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Anotace

Cilem bakalarské prace bylo zjistit, zda kolonie sladkovodni mechovky
Pectinatella magnifica produkuji biologicky aktivni latky. Na zakladé znalosti o
prabéhu rastové kiivky bunécné kultury mysich fibroblastii byly vytvofeny modely
pro biologické testy ke stanoveni biologického potencidlu latek, obsazenych v
extraktu z lyofilizatu kolonii P. magnifica. Testy pfitomnost latek s biologickou
aktivitou prokazaly. Soucéasti prace byl rovnéZz prizkum vyskytu a rozSifeni
sledovaného druhu na Vltavotynsku, vcetné monitoringu zékladnich parametra
vodniho prostfedi. Prozkouméano bylo ve dvou letech (2012 a 2013) opakované

celkem 10 lokalit na fekach Luznice a Vltava, vyskyt byl zjistén na 5 mistech.

Klicova slova: Pectinatella magnifica, bochnatka americk4, bunééna kultura, testy

toxicity, biologicky aktivni latky, Vltavotynsko, Luznice, Vltava

Annotation

The aim of this thesis was to determine whether colonies freshwater
bryozoans Pectinatella magnifica produce biologically active substances. On the
basis of knowledge of the course of the growth curves of cell culture mouse
fibroblasts were developed models for biological assays to determine the biological
potential of substances contained in the extract of lyophilisate colonies of P.
magnifica. Tests demonstrated the presence of substances with biological activity.
Next part of this work was also survey the occurrence and distribution of the
reference type to Vltavotynsku, including the monitoring of basic parameters of the
aquatic environment. It was explored in two years (2012 and 2013) repeated a total

of 10 sites on rivers Vltava and LuZnice, the incidence was detected at 5 locations .

Key words: Pectinatella magnifica, american bochnatka, cell culture, tests of

toxicity, biologically active substances, Vltavotynsko, Luznice, Vltava



1. Uvod

S bochnatkou jsem se poprvé setkala ke konci srpna roku 2011 na Veselskych
piskovnach. Bochnatka se nachazela u bfehu ve form¢ prasvitného gelu. Zajimalo
mne, jak se rychle $ifi, zda miZze zplisobovat néjaké zdravotni problémy a jestli
zooidi mohou produkovat nebezpe¢né latky a tim negativné ovliviiovat vodni
prostiedi, proto jsem se zucastiiovala prace v terénu, kdy jsem pomadhala pfi sbéru dat
pro vyzkum, a také se naskytla prilezitost ovéfit toto podezieni v laboratofi
tkanovych kultur v Novych Hradech na bunéénych kulturach savéich bunek. Prace je
prvnim nastfelem, ukazalo se, Ze obavy nebyly neopravnéné, vyluh z kolonii
bochnatky skutecné mél prokazatelny vliv na rist bunék. V praci bych rada

pokracovala a zjistila o toxicité bochnatky vice.

Bochnatka americka (Pectinatella magnifica) je kolonialné Zijici sladkovodni
mechovka, kterd pochazi ze severni Ameriky. V Evropé€ byla poprvé spatfena v roce
1883 v fece Bille (pfitok Labe) nedaleko Hamburku. Na uzemi Ceské republiky byla
objevena v Labi u Litométic v roce 1922. Opakované byla nalezena ve Vltavé a Labi
v prubéhu 20 - 30. a 40. let 20. st., v 50 letech i na Knini¢ské piehradé v povodi
Dunaje (BALOUNOVA a kol., 2009).

Tento zivocich tvofii rosolovité kulovité utvary, nej€astéji o velikosti fotbalového
mice, samostatnd kolonie Zije na povrchu. Mize se rozristat i v né¢kolikametrovych
utvarech, které mohou vazit az nékolik kilogramii. Kolonie této mechovky maji na
povrchu Zlutohnédou barvu a uvniti strukturu pevného, prisvitného gelu. Zivi se jako
filtrator (SINKO et al. 2013). Bochnatka se nékdy stava potravou plostének, plzi,
larev pakomart (napt. Cryptobironomus) a chrostiki (Trichoptera), (SETLIKOVA a
kol., 2005). Bochnatce se dafi v mirném pasmu, nejvice ji vyhovuje teplota vody nad
20 °C. Vyskytuje se v jezerech, rybnicich a fekach s mirnym proudénim
(OPRAVILOVA, 2005). Nejéastéji byva kolonie uchycena k podkladim jako jsou

lod’ky, tarasy, kameny a vrbové ¢i jiné dievo, zivé i mrtvé, které je ve vodé.



Kolonie mechovky Pectinatella magnifica se vyhyba znecisténym rybnikdim,
nejéastdji se vyskytuje v pievazné rekrea¢nich nadrzich (NEZVALOVA, 2010) a
vodach, které jsou relativné "Cisté", oligotrofni az mezotrofni, proto jsou casto
vyuzivané ke koupani. Pfitomnost druhu je ¢asto ndpadnd diky ohromnym rozméram
a masovému vyskytu. V této souvislosti je aktudlni otazka bezpecnosti a zdravotnich
rizik, ktera byva v letnich mésicich ¢asto diskutovana. Diky dosavadnim
zkusenostem lidskému organismu zavazné problémy neptisobi, a vSak u nékolika lidi
po pfimém kontaktu s mechovkou byly pozorovany alergické reakce, jak uvadi
(ANONYMUS, 2009). Probéhlo nékolik pozorovani, jez naznacuji, ze kolonie
bochnatky obsahuji zatim neidentifikované bioaktivni latky, které maji antibiotické a
antipredacni u€inky a soucasné jsou dlouhodobé stabilni (to se projevuje napt. tim,
ze rosolovity material kolonii pfetrvava ve vodnich nadrzich od srpna az do konce

biezna nésledujiciho roku (SINKO, 2010).

2. Cile prace

1) Zjistit biologickou aktivitu latek, produkovanych kolonii Pectinatella magnifica

do vlastni matrix.

2) Prozkoumat a zdokumentovat vyskyt a rozSifeni bochnatky americké na

Vltavotynsku.



3. Literarni prehled

3.1 Charakteristika kmene: Mechovci (Bryozoa)

Mechovci jsou drobni, vodni, kolonialné Zijici zivocichové. Kolonie jsou
tvofeny tzv. zooidy, ktefi vytvaieji pevny obal zooecium. T¢lo zooida je déleno na
pfedni ¢ast zvanou polypid, ktery se skladd z nervové uzliny a lofoféru, a zadni ¢ést
cystid s travicimi a pohlavnimi organy (SETLIKOVA a kol., 2005). Télni sténa
(cystid) je pevné piichycena k zooeciu a spolu s polypidem vytvareji jedince (-

zooida), (MERGL, 2007).

Pievazna vétsina, asi 5000 recentnich druhi mechovcd Zije v motich. Ve
sladkych vodach se vyskytuje okolo 50 druht, tj. 1%. Mezi sladkovodni mechovce
patii napt. tfida Phylactolaemata. V Ceské republice lze najit 10 druhtt mechovek
(Plumatella emarginata, P. fruticosa, P. fungosa, P. repens, P. punctata, Paludicella
articulata, Lopbopus crystalltnus, Cristatella mucedo, Fredericella sultana a
Pectinatella magnifica), (SETLIKOVA a kol., 2005).

3.2 Charakteristika bochnatky americké (Pectinatella magnifica)

Podle KOUBKA (2006) je znamo, Ze bochnatka americka je bezobratly,
prvousty, sladkovodni Zivoéich z kmene Bryozoa. Jedna se o pavodné
severoamericky druh mechovky, ktery vytvaii nebunéénou matrix konzistence
gelovitého rosolu do velikosti fotbalového mice, miize vazit nékolik kg. Jedna se o

invazni sladkovodni mechovku se schopnosti produkovat velké kolonie dosahujici

kapacity az nékolik desitek dm® (BALOUNOVA et al., 2011).

BALOUNOVA (2011) zmifuje, ze bochnatka Zije pfisedlym zptisobem
zivota ve sladkych, Cistych vodach s teplotou vody nad 20 °C. Jeji kolonie poriistaji
nejcastéji ponofené vétve drevin (— zejména pobtezni vrby), lod’ky, tarasy hrazi ¢i

rakosi. Zplsobem vyzivy je bochnatka filtrator. S tim souvisi i pozorovani



SETLIKOVE a kol., (2005), Ze v nadrzi, kde se objevila, doglo k omezeni rozvoje fas

a sinic, ¢imz se zvysila prihlednost vody na nékolik metru.

3.2.1 Biologie a rozmnoZovani P. magnifica

Na povrchu bochnatky se vyskytuji jednotlivi jedinci, tzv. zooidi, ktefi si
pomoci kmitajicich chapadélek nahani potravu v podobé planktonu, fas a sinic.
Mnozeni probihd pohlavné i nepohlavné. Pohlavni rozmnozovani probiha tak, Ze
kazda kolonie tvofi vajecné i spermatické bunky. Sperma se tvoii v nenapadnych
shlucich v wurcitych oblastech kolonie. Nepohlavni mnozeni probiha zejména
pucenim, kdy vznikaji geneticky identi¢ti jedinci, (klon), nebo muze probihat
Stépenim ¢i za pomoci statoblasti (floatoblasti), (WOOD, 2011).

Jedna se o vnitini puceni, gemulaci, kterou se vytvareji statoblasty. Jsou to
vétSinou ovalna nebo diskovita téliska, obsahujici nediferencované mezodermalni
bunky. Chitin6zni obal statoblastd miZze mit vzdusné komulrky (— u plovoucich
floatoblastt, jenz obsahuji na vngj$i hrané extenzivni pruh zvétSenych komdurek,
které pii naplnéni plynem zajistuji splyvani na vod€) nebo je bez vzdusnych
komtrek a lepivy (u sesoblasti, které se ptilepuji na pevny podklad v mist¢ mateiské
kolonie, jsou obecné vétsi nez floatoblasty, nemaji komirky plnitelné plynem a jsou
pevné piirostlé k substratu). Casto jsou na statoblastech také piichytné hagky.
Statoblasty, které jsou velmi rezistentni proti vyschnuti 1 mrazu, umoziuji kromé
preckani nepiiznivych zimnich ¢&i letnich podminek také §iteni mechovek (SEDLAK,

2000).

3.2.2 Variabilita statoblasti mechovky Pectinatella magnifica Leidy

(Phylactolaemata, Cristatellidae)

V povodi Cerného mote byla Pectinatella magnifica poprvé nalezena na
podzim v roce 1951 Hrabétem (1952) na lokalit¢ Knini¢ské piehrady u Brna. O rok
pozdéji prof. Dr. Hrabé nalezl na téZe lokalité velké mnozstvi kolonii tohoto druhu,
ale v roce 1953 naSel pouze jednu kolonii a v roce 1954 nebyla nalezena zadna
kolonie. V roce 1955-1957 patral po tomto druhu na Knini¢ské prehrade dr. Kubicek,
avsak bezvysledné. Ani v letech 1958-1959, kdy tuto lokalitu ne€kolikrat navstivil,

nenalezl Zadné kolonie, ani statoblasty této mechovky. Dr. Kubi¢ek mél k dispozici
10



materidl sbirany na Knini¢ské piehradé prof. dr. S. Hrabétem 1951, dale obdrzel
materidl z prirodovédecké fakulty UK v Praze od dr. V. Jandy. Z feky Labe mél k
dispozici material sbirany prof. dr. S. Hrabétem u Lovosic v r. 1934. Z obdrzeného
materialu pocital hacky vzdy na sto kusech statoblastil z jednotlivych sbért a sestavil
tabulku, ze které zjistil, ze pocet hackl byl velmi staly na fece Vlitave, kde béhem 28
let nedoslo k Zadnym zménam. Velka variabilita vSak byla na Knini¢ské prehrade¢.
Proménlivy primémy pocet hackti po dobu vyskytu na Knini¢ské piehradé se da
vyjadfit kiivkou, ktera dosahla vrcholu v roce 1952, tzn. v dob¢, kdy byla mechovka
nejhojnéjsi. Proto se dr. Kubicek domnival, Zze pocet hack je odvisly na mohutnosti
populace a vyvratil domnénku Sachanovské (1929), e podet hacku je zavisly na
primérné ro¢ni teploté vody a krajiny. Za zminku stoji uznani zna¢né proménlivosti

poctu hacki u jednotlivych kolonii (KNOZ, 1952).
3.2.3 Biologicky aktivni latky z vodnich bezobratlych Zivo¢ichi

Mechovky mohou byt zajimavé z medicinského hlediska, naptf. motska
mechovka Begula neritina z Kalifornie, ktera obsahuje latku zvanou bryostatin
(DVORAKOVA, 2009). Tyto slougeniny jsou produkovany komenzalnimi
mikroorganismy, vyskytujicimi se v moiskych bezobratlych, ptfedev§im pravé v
mechovkach (Bryozoa). Nejcastéji zkoumanou latkou je bryostatin -1, ktery je
vysoce oxidovany. Bryostatiny jsou silnymi agonisty bilkovin proteinu kindzy C.
Kromé toho maji vyznamnou protinddorovou aktivitu proti n€kolika typtim nadorda.
Protinadorova aktivita bryostatinu byla zjiSténa a prokdzana u riznych typl
rakoviny. Vyznamné vysledky byly dosazeny pomoci bryostatinu -1 v kombinaci s
dalSimi terapiemi, véetné kombinace s testovaci vakcinou. Zejména nékteré nové
analogy bryostatinu by mohly pfedstavovat v budoucnu potencionalné terapeutické
latky na 1é&eni rakoviny a jinych onemocnéni (KOLLAR et al., 2013). Bryostatiny
pusobi pifimo na DNA v buiikach a tim jim brani v mnozeni. Této schopnosti se da
vyuzit v boji proti patogentim a v 1écbé nékterych typl rakoviny. Poméha proti
leukémii, malignim melanomim, Hodkinové lymfomu (nddory lymfatickych uzlin) a
rakoving ledvin. V soucasné dobé probihaji klinické testy samotné latky, ale i jejich
kombinaci s doposud pouzivanymi chemoterapeutiky. Jde o snahu omezit na
minimum vedlejsi piiznaky. Také je podstatné nalézt bohaty zdroj bryostatinu bez

11



nutnosti intenzivni tézby mechovek, nebo vyvinout jeho synteticky ekvivalent
(CERNY, 2003). Nejen mechovky (Bryozoa syn. Ectoprocta), ale i moiské houby
(Porifera) jsou velmi dulezitym zdrojem farmakologicky vyuzitelnych druht
slouc¢enin. Houby jsou zdrojem mnoha latek napf. ara-A (vidarabin), manzamind,
lasonolidli, spongistatind, pelorusidu a jinych antimikrobidlnich, protirakovinnych a
imunosupresivnich a podobnych ¢innosti. Dal$imi dulezitymi zdroji sloucenin s
1é¢ebnymi ucinky jsou u plasténca (Tunicata syn. Urochordata) a nékterych $neku
(Mollusca). Ne¢které 1éky byly vyvinuty z plasténct: Yondelisu a Trabectedin proti
zaruvzdornym mékkym tkadnovym zhoubnym nadorim. Jiné léky pochazeji z
hlemyzd’i: napt. Prialt, ktery pusobi proti chronické bolesti pfi poranéni michy

(SINKO et al., 2012).

3.2.4 Ekologie a rozsiireni P. magnifica

Pectinatella magnifica je nejvétsi ze vSech mechovek (Phylactolaemata).
Kolonie tohoto druhu jsou v raném stadiu schopné samostatného pohybu. Bylo
zjisténo, ze rod Lophopus (Phylactolaemata) je schopen se samostatné pohybovat.
Mladé kolonie Lophopus jsou schopné se piesunout o 6 cm za 20 hodin. Cinnost
pohybu souvisi se substratem, na kterém kolonie lezi. Jednotlivé polypidy druhu
Pectinatella jsou velmi citlivé na podrazdéni. Casto se &iii aktivné pomoci vlastnich
sil. VSechny polypidy na jedné stran¢ kolonie soucasn¢ déavaji impulzy k ptfesunuti
celé kolonie po kluzkém povrchu. Rosolovitd sekrece, ktera je zakladem mladé
kolonie, jesté neni tak tuhd a jeji polotekuty stav ma slizky povrch, pomoci kterého
se mladé kolonie mohou pohybovat s velmi malym odporem. Mira a rozsah pohybu
se lisi podle velikosti a stavu kolonie. Jednotlivé kolonie se pohybuji od sebe tak
rychle a daleko, jak jim umozni volny prostor kolem nich, ale existuji i hranice v sile
pohybu. Kolonie se mohou pohybovat pouze tehdy, kdy jsou pohanény aktivitou
jedincti na opaénych poélech kolonie. Sila pohybu klesa s rostouci velikosti kolonii
nebo je omezena vnéj$imi podminkami. Dokud je rosolovity substrat polo kapalny,
tak dochazi k volnému pohybu mladych kolonii, ale kdyz dojde ke ztuhnuti, tak jsou
kolonie pevné uchyceny na mist¢ (WILCOX, 1906).

Tento druh mechovky je stenotermni, vyzaduje teplotu kolem 20 °C

(SETLIKOVA a kol., 2005). Teplota vody je dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje
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sezonni dynamiku kolonii. Cim je teplota vy3si, tim je rychlejsi nartist kolonii

(SINKO a kol., 2013).

Prvni kolonie se objevuji poté, co teplota vody stoupne nad pozadovanou
teplotu, a to alespon tii dny za sebou (BALOUNOVA a kol., 2006). S piichodem
chladnéjsiho pocasi (zafi) odumiraji statoblasty (— vnitini pupeny), a rozpadaji se
(SETLIKOVA a kol., 2005). Bochnatka vyzaduje dlouhodobé vys§i priihlednost
vody, kterou ovliviiuje 1 svym filtrovanim. S vysokou prithlednosti vody souvisi i
mnozstvi a vydatnost srazek - proudy vody nebo intenzivni dést mohou snadno
zakalit litordlni zéonu. Vyskyt druhu nejspis neni ovlivnén svételnymi podminkami,
nebot’ kolonie rostou na svétlych, ale i zastinénych mistech pobfezi (SETLIKOVA a
kol., 2005). Pro vyskyt a rozsifeni organismu je podstatna trofie nadrze. Idealni pro
zivot mechovky v oblasti Tiebofiska (s prevladajicimi eutrofnimi a hypertrofnimi
rybniky) je pravé oligotrofni az mezotrofni nadrz Cep (BALOUNOVA a kol., 2006).
Z hlediska hodnot pH a vodivosti se jedna o euryvalentni druhy, ale s preferenci vod
slabé& alkalickych a s niz§i vodivosti (pod 200 pS.cm™). Bylo statisticky prokazano,
ze P. magnifica se hojné&ji vyskytuje ve vodach s vy$$§imi minimalnimi hodnotami
pH. Obecné se nejéastéji vyskytuje v mirné alkalickych vodach (SINKO a kol.,
2013).

Podminkou vyskytu bochnatky je vhodny podklad. Mechovka uptfednostiiuje
Stérkopiskovy substrat pied organickym sedimentem, pravdépodobné z divodu
nebezpedi zanaseni zooidli jemnym detritem, se kterym souvisi nedostatek kysliku
(SETLIKOVA a kol., 2005). Kolonie bochnatky se vyskytuji na ponofenych vétvich
vrb, zbytcich dfevin a méné Casto na litoralni vegetaci (napt. Typha latifolia), na
kamenech a jinych pfedmétech. Rozdily biomasy v transektech s vyskytem kete vrby
a bez jejich vyskytu byly statisticky vyrazné v celkové hmotnosti biomasy a poctu

kolonii (BALOUNOVA et al., 2011).

Jednotliva stanovist¢ se 1isi substratem, ktery mechovka osidluje
(BALOUNOVA a kol., 2006). Na piskovné Cep vyskyt pievlada na ponofenych
vrbovych vétvich, dal§im substraitem muze byt tlejici dfevo naplavené pii povodnich
nebo vétve napadané z bfehovych porostl. Na rybnicich Hejtman a Podiezany se

bochnatka nejcastéji nachazi ptimo na kamenech. Kameny, jako vhodny substrat pro
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rust kolonii, jsou vyuzivany prakticky jen v letech s vysokou biomasou. Na rybnice
Hejtman je nejvice na ponofenych biezovych kmenech padlych do vody a na rybnice
Novy Kanclit na ponofenych kmenech a ulomenych vétvich borovic a olsSi. Pti
nadmérném vyskytu se mtze uchytit i na um¢lych materidlech (napt. PET lahve), o
¢emz svéd¢i nalez z rybnika Hejtman v roce 2007. Velmi nerovnomérné kolonie
narustaji v ptehradni nadrzi Hnévkovice, jenz mé velkou rozlohu. Pfevlada vyskyt na

skalnim podloZi a to v hloubce i pies tfi metry (BALOUNOVA, 2007).

3.2.5 Rozsifeni druhu P. magnifica

Poprvé byla bochnatka popsana jiz v roce 1851 v okoli Filadelfie. Je
pivodem z oblasti smérem na vychod od feky Mississippi, od Ontaria po Floridu.
Jeden z prvnich nalezt Pectinatella m. byl na fece Bille u Hamburku v roce 1883.
Pozdg¢ji byla nalezena v Labi, v rybnice ve Vratislavi, ve Slezsku a Brandenburgu.
Mimo to, floatoblasty P. magnifica byly nalezeny v hornim Labi v Némecku v roce
1950. Poté se P. magnifica rozsifila do oblasti Spandau v Berlin¢ a také do
Rumunska a Turecka. Ve Francii byla nalezena v oblasti Franche — Comté v roce
1994. Vyskyt P. magnifica byl poprvé zaznamenan i v Nizozemi v roce 2003 a poté
kazdy rok. Mezi nejnovéj§i objevy patii povodi Ryna v prostoru mezi
Lucemburskem a Némeckem. Neddvno byla bochnatka také nalezena v CR a
Rakousku. Kromé Evropy a Severni Ameriky je zaznamenana dokonce i v Japonsku
a Koreji (BALOUNOVA et al., 2011). Do Evropy byla zavletena pomoci lodni
dopravy nebo vodniho ptactva, u kterého se pfichytava na peii. Na uzemi Ceské
republiky byla poprvé objevena v roce 1929 na fece Vitavé v Praze, o0 30 let pozdgji
byl znam vyskyt na 12 lokalitich na fekach Labe a Vltava. V roce 2003 byla
objevena v piskovné Cep na Ttrebonisku, béhem roku 2004 zacala byt na této lokalité
sledovana (BALOUNOVA a kol., 2007). Mechovka byla nalezena v chranéné
krajinné oblasti a biosférické rezervaci Tiebonsko. Béhem poslednich deseti let této
oblasti byly pozorovany dva typy strategii jejiho Sifeni: Sifeni na vétsi vzdalenosti
spojené s tokem feky LuZnice nebo klasické Sifeni na zdklad€ absolutni od
ovlivnénych oblasti. Ob¢ tyto strategie Sifeni vedly ke zvySeni koncentrace P.
magnifica v této oblasti diky podrobnému vySetieni 21 lokalit s riiznou trofickou
trovni (rybniky, zatopené piskovny a $térkovny), (BALOUNOVA et al., 2013).

Tento druh mechovky se postupné rozsitil do mnoha dalSich mist po celém
14



Trebonsku a na vétsing téchto mist je invazivni. P. magnifica se rozsifila na nékteré
dalsi piskovny a rybniky bez intenzivniho chovu ryb (BALOUNOVA et al., 2011). Z
piskovny Cep se dale rozsitila propojovacim kanalem i1 na nadrz Cep I. V roce 2005
byla bochnatka nové nalezena na rybnice Podfezany. V nésledujicim roce byla
sledovana na ptehradni nadrzi Hnévkovice a Orliku, a dale na rybniku Hejtman v
Chlumu u Tiebong, kde se bochnatka vyskytuje do soucasné doby v hojné mite. Od
roku 2003 doslo k invazi tohoto zkoumaného zivoc¢icha. V roce 2012 byla
Pectinatella magnifica také objevena v fece Sure v obci Esch — sur — Sure
(Lucembursko). Kolonie byly zvlasté hojné u biehu v melké, teplé vodé bohaté na
Ziviny, ale nékteré kolonie byly spatfeny v nadrzi v hloubce 8-9 m a na dal$im misté
dokonce vice nez ve 20 m. Krom¢ Pectinatella m. byly v oblasti Esch — sur — Sure
nalezeny mechovky: Plumatella emarginata (Mechovka vykrojena), P. repens (m.
plaziva), P. fungosa (m. houbovita) a cristatella mucedo (MASSARD, 2013). Jednim
ze spoustécich faktori miize byt i globalni klimatickd zména. Rychlé Sifeni je
spojeno s nardstem pramérnych teplot vody, které Cast&ji piesahuji 20 °C, jenz

bochnatka pro svijj Zivot potiebuje (SINKO, 2010).

Vzhledem k tomu, Ze se organismus §ifi do dalSich nadrzi, je poznani jeho
biologie a vlivu na vodni ekosystémy velmi aktudlni a dilezité. Nadrze po tézbé
Stérkopisku maji vyuziti nejen rybarské, ale i rekreacni a mnohdy i vodarenské

(BALOUNOVA, 2013).
3.2.5.1 Vyskyt druhu Pectinatella magnifica na Vitavotynsku do roku 2012

(BALOUNOVA, 2014)

Prvni (v terénu neovétené) zminky o vyskytu P.m. v této oblasti pochéazeji z
obdobi pted rokem 2000 (cca 1998-9) z feky Luznice v Tébote, kde se v klidné vodé
nadjezi masivné zacinala vyskytovat od poloviny srpna na vétvich, portstala dna
lod€k a kolonie prezivaly az do zamrazu. Ptiblizné z téze doby pochézeji 1 zpravy o
naplavenych, volné se vznasejicich koloniich v Dobronicich u Bechyné. Dalsi zpravy
o vyskytu jsou z r. 2005, kdy byly stovky kolonii pozorovany rybafem pfimo na dné
feky Luznice v Sezimové Usti. V okoli Bechyné (v Dobronicich a v kempu
Hvozd’any) byla zjiSténa 1 pozdéji — v roce 2008 byla hlaSena, pozdé¢ji (2010) i
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ovétena Balounovou nad jezem v Dobronicich u Bechyné. Nasledujici rok (2011) v
téchto mistech zifejm¢ (podle mistnich obyvatel, rybaii a rekreantii) doslo k
masovému vyskytu, kdy kolonie porustaly lodicky i jiné pfedméty. V roce 2012 vSak
pfi revizi (pracovniky Jiho¢eské univerzity v C. Bud&jovicich) nebyla nalezena ani

jedna kolonie.

Ze soutoku Luznice a Vltavy na Kofensku je zprava z r. 2009. Bochnatka
tvorila velké mnozstvi kolonii na kamenech na dné. Ve Vltavé na Hnévkovické
ptehradé pod Hnévkovicemi byl tento Zivocich v§ak pozorovan sportovnim rybarem
jiz v roce 2006. Jednalo se o velkou kolonii (o délce vice neZ 1 m), vznaSejici se na
hlading. TéhoZ roku (20.9.06) byla zjisténa potdpecem pii CiSténi Ceslic na vstupu do
malé vodni elektrarny. Nasledujiciho roku (2007) byly kolonie fotografovany ve
vod¢ u Hnévkovic a také ve Vltavé u PonéSic. Z této oblasti pochazeji i hlaseni z
roku 2009. V tomto roce se bochnatka také objevila v malém soukromém rybnice
Vépensky u Albrechtic nad Vltavou. Mimotadnych velikosti a hmotnosti dosahovaly
kolonie bochnatky v roce 2009 na Hnévkovické prehradé¢ na skalnatém pobiezi
kanonu Vltavy pobliz rekreacniho stiediska AMU (potvrzeno revizi pracovniky
Jiho&eské univerzity v C. Bud&jovicich). V tychz mistech se (podle sdéleni spravce
objektu) vyskytovala bochnatka i v pfedchozim roce (tedy 2008). V letech 2010 a

2011 v8ak zde spravce objektu béhem léta nezjistil Zadné kolonie.
3.2.5.2 Vyskyt druhu Pectinatella magnifica na Ttebonisku do roku 2013
(BALOUNOVA, 2014)

Na Ttebonsku byl druh P.m. poprvé zjistén v r. 2003 na téZené Sté€rkopiskové
nadrzi Cep, kde se od té¢ doby vyskytuje kazdoro¢né (i kdyZ v soucasné dobé, kdy
tézba byla zastavena, je kolonii mnohem mén¢ a jsou drobnéjsi). V roce 2005 bylo
zkontrolovano celkem 18 lokalit v okoli, druh byl nové zjistén pouze na jednom
rybniku (Podfezany). V dalSich letech vSak dochazelo postupné k $ifeni na blizké i
vzdalengj$i vodni nadrze. Kontrola vytipovanych lokalit (mist, kde byl druh dosud
nalezen a lokalit podobného charakteru v jejich blizkosti) probihd na Tteboiisku

pracovniky JihoCeské univerzity od r. 2003, tzn. 11 let. V roce 2013 bylo
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zkontrolovéano celkem 34 lokalit, kolonie bochnatky byly nalezeny na 14 lokalitach,
z toho bylo 6 piskoven a 8 rybnikti. V porovnani s piedchozim rokem (2012) byla
opét (po 2 leté piestavce) overena na rybniku Podfezany, naopak nebyla zjisténa na
Opatovickém rybnice, na sddkach v Tieboni a ve Vydymaci v Chlumu u Ttebong,
kde se vyskytovala v ptedchozich letech. Pro vétsinu lokalit vSak plati, Ze v letech,

nasledujicich po prvnim vyskytu, se zde jiz kolonie objevuji kazdoro¢né.

3.3 Tkanové a bunééné kultury

Bunéénymi kulturami jsou rostlinné, zivocisné nebo lidské bunky péstované
mimo télo organismu, ze kterého pochazeji. Tato technika je provadéna v laboratofi,
nazyva se in vitro, tzn. - ,,ve skle." K prvnim pokusiim tkanovych kultur doslo ve 20.
stoleti. V' roce 1952 byla ustanovena prvni lidska buné¢na linie. Odebrana tkan ¢i
soubor bunék musi byt co nejdiive prenesen do zivného roztoku nebo média.
Médium se svym chemickym slozenim a fyzikalnimi vlastnostmi co nejvice podoba
télnim tekutindm. Sérum obsahuje vysokomolekuldrni bilkoviny, které podporuji
adhezi bun¢k a fadu rustovych faktord, z nichz nékteré podporuji diferenciaci

(MATULKA, 2006).

Ve tkanovych kulturdch musi byt pfisné kontrolovdna koncentrace soli,
organickych Zivin, hodnota pH, teplota prostfedi, ve kterém se vzorek vyviji a
n¢kolik dalSich faktorti. Klade se dlraz na sterilitu nastroja, aby nedoslo k infikaci
dané kultury. Soucasti média je fetalni bovinni sérum, které iniciuje buniky k déleni a
tim 1 rast celé kultury, dalSi soucasti jsou antibiotika kvlli pfedchazeni infekci a
naslednému zaniku celé kultury. Pii uspésné kultivaci se buniky zainaji mnozit a
vznika bunécna (tkanova) kultura. Kultury se péstuji na Petriho miskach v termostatu
pii stalé teploté 37 °C. Po urcité dob¢ je zivné médium vycerpano a ¢ast bunck se
musi pfenést do jiné kultivacni nadobky s ¢erstvym zZivnym roztokem. Tento proces
se nazyva pasazovani bunék, je nutné jej pravidelné opakovat (KOCAREK a kol.,
2006).
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3.3.1 Struktura sav¢i buriky a jeji aktivita

Bunka savcu je obklopena jemnou blankou a obsahuje jadro, cytoplazmu,
mitochondrie, lyzozomy, Golgiho aparat, centrioly, rizné inkluze, atd. - Bunéc¢na
blana sav¢i bunky je tenkd, optickym mikroskopem takika nepostiehnutelna.
Prochazeji skrze ni vSechny latky, které bunka pfijima a vylucuje. Jadro je oddéleno
od cytoplazmy velmi jemnou nuklearni blankou. Uvniti se nachazi jeden nebo vice
jadérek (nukleont)—, které obsahuji (ribonukleovou kyselinu, dale RNA), zbytek je
tvofen  bezstrukturni = bazofilni  hmotou,  obsahujici  velké  mnozstvi
dezoxyribonukleové kyseliny (dale DNA) a bazickou bilkovinu - nuklearni histon. V
jadre se nachazi velké mnozstvi lipidd. Jadro buniky, kterd se nedéli, se nazyva inter
mitotické. Jeho vyznam je dulezity, nebot’ cytoplazma neni bez né¢ho schopna trvale
existovat. Ma genetickou funkeci, tzn.- pfenos dédi¢nosti a funkci biochemickou, jenz
neni doposud zcela objasnéna. Jadro kontroluje hladinu enzymi v buiice. Ribozomy
a endoplazmatické retikulum jsou zdvislé na Cinnosti jddra. Naopak mitochondrie
maji znatelnou autonomii a jadro je po energetické strance zavislé na jejich aktivité.
Izolovana jadra maji schopnost syntetizovat (adenosin trifosfat (dale ATP) a jiné
energii bohaté latky. Jadérko je mistem nejintenzivngj$i proteosyntézy v jadre.
Vyznam jadérka je pro Zivotni funkce buniky nepfimy, spiSe jen regulativni, je vSak
prokazano, Ze buiika bez nukleolu nemitiZe natrvalo existovat - (CINATL a NOVAK,

1968).

3.3.2 Membranové bunééné organely
(BERGER, 2000)

Mitochondrie jsou energetickymi organelami buiiky. Jsou velké 0,1 - 10 pm,
v bunice jich byva od 1 do cca 0,5 milionu. Pocet mitochondrii v bunice se miize
ménit podle jejich metabolickych potfeb, napt. v buiikdch hibernujicich Zivocichii
muze byt mitochondrii méné, zatimco v aktivni fazi zivota maji buniky mitochondrii
vice. Nachazeji se v mistech, kde buinikka spotfebovava nejvice ATP. Jsou
elipsoidniho nebo ty¢inkového tvaru. Soubor mitochondrii v jedné bunce je
oznacovan jako chondriom. Mitochondrie béhem evoluce ztratily svou autonomii.
Cast proteind, které se podileji na struktufe a funkcich mitochondrii jsou kodovany

geny, které jsou obsazené v bunécném jadie. Tento stav se nazyva jako
15



semiautonomie. Mitochondrie se mnozi autoreprodukci, tzn., ze reprodukuji sobé
podobné zivé utvary. Maji dvé membrany, které rozdéluji mitochondrii na mezi
membranovy prostor a matrix (uzavira ji vnitini membrana, piedstavuje cytosol
prokaryotického ptedka). Vné&jSi membrana mitochondrii vznikla béhem evoluce z
plazmatické membrany matefské bunky. Vnitini mitochondridlni membrana je
puvodni plazmatickou membranou prokaryotického ptedka, vytvari zahyby zvané

kristy, které maji trubi¢kovity nebo plochy tvar.

Dalsi vyznamnou organelou jsou lyzozomy, které se podileji na traveni a
hydrolytické degradaci latek, které pochéazeji z buiiky a jejiho okoli. Lyzozomy maji
tvar kuli¢ek s malou dutinkou, obsahuji proteazy a ribonukleazy. Na povrchu se
nachazi jednoducha membrana, na vnitini strané membrany jsSou ve vétsim mnozstvi
glykoproteiny (—cukry chrani membranu pfed piisobenim hydrolytickych enzymu-).
Hydrolytické enzymy, které jsou obsazeny v lyzozomech, jsou syntetizovany v
endoplazmatickém retikulu. Odtud jsou vpraveny do Golgiho komplexu a zaclenény
do tvoficich se lyzozomii. Mezi tyto enzymy se fadi proteazy, lipazy, glykosidazy,
nukledzy, fosfatdzy. Primarni lyzozomy fuzuji s pozdnimi endozomy (tzn. se
substratovymi vakuolami) pfi vzniku sekundérnich lyzozomu. Terciarni lyzozomy
(neboli rezidualni téliska, postlyzozomy) obsahuji zbytky rozlozeného obsahu. V
nékterych bunikdch dochazi ke vzniku jak lyzozom, které zistavaji v bunikach, tak i
sekre¢nich granul podobného slozeni. Neutrofily, které se podileji na zanétlivé
reakci, obsahuji v sekre¢nich granulich chemoatraktanty, histaminazu; obsah granuli

eozinofill se G¢astni obrannych reakci vii€i parazitim.

Golgiho komlex je sit’ uzavienych varikosnich membran, které Cernaji po
ucinku kyseliny osmicelé nebo po sttibieni. Nachazi se pobliz jadra a mé intenzivni
sekre¢ni aktivitu. Golgiho komplex je tvofen hladkymi membranami, které vytvareji
livancovité struktury, které jsou na koncich casto zdutelé. Golgiho komplex nebo
Golgiho zbéna se nazyva, protoze ma morfologicky komplikovanou strukturu,
pouzivd se 1 termin Golgiho aparat. Livancovité struktury se oznacuji jako
diktyozomy (dictyon = sit’, soma = télo), diktyozomi byva nad sebou uloZenych
kolem 5-7, ale mize jich byt i 20. Builka mtze mit nékolik Golgiho komplexa.
Golgiho komplex je strukturné a funkéné polarizovan v bufice: strana, jenz je

pfivracena smérem k endoplazmatickému retikulu se oznacuje jako cis, strana
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pfivracena smérem k plazmatické membrané je trans. Podstatnou funkci této
struktury je postsynteticka iprava makromolekul, v tomto sméru navazuje na ¢innost
endoplazmatického retikula. Proto Golgiho komplex hraje zasadni roli v sekre¢nich

cestach.

Transport Golgiho komplexem je tvofen ¢tyfmi kompartmenty, které se
oznacuji (smérem od plazmatické membrany k endoplazmatickému retikulu) jako (i)
TGN (trans Golgi network), (ii) trans (trans cisternae), (iii) stiedni ( medial cisternae
(iv) CGN (cis Golgi network) nebo také cis. Smérem k endoplazmatickému retikulu
se nachazi kompartment oznaCovany zkratkou VTC (vesicular-tubular clusters,
neboli ERGIC (endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment), také pre-
Golgi. V bunkach polarné orientovanych je prokazana existence subapikalniho
kompartmentu (SAC) mezi Golgiho komplexem a plazmatickou membranou. V
subapikalnim kompartmentu mohou byt vyménovany, ttidény a odesilany proteiny a
lipidy, a to podobn¢ jako v TGN. Do tohoto kompartmentu putuji vezikuly z Golgiho
komplexu nebo z casnych endozomii (membranovych vacki) a odchazeji k
plazmatické membrané nebo lyzozomalni cestou. SAC odpovidd perinukledrnim
recyklujicim endozomlm, jenZ byly dfive popsané v migrujicich fibroblastech (=
semipolarni buniky), odtud se recyklujici molekuly dostavaji k plazmatické
membrang, kde se nachazi ¢elni lamela. Perinuklearni recyklujici endozomy maji v
nepolarizovanych buiikkach podobnou funkci jako SAC, ale netfidi a nepfenasi
molekuly z pozdnich endozomt. Vezikuly, jenz putuji do Golgiho komplexu z
endoplazmatického retikula, jsou pokryty obalkou, tvofenou proteiny komplexu COP
I, vezikuly vracejici se z VTC jsou pokryty COP I. Proteiny z komplexu COP se
ziejme podileji na puceni vacku z membrany, ale neni jasné jakym zplisobem. Neni
ani vysvétleno proc je COP I v obdlce vacku rozdélen nerovnomérné. Pokryti vacku
obalkou je signalem k jejich identifikaci a ke tfidéni latek, které tvori naklad
vezikulu. Pii recyklaci COP | dochazi k uvolnovani a prechazeni na vacky smétujici
do Golgi poté, co se v nich uvolnila obalka, ktera je tvofena COP II. Obalka COP I je
identifikac¢ni znackou vacka, které recykluji zpét do endoplazmatického retikula z

VTS. Do endoplazmatického retikula se vraceji uvolnéné slozky COP IL.

Golgiho  komplex zahrnuje  membranové proteiny, které maji

transmembranovy segment nebo asociuji s membranou, periferni proteiny asociuji s
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cytosolovou stranou membrany. Membranové proteiny Golgiho komplexu mohou
byt rezidentni nebo tranzitni. Rezidentni proteiny jsou pii tvorbé transportnich vacku
chranény tak, aby se zbytecné nedostavaly do vezikuli. To se déje pomoci segregace
rezidentnich proteini interakcemi s lipidy, nebo segregaci rezidentnich proteint

prostiednictvim jejich oligomerizace v membrané.

K interakci s cytoskeletem dochazi tak, Ze trajektorie vacka VTC
pohybujicich se z endoplazmatického retikula do Golgiho komplexu je déana
mikrotubularni slozkou cytoskeletu. Dochazi k premisténi vack podél mikrotubuli,
které jsou zakotveny do endoplazmatického retikula. Hydrolyza makroergnich vazeb
mikrotubularnich motorti dyneinu a kinezinu zajistuje energii pro pohyb vacka. Tyto
vacky splyvaji na cis strané¢ Golgiho komplexu a tim se podileji na vytvareni
kompartmentu CGN. V mist¢ MTOC (microtubule organizing center) dochazi ke
kolokalizaci Golgiho komplexu s minusovym koncem mikrotubularni slozky
cytoskeletu, a to béhem interfaze nepolarizovanych bunék. V tomto misté pusobi
dynein, ktery postupné piesunuje Golgiho komplex k MOTC za hydrolyzy ATP
(adenosintrifosfatu). Na plusovém konci mikrotubulti se nachazi kinezin (také
ATPaza), jenz podnécuje lateralni pohyb Golgiho komplexu. Spektrin lokalizuje
Golgiho komplex a koordinuje tok vacki z Golgiho komplexu, ale i dovnitt. Spektrin
je vazan k membran€ pomoci ankyrinu, z druhé strany se na spektrin vazi molekuly

aktinu nebo mikrotubuli.
Dyneiny (ATPazy) zajist'uji posun organel vazanych ke konci ( - ). Distribuji
endozomy, lyzozomy a ¢ast Golgiho komplexu, podileji se na migraci chromozomu a

na skluzu mikrotubult bi¢iku a fasinek.

Dynamin (GTPaza) umoziuje klouzani mikrotubulli po sob&é navzajem.

Pomoci fosforylace® dynaminu dochazi k zeslabeni jeho vazby na mikrotubuly.

! Fosforylace- je adice (z jedné dvojné vazby se stanou dvé jednoduché) fosfatovych skupin na
proteiny nebo jiné organické molekuly. MdZe ménit strukturu proteind v enzymech a tim i jejich
funkci a ¢innost. Fosforylace proteind hraje vyznamnou roli v celé fadé bunéénych procesu.
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Dynamin a proteiny, které s nim reaguji, se podileji na endocytéze?. Kineziny jsou
ATPazy zajistujici posun buné¢énych slozek navazanych ke konci (+), napf. pohyb
pigmentovanych zrn k periférii buiiky pii barvoméné po osvétleni zivocicha
(zivo¢ich tmavne) zajistuje kinezin. Také se podileji na pfesunu chromozomu
pomoci mikrotubull a stfednich filament obsahujicich vimentin, a maji podil i na

transportu mRNA.

CINATL a NOVAK (1968) uvadéji, ze buinka se ve tkanovych kulturach
aktivné pohybuje, coz je viditelné na mikrokinematografickych zéznamech.
Zakladnimi pohyby je tvorba pseudopodii, pinocytéza (—bunétné piti, proces
podobny fagocytoze s tim rozdilem, Ze jsou pohlcovany tekuté soucasti). Jsou
ptitomny i specialni pohyby, které jsou charakteristické pouze pro nékteré bunky,
napt. pohyb rytmické kontrakce bunék srde¢niho svalu, jenz je mozno pozorovat v

kulturach i po dobu n¢kolika tydnt.

3.3.3 Cytoskelet
(NECAS akol., 1991)

Cytoskelet oznacuje soustavu bilkovinnych fibrilarnich struktur, ktera tvofi
¢ast cytoplazmy bunky. Vedle biomembran a pamétovych struktur je jednim
Z hlavnich principt funkéni organizace buiiky. Cytoskeletalni soustava realizuje fadu
zakladnich bunéénych funkci. Je jedinym systémem v buiice, ktery je schopen
transformovat chemickou energii v kinetickou pomoci mikrofilament a mikrotubuld,
tim podminiuje vSechny pohybové funkce bunky, jako je lokomoce buiiky, transport
organel v bunce, kinetické procesy, které probihaji pfi déleni bunky, atd.
Cytoskeletalni soustava také usmérnuje nékteré morfogenni procesy, které vedou
K vytvorfeni a udrzovani dynamické struktury bunky. Cytoskelet ma také informacni

funkeci, je pamét'ovou strukturou a podili se na regulaci fady bunécnych procest.
Za zminku stoji cytoskeletalni toxiny, protoZe pro poznani funkce cytoskeletu
a jeho jednotlivych komponent se pouzivaji specifické jedy, které se vazou na

nepolymerizované proteiny (zejména tubulin a aktin) nebo na strukturalni

2 Endocytdza- je proces, kterym buriky absorbuji material (molekuly, nebo jiné buriky) z vnéj$iho
prostiedi, definovaného jejich cytoplazmatickou membranou.
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komponenty cytoskeletu. To se projevuje blokaci nékteré funkce cytoskeletu.
Specificky uéinné latky se oznacuji jako inhibitory. Piikladem je kolchicin, ktery
narusuje mitdézu a byl vyuzivan védci k experimentdlnimu zablokovani mitdzy
V metafézi, az pozdéji byl objasnén mechanismus jeho ucinku, tj. specifickd vazba na
tubulin, kterd vede k poruse funkce mitotického vieténka. Pouziti cytoskeletalnich
toxini k disekci cytochemickych a molekularné biologickych procesii neni ideélni.
Mensi druhové rozdily v primarnich strukturdch tubulini a aktinii se promitaji do
inhibiéniho efektu danych toxint. Znamé jsou také mutanty, které jsou k nim
rezistentni. Maze se jednat o zavislost s procesy, které s funkci cytoskeletu ptimo
nesouvisi, napf. vycerpani vyuzitelné energie v buiice ¢ini buiiky necitlivé na jedy.
Nekteré cytoskeletalni toxiny maji i nespecifické efekty na fadu bunéénych procesii.
Cytoskeletalni toxiny jsou ¢asto pouzivany v 1ékafstvi jako cytostatika a zeméd¢€lstvi
jako fungicidy a herbicidy. Dale jsou znamé mikrotubularni inhibitory ¢i toxiny, mezi
které patfi organické slouceniny, které pifimou vazbou na mikrotubuly blokuji
procesy zavislé na funkci mikrotubuldrniho systému. Patii sem rostlinné alkaloidy,
jako je kolchicin, podofylotoxin, vinblastin, maytansin a taxol, dale nckteré
syntetické derivaty benzimidazolu a n¢které latky pouzivané jako herbicidy. Nejdéle
a nejvice prostudované je ptisobeni kolchicinu a jeho derivati, alkaloidil izolovanych
z octnu jesenniho (Colchicum autumnale) a jemu podobnych rostlin (SANTAVY,
1979). Studiemi in vitro se prokazalo, ze kolchicin je vysoce G¢innym inhibitorem

mikrotubularniho systému bunék obratloveli v nanomolarnich koncentracich,

vvvvvv

(KUZMICH a ZIMMERMAN, 1972, LEVAN, 1938, HABER et al., 1972, HEATH,
1975). Byla popsana vazba kolchicinu na a-tubulin (SCHMITT a ATLAS, 1976).
Vazebné misto pro kolchicin bylo nalezeno na a-podjednotce v blizkosti mist jeji
interakce s B-tubulinem (AVILA et al., 1987). Kolchicinu je pfibuzny synteticky
derivat kolcemid, ktery ma velmi podobny ucinek (RAY et al., 1981). Soutézi
S kolchicinem ve vazbé na tubulin, ale vznikly komplex je ménég stabilni, proto je
pisobeni kolcemidu na buriku vice reverzibilni. Z toho dtvodu je v pokusech in vivo
vyuzivan Castéji nez kolchicin. O vazbu na tubulin soutézi s kolchicinem nékteré
dal$i inhibitory spoleénym rysem v chemické struktufe: benzenovym kruhem

substituovanym methoxyskupinami. Jednd se naptf. o alkaloid méjového jablka
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(Podophyllum peltatum) — podofylotoxin, jenz ma podobné antimitotické vlastnosti
s kolchicinem (KELLY a HARTWELL, 1954). Alkaloid zvany steganacin také
inhibuje polymeraci tubulinu pfi nizkych koncentracich. Jeho struktura je podobna
podofylotoxinu a je znamy svou protinadorovou aktivitou (WANG et al., 1977). Mezi
dalsi alkaloidy patti vinka alkaloidy izolované z barvinku (Catharantus roseus), které
se vazou na dvé vazebna mista molekuly tubulinu, odlisnéd od vazebného mista pro
kolchicin. Nejznaméj$im vinka alkaloidem je vinblastin, podobny ucinek projevuji i
vinkristin a jeho derivat vindepin. Pti niZzsi koncentraci blokuji polymerizaci tubulinu
In vitro, ale pfi vyssi koncentraci (miliomolarni) interaguji pfimo s mikrotubuly.
Mimo vazby tubulin mohou svym vedlejSim u¢inkem ovliviiovat i syntézu RNA a
DNA, biosyntézu lipidi, metabolismus cyklickych nukleotidii, metabolismus
glutathionu a kalmodulin-dependentni Ca?* transportni ATP-4zu. Vyznamné jsou i
derivaty benzimidazolu, které vykazuji zajimavou biologickou aktivitu. Naptiklad
mebendazol, oxibendazol, albendazol, kambendazol, fenbendazol a parbendazol jsou
latky vysoce u€inné proti riznym patogennim nematodim, cestodim a hematodim
(BORGERS et al., 1975), zatimco benomyl, thiabendazol a methylbenzimidazol-2-yl
karbamat slouzi jako u¢inné fungicidy (DAVIDSE, 1975). U nokodazolu byla
zjiSténa protinadorova aktivita (DEBRABANDER et al., 1975). Podobné vlastnosti
ma sloucenina tubulozol-C (GEUENS et al., 1985). S pohybovou aktivitou buriky,
vcetné bunécného déleni, pohybu po substratu, sekrece, fagocytdézy a morfogeneze,
interferuje fada ptirodnich latek diky pfimé interakci s aktinem. Znamou skupinou
jsou mykotoxiny, cytochalasiny a falotoxin faloidin. Cytochalasiny se staly
pomiickou studia bunéénych procesti zavislych na funkci aktinu u vSech typt bunék.
Univerzalni vlastnosti je rozpad ¢i prestavba cytoskeletu, citlivost na jednotlivé
cytochalasiny mtze byt druhové specificka (STAPLES a HOCH, 1982). Z ptikladi
jejich uc€inkl lze uvést destrukei kontraktilniho prstence v délicich se Zivocisnych
bunkkdch (SCHROEDER, 1970), inhibici proudéni cytoplazmy zelenych fas
(NOTHNAGEL et al.,, 1981) a blokovani vrcholového rastu hub (STAPLES a
HOCH, 1982). V koncentracich tésné nad hodnotami ovliviiujicimi morfologii (vyssi
nez 2 pg/ml) se cytochalasin D projevuje také jako G¢inny inhibitor proteosyntézy u
HeLa bunék, nejspi§ tim, Zze uvolfiuyje mRNA z vazby na cytoskeletalni protein

(ORNELLES et al., 1986). Cytochalasin E, kromé& naruseni ukotveni aktinu
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V plazmatické membran¢, blokuje také mitochondrialni respiraci, transport cukri

pies membrany a transport sekretorickych vack.

3.4 Mitéza

Mitéza, Cili nepiimé déleni bunky, se sklada z faze d€leni jadra (karyokineze)
a déleni cytoplazmy (cytokineze) a je nejcastéjsim zplisobem rozmnozovani bunék
ve tkanovych kulturach, dochazi pti ni ke vzniku chromozomi. Pti mitéze dochazi k
rozestupu sesterskych chromatid k opaénym polim builkky. Tyto sesterské
chromatidy se od pocatku rozdé€leni jejich ptivodné spole¢né centromery nazyvaji
dcefiné chromozomy. Pfi tomto procesu je zajiSténo, ze dcefiné buiky obsahuji
shodny pocet chromozomil s buiikou matefskou a pokud nedoslo k mutaci, maji s ni
totozny genotyp (— soubor genti), (REISCHIG, 1988).

Dcefiné buniky maji stejné geny, jsou tedy po genetické strance naprosto
shodné. Mit6za zajist'uje rist organismu nebo nahradu poskozenych bun¢k Vv tkanich,
mitoticky je prubéh déleni bunék pfi nepohlavnim rozmnozovani organismd, novi
jedinci jsou zcela shodni s matefskym organismem. Mitéza probihd ve Ctyfech
fazich, jez se nazyvaji jako profize, metafize, anafaze a telofize (ZAVODSKA,
2006). Rovnomeérné rozdéleni chromozomi do dcefinych bunék zajist'uje mitotické
vieténko. Obsahuje stovky az tisice mikrotubult,, které vychézeji z centrozomu.
Vieténko se pred piipojenim mikrotubulll nazyva primdrnim vieténkem, po vazbé
mikrotubuli na kinetochory se oznacuji jako délici vieténko. Na mitozu obvykle jiz v
anafazi navazuje cytokineze (d€leni cytoplazmy), kterd probihd u Zivocisné bunky
centripetalné (svazky mikrotubulli upnuté k plazmatické membrané ji vtahuji
dovnitt). Cytokineze se u Zivo€ichll projevuje nejprve ryhovanim (furrowing,
cleavage) v roviné uréené ekvatorialni rovinou déliciho vieténka. Zaskrcovani se
déje pomoci kontraktilniho prstence, ktery je pfichycen na vnitini strané plazmatické
membrany. Kontraktilni prstenec obsahuje aktin a myozin. Pfi cytokinezi je
zapotiebi postupné zvétsit povrch matetské plazmatické membrany, protoze soucet
povrchli obou dcefinych bun¢€k vyrazné pievysuje plochu povrchu bunky mateiskeé.
Plazmatickda membrana se tvoii z méchyrki, které se na povrchu bunky vytvotily
pfed mitézou. Rychlost bunééného déleni je u riznych bun€k rozmanitd. Somatické

bunky zivocichl se vétSinou déli n€kolik hodin. V pribéhu bunééného cyklu se méni
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I morfologie povrchu bunky. Zpocatku byva buiika hladka, béhem mitézy ma na
povrchu mnoho méchytkovitych a vlaknitych utvara. Bunky maji kulaty tvar béhem

mitdzy, ve fazi interfaze jsou ploch¢ (BERGER, 2000).

3.4.1 Profaze
(NECAS a kol., 1991)

V profazi se objevuji chromozomy, které vznikly spiralizaci a kondenzaci
vladken DNA. Chromozomy jsou tvofeny dvéma sesterskymi chromatidami, jez jsou
spojeny Vv centromete. Kazdy chromozom obsahuje dvé stejné molekuly DNA, tzn.,
ze v kazdé chromatidé je jedna molekula DNA. V této fazi se rozpada jaderny obal a
mizi jadérko. V buiice za¢ne vznikat délici vieténko, které je tvofeno mikrotubuly.
V zivo€isnych bunikach se na tvorbé vieténka podili centrozom, ktery se rozdélil na
dva rovné, presunuté k protilehlym pélim buiky. Z centrozomu vybihd svazek
mikrotubuld do vSech stran. Zakladni tvar déliciho vieténka vznika tak, Ze nékteré

mikrotubuly vychazejici z protilehlych centrozomii se spojuji.

3.4.2 Metafaze

V metafazi je dokoncena tvorba déliciho vieténka. Dochazi k ptfipojeni
chromozom® v misté centromer na vlakna délictho vieténka a shromazdi se v

rovnikové (ekvatorialni) rovin€ buniky, kde vytvaieji tzv. metafazni desticku.

3.4.3 Anafaze

V anafdzi dochéazi k pferuSeni spojeni mezi sesterskymi chromatidami
kazdého chromozomu a chromatidy se od sebe oddé€li. Chromatidy jsou tazeny
zkracujicimi se vldkny déliciho vieténka k opacnym polim buiky. Poté se

chromatidy stanou samostatnymi chromozomy nové vznikajicich jader.

3.4.4 Telofaze

V telofézi se kolem chromozomi znovu vytvofi jaderny obal. Dojde k zaniku
déliciho vieténka. Ob¢ nova jadra maji stejny pocet chromozomul jako jadro
matetské buiiky. Chromozomy se postupné¢ rozvoliuji, az se stanou

nepozorovatelnymi svételnym mikroskopem.
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Po rozdé¢leni jadra dojde k cytokinezi (rozdéleni celé buiiky). U zivocisné
bunky vznikne na povrchu délici ryha a bunka se postupné zaskrti pomoci
stazitelného prstence, ktery vznika na vnitini stran¢ cytoplazmatické membrany a je

tvofen mikrofilamenty. Timto zpsobem vzniknou dvé nové dcefiné bunky.

3.5 Kultivacni pozadavky buiiky in vitro

(CINATL a NOVAK, 1968)

Rist bunék je ovliviiovan teplotou, osmotickym tlakem, pH a pfitomnosti
nezbytnych iontl. Bunky pozaduji k rlstu sacharidy, aminokyseliny, vitaminy a
mnohdy jesté dalsi faktory, které jsou ptidavany do média odivodnéné ¢i na zakladé
dobrych zkusenosti. Jsou to napf. rizné koenzymy, hormony nebo i latky
metabolicky inertni, jako je methylceluloza ¢i PVP (polyvinylpyrolidon). K ristu
bunck je potieba i plyni, kysliku a oxidu uhli¢itého. Nevyhodou je, Ze bunky na
povrchu ploché vrstvy dostdvaji vice zivin a kysliku nez buiiky vespod, které kvili
tomu odumiraji. Odbornici proto zacali buiikdm poskytovat rtizna leSeni, diky kterym
buniky pfirozenéji rostou. Takovym biologickym leSenim je substance z tukovych
bunék, ktera tvoii extracelularni matrix. V zivém organismu je extracelularni matrix
prostfedim, které buinky obklopuje, spojuje a chrani. Umoznuje jejich vzajemnou
komunikaci a podili se na diferenciaci bun€k. Odbornici zjistili, Ze lepivd hmota
z tukovych bun¢k muize vytvofit zdkladni membranu, ve které se kmenové bunky
mohou uchytit a dospét do tkanovych buné€k, které vytvareji latky, jenZ nepotiebné
»leSeni® pomalu rozlozi. Ke stejnému ucelu se pouzivaly smési proteind, které
sekretuji rakovinné buniky a proto se nedaji pouzit v télech pacient. Biologické
Jtukové leseni® by proto predstavovalo mnohem vyhodnéjsi alternativu (CRo
LEONARDO, 2010a). Védci z Texas Medical Centre v Houstonu vynalezli
trojrozmérné péstovani, které se bez tohoto (viditelného) leSeni obejde. Diky
smichdni buné€k lidského glioblastomu s upravenymi fagovymi viry, které poslouZily
jako nosice zeleza. Viry sviij magneticky naklad propasovaly pies bunécnou
membranu dovnitt bunék, které pak védci premistili na Petriho misku s magnetickym
vickem. V pfesné nastaveném magnetickém poli se buniky s nakladem Zeleza

shlukuji do kulovitych chomackd, které ,,levituji* t€sné nad povrchem misky. Buiky
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v nich rostou, dé€li se a vytvareji trojrozmérnou strukturu, jenZ mohou védci vyuzit

pii studiu nadortt (CRo LEONARDO, 2010b).

Pti teploté 45 °C hynou buiiky asi za 30 min., pfi teploté 42 °C mohou zit 12 -
24 hod. Pti pokojové teploté, tj. 20 - 25 °C je jejich rGst minimalni, tuto teplotu
(stejn¢ jako 4 °C) lze pouzit k jejich kratkodobému uchovani. Buiiky jsou znaéné
poskozeny teplotami 0 °C az -40 °C, pii této teploté vydrzi 4 mésice. Teploty pod -
60 °C umozni za uréitych podminek jejich dlouhodobou, tj. i n¢kolikaletou ischovu
bez ztraty zivotnosti. Osmoticky tlak se pohybuje kolem 7,6 atm., coz odpovida
snizeni bodu mrazu média na 0,63 °C. Buiky toleruji zménu v rozmezi + - 10 % od
této hodnoty. Optimalni pH se pohybuje v rozmezi 7,1 - 7,4. Buiiky mohou Zit a rlst
pii pH 6,8 - 7,8, n¢které buiiky pteziji den i vice pti pH 8. Metabolicky nezbytné
ionty jsou: Na, K, Ca, Mg, Cl, PO4, CO2 n¢kdy i SOa, jejich zdrojem jsou piedevsim
anorganické soli. Sodik udrzuje osmoticky tlak média, draslik ma podobny vyznam
uvniti buiiky, vapnik a hot¢ik jsou nezbytné pro funkci nékterych intracelularnich
enzymi. Vapnik mize byt spojen se zménami konsistence cytoplazmy, tyto dva
ionty jsou dulezit¢é pro uchycovani bunék na kultivatnim povrchu a jejich
rozprostieni. Zelezo je duleZité pro dychaci fermenty. Fosfatové ionty jsou podstatné

pro energeticky metabolismus a ovliviuji pH.

3.5.1 Laborator tkanovych kultur

Jednim z hlavnich poZzadavki je udrzeni sterility a zabranéni kontaminacim.
Je vhodné pracovat v Cisté laboratofi. Zékladni pomickou je laminarni box,
inkubator s fizenou atmosférou (zvySeny parcialni tlak oxidu uhli¢itého a vysoka
relativni vlhkost) a inverzni mikroskop, vybaveny fazovym kontrastem. Je tieba rada
dalSich pomticek a ptistroji. Pouziva se sterilni jednorazovy plast, kultivaéni nadoby
s upravenym povrchem a chemikalie uréené pro praci s bunécnymi kulturami

(VEJRAZKA, 2013).

3.5.2 Typy kultur Zivecisnych bunék

Primo kultury (primarni kultury) jsou bunky ¢i tkané Cerstvé odebrané z
organizmu. Nejvhodnéjsi jsou embrya nebo mladi jedinci. Z celé populace, ktera je
vlozena do zivného média, pieziva jen ¢ast bunek, které se nejlépe ptizptisobi novym
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podminkam. Pfizptisobené bunky se déli. Tato kultura existuje né¢kolik dni, potom je
nutné rozmnozené bunky pievést do nového média. Primo kultury maji diploidni
sadu chromozomu. Jde o smés riznych typt bunék puvodni tkané (epiteloidni,
fibroblasty). Bunécné kultury se déli na sekundarni (diploidni) kmeny a bunécné
heteroploidni linie. Sekundéarni (diploidni) kmeny vychazeji z primérnich kultur a
vznikaji z bunék, které se v podminkach in vitro zacaly rozmnoZzovat, maji diploidni
chromozomovou vybavu, ale oproti primarnim kulturam obsahuji vyselektovany typ
bunék. Mohou se pasazovat az 50 x zhruba po dobu jednoho roku. Bunécné
heteroploidni linie se ziskadvaji cilenou selekci z primdarnich kultur pomoci
fyzikalnich nebo chemickych mutagenti nebo piimo z nadorovych bunék (HeLa),
jsou plné adaptovany na podminky in vitro a mohou byt pasazovany neomezené
dlouhou dobu. Jejich charakter se méni béhem pasazovani, buniky v kultufe se ¢asto
lis$i od bun¢k tkani, ze kterych byly ziskany. Jejich charakteristickym znakem je
heteroploidni pocet chromozomi (MICHL, 1977).

Permanentni bunééné linie jsou charakteru nadorovych bunék, plné
adaptovany na podminky in vitro, neomezen¢ se déli. Jednou z nejznadméjSich je

bun&énych linii je HeLa (Henrietta Lacks), (KOCAREK a kol., 2006).

3.5.3 MysSi fibroblasty

Mysi fibroblasty jsou zdkladnim typem bunék uzivanych ke kultivaci hES
bunék (lidské embryondlni kmenové bunky). [zoluji se z mySich embryi starych 12,5
dnt. Pouziti mFF je v disledku senescence bunék omezeno do 4. - 5. pasaze
(RICHARDS a kol., 2002) a dale jiz neni podpora ristu hES bunék optimalni.
Kultivace s vyuzitim mFF ssebou nese také riziko pfenosu mykoplazmat a
endogennich retrovird na hES bunky (PARK a kol., 2003). Pouziti linii izolovanych
a kultivovanych v pfitomnosti mFF pro bunécnou terapii je ztéchto davodi
vylouceno. Mysi fibroblasty a nadorové bunky riznych savci se v disledku tzv. in
vitro transformace cCasto stavaji aneuploidnimi (zpravidla mezi diploidnimi a
tetraploidnimi). Tyto bunécéné linie jsou imortalizované (nesmrtelné). Je ziejmé, ze
vznik kontinudlni bunééné linie zpravidla souvisi s karcinogenitou. VéEtSina
normdlnich bun¢k neposkytuje kontinudlni bunééné linie. Napt. lidské fibroblasty
zustavaji euploidni (s ptivodnim poctem chromozomi) béhem celé doby zivota a pfi
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krizi, kterd nastava in vitro priblizné¢ po 50 generacich, se jejich d€leni zastavuje
(FUSEK, 2008).

3.6 Hodnoceni vlivu prostiedi biologickymi testy

(BREZINA, 2014)

Biologické testy jsou prvni etapou zkouSek, se kterou se lze setkat pii
hodnoceni vlivu riznych latek (véetné xenobiotik). Biologické testy jsou citlive,
nejsou vsak selektivni. To znamend, ze lze zachytit reakci bunék, ktera je spole¢na
mnoha rozdilnym vliviim, aniZ je mozno urcit, o jakou latku jde. Pomoci téchto testl
lze zachytit naptiklad nékteré toxické latky. Testy cytotoxicity jsou definovéany
normativné a obvykle sméfuji do medicinskych aplikaci pii zkouskach

biokompatibility.

V praci byly vyuzity biologické testy pro zjisténi, zda extrakt lyofylizatu
z odbéru kolonie Pectinatella magnifica ma v buné&né populaci vliv toxicky nebo
stimulacni. Zakladem testl je zjiSténi reparace cytoskeletu po inokulaci (dilatace
neboli spreading), ristové rychlosti (vyjadiené bud’ specifickou riistovou rychlosti,
nebo primérnou dobou zdvojeni bunécné populace) a zjiSt€ni mitotické aktivity,
poptipad¢ atypickych mitdz, zpétnych bunéénych fuzi, poptipadé zméneéné bunécné
morfologie, anebo bunééné lokomoce. Tyto parametry 1ze dobie sledovat v pribehu
zivota bunécné populace pomoci ¢asosbérné mikrokinematografie. Metoda mé jednu
velkou vyhodu - bunécné projevy jsou hodnoceny ze zaznamu a jsou k dispozici

naslednym vyhodnocovanim.

3.7 Dilatace

Odpovidéa anglickému terminu ,,spreading®. Jedna se o reakci bunék in vitro
po pasdzovani, kdy je sledovan pribéh dynamiky rozprostirani buné¢k na substratu,

kterym je obvykle dno kultivaéni misky (PUZA, 1976).

Cytoskelet (samostatna sit’ mikrotubulti, mikrofilament a intermediarnich
filament v cytoplazmé bunky), ktery je pfi pasaZzovani trypsinem, ¢i versenem

pozménén, se vraci do funkéniho stavu, odpovidajiciho fyziologické funkci buiky.
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Dynamika dilatace je pozménéna vlivem latek v kultivaénim prostfedi, je pozorovana

zména v pribéhu dilatace (NECAS a kol., 1991).

Buiiky péstované in vitro pro stanoveni toxicity implantacnich materiald,
zejména stomatologickych, popsal jiz doc. MUDr. Vladimir Paza, CS.c., ktery v roce
1952 piesel na lékafskou fakultu do Hradce Kralové, kde probihalo studium
dynamiky cytologickych procest, studium pojiva ve vztahu ke starnuti a
cytogeneticky vyzkum. Doc. Pliza zavedl péstovani savcich bunék in vitro a metodu
Casosbérné mikrokinematografie. Na katedie se vénoval hlavné dynamice buné¢nych
pohybtl a dynamice zmén bunéénych organel (napt. jadérka). Dale byly vypracovany
specialni metodiky pro sledovani poruch bunééného déleni Zivocisné buiiky Dr.
Srbem. V 70. - 80. létech se védecka katedra zaméfila na diferenciaci bunék (ve
svalovych syncytiich), dale studium myoblasti a vyustilo to v uméle navozenou fuzi
bun¢k. Jako modelovy systém se vyuzivalo fuze bunék navozené Sendai virem a
pozdéji fuze navozené polyethylen glykolem. Dale byla studovdna toxicita
zdravotnickych materidlii. Poté se katedra zajimala vyuZitim fize bunék in vitro pro
prenos genetické informace, pozdéji interakci nékterych latek s DNA. V tomto
ohledu doslo k vyvoji nového cytostatika cisplatin. Méfeni cytotoxicity in vitro vedlo
ke snaze studovat i buné¢né a molekularni mechanizmy bunééné smrti, hlavné ke
studiu dynamiky apoptdzy, vCetné vyuzivani analyzy DNA. Také se studovala
témata tykajici se toxicity slou¢enin chromu jako vyznamné slozky zneciSténé¢ho

Zivotniho prostiedi a studium invazivity nadorovych bunék in vitro (PUZA, 1990).

3.8 Mitoticka aktivita

Mitoticka aktivita je chapana jako pocet déleni bunek (rozdéleni genomu
matetfské builkky do obou bunék dcefinych a nasledné rozdéleni matetské buiiky)
v uréeném &asovém intervalu, ktery je stanoveny z ¢asosbérného zaznamu (NECAS

a kol., 1991).

Je odlisny od terminu ,,mitoticky index*, ktery je stanovovan z pevného
casového bodu. Mitoticka aktivita je urCena poctem délicich se bun¢k v Casovych
intervalech popfipadé jako funkce nartistajiciho poétu déleni v Case. Je vlastnosti

bunééné populace, ovlivnéné vngjsim faktorem (PUZA, 1976).
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3.9 Riistova rychlost

Rustova rychlost je zmnozeni buné¢né populace za urcitou dobu. Je rovnéz
ukazatelem riistu biomasy a zobrazuje kvalitu vnéjsich a vnitinich podminek rastu.
Ristova rychlost je vyjadfovana jako specifickd rustova rychlost, a-nebo jako
prumérny c¢as zdvojeni bunécné populace. Pro vyjadieni rustu v case,- je
konstruovana rustova kiivka,- jako funkce poctu bun€k (¢i jinak vyjadiené biomasy).
Vlivem zménéného prostiedi je ovlivnéna rdstova rychlost sledované populace

(PUZA, 1976).

3.10 Riistova krivka bunécné kultury

Ristova kiivka se sklada z nékolika fazi. Prvni fazi je lag - faze, pfi niZ pocet
bun¢k v médiu nejprve poklesne, coz je zptisobeno adaptaci na kultivaéni prostiedi.
Po tomto uvodnim procesu zacina velikost populace rapidné rist. V log - fazi
(logaritmicka resp. exponencidlni faze), ve které roste pocet bunck v kultute
exponencialng, je mozné zachytit vysoky podil bunék pii mitoze. Nasleduje
stacionarni faze, pfi niz se builky pfestavaji mnozit, coz je zptisobeno inhibi¢nimi
mechanizmy, (napf. kontaktni inhibice), a ¢astecné vyc€erpanim Zivného média. K
fazi abytku bunék dochézi pifi nedostatku Zzivin, snizeni pH diky zvySeni obsahu

oxidu uhligitého, ¢ kumulaci toxickych produktii metabolismu (KOCAREK, 2006).

4. Metodika
4.1 Sbér biologického materidlu v prirodé, zpracovani a ziskani extraktu

Sbér kolonii bochnatky americké probihal 30.8. 2012 na lokalit¢ Cep. Celé
kolonie (o riizné velikosti) byly ulozeny do plastového barelu a co nejrychleji
dopraveny ke zpracovani, které probihalo v prostoraich Centra biologickych
technologii Nové Hrady. Material z barelu zde byl rozd€len na ploché plastové misky
(vhodné k pozdéjsi lyofilizaci), kazdd miska byla oznacena (lokalita, datum sbéru) a
vlozena do igelitového sacku, ten byl pevné uzavien a vlozen do mraziciho boxu, kde
byl uchovavan pii teplot¢ -26 °C na JAIP. Dalsi vzorky byly uchovany v
hlubokomrazicim boxu pfi -55 °C na Novych Hradech, a v Ceskych Bud&jovicich pii
-75 °C az do doby, kdy byl obsah lyofilizovan.
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4.2 Tkanové kultury

Metodika prace v laboratofi tkdnovych kultur byla pfevzata od pracovnika
akreditované laboratote, z Centra biologickych technologii v Novych Hradech. Je to
standardni technika prace (CINATL a NOVAK, 1968). Principem této techniky je
zajistit sterilni podminky pro kultivaci, zivna média a fyzikalni podminky (teplota,
pH, vyména plynil). Pro ucely této prace byla zvolena metoda transparentné uzivana
pfi stanoveni cytotoxicity Zivo¢isnych bundk (norma CSN EN ISO 10 992
v podminkach normy CSN EN ISO 17 025). Tyto normy specifikuji metody pro
stanoveni cytotoxicity. Z nich byly vybrany metody, které urcuji cytotoxicitu na
zéklad¢ dilatace (spreading), (PUZA, 1976), dale rychlosti riistu bun&éné populace
(pomoci specifické riistové rychlosti, resp. prumérmé dobé zdvojeni) a poctu dé€leni
bungk v uréitych ¢asovych intervalech (CINATL a NOVAK, 1968). Reakce bunék
byla filmovana vrezimu sbérné mikrokinematografie a filmové zidznamy byly

hodnoceny kvalitativné a kvantitativné.
4.2.1 Tvorba médii (pokusnych variant) a kultivace bunék

K pokusim byla vybrana heteronuklearni linie 1929, coz je mysi
fibroblastoidni linie, uZivana pro podobné pokusy z diivodi jeji dobré reaktivnosti na
cizorodé latky a lokomoci (pohyblivosti) bunék. Jednalo se o permanentni
(heteronuklearni) linii (tzn., Ze nebyl pfitomen diploidni pocet chromozomi).

Bunééna kultura pochazi z Evropské sbirky bunéénych kultur - ECACC.

Bunécna linie je péstovana v termostatu BBD 6220 s fizenou atmosférou 5 %
CO: a tizenou teplotou 37 °C, v médiu MEM s ptidavky antibiotik a antimykotik.
Tak je kultura udrzovana po dobu pokusti. Vlastni experimentéalni kultivace probihala
v Petriho miskach (pfi stejnych podminkach). Bunétna populace byla staZzena z
povrchu kultiva¢ni lahve pomoci trypsinu nebo versenu, odstiedéna a smichana
S vybranou variantou extraktu lyofilizatu z kolonii bochnatky. Potom byly bunky
inokulovany (naockovany) do kultivaéni misky. Proces nasledné kultivace byl
sniman na Nikon Biostation (zafizeni, které plné fidi optimalni podminky kultivace
Vv Petriho misce, pficemz zdznamové zatizeni je schopno z jedné misky monitorovat

az 7 zornych poli mikroskopu soucasné€), metodou sbérné kinematografie (,,time-
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lapse cinemicrography*). K prvnim pokusiim byla uzita tfi zorna pole, pii zvétSeni

20 X s pouzitim fazového kontrastu.

Bunky byly inokulovany do experimentalni misky ve vysledné hustoté cca 30
az 50 bun€k na zorné pole mikroskopu. Vysledkem zdznamu kultivace byly
Casosbérné snimky z mikroskopu (interval mezi expozicemi, tedy jednotlivymi

snimky, byl 2 min.) v trojim opakovani.

Pro testovani cytotoxicity byla hodnocena specificka rastova rychlost,
dilatace a mitoticka aktivita buné¢né kultury rostouci v médiu s extrakty (4 zpusoby
extrakce) z lyofilizatu kolonie P. magnifica v porovnani s kontrolou (bez extraktu z

lyofilizatu).
4.2.2 Priprava extrakti z lyofilizatu kolonii P. magnifica

Extrakt z lyofilizatu byl pfipraven ve 4 variantdch (Ctyfech zptisobech
extrakce lyofilizatu): (37 °C/24 hodin, 37 °C/lhod, 5 °C/24 hod, 5 °C/1hod).
Extrémni hodnoty teplot a doby extrakce byly zvoleny pro orientaci, zda se dostavi
Vv pfirozenych pfirodnich podminkach efekt. VSechny varianty extrakti byly
vyluhovany V ristovém médiu MEM bez séra a antimykotik za soucasného tfepani
(60 kmitli/min) v temperované tiepaCce. Navazka byla 1 g lyofilizatu do 100 ml
média. Vzniklé roztoky byly uZity pfimo, bez dalSich fedéni. Kontrola, trvajici 72 h.,
byla tfepana stejnym zpusobem, pouze bez ptidavku jakékoliv latky. Extrakty byly
bakterieln¢ ptefiltrovany a doplnény 5 procenty fetalniho teleciho séra (teleci sérum
bylo piidano pii inokulaci). Pokusy byly provedeny ve tiech opakovanich ve stejném

kultiva¢nim prostredi.

Smyslem pokusit bylo otestovat chovani buné¢k v podminkach extraktu
lyofylizatu cormu bochnatky (tj. celych kolonii vcetné matrix, zooidd a
uvoliiovanych statoblastl, tak jak byly odebrany z lokality). ZkousSce byly podrobeny
lyofilizaty, louhované za rozdilnych fyzikalnich podminek (teplota a ¢as louhovéani).
KaZzda varianta byla srovndvana s kontrolou, kterd byla podrobena stejnému rezimu

louhovani (ovSem bez lyofilizatu).
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Chovani bunék bylo odecitano z kinematografickych zaznamu. Biologicky
efekt byl testovan ve tfech parametrech. 1. Dilatace (spreading), kterd ukazuje
rychlost reparace cytoskeletu bunky a tim navrat do jejiho fyziologického stavu po
inokulaci, 2. Specificka ristova rychlost, kterd ukazuje, zda je ovlivnén rist bunécné
populace, 3. Morfologické anomalie bunék a populace béhem ristu, spolu

s monitorovanim déleni buné¢k pomoci frekvence mitoz.

4.3 Dilatace (spreading)

Dilatace je ukazatelem rychlosti reparace cytoskeletu bunék po inokulaci

(rychlosti navratu do fyziologického stavu).

K této analyze byla ptipravena série po sob€ nasledujicich obrazki (v case 0,
10, 20, 30, 40, 50 a 60 minut). V obrazcich byl zjistovan pocet dilatovanych a
nedilatovanych bun¢k, z toho byl vypocten celkovy pocet bunék v obraze. Index
dilatace byl zjistovan pro kazdy ¢asovy interval (¢ili hodnoceny snimek) a-byl dan

vztahem:
Index R = pocet bunék dilatovanych / celkovy pocet bun¢k x 100 (%)

Hodnoceny byly z4znamy, obsahujici 60 az 120 minut po spusténi
experimentu. Po této dobé byla dilatace dokoncena a nastal bézny bunéény cyklus,
nebo byl cyklus zastaven a buniky odumiely. V kontrolnich pokusech byla obvykle

bunécna populace pln¢ dilatovana po 50 ti minutach (graf ¢. 1).
4.4 Specificka rustova rychlost (SRR)
Prumérné doby zdvojeni (PDZ) po¢tu bunék

Tato veli¢ina ukazuje, zda je ovlivnén rast bunécné populace.
Zjistovan byl pocet bunck v ¢asoveé nasledujicich zornych polich zdznamu. Ziskana
data byla dale analyzovédna. Kvantitativni analyza zdznamu spocivala ve stanoveni
poctu bunék ve vybranych snimcich, tzn. v prvnim snimku v ¢ase 0 h. a poslednim
snimku v ¢ase 72 h., kde byl spocitan pocet bun€k, ktery byl nasledné zlogaritmovan.

Pomoci méniciho se po¢tu bunc€k v Case byla stanovena specificka rastova rychlost
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(SRR, Casto udavana také jako parametr mi (u), resp. primérné doby zdvojeni (PDZ)

poctu bungk, (graf €. 2).

Vzorec pro vypocet SRR:
SRR = (In Nt —In NO) / delta t

Z toho lze stanovit primérnou dobu zdvojeni znacenou jako PDZ:

PDZ = In2/SRR, (graf¢. 3).

4.5 Mitoticka aktivita

Monitoring déleni bun¢k pomoci frekvence mitdéz zahrnuje i frekvenci
vyskytu morfologickych anomalii bun€k a populace béhem rustu. Byl stanoven a
zaznamenan Cas kazdého déleni. Postupné byla ve snimcich vyhleddvana pole, ve
kterych doslo k mitéze Zaznamenavano bylo ¢islo snimku (pole), v némz nastala
mitoéza (rozdéleni buniky) a byl zapsan pocet rozdélenych bunék v daném snimku.
Cislo pole bylo vynasobeno dvéma, aby byl zjistén ¢as. Po zhlédnuti viech snimkii z

daného zaznamu byl zjistén pocet mitdz (graf ¢. 4 a 5).

Vsechny vysledky z vyhodnoceni dilatace, mitotické aktivity a specifické
ristové rychlosti byly zapisovany do elektronické podoby v softwaru Microsoft
Office Excel 2007. Data byla uspofadana do tabulek, z nichz byly sestrojeny grafy ¢.

1 -5, které jsou ve vysledcich.

4.6 Sledované lokality

Terénni pruzkum rozsiteni zkoumaného druhu probihal v letech 2012 a 2013
ptimo v fekach Luznice a Vltava a rovnéz ve vytipovanych vodnich nadrzich v okoli.
Byly revidovany lokality, na nichz byl vyskyt bochnatky zaznamenan v minulosti.
Mista prizkumu jsou vyznafena na mapé¢ ¢. 1 - 11 v priloze 2. V roce 2012 byl
pruzkum proveden 30.8. na 8 lokalitach (rekreacni stfedisko AMU, Hnévkovicka
hréz a jez, Véapensky rybnik a rybnik VojtiSek v Albrechticich, Kotfensko, Bechyné¢ a
Dobronice u Bechyn¢) a 5.9. 2013 na 10 lokalitach (rekreaéni stiedisko AMU,
Hnévkovickd hrdaz a jez + okoli chatek, Vapensky rybnik a rybnik Vojtisek v
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Albrechticich, Kotfensko, Nuzice, Bechyné¢ a Dobronice u Bechyn¢). Na kazdé
lokalit¢ byl vzdy zaznamenan vyskyt kolonii Pectinatella magnifica, byly zméfeny
zakladni fyzikalné - chemické parametry (pruhlednost vody Secciho deskou,
vodivost, pH, teplota a obsah kysliku pomoci multimetru WTW Multi 3430 s
kombinovanou elektrodou). Na lokalitach byla rovnéz pofizovana fotodokumentace
(Ptiloha ¢. 2).

Vysledky jsou v tabulkach ¢. 1 a 2. Pro porovnani jsou za témito tabulkami zafazeny
srovnatelné parametry z lokalit s vyskytem P. magnifica z Tiebotiska (tab. 3 a 4).

Veskera fotografickd dokumentace byla vytvoiena fotoaparatem Panasonic DMC-
LS85.

Neni-li uvedeno jinak, je autorkou fotografii Karolina Susterova.

Tato prace byla podpoiena z projektu GACR &. P503/12/0337.
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5. Vysledky

Statistické hodnoceni pomoci Kolmogorov Smirnoviv testu
(BASTINEC, 2009)

Jedna se o metodu matematické statistiky, kterd umoznuje testovat, zda dve
jednorozmérné nahodné pochazeji ze stejného rozdéleni pravdépodobnosti, ptipadné
zda jedna jednorozmérnd ndhodnd proménna ma predpoklddané (teoreticke)
rozd€leni. Autory této metody jsou Andrej Nikolajevi¢ Kolmogorov a Vladimir

Ivanovi¢ Smirnov. Existuji dvé verze testu, jednovybérovy a dvouvybérovy.

Test pro jeden vybér ovéfuje, zda se rozdéleni nahodné veli¢iny v populaci
lis$i od urcitého teoretického rozdéleni. Vyuzivd se napi. pro ovéfeni, zda ma
proménna normalni rozdéleni. Nulova hypotéza ptredpoklada, ze testovany vybér
odpovida teoretickému rozloZeni. Vstupem této varianty testu je Kk t¥id testovaného
vybéru a predpokladané teoretické rozdé€leni, které se rozdéli do stejného poctu tiid.
Nad kazdou tiidou testovaného vybéru se spocitaji Getnosti 721i a nad kazdou tiidou

teoretického rozdéleni se spocitaji Cetnosti 722i. Dale se hodnoti rozdil kumulativnich

i i
T — T
l“"lr]_t' = Z q4 1“\-23' = E Naj;
Cetnosti pro  vybér J=1 a pro testované rozdéleni j=1 :
1 T T
, : Dy =— .ﬂx|i“"¥1:'—ﬁzz'| . ,
Hodnocenym kritériem je pak no i , kde n je celkovy

pocet prvka vybéru.

Hodnota kritéria D1 se porovna s kritickou hodnotou Dimaz pro danou hladinu

vyznamnosti a. Tato kritickd hodnota byva pro Tt < 40 tabelovana (napf. zde),
prom = 40 se spocita podle nésledujici tabulky.
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Hladina vyznamnosti a Dimax

) 1.07
20 % Jn

1.22
10 %

2%

N
o 136
5% g/ﬁ
152
/n

) 1.63
1% ‘/ﬁ

JestliZe je hodnota kritéria D, vétsi nez kriticka, tak se nulova hypotéza zamita.

Pokud je tomu naopak, tak se piijima.

V této bakalaiské praci byl pouzit test pro dva vybéry (dvouvybérovy test),
ktery srovnava rozdéleni dvou ndhodnych veli¢in. Jednd se o nejpouzivanéjsi
neparametrickou metodu porovnavani dvou vybéri. Nulovd hypotéza ftika, Ze
dva vybéry odpovidaji stejnému rozdéleni. V této varianté testu se srovnava rozdil
kumulativnich ¢etnosti (T < 40) nebo relativnich kumulativnich ¢etnosti (1t = 4[])

dvou vybéri (kde 721 722 jsou celkové pocty prvkli vybéru). Relativni kumulativni

1 1
. . e ey Fli = _Jﬁ'rlt' FE'.E - _ﬂrgt' , .
cetnosti se spocitaji jako n resp. n . Hodnocenym kritériem
. Dy =max | Ny; — Ny Dy = max | Fy; — F5;
je 2 < | 1 Et| resp. 2 < | 1i Et|.

Kritické hodnoty se pro danou hladinu vyznamnosti a ur¢i z nasledujici tabulky.
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Hladina vyznamnosti a D2max

ny + ng
N1t

20 % 1.07

ny + Mo
nqimg

10 % 1.22

ny + ng
N1t

5 % 1.36

ny + Mo
nqimg

2% 1.52

ny + ng
N1t

1% 1.63

o] < <01 o] <

Jako v predchozi varianté plati, Ze nulova hypotéza se zamita, jestlize je hodnota

kritéria L2 vétsi nez kriticks L2maz. V opaéném piipads se pfijima.

Vysledky: Dy vyslo vétsi nez Dzmum, tzn., Ze poCty mitdz v jednotlivych skupinach

behem 72 hodin nepatii do jednoho zakladniho souboru, vzajemné¢ se lisi.
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Tkanové kultury
Graf ¢&. 1 — Dilatace bung¢k (spreading), béhem 60 min.

Ukazuje rychlost reparace cytoskeletu bunék po inokulaci — rychlost navratu do
fyziologického stavu. Interval (min), Index R (pocet bunck dilatovanych / celkovy pocet

bun¢k x 100 (%) na ose y a jednotlivé varianty na ose X.

Dilatace
1
0,9
0,8 'R\’—/ﬁ
0,7
e 0,6 / / K
305 // —=—1h/37°C
£ 04 .
0 / 1h/5°C
0:2 < ‘,A/)/)K 24h/5°C
01 ' ——24h/37°C
0!
0 20 40 60 80
Interval

Z kiivek pribéhu dilatace bylo zjisténo, Ze maximalni inhibice reparace cytoskeletu byla u
extraktu obecného lyofilizatu, pfipraveného pii 37 °C po dobu 24 hodin. Pfi pouZiti extraktu
vyluhovaného po dobu 1 hodiny pii 37 °C doslo naopak k rychlé reparaci funkce
cytoskeletu. Kontrolni kultivace vykazovala depresi po Ctyficaté minuté, coz bylo zptisobeno
pocinajicim bunécnym délenim. Pomala reparace cytoskeletu byla pozorovana u extraktu,
ptipraveného po dobu 24 hodin pfi teploté¢ 5 °C. Extrakt pfipraveny pii 5 °C po dobu 1

hodiny vykazoval piekvapivou inhibici reparace cytoskeletu.
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Graf ¢&. 2 - Specificka rustova rychlost

Specificka rustova rychlost- hodinova
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Maximalni specifickou ristovou rychlost vykazovaly buiky kontrolni kultivace. Extrakt

obecného lyofilizatu (1 h. a 37 °C) tlumil rastovou rychlost bunék a extrakt (1 h. a 5 °C)

rustovou rychlost vyrazné zpomaloval. Rustova rychlost se oproti tomu mirné zvysila u

extraktu (24 h. a 5 °C). Nejnizsi ristovou rychlost mély bunky u extraktu (24 h. a 37 °C).

Graf ¢. 3 - Primérna doba zdvojeni poctu bunék (hod)

Prumérna doba zdvojeni bunécné populace
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3
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Nejkrat$i primérna doba zdvojeni bunék byla zaznamenana u kontrolni kultivace. U

pokusnych variant byla doba zdvojeni poctu bun€k delsi. Graf ¢. 3 je jen nazorngjsi

vizualizaci grafu ¢.2
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Graf ¢&. 4 - Mitoticka aktivita za 72 hodin

Mitoticka aktivita
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Mitoticka aktivita dosahla maxima u extraktu (1 h. a 37 °C), pocet déleni byl dokonce vyssi

nez u kontroly. Nejnizsi byl pocet déleni bun€k u varianty s extraktem (24 h. a 37 °C).

Graf €. 5 - Mitoticka aktivita ve 12 hodinovych intervalech

Mitoticka aktivita ve 12ti hod. intervalech

24h/5°C
1h/5°C
1h/37°C

Smési latek z extraktu kolonie bochnatky, vyluhovanych do rustového média za riznych
podminek, mély na mitotickou aktivitu bun€k rozdilny vliv. Varianta média s lyofilizatem (1
h. a 37 °C) méla, v porovnani s kontrolou, na mitotickou aktivitu bunék dokonce stimulujici
vliv. Ostatni varianty (s lyofilizatem vyluhovanym pfi niz$i i vys$si teploté, po stejné kratkou

ale i delsi dobu) mitozy tlumily, ptipadné zcela inhibovaly (varianta 24 h. a 37 °C).
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5.2 Priizkum vyskytu a rozsifeni druhu P. magnifica na VIltavotynsku

Prozkoumano bylo ve dvou letech (2012 a 2013) opakované celkem 8 lokalit,
z toho 3 lokality (Bechyné, Dobronice, Nuzice) na celkem 8,306 km dlouhém useku
Luznice a 5 lokalit na celkem 33 km dlouhém tuseku Vltavy (Rekreacni stfedisko
AMU, hnévkovické hraz a jez, Vapensky rybnik a rybnik Vojtisek v Albrechticich a
Koftensko).

V roce 2012 byla bochnatka nalezena pouze na dvou lokalitaich z osmi
kontrolovanych, a to na rekrea¢nim stfedisku AMU, kde byl slaby povlak bochnatky
na ponofenych vétvich, a na Vapenském rybnice, kde bylo nalezeno cca 10 kusi
kolonii bochnatky na vétvich rize Sipkové, tfesné ptaci a vrby, ponotfenych do vody.
Na ostatnich lokalitdich (Hnévkovicka hraz a jez, rybnik Vojtisek v Albrechticich,
Koftensko, Bechyné a Dobronice u Bechyn¢) bochnatka nebyla v roce 2012 nalezena.

V roce 2013 byl zjistén hojnéjsi vyskyt, nez v predchozim roce. Bochnatka
byla nalezena na 5 lokalitdch z 10 kontrolovanych. Na rekrea¢nim stfedisku AMU,
Hnévkovickém jezu, okoli chatek v Hnévkovicich a Bechyni byla nalezena vzdy
jedna kolonie bochnatky bez fas. Bochnatka byla velka cca 10 cm a vyskytovala se
na ponoifenych vétvich, krom¢ lokality Bechyné, kde byla bochnatka uchycena ke
kameni. Na Kofensku bylo nalezeno 6 kusti bochnatky piirostlé ke kamenim a ke

dnu lod’ky (Piiloha 2, obr. ¢. 8).
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Tab. ¢. 1 —Vysledky revize vyskytu kolonii P. magnifica na lokalitaich — Vltava (V) a
LuzZnice (L)

. Teplota | Vodivost 02 Vyskyt

30.8.2012 | Lokalita | Reka ©0) [uS/cm] pH [ma/l] P
Rekreacni stiredisko
AMU (PonéSice) \% 20,1 189, 9 7,45 | 10, 87 +
Hnévkovicky jez \ 20,6 192 7,16 | 6,23 -
Hnévkovicka hraz \ 20,9 191, 3 7,29 | 6,68 -
Albr(’echtlce, Vapensky 23,5 299 7.26 | 9 57 N
rybnik V
Albrechtice, rybnik
Vojtisek v 26, 4 190, 5 7,58 | 7,77 -
Bechyné L 21 240 8,03 | 7,62 -
Dobronice u L 21,2 241 | 84 | 882 | -
Bechyné

Korensko L 23,5 208 7,49 | 8,31 -

Tab. ¢. 2 — Vysledky revize vyskytu kolonii P. magnifica na lokalitaich - Vltava (V) a
LuZnice (L)

: < | Teplota | Vodivost 02 Vyskyt

5.9.2013 | Lokalita |Reka ©0) [uS/cm] pH [ma/l] b m
Rekreacni stiredisko
AMU (PonéSice) Vv 18,5 151 7,44 9,6 +
Hnévkovicky jez Vv 17,8 179 7,18 9,4 +
Hnévkovicka hraz \Y 18,2 190 7,16 | 9,2 -
Albr€chtlce, Vapensky 18,5 267 7 10, 9 i
rybnik V
Albrechtice, rybnik i
Vojtitek vV 19,9 259 7 7,3
Bechyné L 19,4 270 8,7 | 10,1 +
Dobronice u Bechyné | L 21,3 266 8,8 12,3 -
Koiensko L 19,7 182 7,3 7,1 +
Nuzice L 18 278 8,3 | 11,5 -
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Tab. €. 3 — Vysledky revize vyskytu kolonii P. magnifica na lokalité Tieboiisko

. Teplota Vodivost 02 Vyskyt
4.9.2012 | Lokalita °C) [uS/cm] pH [mg/l] Pm
Hejtman 21,30 93,60 7,10 | 843 +
Novy
Kanclir 19,30 104,50 8,99 8,87 +
Veseli I 21,1 169,2 7,78 | 6,96 +
Veseli 21,1 1144 7,94 7,71 +
Vikov 20,6 176,2 7,78 7,12 +
Cep 21,10 167,30 751 | 691 +
(SINKO a kol., 2013)
Tab. ¢. 4 — Vysledky revize vyskytu kolonii P. magnifica na lokalité Tieborisko
. Teplota Vodivost 02 Vyskyt
2.9.2013 Lokalita ©0) [uS/cm] pH [ma/l] Sy,
Hejtman 18,8 90,9 7,94 9,59 +
Novy
Kancli 18,8 112 8 6,3 +
Veseli 1 18,7 167 7,9 17,7 +
Veseli 19 177 1,7 1,7 +
VIkov 19,1 177 7,78 7,8 +

(SINKO a kol., 2013)

6. Diskuse

Biologicky aktivni latky

Ptritomnost toxickych ¢i alergizujicich latek, které by pripadné mohly pisobit
na zdravi ¢lovéka, dosud nebyla v koloniich P. magnifica zkoumana. Zatim sice
nejsou znamy zadné takové jedovaté ¢i alergizujici latky, ale neexistuji ani informace
0 podobném vyzkumu (ANONYMUS, 2009). Z vlastni zkuSenosti vim, ze pii
kontaktu sbochnatkou se zatim u nikoho neobjevila zddna vyrazka ¢i jiny

bezprostiedn€ pozorovatelny zdravotni problém.

Pti poskozeni kolonie vSak bylo pozorovano, ze se n¢jaké latky uvolnuji,
mohlo by se jednat o vysledek obranného reflexu. Zapach bochnatky slouZi snad jako
obrana proti rybi predaci (DVORAKOVA, 2009). Prob&hlo n&kolik pozorovani, jez

naznacuji, Ze kolonie bochnatky obsahuji zatim neidentifikované bioaktivni latky,
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které maji antibiotické a antipredacni ucinky a soucasné jsou dlouhodobé stabilni (to
se projevuje napf. tim, ze rosolovity material kolonii pietrvavd ve vodnich nadrzich

od srpna az do konce biezna nasledujiciho roku (SINKO, 2010).

Moiska mechovka Begula neritina (z Kalifornie) obsahuje latky zvané
bryostatiny, které jsou pro své cytotoxické pisobeni nadéjnymi Iéky proti rakoviné
(DVORAKOVA, 2009). V boji proti patogeniim a v 16¢b& n&kterych typti rakoviny
se da vyuzit toho, ze bryostatiny ptsobi pfimo na DNA v bunkéch a brani jim tak v
mnozeni. Tyto latky Uc¢inkuji proti leukémii, malignim melanomim, Hodkinové
lymfomu (nadory lymfatickych uzlin) a rakoviné ledvin. V soucasné dob¢ probihaji
klinické testy samotnych latek i1 jejich kombinaci s doposud pouzivanymi
chemoterapeutiky. Bylo by velice uzite¢né nalézt bohaty zdroj bryostatinu bez
nutnosti intenzivni t€zby mechovek, nebo vyvinout jeho synteticky ekvivalent, ktery

by slouzil k 1é&eni riiznych typt rakovinnych nadort (CERNY, 2003).

Je znamo, Ze ve vodnich ekosystémech bochnatka filtruje vodu, zivi se
fytoplanktonem a prispiva tak k omezeni vyskytu vodniho kvétu a ke zvySovani
jasné, o jaky typ symbidzy jde, avsak pfitomnost biologicky aktivnich latek v kolonii

muze souviset i s aktivitou téchto organizmil.

V bakalaiské praci byly provedeny a vyhodnoceny biologické testy, které
pouze dokazuji biologickou aktivitu pfitomnych latek, ze kterych vSak nelze pfimo
urcit které biologicky aktivni latky kolonie Pectinatella magnifica produkuji. Blizsi
poznani, resp. charakteristika téchto latek je pfedmétem zkoumdni hlavniho fesitele
grantu GACR & P503/12/0337: Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brné.
Dopliiyjici vyzkum bude probihat 1 na pracovisti tkanovych kultur FROV Jihoceskeé
univerzity v C. Budgjovicich, v Novych Hradech, na némz bych se velice rada

podilela v navazujicim studiu.
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Sledované lokality
Uvahy o vyskytu bochnatky na sledovanych lokalitich

V srpnu roku 2012 se bochnatka vyskytovala pouze na lokalité rekreacniho
sttediska AMU a ve Vapenském rybnice v Albrechticich. Fyzikalné¢ — chemické
parametry byly velice podobné i s ostatnimi lokalitami, kde bochnatka téhoz roku
nebyla nalezena, jedinym odliSnym parametrem u téchto dvou lokalit bylo mnozstvi
kysliku, které bylo vyssi, nez na ostatnich lokalitach. U rekreacniho stiediska AMU
byla hodnota kysliku 10,87 a ve Vapenském rybnice v Albrechticich byla nejvyssi
hodnota kysliku: 9, 57, ale také velmi vysoka vodivost: 222 uS. U Hnévkovického
jezu nebyla bochnatka nalezena mozné diky hnédému povlaku bakterii na kamenech,
ktery se podle empirického pozorovani nikdy nevyskytuje tam, kde je bochnatka. Je
zajimavé, Ze v zafi o rok pozdéji, za chladnéjSiho pocasi, byla bochnatka nalezena na
péti lokalitach, a to opét v rekreaénim stiediku AMU, u Hnévkovického jezu na
ponofenych vétvich a u srubtli, Bechyni a v Kofensku bylo nalezeno nejvice kolonii
bochnatky. Bochnatka se zde vyskytovala, jelikoz méla vhodny podklad, uchytila se
K ponofenym vétvim, jako na lokalitach z ptedchoziho roku, v Bechyni a Kotensku
se dokonce vyskytovala i1 na kamenech, které nebyly pokryté Zadnym povlakem. Pro
rychlé Sifeni bochnatky je podstatny nardst prumérné teploty vody, ktera nejCastéji

presahuje 20 °C, jenz bochnatka potiebuje pro sviij Zivot (SINKO, 2010).

Vltavotynské lokality s vyskytem bochnatky v letech 2012 i 2013 mély obsah
O2 kolem 9-10 [mg/l], zatimco na lokalitach bez vyskytu bochnatky byla hodnota O
niz8i. V Bechyni a Dobronicich u Bechyné, které se nachazeji na tece Luznici, byla
zaznamenana vysoka vodivost kolem 270 [uS/cm] a bochnatka se zde vyskytovala,
zejména V letech 2010 a 2011 byl vtéchto lokalitich masivni vyskyt. Na
Ttebonskych lokalitach s masivnim vyskytem bochnatky byl Oz velmi variabilni
(Vv rozmezi od 6-8 [mg/l]), ale byly zaznamenany mnohem niz$i hodnoty vodivosti,
nez na Vltavotynskych lokalitach. Na vSech lokalitach s vyskytem bochnatky bylo
pH kolem 7-8. Bochnatka se zifejmé vyskytuje na lokalitach se zasaditym pH kolem
7-8 a s nizsi hodnotou vodivosti.

Na zaklad¢ dvouletého prizkumu (navazujicimu na amatérska hlaSeni o

vyskytu bochnatky z ptedchozich let) 1ze shrnout, Ze se tento Zivocich vyskytuje v
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celém sledovaném useku Vltavotynska. V riznych letech mize byt pozorovan na
ruznych mistech, piicemz za piihodnych podminek, (které ovSem zatim nejsou zcela
zname), je schopen lokéln¢ vytvofit velké mnozstvi kolonii nebo kolonie o velkych
rozmérech, avSak v nasledujicim roce na témze mist¢ nemusi byt zjistén vibec.
Pravé vyzkum vlivu podminek na populaéni dynamiku druhu, véetné invaznich

projevu, skyta velky prostor pro budouci vyzkum.

1. Zavér

Na zaklad¢ vysledkd kultivace bunééné kultury v médiu s extraktem
lyofilizatu z kolonie druhu Pectinatella magnifica byla potvrzena biologicka aktivita

latek, produkovanych kolonii tohoto druhu mechovky.

Z lyofilizatu kolonii se za riznych (teplotnich) podminek postupné uvoliuji
latky (nebo jejich smési), které vykazuji rizné biologické uc€inky na fyziologii

sav¢ich bunek.
Dvoulety prizkum (navazujici na amatérska hlaSeni o vyskytu bochnatky z

ptedchozich let) ukazal, Ze se tento ZivocCich vyskytuje v celém sledovaném useku

Vltavotynska.
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9. Prilohy
Priloha 1: Mapy zkoumanych lokalit

Zdroj: http://www.mapy.cz

Mapa €. 1 - Hnévkovice
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Mapa €. 5 - PonéSice
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Mapa ¢. 8 — Dobronice u Bechyné (Luznice)
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Mapa &. 10 — Sezimovo Usti — Tabor (LuZnice)
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Mapa €. 11 — sledované lokality v roce 2012 a 2013
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Priloha 2: Obrazky a fotodokumentace zkoumanych lokalit

Obrazky ze zdroje: http://www.mapy.cz

Fotodokumentace:  (SUSTEROVA, 2013)

Obr. ¢. 1 Rekreaéni stredisko AMU
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Obr. ¢. 3 Hnévkovicka hraz
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Obr. €. 6 Bechyné

Obr. €. 7 Dobronice u Bechyné

i

(RAJCHARD, 2013)

62



Piiloha 3: Fotodokumentace z laboratote biologickych technologii v
Novych Hradech

(SUSTEROVA, 2013)

Foto ¢. 1 Vybavena laboratot

Foto ¢. 2 HERASAFE - kabinet biologické bezpecnosti

v laboratofi tkanovych kultur

—
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Foto ¢. 3 BBD 6220 CO; Incubator - teplotni védecky CO- inkubator (termostat), aktivni
zvlhcovani kontroly a integralni vysoké teploty sterilizacniho cyklu

Foto ¢. 4 Nikon BioStation 21 - kompaktni bunéény inkubator, snima zivé bunky
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Foto ¢. 5 Mikroskop se zdznamovym zafizenim
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