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1. Uvod

Existuje fada chemickych a biologickych systému, ve
kterych jsou studovany nelinearni dynamické jevy, jako
jsou oscilace, excitabilita, chaos, tvorba disipativnich
struktur nebo $ifeni vin. Na Ustavu chemického inzenyr-
stvi se b&hem své védecké kariéry této problematice véno-
vala Ing. Hana Sevéikova, CSc., které je tento ¢lanek vé-
novan. Soustiedila se pfedevsim na vyzkum excitability a
Sifeni koncentrac¢nich vin ve dvou chemickych a jednom

biologickém systému. Prvnim z nich byla reakce Bélouso-
va a Zabotinského, pii niz dochézi k oscilacim a vzniku
koncentra¢nich vin typu pulsu, které se mohou periodicky
§ifit systémem'™®. Druhy studovany systém poskytla oxida-
ce kyseliny arsenité jodi¢nanovymi ionty, ktera tvoii re-
akeni prostfedi umoziiujici Sifeni koncentracnich vin typu
fronta’*. Cilem zkoumani biologického systému piedsta-
vovaného populaci bunék hlenky Dictyostelium discoide-
um, u n¢hoz dochézi k §ifeni excitacnich viln cyklického
adenosin-3°,5‘-monofosfatu (cAMP), bylo posoudit, do
jaké miry lze nebo nelze chovéni biologickych systému
pochopit na zaklad& znalosti o chemickych systémech'>™"°.

PiedloZend prace je zameéfena pouze na tieti z vySe
zminénych systémd, Cctenafi tedy budou seznameni
s hlenkou Dictyostelium discoideum, detailn¢ bude popsan
jeji zajimavy Zzivotni cyklus a princip Sifeni vin cAMP.
Zminéno bude také vyuZiti tohoto modelového systému pii
studiu nékterych biologickych pochodu (napt. chemotaxe,
diferenciace bunék, signélnich transduk¢nich drah). Budou
ukazany vysledky experimentalniho pozorovani vyvoje
hlenky Dictyostelium discoideum za piirozenych podmi-
nek, podrobnéji se zaméfime na agregacni fazi vyvoje
a Sifeni vin cAMP. Déle budou shrnuty vysledky experi-
menti vyzkumné skupiny Hany Sev&ikové a jejich studen-
t, které souvisely s ovlivilovanim agregace bunék vné;jsi-
mi stimuly (elektrické pole'S, organické latky** 2, cAMP"
a 2¢,3*-O-isopropylidenadenosin (IPA)'® v agaru).

1.1. Zivotni cyklus hlenky Dictyostelium discoideum

Hlenky jsou eukaryotické mikroorganismy vSudypii-
tomné na vlhkych a stinnych mistech v pidach mirného
pasu®*. Dosud bylo popsano asi 60 druhil, z nich nejvice
studovanym druhem jsou hlenky Dictyostelium discoide-
um. Bunky Dictyostelium discoideum maji vlastnosti bu-
nék jak z rostlinné, tak i zivocisné fiSe. Stejn¢ jako rostlin-
né bunky produkuji celulosu a tvori spory. S zivocisSnymi
buiikami je spojuje schopnost pohybu a kolektivniho cho-
vani. Dictyostelium bylo poprvé pozorovano Oskarem
Brefeldem roku 1869. Sviij ndzev ziskalo podle zesitova-
nych struktur béhem agregace (dicty — zesitovany) a vzpfi-
men¢é plodnice (stelium — véZ).

Hlenky jsou buiiky ménavkovitého tvaru o velikosti
asi 10 um. Ve své vegetativni fazi Zivota se voln€ pohybuji

* Tento cldnek bych chtéla jménem svym a jménem zaméstnancii a studentii Ustavu chemického inzenyrstvi VSCHT v Praze
vénovat Hance Sevcikové, kolegyni, kterd dokdzala vidy ochotné pomoci a méla spoustu eldnu do prdce, skolitelce, kterd
nikdy neztrdacela viru v uspéch svych svérencii, kamarddce, kterda vzdy uméla povzbudit a zvednout ndladu, organizatorce,
ktera dokonale pripravila kazdou oslavu ci besidku, c¢lovéku, ktery dokadzal se vsim bojovat. Bohuzel boj s tézkou nemoci
Ing. Hana Sevéikovad, CSc. prohrdla dne 23.9.2006. 23.7.2013 by Hanka oslavila své Sedesdté narozeniny.
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jako samostatni jedinci, Zivi se bakteriemi a rozmnoZuji se
délenim. V pripadé¢, ze se veskera potrava z jejich okoli
vycerpa, maji bunky Dictyostelium discoideum na rozdil
od ostatnich druhd z rodiny hlenek pouze dvé moznosti,
jak pfezit. Bud’ pohlavnim zplsobem vytvofit mnohobu-
nééné makrocysty, nebo nepohlavné vytvotit plodnici ne-
souci spory. Ostatni druhy mohou jest¢ nepohlavnim zpii-
sobem vytvaret jednobunééné mikrocysty. Nejvice studo-
vanym zpusobem je tvorba plodnice a spor, protoze jsou
na ném ukazany zaklady vyvoje mnohobuné¢nych orga-
nisml a principy mezibunééné komunikace, diky niz se
statisice bun¢k za¢nou chovat jako organizované spolecen-
stvi. V nasledujicim se zamétime pouze na tento zpisob
prezivani hlenek (obr. 1).

Kdyz je v okoli bun¢k nedostatek zivin a butiky za-
¢nou hladovét, nastupuje morfogeneticka faze, béhem niz
buniky nepotiebuji potravu a Cerpaji ze zdsob nahromadé-
nych béhem vegetativniho obdobi. U hladovéjicich bunék
dochazi k inaktivaci gent potfebnych pro rust a jsou akti-
vovany jiné geny — dulezité pro morfogenezi. Buiiky zis-
kavaji schopnost syntetizovat a rozpoznavat cAMP, odpo-
vidat na jeho signaly a odbouravat ho.

Béhem rané agregacni faze, ktera nastava mezi Ctvr-
tou a Sestou hodinou od pocatku hladovéni, n€které bunky
zacnou syntetizovat cAMP a periodicky ho kazdou patou
az sedmou minutu v pulzech vysilat do okoli. Vylouceny
cAMP difunduje k nejbliz§im bunkam a ty reaguji na pri-
sun cAMP diky receptortim citlivym k cAMP dvojim zpu-
sobem. Zaprvé se buiiky za¢nou pohybovat proti koncen-
tranimu spadu (tedy ke zdroji cAMP) pohybem oznaco-
vanym jako pozitivni chemotaxe a zadruhé bunky za¢nou
produkovat dal§i cAMP, ktery pak difunduje k buiikdm
dale od zdroje. Periodickym opakovanim téchto d&ja se
bunky postupné shromazdi v agrega¢nim centru.

Ze 100 000 hladovéjicich bunék se vytvoii mnohobu-
nécny, relativn€ plochy agregat s neostrymi hranicemi,
ktery se preméni do tzv. ,.kupky* hemisférického tvaru, jez

Obr. 1. Zivotni

cyklus
(Autorem snimkut z elektronového mikroskopu je M. J. Grimson
aR. L. Blanton, Biological Sciences Electron Microscopy Labo-
ratory, Texas Tech University)

hlenky Dictyostelium discoideum.
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prodéla uchvatné zmény. Nejprve se na ni objevi $picka,
kterd roste do vysky a pfipomind prst (n¢kdy se tato faze
také nazyva ,.stojici slimak®), poté se skaci na podklad
a v podobé¢ plaziciho se slimdka (pseudoplasmodium) se
stéhuje za svétlem, nez dosdhne oblasti, kde jsou vhodné
podminky k vytvofeni plodnice (houbicky). Zhruba 20 %
bun¢k je uréeno k vytvoreni stonku, tudiz ptedurceno
k zaniku. Ze zbyvajicich bun€k se ztratou vody a vytvore-
nim obalu stanou spoéry, které ve vrcholu plodnice dokazi
preckat neptiznivé podminky. Za néjaky ¢as se spory uvol-
ni do okoli a v ptipad¢ dostatku potravy nabobtnaji, pie-
meni se v buniky a opét nastava vegetativni faze zivotniho
kolob¢hu hlenek. Bunky se mnozi, zZivi a volné pohybuji,
dokud se opét nevycCerpa potrava z jejich okoli. Pak jsou
hladovéjici bunky nuceny znovu agregovat a zopakovat
vyse popsany vyvojovy cyklus.

Z uvedeného vyplyva, ze hlenku mizeme fadit jak
mezi jednobunécné, tak mezi mnohobunécné organismy.
K wvyvoji  slozittho, mnohobunééného organismu
(houbicky) je zapotiebi, aby se populace pivodné samo-
statnych, identickych vegetativnich bunék chovala jako
spolupracujici kolektiv, kde jsou jasné definované ukoly
pro vSechny ¢leny populace.

1.2. Dictyostelium discoideum jako modelovy systém

Hlenka Dictyostelium discoideum je vybornym mode-
lovym systémem, ktery je zkouman z riznych pohledi
v §irokém spektru védnich oborti”’. Zabyvaji se jim prede-
v§im biologové, napt. molekularni, bunécni a vyvojovi
biologové, genetici nebo biochemici. Tento organismus je
vhodny k popisu cytokineze, pohyblivosti bunk®, fago-
cyt(')zy27, chemotaxe®®, bun&ené diferenciace®®, adheze™,
signalnich transduk¢nich drah, mezibunééné komunikace,
vyvoje mnohobunééného organismu z jednotlivych bu-
nék®" a daldich d&t. Pi pochopeni pochodii odehrévaji-
cich se u hlenky Dictyostelium discoideum mizeme lépe
porozumét i pochodlim objevujicim se u vyssich organis-
mi. Vyhodou studia hlenky Dictyostelium discoideum je
napf. jeji jednoduchéd stavba, kratkd reprodukéni doba,
a tedy moznost pripravit velké mnozstvi bun¢k v kratkém
Case, dale relativné jednoduchy geneticky kod, a tudiz
moznost snadno popsat genom a pripravit rizné mutanty.

Na hlence Dictyostelium discoideum se napt. pozoruje
vzajemna soudrznost bunék a jejich pfilnavost
k substratu®®>. Mnoho bunék se dokaZe plazivymi pohyby
premistovat na delsi vzdalenosti nebo pies piekazky. Stej-
n¢ jako se hlenky dokazou rychle pohybovat béhem che-
motaktické agregace, tak se leukocyty dostavaji pies pie-
kazky k mistim svého plisobeni nebo se nadorové burnky
odpojuji ze svého primarniho mista a premistuji se do
jinych ¢asti téla.

Sav¢i bunky maji schopnost rozpoznat hustotu bunék
ve svém okoli, coz hraje dillezitou roli pfi fizeni ristu bu-
nék a jejich diferenciaci®. Bez této schopnosti by nebylo
mozné u vyvijejictho se embrya spravné roztiidéni zaro-
decnych bunék do riznych typt budoucich tkani. Béhem
vyvoje si butiky v embryu vyménuji signaly, aby si rozdé-
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lily, kterou specializovanou funkci bude kazdéa z nich za-
stavat, jakou polohu zaujme a zda bude dal zit nebo umie
¢i se rozdéli. Studium této diferenciace pfimo u savcich
bunék je obtizné kviili jejich slozitosti, a proto se tyto pro-
cesy zkoumaji na jednoduchém organismu jako je hlenka
Dictyostelium discoideum. Hladovéjici bunky Dictyosteli-
um discoideum se v urCité fazi svého vyvojového cyklu
diferencuji na stonkotvorné a sporotvorné a tim si rozdélu-
ji tlohy a umisténi v budoucim mnohobunééném utvaru —
plodnici. Nékteré bunky zahynou a vytvoii stonek a hla-
vicku houbicky, jiné vytvofi spory a jsou naopak nositel-
kami Zivota pfiStich generaci hlenky.

Hlenka Dictyostelium discoideum je fascinujicim
organismem nejen pro biology, ale i pro fyziky a chemi-
ky’*. Béhem agregacni fze se objevuji obrazce podobné
obrazcim  vyskytujicim se u reakce Bé&lousova-
Zabotinského. B. P. Bélousov objevil v 50. letech
20. stoleti oscilace koncentrace katalyzatoru (ionty ceru)
pfi oxida¢ni reakci kyseliny citronové bromicnanem.
A. M. Zabotinsky pozd&ji pokratoval ve studiu tohoto
typu neobvyklych chemickych reakci a od té doby se sku-
pina takovych reakci oznacuje jako BZ reakce. BZ reakce
jsou hojné zkoumany, jak experimentalné, tak teoreticky
matematickym modelovanim, protoze ukazuji fadu typl
nelinearniho dynamického chovani. Biologicky systém
hlenky Dictyostelium discoideum mé po formalni strdnce
mnoho spoleéného s chemickym BZ systémem a je tedy
studovan i z pohledu nelinedrni dynamiky.

1.3. Sifeni excitaénich vin

Excitabilni médium je nelinedrni dynamicky systém,
ktery ma schopnost §itit viny a nepodporovat vznik dalSich
vin, dokud se systém nezregeneruje do pivodniho stavu.
Jak bylo zminéno vyse, takovymto systémem je i vrstva
hladové&jicich bunck Dictyostelium discoideum. Nez si
popiSeme princip Sifeni vin ¢cAMP u Dictyostelia dis-
coidea, definujeme si zékladni pojmy tykajici se excitabil-
nich systému a jako velice jednoduchy ptiklad si uvedeme
poZzér v lese.

Prvky excitabilniho média se mohou vyskytovat
v jednom ze tfi stavi: excitabilnim, excitovaném a nebo
refrakternim. Excitabilni prvky jsou v relativnim klidu, ale
mohou byt vnéjsimi vlivy pfevedeny do stavu excitované-
ho. Na ptikladu pozaru v lese excitabilni stav odpovida
klidovému obdobi, kdy nic nehofi. Excitaci je mys$len im-
puls, v nasem piikladu lesa jeho zapaleni, ktery uvede
systém do excitovaného stavu. Excitabilni prvky se dosta-
vaji do excitovaného stavu poté, co se staly excitovanymi
prvky v jejich sousedstvi. Stromy za¢nou hotet, az kdyz se
na né prenese ohent z okolnich stromi. V excitovaném
stavu setrva systém pouze urcité obdobi, potom nastava
takzvand refrakterni fdze. Na jejim pocatku je systém viici
dal§im impulsim zcela imunni (absolutni refrakterita).
Pokud v lese vSechno shoiclo, nemize se tam Sifit dalsi
pozar. Nasledujici ¢ast refrakterni faze spociva v navratu
systému do plivodniho stavu, les se regeneruje, zacinaji
rust nové stromy a systém se postupné znovu stava excita-
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bilnim, tedy schopnym §ifit dalsi viny.

Podle toho, zda se viny $ifi po kiivce nebo po plose,
je rozdélujeme na jednorozmérné nebo dvourozmeérné.
Prikladem jednorozmémné viny je tzv. mexicka vlna, kte-
rou je mozno pozorovat na stadionech pfi rliznych sportov-
nich utkanich. Dvourozmérné viny mohou mit rizné tvary,
zékladnimi typy jsou vlny kruhové a spirdlové. Kruhové
viny se §ifi z jednoho bodu vSemi sméry, piikladem muze
byt vyse popsany pozar v lese. Napt. nedopalek cigarety
uvnitf lesa mize zpusobit vznik pozaru a jeho nasledné
Sifeni smérem k hranicim lesa. Spiralové viny také vznika-
ji v jednom bodg¢, ale $iti se ve formé spiral. Timto zpiso-

Hojné studovanym chemickym excitabilnim systé-
mem jsou média Bélousova — Zabotinského. Oscilagni
barevné zmény pii téchto redoxnich reakcich 1ze pozorovat
bud’ v michaném vsadkovém systému, napt. v kadince,
nebo v nemichaném médiu, napf. na Petriho misce.

Vrstva hladovych bunék Dictyostelium discoideum
nanesenych na agar je piikladem biologického excitabilni-
ho média. Excitabilni buiiky setrvavaji v relativnim klidu,
dokud nejsou vné&jSimi silami z tohoto stavu vybuzeny.
Vnéjsimi silami je mySlena koncentracni perturbace, ¢ili
zvySeni koncentrace signaliza¢ni latky (cAMP). Butika se
stava excitovanou po navazani cAMP, ktery se k ni dostal
difusi od sousednich bunék, na povrchové receptory citlivé
k cAMP. Burky v excitovaném stavu maji aktivovany
aparat pro tvorbu dal§iho cAMP, ktery je ¢aste¢né uvnitf
bunky odbouravan enzymem bunécnou fosfodiesterasou
a Castecn¢ vyluCovéan do okoli buniky. Po nékolika minu-
tach dosahuje koncentrace extracelularniho cAMP hodnoty
tadové 10°M, buiiky jsou vystaveny trvalému stimulu
cAMP a dostavaji se do stavu absolutni refrakterity. Maji
obsazeny vSechny receptory, nejsou schopny pfijimat sig-
nal a ani na n¢j reagovat. Extracelularni cAMP postupné
difunduje k sousednim buitkdm nebo je odbouravéan extra-
celularni fosfodiesterasou a jeho koncentrace v okoli bu-
nek klesa. Receptory se stavaji znovu citlivymi k vnéjsim
podnétiim a buriky se pozvolna dostavaji opét do excitabil-
niho stavu. Jsou znovu pfipravené reagovat a vyckavaji na
dalsi signal cAMP. Po né€kolika minutach se na receptory
navaze dalsi cAMP a cyklus se opakuje.

Vyse popsany mechanismus $ifeni vin je schematicky
znazornén na obr. 2, kde je postup viny z hlediska tvaru
bun€k rozdélen do Ctyf fazi. Ve fazi A bunky deteguji
cAMP signél, omezuje se tvorba panozek, buiiky se zaku-
lacuji a zacinaji sviij pohybovy aparat polarizovat smérem
ke zdroji chemoatraktantu. V mistech rostouciho gradientu
cAMP (faze B) jsou buiky excitované, protahuji se a vy-
konavaji rychly organizovany pohyb piimo ke zdroji che-
moatraktantu. Zaroven buiika sama produkuje cAMP. Fa-
ze C nastava v mistech s nejvy$si koncentraci cAMP
(cca 10°M) a odpovida pocitku refrakterniho obdobi.
Buiiky se zastavuji, pfestavaji vykonavat pohyb ke zdroji
cAMP, depolarizuji se a zacinaji opét vytvaret panozky.
Ve fazi D gradient cAMP klesa, fosfodiesterasou se po-
stupné odbouravd cAMP, receptory se stavaji opét aktivni-
mi, buiiky jsou asymetrické, jakoby rozcuchané, panozky
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Obr. 2. Schematické znazornéni reakce bunék na prichazejici
vinu cAMP

vycnivaji do vSech stran a buiiky se pohybuji neorganizo-
vané.

Neorganizovany migra¢ni pohyb ménavkovitych bu-
nék hlenky se déje nahodné vSemi sméry rychlosti piibliz-
né 6 um min'. Pohyb bunék v pfitomnosti gradientu
cAMP je orientovany a déje se ve sméru rostouci koncen-
trace cAMP. V jeho pribéhu se buiika prodluzuje, vytvari
dlouhé panozky a pohybuje se fadove rychleji nez pti po-
hybu neorganizovaném — rychlosti piiblizng 30 pum min ™.
Protoze je tento pohyb vyvolan ptitomnosti chemické latky
v okoli buiiky, nazyva se chemotaxi. B€hem agregace do
kupky urazi buiiky vzdalenost az 2 cm.

Vrstvou bun¢k na agaru se Sifi kruhové nebo spiralo-
vé vlny a to v zavislosti na plo§né hustoté bun€k. Pii niz-
Sich hustotach se na miskach neobjevuji zadné spiraly
a chemotaktické shlukovani je fizeno vysildnim kruhovych
vin z agregacnich center, zatimco pfi vysSich plosnych
hustotach dominuji na miskach vlny spirdlové, vychazejici
z agregacnich center. Spiradlové viny se také mohou tvofit
z poruSenych vln kruhovych, a proto je moZno b&hem jed-
noho experimentu pozorovat oba typy vin, nejprve kruho-
vé viny, které pozdgji prechazeji ve viny spiralové®.

2. Experimentalni studium hlenky
Dictyostelium discoideum

2.1. Péstovani bunék

Vsechny experimenty byly provedeny s axenickym
kmenem hlenky Dictyostelium discoideum AX2. Bunky
byly péstovany z rozmrazenych spor (uskladnénych
pii =20 °C) a kultivovany za sterilnich podminek v Zivném
médiu HLS v temné komote pii teplote¢ 21 °C za neustalé-
ho promichavani na automatické trepacce. Bunky byly
sklizeny v exponencidlni fazi riistu.
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2.2. Ptiprava bunck

Suspenze bun€k a zivného média byla odseparovana
v centrifuze. K odstfedénému peletu bunék bylo pifidano
cca 30 ml fosfatového pufru (14,7 mM KH,PO,, 1 mM
Na,HPO, - 12 H,O, pH 6,14), smés byla jemné proplach-
nuta Spi¢kou pipety a opét vloZzena do odstfedivky. Po
dalsim promyti byla spocitana koncentrace bunécné su-
spenze a nafedéna fosfatovym pufrem na koncentraci
5-10° b/ml. Na jednu Petriho misku (primér 8,4 cm)
s NN—agarem (0,5 % agaru ve fosfatovém pufru, 2 mM
kofeinu) bylo naneseno 6,8 ml takto pfipravené bunééné
suspenze. Misky byly ponechany asi 15 min v klidu, bé-
hem této doby si bunky sedly, a pak byla rychlym otoce-
nim misky o 180° slita pfebyte¢nd kapalina. Petriho misky
byly umistény do temné komory, kde bylo pozorovano
chovani bunécné vrstvy.

2.3. Snimani a vyhodnocovani experimenti

Zakladem pro snimani experimentl byl opticky pii-
stroj (inverzni mikroskop s fazovym kontrastem nebo
makrooptika pro snimani v temném poli), dale kamera
a pocita¢ vybaveny programem pro obrazovou analyzu
Lucia. Misky s bunéfnou vrstvou na agaru se zacinaly
snimat zhruba jednu hodinu od pocatku hladovéni
v Casovych intervalech 1 min. Celkova doba snimani se
pohybovala okolo 24 hodin.

Periodicky vznik a Sifeni pulst cAMP vrstvou bunék
byl monitorovdn pouze nepfimo s vyuzitim tzv. metody
temného pole, zalozené na rozdilnych optickych vlastnos-
tech bun€k v mistech s rozdilnymi koncentracemi cAMP.
cAMP se za pfirozenych podminek vrstvou hladovéjicich
agregujicich bungk §ifi ve formé koncentracnich vIn. Tyto
viny je mozno dosud pozorovat pouze zprostiedkované
optickou metodou temného pole na ziklade¢ faktu, ze bun-
ky vykonavajici organizovany pohyb ke zdroji cAMP maji
protahly tvar a ldmou svételné paprsky pod jinym uhlem
nez ostatni buriky. Rozdily v optickych hustotach se na
snimcich pofizenych touto metodou projevuji tak, ze pohy-
bujici se buiiky se jevi jako své&tlé oblasti na tmavém pod-
kladu. S vyuzitim metody zalozené na izotopovém znaceni
bylo dokazano®®, Ze vlny pohybujicich se bun&k souhlasi
s nejvyssimi koncentracemi cAMP (10°M), tedy vlnami
cAMP.

2.4. Vysledky experimentalniho pozorovani vyvoje
hlenky Dictyostelium discoideum

Pribéh agregacni faze vyvoje hlenky Dictyostelium
discoideum sledovany optickou metodou temného pole je
zachycen na obr. 3. Nékolik hodin od pocatku hladovéni se
na snimeich vyskytovala homogenni vrstva bun¢k. Kolem
paté hodiny se na miskach objevovaly prvni viny neurci-
tych tvart, které se postupné pfeménily v pravidelné spira-
ly. Okolo osmé hodiny se zacaly vytvaret hranice teritorii
a vrstva se rozpadla na agregacni teritoria. V jednotlivych
teritoriich se utvorily proudy shlukujicich se bun¢k do
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Obr. 3. Agregacni faze vyvojového cyklu hlenky Dictyostelium
discoideum zaznamenana technikou temného pole. V ¢ase 1 h
homogenni vrstva hladovéjicich bunék na agaru, okolo 6 h prvni
viny cAMP, 7 h pravidelné spirdlové viny cAMP, 8 h rozpad na
agregacni teritoria, 9—11 h proudy shlukujicich se bun¢k, 15h
kupky, stojici slimaci. Casy uvadény vzhledem k po&atku hlado-
véni bunék. Velikost obrazki 1,9 x 1,9 cm

agregacnich center. Proudy byly zpocatku velice tenké
a dlouhé, ale postupem bunck smérem do centra shlukova-
ni mohutnély a kratily se. Zhruba ¢trnact hodin od pocatku
hladovéni byla miska pokryta kupkami, z nichZ se vétSina
do 24 h od pocatku hladovéni pfeménila v houbicky.

Programem Lucia byly obrazky z temného pole upra-
veny a byly zvyraznény viny cAMP (obr. 4). Dale byly
vytvofeny Casoprostorové grafy a z nich vyhodnoceny
parametry $ifeni vin. Primérna rychlost Sifeni vin v Case
klesala z po&ateéni hodnoty 0,31 mm min™' na kone¢nou
0,17 mm min . Perioda $ifeni vIn méla také klesajici ten-
denci, zpocatku se pohybovala kolem 7,3 min a pfi dozni-
vani vInéni ¢inila asi 4,3 min. Agregacni faze trvala zhruba
3—4 hodiny a ke shromazdéni bunck z agregacniho terito-
ria do kupky bylo zapotiebi asi 30 vin.

5h 55h 6h 6,5h

Bulletin

Na obr. 5 je zachycen vyvoj bunck za pfirozenych
podminek na snimcich z mikroskopu. Po naneseni bunék
na agar se vytvofila homogenni vrstva a jednotlivé buiiky
se pohybovaly nahodné€, neorganizované, vSemi sméry.
Kolem sedmé hodiny od pocatku hladovéni se butiky zaci-
naly sdruzovat do tenkych fetizkl, jejichz spojovanim
vznikly proudy sméfujici do agrega¢niho centra. Tento
proces trval zhruba do jedenacté hodiny, kdy se vytvofily
velké agregaty, které se béhem dvou hodin rozpadly na
kupky. Kupky postupné rostly do vysky a kolem patnacté
hodiny se dostaly do stadia stojiciho slimaka. Stojici
slimaci se skaceli na agar a kolem Sestnacté hodiny se po
misce pohybovali plazici se slimaci. Kolem dvacété hodi-
ny se néktefi slimaci zastavili a postupné preménovali
v houbic¢ky. V dobé 24 hodin od pocatku hladovéni se
vyskytovalo na misce pouze nékolik houbiéek, kolem dva-
caté Sesté hodiny uz byla celd miska pokryta houbickami
a vyvojovy cyklus byl ukoncen.

2.5. Vliv externich stimuld na agregaci hlenky
Dictyostelium discoideum

Vyzkum excitabilniho biologického systému hlenky
Dictyostelium discoideum se v laboratofi Hanky Sevéikové
ubiral nékolika sméry. Velka ¢ast vysledkt experimentalni
prace souvisela s vlivem pfiloZzeného elektrického pole na
Sifeni koncentra¢nich vin cAMP béhem agregacni faze
vyvoje hlenky'®. Dalsi oblasti vyzkumu byla spoluprace
s Ustavem organické chemie a biochemie Akademie véd
CR, kde byly vyvijeny barevné indikatory cAMP na bézi
makrocyklickych slougenin a azopeptidi. Ukolem bylo
testovat biokompatibilitu danych latek (organicka rozpous-
t&dla®, pryskyfiéné nosi¢e s navazanym azobarvivem?®',
bezfosfatové pufry”>>’) s buitkami hlenky Dictyostelium
discoideum.

Dale se skupina Hany Sevéikové zabyvala experi-
mentalnim studiem atypické agregace hladovéjicich bun€k
Dictyostelium discoideum ovlivnénych cAMP (cit.'*?7)
a jeho derivatem IPA (cit.'**"). P¥idavek téchto substanci

v ruznych koncentracich do agaru, nosného substratu ne-
obsahujiciho zadné ziviny, na ktery se nanasi hladové bun-
ky, modifikuje pribéh agregacni faze vyvoje ve srovnani
s pribéhem za pfirozenych podminek. Navazanim téchto
latek na bunécné receptory jsou dosud neobjasnénym zpti-
sobem vyvolany jiné mechanismy umoziujici agregaci
vyvojového cyklu.

a dokonceni Dochazi tim také

Lz

7h

7,5h

Obr. 4. Viny ¢cAMP v pritbéhu agregatni faze vyvoje hlenky. Snimky pofizené¢ technikou fotografie v temném poli (viz obr. 3) jsou
pocitatoveé zpracovany pro ziskani lepsi viditelnosti vin. Casy uvadény vzhledem k pocatku hladovéni bunék. Velikost obrazki

1,5x1,5cm
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Obr. 5. Vyvoej hlenky Dictyostelium discoideum zaznamenany
inverznim mikroskopem s fazovym kontrastem. V case 1 h
rovnomérné rozmisténé hladovéjici buriky na agaru, od 7 h prou-
dy shlukujicich se bunék, 11 h agregaty, 13 h kupky, 15 h stojici
slimaci, 16 h plazici se slimaci, 24 h prvni houbitky. Casy uvadé-
ny vzhledem k pocatku hladovéni bunék. Velikost obrazki
1,75 x 1,75 mm

k ovlivnéni excitability, vzniku a Sifeni koncentracnich vin
cAMP, chemotaxe, agregace a nasledného vyvoje.

U experimentt s IPA v agaru byla jednim z rozdili od
prirozeného chovani tvorba spiralovych vin s vétsimi vino-

(B)
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vymi délkami. Zatimco za pfirozenych podminek se spira-
lova vlna §ifi na plose nckolika milimetri Etverecnich
(obr. 6A), vlny na agarech obsahujicich IPA mély
v priméru i nékolik centimetri (obr. 6B). Dal§im rozdilem
bylo netypické druhé vinéni (periodické vysilani malych
kruhovych vin), které se objevovalo po odeznéni spiral,
vedouci k rozpadu buné¢éné vrstvy na miniteritoria, v nichz
se buniky na rozdil od pfirozeného chovani shlukovaly
atypicky bez tvorby proudu.

Hlavnimi znaky experimentd s bunikami ovlivnénymi
cAMP v agaru byly (i) vznik a Sifeni globélni vlny (pro
koncentrace cAMP v agaru 0,0625-4,5 mM), (ii) posunuty
zacatek tvorby excitacnich vin (koncentrace mensi nebo
rovny 1 mM), (iii) vymizeni typického cAMP vInéni
a netypické shlukovani bun€k bez tvorby proudl
(v koncentraénim rozmezi 2—4,5 mM) a (iv) nedokonceni
vyvoje do stadia houbicky (pfi koncentracich vysSich nez
5 mM). Zajimavym poznatkem experimentl s cAMP
v agaru byla globalni vina (obr. 6C), ktera se nikdy neob-
jevuje u experimentt s prirozenymi bunkami. Tato atypic-
ka vlna vznikd na misce vzdy pouze jedna pfiblizné ve
sttedu misky a $ifi se k okrajim misky pftiblizné stejnou
rychlosti. Cas vzniku globalni viny a rychlost jejiho $ifeni
zavisi na koncentraci cAMP v agaru. Pii nizkych koncen-
tracich cAMP v agaru se globalni vina objevuje dfive a Sifi
se vetsi rychlosti nez pfi koncentracich vyssich. Jeji Sifeni
souvisi s odbouravanim cAMP ptidaného do agaru pomoci
enzymu fosfodiesterasy.

3. Zavér

Zkoumani prubéhu agregacni faze vyvoje hlenky
Dictyostelium discoideum se n€kolik let vénovala Biolabo-
rato Ustavu chemického inzenyrstvi VSCHT Praha zalo-
Zena Ing. Hanou Sevéikovou, CSc. Na prvni pohled by se
mohlo zdat, ze popis dynamického chovani hlenky
Dictyostelium discoideum za ptfirozenych podminek, i za
podminek pro hlenku v pfirodé neobvyklych, s chemickym
inzenyrstvim nesouvisi, ale ve skute¢nosti pravé chemic-
ko-inzenyrska metodika umoziuje pochopit analogie mezi

1cm

Obr. 6. Porovnani koncentraénich cAMP vin za pFirozenych podminek (A) a na agaru s pfidavkem 2 mM IPA (B). Globalni vina
na agaru s pridavkem 2 mM cAMP (C). Snimky pofizené technikou fotografie v temném poli pocitacové zpracovany pro ziskani lepsi

viditelnosti vin
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fungovanim biologickych a chemickych systémd.

Studium uvedeného systému zahrnuje stejné jako jiné
chemicko-inZenyrské prace jak metody experimentélni, tak
metody matematického modelovani. Pro konstrukci expe-
rimentalnich zafizeni se vyuzivaji technologie reaktorové-
ho inzenyrstvi a pro matematicky popis daného systému se
aplikuji rovnice materidlové bilance. Hojn¢ se uplatiuji
i zakladni poznatky o chovani autokatalytickych reakci
v nemichanych tenkych vrstvach reakéniho média a vy-
sledcich spole¢ného pusobeni difuzniho transportu slozek
a autokatalytické reakce.

Hlenka Dictyostelium discoideum je intenzivné studo-
vanym mikroorganismem, ktery prodélava prechod od
jednobunééného organismu k mnohobunéénému za relativ-
n¢ kratkou dobu. Pro svou jednoduchou stavbu, kratkou
regeneracni dobu a pro svijj jednoduchy geneticky kod je
hlenka vhodnym modelovym systémem pro studium mno-
ha biologickych pochodl (chemotaxe, cytokineze, signal-
nich transdukénich drah, diferenciace bunék a dalSich).
Béhem agregaéni faze dochazi ke shlukovani bunék zpro-
sttedkovanému pulzy cAMP, které se §iii vrstvou bunck ve
form¢& koncentracnich vln, a proto je agregace hlenky
Dictyostelium discoideum zkoumana i chemickymi inzeny-
ry z pohledu nelinedrni dynamiky.

Hlenka Dictyostelium discoideum muze poslouzit také
jako vzor pro inZenyry, ktefi se snazi navrhnout a vyrobit
tzv. chemické roboty™. Chemického robota si lze predsta-
vit jako umélou buniku se schopnosti autonomniho pohybu,
latkové vymeény, zpracovat absorbované molekuly chemic-
kymi reakcemi a cilené¢ vylu€ovat produkty. Takovéto
inteligentni Castice o velikosti v fadu desitek mikrometra
by mély byt schopny mezi sebou ,.komunikovat* pomoci
chemickych signald stejné jako se hlenky dorozumivaji
pomoci cAMP. Podobné jako hlenky se musi chovat ko-
lektivné, aby preckaly nepfiznivé obdobi, stejné tak je
kolektivni chovani vyzadovano i u chemickych robott,
aby dokazaly vykonat cilovou misi. Mnoho vlastnosti
hlenky Dictyostelium discoideum slouZzi jako zdroj inspira-
ce pro pripravu chemickych robotl a ovladat hejna che-
mickych robotii (,,umélych hlenek®) by naslo uplatnéni
napf. pfi cileném dorucovani a vylucovani IéCiv.
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J. Cejkova (Department of Chemical Engineering,
Institute of Chemical Technology, Prague): Slime Mold
Dictyostelium discoideum — A Model System Not Only
for Biologists

The slime mould Dictyostelium discoideum is an ex-
cellent microorganism that allows, as a model system, to
study many biological problems, such as chemotaxis, gene
expression, adhesion, cell differentiation, cell sorting, mul-
ticellular development from single cells, intercellular com-
munication, phagocytosis, motility, programmed cell death
and signal transduction. However, the microorganism is
also investigated by physicists because of its non-linear
dynamic behaviour and pattern formation. These single-
celled soil inhabitants are an ideal example for the re-
searchers seeking models of artificial cells and chemical
robots or researchers in the swarm robotics field.



