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Teoreticka cast



1. Rakovina

Nadorova onemocnéni, respektive rakovina, jsou v dnedni dobé velice ¢astou
pFicinou umrti. V roce 2008 bylo odhadovano ve svété asi 12,7 miliont pFipadu
rakoviny a 7,6 milionu umrti. U Zen je nejCastéjSim typem rakovina prsu, u muzu
rakovina plic (Jemal et al., 2011).

Jedna se o skupinu nemoci vyznadlujici se nekoordinovanym délenim a rastem
abnormalnich bunék (Petruzelka et al., 2003). Proliferace a rist téchto abnormalnich
bunék ma za nasledek vznik masy tkané, ktera je povazovana za nador, nékdy
oznaCovan jako neoplazma. Pokud se neoplastické bunky nestanou invazivnimi, je
nador oznacovan jako benigni (nezhoubny). Odstranéni této masy tkané vede vétSinou
ke kompletnimu vyléCeni. Naopak pokud je nador maligni (zhoubny), tumorové bunky
maji schopnost napadat okolni tkané. Pravé tato invazivita je esencialnim znakem
rakovinnych bunék, které jsou schopné oddélit se od primarniho nadoru a krvi nebo
lymfatickym systémem mohou byt transportovany do dalSich Casti téla a vytvofrit
sekundarni nador neboli metastazi (Alberts et al., 2008). Mizeme rozliSit nékolik typ(
metastazovani. U lokalniho metastazovani dochazi k Sifeni rakovinnych bunék pouze
do nejbliz§iho okoli nadoru. Solitarni metastazovani je oznaceni pro jedinou metastazi
v celém téle. Histohomologni typ je metastazovani do stejného organu a u pozdniho
metastazovani se nador objevuje az po dobé latence (Koutecky et al., 1989). Maligni
nadory jsou klasifikovany podle vychozi tkané nebo typu bunék, ze kterych vznikly.
Jedna se o sarkomy, coZ jsou zhoubné nadory pojivové tkané a svalovych bunék,
karcinomy vznikajici z epitelialnich bunék, leukemie a lymfomy vychazejici z krvetvorné

a lymfatické tkané a dalSi méné Casto se vyskytujici typy nadoru (Alberts et al., 2008).

1.1. Vznik nadorového onemocnéni
1.1.1. Faze kancerogeneze

Proces kancerogeneze (vznik nadoru) je vysledkem pusobeni vnitfnich
i vnéjSich faktord. Vznik a vyvoj nadorového onemocnéni muzeme rozdélit do tfi
hlavnich fazi. Jedna se o iniciaci, promoci a progresi. Ve fazi iniciace vznika prvni
geneticka zména pfenasena na potomstvo pavodni zménéné bunky. Tato zména mize
byt podkladem k nadorové transformaci. BEhem promoce dochazi k celé fadé dalSich
zmén, jejichz vysledkem je nekontrolované proliferujici bunécny klon. Zmény genetické
informace v této fazi kancerogeneze vedou k nezvratnému rozvoji nadorového bujeni.
Progrese je konecna faze, ktera nastava diky genetické nestabilité a aktivaci dalSich
genu vedoucich k malignimu neregulovanému chovani bunék a ke kompletnimu rozvoji

nadorového onemocnéni (Petruzelka et al., 2003).
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1.1.2. Vnégjsi kancerogenni faktory

Pojmem kancerogen se rozumi latka nebo faktor, ktery vyvolava zhoubné
bujeni. Mezi fyzikalni faktory zpUsobuijici vznik rakoviny se fadi pfedevSim ultrafialova
¢ast slunecniho zafeni v rozmezi vinovych délek 290 az 320 nm a ionizacni zareni. Do
skupiny chemickych kancerogennich faktorl spada cela fada chemickych latek, jedna
se napriklad o} polycyklické aromatickeé uhlovodiky (3,4-benzpyren;
3-methylcholantren), nitrosaminy, aromatické aminy (2-naftylamin; benzidin), benzen,
vinylchlorid, dichlordifenyltrichlorethan (DDT), anorganicke latky obsahujici prvky jako
arsen, nikl, chrom a dalSi. Také v pfirodé se muZzeme setkat s latkami, které maji
kancerogenni ucinky. Jde napfiklad o mykotoxiny vznikajici v plisnich. Z tohoto
pohledu maji nejvétsi vyznam aflatoxiny produkované plisni Aspergillus flavus.
Biologické faktory zahrnuji Sirokou $kalu virQ, z nichz Ize uvést virus Epstein-Barrove,

herpes simplex virus 2, retroviry a dalsi (Koutecky et al., 1989).

1.2.  Mechanismy vzniku nadort

1.2.1. Vlastnosti DNA

K transformaci normalni buriky na buriku nadorovou dochazi v disledku zmén
genetické informace uloZzené v deoxyribonukleotidové kyselingé (DNA) (Petruzelka
et al., 2003). DNA se sklada ze tfi slozek — dusikaté baze (purinové a pyrimidinove),
sacharidu (2-deoxy-D-ribosa) a kyseliny fosforeéné. Funkce DNA vyplyva zjeji
struktury. Zakladem je primarni struktura, ktera je dana pofadim nukleotidovych zbytku
a jeji pevnost je urCena pevnosti kovalentnich vazeb. Dullezitym faktem je vysoka
stabilita diesterovych vazeb fosfatu v DNA vuci hydrolyze. Sekundarni strukturu DNA
vyreSili v roce 1953 Watson a Crick, jejichz model vychazi z principu komplementarity.
Na jeho zakladé se paruji baze adenin s thyminem pomoci dvou vodikovych vazeb

a cytosin s guaninem pomoci tfi vodikovych vazeb (Sipal et al., 1992).

1.2.2. Kli¢ové geny nadorové transformace

Konkrétni useky DNA se oznacuji jako geny. Ty nesou genetickou informaci
nezbytnou pro tvorbu proteinu, které umoziuji nejen stavbu buriky, ale jsou dulezité
i pro fizeni zivotnich bunénych pochodu. KliCové geny, jejichz poSkozeni ma za
nasledek nadorovou transformaci, délime do tfi zakladnich skupin — onkogeny
(respektive protoonkogeny), tumor supresorové geny (antionkogeny) a geny regulujici
apoptdzu (vysoce kontrolovany proces umoznujici eliminaci abnormalnich, nefunk&nich

nebo potencialné nebezpecnych bunék). Kromé téchto zakladnich gen, které se podili
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na regulaci vzniku a zaniku bunék hraji v procesu kancerogeneze velice dllezitou roli
tzv. reparacni geny, jez koduji proteiny, které se vyznaluji schopnosti opravovat
zmény v poSkozené DNA (,Obr. 1%) (Petruzelka et al., 2003; Alberts et al., 2008).

Poskozeni DNA

\
-

Signalni transdukéni draha

Efektor

o [ Sooc &

Oprava G2 Transkripce Apoptoza

poskozené DNA
Zastaveni

bunécného cyklu

Obr. 1: DUsledky poskozeni DNA

Ackoliv je DNA nositelkou genetické informace a je pomérné stabilni, plsobenim
vnitfnich ¢i vnéjSich faktord muze dojit k jejimu poskozeni. Toto poskozeni je
rozpoznano senzory a dojde ke spusténi signalni transduk¢ni drahy. Nasledkem je
tvorba efektord, ¢imz burka rozhodne, jak na dané poskozeni DNA zareaguje. Pomoci
reparacnich mechanismd muaze dojit k opravé poSkozené DNA nebo se zastavi
bunécny cyklus, pfipadné probéhne transkripce i pfes dané poskozeni. Posledni

moznosti je aktivace procesu apoptézy (upraveno dle Zhou & Elledge, 2000).

1.2.3. Protoonkogeny a onkogeny

Pojmem protoonkogen se oznacuje strukturni gen eukaryotické bunky kodujici
protein, ktery se podili na regulaci déleni a diferenciaci bunék. Vyskyt protoonkogent
v burice je jednim z pfedpokladl jejiho normalniho rustu, déleni a diferenciace.
Onkogen vznikajici z protoonkogenu zpulsobuje nadorovou transformaci buriky. Jeho

transkripce a nasledna translace vede ke vzniku onkoproteinu. Pro pochopeni funkce
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protoonkogenu je nezbytné znat prubéh proliferace, kterou Ize popsat v nékolika
krocich. Signal pro zahajeni proliferace je bunce pfedan prostfednictvim rustového
faktoru, ktery se navaze na receptor v cytoplazmatické membrané. Doc&asné
aktivovany receptor poté zminény signal pfenaSi k proteinim na vnitfni strané
membrany a pomoci druhych posli je signal sméfovan do bunécného jadra. V jadre
dochazi k aktivaci transkrip&nich faktord, diky nimz muze probihat transkripce DNA
nezbytna pro tvorbu proteinl dllezitych pro zahajeni a Ffizeni bunécného cyklu
(Petruzelka et al.,, 2003). Bunécny cyklus je komplexni proces duplikace a déleni
buriky, jehoz vysledkem je vznik dvou dcefinych bunék. Bunéény cyklus muizeme
rozdélit do 4 fazi: G1, S, G2 a M. V G1 a G2 fazi bunka roste a nabira na objemu,
v S fazi probiha syntéza DNA a M faze zahrnuje déleni jadra (mitéza) a déleni buriky
(cytokineze). Doba mezi dvéma M fazemi se oznaduje jako interfaze a zahrnuje G1,
S a G2 fazi (,Obr. 2%) (Alberts et al., 2008).

G2 faze

G1 faze

Obr. 2: Bunécny cyklus (upraveno dle Alberts et al., 2008)

Na zakladé bunécné proliferace mizeme onkogeny, respektive onkoproteiny
rozdélit na rlstové faktory, receptory pro rustové faktory, proteiny zucastnéné
v pfenosu signalu a transkripéni faktory. Rustové faktory jsou polypeptidy, interagujici
s pfisluSsnymi receptory. U nadorovych bunék se s mutaci gend pro ristové faktory
setkavame pouze zfidka. V normalni burice jsou receptory s rlstovym faktorem rychle
inaktivovany, ¢imz je umoznéna fyziologicka regulace a stanovena Casova mez
stimulace. U rakovinnych bunék mulze byt exprese receptoru zvySena a stimulaéni
ucinek je prodlouzen. Do této skupiny patfi napfiklad receptory pro desti¢kovy rlstovy
faktor (PDGF), nervovy rustovy faktor (NGF) a dal$i. Proteiny zi¢astnéné v prfenosu
signalu jsou v burice uloZeny u vnitfni ¢asti cytoplazmatické membrany. Tyto molekuly

zprostfedkovavaji pfenos signalu do bunécného jadra. Onkogeny této skupiny jsou
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GTP-vazajici proteiny z rodiny ras (p21°*). Transkripéni faktory jsou proteiny podilejici
se na spravné expresi genu v jadfe buriky. Onkoproteiny transkripCnich faktord nejsou
ve vétSiné pfipadd samy o sobé schopné zpUsobit rakovinné bujeni a to ani pfi jejich
nadmérné expresi. Umoznuji vznik tzv. imortalizovanych bunék, které maji normalni
fenotyp.

Je znamo nékolik mechanismdl, jimiz dochazi ke zménam v aktivité
protoonkogend. Jedna se o bodovou mutaci (indukovana vnéjSimi faktory nebo je
spontanné zaménéna jedna baze v genu protoonkogenu), amplifikaci (zmnozeni)
a prestavbu chromosomu (translokace — vystépeni ¢asti puvodniho chromosomu

a pfipojeni k jinému chromosomu, inverze — otoc¢eni ¢asti chromosomu, atd).

1.2.4. Nadorové supresorove geny

Produkty tumor supresorovych genl jsou proteiny zapojené do regulace
bunécného cyklu, podili se na fizeni diferenciace, apoptdézy a odpovédi na stresové
podméty. Do této skupiny se fadi napf. Rb protein, coz je jaderny fosfoprotein, ktery
v neaktivnim stavu vaze transkripCni faktory rodiny E2F. Fosforylace Rb proteinu ma
za nasledek uvolnéni molekuly E2F a mdlze byt zahajena translace. Mutovany
Rb protein neni schopen tvofit komplex a je tedy znemozZnéna regulace transkrip&nich
faktord E2F v postizenych burnkach. Dal$i nadorovy supresorovy gen je p53. P53
reaguje na nékolik signall zahrnujici poSkozeni DNA, hypoxii, nedostatek substratt pro
syntézu DNA, zvySenou expresi nékterych onkogenl. Je odpovédny za zastavu
buné&cného cyklu, opravu genomové DNA a regulaci apoptézy. Mutace genu p53 maji
za nasledek vznik mutovaného p53 proteinu, ktery neni schopen vykonavat své
regulacni funkce a vbufice mize dochazet ke hromadéni genetickych zmén
a k nadorové transformaci. Mezi tumor supresorové geny se dale fadi gen APC, NF-1
a dalSi (Petruzelka et al., 2003).

1.2.5. Geny regulujici apoptézu

Zakladnimi vykonnymi molekulami v procesu apoptozy jsou proteolytické
enzymy, které obsahuji cystein ve svych aktivnich mistech a Stépi cilové proteiny
specificky na kyseliné asparagové. Proto se tyto enzymy nazyvaji kaspasy
(z angl. caspase, c - cystein, asp - asparagova kyselina). Kaspasy vznikaji v burice
proteolytickym §tépenim inaktivnich prekurzord neboli prokaspas. Je znama
tzv. vnitini a vnéjsi apoptdza. U vnéjSi apoptdzy je potfeba extracelularniho signalniho
proteinu, ktery se navaze na receptor na povrchu buriky. Vnitfni apoptéza je startovana
uvnitf bufiky a je odpovédi na bunééné poranéni, poSkozeni DNA, nedostatek kysliku

a vyzivy Ci nepfitomnost vnéjSich signalu pro preziti. Zakladem vnitfni apoptézy je
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uvolnéni cytochromu c¢ (soucast mitochondrialniho elektronového transportniho
fetézce) z mitochondrii do cytosolu. Tato faze apoptézy je regulovana pomoci proteinQ
z Bcl2 rodiny, které Ize rozdélit do dvou skupin. Pro-apoptické Bcl2 proteiny, které
podporuji programovanou buné&¢nou smrt, zahrnuji dvé podskupiny: BH123 proteiny
(Bax, Bak) a BH3 proteiny (Bad, Bim, Bid, Puma, Noxa). Naopak anti-apoptické
proteiny apoptézu inhibuji, nebot blokuji uvolfiovani cytochromu ¢ z mitochondrii. Do
této skupiny patfi samotny Bcl2 a Bcl-X,.. Tendence buriky k indukci apoptézy je dana
pomérem mezi anti-apoptickymi a pro-apoptickymi proteiny (,Obr. 3“). Uvolnéni Ca*
do cytosolu napomaha aktivovat mitochondrialni apoptotickou drahu (Alberts et al.,
2008).

(A) anti-apopticky BH4 BH3 BH1 BH2

Bcl2 protein . . =

(Bcl2, Bel-Xv)

(B) pro-apopticky

BH123 protein . o
(Bax, Bak)
(C) pro-apopticky
BH3 protein
(Bad, Bim, Bid, . I
Puma, Noxa) Bcl2 protein

Obr. 3: Tridy Bcl2 proteinl (upraveno dle Alberts et al., 2008)

1.3. Lécba nadorovych onemocnéni

K 1é€bé nadorovych onemocnéni se uplatiiuje nékolik terapeutickych postupu.
Jedna se predevSim o radioterapii, chemoterapii a chirurgii. V dalSi fadé jde
o hormonalni 1é¢bu (pro onkologickou Ié€bu se nejvice vyuzivaji pohlavni hormony
a kortikoidy), imunoterapii (zamérem je obnovit naruSenou funkci protinadorové imunity
a zaclenit ji do 1éEby rakovinného onemocnéni), hypertermii (U€inek zvySené teploty),

fototerapii (U€inek neionizujiciho zareni), podpurnou lé€bu a dalsi.

1.3.1. Chirurgicka léCba

Chirurgickou lécbu Ize rozliSit na radikalni, pfi niz dochazi k uplnému odstranéni
nadoru a paliativni, ¢imz rozumime odstranéni nadorového loZiska, ale nékteré

metastaze zustavaji operaci neovlivnéné (Koutecky et al., 1989).
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1.3.2. Radioterapie

Radioterapie spociva v opakovaném ozafovani nadoru. Cilem je zni€it nebo
vyraznym zpusobem omezit rist nadoru, pfiemz je kladen dlraz na snahu pfili§
neposkodit zdravou tkan.

Lécba rakoviny radioterapii nese vedlej§i ucinky, mezi které patfi zvySena
Unava, nevolnost, pocity zvraceni, pokles bilych krvinek, kozni a slizniéni zmény,

nefritida, radiacné indukovana neplodnost a dal3i (Petruzelka et al., 2003).

1.3.3. Chemoterapie

Chemoterapie spociva v podavani lékd s cytotoxickym ucinkem. Tyto léky
mohou byt syntetické nebo se jedna o derivaty pfirodnich latek (Petruzelka et al.,
2003). Cytostatika jsou ucinna predevsim na proliferujici bufiky, a to nejen na
rakovinné, ale i na pfirozené proliferujici buriky. Po intenzivnim cyklu chemoterapie
musi dojit k pferuSeni 1éCby, pficemz v tomto ¢asovém intervalu se normaini i nadorova
proliferace obnovi a obé populace projdou procesem doplfiovani. U nadorovych bunék
je ovSem generacni €as delSi v porovnani s normalnimi bufikami, a proto probéhne
doplnéni normalni bunécné populace rychleji. V dalSim cyklu lécby nedosahuje
nadorova populace vychoziho mnozstvi a opakovanim téchto cykli chemoterapie je
mozno rakovinné buniky zlikvidovat (Koutecky et al., 1989).

Zhoubna nadorova onemocnéni maji riznou citlivost k chemoterapii. Podle
stupné senzitivity k chemoterapii je |ze rozdélit do 4 skupin. Do prvni skupiny patfi
onemocnéni, u nichz mize mit chemoterapie kurativni uc€inek (lé¢ba muze vést
k vylé€eni nemoci). Do této skupiny patfi napfiklad akutni lymfoblasticka leukemie
u déti, Burkittdv nador, Hodgkinova choroba, Wilmstv nador, retinoblastom, kozni
karcinomy a dal$i. Ve druhé skupiné jsou zafazeny nadory, u kterych ma chemoterapie
paliativni u€inek (vysoké procento remisi, prodlouzeni délky Zivota). Do této skupiny se
fadi akutni myeloblasticka leukemie u dospélych, neuroblastom, karcinom prostaty,
karcinom prsu, osteosarkom, karcinom kury nadledvin a dal$i. U nadoru tfeti skupiny
muze byt u€inek chemoterapie zjevny, ovSem citlivost k chemoterapii je nejednoznacna
a vysledky této lécby jsou nespolehlivé. Z tohoto davodu se pouziva jako metoda
doplnikova. Tato skupina nadoru zahrnuje karcinomy traviciho ustroji, nadory centralni
nervové soustavy (CNS), sarkomy mékkych tkani atd. Ctvrtou skupinou jsou nadory
s velice malou citlivosti na pouzivana cytostatika. Zde patfi karcinom mocového
méchyfe, karcinom jicnu, karcinom pankreatu, karcinom Zlu€niku, Stitné zlazy atd.
Uvedené rozdéleni nadorovych onemocnéni do skupin ma pouze orientacni charakter,

nebot’ s vyvojem novych kancerostatik muze dochazet ke zménam. Je snaha vyvinout
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Dulezita je pro chemoterapii tzv. farmakokinetika cytostatik, ktera zahrnuje
nékolik dil¢ich pochodu. Jedna se o resorpci, distribuci, biotransformaci a vylu€ovani.
Resorpce zavisi na fadé faktord a to na aplikacni formé, pruniku cytostatik
membranami a aplikaCni cesté cytostatika — peroralné, intraven6zné, intramuskularné,
subkutanné, v zahrani¢i se nékdy pouziva aplikace intraosealni (cytostatikum je
podano zvlastni jehlou do dfefiové dutiny kosti). Rozlozeni aplikovaného cytostatika
mezi distribuéni prostory je dano velikosti molekuly a rychlosti priniku.
Biotransformace pak méni nejen ucinnost IéCiva, ale také jeho fyzikalni vlastnosti.
Metabolity jsou ve vétSiné pfipadu polarnéjsi, méné rozpustné v lipidech a naopak vice
rozpustné ve vodé. Tim dochazi ke zvySeni schopnosti priniku membranami a také
k urychleni vylu€ovani, které probiha pfevazné ledvinami a jatry, méné slinami,
mlékem, plicemi. Cytostatika je mozné podle mechanismu Ucinku rozdélit do nékolika
skupin (,Tab. 1%) (Klener, 1996).

Tab. 1: Rozdéleni cytostatik podle mechanismu Gc&inku (Klener, 1996):

Inhibice kliCovych enzymid metabolismu. Tato inhibice vede k naruseni
biosyntézy nukleovych kyselin a nasledné dochazi k inhibici bunéfného déleni.
1 Latky pUsobici timto mechanismem jsou napfiklad analoga kyseliny listové,
purinova analoga (napf. 6-merkaptopurin), pyrimidinovd analoga (napf.

5-fluorouracil), inhibitory ribonukleotidreduktasy, analoga aminokyselin.

Pfimé poskozeni struktury jiz utvofenych nukleovych kyselin. K tomuto
2 poSkozeni dochazi alkylaci, interkalaci (nekovalentni vazba cytostatika na DNA),

inhibici topoizomeras, roz§tépenim molekuly DNA.

Alterace mikrotubularniho proteinu. Pro tuto skupinu cytostatik se nékdy pouziva
oznaceni ,mitotické jedy“, nebot zpUsobuji abnormaini pribéh mitézy tim, ze
3 poskozuji strukturu a funkci mikrotubult, které jsou soucasti déliciho vieténka.
VétsSina léciv z této skupiny omezuje tvorbu tubulinu (dimerni protein tvofici

mikrotubuly).

4 Inhibice proteosyntézy.

Kombinované ucinky. Cytostatika této skupiny uplatriuji jiZ zminéné mechanismy

5 ucinku, ale i nékteré zvlastni ucinky.

6 Poskozeni bunééné membrany.
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2. Shikonin

Shikonin je pfirodni naftochinon. Jedna se o R — enantiomer, je znam
i S — enantiomer, alkanin (,Obr. 4%).

oH il CH il

Obr. 4: A) alkanin, B) shikonin, C) az F) pocitaCové generované molekularni modely,
Seda — uhlik, bilda — vodik, Cervena — kyslik, C) + E) alkanin, D) + F) shikonin
(Papageorgiou et al., 1999).

Alkanin se nachazi v kofenech rostliny Alkanna tinctoria, také znama jako
Anchusa tinctoria. Slou€enina je hlavni komponentou tmavé ¢erveného pigmentu, ktery
lze snadno extrahovat z kofenl rostliny. Shikonin je hlavni slozkou cerveného
pigmentu extrahovaného z kofenu rostliny Lithospermum erythrorhizon (LE). V pfirodé
se muzeme setkat celou Ffadou derivatd. Napfiklad acetylalkanin (kofeny Alkanna
tinctoria, Arnebia euchroma), teracrylalkanin (Arnebia densiflora), acetylshikonin
(kofeny Arnebia decumbens, Echium vulgare), propionylshikonin (Lithospermum
erythrorhizon),  angelylshikonin ~ (kofeny  Alkanna  hirsutissima) a  dalSi

(Papageorgiou et al., 1999).
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2.1. Produkce shikoninu

Shikonin byl poprvé izolovan jako jeho acetat z kofenl rostliny LE japonskymi
chemiky Majima a Kuroda v roce 1922 (Majima & Kuroda, 1922).

Rostliny LE musi rust pét az sedm let, aby koncentrace shikoninu v jejich
kofenech dosahla 1 — 2%. Proto byla vénovana pozornost produkci shikoninu pomoci

rostlinnych tkanovych kultur a organickou syntézou (Papageorgiou et al., 1999).

2.1.1. Produkce shikoninu z rostlinnych tkanovych kultur

Prvni Uuspésné produkce shikoninu a jeho derivatll z kalusovych kultur dosahl
Tabata a jeho kolektiv roku 1974. Biosyntéza shikoninu v tkafiovych kulturach LE byla
kontrolovana rostlinnym hormonem auxinem a svétlem. U kalusovych kultur
kultivovanych ve tmé na médiu obsahuijici auxin kyselinu indol-3-octovou (IAA) obsah
pigmentu linearné narusta, zatimco po nahrazeni IAA kyselinou
2,4-dichlorfenoxyoctovou (2,4-D) nebo ozafenim modrym svétlem dochazi k jeho
poklesu (,Obr. 5%). K uspéSnému formovani naftochinonovych pigmentu je trfeba
kultivaci provadét ve tmé, coz je v souladu s lokalizaci pfirodniho shikoninu v kofenech
rostliny.  Svétlo  silné inhibuje  aktivitu jednoho  zkliCovych  enzymd
p-hydroxybenzoatgeranyltransferasy (PHB geranyltransferasa, EC 2.5.1.93), coz vede
k zastaveni produkce shikoninu (Tabata et al., 1974; Papageorgiou et al., 1999; Heide
et al., 1989).

A)

Obr. 5: A) kalusova kultura LE produkujici shikonin B) kalusova kultura LE

neprodukujici shikonin. (Yamamura et al., 2003).

Tvorba shikoninu je ovlivnéna rdznymi faktory. Pfi pouZiti kapalného Linsmaier
& Skoog (LS) média k formovani pigmentu nedochazi. Ovéem s vyuzitim agarového
LS média je situace jina. Bylo prokazano, Zze endogenni oligogalakturonidy jsou
schopné indukovat biosyntézu naftochinonovych pigmentd. Analyza ukazala, ze
minimalni stupen polymerizace nutny pro syntézu shikoninu je 12 (Tani et al., 1992;
Papageorgiou et al., 1999). Pro produkci shikoninu a jeho derivatu bylo vytvofeno nové

M9 médium, které obsahuje dusicnanové ionty jako zdroj dusiku, namisto amonnych
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iontd inhibujicich biosyntézu shikoninu. Dal$i komponenty média majici vliv na
produkci shikoninu jsou Cu?®* ionty, které stimuluji tvorbu pigmentu, fosfat, jehoz
optimalni koncentrace byla stanovena na 0,12 mmol/l a sulfat s optimalni koncentraci
13,5 mmol/l. Dalsi slozky média jiz nemaji takovy efekt na tvorbu shikoninu jako
predchozi vySe popsané (Fujita et al., 1981; Papageorgiou et al., 1999). Ov8em bylo
prokazano, Ze pfidani glutaminu do M9 média vedlo k inhibici produkce shikoninu
(Yazaki et al., 1987).

2.1.2. Biosyntéza shikoninu

Pro biosyntézu shikoninu jsou dullezité dva kliCové prekurzory, kyselina
p-hydroxybenzoova (PHB) a geranylpyrofosfat (GPP). Tyto dvé komponenty jsou
zakladem reakce zprostfedkované enzymem PHB geranyltranferasa, jejimz vysledkem
je m-geranyl-p-hydroxybenzoova kyselina. Geranylpyrofosfat je odvozen ztzv.
isoprenoidni drahy, ktera zacina acetyl-CoA a pfes kyselinu mevalonovou na
zmifiovany GPP. Kyselina p-hydroxybenzoova je formovana fenylpropanoidovou
drahou. L-fenylalanin je prostfednictvim enzymu fenylalaninamoniaklyasy pfeménén na
kyselinu skoficovou a pfes kyselinu p-kumarovou vznika PHB (,,Obr. 6%) (Papageorgiou
et al, 1999). Bylo  prokdzano, Ze  pfidavek exogenni  kyseliny
p-hydroxybenzoové zpusobuje zvySeni produkce shikoninu. PFikoncentraci PHB
10 pmol/l se zvysila produkce shikoninu v Lithospermum buné&céné kultufe (M9 médium)
pfiblizné o 50 % (Yazaki et al., 1997).

CHZCHCOOH H=CHCOOH COOH
NHz
—
L - fenylalanin Kyselina p - kumarova Kysellna p- hydroxybenzoové
OH O OH
SHIKONIN Geranylhydrochinon m - geranyl - p - hydroxybenzoova
kyselina

Acetyl -CoA —> Kyselina mevalonova — —» Geranylpyrofosfat
Obr. 6: Biosynteticka draha tvorby shikoninu (upraveno dle Bulgakov et al., 2001)
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2.1.3. Organicka syntéza shikoninu

Pfi syntéze shikoninu je tfeba pfrekonat uréité komplikace. Shikonin je totiz
citivy na kyselé podminky (probiha cyklizace postranniho fetézce za vzniku
cykloshikoninu) a pfi vystaveni svétlu na vzduchu snadno probiha fotooxidace. VétSiny
UspésSnych syntéz bylo dosazeno pouzitim 1,4,5,8-tetramethoxynaftalenu a jeho

derivatl (Cheng et al., 1995; Papageorgiou et al., 1999).

2.2. Biologicka aktivita shikoninu

Biologické aplikace shikonu jsou velice rozsahlé. Pro své 1é€ivé ucinky je kofen
LE wvyuzivan v ¢€inské a v daldich orientadlnich medicinach kléc¢bé popalenin,
hemeroidl, prolezenin, vnéjSich ran a zanétl klze (Papageorgiou et al., 1999).
Shikonin ma protizanétlivé u€inky, mirny antipyreticky a analgeticky efekt a u€inné 1é¢i
koZni poranéni (Hayashi M., 1977; Papageorgiou et al., 1999). Bylo prokazano, Ze
inhibuje alergicky zanét u mySiho astmatického modelu, a proto se shikonin jevi jako
vhodny Iék na IéCbu alergického astmatu (Lee et al., 2010). Dal3i vyznamnou vlastnosti
shikoninu je jeho schopnost inhibovat replikaci HIV-1 (Chen et al., 2003). Podstatna je
také antimikrobialni, antitromboticka a protirakovinna aktivita (Papageorgiou et al.,
1999).

2.2.1. Protirakovinna aktivita shikoninu

Existuje nékolik moznosti, jak obecné chinony mohou narusovat bunécné
procesy. Jeden z béznych mechanismu chinonové cytotoxicity je oxidativni stres.
U chinond mize probihat jednoelektronova redukce katalyzovana enzymem
NADPH-cytochrom P-450 reduktasou, ktera vede ke vzniku semichinonového radikalu.
V pfitomnosti kysliku muze dojit k autooxidaci a tim i kregeneraci chinonu
a formovani superoxidového radikalu. Tyto radikaly mohou zplsobovat poskozeni
buniky, coz pfispiva Kk jejich cytotoxicité. Byly zkoumany tfi strukturné podobné
naftochinony (1,4-naftochinon; 2-methyl-1,4-naftochinon; 2,3-dimethyl-1,4-naftochinon)
a u vSech doslo k rozsahlému vy€erpani intracelularniho glutathionu (Miller et al., 1986;
Papageorgiou et al., 1999). Glutathion (L-y-glutamyl-L-cysteinylglycin) je tripeptid
slozeny zcysteinu, Kkyseliny glutamové a glycinu. Jeho aktivni skupina je
reprezentovana thiolem (-SH) cysteinového rezidua. Glutathion ma antioxidaéni
vlastnosti, je transportni a skladovaci formou cysteinu, je reakéni partner pro detoxikaci
xenobiotik, podili se na detoxikaci peroxid a volnych radikalu a slouzi jako kofaktor pfi
izomeracnich reakcich. Intracelularné se nachazi v milimolarni koncentraci, v plazmé

a modi je jeho uroven nizsi. V bunkach muize byt glutathion volny nebo vazany na
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proteiny. Volny glutathion je pfitomen predevS§im v redukované formé (GSH), ale
béhem oxidativnhiho stresu muze byt pfeveden na formu oxidovanou (GSSG -
glutathion disulfid). Enzymem glutathionreduktasou je mozné zpétné prevedeni na
formu redukovanou (,Obr. 7%). Pomér oxidovaného a redukovaného glutathionu
(GSH/GSSG) slouzi jako ukazatel miry bunécné toxicity nebo jako indikator
antioxidativni kapacity bunky (Dringen et al., 2000; Pastore et al., 2003; Perricone et
al., 2009).

<

.-

l Gy GR |
i \
4/ ‘lﬂ )'J\ \
> @ \ ) @D 1.0 NADPH
GSSG ———————
Obr. 7: Funkce GSH jako antioxidantu. GSH reaguje neenzymaticky s radikaly (R-) a je

donorem elektront pro redukci peroxidd (ROOH) v reakci katalyzované enzymem
glutathionperoxidasou (GPx). GSH je regenerovan z GSSG za katalyzy enzymem
glutathionreduktasou (GR), ktera vyuziva NADPH jako kofaktor (Dringen et al., 2000).

Cytotoxické pusobeni chinonl Ize také vysvétlit jejich reakci jako elektrofilt
s bunéénymi nukleofily (napf. DNA, glutathion), coz muze vést az ke smrti buriky
(Papageorgiou et al., 1999).

Shikonin je schopen ovliviiovat mitochondrie. Dochazi k nadprodukci
reaktivnich forem kysliku (ROS) a zvySuje se intracelularni hladina vapniku, coz vede
ke zhrouceni membranového potencialu a indukci mitochondrialni apoptotické drahy
(Wiench et al., 2012).

Chinony jsou také pro buriky toxické z toho divodu, Ze inhibuji enzymy dualezité
pro metabolismus bunék nebo replikaci. Shikonin a jeho derivaty (napf. acetylshikonin)
inhibuji topoisomerasu-I, ktera zpusobuje jednofetézcové Stépeni DNA béhem procesu
replikace (Papageorgiou et al., 1999; Ahn et al., 1995; Alberts et al., 2008). Kli¢ovym
enzymem v protinadorové aktivité shikoninu je pyruvatkinasa (ATP: pyruvat 2-O-
fosfotransferasa, EC: 2.7.1.40.), ktera katalyzuje defosforylaci fosfoenolpyruvatu (PEP)
na pyruvat. Tato reakce umoziiuje zisk energie ve formé& ATP béhem procesu
glykolyzy. Na rozdil od mitochondrialni respirace, ATP uvolfiované béhem
pyruvatkinasové reakce je nezavislé na pristupu kysliku a umozZiuje preziti za
hypoxickych podminek. RozliSujeme nékolik isoenzym( pyruvatkinasy (,Tab. 29
(Mazurek, 2011).

-22 -



Tab. 2: Molekularni a

kinetické

charakteristiky

isoenzyml

pyruvatkinasy.

pyruvatkinasa M1 (M1-PK), pyruvatkinasa M2 (M2-PK), pyruvatkinasa L (L-PK),
pyruvatkinasa R (R-PK) (Mazurek, 2011):

M1-PK M2-PK L-PK R-PK
Distribuce v Mozek, svaly Adipocyty, Jatra, erytrocyty
tkanich pankreaticky ostravek, ledviny,
sitnice, plice, vSechny stfevo
proliferujici buriky
(normalné proliferujici
bunky, embryonalni
burniky, kmenové
bunky, rakovinné
bunky)
Kédujici gen PKM PKM PKL PKL
Pocet
aminokyselin 531 531 543 574
Molekulova
hmotnost 58 kDa 58 kDa 59 kDa 62 kDa
podjednotky
Tetramerni Tetramerni forma Tetramerni  Tetramerni
Kinetické forma s vysokou afinitou forma forma
charakteristiky s vysokou k substratu, ale S nizkou S nizkou
afinitou i dimerni forma afinitou afinitou

k substratu

s nizkou afinitou

k substratu

k substratu

k substratu

Neni
alostericky
regulovana,
neni
fosforylovana,
Regulace neni
ovlivnéna

dietou

Regulovano
metabolickymi
intermediaty, jako
fruktosa-1,6-bisfosfat
(F-1,6-P2), nékolik
aminokyselin
a mastnych kyselin,
fosforylace, vazba
onkoproteinu

a peptidu

Aktivovano
F-1,6-P2,
Inhibovano
ATP
a CAMP-

dependentni

fosforylaci,
regulovano

dietou

Aktivovano
F-1,6-P2,
Inhibovano
ATP
a cAMP-
dependentni
fosforylaci,
regulovano

dietou
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Isoenzymy pyruvatkinasy se skladaji ze 4 podjednotek. Jsou znamy i hybridni formy,
jako L-PK a M2-PK, M1-PK a M2-PK hybrid (Saheki et al., 1978; Mazurek, 2011).
Pyruvatkinasy M1 a M2 jsou kédovany stejnym genem, ale vznikaji jeho alternativnim
sestfihem (Noguchi et al., 1986). Pyruvatkinasa M1 se vyskytuje pouze v tetramernim
usporadani, zatimco pyruvatkinasa M2 muize mit jak tetramerni, tak dimerni formu
(,Tab. 3%). Rakovinné bunky obvykle vyuzivaji dimerni formu, u normalné proliferujici

bunék se naopak vyskytuje tetramerni (Mazurek, 2011; Mazurek et al., 2005).

Tab. 3: Charakteristika tetramerni a dimerni formy M2-PK (Mazurek et al., 2005):

M2-PK OO

Afinita kK PEP Vysoka Nizka

Aktivita pfi fyziologické Vysoka Inaktivni
koncentraci PEP

Asociace s glykolytickym Asociuje Neasociuje

enzymovym komplexem

Hladina ADP a GDP Nizka Vysoka
Hladina ATP a GTP Vysoka Nizka
Pomér ATP:ADP Vysoky Nizky
Pomér GTP:GDP Vysoky Nizky
Hladina fosfometabolitt Nizka Vysoka
Glukosové uhliky VyuZity pro zisk energie Sméfuji do syntetickych
procesu
(ATP+GTP):(UTP+CTP) Vysoky Nizky

Tetramerni forma M2-PK asociuje s nékolika dalSimi glykolytickymi enzymy
(hexokinasa, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa, fosfoglyceratkinasa,
fosfoglyceromutasa, enolasa, pyruvatkinasa, laktatdehydrogenasa) a dalSimi enzymy
(nukleotiddifosfatkinasa, adenylatkinasa, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa). Pomér mezi
tetramerni a dimerni formou M2-PK neni stacionarni hodnotou, ale méni se v zavislosti
na pfitomnosti onkoproteind a klicovych metabolickych intermediatd. DulezZitym
metabolickym regulatorem M2-PK je glykolyticky meziprodukt
fruktosa-1,6-bisfosfat. Pokud koncentrace fruktosy-1,6-bisfosfatu dosahne urcité
vysoké hodnoty, inaktivni dimerni forma M2-PK reasociuje na vysoce aktivni tetramerni
formu. Nasledkem toho je glukosa pfeménovana na laktat s produkci energie. Pfi

poklesu hladiny fruktosy-1,6-bisfosfatu na kritickou hodnotu, tetramerni forma disociuje
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na inaktivni dimerni formu a glykolytické meziprodukty nad pyruvatkinasou jsou
akumulovany a pouZity jako prekurzory v syntetickych procesech. Tento proces
probiha do okamziku, nez fruktosa-1,6-bisfosfat dosahne dostateéné koncentrace
k indukci nové tetramerizace (,Obr. 8“) (Ashizawa et al., 1991; Mazurek et al., 2005;
Mazurek, 2011).

Glukosa
HK NADPH + H* NADPH + H*
7 ™
Glukosa-6-P ‘J_ — - Ribosa-5-P -+ | Nukleové kyseliny
PEK ‘ oxidacni PPP (UTP, CTP)

Fruktosa-6-P

‘ neoxidaéni PPP

Fruktosa-1,6-bisfosfat

bo—
Glyceraldehyd-3-P === DHAP ————— | Fosfolipidy

NAD*
GAPDH .
NADH + H+ C1"atky
Glycin
y I
3-fosfoglycerat > | Serin = Cystein
2-fosfog1|ycerat Sy
\, p

PEP

GDP

ADP
Fruktosa-1,6-bisfosfat
M2 - PK s R s R B A

Onkoproteiny Dimerni M2 - PK

ATP
GTP = -
Pyruvit , rumor“ M2 - PK
NADH + H*
LDH }\
= NAD*
Laktat

Obr. 8: Glykolyza a spojené procesy. HK — hexokinasa, PFK — fosfofruktokinasa,
GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa, LDH - laktatdehydrogenasa,
PPP — pentosafosfatova draha, DHAP - dihydroxyacetonfosfat (upraveno dle Mazurek,
2011).
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Daldim aktivatorem M2-PK je aminokyselina serin, ktera je formovana z glykolytického
meziproduktu 3-fosfoglyceratu (,Obr. 8%). Serin alostericky zvySuje afinitu M2-PK
k substratu PEP a tim se sniZzuje mnoZstvi fruktosy-1,6-bisfosfatu potfebné pro
tetramerizaci. Naopak aminokyseliny alanin, cystein, methionin, fenylalanin, valin,
leucin, isoleucin a prolin inhibuji pyruvatkinasu. Také mastné kyseliny inhibuji
pyruvatkinasu (Mazurek et al., 2005; Mazurek, 2011; Marchut et al., 1986). Disociace
tetramerni formy na dimerni je také indukovana onkoproteiny (,Obr. 8%). Prvni
onkoprotein, u néhoz byla pozorovana interakce s M2-PK, je aktivovana pp60*°“®
kinasa, dochazi k fosforylaci M2-PK na tyrosinovém reziduu. Dal$i onkoprotein, ktery
vede k dimerizaci M2-PK je HPV-16 E7, ktery se na pyruvatkinasu vaze pfimo
(Mazurek et al.,, 2002; Presek et al.,, 1988). Velka glykolyticka kapacita spole¢né
s pyruvatkinasou M2 umoznuje nadorovym bunkam pfezit v hypoxickych podminkach
a migrovat (Mazurek et al., 2005). V nedavné studii bylo prokazano, ze shikonin
inhibuje rakovinnou M2-PK, enzym esencialni pro proliferaci a preziti rakovinnych

bunék (Chen et al., 2011).
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3. Metabolomika

3.1. Metabolismus

Pojmem metabolismus je oznalovan proces, jehoz prostfednictvim zivé
systémy ziskavaji a vyuzivaji volnou energii, ktera je nezbytna pro uskute¢néni jejich
riiznych funkci. Podle zpusobu ziskavani této volné energie lze organismy délit do
dvou skupin. Fototrofni organismy (rostliny a nékteré bakterie) vyuzivaji k zisku volné
energie sluneéni zareni prostfednictvim procesu fotosyntézy. Chemotrofni organismy
maji pfistup k volné energii diky oxidaci organickych molekul (sacharidy, lipidy,
proteiny) ziskanych z jinych organismu (pfedevsim z fototrofnich). Organismy vyuzivaji
energii vétSinou ve formé& vysokoenergetickych fosfatovych sloucenin, z nichz
nejvyznamngéjsi je adenosintrifosfat (ATP) (,Obr. 9%). Jeho centralni roli v energetickém

metabolismu poprvé popsali roku 1941 Fritz Lipmann a Herman Kalckar.

Fosfodiesterova
vazba
Fosfoanhydridova >,
vazba ]
ekl ‘
L T0— IIIDV' 0o— Ill;TO—IITaTO—CHz 0 ;
it 0! O! O} % H) |
i i i | H H
; ] : ! HO OH
: : : ‘ v ’
: . , Adenosin ;
: : X v 1
i ' AMP '
1 L 1]
i b6 ]
i ADP ‘
¢ - J
ATP

Obr. 9: Struktura ATP a vztah mezi adenosinem, AMP, ADP a ATP (upraveno dle Voet
& Voet, 2011)

3.1.1. Metabolické drahy
Metabolické drahy jsou série po sobé jdoucich enzymovych reakcich, které
vedou k tvorbé urcitych produktid. Reaktanty, intermediaty a produkty metabolickych
drah jsou oznalovany jako metabolity. Kazdy organismus ke svému spravnému
fungovani vyuziva velké mnozstvi metaboliti, a proto v ném probiha mnoho
metabolickych drah, mezi které patfi napfiklad glykolyza, citratovy cyklus, syntéza

purint a pyrimidin a dalsi.

-27 -



Reakce, které tvofi metabolické drahy, Ize délit do dvou kategorii.
Katabolismus, nékdy oznaCovan jako degradalni drahy, zahrnuje S$tépeni Zivin
a nékterych bunéénych sloZek, coz je spojeno se ziskem energie. Anabolismus, nékdy
oznaCovan jako biosyntetické drahy, zahrnuje syntézy molekul z jednodusSich
komponent. Metabolické drahy maji pét zakladnich vlastnosti, které vychazeji z jejich
funkce tvorby produktd. 1. Metabolické drahy jsou nevratné. Aby sled reakci probéhl
spravné, jsou reakce exergonické (velka zména negativni volné energie). Tato
vlastnost metabolické drahy ji udava smér. 2. Katabolické a anabolické drahy se musi
lisit. 3. Kazda metabolicka draha ma prvni urcujici krok. 4. VSechny metabolické drahy
jsou regulované. 5. Metabolické drahy v eukaryotnich burfikach probihaji na
specifickych mistech (Voet & Voet, 2011).

3.1.2. Metabolismus rakovinnych bunék

Metabolismus rakovinnych bunék je zalozen na nékolika efektech. Otto Heinrich
Warburg roku 1924 obijevil, Ze rakovinné buriky pfeménuji velké mnozZstvi glukosy na
laktat i v pfitomnosti kysliku. Tento jev se po ném oznacuje jako Warburguv efekt.
Diferenciované tkané na rozdil od rakovinnych bunék v pfitomnosti kysliku glukosu
kompletné degraduji na oxid uhli€ity a vodu prostfednictvim glykolyzy, citratového cyklu
a oxidativni fosforylace. Diferenciované tkané, jako napfiklad svaly, mohou glukosu
také degradovat na laktat. V pfipadé mitochondrialni poruchy muaze dojit ke zvyseni
hladiny laktatu i v pfitomnosti kysliku. U zdravych diferenciovanych tkani se tato cesta
pfemény glukosy uskute€niuje pouze pfi nizkych hladinach kysliku (,Obr. 10%)
(Mazurek, 2011). Pfeména dvou forem respirace, aerobni a anerobni, byla poprvé
popsana koncem 19. stoleti Pasteurem, podle néhoz, byl pojmenovan tzv. Pasteurtv
efekt. Ten zahrnuje snizeni oxidativni fosforylace a naopak zvySeni anaerobni
fermentace (Seagroves et al., 2001). Vysoké exogenni koncentrace urcitych hexos
(glukosa, fruktosa, manosa, 2-deoxyglukosa) mohou zpUsobovat inhibici
mitochondrialni respirace u normalné proliferujicich bunék a u nékterych typu
nadorovych bunék. Tento jev se oznacuje jako Crabtreeho efekt, nebot Crabtree ho

pozoroval jako prvni roku 1929 (Ibsen, 1961; Mazurek, 2011).

- 28 -



Glukosa Glukosa

|

PYRUVAT PYRUVAT
PDH . NADH + H*
NAD LDH
o, NADH + H* NAD*
'
A

( CITRATOVY )

CYKLUS
\ L e
OXIDATIVNi FOSFORYLACE
CO, H,0
= = s »
= Zavislé na Neze'zwsle na
@kysliku kysliku
38 ATP 2 ATP
DIFERENCIOVANE TKANE DIFERENCIOVANE TKANE

- v nepfitomnosti kysliku

“¥piitomnost) sl - mitochondrialni poruchy

NADOROVE BUNKY

Obr. 10.: Degradace glukosy v diferenciovanych tkanich a nadorovych burikach.
PDH — pyruvatdehydrogenasa, LHD — laktatdehydrogenasa (upraveno dle Mazurek,
2011).

3.2. Metabolom

Metabolomika je povazovana za koncovy bod takzvané ,-omické® kaskady.
Zatimco genomika se zabyva analyzou kompletniho genomu, transkriptomika je
zaméfena na analyzu exprese genu (transkriptom), kompletni analyze proteint se
vénuje proteomika (proteom), tak metabolomika se zabyva studiem metabolomu
(Dettmer & Hammock, 2004; Fiehn, 2002). Pojmem metabolom se oznacuje celkovy
soubor vSech nizkomolekularnich latek, které se uc€astni metabolickych reakci
potfebnych pro rast a normalni funkci organismu (Dunn et al.,, 2005). Velikost
metabolomu se méni v zavislosti na studovaném organismu. Metabolom Escherichia
coli zahrnuje 745 metabolitd (Nobeli et al., 2003), Saccharomyces -cerevisiae
584 metabolitd (Forster et al., 2003), rostlinna fiSe az 200 000 rlznych metabolitd
(Fiehn, 2001).

-29-



3.3.  Strategie metabolomického vyzkumu

V metabolomice existuje nékolik metod studia metabolomu. Cilena analyza
(,target analysis) je stanoveni jednoho nebo nékolika konkrétnich metabolitd
souvisejicich se specifickou metabolickou drahou. Pfiprava vzorku zahrnuje jeho
rozsahlé precidténi pro zabranéni interferenci. Metabolické profilovani (,metabolic
profiling®, nékdy ,metabolite profiling“) je analyza umoziujici identifikaci a kvantifikaci
urcité skupiny metabolitu, které maji podobné chemické vlastnosti (napf. polarni lipidy,
isoprenoidy nebo sacharidy) nebo se nachazeji v konkrétni metabolické draze.
Strategie ,fingerprintingu“ umozruje rychlou klasifikaci vzork( podle pavodu nebo jejich
biologické relevance. Timto pfistupem ziskavame informace o intracelularnich
metabolitech (endometabolom). Takzvany ,footprinting“ podava naopak informaci
o extracelularnich metabolitech (exometabolom) (,Obr. 11%). Cilem metabonomiky je
sledovani metabolické odpovédi zivych systémi na patofyziologické podnéty,
genetické modifikace, podavani IéCiv nebo pfitomnost toxickych latek (Fiehn, 2002;
Dunn et al., 2005; Musilova & Glatz, 2011).
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@ di
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] 5 i e ©
@ " ™ ]
® " ® Cilena analyza metabolitt
s & Profilovani metabolitd
| |
Metabolom
> 4
Exometabolom . Endometabolom
(extracelularni metabolity) (intracelularni metabolity)
,FOOTPRINTING" L,FINGERPRINTING"
o ) m @

Pravy intracelularni metabolit ® 7Zivina absorbovana buiikou
® Metabolit sekretovany do extracelularniho prostoru

SloZka okolniho prostfedi neabsorbovanéa burikou, ale mazZe byt
metabolizovana extracelularnimi enzymy

Obr. 11: Pfehled metod studia metabolomu (Musilova & Glatz, 2011)
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3.4.  Priprava vzorkl pro metabolomickou analyzu

PFi studiu metaboliti se uplatriuje obecny pracovni postup (,Obr. 12).

Studium a vybér vzorkl

/ Vzorkovani Quenching

Prima analyza Extrakce metabolitu

Derivatizace

Zakoncentrovani/precisténi

v Y

Jedno- nebo dvoudimenzionalni
separace (LC, GC, CE)

MS, NMR ¢

Detekce (MS, NMR, IR, UV-Vis)

A

Validace

Fingerprinting Cilena metabolomika/metabolické profilovani

Obr. 12: Obecny pracovni postup hlavnich krok( zapojenych do bézné metabolomické

analyzy (upraveno dle Alvarez-Sanchez et al., 2010a).

Metabolomicky experiment zagina vybérem biologického materialu, kterym jsou
obvykle biologické tekutiny (krev, plazma, mo¢ a dalSi), buriky a méné Casto tkané.
Nasleduje odbér vzorku, coz je v metabolomice limitujici krok. Odbér vzorku by
v idealnim pfipadé mél byt neinvazivni a mél by zajistit reprezentativhost. Navic je
tfeba vyhnout se vyznamnym zménam ve fyzikalnich a chemickych vlastnostech a také
zménam v koncentracich metabolit( (AIvarez—Sénchez et al., 2010a).

Reprezentativnosti vzorku dosahneme v metabolomice pouze pokud efektivné
prerusime metabolismus béhem odbéru vzorku. Toho dosahneme pomoci
tzv. quenchingu (zhaseni), jehoz cilem je okamzité zastavit metabolismus inhibici
endogennich enzymu. Poté muZeme ziskat informaci o daném metabolickém stavu.
Deaktivace metabolismu je zvlasté dulezitd u analyzy bunék a tkani, kde je cilem
objasnit metabolicky profil uvnitf (endometabolom) a mimo (exometabolom) buriku

(Alvarez-Sanchez et al., 2010b). Strategie quenchingu musi splfiovat urgité poZadavky.
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Inaktivace metabolismu by méla byt rychlejSi nez metabolické zmény probihajici ve
vzorku (quenching v idealnim pfipadé okamzité zastavi metabolickou Cinnost v burice).
V pribéhu procesu musi byt zachovana integrita vzorku, nebot zejména v pfipadé
bunék, poskozeni bunééné membrany muze vést ke ztraté intracelularnich metabolitd.
Procedura by neméla zplUsobovat vyznamné zmény v chemickych a fyzikalnich
vlastnostech nebo v koncentracich metabolitl. Vysledny quenchovany vzorek by mél
byt kompatibilni pro nasledné kroky analytického procesu. Bézné strategie quenchingu
jsou zalozeny na rychlé zméné podminek u vzorku (Mashego et al.,, 2007;
Alvarez-Sanchez et al., 2010b). Rychlé quenchovani mikrobialni metabolické aktivity je
tradi¢né provadéno pomoci okamzité zmény teploty, napfiklad na -40 °C nebo naopak
na 80 °C, pfipadné muze byt inaktivace metabolismu provedena extrémni zménou pH.
V alkalické oblasti se vyuziva napfiklad hydroxid sodny nebo draselny a v kyselé
oblasti kyselina chlorovodikova, perchlorista a trichloroctova (Mashego et al., 2007).
Dalsim béznym protokolem pro studium mikrobialniho metabolomu je quenching
zalozeny na pouziti vychlazeného vodného methanolu (napf. 60%)
(Bolten & Wittmann, 2008). Jedno z hlavnich omezeni pouZiti metody s vychlazenym
methanolem je moznost Uniku metabolitl. Nékteré typy bunék jsou znamy svou
citlivosti na osmotické zmény okolniho prostfedi, pfi€emz u nich mize dochazet ke
zménam v koncentraci intracelularnich metabolitd v disledku naruSeni bunécné
membrany. Proto mnoho protokolt zahrnuje quenchovaci pufr, napf. tricin, HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonova kyselina) a uhli¢itan amonny, =za
ucelem kontroly iontové sily, ¢imz se zabrani poskozeni bunééné membrany
(AIvarez-Sénchez et al., 2010b; Faijes et al., 2007; Winder et al., 2008). Uhlicitan
amonny se ukazuje jako nejvhodnéjSi quenchovaci pufr (quenchovaci roztok 60%
methanol) pro metabolomickou studii Lactobacillus plantarum, protoze unik metabolitd
je minimalni, metabolismus je dobfe fixovan a vSechny komponenty jsou snadno
odstranény v pribéhu lyofilizace (Faijes et al., 2007). Inaktivace metabolismu
rostlinnych a Zivo€iSnych bunék se vétSinou provadi rychlou zménou teploty kapalnym
dusikem (AIvarez—Sénchez et al., 2010b; Musilova & Glatz, 2011).

DalSim krokem v metabolomické analyze je extrakce metabolitd. Jejim cilem je
efektivné uvolnit metabolity ze vzorku, odstranit interferujici latky (napf. soli, proteiny),
pfed analyzou zakoncentrovat stopové metabolity a ziskat vzorek kompatibilni
s analytickymi metodami (Alvarez-Sanchez et al., 2010b). K extrakci intracelularnich
metabolitd se vyuzivaji dva pfistupy, a to mechanicky a nemechanicky (,Obr. 13%)
(Musilova & Glatz, 2011).
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Obr. 13: Pristupy k zisku intracelularnich metabolitd (Musilova & Glatz, 2011)

Zakoncentrovani metabolitl je mozné napfiklad prostfednictvim odpareni
rozpoustédla na vakuové odparce, lyofilizaci nebo zachycenim na koloné s pevnou fazi
(Alvarez-Sanchez et al., 2010a; Alvarez-Sanchez et al., 2010b).

Metabolomicka analyza bunék muze byt provedena dvéma pfistupy. Quenching
a extrakce mohou byt realizovany sekvencné nebo simultanné. U sekvencniho postupu
jsou burky separovany od okolniho média a teprve poté jsou metabolity extrahovany
prislusnou extrakéni metodou. V tomto moédu je quenching nasledovan rozdélenim
vzorku do dvou frakci (napf. centrifugaci). V supernatantu muzeme kvantifikovat
extracelularni metabolity a vhodnou extrakci bunééné frakce Ize stanovit intracelularni
metabolity (Alvarez-Sanchez et al., 2010b; Hiller et al., 2007). U simultanniho pFistupu
slouzi quenchovaci roztok zaroveh i jako roztok extrakéni. V tomto moddu jsou
extracelularni i intracelularni metabolity kvantifikovany spole¢né (nelze rozliSit
endometabolom a exometabolom). Studované metabolity jsou zfedény ve velkém
objemu tvofeného z extracelularnino média a quenchovaciho (respektive extrakéniho)
roztoku. Pro globalni analyzu metabolomu musi extrakéni metoda splfiovat urcita
kritéria. Optimalni metoda by méla zahrnovat extrakci co nejvétSiho poctu metabolit,
byt neselektivni, nedestruktivni a nemélo by dojit k vylou€¢eni molekul s konkrétnimi
chemickymi nebo fyzikalnimi vlastnostmi (Alvarez-Sanchez et al., 2010b;

Maharjan & Ferenci, 2003). Oba tyto pfistupy maji vyhody a nevyhody (,Tab. 4%).
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Tab. 4: Vyhody a nevyhody simultdnniho a sekvenéniho pfistupu studia bunék

(Mashego et al., 2007)

Vyhody

Nevyhody

Separace biomasy ze
supernatantu (specifické
zkoumani)
Sekvencni pristup
Cist&j&i matrix vzorku (méné

soli)

Oddélena extrakce (cilena na

vybrané metabolity)

Mnoho extrakénich
procedur pro specifické

metabolity

MozZnost Uniku metabolitd

béhem quenchingu

Pracny

Procedura jednodu$si na

provedeni

Neni tfeba separovat

Simultanni pristup biomasu a supernatant

Soucasna kvantifikace
intracelularnich

i extracelularnich metabolitd

Nespecificky

Obtizna interpretace dat

Vysoky obsah soli ve
vzorku

Metabolity pfili§ nafedéné
(Spatna detekce

a kvantifikace)

Komplexni matrice vzorku

Vysledny vzorek je nasledné analyzovan analytickymi technikami (,Obr. 14%),

jako je nuklearni magnetickd rezonance (NMR), hmotnostni spektrometrie (MS),

infraervena spektrometrie s Fourierovou transformaci (FT-IR) nebo Ramanova

spektrometrie. V metabolomické analyze se vyuZivaji i béZzné separacni techniky,

Z nichz jde pfedevSim o kapalinovou chromatografii (LC), vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii (HPLC), kapilarni elektroforézu (CE) a plynovou chromatografii (GC),

které jsou kombinovany s vhodnou detekéni metodou (MS, IR, absorpéni spektrometrie

v ultrafialové a viditelné oblasti) (AIvarez-Sénchez et al., 2010a; Musilova & Glatz,

2011).

-34 -



Bunky

'

Bunécny extrakt

Biologické

tekutiny \

Pre-frakcionace/
precéisténi vzorku

Frakce
metabolitﬁ
Hruby
i extrakt
Izolovana (specificka) Derivatizace

frakce metabolita *

Deritatizace * GC “
* ﬂ HPLC Mt
- MSA/R?\\uv
Y

Ms

- A DA >
k' R h'd

Cilena analyza Metabolické profilovani Fingerprinting
a metabolomika

eAOWBpuUe)
ujejeled

e
NG

M

DIESI-MS FT-IR Raman

NMR ESI-MS

Obr. 14: Techniky pro analyzu metabolomu. DIESI (pfimy nastfik do ESI-MS), RI
(refraktometricky detektor) (upraveno dle Goodacre et al., 2004)

3.5. Metabolomické databaze

Stejné jako ostatni ,-omické" védy, tak i metabolomika vyuZiva elektronické
databaze. Existuje nejméné pét typu databazi, které jsou vyuzivany v metabolickych
studiich. Jedna se o databaze metabolickych drah, specifickych slou€enin, spektraini
databaze, databaze zabyvajici se nemocemi a fyziologii a komplexni databaze
specifickych organismu. Jednou znich je ,The Human Metabolome Database
(HMDB)“, ktera obsahuje kvantitativni, analytické a molekularni informace
o metabolitech, jejich asociovanych enzymech ¢i transportérech a vlastnostech
souvisejicich s nemocemi (Wishart et al., 2007; Wishart et al., 2009). DalSi bézné
pouzivanou databazi je KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), ktera
zahrnuje informace o molekularnich interakcich, genech a proteinech a informace
o biochemickych slougeninach a reakcich (Kanehisa et al., 2004). Jinym pfikladem je
databaze MetaCyc, ktera obsahuje metabolické drahy vice jak 150 rtznych organismd,
popisuje metabolické drahy, reakce, enzymy a substraty (Bino et al., 2004). AraCyc je

databaze vénovana biochemickym draham rostliny Arabidopsis (Mueller et al., 2003).
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4. Analytické pristupy

4.1. Kapalinova chromatografie

Vysokou&inna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nékolika
chromatografickych metod umoznujici separaci a analyzu chemickych smési.
V kapalinové chromatografii se uplatiuje chromatograficky systém zahrnujici tok
rozpoustédla od svého rezervoaru az po detektor. Toto rozpoustédlo je oznaCovano
jako mobilni faze. K analyze je tfeba provést nastfik vzorku nasledovany separaci na
chromatografické koloné. Separované komponenty vzorku jsou eluovany do vhodného
detekéniho systému, mezi které patfi napfiklad absorpéni spektrometrie v ultrafialové
oblasti (UV) nebo hmotnostni spektrometrie (,Obr. 15%) (Snyder et al., 2010).

pumpa autosampler
vzorky —I> g
'-j-1
! I
i
rezervoar mobilni :
faze '
chromatograficka ——
kolona

zpracovani dat

detektor

-

Obr. 15: Schéma HPLC systému (upraveno dle Snyder et al., 2010)

Chromatograficka kolona je cylindricka trubice vyplnéna malymi sférickymi
Casticemi (obvykle o priméru 1,5 — 5 um), které jsou obvykle porézni (napf. oxid
kfemiCity) a tvofi tzv. stacionarni fazi (,Obr. 16%). Lze rozliSit nékolik
chromatografickych médi. Chromatografie na reverzni fazi vyuziva nepolarni kolonu
(napf. C18) a mobilni fazi je polarni smés vody a organického rozpoustédla (napf.
acetonitril). Tento méd je vhodny pro vzorky rozpustné ve vodé. U chromatografie na
normalni fazi se uplatfiuje polarni kolona (napf. oxid kfemicity) a mobilni fazi je smés
méné polarnich organickych rozpoustédel (napf. hexan a methylenchlorid). Je vhodna
pfedevSim pro vzorky rozpustné ve vodé, preparativni HPLC a separaci isomera.

Chromatografie s hydrofilnimi interakcemi (Hydrophilic interaction chromatography,
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HILIC) vyuziva polarni kolonu (napf. oxid kfemicity, amidova faze) a jako mobilni fazi
smés vody a organického rozpoustédla (napf. acetonitril). VyuzZiva se pfedevsSim pro
vysoce polarni vzorky. U iontoméniCové chromatografie obsahuje kolona nabité
skupiny, na které se vazi ionty vzorku s opaénym nabojem. Mobilni fazi je obvykle
vodny roztok soli a pufru. Tento mod je uziteCny pro oddélovani ionizovatelnych vzork
a je vhodny pro separaci velkych biomolekul (napf. proteinl a nukleovych kyselin).
Existuje i varianta chromatografie na reverzni fazi, ktera vyuziva nepolarni kolonu
(napf. C18) a jako mobilni fazi smés organickych rozpoustédel (napf. acetonitril
a methylenchlorid). Pouziva se pro velmi hydrofobni, ve vodé nerozpustné vzorky
(Snyder et al, 2010).

A)

mobilni faze
‘mobilni faze —

B) - T

C)

Obr. 16: A) kolona se sférickymi ¢asticemi, B) schéma individualni &astice, stacionarni

faze C18, C) detail porézni ¢astice (upraveno dle Snyder et al., 2010)

Pro chromatografii je dalezity reten¢ni ¢as daného analytu, coz je doba od

nastfiku vzorku po objeveni vrcholu piku v chromatogramu (,Obr. 17¢) (Snyder et al.,
2010). c

intenzita

cas —Pp
Obr. 17: chromatogram (upraveno dle (Snyder et al., 2010).

-37-



4.2. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separacni technika, kterou lze provadét
v nékolika reZzimech. Prvnim je systém plyn-kapalina (GLC), ktery vyuzZiva kolonu
naplnénou kapalnou stacionarni fazi ukotvenou na inertnich nosi¢ich. Druhym
systémem je plyn-pevna latka (GSC) vyuzivajici kolonu naplnénou pevnymi ¢asticemi,
jejichz povrch tvofi stacionarni fazi. Kromé naplnovych kolon se také vyuzivaji kapilarni
GC kolony, u nichz se jako stacionarni faze muze uplatfiovat jak kapalna, tak pevna
latka. V plynové chromatografii se k separaci vyuziva plynna mobilni faze transportujici
komponenty ve formé pary pres fazi stacionarni. Separace je zalozena na interakci
jednotlivych slozek se stacionarni fazi, coz vede k opozdovani (retardaci) na zakladé
distribu¢niho poméru K definovaného:
CSP
CMP
kde Csp je koncentrace dané komponenty ve stacionarni fazi a Cyp je koncentrace
dané slozky v mobilni fazi (Braithwaite & Smith, 1999).

K =

4.2.1. Dvoudimenzionalni plynova chromatografie

U GC x GC analyzy se uplatriuji dvé kolony, které maji odliSnou separacni
selektivitu. Ve vétSiné aplikaci jsou vzorky nejprve separovany na prvni koloné
obsahujici nepolarni stacionarni fazi a vyuzivajici teplotni programovani s rychlosti
ohfivani méné nez 1-5 °C/min. Druha kolona je kratSi a polarni, separace tudiz probiha
na zakladé polarity. Obé kolony jsou vzajemné propojeny pomoci modulatoru, jehoz
hlavni funkci je zaostfeni uzkych pfilehlych frakci eluatu z prvni kolony a po zaostfeni
umoziuje uvolnéni do kolony druhé (,Obr. 18%) (Adahchour et al., 2006; Dalltige et al.,

2003).
modulator

injektor detektor

kolona
2. dimenze

sekundarni
picka

kolona
. dimenz

hlavni GC picka

Obr. 18: Schéma GC x GC (upraveno dle Adahchour et al., 2006)
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4.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda, ktera poskytuje jak
kvantitativni (molekulova hmotnost, koncentrace), tak kvalitativni (struktura) informaci
o molekule analytu, jez je tfeba nejprve prevést na ionty. Molekuly nejprve vstupuji do
iontového zdroje hmotnostniho spektrometru, kde se ionizuji a ziskaji kladny nebo
zaporny naboj. Nasledné ionty putuji pfes hmotnostni analyzator k detektoru podle
jejich poméru hmoty a naboje (m/z) (,Obr. 19%). Po kontaktu iontl s detektorem je
generovan signal, ktery je diky pocCitaovému vyhodnoceni znazornén graficky jako
hmotnostni spektrum (zavislost relativni ¢etnosti signalu na poméru m/z) (,Obr. 20%)
(Ho et al., 2003).

iontovy ﬁ analyZétor ﬁ detektor
zdroj
T L pocitaé

Obr. 19: Obecné schéma hmotnostni spektrometrie (upraveno dle Glish & Vachet,
2003)

100 - 31

29 |32

50 =

relativni ¢etnost %

18

15 30 m/z

Obr. 20: Hmotnostni spektrum methanolu (de Hoffmann & Stroobant, 2007)

V hmotnostni spektrometrii se vyuziva cela fada ionizaCnich technik.
Elektronova ionizace (El) vyuziva vyhfivané vlakno, které poskytuje elektrony. Ty jsou
urychlovany smérem kanodé a dochazi ke kolizi s plynnymi molekulami
analyzovaného vzorku. Chemicka ionizace (CI) produkuje ionty prostfednictvim kolize
zkoumané molekuly s primarnimi ionty pfitomnymi ve zdroji (de Hoffmann & Stroobant,
2007). U ionizace laserem s vyuzitim matrice (MALDI) vznikaji ionty pulznim laserovym
ozafovanim vzorku, ten krystalizuje s pevnou matrici, ktera absorbuje vinové délky
svétla emitovaného laserem (Glish & Vachet, 2003). Pfi pouZiti ionizace elektrosprejem
(ESI) je aplikovano elektrické pole za atmosférického tlaku na vystupni kapilaru. Toto

pole indukuje akumulaci naboje na kapaliné nachazejici se na konci kapilary a dochazi
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ke vzniku nabitych kapek. Kapky jsou vystfikovany proti proudu ohfatého plynu
(nejCastéji dusiku), €¢imZ dojde k odstranéni rozpoustédla (,Obr. 21%) (de Hoffmann

& Stroobant, 2007). ) N2 (80°C)
3 az 6 kV, ionty + l

R h
| analyzator

elektrosprej // l

| T\ Yl

kovova kapilara

L

P pumpa
N (80°C
B) 2( )
) > —
[oXe]
1 2 3

Obr. 21: A) Diagram ionizace elektrosprejem, B) Vliv elektrosprejového potencialu na
kapku na konci kapilary. 1 pfi nizkém napéti je kapka témér sféricka. 2 pfi napéti
1 az 2 kV (ale stale pod meznim potencidlem) se kapka prodluZuje a kumuluje se na ni
naboj. 3 pfi meznim napéti je tlak vétsSi nez povrchové napéti a tvar kapky se méni do
tzv. Taylorova kuzZele a nasledné jsou uvolfiovany malé kapky (upraveno dle
de Hoffmann & Stroobant, 2007)

Jakmile jsou vytvoreny ionty v plynné fazi, je tfeba provést separaci podle jejich
hmot (respektive podle m/z), k éemuz slouzi hmotnostni analyzatory. Pro ucely
hmotnostni spektrometrie se vyuziva nékolik analyzatort. Jednim z nich je analyzator
doby letu (TOF, time-of-flight), ktery separuje ionty na zakladé jejich rychlosti. lonty
jsou formovany ve stejnou dobu a na stejném misté v iontovém zdroji a poté jsou
akcelerovany prostfednictvim fixniho potencialu do TOF trubice. lonty s niz§i hodnotou
m/z dosahnou vysSi rychlosti nez ty s vysSi hodnotou m/z. Takto urychlené ionty musi
pfekonat danou vzdalenost, nez dorazi k detektoru (,Obr. 22°). Méfenim c¢asu
potfebného k dosazeni detektoru iontem muze byt stanovena hodnota m/z
(de Hoffmann & Stroobant, 2007; Glish & Vachet, 2003).

iontovy
zdroj TOF trubice detektor
@ Q@ 0o :j
+V 0,5-2,0 m >

Obr. 22: Analyzator doby letu (upraveno dle Glish & Vachet, 2003)
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DalSim typem je kvadrupdlovy analyzator (,Obr. 23%), ktery vyuziva stabilitu
trajektorie v oscilaénim elektrickém poli k separaci iontd podle jejich m/z. Kvadrupodlovy
analyzator je sloZzen ze 4 kovovych tyéi, které maji kruhovy nebo hyperbolicky profil,
a jsou umistény paralelné. ProtéjSi tyCe jsou spojeny elektricky a dvojice maji stejné
napéti vzajemné se liSici polaritou. Vysledné elektrické pole ovliviiuje pohyb iontd,
pficemZ pouze ionty s vhodnym m/z dosahnou detektoru. Zbylé ionty jsou zachyceny
na ty€ich (de Hoffmann & Stroobant, 2007; Ho et al., 2003).

kvadrupol ©

< 20-50 cm

Obr. 23: Kvadrupdlovy analyzator (upraveno dle Glish & Vachet, 2003)

4.2.2. Tandemova hmotnostni spektrometrie

V typickém tandemovém kvadrupdlovém systému jsou 3 kvadrupdly sefazené
linearné. Toto uskupeni se Casto nazyva ,triplequad®. Analyzovany ion (nazyvany
prekurzorovy) je selektovan pomoci prvniho kvadrupélu (Q1) a poté sméfuje do kolizni
cely (Q2), kde dochazi ke srazce s koliznim plynem (napf. argon). V Q2 probiha
fragmentace (tento proces je znam jako kolizi indukovana disociace CID). Dcefinné
ionty, jez jsou vysledkem CID, jsou monitorovany tfetim kvadrupdlem (Q3) (,Obr. 24%).
Jednou z mozZnosti ziskavani dat je pouziti tzv. ,multiple reaction monitoring (MRM)*
modu (sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu), kde Q1 i Q3 jsou statické pro

pfedem stanoveny par prekurzorového a produktového iontu (Ho et al., 2003).

— | ) @ ) @ )
t
ﬁ i ) (I ) ()| —[detektor)
Q1 Q2 Q3
kolizni cela

Obr. 24: Schéma trojitého kvadrupélu (upraveno dle Ho et al., 2003)
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5. Material a metody

Cilem praktické Casti této prace bylo sledovat vliv latek s potencialnim
protirakovinnym uc€inkem (shikonin, latka 05-0777) na metabolismus rakovinnych
bunék (T lymfoblasticka leukemie, linie CCRF-CEM). K tomuto uc€elu bylo pfedevsim
vyuzito techniky kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Ziskané vysledky byly téZ porovnavany s technikou dvoudimenzionalni

plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.

5.1. Chemikalie
Acetonitril LC-MS, hydroxid amonny, kyselina octova, methanol LC-MS,
hydrogenuhli¢itan amonny, N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamid (MSTFA),
LC-MS voda, pyridin, ethoxyamin byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich (St. Louis,
USA)

5.2. Pristroje

K pfipravé vzorkd byla pouzita centrifuga (Rotina 420R, Hettich Zentrifugen,
Némecko), vortex (V-1 plus; Biosan, LotySsko), analytické vahy (KERN ABT 120-5DM,
Némecko), lyofilizator (FreeZone, Labconco, USA), ultrazvukova lazen (Jeken, Cina),
pH metr (Cyberscan pH 510, Thermo scientific, Waltham, MA, USA).

K méfeni vzorkll byl pouzit vysokoucinny kapalinovy chromatograf UltiMate
3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA) ve spojeni standemovym hmotnostnim
spektrometrem QTRAP 5500 (AB Sciex, Foster City, CA, USA), dale plynovy
chromatograf Agilent 7890 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA), systém
MPS2/CIS4/ALEX (Gerstel, Milheim an der Ruhr, Némecko) a hmotnostni spektrometr
Pegasus HT (LECO Co., St. Joseph, USA).

5.3. Biologicky material

K analyze byly pouzity rakovinné burky (T lymfoblasticka leukemie, linie
CCRF-CEM), které byly inkubovany s testovanymi latkami (shikonin, 05-0777)
polovi¢ni dobu do apoptdzy. Tyto buhky byly ziskany z Laboratofe experimentalni
mediciny, Ustav molekularni a translaéni mediciny, Univerzita Palackého v Olomouci.

Bunky byly inkubovany v médiu s obsahem shikoninu o koncentraci
0,912 umol/l po dobu 4 hodin, dale byly bufky inkubovany v médiu s obsahem latky
05-0777 o koncentraci 1,42 ymol/l po dobu 12 hodin. Jako kontroly slouzily buriky, ke
kterym byl pfidan pouze dimethylsulfoxid (0,5%), ve kterém byly zkoumané latky
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rozpustény. K testovani byly pfipraveny vzdy 4 biologické replikaty od kazdé sady

vzorku.

5.3.1. Quenching a extrakce bunék

K 5 ml bunétné suspenze bylo nalito 25 ml quenchovaciho roztoku (60%
methanol s pfidavkem hydrogenuhli¢itanu amonného ve vysledné koncentraci 8,5 g/l)
vychlazeného na -50 °C. Poté byly vzorky centrifugovany (400 g, 5 min). Oddéleny
supernatant byl odstranén a metabolity extrahovany resuspendovanim bunécéné pelety
v 0,5 ml extrakéniho roztoku (80% methanol vychlazeny na -50 °C) a rychle zchlazeny
v kapalném dusiku. Nasledné byl vzorek rozmrazen na ledu, peleta byla
resuspendovana a centrifugovana (1700 g, 5 min). Supernatant byl odebran
a ponechan k analyze. Zbyla peleta byla stejnym zplisobem znovu extrahovana, aby
byl ziskan co nejvétsi podil intracelularnich metabolitd. Supernatant z obou extrakci byl
lyofilizovan (modifikovano dle Sellick et al., 2009).

Pred lyofilizaci extraktl bylo z kazdého vzorku odebrano 20 pl a smichano

v jeden vzorek, ktery byl pouZit jako kontrola kvality.

5.3.2. Zpracovani vzorkl pro LC-MS/MS analyzu
K lyofilizovanym vzorkim bylo pfidano 100 pyl LC-MS vody, vortexovano
a centrifugovano (15800 g, 15 min). Supernatant byl pfepipetovan do vialky

a analyzovan.

5.3.3. Zpracovani vzorkl pro GCxGC-TOF MS analyzu
K lyofilizovanym vzorkim bylo pfidano 40 pl deionizované vody a 160 pl
methanolu. Vzorky byly vortexovany a centrifugovany (15800 g, 15 min). Poté byly
prepipetovany do vialky s inzertem, odfoukany dusikem a nasledné derivatizovany.
Jako derivatizace byla pouzita silylace — vzorky byly inkubovany s 10 pl ethoxyaminu
(roztok v pyridinu, 56 mg/ml) a 50 pl pyridinu po dobu 60 min pfi 50 °C. Poté bylo
pfidano 50 pl derivatiza¢niho &inidla (MSTFA) a inkubovano po dobu 45 min pfi 50 °C.

5.4. LC-MS/MS analyza

Pro kapalinovou chromatografii byl pouzit pfistroj UltiMate 3000 RS (Dionex,
Sunnyvale, CA). Chromatografické separace byly provadény pfi 25 °C na
aminopropylové koloné (Luna 3 ym NH2, 2x150 mm). Byla aplikovana gradientova
eluce pfi pratokové rychlosti 0,3 ml/min pfi pouziti mobilni faze A - 20 mmo/l octan
amonny (pH 9,45) a mobilni faze B - acetonitril (,Obr. 25%). Podil mobilnich fazi na

zaCatku analyzy byl 95 % B a 5 % A. Tento podil klesal linearné po dobu 15 min na
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hodnotu 30 % B a v dalSich 2 min klesl az na hodnotu 5 % B, ktera byla do 32. min
konstantni. Poté béhem 0,1 min doslo k navraceni systému k inicialnim podminkam

(95 % B). Celkovy Cas analyzy byl 37 min. Nastfik pfipraveného vzorku &inil 5 pl.
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Obr. 25: Gradient mobilnich fazi

Pro detekci byl pouzit tandemovy hmotnostni spektrometr QTRAP 5500
(AB Sciex, Foster City, CA, USA) s ionizaci elektrosprejem s pfepinanim pozitivnhiho
a negativniho moédu. Hmotnostni spektrometr pracoval v tzv. multiple-reaction
monitoring moédu (MRM, sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu). Tato
metoda umoznovala analyzu celkem 412 latek (,Tab. 7 az 19), z nichz nékteré z nich
zahrnovaly vice latek, které se nepodafilo rozlisit na zakladé MRM prechodu ani
retencniho Casu. Jedna se napfiklad o cukry (proto se uvadi suma hexos - glukosa,

fruktosa, galaktosa, manosa), citrat / isocitrat, leucin / isoleucin a dalsi.

Tab. 5: Parametry MS/MS pouzité pfi cilené metabolomické analyze

parametr hodnota
tlak ,curtain gas® 30 [psi]

tlak kolizniho plynu medium [psi]
tlak zmlzujiciho plynu 40 [psi]

tlak susiciho plynu 40 [psi]
napéti na kapilare v iontovém zdroji +/-4500 [V]
teplota zmlzujiciho plynu 400 [°C]
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VSechny vzorky byly méfeny v jedné sérii. Na zacatku byl desetkrat za sebou
nastfikovan vzorek kontroly kvality, poté jiZ nasledovaly samotné vzorky, po analyze
kazdého tfetiho vzorku byl opét proveden nastfik vzorku kontroly kvality.
Vyhodnocovani dat bylo provadéno v softwaru MultiQuant (integrace ploch pika). Pred
statistickym zpracovanim dat bylo prvnich osm analyz vzorku kontroly kvality

odstranéno.

5.,5. GCxGC-TOF MS analyza

V prvni dimenzi byla zvolena nepolarni kolona BPX5 (28 m x 0,25 mm x
0,25 um), do druhé dimenze byla zafazena kolona se stacionarni fazi na bazi
polyethylenglykolu (SOLGEL-wax 1m x 0,25 mm x 0,25 um). Jako nosny plyn bylo
pouzito helium (99,999 %, Messer, CR).

Pocatecni teplota primarni pece byla 80 °C, poté naristala 4 °C/min do 130 °C;
6 °C/min do 200 °C a 12 °C/min do 285 °C, pfi které byla udrzovana minimalné 10 min.
Program sekundarni pece kopiroval program primarni pece s offsetem +5 °C.
Modulacni perioda byla 4 s a délka horkého pulsu 0,5 s. Nastfik vzorku byl 1 ul
v rezimu splitless (1 min) s programovatelnym nastfikem injektoru. Inicialni teplota byla
40 °C, poté narustala 10 °C/s do 250 °C, kde byla udrzovana 1,5 min. DalSi zvySeni
teploty bylo 10 °C/s do 350 °C. P¥i této teploté byl injektor udrzovan 3 min. Elektronova
ionizace analytd v priletovém hmotnostnim analyzatoru probihala pfi =70 eV (250 °C).
Teplota transferové linie byla 250 °C. Sbér dat v rozmezi m/z 35 — 650 probihal
rychosti 100 Hz.

5.6. Statistické zpracovani dat

Na zakladé vlastnosti naméfenych dat bylo na né pohlizeno jako na data
kompozi¢ni (pfedstavuji podily na celku, nesou relativni informaci). Ziskana data byla

statisticky zpracovana v softwaru ,R* (www.r-project.org), verze 2.15.3. Byla provedena

interpolace dat slouzici k odstranéni systematické chyby. U vzorkd kontroly kvality byl
vypocitan variaéni koeficient (CV), na jehoz zakladé byly metabolity majici variaci nad
30 % ze statistické analyzy vylou¢eny. Na data byla vyuzita tzv. ,clr* (centred logratio)

transformace vyjadfena rovnici 1.

T
clr(x) = [ In . —.In 22, In ID_ )
g(x)"  g(x) g9(x)
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kde vektor x pfedstavuje jeden bunéény vzorek, x; jsou jednotlivé latky v ném
obsazené a g(x) je geometricky primér téchto latek.

Byly pouZzity nasledujici statistické nastroje: analyza hlavnich komponent (PCA),
diskriminacni analyza (DA), biplot, shlukova analyza (tfidéni do skupin na zakladé
podobnosti), tzv. ,Heatmap“ a Bland-Altmanlv graf - hodnoti vztah rozdilu hodnot
ziskanych dvéma analytickymi postupy (osa y) k praméru téchto hodnot (osa x).

Byla sestrojena mapa metabolickych drah v softwaru ,pathway projector”

(http://ws.g-language.org/g4/) dostupného online (,pfiloha A, pfiloha B*). V mapé

metabolickych drah jsou vyobrazeny metabolity nalezené v metabolomické analyze.
Velikost bodu odpovida statistickému vyznamu rozdild mezi kontrolnimi bufkami
a bunkami kultivovanymi s testovanou latkou (p-value, y=(In(1/Pvalue)*10). Barva
odpovida poméru pramérl mezi burfikami kontrolnimi a kultivovanymi s testovanou
latkou (,Tab. 6).

Tab. 6: Barevné oznaceni v metabolickych drahach vytvofenych v internetovém

rozhrani ,pathway projector®.

Barevné Rozmezi
oznaceni  Kod barvy barev Vyznam
0000ff >0,1
Modra 3333cc 0,1-0,3 snizena hladina oproti kontrolnim bufkam
666990 0,3-0,5
nebyly pozorovany vyznamné rozdily
Seda 666666 0,5-20 v pomérech priméri mezi burikami
kontrolnimi a kultivovanymi s testovanou
latkou
cc3330 2,0-10
Cervena ff0000 <10 zvysena hladina oproti kontrolnim burikam
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10. Seznam pouzitych zkratek

3MHis
3-P-Gly
50Pro

A

ADP
AICAr
AICAR
Alr

Ala

AMP

AR

Arg

Asn

Asp

ATP
b-ala

C

C10
C10-1
C10-2
C12
Clza
C12-DC
Ci14
C14-1
C14-10H
Ci14-2
C14-20H
Ci16
Ci16:2
C16:2-OH
C16-1
C16-10H
C16-OH

3-methylhistidin
3-fosfoglycerat

5-oxoprolin

adenin

adenosin-5’-difosfat
5-aminoimidazol-4-karboxamidribosid
5-aminoimidazol-4-karboxamidribotid
5-aminoimidazolribosid

alanin

adenosin-5"-monofosfat
adenosin

arginin

asparagin

kyselina asparagova
adenosin-5"-trifosfat
beta-alanin

cytosin

dekanoylkarnitin
decenoylkarnitin
dekadienylkarnitin
dodekanoylkarnitin
dodecenoylkarnitin
dodekandioylkarnitin
tetradekanoylkarnitin
tetradecenoylkarnitin
hydroxytetradecenoylkarnitin
tetradekadienylkarnitin
hydroxytetradekadienylkarnitin
hexadekanoylkarnitin (palmitoylkarnitin)
hexadekadienylkarnitin
hydroxyhexadekadienykarnitin
hexadecenoylkarnitin
hydroxyhexadecenoylkarnitin

hydroxyhexadekanoylkarnitin (hydroxypalmitoylkarnitin)
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Ci18
C18-1
C18-10H
C18-2
C18-3
C18-4

C2

C20
C20-1
C20-2
C20-DC
C22
C22-1
C22-2
C22-5
C22-DC
C26
C26-1
C26-DC
C3

C3:1
C3-DC/C4-OH
C3-OH
c4

C4:1
C4-DC/C5-OH
C5
C5:1-DC
C5-1
C5-DC
C6

C6:1
C6-DC/C7-OH

C7-DC
C8
C8-1

oktadekanoylkarnitin (stearoylkarnitin)

oktadecenoylkarnitin (oleoylkarnitin)

hydroxyoktadecenoylkarnitin (hydroxyoleoylkarnitin)

oktadekadienylkarnitin (linoleoylkarnitin)
oktadekatrienylkarnitin
oktadekatetraenylkarnitin
acetylkarnitin

eikosanoylkarnitin

eikosenoylkarnitin
eikosadienylkarnitin
eikosandioylkarnitin
dokosadekanoylkarnitin
dokosadecenylkarnitin
dokosadienylkarnitin
dokosapentaenylkarnitin
dokosadekandioylkarnitin
hexakosanoylkarnitin
hexakosenoylkarnitin
hexakosandioylkarnitin
propionylkarnitin

propeonylkarnitin
malonylkarnitin/hydroxybutyrylkarnitin
hydroxypropionylkarnitin
butyrylkarnitin

butenylkarnitin
sukcinylkarnitin/hydroxyvalerylkarnitin
valerylkarnitin

glutakonylkarnitin

tiglylcarnitine

glutarylkarnitin

hexanoylkarnitin

hexenoylkarnitin

hexandioylkarnitin (adipoyl; methylglutaryl)

/hydroxyheptanoylkarnitin
pimelylkarnitin (heptandioylkarnitin)
oktanoylkarnitin

oktenoylkarnitin
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C9
CAlr
CCRF-CEM
CDP
CE
CE
Cl
Cit
CMP
CoA
CR
CTP
cy
Cys
DA
dADP
dAMP
dAR
dATP
dCDP
dCMP
dCTP
dGDP
dGMP
dGTP
DHAP
DIESI

diOH-acetone-P

dITP

DP

dTDP

dTMP

dTTP

dUMP

duTP

El

erythrose 4-P

nonanoylkarnitin
aminoimidazolkarboxyribosid
bunécna linie, T lymfoblasticka leukemie
cytidin-5"-difosfat

kapilarni elektroforéza

kolizni energie

chemicka ionizace

citrulin

cytidin-5"-monofosfat
koenzym A

cytidin

cytidin-5"-trifosfat

cystin

cystein

diskriminacni analyza
2’-deoxyadenosin-5"-difosfat
2’-deoxyadenosin-5"-monofosfat
deoxyadenosin
2’-deoxyadenosin-5’-trifosfat
2’-deoxycytidin-5"-difosfat
2’-deoxycytidin-5"-monofosfat
2’-deoxycytidin-5"-trifosfat
2’-deoxyguanosin-5’-difosfat
2’-deoxyguanosin-5"-monofosfat
2’-deoxyguanosin-5’-trifosfat
dihydroxyacetonfosfat

pfimy nastfik do ESI-MS
dihydroxyacetonfosfat
2’-deoxyinosin-5"-trifosfat
deklasteracni potencial
2’-deoxythymidin-5"-difosfat
2’-deoxythymidin-5"-monofosfat
2’-deoxythymidin-5"-trifosfat
2’-deoxyuridin-5"-monofosfat
2’-deoxyuridin-5"-trifosfat
elektronova ionizace

erythrosa-4-fosfat
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ESI
F-1,6-P2
FAD
FAICAr
FGAr
FMN
FT-IR
G
GAPDH
PPP
GC x GC
GC
GDP
GLC
GIn

Glu
Glu-1-P
Glu-6-P
Gly
GMP
GPP
GR
GSC
GSH
GSSG
GTP
Hcys
His

HK
HMDB
HPLC
HPro
HR

HX

IAA

IDP
IMP

ionizace elektrosprejem
fruktosa-1,6-bisfosfat
flavinadenindinukleotid
5-formaminoimidazol-4-karboxamidribosid
formylglycinamidribosid
flavinmononukleotid

infraCervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
latka 05-0777
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
pentosafosfatova draha
dvoudimenzionalni plynova chromatografie
plynova chromatografie
guanosin-5’-difosfat

plynova chromatografie systém plyn-kapalina
glutamin

glutamat

glukosa-1-fosfat

glukosa-6-fosfat

glycin

guanosin-5"-monofosfat

geranylpyrofosfat

guanosin

plynova chromatografie systém plyn-pevna latka
glutathion

glutathion disulfid

guanosin-5’-trifosfat

homocystein

histidin

hexokinasa

»The Human Metabolome Database®
vysokoucinna kapalinova chromatografie
hydroxyprolin

inosin

hypoxanthin

kyselina indol-3-octova

inosin-5"-difosfat

inosin-5"-monofosfat
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ITP inosin-5"-trifosfat

KEGG .Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes*

KG kontrolni buriky neovlivnéné latkou 05-0777

KS kontrolni buriky neovlivnéné shikoninem

LC kapalinova chromatografie

LC-MS/MS kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

LE rostlina Lithospermum erythrorhizon

Leu leucin

LHD laktatdehydrogenasa

L-PK pyruvatkinasa L

Lys lysin

M1-PK pyruvatkinasa M1

M2-PK pyruvatkinasa M2

MALDI ionizace laserem s vyuzitim matrice

Met methionin

MMA methylmalonat

MRM »,multiple reaction monitoring“, sledovani produktu rozpadu

molekularniho iontu

MS hmotnostni spektrometrie

MSTFA derivatizacni €inidlo N-methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamid
NAD"* nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)

NADH nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)

NADP* nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovana forma)
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovana forma)

NMR nuklearni magneticka rezonance

OA orotat

Orn ornitin

P fosfat

PCA analyza hlavnich komponent (,principal component analysis®)
PDH pyruvatdehydrogenasa

PEP fosfoenolpyruvat

P-ethanolamin fosfoethanolamin

PFK fosfofruktokinasa

PHB kyselina p-hydroxybenzoova

Phe fenylalanin

PheSer fenylserin
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Pro

Q1

Q2

Q3

RI
Rib-5-P
ROS
R-PK
RT

S
SAICAr
SAICAR
SAMP
Sar

Ser
sphingosine 1-P
T

Tau
Thr
TOF
Trp

Tyr

U

UDP
UMP
UR
UTP
Val

vit D3

prolin

prvni kvadrupdl

kolizni cela

tieti kvadrupal

refraktometricky detektor
ribosa-5-fosfat

reaktivni formy kysliku
pyruvatkinasa R

retencni ¢as

shikonin
5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxamid)ribosid
5-aminoimidazol-4-(N-sukcinylkarboxamid)ribotid
sukcinyladenosinmonofosfat
sarkosin

serin

sfingosin-1-fosfat

thymin

taurin

treonin

analyzator doby letu (,time-of-flight*)
tryptopfan

tyrosin

uracil

uridin-5"-difosfat
uridin-5"-monofosfat

uridin

uridin-5"-trifosfat

valin

vitamin D3

xantin
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11. Seznam priloh

Metabolické mapy vytvofené v softwaru ,pathway projector*
Pfiloha A: Metabolicka mapa CEM bunék ovlivnénych shikoninem

Pfiloha B: Metabolicka mapa CEM bunék ovlivhénych latkou 05-0777

Pouzité zkratky — viz kapitola 10. Seznam pouzitych zkratek
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