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Abstrakt

Rozsivky jsou vyznamnou skupinou protist a jiz od dob svého popséani na konci 18. stoleti
upoutavaji lidskou pozornost svymi rozmanitymi kiemicitymi schrankami. Vyzkum
mechanismu vzniku morfologicky variabilnich schranek co do tvaru a ornamentace je viceméné
znam na ultrastrukturni urovni, avSak studium silicifikace bunécnych stén na molekularni
urovni byl metodicky umoznén az pomérné v nedavné dobé. Poznatky o syntéze kiemicité
schranky v oblastech molekularni biologie a genomiky Ize dale vyuZit pro pochopeni obecného
bunééného zachazeni s organickym kiemikem a objasnéni evoluéniho vyznamu a vyvoje tohoto

fenoménu.

Kli¢ové slova: biomineralizace, LPCAs, nanostruktura, SDV véacek, silafiny, silicifikace,

transportéry kiemiku, rozsivky

Abstract

Diatoms are a significant protist group. They’ve been getting a lot of attention because of their
various silica cell walls since their discovery at the end of the 18th century. Even though the
mechanism of the morphologically variable cell wall synthesis is well known in terms of shape
and ornamentation, only recently it has been enabled to investigate the diatom silicification on
the molecular basis. The knowledge of the silica cell wall synthesis can then be used to
understand general acpects of biosilica handling and to enlighten the possible evolutionary

substance and the progress of this phenomenon.

Key words: biomineralisation, diatoms, long chain polyamins, nanostructure, silaffins, silica

transporters, silica deposit vesicle, silicification
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1 Uvop

Rozsivky jsou jednobunécné eukaryotické mikroorganismy s kosmopolitnim rozsifenim. Jsou
vSudyptitomné v planktonu i bentosu oceantl, sladkovodnich prosttedich, v ptidé nebo ve
vlhkych terestrickych habitatech (Lee, 2018). Cetnost skupiny se odhaduje okolo 10 3 druhi
(Mann & Vanormelingen, 2013). Az na vyjimky nékolika druhti zrodl Nitzschia nebo
Hantzschia obsahuji fotosynteticky pigment a Zivi se autotrofné. Diky jejich vysoké rychlosti
déleni a schopnosti tvofit kolonie i pfi nizkych hladinach zivin jsou schopné dominovat
fytoplanktonu. Diky vysokému zastoupeni v mofich jsou rozsivky jedny z hlavnich producentt
kysliku na planetg, jejichz kazdoro¢ni vyroba organického uhliku vyprodukovana fotosyntézou
se vyrovna souctu produkce vsech terestrickych destnych pralesti (Nelson et al, 1995). Na takto
vyprodukovaném organickém uhliku je v mofich zavisla fada organismt z vysSich stupnil
trofické pyramidy (Strom et al., 2001). Mala ¢ast organické hmoty ptesto unikne konzumaci a
dopadne na motské dno, kde se stava soucasti sedimentu. Horniny vzniklé z odumielych ¢asti
rozsivek lze Casto pouzivat jako cenné indikatory abiotickych podminek, které panovaly
v daném uzemi pii vzniku sedimentl (Stoermer & Smol, 2001). Analyza druhové skladby
rozsivek se také vyuziva ve vodnim hospodarstvi, kde 1ze urcit kvalitu vody podle abundance

druhti rozsivek ze vzorku z feky ¢i vodni nadrze (Lobo et al., 2016).

Svym protoplastem se rozsivky nikterak zdsadné nelisi od ostatnich eukaryotickych tas. Jejich
unikatnim znakem je buné¢na sténa tvorici schranku tak zvanou frustulu. K jeji stavbé pouzivaji
oxid kiemicity, material hojn¢ vyuzivany pro biomineralizaci napfi¢ v§emi hlavnimi skupinami
eukaryot (Knoll & Kotrc, 2015). U nékterych druhti rozsivek je kfemik zastoupen v 60 %
z celkové susSiny (Lund, 1965). Schranka je druhové specifickd a sklad4d se ze dvou casti,
zhorni valvy a nepatrné¢ mens$i dolni valvy. Obé valvy jsou navic doplnény vlastni sadou
nékolika pleuralnich prouzki, které vypliuji prostor mezi valvami. Cela schranka do sebe velmi
tésn¢ zapada, tudiz proudéni materidlu pres sténu se déje prevazné skrze pory a Stérbiny

v samotnych komponentech schranky (Round et al., 1990).

S Zivotem s kfemicitou schrankou, jejiz poloviny do sebe zapadaji podobné jako Petriho misky,
se vyvinula pozoruhodna strategie rozmnozovani. VéEtSinou se tak déje asexuélné, kdy se po
cytokinezi oddéli jednotlivé valvy matetské buniky a ob¢ si dosyntetizuji spodni ¢ast schranky.
Diky tomuto unikatnimu mechanismu se vzdy jedna z dcefinych bun¢k zmensi oproti pivodni
matetské a dochazi k postupnému zmenSovani velkosti v rdmci populace (Jewson, 1992).
Vegetativni déleni pak dojde do urcité faze, kdy je dosaZeno limitni velikosti, a k obnoveni

velikosti je potieba reprodukce sexualni (Edlund & Stoermer, 1997).



Kromé¢ kiemiku obsahuje bunécna sténa také organicky material, ktery formuje tenkou vrstvu
elementli schranky a pomahd je drzet pospolu. Okraje bunc¢k se pii pozorovani svételnym
mikroskopem jevi rozostfené, coz je zpusobeno vrchni vrstvou polysacharidii, kterou
pravdépodobné sekretuji vSechny rozsivky. Mira produkce se 1i§i napfi¢c druhy. Muize
napomahat pii adhezi k substratu ¢i k napojeni na dalsi jedince, a tim vytvaret kolonie (Round

et al., 1990).

Lze predpokladat, ze rozsivky vdéci za svou soucasnou uspéSnost z velké Casti prave
evolu¢nimu vyvoji schranky. Dokézaly vyvinout nesCetné variace pfizpisobeni se svym
biotoptim. Pevna a odlehcend architektura schranky tvofena prevazné kiemikem pomaha
mechanicky chranit protoplast proti nezadoucim vlivim prostfedi i patogeniim nebo Utoku
predatorti (Pancic et al., 2019). Experimenty ukdzaly vysokou pevnost v tlaku — srovnatelnou s
hutnou kostni tkani (20GPa) — a opétovné nabyti plivodniho tvaru bez plastické deformace
(Hamm et al., 2003). Obdobna poréznost napii¢ druhy nabada k hypotéze o zdmérném
nepropousténi ¢astic vétsiho priméru nez jsou bakterie ¢i viry. Mirou silicifikace mohou bunky
ovlivnit svou denzitu a tim ménit svou polohu ve vodnim sloupci (Raven & Waite, 2004).
Rozsivky si tvarovanim plazmalemy kolem vnitini strany schranky napomahaji pfezit v
oligotrofnich vodach. Zvysuji tim pomér povrchu membrany k objemu samotné buiiky a roste
efektivita absorpce zivin zprostfedi. Rozsivce se tak dostdva vyhody nad jinymi
jednobunéénymi organismy, které ¢asto formuji energeticky méné vyhodny tvar — kouli
(Round et al., 1990). V neposledni fad¢ schranka disponuje urcitymi optickymi vlastnostmi,
které méni rysy paprsku svétla (De Stefano et al., 2007; Fuhrmann et al., 2004). Mohly by tak

ziskat lepsi kontrolu nad dostupnosti svétla, kterd je v oceanu Casto velmi limitujici.

Tato reserSe se zabyva hospodatfenim s kfemikem u rozsivek. Popisuje jeho cestu od piijmu
bunikou z okoli po zakomponovani do bunécné stény pomoci interakci s makromolekulami.
Znalosti o bunécnych procesech jsou dopliiovany ekologickym a evolu¢nim kontextem. Cilem
bakaléaiské prace bude propojit jiz znamé poznatky o vzniku schranek rozsivek s novymi

poznatky z oblasti molekuldrni biologie a genomiky.



2  PRIJEM KREMIKU

2.1 Forma a vlastnosti kiemiku.

Susina rozsivky je pfevazné tvoiena kiemikem a je pfimo zavisld na jeho dostatecné
koncentraci v okolnim prostiedi. V zemské kuite je kiemik hojné zastoupeny ve formé oxidu
kfemicitého (Si02) a po rozpusténi ve vode se z n¢ho nejcastéji stava kyselina orthokiemicita
(Si(OH)4) (Iler, 1979). Jeji dostupnost ma v modernich oceanech silny dopad na distribuci a
vyskyt rozsivek, jelikoz pravé ony nejvice prispivaji k syntéze bigenniho kiemiku (Tréguer et
al., 1995). Jeji rozpustnost je v neutrdlnim pH limitovana hranici okolo 2 mM. Mira
koncentrace kifemiku se vSak méni jak s polohou stanovisté, tak s hloubkou vodniho sloupce.
U hladiny ¢asto dochézi k vy€erpani Si(OH) 4 a smérem ke dnu koncentrace pomalu roste az

k hodnot¢ 160 oM (Nelson & Goering, 1978).

Pti vegetativnim déleni je vytvoteni valvy pro sebe i dcefinou buiiku povinny krok, ktery je
pevné spojeny s zivotnim cyklem bunky. Piesto, ze rozsivky nasleduji klasicky pribéh
eukaryotického bunécného cyklu, depozice kiemiku je jeho nedilnou soucasti a pii jeho
deprivaci dochdzi k pozastaveni cyklu (Round et al., 1990). Na rozdil od ostatnich
eukaryotickych buné€k, u rozsivek se dcefiné buiiky po cytokinezi hned neodpoji. Po cas
zahajeni a vytvareni nové dcetfiné hypovalvy v SDV jsou stile spojené frustulou piivodni
buniky. AZ po exocytoze nové kiemicité desky dojde k jejich odpojeni. Zatimco tento element
schranky mé dané své misto vzniku v bunééném cyklu rozsivky, syntéza postrannich paskti se

druh od druhu lisi (Round et al., 1990).

Amorfni kiemik vznika sloZitou anorganickou polymerizaci, pii které se na sebe napojuji
jednotlivé monomery Si(OH . Vysledkem jsou kulovité ¢astice koloidniho kiemiku o velikosti
nékolika desitek nanometrt. Ty se pii nizkém pH na sebe navzajem napojuji, a tim vznika
rozsahla a husté vétvend makromolekula tvotici gelovou sit’ (Iler, 1979). Pravé takovou sit’ 1ze
pozorovat jako jednu z Castych morfologii kiemiku pii vystavbé schranky a je to jeden

z prvnich krokd pfemény rozpustného kiemicitanu v rigidni strukturu — opal . Podobného
efektu, kdy se vytvaii gelové sité, lze dosdhnout snizenim pH uvnitf bunck rozsivek

(Hildebrand et al., 2006).

2.2 Silikonové transportéry
Samotna nenabitd molekula kyseliny kiemicité je schopna volné procestovat pfes membranu

pomoci difuze. Stane se tak ale pouze v prostfedi s vysokou koncentraci kyseliny v roztoku.

! Pfesné chemické vysvétleni procesu polymerizace je mimo ramec této reserse.



Jelikoz se v bézném vodnim prostiedi hodnoty koncentrace Si(OH) 4 pohybuji mnohem nize,
musi si builky pomoci membranovymi ptenaseci (Tréguer et al., 1995). Pii detailnim
sledovani motské rozsivky Cylindrotheca fusiformis byly rozpoznany geny, které se
exprimovaly pfi nedostatku kiemiku v roztoku a zdroven jejich prepis buiika zastavila pfi
doplnéni koncentrace Zivin na troven, kdy je molekula Si(OH)4 schopna projit pfes membranu
voln¢ difuzi (Hildebrand et al., 1998). Jednalo se o rodinu gent, kterd svou DNA sekvenci
nebyla zatim podobna ostatnim zndmym geniim. VSechny studované geny obsahovaly 10
transmembranovych usekii — motiv vyskytujici se bézné¢ u proteinii lokalizovanych na
membrang, kde se podileji na transportu molekul do buniky nebo do bunéénych kompartmenti
(Hildebrand et al., 1997). Tyto proteiny byly oznaceny za pienaseCové a pojmenovany jako

silikonové transportéry (SIT).

Dtlezitou doménou SIT proteinu je znané konzervovany transmembranovy usek tvofeny
deseti smyckami. Pfedpoklada se, ze hlavni roli hraji iseky aminokyselin obsahujici cystein,
ktery je zndmy svou vazbou na kiemik (Lewin, 1954). C-terminalni doména transportért je
méné konzervovand napii¢ druhy, ale i na tomto konci proteinu se zachovava urcita
pravdépodobnost tvaru. Je zde vySsi vyskyt coiled-coil struktury, coz naznauje moznost
interakce s jinymi proteiny nebo s dalSimi SIT. Jiz na zacatku 80. let minulého stoleti byla
zaznamenana nezbytnost sodiku v médiu pro transport kiemiku (Bhattacharyya & Volcani,
1980). Pti absenci sodnych iontd v roztoku totiz nedochézelo k navazani kiemiku viibec, ale

pfi absenci kifemiku se sodik na pfenaSec¢ vazal. Lze tvrdit, Ze je tento pfenos aktivné pohanén
gradientem sodnych iontd a SIT se chovaji jako symportery v poméru 1:1 s Si(OH)s
(Bhattacharyya & Volcani, 1980; Knight et al., 2016). U sladkovodnich rozsivek se

pravdépodobné se sodikem transportuje jesté draslik (Sullivan, 1976).

Hypotézu o SIT symporteru podporuje studie provedend na populaci druhu rozsivky Cyclotella
meneghinianabyla, kterd byla kultivovdna v médiich se stejnym obsahem rozpusSténého
kiemiku s jedinou zménou v obsahu NaCl (Tuchman et al., 1984). I zde se projevil fakt,
ze dostupnost sodnych iontii ovliviiuje silicifikaci. V motském prostiedi byla kinetika pfijmu
mnohem U¢inngjsi a rychlost ristu populace se blizila maximu i pfi velmi nizkych jednotkach
koncentrace kfemiku v médiu (0,05 oM), které byly na hranici detekéniho limitu chemické

analyzy.

2 Jedna se o strukturu proteinu, kdy jsou do sebe stodené dva &i vice alfa helixt (Liu et al., 2006).



2.3 Prvotni funkce SIT a evoluce prijmu kifemiku

Neni zcela jasné, jakou roli tyto proteiny prvotné hraly. Koncentrace biogenniho kifemiku se od
kambria az po konec druhohor v mofich udrZzovala na mnohondsobné¢ vys§i urovni —

asi 1000 oM (Conley et al., 1989). Pti takovych hodnotach se kiemik dostava do buniky volnou

difuzi. Pivodni vyuziti SIT proteinu by mohl paradoxné byt pro pohyb molekuly Si(OH)
opatnym smérem — z bunky ven. Vysoky obsah kiemiku totiz iniciuje jeho samovolnou

polymerizaci, a to pro builku muize znamenat riziko (Iler, 1979). Volny kifemik by se

v cytoplazm¢ navazal na proteiny a vyrazné naruSil bunéény metabolismus

(Martin-Jézéquel et al., 2000).

Pro objasnéni pocatku piijmu kiemiku je nutné dohledat fosilni zaznamy pocatki celé skupiny

a zasadit je do kontextu environmentéalnich podminek, které byly za jejich existence. Datovat
samotny vznik rozsivek neni snadné, jelikoz fosilie z obdobi star§iho nez kiida jsou casto
neuplné a jejich interpretace by mohla byt chybna. Fosilni zdznamy schranek rozsivek
naznacuji, ze predci rozsivek pochazeli z mofi (Kooistra et al., 2007). Dtikazem jsou pro to
bohatd loziska kfemicitych schranek a jejich ulomkl z obdobi spodni kiidy (110 Mya)
(Gersonde & Harwood, 1990). Pfevazné se jednalo o centrické druhy s vysokou mirou kiemiku
ve schrance, které jsou jiz z velké Casti v souCasnosti vyhynulé. Od tohoto obdobi doslo
k nékolika vyznamnym zvySenim hladiny oceanu a zaplavenim pevniny (Sims et al., 2006).

Pfi téchto udélostech, které Casto trvaly i nékolik miliont let, mély moiské druhy moznost
osidlit a postupné se adaptovat na sladkovodni zivot. Opakované se tvorila a zanikala nova
télesa sladkych vod. Uvadi se, ze pro vytvoreni nového druhu sta¢i rozsivkam 4000 let
(Theriot et al., 1992). To jim dava dostatek ¢asu se adaptovat na nové prostiedi a postupné ho

kolonizovat.

Kvili skupindm organismi mineralizujicim kifemik jako jsou radiolaria, silikoflagelati a
kfemicit¢ houby klesla u hladiny koncentrace dostupného kiemiku. Soucasna hodnota se
pohybuje okolo 2 o«M nejspise jiz od kenozoika . Kiemicité houby, které nejsou limitovany
dostupnosti svétla, reagovaly na tibytek kiemiku piesunutim do hlubin, kde o n¢j neni takova
kompetice. Radiolaria, stejné¢ jako rozsivky, zase upustily od vysSich narokti na dostupnost
kifemiku (Lazarus et al., 2009). Soucasna priméernd hodnota dostupného kifemiku v oceanech

se napadné€ shoduje s minimem ristové hodnoty rozsivek, coz nabizi tvrzeni, ze rozsivky nejen
reguluji dostupnost tohoto prvku v ekosystému, ale zaroven také limituji samy sebe a svou

uspésnost (Yool & Tyrrell, 2003).



Otazku, jak silicifikace vlastn¢ zacala a k ¢emu prvotné slouzila, nelze snadno zodpovédét.
Kiemik v podobé¢ hydroxylovaného kiemene se povazuje za povrch hrajici kli¢ovou roli pfi
vzniku zivota (Hench, 1989). Takovy substrat vytvati ptiznivé podminky pro polymerizaci a
agregaci biomerl. Jedna zteorii (Medlin, 2002) hovoii o vyuziti dostupného rozpusténého
ktemiku v okoli jako o anorganickém enzymu zastupujicim bioaktivni povrch, ktery mohl
pomdhat buiice s metabolickymi procesy. Pokud kiemik prosel dil endomembrianovym
systémem az do vakuoly, mohl zde vlivem nizkého pH zacit polymerizovat. V amorfnim stavu
kfemik jiz nebyl pro buiiku aktivnim povrchem a byl exocytovéan ven pies membranu, na misto
soucasné¢ kiemicité schranky. Podoba prvotnich exocytovanych struktur mohla byt ve forme
kfemicitych Supin a to u klidovych stadii bunky (Mann & Marchant, 1989). Hypotézu
podporuje fakt, Ze existuji druhy centrickych rozsivek, u kterych se vyskytuji kfemicité Supiny,
a to v bunécné sténé auxospory — jedna se o specialni formu buniky rozsivky spojovanou casto
se sexualnim rozmnozovanim (Round et al., 1990). Supiny jsou v tomto stidiu uspofadané
radialn€ a centricky. Pfipominaji architekturu valvy vegetativni bunky rozsivky. Mohlo by se
jednat o artefakt ptivodniho uspofadani kfemiku po exocytdze, pfiCemz se Supiny pietvarovaly

na dv¢ valvy a sérii bo¢nich paskit béhem evoluce (Mann & Marchant, 1989).

2.4 Homology SIT

Rozsivky si vyvinuly hned néckolik druhti transmembranovych prenasecti kiemiku.
Na cytoplazmatické membrané rozsivek bylo objeveno nejméné pét homologi takovychto
prenaSect (Hildebrand et al., 1997). Ptesto, Ze se lisi svoji kapacitou pienosu i lokaci, jsou
vSechny homology exprimovany koordinovan¢ ve stejny cas (Hildebrand et al., 1998).
Vyuzitim analyzy fragmentii DNA byla ovéfena piitomnost homologi SIT v dalSich druzich
sladké vodé¢ (Thamatrakoln et al., 2006). Piitomnost vicero genti SIT byla potvrzena ve vSech
druzich. Tim se utvrzuje hypotéza, ze SIT pienasece byly pfitomné jiz u evolucné nejstarsich

linii rozsivek.

Duvodi, pro¢ se rozsivka nespokoji jen s jednim pienaseCem, muze byt nckolik. Zmény
mensich tsekli aminokyselin u homologti mohou vyustit ve zméné afinity ¢i pfenosu silikatu.
Jeden typ by mohl mit nizkou afinitu s vyssi kapacitou. Tento typ je vhodny pro prostiedi, kde

je kfemiku dostatek. Zatimco druhy typ transportéru s opaénymi vlastnostmi by se uplatnil
v roztoku s nizkou koncentraci kiemiku, kde je potfeba vysoka citlivost na vychytavani dané
molekuly (Hildebrand et al., 1998). Pti dikladnéj$im zkouméni exprese gent transportért 1ze

pozorovat o nékolik fadt niz§i vyskyt mRNA genu pro SIT3. Byla navrzena hypotéza o



potencidlnim senzoru kiemiku, pomoci kterého by buitka vyhodnocovala, zdali je dostatek
materialu v jejim okoli na vystavbu schranky (Thamatrakoln & Hildebrand, 2007). Provedena

studie nicméné nevylucuje funkéni nadbytecnost nékterych genti.

Mira exprese neni jedind moZnost, jak miZe rozsivka regulovat pfijem kiemiku z prostiedi.
Casto dochazi k pfemistovani jiz existujicich proteinti a pfenasede cykluji mezi plazmatickou
membranou a vnitrobunéénymi kompartmenty podle aktudlni potteby kifemiku (Thamatrakoln

& Hildebrand, 2007).

Pozd¢jsi studie zacaly délit homology SIT dle rekonstrukce fylogeneze. PienaSecové klady C a
D byly detekovany ve vSech skupindch rozsivek, zatimco klad A je monofyleticky a specificky
pouze pro rozsivky pendtni (Durkin et al., 2016). Klad B byl umistén na bazi vétveni a je
povazovan za prvotni pienasec, ktery se pravdépodobné vyvinul jesté pii vysoké koncentraci
kifemiku v moftich. Za takovych environmentalnich podminek rozsivka nevyzadovala aktivni
ptijem silikatu z okoli a SIT protein mohl hrat roli az pfi transportu pfes membranu vnitinich
specializovanych kompartmentti, kde se kfemik uklada (Durkin et al., 2016). Tvrzeni, ze
prenasece SIT B byly prvotni, navic posiluje ndlez DNA sekvence u sinic Synechococcus, ktera
je podobna sekvenci proteinti SIT (Baines et al., 2012). Pfestoze neni objasnéno, k ¢emu tento
protein sinici slouzi, obsahuje 5 obdobnych transmembranovych usekii. V buiice sinice byla
také pozorovana vysoka koncentrace kfemiku. Mohlo by se jednat o gen, jehoz predchiidce byl

prenesen z bakterie na piedka superskupiny SAR a odtud pak mezi rozsivky.

2.5 SIT napri¢ skupinou eukaryota

Naopak jiny vyzkum favorizuje hypotézu, ze geny kiemicitych transportéra mél jiz posledni
predek eukaryot a horizontalni genovy ptenos oznacuje za méné pravdépodobny (Marron et al.,
2016). Rozsivkové geny SIT se totiz objevuji také v eukaryotickych vzdéalenych skupinach
Haptofyta a Choanoflagelata (Durak et al., 2016; Marron et al., 2013). Naznacuje, Ze jejich
puvod zasahuje hluboko do vyvojovych vétvi eukaryot a pozdé€ji dochazelo jak k jejich
duplikacim?, tak k hromadnym ztratdm i u piibuznych vyvojovych vétvi 4. Pfi¢inou masivni
ztraty genli by mohla byt spole¢nd zména environmentalnich podminek v podobé poklesu
koncentrace rozpusténé¢ho kiemiku v mofich na pfelomu druhohor a tfetihor. Druhy, které
nemély sviij zivotni cyklus s kiemikem tésné spjaty, od silicifikace upustily a geny pro prenasec

ztratily. Nicméné, pokles koncentrace rozpusténého kiemiku znamenal pro rozsivky jesté vetsi

3 Pravdépodobné duplikaci pienaseCe kfemiku vySe zminéné sinice Synechococcus vznikl pienale¢ rozsivek,
haptofyt a choanoflagelati.

4 Ptikladem je rod Bolidomonas, ktery ag je rozsivkam sesterskou skupinou, kiemicitou schranku si nevytvafi
(Guillou et al., 1999).



narust diverzity a stavaji se hlavnimi kontroléry koncentrace Si(OH) Do té doby ovladali

koncentraci mtizovci spole¢né s kiemicitymi houbami (Siever, 1992)

Za posledni dekadu ziskaly transportéry kfemiku znacnou cast pozornosti. SIT jsou prvni
objevené proteiny reagujici specificky na kifemik a dalsi vyzkum pienasecl u rozsivek mize

nabidnout vhled do obecné problematiky interakce proteini s timto prvkem.

3 UKLADANIi KREMIKU

3.1 SDV

Cesta intracelularniho transportu od transmembranovych pfenasect do nitra buiiky jesté neni
objasnéna. At uz putuje cytoplazmou pomoci proteinli nebo volnou difuzi, skladuje se ve
vaccich, tzv. SDV (silica deposition vesicles). Membrana obepinajici tento vacek se nazyva
silikalema. Kazdy komponent frustuly — valvy a pleurdlni pasky — se vytvafi ve svém
samostatném SDV vacku. Probihd tu prvotni polymerizace kiemiku, kdy je vacek maly a zabira
jen zlomek mista v buiice (Round et al., 1990). Pii navySovani mnozstvi kiemiku ve vacku se
zacina rozpinat. Ontogeneze tvaru vznikajiciho vacku je druhové specificka a 1isi se v zavislosti
na typu kfemicitétho komponentu. Jsou zde jisté trendy postupi morfologického vyvoje
schranky u rozsivek podobného tvaru. Nemusi byt ale pravidlem. U valvy centrické rozsivky
se SDV casto vytvaii ve stiedu budouci desky. Tvaruje se do télesa podobného malému disku

s zebrovitymi vybézky a radidlné se rozpina. Vytvoii se tak zakladni povrch urcujici strukturu
v rovin€ X ay. V ni uz jsou predurceny unikatni Gtvary, napiiklad prekurzory otvorii pro sekreci
chitinovych fibril (fultoportulae). V tomto mezistddiu neni jeSt¢ schranka dostatecné
silificikovana a je velmi ohebna. Pfidavanim dalSich vrstev se navySuje jeji okraj a ziskava tak
robustnost. U penatnich rozsivek je proces obdobny, jen se nejprve jako forma valvy vytvaii
podlouhlé trubic¢kovité SDV. Posléze dojde k jeho zplosténi a vytvaii se po strandch zpefeny

vzor (Round et al., 1990).

Dtvodem oddé€leni vystavby komponentl schranky od protoplazmy je moznost vyrazné zménit
kyselost prostiedi. Je znamo, Ze snizeni hodnoty pH je vyznamnym spoustéfem srazeni

kifemiku (Iler, 1979). Rozsivka je schopna si post-translacné¢ upravit proteiny dilezité pro



silicifikaci, aby v kyselém kompartmentu fungovaly
(Nils Kroger et al.,, 2002). Vyssi pH cytoplazmy
oproti SDV  vacku zamezuje piipadnému srazeni 7

kfemiku ptfimo v cytoplazmé.

Pii bliz§im pohledu za pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie Ize pozorovat opakujici se detailni vzory
na vnitini i vnéjsi stran€ schranek. Jedna se o perforace
nebo Stérbiny vypliujici prostor mezi zebry. Umoziiuji
pruchod molekul skrze schranku a zaroven slouzi jako
bocni propojeni jednotlivych Zeber. Schranka tak
ziskava podporu a zaroven diky otvortim a mezeram je
odleh¢end. Vystavba probih4 nejen dvojrozmérné, ale i

do hloubky (Schmid et al., 1981). U rozsivky rodu

Thalassiosira se jednotlivé §térbiny odd€li sténami s

pudorysem ve tvaru Sestisténu — struktura pfipinajici

konstrukei véelich plastvi (Obr. 1).

Obr. 1— Schéma morfogeneze valvy
rozsivky = Thalassiosira ~ pseudonana
(Round et al., 1990)

3.2 Vliv cytoskeletu

Konec¢na forma elementu frustuly je ovlivnéna nes¢etnymi vlivy, které plsobi zevnitf i vné
vacku. Dalsi divod, pro€ je pro rozsivku vhodné vytvaret kiemicité struktury v oddélenych
kompartmentech, miize byt snadna manipulace pomoci cytoskeletu (Pickett-Heaps et al., 1990).
Cytoskelet umoziiuje organizovat a udrZovat rozestaveni organel na dlouhé vzdélenosti. Je
tomu tak i v pfipad¢ syntézy schranky. Bylo vypozorovano, ze centralizaci zarodku SDV vacka
maji na starosti mikrotubuly (Pickett-Heaps et al., 1990), jelikoz pfi pouziti cytoskeletarnich
inhibitorti byla narusena spravna funkce mikrotubulli a vytvarely se valvy deformované nebo
vyrazné odlisné tvarované (Cohn et al., 1989). Mikrotubuly se nachazeji podél zebrovitych
vybézkl. Vacku dodavaji pevnost a ucastni se jeho celkového tvarovani (Van de Meene &
Pickett-Heaps, 2002). Aktinova vldkna se zase nachédzeji pfimo v misté aktivni silificikace.
tedy 1 na samotnou kfemicitou hmotu, kterou silikalema tésné obepind. Aktin je lokalizovany

ve vznikajici valvé 1 v postrannich prouzcich, které valvy spojuji, a naznacuje tim svou
nepostradatelnost pfi formaci schranky (Mark Hildebrand et al., 2009). Mohl by se také podilet

na expanzi a morfogenezi SDV podobné jako se podili na udrzb¢ cisteren Golgiho aparatu —



zde zachovava zplostély tvar a zamezuje vzdouvani a vinéni zptisobené akumulaci vysokych
koncentraci osmolytd. Podobny stres by mohl panovat v SDV véccich, které jsou napéchované

kifemikem (Tesson & Hildebrand, 2010).

Aby si rozsivky dokézaly své schranky vytvaret rychle a s vysokou pfesnosti, musi formace
slozitych komponentti schranky podléhat urcité hierarchii. V materidlové veédé existuje
zakladni koncept ktery se tykd primarni urovné kontroly nad vystavbou struktur (Tesson &
Hildebrand, 2010). Vyse popsana uloha cytoskeletu pti syntéze schranky by se dala oznacit za
pfistup top down, kdy je pouzita makrostruktura na vytvofeni mensich detailti. Opacny pfistup
bottom up pouziva sestavovani malych molekul k formovani vétsich struktur. Pravé takovych
molekul, které interaguji s kiemikem bylo objeveno u rozsivek jiz n€kolik. Jejich existence byla
odhadnuta doptedu, jelikoz podle naméfenych vysokych hodnot koncentraci kfemiku v buiice
bylo ziejmé, Ze se kiemik musi vazat na jiné molekuly a vytvaiet s nimi komplexy (Lewin et

al., 1958).

4 ORGANICKE KOMPONENTY FRUSTULY/ MORFOGENEZE NANOSTRUKTUR

Mimo transport a ulozeni kfemiku v SDV ovliviluji vyrazné morfogenezi a konstrukei rozsivek
proteiny a jiné makromolekuly. Pravé v jejich pfitomnosti se kiemik zacina srazet a pretvaret

na pevnou strukturu.

4.1 Silafiny

Prvni z objevenych proteintli, které piimo asistuji pii formaci kifemiku, jsou silafiny (podle
anglického high affinty to silica) izolované z rozsivky Cylindrotheca fusiformis (Nils Kroger et
al., 1999). Jedna se o opakujici sekvenci 15-22 peptidi obohacenych o lysin a serin. Zjisténi
kompletni struktury silafinti pfedchazela rozsahla chemicka analyza, jelikoz obsahuji cetné a
neobvyklé post-translacni modifikace (Nils Kroger et al., 1997, 1999). Nejcastéji jsou useky

s lysinem modifikované metylaci a pfidanim polyaminti. Serin zase prochazi fosforylaci (Nils
Kroger et al., 2002). Tyto modifikace silafinim proptijcuji pozitivni i negativni naboj v rznych
castech molekuly, diky kterému se dokézi samovolné seskupovat pomoci elektrostatickych
interakci (Sumper & Brunner, 2006). Vzniknou tim velké agregaty, které jsou nezbytné pro
biomineralizaci kiemiku. Analyza genu kédujici silafin naznacuje, Ze se nejprve vytvoti velky

repetitivni protein a je dale proteolyticky Stépen (Poulsen & Kroger, 2004).

Pti mezidruhovém porovnani silafint se ukazalo, ze jejich sekvence piekvapivé nejsou napfic

druhy nijak vysoce konzervované (Poulsen & Kroger, 2004). Zadny z identifikovanych silafint
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rozsivky Thalassiosira pseudonana, nevykazuji sekvencni homologii s Cylindrotheca
fusiformis. Konzervované, a tedy funkcéné esencidlni, se zda byt pouze slozeni specifickych
aminokyselin a jejich modifikace (Sumper & Brunner, 2006), jelikoz silafiny zbavené fosfata
nevyvoladvaji tvorbu kiemicitych struktur in vitro (Nils Kroger et al., 2002). Nefunkéni byly
také silafiny bez polyamint, které ztratily schopnost srazet kiemik v acidickém prostiedi SDV
vackda.

Funkce samotnych silafini a jejich podil na morfogenezi kfemiku byl studovan pii pokusech in
vitro u rozsivky Cylindrotheca fusiformis (Nils Kroger et al., 2002). Pozorovan byl roztok
ktemiku pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) a byly zhotoveny snimky
v nékolika minutovych rozmezich. Po pfidani jednoho ze silafinli oznaceného jako natSil-1A
do roztoku kiemiku dochazelo k rapidni polymerizaci molekul Si(OH)4. Jejich vyrazené
mnozstvi bylo pfimo imérné mnozstvi silafinu v reakci. Jako prvni struktury se objevily
rozsahlé ploché vétvené sité, které nejevily zaddné znamky pravidelnosti ¢i
soumeérnosti (Obr. 2 A). Béhem dalSich 2 minut na okrajich plochych siti zacaly pucet koulovité
vybézky (Obr. 2 B, C), které se v pozd¢jsich fazich tipln¢ osamostatnily a vytvotily tvar koule

o priméru 400-700 nm (Obr. 2 D). Je patrné, Ze tuto morfologii rozsivky pouzivaji pfi stavbé
schranky, jelikoz podobné kulovité tvary kiemiku lze pozorovat pii detailnich SEM snimcich

vnitinich ploch vzniklych rozlomenim schranek (Wetherbee et al., 2005).

Zatim vSechny prostudované silafiny jsou vysoce fosforylované a bez jinych dalSich modifikaci
maji katalytickou funkci. Pfi navySovani koncentrace v roztoku maji souvisly stimula¢ni efekt
na srazeni kfemiku (Nils Kroger et al., 2002). Pokud se v sekvenci objevuji bohaté useky
hydroxyaminokyselin, které jsou glykosylované, maji proteiny regulativni funkci a mohou
podporovat ¢i inhibovat formaci kifemiku v zdvislosti na jejich koncentraci. U modelové
centrické rozsivky T. pseudonana Zadny z jejich izolovanych silafini nem¢l in vitro schopnost
formovat kiemik, jelikoz jim chybi dlouhé fetézce polyaminti na lysinech. Pro spravné srazeni

kfemiku je nutnd pfitomnost dal$ich molekul — long chain polyamins (LCPAs).
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Obr. 2 SEM snimky casosbérné analyzy morfogeneze kiemiku za ptidani silafinu natSil-1A v rozsivce
Cylindrotheca fusiformis. (A) 3,5 min, (B) 4,5 min, (C) 5 min a (D) 8 min. pH = 5,5. Mé&fitko, 2 pm.
(Nils Kroger et al., 2002)

4.2 LCPAs.

Jsou to nepostradatelné komponenty pfi silicifikaci vSech rozsivek a jsou nejhojnéj$imi zéastupci
organické slozky ve schrance (Nils Kroger et al., 1999). Byly poprvé indentifikovany u
rozsivky Cylindrotheca fusiformis. Tyto dlouhé linearni molekuly jsou zasazené do struktury
kifemiku a obsahuji opakujici se skupiny propylaminti a jejich rtizné modifikace. Pted jejich
identifikaci v rozsivkach byly LCPAs identifikovany vyhradné v bakteriich a archeich,
pfevazné extrémofilech. Napii¢ skupinami rozsivek jsou LCPAs druhové specifické a lisi se
stupném metylace, délkou postrannich fetézcii a pozici sekundarnich a tercidlnich aminii

(Sumper & Brunner, 2008). Variace této molekuly miize byt soucasti pticiny, pro¢ jsou vzory

kfemicité schranky druhové specifické.

Zajimavé je jesté nedavné zjisténi o interakci LCPAs s membranou SDV vacku, ve kterém se
kifemik v buiice uklada (Gréb et al.,, 2016). Interaguji s negativné nabitymi molekulami
fosfolipidové dvojvrstvy. Vazi se na ni a dokéaze je na sebe prekladat, kdy vytvoti prelozeni
membrany na sebe samou. Nékolika nanometrové mezery mezi nimi vypliuji pravé LCPAs,
které jsou zndmé svou schopnosti stabilizovat lipidové membrany pomoci elektrostatickych
interakci. Nabizi se tedy hypotéza, ze tyto dlouhé molekuly pomahaji stabilizovat a kontrolovat

expanzi SDV vackl podobné jako bunéény cytoskelet.
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4.3 Vytvareni nanostruktury

Silafiny a LCPAs hraji ve srazeni kiemiku klicovou roli. Kiemicité nanopartikule rtznych
velikosti, které spolu vytvati ve in vitro experimentech, jsou ale jesté strukturné vzdalené od
detailn€ vzorované schranky. Hypotézu o mechanismu vystavby nanostruktury valvy nabizi
studie na piikladu rozsivek rodu Coscinodiscus (Sumper & Brunner, 2006). Vzory perforaci na
jejich valvé Ize interpretovat jako mensi Sestistény symetricky poskladané do jednoho velkého
Sestisténu. Takovou hierarchickou strukturu je mozné podle navrzené hypotézy vytvofit za
pfitomnosti sit€¢ organickych kulovitych castic, které slouzi jako matrice (Obr. 3). Kulovité
Castice tvorené silafiny a LCPAs jsou ve zplostélém SDV vacku na sebe natésno seskupené

do jedné vrstvy a ve zbylém prostoru probiha srazeni kiemiku. Tento volny prostor napadné
piipomina tvar v¢eli plastve (Obr. 3a). Nésledné se snizeni koncentrace pfitomnych fosfat ve

vacku, organické castice zmensi a zméni se tak i volny prostor pro vysrazeni kiemiku. Timto

mechanismem lze postupné utvofit nejdetailnéjsi struktury jako jsou sitka v jednotlivych

porech schranky (Obr. 3 d, h).).

Obr. 3 — Zjednodusené schéma znazoriujici moznou morfogenezi nanostruktur perforaci valvy rozsivky
Coscinodiscus (a-d) doplnéné o snimky SEM (e-h). Sed4 barva na schématu znazoriiuje sférické tvary
tvotené organickymi molekulami. Bila barva ptredstavuje volny prostor, ve kterém dochazi ke srazeni
amorfniho kfemiku. (Sumper & Brunner, 2006)

5 Napiiklad silafiny je maji post-translaéné pfidané na serinech.
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4.4 Nanostruktura a salinita

Pti diikladnéj$im zkoumani nanostruktur schranky je zfejmé, ze externi ionické sily maji vliv

na formaci schranky a je mozné, Ze se spole¢né s pfijmem kfemiku dostavaji do SDV vacki
ionty z moiské vody. Toto tvrzeni podporuje fakt, ze transportéry SIT jsou pravdépodobné

symportéry. Spole¢n¢ s Si(OH)4 pronika do buiky také sodny iont.

Jedna z chemickych vlastnosti kiemiku v nizké salinité spo¢iva ve vytvareni malych partikuli,
které k sob¢ tésnéji priléhaji a vyplnuji mezi sebou mezery (Boehm, 1980). Jelikoz tyto
partikule jsou zékladni stavebni jednotkou vSech dild schranky, jejich velikost se také odrazi

na celkové morfologii a schranka se stane hutnéjsi. Zmény se nejvice projevi na strukturach
malych rozméri jako jsou napiiklad pory. Pfi pokusech s Thalassiosira punctigera se praimeéry
pért o nekolik desitek nanometrt zmensily (Vrieling et al.,, 2007). Nékteré pory, které jiz

v prostiedi s vyssi salinitou mély minimalni primér, dokonce i zmizely.

V mistech vzdalenych od pobtezi, kde se hodnota salinity bézn¢ pohybuje okolo 30 psu,
rozsivky produkuji vice hydratované schranky s méné kondenzovanym kiemiku. Na rozdil
sladkovodni a brakické druhy maji schranky hutné a mén¢ hydratované (Vrieling et al., 2007).
Je mozné, Ze byl timto smérem vyvijen selekéni tlak na motské rozsivky a byly zvyhodnény ty,
které dokazaly prosperovat i v prostiedi s niz§im obsahem kiemiku. Naopak v sladkovodnich

prostiedi klesd koncentrace obvykle jen v pribchu léta.

Vyjimkou u moiskych druhi je bentos, kde k limitaci kfemiku nedochédzi a zpravidla zde

nalezneme schranky s vys$$im obsahem kiemiku

5 DALSI ORGANICKE SLOZKY SPOJENE S FRUSTULOU

5.1 Frustuliny

Dalsi organickou slozkou v kiemicité schrance jsou frustuliny. Byly jedny z prvné objevenych
proteint, které byly spojovany se silicifikaci (Kroger et al., 1994). Pozd¢ji se ukazalo, ze vytvari
celistvy proteinovy obal po celém povrchu frustuly. Pravdépodobné se vytvari az po ukonceni

silicifikace a hraji spiSe roli v ochrané frustuly nez pfi jeji biogenezi.

5.2 Pleuraliny

Nékteré proteiny se ucastni syntézy jen v urcitém regionu schranky. Pleuraliny jsou proteinové
komponenty asociované v misté sekani horni a spodni €asti schranky a slouzi zde jako jejich
pojitko. Pfesnéji je to v useku, kde starsi svrchni polovina schranky — slozend z komponentii
horni valvy a jejich napojenych pleurdlnich paski — ptekryva nové dosyntetizovnou mensi.

V kazdé fazi vyvoje postrannich elementli musi byt schranka pevné spojena, aby udrzovala
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celistvost a chranila protoplast pfed vnéj$imi vlivy. Jen ve vyjimeénych piipadech, jako je
rozmnozovani, je integrita naruSena — pii vegetativnim dé¢leni a pii sexudlni reprodukci

(Round et al., 1990).

Diky svému vysoce anionickému naboji, mohou byt pleuraliny extrahovany az za pouziti
kyseliny fluorovodikové. Asociace by mohla byt nadale posilnéna vzajemnymi kovalentnimi
vazbami mezi molekulami nebo dal§imi organickymi slozkami na povrchu frustuly. Podle
nedavnych studii bylo navzeno schéma, ve kterém se pleuraliny napojuji mezi povrchové
frustuliny a kfemik pojici silafiny (De Sanctis et al., 2016). Pokusy s imuno-elektronovym
mikroskopem potvrdily, Ze pleuraliny nejsou zacleiovany cestou pomoci pleuralnich SDV
vesikuli. Do mezery mezi pleurdlnimi péaskami se dostavd pravdépodobné beznou
sekretorickou drahou, kterd je spolecna pro vSechny eukaryotické organismy
(Nils Kroger & Wetherbee, 2000). U rodu Pinnularia byly pozorovany kalézové vrstvy na
okraji spodnich pleuralnich pasku, které mizely pti odd€leni dcetfinych bunék pii vegetativnim
déleni (Waterkeyn & Bienfait, 1989). Mohlo by se jednat o dalsi strukturu slouzici jako tésnéni
postrannich pruhti. Spolu s pleuraliny by vytvarely organicky komplex fungujici jako spinac

pro rozvolnéni nebo utésnéni frustuly.

5.3 Chitin

Spousta organickych molekul ptitomnych ve frustule hraje pfi vystavbé schranky nepiimou
roli. Je tomu tak naptiklad v pfipad¢ chitinu. Je to jeden znejhojnéji se vyskytujicich
polysacharidii v ocednech a geny pro jeho synteticky aparat nalezneme napfi¢ eukaryoty,

bakteriemi i archei. Chitinovou syntdzu lze bézné nalézt v rozsivkach, Casto i v nékolika

variantach (Durkin et al., 2009).

Chitin se zda byt evolu¢né uzce napojeny na procesy s kiemikem. Vyskytuje se u planktonnich
rozsivek ve formé dlouhych tenkych fetézcl, které prochazeji skrze kiemicitou schranku
specializovanymi trubickami ¢i péry zvanymi fultoportulae (Mark Hildebrand et al., 2006).
Chitinova vlakna jsou uspotfadana ve vysoce krystalické formé v -konfiguraci, kde vSechny
polymery lezi paralelné¢ a nevazou na sebe dal§i molekuly (Dweltz et al., 1968). Podobné
vybézky byly zaznamendny u rozsivek taktéz z kfemicitanu, nicméné chitin se muze jevit jako
praktic¢téjsi material diky jeho pruZznosti a niz8i pravdépodobnosti ulomeni (Karp-Boss &
Jumars, 1998). Takova vldkna naptiklad pomahaji rozsivkam se na sebe napojit a tvotit vldkna.
Pii detailnéj$im studiu se objevily molekuly chitinu také v samotné schrance. Tvofily zde husté
vétvenou navzajem propojenou sit’ (Brunner et al., 2009). Podobné struktury tvofi silafiny a

LCPAs, chitin by tedy mohl slouzit jako organické leSeni pro molekuly vazici amorfni kfemik
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podobné, jako se tak déje béhem biomineralizace u organismu s vapenatou schrankou (Arias &

Fernandez, 2008).

6 POTENCIAL VYUZITI ZNALOSTI MECHANISMU VYTVARENI SCHRANKY

Rozsivky svou schrankou zaujaly védce nejen v odvétvi biologie. Pozornosti se tési také u
odbornikli na nanomaterialy, jez podobné detailni struktury vyuzivaji napiiklad pii sestavovani
biosenzort (Gale et al., 2009). Pro svou nenaro¢nou kultivaci, tvarovou plasticitu a pravidelnost
jsou rozsivky vhodnymi adepty stit se levnou tovarnou na nanomateridly. Podminky pro
syntézu, kterych lze experimentdlné docilit s velkymi energetickymi néroky, si rozsivka
jednoduse vytvoii ve svych SDV véccich. Znalosti stavby schranky by mohly ulehcit
sestavovani miniaturnich komponentd, které jsou za hranicemi schopnosti soucasné technické
vyroby. Jelikoz kfemicita struktura vychazi z genetickych predispozic rozsivky, syntézy
pozadovaného upraveného tvaru schranky by se mohlo docilit pomoci modifikace sekvenci

gent proteind, které piimo ovliviiuji rysy schranky (Hildebrand, 2008).

Ovlivnit Ize nejen tvar ale také sloZeni materialu (Rorrer et al., 2005). Casto se jednalo o variace
kovli nebo polokovii vylepsujici mechanické vlastnosti schranky, predevsim odolnost a
pouzitelnost v mnohych nanotechnologickych ucelech. Probéhl tispésny pokusy metabolicky
inkorporovat do kifemiku vysoce odolny a lehky titan (Jeffryes et al., 2008). Nejprve se
kultivované buiiky nechaly vyhladovét na kiemik, poté se do média opét doplnil spolecné
s TiO,. Titan se do schranky inkorporoval pievazné do struktur vytvatenych v poslednich
fazich silicifikace schranky. Nejvyssi koncentrace ulozeného titanu se nachazely kolem pori.
Ptestoze pro plnohodnotné vyuziti schranky jako polovodice by bylo zapotiebi veétsi pomer
titanu k celkové konstrukei, vysledna schranka se morfologicky nijak neliSila od schranky cCisté
ktemicité. Jedna se o prvni ptipad, kdy byl pouzit zivy organismus k vytvoreni polovodicové

struktury pomoci tzv. self-assembly — samovolného slozeni bez pomoci vnéjsich sil.
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7 ZAVER

Ackoliv zajem o silicifikaci rozsivek neopada a nadéle jsou intenzivné studovanou skupinou,
fada klicovych mechanismii pii formaci kiemicité schranky jest¢ stale neni objasnéna.
Piekvapivé je tomu tak napiiklad u cesty molekuly kiemiku do SDV vacku. Také stile
neobjasnéné jsou naméfené koncentrace kiemiku v bufice mimo SDV. Ty casto presahuji
hodnoty saturace rozpustného kiemiku a pravdépodobné se kiemik bude vazat na urcité
transportni proteiny. Ty jsou ale zatim neidentifikované. Nicméng, jiz se sou¢asnymi znalostmi
mechanismu silicifikace, lze tvrdit, Ze je to jev velmi slozity a vyZaduje komplexni znalosti
molekularni biologie i genomiky. Prave vyuziti dat ze sekvenci genomu ma velky potencial pfi
hledani novych objevli. Nesmi se ale zapominat zohledniovat ekologicky a evolu¢ni kontext.
Morfogeneze je druhové specificka a l1ze se domnivat, ze je fizena geneticky. Kazdy druh by
tedy vlastnil rizné mutace nebo regulacni variace genli Ucastnicich se vystavby schranky.

Takova data bohuzel jesté nejsou dostupna.
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