Jihoteska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Prirodovédecka fakulta

Efektivita vyhledavani sekundarnich metabolitii sinic se
specifickou aktivitou proti lidskym nadorovym bunkam
pomoci metod ""highthroughput' screeningu

Diplomova prace

Ing. Dominika Tuckova

Skolitel: RNDr. Pavel Hrouzek, Ph.D
Centrum Algatech, Mikrobiologicky tistav AV CR védecké pracovisté Trebon
Skolitel specialista: Mgr.JaroslavaLieskovska,Ph.D.

Ceské Budgjovice 2021



Tuckova, D., 2021: Efektivita vyhledavani sekundarnich metabolitl sinic se specifickou
aktivitou proti lidskym nadorovym buiikdm pomoci metod "highthroughput" screeningu.
[The effectivity of screening for cyanobacterial secondary metabolites with specific activity
against human tumor cellsusing the method of "highthroughput” screening. Mgr. Thesis, in
Czech.] — 116 p., Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Bud&jovice,
Czech Republic.

Anotace

Rakovina patii v soucasné¢ dobé mezi nejzavaznéjsi civilizaéni onemocnéni. Sekundarni
metabolity sinic jsou bohatym zdrojem aktivnich latek s potencionalnim vyuzitim
Vv protirakovinné 1é¢bé. Cilem této prace bylo ovétit zda metoda velkokapacitniho testovani
(HTS), ktera byla poprvé pouzita pro testovani frakei odvozenych ze sinicovych extrakta, je
vhodnym nastrojem pro vyhledavani latek se selektivnim plisobenim proti konkrétnim
rakovinnym liniim. V této préci byla provedena HPLC-HRMS analyza frakci vykazujicich
zvySeny efekt na nadorové linie a jejich biologicky efekt byl testovan a validovan béhem
manudlné provedenych experimentll. Specidlni zietel byl vénovan nadorové linii ,triple-
negativni“ rakoviné prsu MDA-MB231. Nasledné byly v primarnich frakcich vytipovany
latky se selektivnim u€inkem na tuto rakovinou linii a byla ovéfovana jejich potence

V Cistém stavu.

Anotation

Cancer is nowadays one of the most severe civilization diseases. Secondary metabolites
of cyanobacteria are a rich source of active compounds with a potential use in anti-cancer
treatment. The aim of this thesis was to verify whether the high-throughput screening
method (HTS), used here for the first time to test effects of cyanobacterial extracts derived
fraction, is suitable tool for the search of substances with selective activity against specific
cancer lines. In this thesis the HPLC-HRMS analysis was used to analyze fractions showing
increased effect on cancer lines and their biological effect was tested and validated in
manually performed experiments. Special attention was paid to ,triple-negative breast
cancer cell line MDA-MB231. Subsequently, compounds isolated from primary fractions
with specific effect on this cancer line were selected and their potency in pure state was

verified.
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1 UVOD

Rakovina patti v souc¢asné dob&é mezi nejobavangjsi civilizaéni onemocnéni. Od nepaméti
obklopuje toto onemocnéni predstava nevylécitelnosti a tim padem nevyhnutelné smrti, které
predchazeji ukrutné bolesti a utrpeni. Vznik a rast zhoubnych néddorti je pfedmétem zajmu

mnoha Iékatti a védcii z riznych oblasti.
1.1 Nadorové onemocnéni

Rakovina je definovédna jako soubor onemocnéni vychazejici ze zdvazného naruSeni
fyziologickych a biochemickych charakteristik konkrétni bunky ¢i populace bun¢k a jejich
vztahil k okolni tkani, kterému pfedchazi namnozeni poruch v genomu dané bunky. Mezi
tyto poruchy patii rizné typy mutaci (napi. delece, amplifikace), ale téZ poruchy v
epigenetické regulaci. Vzniklé poSkozeni vede ke Spatné regulaci rlstu a mnozeni.
Rakovinné bunky se déli, kdyz nemaji a neumiraji, kdyz by mély. Za spolecny znak
onemocnéni je tudiz povazovan nekontrolovatelny rist buncék. Odborné tento stav
oznac¢ujeme jako zhoubné nadorové onemocnéni [1].

Nadorové onemocnéni je patologicky stav, ktery se tyka celého organismu [2]. Nejcastéji
nadorové bujeni propuka v tkanich, kde dochazi k velkému mnozeni buné¢k (travici, dychaci
soustava) nebo dochazi k bunééné stimulaci hormony (prostata, prsy, vajec¢niky). Klinické

projevy a samotny priub&éh nemoci zavisi na celkovém stavu organismu [3].
1.1.1 Historie nadorového onemocnéni

Nédorové onemocnéni lidstvo provazi od nepaméti. Tuto skutecnost dokladaji naptiklad
archeologické nélezy egyptskych zdznamt a mumii. Lécba zhoubnych nadord se datuje od
19. stoleti, kdy se problematikou =zacali podrobnéji zabyvat patologové, internisté
a gynekologové. Prvni 1éebné postupy byly pouze chirurgické. Objev rentgenového zateni
a radia nasledné 1é¢ebné metody rozsitil [4].

V roce 1862 vznikl Spolek Ceskych lékaid a v roce 1904 byl ustanoven Spolek pro
potirani rakoviny v Praze, ktery v roce 1936 vybudoval Radioléebny ustav v Praze na
Bulovce (nyn&jsi Ustav radiaéni onkologie). Od roku 1928 v Brné existoval "Dim ttéchy",
jehoZz ucel byl starat se o nevylécitelné nemocné pacienty s nddorovym onemocnénim. Ten
byl nasledné prebudovan (1933-1935) na nynéjs$i Masaryktiv onkologicky tustav. V roce
1990 vznikala tfada obcCanskych iniciativ usilujici o prohloubeni nadorové prevence a

zlepSeni kvality zivota onkologickych pacientl. Jednou z nejstarSich a nejzndméjSich



organizaci je Liga proti rakoving, kterd je fadnym ¢lenem mezinarodnich organizaci UICC a

ECL [4].
1.1.2 Rozdéleni nadori podle biologické povahy

D¢leni nadorti podle jejich biologické povahy se pro didaktické ucely jevi jako
jednoduché, ale v praxi Casto velmi obtizné az nemozné. Nadory se déli na maligni a
benigni, a to hlavné podle chovani k hostitelskému organismu [5]. Klasifikace nadorta se fidi
podle ctyi charakteristik: podle rychlosti ristu nadoru, podle schopnosti zakladat dcetina
loziska (metastazy), podle chovani okolich tkani, podle diferenciace nadorovych bunék [6].

Nezhoubné (benigni) nadory rostou pomalu a pouze v misté vzniku, nesiii se do ostatnich
¢asti téla a jsou vyrazné€ ohrani¢eny. Diky tomuto ohraniceni se obvykle daji bez vétSich
problémi chirurgicky odstranit. Soucasné jsou tyto nadory dobie diferencované (podobné
bunkam vychozim). VétSinou nejsou zivot ohrozujici a po odstranéni se znovu nevytvareji [6], [7].

Zhoubné (maligni) naddory, nékdy oznacované také jako malignity, prortstaji do okolnich
tkani a poSkozuji je. V pokrocilejsim stadiu se z vzniklych nddord uvoliuji buiiky nebo
skupiny bunék a rozsifuji se do dalSich organti (krvi nebo mizou). V dalSich organech
dochdzi k rozvoji druhotnych rakovinnych loZisek, tzv. metastdz, které mohou pro pacienta
ptedstavovat nékolikanasobné vétsi riziko, nez primarni nadory [6], [7].

Pro tumory, které nelze jednoznacné zaradit do téchto dvou zminénych kategorii, se
pouziva oznaceni potencionalné maligni/semimaligni. Pfikladem je napfiklad nador z bunck
granulozy, feochromocytom ¢i nékteré hranicni léze melanocytarni. U téchto nadori je
dikazem maligniho chovani az vznik metastaz. Termin neoplasie se pouZziva pro cely rozsah

benigniho i maligniho chovani bunék [6].
1.1.3 Histologicko-histogeneticka klasifikace nadori

Klasifikace vSech lidskych nadorti vychazi principalné z pfifazeni nadorové tkané k
vychozi zdravé tkani. V soucasné histogenetické klasifikaci nddorQ jsou rozeznavany tyto
skupiny [6]:

Epitelové nadory, které jsou odvozené od epitelidlnich buncék. Soucasné se jednad o
nejcastéjsi typ nddorového onemocnéni.

Mezenchymové nadory, které vznikaji z bun¢k pojivovych tkani (vazivovych cévnich,
chrupav¢itych, kostnich, atd.).

Hematopoetické nadory jedna se o Ilymfomy, leukémie, myeloproliferativni a

myelodysplastickd onemocnéni a nadory z histiocytarnich a dendritickych bunék. V



nekterych piipadech se tato skupina tadi k pfedchozi zminéné, a to na podkladé spolecného
puvodu z embryonalniho mezenchymu.

Neuroektodermalni naddory jsou odvozené od struktur derivovanych z crista neuralis. Patii
jsem tumory z gangliovych i glidlnich bunék centralni nervové soustavy, z perifernich nervi,
paraganglii a melanocytarni nadory.

Germindlni nddory vznikaji z teoreticky totipotentni buiiky zarodecné, ktera je schopna
diferencovat se v nadory podobné riznym vyvojovym stadiim jakékoliv lidské tkané,
somatické (teratomy, embryonalni karcinom, seminom) nebo extrasomatické (nador ze
zloutkového vacku, choriokarcinom).

Smisené nadory jsou uvadény jako samostatnd skupina. Dnes jde spiSe o matouci
skupinu. Ve vétsiné piipadt jde o monoklonalni nador, kde vznika vice diferencia¢nich linii
s ptisluSnym morfologickym obrazem. Patfi sem napiiklad teratomy a nadory oznacované
jako karcinosarkomy (karcinom s parcidlni sarkomatoidni diferenciaci - ¢ast néadoru
morfologicky odpovida karcinomu a ¢ast ma mikroskopicky vzhled sakromu). Dale se do
této skupiny tadi 1éze, kde pouze jedna komponenta je klondlnim nadorem, kdezto druha je
nenddorovou tkdni (tzv. "pasivné vtazenou" do vznikajicitho nddoru). V neposledni fade
rozeznavame n¢kolik tumort, které jsou nezatraditelné do predeslych kategorii. Jednim z
téchto nadorti je mezoteliom, gestacni choriokarcinom ¢i nadory ze zbytkii chorda dorsalis
(chordom).

Pro ptehlednost jsou zakladni typy nadort vypsany v nasledujici tabulce (Tabulka 1). Zde

je prehledné uvedeno zatazeni do kategorie maligni/benigni a typ vychozi tkang.

Tabulka 1. Zdkladni klasifikace nadorii podle vychozi tkané s rozdélenim na benigni a maligni [8]

. povrchovy papilom karcinom
Epitel — - -
zlazovy adenom adenokarcinom
kolagenni fibrom fibrosarkom
tukové lipom liposarkom
. chrupavka chondrom chondrosarkom
Pojivo
kost osteom osteosarkom
sval myom myosarkom
cévni angiom angiosarkom
Krvetvorna lymfaticka mononukledza leukemie lymfom, myelom
centralni gliom glioblastom
Nervova L, - . neuroblastom maligni
periferni ganglioneurom pargangliom .
paragangliom
: ., gonadoblastom seminom dysgerminom
Zarodecna p >
teratom zraly teratom nezraly




1.2 Teorie vzniku nadoru

V soucasné dobé je obecné piijimanou piedstavou o kancerogenezi somatickd mutacni
teorie (SMT). Tato teoric je jednim z hlavnich proudi soucasné nadorové biologie.
Kancerogeneze je zde popisovana jako proces postupného hromadéni mutaci a
epigenetickych zmén (ovliviiuji expresi gent, predevsim se jednd o methylaci DNA), a to
pfevazné v somatickych bunikach, v protoonkogenech a nadorovych supresorech. Cely
proces zac¢ina jednou "odrodilou" buiikou, kterd se postupné pieménuje z buinky zdravé do
pIn¢ maligni. Proces SMT je znazornén na piilozeném obrazku (Obrazek 1). SMT stoji na
pevnych zdkladech nevyvratitelnych poznatki nadorové biologie. Mezi nékteré z téchto
poznatkll patfi napfiklad potvrzeni, ze fada karcinogeni zpiisobuje genetické mutace.
Schopnost nékterych onkogennich vird vyvolat rakovinu souvisi s tim, ze nesou aktivni
onkogeny. V neposledni fad¢ pak byla prokézana souvislost vzniku nadorového bujeni se
zvySenou nestabilitou genomu. Soucasné tato teorie pfedstavuje osm typickych znaki
nadorové bunky: 1. ziskani sobéstac¢nosti v produkci ristovych signalt, 2. necitlivost k
signalim zastavujicim bunéény cyklus, 3. poskozeni apoptdzy, 4. ziskani neomezeného
replika¢niho potenciondlu, 5. indukci angiogeneze, 6. ziskani metastatického potencionalu,
7. pteprogramovani energetického metabolismu, 8. schopnost vyhnout se dohledu ze strany

imunitniho systému [9]. Tyto zmény jsou vice diskutovany v kapitole 1.3.4.

initiating mutation
000000F000000000000000

FIRST CLONAL EXPANSION
second mutation
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~106 cells ———1
SECOND CLONAL EXPANSION

third mutation

OOOO&GGGG@G -------------- 600000

~106 cells ———»
THIRD CLONAL EXPANSION

fourth mutation

00006696866 8800000
/ Lk sFOURTI-I CLONAL EXPANSION

Obrdzek 1: Somaticka mutacni teorie - kancerogeneze chdapana jako proces postupné premeny

zdravé bunky v plné maligni na zdkladé postupného hromadeni genetickych a epigenetickych zmén|[8]

Naproti tomu existuje alternativni teorie, kterd se oznacuje jako Teorie pole tkanové
organizace (TOFT), kterd byla poprvé piedstavena v roce 1999. Vuci teorii SMT se
vymezuje dvéma hlavnimi tvrzenimi. Prvni tvrzeni vychazi z predpokladu, ze

prednastavenym stavem bunck, které jsou soucéasti mnohobunécného organismu, je stav
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proliferace, ktery je regulovan a drZzen pod kontrolou prostfednictvim inhibi¢nich signalt
ptichazejicich z vnéjsiho mimobunééného mikroprostiedi. SMT naopak ptedpoklada, ze
buiiky jsou celou dobu ve stavu klidu a stav neregulované proliferace je vyvolan dusledkem
mutaci. V druhém tvrzeni vychazi TOFT z ptedpokladu, ze prvotni dopad ptsobeni
karcinogenil na tkan¢ spoc¢iva v naruseni normalni organizace tkani, naruseni fyziologickych
interakci mezi parenchymdlnimi a stromalnimi buiikami. Tato ztrata adekvatni struktury a v
tom dusledku i ztrata signalizace mezi bunikami uvnitt tkani vede k deregulaci, tedy ke ztraté
inhibice buné¢né proliferace. Zatimco SMT se domniva, ze mutace v bunkach, které jsou

zpusobené karcinogeny, maji za disledek ztratu bunééné kontroly nad proliferaci [9].
1.3 Vznik nadoru — kancerogeneze

Vzhledem k rGznorodosti rakovinnych typi nelze mluvit o jednotné piic¢iné vzniku
nadorového onemocnéni. Zdravé buiiky se chovaji podle geneticky naprogramovanych
pravidel, maji definovany tvar, strukturu a prosperuji mezi uspofadanymi okolnimi buiikami.
Nadorové buiiky se vSak nefidi zadnym regulaénim mechanismem, jejich mnozeni je
nekontrolovatelné a §ifeni je abnormalni [8].

Ke vzniku nadorového onemocnéni v podstaté dochdzi pii poruSeni homeostazy na
bunécné Urovni. Tato homeostdza je v tkanich udrZzovana pomoci integrovaného systému
komunika¢nich mechanismii a reguluje schopnost bunécné diferenciace, proliferace,
adaptivni odpovédi a apoptozy [1], [8].

Bunéény cyklus, ve kterém se kazda buiika nachazi, je fizen sloZzitou vnitrobunéénou
signalizaci. Pokud dojde k poruse regulace, bunika se zacne nekontrolované délit a potupné
se tvofi nador. Rozvoj rakoviny probihd v nékolika krocich, 1 kdyZ to neplati pro vSechny
druhy rakoviny uplné stejné [1], [10].

Proces vzniku a vyvoje nadori se oznaCuje jako kancerogeneze (karcinogeneze,
onkogeneze, tumorigeneze) [5]. Jedna se o slozity vicestupnovy proces, ktery je mozné
zastavit hned na pocatku, v pribé¢hu nebo muze vyvrcholit za vzniku nadoru [8]. Béhem
kancerogeneze dochézi k hromadéni mutaci v bunce, diky kterym se bunka stava
abnormalni, ziskava nové schopnosti (uvoliiovani ristovych enzymd, atd.) a ovliviiuje okolni
bunky [10]. Proces kancerogeneze se sklada ze tfi hlavnich ¢asti: iniciace, promoce a
progrese [11].

Stadium iniciace je kratké obdobi, ve kterém dochazi k mutaci genetického materialu
buniky a dochazi k nevratné zméné na bunku preneoplastickou. V tomto stadiu dochazi k

jednoduchym zaménam bazi nebo k malym delecim v kritickych genech, a to zejména v



protoonkogenech. Bunky ziskavaji selek¢éni vyhodu v ristu a pfeméiuji se na buiky
nadorové. Toto stadium je nevratné [4], [8].

Ve stadiu promoce dochazi k proliferaci preneoplastickych nebo neoplastickych bunék,
ktera je dale podporovana promocnimi faktory, tzv. promotory (napi. zanét). Tyto faktory
nejsou schopny vyvolat maligni nddorovou transformaci, ale pouze ji podpofit. Intenzita
téchto mechanismid musi dosdhnout urcitého stupné, aby doslo k dostatecné bunécné
stimulaci. Pfi jejich odstranéni se muize kancerogeneze zastavit nebo zpomalit. Béhem
promoce dochazi snadnéji ke vzniku dalSich genetickych a epigenetickych zmén, které
bunky nevratné stimuluji do plné¢ maligniho typu. Stadium se odborné nazyva karcinom in
situ [4], [8].

V poslednim stadiu, ozna¢ovaném jako progrese, dochazi k dal$i kumulaci genetickych a
epigenetickych zmén. Dochédzi k velkym zménam v genomu jako chromozomalni
translokace, delece, inzerce a amplifikace gent. Populace nadorovych bunék se vymyka
kontrole mezibunétné signalni sité, kterd je zprostiedkovana cytokiny a membranovymi
interakcemi. Postupné se S$ifi do tkani v blizkém okoli a utlacuji je, dale prorastaji do
cévniho a mizniho ob¢hu a invaduji do dalSich zdravych tkdni a orgédn. Dochazi k
morfologické a funkéni preméné funkéni tkang, narueni jeji celkové architektury [4], [8].

Postupny proces karcinogeneze je znazornény na piilozeném obrazku (Obrazek 2).

Mnohostupnovy proces karcinogeneze

[ Promoce ] [ Progrese |

Mutageny e o ické
Raxd S Negenotoxicke Genotoxicke
—— hagiace karcinogdny + negenotoxicke
Virusy... TR Eaktary
Yerr faktory
Genotoxicita
r‘OD
CG)G)
Mormalni . Iniciovand s, Maligni _5  Invaze
burika burika nador Metastazy
]
Aktivace proto-onkogend

3] Inaktivace nadorové supresor. gend
Inaktivace antimetastat. gendl

Obrdzek 2: Postupny proces karcinogeneze - normalni bunika, iniciovand bunka (mutovand buiika
se schopnosti stdit se nadorovou nebo maligni), preneoplastické poruchy, maligni nddor s

metastazovanim do okolnich tkani [8]



1.3.1 Protoonkogeny a onkogeny

V kazdé bunce jsou geny, které kontroluji proliferaci, délku zivota a apoptézu, migraci,
stabilitu genomu. V dnes$ni dob¢ je jiz znama tada genii odpovédnych za vyvoj nadorového
bujeni. Na porozuméni maligni transformaci mé zasluhu Siroka Skala praci s onkogennimi
viry [10]. Obecné plati, ze mutaci nebo nadmérnou aktivaci protoonkogent mize dojit k
vzniku onkogenu, které stimuluji nebo chrani bunku pfed bunéénou smrti, nebo k inaktivaci
tumor supresorovych gent, které inhibuji proliferaci [11].

Protoonkogeny maji zdkladni vyznam v bunécéné fyziologii vSech vysSich organismu.
Jednd se predevS§im o geny kodujici proteiny s klicovou ulohou na rGznych Urovnich
integrace mitogennich signald nesenych riastovymi faktory a hormony. Hraji dtlezitou roli v
regulaci rustu, diferenciaci a apoptdéze normdlnich bun¢k. Pokud jsou modifikovany na
strukturdlni nebo kontrolni urovni, zacnou se chovat jako onkogeny podporujici vyvoj
nadoru. Funkce protoonkogentt mize byt ovlivnéna na trovni Sekvence jednotlivych
nukleotidii nebo zménou transkripce a exprese. Bunka tedy produkuje protein se zménénymi
biochemickymi vlastnostmi nebo syntetizuje abnormalné vysoké mnozstvi proteinu [1], [10].

Protoonkogeny lze délit podle lokalizace jejich produktu na ty, které koduji sekrecni
proteiny, proteiny bunéfného povrchu, jaderné proteiny nebo cytoplazmatické proteiny.
Dale se daji délit podle funkce jejich produkti na ristové faktory, receptory pro ristové
faktory, jaderné proteiny, cytoplazmatické proteiny (protein kinazy a G-protein) [8].

Onkogeny jsou aktivované homology protoonkogent, které existuji v normalnich
bunkach. Mutace v onkogenu zpisobuje deregulaci bunéfného riistu, imortalizaci a
transformaci v nadorovou buniku. K onkogenni aktivaci dochdzi nejcastéji bodovou mutaci,
chromozomalni pfestavbou nebo genovou amplifikaci. Onkogeny se chovaji jako dominantni
geny aktivujici fadu bunécnych udalosti obzvlasté signalnich cest. Aktivacni plisobeni
onkogenu muze byt tak extrémni, Zze aktivuje aZz 15% genl organismu. Builka muze
onkogeny umlcet pomoci methylace (buniky se timto zplsobem vyrovnava s cizorodou
genetickou informaci). Onkogeny stoji na pocatku nadorového bujeni, ale soucasné jsou
potiebné i pro udrzeni tohoto stavu [10], [12].

Proteinové produkty protoonkogenti a onkogenli reguluji replikaci DNA a pienosy
signall. Rozd¢luji se do n¢kolika funkénich skupin [8]:

e rustové faktory (sis, hst)

e cytoplazmatické serinové a treoninové kinazy (mil, mos, raf)

e jaderné proteiny fungujici jako aktivatory transkripce (myb, myc, fos, jun)

e na membranu vazané analogy proteinti vazicich guanosin trifosfat-GTP (ras)



e receptory pro rustové faktory (erb B, fms, kit) a tyrozin kindzy (src, frg, fcs)
1.3.2 Tumor supresorové geny

Tumor supresorové geny, antiproliferacni, potlacuji nddorové bujeni a chrani burnku pied
nadorovou transformaci. Plisobi proti onkogentim tim, Ze negativné ovliviuji proliferaci [1].
V normalnich bunkéach se tumor supresorové geny nachézeji ve dvou kopiich (alelach).
Chovaji se jako recesivni, coz znamend, ze sta¢i pouze jeden z dvojice, aby protinadorovy
ucinek zistal zachovan. Ob¢ formy musi podlehnout mutaci, aby doslo k neschopnosti
regulovat buné¢nou proliferaci. V nékterych piipadech je pravé ztrata funkce téchto genti
impulz pro vznik rakovinného bujeni. Obecné je pro nadorové bunky typické, Ze dochazi k
poruse rovnovahy mezi protoonkogeny a tumorovymi supresory [11].

Jednim z nejvyznamnéjSich tumor supresorovych gent je p53, ktery ma hlavni ulohu v
kontrole bunééného cyklu a inhibici mezi fazemi G1 a S nebo v indukci apoptoézy pfii
vyrazném poskozeni DNA. Gen p53 vSak velmi dobie mutuje a stdva se onkogenem. To
dokazuje i fakt, ze piivodné byl tento gen popsan ve své onkogenni (mutované) form¢ [13].
Nejbéznéjsim a jednim z nejdiive epigeneticky ovlivnénym tumor supresorovym genem u
lidské rakoviny (prsu, tlustého stieva, plic a dalSich) je p16INK4a [8].

Hlavni rozdily v ptsobeni mezi tumor supresorovymi geny a onkogeny jsou zapsany v

nasledujici tabulce (Tabulka 2).
Tabulka 2. Zdkladni rozdily mezi onkogeny a tumor supresorovymi geny [14]

Onkogeny Tumor supresorové geny

Mutace v jedné ze dvou alel je dostacujici pro aktivitu | Mutace v obou alelach nebo v jedné s naslednou
(dominantni). ztratou nebo redukci homozygotnosti v druhé.

,»Ziskani funkce u proteinu, ktery spousti

s a1 Ztrata funkce proteinu.
bunécné déleni u p u

Mutace vznikaji v somatickych tkanich, nejsou Mutace jsou pfitomné v zarode¢né bunce
dédicné. (mohou byt dédicné) nebo v somatické bunce.

Silna tkanova preference (napt. vliv Rbl genu v

Preference nékterych tkani. s
sitnici).

1.3.3 Telomery

Telomera je vysoce konzervovand koncova oblast DNA chromozomt, kterd je tvofena
padesatkrat az Sedesatkrat se opakujicimi sekvencemi Sestice bazi s vysokym obsahem

guaninu (telomerovy motiv u ¢lovéka - TTAGGG). Telomery ohranicuji zacatek a konec



kazdého chromozomu a tvofi "ochranou cepicku" kolem genomové DNA zabranujici
chromozomalnim ztratdm a aberantnim fizim béhem mitotického déleni. Béhem bunécného
déleni, kdy bunka vytvaii nové kopie genetického materialu, se telomery vzdy o néco zkrati
(ptiblizné o 25-200 pb) [8]. Jakoby dochazelo k chyb¢ a kopirovani nebylo provedeno az do
konce. Telomery jsou zkracovany tak dlouho, az se jejich délka dostane na kritickou mez, a
ztraci se jeji vyznam konce chromozomu. Ztrata telomerickych koncli miZze zptsobit
genomovou nestabilitu a zménénou genovou expresi. V této chvili se bunka prestava délit a
sp&je ke svému zadniku mechanismy zavislymi nebo nezéavislymi na proteinu p53. Buiikka ma
tedy ve svém chromozomu zakdédovany pouze omezeny pocet déleni a nemuze zit vé¢né, coz
slouzi soucasné i jako pfirozena pojistka proti nadorovému bujeni [15].

Vétsina bunék, u kterych propukne nadorové bujeni, si velmi rychle zkrati telomery na
kritickou mez a zahyne. Nékterym vSak neomezené déleni zajist'uje enzym telomeraza, ktery
je schopen dostavét chybéjici ¢ast telomery, blokovat starnuti a zajistit buiice nekonecné
déleni. Tento enzym neni ve vétSiné somatickych bun€k aktivni. Vyjimkou jsou pouze
buiky zarodecné linie a embryondlni buiky, které tento enzym maji. Diky tomuto
mechanismu ziskd nddorovd builka neomezeny pocet déleni a stavd z tohoto pohledu
prakticky nesmrtelnou [15].

Enzym telomeraza se sklada ze dvou hlavnich podjednotek: z katalytické jednotky TP2 —
lidska telomerazova reverzni transkriptdza (TERT) a RNA molekuly. Telomeraze se pomoci
své RNA navaze na telomery a katalyticka proteinova jednotka syntetizuje DNA pifimo na
koncich chromozomii reverzni transkripci templatu RNA [8].

Vztahy mezi telomerazovou aktivitou a nddorovym onemocnénim jsou v soucasné dobé
pouze CasteCné objasnény. Telomerdaza muze paradoxné bud podporovat, nebo inhibovat

nadorové bujeni, a to v zavislosti na genetickém kontextu bunky [15].
1.3.4 Epigenetické zmény

Termin epigenetické zmény oznacuje chemické zmény na molekule DNA nebo
chromatinu bez vlivu na sekvenci nukleotidi ovliviiujici pfedevsim expresi urcitych regiont
DNA. Umlceni genti na urovni chromatinu je nezbytné pro zivot eukaryotickych organismt
a zvlaste dulezité pfi organizaci kli¢ovych biologickych procesii. Z hlediska kancerogeneze
mohou tyto zmény zptisobit podobny ucinek jako mutace v téchto genech. Pokud se tyto
zmény dotknou tzv. "cancer-related" gentu (klicové regulacni geny) vysledny efekt se podili
na procesu nadorové transformace nebo na zménach fenotypu nadoru. Epigenetické zmény

jsou dédicné, coz je jeden z hlavnich divodu, pro¢ jsou pfi vyvoji rakoviny stejné dilezité



jako genetické zmény. Soucasné se tyto zmény mohou v buitkach objevovat rychleji nez
mutace. Na rozdil od zmén genetickych jsou epigenetické zmény reverzibilni [16].
Modifikace vznikaji dvéma hlavnimi mechanismy — methylaci DNA a/nebo chemicky

podminénou zménou uspofadani chromatinu (acetylaci histoni) [8].
1.3.4.1 Methylace DNA

Tento termin oznacuje proces, pii némz dochazi ke kovalentnimu navazani methylové
skupiny na vybrané nukleotidové baze, a tim k inhibici vazby transkripénich faktori
(Obrazek 3). Cilovou molekulou pro methylaci je 5 pozice v cytosinovém kruhu v CpG
dinukleotidech [8]. V somatickych burikach jsou nerovnomérné (geny a jejich promotory,
integrované oblasti) methylovany az 4% cytosinovych bazi. Jedna se o enzymaticky proces,
na kterém se podili DNA metyltransferazy (DNMT1). DNA methylace se mtize uplatiiovat v
procesu nadorové transformace prostiednictvim né€kolika mechanisma [16], [17]:

e DNA methylace jako pfi¢ina bodovych mutaci — Methylovany cytosin podléha
spontanni deaminaci na thymin.

e DNA hypomethylace — Globalni genomicka hypomethylace je pro nadorové
bunky typickd. V mnoha nadorech je celkova methylace snizena az na 70%
normalniho stvau, coz mize mit za nasledek genomickou nestabilitu v disledku
aktivace difive uml¢ovanych gend.

e DNA hypermethylace. — Dochazi k hypermethylaci dfive aktivnich gent a jejich
umlceni. V nadorovych buiitkich ma nejvétsi vyznam inaktivace tumor
supresorovych geni.

mRNA

transkripéni faktor 'l/,’—AAMAA
N\
metyl vazajici protein®
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| ~N @\| =N
—_—
o u*o
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Obrazek 3: DNA methylace a "umlicovani” genil v dusledku inhibice vazby transkripcniho faktoru,

A — nemethylovany promotor, B — methylovany promotor [16]
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1.3.4.2 Remodelace chromatinu

Jedna se o epigenetické zmény spocivajici v chemické modifikaci (methylaci, acetylaci
nebo fosforylaci) histonovych proteind a k ovlivnéni kondenzace chromatinu. Disledkem je
zmeéna pristupnosti transkripcnich enzyma k promotorim gent, a tim dochazi ke zménam
genové exprese. Acetylace histonti vede k transkripéni aktivaci chromatinu a deacetylace
histonll naopak transkrip¢ni inaktivaci. Deacetylace na lysinu 16 a trimethylace na lysinu 20
histonu H4 je béznym znakem lidské rakoviny. Acetylace histonu a methylace DNA jsou
uzce spojeny. Napiiklad globalni hypomethylace vede ke zménadm na urovni acetylace

histonu a naopak [16], [18].
1.3.4.3 RNA interference

RNA interference (RNAI) je vyznamny regulator genové exprese, ktery se mize podilet
na vzniku nadorového bujeni. Zakladem pro interferenci jsou malé molekuly RNA (siRNA
nebo miRNA), které se komplementdrné vazou na mRNA a blokuji tvorbu proteinti. Zdroje
maly RNA molekul jsou exogenni (RNA virus) i endogenni (produkt vlastnich specifickych
gend buniky). MiRNA inhibuji translaci mRNA mnoha cilovych gent, které se podileji na

rozvoji nadorového bujeni [16].
1.4 Bunécné a molekularni zaklady nadorového onemocnéni

Genetické a epigenetické zmény, které probihaji béhem karcinogeneze, dodavaji
nadorovym buiikkam jedinecné fenotypové vlastnosti. Kazdd nddorova buiika se vyznacuje
nékolika zmé&nami své bunécné fyziologie. Tyto zmény zahrnuji udrZzovani proliferativni
signalizace, vyhybéani se tumor supresorovy geniim, vzdorovani buné¢né smrti, bunécnou
imortalizaci, angiogenezi, preprogramovani bunééného metabolismu, vyhybéani se imunitni
odpovédi a aktivaci invaze do okolni tkdn€ a metastazovani. Zaikladem téchto
charakteristickych znakii je nestabilita genomu, ktera zapfiCiiuje vysokou genetickou
rozmanitost. Soucasné nadory obsahuji repertoar rekrutovanych zdanlivé normalnich bunek,
které prispivaji k ziskani charakteristickych znakil vytvafenim tzv. mikroprosttedi nadoru.
Obecné nadorové bujeni narusuje homeostazu a hierarchii tkan¢ [19].

Pochopeni molekularné biologické podstaty téchto fyziologickych zmén v nadorovych
bunkach napomaha v cilené 1é¢bé nadorového onemocnéni. Vétsina vyvinutych 1€k se snazi
zam¢fit na konkrétni molekularni cile, které souvisi se zménénymi vlastnostmi nadorovych
bunék. Diky tomu ziskava 1é¢iva latka pomérné velkou toxickou specifitu [20]. Nasledujici

obrazek shrnuje charakteristické znaky rakoviny a mozné terapeutické cileni nané (Obrazek 4).
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Obrazek 4: Terapeutické cileni na charakteristické znaky rakoviny [20]

Cesty, kterymi se bunky dostavaji do stavu plné malignity, jsou velmi variabilni.
Naprtiklad mutace v onkogenech a tumor supresorovych genech se mohou v n¢kterych
drahach progrese nadoru objevit velmi brzy a u jinych pozdgji (Obrazek 5). V zavislosti na
této skutec¢nosti se mohou biologické vlastnosti nddorovych bunék objevit v riznou dobu.
Konkrétni sekvence, ve které dochazi k fyziologickym zménam, se mlze mezi nadory
stejného i rizného typu znacné liSit. Soucasné u nékterych typti nadori muze urcita
geneticka udalost pfispét pouze k ¢astenému zisku selekéni vyhody, ale u jiného typu
nadoru muize tato genetickd zména vést k ziskani n€kolika odlisSnych naddorovych schopnosti.
Fyziologické zmény, ke kterym nakonec nadorova buiitka dospéje jsou spole¢né v§em typiim

rakoviny a mohou byt oznaceny za charakteristické rysy rakoviny [19].
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Obrdzek 5: Chronologicka a mechanickd posloupnost ziskavani Sesti charakteristickych znak.

Poradi ziskavani téchto schopnosti je velmi variabilni napvic spektrem ruznych typii rakovin.

n

Zaroven u nékterych nadorii mize urcitd geneticka zmena propujcovat hned nékolik "schopnosti

soucasné. [19]
1.4.1 Sobéstacnost v produkci ristovych signala

Normalni buiiky potiebuji pro pfesun z klidového stavu do aktivniho proliferativniho
stavu mitogeni rastové signaly, které jsou pifendSeny do builkky transmembranovymi
receptory, které obvykle obsahuji intracelularni domény tyrosinkinazy. Zadny typ normalni
buiikky nemtize piejit do proliferativniho stavu bez stimulacnich signali. Naproti tomu
nadorové bunky vzdy vykazuji abnormalné niz§i zavislost na exogenni stimulaci. Tyto
bunky generuji velké mnozstvi svych vlastnich ristovych signala (GF), ¢imZ snizuji svou
zévislost na stimulaci z normalniho mikroprostiedi tkdn€. Jednd se o autokrinni stimulaci,

J A4

kdy rakovinna buika syntetizuje GF, na které sama reaguje a vytvaii tak smycku
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signalizujici pozitivni zpétnou vazbu. Diky této vyhod¢ je narusen mechanismus, ktery
normaln¢ zajist'uje spravné chovani riznych typa bun¢k v tkani [19].

Soucasné¢ mohou rakovinné buniky na svém povrchu exprimovat vétsi mnozstvi GF
receptorti. Tato skutecnost umoznuje hyperreaktivitu rakovinnych bunék na okolni hladinu
GF, ktera by za normalni situace proliferaci nespustila. Napiiklad HER2/neu receptor je
nadmérné exprimovan v karcinomech zaludku a mlééné zlazy. Rakovinné buitkky mohou také
pfepinat mezi typy receptort, které exprimuji na svém povrchu [19].

Prakticky vSechny typy nadort jsou sloZeny z nékolika odlisnych typi bun€k (miizeme
mluvit o nadorovych buiikdch a podplrnych buiikach), které mezi sebou komunikuji a
ovlivituji se prostiednictvim heterotypické signalizace [20]. Nasledujici obrazek ukazuje

pohled na nadory jako komplexni tkan¢ (Obrazek 6).

A B

Nadorové bufiky Néadorové buiiky Fibroblasty

Bufiky imunitniho systému

Obrdzek 6. Nadory jako komplexni tkané — A: pohled zaméreni pouze na rakovinné bunky a geny

v nich, B: zaméreni na aktivni spolupraci nadorovych bunék a okolnich bunék [19]
1.4.2 Necitlivost na proti riistové signaly

V normalni tkani najdeme celou fadu signali, které inhibuji proliferaci, udrzuji klidovy
stav bun€k a homeostazu tkan€. Kromé charakteristick¢ého znaku vyvolani a udrZovani
pozitivniho puasobeni stimulacnich signalii rGstu musi tedy nadorové bunky obchazet
programy, které negativné reguluji bunécnou proliferaci. Bunétna proliferace je blokovéana
dvéma moznymi mechanismy. Prvni z téchto mechanismti donuti buniku pfejit z aktivniho

prolifera¢niho stavu do stavu klidového (Gy), ze kterého se opét muze vratit k proliferaci.
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Druhou alternativou je trvalé zamezeni proliferace vstupem do postmitotickych stavii (napf.
neurony), které jsou obvykle spojené se ziskanim specifickych znakt [19].

Rakovinna buiika se musi témto antiproliferativnim signalim vyhnout. Na molekularni
proteinti (zejména pRb, p107 a p130). pRb je transkripénim regulatorem celé $kaly enzymu
ucastnicich se DNA replikace a bunécného cyklu (mimo jiné i dalsi tfidu traskripcnich
regulatori E2F), a proto na transkripéni urovni inhibuje proliferaci. Narusenim inaktivaci
pRb se aktivuji E2F, které umozniuji buné¢nou proliferaci. Signalni obvod pRb, ktery je
fizen transformaénim ristovym faktorem (TGFp) a dalsimi vnéj$imi faktory, muze byt
naru$en ruznymi zpusoby u ruznych druhti rakoviny. Napiiklad dochazi k snizeni citlivosti
na TGF-B nebo mutaci dochazi k nefunkénosti receptorid. Soucasné muze dojit i k mutaci
ptimo genu pro funkéni pRb [19].

Nédorové bunky museji unikat i mechanismiim kontaktni inhibice, ktera je in vitro

nahradou mechanismu zaji$t'ujiciho in vivo normalni tkanovou homeostazu [8].
1.4.3 Schopnost vyhnout se buné¢éné smrti

Rezistence vici apoptdze (programovand bunééna smrt) je charakteristickym znakem
vSech rakovinnych bunék. Apoptdza je zakddovana prakticky v kazdé bunce lidského téla.
Jakmile dojde ke spusténi apoptozy fadou fyziologickych signaldi, odehrava se v piesném
sledu postupnych krokt v Sirokém casovém rozmezi od minut az po nékolik dni. Proces
konéi rozpadem buiikky na apoptickd téliska, kterd jsou pohlcena okolnimi buiikami ¢i
buiikami imunitniho systému a zmizi do 24 hodin [19]. Vice je pfesny prib&h apoptdzy
diskutovan v kapitole 1.6.

Rezistenci v oblasti apoptézy mohou rakovinné bunky ziskat rGznymi strategiemi.
Nejcastéji se jedna o mutaci v tumor supresorovém genu p53, kdy inaktivace jeho produktu
(proteinu p53) je pozorovana u vice nez 50% lidskych rakovin. V podstatné ¢asti lidskych
nadori hraje vyznamnou roli v zmirnovani apoptozy signalni draha PI3 kinaza — AKT/PKB,
kterd prendsi anti-apoptické signaly. Tento signalizatni obvod mulzZe byt aktivovan
extracelularnimi faktory (napf. IGF-1/2 nebo IL-3) nebo intracelularnimi signaly
vychazejicimi z Ras signalizace [20].

V stresovych ptipadech, konkrétné¢ naptiklad pti 1é€bé rakoviny, miZe nddorova builka
vyuzivat autofagie a piejit do stavu reverzibilniho klidu. Tato odpoveéd’ nadorové buniky na
stres ji umoziiuje preziti a pfipadny opétovny rist v pozdnim stadiu po 1écb€ sinymi

protinadorovymi latkami [8].
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V nékterych ptipadech, jako je zaCatek nadorového bujeni nebo metastazovani, toleruji
nadorové bunky urcity stupen nektorické bunééné smrti. Tento druh bunécné smrti uvoliiuje
do okolniho mikroprostiedi prozanétlivé signaly, které zptisobuji migraci imunitnich bun¢k
do mista poskozeni. Tyto buniky mohou aktivné¢ podporovat naddor (podpora angiogeneze,
proliferace a invazivita). Nekrotické bunky také produkuji IL-la, ktery pfimo stimuluje

sousedni zivotaschopné buiiky k proliferaci [20].
1.4.4 Neomezeny replikacni potencial

Vsechny tii dosavadni diskutované ,,vyhody* vedou nadorové buiky smérem k jejimu
vymanéni z ristového programu a signalQi prostfedi. Vyzkumy vSak dokazuji, Ze naruSeni
bunécné signalizace nezarucuje expanzivni buné¢ny rust nadoru. Prakticky vSechny buiky v
sob¢ maji zakédovany vlastni autonomni program, ktery omezuje jejich mnozeni a funguje
nezavisle na vy$e zminénych signalnich mezibuné¢nych drahach [20].

Prvni kriticky bod v bunééném starnuti obejdou nadorové bunky mutaci v tumor
supresorovych genech pro p53 a pRb. Diky t€émto mutacim pokracuji buniky v mnozeni az do
stavu oznaCovaného jako druha krize, kterd se vyznaCuje masivni bunéénou smrti a
karyotypickou heterogenitou souvisejici se zkracovanim telomer. Bunky, které nasledné
prekonaji tuto druhou krizi se stanou prakticky nesmrtelnymi [20].

Oprava telomer je patrna prakticky u vSech typti malignich bun¢k. U 85-90% bunck je
patrna zvySend exprese enzymu telomerazy [15]. Tento princip je podrobngji popsan v
kapitole 1.3.3. Zbylych 15-10% bunék vyuziva mechanismus oznacovany jako ALT, kdy
buiiky udrzuji telomery prostfednictvim interchromozomadlni vymény sekvencnich informaci
na zakladé rekombinace. Kazdy z téchto mechanisml udrzuje bunétné telomery nad

kritickym prahem a bunky ziskavaji schopnost neomezeného déleni [19].
1.45  Trvala angiogeneze

KaZzda bunka potiebuje pfijimat dostate¢né mnoZstvi Zivin a kysliku a souc¢asné zbavovat
se metabolického odpadu a oxidu uhli¢itého. Tato skutecnost je zjiSténa béhem
organogeneze koordinovanym ristem cévnich kapilar tak, aby vSechny bunky ve tkani byly
vzdalenostné do 100 um od téchto kapilar. Pfi tvorbé nové tkané je proces angiogeneze (riist
novych cév) vzdy peclivé regulovan. U dospélych jedincil je angigeneze fyziologicky aktivni
kuptikladu v procesu hojeni ran nebo v ramci zenského reprodukéniho cyklu, ale pouze
prechodné [19].

Proliferujici nadorové bunky maji vlastni schopnost podporovat rust krevnich kapilar, a to

jiz ve stadiu stfednich 1ézi pfed plnym rozvinutim nadoru. Nédorové builkky mohou s
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vyuzitim pozitivnich (aktivatory) a negativnich (inhibitory) signalti podporovat nebo naopak
blokovat angiogenezi. Prikladem signalti vyvolavajicich angiogenezi jsou vaskularni
endotelidlni rastovy faktor (VEGF) a kyselé a bazické fibroblastové riistové faktory
(FGF1/2). Naopak inhibitorem angiogeneze je trombospodin-1 nebo p-interferon. Za
zvySenou expresi aktivatori a snizenou produkci inhibitori je odpovédna zména Vv
transkripci gent [19].

Krevni cévy produkované v nddorech chronicky aktivovanou angiogenezi jsou obvykle
aberantni, jsou poznamenané predCasnym kapilarnim pucenim, spletitym a nadmérnym
vétveni, zkreslenim a zvétSenim, nepravidelnym pratokem krve, mikrohemoragii a

netésnosti [20].
1.4.6 Invaze tkané a metastazy

Diive ¢i pozdéji se béhem vyvoje vétSiny typu rakovin objevi nddorové bunky, které se
oddéli od primarniho nadoru a napadaji sousedni tkang, odkud putuji do vzdéalené¢jSich mist a
zakladaji nové kolonie. V téchto mistech zpocatku nejsou omezovany mnozstvim
dostupnych zivin a prostorem. Nové kolonie vznikaji jako smés rakovinnych bunck a
normélnich podplirnych bunék z hostitelské tkdné. Tyto nové kolonie se oznacuji jako
metastazy a jsou pii¢inou umrti u 90% pacientli s nadorovym onemocnénim. Rizné formy
invaze mohou byt zakladem rtiznych typu rakovin [19].

Bunééné metastazovani se da rozdélit do dvou hlavnich fazi, kdy prvni z nich je fyzické
Siteni nadorovych bun€k z priméarniho nadoru do vzdéalenych tkéani. DalSim krokem je
nasledna adaptace téchto bunék na mikroprostiedi tkané cizi. Uspé$na invaze nadorovych
bunék z priméarniho nadoru zavisi na jiz dfive zminénych "vyhodach" rakovinnych bunék.
Invaze a tvorba metastaz jsou z genetické a biochemické stranky velmi slozité procesy, které
do dnesniho dne nebyly plné pochopeny [21].

Bunky, které maji invazivni schopnosti a tvoii metastazy, se vyznacuji zménou funkce
nékolika tfid proteint podilejicich se na vazb€ bunék s jejich okolni tkani. Ke zméné¢ funkce
dochazi ve spojeni s mutacni inaktivaci genti, represi transkripce nebo proteolyzou
extracelularni domény. Mezi ovlivnéné molekuly patii zejména clenové rodiny
imunoglobulinii (N-CAM) a kadherinti (E-kadherin), které zprosttedkovavaji interakce mezi
bunkami. Déle pak integriny, které spojuji buiiky s extraceluldrni matrix (ECM). Nadorové
bunky exprimuji integriny, které neupiednostiuji ECM pfitomnou v normalnim epitelu,

prostiednictvim posunti ve spektru podjednotek a nebo B [19], [21].
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Druhé kritérium invazivnich metastatickych bunék je pfitomnost extracelularnich proteaz
na jejich povrchu, které jsou schopné za fyziologickych podminek travit extracelularni
matrix a komponenty bazalni membrany. Zakotveni téchto aktivnich protedz na bunécny
povrch usnadiuje invazi nddorovych bunék do blizkého stroma, ptes stény krevnich cév a
pfes normalni vrstvy epitelidlnich bunck. Podle ,,preferenci® substratu existuji tfi hlavni
podskupiny: kolagendzy degradujici fibrilarni kolagen, stromelysiny preferujici

proteoglykany a glykoproteiny [22].
1.4.7 Inaktivace repara¢nich mechanismu

Vsechny doposud vyjmenované vlastnosti, které nddorova buiika ziskavd a jimiz se
odlisuje od bun¢k normalni lidské tkané, jsou podle dostupnych udaji ziskavany piimo nebo
nepiimo prostiednictvim zmén v genomu. V buiice vSak existuje velké mnozstvi opravnych
enzymul, které zajist'uji nedotéenost sekvence DNA [20][19].

Nestabilita genomu nédorové builky a jeji nachylnost k mutacim je spojena s mutaci v
téchto opravnych ¢i hlidacich systémech. Jedna se o geny, jejichz produkty se podileji na
detekci poskozeni DNA a aktivaci opravného aparatu, piimé opravé poSkozené DNA a
inaktivaci nebo zachyceni mutagennich molekul pfed poskozenim DNA. Nejvyznamnéj$im
¢lenem téchto systémil je tumor supresorovy protein p53, ktery jako reakci na poSkozeni
DNA vyvola zastaveni bunécného cyklu nebo apoptéozu v zavislosti na mife poskozeni.

Poskozeni genu pro protein p53 je dnes nalézano skoro ve vsech lidskych nadorech [19].
1.4.8 Podpora zanétu

Zanét, ktery v normalni tkdni pomahd bojovat proti infekcim a pfispiva k hojeni ran,
muze neumyslné nddorové bujeni podporovat. Nékteré néadory jsou husté infiltrovany
bunikami imunitniho systému [20].

Zanétliva reakce na pocatku nadorového bujeni pomdha naddorovym bunkdm v ziskani
jejich charakteristickych ryst tim, Ze doda bioaktivni molekuly do mikroprostiedi nadoru.
Mezi tyto bioaktivni molekuly patii riistové faktory (udrZeni proliferativni signalizace),
faktory pteziti (omezeni bunétné smrti), proangiogennich faktory, enzymy modifikujicich
extracelularni matrix a dal$i. Zanét mize podpofit pocinajici nddorové bujeni az do stavu
plnohodnotné malignity [20].

Soucasné mohou zanétlivé buiiky produkovat reaktivni formy kysliku, které jsou aktivné
mutagenni pro blizké rakovinné buiky. Tato skute¢nost potom urychluje geneticky vyvoj

smérem k zvySené malignité [20].
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o 4

149 Preprogramovani bunééného metabolismu

Chronickd nekontrolovana bunéénd proliferace nuti nddorovou builkku upravit svij
metabolismus, aby pokryla vzniklé energetické naroky. Za aerobnich podminek normalni
bunky zpracovavaji glukézu nejprve v cytosolu glykolyzou na pyruvat a nésledné v
mitochondriich oxidacni fosforylaci az na oxid uhli¢ity. Za nepiitomnosti kysliku dochazi ke
konverzi pyruvatu na laktdt za nizSiho energetického zisku. Néadorové bunky dokazi
preprogramovat sviij metabolismus glukézy a vyuzivat anaerobni glykolyzu i za pfitomnosti
kysliku [20]. Vice je tato problematika diskutovana v kapitole 1.5.

Zajimavosti je, Ze u nckterych nadori byly objeveny dvé subpopulace bunck fungujici
symbioticky. Hypoxicka subpopulace vyuziva pro energeticky zisk anaerobni glykolyzu a
jako odpad produkuje laktat. Lépe okysli¢ena subpopulace piednostné vyuziva jako hlavni
zdroj energie laktit produkovany sousednimi buiitkami. Tento stav neni fyziologicky

neobvykly a miizeme ho nalézt naptiklad v pracujicim svalu [20].
1.4.10 Nadorové bujeni a imunitni systém

Imunitni systém je schopny rozeznat neoplastické buiiky a znicit je diive, nez se klinicky
projevi jako zdvazné onemocnéni. Nadorové buiiky na svém povrchu exprimuji nékteré
antigeny, které nejsou normalnim typim bun€k vlastni. Nadorové specifické antigeny
nemohou byt prezentovany, protoZze sama rakovinna buiika nemiiZze fungovat jako antigen
prezentujici bunika (neexprimuji kostimulaéni molekuly). Pro navozeni imunitni odpovédi
musi byt nadorova builka pohlcena buitkou dendritickou, kterd na své povrchu vystavi
fragmenty nadorové specifickych antigenti [23].

Imunitni systém vyviji na nadorové bunky neustaly selekéni tlak, a to vede ke vzniku
takovych transformovanych bunék, které unikaji efektorovym mechanismiim imunitniho
systému. Ve vétSing pripadi imunitni systém nadorovou buiiku rozpozna v ¢asném stadiu a
bun¢k ve stavu dynamické rovnovahy, ale genetickd nestabilita naddorovych bunék da
nakonec vzniknout novym genotyptim, které imunitnimu systému uniknou [23].

U néadorovych bunék se uplatiuje nckolik strategii uniku pfed imunitnim systémem.
Nadorové bunky casto produkuji rustovy faktor B (TGF-B) a interleukin 10, coz jsou
cytokiny inhibujici protinadorovou imunitni reakci. Dale se uplatiiuji ¢asté mutace v genech
kodujici bilkoviny dulezité pro prezentaci antigenli v antigen prezentujicich bunkach

(mutace v genech kodujicich podjednotky proteazomu) [23].
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1.4.11 Mikroprostiredi nadoru

Diive byly nadory chépany jako na soubor relativné homogennich naddorovych bun¢k. V
dnesni dob¢ se na nadory nahlizi z hlediska slozitosti jako na organy (Obrazek 7). Celkovou
biologii nddoru Ize pochopit pouze studiem jednotlivych specializovanych typi bun¢k v ném
a také jeho mikroprostiedim [19].

Normalni bunky nachézejici se kolem bun¢k rakovinnych (fibroblasty a endotelové
buiiky) hraji také urcitou roli v proliferaci rakovinnych buné¢k, protoze zde stale dochézi k
signalizaci ristu mezi bunikami (parakrinni a endokrinni signalizace). Nadorové buiiky jsou
schopny stimulovat sousedni buiiky uvolfiovat velké mnozstvi signdlli stimulujicich rist.
Naptiklad zanétlivé buiky migrujici do mista nadorového bujeni zvySuji potencial

nadorového rastu [20].

Nadorové kmenové buniky

Fibroblasty spojené s
nadorem

Endotelialni busiky
Pericyty

Mistni stromalni
kmenové a progenitoroveé
bunky odvozené z kostni
dfené

0600

buiika

Jadro mikroprostiedi ‘f\»ﬁquprc_)stiec!i Mikroprostiedi
primamniho nadoru invazivniho nadoru metastatického nadoru

Obrazek 7: Mikroprostiedi nadoru; Horni cast zobrazuje souhrn odlisnych typii bunek vétsiny
nadori. Nador obsahuje odlisné bunécné typy, které spolecné umoznuji rist a progresi nadoru.

Dolni éast ukazuje zmény mikroprostredi od primdrniho ndadoru az po metastdazy. [19]



1.5 Metabolismus rakovinné burnky

Rakovinné bunky se nechovaji a nevypadaji jako bunky, ze kterych pochazeji. Tyto
buiiky naprosto zméni Urovent svého metabolismu, aby uspokojily naroky na sviij rychly
bunéény rust a proliferaci [20].

Metabolismus zdravych bun¢k je neuvétitelné komplexni a provazany systém drah, které
zajist'uji dostatek energie a stavebniho materidlu pro spravnou funkci v organismu. Hlavnim
zdrojem bunécné energie jsou glukoza a glutamin. Glukéza je zdrojem uhliku, kysliku a
vodiku, které jsou vyuzity pro zisk energie (ATP) a novych strukturnich jednotek — zejména
aminokyselin (AMK), mastnych kyselin (MK) a nukleotidd (NK). Glutamin poskytuje
hlavné dusik pro syntézu NK, AMK a také NADH a FADH;. Odbouranim glukdzy ptes
glykolyzu, Krebstv cyklus a dychaci fetézec vznikne celkem 34 molekul ATP. Tento proces
zpracovani glukozy se oznacuje jako aerobni glykolyza a je podminény piitomnosti kysliku
v bufice jakozto koneéného akceptoru elektronti [24]. Metabolismus zdravé bunky je

zobrazen na nasledujicim obrazku (Obrazek 8).
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Obrdazek 8: Jednoduché schematické zobrazeni metabolismu zdravé bunky [24]

Rakovinné buiiky oproti normalnim pfijimaji n€kolikanasobné vice glukozy a glutaminu.
Glykolyza je zde vyuzivana pro zisk az 60% ATP, naproti tomu tvorba ATP v mitochondrii
(Krebstiv cyklus a dychaci fetézec) je potlacena. Rakovinné builky vyuzivaji tzv.
Warburgova efektu (Warburg provedl prikopnické prace na metabolismu rakoviny v roce

1929), kdy je zapnut mechanismus anaerobni glykolyzy, a to i v pfitomnosti kysliku. Tento
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fakt je zobrazen v pfilozené tabulce (Tabulka 3). Toto uspoifadani daleko 1épe a efektivnéji
plni pozadavky rakovinné bunky nez klasicky aerobni metabolismus, protoze glykolyza je az
100krat rychlejsi, pokud se oddéli od mitochondridlniho metabolismu (nedochazi k oxidaéni
fosforylaci). Potla¢eni funkce mitochondrie neni ve vét§in€ nadorti zpusobeno jejim
poskozenim, ale regulaci aktivity na urovni exprese, nebo aktivity proteinii zapojenych do

Krebsova cyklu ¢i dychaciho fetézce [25], [26].

Tabulka 3: Energeticky rozpocet pro normdlni a ascitické rakovinné bunky (mysi), spotieba
kysliku a produkce laktatu byly méreny v manometrickych nadobach za fyziologickych podminek pH
a teploty [27]

A — . Prispévek

ATP (%)
Jatra 4,69 0,045 4,73 0,94
Ledviny 4,69 0,0452 4,73 0,94
Maligni ascites 2,19 2,68 4,87 55

Proliferujici buniky maji vysoké naroky na energii i z toho divodu, Ze potiebuji
zdvojnésobit svou biomasu. Rakovinna bunka vyuziva pentdzofosfatovy cyklus, ktery je
pfimo napojen na glykolyzu a produkuje NADPH pro syntézu MK a lipidi. Diky tomu jsou
pokryty vysoké energetické naroky a potieba stavebniho materialu pro proliferaci. Efektivni
pentozofosfatovy cyklus soucasné zajiStuje ochranu pied oxidativnim stresem, a to diky
NADPH, ktery je dilezity pro funkci glutathionu [25], [26].

Rakovinné bunky produkuji dimer izoformy pyruvatkinazy M2, ktery vykazuje nizsi
rychlost a zpomaly posedni krok glykolyzy. Zménou pyruvatkinazy, konvertujici
fosfoenolpyruvat na pyruvat, dosahne buiika pfesmérovani casti glykolytické drahy do
pentozofosfatového cyklu. Diky tomu je tvofena jakasi regulacni smycka [25], [26].

Mnozstvi NAD+ je zvySovdno diky nadmérné produkci laktatdehydrogenézy, kterad
pfeménuje pyruvat na laktat a regeneruje NADH na NAD+. Laktat je posléze uvoliiovan do
vngjsiho prostiedi, ¢imz rakovinnd burka ziskava dalsi selekéni vyhody. Ve vnéjsi prostiedi
dochdzi ke snizovani pH (okyseluje se). Toto je jeden ze zplsobu jak miZze byt rakovinna
buiika chranéna pied imunitnim systémem (inhibice T lymfocytl). Také dochazi k oslabeni
bunécné adheze, coz prispiva k rozvoji metastaz [25], [26].

Glutamin rakovinné builka vyuZziva k alespon castecné funkci Krebsova cyklu a s nim
souvisejictho dychaciho ftetézce, kviali udrzeni membranového potencidlu a z divodu

zajisténi déleni mitochondrii. Glutaminolyzou buinika velmi dobie vyfesi syntézu AMK,
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lipidii a nedostatek meziproduktl Krebsova cyklu, ktery je spjaty s Warburgovym efektem
[28]. Zjednoduseny metabolismus nadorové bunky je zobrazen na nasledujicim obrazku

(Obrazek 9).
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Obrazek 9: Jednoduché schematické zobrazeni metabolismu rakovinné bunky [24]
1.6 Apoptoza

Apoptoza, programovand bunééna smrt, je peclivé regulovany bunéény proces odpovédny
za celou tfadu biologickych procest. Jednd se o hlavni metodu selektivniho odstranovani
bunék v organismu. K apoptéze dochazi piirozené béhem vyvoje a starnuti [29].
Charakterizuji ji specifické morfologické rysy a biochemické kaskady [30].

Zmény v regulacénich drahach apoptotického procesu vedou k riznym formam
onemocnéni. Pokud rovnovaha mezi bunécnou smrti a ristem neni regulovana, dochazi k
dysfunkci tkané€, kterd mlze vygradovat az v poruchu funkce celého orgdnu. Mechanismy
apoptdzy nezajistuji pouze zachovani sprdvného poctu bunc¢k a velikosti tkané€, ale i
odstranéni infikovanych, poSkozenych nebo stresovanych bunék z organismu [30].

Velké vétSina rakovinného bujeni je spojena s rezistenci na iniciaci apoptdzy. Diky tomu
je apoptoticka draha cilem fady protinadorovych 1é¢iv [31]. Nékteré onkogenni mutace

narusuji apoptozu, coz vede k iniciaci, progresi nebo metastazovani nadoru [32].
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1.6.1 Molekuliarni mechanismy apoptozy

Apoptoza je koordinovany a Casto energeticky zavisly proces, ktery zahrnuje aktivaci
skupiny cysteinovych proteaz oznacovanych ,kaspazy“ a naslednou kaskddu udalosti
spojujici iniciani podméty s koneénym zanikem buriky [30].

Béhem rané apoptézy dochazi k smrStovani bunék a kondenzaci cytoplazmy a
chromatinu. Apoptickd buiika je typicky kulatd nebo ovalna. Dochdzi k odbouravani
cytoskeletu, jaderného obalu a zesitovani proteint. Dal§im velmi typickym znakem pro
apoptozu je fragmentace DNA na malé useky. V konecné fazi apoptoézy vznikaji tzv.
apoptickd tcliska, ktera na svém povrchu exprimuji znaky pro receptory fagocytujicich
bunck (zejména fosfatidylserin). Tato téliska jsou nasledné fagocytovana makrofagy nebo
jinymi bunkami a degradovany uvniti fagolysozomtt [33]. Morfologické rozdily mezi
riznym formami bunééné smrti ukazuje obrazek na konci kapitoly (Obrazek 10).

Diky takto nastavenému procesu apoptdzy nedochazi k zadné zanétlivé odpovedi, protoze
nekrotické smrti. Nasledné sekundarni nekréze ptedchazi i rychlé pohlceni okolnimi
burnikami. I toto je dtivod proc se cilena 1éEba snazi navodit v rakovinnych buiikach apoptozu
jako proces odstranéni bunék [33], [34].

Proces apoptdzy zahrnuje ptisobeni dvou hlavnich proteinovych rodin, a to kaspaz a Bel-2.
Proteiny rodiny Bcl-2 fidi apoptotickou drahu zavislou na mitochondriich. Kaspazy jsou
exprimovany v neaktivni formé jako tzv. prokaspazy. Jejich aktivni formy maji
proteolytickou aktivitu a jsou schopné S§tépit proteiny na zbytcich kyseliny asparagové.

.....

zanétlivé kaspazy (kaspaza-1, -4, -5) [33].
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Obrazek 10: Nasnimano elektronovym mikroskopem, zvétseni 4 400x, (A) zdrava bunka s
obvyklym tvarem jadra, (B) apoptoticka buika s kondenzovanych chromatinem a zmensenym

objemem, (C) autofagie vyrazné vakuolizovand cytoplazma, (D) nekroza azirdta integrity membrdny [36]
1.6.1.1 Vnitrni drdaha aktivace apoptozy

Vnitini aktivace apoptdzy je zprostfedkovanid rozmanitym spektrem nereceptorovych
stimulll, které se oznacuji jako pozitivni a negativni aktivacni stimuly. Negativni signély
spocivaji v nepfitomnosti urcitych ristovych faktori, hormonii nebo cytokind. Pozitivni
signaly jsou zanét, toxiny, hypoxie, hypertemie, virové infekce volné radikaly nebo UV
zateni [34].

Vsechny zminéné podnéty vedou ke zmé€ndm na mitochondridlni membrané. Dochézi k
poruseni mitochondrialni permeability (diky tvorbé specifickych pora), ztraté
transmembranového potencidlu a v koneéném duasledku uvolnéni sekvestrovanych
proapoptotickych proteint z intermembranového prostoru mitochondrie do mezibunééného
prostoru cytosolu [33].

Strukturni zmény mitochondrie reguluji ¢&lenové proteinové rodiny Bcl-2. Ridi
permeabilitu mitochondrialni membrany a mohou byt pro-apoptotické (Bcl-10, Bax, Bak,
atd.) nebo anti-apoptotické (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, atd.). Klicovou roli v indukci apoptdzy
hraje pomér pro- a anti-apoptotickych proteinti. V ptipadé, Ze je tato rovnovaha naklonéna
ve prospech pro-apoptotickych proteint dojde k zamezeni inhibice Bax a Bak proteini, které

vytvoii na mitochondridlni membrané poér. Pokud proces dojde do tohoto stadia, stdva se
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apoptoticky d&j nevratnym, jelikoz nasledkem tvorby poru je fizené uvolnovani dalSich pro-
apoptotickych molekul [33].

Prvni skupinu uvolnénych proteinti tvoii cytochrom ¢, Smac/DIABLO a serinova
proteaza HtrA2/Omi. Tyto proteiny aktivuji mitochondrialni drdhu zéavislou na kaspazach.
Cytochrom ¢ vaze a aktivuje Apafl a spoleéné vytvaii apoptosom. Ten je schopny vazat
prokaspazu-9 a aktivovat ji, coz finalné vede k aktivaci efektorovych kaspaz 3 a 7. Druhou
skupinu tvofi AIF, endonukledza C a CAD, uvoliuji se az v pozdéjsi fazi apoptozy a

podporuji apoptotické mechanismy [33].
1.6.1.2 Vnejsi draha aktivace apoptozy - ,, death receptros *

Vnéjsi  drahy, které aktivuji apoptézu, zahrnuji interakce zprostfedkované
intermembranovymi proteiny geneticky patficimi do rodiny TNF (tumor necrosis faktor) a
signalnimi molekulami. Receptory se obecné se oznacuji jako tzv. ,receptory smrti. Sdileji
podobné¢ extracelularni domény bohaté na cystein a cytoplazmatickou doménu o asi 80 AMK
oznac¢ovanou ,,doména smrti“. Doména hraje rozhodujici roli v pfenosu ,,signalu smrti* z
povrchu buniky do intracelularnich signalnich drah. Mezi mozné dvojice ligand/receptor,
které mohou spoustét apoptozu patii: FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apol2L/DR4 [33], [34].

Po navazani ligandu na extracelularni cast receptoru dojde k vazbé proteinli na
intracelularni doménu receptoru, kterd je umisténa v cytoplazmé. Zde se vazou proteiny jako
TNF receptor-associated death domain (TRADD) a Fas-associated death domain (FADD),
které se spojuji s prokaspazou-8 (nebo -10). V tomto okamziku vznika signaliza¢ni komplex
a dochazi k autokatalytické aktivaci prokaspazy-8. Nasledné déje vedou k prenosu signalu na
efektorové kaspazy 3/7, které provedou vlastni destrukci buriky [33].

Apoptoza vyvolana ,,receptorem smrti“ mize byt inhibovana proteinem c-FLIP, ktery se
vazena protein FADD a kaspazu-8, coz vede k jejich inaktivaci [33].

Dalsim receptorem pro moznou aktivaci vné&jsi drdhy apoptozy je tzv. ,,dependence
receptors®. Tento zpisob aktivace apoptdézy byl popsan relativné nedavno. Je spojen s
rychlou aktivaci efektorovych kaspaz, hlavné¢ kaspdzou-3. Signalem pro apoptozu je
nepfitomnost ligandu vazajictho se na receptor. Nekteré ,,dependence receptors®, jako

Patched nebo DCC pfi absenci ligandil interaguji s cytoplasmatickym proteinem DRAL a
aktivuji kaspazu-9[35).
1.6.1.3 Aktivace apoptozy pomoci perforinu/granzymu

Cytotoxické T lymfocyty jsou schopné své cytotoxické ucinky na infikované nebo

nadorové buniky uplatnit i jinou cestou nez vnéjsi drahou aktivace pfes FasL/FasR. Tato jina
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cesta zahrnuje sekreci transmembanového proteinu tvoficiho péry (perforinu) a nasledné
uvolnovani cytoplazmatickych granuli do cilové bunky. Dilezitou slozkou téchto granuli
jsou granzym A a granzym B [33].
Granzym A v buice aktivuje apoptotické drahy nezavislé na kaspazach. Proteaza
granzym A §tépi komplex SET, ¢imz uvolnuje inhibici NM23-H1 (DNAsa $tépici DNA).
Granzym B S$tépi proteiny na aspartatovych zbytcich, a diky tomu aktivuje kaspazu-10.
Stejné¢ tak muze aktivovat mitochondridlni cestu apoptdzy. Nejzajimavéjsi je vSak jeho

schopnost pfimo aktivovat kaspazu-3, coz znamena pfimou indukci apoptozy [33].
1.6.1.4 Realizacni cesta apoptozy

Vnéj$i  a vnitfni cesty kon¢i v okamziku aktivace efektorovych kaspaz. V tomto
okamziku je bunéénd smrt jiz nevyhnutelnd. Nejcastéji dochazi k aktivaci efektorové
kaspazy-3, a to kteroukoliv z inicianich kaspaz. Efektorova kaspaza-3 aktivuje
cytoplazmatickou endonukleazu CAD, kterd degraduje chromozomalni DNA v jadrech
zpuisobuje kondenzaci chromatinu. Déle indukuje cytoskeletalni reorganizaci a dezintegraci
bunky do apoptotickych tél [33].

Fagocytoza vzniklych apoptotickych télisek je posledni fazi apoptozy. Externalizace
fosfatidylserinu na povrch usnadiuje nezanétlivé fagocytarni rozpoznani a likvidaci [33].
Nasledujici obrazek schematicky ukazuje spojeni vnitini a vnéjsi drahy aktivace apoptozy

(Obrézek 11).
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Obrazek 11: Schematické spojeni vnéjsi a vnitini drahy apoptozy [36]
1.6.2 Rozdily mezi apoptozou a nekrézou

Jednou z moznych alternativ bunééné smrti je nekroza, ktera je povazovana za toxicky
proces, ktery ovSem neni energeticky zavisli. Probiha nekontrolované a pasivné. Obvykle se
nekroza tykd vét§tho mnozstvi bunek. Zprostfedkovavaji ji dva hlavni mechanismy, a to
preruseni dodavky energie a pfimé poskozeni bunééné membrany [33].

Mezi hlavni morfologické zmény nekrotickych bun¢k patii zvétseni jejich objemu, tvorba
cytoplazmatickych vakuol a kondenzace, prasknuti nebo zvétSeni objemu mitochondrie. V
posledni fazi nekrozy dochazi k naruSeni bunécné membrany a vyliti cytoplazmatického
obsahu do okoli, coz zpusobi lokalni zanétlivou odpovéd’ [33], [37]. Obrazek ukazuje
rozdily schematicky (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Schematicky znazornéna cesta apoptozy (2-6) a nekrozy (7 a 8)

»Volba®“ bunééné smrti zalezi Castecné na povaze signalu bunééné smrti, typu tkané,
vyvojovém stadiu tkdn€ a fyziologickém prostiedi. Mechanismy apoptozy a nekrézy mohou
v nékterych piipadech probihat souc¢asné [33]. Tabulka pro vétsi prehlednost shrnuje hlavni

morfologické rozdily mezi apoptdzou a nekrozou (Tabulka 4).

Tabulka 4. Porovnadni morfologickych znakit apoptozy a nekrozy [33]

Apoptoza Nekroza
i livé bunk 1é shluk y C oy
Jednotlivé buiky ne bo malé shiuky Casto sousedici bunky
bun¢k
smrs$tovani bun¢k otok bunék
neporu$ena bunééna membrana porusena bunééna membrana
cytoplazma zadrzena v apoptickych Inéni |
¥ zm
t&lesech uvolnéni cytoplazmy
bez zanétu obvykle vyskyt zanétu

1.7 Rizikové faktory vzniku rakoviny

Obecné nejde presné fici, kdo rakovinou onemocni a komu se nemoc vyhne. Vzhledem k
faktu, ze jednotlivé typy rakoviny se od sebe 1i§i na molekularni tirovni a nasledn€ i svym
faktory, které zvySuji pravdépodobnost vzniku rakovinného onemocnéni. Mezi dilezité
rizikové faktory patii [7]:

e V¢k zvySuje pravdépodobnost vyskytu vétSiny nadorovych chorob. Se zvySujicim
se v€kem, zejména osoby starsi 50 let, dochdzi k ¢astéj§imu vyskytu rakoviny nez
U mladsich jedinct.

e Genetické vlivy lze ocfekavat zejména v rodindch se zvySenym vyskytem
rakovinného onemocnéni nebo u osob, kterym bylo onemocnéni diagnostikovano
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jiz v détském veéku. U nékterych hereditarnich malignit se vysoké riziko jejich
vzniku dédi z generace na generaci. Piedpokladana "genetickd dédicnost" v ramci
rodiny vSak mtze byt zplisobena Spatnym zivotnim stylem, ktery je typicky pro
celou rodinu.

e Vliv prostiedi je v dneSni dobé jeden z nepopiratelnych faktorii pro vznik
rakovinného bujeni. Jedna se o celkovy zpisob zivota, stravovani a kontakt
s potencionalné skodlivymi latkami. Clovék se dnes béhem svého Zivota setkava
s pomérné velkym mnozstvim karcinogennich latek jako napfiklad: aromatické
uhlovodiky (cigarety), aflatoxiny (potraviny napadené plisnémi), slouceniny
urcitych kovl nebo urcité fyzikalni faktory (UV zafeni).

Vék ani genetické dispozice neni Cloveék schopen ovlivnit. Rizika vyplyvajici z vliva
prostfedi se daji v rdmci prevence omezit, a tak vyrazné snizit riziko vzniku rakoviny. Lékati
obecné doporucuji naptiklad: nekoufit a vyrazn¢ omezit alkohol. Zvysit mnozstvi vldkniny a
naopak omezit hovézi, veprové maso, smazend, pecena a grilovana jidla. V zadném piipade
nejist zkazené potraviny, které byly napadené plisnémi. Vyhnout se stresu. Dodrzovanim

spravné zivotospravy lze piedejit i mnoha dal$im civilizaénim nemocem [7].
1.8 Diagnostika nadorového onemocnéni

Pro nadorové onemocnéni neexistuji Zadné specifické obtize, které by ji plné
charakterizovaly. Tento fakt podporuje i skute¢nost, ze malignity mohou postihnout téméf
jakoukoliv tkan a soucasn€ nddorova onemocnéni jsou znacné riznorodd. Mezi piiznaky
evokujici toto onemocnéni mohou byt pocitdny: Unava, malatnost, nechutenstvi a s nim
spojené hubnuti, dusnost, kasel, poruchy moceni, priijmy, trvale zvysené teploty nad 37 °C,
horecka opakujici se ve vlnach nebo krvaceni za stolice. VSechny tyto problémy at’ uz
jednotlivé nebo kombinované, dlouhodobé pietrvavajici, a to hlavné¢ v obdobi mimo
probihajici infekci nebo po jeji 16€beé, by mély Cloveka piivést k 1€kari [4].

Neexistuje Zadna univerzalni metoda, kterd by odhalila vSechny typy nddorti. Diagnostika
musi byt vZdy sméfovana na konkrétni typ onemocnéni a pro jeho potvrzeni nebo vylouceni
je tfeba vzdy vyuzit kombinaci metod. Dillezitd je hlavné diikkladné prohlidka (nckteré
nadory lze objevit prave pii vngjsi prohlidce) a zaznam obtizi pacienta. Soucasné u rtiznych
nadort existuji metody samovySetieni, které mtize pacient provadét sim doma [4].

NejbézngjSim a nejvyznamnéjSim laboratornim vySetfenim je analyza krve, ktera je
zamétena na piitomnost nddorovych bunék (hlavné u leukémii) nebo specifickych proteint,
které naddorové bunky produkuji (nddorové markery). Tyto nadorové markery jsou uzivany

pro odhaleni ¢asného stadia nadoru, pro sledovani aktivity nadoru béhem 1é¢by a ovéfovani
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trvalé ucinnosti 1€cby. V ramci laboratorniho vysetieni se vyuzivaji biochemické, genetické
a cytologické metody [4], [7].

Velmi spolehlivé udaje poskytuje histologické vysetieni postizené tkané [7]. Histologicka
diagnoza vzorku tkané zkusenym morfologem slouzi v kone¢ném procesu k rozhodnuti, zda
se jedna o nadorovou tkan ¢i nikoliv. Tento typ vySetfeni se provadi pied zahajenim
konkrétni 1éCby (pokud je to mozné). Provadi se pomoci biopsie (puknce loziska pomoci
silné¢ jehly), excisi loziska pii vySetfeni (napf. gynekologické wvySetfeni) nebo pii
chirurgickém vykonu. Tkan je vzdy vySetfena v parafinovém fezu, kdy jsou vySetfovany i
dal§i parametry pro optimalni 1é¢bu pacienta [4].

Velky vyznam v diagnostice nadorovych onemocnéni maji zobrazovaci metody,
které dovoluji lokalizovat nador pfimo v téle pacienta. Mezi nejstar$i avSak stale hojné
pouzivané patii rentgenové vysetieni. Moderni modifikaci je tvz. pocitacova tomografie,
ktera spojuje rentgenové vySetieni s pocitaCovym systémem. T€lo pacienta je tak zobrazeno
ve formé tenkych fezll. Dalsi pouzivané jsou nukledrné medicinské technik, které sleduji
prichod nebo ulozeni radiofarmaka ve sledované tkani nebo organu. K témto technikam se
fadi 1 pozitronova emisni tomografie (PET). V oblasti diagnostiky mékkych tkéani, nadora v
oblasti bficha, prostaty a Zenskych organii vcetné prsu se hojné uplatiiuje ultrazvukova
diagnostika. Jedna z nejcitlivéjSich vySetfovacich metod je nuklearni magneticka rezonance

(NMR), diky které je mozné ziskat informace o funkénich vlastnostech zobrazené tkané [7].
1.9 Lécba nadorového onemocnéni

Metody 1é¢by nadorového onemocnéni zavisi na jeho typu, rozsahu a lokalizaci.

V soucasnosti se 1éCebné postupy stale zdokonaluji [4].
1.9.1 Chirurgicka lécba

Zejména u rozvinutych nadord je nutnou soucasti 1écby chirurgicky zakrok, ktery spociva
v mechanickém odstranéni nadoru. Spole¢né se odstraniuje i okolni "zdrava" tkan, ve které
jiz mohou byt metastdzy. Tato metoda je v onkologické terapii stale jeSt¢ nenahraditelna.
Lécebna chirurgie se vyuziva hlavné u lokalizovanych forem nadort nebo u nadort "in situ"
(v samém pocatku vzniku). Paliativni chirurgie se pouzivd k odstranéni primarniho
pokrocilého nadoru, aby doslo ke zmenseni objemu nadorovych bunék v organismu a zvysila
se ucinnost dalSich lé¢ebnych metod. K rekonstrukéni chirurgii se pfistupuje pii tvarové a
funk¢ni obnové poSkozenych organii a tkan¢ (napf. ndhrada prsu). Dnes se Casto vyuzivaji

endoskopické a miniinvazivni pfistupy, pokud to lokalizace nadoru a jeho velikost dovoluji [4].
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1.9.2 Chemoterapie neboli cytostaticka 1é¢ba

Dalsi moznosti 1é¢by nddorového onemocnéni je chemoterapie, kdy se pouzivaji 1éky se
schopnosti zni¢it nddorové bunky. Tato 1éCba se zacala intenzivné rozvijet az od 60 let
20 stoleti. Souborn¢ tyto latky zplisobuji zastavu bunécného cyklu, a proto se oznacuji jako
cytostatika. V 1é¢bé se zpravidla vyuzivaji nizkomolekularni latky, jejichZ ucinek lze rozd¢lit
podle mechanismu [38]:

e Piimé poskozeni strukturu nukleonovych kyselin, coz vede k poruse jejich funkce
a nasledné¢ k inhibici proliferace.

e Inhibice dulezitych enzymt metabolismu, diky ¢emuz dochazi k poruse
biosyntézy.

e Poskozeni mikrotubularniho proteinu, které zptisobi abnormalni pribéh mitoézy az
jeji zastaveni v metafazi.

e Mechanismy poskozujici bunécnou sténu nebo zpusobujici poruchy syntézy

proteind.

Soucasné¢ muze dochazet ke kombinaci mechanisma.

K nejvyuzivanéjsim chemoterapeutickym latkdm patii: platinové derivaty, antimetabolity
(latky odvozené od latek télu vlastnich — metotrexat, fluorouracil), inhibitory topoizomeraz
zabranujici syntéze DNA (doxorubicin, etoposid), alkyla¢ni c¢inidla (cyklofosfamid),
rostlinné alkaloidy se schopnosti ovliviiovat dynamiku tubulinu jenZ jsou schopné ovlivnit
dynamiku tubulinu (vinblastin, paclitaxel) a néktera antibiotika [8].

Cytostatika ptisobi na nador selek¢nim tlakem, ktery podporuje rist nadorovych bunék
rezistentnich k 1é¢ivu. 1 tento fakt koresponduje s obrovskym mnozstvim a pestrosti
konvencnich cytostatik [39].

Bé&zné se aplikuji infuzi do Zily a poté jsou distribuovany krvi do celého téla. Diky tomu
pusobi nejen na primarni nador, ale 1 na piipadnd dal$i nadorova loziska bun¢k v celém
organismu. Tento fakt je jednou z vyhod a soucasn¢ i1 nevyhod této terapie, protoze
cytostatika soucasné piisobi i na normalni (pfedevsim proliferujici) bunky v téle, pro které je
charakteristické rychle déleni (pfedevsim bunky slizni¢ni a krvetvorné). Nezadouci ucinky
se snizuji podavanim kortikoidd, diuretik, antiemetik a ristovych faktort, které podporuji
¢innost krvetvornych bunék [39].

Metodou se 1é¢i pacienti s malo rozvinutymi primarnimi nadory, ale i pacienti s
pokro¢ilym onemocnénim a metastdzami. Jak uz z uvedenych informaci vyplyva, cilem
1éCby je zastavit progres nadorového bujeni, omezeni rozsahu nemoci a obtizi pacienta. V
nekterych piipadech se 1écba aplikuje pied chirurgickym zakrokem z divodu zmenseni

nadoru pfed samotnou operaci (neoadjuvantni chemoterapie). Chemoterapie se také vyuziva
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po chirurgickém zdkroku, aby byly zni¢eny i1 nadorové buiiky kolujici v organismu
(adjuvantni chemoterapie). Paliativni chemoterapie je pfedepsdna pacientim s cetnym
vyskytem metastaz, které nemohou byt odstranény chirurgickym vykone. Tento druh terapie

si klade za cil zlepsit zivot pacientim s velmi nizkou $anci na vyléceni [4].
1.9.3 Radioterapie

Radioterapie vyuziva k niCeni rakovinnych bunék zéafeni. Lécba mlze byt podavana
predoperacné pro zmenseni nadoru (neoadjuvantni radioterapie) nebo naopak po operaci pro
znieni moznych zbytkovych nadorovych bunck v operované oblasti (adjuvantni
radioterapie). Casto dochazi ke kombinaci s chemoterapii nebo biologickou lé¢bou
(konkomitantni chemoradioterapie). Paliativni radioterapie se pouziva tam, kde jiz neni
mozno pacienta vylécit (vzdalené metastazy). Radioterapie se vyuziva ke zmirnéni obtizi a

zlepSeni kvality zivota [4].
1.9.4 Cilena biologicka l1écba

Cilena biologické 1é¢ba je moderni metoda, ktera se snazi cilit pouze na nadorové bunky a
jejich metabolické procesy. Uginnost pouze na nadorové buitky vede k nizsi toxicité a
umoziuje ucinnéjsi zasah. Pouzivaji se dvé pomémé odlisné skupiny léciv, a to
monoklonélni protilatky (specidlné pfipravené protiatky) a malé molekuly tzv. ,,small drugs*
[4], [39]

Monoklonalni protilatky jsou velké proteinové molekuly namitené proti receptorim, které
exprimuji na svém povrchu nadorové bunky. V organismu vyhledaji nadorové buiky a
specificky se navazi na jejich povrch, tim dochazi k zastaveni jejich ristu a posléze k jejich
znieni. Monoklondlnich protilatek 1ze téz vyuZit k cilenému dopraveni nizkomolekularnich
latek do bunék nadoru. Nésledné uvolnéni latky po dopraveni do buniky a jeji biologicky
efekt uvnitt (napf. inhibice bunééného délani skrze interferenci s DNA ¢i tubulinem) zajisti
vysledné zniceni buiiky. Mechanismy uc¢inku jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 5). Dochazi
zde k castecné selektivnimu pisobeni. Monoklonalni protilatky jsou pfipraveny pomoci
genového inzenyrstvi proti konkrétnim receptorim a jejich Uc¢inek je proto podminén
pritomnosti téchto receptori na nadorovych bunkéch pacienta. Pozitivni uinek 1éCby je
velmi casto podminén i konkrétnimi mutacemi dalSich proteinti. Museji byt podavany
intravendzn€. Mezi jejich neZadouci ucinky patii alergické reakce. Mezi registrované
piipravky na principu monoklonalnich protilatek patfi napiiklad: Cetuximab, Rituximab,

Trastuzumab, Bevacizumab nebo Denosumab [39].
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Tabulka 5: Mechanismy ucinku monoklonalnich protilatek [40]

interference s vazbou na receptor (zabranéni pfenosu signalu)
Piimé protinadorové indukce apoptozy
ucinky blok tvorby proteinid nezbytnych pro zachovani maligniho fenotypu
bunky
Uginek zprostiedkovany | Cytotoxicita
komplementem aktivace imunitni odpovédi
Imunitnimi buikami cytotoxicita
zprostiedkovana fagocytdza
cytotoxicita zavisla na . . L, e
protilatce aktivace imunitni odpovédi

»omall drugs™ jsou malé molekuly, jejichz molekulova hmotnost je fadové nizsi nez
proteini. Mechanismem uc¢inku se fadi mezi kindzov¢ inhibitory, latky plisobici na regulaéni
procesy v nadorovych buiikach. Vhodnost 1écby pro konkrétni nador je hodnocena na
zaklad¢ rozbort konkrétnich gent rakovinnych bunék, samoziejmé i s ohledem na mutace.
Znac¢nou nevyhodou je schopnost bun¢k aktivovat alternativni drahu ke draze zablokované.
Mohou byt podavany peroralné, coz zvySuje komfort pacienta. Mezi registrované ptipravky
na principu ,,Small drugs® patiéi napfiklad: Trametinib, Sorafenib, Bosutinib, Afatinib,
Dasatinib nebo Regorafenib [37].

Do klinické praxe se pomalu dostava dalsi skupina latek zaloZena na kombinaci protilatek
a cytostatik, které se vyuzivaji pro cilenou 1é¢bu nadort. Protilatka vaze receptor na povrchu
nadorové bunky a in situ uvolni navazanou cytotoxickou latku (toxin nebo chelatovany
radioaktivni atom). Diky protilatce cytostatikum piisobi selektivné pouze na jednom misté v
organismu, a proto mohou byt pouZity i latky pfili$ toxické pro systémové podani. Piikladem
je kombinace protilatky proti bunééné determinant¢ CD30 a toxinu pisobicimu proti
mikrotubullim, ktery se od protlatky oddéli aZ uvnitf nadorové buiky (brentuximab
vedotin). Dale pak trastuzumab emtansin kombinuje protilatku proti HER2 receptoru a

antimitoticky pusobici toxin [39].
1.9.5 Hormonalni a imunologicka 1é¢ba

Hormonalni 1é¢bou jsou léceny hormondlné zavislé nadory (napt. karcinomy prsu
a prostaty), a to jiz od 30. let minulého stoleti. U karcinomu prsu je zjiSt€éna hormonalni
zéavislost u 70-80% piipadi. Tyto zeny jsou léCeny piipravky, které snizuji hladiny zZenskych
pohlavnich hormonti nebo snizuji vazbu zenskych pohlavnich hormont na nadorové buiiky.
Lécba je velmi Ui€innd a ma mnohem mensi vedlejsi ucinky. Naopak v ptfipad¢ karcinomu

prostaty 1é¢ba snizuje hladinu testosteronu [4], [41].
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Imunologicka lécba se podava vétSinou po chirurgickém odstranéni nadoru nebo u
generalizovaného onemocnéni v kombinaci s jinou lé¢ebnou strategii (chemoterapie,
biologickd 1écba). Jednd se o preparaty zlepSujici imunitni odpovéd organismu, ktery

nasledné dokaze nador zmensit nebo v lepsi piipadé naprosto eliminovat [4].
1.10 Rakovina prsu

Vzhledem k tomu, Ze tato prace byla do jist¢ miry zaméfena na vyhledavani aktivnich
latek proti rakovinné linii MDA-MB231, je nasledujici kapitola vénovana problematice
nadorového onemocnéni prsu.

Nédorové onemocnéni prsu se z hlediska histologie a terapeutické odpovédi fadi mezi
heterogenni onemocnéni. Zahrnuje klinické, morfologické a molekularné velmi odlisné
subtypy [42]. Naprosta vétsina nadorového onemocnéni prsu neni dédi¢na, ale vznika tzv.
sporadicky bez rozhodujici dédi¢né pficiny (75-85% piipadl). Nadory které jsou naopak
vysledkem dédi¢nych genetickych vad se oznacuji jako hereditarni karcinomy (5-7%).
Nejpocetnéjsi jsou v tomto piipadé karcinomy vyvinuté na zakladé mutace suproserovych
genl BRCA1 a BRCA2 s autozomaln¢ dominantni dédi¢nosti. Dalsi piiklady mutovanych
gent, které stoji za vznikem rakoviny prsu, jsou shrnuty v ptilozené tabulce (Tabulka 6).

Tento druh nadoru je hormonalng zavisly, tzv. hormon dependentni. Nevyznamnégjsi roli
maji v tomto ptipad¢ Zenské pohlavni hormony (estrogeny), které indukuji expresi rastovych

faktorii a onkogent a podnécuji proliferaci [41].

Tabulka 6. Mutace genii spojené s vyssim vyskytem malignich nadorii véetné prsu [41]

M“;g‘r']any Chromozom Syndrom Nadory
. . prs, CNS, sarkomy, lymfomy, leukemie,
ps3 17p13 Li-Fraument adrenokortikalni karcinomy
BRCAl 17921 - prs, vajecniky, tlusté stfevo, prostata
BRCA2 13q12 - prs, vaje¢niky, melanom, pankreas
PTEN 10q Cowdentiv prs, tlusté stievo, §titna zlaza, sarkomy
Re% z;rre]lcm 2p, 3p, 7p Lynchav IL prs,tlsuté stfevo, déloha
STK 11 - Peutzliv-Jeghersiv prs, nadory GIT, dé€lozni ¢ipek, vajecniky, varlata
ATM — At.a Xl1a prs, zaludek, mozek, déloha, lymfomy, leukemie
telangiectatica

Pro klasifikaci prsniho nédoru, stanoveni progndzy onemocnéni a vybér 1é¢iva se dnes
kromé& klinick¢ého vySetfeni vyuzivaji zobrazovaci metody, laboratorni vySetfeni,
histopatologické vysetfeni vcetné imunohistochemické charakteristiky onemocnéni. Na

zakladé jmenovanych diagnostickych metod je stanovovano nékolik prognostickych a
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prediktivnich parametrii. Mezi tyto parametry patii naptiklad v€k pacienta, velikost nadoru,
histologicky stupeil a patologické markery jako je pfitomnost estrogenniho receptoru (ER),
progesteronového receptoru (PR) a receptoru pro lidsky epidermalni rustovy faktor (HER-2)
[42], [43], [44].

Hormonalni receptory (estrogenni a progesteronovy) se stanovuji v cytosolu a
imunohistochemicky v tkanovém fezu. Zjistuje se procento bunc¢k s receptorem pro
estrogeny €i progesterony. Jako pozitivni se oznacuji naddory s vice nez 10% buné¢k u nich se
dany receptor nachéazi. Nadory, které jsou pozitivni na hormondlni receptory, jsou
hormondlné dependentni. Pozitivita soucasné predurCuje moznost 1écby hormonalni
manipulaci [41].

Dale diagnostika cili na ukazatele bunécné proliferace Ki-67 (jaderny proliferacni maker,
exprimovany v G1,S, G2 a M fazi, ale ne v GO) a PCNA (pfitomny v jddrech bunék v S
fazi) [41].

Diagnosticky velmi vyznamné je stanoveni zvySené exprese onkogenu c-erb-B2 (ERBB2,
HER-2/neu) na membranach nadorovych bunék. Zvysend exprese znamend vyssi agresivitu
nadoru a vys§i proliferacni aktivitu. ZvySend exprese HER-2 piedstavuje dilezity
prognosticky faktor, ktery vyrazné€ ovliviiuje strategii 1écby. Diagnostika se provadi
imunohistochemicky pomoci protilatek proti HER-2 proteinu (Herceptest). Pokud je
vysledek hrani¢ni nebo nejasny vyuzivad se metoda FISH (fluorescencni in situ hybridizace).
Tato zvySena exprese je prokazatelna u 25-30% nadort, které jsou diky tomu vhodné pro

terapii protilatkou trastuzumab (Herceptin® — humanizovana monoklonalni protilatka) [41].
1.10.1 Nadorové subtypy — biologie a klinické priznaky

Nadorové onemocnéni prsu vyzaduje propojeni nékolika signélnich drah a mikroprostiedi
nadoru. Podle biologie prsniho nadoru se dnes rozliSuji Ctyfi ,,vnitini podtypy tohoto
nadorového onemocnéni, a to ,,Juminal®, ,HER2- enriched®, ,,basal-like®, ,,claudin low* a
patou skupinu ,,normal breast-like®. Dulezité je, ze tyto ,,vnitini“ podtypy od sebe odd¢€luji
nadory z pohledu exprese hormonalnich receptorii (ER a PR) a genti, které reguluji a exprese
onkoproteinu receptoru skupiny epidermalnich rustovych faktort HER-2. Diky této
klasifikaci nadorového onemocnéni prsu, kterd je zalozena na celkovych expresnich
profilech bunék, I1ze predpovédet reakei na 1écbu a vhodné ji upravit pro vEtsi Sanci na preziti
pacienta a zamezeni relapsu onemocnéni [43], [44].

Obecné byva nejhorsi progndza u tzv. ,triple-negativnich® nadorti, kdy u téchto nadort

nalézame negativni expresi receptoru pro lidsky epidermalni rastovy faktor (HER2-) i
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progesteronového (PR-) a estrogenniho (ER-) receptoru. Tyto naddory jsou nejagresivnéjsi a

maji velkou schopnost metastazovat do dalsich tkani [44].
1.10.1.1 ,, Luminal “ podtyp

Lumindlni podtyp je nejCastéjSim podtypem nadorového onemocnéni prsu, predstavuje
asi 50-60% z celkového poctu onemocnéni. Jedna se o ER-pozitivni nadory, které vzorem
genové exprese pripominaji lumindlni epitelidlni slozku prsu (odtud nazev podtypu). Tyto
nadory jsou charakterizovany expresi ER, PR a genl spojenych s aktivaci ER, jako jsou
LIV1, TFF1/pS2, Cyclin D1 a expresi luminalnich cytokeratinti 8 a 18 [44].

Existuji dva podtypy, A a B, které mezi sebou maji mnoho relevantnich rozdild, 1 kdyz
neni vzdy snadné je odlisit. V populaci se vice objevuje podtyp A (az 40%). Naproti tomu
podtyp B se vyskytuje pouze u 10% piipadu [43].

Typ A ma obecné vysokou expresi gent regulovanych ER a ER, naopak nizkou expresi
HER-2. Pacienti s timto typem nadoru maji velmi dobrou prognozu. Lécba je zalozena
hlavn¢ na inhibitorech hormonalni aromatazy tieti generace (Al), selektivnich modulatorech
estrogenovych receptorti (tamoxifen) a selektivnich regulatorech ER (fulvestrant) [44].

Nédory s lumindlnim molekularnim podtypem B maji agresivnéjsi fenotyp, vyssi
histologicky stupent a proliferativni index. Soucasné maji daleko horsi prognézu. Vykazuji
nizsi expresi ER a RE regulovanych geni, exprese HER-2 je variabilni. Tyto nadory 1épe

reaguji na neoadjuvantni chemoterapii [43].
1.10.1.2 ,, HER-2-enriched “ subtyp

HERZ2-obohaceny podtyp tvoii aZ 20% vSech typti nadorového onemocnéni prsu. Tyto
nadory jsou charakteristické vysokou expresi genu HER2 a dalSich gent spojenych s drahou
HER2 a nebo HER2 amplikonem nachdzejicim se v chromozomu 17q12. Soucasné jsou tyto
nadory negativni na hormonalni receptory. Morfologicky jsou nadory vysoce proliferativni,
75% ma vysoky histologicky stupen a 40% ma mutaci v p53 [44].

Tyto nadory nemaji velmi dobrou prognézu. Tento podtyp vykazuje pomérné vysokou

chemosenzibilitu. Soucasné se v dnesni dob¢ vyviji velké mnozstvi anti-HER-2 terapii [43].
1.10.1.3 ,, Basal-like “ podtyp

Bazalni podtyp predstavuje 10-20% nadorového onemocnéni prsu. Tyto nadory jsou z
klinického hlediska oznacované jako tzv. ,triple-negativni“ nadory, a to diky jejich
imunohistochemickému profilu — ER, PR a HER-2 negativni. Tato klasifikace vSak neni

konec¢na, protoze 25% z téchto tumort neni ,.triple-negativni* [44].
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Jedna se o duktalni karcinomy s vysokym mitotickym indexem, nekrézou tumoru,
roz§ifujicimi se okraji a stromalni lymfocytarni odpovédi. Bazalni podtyp je velmi agresivni
s metastazovanim do visceralnich organti (zejména plice), centralniho nervového systému a
lymfatickych uzlin. Klinicky se vyskytuji u velmi mladych pacienti. Pfi diagnostikovani
byva nador jiz vetSi velikosti, a vysokym histologickym stupném a vysokou frekvenci
postizeni lymfatickych uzlin. Vyskytuje se pfevazné u mladych Zen afroamerického ptivodu [43].

Bylo identifikovdno nékolik rizikovych faktorG pro rozvoj bazalnitho nadoru.
Nejzajimavéjsi je spojeni mezi bazalnim podtypem a nosi¢i mutace v BRCA1. Zeny s touto
mutaci maji az v 80% pfipadl bazalni typ karcinomu prsu. BRCA1l a BRCA2 zajist'uji
mechanismus spravné homologni rekombinacni opravy DNA. Pokud dojde ke ztraté
funk¢nosti homologni rekombina¢ni drahy, dojde k opravé DNA zpusobem, ktery zahrnuje
poly(ADP-rib6za)polymerazu (PARP) nachylnéjsi k chybam. Popsany fakt se jiz dnes
vyuziva k 1é€bé u nadort s mutaci v BRCA1/2 pomoci inhibitort PARP, coz zvySuje miru

preziti u pacienti s ,.triple-negativnimi‘ nadory [44].
1.10.1.4 , Claudin-low* podtyp

,»Claudin-low* podtyp je relativné vzacnou podskupinou nddord, pouze 12-14%.
Vyznacuje se nizkou expresi gend, které jsou zapojené do té€snych spojii a mezibunécné
adheze, vcetn¢ claudinu-3, 4, 7 (odtud nazev) a E-kadherinu. Nedostatek vlastnosti
epitelidlnich bun¢k a exprese mezenchymalnich znakl pfipomina vlastnosti spojené s
kmenovymi buiikami. Soucasné ,,claudin-low* podtyp exprimuje velké mnoZstvi genli
souvisejicich S imunitni odpovédi, coZz dokazuje vysokou infiltraci bun€k imunitniho
systému do nadoru [42].

Onemocnéni ma Spatnou prognoézu i presto, ze nadory se vyznacuji nizkou proliferaci.
Vykazuji nizkou odpovéd’ na neoadjuvantni chemoterapii. Imunohistochemicky se nadory
fadi mezi tzv. ,triple-negativni* nadory, ale pouze v 80% ptipadl. Zbylych 20% je pozitivni

na hormonalni receptory [44].
1.10.1.5 ,, Normal breast-like “ podtyp

Podtyp tvofi asi 5-10% nadorovych onemocnéni prsu. Vhledem Kk jeho relativni vzacnosti
existuje pouze malé mnozstvi studii o tomto podtypu a z toho ditvodu jsou pomérné Spatné
charakterizovany. Nador exprimuje geny charakteristické pro normalni tukovou tkan. Neni
zde patrna exprese ER, PR a HER2, diky ¢emuz mohou fazeny mezi tzv. ,triple-negativni‘

nadory ne v8ak mezi bazalni nadory, protoZe jsou negativni na CK5 a EGFR [43].
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Obvykle nereaguji na neoadjuvantni chemoterapii. Tyto nadory se z hlediska prognozy

fadi mezi luminalni a bazalni podtyp [43].
1.10.2 Biologicka lé¢ba karcinomu prsu

Moznost cilen¢ 1écby karcinomu prsu umoznil objev hormondlnich receptora.
Hormonalni 1éc¢ba je prvni volbou v pfipadé hormonaln¢ dependentniho onemocnéni. Prvni
klinické pouziti trastuzumabu v kombinaci s chemoterapii u metastazujiciho karcinomu prsu
zapocalo éru bioregulac¢ni nehormonalni 1é¢by karcinomu prsu [40]. Lécebné moznosti u

jednotlivych podskupin metastazujiciho onemocnéni prsu piehledné ukazuje nésledujici
tabulka (Tabulka 7).

Tabulka 7: Lécebné moznosti u jednotlivych podskupin metastazujictho onemocnéni;

HT: hormondlni lécba, CT: chemoterapie, BIOCT: biochemoterapie, BIOHT: biohormonoterapie [40]

Podtyp clr:g(r);ilt{;rlii?;a Lécebné moznosti Bioterapie
Hormonalné dependentni ER+/PR+/HER-2- HT,CT bevacizumab
HER-2 independentni ER+/PR/HER-2- BlOCT

ER-/PR+/HER-2- BIOHT
Hormonalné dependentni ER+/PR+/HER-2+ HT, BIOHT trastu_zgmab
HER-2 dependentni ER+/PR-/HER-2+ BIOCT lapatinib

ER-/PR+/HER-2+ bevacizumab
Hormonalné independentni BIOCT, traStu.Zl.Jmab
HER-2 dependentni ER-/PR-/HER-2+ BIO Iapatlr_nb

bevacizumab

Hormonalné independentni | ER-/PR-/HER-2- CT, BIOCT bevacizumab
HER-2 independentni ,, L riple-negativni‘

24

receptori pro epidermdlni rastové faktory (EGFR), kam patifi transmembrdnové
glykoproteinové receptory s ozna¢eni HER-1 az HER-4. Pro pfenos maligniho signalu ma
pro nadorovou buiiku nejvétsi vyznam receptor HER-2, ktery mé hlavni ulohu na zacatku
signalni drahy (Obrazek 13) a je zvySené exprimovan asi u 20% vSech nadorovych

onemocnéni prsu [40].
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Obrazek 13: Signalizacni cesty EGFR rodiny tyrosinkinazovych receptorii [40]

Extracelularni doména receptoru HER-2 jako prognosticky vyznamna je znama z druhé
poloviny osmdesatych let minulého stoleti a je cilovou strukturou pro monoklonélni
protilatky nebo konjugaty s cytostatiky. Herceptin® (trastuzumab) byl prvni schvalenou
cilenou monoklonélni protildtkou pro lé€bu nadorového onemocnéni prsu s cilenim proti
HER-2 receptoru. Lapatinib (Tyverb) je mald molekula, kterd ptisobi jako intracelularni
dudlni inhibitor ErbB1 a ErB2. Pouziva se pro 1é¢bu pokrocilych karcinomua prsi pokud
selZze terapie trastuzumabem. Podminkou je opét vysokd exprese HER-2 receptoru.
Bevacizumab (Avastin) je monoklonalni protilatka inhibujici VEGF (vaskularni endotelialni
rastovy faktor) [41].

1.11 Sinice a jejich sekundarni metabolity

Sinice jsou jednoduché autotrofni prokaryotické organismy, které obyvaji celou tadu
riznorodych ekosystémt (sladkovodni, motské, pidni, ale 1 extrémni prostfedi horkych
pravenil). Pfedstavuji skupinu velmi morfologicky a geneticky rozmanitych organismi. Maji
potencidl produkovat velké mnoZstvi sekundarnich metabolitli rtiznorodych chemickych
struktur a bioaktivit, kdy nékteré z nich predstavuji svou toxicitou hrobu a jiné mohou byt
vyuZzity jako 1écivé latky. Mezi sekunddrnimi metabolity sinic najdeme latky s toxickym,
antibakteridlnim, antimykotickym, antivirotickym, antikolagula¢nim, antimalarickym,
protizanétlivym, protinddorovym uc¢inkem a dal$i. VétSinou se jednd o latky s malou

molekulovou hmotnosti (pfiblizné 150-2000 Da). Vétsina sekundarnich metabolitd sinic jsou
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produkty neribozomalnich peptidovych syntetaz (NRPS), polyketid syntetdaz (PKS) nebo
jejich kombinaci (NRPS/PKS) [45], [46].

NRPS je multidoménovy enzymaticky komplex nachdzejici se na cytoplazmatické
membrané. Pro enzymaticky komplex NRSPS je charakteristické modularni uspotadani.
Kazdy modul odpovida za spravné =zatrazeni specifické podjednotky do rostouciho
peptidového fetézce. Tento komplex je schopny aktivovat Siroké spektrum prekurzorti a
spojovat je za vzniku peptidové vazby, coz znamena, ze pro syntézu nového peptidu neni
vyzadovan templat ve formé m-RNA. Struktura vzniklého sekundarniho metabolitu zavisi na
typu a poradi moduld, které jsou soucasti NRPS drahy. V kazdém modulu je n€kolik domén
s urCitou enzymatickou aktivitou — adenyla¢ni (A), thiola¢ni (T), kondenzacni (C) a
thioesterazova (TE) doména [47].

PKS jsou enzymatické komplexy, které se Uc€astni produkce sekundarnich metaboliti
polyketidového charakteru. Podle slozeni a struktury rozliSujeme celkem 3 typy
bakteridlnich PKS, kdy pro tvorbu sekundarnich metabolitii sinic ve spojeni s NRPS je
nejdulezitéjsi typ I. PKS typu I jsou multifunkéni enzymy organizované do moduldl, které v
sobé ukryvaji fadu rGznych domén zodpovédnych za piipojeni jedné jednotky
polyketidového fetézce [48].

Hybridnim propojenim drah NRPS/PKS je syntetizovana pievdzna vétSina doposud
znamych sekundarnich metabolitd sinic. Mezi tyto latky patii napiiklad anatoxin-a,
homoanatoxin-a, cylindrospermopsiny, aeruginosiny, cryptophiciny, microcystiny a
nodulariny [47].

1.11.1 Priklady sekundarnich metaboliti sinic s protirakovinnymi u¢inky

Sinice produkuji fadu sekundarnich metabolitli, které byly evolu¢né selektovany tak, aby
sinice obstaly v konkurencnim boji mikroorganismt a soucasné dokazaly co nejlépe vyuzit
prostiedi. Diky této skutecnosti jsou sekundarni metabolity sinic svou chemickou strukturou
pfedurc¢ené k interakci se Sirokou Skélou enzymi. Neni tedy neobvyklé, Ze se mezi témito
metabolity najdou 1 takové, které maji zajimavy vliv na biochemické procesy v savcich
bunikach. Z tohoto pohledu se sinice jevi jako slibny zdroj latek s ambicemi

farmakologického vyuziti [49].
1.11.1.1 Cryptophyciny

Cryptophyciny jsou antimitotické slou¢eniny izolované ze sinic rodu Nostoc na pocatku
roku 1990. Jedna se o uc¢inné inhibitory polymerace tubulinu a nasledné tak skrze ovlivnéni

dynamiky mikrotubull zptisobuji zastavu bunécného cyklu v G2/M fazi [50].
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Hlavnim pfedstavitelem této skupiny je Cryptophycin-1 (Obrazek 14). Vykazuje se
neobvykle vysokou cytotoxicitou proti nadorovym liniim, ve kterych indukuje apoptozu.
Jenda se o jednu z nejucingjSich latek destabilizujicich tubulin ktera byla kdy nalezena.
Nepopiratelnou vyhodou této latky je vysoka protinadorova aktivita i proti taxol-rezistentnim
a vinblastin-rezistentnim nadorovym bunkam. Od této latky bylo piipraveno vice nez 25

strukturnich analogt [51].
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Obrazek 14: Chemicka struktura Cryptophycin-1 [50]

1.11.1.2 Dolastatiny

Dolastatin 10 je cytostaticky peptid obsahujici nékolik aminokyselinovych podjednotek
neribosomalniho piivodu, ktery byl poprvé v malém mnozstvi izolovan z motského mékkyse
Dolabella auricularia. Nasledné bylo objasnéno, Ze primarnim producentem této slouc¢eniny
je vlaknita sinice rodu Symploca [52].

Latka dosahuje velmi silné antiproliferacni aktivity u fady nadorovych bunék. Svym
ucinkem blokuje polymeraci tubulinu a tim zastavuje proliferaci bun¢k. Dolastatin-10
(Obrazek 15) slouzil jako piedloha syntézy analogi pro cilenou lé¢bu. Nejznaméjsim
syntetickym analogem je monomethyl auristatin E (Obrazek 16), ktery je souéasti konjugatu

protilatka — 1é¢ivo (komer¢ni nazev brentuximab vedotin) [53].
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Obrdzek 15: Chemicka struktura Dolastatin 10 [54]
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Obrdzek 16: Chemickd struktura monomethyl auristatin E [54]
1.11.1.3 Apratoxiny

Prvni apratoxin, oznaceny jako apratoxin A (Obrazek 17), byl izolovan z moiské sinice
Lyngbya sp. V soucasné dobé jsou znamy dal$i ¢tyfi ptirodni strukturni analogy, oznaceny
pismeny B-E [55].

Jedna se o cyklicky depsipeptid, u kterého je znama jedna z nejvysSich aktivit na
rakovinné builky mezi sinicovymi cytotoxiny. Apratoxin A v bunkach zastavuje bunéény
cyklus v G1 fazi a nasledn€¢ indukuje apoptdzu. Piesny mechanismus U¢inku vSak dosud

nebyl objasnén [55], [56].
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Obrazek 17: Chemickad struktura apratoxin A [56]
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CILE PRACE

Na frakcich vykazujici vyrazny inhibi¢ni efekt vii¢i lidskym rakovinnym liniim provést
HPLC-HRMS/MS analyzu a na zaklad¢ distribuce detekovanych peakl se pokusit urcit
latku zodpoveédnou za detekovany efekt.

U chromatografickych frakci vykazujicich selektivni plsobeni proti urcité linii/liniim
stanovit typ bunécné smrti indukovanych frakci.

U sinicového kmene obsahujiciho frakei se selektivnim plsobenim a indukujici fizenou
bunécnou smrt provést izolaci aktivni latky a ovéfit jeji potenci v Cistém stavu.
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3 METODIKA
3.1 Chemikalie

DMEM - kultiva¢ni médium (Gibco® média, Life Technologies)

RPMI — kultivaéni médium (Gibco® média, Life Technologies)

FBS — fetalni bovinni sérum (Gibco®, Life Technologies)

Antibiotika — antimykotika (Gibco®, Life Technologies)

L-glutamin (Gibco®, Life Technologies)

PBS - fosfatovy pufr (pfipraveny v laboratofi)

Trypsin-EDTA bez fenolové ¢ervené (Gibco®, Life Technologies)

MTT - 3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (Invitrogen
Molecular Probes®, Life Technologies)

Caspase-Glo® 3/7 Assay kit (Promega)

CellTiter-Glo® 2.0 Assay (Promega)

NucBlue™ Live Cell Stain ReadyProbes™ (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific)

DMSO - dimethylsulfoxid (Scharlau)

Methanol (Scharlau)

Acetonitril (Scharlau)

Kyselina mravenci (Lachema, narodni podnik Brno)

Moftsky pisek (VWR)

Dusik 4.0 Linde gas a. s.

3.2 Pristrojové vybaveni

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000 UHPL+ (Thermo
Scientific) s DAD detekci ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Impact HD
(Bruker) s elektroprejovou ionizaci (ESI) a TOF analyzatorem

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf Agilent HP 1100 Series s DAD detekci
Inkubétor Sanyo MCO-15AC

Vertikalni laminérni flow box BIO BAN 48 (STERIL)

Opticky mikroskop (MERCI s.1.0)

Laboratorni vaha (Sartorius laboratory)

Analytické vahy (Sartorius research)

Minispin mini centrifuga (Eppendorf)

Centrifuga 5804 R (Eppendorf)

Stolni centrifuga UNIVERSAL 320 (Schoeller, Hettich)

Centrifuga Sigma 8KS (Sigma)

Centrifuga Z 32 HK (HERMLE)

FLUOstar Omega (BMG LABTECH)

TECAN SUNRISE (Schoeller instruments s.r.o.)

Vodni lazen (Thermo Scientific)
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e Invertovany mikroskop Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH) s
kamerou AxioCam MRm

e Vakuovy koncentrator miVac QUATTRO Genelac (BIOTRADE s.1.0.)

e Lyofilizator CoolSafe™ (SCANVAC)

e Vakuova odparka Laborota 4002-digital (Heidolph)

e Sterilni transparentni 96jamkové platicko (SASTEDT)

e Sterilni bilé 96jamkové platicko (BRANDplates™)

e B¢ézné laboratorni vybaveni

3.3 ,Highthroughput* screening (HTS) — vysokokapacitni testovaci systém

Ptiprava vzorkd pro ucely HTS ani samotné provedeni HTS nebylo soucdsti této
magisterské prace, a proto je nize zminén pouze struény postup jimz byly HTS vysledky
ziskdny, a to zejména zdivodu navaznosti na vysledky ziskané touto praci.
Na mikrobiologickém ustavu AV CR bylo piipraveno piiblizng 1 570 chromatografickych
frakei z 50 sinicovy kment, kdy kazdy kmen byl rozdélen pomoci preparativni HPLC na
priblizné 35 frakci jimanim v 1,5 minutovych ¢asovych oknech. Nasledné byly tyto frakce
testovany na HTS pracovisti OpenScreen CZ (MGU Praha).

Hlavnim cilem HTS je identifikovat aktivni latky tzv. ,hity“ z velkého mnozstvi
sloucenin, které pak slouzi k dal§imu testovani. V soucasné dobé se pomoci metody HTS
mize otestovat 10 000 az 100 000 sloucenin denné [57].

Do testovani bylo zahrnuto 21 lidskych bunéénych linii, z toho 3 primarni bunééné linie
(BJ, RPE1 a HEK293T) a 18 rakovinnych linii. Pfehled vSech linii, na kterych byly
chromatografické frakce testovany jsou uvedeny v tabulce v pfilohach (9.1) této prace
(Tabulka 16).

Schéma testovani zahrnovalo tii koncentrace kazdé chromatografické frakce (25 pg/ml,
2,5 pg/ml a 0,25 pg/ml) v duplikatu pii hustot€ 1 000 bunék/jamku v 1536 jamkovych
destickach. Vyhodnoceni probihalo pomoci CellTiter-Glo® 2.0 po inkubacéni dob¢ 72 hodin.

3.4 Analyza primarnich frakei - HPLC-HRMS

V prvnim kroku byly z vysledkt HTS screeningu vybrany frakce, které vykazovaly
ucinek na rakovinné bunécné linie, ale zadny nebo minimalni efekt na linie primarni.
V tomto ptipad¢ nerozhodoval konkrétni typ rakovinné bunécné linie.

Chromatografické frakce byly natedény (2,5 ul frakce a 97,5 ul methanolu). Pticemz
procento methanolu, které slouzilo k nafedéni konkrétnich frakci shrnuje pfilozena
tabulka (Tabulka 8).
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Tabulka 8: Naredeni konkrétnich frakci

Oznaceni frakce Methanol
0-10 30%
10-20 60%
20-35 100%

Nasledn¢ byly vybrané frakce analyzovany na vysokou¢inném kapalinovém
chromatografu Dionex Ultimate 3000 UHPL+ (Thermo Scientific) s DAD detekci ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem Impact HD (Bruker) s elektroprejovou ionizaci (ESI) a TOF
analyzatorem. Pro separaci slouCenin byla pouzita kolona Phenomenex Kinetex
(150%4,6 mm, 2,6 pm, C18). PouZita mobilni faze byla kombinace vody a acetonitrilu oboji
S obsahem kys. mraven¢i (FA, 0,1%). Pratok mobilni faze byl nastaven na 0,6 ml/min
s gradientem uvedenym v tabulce (Tabulka 9). Zvoleny nastiik byl 10 ul a celkovy cas
analyzy 33 minut. Kvuli obsahu DMSO byl autosampler vyhiivan na teplotu 20 °C.

Tabulka 9: Gradient pouZity pro primdrni analyzu chromatografickych frakci, Fa (kyselinamravenci)

Cas [min] | Acetonitril+FA [%] | Voda+Fa [%]
0 15 85
1 15 85
20 100 0
25 100 0
30 15 85

Hmotnostni spektrometr byl nastaven nasledovné: teplota susiciho plynu 250 °C, prutok
suSicitho plynu 11,2 I/min, tlak zmlzovace 3,0 Bar, napécti na kapilafe 4 200 V, koncové
napéti 500 V.

3.5 Bunécné linie

Pro tucely této prace bylo pouzito pét typu lidskych bunéénych linii. T#i rakovinné
bunécné linie: MDA-MB231, K562 a U-937. Dvé primarni bunécéné linie: BJ a RPE1.

MDA-MB231 je rakovinnd linie lidského prsniho adenokarcinomu, kterd je odvozena z
metastaz pleuralniho vypotku 51leté Zeny. Jde o adherentni typ bunék bez kontaktni inhibice.
Tento typ nadorovych bunék je charakteristicky nizkou expresi ER, PR a HER-2 receptoru a
oznacuje se jako ,.triple-negativni [58]. Vice o nadorovych onemocnénich prsu pojednava
kapitola 1.10.

K562 jsou buiiky chronické myeloidni leukémie. Jedna se o neadherentni bunky. Tyto

buiiky byly prvni bunéfnou linii z lidské imortalizované myeloidni Ileukémie.
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Charakteristicky se vyskytuji u tzv. Filadelfského chromosomu, ktery je pifi¢inou chronické
myeloidni leukémie [59].

Bunééné linie U937 byla izolovana z histiocytického lymfomu 37letého pacienta v roce
1976. Jedna se o neadherentni bunky, které maji nekteré charakteristické znaky nezralych
monocytl. Na jejich povrchu se vyskytuji vysoce specifické inzulinové receptory, které maji
podobné vazebné vlastnosti jako u dospe€lych monocyti z lidské krve. Buiky jsou
neadherentni [60].

BJ je oznaceni pro adherentni lidskou primérni bunécnou linii fibroblastl, které byly
odebrané z ptedkozky novorozence. Tyto burniky podléhaji velké kontaktni inhibici [61].

RPEL1 jsou lidskou telomerazou imortalizované retinalni buiiky pigmentované epitelialni

vrstvy. Buiiky jsou adherentni a maji snizenou kontaktni inhibici ristu [62].
3.5.1 Kultivace

Vsechny bunky byly kultivovany v inkubatoru (Sanyo MCO-15AC) pfi teploté 37 °C v
atmosféie s 5% CO,, aby byly co nejlépe napodobeny podminky v extracelularni tekuting.
Pro kultivaci bunék byla pouzita média DMEM (BJ, RPE1, MDA-MB231, K562) a RPMI
(U937), ktera obsahuji latky nezbytné pro bunécny rist. Médium (500 ml) bylo pied
pouzitim doplnéno o FBS (25 ml), L-glutamin (5 ml) a antibiotika (5 ml). Antibiotika se do
média pfidavaji k zabranéni infekce. Aminokyselina L-glutamin je nezbytnid pro syntézu

proteint. FBS (fetalni bovinni sérum) je zdroj ristovych faktorti pro bunéénou proliferaci.
3.5.2 Pasazovani bunéénych linii

Buriky rostouci v kultiva¢nich lahvich maji pouze omezené zdroje Zivin a prostor k ristu.
Z tohoto dlivodu je nutné po néjaké dobe€ provést tzv. pasdzovani. Informaci o stavu bunék a
nutném pasazovani mize poskytnou zména barvy média (fenolova Cerven), které diky
poklesu pH méni barvu postupné z riizové na oranZovou az Zlutou.

Prace s bunéénymi liniemi byla vzdy provadéna sterilné, a to nejlépe v lamindrnim boxu.
Otevirané nadoby a zkumavky byly pokazdé opaleny nad kahanem, aby se snizila moznost
kontaminace. VSechny pouzivané roztoky bylo vzdy nutné pfed pouzitim vyhiét nateplotu 37 °C.

Pti préaci s adherentnimi bunécnymi liniemi bylo nejprve vylito médium s vy€erpanymi
zivinami. Nasledné byly adherované bunky nékolikrdt oplachnuty PBS (pufrovany
fyziologicky roztok). V dalsim kroku bylo k bunkam ptidano 400 — 700 pl trypsinu, ktery
slouzi k uvolnéni bun€k ze dna kultivacni nadoby. Bunky byly umistény na 5 minut do
inkubatoru. Po uvolnéni bunék musel byt ucinek trypsinu zastaven piidanim 9 ml média, aby

nedoslo k jejich poSkozeni. Vznikla suspenze bunc¢k byla rozmichana automatickou
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serologickou pipetou. Pfiblizn¢ 3/4 objemu byly vylity do odpadu a ke zbylému objemu
bunék byl ptfidan potifebny objem nového média. Bunky se vratily zpét do inkubatoru.

V piipad¢ neadherentnich bunéénych linii (K562 A U937) byl vyfazen krok s PBS a
trypsinem. Kultivacni lahve byly pouze otevieny a odlila se potiebnd Cast vycCerpaného

média i s buitkami do odpadu. Zbyly objem by poté opét doplnén Cerstvym médiem.
3.5.3 Nasazeni bunék na experiment

Pro nasazeni experimentu byly pouzity zminéné 3/4 bunék, které tak v tomto piipadé
nebyly vylity do odpadu. Tyto ,,sklizené* buiiky bylo nutné nejprve spocitat v Biirkerové
komtrce, aby doslo k nafedéni suspenze na kyZenou koncentraci a nasazeni rovhomérného
poctu bungk. V této praci byly bunky nasazovany v poctu 5000 nebo 13 000 bun¢k/ 200
uml média a 5 000 bunék/ 50 ul média v pripad¢ neadherentnich bunék.

Vznikla suspenze bunék byla napipetovana do 96-jamkové transparentni/bilé (podle typu
experimentu) desti¢ky. Do vSech okrajovych jamek desticky byla napipetovana voda, aby
bylo zabranéno vysychani experimentdlnich jamek. V ptipad¢ adherentnich bunck byly
nasazené bunky ponechany 24 hodin v inkubatoru adherovat. Druhy den bylo
naadherovanym buiikdm odsato médium a byl k nim pfidan roztok s aktivni latkou o urcité
koncentraci (vzdy triplikat jamek pro jednu latku/koncentraci) — treatment. Jeden triplikat v
kazdém experimentu slouzil jako kontrola, kdy bylo buitkdm pouze vyménéno médium.
Buiiky byly ponechany v inkubétoru 72 hodin. Po uplynuti této doby byly vyhodnoceny
bunééné viability.

Neadherentnim buiikim bylo nutné pfed nasazenim vyménit médium. Cést z celkového
objemu (3/4) kultivacni nadoby byla pfevedena do 50 ml zkumavky a néasledné stoCena
(5 min., 1 000 rpm). Doslo k usazeni bunék na dn¢ zkumavky a médium mohlo byt bezpeéné
vyménéno. Buiiky pak byly protfepanim znovu rozsuspendovany v médiu a mohly byt dale
pocitany. Ten samy den bylo k buiikdm pifiddno 50 pl roztoku s aktivni latkou o urcité
koncentraci (vzdy triplikat jamek pro jednu koncentraci). Bunky byly ponechany v
inkubdatoru 72 hodin.

3.6 Princip MTT testu

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) test, tetrazoliovy
redukéni test byl prvnim homogennim testem zivotaschopnosti bun¢k pro 96 jamkovy

format, ktery byl vhodny pro vysokokapacitni testovaci systém [63].
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Jedna se o kolorimetricky test. Zivotaschopné buiiky s aktivnim metabolismem piemétiuji
ve vodé rozpustny zluty MTT na ve vodé nerozpustny fialovy formazan (Obrazek 18). Mrtvé
bunky bez aktivniho metabolismu nemaji schopnost pfeménit MTT na formazan. Pfesny
bunény mechanismus redukce MTT na formazan neni dosud dobie znam. Pravdépodobné
zahrnuje reakci s NADH a podobnymi redukujicimi molekulami pfendsejicimi elektrony na
MTT. Formazan je rozpustny v DMSO a nasledné¢ je mozné ho stanovovat

spektrofotometricky (maximum absorpce formazanu blizko 570 nm) [63].
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Obrazek 18: Zjednodusené reakcni schéma redukce MTT na formazan [63]

Mnozstvi generovaného signalu je zdvislé na nckolik parametrech: koncentrace MTT,

délka inkubaéni doby, pocet Zivotaschopnych bunék a jejich metabolicka aktivita.
3.6.1 MTT test — provedeni

MTT roztok byl pfipraven rozpusténim MTT v PSB (pomér: 4 mg MTT na 1 ml PBS).
Kadinka se vzniklym roztokem byla nasledné¢ né&kolik vtefin sonifikovdna. Roztok byl
prefiltrovan ptes bakteriologicky filtr (velikost port 0,2 um).

Po uplynuti inkubacni doby experimentu (72 hodin) bylo do kazd¢ jamky napipetovano
10 pl ptipraveného roztoku MTT na 200 pl média. Transparentni desticka byla ponechana
4 hodiny v inkubatoru (37 °C). Po ub&hnuti této doby bylo z kazdé jamky pipetou odebrano
190 pl. V dal§im kroku bylo do kazdé jamky ptfidano 190 pul DMSO. Pred méfenim bylo
nutné 96 jamkovou desticku nechat 20 minut inkubovat.

V poslednim kroku bylo provedeno spektrofotometrické méfeni na spektrofotometru
Tecan Sunrice. Desticka byla pfed samotnym méfenim 3 minuty promichdvana. Méfeni
probihalo pii vlnové délce 590 nm (referencni hodnota 640 nm).

Pti vyhodnocovani vysledkli byl vzdy zpriimérovan triplikat jamek s pfidanou aktivni
latkou. Tato hodnota pak byla vztazena k primérné hodnoté kontroly (pouze bunky v médiu,

100% viabilita). Diky tomu byla ziskdna procentualni viabilita.
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3.7 Princip stanoveni koncentrace ATP

Cell-Tier Glo test je rychla a citliva homogenni luminiscenéni metoda pouzivana pro
stanoveni poctu zivotaschopnych bunék v kultufe pomoci kvantifikace ptfitomného ATP,
které signalizuje pfitomnost metabolicky aktivnich bun¢k. Tato metoda se nejcastéji pouziva
v aplikacich HTS [63].

Pokud bunky ztraceji integritu vnéjSich a vnitinich membran, ztraci soucasné schopnost
syntetizovat ATP a endogenni ATPazy rychle vycerpaji veskeré zbyvajici ATP z
cytoplazmy. Burika si nedéla dlouhodobé zasoby ATP [63].

Pro kvantifikaci ATP pomoci zminéného testu se vyuziva schopnosti luciferazy generovat
svétlo za pfitomnosti luciferinu (obsazeného v detekénim kitu) a ATP. Nasledné je tedy
vygenerovany luminiscen¢ni signal pfimo umérny koncentraci ATP a poctu zivych bunék
(Obrazek 19). ATP test je méné nachylny k artefaktim neZ jiné metody. Luminiscenéni

signal dosahne ustaleného stavu do 10 minut po piidani ¢inidla a je stabilni az 5 hodin [63].

Viable Cell

H COOH Luciferase
O\Q:zHNj + ATP ——— Light
S

Luciferin

Obrdzek 19: Zjednodusené reakcni schéma ukazujici ATP a luciferin jako substraty pro luciferazu

pro generovani svételného signalu [63]

3.7.1 Stanoveni koncentrace ATP — provedeni

Po uplynuti expozi¢ni doby experimentu 72 hodin byl komeréni kit CellTite-Glo®

spolecné s bilou 96 jamkovou destiCkou (obsahujici experimentalné oSetfené bunky a
kontroly) inkubovéan 30 minut pfi laboratorni teploté.

V pfipad¢ adherentnich bunék bylo z kazdé jamky odpipetovano 120 pl kultiva¢niho
média a nasledné pridano 80 pl CellTite-Glo® (ptidavek v poméru 1:1 v/v). Desticka byla
inkubovana 10 minut za nepfistupu svétla. V poslednim kroku bylo provedeno méfeni na
multifunkénim readeru FLUOstar Omega (v Iuminiscenénim modu s automatickym
nastavenim hodnoty ,gain*). Desticka byla pfed samotnym méfenim 3 minuty
promichavana. Zméteny byly jamky obsahujici buniky s aktivni latkou (treatment), médium s

bunikami (kontrola) a pouze médium (pozadi) vSe v triplikatech.
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Pokud se jednalo o adherentni bunky bylo po 72 hodinéch k 100 pl, které byly v jamce po
nasazeni bundk a treatmentu, pfidano 100 pl CellTite-Glo®. Dalsi postup byl stejny jako v
ptipad¢ adherentnich bunck.

Pti vyhodnoceni byl nejprve od vSech hodnot odecten primér intenzity pozadi. Nasledné
byl vzdy zprimérovan triplikat jamek s pfidanou aktivni latkou. Tato hodnota pak byla
vztazena k praimérné hodnoté¢ kontroly (pouze bunky v médiu, 100% viabilita). Diky tomu

byla ziskdna procentudlni viabilita.

3.8 Aktivita efektorovych kaspaz 3/7

Test Caspase-Glo®3/7 je homogenni luminiscenéni test mdfici aktivitu kaspaz 3/7.
Soucasti kitu je termostabilni luciferaza v pufru a proluminiscenc¢ni substrat. Pokud jsou
kaspazy 3/7 ve vzorku aktivni specificky S$tépi proluminiscenéni substrat (specificka
peptidovad sekvence DEVD navazand na luciferin). Diky Stépeni se uvoliiuje substrat pro
luciferazu a jeji aktivitou vznika méfitelny luminiscenéni signal (Obrazek 20). Luminiscence

je umérna aktivit¢ kaspaz. Aktivita efektorovych kaspaz 3/7 se vyuzivd u hodnoceni

apoptozy [64].
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Obrazek 20: Zjednodusené reakcni schéma. Po odstépent substratu proluciferinu DEVD kaspdzou
se uvolni substrat pro luciferdzu (aminoluciferin), ktery v pritomnosti luciferazy a ATP vede k

luciferdzové reakci a produkci svétla. [65]
3.8.1 Aktivita efektorové kaspaz 3/7 — provedeni

Po 24, 48 a 72 hodinach byly bila 96 jamkové desti¢ky (obsahujici experimentalné
odetiené buiiky a kontroly) a Caspase-Glo® 3/7 Assay kit nechany 30 minut inkubovat za
laboratorni teploty. V dalSim kroku bylo z kazdé jamky odpipetovano 150 pl média a
ptidano 50 ul Caspase-Glo® 3/7 (piidavek v poméru 1:1 v/v). Desti¢ka byla inkubovéna 30
minut za nepfistupu svétla. Poté byla intenzita luminiscence zméfena pomoci multifunkéniho

readeru FLUOstar Omega (v luminiscenénim modu s automatickym nastavenim hodnoty

52



»gain®). Pred samotnym méfenim byla desticka michana 3 minuty. Zméfeny byly jamky
obsahujici bunky s aktivni latkou (treatment) a pouze médium s bunikami (kontrola) vse

vV triplikatech.
3.8.2 Fluorescen¢ni mikroskopie — barveni jader

Buiiky MDA-MB231 a RPE byly nasazeny v poctu 5 000 bunék/jamku v ristovém médiu
DMEM (Biovest) do 96jamkového sterilniho transparentniho plastového platicka
(SASTEDT). Bunky byly takto kultivovany 24 hodin v inkubatoru (Sanyo MCO-15AC) pii
teploté 37 °C v atmosféfe s 5% CO; Po plném adherovani (24 hodin) byly vSechny bunky
treatovany izolovanymi latkami o koncentracich 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31;
0,16 uM/ml v triplikatech. Platicka pro 24, 48 a72 hodin treatmentu byly obarveny pomoci
jaderného barveni NucBlue™ Live Cell Stain ReadyProbes™ (Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific) bez nutnosti pfedchozi fixace, a to v koncentraci 2 kapky/1 ml kultivaéniho
média. Z kazdé jamky bylo opatrné odebrano 100 pl média a ptidano opét 100 pl této barvici
smési. Takto byla platicka kultivovana 5 minut pii pokojové teploté za nepfistupu svétla.

Jednotlivé jamky byly nasnimany pomoci invertovaného mikroskopu Axio Observer Z.1
(Carl Zeiss Microlmaging GmbH) s fluorescen¢ni lampou HXP 120 C s pouzitim A-Plan
10%/0,25 Phl objektivu a kamery AxioCam MRm 0,63x v plné velikosti jamky. Snimani
vzorkl probihalo za vyuziti excita¢niho filtru 335-383 nm a emisniho filtru v rozmezi 420-
470 nm pii expozi¢nim Case 1,9 sekund za dodrzeni absence vné¢jsiho svétla.

Prekryvy jednotlivych fotografii byly zpracovany softwarem ZenBlue2.5, aby spole¢né
vytvofily jednu fotografii ve velikosti jedné jamky. Po vyexportovani snimku do tiff formatu
byly fotografie dale analyzovany pomoci voln¢ dostupného programu Fiji (Imagel) [66] s
macrem upravenym na pocitani obarvenych bunécnych jader. Jednotlivé triplikaty byly

zpramdrovany a tato data byla pouZita na korelaci dat ziskanych analyzou Caspase-Glo®3/7.
3.9 Frakcionace primarnich frakeci —- HPLC-HRMS

Na zaklad€é prvnich vysledki byly vybrany frakce se selektivnim ucinkem na
rakovinou linii MDA-MB231, které byly podrobené dalsi frakcionaci. Pro analyzu a
refrakcionaci byl pouzit kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000 UHPL+ (Thermo
Scientific) s DAD detekci ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Impact HD (Bruker) s
elektroprejovou ionizaci (ESI) a TOF analyzatorem. Pouzitd mobilni faze byla kombinaci
vody a acetonitrilu oboji s pfidavkem kys. mravenéi (FA, 0,1%). Pratok mobilni faze byl

nastaven na 0,6 ml/min s gradienty uvedenymi v tabulce (Tabulka 10). Gradienty byly
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nastaveny, aby doslo k co nejlepSimu oddéleni jednotlivych latek. Kvili obsahu DMSO byl
autosampler vyhfivan na teplotu 20 °C. Hmotnostni spektrometr byl nastaven nasledovné:
teplota susiciho plynu 250 °C, pritok susSiciho plynu 112 1/min, tlak zmlzovace 3,0 Bar,
napéti na kapilare 4 200 V, koncové napéti 500 V.

Tabulka 10: Gradienty pro refrakcionaci jednotlivych primdrnich frakci podle jejich ciselného

oznaceni reflektujici polaritu obsazenych latek (na zadklade jejich predesiého chromatografického

déleni pro ucely HTS)

Frakce s Frakce s Frakce s
Cas [min] oznacenim 10-18 | oznacenim 19-27 | oznacenim 28-35
A[%] | B[%] | A[%] | B[%] | A[%] B [%0]
0 15 85 15 85 15 85
2 15 85 15 85 15 85
7 28 72 56 44 80 20
37 66 34 96 4 100 0
38 100 0 100 0 100 0
43 100 0 100 0 100 0
44 15 85 15 85 15 85
48 15 85 15 85 15 85

Prvni analyza (nastfik 10 pl) vzdy slouzila k navrzeni frakcionace podle profilu
chromatogramu a hmotnostniho spektra. Jednotlivé frakce byly nasledné¢ béhem dalsi
analyzy (nastiik 25 pl) jimany do zkumavek podle reten¢niho ¢asu.

Zkumavky s frakcemi byly umistény do vakuového koncentratoru miVac QUATTRO,
kde byly odpafovany za sniZzené¢ho tlaku aZ do Uplného vysuSeni. Pied testovanim bylo k
zakoncentrovanym frakcim ptidano 17,5 ul DMSO a 1 732,5 ¢ DMEM, aby bylo dosazeno
piiblizné stejné koncentrace latek, v jakych se ziskané konstituenty nalézaly v primérni
frakci pii koncentraci frakce 25 pg/ml. Po prvnim piidavku DMSO byly zkumavky na 18
minut umistény na tfepacku. Po pifidavku DMEM byly opét zkumavky umistény na tfepacku
(10 minut). Tento krok probihal az tésné pied teatmentem buné€k, aby nedoslo k vyvazani
aktivnich slozek ve frakcich proteiny obsaZzenymi v médiu. ,,Refrakce* byly testovany na
bunécnych liniich MDA-MB231 a BJ pfi nasazeni 5 000 bunék/jamku. Inkubacni ¢as byl 72
hodin a po jeho uplynuti byly vysledky vyhodnoceny pomoci MTT testu.

3.10 Vyroba extraktu z biomasy

Pro ptipravu extraktu byla pouZita lyofilizovana sinicova biomasa kmene s oznacenim

Brasilonema z let 2018 (1,750 g) a 2020 (4,285 g). Pfiblizn¢ 6 g lyofilizované biomasy bylo
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extrahovano pomoci 300 ml 70% methanolu a tato smés byla spole¢né s moiskym piskem
homogenizovana v tfeci misce. Methanol (70%) byl pouzit jako univerzalni rozpoustédlo,
diky kterému byl zajistén relativné nizky obsah pigmentii a vysoky obsah sekundarnich
metabolitl. Nasledn¢ byla vznikla smés prevedena do sklenéné kyvety, 5 minut sonifikovana
a poté centrifugovana (15 min., 5 000 RPM).

Supernatant byl pfeveden do bainky s kulatym dnem a umistén do vakuové rotacni
odparky (vakuum 30 Pa, teplota 37 °C). Po odpafenim bylo do banky piidano 25 ml
70% methanolu a obsah byl 5 minut sonifikovan. Obsah banky byl pieveden do
centrifugaéni zkumavky a poté centrifugovan (10 min., 8 000 RPM).

Supernatant byl pieveden do zkumavky a jeho cast byla analyzovana pomoci HPLC-
HRMS analyzy. Tento krok slouzil k ovéfeni, ze studované latky se skute¢né¢ v nové
pfipraveném extraktu nachdzeji.

Nové pfipraveny extrakt po ovefeni pifitomnosti latek byl v dal§im kroku pouzit pro

izolaci téchto latek.
3.11 lzolace vybranych latek (m/z) pro naslednou analyzu HPLC

Pro izolaci vybranych latek se selektivnim G¢inkem na rakovinné linie ze sinicového
extraktu byla vybrana metoda vysokoudinné kapalinové chromatografie (HPLC) v
semipreparativnim provedeni. Konkrétné byl pouzit vysokoucinny kapalinovy chromatograf
Agilent HP 1100 Series s DAD detekci. K separaci byla vyuzita kolona Agilent Eclipse
XDB-C18 (9,4%250 mm, 5um). Pouzita mobilni faze byla kombinaci vody a acetonitrilu
oboji s ptidavkem kys. mravenci (FA, 0,1%). Nastaveny gradient shrnuje pfiloZena tabulka

(Tabulka 11). Prutok mobilni faze byl nastaven na 2,5 ml/min, nastiik 900 pl.

Tabulka 11: Nastaveny gradient pro metodu Agilent HP 1100 s DAD detekci

Cas [min] | Acetonitril+FA [%] | Voda+Fa [%]
0 15 85
10 25 75
30 45 55
32 100 0
47 100 0
50 15 85
55 15 85

DAD detektor zaznamenaval signal pro ¢tyfi vinové délky, a to 275, 282, 400 a 660 nm.
Tyto vinové délky byly nastaveny dle absorbce vybranych latek stanovenych v predesié

analyze. Prvni analyzy slouzily pouze k upraveni gradientu, aby bylo docileno optimalniho
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profilu. V dalSich separacich byly do zkumavek jimany vSechny frakce, které byly nasledné
analyzovany na HPLC-HRMS (nastaveni stejné jako v kapitole 3.4). Diky této analyze byly

posléze jimany jenom frakce obsahujici konkrétni latku (m/z).
3.12 Priprava roztoki z izolovanych ,latek* (m/z)

Frakce, které byly ziskany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie Agilent HP
1100 Series s DAD detekci, byly lyofilizovany (CoolSafe™, SCANVAC). Lyofilizované
latky byly opatrn¢ pifeneseny do 5 ml vialek za soucasného postupného rozpusténi
a sonifikace v celkovém obejmu 1 200 pl methanolu.

Latky byly odpaieny pod dusikem do sucha a nésledné opét rozpustény v acetonitrilu
(sonifikace 10 minut). Ziskany objem byl pieveden do 1,5 ml vialek, kterd byly pfedtim na
30 minut umistény do exsikatoru a zvazeny na analytickych vahach. Z celkového objemu
bylo odeprano 50 pl pro ovéfeni Cistoty latek pomoci HPLC-HRMS analyzy (nastaveni
stejné jako v kapitole 3.4). Rozpoustédlo bylo opét odpaieno pod dusikem a vialky byly
znovu na 30 minut umistény do exsikatoru. Po této dob¢ byly vialky obsahujici vyizolované
latky zvazeny.

Kvili pfedchozim problémiim S rozpousténim latek (neoptimalni rozpustnost v methanolu
a acetonitrilu) bylo jako finalni rozpoustédlo zvoleno DMSO. Do kazdé vialky byl pfidan
odpovidajici objem DMSO, aby finalni roztok odpovidal koncentraci 4 mM (Tabulka 12).

Tabulka 12: Ziskané mnozZstvi izolovanych ldtek a objem potiebny k ziskani 4 mM roztoku téchto
latek

mg/ml pro Objem pro dosaZeni

Cati el NEREHE 2] koncentraci 4 mM | 4 mM koncentrace [ul]

393,3 0,59 1,5732 375,0
824.,4 1,09 3,2976 330,5
874,3 0,77 3,4972 220,2
607,3 4,02 2,4292 1654,9

56



4 VYSLEDKY

4.1 Vybér frakci pro primarni analyzu

V prvnim kroku prace bylo nutné zpracovat vsechna data ziskana metodou HTS, celkem
1750 chromatografickych frakci na 21 lidskych bunéénych liniich (Obrazek 21). Tento
soubor dat byl velmi komplexni a bylo tfeba z n¢j vybrat frakce se selektivnim inhibi¢nim
efektem, které by bylo vhodné podrobit dalsi analyze.

samoe | D283 K562 U205 RPE1 Capan2 HCT116 SW480 HepG2 MDA-MB231 MCF7 Rk

110085| 20 104 ©2 101 26 100(106 0 104 108 102 101(100 400 102 106|405 96 107 113 100 106|103 €5 116 117 o5 |2 93 100 96 £4[114 96 113 101 110 118113 111 100 111 117 102|107 102 100 103 104|108 0105 84 |10
110085 93 55 101 101 @& 91104 ©0 110 108 100 ©n| 99 101 108 104 107 100|103 107 113 120 108 ©5| S4 111 105 S7 107| 96 102 111 115 107 103(118 115 110 108 125 BE[111 114 115 115 105 103[103 100 97 107 102 104 105 116 101
105 107 €3 B2 o7 s5113 105|380 o5 102 103| = 100 100 105 103 105[113 o0 5 10 101 105|115 85 =5 8 o1f110 ss 99 108 105(110 101 113 115 107| 9 119 111 110 113 111|108 95 101 107|108 57 50 os|108

o85( 104 108 102 103 50 105 57 96 105 104 106| 92 105 101 100 101 101| 51 52 S8 111 104 108(102 108 103 =4 100| 3 104 103 11 114| 82 o2 104 108 113| o4 138 112 88 105 111 S w02 28 o8[100 102 86 111 122(10¢
os(105 20 108 124 =5 78| s 8 a0z 97 57| 34 B8 100 100 105 §7| 85 118 95 105 102| 50 93 106 110 100 51| 88 67 103 100 108 106 55 105 130| 96 111 105 111 103 110 83 %0 104 105 88| 82 101 84 57|14
7 105 105 75 107(102 105 o5 50 100 104 97 €8 104 105 101|108 108 108 7 104(101 107 °8 e3 oof107 111 108 112|112 103 05 1 107(107 o7 103 107 113 112[104 101 94 o5 5o 24[108 105 BB 105 101 =

109 1 1109 104104 £ =8 102 105 57|103 o7 102 o5 103 o2 105 110 107 4 s5| 95 55 s5[100 113 es 114 106 105 102 97 105|118 108 111 113 123 16| =0 100 97 105 101 o7 108 6 101 100  |10%
02110 101 111 £3 86 86| o6 105 114 101 90 07| 93 OB 101 100 103|101 105 112 101 102 10B| 120 o3 28 108102 108 108 5 111|108 108 105 106 117 106(107 104 107 112 111 117| &4 94 101 103 102 100(117 105 100 105 114 102| 8¢

50 103 105 57 105 $6(100 100 S6 6 101 107(105 106 §7 108 102 205| 81 110 B3 4 01 84[100 110
53 99 112 5 93 104(105 103 102 100 95 101[105 109 115 105 101 102| 52 105 109 103 B5 57[103 116 92 &5
B %2fw0 12

100 103{ 100 201 &

105 108 102 103 13 104(110 115 124 124 109 113(100 111 50 104 106 95(101 100 85 101 104 B9|10C
104 118 105 113 113 110(112 118 112 107 117 111(105 105 101 100 ©2 103101 S5 105 S5 102 101(102
o7(101 111 103 101 s 105{100 108 108 104 |10 s w0 =5 57 107 132 101 104 114 104(111 115 111 109 136 103(101 B3 91 105 100[108 122 B2 97 s7 95|108

sa(115 102 107 107 28 108(111 112 100 103 118 112(210 107 102 108 100 %0 o4 101 108 101|104

102 10 o0 92 97(100 100 101 100 105| S5 113 116 112 99 104)
27100 B4 101 100(100 103 100 101 97 102( £7 104 107 0 3 11| @ 51 102101 o5 @ 100 105 108 o5 102 111(114 113 107 108 103 106 S8 9 95 100 o5 99 o7 &2 85 108111

%2 97| 55 ©7 100 104 o7 104(101 100 99 9 100 104[100 %6 116 105 107| 51 108 57 103 111 116|107 109 107 112 117 113|101 %5 100 =5[104 103 104 113 100 97|104

111 111 55 101 103 100 28 100| S5 S5 102 98 107 100| 59 105 103 101 114 111 119 108 115 110/110 116 100 103 116 107( 57 100 98 5 107 =8| 54 103 103 28 52 110| %
76 88101 100 57 55 82 100| 87 88 100 104 55 108 105 124 111 108 113 113 107|117 123 113 111 113 114[108 100 §7 100 SB[114 82 BE 105 104 57| 97

3] 55 100[100 103 105 1 7 =E[103 103 %8 27 [0 105 100 100 113 112 101 105 120 112(115 115 104 112 107 113(101 102 100 & 100 100116 101 102 =5 99(107

111002 84 52 107 71 9 108(102 S1 S5 52 107 oK|102 S5 104

of10s 112 12 &5 sa| o7 sa1n 12 |we 116 105 115 86 105|107 107 110 116 %4 100[103 01 108 o1 110 104 50 101 100

99 100 102 (111 118 108 108 110  |114 118 101 109 106 112|103 100 13 95 &

111003{ 100 108 112 52 101 100103 113 103 05 105 98104 105 101 o5{104 111 108 108 108 o3 101 5 78 108 2|02 113 g2 5 o o6 113 101 =5 100(104
111004 54 101 105 104 &5 113 53 110 100 113 §7 107 96 203 85 57 115 111 114 109 53 110 117 112 105 101| $6 116 0 110 53 108|110 113 105 107 95 111(111 12 113 113 417 116(101 o 95 103 82 105| 56 105 101 116 111 105| 80
111005 81 5 110 100 115 105{100 104 %5 100 105 s5[100 100 4 104 102 108 106 o s0f 101 55 52 55 ©2(115 110 55 105 120 100103 125 S5 109 S5 116| =5 101 100 53 107(103 S0 sS4 o3 113 &3[17
111005 52 o7 100 111 52 #5105 109 108 99 %4 83|102 100 S8 57 96 100 104 99 104 115 105 109 105 103 104|110 108 4 108 115 103| BS %2 105 103 o8 s 101 ee ms |03

S8 100 105 107 103 100) 115 100 104 108 &7 10B|115 106 106 108 101 121(100 105 104 9 100 82| %0 22 108 = 7

111007| 92 107 108 Bi 111 101 50 106 102 108 92 03101 &7 102

111008| 85 111 101 85 o5 100{102 116 S5 o7 108 103| 97 102 105 99 108 100 105 ©3[112 120 103 101 105 92 5 109 101 118 ss[102 114 ©5 102 14 oB110

1s 57 102 oo JJENNN| 115 105 100 102 SN[ 0 105 oo [HENE| 50 107 110 113 112 08| 3

100 93 103 111 113 102

109 110 112 [ 105

111009115 55 s1 =2 72 50| o5 o5 so cofNEEMNEE o2 o o

10| 84 102 110 102 (10 &5 =7 o7 &7 73| &7 100 &3 & 110 105 108 25 108| &7 25 105 108 =7 28(107 110 103 101 101 104(119 107 105 103 113 111] 53 &3 27 101 &5 103 52 109 54 107 8 125|128
1011 95 85 95 100 86 117\ $5 57 101 107 93101 103 102 108 102 §7| 54 105 6 105 104 8B 93 102 91 102 56 88100 105 107 59 103 103|137 107 106 101 111 118(108 100 S5 10B[105 104 100 101 100| %%
111012 93 o1 103 105 o 105 95 102 ©5 100 95 106 ©5 103 108 101 107 ©7 114 81 106 102| @ o2 117 114 14 0 106 112 112 109 115 101 113 112 113) =0 104 88 o5 100 105 &8 103 101 =
111013| 95 100 102 102 5 101{107 102 101 97 7 102|100 5 104 101 S5 101| S2 105 104 117 100 103(100 100 54 100 B4 535|101 109 S5 110 103 105|117 112 106 119 109 114(116 118 110 111 111 123( o5 103 100 100 3 es(102 114 111 102 103 o3| 95
11013 0 o8 o2 103 103 102(100 101 5B 104 96 102(100 101 98 101 104|108 105 113 92 100| 85 103 10F 100 BE B53[108 108 82 £3 B8 ©8(110 106 9B 111 111 101(100 112 108 113 103 112|107 &2 108 55 o308 28 110 24 o8(103
111015 94 86 110 207 &5 78(105 101 102 115 102 95100 100 100 102 104 93| BS 102 105 100 &9 B0 bif10s 102 206 s ss{107 104 56 117 108134 114 114 113 207 113] 86 7 57 |14 103 136 B2 100(101
111015100 100 100 52 102 102 %5 53 == o7 95 sE| e5 108 101 101 57 101 110 02 59 55 57| =5 82 o5 o1 103 51 120 121 112 102 95 113 121 o5 116 113| =7 104 110 101 101 103 108 B 103 W01 107
11017| 89 s2 52 101 75 &7| °5 107 =5 100 o6 97 103 101 5 103 100|103 53 Sz 105 4 s 109 o5 2 95 94/111 113 11 117 115(116 117 105 109 112 112| & & 102 o5 a1l o5 55 103 95102
111018{102 85 102 84 &3 22| 96 100 102 104 §7 05| 93 400 101 98 101 100|103 %0 108 113 105 108|100 103 109 101 108101 97 105 96 110(114 £3 100 108 115 112127 114 54 115 115 121|113 62 102 ©9 101 104{102 93 96 101 105 108112

1110100101 o8 o5 100 55 93108 102 103 105 95 ool10 e8 110 &7 o7 10| o1 102 110 105 104 05| 77 84 106 103 B2 3l w5 101 o5 111 101 o0l o 115 105 108 122 108|115 133 100 118 136 107] 58 105 es 1 105 108] 57 105 104 111 100 207] @7

Obrdzek 21: Orientacni obrdzek demonstrujici rozsahlost dat ziskanych pomoci HTS screeningu.
(pouze vyrez malého mnozstvi dat, ukazujici data pro 35 frakci (1 sinicovy kmen)). Pro kazdou linii
(oznaceni v hornim radku) a kazdou frakci (jednotlive radky) je uvedeno 6 hodnot viability — vzdy dvé
pravé hodnoty ve sloupci (duplikdt pro koncentraci 25 ug/ml), prostiedni dvé hodnoty (2,5 ug/ml)
alevé dvé hodnoty (0,25 ug/ml). Barevné kédovani je na Skdle (tmavé modrd — nejnizsi viabilita,

tmavé cervené — nejvyssi viabilita).

K vybéru frakci pro nésledujici praci byla stanovena tfi kritéria:

1. Uginek na rakovinné bunééné linie, ale Z4dny nebo minimalni efekt na linie
primarni.

2. Pokud frakce vykazuje efekt na primarni linie, musi tento efekt byt 10x nizsi nez
na rakovinné linie.

3. Prednostné byly vybirany frakce, které vykazuji inhibi¢ni efekt na rakovinné linie
pies dvé koncentrace (obvykle v koncentraci 25 a 2,5 pg/ml).

Celkem bylo pomoci HPLC-HRMS analyzovéano 293 primarnich frakci, které vykazovaly
inhibi¢ni efekty naptic¢ celym spektrem testovanych rakovinnych linii. U kazdého kmene byl
vzdy analyzovan soubor frakci, kdy hrani¢ni analyzované frakce tohoto souboru byly jiz bez
vyznamného inhibi¢niho efektu. Tento zplisob byl zvolen vzhledem k mozné postupné eluci
aktivnich latek frakcemi. PtiloZena tabulka zobrazuje n¢které vybrané frakce s ohledem na

vyse zminéna kritéria a jejich efekt na bunécné linie (Obrazek 22). Ziskané chromatogramy s
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hmotnostnimi spektry poskytly dal$i informace pro vybér konkrétnich frakci, se kterymi
byly dale provadény testy na bunéénych liniich.

MDA-MB23
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Obrazek 22: Ukazka vybéru frakci pro naslednou HPLC-HRMS analyzu. Pouzité barevné
kédovani viability: cervend 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-80% a zelena 80-100%

4.2 Vybér frakei pro validaci

Vybeér konkrétnich frakei pro dalsi analyzu na vybranych bunécnych liniich byl podminén
splnénim tfi stanovenych priorit:

1. Vysoka bioaktivita v rakovinné bun&tné linii a nizkd v primarni bunécné linii,

jedine¢na sloucenina viditelna v MS spektru.

2. Dobra bioaktivita, pfijatelna pro primarni buné€nou linii, unikétni slouenina v MS

spektru.

3. Ur¢ita bioaktivita, ale zadné slouceniny viditelné v MS spektru.

Chromatogramy frakce CTII-22 a c10-7 (Obrazek 23) ukazuji rozdilnost analyzovanych
primarnich frakci a dtlezitost pfitomnosti unikatnich peakli s konkrétnim MS spektrem
(zahrnuto v kazdém kritériu). Béhem chromatografické analyzy primarnich frakcei byla jejich
¢ast z dalsitho postupu vytazena, prave kvili HPLC-HRMS profilu. Ne kazda latka je
schopnd ionizovat v nastavenych podminkach. Zaroveit mohl byt profil v malé miie ovlivnén
i fedénim primarnich frakci pfed nastfikem na chromatografickou kolonu. Tato analyza

vyradila pomérné velké mnozstvi zajimavych ,,hitt*.
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Obrazek 23: Ukdzkové chromatogramy dokazujici rozdilnost ,,viditelného mnozstvi* pritomnych
peakii, oba chromatogramy jsou ve stejné intenzité; A primarni frakce CTII-22; B primarni frakce

c10-7

Na zékladé téchto kritérii bylo pro valida¢ni experimenty vybrano celkem 56 frakci, které
nejlépe splitovaly uvedena kritéria, a to vici rakovinné linit MDA-MB231 tadici do skupiny
tzv. ,triple-negativnich® karcinomid prsu (1.10.1). Z dtvodu obtizné 1é¢by tohoto typu
nadorového bujeni byla pro diplomovou préci zvolena ,,hlavni* nddorovou linii.

Ptilozena tabulky ukazuje komplexnost jednotlivych frakci z pohledu nalezenych peakt

a soucasné prioritu jakou méla frakce pro analyzu (Tabulka 13).

Tabulka 13: Seznam vsech 56 vybranych primdrnich frakci pro validaci s poctem nalezenych

peakii a stanovenou prioritou

Oznaceni Pocet Oznaceni Pocet Oznaceni Pocet Oznaceni Pocet

primarni nalezenych | Priorita | primarni | nalezenych | Priorita | primarni | nalezenych | Priorita | primarni | nalezenych | Priorita
frakce peaki frakce peaki frakce peaki frakce peaki
114-12 6 1 112-30 5 2 68-33 1 1 183-29 9 2
114-19 5 2 112-31 6 1 68-35 2 1 183-30 8 1
114-25 5 1 5-18 11 1 69-25 11 2 183-31 9 2
221-28 5 1 85-31 10 1 69-29 11 1 183-32 9 1
221-29 5 2 85-34 7 1 69-30 8 1 44-25 6 2
221-32 4 2 111-28 13 2 CTII-10 5 1 44-27 5 2
221-34 3 1 119-28 9 1 CTII-11 11 1 44-33 4 2
221-35 4 1 119-30 7 1 CTII-16 7 1 44-35 4 1
32-31 2 2 119-32 8 1 CTII-19 10 2 58-31 2 1
32-32 1 3 119-35 6 2 CTII-22 12 1 58-32 3 1
32-33 1 3 26-12 4 1 CTII-29 10 1 58-33 2 1
252-15 4 1 26-25 6 1 CTII-30 11 2
249-29 10 2 26-28 7 2 CTII-31 9 2
249-31 10 1 68-29 2 1 CTII-32 7 2
249-32 4 1 68-32 1 1 183-27 12 1

4.3 Vysledky valida¢nich experimentii

VSechny vybrané primarni frakce byly znovu testovany na buné¢nych liniich. V prvnim
fazi probihalo testovani na rakovinné linii MDA-MB231 a primarni linii BJ. Celkem bylo

testovano 56 primarnich frakci. Experimenty probihaly ve schématu: nasazeni
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5 000 bunék/jamku, po 24 hodinach treatment tfemi koncentracemi (25; 2,5 a 0,25 ug/ml)
v triplikatech, inkuba¢ni doba 72 hodin, vyhodnoceni CellTiter-Glo® 2.0.

Analyza HTS dat poskytla nasledujici vysledky, které byly validaci ovéfovany.
Z celkového poctu mélo 39 primarnich frakei inhibi¢ni efekt na rakovinnou linii MDA-
MB231 pouze v jedné koncentraci (pfevazna vétSina v koncentraci 25 pg/ml). Pres dveé
koncentrace (2,5 a 25 pg/ml) vykazovalo inhibi¢ni efekt 14 primarnich frakci. Pouze 3
primarni frakce vykazovaly efekt tahnouci se ptes vSechny tii koncentrace (0,25; 2,5 a 25
pug/ml). Naproti tomu pouze 17 vybranych primarnich frakci mélo inhibicni efekt na
buné¢nou linii BJ, a to pfevazné v nejvyssi koncentraci (25 pg/ml).

Pti validaci dochazelo k ziskévani naprosto odlisnych vysledka viabilit u bunééné linie BJ
v porovnani s daty z HTS. VSechny primarni frakce vykazovaly inhibi¢ni G¢inek proti této
linii. Aktivitu v nejvy$si koncentraci (25 pg/ml) vykazovalo 24 primarnich frakci, ve dvou
koncentracich (2,5 a 25 pg/ml) 18 primarnich frakci a ve vSech tfech koncentracich (0,25;
2,5 a 25 pg/ml) vykazovalo inhibi¢ni efekt dokonce 14 frakei.

U nadorové linie MDA-MB dochazelo naopak pfevazné ke ztratdm pivodniho
inhibi¢niho efektu. Uplna ztrata byla pozorovana u 14 primarnich frakci. Aktivita v nejvyssi
koncentraci (25 pg/ml) byla stale pozorovana u 34 primarnich frakci (ptivodné 39). Inhibi¢ni
efekt ve dvou frakcich (2,5 a 25 pg/ml) byl zachovan u 5 primarnich frakei (pivodné 14).
Avsak 3 primarni frakce si ponechaly svilj efekt ptes vSechny tfi koncentrace (0,25; 2,5
a 25 pug/ml). Jednalo se o primarni frakce s oznacenim CTII-29, CTII-30 a CTII-31. Tyto 3
frakce ovSem nyni vykazovaly stejny efekt i na primarni buné¢nou linii BJ.

Z procentualniho hlediska u 45% primarnich frakci stoupla viabilita u MDA-MB231 o
10-20%. Pouze u 21% primarnich frakci zlstala hodnota viability u MDA-MB231 pfi
porovnani HTS a MBU (oznaceni experimentti provedenych na mikrobiologickém ustavu)
zachovana. Ve zbylych pfipadech hodnoty viability vzrostly o vice nez 20%. Priklady
vysledkt, které dokazuji vySe uvedena tvrzeni jsou demonstrovany na grafech

uvedenych nize (Obrazek 24).
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Obrdzek 24: Srovnani vysledkii viabilit HTS a MBU pro bunécné linie BJ a MDA-MB231, pri

koncentraci primarnich frakci 25 ug/ml
4.3.1 Valida¢ni experimenty na bunééné linii BJ

Vysledky, které byly ziskany po prvnich valida¢nich experimentech, evokovaly problém
v praci s bunécnou linii BJ. Z logického ptedpokladu, pokud dochazelo ke ztraté inhibi¢niho
efektu primarnich frakei na rakovinnou liniit MDA-MB231, nemélo by soucasné dochézet ke
zvySovani efektu na bunéénou linii BJ. Samoziejmé pii zanedbani moznosti, Ze by rozpadem
latek u€innych na MDA-MB231 vznikly latky s efektivnim a selektivnim uc¢inkem na BJ.
Tato moznost se zd4 nepravdépodobna s ohledem na del$i dobu skladovani frakei v -80 °C.
Hlavnim problémem byl tedy nové se objevujici efekt na primarni linii BJ u primarnich
chromatografickych frakci, které tento efekt ptivodné nevykazovaly.

Celkem 27 (z puvodnich 56) primarnich frakci bylo opétovné testovano na bunécné linii

BJ. Schéma experimentu se liSilo pouze v poctu nasazeni bunék. Nasazeno bylo
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Viabilita [%]

13 000 bun¢k/jamku (ptesné odpovidajici densité¢ nasazeni béhem HTS), které byly po
24 hodinach treatovany v triplikatech primarnimi frakcemi v koncentraci 25 pg/ml.
Inkuba&ni doba byla op&t 72 hodin s vyhodnocenim pomoci CellTiter-Glo® 2.0.

Nasledné byly porovnavany data z HTS (13 000 bunék/jamku), prvni validace MBU
(5 000 bun¢k/jamku) a druhé validace MBU (13 000 bun¢k/jamku). VSechna data jsou pro

ptrehledné porovnani graficky zobrazena nize (Obrazek 25).

N HTS BJ R HTS BJ
I MBU BJ vall Il MBU BJ val1
MBU BJ val2 MBU BJ val2
140 140
120 120 T
100 100
N * 3 $
80 | N N I N S, 80 o N
\ N N N N o] G N
\ \ 3 \ \ = N \ \
\ \ \ A \ 2 S \ \
60 N N N N N 8 604 N N N
\ \ \ X \ = X \ § \
I | N (N N P [ I | |
N N N \ N N N \ N \ N
401 N I I I 1Y LY IR 1 s 1N IR [ ¥ IR
N N N N N N N
N N N \ N N N N \ N N N
N N N N N N N N N N N N N
I | | | | R s 1Y Y BN I LY M
=2 \ \ \ i \ \ \ =2 \ \ \ i \ \ \
\ \ N \ N N \ \ \ N \ N N X
N N N N N N N N N N N N N N
N N N N N N N N N N N N N N
0. N N N N N N N 0 N N N N N N N
114-12 221-29 221-32 221-34 32-32 32-33 252-15 112-30 112-31 85-34 111-28 119-28 119-32 119-35
Oznaceni frakce Oznaceni frakce
140 120
120 4 100 4
100 -
80 4
80 g
! o]
= 60 4
L o)
60 y c ©
=
40 -
40
20 y 20 A
0 - N n = . 0 T T T T
26-28 26-25 68-35 183-27 183-32 183-29 183-31 44-33  44-27 44-25  58-31 58-32 58-33
Oznaceni frakce Oznaégeni frakce

Obrdzek 25: Srovnani vysledkii viabilit HTS, MBU vall a MBU val2 pro bunécné linie BJ pri

koncentraci primdrnich frakci 25 ug/ml

Z grafii je jednoznacné viditelny rozdil viabilit v zéavislosti na mnozstvi nasazenych
bunék. Skoro ve vSech experimentech s nasazenim 13 000 bunck/jamku doslo ke zvySeni
viability v porovnani s experimenty pii nasazeni 5 000 bun¢k/jamku. U nadpolovi¢ni vétSiny
doslo k navySeni viability o 20—40% oproti pivodnim testim s nizSim poctem bungk.
Dokonce u primarnich frakci s ozna¢enim 26-25 a 119-32 bylo dosazeno vyssi viability nez

v ptipadé HTS.
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U 9 testovanych primarnich frakci byla zjiSténa bunécnd viabilita pouze o 10-20% nizsi
nez ta, kterd byla detekovana pomoci HTS. O vice nez 50% niz$i viabilitu v porovnani s
vysledky HTS vsak stale vykazovalo 11 primarnich frakei z celkového poctu 27 testovanych
frakci.

Pouze u Cétyf primarnich frakei (44-33, 58-31, 58-32, 58-33) byla pii valida¢nich
experimentech detekovana nulova viabilita. U téchto primarnich frakci nebyla mezi MBU
validacemi zaznamenana zadna zmeéna i piesto, Ze v ramci HTS validace dosahovaly
hodnoty viabilit az 100%. Ziejm¢ zde doslo k rozpadu latek, ktery zptisobil zvySeni toxicity

frakei.
4.3.2 Validacni experimenty na bunééné linii RPE-1

Bunééna linie RPE-1 byla pouzita jako druhd primarni linie pro ovéfeni moznych
inhibi¢nich efektii. Experiment byl provadén s nasazenim 5 000 bunck/jamku (otestovani ve
vys8i densité nebylo mozné z Casovych divodt). Treatment primarnimi frakcemi byl
proveden opét po 24 hodinach. V inkubac¢nim ¢ase 72 hodin nasledovalo vyhodnoceni
pomoci CellTiter-Glo® 2.0. Pro testovani byla pouZita pouze nejvy$si koncentrace
(25 pg/ml), a to z divodu pozorované ztraty efektu ve dvou nizsich koncentracich prakticky
u vSech testovanych frakci v ramci prvnich pokust validace na MDA-MB231 a BJ (ptilohy
9.2 2 9.1). Soucasné nebyl dostupny dostatecny objem nékterych frakei.

V tomto pilotnim experimentu, ktery byl zacilen na ovéfeni porovnani odpovédi PRE-1
v HTS a béhem validace, bylo na bunécné lini1 RPE-1 25 primarnich frakci, které se netadi
do zminovanych 56 vybranych primarnich frakei. VSechny vysledky byly graficky
zpracovany (Obrazek 26).

Vysledky prokazaly naprosto opacny trend neZ pii valida¢nich experimentech na primarni
bunécné linii BJ. Builkky RPE-1 dosahuji ve vétSiné ptipadi stejné, ne-li vyssi viability nez
pfi HTS testovani. Dohromady u 13 primarnich frakei bylo v rdmci MBU experimentl na
této bunécné linii dosazeno vyssi viability nez u HTS. U péti primarnich frakei prekrocila
hodnota viability 150%.

Frakce s oznaCenim 68-34 se pfi validaénim experimentu MBU projevila naprostym
inhibi¢nim efektem (viabilita pouze 7%). Naopak v pfipadé HTS tato primarni frakce
vykazovala skoro 100% bunécnou viabilitu. Prakticky opacny efekt byl sledovany u primérni

frakce s oznacenim 69-35.
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Obrdzek 26: Srovnadni vysledkii viabilit HTS a MBU pro bunécnou linii RPE-1 pri koncentraci
primarnich frakci 25 ug/ml

4.3.3 Komplexni porovnani dat HTS a MBU

Inhibi¢ni efekt priméarnich chromatografickych frakci byl testovan na rakovinné linii
MDA-MB231 a dvou kontrolnich primarnich liniich BJ a RPE-1. Pocet provedenych
experimentti byl limitovan frakénim objemem, ktery byl dostupny na MBU. Z tohoto
divodu nebyly vSechny vybrané primarni frakce (celkem 56) testovany na primarni linii
REP-1. Data pro vSechny tii zminéné bunééné linie byla ziskdna pouze u 32 primarnich
frakci, a to pouze pro nejvyssi koncentraci 25 pg/ml. U zbylych 23 frakci byly ziskany
vysledky pouze pro MDA-MB231 a BJ v prvnim valida¢nim kroku (viz. 4.3).

Komplexni soubor dat byl ziskan testovani na bunéénych liniich pfi nasazeni
5 000 bun¢k/jamku. Treatment probihal po 24 hodinach. Po uplynuti inkubacni doby 72
hodin prob&hlo vyhodnoceni pomoci CellTiter-Glo® 2.0.
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Zajimava je hlavné rozdilnost ziskanych dat. V celém data setu se nenachazi ani jedna
primarni frakce, kterd by vykazovala totozné vysledky pro HTS a MBU pro vSechny tfi
bunécné linie.

Ptesto, ze valida¢ni vysledky na bunécné linii RPE-1 korespondovaly pomémé 1épe nez
pro bunécnou linii BJ, coz u nékterych frakci vizualné¢ zptsobilo vyssi viabilitu primarni
bunécné linie v porovnani s rakovinovou bunécénou linii MDA-MB231, nemiize byt
prehlédnut trend nartistu viability u této nddorové linie. Za zminku stoji absolutné obraceny
»schodovity* efekt u nékterych primarnich frakei (napt. 33-31, 33-32, 33-33, 183-32, CTII-19,
CTII-22, atd.).

Nasledujici data graficky prezentuji porovnani viabilit ziskanych HTS a MBU
experimenty u tfi zminénych bunéénych linii (Obrazek 27, Obrazek 28). Levy graf vzdy
prezentuje vysledky HTS. Pravy graf piedstavuje inhibi¢ni efekt stejnych frakci pii testovani
na MBU.
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Obrazek 27: Grafické porovnani viabilit u tii bunécénych linii MDA-MB231, BJ a RPE-1. Graf
vlevo zndazornuje vysledky HTS a graf vpravo vysledky ziskané MBU experimenty.Frakce oznacené

hvezdickou byly testovany kviili inhibicnimu efektu v nizsi koncentraci pri HTS.
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Obrazek 28: Grafické porovnani viabilit u ti bunécnych linii MDA-MB231, BJ a RPE-1. Graf
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4.4 Frakcionace primarnich frakci

Pro frakcionaci bylo vybrano 14 primarnich frakci (Tabulka 14), které v ptedchozich
testech vykazovaly stabilni vyznamny efekt na nadorovou linii MDA-MB321. Nov¢ ziskané
frakce z primarnich frakci byly testovany na bunécnych liniich MDA-MB231 a BJ pfi
nasazeni 5 000 bunék/jamku a treatmentu po 24 hodinach v koncentraci 25 pg/ml. Inkubaéni

Cas experimentu byl 72 hodin. Vyhodnoceni probihalo pomoci MTT.

Tabulka 14: Vybeér 14 primdrnich frakci pro ,, refrakcionaci* a pocet nové vzniklych frakci

Oznaceni Pocet ,,refrakci“ z Oznaceni Pocet ,,refrakci® z
primarni frakce primarni frakce primarni frakce primarni frakce
69-29 18 CTH-13 34
85-31 24 CTII-16 26
58-31 16 CTII-29 32
119-30 27 CTH-30 29
CTHl-10 26 CTII-31 28
CTII-11 29 CTII-32 22
CTH-12 26 CTHN-33 28

Celkem ctyf1 primarni frakce po ,refrakcionaci® jiZ nevykazovaly Z4dny vyznamny
ucinek viici rakovinné linii MDA-MB231, a to v z4dné z nové ziskanych frakci. V péti
primarnich frakcich byl patrny urcity ucinek proti rakovinné liniit MDA-MB231 v nékteré
znové ziskanych frakci. V poslednich péti primarnich frakcich byly po ,rekrakcionaci‘
objeveny ,hity”“ s naznakem selektivniho ucinku proti rakovinné linii MDA-MB231
a ptijatelnym efektem na primarni bunéénou linii BJ. Nejlepsi vysledky byly zaznamenany
u sinicového kmene Brasilonema (CTII), ze kterého byly vSechny zfejmé ,,hity*.

Vysledky MTT testa (ptiklad uveden na Obrazek 29) byly sparovany s chromatogramy
(na piikladu Obrazek 30) a hmotnostnimi spektry ziskanymi b&hem frakcionace. Tyto
informace umoznily ke kazdému ,hitu“ pfifadit peak o uréitém retencnim Case a m/z

(Tabulka 15).

cruar 1T 2T3TaTs Mgl 71g 19T 0l11

*1

Obrdzek 29: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTI-31. Cisla odpovidaji
Jjednotlivym  frakcim. Pouzité barevné kodovani viability: cervena 0-30%, oranzova 30-50%,
Zlutd 50-70% a zelena 70-100%. Hvézdicka oznacuje frakce, kde doslo k poklesu viability u MDA-
MB231 o minimalné 15% v porovnani s BJ.
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Obrazek 30: Chromatogram frakce CTII-31 a piresné oznaceni frakcionace

Tabulka 15: Prehled nalezenych ,,ldtek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro

primarni frakci CTN-31, kFizky oznacuji frakci bez pritomného m/z

crar T Vo Ty T T g Tz g g Tigo Thag 12 Trag Thag
57.7| 85 | 95 | 102 | 110 | 115 | 122 | 137 | 146 | 166

|
Cas [min] | | 183 | 190 | 198 | 205 |
mz ! x 12291 x 1387,2012583! x 12863' x 16253' x ' x 16093' 8366 '5353"
cThnar | 15 1 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 20 | 22 1723 | 24 [ 25 | 26 | 27 | 28 1
Cas[min] @ 21,2 ' 223 ' 23,1 ' 240 ' 247 ' 258 ' 27,6 ' 289 ' 30,5 ' 320 ' 350 ' 380 ! 410 ' 44,0 !
mz 16393 6233 8206 leo73leoraleora!l « 1w el o b o b

Na uvedenych ukazkovych datech v této kapitole mizeme pozorovat, Ze nova frakce
ziskana refrakcionaci primarni frakce CTII-31 (oznacena ¢islem 18) ma vyznamny inhibi¢ni
efekt. V této frakci byla viabilita rakovinné linie MDA-MB231 snizena na rozmezi hodnot
0-30%, zatimco viabilita u BJ byla snizena pouze na rozmezi 50-70% (Obrazek 29). Frakci
18 odpovida nejvyssi peak chromatogramu primérni frakce CTII-31. Soucasné si mizeme
v§imnout, zZe ,,latka“ o konkrétnim m/z ve frakci 18 byla detekovana i ve dvou nasledujicich
fracich. Tomu odpovida rozlozeni peaku v chromatogramu (Obrazek 30), ale i postupna
snizujici se viabilita (Obrazek 29). Stejné bylo uvazovano u vsech vysledkd, které byly
ziskany frakcionaci pivodnich frakei. VSechny vysledky (tabulky a chromatogramy) jsou k
nahlédnuti v ptilohach (9.2).

Diky témto komplexnim informacim bylo vytipovano nékolik ,,latek* o konkrétnim m/z,
kter¢ by mohly byt vhodné pro izolaci a nasledujici testy v cCistém stavu. VSechny

vytipované latky zodpoveédné za inhibi¢ni efekt byly rozdéleny do ¢tyt skupin (Obrazek 31).
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Celkem ctyfi z téchto ,latek* (m/z) byly vybrany pro dalsi praci: 607,3; 393,3; 874,3
a824.4.

836.6 8244

8743 8584
6073 6233 8065 820.6
639.3 667.5

3383

7806 5353

5243 4943
591.5

Obrazek 31: Rozdéleni |, latek* (m/z), které se jevi jako zodpovédné za inhibicni efekt, do ctyr

skupin, podle jejich molekulové hmotnosti.
4.5 Izolace latek

Nejprve bylo nutné ovéfit piitomnost vybranych ,latek (m/z) v nové piipraveném
extraktu z lyofilizované biomasy sinicového kmene Brasilonema. Pokud by se jednalo
0 produkty rozpadu jiné latky nemusely by byt vybrané ,latky” (m/z) v novém extraktu
ptitomné. Stejné tak, jako nebylo jisté, Ze pouZitd lyofilizovand biomasa bude obsahovat
stejné ,,latky” (m/z). Piilozeny chromatogram (Obrazek 32) dokazuje pfitomnost vSech
vytipovanych ,latek* (m/z).

Intens. |
x105 |

3.01

8244

- 6073

3933

] 8743
0.5 /

T T T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 Time [min]

Obrdzek 32: HPLC-HRMS chromatogram nového extraktu s oznacenymi ,,ldtkami* (m/z),

nejedna se o celkovy chromatograficky profil, ale o priblizenou Cdst, kde se nachdzi hledané,, lidky** (ms)
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Po ovéfeni byly vybrané ,latky“ (m/z) izolovany pomoci semipreparativni kapalinové
chromatografie s DAD detekci. Na ptilozenych chromatogramech (Obrazek 33, Obrazek 34)
jsou oznaceny peaky, které byly ze Gcelem izolace jimany. Az pozdé&ji pii oveéfovani Cistoty
se ukazalo, ze ,,latka* 393,3 (m/z) nema zadnou absorpci, piesto se vSak podafila vyizolovat
ve smesi (viz. nize).
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Obrdzek 33: Chromatogram pro vinovou délku 282 nm
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Obrazek 34: Chromatogram pro vinovou délku 660 nm
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Cistota vyizolovanych latek byla ovéiena byla ovéfena za pomoci HPLC-HRMS analyzy

(Obrazek 35). ,,Latky* 824,4 a 874,3 (m/z) byly vyizolovany v piijatelné Cistoté. U , latky*

607,3 bylo patrné vyrazné znecisténi ne¢kolika dalsimi slouceninami a vysledna cistota byla

<10%. ,,Latku* 393,3 (m/z) se podaftilo vyizolovat pouze ve smési spolecné¢ s ,,latkou* 824,4.
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Obrazek 35: Ovéreni Cistoty ,,latek ™ (m/z). A: 834,4; B: smés 824,4 a 393,3,C: 607,3; D: 874,3

4.6 Ovéreni inhibi¢niho Gcinku ,,Cistych latek*

Experimenty probihaly na tfech rakovinnych liniich (MDA-MB231, K562 a U937) a

dvou kontrolnich primarnich liniich (BJ a RPE-1). Vzdy se nasazovalo 5 000 bunék/jamku.

V pfipad¢ adherentnich bunéénych linii byly buiky oSetieny latkami po 24 hodinach.

Neadherentni bunécéné linie se treatovaly okamzit€ po nasazeni. Koncentracni rozmezi bylo

zvoleno nasledovné: 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,1563 pg/ml. Inkubacni doba byla

0 pét 72 hodin s vyhodnocenim pomoci CellTiter-Glo® 2.0.

4.7 Ovéreni inhibi¢niho Gc¢inku ,latky* 824,4

,Latka®“ 824,4 byla vybrana z vysledkl refrakcionace primarni frakce s oznacenim CTII-11,

kdy byl u této refrakce viditelny pokles viability u nadorové linie MNA-MB231 na 0-30%.

Soucasné ,,latka“ vykazovala efekt v refrakci primarni frakce CTII-10, kde doslo k poklesu
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bunécné viability rakovinné linie MDA-MB231 na rozmezi 50-70%. Pii nasledném
testovani ,,Cisté latky doslo k naprosté ztraté¢ efektu (Obrazek 36).

U nadorové linie MDA-MB231 byla viabilita v nejvyssi koncentraci (20 pg/ml) snizena
na 76%. Nasledné¢ se snizujici se koncentraci ,,latky* dochazelo k ustaleni viability okolo 100%.

Nejveétsi negativni efekt byl pozorovan u nddorové bunécéné linie K562. V nejvyssi
koncentraci 20 pg/ml doslo k poklesu viability na hodnotu 65%. Se snizujici koncentraci
dochazelo opét k nartstu viability.

Nadorova linie U937 nebyla negativné ovlivnéna. Dochazelo spise k podpotfe bunécné
proliferace (hodnoty bunééné viability az 170 %).

U primarni bunécné linie BJ byl pozorovan inhibi¢ni efekt tahnouci se pies vSechny

Cv v

snizeni viablity okolo 50% u Etyf nejnizsich koncentraci (20; 10; 5 a 2,5 pg/ml).
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Obrazek 36: Porovnani viabilit nadorovych linii MDA-MB231, K562 a U937 s primarnimi liniemi
BJ a RPE-! pro ,, latku* 824,4
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4.8 Ovéreni inhibi¢niho Gc¢inku ,latky* 393,3

»Latka®“ 393,3 byla jednoznaénym ,hitem*™ z vysledkl refrakcionace primarni frakce
CTII-12. Viabilita rakovinné bunécné linie MDA-MB231 byla v tomto piipadé snizena na
hodnotu 0-30%. Pii testovani ,Cisté latky* vSak takovych vysledki dosazeno nebylo
(Obrazek 37).

Rakovinna linie MDA-MB231 vykazovala snizenou bunécnou viabilitu ve tfech
nejvyssich koncentracich (20; 10 a 5 pg/ml). Nicméné prakticky vzdy dosahovala vyssich
viabilit nez primarni bunécné linie.

U nédorové linie K562 byl pozorovany velmi dobry inhibicni efekt u nejvyssi
koncentrace (20 pg/ml), a to dokonce vétsi nez na primarni bunééné linie. Tento efekt byl
pozorovatelny pies Ctyfi nejvyssi koncentrace (20; 10; 5 a 2,5 pg/ml). V koncentraci
2,5 ug/ml byla viabilita rakovinné linie K562 o 10% niz8i nez u kontrolni primarni linie BJ.

U nadorové linie U937 byl inhibi¢ni efekt viditelny pouze v nejvyssi koncentraci
(20 pg/ml). V druhé nejvyssi koncentraci jiz byl inhibi¢ni efekt velmi slaby a bylo dosazeno
bunécné viability az k hodnotam okolo 200%. Ziskana data ukazuji v niz§ich koncentracich
tedy spiSe podporu této rakovinné bunécné linie.

,Latka®“ 393,3 méla v ¢istém stavu vétSi nebo srovnatelny inhibi¢ni efekt na obé testované
primarni bunééné linie v porovnani s nadorovymi bunécnymi liniemi. U obou primarnich

cvwr

Dochazelo zde k poklesu bunééné viability o 10-60%.
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Obrdzek 37: Porovnani viabilit nadorovych linii MDA-MB231, K562 a U937 s primarnimi liniemi
BJ a RPE-! pro ,,latku* 393,3

4.9 Ovéreni inhibi¢niho ucinku ,latky* 874,3 m/z

,Latka“ 874,3 nebyla pfi refrakcionaci jednozna¢nym ,,hitem*. Byla oznacena za u¢innou
latku v refrakci priméarnich frakei CTII-10 a CTII-11. Ziskané vysledky u ,,Cisté latky* vSak
neprokazaly zadny vyjimecny efekt na rakovinné linie (Obrazek 38).

U nadorovych linii MDA-MB231 a K562 byl pozorovan inhibi¢ni efekt vyhradné v
nejvyssi koncentraci (20 pg/ml), a to pouze snizenim bunécné viability o 20%.

Nédorova linie U937 vykazovala po oSetfeni touto ,latkou” naristy viability az nad
200%. V tomto ptipadé tedy dochazelo spise k podpote nadorové linie.

Primarni linie BJ a RPE-1 vykazovaly mirny pokles viability napfi¢ koncentracemi

(viabilita 70-80%), ktery byl nejpatrnéjsi v koncentraci 20 ug/ml (viabilita 60—-70%).
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Obrazek 38: Porovnani viabilit nadorovych liniit MDA-MB231, K562 a U937 s primarnimi liniemi
BJ a RPE-1 pro ,,ldathku* 874,3

4.10 Ovéreni inhibi¢niho uc¢inku ,latky*“ 607,3 m/z

»Latce 607,3 byl pii testovani prikladan nejvetsi vyznam. Tato latka byla identifikovana
jako odpovédna ze inhibi¢ni efekt u celkem c¢tyf primarnich frakci béhem refrakcionace
(CTH-30, CTH-31, CTII-32 a CTII-33). Pficemz jako absolutni ,,hit“ byl oznaen v refrakci
primarni frakce CTII-31. Viabilita rakovinné linie MDA-MB231 byla v tomto ptipadé
sniZzena na hodnotu 0-30%. Pfi testovani ,,Cisté latky* vSak nebylo dosazeno ocekavanych
vysledkt (Obrazek 39).

U nadorové linie MDA-MB231 byl jediny vyznamny inhibi¢ni efekt (pokles viability o
40%) pozorovatelny v nejvyssi koncentraci (20 pg/ml). Nasledné dochazelo k zvySovani
bunécné viability.

Nadorova linie K562 byla zajimavé ovlivnéna pouze ve dvou nejvysSich koncentracich

(20 a 10 ug/ml). V nizsich koncentracich pak dochazelo ke zvySovani viability.
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Viabilita [%]

Nadorova linie U937 byla touto ,,Cistou latkou™ ovlivnéna pouze ve dvou nejvyssich
koncentracich, a to poklesem bunécéné viability o 30-50%. V nizSich koncentracich
dochazelo k zvySovani viability az nad hodnotu 100%.

Primarni buné¢né linie byly i v tomto pifipadé mnohem vice ovlivnény, nez linie
nadorové. V piipadé RPE-1 byla viabilita v nejvyssi koncentraci (20 ug/ml) sniZzena az na
hodnotu 25%. Inhibi¢ni efekt byl v tomto ptipadé€ sice zvySujici, ale vSak stale patrny az do
hodnoty koncentrace 2,5 pg/ml. U primarni linie BJ byl inhibi¢ni efekt sice nizsi, ale zato

rovnomerné se tdhnouci pres vice koncentraci.
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Obrazek 39: Porovnani viabilit nadorovych liniit MDA-MB231, K562 a U937 s primdarnimi liniemi

BJ a RPE-! pro ,,latku* 607,3

4.11 Vysledky aktivity efektorovych kaspaz 3/7

V prvnim fad¢ je nutné zminit, Ze nasledujici experiment byl provadén pouze jednou a z

neznamych divodi doSlo k velkému rozptylu ziskanych hodnot. V builkach nebyla

prokazana zvysena aktivita kaspaz signalizujici apoptozu (Obrazek 40).
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Luminiscence na buriku [RLU]

Luminiscence na bunku [RLU]

Jediné zajimavé navyseni signalu bylo sledovano u ,latky“ 874,3 (m/z) v Case 48 a 72
hodin. V ¢ase 48 hodin dochézi k nértstu signalu v nejvyssi koncentraci (20 pg/ml). S tim
muze byt spojeno viditelné avSak pouze lehké zvySeni signdlu ve 24 hodinach. V case 72
hodin dochazi ke zvySeni signalu v koncentraci 2,5 pg/ml, kdy mohly buiky ,,opozdéné*
reagovat na nizsi koncentraci latky. Z divodu zvysSeni signalu kaspdz na bunku lze
usuzovat, ze aktivita enzymu byla v tomto pfipad¢ zvySena. Ackoliv data vykazovala velkou
variabilitu a buiikky se nachdzely ve stavu proliferace. ZvySena hodnota kaspaz miize
naznacovat, ze builka byla vystavena kratkodobému stresu. Doslo ke zvySeni apoptotickych

markert, ale apoptdza neprobihala.
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Obrazek 40: Aktivita efektorovych kaspdz 3/7 na bunécné linii MDA-MB231; A: 393,3 m/z;
B:874,3 m/z; C: 824,4 m/z; D: 607,3 m/z
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5 DISKUZE

Tato prace si kladla za cil ovéfit, zda zvoleny pristup vyhledavani latek se selektivnim
ucinkem na rakovinné linie pomoci HTS vede k efektivnimu ziskédvani primarnich ,,hitd* pro
nasledujici praci. Ze Siroké palety nddorovych linii byla jako terapeuticky zajimava vybrana
linie ,.triple-negativni* rakoviny prsu MDA-MB231 [44].

Cilem bylo téz provést izolaci potenciondlné aktivnich latek ze sinicového kmene a ovérit
jejich potenci v ¢istém stavu.

Metoda HTS se bézné pouziva k testovani rozsahlych knihoven aktivnich latek, a to
hlavné ve farmacii, ale pouze velmi omezené pro ptirodni extrakty [67]. Podle dostupnych
publikaci je zifejmé, ze v této praci byla tato platforma pouzita poprvé pro testovani
sinicovych extrakti a z nich odvozenych frakci. Béhem prace bylo zaznamenano nékolik
zajimavych faktl, jejichz vyieSeni by bylo vhodné pied dalsi praci s komplexnimi extrakty a

soucasné i pro metodickou modifikaci metody HTS.
5.1 Vybér frakci pro validaci

Z puvodnich 293 primarnich chromatografickych frakci, které byly vybrany diky svému
efektu na nékterou z rakovinnych linii v testovaném setu, vykazovalo efekt proti vybrané
rakovinné linii MDA-MB231 94 frakci. Pouze 56 z téchto primarnich frakci proslo druhym
kolem vybéru. Tato skutec¢nost byla podminéna hlavné vysledky HPLC-HRMS analyzy,
ktera vyradila vSechny frakce bez ptitomnosti unikatniho peaku. Nebyly tak dale testovany
frakce, které mohly obsahovat selektivni latky s velmi zajimavym efektem. Z tohoto diivodu
by bylo tedy vhodné pouzit pro analyzu aktivnich frakci metody se S$ir§Sim zabérem
detekovanych latek a nebo jejich kombinaci.

Ackoliv se separace latek nejevila jako hlavni problém analyzy, mizeme uvazovat nad
upravou gradientu mobilni faze poptipad¢ jeji uplnou zménu. S tim souvisi 1 zména kolony
jako napftiklad rozméry nebo staciondrni faze. Metoda HPLC se da do jist¢ miry nahradit
elektromigracnimi technikami [68]. V dne$ni dobé se zacinad ¢im dal vice uplatiovat
kombinace kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii [69], [70].

Jako daleko dilezitéjsi se ukézala otazka detekce s vyuzitim hmotnostni spektrometrie.
Samoziejmé& ne vSechny latky jsou schopné ionizovat za vSech podminek. Obecné zdvisi
volba ioniza¢ni techniky na povaze analytu — Mr, polarita (Obrazek 41). V této praci byl pro
ionizaci  pouzit elektrosprej (ESI) [71],[72], ktery umoziuje ionizaci Sirokého spektra
sttedné polarnich latek. Pfi tomto druhu ionizace hraje pomérné dileZitou roli i pouzité

rozpoustédlo. Alternativou by bylo pouziti jinych ionizacnich technik, které by umoznily
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ionizaci jiného typu latek obsazenych v primdrnich frakcich. Témito technikami mlze byt
APCI (chemicka ionizace za atmosférického tlaku) nebo APPI (fotoionizace za

atmosférického tlaku) [73].

100,000 -

Electrospray lonization

nepoldrni slouCeniny

10,000 -

1000 -

iontové
organické
slou¢eniny

Molecular Weight

100 A

,,b¢Zné” organické
slouceniny (neiontoveé)

10 T
Nonpolar Very Polar

Polarity
Obrazek 41: Volba ionizacni techniky v zavislosti na analytu [73][69][68]

Misto hmotnostni spektrometrie by mohla byt k identifikaci nebo ur¢eni struktury pouzita
technika NMR (nukledrni magnetickd rezonance). Protoze se jedna o komplexni smési,
musely by byt vzorky pted analyzou separovany. V tomto ptipad¢ by bylo vhodné spojeni
LC-NMR, kde ovsem dochazi k limitaci z hlediska mnozstvi potiebného vzorku [74], [75].

5.2 Validace

Prvotni valida¢ni vysledky na primarni bunécéné linii BJ se naprosto liSily od vysledki
ziskanych metodou HTS. Pii valida¢nich experimentech dochazelo k velkému ovlivnéni této
primérni bunééné linie primarnimi chromatografickymi frakcemi, které vSak pii HTS nemély
na tuto bunécnou linii Zadny efekt.

S timto faktem mohlo souviset rozdilné mnoZstvi buné€k nasazenych na experiment
(HTSxMBU). Pti HTS bylo nasazovano 1 000 bunék/jamku v 1536-jamkovych desti¢kach
(43 000 bun&k/cm?) a pii takovychto denzitach miize dochazet k plnému pokryti jamky a
nasledné kontaktni inhibici. V experimentech MBU bylo pracovano s 5 000 buitkami/jamku
v 96-jamkovych destickach (16 000 bungk/cm?) a buiiky byly b&hem experimentu udrzovany

v proliferujicim stavu.
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Po zhodnoceni ziskanych dat byla stanovena hypotéza, ze bunky v proliferujicim stavu
jsou mnohem vice ovliviiovany primdrnimi frakcemi. Tato hypotéza byla nésledné
ovéfovana dalSimi experimenty s nasazenim 13 000 bunck/jamku v 96-jamkové desticce
(ptesné¢ odpovidajici denzité nasazeni béhem HTS). Z vysledkli jednoznac¢né vyplynula
zavislost bunécné viability na poctu nasazenych bunck. Prakticky u vSech testovanych
primarnich frakci byl pozorovan nartst viability, a to o 20-40%. V lidském téle se
samoziejm¢ proliferujici buiiky vyskytuji, a proto se jevi jako smysluplngjsi pouzit jako
referen¢ni viability, ty které byly ziskané na primarnich liniich v proliferativnim stavu (tj. pii
niz8i nasazené densité). Ziskana data by pak pravdépodobné vice reflektovala opravdovou
selektivitu danych latek/frakei vici rakovinné linii.

Dalsim krokem pro ovéieni zminéné hypotézy byly testy provedené na primarni bunééné
linii RPE-1, protoZe tato linie podléha snizené kontaktni inhibici. S ohledem na tuto
skuteénost by se nékteré bunky mély nachazet v proliferativnim stavu i pfi nasazeni
13 000 bun¢k/jamku v HTS a niz8i pocet nasazenych bun¢k by nemél tak vyrazné ovlivnit
ziskané viabilitni vysledky. Ptredpoklad byl potvrzen ziskanim relativné porovnatelnych
vysledkll s HTS, kdy dochéazelo ve vétsiné ptipadl k porovnatelné a nékdy dokonce vyssi
bunécné viabilité. Vzhledem k této realité reprodukovatelnosti vysledkil se primarni bunééna
linie RPE-1 jevi jako robustngjsi a lep$i pro porovnavani komplexni dat z HTS.

Nadorové bunécné linie by nemély byt ovlivnény Zadnou kontaktni inhibici a stale by se
mély nachazet v proliferativnim stavu, coZ jednoznacné vyplyva z definice nadorovych
bunék. Ztrata selektivniho inhibi¢niho G¢inku na rakovinou liniit MDA-MB231 je pomérné
zarazejici [76]. Diferencialni Gi¢innost protinadorovych 1éki vSak souvisi s proliferujicim a
neproliferujicim stavem bunék, jak vyplyva z dostupnych zdrojii. Tento neproliferujici stav
souvisi s vyCerpanim média [77], [78]. Mnoho v souCasné dobé pouzivanych
protinddorovych 1é¢iv je ucinnych pii zabijeni proliferujicich rakovinnych bunék, ale
vykazuji nizsi a¢innost proti neproliferujicim bunkam, které se vyskytuji prevazné ve stiedu
nadoru [79].

Caste¢né by mohl byt uvazovan i fakt, Ze po p¥ipravé primarnich chromatografickych
frakei byla jejich ¢ast odebrana (200 pl) a odeslana na pracovisté HTS. Zbylé ¢asti byly
skladovany pfi -80 °C na MBU. Série experimenti HTS a MBU byla provadény kazda s
jinou ¢asti primarni frakce, jinak skladovanou a za odliSnych podminek. U primarnich frakci
MBU mohlo dojit k degradaci nékterych latek a vzniklé produkty mohly plisobit inhibi¢né
spiSe na primarni bunééné linie a tim zménit plivodni selektivitu. Tato hypotéza bohuzel

nemuze byt ovéiena, protoze nejsou k dispozici LC-MS profily rozdélenych frakei.
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Na zavér je tieba zminit, Ze zminéné hypotézy se navzajem nevylucuji a mohou byt

uvazovany vzajemne.
5.3 Inhibi¢ni uéinek ,,Cistych latek*

Samotna refrakcionace primarnich chromatografickych frakci pfinesla zajimavé vysledky,
a to 1 z pohledu vyse diskutovaného ,,problémut nasazeni“ bunéénych linii. Nékteré ziskané
refrakéni profily pivodné ucinnych primarnich chromatografickych frakci nevykazovaly
zadnou potenci ani proti rakovinné linii MDA-MB231, ani proti primarni linii BJ. Pavodné
viditelny efekt u vétSiny primarnich chromatografickych frakci musel byt podminén synergii
nékolika latek, kdy po jejich vzdjemné oddéleni doslo ke ztraté tohoto efektu.

,,Hity” se zajimavou relativné selektivni potenci proti MDA-MB231 byly identifikovany
pouze u 5 primarnich chromatografickych frakci z celkovych 14. V jednom ptipad¢ refrakce
vykazujici velmi silnou potenci nemohla byt sparovana s konkrétni ,,latkou” (m/z), a to z
divodu absence peaku v LC-MS spektru.

Jesté zajimavéjSich vysledka podporujicich tvrzeni o komplexnosti ¢inku bylo dosazeno
testovanim ,,¢istych latek,, na bunéénych liniich. Prakticky ani jedna ,,Cista latka* nesplnila
ocekavani vzhledem k jejich selektivit¢ proti rakovinné linii. Ve vSech pfipadech byl
zaznamenam velice nizky inhibi¢ni efekt na nadorovou linit MDA-MB231.

Nadorové bunécéné linie K562 a U937 byly testovany v souvislosti se ztratou efektu
,»cistych latek* na nddorovou linit MDA-MB231, ale se zachovanim efektu na linie primérni.
Tyto nadorové linie byly vybrany, protoze na né selektivné pusobily primarni
chromatografické frakce, kde byly vybrané latky detekovany pfi refrakcionaci. Ani u téchto
nadorovych linii vSak nebyl prokazan selektivni inhibiéni u¢inek ,,Cistych latek. Vysledky
téchto pokusti nebyly tplnym piekvapenim, protoze ,,Cisté latky* byly primarné vybrany pro
svou ucinnost na rakovinnou linit MDA-MB231. Skutec¢nost, Ze se tato latky vyskytovala v
urcité chromatografické frakci stejného sinicového kmene neznamend, Ze se jedna o latku
zodpovédnou za inhibi¢ni efekt viici této rakovinné linii.

Latka ,,874,3° ztratila v ¢istém stavu prakticky vSechnu efektivitu. Tato latka byla pro
izolaci vybrana i pfesto, Zze nebyla ptimo ,hitem* (pokles viability na rozmezi 0-30%).
Zajimavé je, ze tato latka se vyskytuje ve vSech primarnich frakcich, ve kterych byla v ramcli
refrakcionace detekovana i ucinna latka ,,824,4 (CTII-10 a CTII-12). Prakticky jediny
kvalitativni rozdil mezi témito primarnimi frakcemi v této oblasti je pfitomnost dalSiho

peaku mezi peaky odpovidajicimi témto ,,latkdm®. Pficemz pfitomnost tohoto peaku zesiluje
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inhibi¢ni efekt. Tento fakt podporuje tvrzeni, ze inhibi¢ni efekt mize byt podminén synergii
nékolika latek.

Dalsi potvrzeni ,,hypotézy komplexniho ucinku® je jednoznacné vidét u latek ,,824,4 a
»393,3%, kdy druhd zminéna latka se nepodatila ziskat v pfijatelné Cistoté a byla testovana
jako smes (,,824,4+393,3). Nutno zdiiraznit, ze tato smés zaznamenala nejlepsi inhibicni
vysledky. Podle hmotnostniho spektra, které odpovidd chromatografickému peaku latky
»393,3“ , by mohlo byt diskutovano, ze se jedna o kombinaci dvou latek. Otazkou k dalsimu
testovani je, zda by u latky ,,393,3* zlstal inhibicni efekt zachovan i po oddé€leni od latky
»324,4%. Naproti tomu latka ,,824,4% neprokazala prakticky zadny ucinek.

Latka ,,607,3“ jednozna¢né nebyla vyizolovana v pfijatelné Cistoté. Vysledky prokazaly
jednu z nejlepSich potenci v ramci izolovanych latek, ne vSak odpovidajici HTS datim z
hlediska potence ani selektivity. Tento fakt mohl souviset s Cistotou latky. Molekulova
hmotnost 607,3 a absorp¢ni spektrum latky potvrzuji, ze latka je analogem pheophorbidu a,
ktery je produktem Stépeni chlorofylu. Pheophorbide a se pouziva jako fotosenzibilizator pii
fotodynamické terapii rakoviny [80]. V ramci prace byl jako referencni testovan téz inhibi¢ni
ucinek standardu pheoforbidu a na nadorovou linii MDA-MB231 a primarni linii RPE-1
(Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).

Pfi porovnani ziskanych dat bylo ziejmé, Ze latka ,,607,3“ ma, v porovnani s
pheophorbidem a silngjsi inhibi¢ni ucinek v nejvyssi koncentraci (20 pg/ml) na rakovinou
linii MDA-MB231, ale i na primarni linii RPE-1. U rakovinné linie MDA-MB byl tento
efekt pozorovatelny pouze v nejvy$si koncentraci. U primarni linie RPE-1 inhibice
pfetrvavala az do koncentrace 2,5 ng/ml. Naproti tomu pheophorbid a plsobil na primarni
linii RPE-1 efektivné prakticky v celém koncentra¢nim rozmezi. U nadorové linie dochazelo
ke sniZeni viability ve dvou nejvyssich koncentracich (20 a 10 pg/ml), ale pouze 0 20%. Z
tohoto pohledu by latka ,,607,3“ mohla pfedstavovat u¢inngjsi alternativu, pokud by bylo
docileno inhibi¢niho efektu i v nizsich koncentracich. Tato moZnost miZe stdle nastat po

dostate¢ném precisteéni latky.
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Obrazek 42: Porovnani viabilit bunécnych linii RPE-1 a MDA-MB231; A: ucinek pheophorbidu
a; B: ucinek ,, cisté latky “ 607,3

I ptesto, Zze dosavadni vysledky ani jedné ,,Cisté latky* nepfinesly kyzeny efekt. Bylo by
vhodné otestovat jejich potenci vi€i celému rakovinnému panelu. VSechny ,,Cisté latky* byly
izolovany ze sinicového kmene Brasilonema, jehoz frakce vykazovaly prakticky nejlepsi
potenci celym prufezem testovanych rakovinnych linii pii HTS (Obrazek 43). Je pomérné
pravdépodobné, ze se v tomto spektru najde rakovinna linie, na kterou bude mit néktera

ista latka* selektivni inhibi¢ni U¢inek.
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Obrazek 43: Potence primarnich frakci ze sinicového kmene Brasilonema na kompletnim panelu

rakovinnych linii

Do budoucna se jako moznd cesta jevi testovani skupinového ucinku latek. To prakticky

probihalo pfi testovani primarnich chromatografickych frakci, protoze byly ptipraveny pouze
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jiméanim 1,5 minutovych oken. Tim, ze neprob&hlo Zadné rozdéleni podle ptivodniho profilu
pted refrakci, mohly primarni frakce obsahovat komplexni slozeni, i kdyz n¢které latky
mohly byt zastoupeny v nizkych koncentracich. Soucasné by bylo vhodné netedit frakce
pired chemickou analyzou a zaméfit se na detekéni techniku téchto latek, protoze velké
mnozstvi frakei bylo vyfazeno kvili ,,prazdnému* LC-MS profilu.

Pro dalsi praci s komplexnimi daty ziskanymi metodou HTS by bylo nutné provést
opakovanou HPLC-HRMS analyzu primarnich frakci bez pfedchoziho fedéni. Nasledné by
bylo vhodné zaméfit se na frakce vykazujici nizsi komplexitu, tedy frakce obsahujici nizsi

pocet peakt ve svém spektru.
5.4 ReSeni komplexity frakei

Reseni komplexity primarnich frakci pro dal§i frakéni knihovnu HTS by mohlo spoéivat v
mensich ¢asovych oknech pro jimani primarnich chromatografickych frakci. Z analytického
hlediska je mozné omezit komplexitu frakce za pomoci dvourozmérné kapalinové
chromatografie (2D HPLC), ktera zvySuje pocet analyti separovanych v ramci jednoho
nastiiku. Metoda kombinuje vice nez jeden retenéni mechanismus, a proto je pro separaci
komplexnich vzorkd velmi vyhodna [81], [82]. Zajimavou moznosti by bylo i pouziti ti
riznych rozpoustédel, kdy by dochéazelo k postupné separaci latek od poldrnich az po

nepolarni [83].
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6 ZAVER

Cilem prace bylo najit primarni frakci se zajimavym selektivnim t¢inkem proti nadorové
linii MDA-MB231 a ovéfit jeji potenci v porovnani s vysledky ziskanymi metodou HTS.
Vybér byl podminén vysledky HPLC-HRMS analyzy, ktera bude vyzadovat modifikaci, aby
mohlo byt detekovano $irsi spektrum latek. Soucasné se ukazalo jako dulezité sledovat LC-
MS profil frakci v realném Case pfi praci s nimi, aby mohly byt zaznamenany a sparovany
zmény potenci frakci se zménou jejich LC-MS spektra.

Pfi praci na bunéCnych liniich bylo pii porovnani s HTS dosaZzeno naprosto
neodpovidajicich vysledkl. I diky tomuto faktu byla v rdmci prace ovéfena hypotéza, ze
primarni bunky v proliferujicim stavu jsou mnohem vice ovliviiovany primarnimi frakcemi.
Aby ziskana data vice reflektovala opravdovou selektivitu danych latek/frakci vici
rakovinné linii bylo by vhodné jako referencni viability pouzit data ziskand na primdrnich
liniich v proliferativnim stavu. Z tohoto hlediska se jako robustnéjsi ukazala primérni linie
RPE-1.

V zavéru prace byly izolovany Ctyii potencionalné selektivni latky vii¢i rakovinné linii
MDA-MB231. Bohuzel, ani jedna nevykazovala zajimavou potenci v ,,Cistém* stavu.
Inhibi¢ni uc€inek téchto latek nebyl prokézan ani pii testech na nadorovych liniich U937 a
K562. Tyto latky vSak vykazovaly urcitou potenci proti primarnim bunéénym liniim, a proto
se jevi jako vhodné otestovat jejich potenci na celém rakovinném panelu.

I pfesto, ze nebyla objevena latka se selektivnim inhibi€nim ucinkem na rakovinou linii
MDA-MB231, pfinasi prace souhrn zajimavych poznatki pro dalsi modifikaci metodiky
ptipravy vzorkid pro HTS a vlastni provedeni HTS. Jednozna¢nym piispévkem prace je téz
modifikace schématu naslednych analyz frakci. Hlavni problém HTS pfistupu pii pouZiti
frakci odvozenych ze surovych pfirodnich extraktli spocivd v komplexnosti primarnich

frakei a synergii v plisobeni obsaZenych latek.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HTS velkokapacitniho testovani — "highthroughput™ screening

SMT somatickda mutacni teorie

TOFT teorie pole tkanové organizace

ATP adenosintrofosfat

AMK aminokyseliny

MK mastné kyseliny

NK nukleové kyseliny

uICC International Union Against Cancer — Mezinarodni unie proti
rakovin¢

ECL Association of European Cancer Leagues — Asociace evropskych lig
proti rakoviné

MBU Mikrobiologicky tstav AV CR védecké pracovité Tiebort
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9 PRILOHY

9.1

,Highthroughput“ screening — buné¢né linie

Tabulka 16: Vycet bunécnych linii, na kterych byly v ramci ,, highthroughput “ screeningu testovany

v§echny chromatografické frakce

Primarni bunééna

Bunééné linie Primarné tkan Typ Tofte Popis
AsPC-1 slinivka bfiSni rakovina | transformovana karcinom slinivky b¥isni
BJ ktize normalni | primérni fibroblasty
BxPc-3 slinivka bfi$ni rakovina transformovana karcinom slinivky bfisni
C32 kuze rakovina transformovana koZni melanom
Caov-3 vajecniky rakovina transformovana adenokarcinom vaje¢niki
Capan-2 slinivka bfisni rakovina | transformovana karcinom slinivky bfisni
D283 Med CNS rakovina transformovana medulloblastom
DU 145 prostata rakovina transformovana adenokarcinom prostaty
tlusté stievo a .
rakovina transformovana L .
HCT116 rektum 3 mov kolorektalni adenokarcinom
. normalni
HEK-2 ledvin normalni . L , 1 . T
= y imortalizovana embryondlni ledvinové buiky
Hep G2 jatra rakovina | transformovana hepatocelularni karcinom
HL-60 krev rakovina | transformovana akutni myeloidni leukémie
tlusté stievo a .
- rakovina transf A s .
A2 rektum ranstormovana kolorektalni karcinom
K562 krev rakovina | transformovana chronicka myeloidni leukémie
LNCaP prostata rakovina | transformovana adenokarcinom prostaty
tlusté stifevo a .
rakovin f A s .
LS174T rektum akovina transformovana kolorektalni karcinom
MCF7 prsa rakovina transformovana prsni adenokarcinom
MDA-MB-231 |prsa rakovina transformovana prsni adenokarcinom
MiaPaCa-2 slinivka bfisni rakovina | transformovana karcinom slinivky biini
PANC-1 slinivka bfiSni rakovina | transformovana karcinom slinivky bfigni
PaTu-8902 slinivka bfisni rakovina | transformovana karcinom slinivky b¥isni
PC-3 prostata rakovina | transformovana adenokarcinom protstaty
RD sval rakovina | transformovana rhabdomyosarkom
tlusté stfevo a .
rakovina transf 5 s .
MO rektum ranstormovana kolorektalni adenokarcinom
RPE1 retina normalni pormélpi, , irportalionané bl}ﬁky z
imortalizovana pigmentového epitelu sitnice
SJCRH30 sval rakovina | transformovana rhabdomyosarkom
SK-OV-3 vajecniky rakovina | transformovana adenokarcinom vaje¢nikii
tlusté stievo a .
rakovina . s .
SW4s0 rektum transformovana kolorektalni adenokarcinom
T47D prsa rakovina | transformovana prsni adenokarcinom
U20S kosti rakovina transformovana osteokarcinom
. . ifuzni velk &¢ny B-
U-937 krev rakovina transformovana diftzni velkobun&ény
lymfom
ZR-75-1 prsa rakovina | transformovana prsni adenokarcinom
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9.2 Validacni vysledky MBU a HTS pro koncentraci 2,5 pg/ml
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9.2 Vysledky frakcionace primarnich frakei
9.2.1 Vysledky frakcionace pro primarni frakci 58-31
5831 1T 2T3TaTs el 71819 Tgl1aT12113T 141516
BJ
MDA-MB231

Obrazek 48: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci 58-31. Cisla odpovidaji
jednotlivym frakcim. PouZité barevné kodovani viability: cervena 0—30%, oranzova 30-50%, zZluta

50-70% a zelena 70-100%.

80000
1 2 3 4 5 67LI 10 11 | 12 13 14| 15|16
60000 -
8
g 40000
-
20000 -
W""""’MM\
0 T T L)
0 10 20 30 40

Cas [min]

Obrdzek 49: Chromatogram frakce 58-31 a presné oznaceni frakcionace

Tabulka 17: Prehled nalezenych , ldtek (m/z) v kazdé frakci v urcitém retenénim case pro

primarni frakci 58-31, krizky oznacuji frakci bez pritomného m/z

sg-31 I 1 T 2 13 Ty Vg g 177 T Tig "o a1 12 Tag Maa’ 115 1776
Cas [min]i 5-8 I 11,0 I 14,0 | 17,0 | 20,oi 22,0 | 23,1 | 24,0 | 24,5 | 26,1 | 29,0 | 32,0 | 35,0 | 38,0 | 41,0 | 43,0 |
Mz} < X x4 XX 0 X 158951809518075) 7915, x i <} XX _j_X_ 1 X

100



9.2.2 Vysledky frakcionace pro primarni frakci 69-29

MDA-MB231

Obrazek 50: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci 69-29. Cisla odpovidaji
jednotlivym  frakcim. Pouzité barevné kodovani viability: cervena 0-30%, oranzova 30-50%, Zluta

50-70% a zelena 70-100%.

5e+5

4e+5

3e+5 A

Intenzita

2e+5 A

1e+5 A

0 - T T T
0 10 20 30 40

Cas [min]
Obrdzek 51: Chromatogram frakce 69-29 a presné oznaceni frakcionace

Tabulka 18: Prehled nalezenych , ldtek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro

primarni frakci 69-29, kifizky oznacuji frakci bez pritomného m/z

90 | 104133 | 155 | 164 | 175 187 1 196 209 | 240 27,0
1409,2} 637,31 609,31 593,3' 807,5 742,5i | i

1 ' 1 ' ' '
x ! x ' 1 ' ' '
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9.2.3 Vysledky frakcionace pro primarni frakci 85-31

gs31 1 T2T3T 4T 5 Mgl 71 g1 9 l0M11112113T 14 151161717118 T19T20T21T22 123 24"
8) s . I
|

Obrazek 52: Viabilita bunécnych linit MDA-MB231 a BJ pro refrakci 85-31. Cisla odpovidaji jednotlivym frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
cervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelena 70-100%.

45 6
23 / 7 1 15 20
2,5e+5 1
1 g 9 10 12 (13| 14 16|17 | 18 19 21|22 (23| 24
2,0e+5
1,5e+5 |
3
N
C
2
=
1,0e+5 |
5,0e+4 4 N
00 ‘-‘r\"‘“ , 0 e - i
0 10 20 30 40
Cas [min]

Obrdazek 53: Chromatogram frakce 85-31 a presné oznaceni frakcionace

Vv

Tabulka 19: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro primdrni frakci 85-31, ki'izky oznacuji frakci bez pittomného m/z

Cas [mjn]i 397, 76 ; 81 1 85 89 ; 93 ; 97 ;103 133 i 15,7 i 16,0 i 19,0 i 20,6 i 22,7 i 234 i 257 i 28,0 i 31,0 i 34,0 i 34,8 i 36,8 i 39,1 i 41,2 i 44,0 i

|
miz , x 12732:3312;3893,447,3, 505456345634, x 1 x 16373, x 1 x 14434, x 16073, x  x 4+ x 1 x 16435:7016,7596;, x .

-

Pt gl DR by LAY s A Wi S Nk S e Al —_——



9.2.4 Vysledky frakcionace pro primarni frakei 119-30

MDA-MB231

Obrazek 54: Viabilita bunécnych liniit MDA-MB231 a BJ pro refrakci 119-30. Cisla odpovidaji jednotlivym frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
CGervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelend 70-100%.

345891011121314151617 2

1,2e+5
1127 18| 19 {20121 | 23| 24| 25| 26| 27

10645 1

8,0e+4 -

6,0e+4 -

Intenzita

40244 1

2,0e+4 A

J A M"‘M"w

00 | T T T T
0 10 20 30 40

Cas [min]

Obrazek 55: Chromatogram frakce 119-30 a piresné oznacent frakcionace

Tabulka 20: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro primarni frakci 85-31, kiizky oznacuji frakcibez pritomného m/z

45,0 |
e
X 12292, x 409213872, x 4404, x 8256, x_| 4154 ;637,3;609,3; 8055 ;5933,8135; x | x | x | * 18384} x i x> L X L X

4-6 i 7,7 i 8593, 99 ;108,117 i 12,4i 13,1 i 13,8 i 14,6 i 15,7 i 16,6 i 17,0 i 17,8 i 18,6 i 19,4 i 22,0 i 25,0 i 27,0 i 29,0 i 30,4 i 33,0 i 36,0 i 39,0 i 42,0 i

103



9.2.5 Vysledky frakcionace pro primarni frakci CTII-10
crikio 11 T2T3TaTsTel71glol

N

MDA-MB231

Obrazek 56: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTII-10. Cisla odpovidaji jednotlivym frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
cervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelena 70-100%.

[ V] 2324
1,4e+6 r | T

1| 2135878 9| 11| p3] 14 15| 16 17| 18 19 popll 22 25 P4

1,2e+6

1,0e+6 |

8,0e+5 A

Intenzita

6,0e+5 -

4,0e+5

2,0e+5 A

0,0 T T £

Cas [min]

Obrazek 57: Chromatogram frakce CTII-10 a prresné oznaceni frakcionace

Tabulka 21: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro primarni frakci CTII-10, krizky omacyjifrakci bez pritomného m/z

cri-o M1 T 2 13 Ty 1 s T 17 T7g " Tig 1790 T 17722 T T7aa™ 1715 17ag a7 118 1719 Tiao 120 T 227 1723 1794 Toos 17726 |
Cas [min]i 5-8 | 9,7 I 10,4 | 11,0 | 12,1i 12,7 | 13,5 | 14,3 I 15,9 I 16,1 | 18,1 | 18,8 | 20,0 I 23,0 I 26,0 I 29,0 | 32,0 | 35,0 | 38,0 I 39,2 | 40,3 | 42,1 | 42,8 I 43,7 | 46,5 | 47,5 |
m/z | x o x 1 456,3!47831771,1' 171,21 87438743 x 1810418244 8224 ' x 1 x ! X box ot rox b x 12843128431 x 1443314573 x ' x



9.2.6 Vysledky frakcionace pro primarni frakei CTII-11

cricar o M2 3T s e 7 T8 9T10M11T12113T14 115716117118 T19T 20121122 23T 241725126 T27 T 28 T 291
BI I N Il

MDA-MB231 (.

Obrdazek 58: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTII-11. Cisla odpovidaji jednotlivim frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
cervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelena 70-100%.

12 14 15161718 2021 22 2627

1,4e+5
1.2e+5 1
1,0e+5 1
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6,0e+4 A

Intenzita

4,0e+4

2,0e+4 4 ﬁ
P p \ fm.ﬁ - ka
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Cas [min]

Obrazek 59: Chromatogram frakce CTII-11 a presné oznaceni frakcionace

Tabulka 22: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retenénim case pro primdrni frakci CTII-11, kifizky oznacuji frakci bez piitomného miz

|
| 2561 264 | 2751 2821 286 | 2921300 1 306 | 332 1 338 | 347 1 355 | 380 | 39,7 | 41,1 | 420 | 428 | 439 | 469 |
miz | x lase3!l4760! 874,3!:;;’2! 8244 18244153831 « | « | « | x ls063l5063! 5063 I50631 x 1476312583125831 x | x 13472128631 4203142031 4433145731 » |

o . e T S S S S O S S S T |
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9.2.7 Vysledky frakcionace pro primarni frakei CTII-12

CTII-12 T20T21T22T23 1241251 261
BJ 1
MDA-MB231

—_—

Obrdazek 60: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTI-12. Cisla odpovidaji jednotlivim frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
cervena 0-30%, oranzova 30-50%, zZluta 50—-70% a zelend 70-100%.

9 10 11 17

1e+5 \\
1 2 |3l4|508 78 1313) 14 15 |16 8 19 | 20021232924 (2§ 26
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Obrdazek 61: Chromatogram frakce CTII-12 a presné oznaceni frakcionace

Tabulka 23: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro primarni frakci CTII-12, kiizky oznacuji frakci bezpritomného m/z

cre 1 T2 3 Ty Vs g 1 7 TgTgThig 11l 12 Tizgligl 15 ,

I 1 1
Cas [min]i 5-8 i 11,0 i 12,0 i 12,9 i 14,2 i 14,9 i 16,3 i 17,1 i 17,4 i 18,0 i 18,6 i 19,8 I 22,0 i 25,0 i 28,0 i 30,0 i 30,8 i 31,9 i 34,9 i 37,0
I 1 l 1

x 11712131720 x 18584 494339331 39331 85841 o004 1
1 1 | | L 1 1 | _1.9253_| .. _

38,3 i 39,5 i 40,5 i 42,8 i 44,0 i 47,0

i
x 14763147631 25831 x 1 x 128431284314433145741 x
IR DI P ISR R IO U DU EDO UV N AP PR
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9.2.8 Vysledky frakcionace pro primarni frakei CTII-13

MDA-MB231

Obrdzek 62: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTI-13. Cisla odpovidaji jednotlivem frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
Gervena 0—30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelend 70-100%.

171819 2122 24 25 28293132 34

Be+5 16 H l
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Obrazek 63: Chromatogram frakce CTII-13 a piresné oznaceni frakcionace

Tabulka 24: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro primarni frakci CTII-13, krizky oznacuji frakci bezpritomného m/z

5-8 i 11,0 i 12,3 i 12,7 i 15,1 i 16,4 i 17,1 i 17,5 i 17,9 i 18,5 i 18,9 i 19,5 i 20,1 i 20,7 i 21,2 i 21,8 i 22,9 i 238 i 254 i 26,4 i 275 i 30,2 i 31,9 i 32,9 i 33,6 i 354 i 38,2 i 39,5 i 40,3 i 42,1 i 42,9 i 43,8 i 46,5
4

| 47,0 |

x



9.2.9 Vysledky frakcionace pro primarni frakci CTII-16

B :
MDA-MB231 i
Obrdazek 64: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTI-16. Cisla odpovidaji jednotlivim frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
cervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelena 70-100%.

crias FiT2T3TZT5 6
|

]'2 1/6/7 l|9 Z/I‘

2e+5
1 2 3 4 506(7/8@ 10 11 314 18 |pd | 22| 23 |24 p5| 26
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N M
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0 “+H—!g=:==f“/ﬂ --IL N“n ] “'J M
40
Cas [min]

Obrazek 65: Chromatogram frakce CTII-16 a presné oznacent frakcionace

Tabulka 25: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro primarni frakci CTII-16, kiizky oznacuji frakci bezpritomného m/z

cas T 4 T 2 173 T 4 15 T'g "7 Mg g T 0T 11 1712 TTa3 T1a T715 1716 T'17 Vg T a9 20 1720 T722 1723 T 24 '"o571 26 1
Cas[min]; 58 | 107 | 114 | 140 | 160 | 178 | 191 | 207 | 215 | 247 | 256 | 264 | 27,5 | 286 | 292 | 300 | 306 | 332 | 338 | 348 | 355 | 38,1 | 408 | 428 | 440 | 470 |
miz 1 x 1 x 122011 x 1 x 1 x 152531541315413! x 132121 5223 132523252} 3113 14523149431 494312583 1330,3 13303 x 2863443314574 x !



9.2.10 Vysledky frakcionace pro primarni frakci CTII-29

criee TiT3TE Ty Ta e T 711 o T T T 21 31 g (15 1161 171 ds T 10T 50 T2 T35 55 (24 125126 127 T 28 T 281750 1 31 52|
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | -
MDA-MB231 :,___:__L-_:___:___:___:___:___:__:___:___:___:__;__:___:___:___:___:___i___:___i___:___:__i__:___w

Obrdzek 66: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTI-29. Cisla odpovidaji jednotlivym frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
cervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelend 70-100%.

1§4 1517 y922 24 25
1,6e+5 FHr \ |

y
1 2(3 12 14 [Zﬂ’ll 23 | B3| |27[28| 29 30 | 31| 32

1,4e+5

1,2e+5 A

1,0e+5 A

8,0e+4 A

Intenzita

6,0e+4 A

4,0e+4 - A
NI et

0,0 T T
0 10 20 30 40

Cas [min]
Obrdazek 67: Chromatogram frakce CTII-29 a presné oznaceni frakcionace

Tabulka 26: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencénim case pro primdrni frakci CTII-29, kiizky oznacuji frakci bezpritonmého m/z

Cas [min]i 5-7,7i 85 I 95 ) 98 104, 109 ; 115 | 121 126 | 131 | 136 | 157 163 | 16,8 | 175 | 187 | 192 | 20,1 | 205 | 21,8 ) 231, 237 | 265 27,1 I 28,3 1 28,9 | 30,5 I 32,0 I 35,0 I 38,0 I 41,0 | 44,0 I
miz | x 12291: x 12302:230,1:2583:539,32863:540,4! x 18416} x 6373!6835 669,5 ! 59338366 836580658065 8065:3103; x 1818518185 x 133831 x 1 x 1 x 1 x &+ x 1
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9.2.11 Vysledky frakcionace pro primarni frakei CTII-30

I
MDA-MB231 L ¢

Obrdzek 68: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTI-30. Cisla odpovidaji jednotlivym frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
cervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelena 70-100%.
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Obrazek 69: Chromatogram frakce CTII-30 a prresné oznaceni frakcionace

Tabulka 27: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro primarni frakci CTI-30, krizky oznacuji frakci bezpritomného m/z

5-77| 85 | 95 | 104 | 108 | 115 | 122 | 150 | 175 | 187 | 191 | 197 | 205 | 21,0 | 223 | 229 | 231 | 235 | 246 | 254 | 259 | 289 | 298 | 304 | 320 | 350 | 380 | 41,0 | 440 |
S 121, x 2302,2583,3723,2863; < i x ;5933 8366 | 836,6,5353; 53536233, 7806 7806, 780.6 ; 607,3 6073 6073; x 33833383, x | X 4 X 4 X L X



9.2.12 Vysledky frakcionace pro primarni frakei CTII-32

MDA-MB231 L i ey

Obrazek 70: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTI-32. Cisla odpovidaji jednotlivim frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
Gervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelend 70-100%.
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Obrazek 71: Chromatogram frakce CTII-32 a piresné oznaceni frakcionace

Tabulka 28: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencnim case pro primarni frakci CTII-32, krizky oznacuji frakci bez pritomného m/z

578, 84 ; 10,3 | 11,0 I 12,9 | 14,6 | 15,7 | 16,5 | 19,5 |

225 | 235 | 246 | 256 | 269 | 283 | 289 | 30,8 | 330 | 360 | 39,0 | 420 | 450 |
X121 x 1 2583,2863, >, x 6373, x i x _18206,6073,6073, x 7335848633383, < . > L X_ L X 4 X



9.2.13 Vysledky frakcionace pro primarni frakci CTII-33
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Obrdazek T2: Viabilita bunécnych linii MDA-MB231 a BJ pro refrakci CTI-33. Cisla odpovidaji jednotlivim frakcim. Pouzité barevné kédovani viability:
cervena 0-30%, oranzova 30-50%, zluta 50-70% a zelena 70-100%.
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Obrazek 73: Chromatogram frakce CTII-33 a prresné oznaceni frakcionace

Tabulka 29: Prehled nalezenych ,,latek* (m/z) v kazdé frakci v urcitém retencénim case pro primdrni frakci CTII-33, kizky oznacyjifiakei bezpritomného m/z

crad T T T TS TR T T e Ty T T Rl T T T TS T T T T e Tl T T T s T T T
[ﬁ?:] | 58 1 89 1 94 1 99 11031 11211201 12911391 1461 1571 166 1 188 |1 201 | 216 | 2311 2451 252 | 268 1 284 | 306 | 324 | 338 |1 350 | 380 | 41,0 | 440 | 470
miz | x ' x !415,2!387,2!33;:; ' 258,3! 286,3 | 540,4! x !568,5! 195,1!233! x ' x ' 1066,6! x !607,3! x !ggi:g ' 591,5!338,3! 667,5! 565,4! x ' x ' x | x ' x



9.3 Chromatogramy a MS spektra ,,éistych latek
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Obrdazek 14: Chromatograf a MS spektrum ,, Cisté“ latky 8§24,4
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Obrazek 75: Chromatograf a MS spektrum ,, cisté “ latky 607,3
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6327 Brasilonema 607_GC1_(3-15-2021_12-19-58).d: +MS, 24.4min #2657

} T ) T T
500 600 700 800 900 1000 1100

———r
1200 myz




Intens.
X100
8

Obrazek 76: Chromatograf a MS spektrum ,, Cist

1

e

latky 874,3

115

Intens.
x103

1.0

0.8

0.6

0.4+

0.2

0.0+

180.1058

200

4236856

365.1983

el

6329_Brasilonema 874_GC2_(3-15-2021_13-31-40).d: +MS, 9.4min #1468
874.3535

L 4

703.3863

bk o LA N

400

ik
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000  nyz




Intens.

6 Intens. 6323_brasilonema 393_GB2_(3-12-2021_14-32-33).d: +MS, 11.1min #1803
x10 %1057 3932715
g L 2
6 ]
] 494.2816
2.0 L3
4 1.5
1.0
5 8244550
1 2385,775
| 314.2758
0.5- ®
- 965.5661
Y S OO 0 S TN | s o7 O (R 1
0 5 10 15 20 25 Time [min] 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 mz

Obrazek T7: Chromatograf a MS spektrum ,,cisté* latky 393,3
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