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1.Literarni reSerse
1.1 Uvod

Sinice jsou fotosyntetizujici gramnegativni bakterie (Codd & Poon 1988), produkujici Siroké
spektrum riiznych sekundarnich metabolitl, z nichZ mnohé mohou ptisobit toxicky. Neziidka
jeden sinicovy druh produkuje vice riznych toxint, liSicich se svou chemickou podstatou
1 biologickym tuc¢inkem. To vyvolava otazku, jaky je nebo v minulosti byl primarni ucel

tvorby sinicovych sekundarnich metabolitti.
Existuje nekolik teorii, pro€ sinice tyto latky vytvareji:

* Vzijemnd kompetice, piipadn¢ konkurence s makrofyty (Aboal 2005, Wright et al.
2005)

* Vzijemnd komunikace (Hrouzek, ustni sdéleni)

* Obrana proti herbivorii (Blom et al. 2001, Rohrlack et al. 2001, Rohrlack et al. 2004,
Agrawal et al. 2005)

* Souvislost s pfijmem Zeleza (Sivonen, Ustni sdéleni)

Vzhledem k rozmanitosti téchto teorii je vcelku jasné, ze Zadna z védeckych praci zatim
nedospéla k uspokojivému vysvétleni primarni funkce sinicovych sekundarnich metabolita.
Dulezitym poznatkem vsak je, Ze biosynteticka draha sinicovych peptida je evolu¢né vyrazné
star$i nez eukaryotni organismy (Rantala et al. 2004). Proto primarni funkci téchto latek urcité
nebude obrana proti herbivorii. Je také tfeba si uvédomit, Ze praplivodni pfi€ina jejich vzniku

jiZ dnes nemusi existovat.

1.2 Toxicita sinic

Na zaklad¢ chemické struktury miizeme sekundarni metabolity sinic rozdélit na alkaloidy,
cyklické a linearni peptidy a depsipeptidy, makrolaktony a lipopolysacharidy (Namikoshi &
Rinehart 1996, Chorus 2001, Harada 2004, MarSalek 2004). Nejpozoruhodnéjsi a zaroven
nejrozmanitéj$i skupinou latek produkovanych sinicemi jsou rizné formy cyklickych
i linearnich peptidd. Dnes je znamo kolem 600 variant téchto sloucenin fazenych do Sesti tfid

(Welker & van Dohren 2006).



Dalsi mozné déleni je na zadklad¢ biologické aktivity na cytotoxiny a biotoxiny.
Cytotoxiny se vyznacuji inhibi¢ni aktivitou k jednotlivym buiikdm a cytotoxicka aktivita je
tedy zpravidla testovana na bunécnych liniich. Cytotoxické slouCeniny cCasto mivaji
1 antibakteridlni ¢i antimykoticky Gc¢inek. Biotoxiny byvaji testovany na zooplanktonu, rybach
¢i mySich a mohou byt letalni pro vicebunécny organismus. Tato kategorie se da dale rozdélit
dle mechanismu a mista pisobeni na neurotoxiny, hepatotoxiny, genotoxiny, imunotoxiny,
embryotoxiny a dermatotoxiny (Marsalek 1996). Je vSak ziejmé, ze rozdéleni na biotoxiny
a cytotoxiny je do jisté miry umélé — napf. biotoxin microcystin-LR vykazuje jistou miru
cytotoxicity skrze indukci apoptézy (Botha et al. 2004, Solstad 2006). Také ucinky

jednotlivych skupin biotoxinii se mohou prolinat.

Hepatotoxiny

Klinickymi pfiznaky intoxikace hepatotoxiny jsou prijem, bledost sliznic, zvraceni, slabost
a nechutenstvi. Smrt nastdvad po 1 aZ 2 hodinach krvacenim do jater. Dochazi k nekroze
jaternich bun¢k a desintegraci struktury (Cronberg & Annadotter 2006). Symptomy otravy se
mohou objevit za 30 min. az 24 hod. a zalezi pfitom na velikosti savce a mnozstvi vodniho
kvétu, ktery byl zkonzumovan (Dawson 1998). U microcystinu a nodularinu je akutni toxicita
s LDs (koncentrace, kterd zptsobi thyn 50 % testovanych zvifat) pro mysi 36 az 122 pg na
kilogram vahy (Sivonen et al. 1989). Hepatotoxiny jsou nej¢astéjsi sinicové toxiny a fadime
mezi n¢ microcystin, nodularin a cylindrospermopsin. Cylindrospermopsin vSak ¢asto byva
kvali mechanizmu svého ucinku fazen mezi cytotoxiny. Vzhledem k chemické struktuie
microcystinit a nodularinii se jednd o latky velmi stabilni, které jsou schopné ve vodé

ptetrvavat tyden i déle poté, co zmizi vodni kvéty.

Microcystiny

Jedna se o skupinu cyklickych heptapeptidi a v soucasnosti je znamo vice nez 70 strukturnich
variant. Produkce téchto latek je znama u sinicovych roda: Microcystis, Planktothrix,
Anabaena, Nostoc a Phormidium (Cronberg & Annadotter 2006, Pumann et al. 2008).
Ackoliv nemoci pfic¢itané microcystiniim zahrnuji Sirokou Skalu ptfiznakd, jejich hlavnim
cilem piasobeni jsou jatra. V hepatocytech dochazi k naruSeni cytoskeletu v disledku inhibice
proteinfosfatdzy 1 a 2A, ¢imz dochazi k masivni jaterni hemoragii. Pfijem microcystini do
jaternich buné€k probiha prostfednictvim pifenasecii Zlucového transportniho systému (Chong

et al. 2002). Uginky microcystinti miize antagonizovat nékolik inhibitorti pifjmu. Nejucinngjsi
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znich je ATB rifampin, ktery chrdni mysi a potkany proti letalit¢ vyvolané microcystinem,
kdyz je jim podavan profylakticky a v nékterych piipadech 1 terapeuticky. Novéjsi
experimenty ukazaly, ze microcystiny mohou fungovat jako promotory jaternich nadort
v extrémné malych mnozstvich. Microcystin-LR byl v roce 2006 zatazen Mezinarodni
agenturou pro vyzkum rakoviny do skupiny 2B (mozny karcinogen pro ¢lovéka) (Pumann et

al. 2008).
Nodularin

Tento cyklicky pentapeptid poprvé izolovany ze sinice Nodularia spumigena Mertens ex
Bornet et Flahault ma podobné sloZeni i hepatotoxicky efekt jako microcystin, ale je velmi
pravdépodobné, ze se na jeho toxicite podili také schopnost vytvaiet pory v lipidické
dvojvrstvé (Patocka 2001). Strukturu nodularinu je mozné odvodit z obecného vzorce
microcystinu vynechdnim tii aminokyselin v pozicich 1, 2 a 7 (obr. 1). Aminokyseliny
vpozici 6 a 3 jsou spojeny dehydrobutyrinem, ktery se v microcystinech nevyskytuje
(Reinhart et. al. 1988). Podobny je taktéz biologicky ucinek téchto hepatotoxinil, kterym je

inhibice regula¢nich enzymi proteinfosfataz.

A B

Obr. 1: Strukturni vzorec hepatotoxinii. A — microcystin-LR, B — nodularin-R.

Neurotoxiny

Z chemického hlediska se jedné predevsim o alkaloidy. Produkuji je zejména planktonni rody
Anabaena, Aphanizomenon a Planktothrix a dale také narostové sinice rodu Oscillatoria
a Phormidium (Pumann et al. 2008). Jsou zodpovédné za mnoho smrtelnych otrav ptaka
asavcl (Stewart et al. 2008). Prekvapujici bylo zjisténi, Ze sinice mohou produkovat

aminokyselinu [3-N-methylamino-L-alanin (BMAA). Existuje souvislost mezi touto



slouceninou a vyskytem neurodegenerativnich onemocnéni jako jsou Alzheimerova nebo

Parkinsonova choroba (Cox et al. 2005).

Anatoxiny

Do této skupiny alkaloidl fadime tii slouCeniny — anatoxin-a, homoanatoxin-a, anatoxin-a(s).

Homoanatoxin-a byl nejprve pfipraven synteticky (Yoshizawa et. al. 1990) a poté teprve
nalezen v pfirodé¢ avyizolovan ze sinice Phormidium formosum (Bory ex Gomont)
Anagnostidis et Komarek (dfive Oscillatoria formosa) (Skulberg et. al. 1992). Jeho
intraperitonealni LDsy pro mysi je 250 ug na kilogram vahy. Letdlni davka vede k rychlé
paralyze téla, kiecim a zastavé dechu. Anatoxin-a produkuji sinicové rody Cylindrospermum,
Phormidium a je strukturdlnim analogem kokainu a neurotransmiteru acetylcholinu (Cronberg
et Annadotter 2006). Uto&i na nervové synapse a neni proti nému protilatka. P¥iznaky otravy
jsou svalové spazmy, dychavicnost a kieCe. Smrt respiratnim selhdnim nastavd béhem
nekolika minut az hodin, zavisi na druhu sinice a davce (Carmichael 1994). Intraperitoneédlni
LDs, pro mysi je 50-250 pg na kilogram vahy a doba pfeziti je 4 az 7 minut (Carmichael et
Gorham 1978).

Saxitoxiny

Skupina alkaloidl je zndma také jako PSPs (Paralytic Shellfish Poisons), nebot’ se kumuluji
v moftskych organismech a mohou zpiisobit otravu pfi jejich konzumaci (Daranas et al. 2000).
Symptomy otravy zahrnuji nepravidelné dychani, ztratu koordinace, nervové zaskuby a smrt
selhanim dechu (Carmichael 1994). Intraperitonealni LDs, pro mysi je 10-30 ug na kilogram
vahy (Codd et al. 2005).

Cytotoxiny

Tyto latky inhibuji ¢i ptisobi letalné na Zivo&isné buiiky. Casto vykazuji také antibakterialni,
fungicidni, algicidni ¢i antimykotickou aktivitu (Kreitlow et al. 1999, Soltani et al. 2005,
Aboal 2007). Jednd se o velmi rtiznorodou skupinu latek co do chemické struktury i jejiho

plsobeni na bunky.

Cylindrospermopsin

Jedna se o polycyklicky derivat uracilu obsahujici guanidinovou a sulfatovou skupinu. Je
produkovan hlavné¢ planktonni invazivni sinici  Cylindrospermopsis  raciborskii

(Woloszynska) Seenayya et Subba Raju pochdzejici z teplych oblasti (Vigueredo et al. 2007,
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Kastovsky in prep.). V jeji evropské populaci vSak toxicita dosud potvrzena nebyla. V Evropé
je za produkci cylidrospermopsinu zodpovédny rod Aphanizomenon (hlavné A. gracile)
(Pumann et al. 2008). Mechanismus jeho pusobeni spoCivd v inhibici proteosyntézy v
hepatocytech, hromadéni tukovych kapének, proliferaci membran a nésledné bunécné smrti.
Pii vystaveni myS$i subakutni koncentraci (naptiklad zpitné vody) byl zjistén vyvoj
abnormalnich Cervenych krvinek — tzv. akantocyti (Reisner et al. 2004). Pasobi jaterni a

ledvinové poskozeni. LDs, pro mysi je 200 ug na kilogram vahy.

Cryptophyciny

Cryptophyciny jsou latky fadici se mezi depsipeptidy, tedy slouceniny, kde jsou jednotlivé
aminokyseliny vzdjemné vazany jak peptidovou tak esterovou vazbou. Jednd se o velice
aktivni cytotoxické slouceniny, jejichz hodnoty ICs, (koncentrace, ktera zptisobi pokles
viability o 50 %) se pohybuji v nanomolarnich koncentracich. Cryptophyciny jsou
produkovany zejména sinicovym rodem Nostoc a dodnes bylo izolovano nékolik desitek

analogl (Trimurtulu et al. 1994).

Nostopeptolidy

Ze stejného kmene jako cryptophyciny (Nostoc sp. GVS 224) byly také izolovany
nostopeptolidy Al, A2 a A3, cyklické peptidy, vykazujici téz cytotoxickou aktivitu. Kromé

cytotoxicity vSak vykazuji také antifungélni aktivitu a jsou inhibitory proteaz (Golakoti et al.

2000). O molekularnim mechanismu jejich u€inki zatim neni moc znamo.

Tolytoxin

Poprvé byl tento silny fungicid a cytotoxin izolovan roku 1977 ze sinice Tolypothrix
conglutinata var. colorata Ghose. Pozd&ji se ukézalo, ze se po chemické strance jedna
0 6-hydroxy-7-0-methylscytophycin B a patii tedy do velké skupiny makrolaktonii nazvanych
scytophyciny. Po cryptophycinu se jednd o druhy nejaktivnéjsi cytotoxin s hodnotou ICs,
pohybujici se mezi 0,52-8,4 nM pro riizné typy bunécénych linii (Patterson & Carmeli 1992).
Jeho efekt spociva v zablokovani syntézy aktinovych vldken a nasledné destrukci bunky

(Patterson et al. 1993). Dalsi zastupci skupiny scytophycind, Scytophyciny A-E, byly

postupné izolovany z kment BC-1-2 a ATCC53141 ptdni sinice Scytonema pseudohofmanni
Bharadwaja. Nejvice toxické se ukdzaly byt scytophycin A a B, které vykazuji velmi silny

efekt proti lidskym rakovinnym buiikdm nosohltanu (Carmeli et al. 1990).



Dalsi cytotoxiny

Mezi dalsi klinicky zajimavé cytotoxiny patii tubecidin izolovany ze sinice Tolypothrix
byssoidea (C. Agardh) Kirchner, ktery je inhibitorem syntézy DNA (Barchi et al. 1983), a
také pahayokolid A izolovany z Lyngbya sp., ktery je ucinny proti Sirokému spektru
nadorovych linii a také mé antibakterialni G€inky (Berry et al. 2004).

Dermatotoxiny

Jednd se o skupinu toxini produkovanych sinicovymi rody Lyngbya, Oscillatoria
a Schizothrix. Vyvolavaji alergické reakce, kontaktni dermatitidy, podrazdéni sliznic a zanéty
spojivek. Pfi polknuti mohou vyvolat zanéty travicitho traktu a priymy. Funguji
pravdépodobné také jako pre-karcinogeny (MarSalkova & Marsalek 2006). Indolovy alkaloid

lyngbyatoxin a a polyacetaty aplysiatoxin a debromoaplysiatoxin (Fujiki et al. 1983) jsou

metabolity brakické a motské invazivni sinice Lyngbya majuscula Harvey ex Gomont, kterd
je celosvétové rozSifena v tropickém a subtropickém pasu (Cardellina et al. 1979).
Debromoaplasiatoxin byl také mnalezen wu Schizothrix calcicola (Agardh) Gomont
a Oscillatoria nigro-viridis Thwaites (Cronberg & Annadotter 2006). Jedna se o nadorové
promotory, vazici se na receptory forbolesteru, coz vede k aktivaci proteinkinazy C. Mohou
urychlovat transformaci bunék a stimulovat DNA syntézu in vitro (Patocka 2001). LDs

pro lyngbyatoxin-a je 250 pg/kg (Cronberg & Annadotter 2006).

Endotoxiny — LPS (Lipopolysacharidy)

Poprvé byly popsany R. Pfeifferem v roce 1892 z Vibrio cholerae. Jsou to termostabilni
slouceniny obsazené v membrandch vSech gramnegativnich bakterii, tedy i1 sinic (Cronberg
& Annadotter 2006). Bézné byvaji LPS udavany jako mozna piiCina fady zdravotnich
problémil (vyrazky, gastrointestinalni problémy, dychaci obtize, horecky, alergie), Stewart
etal. se vSak domnivaji, ze LPS sinic jsou zodpovédné jen za respirani problémy pfi
vdechovani aerosolu obsahujiciho sinice (Stewart et al. 2006). V toxicité LPS z jednotlivych
zkoumanych sinic byly zjistény velké rozdily. Nejvétsi toxicitu vykazovala ptirodni populace

Aphanizomenon sp. (Bernardova et al. 2008).



1.3 Farmaceutické vyuziti cytotoxint

Neurotoxické alkaloidy

Pfes svoji toxickou podstatu jsou anatoxin-a a homoanatoxin-a velmi perspektivni
ve farmacii. Vyzkum je zaméfen zejména na vyvoj novych 1ékd, jejichZ ucinnou latkou by
byly syntetické analogy anatoxinu-a. Ty by mohly fungovat jako ndhrada acetylcholinu
v 1é¢bé Alzheimerovy choroby, neurodegenerativniho onemocnéni, pfi kterém nejsou neurony
samy schopny acetylcholin produkovat (Patocka 2001). Saxitoxiny ptedstavuji dalsi skupinu
latek potencidlné pouzitelnych pii 1é€bé neurologickych onemocnéni. Zejména pak skupina
saxitoxini nazyvand LWTX izolavana z bentické sinice Plectonema wollei Forlow
ex Gomont (diive Lyngbya wollei) vykazuje slibné biologické aktivity. Saxitoxiny blokuji
prenos nervového vzruchu navazanim na Na® kanal v axonech nervovych bunék. U¢inek je
dobte prostudovan na molekularni trovni, ale pro praktické vyuziti ve farmacii je tieba jesté

mnohé objasnit (Patocka 2001, Cronberg et Annadotter 2006).

Cryptophycin

Jednim z nejslibnéjSich sinicovych toxinii co se tyCe farmaceutické vyuzitelnosti je
depsipeptid cryptophycin a jeho strukturni varianty. Jednim z nadéjnych kandidati pro
klinické vyuziti je cryptophycin A obsahujici ve své struktuie epoxidovou funkéni skupinu.
Byl izolovan z terestrické sinice Nostoc sp. GSV 224 (Trimurtulu et al. 1994). Dale je pro
svlyj silny efekt a lepsi stabilitu diky gem-dimethyl substituentim na C6 klinicky testovan
synteticky analog cryptophycin-52. Podobné jako vSechny varianty cryptophycinii se
cryptophycin-52 selektivné vaZze na konce mikrotubulli. Tim se v G2-M féazi pferusuje
bunécny cyklus a nasleduje apoptéoza buiky (Smith 1994). Obrovskou vyhodou této
slouCeniny je protinddorova aktivita proti nékterym liniim vykazujici rezistenci vaci

komer¢nim cytostatikiim (Al-awar et al. 2004).

1.4 Farmaceuticky perspektivni bentické sinice
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Lyngbya

Rod Lyngbya je vyznamnym producentem fady sekundarnich metaboliti zkoumanych pro
farmaceutické ucely. Vyjma kmenl izolovanych ze sinice druhu Lyngbya wollei byly

nalezeny dal$i kmeny s vyznamnou bioaktivitou. Ze sinice Lyngbya sp. byly vyizolovany

¢tyfi cyklické undekapeptidy — lyngbyazothrin A-D s antimikrobidlnim ucinkem. Smés
lyngbyazothrinu A a B vykézala jen nizkou antimikrobidlni aktivitu vaci Micrococcus flavus,
zatimco smés lyngbyazothrinu C a D byla aktivni vici Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens (Zainuddin et al. 2009). Z Lyngbya
majuscula a Lyngbya sordida Gomont ex Gomont byl izolovan apratoxin D vykazujici in
vitro toxicitu vaci buitkam lidské rakoviny plic (H-460) s ICsy 2,6 uM. Apratoxin A indukuje
zastavu bunécného cyklu v G, fazi, coz vede k apoptoze. Jeho analogy byly uméle
syntetizovany (Gutiérrez et al. 2008). Dalsi bioaktivni latkou izolovanou ze sinice Lyngbya

sp. z Everglades na Florid¢ je pahayokolid A. Byla u n¢j prokazéna schopnost inhibovat

bunécné linie nékolika typti adenokarcinomu: plic (H460), ledvin (A498), vajecnikti (SK-OV-
3) a také bunky lymfoidni leukémie (CEM) (Berry et al. 2004).

Phormidium

Dal$im nad&jnym sinicovym rodem se zda byt rod Phormidium. Z in vitro testi bylo zjiSténo,
ze dvé lidské nadorové bunécné linie (A2058 a RD burky) reagovaly citlivé na médium,
ve kterém rostlo Phormidium molle Gomont. To vSak pro normalni lidské buiky (FL linie)
toxické nebylo, coz by ukazovalo na selektivni protinddorovou aktivitu nékteré z latek
obsazené v tomto kmeni (Teneva et. al. 2005). Pfi hledani protinddorovych promotora bylo
také studovano Phormidium tenue (Agardh ex Gomont) Anagnostidis et Komarek (dle
souCasn¢ taxonomie Phormidium tergestinum (Kiitzing) Anagnostidis et Komarek), které
obsahovalo digalaktosyl diacylglycerol (DGDG). Byl zjistén inhibi¢ni efekt téchto latek na
dvé stadia rakoviny klize u mysi, u kterych byly ptedem vyvolany papilomy (Tokuda et al.
1996).

Schizothrix



Vyzkumny program v Panamé zabyvajici se hleddnim novych 1ékli na parazitarni onemocnéni
provedl screening 60 kmenii mofskych sinic, zda néktery z jejich sekundarnich metaboliti
nebude mit antimalarické uc¢inky. Ukézalo se, ze druh Schizothrix vykazuje silny
antimalaricky G¢inek proti kmenu Plasmodium falciparum W2 rezistentnimu vic¢i komerénim
antimalarikiim s ucinnou latkou chloroquinem. Aktivni latkou obsazenou v tomto kmeni je
linearni peptid gallinamid A, vykazujici aktivitu také proti Leishmania donovani (Linington
et al. 2009).

Fischerella

Ze sinice Fischerella ambigua (Négeli) Gomont byla mimo jiné izolovana latka ambigol C
(3,5-bis(2,4-dichlorofenoxy)-2,6-dichlorofenol), kterd vykazovala mirnou aktivitu proti
Trypanosoma rhodesiense a stejné jako ambigol A byla aktivni vici Bacillus megaterium.
Ambigol A také vykazoval aktivitu proti Trypanosoma cruzi, T. rhodesiense, Plasmodium
falciparum a Mycobacterium tuberculosis, pravdépodobné protoze je celkové cytotoxicky.
Naproti tomu u ambigolu C, ktery neni cytotoxicky, byl zjistén slaby ucinek proti plasmodiim
a trypanosomam, a tak mize byt vhodnym kandidatem pro chemické modifikace a nasledné
vyuziti v medicing. Antibakterialni ptisobeni ambigolu C bylo srovnatelné se streptomycinem
(Wright et al. 2005). Se stejného druhu byly izolovany také indolové alkaloidy,

isonitrily K a M, které vykazovaly silnou aktivitu proti Mycobacterium tuberculosis (MIC

6,6 a 7,5 uM). Isonitril ambiguinu A vykazoval nejsilnéjsi aktivitu proti Bacillus anthracis
(MIC 1,0 uM). Tyto slibné vlastnosti vedly ke snaham o jeho syntézu (Mo et al. 2009).

Nostoc

Rod Nostoc je znamym producentem fady sekundarnich metabolitli. Vyjma cytotoxické
aktivity, kterd je nachazena zhruba u jedné tfetiny kmenti (Piccardi et al 2000, Hrouzek et al.
in press), je u extraktil téchto pidnich sinic dokazana inhibice protedz, antifungélni aktivita a
téz virostatické tcinky (Kniibel et al. 1990, Kiyama et al. 1998, Golakoti 2000). Cyanovirin
izolovany ze sinice Nostoc ellipsosporum Gardner ma anti-HIV 0¢inky kvili mnohocetné

vazbé na manosové oligosacharidy virové kapsule, procez je nadéjnym kandidatem na blokaci

pfenosu viru mezi buikami (Zainuddin 2007). Cryptophyciny jsou skupinou 16
makrolidovych antimitotickych agens izolovanych z kment Nostoc sp. GSV 224 a Nostoc sp.

ATCC53789 (Biondi et al. 2004).



Symploca

Dolastatin 10 byl pivodné izolovan z moiského plze Dolabella auricularia, do kterého se
ziejme dostava s potravou. Pravym producentem této slouCeniny je sinice Symploca sp.
Chemicky ptibuzny analog symplostatin 1 byl izolovan ze sinice S. hypnoides Kiitzing.

Symplostatin 1 i dolastin 10 jsou mikrotubulové inhibitory. Antitumorova aktivita

symplostatinu 1 in vivo u mysi byla prokdzana proti rakoviné prsu a tlustého stfeva

rezistentnim k béznym Iékim. Symplostatin 1 je vSak také velice toxicky (Luesch et al. 2001).

1.5 Dopady sinicovych toxint na zdravi lidi a zvirat

Planktonni sinice

vvvvvv

ktery je velkym problémem vodarenskych nadrzi a mize byt viditelny 1 pouhym okem. Mezi
nejbeéznéjsi zastupce patii zejména rody Microcystis, Anabaena a Aphanizomenon. Zpravy
o sinicové toxicit¢ vodnich kvétl se objevuji hlavné¢ béhem poslednich ne€kolika dekad, ale
prvni zdokumentovany piipad akutni sinicové otravy pochazi jiz z roku 1878, kdy australsky
prirodovédec a chemik G. Francis popsal thyn domacich zvifat (Cronberg et Annadotter
2006). Sinice zpusobuji akutni nebo chronické problémy u lidi a fatalni otravy u Zivocichi
(Skulberg et al. 1984, Carmichael 1992, 1994). V Ceské republice je v upravené pitné vodé ze
sinicovych toxinl sledovan pouze nejcastéji se vyskytujici toxin - microcystin LR, ktery ale
tvofi jen asi polovinu koncentrace vSech ptitomnych microcystint. Také je tfeba si uvédomit,
ze nejvice studované sinicové toxiny microcystiny jsou pouze jednou skupinou z né€kolika
stovek cyanotoxinli (Marsalkova & Marsélek 2006). Velky problém ovSem nastava v suchych
oblastech zavislych na eutrofizovanych vodnich zdrojich, které nemaji moderni vodarenské
technologie — napt. Afrika (Cronberg & Annadotter 2006, Aboal 2007). Chronicka expozice
dlouhodobym pitim vody obsahujici cyanotoxiny miize vyvolat rakovinu tlustého stfeva
(Zhou et al. 2000). Jsou téz znamy piipady otrav koncici nekdy az smrti, kdy k pitipravé

roztoku pro hemodialyzu byla pouzita vodovodni voda obsahujici cyanotoxiny.
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V roce 1996 doslo vnemocnici v brazilském mésté¢ Caruaru k vypuknuti hepatitidy
u 131 hemodialyzovanych pacientd. Dal§imi symptomy byla maléatnost, zvraceni, zavratg,
horecka, bolest hlavy a huceni v usich. 100 pacientd mélo akutni jaterni selhani a 76 z nich
mu podlehlo. Laboratorni testy ukdzaly zvySeny obsah sérovych jaternich enzymd,
alkalinefosfatdz, bilirubinu a trigliceridu. Pitva potvrdila akutni toxickou hepatitidu,
zahrnujici nekrozu, apoptozu a infiltraci neutrofill. Ve vodé pouzité k hemodialyze byly
zjistény toxiny microcystiny a cylindrospermopsin, stejn¢ jako v séru jaterni tkan¢ zemielych
pacientli (Carmichael et al. 2001). K podobnému piipadu doslo jiz roku 1975
ve Washingtonu, zde vSak nebyl pfimo prokazan vliv sinic. U 23 ze 79 hemodialyzovanych
pacientll se vyskytly hore¢naté reakce. Ve vodovodni vodé pouzit¢ na hemodialyzu byla

zjisténa vysoka koncentrace endotoxinti (Hindman 1975).

Ohledné zdravotnich rizik spojenych s koupanim ve vodé obsahujici vodni kvéty sinic
je tieba v prvni fad€ fici, Ze vétSina zdravotnich obtiZi ma mirny priibéh a proto neni nalezité
zdokumentovéna v odborné literatufe (Pumann et. al. 2008). Jediny zndmy piipad umrti
pravdépodobné spojeny s koupanim ve vodé zamotené sinicemi se stal roku 2002 v USA, kdy
chlapec zemfel na akutni selhani srdce 48 hodin po koupani v rybnicku na golfovém hiisti se
silnym sinicovym vodnim kvétem. V jeho Zaludku a krvi byl néasledné zji§tén anatoxin-a
(Stewart et. al. 2006). Zavazné zdravotni obtize, zahrnujici rizné gastrointestinalni potize,
puchyie na rtech a bolesti v krku, se vyskytly u 20 vojakt, kteti trénovali plavani a jizdu na
kanoi ve vodé s vysokym obsahem sinic rodu Microcystis. Dva z nich byli hospitalizovani

s pneumonii (Chorus & Bartram 1999).

Australska studie z roku 2004 prokéazala celkové zhorSeni zdravotniho stavu jedinct,
kteti se koupali ve vodé s vysokym vyskytem sinicového vodniho kvétu. Po dvou dnech
od expozice nebyl rozdil mezi pokusnou a kontrolni skupinou, po sedmi dnech vSak pokusna
skupina vykazovala celkové zhorSeni zdravotniho stavu — prijjem, zvraceni, vyrazky, ptiznaky
podobné chiipce, viedy na ustech, podrazdéni o¢i a usi. Ugastnici byly po rtiznou dobu
vystaveni riznym koncentracim sinic. Lidé vystaveni koncentraci vyssi nez 5000 b/ml
po dobu delsi nez jednu hodinu méli prokazatelné vyssi vyskyt téchto symptomi nez

kontrolni skupina (Pilotto et. al. 1997).

Klinicka studie na dobrovolnicich pomoci tzv. néaplastovych testli zkoumala koZni
citlivost jedinct viéi sinicim. Z testovanych vzorkl Microcystis aeruginosa Kiitzing, M. flos-
aquae (Wittrock) Kirchner a smésny vzorek M. aeruginosa a Aphanizomenon flos-aquae

Ralfs ex Bornet et Flahault vykazovaly vSechny pozitivni reakci v jednotkach procent (Bilek
11



1976). V jiné studii vSak ucastnici vykazovali kozni reakce i na zelené vlaknité fasy rodu
Spirogyra a Mougeoutia (Michl 1990), tudiz se spiSe nez o toxicitu jedna pii koznim kontaktu
o alergickou reakci.

Cetné piipady otrav zvifat po poziti vody obsahujici planktonni sinice, vedouci
neziidka 1 k jejich smrti, shrnul ve své praci Stewartiv vyzkumny tym (Stewart et. al. 2008).
Potvrzuje tak hepatotoxicky uc¢inek vodnich kvéth prokazany ptitomnosti sinic a jejich toxind

v Zaludcich uhynulych zvifat.

Bentické sinice

Sezonné se na hladiné ve vétsi mife mohou objevit i od podkladu odtrzené povlaky
bentickych sinic tzv. ,;mats* (Pumann et. al. 2008), které tvoii zvlasté v rybnicich a mensich
vodnich télesech nezanedbatelnou biomasu. Tyto vodni plochy sice neplni v naSich
podminkach primarni funkci zdroju pitné vody a toxiny v ni obsazené maji na ¢lovéka vliv
spiSe minimalni (napf. alergické reakce po koupdni), mohou vSak byt nebezpecné
organismum, které v této vod¢ ziji, a zvifatim, kterd ji piji (Krienitz et al. 2003, Wood et al.
2007, Stewart et al. 2008). Toxicita bentickych sinic byla mnohokrat prokézana, a¢ je této

problematice vénovana daleko mens$i pozornost, nez vodnim kvétim. Toxiny prokdzané u

jednotlivych druhti bentickych sinic shrnuje tab. 1.

Nejedna studie také doklada souvislost mezi thynem zvifat a pfitomnosti bentickych
sinic.

Naptiklad microcystiny, jak ve volné vodé¢ tak intraceluldrni, byly zjistény v nadrzich
a fekach bez ptitomnosti vodniho kvétu, kde dominovaly bentické sinice fadit Oscillatoriales

a Nostocales (Aboal 2007).

Je znam ptipad smrti 15 psi na Novém Zélandu, ktefi pfiSli do kontaktu s vodou
z Hutt River, ktera obsahovala tlusté povlaky bentickych sinic. Vzorky ze zaludku jednoho
z psu a sinicové ,,kolace byly podrobeny analyze na pfitomnost toxinti. Pomoci LC-MS byla
zjisténa pritomnost neurotoxinll anatoxin-a a homoanatoxin-a a jejich degrada¢nich produkti
dihydro-anatoxin-a a dihydro-homoanatoxin-a. Sinice byly na zéklad¢ genetické analyzy
nejpodobnéjsi druhu Phormidium autumnale (Agardh) Trevisan ex Gomont (Wood et. al.

2007).
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Studiu toxicity byly podrobeny i dalsi druhy rodu Phormidium — Ph. molle Gomont,
Ph. papyraceum Gomont ex Gomont, Ph. uncinatum Gomont ex Gomont, Ph. autumnale
ataké Leptolyngbya bijugata (Kongisser) Anagnostidis et Komarek (dfive Ph. bijugatum).
U pokusnych mysi byl prokdzan ubytek hmotnosti a také neuro- a hepatotoxicky syndrom.
Leptolyngbya bijugata vedla dokonce ke smrti pokusného zvitete. Velmi nizkd koncentrace
saxitoxinu a microcystinu potvrzena pomoci ELISA neni dostatecnym vysvétlenim této

toxicity (Teneva et. al. 2005).

Taktéz byla potvrzena toxicita sinicovych mats tvotenych Phormidium aff. formosum
z Torrens Lake v australském mésté Adelaide a Phormidium aff. amoenum Kiitzing

ex Anagnostidis et Komarek z nadrze Myponga na jihu Australie (Baker et al. 2001).

Toxicitu bentickych sinic podporuji i ndlezy z horkych pramend v Keni, kde doslo
k masovému uhynu plamendktt malych. Zde byla zjiSténa piitomnost microcystinu
a anatoxinu-a v sinicovych mats, kde dominovaly sinice Phormidium terebriforme (Agardh
ex Gomont) Anagnostidis & Komarek, Phormidium willei (Gardner) Anagnostidis
et Komarek (diive Oscillatoria willei), Spirulina subsalsa Oersted ex Gomont
a Synechococcus bigranulatus Skuja. Tyto toxiny a také ulomky sinicovych vldken byly

nalezeny i v Zaludcich mrtvych plamendkt a v trusu (Krienitz et al. 2003).

Pfitomnost microcystinu-LR a nodularinu v bentickych mats také potvrzuje studie
provedena v mélkych antarktickych sladkovodnich tlinich, kde byly nalezeny sinice tada
Oscillatoriales: Geitlerinema deflexum (West et West) Anagnostidis (dfive Phormidium
deflexum), Leptolyngbya frigida (Fritsch) Anagnostidis et Komarek, Pseudanabaena sp.,
Ph. pseudopriestleyi (West et West) Anagnostidis et Komarek, Ph. autumnale, Ph. murrayi
(West et West) Anagnostistidis et Komarek, Oscillatoria koettlitzii Fritsch (diive
Ph. koettlitzii), Oscillatoria subproboscidea West & West (diive Ph. subproboscideum) a
Nostocales - Nodularia sp. a Nostoc sp. (Hitzfeld et al. 2000).

Dalsi nélez toxickych sinicovych mats obsahujicich microcystin byl zaznamenan
z ledovcovych jezer ve Svycarskych Alpach, kterd maji nizky obsah Zivin a také vodivost
(4 — 10 puS/cm). Narosty na dné¢ a ponofenych kamenech byly tvofeny hlavné sinicemi
Oscillatoria limosa Agardh ex Gomont, Phormidium konstantinosum (=Oscillatoria tenuis
Agardh ex Gomont) a Tychonema granulatum (= Oscillatoria granulata Gardner) (Mez et al.
1998). Ve Svycarsku byl také zaznamenan thyn dobytka, ktery pil z horskych jezer

obsahujicich mats tvotenych Oscillatoria limosa (Mez et al. 1997).
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Jsou znadmy i ptipady otrav lidi po konzumaci masa motiskych zelv obsahujiciho
lyngbyatoxin-a produkovany sinici Lyngbya majuscula. Ptiznaky zahrnovaly zanéty jazyka
a ustnich sliznic, problémy pii polykani, akutni gastritidu, tachykardii, bolesti hlavy, zavraté,
horecku, dechové obtize. Tato sinice taktéz zplsobuje dermatitidy zvané ,,seaweed itch®
(Cronberg & Annadotter 2006). Sinicovymi toxiny mohou byt taktéz kontaminovany musle

a ryby, coZ mivé za nasledek otravy jejich konzumenti (Patocka 2006).

Tab. 1: Prehled bentickych sinic a jejich toxinii. (Upraveno z Cronberg & Annadotter 2006 a
Funari & Testai 2008)

sinice toxin

Cylindrospermum sp. neurotoxiny, anatoxin-a

Gloeotrichia echinulata neurotoxiny, hepatotoxiny

Nostoc linckia microcystin

Nostoc paludosum microcystiny

Nostoc riwlare microcystiny

Fisherella epiphytica neurotoxiny, hepatotoxiny

Hapalosiphon hibericus microcystiny

Hapalosiphon fontinalis neurotoxiny, hepatotoxiny

Scytonema mirabile dermatotoxiny

Scytonema ocellatum scytophycin

Scytonema pseudohofmannii

scytophycin

Lyngbya aerugineo-coerulea

neurotoxiny, hepatotoxiny, saxitoxin a microcystin

Lyngbya majuscula

neurotoxiny, lyngbyatoxin-a, debromoaplysiatoxin, aplysiatoxin

Lyngbya wollei (nyni Plectonema wollei)

PSP-toxiny

Phormidium formosum

microcystiny, homoanatoxin-a

Oscillatoria nigro-viridis

debromoaplysiatoxin, oscillatoxin-a

V resersi jsou pouzity soucasné nazvy sinic podle klice Komarek & Anagnostidis 2005.

Pokud byl v pouzité literatufe uveden stary nazev, uvadim jej pro Gplnost v zavorce.

1.6 Cile prace

Cilem této prace bylo ovéfit cytotoxicitu vybranych kment bentickych a narostovych sinic,

presnéji specifikovat posSkozeni bunék pomoci specifickych cytologickych testli a pokusit se

urcit aktivni latky.
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2. Metodika

Izolace a kultivace sinic

15



Celkem bylo testovano 14 kment bentickych sinic: 9 kment bylo ziskdno z oficialnich sbirek
a 5 bylo vyizolovéano pro ucely této prace. Piivody kment a informace o jejich izolaci jsou
shrnuty v tab. 2.

Sinice byly izolovany na agarovych plotnach za pouziti média BG 11. Kultivace
dostatecné biomasy pro testy toxicity probihaly na tekutém médiu BG 11 za stalé teploty

(28°C) a permanentniho osvétleni ve sklenénych valcich probublavanych vzduchem

obohacenym 1,7% CO, po dobu 15-20 dni.

Tab. 2: Prehled testovanych kmenu bentickych sinic, informace o jejich pivodu a izolaci

kmen odborny nazev, autor biotop lokalita vyizoloval sbirka
Phormidium  chalybeum
(Mertens ex Gomont) Kwétné jezero - Podivin
JM 91/06 Anagnostidis et Komarek bentos jezera (Ceska republika) K. Skacelova (2006) Mastni izolat
Phormidium formosum ( Bory ex
Gomont) Anagnostidis et RGZenin lom - Bmo (Ceska
R.Lom Komarek bentos republika) K. Skacelova (2006) Mastni izolat
Sloup Phormidium  sp. bentos rybnika Sloup (Ceska republika) K. Skacelova (2006) Mastni izolat
teply pramen u jezera Van
FISH Fisherella sp. periphyton horkého pramene (Turecko) V. Kasalicky
Groden at Voslapp -
SAG34.91 Nostoc caeruleumn  Lyngbye bentos rybnika Wilhelmshaven (Némecko) D. Mollenhauer (1983) SAG
Rambouillet, Etang de la Tour
SAG59.79 Nostoc caeruleumn  Lyngbye bentos jezera (Francie) M. Tassigny (1965) SAG
Nostoc pruniforme  (Linné) Schohsee - Plon/Holstein
SAG61.79 Agardh bentos jezera (Némecko) D. Mollenhauer (1964) SAG
167 Leptolyngbya sp. bentos malé nadrze (Rusko) neuvedeno CALU
168 Phormidium  sp. bentos malé nadrze (Rusko) neuvedeno CALU
narost na submerzni vegetaci Maly Knapr - Ziv (Ceska
CY OM Cylindrospermum  sp. rybnika republika) P. Hrouzek (2004 )
HINDAK Nodularia moravica Hindak, Fraum Ghl - Podivin (Ceska
2000/17 Smarda et Komarek periphyton republika) F. Hindak (2000) CCALA (797)
Anabaena cf. oscillarioides Bory
HINDAK de Saint-Vincent ex Bornet et South Indian Lakes -
1984/43 Flahault periphyton \Winnipeg (Kanada) F. Hindak (1984) CCALA (002)
periphyton kamenitého biehu é
LC27S01 Nostoc sp. jezera Alberta (Kanada) (2001) ISE CNR
Nostoc calcicola Brébisson ex \vodopady Busra - Mondulkiri
101 Bornet et Flahault periphyton feky (Kambodza) P. Hrouzek (2005) MBU AVCR

Lyofilizace a extrakce

Biomasa byla sklizena odstiedénim (3500 rpm, 15 min.). Sklizend biomasa byla zmrazena

v hlubokomrazicim boxu (-80°C) a zlyofilizovana.

200 pg lyofilizované sinicové biomasy bylo dezintegrovano v tfeci misce za pouziti motského
pisku a 3 ml 70% methanolu. Rozdrcena biomasa byla za pomoci dalSich 7 ml methanolu
kvantitativné pievedena do zkumavky a extrahovana po dobu jedné hodiny v temném

prosttedi. Poté byly zkumavky stoceny pii 4500 RPM po dobu 15 minut.

Supernatant byl ptfeveden mikropipetou do odparné baiiky o objemu 50 ml a odpatren
na vakuové odparce. Suchy extrakt byl rozpustén v 1 ml 70% methanolu, aby vysledna

koncentrace ziskaného extraktu byla 200 pg lyofilizované susiny na 1 ml methanolu.Vzniklé
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precipitaty byly rozpustény za pomoci ultrazvuku. Extrakty byly uchovavany ve vialkach

0 objemu 2 ml v mrazicim boxu.

Kultivace bunécné linie Hel a a pfiprava experimentu

Testy toxicity byly provadény na adherentni bunécné linii HeLa lidské rakoviny d€lozniho
¢ipku. Kultura byla ziskéna z laboratofe imunologie Parazitologického ustavu AVCR. Buiiky
byly sterilné¢ kultivovany v inkubatoru za stalé teploty 37°C a vysoké relativni vlhkosti. Ke
kultivaci bylo pouzivano médium RPMI-1640 (Martin 1994) s ptidavkem 5% kravského
fetalntho séra, 1% L-glutaminu, 1% smési antibiottk a antimykotik (Sigma

A-7292) a 0,1% 50nM merkaptoethanolu. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o adhezivni
bunécnou linii, pasaz byla provadéna oplachovanim sterilnim PBS a naslednou trypsinizaci

kazdé 3 dny.

Test toxicity (MTT test)

Testovani cytotoxicity extrakti bylo provadéno pomoci MTT testu (Mosmann 1983). Metoda
spociva v redukci zluté tetrazolinové soli

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid] na nerozpustné fialové
krystalky formazanu, ke které dochazi na mitochondridlni membrané Zivych bunék. Mnozstvi
formazanu tedy odpovida mnozstvi zivych metabolizujicich bun¢k a po spektrofotometrickém
odecteni hodnot je mozné z poméru testovacich a kontrolnich bun€k vypocitat vyslednou

viabilitu (Mosmann 1983).

Cytotoxicita byla testovana v sterilnich 96-jamkové mikrotitracnich destickach.
Do kazdé vngj$i jamky bylo napipetovano 250 ul deionizované vody, aby se omezilo
vypafovani z testovacich jamek a do vSech zbyvajicich po 200 pl suspenze bunék
o koncentraci pfiblizné 75 az 120 x 10° bunék na 1 ml. Panel byl 24 hodin inkubovan
v inkuba¢nim boxu (37°C, 4,5% CO.), aby buitky mohly naadherovat a nartist do dostate¢né

koncentrace.

Mezitim byly z extraktii, média a methanolu pfipraveny testovaci roztoky o takové
koncentraci, aby bylo pteneseno 10 pl extraktu na jamku a zarovenl koncentrace MeOH
v jamce neptesdhla 1%. Toho bylo docileno odpafenim extraktu pod dusikem a rozpusténim

v metanolu a nasledné¢ v médiu pro tkanové kultury.
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Do jamek obsahujicich suspenzi bun¢k byly napipetovany piipravené testovaci
roztoky vzdy v triplikatech tak, ze kazdy sloupec obsahoval tii testovaci jamky a tfi kontrolni.
Panel byl umistén do inkubatoru a bunky byly exponovany po dobu 24 hodin. Poté bylo
do kazdé jamky napipetovano 10 pl roztoku MTT o koncentraci 4mg MTT na 1 ml Hank's
solution, ktery byl pfedem piefiltrovan pifes bakteridlni filtr. Panel byl inkubovéan 4 hodiny

a nasledné stocen na centrifuze (3000 RPM, 15 min).

Z panelu byl odstranén supernatant a formazanové krystalky byly nasledné rozpustény

v 200 pl dimethylsulfoxidu na jamku.

Absorbance byla zméfena na spektrofotometru Tecan SUNRISE Elisa reader po
180 sekundach tfepani (pro dokonalé rozpusténi) ve vinovy délkach 590nm (hlavni) a 640nm

(referencni).

Po odecteni hodnot byly zprimérovany vzdy triplikdty pokusnych jamek a triplikaty
kontrol. Vyslednd hodnota cytotoxicity byla vypoctena jako pomér testovacich a kontrolnich

jamek a vyjadiena jako mira viability (pfipadné inhibice) bun¢k v procentech.

Analyza extrakti pomoci HPLC-MS

Slozeni sinicovych extraktii bylo analyzovdno pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie (dale HPLC-MS). Vzorek byl analyzovan za uZiti
reverzni faze (kolona: Zorbax C8, 5 um, 4,6 x 150 mm) za stabilni teploty 30°C a prutoku
mobilni faze 0,6 ml/min. Jako mobilni fadze byl pouzit gradient metanol/voda (30-
100 % MeOH beéhem 30 min., Smin 100% MeOH). Pro lepsi ionizaci byla do rozpoustédel
pfidana kyselina mravenci o koncentraci 0,1%. Chromatograf (Agilent 1100) byl propojen
s hmotnostnim spektrometrem (HP 1100 Agilent mass spectrometer s iontovou pasti

HP 100 MSD).

Ziskané chromatogramy (UV-chromatogram a Total-ion chromatogram) byly
analyzovany a ziskand data (UV-absorp¢ni spektra a molekularni hmotnosti) byly porovnany
sudaji zndmymi z literatury, zda se nejednd o néktery ze znadmych toxind. Vypoctem
pfitomnosti sodnych a draselnych aduktl bylo zjiStovana ptitomnost chemickych latek

v lokéalnich maximech chromatogramt — tzv. , peak*.

U vybranych latek byly analyzovany $tépy molekularniho iontu v MS2 a MS3 spektru

za ucelem zjisténi jejich struktury.
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Frakcionace za ucelem zji$téni aktivni latky

Na zaklad¢ predeslé HPLC-MS analyzy byla navrzena frakcionace kment vykazujicich

vysokou cytotoxicitu. Frakcionace probihala podle reten¢niho ¢asu, MS a UV zaznamu.

Frakce byly jimany do jednotlivych odparnych bané¢k, odpafeny a zakoncentrovany

na stejnou koncentraci, jakou mél plivodni extrakt.

Jednotlivé frakce byly opét otestovany pomoci MTT testu za Gcelem zjisténi aktivni

latky.

Imunofluorescencni mikroskopie (IFAT)

V Laboratofi bunécné imunologie Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy bylo provedeno
imunofluorescencéni znaceni jednotlivych bunéénych struktur (f-aktin, ¢asné a recyklujici
endozomy podilejici se na pfijmu transferinu, lysozomy a jadra) po vystaveni aktivnim
frakcim vybranych extraktli. Nasledné byla potfizena fotodokumentace monitorujici postupné
zmény bunéénych kompartmenti v rtiznych c¢asovych intervalech (mikroskop Cell-R,
Olympus). Inkubace bunék s extraktem v Casovém experimentu probihala po dobu 1, 5, 12

a 24 hodin. Kazdému ¢asu odpovidala jedna jamka s jednim krycim skli¢kem.

HeLa buiikky pouzivané k experimentu byly kultivovany na sterilnich podloZnich
skliccich vlozenych do 24-jamkovych kultivacnich desticek (Nunc, objem DMEM média
s 10 % FBS 2ml) .

Do kazdé testovaci jamky byl pfidan pfedem pfipraveny expozi¢ni roztok (aktivni
frakce rozpuSténa v40 pul MeOH a 180 pl kultivatniho média) v koncentraci 50 pl

expozi¢niho roztoku na 1 ml média s buitkami. Dvé jamky byly ponechany jako kontrolni.

Bunky s expozi¢nim roztokem byly po pozadovany cas kultivovany v CO, inkubatoru
za stalé teploty 37°C a vysoké relativni vlhkosti. Do kazdé jamky byly 15 min pied
ukoncenim inkubace s frakcemi pridany 2 pl fluorescencné znaceného transferinu (FITC,
EXBIO, vysledna koncentrace 5 mg/ml) pro testovani klatrinem-zprostfedkované endocytozy.
Poté bylo médium slito a reakce fixovana 3,7 % formaldehydem (3 ml na jamku) po dobu
20 minut. Po sliti formaldehydu byly jamky po dobu 5 minut tfikrat promyty PBS. Do kazdé
jamky bylo pfiddno 1 ml 0,25 % tritonu v PBS pro permeabilizaci buné¢né membréany. Po

5 minutach byl panel opét tfikrat promyt PBS. Nasledné bylo do kazd¢ jamky na 10 minut
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pfidano po 1 ml 2 % BSA (blokovéni). Poté byly v preparatech vizualizovany lysozomy
pomoci primarni protilatky proti molekule Lamp 1 (Santa Cruz, vyslednd koncentrace

5 ng/ml) po dobu 40 minut.

Panel byl pétkrat promyt PBS po dobu 15 minut. Znaceni bylo dokon¢eno pomoci
sekundéarni protilatky (Molecular Probes, GAM-647) a fluorescencné znaceného faloidinu
(Phalloidin-Alexa 564). Nasledovalo intenzivni promyti PBS. Preparat pro fluorescen¢ni
detekci (obsahujici 4 riizné fluorescencni znacky) byl dokoncen uzavienim kryciho sklicka do

zalévaciho média Mowiol s rozpusténym DAPI pro detekci jader.
Vsechny inkubace béhem barveni probihaly ve tmé.

Druhy den byla sklicka prohlédnuta pod fluorescenénim mikroskopem a nésledné bylo

vyhodnoceno poskozeni bunék.

3. Vysledky

3.1 Kultivace a testy toxicity

Z bentickych sinic nasbiranych v pfirod¢ byly izolovany 3 ¢isté kmeny. Ve vSech piipadech
se jednalo o sinice rodu Phormidium.

Cytotoxicka aktivita vii¢i bunécné linii HeLa byla testovana u 14 kmenii bentickych
sinic. Z toho 3 kmeny vykazovaly mirné uinky projevujici se snizenim viability na 63-74 %
(Phormidium chalybeum IM91/06, Phormidium sp. 168 a Nostoc sp. LC 27S01). Efekt

dalSich 2 kment byl silny, zplsobujici sniZzeni viability na 15 % a 23 % (Cylindrospermum
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sp. CY OM a Anabaena oscillaroides HINDAK 1984/43). Mira toxicity surovych extrakti

jednotlivych kment je patrna z obr. 2.
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Obr. 2: Cytotoxicita surovych extraktii testovanych bentickych sinic viici bunécné linii HeLa.
Hodnoty vyjadruji viabilitu bunek po 24hodinové expozici extraktu. cerné sloupce - silna

toxicita, Sedé sloupce - mirna toxicita, bilé sloupce — netoxické extrakty.

3.2 HPLC analyzy toxickych extraktii, jejich frakcionace a testy toxicity
jednotlivych frakci

Pro dalsi analyzy a podrobnéjsi experimenty byly vybrany pouze kmeny vykazujici silnou
cytotoxicitu. Jejich extrakty byly nejprve analyzovany za pomoci HPLC-MS a nésledné
frakcionovany za ucelem zjisténi aktivni frakce. Vzhledem k faktu, ze pifi analyze a
frakcionaci byl pouzit gradient ze vzristajicim podilem metanolu, byly méné polarni latky
vymyvany v pozd¢jSich retencnich Casech. Na obou prezentovanych chromatogramech jsou
tudiz v rozmezi 24-35 min patrné intensivni peaky patiici pigmentim a jejich degradacnim
produktim, spole¢n¢ skontaminanty (napf. ftalaty). Proto v dalSim textu nejsou

interpretovany veskeré chromatografické peaky v tomto rozmezi.
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3.2.1 Extrakt Cylindrospermum sp. CY OM

V extraktu sinice Cylindrospermum sp. CY OM byly identifikovany molekularni ionty na
zaklad¢ pritomnosti sodnych aduktd u 10 latek (obr. 3). P&t z nich se nachéazelo v retencnich
Casech do 25. minuty, ostatni byly vymyvany v pozdéjsich retenc¢nich ¢asech, coz napovida o
mensi polarité¢ téchto latek. Piekvapivé vrozmezi retencnich casti 0-18,6 min nebyly na
vystupu z hmotnostniho spektrometru patrny zadné chromatografické peaky, coz miize
svédCit o slabé ionizaci polarné€jSich latek pfitomnych v tomto extraktu nebo jejich
nepiitomnosti. Na zdklad¢ ptritomnosti peaki viditelnych v UV (220,280 nm) (obr. 4/B,C)

mizeme usuzovat, ze jsou v tomto extraktu pritomny polarni latky ze slabou ionizaci.
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Obr. 3: Chromatogram surového extraktu sinice Cylindrospermum sp. CY OM (Base peak
chromatogram). Chemické latky identifikované na zdaklade pritomnosti sodnych aduktit jsou
vyznaceny u konkrétnich peakii. Hodnoty v grafu udavaji m/z molekuldarniho iontu [M+H'] a
Jjejich sodného aduktu [M+Na"]. U peakii oznacenich hodnotou s ? byla intenzita sodného

aduktu na hranici Sumu.

Na zéklad¢ ptredeslé analyzy byl extrakt tohoto kmene rozdélen do 15 frakci (obr. 4).
Frakcionace probihala podle nejvyrazngjSich peakii v Total lon Current chromatogramu a
UV chromatogramu (220 a 280nm). Ve frakcich 2, 4, 6, 8 a 10 byly pfitomny latky
absorbujici v UV spektru, které kvili své Spatné ionizaci nejsou patrné v BPC chromatogramu

ziskaného hmotnostnim spektrometrem.
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Cytotoxické pulsobeni jednotlivych frakei bylo otestovano pomoci MTT testu.

Cytotoxicka aktivita jednotlivych frakei je viditelna v obr. 5.
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Obr. 5: Cytotoxicita jednotlivych frakci kmene Cylindrospermum sp. CY OM viici bunécné
linii HeLa. Hodnoty vyjadiuji viabilitu bunék po 24hodinové expozici. cerny sloupec - silnd

toxicita, bilé sloupce — netoxické frakce.
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Obr. 4: Frakcionace extraktu kmene Cylindrospermum sp. CY OM. A - Base Peak
chromatogram, B — UV chromatogram (220nm), C — UV chromatogram (280nm).
AU — absorbacni jednotky (absorbant unit).

Cytotoxické puasobeni jednotlivych frakei bylo otestovano pomoci MTT testu.

Cytotoxicka aktivita jednotlivych frakei je viditelna v obr. 5.
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Obr. 5: Cytotoxicita jednotlivych frakci kmene Cylindrospermum sp. CY OM vuci bunécné
linii HeLa. Hodnoty vyjadiuji viabilitu bunék po 24hodinové expozici. cerny sloupec - silnd

toxicita, bilé sloupce — netoxické frakce.

Inhibici vyssi nez 25 % vykazovala pouze frakce 15 (RT 25,8 az 35 min). Viabilita
bunééné linie Hela po 24hodinové expozici touto frakci byla 15 %, coZz muizeme
charakterizovat jako silny cytotoxicky efekt. V hmotnostnich spektrech piislusnych
reten¢nich ¢ast byly nalezeny nasledujici molekularni ionty: 607, 609, 623 [M+H]’, coz
potvrzuje pritomnost jejich sodnych adukti 629, 631, 645 [M+Na]". Molekularni iont
609[M+H]" odpovida na zaklad¢ molekularni vahy sinicovému peptidu toxinu microcinu

SF608 (Banker & Carmeli 1999), ktery je inhibitorem protedzy.

Mirn¢ snizend viabilita byla nalezena také u frakce 1, ale vzhledem k tomu, Ze se
jednalo o hrani¢ni hodnotu, nebyla frakce dale povazovana za cytotoxickou. U frakce 11 (RT
21,6 az 23,8 min) nebyl prokazan cytotoxicky efekt (viabilita bunék byla 92%) avSak

v optickém mikroskopu bylo patrné naruSeni schopnosti adheze — viz obr. 10.
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3.2.2 Extrakt Anabaena oscillarioides HINDAK 1984 /43

V extraktu sinice Anabaena oscillaroides HINDAK 1984/43 bylo na zakladé ptritomnosti
sodnych aduktti identifikovano 9 latek (obr. 6). VSechny tyto latky se nachazely v reten¢nim
case mezi 19. a 30. minutou, coz sved¢i o jejich niZsi polarité. V extraktu mohou byt pfitomny

vvvvvv

ionizace nejsou patrné v Base Peak chromatogramu.
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Obr. 6: Chromatogram surového extraktu sinice Anabaena oscillaroides HINDAK 1984/43
(Base peak chromatogram). Chemické latky identifikované na zakladé pritomnosti sodnych
aduktit jsou vyznaceny u konkrétnich peakii. Hodnoty v grafu udavaji m/z molekularniho iontu

[M~+H"] a jejich sodného aduktu [M+Na'].

Extrakt byl rozdélen na zakladé¢ peaku v Total Ion Current chromatogramu

a UV chromatogramu (220 a 280nm) na osm frakci (obr. 7).
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Obr. 7: Frakcionace extraktu kmene Anabaena oscillarioides HINDAK 1984/43.
A - Base Peak chromatogram, B — UV chromatogram (220nm), C — UV chromatogram

(280nm). AU — absorbacni jednotky (absorbant unit).

Jak je patrné z obr. 8, pomoci MTT testu byly zjistény dvé aktivni frakce (frakce 6 a
frakce 7) lezici vedle sebe. Presto vSak na zaklad¢ distribuce latky, ktera pravdépodobné

zpusobuje toxicitu frakce 6, mizeme vyloucit, Zze by se jednalo o jednu latku zasahujici

do obou frakei.
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Obr. 8: Cytotoxicita jednotlivych frakci kmene Anabaena oscillarioides HINDAK 1984/43
vici bunécné linii HeLa. Hodnoty vyjadruji viabilitu bunék po 24hodinové expozici. cerny

sloupec - silna toxicita, Sedy sloupec — mirnd toxicita, bilé sloupce — netoxicke frakce.

Inhibici vyssi nez 25 % vykazovaly dvé frakce. Frakce 6 (RT 25,1 az 26,8 min)
inhibovala buné¢nou linii HeLa po 24hodinové expozici 0 40 %. V této frakci byly na zdklad¢
ptitomnosti sodného aduktu zjistény tfi latky o molekularnich vahach 608,4 (RT=26,0 min),
624,3 (RT=25,2 min) 624,4 (RT=26,1 min) (obr. 6). Néaslednou automatickou fragmentaci
iontu 625 bylo ziskdno spektrum, v némz rozdily mezi $t€py odpovidali 5 aminokyselindm
(histidin, serin, asparagin, kys. glutamova, alanin) (obr. 9/B). Soucet molekularnich vah
téchto aminokyselin €inil 538, rozdil mezi touto hodnotou a vahou molekularniho iontu je 87,
coz odpovida ztraté serinu. Je tedy ziejmé, Ze latka obsahuje dvé molekuly serinu. V MS2 byl
téz nalezen rozdil odpovidajici ztraté dvou serinl, z ¢ehoz je patrné, Zze obé molekuly se
nachazeji vedle sebe. Dalsi fragmentace (MS3) poskytla $t€py odpovidajici ztratam
asparaginu a alaninu (obr. 9/C). Na zéklad€ ztrat odpovidajicich parim aminokyselin byla

navrzena struktura linearniho peptidu o sekvenci: Asn-Ala-His-Ser-Ser-Glu.

28



6254 s
9e+7 4 A

6e+7

3e+7 -

intenzita signalu

0 . i " i " 1 21 4 " 1
B 137 histidin 5653 MS2 (625,4)

1,2e+7

8.,0e+6 -
87 serin

71 alanin

4,0e+6 551,2

5232
428,0 465,2 480,2 54,3 1"
1 1. T . 1 d I

0,0
C _M4asparagin _ _ _ _ 533,2 MS3 (565,3)

1,2e+6

]
4611 490,1 950,4
447 .4

8,0e+5 -

4.0e+5 1 4489

0,0 1 . . .
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650

m/z

Obr. 9: Hmotnostni spektra extraktu kmene Anabaena oscillarioides HINDAK 1984/43.
A — hmotnostni spektrum ve 25,3 minuté. B — fragmentace molekularniho iontu 625,4.

Carkované jsou naznaceny aminokyselinové ztraty. C — fragmentace molekularniho iontu

565,3.

Ve frakci 7 (RT 26,8 az 30 min, 71% inhibice) byly zjiStény dvé¢ latky o hmotach 352
a 592. Molekularni vaha 352 odpovida toxinu hapalindolin A (Klein et al. 1995), ale tento
iont nebyl hmotnostnim spektrometrem vybrdn pro fragmentaci, tudiZz nelze zjistit nic
o struktufe této latky a ovéfit, zda se skute¢né¢ jednd o dany toxin nebo pouze o shodu

molekulérni vahy. Molekularni vaha druhé¢ latky neodpovida zadnému znamému toxinu. Jeji
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molekularni ion ma sodny adukt a o jeji struktufe 1ze na zaklad¢ fragmentace v MS2 spektru

fici pouze to, ze obsahuje aminokyselinu glycin.

3.3 Testovani biologické aktivity aktivnich frakci na bunéc¢né linii HeLa
3.3.1 Extrakt Cylindrospermum sp. CY OM
Tento extrakt obsahoval dvé frakce ptisobici poskozeni bunék.

Frakce 11 pusobila v optickém mikroskopu viditelné¢ naruseni adheze bunék, aniz by
zfeteln€ snizila jejich viabilitu. Tento efekt nastupoval pozvolna od paté hodiny a postupné se
prohluboval (obr. 10/A-F). Pti nékterych opakovanich doslo k zakulaceni a uvolnéni do média
100 % bunck. Builkky se zabalovaly do kulicek a uvolnovaly do média, ale pfesto 1 po
24hodinové inkubaci s frakci ziistavaly Zivé (viabilita 92 %). Fluorescen¢nim barvenim jader,
aktinového cytoskeletu a transferinu se ukazalo, ze po 12 hodinach dochazi k dramatickému
pteskupeni kortikalniho aktinu (12/B). Ten se zaCina smr§t'ovat a presouvat se smérem k jadru
(obr. 11/E, 12/C) a po 24 hodinach nasledné dochazi k vyraznému snizeni aktinového signalu
a v n¢kterych bunikéach dokonce k jeho vymizeni (obr. 11/E). V builkach, kde je signal patrny,
tvori aktin jasné definované granule kolem jadra (obr. 11/E, 12/C). I pfes tyto zmény nejsou
bunécénd jadra poSkozena a viabilitu bunék dokazuje téz pozitivni signal transferinu, coz

dokazuje, ze v buiikach stale probihé klatrinem zprostiedkovana endocytéza (obr. 11/E).

Zcela jiné ptuisobeni bylo pozorovano u frakce 15 izolované ze stejného kmene. Frakce
pusobila vyrazné cytotoxicky — 85 % inhibice. V prochdzejicim svétle byla patrnd zména
morfologie bunék jiz po 5 hodindch expozice s touto frakci, kdy se buiky zacaly lehce
deformovat a v cytosolu se zacCinaji tvofit granule (obr. 10/G). Po 9 hodinach expozice jiz
bylo zasazeno 100% bunék (obr. 10/H), na nékterych bunkach je téz patrné ,,vyhieznuti*
cytoplasmy a vytvoteni vakovitych struktur (obr. 10). Granule byly pfitomny u vSech bunék
po 24 hodinach. Zd4 se, ze tato frakce také u urcitého procenta bunck blokuje cytokinezi a
zpusobuje vysSi vyskyt mnohojadernych forem, nez je obvyklé (obr. 10/I, J, K). Pomoci
fluorescencniho mikroskopu byla zjisténa vyrazna kondenzace a néaslednéd fragmentace jader
po 12 hodinové expozici (obr. 11/F, 12/E, F). Dale pak byl vyrazn& zasaZen aktinovy
cytoskelet (obr. 11/F, 12/B, C).
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Obr. 10: Bunécna linie HelLa exponovana frakcemi 11 (A az F) a 15 (G az K) extraktu

Cylindrospermum sp. CY OM v ruznych casovych intervalech. Frakce 11 - A — 5 hodin, B — 9
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hodin, C - 12 hodin, D - 16 hodin, E — 24 hodin, F — 24 hodin (jiné opakovani, pri nemz bylo
zasazeno 100 % bunek). Frakce 15 — G — 5 hodin, H— 9 hodin, I- 12 hodin, J- 16 hodin, K —
24 hodin. L — kontrola.
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Obr. 11: HeLa bunky po expozici aktivnim frakcim extraktu Cylindrospermum sp. CY OM pod
optickym mikroskopem (A, B, C) a pod fluorescencnim mikroskopem (D, E, F). U snimkii z
fluorescencni mikroskopie je cervené zobrazen aktin, zelené fluorescencné znaceny transferin
a modre jadra. A — kontrola, B — 24hodinova inkubace s frakci 11, C — 24hodinova inkubace
s frakci 15, D — kontrola, E — 24hodinova inkubace s frakci 11 (a — bunka bez aktinu, b —
bunka s granulovitym aktinem shluklym kolem jadra), F —I12hodinovd inkubace s frakci 15 (a

— fragmentované jadro, b — kondenzované jadro).
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Obr. 12: Fluorescencné obarveny aktinovy cytoskelet (Cervené) po expozici frakci 11 (A, B,

C) a jadra (modre) po expozici frakci 15 (D, E, F). A — kontrola, B — vyrazny kortikalni aktin
po 12 hodinové inkubaci s frakci 11, C — zhrouceny aktin po 24hodinové inkubaci s frakci 11,
D — kontrola, E, F — kondenzovana (b) a fragmentovana (a) jadra po 24hodinové inkubaci s
frakci 15.

3.3.2 Extrakt Anabaena oscillarioides HINDAK 1984 /43

Také u tohoto kmene byly podrobné&ji studovany dvé cytotoxické frakce (frakce 6 a 7).
V porovnani s frakcemi z pfedeSlého kmene Cylindrospermum sp. CY OM se jejich efekt
nemanifestoval tak vyrazné. U obou byl v optickém mikroskopu pozorovan narist granulace
v cytoplazmé testovanych bunék. Nejintenzivngjsi zmény byly patrné na bunkach
exponovanych frakci 7 (obr. 13/C). Jednou z moZnych interpretaci je indukce autofagie uvnit
buitkky. Béhem 24hodinového experimentu nebyly pomoci fluorescenéni mikroskopie
zaznamenany zadné zmény na aktinovém cytoskeletu ani jadrech. Jedinou vyraznéj$i zménou

u bun¢k byla zména distribuce a intenzity signalu transferinu (obr. 14). Frakce 6, jez
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inhibovala bunéénou linii HeLa o 40 %, zplsobovala sniZeni signdlu transferinu po péti
hodinach expozice (14 E) a vyrazné pieskupeni transferinu na membréanu po 24 hodinach (14
H). Frakce 7, jejiz inhibice byla 71 %, sniZzovala signal transferinu jiz po jedné hodiné (14 K).
Blokovani vstupu transferinu (viz membrénova lokalizace) bylo patrné téz po 1 hoding,
v nésledujicich casovych intervalech nebyla zfejmd a znovu kni doslo po 24hodinové

expozici (obr. 14 N). Je tedy mozné, ze se jedna o reverzibilni proces, ktery je buiika schopna

zvratit.

Obr. 13: HeLa bunky po expozici aktivnimi frakcemi extraktu Anabaena oscillarioides
HINDAK 1984/43 za pouziti Nomarského diferencidalniho kontrastu (A, B, C) a pomoci
fluorescencni mikroskopie (D, E, F). U snimkii z fluorescencni mikroskopie je cervené
zobrazen aktin, zelené transferin a modre jadra. A — kontrola, B — 24hodinova inkubace s
frakci 6, C - 24hodinova inkubace s frakci 7 (au — zmnozené autofagozomy), D — kontrola, E -
24hodinova inkubace s frakci 6, F - 24hodinova inkubace s frakci 7.
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Obr. 14: Fluorescencni fotografie kontroly (A, B, C) a bunék exponovanych frakcemi 6 (D az
D) a7 (J az O) extraktu Anabaena oscillarioides HINDAK 1984/43. Cervené je zobrazen
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aktin, zelené transferin, modre jadra a bile lysozomy. A az C — kontrola, D az F - Shodinovad
expozice frakci 6, G az I - 24hodinova expozice frakci 6, J az L - hodinova expozice frakci 7,
M az O — 24hodinova expozice frakci 7. Na snimku E je patrné sniZeni prijmu transferinu, na

snimcich H a N vazba transferinu na bunécnou membranu.
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3. Diskuse

Ze ¢trnacti sledovanych kmenti bentickych sinic byla priikazna cytotoxicita nalezena v péti
ptipadech. Ptiblizna frekvence vyskytu tedy je 36 %. Témért identicka Cetnost vyskytu (38 %)
cytotoxicity u bentickych sinic byla prokazéana u izolatd z Baltického mofte (Surakka et al.
2005). Obecné se tato hodnota shoduje se sinicemi z jinych biotopt (Piccardi et al. 2000,
Mian et al. 2003, Hrouzek et al. 2010). Takovyto vyskyt téz poukazuje na dilezitost dal$iho
vyzkumu v oblasti toxikologie bentickych sinic. Zatimco hepatotoxicita a neurotoxicita této
skupiny byla nékolikrat potvrzena a byly téZ potvrzeny piimé vlivy na zdravi ¢lovéka a zvifat
(Hitzfeld et al. 2000, Aboal 2007, Stewart et al. 2008), jejich cytotoxicitou se zabyvalo malo
praci a standardni hodnoceni cytotoxického potencidlu neni zahrnuto v Zadnych normach, a to
zejména kvuli komplikovanosti jejich stanoveni a riznorodosti chemickych latek cytotoxicitu
zpusobujici. Dal§im problémem zavedeni rutinnich analyz je slozitost jejich odbéru oproti

odbéru planktonnich sinic.

Siln€ cytotoxicky extrakt sinice kmene Cylindrospermum sp. CY OM obsahoval jednu
toxickou frakcei (frakce 15), coz vypovida o tom, Ze jeho toxicita neni kumulativnim efektem
ruznych latek v extraktu obsazenych, ale Ze se jedna o toxicitu specifickou, zptisobenou
konkrétni chemickou latkou. V bunikach po expozici s touto frakci dochazi k apoptdze, cemuz
nasvédcuje pozvolny nastup ucinku zahrnujici tvorbu vackovitych struktur na bunééné
membrang, které se velmi podobaji tvorbé apoptotickych télisek pti klasickém prubéhu
apoptdzy (Bursch et al. 2006). Dalsi faktem nasvédcujicimu iniciaci apoptdzy je granulace
bunécného obsahu a po 12 hodinach také fragmentace jader. Toto zjiSténi je zcela v souladu

s tim, jak probihaji fizené zmény v apoptické buiice. Apoptotické U€inky této frakce by mohly
byt zajimavé z farmaceutického hlediska, nebot’ pro 1é€bu rakovinnych onemocnéni je nutné,
aby prislusny 1€k vyvolal apop6zu a nikoliv nekrézu. Bohuzel zatim nebylo mozno stanovit
mechanismus uc¢inku aktivni latky, nebot’ v§echny sledované zmény jsou pravdépodobné
nasledkem probihajici programované buné¢né smrti. Je zfejmé, zZe pouZitymi testy nebyly
zaznamenany primarni zmény v buiice a Ze fragmenace jader a destrukce aktinu jsou nasledné
projevy. Mechanismy spousténi apoptozy jsou doposud znamy pouze u tii sinicovych toxint.
V ptipad¢ nejditkladnéji prostudovaného depsipeptidu cryptophycinu dochézi k blokaci
syntézy tubulinovych vlaken (Foster et al. 1998) coz vede k mitotickému bloku a nésledné
apoptdze. Na cytoskelet je té€Z zaméefen 1 mechanismus U¢inku tolytoxinu, ktery vSak prvotné
pusobi depolymeraci aktinovych mikrofilament, na coz buiika reaguje apoptdézou. Podrobné je
téZ popsana tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) v mitochondriich bunék vystavenych
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vysokym koncentracim microcystinu-LR, ¢imz je opét spusténa apoptdza (Botha et al. 2004).
Pisobeni frakce 15 je z vySe jmenovanych mechanismi nejvice podobné efektu
cryptophycinu, nebot’ u ¢asti exponovanych bun¢k bylo patrné zablokovani cytokineze,
zatimco karyokineze probéhla. Je tedy mozna interference aktivni latky s tubulinem. PostiZeni
aktinového cytoskeletu v pozdéjsich casech je v souladu se standardnim prabéhem apoptozy
(Bursch et al. 2006). Pro pfesné objasnéni mechanismi ti€¢inku bude nutné sledovani stavu

tubulinu v exponovanych bunkach spole¢né s pritokove cytometrickou analyzou.

Druhé frakce z tohoto kmene nesnizovala viabilitu exponovanych bun¢k, avSak vyrazné
narusovala bunécnou adhezi. I takova bioaktivita by mohla byt vyuzitelna farmaceuticky. Je
vSak vysoce pravdépodobné, ze mechanismus tohoto jevu bude dosti obecny a aktivni latka

bude toxicka pro lidsky organismus.

V druhém siln€ cytotoxickém extraktu Anabaena oscillarioides HINDAK 1984/43 byly
pfitomny dv¢ toxické frakce s viditelnym u¢inkem v prochézejicim svétle. U obou frakci byl
efekt patrny jiz po hodinové inkubaci, pficemz efekt frakce 7 byl vyrazngjsi. Takto rychly
pribéh naznacuje, ze pravdépodobnou pfi¢inou smrti bunék je nekroéza. Také pomoci
fluorescencni mikroskopie byl po hodinové expozici patrny pokles signalu endocytovaného
transferinu. U obou frakci dochédzelo ke granulaci cytoplazmy a u frakce 7 navic po
24hodinové expozici k vyraznému zmnozeni pravdépodobné autofagozomtl, coz by
poukazovalo problémy v energetickém metabolismu buiiky. Fluorescen¢ni mikroskopie vSak
neposkytla odpovéd’ na otazku, k jakym zménam buiice po expozici témito frakcemi dochazi.
Béhem 24 hodin nedoslo k viditelnym zménam na jadrech ani aktinovém cytoskeletu a
jedinou prokazatelnou zménou byl Uibytek transferinu v intracelularnich endozomech pfti
kratké expozici a jeho lokalizace na plasmatické membrané pii expozici dlouhodobéjsi. Také
tento fenotyp by spiSe nasvédCoval nekrotickému piisobeni. Je mozné, ze aktivni latky obou
frakci zastavuji endocytdzu, nasleduje vyhladovéni buné€k, spusténi autofagie a nakonec
bunécna smrt. Vzhledem k nasemu ptedpokladu, Ze aktivni latkou frakce 6 je navrzeny
linedrni peptid, je velmi pravdépodobné, Ze se jedna o molekulu termolabilni (Marsalek 1996)
v porovnanim se stabilnimi cyklickymi peptidy. Tim by se dalo vysvétlit slabsi piisobeni
aktivni frakce, jeZ jsme zaznamenali v pozdéji provedenych experimentech, zejména pak
rozdil mezi vysledky ziskanymi po extrakci z Cerstvé lyofilizované biomasy (pozorovani v
prochazejicim svétle) a z extraktu ziskaného z biomasy starsi (pozorovani z fluorescencni

mikroskopie).
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