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1. Uvod

Herbicidy Ize v souc¢asné dobé detekovat ve velké ¢asti povrchovych i podzemnich
vod nedaleko zemédélsky obhospodarovanych ploch a méstskych aglomeraci. Z téchto
proti plevelu osetfovanych ploch, se tyto nebezpecné latky dostavaji do vody
jednorazové, ve vysokych koncentracich, nebo soustavné, ve velmi nizkych
koncentracich (Kopp a kol., 2015; HaleSova a Kotyzova, 2018). Tyto ekologické
katastrofy mohou mit negativni vliv nejen na cilové organismy, ale i na lidsky
organismus ¢i cely ekosystém. To potvrzuji mnohé studie zkoumajici vliv pesticidii
na savéi bunky in vitro, véetné bunék lidskych (napi. Lovakovi¢ a kol., 2017; Mladini¢
a kol., 2009, 2012). Pro nas nejvice inspirativni prace byla provedena na Ustavu
pro lékaisky vyzkum a ochranu zdravi Chorvatské univerzity v Zahtebu, kde v jedné
ze svych poslednich rozsadhlych praci testovali in vitro koncentra¢ni fadu
TBA (0,58 mg-1"%, 0,8 mg-I* a 8 mg:I) na lidskych hepatocytech a bilych krvinkach.
Tyto uvedené koncentrace TBA byly zvoleny na zakladé doporucenych evropskych
referenénich hodnot (European Comission, 2011). Vysledky téchto experimentd
ukazuji, 7e pouze nejvyssi koncentrace TBA (8 mg-™?) snizila Zivotaschopnost
lymfocyti o 15 %. Nicméné cytotoxicky ucinek na lidské hepatocyty pozorovan nebyl,
pouze byla pozorovana nizka nestabilita DNA (Zeljezi¢ a kol., 2018).

Cilem této bakalaiské prace bylo rozsitit znalosti o specifikaci vlivu TBA
na bunécné kultury savci, a tedy o mechanismy ucinkt souvisejicich s jeho expozici
u lidi, pomoci mikroskopického pozorovani biologicko-fyzikalnich procest v neznacené
(fyziologicky a morfologicky nezménéné) bunce. Takovyto piistup k méfeni bunééné
aktivity by mohl navic pifinést metodu studia latkové cytotoxicity, ktera by byla
rychlejsi, citlivéjsi a spravngjsi nez dosud znamé metody.

Mikroskopické pozorovani bylo provedeno pomoci komeréné vyrabéného
mikroskopu Nikon BioStation IM-Q a pomoci vysokorozlisného svételného mikroskopu
v jasném a Sirokém poli NanoTruth vyvijeném na Ustavu komplexnich systémi
Jihogeské univerzity (Rychtarikova a Stys, 2017). Snimky bunék byly v piipadé
mikroskopu BioStation vyhodnoceny vizualné. Snimky z mikroskopu NanoTruth byly
vyhodnocovany kombinaci prevzatych i originalnich metod zpracovani digitalniho

obrazu.


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11356-018-2046-7#CR80
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11356-018-2046-7#CR54
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11356-018-2046-7#CR55

2. Literarni reSerse

Jiz kolem roku 2000 pi.n.l. se ve staré feétin¢ setkdvame se slovem toxicon,
které znamena Sip, ¢i se slovem toxon, které znamena luk. Tato slova maji pifimou
slova toxikologie, tedy védy zabyvajici se jedy. Toxikologie se stejné jako jakakoli jina
véda déli na podobory. V prvni fadé jde o popisnou toxikologii, kterd se zabyva
popisem poskozeni organismu toxickou latkou. Dale je nutné zminit predikéni
toxikologii (odhaduje toxicitu ze struktury chemické latky), soudni lékaistvi (fesi
prokazani otrav v kriminalni sféfe), klinickou toxikologii (zabyva se vyuzitim
chemickych slouéenin k 1é¢bé a diagnoze), toxikologii psychotropnich a omamnych
latek (studuje vliv toxickych latek na organismus), toxikologii potravin a aditiv (fesi
negativni vlivy pridatnych latek na kvalitu potravin), toxikologii agrochemikalii (zabyva
se otazkou hnojiv, pesticida, ap.), pramyslovou toxikologii (studuje chemické latky
v odpadech primyslové vyroby) a ekotoxikologii (Kluson, 2014). Posledni tfi
jmenované podobory, pficemz zejména ten posledni, jsou pro tuto bakalaiskou praci

stézejni.

2.1. Ekotoxikologie

Pojem ekotoxikologie se vyrazngji za¢ina objevovat zacatkem 2. poloviny
20. stoleti. Za zakladatele tohoto oboru se vseobecné povazuje francouzsky toxikolog
René Truhaut. Ten jako prvni zacal vyraznéji kombinovat znalosti dvou obort, ekologie
a toxikologie.

Ekotoxikologie se zabyva studiem skodlivych latek ptisobicich ptimo i nepiimo
na organismy i na celkové zivotni prostiedi. Zabyva se riznymi zménami v populacich
nebo spolecenstvech v zavislosti na vyskytu uréitych polutantd v jejich zivotnim
prostiedi ¢i Se snazi o monitoring a predikci budoucich vlivii polutantt na ekosystémy.
Tyto polutanty mohou byt antropogenniho i ptfirodniho piivodu a miizeme je nalézt
ve vsech moznych skupenstvich. (Andél, 2011).

Podle Jorgensena (2008) se ekotoxikologie zabyva vyvojem metod umoznujicich
specifikovat a nasledné minimalizovat negativni vlivy nebezpec¢nych latek na zivotni

prostiedi. Taktéz tvrdi, ze prioritou ekotoxikologie je identifikovat hlavni dusledky



interakci toxinu a organismu na vSech ekosystémovych trovnich. Tyto nové informace
jsou pak vyuzity v praxi nejen k pfimé ochrang, ale i k celkové prevenci, naptiklad

pted thynem riznych organismt nebo znecisténim zivotniho prostiedi.

2.2. Ekotoxikologické testy

Hlavnim cilem ekotoxikologickych (bio)testt je zjisténi, zda je urcita latka toxicka
nebo nikoliv a jestli ma nebo nema negativni vliv na zivotni prostiedi.

Podle textu publikovaného Koc¢im a Mocovou (2009) se nesmi opominat i jejich
ekonomicky vliv. Napiiklad v pfipadé tniku toxickych latek do vodniho prostiedi
se spusti nespocet fetézovych reakci na vsech stupnich biologické organizace.
Ty pak snadno mohou zmeénit kvalitu ekosystémovych sluzeb. Ekosystémové sluzby
poskytuji ¢lovéku vodu, potraviny, vSemozné Suroviny pro vyrobu a spotiebu nebo
fyzikalni ¢i chemické procesy, které dnesni primysl bezplatné vyuziva. Vyznam téchto
testti také zasahuje i do dal$ich odbornych odvétvi. Jednim z nich je oblast prava,
ktera dle zvefejnénych vysledk upravuje podminky Sifeni a vyuzivani nepieberného
mnozstvi latek. Prikladem mohou byt zakony ¢. 185/2001 Sb. o odpadech, zakon
¢.350/2011 Sbh. o chemickych latkach nebo mezinarodni smérnice EIA
(z angl. Environmental Impact Assessment), ERA (zangl. Environmental Risk

Assessment) aj.

2.3. Kiasifikace toxikologickych testu dle doby expozice

Jednim z parametri, ktery mizeme vyuzit ke Klasifikaci toxikologickych testa je
expozi¢ni doba. Jedna se o ¢asovy interval, po ktery pisobi testovana latka na testovany
organismus. Délka tohoto intervalu vzdy zavisi na odolnosti konkrétniho organismu,
na agresivité dané chemické latky a na okolnim prostiedi. Je dulezité si také uvédomit,
7e totozna latka muze v rizné koncentraci nebo v rizném typu prostredi vyvolat i vice

typu ucinkia (Kopp a kol., 2015).

2.3.1. Akutni testy toxicity

Akutni (kratkodobé) testy toxicity slouzi ke zhodnoceni ucinku toxické latky
na testovany organismus Vv piipad¢é jednorazového podani nebo béhem velmi kratkého

casového obdobi jeho zivota. Nejcasteji se setkame s expozicni dobou trvajici 24, 48, 72

10



nebo 96 hodin, méné Casto pak s tydennimi ¢i dvoutydennimi testy. Vystupem byva
tzv. timrtnost (mortalita) nebo se z vysledka ur¢i koncentrace (tzv. LC50; z angl. lethal
concentration) ¢i davka (tzv. LD50; z angl. lethal dose), pii niz hyne pravé 50 %
testovanych organismti. Akutni toxicita testované latky zpravidla velmi casto zavisi
na zpusobu expozice. Je tedy velmi nezbytné rozliSovat, jakym zptsobem byla
chemicka latka pii experimentu podana. Ztohoto divodu byva tento udaj spolu
s charakterizaci testu uveden u hodnoty stanoveného indexu (Hoffman, 1995; Palecek a
kol., 1996).

2.3.2. Subakutni testy toxicity (subchronické)

Dle Palecka a kol. (1996) slouzi subchronické testy toxicity ke stanoveni vlivu
chemické latky na organismus po jeji 28 az 90 denni kumulaci v organismu. U téchto
testl dochazi k podani chemické latky nejéastéji jednou denné, a to v mnozstvich
nizsich, nez tomu byva u akutnich testl toxicity. Vystupem jsou hodnoty NOAEL
(zangl. no observed adverse effect level), které odpovidaji davkam, u kterych jesté
nebyl pozorovan skodlivy uc¢inek. Hodnoty LOAEL (z angl. lowest observed adverse
effect level) zase odpovidaji nejniz§imu mnozstvi latky, u kterého Skodlivy ucinek jiz
pozorovan je. Tyto dv€é vySe uvedené hodnoty ovSem nemusi odhalit nasledky
zpusobené dlouhodobou expozici. Pro tyto ucely byly navrzeny chronické testy toxicity,
které byvavaji odvozeny na zakladé vysledki testi subakutnich (Horak a kol., 2004;
Balog a Zapletalova, 1998).

2.3.3. Chronické testy toxicity

Chronické (dlouhodobé) testy toxicity predstavuji studium ucinku testované latky,
ktera je podavana pravideln¢ a dlouhodobé, zpravidla déle nez 90 dni. Pozorované
vlastnosti testovanych latek jsou mutagenniho, karcinogenniho a teratogenniho
charakteru. Vliv toxinu byva zpravidla pozorovan az na dalsich vyvojovych stadiich,
generacich a potomcich testovaného organismu. Muze mit totiz vliv na snizeni
porodnosti, miize byt pozorovan vyskyt degenerativnich atvara nebo i mozny prenos
dédicnych vad a chorob. Nejvice testované byvaji jednoduché organismy, napft. fasy a
vodni korysi. Vystupy téchto testd mohou také slouzit k uréeni hodnot NOAEL a
LOAEL (Hodgson, 2004; Hellingerova, 2008).

11



2.4. Klasifikace testu dle vyspélosti designu testovaciho systému

2.4.1. Testy prvni generace

U toxikologickych testi prvni generace jsou vyuzivany obvyklé metody
odpovidajici charakteru akutnich testd toxicity. Ty probihaji v laboratornich
podminkach na zpravidla jednoduchych organismech nebo bunéénych kulturach
(Kiramal, 2006; Hoffman, 2003). Piikladem lze z ryb uvést zivorodku duhovou
(Poecilia reticulata) a danio pruhované (Brachydanio rerio), z korysu hrotnatku velkou
(Daphnia magna), z chlorokokalnich tas druhy Scenedesmus quadricauda a
Scenedesmus subspicatus nebo z hospodaiskych rostlin hot¢ici bilou (Sinapsis alba)
¢i salat sety (Lactaca sativa).

Pro realizaci téchto test byva stéZejni sterilni laboratof a adekvatni vybaveni,
ptiprava chovu testovacich organismi, vodného vyluhu a zasobnich roztoki soli
(Halamova, 2007).

Nékteré testy byly standardizovany na mezinarodni urovni, coz umoznilo porovnat
vysledky z obrovského mnozstvi laboratofi riznych zemi. Tuto standardizaci pravidelné
provadi ISO (z angl. International Organization for Standardization) a OECD (z angl.
Organization for Economic Cooperation in Development), (Tichy, 2003; Hoffman
2003).

Kontrolou a srovnanim s vysledky vicera laboratoti dostaneme, naptiklad pomoci
testli zpuisobilosti laboratofi, tzv. validovany postup pro konkrétni biotest.

V porovnani s exaktnimi metodami enviromentalni analyzy patii mezi hlavni
nevyhody téchto testt jejich omezena vypovidajici hodnota, vyse uvedeny omezeny
pocet standardizovanych postupti nebo i finan¢ni narocnost z hlediska nutnosti
dlouhodobého udrzovani testovacich organismi (Svobodova a kol., 2000; Ambrozova,
2003).

2.4.2. Testy druhé generace

Toxikologické testy druhé generace jsou v aktualni dobé nejpouzivanéj$im typem
biotestt, znamejsi pod nazvem mikrobiotesty. Pii mikrobiotestech byvaji jako testujici

organismy vyuzivany zejména Sav¢éi bunécné tkanové kultury (nahradili testy
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na kli¢icich rostlinach), dale pak lyofilizované kultury bakterii, imobilizované a hluboce
zmrazené Kultury fas, tkanové kultury bezobratlych nebo riizna ranna vyvojova stadia
obratlovcu ve formé jiker a vajicek (Rojickova, a Marsalek, 1997; Koci a Mocova
2009).

2.4.3. Testy tieti generace

Toxikologické testy tieti generace vyuzivaji tzv. bioindikatord a biomarkert,
které jsou soucasti tzv. biosenzort. Tento ptistup se nazyva biomonitoring a v soucasné
dob¢ dochazi k jeho vyznamné aplikaci do praxe (napi. Koblizek a kol., 2002).
Biomonitoring byva vyuzit pii stanoveni miry expozice lidského organismu
nebezpecnym latkam ¢i jako indikator véasného varovani pied konkrétnimi syndromy
a chorobami.

Bioindikatory jsou indika¢ni organismy signalizujici ptitomnost zpravidla
nezadoucich latek v konkrétnim prostfedi. V ptipadé¢ kontaktu bioindikatoru
s toxikantem dojde k vyvolani stresové reakce organismu, nasledné dochazi k produkci,
piipadn¢ k alteraci jeho fyziologickych hladin. Za biomarker jsou povazovany vSechny
mozné odezvy bioindikatoru na piitomnost nezadoucich latek monitorovaného
prostfedi. Tyto odezvy mohou byt nejen fyziologického, biochemického nebo
histologického charakteru, ale muze jit i 0 pouhé zmény v chovani (Mraz a Stransky,
2009). Podstatou vyuziti biomarkert je vyborna znalost biologie testovaciho organismu,
ktera je stézejni pro spravnost interpretace odpovédi testovaciho organismu
prostiednictvim zmén konkrétniho biomarkeru Kk pfitomnosti toxikantu (Forbes a kol.,
2009; Marsalek 2002).

Nejcastéji rozlisujeme dva druhy biomarkert. Prvnim jsou biomarkery expozice,
které indikuji, Zze byl bioindikator vystaven vlivu toxikantu ¢i jeho metabolitu.
Tyto markery sice mohou vcéasn¢ detekovat toxikant pomoci varovnych signali
bioindikatoru, ¢imz je mozno predejit napiiklad rozsahlejsSimu znecisténi,
ale nepodavaji informace o rozsahu a stupni realného poskozeni. Druhym typem jsou
biomarkery efektu, které indikuji, Ze doslo k nezadoucimu ptsobeni toxikantu na arovni
organismu, které se projevilo poskozenim organismu. Konkrétnim piikladem je vyuziti

testovaciho organismu citlivého k organofosfatovému insekticidu zptisobujicimu pokles
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aktivity enzymu acetyl-cholinesterazy, ktery je zodpovédny za transport nervovych
vzrucha (Connon a kol., 2012).

Biomarkery a bioindikatory, jako soucast biosenzort, jsou primarné biologického
puvodu, konkrétné se muze jednat o mikroorganismus, enzym, protilatku,
oligonukleotid, biomembranu, buné¢nou organelu nebo tkan. Biomarkery a
bioindikatory jsou v tésném kontaktu s fyzikalné-chemickym pievodnikem
(elektrochemickym, optickym, piezoelektrickym, akustickym a kalorimetrickym).
Biosenzory jako celek potom poskytuji signal pfimo umérny koncentraci analytu
ve vzorku (Marsalek, 2002).

V ekotoxikologii jsou vyuzivany piedev§im biosenzory optického typu, které jsou
zalozeny na interakci svételného zafeni s chemickymi latkami (Kizek a kol., 2003).
Mezi tyto interakce fadime techniky, jako jsou predevsim bioluminiscence nebo
autofluorescence.

U bioluminiscen¢nich metod je vyuzivano chemickych reakci, diky nimz dochazi
k emisi svétla z molekuly v excitovaném stavu. Bioluminiscence je samovolné zateni
latek vznikajici jako ptebytek zafeni vyzafovaného z organismu nad urovni jeho
tepelného zafeni v dané spektralni oblasti o urcité teploté. Trvani tohoto zafeni
pokracuje i po skonceni budiciho Géinku (Rost, 1995). K témto bioluminiscen¢nim
stanovenim byva vyuzivan spektralni piistroj luminometr, ktery detekuje a pocita
kvantitativni zastoupeni ATP produkované zivymi mikroorganismy (napi. plisnémi
a bakteriemi), diky ¢emuz lze demonstrovat organické znecisténi studovaného vzorku.
Detekce spodiva ve zméfeni svételné emise, ktera vznika v dusledku biochemickych
reakci, kdy enzym luciferaza Sté€pi substrat luciferin. Luminometr, tedy kromé
biologické casti, obsahuje citlivy fyzikalni fotodetektor, jehoz vystupem je signal
vyjadieny Vv jednotkach relativniho svétla (RLU).

Pouziti bioluminiscence nalezneme pti monitoringu urovné hygieny v potravinarstvi
nebo zdravotnictvi, napiiklad k detekci fekalniho znecisténi (bakterialni kmen
Escherichia coli) nebo ke stanoveni téZkych kovi a vapenatych ionta (druhy medaz
Aequorea a Obelia). Mezi dalsi vyuzivané bakterialni kmeny patii Pseudomonas
fluorescens HK44, ktery je schopny detekovat a degradovat naftalen. HK44 byl prvnim
geneticky modifikovanym mikroorganismem, ktery byl uvolnén do terénu mimo

laboratof, za Gcelem sledovani svého bioremedia¢niho potencialu (Applegate a kol.,
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1998; Trogl a kol., 2012). Dalsi geneticky modifikovany kmen Pseudomonas
putida TVA8 obdobné¢ umoznuje bioluminiscenéni genovou expresi reagujici
na pritomnost sloucenin benzenu, toluenu, ethylbenzenu a xylenu (Kuncova a kol.,
2016).

Jestlize svételné zafeni emitované bioindikatorem zmizi po odstranéni zdroje
ozafovani, jedna se 0 (auto)fluorescenci. Tato metoda spociva v ozafeni Specialnich
chemickych latek (fluorochromti) svétlem s kratsimi vinovymi délkami, nasledované
vyzafenim svétla s delsimi vinovymi délkami, ¢imz se méni i pozorované zbarveni
daného fluorochromu. Tento princip umoziuje detekovat naptiklad mnozstvi nékterych
sloucenin obsazenych v bunéénych kulturach pomoci fluorescenéniho mikroskopu

(napt. Huang a kol., 2009) ¢i pomoci pratokové cytometrie (napi. Mahler a kol., 2011).

2.4.4. Testy étvrté generace

Testy ¢tvrté generace spocivaji v kombinaci metod a prvki toxikologickych testd
tfeti generace a on-line monitorovacich systémi s dalkovym pienosem dat. V ramci
jejich vyvoje doslo k zdokonaleni analytickych metod popsanych v kapitole testt
testti ¢tvrté generace patii automatizace, reprodukovatelnost a objektivnost. Jsou také
velmi citlivé, maji velmi nizké provozni naklady a nijak vyznamné nezasahuji

do rovnovahy studovanych systému (Marsalek, 2002).

2.5. Klasifikace testu podle rozsahu vyuziti Zivého organismu

2.5.1. Testy cytotoxicity ,,in vivo*

Cytotoxikologické testy ,,in vivo* (lat. ,,v zivém*) jsou provadény na zivoucich
organismech. Tyto testy byly pouzivany zejména v minulosti a jsou proto zdrojem
podstatné ¢asti toxikologickych dat (Horak a kol.,2004).

Zvoleni zivého pokusného organismu zavisi na spousté okolnosti. Prikladem mutize
byt citlivost viici danému toxikantu, jeho dostupnost na trhu nebo naroc¢nost jeho chovu.
Volba testovaciho organismu zavisi na pfislusSnych zakonech ¢i mezinarodnich

smérnicich, imluvach a dohodach.
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Konkrétné byly pro tyto Gcéely nejcastéji vyuzivany laboratorni mysi a potkani,
kralik domaci (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) nebo morce domaci (Cavia
porcellus). Ovsem koncem 20. stoleti byl kladen diraz na snizeni poctl testovacich
organismi ¢i K jejich uplnému nahrazeni alternativami, jako jsou bezobratli ¢i embrya
obratlovcu. Piikladem je test FETAX (z angl. frog embryo teratogenesis assay-
Xenopus), pii kterém je jako testovaci organismus vyuzivana drapatka vodni (Xenopus
laevis). Dale byvaji pii téchto testech vyuzivany rybi embrya nebo imobilizované
¢i lyofilizované organismy (napi. moiské bakterie Vibrio fischeri). Pomérné zastoupeni
samcu a samic by mélo v experimentu odpovidat 1:1 (Kopp a kol., 2009; Ko¢i a
Mocova, 2009).

2.5.2. Testy cytotoxicity ,,in vitro*

Testy in vitro (lat. ,,ve skle) v praxi neprovadime piimo na zkoumaném organismu,
ale na jeho udrzovanych bunéénych kulturach v tkanové laboratofi. Ty byvaji Casto
nasazovany na tzv. Petriho misky ¢i vyhfivané kultiva¢ni misky (Kubincova a kol.,
2016).

Prvotni (originalni) bunééna kultura izolovanych bunék je tzv. primarni kultura
(primokultura). Buniky z primokultur pochazeji bud’ z normalnich nebo nadorovych
tkani. Nadorové bunky se zpravidla snaze déli, kultivuji a k starnuti bunécné kultury
nedochazi. Jednou z nejznaméjsich je bunééna linie HeLa z délozniho Cipku Henrietty
Lacks (Kocarek a kol., 2006).

V dutsledku pasazovani vznika tzv. sekundarni kultura (subkultura). Bunky
této subkultury jsou nasledné mnozeny, dokud neni ziskano dostatecné mnozstvi
pro experiment. U normalnich bunéénych kultur dochazi po nékolika pasazich
k ukonc¢eni bunééného déleni, tedy k tzv. zestarnuti bunééné kultury.

Pro testovani toxicity jsou obecné¢ vhodné snadno dostupné bunécné linie
homogenniho, jasné definovaného charakteru, které dovoluji testovani mnoha typu
vzorku, a piitom davaji reprodukovatelny vysledek. V soucasné dobé byvaji nejcastéji
pouzivany zviteci bunécné linie (Kanazawa a kol., 2007).

Mezi lidské bunécné linie odvozené z kostnich tkani patii mimo jiné i bunécna linie
MG-63 (viz. kap. 3.2). A¢ je tato bunécna linie odvozena z osteosarkomtl, zachovava si

moznost diferenciace za ptritomnosti markerd, kam patii napiiklad aktivita alkalické
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fosfatazy nebo produkce osteokalcinu (Zhao a kol., 2007; Rudnik a kol., 2007;
Grausova a kol., 2009; Kalbac¢ova a kol., 2009).

Pii experimentalnim studiu toxicity xenobiotik a metabolismu jater je vyhodné
pouzivat modelové hepatocytarni linie, napi. linie HepG2 a jejich derivaty
(viz. kap. 3.2), (Zeljezi¢ a kol., 2018; Fanelli A., 2016). Daivodem je vysoky stupeit
morfologické a funkéni diferenciace linie HepG2 in vitro (Moscato S. a kol., 2015).
Linie HepG2 je vhodnym modelem pro studium intracelularniho transportu a dynamiky
proteint, lipidd, zluCovych kanalki a sinusovych membran, coz muze byt dulezité
pro studium lidskych jaternich onemocnéni, pro detekci cytotoxickych a genotoxickych
latek (Mersch-Sundermann V. a kol., 2004).

Vysledek in vitro testd zavisi na spousté okolnosti. Jednou z nich je schopnost
buné¢né kultury metabolizovat dany druh toxikantu. Pokud se bunééné kultuie povede
toxikant metabolizovat, nedochazi k zadnym pozorovatelnym ucinkim. V opacném
piipadé dochazi ke zméné nebo zpomaleni bunéénych procest, které mohou koncit
az buné¢nou nekrozou ¢i apoptozou.

Mezi vyhody in vitro testd patii jejich vysoka citlivost a reprodukovatelnost,
dale nizké ¢asové a finanéni naroky. Nevyhodou je, Ze buné¢né kultury nebudou moci
nikdy stoprocentné simulovat cely zivy organismus, hlavné jeho enzymaticko-imunitni

systém (Kopp a kol., 2015).

2.5.3. Testy cytotoxicity ,,in silico“

Termin in silico lze chapat jako ,.spoéteno pocitatem, zjisténo pocitacovou
simulaci“ (napt. Tichy, 2008). Tento pfistup vyuziva rozsahlé soubory dat, které jsou
ziskany testovanim na standardnich i alternativnich zvitecich modelech.

Zpravidla se vypocetni modely vytvareji celkovym zobecnénim udaju, které jsou
ziskany technikou analyzy QSAR (z angl. quantitative structure-activity relationships),
ktera pomoci matematické statistiky vyjadfuje kvantitativni vztahy mezi chemickou
strukturou, pfipadné fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi toxické latky a jeji biologickou
ucinnosti. Onen soubor informaci o struktufe a vlastnostech latek se ¢asto tyka jak série
latek sobé podobnych z hlediska struktury (homologicka série), tak i téch latek, které

jsou strukturné ruznorodé (heterogenni série). Moznost pouzitelnosti QSAR modelu
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je uréena rozsahem hodnot sérii vyuzitych k jeho tvorbé. Cim vétsi je dana série,
tim lepsi je odvozeni QSAR modelu.

Také byvaji vyuzivany i Kinetické fyziologické simula¢ni modely PBSM (z angl.
physiologically-based simulation models), expertni systémy zaloZzené na souborech
pravidel a udaju o toxickych indexech, modely vytvofené technikami molekulové
dynamiky, modely zalozené na biologické podobnosti, alometrickych rovnicich
¢i vyuzivajici umélou inteligenci ve formé umélych neuronovych siti.

Dilezit¢ je vzdy uvést pravdépodobnost spravnosti téchto modell, protoze
se vysledky ziskané pouzitim téchto modelt mohou shadno lisit od skute¢nosti.
Tato spravnost matematického odhadu vysledku je ovlivnéna raznymi faktory,
mezi které patii vek, fyziologicky stav, Zivotni prostiedi, podminky expozice organismu
a dalsi (Tichy a kol. 2005).

2.6. Terbuthylazin (TBA)

Terbuthylazin, N*-terc-butyl-6-chlor-N*-ethyl-1,3,5-triazin-2,4-diamin, patii  do
chlor-s-triazinové skupiny herbicidi. Ve fotosyntetizujicich organismech putisobi
predevsim jako inhibitor fotosyntézy, kde ve fotosystému Il naruSuje transport elektrond
nahrazenim plastochinonu, ktery je nepostradatelnou slozkou pii tvorbé
adenosintrifosfatu (ATP), tedy bunééné energie (Mikulka a Kneifelova 2004).

Ucinnou latku terbuthylazin najdeme v mnoha komerénich piipraveich Akris,
Aspect Pro, Balaton, Bolton Duo, Bromoterb, Calaris, Gardoprim Plus Gold 500 Sc, Koban
T, Lumax, Successor T, Successor Tx, Sulcotrek, Talos nebo Zeagran 350 (Agromanual,
2020). V téchto piipraveich je TBA aplikovan zejména na zemédélska pole, kdy celkova
spotieba pouze samotné Gginné latky terbuthylazin byla v Ceské republice 119 tun v roce
2007 a 113 tun v roce 2013 (ALS CR, 2015).

Terbuthylazin je na fotosyntetizujici casti rostlin zpravidla aplikovan plosné.
Pti nizsich objemech aplikovanych herbicidt setrvava na misté dopadu, listech rostlin.
Jelikoz je tfeba, aby byl TBA absorbovan i koteny rostlin, mize byt jeho ucinnost
v tomto piipad¢ sniZzena a je nutné aplikovat herbicidy opakované nebo ve vyssich
objemech (Smolin a Rapoport, 1959).

V zemédélstvi se TBA vyuziva zpravidla v kombinaci s dalsimi u¢innymi latkami.

Piikladem muze byt kombinace TBA a mesotrionu a to zejména pii péstovani

18



slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus) pro zamezeni ristu obilovin, dvoudéloznych
rostlin a jinych plevelt. Nicméné TBA byva také zna¢né vyuzivan v kulturach kukufice,
a to v kombinaci s mesotrionem a s-metolachlorem (Gllyamova a Stirmanov, 2014).
Dale jej nalezneme v kulturach brambor, hrasku, fazoli, ¢iroku, cukrové titiny nebo
pfi péstovani kavy, kakaa, oliv, vinné révy ¢i v sadech ovocnych stromi (WHO 2003).
TBA je vyuzivan 1 ve vodnim hospodaistvi, lesnictvi, pramyslu (WHO 2003)
I pro osobni potiebu v boji proti plisnim, fasam ¢i bakteriim (USEPA 1995).

Dle ¢lanku Carafa a kol., 2007 a Pinto a kol., 2012 se koncentrace TBA ve vodnim
prostiedi bé&zn& pohybuji Vv jednotkach, piipadné v desetinach ugl?. Co se tyce
koncentraci TBA v povrchovych vodach Ceské republiky, v mezidobi 2006 az 2017
byly Ceskym hydrometeorologickym ustavem naméfeny nejvyssi roéni koncentrace
v rozmezi 2,7-9,6 ug-1"t (CHMU, 20204a).

Poloc¢as rozpadu TBA je ovlivnén mnoha faktory. Jednim z nich je pH okolniho
prostiedi, kdy pii vyssim pH probiha rozklad pomaleji (6 a vice mésicti) a v ptipadé
relativné nizkého pH probiha rozklad rychleji (2 az 3 mésice). Mezi dalsi stézejni
faktory ovliviiujici rozklad patii teplota, zafeni nebo ¢innost mikroorganismu.

Mezi metabolity TBA patti terbuthylazin-2-hydroxy, atrazin-desethyldesisopropyl,
atrazin-desisopropyl, terbuthylazin-desethyl, atrazin-desethyl desisopropyl-2-hydroxy
a terbuthylazin-desethyl-2-hydroxy (Dousset a kol., 1999).

2.6.1. Toxikologie a ekotoxikologie TBA

Karcinogenita TBA nebyla zatim nijak prokazana, ovSem toxicita je
nezpochybnitelna, coz demonstruje tabulka toxicity wvu¢i vybranym zastupcum
organismau (tab. ¢. 1.).

Vyuzivani TBA se v poslednich desetiletich pravidelné zvysuje, jelikoz ucinné
nahradil atrazin, ktery byl v =zemich EU v minulosti zakazan (Sass a
Colangelo, 2006). Nedavné studie vsak naznacuji, ze TBA mulze vzhledem ke své
perzistenci piedstavovat podobny environmentalni problém jako atrazin (Stipicevi¢ a
kol. 2015, 2017).

Mechanismy ptisobeni souvisejici s jeho expozici vztahujici se ke zviratim a lidem
jsou stale nedostateéné zkoumany. EXistuje n¢kolik zptusobt expozice ¢lovéka TBA.

Obecna populace je vétsinou vystavena poziti kontaminované pitné vody a dermalnimu
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kontaktu. K expozici dochazi také na pracovistich, kde se TBA vyrabi ¢i aplikuje, a
to jak v komerénich, tak v primyslovych podminkach, bud’ kontaktem latky s ktzi nebo
inhalaci (USEPA 1995).

V roce 2011 stanovila Evropska komise pro TBA nasledujici referenéni hodnoty:
ADI 0,004 mg-kg™? télesné hmotnosti den™, AOEL 0,0032 mg-kg™ télesné hmotnosti
den? a ARfD 0,008 mg-kg™ télesné hmotnosti den™ (EC 2011; EFSA 2011,
2017; USEPA 2018). Vybor pro posuzovani rizik Evropské agentury pro chemické
latky (ECHA 2015) nezavedl pro TBA zadnou Klasifikaci ohledné mozné karcinogenity.

V poslednich letech v§ak mnozstvi udaji 0 potencialnich skodlivych acincich TBA
dale rostlo. Né&kolik studii pfisuzovalo slouceniné negativni U¢inky na endokrinni
funkce v in vitro (Forgacs a kol., 2013; Kjeldsen a kol., 2013; Ghisari a kol., 2015)
iinvivo (Bossi a kol., 2013; Taxvig a kol., 2013) testech cytotoxicity. Vétsina
nedavnych toxikologickych studii TBA a jeho degradacnich produkti a metabolitd
se zaméfila na vodni organismy (Stépanova a kol., 2012; Mikulikova a kol., 2013;
Manera a kol., 20163, b). Jejich vysledky ukazaly, Ze expozice TBA ovlivnila pfeZiti,
vyvoj a rist testovanych organismu. Konkrétné zpusobila biochemické, hematologické,
patologické zmény v organech a tkanich nebo oxidacni stres. Studie toxicity TBA na
experimentalnich modelech hlodavci jsou jiz méné rozsahlé. Benkovi¢ a kol. (2012)
uvadéli  poskozeni hematologickych a nékterych  biochemickych  markert
u hlodavca. Gebel a kol. (1997) studovali genotoxicitu TBA taktéz na hlodavcich,
a to pomoci testu mikronuklearni kostni dfené, ovSem genotoxické ucinky potvrzeny
nebyly. Jiné vysledky studie naznacuji, ze by TBA mohl narusit integritu genomu
krevnich bunék potkana in vivo (Lovakovi¢ a kol., 2017) a lidskych lymfocytd in vitro
(Mladini¢ a kol., 2009, 2012).

Tab.1: Vybrané hodnoty toxicity TBA (PPDB, 2019a)

Specifikace, expozice Davka Taxon Organismus
Pfijatelny denni pfijem ADI 0,004 mg-kg™'  savci pes domaci
(Mammalia) (Canis lupus f. familiaris)
Akutni oralni LD50 >1000 mg-kg™"  savci krysa obecna
(Rattus rattus)
Dermélni LD50 > 2000 mg-kg™  savci krysa obecna
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Inhalace, 4-hod. LC50 >5,3 mg-I-’ savci krysa obecna

Akutni 96-hod. LC50 2,2 mg--! ryby pstruh duhovy
(Osteichthyes) (Oncorhynchus mykiss)
Chronicka 21-denni NOEC 0,09 mg-I-! ryby pstruh duhovy
Akutni 48-hod. EC50 21,2 mg--! korysi hrotnatka velka
(Crustacea) (Daphnia magna)
Chronicky 21-denni NOEC 0,019 mg-I-! korysi hrotnatka velka
Akutni 96-hod. expozice LC50 0,167 mg-I-! korysi druh krevety
Americamysis bahia
Chronicka 28-denni NOEC, ve 0,5 mg-I-! ¢lenovci druh pakomara
vodnim prostfedi (Arthropoda) Chironomus riparius
Akutni 7-denni EC50 biomasa 0,0128 mg-I-! aronovité okfehek hrbaty
(Araceae) (Lemna gibba)

2.7. Terbuthylazin-2-hydroxy (HTBA)

Terbuthylazin-2-hydroxy (2- (terc-butylamino) -6- (ethylamino) -1H-I, 3,5-triazin-4- on,
obr. ¢. 1) patti spolu s terbuthylazin-desethyl-hydroxy a terbuthylazin-desethyl k hlavnim
degrada¢nim produktim (metabolitim) TBA v povrchovych a podzemnich vodach.
Tato degradace chemickych latek probiha za ptispéni biotickych a abiotickych rozkladnych
procesu (oxidace, fotodegradace, hydrolyza, biologicky rozklad aj.). Tyto procesy zpisobuji
Stépeni triazinového kruhu (dealkylaci alkylovanych aminoskupin, deaminaci, hydroxylaci
aj.). Tato degradace (¢aste¢ny rozpad chemické struktury) je ovlivnéna mnoha faktory,
naptiklad teplotou. Ve vodnim prostiedi a pii teploté¢ 20-25 °C se polocas rozpadu
HTBA pohybuje mezi 112 a 120 dny, zatimco pfi teploté 10 °C to je az 456 dni (Nodler
a kol., 2013; Huber a kol., 2000).

Dle hodnot zvefejnénych v databazi Ceského hydrometeorologického tstavu
(CHMU) ziskanych v mezidobi 2009-2017, byla v roce 2011 v povrchovych vodach
Ceské republiky naméfena nejvyssi koncentrace 0,99 pg-1" HTBA v objektu PVL_2481
— Mnichovicky potok (povodi feky Zelivky). Druhou nejvyssi namétenou hodnotou je
koncentrace 0,79 pg-1! z roku 2014 a tieti nejvy$§i naméfenou hodnotou je koncentrace

0,5 ug-* z roku 2017 (CHMU, 2020b). Dalsim piikladem na evropské irovni miize byt
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koncentrace 9,24 upg-It HTBA zroku 2011 naméfend v povodi feky Llobregat
(Spanélsko) (Masia a kol., 2015).

OH
H.c. CHs |\i)§|\|
3
Ay

Obr. ¢ 1. Chemicka struktura metabolitu terbuthylazin-2-hydroxy (Sigma-Aldrich
International GmbH, 2019).

2.7.1. Toxikologie a ekotoxikologie HTBA

Toxikologicky vliv HTBA na vybrané organismy je uveden v tabulce ¢. 2.

Tab. &.2: Viybrané hodnoty toxicity HTBA (PPDB, 2019b)

Specifikace, expozice Davka Taxon Organismus
Akutni oralni LD50 >2000 mg-kg™" savci krysa obecna
(Mammalia) (Rattus rattus)
Akutni 96-hod. LC50 >2,5mg! ryby pstruh duhovy
(Osteichthyes) (Oncorhynchus mykiss)
Akutni 48-hod. EC50 2,8 mg-I-* korysi hrotnatka velka
(Crustacea) (Daphnia magna)
Chronicka 28-denni NOEC, 400 mg-kg-' ¢lenovci druh pakoméra Zijici v sedimentu
ve vodnim prostfedi (Arthropoda) (Chironomus riparius)
Akutni 72-hod. EC50 > 3,8 mg-I fasy druh zelené mikrofasy
(Algae) (Pseudokirchneriella subcapitata)

Ve studii Koutnik a kol. (2017) m&l HTBA v koncentracich 75 pg-1"t, 375 pg-I*t
a750 ug-It (pfi expozici deldi nez 22 dni) negativni vliv na metabolismus raka
mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis). U juvenilnich stadii testovanych

raki bylo zjisténo vyrazné zpomaleni ontogeneze. Od 7. vyvojového stadia byla
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pozorovana vyrazné niz$i t€lesna hmotnost a vyssi hladina oxida¢niho stresu. Testovani
jedinci dale vykazovaly zmény tubularniho systému vcetné rozpadu tubularniho epitelu
s uplnou ztratou struktury na nékterych mistech hepatopankreatu.

Dle Veliska a kol. (2014) negativné ovlivnila chronicka expozice HTBA rychlost
vyvoje, rychlost rustu a antioxida¢ni obranny systém pladku kapra obecného (Cyprinus
carpio L.). Ontogenetické a histologické zmény ryb byly pozorovany pouze pii vyssich
koncentracich HTBA (1,4 a 3,5 mg-I"Y), ale rychlosti riistu a vyskyt antioxidagniho
enzymu byly ovlivnény u ryb vystavenych nejnizsi testované koncentraci odpovidajici
hodnotdm naméfenym v &eskych fekach (tj. 0,0029 mg-11). Diilezité je vzit v ivahu i to,
7e vodni prostfedi Casto obsahuje i dalsi latky, pfi jejichz kombinované expozici
s HTBA mize byt negativni vliv HTBA jesté zesilen. To bylo ¢asteéné potvrzeno
Vv jizzminéné studii Veliska a kol. (2016b), kde byl popisovan vliv triazinovych
metabolitt (HTBA, terbuthylazin-desethylu a atrazinu-2-hydroxy). Ty zpisobily
Vv jaterni tkani kapra obecného patologické zmény. Terbutylazin-desethyl také ovlivnil
hladiny antioxidaénich enzymi v raném vyvojovém stadiu kapra, ovSem
bez jednozna¢nych negativnich ucinkt na zivotaschopnost kapfich embryi, lihnuti

nebo chovani kapra.
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3. Material a metodika

Experimentalni prace byla realizovana pod zastitou Jihodeské univerzity v Ceskych
Budgjovicich, Ustavu komplexnich systémti (UKS) Fakulty rybaistvi a ochrany vod
(FROV) v Novych Hradech.

3.1. Pokusny herbicid

Pesticid terbutylazine-2-hydroxy (PESTANAL™, CAS 66753-07-9) byl dodan
ve form¢ analytického standartu firmou Sigma-Aldrich International GmbH
(€. produktu 46019, sarze BCBZ7083, ¢islo CAS 66753 07 9, Cistota 97 %, vlhkost
3,8 %).

HTBA byl dodan ve formé bilého prasku. Na digitalni analytické vaze s presnosti
na 4 desetinna mista bylo odebrano 0,08 g HTBA. Toto mnozstvi bylo rozpusténo
v 500 ml DMSO, coz odpovidalo koncentraci 0,16 g-It. Z toho bylo odebrano 50 pl
do 500 ml DMEM (celkovy objem 500 ml, vysledna koncentrace 0,08 g-I"t HTBA).
Z tohoto roztoku bylo nasledné odebrano bud’ 10 ul, 1 pl nebo 0,75 pl, které byly
aplikovany pfimo do média s bunkami. Diky tomu bylo mozné docilit kone¢nych
koncentraci o hodnotach 8 mg-%, 0,8 mg? a 0,58 mg-I?, které byly vybriny
na zakladé dennich referenc¢nich hodnot stanovenych evropskou komisi pro zdravi

spotiebiteli (European Comission, 2011, Zeljezié a kol., 2018).

3.2. Pokusné bunécné linie

Adherentni bunécné linie pouzité v experimentech pochazely z Evropské sbirky
autentizovanych buné¢nych kultur (ECACC).

Piipravu bun&nych kultur pro mikroskopii provedly Sarka Beranova a Pavlina
Tlaskalova z laboratofe tkanovych kultur UKS. Slozky médii byly zakoupeny
dle aktualni dostupnosti a cenové nabidce (napf. od VWR International, Fisher
Scientific, Sigma Aldrich).

Jako substrat pro kultivaci bunék bylo zvoleno médium DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium), které bylo nutno doplnit o urc¢ité komponenty chranici
bunééné kultury pied nezadoucimi patogeny a dodavaji jim vhodné mnozstvi zivin
¢i dalsich latek nezbytnych pro jejich prosperitu.
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Obohacené médium DMEM vykazovalo sloZeni:

e 87,7 % puvodniho neobohaceného DMEM se zvysenym obsahem glukosy

e 10 % bovinniho fetalniho séra

e 1% aminokyseliny L-glutaminu

e 0,3 % aminoglykosidu gentamicinu

e 1% antibiotik a antimykotik

K oplachu bunék bylo vyuzito roztoku fosfatového pufru o slozeni:
e 140 mM NacCl (chlorid sodny)
e 2,7mM KCI (chlorid draselny)
e 10 mM NaHPO4.12H20 (dodekahydrat hydrogenforfore¢nanu sodného)

e 1,8 mM KH2PO4 (dihydrogenfosforecnan draselny)

Tab. €. 3: Zakladni informace o pouzitych bunécnych liniich HepG2 a MG63 (Sigma-
Aldrich International GmbH 2020a; 2020b)

Bunécna linie Lidska MG63 Lidska HepG2

ECACC kat. ¢. 86051601 85011430

Biologicky zdroj Lidska kost Jaterni tkan

Popis Lidsky osteosarkom Lidsky hepatocelularni karcinom

Karyotyp Modalni €. 66; hypotriploid Modalni €. 55

Morfologie Fibroblast Epitelialni

Profil DNA Amelogenin: X, Y D7S820: 10 Amelogenin: X, Y D7S820: 10

(data STR-PCR) | CSF1PO: 10,12 THO1:9,3 CSF1PO: 10,11 THO1: 9
D13S317: 11 TPOX: 8,11 D13S317: 9,13 TPOX: 8,9
D16S539: 11 vWA: 16,19 D16S539: 12,13 vWA: 17
D5S818: 11,12 D5S818: 11,12

Popis linie Z osteosarkomu étrnactiletého muze. Z jaterni biopsie patnactiletého muze s

Produkuje vysokeé vytézky interferonu po
superindukci kyselinou polyinosinovou-
polycytidilovou, cyklohexamidem a
aktinomycinem. Antigenicky je interferon
MG-63 tésnéji pfibuzny lidskému
fibroblastu nez interferon leukocytu.

dobfe diferencovanym hepatocelularnim
karcinomem. Buriky vyluéuji rizné
plazmatické proteiny, napf. albumin, a-2-
makroglobulin, a-1-antitrypsin, transferrin
a plasminogen. Byly Uspésné péstovany
ve velkych kultivaénich

systémech. Povrchové antigeny viru
hepatitidy B nebyly detekovény. Buriky by
mély dobfe reagovat na stimulaci lidskym
ristovym hormonem.
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3.3. Stanoveni cytotoxicity pomoci mikroskopu Nikon BioStation IM-Q

Nikon BioStation IM-Q je casosbérna sestava obsahujici mikroskop (snimajici
ve fazovém kontrastu), inkubator, vysoce citlivou CCD kameru (pocet pixelt
1280%960; zesileni/gain 1,7; expozice 1/90 s) a zdroj svétla (pouzita intenzita svétla
85 %) s chlazenim. BioStation byl pouzit k pofizeni digitdlniho zdznamu vyvojovych
fazi bunéénych kultur.

Pomoci mikrokinematografické sestavy BioStation IM-Q bylo jednotlivé pofizeno
12 obrazovych sérii dat buné¢né kultury MG63 a bunééné kultury HepG2 péstovanych
na délené Petriho misce v médiu DMEM obsahujicim HTBA (0; 0,58; 0,8; 8 mg-I*!
jednotlivé v kazdém oddile Petriho misky). Bunétné kultury byly udrzovany pti 37 °C
a5 % CO,. Hustota bun&éné kultury HepG2 a MG63 priblizné odpovidala 2x10°
a3x10° bunék na 8,8 cm? Kazdé &tyii obrazové série dat pro kazdou z vybranych
bunéénych kultur odpovidaly jedné ze zvolenych koncentraci HTBA. Kazda ze sérii
obsahovala 2161 snimkd, které byly foceny s dvou minutovym rozestupem po dobu
72 hodin.

Potizené série snimkt bunéénych linii byly nasledné vyhodnoceny kvantitativni
analyzou obrazovych dat metodami dilataéniho testu a specifické ristové rychlosti
(kap. 3.3.1 a 3.3.2). Jednotlivé vysledky pro kazdou trojici sérii se stejnou koncentraci

HTBA byly zprimérovany (aritmeticky primér + smérodatna odchylka).

3.3.1. Metoda dilatacniho testu in vitro

Dilatace je jev nastavajici po tzv. pasazi. Zaznam Zz Casosbérného
Kinematografického zafizeni BioStation IM-Q byl vizualn¢ kvantitativné analyzovan,
byla urcena frekvence dilatovani bunék. Pro dilataci se vyhodnocuji snimky focené
v2,12., 22, 32, 42, 52. a 62. minut¢ od pocatku snimani Petriho misky.
Toto vyhodnoceni bylo provedeno u kontrolniho vzorku bez inhibice HTBA a u vzorku
s koncentracemi 0,58 mg-I%, 0,8 mg-1"t a 8 mg-I".

Vysledky jsou zobrazeny v grafech ¢. 1-2 jako procentualni zastoupeni

dilatovanych bunék viaci vSem bunikam v obraze, a to v zavislosti na urcitém case

vyvoje bunéénych Kultur a zvolenych koncentraci toxikantu HTBA.
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3.3.2. Metoda specifické riistové rychlosti in vitro

Zjednodusené vyhodnoceni cytotoxicity pomoci specifické ristové rychlosti
probéhlo souctem jednotlivych bunék v obraze v nasledujicich ¢asech (min): 1, 1440,
2880 a 4320. To bylo provedeno u kazdé bunééné série pro vsechny &tyfi paralelni
trojice sérii obrazovych dat, které odpovidaly zvolenym koncentracim HTBA i jednomu
Kontrolnimu vzorku (tedy 0; 0,58; 0,8; 8 mg-I?). Tyto hodnoty byly nasledng

pro jednotlivé bunééné kultury zprimérovany a vyneseny v grafech ¢. 3 a ¢. 4.

3.4. Stanoveni cytotoxicity pomoci mikroskopu NanoTruth

Druhym piistrojem vyuzitym pro realizaci experimentu je na zakazku vyrobeny
(Optax, Praha) invertovany vysokorozlisny Sirokouhly svételny mikroskop s jasnym
polem NanoTruth.

Opticka cesta zac¢ina dvéma svételnymi diodami Luminus 360 s maximalni moznou
hodnotou proudu 5000 mA (v popsanych experimentech byl pouzit proud o hodnoté
4500 mA), které osvétluji vzorek pomoci fady svételnych zableski a umoziuji tak zisk
snimkl S vysokym pomérem signal/kvantovy Sum. Opticky systém mikroskopu byl
dale vylepsen infracervenymi (775 nm) a ultrafialovymi (450 nm) filtry (Edmund
Optics). Po pruchodu skrze vzorek putuje svétlo k objektivu (Nikon LWD 40x/0,55,
Phl ADL, 1/1,2, WD 2.1). Tubusova ¢ocka Mitutovo (5%) a projekéni ¢ocka (2x)
zvétSuji a promitaji obraz na kameru JAI s 12bitovym barevnym digitalnim ¢ipem
Kodak KAI-16000 s rozlisenim 4872x3248 (zesileni 0, offset 300 a expozice 293,6 ms).
Pii tomto celkovém zvétSeni je velikost objektu promitaného na pixel kamery 32 nm.
Proces zachyceni primarniho signalu je fizen specialné vyvinutym softwarem (Lonhus
akol., 2019). Béhem snimani mikroskopem NanoTruth byly bunééné kultury MG63
aHepG2 udrzovany vV kultivacnim systému Bioptech FCS2 pri 37°C. Hustota
testovanych bunéénych kultur MG63 a HepG2 ve vzorku &inila vzdy 15 000 b-cm™2.

Série digitalnich snimkd bunéénych kultur ve 12bpc formatu raw (tj. 12 bitt
najeden barevny obrazovy kanal, z angl. bit per channel, primarniho digitalniho
signalu) byly dale zpracovany a vizualizovany postupy popsanymi v kap. 3.4.1-3.4.4.

Soupis datovych sérii a jejich specifikace jsou uvedeny v kap. 9.
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3.4.1. Simultanni kolorimetricka kalibrace digitdlniho fotoapardtu a optické drdahy

Opticka vignetace a dal$i vady v digitdlnim obraze (primarnich datech) byly
korigovany softwarem VerCa (UKS) pomoci simultanni kalibrace optické drahy
mikroskopu a ¢ipu kamery (Platonova a kol., 2019).

Experimentalni ¢ast kalibrace byla provedena Mgr. Gannou Platonovou a Ing. Ali
Ghaznavim z UKS:

1. Pomoci mikroskopické fotokamery bylo postupné nasnimano 12 snimkut Sedych
filtra lisicich se intenzitou odstinu. Filtry 1-10 byly naneseny na 2 mm podlozni skli¢ko
(Step ND filter NDL-10S—4). Nulty (snimek nejtmavsi intenzity) a dvanacty odstin
(snimek nejsvétlejsi intenzity) byly jednotlivé nasnimany pfikrytym objektivem
a bez jakékoli vrstvy. Snimky filtra byly ulozeny do adresafe ,,camera“.

2. Objektiv mikroskopu byl nahrazen imitaci objektivu s upevnénym vldknovym
spektrofotometrem Ocean Optics USB 4000 VIS-NIR-ES, pomoci které¢ho byla méfena
svételna spektra prochazejici Sedymi filtry popsanymi v bodé¢ 1. Jednotliva transparentni
spektra filtrd byla ve formatu .txt ulozena do slozky ,,light*.

Vypocetni ¢ast obrazové kalibrace a korekce (algoritmus software VerCa):

A) Konstrukce kalibra¢ni kiivky pro kazdy pixel

(1) Spektra cervenych, zelenych a modrych filtri Bayerovy masky kamery
mikroskopu (dodané vyrobcem kamery) byly digitalizovany, zapsany a ulozeny
jako kalibra¢ni data ,,spectrum.txt* do adresate ,,camera‘.

(2) Vynasobenim naméfenych transparentnich spekter (ziskanych v bodu 2
predchozi experimentalni ¢asti kalibrace) spektry filtrii Bayerovy masky (viz. bod Al
vypocetni Casti kalibrace) byla pro kazdy barevny filtr Bayerovy masky ziskana spektra
svétla dopadajiciho na dany filtr Bayerovy masky.

(3) Metodou lichobéznikového pravidla byl pro kazdy sedy filtr vypocitan celkovy
pocet fotonti dopadajici na jednotlivy (r, g, b) kamerovy filtr jako integral plochy
pod piislusnym spektrem (ziskanym v bodé A2 vypocetni ¢asti kalibrace).

(4) Pro kazdy pixel vSech kalibra¢nich snimkt (viz. bod 1 experimentalni ¢asti)
byl zkonstruovan kalibracni bod kalibra¢ni kiivky jako zavislost celkového poctu fotont
pixeli (dopadajicich na kameru) na intenzité pixelu ve snimku. Kazda dvojice dvou

po sobé nésledujicich kalibra¢nich boda byla prolozena linearni interpolaci.
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B) Korekce intenzity experimentalnich raw dat

Intenzita kazdého pixelu vSech snimkt bunky (v raw formatu) byla piepocitana
pomoci kalibra¢niho vztahu pfislusné casti kalibracni kiivky. Pro navazujici operace
obrazové analyzy bylo vysledné zobrazeni pozorované bunky pievedeno do 14bitového

bezztratového formatu .png (z angl. Portable Network Graphics).

3.4.2.Separace bunék v obraze

Pro vyhodnoceni intracelularni dynamiky metodou optického toku, byly
ze zkalibrovanych obrazovych dat manualné separovany vhodné (jasné ohraniené)

buriky, pomoci skriptu programu Matlab® (Mathworks, Natick, MA, USA).

3.4.3. Metoda optického toku

Intracelularni dynamika separované buiiky byla po¢itana v prostiedi Matlab®
metodou optického toku (Sun a kol., 2010; 2013). Vystupem pro kazdy par po sobé
jdoucich barevnych (r, g, b) obrazovych kanalt jednotlivych snimkut v raw formatu byly
dvé matice ortogonalnich vektorovych zmén (ve sméru osy X VS. ve sméru 0sy Y)
v obraze. Intenzitni zmény pixelu ve dvou po sobé jdoucich snimcich vyjadiené
ortogonalnimi vektorovymi slozkami byly dale kvantifikovany dvéma zptsoby: jako
euklidovska délka vysledného vektoru (v pixelech, px ~ 64 nm), ktery je sviran danymi
ortogonalnimi vektorovymi slozkami, a jeho smér (ahel, v radianech). Celkova zména
mezi dvéma po sob¢ jdoucimi snimky sledované separované bunky byla vyhodnocena
jako aritmeticky pramér euklidovskych délek arota¢nich uhlt vSech vektort
vysledného obrazu v zavislosti na ¢ase pofizeni snimku buriky, a to zvlast' pro kazdy
barevny filtr Bayerovy masky kamerového ¢ipu. Vysledné (zaSuméné) ¢asové zavislosti

byly vyhlazeny metodou jednoduchého klouzavého pruméru pies 19 poli.

3.4.4.Vizualizace obrazovych dat pomoci software Least Information Loss (LIL)

Jelikoz v dnesni dobé vétsina digitalnich obrazovek zobrazuje pouze 8bitové
formaty byla vsechna >8bpc obrazova data vizualizovana pomoci software
LIL Converter (UKS) pievodem na 8 bpc. Vyhodou tohoto pievodu je minimalni ztrata
dat (Stys a kol., 2016).
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Zména bitové hloubky je provadéna pro kazdy barevny kanal jednotlivé. Vzdy
je v celé obrazové sérii nalezeno globalni intenzitni maximum a minimum, prazdné
intenzitni hladiny jsou z vypoc¢tu vynechany. V tomto programu lze i obrazova data
ofiznout, cozZ je uzite¢né zejména pro odstranéni okrajovych fadki a sloupct snimkut

obsahujicich prazdné (vadné) pixely.
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni cytotoxicity pomoci Biostation IM-Q
4.1.1.Vybrané snimky z komercéniho mikroskopu BioStation IM-Q

Celkové chovani bunék po intoxikaci HTBA o koncentraci 0; 0,58; 0,8 a 8 mg-I!
bylo sledovano pod mikroskopem Nikon BioStation IM-Q (kap. 3.3). Na obrazku ¢. 2
jsou jako piiklad vybrany typické ¢asosbérné snimky bunééné kultury, v tomto piipadé
bunééné kultury HepG2 kultivované bez piitomnosti HTBA. Casy ziskani téchto
snimkt odpovidaji ¢asum, pii kterych byly kvantitativné vyhodnocovany bunééné
dilatace (2-62 minuta) a specificka rustova rychlost (2, 1440, 2882 a 4320 minuta).
Pti dalsich testovanych koncentracich HTBA, i v ptipad¢ testu na bunéénou linii MG63,
nebyly ve snimcich pozorovany vyznamné kvalitativni a kvantitativni rozdily tykajici se
poctu a tvaru bunék. Detailni kvalitativni analyza snimkd byla provedena méfenim

bunécné dilatace a specifické ristové rychlosti (viz. nasledujici kapitoly).

4.1.2. Metoda dilatacniho testu in vitro

Dilatace je jev nastavajici po tzv. pasazi, ktera se provadi z davodu vymeény zivného
média, pfesunu ¢i zmnozeni bunééné kultury. Tehdy dochazi (mimo jiné) k pozménéni
cytoskeletu, jako dusledek ptechodu (pfichyceni, adhezi) buniky z volného prostoru
zivného média na dno kultivaéni misticky. Posléze dochazi k rozsifeni jejich
povrchovych membran, ¢emuz fikame dilatace. Za standardni dobu dilatace celé
neovlivnéné bunééné populace byva povazovano 60 minut. Tato hodnota je ovsem
jen orientacni, protoze doba dilatace je u kazdé buné&né kultury rozdilna. Dilataci
také ovlivituje hustota bunéc¢né kultury, sloZeni kultiva¢niho média, teplota, mnozstvi
CO; a dalsi faktory. Dale je nutné pamatovat na fakt, Zze nékteré latky mohou dilataci
bun¢k urychlovat (Paza, 1976). Po ukonceni pasaze se cytoskelet vraci do ptivodniho
stavu, ktery zajistuje spravné fyziologické funkce bunky. Dilatacni test sleduje rychlost
a efektivitu tohoto piechodu (dilatace), ktera muze byt ovlivnéna testovanym
inhibitorem (Necas a kol., 1991).
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2. minuta 12. minuta

22. minuta 32. minuta

42. minuta 52. minuta
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62. minuta 1440. minuta

2882. minuta

Obr. ¢. 2. Snimky kontroly bunécné linie HepG2 bez HTBA poiizené ve 2., 12., 22.,
32.,42.,52., 62., 1440., 2882., 4320. minut¢ od zacatku experimentu.
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62. minuta 1440. minuta

2882. minuta 4320. minuta

Obr. & 3. Snimky kontroly bunécné linie MG63 bez ptidaného inhibitoru (HTBA)
potfizené ve 2., 12., 22., 32., 42., 52., 62., 1440., 2882., 4320. minut¢ od zacatku
experimentu.

Sledovani bunéné dynamiky bylo v prvnim testu provedeno vizualnim
kvalitativnim hodnocenim procentualniho zastoupeni dilatovanych bunék ve snimcich
potizenych mikroskopickym zatizenim BioStation IM-Q v desetiminutovych ¢asovych
intervalech po dobu ptiblizné 1 h (kap. 3.3.1). V nize zobrazenych grafech ¢. 1 a ¢. 2
je uvedeno pramérné procentualni zastoupeni dilatovanych bunék bunéénych linii
MG63 a HepG2 vypoctené vzdy ze tii paralelnich experimenti pro kazdou koncentraci
HTBA i pfislusnou kontrolu bez HTBA. Rozptyl téchto tii hodnot symbolizuje
vynesena chybova usecka (standardni smérodatna odchylka) kazdého sloupce v grafu.
Procentualni zastoupeni téchto tii hodnot bylo vyneseno v zavislosti na ¢ase (min)

a koncentraci HTBA v ristovém médiu (mg-I).
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Pii podrobnéjsim pohledu na graf ¢. 1 (horni) si lze vSimnout, Ze se pocet
dilatovanych bunék MG63 v zavislosti na case zvySoval. Dvé minuty po zapoceti
experimentu bylo primérné detekovano od 7 % dilatovanych bunék (kontrolni vzorek
bez HTBA) az po 18 % dilatovanych bunék (koncentrace 0,8 mg-It). Ve dvanacté
minuté bylo pak napocitano 37 — 48 % dilatovanych buné¢k. Tato rychlost nartstu pocta
dilatovanych bunék se ve vSech koncentracich v nasledujicich ¢asech snizovala,
ale i pres to bylo zjisténo, Zze v 52. minuté jsou V koncentracich 0,58 mg-I"* a 8 mg-I*
dilatovany jiz vSechny bunky zorného pole kamery. Deset minut poté byly dilatovany
vSechny bunky zorného pole. Naristy pocéti dilatovanych bunék v Case vykazovaly

pro vSechny testované koncentrace hyperbolicky prib¢h.

Zastoupeni dilatovanych bunék [%]

100

80 1 I I 12 min
I 012 min
60 I 22 min
32 min
40 4 42 min
M 52 min
20 62 min

o : 3

0 mgxl ! 0,58 mgx| ! 0,8 mgx| ! 8 mgxlt
c¢(HTBA)

X 100
x
v
c
3 80 + 02 min
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>
8 32 min
K
5 40 1 ¥ 42 min
S W52 min
Q .
3 20 1 ] I l W62 min
g il ol
w =
N o Lam il mﬂ

0mgxl™t 0,58 mgx|™! 0,8 mgxI™! 8 mgxl™t

¢(HTBA)

Graf ¢. 1. Procentualni zastoupeni dilatovanych bunék bunécné kultury MG63 (horni) a
HepG2 (dolni) v zavislosti na ¢ase a koncentraci HTBA.
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V piipadé grafu ¢. 1 (dolni), kdy byl hodnocen vliv HTBA na bunéénou linii
HepG2, lze pozorovat, ze celkovy procentualni narGst poétu dilatovanych bun¢k
za stejny celkovy casovy interval (62 min) je nizsi (pfiblizné 0 60 %) nez v ptipadé
bunééné kultury MG63. Vzhledem ke skuteénosti, ze byl vy$e zminény trend pozorovan
u vSech testovanych koncentraci, lze tento sniZzeny kone¢ny procentualni pocet
dilatovanych bun¢k HepG2 vztahnout k celkové nizsi rychlosti bunécné dilatace, ktera
je (dle zjisténych hodnot) pro HepG2 bunky charakteristicka.

4.1.3. Metoda specifické riistové rychlosti in vitro

Metoda specifické rastové rychlosti (SRR) je obvyklou metodou stanoveni rtstu
bunéénych populaci. Primarné byla tato metoda popsana prof. Malkem roku 1950.
Pro bunééné kultury Zivoéisnych bunék byla popsana p. Cinatlem roku 1967. Podle
p. Pazi (1976) se pii této metodé sleduje doba zmnozeni (zdvojnasobeni) bunééné
populace, ktera mutize byt ovlivnéna chemickou latkou ¢i zménou prostiedi. Tato metoda
dale prezentuje kvalitu vngjSich a vnitinich podminek rdstu a taktéz muze byt
ukazatelem rastu biomasy. Vystupem je tzv. ristova kiivka charakteristického tvaru.

Podle p. Kocarka (2006) je pii podrobném stanoveni SRR buné&tné populace
za vysledek standardné povazovana ktivka rastové rychlosti. Ta zac¢ina velmi kratkou
tzv. lag fazi, kdy pocet bun¢k ve vzorku stagnuje (n€kdy i poklesne), coz je zptisobeno
adaptaci bunék na kultivaéni prostiedi. Nasleduje tzv. log faze (logaritmicka,
resp. exponencialni faze), ve které mnozstvi bunék ve vzorku zac¢ina rist exponencialng.
Zde je mozné zachytit velké mnozstvi bunék pii mitdze. Nasleduje tieti tzv. stacionarni
faze, pii které dochazi k Gtlumu az Gplnému zastaveni buné¢ného déleni, coz byva
zpusobeno napiiklad inhibiénimi mechanismy toxikantu, snizenim pH zpisobené
zvysenim obsahu oxidu uhli¢itého nebo pii lokalnim vycerpanim kultivaéniho média.

V této kapitole jsou popsany vysledky zjednodusené (Ctyfbodové) metody meéteni
SRR, kdy je pouze pocitan celkovy pocet bun¢k po 0, 24, 48 a 72hodinové kultivaci
bun¢k snimanych zafizenim BioStation IM-Q. Detailni popis experimentu je uveden
v kapitole 3.3.2. V nize uvedenych grafech ¢. 3 a ¢. 4 jsou zobrazeny pramérné pocty
bun¢k bunéénych linii MG63 a HepG2, vypoctené vzdy ze tii paralelnich experimentt

pro kazdou koncentraci HTBA i piislusnou kontrolu bez HTBA, a to v zavislosti
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nacase 72 hodin trvajiciho experimentu. Rozptyl téchto tfi hodnot symbolizuje

vynesena chybova usecka (standardni smérodatna odchylka) kazdého sloupce v grafu.
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Graf ¢. 2. Celkovy pocet bunck MG63 (horni) a HepG2 (dolni) v zavislosti na Case
a koncentraci HTBA.

Graf ¢. 2 ukazuje zavislosti aktualniho poétu bunék dané¢ho snimku na koncentraci
HTBA a case. V Case 0, tedy na uplném pocatku experimentu, byly napocitany
a zprumérovany aktualni pocty nedilatovanych bunék Vv zorném poli kamery.
Tyto hodnoty mohou byt ovSem trochu matouci, protoze vétSina téchto bunék je jesté
nedilatovanych, tedy nepfichycenych k podkladu (obr. ¢. 2, 2. minuta). Nedilatované
bunky se v médiu vznasi a mohou Vv nasledujicim case zorné pole kamery opustit.
Dalsi po¢itani bun¢k zorného pole bylo provedeno v 1440. minuté¢ po zahajeni
experimentu. Tyto bunky jsou jiz kompletné dilatované a ke zméné jejich mnozstvi
dochazi jen vlivem mitozy. Konkrétné se pocet bunék, vzhledem Kk pocatecnimu

mnozstvi bun&k, téméf zdvojnasobil (ptipad koncentrace 8 mg-I"t a kontroly) nebo
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zvétsil téméF o tretinu (koncentrace 0,8 mg:I™). Ve 2882. minut¢ od pocatku
experimentu se pocet bunék HepG2 vzhledem ke 1440. minuté experimentu zvysil
o tietinu az ¢tvrtinu, ovS§em u bunék MG63 byl témét dvojnasobny. V poslednim méfeni
(4320. minut od zahajeni experimentu) byl narast obou bunéénych populaci zhruba
tietinovy.

Nejvyssiho koneé¢ného praimérného mnozstvi bunék, bylo (u obou bunéénych linii)
dosazeno V piipadé¢ kontrolnich experimenti bez HTBA. To by mohlo naznacovat,
ze pritomnost HTBA v rstovém médiu buné¢k ma negativni dopad na konec¢ny pocet
bun€k vsech inhibovanych vzorkt. OvSem Vv rozporu stim je druhé nejvyssi zjisténé
primérné mnozstvi bunék. To bylo napocitano pii nejvyssi koncentraci 8 mg:-I HTBA,
coz ptimo odporuje celkovému trendu klesajiciho mnozstvi bun€k se zvySujici
se koncentraci inhibitoru (viz koncentrace 0 mg-1-, 0,58 mg-1%, 0,8 mg-I* v grafu ¢.2.).
Tento trend je vyrazné&jsi v piipadé bunék HepG2 (dolni ¢ast grafu €. 2.), nicméné
pozorovatelny je i v pfipadé bunék MG63. Na zakladé téchto rozporuplnych vysledka
je tedy mozné, ze Vv ptipadé koncentrace 8 mg-It doslo klidské chybé. Ta byla
pravdépodobné zplsobena fyziologickymi limity lidského oka, kdy nebylo mozné
detekovat presné mnozstvi bunék, které byly po 72 hodinach kultivace extrémné
natésnané V kultivacnim prostoru (viz. obr. ¢. 2. a €. 3., ¢as 4320 min.).

HTBA tedy mohl mit negativni vliv na ristovou rychlost testovanych bunécnych
populaci, ov§em pro potvrzeni této teorie by bylo tfeba experiment rozsifit ¢i zopakovat.

Negativni vliv HTBA na cytoskeletalni aktivitu bunék ovSem pozorovan nebyl.

4.2. Stanoveni cytotoxicity pomoci vysokorozlisného mikroskopu NanoTruth

Vzhledem ke skuteCnosti, ze V pfedchozich experimentech popsanych v kapitole
4.2. nebyl pozorovan, zadny vyznamny intoxika¢ni G¢inek HTBA na rychlost ristu
bunécnych linii MG63 a HepG2 a jejich dilataci k povrchu, bylo pfistoupeno ke studiu
jejich intracelularnich zmén.

Vnitrobunééna dynamika vybranych bunécnych linii byla po intoxikaci HTBA
o koncentraci 0; 0,58; 0,8 a 8 mg-I"! sledovana pomoci na zakizku vyrobeného
mikroskopu NanoTruth, ktery umoznuje sledovat zivou savéi bunku Komplexné,
a to neinvazivnim ptistupem (kap. 3.4.). Specifikace ziskanych obrazovych sérii jsou

detailn¢ uvedeny v kap. 9. Z téchto sérii namétenych dat pro Ctyti testované koncentrace
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HTBA a dvé testované bunécné linie byly pro dalsi analyzu popsanou Vv nasledujicich
kapitolach nahodné vybrany dvé dilatované bunky linie HepG2, z nichz jedna byla
kultivovana v prostiedi s nejvy$s§i testovanou koncentraci HTBA (8 mg:I!) a druha
bunka pochazela z kontrolniho experimentu.

Pro hrubé a rychlé vyhodnoceni ziskanych dat, byly z potfizenych sérii snimku
bunéénych kultur vytvofeny kratké videozaznamy. Pfi vizualnim porovnani kontrolniho
videozaznamu bez HTBA s videozaznamy intoxikovanych buné¢nych kultur, nebyl
zjistén zadny ziejmy vliv inhibitoru. Jako ukéazka (obr. ¢. 4) jsou vybrany prvni
aposledni snimky vzorku bunééné linie HepG2 kultivované bez ptitomnosti
a v pritomnosti 8 mg-1"t HTBA. Kontrolni experiment bez HTBA byl provadén po dobu
piiblizn& 5 h, zatimco buiika vystavena koncentraci HTBA 8 mg:I! byla sledovana
po dobu piiblizn¢ 11 h. Z obrazku ¢. 4 je zfejmé, Ze u obou bun¢k nedoslo béhem
sledovaného obdobi k mitdze, ani K jiné vyznamné strukturni zméné.

Nasledné bylo pristoupeno ke graficko-matematickému zptsobu vyhodnoceni dat
vnitrobunééné dynamiky. Pro tyto ucely byly vybrané bunky separovany (kap. 3.4.3.)
anasledn¢ matematicky vyhodnoceny (kap. 3.4.4.) v interaktivnim programovém
prostiedi Matlab® pomoci metody optického toku (Sun a kol., 2010; 2013). Vizualizaci
optického toku v obrazovych datech ve formé primarniho signalu barevné kamery
svételného mikroskopu v jasném poli ziskavame vyborny nastroj ke studiu rychlosti
a sméru pohybu jednotlivych objekti v obraze, v naSem piipadé o pohybu organel
a dal8ich intracelularnich kompartmenti v savéi burice. Kazdy barevny kanal cipu
kamery (Cerveny r, zeleny g1, zeleny g2, modry b) podava i dostate¢nou informaci
0 ¢asoprostorovych spektralnich zménach v intracelularnim prostoru.

Opticky tok mezi kazdymi dvéma po sob& jdoucimi barevnymi kanaly (r, g1, g2, b)
snimku (tj. zkalibrovaného primarniho signalu kamery) bunék v sérii byl vyhodnocen
dvéma zpisoby: jako euklidovska délka a jako smérovy uhel vektorti zmén v digitalnim
obraze. Na obr. 5-6 jsou ukazky vizualizaci euklidovskych délek a whla vektord
V prvnim a poslednim paru snimka série (Cerveny kanal) zachycujici hepatocyt HepG2
exponovany a neexponovany pesticidu HTBA. Ve vsech piipadech uvedenych
na obr. ¢. 5-6, i v celych testovanych sériich, bylo mozné pozorovat, ze rychlost pohybu
uvnitt bunky byla relativné homogenni (a to také nezavisle na barevném kanale obrazu).

Naopak zmény sméru pohybu Vv obraze (tj. thla optického toku) byly v pribéhu celého
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experimentu (s pesticidem i bez pesticidu) zna¢n¢ heterogenni a v kazdém obraze

datové série dosahovaly vzdy plného mozného rozsahu hodnot, tj. 0—2x rad.

Obr. & 4. Prvni (horni Fadek) a posledni (dolni radek) snimek vzorku bunky linie
HepG2 v prostiedi 8 mg-I* HTBA, série z 29. 11. 2019 (pravy sloupec) a bez
piitomnosti HTBA, série z 11. 4. 2019 (levy sloupec).
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Obr. ¢&. 5. Euklidovské délky (horni radek, stupnice v pixelech) a smérové uhly (dolni
radek, stupnice v radianech) vektori optickych tokd pro prvni dva (pravy sloupec) a
posledni dva ({evy sloupec) snimky buniky HepG2 v piitomnosti 8 mg-I™* HTBA, série z
29. 11. 2019. Cerveny kanal Bayerovy masky kamery ¢ipu.

Moznost plné porovnat ob¢ analyzované série, tj. s/lbez HTBA, v pribé¢hu celého
experimentu  bylo umoznéno vypoétem dvou makroskopickych  veli¢in,
které charakterizuji zmény ve dvou po sobé& jdoucich snimcich (barevnych kanalech
Bayerovy masky) jednim ¢islem — pramérnou euklidovskou délkou vektori optického
toku a primérnym smérovym uhlem optického toku.

Vysledky této ¢asové analyzy zmén optickych tokt v obraze jsou uvedeny v grafech
¢. 3-4. Vysledky jsou viditelné zejména pro odsuméné, cerné, kiivky. Ve vsSech
ptipadech uvedenych v grafech ¢. 3-4 lze pozorovat urcité oscilace téchto obrazovych
zmén v Case. Nicméné tyto oscilace se 1isi ve velikostech frekvenci i amplitud podle
pouzité koncentrace HTBA i podle typu makroskopické veli¢iny. Nejvyraznéjsi rozdily
po expozici HTBA jsou vidét pti porovnani pramérnych délek vektorti optického toku
(graf ¢. 3). Zatimco hodnoty prumérnych délek vektorti optického toku se v pripadé
bunky HepG2 kultivované bez HTBA pohybovaly vrozmezi piiblizn¢ 0.5-0.7 px,
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v piipadé buiiky vystavené pisobeni 8 mg-It HTBA se pohybovaly v rozmezi
od 0.6 do 1.1 px. Taktéz frekvence oscilaci je v piipadé kontaminované bunky odhadem
2x niz8i, avsak pfesnou matematickou analyzu se nepodafilo provést. Pramérné
smérové uhly vektorii zmén optického toku Vv obraze (graf ¢. 4) nebyly mezi
exponovanou a neexponovanou bunkou tolik rozdilné jako vektorové délky, presto jisty
trend inhibice (niz§i amplituda i frekvence oscilaci) po vystaveni buiky HepG2
kontaminantu HTBA pozorovan byl.

Na zakladé téchto vysledki je tedy mozné, ze HTBA v koncentraci 8 mg-It ma
negativni vliv na lidské jaterni bunky. Nicméné, zda je tento jev specificky a zda
je metoda optického toku opravdu jeho vhodnym ukazatelem, muze ukazat jenom

zpracovani a vyhodnoceni dalSich experiment.

Obr. ¢&. 6. Euklidovské délky (horni rdadek, stupnice v pixelech) a smérové thly (dolni
radek, stupnice v radianech) vektort optickych tokd pro prvni dva (pravy sloupec) a
posledni dva (levy sloupec) snimky bunky HepG2 bez pritomnosti HTBA, série z 11. 4.
2019. Cerveny kanal Bayerovy masky kamery &ipu.
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Graf ¢&. 3. Zavislost délky L (pixely) vektori optickych toka na ¢ase t (hodiny) pro butiku
linie HepG2 v prostiedi 8 mg-I"t HTBA, série z 29. 11. 2019 (levy sloupec) a bez
piitomnosti HTBA, série z 11. 4. 2019 (pravy sloupec). Vysledky pro (shora doli)
cerveny filtr r, zeleny filtr g1, zeleny filtr g2 a modry filtr b Bayerovy masky ¢ipu kamery.
Cerné kiivky odpovidaji vyhlazenym barevnym k¥ivkam pomoci klouzavého priméru.
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Graf ¢. 4. Zavislost smérovych vektortu a (radiany) vektord optickych toku na case t
(hodiny) pro buiiku linie HepG2 v prostiedi 8 mg:I* HTBA, série z 29. 11. 2019 (levy
sloupec) a bez piitomnosti HTBA, série z 11. 4. 2019 (pravy sloupec). Vysledky pro
(shora dolii) Cerveny filtr r, zeleny filtr g1, zeleny filtr g2 a modry filtr b. Cerné kiivky
odpovidaji vyhlazenym barevnym kiivkam pomoci klouzavého prameéru.
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5. Diskuse

Zakladnim cilem experimentti popsanych v této bakalaiské praci bylo posouzeni,
zda je mozné svételnou mikroskopii pozorovat vliv majoritniho metabolitu herbicidu
terbuthylazinu (TBA), tedy terbuthylazinu-2-hydroxy (HTBA), na lidské bunééné linie.

Inspiraci pro vysvétleni toxického ucéinku terbuthylazinu na Zivoc¢isnou bunku
by mohl byt zptusob destrukce buiiky rostlinné. Stejné tak jako vétSina pesticidd
triazinového typu, terbuthylazin pravdépodobné brani procesu piechodu elektroni
ve fotosystému II, kdy jeho molekuly vytésnuji plastochinon (nositel elektronti), jenz
je nepostradatelnou soucasti thylakoidni membrany chloroplasti. V dasledku toho
dochazi k nedostatku energie ve form¢ adenosintrifosfatu (ATP), ktera je jednim
z cilovych produktt fotosyntézy (Appleby a kol., 2010). U zivocichti dochazi k tvorbé
ATPvprocesu  zvaném  dychaci  fetézec, ktery probiha na  vnitini
membran¢ mitochondrii. Zde by mohly molekuly TBA (pfipadné¢ HTBA) branit pienosu
elektronti podobnym zpiisobem jako je tomu u rostlin, tedy zabranénim tvorbé ATP
vytésnénim ubichinonu (koenzym Qio) ¢i jinych latek schopnych pienosu elektront
v dychacim fetézci. To by pak potvrzovalo snizeni vnitrobunééné dynamiky (kap. 4. 2)
snizenou tvorbou energie. Tato teorie je ovSem pouhou spekulaci a jeji potvrzeni
by vyzadovalo Sirokosahly vyzkum v daném oboru.

Toxicky ucinek triazint, jako takovych, na organismy je popsan ve vice jak 1000
(zdroj: databaze Google Scholar) tisténych i elektronickych publikaci, ov§em studie
tykajici se pfimo tohoto metabolitu, uz tak ¢etné nejsou. Dle databaze Google Scholar
byl HTBA zminén v pouhych 29 studiich. Jako pfiklad mohou byt uvedeny studie
provedené na kaprovi obecném (Velisek a kol., 2014; 2015), rakovi mramorovaném
(Velisek a kol., 2017; Koutnik a kol., 2017) ¢i rakovi ¢erveném (Stara a kol., 2016), kdy
byly pozorovany hlavné histologické a ontogenetické zmény jak dospélych,
tak juvenilnich jedinci, a to pfi vyssich koncentracich (jednotky mg-1"t) TBA ¢ HTBA.
V jinych dvou studiich byl vliv TBA popsan jako prakticky netoxicky na ptactvo,
coz bylo potvrzeno na kachn¢ divoké (Anas platyrhynchos) a kiepeli virginském
(Colinus virginianus), u kterych byla hodnota LD50 vy3§i nez 5620 mg-I* (TOXNET,
2016). Vliv TBA a HTBA byl také zkouman na savcich (Lovakovi¢ a kol., 2017 nebo

Benkovi¢ a kol., 2012), ovSem jen mala ¢ast z nich se zabyva jejich moznym
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negativnim vlivem na lidské bunééné linie. V rozsahlé studii Zeljezié¢ a kol. (2018),
ktera byla pro tuto bakalarskou praci inspiraci, byly pouzity koncentrace 0,58 mg:I7,
0,8 mg-I"t a 8 mg:I* TBA. Zveiejnéné vysledky této prace ukazuji, Ze pouze nejvyssi
koncentrace TBA (8 mg-I"t) snizila Zivotaschopnost lymfocyti o 15 %. Nicménd
cytotoxicky ucinek na lidské hepatocyty (jaterni buriky) pozorovan nebyl, pouze byla
pozorovana jejich nizka nestabilita DNA (Zeljezi¢ a kol., 2018). V dalsi velmi podobné
zamétené studii bylo prokdzano naruseni integrity genomu lidskych lymfocyti
(Mladini¢ a kol. 2009; 2012). Na zakladé¢ vysledku téchto praci jsme se rozhodli pievzit
testované koncentrace a vyzkouset jejich vliv v in vitro experimentu na lidské bunécné
linie HepG2 a MG63.

Prvnim diskutabilnim prvkem by mohla byt vhodnost pievzaté koncentracni fady
(0; 058, 08 a 8 mgl?). Ta sice neodpovida koncentracim pouzitym
v podobnych experimentech Veliska a kol. (2014; 2015; 2016a; 2016b; 2017), ani b&ézné
méfenym hodnotam povrchovych vod CR (viz kap. 2.6 a 2.7), oviem shoduje se
s doporuc¢enymi evropskymi referen¢nimi hodnotami (European Comission, 2011). Dale
je také dobré vzit v uvahu kombinovany vliv vicera chemickych latek v zivotnim
prostiedi. Vodni prostfedi c¢asto obsahuje i dalsi chemické latky vyskytujici se
ve vodnim ekosystému piirozené, ale i vlivem Clovéka. Je tedy mozné, Ze pfi jejich
kombinované expozici S HTBA mize byt jejich negativni dopad na dany ekosystém
vyznamn¢ zesilen, coz bylo divodem k pfijeti vysSich koncentraci HTBA, nez tomu
je naptiklad u publikaci Veliska a kol. (2014; 2015; 2016a; 2016b; 2017). Dalsim
divodem byla moznost porovnani ziskanych vysledkt s vysledky zvefejnénymi
v publikaci Zeljezi¢ a kol. (2018).

Vliv inhibitoru na bunéfnou aktivitu byl sniman dvéma mikroskopickymi
zatizenimi — komerénim Nikon BioStation IM-Q a, zejména, vyvojovym prototypem
NanoTruth, ktery ma potencial, diky své specialni konstrukei umoznujici zisk detailniho
mikroskopického obrazu, pfinést nové poznani o ucincich latek zalozené
na komplexnim pozorovani pohybt uvnitf Zivé neovlivnéné buiky. Vyvoj takto
specifické konstrukce mikroskopu NanoTruth (kap. 4.2) doprovazela spousta
technickych problémi. Bylo by tedy piinejmensim mozné polemizovat, jestli vysledky
nebyly ovlivnény lidskymi ¢i technickymi chybami. Uz samotné ziskani dat provazely

urcité nedostatky. Z technickych problému to bylo ptehiivani LED osvétleni pii snimani
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bunéénych Kkultur, nebo neustalé rozostiovani obrazu vlivem vibraci, pravdépodobné
zpusobenych projizd€jicimi auty nebo ¢innosti pfistroji a zaméstnanct v dalsich ¢astech
budovy. Proto bylo nutné kazdych 30 az 60 minut experiment pierusit a toto rozostieni
opravit, coz zpusobilo rozdéleni experimentu na zpravidla 8 az 10 sérii o rozdilnych
poctech snimkt. Dale se, vzhledem ke konstrukci mikroskopu, nepodatilo zajistit
5% obsah CO: v atmosféfe béhem prubé¢hu experimentu nebo bylo velmi obtizné
ptipravit vzorek vzdy 0 stejné bunééné hustote. Kombinace vsech téchto a dalsich
faktortt mohla, ale i nemusela, mit negativni vliv na celkovou i vnitrobunéénou aktivitu.
Dale jsme se neustale potykali s mikroskopickymi necistotami nebo technickymi
problémy Cipu kamery snizujicimi kvalitu obrazu, které bylo nutné vyiesit Simultanni
kolorimetrickou kalibraci digitalniho fotoaparatu a optické drahy, a nasledné
pak i kalibraci kazdého pofizeného snimku (viz kap. 3.4.1). Nutnosti bylo také
dlouhodobé uchovani obrovskych mnozstvi dat (blizici se 9 TB) a velkou ¢asovou
narocnost vyse popsaného zpracovani a nasledného vyhodnoceni dat. Vsechna
tato popsana uskali byla sice urcitymi zpusoby vyfeSena, ovSem i nadale poskytuji
prostor pro zdokonaleni, atedy i nasledny vyzkum. ReSeni nékterych z téchto
technickych problémi muze pfinést pouziti nové verze mikroskopu NanoTruth, ktera
je dostupna od srpna 2019.

Z kone¢nych vysledki in vitro experimentd potizenych na mikroskopu NanoTruth
a vyhodnocovanych metodou optického toku v digitalnim obraze Ize usoudit, ze HTBA
v koncentraci 8 mg:I'Y mohl vyznamné ovlivnit vnitrobunéénou dynamiku bunék
HepG2, ¢imz by se mohl potvrdit negativni vliv na lidské (a tedy i sav¢i) bunky.
Toto tvrzeni podporuji jiz vyse zminéné publikace od Zeljezi¢ a kol. (2018), Mladini¢
a kol. (2009; 2012), ovsem k jasnému potvrzeni tohoto zavéru by bylo tfeba vyhodnotit
vSechna ziskana a zpracovana data (viz kap. 9.3-9.4) a realizovat dalsi podobné
experimenty zakladajici se na popisu vlivu TBA (HTBA) na vnitrobunéénou dynamiku
neznacené, a tedy fyziologicky a morfologicky nezménéné, lidské bunce. Pokud se vyse
uvedené vysledky potvrdi dal§imi experimenty, pfinosem tohoto vyzkumu miize byt
I vyvinuti nového, relativné presného a spravného, toxikologického biotestu s vyuzitim

tkanovych kultur.
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6. Zavér

V ramci této bakalarské prace byl posuzovan vliv terbuthylazinu-2-hydroxy
(HTBA) na lidské bunécné linie MG63 (osteosarkom) a HepG2 (hepatocyt) formou
akutnich testd toxicity in vitro v koncentracich 0; 0,58; 0,8 a 8 mg-I* HTBA.

V prvnim ptipadé byla bunécna aktivita snimana pomoci mikroskopu BioStation
IM-Q, kdy vysledky byly vyhodnoceny dvéma vizualnimi metodami. Prvni metodou je
specificka rychlost ristu sledované buné¢né populace a druhou metodou je rychlost
dilatace, tedy cytoskeletalni aktivita. Vysledky tohoto experimentu sice naznacuji uréity
negativni vliv odvozeny od trendu klesajiciho mnozstvi bun¢k v zavislosti na zvysujici
se koncentraci HTBA, oviem vykyv hodnot v ptipadé koncentrace 8 mg-1"t HTBA je
pfinejmensim zamysleni hodny. Ten byl pravdépodobné zpusoben lidskou chybou, tedy
rozliSovacimi limity lidského oka. Z toho divodu bylo pfistoupeno k druhému zptisobu
stanoveni toxicity HTBA mikroskopem NanoTruth.

V druhém piipadé¢ byla snimana vnitrobunééna dynamika pomoci na zakazku
vyrobeného svételného mikroskopu NanoTruth. Vzhledem Kk technické a casové
naro¢nosti byla vyhodnocena pouze data odpovidajici piisobeni 8 mg-I? HTBA
na nahodné vybranou bunku HepG2 a data z relevantniho kontrolniho experimentu.
Vyuzito pfitom bylo pocitacového zpracovani a analyzy digitalniho mikroskopického
obrazu, konkrétn¢ metody optického toku. V tomto piipadé byla zjisténa nizsi
vnitrobunééna dynamika u exponovaného vzorku nez u vzorku bez piitomnosti
studované latky, coz naznaCuje mozny negativni vliv HTBA na testovanou bunéénou
kulturu.

V ramci budouciho postupu v této oblasti vyzkumu, vidime napiiklad potencial
Vv odstranéni technickych nedokonalosti vyuzivaného mikroskopu NanoTruth nebo
v zrychleni celkového vyhodnoceni obrovskych mnozstvi obrazovych dat. V nasledujici
diplomové praci bych se mohl zaméfit na vyhodnoceni zbylych obrazovych dat
(popsanych v kap. 9) a jejich porovnani snovymi daty, pofizenymi dokonalejsi

technikou.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ADI
AOEL
ARfD
ATP
CAS
CSN
DIL
DNA
DMEM
DMSO
EC50
ECACC
ECHA
EFSA
EIA
ERA
FETAX
HelLa
HepG2
HK44
HTBA
ISO
JP-4
LC50
LD50
LIL
LOAEL
MATLAB
MG63
NOEC

z angl. acceptable daily intake

z angl. acceptable operator exposure

z angl. acute reference dose

z angl. adenosine triphosphate

z angl. Chemical American Society

chranéné oznaceni ¢eskych technickych norem

dilatace (funkce cytoskeletu) - metoda stanoveni bunééné totoxicity
deoxyribonukleova kyselina

z angl. Dublecco’s modified Eagle’s Minimum Esential Medium
chemicka latka dimethylsulfoxid

z angl. effective concentration 50%

z angl. The European Collection of Authenticated Cell Cultures
z angl. European Chemicals Agency

z angl. European Food Safety Authority

z angl. Environmental Impact Assessment

z angl. Environmental Risk Assessment

z angl. Frog Embryo Teratogenity Assay Xenopus

bunécna linie lidskych epitelidlnich bunék

testovana bunécna linie lidského hepatocytarniho karcinom
oznaceni pro geneticky upraveny kmen bakterii Pseudomonas fluorescens
chemicka latka terbutylazine-2-hydroxy

z angl. International Organization for Standardization

tryskové (proudové) palivo

z angl. lethal concentration 50%

z angl. lethal dose 50%

z angl. Least Information Loss

z angl. Lowest Observed Adverse Effect Level

z angl. matrix laboratory

testovana bunécéna linie lidského osteosarkomu

z angl. No Observed Effect Concentration
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OECD z angl. Organization for Economic Cooperation in Development

PBS z angl. phosphate-buffered saline

PBSM z angl. Physiologically-Based Simulation Models

PFCI progresivni familiarni intrahepatalni cholestaza

PHE z angl. Public Health England

PNG z angl. Portable Network Graphics

PPDB z angl. Pesticides Properties DataBase

QSAR z angl. Quantitative Structure-Activity Relationships

RAW format zobrazeni dat

RGB z angl. Red, Green, Blue

RLU z angl. Relative Light Units

SRR specificka rastova rychlost — metoda stanoveni bunééné totoxicity
TBA herbicid terbuthylazine

TVAS oznaceni pro geneticky upraveny kmen bakterii Pseudomonas putida
USEPA z angl. United States Environmental Protection Agency

VerCa pocitaovy software vyuzivany pii upravé obrazovych dat

WHO z angl. World Health Organization
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9. Prilohy

9.1. Prehled idajii o porizenych sérii snimki testovanych bunéénych linii

Udaje jsou zafazeny do dvou oddila obsahujicich 156 tabulek, pfi¢emZ prvni oddil

zahrnuje série snimka bunéénych kultur MG63 (81 tabulek) a druhy oddil zahrnuje série

snimkd buné¢nych linii HepG2 (76 tabulek). Série jsou fazeny dle datumu potizeni

a obsahuji zakladni informace pro moznou opétovnou realizaci experimentu.

9.2. Spole¢né informace pro v§echny poiizené série obou bunéénych kultur

Pouzity objektiv LWD 40x/0.55, Pn1 ADL,~/1.2, WD 2.1
Pouzité filtry E-long (UV), E-short (IR)

LED osvétleni (mA) 4000

Expozi¢ni doba svétla (us) 293600

9.3. Tabulky informaci k snimani provedenych na bunéénych kulturach MG63

Cislo série 1

Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2173
Frekvence snimani (fps) 0,1960
Pocet zpracovanych snimku série 426
Hodnota osy Z (um) 2252218
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunécéné kultury 24.4.2019
Cislo paséaze bunéené kultury 4

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 2

Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2196
Frekvence snimani (fps) 0,1944
PoCet zpracovanych snimku série 428
Hodnota osy Z (um) 22522,53
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 24.4.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 4

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série
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Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1927
Frekvence snimani (fps) 0,1956
Pocet zpracovanych snimku série 377
Hodnota osy Z (um) 22523,89
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 24.4.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 4

Koncentrace HTBA (mg-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 4

Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2350
Frekvence snimani (fps) 0,1945
Pocet zpracovanych snimku série 457
Hodnota osy Z (um) 22521,42
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécéné kultury 24.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 4

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 5

Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2321
Frekvence snimani (fps) 0,1917
Pocet zpracovanych snimku série 445
Hodnota osy Z (um) 22520,11
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 24.4.2019
Cislo paséaze bunéené kultury 4

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 6

Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2363
Frekvence snimani (fps) 0,1926
Pocet zpracovanych snimku série 455
Hodnota osy Z (um) 22518,40
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 24.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 4

Koncentrace HTBA (mg:I")

Bez pesticidu

Cislo série 7

Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 3444
Frekvence snimani (fps) 0,1925
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Pocet zpracovanych snimku série 663
Hodnota osy Z (um) 22520,79
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 24.4.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 4

Koncentrace HTBA (mg-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 8

Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2406
Frekvence snimani (fps) 0,1920
Pocet zpracovanych snimku série 462
Hodnota osy Z (um) 2251947
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 24.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 4

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 9

Datum pofizeni série 25.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2303
Frekvence snimani (fps) 0,1924
Pocet zpracovanych snimku série 443
Hodnota osy Z (um) 22518,87
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 24.4.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 4

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 1

Datum pofizeni série 2.5.2019
Celkova doba snimani série (s) 2394
Frekvence snimani (fps) 0,1909
Pocet zpracovanych snimku série 457
Hodnota osy Z (um) 22447,26
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 1.5.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 5

Koncentrace HTBA (mg:I")

Bez pesticidu

Cislo série 2

Datum pofizeni série 2.5.2019
Celkova doba snimani série (s) 2727
Frekvence snimani (fps) 0,1900
PoCet zpracovanych snimku série 518
Hodnota osy Z (um) 22446,70
Typ snimané bunééné kultury MG63
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Datum pfipravy bunééné kultury

1.5.2019

Cislo pasaze bun&eéné kultury

5

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 3

Datum pofizeni série 2.5.2019
Celkova doba snimani série (s) 4162
Frekvence snimani (fps) 0,2035
Pocet zpracovanych snimku série 847
Hodnota osy Z (um) 2244574
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 1.5.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 5

Koncentrace HTBA (mg:-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 4

Datum pofizeni série 2.5.2019
Celkova doba snimani série (s) 2212
Frekvence snimani (fps) 0,1958
Pocet zpracovanych snimkU série 433
Hodnota osy Z (um) 2244584
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunétné kultury 1.5.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 5

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 5

Datum pofizeni série 2.5.2019
Celkova doba snimani série (s) 2499
Frekvence snimani (fps) 0,1949
Pocet zpracovanych snimku série 487
Hodnota osy Z (um) 22461,94
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 1.5.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 5

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 6

Datum pofizeni série 2.5.2019
Celkova doba snimani série (s) 2491
Frekvence snimani (fps) 0,2031
Pocet zpracovanych snimku série 506
Hodnota osy Z (um) 224453
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 1.5.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 5

Koncentrace HTBA (mg:I")

Bez pesticidu
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Cislo série 7

Datum pofizeni série 2.5.2019
Celkova doba snimani série (s) 2040
Frekvence snimani (fps) 0,1912
Pocet zpracovanych snimkU série 390
Hodnota osy Z (um) 2244468
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy buné&tné kultury 1.5.2019
Cislo pasaze bun&ené kultury 5

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 8

Datum pofizeni série 2.5.2019
Celkova doba snimani série (s) 2682
Frekvence snimani (fps) 0,1611
Pocet zpracovanych snimku série 2682
Hodnota osy Z (um) 224441
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 1.5.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 5

Koncentrace HTBA (mg:-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 1

Datum pofizeni série 19. 8. 2019
Celkova doba snimani série (s) 1955
Frekvence snimani (fps) 0,2005
Pocet zpracovanych snimku série 392
Hodnota osy Z (um) 22529,48
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 18. 8.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 24

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 2

Datum pofizeni série 19. 8. 2019
Celkova doba snimani série (s) 5178
Frekvence snimani (fps) 0,2007
PoCet zpracovanych snimku série 1039
Hodnota osy Z (um) 2252454
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 18.8.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 24

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 3
Datum pofizeni série 19.8.2019
Celkova doba snimani série (s) 4662
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Frekvence snimani (fps) 0,2008
Pocet zpracovanych snimk série 936
Hodnota osy Z (um) 22519,06
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 18. 8. 2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 24

Koncentrace HTBA (mg-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 4

Datum pofizeni série 19.8.2019
Celkova doba snimani série (s) 4578
Frekvence snimani (fps) 0,2010
Pocet zpracovanych snimkU série 920
Hodnota osy Z (um) 22516,88
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 18. 8. 2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 24

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 5

Datum pofizeni série 19. 8. 2019
Celkova doba snimani série (s) 4041
Frekvence snimani (fps) 0,2004
Pocet zpracovanych snimku série 810
Hodnota osy Z (um) 2251411
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 18.8.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 24

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 6

Datum pofizeni série 19. 8. 2019
Celkova doba snimani série (s) 2051
Frekvence snimani (fps) 0,1902
Pocet zpracovanych snimku série 390
Hodnota osy Z (um) 22510,74
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 18. 8. 2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 24

Koncentrace HTBA (mg:I")

Bez pesticidu

Cislo série 1

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2099
Frekvence snimani (fps) 0,1929
PoCet zpracovanych snimkU série 405
Hodnota osy Z (um) 22507,00

66




Typ snimané bunécéné kultury

MG63

Datum pfipravy buné&tné kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 60
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 2

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3302
Frekvence snimani (fps) 0,1914
Pocet zpracovanych snimku série 632
Hodnota osy Z (um) 22508,34
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 60
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 8

Cislo série 3

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3163
Frekvence snimani (fps) 0,1906
Pocet zpracovanych snimkU série 603
Hodnota osy Z (um) 22510,9
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bun&ené kultury 60
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 4

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2581
Frekvence snimani (fps) 0,1895
Pocet zpracovanych snimku série 489
Hodnota osy Z (um) 22505,42
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 60
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 5

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3025
Frekvence snimani (fps) 0,1888
Pocet zpracovanych snimku série 571
Hodnota osy Z (um) 22507,20
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 60
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Koncentrace HTBA (mg-I1)

Cislo série 6

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2845
Frekvence snimani (fps) 0,1898
Pocet zpracovanych snimku série 540
Hodnota osy Z (um) 22506,48
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy buné&tné kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 60
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 7

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2603
Frekvence snimani (fps) 0,1902
Pocet zpracovanych snimkU série 495
Hodnota osy Z (um) 22509,00
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 60
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 8

Cislo série 8

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3117
Frekvence snimani (fps) 0,1896
Pocet zpracovanych snimku série 591
Hodnota osy Z (um) 22508,50
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 60
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 9

Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2341
Frekvence snimani (fps) 0,1884
Pocet zpracovanych snimk série 441
Hodnota osy Z (um) 22506,99
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 60
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 10
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Datum pofizeni série 17.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 444
Frekvence snimani (fps) 0,1914
Pocet zpracovanych snimku série 85
Hodnota osy Z (um) 22507,59
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunétné kultury 16.10.2019
Cislo pasaze bun&etné kultury 60
Koncentrace HTBA (mg-I1) 8

Cislo série 1

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2173
Frekvence snimani (fps) 0,1910
Pocet zpracovanych snimku série 415
Hodnota osy Z (um) 22461,76
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg-I") 08

Cislo série 2

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2731
Frekvence snimani (fps) 0,1919
Pocet zpracovanych snimku série 524
Hodnota osy Z (um) 22456,28
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,8

Cislo série 3

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2980
Frekvence snimani (fps) 0,1909
Pocet zpracovanych snimku série 569
Hodnota osy Z (um) 2245746
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg:I") 0,8

Cislo série 4

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2485
Frekvence snimani (fps) 0,1875
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Pocet zpracovanych snimku série 466
Hodnota osy Z (um) 22457,12
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg-I1) 08

Cislo série 5

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3042
Frekvence snimani (fps) 0,1917
Pocet zpracovanych snimku série 583
Hodnota osy Z (um) 22458,8
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunétné kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,8

Cislo série 6

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2005
Frekvence snimani (fps) 0,1900
Pocet zpracovanych snimku série 381
Hodnota osy Z (um) 22453,93
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg:-I') 08

Cislo série 7

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3819
Frekvence snimani (fps) 0,1781
Pocet zpracovanych snimku série 680
Hodnota osy Z (um) 22455,66
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg:I") 08

Cislo série 8

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2858
Frekvence snimani (fps) 0,1889
PoCet zpracovanych snimkU série 540
Hodnota osy Z (um) 2245422
Typ snimané bunééné kultury MG63
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Datum pfipravy buné&tné kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,8

Cislo série 9

Datum pofizeni série 23.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 1998
Frekvence snimani (fps) 0,1892
Pocet zpracovanych snimku série 378
Hodnota osy Z (um) 22452,62
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 22.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 50
Koncentrace HTBA (mg-I1) 08

Cislo série 1

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3164
Frekvence snimani (fps) 0,1887
Pocet zpracovanych snimkU série 597
Hodnota osy Z (um) 22561,28
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunéené kultury 66
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 2

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3579
Frekvence snimani (fps) 0,1914
Pocet zpracovanych snimku série 685
Hodnota osy Z (um) 22550,98
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 30.10.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58

Cislo série 3

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2452
Frekvence snimani (fps) 0,1913
Pocet zpracovanych snimku série 469
Hodnota osy Z (um) 22549,66
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg:I") 0,58

71




Cislo série 4

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2393
Frekvence snimani (fps) 0,1889
Pocet zpracovanych snimku série 452
Hodnota osy Z (um) 2254416
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy buné&tné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 5

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3415
Frekvence snimani (fps) 0,1895
Pocet zpracovanych snimku série 647
Hodnota osy Z (um) 2254462
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 0,58

Cislo série 6

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2452
Frekvence snimani (fps) 0,1896
Pocet zpracovanych snimku série 465
Hodnota osy Z (um) 22537,60
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 7

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 1144
Frekvence snimani (fps) 0,1897
PoCet zpracovanych snimku série 217
Hodnota osy Z (um) 22530,00
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 8

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3855
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Frekvence snimani (fps) 0,1935
Pocet zpracovanych snimk série 746
Hodnota osy Z (um) 2252748
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg-I1) 0,58

Cislo série 9

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 3259
Frekvence snimani (fps) 0,1927
Pocet zpracovanych snimku série 628
Hodnota osy Z (um) 22521,18
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunétné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 10

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 4383
Frekvence snimani (fps) 0,1885
Pocet zpracovanych snimku série 826
Hodnota osy Z (um) 2251464
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58

Cislo série 11

Datum pofizeni série 31.10.2019
Celkova doba snimani série (s) 2668
Frekvence snimani (fps) 0,1900
Pocet zpracovanych snimku serie 507
Hodnota osy Z (um) 22513,88
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 30.10.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 66
Koncentrace HTBA (mg:I") 0,58

Cislo série 1

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 1922
Frekvence snimani (fps) 0,1847
PoCet zpracovanych snimku série 355
Hodnota osy Z (um) 22469,56
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Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy buné&tné kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 2

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2277
Frekvence snimani (fps) 0,1893
Pocet zpracovanych snimku série 431
Hodnota osy Z (um) 22483,76
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 8

Cislo série 3

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2533
Frekvence snimani (fps) 0,1895
Pocet zpracovanych snimkU série 480
Hodnota osy Z (um) 22486,56
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunétné kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 4

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2717
Frekvence snimani (fps) 0,1873
Pocet zpracovanych snimku série 509
Hodnota osy Z (um) 22488,90
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 5

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2626
Frekvence snimani (fps) 0,1923
Pocet zpracovanych snimku série 505
Hodnota osy Z (um) 22489,72
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 81
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Koncentrace HTBA (mg-I1)

Cislo série 6

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 356
Frekvence snimani (fps) 0,1906
Pocet zpracovanych snimku série 679
Hodnota osy Z (um) 22490,34
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy buné&tné kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 7

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2423
Frekvence snimani (fps) 0,1911
Pocet zpracovanych snimku série 463
Hodnota osy Z (um) 22487,28
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 8

Cislo série 8

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2663
Frekvence snimani (fps) 0,1908
Pocet zpracovanych snimku série 508
Hodnota osy Z (um) 22481,96
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 4.12.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 9

Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 3444
Frekvence snimani (fps) 0,1922
Pocet zpracovanych snimku série 662
Hodnota osy Z (um) 22485,1
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 10
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Datum pofizeni série 5.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 1405
Frekvence snimani (fps) 0,1921
Pocet zpracovanych snimkU série 270
Hodnota osy Z (um) 22489,23
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné&tné kultury 4.12.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 81
Koncentrace HTBA (mg-I1) 8

Cislo série 1

Datum pofizeni série 12.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2046
Frekvence snimani (fps) 0,1931
Pocet zpracovanych snimku série 395
Hodnota osy Z (um) 22485,46
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunétné kultury 11.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 84
Koncentrace HTBA (mg-I") 08

Cislo série 2

Datum pofizeni série 12.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2810
Frekvence snimani (fps) 0,1911
Pocet zpracovanych snimku série 537
Hodnota osy Z (um) 22482,80
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 11.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 84
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,8

Cislo série 3

Datum pofizeni série 12.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 3226
Frekvence snimani (fps) 0,1906
Pocet zpracovanych snimk série 615
Hodnota osy Z (um) 22485,66
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 11.12.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 84
Koncentrace HTBA (mg:I") 0,8

Cislo série 4

Datum pofizeni série 12.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 3074
Frekvence snimani (fps) 0,1945
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Pocet zpracovanych snimku série 598
Hodnota osy Z (um) 2248462
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy buné¢né kultury 11.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 84
Koncentrace HTBA (mg-I1) 08

Cislo série 5

Datum pofizeni série 12.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 3303
Frekvence snimani (fps) 0,1889
Pocet zpracovanych snimkU série 624
Hodnota osy Z (um) 224817
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 11.12.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 84
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,8

Cislo série 6

Datum pofizeni série 12.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 4830
Frekvence snimani (fps) 0,1915
Pocet zpracovanych snimk série 925
Hodnota osy Z (um) 2247774
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 11.12.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 84
Koncentrace HTBA (mg-I') 08

Cislo série 7

Datum pofizeni série 12.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 3638
Frekvence snimani (fps) 0,1905
Pocet zpracovanych snimku série 693
Hodnota osy Z (um) 22471,74
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 11.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 84
Koncentrace HTBA (mg:I") 08

Cislo série 8

Datum pofizeni série 12.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2417
Frekvence snimani (fps) 0,1978
Pocet zpracovanych snimku série 478
Hodnota osy Z (um) 22471,54
Typ snimané bunééné kultury MG63
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Datum pfipravy buné&tné kultury 11.12.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 84
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,8

Cislo série 1

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 1546
Frekvence snimani (fps) 0,1895
Pocet zpracovanych snimku série 293
Hodnota osy Z (um) 22480,10
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 18.12.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 87
Koncentrace HTBA (mg-I1) 0,58

Cislo série 2

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2119
Frekvence snimani (fps) 0,1925
Pocet zpracovanych snimkU série 408
Hodnota osy Z (um) 22512,62
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunétné kultury 18.12.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 87
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 3

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2037
Frekvence snimani (fps) 0,1919
Pocet zpracovanych snimku série 391
Hodnota osy Z (um) 22523,12
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bun&éné kultury 18.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 87
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58

Cislo série 4

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 1913
Frekvence snimani (fps) 0,1929
Pocet zpracovanych snimku série 369
Hodnota osy Z (um) 22530,78
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 18.12.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 87
Koncentrace HTBA (mg:I") 0,58
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Cislo série 5

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2017
Frekvence snimani (fps) 0,1899
Pocet zpracovanych snimkU série 383
Hodnota osy Z (um) 22535,34
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunétné kultury 18.12.2019
Cislo pasaze buné&ené kultury 87
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58

Cislo série 6

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 3265
Frekvence snimani (fps) 0,1917
Pocet zpracovanych snimku série 626
Hodnota osy Z (um) 22538,88
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 18.12.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 87
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 0,58

Cislo série 7

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 2486
Frekvence snimani (fps) 0,1931
Pocet zpracovanych snimku série 480
Hodnota osy Z (um) 22536,82
Typ snimané bunééné kultury MG63
Datum pfipravy bunécné kultury 18.12.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 87
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 8

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 4026
Frekvence snimani (fps) 0,1888
PoCet zpracovanych snimku série 760
Hodnota osy Z (um) 22566,22
Typ snimané bunécéné kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 18.12.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 87
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 9

Datum pofizeni série 19.12.2019
Celkova doba snimani série (s) 3770
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Frekvence snimani (fps) 0,1899
Pocet zpracovanych snimku série 716
Hodnota osy Z (um) 22566,58
Typ snimané buné¢né kultury MG63
Datum pfipravy bunééné kultury 18.12.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 87
Koncentrace HTBA (mg-I1) 0,58

9.4. Tabulky informaci k snimani provedenych na bunéénych kulturach HepG2
Cislo série 1
Datum pofizeni série 14.3.2019
Celkova doba snimani série (s) 22197
Frekvence snimani (fps) 0,0295986
Pocet zpracovanych snimkU série 657
Hodnota osy Z (um) 2249552
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy bunétné kultury 13.3.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 10

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 1

Datum pofizeni série 21.3.2019
Celkova doba snimani série (s) 2121
Frekvence snimani (fps) 0,1919
Pocet zpracovanych snimk série 407
Hodnota osy Z (um) 22504,6
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 18.3.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 11

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 2

Datum pofizeni série 21.3.2019
Celkova doba snimani série (s) 2322
Frekvence snimani (fps) 0,1925
Pocet zpracovanych snimku série 447
Hodnota osy Z (um) 22508,45
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 18.3.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 11

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série

3

Datum pofizeni série

21.3.2019
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Celkova doba snimani série (s) 2429
Frekvence snimani (fps) 0,1890
Pocet zpracovanych snimkU série 459
Hodnota osy Z (um) 22511,89
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 18.3.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 11

Koncentrace HTBA (mg-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 1

Datum pofizeni série 4.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 4579
Frekvence snimani (fps) 0,1941
Pocet zpracovanych snimkU série 889
Hodnota osy Z (um) 22507,27
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 3.4.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 12

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 2

Datum pofizeni série 4.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2070
Frekvence snimani (fps) 0,1913
Pocet zpracovanych snimku série 396
Hodnota osy Z (um) 22530,89
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 3.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 12

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 3

Datum pofizeni série 4.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2995
Frekvence snimani (fps) 0,1940
Pocet zpracovanych snimku série 581
Hodnota osy Z (um) 22521,72
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 3.4.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 12

Koncentrace HTBA (mg:I")

Bez pesticidu

Cislo série 4

Datum pofizeni série 4.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1432
Frekvence snimani (fps) 0,1913
PoCet zpracovanych snimku série 274
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Hodnota osy Z (um) 2252418
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 3.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 12

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 5

Datum pofizeni série 442019
Celkova doba snimani série (s) 1797
Frekvence snimani (fps) 0,1937
Pocet zpracovanych snimku série 348
Hodnota osy Z (um) 22522,88
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 3.4.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 12

Koncentrace HTBA (mg:-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 6

Datum pofizeni série 4.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 975
Frekvence snimani (fps) 0,1949
Pocet zpracovanych snimku série 190
Hodnota osy Z (um) 22521,56
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 3.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 12

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 7

Datum pofizeni série 4.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1618
Frekvence snimani (fps) 0,1928
Pocet zpracovanych snimku série 312
Hodnota osy Z (um) 22515,83
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 3.4.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 12

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 8

Datum pofizeni série 4.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1088
Frekvence snimani (fps) 0,1958
PoCet zpracovanych snimku série 213
Hodnota osy Z (um) 2251847
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 3.4.2019
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Cislo pasaze bun&éné kultury

12

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 1

Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1927
Frekvence snimani (fps) 0,1941
Pocet zpracovanych snimku série 374
Hodnota osy Z (um) 2247147
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 13

Koncentrace HTBA (mg:-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 2

Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1621
Frekvence snimani (fps) 0,1894
Pocet zpracovanych snimku série 307
Hodnota osy Z (um) 22473,60
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 13

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 3

Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1727
Frekvence snimani (fps) 0,1934
Pocet zpracovanych snimku série 334
Hodnota osy Z (um) 22475,87
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 13

Koncentrace HTBA (mg-I')

Bez pesticidu

Cislo série 4

Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2143
Frekvence snimani (fps) 0,1946
Pocet zpracovanych snimku série 417
Hodnota osy Z (um) 2247741
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 13

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu
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Cislo série 5

Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1857
Frekvence snimani (fps) 0,1971
Pocet zpracovanych snimkU série 366
Hodnota osy Z (um) 22475,87
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy buné&tné kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bun&ené kultury 13

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 6

Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 1492
Frekvence snimani (fps) 0,1917
Pocet zpracovanych snimku série 286
Hodnota osy Z (um) 22473,84
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 13

Koncentrace HTBA (mg-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 7

Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2166
Frekvence snimani (fps) 0,1939
Pocet zpracovanych snimkU série 420
Hodnota osy Z (um) 22471,53
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunétné kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 13

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 8

Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2533
Frekvence snimani (fps) 0,1927
PoCet zpracovanych snimkU série 488
Hodnota osy Z (um) 22469,14
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 13

Koncentrace HTBA (mg-I")

Bez pesticidu

Cislo série 9
Datum pofizeni série 11.4.2019
Celkova doba snimani série (s) 2269
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Frekvence snimani (fps) 0,1917
Pocet zpracovanych snimku série 435
Hodnota osy Z (um) 22466,98
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 10.4.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 13

Koncentrace HTBA (mg-I1)

Bez pesticidu

Cislo série 1

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 1796
Frekvence snimani (fps) 0,1954
Pocet zpracovanych snimku série 351
Hodnota osy Z (um) 22698,8
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunétné kultury 13.11.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 9
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 2

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2827
Frekvence snimani (fps) 0,1914
Pocet zpracovanych snimku série 541
Hodnota osy Z (um) 22694,88
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 13.11.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 9
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58

Cislo série 3

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 3350
Frekvence snimani (fps) 0,1925
Pocet zpracovanych snimku série 645
Hodnota osy Z (um) 22687,88
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 13.11.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 9
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 4

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 408
Frekvence snimani (fps) 0,1896
PoCet zpracovanych snimku série 2152
Hodnota osy Z (um) 22673,56
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Typ snimané bunécéné kultury

HepG2

Datum pfipravy buné&tné kultury 13.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 9
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58

Cislo série 5

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2408
Frekvence snimani (fps) 0,1890
Pocet zpracovanych snimku série 455
Hodnota osy Z (um) 22677,36
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 13.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 9
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 0,58

Cislo série 6

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2024
Frekvence snimani (fps) 0,1961
Pocet zpracovanych snimkU série 397
Hodnota osy Z (um) 22669, 1
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 13.11.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 9
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 7

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2090
Frekvence snimani (fps) 0,1895
Pocet zpracovanych snimku série 396
Hodnota osy Z (um) 22659,12
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 13.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 9
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58

Cislo série 8

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2759
Frekvence snimani (fps) 0,1892
Pocet zpracovanych snimku série 524
Hodnota osy Z (um) 22661,14
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 13.11.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 9
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Koncentrace HTBA (mg-I1)

0,58

Cislo série 9

Datum pofizeni série 14.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 3279
Frekvence snimani (fps) 0,1906
Pocet zpracovanych snimk série 625
Hodnota osy Z (um) 2265464
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy buné&tné kultury 13.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 9
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58

Cislo série 1

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2654
Frekvence snimani (fps) 0,1922
Pocet zpracovanych snimkU série 510
Hodnota osy Z (um) 22497,88
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 0,8

Cislo série 2

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2128
Frekvence snimani (fps) 0,1875
Pocet zpracovanych snimku série 399
Hodnota osy Z (um) 22518,64
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 26.11.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg-I") 08

Cislo série 3

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2292
Frekvence snimani (fps) 0,1924
Pocet zpracovanych snimku série 441
Hodnota osy Z (um) 22517,56
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg-I") 08

Cislo série 4

87




Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 1935
Frekvence snimani (fps) 0,1917
Pocet zpracovanych snimku série 371
Hodnota osy Z (um) 22516,34
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné&tné kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg-I1) 0,8

Cislo série 5

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2632
Frekvence snimani (fps) 0,1877
Pocet zpracovanych snimku série 494
Hodnota osy Z (um) 22515,88
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunétné kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg-I") 08

Cislo série 6

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2339
Frekvence snimani (fps) 0,1903
Pocet zpracovanych snimku série 445
Hodnota osy Z (um) 22523,16
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,8

Cislo série 7

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 3401
Frekvence snimani (fps) 0,1926
Pocet zpracovanych snimku série 655
Hodnota osy Z (um) 22519,8
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 26.11.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg:I") 08

Cislo série 8

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2743
Frekvence snimani (fps) 0,1929
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Pocet zpracovanych snimku série 529
Hodnota osy Z (um) 22520,42
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg-I1) 08

Cislo série 9

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 3598
Frekvence snimani (fps) 0,1884
Pocet zpracovanych snimku série 678
Hodnota osy Z (um) 22517,82
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,8

Cislo série 10

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2895
Frekvence snimani (fps) 0,1914
Pocet zpracovanych snimku série 554
Hodnota osy Z (um) 22517,36
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg-I') 08

Cislo série 11

Datum pofizeni série 27.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 3637
Frekvence snimani (fps) 0,1916
Pocet zpracovanych snimku série 697
Hodnota osy Z (um) 22515,92
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 26.11.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 13
Koncentrace HTBA (mg:I") 08

Cislo série 1

Datum pofizeni série 29.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 3523
Frekvence snimani (fps) 0,1927
PoCet zpracovanych snimku série 679
Hodnota osy Z (um) 22567,38
Typ snimané bunééné kultury HepG2
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Datum pfipravy buné&tné kultury 28.11.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 14
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 2

Datum pofizeni série 29.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 4532
Frekvence snimani (fps) 0,1887
Pocet zpracovanych snimk série 855
Hodnota osy Z (um) 22565,98
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 28.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 14
Koncentrace HTBA (mg-I1) 8

Cislo série 3

Datum pofizeni série 29.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 4150
Frekvence snimani (fps) 0,1899
Pocet zpracovanych snimku série 788
Hodnota osy Z (um) 22567,34
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunétné kultury 28.11.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 14
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 4

Datum pofizeni série 29.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2733
Frekvence snimani (fps) 0,1902
Pocet zpracovanych snimku série 515
Hodnota osy Z (um) 22566,14
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 28.11.2019
Cislo paséaze bunééné kultury 14
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 5

Datum pofizeni série 29.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2976
Frekvence snimani (fps) 0,1884
Pocet zpracovanych snimku série 566
Hodnota osy Z (um) 22561,90
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 28.11.2019
Cislo pasaze bunéeéné kultury 14
Koncentrace HTBA (mg:I") 8
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Cislo série 6

Datum pofizeni série 29.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 3059
Frekvence snimani (fps) 0,1906
Pocet zpracovanych snimku série 583
Hodnota osy Z (um) 22561,32
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy buné&tné kultury 28.11.2019
Cislo pasaze bun&eéné kultury 14
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 7

Datum pofizeni série 29.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 3783
Frekvence snimani (fps) 0,1914
Pocet zpracovanych snimku série 724
Hodnota osy Z (um) 22558,14
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 28.11.2019
Cislo pasaze bunééné kultury 14
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 8

Cislo série 8

Datum pofizeni série 29.11.2019
Celkova doba snimani série (s) 2925
Frekvence snimani (fps) 0,1921
Pocet zpracovanych snimku série 562
Hodnota osy Z (um) 22567,20
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 28.11.2019
Cislo pasaze bun&éné kultury 14
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 1

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2564
Frekvence snimani (fps) 0,1919
PoCet zpracovanych snimku série 492
Hodnota osy Z (um) 22628,86
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bunééné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58

Cislo série 2

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2871
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Frekvence snimani (fps) 0,1895
Pocet zpracovanych snimk série 544
Hodnota osy Z (um) 22634,28
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bunééné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg-I1) 0,58
Cislo série 3

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 3105
Frekvence snimani (fps) 0,1913
Pocet zpracovanych snimk( série 594
Hodnota osy Z (um) 22628,9
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bun&eéné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58
Cislo série 4

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 4569
Frekvence snimani (fps) 0,1906
Pocet zpracovanych snimku série 871
Hodnota osy Z (um) 22625,82
Typ snimané bunéc¢né kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bunééné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58
Cislo série 5

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2866
Frekvence snimani (fps) 0,1933
Pocet zpracovanych snimku série 554
Hodnota osy Z (um) 22621,82
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bun&éné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58
Cislo série 6

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 3318
Frekvence snimani (fps) 0,1896
PoCet zpracovanych snimku série 629
Hodnota osy Z (um) 22618,28
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Typ snimané bunécéné kultury

HepG2

Datum pfipravy buné&cné kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bunéeéné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58
Cislo série 7

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2954
Frekvence snimani (fps) 0,1889
Pocet zpracovanych snimku série 485
Hodnota osy Z (um) 22615,12
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bunééné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 0,58
Cislo série 8

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2544
Frekvence snimani (fps) 0,1906
Pocet zpracovanych snimku série 485
Hodnota osy Z (um) 22612,58
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bun&éné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,58
Cislo série 9

Datum pofizeni série 16.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2911
Frekvence snimani (fps) 0,1903
Pocet zpracovanych snimku série 554
Hodnota osy Z (um) 22610,25
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 15.1.2020
Cislo pasaze bun&éné kultury 1
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,58
Cislo série 1

Datum pofizeni série 23.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2620
Frekvence snimani (fps) 0,1905
Pocet zpracovanych snimku série 499
Hodnota osy Z (um) 22503,56
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 22.1.2020
Cislo pasaze bun&eéné kultury 2
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Koncentrace HTBA (mg-I1)

08

Cislo série 2

Datum pofizeni série 23.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2511
Frekvence snimani (fps) 0,1892
Pocet zpracovanych snimk série 475
Hodnota osy Z (um) 22506,84
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy buné&tné kultury 22.1.2020
Cislo pasaze bunéeéné kultury 2
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,8

Cislo série 3

Datum pofizeni série 23.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 3148
Frekvence snimani (fps) 0,1884
Pocet zpracovanych snimkU série 593
Hodnota osy Z (um) 22510,52
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 22.1.2020
Cislo pasaze bunéeéné kultury 2
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 0,8

Cislo série 4

Datum pofizeni série 23.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2335
Frekvence snimani (fps) 0,1906
Pocet zpracovanych snimkU série 445
Hodnota osy Z (um) 22514,94
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunétné kultury 22.1.2020
Cislo pasaze bun&eéné kultury 2
Koncentrace HTBA (mg-I") 08

Cislo série 5

Datum pofizeni série 23.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 1871
Frekvence snimani (fps) 0,1919
PoCet zpracovanych snimku série 359
Hodnota osy Z (um) 22517,00
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 22.1.2020
Cislo paséaze bunééné kultury 2
Koncentrace HTBA (mg-I") 0,8

Cislo série 6
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Datum pofizeni série 23.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2870
Frekvence snimani (fps) 0,1920
Pocet zpracovanych snimku série 551
Hodnota osy Z (um) 22518,48
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné&cné kultury 22.1.2020
Cislo pasaze bun&éné kultury 2
Koncentrace HTBA (mg:-I1) 0,8

Cislo série 7

Datum pofizeni série 23.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 1787
Frekvence snimani (fps) 0,1880
Pocet zpracovanych snimku série 336
Hodnota osy Z (um) 22519,04
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunétné kultury 22.1.2020
Cislo pasaze bunééné kultury 2
Koncentrace HTBA (mg-I") 08

Cislo série 8

Datum pofizeni série 23.1.2020
Celkova doba snimani série (s) 2195
Frekvence snimani (fps) 0,1891
Pocet zpracovanych snimku série 415
Hodnota osy Z (um) 22520,26
Typ snimané bunécéné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 22.1.2020
Cislo pasaze bun&eéné kultury 2
Koncentrace HTBA (mg-I') 0,8

Cislo série 1

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 1898
Frekvence snimani (fps) 0,1937
Pocet zpracovanych snimku série 364
Hodnota osy Z (um) 22417,80
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 5.2.2020
Cislo pasaze bunééné kultury 5
Koncentrace HTBA (mg:I") 8

Cislo série 2

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 1927
Frekvence snimani (fps) 0,1889
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Pocet zpracovanych snimku série 364
Hodnota osy Z (um) 22419,56
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 5.2.2020
Cislo pasaze bun&eéné kultury 5
Koncentrace HTBA (mg-I1) 8

Cislo série 3

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 1921
Frekvence snimani (fps) 0,1

Pocet zpracovanych snimkU série 371
Hodnota osy Z (um) 22489,68
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy bunétné kultury 5.2.2020
Cislo pasaze bun&éné kultury 5
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 4

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 3094
Frekvence snimani (fps) 0,1875
Pocet zpracovanych snimku série 580
Hodnota osy Z (um) 22487,82
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 5.2.2020
Cislo paséaze bunééné kultury 5
Koncentrace terbutilazinu (mg/l) 8

Cislo série 5

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 2810
Frekvence snimani (fps) 0,1904
Pocet zpracovanych snimku série 535
Hodnota osy Z (um) 22493,88
Typ snimané bunécné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 5.2.2020
Cislo pasaze bun&éné kultury 5
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 6

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 2826
Frekvence snimani (fps) 0,1929
Pocet zpracovanych snimku série 545
Hodnota osy Z (um) 22489,50
Typ snimané bunééné kultury HepG2
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Datum pfipravy buné&tné kultury 5.2.2020
Cislo pasaze buné&ené kultury 5
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 7

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 2815
Frekvence snimani (fps) 0,1904
Pocet zpracovanych snimk série 536
Hodnota osy Z (um) 22488,16
Typ snimané buné¢né kultury HepG2
Datum pfipravy buné¢né kultury 5.2.2020
Cislo pasaze bunééné kultury 5
Koncentrace HTBA (mg-I') 8

Cislo série 8

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 3222
Frekvence snimani (fps) 0,1899
Pocet zpracovanych snimku série 612
Hodnota osy Z (um) 22488,26
Typ snimané bunééné kultury HepG2
Datum pfipravy bunécné kultury 5.2.2020
Cislo pasaze bunééné kultury 5
Koncentrace HTBA (mg-I") 8

Cislo série 9

Datum pofizeni série 6.2.2020
Celkova doba snimani série (s) 2785
Frekvence snimani (fps) 0,1928
Pocet zpracovanych snimku série 537
Hodnota osy Z (um) 22488,20
Typ snimané bunécné kultury HepG2
Datum pfipravy bunééné kultury 5.2.2020
Cislo paséaze bunééné kultury 5
Koncentrace HTBA (mg-I') 8
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10. Abstrakt

V ramci této bakalaiské prace byl zkouman vliv terbuthylazinu-2-hydroxy (HTBA)
na lidské bunétné kultury HepG2 a MG63 formou akutnich testd toxicity in vitro,
ato v koncentracich 0; 0,58; 0,8 a 8 mg-I"t. Experiment byl rozdélen do dvou &asti.
V prvni ¢asti byla zkoumana celkova biologicka aktivita (mortalita, specificka rychlost
rastu, dilatace — aktivita cytoskeletu) pomoci mikroskopického zafizeni Nikon
Biostation IM-Q. Vyhodnoceni ziskanych snimkt probéhlo vizualné, kdy nebyl
jednoznacné potvrzen zasadni vliv HTBA. V druhé casti experimentu, provadéném
na vysokorozlisném svételném mikroskopu NanoTruth, byla vyhodnocena data
odpovidajici koncentraci8 mg:I? HTBA a data z kontrolniho experimentu
bez pfidaného HTBA testované na bunétné kultuie HepG2. Vyhodnoceni ziskanych
obrazovych dat prob&éhlo matematicky, metodou optického toku. Z vyslednych hodnot
optického toku byla zjisténa niz§i vnitrobunééna dynamika u exponovaného vzorku
nez U vzorku bez pfitomnosti HTBA. To naznaduje mozny negativni vliv HTBA

na testovanou bunéénou kulturu.

Klicova slova: bunka, mikroskopie, terbuthylazin-2-hydroxy, toxikologie,

vnitrobunééna dynamika, opticky tok
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11. Abstract

The effect of terbuthylazine-2-hydroxy (HTBA) on human cell cultures of HepG2
and MG63 in the form of acute in vitro toxicity tests was investigated at concentrations
of 0; 0.58; 0.8; and 8 mg:-I"t. The experiment has two parts. In the first part was
examined overall biological activity (mortality, specific growth rate, dilation -
cytoskeletal activity) using a Nikon Biostation IM-Q microscopic device.
The evaluation of the acquired images took place visually and the significant effect
of HTBA was not confirmed. In the second part of the experiment, performed on a high-
resolution NanoTruth light microscope, data corresponding to a concentration
of 8 mg-I'* HTBA and data from a control experiment without added HTBA tested
on HepG2 cell culture were evaluated. The evaluation of the obtained image data was
performed mathematically, using the optical flow method. From the resulting values
of optical flow, a lower intracellular dynamics was found in the exposed sample than
in the sample without the presence of HTBA. This suggests a possible negative effect
of HTBA on the cell culture tested.

Key words: cell, microscopy, terbuthylazine-2-hydroxy, toxicology, intracellular

dynamics, optical flow
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