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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

1 LITERARNI RESERSE

1.A SEKUNDARNI METABOLITY SINIC

Ssyntéza neni pro primarni metabolizmus nezbytna, avSak jejich geny pietrvavaji v genomu

miliony let [RANTALA, 2004]. Zatim se miZeme pouze domnivat, jaky je jejich pivodni
vyznam a uloha v Zivoté téchto “bakterii”. Sekundarni metabolity sinic jsou z hlediska chemické
struktury a biologické aktivity riznorodou skupinou [CARMICHAEL 1992, CobpD 1995, SIVONEN
1996, HERFINDAL 2005, NAMIKOSHI 1996]. Na zéklad¢ jejich plisobeni miizeme rozlisit biotoxiny a
cytotoxiny. Zatimco biotoxiny jsou schopny usmrtit vicebunéné organismy, cytotoxiny indukuji
smrt jednotlivych bunék ¢i jednobunécnych organismu. Z vlastni definice je vSak patrné, Ze je toto
rozdéleni umélé a obé kategorie se mohou piekryvat. Cytotoxiny mohou byt kategorizovany jako
neurotoxiny, hepatotoxiny, genotoxiny, imunotoxiny a embryotoxiny [MARSALEK, 1996] dle afinity
k buikdm specifické tkan¢, napt. hepatotoxickou latku mizeme povazovat za cytotoxickou ¢i ve
vysledku biotoxickou. Nicméné vétSina toxind sinic vykazuje biologickou aktivitu smiSenou
(zejména hepatotoxicita a nefrotoxicita aj.) a je mozné, ze specifickd populace bude syntetizovat
vice druhti téchto toxind.

S/ inice (cyanobakterie) maji schopnost produkovat Siroké spektrum chemickych latek, jejichz

0 Q

" ‘)—\}ﬂ CH;
\ BN

anatoxin — a (neurotoxi  homoanatoxXin — a (neurotoxin)

[CARMICHAEL, 1979] [WONNACOTT, 1992]
C\H3
HN”>_/N_ CH; acuti phyC| N (protinadorova aktivita)
[ABU HENA, 1999]
HN N
o
P-0O
HO-" %~
\0 CH,

anatoxin — a(s) (neurotoxin)
[MAHMOOD, 1986]

tolytoxin (scytophycin B)(protinédorovéafungicidni
aktivita) [CARMELI, 1993]

Obr. 1. Priklady struktur sekundéarnich metabolitt nepeptidické povahy.

Sinice jsou schopny syntetizovat nes¢etné mnoZzstvi téchto metaboliti. Co se tyce chemickych
struktur jedna se predevs§im o cyklické a linearni peptidy, alkaloidy, makrolaktony, derivaty
nukleosidii a heterocyklické slou€eniny (viz obr. 1.). Z vySe uvedenych se u sinic nejbéznéji
vyskytuji peptidy. Dodnes je jich znamo nékolik stovek a jsou klasifikovany do osmi tiid [ WELKER,
2006] (viz obr. 2.-8.):

Literdrni rederse
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

1. aeruginosiny (linearni, 4 aminokyseliny (didle AMK), obecna struktura: Choi = 2-
karboxy-6-hydroxyoktahydroindol, C-koncovy derivat Arg)

HO Hty

HO

MePro /
. Argol
Hpla o = N H
N Y N o
Z H O O N~
OH H NH2 . -
iain A aeruginosin 298A (inhibitor trypsinu a thrombinu)
HO spumigin
[OHSHIMA, 2003]

[Fui, 1997]

Obr. 2. Ptiklady obecnych struktur linearnich peptidi aeruginosini.

2. microgininy (linearni, 4-6 AMK, obecna struktura: Ahda = 3-amino-2-hydroxy-
dekanoova kyselina + 2x C-koncové Tyr)

HaC NMelle OH
NH, O ¢ %Hd
CH

3-armno-2-hydroxyoctanoie acid OH CH3
(Ahoa) OH
5 NMeTyr \/\/\/\/\[r
.. > H NH o)

Nostoginin BN741 r- -i-N.__coH ?

Nostoginin BN578 RrR=on *

[PLOUTNO, 2002] Tyr _ HO
(inhibitory proteas) OH cyanostatin A (inhbitor leucin aminopeptidasy M)

[SAaNO, 2005]
Obr. 3. Priklady obecnych struktur linearnich peptidii microgininu.

anabaenopeptiny (cyklické, 6 AMK, obecna struktura: Lys + 4 AMK cyklus, | AMK
postranni fetézec)

0]
Hph ~g=0 Met(O,) lle

SSNbEEY
,:EN NJ\s/N\[]/NIk/
SN © "o OH

“Ng© Lyso N ‘\/ Tyr
ok :@LN{ % 94 j:, rae!

7
MeHty 0 Ser(Ac) N-Me-Ala

(0]

/'\f
nodulapeptin A @/

[Fui, 1997]

oscillamide Y (inhibitor chymotrypsinu)
[SANO, 1995]

Obr. 4. Priklady obecnych struktur cyklickych hexapeptidi anabaenopeptini.

Literdrni rederse
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

4. cvanopeptoliny (smisené — cyklické a linearni, rizny pocet AMK, obecna struktura: Ahp
= amino-hydroxy piperidon)

L-Tyr L -Ahp
OH H "'
HO.__O HO. L -Thr
H 0°
/\/\/U\ N N OH o L McPhe
N o” "N Hpla
H o
7 o \Nm “2"
o N o}
0O D= . .
NH aeruginopeptin 228-A (innibitor enzym,

cytotoxicky) [HARADA, 1996]

micro pe ptl N T2 (innibitor chymotripsynu)
[KODANI, 1999]

Obr. 5. Priklady obecnych struktur cyanopeptolinii.

5. microcystiny a nedulariny (cyklické, 7 a 5 AMK respektive, obecna struktura: viz 1.3)

6. microviridiny (tricyklické, 14 AMK, obecna struktura: hlavni kruh 7 AMK, sekvence
Lys-Tyr-Pro-Ser-Asp rozdélujici kruh na tii cykly)

HN OH

microviridin G (inhibitor elastasy)
[MURAKAMI, 19971

Obr. 6. Piiklad obecné struktury cyklickych depsipeptidi microviridini.

—[ 3 ) Literdrni rederse
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

. cvclamidy (cyklické, 3 AMK, obecna struktura: thiazolova a oxazolova skupina)

0 a
H
HaC {ﬁ or D) O
/ M
&';
N
— B/
(L) |18
NH(S} {1} HN O
D orL)
NS NH
o \ CHG HN
3—S 6 N
) \ C\ ";/\
banyascyclamld A\ (inhibitor proteas)

[PLouTNO, 2002]

nostocyclam id M (alelopaticka aktivita — Fasy, sinice)
[JUTTNER, 2001]

Obr. 7. Piiklady obecnych struktur cyklickych peptidi cyclamidi.

8. ostatni peptidy... (50% znamych peptidi)

" Nerv's
ey
v MeFra
Tyr Y:’-'r
* oc H, =
Hi 1
H NOC O)\T/\ -‘gh?

Asn LeuAs
R H:NOC T iz Cily
0’ NH |\ HN
r/i\ll/’o OH \I/l\() Leu
HN )

o NH
- ~ R = CHs Ry = CHZCHICH ) Ry = H
AZ R=H Ry = CHyCHICH3 3 Ry = H
o N OH A3 k= CHy By = H; Rz = CHyCHIOCH):
. nostopeptolid A1, A2, A3 (sytotoxicky,
puwainaphycin C (kardioaktivni fungicidni, inhibitor proteas) [ TRIMURTULU, 2000]

agens) [MOORE, 1989]

Obr. 8. Priklady obecnych struktur estatnich metabolitd.

Literdrni reserse (




Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

1.B STUDIUM CYTOTOXICITY

V zévislosti na pozadavcich naseho studia mizeme ke stanoveni cytotoxicity sekundarnich
metabolitl vyuzit Siroké spektrum in vitro experimenti s imortalizovanymi ¢i nediferenciovanymi
bunéénymi liniemi, primokulturami bunék, tkanovymi fezy ¢i izolovanymi organy. Pfi¢emz dva
posledni testovaci systémy poskytuji zajimavé vysledky nejen exaktni, ale hlavné umoziuji
sledovat histopatologick¢ zmény na kompletné ¢i ¢asteéné zachované 3D struktufe studovaného
organu.

Co se tyce toxicity k celému organismu, potazmo toxicity pro ¢lovéka, nejsou tyto testy
schopné nahradit in vivo experimenty napf. s menSimi obratlovci, bezobratlymi (zejména Artemia
salina cytotoxicity assay [LINCOLN, 1996], Daphnia test [PERSOONE, 1994]) a hlavné s vySSimi
zivoCichy. AvSak rychlost a relativné snadna interpretace vysledkt z nich ¢ini idedlni
experimentalni metody. Pfestoze in vitro systémy nejsou schopny plné reprodukovat vysoce
integrované funkce zivoCichli a mechanismy toxického efektu mohou byt diametralné odlisné
[CHONG, 2002], ICsy stanovené testem na bunécnych liniich vét§inou koreluji se studiemi toxicity na
mysich ¢i letdlnimi davkami pro ¢loveéka, [EVANS, 2001]. Zejména v poslednich letech jsou bunééné
linie vyuZivany jako levné testovaci objekty pro vyhleddvani protirakovinnych latek. Z vySe
uvedenych divodi je patrné, Ze prace se sav¢imi buitkami in vitro je nejlep$im startem pro studium
toxicity sekundarnich metabolitl, avSak uspé$né biotechnologické vyuziti se bez in vivo metodiky
neobejde.

1.C CYTOTOXICITA HEPATOTOXINU SINIC

—— ettt | Jgdnou z nejvice Rrobadapych §1nlcovyf:h
[ o) CH; latek je hepatotoxicky peptid microcystin.

| CH:

COH N Produkce této sluceniny byla poprvé prokézana
W \og'\?rr: u planktonni sinice Microcystis aeruginosa,

wCH avSak dnes je jiZz jasné, Ze tuto latku mohou

o MY, syntetizovat 1 sinice jinych rodd. napf.

CH D cm Anabaena, Cylindrospermopsis,

M ot [Zem Aphanizomenon, Planktothrix, Nostoc

COH _ [CARMICHAEL 1992, SIVONEN 1996]. Jedna se o

N.E cyklicky heptapeptid o sekvenci cyclo-D-Ala-
iE~( L-X-erytro-bmethyl-D-isoaspartovd  kyselina-
N L-Y-ADDA-D-isoglutamalova kyselina-N-

Obr. 9. Microcystin-LR [HARADA, 1996] methyl-dehydroalanin S variabilnimi

aminokyselinami  argininem, leucinem a
tyrosinem za X a alaninem, argininem, tyrosinem a methioninem na misto Y. Z mnoha moznych
strukturnich variant microcystinu je dnes popsano cca 70 o rizné toxicité [CHORUS, 2004].

0 4 coon  CH, Molekularni vaha téchto peptidii se pohybuje
) ! . vrozmezi 900-1100Da [SIVONEN, 1996] a

¢ i /™ vzhledem ktomu, ze jsou sloZeny
H onO z netypickych D a L aminokyselin se jedna o

_ Hj& NH slou¢eniny termostabilni.

o H COOH
Podobnou strukturu muizeme nalézt u

nodularinu syntetizovaného vyhradné

planktonni sinici rodu Nodularia [NAMIKOSHI

N i, 1996, RINEHART 1988]. Jedna se téz o cyklicky
peptid s Adda v bo¢nim fetézci, ale na rozdil
od microcystinu je cyklus tvofen 5

Obr. 10. Nodularin [RINEHART, 1988]

Literdrni rederse
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

aminokyselinami.

Je patrné, Ze molekula velikosti microcystinu nebude do hepatocytu trasportovdna pasivni
difuzi [ERIKSSON, 1990]. Jeji pfenos probihd za spotieby ATP pomoci zlucového transportniho
systému, coz potvrzuje nulova toxicita microcystinu-LR proti bunéénym liniim tohoto systému
zbavenych [CHONG, 2002].

Cilovou organelou microcystinu je mitochondrie, jeden z nejnachylnéjsich ¢lanki subbunécné
organizace. Jedny z prvotnich procest toxického efektu vedouci k aktivaci apoptézy jsou
depolarizace a alterace funkci mitochondridlni membrany a zejména jejiho potencialu [DING, 2003].
Nasledkem toho, zatim neobjasnénym zpisobem, dojde k tvorbé megakanalu umoznujiciho
nekontrolovany prinik molekul.

Je zfejmé, Ze zménami membranového potencidlu je ovlivnéno bunétné dychani a s nim
sptazena oxidativni fosforylace. PACE A KOL. (1991) dokézali, Ze inhibice v disledku plisobeni
toxinu ¢ini v pruméru az 50%. Vlastni toxicky efekt je zplsoben nadprodukci ROS (reactive
oxygen species -OH radikdly, peroxidy vodiku a dal$i oxidacni Ccinidla), které vznikaji
pravdépodobné v nékterém z Fe’" redukénich cykla, jelikoz je jejich produkce pii aplikaci
desferrioxaminu (membranového antioxidantu) inhibovana [DING, 1998A].

Pii vysoké koncentraci ROS ziejmé dochazi k peroxidaci lipidi a hromadéni koncového
produktu tohoto dé&je malondialdehydu v cytosolu buiiky. Po 24 hodindch dochazi k poskozeni
bunééné membrany a uniku cytosolické laktatdehydrogenasy (LDH) mimo buitku. Dodnes neni
jasny pfesny mechanismus téchto déju, avSak byla prokézéna ptfima zavislost koncentrace uvolnéné
MDA a LDH na pouzité koncentraci microcystinu [DING, 1998A]. Vyjma pouziti mechanismu
redukujicich ROS je buiika schopna branit se toxickému plsobeni microcystinu jeho detoxikaci a
vyloucenim pomoci glutathiontransferasy. Tento detoxifika¢ni enzym je schopen pomoci —SH
domény hepatotoxin vazat a vyloucit ho. Jiz pfi podprahové koncentraci toxinu dochazi v butice
k rapidnimu navySeni koncentrace této latky [BOUAICHA, 2004], které se da stejné jako LDH
s uspéchem vyuZit pfi stanovovani cytotoxicity [BHATTACHARYA, 1996].

Tyto obranné mechanismy jsou teoreticky schopny potlacit apoptézu, nicméné pii vysoké
expozi¢ni koncentraci k jeji aktivaci dojde vétSinou jiz pii depolarizaci membrany mitochondrie
[DING, 2003]. V apoptotické bunice dochéazi k puchyikaténi a externalizaci plasmatické membrany a
tudiz 1 fosfatidylserinu na ni vdzaném. Fosfatydilserin mizeme pouzit k detekci apoptotickych
bun¢k, a to pomoci florescencni proby Anexinu V-Flos. Apoptické builkky pak mizeme uspésné
kvantifikovat pomoci pratokové cytometrie [FADOK, 1992].

Pii apoptéze buniky jsou uplatiovany stejné mechanismy jako pfi pfirozené smrti bunky
(uvolnénim cytochromu ¢ a aktivaci calpain Ca”" dependentnich proteas a kaspas), avsak Sestkrat
rychleji [DING, 2003]. Pti vysokych koncentracich toxinu je tento Cas zkrdcen az na 2 minuty
[FLADMARK, 1999].

Microcystiny a nodularin jsou na molekularni rovni mimo jiné silnymi inhibitory
proteinfosfatas PP1, PP2A a PP3 typu, coz vede k hyperfosforylaci proteinti a nekontrolované
aktivité¢ proteinkinas. Tyto enzymy se podileji na omezeni fluidity intermedidrnich filament a
mikrofilament zodpovédnych za morfologickou strukturu hepatocytu. Jejich nekontrolovanou
fosforylaci dochazi ke zhrouceni cytoskeletu [MATSUHIMA 1990, CARMICHAEL 1992] a nésledné
ztraté schopnosti regulace homeostase bunécného prostiedi [DING, 1998B]. Z klinického hlediska je
tento stav charakterizovan jako jaterni insuficience a mize koncit smrti. Vzhledem k tomu, Ze jsou
tyto déje mnohdy spjaty s proliferaci bunécného cyklu jsou microcystiny velmi silnymi TPF
(tumour promoting factors) [MARSALEK, 2005]. V této funkci se vyrazné 1i§i microcystiny a
nodularin. Microcystin-LR, ovliviiuje bunéény cyklus kaskddou biochemickych dé&j, zatimco
nodularin je pfimo inicidtorem deregulace bunééného cyklu [BOUAICHA, 2004].

Tietim typem sinicovych hepatotoxinii je cylindrospermopsin. Jedna se o slouceninu
alkaloidni povahy skladajici se ztricyklické guanidinové kostry se substituovanym
hydroxymethyluracilem [OHTANI, 1992]. Vzhledem k jeho nizké molekularni vaze (415Da) je do
bunky transportovan aktivné, coz bylo potvrzeno aplikaci Zlucovych kyselin cholové a taurocholové

Literdrni reserse (.
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

na bunky vystavené cylindrospermopsinu a
microcystinu.  Zatimco u  microcystinu  byla
vzhledem ktypu jeho transportu zaznamenano
vyrazné sniZeni toxického efektu, u
cylindrospermopsinu nebyla toxicita pozménéna
[CHONG, 2002]. Toxicita cylindrospermopsinu a jeho
derivati vyplyva pravé z uracilového zbytku, ktery
in vitro vmySich hepatocytech nekompetitivné
Obr. 11. Cylindrospermopsin [HARADA, 1994] inhibuje aktivitu UMP (uridin monofosfatsyntetasy,

Ki = 10 uM) a nésledné syntézu pyrimidinovych
nukleotidd [REISNER, 2004]. Dochézi k proliferaci bunééné membrany, akumulaci tukovych
kapének a smrti buiiky [RUNNEGAR, 2002]. Co se ty€e ptimého bunééného poSkozeni a néasledné
toxicity k teplokrevnym obratlovciim je MCLR nejtoxictéjsi z vySe uvedenych latek, nasledovan
nodularinem, cylindrospermopsinem a MCRR (viz tab.1). Rozdilné efektivni koncentrace MCLR a
MCRR naznacuji dle experimentli i odliSny mechanismus plsobeni relativné podobnych
hepatotoxind. Zatimco toxicita MCRR se vyznacuje piedev§im celkovou zmé&nou obsahu proteint,
MCLR zménou lysosomalnich funkci a aktivitou sukcinatdehydrogenasy [PICHARDO,2005].

0380

Me

1.D OSTATNI SINICOVE CYTOTOXINY

OH Zejména v poslednich letech byla provedena fada
. | studii zaméfenych na vyhledavani latek zajimavych
NS z biotechnologického a  farmaceutického hlediska

[NAMIKOSHI 1996, MOORE 1988, SIVONEN 1990, BERRY
2004, CHEN 2003, BARCHI 1983, PATTERSON 1992, JUNG
1991]. Tyto studie potvrdily v sinicich pfitomnost latek s
antimikrobialnimi, fungicidnimi, protirakovinnymi, anti-
HIV  [ESSER, 1999] aj. aktivitami. Diky témto
screeningovym pracem dnes zname nékolik desitek latek
s cytotoxickym ucinkem.

Znacna diverzita bioaktivnich latek byla nalezena
u sinice rodu Lyngbya. Kromé sloucenin s hepato- i
Obr. 12. Lyngbyatoxin A [MURATAKE, 1987] Y

neurotoxickymi ucinky jakou jsou napf.
lyngbyatoxin A ¢i antillatoxin, byla z této sinice
izolovana cela ftada cytotoxickych latek.
Toxicita lyngbyatoxinu A, poprvé izolovaného
z kmene Lyngbya aerugino-coerulea, je
zpisobena zablokovanim syntézy DNA a
stimulaci mitézy. Tyto naprosto antagonistické
procesy ve svém dusledku usti bud’ v proliferaci
bunky ¢i jeji smrt [TENEVA, 2003].

Mezi vyznamné potencidlni  Qbr. 13. nahore: curacin A [HOEMANN, 1997]
protirakovinné latky patii curacin A [HOEMANN, dole: kalkitoxin [WHITE, 2004]
1997], inhibitor = mikrotubuli,  inhibujici
nadorové bunky prsu jiz v nanomolarnich koncentracich. Déle byl z Floridskych isolati tohoto rodu
identifikovan pahayokolide A, pravdépodobné slozeny z peptidové a nepeptidové Casti [BERRY,
2004]. Ptestoze pahayokolide A neni tak u¢innym cytotoxinem jako curacin A, vykazuje znac¢nou
cytotoxicitu proti velkému poctu lidskych nadorovych linii. Nejefektivnéji inhibuje bunééné linie
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

H460 (plicni adenokarcinom), A498 (ledvinny adenokarcinom), SK-OV-3 (adenokarcinom
vajeCnikll) a CEM (lymfocytickd leukémie); zatimco bun&cna linie HT29 (tracnikovy
adenokarcinom, GRIII) je ovlivnéna v porovnani s ostatnimi relativné vysokou koncentraci [BERRY,
2004] (viz tab.1). Pro¢ se ptisobeni proti jednotlivym nadorovym bunécnym liniim tak markantné
odlisuje zbyva objasnit.

Stejné vlastnosti byly prokazany u tolytoxinu (6-hydroxy-7-O-methyl-scytophycinu B, viz
obr. 1.) syntetizovaného zejména rody Scytonema a Tolypothrix [JUNG, 1991]. Tolytoxin ptsobi
cytotoxicky na S$iroké spektrum eukaryotnich organismi, zatimco inhibice prolaryot aplikaci
stejnych koncentraci nebyla prokazana [PATTERSON, 1992].

Stejné jako pahayokolid A plsobi specificky na urcité linie,
avSak jeho toxicita je vyrazné vys$s$i. Hodnoty ICsy se pfi 72h
inkubaci pohybuji v fadech desetin az desitek nM. Zatimco lidské
nadorové bunécné linie COLO-201 (tra¢nikovy adenokarcinom) a
Iif\ N KATO-III (Zalude¢ni adenokarcinom) jsou k piisobeni tohoto

N/

NH,

toxinu citlivejsi, LoVo (adenokarcinom) a KB (epidermoidni
karcinom) a HL-60 (promyelocyticka leukémie) jsou méné citlivé
HO (viz tab. 1.) [PATTERSON, 1992].

Ze sinice rodu Tolypothrix byssoidea byl izolovan dalsi
bioaktivni  cytotoxin  tubercidin  (pyrollo[2,3-d]pyrimidin
OH OH nukleosid). Prostfednictvim interakci s m-RNA se stava silnym
Obr. 14. Tubercidin [BARcHI, 1983]  iphibitorem syntézy RNA a DNA [BARCHI, 1983]. Takovyto
mechanismus plsobeni je logicky u vétSiny derivatd purinovych a
pyrimidinovych bazi jakou je i tubercidin. Podobné se chovaji i 9-deazaadenosin a jeho 5'-a-

glucopyranosid izolované z Anabaena affinis VS-1 [NAMIKOSHI, 1996] a derivaty dolastatinul3.
Velikym problémem uspésné farmaceutické aplikace téchto produktl se stdva rezistence
(multidrug resistance - MDR) nadorovych bunék zplsobend P-glykoproteiny (P-gp, MDR-1) a
MDR-vazanymi proteiny MRP-1. Jedna se o transportéry integrované v bunééné membrané. Pokud
ma substrat (1é¢ivo, toxin) afinitu k tomuto P-gp ATP-dependentnimu ,,efflux pump* kanalu, je jeho

absorpce  inhibovdna  [ENDICOTT Fragment
1989, SMITH 1994]. l A
Nejperspektivnéjsi  latka  z 19
NS Z NP xa{

hlediska farmaceutické vyuzitelnosti | T
[MOORE, 1995] byla izolovana =

D'\, ‘-\"-\-\_\_'___
z terestrické sinice kmene Nostoc sp. F t ) ,]—\ \;[ Fragment
GSV224  [TRIMURTULU,  1994]. ragmen /\N OCH,

Jedna se o depsipeptid cryptophycin R R
A o neobvyklé struktufe obsahujici 12

. . : Fragment
epoxidovou funkcni skupinu. c

V dnes$ni dobé zname 18 derivati
této latky [TRIMURTULU 1995, PANDA  Obr. 15. Cryptophycin 1 (R, = CHs, R, = H). Cryptophycin 52

1997] a obdobn& jako u jinych velmi (LY335703, R =R, =CH; [AL-AWAR, 2004]
dole: syntetické derivaty cryptophycinu fragmentu A

uc¢innych cytotoxina spociva

mechanismus v destrukci cytoskeletu

[SMITH, 1994]. Cryptophyciny neprojevuji takovou citlivost vuci ¢
resistenénim mechanismiim nadorovych linii jako doposud uzivana H O\/©AV
cytostatika Taxol ¢i Adriamycin. Jednim z nejucinngjSich cytostatik ze

sinic izolovanych je cryptohophycin52 (LY355703) — synteticky Cl

vytvoieny derivat liSici se adici -CHj skupiny k fragmentu C ptvodni ~
molekuly. Naopak nizké hodnoty inhibice byly zjistény u cryptophycinu HCI 1"
C (viz tab. 1.) [Trimurtulu 1994, Trimurtulu 1995] postradajiciho ~
epoxidovou funkéni skupinu.
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k syntéze tady derivati cryptophycinu52, zejména
adicemi na fenylovém jadru fragmentu A -
zodpovédného za toxicky ucinek (viz obr. 16.).
Prolomeni jistych resistenénich mechanismti bylo

Lo O prokazano na HL-60 bunécné linii s nadmérné
exprimovanymi MRP-1 a P-gp. Dobré vysledky byly

0 ziskany adicemi polarnich amino ¢i hydroxy skupin

MH na (ne)hydrochlorované molekule, a naopak nejnizsi

0 toxicky  efekt vykazovaly derivity adované

nepolarnimi funkénimi skupinami jako je napf.
methyl. Ve vysledku je patrné, Ze témito zménami
nebyly = MDR  bariéry  ptekonany, jelikoz
Obr. 16. Paclitaxel (Taxol) [HARBORNE, 1993] aminoderivaty a hydroxyderivaty sice Uspésné
inhibovaly MRP-1 bunétné linie, ale zaroven se
stavaly lepSim substratem pro
transportni systém P-gp, coz
je nepiijatelné pro
farmaceutické¢ vyuziti jako
protirakovinové agens (viz
tab.1) [AL-AWAR, 2004].

Stejné jako
cryptophyciny se také
cryptophycin52  selektivné
vaze na konce mikrotubull a
Obr. 17. Calothrixin A (1). Calothrixin B (2) [BERNARDO, 2002] potlacuje tim jejich

dynamiku, ktera je
nepostradatelnd pro Zzivot builky. Timto se v G,-M féazi pterusuje bunécny cyklus a nasleduje
apoptoza buiiky [SMITH, 1994], avSak tento proces je na rozdil od pisobeni hepatotoxinii znacné
zpomalen. Aplikace cryptophycinu52 o koncentraci rovné LDgy po dobu 18h vedla u mysich linii
k nartistu bun¢k v ¢asné metafazi. Znaky apoptického jadra byly pozorovany za dalSich 36h, coz
muze vysveétlit gradudlni aktivace kaspasy-3 ¢i neschopnost enzymil navazat se na pozménénou
strukturu DNA [KESSEL, 2000]. Cryptophycin52 je povazovan za dosud nejucinngj$i supresor
mikrotubulové dynamiky (k pferuseni bune¢ného cyklu nddorovych bunck dostacuje fadove
pikomolarni mnozstvi) [DE MUYS, 1996].

PreruSeni bunééného cyklu v G2-M fazi se také stava cilem pentacyklickych
indolofenantridint calothrixinu A a calothrixinu B, ovS§em narozdil od cryptophycinu tyto latky
neblokuji buné¢na mikrofilamenta. Obecny mechanismus toxicity chinonovych molekul, mezi které
mimo jiné patfi i menadion (vitaminu K3), spo¢iva v pfimé arylaci O
gluthathionu, inhibici sulf-hydryl dependentnich proteinti [GANT, 1988]
¢i tvorbé ROS [BOLTON, 2000]. Vzhledem k trojnasobné toxicité CH,
calothrixinu A oproti menadionu (vitaminu K3) a neschopnosti pfimé |
arylace, spociva toxicita calothrixinu ziejmé¢ v interakci chinonové ¢asti
molekuly s DNA dosud neznamym zptsobem [CHEN, 2003].

K utvoteni ptedstavy o tom, jak riznorodé cytotoxiny mohou 0
sinice produkovat, zbyva doplnit schopnost syntézy
indolokarbazolovych makrocykl. Tato latka byla nalezena u sinice Ob .

. . e e .. . r. 18. Menadion,
Nostoc sphaericum (EX-5-1), vykazuje antivirdlni aktivitu proti Herpes itamin K3
simplex viru typu 2 a neselektivni cytotoxicitu viici n¢kolika lidskym
nadorovym liniim [KNUBEL, 1990].
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

Nutno dodat, ze vycet cytotoxickych latek v této
kapitole neni Uplny, nebot’ fada sinicovych peptidi
vykazuje cytotoxické ucinky. Inhibice bunécnych linii
byla prokdzdna u linedrnich aeruginoguanidini,
cyklickych aeruginopeptini a nostopeptolidu A [ISHIDA
2002, SIVONEN 1996, TRIMURTULU 2000]. OvSem
toxicita téchto latek byla vzdy vyrazné nizsi nez u vyse
uvedenych latek a mechanismy jejich pisobeni nejsou
pln¢ objasnény.

Obr. 19. 6-cyano-5-methoxy-12-
methylindolo[2.3-a] karbazol [KNUBEL, 1990]

1.E ROZSIRENI BIOSYNTEZY
SINICOVYCH TOXINU

Dodnes je pfedmétem zkouméni to, jaky vliv maji na syntézu sinicovych metabolitl
podminky prostfedi a k ¢emu vlastn¢ takové mnozstvi energeticky naro¢nych latek sinicim slouzi.
Bylo prokézdno, ze napf. microcystiny syntetizuji 1 velmi nepiibuzné sinice zrtznych
geografickych oblasti a pravdépodobné tomu tak bude také i u fady jinych latek [RANTALA ET AL.,
2004]. A naopak neni pravidlem, Ze sinice urcit¢ho rodu nebo druhu syntetizovala pouze dany typ
toxinu. Zpravidla uréity organismus syntetizuje peptidy nckolika tfid spolecné s jinymi latkami.
Prikladem, tohoto na prvni pohled nahodilého uspotfadani, je rozSifeni Cylindrospermopsinu. I
ptesto, ze byl poprvé izolovan ze sinice Cylindrospermopsis raciborskii [OHTANI, 1992], neplati, ze
je tento toxin produkovany timto druhem kosmopolitng. Dle HPLC-MS analyz kmeny izolované
z Némecka neobsahuji cylindrospermopsin ani microcystin a jsou toxické vuci HEP-G2 (lidsky
hepatocelularni karcinom) a CACO-2 (lidsky stfevni adenokarcinom) bunéénym liniim [FASTNER,
2003]. Naproti tomu kmen AWT 205, izolovany z Australie, cylindrospermopsin osahuje a
vykazuje silny toxicky efekt viici HEP-G2 1 myS$im hepatocytlim, které némeckym kmenem nebyly
inhibovany. Je tedy ziejmé, ze urcité kmeny sinic syntetizuji své metabolity v zavislosti na
ekologickych podminkach. Dal§im ptikladem produkce riiznych toxind v rdmci jednoho taxonu
muze byt situace u planktonnich a bentickych kmenti rodt Anabaena a Nodularia. U planktonnich
izolatl z Baltického mofte, byla prokazana hepatotoxicita zpisobend microcystinem a nodularinem
[SIVONEN & JONES 1999, LAAMANEN 2001], zatimco bentické isolaty nejsou syntézy microcystinu
ani nodularinu schopny. U této skupiny byl naopak prokazan casty vyskyt cytotoxickych latek
[SURAKKA, 2005].

. testovaci toxicky efekt / doba
cyanotoxin . . autor
objekt koncentrace expozice
hepatotoxiny
mys$i hepatocyty LCsp - 8 ng/ml 72h CHONG, 2002
mysi hepatocyty LCsp - 48 ng/ml BOUAICHA, 2004
PLHC-1 (rybi
microcystin LR hepatokarcinom) ECso- 12 uM 24h PICHARDO, 2003
mys$i hepatocyty ECsp - 0,5 uM FASTNER,1995
RTG-2 (rybi
gonady) ECsp - 80 uM PICHARDO, 2005
mysi hepatocyty ECsp - 4,5 uM FASTNER,1995
PLHC-1 (rybi
microcystin RR  hepatokarcinom) ECs0->100 uM 24h PICHARDO, 2005
RTG-2 (rybi
gonady) ECsp - >150 uM PICHARDO, 2005
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék
nodularin  mysi hepatocyty LCsp - 62 ng/ml 24h BOUAICHA, 2004
cylindrospermopsin  mys$i hepatocyty LCs - 40 ng/ml 72h CHONG, 2002
cytotoxiny
H460 ICsp - 2,13 uM
A498 ICsp- 2,61 uM
pahayokolide A SK-OV-3 ICs - 2,76 uM 48h BERRY, 2004
CEM IC50 - 3,27 ],LM
HT29 ICso - 44,57 uM
LoVo 1Cs - 8,4 nM
KB 1Cs - 5,3 nM
tolytoxin HL-60 ICs - 4,8 nM 72h PATTERSON, 1992
COLO-201 ICso - 520 pM
KATO-III 1Csp - 780 pM
cryptophycin 52 ICso - 24,8 pM
cryptophy_cin-OH HL-60/S ICs0 -7,9 pM 24h
cryptophycmF-)yHr(rtcl)] ICso - 6.4 pM
cryptophycin 52 ICs0- 19,5 pM
cryptophy_cin-OH HIL-60/MRP-1 ICs0 - 9,6 pM 24h AL-AWAR, 2004
cryptophycmr-)yHr(r:(; ICso - 7.6 pM
cryptophycin 52 ICs - 138 pM
cryptophypin-OH HL-60/P-gp ICs0 - 214 pM 24h
CryptophycméyHr(r:gi ICs0 - 90 pM
cryptophycin A KB ICs0- 5 pM 24h TRIMURTULU, 1994
cryptophycin C KB ICs0— 3 M 24h
(deoxy) TRIMURTULU, 1994
calothrixin A HelLa ICs0 - 1,6 uM 24h RICKARDS, 1999

Tab. 1. Toxické hodnoty uvedenych cyanotoxin

1.F CIiLE PRACE

Screeningova ¢ast

- otestovat cytotoxicitu sinicovych kment vii¢i savéim bunéénym liniim

- porovnat cytotoxickou aktivitu sinic z riznych biotopti

- porovnat u¢inek vybranych cytotoxickych kment v zavislosti na davce a dob¢ expozice

Analvticka ¢ast

- pomoci HPLC-MS urcit obsahové latky cytotoxickych extraktt

- u vybranych kment, obsahujicich nezndmy cytotoxin, ziskat aktivni frakci a pokusit se latku

charakterizovat

11

Literdrni rederse

N



Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

2  MATERIALY A METODIKA

2.A SINICOVE KMENY A EXTRAKCE

predkladané praci byla studovana cytotoxicita a obsahové latky u 25 izolath rodu Nostoc, 7

pfirodnich sbéri sinice Nostoc commune a 21 izolath plaktonniho rodu Anabaena

pochézejicich z riznych lokalit a biotopt (viz tab. 2.). Pro studium byly zdmérné¢ vybrany
organismy pudni, symbiotické, planktonni, epifytické a subaerofytické. Sinicové kmeny byly
poskytnuty ze sbirek Ing. Aleny Lukesové (UPB AVCR), Dr. Stefana Ventury (Consiglio Nationale
Richerche, Istitute for Ecosystem studies, Florencie), neoficidlni sbirky na Opatovickém Mlyné
(MBU AVCR) a sbirky Elisky Zapomélové (BF JCU). V piipadé, Ze nebyla k dispozici
lyofilizovana biomasa, probihala kultivace ve 300ml sterilnich kultiva¢nich vélcich na médiu A-D
Anabaena [ARNON, 1974], v prostiedi obohaceném 2% CO, pii kontinualni fotoperiods (70W/m?,
OSRAM DULUX Philips L) a teplot¢ 28°C. Kultury byly sklizeny po dosazeni konce
exponencialni faze ristu centrifugaci (Hettich Universal 320 — 4500 rpm, 15 min), pfeneseny na
Petriho misku a ulozeny po 1 hodinu v hlubokomrazicim boxu pfi -80°C.

Nasledné byla biomasa lyofilizaci zbavena vody a extrahovéna disintegraci v hmozdifi za
pomoci precisténych piseCnych zrn 70% methanolem. Pro porovnatelnost vysledkt bylo u kazdého
kmene 200 mg biomasy pievedeno do 10 ml extrakéniho rozpoustédla. Extrakce probihala po 1hod
bez ptistupu svétla. Vznikla smés byla centrifugovana (4500 rpm, 15 min) a supernatant pieveden
do srdcové bailkky a odpafen na vakuové odparce (Biichi Rotavapor). Nasledné byl supernatant
zakoncentrovan (pokud neni uvedeno jinak) na findlni surovy extrakt o koncentraci 200mg suché
biomasy/ml a zbaven ptipadnych precipitati ultrazvukovou sonifikaci (Bandolin Sonorex, Bandolin
GmbH).

kmen védecké jméno . rok lokalita/stat biotop
izolace
Del Nostoc sp. 1992 sklenik, Rim / Italie Dioon edule symbiont
OGU36S01 Nostoc sp. 2000 Achill Island / Irsko Gunnera symbiont
OGU36S02 Nostoc sp. 2000 Achill Island / Irsko Gunnera symbiont
4AL2 Nostoc sp. nezn. botanicka zahrada Siena / Italie Anthoceros laevis symbiont
Cr4 Nostoc sp. 1992 sklenik, Florencie / Italie Cycas revoluta symbiont
Gml Nostoc sp. 1992 sklenik, Siena / Italie Gunnera manicata symbiont
Mm1 Nostoc sp. 1992 sklenik, Rim / Italie Macrozamia moorei symbiont
ATCC53789 Nostoc sp. nezn. Skotsko symbiont liSejniku
3SD05S05 Nostoc sp. 2005 Sassendalen / Svalbard Island ¢erny povlak
SAG3491 Nostoc coeruleum nezn. Wilhelmshaven / Némecko jezirko
TH1S01 Nostoc sp. nezn. Thajsko nezatopené ryzové pole
TH2S22 Nostoc sp. nezn. Thajsko nezatopené ryzové pole
NMB-21(poust’) Nostoc sp. 2003 Minia / Egypt pisecna poust’
NMB-25 Nostoc sp. 1999 Némecko vysypka po t&zb¢ uranu
NMB-26 Nostoc sp. 1999 Némecko vysypka po t€zb¢ uranu
Cam2S01 Nostoc sp. 1996 Kambodza ryzovisté
N. Muscorum I  Nostoc muscorum 1991 Nezamyslice / Ceskd Republika orné pole
RQII Nostoc sp. 2004 Paranapiacaba / Brazilie smacena kura stroni
Nostoc IIB  Nostoc sp. 2004 Paranapiacaba / Brazilie smacena kuira stronit
Nostoc III  Nostoc sp. 2004 Paranapiacaba / Brazilie smacena kura stroni
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Nostoc V  Nostoc sp. 2004 Paranapiacaba / Brazilie smacena kura stroni
NostocVI  Nostoc sp. 2004 Paranapiacaba / Brazilie smacena kuira stroni
SAG6179 Nostoc pruniforme 1964 P16n, Némecko bentos
SAG5979 Nostoc muscorum 1952 Francie bentos
NC1 Nostoc commune 2006 Tieboi / Ceska Republika silazni jadma
NC2 Nostoc commune 2006 Tieboii / Ceska Republika silazni jama
NC3 Nostoc commune 2006 Nové Hrady / Ceska Republika g;z;e%tl)lnika u zelezniéniho
NC4 Nostoc commune 2006 Nové Hrady / Ceska Republika hraz rybnika
NC5 Nostoc commune 2006 E:;Sgﬂ?{?’ Ceské Budgjovice / Ceska panelova cesta
NC6 Nostoc commune 2006 Ceské Budgjovice / Ceské Republika betonovy najezd
NC7 Nostoc commune 2006 Ceské Budgjovice / Ceské Republika betonové parkovisté ENTU AV
OBU36S07 Nostoc sp. 2000 The Burren, Clare / Irsko periphyton
Anarenif Pé§ak 2 4. eucompacta x reniformis 2006 P&sak / Ceska Republika
Litv I1 06 celed Rivulariaceae 2006 Litvinovice / Ceska Republika
Acom Svét A. compacta 2006 Svét / Ceska Republika
04-26 A. circinalis x crassa 2004 Jesenice / Ceska Republika
04-17 A. compacta 2004 Dubensky / Ceska Republika
04-57 A. flos-aquae 2004 Vajgar / Ceska Republika
04-06 A. mendotae x sigmoidea 2004 Biezova / Ceska Republika
04-24 A. lemmermannii 2004 Husinec / Ceska Republika
04-28 A. circinalis x crassa 2004 Hodgjovicky / Ceska Republika
04-45 A. mendotae x sigmoidea 2004 Svét / Ceska Republika
04-59 A. circinalis x crassa 2004 Valcha / Ceska Republika
04-51 A. ¢f. spiroides 2004 Svét / Ceska Republika rybnik
04-43 215 Z’g:l’zz;’r’n”::;’l’ze? 2004  Svét/Ceska Republika
04-33  A. lemmermannii 2004 Orlik / Ceska Republika
Anaps-Ole 03 Anabaenopsis cf. elenkinii 2003 Oleksovice / Ceska Republika
04-22 A. circinalis x crassa 2004 Husinec / Ceska Republika
AlemLian(;:)nS; A. lemmermannii - silna viakna 2005 Lipno / Ceska Republika
04-44  A. affinis 2004 Svét / Ceska Republika
04-40a A. cf. flos-aquae 2004 Skalka / Ceska Republika
04-12  A. mendotae x sigmoidea 2004 Cerni / Ceska Republika
Anarenif Pésak 4 A. eucompacta x reniformis 2006 P&sak / Ceska Republika

pozn.: kmeny NC1-NC7 nebyly cistymi izolaty

Tab. 2. Testované kmeny sinic
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

2.B BUNECNE LINIE

Mysi imortalizované¢ bunééné linie (lymfoblastomy) YAC-1 (neadherentni) a Sp/2
(semiadherentni) byly ochotng poskytnuty pani Evou Rezni¢kovou a Doc. Janem Kopeckym
(Parazitologicky ustav Akademie v&d v Ceskych Budg&jovicich). Kultivace probihala ve
sterilnich kultivaénich lahvich 25 cm? (50ml, Cellstar, Greiner Bio-One) v mediu RPMI-1640
[MARTIN, 1994] (SIGMA) s ptidavky 5% (v/v) kravského fetdlniho séra (PAA), 1% (2mM) L-
glutaminu (SIGMA), 1% smési antibiotika/antimykotika (PAA), 0,1% 50 mM merkaptoethanolu v
inkubatoru (SANYO MCO-15AC, Schoeller) za stalé teploty 37°C a vysoké relativni vlhkosti.
Bunééné linie byly sledovany inverznim mikroskopem (IM-2, MERCI) a pasaZe u obou typt kultur
probihaly kazdé 1-2 dny. Semiadherentni bunécné linie Sp/2 musely byt pfed pasazi uvolnény ze
dna kultivacni lahve rozfoukanim. Viabilita a koncentrace bunécnych linii byla pted vlastnim
testem cytotoxicity méfena exklusnim barvenim trypanovou modii [BERG, 1972] a koncentrace
bunék pocitana v Biirkerové komirce (Cyrus MEOPTA), pfi¢emZ pro experiment byly pouZity
pouze kultury s viabilitou vétsi nez 95%.

2.C TEST CYTOTOXICITY (MTT TEST)

Do sterilni 96-jamkové mikrotitrani desticky (Nunclon delta Surface, NUNC) byly naneseny
testované surové extrakty (frakce) a to v triplikatech po 10ul tak, aby krajni jamky zistaly prazdné.
Z divodu odpateni rozpoustédla byly desticky vlozeny cca na 30 min do inkubatoru o nastavené
teploté 37°C. Bunécna suspenze byla centrifugovana (Sorvall Evolution RC, Kendro Lab Systems —
1000 rpm, 14 min, 4°C) a roziedéna v médiu RPMI-1640 na pozadovanou koncentraci - 7,5x10°
bunck/1ml. Do kazdé pokusné jamky bylo mikropipetou naneseno 200ul bunééné suspenze tak, aby
prvni tii jamky ve sloupci obsahovaly testovany extrakt a zbyvajici pouze kontrolni suspenzi. Krajni
jamky byly naplnény 200ul destilované vody, aby se omezilo vypafovani testovacich jamek.

Bunééné linie byly inkubovany s extraktem (frakci) za teploty 37°C a 4,25 + 0,75% podilu
CO; ve vzduchu po dobu 12hod. Poté bylo do jamek ptidano 10ul MTT [3-(4",5" dimethylthiazol-
2’-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid; SIGMA] o koncentraci 4mg/ml (ptefiltrované pies filtr
Millipore express PES Membrane 0,22um, Millex GP) a desticky vlozeny zpét do inkubatoru na 3-
4hod. Pouzitd metoda je zalozena na schopnosti mitochondridlni succinyldehydrogenasy redukovat
rozpustnou kvartérni sl MTT na nerozpustné fialovo-modré formazanové krystalky. Koncentrace
vzniklého formazanu je pifimo umérnd poctu zivych metabolizujicich bunék a porovnanim
kontrolnich a testovacich jamek lze zjistit vyslednou viabilitu [MOSMANN, 1983]. Po stoceni
mikrotitra¢nich desticek (Hettich Universal 320 — 3000 rpm, 13 min) byl supernatant odstranén a k
rozpu$téni formazanu pouzit dimethylsulfoxid (CHROMSERVIS). Za pouziti spektrofotometru
(Tecan SUNRISE Elisa reader) byly pii méfené (A=590nm) a referen¢ni vinové délce (A=640nm)
odeCteny hodnoty kontrolnich a testovacich jamek a zjisténa vyslednd cytotoxicita jednotlivych
extraktli podle vzorce uvedeného niZze. Mira toxicity studovanych kmenl byla rozdélena do tii
kategorii dle tab. 3.

primeér (Asgg — Asag) testovacich jamek

Viabilita bunék [%] = ——— —
primeér (Aso9 — Asa) kontrolnich jamek
efekt inhibice [%]
vysoce cytotoxicky 50-100
cytotoxicky 25-49
necytotoxicky (mirné cytotoxicky) 0-24

Tab. 3. Rozifazovaci kritéria cytotoxicity sinicovych kment

Materidly a metodika
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

2.D SEPARACNI METODY:

2.D.1 HPLC/ESI/MS/MS (analyticka), frakcionace

Slozeni sinicovych extraktii bylo stanoveno za uziti vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
s propojenim na hmotnostni spektrometr (ddle HPLC-MS) na pfistroji Agilent 1100 series,
MSD100 Ion Trap. Dle potieby byla analyza provadéna s alternujicimi polaritami MS a se
zamétfenim iontové pasti na ionty o velikosti m/z 900 a m/z 1800 na analytické kolon& (Zorbax
Eclipse XDB-C8; 4,6x150mm, Sum; prutok 0,6ml/min; nastiik 20ul, teplota 30°C). Analyza
probihala po dobu 35 min. za pouziti gradientu methanol a voda (viz obr. 20) s ptidavky 0,1%
HCOOH pro zajisténi lepsi ionizace latek v ESI/MS. Za ticelem zjisténi aktivni slozky extraktu byla
provedena frakcionace s naslednym testem cytotoxicity (viz odstavec 2.C).

Frakcionace probihala jimdnim eluentu béhem standardni analyzy do banék dle UV a MS
z4dznamu, pricemz pro dobrou separaci latek byl pouzit online UV zaznam a retencni Cas. Frakce
byly odpateny a zakoncentrovany ve vychozim mnozstvi nastfiku v 70% methanolu z diivodu
zajisténi stejného efektu jako pii aplikaci surového extraktu.

methanol opr. 20. Separacni

- =yvoda gradient analytické
100 HPLC A1
i (methanol:voda)

- 90 4
S 804
<
5 70 4
;g 60 -
S 50 -
g
S 40
H e
= 30 4
2
2 20 -

10 4

0

t [min]

2.D.11 HPLC (preparativni), frakcionace

Preparativni HPLC byla pouzita za uCelem ziskani vétsSiho objemu extraktl. Prace byla
provedena na pfistroji LabAlliance (Watrex Praha) pfi priitoku 3,8ml/min; néstfiku 0,5ml a teploté
30°C. UV detektor (KNAUER variable wavelength monitor, A=220nm) byl pouzit pro pifesné
odchyceni frakci obsahujicich jednu latku. Za ucelem lep$i separace a moznosti nastfiku vétSiho
objemu byly pouzity kolony: C8 Reprosill00, 250x10mm, Sum, Watrex a C18 Reprosill00,
250x8mm, Sum, Dr. Maisch GmbH) a tudiz musely byt optimalizovany také separac¢ni gradienty.
Standardni analyticky gradient pouZity v analytické HPLC-MS byl vzhledem k nedostatecné
separaci nahrazen vhodnéjsimi (viz obr. 21).

Materidly a metodika

— 15

N



Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

methanol Obr. 21. Separacni
- = yoda gradienty preparativni
HPLC (methanol:voda)

nahore: B1 separacni
gradient pouZit

pro kolonu C8, Watrex
(viz text)

uprostied: B2 separacni
gradient pouzit

pro kolonu C18, Dr.
Maisch (viz text)

dole: C1 separacni
gradient pouzit

pro kolonu C8, Watrex
(viz text)

podil rozpoustédla [%]

t [min]

2.D.III TLC, frakcionace

U vybranych frakci byla ze separacnich a analytickych divodid pouzita tenkovrstevna
chromatografie (dale jen TLC). Elu¢ni smés a podminky byly s drobnymi upravami pievzaty
z prace EL-THAHER, 1994. Jako mobilni faze byla pouzita smés n-butanol - kyselina octova - voda
(v poméru 4:1:1). Na TLC desku s fluorescen¢ni znackou (primérna velikost silikagelovych Castic
2-25um, vyska 20cm, SIGMA) byly cca 0,5 cm pod okraj koncentracni zony mikropipetovou
Spickou naneseny vzorky v podobé¢ bodu ¢i paskl. Vzorky byly dokonale vysusSeny fénem a deska
vlozena na 3 hodiny do dobie nasycené TLC komory naplnéné mobilni fazi. Po vytazeni byla
vysuSena fénem, a diky fluorescenéni znacce byly separované latky patrné pod UV zafivkou
(A=254nm) jako tmavé body. K permanentnimu zdznamu a ovéteni, zda-li frakce obsahuje cyklicky

Materidly a metodika (16 )
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

peptid, bylo tfeba desku obarvit, a to vlozenim do 20% (w/v) roztoku kyseliny trichloroctové (TCA)
na 10 min, a nasledné€ na 5 min do 0,3% (w/v) barviva Serva Blue W. Za pomoci tohoto barviva by
se cyklické peptidy mély jevit jako tmavomodré skvrny ¢i pruhy na svétlemodrém pozadi desky.

TLC frakcionace probihala jesté pred obarvenim pomoci Serva Blue W. Po prohlédnuti desky
pod UV zativkou byly skvrny ¢i pruhy opatrné oznaceny ostrym predmétem. Tyto ,,frakce™ byly i
s vrstvou silikagelu seSkrabany do zkumavek, extrahovany do 2ml 70% methanolu a
zcentrifugovany (Hettich Universal 320, 4500 rpm, 10 min). Extrakce byla opakovana dvakrat.
Supernatant byl odpafen a zakoncentrovan do ptivodniho objemu extraktu (0,5ml). Takto vznikla
frakce byla podrobena testu cytotoxicity a analyze HPLC-MS.

2.E STANOVENI ,,]JC5¢*“ A ZAVISLOST TOXICKEHO EFEKTU NA
DOBE EXPOZICE.

Jelikoz nebyla k dispozici navazka cCisté izolované latky, byla hodnota ,,ICsy“ 1 ostatni
koncentrace v tomto experimentu vyjadfovany jako koncentrace lyofilizované biomasy/ml (dale jen
LB/ml). K obéma experimentiim byly pouzity extrakty kmenti Nostoc muscorum I a Nostoc sp. De
(viz tab. 2.) o koncentracich 80mg/ml pro N. muscorum I a 125mg/ml pro De.

Ke stanoveni hodnoty ,,ICs0* pro bunécné linie YAC-1 a Sp/2 bylo pouzito koncentracni
rozpéti 62 pg LB/ml az 10 mg LB/ml pfipravované fedici fadou v 70% methanolu. Experiment byl
nasledn¢ proveden a vyhodnocen MTT testem. Koncentracni zéavislost byla konstruovana na
zéklad€ prolozeni ziskanych dat sigmoidalni kiivkou pomoci metody nejmensich ¢tvercti. Hodnota
,»1Cs0 byla vypoctena podle nize uvedeného vzorce,

—L‘Fd
1+(2)°

1Cy,

kde a=horni limita, b=sklon funkce, c=spodni limita, d=posun po ose y, x=promé&nna.

Pro ¢asovy experiment byla pouzita, diky lepsim ,,fotogenickym vlastnostem* zpiisobenym
adhesi, linie Sp/2. Bunky byly exponovany koncentraci shodné s ,,ICsy“. Extrakty byly naneseny
v Sesti opakovanich a ponechany odpafit v inkubatoru pti 37°C a nasledné byla pfidana bunécna
suspenze. Jednotlivé jamky byly prohlédnuty a fotodokumentovany v intervalech Oh, 2h, 4h, 8h,
12h, 24h Paraleln¢ k tomu byla viabilita pro jednotlivé expozic¢ni ¢asy hodnocena pomoci
trypanové modfi.

Fotodokumentace byla provedena za pouziti inverzniho mikroskopu IM-2 s modrou clonou a
digitalniho fotoapardtu NIKON CoolPix 4500.

Materidly a metodika
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3 VYSLEDKY

3.A SCREENING CYTOTOXICITY SINICOVYCH KMENU

ze 6 riaznych biotopu (viz graf 2.) Celkem 62% testovanych kment vykazovalo jistou miru

cytotoxicity alesponi proti jedné bunécné linii a vice nez tfetina znich vyvolavala silny
toxicky efekt. Z grafu 1. je také patrné, Ze vetsi procento extraktli zpisobovalo poskozeni bunkam
linie YAC-1, kde byla inhibice zaznamenéna u 32 kmenl a az na vyjimky bylo poskozeni vzdy
vys$i nez u linie YAC-1. Naproti tomu linii Sp/2 inhibovalo celkem 27 extrakti. Pro detailni
porovnani viz grafy 1. a 2.

Pfesto se neda fici, ze by se ve vétsiné pripada jednalo o specificky efekt vici jedné linii.
Pouze u kmene Nostoc sp. THISO1 byla nalezena specifickd aktivita proti buiikaim YAC-1
(inhibice 59%).

Co se tyCe porovnani izolatd rtiznych ekologickych skupin, byly nalezeny pozoruhodné
rozdily ve vyskytu cytotoxickych kment. Zatimco mezi bentickymi a epifytickymi organismy
nebyly nalezeny vyrazn€ pozitivni izolaty, vysoka frekvence vyskytu cytotoxickych kment byla
pozorovana u planktonnich a pidnich kmeni. Vysoké hodnoty inhibice byly zaznamenany u 5 z 9
studovanych ptidnich sinic, pfi¢emz izolaty N. muscorum I, Cam2SO1, NMB-26, NMB-25 a
THISOI1 zptisobovaly silny toxicky efekt alesponn proti jedné linii. Vyjma sinice Anabaena
compacta Svét byla nalezena vyrazna cytotoxicita u vSech planktonnich izolath. Méné Casty vyskyt
byl nalezen mezi symbiotickymi a subaerofytickymi kmeny. Nutno dodat, ze v obou skupinéach byly
také zpozorovany velmi aktivni kmeny, avSak zfidka. VétSina nezplsobovala builkdm Zzadna
poskozeni, anebo jejich aktivita byla podprahova. Silny toxicky efekt vyvolaval u obou linii extrakt
symbiotického kmene Nostoc sp. De (78% viuci YAC-1 a 66% vuci linii Sp/2), dva sbéry
subaerofytické sinice Nostoc commune NC-1 a NC-4, a perifytonni kmen Nostoc sp. OBU36SO7.

v e screeningové Casti predkladané prace byla testovana cytotoxicita celkem 53 kmeni sinic

Spi2 YAC-1
toxickych kmen(
toxickych kmen( 32
27 in& aktivnich siln& aktivnich
silné a19|vn|c 04
70% 75%
49% | 51%
- o Co 25% o
netoxickych 30% aktivnich netoxickych aktivnich
kmenu 8 kment 8
26 21

Graf 1. Srovnani cytotoxicit studovanych extraktll proti bunéénym liniim YAC-1 a Sp/2.
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Graf 2. Vysledky celkového screeningu 53 kment sinic. VSechny experimenty byly provedeny pro kazdy kmen minimaln€ ve dvou opakovanich. Hodnoty zna

inhibici kmene a chybové tsecky znazoriuji minimalni a maximalni hodnotu z celkového souboru hodnot. Zaporné hodnoty inhibici byly pfevedeny na nulové. Rdmované

oblasti oznacuji kmeny z jednotlivych biotopt.

Vysledky

19




Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék
3.B HPLC/ESI/MS ANALYZY CYTOTOXICKYCH EXTRAKTU

Na zéklad¢ vySe uvedené screeningové Casti prace bylo pro podrobnou HPLC-MS analyzu
vybrano 6 siln¢ cytotoxickych extraktd. U nejzajimavéjSich kment byla provedena frakcionace a
charakterizace aktivni latky. Méfeni probihala za pouziti gradientu Ala byly analyzovany extrakty
nasledujicich kmenii: Symbioticky kmen Nostoc sp. De, ptidni izolaty Nostoc sp. NMB25, NMB26,
Cam2S01, Nostoc Muscorum I, Nostoc sp. OBU36SO7 a planktonni sinice druhu Anabaena affinis
04-44 a Anabaena eucompacta x reniformis P&sak 2. U vSech extraktll byly v retencnim ¢ase (dale
jen RT) 25 min. zaznamenany molekularni ionty 301/579 odpovidajici kontaminaci ftalath
z plastovych laboratornich pomicek. V nasledujici ¢asti analyzy pak bylo mozno nalézt na zakladé
absorpce ve vinovych délkach 440 a 660 nm predev§im pigmenty a jejich degradacni produkty
[KOPECKY, USTNi SDELENI], a proto nebyla tato ¢ast chromatogramu podrobnéji analyzovana.
Zvolenou analytickou metodou bylo dosazeno ve vétsSing extraktli dobré ionizace a dostatecné
separace pro ucely uréeni molekularnich iontli. Pouze extrakty kmenii NMB-25, 04-44 a Cam2SO1
vykazovaly nedostatecnou ionizaci a intenzita molekularnich iontl se pohybovala na hranici Sumu.
Vlivem nedostate¢né separace mohl byt v +MS spektrech nékterych kmenti pozorovan vice nez
jeden molekularni iont.

3.B.1 Extrakty Anabaena affinis 04-44 a Anabaena eucompacta x reniformis Pésak
2

itens. EXTR2757.D: TIC zAll MS
x108

1.2

pigmenty

0.8

0.6 -

\, n/\“

aaﬁ‘l—/l\\l , MM
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Graf 3. HPLC-MS chromatogram (Total lon Current) kmene Anabaena eucompacta x reniformis Pé$adk 2. Na ose X
je znazornén retencni ¢as a na ose Y celkova intenzita iontl. Svislé ¢ary znazoriuji jednotlivé frakce.

Zatimco u kmene Anabaena affinis 04-44 (viz graf 4.) nebyly v extraktu nalezeny prakticky
zadné slouceniny, chromatogram Anabaena eucompacta x reniformis P&sak 2 (graf 3.) vykazoval
relativné dobie separované piky pro hmoty [M+H]" 875, 866, 618, 1235,5 a 642. Molekularni iont
1235,5 vypovida na zakladé molekuldrni vahy o piitomnosti puwainaphycinu A, [M+H]" 1236
[GREGSON, 1992]. Ostatni ionty nemohly byt dle dostupnych materiala identifikovany. Vzhledem k
silnému cytotoxickému efektu obou kmeni byly jejich extrakty frakcionovany. Extrakt kmene 04-
44 byl rozdé€len na tii frakce pouze na zékladé RT. Tento postup byl zvolen pro ptipad, Ze by
extrakt obsahoval Spatn¢ ionizovatelné latky, které by v MS zdznamu nebyly patrné. Prekvapiveé u
zadné ze ziskanych frakci nebyla cytotoxicita pomoci MTT testu prokazana.
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Graf 4. HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) kmene Anabaena affinis 04-44. Na ose X je znazornén retencni
Cas ana ose Y celkova intenzita ionti. Svislé ¢ary znazornuji jednotlivé frakce.
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Graf 5. +MS spektra kmene Anabaena eucompacta x reniformis PEsak 2. Na ose X je znazornén pomér m/z a na ose Y
celkova intenzita iontl. +MS spektra s intenzitami niz$imi nez hodnoty Sumu nebyly zahrnuty.

3.B.I1 Extrakt Nostoc sp. OBU36SO7

Analyza kmene OBU36SO7 dokézala ptitomnost n€kolika latek s velmi podobnou retenci,
proto mizeme na chromatogramu nalézt piekryvajici se piky. Na zdklad¢ ptitomnosti sodnych
adukttl [M+Na]" byly identifikovany molekularni ionty pro hmoty [M+H]" 595, 579, 670, 965, 987,
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824 a 838. Témér ve vSech ptfipadech se bude jednat o neznamé struktury. V reten¢nim case 15.0
min byla identifikovana molekula [M+H]" 579,5 odpovidajici Nostogininu BN578, HRFABMS
[M+H]" = 579.3758 [PLOUTNO, 2002].
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Graf 6. HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) kmene Nostoc sp. OBU36SO7. Na ose X je zndzornén retencni
¢as anaose Y celkova intenzita iontd.
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Graf 7a. +MS spektra kmene Nostoc sp. OBU36SO7. Na ose X je zndzornén pomér m/z a na ose Y celkova intenzita
iontd.
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Graf 7b. +MS spektra kmene Nostoc sp. OBU36SO7. Na ose X je znazornén pomér m/z a na ose Y celkova intenzita
iontu.

3.B.III  Extrakt Nostoc sp. Cam2SO1

Prestoze tento kmen vykazoval znacnou cytotoxicitu, v HPLC-MS analyze byly nalezeny
pouze nepftili§ intenzivni chromatografické piky a v jejich +MS spektrech slabé molekularni ionty.
Vzhledem k této nizké intenzit€ nebylo mozné s jistotou urcit molekularni iont na zékladé
pfitomnosti sodikovych aduktii, a tak byl iont o nejvétsi hodnoté¢ m/z a relevantni intenzité
povazovan za molekularni. Timto zpisobem byly uréeny latky o hmotach [M+H]" 697, 725, 807,
766, 639, 709, 616, 717. Zadna z téchto hmot nebyla identifikovana jako znama struktura. Pouze v
RT 15.7 min byl nalezen iont [M+H]" 639, ktery se shoduje s molekularni vahou cryptophycinu C.
Vzhledem k tomuto vysledku a faktu, Ze velikost cryptophycint se pohybuje pravé v rozmezi 600-
700, je pravdépodobné, ze by za toxicky efekt mohly byt zodpovédny pravé tyto molekuly s
cytotoxickym efektem [DE MUYS, 1996].

itens. | EXTR2918.D: TIC #All MS
x108

2.0

0.5

0.0~

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 Time [min]

Graf 8. HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) kmene Nostoc sp. Cam2SO1. Na ose X je znazornén retencni
Cas ana ose Y celkova intenzita iontt.
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Graf 9. +MS spektra kmene Nostoc sp. Cam2SO1. Na ose X je znazornén pomér m/z a na ose Y celkova intenzita

iontd.
3.B.IV  Extrakty Nostoc sp. NMB25 a NMB26

Tyto kmeny vykazovaly rozdilnou aktivitu extrakti rGzného stafi biomasy pouzité na

extrakci, a proto byly analyzovany pouze extrakty aktivni. Je v§ak pravdépodobné, ze aktivni latka
podléha degradaci i v lyofilizované biomase. V extraktu kmene NMB-25 se podafilo identifikovat
na zéklad¢€ nejvyssich intenzit [M+H]" ionty 998, 964, 978, 782, 1012, 872 (viz graf 11.). Pik v 17.1
min o [M+H]" = 998 byl identifikovan jako znamy cytotoxin aeruginoguanidine 98-C
(HRFABMS [M-H] = 996.3851, [ISHIDA, 2002]), avSak vzhledem k nizkym intenzitdm a nizkému
rozliSeni pfistroje neni vysledek zcela zaruceny.
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Analyza extraktu NMB-26 poskytla chromatogram s vys$simi piky a lepsimi MS spektry, a
proto byly molekularni ionty uréeny vétSinou pomoci sodikovych adukti. Byly nalezeny ionty spise
polarniho charakteru [M+H]" 913, 927, 1007, 997, 1022, 821, 1050. (viz graf 12.).
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Graf 10. HPLC-MS chromatogramy (Total Ion Currents) kment Nostoc sp. NMB25 a NMB26. Na ose X je znazornén
retencni Cas a na ose Y celkova intenzita iontt.
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Graf 11. +MS spektra kmene Nostoc sp. NMB25 s retenénimi ¢asy. Na ose X je zndzornén pomér m/z a na ose Y
celkova intenzita iontd.
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Graf 12. +MS spektra kmene Nostoc sp. NMB26 s reten¢nimi ¢asy. Na ose X je znazornén pomér m/z a na ose Y
celkova intenzita iontd. Odstépeni fragmentu m/z 40 v RT 20.2min a 18.0min byva v nasi laboratofi ¢asto pozorovano,
ackoli identifikovat se ho zatim nepodafilo.

3.B.V Extrakt Nostoc muscorum |

I presto, Ze chromatograficky zaznam (viz graf 13.) naznacuje pfitomnost latek s velmi
podobnou retenci, MS spektra v maximech pikidl byla dostatecné Cistd a obsahovala vzdy jednu
hlavni slouc¢eninu. Dle sodikovych aduktt byly s vysoku spolehlivosti stanoveny molekularni ionty
885, 899, 1097, 1111, 1211. V extraktu byly identifikovany pravdépodobné dvé znamé
necytotoxické latky - vRT 18.0 min iont [M+H]" 885,7 odpovidajici microgininu 299-A
(HRFABMS [M-H]| 885.4512 [ISHIDA, 1997]), a v 20.7 min iont [M+H]" 1111,9 odpovidajici
oscillapeptinu G (pozitivni FABMS (glycerol) [M+H]" 1112, [Fuii, 2000]). Po frakcionaci byla
objevena aktivni latka v RT 22.3 min pro hmotu [M+H]" 1211,9 - [M+Na]" 1233,8 odpovidajici
dosud nezndmé chemické strukture (viz graf 12.). Na zaklad¢ této skuteCnosti a silného
cytotoxického efektu byla tato latka vybrana pro podrobnéjsi identifikaci (kapitola 3.C).
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Graf 13. HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) kmene Nostoc muscorum I s retenénimi Casy. Svislé ¢ary
predstavuji jednotlivé frakce a hodnoty v procentech inhibice jednotlivych frakci proti bunéénym liniim Sp/2. Na ose X je
znazornén retencni Cas a na ose Y celkova intenzita iontd.
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Graf 14. +MS spektra kmene Nostoc muscorum I s retencnimi ¢asy. Na ose X je znazornén pomér m/z a na ose Y
celkova intenzita iontu.

3.B.VI  Extrakt Nostoc sp. De

U tohoto kmene nebylo pouzitou separacni metodou dosazeno optimalni rozdéleni

obsahovych latek. Chromatogram nasvédcCuje ptitomnosti velkého mnoZzstvi metaboliti a z diivodu
existence série [M+Na]" aduktii a ¢asté ztraté molekuly vody [M-H,O]" (viz graf 17.) Ize stanovit
molekularni ionty téchto latek. Podle rozdilnych retencnich Cast stejnych iontl a podobnych
fragmentacnich spekter v +MS” se pravdépodobné jedna o latky chemicky velice piibuzné,
pravdépodobné obsahujici stejny molekularni zaklad.

Podobnost téchto chemickych struktur dokazuje piitomnost iontd m/z 740 a m/z 692,2

obsazenych v korelujicich +MS? spektrech studovanych chromatografickych pikd. (viz graf 16.)
Tonty [M+H]" 885,5 (RT 21,5min) a [M+Na]" 871,5 (RT 20,8min) se lisi fragmentem —CH; (m/z
14), a pokud tento §t&p odedteme od +MS? fragmentd iontu 885,5 ziskame +MS? ionty 740 (754-14)
a 723 (737-14) shodné s +MS? §tépy iontu 871,5. Tont [M+H]" 938,5 (RT 19,4min) $tdpi takté
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fragment m/z 740, ¢ili iont 885,5 §tépi fragmenty s teoretickou —CH2 skupinou a ionty 871,5 a
938,5 bez ni, z ¢ehoz vyplyva hypotetickd podobnost v zdkladni struktuie molekuly.

Ve svych +MS? spektrech maji stejny fragment 692,2 m/z i ionty [M+H]" 892,7 (RT
14,5min) a [M+H]" 849,6 (RT 20,9min).

Tonty [M+H]" 892,7 (RT 14,5min) a [M+H]" 942,4 (RT 18,7min) se li§i fragmentem 49,7 a
ionty [M+H]" 849,6 (RT 20,9min) a [M+H]" 942,4 (RT 18,7min) se li§i fragmentem 92,4, a pokud
tento §t&p odedteme od +MS® fragmentii iontu 942.4 ziskame +MS? iont 831,9 (924,3-92,4) shodny
s +MS? fragmentem iontu 849,6 a 874,6 (924,3-40,7) shodny s +MS? fragmentem iontu 892,7.

Jelikoz zminéné vypocty davaji uceleny vysledek, mensi odchylky v hodnotach m/z byly
v rdmci nepfesnosti piistroje akceptovany. Ackoli nebyla nalezena korelace mezi hypotetickymi
zakladnimi fragmenty molekul 740 a 692, je mozné, ze i kdyz se 1isi zbytkem m/z 48 budou
pravdépodobné velice podobné.

V +MS spektrech tohoto kmene byly tudiZ nalezeny intenzivni ionty o [M+H]" 849, 892,
928, 942, 962, 956, 976, 990, z nichz zadny nebyl ve shod¢ s literaturou. Studovany extrakt byl
frakcionovan na 11 dil¢ich frakci, z nichz dvé vykazovaly silny cytotoxicky ucinek. Frakce jimana
v RT mezi 21°-22" vykazovala 92% inhibici a frakce 22°-35" 90% (viz graf 15.). I ptesto, Ze nebylo
dosazeno dobré separace, byl tento kmen, vzhledem k jeho silné aktivit¢ vybran pro izolaci a
separaci aktivni latky (kapitola 3.D).
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Graf 15. HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) kmene Nostoc sp. De. Na ose X je znazornén retencni ¢as a na
ose Y celkova intenzita iontd. Svislé Cary predstavuji jednotlivé frakce a hodnoty v procentech inhibice jednotlivych
frakci proti bunécné linii Sp/2. Na ose X je znazornén retencni ¢as a na ose Y celkova intenzita iontu.
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Graf 16. Dtkaz strukturné podobnych latek kmene Nostoc sp. De. HPLC-MS (Total Ion Current) chromatogra:
odpovidajici +MS spektra a +MS? fragmentaéni spektra prislugnych pikd s retenénimi Gasy a hmotami fragmentovanych

podtrzenym hodnotam rozdilt na zakladé hmot +MS spekter. Na osach X je znazornén pomér m/z a na osach Y celkova

intenzita iontl. Pro snazsi orientaci koreluji ¢isla jednotlivych pikt v zavorkach v HPLC-MS (Total Ion Current)
chromatogramu se svymi +MS? spektry.
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék
3.C CYTOTOXIN KMENE NOSTOC MUSCORUM |

Extrakt tohoto kmene zplisoboval silnou inhibici obéma liniim, proto byl tento organismus
vybran pro dalsi charakterizaci. Oproti ostatnim testovanym kmentim byla zjisténa jedina aktivni
frakce s velmi Cistym +MS spektrem. Pro dalsi purifikaci a identifikaci této latky byly zvoleny
alternativni separa¢ni metody — TLC spojené se specifickym znaenim Serva Blue W a pro ziskani
dostatecného mnoZstvi Cisté frakce preparativni systém HPLC. Namisto linearniho gradientu z 0 na
100% MeOH byly do metody zavedeny dva kratké ¢asové useky, kdy byla kolona eluovana 70%, a
nasledné z 85% MeOH pravé v ¢asti analyzy, kde lezel retencni Cas studované latky za pouziti
analytické kolony gradientem A1l. Nakonec se nejvice osveédcil gradient C1 (viz graf 19.). Touto
metodou byly odstranény kontaminace ostatnimi latkami, predev§im druhym peptidem s podobnym
RT o MW 1110 a byl ziskan velice dobfe separovany cytotoxicky pik (viz graf.19). Analyza
ziskané frakce vykazuje za pouziti alternujiciho rezimu MS dostatecnou Cistotu pro dalsi pouZiti.
Z pozitivniho MS zaznamu (viz graf 19.) je také patrna existence molekularniho iontu [M-+H]"
1211,5 a jeho sodného aduktu [M+Na]" 1233,6 a v negativnim MS molekuldrniho iontu [M-H]
1209,6 a jeho aduktu [M+Na] 1231,6. Tudiz mizeme s naprostou jistotou usuzovat na neznamou
latku o MW 1210,5. V chromatogramu je patrna pfitomnost béZné kontaminace v podobé& iontu
256,2 eluovaného z kolony.

Na TLC desce byla po eluci v UV patrna matna skvrna jenz se po pouZziti Serva Blue W
obarvila v tmavé modrou (viz obr. 22.). Extrakce neobarvené¢ skvrny do 100% MeOH a jeji
naslednd analyza dokazuje, Ze se jedna opravdu o studovanou latku. Tyto vysledky nasvédcuji, Ze
aktivnim cytotoxinem ve kmeni Nostoc muscorum I je neznamy cyklicky peptid, tento vysledek
navic podporuje absorpce latky pti vinové délce 220 nm.

naneseny koncentracni zéna
vzorek

chromatografické ¢elo

g

Obr. 22. TLC kmene Nostoc Muscorum I . Modra skvrna znazoriuje cyklicky peptid .
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Graf 18. HPLC-MS chromatogram extrahovaného iontu 1211,5 aktivni TLC frakce kmene Nostoc muscorum 1.
Na ose X je znazornén reten¢ni ¢as a na ose Y celkova intenzita iontd.
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Graf 19. nahore: HPLC (preparativni) chromatogram kmene Nostoc muscorum I s vyznacenou jimanou frakci
odpovidajici cytotoxické latce. Chromatogram vyjadiuje zavislost UV absorbce (220nm) na
retenénim cCase.

uprostied: HPLCEMS chromatogram (Total Ion Current) a pfislusna +MS spektra frakce.

dole: HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) a +MS spektra piislusnych pika frakce.
Na ose Y je znazornéna celkova intenzita iontll a na ose X pomér m/z ¢i v piipadé Total ion
chromatogramti retencni cas.
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

3.D CYTOTOXINY KMENE NosTOC spr. DE

Frakcionaci tohoto kmene byly ziskany dva vysoce aktivni separaty zjevné obsahujici
pigmenty, jenz ve vysokych koncentracich zptisobuji mirny toxicky efekt proti studovanym liniim
[HROUZEK, USTNI SDELEN{]. AvSak 90% hodnota inhibice mnohonisobné pievySuje toxicitu
pigmentové frakce, jenz se pohybuje u extraktu v 70% MeOH mezi 10-30%.

[\
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Graf 20. HPLC chromatogram (preparativni) kmene Nostoc sp. De ziskany pouzitim gradientu Al. Na ose X je
znazornén retencni ¢as a na ose Y UV absorpce pfi 220 nm.
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Graf 21. HPLC-MS (Total Ion Current) chromatogram frakce 21" -22” kmene Nostoc sp. De. ziskané pouzitim
gradientu Al. Na ose X je znazornén retencni Cas a na ose Y celkova intenzita iontt.

Jelikoz aktivni frakce analytické HPLC-MS (21°-22") nevykazovala dostatecnou Cistotu (viz
graf 21.), nebylo moZzné stanovit molekularni iont odpovidajici cytotoxické latce. Gradienty A1l ani
B1 (kolona C8) neposkytovaly dobré vysledky, co se tyce dostate¢ného rozdéleni oblasti, ve které
se aktivni latka nachéazi. Za pouziti gradientu B1 byly v extraktu charakterizovany dvé¢ aktivni
frakce ve shod¢ s frakcionaci na analytické koloné (viz graf 22.). Frakce mezi 28°- 32" vykazovala
89.6% inhibici a frakce 32°-35" 78% inhibici. Z diivodu silného Sumu a nedostate¢né separace byla
pouzita pro dalsi frakcionaci kolona C18 a gradient B2. Stejn¢ jako v ptredeslych dvou metodach
byly frakcionaci a naslednym testem cytotoxicity ziskany dv¢ frakce. Frakce jimana mezi 31" - 327
byla letdlni téméf pro vSechny pokusné bunky (inhibice 96%), zatimco frakce mezi 37" - 38°
zpisobovala mirngj$i tox. efekt (inhibice 58%). Ziskané frakce vykazovaly lep$i vlastnosti nez
predeslé, a proto byly pouzity jako vychozi pro dalsi analyzy (viz graf 23.). Dal$im délenim ziskané
frakce 31" pomoci TLC byly obdrZeny tfi jasné¢ definované pruhy nasvédcujici ptitomnosti tii latek
(viz obr. 23.), pfiCemz pouze jedna z téchto latek byla zodpovédnd za inhibici. Po vymyti
prostiedniho pruhu 100% MeOH byla pomoci MTT testu prokdzana inhibice YAC-1 bunék ve vysi
45%. Snizena toxicita této frakce vici pilvodni, obdrzené z preparativni HPLC, muze byt
vysvétlena rozmytim a ztratami latky v procedufe TLC, coZ bylo v na$i laboratofi prokazano u
jinych latek [HROUZEK, USTN{ SDELEN(].

[ 3 ) Vysledky
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Graf 22. HPLC chromatogram (preparativni) kmene Nostoc sp. De za pouziti gradientu B1. Na ose X je
znazornén retenéni ¢as a na ose Y UV absorpce pii 220 nm. Svislé ¢ary predstavuji jednotlivé frakce a hodnoty
v procentech jejich inhibici proti bunéénym liniim YAC-1.
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Graf 23. HPLC chromatogram (preparativni) kmene Nostoc sp. De za pouziti gradientu B2. Na ose X je
znazornén retencni ¢as a na ose Y UV absorpce pti 220 nm. Svislé ¢ary oddé€luji 4 separované frakce a hodnoty
v procentech udavaji jejich inhibici proti bunéénym liniim YAC-1.
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3.D.1 Separace latky kmene Nostoc sp. De: frakce 31°

Po podrobeni frakce 31" detailni HPLC-MS analyze nebyly v chromatogramu nalezeny tém¢t
74dné intenzivni piky, aviak +MS spektra vykazovala p¥itomnost malo intenzivnich (fadové 10°)
iontl >1500. Jelikoz chromatogram obsahoval rovnéz ionty o piiblizné¢ polovi¢nich m/z, u kterych
byla prokdzéna distribuce izotopomerit o rozdilu 0.5 Da, jenz by mohli hypoteticky
odpovidatdvakrat nabitym iontim, byla na zakladé tohoto vysledku provedena analyza se
zamétfenim iontové pasti na ionty o velikosti m/z = 1800. Toto nastaveni poskytlo ,,vizualné*“ zcela
odlisny chromatogram a umoznilo naprosto odli§nou interpretaci latek obsazenych v této frakci. Byl
nalezen intenzivni pik a iont o m/z = 1850 (viz graf 24.), ovSem Z4dnd hmota v tomto +MS spektru
neodpovidala [M+H]*" & [M+Na]*" ani dimerni struktute [2M+2H]" &i [2M+H]"

Jasnéjsi vysledky poskytla analyza frakce ziskané z TLC. V HPLC-MS byl identifikovéan iont
[M+Na]*" = 920,4 (viz graf 25.) o rozdilu izotopomert 0.5, ktery by mohl odpovidat dvakrat
nabitému sodnému aduktu [M+Na]" 1840, ¢ili molekularnimu iontu [M+H]" 1818,5. Vzhledem k
ptitomnosti malo intenzivniho iontu pro hmotu m/z 1850, vsak iont 1818.5 mohl byt fragmentem
1850 po odstépeni methoxyskupiny —OCH3. Pro definitivni odhaleni molekulové hmotnosti této
latky bude nutné dalSich postupd.

Také barveni pomoci Serva Blue W neposkytuje jednoznacné vysledky, po srovnani s aktivni
latkou kmene N. muscorum I je odstin modré méné vyrazny, a proto neni jednozna¢né, zda se jedna

Vysledky
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Petr Tomek Cytotoxicita vldknitych sinic k liniim savéich bunék

o cyklicky peptid. V absorp¢nich spektrech této latky mohou byt nalezeny dvé maxima pii A =
220nm a 280nm, které naznacuji, Ze se v molekule vyskytuji aromatické funk¢ni skupiny.

Obr. 23. TLC vyiez frakce 31". Tmavé skvrny odpovidaji separovanym latkam a hodnoty
v procentech vyjadfuji inhibici prouzku proti bunéénym liniim YAC-1
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Graf 25. HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) TLC 2. pruhu frakce 31" kmene Nostoc sp. De pii zaméteni
iontové pasti na m/z = 1800 a +MS spektra RT 21,9 min. Na ose Y je zndzornéna celkova intenzita iontll a na ose X
pomér m/z, ¢i v piipadé Total lon Current chromatogramu nejvyse retencni ¢as.
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Graf 24. HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) frakce 31" kmene Nostoc sp. De pti zaméfeni iontové pasti na
m/z =900 (nahore), m/z = 1800 s UV chromatogramy (dole). Vinové délky UV chromatogrami v pravém hornim
rohu pfislusnych poli. Na ose Y je znazornéna celkova intenzita ionttl a na ose X pomér m/z, ¢i v ptipadé Total Ion
Current chromatogramt reten¢ni ¢as. UV chromatogramy vyjadiuji zavislost absorpce pii 220 a 280 nm na retenénim
Case.
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3.D.I1 Separace latky kmene Nostoc sp. De: frakce 37”

Analyzou HPLC-MS se zaméfenim na ionty m/z 1800 byla urcena trojice iontd s nejvetsi
intenzitou: m/z = 781, 1540, 1562 a iont s mensi intenzitou 1578. Dle izotopomerové distribuce
iontu 781, ktera je téméf rovna 1 Da, ptijde o jednou nabity sodny adukt [M+Na]" molekularniho
iontu [M+H]" = 759 (viz graf 26.). V piipadé iontd 1540, 1562 a 1578 pujde o dvakrat
protonované dimerni struktury. U iontu 1540 jde o dimer se sodikovym aduktem na jednom
monomeru [2M+2H+Na]" = 1540. Déle se pak ve spektru vyskytuji dimer se sodikovym aduktem
na obou monomerech [2M+2H+2Na]® = 1562 a dimer s draselnym a sodnym aduktem
[2M+2H+Na+K]" = 1578.

Toto tvrzeni potvrzuje i §t&peni molekularniho iontu m/z 781 v +MS? na 721 a v +MS® na
571, které je shodné v +MS? se spektry dimernich struktur. V t&chto spektrech je navic patrny
fragment monomeru se sodikovym aduktem 743. Stépenim dimerniho iontu 1540 na iont [M+Na]"
781 se toto tvrzeni upiesiiuje (viz graf 27.).
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Graf 26. HPLC-MS chromatogram (Total Ion Current) frakce 37" kmene Nostoc sp. De pii zaméteni iontové
pasti na m/z = 1800 a prislusna +MS spektra. Na ose Y je znazornéna celkova intenzita iontd a na ose X pomeér
m/z, ¢i v ptipadé Total Ion Current chromatogramu retenéni ¢as. UV chromatogramy vyjadiuji zavislost absorpce
pti 220 a 280 nm na reten¢nim Case.
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Graf 27. Fragmenta¢ni spektra +MS? a +MS? frakee 37° kmene Nostoc sp. De pro vybrané ionty 781, 1562 a
1540. Tont vybrany pro fragmentaci je vyznacen v pravém hornim rohu pfislusnych poli. Na ose X je znazornén
pomér m/z ana ose Y celkova intenzita iontd.
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3.E ,LIC50% A CASOVY EXPERIMENT

Aby mohla byt porovndna toxicita kmeni De a Nostoc muscorum [ a vyjadiena jejich
ucinnost, byly provedeny méteni zavislosti toxického efektu na koncentraci latky s naslednym
stanovenim ,,ICso* a zavislosti toxického efektu na expozi¢nim Case.

Testovany koncentra¢ni rozsah se pohyboval mezi 1,25 — 200 mg LB/ml. Koncentra¢ni
zavislost je patrna z grafu 28. ,,ICs¢* kmene Nostoc muscorum I byla regresni metodou stanovena na
4.8mg LB/ml (SS = 46,356) pro bunky YAC-1 a 2.8 mg LB/ml (SS = 95,375) pro buiky Sp/2. V
porovnani s timto vysledkem byla toxicita kmene De o fad vétsi, kde hodnoty ,,ICso* byly shodné
pro YAC-1 (SS =65,8) i Sp/2 (SS = 65,8), a to 0.6mg LB/ml.
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Graf 28. Stanoveni ,,ICsy“ pro extrakty kmene Nostoc sp. De a Nostoc muscorum I. Na ose Y je vynesena
procentualni inhibice bunécnych linii YAC-1 a Sp/2 vii€i kontrolnim bunikam pfi 12h expozici a na ose Y
koncentra¢nirozsah pouzitych extrakti 1,25-200 mg/ml.
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Graf 29. Casova zavislost viability bunééné linie Sp/2 8-24 hodinou jiz zistavala stabilné na 20%).
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Zatimco aplikace extraktu kmene Nostoc sp. De vedla po 2 hodinach k poklesu o pouhych
15% a hlavni toxicky efekt se dostavil mezi 4-8 hodinami, kdy viabilita klesla na 15%.
Nasledujicich 24 hodin vedlo ke smrti v§ech bunék.

Také morfologie bun€k vystavenych plsobeni obou extraktd se vyrazné lisi. Celkové
zmens$eni objemu a perforace membrany bylo zaznamenéano u bunék vystavenych extraktu Nostoc
muscorum 1. Morfologie linie Sp/2 postizené extraktem De vykazovala odliSné zmény. Bylo
pozorované cCasté zvétSovani a zakulacovani bun¢k a kondenzace granuli uvniti az po destrukci
organel. Z vySe uvedeného se lze domnivat, Ze zatimco Nostoc muscorum I zpisobuje nekrotickou
smrt bun¢k, extrakt De vyvolava uvniti buitky zmény podobné apoptoze [DING 2003, DING 1998A]

100 pm
Obr. 24. Fotodokumentace stavu Sp/2 bun€k po expozici sinicovych extrakti Nostoc sp. De a Nostoc muscorum 1.

Pravy sloupec odpovida extraktu Nostoc Muscorum I, levy extraktu Nostoc sp. De. Casy odpovidajici snimkaim jsou
vyznaceny v levém hornim rohu, expozi¢ni koncentrace byla rovna ,,ICs,* studovanych extraktt.

Vysledky
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4 DISKUSE

kazdy z téchto kmentli syntetizuje slouceniny se specifickym cytotoxickym uc¢inkem. Jak
potvrzuje frakcionace extraktii planktonnich kmentt Anabaena affinis 04-44 a Anabaena
eucompacta x reniformis P&sak 2, toxicky efekt mize byt zpsoben pfitomnosti produkti degradace
chlorofylu, lipopolysacharidi, ¢i jinych obsahovych latek. Tyto latky mohou plisobit synergicky,
anebo jejich koncentrace mize byt v extraktu natolik vysokd, ze zménami v kultivaénim médiu

Mrwve

Q ¢koli byla cytotoxicita zaznamenana u 62% testovanych kment, neni mozné tvrdit, Ze

cytotoxicky ucinek zprvu piisuzovany microcystinu-LR, jenz je Casto u téchto sinic hlavnim
toxinem [SIVONEN & JONES, 1999]. OvSem analyzy HPLC-MS ptitomnost MC-LR neprokazaly.
Naopak byly v extraktech nalezeny zpravidla latky o nezndmych molekularnich hmotnostech a
pouze u kmene Anabaena affinis 04-44 se da usuzovat na pritomnost puwainaphycinu A. Také u
ostatnich ekologickych skupin je zastoupeni neznamych latek zarazejici. U ctyf studovanych
pudnich kmenti bylo pouze pét latek z 24 urceno jako zndmé struktury. Ackoli se patrné ve vétsing
pfipadl jedna o varianty znamych skupin peptidd, je patrné, Ze sinice jsou stale dobrym zdrojem
novych struktur.

Vyznamnym vysledkem je casté zastoupeni cytotoxickych kmeni mezi pldnimi izolaty.
Navic dva ze ¢tyt cytotoxickych pidnich izolatd obsahovali neznamy cytotoxin. Ze znamych latek
byl u plidniho kmene Cam2SO1 s vysokou pravdépodobnosti identifikovan cryptophycin C. Tato
strukturni varianta cryptophycinu bez funkéni deoxy skupiny je charakteristicka niz§im inhibi¢nim
efektem vic¢i bunéénym liniim, a 53% inhibi¢ni efekt vi¢i bunéénym liniim YAC-1 by tomuto
predpokladu odpovidal. Zndmy cytotoxin byl identifikovan téz u sinice Nostoc sp. NMB25 z oblasti
uranovych vysypek, jednd se o aeruginoguanidine 98-C poprvé isolovany z planktonni sinice
Microcystis aeruginosa [ISHIDA, 2002]. U nejaktivnéj$iho ptidniho kmene v této praci, Nostoc
muscorum I, byly nalezeny hned dvé zndmé necytotoxické struktury a jeden neznamy cytotoxin
zpisobujici velmi rychlé, pravdépodobné nekrotické poskozeni. Na zékladé¢ vySe uvedenych
vysledki se domnivam, Zze pidni izolaty jsou nejvyhodnéj$i skupinou pro vyhledavani
cytotoxickych latek, coz potvrzuje i fakt, Ze nejsiln€jsi sinicova cytostatika cryptophyciny byly
izolovany z ptdnich sinic.

Nékteré ze subearofytickych sbérii sinice Nostoc commune vykazovaly vyraznou cytotoxicitu,
ovSem v tomto piipad€ si nemizeme byt jisti, jestli se jedna o toxicitu zplisobenou samotnymi
sinicemi, jelikoz jde o pfirodni material obsahujici bakterie a jiné kontaminace. Kmen Nostoc sp.
OBU36S07 je vyjimkou v této skupin€ a je jedinym cCistym izolatem s cytotoxickym ucinkem.
Vzhledem k silné toxicité nalezené u subaerofytickych sinic, bude izolace Cistych kultur a jejich
testovani objektem dalSiho studia.

Kmeny symbiotické by teoreticky nemély vykazovat vysoké toxické ucinky, jelikoz symbidza
je vyhodnd pro oba partnery. Tomuto pfedpokladu vSak odporuje svou vysokou (v nékterych
métenich témét 100%) cytotoxicitou cykasovy symbiont Nostoc sp. De, jenz indukuje u savcich
bunck apoptézu. Vyssi rostliny ovSem disponuji mnohymi biochemickymi drahami rozkladu
Skodlivin a je mozné, ze tento toxin specificky odbourdvaji. Navic je zfejmé, Ze rostlinné bunky
jsou morfologicky 1 strukturné natolik odlisné od testovanych bunécnych linii, a tak je mozné, Ze
jim toxické latky nebudou plsobit zadna poskozeni.

Ackoli je vyhledavani a studium sekundarnich metaboliti vyznamné piedevsim jako moZznost
izolace potencidln¢ biotechnologicky vyuzitelnych latek, poskytuje také zajimavé vysledky
ekologického charakteru. Pokud pifijmeme hypotézu, Ze sinice produkuji cytotoxiny jako obranu
proti herbivornimu ¢i konkuren¢nimu tlaku ze strany hub, rozto¢t a jinych mikroorganismu, pak by
naSe vysledky nasvédCovaly, Ze sinice jsou jednoznacné pod nejvysSim konkurenénim tlakem
v pudnim prostiedi. Dal§im zajimavym faktem je, ze kmeny NMB25 a NMB26 izolované ze stejné
lokality, vykazovaly vysokou miru cytotoxicity, avSak jejich extrakty nesdilely jedinou shodnou
latku. Zatimco u kmene NMB25 byla nalezena ptitomnost cytotoxického aeruginoguanidinu 98-C,
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tato latka nebyla u NMB26 pfitomna, a tudiz je u obou kmenl zodpovédna za toxicitu struktura
jina.

Podobné vysledky byly ziskany v nasi laboratofi u jinych kmeni izolovanych ze stejnych
lokalit. U kmene Nostoc muscorum I byla v této praci nalezena produkce neznamého cytotoxického
peptidu o hmot¢ 1211 Da. Tento kmen byl izolovan spole¢né s organismem Nostoc ellipsosporum
z obhospodatovanych poli u Nezamyslic (Ceska Republika). Také v tomto p¥ipadé se u obou kmenii
vysledky analyzy naprosto lisi a kmen Nostoc ellipsosporum vyse zminénou latku neobsahuje
[HROUZEK, USTNI SDELEN{]. Tento vysledek by mohl nasvéd€ovat tomu, Ze produkce cytotoxickych
latek je skutecné ekologicky podminéna. Proto dva rozdilné organismy pochazejici ze stejného
prostiedi syntetizuji funkéné podobné latky, ale jejich struktury se 1isi z dlivodu pfitomnosti jinych
syntetaz. Jsme si vSak védomi, Ze na potvrzeni této hypotézy bude potieba ucelengjsi studie.
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