni hustoté
bun¢k ve stacionarni fazi. Proto je nutné pro kazdy kmen za danych kultiva¢nich podminek
ristovou kiivku stanovit. Pro studium negativniho ucinku rtznych faktord (fyzikalnich,
chemickych) je optimalni pouzit bunky v exponencialni fazi, na kterych je pusobeni téchto

faktori nejlépe patrné (Lavens et Sorgeloos, 1996).

Lag faze

Faze zrychleného rustu
Féze exponencialni
Faze zpomaleného ristu

pocet bunék
Faze stacionarni

w
ok wnPE

Féze zrychleného umirani

\ 4

Obr. 4: Priklad rastové kiivky tfas r. Chlamydomonas. (Pievzato z: Lavens et Sorgeloos,
1996).

3.1.5 Vyznam

Zelené tasy jsou dilezitou soucasti biosféry, vyskytuji se témét ve vSech biotopech,
od extrémné chladnych aZ po extrémné teplé oblasti Zemé (Gaur et Rai, 1994). Rasy rodu
Chlamydomonas jsou casto vyuzivany jako modelové organismy, jejich genom je relativné
snadno transformovatelny, ¢imz poskytuje moznost studovat rizné metabolické drahy.

Vyzkum na fasach zahrnuje studium zakladnich biologickych procest, fotosyntézy, regulace
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bunééného cyklu, bunééné motility, a také vyuziti jejich metabolickych procest k vyrobé
biopaliv (Merchant et al., 2007).

Bunky fas jsou vybaveny tenkou bunéénou sténou, proto slouzi k indikaci zne€isténi
povrchovych vod. Kromé indikace zvySeni trofie vod se zelené fasy vyuZivaji také
Vv procesech souvisejicich s odstranovanim tézkych kovi z odpadnich vod. Jejich studiem
muzeme ziskat dulezité informace o toxickych ucincich polutantd, napt. jak organismy
ve vodnim ekosystému reaguji na kontaminaci vod téZzkymi kovy (Awad et Chu, 2005).
Organické a anorganické sorbenty tézkych kova (Loy et al., 2004) byly nahrazeny
biodegrada¢nimi procesy, pii kterych se vyuziva schopnosti mikrobidlni biomasy z vodnich
ekosystému tézké kovy eliminovat, at’ uz jsou to pravé fasy (Perales-Vela et al., 2006), houby
(Bang et al., 2000) ¢&i bakterie (Loy et al., 2004). Rasy maji schopnost akumulovat tézké kovy
diky metabolicky nebo fyzikalné-chemicky zprostiedkovanému piijmu a vazb¢ kovu. Jedna se
0 tzv. proces biosorpce, ktery je vyuzivan napi. pii ¢isténi odpadnich vod (Vieira et VVolesky,
2000).

3.2 Geneticka transformace zelenvch ras

Zelené tasy jsou dulezitym modelovym organismem pro studium mnoha biologickych
procesii zejména na molekularni urovni (Den et al., 2001; Harris, 2001; Rochaix, 1995). Rasy
rodu Chlamydomonas jsou lehce transformovatelné, tudiz existuje jiz sbirka rizné geneticky
upravenych kultur odvozenych od wild-typu (WT) této fasy, které vznikly riznymi DNA
transforma¢nimi technikami (Chlamydomonas Resource Center, 2017).

Nejvétsim problémem pii genetické transformaci mikroskopickych fas je pfitomnost
bunécné stény. U nékterych kment je mozné bunécnou sténu enzymaticky odstranit, avSak
diky variabilité jejiho slozeni je nutné protokoly pro tvorbu Zzivotaschopnych protoplasti
optimalizovat pro jednotlivé kmeny fas.

Vyvoj transformacnich technik pro C. reinhardtii byl usnadnén zejména dostupnosti
mutantniho kmene cw-15 (cell wall), ktery postradda bunéénou sténu. Studie
Kindle et al. (1990) ukazala, Ze je mozna geneticka transformace cw-mutantii, a to michanim
bunék se sklenénymi kulickami sexogenni DNA v pfitomnosti polyethylenglykolu.
Srovnatelné vytéznosti (1-10 transformantd z 10° bun&k) bylo dosazeno i dalsi metodou
transformace C. reinhardtii plazmidovou DNA s vyuzitim tzv. ,silicon carbid (SiC)
whiskers®, jehlicek karbidu kiemiku (Dunahay, 1993). V piipadé pouziti silikonu byla vSak
zivotnost bunék vyssi, ca 80 % pii michani 10 min. Vyzkousenou biolistickou metodou

transformace je vyuziti mikroprojektild, u které dochazi k injikaci wolframovych ¢i zlatych
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kulicek obalenych DNA dovnitt bunky (Blowers et al., 1989; Boynton et al., 1998). U téchto
metod je nutné vyuzivat mutanty bez bunétné stény nebo ji enzymaticky odstranit,
napi. pomoci metalo-proteazy gametolysinu (Kinoshita et al., 1992; Kubo et al., 2001). Avsak
tyto pfistupy jsou spojeny s problémy jako je kiehkost cw mutantd, coz je napiiklad
pro méfeni fotosyntetické aktivity fas nezadouci, ¢i ¢asova naroc¢nost piipravy gametolysinu
a nasledného odstranéni bunétné stény. Alternativni transformacni metody zahrnuji
transformace fas bakteriemi Agrobacterium tumefaciens a specidlni transformace
elektroporaci tzv. NEPA21, ktera nevyzaduje proces odstranéni bunécné stény a je ponckud

jednodussi.

3.2.1 Transformace bunék pomoci elektroporatoru NEPA21

Pro transformaci pomoci klasické elektroporace je zapotiebi pouzit cw mutantni typ
nebo odstranit bunéénou sténu. Existuje vSak metoda transformace divokého typu,
bez nutnosti odstranéni bunécné stény, a to elektroporace generujici ¢tvercovy elektricky puls
tzv. NEPA21 (Obr. 5). Ackoliv se NEPA21 Siroce vyuziva k transformaci zvitecich bunék
in vivo i in vitro (Kusuzawa et al., 2012, Miyata et al., 2012), neni tento elektroporator tolik
vyuzivany pro transformaci jinych typu bunék jako jsou buiiky rostlin, hub ¢i fas. Zjistilo se
vSak, ze po optimalizaci podminek Ize tuto metodu pro transformaci fas uplatnit,
a to upravenim a optimalizaci elektrickych podminek. Pouzitim této metody u fas lze ziskat az

3880 transformantti na pg DNA (Yamano et al., 2012).

Obr. 5: Elektroporator NEPA21 (Nepa Gene Co., Ltd., 2017).

3.2.2 Transformace bunék pomoci Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens je gramnegativni pudni bakterie, pivodce nadord (na raznych
organech) rostlin. Transformace bun€k cilového organismu probiha pfenosem T-DNA

bakterie, ktera je soucasti tzv. Ti plazmidu, do hostitelského genomu.
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Genovy pfenos je iniciovan aktivitou Ti plazmidu, ktery exprimuje geny virulence
(vir), jako odpovédi na ptitomnost nizkomolekularnich fenolovych slouéenin, jako
je naptiklad acetosyringon (AS) (Gelvin, 2000). Jedna se o prenos relativné velkého segmentu
DNA (az 150 kb), pii kterém dochazi k preferencni inzerci T-DNA do potencionalné
transkribovanych oblasti a integraci jedné kopie transgenu do rostlinnych chromozomu
(Hamilton et al., 1996; Hiei et al., 1994; Kumria et al., 2001). Tato metoda byla hlavnim
zpusobem pienosu geni U mnoha dvoudé€loznych 1 jednodéloznych rostlin, véetné obilovin.
V dnesni dobé se pienos gent timto zpisobem uplatituje také u hub (Bundock et al., 1995;
Groot et al, 1998), HeLa bun¢k (Hamilton et al., 1996; Hiei et al., 1994; Kumria et al., 2001)
a tas. U fas byl popsan pienos T-DNA z Agrobacterium tumefaciens nesouci geny kodujici
B-glukuronidazu (GUS), zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) a hygromycin fosfotransferazu
(HPT), do jaderného genomu Chlamydomonas (Kumar et al., 2004).

3.3 Abioticky stres

V reakci na abioticky stres vyvolany chemickymi a fyzikalnimi faktory (Obr. 6.)
dochazi stejné jako pfi biotickém stresu (interakce s zivymi, vétSinou patogennimi organismy)
k mnoha zménam, které inhibuji metabolismus biologického systému (Jones et Jones, 1989).

Prostiedi bohaté na kyslik vzniklo diky fotosyntéze rostlin a je dulezité pro dychani
organismil. Rada vznikajicich reaktivnich meziproduktii kysliku viak mize byt pro buiiku
smrtelna, predev§im dojde-li k naruseni rovnovahy mezi absorpci svétla a vyuzitim svételné
energie (u fotosyntetizujicich bun€k). Zmény v Zivotnim prostiedi mohou rovnovahu
mezi tvorbou a odbouravanim radikalti narusit, coz muze vést k nadprodukci reaktivnich

forem kysliku, tzv. ROS (Asada, 1996).

sucho (deficit vody)

. R vihkost
salinita (sul)
\ / deficit Zivin
chlad abiotické teplo (vysoka teplota)
(chlazeni, ——— —
mrazeni) stresory
/ \‘ vitr (prachové &astice)
zareni
[vysoka intenzita hmyz, herbivori,
UV zafeni a patogeny {viry, hlodavci aj.
viditelného svatia) chemikadlie, polutanty bakterie, houby,
oxidacni stres (t&Zké kovy, pesticidy, fytoplazmy)
{ROS, oz6n) aerosoly)

Obr. 6: Rozdéleni stresovych faktord. (Pfevzato z: Mahajan et Tuteja, 2005).
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Vsechny organismy, tedy i fasy jsou cCasto vystaveny stresu vlivem ménicich
se podminek zivotniho prostiedi. Mezi obranné mechanismy patii zejména aktivita
antioxidaCnich enzymu, které jsou dulezité k eliminaci reaktivnich forem. Pfestoze vysoka
hladina ROS pti oxida¢nim stresu je pro bunku smrtelna, v nizkych koncentracich slouzi jako
dilezité signalni molekuly (Ikner et Shiozaki, 2005).

3.3.1 Tézké kovy

Stres vyvolany tézkymi kovy se fadi pod abioticky stres vyvolany pusobenim
chemickych faktorti. Tézké kovy patii mezi vyznamné environmentalni polutanty a jsou
definovany jako chemické elementy, jejichz hustota je nejméné 5x vyssi neZ je hustota vody.
Patii sem prvky jako je Ag, As, Au, Bi, Cd, Ce, Cr, Co, Cu, Fe, Ga, Hg, Mn, Ni, Pb, Pt, Te,
Th, Sb, Sn, U, V a Zn) (Kvesitadze et al., 2006). Zakladnim faktem je, ze tyto ionty kovi
zastupuji dulezitou funkci pro stavebni prvky v proteinech a muzou byt také dilezitymi
regulatory biologickych procesu, zejména v enzymovych reakcich (Nordberg et al., 2005).

Vétsina téchto kovu je v nizkych koncentracich pro organismy nepostradatelnych, ale
ve zvySeném mnozstvi muze dochazet k akutni ¢i chronické otravé organismu. Jejich toxicita
je velkym problémem zejména z hlediska znecisténi Zivotniho prostfedi a kontaminace vod
(Jaishankar et al., 2014, Nagajyoti et al., 2010). Mezi nejéastéji vyskytujici se t&zké kovy
v odpadnich vodach patii zejména arsen, kadmium, chrom, méd’, nikl, zinek a olovo, pfi¢emz
vSechny tyto kovy nepfiznivé plsobi na Zivotni prostiedi a vSechny organismy, vcetné
Cloveéka (Lambert et al., 2000). Tyto kovy se do okoli dostavaji ptirozenou cestou (eroze
pudy, pfirodni zvétravani zemské kiary) a prostiednictvim lidské ¢innosti (hornictvi,
prumyslové odpadni vody, vypousténi splaskt) (Morais et al., 2012).

a sttibrnych ionth, které vykazuji toxické ucinky jiz v nizkych koncentracich, ¢imz naruSuji
pfirozenou fyziologii buniky. Tyto ionty se vdZou pfes sulthydrylovou skupinu proteint, ¢imz
inhibuji ¢i inaktivuji jejich funkei (Nies, 1999). Co se ty¢e komplexti s ostatnimi ionty kovi
jako je Zn**, Ni*2, Co* & Cu?, ty paisobi toxicky pouze ve vysokych koncentracich, pri¢emz
pii fyziologickém mnoZzstvi plni v organismu nepostradatelnou funkci. Mezi prvky s velmi
nizkou toxicitou patii ionty Zeleza, molybdenu a manganu, které se v organismech vyskytu;ji
ve stopovém mnozstvi. AvSak kterykoli tézky kov, ktery se pii vysoké koncentraci vaze
na povrch mikroorganismi, zptisobuje zpomaleni riistu bun€k a naruSuje tak i jejich déleni

(Nies, 1999).
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3.3.1.1 Vyznam téZkych kovii v buiice

Kovy maji dalezitou biologickou funkci v témét vSech organismech, nékdy mohou
svym chemickym uspofddanim a oxida¢né-redukcénimi vlastnostmi ziskat vyhodu v tom, Ze
uniknou kontrolnim mechanismim, do kterych se fadi naptiklad homeostaze, transport,
kompartmentace a vazba na specifické bunééné slozky. V nedavnych studiich bylo také
zjisténo, ze vétSina oxidaéniho poskozeni biologickych makromolekul je zplsobeno

v disledku vazby tézkych kovti do jadernych proteini a DNA (Flora et al., 2008).

3.3.1.2 Toxicita téZkych kovii

VétSina tézkych kovi je charakterizovana volnymi d-orbitaly, diky kterym mohou tyto
kovy pii vysokych koncentracich reagovat sriznymi ligandy za vzniku komplexnich
slouCenin s centralnim atomem tézkého kovu (Nies, 2003). Tyto komplexy se povazuji
za tzv. enzymatické jedy, protoze se vazou na -SH, -COOH a -NH; skupiny v proteinech,
¢imz narusuji jejich funkci i strukturu. Komplexy s tézkymi kovy mohou také fungovat jako
katalyzatory mnoha reakci, pfi kterych vznikaji ROS, které v bufice vyvolaji oxidacni stres
a nasledné oxida¢ni poskozeni (Bencko et al., 1995).

Toxicita tézkych kovu je spojena i se specifickou vazbou na proteiny zvané
metalothioneiny, obsahujici ve své struktufe aminokyselinu cystein. Kovovy iont se tak vaze
k organickym molekulam v bun&cné sténé pies siru ¢i dusik, ¢imZ inaktivuje mnoho proteint
(Okamura et Aoyama, 1994). Piijem téZkych kovu buikou zahrnuje dvé faze. Prvni faze
tzv. rapidni, pfi niZ dochazi k vazbé téZkého kovu k bunécné sténé. Druhou fazi je tzv. faze

pomala, ve které je kov absorbovan dovnitt do cytoplazmy (Friis et Myers-Keith, 1986).

3.3.2 Mechanismus toxicity tézZkych kovii na bunééné uirovni

U ftas se toxicky ucinek téZkého kovu projevuje nevratnym narusenim
semipermeability plazmatické membrany, u fotosyntézy redukci elektronového transportu
a narusenim fixace uhliku, inhibici dychaciho fetézce, enzymu, ovlivnénim proteosyntézy,
naruSenim procesi spojenych s pfijmem Zivin, vedoucich Kk abnormalni morfologii,
ultrastruktuie a ztraté bic¢ikt (Pena-Salamanca et al., 2011). Mechanismus toxicity ptimo
souvisi s typem kovu. Navic biomolekuly schopné vazat kovové ionty maji specifické
chemické vlastnosti: oblast s vysokou koncentraci kyslikovych, dusikovych ¢i sirnych atomd;
dostatecné mnoZstvi donorovych atomi ke stabilizaci kovového iontu; dostate¢ny prostor

k tvorb¢ trojrozmérnych struktur s danym kovovym iontem (Gaur et Rai, 2001).
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3.3.3 Mechanismus toxicity téZkych kovii na molekularni drovni

Skodlivé wginky kovovych ionti mohou byt rizné, ale toxicita t&zkych kovil
na molekularni urovni spoc¢iva v péti zakladnich mechanismech: 1/ nahrada esencialniho
kovového iontu v biomolekulach a ostatnich funkénich jednotkach; 2/ blokace funkénich
skupin (-SH, -COOH, -NHj; aj.) v biomolekulach; 3/ modifikace aktivniho mista biomolekul;
4/ ptimé naruseni integrity biomolekul ¢i 5/ modifikace jinych biologicky aktivnich latek
(Kvesitadze et al., 2006).

V piipadé€, ze dojde k nerovnovéaze mezi produkci a eliminaci ROS, dochézi nasledné
k oxida¢nimu poskozeni buniky volnymi radikaly, které narusuji proteiny, lipidy, nukleové

kyseliny, zpisobuji zmény v bunéénych strukturach, vyvolavaji mutagenezi ¢i bunéénou smrt.

3.3.4 Tolerance a detoxikace téZkych kovii u ras

Eukaryotické fasy jsou v dneSni dobé& schopny piezivat v prostiedi, které je znecisténé
tézkymi kovy, jelikoz jsou schopny genetické adaptace k dlouhodobému puisobeni daného
kovu. Vlivem expozice tézkého kovu dochazi u fas k mnoha mutacim a ke genetickym
i fyziologickym zménam (Pefia-Salamanca et al., 2005; Robinson, 1989). Na zakladé
lokalizace tézkého kovil rozdélujeme nékolik zakladnich procest, které umoziuji buiice tyto

kovové ionty eliminovat.

3.3.4.1 Produkce extraceluldrnich vazebnych polypeptidii

Prvnim z mechanisml souvisejicich s toleranci a detoxikaci t€Zkych kovi je proces
produkce peptidi schopnych vazat kovové ionty (Nies, 1999). Po vazbé tézkych kovl jsou
tyto molekuly pfevedeny do vakuol, kde dochazi k jejich degradaci a dochazi tak ke kontrole
koncentrace iontd tézkych kovii v buiice (Cobbett et Goldsbrough, 2002). Takové
extracelularni peptidy patii mezi Specifické iontové chelatory, tzv. siderofory. Komplexni
kapacita téchto ligandi byla popsana zejména u sinic a sladkovodnich tas (Butler et al.,
1980). Tyto organismy jsou schopné tvofit velké mimobunétné agregity s aniontovymi

vlastnostmi, které umoziuji vazbu kovového iontu.

3.3.4.2 Metalothioneiny

Metalothioneniny, ve zkratce MT, patii do rodiny nizkomolekularnich proteint
s molekulovou hmotnosti 6-10 kDa, které obsahuji vysoky podil aminokyseliny cysteinu.
Strukturalné mohou byt tyto polypeptidy velmi rtiznorodé. Nékteré jsou genovymi produkty,

zatimco jiné funguji jako sekundarni metabolity. U fas jsou genovymi produkty
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tzv. metalothioneiny I. a II. tfidy, zatimco metalothioneiny III. tfidy ptsobi jako sekundarni
metabolity. Metalothioneiny funguji jako chelata¢ni Cinidla, ktera vychytavaji kovy jako je
kadmium, ¢imz dochazi ke snizeni cytotoxicity volnych kovovych ionti (Robinson, 1989).

Metalothioneiny jsou latky patiici do skupiny extracelularnich vazebnych polypeptidu,
kterou mizeme rozdélit do dvou typt (Obr. 7). Prvnim typem jsou specifické proteiny
z |. (nalezeny u sinic, fas a vyssich rostlin) a Il. tfidy MT, které jsou kédované strukturnimi
geny. Konkrétné u fas jsou polypeptidy z II. tfidy MT, bohaté jak na sulfhydrylové, tak
1 na karboxylové skupiny, tudiz vykazuji vysokou afinitu k mnoha kovovym iontiim (Cobbett
et Goldsbrough, 2002; Rauser, 1990). Biosyntéza metalothionenini I. a II. tfidy mtze byt
indukovéna pfitomnosti kovovych iontd jako je Cd**, Ag*, Bi®*, Pb*, Zn?*, Cu?* a Hg*".

Druhym typem jsou polypeptidy s kratkym tetézcem tzv. fytochelatiny (PCS), které se
fadi do III. tfidy metalothioneinii (MT) a byly popsany jak ve vysSich rostlinach, tak i u fas
a n€kterych hub (Nicholas et al, 2003). Fytochelatiny vznikaji z glutathionu za katalyzy
fytochelatin syntdzy. U téchto fytochelatinii se zjistilo, Ze cystein, ktery je soucasti
chelata¢niho jadra MT II. t¥idy, je hlavnim aktivatorem jejich genové exprese (Perales-Vela
et al.,, 2006). Samotna syntéza PCS probiha v cytosolu, odkud jsou tyto polypeptidy
transportovany do chloroplastii a mitochondrii (poprvé objeveno u krasnoocek r. Euglena, kde
tyto organely obsahovaly tém&F 60 % akumulovanych Cd®* iontii, v chloroplastech se jednalo
0 komplexy v podobé Cd-MT 1) (Schmitt et al., 2001; Soldo et al., 2005).

Metalothioneiny

Metalothioneniny I tfidy Metalothioneiny IL. tfidy ~ Metalothioneiny IILtfidy
\ } - Tzv. fytochelatiny
- Enzvmaticky syntetizované
- Kodované geny - U wvyssich rostlin, hub a fas

U sinic, fas a vvisich rostlin

Obr. 7: Rozdéleni metalothioneinti do tfid a jejich vyskyt.

3.3.4.3 Vylouceni kovu z buriky

Tento mechanismus se vyskytuje zejména u fas, které jsou tolerantni vici tézkym

koviim. Jedna se o proces, pii kterém je snizena vnitini akumula¢ni kapacita dané¢ho kovu
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(Whitton, 1984) a dochdzi zde k antagonistickému piisobeni kovovych iontii. Antagonistické
pusobeni vykazuji zejména Zeleznaté a kademnaté ionty, kdy dochazi k zablokovani vazby
jednoho z iontd, a tim i k blokaci jeho transportni drahy (Stauber et Florence, 1987). V tomto
piipadé muze vylucovaci mechanismus aktivovat transportni systém kadmia a inhibovat tak
vazbu zeleznatych iontt. Snizeni vnitini akumulace kadmia se nasledné jevi jako tolerance

vici danému kovu (Pefia-Salamanca et al., 2004).

3.3.4.4 Vnitini detoxikace

Rasy jsou organismy schopné aktivovat riizné biochemické a fyziologické procesy,
které jim umoznuji rezistenci vuci toxickym ucinkim, zpasobenych environmentalnimi
kontaminanty (Gaur et Rai, 2001), a navic se u nich vyvinuly detoxika¢ni mechanismy, které
jim umoznuji odolavat ptitomnosti kovovych iontl uvnitt bunék a udrzovat homeostazi iont
uvnitt bunék.

Detoxikace muze probihat mnoha zplsoby. Jedna se o procesy konjugace tézkych
kovl s intracelularnimi slozkami, které mohou byt doprovazeny také kompartmentaci,
pii které dochazi k eliminaci volné se vyskytujicich iontl v cytosolu, které jsou nahromadény
do omezeného prostoru. Dale se mlze jednat o procesy degradace spolecnych bunéénych
metaboliti, naptiklad v podobé oxidu uhli¢itého. Tyto procesy mohou byt regulovany mnoha
environmentalnimi faktory, jako napiiklad pH, teplotou nebo salinitou (Ospina-Alvarez et al.,
2006).

3.3.4.5 Transformace kovu

Dals§im procesem, ktery jsou fasy schopny aktivovat, je proces transformace tézkého
kovu pomoci oxidace, redukce, methylace a demethylace. Tyto procesy spocivaji v degradaci
méné toxickych modifikovanych slouc¢enin (Toumi et al., 2000). Napiiklad arsen pfijaty
moiskymi fasami je uvnitf builky pfeménén na organické slouceniny arsenu, které jsou
Z buiiky snéaze vylouceny, coz je podstatou této detoxikacni strategie (Schiewer et Wong,
2000).
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3.4 Kadmium

Kadmium je Siroce rozsiteny tézky kov, ktery se dostavd do Zzivotniho prostiedi
Z mnoha zdrojt, do kterych se fadi napiiklad elektrarny, topné systémy, strojirensky pramysl,
spalovny odpada, méstska doprava, a vznika také jako vedlejsi produkt z fosfatovych hnojiv.
Jedna se
o kov, ktery ma schopnost akumulace v pudé, pficemz se tak stava nebezpecnym
pro vSechny druhy organismii. Kadmium bylo dle Duxbury (1985) klasifikovano jako kov se
sttedni toxicitou, avSak pifi vysoké koncentraci byl prokazan karcinogenni, mutagenni
a teratogenni ucinek.

Kadmium se vaze na organické molekuly prostfednictvim siry a dusiku, ¢imz inaktivuje
fadu proteinli a patii mezi kontaminujici latky, které ptredstavuji nejvétsi hrozbu pro zivotni
prostfedi. Ackoliv mohou byt koncentrace kadmia v pidé a vodé chemicky stanoveny,
neposkytuji informace o toxickych ucincich na rust a metabolismus danych organismu (Awad

et Chu, 2005).

3.4.1 Kratkodoby stres kadmiem

Je patrné, Ze kadmium, jakozto tézky kov, plisobi na builkku nepfiznivé. JelikoZz
pusobenim abiotického stresu téZkymi kovy dochdzi v butice k naruseni mnoha proteint, které
hraji diilezitou roli v eliminaci vzniklych reaktivnich forem kysliku. Mezi takové proteiny se
fadi predev§im enzymy a molekuly, které jsou soucasti antioxida¢nich systémil. Tudiz
produkce reaktivnich radikald v buiice nartista. V pfipad€ pisobeni subletalni ¢i letalni davky

kadmia dochazi také k poklesu Zivotnosti bun€k nebo k jejich autolyze (Pinto et al., 2003).

3.4.2 Dlouhodoby stres kadmiem

Kadmium mize z dlouhodobého hlediska piisobit pro buniky velmi toxicky, zalezi vSak
na koncentraci, které jsou bunky vystaveny. AvSak z n€kolika studii je zifejmé, ze dochazi
k naruseni procesu fotosyntézy, Kk postupné zmén¢ Zivotnosti bunék a pH, ¢imz je ovlivnén

jejich rust (Awad et Chu, 2005).

3.5 Reaktivni formy kysliku

3.5.1 Charakteristika ROS

Aerobni organismy, véetné zelenych fas, maji vyznamnou energetickou vyhodu
ve vyuziti molekuldrniho kysliku jako oxida¢niho €inidla v procesu dychani. Kyslik hraje také

dalezitou roli v procesech fotosyntézy ¢i fotorespirace. Nicméné pritomnost kysliku uvniti
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bun¢k predstavuje stdlou oxidacni hrozbu pro vSechny bunécné struktury a procesy (Alscher
et al., 1997). Ackoli je kyslik celkem neskodna molekula, ma silny potencial byt ¢astecné
redukovan a tvofit tak reaktivni formy kysliku. V8echny tyto radikaly maji toxické ucinky,
mohou reagovat s biomolekulami a inaktivovat tak biochemické procesy v buiice. K produkci
ROS dochazi zejména pliisobenim abiotické ¢i biotického stresu (Finkel et Holbrook, 2000).

ROS vsak hraji dalezitou roli i za fyziologickych podminek. Zejména u rostlin puisobi
jako sekundarni poslové v bunécné signalizaci, konkrétné jsou diilezité pro expresi n¢kolika
transkripcnich faktort a jinych transdukcénich molekul, jako je napiiklad ,heat-shock* faktor
(HSF), ktery reguluje genovou expresi heat-shock proteinti a nuklearni faktor, které se
uplatiiuji v regulaci adheze bunék, v zesileni imunitni odpovédi a ve spusténi programované
bunééné smrti (Winterbourn, 2008).

Mezi hlavni reaktivni formy kysliku, které vznikaji pfi netplné redukci molekularniho
kysliku a jsou zodpovédné za oxidacni posSkozeni bunky, patii superoxidovy radikal,
perhydroxylovy radikal, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, alkoxylovy radikal, peroxylovy
radikal, organicky hydroperoxid a singletni kyslik. Béhem redukce kysliku na vodu muze
vznikat zejména singletni kyslik, superoxidovy radikal, peroxid vodiku a hydroxylovy
radikal. Singletni kyslik vznika excitaci kysliku a je pro buniku velmi toxicky (Halliwell
et Gutteridge, 1999). Piehled jednotlivych reaktivnich forem kysliku a jejich vlastnosti
viz Tab. I.

Tab. I: Piehled reaktivnich forem kysliku a jejich vlastnosti. (Kompilovano z publikaci: Dat
et al., 2000; Foyer et Harbinson, 1994; Halliwell et Gutteridge, 1999; Imlay et al., 2008;
Mgller et al., 2007; Varnova et al., 2002).

Reakce s
Migraéni . o
ROS Polocas rozpadu ) DNA proteiny lipidy
kapacita
Superoxidovy radikal O," 1-4 us 30 nm ne ano (Fe-S centra) obtizné
Peroxid vodiku H,0, 1ms I um ne ano (cystein) ano
Hydroxylovy radikal HO® 1 ps 1nm ano ano ano
Singletni kyslik o, 1 us 30 nm ano (guanin) | Ano (Trp, His, Tyr, Met, Cys) PUFA

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny

3.5.2 Produkce a metabolismus ROS

Reaktivni formy kysliku jsou v buiice tvofeny za fyziologickych podminek, v prubéhu

fady metabolickych procest, predevs§im fotosyntézy a dychani (Alscher et Hess, 1993;
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Hammond-Kosack et Jones, 2000). Odhaduje se, ze 1 % z piijatého kysliku je pfevedeno
pravé na ROS (Dutta Gupta, 2010). AvsSak hladina reaktivnich forem je vyrovnavéana
pusobenim antioxidac¢nich ochrannych systémi. Vystavenim buniky oxida¢nimu stresu vsak
dochazi k pieneseni rovnovahy ve prospéch ROS (Asada et Takahashi, 1987), které vznikaji
pfi mnoha enzymovych a neenzymovych antioxidacnich systémech (Finkel et Holbrook,
2000).

ROS mohou vznikat bud’ endogenné, exogenné nebo pii antioxidacni obrané.
Endogenné¢ ROS wvznikaji zejména v mitochondriich, chloroplastech, peroxisomech,
pusobenim lipoxygenazy, NADPH oxidazy a cytochromu P450 (Finkel et Holbrook, 2000).
ROS v bunice nevznikaji najednou, ale jedna se o postupné piemény jedné formy v druhou.
K tomu, aby se vytvotily dvé molekuly vody, musi molekularni kyslik pfijmout 4 elektrony.
Avsak kyslik mlze pfijmout elektrony pouze dva, nikoliv ¢tyii elektrony najednou. Proto
pfijima elektron jeden
po druhém. Timto zpusobem dochazi k postupné redukci molekularniho kysliku, za vzniku
stabilnich reaktivnich meziproduktt (Obr. 8).

Po pfijeti jednoho elektronu kyslikem dojde ke vzniku singletniho kysliku, nasledné
také k superoxidovému radikdlu. Tato reakce je termodynamicky nevyhodna a zodpovida tak
za nizkou reaktivitu samotného kysliku. Superoxidovy radikdl je jedinou aktivni formou
kysliku, jelikoZ je termodynamicky schopny fungovat jako oxidacni i jako redukéni ¢inidlo.
Superoxidovy radikél dale pfijima elektron a dva protony za vzniku peroxidu vodiku. Ten
na rozdil od jinych kyslikovych radikdli je schopen ptechéazet pres biologické membrany.
V disledku toho muze peroxid vodiku zpusobovat oxidacni poskozeni daleko od mista
vzniku. Po pfijeti elektronu a protonu dojde k tvorbé molekuly vody a hydroxylového
radikalu, ktery je nejvice reaktivni kyslikovou formou. Funguje jako extrémné silné oxidacni

¢inidlo a snadno reaguje s jinymi biomolekulami.

POD
CAT
SOD
e o e +2H" e +H' . e +H'
0, 6 =55 N HO =25 Hi0
molekularni superoxidovy peroxid hydroxylovy
kyslik radikal vodiku radikal
pfenos "
l energie lH Fel* Fe
102' Ho.z Fentonova reakce
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Obr. 8: Produkce a pfeména ROS zO, (SOD - superoxid dismutaza,
CAT — katalaza, POD — peroxidaza). (Pfevzato z: Imlay, 2003).
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3.5.3 Biologické cile a diisledky pisobeni ROS

ROS reaguji se specifickymi molekulami, avSak vzhledem k jejich rGzné vysoké
reaktivité, mizou ROS reagovat i nespecificky. V ptipad¢ malo reaktivnich forem s delSim
pologasem rozpadu, jako je H,O, nebo O, °, dochézi k reakci s pouze nékolika atomovymi
elementy uvnitt cilové molekuly, coz vede ke kovalentni modifikaci proteinu (D'Autre aux
et Toledano, 2007). Naopak formy s vysokou reaktivitou a kratkym polocasem rozpadu jako
je HO', jsou méné selektivni. V diisledku toho se rozliduji tzv. atomové a molekularni cile.

Cilovymi atomy ROS jsou Casto atomy siry v aminokyselinach jako je methionin
a cystein (Nathan et Cunningham-Bussel, 2013). Dal§im atomem, s kterym ROS reaguji, je
atom uhliku v nukleosidech, polynenasycenych mastnych kyselinach nebo v aminokyselinach
jako je arginin, lysin, prolin a threonin (Nathan et Ding, 2010). Mistem ptsobeni ROS muze
byt tak atom zeleza, pficemz reaktivni formy kysliku reaguji s Fe-S klastry nebo s ionty
zeleza v molekule hemu, ¢imz narusuji jejich funkce (Imlay, 2003).

Pisobeni ROS miize probihat také na molekuldrni Grovni, a to prostfednictvim
proteini, DNA a lipidd. ROS plisobi na proteiny zménou konformace, diky které naruSuje
aktivitu daného proteinu. Timto mechanismem mohou byt naruSeny napfiklad fosfatazy, které
maji ve své struktute Cys zbytky, které plsobi jako redoxni prepinace a dochazi tak
K naruseni fosforylace enzymu, ktera je dilezitou reakci v celkové regulaci aktivity proteint.
Plsobenim oxidac¢niho stresu na proteiny dochazi také ke vzniku karbonylovych derivati,
které se pouzivaji jako markery oxidacniho stresu (Finkel et Holbrook, 2000; Stadtman,
2006).

Vzhledem ktomu, Ze jsou mitochondrie jednim z hlavnich zdroji ROS v burce,
dochazi v nich nadprodukci ROS také k poskozeni mitochondrialni DNA, coz vede k naruSeni
jejich funkce. S jadernou DNA reaguji ROS zfidka, avSak tato reakce mize podporovat
proces transkripce (Nathan et Cunningham-Bussel, 2013). I kdyz je reakce s jadernou DNA
zanedbatelna, ma dalekosahlé dopady (Winterbourn, 2008). Piimé poskozeni DNA
reaktivnimi formami kysliku mize mit za nésledek modifikaci bazi v DNA struktufe
(napt. 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin), DNA zlomy, at' uz jednofetézové ¢&i dvoufetézové,
a navic midze dochazet Kk interakcim mezi dvéma fetézci DNA nebo DNA s proteiny. ROS
mohou kromé lipidové peroxidace zplsobovat také vznik reaktivnich aldehydt, které
nasledné tvoii adukty s DNA, ¢imz naruSuji jeji strukturu (Robert Li, 2012). Poskozeni

jaderné DNA je Casto pozorovano zejména pii starnuti bunék, ve kterych je detekovéana
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zvySena hladina

ROS-poskozené jaderné DNA (Finkel et Holbrook, 2000).

3.5.3.1 Lipidova peroxidace
Oxidace polynenasycenych mastnych kyselin (,,polyunsaturated fatty acids®, PUFA)

muze byt zahajena ROS radikaly (hydroxylovymi a perhydroxylovymi radikaly),
neradikdlovymi ROS (singletni kyslik, peroxid vodiku) nebo enzymatickou reak¢ni drdhou
(lipoxygenazy) (Brash, 1999; Halliwell et Gutteridge, 2007; Maccarrone et al., 2001).
Vysledkem neenzymatické peroxidace (prostiednictvim ROS) ¢i enzymatické lipidové
peroxidace (lipoxygenaza) je vznik lipidového alkyl radikalu, z kterého nasledné vznika
lipidovy peroxylovy radikal, a to interakci s molekularnim kyslikem. Reaguje-li lipidovy
peroxylovy radikal s jinymi polynenasycenymi mastnymi kyselinami, dochazi tak k tvorbé
primarnich produktt lipidové peroxidace tzv. lipidovych hydroperoxidia (Girotti, 1998;
Halliwell et Gutteridge, 2007; Niki, 2009; Porter et al., 1995). Krom¢ hydroperoxidi vznikaji
také rtizné radikalové formy PUFA, které¢ se bud samovolné, nebo enzymatickou reakci
preménuji na sekundarni produkty. Obecné se takové latky nazyvaji oxylipiny. Patfi sem
dalezité latky se signalni a obrannou funkci jako je kyselina jasmonova, aldehydy
a oxokyseliny. Zvlast¢ radikaly a aldehydy jako je malondialdehyd, pisobi v burce
destruktivné tim, ze poSkozuji fosfolipidovou membranu, ¢imz meéni jeji permeabilitu
a zvysuji tak propustnost pro rizné ionty. Témito aldehydy mohou byt obsazeny také volné
aminoskupiny ve struktufe proteinti, coz zpusobuje zvyseni citlivosti proteinu k proteolyze.

Tudiz se tyto aldehydy z velké ¢asti podileji na usmrceni burniky (YYamauchi et al., 2008).

3.5.3.1.1 Lipidova peroxidace indukovana pisobenim enzymu

Kli¢ovym enzymem v enzymatické lipidové peroxidaci je lipoxygenaza (LOX),
monomerni protein ze skupiny oxidoreduktaz (EC 1.12.11.12) o velikosti 94-104 KDa (Porta
et Rocha-Sosa, 2002), ktery obsahuje ve své struktuie atom zeleza V nehemové formé.
Lipoxygenaza se muze v bunkach vyskytovat v n€kolika izoformach s rtiznou funkci, které
jsou lokalizovany ve vétSiné organel. Jejich aktivita se méni béhem ontogeneze a vlivem
stresu. Lipoxygenazy jsou dulezitymi enzymy, které zprostiedkovavaji vznik
hydroperoxidovych derivatl z polynenasycenych mastnych kyselin (Holkova et al., 2009) viz
Obr. 9.

—_ = ,R'COOH HOO,
Rm s R N\ RCO0H
Hs" He +0,
1.4-dien mastneé kyseliny 1-hydroperoxy-2.4-dien masteé kyseliny
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Obr. 9: Reakce katalyzovana lipoxygenazou.

U rostlin hraji lipoxygendzy dilezitou roli v metabolické draze, oznaCované jako
lipoxygenazova (oktadekanova) cesta, jejiz produkty funguji jako reguldtory rlstu, maji
antimikrobidlni vlastnosti a slouzi také jako signdlni molekuly. Na zéklad¢ funkce téchto
produktii a na zéklad¢ korelace mezi zvySenim exprese lipoxygenazy a pocatkem specifickych
obrannych procest je zfejmé, Ze enzym LOX hraje diilezitou roli v odpovédi rostlin na stres.
Lipoxygendzy jsou klicovymi enzymy v mnoha metabolickych drahéch jak u Zivocicht, tak
I u rostlin, tvoii produkty s riznymi biologickymi funkcemi. LOX enzymy jsou zapojené
pfedev§im do procest souvisejicich s transdukci signalu a do procest spojenych s bunécnou

regulaci (Holkova et al., 2009).

3.5.3.1.2 Lipidova peroxidace indukovana pisobenim ROS

Neenzymova lipidové peroxidace, ktera je vyvolana pasobenim ROS, se d¢li do 3 fazi,
a to na iniciaci, propagaci a terminaci (Obr. 10).

Na zacatku je molekula mastné kyseliny napadena danou reaktivni formou kysliku,
nejcastéji hydroxylovym radikalem, ktery je vzhledem k jeho vysoké reaktivité a kratkému
polocasu rozpadu tézko odbouratelny v biologickych systémech. Podil na neenzymové
lipidové peroxidaci ma vSak 1 superoxidovy radikdl a jeho protonovany derivat
perhydroxylovy radikal, avSak u téchto forem je vliv na PUFA omezen, jelikoz se tyto formy
vyskytuji v nizkych koncentracich a jsou u€inn€ odbouravany.

Samotny proces neenzymové lipidové peroxidace je zahajen odebranim atomu vodiku
s jednim vazebnym elektronem z -CH,- skupiny v molekule PUFA. Tato -CH,- skupina je
z obou stran obklopena dvojnymi vazbami, které tento d¢j umocnuji stabilizaci vzniklého
radikalu L'. Nasledné dochazi k preskupeni dvojné vazby a vznika tak konjugovany dien,
ktery samovolné reaguje s dalsi molekulou kysliku za vzniku lipoperoxylového radikalu
LOO/, ktery je po¢ate¢nim produktem dalsi faze.

Propagace spociva v fetézové reakci LOO™ s jinymi molekulami PUFA, pii které vznikaji
stale nové radikaly a sam je pfeménén na lipidovy hydroperoxid LOOH. Tato reakce probiha
neustale, az do chvile, kdy dojde ke styku dvou radikali nebo radikalu s n¢jakou antioxidacni
slouceninou, ¢imz je radikal eliminovan. Tento proces je hlavni reakci probihajici ve fazi

terminace (Gill et Tuteja, 2010; Marnett, 1999).

28



L++02—LO0OO0- iniciace

l

LOO++L-H—LOOH +L- propagace

l

Le+Le—LL’

LOO++L'00+* — LOOL" + 02 ARSI

LOQ+s+L"*—LOOL"

Obr. 10: Priabéh lipidové peroxidace vyvolané ROS.

Pii neenzymové lipidové peroxidaci dochdzi ke vzniku primérnich produktd,
lipidovych hydroperoxidi LOOH, které vykazuji nizkou stabilitu, tudiZz podléhaji dal§im
reakcim,
pii kterych jsou produkovany dalsi radikaly s destrukéni funkci. Mimo jiné jsou vysledkem
téchto reakci také slouceniny jako jsou epoxidy, alkoholy a hydroxylkyseliny.
Pro studium urovné lipidové peroxidace se vSak vyuziva malondialdehyd (MDA), ktery
je sekundarnim produktem lipidové peroxidace, je toxicky a slouzi jako marker oxida¢niho
stresu (Gill et Tuteja, 2010; Marnett, 1999). Pii lipidové peroxidaci vznika Vv nejvyssi mite
pravé malondialdehyd (MDA), derivat kyseliny malonové, ktery se v bufice vyskytuje v enol
form¢ (Yamauchi et al., 2008). Fyziologicky se MDA v bufice vyskytuje pouze v malém
mnozstvi, pfi¢emz pii stresu dochdzi k mnohondsobnému zvySeni jeho koncentrace
a predpoklada se jeho signalni funkce.

Proces neenzymové lipidové peroxidace je vSak pro buiikku nevyhodny, jelikoz timto
procesem dochdzi k rozpadu bunéénych membran a k naruSeni struktur proteini a DNA.
Proto buika aktivuje antioxidac¢ni systémy, které eliminuji a zastavuji dal$i distribuci
uroven (Gill

et Tuteja, 2010).

3.5.3.1.3 Metody stanoveni urovné lipidové peroxidace

Jednou 7z nejuzivanéjSich metod stanoveni lipidového peroxidace je stanoveni
malondialdehydu, ktery je sekundarnim produktem lipidové peroxidace a je lehce
detekovatelny. VétSinou se jedna o jeho detekci pomoci HPLC (vysokotlakd kapalinova
chromatografie).
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Avsak krom¢ malodialdehydu lze urovein lipidové peroxidace zjistit také stanovenim
organickych hydroperoxidi vznikajici taktéz pti procesu lipidové peroxidace. Jednou z téchto
metod je tzv. FOX test (assay), ve kterém dochazi k oxidaci iontd Zeleza v pfitomnosti
xylenové oranze. Nejdiive byl tento test aplikovan pro detekci peroxidu vodiku ve vodnych
roztocich
a v posledni dob¢ se vyuziva pravé k detekci lipidovych hydroperoxidi (Miyamoto et al.,
2007). Vznikem hydroperoxidi ve vzorku dochazi k oxidaci Zeleznatych ionti na ionty
zelezité. K této reakci muze dochézet praveé i1 v pritomnosti peroxidu vodiku. Produkované
zelezité ionty nasledné reaguji s xylenovou oranzi (XO) za vzniku specifického zbarveni
zavislého na koncentraci peroxidu vodiku ¢i hydroperoxidi ve vzorku. V pfitomnosti malého
mnozstvi vznikd svétly oranzovy barevny produkt, a naopak pii vysSich koncentracich
dochazi k barevné zméné produktu od hnédé az po fialovou barvu. Nésledné se

spektrofotometricky zméii absorbance pii 560 nm (DeLong et al., 2002).

3.5.4 Odbouravani ROS

Odstranéni a zastaveni Sifeni vzniku reaktivnich forem kysliku je dilezité zejména

k zabranéni peroxidace lipidii v membranach, jejichz funkénost je nezbytna pro pieziti.
3.5.4.1 Antioxidacéni systémy

K regulaci koncentrace ROS v bunkach vyuzivaji buiiky enzymatické a neenzymatické
antioxidacni systémy. Mezi enzymatické systémy se fadi zejména pusobeni enzymu
superoxiddismutazy (SOD), peroxidazy (POD), katalazy (CAT) a glutathionreduktazy (GR).
Superoxiddismutdza je enzym, ktery preménuje superoxidovy radikdl na méné toxicky
peroxid vodiku. Peroxidazy jsou enzymy ze skupiny oxidoreduktaz, které katalyzuji oxidaci
ruznych latek za ptitomnosti peroxidu vodiku, ktery piisobi jako zdroj kysliku, a méni danou
molekulu na vodu. K pfeméné samotného peroxidu vodiku slouzi enzym katalaza, ktery
katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Chelikani et al., 2004).
Glutathionreduktaza neboli glutathion-disulfid reduktaza je enzym, ktery katalyzuje redukci
glutathion disulfidu (GSSG) na sulfhydrylovou formu glatathionu (GSH), ktery je dulezity pfi
obran€ bunék viici oxidacnimu stresu. Naopak mezi systémy, ve kterych nehraji roli enzymy,
patii pusobeni antioxidanti jako je redukovany glutathion, vitamin C, tokoferoly,
karotenoidy, flavonoidy, hydrochinony, fykokyany, a jiné (McCord et al., 1971). Rychlost

detoxikace a uroven toxicity zavisi na konkrétnim typu ROS.
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Je-1i bunka vystavena stresovému faktoru a dojde k naruSeni rovnovahy mezi tvorbou
a odbourdvanim reaktivnich forem, dochazi k nahromadéni toxickych metabolitd uvnitf
bunky, které nasledné¢ poskozuji bunécné struktury a biomolekuly, ¢imz mtze dochazet az
k bunéc¢né smrti. Timto zpusobem reaguje napiiklad MDA, ktery neni pomoci antioxidanti
efektivné eliminovan, tudiz se hromadi uvnitf buiiky a plsobi toxicky zejména poskozenim

bunéénych organel a nasledné indukuje bunéénou smrt (Yamauchi et al., 2008).

3.5.5 Metody studia ROS

Studium produkce a vyvoje ROS zahrnuje zejména metody HPLC, hmotnostni
spektrometrie, EPR (elektronova paramagneticka rezonance) a dalsi analytické metody, které
poskytuji informace o produkci ROS a detekuji produkty generované oxidaci proteinti, DNA
a lipida (Cadet et al., 2002; Leichert et al., 2008; Yin et al., 2011).

EPR je metoda umoznujici detekovat volné radikaly jako jsou ROS (Gibella et al.,
2000). Princip metody je zalozen na ptechodech mezi energetickymi hladinami, které jsou
vysledkem plsobeni magnetického pole na neparovy elektron (Wertz et Bolton, 1972).
Jakmile je vlozen vzorek obsahujici radikal do vnéjsiho magnetického pole, dochazi ke zméné
orientace magnetického momentu elektronu do dvou moznych orientaci, které jsou vSak
vzhledem K jejich energii rizné. Po ozafeni definovanou energii se nasledné méii rozdil
hodnot mezi dvéma spinovymi stavy elektronu. Vysledkem méteni je EPR spektrum. Jedna se
vSak
o destruktivni metodu S nizsi citlivosti.

Pokroky ve fluorescenni mikroskopii umoznily vyuZiti neinvazivni metody studia
ROS, které umoznuji vysokou specifitu k dané reaktivni formé&, a které jsou vysoce citlivé
v kombinaci s prostorovym a ¢asovym rozlisenim. Jedna se o uziti fluorescenénich sond,
které umoziuji sledovat ROS v biologickych systémech (Prime et al., 2012; Umezawa et al.,
1999). Idealni sonda pro uréity typ ROS by méla byt reaktivni pii nizké koncentraci,
netoxicka, snadno prostupna do bunék a organel, neméla by vykazovat zadné ztraty ani
nezadouci distribuci (Wardman, 2007).

Princip uziti téchto fluorescencnich sond je zalozen na metod¢ histochemického
barveni. VétSina fluorescencnich sond je detekovana po aktivaci v pfitomnosti sledované¢ho
analytu. Vysledek aktivace nasledné vede ke zvySeni fluorescence nebo K posunu emisni
vlnové délky. Vétsina komercné dostupnych sond je doddvana ve formé pre-fluorescencnich
aromatickych molekul, které v pfitomnosti dané reaktivni formy podléhaji oxidaci za vzniku

fluorescen¢niho produktu.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

V této praci byly studovany tfi kmeny fasy rodu C. reinhardtii, jednalo se o kmen
CC002 WT (wild type) (Obr. 11), mutantni kmen CC406 (Obr. 12) a LOX mutanta (Obr. 13).
CC406 mutantni kmen je charakterizovan absenci bunécné stény, proto se také znaci jako
cw-mutant a vykazuje riznou morfologii jednotlivych protoplastti (Obr. 12). LOX mutant byl
vytvofen kolegy z Polska (dr. R. Sinha, Fakulta biologie, Univerzita Katowice) koncem

r. 2016, v jehoZ genové sekvenci byl knockoutovan gen kodujici enzym lipoxygenazu.

Obr. 12: Detail bun¢k kmene CC406 (zvétSeni 1000x).
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® & A
Obr. 13: Detail bunék LOX mutanta (zvétSeni 1000x).
4.1.1 Priprava LOX mutanta

Jelikoz neni v genové databazi dostupny osekvenovany genom kmene CC002 WT,
vychazelo se z genové sekvence jiz osekvenovaného kmene CC503 cw92 mt+. Z genové
databaze byla vybrana genova sekvence odpovidajici lox genu, ze které se také vychazelo
pfi transformaci.

LOX mutant byl pfipraven mistn¢ specifickym knockoutem genu pomoci
CRISPR/CAS9 (dle Shinet al., 2016). CAS9 gen, pivodem ze Streptococcus pyogenes, je
fizen dudlnim promotorem 35S a zakonCen termindlnim regionem s genovou sekvenci
pro nopalin syntetazu (Tnos) (Xie et Yang, 2013). sg RNA (single guide) byla specificky
cilena ke genu kodujictho enzym lipoxygendzu (GenBank: XM 001690353.1, genova
sekvence lox genu viz Ptiloha), ktera byla fizena SnoORNA U3 gene promotorem. K selekci
transformovanych bunék C. reinhardtii byl vybran selek¢ni gen rezistence vici hygromycinu
(hpt), ktery byl fizen stejnym promotorem 35S jako CAS9 gen. Proces transformace byl
proveden s vyuzitim specialniho transformacniho kitu MAX Efficiency® Transformation
Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc., 2016).

1 ml Cerstvé narostlych bunék bylo pieneseno do 100 ml TAP (Tric Acetate
Phosphate) média, ve kterém kultura rostla za standartnich podminek po dobu 24 h. Nasledné
byly buiky centrifugovany pii 2500 rpm po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén
a nasledovalo dvojit¢ promyti peletu GeneArt® MAX Efficiency® Transformation Reagent
centrifugaci opét pi1 2500 rpm, 5 min. Nakonec byly bunky resuspendovany
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v GeneArt® MAX Efficiency® Transformation Reagent do finalni koncentrace 2x10°
bun¢k/ml a inkubovany na ledu 5 min v pfitomnosti 3 pg linearizované DNA na 250 pl
bunécné suspenze. Transformace bunék probihala metodou elektroporace v 0,1cm kyveté
pomoci Biorad Gene Pulser Biorad Gene Pulser® (Bio-Rad Laboratories, USA).
Transformacni proces byl zahdjen aplikaci jednoho pulsu o 500 V s 4 ms pulsni délkou. Po
elektroporaci byla bunééné suspenze z kyvety prenesena do 30 ml tekutého TAP média
s pfidavkem 40 mM sachardzy. Nasledn¢ byly bunky inkubovany na svétle za mirného
tiepani po dobu 24 h. Po ukonceni inkubace byly kultury centrifugovany pii 2500 rpm, 5 min
a naneseny na pevné TAP médium, obsahujici 10 pg/ml hygromycinu B a 100 ug/ml
cefotaximu. Po ukonceni inkubace bun¢k
za standartnich podminek, byla mutace genu pro lipoxygenazu ovétena pomoci PCR (dr. R.

Sinha, Fakulta biologie, Univerzita Katowice).

4.2 Pristroje
e Laminarni flowbox TUV GS STERIL-VBH
e Centrifuga 3-30K Sartorius (Sigma)
e Automated Cell counter TC20 (BIORAD)
e Spektrofotometr UV-500 (Thermospectronic)
e Spektrofotometr SpeCORD 250 PLUS
e Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop Fluoview 1000 (Olympus)
e Fluorescen¢ni mikroskop BX60 (Olympus)
e EPR spektrometr Miniscope MS400 (Magnettech)
e Vortex IKA-MS 3 basic (IKA)
e Sonikator UP50H
e Trepactka VIBRAX VXR basic (IKA)
e Analytické vadhy KERN ABT 220-5DM
e SuSicka Memmert UNE 400
e Autoklav Systec VX-55
e pH metr inoLab pH7110
e Concentrator plus Eppendorf
o Autoklav TuttNauer 2340M
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4.3 Kultivace a inokulace C. reinhardtii

Ke kultivaci fas se vyuzivaji rGzné typy zivného média, které jsou specifické svym
slozenim a odpovidaji tak narokiim konkrétnich druhti fas. Je proto dulezité, aby byly
Vv in vitro podminkéach zajistény vhodné podminky pro jejich optimalni rust. Obecné se udava,
ze optimalni rist bunék tas nastava pii teploté 16-27 °C, pii fotoperiodé (stfidani dne a noci)
16:8 h a pii hodnoté pH 7-9 (Samek, 2013). Rasy se mohou péstovat bud’ na pevném
¢1 tekutém médiu. Na agaru se fasy péestuji zejména pro dlouhodobé kultivace, a to na 1,5-2%
agaru v Petriho miskach utésnénych parafilmem idealné pii 10-15°C. V piipadé, ze chceme
kulturu dlouhodobé uchovavat v tekutém médiu, je vhodné udrzovat bunky V kultuie
Vv exponencidlni fazi ristu, a to pomoci CastéjSiho preockovani kultur do cerstvého média
(Ktisa et Prasil, 1989). Nejcastéji se fasy kultivuji na tiepacce v Erlenmayerovych baiikéach,
které jsou zakryté alobalovym vickem a utésnéné parafilmem.

Mezi tekutd média vhodna pro kultivaci Chlamydomonas patiti BBM (Bold Basal
Medium) a TAP (Tris Acetate Phosphate medium). BBM je zakladnim anorganickym
médiem pro kultivaci terestrickych fas a sinic. Pro kultivaci fas je Zadouci, aby nebyla kultura
fas kontaminovéna jinymi organismy (plisné, bakterie). Tuto podminku spliiuje pravé BBM
médium, které je slozeno z velké casti zvody a obsahuje pouze mineralni soli potiebné
pro rist fas. Nevyhodou vSak je, Ze v tomto médiu rostou kultury fas pomaleji. Proto se
vyuziva organické TAP médium, které obsahuje acetat, diky kterému mohou fasy rist
1 za nepfistupu svétla, proto na TAP médiu rostou fasy rychleji a ve vyssi hustoté
nez v anorganickém médiu (Barsanti et Gualtieri, 2014). Avsak pfitomnost organickych latek
v TAP médiu zpisobuje, Ze je zde vyssi pravdépodobnost kontaminace kultury bakteriemi
¢i plisnémi. Proto je zapotiebi zvazit, které médium je pro dané tcely vhodné. Zde byly fasy
kultivovany v Erlenmayerovych bailkkdch v TAP médiu, za stalého tfepani (90 otacek/min)

pii 25 °C (Obr. 14). Protokoly k ptipravé médii viz Ptiloha.
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Obr. 14: Kultury fas v tekutém médiu (nahote) a na agaru (dole).

4.4 Aplikace stresu kadmiem

Studované kmeny C. reinhardtii byly podrobeny abiotickému stresu ptisobenim tézkého
kovu ve formé& chloridu kademnatého. Uéinek kadmia byl sledovan z hlediska kratkodobého

i dlouhodobého, v n¢kolika riznych koncentracich.

Pro kratkodoby stres kadmiem, ktery probihal po dobu 2 h, byly vybrany pouze nejvyssi
testované koncentrace (100 a 400 mg CdCly/l), jelikoz nizké koncentrace by byly béhem tak
kratké inkubace neucinné. Po uplynuti dvouhodinové inkubace bunék s kadmiem ihned
nasledovalo jejich histochemické barveni, a poté také mikroskopické pozorovani stresovanych

kultur.
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Na zéaklad¢ experimentt provedenych ve studii Awad et Chu (2005), ve které byl
sledovan dlouhodoby vliv kadmia na rist bunék, byly vybrany koncentrace chloridu
kademnatého, a to v fad¢ 25, 50, 100 a 400 mg CdCl,/l. Jednalo se o koncentrace, které
nevyvolaji okamzitou smrt buiiky, avSak jsou pro buiiku stresujici a vyvolavaji v ni stresové

reakce. Kultury jednotlivych kment byly s kadmiem inkubovany po dobu 6 dnd.

45 Stanoveni koncentrace bunék

Vsechny experimenty byly vzdy provadény s kulturami tas o stejné koncentraci bunék
tj. 1,5x10° bungk/ml, coz je hodnota bun¢k odpovidajici exponencialni fazi rastu. Tudiz bylo
zapotiebi vzdy zjistit, kolik bunék se ve vzorku nachdzi a poptipadé provést patiicné fedéni
¢i zakoncentrovani testovanych kultur. Pro stanoveni cytotoxického ucinku kadmia na bunky
fas je toto stanoveni poctu bunék ve vzorku nezbytné, tudiz existuje nékolik pfistupti ke
zjisténi koncentrace bunck v suspenzi. Koncentrace bunék zde byla zjiStovana pomoci
Biirkerovy komirky, spektrofotometric a pomoci automatizovaného pocitani pomoci
specializovaného pfistroje (TC20 Automated Cell Counter). Nejdiive byly jednotlivé metody
srovnavany

a nasledné se ke stanoveni koncentrace bun€k vyuZzivalo pouze automatizované pocitani.

45.1 Stanoveni koncentrace bunék pomoci Biirkerovy komiirky

Na silné podlozni sklo Biirkerovy komurky se dvéma vyrytymi sitémi s pfesné
definovanou plochou byla pipetovana suspenze bunck. Koncentrace bun¢k v 1 ml byla

stanovena na zakladé vypoctu:

pocet casticx 1 000

B pocitani plocha (mm2) x hloubka komirky (mm) x fedéni

Také byla ovéfena vitalita bun€k barvenim trypanou modii, ktera prochazi pouze
pfes porusené membrany mrtvych bun¢k, zatimco zivé buiiky zlstavaji neobarvené.
4.5.2 Spektrofotometrické stanoveni optické hustoty bunék

Opticka denzita (OD) neboli hustota bunék byla stanovena spektrofotometricky
pii vinové délce 750 nm. Tato metoda byla pouZita pro srovnani korelace mezi koncentracemi

bunék stanovenych automatickym pocitacem TC20 a mikroskopicky v Biikerové komdrce.
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453 TC20™ Automaticky po&itad bunék

Princip metody pocitani bunék pomoci TC20 automatického pocita¢e bunek (Obr. 15)
spociva ve vyuziti mikroskopie s moznosti automatického zaostteni, se schopnosti analyzovat
nékolik ohniskovych rovin a urcit tak nejvhodnéjsi rovinu pro pocitani bunék. Vyhodou této
metody je automatické zaostfovani, které zvysSuje reprodukovatelnost této metody ve srovnani
S pocitanim pomoci Biirkerovy komurky. Po spocitani bunék byla k dispozici také obrazova

vizualizace dané roviny (Obr. 16). Postup pocitani bun¢k viz Obr. 15.

Obr. 15: TC20 Automaticky pocita¢ bunék a postup méfeni (BIO-RAD).

Obr. 16: Vizualizace analyzované roviny.
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4.6 Konfokalni mikroskopie a analyza obrazu

K detekci jednotlivych reaktivnich forem kysliku se vyuZzivaji rizné fluorescencni
barvy, které jsou specifické pro dany typ ROS. Zde byly pouzity celkem tfi fluorochromy
a jejich emise byla pozorovana a analyzovana pomoci konfokdlni laserové skenovaci
mikroskopie. Zdrojem excitace byl zde argonovy laser, s vinovou délkou 488 nm s vykonem
30 mW. Pro detekci obrazu ve viditelném svétle byl pouzit diodovy laser, s vinovou délkou
405 nm a vykonem 20 mW.

Snimky byly pofizeny pomoci invertovaného fluorescen¢niho mikroskopu Olympus IX
81 s konfokalni laserovou skenovaci jednotkou Fluoview 1000 (Obr. 17). Vysledné snimky
byly nésledn¢ analyzovany pomoci obrazové analyzy, s vyuzitim softwaru FV10-ASW
Viewer a konkrétné se jednalo o analyzu integralniho rozloZeni intenzit signélu (bezrozmérné

veli¢ina).

Obr. 17: Invertovany fluorescencni mikroskop IX 81 s konfokalni jednotkou

Fluoview 1000.

Nedtive byly mikroskopicky stanoveny ROS jako H,0, HO’, ROO" pomoci
histochemického znaceni fluorochromem c-H,DCF DA. Histochemické barveni probihalo
vzdy ve tmé 10 min v koncentraci 25 uM. Jednalo se o indikator oxidativniho stresu, ktery
po vstupu do bunky interaguje svice ROS a meéni se na fluorescenéni formu c-DCF
s excitatnim maximem 495 nm a emisni vinovou délkou 529 nm (Obr. 18) (Thermo Fisher
Scientific Inc., 2016).
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Obr. 18: Pfeména c-H,DCF DA na fluorescen¢ni produkt c-DCF (Thermo Fisher Scientific
Inc., 2016).

Pro detekci singletniho kysliku byly vzorky inkubovany ve tmé po dobu 30 min
s fluorochromem Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) v koncentraci 50 uM, ktery se
po vstupu do buniky méni na fluorescenéni endoperoxid s maximalni excitaéni vinovou délkou
504 nm a emisi pti 525 nm (Thermo Fisher Scientific Inc., 2016). Komeréné je vsak tento
fluorochrom povazovan za latku, ktera neprostupuje do nitra bunék. Tento fakt byl vSak

v mnoha studiich (i zde) vyvracen.

pirenos elektroni pienos elektronu

slaba fluorescence silna fluorescence

SOSG SOSG-EP

Obr. 19: Pfeména slabé fluorescencniho SOSG na SOSG-EP (endoperoxid) (Gollmer et al.,
2010).

Lokalizace superoxidu byla studovana barvenim dihydroethidiem (DHE)
v koncentraci 50 uM 30 min ve tmé (Obr. 20) (Thermo Fisher Scientific Inc., 2016). Jedna
se 0 chemicky redukovanou formu bézné uzivaného ethidium bromidu, ktery funguje jako
DNA interkalator. Tato sloucenina se Casto vyuziva K detekci oxidacnich procest v Zivych
buiikach, zejména vsak pro detekci superoxidovych radikélti. Oxidovana forma DHE (2-OH-
Ethidium) ma excita¢ni vinovou délku 518 nm a emisni maximum 605 nm. Po vstupu DHE

do bunky a jeho dehydrogenaci (oxidaci) na ethidium mize Vv delSim ¢asovém horizontu
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taktéz interkalovat

do jadra, proto je zapotiebi dodrzovat dobu barveni (Marker Gene Technologies Inc., 2017).

N+

H,N NH, H,N NH, H,N O O NH,

Dihydroethidium Ethidium

Obr. 20: Strukturni vzorce ethidiovych forem a fluorescen¢ni produkt 2-OH ethidium
(Chu et al., 2014).

4.7 Elektronova paramagneticka rezonance

K detekci vybranych ROS, produkovanych vlivem kadmia, byla mimo metody
konfokalni mikroskopie pouzita také metoda elektronové paramagnetické rezonance (EPR),
zalozena na EPR spinovém zachytu. Pomoci spektrometru MiniScope MS400 (Obr. 21) bylo
mozné detekovat vzniklé radikaly s pouzitim specifickych spin-trapii. Jelikoz je polocas
rozpadu volnych radikald velmi kratky, bez pouziti spin-trapu by nebyl spektrometr schopen
detekovat dané radikaly. Jedna se tedy o slouéeninu, ktera reaguje s radikalovymi produkty
za vzniku kovalentnich vazeb a tvofi tak vice stabilni adukty, jejichz paramagneticka

rezonan¢ni spektra lze jiz EPR zaznamenat.

Obr. 21: EPR spektrometr MinScope MS400 (katedra Biofyziky PfF UP).

K zéachytu vznikajiciho singletniho kysliku byl pouZit lipofilni spin-trap TEMP
(2,2,6,6-tetramethylpiperidine). Zasobni roztok této latky o koncentraci 750 mM, byl

pripraven rozpusténim v 96% ethanolu, pficemz vychozi roztok spin-trapu byl pouze ¢astecné
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purifikovany, tzn. ze vykazoval standardni signal i bez pfidani analyzovaného vzorku.
Pracovni koncentrace spin-trapu ve vzorku odpovidala hodnoté 50 mM, piicemz byl spin-trap
do vzorku ptidan ihned na zacatku inkubace bunék s kadmiem. Méteni probihalo ve sklenéné

kapilaie, utésnéné té€snici hmotou. Strukturni vzorce a schéma zachytu viz Obr. 22.

‘02
HgCQCHg —lp H4C CH;

HsC™ ~N” “CHg e N chy

Obr. 22: Pireména TEMP po vazb¢ singletniho kysliku na TEMPO ((2,2,6,6-tetramethyl-
piperidin-1-yl)oxyl) (Sigma-Aldrich Co LLC., 2017)

K detekci superoxidovych radikald byl pouzit spin-trap EMPO (2-ethoxycarbonyl-2-
methyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole-1-oxide) (Obr. 23). Zasobni roztok o koncentraci 312 mM byl
pfipraven rozpusténim latky v destilované vodé. Ve vzorku se spin-trap vyskytoval
v koncentraci 50 mM (Enzo Life Sciences Inc., 2017). Pfiprava vzorku i postup méfeni

probihal stejné jako v ptipadé TEMP.

EMPO EMPO/‘OOH
0,
EtO,C sl 2 Et0,C "oon
\ N| \ Nl H
o O-

Obr. 23: Pfeména EMPO po vazbé¢ superoxidového radikalu na stabilni adukt (Dikalov et al.,
2007).

4.7.1 Stanoveni produkce organickych hydroperoxidi
4.7.1.1 Extrakce lipidii (Folchova extrakce)

K extrakci lipidd z bunék Chlamydomonas byla vybrana metoda kapalina:kapalina
(Hamilton et Hamilton, 1992). Jelikoz jsou lipidy nepolarnimi latkami, bylo k jejich extrakci
pouzito polarni organické rozpoustédlo ve formé smési. Nasledujici postup extrakce lipidl byl
navrzen Folchem v roce 1957 (Folch et al., 1957). Jedna se tak o tzv. Folchovu metodu

extrake lipidi do smési chloroformu s methanolem smichané v poméru 2:1.
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4.7.1.2 FOX assay

Pro FOX (Ferrous oxidation xylenol orange) test byly nejdfive pfipraveny zasobni
roztoky, a to 250mM kyselina sirova, S0mM xylenova oranz a 250uM heptahydrat siranu
zeleznatého. Ze zasobnich roztokl byly nasledné piipraveny pracovni roztoky, a to zfedénim
250mM kyselinou sirovou. Nasledné¢ byly obé dil¢i reagencie smichany v poméru 1:1
a vznikla tak smés s reagenty pro FOX assay. Nasledné bylo k 1 ml vzorku pfidano 200 pl
této smési a nasledovala inkubace ve tmé po dobu 30 min (véetné€ blanki). Po ukoncéeni

inkubace bylo provedeno méfeni na spektrofotometru pii vinové délce 560 nm.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vyhodnoceni rustu jednotlivvch kmenu ras

Pied experimenty s kadmiem byly zpracovany rustové kiivky vSech studovanych
kmenti C. reinhardtii. Po inokulaci odpovidala vychozi koncentrace bunék hodnoté
ca 1,5x10° bungk/ml a narist po&tu bun&k byl sledovan u jednotlivych kment v pribshu 15
dnti.

Bunky v testovanych kulturach piechazely do exponencialni faze (log faze) rustu
3-6. den kultivace, coz bylo dle o¢ekavani, jelikoz jsme vychazeli ze studované literatury.
Jsou zde vsak rozdily mezi jednotlivymi kmeny, pficemz u CC002 WT kmene byla patrna
delsi adaptace bun€k na nové prostiedi, tudiz i nastup log faze byl zde opozdén oproti dalSim
studovanym kmenim. Pfechod do log faze byl u kmene CC002 WT pozorovan 6. den
kultivace. U kmene CC406 byla tato adaptace o 1 den kratsi (tj. nastup log faze 5. den
kultivace bun€k) nez u CC002 WT. Stejné¢ tomu bylo i u LOX mutantniho kmene, ktery
vykazoval velmi brzky nastup log faze, avSak zde byla patrna velmi rychla adaptace bunck,
tudiz buiky pfechazely
do log faze jiz 4. den rustu.

Co se tyce maxima dosazenych hodnot buné€k ve stacionarni fazi, nejvice bunck bylo
pozorovano u CC002 WT kmene, pti¢emz koncentraéni maxima bun¢k se pohybovala okolo
1,7x10° bungk/ml. U CC406 a LOX kmene jsou tyto maxima témé&F srovnatelnd a odpovidala
hodnotam 1,5x10° bunék/ml viz Obr. 24. Vzdy vSak zalezi na mnoha faktorech, které mohou
charakteristiku ristové kiivky ovlivnit jako je naptiklad stav inokulovanych bunék, teplota,

aerace kultury, fotoperioda, pasazovani atd.

Srovnani ristovych krivek kment
C. reinhardtii

——CC002 WT —@—CC406 @ LOX

2 000 000
1800 000
1600 000
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1200000
1000000
800 000
600 000
400 000
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Obr. 24: Charakteristika rastovych kfivek studovanych kmenid CC002 WT, CC406 a LOX.

5.2 Ovéreni knockoutu genu pro enzym lipoxygenazu u LOX kmene

Cilend mutace v genové sekvenci pro lipoxygendzu byla u LOX kmene potrvzena
pomoci PCR. Krom¢ kultury bunék s knocoutovanym lox genem, byla k dispozici také
kultura bung¢k, u které byla do mista $tépeni lox genu vlozena také genova sekvence zlutého
fluorescen¢niho proteinu (YFP), diky kterému bylo mozné ovéfit, zda byl lox gen Gspésné
knocoutovan. Sekvence YFP byla do genomu Chlamydomonas vlozena pomoci
CRISPR/CAS9 systému, konkrétné pomoci NHEJ-zprotfedkovany knock-in (vlozeni genu
pomoci nehomologniho spojeni koncti). Po uspe$né expresi YFP v buiikach, bylo mozné
detekovat jeho fluorecescenci pomoci konfokalni mikroskopie, pficemz maximum excitacni
vinové délky YFP odpovida 514 nm a emise 527 nm (Nagai et al., 2002). Je ziejmé, ze
lipoxygenazovy gen byl ispesné knocoutovan, jelikoz jeho inaktivace byla potrvzena detekci

fluorescen¢niho signalu YFP viz Obr. 25.

Obr. 25: Detekce fluorescencniho  signdlu  YFP v builkdch kmene LOX.

Detail buniky — vlevo — kanal Nomarského DIC, vpravo — fluorescenéni kanal.

5.3 Srovnani metod stanoveni hustoty bunék

Pro objektivni stanoveni cytotoxicity kadmia a srovnani dat ze vSech provedenych
experimentti na bunky C. reinhardtii, bylo vzdy zapotiebi pracovat s kulturami o stejné
koncentraci bun€k a s bunikami nachazejicimi se v log fazi jejich rustu. Na pocatku byly
srovnavany tfi metody stanoveni koncentrace bunék, a to pocitani Biirkerovou komtrkou,
spektrofotometrické stanoveni optické denzity a automatického pocitani bunck. Je patrné,
ze vSechny pouzité metody jsou srovnatelné a data spolu koreluji. Charakteristika kiivky
hodnot OD ziskané spektrofotometrickym zméfenim vykazuje stejny trend (Obr. 27) jako

kiivka koncentraci bunék pofizena automatickym pocitacem bun¢k (Obr. 26).

46



koncentrace bunék/ml

1600 000
1400000
1200000
1000 000
800 000
600 000
400 000
200 000
0

Zavislost koncentrace bunék/ml v ¢ase

CC002 WT

den

10

Obr. 26: Rustova kiivka zjisténa metodou automatického pocitani, vyjadiujici zavislost
namefenych koncentraci bunék v Case.
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Obr. 27: Rustova kiivka zjisténa metodou spektrofotometrického stanoveni OD, vyjadiujici
zavislost namétenych OD kultury CC002 WT v ¢ase.

Druhy den kultivace buné¢k studovanych kmenti bylo taktéz provedeno pocitani bunék

pomoci Biirkerovy komdurky, pfi¢emz zjist€éna hodnota koncentrace bunék v suspenzi

2,5x10° bungk/ml (Tab. II) odpovidala zmé&fené koncentraci bun&k pomoci automatického

potitate bundk ve 2. den kultivace, tj. 2,37x 10° bungk/ml (Obr. 26).

Tab. Il; Pod&itani bunék na Biirkeroveé komurce 2. den kultivace C. reinhardtii.

Ctverec pocet bunek Ctverec pocet bunck
1 12 6 13
2 11 7 8
3 15 8 14
4 13 9 12
5 12 10 16
Celkem bunék 126
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126x1000x 2

10201 =250 000 bunék/ml suspenze

Nakonec byla ovéfena propustnost bun¢k pro trypanovou modf, jakozto indikatoru
viability bunék, schopného prostupovat pouze poskozenymi membranami bunky, tudiz

umoziuje rozlisit mrtvé (obarvené) a zivé (neobarvené) bunky (Obr. 28).

negativni burika pozitivni butika

Obr. 28: Vitalni barveni bun¢k CC002 WT trypanovou modii.

5.4 Vyhodnoceni kratkodobého ucinku kadmia na rasy

Kratkodoby vliv kadmia na buiiky byl studovan pomoci konfokalni mikroskopie
a metodou EPR, a to ve dvou koncentracich 100 a 400 mg/l CdCl,. Po 2 h ptisobeni obou
koncentraci kadmia na bunky byla zméfena také viabilita bunék pomoci automatického
pocitace bunck, pficemz u koncentrace 400 mg/l byl u vSech kmenli pozorovan nepatrny
ubytek mnozstvi bungk, jelikoz vedlejsim efektem kadmia v této koncentraci byla také lyze
bunék. Ubytek bunék odpovidal zhruba 1 % z hodnoty celkového poétu bunék na pocatku

pusobeni této koncentrace.

5.4.1 Detekce produkce ROS konfokalni mikroskopii

Po histochemickém znaceni kultur studovanych kmenii byla pozorovana fluorescence
pouzitych flurochromt. Vzorky byly pozorovany vzdy po 30min a 120min inkubaci bun¢k
s kadmiem, pficemz barveni probihalo v pfipadé c-H,DCF DA 10 min a v piipadé SOSG
a DHE 30 min. Nejdiive byl pozorovan signal c-H;DCF DA, diky kterému doslo
k vizualizaci ROS jako H,0O,, HO", ROO".

U kmene CC002 WT byl v kontrolnich buiikach detekovan nepatrny fluorescenéni
signal s nejnizsi intenzitou. U 40 % bunck ve vzorku byl detekovan signal, pticemz u 10 % se

jednalo o signal s vyssi intenzitou (Obr. 29 A). V ptipadé koncentrace 100 mg/l CdCl,, byl
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po 30min inkubaci bun¢ék CC002 WT s kadmiem pozorovan signal u 70 % bunék, z toho
u 10-20% byl signal silny (Obr. 29 B1). Naopak po 2h inkubaci bun¢k s koncentraci 100 mg/1
byl jiz signal detekovan u 90 % bungk, z toho u 60 % bunék byl pozorovan signal S nejvyssi
intenzitou ze vSech testovanych koncentraci (Obr. 29 B2). Pti ptisobeni nejvyssi koncentrace
tj. 400 mg/l CdCl; byl po 30 min pozorovan silny signal u 80 % bun¢k (Obr. 29 C1). Po 120
min byl detekovany signal jiz mensi nez po 30 min (Obr. 29 C2). U koncentrace 400 mg/I
CdCl, na CC002 WT byly po 120 min pozorovany spiSe morfologické zmény (nez narust
signalu), které vznikaly v disledku ptisobeni kadmia. Jednim z efektd kadmia byla zména
velikosti bun¢k (Obr. 30 A), zména morfologie chloroplastu, vakuolizace (Obr. 30 B) a
v neposledni fadé lyze bunék (Obr. 30 C).

U kmene CC406, byl nejvyssi signal c-H,DCF DA pozorovan po 120 min pusobeni
100 mg/l CdCl, (Obr. 31 B2). V kontrolni kultufe se vyskytovalo asi 50 % buné¢k s velmi
slabym signalem (Obr. 31 A). Nepatrny signal byl detekovan také po 30 min u koncentrace
100 mg/l (Obr. 30 B1) a u koncentrace 400 mg/l (Obr. 31 Cl), pfiCemz intenzita
detekovaného signalu byla po 120 min vyssi (Obr. 31 C2).

U kmene LOX byly oproti ostatnim testovanym kmentim detekovany nejvyssi
intenzity signald. V kontrole byl signal pozorovan u 30 % bunék, ztoho 10 % bunck
vykazovalo silny signal (Obr. 32 A). Buiky stresované 100 mg/l CdCl, vykazovaly vyssi
signal po 30 min
(Obr. 32 B1) nez po 120min inkubaci (Obr. 32 B2). U koncentrace 400 mg/l tomu bylo
naopak, jelikoz bunky byly stresovany vice po 120 min (Obr. 32 C2) nez po 30 min inkubaci
(Obr. 32 C1).
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Obr. 29: Detekovany signal c-H,DCF DA u kmene CC002 WT v kontrolnich bunkach (A),
v bunkach stresovanych 100 mg/l CdCl, (B1 — 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl,
(C1 — 30 min, C2 — 120 min)). Pofadi kanali zleva — kanal Nomarského DIC -

Sem
Sum

autofluorescence chlorofylu — fluorescen¢ni kanal c-DCF — integralni rozlozeni intenzit

signalu (0-4000 jednotek jasu) vychazejici z fluorescen¢niho kanalu.
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Obr. 30: Detekovany signal c-H,DCF DA u kmene CC002 WT a efekty ptisobeni 400 mg/1

CdCl; na bunky po 120 min — zména velikosti bunék (A), zména morfologie chloroplastu
a vakuolizace (B) a lyze bunék (C). Potadi kanali zleva — kanal Nomarského DIC —

autofluorescence chlorofylu — fluorescen¢ni kanal c-DCF — slozeny kanal.
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'Obr 31: Deteko.vany signal c-H,DCF DA u kmene CC406 v kontrolnich bunkach (A)
v bunkach stresovanych 100 mg/l CdCl, (B1 — 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl,
(C1 — 30 min, C2 — 120 min)). Pofadi kanali zleva — kanal Nomarského DIC -

autofluorescence chlorofylu — fluorescen¢ni kanal c-DCF — integralni rozlozeni intenzit

signalu (0-4000 jednotek jasu) vychazejici z fluorescen¢niho kanalu.
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Obr 32: Detekovany signal c-H,DCF DA u kmene LOX v kontrolnich buikach (A)
v bunkach stresovanych 100 mg/l CdCl, (B1 — 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl,
(C1 — 30 min, C2 — 120 min)). Pofadi kanali zleva — kanal Nomarského DIC -

autofluorescence chlorofylu — fluorescen¢ni kanal c-DCF — integralni rozlozeni intenzit

signalu (0-4000 jednotek jasu) vychazejici z fluorescen¢niho kanalu.
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Ze snimkl zobrazujicich detekci signdlu c-H,DCF DA, jakozto obecného indikatoru
oxida¢niho poskozeni bunék, je zifejmé, ze po 30min inkubaci bun¢k s kadmiem dochazi
K nejvys$imu narastu signalu ¢c-DCF v koncentraci 100 mg/l, pficemz po 2hod inkubaci uz
neni patrny velky signal produkovanych ROS. Jsou vsak Castéji pozorovany vedlejsi efekty
kadmia jako jsou morfologické zmény bunék. Zejména u koncentrace 400 mg/l byly patrné
zmény v ultrastruktufe bunky jako je vakuolizace, zména velikosti bunck, dokonce
1 u nékterych buncék vyvolala tato koncentrace jejich lyzi. Co se tyCe rozdili v mife
oxida¢niho poskozeni mezy kmeny, nejvice na dany abioticky stres reagoval kmen LOX,
ktery vykazoval také nejvyssi signaly. Dulezitou roli, zde hrdla i intenzita fotosyntézy
v zasobni kultute, jelikoz se ocekavalo, Ze mutantni kmen CC406, ktery postrada bunécnou
sténu, bude reagovat mnohem citlivéji na stres kadmiem nez ostatni studované kmeny. Avsak
co se tyce fotosyntézy u kmene CC406, neprobihala u této kultury v takové mite (nizky obsah
chlorofylu) jako u kmene CC002 WT a LOX. Vzhledem k tomu, Ze je fotosyntéza hlavnim
procesem, pri které vznikaji ROS
i za fyziologickych podminek, mohla hrat tato skutenost dulezitou roli pravé pii detekci

nizsich intenzit signalu u CC406.

5.4.2 Detekce produkce singletniho kysliku konfokalni mikroskopii

Druhou detekovanou reaktivni formou byl singletni kyslik. U kmene CC002 WT byl
nejvyssi signal SOSG pozorovan u koncentrace 400 mg/l, a to po 120 min (Obr. 33/C2).
V ostatnich piipadech se jednalo o nepatrny signal, ptfi¢emz po 2 h plisobeni byl znacny
narGst intenzity signalu oproti 30 min inkubaci s kadmiem (Obr. 33 A, B1, B2, C1).

V ptipadé kmene CC406 byl nejvyssi signal SOSG pozorovan u pusobeni 400 mg/1
CdCl; po 2 h (Obr. 34 B2) Vzdy byl patrny rozdil mezi 30min a 120min inkubaci, pfi¢emz
po 2 h byl pozorovatelny narust intenzit signalt, a to jak u 100 mg/l (Obr. 34 Bl, B2), tak
u 400 mg/l (Obr. 34 C1, C2). V kontrole byl zaznamenan velmi slaby signal (Obr. 34 A).

Produkce singletniho kysliku byla taktéz pozorovana u kmene LOX. Zde byla odezva
bunék na kadmium po 2 h srovnatelna jak u 100 mg/l (Obr. 35 B2), tak u 400 mg/l
(Obr. 35 C2). Také mira odezvy byla vys$si oproti 30min inkubaci bunék s kadmiem
(Obr. 35 B1, C1). Opét byl detekovan také slaby signal v kontrolnich bunikach (Obr. 35 A).
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Obr. 33: Detekovany signal SOSG u kmene CC002 WT v kontrolnich bunkach (A),
v bunkach stresovanych 100 mg/l CdCl, (B1 — 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl,
(C1 — 30 min, C2 — 120 min). Pofadi kanalt zleva — kanal Nomarského DIC — fluorescenéni
kanal SOSG-EP — integralni rozlozeni intenzit signalu (0-3400 jednotek jasu) vychazejici

Z fluorescen¢niho kanalu.
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Obr. 34: Detekovany 51gnal SOSG u kmene CC406 v kontrolnich bunkach (A), v buikach
stresovanych 100 mg/l CdCl, (B1 - 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl, (C1 — 30 min,
C2 — 120 min). Pofadi kanali zleva — kanal Nomarského DIC — fluorescen¢ni kanal
SOSG-EP — integralni rozloZeni intenzit signalu (0-3400 jednotek jasu) vychazejici

Z fluorescen¢niho kanalu.
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Obr. 35: Detekovany signal SOSG u kmene LOX v kontrolnich buiikach (A), v bunkach
stresovanych 100 mg/l CdCl; (B1 — 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl, (C1 — 30 min,
C2 — 120 min). Pofadi kanali zleva — kanal Nomarského DIC — fluorescen¢ni kanal
SOSG-EP — integralni rozloZeni intenzit signalu (0-3400 jednotek jasu) vychazejici

Z fluorescen¢niho kanalu.
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Pii detekci tvorby singletniho kysliku konfokalni mikroskopii, vykazovaly bunky
studovanych kmenti vys$$i odezvu produkce singletniho kysliku pti piisobeni koncentrace 400
mg/l, pticemz po 2 h byl patrny narust intenzit signalu u obou testovanych koncentraci oproti
30min inkubaci bunék. Signal byl po 30 min pusobeni kadmia lokalizovan v oblastech
chloroplastu

resp. pyrenoidu, pficemz po 2 h byl patrny signal jiz v celé burice.
5.4.3 Detekce produkce superoxidového radikalu konfokalni mikroskopii

Pti pozorovani DHE signalu byly pozorovatelné nizké intenzity signdlu. Signaly DHE
u kmene CC002 WT byly srovnatelné u obou koncentraci a kontroly (Obr. 36) tj. v kulturach
se vyskytovaly buiiky bez signilu nebo se slabym signalem, pticemz v pozdéjsich fazich
stresu dochédzelo k soustfedéni signdlu do jadra bunc¢k (Obr. 36 B2, C2). Signal byl
lokalizovan piedevsim v oblasti chloroplastu (pyrenoid) a jadra, avsak u koncentrace 400 mg/I
CdCl; byl signal patrny jiz Vv celé butice (Obr. 36 C1, C2). Po 2h inkubaci bunék s kadmiem
dochazelo opét k morfologickym zménam bunék, a to konkrétné k vakuolizaci bun¢k (Obr. 37
A). Také bylo pozorovano, Ze v ptipadé, Ze se v bunkach vyskytoval velmi silny signal,
dochazelo k rozkladu chlorofylu, s ¢imz souvisel jeho tbytek autofluorescence (Obr. 37 B).
Po inkubaci bunék s kadmiem dochazelo taktéz k ¢astému shlukovani bunék (Obr. 37 C).

Srovnatelna intenzita signdlu DHE byla pozorovéana také u kmene CC406, avSak
pon¢kud vyssi signal byl zaznamenan u koncentrace 400 mg/l CdCl, (Obr. 38). | zde se
projevovaly efekty kadmia jako je vakuolizace ¢i shlukovani bunék.

Nejvétsi odezvu, tj. vznik superoxidovych radikali vykazoval LOX mutant,
konkrétné pii koncentraci 100 mg/l po 30 min (Obr. 39 Bl). V ostatnich vzorcich byl
detekovan srovnatelny slaby signal (Obr. 39 A, B2, C1, C2).
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Obr. 36: Detekovany signal DHE u kmene CC002 WT v kontrolnich bunkach (A), v bunkach
stresovanych 100 mg/l CdCl; (B1 — 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl, (C1 — 30 min,
C2 — 120 min). Poradi kanald zleva — kanal Nomarského DIC — fluorescen¢ni kanal 2-OH-
ethidium — integralni rozloZeni intenzit signalu (0-3500 jednotek jasu) vychazejici

Z fluorescen¢niho kanalu.
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Obr. 37: Detekovany signal DHE u kmene CC002 WT a efekty pisobeni 400 mg/l CdCl,
na bunky po 120 min — vakuolizace (A), rozklad chlorofylu (B) a shlukovani bunék (C).
Potadi kanald zleva — kanal Nomarského DIC — autofluorescence chlorofylu — fluorescenéni

kanal 2-OH-ethidium — slozeny kanal.

60



—
)
*-

%
p- .
?3?‘
- " 4
. LN
.

Obr. 38: Detekovany signal DHE u kmene CC406 v kontrolnich bunkach (A), vbunkach
stresovanych 100 mg/l CdCl; (B1 — 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl, (C1 — 30 min,
C2 — 120 min). Pofadi kanali zleva — kanal Nomarského DIC — fluorescen¢ni kanal
2-OH-ethidium — integralni rozlozeni intenzit signalu (0-3500 jednotek jasu) vychazejici

Z fluorescen¢niho kanalu.
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Obr. 39: Detekovany signal DHE u kmene LOX v kontrolnich bunikach (A), Vbunkach
stresovanych 100 mg/l CdCl, (B1- 30 min, B2 — 120 min) a 400 mg/l CdCl, (C1 — 30 min,
C2 — 120 min). Poradi kanald zleva — kanal Nomarského DIC — fluorescen¢ni kanal 2-OH-
ethidium — integralni rozloZeni intenzit signalu (0-3500 jednotek jasu) vychazejici

Z fluorescen¢niho kanalu.
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5.4.4 Ovéreni produkce singletniho kysliku pomoci EPR

Produkce singletniho kysliku a superoxidovych radikéali béhem oxidacniho stresu byla
taktéz studovana pomoci elektronové paramagnetické rezonance. Spektra byla prométena
vzdy po 30 min a po 120 min inkubace bun¢k s kadmiem.

U kmene CC002 WT byla potvrzena produkce singletniho kysliku, pii¢emz po 30 min
byl patrny nejvétsi nartast u koncentrace 100 mg/l. Nizsi signal byl detekovan u 400 mg/l,
ktery byl srovnatelny s odezvou kontrolni kultury. Po 120 min inkubace s kadmiem byl
pozorovan trend v narustu signalu, tj. od nejvyssi koncentrace 400 mg/l, 100 mg/l
a 0 mg/l CdCl; (Obr. 40). Také bylo proméieno spektrum samotného spin-trapu, aby bylo
mozné odecist jeho pozadi. Jednalo se pouze o ¢astecné purifikovany spin-trap, tudiz pozadi

signalu bylo vysoké (v obrazcich znaceno ¢ern¢ 50 uM TEMP).

Detekce 'O, pomoci EPR u kmene CC002 WT
po inkubaci s kadmiem

—— 50uM TEMP ——0mg/l 100 mg/I —— 400 mg/I po 120 min
——50uM TEMP —— 0 mg/l 100 mg/I —— 400 mg/I po 30 min
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Obr. 40: EPR spektrum produkce singletniho kysliku pro testované koncentrace CdCl,
u kmene CC002 WT po inkubaci bun¢k s kadmiem.
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Stejné tomu bylo u kmene CC406, kdy byl po 30 min pisobeni kadmia detekovan
nejvyssi signal vzniku 'O, u koncentrace 100 mg/l. Signal detekce singletniho kysliku byl
u koncentrace 400 mg/l niz§i nez u kontroly. Po 2 h byl jiz detekovan vyssi signal
u koncentrace 400 mg/l nez u 100 a 0 mg/l, pficemz tyto dvé koncentrace vykazovaly témé&f

stejny signal (Obr. 41).

Detekce 1O, pomoci EPR u kmene CC406
po inkubaci s kadmiem

——50uM TEMP —— 0 mg/l 100 mg/I —— 400 mg/l po 120 min
——50uM TEMP —— 0 mg/l 100 mg/I —— 400 mg/| po 30 min
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Obr. 41: EPR spektrum produkce singletniho Kkysliku pro testované koncentrace CdCl,
u kmene CC406 po inkubaci bun¢k s kadmiem.
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Po méfeni vzniku singletniho kysliku u LOX kmene byl po 30 min (Obr. 42)
detekovan nejvyssi signal u koncentrace 400 mg/1, pricemz u 100 mgl/l byl vzdy signal o néco
nizsi
a téméi srovnatelny s kontrolnim vzorkem. Po 2h inkubaci bun¢k s kadmiem, byl jiz signal
koncentrace 400 mg/l srovnatelny s koncentraci 0 mg/l, pficemz u 100 mg/l byl signal

ponékud nizsi nez u téchto dvou koncentraci (Obr. 42).

Detekce 'O, pomoci EPR u kmene LOX po inkubaci s kadmiem

—— 50uM TEMP ——0mg/l 100 mg/I —— 400 mg/l po 120 min
—— 50uM TEMP ——0mg/l 100 mg/I —— 400 mg/l po 30 min

120 min

30 min

0 1000 2000 3000 4000
B [mT]

Obr. 42: EPR spektrum produkce singletniho kysliku pro testované koncentrace CdCl,

u kmene LOX po inkubaci bun¢k s kadmiem.

U detekce produkce singletniho kysliku metodou EPR je zifejmé, Ze dle identifikovatelnych
peakt byla jeho produkce potrvzena. Celkové jsou mezi jednotlivymi kiivkami ve spektrech
pouze nepatrné rozdily, avSak EPR neni natolik citlivd metoda, aby byly i tak malé rozdily
ucinné pozorovany. Divodem vSak muze byt i koncentrace bunc¢k v analyzované kultute,
jelikoZ ve vzorku dochazi ke kumulaci vznikajicih radikali béhem inkubace se spin-trapem,

s ¢imz souvisi fakt, ze ¢im vice buné€k je analyzovano, tim vyssi signal je detekovan.
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5.4.5 Ovéreni produkce superoxidového radikilu pomoci EPR

Nasledn¢é byly detekovany superoxidové radikaly pomoci EMPO spin-trapu. Dle
nasledujicich grafii je zfejmé, ze EPR spektrometr nezachytil vznik téméf zadnych
superoxidovych radikald (Obr. 44-46), ziejm¢ z divodu jejich malého mnozstvi. EPR

spektrum detekujici vznik superoxidovych radikala je znazornéno na Obr. 43.

Obr. 43: EPR spektrum EMPO detekujici superoxidovy radikal.

Detekce O, pomoci EPR u kmene CC002 WT po inkubaci s

kadmiem
——50uM EMPO —— 0 mg/l 100 mg/I —— 400 mg/l po 120 min

—— 50uM EMPO ——0mg/l 100 mg/I —— 400 mg/I po 30 min

120 min

30 min |,

0 1000 2000 3000 4000

Obr. 44: EPR spektrum produkce superoxidového radikalu pro testované koncentrace CdCl,
u kmene CC002 WT po inkubaci bun¢k s kadmiem.
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Detekce O, pomoci EPR u kmene CC406 po inkubaci s kadmiem

——50uM EMPO ———0mg/l 100 mg/I —— 400 mg/l po 120 min
——50uM EMPO —— 0 mg/l 100 mg/I —— 400 mg/| po 30 min
120 min pue
30 min
T T T |
0 1000 2000 3000 4000

B [mT]

Obr. 45: EPR spektrum produkce superoxidového radikalu pro testované koncentrace CdCl,
u kmene CC406 po inkubaci bun¢k s kadmiem.

Detekce O, pomoci EPR u kmene LOX po inkubaci s kadmiem

—— 50uM EMPO ——0mg/l 100 mg/I —— 400 mg/l po 120 min
—— 50uM EMPO ———0mg/l 100 mg/I ——— 400 mg/l po 30 min
e T
120 min oot i ﬁ!ﬁ i &vﬁ' w\;s““““ oM e I ALY LRmm Pap-yiag e MM,WMM K %%

30 MiN bt R

0 1000 2000 3000 4000
B [mT]

Obr. 46: EPR spektrum produkce superoxidového radikalu pro testované koncentrace CdCl,

u kmene LOX po inkubaci bun¢k s kadmiem.
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Pti detekci superoxidovych radikalli nedoslo k identifikaci jednotlivych peaktl, pficemz
divodem mohla byt okamzitd reakce vznikajicich superoxidovych radikala s dalSimi
molekulami, nebo superoxidové radikaly nevznikaly v takové mife, aby byly spin-trapem
ucinné¢ zachyceny a nasledn¢ detekovany. V porovnani s konfokalni mikroskopii je vsak
patrné, ze pii stresu bunék dochazi ke vzniku superoxidovych radikaltt pouze v minimalni

mife.
5.4.6 Stanoveni urovné lipidové peroxidace

Stejné jako hydroperoxidy, tak i peroxid vodiku reaguje v prostiedi xylenové oranze
a zprosttedkovava oxidaci Zeleznatych iontl na ionty Zelezité za vzniku barevného produktu.
Proto byla nejdiive zhotovena kalibra¢ni kiivka pro peroxid vodiku viz Pfiloha, z jejiz
regresni rovnice byly nasledné prepocteny absorbance na koncentrace peroxidu vodiku

a vznikajicich hydroperoxida ve vzorku.

Po ptedchozi extrakcei lipida z jednotlivych kultur kmene CC002 WT, CC406 a LOX,
byly vzorky inkubovany se smési reagentii pro FOX test po dobu 30 min ve tmé. Nasledné
byla postupné spektrofotometricky zméfena jejich absorbace pfi vinové délce 560 nm, jako
blank byl vzdy pouzit konkrétni vzorek s xylenovou oranzi bez reagentu obsahujici zeleznaté
ionty. Nasledné¢ byly naméfené absorbance prepocitany pomoci regresni rovnice ziskané
zZ kalibra¢ni kiivky peroxidu vodiku y = 0,0243x + 0,0042, které¢ byly vyneseny do grafu
spole¢né
se smérodatnymi odchylkami. Z vyslednych hodnot byla néasledné zjiSténa uroven lipidové
peroxidace Vv jednotlivych vzorcich testovanych kment.

Ze zjisténych koncentraci hydroperoxidovych skupin ve vzorku je ziejmé, Ze nejvice
hydroperoxidi bylo zméteno v kmeni CC406, ktery postrada bunéénou sténu. U kontrolniho
vzorku tohoto kmene odpovidala primérna hodnota koncentrace hydroperoxidti hodnot¢ 82,3
uM, ve vzorku obsahujici kadmium 100 mg/l hodnoté 90,2 pM a pii nejvyssi koncentraci
tj. 400 mg/l byla zjisténa koncentrace hydroperoxidu 87,6 pM (Obr. 47). Tento kmen
se ztestovanych kmeni jevil jako nejcitlivgj$i ke stresu vyvolaném plsobenim kadmia.
U koncentrace 400 mg/l CdCl; je primérna koncentrace hydroperoxidii mensi nez u 100 mg/I,
jelikoZ u 400 mg/l dochézi k naruSeni struktur a lyzi bun¢k to znamend, Ze tato koncentrace
neni pro kultury tolik stresujici, avSak jsou zde patrné spiSe devastujici U€inky na burky.
Na zakladé zjist€nych nejvyssSich koncentraci vznikajicich hydroperoxidl, byla potvrzena

nejvyssi uroven lipidové peroxidace u tohoto kmene.
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Nizsi koncentrace byly nasledné zjistény u kmene CC002 WT, u kterého byla zjisténa
rostouci koncentrace hydroperoxida s rostouci koncentraci kadmia. V kontrolnim vzorku byla
zjisténa koncentrace hydroperoxida 53,7 uM, ve vzorku 100 mg/l 73 uM a pii nejvyssi
koncentraci kadmia 400 mg/l byla zjisténa koncentrace hydroperoxidi 84,6 uM (Obr. 47).
Zde byla naméfena nejvyssi koncentrace vznikajicich hydroperoxidi u koncentrace 400 mg/1,
jelikoz tento kmen ma oproti kmeni CC406 bunéénou sténu, tudiz ziejmé odolava 1épe
pusobeni daného stresoru.
mutovan gen pro enzym lipoxygenazu, ktera pfispiva do procesu lipidové peroxidace.
Ze studovanych kmend byly u tohoto kmene naméfeny nejnizs$i absorbance, z ¢ehoz byly
hydroperoxidi hodnoté 64,3 pM, v kultuie 100 mg/1 59,5 uM a v kultute 400 mg/l 55,6 pM
(Obr. 47). Uroven lipidové peroxidace byla dle otekavani u LOX kmene nejnizsi, jelikoz
oproti ostatnim studovanym kmentim, které maji funkcni lipoxygenazu, je zde patrna absence

tohoto enzymu.

Primérna koncentrace hydroperoxidovych skupin
u vzorki kmene CC002 WT, CC406 a LOX
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.
N
o
[=)

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0
0 100 400

Vysvétlivky: CC002 WT — Cervené, CC406 — modre, LOX — zZlute.
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Obr. 47: Zavislost zjistnych koncentraci hydroperoxidovych skupin na koncentraci CdCl,
ve vzorcich kmene CC002 WT, CC406 a LOX (méfeno ve 4 opakovani).
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5.5 Vyhodnoceni dlouhodobého i¢inku kadmia na rasy

Poté, co kultury kmenti CC002 WT a CC406 dosahly pocatku exponencidlni faze
(tj. 1,0x10° bun&k/ml) (LOX mutant nebyl z dlouhodobého hlediska sledovan, jelikoZ nebyl
cilem tohoto experimentu), byl pfidan CdCl, v koncentracich 0, 25, 50, 75, 100 a 400 mg/l.
Nasledné byl béhem 6 dni studovan vliv kadmia na charakter rustové kiivky studovanych
kment, pficemz byl v jednotlivé dny zjistovan celkovy pocet bunck a ze zjisténych hodnot
byla vytvotena ristova kiivka.

U kmene CC002 WT zpuisobovala koncentrace 400 mg/l CdCl; nejvyssi inhibici rustu.
Mensi inhibi¢ni G¢inek byl pozorovan u kultury ovlivnéné koncentraci 100 mg/l CdCl,, tudiz
u obou koncentraci byl sledovan negativni uc¢inek kadmia na rastovou kiivku CC002 WT.
U koncentraci 25 a 50 mg/l byl zaznamenan pozitivni vliv na rust bunék (Obr. 48). Konkrétni

hodnoty bunék Vv jednotlivé dny viz Tab. IlI.

Ristové krivky po 6-denni inkubaci bunék CC002
WT s kadmiem

—8—0mg/l —@—25mg/l —@—50mg/ @— 100 mg/l —@— 400 mg/|
3 600 000
3100 000
2 600 000
2100 000

1600 000

koncentrace bunék/ml

1100 000

600 000

100 000
12

Obr. 48: Rustové kiivky kmene CC002 WT po 6-denni inkubaci bun¢k s kadmiem.
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Tab. Ill: Hodnoty celkového poétu bun¢k v jednotlivych kulturach CC002 WT na zacatku

a 6. den inkubace s kadmiem a jejich procentualni vyjadieni.

Koncentrace Vychozi koncentrace Koncentrace bunék Pomér poctu bunék
CdCl, [mg/l] bunék 6. den inkubace s CdCl, ve srovnani
s kontrolou
0 (kontrola) 3,2x102 100 %
25 61 o 3,6x10 113 %
50 1,0X10 bunek/ml 3,5X106 109 %
100 2,7x10° 84 %
400 2,2x10° 69 %

Kromé celkového poctu byl béhem dlouhodobého plisobeni kadmia zaznamenan také
rozklad chlorofylu. Viditelny efekt rozkladu chlorofylu vlivem kadmia byl u CC002 WT
pozorovan ve 3. den inkubace bunék s kadmiem, a to u koncentraci 100 a 400 mg/l (Obr. 49).
Konkrétni hodnoty bun¢k v jednotlivych dnech viz Tab. IV.

Obr. 49: Vizualni hodnoceni vlivu kadmia na rast C. reinhardtii kmene CC002 WT, 1-6. den
kultivace. Viditelny rozklad chlorofylu vlivem 100 a 400 mg/l CdCl..
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V posledni den inkubace s kadmiem byly kultury s nejvyssimi koncentracemi, tj. 100
a 400 mg/l CdCl, zcentrifugovany a K peletu bunék bylo pfidano cerstvé TAP médium
a nasledujici dva dny byla sledovana regenerace bun€k. U 100 mg/l byl zaznamenan narist
bunék o 30 % a u 400 mg/l o0 36 % oproti koncentracim bun¢k ve 6. den inkubace s kadmiem
(Tab. IV). V kulturach doslo ke zvySeni obsahu chlorofylu, tudiz se pIln¢ obnovila funkce
fotosyntézy (Obr. 50).

Tab. IV: Koncentrace bun¢k CC002 WT po pasazovani bun¢k a procentualni nartist bunék.

Koncentrace Procentualni
Koncentrace Vychozi Koncentrace bunék

bunék 6. den narust bunék
CdCl, [mg/l] koncentrace ) 2. den ) ]
inkubace oproti 6. dni

v kultufe bunék po pasaZovani ]

s CdCl, s kadmiem
100 1,0x10° 2,7x10° 3,5x10° 30 %
400 bunék/ml 2,2x10° 3,0x10° 36 %

12. den inkubace s kadmiem 2. den po pasazovani bunék

Obr. 50: Obnova syntézy chlorofylu a op&tovné zvyseni jeho obsahu v kultuie stresované 100
a 400 mg/l CdCl, kmene CC002 WT.

U kmene CC406 (bez bunétné stény) byl negativni vliv CdCl, pozorovan taktéz
u koncentrace 100 a 400 mg/l, avsak zde byl negativni u¢inek pozorovan jiz u koncentrace 50
mg/l. Pouze koncentrace CdCl, 25 mg/l pozitivné ovliviiovala rast bun¢k (Obr. 51).
Konkrétni hodnoty bun¢k v jednotlivych dnech viz Tab. V.

V porovnani s ristovymi kiivkami CC002 WT jsou u kmene CC406 nizS§i maxima
hodnot bun&k. Maximalni hodnoty u CC002 WT dosahovaly hodnot 3,6x10° bungk/ml,

72



zatimco

u kmene CC406 maxima bunék dosahovala hodnot 2,1x10° bun&k/ml.

Ristové krivky po 6-denni inkubaci bunék
CC406 s kadmiem

—8—0mg/l —@—25 mg/l —@—50mg/l ©—100 mg/l —@— 400 mg/I
3 600 000
3100 000
2 600 000
2 100 000

1600 000

koncentrace bunék/ml

1100 000

600 000

100 000
11

Obr. 51: Rustové kiivky kmene CC406 po 6-denni inkubaci bunék s kadmiem.

Tab. V: Hodnoty celkového poc¢tu bunék v jednotlivych kulturach CC406 na zacatku

a na konci 6-denni inkubace a jejich procentualni vyjadieni.

Koncentrace CdCl, Vychozi koncentrace Koncentrace bunék 6. Pomér poctu bunék
[mg/l] bunék den inkubace s CdCl, ve srovnani
s kontrolou
0 (kontrola) 2,0x10° 100 %
25 2,1x10° 101 %
50 1,0x10° bun&k/ml 1.6x10° 80 %
100 8,6x10° 43 %
400 8,3x10° 41,5 %

U dlouhodobého ptlisobeni kadmia na bunky CC406 byl taktéz patrny rozklad
chlorofylu, avsak tento kmen byl ke kadmiu mnohem citlivéjsi a jiz druhy den byla patrna

razantni barevna zména Kultury (Obr. 52).
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Obr. 52: Vizudlni hodnoceni vlivu kadmia na rist C. reinhardtii kmene CC406, 1-6. den
kultivace. Viditelny rozklad chlorofylu vlivem 100 a 400 mg/l CdCl,.

U kmene CC406 byla taktéz sledovana nasledna regenerace bunék u koncentraci 100
a 400 mg/l, tudiz bylo po centrifugaci bun¢k k peletu pfidano ¢erstvé TAP médium. U 100
mg/l byl zaznamenan nartst bunék o 105 % a u 400 mg/1 o 153 % oproti koncentracim bunék

ve 12. den pusobeni kadmia (Tab. VI). I zde doSlo k navySeni obsahu chlorofylu (Obr. 53),

stejné jako po pasazovani kultur CC002 WT.

Tab. VI: Koncentrace bunék CC406 po pasazovani bunék a procentualni nartst bunék.

Koncentrace Procentualni
Koncentrace Vychozi Koncentrace bunék
bunék 6. den narust bunék
CdCl, [mg/l] koncentrace ] 2.den . .
inkubace oproti 6. dni
v kultute bunék po pasaZovani .
s CdCl, s kadmiem
100 8,55x10° 1,76x10° 105 %
1,0x10° bun&k/ml
400 8,3x10° 2,1x10° 153 %
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12. den inkubace s kadmiem 2. den po pasaZovani bunék

Obr. 53: Obnova syntézy chlorofylu a opétovné zvyseni jeho obsahu v kultufe stresované 100
a 400 mg/l CdClI, kmene CC406.

75



6 DISKUSE

Stres spousti v exponovanych bunkach nadprodukci reaktivnich forem kysliku (ROS),
kter¢é mohou nasledné¢ poskozovat bunécné struktury, DNA a vést az k bunéné smrti.
Ve své diplomové prace jsem se zamétila na studium tvorby ROS béhem abiotického stresu
u fas, zptisobené¢ho chloridem kademnatym. Kadmium je fazeno mezi té¢zké kovy, které
nepiiznivé pusobi na builky zivocisné, rostlinné 1 bakteridlni. U tii kmenl =zelené
fasy Chlamydomonas  reinhardtii jsem s vyuzitim  fluorochromti a  konfokalni
mikroskopie lokalizovala ROS (H,O,, HO’, ROO’), singletni kyslik a superoxidovy
radikal, vznikajici v souvislosti s expozici riznym koncentracim CdCly. V zévislosti
na koncentraci a mife odezvy bun¢k divokého kmene CCO002 (WT) ¢i mutantd CC406
(bez bunécné stény) a LOX (bez lipoxygendzové aktivity) se po histochemickém znafeni
vyskytovaly ve vzorku v rizném poméru builky se signalem, neobarvené bunky ¢&i bunky
lyzované, tj. mrtvé. Pii histochemickém znaceni vzork bylo zapotiebi striktné dodrzovat
metodiku barveni ve tmé a po konstantni doporu¢enou dobu. Fluorochromy urcené k detekci
ROS snadno podléhaji autooxidaci na svétle, ¢i pfi nespravném skladovani, proto je nezbytné
nutné metodiku dodrzovat, aby vysledky byly vypovidajici (Wardman, 2007). Obecné
vznikaji reaktivni formy kysliku hlavné v organelach spojenych s primarnim metabolismem,
jako jsou chloroplasty, mitochondrie a peroxizomy.V této diplomové praci byly
ROS detekovany ptedev§sim v oblasti chloroplastu ¢i v pyrenoidu. Singletni  kyslik
byl konfokalni mikroskopii
v minulosti jiz lokalizovan v chloroplastech bunék WT (kmen CC002) i béhem teplotniho
stresu, tj. po vystaveni bun¢k teploté 40 °C (Prasad et al., 2016). Produkce singletniho kysliku
byla autory potvrzena pomoci EPR spektroskopie, stejné jako v mé diplomové praci, ale
experimenty byly provadény u bun&k ve stacionarni fazi (koncentrace 7x10” bungk/ml), coz
mohlo ovlivnit rozdily peaki detekovaného signalu, jelikoz je produkovany singletni kyslik
kumulovan z vét§iho mnozstvi bunék. V. mé praci byly pro optimalizaci vSech experimenti
vybrany koncentrace bunék v pocatku log faze tj. cca 1,5x10° bungk/ml, coz mohlo byt

pfic¢inou nizsich signald.

EPR spektroskopie potvrdila souvislost plsobeni kadmia s tvorbou singletniho
kysliku, ale ne superoxidového radikdlu. Pti detekci superoxidového radikdlu mohla hrat roli
jeho pfili§ nizkd hladina pod detekénim limitem EPR, ale také niz$i koncentrace bunék
Vv analyzované kultufe. Na katedie biofyziky PiF UP se metodika EPR s vyuzitim spin-trapu
TEMP, EMPO
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a POBN vyuziva zejména na izolovanych protoplastech rostlin po aplikaci stresor jako
je intenzivni osvétleni, vysoka teplota ¢i tma. Krom&é TEMP (spin-trap
pro detekci singletniho kysliku) a EMPO (k detekci superoxidového radikalu), byl v prabéhu
experimentl pouzit také spin-trap POBN (o-(4-Pyridyl N-oxide)-N-tert-butylnitrone;
Sigma-Aldrich Co LLC., 2017), ktery umoznuje detekci  hydroxylovych
radikald. V porovnani s teplotnim stresem vSak nebyl po ovlivnénifas C. reinhardtii
kadmiem detekovan zadny signal. Divodem mohla byt nizS$i koncentrace vznikajiciho

hydroxylového radikalu spojend s mensSim mnozstvim analyzovanych bunék ve vzorku.

Szivak et al. (2009) potvrdili produkci reaktivnich forem kysliku bunkami
Chlamydomonas reinhardtii v pfitomnosti ionti kovii (Pb**, Fe**, Cd?*, Ag™*, Cu?**, As>*, Cr®*
a Zn?*). lonty ptisobici na buiiky po dobu 2,5 h vyvolavaly oxidaéni stres v koncentra¢nim
rozmezi 1 uM-1 nM (s vyjimkou F e*, ktery byl uéinny pfi 108 M), coz odpovida moznému
vyskytu kovu v Zivotnim prostiedi. Tvorba ROS zde byla stanovena pritokovou cytometrii
a mikroskopicky. Histochemické barveni bylo provedeno fluorovanym derivatem fluoresceinu
c-H,DFF DA, ktery vykazuje lepsi fotostabilitu oproti chlorovanému c-H,DCF DA
(Haugland, 2006). V této studii byly ROS detekovany i v kontrolnich bunkach, pficemz se
jednalo
o fyziologickou produkci ROS, kterd taktéz zavisi na metabolickém stavu builky. Zavérem
této studie bylo, ze zvySenou produkci ROS v bunkach C. reinhardtii zptisobuji nékteré redox
aktivni kovy (Fe**, Cu**, Ag*', Cr®) i redox neaktivni kovy (Cd**, Zn?* a Pb®"). Tvorba ROS
oproti kontrolnim buiikim se indukovala v pofadi iontd Pb** > Fe** > Cd** > Ag'* > Cu®* >
As®* > Cr® > Zn* | zatimco u As®* a Cr ** ionti nebyl zjitén G&inek. Tato prace prokézala, Ze
Ag je velmi silnym induktorem tvorby ROS, coz potvrdili ve své studii
i Navabpour et al. (2003), kdy aplikace Ag na listy Arabidopsis spoustéla peroxidaci lipida
v disledku zvysené hladiny ROS.

V proteomickych studiich zelenych fas (Jamers et al., 2006; Wang et al., 2004) byla
dale potvrzena ptrechodnad up-regulace rodin antioxidacnich enzymut (napf. superoxidazy,
peroxidazy a kataldzy) vlivem pisobeni Cu®* a Fe**. Ve studii Jamers et al. (2009) byla
toxicita kadmia na buiiky fasy C. reinhardtii stanovena prutokovou cytometrii po obarveni
fluorescein diacetatem (FDA), dihydrorhodaminem 123 (DHR123) a tetramethylrhodamin
methylesterem (TMRM), které odrazeji aktivitu esterdzy (vitalni barveni), pfitomnost
reaktivnich forem kysliku a membranovy potencial. Bunky fas zde byly vystaveny kadmiu

Vv koncentracich 5

77



a 100 pM. Kadmium bylo aplikovano na kulturu o hustoté 10 000 bunék/ml po dobu 0, 24, 48
a 72 h. Vtéhto casovych intervalech byl pozorovan nartst fluorescence DHRI123 (tj.
produkce ROS) a narust fluorescence FDA (tj. aktivita esterazy, ktera mize hrat dalezitou roli
Vv detoxika¢nich mechanismech bun¢k Chlamydomonas vici kadmiu. Konkrétni role esterazy
Vv téchto systémech je stale predmétem nékolika studii. Jamers et al. (2009) potvrdili negativni
vliv kadmia na bunky (v podobé zmény ultrastruktury bunék) po 24 h v nizsich koncentracich
nez v této diplomové praci, kde byl stejny negativni efekt pozorovan jiz po 2 h. Je tedy
ziejmé, Ze mira reakce bunék na dany stres je zavisld na koncentraci a dob¢ ptsobeni daného

stresoru.

Kadmium patii mezi t¢zké kovy Casto znecistujici zivotni prostfedi a ptisobi vysoce
toxicky zejména na bakterie, houby, fasy a sinice. Mechanismy toxicity tézkych kovi jsou
rizné a zaviseji predev§im na povaze studovaného organismu, chemické formé kovu
a podminkach prostfedi. Vysledky studii zabyvajicich se ptisobenim riznych koncentraci
kadmia na stejném druhu organismu nemusi byt vzdy identické, jelikoZ neexistuje zadna
koncentrace kadmia, na kterou by vSechny sledované druhy reagovaly za standardnich
podminek stejné. Mezi fasami a sinicemi jsou velmi citlivé druhy organismd, které reaguji
na nizké koncentrace, kdezto bakterie a houby jsou obecné odolngjsi (Trevors et al., 1986).

U bakterii byly pouzivané koncentrace kadmia rtizné v zavislosti na cili pozorovani.
Ve studii Surowitz et al. (1984) byl studovan vliv kadmia na rust a respiraci rezistentniho
a senzitivniho kmene Bacillus subtillis. Citlivy kmen byl ovlivnén jiz koncentraci 10 pg/ml,
zatimco rezistentni kmen v minimalni mife. Také samotné protoplasty rezistentniho kmene
byly odolngjsi ke stresu kadmiem nez celé bunky citlivého kmene. Rozdil mezi témito kmeny
B. subtillis byl vysvétlen schopnosti akumulace kademnatych iontt, pfi¢emz v senzitivnim
kmeni doslo po 4 h pisobeni kadmia v koncentraci 1 pM k nahromadéni Cd®* iontt 10x vice
nez u rezistentniho kmene.

Podobné rozdily v citlivosti vi¢i kadmiu jsou znamy i u fas; naptiklad Overnell (1975)
ve své studii popsal, ze zelené fasy Chlamydomonas reinhardtii byly citlivé ke kadmiu
v koncentraci 1 uM a byla zde patrna znac¢na inhibice fotosyntézy. Naopak motské druhy,
ptibuzna zelena tasa Dunaliella tertiolecta ani rozsivka Phaeodactylum tricornutum,
nevykazovaly takovou citlivost na stres kadmiem a az pfi koncentraci kadmia 0,1 mM byla
patrna pouze slaba inhibice jejich fotosyntézy.

Diky studiim toxicity kadmia na rtzné druhy fas, jsou jiz pro jednotlivé druhy

k dispozici specifické, srovnavaci i kvantitativni idaje (ECso, treshold hodnoty). Uginky
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kadmia jsou vSak zavislé jak na druhu organismu, tak i na mechanismu puasobeni jeho
toxicity. Ackoliv specifické trendy puisobeni a 0¢inkl na fasy lze obtizné identifikovat. ECs
hodnota pro Chlamydomonas reinhardtii byla studovana v zavislosti na ovlivnéni
fotosyntézy, pficemz se jednalo o hodnotu 0,17 ppm (Overnel, 1975). V této diplomové praci
nebyla hodnota ECsp stanovena, reaktivni formy kysliku totiz vznikaji i za fyziologickych
podminek V procesu fotosyntézy ¢i dychani. Nebyla méfena ani LDsy (koncentrace kadmia,
kterd usmrti 50 % testovanych bungk), protoZe v téchto experimentech bylo zapotiebi
studovat pouze koncentrace kadmia, které v builkach vyvolavaji mirné stresové reakce
(produkce ROS, inaktivace enzymu atd.), nikoliv jejich letalitu. Obé tyto hodnoty byly v této
praci nahrazeny métenim vitality bunék v pribeéhu jednotlivych experimentt.

Jak je jiz zminéno vySe, ze kazdy druh organismu muze na stejny stres reagovat
riznymi zpisoby, tak 1 mechanismy ucinkli téZkych kovii mohou byt rtizné v zavislosti
na koncentraci, dobé ptisobeni, prostfedi a zejména na studovaném druhu. V mnoha studiich
se autofi zabyvaji mechanismy Gc¢inku téZkych kovi v souvislosti s biosorpci a bioakumulaci
tézkych kovl. V pfirodnich neznécisténych vodach se koncentrace kadmia pohybuje okolo
0,1 nM. Avsak vlivem lidské ¢innosti a dalSich faktori dochazi v mnoha tekdch ke zvySeni

koncentrace kadmia, které jsou nasledné toxicke pro vodni organismy v daném ekosystému.

Napiiklad ve studii Le Faucheur et al. (2005) byla studovan vztah mezi koncentraci
fytochelatint, bioakumulaci kadmia a ovlivnéni rustu kadmiem. Zde byla analyzovana
intracelularni koncentrace kadmia a thiol obsahujici molekuly u zelené fasy Scenedesmus
vacuolatus. Jelikoz thiolové molekuly ovliviiuji mechanismus puisobeni a nasledné Gc¢inky
kadmia, konkrétné byl studovan obsah glutathionu, y-glutamylcystein a fytochelatiny.
Kadmium bylo na buiiky aplikovano v koncentracich 10107 M. Zjistilo se, ze v kontrolni
kultufe bez ptfidavku kadmia, byl detekovan pouze glutathion a jeho obsah se s pfidanim
kadmia jiz neménil. Zatimco prekurzor glutathionu y-glutamylcystein a fytochelatiny
Vv kontrolni kultufe nebyly pfitomny, ve stresovanych kulturdch se hladina téchto molekul
zvySovala
se zvysSujici se koncentraci kadmia. Pti pisobeni nejvysSich koncentraci kadmia byl
zaznamenan ndrast fytochelatinii, kdy doslo az k dvojnasobnému zvyseni celkovych thiolil

ve srovnani s kontrolou.

Studie autori Awad et Chu (2005), ze které¢ jsem v diplomové praci vychazela, se
zabyvala dlouhodobymi ucinky kadmia ve form& CdCl,V koncentracich 2, 10, 25, 50, 75

a 100 mg/l na rast C. reinhardtii. Autofi se zamé&fili zejména na spektrofotometrické méfeni
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zmén optické hustoty a koncentrace chlorofylu. Zavérem uvadéji, ze zivotnost bunék a obsah
chlorofylu béhem kultivace klesa se zvySujici se koncentraci, coz je srovnatelné
s dlouhodobou studii vlivu kadmia na buiikky v této diplomové praci. Taktéz vysledek
pusobeni 25 mg/l CdCl, na studované tasy koreluje se zavérem této diplomové prace, kdy
byla zjisténa rezistence bunck k této nizké koncentraci a stimulace dé¢leni. Vysoké
koncentrace CdCl; byly
pro mutantni kmen CC406 i pro kmen CC002 WT jizZ po né¢kolika dnech letalni.

Ke stejnym zavérim dosli ve své studii 1 Collard et Matagne (1990), kteii buiiky fas
péstovali na agaru obsahujicim kadmium ve vysoké koncentraci i pfes vysokou umrtnost.
Prezivsi klony bun¢k byly analyzovany s cilem odhalit geny zodpovédné za rezistenci vici
kadmiu. Vysledkem bylo, Zze za schopnost rezistence je zodpovédna jaderna mutace cadA,

ktera pravdépodobné jiz existovala v ptivodnich WT buiikach.

U Chlamydomonas byly krom¢ kadmia studovany také ucinky dalsich kovi, jako je
kobalt, méd’ a nikl. Pfedmétem studia byly kmeny Chlamydomonas s bunéénou sténou
a kmeny, které ji postradaji. Zjistilo se, Ze hodnota pH miiZze ovlivnit toxicitu danych kovi,
a ze vSechny studované kovy vykazovaly niZsi toxicitu pii pH 5 nez pfi pH 7. Tato studie
ptispéla zejména do problematiky mechanismu rezistence vuci té¢zkym kovim, jelikoz byla
béhem této studie patrnd zména v citlivosti studovanych kmeni na studované kovy. Zejména
vSak kmen bez bunécné stény byl mnohem citlivéjsi ke kadmiu, nez kmen s bunéénou sténou

(Macfie et al.,1994).

Abioticky stres silné ovliviiuje bioenergetiku bunky. U rostlin tak mohou
mitochondrie kontrolovat produkci ROS prostiednictvim systémi schopnych pohlcovat
ptebyte¢nou energii. Proto jsou pravé mitochondrie schopné hrat dileZitou roli v adaptaci
bunék k abiotickym strestim, které vyvolavaji oxida¢ni stres. Bylo také zjisténo, ze napiiklad
u pSenice je piebytecna energie pfenesena do detoxikacnich systémi mitochondrii, ¢imz
dochazi k poklesu produkce ROS (Pastore et al., 2002). Kromé mitochondrii se na produkci
ROS v rostlinnych bunkach podili chloroplasty, jejichz soucasti je tylakoidni membranovy
systém (Pfannschmidt, 2003).

V souvislosti s programovanou smrti bunék vlivem abiotického stresu, byla také
studovana exprese anti-apoptotického Bcl-2 proteinu v transgennim tabaku, ktera odhalila vliv
chloroplastii v procesu programované bunééné smrti vyvolané stresem (Chen et Dickman,

2004).
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Lipidova peroxidace vlivem nadmémé produkce ROS byla potvrzena zejména
na  rostlindich  vystavenych  abiotickym  stresim.  Konkrétn¢  ve  studiich
Ammar et al. (2007); Mobin et Khan (2007); Noriega et al. (2007); Razinger et al. (2008);
Singh etal. (2008); Wang et Song (2009) byl studovan u¢inek kadmia, tj. zvySeni akumulace
peroxidi lipidd u studovanych rostlin. Kromé kadmia byla ve studii Khan et Panda (2008)
studovana reakce ryze Oryza sativa v souvislosti s vysokou salinitou (NaCl po dobu 24 h,

v koncentracich 50, 100 a 150 mM), pficemz se zjistila taktéz zvySena peroxidace lipidi.

Membranova lipidova peroxidace u fas byla jiz publikovana v nékolika studiich, avSak
jednalo se o odlisné metodiky jejiho stanoveni. Jak je jiz zminéno v literarnim piehledu,
produkty lipidové peroxidace mohou byt rizné (MDA, thiobarbiturova kyselina, organické
hydroperoxidy aj.). V mé praci byla pouzita Folchova metoda k extrakci lipidi z fas
(po sonikaci) a nasledné byla pomoci FOX testu stanovena mira vznikajicich organickych
hydroperoxidl. Fox assay je metodika piivodné provadéna na rostlindch. Pii studiu tfas byl
FOX test pouzit naptiklad ve studii Tannin-Spitz et al. (2005). Zde byla tato metoda stanoveni
organickych hydroperoxidi vyuzita ke stanoveni autooxidace linoleové kyseliny pii studiu
antioxidacni aktivity polysacharidd u ¢ervené fasy Porphyridium sp. Neexistuje mnoho studii,
ve kterych se metoda stanoveni FOX testem vyuzivd na fasach, jelikoz se v dneSni dobé
pfistupuje spise k novéj$im metodam stanoveni lipidové peroxidace jako je stanoveni MDA
¢1 thiobarbiturové kyseliny metodou HPLC. V této diplomové praci bylo FOX testem
prokazano zvyseni lipidové peroxidace vlivem pulsobeni vysokych koncentraci kadmia
(100 a 400 mg/1), pticemz u studovaného kmene CC406 bez bunécné stény byla mira lipidové

peroxidace nejvyssi, tudiz se jevil jako nejcitlivéjsi ze vSech testovanych kmend.
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7 ZAVER

V této diplomové praci byly pfedmétem studia fasy druhu Chlamydomonas reinhardtii,
ktery slouzi jako modelovy organismus v molekularni a bunééné biologii. Tato zelena fasa
se totiz snadno kultivuje, ma kratkou genera¢ni dobou, heterotrofni i fakultativné autotrofni
vyzivu, snadné pohlavni a nepohlavni rozmnozovani, osekvenovany genom a lze ji dobie
transformovat. Cilem této prace bylo zhodnotit rist studovanych kmeni CC002 (WT), CC406

(bez bunécné stény) a LOX (mutovan lipoxygendzovy gen), a zejména pozorovat vlivy

ruznych koncentraci kadmia na produkci reaktivnich forem kyslikuu u studovanych kment.

Kratkodoby stres po dobu 2 h byl spojen s produkci reaktivnich forem kysliku, ktera byla
studovana jak konfokalni mirkroskopii, tak i metodou elektronové paramagnetické rezonance.
U koncentrace 400 mg/l CdCl, byly pozorovany zmény v ultrastruktufe bunék, jako je
vakuolizace, zména velikosti a shlukovani bunék, rozklad chlorofylu, a dokonce i jejich lyze.
Vysoka troveit ROS v buiice mé nepfiznivy vliv zejména na membranové lipidy a zplisobuje
jejich peroxidaci. Proto i turoven lipidové peroxidace korelovala s plisobenim vysoké
koncentrace kadmia na buiky fas, pficemz kmen CC406 bez bunééné stény se Kk tomuto stresu

jevil jako nejcitlivéjsi.

Dlouhodoby uc¢inek kadmia byl sledovan z hlediska ovlivnéni rtistové fyziologie fas,
se zam&fenim na zmény charakteru rastovych kiivek. Dlouhodobé byly bunky kultivovany
s kadmiem o koncentracich 0, 25, 50, 100 a 400 mg/l CdCl,. Ukazalo se, ze kadmium
Vv nizkych koncentracich pisobi na rist bunék pozitivné, zatimco ve vysokych koncentracich

pusobi rozklad chlorofylu a thyn bunék.

Z vysledki dlouhodobého pusobeni kadmia na bunkach C. reinhardtii, je taktéz patrné,
ze po opétovné kultivaci bunék v Cerstvém médiu, jsou bunkky schopné regenerovat.
Do budoucna zlstava otazkou, jaké mechanismy tolerance vici tézkym kovim zelené fasy
v piirodé vyuzivaji a jak se dokadZzi nartistajicimu zneciSténi vod pfizplisobovat. Miru
zneCisténi vodnich ekosystémui Ize méfit, ale jak toto zneCiSténi ovliviiuje rizné vodni
organismy a jaké toxické Ui¢inky maji latky obsaZené v pfirodnich vodéach na fasy, je zapotiebi

dale prostudovat na bunééné i molekularni urovni.
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tumor-indukujici plazmid

tetramethylrhodamin methylester

wild type

xylenova oranz

zluty fluorescenéni protein (yellow fluorescent protein)

94



10 PRILOHY

» Chlamydomonas reinhardtii strain CC-503 cw92 mt+

NCBI Reference Sequence: XM_001690353.1- Probable lipoxygenase, contains LH2 domain

>gi]1159464350|ref|XM 001690353.1| Chlamydomonas reinhardtii strain CC-503
TTCTACATCTCGGAGGATCGGCTGTACTACACGGCCAATGAGAAGAACGCCACGCGCGTGCGCTACATCT
GCCTGGACCGCGTGCCGGTGCGCCCGTTGCCGCACAGCCGCACACCGCGGAAGGGCTTGGTCGGCACCGT
GCCCGACATCGGCATTGCGCTGGTTGACCCGCACAACATGAAGCAGAAGCCCGGCTTCCCCAGCCCCGLC
AAGTCGCCACGCGGGAACGCCACGCTGGGAAAGAGCAGCGTCATCGGCCTGGTGTCGGGCTCGCACACCT
ACTTCCTGGCGGCAGGCTCGCACGAGGAGGCCAAGATCTGGCTCAAGATGCTGCGCGAGACGTGGTACCA
CTGCTTCAAGCACACGCTGCGCGCGAGCAACGTGCGCGACAACCAGGGGCTCCACCTGGCCTCCAAGGTG
ATGGCGGAGAACATCACGCTGCGCGAGAGCGTGCGCGACCTCACCTCCAAGGCGCAGGGACTCGACAGCG
AGTACTGGAGGCAGTGGCTGGAGGAGAAGGCGCGCAACCGCTTCCTGGAGCAGCGCCACGCCGAGGLGGE
GATTTACGAGATCGAGGTCAAGACCGGCCGCATGAAGGGCGCCTCCTCGGACGCGCGTGTGTACGTGGAG
CTGTACAGCGCGCACGAGGAGGACGTGTCTACCGGCGAGCTGCGGCTGCTGGACAAGGACGTGCTGACCA
AGCCCTTTGGCCGCGACGCCCTGGACCTATTTATCATCCCCTGCAAGAACGTGGGCATGCCCAACCACAT
CAAGGTGTGGCACGACAACACCGGCAAGCGGCCGGACTGGTTCCTGGAGTGGATCCGCATCCGCAAGAAG
GGCGCCATCAACTGGACCGTCTTCCCCTGCCAGCGCTGGTTCTCCACGCAGCTGGACGACTGCCGCATCA
GCCGCATCCTGTTCGCAGGCCACGCCACGCCCTACATCCAGTACAAGGTGACAACCTTGACCTCAGACAT
TCGTGGCGCGGGCACGGACGCCAACGTGCACTTCGTCATGCACGGCACGCTGGGTGACGGCACGCGGCAC
ATCCTGTCCAGCGGCCAGGACGACTTCGAGCGCGGCATGGTGAACGAGTTCCTCATTGAGGACGAGGAGC
TGGGCGACCTGCTGGAGGTGACGATCGGGCACGACAACACCGGCAACGGCCCCAGCTGGCACTTGGACCA
CCTCACAGTGACCAACCTCAAGACCGGCGCCATCTACCTGTTCCCCTGCCGCATGTGGTTCGACTCGCGC
ATCGGTGACGGCGCGCTGGAGCGTACATTGGAGGTTGGCGACTCGCTGCTCAAGATCACGCCCTACCATT
TCTACGTCACCACCTCAGAAATCCGCGGCGCGGGCACAGACGCCGACGTGTTCGTGGTGCTGCATGGCGA
GTTCGGAGACACGCCCTCCACCATCCTGCCGTCACAGCTGGAGCACTTTGAGCGCGGCCAGACCGACCAC
TTCAGGCTGGAACTGCCGCACGTGGGCAAGCTGCGCGCCATGACCATCGGCCACAACAACAAGGGCGAGG
GGCCGGACTGGCACCTGCTCATGGTGGAGGTGCGCGAGGAGCTGGACGGCACGGACGGCGAGCTGGGGLCC
CATCACGCGCTTCGTGTGCAACAAGTGGATCGGGCTGGGCCACCCCGACCCCGACAGCGGCTCGGAGGAG
GGCGTGCTGCAGCGCACGCTCAAGCCCGGCGGCGAGGACCCCCGCCTGGAGATGACGGACTACCGGCTCG
AGTTCCACACCAGCTCCCTGCGCGGAGCCGGCACCGACGCCACCGTCAGCTTCAACATGACTGGCGAGCG
CGGCGAGAGCGGGCCGGTGCGTGTGGACGCGCCGCTGGAGGCTTTTGAACGCGGCTGCATCGACGCCTTC
ACCTTCCGGCTGCGGCGGCTGGGCAAGCTGCGGCGCATGCTGCTGTCGCACGACAACACCGGGAAGAACC
CTGCCTGGCACCTGCTCAAGGTGGTTGTCACCAGCACGCACCCCGAGGAGCCCGAGGTGACGACCTTCAT
CTGCAACCAGTGGCTCCAGGACCCTGACCGCGCCGTGCATCCGGTCGTGGAGCTGCTGCCGGGCGGCGAG
CTGCCCGTCACCTTGCACTACAAGGTGGAGGTGGTCACGTCAGACATCAAGGGCGCCGGCACCGAGTCCA
AGGTATTCCTGGAGCTGCGCGGCGTGGGCGGCAAACTGGGCCCCGTGCACCTGGACAACCCCAGCGCCTT
CGAGCGCGGCGCCGCCGACACCTTCATCCTGGACGGCCCGGACCTGGGCGAGCTGCTGGTGGCGGTGGTC
ACCTGCGACGGCAGCGGCATGCGGCCGCTGTGGCACCTGGACAGCATCACCGTGTGGCGTGACCCGTCCT
TCACAGACCCAGAGACGGGCGTGTACTTCCCGTGCAGACAGTGGTTTGACAAGGACGCGGGCTGGGTGAA
GGAGCTGCTGCCGAGCCGCCGGACGCTGGACGTGGTCAAGATCCCCTACACACTCAAGGTGTACACGGGC
GACCTGAAGAACGCGGGCACGGACGCCGGCATCCACATCAACCTCATCGGCGAGCGCGGCGAGACCGGLT
ACGTGCCGCTGCTGGCCAACTACGACACCTTTGAGCGCGGACAGGTGGACACGTTCGAGCTGCTGCTGCT



GGACGTAGGCCGCCCGCTGTTCCTGCTGGTGCGCAGCGACGGCCTCAGCCGAAAGCCCACCTGGTACATG
GACTTTGCGGAGCTCACCAATGCCATGATCCCGCCCACCTTCTTCGTGGCAGGCCTGTGGGTGGGCCCCG
AGACGGGCCTGGAGATCCGCATCCCCGCCAGCTACATGGACCCCCGTGTGGACCGGGCCGAGTACCTGGT
GCAGGTGTTCACCTCGGACGTCAAGAACGCGGGCACGGACGCCGGCATATGGATTGAGGTCATCGGCGAC
AAGCTCACTAGCGGGCGTCAGGCTCTGCTGGACAGCAGCAAGGACACGTTTGAGCGCGCGCAGGTGGACG
ACTTCAAGGTGCAGTGCCGCAACCTGGGGCCGCTCAAGGCGGTGCGCGTGTGGCACGACGGCAAGGGCAL
GCCGTGGCACCTGGACATGATCGTCATCACGCTGGCCACGGGCGAGAAGTACTACTTCCCCTACGCCAAC
TGGCTGGGCCAGGAGACGCCCACGGTGGAGATCCCCGCCTCGCTGCAGGACCCCACTGCCGACCGLCGLG
TCTACAAGGTGGTTGTGCGCACGTCGGATCTGCCTGGCGCCGGCACCGACGCCAACGTGTACCTGGAGAT
GCGCGGCACGCGAGCCAACCTGCCGCGCCACTTCCTGCGCAACAAGGCAGTCAACCTCTTTGAGCGGGGC
CAGGTGGACGAGTTTGAGATCAAGGCCCCCGACCTGGGTGCGCTGACGGAGATCACCATCGGCCACGACA
ACGCCGGCTACGGCCCCAACTGGCACCTGGAGCAGGTGGAGATCACAGACACCAAGATCAACCAGACGTG
GTACTTCGAGTGCAACAAGTGGTTCGACGCCAAGGAGGGCGACTGCAAGCTGGAGCGGGTGCTGTTCCCA
TCGCTGCAGAACCCGCGCAGCCAGCGCACACTGTACAAGGTGCGCGTCAAGACCAGCGACCGCTCCGGLG
CCGGCACCGACGCCAACGTGTACGTCGACATCCGCGGCGACTCTGCCAGCACGGGCAAGACGTTCCTCAA
GAACCGCAACCTCAACAATTTCGAGCGCGGCAACAGCGACGACTTTGAGATCACGTGCCGGCCGCTGGGG
CGGCTGACGGAGCTGCTGGTGGGGCACGACAACAGCGGCATGGGCGCGTCCTGGCACCTGGAGCACGTGG
AGGTGTACGACAGCACCACAGGCGTGACCTGGTACTTCGAGTGCAACGCCTGGCTGAGCGCCACGGAGGA
GGACTGCCGGCTGGAGCGGGTGCTGCCCGCCTCGCTGGACGACCCCGCAAAGAAGAAGACGCAGTACAAG
GTGGTTGTGGTCACCAGCGACAAGATGGGCGCGGGCACGGACGCCAACGTGTTTATCGACATCTTCGGCA
TGGACGGCACGCACACCGGCCGCATGCTACTCAACAACAAAGGCAACGACTTTGAGCGCGGCCAGACAGA
CACGTACCAGATTGCTGGTCGCGACGTGGGGCCGATGAAGAAGATCCGCATCGGCCACGACAACAGCGGG
CTGGGCCCCGCATGGCACCTGAACCGTGTGGAGGTGACCAACCTCAAAACCGGCGAGCACCGCATCTTCC
CCGCAAACAAGTGGTTCTCCAAGACCGACGACGACTACCAGATCGAGCGCGACCTGTTCCCGGGCGACGC
GCCCGACCTCAACGTGGAGTACGAGGTGGTGGTCATCACCTCCAACATACCCGGGGCCGGCACGGALGCC
AACGTGTTCGTGCAGATGTTCGGCACCGAAGGCAAGTGGCGCCGCCCGTGCGAGGCGGGCCCGCTGCGGL
TGGACAACCCCAAGAACAACTTCGAGGCGGGCGACACGGACGTGTTCAACATCAAGGCGCCGGACGTGGG
CGACCTCAAGAAGCTGCGCCTCTACCACGACAACAAGGGCCTGGGCGCGGCCTGGCACTGCGAGATCGTC
ATCATCACCAACAAGGAGCGGCGGCGCACGTGGTACTTCTACTGCGGCCAGTGGCTGGACAAGCGCACGG
GCGTGGAGAAGATCCTGTTTGCCAGCGACACCGACCCGCGCGCCCACCTGGTCACCTACAGCGTCACGGT
GCACACCAGCGACATCAAGGGCGCGGGCACGGACGCCAACGTGTGCTTGGAGATGTTTGGCGCCAAGGGC
AGCAGCGGCGTGCGCGAGCTCACGGGCAAAGGCAACCTGTTTGAGCAGGGCAAGTCGGACAAGTTCATCT
TCAAGATGGCGGACCTGGGCGACCTGTCGGAGCTGGAGATCTGGCACGACGGCAAGGGCTTCGGCGCGGG
CTGGCACCTGGACTTTGTGGAGGTGCACAGCAGCGCCACCGGCAAGGTGTACTACTTCCCTTGCGGCCGC
TGGCTGGCGGAGGACGAGGACGACGGCGCTATCCGGCGGCGGCTGCAGGTTTCGCACAAGGACCCGCGCA
CCTTCAAGGCGCAGTACCGCGTCAGCGTCACCACCTCCGACATCCGCGGCGCCGGCACGGACGCCAACGT
GTTCATCCAGCTGTACGGCGACGCGGGCGAGACGGCGCGCATTAAGCTGGACAACCCCGGGAAGAACGAC
TTCGAGCGTGGCTGCACGGACGTGTTCCTGTTTGAGGACCGCAACGTGGGCGGCATCAAGAAGATCCGCA
TCGGGCACGACGGCGCGGGGCTGGGCTCGGGCTGGCACCTGCAGCGGGTGGTTGTGGAGAACCTCACCAC
CGGGCAGGTGGTGGTGTTCGACGTCAACAGGTGGTTCGACAAGGGCGAGGACGACGGCGCGATCGAGCGC
GAGCTGTTCCCCACCTCGGGCGGCGGCGACGGCTCCAGCACCAACTGGCGCCTGGTGGTGGTCACAGCCA
ACGTCAGCGGCGCCGGCACGGACGCTGACGTGTACGTGCAGCTCAACGGCGACAAGGCCAGCTTCGGGCC
CTACACGCTGCCGGCGTCCAAGGAGGCCTTTGAGACCGGCTCCACGGACACCTTCAGCCTCACCACACCC
GAGCTGGGCCGCATCCAGACGCTCACCATCGGGCACAACAACAAGGGCTTTGGGGCGGCCTGGTGCTTGT



CGCGTGTGGAGCTGGAGAACATGAACACGGGCGAGCGCTACCTGTGGAACTTCGACAACGCCTGGCTGGA
CACGGAGCACGGCACCAGCCGCACCATGGCGCCCACCACCTACATGCAGGGCTCTGGCGGCAAGGACATG
ATGCCTGCCGCGGGCGAGGGCCGCGCCAACTACCGCATGGAGCTGGCCACGGGGCTGGGGCCGGACGGCG
CCATGGTGGACGGACAGGTCATGGTCAACATCATCGGAGTCAACGCCGAGACGGGCCGTCAGCTGCTGGA
GAACCCGGTGCAGGGCTTCCAGCCGGGGCGTGTGGAGGAGTTTGGTCTGGCGGACCTGGCCGAGGTGGGC
GGCATGACGCAGCTGGAGCTGGTGCACGCAGGCAGCGCGCCCTGGGCGGTGCGCTTCGTCAAGGTGCACA
ACGAGACCAGCGGCGAGAAGGCCGTGTTCGTGCCAGAGGGTCCGCTGCTGCCGGGCATGCCGCTGCTGCT
GTCGCTGTGGATCGCCTCGCCCTGCGACTACCGCGTGGAGGTGCAGACCGGCGACACCTTTGGCGCCGGE
ACCAACGCCAAGATCATGATCAACGTGTTCGGCGAGCTGGGGTCCACGGGCCGCGTGCAGCTGACCTACG
ACAGCAGCGCGGCGGAGGGCAAGCGCGGCGGCATCTGTGGTGACGTGTGCGCCACGCAGCCGTTCAAGCG
CAACCAGCTGGATGTGTTCATGCTGGGGGGTCTGCAAGACACGGGCGACATTAAGCAGATCGAGATCGGG
CACGACGACGCGGGCGCGGGGTCAGCCTGGTTCCTGTCCTGGGTGCGTGTGACCAACCTGACCACGGGTG
CGTCCGCCTACTTCCTGTCGGACTCATGGCTGGCCAAGAACAAGGGAGACGGATTCACCAAGCGCCTGCT
CACAGCCATGACGTCCACGGGGCCGCAGATGGCCAACACGGGCATGCTGGCGGACGGCACTGCCACCGLG
CACGTCAGCGTGTCGCCGCGCGACCCGCGCGACACCGCCTTCGCCTCCTCCGCGCTGGCCCGCAAGCTGG
CGGGCGGCGTGGGCGCGCCCGGCTACCGAGTGACGCTGCACACCAGCAACGTGTGCATGGCGGGCACCGG
CGCGGGCGTGTTCTTCGAGCTCATTGGCGAGTACGGCTCGTCAGACGCGACACGGCGACCAGGCATTGAT
GCATGCATGGACTGTTG



> BBM (Bold Basal medium)

1. NaNO; 2,59/1000 ml
2. CaCl,.2H,0 2,59/1000 ml
3. MgSO,. 7H,0O 7,59/ 1000 ml
4. K;HPO, 7,59/1000 ml
5. KH,PO, 17,59 /1000 ml
6. NaCl 2,59/1000 ml
7. Roztok EDTA 100 ml
EDTA 5¢g
KOH 3,1g
8. Kysely roztok zeleza 100 ml

FeSO,.7H,0 0,498¢g
H,SO, (96%) 0,1 [ml]
9. H3;BO; 1,142 g/ 100 ml
10. Roztok stopovych prvki 1000 ml
ZnSO,.7TH,O 8,82¢g
MnCl,.4H,0 1,449
MoO; 0,71¢g
CuSO,.5H,0 157¢g
Co(NO3), . 6H,0 0,49¢

Na ptipravu 1 1 BBM média pouzit vzdy 10 ml z roztokd 1-6 a 1 ml z roztokd 7-10 a doplnit
destilovanou vodou na 1000 ml a autoklavovat 1 h pti 121 °C (Bischoff et Bold, 1963; Bold, 1949).



» TAP médium (modifikované Durnford Lab)

e 2X Filner’s Beijernicks Solution
o zasobni roztok (500 ml)
e 8gNH,CI, 1gCaCl,. 2H,0, 2g MgSO, . 7H,0
e 1 ml 1M Potassium phosphate
o zasobni roztok (50 ml; pH 7,2)
e 20 ml 1M KH,PO, (1M 6,3 g/50 ml)
e 30 ml 1M K;HPO, (1M 8,7 g/50 ml)
e 5 ml Trace mineral solution
o zasobni roztok (500 ml)
e 59 NaEDTA rozpustit ve 400 ml destilované H,O pii teple
o neutralizace na pH 6,5 (5M NaOH)
e 059gFeSO,.7H,0
e 2292ZnSO,.7H,0
e 1149gH;BO;
e 0,51 gMnCl,.4H,0
e 0,016 g CuSO,. 5H,0
e 0,073 g Na2MoO, . 2H,0
e 0,016 g CoCl; . 6H,0
e 2,429 TRIS BASE

e 1 ml ledové kyseliny octové

Doplnit destilovanou vodou do 1 000 ml a upravit pH na 7,2 pomoci 35% HCI a autoklavovat 1 h
pfi 121 °C



> Kalibraéni krivka peroxidu vodiku

Kalibra¢ni ktivka pro H,O, byla ziskdna na zdklad¢ zjisténych absorbanci v zavislosti
na koncentraci H,O,. Pro zpracovani kalibra¢ni kiivky byla vybrana koncentra¢ni fada H,O5:
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 a 45 uM a u jednotlivych koncentraci byla méfena absorbance
pomoci FOX testu, ktera byla nasledné piepoétena na koncentrace peroxidu vodiku (Obr. 54)
V referenénim vzorku byla proméfena voda se specifickymi reagenty pro FOX assay. Ziskana
regresivni rovnice piimky nasledné slouzila k pfepoctu absorbanci studovanych vzorka

na koncentrace vzniklych hydroperoxidu.

1,2::9 y =0,0243x + 0,0042
R?=0,9981
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Obr. 54: Kalibra¢ni kiivka pro Hy0, ziskand z priméru ze tfi méfeni s prislusnymi

smérodatnymi odchylkami (Lipova, 2016).





