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1. Uvod

Svoju dizertaénti pracu som vypracovala v Laboratériu bunkovych cyklov AV CR
v Tteboni. Praca sriasami ma vtomto laboratériu vySe 40 rocnt tradiciu. Riasy
Chlamydomonas reinhardtii a Scenedesmus quadricauda, patriace do triedy Chlorophyta, sa
rozmnozuju netradiénym mnohondsobnym delenim a su vybornymi modelovymi
organizmami pouzivanymi hlavne pre $tadium bunkového cyklu. Scenedesmus quadricauda
je tiez pouzivany na testovanie toxicity roznych latok, regulacie bunkového cyklu,
fotosyntézy, biogenézy organel a metabolizmu. Vyhodou je I'ahka kultivacia a synchronizécia
pomocou striedania svetelnej a tmavej fazy.

Moja dizertaéna praca je zamerana na Scenedesmus quadricauda a akumulaciu selénu.
Selén je esencidlny mikroelement potrebny v diéte mnohych organizmov vratane Cloveka,
avsak vo vysSich davkach posobi toxicky. Ciel'om prace bolo ziskat' viac poznatkov o jeho
poOsobeni na riasy a akumulécii v nich.

Som rada, Ze som svojou pracou mohla prispiet’ k lepSiemu poznaniu sposobu pdsobenia

selénu na riasy rodu Scenedesmus.



2. Literarny prehl'ad

2.1. Modelovy organizmus

Scenedesmus quadricauda (Obr. 1.) (synonymum Desmodesmus quadricauda
(http://www.butbn.cas.cz/ccala/index.php?page=sr&cb1=Algae)) je jednobunkovd zelena
riasa, vyskytujuica sa vsladkych alebo
brakickych ~ vodach. Patri do  kmena
Chlorophyta a triedy Chlorophyceae rovnako
ako Chlamydomonas reinhardtii. Bunky rodu
Scenedesmus st bezbicikaté, ulozené v jednom
rade a mnozia sa vegetativne delenim. Dcérske
bunky pochadzajlice z delenia jednej materskej
bunky st spojené spolo¢nou bunkovou stenou

a tvoria cenobium. Tvori ho obycajne 4 alebo 8

buniek ajeho koncové bunky maju obvykle

Obr. 1. Materské bunky s deliacimi sa
protoplasmami v 4 - a 8-bunkovom dva ostne. Bunkovd stena je trojvrstvova
cendbiu riasy Scenedesmus quadricauda.

a zabezpecuje mechanicki odolnost’ buniek.
Jej  polysacharidovd Cast je  tvorend
mikrofibrilarnou (celuléza, manany a xylany) a amorfnou (hemicelulozy a pektiny) zlozkou.
Dalej obsahuje malé mnoZstvo bielkovin, napriklad extenzinu, ¢o je glykoprotein s vysokym
obsahom hydroxyprolinu. Typicku stcast’ bunkovej steny tvori latka podobna sporopoleninu,
ktory sa obvykle nachddza v bunkovej stene pelovych zin aroéznych spor a spdsobuje jej
vysoku odolnost’ (http://www.biology-online.org, access year 2007). Jednotlivé bunky
obsahuju jadro a jednoduchy miskovity chloroplast s jednym pyrenoidom. Pyrenoid nie je
oddeleny membréanou a jeho povrch moéze byt pokryty Skrobovymi zrnami (LusStinec et al.,
1983). Chloroplasty obsahuji nukleoidy, ktorych pocet sa pocas zivotného cyklu zvysuje, su
teda vedla mitochondrii d’al§$im zdrojom mimojadrovej dedi¢nosti. Chloroplastovy a
mitochondrialny geném bol sekvenovany u iného zastupcu rodu Scenedesmus, u S. obliquus.
Rod Scenedesmus je sucastou fytoplanktonu a vyznamnou mierou sa podiela na vyzive
zivocichov v rybnikoch. V jeho suSine boli dok4zané vitamin B12, kyselina pantoténova,

kyselina nikotinova, kyselina listova a iné (Fott, 1967).



2.2. Bunkovy cyklus

U jednobunkovych aj u mnohobunkovych eukaryotov je bunkové rozmnozovanie
cyklicky proces rastu, ktory zahfiia mitézu (karyokinézu) a bunkové delenie (cytokinézu).
Zivot bunky ohranieny dvoma deleniami je ozna¢ovany ako bunkovy cyklus.

Bunkovy cyklus je rozdeleny na Styri fazy G1, S, G2 aM (Howard and Pelc, 1953).
Fazy G1, S a G2 tvoria interfazu. Vo faze G1 prebichaju v bunke syntetické procesy
nevyhnutné pre rast. Po dosiahnuti urcitej vel'kosti charakteristickej pre dany druh sa sptstaja
reprodukéné procesy ako replikdcia DNA, delenie jadier a samotnych buniek. Vo faze S sa
replikuje bunkova DNA a po ukonceni replikacie vstupuje bunka do G2 fazy, kde prebiehaju
pripravné procesy nevyhnutné pre zaciatok jadrového delenia. Mitoticka M féza, rozdelena na
4 cytologicky odlisitel'né Stadia (profaza, metafaza, anafiza, telofiza), predstavuje vlastné
delenie, pri ktorom sa oddel'uju dcérske chromozémy, ddjde k rozdeleniu jadier a neskor aj
k rozdeleniu buniek.

Bunkovy cyklus je sekvencia na sebe zéavislych dejov. Inicidcia neskorSej udalosti
nastane iba po uspesnom ukonceni predchadzajucej udalosti. Bunkovy cyklus je starostlivo
kontrolovany prechodom cez regulacné body. V tychto bodoch sa rozhoduje, ¢i je bunka
schopna pokraCovat’ v bunkovom cykle. Kontrolné¢ body sii oznacované ako ,,checkpoints‘
alebo ,restriction points“. Hoci je regula¢nych bodov v priebehu bunkového cyklu mnoho,
dva znich sa povazuji za klucové. Jeden sa nachddza ku koncu Gl fazy a splsta
reprodukéné procesy. U kvasiniek sa tento bod oznaduje ako ,,.START* a u cicavcov ako
Hrestriction point“ (Furukawa et al., 1990; Sherlock and Rosamond, 1993). U rias, je
oznacovany terminom ,commitment point“ (CP) (John, 1984; John, 1987). V pripade
nedostatocnej vel'kosti bunky, alebo poskodenia DNA je dané bunka zadrzand v G1 faze a nie
je schopna vstupit’ do S fazy. V druhom kl'ic¢ovom bode sa v G2 faze spustaji procesy veduce
k jadrovému deleniu. Ak sa DNA nereplikuje, pripadne bunka nie je dost’ velka a je
v nepriaznivom prostredi, tak nie je schopna vstipit’ do M fazy. Nie vSetky kontrolné body
upozorituju na DNA poskodenia, ¢i replikacné chyby. Gendmova stabilita vyzaduje tiez
presné rozdelenie chromozomov v mitéze. V tomto pripade je dolezity kontrolny bod, ktory
sa vyskytuje vM faze a kontroluje spravnost’ pripojenia chromozomov k mitotickému
vretienku.

Riasy su vel'mi velkou roznorodou skupinou organizmov, v ktorej sa vyskytuju

organizmy tvorené jednotlivymi bunkami az po takmer diferencované stielky. Riasovy



bunkovy cyklus zacina podobne ako u ostatnych organizmov rastovou fazou Gl1, ktora je
nasledovand zdvojenim DNA, rozdelenim jadra a cytokinézou. U rias sa vyskytuji dva
zakladné typy bunkového delenia. Jednak bunkovy cyklus typu C;, v ktorom vznikajl z jedne;j
materskej bunky dve dcérske. Tento cyklus sa bezne vyskytuje u vacSiny eukaryotickych
buniek. Castejsie sa viak vyskytuje bunkovy cyklus typu C,. Jeho vysledkom byva rozny
pocet dcérskych buniek. Tymto typom bunkového cyklu sa vyznacuji aj riasy

Chlamydomonas reinhardtii a Scenedesmus quadricauda (Setlik and Zachleder, 1984).

2.3. Bunkovy cyklus s nasobnym delenim

Pocas jedného cyklu typu C, prebehnu n-krat pochody charakteristické pre fazy Gl1, S,
G2 a M. Cytokinéza mdze byt niekedy casovo oddelena od mitdézy a tento Casovy usek je
mozné oznacit’ ako fazu G3 (Obr. 2., Cast’ A) (Zachleder, 1995; Zachleder et al., 1996). Pre
tento typ bunkového cyklu plati, Ze v Case, ked’ v riasovej bunke prebiehaji reprodukéné deje,
bunka este d’alej rastic a nasledne moze byt zahajené dalSie delenie. V ramci jedného
bunkového cyklu sa postupne spusta niekolko radov reprodukénych procesov, ktoré sa
navzdjom prekryvaji (getlik et al., 1972; Zachleder, 1995; Zachleder and Setlik, 1990;
Zachleder and van den Ende, 1992).

Jedna materska bunka takto produkuje 2" dcérskych buniek, kde ,,n“ je celé Cislo
udavajuce pocet deleni, tj. pocet radov reprodukcénych procesov, ktoré prebiehaju pocas
jedného bunkového cyklu. Kazdy z tychto radov je spusteny v pomyselnom bode bunkového
cyklu, tzv. bode rozhodnutia (CP; ,,commitment point), ¢o je obdoba terminu ,,START* v
kvasinkovom bunkovom cykle (John, 1984). To, ¢i konkrétna bunka (resp. populécia
synchronnych buniek) presla v ur¢itom okamihu bodom rozhodnutia, je mozné urcit’ spitne.
O dosiahnuti CP totiz vypoveda schopnost’” bunky rozdelit' sa, teda absolvovat' vSetky
reprodukéné procesy bez dalsieho dodania energie, ktorti predstavuje svetlo (Setlik et al.,
1972; Zachleder and Setlik, 1990; Zachleder and van den Ende, 1992).

Z uvedeného popisu je zrejmé, Ze priebeh nasobného delenia riasovych buniek musi byt
starostlivo regulovany. Tato regulacia je zaloZen4 na obdobnych molekularnych principoch
(Bisova et al., 2000; John et al., 1989; Tukaj et al., 1996; Zachleder, 1995) ako u delenia na 2
dcérske bunky, ktoré je prestudované napriklad u kvasiniek alebo cicavéich buniek.

Bunkovy cyklus typu C, mdézeme roz¢lenit’ na dva podtypy. Prvy je charakteristicky pre
riasu Chlamydomonas reinhardtii - typ Chlamydomonas (Lien and Knutsen, 1979) a druhy je
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Obr. 2. Schéma roéznych typov bunkovych cyklov. Klasicky bunkovy cyklus podla
Howarda, bunkovy cyklus Scenedesmus podl'a Setlika a Chlamydomonas podl'a Zachledera
(Howard and Pelc, 1953; Setlik and Zachleder, 1984; Zachleder and van den Ende, 1992).
Cast’ A zobrazuje delenie materskych buniek na dve dcérske bunky a ¢ast’ B na $tyri dcérske
bunky. Fazy bunkového cyklu st zobrazené v ramcekoch. Schématické obrazky znazoriiujt
postupny rast rias pocas bunkového cyklu a cierne kolieska pocet jadier. Vacsie Cierne
kolieska naznacuji zdvojenie DNA. V casti A prebehne jedna sada reprodukénych procesov, a
v Casti B dve sady, ktoré sa navzdjom cCiastone prekryvaju. Gl: faza, pocCas ktorej bunka
rastie a dosiahne dostato¢ntl vel’kost. C.P.: §tddium bunky, v ktorom sa bunka rozhoduje, ¢i sa
rozdeli. pS: prereplikacnd fdza medzi commitment point a DNA replikaciou. S: faza, pocas
ktorej sa DNA bunky zdvojnasobi. G2: faiza medzi ukoncenim replikdcie DNA a mitézou
typicky pre riasu Scenedesmus quadricauda — teda typ Scenedesmus (Setlik et al., 1972;
Zachleder, 1983, 1995; Zachleder et al., 1996; Zachleder and Setlik, 1990) bunky. M: faza
delenia bunkového jadra. G3: fiza medzi delenim jadra a vlastnym rozdelenim bunky.
C: rozdelenie bunky, cytokinéza.




typicky pre riasu Scenedesmus quadricauda — teda typ Scenedesmus (Setlik et al., 1972;
Zachleder, 1983, 1995; Zachleder et al., 1996; Zachleder and Setlik, 1990). Pre typ
Chlamydomonas je charakteristické, Ze sa najprv postupne n-krat opakuju procesy G1 fazy
a po ich ukonceni prebehnu v kratkom ¢asovom useku procesy dalSich faz (Obr. 2., Cast’ B).
V bunkach s bunkovym cyklom typu Scenedesmus prebiecha v bunke suréitym casovym
odstupom niekol’ko postupnosti bunkového cyklu (Obr. 2). Fazy bunkového delenia sa
navzajom prekryvaju (Setlik and Zachleder, 1984; Zachleder and Setlik, 1990). Pocas G1 fazy
bunky rasti a mo6zu dosiahnut’ r6zny pocet commitment pointov. Po kazdom z nich nasleduje
replikdcia DNA a delenie jadra, nie vSak delenie bunky. Pocas bunkového cyklu su bunky
mnohojadrové (Obr. 3.). Po skon&eni jadrového delenia nasleduje delenie bunky (Setlik and

Zachleder, 1984; Zachleder et al., 2002; Zachleder and Setlik, 1990).

Obr. 3. Materské a dcérske cenobium riasy Scenedesmus quadricauda, cervena-
chloroplasty (autofluorescencia chlorofylu), zelend-jadra (farbené SYBR Green I). Delenie
buniek zacina od stredu cendbia smerom k okrajom. Z vonkajsej strany cenobia vidime 4-
jadrové, 8-jadrové bunky, bunky s deliacimi sa chloroplastami a prostredné bunky maji uz
rozdelené jadra a chloroplasty, zac¢ina cytokinéza. V spodnej ¢asti obrazku vidime autosporu
uvolnenu z materského cenodbia. Zviacsené 1000x.

2.4, Selén

Selén je chemicky prvok s proténovym ¢islom 34
aznackou Se. Patri medzi nekovy, je sivej farby
s kovovym  odleskom. Prirodzene sa vyskytuje
v anorganickej forme ako selenid, selenicitan a selenan.

Selenan  (oxidacné C¢islo +6) je stabilny

v alkalickom prostredi arovnako aj v pritomnosti




oxida¢nych cinidiel. Prirodzene sa vyskytuje v alkalickych podach a vode, odkial je 'ahko
dostupny pre rastliny. Pre svoju stabilitu a rozpustnost’ je pre zivotné prostredie potencidlne
najnebezpecnejSou formou selénu.

Selenicitan (oxidacné ¢islo +4) ma tendenciu sa v alkalickom prostredi pomaly oxidovat’
na selenan, ak je pritomny kyslik. Je 'ahko redukovatelny na elementarny selén velkym
poctom redukujtcich Cinidiel.

NajstabilnejSou formou elementdrneho selénu je hustd purpurovo-Sedd polokovova
forma. Medzi jeho d’al§ie formy patria 3 cervené monoklinické polymorfné formy zlozené
z kruhov Se8, cerveny amorfny selén, ktory vznika kondenzaciou selénovych par na
chladnom povrchu a Cierny sklovity selén, ktory ma zloziti nepravidelnu Struktaru. V pode sa
vyskytuje najCastejSie ako vo vode rozpustny selenan (rovnako ako sulfat). NajstabilnejSou
oxidovanou formou su selenany, z nich najzname;jsi, selenan sodny, sa ziskava krystalizaciou
zvodného roztoku (Barceloux, 1999). Selén je svojimi chemickymi a fyzikdlnymi
vlastnostami podobny sire, vyznacuje sa afinitou k tazkym kovom, hlavne kadmiu, zlatu
a ortuti (Combs and Combs, 1987).

V prvej polovici 20. storocia bol selén povazovany za toxicky a neziadlci v potrave
vysSich organizmov. Jeho toxicita bola objavena vroku 1933, ked’ sa na zapade USA
priotravili hospodarske zvieratd po konzumadcii rastlin akumulujucich selén (Astragalus,
Xylorrhiza, Oonopsis, Stanleya) (Oldfield, 1987). Zaciatok druhej polovice 20. storocia
priniesol zmeny v chapani selénu ako potravinového doplnku. Schwarz a Foltz zistili, Ze selén
je esencialny prvok a treba ho prijimat’ v strave v malych mnozstvach (Schwarz and Foltz,
1957). Dalsie vyskumy zistili jeho vyskyt v enzymoch chréaniacich ¢loveka pred oxidativnym
stresom a jeho pozitivne U¢inky na rozne funkcie v 'udskom tele (Arthur et al., 2003; Combs,

2005; Ebert et al., 2006; Patrick, 2004; Rayman, 2000; Schomburg et al., 2004).

2.5. Vyskyt

Mnozstvo selénu v rastlinach zavisi od jeho mnozstva v pode. Obsah selénu v pdde sa
meni od vysokych koncentracii az po takmer nulovy obsah selénu. Medzi krajiny s vysokou
koncentraciou selénu v pdde patria Cina, USA, Rusko, Australia, severna ¢ast’ Queenslandu a
Venezuela. Podrobné informacie o rozSireni selénu vo svete podavaju (Brtkova and Brtko,

1996; Combs, 2001; Rayman, 2000).



Obsah selénu vo vode z verejného systému je rozny v zavislosti od krajiny. Najvyssie
rozdiely boli zaznamenané v Cine, kde bol priemerny obsah selénu 54 pg Se/L. Najvyssie
merané vzorky vody obsahovali 159 pg Se/L a najniZSie zistené hodnoty boli priblizne 5 pg
Se/L (Yang et al., 1983). Niektoré vyvierajuce pramene obsahuji vysoké mnozstva selénu
(viac ako 100 pg Se/L).

Obsah selénu vo vzduchu je prirodzene na nizkej trovni (asi 10 ng/m’). Priemerny
¢lovek tak za den prijme zo vzduchu priblizne 0,2 pg Se, ¢o je zanedbate'né mnozZstvo. Vyssie
koncentracie selénu boli zistené iba v prevadzkach pracujucich so selénom.

Najvyssie mnozstvo selénu je prijimané v potrave. Tu zavisi na zdroji potravy (ryby,
pecienka a oblicky maji vysoky obsah selénu) a na podmienkach jej pripravy (varenim sa
straca asi 40% selénu) (Higgs et al., 1972).

Selén sa prirodzene vyskytuje v orechoch, ceredlidch, mise (hlavne ryby a vnutornosti),
vajciach, uhorkach, brokolici, cesnaku a cibuli (Suzuki, 2005). VSeobecne je obsah selénu

v zelenine a ovoci vel'mi nizky, zalezi vSak na pode, z ktorej pochadzaji.

2.6. Vplyv selénu na l'udsky organizmus

Ako bolo povedané vysSie, selén je esencidlny prvok pre vsetky cicavce.
V osemdesiatych rokoch bola doporucena denna davka 50 - 70 ug na den, ale znizila sa na
davku 50-55 pg na den pre dospelého Cloveka (Tapiero et al., 2003; Whanger, 2004). Pri
davke 400 pg/deit nebol pozorovany ziaden nepriaznivy efekt, az davky 3200 - 5000 pg mali
za nasledok otravu selénom (selenézu). Jej prejavy su ldmavost a deformacie nechtov,
cesnakovy zapach zust (vylucuje sa dimetylselenid), vypadévanie vlasov, zaZivacie
problémy, nervové poruchy, zdurend a s€ervenand pokozka na rukéach, pluzgiere na nohach
a rozklad zubov (Koller and Exon, 1986; Letavayova et al., 2006).

Chronické selendza sa vyskytla v USA v rokoch 1983 - 1984, kde sa 13 l'udi otravilo
volne predajnym preparaitom obsahujicim 25 mg seleni¢itanu sodného a4 — 5 mg
elementarneho selénu v jednej tabletke. Tabletka obsahovala 182 krat vyssie mnoZzstvo selénu
ako bolo uvedené na obale (Fan, 1990).

Druhym extrémom je nedostatok selénu, ktory vyvolava Keshanovu a Kashin —
Beckovu chorobu. Selénova deficiencia bola po prvy krat zistena v Cine, tzv. Keshanova

choroba, ¢o je kardiomyopatia vyvoland nizkou hladinou selénu v krvi. Medzi klinické



prejavy Keshanovej choroby patri nizka hladina selénu v tele, nizka aktivita glutation
peroxidazy a akutne alebo chronické zlyhanie srdca (Yang et al., 1983). Prijem menej ako 11
pg selénu na denl sa povazuje za nedostacujiici (Whanger, 2004). Za optimalny sa povazuje
prijem 1 pg selénu na lkg hmotnosti (Chovancova and Lesny, 2006). Obyvatelia Ceskej
a Slovenskej Republiky maji dlhodobo nizky prijem selénu v potrave (Kvicala et al., 1995).
Optimalnu hodnotu nad 100 pg nedosahoval ani jeden Clovek z vySetreného stiboru oséb
(Kadrabova et al., 1997). Pri€inou je nizka hladina selénu v pdde (Chovancova and Lesny,
2006). Pri¢inou tohto nedostatku je kyslost’ pody, ktord obsahuje vela organickych latok
a oxidov Zeleza. Tie viazu selén do zlucenin s malou biologickou dostupnostou. V niektorych
oblastiach je deficit spdsobeny vizbou selénu na huminové kyseliny.

Kashin-Beckova choroba je tiez oznaCovand ako ,big joint disease®, je to chronické
osteoartropatia, ktorou trpia asi 2 miliony l'udi, hlavne v nedostupnych horskych oblastiach
Ciny, v ktorych sa ludia Zivia jednostrannou stravou.

Obom chorobdm sa d4 predchadzat’ pridavanim selénu do potravy (znizenie vyskytu
Kashin-Beckovho syndromu z 39,6% v roku 1983 na 10,7% v roku 1986) (Ge and Yang,
1993).

Nedostatok selénu sa v nasich podmienkach neprejavuje uvedenymi chorobami, ale ma
za nasledok zvysenu pravdepodobnost’ potratu v prvom trimestri tehotenstva (Barrington et
al., 1996), znizenti mobilitu spermii, v dosledku zvySenej ldmavosti bicika a tym znizenu
moznost’ oplodnenia vajicka (Scott et al., 1998). Vyvolava depresie, stavy uzkosti a negativnu
naladu (Rayman, 2000), negativne ovplyviiuje imunitu (Spallholz et al., 1990).

Tento esencidlny prvok ma protirakovinové ucinky, hlavne pri rakovine prostaty,
hrubého creva a pl'ic, pomaha hojit’ a predchadzat’ zapalovym ochorenia ako su reumatoidna
artritida, akttna pankreatitida a astma (Knekt et al., 2000; McCloy, 1998; Rayman, 2000). In

vitro je u¢innym inhibitorom replikacie HIV virusu (Sappey et al., 1994).

2.7. Metabolizmus selénu a jeho zliceniny

Selén sa v proteinoch vyskytuje v troch formach ako selenometionin, selenocystein
a ako disociovatel'ny kofaktor, vkladany posttransla¢ne. Proteiny so selénom viazanym ako
kofaktorom st ojedinelé a vyskytuju sa len u niektorych baktérii v enzymoch obsahujtcich
molybdén. Selén modze byt’ do proteinov vkladany posttranslacne ako selenometionin alebo

ko-translac¢ne ako selenocystein.



Selenometionin je hlavnd forma selénu prijimaného
MH,

: v potrave, bol identifikovany v rozmedzi rokov 1950 - 1960
HOO L_/}\/'\ 5-.-F':IH" (Schrauzer, 2000). Vyskytuje sa vdvoch izomérnych

formach, D, L-selenometionin. V prirode sa vyskytuje len L
forma aD formu je mozné pripravit’ syntézou. Selenometionin je vkladany do proteinov
neSpecificky, nahradza v nich metionin. Je to sposobené podobnostou aminokyselin, selén
v selenometionine namiesto siry v metionine (Hatfield and Gladyshev, 2002).

Vyssie zivocichy, vratane ¢loveka nevedia selenometionin syntetizovat’. Zistilo sa, Ze ho
dokazu produkovat” Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Escherichia coli, baktérie
v Casti zalidka hovéddzieho dobytka ariasy, rastuce v zivnom roztoku s obsahom selénu
(Schrauzer, 2000). Rastliny moézu obsahovat’ az 50 % selénu vo forme selenometioninu
viazaného v proteinoch (Schrauzer, 2000). Najviac absorbuji anorganicky selén vo forme
selenanov, pretoze je viac rozpustny v pddnom roztoku, v mensej miere aj vo forme
seleni¢itanov (Sunde, 1990).

_ Selenocystein je jedind zluCenina selénu, ktora je sucastou
L ucinnych selenoenzymov, do ktorych je vkladana pocas translacie ako
HOWKC = 21. aminokyselina. Vyskytuje sa predovSetkym v ZivociSnych
potravinach a v rastlinach, ktoré maju schopnost’ kumulovat’ vysoké

mnozstva selénu (Hartikainen, 2005).
2.8. Inzercia selenocysteinu do proteinov

Kym selenometionin je vkladany posttranslacne, selenocystein je zabudovavany do

proteinu v priebehu translacie. Prijaty organicky selén je prevedeny na selenid, ktory je

Specifickym selenoenzymom, selenofosfatsyntetazou
: Apical fosforylovany na monoselenofosfat. Tento makroergicky
AA_ loop intermediat je pouzity na selenizaciu serin-tRNA, ata sa
- Helix I potom viaze na triplet UGA. Vkladanie selenocysteinu do
proteinov sa uskutociiuje pomocou UGA kodénu v mRNA
A-G  Quartet  (Opr 4). Zvlastnostou je, ¥e obvykle je to STOP kodén
G-A (SECIS core)
AU | aznamend ukoncenie syntézy proteinu (Hatfield and
Inlt{r}::;al Gladyshev, 2002). Na vkladani selenocysteinu do proteinu sa

podielaju viaceré faktory, z nich najdodlezitejSie st — SECIS
Helix I
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element (Selenocysteine Insertion Sequence), SECIS viazuci protein 2 (SBP2), Specificky
clongatny faktor pre selenocystein (EFsec) a selenocysteyl-tRNASS  ktoré tvoria
selenozom. V tomto unikatnom systéme je kla¢ovou molekulou selenocysteyl-tRNASIS
ktora je esencidlna pre biosyntézu selenocysteinu a pre jeho vlozenie do proteinu.

Selenocysteyl-tRNA 515 je najskor aminoacylovana serinom pomocou seryl-tRNA
syntetazy a serin je premeneny na selenocystein, ako donor slizi monoselenofostat (Romero
et al., 2005). Od ostatnych t-RNA sa lisi dizkou variabilného ramena, 13 nukleotidov
namiesto 12 a relativne malym poctom (4) modifikovanych nukleotidov (15-17 u ostatnych t-
RNA) (Hatfield and Gladyshev, 2002).

SECIS element sa nachadza v 3" neprekladanej oblasti vSetkych selenoproteinovych
génov (Low and Berry, 1996). Sekvencia SECIS elementu obsahuje apikalnu slucku
s adenozinmi, helix I a I, kvartet a vnatornu slucku. Jadrom eukaryotického SECIS elementu
je kvartet, lokalizovany medzi helixom II a apikalnou sluckou, tvoreny Styrmi bazami
nesparovanymi Watson-Crickovym parovanim (Walczak et al.,, 1996). Kvartet SECIS
elementu je viazany s SBP2, ktory zaist'uje spojenie so Specifickym elongacnym faktorom,
EFsec a ribozomom (Copeland et al., 2001). RNA vdzobna doména bola identifikované na C-
termindlnom konci sekvencie pre SBP2 (Hatfield and Gladyshev, 2002). Okrem vézby so

SECIS elementom a ribozémom, sa SBP2 viaZe na Sec tRNAPS5* 3 vklada selenocystein do

predlzujaceho sa ret'azca peptidu ako odpoved’ na UGA kodon.

Element

5I

Obr. 4. Mechanizmus vkladania selenocysteinu u eukaryotov. Selenocysteyl-tRNA
(Cerveny so zltym selenocysteinom) je naviazany v komplexe s EFsec (modry), SBP2 (zeleny)
a SECIS elementom (Cierna slucka). Komplex je pripraveny na vloZenie selenocysteinu do
A miesta predlZzujiceho sa peptidu (zIt¢é a modré gulicky). Podl'a Hatfielda (Hatfield and
Gladyshev, 2002).
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2.9. Selenoproteiny

Selenoproteiny narozdiel od selén obsahujtcich proteinov maju v molekule zabudovany
selén vo forme selenocysteinu v aktivnom mieste selenoproteinu. Primarnou funkciou
bakteridlnych selenoproteinov su katabolické procesy a selén je vyuzivany ako katalyzator
v redoxnych reakciach (Stadtman, 1996). Naopak wueukaryotov st selenoproteiny
charakterizované v anabolickych a antioxidaénych reakciach. Tieto vysledky naznacuju
rozlicny povod prokaryotickych a eukaryotickych selenoproteinov (Gladyshev and Kryukov,
2001).

Vicsina doteraz najdenych selenoproteinov bola identifikovana v zvieratach. Rastliny
a kvasinky neobsahuju selenoproteiny. Prekvapujico boli detekované selenoproteiny u riasy
Chlamydomonas reinhardtii, jeden z nich, metionin-S-sulfoxid reduktaza, je Specificky pre
tato riasu. Celkovo bolo najdenych 12 selenoproteinov v protedme riasy Ch. reindhardtii
(Grossman et al., 2007; Novoselov et al., 2002).

Vicsina eukaryotickych selenoproteinov méze byt rozdelena do dvoch skupin podla
pozicie selenocysteinu v proteine. Jedna skupina selenoproteinov obsahuje selenocystein na
N-termindlnom konci kratkej domény (80 - 250 aminokyselinovych zvyskov) (Tapiero et al.,
2003). Patria do nej proteiny, v ktorych sa vyskytuju motivy a-helixu a B-skladanych listov
ako glutation peroxidaza, selenoproteiny W, T, M a P. Do druhej skupiny, ktord je mene;j
pocetna, zarad’'ujeme proteiny so selenocysteinom situovanym na C-terminalnom konci,
napriklad G-rich protein z Drosophila melanogaster a tioredoxin reduktazu (Hatfield and
Gladyshev, 2002; Tapiero et al., 2003).

Doteraz bolo identifikovanych 25 selenoproteinov. Medzi ne patria glutation
peroxiddza, tioredoxin reduktdza, iodothyronin deiodinaza, selenofosfat syntetiza 2,
selenoproteiny H, I, K, M aSep 15, N, O, P, R, S, T, V, W, selenoproteiny v muzskych
pohlavnych orgénoch a spermiéch (Sunde, 1990).

Niektoré organizmy neobsahuju selenoproteiny, ale proteiny, ktoré maji selenocystein

v molekule nahradeny menej reaktivnym cysteinom (Fu et al., 2002; Novoselov et al., 2002).

2.9.1 Tioredoxin reduktaza

Selenoprotein tioredoxin reduktdza je protein redukujici tioredoxin. Tioredoxiny mozu

byt v bunke redukované viacerymi reduktdzami, ¢o zavisi na ich vnutrobunkovej lokaliz4cii.
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V cytosole a v mitochondridach su redukované pomocou NADPH cez NADPH tioredoxin
reduktdzu (NTR), ktora je pritomna v tychto Castiach bunky. NTR je pritomna od baktérii az
k cicavcom v dvoch formdch. Prva, snizkou molekulovou hmotnostou, bola néjdend
v baktériach, kvasinkach a rastlinach. Cicavce maji v bunke pritomny homodimér NTR, ktory
ma vyssiu molekulova hmotnost, 55kDa (Hanikenne et al., 2009). Jedna zo 4 NTR ndjdena
u Ch. reinhardtii obsahuje v molekule selenocysteinovy zvySok (Kryukov et al., 2003;
Novoselov et al., 2002). Tato NTR bola najdend aj u Osteococcus, ale nie u rastlin (Meyer et
al., 2006). Tioredoxin reduktdza katalyzuje redukciu tioredoxinu za pomoci NADPH ako

vodikového donora.

Tioredoxin-S, + NADPH + H' < tioredoxin- (SH), + NADP*

Tioredoxin-(SH); + protein-S, — tioredoxin-S; + protein-(SH),

V chloroplastoch st tioredoxiny redukované pomocou svetla cez fotosynteticky
redukovany feredoxin a feredoxin tioredoxin reduktdzu (FTR). FTR je heterodimericky Fe-S
enzym tvoreny katalytickou a variabilnou podjednotkou, ktorej hmotnost’ sa 1isi od jedného
organizmu k druhému. Trioredoxin reduktaza nemusi vzdy obsahovat’ selén v molekule, ten
modze byt nahradeny sirou. Niektori autori uvadzaju, ze TR vytvara aktivny selenid pre
nasledni syntézu selenoproteinov a je nevyhnutnym enzymom pri ochrane buniek voci
toxickému posobeniu selénu (Crosley et al., 2007; Madeja et al., 2005).

Tioredoxin je oxidoredukény protein pritomny vo vSetkych organizmoch a je esencialny
pre cicavce. Tioredoxin reguluje enzymy a transkripcné faktory, sluzi ako donor vodika pre
ribonukleotid reduktazu, ktord je esencidlna pre syntézu DNA, tioredoxin peroxidazu, ktora
meni peroxid vodika na vodu (Reichard, 1993; Roy et al., 2005). Pre tioredoxin je
charakteristické aktivne miesto disulfid/ditiol a konzervovana sekvencia —Trp-Cys-Gly-Pro-
Cys (Eklund et al., 1991; Holmgren, 1985, 1989).

Tioredoxin stimuluje proliferdciu normalnych aj nadorovych buniek avo vysokej
koncentracii je pritomny v naddorovych bunkdch. ZvySena aktivita tioredoxinu moZze hrat
dolezita tlohu v prevencii niektorych druhov rakoviny (Holmgren and Bjérnstedt, 1995).

V genome riasy Ch. reinhardtii boli identifikované tioredoxiny m, f, x, y, h ao
(Hanikenne et al., 2009).
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2.10. Selén u rastlin

Rastliny podl'a schopnosti akumulovat selén mozeme rozdelit na akumulétory,
neakumulatory a selén tolerantné druhy. Medzi akumulatory selénu patria rastliny schopné
zhromazdit’ vo svojich pletivach niekol’ko stoviek az tisicok miligramov selénu na kg suchej
hmotnosti rastliny. Patria medzi ne druhy Astragalus, Stanleya, Morida, Neptunia a d’alsie.
Selén tolerantné druhy st schopné rast’ na pode s vysokym obsahom selénu, ale nemaju prili§
zvySeny obsah selénu v pletivach (Astragalus bisulcatus, Atriplex nuttalli) (Banuelos et al.,
1997; Huang and Wu, 1991; Parker et al., 1991). Medzi neakumulatory selénu patri vacSina
ostatnych rastlin.

Selén je prijimany rastlinami procesom aktivneho transportu do korenov (Brown and
Shrift, 1982). Selenan konkuruje siranu v absorbcii do korenia a oba aniony su prijimané
siranovym transportérom v plazmatickej membrane korenia (Arvy, 1993; Breton and
Surdinkerjan, 1977; Clarkson and Luttge, 1991). Smith a kol. zistili, ze existuju dve triedy
sulfatovych transportérov, vysokoafinitna trieda sa nachadza v korenioch a nizkoafinitna vo
vyhonkoch aj koretioch a pravdepodobne zodpoveda za transport siry bunkou (Smith et al.,
1997; Smith et al., 1995). Selenan je na rozdiel od seleni¢itanu alebo organického selénu
ovela TlahSie transportovatelny zpddy (Terry et al., 2000). Tiez v rastlinach (listoch
a vyhonkoch) je selenan akumulovany vo vi¢som mnozstve ako selenicitan. Jedno z moznych
vysvetleni je, ze seleniCitan je premeneny na organickl formu selénu a je spotrebovany este
v koreiloch (Zayed et al., 1998). Rozdiely v uskladneni selénu boli zistené aj medzi rastlinami
akumulujicimi a neakumulujicimi selén. Pocas skorych vegetativnych Stadii rastu
akumulatory selénu zhomazd’uji selén v mladych listoch, avSak pocas reprodukcnej fazy
rastu sa selén prestva do semien a redukuje sa tak jeho obsah v listoch (Terry et al., 2000).
Rastliny neakumulujice selén, ho zhromazd’uju v semenach a koretioch (Beath, 1937).
Distribucia selénu v rastline zavisi nielen na forme akoncentracii selénu, ale aj na
koncentrécii ostatnych latok, hlavne sulfatov v okolitom prostredi.

Ako som spominala, selenan je absorbovany z pddy pomocou siranového prenaSaca
v korenioch, odkial’ je transportovany xylémom do listov. Bez chemickej modifikacie vstupuje
do chloroplastu, kde je metabolizovany enzymom ATP sulfuryldzou na adenozinfosfoselenan
a nasledne méze byt postupne redukovany az na selenol (Anderson, 1993, 1983; Dilworth
and Bandurski, 1977). Z medziproduktov tohto cyklu vznikaju selenocystein a nasledne

selenometionin, ktoré¢ sa zabudovavaju do proteinov. V rastlindch ako aj v hubach zatial
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nebola dokazana pritomnost’ selenoproteinov, ale len selén obsahujucich proteinov (Fu et al.,
2002).
Rastliny rovnako ako riasy uvoltfiuju cast’ selénu ako metylované selenidy do ovzdusia

(Vagkova, 2006).

2.11. Selén u rias

Vriasach je obsah selénu analyzovany hlavne z hladiska ekologie. Obsah selénu
v riasach je ovplyvneny jeho obsahom v okolitom prostredi. Vo vode sa prirodzene vyskytuje
malé mnozstvo selénu ato vo forme selenanu na povrchu vody avo forme seleniCitanu,
ktorého mnoZstvo vzrasta s jeho hibkou (merané v Indickom oceane) (Hattori, 1999). O to
vacsi problém nastava ak sa tato nepatrna koncentracia zvysi napriklad havériou (Kesterson
v Kalifornii) alebo inym znecistenim prostredia. K riasam odolnej$im voci znecisteniu
prostredia selénom patria niektori zastupcovia kmenov Prymnesiophyta, Prasinophyta
a Dinophyta, k menej odolnej$im riasy z kmenia Chlorophyta (Baines and Fisher, 2001).

Nizke koncentracie selénu stimuluji rast réznych druhov rias Peridinium cinctum
fa.westii (Dinophyta) (Lindstrom and Rodhe, 1978), Chrysochromulina breviturrita
(Prymnesiophyta) (Wehr and Brown, 1985), Thalassiosira pseudonana (Diatoma) (Price et
al., 1987). Pri vysSej koncentracii seleni€itanu v zivnom roztoku u riasy Chlamydomonas
reinhardtii bolo zistené ako prvé poskodenie ultrastruktary chloroplastov a nasledne
negativne ovplyvnenie fotosyntézy (Geoffroy et al., 2007; Morlon et al., 2005). PoSkodenie
chloroplastov nie je prekvapujuce, pretoze tu vznika selenocystein, ktory moze posobit
toxicky (Pilon-Smits et al., 2002).

Zvysenou koncentraciou selénu v Zivnom roztoku sa meni metabolizmus Skrobu
(Morlon et al., 2006). Jeho mnozstvo sa moze znizit (Irmer et al., 1986) alebo zvysit
(Nishikawa et al., 2003; Wong et al., 1994). Bunky rias vystavenych selénu sa vyznacuju
inhibiciou rastu, narusenim bunkovych Struktar a vznikaju v nich elektrondenzné organely
nedefinovatel'ného tvaru (Morlon et al., 2005). Pri druhu Chlorella zofingiensis bola zistena
pritomnost’ proteinov odolnych voci varu a zvysSena aktivita antioxidaénych enzymov, ktoré

su pravdepodobne jednym z mechanizmov tolerancie voci selénu (Pelah and Cohen, 2005).
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2.12. Selén v bunkach (toxicita a pozitivny efekt)

Selenoproteiny podsobia na bunky pozitivne hlavne vdaka antioxidacnej funkcii
enzymov, glutation peroxidaza redukuje peroxid vodika, lipidy a fosfolipidy peroxidov,
tioredoxin reduktdza pomaha regenerovat’ antioxidany systém, a tym obnovuje vnutorny
redoxny potencial bunky (Rayman, 2000).

Avsak ak je selén v nadbytku, mézu vznikat’ vol'né radikaly ako H,O,  a O,’, ktoré su
hlavnym dovodom toxicity selénu napriklad u Salmonella typhimurium (reakcie selenicitanu
s tiolmi v bunke za vzniku volnych radikdlov) (Kramer and Ames, 1988). Vznik vol'nych
radikdlov vytvorenych selénovymi zluceninami, bol prvy krat publikovany v roku 1989
Sekom et al., ktory dokazal vznik volného superoxidového radikalu O,'- a elementarneho
selénu, nésledne viazaného v selenodiglutatione, oxidaciou glutationu seleni¢itanom sodnym
(Seko and Imura, 1996). Superoxidovy radikdl ma sdm o sebe malu reaktivitu a toxicitu,
avSak dava vznik druhotnym oxidacnym produktom. Dismutaciou superoxidového radikalu
vznikd peroxid vodika, z ktorého Fentonovou reakciou vznika radikal hydroxylovy (OH").
Tento radikal je vel'mi reaktivny a poskodzuje DNA, najcitlivejSie k jeho posobeniu st C5-C6
dvojité viazby na pyrimidinoch a atomy uhlikov C4, C5 a C8 purinov. Hlavnym produktom
takého oxida¢ného posobenia je 8-oxo-guanin, ktorého dosledkom su zdmeny baz.

Ako ostatné oxidacné zluceniny, aj seleniitan in vitro inhibuje vézbu niektorych
transkripcnych faktorov na DNA v cicavéich bunkach (Handel et al., 1995; Kim and Combs,
1997; Spyrou et al., 1995). V cicav¢ich bunkéach blokuje zvySend koncentracia seleni¢itanu
bunkovy cyklus vo faze S/G2-M (Sinha et al., 1996). Tato blokacia moze vznikat' kvoli
poskodeniu DNA, jej jednoduchym zlomom, chomozémovym zlomom pripadne posSkodeniu
deliaceho vretienka (Biswas et al., 1997; Lu et al., 1994). Poskodenie DNA je pravdepodobne
dovod, preco na liecbu seleniCitanom reaguju citlivejSie bunky rakovinové (Pinson et al.,
2000). Koncentracia seleniCitanu posobiaca toxicky na rozne bunky je rdzna. Pre bunky
kvasiniek je to koncentracia vmM a pre bunky cicavcov niekol’ko uM. Dévodom tejto
odli$nosti je fakt, Ze seleni¢itan, rovnako ako sulfid je transportovany do cicav¢ich buniek

ucinnejsie ako do kvasiniek (Stratford, 1986).
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3. Material a metaddy

3.1. Pouzity organizmus

Kultaru chlorokokalnej riasy Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb. Kmen
Greifswald/15 sme ziskali zo Zbierky autotrofnych organizmov Botanického ustavu AV CR

v Tteboni.

3.2. Kultivacie

Riasy boli kultivované v tekutom zivnom médiu (Zachleder and Setlik, 1982), ktorého
zloZenie uvadzam v tabul’ke 1. Suspenzia bola prevzdusnovand zmesou vzduchu s 2 % CO;

(v/v) pri 30 °C v temperovanom fotobioreaktore. Fotobioreaktor bol z jednej strany osvetleny

Koncentracia Koncentracia
Prvok mg/L Zlucenina mg/L mol/L
r~ 1 s 1 |
K 1559,3 KNO; 4042 1.1072
P 77,5
K 97,5 KH,PO, 840 2,5.10°°
Mg 97,5
S 128 MgS0,.7H,0 988 4.10°°
Fe 2.8 chelatonat Zelezito- 18 2.5.10°°
sodny
Ca 2,005 CaCl,.6H,0 10,96 | 2,5.107°
B 0,54 H;BO; 3,09 2,5.107°
Mn 0,3 MnSO,4.4H,0 1,18 2,5.10°
Co 0,295 C0S0,.7H,0 1,4 2,5.10°°
Cu 0318 CuS0,.5H,0 1,24 2,5.107°
Zn 0,327 ZnS0,4.7H,0 1,43 2,5.107°
Mo 0,48 (NH;)¢Mo0,0,4.4H,0 | 1,84 | 2,5.10°

Tab. 1: ZloZenie Zivného roztoku
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ziarivkami (Osram DULUX L, 55 W/840, Taliansko). Oziarenost’ na povrchu kultivacnych
nadob bola priblizne 100 W/m? fotosynteticky aktivneho Ziarenia (400 - 720 nm).
Zalozné kultary boli udrzované na Petriho miskadch v Zivhom médiu spevnenom 2 %

agarom (Sigma-Aldrich, Ceska Republika) pri 25 °C .

3.3. Synchrénne a nesynchronne kultary

V zavislosti na kultivacnych podmienkach, hlavne na oziarenosti kultiry sa materské
bunky riasy Scenedesmus quadricauda delia na 4 alebo 8 dcérskych buniek tvoriacich
cendbia. Na  pripravu
synchronnych kulttr réstli
kultiry bez riedenia cely
cyklus, riedili sa az na
zaciatku svetelnej fazy na
pribliznt  hustotu 10
buniek/ml. Kultary boli
synchronizované strieda-
nim svetelnej a tmavej
fazy. Ak nie je uvedené

inak, bol pouzity svetelny

rezim 14 hodin svetla a 10
hodin tmy. Kultara bola zatemnovana v ¢ase, ked’ 10 % materskych buniek zacalo uvol'novat’
dcérske bunky. Tmavé faza bola ukoncena, ked sa uvolnili dcérske bunky z materskych.
Synchrénna kultara bola pouzitd ako inokulum pre d’alSie experimenty. Nesynchronne kultary

boli kultivované bez striedania svetelnej a tmavej fazy, na stalom svetle.

3.4. Meranie vzoriek na Coulter Counteri

Vzorky boli uchovavané (fixované) v 0,2 % (v/v) glutaraldehyde. Pocet buniek a ich
vel'kost’ boli merané na Coulter Multisizer II (Coulter Corporation, Florida, USA) pouzitim

izotonického roztoku ako elektrolytu.
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3.5. Stanovenie commitment pointu a krivky bunkového
delenia

Bunka, ktora presla commitment pointom je schopna dokoncit’ bunkovy cyklus, teda
rozdelit’ sa, bez d’alSiecho dodania energie, ktori v naSom pripade predstavuje svetlo. Na
zistenie €1 a kol’ko commitment pointov dosiahli bunky v kultire sme odoberali vzorky
v hodinovych intervaloch. 1 ml kultiry sa rozotrel po miske obsahujicej médium s 1,5 %
agarom a misky sa kultivovali v tme pri 30 °C. Z buniek, ktoré dosiahli commitment point sa
formovali kolénie dcérskych buniek. Pocet dcérskych buniek v kolonii indikoval pocet
commitment pointov dosiahnutych materskou bunkou (Umen and Goodenough, 2001;
Zachleder and van den Ende, 1992). Pocet materskych buniek deliacich sa na 4, 8 dcérskych
buniek bol zisteny pozorovanim v svetelnom mikroskope. Krivky boli vynesené ako pocet

buniek, ktoré dosiahli commitment point, v percentach, v Case.

3.6. Stanovenie susiny

Cisté a ozna¢ené mikroskimavky sa susili minimalne 12 hodin v susiarni so zapnutym
ventilatorom pri 105 °C. Nasledne sa vlozili do exsikatoru apostupne odvazili na
analytickych vahach s presnostou na 4 desatinné miesta (Mprazana). Napipetovali sa 2 ml
suspenzie, ktoré sa odstredili pri 5000 rpm 3 minuty (Janetzki K24, VEB Zentrifugenbau
Engelsdorf, Nemecko) a supernatant sa odsal. Znovu sa susili pri 105 °C minimélne 12 hodin
a odvazili (Mping). Suchd hmotnost’ sa stanovila podla vzorca:

mplné(g) - mprézdné(g)

PW(gl = 0,002(1)

3.7. Stanovenie optickej hustoty

Opticka hustota bola merana spektrofotometricky pristrojom znacky Specol 11 (Zeiss,

Nemecko) pri 750 nm v 0,501 cm kyvetach.

3.8. Stanovenie aktivity tioredoxinreduktazy

Aktivitu tioredoxinreduktazy (TR) sme stanovovali podla Holmgrena a Bjornstedta
(Holmgren and Bjornstedt, 1995). Bunky boli centrifugované 5 min pri 4000 rpm, premyté
pufrom A [50 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5] a dezintegrované vortexovanim 6 min so
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zirkoniovymi guliC¢kami (priemer 0,7 um, Biospec, USA) v roztoku pufru A a 100x riedenom
roztoku protedzovych inhibitorov (4-2-aminoetyl)benzenesulfonyl fluoride, 1,10 fenantolin,
pepstanin A, leupeptin, bestatin, E-64) (Sigma-Aldrich, Ceskd Republika) v pomere 2:1.
Extrakt bol centrifugovany 15 min pri 13 000 rpm a supernatant zamrazeny v tekutom dusiku
a skladovany pri —20 °C. Extrakt zbuniek (10 ul) bol zmieSany so 490 ul pufru
A obsahujiiceho Trx (Escherichia coli, Sigma-Aldrich, Ceska Republika), 500 pg/ml inzulinu
(hovidzi pankreas, Sigma-Aldrich, Ceska Republika) a 200 uM NADPH (Calbiochem, USA).
Zmes bola inkubovana 20 min pri 37 °C. Reakciu sme zastavili pridanim 500 pL guanidin
hydrochloridu (Sigma-Aldrich, Ceskd Republika) obsahujuiceho 1 mM 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoovej kyseliny) (DTNB, Sigma-Aldrich, Ceska Republika). Produktom reakcie je 5—
tionitrobenzoova kyselina (TNB), ktord ma zlta farbu a maximum absorbancie pri 412 nm.

ZvySenie absorbancie sme merali spektrofotometricky pri 412 nm v titracnej dosticke

pouzitim TEACAN (Schoeller, Raktisko).

DTNB+NADPH+H™ — 2 TNB+NADP"

Reakcia bez bunkového extraktu a reakcia s ¢istou TR (E.coli, Sigma-Aldrich, Ceska

Republika) namiesto bunkového extraktu boli pouzité ako negativna a pozitivna kontrola.

3.9. Stanovenie celkového selénu

Selén bol pridavany ako seleniCitan Na,SO; a/alebo ako selenan Na,SO4 na zaciatku
kultivacie v koncentraciach (10 — 400 mg selénu na liter média).

Zmes kyseliny dusicnej (65 %, p.a., Merck Darmstadt, Nemecko) s peroxidom vodika
(30%, Analpure, Analytika Praha, Cesk4 Republika) bola pouzZitd na rozklad vzoriek biomasy.
Vzorka (0,1 g) bola rozloZzena 4 ml kyseliny dusi¢nej a2 ml peroxidu vodika pri 190 °C
v PTFE nadobke v uzavretom mikrovinom systéme (Berghof, Nemecko). Po odpareni
prebytocnej kyseliny, v rovnakom mikrovlnom systéme, bol vysledny roztok preneseny do
odmernej fl'ase (100 ml) a doplneny vodou (18,2 MQ merné¢ho odporu, Millipore Simplicity,
Bedford, MA).

Na analyzu vzoriek bol pouzity hmotnostny spektrometer s indukéne viazanou plazmou
Agilent 7500ce (Agilent Technologies, Japonsko).

Aby sme predisli polyatomickym interferencidm, tak sa merali izotopy selénu s ¢islom

77 a 82.
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3.10. Stanovenie selenometioninu

Hydrolyza kyselinou metansulfénovou bola pouZzita na stanovenie celkového obsahu
SeMet v biomase (Wrobel et al., 2003). 100 mg suchej biomasy bolo zmieSanych s 10 ml
kyseliny metansulfénovej (4 mol/L, Sigma-Aldrich, Ceskd Republika) 20,2 ml
2-merkaptoetanolu (Fluka, Ceska Republika). Zmes bola varend 16 hodin pod refluxom.
Vysledny roztok bol doplneny deionizovanou vodou do 100 ml a prefiltrovany cez 0,45 pm
filter strickacky (obnovena celul6za) a pouzity na chromatograficku analyzu.

Na oddelenie zltcenin selénu bola pouzita anidnova vymenna chromatografia s ICP-MS
detekciou. Zakladna aniénové kolona Hamilton PRP-X100 (4,6x150mm+4,6x25mm guard
columm, Hamilton Company, Nevada) ovlddana v izokratickom mode s octanom
amonnym/metanolom v mobilnej faze [pH 5,0, 40 mM, 1 %V/V metanol, 0,6 ml/min] pri
25 °C. ZluCeniny selénu boli stanovené pouzitim jeho izotopov s ¢islami 77 a 82. Pre
kalibraciu bol pouzity roztok selenometioninu v kyseline metansulféonovej (>99 %, Sigma-

Aldrich, Ceskéa Republika).

3.11. Mikrofotografie

Pre zhotovenie mikrofotografii bola pouzitd digitdlna kamera CCD (F-View II)

pripojena k mikroskopu BX51 (Olympus, Japonsko).
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4. Vysledky

4.1. Toxicita selénu

4.1.1 Toxicita selenicitanu

Bol testovany vplyv selénu na divoky kmen Scenedesmus quadricauda. Pokusnou
kultirou bola nesynchronna kultara riasy S. quadricauda, ktora rastla pri trvalom svetle,
prevzdusiovana bola zmesou vzduchu s 2 % CO; (v/v), intenzita svetla dosahovala 566,9
umol/(m?*/s) a teplota 30 °C.

Divoky kmei riasy S.quadricauda prirodzene znaSa nizke koncentracie selénu (do
5 mg Se/L zivného roztoku), ¢i uz vo forme selenicitanu alebo selenanu. Na obrazku 6 su
znazornené rastové krivky divokého kmena kultivovaného pri réznych koncentraciach
seleniCitanu v Zivhom roztoku, je zjavné, ze zvySovanie mnozstva seleniCitanu sposobuje
znizovanie rychlosti rastu kultar. Kontrolna nesynchronna kultura riasy S. quadricauda rastla
bez selenicitanu pridaného do Zivného roztoku (krivka O) a dosiahla suchi hmotnost’ 4,5 g/L
po 96 hodinach kultivacie. Uz koncentracia selenicitanu 5 mg Se/L zivného roztoku (krivka

) sposobuje spomalenie rastu a na konci kultivacie dosiahla kultira koncentraciu susiny 4
g/L. Kultlra, rastuca v Zivnom roztoku s koncentraciou selenic¢itanu 10 mg Se/L (krivka ),
dosahovala poloviént rychlost’ rastu v porovnani s kontrolnou kultarou. Kultura pestovana
kultivovana v zivnom roztoku s 50 mg Se/L v podobe seleniitanu, rastla vel'mi pomaly
(krivka 4). Kulttra, do zivného roztoku ktorej bol pridany seleni¢itan v koncentracii
100 mg Se/L (krivka ¢), nedosahovala takmer Ziadny narast susiny (0,323 g/L).

Toxicita seleni¢itanu na bunky divokého kmena je viditeI'na na obrazku ¢islo 7. V Casti
Aje na mikrofotografii zachytené osembunkové cendbium kontrolnej kultiry divokého
kmena riasy S.quadricauda. Cast B znazorfiuje cendbium po pridani seleni¢itanu
v koncentrécii 50 mg Se/L Zivného roztoku. Cendbia v kultire boli deformované a vykazovali
rozne malformécie. Namiesto dvoch ostiiov na kazdej koncovej bunke mali ostne vyrastajice
z r6znych buniek cendbia a ich pocet bol taktiez rozny (Obr. 7B, ostne oznacené Sipkami). Na
tretej fotografii z fluorescenéného mikroskopu (signal je autofluorescencia chlorofylu) je
zachytené cenobium rastlice v Zivhom roztoku s koncentraciou seleni¢itanu 100 mg Se/L
zivného roztoku. Najvicsia bunka v strede cenobia je vitalna a rastie, aj pri tejto (pre divoky
kmen) vysokej koncentracii selénu, avSak nie je schopna rozdelit' sa. Pat" buniek s nizSou

autofluorescenciou takmer vobec nerastlo. Dve najtmavsie bunky v cendbiu st mftve.
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Obr. 6: Vplyv seleni¢itanu sodného na kultury divokého kmena riasy S. quadricauda.
Nesynchronna kultura divokého kmena riasy S.quadricauda po pridani

sodného do zivného roztoku v koncentracii 5 mg (©), 10 mg ("), 50 mg (4 ) a 100 mg ()
Se/L. Kontrolna kultara bez pridavku selénu v zivnom roztoku (O).

Obr. 7: Osembunkové cendbiaa riasy S.quadricauda po posobeni
Mikrofotografie zo svetelného mikroskopu. Nomarského kontrast (A, B) a autoﬂorescenc1a
chlorofylu (C). Mierka je 10 pum.

4.1.2 Toxicita selenanu

Nasledne bolo testované podsobenie selenanu na nesynchronne kultary divokého
kmena riasy S.quadricauda (Obr. 8). Podmienky boli rovnaké ako v predchadzajucom

pokuse. V nasledujicom grafe su zndzornené rastové krivky divokého kmena pestovaného
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kultivovaného pri réznych koncentraciach selenanu v Zivnom roztoku. Selén aplikovany
v podobe selenanu v mnozstve 5 mg Se/L Zivného roztoku vobec nespomalil rast kultiry,
naopak ho mierne stimuloval (krivka @). Na konci kultivacie dosiahla kultara koncentraciu
susiny 4,65 g/L, ¢o je porovnatel'né s kulturou rastucou bez Se v zivnom roztoku (krivka O).
Pridanie dvojnasobného mnozstva selenanu, teda 10 mg Se/L zivného roztoku, znamenalo
spomalenie rastu kultary o jednu tretinu v porovnani s kontrolnou kultarou (krivka ).
Koncentracia suSiny kultiry na konci kultivacie bola 3,1 g/L. Nésledne boli testované vyssie
koncentracie selenanu. VyraznejSie spomalenie bolo zaznamenané po pridani selenanu
v koncentracii 50 mg Se/L (krivka A). Po pridani selenanu v koncentracii 100 mg Se/L
zivného roztoku nezaznamenala suspenzia takmer ziadny narast koncentracie suSiny
a prezivali len niektoré bunky (krivka @). Pri porovnani oboch grafov (Obr. 6 a 8) mdzeme
vidiet, ze GCinok seleniCitanu na divoky kmen S. quadricauda bol toxickejsi nez uc¢inok

selenanu.
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Obr. 8: Vplyv selenanu sodného na kultiry divokého kmemna riasy S.quadricauda.
Nesynchronna kultara divokého kmeria riasy S. quadricauda po pridani selenanu sodného
do zivného roztoku v koncentracii 5 mg (@), 10 mg (H), 50 mg (A) a 100 mg (@) Se/L.
Kontrolna kultira bez pridavku selénu v Zivnom roztoku (O).
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4.2. Selekcia kmenov rezistentnych voci selénu

4.2.1 Kmen rezistentny voci selenicitanu

Kultira divokého kmena riasy S.quadricauda bola kultivovana v Zivnom roztoku
s nizkymi koncentraciami seleniCitanu, ktoré sa postupne zvySovali, ked’ sa na ne kultira
adaptovala. Pociatocna koncentracia 0,1 mg Se/L Zivného roztoku bola postupne zvySovana
az na 400 mg Se/L zivného roztoku. Postupnou selekciou sa podarilo ziskat’ kmen Se20, ktory
v porovnani s kultirami divokého kmena znésa vysSie koncentracie selenicitanu pridané do

zivného roztoku, ako je zrejmé z grafu (Obr. 9).
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Obr. 9: Vplyv selenifitanu sodného na kultury kmena Se20 riasy S.quadricauda.
Nesynchronna kultura kmena Se20 riasy S. quadricauda po pridani seleni¢itanu sodného do
zivného roztoku v koncentracii 100 mg (@), 200 mg (M) a400 mg (A) Se/L. Kontrolna
kultira kmena Se20 bez pridavku selénu v zivnom roztoku (O).

V grafe su zobrazené rastové krivky kmena Se20 pestovaného kultivovaného pri
roznych koncentracidch seleniCitanu v Zivhom roztoku. Rast kultiry kmena Se20
so 100 mg Se/L zivného roztoku (krivka @), bol prvé dva dni totozny s rastom kontrolnej
kultary kmena Se20 bez selénu v zivnom roztoku (krivka O). Pocas d’al$ej kultivacie sa rast
kultary spomalil, kultira po 96 hodinach kultivacie dosiahla koncentraciu susiny 3,51 g/L.
Rast kultary po pridani vysSieho mnoZstva selenicitanu (200 mg Se/L Zivného roztoku, krivka
M) sa spomalil v porovnani s nizSou koncentraciou selenicitanu v zivnom roztoku. Kultira,

rastica v zivnom roztoku so seleniCitanom, v koncentracii 400 mg Se/L Zivného roztoku
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(krivka A), zaznamenala mierne spomalenie rastu oproti kultire rasticej v zivnom roztoku
s 200 mg Se/L. Na konci kultivacie bol prirastok oboch kultar rastucich v zivhom roztoku
s vySSou koncentraciou selénu, teda 200 a 400 mg Se/L, rovnaky (3,09 g/L). V porovnani
s divokym kmeniom je kmen Se20 odolnejsi voci selenicitanu pridanému do Zivného roztoku
(porovnaj koncentraciu 100 mg Se/L pri divokom kmeni a koncentraciu 400 mg Se/L. pri
kmeni Se20).

Po d’alSej stabilizacii kmena rastom pod selekénym tlakom, bol kmen ulozeny v zbierke
a premenovany na SelV andsledne bol patentovany. Patent ¢islo PV 2007-765 (Z7560)
(Douskova et al., 2007a). Tento kmen je rezistentny voci vysokym davkam selenicitanu
sodného pridavaného do zivného roztoku (Obr. 10). Graf vyjadruje priebeh rastovych kriviek.
V zivnom roztoku rastla kultara divokého kmena (krivka O) pomalsSie ako kultara
rezistentného kmena SelV (krivka @). Po pridani selenicitanu v koncentraciach 100, 200
a 400 mg Se/L do zivnych roztokov kultir divokého kmeiia sa ich rast zastavil a po 48

hodinach pdsobil seleni¢itan v zivnom roztoku letalne (krivky [1, A, ).

Susina, g/L
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Obr. 10: Vplyv selenic¢itanu sodného na Kultiry divokého kmefa a kmena SelV riasy
S. quadricauda. Nesynchronna kultura kmena SelV riasy S. quadricauda bez pridavku selénu
v zivnom roztoku (®) a po pridani seleni¢itanu sodného do zivného roztoku v koncentracii
100 mg (M), 200 mg (A) a 400 mg (®) Se/L. Kontrolna kultara divokého kmena riasy
S. quadricauda bez pridavku selénu v Zivnom roztoku (O), so seleni¢itanom v koncentracii
100 mg (), 200 mg (A) a 400 mg (<) Se/L.

Rast kultar rezistentného kmena SelV po pridani seleni¢itanu v koncentracii 100

a 200 mg Se/L zivného roztoku bol prakticky rovnaky (krivky B, A). Obe kultiry dosiahli
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koncentraciu susSiny priblizne 3,8 g/L. Rast kultiry v zivnom roztoku s najvysSou testovanou
koncentraciou selenicitanu, 400 mg Se/L, zaznamenal mierne spomalenie (krivka @) oproti
kultdram rasticim v Zivnom roztoku s mensim niz§im mnozstvom seleni¢itanu. Kmen SelV je
teda schopny rast’ v zivnom roztoku so seleni¢itanom v koncentracii 400 mg Se/L (Obr. 10
a Obr. 12).

Ako bolo ukdzané v predchadzajucom grafe, kmen SelV je rezistentny voci vysokym
mnozstvam selenic¢itanu v zivnom roztoku. Nésledné testy vSak ukézali, ze jeho rezistencia sa
nevztahuje na druhu testovanu zltceninu selénu, teda selenan sodny (Obr. 11). V grafe su
zobrazené rastové krivky kmena SelV. Kultira kmena SelV s najnizS§ou pouzitou davkou
selenanu v zivnom roztoku, 100 mg Se/L (krivka M), zaznamenala narast koncentracie suSiny
len na hodnotu 1 g/ po 96 hodinach kultivacie. V porovnani s tou istou kultirou rastiicou
v zivnom roztoku s rovnakym mnoZzstvom selénu, ale vo forme seleniCitanu je tdto hodnota
vel'mi nizka (porovnaj s krivkou M, hodnota 3,76 g/L). Vyssia davka selenanu, 200 mg Se/L
zivného roztoku, spdsobila vyrazné spomalenie rastu (krivka A, Obr. 11 a Obr. 12). Davku

400 mg Se/L zivného roztoku mdézeme povazovat’ za letalnu (krivka €, Obr. 11 a Obr. 12).
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Obr. 11: Vplyv selenic¢itanu sodného a selenanu sodného na kultiry kmemna SelV riasy
S. quadricauda. Nesynchronna kultura kmena SelV riasy S. quadricauda bez pridavku selénu
v zivnom roztoku (@) a po pridani seleni¢itanu sodného do zivného roztoku v koncentracii
100 mg (M), 200 mg (A) a 400 mg (®) Se/L. Kultira kmena SelV riasy S. quadricauda so
selenanom sodnym pridanym do zivného roztoku v koncentracii 100 mg (H), 200 mg (A) a
400 mg (@) Se/L.
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l[ll L Ll |10 Obr. 12: Kultiry kmeiia SelV riasy S. quadricauda
+2301‘I’U b o ’339131 +i§olgx po pridani seleni¢itanu sodného alebo selenanu
p- : sodného v koncentracii 200, resp. 400 mg Se/L do
zivného roztoku. Koncentracia 200 mg Se/L,
pridaného ako seleniCitan, Ciasto¢ne spomalila rast
kultary. Po pridani vysSej koncentrécie seleni¢itanu do
zivného roztoku kultira rapidne spomalila svoj rast
adosiahla nizSiu hustotu. Po pridani selenanu,
v koncentracii 200 resp. 400 mg Se/L zivného roztoku,
kultary spomalili, resp. zastavili svoj rast. Pri vyssej
koncentrécii selenicitanu je viditeI'né ¢ervené sfarbenie
kultary.

4.2.2 Kmen rezistentny voci selenanu

Odolnost’ vyselektovaného kmena SelV voci selenanu je vel'mi nizka, preto sa v selekcii
pokracovalo. Do zivného roztoku divokého kmetia bol pridavany Vv postupne
sa zvySujucich koncentracidch. Selekciou ziskany kmen dostal nazov a je odolny voci
vy$§im koncentraciam selenanu v porovnani s divokym kmenom riasy S. quadricauda (Obr.
13). Je patentovany pod ¢islom PV 2007-766 (Z7561) (Douskova et al., 2007c). Grafom je
vyjadreny narast koncentracie suSiny v case. Kultira kmena v zivhom roztoku bez
selénu rastie rovnako rychlo ako kontrolna kultira divokého kmena riasy S. quadricauda
(krivky a O). Po pridani selenanu, v koncentracii 100 mg Se/L, (krivka M) testovana
kultara kmena spomalila svoj rast priblizne o polovicu a koncentracia susiny po 96
hodinach kultivacie bola 2,44 g/L. Oproti tomu kultara divokého kmena v zivhom roztoku
s rovnakou koncentraciou selenanu dosiahla koncentraciu susiny len 0,68 g/L (krivka [1). Po
zdvojnasobeni mnozstva selenanu pridaného do zivného roztoku spomalil kmen
rychlost’ svojho rastu priblizne na polovicu v porovnani s rychlostou rastu v zivnom roztoku
so 100 mg Se/L (krivka A). Taktiez koncentracia susiny dosiahla polovi¢na hodnotu, 1,2 g/L.
Pri najvysSej testovanej koncentracii selenanu, 400 mg Se/L, nebol zaznamenany takmer
ziadny nérast koncentracie susiny (krivka €). Hodnota 0,1 g/L na zaciatku kultivécie sa po 96
hodinach kultivacie zmenila na hodnotu 0,23 g/L. Tato vysoku koncentraciu selenanu

pridaného do zivného roztoku prezili len niektoré bunky kultiry kmena (Obr. 15).
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Obr. 13: Vplyv selenanu sodného na kultury divokého kmefa a kmena riasy
S. quadricauda. Nesynchronna kultira kmena riasy S. quadricauda bez pridavku selénu
v zivhom roztoku (®) a po pridani do zivného roztoku v koncentracii

100 mg (&), 200mg (A) a400 mg (®) Se/L. Kontrolnd kultura divokého kmena riasy
S. quadricauda bez pridavku selénu v zivnom roztoku (O), so selenanom v koncentracii
100 mg Se/L (LJ).

Kmen bol testovany na odolnost’ voci seleniitanu sodnému (Obr. 14). Graf
zobrazuje narast koncentricie suSiny v Case. Po pridani seleni¢itanu do zivného roztoku
v koncentracii 100 mg Se/L. (krivka M), sa rast vyrazne spomalil oproti kontrolnej kultire
kmena kultivovanej v zivnom roztoku bez selénu (krivka @) a mierne spomalil oproti
kultare kultivovanej v Zivnom roztoku so selenanom v rovnakej koncentracii selénu (krivka

). Po zvySeni mnozstva seleniCitanu v Zivnom roztoku na 200 mg Se/L (krivka A) sa rast

kultary prakticky zastavil a kultira dosiahla koncentraciu susiny len 0,38 g/L za 96 hodin.
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“ '“l' l‘ﬂl r‘-l Obr. 15: Kultiry kmena SeVI po pridani

Se Ul e Ul “se U1 Se Wl selenanu sodného alebo seleniditanu sodného
e thAm uE - eZR IU R8BIV -y Koncentracii 200, resp. 400 mg Se/L do
zivného roztoku. Je viditelny vplyv vysokej
koncentracie selenanu (400 mg Se/L), kultura mala
niz§iu rastovi rychlost a dosahovala mensiu
hustotu ako kultira kmena SeVI snizSou davkou
selenanu v zivnom  roztoku. Po  pridani
seleni¢itanu, v koncentracii 200, resp. 400 mg Se/L
zivného roztoku kultury zastavili svoj rast.

4.2.3 Kmen rezistentny voCi obom formam selénu

Poslednym vyselektovanym kmeniom rezistentnym voci vysokym davkam selénu
v zivnom roztoku je kombinovany kmen SelV+VI. Je odolny voci selénu pridanému do
zivného roztoku vo forme seleni€itanu aj selenanu. Kmen je patentovany pod ¢islom PV
2007-764 (Z7559) (Douskova et al., 2007b). Kultura kmenia SeIV+VI po kultivacii v Zivnom
roztoku bez selénu réstla rovnako ako kontrolna kultara divokého kmena (Obr. 16, krivky — a
O). Po pridani v koncentracii 100 mg Se/L zivného roztoku sa rast kultary kmena
SelV+VI spomalil (krivka ). AvSak, v porovnani s divokym kmenom rasticim v rovnhakom
zivnom roztoku dosiahla kultira kmena SelV+VI vysSiu koncentraciu suSiny (porovnaj
krivky a A\, resp koncentracie susiny 3,1 g/L a 0,6 g/L). VyraznejSie spomalenie rastu
zaznamenala kultira kmena SelV+VI po pridani kombinacie seleni¢itanu so selenanom do
zivného roztoku v koncentracii 100 mg Se/L, tzn. 50 mg Se vo forme seleni¢itanu a 50 mg vo
forme selenanu (krivka ®). ESte vyraznejsSie sa spomalil rast kultury po pridani
do zivného roztoku v koncentracii 100 mg Se/L (krivka ). NajpomalSie rastla kultura
v zivnom roztoku s najvyssou koncentraciou selénu, 200 mg Se/L, pridané¢ho ako selenicitan

(100 mg Se/L) a selenan (100 mg Se/L) (krivka V). Po pridani najvysSieho testovaného
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mnozstva selénu do zivného roztoku kultira nezaznamenala zastavenie rastu, ako pri

predchéadzajucich pokusoch, ale len spomalila svoj rast.
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Obr. 16: Vplyv selenic¢itanu sodného a selenanu sodného na kultiry divokého kmera
a kmena SelV+VI riasy S.quadricauda. Nesynchronna kultura kmena SelV+VI riasy
S. quadricauda bez pridavku selénu v Zivnom roztoku () po pridani

(), resp. () do zivného roztoku v koncentracii 100 mg Se/L a po
pridani selénu v kombinacii selenic¢itan a selenan v koncentracii 50+50 mg (@) resp.
100+100 mg (V) Se/L zivného roztoku.

Kontrolna kultira divokého kmena riasy S. quadricauda bez pridavku selénu v zivnom
roztoku (O), so seleni¢itanom sodnym v koncentracii 100 mg (L), so selenanom sodnym
v koncentracii 100 mg (A\) a v ich kombinacii 50+50 mg (<) Se/L Zivného roztoku.

4.3. Obsah selénu v bunkach

V nasledujicich pokusoch sa blizSie charakterizovali ziskané kmene riasy
S. quadricauda. Stanovovalo sa mnozstvo celkového selénu a mnozstvo selenometioninu
viazaného v bunkach vsetkych troch vyselektovanych kmenov a divokého typu (Obr. 17).
Obsah Se bol stanovovany metodou ICP MS a obsah selenometioninu metédou HPLC-ICP-
MS popisanymi v kapitole Material a metody. Pokusnou kulturou bola nesynchrénna kulttra
riasy S. quadricauda, ktora rastla pri trvalom svetle, prebublavana bola zmesou vzduchu s 2%
CO, (v/v) aintenzita svetla dosahovala 566,9 umol.m'z.s'1 (5 V). Selén bol pridavany do
zivného roztoku vo forme selenicitanu alebo selenanu v koncentracii 20, resp. 50 mg Se/L. Pri

testovani divokého kmena bola pouzita koncentracia 10 mg Se/L, vzhl'adom na toxicitu
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selenicitanu. Pri vySSich koncentracidch seleni¢itanu nebolo mozné ziskat’ dostatok biomasy
na potrebné analyzy.

Kultira divokého kmena kultivovana v zivhom roztoku bez pridavku selénu
neobsahovala v bunkach detekovatelné mnozstvo selénu. Po pridani selenicitanu
v koncentracii 10 mg Se/L sa obsah celkového selénu v bunkach zvysil na takmer 283 mg/kg
a obsah selenometioninu na 81,7 mg/kg. Pri vysSej koncentracii selenanu kultura nerastla tak
dobre, aby bolo mozné ziskat dostatocné mnozstvo vzoriek na analyzy. Postupnym
zvySovanim mnozstva selenanu v zivnom roztoku sa zvysil celkovy obsah selénu ako aj obsah
selenometioninu v bunkach divokého kmena. Zvysenim mnozstva selenanu z 20 mg Se/L na
50 mg Se/L stiipol obsah selenometioninu viac ako dvojnasobne, na 293 mg/kg a obsah selénu
sa zvysil z 329 mg/kg na 717 mg/kg.

Kment SelV obsahoval po kultivacii v zivhom roztoku s obsahom seleniitanu
v koncentracii 20 mg Se/L. vel'mi nizke mnozstvo celkového selénu (41 mg/kg) a takmer
ziadny selenometionin naviazany v bunkach (7 mg/kg). Mnozstvo celkového selénu ako aj
obsah selenometioninu v bunkach kmena SelV sa zvysil po zvySeni koncentracie seleni¢itanu
na 50 mg Se/L pridaného do zivného roztoku. Aj napriek tomu bolo mnoZstvo celkového
selénu ako aj mnozstvo selenometioninu naviazaného v bunkdch nizke (243 mg/kg, resp.
39 mg/kg). Prudké zvysenie celkového obsahu selénu ako aj selenometioninu zaznamenala
kultira kmenia SelV po kultivacii v zivnom roztoku so zvySujicim sa obsahom selenanu. Po
zvySeni mnoZstva selenanu pridaného do zivného roztoku z20 na 50 mg Se/L stiplo
mnozstvo celkového selénu v bunkdch kmena SelV z 432 mg/kg na 882 mg/kg. Obsah
selenometioninu sa zvysil viac ako dvojnasobne, z mnozstva 134 mg/kg na 298 mg/kg. Pri
tejto koncentracii selenanu bolo zaznamenané najvysSie mnozstvo selenometioninu ako aj
celkového selénu akumulovaného v bunkach kmena SelV.

Kultary kmena kultivované v Zivnom roztoku s najvys$$im mnozstvom selenanu
rovnaké mnozstva selenometioninu naviazan¢ho v bunkach (172 a 175 mg/kg). Najvyssie
mnozstvo selenometioninu naviazaného v bunkdch bolo stanovené v bunkéach rastucich
v zivnom roztoku s pridanym seleni¢itanom v koncentracii 50 mg Se/L. Mnozstvo celkového
selénu sa zvySovalo spolu so zvysSujicim sa mnozstvom selénu v zivnom roztoku. Po pridani
selenicitanu v koncentracii 20 mg Se/L bolo celkové mnozstvo selénu v bunkach 576 mg/kg
apo zvySeni mnozstva seleniitanu na 50 mg Se/L stuplo na 823 mg/kg. Po rovnakom
zvySeni selenanu v zivhom roztoku sa zvySil celkovy obsah selénu z357 mg/kg na

634 mg/kg.
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Mnozstvo selenometioninu ako aj celkového selénu sa u kombinovaného kmena
SelV+VI zvySovalo spolu so zvySujucou sa koncentraciou selénu v zivhom roztoku.
MnozZstvo selenometioninu bolo pri oboch porovnavanych koncentraciach, 20 a 50 mg Se/L
pridaného ako kombindcia seleniCitanu a selenanu, nizke, dosiahlo hodnotu 32 mg/kg

resp. 48 mg/kg.
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Obr. 17: Obsah celkového selénu a obsah selenometioninu, v mg na kg hmotnosti susSiny,
stanoveny v nesynchronnych kultarach riasy S. quadricauda. Boli pouzité vyselektované
kmene a divoky kmenl. Divoky kmen bol kultivovany v zivhom roztoku so seleni¢itanom
alebo selenanom v koncentracii 10, resp. 20 a 50 mg Se/L. Kmene SelV a SeVI boli
kultivované v Zivnych roztokoch so seleni¢itanom alebo selenanom v koncentracii 20 a 50 mg
Se/L. Kombinovany kmenn SelV+VI bol kultivovany v zivnom roztoku, do ktorého bol
pridany seleniCitan spolu so selenanom v koncentracii 20 a 50 mg Se/L, resp. 10+10
a 25+25 mg Se/L.
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4.4. Aktivita tioredoxin reduktazy
4.4.1 Aktivita TR u nesynchronnych kultar

V nasledujucich pokusoch bola zistovanad aktivita TR v bunkédch kultivovanych bez
selénu ako aj so selénom v zivnom roztoku vo vsetkych vyssie spominanych kmenoch riasy
S. quadricauda (Obr. 18). Aktivita TR bola stanovend enzymatickou esejou. Pokusnymi
kultarami boli kultiry divokého kmena a kmenov rezistentnych voci selénu rastice 12 hodin
pri trvalom svetle intenzity 566,9 umol.m™>.s™ (5 V) aboli prebublavané zmesou vzduchu
s 2 % CO, (v/v). Aktivita TR je vyjadrend v U/g proteinu, kde 1U je definovana ako mnozstvo
enzymu, ktoré sposobi zmenu absorbancie o 1 pri 412 nm a pouziti 200 uM NADPH za
minutu.

Aktivita TR divokého kmena riasy S. quadricauda v Zivnom roztoku bez pridaného
selénu bola nizka (2,9 U/g) v porovnani s aktivitou TR kultary divokého kmena rastlicej
v Zivhom roztoku so selenanom v koncentracii 50 mg Se/L (6,4 U/g). Aktivita TR prudko
stupla po vystaveni kultury divokého kmena rovnakej koncentracii selenicitanu az na hodnotu
20 U/g.

Aktivita TR kmena SelV po pridani seleniCitanu v koncentracii 50 mg Se/L je
porovnatelnd s aktivitou TR buniek tohto kmeia, ktoré neboli vystavené selénu. Vyrazné
zvySenie, na hodnotu 21 U/g, nastalo po pridani rovnakého mnozstva selénu v podobe

selenanu do zivného roztoku.

Pri kmeni bola mierne zvysSena aktivita TR kultury rastlicej v Zivnom roztoku bez
selénu oproti kulture rastucej v zivhom roztoku so selenanom v koncentracii 50 mg Se/L
(porovnaj hodnoty 4,9 a4,2 U/g). Najvyssia aktivita TR tohto kmena bola zaznamenana
u kultiry rastucej v zivnom roztoku so seleni¢itanom v rovnakej koncentracii. Dosiahla

hodnotu 7,9 U/g.

Aktivita TR kombinovaného kmena SelV+VI, bez selénu v Zivnom roztoku dosiahla
hodnoty porovnatelné s kulttirou divokého kmena (hodnota 2,5 resp. 2,9 U/g). Kombinovany
kment vykazoval mierne zvySenu aktivitu TR po pridani selénu v koncentracii 50 mg/L

(25+25 mg Se/L selenicitan a selenan). Aktivita TR dosiahla hodnotu 5,6 U/g.
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Obr. 18: Aktivita trioredoxin reduktazy stanovena u nesynchronnych kultir divokého

a selén rezistentnych kmenov riasy S. quadricauda. Selén bol pridavany ku kultiram

kmena, v koncentraciach 50 mg/L bud’ vo forme selenicitanu alebo

selenanu. Kultira kombinovaného kmetia SelV+VI bola kultivovanid v zivnhom roztoku

divokého, SelV a

a selenanu

seleniditanu

ako kombinacia

pridaného

50 mg Se/L,

s koncentraciou

(25+25) mg Se/L.
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4.4.2 Synchronne kultary

4.4.2.1 Priebeh bunkového cyklu

Kultary boli synchronizované striedanim svetelnej a tmavej fazy (14/10 hod) a nasledne
boli kultivované na trvalom svetle. Nasledujuci graf (Obr. 19) vyjadruje priebeh bunkového
cyklu jednotlivych synchrénnych kultdr. Velkost cendbii vyjadruje rast buniek pocas
bunkového cyklu a zvySenie po¢tu cendbii zase delenie buniek.

V cCasti A (Obr. 19) je zachytené pdsobenie selénu na synchronne kultiry divokého
kmena riasy S.quadricauda po pridani seleni¢itanu alebo selenanu v koncentracii
50 mg Se/L.. Cenobia kultiry divokého kmena v zivnom roztoku bez selénu rastli az po 14.
hodinu cyklu (+, plnd krivka) a nasledne v 15. hodine cyklu zacal stapat’ pocet cendbii, ¢o
vyjadruje, Ze sa bunky zacali delit’ (+, prerusovana krivka). Kultiry rastiice v Zivnom roztoku
so selenanom v koncentracii 50 mg Se/L mierne zvacsili svoju velkost' a zastavili svoj rast
(A, plnd krivka), kultura nebola schopnd delenia (A, prerusovana krivka). Kultara
s rovnakou koncentraciou selénu, pridaného do zivného roztoku ako seleni¢itan, nerastla (4,
plna krivka) a preto sa jej bunky neboli schopné ani rozdelit’ ( 4, preruSovana krivka).

Kultura kmena rezistentného voci selenicitanu, SelV (Obr. 19, ¢ast’ B), kultivovana
v zivnom roztoku so selenifitanom, v koncentracii 50 mg Se/L, réastla (A, plnad krivka)
anasledne sa v 16. hodine cyklu rozdelila (A, preruSovand krivka). Po pridani selenanu
v rovnakej koncentracii kultira rastla (A, plnd krivka), avSak nebola schopnéd delenia (A,
preruSovana krivka).

V casti C je zachyteny rast kultary kmena po pridani selenanu do zivného roztoku
v koncentracii 50 mg Se/L média. Kulttra rastla (A, plna krivka ) a nésledne sa rozdelila (A,
prerusovana krivka). Po pridani seleniitanu do zivného roztoku bunky rastli (A, plna
krivka), ale len maléd Cast’ sa ich rozdelila (A, preruSovana krivka). Delenie bolo posunuté,
bunky sa zacali delit’ v 18.-20. hodine cyklu.

V casti D je zobrazena kultivacia synchronnej kultury kombinovaného kmena SelV+VI.
Cenobia kmena SelV+VI rastli (A, plnd krivka) v zivhom roztoku so seleni¢itanom
a selenanom v koncentracii 50 mg Se/L, resp. 25+25 mg Se/L a nésledne sa rozdelili (A,

prerusovana krivka). Ich cyklus bol viak predizeny na viac ako 24 hodin.
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Velkost cendbii, 1000 um3

Obr. 19: Zmeny vo vel’kosti (pIné krivky) a pocte (prerusované krivky) cendbii poc¢as
bunkového cyklu synchrénnych kultir divokého kmena (Cast’ A), kmena rezistentného
voci selenicitanu SelV (Cast’ B), selenanu SeVI (Cast’ C) a kombinovaného kmena SelV+VI
(Cast D). VsSetky kultary boli kultivované v zivnych roztokoch so seleni¢itanom alebo
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selenanom, pripadne kombindcii oboch foriem selénu v koncentracii 50 mg Se/L.
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4.4.2.2 Aktivita TR u synchronnych kultar

Rovnako ako u nesynchronnych kultar bola aktivita TR stanovovana aj u synchronnych
kultar. Aktivita TR bola stanovena enzymatickou esejou. Testované boli vSetky kultary
S. quadricauda synchronizované striedanim svetelnej a tmavej fazy (14/10 hod) a nasledne

boli kultivované na trvalom svetle.

Kultary divokého kmena (Obr. 20, ¢ast’ A) mali na zaciatku kultivacie rovnaku aktivitu
TR bez ohl'adu na to, ¢i bol do Zivného roztoku pridany selén alebo nie. Aktivita TR divokého
kmena neovplyvnena selénom zaznamenala mierny narast, na hodnotu 5,8 U/g, a nasledne
pokles pod hodnotu ziskani na zaciatku kultivacie, 2,3 U/g (krivka +). Po dvoch hodinach
kultivacie v zivnom roztoku s pridanym selénom sa aktivita TR prudko zvysila v porovnani
s aktivitou TR kultiry divokého kmena rastiicej v Zivnom roztoku bez selénu (krivky 4 a
A). PocCas dalSej kultivacie sa aktivita kultar rasticich v zivnych roztokoch so selénom,
v koncentracii 50 mg Se/L, zvySovala. Maximum dosiahla v 12., prip. 14. hodine cyklu
v zavislosti na forme selénu pridaného do Zivného roztoku. Kultira divokého kmena rasttica
v zivnom roztoku so seleni¢itanom v koncentracii 50 mg Se/L. dosiahla maximum (33 U/g)

neskor, teda v 14. hodine cyklu (krivka 4).

Kmen rezistentny voci seleni¢itanu, SelV, (Obr. 20, ¢ast’ B), rastici v Zivnom roztoku
s 50 mg Se/L pridaného ako seleni¢itan, mal na zaciatku kultivacie aktivitu TR mierne
zvySenl a ndsledne poklesla (krivka A). Prudké zvySenie aktivity TR, na hodnotu 32 U/g,
bolo zaznamenané pri koncentracii 50 mg Se/L pridaného ako selenan (krivka A).

Podobna situacia sa opakovala aj pri kmeni rezistentnému voci na selenanu (Obr.
20, cast’ C). Prudké zvysSenie aktivity, na hodnotu 33 U/g bolo zaznamenané po kultivacii
v zivnom roztoku so seleni¢itanom v koncentracii 50 mg Se/L v 12. hodine cyklu (krivka A).
Selén pridany do Zzivného roztoku ako selenan vyvolal mierne zvySenie aktivity TR
synchronnej kultry kmena (krivka A). Nasledne aktivita TR klesla pod hodnotu
dosiahnutu na zaciatku kultivacie, na 4,1 U/g.

Kultira kombinovaného kmenia SelV+VI nevykazovala ziadnu zmenu aktivity pocas
celej doby kultivacie v Zivhom roztoku s25mg Se/L, pridaného ako selenicitan,
a25mg Se/L, pridaného ako selenan (krivka A). Hodnota aktivity TR dosiahnuta

kombinovanym kmeniom bola v rozmedzi 4,2 - 4,8 U/g pocas celej doby kultivacie.
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Obr. 20: Aktivita trioredoxin reduktazy stanovena usynchronnych kultur divokého
a selén rezistentnych kmenov riasy S.quadricauda. Selén bol pridavany ku kultGram

divokého, SelV a

kmena, v koncentraciach 50 mg Se/L bud’ vo forme seleni¢itanu

alebo selenanu. Kultira kombinovaného kmena SelV+VI bola kultivovana v Zivhom roztoku
s koncentraciou 50 mg Se/L, pridaného ako kombinicia seleniCitanu a selenanu (25+25)
mg Se/L.
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4.5. Rast kultar v zivnom roztoku so znizenym obsahom siry

4.5.1 Rast divokého kmena v Zivnom roztoku so znizenym
obsahom siry a v pritomnosti selénu

Vzhl'adom na chemickll podobnost’ molekuly siry a selénu bola testovana hypotéza, ¢i
pri znizenom mnozstve siry v médiu prijimaju riasy vyssie mnozstva selénu do buniek a ¢i je
rast ovplyvneny nepritomnostou siry a pritomnostou selénu v médiu. V nasledujiacich
pokusoch bolo znizené mnozstvo siranu hore¢natého priddvaného do média na 1/10 (400 uM
SO4Y), 1/100 (40 uM SO4*) a 1/1000 (4 pM SO4*) z pdvodného mnozstva siry (4000 pM
SO4%). Horéik pridavany povodne do média ako siran hore¢naty bol nahradeny chloridom
hore¢natym pridavanym do média v rovnakej koncentracii ako v Standardnom Zivnom roztoku

W

»/2 SS, ktorého zloZenie je uvedené v kapitole Material a metody.
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Obr. 21: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu hore¢natého (MgSOy) v Zivhom roztoku
na kultiry divokého kmena riasy S. quadricauda. Nesynchronna kultira divokého kmena
riasy S.quadricauda v kontrolnom Zivnom roztoku, 4000 puM SO (®), v roztoku
s koncentraciou siry 400 pM (M), 40 pM (A ) a 4 pM (®) SO,

Najskor bol testovany vplyv nedostatku siry na divoky kmen riasy S. quadricauda. V
grafe (Obr. 21) je zndzorneny ndrast koncentracie suSiny v ¢ase. Kultiry divokého kmena
rastice v zivnom roztoku so siranom v koncentracii 4000 pM a 400 uM (krivky @ a M)
neboli ovplyvnené nedostatkom siry. Kultara rastGca v zivnom roztoku s nizSou
koncentraciou siry skor vstapila do stacionarnej fazy rastu (krivka B, od 72 hodiny

kultivacie). Koncentracia 40 uM SO4> (krivka A ) ovplyvnila rast riasovej kultary, kultira
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cviwe

koncentrécia siry, 4 uM SO4> (krivka #) zastavila rast kultary.
V nasledujucom pokuse bol do zivného roztoku vsetkych kultar pridany

v koncentracii 10 mg Se/L. Tato nizka koncentracia je ve'mi dobre znaSana divokym
kmenom. Na obrazku 22 su znadzornené rastové krivky divokého kmena. Pridanie selenicitanu
do zivného roztoku spdsobilo aj pri najvySSej pouzitej koncentracii siry (krivka @)
spomalenie rastu kultiry v porovnani s kulturou rastiicou bez pridania selénu do Zivného
roztoku (krivka @, Obr. 21). Kultura kultivovana v Zivnom roztoku so seleni¢itanom dosiahla
koncentraciu susiny 3,5 g/L, ¢o je niz§ia hodnota v porovnani s kultirou rasticou bez pridania
selenicitanu do zivného roztoku, 5,9 g/L. Takmer ziadny vplyv selénu nebol zaznamenany aj
pri koncentracii 400 uM SO,* (krivka M). Kultira rastica so seleniGitanom v Zivnom roztoku
dosiahla stacionarnu fazu rastu po 72 hodinéach kultivacie, rovnako ako aj kulttira bez pridania
seleni¢itanu do zivného roztoku (krivka B, Obr. 21). Po naslednom zniZzeni mnozstva siry
v zivnom roztoku na 40 uM SO,* (krivka 4 ) sa prudko spomalil rast kultiry v porovnani
s kultirou s rovnakym mnoZstvo siry a bez pridania seleni¢itanu (krivka A, Obr. 21). Zivny
roztok obsahujuci tisicinu z povodného mnoZstva siry a s pridavkom seleni¢itanu bol pre
kultaru letalny (krivka ). Kultira zaznamenala minimalny narast suSiny. Koncentracia

susiny dosiahla hodnotu 0,35 g/L.
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Obr. 22: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu horenatého (MgSOy)
v pritomnosti (10 mg Se/L) v zivnom roztoku na kultiary divokého
kmena riasy S. quadricauda. Nesynchronna kultara divokého kmena riasy S. quadricauda v
kontrolnom Zzivnom roztoku, 4000 uM SO4* (®), av zivnom roztoku s koncentraciou siry
400 pM (M), 40 uM (A ) a 4 uM (@) SO~

41



Nasledujuci graf (Obr. 23) zachytava rast kultur ovplyvnenych jednak nedostatkom siry
v zivnom roztoku a jednak pridanim selenanu sodného v koncentréacii 10 mg Se/L do zivného
roztoku. Divoky kmen znaSa pridanie tohto nizkeho mnozstva selenanu vel'mi dobre. V grafe
je zobrazeny narast koncentracie susiny v ¢ase. Kultlra rastica na najvy$§om mnozstve siry
(4000 puM, krivka @) pridanom do zivného roztoku rastla plynulo pocas celej doby kultivacie
a dosiahla koncentraciu susiny 3,5 g/L. ZniZenie mnozstva siry (400 uM) v zivhom roztoku
sposobilo spomalenie rastu kultury takmer o polovicu (krivka B) v porovnani s kultirou
rasticou v zivnom roztoku spdvodnym mnoZzstvom siry. Koncentracia suSiny dosiahla
hodnotu 1,9 g/L po 96 hodinach kultivacie. S naslednym znizenim mnozstva siry (40 a 4 uM,
krivky 4 a @) v zivhom roztoku sa rast kultir spomalil. Kultiry mali rovnaky priebeh rastu

a dosiahli koncentraciu susSiny 0,95 resp. 0,9 g/L.
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Obr. 23: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu horenatého (MgSOy)
v pritomnosti selenanu sodného (10 mg Se/L) v Zivhom roztoku na kultiry divokého
kmena riasy S. quadricauda. Nesynchronna kultara divokého kmena riasy S. quadricauda v
kontrolnom Zivnom roztoku, 4000 uM SO4* (®), av zivnom roztoku s koncentraciou siry

400 pM (M), 40 uM (A ) a 4 uM (@) SO~

4.5.2 Rast kmena SelV v Zivhom roztoku so znizenym
obsahom siry a v pritomnosti selénu

Rast kmetia SelV bez pritomnosti selénu v zivnom roztoku so znizenym obsahom siry je

zobrazeny na obrazku 24. Kultury boli najskor testované na vplyv nedostatku siry v zZivhom
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roztoku. Na obrazku 24 si znazornené rastové krivky kmena SelV. Kultura rastiica v zivnom
roztoku s najvy$sim mnozstvom siry (4000 uM) nedosiahla poc¢as kultivacie stacionarnu fazu
rastu (krivka @). Koncentracia suSiny po 84 hodinach kultivacie bola 7 g/L. Tato
koncentracia je vysSia ako koncentracia suSiny, ktoru dosiahla kultira divokého kmena po
kultivacii v rovnakom zivnom roztoku, 5,9 g/L. (porovnaj krivky @ z obrazkov 21. a 24.).
Kultara kultivovana v Zivnom roztoku s 400 pM SO,* dosiahla stacionarnu fazu po 60
hodinach kultivacie (krivka B). V porovnani s kultirou divokého kmena dosiahla kultara
SelV stacionarnu fazu rastu skor (porovnaj krivky B zobrazkov 21. a24.). Avsak
koncentracia suSiny kmena SelV bola vysSia, 5,4 g/L, ako koncentracia suSiny divokého
kmena, 3,45 g/L, po 96 hodinach kultivacie.

Dal§im zniZenim mnoZstva siry v Zivnom roztoku na 40 pM sa prudko spomalil rast
kultary (krivka 4). Koncentracia suSiny bola 2,3 g/L, ¢o je nizSia hodnota v porovnani
s divokym kmeniom rasticim v rovnakom zivnom roztoku (hodnota 2,6 g/L, krivka A,
kmena SelV (krivka @). V porovnani s divokym kmeniom bola u kultar rasticich pri najnizsej
testovanej koncentracii siry (4 pM SO,*) kmefia SelV zaznamenana vy$§ia koncentracia

susiny.
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Obr. 24: Vplyv zniZujiceho sa mnozstva siranu hore¢natého (MgSOy) v Zivnom roztoku
na Kultiry kmena SelV riasy S. quadricauda. Nesynchronna kultira kmena SelV riasy
S. quadricauda v kontrolnom Zivnom roztoku, 4000 pM SO4* (®), av Zivnom roztoku
s koncentraciou siry 400 uM (M), 40 uM (A ) a 4 uM (¢) SO~
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Nasledujuci graf znazoriiuje ndrast koncentracie suSiny v ¢ase (Obr. 25). Do zivného
roztoku vSetkych testovanych kultir bol pridany seleni¢itan sodny v koncentracii 100 mg
Se/L. Vybrana koncentracia seleniCitanu je velmi dobre znaSand kultirami kmena SelV.
Kultara rastica v zivnom roztoku s najvys$sim mnozstvom siry (4000 pM) rastla plynulo
pocas celej doby kultivacie (krivka @). Stacionarnu fazu rastu dosiahla po 84 hodinach
kultivacie, na rozdiel od kultiry kultivovanej v Zivnom roztoku s rovnakym mnozstvom siry,
ale bez selénu v roztoku (krivka @, obrazok 24.). Pokles rychlosti rastu kultary oproti kulture
(krivka M, obrazok 24.), rasticej v zivnom roztoku s 4000 pM SO4>, bol zaznamenany pri
kultare rasticej v roztoku s rovnakym mnozstvom siry, ale so seleniCitanom pridanym do
roztoku (krivka ). Obe kultiry s nizkym mnozstvom siry v zivhom roztoku (40 a4 uM
SO4%) rastli priblizne rovnako pocas celej doby kultivacie (krivky a ®). Koncentracia
suSiny bola u oboch kultir niz§ia v porovnani s kultirami rasticimi v Zivhom roztoku

s rovnakym mnozstvom siry, ale bez selénu (porovnaj krivky A a €, z obrazkov 24. a 25.).
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Obr. 25: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu horenatého (MgSOy)
v pritomnosti selenic¢itanu sodné¢ho (100 mg Se/L) v Zivhom roztoku na kultiry kmena
SelV riasy S.quadricauda. Nesynchronna kultira kmena SelV riasy S.quadricauda

v kontrolnom Zivnom roztoku, 4000 pM SO,> (®), a v zivnom roztoku s koncentraciou siry
400 pM (M), 40 uM (A ) a 4 uM (@) SO

Graf (Obr. 26) znazornuje rastové krivky kmena SelV. Kultary kmena SelV rastli

v zivnom roztoku obsahujucom seleni¢itan sodny v koncentracii 200 mg Se/L. Kulttra
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rastuca pri najvyssom mnozstve siry (4000 uM) a seleni¢itanu (200 mg Se/L) v Zivhom
roztoku rastla pomalSie (krivka @) ako kultary rastiice pri rovnakej koncentracii siry s nizSim
mnozstvom selenicitanu alebo bez selénu v Zivhom roztoku (porovnaj krivky @ z obrazkov
24., 25. a26.). Kultara rastuca snajvys$sim mnoZzstvom seleni¢itanu v zivnom roztoku
dosiahla koncentraciu susiny 3,9 g/L. v porovnani s 7 g/L a 6,5 g/LL (hodnota suSiny bez selénu
v Zivnom roztoku resp. so seleni¢itanom v koncentracii 100 mg Se/L). V porovnani s kultarou
rastiicou v zivnom roztoku s 4000 uM SO,> (krivka ® a hodnota 3,9 g/L) bol zaznamenany
nizsi narast koncentracie suSiny (2,2 g/L) po kultivacii v Zivhom roztoku s mnozstvom siry
400 uM SO4> (krivka M). Kultiry, kultivované v Zivnom roztoku s niz§imi mnozstvami siry
(40 uM a 4 uM SO,%) dosiahli vel'mi nizke hodnoty koncentracie susiny 0,43 g/L a 0,22 g/L
(krivky a ). Takmer nerastli pocas celej doby kultivacie. Prirastok ich hmotnosti je

zanedbatel'ny.
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Obr. 26: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu horefnatého (MgSOy)
v pritomnosti selenic¢itanu sodného (200 mg Se/L) v Zivnom roztoku na kultiry kmeima
SelV riasy S.quadricauda. Nesynchronna kultira kmena SelV riasy S.quadricauda
v kontrolnom Zivnom roztoku, 4000 uM SO4> (@), a v Zivnom roztoku s koncentraciou siry
400 uM (M), 40 uM (A ) a 4 pM (@) SO4”.

4.5.3 Rast kmena v zivnom roztoku so znizenym
obsahom siry a v pritomnosti selénu

Na grafe su zachytené rastové krivky kmena kultivovaného v zivnych roztokoch

bez selénu a s postupne sa znizujicim mnozstvom siry (Obr. 27). Narast koncentracie suSiny
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kmena s 400 pM SO4> v Zzivnom roztoku (krivka M) bol vy3si ako narast koncentracie
su§iny rastiicej v zivnom roztoku s 4000 uM SO4> (krivka ®). Po 96 hodinach kultivacie
v zivnom roztoku s 400 uM siry dosiahla suSina koncentraciu 6,1 g/L resp. 5,35 g/L v roztoku
s najvys$sim mnozstvom siry (4000 uM). Kultira v Zivhom roztoku, v ktorom bolo najvyssie
mnozstvo siry dosiahla najnizsiu koncentraciu susiny v porovnani s kultirou divokého kmena
a kmena SelV (porovnaj krivky @ z obrazkov 21., 24. a 27.). Na rozdiel od kultiry rastice;j
v zivnom roztoku s niz§im mnoZstvom siry, ktora dosiahla najvysSiu koncentraciu suSiny
v porovnani s kultrami divokého kmena a kmena SelV (porovnaj krivky M z obrazkov 21.,
24.a27.). Po dalSom znizeni mnozstva siry v Zivnom roztoku bolo zaznamenané spomalenie
rastu kultary (krivka 4) a kultira dosiahla koncentraciu susSiny 3,5 g/L. Kultara kultivovana
v zivnom roztoku s najnizsim testovanym mnozstvom siry (4 uM a krivka €) spomalila svoj
rast v porovnani s kultGrami kmena rastucimi v roztokoch s vy$§im mnozstvom siry.
Koncentracia su$iny, ktorti dosiahla tato kultara bola najvySSia v porovnani s kultGrami
divokého kmena a kmena SelV rastucimi v rovnakom zivnom roztoku (porovnaj krivky @

z obrazkov 21.,24. a 27.).
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Obr. 27: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu hore¢natého (MgSOy) v Zivhom roztoku
na kultiry kmera riasy S. quadricauda. Nesynchréonna kultira kmena riasy
S. quadricauda v kontrolnom Zivnom roztoku, 4000 pM SO.> (®), av Zivnom roztoku
s koncentraciou siry 400 pM (M), 40 pM (A ) a 4 pM (®) SO,

Po pridani do zivného roztoku v koncentracii 100 mg Se/LL sa rast
vSetkych testovanych kultr kmena spomalil, pri niektorych koncentraciach siry sa

zastavil (Obr. 28). Ich rast je vyjadreny grafom znazorfiujiicim narast koncentracie suSiny
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v ¢ase. Viditelny narast suSiny dosiahla len kultira kultivovana v zivnom roztoku
obsahujucom 4000 uM SO4> (krivka ®). Koncentracia susiny po 96 hodinach kultivacie bola
3,25 g/L. AvSak tato hodnota je poloviénd v porovnani s ndrastom koncentracie suSiny
(6,5 g/L) kmenia SelV srovnakou koncentraciou seleniCitanu v Zivhom roztoku (porovnaj
krivky @ z obrazkov 25. a 28.). Po znizeni mnozstva siry v zivhom roztoku sa rast kultur
zastavil (krivky l, 4 a @) a kultury nezaznamenali takmer ziaden narast koncentracie susiny
0,25; 0,44 a 0,55 g/L. V porovnani s kultirami kmenia SelV rasticimi v Zivnom roztoku
s rovnakym mnozstvom siry a selénu, v podobe seleniCitanu, st ziskané hodnoty suSiny vel'mi

nizke (porovnaj krivky M, 4 a € z obrazkov 25. a 28.).
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Obr. 28: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu horenatého (MgSOy)
v pritomnosti (100 mg Se/L) v Zivhom roztoku na kultiry kmena
riasy S. quadricauda. Nesynchrénna kultura kmena riasy S. quadricauda v kontrolnom

zivnom roztoku, 4000 uM SO~ (@), av zivnych roztokoch s koncentraciou siry 400 uM (H),
40 uM (A) a4 puM (@) SO4™.

Graf (Obr. 29) zobrazuje narast koncentracie suSiny v Case. Zvolend koncentracia

(200 mg Se/L zivného roztoku) posobila na kultary kmena toxicky.

Tato koncentracia bola vybrand ako porovndvacia k rovnakej koncentracii selenicitanu, ktory

bol testovany na kmeni SelV. Kultura rastuca v Zivnom roztoku s najvy$$im mnozstvom siry

rastla vel'mi slabo (krivka @). V porovnani s kultarou kmena SelV, v zivnom roztoku ktorej

bolo rovnaké mnozstvo siry a selénu vo forme selenicitanu (krivka @, obrazok 26.), bol rast
kultary pomaly a kultara dosiahla koncentraciu susiny len 1,7 g/L, resp. 3,9 g/L (kultara

vs. SelV). Nizsie koncentracie siry (krivky M, a ®), vkombinacii suvedenou
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koncentraciou selenanu, pdsobili na bunky testovanych kultir letalne. Kultary takmer nerastli

a ich suSina dosiahla koncentraciu 0,2; 0,35 a 0,3 g/L.

co

Susina, g/L
N w E-N [4,] [e)] -~

i

—

0 12 24 36 48 60 72 384 096

Cas, h
Obr. 29: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu horefnatého (MgSOy)
v pritomnosti (200 mg Se/L) v Zivnom roztoku na kultiry kmena
riasy S. quadricauda. Nesynchronna kultira kmena riasy S. quadricauda v kontrolnom

zivnom roztoku, 4000 uM SO4> (@), a v Zivnych roztokoch s koncentraciou siry 400 uM (M),
40 M (A) a4 puM (¢) SO~

4.5.4 Rast kmena SeIV+VI v Zivnom roztoku so znizenym
obsahom siry a v pritomnosti selénu

Nasledujuci graf (Obr. 30) zobrazuje vplyv znizeného mnozstva siry v Zivnom roztoku
kultr kombinovaného kmena SelV+VI riasy S.quadricauda. Graf zobrazuje narast
koncentracie suSiny v ¢ase. Kultura, v Zivnom roztoku ktorej bolo najvyssie pouzité mnozstvo
siry, rastla plynulo az do 84 hodiny kultivacie a néasledne sa jej rast zastavil (krivka @).
Najvyssia dosiahnutd koncentracia susiny bola 2,85 g/L. Krivka B vyjadruje rast kultiry
s 400 uM mnozstvom siry v zivnhom roztoku a je prakticky rovnaka ako krivka s 4000 uM
mnozstvom siry. Koncentracia suSiny (2,9 g/L) bola takmer rovnakd v porovnani
s predchadzajucou kultirou. Spomalenie rastu kultiry bolo zaznamenané v zivnom roztoku
s 40 uM mnozstvom siry, kultira mala maximalnu koncentraciu susiny 2,15 g/L v 72. hodine

kultivacie (krivky 4 ), ktora do konca kultivacie klesla. Dal$ie spomalenie rastu bolo
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zaznamenané po zniZzeni mnozstva siry v zivnom roztoku na 4 uM (krivky ). Maximalna
koncentracia biomasy bola 1,3 g/L.

Rast vsetkych zobrazenych kultur mal podobny priebeh. Maximum koncentracie suSiny
dosiahli obe kultiry v Zivnom roztoku s vy$§im mnozstvom siry po 84 hodinach kultivacie
a kultiry s niz§im mnozstvom siry po 72 hodinach kultivacie.
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Obr. 30: Vplyv zniZujiceho sa mnoZstva siranu hore¢natého (MgSOy) v Zivhom roztoku
na kultiry kmeria SelV+VI riasy S. quadricauda. Nesynchronna kultira kmena SelV+VI
riasy S.quadricauda v kontrolnom Zivnom roztoku, 4000 pM SO,> (®), av Zivnych
roztokoch s koncentraciou siry 400 uM (M), 40 uM (A ) a 4 pM (@) SO4™.

Na obrazku 31 st zndzornené rastové krivky kombinovaného kmena SelV+VI
kultivovaného v Zivnych roztokoch so zniZzujucim sa mnoZzstvo siry. Rast kultir bol
ovplyvneny pridanim seleni¢itanu a selenanu sodného v koncentracii 100+100 mg Se/L do
zivného roztoku. Vplyv zvolenej koncentracie selénu je viditelny uz pri kultire rasticej
v Zivnom roztoku s najvyssim pouzitym mnozstvom siry (krivka @). Kultura rastla plynulo
pocas celej doby kultivacie a maximalnu koncentréciu suSiny, 2,8 g/L, dosiahla v 84 hodine
cyklu. Porovnatelnu koncentrdciu suSiny dosiahla kultura kultivovand s rovnakym
mnozstvom siry, ale bez selénu v Zivhom roztoku (porovnaj krivky @ z obrazkov 30 a 31).
Kultara, v zivnom roztoku ktorej bolo nizSie mnozstvo siry, zaznamenala mierny narast
koncentracie susiny na 0,6 g/L (krivka H).

Na ostatné kultiry s niz§Sim mnozstvom siry v zivnych roztokoch posobila kombinacia

selénu a siry letalne (krivky 4 a 9). Koncentraciu suSiny dosiahli vel'mi nizku, len 0,3 g/L.
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Obr. 31: Vplyv zniZujuceho sa mnoZstva siranu horecnatého (MgSOy)
v pritomnosti selenic¢itanu a selenanu sodného (100+100 mg Se/L) v Zivnom roztoku na
kultury kmena SelV+VI riasy S. quadricauda. Nesynchronna kultira kmena SelV+VI riasy
S. quadricauda v kontrolnom Zivnom roztoku, 4000 uM SO,> (®), a v Zivnych roztokoch
s koncentraciou siry 400 uM (M), 40 uM (A ) a 4 uM (¢) SO,4™.

4.6. Toxicita selénu vyjadrena hodnotou ECx

Pokusné kultary riasy S.quadricauda boli synchronizované striedanim svetelnej
atmavej fazy (14/10), prebubldvané zmesou vzduchu s2 % CO, (v/v) aintenzita svetla
dosahovala 566,9 pmol.m™.s™ (5V).

Pre porovnanie efektu selénovych zlicenin sréznym oxidacnym c¢islom selénu na
riasové kultiry bola stanovovana hodnota efektivnej koncentracie (ECsp). ECsp je
koncentrécia latky, ktora predstavuje 50% jej maximalneho ucinku.

Kultary divokého kmena riasy S. quadicauda vykazuja vysoku citlivost k seleni¢itanu.
Hodnota ECsy bola priblizne 50 pmol Se/L priddvaného do zivného roztoku vo forme
seleni¢itanu (Obr. 32 A, krivka H). Koncentracia 100 mg Se/L pridivand vo forme
seleni¢itanu pdsobila letdlne na divoky kmen. Kmen SelV, rezistentny voc¢i seleniCitanu,
rastol normalne aj pri koncentracii 200 mg Se/L pridanej vo forme seleni¢itanu (Obr. 32 A,
krivka @, Tab. 2). Kmen , rezistentny voci selenanu, rastol pomaly v Zivnom roztoku so

selani¢itanom v koncentracii 100 mg Se/L (Obr. 32 A, krivka A). Seleni¢itan v zZivhom
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roztoku bol menej toxicky pre kmen v porovnani s divokym kmeniom (Obr. 32 A a Tab.

2, porovnaj hodnotu ECsy 50 resp. 632 umol Se/L).
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Obr. 32: Rozdiel v odpovedi synchrénnych kultir divokého kmena riasy S. quadricauda
a kmeinov SelV a na rozne koncentracie selenicitanu a selenanu (0-200mg Se/L) a
ich maximidlna suchid hmotnost’. Po 96 hodindch rastu buniek v zivnhom roztoku so
seleni¢itanom resp. selenanom bola merand maximalna sucha hmotnost. Synchrénna kultara
divokého kmena () a kmenov SelV (@) a (A) riasy S. quadricauda pridani selenanu
sodného prip. selenicitanu sodného do zivného roztoku v koncentracii 100 resp. 200 mg Se/L.

Po pridani selenanu v koncentracii 100 mg Se/L do Zivného roztoku dosiahli kultiry
divokého kmena vyssiu hodnotu ECsy (Obr. 32 B, krivka l) v porovnani s rovnakou
koncentraciou seleni¢itanu v zivnom roztoku (Obr. 32 A, krivka ). Kmen SelV rastol
pomalsie ako divoky kmen. Hodnota ECs, dosiahla hodnotu priblizne 151 pmol Se/L
pridaného vo forme seleni¢itanu (Obr. 32 B, krivka @, Tab. 2). Selén pridany vo forme
selenanu v koncentracii 100 mg Se/L a vyssej pdsobil letadlne na divoky kmen a rovnako ako
aj na kmen SelV (Obr. 32 B, krivky ll a @). Kmen dosiahol hladinu ECsp 2270 umol
Se/L v pripade, ked’ bol do zivného roztoku pridany selenan (Obr. 32 B, krivka A).

51



Druhy, kmene ECs Referencie

Selenicitan Selenan
mg/L umol/L mg/L umol/L
Scenedesmus 4,000 50,000 12,000 151,000 V tejto praci

quadricauda,
divoky kmern

Scenedesmus 300,000 | 3800,000 | 33,000 417,000 |V tejto praci
quadricauda,
kmen SelV

Scenedesmus 50,000 632,000 180,000 2270,000 |V tejto praci
quadricauda,

Chlamydomonas 0,032 0,400 Fournier et al.,
reinhardtii 2010
Chlamydomonas 0,245 40546,000 |Fournier et al.,
reinhardtii 2010
Chlamydomonas 6,300 80,000 Morlon, 2005
reinhardtii

Chlamydomonas 0,355 4,500 Geoffroy et al.,
reinhardtii 2007
Chlorella 0,790 10,000 Bennet, 1988

pyrenoidosa

Tab. 2: Hodnoty ECsy vyjadrené ako koncentracia selénu (v mg/L a umol/L) stanovena pre
rdzne druhy rias, ktoré réstli v pritomnosti seleniCitanu prip. selenanu.

52



5. Diskusia

Selén je dolezity mikroelement, pdsobiaci na bunky nasho tela ako silny antioxidant. Je
prirodzene prijimany na$im organizmom v potrave. AvSak v potrave ho nie je dostatok
(Kvicala et al., 1995; Kvicala et al., 1996).

Nasim zdmerom bolo vyselektovat’ kmen schopny akumulovat’ vysoké mnozstva selénu
vo forme selenometioninu, ktory by nasledne mohol sluzit' ako potravinovy doplnok. Avsak
v priebehu experimentov sa zistilo, Zze vyselektované kmene st sice schopné rast’ v zivnom
roztoku s vysokym mnoZzstvom selénu, ale neakumuluji ho vo zvySenej miere vo svojich
bunkéch. Predpokladdme ich vyuzitie ako modelovych organizmov pri testovani mechanizmu
toxicity selénu na bunky.

Postupnym zvySovanim mnozstva selénu v zivnom roztoku sme vyselektovali tri kmene
odolné voci zvySenému mnozstvu selénu vo forme seleniCitanu, selenanu, alebo voci
kombindcii oboch nami testovanych zlicenin. Kazdy zkmeniov md iny mechanizmus
rezistencie voci selénu.

Bunky kmena SelV obsahovali veI'mi malé mnoZzstvo selénu po kultivacii v zivhom
roztoku so selenic¢itanom. Tento vysledok naznacuje, ze rezistencia tohto kmena je sposobena
vylucenim selénu, ¢o pravdepodobne suvisi s downregulaciou siranového prenaSaca. Naopak,
kmen akumuluje vo svojich bunkéch relativne velké mnozstvo selénu po kultivacii v
zivnom roztoku so selenanom (Obr. 17). Z toho vyplyva, ze mechanizmus rezistencie je
sposobeny skor nejakym vnutornym mechanizmom zniZzujicim toxicitu selénu. Treti kmen,
rezistentny voci obom nami testovanym formam selénu, SelV+VI, akumuloval vo svojich
bunkach vel'mi nizke mnozstvo selenometioninu. Z toho usudzujeme, ze v jeho bunkéch sa
zmenil mechanizmus zodpovedny za premenu selénu na jeho organicki formu -
selenometionin (Umysova et al., 2009).

Transport selénu bol preskimany u Haptophyta druhu Emiliania huxleyi, kde bol
selenicitan pouzity ako substrat a jeho absorbcia do bunky prebiehala pomocou aktivneho

transportu vyzadujuceho ATP (Obata et al., 2004).
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5.1. Toxicita selénu a selekcia kmenov rezistentnych voci

selénu

Z literatury nie je znamy ziadny adaptacny mechanizmus buniek riasy Chlamydomonas
reinthardtii voc¢i selénu. Rovnaka miera toxicity bola zistena u buniek predoSetrenych
selénom ako u buniek priamo vystavenych vysS§im ddvkam selénu. Bolo zistené, ze prvou
organelou poskodenou toxickym ucinkom selénu je chloroplast, a to rovnako tylakoidy ako aj
stroma (Morlon et al., 2006). Toto tvrdenie bolo podporené zistenim, Ze selenicitan dokaze
inhibovat’ fotosyntézu vysSich rastlin ako aj fytoplanktonu (Sielicki and Burnham, 1973;
Pilon-Smits et al., 2002).

Pri vyssich koncentraciach selénu v zivnom roztoku Chlamydomonas reinhardtii sa
zvySuje mnozstvo Skrobovych zfn a vznikaju elektrondenzné granuly obsahujuce selén,
vapnik a fosfor (Floriani, 2005; Morlon et al., 2006). U C. reinhardtii boli zistené dva
transportné systémy pre selén. Specificky systém, nasyteny uZ pri nizkych koncentraciach
selénu v prostredi a neSpecificky systém, pomocou ktorého sa zvysuje nielen mnoZzstvo selénu
v bunke, ale aj mnozstvo vapnika afosforu (Morlon et al.,, 2006). V rastlinach
a v cyanobaktériach boli najdené dva systémy pre prijem selénu do bunky, jeden pre selenan
a druhy pre selenicitan (Gouget et al., 2005; Terry et al., 2000). Selenan je akumulovany
v rastlinach proti svojmu elektrochemickému gradiendu v procese aktivneho transportu
(Brown and Shrift, 1982). Prijem selenanu zavisi od rychlosti naviazania selénu na siranovy
prenasac¢ v plazmatickej membrane buniek korena. Selén asira sutazia o tento siranovy
prenasac nielen v rastlinach (Clarkson and Luttge, 1991), ale aj v bunkach Synechocystis sp.
(Gouget et al., 2005), v kvasinkach (Crosley et al., 2007; Cherest et al., 1997) a u Escherichia
coli (Lindblow-Kull et al., 1985). Mechanizmus prijmu seleni¢itanu bunkou nie dostato¢ne
prestudovany (Arvy, 1993; Li et al., 2008). Avsak u Emiliania huxleyi bol zisteny aktivny
transport seleni¢itanu do bunky (Obata et al., 2004). U Escherichia coli bolo zistené, Ze
seleniCitan je prendSany odliSnym prendsacom ako selenan a siran (Lindblow-Kull et al.,
1985). Rastliny pSenice ¢iastocne prijimaju seleni¢itan pomocou fosfatovych prenasacov (Li
et al., 2008).

Tak ako st odliSné mechanizmy prijmu seleniitanu a selenanu bunkou, rovnako je
odli$ny ich transport a nasledné vyuZitie. Selenan je prijimany rovnakou cestou ako siran,
nasledne je redukovany a vytvori sa zneho SeCys a SeMet. Seleni¢itan je redukovany na

selenid, z ktorého sa nasledne formuju aminokyseliny (Anderson, 1983).
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Citlivost rias k roznym prvkom je druhovo Specificka. Napriklad koncentracia selenanu
inhibujuca rast sa moéze liSit’ az o tri rady v zavislosti od testovan¢ho druhu (Wheeler et al.,
1982). Navyse fytoplankton vo vol'nej prirode moze byt citlivejsi v porovnani s jednotlivymi
druhmi rastiicimi pri optimalnych podmienkach v laboratoriach (Riedel et al., 1996). R6zne
druhy rias maju rozdielnu citlivost’ vo¢i roznym formam selénu. Pre riasy Scenedesmus
quadricauda, Scenedesmus subspicatus a Chlorella vulgaris je toxickejsi seleniCitan a pre
riasy Pseudokircheniella subcapitata je toxickejsi selenan (Pastierova et al., 2009).

Na zaklade naSich vysledkov sme zistili, Ze seleniitan je toxickej$i ako selenan
a sposobuje zastavenie rastu riasy S. quadricauda. Uz koncentracia 10 mg Se/L sposobovala
spomalenie rastu kultur divokého kmenia. Mdze to byt spdsobené rychlejSou premenou
seleni¢itanu na aminokyseliny v bunke (Zayed et al., 1998). Opacné vysledky, teda, Ze
selenan je toxickejsi ako selenicitan, ziskali autori pri $tadiu 5 druhov trav (Wu et al., 1988).
Rastlina v pritomnosti seleniCitanu a zaroven aj selenanu uprednostni selenan a tym moéze byt
spdsobeny jeho toxicky ucinok (Arvy, 1993; de Souza et al., 1998; Zayed et al., 1998).

Pri testovani Chlamydomonas reinhardtii pouzivali autori seleni¢itan v koncentracii 0,8;
4; 8 a 40 mg Se/L. Najvyssia koncentracia seleni¢itanu pdsobila toxicky na riasy tohto druhu
(Morlon et al., 2005). Rast riasy druhu Spirulina platensis je naopak touto koncentraciou
seleni¢itanu stimulovany (Li et al., 2003). Riasy druhu Chlorella zofingiensis dokazu prezivat
v zivnhom roztoku so seleni¢itanom v koncentracii 45,65 mg Se/L a produkovat’ Specidlne
termostabilné proteiny, superoxid dismutdzu a glutation peroxiddzu zéavislu na seléne. Prave
tieto proteiny pravdepodobne zaist'uju toleranciu buniek voci selénu (Pelah and Cohen, 2005).
Nizka koncentracia selénu (2 mg/L) vo forme selenanu zvysSila mnozstvo biomasy ako aj
celkovu antioxidacnu schopnost’ v semendch redkvicky (Domokos-Szabolocsy et al., 2006).

Rast divokého kmena riasy S. quadricauda bol spomaleny priblizne o polovicu pridanim
seleni¢itanu do zivného roztoku v koncentracii 10 mg Se/L v porovnani s kontrolnou kultirou
bez selénu v zivhom roztoku. Oproti tomu rast kmena SelV, ktory je rezistentny voci
selenicitanu, zaznamenal rovnaké spomalenie az po pridani seleni¢itanu v koncentracii 400
mg Se/L. Kmen a kombinovany kmen SelV+VI spomalili svoj rast po pridani
seleni¢itanu v koncentracii 100 mg Se/L .

Do zivného roztoku riasy Dunaliella salina bol pridany selenan v najvyssej koncentracii 5
a 10 mg Se/L a autori pozorovali toxicky vplyv selénu. Bunky neboli schopné prezit’ ani po
preneseni do roztoku bez selénu (Reunova et al., 2007).

U riasy C. reinhardtii bola toxicka koncentracia 0,73 mg Se/L (9,3 uM), pridaného ako

selenan auz koncentracia 0,18 mg Se/L (2,4 puM) spdsobovala inhibiciu rastu kultur
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(Geoffroy et al., 2007). Pre druh Chlorella sp. je hodnota ICsy 1,01 mg Se/L (12,8 uM) a pre
druh Scenedesmus obliquus je 15,8 mg Se/L (0,2 mmol/L) (Geoffroy et al., 2007; Issa and
Adam, 1999). NaSe vysledky ukazuji spomalenie rastu divokého kmemna riasy
S. quadricauda po pridani selenanu uz v koncentracii 10 mg Se/L zivného roztoku. Kmen

, rezistentny voci selenanu, zaznamenal mierne spomalenie rastu pri koncentracii 100 mg
Se/L oproti kontrolnej kultare bez selénu v zivhom roztoku, avSak bol schopny prezivat
v zivnom roztoku s koncentraciou selenanu az 200 mg Se/L, po dobu 96 hodin. Rychlost’
rastu kombinovaného kmena SelV+VI zaznamenala spomalenie po pridani selenanu,
v koncentracii 100 mg Se/L, do zivného roztoku. Po pridani rovnakej koncentracie selenanu
do zivného roztoku kultury SelV, rezistentnej voci selenicitanu, sa rast kultiry rapidne
spomalil.

Pocas kultivacie v zivnom roztoku so selénom, rovnako aj pri naslednom uchovéavani
kultdr na Petriho miskach, ziskavali niektoré kultury Scenedesmus quadricauda cervené
sfarbenie. Z literatury je zndme, Ze toto sfarbenie je sposobené redukciou seleniCitanu na
elementarny selén Se’. Vznik elementarneho selénu bol v kultarach S. quadricauda skutoéne
dokazany. Tento jav bol tiez pozorovany u Escherichia coli a Spirulina platensis (Li et al.,
2003; Turner et al., 1998).

5.2. Mnozstvo celkového selénu a selenometioninu

Akumulacia selénu zavisi od schopnosti organizmu prijimat’ selén do bunky, ako aj od
mnozstva a formy selénu v okolitom prostredi. Niektoré riasy su schopné akumulovat’ selén
vo svojich bunkach, napriek jeho nedostatku vo vode (Baines and Fisher, 2001). Morské voda
obsahuje nizke mnozstva selénu, 1,7 nM, rovnako ako voda jazier a riek, ktora obsahuje 0,13
- 2,5 nmol.L" (Fournier et al., 2010; Libes, 1992). Riasy z kmefia Chlorophyta st najmenej
odolné voéi zvysenej koncentracii selénu v prostredi (Baines and Fisher, 2001). Clankov
zaoberajucich sa mnozstvom selénu v bunkach rias je velmi malo. Niektoré selénové
zli€eniny (dimetylselenopropionat, Se-allylselenocystein, selenometionin) boli identifikované
u riasy Chlorella vulgaris z kmena Chlorophyta (Larsen et al., 2001). V bunkach riasy
Chlorella kultivovanych so seleni¢itanom a selenanom v zivnom roztoku bol selenometionin
pritomny v nizkych koncentracidch radovo v ng/g (Neumann et al., 2003). Po kultivacii
buniek v Zivnom roztoku so seleni¢itanom obsahovali bunky 39 %, apo kultivacii so

selenanom 24 % akumulovaného selénu (Neumann et al., 2003). Frakcionéciou buniek riasy
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Spirulina platensis bolo zistené mnozstvo selénu viazané v bunkach. Kultivacia tejto riasy
v zivnom roztoku so seleniCitanom v koncentracii 40 mg Se/L stimulovala rast. Autori zistili,
7e anorganicky selén pridany do Zivného roztoku je premeneny na organicku formu selénu.
Spirulina obsahovala 85,1 % organicky viazaného selénu z celkového mnozstva selénu
aztoho 25,2 % tvorila frakcia selénu rozpustného vo vode (Li et al., 2003). V rastlinach
mozu akumulatory obsahovat’ selén v mnozstve 4000 mg Se/kg bez negativnych vplyvov
(Shrift, 1969). Tieto mnozstva vSak koliSu s vekom rastliny (mladSie rastliny su citlivejSie
voci selénu) (Terry et al., 2000).

Vsetky kmene riasy S.quadricauda rastice bez pridavku selénu v zivnom roztoku
neobsahovali takmer ziaden selén. ZvySovanim mnozstva seleniitanu a selenanu v zivhom
roztoku sa v zavislosti na davke zvySoval aj obsah selénu a selenometioninu v bunkach
divokého kmeria riasy S. quadricauda. V pritomnosti selenanu v koncentracii 50 mg Se/L,
bol obsah selenometioninu 293 mg/kg.

V bunkédch kmena SelV, rezistentného voci seleni¢itanu, bol v pritomnosti seleni¢itanu
(20 resp. 50 mg Se/L) v zivnom roztoku celkovy obsah selénu (41 a 240 mg/kg) ako aj obsah
selenometioninu (7 a 39 mg/kg) nizky. Obsah celkového selénu a selenometioninu sa zvysil
po zvysSeni mnozstva selenicitanu v Zivnom roztoku. Naopak, v pritomnosti selenanu (20 resp.
50 mg Se/L) bol obsah celkového selénu vysoky, 432 a 882 mg/kg. Z nasich vysledkov
vyplyva, ze pravdepodobnym mechanizmom rezistencie voci selénu u kmena SelV je jeho
vylucenie z bunky. Mnozstvo celkového selénu ako aj selenometioninu bolo podobné ako
u divokého kmena po kultivacii so selenanom v zivnom roztoku, ¢o je pravdepodobne
sposobené nedostato¢nou znasanlivostou selenanu a tiez to znamena rozdielny mechanizmus
prijimania seleni¢itanu a selenanu bunkami kmena SelV riasy S. quadricauda.

V pritomnosti selenanu (20 resp. 50 mg Se/L) v Zivhom roztoku kultir kmena ,
rezistentného voci selenanu, bol zaznamenany mierny néarast v mnozstve celkového selénu
(357 a634 mg/kg) aaj vmnozstve selenometioninu (112 a 175 mg/kg) v bunkach.
V pritomnosti seleni¢itanu sa zvysil obsah celkového selénu (576 a 823 mg/kg) ako aj obsah
selenometioninu (172 a 210 mg/kg). Nezaznamenali sme Ziadny markantny rozdiel v obsahu
selénu a selenometioninu kmena v porovnani s divokym kmeniom, ¢o naznacuje Ze
toleranénym mechanizmom tohto kmena nie je vylucenie selénu z bunky, ale nejaky vnutorny
mechanizmus detoxikécie a izolovania selénu v bunke.

Mnozstvo celkového selénu v bunkach kombinovaného kmetia SelV+VI bolo

porovnatel'né s obsahom selénu v testovanych kmenoch riasy S. quadricauda. Kombinovany
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kmen SelV+VI obsahoval neocakavane nizke mnozstvo selenometioninu, maximalne 49
mg/kg, Co naznacuje zmenu v mechanizme spracovania selénu bunkou.

Nase vysledky ukazuju, Ze zvySenie mnozstva selenometioninu v bunkdch je priamo
imerné toxicite danej formy selénu. Cize kmei rezistentny voéi seleniéitanu obsahoval vyssie
mnozstva celkového selénu a selenometioninu po kultivacii v zivnom roztoku so selenanom
a naopak. Mnozstvo selénu a selenometioninu v biomase rias bolo zavislé na forme selénove;j
zlUCeniny a tieZ na jej mnozstve. Podl'a naSich vysledkov je obsah selenometioninu (29 %
a41 %) uriasy S. quadricauda po kultivacii so seleni¢itanom alebo selenanom porovnatelny

s obsahom zistenym v bunkach riasy Chlorella (24 % a 39 %) (Neumann et al., 2003).

5.3. Aktivita tioredoxin reduktazy

Enzym tioredoxin reduktaza (TR) je jednym zo selenoenzymov, ktoré v bunkach
zabezpecuju oxidacno-redukéné procesy. M4 vyznamnu ulohu v ochrane buniek pred
toxickym pdsobenim selénu. Existuju tri r6zne sposoby ochrany. Prvym je priama redukcia
a detoxifikacia hydroperoxidov vratane peroxidov lipidov a peroxidu vodika (Bjornstedt et al.,
1995). Druhy mechamizmus zahffia redukciu tioredoxinu a regeneraciu antioxidantov ako je
ubichindén (Xia et al., 2003). Tretim, pravdepodobne najvyznamnejSim spdsobom je obnova
vnutrobunkovych tiolov (stratenych oxidéaciou) a redukcia selenicitanu na elementarny selén
s nizSou toxicitou pre bunky (Bjornstedt et al., 1992; Kumar et al., 1992).

Nase vysledky naznacuju, ze aktivita TR je ovplyvnend pritomnostou selénu ato
v zavislosti na mnozstve, a rovnako aj na forme selénu pridaného do zivného roztoku. Vyssiu
aktivitu TR sme zistili po pridani, pre dany kmen, toxickejSej formy selénu. Tieto zistenia
znamenaju, ze zvySena aktivita TR buniek rias je reakciou na toxické pdsobenie selénu
v bunke. Rovnaké vysledky dosiahli autori v testoch robenych na cicavéich bunkach.
Zvysenie resistencie voci cytotoxicite selénu bolo sprevadzané zvySenim aktivity TR (EI-
Sayed et al., 2006; Madeja et al., 2005). Autori usudzuju, Ze vysoka aktivita TR a moZnost’
zvySit expresiu. TR je rozhodujlicim mechanizmom prezivania buniek v podmienkach
toxického posobenia selénu.

V cicav¢ich bunkach (HEK), v ktorych bola overexprimovana TR bola sledovana aktivita
TR. ZvySenu aktivitu TR zaznamenali autori v kontrolnych ako aj v seleni¢itanom

predoSetrenych bunkéch rasticich v zivhom roztoku so seleni¢itanom (Madeja et al., 2005).
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Rovnako, zvySenie aktivity zaznamenali autori po pridani selenicitanu do zivného roztoku u
bunieck MCF-7 bunky prsného karcindomu, HT-29 bunky karcinomu c¢reva, A549 bunky
plucneho karcindmu. V bunkovych liniach Jurkat a HL-60 (leukémia) nebola ovplyvnena
aktivita TR (Gallegos et al., 1997).

Naopak znizenie aktivity TR zaznamenali autori po zniZzeni mnozstva selénu v potrave
potkanov (Crosley et al., 2007). Rovnako v cicav¢ich bunkach bolo znizené mnoZzstvo aktivity
TR, napriek zvySenému mnozstvu mRNA vsetkych TR v testovanych rakovinovych bunkach
(Selenius et al., 2010). Se-metylselenocystein a ani kyselina selénova nemali vplyv na aktivitu
TR upotkanov, avSak vinvitro pokuse preukdzali metylované formy selénu
(dimetyldiselenid alebo dimetyl selenenylsulfid) 60 % inhibiciu TR. Autori preto upozoriuju,
ze zvySené mnozstvo selénu prijimaného bunkou nemusi mat” vzdy za nasledok zvySenu
aktivitu TR (Ganther, 2001).

Rovnako ako v bunkach cicavcov, tak aj v bunkach riasy S.quadricauda je zvySena
aktivita TR pritomnd v bunkach vystavenych toxickym koncentraciam selénu. Mdze to byt
odpoved’ buniek rias na toxicka koncentraciu selénu v prostredi, ale aj vSeobecnd reakcia na

stres, bez priameho vplyvu selénu.

5.4. Rast kultdr v Zzivhom roztoku so znizenym obsahom

siranu

Selén asira su si chemicky vel'mi podobné. Oba prvky sa nachddzaju v VI. skupine
periodickej ststavy prvkov. Ich oxidované formy (sirany a selenany), anielen tie, maju
podobné vlastnosti. Tato podobnost’” spdsobuje neschopnost’ buniek rozliSovat’ ich. To mé
vyrazny efekt, ktory moze viest’ k otravam a obcas az k smrti rastlin a Zivocichov.

Selenan aj siran su v rastline akumulované proti elektrochemickému gradiendu (Brown
and Shrift, 1982). U Arabidopsis thaliana bolo zistenych 14 siranovych prenasacov. Rastliny
s overexprimovanymi génmi pre siranové prendSace maju vysSiu absorbciu selenanu ako
divoké kmene (Terry et al.,, 2000). A naopak mutanty bez prendSaCov maju nizky prijem
selenanu (Shibagaki et al., 2002).

V nasSich pokusoch sme nahradili siran hore¢naty v zivnom roztoku chloridom hore¢natym
a sledovali sme reakciu testovanych kultar. Znizené mnozstvo siry ovplyvnilo divoky kmen

a kmen SelV priblizne rovnako. So znizujlicim sa mnozstvom siry sa spomalil aj rast kultur.
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Pri kmeni dosiahla kultara vyssiu hmotnost’ suSiny so sirou v mnozstve 400 uM
v Zivnom roztoku ako v Zivnom roztoku so §tandardnym mnoZstvom siry (4000 pM SO4>).
Autori zistili, Ze na rastliny brokolice (Brassica oleracea kultivary cabbage a kohlrabi)
alucerny siatej (Medicago sativa L.), rastice v hydroponickej kultare takmer bez siry,
posobilo pridanie selénu toxicky. ZvysSenim mnozstva siry bol redukovany prijem a transport
selénu. Ale naopak po zvySeni mnoZzstva selénu sa zvySil aj prijem a transport siry
(Hajiboland and Amjad, 2008).

Po pridani selenicitanu (10 alebo 100 a 200 mg Se/L) do zZivného roztoku (so znizenym

obsahom siry) u kultur divokého ako aj SelV kmena sme zistili toxickejSie pdsobenie
selenicitanu na divoky kmen v porovnani s kmeiom SelV. Naopak kmen po kultivacii
so selenanom (100 a 200 mg Se/L) v Zivnom roztoku dosiahol niZ§ie mnozstva suSiny
v porovnani s divokym kmetiom.
ZvySenie toxicity selénu pri nedostatku siry v zZivnom roztoku naznacuje vztah medzi
metabolizmom siry a selénu. Selén pravdepodobne nahradza siru v réznych zluceninach.
V rastlinach je toxicita selénu spdsobena inkorporaciou selenocysteinu a selenometioninu do
proteinov namiesto cysteinu a metioninu. Rozdiely vo velkosti a ndboji i6nov selénu a siry
ovplyviiuju vlastnosti a funkcie proteinov (Terry et al., 2000).

Podobnd hodnota ECsy, a letalnej koncentracie seleniCitanu bola zistend u rias
Scenedesmus quadricauda a Chlamydomonas reinhardtii (Morlon et al., 2005). Dokonca aj v
pripade, ked’ mnozstvo siranu v Zivnom roztoku bolo 50-krat vys$ie u riasy S. quadricauda
ako u riasy C. reinhardtii. Tieto zistenia naznacuji, ze mnozstvo siranu v zivnom roztoku
nehrd rozhodujiicu ulohu v odpovedi buniek na mnozstvo seleni¢itanu. Napriek tomu,
mnozstvo siranu bolo kritické pre toxicitu selenanu. Extrémne nizka hladina ECsy (0,4 pmol
Se/L) bola zistend v Zivnom roztoku s koncentraciou siranu 8 umol/L a mierne zvySena (3,1
umol Se/L) v zivnom roztoku so siranom v koncentracii 80 pmol/L (Fournier et al., 2010).
Kultary S. quadricauda kultivované s 50 krat vys$$ou hladinou siranu v zivnom roztoku boli
ovela menej zasiahnuté pritomnostou selenanu a seleni¢itanu. ECsy bola vyssia (150 a 50
umol Se/L resp., tabul’ka 2) ako v literatire uvadzané hodnoty pre riasy kultivované v zivnom
roztoku v nizSou hladinou siranu. Tieto zistenia stihlasia so zavermi (Williams et al., 1994), ze
zvySenim mnozstva siranu v Zivnom roztoku sa znizi toxicita selenanu u Selenastrum
capricornatum, rovnako aj so zavermi (Morlon et al., 2005)., ktora zistila, ze toxicita selenanu
priamo suvisi s pritomnostou siranu v Zivnom roztoku. Efekt zli€enin selénu s odlisSnymi
VI

oxidaénymi ¢&islami Se'¥ a SeY! bol pozorovany u rias Scenedesmus quadricauda,
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Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris a Pseudokircheriella subcapitata (Pastierova et

al., 2009). Selenicitan bol vo vacsine pripadov toxickejsi ako selenan.
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6. Zaver

Zavery prace je mozné zhrnut’ do niekol’kych bodov:

» Toxicita selénu pre bunky S. quadricauda zavisi nielen na jeho davke, ale aj na jeho
forme.

» SeleniCitan je toxickejsi ako selenan.

» Kultivacia s oboma zliceninami mala za nésledok akumulaciu organickej formy
selénu, selenometioninu.

» Zvysena toxicita selénu bola doprevadzana zvySenim aktivity tioredoxin reduktazy.

» Toxicita selénu sa zvysila po kultivacii v médiu so znizenym obsahom siry.

» Je pravdepodobné, ze kazdy vyselektovany kmen ma iny mechanizmus tolerancie voci
selénu (SelV - vylacenie selénu z bunky, - izolacia selénu v netoxickych
zli€eninach vo vnutri bunky, SelIV+VI — zmena metabolizmu selénu napr. redukcia

asimilacie anorganickej formy selénu na organicku).
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